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1 Einleitung

1.1  Multiples Myelom

1.1.1 Definition

Das Multiple Myelom (auch ’'diffuses Plasmozytom’) gehort zu den niedrig-malignen
Non-Hodgkin-Lymphomen der B-Zell-Reihe und ist durch die Folgen der Akkumulation
eines Plasmazellklons gekennzeichnet, der sich in der Regel im Knochenmark (KM)
ansiedelt und ein monoklonales Immunglobulin ~ (Ig) produziert. Das monoklonale Ig
kann den Klassen IgG (54%), IgA (25%), IgD (1%), IgE, IgM oder auch nur dessen
Leichtketten (Bence-Jones-Typ , 20%) zugeordnet werden, das asekretorische MM

ist selten.

Das solitire ossare oder medullare Plasmazytom, das sich durch einen isolierten
Plasmazellherd im Knochen ohne KM-Beteiligung und Osteolysen auszeichnet, ist mit
einem Anteil kleiner 5% eine weitere seltene Erscheinungsform des MM. Ebenso ist
das solitare extraossare oder extramedullare Plasmozytom eine Raritat. Es ist in 75%
der Falle im Bereich der Schleimhéute des oberen Respirationstraktes lokalisiert und
im Gegensatz zu den anderen MM-Formen durch eine lokale Strahlentherapie
potentiell heilbar. Verlassen die malignen Plasmazellen den Plasmazellentumor oder
das KM und sind in der lichtmikroskopischen Untersuchung des Blutausstrichs
nachweisbar, verschlechtert sich die Prognose des MM. Werden mehr als 2000
Myelomzellen pro pl peripheres Blut nachgewiesen, sind die Kriterien einer

Plasmazellleukamie (PCL) erflillt.

Die genannten malignen MM-Formen unterscheiden sich auch durch die differenten
Prognosen. So haben Patienten mit einem isolierten Plasmozytom eine mittlere
Lebenserwartung von etwa 10 Jahren. Die mediane Lebenserwartung von Patienten
mit MM konnte durch Chemotherapie inklusive Hochdosistherapie von 6-12 Monaten
stadienabhangig auf 29-64 Monate im Median verlangert werden (s. u.). Patienten mit
einer Plasmazellleukéamie Uberleben trotz Chemotherapie im Median nur etwa 6

Monate.
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1.1.2 Epidemiologie

Das MM gehdért zu den 20 haufigsten Tumorerkrankungen in Deutschland und nimmt
mit 13% der lymphoproliferativen Erkrankungen den gré3ten Anteil der
hamatologischen malignen Erkrankungen in Mitteleuropa ein. Die Inzidenz in der
Bundesrepublik liegt bei etwa 4 pro 100.000, der Altersmedian bei Diagnosestellung
betragt 60 Jahre (< 3% sind jlnger als 40 Jahre). Manner sind 1,5 mal haufiger
betroffen als Frauen, schwarze Menschen doppelt so haufig wie weil3e. Laut
epidemiologischen Studien hat sich die Inzidenz zwischen 1950 und 1980 verdoppelt
[1]. Mdoglicherweise liegt hier aber nur eine scheinbare Zunahme auf Grund einer
verbesserten Diagnostik vor. Das MM ist fir 1% der krebsbedingten Todesfélle in

Deutschland verantwortlich.

1.1.3 Atiologie

Die Entstehungsursachen des MM sind weitgehend unbekannt. lonisierende Strahlen,
Exposition gegenuber Schwermetallen, Pestiziden, Pflanzenschutzmitteln, organischen
Losungsmitteln oder Benzol sowie chronische Antigenexposition werden als
auslosende Faktoren diskutiert [2, 3]. Ethnische und hereditare Einfliisse spielen

vermutlich auch eine Rolle [4].

1.1.4 Pathogenese

Beim MM kommt es zu einer Akkumulation terminal diffenrenzierter B-Zellen, den
Plasmazellen, im KM. Die Ursprungszelle des MM ist héchstwahrscheinlich eine
antigenselektionierte B-Zelle oder eine Gedachtniszelle vor der Umschaltung der
Antikorperklasse. Unter dem Einfluss der wechselseitigen Interaktion mit den
Stromazellen sezernieren die transformierten Plasmazellen osteoklastische Zytokine
wie TNF-@3, IL-6 und IL-1 [5]. Diese erhdhte Osteoklastenaktivitat  fiihrt zu den fir das
MM typischen umschriebenen Osteolysen und Knochenschmerzen und wird ebenfalls
fur Hyperkalzamie und Hyperkalzurie verantwortlich gemacht. Unter dem Einfluss der
Zytokine produzieren auch die Osteoklasten IL-6. Dieses ist identisch mit dem
lymphokrinen B-Zell-Stimulationsfaktor 2 (BSF-2), der wiederum parakrin zu einer
gesteigerten Proliferation des Plasmazellklons fihrt [6]. Bei nicht-transformierten
Plasmazellen fuhrt das Zytokin zu einer Differenzierung und beeinflusst nicht die

Zellteilung, so dass von einer veranderten SignalUbertragung in den Myelomzellen
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ausgegangen wird, die Uber noch nicht geklarte intrazellulare Mechanismen die
Apoptose verhindert.

Die Proliferation der Myelomzellen verursacht neben der Destruktion des
Knochenskeletts auch einen sekundaren Antikbrpermangel und die Verdrangung des
blutbildenden Knochenmarks mit Bi- oder Panzytopenie. Weiterhin ist beim aktiven MM

eine erhohte Blutgefal3dichte im Knochenmark zu verzeichnen.

Die eigentlichen, ursachlichen pathogenetischen Vorgdnge werden jedoch auf
molekularer Ebene vermutet, wo das MM sich durch eine ausgepragte genetische
Instabilitdt auszeichnet. Chromosomenaberrationen werden als frihes Ereignis der
Pathogenese angesehen. Am haufigsten sind Translokationen mit Beteiligung des
IGH-Lokus 14032 (etwa 75% aller Patienten), die Translokationspartner sind
heterogen. Zudem sind zahlreiche weitere molekularzytogenetisch nachweisbare
Veranderungen, darunter mit Abstand am haufigsten die Deletion 13q14 , zu finden. In
der Abbildung 1.1 ist ein genetisches Modell der Myelomgenese von Hideshima et al.
(2004) dargestellt [7]. Da die chromosomalen Veranderungen bei Patienten mit MM in
der vorliegenden Arbeit eine zentrale Rolle spielen, wird auf sie an anderer Stelle noch

naher eingegangen (siehe 1.2 und 1.3).

e e e

e =

Gierminal ; ;

Extramedullary
Myelorna

HMICL

TRISOMY T HYPER
& 3 T8 DIPLAHD
11,15,19,.21 |

e

Abbildung 1.1 Genetisches Modell der Myelomgenese n  ach Hideshima et al. [7]
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1.1.5 Kilinik und Komplikationen

Die Initialsymptome beim MM sind uncharakteristisch. Bei einer Untersuchung von 500
Patienten an der Universitdit Heidelberg wiesen 80% bei Erstvorstellung
Knochenschadigungen mit damit verbundenen Knochenschmerzen oder
pathologischen Frakturen auf, 50% der Patienten gaben Anamiesymptome wie
Mudigkeit, Kopfschmerzen oder Leistungsminderung an [8]. 83% der Patienten mit MM
weisen Knochenlasionen am Schadel auf (sog. ,Schrotschussschadel”). Inappetenz,
Ubelkeit, Erbrechen und Gewichtsverlust sind weitere Symptome. Aus dem
sekundaren Antikorpermangel und der Bi-/Panzytopenie resultiert eine erhdhte
Infektanfalligkeit . Eine mogliche Thrombozytopenie kann zu Blutungen fiihren. Die
durch die Immunglobulinopathie bedingten Leichtkettenablagerungen in Form von AL-
Amyloid fihren zu Schadigungen von Organen, insbesondere der Niere
(Nephrotisches Syndrom mit Niereninsuffizienz, sog. ,Myelomniere* ). Weiterhin kann
ein Hyperviskositatssyndrom  mit Durchblutungsstérungen entstehen. Die Niere kann
durch das erhohte Serumkalzium und die damit verbundene Kalzurie geschadigt
werden (Nephrokalzinose ). Im Zusammenhang mit den beschriebenen

Nierenschéadigungen kann der Serumkreatininspiegel erhoht sein.

1.1.6 Diagnostik

Die Basisdiagnostik bei dem Verdacht auf MM lasst sich in Anamnese, klinische
Untersuchung, Labor- und bildgebende Diagnostik sowie KM-Untersuchungen
unterteilen. Im Blutbild sind Zeichen der KM-Insuffizienz und der Andmie zu erkennen.
Weitere wichtige Laborparameter sind Kalzium, Kreatinin, Albumin, LDH, CRP, BSG
und B2-Mikroglobulin. Zur Bildgebung beim MM gehért das konventionelle Rontgen
(,Pariser Schema"“), welches zunehmend durch die Ganzkdrper-MRT ersetzt wird.
Neben der KM-Punktion und der Serumelektrophorese gehdért die Immunfixation in
Serum und Urin zu den Routinelaboruntersuchungen. Eine neue und sehr sensitive
Spezialuntersuchung ist der ,Free-light-assay” , durch den freie Leichtketten in
Serum, Urin oder Ligquor nachgewiesen werden konnen. Die zytologische
Untersuchung gibt Auskunft Gber die Plasmazellinfiltration im KM. Durch die
molekularzytogenetische  FISH-Analyse konnen  Chromosomenaberrationen
detektiert werden, welche die Entscheidung flr eine risikoadaptierte Therapie
optimieren sollen. In Tabelle 1.1 sind die diagnostischen Kriterien der International

Myeloma Foundation (IMF) aufgeftihrt.
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Tabelle 1.1 Diagnosekriterien der IMF (Kyle et al.,  Br J Haematol, 2003)

Diagnosekriterien fir das MM: alle 3 mussen erfillt sein

1. Monoklonale Plasmazellen im Knochenmark > 10%

2. Monoklonales Protein im Serum und/oder Urin *

3. Myelom-assoziierte Dysfunktionen (1 oder mehr)
- Kalziumi. S. 1
- Serumkreatinin > 2 mg/dl
- Anamie: Hb < 10 g/dI

- Knochenlasionen

* Wenn kein monoklonales Protein vorhanden (asekretorisches MM): > 30% monoklonale PZ im KM erforderlich

1.1.7 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung des MM nach Salmon und Durie [9], welche auch noch in der
vorliegenden Arbeit verwendet wurde, ist in Tabelle 1.3 dargestellt. Die Erweiterung
dieses Systems durch die Einbeziehung bildgebender Verfahren wie MRT,
Ganzkorper-FDG-PET und Ganzkoérper-CT (Salmon/Durie PLUS [10]) konnte sich
bislang nicht etablieren. In jingerer Zeit setzt sich in Literatur und Klinik jedoch eine
neue Stadieneinteilung, das International Staging System (ISS) , durch (siehe Tab.
1.2), basierend auf einer Studie von Greipp et al. (2005) [11]. Aktuell wird versucht,
durch neue molekularzytogenetische Untersuchungsmethoden wie ,global array-based

gene expression profiling” molekulare Subgruppen zu identifizieren [12, 13].

Tabelle 1.2 International Staging System (ISS) [11]

Stadium | Klinik Medianes Uberleben
B2-Mikroglobulini. S. < 3,5 mg/l
. 64 Monate
Albumin > 35 mg/dI
1l Weder Stadium | noch Stadium Il 44 Monate
1 B2-Mikroglobulini. S. > 5,5 mg/l 29 Monate
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Tabelle 1.3 Stadieneinteilung des MM nach Salmon und Durie [9]

Stadium | Klinik Medianes Uberleben
< 1 Osteolyse
IgG < 50 g/l oder IgA < 30 g/l
g g g g | A: 69 Monate
Leichtketten im Urin < 4 g/24h
| B: 22 Monate
Hb < 10 g/dI
Kalziumi. S. < 2,6 mmol/l
Il A: 58 Monate
1l Weder Stadium | noch Stadium Il
Il B: 34 Monate
Fortgeschrittene Osteolysen
IgG > 70 g/l oder IgA > 50 g/l
g g g g Il A: 45 Monate
1l Leichtketten > 12 g/24h
Il B: 24 Monate
Hb < 8,5 g/dI
Kalziumi. S. > 3 mmol/l

A: Serumkreatinin < 2 mg/dl; B: Serumkreatinin = 2 mg/dl

1.1.8 Prognosefaktoren

Zu den wichtigen Parametern fur die Prognose beim MM zahlen B2-Mikroglobulin - und
IL-6 (als Indikatoren der Tumorzellmasse), Alter des Patienten, Krankheitsstadium,
Kreatininwert , LDH- und CRP-Konzentration, Thrombozytenzahl, Hb-Wert und der
Plasmazell-Labeling-Index (PCLI) . Eine hohe prognostische Relevanz haben
daneben auch chromosomale Veranderungen (sieche 1.2 und 1.3). Ihre
Untersuchung im Zusammenhang mit dem klinischen Verlauf gewinnt zunehmend an
Bedeutung fur ein risikoadaptiertes therapeutisches Vorgehen, wie es bei der

Behandlung von akuten Leukamien seit langem etabliert ist.

1.1.9 Therapie

Bei asymptomatischen Patienten im Stadium | nach Salmon und Durie gilt das Prinzip
~watch and wait, da sich in Studien ein Therapiebeginn zu diesem Zeitpunkt nicht als
prognoseverbessernd erwiesen hat. Im Folgenden wird beschrieben, welche

Therapiemdglichkeiten beim MM ab dem Stadium Il zur Verfigung stehen.
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1.1.9.1 Konventionelle Chemotherapie
Ende der sechziger Jahre wurde durch Alexanian et al. die Standardtherapie mit

Melphalan und Prednison eingefiihrt. Der Anteil kompletter Remissionen (CR) lag bei
unter 5 %, selten fand sich eine Gesamtiberlebenszeit (OS) von > 10 Jahren [14]. Vor
einer Stammzellsammlung im Rahmen einer Hochdosistherapie (siehe 1.1.9.2) wird
von diesem Schema abgeraten, da es im Gegensatz zum VAD-Schema (Vincristin,
Doxorubicin, Dexamethason) zur Reduktion hamatopoetischer Stammzellen fihrt.
Diese Kombinationschemotherapie oder Modifikationen dieser Therapie erbrachten
geringfigig hohere Remissionsraten, jedoch keine Prognoseverbesserung [15, 16].
Weitere Substanzen der konventionellen Chemotherapie sind Cyclophosphamid
Bendamustin  oder hochdosierte Glukokortikoide . Sie werden vor allem in

Kombinationstherapien mit neueren Wirkstoffen (siehe 1.1.9.4) eingesetzt.

1.1.9.2 Hochdosistherapie und Transplantation autol ~ oger peripherer Blutstammzellen
Durch die Hochdosistherapie (HDT) mit Melphalan gefolgt von einer autologen SZT

konnte eine Erhdhung der CR auf bis zu 40% im Vergleich zu 5-10% nach
konventioneller Chemotherapie sowie eine Verlangerung der mittleren Uberlebenszeit
von etwa 40 auf 60 Monate erreicht werden [17, 18]. Dadurch ist diese Therapieform
aktuell die Standardtherapie bei Patienten mit MM unter 60 Jahr en. Die

Rezidivraten entsprechen jedoch denen nach konventioneller Chemotherapie.

1.1.9.3 Transplantation allogener peripherer Blutst ammzellen
Die allogene Knochenmark- bzw. Blutstammzelltransplantation ist mdglicherweise der

einzige kurative Therapieansatz in der Behandlung des MM, jedoch ist der Stellenwert
dieser Therapieform nicht gesichert. Nach einer allogenen SZT liegt die
Wahrscheinlichkeit fiir ein krankheitsfreies 5-Jahres-Uberleben bei 42% bei einem
Altersmedian von 43 Jahren [19]. Diese verbesserte Prognose ist wahrscheinlich auf
den ,Graft-versus-Myeloma-Effekt* zurtickzuftihren. In einer prospektiven Studie von
2006 mit 284 Patienten konnte allerdings kein Vorteil der HDT mit autologer SZT
gefolgt von einer allogenen SZT gegenuber der ,Tandem-HDT" gezeigt werden [20].
Die Hauptprobleme der allogenen SZT sind die hohe therapiebedingte Mortalitat (TRM)
und Morbiditat, welche durch die ,Graft-versus-host-disease” (GvHD), Organtoxizitat
und Infektionen bedingt sind. In den meisten retrospektiven Arbeiten lag die TRM bei
30-40%. In neueren Studien gelang jedoch durch Verwendung von peripheren

Blutstammzellen  statt Knochenmark eine bessere Kontrolle von GvHD und

Infektionen und durch die Verabreichung von Donorlymphozyteninfusionen (DLI) eine
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Reduktion der TRM auf etwa 20% [21, 22] (siehe auch Tab. 1.4). Auch in Studien, in
denen eine weitaus weniger aggressive Konditionierung vor der Transplantation
verwendet wurde (metakine/nicht-myloablative allogene SZT), konnte eine Reduktion

der TRM erreicht werden (siehe Tab. 1.5).

Tabelle 1.4 Allogene SZT beim MM (myeloablative Kond itionierung)

Studie Patienten CR (O] EFS TRM
Gahrton [23] 162 44% 32% (4 Jahre) | Keine Angabe 25%
Bensinger [24] 80 36% 24% (5 Jahre) | 20% (5 Jahre) 56%
Alyea [25] 66 22% 39% (4 Jahre) | 23% (4 Jahre) 24%
Reece [26] 26 50% 46% (3 Jahre) | 40% (3 Jahre) 19%
Kroger [27] 18 53% 77% (6 Jahre) | 31% (6 Jahre) 17%
Tabelle 1.5 Allogene SZT beim MM (dosisreduzierte Ko  nditionierung)

Studie Patienten CR (O] EFS TRM

Badros [28] 31 61% 15 Mon. (median) 30%
Lee [29] 45 64%
Peggs [30] 20 10% 71% (2 Jahre) 30% (2 Jahre) 15%
Einsele [31] 22 59% 62% (2 Jahre) 26% (2 Jahre) 23%
Perez-Simon [32] 29 k. A. 60% (2 Jahre) 33% (2 Jahre) 21%
Kroger [33] 17 73% 74% (2 Jahre) 56% (2 Jahre) 11%
Maloney [34] 54 57% 78% (1 Jahr)

1.1.9.4 Neuere Wirkstoffe

Vor allem bei therapierefraktarem oder rezidiviertem MM, aber auch als
Induktionstherapie bei alteren Patienten oder vor einer HDT mit autologer SZT wird
Thalidomid verwendet. Dabei kommt es als Monotherapie oder in
Kombinationstherapien mit z. B. Dexamethason oder Cyclophosphamid zum Einsatz.
Ahnliche Indikationen bestehen fir das ebenfalls zu den ,immunomodulatory drugs®
(ImiDs) zahlende Lenalidomid , auf das zudem auch Patienten mit Therapieversagen
nach Thalidomid ansprechen. Seit dem Jahr 2004 ist der Proteaseinhibitor Bortezomib
(Velcade®) zur Therapie des MM zugelassen und wird vor allem bei stark
vorbehandelten Patienten in Mono- oder Kombinationstherapien eingesetzt. Weitere
Medikamente wie z. B. Angiogeneseinhibitoren oder verschiedene Antikdrper werden
in Studien gepruft und lassen erwarten, dass bald weitere Substanzen in die

Myelombehandlung integriert werden kdnnen.
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1.2  Konventionelle Zytogenetik

1.2.1 Methodik

Die konventionelle zytogenetische Untersuchung ist eine Chromosomenanalyse, die
auf der Gewinnung von Metaphasen durch Kultivierung von vitalen und
teilungsfahigen Zellen beruht. Auf diese Weise kann man eine umfassende Darstellung
der genetischen Aberrationen in den Plasmazellen von Patienten mit MM erhalten.
Problematisch bei dieser Methode ist, dass die zur Analyse der Chromosomen
bendtigten Metaphasen haufig nur in ungeniigender Anzahl vorhanden sind, da der
PCLI in der Plateauphase der Erkrankung bei < 1% liegt [35]. Diese Beobachtung
unterscheidet das MM als Erkrankung der terminal differenzierten B-Zelle von anderen
Tumoren des hamatopoetischen Systems und hat zytogenetische Untersuchungen in
der Vergangenheit stark eingeschrankt. In einigen Studien wurde durch eine
Stimulation der Knochenmarkzellen mit Wachstumsfaktoren ein Anstieg der
auswertbaren Metaphasen von 30% auf 50% erreicht. [36, 37]. Ein Nachteil gegentber
molekularzytogenetischen Methoden ist jedoch auch, dass kleine oder zu terminal
gelegene Veranderungen an den Chromosomen in der konventionellen Zytogenetik
nicht sichtbar werden. Eine geringe KM-Infiltration durch die Plasmazellen stellt ein
weiteres Problem dar. Die zytogenetische Analyse ergibt dann h&ufig Normalbefunde,
da Kerne von normalen KM-Zellen analysiert werden. Weh et al. zeigten mit speziellen
Farbemethoden, dass die Metaphasen bei Patienten mit einem normalen Karyotyp
Uberwiegend nicht von Plasmazellen stammen, sondern als Kontamination von

anderen, nicht-malignen Zellen des hadmatopoetischen Systems zu verstehen sind [38].
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Abbildung 1.2 Konventionelle Zytogenetik; typischer
mit 9 numerischen (Chr. 3, 5, 9, 11, 14, 15, 17, 19

komplexer hyperdiploider patholog. Karyotyp
, 21) und 2 strukturellen (6q, 14q) Aberrationen
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1.2.2 Inzidenz und prognostische Bedeutung von zyto  genetisch
detektierten Chromosomenaberrationen

