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Vorwort
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DGHO (Deutsche Gesellschaft fir Hamatologie und Onkologie) veréffentlicht:

- Cyclin D1 C.870G>A polymorphism in patients with multiple myeloma, impact of

donor Cyclin D1 C.870G>A polymorphism on the outcome after transplantation
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Arnold R., Pezzutto A., Dorken B., Blau O. (Abstract DGHO 2016)

Es wird auf die ausfihrliche Anteilserklarung (Seite XVIII) verwiesen.
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Kurzzusammenfassung

Einleitung:

Pathophysiologische Grundlage des Multiplen Myeloms ist die Proliferation klonaler Plas-
mazellen, welche ein monoklonales, zumeist funktionsloses Immunglobulin produzieren.
Neben hyperdiploiden Verdnderungen spielen sogenannte IGH-Translokationen eine we-
sentliche Rolle in der Pathogenese. Im Fall der Translokation t(11;14) kommt es hier-
durch zu einer erhéhten Expression des Proteins Cyclin D1, eine Veranderung die auch
eine Vielzahl anderer maligner Tumore betrifft. Das menschliche CCND1-Gen, welches
fur Cyclin D1 kodiert, weist mehrere Polymorphismen auf, deren Bedeutung fur die Tu-
morgenese noch weitgehend unverstanden sind. Aufgrund von beschriebenen Assozia-
tionen mit verschiedenen Tumorentitdten hat der Polymorphismus G870A besondere
Aufmerksamkeit erhalten. Das Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung des Polymorphis-
mus G870A in Myelompatienten vor dem Hintergrund klinischer und prognostischer
Merkmale. Zudem wurde ein méglicher Einfluss durch Veranderung des Polymorphismus

nach allogener Stammzelltransplantation untersucht.

Methodik:

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Daten von 200 Myelompatienten ausgewertet, welche
im Zeitraum zwischen 1992 und 2017 an der Charité behandelt wurden. Aus Knochen-
mark- und peripheren Blutproben der Patienten sowie gesunder Stammzellspender
wurde mittels PCR und Elektrophorese der Polymorphismus G870A bestimmt und die
Patienten daraufhin in Gruppen entsprechend des Genotyps (GG, AA, AG) eingeteilt. Die
statistischen Methoden wurden entsprechend Stichprobenverteilung ausgewahlt und mit

SPSS ausgewertet (Signifikanzniveau p<0,05).

Ergebnisse:

Die Verteilung der Genotypen im untersuchten Patientenkollektiv betrug 30,5 % fir GG,
10,5 % fur AA und 59,5 % fur AG. Fur Gruppe GG ergab sich mit 29,2 % ein haufigeres
Vorhandensein von t(11;14) im Vergleich zur Gesamtheit der Patienten (17,5 %), die Un-
terschiede zwischen den Gruppen waren statistisch signifikant (p=0,031).

Im Vergleich der Gruppen zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied bezuglich
des Gesamtuberlebens zwischen Gruppe AA und Gruppe AG (p= 0,044), die Sterblich-
keit in Gruppe AA lag mit 55,0 % deutlich tber den Gruppen AG (22,7 %) und GG (18,0

Vi



%). Weitere Unterschiede in klinischen Merkmalen und Verlaufsparametern zwischen

den Gruppen erwiesen sich als statistisch nicht signifikant.

Schlussfolgerung:

Die Beobachtung einer Assoziation zwischen Allelvariante G und dem Vorhandensein
von t(11;14) steht im Einklang mit publizierten Forschungsergebnissen. In dieser Arbeit
wurde ein statistisch signifikanter Unterschied im Gesamtuberleben zwischen den Geno-
typen AA und AG gesehen. Eine hieraus abzuleitende mogliche Hypothese ist der posi-
tive Einfluss der Allelvariante G auf das Uberleben von Myelompatienten. Diese Be-
obachtung stellt einen interessanten Ansatz fir weitere Untersuchungen in einem gréiRe-
ren Patientenkollektiv dar. Auch die Bedeutung des Expressionsniveaus von Cyclin D1,
welches unter anderem durch t(11;14) beeinflusst wird, fur den klinischen Verlauf von

Myelompatienten bedarf weiterer Forschung.
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Abstract

Introduction:

The pathophysiological basis of Multiple Myeloma is the proliferation of clonal plasma
cells, which produce a monoclonal, mostly non-functional immunoglobulin. In addition to
hyperdiploid changes, so-called IGH translocation play an important role in the pathogen-
esis. In the case of translocation t(11;14), this leads to an increased expression of the
protein cyclin D1, a change that affects a large number of malignant tumors. The human
CCNDL1 gene, which codes for cyclin D1, exhibits various polymorphisms whose signifi-
cance for tumorigeneses is still largely unknown. Due to described associations with dif-
ferent tumor entities, the G870A polymorphism has received special attention. The aim
of this work is to investigate this polymorphism in patients with Multiple Myeloma against
the background of clinical and prognostic characteristics. In addition, a possible influence
of changing genotypes through allogeneic stem cell transplantation was investigated.

Methodology:

In the course of this work, data from 200 patients with Multiple Myeloma treated at Charité
hospital between 1992 and 2017 were evaluated. The polymorphism G870A was deter-
mined by PCR and electrophoresis from bone marrow and peripheral blood samples of
patients and healthy stem cell donors. The patients were then divided into groups accord-
ing to genotype (GG, AA, AG). Statistical evaluation was done with SPSS (significance
level p<0.05).

Results:

The distribution of genotypes within our patient collective was 30.5% for GG, 10.5% for
AA and 59.5% for AG. Presence of translocation t(11;14) was greater in group GG
(29.2%) compared to the entirety of patients (17.5%) with differences between the groups
being statistically significant (p=0.031). A comparison of the groups showed a statistically
significant difference in overall survival between group AA and group AG (p=0.044), the
mortality in group AA was 55.0% compared to 22.7% in group AG and 18.0% in group
GG. Other differences in clinical features and course parameters between the groups

were not statistically significant.



Conclusion:

The observed association between allele variant G and the presence of t(11;14) is con-
sistent with published research results. The statistically significant difference in overall
survival between genotypes AA and AG seen here allows for the hypothesis of allele
variant G having a positive influence on survival in Multiple Myeloma. This observation
represents an interesting approach for future investigations within a larger patient collec-
tive. Further research is also required to investigate the significance of cyclin D1 expres-
sion levels, being partly regulated through t(11;14), for the clinical course of patients with

Multiple Myeloma.



1 Einleitung

1.1 Multiples Myelom

1.1.1 Epidemiologie und Pathophysiologie

Das Multiple Myelom ist mit einem Anteil von ca. 1 % an allen onkologischen Erkrankun-
gen die zweithaufigste hamatologische Neoplasie (1). Wahrend das Erkrankungsalter im
Median bei 70 Jahren liegt, werden ca. 15 % der Patienten vor dem 60. Lebensjahr und
ca. 2 % der Patienten vor dem 40. Lebensjahr diagnostiziert (2, 3). Epidemiologisch zeigt
sich ein gehauftes Auftreten des Multiplen Myeloms in der afrokaribischen Bevdlkerung.
Manner erkranken unabhéangig von der Ethnizitat haufiger als Frauen, und zwar mit einer
ca. 50 % hoheren Inzidenz (4).

Biologische Grundlage dieser Erkrankung ist die charakteristische Proliferation klonaler
Plasmazellen, welche primér im Knochenmark lokalisiert ist (5). Bei den in das Knochen-
mark migrierten Myelomzellen handelt es sich um entartete B-Zellen, welche die Keim-
zentrumsreaktion und somit die Reifung zu langlebigen Gedéachtnis-Plasmazellen bereits
abgeschlossen haben (6). Myelomzellen weisen somatische Mutationen in den fir ihr
sekretiertes Immunglobulin kodierenden Gensequenzen auf und sind in hohem MalRe
abhangig von dem umgebenden Knochenmarkstroma (6). Im Gegensatz zu physiologi-
schen Plasmazellen besitzen sie jedoch das Potential zur Proliferation, wenn auch in
geringem Ausmal’. Der Anteil an DNA-synthetisierenden Zellen betragt typischerweise
etwa 1 — 3 % aller Myelomzellen (7).

Charakteristisch fur die Erkrankung ist die Produktion eines klonalen, zumeist funktions-
losen Immunglobulins, auch Paraprotein oder monoklonales Protein genannt. Zumeist
handelt es sich hierbei um IgG oder IgA (8), seltener um IgD oder IgE (3). Weiterhin
produzieren die entarteten Plasmazellen h&dufig monoklonale freie Leichtketten, die in ih-
rer Menge variieren und sowohl im Blut als auch im Urin nachweisbar sind. In ca. 20 %
der Falle werden lediglich Leichtketten produziert. Weitere 2 % der Patienten weisen we-
der Paraprotein noch Leichtketten auf, ihre Erkrankung wird dann als asekretorisch be-
zeichnet (8).

Interessanterweise weisen ca. 3 — 5 % der Allgemeinbevélkerung in Europa ab einem
Alter von 50 Jahren ebenfalls eine monoklonale Gammopathie auf, ohne Symptome einer

manifesten Myelomerkrankung zu zeigen (9). Diese pramaligne Verdnderung, genannt



MGUS, geht dem Multiplen Myelom in nahezu 100 % der Félle voraus und wird daher als
dessen Vorstufe angesehen (10).

Per definitionem zeigen die Betroffenen keine Symptome eines Endorganschadens so-
wie weniger als 10 % mononukleére Zellen im Knochenmark (11). Die Progression von
MGUS zur manifesten Myelomerkrankung, charakterisiert durch Endorganschaden, wel-
che in Form von Knochenlasionen, Anamie, Immundefizienz und beeintrachtigter Nieren-
funktion in Erscheinung treten kdnnen, betragt ca. 1 % pro Jahr (12). Als relevante Risi-
kofaktoren gelten hierbei eine erhdhte Konzentration freier Leichtketten im Serum, das
Vorliegen eines anderen Immunglobulins als IgG sowie die Konzentration des Parapro-
teins im Serum, welche definitionsgemal bei MGUS-Patienten < 30 g/l liegt (13, 14). Ein
hoherer Wert wird als deutlicher Hinweis auf eine Myelomerkrankung betrachtet, als al-
leiniger Marker ist die Serum-Konzentration des Paraproteins jedoch nicht ausreichend
fur die Diagnose Multiples Myelom. Patienten mit einem sogenannten asymptomatischen
Myelom, auch ,Smouldering Myeloma*“ genannt, weisen ebenfalls ein Paraprotein = 30 g/l
im Serum und/oder einen Plasmazellgehalt im Knochenmark von = 10 % auf. In Abgren-
zung zur klinisch manifesten symptomatischen Myelomerkrankung erfordert diese Diag-
nose jedoch die Abwesenheit der 0. g. Endorganschaden und Symptome (2). Das Risiko,
bei Vorliegen eines asymptomatischen Myeloms eine symptomatische Myelomerkran-
kung zu entwickeln, liegt mit jahrlich 10 % deutlich héher als das eines MGUS-Patien-
ten (3).

Die fur das symptomatische Multiple Myelom charakteristischen Beschwerden ergeben
sich aus der Pathophysiologie der Erkrankung. Proliferationen im Knochenmark flhren
durch Aktivierung von Osteoklasten und Hemmung der Osteoblastendifferenzierung zu
lytischen Lasionen im angrenzenden Knochengewebe, was wiederum zur Hyperkalzamie
fuhrt (8). Etwa zwei Drittel der Patienten leiden bei Erstdiagnose unter den daraus resul-
tierenden Knochenschmerzen, in nahezu 80 % der Félle sind zu diesem Zeitpunkt mit
konventionellen Rontgenaufnahmen bereits lytische Knochenlasionen, Osteoporose
oder sogar pathologische Frakturen nachweisbar. Noch haufiger liegt zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung eine laborchemisch nachweisbare Anamie vor, die sich in Form von
korperlicher Schwéache und Fatigue bemerkbar machen kann (2). Zu einer Beeintrachti-
gung der Nierenfunktion, welche sich in ca. 20 % der Falle bereits bei Diagnosestellung
zeigt, kommt es unter anderem durch Prazipitation von Leichtketten, sobald deren Menge
die Reabsorptionskapazitat der Nieren tiberschreitet. Die hierdurch entstehende tubulare

Obstruktion und tubulo-interstitielle Inflammation wird fiir ca. 90 % der resultierenden
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Nierenschaden im Krankheitsverlauf verantwortlich gemacht, als weitere Ursachen gel-
ten Dehydratation, Hyperkalzamie, Hyperviskositat, Ablagerung von Amyloiden und ne-
phrotoxische Substanzen wie nicht-steroidale antiinflammatorische Medikamente (8). Mit
zunehmender Progredienz der Erkrankung sind auch extramedullare Tumoren mdoglich,
beispielsweise in Lymphknoten, im Pleuraraum oder in der Haut. Eine aggressivere Form
der Erkrankung mit einer hoheren Proliferationsrate ist die Plasmazellleukamie, bei der
die malignen Plasmazellen aus dem Knochenmark ins periphere Blut ausgeschwemmt

werden (6).

