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1. Einleitung

1.1  Einfihrung

In der vorliegenden Arbeit soll die Expression von Cancer-Testis-Antigenen bei den verschiedenen
Plasmazellneoplasien untersucht werden.

Unter der Gruppe der Plasmazellneoplasien werden die folgenden Entitdten zusammengefasst:

Die Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz, das Multiple Myelom, das extramedullére
Myelom und das extramedullare Plasmozytom.

Trotz der geringen immunphénotypischen und zytologischen Differenzen, unterscheiden sich diese
Erkrankungen erheblich in klinischen Aspekten, im Therapieansprechen und in der Prognose.

Im Folgenden sollen sie einzeln kurz vorgestellt werden.

1.2 Darstellung der Plasmazellneoplasien

1.2.1 Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS)

Definition und Epidemiologie

Bei der Monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS) handelt es sich um eine hamatolo-
gische Erkrankung, die durch eine erhéhte Immunglobulin-Produktion gekennzeichnet ist.

Laut den Definitionskriterien der WHO handelt es sich um eine MGUS, wenn Patienten eine erhohte
Immunglobulin-Produktion in Serum oder Urin aufweisen, welcher im Gegensatz zum Multiplen
Myelom unter 3 g/dl liegt, eine Plasmazellinfiltration im Knochenmark von unter 10% aufweisen und
extramedulldare Plasmazellherde fehlen. Des Weiteren sollten keine klinischen Beschwerden oder
Endorganschaden vorliegen, die auf eine gestorte Plasmazellproliferation bzw. einen erhéhten Serum-
Immunglobulin-Spiegel zurlickgefiihrt werden kdnnten, insbesondere Hypercalcdmie, Nierenschaden,
Anémie und osteolytische Knochenlasionen (siehe Tabelle 1). Andere Erkrankungen, die ebenfalls
einen erhdhten M-Protein-Spiegel verursachen kénnen, miissen ausgeschlossen werden. Dabei handelt
es sich vor allem um das Multiple Myelom, den Morbus Waldenstrém und die priméare Amyloidose
(International Myeloma Working Group 2003, Rajkumar, Dispenzieri et al. 2006, Rajkumar, Lacy et
al. 2007).
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Tabelle 1: Defintionen der MGUS und des MM

Erkrankung Definitionskriterien

Alle 3 Kriterien missen zutreffen:

- Monoklonales Protein im Serum < 3 g/dI

Monoklonale Gammopathie - Infiltration klonaler Plasmazellen im Knochenmark < 10%

unklarer Signifikanz (MGUS) |- Kein Vorliegen von Endorganschéden wie Hy percalcamie, Niereninsuffizienz,
Anémie und Knochenlasionen, die auf eine Stérung in der Proliferation der
Plasmazellen zurtickgefiihrt werden kénnen

Alle 3 Kriterien missen zutreffen:

- Infiltration klonaler Plasmazellen im Knochenmark >10%

- Erhdhtes monoklonals Protein im Serum und/oder Urin (ausser bei Patienten mit
nicht-sekretorischer Variante des Multiplen Myeloms)

- Vorliegen von Endorganschéden, die auf eine zugrundeliegende
Plasmazellproliferation zurlickzufiihren sind, im Speziellen:

Hypercalzéimie (Serum-Calzium > 11,5 mg/dl oder Niereninsuffizienz mit Serum-
Kreatinin > 2 mg/dl);

Anémie (hormochrom, normozytisch mit einem Hb-Wert, der > 2g/dl unterhalb der
Normalwerte liegt oder einem Hb-Wert von < 10 g/dl);

Knochenlasionen (osteolytische Lésionen, starke Osteopenie oder pathologische
Frakturen)

Multiples Myelom (MM)

Tab. 1: Definitionen der MGUS und des MM

Die Pravalenz der MGUS betragt ungefédhr 3% bei 50-jahrigen und 5% bei 70-jahrigen Patienten.
Meist wird sie im Alter von 70 Jahren erstdiagnostiziert, nur 2% der Patienten sind bei Stellung der
Erstdiagnose unter 40 Jahre alt. Insgesamt Uberwiegt das ménnliche Geschlecht. AulRerdem tritt diese
Erkrankung zwei- bis dreimal haufiger bei der farbigen als bei der weilen Bevolkerung auf (Kyle,
Therneau et al. 2006, Landgren, Gridley et al. 2006, Blade, Rosinol et al. 2008).

Klinik, Verlauf und Prognose

Oftmals wird eine MGUS zuféllig im Rahmen einer Routineuntersuchung oder bei der Abklarung
anderer Erkrankungen diagnostiziert, wobei sich ein typisch homogener Peak in der Serumprotein-
Elektrophorese zeigt. Wichtig bei der Diagnosestellung einer MGUS sind Ausschluss und Abgrenzung
eines Multiplen Myeloms oder einer anderen malignen Plasmazellerkrankung. Auch wenn eine MGUS
haufig als gutartig bezeichnet wird, so weill man heute, dass lebenslang die Gefahr besteht, dass aus
einer MGUS ein Multiples Myelom hervorgehen kann. Das Risiko hierfiir betragt ungefahr 1% im
Jahr (Kyle, Therneau et al. 2002, Kyle and Rajkumar 2006, Kyle, Durie et al. 2010, Landgren, Kyle et
al. 2011). Interessanterweise zeigen MGUS-Patienten zu 90% zytogenetisch Veranderungen.
Hyperdiploidien sind bereits genau so oft zu finden, wie bei Patienten mit Multiplen Myelom. Dies ist
ein Hinweis darauf, dass Hyperdiploidie eine friihe Verdnderung auf dem Wege zum Multiplen

Myelom darstellen kdnnte.
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Auch bilden MGUS-Patienten Translokationen im Bereich der IgH-Region aus. Selbst Chromosom-
13-Verluste, welche mit schlechter Prognose beim MM assoziiert sind, findet man bereits bei 50% der
MGUS Patienten. Neuere Studien weisen vermehrt Veranderungen der lokalen Mikroenvironment
eine besondere Rolle in der Krankheitsprogression zu: Angiogeneseinduktion und Hemmung der
Angiogeneseinhibition,  Unterdrickung der lokalen  Immunsuppression und parakrine
Zytokinfreisetzung, vor allem Interleukin 6, scheinen eine entscheidende Rolle in Bezug auf das Fort-
schreiten einer MGUS zu spielen (Fonseca, Barlogie et al. 2004, Rajkumar 2009, Rajkumar 2009).
Klinisch haben sich einige Parameter als ausschlaggebend fiir die Prognose und die weitere Entwick-
lung einer MGUS zum Multiplen Myelom herauskristallisiert. Dabei handelt es sich um folgende
unabhéngige, signifikante Risikofaktoren (siehe Tabelle 2) (Rajkumar, Kyle et al. 2005).

Ein hoher M-Proteinspiegel (> 1,5 g/dl), ein Ungleichgewicht im Verhiltnis der Leichtketten im Se-
rum (FLC-Ratio: normalerweise: 0,26-1,65), sowie eine MGUS, welche nicht vom 1gG-Typ ist (vor
allem das Vorliegen von IgA). So hatten Patienten mit allen drei genannten Risikofaktoren (high risk)
ein Risiko von 58%, innerhalb von 20 Jahren ein Multiples Myelom auszubilden. Wohingegen Patien-
ten, bei denen keiner der Risikofaktoren vorlag (low risk), nur in 5% der Falle ein Myelom innerhalb

von 20 Jahren entwickelten (Rajkumar, Kyle et al. 2005, Kyle and Rajkumar 2007).

Tabelle 2: Risikofaktoren fiir die Progression von MGUS zu MM

hf: nRIi?SiI:i kofaktor) 449 . 5
rvielll IR :
pirastll B .
|(_C|%igI:]{ri:iFI{<iZ:‘<aktoren) 53 208 58
Risikofaktoren: Serum-M -Protein > 1,5 g/dl; Nicht-IgG-Subtyp; abnormaler FLC Ratio

Tab. 2: Risikofaktoren fir die Progression von MGUS zu MM

Die Tabelle stellt das relative und absolute Risiko flir MGUS-Patienten dar, innerhalb von 20 Jahren ein MM zu entwickeln
in Abhdngigkeit von der Anzahl der Risikofaktoren (hoher M-Proteinspiegel, ein Ungleichgewicht im Verhéltnis der Leicht-
ketten im Serum, Nicht-1gG-Typ-MGUS).

Der grofite Teil der MGUS verléauft jedoch indolent und es gibt keinen Nutzen diese Vorstufe bereits
therapeutisch anzugehen. Dennoch sollten regelmdRig Kontrolluntersuchungen durchgefiihrt werden,
um die Entwicklung einer malignen Erkrankung friihzeitig zu erkennen und Komplikationen wie Nie-

renschaden oder pathologischen Frakturen rechtzeitig vorbeugen zu kénnen.
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1.2.2 Multiples Myelom (MM)

Definition und Epidemiologie

Das Multiple Myelom ist ein aggressives B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom, gekennzeichnet durch die
klonale Proliferation terminal differenzierter Plasmazellen im Knochenmark, die von medulléren B-
Zellen abstammen (Sirohi and Powles 2004). Per Definition missen mindestens > 10% des Knochen-
marks durch Plasmazellen infiltriert sein, sowie ein erhdhtes monoklonales Protein im Serum und/oder
im Urin vorhanden sein (siehe Tabelle 1, Seite 2). Letzteres trifft jedoch nicht fiir Patienten mit einem
sogenannten asekretorischen Multiplen Myelom zu, dass ungeféhr 1-3% der MM-Falle ausmacht und
in diesem Fall eine Ausnahme darstellt.

Im Gegensatz zu der vorher besprochenen asymptomatischen Pathologie, der MGUS, liegt bei dem
Multiplen Myelom eine Beteiligung von Endorganen vor, die auf die gesteigerte Proliferation von
Plasmazellen zuriickzufuhren ist (International Myeloma Working Group 2003, Greipp, San Miguel et
al. 2005, Rajkumar and Kyle 2005, Gonzalez, van der Burg et al. 2007).

Am haufigsten (60%) wird Immunglobulin G von den Plasmazellklonen exprimiert, IgA zu 24% und
zu 3% IgD. 20% der Patienten exprimieren nur leichte Ketten (Bence-Jones-Myelom).

Das Multiple Myelom zahlt mit ungefahr 10-15% zu den am hadufigsten diagnostizierten hdmatologi-
schen Tumoren. Jahrlich treten in den USA ungefahr 20000 Neuerkrankungen mit einer Inzidenz von
7/100000 fur Méanner und 4/100000 flr Frauen auf. Farbige erkranken wie bei der MGUS doppelt so
oft an einem Multiplen Myelom als die weile Bevolkerung (Kyle and Rajkumar 2004, Kyle and
Rajkumar 2008, Jemal, Siegel et al. 2009, Raab, Podar et al. 2009).

Im Durchschnitt tritt die Erkrankung im Alter von 62 Jahren bei Mannern und 61 Jahren bei Frauen
auf, wobei 75 bzw. 79% (ber 70 Jahre alt sind (Brenner, Gondos et al. 2008). Nur 3% aller Patienten

sind jlinger als 40 Jahre.

Pathogenese
Pathogenetisch geht man von einer schrittweisen Entwicklung eines Multiplen Myeloms aus, welche

durchwegs aus MGUS hervorzugehen scheint (Landgren, Kyle et al. 2011). Hierbei werden verschie-
dene Ansatze diskutiert:

Zum einen bewirken zytogenetische Veranderungen eine Krankheitsprogression, wobei man ein
hypodiploides Muster von einem hyperdiploiden Muster unterscheidet. Myelome mit hypodiploiden
Chromosomensétzen sind oftmals mit schlechter Prognose assoziiert, vor allem aufgrund von Mutati-
onen und Translokationen im Rahmen des Immunglobulin-Rearrangements der schweren Kette. Des
Weiteren verursachen partielle oder komplette Deletionen von Chromosom 17 und Chromsom 13
hypodiploide Muster. Patienten mit hyperdiploiden Myelom-Zellen weisen dahingegen bessere Uber-
lebensraten. Auch spatere Translokationen und Genmutationen werden fiir die weitere

Krankheitsprogression verantwortlich gemacht z.B. die Gene cmyc kras, p53, RB1, PTEN betreffend.
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Wichtig ist hier weitere Gene ausfindig zu machen, welche potentielle therapeutische Angriffspunkte
darstellen kénnen.

Dartiber hinaus scheinen auch Veranderungen der Mikroenvironments im Knochenmark urséchlich fir
Pathogenese und Progress der Erkrankung zu sein, zumal sich MGUS und MM zytogenetisch nur
gering unterscheiden und therapeutische Eingriffe in die Mikroenvironment bereits grof3e Erfolge er-
zielten (Fonseca, Barlogie et al. 2004, Kyle and Rajkumar 2004, Sirohi and Powles 2004, Avet-
Loiseau, Attal et al. 2007, Gonzalez, van der Burg et al. 2007, Bink, Haralambieva et al. 2008, Raab,
Podar et al. 2009).

Klinik

Klinisch im Vordergrund steht beim Multiplen Myelom die Knochendestruktion, welche durch Akti-

vierung von Osteoblasten bei gleichzeitiger Aktivierung von Osteoklasten, und durch die Infiltration
der Tumorzellen im Knochenmark verursacht wird (Giuliani, Rizzoli et al. 2006).

Meist handelt es sich hierbei um osteolytische Knochenldsionen (nur 2% sind osteosklerotisch), die
Hypercalzamie und pathologische Frakturen nach sich ziehen. Oftmals findet man bei den Patienten
auch Andmie, Thromozytopenie und Leukopenie aufgrund der Verdrangung des gesunden Knochen-
marks. Daneben flhren die massive Produktion defekter Immunglobuline und die geschadigte
Immunantwort zu Immunschwdche und vermehrten opportunistischen Infektionen sowie zur Ausbil-
dung eines Hyperviskositatssyndroms. Eine schwerwiegende Krankheitsfolge sind die héufig
auftretenden renalen Komplikationen, die von akutem Nierenversagen bis hin zur Amyloidose und
chronischer Niereninsuffizienz reichen (Dispenzieri and Kyle 2005, Eleutherakis-Papaiakovou,
Bamias et al. 2007, Caers, Vande broek et al. 2008, Nau and Lewis 2008).

Stadien und Prognosefaktoren

Die Schwere der Erkrankung lasst sich in verschiedene Stadien untergliedern, wobei zwei Klassifizie-
rungssysteme existieren. Das éltere System ist das ,,Durie-Salmon-Staging-System*, welches das
Multiple Myelom in 3 Stadien einteilt und vor allem klinische Parameter beurteilt (siehe Tabelle 3):
Héamoglobinwert, Serum-Calzium, das AusmaR der Osteolysen, die Hohe des monoklonalen Proteins
im Serum, sowie die Hohe der Bence-Jones-Proteinurie.

Patienten mit einer eingeschrankten Nierenfunktion (Kreatinin > 2mg/dl) wird die zusatzliche Be-
zeichnung ,,.B* angefiigt.

Diese Stadieneinteilung erlaubt zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eine recht gute Abschétzung der
Tumorzellmasse (Durie and Salmon 1975).

Seit Mai 2005 existiert eine weitere Klassifikation des Multiplen Myeloms, das ,,Internationale
Staging System* (ISS). Es basiert allein auf den Konzentrationen von [B,-Mikroglobulin und Albumin
im Serum (siehe Tabelle 3) (Durie and Salmon 1975, Greipp, San Miguel et al. 2005).
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Diese Laborwerte sind im Gegensatz zu der Bestimmung des Osteolysen-Ausmalles bei der ,,Durie-
Salmon-Klassifikation* untersucherunabhéngig und gut reproduzierbar.

Von Nachteil ist, dass diese Klassifikation weder einen Uberblick tber die Hohe der Tumorlast ver-
mittelt, noch eine Unterscheidung zwischen MGUS, der Zwischenform ,,Smoldering Multiple
Myeloma® (SMM) und dem Multiplen Myelom ermdglicht. Jedoch haben die ISS-Stadien prognosti-
sche Bedeutung mit einem medianen Uberleben von 62 Monaten, 44 Monaten bzw. 29 Monaten in
den Stadien 1, 2 bzw. 3. Aufgrund der verschiedenen Vor-und Nachteile empfiehlt es sich beide Klas-

sifizierungen anzugeben (Greipp, San Miguel et al. 2005, Kyle and Rajkumar 2009).

Tabelle 3: Klassifizierungssysteme Multiples Myelom

Stadium Durie-Salmon-Klassifikation ISS-Klassifikation

Alle 4 Kriterien treffen zu:

-Hb > 10 g/dI

-Serum-Ca-Wert normal

| -Skelettréntgen normal oder solitdre Osteolyse
-Geringe Immunglobulinproduktion

(1gG > 5 g/dl; IgA > 3 g/dl; Bence-Jones-Proteinurie <
4 g/24h)

—B,-Mikroglubulin < 3,5 mg/l
-Albumin > 3,5 g/dl

1 weder | noch 11 weder | noch 111

Eines oder mehrere Kriterien treffen zu:
-Hb < 8,5 g/dl

-Serum-Ca-Wert erhdht

i -Multiple Osteolysen —B2-Mikroglubulin > 5,5 mg/l
-Hohe Immunglobulinproduktion

(1gG > 7 g/dl; IgA > 5 g/dl; Bence-Jones-Proteinurie >
12 g/24h)

A: Serumkreatinin < 2 mg/dI
B: Serumkreatinin > 2 mg/d|

Zusatz

Tab. 3: Klassifizierungssysteme Multiples Myelom

Neben der ,,ISS-Einteilung® des Multiplen Myeloms in 3 unterschiedliche Stadien existieren weitere
flr die Prognose und den Verlauf entscheidende Faktoren. Diese sind zusammenfassend in Tabelle 4
dargestellt. Jedoch konnten diese Risikofaktoren bis jetzt nicht in die Therapierichtlinien des Multip-
len Myeloms Einzug finden (Fonseca, Barlogie et al. 2004, Dewald, Therneau et al. 2005, Rajkumar
and Kyle 2005, Dispenzieri, Rajkumar et al. 2007, Blade, Rosinol et al. 2008, Ludwig, Durie et al.
2008, Kyle and Rajkumar 2009, Rajkumar 2009, National Comprehensive Cancer Network 2010).
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Tabelle 4: Prognosefaktoren beim Multiplen Myelom

Faktoren fur schlechte Prognose |Faktoren flir gute Prognose
Alter > 50 Jahre Alter < 50 Jahre
fortgeschrittenes 1SS-Stadium

fortgeschrittenes Durie-Stadium
Schadigung der Nierenfunktion

Hypodiploidie Hyperdiploidie
Deletion Chromosom 13q
Deletion Chromosom 17¢
Translokation t(4;14) Translokation t(11;14)
Translokation t(8;14)

plasmaoblastischer Typ

Tab. 4: Prognosefaktoren beim Multiplen Myelom
Die Tabelle listet Faktoren fiir eine gute bzw. schlechte Prognose fiir Patienten mit MM auf.

Verlauf, Therapie und Prognose

Trotz der Einflhrung neuer Medikamente und neuer Mdoglichkeiten in der Therapie des Multiplen
Myeloms, bleibt diese Erkrankung weiterhin nicht heilbar. Im Jahre 2009 wurden 20580 neue
Myelom-Patienten in den USA diagnostiziert und 10580 Betroffene verstarben. Das Gesamtiiberleben
variiert zwischen Monaten und Jahren, abhangig von Risikofaktoren und Therapieansprechen. Im Mit-
tel jedoch liegt es bei maximaler Therapie weiterhin nur bei 3-5 Jahren (Kyle 1983, Kyle and
Rajkumar 2004, Dispenzieri, Rajkumar et al. 2007, Munshi 2008, Jemal, Siegel et al. 2009, Raab,
Podar et al. 2009, National Comprehensive Cancer Network 2010).

Standardtherapie (iber Jahre bei Patienten mit Multiplen Myelom war und ist immer noch eine
Hochdosischemotherapie gefolgt von einer autologen Stammzelltransplantation (SZTX). Jedoch wur-
den in den letzten Jahren neue Therapiemdglichkeiten durch die Entdeckung neuer Medikamente

eroffnet.

Diese sind mittlerweile nicht nur noch fiir therapierefraktére Patienten und Patienten mit Rezidiv zuge-
lassen, sondern haben bereits Eingang in die offiziellen Therapierichtlinien gefunden.

Hierbei handelt es sich um die immunmodulatorisch-wirksamen Medikamente Thalidomid und das
Analogon Lenalidomid, sowie den Proteasom-Inhibitor Bortezomib (Dimopoulos and Kastritis 2008,
National Comprehensive Cancer Network 2010).

Zwar ist es mdglich, Patienten in verschiedene Risikogruppen mit geringem, bzw. hohem Risiko ein-
zuteilen, jedoch ist es schwer, daraus klare Konsequenzen fur verschiedene Therapieprogramme zu
ziehen. Die Einteilung in Low-Risk -und High-Risk-Typen ist daher bis jetzt nur Gegenstand von Stu-
dien (Rajkumar and Kyle 2005, Dispenzieri, Rajkumar et al. 2007, Schwartz and Vozniak 2008, Kyle
and Rajkumar 2009).
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Patienten, die an einem symptomatischen Multiplen Myelom leiden (ab Stadium 2), sollen laut Richt-
linien in jedem Fall therapiert werden. Entscheidend ist dabei als erstes die Frage, ob der jeweils
betroffene Patient fiir eine Transplantation geeignet ist. Dies ist abhdngig von Alter und Komorbiditét,
wobei &ltere Patienten mit Uber 65 Jahren weniger geeignet scheinen flr eine Transplantation als jln-
gere Patienten. Jedoch gibt es keine klaren Richtlinien, und die Entscheidung wird individuell fir
jeden Patienten getroffen. Zu Beginn wird in jedem Fall eine Induktionstherapie durchgefuhrt. Wird
eine Transplantation in Erwégung gezogen, kommen Dexamethason alleine oder in Kombination mit
Thalidomid oder Bortezomib zum Einsatz. Alkylierenden Substanzen wie Melphalan dirfen nicht
verwendet werden, da diese die Stammazellen, die spater gesammelt werden sollen, schadigen. Andern-
falls haben sich Melphalan/Prednisolon mit entweder Thalidomid oder Bortezomib als besonders
geeignet erwiesen (Harousseau, Attal et al. 2006, Nau and Lewis 2008, San Miguel, Schlag et al.
2008, Harousseau and Dreyling 2010, National Comprehensive Cancer Network 2010). Nach der In-
duktionstherapie werden Stammzellen fur mindestens 2 Stammzelltransplantationen gewonnen um
spiter, im Falle eines Rezidivs, eine sogenannte ,,salvage“-Transplantation durchfuhren zu konnen.
AnschlieRend folgen Hochdosischemotherapie mit Melphalan und autologe
Stammzelltransplanatation. Auch wenn eine allogene Stammzelltransplantation die einzige Moglich-
keit einer definitiven Heilung darstellt und Vorteile aufweist, wie die Transplantation tumorzellfreien
Materials und den Graft-versus-Leukemia-Effekt bei nicht-myeloablativer Induktionstherapie, so
Uberwiegen die Nachteile. Oftmals sind die Patienten nicht geeignet und ein passender HLA-
identischer Spender schwer zu finden. Auch sind viele Nebenwirkungen mit hoher Mortalitét die Fol-
gen einer allogenen SZTX. Die Uberlebensvorteile sind ungewiss.

Daher wird die allogene SZTX nur noch bei therapierefraktéren Patienten und im Rahmen von Studi-
enprotokollen verwendet (Kyle and Rajkumar 2004, Harousseau 2008, Rajkumar 2009, National
Comprehensive Cancer Network 2010).

Zur Aufrechterhaltung der Therapie wird Thalidomid + Prednison verwendet.

Zeigt ein Patient eine Krankheitsprogression bzw. ein Rezidiv innerhalb von 6 Monaten nach Trans-
plantation, so kommen andere Medikamentenkombinationen zum Einsatz wie z.B. Bortezomib alleine
oder in Kombination mit PLD (Pegyliertes liposomales Doxorubicin). Eventuell werden auch eine
allogene SZTX oder eine Tandem-Auto-SZTX durchgefiihrt. Bei einem Rezidiv, das iiber 6 Monate
nach der Transplantation auftritt, wird das gesamte Therapieschema incl. Induktionstherapie wieder-
holt (Rajkumar and Kyle 2005, Raab, Podar et al. 2009, National Comprehensive Cancer Network
2010).

Dennoch resultiert die Erkrankung bei fast allen Patienten in Rezidiven, im Schnitt bereits nach 9,9
Monaten, und die Entwicklung einer Therapieresistenz im weiteren Krankheitsverlauf ist beinahe die
Regel. Aktuelle Therapieansdtze bewirken nur ein transientes Ansprechen und voriibergehende

Krankheitsstabiliserung (Kyle and Rajkumar 2009).
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1.2.3 Extramedullares Myelom (EMM)

Definition

Bei diesem Krankheitshild handelt es sich um eine Verlaufsform des Multiplen Myeloms. Daher gel-
ten die gleichen Diagnosekriterien und Klassifizierungen wie beim Multiplen Myelom.

Ein extramedullares Myelom ist jedoch zusatzlich durch extraossare Manifestationen gekennzeichnet
(International Myeloma Working Group 2003, Damaj, Mohty et al. 2004).

Man unterscheidet zwei Formen des EMM. Zum einen gibt es Patienten mit Multiplen Myelom, wel-
che bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung eine extramedulldre Beteiligung aufweisen. Hierbei
handelt es sich um einen Anteil von 15-20% aller Myelom-Patienten mit vorwiegender Lokalisation in
Pleura, Lymphknoten und Weichteilen. Zum anderen entwickeln 15% der Myelom-Patienten erst im
Verlauf der Erkrankung eine extramedullare Komponente, bei welcher vor allem Lymphknoten und
ZNS betroffen sind und welche sich oftmals multilokulér présentiert (Blade, Kyle et al. 1996, Damaj,
Mohty et al. 2004, Rosinol, Cibeira et al. 2004, Laura, Cibeira et al. 2006, Chen, Fu et al. 2007).

Therapie und Prognose

Beim EMM handelt es sich um eine aggressive Erkrankung, bei der sich zum Zeitpunkt der Diagnose-
stellung der Grof3teil der Patienten bereits in fortgeschrittenen Stadien (Durie 3, bzw. ISS 3) befindet.
Aulerdem steht das Vorkommen von extramedulldren Manifestationen im Zusammenhang mit Plas-
mazelleukédmie. So konnte gezeigt werden, dass Patienten, die eine Plasmazellleukdmie entwickelten,
fast alle gleichzeitig extramedullare Myelominfiltrate ausgebildet hatten.

Eine besonders schlechte Prognose zeigen Félle, die bereits von Beginn an eine extramedullare Betei-
ligung aufweisen. Diese haben eine mediane Uberlebenszeit von nur 12 Monaten. Im Gegensatz dazu
liberleben Patienten, die im Laufe der Erkrankung extramedullare Infiltrate entwickeln im Schnitt 24
Monate (Dimopoulos, Palumbo et al. 1994, Damaj, Mohty et al. 2004).

Auch therapeutisch erweisen sich EMM als kompliziert.

Insgesamt sprechen EMM-Patienten kaum auf Chemotherapien an oder zeigen kurz nach Therapie
Rezidive, die spétestens dann nicht mehr chemosensitiv sind. Selbst Thalidomid, das erfolgreich in der
Therapie des Multiplen Myeloms eingesetzt wird, erweist sich gréitenteils als ineffektiv.

Die Ursache dafur konnte in der Wirkungsweise von Thalidomid liegen, welches speziell in der
Microenvironment des Knochenmarks wirkt und zum anderen schlecht gewebegangig ist und so nicht
alle Tumorzellen therapeutisch erfasst werden kdnnen. Jedoch konnte das fehlende Ansprechen von
Thalidomid auch ein Hinweis sein, dass dem EMM eine andere Tumorbiologie zu Grunde liegt
(Blade, Perales et al. 2001, Damaj, Mohty et al. 2004, Rosinol, Cibeira et al. 2004, Candoni, Simeone
et al. 2008).
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Bortezomib hingegen konnte, dank seiner guten Gewebegangigkeit, erfolgreich auch in der Behand-
lung fortgeschrittener, extramedullarer Myelome eingesetzt werden (Blade, Perales et al. 2001, Laura,
Cibeira et al. 2006, Raanani, Shpilberg et al. 2007).

Auffallend ist jedoch, dass sich in jlingster Zeit extramedullare Verldufe hdufen und auch postthera-
peutisch zunehmend mehr Falle mit extramedulldren Anteilen rezidivieren.

Bei derartigen Rezidiven handelt es sich um besonders aggressive Varianten. Cerny et al berichten in
einer Studie von einer medianen Uberlebenszeit von 38 Tagen nach Entwicklung eines Rezidiv-EMM.
Des Weiteren verfuigen sie Uber eine schlechte histologische Differenzierung und prasentieren haufig
Chemo- und Therapieresistenzen (Pellat-Deceunynck, Barille et al. 1998, Raanani, Shpilberg et al.
2007, Cerny, Fadare et al. 2008).

Es wird vermutet, dass der Einsatz der neuen immunmodulatorischen Medikamente durch Verande-
rungen in der Microenvironment auch zu einer Veranderung in der Biologie und im Verhalten des
Tumors flhrt.

Neue Therapieansatze sind daher gerade in der Behandlung des EMM nétig (Dawson, Patil et al. 2007,
Cerny, Fadare et al. 2008).