Mittels der konventionellen zytogenetischen Untersuchung sind bei 30-50% der
Patienten mit Multiplem Myelom klonale Chromosomenveranderungen nachweisbar
[39-41]. Zwischen klinischen Parametern und zytogenetischem Befund bestehen
signifikante Zusammenhénge. So sind Chromosomenaberrationen héaufiger im
fortgeschrittenen Stadium mit erhéhtem 2-Mikroglobulin. Es bestehen Korrelationen
zum Grad der KM-Infiltration, zum Auftreten von Osteolysen und zur Hohe des PCLI
[42]. Bei Patienten mit klonalen Aberrationen sind zudem eine hdhere
Progressionsrate, ein kirzeres EFS und ein kirzeres OS zu beobachten [43-45].
Patienten mit MM sind anhand der Zytogenetik in zwei Gruppen einzuteilen: In der
hyerdiploiden Gruppe findet man gehauft Trisomien der Chromosomen 3, 5, 7, 9, 11,
15, 19 und 21 sowie Verluste der Chromosomen 2, 8, 13, 14 und Y [45-48]. Sie
zeichnet sich durch eine glinstige Prognose aus. In der hypodiploiden Gruppe finden
sich signifikant haufiger strukturelle Veréanderungen wie IGH-Translokationen oder
Aberrationen, die den Bereich des BCL1-Gens (11g13) oder den langen Arm von
Chromosom 1 involvieren. Zudem treten gehauft Deletionen des Chromosom 13
(Monosomien oder komplette/partielle Deletionen des g-Arms) auf [45-49]. Die
hypodiploide Gruppe zeichnet sich durch eine unginstige Prognose aus. Sie ist mit
einer hoheren Progressionsrate, einem kirzerem EFS und einem kirzeren OS
assoziiert [50]. Strukturelle Veranderungen in 11q13 (BCL1-Lokus), 14932 (IGH-Lokus)
oder Deletionen in 13914 sind mit einer schlechteren Prognose assoziiert.
Prognostisch ginstiger dagegen werden Trisomien der Chromosomen 9 und 19
eingeschatzt [45-49, 51, 52]. In einer Studie mit 55 Patienten mit einem neu
diagnostizierten MM wurde in 39 % ein abnormaler Karyotyp nachgewiesen, was mit
einer signifikant niedrigeren Rate an CR (27 % vs. 48 %) assoziiert war. Die
wichtigsten genetischen Veranderungen waren eine partielle oder komplette Deletion
von Chromosom 13 oder strukturelle Verdnderungen des langen Arms von
Chromosom 11. Patienten mit beiden Abnormalitaten hatten die schlechteste Prognose
mit einem OS von 12 Monaten [53]. Auch nach HDT einschlie3lich ,Tandem-HDT"
hatten Patienten mit abnormem Karyotyp ein signifikant schlechteres EFS und OS [42,

54], insbesondere dann, wenn eine Deletion 13 oder Hypodiploidie vorlagen [55].
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1.3  Molekularzytogenetik

1.3.1 Methodik

1.3.1.1 Vergleichende genomische Hybridisierung (CG  H)
Die CGH erlaubt eine globale Analyse chromosomaler Imbalancen wie Trisomien,

Amplifikationen oder Deletionen in Tumorgenomen [56]. Im Gegensatz zur
konventionellen FISH-Technik werden keine definierten DNA-Sonden mit Metaphase-
oder Interphase-Zellen des Tumors hybridisiert, sondern die gesamte Tumor-DNA und
normale Kontroll-DNA mit unterschiedlichen Fluorochromen markiert und auf normale
Metaphase-Chromosomen hybridisiert. Unterschiede der Signalintensitaten der beiden
genomischen Proben entlang der Chromosomen koénnen mittels eines speziellen
Computersystems identifiziert werden. Die Aussagekraft der CGH ist jedoch limitiert,
da balancierte Aberrationen wie reziproke Translokationen sowie genetische
Veréanderungen < 5-10 Mbp nicht detektiert werden kénnen [57-60]. Die Inzidenz von

klonalen Aberrationen betragt bei dieser Untersuchungstechnik etwa 70% [58, 61].

1.3.1.2 Vielfarben-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisieru  ng (M-FISH)
Die M-FISH-Technik (auch ,multicolour spectral karyotyping“, SKY) ist eine neuartige

Methode, die es ermdglicht, durch die Kombination verschiedener Fluorochrome jedes
Chromosomenpaar der Metaphase individuell zu markieren [62, 63]. Wie bereits bei
anderen Krankheitsentitdten gezeigt wurde, kdénnen durch die Farbkodierung der
Chromosomen relevante Informationen gewonnen werden, die durch die klassische
zytogenetische  Analyse  nicht zur  Darstellung kommen. So  kénnen
Markerchromosomen oder chromosomales Material unbekannter Herkunft spezifiziert
werden. Zudem koénnen sogenannte kryptische (zytogenetisch nicht erkennbare)
chromosomale Veradnderungen durch die Farbkodierung der Chromosomen sichtbar

gemacht werden [64-68].

1.3.1.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) u  nd clg-FISH
Die FISH ist eine molekulazytogenetische Methode, bei der durch die Applikation

fluoreszenzmarkierter DNA-Sonden komplementare DNA-Sequenzen in Metaphase-
Chromosomen und Interphase-Kernen des Tumorgenoms dargestellt und somit
genomische Alterationen nachgewiesen werden koénnen [69-71]. Auf Grund ihrer
GrofRe und der daraus resultierenden Signalstéarke sind fur die Interphase-Diagnostik
DNA-Sonden, die in klnstlichen Bakterien- oder Hefechromosomen Kkloniert sind

(bacterial artificial chromosome [BAC], yeast artificial chromosome [YAC]), gut
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geeignet. FISH kann an KM-Ausstrichen, an sogenannten Tropfpraparaten fixierter
KM-Zellen, an peripheren Blutausstrichen und an fixiertem und geschnittenem Gewebe
durchgefihrt werden. Die verwendeten DNA-Sonden werden meist durch
enzymatische Inkorporation von biotin- oder digoxigeninmarkierten Nukleotiden oder
direkt durch Fluorochrome markiert. Weitere Schritte bis zur mikroskopischen Analyse
sind die Denaturierung der Ziel- und Sonden-DNA, die Hybridisierung und die
Detektion. Eine schematische Darstellung der Arbeitsschritte zeigt die Abbildung 1.3.
Konnten anhand der konventionellen Zytogenetik Deletionen von maximal einer
chromosomalen Bande (ca. 4000 Kb) mikroskopisch nachgewiesen werden, ist es mit
der FISH mdglich, Veranderungen von nur wenigen Kb zu registrieren, was auf Grund
der Tatsache, dass die Grof3e von Genen meist im Bereich von maximal einigen 100
Kb liegt, einen entscheidenden Fortschritt darstellt. Dementsprechend kam es durch
Interphase-FISH-Studien zur Detektion von genetischen Aberrationen bei Gber 90%
der Myelompatienten [72], da nun auch kleine interstitielle Deletionen und Insertionen
oder subtelomere Aberrationen dargestellt werden konnten. Ein weiterer Vorteil ist,
dass auch die Analyse von Interphasezellen mdglich ist. Weil keine Mitosen mehr
bendtigt werden, vereinfacht dies die Untersuchung von Tumoren mit einer sehr
niedrigen Proliferationsrate und verleihnt der Methode eine hohe Sensitivitat und
Spezifitdét. Nachteilig hierbei ist, dass durch die gezielte Darstellung einzelner
Aberrationen keine umfassende Genom- und Chromosomenanalyse moglich ist.
Weiterhin kann man bei der mikroskopischen Auswertung eines Préparats die Kerne
der Plasmazellen (PZ) nicht von denen der tibrigen KM-Zellen unterscheiden, wodurch
immer auch benigne Zellen mit ausgewertet werden. Besonders bei einer geringen
Knochmarkinfiltration durch die PZ ist das Ergebnis also nicht aussagekraftig. Abhilfe
fur zuletzt genanntes Problem konnte durch die Kombination der FISH mit einer

zytoplasmatischen Immunglobulinfarbung (clg-FISH) geschaffen werden. Bei
dieser auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methodik bleiben die
Charakteristika der Zellen erhalten. Durch eine immunhistochemische Darstellung der
intrazytoplasmatisch gelegenen k- und A-Leichtketten mittels fluoreszenzmarkierter
Antikdrper ist es nun moglich, die PZ sicher von den restlichen KM-Zellen zu
unterscheiden [73]. Dies flhrt zu einer weiteren Steigerung von Sensitivitat und
Spezifitdt der Methode. Eine Alternative im Falle eines sehr geringen PZ-Anteils im
KM-Aspirat stellt die Anreicherung der PZ mittels ,magnetic activated cell sorting"
(MACS) dar. Auf Grund der fehlenden umfassenden Chromosomenanalyse der clg-

FISH wird die Kombination mit der konventionellen Zytogenetik empfohlen [74, 75].
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1.3.1.4 DNA- und RNA-Chips
Zu den neuesten und modernsten Untersuchungemethoden in der Analyse von

Chromosomenveranderungen beim MM gehdren DNA-/RNA-Chips oder -Microarrays.
Sie bestehen aus einem festen Trager (z. B. Glasobjekttrager), auf den in einem
regelmafligen Muster einzelstrdngige DNA-/RNA-Molekile bekannter Sequenz
aufgebracht sind. Nach der Probenvorbereitung (Extraktion, PCR) folgt die
Hybridisierung auf dem Microarray, anschlieRend, nach stringentem Waschen, die
Detektion. Mittels Sequenzanalyse und Gen-Expressionsanalyse werden die Chips
bioinformatisch ausgewertet. Bei hdchstintegrierten Microarrays kénnen so mehr als
10.000 verschiedene Gene gleichzeitig analysiert werden. Durch dieses sogenannte
.global gene expression profiling” mittels ,microarray-based comparative genomic
hybridization® (M-CGH) verpricht man sich eine Screeningmethode, anhand der

molekulare Subgruppen des MM Kklassifiziert werden konnen [76-80].

1.3.2 Inzidenz und prognostische Bedeutung von
molekularzytogenetisch detektierten Chromosomenaber rationen

1.3.2.1 Deletion 13q14
Hierbei handelt es sich um den Verlust des ganzen oder des grof3ten Teils des langen

Arms von Chromosom 13, nur gelegentlich treten interstitielle Deletionen auf [81].
Besonders haufig betroffen sind die Regionen D13S72 und D13S31, dahinter die
ebenfalls auf 13q lokalisierten Gene BRCA2 und RB1, fast immer aber ist die Region
13914 betroffen [82-85].

Die Inzidenz von Deletion 13q14 betragt in konventionellen zytogenetischen Studien
14-36% [37, 39, 41, 42, 47, 50, 51, 53], in Interphase-FISH-Studien 28-54% [52, 86-
95]. In einer Studie fanden sich Deletionen von D13S72 und D13S31 sogar in 70% und
64% der Falle [83].

Auffallig bei Patienten mit del(13q) sind eine gesteigerte Neoangiogenese im KM [96]
und Korrelationen zur Hohe des M-Gradienten, zum A-Leichtketten-Typ, zu erhdhten
LDH- und B2-Mikroglobulin-Spiegeln und zu einem niedrigen Hb-Wert [97]. Hinsichtlich
der prognostischen Bedeutung von Deletion 13q hat in den vergangenen Jahren ein
Umdenken stattgefunden. Untersuchungen aus den Jahren 1999 - 2004 zeigten ein
signifikant kirzeres EFS und OS sowohl nach konventioneller Chemotherapie als auch
nach Hochdosistherapie und allogener SZT [86, 90, 92-95, 98]. Neuere Studien aus

den Jahren 2005 - 2007 wiesen jedoch nach, dass Deletion 13q als alleinige Aberration
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bei Patienten mit MM in der uni- und multivariaten Analyse keinen unginstigen
prognostischen Faktor darstellt [52, 75, 87, 88, 99, 100]. Weitere Untersuchungen
ergaben, dass Deletion 13q haufig mit anderen als prognostisch ungunstig eingestuften
Aberrationen wie z. B. t(4;14) oder t(14;16) assoziiert ist [87, 88, 91, 101, 102]. Es wird
vermutet, dass ein bislang der Deletion 13 zugeschriebener negativer Einfluss auf die
Prognose mdoglicherweise auf diese mit ihr assoziierten IGH-Translokationen

zuriickzufuhren ist (siehe auch 1.3.2.4).

1.3.2.2 Deletion 17p13
Auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 ist das Tumorsuppressorgen P53 lokalisiert,

welches in die Kontrolle der normalen Zellproliferation, -differenzierung und -apoptose
involviert ist. Die Inaktivierung von P53 (durch Mutation oder Verlust eines Allels)
wurde in vielen soliden Tumoren gefunden und zeigte sich als prognostisch relevant.
Bei hamatologischen Erkrankungen ist die Inzidenz weitaus geringer. Unklar ist
momentan weiterhin, ob die P53-Funktion beim MM bereits durch den Verlust eines

Allels inaktiviert ist oder noch zuséatzliche Faktoren eine Rolle spielen.

In den meisten grofRen FISH- und PCR/SSCP-Studien lag die Inzidenz der P53-
Deletion bei 2-13% [52, 87, 88, 90, 103-107], nur in einer Studie bei neu
diagnostizierten Myelomen fand sie sich in 33% der Falle [108]. Die geringere Inzidenz
bei der MM-Vorstufe MGUS [109] und die Assoziation zu aggressiven Verlaufen (z. B.
Plasmazellleukamie) mit einer Inzidenz von bis zu 55 % bei fortgeschrittenen
Myelomen und dber 60 % in HMCLs lassen vermuten, dass die Deletion P53 als ein
Marker der Tumorprogression zu werten ist [86, 89, 108, 110-117]. Bei Patienten mit
einer ZNS-Beteiligung des MM wurde sie sogar in 89% der Falle gefunden [118]. Um
ein Vielfaches geringer ist die Inzidenz bei konventionellen zytogenetischen
Untersuchungen, was dadurch erklarbar ist, dass es sich meist um interstitielle

Deletionen handelt, die auf den Chromosomen nicht erkannt werden kénnen [108].

Hinsichtlich der prognostischen Bedeutung fand sich bei Patienten mit P53-Deletion ein
signifikant kirzeres OS nach konventioneller Chemotherapie [86, 90, 108, 115, 116].
Als Ursache fiir die kurze Uberlebenszeit ist das schlechte Ansprechen auf die
Chemotherapie anzusehen. Dies erinnert an Patienten mit chronischer lymphatischer
Leukamie [119] und ist moglicherweise darauf zurtickzufiihren, dass viele zytotoxische
Substanzen Uber eine Induktion der Apoptose wirken, wofir beide P53-Allele bendtigt
werden. Alternativ ist die Generierung komplexer genetischer Veranderungen nach

Verlust der Wachterfunktion von P53 zu diskutieren. Nach einer Hochdosistherapie
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zeigte sich ein signifikant kiirzeres EFS und OS [87, 88, 102, 106]. Uber die

prognostische Bedeutung nach allogener SZT liegen bisher keine Studien vor.

1.3.2.3 CMYC-Uberreprasentation
Das Onkogen CMYC ist in der Region 8924 lokalisiert. Seine pathogenetische Rolle

beim MM wurde zum ersten Mal 1988 beschrieben [120]. CMYC spielt eine zentrale
Rolle bei der Regulation von Zellproliferation, -differenzierung und -apoptose. Es
aktiviert Gene, deren Produkte das vollstdndige Durchlaufen der einzelnen Phasen des
Zellzyklus ermdglichen und inhibiert gleichzeitig die Transkription der Gene, deren

Proteine fur Wachstumsstopp und Differenzierung verantwortlich sind.

Mittels Interphase-FISH-Studien wurden komplexe Strukturverdnderungen des CMYC-
oder des verwandten LMYC-Gens in 19 von 20 Myelomzell-Linien und bei etwa 50%
der fortgeschrittenen Myelome gefunden, darunter komplexe Insertionen und
Translokationen (Translokationspartner: IgH- oder IgL-Lokus) [121]. Eine weitere
Interphase-FISH-Studie zeigte Rearrangements des CMYC-Gens in 15% der
untersuchten MM und Plasmazellleukamien, wobei keine Korrelation zum
Krankheitsstadium bestand [122]. Nur 25% der Rearrangments wurden hier durch
Translokationen wie t(8;22) oder die t(8;14) reprasentiert. Diese Translokationen
gehtren zu den sekundaren, komplexen Translokationen beim MM und treten
wahrscheinlich als spéate Ereignisse im Krankheitsprogress auf [123, 124]. Die
reziproke t(8;14) hat beim MM mit einer Inzidenz von weniger als 5% im Gegensatz
zum Burkitt-Lymphom eine geringere Bedeutung [125-127]. Haufiger ist dagegen eine
verstarkte CMYC-Expression [128]. Hierfir sind entweder Genamplifikationen oder
Mutationen im 5’-nicht-translatierten Bereich des CMYC-Gens verantwortlich, die zur

Deregulation der Translokationskontrolle dieses Gens fiihren [129].

Eine gesteigerte CMYC-Expression erhoht die Proliferationsaktivitat der Myelomzellen,
was zu einem aggressiveren Krankheitsverlauf fuhrt [130]. In einer kleineren FISH-
Studie aus dem Jahr 2001 wiesen 32% der Patienten eine Uberreprasentation von
CMYC auf. Bei diesen Patienten wurde ein signifikant kirzeres EFS nach
konventioneller Chemotherapie gezeigt [116]. Uber die prognostische Bedeutung nach

Hochdosistherapie oder allogener SZT liegen bisher keine Studien vor.
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Tabelle 1.6 del(13g14), del(17p13) und CMYC-Uberreprasentation beim MM

Genlokus Inzidenz Involvierte Gene Genfunktion
13q14 28-54% RB1 Zellzyklusregulation
17p13 2-13% P53 Zellzyklusregulation
824 33%* CMYC Zellzyklusregulation

* Bisher nur 1 Studie an 31 Patienten

1.3.2.4 IGH-Translokationen
Der Immunglobulin-Schwerkettenlokus ist in der Region 1432 lokalisiert. Alterationen

in dieser Region sind bei Plasmazellerkrankungen und anderen B-Zell-Neoplasien
haufig. Die Partnergene von Translokationen sind bei den malignen Lymphomen
spezifisch (CMYC beim Burkitt-Lymphom, Cyclin D1 beim Mantelzell-Lymphom, BCL2
beim follikularen Lymphom), beim MM dagegen sind diese sehr variabel. Die
Bedeutung der IGH-Translokationen wurde beim MM lange unterschéatzt [127]. Erst
durch FISH mit IGH-spezifischen Sonden konnte gezeigt werden, dass haufig
kryptische (zytogenetisch nicht nachweisbare) Translokationen mit Bruchpunkt im IGH-
Lokus stattfinden. Diese Bruchpunkte treten in der Regel in den 'switch’-Regionen des
IGH-Lokus auf [131]. Im Gegensatz zu den meisten IGH-Translokationen bei nodalen
Lymphomen, die zumeist im Rahmen eines illegitimen VDJ-Rearrangements auftreten,
scheint somit bei Myelomen haufig eine illegitime 'switch'-Rekombination zur

Translokation zu fuhren.

Durch Interphase-FISH und andere molekulare Techniken werden IGH-Veranderungen
bei Uber 75% der Patienten mit MM und in nahezu 100% der HMCL gefunden [125,
132, 133]. Dabei scheint die Inzidenz in frihen Krankheitsstadien (I und 1) genauso
hoch wie im Stadium Ill, bei Plasmazellleukdmien oder im Rezidiv zu sein [133]. Die
haufigsten Tranlokationen sind t(4;14) und t(11;14), weniger haufig sind
Translokationen mit MUM-2 (1g21), MYC (8g24), PAX5 (9p13), BCL7A (12g24), BCL2
(18g21), IRF4 (6p25) und MAF (16g23) [134]. Dysregulationen der Gene PAX5 und
BCL7A sind auch vei lymphoplasmozytoiden Lymphomen bzw. Burkitt-Lymphomen
beschrieben. Tabelle 1.7 bietet eine Ubersicht tber die wichtigsten primaren IGH-
Translokationen. Diese Translokationen treten beim MM und bei der MGUS in
ahnlicher Frequenz auf (40-60%), woraus sich schlieRen lasst, dass sie
hochstwahrscheinlich frihe pathogenetische Ereignisse darstellen [7, 135-137], gefolgt
von Chromosom-13-Veranderungen, deren Entstehen moglicherweise durch t(4;14)
und t(14;16) getriggert werden [91].
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Auler bei t(11;14) hat sich bei IGH-Translokationen in den meisten Studien ein
negativer Einfluss auf die Prognose von Patienten mit MM gezeigt. Wie in 1.3.2.1
erwahnt, zeigte sich vor allem in aktuelleren Studien, dass auch die unginstige
Prognose bei Patienten mit Deletion 13g wahrscheinlich eher den IGH-Translokationen
zuzuschreiben ist, welche haufig mit dem Auftreten der Deletion 13q vergesellschaftet
sind [87, 88, 91, 101, 102]. Auf die prognostische Bedeutung der einzelnen

Translokationen wird im Folgenden detailliert eingegangen.