1.1.2 Genetische Grundlagen

Zur Orientierung Uber die verschiedenen Subtypen eignet sich eine Einteilung nach ge-
netischen Veranderungen. Grob kann hier zwischen hyperdiploiden und nicht-hyperdip-
loiden Veranderungen unterschieden werden, wobei ca. 50 % aller MGUS- und Myelom-
Patienten Tumorzellen mit hyperdiploidem Chromosomensatz (48 — 75 Chromosomen)
aufweisen (7, 15). Charakteristisch fir die hyperdiploide Subgruppe sind Trisomien der
Chromosomen 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 und 21. Eine weitere Einteilung erfolgt nach Vorhan-
densein sogenannter IGH-Translokationen, welche sich in ca. 70 % der nicht-hyperdip-
loiden oder hypodiploiden, hingegen nur in ca. 10 % der hyperdiploiden Myelome fin-
den (15). Hierzu zahlen u. a. die Translokationen t(11;14)(q13;932) und
t(4;14)(p16;932) (16). Erstere kann in ca. 15 — 20 % der diagnostizierten Myelom- und
teilweise auch in MGUS-Patienten nachgewiesen werden (17). Resultat einer solchen,
zumeist balancierten, Translokation ist die Positionierung von Onkogenen wie CCND1,
CCND3, FGFR3, MMSET, MAF oder MAFB in die Nahe eines Enhancers im IGH-Gen-
locus auf Chromosom 14 (18). Diese Translokationen fihren entweder direkt oder indirekt
zu einer erhdohten Expression des Zellzyklus-regulierenden Cyclin D, welche ein nahezu
universelles Merkmal aller Myelom- und MGUS-Tumore darstellt (19).

Zu einer direkten Beeinflussung der Cyclin D1-Expression kommt es durch die Translo-
kation t(11;14)(g13;932), die Translokation t(6;14)(p21;932) fuhrt zu einer erhéhten Ex-
pression von Cyclin D3. Die Translokation t(4;14)(p16;932) verursacht die Dysregulation
des Gens WHSC1, auch bekannt als MMSET, sowie des FGFR3-Gens, welches fir eine
Rezeptortyrosinkinase kodiert. Im Falle der Translokation t(14;16)(g32;923) kommt es
zur Dysregulation des MAF-Onkogens, die Translokation t(14;20)(q32;g11) betrifft das
MAFB-Gen (20).



Beide pathogenetischen Veranderungen, Hyperdiploiditat wie auch IGH-Translokationen,
werden im Allgemeinen zu den frithen primaren Veranderungen im Verlauf der Erkran-
kung gezahlt (17). Viele Patienten weisen zumindest eine IGH-Translokation auf, bei ei-
nigen sind im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung sogar zwei voneinander unab-
hangige Translokationen detektierbar (18). Ihre Ursache wird in fehlerhaften Prozessen
im Rahmen des Immunglobulin-Klassenwechsels (CSR) oder der somatischen Mutatio-
nen wahrend der Plasmazellreifung in den Keimzentren gesehen (21). Da diese Veran-
derungen auch in MGUS-Patienten nachgewiesen werden kénnen, ist davon auszuge-
hen, dass sie nicht allein urséchlich fir eine maligne Transformation sein kénnen (18).
Tatsachlich sind viele genetische Charakteristika des Multiplen Myeloms bereits in der
Vorstufe MGUS zu finden (20). Weitere genetische Veranderungen wie eine Deletion
bzw. Monosomie des Chromosoms 13, die Deletion 17p, Veranderungen an Chromosom
1 (Deletion 1p, Amplifikation von 1q) oder MYC-Translokationen signalisieren die weitere
Tumorprogression im Verlauf der Erkrankung (17).

Mutationen in Genen der Ras-Familie (NRAS, KRAS) liegen in 40 — 55 % der Myelomer-
krankungen, jedoch lediglich in 5 % der MGUS-Falle vor und werden daher als bedeu-
tender Schritt in der Progression zur malignen Erkrankung gesehen (6, 20). Wahrend
gleichartige Mutationen einiger Gene, unter anderem KRAS, NRAS, TP53, BRAF und
FAM46C in der Mehrzahl der Patienten auftreten, ist das Multiple Myelom vor allem durch
grof3e interindividuelle und im Verlauf auch intraindividuelle Heterogenitat gekennzeich-
net (22). Serielle Analysen von sogenannten Single Nucleotide Polymorphismen (SNPs)
zeigen oft einen nichtlinearen Verlauf im Hinblick auf im Krankheitsverlauf erworbene
Veranderungen. Typisch sind im Verlauf entstehende Verzweigungen einzelner Sub-
klone, die bereits bei Diagnosestellung haufig ein komplexes Muster aufweisen. Hiervon
sind insbesondere Gene betroffen, die zum Zeitpunkt der Diagnosestellung als Hochri-
siko-Gruppe klassifiziert wurden. Einzelne Subklone kénnen zu unterschiedlichen Zeit-
punkten dominieren, was ebenfalls auf den dynamischen Charakter der Tumorevolution
hinweist (23). Ein Erklarungsansatz fir die zunehmende Komplexitat des genetischen
Profils im Verlauf einer Myelomerkrankung ist eine relative Zunahme einzelner Subklone,
die eine Therapie Uberleben und im Anschluss an diese Selektion neue Veranderungen
erwerben. Auch das Wiederauftreten von zwischenzeitlich weniger dominanten Subklo-
nen wird beobachtet, was eine erneute erfolgreiche Therapie mit einer bereits eingesetz-
ten Medikation auch im rezidivierten Stadium maéglich machen kann. Der fiir das Multiple

Myelom typische, disseminierte Befall des Knochenmarks konnte individuell eine noch
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grol3ere klonale Heterogenitat bedingen, die von den seriellen Analysen jedoch nicht er-
fasst wird (23).

Eine Analyse des genetischen Profils von Uber 1000 neu diagnostizierten Myelompatien-
ten im Rahmen des ,Myeloma Genome Project” bildet die Grundlage einer Einteilung in
Gruppen mit jeweils typischen Kombinationen genetischer Aberrationen. Das Hinzutreten
weiterer Mutationen zu den frihen Veranderungen wird als nicht-zufallige Entwicklung
gesehen. Vielmehr kdnnte das — sich im Verlauf verandernde — genetische Profil der
Myelomzellen abh&ngig von diesen sogenannten primaren Ereignissen sein, wodurch ty-
pische Muster genetischer Aberrationen entstehen. Die Assoziation der Transloka-
tion t(11;14) mit Mutationen im CCND1- und IRF4-Gen ist ein Beispiel fur ein solches
Muster (24). Tabelle 1 bietet einen Uberblick (iber typische genetische Veranderungen
beim Multiplen Myelom und ihre Einteilung in Standard- vs. Hochrisikoaberrationen.

Tabelle 1: Genetische Risikostratifizierung (modifiziert nach (17, 25, 26))

Standardrisiko Hochrisiko
Hyperdiploiditat +1q
t(11;14)(q13;932) Deletion 17p
t(6;14)(p21;932) t(14;16)(g32;923)
Deletion 13q t(4;14)(p16;932)

t(14;20)(g32;q11)

1.2 Allogene Stammzelltransplantation

Waéhrend die autologe Stammezelltransplantation in der Therapie des Multiplen Myeloms
fest etabliert ist, gehort die alloSZT momentan nicht zur Standardtherapie fir Myelompa-
tienten (27). Grunde flr ihren bislang eher restriktiven Einsatz waren unter anderem das
Risiko der therapieassoziierten Mortalitat und die Gefahr der Graft-versus-Host-Erkran-
kung. Auch die Verfugbarkeit geeigneter Spender stellt einen limitierenden Faktor
dar (28). Trotz dieser Schwierigkeiten bleibt die alloSZT fiur junge und fitte Patienten eine
attraktive Therapieoption und kann als solche vor allem im Kontext zytogenetischer Hoch-
risiko-Aberrationen und bei Rezidiven auch im Anschluss an die autologe Stammzell-
transplantation in Betracht gezogen werden (29). Interessant ist die alloSZT vor allem
aufgrund ihres kurativen Potentials (30), welches zumindest anteilig durch den sog. Graft-
versus-Myelom-Effekt erklart werden kann (31). Gegenstand aktueller Forschung ist die

Frage nach dem Stellenwert der alloSZT im Kontext neuer therapeutischer Substanzen.
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Dabei steht vor allem die Integration dieser Substanzen in das Therapiekonzept der al-
l0SZT im Fokus (30). Immunmodulatorische Substanzen und Proteasominhibitoren kénn-
ten als Konsolidierung nach alloSZT dazu beitragen, das Therapieergebnis zu verbes-
sern (32) und zugleich das Risiko einer Graft-versus-Host-Erkrankung zu reduzieren (30).

1.3 Cyclin D1

1.3.1 Rolleim Zellzyklus und Bedeutung fir die Tumorgenese

Das Protein Cyclin D1 ist in einer Vielzahl maligner Tumore tberexprimiert (33). Die pa-
thophysiologischen Mechanismen unterscheiden sich je nach Tumorentitat. Wahrend bei
Brustkrebserkrankungen eine Amplifikation auf Chromosom 11 ursachlich ist, fihren in
der Entstehung des Multiplen Myeloms und des Mantelzelllymphoms vor allem chromo-
somale Translokationen zur Uberexpression des Proteins. Eine Hochregulation von Cyc-
lin D1 durch Punktmutationen wurde bei Karzinomen des Endometriums und des Oso-
phagus beobachtet (34-38).

Die wohl bekannteste Funktion des Cyclin D1 ist die Aktivierung von CDK4 und CDK6
am Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus (39). Die Bildung eines Komple-
xes aus einem Cyclin mit regulatorischer Funktion und einer Cyclin-abhéangigen Kinase
als katalytische Untereinheit ist ein allgemeiner Mechanismus in der Progression durch
die Phasen des Zellzyklus (siehe Abbildung 1). Neben der Mitose-Phase (M-Phase) und
der Synthese-Phase (S-Phase) besteht dieser aus zwei Interphasen (G1-Phase, G2-
Phase), welche die M- und die S-Phase voneinander trennen (38).

Die Chromosomen jeder Zelle werden wéhrend der S-Phase verdoppelt und anschlie-
Rend im Zuge der M-Phase voneinander getrennt, wodurch zwei genetisch identische
Tochterzellen entstehen (40). Die G1-Phase im Anschluss an die M-Phase und die G2-
Phase nach der S-Phase dienen der Reparatur von DNA-Schaden sowie eventuell bei
der Replikation entstandenen Fehlern (41). Im Laufe der G1-Phase werden verschiedene
extrazellulare und intrazellulare Signale integriert, die dartiber entscheiden, ob die Zelle
in die S-Phase eintritt. Die hierzu erforderlichen Ablaufe sind zell- und kontextspezifisch,
erfordern jedoch immer die Aktivierung Cyclin-abhangiger Kinasen (41).

Ruhende Zellen befinden sich in der sogenannten GO-Phase und treten infolge einer Sti-
mulation durch ein Wachstumssignal in die G1-Phase ein (42). Umgekehrt konnen diffe-

renzierte Zellen in Abwesenheit stimulierender Einflisse in die GO-Phase Ubertreten und



fur lange Zeit in einem Zustand, der durch reduzierte Syntheseleistung gekennzeichnet
ist, verbleiben (43). Auch andere extrazellulare Signale durch antiproliferativ wirkende
Proteine oder direkten Kontakt zu anderen Zellen kdnnen die Zellzyklusprogression wéh-
rend der G1-Phase anhalten. Eine Storung dieser Signalwege kann tber Entkopplung

der Zelle von auReren Kontrollen zu einer unkontrollierten Proliferation fuhren (44).

CDKl-cyclin B

CDKl-cyclin A

CDK2-cyclin A

. - CDK4-cyclin D
CDK2-cyclinE  CpK6-cyclin D

pRb-POy pRb-E2F
+

E2F

Abbildung 1: Cycline und Cyclin-abhangige Kinasen im Zellzyklus (40)

Die Progression durch die Phasen des Zellzyklus wird kontrolliert durch ein Zusammen-
spiel aus Cyclinen, Cyclin-abh&ngigen Kinasen (CDKs) und deren Inhibitoren (CKIs) (45).
Aktivierung und Inhibierung der Cyclin/CDK-Komplexe zur richtigen Zeit sind entschei-
dend fur einen geordneten Ablauf des Zellzyklus (46). Je nach Zellzyklusphase finden
sich verschiedene Kombinationen der Cycline mit den CDKs, welche zum Teil auch in
der Transkriptionskontrolle, der Zelldifferenzierung oder in der Aufnahme von Nahrstoffen
eine Rolle spielen (41).

Neben Cyclin D1 existieren zwei weitere D-Typ Cycline, Cyclin D2 und Cyclin D3, welche
gewebespezifisch exprimiert werden. Ihre Aktivitat reguliert den Ablauf der G1-Phase und
den Ubergang in die S-Phase. Alle drei Unterformen besitzen die Fahigkeit an CDK4 und
CDK®6 zu binden (45, 47). Solange die Zelle durch Wachstumsfaktoren stimuliert wird,
erfolgt die Synthese der D-Typ Cycline kontinuierlich, es zeigt sich jedoch ein Peak in der
G1-Phase (43).
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Abbildung 2: Ablaufe am G1/S-Ubergang des Zellzyklus (48)

Eine Stimulation durch mitogene Signale wahrend der G1-Phase fuhrt Gber das Protein
Ras und eine Signalkaskade mit sequentieller Aktivierung mehrerer Kinasen zur Tran-
skription des CCND1-Gens (48). Das uberexprimierte Cyclin D bildet daraufhin Komplexe
mit den CDK4 oder CDK6 und das entstehende Holoenzym wird durch die CAK, einen
Komplex aus CDK7, Cyclin H und MAT1, phosphoryliert (42, 49). Der hierdurch aktivierte
Cyclin/CDK-Komplex ermdglicht nun die Phosphorylierung des Tumorsuppressorpro-
teins Rb, welches im hypophosphorylierten Zustand an den Transkriptionsfaktor E2F so-
wie an eine Histondeacetylase (HDAC) gebunden vorliegt. Durch die Phosphorylierung
von Rb wird E2F aus seiner Bindung geldst und ermdglicht so die Expression mehrerer,
fur den Eintritt in die S-Phase erforderlicher, Proteine — unter anderem die des Cyc-
lin E (50). Dieses Cyclin, welches wahrend der G1-Phase an CDK2 bindet, ist ebenso
wie Cyclin D essentiell fir den Eintritt der Zelle in die S-Phase (51, 52). Indem der Kom-
plex aus Cyclin D und CDK4 oder CDK6 die CKIs p21 und p27 bindet, steht CDK2 fur
eine Verbindung mit Cyclin E zur Verfugung (53). Durch diesen positiven Feedbackme-
chanismus wird der Ubergang in die S-Phase weiter vorangetrieben und durch die zu-
nehmende Unabh&ngigkeit von mitogener Stimulation zum irreversiblen Ereignis im Ab-
lauf des Zellzyklus (41). Kurz nach Eintritt in die S-Phase kommt es zum nuklearen Export
und anschliel3end im Zytoplasma der Zelle durch Ubiquitin vermittelt zum proteasomalen
Abbau der D-Typ Cycline (47). Dieser Vorgang wird erméglicht durch eine Phosphorylie-
rung, die in Anwesenheit mitogener Reize negativ reguliert wird (48). Uben diese einen

stimulierenden Einfluss auf die Zelle aus, wird ein Signalweg aktiviert, welcher zur
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Hemmung der Kinase GSK3-f fuhrt. Eine Aufhebung dieser inhibitorischen Kontrolle er-
maoglicht die Phosphorylierung von Threonin an Position 286 des Cyclin D1 (43). Im Falle
einer DNA-Schéadigung wird die Zellzyklusprogression ebenfalls durch verstarkten Abbau
des Proteins angehalten (54).