1.2.4 Extramedulléares Plasmozytom (EMP)

Definition und Epidemiologie

Hierbei handelt es sich um eine extramedullére, klonale Plasmazellneoplasie, wobei gleichzeitig kei-
nerlei Evidenz fur ein Multiples Myelom vorliegt, was anhand einer Knochenmarkuntersuchung und
rontgenographischer Kontrolle bestatigt werden sollte. Auch fehlen die fiir das Multiple Myelom typi-
schen Organ- und Gewebefolgeerscheinungen. Das monoklonale Protein im Serum und/oder Urin ist
gar nicht oder allenfalls nur gering erhéht. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung weisen bis zu 25 %
der Patienten erhdhte Immunglobulin-G-Werte auf, welche sich aber unter adéquater Therapie des
EMP zuriickbilden. Bei Verdacht auf ein EMP miissen alle relevanten diagnostischen Tests durchge-
fihrt werden, um ein Multiples Myelom mdglichst sicher auszuschlieRen. Auch ist eine sorgfaltige
lokale Diagnostik nétig, um die GréRe des submukds wachsenden Tumors genau abschétzen zu kon-
nen (Alexiou, Kau et al. 1999, International Myeloma Working Group 2003).

Extramedulldare Plasmozytome sind eine seltene Erkrankung und machen nur 4% aller
Plasmazellneoplasien aus. Das Durchschnittsalter bei Erstdiagnose liegt im Gegensatz zu den anderen
bisher besprochenen Entitaten etwas niedriger, etwa bei 50-60 Jahren. In einer Studie waren sogar
30% der Patienten unter 50 Jahre alt. Manner erkranken mindestens dreimal h&ufiger als Frauen
(Galieni, Cavo et al. 2000, Dores, Landgren et al. 2009).
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Lokalisation

Typischerweise liegen EMP solitér vor und sind zu 80% im Bereich des oberen Respirationstraktes,
besonders im Oro-Nasopharynx und in paranasalen Sinus zu finden. Hierbei handelt es sich um soge-
nannte UAD (= Upper Aerodigestive Tract) EMP.

Die restlichen 20% werden als Non-UAD-EMP bezeichnet und sind gehduft im Gastrointestinal-und-
Genito-Urinal-Trakt lokalisiert. Selten sind Haut, Lunge, Brust, Hoden oder ZNS betroffen (Bachar,
Goldstein et al. 2008).

Patienten mit einem EMP prasentieren sich zumeist mit lokalen Symptomen und Verdrangungser-
scheinungen, wie z.B. Schwellungen, Einengungen der Nasenwege oder Nasenbluten (Alexiou, Kau et
al. 1999, Straetmans and Stokroos 2008).

Therapie und Prognose

Generell sprechen Patienten mit EMP besonders gut auf eine Radiotherapie an. Therapie der Wahl ist
daher aktuell eine lokale, fraktionierte Strahlentherapie von 45-55 Gray (ber einen Zeitraum von 4-6
Wochen. Alternativ kann der Tumor operativ entfernt werden. Falls nach der Resektion noch Tumor-
reste vorhanden sind bzw. dies ungewiss ist, sollte sich zusatzlich eine Radiotherapie anschlieRen.
Besonders bei UAD-EMP ist eine radikale Tumorentfernung aufgrund der Lokalisation im HNO-
Bereich oftmals schwer zu erreichen, so dass gerade hier eine Kombination beider Verfahren den ein-
zelnen Verfahren Gberlegen ist (Creach, Foote et al. 2009).

Insgesamt erreichen tber 80% der Patienten durch diese Therapie eine Vollremission mit 5-Jahres-
Uberlebensraten von 60-80%. Nur ein kleiner Teil erweist sich als therapieresistent.

Im Verlauf bilden EMP-Patienten in 10-20% Lokalrezidive aus und in weiteren 10-20% entwickelt
sich ein Multiples Myelom (im Schnitt innerhalb von 2-3 Jahren) mit einer Tendenz derjenigen Félle,
die primdr kein Therapieansprechen zeigen oder lokale Rezidive ausbilden (Galieni, Cavo et al. 2000,
Straetmans and Stokroos 2008). Aufgrund der Gefahr des Lokalrezidives bzw. der MM-Entwicklung
bedurfen Patienten mit diagnostiziertem EMP einer lebenslangen Verlaufskontrolle.

Im Gegensatz zum MM, weisen EMP Patienten insgesamt indolente Verlaufe mit guten Uberlebensra-
ten auf.

Trotz der groRen Unterschiede im klinischen Verlauf sind MM und EMP immunhistochemisch und
zytogenetisch nur verhéltnismaRig schwer zu differenzieren. Hyperdipoloide Félle treten bei beiden
Entitaten gleichhaufig auf (50%), auch Chromosom-13-Verluste sind wie beim MM in 40% zu finden.
Oftmals sind EMP histologisch gut differenziert, haben geringere Proliferationsindices und CD56,
Bcl-2, p21 und p53 werden im Vergleich zum MM vermindert exprimiert. Interessanterweise sind
beim EMP auch Veranderungen im Bereich der IgH-Region vorhanden, wobei andere Translokationen
vorliegen als beim MM. (Kremer, Ott et al. 2005, Bink, Haralambieva et al. 2008).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es einer klaren und genauen Abgrenzung gegenlber dem

Multiplen Myelom bedarf, besonders gegeniiber dem klinisch ahnlich erscheinenden extramedulldren
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Myelom. Auch ist es bis dato nicht méglich vorherzusagen, welche EMP-Félle im Krankheitsverlauf

in ein Multiples Myelom ubergehen werden.

1.3  Cancer-Testis-Antigene im Uberblick

Bedeutung der Cancer-Testis-Antigene (CT-A)

Immer mehr Aufmerksamkeit im Bereich der Tumorforschung widmet sich den Cancer-Testis-
Antigenen. Cancer-Testis-Antigene stellen die im Moment am intensivsten untersuchte Gruppe von
Antigenen im Bereich der Tumorimmunologie dar (Kalejs and Erenpreisa 2005).

Seit das erste Cancer-Testis-Antigen im Jahre 1991 bei Melanomen entdeckt wurde, ist sukzessive an
diesen geforscht worden und mittlerweile stellen sie vielversprechende Targets tumortherapeutischer
Verfahren dar, vor allem die Tumor-Vakzin-Therapie betreffend.

Ihre physiologische Expression ist limitiert und sie beschrankt sich auf das Vorkommen in méannlichen
Keimzellen des Hoden, auf Keimzellen des Ovars und auf Trophoblasten der Plazenta, wobei CT-A in
den genannten Geweben natirlicherweise exprimiert werden (Kalejs and Erenpreisa 2005, Simpson,
Caballero et al. 2005, Ghafouri-Fard and Modarressi 2009). Interessanterweise jedoch tauchen sie
auch im Zuge der Tumorentstehung auf und sind so bei einer Vielzahl von Tumoren verschiedener
histologischer Arten zu finden, wie z.B. bei Melanomen, nicht-kleinzelligen Lungentumoren,
hepatozellularen Tumoren, Gehirntumoren, Prostata-und Blasentumoren und bei Multiplen
Myelomen. In allen anderen Geweben werden sie nicht oder nur zu geringen Anteilen exprimiert
(Scanlan, Simpson et al. 2004, Oba-Shinjo, Caballero et al. 2008, Grau, Oltra et al. 2009).

Von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, dass der Hoden einen immungeschiitzten Bereich dar-
stellt. Zum einen verhindert die Blut-Hoden-Schranke den Kontakt zwischen dem Immunsystem und
den heranreifenden Keimzellen, und zum anderen verfiigen Keimzellen nicht Giber HLA Klasse | Mo-
lekille und konnen dadurch zelleigene Proteine nicht auf ihrer Oberflache darstellen und somit nicht
den Zellen des Immunsystems prasentieren.

Das sind zwei Griinde, warum Cancer-Testis-Antigene als ,,tumorspezifisch betrachtet werden kon-
nen (Galea, Bechmann et al. 2007, Mekilat, Li et al. 2007, Condomines, Hose et al. 2009). Ein weiterer
Punkt, welcher Cancer-Testis-Antigene in den Mittelpunkt der Forschungen rlicken l&sst, ist ihre Fa-
higkeit einen starken immunogenen Effekt auf menschliche Zellen in vivo und in vitro auszuldsen. So
konnten zytotoxische T-Zellen gegen CT-A sogar eine Abtdtung autologer und allogener Tumorzellen
bewirken (van Rhee, Szmania et al. 2005, Atanackovic, Arfsten et al. 2007, Meklat, Li et al. 2007,
Goodyear, Pratt et al. 2008). Erstmals konnte sogar gezeigt werden, dass CD4 und CD8-T-Zellen ge-
gen CT-A zur Spontanremission eines Tumors, ndmlich eines nicht-kleinzelligen Lungentumors,
gefiihrt haben (Nakamura, Noguchi et al. 2009).

Auch laufen bereits Phase-2-Studien, die den therapeutischen Einsatz von CT-A in der Klinik erpro-

ben. So setzen GlaxoSmithKline beispielsweise ein rekombinantes MAGE-A3-Protein erfolgreich bei
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Patienten mit metastasiertem Melanom und nichtkleinzelligem Bronchialkarzinom ein (Vansteenkiste,
Zielinski et al. 2007, Kruit, Suciu et al. 2008, Caballero and Chen 2009).

Cancer-Testis-Antigene weisen noch andere interessante Aspekte auf: Ihre Expression korreliert oft-
mals mit hoheren Tumorstadien und schlechter Prognose und es bietet sich hierdurch in Zukunft die
Maglichkeit, CT-A als diagnostische Parameter fur Rezidive, Metastasen, Krankheitsverlauf und
selbst in der Frihdiagnostik einzusetzen (Li, Yuan et al. 2005, Cho, Caballero et al. 2006, Suri 2006,
Kanojia, Garg et al. 2009).

Definition und Einteilung

Der Begriff ,,Cancer-Testis-Antigen* wurde 1997 von Chen et al eingefiihrt (Chen, Scanlan et al.
1997). Jedoch gibt es bis heute keine eindeutige und klare Definition fur diese heterogene Gruppe von
Antigenen, so dass CT-A im Wesentlichen anhand ihres Expressionsprofils definiert werden: Das
Vorkommen in unterschiedlichen Tumoren und in Keimzellen des Hodens, sowie die fehlende, bzw.
geringe Expression in anderen Geweben. Mittlerweile konnten 153 CT-A-Gene identifiziert werden,
welche 83 Genfamilien angehodren. Angesichts der rasch wachsenden Anzahl neuer CT-A wurden
Online CT-A-Datenbanken angelegt, welche CT-A bersichtlich darstellen und zu klassifizieren ver-
suchen (Old 2001, Kalejs and Erenpreisa 2005, http://www.cta.Incc.br/ 2005-2009).

Anhand des Expressionsprofils teilten Hofmann et al. alle nachgewiesenen CT-A in 3 Kategorien ein:
,,Testis-restricted” CT-A, welche ausschlieSlich im Hoden vorkommen, , testis-selective* CT-A, wel-
che zwar hauptsichlich, aber nicht nur im Hoden exprimiert werden und sogenannte ,,testis-brain-
restricted” CT-A, welche im Hoden und zu geringem Masse auch im Gehirn zu finden sind.

Eine Studie, welche das Expressionsmuster aller bisher identifizierten CT-A analysierte, belegt, dass
nur 39 der 153 existierenden CT-A ausschlie3lich im Hoden (,,testis-restricted”) zu finden sind und
weitere 14 CT-A zusétzlich in einem weiteren immunpriviligierten Organ, dem Gehirn exprimiert
werden (,,testis-brain-restricted*). Der weitaus grofite Teil der CT-A jedoch ist auch auBerhalb dieser
immunprivilegierten Bereiche zu finden (,,testis-selective®) (Hofmann, Caballero et al. 2008, Almeida,
Sakabe et al. 2009).

Hauptséchlich sind CT-A in Form von Genfamilien auf dem X-Chromosom lokalisiert (83 der 153
CT-A-Gene) und werden als Cancer-Testis-X-Antigene (CT-A-X) bezeichnet (Simpson, Caballero et
al. 2005, Meklat, Li et al. 2007). Analysen des menschlichen X-Chromosoms ergaben, dass sogar 10%
der Gene auf dem X-Chromosom CT-A-Gene sind (Ross, Grafham et al. 2005). Nur wenige CT-A
liegen nicht auf dem X-Chromosom. Sie werden als Non-X-CT-A bezeichnet und bilden fur gewéhn-
lich keine Genfamilien, sondern verteilen sich auf das gesamte Genom.

CT-A-X und Non-X-CT-A werden zu unterschiedlichen Reifestadien der mannlichen Keimzellent-
wicklung exprimiert. So sind CT-A-X vor allem in frihen Stadien, in den Spermatogonien zu finden,

welche proliferierende Keimzellen darstellen. Non-X-CT-A hingegen werden eher in spéteren Stadien
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der Keimzelldifferenzierung, in Spermatozyten, ausgebildet und sind vor allem mit Funktionen der
Meiose und Gametogenese assoziiert.

Besonders CT-A-X scheinen flr eine Tumor-Vakzin-Therapie in Frage zu kommen, da diese dulRerst
limitiert exprimiert werden und hauptséchlich der Gruppe der ,,testis-restricted” CT-A zugehorig sind
(Simpson, Caballero et al. 2005, Hofmann, Caballero et al. 2008, Caballero and Chen 2009).

Funktion der Cancer-Testis-Antigene

Uber die Funktionen der CT-A, vor allem der CT-A-X, ist jedoch bis jetzt noch sehr wenig bekannt.
Es stellt sich die wichtige Frage, ob CT-A als Onkogene wirken und in der Tumorentstehung eine
Rolle spielen oder ob sie nur ein zufalliges Nebenprodukt in der Tumorentstehung darstellen. Einiges
deutet jedoch daraufhin, dass sie eine Rolle in der Tumorentstehung spielen.

So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass innerhalb der groen MAGE-Familie der CT-A die
zentrale, stark konservierte MAGE-Homology-Domain (MHD) eine wichtige Stelle von Protein-
Protein-Interaktionen darstellt und so zelluldre VVorgange wie Transkription, Translation und Chromo-
somen-Rekombinationen beeinflussen kann (Simpson, Caballero et al. 2005, Meklat, Li et al. 2007,
Hofmann, Caballero et al. 2008).

Erstmals konnte durch Cho et al. gezeigt werden, dass Cancer-Testis-Antigene offensichtlich auch
untereinander interagieren, in dem NY-ESO-1 und MAGE-C1 als Bindungspartner identifiziert wur-
den und im Zytoplasma ko-lokalisiert zu finden sind (Cho, Caballero et al. 2006).

Regulation der Cancer-Testis-Antigene

Reguliert werden CT-A vor allem Uber epigenetische Mechanismen, wobei Demethylierung und
Histonacetylierung von Promotergenen eine fiihrende Rolle spielen. Alle bisher untersuchten CT-A
verfiigen in somatischen Geweben (ber methylierte CpG-Stellen in Promotergenen und werden tber
Demethylierung wahrend der Spermatogenese aktiviert.

Es konnte sogar gezeigt werden, dass Zellen nach einer Behandlung mit 5-Azazytidin, welches eine
Demethylierung bewirkt, zusétzlich CT-A exprimierten. Daneben fiihrt die Bindung an MeCP2, einem
Komplex, der eine Deacetylierung katalysiert, zu einer verminderten CT-A-Expression (Wischnewski,
Pantel et al. 2006, Meklat, Li et al. 2007, Almstedt, Blagitko-Dorfs et al. 2010).

Zudem scheinen CT-A untereinander durch gemeinsame Mechanismen reguliert zu werden, da mehre-
re verschiedene CT-A in Tumorgeweben oft gleichzeitig exprimiert werden und auch die

Expressionshdhe untereinander korreliert.
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1.4  Cancer-Testis-Antigene bei Plasmazellneoplasien

Vorkommen und Bedeutung der CT-A im Krankheitsverlauf

Untersuchungen der Cancer-Testis-Antigene beschrénkten sich bisher auf solide Tumore. In jlngster
Zeit wurden neue CT-A jedoch zunehmend bei hdamatologischen Neoplasien entdeckt, so dass diese
verstérkt in den Mittelpunkt der Forschung riickten.

Dabei konzentrieren sich Untersuchungen der CT-A vorrangig auf das Multiple Myelom mit dem Ziel,
neue Therapieoptionen fir diese maligne Erkrankung zu schaffen (Meklat, Li et al. 2007). Cancer-
Testis-Antigene sind bei fast allen Betroffenen zu finden. So exprimieren bis zu 95% der Patienten
mindestens ein Cancer-Testis-Antigen. Studien ergaben, dass CT-A damit zu denjenigen Antigenen
gehdren, welche in tumordsen Plasmazellen hochreguliert sind.

Besonders h&ufig sind dabei Cancer-Testis-Antigene der sogenannten MAGE-Familie (Melanoma
associated Antigen) zu finden, einer Genfamilie, welche aus 19 Gen-Mitgliedern besteht, die alle auf
dem X-Chromosom lokalisiert sind (Condomines, Hose et al. 2007, Meklat, Li et al. 2007, Andrade,
Vettore et al. 2008). Daruiber hinaus konnte gezeigt werden, dass die CT-A-Expression in schweren
Krankheitsstadien ansteigt und zudem mit der Plasmazellproliferation korreliert (MAGE-C1 und
MAGE-A3/6) (van Baren, Brasseur et al. 1999, Jungbluth, Ely et al. 2005). So werden die Cancer-
Testis-Antigene MAGE-Al, MAGE-A3/6, MAGE-C1 und NY-ESO-1 vor allem bei Patienten im
Durie-Stadium 11 nachgewiesen. Die Hohe der CT-A-Expression deutet dabei auf die Schwere der
Erkrankung hin. Dabei verfiigen Patienten mit EMM und insbesondere Patienten mit Plasmazellleu-
kamien Uber eine erhohte CT-A-Anzahl (Tarte, De Vos et al. 2002, Dhodapkar, Osman et al. 2003).
Aulerdem korrelieren Klinisch prognostische Parameter, wie die Hohe des Immunglobulin-Spiegels
und die B,-Mikroglobulin-Konzentration mit den Cancer-Testis-Antigenen in dem Sinne, dass mit
zunehmenden Immunglobulin-und B,-Mikroglobulinwerten eine gesteigerte CT-A-Expression zu fin-
den ist. Selbst Schwankungen dieser Parameter spiegeln sich parallel in der CT-A-Expression wider
(Atanackovic, Arfsten et al. 2007, Condomines, Hose et al. 2007, Atanackovic, Luetkens et al. 2009).
Auch konnen CT-A ein Hochrisikoprofil bei MM-Patienten andeuten. So wird beispielsweise NY-
ESO-1 bei Patienten mit chromosomalen Aberrationen oder Rezidiven signifikant mehr exprimiert
(van Rhee, Szmania et al. 2005).

Schlussfolgernd I&sst sich sagen, dass Cancer-Testis-Antigene mit schlechter Prognose beim Multiplen
Myelom assoziiert sind. Je mehr CT-A gleichzeitig von einem Patienten exprimiert werden, umso

kiirzere Uberlebenszeiten weisen diese auf (Andrade, Vettore et al. 2008).

Bedeutung der Immunogenitat

CT-A sind in der Lage in vivo und in vitro zelluldre und humorale Immunantworten auszuldsen. So
konnen aktive zytotoxische CD8-T-Zellen, die unter anderem gegen NY-ESO-1, MAGE-Al und
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MAGE-A3/6 gerichtet waren, auch im Blut von Patienten mit Multiplen Myelom nachgewiesen wer-
den und waren hier bis zu 3-mal h&ufiger als bei gesunden Patienten zu finden.

Die Anzahl an CD8-T-Zellen steigt dabei mit zunehmender Tumorlast an und weist Parallelen mit der
Paraproteinkonzentration auf. Ahnlich der CT-A-Expression nimmt die Anzahl korrespondierender
reaktiver CD8-T-Zellen bei Krankheitsprogression und bei Patienten mit Myelom-Rezidiven zu, teil-
weise schon bevor Verdnderungen in der Immunglobulin-Konzentration messbar sind (Goodyear,
Piper et al. 2005, Curioni-Fontecedro, Knights et al. 2008, Goodyear, Pratt et al. 2008).

Auch sind gegen CT-A gerichtete CD8-T-Zellen besonders bei Patienten mit chromosomalen Aberra-
tionen zu finden (van Rhee, Szmania et al. 2005).

Patienten mit solchen CT-A-spezifischen T-Zellantworten weisen bessere Uberlebenszeiten auf als
Patienten, bei denen eine Immunantwort ausbleibt (Goodyear, Pratt et al. 2008).

Dariiber hinaus konnten van Rhee und Kollegen zeigen, dass CD8-T-Zellen gegen NY-ESO-1 und
auch CD4-T-Zellen gegen MAGE-A3/6 in der Lage sind, primare Myelomzellen zu téten (van Rhee,
Szmania et al. 2005, Goodyear, Pratt et al. 2008).

Zu den Mechanismen, die eine persistierende Remission beim Multiplen Myelom bewirken kénnen,
gehort unter anderem die allogene SZTX, wobei besonders dem Graft-versus-Leukemia-Effekt eine
bedeutende Rolle zukommt. Das Tumorwachstum wird dabei durch CD4-und CD8-T-Zellen kontrol-
liert und gedrosselt (Mielcarek and Storb 2003, Schetelig, Kiani et al. 2005, Goodyear, Pratt et al.
2008, Atanackovic, Luetkens et al. 2009).

Atanackovic D et al. konnten zeigen, dass Cancer-Testis-Antigene mdégliche Zielantigene bei dem
Graft-versus-Leukemia-Effekt nach allogener SZTX darstellen. Sowohl CD4- als auch CD8-T-Zellen,
die gegen die Cancer-Testis-Antigene NY-ESO-1 und MAGE-A3/6 gerichtet waren, konnten nach
allogener SZTX im Blut von MM-Patienten gefunden werden. Dahingegen waren sie vor der
Tranplantation oder in dem gespendeten Stammzellpool nicht nachzuweisen (Atanackovic, Arfsten et
al. 2007).

1.5 Darstellung der untersuchten Cancer-Testis-Antigene

Im Folgenden werden diejenigen CT-A, die in der Studie untersucht wurden, genauer vorgestellt.

Es handelt sich um fiinf Cancer-Testis-Antigene, welche besonders oft bei Multiplen Myelomen nach-
zuweisen sind. Vier dieser CT-A gehdren der MAGE-Familie an: MAGE-A1, MAGE-A3/6, MAGE-
C1 und MAGE-C2. Zusatzlich wurde noch NY-ESO-1 untersucht (siehe Tabelle 5) (van der Bruggen,
Traversari et al. 1991, De Plaen, Arden et al. 1994, Gaugler, Van den Eynde et al. 1994, Chen,
Scanlan et al. 1997, Chen, Gure et al. 1998, Gure, Stockert et al. 2000, http://www.cta.Incc.br/ 2005-
2009).

Alle untersuchten CT-A gehdren zu den CT-A-X, da die entsprechenden Gene auf dem X-Chromosom

lokalisiert sind. Auch konnten fir alle untersuchten CT-A bereits zelluldre und humorale Immunant-
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worten nachgewiesen werden (Curioni-Fontecedro, Knights et al. 2008, Caballero and Chen 2009,
Lendvai, Gnjatic et al. 2010).

Tabelle 5: Darstellung der untersuchten CT-A
ions- i Haufigkeit beim
CT-Antigen !Erstn?a_ls. Expressions Vorkommen in 1g Funktion
identifiziert [muster Tumoren MM
Gehirn, Lunge,
Van der Brust, Melanom,
MAGE-A1 Bruggen et al, |testis-restricted Plattenepithelkarzin |20-40% Transkriptionsinhibitor
1991 om, Ovar, HCC,
GIST
Gaugler et al, .
. . Gehirn, L , HCC, H der Apopt
MAGE-A3/6° De Plaen et al, |testis-selective enirn, Lunge 30-100% emmling der Apoptose
Melanom, GIST von MM-Zellen
1994
. Bindungspartner von NY-
Chen et al, . . Gehirn, Lunge,
MAGE-C1 testis-restricted ! unge 70-100% ESO-1; Hemmung der
1998 Melanom, GIST
Apoptose von MM-Zellen
Gureet al testis-brain- .
- ! -609
MAGE-C2 2000 restricted Gehirn, HCC 50-60% Hemmung der Apoptose
Gehirn, Lunge,
M elanom, Ovar .
Chen et al, . ) ' ' Bindungspartner von
- - - -609
NY-ESO-1 1997 testis-restricted Brust, H(?C, _ 10-60% MAGE-C1
Plattenepithelkarzin
om
! Werte in Abhangikeit vom Durie-Salmon-Stadium
?Die beiden Gene MAGE-A3 und MAGE-A6 liegen nahe beieinander und kodieren gemeinsam ein Peptid. Sie werden
deshalb als ein CT-A betrachtet.

Tab. 5: Darstellung der untersuchten CT-A

MAGE-A1

MAGE-AL1 interagiert mit dem Transkriptions-Regulatorprotein SKIP, welches einen Bindungspartner
darstellt. Uber Wechselwirkung mit einer Deacetylase kann MAGE-A1 als Transkriptionsrepressor
wirken (Laduron, Deplus et al. 2004).

MAGE-A3/6 und MAGE-C1
Besonders héaufig beim Multiplen Myelom werden MAGE-A3/6 und MAGE-C1 exprimiert, sogar bis
zu 70-100%. MAGE-A3/6 und MAGE-C1 verlangern das Uberleben von MM-Zellen, indem sie die

Apoptose der malignen MM-Zelle hemmen. Auch konnte gezeigt werden, dass MM-Patienten besser

auf herkémmliche Therapien ansprechen, wenn diese Gene ausgeschaltet sind (Atanackovic,
Hildebrandt et al. 2010).
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MAGE-CL1 gilt als unabhdngiger Prognoseparameter fur das Multiple Myelom und es erweist sich
zunehmend als bedeutendes CT-A, zumal es sehr hdufig und sehr konstant beim MM exprimiert wird
und sehr gut mit dem klinischen Verlauf korreliert (Andrade, Vettore et al. 2008, Atanackovic,
Luetkens et al. 2009).

MAGE-C2

Zusammen mit MAGE-A3/6 bildet MAGE-C2 einen Komplex mit , Kap-1“, einem bekannten Ko-
repressor von p53, welcher zu einer verminderten Expression von p53, einem Tumorsuppressor-Gen
fuhrt und damit verbunden auch zu einer reduzierten Zellapoptose maligner Tumorzellen (Yang,
O'Herrin et al. 2007, Caballero and Chen 2009).

NY-ESO-1

NY-ESO-1 ist das wohl starkste immunogene CT-A und I6st starke humorale und zellulare CD4- und
CD8-T-Zell-Immunantworten aus (van Rhee, Szmania et al. 2005, Old 2008). Cho HJ und Kollegen
konnten zeigen, dass NY-ESO-1 und MAGE-C1 interagieren, Bindungspartner in MM-Zellen darstel-
len, und im Zytoplasma ko-lokalisiert sind (Cho, Caballero et al. 2006).

1.6  Darstellung der untersuchten Prognosemarker

CD56

CD56 st ein neuraler Adhésionsmarker, welcher natirlicherweise bei Stroma-Zellen, Osteoblasten
und Osteoklasten im Knochenmark zu finden ist (Damgaard, Knudsen et al. 2009).

Zudem wird CD56, im Gegensatz zu gesunden Plasmazellen, welche CD-56 negativ sind, in ca.70%
der Falle von malignen Plasmazellen exprimiert und ist daher charakteristisch fur das Multiple
Myelom (Kremer, Ott et al. 2005). Teilweise jedoch ist CD56 auch bei Plasmazellen im Rahmen einer
MGUS nachweisbar. Die Frage, ob CD56 eine Rolle in der Pathogenese des MM spielt, ist bis jetzt
unklar.

Jedoch wird CD56 mit Aufgaben der interzelluldaren Adhdsion und der Adhdsion zu Komponenten des
Knochenmarks und der extrazelluldren Matrix in Zusammenhang gebracht.

Entsprechend wird ein fehlender Nachweis von CD56 mit aggressivem und invasivem Tumorwachs-
tum beim MM assoziiert (Sahara, Takeshita et al. 2002, Sahara and Takeshita 2004).

So konnte in Studien gezeigt werden, dass extramedullare MM (EMM) und Plasmazellleuk&miezellen
oftmals vermindert CD56 exprimieren (Pellat-Deceunynck, Barille et al. 1998, Dahl, Rasmussen et al.
2002). Auch wurde in Studien eine Korrelation zwischen fehlendem CD56 und hohen f,-
Mikroglobulinwerten sowie schlechten Uberlebensraten festgestellt. Jedoch weisen auch EMP-

Patienten geringe CD56-Expressionsraten auf (Kremer, Ott et al. 2005). In einer Studie konnte erst
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kirzlich ein Zusammenhang zwischen der CD56- und der Cyclin D1-Expression festgestellt werden.
Dabei wurde CD56 vor allem bei Cyclin D1 negativen Myelomzellen gefunden und vice versa. Dam-
gaard et al. polstulieren in ihrer Studie, dass CD56 mit Proliferation, Antiapoptose, Differenzierung
und medulldrer Erkrankung im Zusammenhang steht und vermuten, dass Cyclin D1 auf CD56-
exprimierende Myelomzellen regulatorisch wirkt (Damgaard, Knudsen et al. 2009).

Cyclin D1
Eine Uberexpression von Cyclin D1 ist bei ca. 15-25% der MM-Patienten zu finden und beruht ent-

weder auf einer t(11;14) Translokation im Bereich der IgH-Region (14g32) oder auf einer Polysomie
11 (Slotta-Huspenina, Koch et al. 2008). Cyclin D1 tibernimmt wesentliche Aufgaben in der Zellzyk-
luskontrolle: Es unterstiitzt den Ubergang von der G1 Phase, der Ruhephase, zu der S-Phase, in
welcher die DNA-Synthese stattfindet. Zusammen mit der zugehérigen Cyclin-abhangigen Kinase
bewirkt es eine Phosphorylierung des Retinoblastom-Genproduktes, welches die weitere DNA-
Replikationskaskade in Gang setzt (Athanasiou, Kaloutsi et al. 2001).