Tabelle 1.7 Primare |IGH-Translokationen beim MM

Partnerlokus Inzidenz Involvierte Onkogene Onkogenfunktion
11913 8-21% Cyclin D1 Zellzyklusregulation
4p16.3 10-27% FGFR3 + MMSET Rezeptortyrosinkinase
16923 1-5% C- MAF bZIP-Transkriptionsfaktor
6p25 21%* MUML1/IRF4 Transkriptionsfaktor

* Bisher nur 1 Studie mit 38 Patienten vorhanden

1.3.2.4.1 1(4,14)(p16;q32)

Die Translokation t(4;14) gehdrt neben t(11;14) zu den mit Abstand haufigsten IGH-
Translokationen beim MM. Sie hat Auswirkung auf die Expression von 2 Genen in der
Region 4pl16: Das Fibroblast-Growth-Factor-Rezeptor-3-(FGFR3-)Gen, welches flr
eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase kodiert, die in Lymphozyten normalerweise nicht
exprimiert wird, gelangt durch die Translokation auf das derivative Chromosom 14
unter den Einfluf3 des IGH-Enhancer-Elements und wird tberexprimiert [138]. Dadurch
werden standig proliferations-stimulierende Signale vermittelt, was maoglicherweise zu
einer Immortalisierung der Myelomzelle beitragt [127]. FGFR3-Uberexprimierende
Myelomzellen proliferieren auch in Abwesenheit ihres Hauptwachstumsfaktors
Interleukin IL-6: Mit IL-6 findet ein gesteigertes Wachstum statt, nach IL-6-Entzug
wurde eine geringere Apoptoserate registriert [139]. Zudem wurde herausgefunden,
dass FGFR3 ein Onkogen ist, das Uber den MAP-Kinase-Pfad embryonale
Fibroblasten von Mausen transformiert. Diese Mause entwickelten ha&matologische
Erkrankungen vom pra-B-Zell-Phanotyp, womit die transformierende Qualitdt von
FGFR3 bewiesen wurde [140, 141]. Weiterhin waren bei einem Teil der MM
Mutationen in dem translozierten Gen nachweisbar, welche Uber Autophosphorylierung
zur konstituionellen Aktivierung des mutierten FGFR3-Proteins und somit zum pro-
proliferativen Effekt fihrten. In einer neueren Studie wurde ein inhibitorischer Anti-

FGFR3-Antikdrper (PRO-001) vorgestellt, bei dem eine zytotoxische Wirkung auf
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Myelomzellen mit t(4;14) nachgewiesen werden konnte [142]. Das zweite dysregulierte
Gen ist MMSET/WHSC1. Die Funktion des Gens und seine Bedeutung fir die
Pathogenese des MM ist bislang jedoch ungeklart [143, 144]. Moglicherweise kodiert
es fur einen Transkriptionsfaktor, der vor allem in schnell wachsenden embryonalen
Geweben, aber auch in verschiedenen adulten Geweben exprimiert wird. Auf
niedrigem Niveau wird er in HMCLs exprimiert und ist im Falle der genannten
Translokation Uberexprimiert [138]. t(4;14)(p16;932) ist somit das erste gesicherte
Beispiel fur eine IGH-Translokation, bei der gleichzeitig zwei Gene mit onkogenem

Potential fehlreguliert werden.

Anhand der konventionellen zytogenetischen Analyse ist t(4;14) in der Regel nicht
erkennbar, da beide Translokationspartner am telomeren Ende der Chromosomen
liegen. Die erstmalige Identifikation der Translokation gelang 1997 durch Southern-
Blot-Analysen [145, 146]. Mittels RT-PCR-, Southern-Blot- und FISH-Analysen ist
t(4;14) bei 10-27% der Patienten mit MM nachweisbar [52, 87, 88, 101, 134, 138, 146-
149]. In einigen Studien fand sich eine signifikante Korrelation zwischen dem Auftreten
von t(4;14) und Deletion 13q [87, 88, 91, 101].

Hinsichtlich der prognostischen Bedeutung wurde gezeigt, dass Patienten mit t(4;14)
ein schlechteres Ansprechen und ein signifikant kirzeres EFS und OS nach
konventioneller Chemotherapie aufweisen [90, 150]. Als Ursache fir das schlechtere
Ansprechen auf die Chemotherapie wurde eine Drogenresistenz in Betracht gezogen.
Nach einer Hochdosistherapie wurde ebenfalls ein signifikant kirzeres EFS und OS
und auch eine geringere Rate an CR festgestellt [87, 88, 102, 149, 151, 152]. Uber die

prognostische Bedeutung nach allogener SZT liegen bisher keine Ergebnisse vor.

1.3.2.4.21(11;14)(g13;q32)

Neben der Amplifikation von 11q fiihrt auch die balancierte t(11;14) zur Uberexpression
des BCL1/Cyclin D1 -Proto-Onkogens (Chromosomenregion 11g13) [153-156]. Das
Cyclin-D1-Protein bindet an Cyclin-D1-abhangige Kinasen (CDK). Die entstehenden
Komplexe wiederum binden an das RB1-Gen-Produkt (pRB) und filhren zu dessen
Hyperphosphorylierung und Inaktivierung. Dieser Vorgang hat die Progression durch
die G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus zur Folge [157]. Zuséatzlich scheint zudem
das potentielle Proto-Onkogen MYEOQOV dysreguliert zu werden [158].

Die Translokation t(11;14)(q13;932) tritt typischerweise beim Mantelzell-Lymphom auf.

Beim MM wird sie durch die konventionelle Zytogenetik nur bei 5% der Patienten
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erkannt [39, 41, 53], mittels FISH-Anlyse ist sie jedoch bei 8-21% der Patienten
nachweisbar [52, 86-88, 91, 102, 134, 152, 159].

Wahrend in zwei kleineren konventionellen zytogenetischen Studien und einer FISH-
Studie Ende der neunziger Jahre von einer unginstigen Prognose bei Patienten mit
t(11;14) ausgegangen wurde [160-162], =zeigten aktuellere, an groRReren
Patientenkollektiven erhobene Daten, dass die Translokation im Gegensatz zu anderen
genetischen Aberrationen keinen oder sogar einen gunstigen Einfluss auf die Prognose
hat: Es bestand kein Unterschied beim EFS oder OS nach konventioneller
Chemotherapie [159]. Im Gegensatz zu Patienten mit Deletion 13q, P53-Deletion oder
t(4;14) zeigten jene mit t(11;14) ein ebenso langes oder signifikant langeres EFS und
OS nach einer Hochdosistherapie [87, 88, 102, 152]. In zwei weiteren Studien wurde
bei Patienten mit einer Cyclin-D1-Uberexpression ein signifikant langeres EFS nach
Hochdosistherapie oder ,Tandem-HDT* beschriecben [163, 164]. Uber die

prognostische Bedeutung nach allogener SZT liegen bisher keine Studien vor.

1.3.2.4.3 1(14;16)(q32;923)

Durch die Translokation t(14;16) gelangt das humane Homolog des viralen
V-MAF-Onkogens, das C-MAF-Proto-Onkogen, unter den Einflu3 regulatorischer
Elemente im IGH-Lokus. C-MAF kodiert fur einen Transkriptionsfaktor der 'basic
zipper'-Familie, zu welcher auch andere Proto-Onkogene wie C-JUN oder C-FOS
gehotren. Mehrere Mitglieder der 'basic zipper'-Familie sind in die Kontrolle von
Proliferation, Differenzierung oder das Antwortverhalten auf IL-6 eingeschaltet. Bei
welchem dieser Mechanismen C-MAF bei der Myelompathogenese eine Rolle spielt,
ist noch unklar. Neben der C-MAF-Hochregulation kommt es durch die genannte
Translokation auch zu einem Bruch in dem kirzlich beschriebenen Gen WWOX [165].
Man schreibt diesem Gen, das mehrere 100 Kb in der Region 16923 umfal’t und an

der fragilen Stelle Fral6D liegt, eine mogliche Funktion als Tumorsuppressorgen zu.

Etwa 25% der HMCLs, aber nur 1-5% der priméren Myelome weisen die Translokation
t(14;16)(932;923) auf [88, 90, 91, 134, 152, 166].

Im Hinblick auf den prognostischen Einfluss von t(14;16) liegen nur wenige Studien
vor. So zeigte sich nach konventioneller Chemotherapie ein signifikant kiirzeres EFS
und OS bei Patienten mit t(14;16) [90]. Den gleichen negativen Einfluss auf die
Prognose hatte die Translokation nach einer Hochdosistherapie [88]. Uber die

prognostische Bedeutung nach allogener SZT liegen bisher keine Untersuchungen vor.
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In einer Studie aus dem Jahr 2002 wiesen von 20 t(14;16)-positiven Patienten 92%
ebenfalls eine Deletion 13g auf [91]. Diese Assoziation konnte in anderen Studien

allerdings nicht bestatigt werden.

1.3.2.4.4 1(6;14)(p25;932)

Im Gegensatz zum Genlokus 6p21, auf dem sich das Onkogen Cyclin D3 befindet, ist
6p25 als Translokationspartner von 14q32 beim MM bislang wenig erforscht. Die
Translokation t(6;14)(p25;932) fuhrt zur Dysregulation des Gens MUM1 (multiple
myeloma oncogene 1)/IRF4 (interferon regulatory factor 4) in der Region 6p25. Das
IRF4-Gen kodiert fur einen Transskriptionsfaktor, der sowohl die Differenzierung von
B-Zellen zu Plasmazellen als auch deren Proliferation nach Mitogen-Stimulation
reguliert [167]. In betroffenen Fibroblasten fordert die IRF4-Uberexpression eine
Transformation. Dariiber hinaus wird in den Zellen mit IRF4-Expression neben drei
anderen Genen das MIG-(monokine induced Dby interferon-gamma-)Gen
Uberexprimiert. Auf diese Weise spielt IRF4 vermutlich eine Rolle bei der Progression
von malignen B-Zell-Erkrankungen/Leuk&mien [168]. Auch bei der B-CLL und dem
Hodgkin-Lymphom wurde die Uberexpression von MUM1/IRF4 beschrieben [169-172].
Bei der B-CLL gibt es Hinweise flir eine ungiinstige Prognose bei Patienten mit (6;14)
und einer Uberexpression von MUM1/IRF4 [169, 173].

Bezlglich der Inzidenz beim MM existieren fur t(6;14)(p25;932), zytogenetisch auf
Grund des subtelomeren Bruchpunkts in 6p25 nicht zu erkennen, bisher nur die Daten
zweier japanischer Studien. Bei lida et al. war sie in 2 von 11 MM-Zelllinien
nachweisbar [167], Yoshida et al. [174] konnten die Translokation mittels PFGE
(pulsed-field gel electrophoresis) in 3 von 17 MM-Zelllinien und durch Interphase-FISH
bei 21% (8/38) der untersuchten Myelompatienten detektieren. Uber die prognostische

Bedeutung beim MM liegen bisher keine Studien vor.
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1.4 Inhalte und Ziele dieser Studie

Aufgrund chromosomaler Veréanderungen koénnen bei den verschiedensten
hamatologischen Erkrankungen unterschiedliche Entitaten und Subgruppen von
Patienten definiert werden, die bei Diagnose zwar ein gleichartiges Kklinisches
Erscheinungsbild aufweisen, aber unterschiedliche therapeutische Vorgehensweisen
erforderlich machen. Auch beim Multiplen Myelom zé&hlen diese, neben Parametern
wie B2-Mikroglobulin, IL-6, PCLI, Serumalbumin, Serumkreatinin und anderen, zu den
bedeutendsten Prognosefaktoren. Es liegen bereits Ergebnisse Uber die prognostische
Bedeutung genetischer Aberrationen bei Patienten mit MM vor, die mit konventionellen
Chemotherapieregimen oder Hochdosistherapien behandelt wurden. Welchen Einfluss
diese Veranderungen auf die Prognose nach einer allogenen Stammzelltransplantation
haben, die sich neben der chemotherapeutischen Wirkung auch auf den ,Graft-versus-
myeloma-Effekt* stitzt, wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt jedoch noch kaum

untersucht.

Ziel dieser Studie ist es, genetische Veranderungen bei Patienten mit MM, die eine
dosisreduzierte allogene Stammzelltransplantation durchlaufen, zu charakterisieren
und mit klinischen, morphologischen und immunologischen Daten zu korrelieren. Dabei
soll die Inzidenz der bereits bekannten Chromosomenaberrationen Deletion 13q,
Deletion P53, Uberreprasentation von C-MYC, t(4;14), t(11;14), t(14;16) und t(6;14)
Uberprift und deren Einfluss auf Therapieansprechen, Therapie-bedingte Mortalitat,
Rezidivrate, ereignisfreies Uberleben und Gesamtiiberleben bei diesem
Therapiekonzept untersucht werden. Die gewonnenen Daten sollen dazu beitragen,
kunftig in Verbindung mit anderen Prognosefaktoren die bestmdgliche, risikoadaptierte
und patientengerechte Therapie zu definieren. Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung,
kombiniert mit der immunhistochemischen Darstellung der intrazytoplasmatisch
gelegenen Leichtketten mittels Fluoreszenz-markierten AK (clg-FISH), ist zurzeit die
beste Methode zur Analyse der genannten Chromosomenaberrationen in den
Plasmazellen bei Patienten mit MM. Durch die Anwendung dieser
Untersuchungstechnik sind in der vorliegenden Studie der aktuellste labormethodische
Standard und eine zweifelsfreie Identifikation der zu untersuchenden Zellen

gewahrleistet.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

2.1.1 Patientencharakteristika

Es wurde das Knochenmark (KM) von 101 Patienten mit Multiplem Myelom (MM)
untersucht, die in dem Zeitraum November 1999 bis Dezember 2006 eine allogene
KMT (n=4) oder SZT (n=97) mit dosisreduzierter Melphalan/Fludarabin-basierter
Konditionierung erhalten haben. Die Patienten wurden in folgenden Kliniken behandelt:
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf, Universitatsklinikum Tudbingen, Deutsche
Klinik far Diagnostik in Wiesbaden, Universitatsklinikum Dresden, Universitatsklinikum
Salamanca (Spanien), Chaim Sheba Medical Center in Tel Hashomer (Israel). Sie
befanden sich in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium (Stadium 1l oder Il nach
Salmon und Durie) und wurden entweder im Rezidiv/Progress oder primar als
»Hochrisiko-Patienten* aufgrund einer nachgewiesenen Deletion 13q transplantiert. Bis
auf wenige Ausnahmen erhielten die Patienten vor der Transplantation eine
dosisreduzierte, Melphalan-/Fludarabin-basierte Konditionierung. 34 Patienten
bekamen die Stammzellspende von einem Familienspender, 67 Patienten von einem
Fremdspender (59 HLA-identisch, 8 HLA-haplo-identisch). Als Induktionstherapie
erhielten fast alle Patienten Vincristin, Doxorubicin (Adriamycin®) und hochdosiertes
Dexamethason (VAD-Schema) oder Modifikationen dieser
Kombinationschemotherapie. In der Regel folgte dann mindestens eine
Hochdosistherapie mit autologer SZT. Etwa ein Viertel der Patienten hatte vor der
allogenen SZT eine Salvagetherapie mit Dexamethason oder neueren Myelom-
Therapeutika wie Thalidomid, Bortezomib oder Lenalidomid erhalten. Die mediane
Beobachtungszeit der Uberlebenden Patienten betrug zum Zeitpunkt der Auswertung
2,8 Jahre. Diese und weitere biologische und klinische Patientencharakteristika sind in

Tabelle 2.1 auf der folgenden Seite zusammengefasst.
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Tabelle 2.1 Biologische und klinische Patientencha

rakteristika

Charakteristika

Patienten (n=101)

Charakteristika

Patienten (n=101)

Geschlecht (w/m)

weiblich

mannlich
Alter (Jahre)
Karnofsky Index (n=65)
B2>-M (mmol/l) (n=79)
Kreatinin (mg/dl) (n=86)
Kalzium (mmol/l) (n=81)
Albumin (g/l) (n=77)
LDH (U/l) (n=84)
CRP (mg/l) (n=68)
Hamoglobin (g/dl) (n=77)
Leukozyten (n/nl) (n=70)
Thrombozyten (n/nl) (n=68)
PZ-Anteil im KM (%) (n=61)
Osteolysen (n=89)

0

1-3

>3

Isotypen

BJ-Protein

Asekretorisch

42
59
52
100
2,4
0,9
2,3
42
166
<5
12,1
5.2
211

21

25
29

35

57
24

1
16

3

(42%)
(58%)
(28-68)
(70-100)
(1-12)
(0,5-7,6)
(1,7-3,4)
(26-49)
(78-390)
(<5-22)
(6,6-16,8)
(2,6-9,0)
(63-399)

(1-98)

(28%)
(33%)

(39%)

(56%)
(24%)
(1%)

(16%)

(3%)

Stadium (Salmon/Durie)

Il (A/B)

Il (A/B)
Vortherapien (Zyklen)
Anzahl der autoSZT

0

1

2 oder mehr
Therapieprotokoll

,,auto-allo“l

,Rezidiv nach auto*?

anderes

Remissionsstatus vor alloSZT

CR
PR
MR / SD
PD
Spender
MRD
MUD
Spendergeschlecht
weiblich
mannlich
ED bis alloSZT (Monate)

Beobachtungszeit (Monate)

26

75

80

17

51

46

69

1/2

26

34

67

31

70

16

33

(26/0)
(60/15)

(2-26)

(4%)
(79%)

(17%)

(50%)
(46%)

(49%)

(3%)
(68%)
(1%/2%)

(26%)

(34%)

(66%)

(32%)
(68%)
(6-299)

(3-73)

Werte sind als Mediane angegeben (Bandbreite).

1 Lauto-allo* = Patienten erhielten eine autoSZT gefolgt von der alloSZT innerhalb von 2-3 Monaten.

2 sRezidiv nach auto” = Patienten erhielten die alloSZT auf Grund von Rezidiv/Progress nach autoSZT.

% hach EBMT-Kriterien, publiziert von Bladé et al. [175]
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2.1.2  Ethische Grundlagen und Datenschutz

Alle Patienten wurden und werden in von der Ethik-Kommission der Arztekammer
Hamburg und entsprechenden Kommissionen in Tubingen, Wiesbaden, Dresden,
Salamanca und Tel Hashomer gebilligten Therapiestudien behandelt. Nach
ausfuhrlicher Aufklarung mussten alle Patienten ihr schriftliches Einverstéandnis zur

Verarbeitung der Daten geben.

Gewebe fir die beschriebenen Untersuchungen wurde ausschlief3lich im Rahmen der
Ublichen Diagnostik und nur mit Einverstéandnis des Patienten enthommen, so dass fir
den Patienten keinerlei zusétzliche Belastung entstand. Eine entsprechende

Genehmigung wurde von der Ethik-Kommission der Arztekammer Hamburg erteilt.
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2.2 Material

2.2.1 FISH-Materialien

Name

Hersteller

AMCA Anti-Human Kappa Chain

Vector (Burlingame, USA)

AMCA Anti-Human Lamda Chain

Vector (Burlingame, USA)

Anti-Avidin = Biotinylated Anti-Avidin D

Vector (Burlingame, USA)

Anti-Digoxigenin-Rhodamin

Roche (Mannheim)

Avidin-FITC = Fluorescein Avidin D

Vector (Burlingame, USA)

Blocking reagent

Roche (Mannheim)

DAPI counterstain

Roche (Mannheim)

Desoxynukleosid-Triphosphat-Set

Roche (Mannheim)

Desoxyuridin-Triphosphate (dUTP):
Biotin-16-dUTP, Digoxigenin-11-dUTP

Roche (Mannheim)

Texas red conjugated donkey anti sheep Ig

Jackson ImmunoResearch

(West Grove, USA)

DNA-Polymerase |, 500 U (9 U/ul)

Promega (Madison, USA)

DNA-Polymerase Buffer 10x

Promega (Madison, USA)

DNase |

Roche (Mannheim)

Human Cot-1 DNA®, 500 pg/1 mg

Invitrogen (Carlsbad, USA)

LSI® C-MYC Spectrum Orange™ DNA Probe

Vysis (Downersgrove, USA)

LSI® D13S25 Spectrum Orange™ DNA Probe

Vysis (Downersgrove, USA)

LSI® P53 Spectrum Orange™ DNA Probe

Vysis (Downersgrove, USA)

LSI® IGH SG/CCND1 SO [t(11;14)] DNA Probe

Vysis (Downersgrove, USA)

LSI® IGH/FGFR3 DC/DF [t(4;14)] DNA Probe

Vysis (Downersgrove, USA)

LSI® IGH/MAF [t(14;16)] DNA Probe

Vysis (Downersgrove, USA)

LSI/WCP® Hyhbridization Buffer

Vysis (Downersgrove, USA)

Pepsin

Sigma-Aldrich (Steinheim)

RNase

Roche (Mannheim)

Vectashield® Mounting Medium

Vector (Burlingame, USA)

2.2.2 PCR-Materialien

Material

Hersteller

Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dNTPs) 10 mM

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Tag-Polymerase
Reaktionspuffer S und Y 10x

Peglab (Erlangen)
Peglab (Erlangen)
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2.2.3 Zellkultur-Materialien

Ampicillin Sigma-Aldrich (Steinheim)
Bacto™ Casamino Acids (Saure-hydrolysiertes Casein) Difco (Detroit, USA)
Bacto™ Tryptone (Pankreatischer Verdau von Casein) Becton Dickinson

(Franklin Lakes, USA)

Bacto™ Yeast Extract (Abstrakt von autolysierten Zellen) Becton Dickinson
(Franklin Lakes, USA)

Bacto™ Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids ) )
) ) ) Difco (Detroit, USA)
(Hefe-Stickstoff [Basis] ohne Aminosauren)

Chloramphenicol Sigma-Aldrich (Steinheim)
D(+)-Glucose Merck (Darmstadt)

Fotales Kéalberserum (FKS) HyClone (Logan, USA)
KaryoMAX® Colcemid® Invitrogen (Carlsbad, USA)
Lyticase Sigma-Aldrich (Steinheim)
Penicillin/Streptomycin Invitrogen (Carlsbad, USA)
Phytohamagglutinin (PHA) Invitrogen (Carlsbad, USA)
RPMI 1640 Medium mit Glutamax™ Invitrogen (Carlsbad, USA)
2.2.4  Primer