Neben dem regulierenden Einfluss auf den G1/S-Ubergang im Zellzyklus werden an
CDK2 gebundenes Cyclin D1 und der Komplex aus Cyclin E und CDK2 auch fir die
Initiation der Centrosomen-Duplikation und -Reifung verantwortlich gemacht (47, 55).
DarUber hinaus werden weitere, zum Teil eventuell CDK-unabhangige, Funktionen des
Cyclins diskutiert. Hierzu zahlt unter anderem die Entstehung chromosomaler Instabilita-
ten, moglicherweise als direktes Resultat des Einflusses auf die Transkriptionskontrolle
durch Cyclin D1. Ein instabiler Karyotyp in Form von strukturellen Aberrationen sowie
Verlust oder Gewinn einzelner Chromosomen konnte ein weiterer Mechanismus der
durch Cyclin D1 induzierten Tumorgenese sein (47).

Ebenfalls als Funktionen von Cyclin D1 betrachtet werden die Reaktion auf DNA-Scha-
den (56) sowie die Regulation der Mitochondrienfunktion (57) und Zellmigration (58, 59).
So konnte bei einem Mangel an Cyclin D1 eine verminderte Migrationsféahigkeit von Fib-
roblasten, Makrophagen und Brustepithelzellen nachgewiesen werden (58, 60, 61). Eine
verstarkte Expression von Cyclin D1 kénnte demnach eine erleichterte Metastasierung
zur Folge haben (47). In der Reaktion auf DNA-Sché&den fungiert Cyclin D1 unter ande-
rem als Interaktionspartner von RAD51, einem Enzym mit der F&higkeit zur Rekombina-
tion und Reparatur geschadigter DNA. Die Bildung dieses Komplexes wird durch Bestrah-
lung induziert und fihrt zur Rekrutierung von RAD51 zur geschadigten DNA. Eine erhéhte
Induktion dieses Mechanismus wirkt schiitzend auf die DNA und wird mit einer hoheren
Resistenz der Zellen gegen eine Bestrahlung in Verbindung gebracht (47, 62). Untersu-
chungen zur Bedeutung von Cyclin D1 flr die Regulation der Mitochondrienfunktion reifer
B-Zellen ergaben eine verringerte mitochondriale Aktivitat in Anwesenheit des Proteins.
Die Interaktion von Cyclin D1 mit einem spannungsgesteuerten Anionenkanal fuhrte zu
einem beeintrachtigten mitochondrialen Metabolismus, was auf eine reduzierte Trans-
portkapazitat fur ATP, ADP und weitere Metaboliten in das Mitochondrium zurtickgefuhrt
wurde (57).

Indem es Bindungen mit mehr als 30 verschiedenen Transkriptionsfaktoren und deren
Koregulatoren eingeht, spielt Cyclin D1 auch eine Rolle in der Transkriptionskontrolle
verschiedener Gene. So bindet es beispielsweise direkt an den Androgenrezeptor (AR),

den Estrogenrezeptor (ER) a, den Schilddrisenhormonrezeptor und PPARy, welche
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allesamt nukleéar lokalisiert sind. Zudem scheint Cyclin D1 die Aktivitat von Histon-
deacetylasen (HDAC) und Histonacetyltransferasen (HAT) zu beeinflussen und so regu-
lierend auf epigenetische Prozesse einzuwirken (63). Diese Beobachtungen suggerieren
eine besondere Bedeutung des Cyclin D1 in der Initiation und Aufrechterhaltung von
transformierenden Prozessen (64).

Wahrend Cyclin D1 physiologischerweise in reifen B-Zellen nicht exprimiert wird, findet
sich eine Uberexpression bei ca. 50 % der Myelomerkrankungen (65, 66).

In ca. 15 — 20 % aller Myelompatienten kommt es infolge der Translokation
t(11;14)(q13;932) zur Hochregulation der Cyclin D1-Expression durch Fusion des
CCND1-Genlocus auf Chromosom 11 mit dem IGH-Locus auf Chromosom 14. Die un-
mittelbare Nahe des starken Enhancers Ep des Immunglobulin-Schwerketten-Locus re-
sultiert in einer aberranten transkriptionellen Aktivitat des CCND1-Gens (16). Dieser Pa-
thomechanismus erklart jedoch nur einen Teil der beobachteten Cyclin D1-Uberexpres-
sion in Myelompatienten. In der Mehrzahl der Myelome mit hyperdiploidem Chromoso-
mensatz wird Cyclin D1 Uber alternative Mechanismen tiberexprimiert (16). Hierzu zahlen
die Trisomie 11 sowie Amplifikationen des CCND1-Gens (66, 67). 40 % der Myelome
zeigen eine biallelische Dysregulation des Proteins (68). Auch andere reifzellige B-Zell-
Neoplasien weisen dieses Merkmal auf. So kommt es bei 90 % der Patienten mit einem
Mantelzelllymphom infolge der Translokation t(11;14)(q13;932) zu einer Uberexpression
von Cyclin D1, und auch in 50 — 65 % der Haarzellleuk&mien wird das Protein vermehrt
produziert (69). Interessanterweise scheint die Hochregulation des Cyclins nicht per se
zu einer erhohten Proliferationsrate zu fuhren. Myelompatienten mit einer erhéhten Cyclin
D1-Expression weisen sogar einen niedrigeren proliferativen Index auf, zudem I&sst sich
eine Uberexpression des Proteins bereits in MGUS-Patienten nachweisen (68, 70, 71).
Vermutlich ist das Gleichgewicht aus Synthese und Abbau von Cyclin D1 sowie die ge-
ordnete Abfolge dieser Prozesse essenziell fur die proliferative Funktion des Proteins.
Eine akute Uberexpression kann zumindest in Fibroblasten den Eintritt der Zelle in die S-
Phase verhindern, eventuell spielen hier die Bindung von Cyclin D1 an PCNA und CDK2
eine Rolle (72). Analysen an Patienten mit Myelomerkrankung und Mantelzelllymphom
legen den Verdacht nahe, dass der onkogene Effekt der Cyclin D1-Uberexpression nicht
oder nicht allein auf CDK-abhé&ngige Funktionen des Proteins zuriickzufuhren ist (70).
Denkbar ware auch, dass CDK-unabhangige Funktionen, zum Beispiel der Einfluss des
Cyclins auf die Transkriptionskontrolle verschiedener Gene, eine entscheidende Rolle in

der Tumorgenese dieser Erkrankungen spielen (45, 71). Neue Untersuchungen an
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Myelomzellen konnten eine Beeinflussung der Zelladhasion und -migration durch Cyc-
lin D1 nachweisen. Dieser Effekt wird scheinbar durch erhéhten oxidativen Stress und
der damit einhergehenden Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) ausgel6st und
konnte eine entscheidende Rolle in der Interaktion der Myelomzellen mit dem umgeben-
den Knochenmarkstroma spielen (73). Auch die Produktion inflammatorischer Chemo-
kine war bei Expression von Cyclin D1 im Vergleich zu Cyclin D1-negativen Myelomzel-
len erhoht (74).

Im Hinblick auf die prognostische Bedeutung einer Cyclin D1-Uberexpression fiir den
Verlauf einer Myelomerkrankung ergaben sich bislang sehr unterschiedliche Beobach-
tungen. Wahrend sich in einigen Studien ein besseres Gesamtiiberleben und Therapie-
ansprechen zeigte (67, 75), berichten Sewify et al. von einem kurzeren Gesamtiiberleben
sowie einer moglicherweise hoheren Therapieresistenz. Dies begriinden sie mit einer er-
hohten Expression des MDR1-Proteins in Cyclin D1-positiven Patienten. Zudem beo-
bachteten sie in diesem Patientenkollektiv eine starkere Knochenmarkinfiltration durch
Plasmazellen und vermehrte osteolytische Lasionen (76). Andere Studien konnten hin-
gegen keinen signifikanten Einfluss der Cyclin D1-Uberexpression auf das Gesamtiiber-

leben nachweisen (77, 78).

1.3.2 CCND1 Polymorphismus G870A

Fur das menschliche CCND1-Gen konnten tber 100 verschiedene SNPs nachgewiesen
und in 6ffentlichen SNP-Datenbanken katalogisiert werden. Eine besondere Beachtung
in der weiteren Untersuchung dieser SNPs hat der Polymorphismus G870A erfahren.
Lokalisiert in Exon 4 an der Grenze zu Intron 4, beeinflusst dieser das Splicing des
CCND1-Genproduktes. Durch alternatives Splicing entstehen zwei unterschiedliche
Transkripte, das a- und das b-Transkript.

Wahrend beim a-Transkript die Informationen der Exone 1-5 vollstandig abgelesen wer-
den, werden fur das b-Transkript lediglich die Exone 1-4 transkribiert (63). Die jeweiligen
Varianten Cyclin D1a und Cyclin D1b unterscheiden sich hierdurch in ihrer Aminosau-
resequenz am C-Terminus, die letzten 55 Aminosauren sind beim b-Transkript durch eine

kiirzere Sequenz ausgetauscht (79, 80).
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Im Jahr 1995 verdffentlichten Betticher et al. ihre Untersuchungen bezuglich der Entste-
hung dieses alternativen Splicingvorgangs. Demnach sei das Adenosin an Position 870
verantwortlich fur die Transkription des Grof3teils der b-mRNA, wahrend Guanin entwe-
der die Transkription sowohl der a- als auch der b-Form der mRNA ermdgliche oder vor
allem zur Entstehung der a-mRNA fuhre (81). Beachtet werden sollte jedoch die Tatsa-
che, dass auch homozygote Trager der Allelvariante A das a-Transkript und homozygote
Trager der Allelvariante G das b-Transkript produzieren kénnen (33, 82). Im Falle des
Multiplen Myeloms und des Mantelzelllymphoms werden beide Transkripte exprimiert,
die Variante Cyclin D1a tUberwiegt jedoch (33, 83).

In Zellkulturen konnten unterschiedliche Funktionen der beiden Isoformen beobachtet
werden. Sawa et al. veroffentlichten 1998 ihre Beobachtungen, wonach eine Uberexpres-
sion des a-Transkripts zu einem hoheren Anteil proliferierender Zellen filhre, eine Uber-
expression des b-Transkripts jedoch zu einem gegenteiligen Effekt. So fand sich ein gro-
Berer Anteil Ki-67-positiver Zellen im Rahmen einer Hochregulation von Cyclin D1a unter
nahrstoffarmen Bedingungen. Das Protein Ki-67 ist ein Marker fur Zellproliferation und
wird dementsprechend nicht in ruhenden Zellen exprimiert, welche sich in der GO-Phase
des Zellzyklus befinden. Ein geringere Fraktion Ki-67-positiver Zellen, selbst unter nahr-
stoffreichen Bedingungen, zeigte sich bei Hochregulation des b-Transkripts (81). Als Ur-
sache hierfur wird eine gegenlaufige Beeinflussung des Zellzyklus durch die jeweiligen
Isoformen vermutet. Mdglicherweise Ubt das a-Transkript einen unterstitzenden Einfluss
auf den Eintritt der Zelle in den Zellzyklus aus, wahrend die Wirkung des b-Transkripts
zum Austritt der Zelle aus dem Zellzyklus fuhrt (81).

Wahrend beide Isoformen nachweislich die Aktivitat der Cyclin-abhé&ngigen Kinasen 4
und 6 beeinflussen, konnte gezeigt werden, dass Cyclin D1b im Wesentlichen im Zellkern
lokalisiert ist (84), was mit einem erhdhten Potential zur onkogenen Transformation as-
soziiert wird (85). Untersuchungen an Mantelzelllymphomen ergaben hingegen sowohl
eine nukleare als auch eine zytoplasmatische Lokalisation von Cyclin D1b (33). Eine dau-
erhafte nukledre Lokalisation von Cyclin D1b wird durch das Fehlen der sogenannten
,PEST destruction box® sowie von Threonin an Stelle 286 begrundet. Letztere ist eine fur
den nuklearen Export und den regulierten Abbau von Cyclin D1 erforderliche Phospho-
rylierungsstelle (43, 86). Da beide Varianten des Cyclin D1 &hnliche Halbwertszeiten und
eine vergleichbare Stabilitat zeigten, liegt die Vermutung nahe, dass weitere regulatori-

sche Vorgange zum Abbau der Proteine existieren (33). Eventuell spielt auch der N-
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Terminus des Proteins, welcher sich zwischen Cyclin D1a und Cyclin D1b nicht unter-
scheidet, eine Rolle in der Regulation der Proteinstabilitat (45).