Beim Multiplen Myelom ist eine Uberexpression von Cyclin D1 paradoxerweise mit einer guten
Prognose assoziiert, da Cyclin D1 beim MM eine ungeniigende Phosphorylierung des
Retinoblastomproteins bewirkt und zusatzliche Kinasen benétigt werden, um den Zellzyklus weiter zu
fuhren.

Interessanterweise ist Cyclin D1 genauso hdufig bei MGUS-Patienten zu finden wie bei MM-
Patienten. Dahingegen konnte Cyclin D1 bei EMP-Fallen bisher nicht nachgewiesen werden (Fonseca,
Blood et al. 2003, Ely, Di Liberto et al. 2005, Bink, Haralambieva et al. 2008).

Ki67

Ki67 fungiert als Proliferationsmarker. Die Tatsache, dass Ki67-Protein in allen aktiven Phasen des
Zellzyklus exprimiert wird (G1, S, G2, Mitose), aber in ruhenden Zellen (G0) nicht nachweisbar ist,
macht es zu einem exzellenten Marker, um die sogenannte Wachstumsfraktion einer Zellpopulation zu
bestimmen. Ki67 steht also fur Zellwachstum, welches oftmals ein Zeichen fir Malignitét darstellt.
Aus diesem Grunde wird Ki67 in der Diagnostik verschiedener Neoplasien eingesetzt. Beim MM wird
Ki67 vor allem in hoheren Krankheitsstadien und bei Rezidiven exprimiert und korreliert zudem mit
der B>-Mikroglobulin-Konzentration.

Dariiber hinaus ist Ki67 zusatzlich mit dem Grad der Angiogenese im Knochenmark und der Tumor-
last assoziiert und spielt daher in der Diagnostik des MM eine bedeutende Rolle (Scholzen and Gerdes
2000, Alexandrakis, Passam et al. 2004, Alexandrakis, Passam et al. 2004, Gastinne, Leleu et al.
2007).
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1.7 Darstellung des IgH-Bruchs

Briche im Bereich der schweren Kette der Immunglobuline, sogenannte IgH-Briiche, welche den
Genlokus 14q32 betreffen, treten im Rahmen der Bildung und Reifung differenzierter Immunglobuline
auf. Plasmazellen sind in der Lage, eine Vielzahl diverser Immunglobuline hervorzubringen. Jedoch
impliziert die Komplexitat der Immunglobulin-Produktion gleichzeitig genetische Instabilitat. Oft sind
Fehler im Verlauf des Rekombinationsvorganges beim Austausch und Wechsel der Immunglobulin-
Klassen die Ursache.

Nach Ausbildung von DNA-Briichen kommt es zu fehlerhafter Wiederverknupfung von DNA-
Segmenten, so dass verschiedene Translokationen entstehen kénnen, wobei Protoonkogene in die N&-
he von Ig-Enhancern gelangen mit der Folge abnormer Expression translozierter Gene (Fonseca,
Blood et al. 2003, Specht, Haralambieva et al. 2004).

Jede IgH-Translokation ist dabei mit der Dysregulation eines spezifischen Gens assoziiert.

IgH-Bruche treten frih in der Pathogenese des Multiplen Myeloms auf und stellen einen ersten Schritt
zur malignen Transformation reifer B-Zellen dar. Bei 70% der MM-Patienten findet man IgH-Briiche-
und Translokationen, welche zum groBen Teil mit einer schlechten Prognose gekoppelt sind. Diese
IgH-Briiche verandern sich hochst selten im Krankheitsverlauf und sind zum grofRen Teil bei allen
Plasmazellklonen eines Patienten zu finden.

Auch MGUS-Patienten bilden bereits in 50% der Falle Translokationen im Bereich der IgH-Region
aus, und es sind dhnliche Translokationen zu finden wie beim MM mit jeweils geringeren Haufigkei-
ten als beim MM (Fonseca, Barlogie et al. 2004).

Die héufigste Translokation ist die Translokation t(11;14), welche bei 15-25% der MM-Falle auftritt
und zur Uberexpression von Cyclin D1 fiihrt.

Weitere Translokationen sind im Folgenden kurz aufgefiihrt, wobei in Klammern das jeweilige betrof-
fene Gen angefuhrt wird:

Translokation t(4;14) zu 10-15% (FGFR3); Translokation t(16;14) in weniger als 5% (c-maf); Trans-
lokation t(6;14) in weniger als 5% (Cyclin D3).

Die Translokation t(8;14) dereguliert das Protoonkogen cmyc und ist in 5% der Falle zu finden, vor
allem in fortgeschritten Tumorstadien des MM. Bei MGUS-Patienten liegt diese Translokation fir
gewdhnlich nicht vor. Auch die Translokation t(4;14) ist mit schlechter Prognose assoziiert (Gonzalez,
van der Burg et al. 2007).

Interessanterweise sind Briche in der IgH-Region zu 37% auch bei Patienten mit extramedulldrem
Plasmozytom vorhanden, wobei andere Translokationen als beim Multiplen Myelom und der MGUS
dominieren. Nur die Translokation t(4;14), welche zu 5% beim MM zu finden ist, wird auch von
EMP-Patienten -und zwar zu 16%- ausgebildet.

Besonders hervorstechend ist das komplette Fehlen der Translokation t(11;14), was eine haufige und
typische Translokation beim MM und der MGUS darstellt (Bink, Haralambieva et al. 2008).
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Die Rolle des IgH-Bruches bei den EMP ist bis jetzt nicht klar, zumal die typischen Translokationen
des MM hier nicht vorhanden sind und keine Korrelation zu klinischen Parametern und klinischem

Verlauf gezeigt werden konnte (Bink, Haralambieva et al. 2008).
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2. Problemstellung und Zielsetzung

Das Multiple Myelom ist fur 20-30% der Todesfélle aller malignen, hamatologischen Erkrankungen
verantwortlich.

Obwohl durch Hochdosis-Chemotherapie und anschlieBende autologe Stammzelltransplantation eine
Komplettremission in 20-30% der Félle erreicht werden kann, rezidiviert die Erkrankung im Schnitt
innerhalb von 1-2 Jahren. Auch nimmt die Anzahl der prognostisch unglinstigen, extramedullar ver-
laufenden Multiplen Myelome tendenziell zu. Trotz neuer Therapieformen wie die Gabe von
Bortezomib oder Thalidomid bleibt das Multiple Myelom weiterhin eine unheilbare Erkrankung. Des-
halb sind alternative Therapieformen, welche in der Lage sind, das rezidivfreie Uberleben zu
verlédngern und extamedullare Verlaufe zu verhindern, dringend erforderlich (Condomines, Hose et al.
2007, Raanani, Shpilberg et al. 2007, Jemal, Siegel et al. 2009).

Die Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz stellt hingegen eine relativ harmlose Vorlaufer-
erkrankung des Multiplen Myeloms dar, wobei jedoch jahrlich 1% der MGUS-Fille in ein MM
tibergehen (Rajkumar, Lacy et al. 2007).

Das Extramedullare Plasmozytom (EMP) ist eine weitere Plasmazellneoplasie. Sie ist charakterisiert
als eine meist indolent verlaufende Erkrankung, die durch lokale Therapie geheilt werden kann und 5-
Jahres-Uberlebensraten von fast 80% aufweist. Das EMP wird auf der einen Seite als eigenstandige
Tumorgattung betrachtet, auf der anderen Seite aber wird es auch als mégliche Vorlaufererkrankung
des Multiplen Myeloms diskutiert (Alexiou, Kau et al. 1999, Bink, Haralambieva et al. 2008).

Oftmals fallt besonders eine Abgrenzung zwischen extramedullaren MM-Infiltraten und dem EMP
schwer, und eine Diagnose ist nur anhand von Knochenmarkuntersuchungen zu stellen.

Eine Unterscheidung zwischen den beschriebenen Entitdten und eine Abgrenzung gegeniber dem
Multiplen Myelom haben weitreichende prognostische und therapeutische Konsequenzen.
Cancer-Testis-Antigene (CT-A) stellen hierbei eine mégliche Perspektive dar. Sie sind eine Gruppe
von Antigenen, welche exklusiv im Hoden und in Tumoren exprimiert werden, besonders beim Mul-
tiplen Myelom. In Studien konnte bereits gezeigt werden, dass CT-A vor allem in hoheren
Krankheitsstadien exprimiert werden und in der Lage sind, zelluldre und humorale Immunantworten
auszuldsen. Auch gibt es bereits Hinweise, dass CT-A eine Rolle in der Frihdiagnostik spielen und als
Marker fur den Krankheitsverlauf eingesetzt werden kénnen.

Bisherige Untersuchungen konzentrierten sich dabei stets auf die CT-A-Expression im Multiplen
Myelom (Meklat, Li et al. 2007, Atanackovic, Luetkens et al. 2009, Kanojia, Garg et al. 2009).
MGUS- und EMM-Falle wurden bis jetzt nur vereinzelt untersucht und vergleichende Analysen fehlen

bislang.
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In der vorliegenden Arbeit soll daher die Expression von Cancer-Testis-Antigenen bei den verschiede-
nen Plasmazellneoplasien untersucht werden, wobei sich diese Studie erstmalig in diesem
Zusammenhang mit der Erkrankung EMP befasst. Dabei sollen im Speziellen Unterschiede in der
Expression der CT-A zwischen diesen einzelnen Entitaten herausgearbeitet werden.

Ist ein bestimmtes Cancer-Testis-Antigen oder eine Kombination von Cancer-Testis-Antigenen fur
eine Erkrankung typisch?

Studien konnten zeigen, dass CT-A oftmals gleichzeitig exprimiert werden (Meklat, Li et al. 2007).
Die vorliegende Arbeit soll zeigen, welche CT-A bei den verschiedenen Plasmazellneoplasien gleich-
zeitig exprimiert werden und ob die Expressionen einzelner CT-A untereinander in Verbindung
stehen. Dariber hinaus soll die CT-A-Expression mit prognostisch relevanten Markern und dem Grad
der Differenzierung (Grading) der Plasmazellneoplasien korreliert werden.

Erst kiirzlich konnten Bink K. et al. zeigen, dass nicht nur MM-Patienten prognostisch ungiinstige
Briche in der IgH-Region aufweisen (in 50-70% der Félle), sondern auch EMP-Patienten in bis zu
37% einen IgH-Bruch im Bereich des Genlokus 14932 ausbilden (Bink, Haralambieva et al. 2008).

In dieser Arbeit soll geprift werden, wie sich EMP-Félle mit einem IgH-Bruch beziglich der CT-A-
Expression verhalten.

Cancer-Testis-Antigene wurden in bisher durchgefiihrten Analysen oftmals mit einer schlechten Prog-
nose assoziiert (Cho, Caballero et al. 2006, Atanackovic, Luetkens et al. 2009). In der vorliegenden
Studie soll daher die Cancer-Testis-Antigen-Expression auch mit dem klinischen Verlauf beim MM
und EMM und dem Auftreten von Rezidiven beim EMP verglichen werden.

Das Ziel der Arbeit ist es, Unterschiede in der Cancer-Testis-Antigen-Expression zwischen den ver-
schiedenen Plasmazellneoplasien aufzudecken, welche fir diagnostische und prognostische Zwecke

von grofRer Bedeutung sein kdnnen.

3. Material und Methoden

3.1  Herkunft und Sammlung des Materials

3.1.1 Patienten und Auswahlkriterien

Fur die vorliegende Studie wurde das Archiv des Instituts fur Pathologie und Pathologische Anatomie
des Klinikums Rechts der Isar der TU Miinchen retrospektiv von 1989 bis 2007 nach geeigneten Pati-
entenféllen durchgesehen. Als Suchmaschine diente dabei das Computersystem PAS-Net, wobei nach

folgenden Plasmazellneoplasien recherchiert wurde:
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Monoklonale Gammopathien unklarer Signifikanz (MGUS), Multiple Myelome bzw. Plasmozytome
(MM), Multiple Myelome mit osteolysdaren Lasionen (MM), extramedullare Myelome (EMM) und
Falle mit der Diagnose des extramedull&ren Plasmozytoms (EMP).

Im weiteren Verlauf wurden die oben genannten Félle eingehend begutachtet, wobei folgende Ein-
schlusskriterien fur die Selektion der geeigneten Patienten maRgebend waren:

MGUS-Patienten sollten eine Infiltration durch Plasmazellen von 10% oder weniger aufweisen. Im
Gegensatz dazu sollte die Infiltration bei den Multiplen Myelomen mindestens 20% betragen, um
mdoglichst viel Tumormaterial fir die Untersuchungen zur Verfugung zu haben. Bei Féllen des
osteolytischen MM sollte es sich um weichgewebliche Infiltrate aus pathologisch osteolytisch beding-
ten Frakturen mit nicht entkalkten Knocheninfiltraten handeln.

Sowohl fiir die extramedullaren Myelome als auch fur die extramedulldren Plasmozytome war eine
extraossdre Plasmazellmanifestation VVoraussetzung. Gleichzeitig sollte die zeitnah durchgefihrte Un-
tersuchung des Knochenmarks bei den EMM eine Infiltration von Tumorzellen nachweisen. Bei den
EMP sollte die Knochenmarkuntersuchung definitiongemal negativ bezliglich Tumorzellen ausfallen.

Um die Unterscheidung zwischen EMM und EMP zu kraftigen, wurden nur solche EMP Falle ausge-
waéhlt, die mindestens 12 Monate nach Diagnosestellung im Verlauf kein Multiples Myelom
entwickelt hatten.

Um ausreichend Gewebe fiir die Herstellung der Tissue Micro Arrays zur Verfugung zu haben und um
moglichst viele Tumorzellen gewinnen zu kénnen, wurden nur Knochenmark-Trepanate von mindes-

tens 1cm GroRe inkludiert.

Nach Auswahl der Falle wurden die Gewebeblocke und die zu dem Fall gehorigen Schnitte dem Ar-
chiv des Instituts fir Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie entnommen und mit Hilfe
von zwei Hamatopathologen (Prof. Falko Fend, PD. Dr. Marcus Kremer) begutachtet und reevaluiert.
Gesichtet wurden die histologischen und immunhistochemischen Standardfarbungen zur Diagnosestel-
lung (Giemsa, HE, PAS, Leichtketten, CD138, CD20, Cyclin D1 und CD56).

Die Stellen mit der groBten Dichte des Tumorinfiltrats wurden auf den Schnitten (HE, bzw. Giemsa
gefarbt) markiert, um anzuzeigen an welcher Stelle spater bei der Herstellung des Tissue Micro Arrays
die Probenentnahme durchgefiihrt werden sollte.

Zusétzliche Félle aus den Pathologien von Kooperationspartnern (Universitatskliniken Wiirzburg und
Graz, sowie aus Aarau, Liége und Kuala Lumpur) wurden in die Studie inkludiert, um eine groRere

Anzahl von Féllen mit extramedulldrem Plasmozytom und extramedull&rem Myelom zu gewinnen.
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3.1.2 Kontrollfalle

Als Kontrollmaterial zur Positivkontrolle diente Keimzellepithelgewebe verschiedener Hodenprapara-
te, welche in derselben Weise wie in 3.1.1. bereits erldutert herausgesucht und gesichtet wurden
(Kalejs and Erenpreisa 2005).

Als Negativkontrollen dienten Paraffinblocke mit Gewebeproben aus Diinndarm, Tonsillen, Mantel-
zelllymphomen und MALT-Lymphomen, die sich ebenfalls auf den hergestellten Tissue-Micro-Arrays
befanden, um sie unter gleichen Bedingungen zu férben und zu bearbeiten.

Die weiteren Positiv- und Negativkontrollen, die bei den verschiedenen Untersuchungsmethoden ver-

wendet wurden, werden an der jeweiligen Stelle genannt.

3.1.3 Sammlung klinischer Daten

Um die Diagnosestellung der Patienten zu sichern wurde bei allen Féllen eine méglichst umfassende
Anzahl Kklinischer Daten gesammelt.

Diese Informationen wurden zun&chst aus den jeweiligen pathologischen Befunden des Computersys-
tem PAS-Net zusammengetragen. Weitere Daten wurden den Patientenakten entnommen, welche aus
den entsprechenden Archiven des Klinikums Rechts der Isar entliehen wurden (Tumortherapiezent-
rum, Hamatologische Tagesklinik, Archiv der Strahlenklinik, HNO-Archiv, Neurologisches Archiv,
Zentralarchiv Trogerstrasse, Miinchner Studienzentrum).

Zur weiteren Absicherung und Vervollstandigung der Patientendaten wurden die behandelnden Hdma-
tologen und Hausdrzte der Patienten befragt.

Hierzu wurde ein Fragebogen entworfen und den Arzten zugesandt mit der Bitte, die fehlenden klini-
schen Informationen einzutragen und den Fragebogen zurtickzusenden.

Zum anderen wurden die betreuenden Arzte mehrfach angerufen und iber ihre Patienten befragt. Bei
den Fallen der auswertigen Pathologien wurden die klinischen Informationen telefonisch oder schrift-
lich mitgeteilt.

Bei allen Féllen wurde Alter, Geschlecht, Zeitpunkt der Erstdiagnose der Erkrankung und das Grading

ermittelt.

Fur jede Diagnoseart wurden folgende, weitere klinischen Daten erhoben:

MGUS: Infiltrationsdichte, M-Gradient, leichte Kette, Therapie, Verlauf, Dauer des Follow-ups.
MM/Osteolysen: Infiltrationsdichte, M-Gradient, leichte Kette, Rezidiv oder Persistenz der Erkran-
kung, Lokalisation, Knochenmarkbefall, Durie-Salmon-Stadium, Therapie, Krankheitsverlauf, Dauer

des Follow-ups.
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EMM: Infiltrationsdichte, M-Gradient, leichte Kette, Rezidiv oder Persistenz der Erkrankung, Lokali-
sation, Knochenmarkbefall, Durie-Salmon-Stadium, Therapie, Krankheitsverlauf, Dauer des Follow-
ups.

EMP: M-Gradient, leichte Kette, Erstdiagnose oder Rezidiv, Lokalisation, Knochenmarkbefall, Durie-
Salmon-Stadium, Therapie, Krankheitsverlauf (Lokalrezidiv bzw. Entwicklung eines MM), Dauer des
Follow-ups.

3.2 Herstellung der Tissue-Mikroarrays-Arrays und der Schnitte

3.2.1 Herstellung der Tissue-Mikro-Arrays

Fur die Untersuchungen wurden Biopsien aus den Gewebeblécken enthnommen und drei verschiedene
Tissue-Micro-Arrays (= TMA) hergestellt, wobei der Aufbau der TMA nach Diagnosestellung sortiert
vorgenommen wurde. Von jedem TMA wurde auBerdem jeweils ein zweiter identischer TMA ange-
fertigt.

Die Herstellung der Tissue-Micro-Arrays fand in dem Institut fir Pathologie des Helmholtz Zentrums
Munchen statt.

Als erstes wurde eine Stelle mit hoher Tumorzelldichte auf einem histologisch-angeféarbten Schnitt des
jeweiligen Spenderblocks als Entnahmestelle markiert (Giemsa, HE).

Im Folgenden wurde ein Paraffin-Leer-Block ausgegossen (Tiefe 5 bis 10mm), der als Empféanger-
block fiir die Stanzen der Gewebsproben dienen sollte. Nach Aushértung des Paraffin-Leer-Blocks
wurden alle Unebenheiten vom Blockhalter entfernt und geprift, ob der Block frei von Luftblasen
war. Vor der eigentlichen Herstellung der TMA wurde die Anordnung der Stanzproben auf einem
Lageplan festgelegt.

Dabei ist auf einen ausreichenden Abstand zwischen den Gewebeproben und den Réndern des Paraf-
finblocks geachtet worden (3-4 mm), um Rissbildungen im Ansatz zu vermeiden.

Im Anschluss wurden die TMA mit Hilfe des ,Manuellen Tissue Arrayers® MTA-1 2005
(AlphaMetrix Biotech GmbH, Rédermark, Deutschland) angefertigt.

Dieses Gerét verfligt Uber zwei Stanzen:

Eine Stanze mit einem kleinen Lumen, welches dazu dient, Lécher in den Empfangerblock zu stanzen
und eine weitere Stanze mit einem gréReren Lumen, um Stanzproben aus den ausgewéahlten Bereichen
des Spenderblocks zu entnehmen (siehe Abbildung 1) (Bedienungsanleitung MTA-1-2005,
AlphaMetrix Biotech GmbH, Rédermark, Deutschland).
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Abb. 1: Darstellung des Tissue-Microarrayers (TMA)

In der Abbildung sind die einzelnen Schritte fiir die Herstelllung eines Tissue-Micro-Arrays dargestellt: von der Gewinnung
der Gewebeproben bis zu deren Aufbringung in den Empféangerblock. (Bedienungsanleitung MTA-1-2005, AlphaMetrix
Biotech GmbH, Rodermark, Deutschland).

Nach Adjustierung des Gerates wurde als erstes der Empfangerblock in die Halterung eingespannt,
wobei die Oberflache des Blockes parallel zur Arbeitsflache liegen sollte. Zundchst wurde ein Loch
mit der dlnneren Stanze an der ersten Position des Paraffinblocks durchgefiihrt (Einstechtiefe zwi-
schen 0,5 und 1mm). Diese Stanze wurde verworfen, der Empfangerblock aus der
Haltungsvorrichtung geldst und durch den Spenderblock ersetzt. Der entprechende HE-Schnitt mit der
Markierung wurde dabei Uber den Spenderblock gelegt um die zu stanzende Stelle auszumachen. Die-
ses ,,Schnitt-Block-Sandwich* wurde nun mit der eingezeichneten Gewebeentnahmestelle unterhalb
der Stanze mit dem gréReren Lumen in die richtige Position gebracht, der Schnitt entfernt ohne den
Spenderblock dabei in seiner Lage zu verandern und die Stanze durchgefihrt.

Nach der Probenentnahme wurde wiederum der Empfangerblock eingespannt und die Stanze genau
tiber das vorgesehene, vorgestanzte Loch positioniert und die Probe mit Hilfe eines Ausdruckstempels
in das Loch Uberfuhrt. Auf dieselbe Weise wurden die restlichen Stanzen entnommen und auf den
Empfangerblock gebracht, wobei von links nach rechts in der X-Achse der Reihe nach vorgegangen
wurde. Fur die Fertigstellung des TMA war wichtig, dass sich die Gewebeproben mit dem umliegen-
den Paraffin verbinden, um das Herauslésen einzelner Stanzen zu vermeiden. Hierfir wurden die
TMA fir zwei bis drei Stunden bei 37°C in einem Ofen erwérmt.

Mit Hilfe eines Objekttragers wurde die Oberflache des aufgewédrmten Arrays durch gleichmaRigen
Druck auf dieselbe Hohe gebracht (Bedienungsanleitung MTA-1-2005, AlphaMetrix Biotech GmbH,

Rddermark, Deutschland).

3.2.2 Anfertigung der Schnitte fur histologische und immunhistochemische Farbungen

Fur alle histologischen und immunhistochemischen Farbungen wurden stets frische Schnitte mit einer
Schnittdicke von 2um angefertigt. Um ein Herausldsen der Gewebeblocke aus dem umliegenden Pa-

raffin zu vermeiden, galt es zu beachten, dass die Gewebeschnitte der TMA in ein Wasserbad mit
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einer Temperatur von hdchstens 38-39°C gelegt wurden. AnschlieRend wurden sie direkt auf Glasob-
jekttrager (L&nge: 76 mm, Breite: 34 mm, Dicke: 0,17 mm; Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co.
KG, Sondheim) aufgebracht. Zur Fixierung des diinnen Gewebematerials auf dem Glas, wurden die
Arrayschnitte bei 37°C fur zwei bis drei Tage, die anderen Schnitte bei 60°C tber Nacht im Ofen ge-
halten.

3.3  Immunhistochemie

3.3.1 Antikorper

Um die Plasmazellen im Praparat verstarkt zu visualisieren und den Immunphéanotyp der verschiede-
nen Plasmazellneoplasien naher zu charakterisieren wurden eine Reihe histologischer und
immunhistochemischer Farbungen mit diagnostischen Antikorpern durchgefiihrt (CD138, CD20, CD5,
CD79a, CD56, Cyclin D1, Ki67, kappa, lambda, HE, Giemsa, EBV) (Ely, Di Liberto et al. 2005,
Kremer, Ott et al. 2005, Gastinne, Leleu et al. 2007, Swerdlow, Campo et al. 2008, Ngo, Brodie et al.
2009) (siehe Tabelle 6).

Tabelle 6: Antikdrper zur Charakterisierung des MM
Verdinnung

Antikorper Klon Hersteller (Knochenmark- [Positivkontrolle
Trepanat)

CD138 M 115 Dako, Glostrup, Danemark 1:25 Tonsille

CD20 L26 Dako, Glostrup, Danemark 1:500 (1:2000)  [|Appendix

CD5 4C7 Novocastra, Newcastle, UK 1:20 Appendix

CD79a SP18 NeoMarkers, Fremont, CA, USA  [1:100 (1:20) Tonsille

CD56 1B6 Novocastra, Newcastle, UK 1:20 Lymphknoten (LK)

Cyclin D1 SP4 DCS, Hamburg, Deutschland 1:25 Mantelzelllymphom

Ki67 MIB-1 Dako, Glostrup, Danemark 1:100 Appendix

Kappa R10-21-F3 Dako, Glostrup, Danemark 1:2500 (1:750) [Tonsille

Lambda N 10/2 Dako, Glostrup, Danemark 1:1000 (1:500)  |Tonsille

EBV CS14 Dako, Glostrup, Danemark 1:50 M ononukleose-infiz. LK

Tab. 6: Antikdrper zur Charakterisierung des MM

Die Tabelle zeigt eine Ubersicht iiber die Antikorper, die mit Hilfe des automatischen Immunostainer (Ventana Medical

Systems Inc., Tucson, AZ, USA) angefarbt wurden.
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Tabelle 7: Cancer-Testis-Antigen-Antikorper

Antikorper Klon Hersteller Verdinnung |Positivkontrolle
MAGE-A1 M A454 non-commercial 1:500 Keimepithel Hoden
MAGE-A3/6 |M3H67 non-commercial 1:10000 Keimepithel Hoden
MAGE-C1 CT7-33 non-commercial 1:2000 Keimepithel Hoden
MAGE-C2 CT10-5 non-commercial 1:200 Keimepithel Hoden
NY-ESO-1 E 978 ZYMED, San Francisco, USA 1:75 Keimepithel Hoden

Tab. 7: Cancer-Testis-Antigen-Antikorper
Die Tabelle liefert eine Ubersicht iiber die Antikdrper, die manuell immunhistochemisch angefarbt wurden.

Dariiber hinaus wurden alle Falle mit ausgetesteten Antikérpern gegen Cancer-Testis-Antigene ange-
farbt (MAGE-ALl, MAGE-A3, MAGE-C1, MAGE-C2, NY-ESO-1). Diese Antikorper gegen Cancer-
Testis-Antigene wurden von Dr. Achim Jungbluth, Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, New
York, USA, zur Verfugung gestellt (siehe Tabelle 7) mit Ausnahme von NY-ESO-1, welcher kom-
merziell erhaltlich ist.

3.3.2  Durchfiihrung der manuellen Immunhistochemie

Die Féarbungen gegen Cancer-Testis-Antigene (siehe Tabelle 7) wurden manuell im Labor durchge-
fahrt, wobei die Schnitte zunédchst nach folgendem Protokoll entparaffiniert und anschliefend
rehydriert wurden:

2 x 10 Minuten in jeweils frischem Xylol

2 x 5 Minuten in jeweils 100% Ethanol

2 x 5 Minuten in jeweils 96% Ethanol

2 x 5 Minuten in jeweils 70% Ethanol

AnschlieBend kurzes Eintauchen in Aqua dest.

2 x 5 Minuten in jeweils frischem TBS (=Tris-buffered saline: genaue Zusammensetzung ist im An-

hang Kapitel 8.1. aufgefihrt).

Nachdem die Schnitte entparaffiniert und rehydriert wurden, erfolgte im ndchsten Schritt das soge-
nannte ,,Antigen-retrieval® durch Erhitzen der zu farbenden Schnitte in einer Pufferlésung (Dinges,
Denk et al. 2002). Dies war ein notwendiger Schritt, um Bindungsstellen fir die folgenden
immunhistochemischen Farbungen freizulegen.

Die bendtigten Pufferldsungen wurden bereits wéhrend des Entparaffinierens hergestelit.

Dabei kamen zwei verschiedene Pufferlésungen zur Anwendung:
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Citratpuffer (10 mM; pH 6,0) fir die Antikdrper MAGE-C1 und NY-ESO-1

EDTA-Puffer (1 mM; pH 8,0) fiir die Antikdrper MAGE-A1, MAGE-A3 und MAGE-C2

(Die genaue Herstellung der Pufferldsungen ist im Anhang, Kapitel 8.1).

Der Dampfgarer wurde mit destilliertem Wasser bis zur Markierung angefullt und zusammen mit der
jeweiligen Pufferldsung in einer mit Alufolie bedeckten Kiivette 20 Minuten lang vorgeheizt.

Im Anschluss wurden die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte in die Kiivetten mit den entspre-
chenden Puffer positioniert. Stets wurde darauf geachtet, dass die Schnitte so platziert waren, dass sie
sich untereinander nicht beriihrten und jeder Schnitt benetzt wurde.

Daraufhin wurden die Schnitte in der jeweiligen Pufferlésung fur weitere 30 Minuten im Dampfgarer
gekocht. Anschliel3end sollten sie 30 Minuten lang in der Pufferlésung abkihlen. Es erfolgte eine wei-
tere Spulung mit TBS.

Im Folgenden wurden einige Schritte durchgefiihrt, die dazu dienten, die einzelnen Antikérper még-
lichst spezifisch an ihre Zielstrukturen binden zu lassen um so eine Farbung des Hintergrundes zu
reduzieren.