Alu 1 5'-GGATTACAGGYRTGAGCCA-3’ .
MWG Biotech
Alu 2 5-RCCAYTGCACTCCAGCCTG-3

2.2.5 BACs, YACs und Cosmide

RP5-1077h22 (6p25) diese Arbeit
RP5-8569g1 (6p25) diese Arbeit
RP3-416j7 (6p25) diese Arbeit

Bacpac Resources
(Oakland, USA)

Y6 (14932) Cuneo et al., 2001 Dr. Matsuda (Kyoto, Japan)

cos-al (14932) Cuneo et al., 2001 Prof. Hagemeijer

(Leuven, Belgien)
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2.2.6 Chemikalien

Name

Hersteller

Adeninhemisulfat

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Agarose 1,5%

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Agarose Ultra Pure

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Ammoniumsulfat

Merck (Darmstadt)

Aqua ad iniectabila/Aqua destillata

Baxter S. A. (Lessines, Belgien)

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Dextran-Sulfat 50%

Amersham (Uppsala, Schweden)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck (Darmstadt)

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (D-PBS) 1x

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Eisessig 100%

Riedel-de Haén (Seelze)

Essigsaure

J. T. Baker (Deventer, Holland)

Ethanol

J. T. Baker (Deventer, Holland)

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Ficoll

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Formaldehyd 37% Lsg. in Wasser

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Formamid

Merck (Darmstadt)

Formamid redestilliert

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Glycerol/Glycerin Approx. 99%

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Isopropanol

Merck (Darmstadt)

Kaliumchlorid Pulver

Merck (Darmstadt)

Kaliumphosphat (KH2PO4xH20)

Merck (Darmstadt)

Magnesiumchlorid-hexahydrat (MgCl.x6H,0)

Serva (Heidelberg)

B-Mercaptoethanol

Merck (Darmstadt)

Methanol

J. T. Baker (Deventer, Holland)

Natriumchlorid

J. T. Baker (Deventer, Holland)

Natriumcitrat

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Natriumhydroxid/Natronlauge

Merck (Darmstadt)

Nonidet P-40

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Salzsaure 0,1 M

Merck (Darmstadt)

Salzsaure 37%

Merck (Darmstadt)

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Bio-Rad (Hercules, USA)

Sorbitol

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Merck (Darmstadt)

Trizma®base, minimum 99,9% titration

Sigma-Aldrich (Steinheim)

Tween 20 (Polyoxyethylenesorbitan Monolaurate)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
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2.2.7 Kits

Name

Hersteller

NucleoBond® PC 500 Plasmid DNA Purification Kit

Macherey-Nagel (Duren)

Qiaquick® PCR Purification Kit (250)

Qiagen (Hilden)

2.2.8 Laborgerate

Gerat Modell Hersteller

Autoklaven Typ T 12 Heraeus Sepatech (Osterode)
Bioclav Schitt (Géttingen)

Brutschrank BBD 6220 Heraeus Sepatech (Osterode)

Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 Zeiss (Jena)

Gelelektrophoresekammer

Horizon® 11.14

Invitrogen (Carlsbad, USA)

Heizblock Medax Nagel (Kiel)

pH-Meter CG811 Schott (Mainz)

Photometer BioPhotometer Eppendorf-Nethler-Hintz
(Hamburg)

Ruhrtisch Ikamag® RH Jahnke & Kunkel (Staufen)

Schuttler Swip KM-2 Edmund Buhler (Hechingen)

Schuttelinkubator G25 New Brunswick (Edison, USA)

Sicherheitswerkbank Klasse 2 Hera safe Heraeus Sepatech (Osterode)

Thermocycler

Mastercycler gradient

Eppendorf (Hamburg)

Vortex Typ Reax1 DR Heidolph (Kehlheim)
Wage PB 300 Mettler (Giessen, Schweiz)
Wasserbader W 200 Memmert (Schwaben)
MS/2 Lauda (Lauda-Kdnigshofen)
Zahlgerat Counter® Assistent Karl Knecht (Sondheim)
Zentrifugen Biofuge 13 Heraeus Sepatech (Osterode)
Multifuge 3 S Heraeus Sepatech (Osterode)

Cytozentrifuge

Kihlzentrifugen

Vakuumzentrifuge

Centrifuge 5414
J2-HS
Cytospin 2

Biofuge 13R
Megafuge 1.0R
Hetovac VR-1

Eppendorf (Hamburg)
Beckmann (Palo Alto, USA)
Shandon Southern
(Sewickley, USA)

Heraeus Sepatech (Osterode)
Heraeus Sepatech (Osterode)

Heto (A/S Birkerod, Ddnemark)
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2.2.9 Sonstige Labormaterialien

Material Modell Hersteller
Deckglaser @ 13 mm Karl Hecht (Sondheim)

24 x 60 mm Marienfeld (Lauda-Kdnigshofen)
Kulturflaschen 40 ml Sarstedt (Nimbrecht)
Kivetten aus Glas Conrad (Hamburg)
Kivetten fir Photometer Uvette® Eppendorf (Hamburg)
Montagekleber Fixogum Marabuwerke (Tamm)

Objekttrager ca. 76 x 26 mm Carl Roth (Karlsruhe)
Parafim® "M" Pechiney Plastic Packaging
(Chicago, USA)
Petrischalen Nunc (Roskilde, Danemark)
Pipetten 1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl Eppendorf (Hamburg)

Pipetten fur Pipettierhilfe

Falcon® 5ml, 10ml

Becton Dickinson

(Franklin Lakes, USA)

Pipettenspitzen

Eppendorf t.i.p.s.

Eppendorf (Hamburg)

Pipettierhilfe (akkubetrieben) Pipetus® Hirschmann (Eberstadt)
Plastikréhrchen Falcon® 15 ml Becton Dickinson
(Franklin Lakes, USA)
50 ml, 250 ml Beckmann (Palo Alto, USA)

Reinigungsséaulen

MicroSpin™ G-50

Amersham Biosciences
(Piscataway, USA)

Tubes

Eppendorf-Tubes
0,05 ml, 0,1 ml, 1,5 ml

Cryotubes™ Vials 1 ml

Eppendorf (Hamburg)

Nunc (Roskilde, Danemark)
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2.3 Methoden

Samtliches von mir selbst ausgewertetes KM (Patienten aus Hamburg, Dresden,
Wiesbaden und Tubingen) sowie das KM der spanischen Patienten wurden mittels der
unten beschriebenen clg-FISH analysiert (n=80). Um die Aussagekraft der Ergebnisse
zu verbessern, wurden bei der statistischen Gesamtauswertung auch israelische
Patienten und einige Patienten aus Hamburg berlcksichtigt, deren KM mittels

Interphase-FISH ohne zytoplasmatischen Ig-Farbung analysiert wurden (n=21).

Soweit beschriebene Materialien nicht in der angewendeten Form vom Hersteller
bestellt wurden, sind die jeweiligen Bestandteile mit angegeben. Selbst angefertigte
Losungen oder Medien wurden im Anschluss autoklaviert. Arbeitsschritte wie
Waschen, Verdauen, Dehydrieren etc. wurden, wenn nicht anders angegeben, in den
entsprechenden in Glaskiivetten vorbereiteten Lésungen auf dem Schittler (150 min™)
vorgenommen. Arbeitsschritte, bei denen fluoreszenzmarkierte DNA-Sonden oder
Antikoérper (AK) zur Anwendung kamen, wurden auf Grund der Lichtempfindlichkeit
dieser Materialien mit einer Abdeckung durchgefiihrt. Das kurze Anzentrifugieren von
Gemischen in Eppendorf-Réhrchen erfolgte stets mit der Tischzentrifuge Biofuge 13.
Zur Hybridisierung oder Inkubation Uber Nacht wurden Objekttrager (OT) mit
Metaphasen oder Cytospins (CS) in eine feuchte Kammer (mit feuchten Tuchern

ausgelegter verschlieRbarer Kasten) gelegt.

2.3.1 Verarbeitung des Knochenmarkaspirats zu Cytos  pins

2.3.1.1 Ficoll-Separation/Cytospin-Herstellung

Material Aufbereitung/Herstellung

D-PBS

Ficoll

Ethanol-Reihe 70%/80%/100% Ethanol

DMSO

FKS

RPMI 1640 Medium +Glutamax™

Knochenmarkaspirat
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Prinzip: An dem heparinisiertem Knochenmarkaspirat der Patienten wurde mittels der
Ficollseparation eine Trennung der kernhaltigen Zellen von den Erythrozyten
durchgefuhrt. Die Ficollreste wurden ausgewaschen und die intakten Zellen mit einer
Cytozentrifuge auf den OT zentrifugiert. So erhielt man einen ,Spot* mit intakten

Knochenmarkzellen.

Procedere: Das Knochenmarkaspirat wurde 1:1 mit D-PBS verdiunnt. Dann wurden 3
ml Ficoll in ein 15ml-Falcon®-Rdhrchen gegeben und das verdiinnte Aspirat langsam
mit einer Pasteurpipette auf das Ficoll pipettiert, so dass 2 Phasen entstanden (wenn
mehr als 4 ml Aspirat vorhanden war, wurden 2 Rohrchen verwendet). Das R6hrchen
wurde 30 min zentrifugiert (Multifuge 3 S, 1390 rpm) und der so entstandene
Leukozytenring zwischen der roten und der transparenten Phase wurde vorsichtig
abpipettiert und in ein neues ROhrchen Uberfuhrt. Hierin wurde er mit D-PBS
gewaschen und das Rohrchen 5 min zentrifugiert (Multifuge 3 S, 1000 rpm).
AnschlieBend wurde der Uberstand dekantiert und das Pellet mit D-PBS (100-200 pl)
aufgeschwemmt (falls ausreichend Zellen im Aspirat vorhanden waren, wurde nun die
Halfte bei —80<C eingefroren, siehe 2.3.1.2). Nun w urden mittels Zentrifuge probeweise
2 CS angefertigt (Cytospin 2, 5 min, 400 rpm) und die Zelldichte kontrolliert. Dann
wurde mit 4 ml D-PBS aufgeflllt und 8 weitere CS angefertigt (pro CS wurden 200 pl
der Zellsuspension verwendet). AnschlieRend wurden die CS bei Raumtemperatur
(RT) getrocknet und mit einer aufsteigenden Ethanol-Reihe dehydriert. Dann wurden

sie bei —20<C eingefroren.

Vor der Verwendung wurden die CS 30 min bei 4C im Kuhlschrank und 30 min bei RT

aufgetaut.

2.3.1.2 Einfrieren von Uberschiissigen Zellen aus de  m Knochenmarkaspirat

Material Aufbereitung/Herstellung

DMSO

FKS

RPMI
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Prinzip: Damit flr eventuelle weitere molekularzytogenetische Analysen noch intakte
Knochenmarkzellen des Patienten zur Verfiigung standen, wurde ein Teil Zellen mit

einem Gefrierschutz versetzt und eingefroren.

Procedere: Wie in 2.3.1.1 beschrieben wurde nach dem Aufschwemmen mit D-PBS die
Halfte des Materials eingefroren. Dazu wurde das Rohrchen erneut 5 min zentrifugiert
(Multifuge 3 S, 1000 rpm) und der Uberstand dekantiert. Das Pellet wurde in 500 pl
RPMI resuspendiert und anschlie3end in ein Cryotube™ dberfihrt. 500 pl FKS und
100 pl DMSO wurden hinzupipettiert, das Tube mehrere Male gewendet und dann bei

—80<C eingefroren.

2.3.2 Herstellung von Objekttragern mit Metaphasen aus PHA-Kulturen

2.3.2.1 Ansatz und Aufarbeitung von PHA-Kulturen

Material Aufbereitung/Herstellung
Medium 125 ml RPMI 1640 Medium mit Glutamax™
7 ml FKS

500 pl Penicillin/Streptomycin

Heparin-Blut

PHA

Karyomax® Colcemid®

KCI-Lésung 0,075 M 1,5 g KCI-Pulver, 1 | dH20

- im Brutschrank bei 37<C lagern

Fixativ Methanol + Eisessig (100%), Verhéltnis 3:1

Prinzip: Mittels PHA wurden die Leukozyten in von gesunden Probanden
entnommenem, heparinisiertem Blut zur Teilung stimuliert. Danach wurden die Zellen
mit dem Spindelgift Colcemid in der Metaphase der Mitose arretiert und anschlie3end
fixiert. Die Metaphase-Chromosomen wurden spater zur Probe-Hybridisierung mit den
selbst hergestellten DNA-Sonden 1077h22, 856gl, 416j7, cos-al und y6 bendtigt
(siehe 2.3.4).
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Procedere: Jeweils 10 ml Medium, 0,6-0,8 ml Heparin-Blut und 0,3-0,4 ml PHA wurde
in Kulturflaschen pipettiert und 72 h im Brutschrank bei 37T inkubiert. Nach
Uberfilhrung in 15ml-Falcon®-R6hrchen wurde 0,05 ml Karyomax® Colcemid®
zugegeben und 30 min im Brutschrank bei 37<C inkubiert. Danach wurden die
Rohrchen 5 min zentrifugiert (Multifuge 3 S, 1000 rpm) und der Uberstand mit der H,O-
Strahlpumpe abgesaugt. 6 ml KCI-Losung (auf 37C vorgewarmt) wurden
hinzuzugegeben und anschlieend 20 min im Wasserbad bei 37T inkubiert. Nach 5
min Zentrifugieren (Multifuge 3 S, 1000 rpm) wurde der Uberstand mit der H,O-
Strahlpumpe abgesaugt. Mit der Pasteur-Pipette wurde 0,5-1 ml frisches Fixativ und
dann zusatzlich die Zellsuspension aufgezogen, so dass ein Fixativ-
Zellsuspensionsgemisch entstand. Dieses wurde ausgesplilt, 1 mal gemischt und nach
Zugabe von 6 ml Fixativ erneut gemischt. AnschlieRend wurde 5 min zentrifugiert
(Multifuge 3 S, 1000 rpm) zentrifugiert, der Uberstand mit der H,O-Strahlpumpe
abgesaugt, 6 ml frisches Fixativ hinzugegeben und wieder zentrifugiert und abgesaugt.
Dieser Arbeitsschritt wurde mindestens 2 mal wiederholt, bis der Uberstand klar und
das Sediment sauber (weil3) war. Die gewonnenen Zellkerne wurden in Fixativ bei

-20C geschlossen gelagert.

Um die in 2.3.2.2 bendtigte Zellkernsuspension herzustellen, wurde das Material 5 min
zentrifugiert (Multifuge 3 S, 1000 rpm) zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und ca. 1

ml frisches Fixativ hinzugegeben.

2.3.2.2 Vorbehandlung der OT und Ausstrichtechnik

Material Aufbereitung/Herstellung
dH,0O

Methanol

Zellkernsuspension siehe 2.3.2.1

Prinzip: Um die spatere FISH-Analyse von Metaphasen zu ermdglichen, wurde die
Zellkernsuspension auf OT aufgetropft und verteilt. Durch das Aufplatzen der
Kernmembran konnten die einzelnen Metaphase-Chromosomen besser charakterisiert

werden.
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Procedere: Trockene OT wurden zum Entfetten in Methanol gespult und fur den
Gebrauch in dH,O gewassert. Dann wurden sie trocken gewischt, 3 Tropfen
Zellkernsuspension aufgetropft und durch Pusten oder Schwenken gleichmalRig

verteilt. AnschlielRend wurden die OT an der Luft getrocknet.

2.3.3 Herstellung der DNA-Sonden 1077h22 (6p25), 86 591 (6p25), 416j7
(6p25), cos- al (14932) und y6 (14932)

2.3.3.1 Gewinnung von ,bacterial artificial chromos omes" (BACs) und ,yeast artificial
chromosomes* (YACs) aus E.-coli- und S.-cerevisiae -Dauerkulturen

Prinzip: Zuerst wurden Bakterien- und Hefenkulturen angezichtet, daraus
Einzelkolonien entnommen und diese wiederum angezichtet. So erhielt man BAC- und
YAC-transformierte Bakterien- und Hefenkulturen, die jeweils von einem einzelnen
Klon abstammten. Mittels Saulen-Affinitatschromatographie wurde die DNA extrahiert
und gereinigt und anschlielend photometrisch gemessen. Die YAC-DNA wurde
danach mittels der Alu-PCR amplifiziert und das Ergebnis anhand einer Agarose-
Gelelektrophorese Uberprift. Danach wurde erneut eine Reinigung der amplifizierten

DNA durch Saulen-Affinitatschromatografie durchgefinhrt.

2.3.3.1.1 Anzucht von BAC-transformierten Dauerkulturen auf Agarplatten

Material Aufbereitung/Herstellung

11LB-Medium 11dH,0
10 g/l Bacto™ Tryptone
5 g/l Bacto™ Yeast Extract
1800 g/l NaCl

NaOH

Agarose 1,5%

Chloramphenicol 20 mg/ml

E.-coli-Dauerkulturen (Glycerolstocks)

Procedere: Der pH-Wert des LB-Mediums wurde mit NaOH auf 7-7,6 eingestellt,
danach wurde es autoklaviert und anschlieBend 15 g 1,5% Agarose hinzugegeben.

Das Gemisch wurde in der Mikrowelle aufgekocht, auf 60C abgekuhlt und 100 pl
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Chloramphenicol wurden ergdnzt. Dann wurde das Gemisch in Petrischalen gegossen
und abgekihlt, bis es fest war. Die Glycerolstocks mit den Bakterien wurden
ausgestrichen und tber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Danach wurden die

Petrischalen im Kiuhlschrank bei 4C verwahrt.

2.3.3.1.2 Anzucht von BAC-transformierten Einzelkolonien in Flissigmedium

Material Hersteller

11TYB-Medium 11dH0
16 g/l Bacto™ Tryptone
16 g/l Bacto™ Yeast Extract
5 g/l NaCl
3,2 g/l KH2PO4xH>0

11 LB-Medium siehe 2.3.3.1.1

Chloramphenicol 20 mg/ml

Glycerol

Procedere: Es folgte das Animpfen von Ubernachtkulturen. Dafir wurde der pH-Wert
des TYB-Mediums mit NaOH auf 7,2-7,6 eingestellt, dann wurde es autoklaviert. Zum
Ansetzten einer Vorkultur wurde eine Chloramphenicol-resistente Bakterienkolonie der
Petrischale (siehe 2.3.3.1.1) enthommen, in ein 50ml-Falcon®-Réhrchen mit 5 ml TYB-
Medium und 5 pl Chloramphenicol Gberimpft und fir 8 h bei 37T schittelnd (260 rpm)
inkubiert. Je 2,5 ml Vorkultur wurde anschlielend mit 250 ml LB-Medium und 250 pl
Chloramphenicol in einen 1I-Erlenmeyerkolben mit Schikanen gegeben und tGber Nacht
bei 37T schittelnd (260 rpm) inkubiert (Zur Herste llung von neuen Dauerkulturen
(Glycerolstocks) konnten 400 pl der Ubernachtkulturen mit 600 pl Glycerol als

Gefrierschutz versetzt und bei —20<C eingefroren we rden).

Nach abgeschlossener Inkubation wurde die Bakteriensuspension in 250ml-
Zentrifugenréhrchen gefillt, auf Eis gestellt und danach 15 min zentrifugiert

(Beckmann-Zentrifuge, 8000 rpm, 4C), der Uberstand wurde abgegossen.
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2.3.3.1.3 Anzucht von YAC-transformierten Dauerkulturen

Material Aufbereitung/Herstellung

11 AHC -Medium: 1,7 g Yeast Nitrogen Base
5 g Ammoniumsulfat (NH4)2SO4
10 g Casamino Acids
20 g D(+) Glucose

Sorbitol 2 M 364,4 g, 11dH,0 oder 72,9 g, 200 ml dH,O
EDTAO05M 8,04 g EDTA, 40 ml dH,O

- auf pH 7,5 einstellen, dH20 ad 50 ml
Natriumcitrat 1 M 29,4 g, 100 ml dH,O oder 58,8 g, 200 ml dH,0
Tris HCI 1 M 121,1 g Trizma®base, 800m| dH>O

- auf pH 7,5 einstellen, dH,O ad 1|
NaCl5 M 299,2 g + 1000 ml dH,O
SDS 20% 20 g + 100 ml dH,0O
dH,0O
Adeninhemisulfat 20 mg/ml 20 mg, 1 ml dH20
Ampicillin 200 mg/ml 100 mg, 1 ml dH20
Lyticase

Beta-Mercaptoethanol

Nonidet P-40

S.-cerevisiae-Dauerkulturen (Glycerolstocks)

Procedere: Zu 20 ml AHC-Medium wurden im Erlenmeyerkolben 40 pl
Adeninhemisulfat, 20 pl Ampicillin und ein wenig des Glycerolstocks hinzugegeben und
fur 3-4 Tage bei 30T schittelnd (225 rpm) inkubier t.

Nach Abschluss der Inkubation wurde der Ansatz in 50ml-Falcon®-R6hrchen umgefuillt
und 10 min zentrifugiert (Megafuge 1.0R, 2000 rpm, 4<C). Es folgte der Ansatz der
~Spheroplastic Solution” mit 35 ml 2 M Sorbitol, 7,5 ml 0,5 M EDTA, 7 ml 1 M Natrium-
Citrat und 19,4 ml dH,O. Kurz vor Gebrauch dieser Lésung wurden 700 pl Lyticase und
410 ul Beta-Mercaptoethanol dazugegeben.