Trotz des angenommenen hoheren onkogenen Potentials wird Cyclin D1b mit einer ge-
ringeren Kapazitat zur Phosphorylierung von Rb und damit zur Zellzyklusprogression in
Verbindung gebracht (86, 87). Ursachlich hierfir kbnnten die unterschiedlichen Sequen-
zen der Cyclin D1-Varianten a und b an ihrem jeweiligen C-Terminus sein. Die Bildung
von Komplexen mit CDK4 scheint hingegen nicht beeintrachtigt, vielmehr wurde CDK4
als exklusiver Partner fir die Bindung an Cyclin D1b identifiziert (45). Diese Beobachtung
suggeriert alternative Mechanismen als Ursache flr das erhdhte Transformationspoten-
tial. Diskutiert werden ein Einfluss auf die Transkriptionskontrolle, die Aufhebung der Kon-
taktinhibition sowie eine mogliche Resistenz gegenuber antiproliferativen Signalen. Auch
bislang unbekannte Auswirkungen der Lokalisation im Zellkern kbnnten eine Rolle spie-
len (45, 86, 87).

Die genauen Mechanismen einer Cyclin D1b-vermittelten Tumorgenese sind komplex,
die Bedeutung der einzelnen Splicingvarianten ist aktuell noch nicht vollstdndig verstan-
den. Vermutlich spielen unter anderem das relative Verhéltnis der beiden Transkripte zu-
einander eine Rolle, ebenso das zell- und gewebespezifische Expressionsmuster (80,
87). Eine Assoziation des Polymorphismus G870A mit verschiedenen Tumorentitdten
wurde in Studien beschrieben. Die Allelvariante A wird dabei mit einem erhdhten Risiko
fir das Auftreten von Basalzellkarzinomen (88), Osophagus-Karzinomen (89), Plat-
tenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region (90), Prostatakarzinomen (91) und weiteren
malignen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht. Andere Studien weisen hingegen
auf ein erhohtes Risiko durch Allelvariante G hin (92, 93), wahrend wiederum andere
keinen Unterschied zwischen den Allelvarianten im Hinblick auf Erkrankungs- und Pro-

gressionsrisiko abbilden.

14



In der vorliegenden Arbeit wurde die Verteilung der Allelvarianten A und G und somit die
Auspragung des Polymorphismus G870A in Patienten mit Multiplem Myelom bzw. Plas-
mozytom untersucht und vor dem Hintergrund klinischer Daten und Verlaufsparameter
betrachtet. Hierzu wurde die Gesamtkohorte in drei Gruppen unterteilt: Gruppe GG (ho-
mozygot flur Allelvariante G), Gruppe AA (homozygot fur Allelvariante A) und Gruppe AG
(heterozygot). Zusatzlich wurde fur das Patientenkollektiv mit alloSZT die Auspragung
des Polymorphismus bei den gesunden Spendern untersucht. Ziel dieser Arbeit ist die
Auseinandersetzung mit folgenden Fragen:

I.  Unterscheiden sich Patienten mit unterschiedlichem Polymorphismus
G870A im CCND1-Gen im Hinblick auf das Geschlecht, das Alter bei Erst-
diagnose und genetische Aberrationen bei Erstdiagnose?

II.  Unterscheiden sich Patienten mit unterschiedlichem Polymorphismus
G870A im CCND1-Gen im Hinblick auf das Therapieansprechen, das Er-
reichen einer klinischen Remission oder die Zeit bis zum 1. Rezidiv?

lll.  Hat der Polymorphismus G870A im CCND1-Gen einen Einfluss auf das Ge-
samtiiberleben oder das Progressionsfreie Uberleben der Patienten?

IV. Hat der Polymorphismus G870A im CCND1-Gen gesunder Stammzell-
spender einen Einfluss auf den klinischen Verlauf der Patienten nach al-
l0SZT?
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2 Materialien und Methoden

Im folgenden Kapitel sind die verwendeten Materialien aufgelistet, gefolgt von einer Be-
schreibung der durchgefuhrten Methoden. Produkthnamen und Herstellerangaben der
verwendeten Materialien sind in den Tabellen 2 — 8 aufgelistet, Tabelle 9 informiert Gber
die in der vorliegenden Arbeit genutzte Datenbank und das Programm zur Literaturver-
waltung. Beim Hersteller der Oligonukleotide (siehe Tabelle 5) handelt es sich um die
Firma TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH in Berlin (Eresburgstrasse 22-23, 12103 Ber-

lin).

2.1 Materialien

Tabelle 2: Chemikalien
Produkt

Hersteller

Agarose

Aqua at iniectabilia
Ethanol (70%)
Ethidiumbromid
Isopropanol
Nuklease-freies Wasser
RNAse-Free Water

Tabelle 3: Medien, Lésungen und Puffer
Produkt

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Braun, Melsungen

Qiagen, Hilden

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Qiagen, Hilden

Hersteller

Auftrags-Puffer
Lyse-Puffer
Hydratations-Puffer
Hyperladder II
Prezipitations-Puffer
TBE-Puffer

BioLine GmbH, Luckenwalde
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

BioLine GmbH, Luckenwalde
Qiagen, Hilden

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Tabelle 4: Enzyme
Produkt

| Hersteller

Bsrl (10 U/ul)

AmpliTag Gold DNA Polymerase (5 U/ul)

Tabelle 5: Oligonukleotide

New England BioLabs, Frankfurt am Main

Applied Biosystems, Darmstadt

Name Sequenz Molare Kon- | Schmelzpunkt
zentration (°C)
MM rs603965f | 5-GAT GTC CCC ATC ACCTGT C 10 pmol 59,5°C
MM rs603965r | 5-GTC AGT AAG TTC TAG GAG CAG | 10 pmaol 65,2°C
TGG
dNTPs 10 mM
Tabelle 6: Gerate
Gerat Modell Hersteller
Computer Fujitsu Esprimo Fujitsu, Tokyo

Gelelektrophorese-Kam-
mern

Kamera

Kihl- und Gefrierschranke
Mikrowelle

PCR-Gerate

Pipette

Schuttler
Spektrophotometer
Thermocycler
Vortexgerat

Waage

Zentrifuge

HORIZON ® 58, HORI-
ZON® 11.14

Canon eos 1200 D1
KGV36X27/01

SEVERIN 800

2720 Thermal Cycler
Eppendorf Reference 0,5-
10 pl, 50-200 pl

IKA MS 1 shaker
NanoDrop ND-1000
bio-med Thermocycler 60
Vortex Genie 2

EMS 300-2

Centrifuge 5810

Sprout Minizentrifuge

Zentrifuge 5415D
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Life Technologies, Carlsbad

Canon, Tokyo

Bosch, Stuttgart

Severin, Sundern

Applied Biosystems, Foster City
Eppendorf, Hamburg

Sigma Aldrich, St. Louis

PegLab Biotechnologie, Erlangen
Braun, Melsungen

Scientific Industries Inc., Bohemia
Kern & Sohn GmbH, Balingen
Eppendorf, Hamburg

Biozym Scientific GmbH, Hes-
sisch Oldendorf

Eppendorf, Hamburg



Tabelle 7: Hilfs- und Verbrauchsmaterialien

Material Modell Hersteller
Handschuhe Vasco Nitril white semi-long S Braun, Melsungen
Pipettenspitzen Biosphere® Filter Tips, Sarstedt, NUmbrecht

Eppendorf® Reference® Pipette (0,5-10 pl, = Eppendorf, Hamburg
10-100 pl, 100-1000 pl)

ReaktionsgefalRe PCR Tubes, 0,2 ml, Qiagen, Hilden
Strip tubes and caps (0,1 ml)
Tlcher KIMTECH SCIENCE Precision Wipes Kimberley-Clark, Surrey

Tabelle 8: Software

Produkt Hersteller

EOS Utility Canon, Tokyo

IBM SPSS Statistics (Version 25) SPSS, Chicago

Microsoft Excel Microsoft, Redmond

Microsoft Word Microsoft, Redmond

NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific, Wilmington

Tabelle 9: Literaturverwaltung und Datenbanken
NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
Thomson Reuters EndNote https://projectne.thomsonreu-
ters.com/#/login?app=endnote

2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Isolation

Zur DNA-Isolation wurden Puregene-Reagenzien von Qiagen verwendet. Zunachst wur-
den ca. 3 -5 x 10%Zellen in 600 ul Lyse-Puffer resuspendiert und die Suspension gut mit
der Pipette gemischt. AnschlieRend wurden die Proben mindestens tber Nacht bei
Raumtemperatur stehen gelassen, um eine vollstéandige Auflosung der Zellen zu ermég-
lichen. Der Lyse-Puffer besteht aus anionischen Detergentien und einem DNA-Stabilisa-

tor, wodurch die Zellen lysiert werden und die Aktivitat von DNasen inhibiert wird. Im
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nachsten Schritt wurden 200 ul Prazipitations-Puffer hinzugefiigt und die Lésung gevor-
text, bis sie gleichmalig trib erschien. Dies diente dem Ausféllen von Proteinen. Im An-
schluss daran wurden die Proben funf Minuten auf Eis inkubiert und drei Minuten bei
13000 rpm zentrifugiert, der entstehende Uberstand in ein sauberes Reagenzréhrchen
Uberfihrt und mit 600 pl Isopropanol vermischt. Die Suspension wurde nun so lange ge-
schwenkt, bis ein ausgefallter DNA-Faden sichtbar war. Abschliel3end wurde die DNA fur
eine Minute bei 13000 rpm pelletiert und mit 70%igem Ethanol gewaschen. Nachdem
das Pellet trocken pipettiert war, wurde es tber zehn Minuten bei Raumtemperatur mit
offenem Deckel stehen gelassen, was der Verdampfung des restlichen Alkohols diente.
Anschliel3end erfolgte eine Resuspendierung in 110 yl Hydratations-Puffer und die iso-
lierte DNA wurde tber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen, bevor die Quantifi-

zierung am NanoDrop durchgefuhrt wurde.

2.2.2 Quantitative Nukleinsdureanalyse (DNA-Konzentrationsmessung)

Die Messung der DNA-Konzentration wurde am NanoDrop-Spectrophometer ND-1000
durchgefiihrt, wobei RNase-freies Wasser als Referenzwert diente. Fir jede Messung
wurden 1,5 pl der isolierten, aufgetauten DNA auf die Messoberflache pipettiert. Aus den
bei 260 nm und 280 nm bestimmten Absorptionsmaxima der Probelésungen wurde an-
schlieBend ein Quotient gebildet (Absorption bei 260 nm / Absorption bei 280 nm), wel-
cher bei reiner DNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte. AuRerdem erfolgte die grafische
Darstellung des Absorptionsspektrums zwischen 220 nm und 350 nm. Dies diente der
Detektion von Verunreinigungen durch Ldsungsmittel oder Proteine. Die Angabe der

DNA-Konzentration erfolgte in ng/pl.

2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR ermoglicht durch zyklische Wiederholung von spezifischen Reaktionsschritten
eine exponentielle Anreicherung der DNA. Durch Amplifikation der DNA-Fragmente kon-
nen diese im Anschluss mithilfe der Agarosegelelektrophorese sichtbar gemacht werden.
Im ersten Schritt wird der DNA-Strang bei 90 — 95 °C denaturiert, anschliel3end erfolgt
die Anlagerung der Primer bei einer spezifischen Temperatur, normalerweise zwischen
45 und 70 °C. Die Primer dienen als Startpunkt fur die DNA-Polymerase, welche im letz-

ten Schritt die Elongation der komplementaren DNA-Strange ermdglicht. Hierfur wird eine
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fur die optimale Enzymaktivitat erforderliche Temperatur eingestellt, welche im Falle der

verwendeten Tag-Polymerase bei 72 °C liegt.

2.2.4 Agarosegelelektrophorese

Wahrend der Agarosegelelektrophorese erfolgt die Auftrennung von DNA-Fragmenten in
einem elektrischen Feld. Die hierzu verwendete Agarose ist ein Polysaccharid aus glyko-
sidisch verknupfter D-Galaktose und 3,6-Anhydro-L-Galaktose. Fiur diese Methode wird
sich die unterschiedliche Beweglichkeit der DNA-Molekile zu Nutze gemacht, welche auf
ihrer GrofRe beruht. Aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen wandern die
DNA-Molekule von der Kathode zur Anode, kleinere Molekuile kbénnen die Poren der Mat-
rix besser durchwandern und gelangen so schneller durch das Gel. Die Geschwindigkeit
der Auftrennung ist zudem abhangig von der angelegten Spannung und der Lange der
Laufstrecke.

Zur Herstellung des Gels wurden 0,45 g Agarose mit 30 ml 1x TBE-Puffer vermischt,
zwei- bis dreimal in der Mikrowelle aufgekocht und kurz abgekihlt. Anschliel3end wurden
3 ul Ethidiumbromid hinzugeftigt. Durch Interkalierung zwischen die Basen der DNA und
seine Fluoreszenz bei 260 nm unter UV-Licht erméglicht Ethidiumbromid die Visualisie-
rung der DNA-Molekiile. Hierauf wurde die Suspension in eine Gelkammer gegossen und
ein Kamm zur Ausbildung der Probentaschen eingesetzt. Sobald das Gel fest war, wurde
der Kamm entfernt und die Kammer mit dem TBE-Puffer gefllt, sodass das Gel vollstan-
dig umspult war. Auf einer Mikrotiterplatte wurden je Probe 3 ul Auftragspuffer aufgetra-
gen und 8 pul PCR-Produkt dazugegeben. Nach Mischung durch Auf- und Abziehen mit
der Pipette wurden hiervon 8 ul aufgezogen und in die jeweilige Kammer im Gel pipettiert.
In die erste Kammer wurde Hyperladder Il pipettiert, welcher als Langenstandard diente.
Anschliel3end wurden die DNA-Fragmente bei 150 V Uber ca. 30 Minuten aufgetrennt.
Mittels UV-Kamera und zugehoriger Software wurden die Ergebnisse der Gelelektropho-
rese visualisiert. Bei Vorliegen des G-Allels ergibt sich nach Durchfiihrung der Gelektro-
phorese eine Bande bei 643 Basenpaaren, das A-Allel wird durch zwei Banden bei je-
weils 450 und 192 Basenpaaren reprasentiert. Treten alle drei Banden auf, so handelt es

sich um einen heterozygoten Genotyp (AG) an Position 870 im CCND1-Gen.
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Legende: 0) Langenstandard, 1-7) Patientenproben

Abbildung 4: Beispielbild einer Gelelektrophorese nach Auftrennung der Allele A und G im
CCND1-Gen an Position 870

2.3 Erfassung der Patientendaten

Die vorliegende Arbeit basiert auf retrospektiven Untersuchungen an Knochenmarkpro-
ben und peripheren Blutproben. Eine schriftliche Einwilligung der Patienten zur Entnahme
und Untersuchung dieser Proben wurde eingeholt. FUr die molekulargenetischen Unter-
suchungen, die am Labor der Klinik fir Hamatologie und Onkologie am Campus Benja-
min Franklin der Charité erfolgten, lag eine Genehmigung der Ethikkommission vor. In
der Erstellung der vorliegenden Dissertation wurden die ,Grundsatze der Charité zur Si-

cherung guter wissenschaftlicher Praxis“ eingehalten (94).