Als erstes wurde dabei die endogene Peroxidase blockiert. Dies erfolgte durch Inkubation der Schnitte
in einer 3%-igen Wasserstoffperoxidlosung (30%, H , O, Merck, Darmstadt, Deutschland) fiir 15
Minuten und anschlieBender Spilung in TBS.

Die weiteren Schritte wurden in einer feuchten Kammer durchgefhrt.

Einige Gewebe kdnnen Avidin oder andere Komponenten des Biotin-Avidin-Systems binden, noch
bevor ein biotinylierter Sekundarantikdrper hinzugeftgt wurde. Diese unspezifischen Bindungen kon-
nen z.B. durch Biotin, biotinbindende Proteine oder Lectine, die im Gewebe enthalten sind, verursacht
werden. Um die verbliebenen Biotinbindungsstellen am Avidin zu blockieren, wurden die Gewebe-
schnitte als erstes mit Avidin und anschliefend mit Biotin vorbehandelt (jeweils 2 Tropfen pro Schnitt,
je 15 min inkubieren) (Avidin/Biotin Blocking Kit, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA).
AnschlieBend erfolgte eine Blockierung unspezifischer Bindungen durch Zugabe von 5%-igem Nor-
malserum (Goat Serum (Normal), Dako, Glostrup, Danemark), in dem die Schnitte mit je 100 ul
Normalserum fiir mindestens 30 Minuten inkubiert wurden.

Des Weiteren erfolgte die Herstellung der verschiedenen Verdiinnungen der Primarantikdrper gegen
die Cancer-Testis-Antigene. Als Verdinnungsmittel diente Antibody Diluent (Dako Real, Glostrup,
Deutschland). Die Praparate wurden mit je 100 pl des verdiinnten Priméarantikorpers tber Nacht bei -
4°C in einer Kiihlkammer inkubiert und am folgenden Tag als erstes mit TBS gespuilt.

Um die Empfindlichkeit des Antigennachweises zu erhdhen, wurde die LSAB-Verstarkermethode
angewendet (Dako REAL Detection System, Peroxidase/DAB’, Rabbit/Mouse, Dako, Glostrup, Da-
nemark). Dafiir wurden auf jeden Schnitt 100 ul eines biotinylierten Sekundarantikérpers fir 30
Minuten aufgetragen (Link, Biotinylated Secondary Antibodies). Nach Spilung mit TBS wurden je
100 pl eines Komplexbildners hinzugegeben (Streptavidin Peroxidase (HRP)). Nach 30-mindtiger

Inkubation erfolgte die Visualisierung der Antigenbindungen mit DAB (Diaminobenzidinldsung;
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DAB" Chromogen), das in HRP-Substratpuffer (HRP-Substrate Buffer) verdiinnt wurde - 100 pl pro
Schnitt fir 5 Minuten (flr die genaue Herstellung der Verdiinnung siehe Anhang, Kapitel 8.1.).

Nach kurzer Spilung in Aqua dest. wurden die Schnitte fiir 10 Sekunden mit Hamalaun gegengeféarbt,
gebl&ut (5-minutiges Spiilen mit normalem Leitungswasser), in Aqua dest. getaucht und in der folgen-
den aufsteigenden Alkoholreihe entwassert (2 x 70% Ethanol, 2 x 96% Ethanol, 2 x 100 % Ethanol, 2
x Xylol). AnschlieBend wurden die Préparate mit Eukitt eingedeckelt und getrocknet.

3.3.3  Durchfihrung der Immunhistochemie mit dem automatischen Immunostainer

Die zu untersuchenden Gewebe wurden mit einer Reihe diagnostischer und prognostischer Marker
angeféarbt (siehe Tabelle 6). Diese Férbungen erfolgten automatisiert in einem Immunostainer
(Ventana Medical Systems, Tuscon, AZ, USA) geméall den Standardprotokollen der jeweiligen Her-
steller (siehe Tabelle 6).

Zundachst wurden die Schnitte nach folgendem Protokoll entparaffiniert und rehydriert:

2 x 5 Minuten in jeweils frischem Xylol
2 X 5 Minuten in 100% Ethanol

1 Minute in 100% Ethanol

2 x 1 Minute in jeweils 96% Ethanol

1 Minute in 80% Ethanol

3 Minuten Waschen in flieBendem Wasser

Der folgende Schritt, das ,,antigen-retrieval* erfolgte in diesem Fall durch Kochen der Schnitte in der
Mikrowelle.

Dazu wurde zundchst 1,5 Liter Citratpuffer hergestellt (10 mM, pH 6,0; fur die genaue Herstellung
siehe Anhang, Kapitel 8.1.) und in einen Topf gefillt. Die entparaffinierten Schnitte wurden in Glas-
schaukeln platziert, in den Topf gestellt, und in der Mikrowelle bei 800 Watt fiir 40 Minuten lang
gekocht. Nach dem Kochen wurden die Objekttréger direkt in 20°C warmen TBS-Puffer mit 3% Zie-
genserum (Normal Goat Serum, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) gegeben und fiir mindestens 20
Minuten inkubiert. Dieser Schritt diente zur Abkihlung der Gewebeschnitte und zur Blockierung un-
spezifischer Bindungen.

Im Anschluss wurden die Objekttrdger mit computerlesbaren Etiketten versehen, auf denen Fallnum-
mer, Monat und Jahr, sowie der verwendete Antikdrper und dessen Verdinnung notiert wurden.

Die Schnitte wurden daraufhin mit den entsprechenden, mit Antibody Diluent-verdiinnten (Dako,
Glostrup, Danemark) Antikorpern bei Raumtemperatur Gber Nacht inkubiert.

Die weiteren Schritte- sekundarer Antikorper, Avidin-Biotin Komplex (ABC), Farbentwickung und

Gegenfarbung- erfolgten automatisiert in einem Immunostainer (Ventana Medical Systems Inc., Tuc-
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son, AZ, USA) gemal dem jeweiligen Protokoll des Antikdrpers. Abschlieend wurden die Schnitte in
einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert (Ablauf siehe Kapitel 3.3.2.) eingedeckelt und getrock-

net.

3.4  Auswertung

Die immunhistochemischen Féarbungen der Biopsien mit den verschiedenen Antikorpern wurden ge-
meinsam mit zwei Pathologen (Hr. PD Dr. Marcus Kremer und Prof. Dr. Falko Fend) unabh&ngig
semiquantitativ mit Hilfe eines Rasterokkulares ausgewertet. Bei allen Farbungen wurde die Farbein-
tensitat in drei Abstufungen bestimmt (1 = gering; 2 = mittel; 3 = stark) und die Lokalisation der
einzelnen CT-A in der Zelle bestimmt, sowohl an jeder Patientenbiopsie, als auch an den Positivkon-
trollen (Hodenkeimepithel).

Auswertung der CD138-Farbungen

Vor der Auswertung der CT-A-geférbten Gewebeschnitte wurde die Infiltrationsdichte der Plasmazel-
len in den einzelnen Praparaten mit Hilfe der CD138-Farbung bestimmt, um die Tumorzellen von

anderen Zellen besser differenzieren zu kénnen (Ng, Wei et al. 2006, Swerdlow, Campo et al. 2008).

Auswertung der Cancer-Testis-Antigen-Farbungen

Im Abgleich mit den CD138 gefarbten Schnitten wurden bei jeder Probe 100 Plasmazellen angesehen
und diejenigen Zellen gezahlt, die eine fur den jeweiligen Antikorper typische Positivreaktion aufwie-
sen. AnschlieBend wurde ein Prozentwert gebildet (Anteil der positiven Plasmazellen von den 100
ausgezahlten Plasmazellen, wobei die Prozentzahlen in 5%-Schritten von 0-100 Prozent angegeben
wurden). Zunéchst wurde die Héhe der CT-A-Expression in drei Gruppen eingeteilt: Gruppe 1: 0-5%;
Gruppe 2: > 5-50%; Gruppe 3: > 50-100%. Um jedoch Unterschiede in der Expression deutlicher her-
auszukristallisieren, wurde eine binére Einteilung gewéhlt, in dem die Gruppen 2 (> 5-% -50%) und 3

(> 50%) zu einer Gruppe mit allen Werten > 5% zusammengefasst wurden.

3.5 Statistische Methoden

Die erhobenen Daten wurden zunéchst deskriptiv analysiert und auf fehlerhafte Eingaben, wie z.B.
Extremwerte und AusreiRer untersucht. Fir quantitative Merkmale wurden der Mittelwert oder der
Median sowie die Spannweiten (Min- und Max-Werte) angegeben. Fur kategoriale Daten wurden die
absoluten Haufigkeiten einzelner Merkmalsauspragungen tabelliert und die entsprechenden Anteils-
werte (relative Haufigkeiten in Prozent) berechnet. Fir einzelne Parameter wurden Klassenbildungen

vorgenommen, um einfacher interpretierbare Vergleichsgruppen mit adaquaten Fallzahlen zu definie-
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ren. Um Haufigkeiten von kategorialen Merkmalsauspragungen graphisch zu illustrieren wurden Sau-
lendiagramme verwendet.

Um bivariate Assoziationen zwischen kategorialen Merkmalen zu priifen wurde der Chi®—Test ver-
wendet. Waren die asymptotischen Voraussetzungen fiir diesen Test nicht erftllt, kam der Exakte-Test
von Fisher zum Einsatz. Mit Hilfe logistischer Regressionsanalysen wurde der simultane Einfluss
verschiedener Parameter auf interessierende Pravalenzen untersucht. Im Zuge dessen wurden Chan-
cenverhéltnisse (Odds Ratios) mit 95% Konfidenzintervallen berichtet.

Um bivariate Assoziationen zwischen ordinal skalierten Merkmalen zu quantifizieren wurde der
Kappa Koeffizient nach Cohen berechnet. Dieses Ubereinstimmungsmai nimmt Werte im Bereich 0
bis 1 an. Je naher der Koeffizient am Absolutwert 1 liegt, umso grofer ist der positive Zusammenhang
zwischen zwei ordinalen Merkmalen. Ein Kappa-Koeffizient nahe 0 bedeutet, dass kein Zusammen-
hang besteht.

Uberlebenswahrscheinlichkeiten wurden nach der Methode von Kaplan-Meier berechnet und darge-
stellt. Der Log-Rank-Rest kam zum Einsatz, um Uberlebenskurven zwischen unabhangigen
Kollektiven statistisch zu vergleichen. Alle statistischen Auswertungen erfolgten zu einem zweiseiti-
gen Signifikanzniveau von 5%. Die Auswertungen wurden mit PASW Version 17 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USAI) vorgenommen.

3.6  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

3.6.1 Erlauterung der FISH-Methode

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ermdglicht die direkte Visualisierung nummerischer
und struktureller Veranderungen von Chromosomen. So kénnen z.B. balancierte und unbalancierte
Translokationen oder Chromosomenbriiche mit Hilfe der FISH diagnostiziert werden. Das Grundprin-
zip der FISH-Technik beruht dabei auf der Eigenschaft von Nukleinséduren, komplementére
Basenpaare zu binden, so dass die selektive Detektion spezifischer Sequenzen innerhalb von Zellen
mit Hilfe spezieller DNA-Sonden ermdglicht wird. Voraussetzung dafiir ist, dass die DNA als Einzel-
strang vorliegt und Bindungsstellen fur die komplementdre Sonde frei werden, was durch
Denaturierung der DNA erreicht wird. Nach Bindung der DNA-Sonde kann die so markierte DNA-

Sequenz in einem Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden (Rautenstrauf and Liehr 2002).
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3.6.2  Durchfihrung und Auswertung der FISH-Untersuchungen

Material

Die Untersuchungen wurden an Paraffinschnitten der ausgewéhlten EMP-Falle, bzw. an Schnitten des
Tissue-Mikro-Arrays mit den entsprechenden EMP-Féllen durchgefiihrt, wobei in beiden Féllen eine
Schnittdicke von 7um gewahlt wurde.

Als Kontrollmaterial dienten Gewebeproben aus normalen Lymphknoten, sowie Félle von Multiplen
Myelomen und Non-Hodgkin-Lymphomen mit bekannten Translokationen.

FISH-Untersuchung

Die FISH-Untersuchungen fanden in dem Institut fir Pathologie des Helmholtz Zentrums Miinchen
statt.

Die ersten Schritte der Untersuchung dienten dazu, die Nukleinséuren der DNA, die sich innerhalb des

fixierten Gewebes befanden, zu demaskieren, das heit Komponenten der Zellkerne und des Zyto-
plasmas zu entfernen, um der Sonde einen Zugang zu den Zellkernen und der DNA zu ermdglichen
(Rautenstraul3 and Liehr 2002).

Dazu wurde als erstes eine Entparaffinierung der Formalin-fixierten Schnitte vorgenommen, wobei die
Gewebeproben dabei Uber Nacht bei Raumtemperatur in Xylol lagerten und anschliefend 5Minuten in
Isopropanol Uberfuhrt wurden. Daraufhin wurde eine absteigende Alkoholreihe durchgefiihrt, wobei
die Schnitte jeweils 5 Minuten in 100%, 90% und 70% Ethanol getaucht wurden. Diese Schritte er-
folgten bei Raumtemperatur.

Die Gewebeproben wurden anschlieBend mit dem Ziel der Demaskierung von Bindungsstellen weiter
vorbehandelt. Dafiir wurden die Proben 5 Minuten lang bei Raumtemperatur in Phosphatpuffer mit
einem pH von 7,0 getaucht (genaue Herstellung siehe Anhang, Kapitel 8.2.). Im néchsten Schritt wur-
de Citratpuffer (genaue Herstellung siehe Anhang, Kapitel 8.2.) bei 900 Watt in der Mikrowelle zum
Kochen gebracht und die Schnitte anschlieBend bei 350 Watt 20 Minuten lang im Citratpuffer ge-
kocht. Daraufhin wurden die Proben in Phosphatpuffer gespiilt und das Gewebe 2 Minuten lang
proteolytisch bei 37°C im Wasserbad vorbehandelt mit Hilfe des Enzyms Pronase E 0,05% (Merck,
Darmstadt, Deutschland).

Dabei sollte die Verdiinnung von Pronase E mindestens 5 Minuten im Phosphatpuffer equibriliert sein.
AnschlieBend wurden die Schnitte bei Raumtemperatur noch einmal im Phosphatpuffer gespult. Eine
aufsteigende Alkoholreihe schloss sich an (je 5 Minuten in 70%, 90%, 100% Ethanol). Die Objekitra-
ger sollten an der Luft trocknen und wurden gleichzeitig auf -20°C abgekuhlt.

Im Anschluss erfolgte die simultane Denaturierung der zu untersuchenden DNA und der spezifischen

Sonde.
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Fur die Detektion der IgH-Bruche wurde folgende Sonde verwendet:

LSI IgH Dual Color, 5J7301, Break Apart, Rearrangement Probe der Firma ABBOTT GMBH & CO,
Wiesbhaden, Deutschland (siehe Abbildungen 2-3)
(http://www.abbottmolecular.com/us/products/analyte-specific-reagent/fish/vysis-Isi-igh-dual-color-
break-apart-rearrangement-probe.html 2010).

Centromere 14932 region Telomere
Immunoglobulin Heavy Chain Locus

Constant gene segments Variable gene segiments

T segments
D segments

A A
[ \ [ |
3 5
|
LSTIGH 3° Flankimg Probe LSIIGHV Probe
>
~250kb ~900kb

LSI IGH Dual Color, Break Apart

Abb. 2: Darstellung der IgH-Sonde

Die Sonde hybridisiert mit der 14q32 Bande, wobei das Ende, das auf der telomeren Seite des IgH-Lokus liegt griin, und die
centromere Seite des IgH-Lokus orange markiert wird. Bei einem einfachen IgH-Bruch kommen in den Zellkernen zum
einen ein gelbes Fusionssignal, sowie 2 separierte Signale (orange und griin) zur Darstellung, welche den stattgefundenen
IgH-Bruch markieren (http://www.abbottmolecular.com/us/products/analyte-specific-reagent/fish/vysis-Isi-igh-dual-color-

break-apart-rearrangement-probe.html 2010).

Abb. 3: Aufnahme von Zellkernen nach einer FISH-Untersuchung

Darstellung zweier Zellkerne nach einer FISH-Untersuchung mit der LSI IGH Dual Color, Break Apart Rearrangement
Sonde, welche mit DNA zweier Zellkerne hybridisiert. Es sind zwei Fusionssignale erkennbar, d.h. ein IgH-Bruch liegt hier
nicht vor (http://www.abbottmolecular.com/us/products/analyte-specific-reagent/fish/vysis-Isi-igh-dual-color-break-apart-

rearrangement-probe.html 2010).

Zundchst wurde die Sondenldsung vorbereitet, bestehend aus 2pl Sonde, 4pl Aqua dest und 14pl LSI-
Sonden-Puffer (wird mit der LSI-Sonde geliefert), welche stets bei -20°C im Dunkeln gelagert wurde.
Vor der eigentlichen Denaturierung wurde die Sondenlésung auf die Objekttréger pipettiert, welche

auf einer Heizplatte mit einer Temperatur von 37°C lagerten, wobei sich die Menge der zu verwende-
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ten Sondenldsung nach der GroRRe der Biopsie richtete (Deckglasgrofe 24x32mm: 20pl Sondenldsung;
24x24mm: 15l Sondenldsung).

Die Schnitte wurden anschliefend mit einem Deckglas und Fixogum (Marabu GmbH & Co, Tamm,
Deutschland) versiegelt und solange abgedunkelt gelagert, bis Fixogum durchsichtig wurde. Anschlie-
Rend erfolgte die simultane Denaturierung durch Erhitzen der Gewebeproben bei 75°C auf der
Heizplatte fir 8 Minuten. Um die Hybridisierung zwischen DNA-Strangen und Sonde zu erleichtern,
wurden die Proben in einer feuchten Kammer bei 37°C lber Nacht gelagert.

Im letzten Schritt erfolgte ein ,,Waschvorgang®, der {iberschiissige Sondenlosung entfernen und insta-
bile, unspezifische Bindungen zwischen Sonde und Zell-DNA beseitigen sollte.

Dieser VVorgang erfolgte im Dunkeln. Die Proben wurden zweimal kurz in eine Mischlésung aus Stan-
dard-Saline-Citratlésung (genaue Herstellung siehe Anhang, Kapitel 8.2.) und 0,3% N-P40-Ldsung
(Nonidet™ P 40, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland) getaucht und anschlieBend 2
Minuten lang in dieselbe Lésung mit hoher Temperatur von 73°C gestellt.

Die Schnitte wurden im Dunkeln getrocknet und 3 Minuten in Hoechst-Gebrauchslosung (Nr. 33342;
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Munchen, Deutschland; genaue Herstellung siehe Anhang, Kapitel
8.2.) bei Raumtemperatur gegengefarbt. Nach Trocknung der Objekttrager wurden sie mit VECT-
ASHIELD® eingedeckelt (VECT-ASHIELD® Mounting Medium, H 1000, Vector Laboratories, CA,
USA), welches ein Ausbleichen des Fluoreszenz-Signals verhindern sollte, und im Anschluss kiihl und
im Dunkeln gelagert.

Auswertung
Die Auswertung der FISH-Untersuchungen und die Aufnahme der Ergebnisse erfolgten unter einem

speziell geeigneten Mikroskop (Axioimager.Z1, Carl Zeiss AG, Miinchen, Deutschland).

In dieses Mikroskop ist ein ApoTome Zusatz integriert, eine strukturierte Beleuchtung, die es ermdg-
licht Schnittbilder in der z-Ebene aufzunehmen. Die Auswertung erfolgte anhand von 2 spezialisierten,
erfahrenen Fachkraften semiquantitativ und unabhangig voneinander.

An jeder Gewebeprobe wurden mindestens 100 Zellkerne analysiert und der Grenzwert fiir die Aus-
wertung des IgH-Bruches mit der LSI-IgH-Break-Sonde wurde an 10 positiv markierten Proben
bestimmt (Mittelwert + 3 Standardabweichungen). Dabei wurde die Grenzmarke, ob ein Fall positiv

flr einen IgH-Break gewertet wurde, auf 10,3% (Mittelwert + 3 Standardabweichungen) gelegt.
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4. Ergebnisse

4.1 Patienten

In die Studie wurden 11 Félle von MGUS und 57 MM-Félle aus dem Institut fur Pathologie und Pa-
thologische Anatomie des Klinikums Rechts der Isar der TU Mdinchen inkludiert, wobei sich letztere
aus 25 Biopsien weichgeweblicher Infiltrate aus pathologisch, osteolytisch bedingten Frakturen und
aus 32 Beckenkammstanzen von Patienten mit einem Multiplen Myelom zusammensetzten (siehe
Tabelle 8). Weiterhin waren 8 Patienten mit extramedullarem Plasmozytom (EMP) sowie 6 Félle
extramedullarer Myelome (EMM) geeignet. Um die Anzahl der in die Studie eingeschlossenen
extramedullaren Plasmozytome zu erhéhen, wurden zusatzlich 24 Falle aus den Pathologien von Koo-
perationspartnern in die Studie mit einbezogen.

Im Einzelnen waren das: 11 Félle aus dem Institut flir Pathologie der Universitat Graz, 5 Félle aus dem
Pathologischen Institut der Universitat Wirzburg, 3 Félle aus Kuala Lumpur, 2 Félle aus Aarau und 3
Félle aus Liege.

Nach Auswahl der Falle wurden die Gewebeproben histologisch und in Zusammenschau mit den kli-
nischnen Daten und den recherchierten Krankheitsverlaufen reevaluiert und gegebenenfalls
reklassifiziert. Hierbei ergab sich fiir 4 Falle, welche initial als EMP eingestuft worden waren, eine
Anderung der Diagnose, indem sie im Verlauf der Gruppe der EMM zugeordnet wurden.

Pro Patient wurde jeweils nur ein Fall in die Auswertung eingeschlossen, wobei derjenige Fall von
einem Patienten ausgewahlt wurde, bei dem die meisten Informationen und das meiste Gewebe auf
den Bldocken vorhanden war. Unabhéngig von den Farbeergebnissen wurde bei den Untersuchungen
stets derselbe Fall von einem Patienten ausgewertet. Hinzu kamen drei Biopsien von Keimzellepithe-
lien des Hodens aus dem Pathologischen Institut der TU Minchen, welche als Kontrollgewebe fir die

Immunhistochemie mit den Cancer-Testis-Antigenen dienen sollten.

Tabelle 8: Patientenauswahl
Diagnose Fallzahl
MGUS 11
Multiples Myelom 57
EMM 10

EMP 28
Gesamt 106

Tab. 8: Patientenauswahl

Die Tabelle zeigt die endglltige Zusammensetzung der Studienpatienten fir alle Auswertungen.
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4.2 Klinische Daten

Die klinischen Charakteristika der Studienpatienten sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

MGUS

Von den 11 Patienten mit Monoklonaler Gammopathie unklarer Signifikanz waren 6 weiblich und 5
ménnlich mit einem Altersmedian zum Zeitpunkt der Primardiagnose von 65 Jahren (61-81) (siehe
Tabelle 9). Histologisch wurden alle Félle als sehr gut differenziert klassifiziert (Grad 1 in der
Grading-Einteilung nach Bartl) (Bartl, Frisch et al. 1987).

6 der 11 Patienten produzierten Immunglobulin G, 1 Patient Immunglobulin A und 2 Patienten Im-
munglobulin M. Beim Grofteil der Falle wurde die leichte Kette lambda (50%) exprimiert. Eine
Therapie der MGUS musste bei keinem der Patienten eingeleitet werden.

9 der 11 Patienten konnten regelmaRig nachbeobachtet werden, wobei die mittlere Nachbeobachtungs-
zeit (= Dauer des Follow-ups) bei 26 Monaten lag (siehe Tabelle 10). In diesem Zeitraum entwickelte
sich bei keinem der Patienten ein Multiples Myelom und zum Zeitpunkt des letzten Follow-ups waren

alle Patienten am Leben.

Multiples Myelom

23 der MM-Patienten waren weiblichen und 34 mannlichen Geschlechts, wobei der Altersmedian bei
66 Jahren lag (32-84) (siehe Tabelle 9). Das Material entstammte in allen Féllen aus dem Knochen-
mark und zeigte eine Plasmazellinfiltration von mindestens 20%, wobei der Mittelwert bei 76% lag.
Von 56 verfiigbaren Fallen waren 33 als sehr gut differenziert eingestuft worden, wobei 6 weitere
Falle eine lymphoplasmozytische Differenzierung aufwiesen. 16 Biopsien zeigten eine maBige Diffe-
renzierung (Grad 2) und nur 1 Fall zeigte eine schlechte Differenzierung (Grad 3) (siehe Tabelle 9).
Von den untersuchten Fallen zeigten 64% eine Immunglobulin-G -und 22% eine Immunglobulin-A-
Produktion. Ein Nachweis der Leichtkettenproduktion kappa war in 70% der Félle zu vermerken. Kli-
nisch befanden sich 24% der Patienten zu dem Zeitpunkt der Diagnosestellung im Durie-Stadium 1,
10% der Patienten im Durie-Stadium 2 und 66% der Patienten waren bereits im fortgeschrittenen Du-
rie-Stadium 3 der Erkrankung. Therapeutisch kam vor allem Chemotherapie alleine oder in
Kombination mit Stammzelltransplantation bzw. Radiotherapie zum Einsatz.

80% der Patienten erhielten eine Chemotherapie, 33% eine Stammzelltherapie und 48% eine Radio-
therapie. Die relativ hohe Rate an Operationen (39%) wurde vor allem durch den Einschluss
weichgeweblich infiltrierender Osteolysen pathologischer Frakturen in die Studie verursacht, welche
in den meisten Féllen operativ angegangen wurden (18 der 25 Osteolysen-Félle). Bei 3 Patienten wur-
de eine so genannte ,,wait & see“ Therapie veranschlagt. 52 der 57 Patienten konnten nachbeobachtet
werden mit einer mittleren Follow-up-Dauer von 41 Monaten mit weiter Spannbreite von 2 bis 228

Monaten. Im Verlauf sind 38% verstorben, wobei der grélte Teil krankheitsbedingt verstarb (siehe
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Tabelle 10). Die verbliebenen 62% der Patienten waren zum Zeitpunkt des letzten Follow-ups noch
am Leben, wobei 52% unter der Erkrankung litten und nur 10% keinerlei Evidenz des einst diagnosti-
zierten Multiplen Myeloms zeigten.

Tabelle 9: Klinische Patientendaten
MGUS MM EMM EMP Gesamt
(n=11) (n=57) (n=10) (n=28) (n=106)
Geschlecht
weiblich 6 (55%) 23 (40%) 4 (44%) 8 (30%) 41 (39%)
ménnlich 5 (45%) 34 (60%) 5 (56%) 19 (70%) 63 (61%)
auswertbare Félle| 11 (100%) 57 (100%) 9 (90%) 27 (96%) 104 (98%)
Alter [Jah re]l 65 (r: 61-81) 66 (r: 32-84) 67 (r: 45-76) 58 (r: 28-83) 65 (r: 28-84)
auswertbare Félle| 9 (82%) 53 (93%) 9 (90%) 27 (96%) 98 (92%)
Grading
1LP| 11 (100%)/0 33 (59%)/6 (11%) 3 (30%)/2 (20%) 22 (78%) /1 (4%) | 69 (65%)/9 (9%)
2 0 16 (28%) 4 (40%) 5 (18%) 25 (24%)
3 0 1 (2%) 1 (10%) 0 2 (2%)
auswertbare Falle[ 11 (100%) 56 (98%) 10 (100%) 28 (100%) 105 (99%)
M-Gradient?
G| 6(67%) 32 (64%) 5 (83%) 16 (84%) 59 (70%)
Al 1(11%) 11 (22%) 0 0 12 (14%)
M 2 (22%) 0 0 0 2 (2%)
auswertbare Félle| 9 (82%) 50 (88%) 6 (60%) 19 (68%) 84 (79%)
Leichte Kette®
Kappa| 4 (40%) 37 (70%) 5 (83%) 16 (73%) 62(68%)
Lambda| 5 (50%) 15 (28%) 1 (17%) 6 (27%) 27 (30%)
auswertbare Félle| 10 (91%) 53 (93%) 6 (60%) 22 (79%) 91 (86%)
Durie Stadium
1 - 12 (24%) - - 12 (21%)
2 - 5 (10%) - - 5 (9%)
3 - 33 (66%) 7 (100%) - 40 (70%)
auswertbare Félle 50 (88%) 7 (70%) 57 (85%)
Therapie*®
CTX - 43 (80%) 7 (100%) 0 50 (59%)
SZTX - 18 (33%) 2 (29%) 0 20 (24%)
RTX - 26 (48%) 3 (42%) 11 (79%) 40 (47%)
OP - 21 (39%) 5 (71%) 10 (71%) 36 (42%)
keine | 10 (91%) 3 (6%) 0 0 13 (15%)
auswertbare Félle| 10 (91%) 54 (95%) 7 (70%) 14 (50%) 85 (80%)
1 range
’M-Gradient : 7 M M-Patienten zeigten keine Erhdhung des M -Gradienten; 1 EM M -Patient zeigte eine Produktion von G
und M; 2 EMP-Patienten zeigte eine Produktion von G und D gleichzeitig und bei einem EM P-Patienten war keine
Immunglobulinproduktion nachweisbar
¥ Leichte Kette: 1 MGUS-Patient zeigte eine Produktion von kappa und lambda Leichtketten gleichzeitig und 1 Patient war
negativ fur kappa und lambda
* Mehrere Auspragungen pro Patient moglich, daher Summe der Prozentwerte Giber 100%
> CTX: Chemotherapie; SZT X: Stammzelltransplantation; RT X: Radiotherapie; OP: Operation

Tab. 9: Klinische Patientendaten

Die Tabelle stellt eine Zusammenschau der klinischen Daten aller Patientengruppen dar. Dabei beziehen sich die Berechnun-

gen (Anteilswerte (%)/ Mittelwerte + Stabw.) auf die auswertbaren Falle.
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Tabelle 10: Klinischer Verlauf
Klinischer Verlauf MGUS MM EMM EMP Gesamt
(n=11) (n=57) (n=10) (n=28) (n=106)
verstorben
krankheitsbedingt 0 16 (31%) 5 (83%) 0 21 (23%)
andere Ursache 0 4 (7%) 0 4 (17%) 8 (9%)
iiberlebt"
mit Erkrankung 0 27 (52%) 1 (17%) 0 29 (32%)
keine Evidenz fiir Erkrankung 0 5 (10%) 0 19 (83%) 23 (26%)
ohne Progress der Erkrankung?®| 9 (100%) 0 0 0 9 (10%)
Nachbeobachtete Falle 9 (82%) 52 (91%) 6 (60%) 23 (82%) | 90 (85%)
keine Nachbeobachtung 2 (18%) 5 (9%) 4 (40%) 5 (18%) 16 (15%)
Nachbeobachtungszeit3 26 (12-60) 41 (2-228) 26 (2-104) 84 (8-188) | 41 (2-228)
Lhis zum letzten Nachbeobachtungszeitpunkt
% nur fiir M GUS-Patienten
8 Nachbeobachtungszeit in M onaten. Median (M inimum-M aximum); bei den EM M -Féllen sind Todesfalle inbegriffen

Tab. 10: Klinischer Verlauf

Die Tabelle stellt den weiteren klinischen Krankheitsverlauf der Patienten dar, die Anzahl der Patienten die an der Erkran-
kung verstorben sind, sowie die Anzahl derjeniger die nicht krankheitsbedingt verstarben. Demgegeniber werden die
Patientenanzahlen aufgelistet, welche die Krankheit tiberlebt haben. Auch wird die Dauer der Nachbeobachtung der Patienten
mit den verschiedenen Erkrankungen angegeben.