Nun wurde der Uberstand abgegossen, das Pellet in 3,5 ml Spheroplastic Solution
resuspendiert, in 15ml-Falcon®-Rohrchen dberfihrt und gevortext. Es folgte eine
zweistlindige Inkubation im Wasserbad bei 37C mit gelegentlichem Schitteln.
AnschlieRend wurde die ,Lysis Solution“ mit 2,8 ml 0,5 M Tris-HCI pH 7,4, 2,8 ml 5 M
NaCl, 1,4 ml 20% SDS, 280 ul Nonidet P-40 und 19,31 ml dH,O angesetzt. Kurz vor

Gebrauch wurden 5,7 pl Beta-Mercaptoethanol dazugegeben.
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Die Suspension wurde 10 min zentrifugiert (Megafuge 1.0R, 2000 rpm, 4<), der
Uberstand abgegossen und das Pellet in 1,4 ml Lysis Solution resuspendiert. Danach
folgte die Inkubation im Wasserbad bei 68<C fur 20- 30 min.

2.3.3.1.4 Praparation von BAC-/YAC-DNA durch Saulenaffinitatschromatographie

Material Aufbereitung/Herstellung

70% Ethanol -

Isopropanol -

TE-Puffer (1/10) 10 ml 1 M Tris-HCI pH 7,5 (siehe 2.3.3.1.3), 2ml 0,5 M
EDTA (siehe 2.3.3.1.3), 988 ml dH,O

NucleoBond® Plasmid DNA Purification Kit (PC 500)

S1-Puffer 50 mM Tris-HCL, 10 mM EDTA, 100 pg/ml Rnase A,
pH 8,0

S2-Puffer 200 mN NaOH, 1% SDS

S3-Puffer 2,8 M Kac, pH 5,1

N2-Puffer 100 mM Tris, 15% Ethanol, 900 mM KClI, 0,15% Trition
X-100 - mit H3PO4 auf pH 6,3 einstellen

N3-Puffer 100 mM Tris, 15% Ethanol, 1,15 M KCI
- mit H3PO4 auf pH 6,3 einstellen

N5-Puffer 100 mM Tris, 15% Ethanol, 1 M KCI

- mit H3PO4 auf pH 8,5 einstellen

NucleoBond® Faltenfilter -

NucleoBond® AX 500 Saulen -

Plastik-Waschanlage -

RNase A -

Procedere: Zur Praparation der BAC-/'YAC-DNA wurde das ,Plasmid-DNA-Purification-
Kit* NucleoBond® PC 500 verwendet. Die Durchfihrung orientierte sich an den
Herstellerangaben. Nach dem Auffangen und Reinigen der DNA wurde die DNA-

Konzentration photometrisch gemessen (siehe 2.3.3.1.5).

2.3.3.1.5 Photometrische DNA-Konzentrationsmessung

Procedere: Zur Bestimmung der Konzentration einer DNA-Probe wurde diese 1:50 mit
dH,O verdiinnt und gegen einen Leerwert als Differenzabsorption gemessen. Dazu

wurde das Gerat mit einer dH,O-Probe geeicht und anschlielend die Absorption der

45




Material und Methoden

DNA-Probe bei einer Wellenlange von 260 nm (Azo) gemessen. Zur Kontrolle der
Reinheit der DNA-Probe wurde zusatzlich eine  Messung bei  der
charakteristischerweise von Proteinen absorbierten Wellenldnge von 280 nm (Ayg)
durchgefuhrt und der Quotient Ayg/Azgo bestimmt. Dabei wurde angenommen, dass
man bei Werten zwischen 1,8 und 2 von einer ausreichenden Reinheit der DNA-Probe
ausgehen konnte. Werte kleiner 1,8 sprachen fur eine Verunreinigung durch Proteine,

Werte grof3er 2 fur eine Verunreinigung durch RNA.

2.3.3.1.6 YAC-DNA-Amplifikation durch die Alu-Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Material Aufbereitung/Herstellung

dH20

dNTPs 10 mM

Tag-Polymerase
Reaktionspuffer S 10x
Reaktionspuffer Y 10x

YAC-DNA siehe 2.3.3.1.4

Primer:
Alu 1 (Sequenz: 5'-GGATTACAGGYRTGAGCCA-3)
Alu 2 (Sequenz: 5'-RCCAYTGCACTCCAGCCTG-3')

Qiaquick® PCR Purification Kit (250)
PBI-Puffer Na;HPO4, NaH,PO4, Guanidin-Hydrochlorid,

Isopropanol — auf pH 7,4 eingestellt

PE-Puffer (Konzentrat) 20 mM Piperazin (pH 6,0), 5 mM EDTA

- vor Gebrauch Ethanol dazugeben

EB-Puffer 10 mM TrisCl, pH 8,5

Qiaquick Spin Columns

Collection Tubes (2 ml)

Procedere: Es wurde ein Ansatz mit folgenden Bestandteilen in einem Eppendorf-
Rohrchen vorbereitet: 1 pl 10x Reaktionspuffer Y, 2 pl 10x Reaktionspuffer S, x ul
YAC-DNA (20,5 pl), 2 pl 10 mM dNTPs, 10 pl Alu 1 (2,5 pmol/ul), 10 pl Alu 2 (2,5
pmol/pl), und 0,5 pl Tag-Polymerase. Die Menge der YAC-DNA folgte hierbei aus
dem photometrisch gemessenen Wert (siehe 2.3.3.1.5). Mit dH,O wurde der Ansatz
auf 100 pl aufgefillt (Die verwendeten Puffer wurden bei 37C aufgetaut, die Primer

Alu 1 und Alu 2 sowie die dNTPs wurden auf Eis gelagert). Nach kurzem Ritteln und
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Anzentrifugieren folgte die Amplifikation der YAC-DNA mittels Alu-PCR im

Thermocycler:

Der PCR-Ansatz wurde 5 min bei 95C denaturiert. Es folgte die Hybridisierung der
Oligonukleotide (Primer) fur 3 min bei 59T und ans chliel3end die Polymerisation fur 3
min bei 72T. Folgender Reaktionszyklus wurde daraufhin 30 mal wiederholt: 1 min
95%C, 1 min 59C, 2 min 72<C. Bei jeder Alu-PCR wur de gleichzeitig eine Negativ-

Kontrolle durchgefiihrt, um Kontaminationen ausschliel3en zu kénnen.

Nach Beendigung der Amplifikation wurden die Proben anhand einer Agarose-
Gelelektrophorese auf ihre korrekte GroRRe hin Uberprift (siehe 2.3.3.1.7). Danach
folgte die Aufreinigung der Alu-PCR-Produkte mit dem Qiaquick® PCR Purification Kit.

Die Durchfiihrung orientierte sich an den Herstellerangaben.

2.3.3.1.7 Agarose-Gelelektrophorese

Material Aufbereitung/Herstellung

Agarose Ultra Pure

1x TAE-Puffer 20 ml 50x TAE, 980 ml dH>O
(50XTAE: 121 g Trizma®base, 28,55 ml 100%
Eisessig, 50 ml 0,5 M EDTA [siehe 2.3.3.1.3], dH>0

ad 500 ml)
Ethidiumbromid
DNA Ladder 100bp
Ladepuffer 40% Glycerin, 0,25% Bromphenolblau
PCR-Produkte siehe 2.3.3.1.6

Procedere: Fiur das Agarosegel zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurde ein
Ansatz mit 1 g Agarose und 100 ml 1x TAE-Puffer vorbereitet. Nach kurzem Aufkochen
in der Mikrowelle wurde der auf 60C abgekuhlten Ag aroselésung 2 pl Ethidiumbromid
zugegeben, welches in die DNA interkalierte und diese so unter UV-Licht sichtbar
machete. Dann wurde die Ldsung in den zuvor mit einem Kamm versehenen,
abgeklebten Gelschlitten gegossen. Nachdem sie polymerisiert war, wurde der fur die
Ausformung der Taschen verwendete Kamm herausgezogen und der Gelschlitten in
die mit 1x TAE-Puffer geflillte Elektrophoresekammer eingesetzt. Dabei sollten die
Geltaschen mit Laufpuffer Uberschichtet sein und am positiven Pol zu liegen kommen.
Eine H,O-Kontrolle und die Proben (15-25 ul PCR-Produkte + 3-4 pl Ladepuffer)
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wurden in die Taschen pipettiert und 7 pl 100 bp DNA Ladder (Invitrogen) als Marker
zum Anzeigen der GroRRe der einzelnen Banden hinzugegeben. Die elektrische
Spannung wurde angelegt und die Elektrophorese bei 110 Volt so lange durchgefuhrt,
bis das im Ladepuffer enthaltene Bromphenolblau % der Laufstrecke zuriickgelegt

hatte. Zur Dokumentation wurde das Gel unter UV-Licht fotografiert.

2.3.3.2 Markierung (Labeling) der DNA

Material Aufbereitung/Herstellung
dH.O
dNTPs Desoxynukleosid-Triphosphat-Set

- jeweils 20 pl von 100 mM dATP, dCTP, dGTP
und 4 pl von 100 mM dTTP zu 959 pl dH,O geben,

in 100pul-Portionen aufteilen, bei —20C lagern

dUTPs (Biotin/Digoxigenin)

DNase | (1:1000) 1 pl DNase, 1 ml dH,0O

DNA-Polymerase |

DNA-Polymerase-Puffer 10x

BAC/YAC-DNA siehe 2.3.3.1.4und 2.3.3.1.6

MicroSpin™ G-50 Reinigungsséulen

Prinzip: Das Prinzip des DNA-Labelings ist die ,Nick-Translation“. Durch das Enzym
DNase | werden Einzelstrangbriiche (im angelsachsischen Raum ,nicks") in der
Doppelstrang-DNA erzeugt. Von den ,nicks* ausgehend wurden mit Hilfe des Enzyms
DNA-Polymerase | die Original-Nukleotide durch mit Bitotin oder Digoxigenin markierte

Nukleotide ersetzt.

Procedere: In Eppendorf-Rohrchen wurden Ansdtze mit folgenden Bestandteilen
vorbereitet: dH,O, 10x DNA-Polymerase-Puffer, dNTPs (griin), Biotin-/Digoxigenin-
dUTPs, BAC/YAC-DNA, DNase | (1:1000) und DNA-Polymerase |. Die Menge der
BAC-DNA folgte aus den photometrisch gemessenen Werten (siehe 2.3.3.1.5), die
Menge der YAC-DNA betrug stets 0,15 pl. Mit dH,O wurde der Ansatz auf 50 pl
aufgefullt.
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Die Reaktionslésungen wurden gerittelt, kurz anzentrifugiert und danach 1 h im
Wasserbad bei 16T inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden die Losungen
danach 7 min ins Wasserbad bei 75C und 1 min auf E is gelegt, wodurch die Enzyme
inaktiviert wurden. Es folgte die Reinigung der gelabelten DNA mittels MicroSpin™-G-

50-Reinigunssaulen. Die Durchfuihrung orientierte sich an den Herstellerangaben.

Vor der Analyse der Cytospins mit den DNA-Sonden wurden ihre Funktionalitat und der

korrekte Hybridisierungort an PHA-Kulturen getestet (siehe 2.3.4).

2.3.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) an ~ PHA-Kulturen

2.3.4.1 Vorbehandlung der Ziel-DNA

Material Aufbereitung/Herstellung
dH,0O -

D-PBS -

2x SSC 100 ml 20x SSC, 900 ml dH,O

(20xSSC: 88,2 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat, 175,3 g NaCl,
800 ml dH,0O - pH 7,0 einstellen, dH,O ad 1 1)

Pepsin 250 mg, 2,5 ml dH20 (= 100 mg/ml)

— in 100ul-Portionen aufteilen, bei —20T lagern

RNase 25 mg, 2,5 ml 2x SSC (= 10 mg/ml)
— 10 min bei 100°C kochen, sofort auf Eis legen, in 10pl-

Portionen aufteilen, bei —20C lagern

HCI0,1 M -

MgCl; 1 M 20,33 g MgClxx6H,0, 100ml dH,O

37% Formaldehyd -

70% Formamid 70 ml Formamid, 10 ml 20x SSC, 20 ml dH20 — mit 6 M HCI
(200 ml 37% HCI, 100 ml dH»0) auf pH 7,0 einstellen

Ethanol-Reihe siehe 2.3.1.1

OT mit Metaphasen aus PHA-Kulturen siehe 2.3.2

Prinzip: Zur Vorbereitung fur die spateren Hybridisierung wurden stérende Proteine
mittels Pepsin-Verdau beseitigt und die doppelstrangige Ziel-DNA in Einzelstrang-DNA

uberfihrt.
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Procedere: Die OT wurden in 2x SSC hydriert. Ein RNase-Gemisch wurde angefertigt
(2000 pl 2x SSC + 10ul RNase) und davon 100 pl auf jeden OT pipettiert, danach

wurden diese in einer feuchten Kammer 60 min im Brutschrank bei 37<C inkubiert.

AnschlieBend wurden 90 ml dH,O und 10 ml 1 M HCI im Wasserbad bei 37C sowie
70% Formamid im Wasserbad bei 70C vorgewarmt. Die OT wurden 5 min in 2x SSC,
dann 5 min in D-PBS gewaschen. 150-300 pl Pepsin wurden ins HCI-Gemisch
pipettiert, die OT zum Verdauen 10 min hineingestellt, danach wurde sie 5 min in D-
PBS gewaschen. In 68 ml PBS, 3,7 ml 1 M MgCl, und 2 ml 37% Formaldehyd wurden
die Metaphasen 10 min fixiert (nicht auf dem Schiuittler!), danach wurden sie 5 min in D-
PBS und 5 min in 2x SSC gewaschen. Um die doppelstrangige Ziel-DNA in eine
Einzelstrang-DNA zu Uberfuhren, folgte 4 min Denaturierung in 70% Formamid (im
Wasserbad), danach 3 min in eiskaltem 2x SSC, um eine Renaturierung zu verhindern.
Mittels einer aufsteigenden Ethanol-Reihe wurden die Metaphasen dehydriert und

anschlielend an der Luft bei RT getrocknet.

2.3.4.2 Hybridisierung

Material Aufbereitung/Herstellung

Human Cot-1 DNA®

DNA-Sonden:

1077h22, 856491, 416{7 (6p25) siehe 2.3.3

cos-al, y6 (14932) siehe 2.3.3

Hybridisierungspuffer (10/10) 5 ml Formamid redestilliert, 1 ml 20x SSC, 1 g

Dextran-Sulfat-Puder - 1-2 h bei 70C l6sen, mit
1M HCI (9,1 ml 37% HCI, 100 ml dH,0) auf pH 7,0
einstellen, 4 ml dH,O dazugeben, in 1ml-Portionen

aufteilen, bei —20C lagern

Prinzip: Da beide Hybridisierungspartner als Einzelstrang vorliegen mussen, wurde die
doppelstrangige Sonden-DNA in Einzelstrang-DNA Uberfihrt. Vor dem Auftragen auf
die OT wurde die Sonden-DNA zusatzlich mit sogenannter Konkurrenz-DNA
vorhybridisiert. Ziel dieser Vorhybridisierung war es, mittels der Konkurrenz-DNA die
unspezifischen repetetiven Sequenzen der DNA-Sonden abzuséttigen, da diese sonst
unspezifisch mit der Ziel-DNA hybridisiert hatten. Im Unterschied zu der weiter unten

beschriebenen clg-FISH wurde die FISH hier an Metaphase-Chromosomen
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durchgefuhrt. Sie diente der Findung einer optimalen Konzentration von Sonden- und
Konkurrenz-DNA fur die spatere clg-FISH (siehe 2.3.5).

Procedere: Zur Vorbereitung der DNA-Sonden-Gemische wurden jeweils eine
bestimmte Menge Sonden-DNA und Konkurrenz-DNA (Human Cot-1 DNA®) in ein
Eppendorf-Rohrchen pipettiert, das dann kurz gerittelt und anzentrifugiert wurde. Da
die Funktionalitéat der Sonden je nach Erfolg des DNA-Labelns variieren kann, wurden
dabei pro Sonde 3 verschiedene Testkonzentrationen gewahlt (beispielhaft in Tab. 2.2
dargestellt). Beim spateren Auftragen auf die OT wurden dann entsprechend jeweils 3
Bereiche markiert und die Konzentration, bei der die Signale am besten auszuwerten

waren, wurde fur die clg-FISH an CS (siehe 2.3.5) verwendet.

Tabelle 2.2 Testkonzentrationen von Sonden- und Konk  urrenz-DNA

Testkonzentrationen

DNA-Sonde

Sonde Cot-1 | Sonde Cot-1 | Sonde Cot-1
1077h22 5ul 7 pl 5ul 5ul 3ul 5ul
85691 5ul 7 pl 5ul 5ul 3ul 5ul
416j7 5ul 7 pl 5ul 5ul 3ul 5ul
cos-al 3ul 4l 3ul 3ul 2ul 3ul
y6 3ul 4l 3ul 3ul 2ul 3ul

AnschlieRend wurden die Réhrchen 15-20 min in der Vakuumzentrifuge pelletiert und
dann jeweils mit 5 pl Hybridisierungspuffer versehen. Nach kurzem Ritteln und
Anzentrifugieren wurden die Gemische 30 min im Wasserbad bei 37C geldst und
danach 5 min im Wasserbad bei 75C denaturiert. Nac hdem die Réhrchen 1 min auf
Eis abgekihlt wurden, folgte eine 60-minltige Vorhybridisierung im Wasserbad bei
37C. Auf jeden OT wurden pro markiertem Konzentrationsbereich 5 ul des
entsprechenden Gemisches pipettiert, mit runden Deckglaschen ([ 13 mm) bedeckt
und mit Fixo-Gum luftdicht verschlossen. Um die noch verbliebene doppelstrangige
DNA in Einzelstrang-DNA zu uberfiihren, wurden die CS 7 min auf dem Heizblock bei
83T denaturiert. AnschlieRend folgte die Hybridisi erung Gber Nacht im Brutschrank bei
37<C.
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2.3.4.3 Detektion und Amplifikation

Material Aufbereitung/Herstellung
D-PBS -

2x SSC siehe 2.3.4.1

0,1x SSC 50 ml 2x SSC, 950 ml dH,O

4x SSC+Tween

200 ml 20x SSC, 500 pl Tween 20, 800 ml dH.O

IX TNT

100 ml 10x TNT, 900 ml dH2O

(10x TNT: 121,4 g Trizma®base, 87,4 g NaCl, 800 ml
dH>O - mit 6 M HCl [siehe 2.3.4.1] auf pH 7,5
einstellen, dH,O ad 1 1)

50% Formamid

500 ml 99% Formamid, 100 ml 20x SSC, 400 ml dH,O
- mit 6 M HCI (siehe 2.3.4.1) auf pH 7,0 einstellen

Ethanol-Reihe

siehe 2.3.1.1

Bio blocking reagent

0,5 g Blocking reagent, 100 ml 4x SSC
(4x SSC: 200 ml 20x SSC, 800 ml dH20)
- 1-2h bei 70°C l6sen, gelegentlich schitteln, in 1 Oml-

Portionen aufteilen, bei —20<C lagern

Dig blocking reagent

0,5 g Blocking reagent, 100 ml 1x TNT
- 1-2h bei 70°C I6sen, gelegentlich schiitteln, in 1 Oml-

Portionen aufteilen, bei —20<C lagern

Avidin-FITC

pur verwenden - in 10ul-Portionen aufteilen, bei —20C

im Dunkeln lagern

Anti-Avidin (biotinyliert)

0,5 mg, 1 ml dH20 (= 0,5 mg/ml) — in 10pl-Portionen

aufteilen, bei —20C im Dunkeln lagern

Anti-Digoxigenin-Rhodamin

0,2 mg, 1 ml dH,0 (= 0,5 mg/ml) — in 10pl-Portionen

aufteilen, bei —20C im Dunkeln lagern

Texas red conjugated donkey anti sheep Ig

0,5 mg, 0,4 ml dH20 (1,25 mg/ml) - in 10pl-Portionen

aufteilen, bei —20C im Dunkeln lagern

DAPI counterstain

10 mg DAPI-Pulver, 1 ml dH,0 = ,stock 1* - 2ul
Jstock 1%, 18 ul dH20 = ,stock 2, bei —20C lagern

Arbeitslésung:
0,5 pl ,stock 2“, 1 ml Vectashield® Mounting Medium

- gut mischen, bei 4C oder —20<C im Dunkeln lagern

Prinzip: Die kombinierte Biotin- und Digoxigenin-Detektion (,Double Colour Detection®)

erfolgte in drei Schritten. Zuerst wurde eine Biotin-Detektion mit Avidin-FITC

durchgefuhrt. Als néachstes wurden an die mit Fluorochrom gekoppelten Molekile mit

Biotin konjugierte Anti-Avidin-AK gebunden, um die Signale zu verstarken
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(Amplifikation). Gleichzeitig wurde die Digoxigenin-Detektion mit Anti-Digoxigenin-AK
durchgefuhrt. Zuletzt wurde durch die Bindung von Avidin-FITC an die Anti-Avidin-AK
und die Bindung von mit Texas Red konjugierten AK an die Anti-Digoxigenin-AK erneut
eine Amplifikation der Signale herbeigefiihrt. Anschlie3end folgte die Gegenfarbung mit
DAPI.

Procedere: Fur die Vorbehandlung der OT wurden zuerst 50% Formamid und 2x SSC
bei 43C und 0,1x SSC bei 60C 30-45 min im Wasserb ad vorgewarmt.
Wahrenddessen wurden die verschiedenen AK-Layer, die spater auf die OT pipettiert

werden sollten, in Eppendorf-Réhrchen vorbereitet:

Layer 1: 1000 pl Bio blocking reagent + 1 pl Avidin-FITC

Layer 2: 1000 pl Dig blocking reagent + 10 ul Anti-Avidin + 10
pl Anti-Dig-Rhodamin

Layer 3: 1000 pl Bio blocking reagent + 1 ul Avidin-FITC + 10
ul Texas red

Nach Fertigstellung der Gemische wurden diese 30 min zentrifugiert (Biofuge 13R,
13000 rpm, 4<C) und anschlieRend bei 4C im Kuhlsch rank verwahrt.