2.4 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm IBM SPSS Statistics
(Version 25). Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als signifikant betrachtet. Metrische Daten
wurden mithilfe des Shapiro-Wilk-Tests auf Normalverteilung Gberpruft. Zusatzlich wurde
die optische Kontrolle der Verteilung mittels Histogramm und Q-Q-Plot beriicksichtigt.

Sofern eine Normalverteilung vorlag, wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse zur Be-
stimmung der zentralen Tendenz durchgefuhrt. Der Kruskal-Wallis-Test als nichtpara-
metrisches Verfahren wurde als Alternative genutzt, wenn keine Normalverteilung vorlag.
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Haufigkeiten und Zusammenhange wurden mithilfe des Pearson-Chi-Quadrat-Tests ana-
lysiert. Zur Abschatzung des Gesamtiiberlebens und des Progressionsfreien Uberlebens
wurde die Kaplan-Meier-Methode angewandt (95). Vergleiche zwischen den verschiede-

nen Gruppen erfolgten mittels log-rank Test.
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3 Ergebnisse

3.1 Gesamtes Patientenkollektiv

Insgesamt wurden die Daten von 200 Patienten ausgewertet, welche im Zeitraum 1992-
2017 an verschiedenen Standorten der Charité Universitatsmedizin Berlin betreut wur-
den. Als Einschlusskriterien wurden der Nachweis eines Multiplen Myeloms (n=194), ei-
nes Plasmozytoms (n=5) oder einer primaren Plasmazellleukamie (n=1) gewahlt. Die mo-
lekulargenetische Analyse des Polymorphismus G870A wurden zusatzlich zu den 200
eingeschlossenen Patienten auch an Blutproben gesunder Stammzellspender (n=72)
durchgefuhrt. Von den 200 untersuchten Patienten waren 61 (30,5 %) homozygot fur
Allelvariante G, 20 Patienten (10,5 %) waren homozygot fur Allelvariante A und 119 Pa-

tienten (59,5 %) waren heterozygot an Position 870 im CCND1-Gen.

3.1.1 Patientencharakteristika

3.1.1.1 Geschlecht

Von 200 untersuchten Patienten waren 61 weiblich (30,5 %) und 139 ménnlich (69,5 %).
Tabelle 10 zeigt die Geschlechterverteilung auf die Gruppen GG, AA und AG. Unter-
schiede zwischen diesen Gruppen bzgl. der Geschlechterverteilung erwiesen sich als
nicht statistisch signifikant (p=0,991).

Tabelle 10: Geschlecht

weiblich mannlich
GG (n=61) 19 (31,1 %) 42 (68,9 %)
AA (n=20) 6 (30,0 %) 14 (70,0 %)
AG (n=119) | 36 (30,3 %) 83 (69,7 %)

3.1.1.2 Alter bei Erstdiagnose

Das mediane Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose lag bei 58 Jahren (Spanne: 34 — 84
Jahre). Fiur das gesamte Patientenkollektiv zeigte sich bei Uberprifung durch den
Shapiro-Wilk-Test eine Normalverteilung (p=0,09). Patienten, die homozygot die Allelva-

riante G tragen, waren zum Zeitpunkt der Erstdiagnose im Median 58 Jahre alt, Patienten
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mit homozygotem Status fur die Allelvariante A waren im Median 60 Jahre und heterozy-
gote Patienten 58 Jahre alt. Bei Uberpriifung durch den Shapiro-Wilk-Test zeigte sich fur
die Gruppen GG und AA eine Normalverteilung, jedoch nicht fir Gruppe AG (p=0,371;
p=0,181 und p=0,046 respektive). In der anschlie3enden Durchfiihrung eines nichtpara-
metrischen Tests zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Me-
dianen der jeweiligen Gruppen (p=0,837). Abbildung 5 zeigt die Altersverteilung in den

Gruppen anhand eines Boxplots.

a0

a0

&0

Alter in Jahren

a0

40

30

GG AA AG
CCND1 G870A Polymorphismus

Legende: x-Achse: CCND1 G870A Polymorphismus, y-Achse: Alter in Jahren
Abbildung 5: Alter bei Erstdiagnose

3.1.1.3 Risikostratifizierung nach Genetik

Als Grundlage der Risikostratifizierung dienten genetische Aberrationen, fir die ein er-
hohtes Risiko flur einen ungunstigeren Krankheitsverlauf nachgewiesen werden konnte
(vgl. Tabelle 4). Dementsprechend wurden 112 Patienten (56,0 %) einem Standardrisiko
zugeordnet, 54 Patienten (27,0 %) wurden als Hochrisikogruppe klassifiziert. In 34 Fallen
(17,0 %) lagen keine Angaben zur Genetik vor. Bezogen auf die Gesamtheit der Patien-
ten, zu denen Informationen vorlagen (n=166) betrug der Anteil der Patienten mit Hoch-

risikoaberrationen 32,5 % (n=54). Tabelle 11 zeigt die genetische Risikostratifizierung fir

24



diese 166 Patienten, aufgeteilt nach Gruppe GG, AA und AG. Unterschiede zwischen
diesen Gruppen in Bezug auf die genetische Risikostratifizierung erwiesen sich als nicht
statistisch signifikant (p=0,193).

Tabelle 11: Risikostratifizierung nach Genetik

Standardrisiko Hochrisiko
GG (n=48) 32 (66,7 %) 16 (33,3 %)
AA (n=16) 14 (87,5 %) 2 (12,5 %)
AG (n=102) 66 (64,7 %) 36 (35,3 %)

3.1.1.4 Translokation t(11;14)(q13;32)

Die Translokation t(11;14)(q13;32) konnte bei 29 Patienten (14,5 %) nachgewiesen wer-
den. In 137 Fallen (68,5 %) lag die Translokation nicht vor, Uber 34 Patienten (17,0 %)
konnte aufgrund fehlender genetischer Daten keine Angabe bzgl. des Vorliegens der

Translokation gemacht werden.

Tabelle 12 zeigt die Haufigkeit der untersuchten Translokation fur die 166 Patienten, zu
denen Informationen vorlagen, aufgeteilt nach Gruppe GG, AA und AG. Unterschiede
zwischen den Gruppen bezogen auf die Haufigkeit der Translokation erwiesen sich als
statistisch signifikant (p=0,031). Der Anteil der t(11;14)-positiven Patienten fiel dabei in
Gruppe GG mit 29,2 % deutlich héher aus als im gesamten Patientenkollektiv (17,5 %),
wie Abbildung 6 veranschaulicht. Aufgrund der kleinen Fallzahlen in Gruppe AA wurden
anschlielend lediglich die Gruppen GG (n=48) und AG (n=102) gegeneinander getestet.
Hier ergab sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Polymorphismus-
variante und dem Auftreten der Translokation t(11;14)(p=0,024).

Tabelle 12: Translokation t(11;14)(q13;q32)

GG AA AG
t(11;14)(q13;932) |14 (48,3%) 1 (3,4 %) 14 (48,3 %)
positiv (n=29)
t(11;14)(q13;932) |34 (24,8%) 15 (11,0 %) | 88 (64,2 %)
negativ (n=137)
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GG (n=48) gesamtes Patientenkollektiv

(n=166)
= 1(11;14)(q13;932) positiv = 1(11;14)(q13;932) positiv
= 1(11;14)(q13;932) negativ = 1(11;14)(q13;932) negativ

Abbildung 6: Translokation t(11;14)(q13;932) — Vergleich Gruppe GG mit gesamtem Patienten-
kollektiv

3.1.2 Klinischer Verlauf
3.1.2.1 Therapieansprechen

Fur die Untersuchung des Therapieansprechens wurde das beste jemals erzielte Ergeb-
nis einer im Beobachtungszeitraum durchgefihrten Therapie bertcksichtigt. Eine kom-
plette Remission erreichten 76 (38,0 %), eine sehr gute partielle Remission 48 (24,0 %)
und eine partielle Remission 54 Patienten (27,0 %), hingegen kam es in einem Fall
(0,5 %) zum Progress der Erkrankung ohne Therapieansprechen im Beobachtungszeit-
raum. Weiterhin konnte bei 19 Patienten (9,5 %) lediglich eine stabile Erkrankung erreicht
werden, zwei Patienten (1,0 %) erhielten zu keinem Zeitpunkt eine Therapie ihrer Erkran-
kung. Visualisiert sind diese Ergebnisse in Abbildung 7; Tabelle 13 zeigt die Verteilung
der Kategorien auf die Gruppen GG, AA und AG.
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Legende: SD= stabile Erkrankung, PR= partielle Remission, VGPR= sehr gute partielle Remission, CR=

komplette Remission, PD= Progress; x-Achse: bestes Ansprechen, y-Achse: Haufigkeit (%)

Abbildung 7: Therapieansprechen im Beobachtungszeitraum

Tabelle 13: Therapieansprechen im Beobachtungszeitraum

SD PR VGPR CR PD keine

Therapie

GG 5 (8,2 %) 16 (26,2%) 19 (31,1 %) 21 (34,4%)  0(0,0%) 0 (0,0 %)

(n=61)

AA 1 (5,0 %) 8(40,0%) | 2(10,0%) | 9(450%) | 0(0,0%) 0 (0,0%)

(n=20)

AG 13 (10,9 %) 30 (25,2 %) @ 27 (22,7 %) | 46 (38,7 %)  1(0,8%) 2 (1,7 %)

(n=119)

Legende: SD= stabile Erkrankung, PR= partielle Remission, VGPR= sehr gute partielle Remission, CR=
komplette Remission, PD= Progress

3.1.2.2 Erreichen einer klinischen Remission

Insgesamt 178 Patienten (89,0 %) erzielten zu mindestens einem Zeitpunkt im Beobach-

tungszeitraum eine Remission, definiert als partielle Remission (PR), sehr gute partielle
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Remission (VGPR) oder komplette Remission (CR) nach klinischen Kriterien. Diese Er-
eignisse verteilen sich folgendermafien: 56 Patienten (91,8 %) in Gruppe GG, 19 Patien-
ten (95,0 %) in Gruppe AA, 103 Patienten (86,6 %) in Gruppe AG. Die prozentualen An-
gaben beziehen sich auf den relativen Anteil innerhalb der jeweiligen Gruppe. Unter-
schiede zwischen diesen Gruppen in Bezug auf den Anteil an Patienten mit klinischer

Remission erwiesen sich als nicht statistisch signifikant (p=0,377).

3.1.2.3 Zeit bis zum 1. Rezidiv

Bei einem grol3en Teil der Patienten (n=127; 63,5 %) kam es mindestens zu einem Zeit-
punkt im Krankheitsverlauf zum Progress oder zum Auftreten eines Rezidivs. Die Zeit bis
zur Detektion des ersten Rezidivs oder Krankheitsprogresses in diesem Patientenkollek-
tiv betrug im Median 29 Monate ab Erstdiagnose (Spanne: 1-234). Tabelle 14 beinhaltet
Informationen zur Anzahl der rezidivierten Pateinten pro Gruppe sowie zur jeweiligen me-
dianen Zeit bis zum 1. Rezidiv. Abbildung 8 zeigt die Zeit bis zum 1. Rezidiv in jeder
Gruppe als Boxplot. Fur die Gesamtheit der rezidivierten Pateinten (n=127) zeigte sich
bzgl. der Zeit bis zum 1. Rezidiv keine Normalverteilung (p<0,05). Unterschiede zwischen

den Medianen der Gruppen waren nicht statistisch signifikant (p=0,560).

Tabelle 14: Zeit bis zum 1. Rezidiv

Patienten mit mind. mediane Zeit bis zum
einem Rezidiv (%) 1. Rezidiv (in Monaten)
GG (n=61) 38 (62,3 %) 32,2
AA (n=20) 13 (65,0 %) 28,0
AG (n=119) | 76 (63,9 %) 28,5
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Legende: x-Achse: CCND1 G870A Polymorphismus, y-Achse: Zeit in Monaten
Abbildung 8: Zeit bis zum 1. Rezidiv

3.1.2.4 Progressionsfreies Uberleben

Das Progressionsfreie Uberleben ist definiert als Zeitraum vom Diagnosezeitpunkt der
Remission bis zum Diagnosezeitpunkt des darauffolgenden Rezidivs und konnte dem-
nach fur diejenigen Patienten errechnet werden, die sich im Krankheitsverlauf zumindest
einmal in Remission befanden (n=178). Insgesamt kam es bei 120 Patienten (67,4 %) im
Beobachtungszeitraum zu einem Rezidiv im Anschluss an die Remission. Diese Ereig-
nisse verteilen sich folgendermaf3en: 36 Patienten (64,3 %) in Gruppe GG, 13 Patienten
(68,4 %) in Gruppe AA, 71 Patienten (68,9 %) in Gruppe AG. Die prozentualen Angaben
beziehen sich auf den relativen Anteil innerhalb der jeweiligen Gruppe. Abbildung 9 zeigt
die Kaplan-Meier-Analyse fir das Progressionsfreie Uberleben. Zensiert wurden Patien-
ten, die nicht im Beobachtungszeitraum rezidivierten und deren Beobachtungszeitraum
kurzer war als die lAngste beobachtete progressionsfreie Zeit. Im Vergleich der Gruppen
zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied bezuglich des Progressionsfreien
Uberlebens (vgl. Tabelle 15).