EMM

Unter den 10 untersuchten Fallen mit extramedullarem Myelom waren 4 Frauen und 5 Manner mit
einem Altersmedian von 67 Jahren (45-76) (siehe Tabelle 9). Das Material aller Patienten entstammte,
wie vorausgesetzt, einer extramedullaren Lokalisation. Im Einzelnen waren dies: Larynx (1), Hals (1),
Milz (1), Orbita (1), Haut (3), Nasennebenhdhlensystem (1). Ein Patient zeigte eine generalisierte In-
filtration mehrerer Organe. Die Félle wurden histologisch klassifiziert, wobei 30% sehr gut
differenziert waren und 20% eine lymphoplasmozytische Auspragung aufwiesen (siehe Tabelle 9).

4 der 10 Félle wurden als maRig differenziert und nur ein Fall als schlecht differenziert beurteilt. Alle
Félle produzierten Immunglobulin G und leichte Kette kappa und jeweils nur ein Patient produzierte
zusatzlich Immunglobulin M bzw. anstelle kappa die leichte Kette lambda. Alle Patienten befanden
sich zum Zeitpunkt der Materialgewinnung im klinischen Durie-Salmon Stadium 3 und wurden che-
motherapeutisch behandelt. In 71% der Falle war auch eine Operation nétig. Insgesamt konnten 6 der
10 Patienten nachbeobachtet werden, wobei die mittlere Beobachtungszeit (Follow-up) der Patienten
26 Monate betrug mit einer Spannweite von 2 bis 104 Monaten (siehe Tabelle 10). Zum Zeitpunkt des
letzten Follow-ups waren von diesen 6 Patienten bereits 5 an der Erkrankung verstorben und nur 1

Patient noch am Leben.
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EMP

Der uberwiegende Teil der EMP-Patienten war mannlichen Geschlechts (19 von 27 Patienten) und
zeigte im Schnitt ein Alter von 58 Jahren (28-83) (siehe Tabelle 9). Die Tumore waren zum groften
Teil in Pharynx (9 von 27 Patienten) und in Lymphknoten (7 Patienten) lokalisiert. Die Ursprungsorte
der anderen Félle verteilten sich wie folgt: Nasenhohle (5), Haut (2), Tonsille (1), Mundhdthle (1),
Orbita (1), Larynx (1). Nach histologischer Begutachtung wurden 78% der Falle als sehr gut differen-
ziert eingestuft mit einer Anzahl von 4% lymphoplasmozytischen Fallen und nur 18% wurden als
maRig differenziert klassifiziert. Dabei konnte bei allen Fallen eine Immunglobulin-G-Produktion
nachgewiesen werden. Die leichte Kette kappa wurde zu 73% exprimiert. Die Halfte der Patienten
wurde mit einer Kombination aus operativer Entfernung und lokaler Radiotherapie behandelt. Die
andere Halfte erhielt entweder eine alleinige Radiotherapie oder eine lokale Operation. Bei 23 der 28
Patienten waren Informationen tber den weiteren Krankheitsverlauf verfiigbar, wobei diese im Mittel
84 Monate (8-188 Monate) nachbeobachtet wurden (siehe Tabelle 10). In diesem Zeitraum verstarben
17% der Patienten, jedoch aufgrund anderer Erkrankungen. Die restlichen Patienten blieben bis zum
Zeitpunkt des letzten Follow-ups ohne den Nachweis eines EMP oder eines Multiplen Myeloms am
Leben (siehe Abb. 4). Ein Patient jedoch zeigte im Verlauf (45 Monate nach Erstdiagnose) eine solité-
re, osteolytische Knochenldsion im Schadel, die zwar verdachtig auf ein Multiples Myelom gewesen
waére, aber histologisch nicht untersucht worden ist. Ein anderer Patient entwickelte eine Monoklonale
Gammopathie unklarer Signifikanz (144 Monate nach Erstdiagnose) und ein weiterer Patient ein
nodales Marginalzonen (B-Zell)-Lymphom (27 Monate nach Erstdiagnose). Insgesamt 6 Patienten
(26%) entwickelten ein Lokalrezidiv des EMP in einem Zeitraum zwischen 24 und 96 Monaten nach

Stellung der Primé&rdiagnose.
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Abb. 4: Uberlebenskurven
Die Abbildung zeigt die Uberlebenskurven der einzelnen Diagnosegruppen, bezogen auf die Patienten, die an der Erkrankung
verstorben sind. In der MGUS- und EMP-Gruppe ist kein Patient an der Erkrankung verstorben. Im Verlauf zeigten Patienten

mit der Diagnose Multiples Myelom und EMM ein signifikant schlechteres Uberleben (p= <0,001).
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4.3  Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen mit den Cancer-Testis-Antigenen

4.3.1 Cancer-Testis-Antigene: Lokalisation und Farbeintensitat

Bezliglich der Férbeintensitat l&sst sich sagen, dass es keine Varianz in der Intensitdt zwischen den
verschiedenen Tumorfallen und Tumorgattungen gab. Ein Antikorper présentierte also ingesamt ent-
weder eine rein schwache, mittlere oder starke Farbintensitat, unabhéngig von der Diagnoseart.
MAGE-A1 zeigte sowohl in den Tumorpraparaten, als auch in den Keimepithelien des Hoden durch-
weg eine zytoplasmatische Expression, wobei unabhangig von der Diagnoseart die Schnitte insgesamt
sehr schwach angefarbt wurden (siehe Abbildungen 5). MAGE-A3/6 wurde ebenfalls in den Kontrol-
len wie auch in allen Plasmazellfallen zytoplasmatisch exprimiert mit einer schwachen bis
mittelstarken Anfarbung (siehe Abbildungen 6). Das Cancer-Testis-Antigen MAGE-C1 konnte Uber-
wiegend zytoplasmatisch nachgewiesen werden mit insgesamt starker Intensitat. Jedoch zeigten 6
MM-Fiélle, sowie jeweils 1 EMM- und 1 EMP-Fall zusétzlich eine nukleédre Expression (siehe Abbil-
dungen 7 und 8a). MAGE-C2 wies eine rein nukleédre Expression in allen Proben auf, wobei generell
eine mittel- bis starke Farbintensitdt vorlag (siehe Abbildungen 8b und 9). Das Cancer-Testis-
Antigen NY-ESO-1 wurde stets zytoplasmatisch exprimiert, mit mittelkraftiger Farbgebung (siehe
Abbildungen 10).
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Abb. 5: Immunhistochemie mit MAGE-A1
Abb. 5a zeigt die Immunhistochemie eines MM-Falles. Die zytoplasmatische Farbung ist deutlich sichtbar. Abb. 5b stellt
Keimepithel des Hodens dar, welches bei der Farbung als Positivkontrolle diente.
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Abb. 6: Immunhistochemie mit MAGE-A3/6
Abb. 6a demonstriert die zytoplasmatische Expression von MAGE-A3/6 am Beispiel eines EMP-Falles. Abb. 6b zeigt die
entsprechende Positivkontrolle (Keimepithels des Hodens).

IS aed @
Abb. 7: Immunhistochemie mit MAGE-C1
Abb. 7a zeigt ein Bild eines EMP-Falles, bei dem die zytoplasmatische Expression von MAGE-C1 zu erkennen ist.

Auch féllt eine starke Farbeintensitét auf. Abb. 7b zeigt denselben Fall in geringerer VergroRerung neben einem schwach
positiven EMP-Fall.

Pre R3Sy B :
Abb. 8: Positivkontrollen MAGE-C1 und MAGE-C2
Abb. 8a zeigt Keimepithel des Hoden, welches mit MAGE-C1 angeféarbt wurde. In Abb. 8b ist die nukledre Expression von
MAGE-C2 erkennbar.
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Abb. 9: Immunhistochemie mit MAGE-C2
Abb. 9a und Abb. 9b zeigen einen MM-Fall, welcher MAGE-C2 exprimierte. Wie bei der Positivkontrolle liegt eine

nukleédre Férbung vor.

LA @
Abb. 10: Immunhistochemie mit NY-ESO-1
Abb. 10a stellt einen MM-Fall dar, bei dem die zytoplasmatische Féarbung zu erkennen ist. Abb. 10b zeigt Keimepihtel des
Hoden, welches als Positivkontrolle diente. Hier wird die relativ schwache Farbintensitit von NY-ESO-1 sichtbar.

4.3.2 Verteilung der Cancer-Testis-Antigene bei den Plasmazellneoplasien

4.3.2.1 Gesamtuberblick

Im Rahmen der Studie wurden alle Falle mit 5 verschiedenen Cancer-Testis-Antigenen angefarbt
(MAGE-A1, MAGE-A3/6, MAGE-C1, MAGE-C2 und NY-ESO-1).

Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 dargestellt. Es konnte eine signifikant unterschiedliche Expression
in den Diagnosegruppen festgestellt werden.
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Tabelle 11: Verteilung der CT-A-Expression
MGUS MM EMM EMP Gesamt

CT-A (n=11) (n=57) (n=10) (n=28) (n=106) p-Wert
MAGE-A1

0-5% 9 (100%) 30 (65%) 5 (56%) 13 (50%) 57 (64%)

>5% 0 16 (35%) 4 (44%) 13 (50%) 33 (36%) 0,039
MAGE-A3/6

0-5% 11 (100%) 22 (44%) 6 (67%) 23 (85%) 62 (64%)

>5% 0 28 (56%) 3 (33%) 4 (15%) 35 (36%) < 0,001
MAGE-C1

0-5% 11 (100%) 17 (33%) 4 (45%) 16 (59%) 48 (49%)

>5% 0 34 (67%) 5 (55%) 11 (41%) 50 (51%) < 0,001
MAGE-C2

0-5% 9 (100%) 31 (67%) 3 (33%) 20 (74%) 63 (69%)

>5% 0 15 (33%) 6 (67%) 7 (26%) 28 (31%) 0,018
NY-ESO-1

0-5% 11 (100%) 41 (82%) 5 (56%) 25 (93%) 82 (85%)

>5% 0 9 (18%) 4 (44%) 2 (7%) 15 (15%) 0,035

Tab. 11: Verteilung der CT-A-Expression:

Die Tabelle zeigt die Anzahl an Patienten (Anzahl/%) mit einer CT-A Expression von 0-100%, den Diagnosegruppen nach
geordnet. Der p-Wert gilt fir die bindre Gruppeneinteilung 0-5% vs. >5% fiir das jeweilige Cancer-Testis-Antigen. Wie
schon im Unterpunkt 4.3.1. beschrieben, wird die Farbintensitat nicht gesondert aufgefiihrt.

MGUS

VVon den MGUS-Patienten wurde keines der untersuchten Cancer-Testis-Antigene exprimiert.

Multiples Myelom

Bei den MM-Patienten wurde MAGE-A1 zu 35% exprimiert (siehe Tabelle 11).

Sowohl MAGE-A3/6 als auch MAGE-C1 wurden mit 56% bzw. 67% relativ stark exprimiert. MAGE-
C2 wurde bei 33% der Patienten mit einem MM gefunden. NY-ESO-1 hingegen wurde nur von 18%

der untersuchten Patienten exprimiert.

EMM

Patienten mit einem EMM zeigten folgendes Expressionsmuster (siehe Tabelle 11):

44% der Patienten zeigten eine Expression von MAGE-AL.

33% der Patienten waren positiv fir MAGE-A3/6. MAGE-C1 und MAGE-C2 wurden in dieser Grup-
pe stark exprimiert mit 55%, bzw. 67%. NY-ESO-1 wurde ebenfalls zu relativ grofRen Anteilen

ausgebildet und bei 44% der Patienten gefunden.
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EMP

Bei den EMP-Patienten war MAGE-A1 dasjenige CT-A, welches mit 50% am starksten exprimiert
wurde (siehe Tabelle 11). Das weitere Vorkommen der CT-A verteilte sich wie folgt: Eine Expression
von MAGE-A3/6 zeigten nur 4 der 27 Patienten (15%). MAGE-C1 exprimierten 41% und MAGE-C2
26% der EMP-Patienten. NY-ESO-1 wurde nur zu sehr geringen Anteilen bei den EMP-Patienten
gefunden, und zwar bei 2 der 27 untersuchten Falle (7%).

4.3.2.2 Vergleichende Betrachtung der CT-A-Expression zwischen den Diagnosegruppen

MGUS versus MM
Besonders auffallig zeigte sich das Expressionsprofil der MGUS-Patienten, bei denen keines der un-

tersuchten Cancer-Testis-Antigene nachzuweisen war.

MM versus EMM
Im Folgenden wurde die Expression zwischen den MM- und den EMM-Féllen miteinander verglichen.

Hierbei konnten folgende Beobachtungen gemacht werden:

Sowohl MAGE-AL, als auch MAGE-C1 wurden von beiden Patientengruppen d&hnlich stark
exprimiert. MAGE-A1 wurde von den MM zu 35% und von den EMM zu 44% ausgebildet. MAGE-
C1 konnte bei 67% der MM-Patienten nachgewiesen werden, wahrend es bei den EMM-Patienten in
55% der Falle zu finden war (siehe Tabelle 11).

Dahingegen haben Patienten mit einem Multiplen Myelom jedoch fast doppelt so oft MAGE-A3/6
exprimiert als Patienten mit einem EMM (56% vs. 33%). Umgekehrt hatten die EMM-Patienten eine
zweimal so hohe Expression an MAGE-C2 als die MM-Patienten (67% beim EMM vs. 33% beim
MM). NY-ESO-1 wurde ebenfalls bei den EMM-Patienten um 26% mehr-exprimiert als bei den MM-
Patienten (44% vs. 18%).

MM und EMM versus EMP

Da es sich beim Multiplen Myelom und dem extramedullédren Multiplen Myelom um zwei Manifesta-

tionsformen derselben Erkrankung handelt, und weil keine signifikanten Unterschiede zwischen
diesen beiden Patientengruppen gefunden wurden, sind sie im Folgenden zu einer Fall-Gruppe, der
MM/EMM-Gruppe, zusammengeschlossen und anschlielend den EMP—Féllen gegeniibergestellt wor-
den (siehe Tabelle 12 und Abbildung 11).
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Tabelle 12: CT-A-Expression MM/EMM versus EMP
MM/EMM EMP p-Wert
(n=67) (n=28)

MAGE-Al

0-5% 35 (64%) 13 (50%)

>5% 20 (36%) 13 (50%) 0,33
MAGE-A3/6

0-5% 28 (47%) 23 (85%)

>5% 31 (53%) 4 (15%) 0,001
MAGE-C1

0-5% 21 (35%) 16 (59%)

>5% 39 (65%) 11 (41%) 0,039
MAGE-C2

0-5% 34 (62%) 20 (74%)

>5% 21 (38%) 7 (26%) 0,33
NY-ESO-1

0-5% 46 (78%) 25 (93%)

>5% 13 (22%) 2 (71%) 0,084

Tab. 12: CT-A-Expression MM/EMM versus EMP

Die Tabelle zeigt die Gegeniiberstellung MM/EMM versus EMP, wobei sich die p-Werte auf den Vergleich 0-5% vs. >5%

beziehen und fiir das jeweilige Cancer-Testis-Antigen dargestellt sind.

MAGE-A1 MAGE-A3/6 MAGE-C1 MAGE-C2 NY-ESO-1
100%
80%
@
5 60%
[ ]
=
(s}
40%
. 65% . .
50% 53%
20% | 3% 41% || 330 ||
= 26% 2%
15% 2
55 7%
MMEMM | MMEMM | MMEMM | MMEMM | MMEMM
EMP EMP EMP EMP EMP

Abb. 11: CT-A-Expression MM/EMM vs. EMP
Das Balkendiagramm stellt die Ergebnisse der Tabelle 12 graphisch dar und zeigt die Gegentiberstellung der Diagnosegrup-

pen MM/EMM und EMP beziglich der Expression der einzelnen Cancer-Testis-Antigene.
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Die Gegenlberstellung erbrachte folgende Ergebnisse:

Es zeigte sich eine signifikant unterschiedliche Expression des Antigens MAGE-A3/6 in den Diagno-
segruppen MM/EMM und EMP (p-Wert: 0,001). Patienten mit EMP wiesen geringere Auspragungen
auf als Patienten mit einem MM, bzw. einem EMM. So war z.B. der Anteil an >5%-Expression bei
den EMP um 38% geringer als in der MM/EMM-Gruppe (siehe Tabelle 12). Auch hinsichtlich der
Expression von MAGE-C1 konnten statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Diagnosegrup-
pen MM/EMM und EMP festgestellt werden (p-Wert: 0.039).

In der Gruppe der MM/EMM waren insgesamt hohere Expressionswerte zu verzeichnen als in der
EMP Gruppe (65% vs. 41%) (siehe Tabelle 12).

Aulerdem konnte beobachtet werden, dass MAGE-C2 bei den EMP etwas niedriger als bei den
MM/EMM ausgebildet wurde (26 % bei EMP vs. 38 % bei MM/EMM).

Ebenfalls das Cancer-Testis-Antigen NY-ESO-1 wurde mit 7% deutlich geringer in der EMP-Gruppe
exprimiert im Vergleich zu der MM/EMM Gruppe, die eine NY-ESO-1-Expression von 22% aufwies.
Nur eines der finf untersuchten Cancer-Testis-Antigene, MAGE-AL, wurde bei Patienten mit EMP
mehr als bei Patienten mit MM/EMM exprimiert (50 % vs. 36 %) (siehe Tabelle 12).

Die beiden CT-Antigene, MAGE-A3/6 und MAGE-C1, die sich in der Gegentiiberstellung MM/EMM
vs. EMP als signifikant erwiesen hatten, wurden im multiplen logistischen Regressionsmodell auf
ihren unabh&ngigen Prédiktionscharakter beztglich der Unterscheidung MM/EMM und EMP gepriift.
Fur beide CT-A (MAGE-A3/6 und MAGE-C1) konnte ein von Alter und Geschlecht signifikant un-
abhéngiger Erklarungsgehalt hinsichtlich der Diagnose MM/EMM vs. EMP bestatigt werden (p-Wert
fir MAGE-A3/6: 0,006; p-Wert fur MAGE-C1: 0,016). Demnach haben Patienten mit MAGE-A3/6
Expression (>5%) eine ca. 90% geringere Chance ein EMP aufzuweisen als Patienten mit keiner Ex-
pression (<= 5%: adjustiertes Chancenverhaltnis (odds ratio): 0,110; 95% Konfidenzintervall: 0,022-
0,537).

Patienten mit MAGE-C1 Expression >5% hingegen haben eine ca. 77% geringere Wahrscheinlichkeit,
ein EMP aufzuweisen als Patienten mit einer MAGE-C1 Expression (<=5%: adjustiertes Chancenver-
héltnis (odds ratio):0,225; 95% Konfidenzintervall: 0,067-0,753).

In weiterfiihrenden Analysen wurde zudem eine signifikante, mittelstarke Korrelation zwischen den
Expressionen dieser beiden CT-A festgestellt (Cohens Kappa: 0,54; p<0,001). Das bedeutet, dass
MAGE-C1 und MAGE-A3/6, wie in Tabelle 12 ersichtlich, bei Patienten mit MM/EMM hochregu-
liert sind und bei Patienten mit einem EMP in beiden Fallen geringer exprimiert werden.

Des Weiteren wurde gepruft, inwiefern die verschiedenen Cancer-Testis-Antigene simultanen Erkla-
rungsgehalt hinsichtlich der Diagnoseart (MM/EMM vs. EMP) liefern.

Dazu wurde eine multiple logistische Regressionsanalyse mit allen 5 Markern durchgefuhrt. Im Zuge
einer Variablenselektionsprozedur (Ruckwartsselektion) wurden dabei schrittweise jene CT-Antigene

aus dem Modell ausgeschlossen, die simultan keinen signifikanten Erklarungsgehalt lieferten.
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Hierbei konnten die Antigene MAGE-Al1 und MAGE-A3/6 als signifikante Einflussgrofien eruiert
werden (p-Wert fir MAGE-A1: 0,007; p-Wert fur MAGE-A3/6: 0,001). Demzufolge nimmt die
Wahrscheinlichkeit fir das Vorliegen von EMP signifikant mit zunehmender MAGE-A1-Auspragung
zu und gleichzeitig mit zunehmender MAGE-A3/6-Expression ab.

4.3.3 Expressionsmuster der Cancer-Testis-Antigene

Gesamtiberblick

Der folgende Abschnitt stellt dar, wie oft Cancer-Testis-Antigene untereinander gleichzeitig
exprimiert wurden und welche CT-A gehauft mit anderen CT-A in Kombination auftraten (siehe Ta-
belle 13 und Abbildung 12).

Da von den Patienten mit MGUS keines der CT-A exprimiert wurde, werden sie aus den folgenden
Erlduterungen ausgeklammert.

Patienten der Ubrigen Diagnosegruppen exprimierten im Gegensatz zu den MGUS-Patienten sehr hdu-
fig wenigstens ein CT-A. So war bei den MM-Patienten in 83% der Félle mindestens eines der CT-A
nachzuweisen, und bei den EMM- Patienten konnten Cancer-Testis-Antigene zu 78% gefunden wer-
den. Auch Félle mit der Diagnose EMP zeigten in 70% zumindest die Expression von einem der flinf
Cancer-Testis-Antigene.

In der MM-Gruppe wurden CT-A meist singular exprimiert (29%). Mehrere CT-A, d.h. zwei bzw. drei
CT-A wurden in 20% bzw. 17% der Falle gleichzeitig exprimiert. Vier und fiinf CT-A wurden noch
seltener zeitgleich exprimiert, mit 15% fir vier CT-A und nur 2% flr finf CT-A.

Im Gegensatz dazu haben EMM-Patienten oftmals sogar alle funf CT-A gleichzeitig exprimiert, und
zwar in 23%. Nur 11% der Félle zeigten eine singuldare CT-A-Expression. Bei den weiteren Patienten
konnte eine Koexpression von zwei CT-A in 22% der Félle nachgewiesen werden.

Drei und vier Cancer-Testis-Antigene wurden zu jeweils 11% gleichzeitig exprimiert.

Bei den EMP-Patienten konnte oftmals nur ein einzelnes CT-A nachgewiesen werden (33%). Auch
zwei Cancer-Testis-Antigene wurden oftmals koexprimiert (22%). Dahingegen wurden drei, vier und

funf CT-A sehr selten gleichzeitig gefunden mit Werten von 4%, 7% und 4%.
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Tabelle 13: Ubersicht tiber die Koexpression von Cancer-Testis-Antigenen
Anzahl der gleichzeitig MGUS MM EMM EMP Gesamt
exprimierten CT-A (n=11) (n=54) (n=9) (n=27) (n=101)
0 11 (100%) 9 (17%) 2 (22%) 8 (30%) 30 (30%)
mindestens 1 CT-A 0 45 (83%) 7 (78%) 19 (709%) 71 (70%)
1 0 16 (29%) 1 (11%) 9 (33%) 26 (25%)
2 0 11 (20%) 2 (22%) 6 (22%) 19 (19%)
3 0 9 (17%) 1 (11%) 1 (4%) 11 (11%)
4 0 8 (15%) 1 (11%) 2 (7%) 11 (11%)
5 0 1 (2%) 2 (23%) 1 (4%) 4 (4%)

Tab. 13: Ubersicht tiber die Koexpression von Cancer-Testis-Antigenen

Die Tabelle stellt fiir jede Diagnoseart die Anzahl der koexprimierten CT-A dar. Ausgenommen der MGUS-Patienten wird in

allen Diagnosegruppen sehr haufig mindestens ein CT-A exprimiert. MM exprimieren vor allem ein und zwei CT-A gleich-

zeitig. Auch bei den EMP ist zum (iberwiegenden Teil eine singulére CT-A-Expression vorhanden. Dagegen exprimieren
EMM-Patienten sehr hdufig alle finf CT-A gleichzeitig (23%).
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Abb. 12: Darstellung der Koexpression von CT-A
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Die Graphik stellt bildlich dar, wie oft in den einzelnen Diagnosegruppen Cancer-Testis-Antigene gleichzeitig exprimiert

wurden. MGUS exprimieren keines der untersuchten CT-A. EMM-Patienten exprimieren auffallend hé&ufig 4 und 5 CT-A

gleichzeitig.
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Vergleiche zwischen den Gruppen

Im Folgenden wurde uberprift, ob signifikante Unterschiede in den Haufigkeiten der gleichzeitig
exprimierten CT-A zwischen den verschiedenen Diagnosegruppen vorzufinden waren.

Herausstechend ist, dass bei den EMM-Patienten im Gegensatz zu den anderen Diagnosegruppen
deutlich haufiger finf CT-A gleichzeitig exprimiert wurden. So wurden bei den EMM in 23% der
Falle alle finf CT-A koexprimiert, wahrend bei MM- und EMP-Patienten dies nur in 2% bzw. in 4%
der Gewebeproben der Fall war (p-Wert: 0,05) (siehe Tabelle 13).

Nachdem keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Diagnosegruppen festgestellt wer-
den konnten, wurden die MM- und die EMM-Falle erneut zu einer Gruppe, der MM/EMM-Gruppe
zusammengefasst und den EMP gegenibergestellt (siehe Tabelle 14). In der Tabelle erkennt man,
dass 44% der MM/EMM-Patienten kein oder nur ein CT-A koexprimierten, wahrend das bei gut ei-
nem Drittel mehr EMP-Patienten zutraff, ndmlich in 63% der Falle. MM/EMM-Patienten wiesen
daneben auch gerinfugig mehr 4 und 5 CT-A gleichzeitig auf als EMP-Patienten (19 % vs. 11%).

Tabelle 14: Darstellung der koexprimierten CT-A (MM/EMM vs. EMP)*
Anzahl der koexprimierten CT-A MM/EMM EMP
0/1 28 (44%) 17 (63%)
2/3 23 (37%) 7 (26%)
415 12 (19%) 3 (11%)
*p-Wert (Fisher-Exact-Test): 0,309

Tab. 14: Darstellung der koexprimierten CT-A (EMM/MM vs. EMP)
In der Tabelle erkennt man, dass 44% der MM/EMM-Patienten entweder keines oder nur eines der CT-A exprimierten. Da-

gegen exprimierten EMP um ein Drittel mehr kein bzw. nur ein CT-A (63%).

Darstellung der gleichzeitig exprimierten CT-A

Im Anschluss wurde geprift, welche CT-A singuldr bzw. in Kombination exprimiert wurden.

In der MM-Gruppe zeigte sich, dass die untersuchten CT-A unabhéngig voneinander exprimiert wur-
den - bis auf MAGE-AL1, welches nur in Kombination mit anderen CT-A auftrat.

Bei den EMM-Patienten wurden alle CT-A nur in Kombinationen mit den anderen untersuchten CT-A
exprimiert, auBer NY-ESO-1, das auch singular exprimiert wurde.

Bei den EMP-Patienten wurden MAGE-A3/6 und NY-ESO-1 nur in Kombination mit mindestens
einem weiteren CT-A ausgebildet. Alle weiteren CT-A konnten auch unabhangig voneinander gefun-

den werden.
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4.4  Ergebnisse mit den Prognosemarkern

Um zu untersuchen, inwiefern die Expression der Cancer-Testis-Antigene mit der Prognose der Er-
krankung zusammenhangt, wurden einige fir das Multiple Myelom typische Prognosemarker
herangezogen (Cyclin D1, CD56, Ki67) (Ely, Di Liberto et al. 2005, Kremer, Ott et al. 2005, Gastinne,
Leleu et al. 2007).

Dafiir wurde zundchst die Ausbildung der Prognosemarker in den verschiedenen Gruppen betrachtet
und anschlieBend die Expressionshdhe der Prognosemarker mit der Expression der einzelnen CT-A
verglichen.