Die OT wurden in folgender Reihenfolge gewaschen, um nicht gebundene bzw.
unspezifische DNA-Sequenzen zu entfernen: 3 mal 5 min in 50% Formamid, 3 mal 5
min in 2x SSC, 3 mal 5 min in 0,1x SSC und 1 mal 5 min in 4x SSC+Tween (RT).
AnschlieRend wurde 100 ul Bio blocking reagent auf jeden OT aufgetragen und im
Brutschrank bei 37C 25 min inkubiert. Die AK-Layer wurden wie folgt auf die OT

pipettiert, im Brutschrank bei 37T inkubiert und d anach gewaschen:

e 100 pl Layer 1 auf jeden OT, 35 min Brutschrank, 2 mal 5 min in 4x
SSC+Tween und 2 mal 5 min in IXTNT

e 100 pl Layer 2 auf jeden OT, 35 min Brutschrank, 4 mal 5 min in 1x TNT

e 100 pl Layer 3 auf jeden OT, 35 min Brutschrank, 4x5 min in 1x TNT und 3 min
in D-PBS

Anschlieend wurden die Metaphasen auf den OT mittels einer aufsteigenden Ethanol-
Reihe dehydriert und bei RT getrocknet. Zum Eindecken wurden jeweils 29 ul DAPI

counterstain und ein Deckglas (24 x 60 mm) verwendet.
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2.3.5 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und cytopl asmatische
Immunglobulinfarbung (clg-FISH) zur Detektion von D13S25
(13g14), P53 (17p13), CMYC (8g24), IGH (14932), FGFR3 (4p16.3),
CCND1 (11g13), MAF (16923) und IRF4 (6p25)

2.3.5.1 Vorbehandlung der Ziel-DNA

Material Aufbereitung/Herstellung
dH,0O

D-PBS

Pepsin siehe 2.3.4.1

HCI 0,1 M

MgCl, 1 M siehe 2.3.4.1

37% Formaldehyd

Ethanol-Reihe siehe 2.3.1.1

OT mit Cytospins siehe 2.3.1.1

Prinzip: Zur Vorbereitung fur die spatere Hybridisierung wurde ein Pepsin-Verdau
durchgefuhrt, der die Zellmambran fiir das Eindringen der DNA-Sonden durchlassig

machte.

Procedere: Zur Vorbehandlung der CS wurden 90 ml dH,O und 10 ml 0,1 M HCI in
einer Kivette 30 min im Wasserbad bei 37C erwarmt. Bei den aufgetauten CS wurde
unter einem Lichtmikroskop die Zelldichte tberprift, dann wurden sie 5 min in PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden 10 pl Pepsin und die CS in das erwarmte HCI-
Gemisch gegeben und 2,5 min verdaut (je nach Zelldichte wurde die Verdauzeit in 30s-
Schritten erhdht/erniedrigt oder bei unbefriedigendem Ergebnis die gesamte Prozedur
mit veranderter Verdauzeit wiederholt). Danach wurden die CS 5 min in PBS
gewaschen, 6 min in 66 ml D-PBS, 3,8 ml 1 M MgCl, und 4 ml 37% Formaldehyd fixiert
und wieder 5 min in D-PBS gewaschen. Mittels einer aufsteigenden Ethanol-Reihe

wurden die CS dehydriert und anschliel3end an der Luft bei RT getrocknet.
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2.3.5.2 Hybridisierung

Material Aufbereitung/Herstellung
DNA-Sonden:

1077h22, 856491, 416{7 (6p25) siehe 2.3.3

cos-al, y6 (14q932) siehe 2.3.3

LSI® C-MYC Spectrum Orange DNA Probe

LSI® D13S25 Spectrum Orange DNA Probe

LSI® P53 Spectrum Orange DNA Probe

LSI® IGH/CCND1 [t(11;14)] DNA Probe

LSI® IGH/FGFRS3 [t(4;14)] DNA Probe

LSI® IGH/MAF [t(14;16)] DNA Probe

Hybridsierungspuffer:
Hybridisierungspuffer (10/10) siehe 2.3.4.2
LSI/WCP® Hybridization Buffer

Human Cot-1 DNA®

Prinzip: Wie in 2.3.4.2 beschrieben, wurde die doppelstrangige Sonden-DNA vor der
Hybridisierung in Einzelstrang-DNA tberfihrt.

Procedere: Die selbsthergestellten DNASonden (1077h22, 85691, 416j7, cos-al und
y6) wurden zuerst mit Konkurrenz-DNA (Human Cot-1 DNA®) in einem vorher
getesteten Verhdltnis (siehe 2.3.4.2) in Eppendorf-Réhrchen pipettiert, die dann kurz
gerittelt und anzentrifugiert wurden. Anschlieend wurden diese 15-20 min in der
Vakuumzentrifuge pelletiert und dann jeweils mit 5 pl Hybridisierungspuffer (10/10)
versehen. Nach kurzem Rutteln und Anzentrifugieren wurden die Gemische 15 min im
Wasserbad bei 37C geldst, danach in ein Rohrchen z usammenpipettiert (= 25 pl -

Menge fir 5 Cytospins) und erneut kurz gerittelt und anzentrifugiert.

Bei den kommerziell erhaltlichen Sonden wurden pro Cytospin 3,5 pl LSI/WCP®
Hybridisierungspuffer, 1 ul dH,O und 0,5 pl LSI®-DNA-Sonde in ein Eppendorf-

Rohrchen pipettiert, kurz gerittelt und anzentrifugiert.

Auf jeden CS wurden 5 ul des Gemisches pipettiert, mit runden Deckglaschen (O 13
mm) bedeckt und mit Fixo-Gum luftdicht verschlossen. Um die doppelstréngige
Sonden- und Ziel-DNA in Einzelstrang-DNA zu Uberfihren, wurden die CS 7 min auf
dem Heizblock bei 83T denaturiert. Anschlielend fo Igte die Hybridisierung tber Nacht
im Brutschrank bei 37C.
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2.3.5.3 Detektion und Amplifikation
Wie bei der FISH an PHA-Kulturen beschrieben, war auch bei den CS mit den selbst

hergestellten DNA-Sonden 1077h22, 85691, 416j7, cos-al und y6 am zweiten Tag
zuerst die kombinierte Biotin-/Digoxigenin-Detektion (,Double Colour Detection®) mit
anschlielender Amplifikation notwendig (siehe 2.3.4.3). Die fir die Dehydrierung
notwendige aufsteigende Ethanol-Reihe wurde hier allerdings weggelassen, da noch
das Auftragen der k- und A-Leichtketten-AK zur cytoplasmatische Ig-Farbung folgte
(siehe 2.3.5.4). Bei den CS mit kommerziell erhaltichen DNA-Sonden war keine
.Double Colour Detection* notwendig, da diese bereits vom Hersteller durchgefiihrt

worden war.

2.3.5.4 Cytoplasmatische lg-Farbung

Material Aufbereitung/Herstellung
D-PBS
0,4x SSC 200 ml 2x SSC (siehe 2.3.4.1), 800 ml dH,O

K-/A-Antikdrper:
AMCA Anti-Human Kappa Chain
AMCA Anti-Human Lamda Chain

Vectashield® Mounting Medium

Prinzip: Zur Anfarbung der Ig-Leichtketten in den Plasmazellen wurde eine
inmmunhistochemische Darstellung der intrazytoplasmatisch gelegenen k- und A-

Leichtketten durch fluoreszenzmarkierte AK durchgeftihrt.

Procedere: Die CS mit kommerziell erhaltlichen DNA-Sonden wurden zuerst 2 min in
0,4x SSC (im Wasserbad bei 74C erwarmt) gewaschen und danach 5 min in D-PBS
gewaschen. Dies war bei den CS mit selbst hergestellten DNA-Sonden nicht mehr

notwendig.

Es folgte die Vorbereitung des Leichtketten-AK-Gemisches. Daflr wurden pro CS 5 pl
D-PBS, 2,5 ul AMCA-markierte A-AK und 2,5 AMCA-markierte pl k-AK in ein
Eppendorf-Tube pipettiert, kurz gevortext und anzentrifugiert. Die CS wurden der
Klvette entnommen und die Feuchtigkeit um die Zellen herum abgewischt. Auf jeden

CS wurden 10 pl des Leichtketten-AK-Gemisches pipettiert, mit runden Deckglaschen
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(O 13 mm) eingedeckt und mit Fixo-Gum luftdicht verschlossen. Dann wurden sie Uber
Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Am Folgetag wurden die CS kurz in D-PBS gespiilt, dann wurde die Feuchtigkeit um
die Zellen herum abgewischt. Zum Eindecken wurden jeweils 1-2 Tropfen

Vectashield® Mounting Medium und Deckglaser (24 x 60 mm) verwendet.

2.3.6 Auswertung der Objekttrager mit hybridisierte n Zellkernen oder
Cytospins unter dem Fluoreszenzmikroskop

Zur Auswertung wurde ein Objekttrager mit Zellkernen und Metaphasen aus PHA-
Kulturen oder einem CS mit KM-Zellen mit einem Tropfen Immersionsdl versehen und
unter dem Fluoreszenzmikroskop mit einer 100-fachen Vergréf3erung analysiert. Dabei
waren ausschlie3lich die durch die DNA-Sonden erzeugten Signale in den Zellkernen
der Plasmazellen von Interesse. Diese waren auf Grund der zuvor durchgefiihrten
zytoplasmatischen Ig-Farbung mit den AMCA-markierten Leichtketten-AK durch einen
blaulich leuchtenden Plasmasaum klar abgrenzbar von den tbrigen Zellen. Es wurden
jeweils 100 Plasmazellen ausgezahlt. Bei den DNA-Sonden zur Detektion von D13S25
(13914), P53 (17p13) und CMYC (8qg24) entsprach das Vorliegen von 2 roten Signalen
im Zellkern einem Normalbefund, von 1 roten Signal einer Deletion und von 3 oder
mehr roten Signalen einer Uberreprasentation der untersuchten Chromosomenregion.
Bei den DNA-Sonden zur Detektion der Translokationen FGFR3/IGH
[t(4;14)(q16.3;932)], IRF4/IGH [t(6;14)(p25;932)], CCND1/IGH [t(11;14)(q13 ;q32) und
IGH/MAF [t(14;16)(932;923)] entsprach das Vorliegen von 2 roten und 2 grinen
Signalen im Zellkern einem Normalbefund, das Vorliegen von 2 gelben Signalen oder 2
gelben, 1 roten und 1 grinen Signal einer Translokation. Auch hierbei konnten
Aberrationen wie Deletionen oder Uberreprasentionen anhand der entsprechenden

Signalanzahl registriert werden.

Um einen Grenzwert fUr die Diagnosestellung zu erhalten, wurde fur jede Aberration
ein Cut-off-Wert ermittelt. Dazu wurden die fur die jeweilige genetische Veranderung
prozentual positiven Plasmazellen von 10 Nicht-Myelompatienten gezahlt. Aus dem
Mittelwert zuzlglich der dreifachen Standartabweichung wurde der Grenzwert (Cut-off-
Wert) berechnet, bei dem das Ergebnis der FISH-Analyse beziiglich der gesuchten

Chromosomenveranderung noch als 'negativ’ gewertet wurde (siehe Tab. 2.3).
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Tabelle 2.3 Cut-off-Werte

Deletion D13S25 (13q14)
Deletion P53 (17p13)

t(4;14)(q16.3;932)

1(6;14)(p25;932)

t(11;14)(g13;q32) 10
t(14;16)(932;923) 4

7
8
Uberreprasentation von CMYC (8qg24) 8
6
4

PZ mit normaler Signalkonstellation  p7 mit Deletion

Hontrall-Sr

Iytoplazmatizche
Ig-Farbung

Abbildung 2.1 Schematische Darstellung von Plasmazel len (PZ) mit normaler Signalgebung und
Deletion
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2.4  Statistische Auswertung

EFS und OS wurden vom Datum der allogenen PBSZT bis zum jeweiligen Ereignis
berechnet. Tod jeglicher Ursache und Rezidiv/Progression wurde hinsichtlich des EFS
als Ereignis gewertet. Alle time-to-event“-Kurven sind gemaR der Kaplan-Meier-
Methode geschétzt und innerhalb einer univariaten Analyse mittels ,logrank test"
verglichen worden. Nicht Rezidiv-bedingte Mortalitdt und Rezidiv/Progression wurde

mittels der kumulativen Inzidenz berechnet.

Basierend auf dem Regressionsmodell nach Cox wurde eine multivariate Analyse
durchgefuhrt. Initial wurden sé&mtliche Variablen mit einem P-Wert kleiner 0.1 in der
univariaten Analyse eingeschlossen und die schrittweise Regression abgebrochen,
sobald sich der P-Wert bei Eingabe einer zusétzlichen Variable auf grol3er 0.1 erhdhte.
Der Rezidiv-Vergleich wurde mittels x*-test evaluiert. Alle Tests waren zweiseitig. Das
Signifikanz-Niveau lag bei P=0.05. Fir die statistische Analyse wurde das SPSS 15.0
Softwarepaket verwendet (SPSS Inc, Chicago, lllinois, USA).
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3 Ergebnisse

3.1 clg-FISH-Analyse

Nahezu 80% der untersuchten Patienten wiesen zumindest eine der sieben

untersuchten Chromosomenaberrationen auf.

Die haufigste durch clg-FISH detektierte chromosomale Veranderung war eine
del(13g14), welche bei 62/101 Patienten (61%) beobachtet werden konnte. Als
alleinige Aberration trat sie unter den Patienten mit del(13q14), bei denen alle
Aberrationen dieser Studie untersucht werden konnten, bei 27% (12/44) auf. Eine
CMYC-Uberreprasentation war mit 21% (17/83) die zweithaufigste Veranderung, eine
del(17p13) wurde bei 16% (16/100) detektiert. Mindestens eine der 4 untersuchten
IGH-Translokationen wurde bei 38% der Patienten (31/81) nachgewiesen. Darunter
wurde mit 19% am haufigsten t(4;14) beobachtet (16/86), t(11;14) wurde bei 14%
(12/80) und t(14;16) bei 4% (4/79) gefunden. Bei keinem der untersuchten Patienten
(0/73) konnte t(6;14) beobachtet werden, weshalb diese Aberration von weiteren

Analysen ausgeschlossen wurde.

Folgende Korrelationen bestanden zwischen dem Auftreten einer del(13g) und den
Ubrigen  Chromosomenverédnderungen: Unter den Patienten mit CMYC-
Uberreprasentation und denen mit del(17p) wurden bei 82% und 94% zuséatzlich
del(13q) festgestellt. Bei den IGH-Translokationen wiesen 88% der Patienten mit
t(4;14), 64% der Patienten mit t(11;14) und 75% der Patienten mit t(14;16) ebenfalls
del(13q) auf. Signifikant war das gehéaufte Auftreten einer del(13q) jedoch nur bei
Patienten mit del(17p13) (P=0.004) und Patienten mit t(4;14) (P=0.04). Eine weitere
signifikante Assoziation wurde zwischen t(4;14) und der CMYC-Uberreprasentation
festgestellt: Bei 44% der Patienten mit t(4;14) wurde zugleich eine Uberreprasentation
von CMYC nachgewiesen (P=0.03). Weitere Korrelationen zwischen dem Auftreten

einzelner Aberrationen wurden nicht beobachtet.

In den Tabellen 3.1 und 3.2 ist eine Zusammenfassung der Untersuchungsergebnisse
gegeben. Die ubrigen klinischen und biologischen Patientencharakteristika sind der
Tabelle 2.1 im Kapitel 'Material und Methoden’ zu entnehmen. In den Abbildungen 3.1-

6 sind Fotografien der clg-FISH-Untersuchungsergebnisse zu sehen.
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Tabelle 3.1 clg-FISH-Untersuchungsergebnisse

del(13q14)
davon del(13g14) allein
CMYC-Uberreprasentation
del(17p13)
t(4;14)
t(11;14)
t(14;16)
t(6;14)
Irgendeine der Aberrationen

Keine der Aberrationen

62/101
12/44
17/83

16/100
16/86
11/80

4/79
0/73
72/91
19/91

61%
27%
21%
16%
19%
14%
4%
0%
79%
21%

Tabelle 3.2 Assoziationen von del(13g14) mit andere  n Aberrationen

del(17p13)

keine del(17p13)
CMYC-Uberreprasentation

keine CMYC-Uberreprasentation
t(4;14)

keine t(4;14)

t(11;14)

keine t(11;14)

t(14;16)

keine 1(14;16)

t(4;14)
keine t(4;14)

94% (15/16)
55% (46/84)

82% (14/17)
61% (40/66)

88% (14/16)
59% (41/70)

64% (07/11)
62% (43/69)

75% (03/04)
60% (45/75)

44% (07/16)
15% (10/65)

0.004
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KM-Zelle mit normaler Signalkonstellation

KM-Zelle mit normaler Signalkonstellation

PZ mit Deletion 13q14
PZ mit Deletion 17p13

Abb. 3.1 Deletion 13q14 Abb. 3.2 Deletion 17p13

KM-Zellen mit normaler
Signalkonstellation

_PZ mitt(4;14)

PZ mit CMYC Trisomie

KM-Zelle mit normaler Signalkonstellation

Abb. 3.3 CMYC-Trisomie Abb. 3.4 t(4;14)

PZmitt(11;14)
y PZ mit t(14;16)

KM-Zelle mit normaler Signalkonstellation KM-Zelle mit normaler Signalkonstellation

Abb. 3.5 t(11;14) Abb. 3.6 t(14;16)
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3.2  Ansprechen auf die Therapie und Toxizitaten

Das Ansprechen auf die allogene Stammzelltransplantation wurde nach den EBMT-
Kriterien evaluiert, publiziert von Bladé et al. [175]. 89 von 101 Patienten konnten
hinsichtlich des Ansprechens evaluiert werden. Die Ubrigen Patienten waren kurz nach
der Transplantation therapiebedingt verstorben. Die Rate an kompletten Remissionen
(CR) betrug 51% (45/89). Dabei konnte bei Patienten mit del(13q14), CMYC-
Uberreprasentationen, t(4;14), t(11;14) und t(14;16) jeweils kein statistisch signifikanter
Unterschied im Vergleich zur gesamten Studienpopulation festgestellt werden.
Patienten mit del(17p13) erreichten jedoch eine signifikant niedrigere Rate an
kompletten Remissionen (7% vs 58%; P=0.001) (siehe Tab. 3.3). Wie in Tabelle 3.4
veranschaulicht, wurden 36 Patienten (40%) mit partieller Remission (PR), 2 Patienten
(2%) mit minimalem Ansprechen (MR), ein Patient (1%) mit gleichbleibender
Erkrankung (SD) und 5 Patienten (6%) mit progredienter Erkrankung (PD) nach
allogener Transplantation registriert. Zudem sind in Tabelle 3.4 die Inzidenz einer
GvHD (Standard-Kriterien fur akute und chronische GvHD [176, 177]) und die Zeit bis
zum Leukozyten- und Thrombozyten-,Engraftment” aufgelistet. Als
Leukozytenengraftment wurde die Bildung von mehr als 1/nl, als
Thombozytenengraftment die Bildung von mehr als 20/nl Gber mehrere Tage nach der

Transplantation bezeichnet.

Tabelle 3.3 Komplette Remissionen, bezogen auf die  FISH-Ergebnisse

Patienten CR P
Alle Patienten 51%

del(13g14) vs non-del(13q14) 53% vs 47% 0.66
del(13q) allein vs keine Aberration 67% vs 47% 0.44
del(17p13) vs andere 7% vs 58% 0.001
CMYC-Uberreprasentation vs andere 69% vs 43% 0.13
t(4;14) vs andere 60% vs 49% 0.57
t(11;14) vs andere 30% vs 53% 0.31
t(14;16) vs andere 75% vs 48% 0.36
del(13gq14) + del(17p13) vs andere 8% vs 57% 0.002
del(13q14) + CMYC-Uberrepréasentation vs andere 75% vs 43% 0.06
del(13gq14) + IGH-Translokation vs andere 52% vs 52% 1.00
del(13q14) + t(4;14) vs andere 57% vs 50% 0.77
del(13q14) + t(11;14) vs andere 33% vs 52% 0.67
CMYC-Uberr. + t(4;14) vs andere 67% vs 48% 0.43
Irgendeine vs keine Aberration 51% vs 50% 1.00
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Abbildung 3.7 Therapieansprechen bei Patienten mito  der ohne del(17p13)

75,0% =

50,0% =

Patienten

25,0% =

0,0% =

ohne del 17p13 mit del 17p13

Tabelle 3.4 Engraftment, GvHD und Krankheitsstatus n

Gesamt

Therapieansprechen
M CR

Bl PR, MR, NC, PD

Pat. ohne del 17p13: 58% CR
Pat. mit del 17p13: 7% CR

P =0.001

ach allogener SZT

Engraftment

Zeit (median)

Leukozyten > 1x10%/I
Thrombozyten > 20x10°/1

15 Tage (range, 5-33)
17 Tage (range, 5-45)

Akute GvHD Patienten (n=100)
Grad 0 61
Grad | 13
Grad Il 21
Grad Il 1
Grad IV 4

Chronische GvHD

Patienten (n=90)

Overall

22

Remissionsstatus nach allogener SZT

Patienten (evaluierbar: n=89)

CR
PR
MR
SD
PD

45
36
2
1
5
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3.4  Therapiebedingte Mortalitat

Die therapiebedingte Mortalitat (TRM) der gesamten Studienpopulation betrug 21%
nach einem Jahr. Neben den Chromosomenveranderungen wurden folgende klinische
Parameter hinsichtlich eines Einflusses auf die TRM analysiert: Alter, Anzahl der
Vortherapien, Rezidiv nach autologer SZT, Remissionsstatus vor allogener SZT,
verwandter/unverwandter  Spender, HLA-Ubereinstimmung, Spendergeschlecht,
Transplantatquelle (KMT/PBSZT), B2-Mikroglobulin-Wert, LDH-Wert, Albumin-Wert,
Hb-Wert, Anzahl osteolytischer L&sionen. Der einzige signifikante Faktor fir eine
hoéhere therapiebedingte Mortalitéat war ein Alter tGber 50 Jahre (33% vs 13%; P=0.03)
(siehe Tab. 3.5-6, Abb. 3.8).