29



08

06

04 d

02

Polymorphismus
TOA

MGG (n=56)
1IAA (n=19)
FAG (n=103)
| GG-zensiert
| AA-zensiert
| AG-zensiert

Progressionsfreies Uberleben x 100%

00

Legende: x-Achse: Zeit in Monaten,

100 150 200 230

Zeit in Monaten

y-Achse: Progressionsfreies Uberleben x 100 %

Abbildung 9: Progressionsfreies Uberleben

Tabelle 15: Progressionsfreies Uberleben - paarweiser Vergleich zwischen den Gruppen

GG AA AG
Chi- | Signifikanz Chi- | Signifikanz Chi- | Signifikanz
Quadrat Quadrat Quadrat
Log GG 0,011 0,915 0,261 0,610
Rank AA 0,011 0,915 0,188 0,664
AG 0,261 0,610 0,188 0,664

3.1.2.5 Gesamtiberleben

Der Beobachtungszeitraum aller Patienten umfasste im Median 52 Monate, wobei die

individuellen Félle mit Beobachtungszeitraumen zwischen 0 und 306 Monaten stark vari-

ierten. Die Beobachtungszeit in Monaten war fir keine der drei Gruppen normalverteilt,

wie eine Uberpriifung mit dem Shapiro-Wilk-Test ergab (p<0,05). Es zeigte sich kein sta-

tistisch signifikanter Unterschied zwischen den medianen Beobachtungszeitraumen der

Gruppen (p=0,313).
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Insgesamt sind im Beobachtungszeitraum 49 Patienten (24,5 %) verstorben. Die Todes-
falle verteilen sich wie folgt: 11 Patienten (18,0 %) in Gruppe GG, 11 Patienten (55,0 %)
in Gruppe AA, 27 Patienten (22,7 %) in Gruppe AG. Die prozentualen Angaben beziehen
sich auf den relativen Anteil innerhalb der jeweiligen Gruppe. Abbildung 10 zeigt die Ka-
plan-Meier-Analyse fir das Gesamtiiberleben. Zensiert wurden Patienten, die nicht im
Beobachtungszeitraum verstarben und deren Beobachtungszeitraum vor dem des am
langsten beobachteten Patienten endete. Im Vergleich der Gruppen zeigte sich ein sta-
tistisch signifikanter Unterschied bzgl. des Gesamttiberlebens zwischen Gruppe AA und
Gruppe AG (vgl. Tabelle 16).

Polymorphismus
G870A

MGG (n=61)
M1AA (n=20)
FAG (n=119)
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| AG-zensiert
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Zeit in Monaten

Legende: x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: Gesamtiuberleben x 100 %
Abbildung 10: Gesamtuberleben

Tabelle 16: Gesamtiiberleben — paarweiser Vergleich zwischen den Gruppen

GG AA AG
Chi- | Signifikanz Chi- | Signifikanz Chi- | Signifikanz
Quadrat Quadrat Quadrat
Log GG 3,257 0,071 0,669 0,413
Rank AA 3,257 0,071 4,064 0,044
AG 0,669 0,413 4,064 0,044
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3.2 Patienten mit allogener Stammzelltransplantation

Von den 200 Patienten erhielten 73 im Laufe ihrer Erkrankung eine allogene Stammzell-
transplantation. Fur 72 Spender dieser allogenen Stammzelltransplantationen konnte der
CCND1 Polymorphismus G870A untersucht werden, weshalb sich die folgenden Analy-
sen auf 72 Patienten beziehen. In dieser Stichprobe waren 18 Patienten (25,0 %) ho-
mozygot fur Allelvariante G, 10 Patienten (13,9 %) waren homozygot fur Allelvariante A
und 44 Patienten (61,1 %) waren heterozygot fir den Polymorphismus. Eine ahnliche
Verteilung liel3 sich auch im Kollektiv der gesunden Spender finden: hier waren 24 Per-
sonen (33,3 %) homozygot fur Allelvariante G, 10 Personen (13,9 %) waren homozygot
fur Allelvariante A und 38 Personen (52,8 %) waren heterozygot. Im Folgenden wird
ebenso wie fir das gesamte Patientenkollektiv auf Patientencharakteristika und Ver-
laufsparameter eingegangen, dariiber hinaus wird ein moéglicher Einfluss des Spender-
polymorphismus auf den Krankheitsverlauf der transplantierten Patienten untersucht.

3.2.1 Patientencharakteristika

3.2.1.1 Geschlecht

Von den 72 Patienten waren 17 weiblich (23,6 %) und 55 mannlich (76,4 %). Tabelle 17
zeigt die Geschlechterverteilung auf die Gruppen GG, AA und AG. Eine Prifung dieser
Ergebnisse auf statistische Signifikanz war nicht méglich, da die erwartete Haufigkeit in

zwei Zellen weniger als 5 betrug.

Tabelle 17: Geschlecht (alloSZT)

weiblich mannlich
GG (n=18) 6 (33,3 %) 12 (66,7 %)
AA (n=10) 3 (30,0 %) 7 (70,0 %)
AG (n=44) 8 (18,2 %) 36 (81,8 %)

3.2.1.2 Alter bei Erstdiagnose

Das mediane Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose lag in dieser Stichprobe bei 51 Jahren
(Spanne: 34-68 Jahre). Bei Uberpriifung durch den Shapiro-Wilk-Test zeigte sich eine

Normalverteilung (p=0,486). Patienten, die homozygot die Allelvariante G tragen, waren
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zum Zeitpunkt der Erstdiagnose im Median 53 Jahre alt, Patienten mit homozygotem
Status fur die Allelvariante A waren im Median 50 Jahre alt und heterozygote Patienten
51 Jahre. Bei Uberprifung durch den Shapiro-Wilk-Test zeigte sich fur die Gruppen AA
und AG eine Normalverteilung, jedoch nicht fur Gruppe GG (p=0,094; p=0,667 und
p=0,046 respektive). In der anschlieRenden Durchfilhrung eines nichtparametrischen
Tests zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Medianen der
jeweiligen Gruppen (p=0,061). Abbildung 11 zeigt die Altersverteilung in den Gruppen

anhand eines Boxplots.

&0

a0

Alter in Jahren

40
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CCND1 G870A Polymorphismus

Legende: x-Achse: CCND1 G870A Polymorphismus, y-Achse: Alter in Jahren
Abbildung 11: Alter bei Erstdiagnose (alloSZT)

3.2.1.3 Risikostratifizierung nach Genetik
Als Grundlage der Risikostratifizierung dienten die in Abschnitt 3.1.3 dargelegten Kirite-

rien. Entsprechend dieser Definition wurden 48 Patienten (66,7 %) einem Standardrisiko
zugeordnet, 18 Patienten (25,0 %) wurden als Hochrisikogruppe klassifiziert. In 6 Fallen
(8,3 %) lagen keine Angaben zur Genetik vor. Tabelle 18 zeigt die genetische Risikostrati-

fizierung fur die 66 Patienten, zu denen Informationen vorlagen, aufgeteilt nach Gruppe
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GG, AA und AG. Eine Prifung dieser Ergebnisse auf statistische Signifikanz war nicht

maoglich, da die erwartete Haufigkeit in zwei Zellen weniger als 5 betrug.

Tabelle 18: Risikostratifizierung nach Genetik (alloSZT)

Standardrisiko Hochrisiko
GG (n=16) 11 (68,8 %) 5 (31,3 %)
AA (n=9) 7 (77,8 %) 2 (22,2 %)
AG (n=41) 30 (73,2 %) 11 (26,8 %)

3.2.1.4 Translokation t(11;14)(q13;32)

Die Translokation t(11;14)(g13;32) konnte bei 13 Patienten (18,1 %) in dieser Stichprobe
nachgewiesen werden. In 53 Fallen (73,6 %) lag die Translokation nicht vor, tber 6 Pati-
enten (8,3 %) konnte aufgrund fehlender genetischer Daten keine Angabe bzgl. des Vor-
liegens der Translokation gemacht werden.

Tabelle 19 zeigt die Haufigkeit der untersuchten Translokation fur die 66 Patienten, zu
denen Informationen vorlagen, aufgeteilt nach Gruppe GG, AA und AG. Eine Prifung
dieser Ergebnisse auf statistische Signifikanz war nicht moglich, da die erwartete Haufig-

keit in zwei Zellen weniger als 5 betrug.

Tabelle 19: Translokation t(11;14)(q13;q32) (alloSZT)

t(11;14)(q13;932) | t(11;14)(q13;932)
positiv negativ

GG (n=16) 7 (43,8 %) 9 (56,3 %)

AA (n=9) 0 (0,0 %) 9 (100 %)

AG (n=41) 6 (13,7 %) 35 (86,3 %)

3.2.2 Klinischer Verlauf

3.2.2.1 Therapieansprechen

Fur die Untersuchung des Therapieansprechens wurde das beste jemals erzielte Ergeb-
nis einer im Beobachtungszeitraum durchgefiihrten Therapie bertcksichtigt. Eine kom-

plette Remission erreichten 38 Patienten (52,8 %), eine sehr gute partielle Remission 11
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(15,3 %) und eine partielle Remission 21 Patienten (29,2 %). In zwei Fallen (2,8 %)
konnte lediglich eine stabile Erkrankung erzielt werden. Tabelle 20 zeigt die Verteilung

der Kategorien auf die Gruppen GG, AA und AG.

Tabelle 20: Therapieansprechen im Beobachtungszeitraum (alloSZT)
SD PR VGPR CR

GG (n=18) |0(0,0%) |5(27,7%) | 4(22,2%) 9 (50,0 %)

AA (n=10) |0(0,0%) | 4(40,0%) | 0 (0,0 %) 6 (60,0 %)

AG (n=44) |2(45%) 12(273%) 7(159%) 23 (52,3 %)

Legende: SD= stabile Erkrankung, PR= partielle Remission, VGPR= sehr gute partielle Remission, CR=
komplette Remission

3.2.2.2 Erreichen einer klinischen Remission

Insgesamt 70 Patienten (97,2 %) erzielten zu mindestens einem Zeitpunkt im Beobach-
tungszeitraum eine Remission, definiert als partielle Remission (PR), sehr gute partielle
Remission (VGPR) oder komplette Remission (CR) nach klinischen Kriterien. Diese Er-
eignisse verteilen sich folgendermalRen: 18 Patienten (100 %) in Gruppe GG, 10 Patien-
ten (100 %) in Gruppe AA, 42 Patienten (95,5 %) in Gruppe AG. Die prozentualen Anga-
ben beziehen sich auf den relativen Anteil innerhalb der jeweiligen Gruppe. Eine Prifung
dieser Ergebnisse auf statistische Signifikanz war nicht moglich, da die erwartete Haufig-

keit in drei Zellen weniger als 5 betrug.

3.2.2.3 Zeit bis zum 1. Rezidiv

Von 72 untersuchten Patienten erlitten 58 (80,6 %) mindestens zu einem Zeitpunkt im
Beobachtungszeitraum ein Rezidiv oder einen Progress ihrer Erkrankung. Die Zeit bis
zur Detektion des ersten Rezidivs oder Krankheitsprogresses in diesem Patientenkollek-
tiv betrug im Median 867 Tage ab Erstdiagnose (Spanne: 30-7121 Tage). Tabelle 21
zeigt die Anzahl der rezidivierten Patienten pro Gruppe sowie die jeweilige mediane Zeit
bis zum 1. Rezidiv. Die prozentualen Angaben beziehen sich auf den relativen Anteil
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innerhalb der jeweiligen Gruppe. Abbildung 12 zeigt die Zeit bis zum 1. Rezidiv in jeder
Gruppe als Boxplot. Fur die Gesamtheit der rezidivierten Patienten (n=58) zeigte sich
bzgl. der Zeit bis zum 1. Rezidiv keine Normalverteilung (p<0,01), fur die Untergruppen
GG (n=16) und AA (n=7) konnte eine Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test nach-
gewiesen werden (p=0,626 respektive p=0,102). In einem nichtparametrischen Test

zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Medianen der Grup-

pen (p=0,810).

Tabelle 21: Zeit bis zum 1. Rezidiv (alloSZT)

Patienten mit mind. mediane Zeit bis zum
einem Rezidiv (%) 1. Rezidiv (in Tagen)
GG 16 (88,9 %) 978
AA 7 (70,0 %) 853
AG 35 (79,5 %) 851
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CCND1 G870A Polymorphismus

Legende: x-Achse: CCND1 G870A Polymorphismus, y-Achse: Zeit in Tagen
Abbildung 12: Zeit bis zum 1. Rezidiv (alloSZT)
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3.2.2.4 CCND1 Polymorphismus G870A nach alloSZT

Bei 32 Patienten (44,4 %) unterschied sich die Auspragung des Polymorphismus G870A
im CCND1-Gen von der ihres gesunden Spenders. Eine detaillierte Ubersicht tiber die
Veranderung dieses genetischen Merkmals in den transplantierten Stammzellen bietet

Abbildung 13.