4.4.1 Auspragung der Prognosemarker in den verschiedenen Gruppen

Die Tabelle 15 zeigt das Vorkommen der drei Prognosemarker bei den verschiedenen
Plasmazellneoplasien an. Sowohl Cyclin D1, als auch CD56 wurden vor allem von MM und- EMM-
Patienten exprimiert. So konnte Cyclin in 63% der MM-Falle und in 43% der EMM-Fille vorgefun-
den werden. Der Prognosemarker CD56 wurde von 53% der MM-Patienten und von 75% der EMM-
Patienten exprimiert. Dahingegen wurden diese beiden Prognosemarker beim EMP jeweils nur zu 8%
ausgebildet und damit im Vergleich zu den MM/EMM hochsignifikant geringer exprimiert (p-Werte
bei CD56 und Cyclin D1 <0,001).

Des Weiteren lasst die Tabelle eine ahnlich starke Ki67 Proliferation bei allen Diagnosegrupen erken-
nen, die um den Wert von 50% liegt.

Tabelle 15: Darstellung der Expression der Prognosemarker
MGUS MM EMM EMP Gesamt
Prognosemarker p-Wert
(n=11) (n=57) (n=10) (n=28) (n=106)
Cyclin D1 0 30 (63%) 3 (43%) 2 (8%) 35 (38%) <0,001
CD56 0 25 (53%) 6 (75%) 2 (8%) 33 (38%) <0,001
Ki 67 0 21 (48%) 4 (50%) 11 (46%) 36 (43%) >0,99

Tab. 15: Darstellung der Expression der Prognosemarker
Die Tabelle stellt die Expression der Prognosemarker Cyclin D1, CD56 und Ki67 bei den verschiedenen Diagnosegruppen
dar. Es lasst sich eine signikant geringere Cyclin D1-und CD56-Expression bei den EMP-Patienten im Vergleich zu den

MM/EMM-Patienten erkennen. Der Prognosemarker Ki67 wird in allen Gruppen dhnlich stark ausgebildet.
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4.4.2 Korrelation zwischen Prognosemarkern und den Cancer-Testis-Antigenen

Es wurde auch fur jede Diagnosegruppe gepruft, ob die Expression der Cancer-Testis-Antigene mit
dem Vorkommen der untersuchten Prognosemarker in einem Zusammenhang steht. In der folgenden
Tabelle (Tabelle 16) sind die Kombinationen von Cancer-Testis-Antigenen und Prognosemarkern fiir
die einzelnen Untergruppen dargestellt, die in den Untersuchungen signifikant miteinander korrelier-
ten. Innerhalb der MM-Gruppe fanden sich signifikante Korrelationen zwischen dem Prognosemarker
CD56 und den CT-A MAGE-C2 und MAGE-Al. MAGE-AL Korrelierte ebenfalls mit der Ki67-
Expression. Innerhalb der EMM-Gruppe fanden sich Korrelationen zwischen dem Proliferationsmar-
ker Ki67 und den CT-A MAGE-C2 und MAGE-C1. Auch in der EMP-Gruppe konnte ein
Zusammenhang zwischen MAGE-C2 und Ki67 festegestellt werden. Ebenfalls zeigte sich hier eine
signifikante Korrelation zwischen MAGE-C2 und Cyclin D1.

Es zeigen sich insgesamt also vereinzelte signifikante Korrelationen, wobei ein signifikanter Zusam-

menhang fur die gesamte Gruppe der CT-A in toto nicht zu erkennen ist.

Tabelle 16: Korrelation zw. Prognosemarkern und einzelnen CT-A

Plasmazellneoplasie p-Wert
Multiples Myelom
MAGE-C2 und CD56 0,011
MAGE-A1 und Ki67 0,001
MAGE-A1 und CD56 0,001
EMM
MAGE-C2 und Ki67 0,008
MAGE-C1 und Ki67 0,008
EMP
MAGE-C2 und CyclinD1 0,015
MAGE-C2 und Ki67 0,023

Tab. 16: Korrelation zwischen Prognosemarkern und einzelnen CT-A

4.5 Cancer-Testis-Antigen-Expression und IgH-Briche bei den EMP

Nachdem die Arbeitsgruppe bereits die Ausbildung und das VVorkommen von IgH-Briichen bei den
Multiplen Myelomen untersucht hatte, wurde in der vorliegenden Studie darauf aufbauend analysiert,

ob ein Zusammenhang zwischen der Cancer-Testis-Antigen-Expression und der Ausbildung von IgH-
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Brichen bei den Patienten mit einem EMP besteht (Bink, Haralambieva et al. 2008) (siehe Abbildung
13).

In der Abbildung werden EMP-Patienten mit und ohne IgH-Bruch hinsichtlich ihrer CT-A-Expression
gegeniibergestellt. Das Cancer-Testis-Antigen MAGE-A1 wurde bei beiden Patientengruppen glei-
chermaRen exprimiert (p-Wert: 1,0). MAGE-A3/6 und MAGE-C1 wurden deutlich geringer bei
Patienten mit einem IgH-Bruch gefunden (10% vs. 21%; p-Wert: 0,615) und (20% vs. 50%; p-Wert:
0,210). Die Cancer-Testis-Antigene MAGE-C2 und NY-ESO-1 wurden tendenziell mehr von Patien-
ten mit einen IgH-Bruch ausgebildet (30% vs. 21%; p-Wert: 0,665) und (10% vs. 7%; p-Wert: 1,0).
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Abb. 13: Vergleich der CT-A-Expression und des IgH-Bruchs bei den EMP-Patienten
Die Abbildung zeigt die Gegeniiberstellung zwischen EMP-Patienten mit einem IgH-Bruch und EMP-Patienten ohne einen

IgH-Bruch hinsichtlich der Cancer-Testis-Antigen-Expression.

4.6 Korrelation: Cancer-Testis-Antigene und Grading

Die Verteilung der verschiedenen Differenzierungsgrade (Grad 1-3 nach Bartl) bei den einzelnen
Plasmazellneoplasien wurde bereits im Kapitel 4.2. beschrieben. Im Folgenden wurde untersucht, ob
die histologische Differenzierung im Zusammenhang mit der Expression der einzelnen Cancer-Testis-
Antigene steht. Bei der Auswertung wurden die Félle, die sehr gut differenziert waren und die
lymphoplasmozytischen Félle zu einer Gruppe zusammengefasst. Unabhéngig von der Unterteilung in
Diagnosegruppen konnte fir MAGE-CL1 eine signifikante Korrelation zwischen dem Grading und der
Hohe der CT-A-Expression gefunden werden (p-Wert: 0,02; Kendall-Tau-b: 0,26).
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Bei Analyse des Zusammenhangs zwischen CT-A-Expression und Grading in den verschiedenen Sub-
gruppen ergab sich nur fir MAGE-C1 eine signifikante Korrelation zwischen Expression und Grading
in der EMP-Subgruppe (p-Wert: 0,048).

4.7  Korrelation: Cancer-Testis-Antigene und Krankheitsverlauf

4.7.1 Cancer-Testis-Antigen-Expression und Krankheitstiberleben

Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern sich die Expression einzelner Cancer-Testis-Antigene auf
den Krankheitsverlauf der untersuchten Patienten auswirkte und ob die Cancer-Testis-Antigen-
Expression in einem Zusammenhang mit krankheitsbedingten Versterben (dead with disease = DWD)
stand. Dabei wurden Uberlebenskurven fiir jedes CT-A erstellt, die das Uberleben der Patienten in
Abhangigkeit von der Hohe der CT-A-Expression (geringe bzw. keine CT-A-Expression von 0-5% vs.
hohere CT-A-Expression von > 5%) vergleichen sollten. Hierbei fanden sich zwar keine statistisch
signifikanten Korrelationen, jedoch zeichneten sich deutlich Tendenzen ab. Tabelle 17 zeigt die An-
zahl der Patienten, die an der Erkrankung gestorben sind, wobei jeweils zwischen Patienten, die das
CT-A exprimiert hatten und Patienten, die das CT-A nicht exprimiert hatten unterschieden wird.

Tabelle 17: Krankheitsbedingtes Versterben (DWD) in Abhéngigkeit der Héhe der CT-A-Expression
DWD (0-5%) DWD (>5%) p-Wert

MAGE-A1 13/43 (=30%) 6/26 (=23%) 0,13

MAGE-A3/6 10/46 (=22%) 9/30 (=30%) 0,42

MAGE-C1 5/36 (=14%) 15/42 (=36%) 01

MAGE-C2 8/48 (=17%) 10/21 (=48%) 0,051

NY-ESO-1 13/64 (=20%) 7/13 (=54%) 0,11

Tab. 17: Krankheitshedingtes Versterben (DWD) in Abhédngigkeit der Hohe der CT-A-Expression

Die Tabelle zeigt die Unterschiede im Krankheitsverlauf in Abhéngigkeit von der Cancer-Testis-Antigen-Expression an. In
der linken Spalte ist der Anteil der Patienten dargestellt, die an der Erkrankung verstorben sind, ohne das jeweilige CT-A zu
exprimieren. In der rechten Spalte wird dahingegen der Anteil der Patienten genannt, der an der Erkrankung verstorben ist,
bei gleichzeitig erhthten Werten fiir das jeweilige CT-A. Am Ende der Spalte steht der entsprechende p-Wert.

In Tabelle 17 und Abbildung 14a erkennt man, dass Patienten mit hoherer MAGE-A1-Expression
etwas seltener an der Erkrankung starben als Patienten mit fehlender MAGE-A1-Expression (23% vs.

30%). Hier lag ein p-Wert von 0,13 vor.
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Bei den tbrigen CT-A konnten gegenldufige Tendenzen beobachtet werden, das heil3t Patienten mit
hoherer CT-A-Expression verstarben eher an ihrer Erkrankung und zeigten somit schlechtere Uberle-

benskurven.
So verstarben 30% der MAGE-A3/6-positiven Patienten, wohingegen Patienten ohne MAGE-A3/6-

Expression zu 22% an der Erkrankung verstarben (p-Wert: 0,42) (siehe Tabelle 17 und Abbildung
14b).
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Abb. 14: Uberlebenskurven MAGE-A1 und MAGE-A3/6

Abb.14a zeigt die Uberlebenskurven fiir Patienten in Abhéngigkeit von der Hohe der MAGE-A1-Expression. Patienten, die
MAGE-AL exprimierten wiesen eine etwas bessere Uberlebenskurve auf, als Patienten, bei denen MAGE-AL nicht vorhan-
den war (p-Wert: 0,13). Abb.14b zeigt die Uberlebenskurven fiir Patienten in Abhangigkeit von der Hohe der MAGE-A3/6-
Expression. Patienten, die MAGE-A3/6 exprimierten wiesen eine schlechtere Uberlebenskurve auf, als Patienten, die dieses

CT-A nicht exprimierten (p-Wert: 0,42).
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Abb. 15: Uberlebenskurven MAGE-C1 und MAGE-C2
Abb. 15a zeigt die Uberlebenskurven fiir Patienten in Abhangigkeit von der Hohe der MAGE-C1-Expression. Patienten, die

MAGE-C1 exprimierten wiesen eine etwas schlechtere Uberlebenskurve auf, als Patienten, bei denen MAGE-C1 nicht vor-
handen war (p-Wert: 0,1). Abb. 15b zeigt die Uberlebenskurven fiir Patienten in Abhangigkeit von der Héhe der MAGE-C2-

Expression. Patienten, die MAGE-C2 exprimierten wiesen eine deutlich schlechtere Uberlebenskurve auf, als Patienten, die

dieses CT-A nicht exprimierten (p-Wert: 0,051).
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Auch MAGE-C1-positive Patienten verstarben tendenziell friiher (36% vs. 14%; p-Wert 0,1) (siehe
Tabelle 17 und Abbildung 15a). Patienten mit einer erhdhten Expression von MAGE-C2 starben
deutlich héufiger an ihrer Erkrankung als Patienten mit geringer MAGE-C2-Expression (48% vs.
17%; p-Wert: 0,051) (siehe Tabelle 17 und Abbildung 15b). Auch zeigten NY-ESO-1-positive Pati-
enten bei hoherer CT-A-Expression ein schlechteres Uberleben (54% vs. 20%; p-Wert 0,11) (siehe
Tabelle 17 und Abbildung 16).
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Abb. 16: Uberlebenskurve NY-ESO-1
Die Graphik zeigt die Uberlebenskurven fiir Patienten in Abhéngigkeit von der Hohe der NY-ESO-1-Expression. Patienten,
die NY-ESO-1 exprimierten wiesen eine schlechtere Uberlebenskurve auf, als Patienten, die dieses CT-A nicht exprimierten

(p-Wert: 0,11).

4.7.2 Cancer-Testis-Antigen-Expression und Rezidive

Aulerdem wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen der Cancer-Testis-Antigen-Expression
und dem Auftreten von Rezidiven in der EMP-Gruppe besteht.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass Patienten mit fehlender MAGE-AL-Expression signifikant eher
ein Rezidiv entwickelten als Patienten, die MAGE-AL vermehrt exprimiert hatten (p-Wert: 0,02) (sie-
he Abbildung 17a).

Im Gegensatz dazu zeigten sich bei allen anderen untersuchten CT-A, sowie bei den Uberlebenskur-
ven, entgegengesetzte Tendenzen: Mit steigender CT-A-Expression sank die Dauer des rezidivfreien
Uberlebens, wobei fiir NY-ESO-1 aufgrund der fehlenden Expression bei den Rezidiv-Patienten kein
Vergleich aufgestellt werden konnte (siehe Abbildungen 17b-18). So fanden sich bei Patienten mit
Expression von MAGE-A3/6 (p-Wert: 0,6), MAGE-C1 (p-Wert: 0,5) und MAGE-C2 (p-Wert: 0,084)
tendenziell schlechtere Uberlebensraten als bei Patienten mit fehlender Expression der erwahnten CT-

A
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Abb. 17: Rezidivkurven MAGE-A1 und MAGE-A3/6
Abb. 17a stellt die Rezidivkurve fur MAGE-AL dar. Patienten mit fehlender MAGE-A1-Expression wiesen ein signifikant
kirzeres, rezidivfreies Intervall auf (p-Wert: 0,02). Abb. 17b stellt die Rezidivkurve fir MAGE-A3/6 dar. Patienten mit

einer MAGE-A3/6 Expression hatten ein kiirzeres, rezidivfreies Intervall (p-Wert: 0,6).
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Abb. 18: Rezidivkurven MAGE-C1 und MAGE-C2
Abb. 18a stellt die Rezidivkurve fur MAGE-C1 dar. Patienten mit MAGE-C1-Expression hatten ein kiirzeres, rezidivfreies

Intervall (p-Wert: 0,5). Abb. 18b stellt die Rezidivkurve fir MAGE-C2 dar. Patienten mit einer Expression von MAGE-C2

hatten ein kirzeres, rezidivfreies Intervall (p-Wert: 0,084).
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Ergebnisse

5.1.1 Cancer-Testis-Antigen-Expression bei den Plasmazellneoplasien

»MGUS ist durch Abwesenheit von Cancer-Testis-Antigenen gekennzeichnet:

MGUS in der Fragestellung

Bei der Monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz handelt es sich um eine Vorlaufererkran-
kung des Multiplen Myeloms, welche mit einem Risiko von 1% pro Jahr in ein MM (bergehen kann.
Dennoch sind zytogenetische und immunphéanotypische Unterschiede zwischen beiden Erkrankungen
minimal. So sind selbst Parameter, welche mit einer schlechten Prognose beim MM behaftet sind,
bereits bei der Vorlaufererkrankung MGUS zu finden z.B. die hohe Anzahl von IgH-Briichen und die
daraus entstehenden Translokationen t(4;14) und t(14;16) (Fonseca, Barlogie et al. 2004, Gonzalez,
van der Burg et al. 2007).

Daher interessierte in dieser Studie besonders, ob MGUS und MM sich mdglicherweise in der CT-A-
Expression unterscheiden, zumal jene sehr oft beim Multiplen Myelom zu finden sind, und mit einer

schlechten Prognose assoziiert werden (Meklat, Li et al. 2007).

Darstellung der Ergebnisse

Interessanterweise kennzeichneten sich alle, in unserer Studie untersuchten MGUS-Patienten durch
eine nicht vorhandene CT-A-Expression aus, und unterschieden sich damit deutlich von den anderen
Plasmazellneoplasien.

Es lasst sich einwenden, dass die Expression nur anhand einer kleinen Anzahl der 153 bereits identifi-
zierten CT-A gepruft wurde. Der Grofteil dieser 153 CT-A wurde jedoch erst kirzlich neu
identifiziert. Daher stehen sie meist noch nicht als Antikdrper fur Untersuchungszwecke zur Verfi-
gung und Erfahrungswerte und Vergleichsstudien tiber jene CT-A fallen somit spérlich aus.

Bei den Cancer-Testis-Antigenen, die in der vorliegenden Studie untersucht wurden handelt es sich
um eine bewusst durchgefuhrte Auswahl. Zusammen gehdren sie zu den haufigsten CT-A beim MM.
Auch waren sie bereits mehrfach Gegenstand vorangegangener Studien des Multiplen Myeloms und
auch anderer Tumorarten (Dhodapkar, Osman et al. 2003, Jungbluth, Ely et al. 2005, van Rhee,
Szmania et al. 2005, Atanackovic, Arfsten et al. 2007, Condomines, Hose et al. 2007, Andrade,
Vettore et al. 2008, Atanackovic, Luetkens et al. 2009).
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Vergleich mit Literatur: Vorkommen von CT-A bei MGUS

Gegensétzlich zu den Ergebnissen dieser Studie, werden in der Literatur allerdings auch vereinzelt
MGUS-Félle beschrieben, welche CT-A exprimieren.

Condomines M. et al. analysierten die Expression von 35 Cancer-Testis-Antigenen an MM- und
MGUS-Patienten auf RNA-Ebene. Darunter waren auch die Cancer-Testis-Antigene MAGE-A3/6,
MAGE-C1 und MAGE-C2, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden.

MGUS-Patienten exprimierten dabei 8 der 35 untersuchten CT-A, wobei es sich um folgende CT-A
handelte: KM-HN-1 (83%), MAGE-C1 (33%), DDX43 (33%), SPANXB (8%), CT45 (8%), GAGE1-
8 (8%), SPACAS3 (8%) und MORC (8%).

Die Cancer-Testis-Antigene KM-HN-1, DDX43, MORC und SPACAS3 wurden allerdings in derselben
Studie ebenfalls bei normalen B-Zellen, Plasmoblasten und sogar gesunden Plasmazellen des Kno-
chenmarks gefunden. Dies lasst zweifeln, ob die Zuordnung dieser Antigene zu der Gruppe der
Cancer-Testis-Antigene gerechtfertigt ist (Condomines, Hose et al. 2007).

Von den CT-A, die in der Studie bei den MGUS gefunden wurden, werden laut CT-A-Datenbank nur
SPANXB und MAGE-CL1 als testis-restricted ausgegeben (http://www.cta.Incc.br/ 2005-2009).

Die tbrigen CT-A werden also nicht nur in Hoden und Tumoren, sondern auch vermehrt in normalen
Geweben exprimiert, womit auch die Wahrscheinlichkeit steigt, sie bei MGUS-Patienten zu finden.
Die Anwesenheit von MAGE-C1 bei MGUS-Patienten wurde von zwei weiteren Arbeitsgruppen un-
termauert. So zeigten einer von 3 bzw. einer von 6 untersuchten MGUS-Féllen eine MAGE-C1-
Expression (Jungbluth, Ely et al. 2005, Andrade, Vettore et al. 2008).

Nur in jeweils einer einzigen Arbeit wurden MAGE-A3/6, bzw. NY-ESO-1 bereits bei MGUS-
Patienten gefunden (Jungbluth, Ely et al. 2005, van Rhee, Szmania et al. 2005). Unsere und die ande-
ren, bereits erwahnten Studien, konnten die Ergebnisse dieser Arbeitsgruppen allerdings nicht
bestatigen. MAGE-A3/6 und NY-ESO-1 wurden hier erst von Patienten mit manifestem Multiplem
Myelom exprimiert.

Festzuhalten bleibt demnach, dass MGUS-Félle groBtenteils negativ fur CT-A sind und eventuell be-
reits MAGE-C1 oder auch SPANXB exprimieren.

Diese beiden CT-A treten also friih in der Pathogenese der MGUS, bzw. des MM auf und kdnnten
damit eine Rolle in der Friihdiagnostik dieser Erkrankungen spielen.

Auch legen diese Beobachtungen die Behauptung nahe, dass diese CT-A mdglicherweise eine Rolle in
der Pathogenese der MGUS spielen. Nachdem diese vor allen anderen CT-A auftreten, nehmen sie
eine Funktion als sogenannte ,,Gatekeeper” ein und konnen den Ubergang in ein MM anzeigen
(Andrade, Vettore et al. 2008, Atanackovic, Luetkens et al. 2009).

So deutete das Vorkommen von CT-A bei den Studien, welche CT-A bei MGUS nachweisen konnten,
maoglicherweise bereits den Ubergang von einer MGUS zu einem MM an. Interessant ware es den
weiteren Verlauf dieser Patienten zu verfolgen, ob sie im Verlauf ein MM entwickelten. Dagegen ste-

hen die MGUS-Félle dieser Studie, bei denen keine CT-A-nachweisbar waren. Diese Félle stellen
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demnach velleicht MGUS-Entitdten dar, welche sich auf einer ,,niedrigeren Stufe” in Bezug auf die
Entwicklung zu einem MM befinden. Dabei ist anzumerken, dass auch nicht alle MGUS-Félle in ein
MM (Ubergehen (Landgren, Kyle et al. 2011).

Bedeutung von CT-A in der Pathogenese der MGUS und des MM
Einige weitere Beobachtungen kraftigen die These, dass CT-A als Onkogene fungieren und in der

Entwicklung der MGUS eine bedeutende Rolle spielen. Die MGUS stellt im Gegensatz zum MM eine
benigne Erkrankung dar, bei der die Proliferation der Plasmazellen kontrolliert verlauft. Auch werden
CT-A im Gegensatz zum MM groRtenteils noch nicht exprimiert.

In einigen Studien wird ein Vergleich zwischen der Entwicklung der Cancer-Testis-Antigen-
Expression im Rahmen der Tumorentstehung und der Spermatogenese aufgestellt (Kalejs and
Erenpreisa 2005, Costa, Le Blanc et al. 2007, Caballero and Chen 2009).

Bei der Spermatogenese sind CT-A vor allem in den friihen Vorlauferzellen, den Spermatogonien, zu
finden, wo sie verschiedene Funktionen tbernehmen, um eine Genomstabilitit zu gewahrleisten, wie
z.B. Zellstabilisierung und Unterdriickung der Zellapoptose. Im Zuge der Zellreifung werden sie supp-
rimiert und erst bei der Zell-Dedifferenzierung und Entstehung von Tumoren werden die voruber still
gelegten CT-A-Gene erneut aktiviert und bernehmen parallel der Spermatogenese Funktionen des
Zellerhalts wahr (Yang, O'Herrin et al. 2007).

CT-A konnten somit als Zeichen eines malignen Transformationsprozesses verstanden werden, was
sich mit der Beobachtung deckt, dass sie bei der MGUS nur selten exprimiert werden (Atanackovic,
Luetkens et al. 2009).

Cancer-Testis-Antigene sind auch Grundlage einer weiteren These, die den Ubergang von der MGUS
zum Multiplen Myelom zu erkléren versucht. Bei dieser These wird das Fortschreiten der Erkrankung
durch eine starke Immunitat gegen Cancer-Testis-Antigene mittels reaktiver T-Zellen gegen CT-A
verhindert. Erst Veranderungen im Sinne eines Verlustes dieser Immunitat, bewirken eine unkontrol-
lierte Zellproliferation und die Progression zum MM (Dhodapkar, Geller et al. 2003, Dhodapkar,
Osman et al. 2003, Rajkumar, Lacy et al. 2007). So verfugen MGUS-Patienten im Gegensatz zu MM-
Patienten (ber eine hohe Anzahl an CD4-T-Zellen gegen MAGE-A1 und MAGE-A3/6 (Goodyear,
Pratt et al. 2008). Auch sind CD4-T-Zellen gegen CT-A in der Lage eine persistierende Remission
beim MM im Rahmen des Graft-versus-Leukemia-Effekts zu erzielen (Atanackovic, Luetkens et al.
2009).

Therapien gegen Cancer-Testis-Antigene, sei es durch eine Hemmung der CT-A-Expression oder
durch  Boosterung der korpereigenen Immunantwort gegen CT-A im Sinne einer
Tumorvakzintherapie, kénnten die Entwicklung eines MM eventuell erfolgreich verhindern.

Weitere wichtige pathogenetische Ursachen bei der Entstehung eines MM sind mdglicherweise Vor-
gange, die in der Microenvironment begriindet sind. Dabei spielt insbesondere die Expression von

Interleukin 6 eine entscheidende Rolle. Die parakrine Freisetzung von Interleukin 6 wird dabei Uber
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den NF-kB Signalweg reguliert. Liganden, welche an Toll-like-Rezeptoren binden, fihren zu einer
Aktivierung von NF-xB, was wiederum zu einer Steigerung der Interleukin 6 Freisetzung in MM-
Zellen fuhrt. Interleukin 6 induziert eine erhthte Proliferation von Plasmazellen und steigert die
Angiogenese im Knochenmark (Sirohi and Powles 2004, Xu, Zhao et al. 2010, Landgren, Kyle et al.
2011). Hier ist eine Verbindung mit den Cancer-Testis-Antigenen vorstellbar. So konnte in einer Stu-
die gezeigt werden, dass das Cancer-Testis-Antigen SEMG-1, welches in Myelomzellen vorkommt,
durch die Freisetzung von Interleukin 6 gesteigert exprimiert wird. Auch ein Zusammenhang zwischen
der Expression von CT-A und Toll-like-Rezeptoren ware in dem Kontext duBerst interesssant. Bisher
wurde dies in der Literatur nicht untersucht (Zhang, Wang et al. 2009).

Dennoch bleibt unklar, warum MGUS-Patienten keine CT-A exprimieren und bei MM-Patienten da-
hingegen vermehrt Cancer-Testis-Antigenen nachzuweisen sind. Bei bisher ungentigender Information
Uber die Funktion der CT-A und in Zusammenschau mit den beschriebenen Fakten der bisher verof-
fentlichten Daten erscheint eine pathogenetische Funktion und Rolle der CT-A aber &uRerst plausibel.
Es gébe noch einen weiteren Ansatzpunkt: Interessanterweise verfigen MGUS-Patienten, im Gegen-
satz zu MM-Patienten nicht tber die t (8,14) Translokation, welche mit schlechter Prognose beim MM
assoziiert ist. Ansonsten unterscheiden sich MGUS- und MM-Patienten nur durch geringere Prozent-
zahlen der im Kapitel 1.7. beschriebenen IgH-Translokationen. Mdglicherweise ist die CT-A-
Expression bei den MM mit dieser Translokation assoziiert. Auch die Translokation t(4,14) wird mit
schlechter Prognose beim MM in Verbindung gebracht und wird deutlich seltener bei MGUS-, als bei
MM-Patienten gefunden. Dies kdnnte andeuten, dass die Translokation t(4,14) ebenfalls mit einer CT-
A-Expression gekoppelt ist (Fonseca, Barlogie et al. 2004, Gonzalez, van der Burg et al. 2007, Bink,
Haralambieva et al. 2008).

»MM und EMM sind durch erhéhte Cancer-Testis-Antigen-Expression gekennzeichnet*:

Zusammenfassung der Ergebnisse

Neben Patienten mit MGUS, wurden auch Patienten mit Multiplem Myelom bzw. mit extramedullar
verlaufendem Multiplem Myelom in Bezug auf die CT-A-Expression betrachtet.

Bei beiden Patientengruppen konnte, im Gegensatz zu den MGUS-Patienten, eine gesteigerte Expres-
sion von CT-A beobachtet werden und durchschnittlich wurde in 80,5% der Félle mindestens ein CT-
A exprimiert. Dabei ist das Cancer-Testis-Antigen MAGE-C1 mit 65% am héaufigsten gefunden wor-
den.

In absteigender Reihenfolge schlossen sich die Cancer-Testis-Antigene MAGE-A3/6 (53%), MAGE-
C2 (38%), MAGE-AL (36%) und NY-ESO-1 (22%) an.
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Bedeutung von MAGE-C1
Auch in der Literatur wird MAGE-C1 als ein CT-A charakterisiert, welches besonders haufig beim

MM exprimiert wird. Damit stehen die Ergebnisse dieser Studie im Einklang mit den Ergebnissen
anderer Studiengruppen, welche vergleichende Expressionszahlen fir MAGE-C1 angeben, welche
Werte von 58% bis 82% fiir dieses CT-A anzeigen:

58% (Curioni-Fontecedro, Knights et al. 2008), 65% (Atanackovic, Luetkens et al. 2009), 66%
(Condomines, Hose et al. 2007), 77% (Andrade, Vettore et al. 2008), 77% (Cho, Caballero et al.
2006), 79% (Dhodapkar, Osman et al. 2003) und sogar von 82% (Jungbluth, Ely et al. 2005).
MAGE-C1 gewinnt unter der Gruppe der CT-A zunehmend an Bedeutung, da seine Expression ge-
kennzeichnet ist durch eine enge, hoch signifikante Korrelation mit dem klinischen Krankheitsverlauf
der entsprechenden Patienten. Auch erwies sich MAGE-C1 in bisherigen Studien als zuverlassiger
Marker flir Krankheitsprogression und Therapieansprechen, sowie fiir das Auftreten von Rezidiven
des MM. MAGE-C1 wird als dasjenige CT-A mit dem groRten Einfluss auf die Prognose von MM-
Patienten diskutiert, was die Ergebnisse dieser Studie bestatigen (Andrade, Vettore et al. 2008,
Atanackovic, Luetkens et al. 2009, Atanackovic, Hildebrandt et al. 2010).