Abbildung 3.8 TRM nach allogener SZT bei Patienten &  Iter oder jiinger als 50 Jahre

197 p-p.o03
0,8
0,6
=
o
}_
0,4 n=58 Alter > 50 Jahre
0,2
n=43 Alter <50 Jahre
0,0
I I I I I I
0 500 1000 1500 2000 2500

Tage nach Transplantation
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Tabelle 3.5 TRM nach 1 Jahr, bezogen auf die FISH-Erg ebnisse

Patienten TRM P
Alle Patienten 21%

del(13g14) vs non-del(13q14) 22% vs 29% 0.35
del(13q) allein vs keine Aberration 40% vs 27% 0.76
del(17p13) vs andere 25% vs 24% 0.77
CMYC-Uberreprasentation vs andere 24% vs 25% 0.70
t(4;14) vs andere 20% vs 26% 0.66
t(11;14) vs andere 31% vs 26% 0.70
t(14;16) vs andere 25% vs 24% 0.82
del(13q14) + del(17p13) vs andere 26% vs 24% 0.69
del(13q14) + CMYC-Uberreprasentation vs andere 14% vs 27% 0.59
del(13q14) + IGH-Translokation vs andere 29% vs 25% 0.62
del(13q14) + t(4;14) vs andere 8% vs 28% 0.14
del(13q14) + t(11;14) vs andere 31% vs 26% 0.48
del(13g14) + t(14;16) vs andere 33% vs 24% 0.50
CMYC-Uberr. + t(4;14) vs andere 17% vs 27% 0.59
Irgendeine vs keine Aberration 24% vs 27% 0.55
Tabelle 3.6 TRM nach 1 Jahr, bezogen auf klinische = Parameter

Patienten TRM P
Alle Patienten 21%

Alter > 50 Jahre vs < 50 Jahre 34% vs 13% 0.03
Alter > 45 Jahre vs < 45 Jahre 29% vs 9% 0.10
Anzahl Vortherapien > 6 vs <6 28% vs 21% 0.42
Anzahl Vortherapien > 10 vs < 10 42% vs 21% 0.11
Rezidiv nach auto SZT vs kein Rezidiv nach auto SZT 22% vs 25% 0.93
Rem.status vor allo SZT MR + SD + PD vs CR + PR 18% vs 26% 0.67
Spender MRD vs MUD 26% vs 23% 0.84
HLA mismatch vs match 27% vs 24% 0.73
Spendergeschlecht mannlich vs weiblich 20% vs 34% 0.12
Transplantation PBSZT vs KMT 24% vs 25% 0.93
32-Mikroglobulin = 3,5 mmol/l vs < 3,5 mmol/l 35% vs 23% 0.21
LDH > 250 U/l vs < 250 Ul 33% vs 25% 0.90
Albumin < 35 g/l vs 2 35 g/l 0% vs 27% 0.12
Hb < 10,0 g/dl vs = 10,0 g/dl 33% vs 24% 0.70
Anzahl Osteolysen > 2 vs 0-2 33% vs 20% 0.20
Anzahl Osteolysen > 3 vs 0-3 32% vs 20% 0.30
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3.3 Rezidive

Innerhalb der Nachsorgeperiode wurden insgesamt 38 Rezidive/Progressionen (40%)
beobachtet. 94 Patienten konnten diesbezlglich evaluiert werden, die Ubrigen waren
kurz nach der Fremdspendertransplantation therapiebedingt verstorben. In einer
univariaten Analyse wurde eine statistisch hohere Rezidivrate nach 4 Jahren flr die
folgenden Faktoren beobachtet: Alter > 50 Jahre (65% vs 45%; P=0.02), del(13ql14)
(70% vs 36%; P=0.006), del(17p13) (73% vs 54%; P=0.003), LDH > 250 U/l (67% vs
48%; P=0.001) und Hb < 10 g/dl (73% vs 50%; P=0.02). Auch Patienten mit
Jrgendeiner der Aberrationen* (67% vs 30%; P=0.01) sowie Patienten, die zugleich
del(13914) und del(17p13) (70% vs 54%; P=0.01) oder del(13914) und t(11;14) (100%
vs 44%; P=0.01) trugen, wiesen signifikant haufiger Rezidive auf. Bei Patienten mit
t(4;14), t(11;14), t(14;16), CMYC-Uberreprasentation oder del(13q) als alleinige
Aberration wurde kein Unterschied gesehen (siehe Tab. 3.8). Auch klinische Parameter
wie der Remissionsstatus vor Transplantation, das Spendergeschlecht, der p2-
Mikroglobulin-Wert und die Anzahl osteolytischer Lasionen hatten keinen Einfluss auf
die Inzidenz von Rezidiven (siehe Tab. 3.9). Aus der multivariaten Analyse gingen nur
del(13g14) (HR: 2.34; 95% CI: 1.06-5.15; P=0.03) und del(17p13) (HR: 2.24; 95% CI:
1.02-4.92; P=0.04) als unabhangige Faktoren fir eine héhere Rezidivrate hervor (siehe
Tab. 3.7, Abb. 39-10. Da der LDH-Wert und der Hb-Wert zum
Transplantationszeitpunkt nur bei 84 bzw. 77 Patienten evaluierbar waren, wurden

diese Parameter nicht in die multivariate Analyse mit eingeschlossen.

Tabelle 3.7 Multivariate Analyse der Rezidive

Patienten Rezidive P

Alter > 50 Jahre
del(17p13) 2.24 (1.02-4.92) 0.04
del(13q14) 2.34 (1.06-5.15) 0.03
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Tabelle 3.8 Rezidivraten, bezogen auf die FISH-Ergebn isse

Patienten Rezidive P
Alle Patienten 40%

del(13g14) vs non-del(13g14) 70% vs 35% 0.006
del(13q) allein vs keine Aberration 42% vs 36% 0.35
del(17p13) vs andere 73% vs 53% 0.003
CMYC-Uberreprasentation vs andere 53% vs 52% 0.40
t(4;14) vs andere 50% vs 52% 0.60
t(11;14) vs andere 74% vs 45% 0.26
t(14;16) vs andere 33% vs 47% 0.66
del(13q14) + del(17p13) vs andere 70% vs 54% 0.01
del(13q14) + CMYC-Uberreprasentation vs andere 59% vs 51% 0.20
del(13q14) + IGH-Translokation vs andere 75% vs 43% 0.13
del(13q14) + t(4;14) vs andere 51% vs 52% 0.55
del(13qg14) + t(11;14) vs andere 100% vs 44% 0.01
del(13g14) + t(14;16) vs andere 50% vs 55% 0.87
CMYC-Uberr. + t(4;14) vs andere 49% vs 53% 0.55
Irgendeine vs keine Aberration 67% vs 30% 0.01
Tabelle 3.9 Rezidivraten, bezogen auf klinische Para  meter

Patienten Rezidive P
Alle Patienten 40%

Alter > 50 Jahre vs < 50 Jahre 64% vs 45% 0.02
Alter > 45 Jahre vs < 45 Jahre 52% vs 69% 0.96
Anzahl Vortherapien > 6 vs < 6 55% vs 56% 0.59
Anzahl Vortherapien > 10 vs < 10 34% vs 56% 0.60
Rezidiv nach auto SZT vs kein Rezidiv nach auto SZT 59% vs 48% 0.08
Rem.status vor allo SZT MR + SD + PD vs CR + PR 49% vs 53% 0.19
Spender MRD vs MUD 36% vs 67% 0.10
HLA mismatch vs match 100% vs 52% 0.96
Spendergeschlecht mannlich vs weiblich 55% vs 58% 0.68
Transplantation PBSZT vs KMT 57% vs 33% 0.51
32-Mikroglobulin = 3,5 mmol/l vs < 3,5 mmol/l 50% vs 54% 0.65
LDH > 250 U/l vs < 250 U/l 67% vs 48% 0.001
Albumin < 35 g/l vs 2 35 g/l 27% vs 57% 0.33
Hb < 10,0 g/dl vs = 10,0 g/d| 73% vs 50% 0.02
Anzahl Osteolysen > 2 vs 0-2 53% vs 50% 0.42
Anzahl Osteolysen > 3 vs 0-3 55% vs 46% 0.21
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Abbildung 3.9 Rezidivraten nach allogener SZT fiir Pat  ienten mit oder ohne del(17p13)
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Abbildung 3.10 Rezidivraten nach allogener SZT fur Pa  tienten mit oder ohne del(13g14)
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3.5  Ereignisfreies Uberleben

Neben den genetischen Veranderungen und verschiedenen Kombinationen der
Aberrationen wurden die klinischen Parameter Alter, Auto-allo-Protokoll ja/nein, Anzahl
der Vortherapien, Rezidiv nach autologer SZT, Remissionsstatus vor allogener SZT,
verwandter/unverwandter  Spender, HLA-Ubereinstimmung, Spendergeschlecht,
Transplantatquelle, B2-Mikroglobulin-Wert, LDH-Wert, Albumin-Wert, Hb-Wert und
Anzahl osteolytischer Lasionen nach einem prognostischen Einfluss untersucht. Die
folgenden Parameter hatten bei den jeweiligen Patienten dabei keinen signifikanten
Einfluss auf das ereignisfreie Uberleben (EFS) nach 4 Jahren: del(13q14), t(4;14),
t(11;14), t(14;16), CMYC-Uberreprasentation, héheres g2-Mikroglobulin (> 3,5 mmol/l),
MUD und irgendeine Chromosomenaberration. Bei Patienten, die nach der
vorangegangenen autologen SZT rezidivierten, wurde ein Trend zu einem geringeren
EFS beobachtet (33% vs 52%; P=0.09). Ein signifikanter Einfluss auf das EFS
innerhalb der univariaten Analyse wurde bei Patienten mit del(17p13) (28% vs 43%j;
P=0.02) und Patienten hoheren Alters (> 50 Jahre) (25% vs 63%; P=0.001) gesehen
(siehe Tab. 3.10-11, Abb. 3.11+14). In der multivariaten Analyse behielten die Faktoren
Alter Uber 50 Jahre (HR: 2.81; P=0.01) und del(17pl13) (HR: 2.06; P=0.03) einen
signifikanten negativen Einfluss auf das EFS (siehe Tab. 3.12).

Tabelle 3.10 EFS, bezogen auf die FISH-Ergebnisse

Patienten EFS P

del(13g14) vs non-del(13q14) 39% vs 46% 0.36
del(13q) allein vs keine Aberration 47% vs 47% 0.81
del(17p13) vs andere 28% vs 43% 0.02
CMYC-Uberreprasentation vs andere 36% vs 48% 0.21
t(4;14) vs andere 50% vs 45% 0.84
t(11;14) vs andere 36% vs 45% 0.48
t(14;16) vs andere (nzaicljf/:;?]:k?:fn) 0.51
del(13qg14) + del(17p13) vs andere 30% vs 43% 0.04
del(13q14) + CMYC-Uberrepréasentation vs andere 35% vs 47% 0.35
del(13gq14) + IGH-Translokation vs andere 41% vs 46% 0.39
del(13q14) + t(4;14) vs andere 57% vs 43% 0.41
del(13q14) + t(11;14) vs andere 29% vs 45% 0.13
del(13q14) + t(14;16) vs andere 33% vs 44% 0.50
CMYC-Uberr. + t(4;14) vs andere 43% vs 45% 0.72
Irgendeine vs keine Aberration 45% vs 63% 0.12
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Tabelle 3.11 EFS, bezogen auf klinische Parameter

Patienten EFS P
Alter > 50 Jahre vs < 50 Jahre 25% vs 65% 0.001
Alter > 45 Jahre vs < 45 Jahre 36% vs 60% 0.14
Auto-allo-Protokoll vs nicht Auto-allo-Protokoll 54% vs 46% 0.42
Anzahl Vortherapien > 6 vs < 6 32% vs 49% 0.11
Anzahl Vortherapien > 10 vs < 10 39% vs 42% 0.41
Rezidiv nach auto SZT vs kein Rezidiv nach auto SZT 33% vs 52% 0.09
Rem.status vor allo SZT MR + SD + PD vs CR + PR 35% vs 45% 0.33
Spender MRD vs MUD 49% vs 36% 0.40
HLA mismatch vs match 44% vs 41% 0.99
Spendergeschlecht ménnlich vs weiblich 43% vs 39% 0.59
Transplantation PBSZT vs KMT 41% vs 50% 0.80
2-Mikroglobulin = 3,5 mmol/l vs < 3,5 mmol/l 32% vs 47% 0.12
LDH > 250 U/l vs < 250 U/l 33% vs 49% 0.06
Albumin < 35 g/l vs 2 35 g/ 73% vs 44% 0.18
Hb < 10,0 g/dl vs = 10,0 g/dI 22% vs 49% 0.09
Anzahl Osteolysen > 2 vs 0-2 35% vs 56% 0.14
Anzahl Osteolysen > 3 vs 0-3 35% vs 56% 0.14
Tabelle 3.12 EFS, multivariate Analyse

Patienten EFS P
Alter > 50 Jahre 2.81(1.52-5.18) 0.01
del(17p13) 2.06 (1.05-4.01) 0.04
del(13q14) - -
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3.6 Gesamtuberleben

Es wurden dieselben Variablen wie in 3.5 untersucht. Die folgenden Parameter hatten
bei den jeweiligen Patienten keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamtiiberleben
(0OS) nach 4 Jahren: del(13q14), t(4;14), t(11;14), t(14;16) und MUD und irgendeine
Chromosomenaberration. Der Trend zu einem kirzeren OS wurde bei Patienten mit
del(17p13) (30% vs 49%; P=0.07) oder CMYC-Uberreprasentation (15% vs 52%;
P=0.08) beobachtet (siehe Tab. 14). Ein signifikant kiirzeres OS wurde bei Patienten
mit einem hoheren B2-Mikroglobulin (> 3,5 mmol/l) (24% vs 55%; P=0.04) und bei
Patienten mit einem Alter tGber 50 Jahren (34% vs 65%; P=0.001) gesehen (siehe Tab.
3.15, Abb. 3.14-15). Da die Anzahl der Patienten mit bekanntem p2-Mikroglobulin-Wert
nur 79 betrug, wurde dieser Parameter nicht in die multivariate Analyse mit
eingeschlossen. Nur der Faktor Alter Gber 50 Jahre behielt in dieser Analyse einen
unabh&ngigen signifikanten Einfluss auf das OS (HR: 2.9; P=0.002) (siehe Tab. 3.13).

Tabelle 3.13 OS, multivariate Analyse

Patienten (O] P
Alter > 50 Jahre 2.9 (1.5-5.61) 0.002
del(17p13)

del(13q14)

Tabelle 3.14 OS, bezogen auf die FISH-Ergebnisse

Patienten (OS] P

del(13g14) vs non-del(13q14) 38% vs 56% 0.31
del(13q) allein vs keine Aberration 42% vs 61% 0.36
del(17p13) vs andere 30% vs 49% 0.07
CMYC-Uberreprasentation vs andere 15% vs 52% 0.09
t(4;14) vs andere 39% vs 49% 0.77
t(11;14) vs andere 36% vs 44% 0.48
t(14;16) vs andere 38% vs 47% 0.85
del(13g14) + del(17p13) vs andere 33% vs 48% 0.12
del(13q14) + CMYC-Uberrepréasentation vs andere 16% vs 51% 0.21
del(13gq14) + IGH-Translokation vs andere 33% vs 50% 0.23
del(13q14) + t(4;14) vs andere 45% vs 48% 0.68
del(13q14) + t(11;14) vs andere 29% vs 45% 0.16
del(13gq14) + t(14;16) vs andere 0% vs 48% 0.69
CMYC-Uberr. + t(4;14) vs andere 24% vs 48% 0.57
Irgendeine vs keine Aberration 39% vs 61% 0.22
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Tabelle 3.15 OS, bezogen auf klinische Parameter

Patienten (OS] P

Alter > 50 Jahre vs < 50 Jahre 34% vs 63% 0.001
Alter > 45 Jahre vs < 45 Jahre 44% vs 51% 0.17
Auto-allo-Protokoll vs nicht Auto-allo-Protokoll 50% vs 43% 0.46
Anzahl Vortherapien > 6 vs < 6 47% vs 46% 0.63
Anzahl Vortherapien > 10 vs < 10 40% vs 48% 0.33
Rezidiv nach auto SZT vs kein Rezidiv nach auto SZT 40% vs 54% 0.27
Rem.status vor allo SZT MR + SD + PD vs CR + PR 41% vs 49% 0.61
Spender MRD vs MUD 54% vs 41% 0.48
HLA mismatch vs match 58% vs 46% 0.88
Spendergeschlecht ménnlich vs weiblich 49% vs 41% 0.25
Transplantation PBSZT vs KMT 46% vs 50% 0.91
B2-Mikroglobulin = 3,5 mmol/l vs < 3,5 mmol/l 24% vs 55% 0.04
LDH > 250 U/l vs < 250 U/l 33% vs 54% 0.09
Albumin < 35 g/l vs 2 35 g/ 67% vs 53% 0.22
Hb < 10,0 g/dl vs = 10,0 g/dI 42% vs 53% 0.16
Anzahl Osteolysen > 2 vs 0-2 46% vs 53% 0.39
Anzahl Osteolysen > 3 vs 0-3 51% vs 55% 0.58
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Abbildung 3.11 EFS und OS nach allogener SZT fur Patient  en mit oder ohne del(17p13)
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Abbildung 3.12 EFS und OS nach allogener SZT fiir Patie  nten mit oder ohne del(13q14)
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Abbildung 3.13 EFS und OS nach allogener SZT fiir Patien  ten mit oder ohne t(4;14)
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Abbildung 3.14 EFS und OS nach allogener SZT fiir Patient  en alter oder jiinger als 50 Jahre
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Abbildung 3.15 OS nach allogener SZT fir Patienten mit
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3.7  Einfluss von Rezidiv/Progression nach vorangeg  angener
Hochdosistherapie

Im Gegensatz zu bisherigen Untersuchungen [178] zeigten Patienten, die nach
vorangegangener Hochdosistherapie (HDT) mit autologer Stammzellreinfusion
rezidivierten, lediglich einen Trend zu einem schlechteren EFS (33% vs 52%, P=0.09).
Patienten mit del(13qg) (n=61) und/oder del(17p) (n=16) wiesen nur einen Trend zu
einem besseren OS auf (P=0.09 und P=0.05), wenn sie die allogene SZT ohne
vorangegangenes Rezidiv nach der HDT erhielten. Patienten mit t(4;14) (n=16) hatten
zudem ein signifikant besseres EFS ohne vorheriges Rezidiv nach der
Hochdosistherapie (P=0.02).

Zusétzlich wurde eine zytogenetische Subanalyse der Patienten mit und ohne Rezidiv
nach der HDT durchgefuhrt. Hinsichtlich der gesamten Patientengruppe mit Rezidiv
nach der Hochdosistherapie (n=51) haben weder del(13q) (P=0.6) noch t(4;14)
(P=0.2), daftr aber del(17p13) (P=0.05) einen Einfluss auf das EFS dieser Subgruppe
gehabt. Bei den Patienten ohne Rezidiv nach der HDT (n=51) haben weder del(13q)
(P=0.6) noch del(17p13) (P=0.3) noch t(4;14) (P=0.1) das EFS beeinflusst.
Bemerkenswert ist, dass Patienten mit t(4;14) einen Trend zu einem besseren EFS
zeigten (85% vs 50%), jedoch ist die Anzahl dieser Patienten zu gering (n=7), um

Schliisse daraus zu ziehen.
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4 Diskussion

4.1  Ergebnisse der clg-FISH-Analyse

Im Rahmen unserer umfassenden clg-FISH-Analyse von chromosomalen
Veranderungen bei Patienten mit Multiplem Myelom konnte bei nahezu 80% der
untersuchten Patienten mindestens eine der sieben analysierten
Chromosomenaberrationen nachgewiesen werden. Dies zeigt einmal mehr die héhere
Detektionsrate chromosomaler Aberrationen der FISH gegenuber der konventionellen
Zytogenetik, der auf Grund eines zu geringen Plasmazell-Anteils, zu wenigen
auswertbaren Metaphasen oder zu kleinen bzw. telomernahen Aberrationen viele

auffélligen Befunde entgehen.

Als haufigste chromosomale Veranderung konnten wir Deletion 13q14 nachweisen,
sie zeigte sich bei 62/101 Patienten (61%). Im Unterschied dazu sind die Inzidenzen
von del(13q) in anderen Studien mit 28-54% niedriger angegeben [52, 86-95]. Als
Griunde hierfur sind z. B. die hohen Anteile an Patienten mit Rezidiv nach autologer
SZT (50%) und an Patienten, die refraktar vor allogener SZT waren (28%), zu sehen.
Auf Grund des von unserer Abteilung fir Stammzelltransplantation durchgefiihrten
LAuto-allo-Therapieprotokolls* (siehe 2.1.1), innerhalb dessen die Halfte der
untersuchten Patienten therapiert wurde, hat sich zudem eine Art Spezialisierung auf
die ,Hochrisiko-Patienten“ mit del(13g14) entwickelt. Auf diese Weise hat eine gewisse

Vorselektion stattgefunden.