Anzahl Patienten

GG->GG  AA-=AA  AG-2AG GG-=AA GG-2AG AA-=GG AA-=AGC AG-=GG AG-=AA
CCND1 G870A Veranderung durch alloSZT

Legende: x-Achse: CCND1 G870A Veranderung durch alloSZT, y-Achse: Anzahl Patienten
Abbildung 13: Veranderung im CCND1 Polymorphismus G870A durch alloSZT

3.2.2.5 Rezidiv nach alloSZT

Im Anschluss an die alloSZT kam es bei 39 (54,2 %) Patienten innerhalb des Beobach-
tungszeitraums zum Rezidiv. Die mediane Zeit bis zum Rezidiv betrug in diesem Kollektiv
13,6 Monate (Spanne: 1-221) und zeigte im Shapiro-Wilk-Test keine Normalverteilung
(p<0,001).

Tabelle 22 bildet die Haufigkeit der Rezidive und mediane Zeit bis zum Rezidiv ab. Die
Einteilung der Gruppen erfolgte hier nach Polymorphismus G870A der gesunden Spen-
der. In einem nichtparametrischen Test zeigte sich kein statistisch signifikanter Unter-

schied zwischen den Gruppen bzgl. der medianen Zeit bis zum Rezidiv (p=0,857).
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Tabelle 22: Rezidiv nach alloSZT

einem Rezidiv (%)

Patienten mit mind.

mediane Zeit bis zum

Rezidiv (in Monaten)

GG (n=24) | 14 (58,3 %)
AA (n=10) | 4 (40,0 %)
AG (n=38) | 21 (55,3 %)

12,2
14,8
15,3

3.2.3 Progressionsfreies Uberleben nach alloSZT

Das Progressionsfreie Uberleben nach alloSZT beschreibt die Zeit von der Durchfiihrung

der alloSZT bis zum Auftreten eines Rezidivs innerhalb des Beobachtungszeitraums. Ab-

bildung 14 zeigt die Kaplan-Meier-Analyse fiir das Progressionsfreie Uberleben in diesem

Patientenkollektiv. Die Einteilung der Patienten in Gruppen erfolgte nach Polymorphis-

mus G870A der gesunden Spender. Angaben zur Gruppengrol3e und zur Anzahl der Re-

zidive pro Gruppe sind Tabelle 22 zu entnehmen. Zensiert wurden Patienten, die nicht im

Beobachtungszeitraum rezidivierten und deren Beobachtungszeitraum kirzer war als die

langste beobachtete progressionsfreie Zeit. Im Vergleich der Gruppen zeigte sich kein

statistisch signifikanter Unterschied beziiglich des Progressionsfreien Uberlebens (vgl.

Tabelle 23).
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Legende: x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: Progressionsfreies Uberleben x 100%

Abbildung 14: Progressionsfreies Uberleben nach alloSZT
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Tabelle 23: Progressionsfreies Uberleben nach alloSZT — paarweiser Vergleich zwischen den
Gruppen

GG AA AG
Chi- Signifikanz | Chi- Signifikanz | Chi- Signifikanz
Quadrat Quadrat Quadrat
Log GG 1,430 0,232 0,492 0,483
Rank AA 1,430 0,232 0,202 0,653
AG 0,492 0,483 0,202 0,653

3.2.4 Uberleben nach alloSZT

Der Beobachtungszeitraum im Anschluss an die allogene Stammzelltransplantation um-
fasste im Median 31,0 Monate (Spanne: 1-235). Der Shapiro-Wilk-Test ergab keine Nor-
malverteilung fur die Gesamtheit der Stichprobe (p<0,01). Eine Einteilung in Gruppen
erfolgte nach Polymorphismus der Spender. In einem nichtparametrischen Testverfahren
zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den medianen Beobach-

tungszeitraumen der Gruppen (p=0,873).

3.2.4.1 Spender-Polymorphismus

Das Uberleben im Anschluss an die alloSZT wurde im Hinblick auf eine mogliche Beein-
flussung durch den Polymorphismus der Spender untersucht. Hierzu erfolgte eine Eintei-
lung der Patienten in Gruppen entsprechend des G870A-Polymorphismus ihrer gesun-
den Spender. Insgesamt sind im Beobachtungszeitraum 23 Patienten (31,9 %) verstor-
ben. Die Todesfélle verteilen sich wie folgt: 10 Patienten (41,7 %) in Gruppe GG, 2 Pati-
enten (20,0 %) in Gruppe AA, 11 Patienten (28,9 %) in Gruppe AG. Die prozentualen
Angaben beziehen sich auf den relativen Anteil innerhalb der jeweiligen Gruppe. Abbil-
dung 15 zeigt die Kaplan-Meier-Analyse fiir das Uberleben nach allogener Stammzell-
transplantation. Zensiert wurden Patienten, die nicht im Beobachtungszeitraum verstar-
ben und deren Beobachtungszeitraum vor dem des am langsten beobachteten Patienten
endete. Beim Vergleich der Gruppen zeigte sich kein statistisch signifikantes Ergebnis

bezuglich des Gesamtuiberlebens (vgl. Tabelle 24).
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Legende: x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: Uberleben nach alloSZT x 100 %
Abbildung 15: Uberleben nach alloSZT, EinflussgroRe Spender-Polymorphismus

Tabelle 24: Uberleben nach alloSZT, Spender-Polymorphismus — paarweiser Vergleich zwi-
schen den Gruppen

GG AA AG
Chi- Signifikanz | Chi- Signifikanz | Chi- Signifikanz
Quadrat Quadrat Quadrat
Log GG 0,345 0,557 0,802 0,371
Rank AA 0,345 0,557 0,152 0,696
AG 0,802 0,371 0,152 0,696

3.2.4.2 Polymorphismus-Veranderung durch alloSZT

Weiterhin wurde das Uberleben nach allogener Stammzelltransplantation auf eine mog-
liche Beeinflussung durch die Veranderung des Polymorphismus G870A im Rahmen der
allogenen Stammzelltransplantation untersucht. Die Patienten wurden hierzu wie folgt
eingeteilt: Patienten, die Allelvariante A hinzugewannen (GG -> AA/AG), wurden als
Gruppe ,+A“ klassifiziert. Umgekehrt wurden Patienten, die Allelvariante A verloren
(AA/AG > GG) als Gruppe ,-A” klassifiziert. Die gleiche Analyse wurde anschlie3end fur
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den Gewinn bzw. den Verlust der Allelvariante G durchgefthrt (Gruppe ,+G* (AA >
GG/AG) vs. Gruppe ,-G* (GG/AG - AA)). Angaben zu den Gruppengro3en und der An-
zahl der Ereignisse pro Gruppe finden sich in den Tabellen 25 und 26. Die Abbildungen
16 und 17 zeigen die Kaplan-Meier-Analysen fir die Einflussgréf3e Polymorphismus-Ver-
anderung. Zensiert wurden Patienten, die nicht im Beobachtungszeitraum verstarben und

deren Beobachtungszeitraum vor dem des am langsten beobachteten Patienten endete.

Tabelle 25: Polymorphismus-Verédnderung Allelvariante A

| Anzahl Patienten Anzahl Ereignisse
+A (GG 2> AA/AG) 7 1
-A (AA/AG = GG) 13 6

Tabelle 26: Polymorphismus-Veranderung Allelvariante G

| Anzahl Patienten Anzahl Ereignisse
+G (AA = GG/AG) 8 4
-G (GG/AG 2> AA) 8 1
10 : — Polymorphismus
' l G870A
Verdnderung

M+A (n=7)

08 1-A(n=13)
' | +A- zensiert
| -A- zensiert

06

04

Gesamtiiberleben x 100%

0z

00

0 a0 100 150 200

Zeit in Monaten

Legende: x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: Uberleben x 100 %
Abbildung 16: Uberleben nach alloSZT, Polymorphismus-Veranderung Allelvariante A
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Tabelle 27: Uberleben nach alloSZT, Polymorphismus-Veranderung A — paarweiser Vergleich
zwischen den Gruppen

+A -A
Chi- Signifikanz | Chi- Signifikanz
Quadrat Quadrat
Log +A 2,500 0,114
Rank -A 2,500 0,114
10 ot — Polymorphismus
' 70A
Veranderung
M+G (n=8)
] -G (n=8)
' | +G - zensiert
| -G - zensiert

06

04

Gesamtiiberleben x 100%

02

0o

0 a0 100 150 200

Zeit in Monaten

Legende: x-Achse: Zeit in Monaten, y-Achse: Uberleben x 100 %
Abbildung 17: Uberleben nach alloSZT, Polymorphismus-Veranderung Allelvariante G

Tabelle 28: Uberleben nach alloSZT, Polymorphismus-Veranderung G — paarweiser Vergleich
zwischen den Gruppen

+G -G
Chi- Signifikanz | Chi- Signifikanz
Quadrat Quadrat
Log +G 2,019 0,155
Rank -G 2,019 0,155
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4 Diskussion

Die Untersuchung von SNPs spielt zunehmend eine gro3ere Rolle in der Diagnostik und
Erforschung hamato-onkologischer Krankheitsbilder. Der Polymorphismus G870A im
CCND1-Gen wird mit der Pathogenese mehrerer Tumorentitaten in Verbindung gebracht,
wobei die Bedeutung der einzelnen Allelvarianten weiterhin unklar ist. So zeigen sich
auch innerhalb einer Tumorentitéat inkongruente Ergebnisse bzgl. der urséachlichen Allel-
variante und auch die molekularen Mechanismen, die zur Entstehung zweier verschiede-
ner Transkripte von Cyclin D1 fiihren, sind nicht vollstandig verstanden.

Wahrend fir viele andere onkologische Krankheitsbilder eine Assoziation mit Allelvari-
ante A beschrieben wurde, konnte fir Allelvariante G ein erhdhtes Risiko fur die t(11;14)-
tragende Subgruppe des Multiplen Myeloms festgestellt werden (16). Insgesamt ist je-
doch wenig Uber die Rolle des Polymorphismus in der Pathogenese und dessen Bedeu-
tung fir den Krankheitsverlauf beim Multiplen Myelom bekannt. Ziel dieser Arbeit war die
molekulargenetische Detektion des Polymorphismus bei Patienten, die an einem Multip-
len Myelom bzw. einem Plasmozytom oder einer Plasmazellleukamie erkrankt sind. In
der Zusammenschau mit Patientencharakteristika und klinischen Parametern sollte ein
moglicher Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus G870A und dem Krankheits-

verlauf in diesem Patientenkollektiv untersucht werden.

4.1 Diskussion der Ergebnisse

Im Folgenden werden die Hauptergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Beantwortung
der eingangs formulierten Fragestellungen herangezogen und im Kontext aktueller Lite-
ratur betrachtet.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde fiir 200 Patienten und 72 gesunde Stammzell-
spender eine Analyse des Polymorphismus G870A im CCND1-Gen durchgefiihrt. Die
Frequenz der Allelvariante A im Patientenkollektiv (n=200) betrug 39,75 %, die Frequenz
der Allelvariante G 60,25 %. Die Allelfrequenzen der gesunden Spender (n=72) unter-
schieden sich mit 59,7 % fur Allelvariante G und 40,3 % fur Allelvariante A kaum von
denen der Patienten.

Simpson et al. beschreiben in ihrer Publikation aus dem Jahr 2001 mit 43 % fur Allelvari-
ante A und 57 % fir Allelvariante G @hnliche Haufigkeitsverteilungen. Die Distribution der
Genotypen betrug 32 % fir GG, 18 % fiur AA und 50 % fiir AG. Diese Zahlen entsprechen
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gemittelten Angaben zu europaischen Kontrollpopulationen aus mehreren Studien (96-
98). Ergebnisse einer im Jahr 2015 von Wang et al. publizierten Studie deuten auf ein
erhohtes Risiko fur eine Myelomerkrankung durch die Allelvariante G hin. Anders als in
der vorliegenden Arbeit unterschieden sich die Frequenzen der Allelvarianten im Patien-
tenkollektiv deutlich von denen in der gesunden Kontrollpopulation. Ein Vergleich mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit gestaltet sich allerdings schwierig, da es sich in der
Studie von Wang et al. um eine asiatische Population handelt und der Zusammenhang
zwischen Allelvariante G und einer hoheren Erkrankungsrate lediglich bei Patienten ab
60 Jahren gezeigt werden konnte (91).

In unserem Patientenkollektiv waren 30,5 % der Patienten weiblich und 69,5 % mannlich.
Diese Haufigkeiten unterscheiden sich nur unwesentlich von den Angaben anderer Pub-
likationen, wonach Manner ca. zweimal so haufig wie Frauen am Multiplen Myelom er-
kranken (4). Das mediane Alter bei Erstdiagnose in unserem Patientenkollektiv war hin-
gegen mit 58 Jahren deutlich niedriger als in anderen Quellen angegeben (3). Diese Dif-
ferenz kdnnte unter anderem darin begriindet sein, dass der Anteil der Patienten, welche
sich einer alloSZT unterzogen, mit 73 von 200 Patienten relativ hoch ausfiel. Zudem
wurde ein Grof3teil der von uns untersuchten Patienten im Rahmen von Studien behan-
delt; die Altersverteilung ist demnach vermutlich nicht reprasentativ fir die Gesamtheit
der Myelompatienten. Eine Risikostratifizierung anhand genetischer Aberrationen konnte
bei 166 von 200 Patienten durchgefihrt werden. Etwas weniger als ein Drittel (32,5 %)
der Patienten wiesen zytogenetische Merkmale auf, die mit einem erhdhten Risiko fur
einen ungunstigen Krankheitsverlauf assoziiert werden (25, 26). Der Anteil an Hochrisiko-
Aberrationen war in der Gruppe AA mit 12,5 % zwar niedriger als in den Gruppen GG
und AG, die GruppengroRen unterschieden sich jedoch deutlich voneinander. In einer
von Morgan et al. im Jahr 2012 veréffentlichten Studie lag der Anteil an Patienten mit
Hochrisiko-Aberrationen bei ca. 43 % (99).