Bedeutung von MAGE-A3/6

Das Cancer-Testis-Antigen MAGE-A3/6 wurde beim MM und EMM zu 53% exprimiert. Auch in der
Literatur werden vergleichbare Werte zitiert, welche von 33% bis 52% reichen:

33% (Condomines, Hose et al. 2007), 46% (Andrade, Vettore et al. 2008), 48% (Dhodapkar, Osman et
al. 2003) und 52% (Atanackovic, Luetkens et al. 2009).

Jungbluth et al wiesen eine MAGE-A3/6-Expression von 50% in den Durie-Stadien | und Il bei MM-

Patienten nach. Im schlechteren Durie-Stadium Il konnte eine gesteigerte MAGE-A3/6-Expression
von 70% verzeichnet werden (Jungbluth, Ely et al. 2005). Dies sind vergleichsweise hohe Expressi-
onswerte fiur MAGE-A3/6.

Hierbei ist anzumerken, dass in derselben Arbeit auch 4 der 5 untersuchten MGUS-Félle MAGE-A3/6
exprimierten. Eine solch gesteigerte Expressionsrate von MAGE-A3/6 bei MGUS-Féllen konnte in
unserer und anderen Studien nicht nachvollzogen werden.

Dartber hinaus wird MAGE-A3/6 bei Patienten mit chromosomalen Aberrationen und bei Patienten
mit Rezidiven vermehrt gefunden und ist mit signifikant schlechteren Uberlebensraten assoziiert, was
sich mit den Ergebnissen dieser Studie deckt (van Rhee, Szmania et al. 2005, Condomines, Hose et al.
2007).

Stellt man in unserer Studie MM-und EMM-Falle gegeniiber so féllt auf, dass MAGE-A3/6 beim MM
mehr als beim EMM exprimiert wird (56% vs. 33%), was jedoch nicht statistisch signifikant ist und
damit an Bedeutung verliert. Theoretisch hdtte man Gegenteiliges annehmen kdnnen, und zwar dass
Patienten mit EMM, der aggressiven, extramedullaren Verlaufsform des MM, mehr MAGE-A3/6

exprimieren wiirden.
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Zusammen mit MAGE-C1 korreliert MAGE-A3/6 gut mit dem klinischen Verlauf der Erkrankung und
kann einen wesentlichen prognostischen Parameter beim Multiplen Myelom darstellen (Atanackovic,
Luetkens et al. 2009, Atanackovic, Hildebrandt et al. 2010). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die Expression dieser beiden CT-A positiv miteinander korreliert (Cohens Kappa: 0,54; p<0,001,;
siehe Ergebnisse, Kapitel 4.3.2.2.). Auch Dhodapkar et al konnten eine Korrelation zwischen MAGE-
C1 und MAGE-A3/6 nachweisen (Dhodapkar, Osman et al. 2003).

Dariiber hinaus wurde erst kirzlich verdffentlicht, dass MAGE-C1 und MAGE-A3/6 einer gemeinsa-
men Funktion nachgehen, indem sie die Apoptose maligner Plasmazellen und klonaler
Myelomvorlauferzellen verhindern und so fiir Therapieresistenz und Krankheitspersistenz verantwort-
lich sind. Diese Veroffentlichung unterstreicht damit auch die Beobachtungen der vorliegenden
Studie.

Vergleich zwischen MM und EMM: MAGE-C2 und NY-ESO-1

Bei der Gegenuberstellung zwischen dem Multiplen Myelom und seiner extramedulléren Verlaufs-
form, dem EMM, féllt auf, dass MAGE-C2 und NY-ESO-1 besonders stark von den EMM-Patienten
exprimiert werden, allerdings ohne statistisch signifikante Wertigkeit zu erreichen.

So wurde MAGE-C2 doppelt so oft bei den EMM-Fallen gefunden (67% beim EMM vs. 33% beim
MM). Auch NY-ESO-1 konnte bei den EMM-Patienten beinahe zweimal h&ufiger als bei den MM-
Patienten nachgewiesen werden (44% beim MM vs. 18% beim EMM).

Die Cancer-Testis-Antigene MAGE-C2 und NY-ESO-1 stellen somit Marker dar, die spat im Verlauf
der Erkrankung auftreten und demnach mit besonders schlechter Prognose assoziiert sind. MAGE-C2

fahrt zu einer Hemmung der Apoptose durch eine supprimierte Expression des Tumorsupressorgens
p53. Mutationen und Deletionen von p53 sind generell VVorgénge, welche sich in spéteren Stadien
eines MM abspielen (Chng, Glebov et al. 2007, Yang, O'Herrin et al. 2007). Dies deckt sich mit den
Ergebnissen dieser Studie, welche zeigen, dass MAGE-C2 besonders in fortgeschrittenen MM-Stadien
zu finden ist.

Die Beobachtungen werfen die Frage auf, ob MAGE-C2 und NY-ESO-1 eventuell eine gemeinsame
Funktion haben. Was ist ihre Bedeutung innerhalb der Tumorentwicklung? Warum werden gerade
diese Cancer-Testis-Antigene in spaten Stadien und im EMM exprimiert? Leider sind mogliche Ant-
worten auf diese Fragen anhand der bisherigen Literatur nicht méglich, zumal kaum etwas Uber die

Funktion der Cancer-Testis-Antigene bekannt ist.

Bedeutung von NY-ESO-1

In der vorliegenden Arbeit wurde NY-ESO-1 von allen untersuchten Cancer-Testis-Antigenen mit

22% am seltensten beim Multiplen Myelom exprimiert.
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Dieses Ergebnis deckt sich mit Angaben in der Literatur, welche ebenfalls verhaltnisméRig geringe
Expressionszahlen fir NY-ESO-1 liefern von 21% ,27% und 36% (Dhodapkar, Osman et al. 2003,
Jungbluth, Ely et al. 2005, Andrade, Vettore et al. 2008).

Im Gegensatz dazu werden in einigen Studien aber auch wesentlich geringere Haufigkeiten bezuglich
der NY-ESO-1-Expression gemacht von 4%, 7% und 13% (Atanackovic, Arfsten et al. 2007,
Condomines, Hose et al. 2007, Curioni-Fontecedro, Knights et al. 2008). Dabei wurde in diesen Studi-
en der gleiche Antikérper-Klon fur NY-ESO-1 (E978) fur die immunhistochemischen Farbungen wie
in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Interessanterweise berichten Atanackovic und Kollegen ebenfalls iber einen EMM-Fall, der sich von
den anderen Patienten mit Multiplen Myelom durch eine besonders starke NY-ESO-1-Expression
hervorhebt (75% gegenlber 7%) (Atanackovic, Arfsten et al. 2007).

Bei der MGUS konnte NY-ESO-1 groéBtenteils gar nicht, und nur in einer Studie zu 5% gefunden wer-
den (van Rhee, Szmania et al. 2005). Dies deckt sich mit unseren Ergebnissen fiir MGUS, welche
komplett negativ fiir CT-A waren.

Zudem zeigten Van Rhee und Kollegen, dass NY-ESO-1, wie MAGE-A3/6, vor allem bei Patienten
mit chromosomalen Aberrationen und zytogenetischen Veréanderungen vorkommen und besonders bei
Patienten mit Rezidiven zu finden sind.

So exprimierten betroffene Patienten doppelt so oft NY-ESO-1 gegeniiber Patienten mit normaler
Zytogenetik (60% gegeniiber 31%) (van Rhee, Szmania et al. 2005). Auch wenn diese Zahlen im Ver-
gleich zu anderen Literaturangaben als recht hoch einzuschétzen sind, so lasst sich daraus erkennen,
dass NY-ESO-1 ein Hochrisikoprofil bei MM-Patienten andeutet.

Bedeutung von MAGE-C2
MAGE-C2 wurde ebenfalls besonders bei EMM-Patienten gefunden und wurde mit 67% beim EMM
doppelt so oft exprimiert als beim MM mit 33%.

Erst kurzlich zeigten Atanackovic et al erstmalig, dass MAGE-C2 mit einer Expressionsrate von 56%
in deren Studie zu den haufigsten CT-A beim MM gehort (Atanackovic, Arfsten et al. 2007).

In der weiteren Literatur konnten vergleichbare Ergebnisse fir MAGE-C2 erzielt werden, von 43%
und 54% (Atanackovic, Luetkens et al. 2009, Pabst, Zustin et al. 2010).

Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Condomines M et al, bei denen nur geringe Expressi-
onszahlen fur MAGE-C2 zitiert werden (13%) (Condomines, Hose et al. 2007).

Unsere Studie zeigt erstmals, dass MAGE-C2 besonders hdufig bei Patienten mit extramedulldren
Manifestationen exprimiert wird. Auch zeigt diese Studie, dass MAGE-C2 erst beim Multiplen
Myelom und noch nicht bei der VVorstufe, der MGUS, zu finden ist.

Zusammen mit MAGE-C1 wird MAGE-C2 bei Osteolysen gesteigert exprimiert (Pabst, Zustin et al.
2010). Osteolysen sind bezeichnend fiir das Multiple Myelom und bei der Vorstufe MGUS noch nicht

vorhanden. Folglich konnten diese Ergebnisse fiir eine osteolysare Wirkung der Cancer-Testis-
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Antigene MAGE-C2 und MAGE-C1 beim MM sprechen und den Beginn eines malignen Verlaufs
kennzeichnen. Diese CT-A driicken also aus, dass ein Multiples Myelom vorliegt und gleichzeitig das
MGUS-Stadium verlassen wurde. Diese Beobachtungen werden unterstrichen von der Tatsache, dass
in dieser Studie bei MGUS-Patienten keine CT-A nachgewiesen werden konnten. In der Literatur wird
sogar fiir ein Cancer-Testis-Antigen eine osteolyséare Funktion beschrieben. Das CT-A CAGE aktiviert
Uber den NF-xB-Signalweg eine Matrix-Metalloproteinase, welche eine osteolysére und
remodellierende Funktion auf Knochen und Gewebe hat (Kim and Jeoung 2009). In der vorliegenden
Studie konnte zudem erstmals eine signifikante Korrelation zwischen dem Cancer-Testis-Antigen
MAGE-C2 und CD56 beim Multiplen Myelom festgestellt werden. Interessanterweise werden sowohl
MAGE-C2, als auch CD56 mit Osteolysen beim MM assoziiert (Ely and Knowles 2002, Pabst, Zustin
et al. 2010). Hier besteht abermals ein Zusammenhang zwischen CT-A und dem Vorliegen von
Osteolysen, so dass innerhalb der vorliegenden Arbeit sich die Beobachtungen gegenseitig bestarken,
dass CT-A moglicherweise eine osteolysare Wirkung im Knochen induzieren.

Anhand der beschriebenen Fakten kristallisiert sich also insbesondere MAGE-C2 -und auch MAGE-

C1- zunehmend als negative Pradiktoren beim Multiplen Myelom heraus.

Das EMM: Nur eine Verlaufsform des MM?
Beim EMM handelt es sich um ein Multiples Myelom, bei dem sich extramedulldre Herde gebildet

haben. Dennoch gibt es Anzeichen, dass die extramedullaren Manifestationen nicht den medulléren
Myelom-Herden gleichzusetzten sind und biologische Unterschiede vorliegen.

Studien zufolge spielt die lokale Microenvironment des Knochenmark fiir Entstehung und Verlauf
eines MM eine bedeutende Rolle (Gonzalez, van der Burg et al. 2007, Raab, Podar et al. 2009). Dabei
sind Myelomzellen in niedrigen Stadien hinsichtlich Proliferation und Antiapoptose noch komplett
von der Microenvironment im Knochenmark abhé&ngig. Noch im medull&ren Milieu kommt es im wei-
teren Verlauf zu genetischen Alterationen, wobei insbesondere die IgH-Region auf dem Genlocus
14932 betroffen ist. Dies flihrt zu ungehemmter Proliferation der Tumorzellen und diese werden zu-
nehmend vom umgebenden Stroma unabhangig. Sie proliferieren unabhdngig von der lokalen,
medullaren Microenvironment, konnen das Knochenmark verlassen und extramedulldre Manifestatio-
nen ausbilden (Sirohi and Powles 2004). Was unterscheidet die medullare Microenvironment von der
extramedullaren Microenvironment? Im Knochenmark herrscht ein Zusammenspiel zwischen MM-
Zellen, extrazelluldren Matrixproteinen und Stromazellen. Bindet eine MM-Zelle an Stromazellen im
Knochenmark wird die Transkription und Sekretion von Zytokinen induziert, insbesondere von Inter-
leukin 6, Insulin-like growth factor (IGF-1), Tumornekrosefaktor o, Vascular endothelial growth
factor (VEGF) und stroma-derived factor-1 (Sirohi and Powles 2004) Gibt es eine Verbindung zwi-
schen CT-A und den erwéhnten Faktoren der Microenvironment? Bisher gibt es in der Literatur leider

keine Studien, welche diesen Fragen nachgehen.
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Wie bereits erwéhnt, fuhren genetische Alterationen, insbesondere prognostisch schlechte IgH-
Translokationen zu einer Stromaunabhéngigkeit und extramedulldaren MM-Verlaufen. Gleichzeitig
sind CT-A héaufig bei Patienten mit genetischen Aberrationen zu finden und werden eventuell durch
eine, bzw. vielmehr durch ein Zusammenspiel multipler genetischer Alterationen exprimiert (van
Rhee, Szmania et al. 2005). In dieser Studie finden sich CT-A vermehrt bei Patienten mit EMM. Dies
deutet daraufhin, dass CT-A im Zusammenhang mit genetischen Aberrationen entstehen konnen. CT-
A werden dort vermehrt exprimiert, wo bereits genetische Mutationen aufgetreten sind. Dabei bleibt
zu klaren, ob die Expression von CT-A auf eine genetische Alteration zurlickzufiihren ist, oder — und
dies ist im Kontext der bisher erwéhnten Fakten am ehesten wahrscheinlich- durch eine Akkumulation
verschiedener, multipler genetischer Alterationen bedingt wird. Einhergehend mit der gesteigerten CT-
A-Expression entsteht also eine Unabhéngigkeit vom medulldren Milieu.

Gibt es einen Zusammenhang zwischen den prognostisch ungiinstigen Faktoren beim MM, welche den
Ubergang in ein EMM verursachen, und der Expression von CT-A? Die Deletion q13 wird tatsachlich
mit gesteigerter CT-A-Expression in Verbindung gebracht (van Rhee, Szmania et al. 2005). Daneben
sind die Translokationen t(4,14) und t(8,14) mit schlechter Prognose assoziiert (Fonseca, Barlogie et
al. 2004, Gonzalez, van der Burg et al. 2007). Bis jetzt wurde der Zusammenhang zwischen diesen
Translokationen und der CT-A-Expression allerdings nicht erforscht.

Extramedullar kénnen zudem andere, noch unbekannte lokale Einfliisse auf die extramedullaren Tu-
mormanifestationen einwirken und die Erkrankung dartiber hinaus noch regulieren und modulieren.
Dies konnte unter anderem eine weitere Erklarung fiir die gesteigerte CT-A-Expression bei den EMM

sein.

»EMP exprimieren CT-A“:

EMP in der Fragestellung

Beim extramedullaren Plasmozytom handelt es sich um eine extramedullar gelegene
Plasmazellneoplasie, bei der gleichzeitig eine medullare Beteiligung ausgeschlossen wurde. Theore-
tisch kann sich ein EMP an allen Stellen des Kdrpers entwickeln, wo lymphatisches Gewebe zu finden
ist (Bachar, Goldstein et al. 2008). Zumeist jedoch sind sie solitdar im HNO-Bereich lokalisiert und
durch den Einsatz lokaler MaRnahmen, wie Strahlentherapie, bzw. Tumorresektion kénnen sehr gute
Heilungsraten fur diese Erkrankung erzielt werden (Alexiou, Kau et al. 1999).

Cancer-Testis-Antigene werden in Studien mit schlechter Prognose assoziiert und als ein Zeichen fiir
Malignitat gewertet. In fortgeschrittenen Stadien werden sie vermehrt exprimiert.

Dies trifft nicht nur fur das Multiple Myelom zu, sondern gilt auch fir Tumoren anderen histologi-
schen Ursprungs (Caballero and Chen 2009).

Ein EMP stellt eine in der Regel gutartig verlaufende Erkrankung dar. Daher interessierte in dieser

Studie besonders, ob diese Patienten tGiberhaupt eine Expression von Cancer-Testis-Antigenen zeigen.
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Dabei interessierte ebenfalls, ob sie tiber die fiir das MM typischen CT-A verfugen, und ob die Még-
lichkeit besteht das EMP gegentiber dem MM mit Hilfe der CT-A abzugrenzen.

Zusammenfassung der Ergebnisse
Hierzu wurden 28 EMP-Falle und ihre CT-A-Expression betrachtet (siehe Ergebnisse Kapitel 4.3.2.).

Interessanterweise zeigten die EMP-Félle relativ hohe Expressionsraten fur alle untersuchten Cancer-
Testis-Antigene und exprimierten, dhnlich dem MM, in 70% der Falle mindestens ein CT-A.

Dabei wurde das Cancer-Testis-Antigen MAGE-AL mit 50% besonders hdufig gefunden. MAGE-C1
konnte ebenfalls relativ oft nachgewiesen werden (41%). Die weiteren CT-A verteilten sich wie folgt:
MAGE-C2 (26%), MAGE-A3/6 (15%) und NY-ESO-1 (7%).

Diese Studie untersuchte erstmalig die CT-A-Expression an EMP-Fallen und konnte zusammenfas-
send zeigen, dass EMP ebenfalls haufig CT-A exprimieren und sie Uber dasselbe CT-A-Spektrum

verfiigen wie Patienten mit Multiplen Myelom.

EMP: Abgrenzung zu anderen Erkrankungen

Zum Einen wird das EMP, ahnlich der MGUS, als eine Vorlaufererkrankung des Multiplen Myeloms
diskutiert (Bink, Haralambieva et al. 2008).

Interessanterweise sind beim EMP Cancer-Testis-Antigene zu finden, wahrend sie von den MGUS-
Patienten nicht exprimiert wurden. Dartiber hinaus handelt es sich bei diesen Cancer-Testis-Antigenen
um die typischen CT-A wie beim MM.

Diese Erkenntnis wirft die Frage auf, ob dem EMP &hnliche pathogenetische Vorgange zu Grunde
liegen wie dem MM, und ob Cancer-Testis-Antigene auch bei den EMP eine prognostische Rolle spie-
len.

Zum Anderen wird das EMP als eigenstandige Tumorart, ohne direkte Beziehung zum Multiplen
Myelom betrachtet. Dies stellt die weitaus haufigere und anerkanntere der beiden Sichtweisen dar und
wird bestarkt durch die stark differierenden Uberlebensraten und Prognosen beider Erkrankungen und
die fehlende intramedulldre Komponente bei den EMP (Galieni, Cavo et al. 2000, Bink, Haralambieva
et al. 2008). Auch sprechen EMP im Gegensatz zum MM nicht auf Chemotherapie an, aber sind durch
lokale Radiotherapie gut beherrschbar (Markou, Karasmanis et al. 2009).

Die Expression von Cancer-Testis-Antigenen beim EMP kénnte in dem Fall ein Zeichen fir

Dedifferenzierung darstellen und generell Hinweise auf ein tumordses Geschehen liefern.

Eine dritte Sichtweise ist auf der ldee begriindet, dass ein EMP keine Plasmazellneoplasie, sondern
eine Form eines extranodalen Lymphoms darstellt, das eine plasmozytische Differenzierung vollzogen
hat. Dabei kommen ein Marginalzonenlymphom (MALT-Lymphom) oder auch ein immunozytisches
Lymphom in Frage (Kremer, Ott et al. 2005, Luh, Lai et al. 2007, Bink, Haralambieva et al. 2008,
Straetmans and Stokroos 2008).
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Um diese Erkrankungen vom EMP abzugrenzen, wurden die Falle zu Anfang der Studie
immunhistochemisch mit CD5, CD20 und EBV untersucht (Swerdlow, Campo et al. 2008).

Eventuell bieten Cancer-Testis-Antigene auch eine Perspektive, die Differenzierung zwischen dem
EMP und Lymphomen zu erleichtern. In dieser Studie entwickelte ein EMP-Fall ein MALT-
Lymphom. Dieser Patient exprimierte keines der untersuchten Cancer-Testis-Antigene und grenzte
sich damit von den ubrigen EMP-Patienten ab, welche im Schnitt zu 70% mindestens ein CT-A

exprimierten.

Abgrenzung MM/EMM gegeniiber EMP
Bei der Gegenlberstellung von MM und EMM gegenuber dem EMP fallt auf, dass Cancer-Testis-

Antigene generell etwas geringer von den EMP-Patienten exprimiert werden (siehe Ergebnisse Kapitel
4.3.2)).

Dabei haben sich MAGE-C1 und MAGE-A3/6 als signifikant fiir die Unterscheidung zwischen
MM/EMM und EMP erwiesen und sind Kennzeichen des Multiplen Myeloms. Beim EMP wurden
diese wesentlich geringer exprimiert (MAGE-C1: 41% beim EMP vs. 65% bei MM/EMM; MAGE-
A3/6: 15% beim EMP vs. 53% bei MM/EMM). Dennoch weisen EMP-Patienten auch zu geringen
Anteilen diese CT-A auf, und MAGE-C1 und MAGE-A3/6 sind deshalb nicht als reine, typische Mar-
ker des Multiplen Myeloms zu bezeichnen.

Im Hinblick auf die Abgrenzung zum MM/EMM koénnen die Cancer-Testis-Antigene MAGE-A1 und
MAGE-A3/6 simultanen Erklarungsgehalt liefern, indem hohe MAGE-A1-Werte bei gleichzeitig
niedrigen MAGE-A3/6-Werten ein EMP wahrscheinlicher werden lassen.

Eine Ausnahme stellt also das Cancer-Testis-Antigen MAGE-AL dar, indem es als einziges CT-A
mehr bei EMP-Patienten als bei MM- und EMM-Patienten gefunden wurde (50% bei den EMP ge-
geniiber 36% bei MM/EMM).

Offene Fragen
Cancer-Testis-Antigene werden, generell gesprochen, von Tumoren exprimiert und sind besonders bei

Tumorpatienten mit schlechter Prognose zu finden (Caballero and Chen 2009).

In Ubereinstimmung zu diesen Beobachtungen, wurden sie von MGUS-Patienten in dieser Studie
nicht exprimiert. Bei der MGUS handelt es sich um eine bloBe Vorlaufererkrankung des Multiplen
Myeloms.

Dagegen waren CT-A bei den ebenfalls gutartigen extramedull&dren Plasmozytomen hdufig vorhanden.
Diese Ergebnisse erscheinen beinahe widerspriichlich. Eine mogliche Erklarung kdnnte in der Tatsa-
che begrlndet liegen, dass EMP sich auBerhalb des Knochenmarks befinden und so der modulierenden
Funktion der lokalen Microenvironment des Knochenmarks entkommen, wéahrend MGUS- und MM-
Tumorzellen jener jedoch unterliegen.

Nicht nur beim EMP, sondern auch beim extramedullaren MM wurden vermehrt CT-A gefunden.
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In beiden Féllen handelt es sich um extramedull&re Erkrankungen.

Wéhrend Cancer-Testis-Antigene beim MM und EMM jedoch mit schlechter Prognose in Verbindung
stehen, ist die Funktion und Bedeutung der Cancer-Testis-Antigene bei den EMP unkilar.

Es stellt sich die Frage, ob Cancer-Testis-Antigene generell eine extramedullére Erkrankung andeuten,
und ob es moglicherweise einen Zusammenhang zwischen den extramedullér gelegenen Erkrankungen
gibt. Vergleicht man die genetischen Translokationen, welche beim MM/EMM zu finden sind mit den
Translokationen bei EMP und MGUS, so stellt sich heraus, dass bei den EMP gehéuft die Translokati-
on t(4,14) zu finden ist. Diese Tranlokation deutet beim MM/EMM einen schlechten
Krankheitsverlauf - also auch erhdhtem Risiko einer extramedullaren Erkrankung - an. Dahingegen ist
diese Translokation bei der MGUS nur sehr selten zu finden. Da in dieser Studie eine CT-A-
Expression bei den MGUS fehlt, wahrend sie bei den MM und EMP-Fallen aber exprimiert werden,
steht diese Translokation mdglicherweise in einem Zusammenhang mit einer gesteigerten CT-A-
Expression. Ansonsten differiert das Translokationsprofil von MM und EMP beachtlich und weist
keine weiteren Gemeinsamkeiten auf (Gonzalez, van der Burg et al. 2007, Bink, Haralambieva et al.
2008).

5.1.2 Expressionsmuster und Koexpression der Cancer-Testis-Antigene

Zusammenfassung der Ergebnisse und Vergleich mit der Literatur

Patienten mit Multiplen Myelom und EMM haben zusammen in 83% der Falle mindestens eines der
untersuchten Cancer-Testis-Antigene exprimiert. Auch in der gangigen Literatur werden hierfur ver-
gleichbare Werte angegeben, welche bei 80%, 92,3% und sogar bei 98% liegen (Atanackovic, Arfsten
et al. 2007, Condomines, Hose et al. 2007, Andrade, Vettore et al. 2008, Atanackovic, Luetkens et al.
2009).

Interessanterweise exprimieren EMP-Patienten ebenfalls haufig, zu 70%, mindestens ein CT-A.

Diese Studie zeigt zudem, dass Patienten mit MM und EMM mehrere Cancer-Testis-Antigene gleich-
zeitig exprimieren als Patienten mit EMP, und dass besonders die aggressiven EMM-Fdlle eine
erhdhte Rate gleichzeitig exprimierter CT-A aufweisen. So wurde bei den EMM in 34% vier und finf
CT-A gleichzeitig gefunden, wahrend MM-Patienten nur zu 17%, und EMP-Patienten zu 11% vier
und finf CT-A koexprimierten.

Dabei konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass alle untersuchten Cancer-Testis-Antigene singular
bzw. kombiniert exprimiert werden kdnnen.

Im Einklang stehen die Ergebnisse von Atanackovic und Kollegen. Hier wird gezeigt, dass die Hau-
figkeit gleichzeitig exprimierter Cancer-Testis-Antigene vom Durie-Stadium abhéngig ist und in
hoheren MM-Stadien eine zunehmende Anzahl koexprimierter CT-A zu verzeichnen ist (Atanackovic,

Luetkens et al. 2009). Je mehr CT-A also gleichzeitig exprimiert werden, desto schlechter wirkt sich
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dies auf die Prognose der Patienten aus und bestarkt die Hypothese, dass Cancer-Testis-Antigene in

der Summe die Pathogenese des MM unterstiitzen (Andrade, Vettore et al. 2008).

Interpretation der Ergebnisse

Als Fazit steht die Erkenntnis, dass Cancer-Testis-Antigene haufig koexprimiert werden (Meklat, Li et
al. 2007, Atanackovic, Luetkens et al. 2009).

Zudem stehen Cancer-Testis-Antigene untereinander in Korrelation, wie in dieser Studie anhand MA-
GE-C1 und MAGE-A3/6 bewiesen werden konnte. Auch werden sie Uber gleiche epigenetische
Mechanismen reguliert, korrelieren gemeinsam mit dem Krankheitsverlauf und der Plasmazellprolife-
ration und haben zudem noch gleiche Funktionen, wie z.B. MAGE-C1 und MAGE-A3/6, welche
beide die Apoptose tumordser Plasmazellen verhindern. Daruber hinaus konnten Cho und Kollegen
sogar eine Interaktion von Cancer-Testis-Antigenen nachweisen (Jungbluth, Ely et al. 2005, Cho,
Caballero et al. 2006, Atanackovic, Luetkens et al. 2009, Atanackovic, Hildebrandt et al. 2010).

Diese Erkenntnisse bekraftigen die Vorstellung, dass Cancer-Testis-Antigene im Rahmen eines gene-
tischen Programmes koordiniert exprimiert und reguliert werden, und sie eine gemeinsame Rolle in

der Tumorgenese spielen (Andrade, Vettore et al. 2008, Atanackovic, Luetkens et al. 2009).

5.1.3 Bedeutung der Lokalisation der Cancer-Testis-Antigene

MAGE-A1, MAGE-A3/6 und NY-ESO-1 konnten in Ubereinstimmung mit der Literatur
zytoplasmatisch lokalisiert werden (Satie, Rajpert-De Meyts et al. 2002, Dhodapkar, Osman et al.
2003, Jungbluth, Ely et al. 2005, Cho, Caballero et al. 2006, Atanackovic, Hildebrandt et al. 2010).
MAGE-C2 zeigte konkordant mit anderen Studie ein nukledres Expressionsmuster (Zhuang, Zhu et al.
2006, Atanackovic, Arfsten et al. 2007).

MAGE-C1 konnte in unserer Studie tberwiegend zytoplasmatisch nachgewiesen werden. Dennoch
zeigten 6 MM-Félle, 1 EMM und 1 EMP-Fall zusétzlich eine nukleére Expression.

Auch in der Literatur wird eine gelegentliche nukledre Expression von MAGE-C1 angegeben, welche
zugleich mit einer schlechten Prognose fiir diese Patienten beim MM assoziiert ist (Dhodapkar, Osman
et al. 2003, Cho, Caballero et al. 2006, Tinguely, Jenni et al. 2008).

Interessanterweise zeigte der eine EMP-Patient, welcher MAGE-C1 nukledr exprimierte im Verlauf

ein Rezidiv.
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5.1.4 Prognosemarker und IgH-Bruch

CD56:Ergebnisse und Interpretation

Patienten mit einem MM und EMM haben signifikant haufiger den Prognosemarker CD56 exprimiert
als Patienten mit einem EMP. Damit konnten wir die Ergebnisse von Kremer et al bestatigen, welche
ebenfalls eine verminderte CD56-Expression bei EMP-Patienten nachwiesen (Kremer, Ott et al. 2005).
In beiden Studien konnten ann&hernd gleich hohe Expressionsraten fur CD56 bei Patienten mit MM
und EMM gefunden werden. Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen einiger anderer Arbeits-
gruppen, welche eine verminderte Expression von CD56 bei EMM-Patienten zeigen. Ein Verlust von
CD56, einem Adhésionsprotein, wird dabei mit aggressiven, invasiven Wachstum assoziiert (Sahara
and Takeshita 2004, Cerny, Fadare et al. 2008). Da erscheint es widersprichlich, dass CD56 bei den
EMP vermindert exprimiert wird, welche ein indolentes, lokales Wachstum pflegen. Eine Vermutung
ist, dass ein Fehlen von CD56 beim EMP im Gegensatz zum EMM nicht auf einem Verlust von CD56
im Rahmen der Dedifferenzierung beruht, sondern vielmehr auf einer verminderten Expression von
Beginn an. Ein Fehlen von CD56 konnte insgesamt also Hinweise auf eine extramedullare Erkrankung
liefern (Kremer, Ott et al. 2005).

In dieser Studie konnte erstmals eine signifikante Korrelation zwischen dem Cancer-Testis-Antigen
MAGE-C2 und CD56 beim Multiplen Myelom festgestellt werden. Interessanterweise werden sowohl
MAGE-C2, als auch CD56 mit Osteolysen beim MM assoziiert (Ely and Knowles 2002, Pabst, Zustin
et al. 2010).

Cyclin D1 und lIgH-Break: Ergebnisse und Interpretation

Cyclin D1 wurde signifikant haufiger von Patienten mit MM und EMM exprimiert als von Patienten
mit einem EMP. Dies deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studiengruppen (Kremer, Ott et al.
2005, Bink, Haralambieva et al. 2008). Daneben waren die Patienten mit MGUS in dieser Studie nega-
tiv bezlglich Cyclin D1. Auch wird Cyclin D1 nicht von gesunden Plasmazellen exprimiert und
scheint daher insbesondere das Vorliegen eines Multiplen Myeloms anzudeuten.

In unserer Studie zeigten nur zwei EMP-Fille eine Expression von Cyclin D1. Interessanterweise ent-
wickelte einer dieser Patienten im Verlauf eine singulére Osteolyse im Schadel, welche sich als stark
verdachtig auf ein Multiples Myelom erwies. Mdglicherweise kennzeichnete die Expression von
Cyclin D1 bei diesem Patienten bereits das entstandene Multiple Myelom. Dartber hinaus exprimierte
dieser Patient CD56 und die Cancer-Testis-Antigene MAGE-C2 und MAGE-C1, welche mit
Osteolysen in Verbindung stehen. In der vorliegenden Studie konnte erstmals eine Korrelation zwi-
schen dem Cancer-Testis-Antigen MAGE-C2 und Cyclin D1 gezeigt werden, welches typisch fur das
Multiple Myelom ist.
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Wihrend Cyclin D1 bei Patienten mit MM fir eine gute Prognose spricht, scheint es beim EMP da-
hingegen mit schlechter histologischer Differenzierung und einer erhdhten Wahrscheinlichkeit fir ein
Multiples Myelom in Verbindung zu stehen (Kojima, Motoori et al. 2009).

Uber den zweiten EMP-Patienten mit Cyclin D1-Expression waren keine weiteren klinischen Informa-
tionen bekannt.

Das Vorliegen von IgH-Briichen ist mit einer schlechten Prognose beim MM gekoppelt. Dahingegen
ist die Rolle des IgH-Bruches bei den EMP-Patienten bis jetzt unklar. Auch konnte kein Zusammen-

hang zu der Expression von Cancer-Testis-Antigenen gefunden werden.

Cyclin D1 und IgH-Break: Differenzierung MM und EMP

Das Multiple Myelom und das extramedulldre Plasmozytom sind trotz unterschiedlicher Kklinischer

Verlaufe morphologisch schwer zu differenzieren (Kremer, Ott et al. 2005, Dores, Landgren et al.
2009). Auch zytogenetisch sind beide Erkrankungen eng verwandt. Dennoch gibt es markante Unter-
schiede, welche andeuten, dass es sich bei diesen Erkrankungen vielmehr um zwei unterschiedliche
Tumorgattungen handelt, als nur um zwei Verlaufsformen derselben Erkrankung.

Zum einen sind EMP durch eine komplette Abwesenheit von Cyclin D1 gekennzeichnet, und zum
anderen weisen sie andere IgH-Translokationspartner auf als MGUS und MM-Patienten (Bink,
Haralambieva et al. 2008).

Ki67: Ergebnisse und Interpretation

Den Proliferationsmarkers Ki67 betreffend, konnten keine Unterschiede in der Expression zwischen
MM, EMM und EMP gefunden werden. Wéhrend Ki67 von diesen Diagnosegruppen exprimiert wur-
de, konnte es bei Patienten mit MGUS nicht nachgewiesen werden (Kremer, Ott et al. 2005, Gastinne,
Leleu et al. 2007). MM, EMM und EMP stellen also, im Gegensatz zur MGUS, stark proliferative
Erkrankungen dar.

Dariiber hinaus korrelieren die Cancer-Testis-Antigene MAGE-C1, MAGE-C2 und MAGE-A1 in
dieser Studie mit einer erhohten Proliferationsrate.

Andere Studien konnte bereits zeigen, dass MAGE-A3/6 und MAGE-C1 mit der Plasmazellprolifera-
tion beim Multiplen Myelom korrelieren (Jungbluth, Ely et al. 2005, Pabst, Zustin et al. 2010).

Diese Studie aber zeigt erstmals eine Verbindung zwischen der Expression von MAGE-C2 und einer

erhohten Proliferationsrate bei MM- und EMP-Patienten.

5.1.5 Kilinische Daten und klinischer Verlauf

Durie-Stadium
MAGE-C1 wurde in unserer Studie als hdufigstes CT-A bei MM-Patienten im Durie-Stadium |

exprimiert, und zwar bei 5 der 9 Patienten, welche sich im Durie-Stadium | befanden, also in 56% der
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Falle. Dabei zeigten vier dieser funf Patienten sogar eine Expressionsrate von 100%. Danach folgten
die Cancer-Testis-Antigene MAGE-A1 und MAGE-A3/6 mit jeweils 33%. Die Cancer-Testis-
Antigene NY-ESO-1 und MAGE-C2 wurden nur bei jeweils 22% der Patienten im Durie-Stadium |
gefunden. Auch andere Arbeitsgruppen konnte zeigen, dass besonders MAGE-C1 bereits in frihen
MM-Stadien ausgebildet wird und auch teilweise schon bei Patienten mit MGUS zu finden ist
(Jungbluth, Ely et al. 2005, Condomines, Hose et al. 2007, Andrade, Vettore et al. 2008).

Histologische Differenzierung (Grading)

EMP-Patienten sind grofitenteils histologisch gut differenziert (Kremer, Ott et al. 2005).

So wiesen EMP-Fille in dieser Studie nur zu 18% eine maRige Differenzierung auf, und schlecht dif-
ferenzierte EMP-Falle waren gar nicht vorhanden. Dahingegen waren MM-, und besonders EMM-
Falle vermehrt maRig bis schlecht differenziert (MM: 30%; EMM: 50%).

In dieser Studie konnte erstmals eine Korrelation zwischen histologischem Grading und der Expressi-
on eines Cancer-Testis-Antigens gezeigt werden. So hahm die Expression von MAGE-CL1 bei schlecht
differenzierten Féllen zu. MAGE-C1 konnte also Hinweis auf eine Dedifferenzierung in Tumoren

sein.

Krankheitsbedingtes Versterben

Die untersuchten Plasmazellneoplasien unterscheiden sich deutlich im klinischen Verlauf.

Wihrend keiner der EMP- und MGUS-Patienten krankheitsbedingt verstarb, so lagen die krankheits-
bedingten Sterberaten in dieser Studie fir MM- und EMM-Patienten bei 31%, respektive 83%.
Dartiber hinaus wurde untersucht, ob Cancer-Testis-Antigene mit krankheitsbedingtem Tod in Ver-
bindung stehen.

Patienten, welche Cancer-Testis-Antigene exprimierten, wiesen tendenziell schlechtere Uberlebensra-
ten auf als Patienten ohne CT-A-Expression. Dabei konnte nur fir MAGE-C2 ein beinahe
signifikantes Ergebnis erreicht werden (p-Wert: 0,05).

MAGE-C2 wurde vermehrt bei Osteolysen gefunden, NY-ESO-1 und MAGE-A3/6 kommen beson-
ders bei MM-Patienten mit Hochrisiko-Profil vor und MAGE-C1 wird von Patienten mit Rezidiven
und bei fehlendem Therapieansprechen gesteigert exprimiert (van Rhee, Szmania et al. 2005,
Atanackovic, Luetkens et al. 2009, Pabst, Zustin et al. 2010).

Diese Cancer-Testis-Antigene deuten also einen schlechten Verlauf beim Multiplen Myelom an.

Eine Ausnahme stellt MAGE-AL1 dar, worauf etwas spater eingegangen wird.

EMP-Rezidive

VVon den EMP-Patienten entwickelten sechs Patienten Rezidive im Verlauf der Erkrankung. Das sind
26% aller EMP-Patienten. Auch in der Literatur werden Rezidivraten von ungefdhr 20% angeben
(Alexiou, Kau et al. 1999, Galieni, Cavo et al. 2000, Straetmans and Stokroos 2008). Allerdings kon-
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statieren diese ebenfalls eine Wahrscheinlichkeit von 15-20%, dass EMP zu einem Multiplen Myelom
konvertieren. Diese Studie liefert allerdings widerspruchliche Ergebnisse dazu. Nur ein EMP-Patient
entwickelte ein fragliches Multiples Myelom (unter 1% der Félle) und nur ein Patient lieferte Hinwei-
se auf die Entstehung einer MGUS. Vielmehr stimmt diese Studie mit den aktuelleren Ergebnissen
von Kremer M et al Uberein, bei denen ebenfalls kein Patient ein MM entwickelte. Die Unterschiede
kdnnen zum einen auf strengeren Einschlusskriterien beruhen und zum anderen wurden in &ltere Stu-
dien oft EMM-Félle anstelle von EMP-Fallen eingeschlossen (Kremer, Ott et al. 2005).

Bisher konnte gezeigt werden, dass Cancer-Testis-Antigene mit dem klinischen Verlauf beim Multip-
len Myelom korrelieren und bei Patienten mit MM-Rezidiven gesteigert exprimiert werden
(Atanackovic, Luetkens et al. 2009).

In dieser Studie wurde erstmals der Zusammenhang zwischen Rezidiven des extramedulléren
Plasmozytoms und der CT-A-Expression untersucht.

Tendenziell wiesen Patienten mit héheren CT-A-Expressionen ein kirzeres rezidivfreies Intervall auf.
Dabei wurde NY-ESO-1 von keinem der betroffenen EMP-Patienten exprimiert.

Eine Ausnahme stellt wiederum MAGE-A1 dar, worauf im nachsten Abschnitt eingegangen wird.
Interessanterweise wiesen drei der sechs Rezidiv-Patienten (50%) eine méaRige histologische Differen-
zierung auf. Damit grenzen sie sich von den ubrigen EMP-Féllen ab, welche mit 18% wesentlich
seltener maRig differenziert waren. Dariiber hinaus korrelierte MAGE-C1 besonders in der EMP-
Gruppe mit dem Grading. Zuséatzlich wies derjenige EMP-Patient, welcher eine MGUS ausbildete,
ebenfalls eine méRige histologische Differenzierung auf.

Ein schlechtes histologisches Grading scheint also bei EMP-Patienten ein besonderer Risikofaktor fir
die Entstehung eines Rezidivs bzw. einer MGUS zu sein (Kremer, Ott et al. 2005).

Ausnahme: Cancer-Testis-Antigen MAGE-A1

MM- und EMM-Patienten mit MAGE-ALl-Expression wiesen in dieser Studie tendenziell bessere

Uberlebensraten auf. Zudem hatten EMP-Patienten, welche MAGE-A1 ausbildeten, signifikant ldnge-
re rezidivfreie Intervalle und entwickelten seltener Rezidive als EMP-Patienten mit fehlender MAGE-
Al-Expression.

Diese Ergebnisse deuten an, dass MAGE-A1 sowohl bei den MM und EMM, als auch inshesondere
bei den EMP-Patienten mit einer guten Prognose assoziiert werden kann.

Interessanterweise wurde MAGE-AL erst kirzlich mit einer guten Prognose bei Gehirntumoren, ge-
nauer gesagt Neuroblastomen, in Verbindung gebracht (Grau, Oltra et al. 2009).

MAGE-AZ1 stellt anscheinend eine Ausnahme unter den Cancer-Testis-Antigenen dar, welche flr ge-
wohnlich fir eine schlechten Verlauf sprechen. Dabei scheint diese Ausnahme fur Tumoren
verschiedener histologischer Arten zuzutreffen.

Yang B et al konnten zeigen, dass MAGE-AL1 auch funktionell von anderen MAGE-Cancer-Testis-

Antigenen abweicht. Eine Suppression von MAGE-A1 flihrte hier nicht zu einer vermehrten Apoptose
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maligner Tumorzellen. Dahingegen fuhrte die Suppression der ubrigen MAGE-CT-A zu einer ver-
mehrten Apoptose von Tumorzellen. Wahrend MAGE-CT-A also durch ihre Expression generell das
Uberleben der Tumorzellen unterstiitzen, scheint MAGE-A1 im Gegensatz dazu den Erhalt von Tu-
morzellen nicht weiter zu fordern (Yang, O'Herrin et al. 2007).

5.2  Fazit und Bedeutung fur die Praxis

Unterscheidung der Plasmazellneoplasien anhand der CT-A-Expression

Bisherige Untersuchungen konzentrierten sich stets auf das Multiple Myelom. In dieser Studie wurde
erstmals untersucht, ob eine Unterscheidung der Plasmazellneoplasien MGUS, MM, EMM und EMP
anhand der Cancer-Testis-Antigen-Expression moglich ist.

MGUS-Patienten lassen sich dabei eindeutig abgrenzen, da Cancer-Testis-Antigene bei ihnen nicht zu
finden waren. Dahingegen exprimierten MM- und EMM héufig Cancer-Testis-Antigene mit vorwie-
gender Expression von MAGE-C1 und MAGE-C2.

Interessanterweise sind Cancer-Testis-Antigene auch bei EMP-Féllen nachzuweisen, wobei MAGE-
C1 und MAGE-A3/6 signifikante Parameter fir die Abgrenzung zum MM und EMM darstellen.
Dariiber hinaus steigt die Wahrscheinlichkeit fiir ein EMP, wenn gleichzeitig hohe MAGE-AL- und
niedrige MAGE-A3/6-Expressionen vorliegen.

Bedeutung der CT-A und Konseqguenz

Auch wenn Cancer-Testis-Antigene definitionsgemal einer Antigengruppe angehdren, so bestehen
deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen CT-A, sei es im Zeitpunkt des Auftretens innerhalb
der Tumorentstehung, in der Beziehung zum klinischen Verlauf, in der Starke der Immunitat oder in
der prognostischen Relevanz.

Folglich dirfen sie nicht als eine Einheit aufgefasst werden. Im Gegenteil, Cancer-Testis-Antigene
mussen vielmehr individuell betrachtet werden, um beispielsweise Aussagen (ber die Prognose eines
Patienten machen zu kénnen.

Dariiber hinaus konnte in dieser Studie erstmals eine prognostische Relevanz von Cancer-Testis-
Antigenen bei EMP-Patienten belegt werden: EMP-Patienten, welche MAGE-AL exprimierten wiesen
deutlich seltener Rezidive ihrer Erkrankung auf als Patienten mit fehlender MAGE-A1-Expression.
Interessanterweise scheinen CT-A bei EMP und MM/EMM eine &hnliche prognostische Bedeutung zu
implizieren, zumal in beiden Gruppen Patienten mit gesteigerter CT-A-Expression tendenziell ungins-
tigere klinische Verlaufe zeigten, als Patienten ohne CT-A-Expression. MAGE-AL1 stellt prognostisch
sowohl bei MM/EMM, als auch bei EMP eine Ausnahme unter den CT-A dar.
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CT-A als Proliferationsmarker

Die Untersuchung der Cancer-Testis-Antigene mit den Prognosemarkern CD56, Cyclin D1 und Ki67
ergab mehrere signifikante Korrelationen fiir einzelne Cancer-Testis-Antigene. Ein Zusammenhang
generell zu allen CT-A konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

Diese Beobachtung bestérkt die Vermutung, dass CT-A unterschiedliche Funktionen haben und in der
Bedeutung fur die Plasmazellneoplasien differieren.

Interessanterweise ahnelte das Muster der CT-A-Expression insgesamt deutlich dem Bild der Ki67-
Expression. MGUS-Patienten wiesen weder CT-A, noch eine gesteigerte Proliferationsrate auf, was an
der Ki67-Expression gemessen wurde. Die Obrigen Erkrankungen MM, EMM und EMP, verfugten
gleichzeitig Uber eine gesteigerte Proliferationsrate und Uber eine gesteigerte Cancer-Testis-Antigen-
Expression. Cancer-Testis-Antigene kénnten somit insgesamt eine Bedeutung als Proliferationsmarker

erhalten.

Problematik

Als problematisch jedoch erweist sich die Tatsache, dass alle untersuchten CT-A auch von allen unter-
suchten Entitaten exprimiert wurden. Nur die MGUS ist durch fehlende CT-A-Expression klar
abgrenzbar.

Daruber hinaus ist die Expression der einzelnen CT-A sehr heterogen, selbst innerhalb einer Tumor-
gattung (Meklat, Li et al. 2007).

Innerhalb eines Tumors jedoch erweist sich die Cancer-Testis-Antigen-Expression als stabil.

Wird ein Cancer-Testis-Antigen erst einmal von einer Tumorzelle exprimiert, so persistiert dieses CT-
A im weiteren Krankheitsverlauf des Patienten (Atanackovic, Luetkens et al. 2009).

Dennoch ist es schwer aus diesen Daten eindeutige Konsequenzen fir die klinische Routine zu ziehen.
Individuell gesehen jedoch kénnen Cancer-Testis-Antigene prognostische Hinweise fur den einzelnen
Patienten liefern.

Um Cancer-Testis-Antigene jedoch im klinischen Alltag einzusetzen, sind weitere Untersuchungen

diesbezuglich nétig.

5.3 Ausblick

Angesichts der in dieser Studie belegten Mdglichkeit der prognostischen Bedeutung von Cancer-
Testis-Antigenen ~ und  der  Differenzierungsmoglichkeiten ~ zwischen  den  einzelnen
Plasmazellneoplasien sind weitere Untersuchungen erstrebenswert.

Das Cancer-Testis-Antigen MAGE-C2 wurde in dieser Studie vorwiegend von den prognostisch un-
gunstigen EMM-Fallen exprimiert. Dartiber hinaus gehdrt es zu den haufigsten CT-A beim Multiplen
Myelom. Daher sind gerade fir MAGE-C2 weitere Analysen beziiglich Funktion und Korrelation zu

klinischen Prognoseparametern erforderlich.
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MGUS-Patienten erwiesen sich in dieser Studie als komplett negativ fur Cancer-Testis-Antigene.
Andere Arbeitsgruppen konnten jedoch CT-A bereits bei der MM-Vorstufe MGUS nachweisen.

Es stellt sich die Frage, ob solche Félle eher in ein MM (Ubergehen, als MGUS-Félle ohne Cancer-
Testis-Antigen-Expression. Therapeutische MaBnahmen gegen CT-A bei MGUS sind mdglicherweise
in der Lage, die weitere Pathogenese eines MM aufzuhalten.

MAGE-C1 und MAGE-A3/6 sind CT-A, die auch von MM-Patienten in friihen klinischen Krankheits-
stadien exprimiert werden. Zusatzlich konnten diese CT-A bei Myelomvorlduferzellen gefunden
werden, welche oftmals chemoresistent sind und fiir das Auftreten von Rezidiven verantwortlich ge-
macht werden (Costa, Le Blanc et al. 2007, Atanackovic, Hildebrandt et al. 2010). Therapeutische
MaBnahmen gegen diese CT-A konnten also die Entstehung und Entwicklung eines MM und von
MM-Rezidiven verhindern.

In dieser Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass Cancer-Testis-Antigene auch eine prognostische
Bedeutung bei EMP-Patienten haben. So entwickelten EMP-Patienten mit MAGE-A1 seltener Rezidi-
ve als EMP-Patienten mit fehlender MAGE-A1-Expression. Dennoch ist die Bedeutung der CT-A bei
den EMP weitgehend ungeklart.

In dem Rahmen ware es interessant, solche EMP-Falle zu betrachten, welche im Verlauf ein MM ent-
wickeln, und jene bezuglich der CT-A-Expression zu analysieren.

In dieser Studie ging allerdings kein EMP-Fall in ein MM (Uber. Das wirft die Frage auf, ob aus einem
EMP Uberhaupt ein MM entsteht und ob es sich bei den Féllen, bei denen ein MM im Verlauf gefun-
den wird nicht um versteckte EMM-Félle handelt. Dartiber hinaus kénnte in zukinftigen Studien ein
Vergleich zwischen beiden extramedulldaren Erkrankungen EMM und EMP durchgefiihrt werden mit

der Analyse, inwiefern die lokale Microenvironment die CT-A-Expression beeinflusst.
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6. Zusammenfassung

Das Multiple Myelom (MM) und seine extramedullare Verlaufsform (EMM) differieren hinsichtlich
Klinik und Prognose deutlich vom extramedullaren Plasmozytom (EMP). Morphologisch sind diese
Entitaten jedoch nur schwer voneinander abzugrenzen. Auch zytogenetisch sind beide Erkrankungen
sehr ahnlich. So verfligen sie Uber einige gemeinsame Translokationen, wie beispielsweise die Trans-
lokationen t(11;14) und t(4;14).

Cancer-Testis-Antigene stellen eine Gruppe von Antigenen dar, welche besonders hdufig beim MM zu
finden sind und bei dieser Erkrankung mit einem aggressiven Krankheitsverlauf assoziiert werden.

Die vorliegende Dissertation versuchte daher das Expressionsprofil von funf Cancer-Testis-Antigenen
bei Patienten mit MGUS, MM, EMM und EMP zu analysieren, um mdogliche Unterschiede zwischen
den Entitaten aufzudecken.

Hierzu erfolgte eine ausfiihrliche Archivsuche, um geeignete Félle zu ermitteln. Insgesamt wurden 106
Gewebeproben in die Studie eingeschlossen, wobei es sich im Einzelnen um 11 MGUS-, 57 MM-, 10
EMM- und 28 EMP-Falle handelte.

Nach Herstellung entsprechender Tissue-Micro-Arrays, wurden immunhistochemische Farbungen mit
funf Antikorpern gegen Cancer-Testis-Antigene vorgenommen, wobei folgende Cancer-Testis-
Antigene untersucht wurden: MAGE-A1, MAGE-A3/6, MAGE-C1, MAGE-C2 und NY-ESO-1.

Auch wurde die Cancer-Testis-Antigen-Expression mit prognostischen Parametern (CD56, Cyclin D1,
Ki67) verglichen und zuséatzlich mit klinischen Daten korreliert. Darliber hinaus interessierte bei Pati-
enten mit EMP, ob ein Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines IgH-Bruches und der
Expression von Cancer-Testis-Antigenen besteht, wobei IgH-Briiche mittels der FISH-Technik ermit-
telt wurden.

Die vorliegende Studie deckte deutliche Unterschiede zwischen den Plasmazellneoplasien auf.
Wihrend MGUS-Patienten keines der untersuchten Cancer-Testis-Antigene exprimierten, prasentier-
ten MM-und EMM-Patienten eine deutlich gesteigerte Cancer-Testis-Antigen-Expression. 83% der
Falle exprimierten mindestens eines der Cancer-Testis-Antigene, wobei insbesondere MAGE-C1
(65%) und MAGE-A3/6 zu verzeichnen waren.

Im Vergleich mit dem klinischen Verlauf wiesen Cancer-Testis-Antigene sowohl beim MM und
EMM, als auch beim EMP prognostische Bedeutung auf.

MM/EMM-Patienten mit MAGE-AL verfligten tber etwas bessere Uberlebensraten, als Patienten mit
fehlender MAGE-AL-Expression. MAGE-C2 kennzeichnete dahingegen einen ungunstigen Verlauf
beim MM/EMM. Beim EMP Kkorrelierte die Expression von MAGE-A1 mit einer reduzierten Wahr-
scheinlichkeit ein Lokalrezidiv zu entwickeln.

Auch ergab die Studie, dass EMP-Félle in 70% der Félle mindestens ein Cancer-Testis-Antigen

exprimierten. Trotz des klinisch meist gutartigen Erscheinungsbildes exprimieren EMP also ebenfalls
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h&ufig CT-A und verfiigen dabei sogar tber ein dhnliches Spektrum an CT-A wie Patienten mit einem
MM oder EMM.

Dennoch koénnen CT-A bei der differentialdiagnostischen Unterscheidung zwischen den
Plasmazellneoplasien hilfreich sein. Die Cancer-Testis-Antigene MAGE-C1 und MAGE-A3/6 wurden
beispielsweise signifikant seltener von EMP-Patienten als von MM/EMM-Patienten exprimiert.

Die vorliegende Studie zeigt also, dass Cancer-Testis-Antigene als differentialdiagnostische Marker
fungieren konnen. Darlber hinaus beeinflussen Cancer-Testis-Antigene den klinischen Verlauf und

sind sowohl beim MM und EMM, als auch bei EMP von prognostischer Bedeutung.
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8. Anhang

8.1 Immunhistochemie

Puffer

TBS-Puffer

Stammldsung: 60,59 Tris-Base werden in 700ml Aqua dest. geldst, mit 2 N HCL (Salzséaure) einen pH
von 7,6 einstellen und mit Aqua dest. auf 1000 ml auffiillen. Darin 90 g NaCl Iésen und in Flaschen
abfllen. Bei Raumtemperatur lagern.

Arbeitslésung: Zu 100 ml der Stammldsung 900 ml Aqua dest. geben

Citrat-Puffer
2,1 g Citronensduremonohydrat in 1000 ml Aqua dest. I6sen und mit 2 N Natronlauge einen pH von
6,0 einstellen. Aufbewahrung im Kuhlschrank.

EDTA-Puffer
1,116 g EDTA in 2,5 | Aqua dest. I6sen und mit 1 N Natronlauge einen pH von 8,0 einstellen. An-
schlieRend Aqua dest. hinzufiigen um insgesamt eine Ldsung von 3 Litern zu erreichen.

Aufbewahrung im Kihlschrank.

Chromogen Ansatz ChemMate DAB (K5001 und K5007)

Tabelle 18: DAB-Chromogen-Verdiinnungsschema

Endvolumen 0,1 ml 0,2 ml Iml 2mil 5mil
HRP-Substratp uffer 100 pl 200 pl 1iml 2ml 5ml
DAB-Diaminobenzidinlésung 2ul 4 ul 20 pl 40 pl 100 pl

Tab. 18: DAB-Chromogen-Verdinnungsschema

8.2  FISH: Puffer und Lésungen

Phosphat-Puffer
157g von NaCl (1,35 M)
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4,5g von KCI (Kaliumchlorid) (30 mM)

28,4 g Na,HPO, (x2H,0, um die Molaritat zu wahren) (80 mM)

49 KH,PO, (15 mM)

AnschlieBend einen pH von 7,0 mit Kaliumhydridlésung (KOH) einstellen und vor Gebrauch im Ver-
héaltnis 1:10 mit Aqua dest. verdiinnen.

Citrat-Puffer
Losung A: 0,1 M Citronenséure (= 21,01g CsHgO;xH,0 in 1000 ml Aqua dest.)
Losung B: 0,1 M Natrium-Citrat (= 29,419 CsHs0O;NazxH,0 in 1000 ml Aqua dest.)

Fur den Puffer 18 ml der Losung A und 82 ml der Losung B zusammengeben und mit Aqua dest auf
1000 ml auffullen (pH 6,0).

Standard-Saline-Citratlésung (SCC)

3 M NaCl/ 0,3 M Nartrium-Citrat auf 250 ml mit H,O aufflllen und einen pH von 5,3 mit Hilfe von
konzentrierter HCI (Salzsdure) einstellen.

Vor Gebrauch ein Verhaltnis 1:20 einstellen unter Gebrauch von Aqua dest.

Hoechst-Gebrauchsldsung

Stammldsung: 1mg Hoechst-Gebrauchsldsung 33342 pro ml Aqua dest.

Gebrauchslésung: Endkonzentration von 375 pl Stammldsung/50 ml Phosphatpuffer herstellen.
Lagerung bei 4°C, da lichtempfindlich.
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8.5  Abklrzungen

Abb. Abbildung

CT-A Cancer-Testis-Antigen(e)

CTX Chemotherapie

DAB Diaminobenzidin

DWD Dead With Disease (krankheitsbedingtes Versterben)
EBV. Epstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EMP Extramedulldres Plasmozytom

EMM Extramedulldres Myelom

FISH Floureszenz in situ Hybridisierung
FLC Free Light Chain

Hb H&moglobin

HCL Salzséure

HE Hamatoxylin/Eosin Farbung

HLA Humanes Leukozyten Antigen

HRP Horseradish Peroxidase

Ig Immunglobulin

IgH Immunglobulin Heavy Chain (Schwere Kette)
IHC Immunhistochemie

ISS Internationales Staging System

KCL Kaliumchlorid

KM Knochenmark

LK Lymphknoten

L-Kette Leichte Kette

LP Lymphoplasmozytisch

LSAB Labeled-Streptavidin-Biotin

MAGE Melanoma associated Antigen(s)
MALT Mucosa Associated Lymphatic Tissue
MGUS Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz
MM Multiples Myelom

M-Protein Monoklonales Protein

OoP Operation

PAS Periodesdure-Schiff Farbung

RTX Radiotherapie

SZTX Stammzelltransplantation
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Tab.
TBS
TMA
UAD

Tabelle

Tris buffered saline
Tissue-Micro-Array
UpperAerodigestive Tract
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