Fur Allelvariante G wurde ein erhéhtes Risiko fur das Vorhandensein der Translokation
t(11;14)(913;932) (16) bei Myelompatienten beschrieben. In der vorliegenden Arbeit be-
trug der Anteil der t(11;14)-positiven Patienten an der gesamten Patientenko-
horte 17,5 %, fiel jedoch in der Gruppe GG mit 29,2 % deutlich héher aus. Diese Be-
obachtung steht im Einklang mit den von Weinhold et al. publizierten Daten(16). Die Un-
terschiede zwischen den Gruppen in Bezug auf die Translokation t(11;14) erwiesen sich

als statistisch signifikant (p=0,031). Fur die Ubrigen Parameter Geschlecht, Alter bei
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Erstdiagnose und genetische Risikostratifizierung zeigten sich hingegen keine statistisch
signifikanten Unterschiede.

Der tberwiegende Teil, der im Rahmen dieser Arbeit beobachteten Patienten, erreichte
zu mindestens einem Zeitpunkt im Beobachtungszeitraum eine klinische Remis-
sion (89,0 %). Ebenfalls haufig, wenn auch etwas geringer, fiel der Anteil derjenigen aus,
die zu mindestens einem Zeitpunkt im Beobachtungszeitraum ein Rezidiv oder einen
Krankheitsprogress erlitten (63,5 %). Eine Analyse dieser Parameter sowie der medianen
Zeit bis zum Auftreten des ersten Rezidivs ergab keine statistisch signifikanten Unter-
schiede zwischen den untersuchten Gruppen.

Das haufige Auftreten von Rezidiven, oft abwechselnd mit Remissionen, ist typisch fur
das Multiple Myelom (100); auch wenn die neueren Therapien vielen Patienten zu langer
andauernden Remissionen verhelfen (101). Die Bedeutung des Polymorphismus G870A
im CCND1-Gen fir den Klinischen Verlauf beim Multiplen Myelom ist bis dato nicht be-
kannt. Zwar wurde ein Zusammenhang zwischen einer Uberexpression von Cyclin D1
mit einer hoheren Resistenzrate, eventuell im Rahmen einer erhéhten Expression von
sogenannten ,Multi Drug Resistance®-Proteinen, vermutet (76). Ob und wie der Polymor-
phismus G870A das Expressionsniveau von Cyclin D1 beeinflusst, ist jedoch nicht ab-
schlieBend geklart. Auch konnte in der vorliegenden Arbeit keine Assoziation einer Allel-
variante mit einem schlechteren Therapieansprechen beobachtet werden. Von 200 un-
tersuchten Patienten erlitten 120 ein Rezidiv im Anschluss an eine Remission. Der paar-
weise Vergleich zwischen den Gruppen GG, AA und AG zeigte keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede im progressionsfreien Uberleben.

Insgesamt 49 Patienten verstarben innerhalb des Beobachtungszeitraums. Der Anteil der
Todesfélle lag in der Gruppe AA mit 55,0 % deutlich Gber dem der anderen beiden Grup-
pen (18,0 % in Gruppe GG, 22,7 % in Gruppe AG). Im paarweisen Vergleich zwischen
den Gruppen konnte ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Gruppe AA und
AG bzgl. des Gesamtiiberlebens gezeigt werden (p=0,044). Eine hieraus abzuleitende
mogliche Hypothese ist der positive Einfluss der Allelvariante G im Polymorphismus
G870A auf das Uberleben von Myelompatienten. Hinzu kommt, dass die in diesem Zu-
sammenhang haufiger vorliegende Translokation t(11;14) nicht zu den Hochrisiko-Aber-
rationen gezahlt wird, was die Hypothese einer Assoziation der Allelvariante G mit einem
besseren Gesamtiiberleben bei Myelomerkrankung unterstiitzen wirde.

In der Interpretation der Ergebnisse ist allerdings zu bertcksichtigen, dass Gruppe AA

(n=20) deutlich kleiner ist als Gruppe AG (n=119). Die Berechnung einer
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Uberlebensanalyse fiir eine deutlich groRere Stichprobe ware eine interessante Option
fur zukinftige Studien.

Trotz ausgiebiger Literaturrecherche zur prognostischen Bedeutung des Polymorphis-
mus G870A im CCND1-Gen fur den Krankheitsverlauf beim Multiplen Myelom wurden
keine Publikationen hierzu gefunden, es finden sich jedoch mehrere Veroffentlichungen
zur Untersuchung der Bedeutung des Cyclin D1-Expressionsniveaus.

So berichten beispielsweise Soverini et al. in einer 2003 veroffentlichen Studie von einer
langeren Remissionsdauer und entsprechend langerem PFS nach Hochdosis-Therapie
und autoSZT bei Cyclin D1-positiven Patienten (67). Hiermit im Einklang stehen im Jahr
2006 veroffentlichte Ergebnisse einer Studie von Cook et al. Demnach wurde bei immun-
histochemischem Nachweis von Cyclin D1 mithilfe eines monoklonalen Antikdrpers ein
langeres Gesamtiiberleben beobachtet (75).

Diese Beobachtungen erlauben eine Weiterentwicklung der zuvor genannten Hypothese
einer positiven Beeinflussung durch Allelvariante G, da das Vorliegen der Translokation
t(11;14) als genetische Grundlage einer verstarkten Expression von Cyclin D1 angese-
hen wird. Ein linearer Zusammenhang zwischen dieser zytogenetischen Aberration und
dem Expressionsniveau von Cyclin D1 ist jedoch angesichts der Komplexitat der expres-
sionsregulatorischen Vorgange eher unwahrscheinlich. Zudem handelt es sich beim Mul-
tiplen Myelom um eine Erkrankung mit vielfaltigen zytogenetischen Veranderungen, so-
dass eine einzelne Translokation kaum als alleiniger Faktor flr das Expressionsniveau
von Cyclin D1 und anderen Zellzyklus-regulierenden Proteinen betrachtet werden kann.
Im Widerspruch zu den Beobachtungen von Soverini et al. und Cook et al. steht das
Ergebnis einer 2012 verdffentlichten Studie von Tasidou et al. Hier wurde eine Assozia-
tion zwischen dem immunhistochemischen Nachweis von Cyclin D1 an Proben aus dem
Knochenmark von Patienten mit einem kirzeren Gesamtiiberleben gefunden. Allerdings
unterzogen sich in dieser Studie weniger Patienten einer autoSZT (65). Auch in einem
2012 von Sewify et al. veroffentlichten Artikel beschreiben die Autoren einen Zusammen-
hang zwischen der Uberexpression von Cyclin D1 und einem unglinstigen Krankheits-
verlauf bei Patienten mit Multiplem Myelom (76).

Vor diesem Hintergrund stellt sich nicht nur die Frage, ob und auf welche Weise der Po-
lymorphismus G870A direkt oder indirekt das Expressionsniveau von Cyclin D1 beein-
flusst. Auch die Bedeutung der Uberexpression von Cyclin D1 fiir den Krankheitsverlauf

gilt es weiter zu erforschen.
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Fur die Analyse der klinischen Verlaufsparameter ab dem Zeitpunkt der alloSZT erfolgte
eine Einteilung der Patienten in Gruppen entsprechend des Polymorphismus ihrer ge-
sunden Spender. Innerhalb des Beobachtungszeitraums entwickelten 39 ein Rezidiv
nach alloSZT. Bezuglich der medianen Zeit bis zur Detektion des Rezidivs ergaben sich
keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen. Unter-
schiede im progressionsfreien Uberleben waren nicht statistisch signifikant.

Das Gesamtuberleben nach alloSZT wurde ebenfalls unter Berticksichtigung des Spen-
der-Polymorphismus analysiert. Hier zeigten sich keine statistisch signifikanten Unter-
schiede zwischen den Gruppen GG, AA und AG. Insgesamt traten 23 Todesfalle im Be-
obachtungszeitraum ab dem Zeitpunkt der alloSZT auf. Der Anteil der verstorbenen Pa-
tienten war in Gruppe GG mit 41,7 % am Hochsten und in Gruppe AA mit 20,0 % am
Niedrigsten. Eine Interpretation dieser Ergebnisse ist aufgrund sehr kleiner Fallzahlen in
Gruppe AA nur schwer méglich. Weiterhin wurde das Gesamtiuberleben nach alloSZT im
Hinblick auf die Polymorphismus-Veranderung im Zuge der alloSZT betrachtet. In 32 Fal-
len wiesen die Patienten vor der alloSZT an Position 870 im CCND1-Gen einen anderen
Genotyp auf als ihre gesunden Spender. Basierend auf diesen Daten wurden zwei wei-
tere Uberlebensanalysen durchgefiihrt: zunachst wurde das Gesamtiiberleben der Pati-
enten danach verglichen, ob sie durch die alloSZT die Allelvariante A verloren (AA/AG >
GG) oder hinzugewannen (GG > AA/AG). Anschliel3end wurde auf dieselbe Weise der
Verlust bzw. der Gewinn der Allelvariante G beriicksichtigt. Im paarweisen Vergleich zeig-
ten sich in beiden Fallen keine statistisch signifikanten Unterschiede im Gesamtiuberle-
ben nach alloSZT. Da nur ein kleiner Teil der Patienten von den o. g. Veranderungen im
CCND1 Polymorphismus G870A betroffen war, fielen die Fallzahlen insgesamt sehr klein
aus. Ursachlich hierfir ist vermutlich, dass sich die Allelfrequenzen der gesunden Spen-
der kaum von denen der Patienten unterschieden und der Heterozygotenstatus jeweils
die haufigste Variante darstellte.

Eine zuklnftige Analyse dieses Parameters in einem grof3eren Patientenkollektiv wéare

daher durchaus interessant.

4.2 Limitationen

Unser Patientenkollektiv umfasste 200 Patienten, die im Zeitraum zwischen 1992 und
2017 an der Charité in Behandlung waren. Hieraus ergeben sich mehrere Limitationen:

durch die naturlicherweise vorhandene Alleldistribution stellen die homozygoten Trager
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des A-Allels mit einer absoluten Anzahl von 20 eine deutlich kleinere Gruppe als die Ver-
gleichsgruppen dar. In der statistischen Auswertung wurden daher stark unterschiedliche
GruppengrofRen verglichen, was bei der Interpretation der Ergebnisse beachtet werden
sollte. Mit einem insgesamt grofR3eren Patientenkollektiv ware diesem Problem vermutlich
nur teilweise begegnet worden, da sich hierdurch zwar die absoluten Patientenzahlen
erhohen wirden, das relative Ungleichgewicht jedoch weiter bestehen wiirde. Diese Li-
mitation ist daher zum Teil bedingt durch die natirlich vorhandenen Verteilungshaufig-
keiten der einzelnen Allele.

Eine weitere Limitation der vorliegenden Arbeit ist der grof3e Zeitraum, innerhalb welchem
die Patienten diagnostiziert und behandelt wurden. Zwischen 1992 und 2017 kam es zu
deutlichen Fortschritten in den therapeutischen Mdglichkeiten, wodurch die 5-Jahres-
Uberlebensrate eines Myelompatienten in den USA von 29,9 % bei Erstdiagnose im Jahr
1992 auf 53,0 % bei Erstdiagnose im Jahr 2010 anstieg (102).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswahl der medikamentdsen Therapien im unter-
suchten Patientenkollektiv nicht berticksichtigt. Auch die Anzahl der Therapien eines ein-
zelnen Patienten ist bewusst nicht in die Auswertung eingegangen, da in beiden Fallen
eine grol3e Heterogenitat vorliegt. Die Unterteilung in Gruppen nach Therapieschema zur
Untersuchung eines moglichen Einflusses des Polymorphismus G870A auf das Thera-
pieansprechen bei einzelnen Substanzen erschien bei einem Patientenkollektiv
von n=200 nicht sinnvoll. Die individuellen Unterschiede in der medikamentdsen Thera-
pie stellen somit eine weitere Limitation der vorliegenden Arbeit dar, da der Einfluss der

einzelnen Substanzen auf das Therapieansprechen nicht beurteilt werden kann.

4.3 Ausblick

Neue Forschungsergebnisse zur Bedeutung aberranter molekularer Signalwege fur die
Pathogenese diverser maligner Erkrankungen bieten aktuell grol3es Potenzial fur die Ent-
wicklung zielgerichteter und personalisierter Therapien. Der Bcl-2 Inhibitor Venetoclax ist
ein Beispiel fur die zielgerichtete Therapie des Multiplen Myeloms. Seine Vertraglichkeit
wurde bereits in klinischen Studien getestet, bei akzeptabler Toxizitat zeigte sich in einer
Phase-1-Studie (103) vor allem ein hohes Ansprechen in der Untergruppe der Patienten
mit t(11;14). Hier lag das Therapieansprechen mit 86 % deutlich héher als im gesamten
untersuchten Patientenkollektiv (21 %) (104). Die Auswabhl einer zielgerichteten Therapie

nach genetischem Profil des Patienten kdnnte in Zukunft dafiir sorgen, dass weniger
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Patienten Therapien zugefuhrt werden, von denen sie nur wenig profitieren. Unnétige
Nebenwirkungen kdénnten so vermieden werden.

Die Rolle des Polymorphismus G870A fur das Ansprechen auf einzelne in der Therapie
des Multiplen Myeloms eingesetzte Substanzen ist derzeit noch weitgehend unklar,
ebenso seine Bedeutung fiir das Therapieansprechen allgemein. Zudem stellt sich die
Frage, auf welchem Wege und in welchem Ausmal3 die jeweiligen Allelvarianten das Ex-
pressionsniveau von Cyclin D1 beeinflussen.

Zukunftige Untersuchungen bezlglich eines etwaigen Zusammenhangs zwischen Geno-
typ, zellularem Expressionsniveau von Zellzyklus-regulierenden Proteinen und Klini-
schem Verlauf von Myelompatienten kénnten der Etablierung neuer prognostischer Mar-

ker dienen und langfristig zur Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien beitragen.
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