Als zweithaufigste Aberration detektierten wir mit 21% (17/83) die CMYC-
Uberreprasentation . Der Vergleich mit Daten frilherer Studien ist schwierig, da meist
komplexe Strukturveranderungen und Rearrangements des CMYC-Gens wie
Insertionen und Translokationen untersucht wurden [121-127]. Lediglich eine kleinere
FISH-Analyse bei 31 Patienten mit MM aus dem Jahr 2001 [116] untersuchte nur die
Uberreprasentation von CMYC und konnte sie in 32% der Falle nachweisen. Die
hohere Inzidenz in dieser Studie im Vergleich zu unserer Untersuchung ist nicht
eindeutig zu begriinden. Es wird davon ausgegangen, dass die Uberreprasentation von
CMYC, &hnlich wie die Translokation t(8;14), zu einer Uberexpression des Gens flhrt,
wodurch sie ebenso als Marker der Tumorprogression angesehen werden kann. Da

der Anteil an Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien jedoch in beiden Studien
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ahnlich ist, kann dies nicht als Erklarung dienen. Letztlich muss man die geringe
Patientenzahl der Studie aus dem Jahr 2001 beriicksichtigen. Weitere Untersuchungen
zur Evaluation der Inzidenz der CMYC-Uberreprasentation beim MM waéren

wilinschenswert.

Bei 16/100 Patienten (16%) konnten wir Deletion 17p13 nachweisen. Damit liegen wir
etwas Uber den Ergebnissen der meisten anderen Studien, in denen Inzidenzen von 2-
13% angegeben sind [52, 87, 88, 90, 102-106]. Ein Grund dafir kdnnte der hohe Anteil
an Patienten in fortgeschrittenen Stadien und/oder mit Rezidiv in unserer Studie (74%)
sein, da del(17p) als Marker der Tumorprogression gilt [86, 89, 108, 110-117]. In der
Mehrzahl der Studien mit niedrigerer del(17p)-Inzidenz, vor allem in den gréften und
aussagekraftigsten [87, 88], wurden ausschliellich neu diagnostizierte Myelom-
Patienten untersucht. Nur in einer Studie von Drach et al. (1998) wurde del(17p13) bei
33% und 55% der Patienten mit neu diagnostiziertem und rezidiviertem MM
nachgewiesen [108]. Die hohen Werte wurden allerdings von Avet-Loiseau et al.
(1999) angezweifelt, nachdem diese Arbeitsgruppe in ihrer Studie deutlich weniger
Deletionen nachwiesen [104]. Die Ergebnisse von Drach et al. seien durch eine hohe
falsch-positiv-Rate auf Grund einer schlechten Hybridisierungseffizienz zustande
gekommen. Drach et al. dagegen sahen die Ursache fir die unterschiedlichen
del(17p)-Haufigkeiten in den unterschiedlichen Patientenpopulationen [180]. Trotzdem
forderten Avet-Loiseau et al. in Anbetracht dieser Diskrepanzen Kontrollen von
Interphase-FISH-Untersuchungen, da diese mittlerweile weit verbreitet zur

Untersuchung von chromosomalen Aberrationen angewendet werden.

IGH-Translokationen wurden in unserer Patientenpopulation in 38% der Falle
festgestellt. Dass die Inzidenz dieser Translokationen im Unterschied hierzu in anderen
Studien bis zu 75% betragt [125, 132, 133], h&ngt damit zusammen, dass in unserer
Studie lediglich nach den 4 IGH-Translokationen t(4;14), t(11;14), t(14;16) und t(6;14)
gesucht wurde. In den Untersuchungen mit héheren Inzidenzen wurden dartiber hinaus
durch Verwendung anderer DNA-Sonden auch andere bekannte Translokationspartner
von 1432 wie 824, 12924 oder 18921 erfasst. Zudem werden sogenannte ,break
apart assays" eingesetzt, durch die mittels spezifischer DNA-Sonden Bruchpunkte in
Genloki wie 14932 detektiert werden kénnen, ohne dass die dazugehdrigen
Translokationspartner mit dargestellt werden. Daher wird haufig ein nicht unerheblicher

Anteil unbekannter Translokationspartner mit angegeben.
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Als haufigste IGH-Translokation war in unserer Studie mit 19% t(4;14)(p16;932) zu
finden. Dieser Wert liegt ungefahr im Mittelfeld der Inzidenzen friherer
Untersuchungen, in denen Angaben von 10-27% [52, 87, 88, 101, 134, 138, 146-149]
gemacht werden. Wenn man darunter einmal nur die Studien betrachtet, in denen
FISH als Untersuchungstechnik verwendet wurde, SO findet man

bemerkenswerterweise bisher keine Inzidenz grol3er 15%.

Bei 14% der Patienten fanden wir t(11;14)(g13;932) . Auch dieser Wert liegt etwa im
Mittelfeld bisheriger Studien, in denen die Translokation in 8-21% der Falle detektiert
werden konnte [52, 86-88, 91, 102, 134, 152, 159].

t(14;16)(9q32;023) wurde bei den Patienten unserer Studie nur in 4% der Falle
nachgewiesen. Dies entspricht aber ebenfalls den Ergebnissen anderer
Untersuchungen, in denen 1623 als Translokationspartner von 14932 mittels FISH
auch nur in maximal 5% der Falle gefunden werden konnte [88, 90, 91, 134, 152, 166].

Bei keinem der Patienten konnten wir t(6;14)(p25;932) beobachten. Ein Vergleich zu
den Ergebnissen anderer Studien ist hier nur eingeschrankt mdglich, da die Inzidenz
von 6p25 als Translokationspartner von 14q32 bei Myelompatienten bisher nur in einer
anderen Studie untersucht wurde. Hier fand sich bei 21% der Patienten (8/38) ein
positiver Befund fiur t(6;14)(p25;q32). Die Ergebnisse sind jedoch nicht direkt
vergleichbar, da unterschiedliche DNA-Sonden eingesetzt wurden (siehe Yoshida et
al.,1999 [174]).

Bezlglich Korrelationen zwischen dem Auftreten der verschiedenen analysierten
Aberrationen haben sich in unserer Studie eindrickliche Ergebnisse ergeben. Zum
einen zeigte sich eine gehaufte Inzidenz von CMYC-Uberreprasentationen bei
Patienten mit der IGH-Translokation t(4;14): 7 von 16 Patienten mit t(4;14) (44%;
P=0.03) wiesen gleichzeiti eine CMYC-Uberreprasentation auf. Dieses Ergebnis
erinnert an eine Studie von Avet-Loiseau et al. aus dem Jahr 2001, in der zumindest
ein Trend zur Assoziation mit t(4;14) gesehen wurde, da 14 von 60 Patienten mit
t(4;14) (23%) ebenfalls ein CMYC-Rearrangement aufwiesen [122]. Allerdings wurden
in dieser Analyse neben DNA-Sonden zur quantitativen Detektion von 8924 auch
Sonden zur Detektion von t(8;14) und t(8;22) verwendet.

Zum anderen war sowohl bei den Patienten mit del(17p13) und denen mit CMYC-
Uberreprasentation als auch bei Patienten mit t(4;14), mit t(11;14) und denen mit
t(14,16) bei der Mehrheit zugleich del(13q) nachzuweisen. Mit Ausnahme von t(11;14)

machte dieser Anteil jeweils Uber 75% aus, von den Patienten mit del(17p) besal3en
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sogar 94% ebenfalls del(13q), bei denen mit t(11;14) waren es immerhin noch 64%.
Signifikant war diese Haufung von del(13q) auf Grund von zum Teil nur geringen
Patientenzahlen allerdings nur in den Gruppen del(17p13)-positiver und t(4;14)-
positiver Patienten. In friheren Studien konnten ahnliche Korrelationen zwischen den
Chromosomenaberrationen gezeigt werden: t(4;14) war dort in 79-94% der Falle mit
del(13q) assoziert, del(17p) war zu 68-78%, t(11;14) zu 40% und t(14;16) in einer
Studie in 92% der Falle mit del(13q) assoziiert [87, 88, 91, 101]. Daten zur Korrelation

der Inzidenz von CMYC-Uberreprasentation und del(13g14) existierten bislang nicht.

Da also Aberrationen verschiedenen Ursprungs stark mit dem Auftreten der Deletion
13914 zu korrelieren scheinen, macht es Sinn, das vorliegende Phdnomen aus dem
umgekehrten Blickwinkel zu betrachten, wie es schon Fonseca et al. hinsichtlich t(4;14)
getan haben [101]: Deletion 13q14 fungiert vermutlich als Wegbereiter fir andere
genetische Veranderungen, darunter vor allem del(17p13), aber auch IGH-
Translokationen (ausfihrlichere Erlauterungen hierzu in Kapitel 4.2). Diese Ergebnisse
leisten einen Beitrag zur Erklarung, warum del(13q14) in friheren Studien als negativer
prognostischer Faktor gewertet wurde, in neueren Studien jedoch als alleinige

Aberration keinen ungunstigen Faktor fur die Prognose mehr darstellt.

Zusammenfassend lassen sich auf Grund der Ergebnisse unserer clg-FISH-
Untersuchungen folgende Aussagen treffen: Wir konnten bestétigen, dass Deletion 13q
die haufigste Chromosomenaberration beim MM ist. Deletion P53 ist nicht, wie
urspriinglich angenommen, ein seltenes Ereignis beim MM, sondern gehdrt als Marker
der Tumorprogression im fortgeschrittenen Krankheitsverlauf zu den héufigsten
genetischen Veranderungen. Wahrscheinlich noch haufiger, innerhalb unserer Studie
bei mehr als einem Flnftel der Patienten nachweisbar, tritt die Uberreprasentation von
CMYC beim MM auf. Unter den IGH-Translokationen konnten wir t(4;14) am haufigsten
nachweisen, womit bisherige Studienergebnisse bestéatigt wurden. Auch die eher
niedrige Inzidenz von t(14;16) konnte durch unsere Ergebnisse bekraftigt werden.
1(6;14)(p25;932) spielt in unseren Untersuchungen keine Rolle beim MM. Da dieses
Ergebnis aber im Kontrast zu einer frilheren Studie aus dem Jahr 1999 (s. 0.) steht,
sollte die Inzidenz dieser Translokation beim MM noch weiter evaluiert werden.
SchlieBlich zeigten unsere Analysen starke Korrelationen zwischen dem Auftreten von
Deletion 13g und den Ubrigen untersuchten Aberrationen. Sie lassen darauf schlieRen,
dass del(13q) eine wichtige Rolle in der Pathogenese des MM spielt, in dem es unter
anderem als Wegbereiter fir andere Aberrationen wie Deletion 17pl13, t(4;14) und

CMYC-Uberreprasentation fungiert.
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4.2  Ergebnisse der uni- und multivariaten Analyse bezglich
Rezidive, EFS und OS

Die Evaluation der clg-FISH-Ergebnisse und deren Einfluss auf die Prognose nach
allogener SZT bei Patienten mit Multiplem Myelom hat gezeigt, dass Deletion 17p13
ein signifikanter prognostischer Faktor nach allogener SZT ist. Die ereignisfreie
Uberlebenszeit war bei diesen Patienten signifikant verkirzt, zudem zeigte sich der
Trend zu einer kiirzeren Gesamtiiberlebenszeit. Dies hangt vor allem mit der signifikant
hoheren Rate an Rezidiven/Progressionen innerhalb dieser Patientengruppe
zusammen. Dartber hinaus ist del(17p13) die einzige der untersuchten
molekularzytogenetischen Verdnderungen, aus der eine signifikant niedrigere Rate an
kompletten Remissionen im Vergleich zu den anderen Aberrationen resultierte (7% vs
58%; P=0.001). Diese Ergebnisse spiegeln die unginstige Prognose dieser
Patientenpopulation selbst nach einer allogenen SZT wieder. Auch in Studien, welche
die prognostische Bedeutung der Deletion P53 nach einer Hochdosistherapie
evaluierten, zeigte sich stets ein negativer prognostischer Einfluss auf die
Uberlebenszeit [87, 88, 102, 106].

Trotz der schlechten Prognose von Patienten mit del(17p13) war das in unserer Studie
beobachtete EFS von 28% nach 4 Jahren glnstiger im Vergleich zu dem berichteten
EFS von 10% bei Patienten, die eine Hochdosistherapie erhalten hatten [87]. Diese
Beobachtung deutet auf eine dringende Notwendigkeit hin, die Therapie dieser

,Hochrisiko-Patienten“ weiter zu verbessern.

Im Gegensatz zu unserer vorangegangenen Studie [10] blieb Deletion 13q14 lediglich
im Hinblick auf Rezidive ein signifikanter prognostischer Faktor, EFS und OS wurden
nicht beeinflusst. Hinsichtlich der prognostischen Bedeutung von del(13g14) hat sich
erst seit Kurzem ein Wandel ergeben. Altere Studien berichteten von einem
ungunstigen Einfluss auf das EFS und OS nach konventioneller Chemotherapie und
nach Hochdosistherapie [86, 90, 93-95, 98]. Laut neueren Studien (siehe unten) haben
Patienten, bei denen neben del(13q) keine weiteren chromosomalen Aberrationen
nachgewiesen werden koénnen, auch kein verkiirztes EFS und OS zu erwarten. Diese
unterschiedlichen Ergebnisse kommen vermutlich durch zwei Versaumnisse in den
alteren Studien zustande: Zum einen wurden die Inzidenz und prognostische
Bedeutung von del(17p13) und IGH-Translokationen lange Zeit unterschétzt. So hat
man sich in der Mehrzahl der friheren Studien auf die Analyse von del(13q14)

beschrankt, andere Chromosomenaberrationen sind nicht untersucht worden [93-95,
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98]. Zum anderen ist bei diesen Studien in der statistischen Analyse noch nicht die
Variable ,del(13ql14) als alleinige Aberration* zu finden. Dadurch ist zu erklaren, dass
auch in Untersuchungen, in denen zusatzlich del(17p13) und IGH-Translokationen mit
ausgewertet wurden, ein prognostischer Einfluss von del(13g14) in der multivariaten
Analyse festgestellt wurde [86, 90]. Um namlich den reinen prognostischen Einfluss der
Deletion 13qg zu erhalten, muss man innerhalb der Analyse Patienten mit del(13q) als

alleinige Abnormalitéat von denen mit del(13q) plus andere Aberrationen trennen.

Im Hinblick auf die Diskrepanz zwischen unserer aktuellen Studie und der
vorangegangenen aus dem Jahr 2004 ist nun von Relevanz, dass in der letzten Studie
noch mehr Patienten in fortgeschrittenen Krankheitsstadien (50% waren
therapierefraktar) eingeschlossen worden waren, wohingegen in der aktuellen
Untersuchung nur 28% der Patienten refraktar vor der allogenen SZT waren. Zudem
ist, wie zuvor beschrieben, sicherlich von Bedeutung, dass in der vorherigen Studie nur
del(13g14) untersucht wurde. Wie unsere aktuelle Studie jedoch zeigt, besteht eine
starke Assoziation dieser Deletion zu anderen Aberrationen (siehe 4.1). Beispielsweise
konnten wir allein bei 15 Patienten neben del(13qg) auch Deletion P53 nachweisen,
welche sowohl nach HDT mit autologer als auch nach allogener SZT mit einer
signifikant schlechteren Prognose verbunden ist. Vor diesem Hintergrund ist es nicht
uberraschend, dass del(13q14) als alleinige Abnormalitat, im Gegensatz zu del(13q14)
plus andere Aberrationen, den negativen Einfluss auf EFS und OS verloren hat. Diese
Feststellung passt analog zu den Analysen bei Patienten mit CLL, bei denen del(13q)
ebenfalls gehauft nachgewiesen wurde, aber kein Einfluss auf die Prognose gefunden
werden konnte [181, 182]. Weiterhin stehen unsere Ergebnisse im Einklang mit
anderen aktuellen Studien, die zeigten, dass nicht del(13914), sondern die haufig damit
assoziierten Aberrationen t(4;14) und del(17p13) als einzige unabhéngige Faktoren fur
eine kiirzere Uberlebenszeit nach einer Hochdosistherapie aus einer multivariaten
Analyse hervorgingen. Deletion 13q als alleinige Aberration hingegen war auch in

diesen Studien kein ungunstiger prognostischer Faktor mehr [87, 88].

Das bedeutsamste Ergebnis unserer Studie ist, dass die IGH-Translokation t(4;14)
keinen negativen Einfluss (nicht einmal einen Trend dazu) auf CR-Rate, EFS und OS
besal3. Dieses Resultat deutet darauf hin, dass der negative Einfluss von t(4;14) durch
die allogene SZT Uberwunden werden kénnte. Die Translokation t(4;14) kann bei etwa
10-27% der Myelompatienten nachgewiesen werden und ist beim MM somit die
haufigste Translokation unter denen, die den IGH-Lokus 1432 involvieren. Sie hat die

Dysregulation zweier Gene zur Folge, die auf dem Bruchpunkt 4p16 lokalisiert sind,
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FGFR3 und MMSET (siehe 1.3.2.4.1). Neuerdings lassen sich die t(4;14)-positiven
Patienten mittels ,gene expression profiling” (siehe 1.3.1.4) in zwei Gruppen mit
unterschiedlicher Prognose unterteilen [183]. Nahezu alle klinischen Untersuchungen,
die FISH zur Detektion von t(4;14) verwendeten, haben den negativen prognostischen
Einfluss von t(4;14) sowohl nach konventioneller Chemotherapie als auch nach einer
Hochdosistherapie bestétigt [87, 88, 90, 102,149-152].

Sucht man nach einer Erklarung fir die verbesserte Prognose fiir Patienten mit t(4;14)
nach einer allogenen SZT, so besitzt der sogenannte ,Graft-versus-myeloma-Effekt"

(Transplantat-gegen-Myelom-Effekt) wahrscheinlich die grofdte Relevanz. Dieser bei
der Leukamie schon langer bekannte immunologische Effekt von Spenderlymphozyten
auf die Tumorzellen des Empfangers konnte seit den neunziger Jahren auch bei
Myelompatienten gezeigt werden [184-187]. Vor allem nach allogener SZT mit
anschlielenden Donorlymphozyteninfusionen wurde von lang anhaltenden kompletten
Remissionen bei Patienten berichtet, die zuvor refraktdr nach konventioneller
Chemotherapie und Hochdosistherapie waren. Eine Arbeitsgruppe meinte zudem, den
ungunstigen prognostischen Einfluss von del(13q14) bei den beiden untersuchten
Patienten durch die allogene SZT uberwunden zu haben [188]. Mittlerweile wissen wir,
dass wahrscheinlich nicht die del(13914), sondern andere, bei diesen Patienten nicht
untersuchte, Aberrationen die ungunstige Prognose bedingt haben missen. Schlief3t
man unsere aktuellen Ergebnisse in diese Uberlegungen mit ein und bedenkt den
prognostischen Benefit, den die beschriebenen Patienten in der zuletzt genannten
Untersuchung durch die allogene SZT erfahren haben, so kénnte man vermuten, dass
zusatzlich zur del(13g14) am ehesten t(4;14) vorgelegen hat. Aber dies sind nattrlich
nur Spekulationen, die auf einer sehr geringen Anzahl von Patienten basieren. Unsere
aktuellen Resultate hingegen zeigen zum ersten Mal an einer groReren
Patientenpopulation eine Prognoseverbesserung mittels Graft-versus-myeloma-Effekt,
welche anhand molekularzytogenetischer Daten nachzuvollziehen ist. Laut einer Studie
aus dem Jahr 2006, in der sich bei Patienten mit konventionell zytogenetisch
detektierten  Aberrationen  nach  dosisreduzierter  allogener SZT  keine
Prognoseverbesserung zeigte, bilden Myelompatienten mit chromosomalen
Veranderungen eine Entitat, die sich dem Graft-versus-myeloma-Effekt entzieht [189].
Der Grund dafur sei moglicherweise eine Resistenz gegentber immunologischen
Manipulationen. Diese Untersuchung vergleicht jedoch lediglich Patienten mit und
Patienten ohne zytogenetische Veréanderungen. Die Beobachtungen stehen folglich

nicht im Widerspruch zu unserer Hypothese, da es, wie auch in unserer Studie

86



Diskussion

beobachtet, durchaus Aberrationenen gibt, deren Tréger nicht von einer allogenen SZT

profitieren.

Bezlglich der pathogenetischen Bedeutung von Translokation t(4;14) innerhalb der
Myelomgenese hat es in der Vergangenheit verschiedene Uberlegungen gegeben.
Fonseca et al. (2001) beobachteten ahnliche Haufigkeiten der t(4;14) bei MGUS/SMM
und MM (10%) und stellten fest, dass bei fast allen Patienten mit t(4;14) zugleich
del(13q14) vorlag, umgekehrt jedoch nicht bei allen Patienten mit del(13g14) zugleich
auch t(4;14) [101]. Aus diesen Beobachtungen folgerte die Arbeitsgruppe, dass sich
Deletion 13q in der Regel vor der Translokation manifestiert. Avet-Loiseau et al. (2002)
detektierten zwar ebenfalls bei den meisten Patienten mit t(4;14) zugleich auch
del(13g14), konnten jedoch unter den Patienten mit MGUS/SMM fast keine t(4;14)
finden [91, 190]. Ahnliche Ergebnisse erhielten sie fiir die Translokation t(14;16). Auf
diesen unterschiedlichen Befunden basierend entwickelten sie ein Modell der
Myelomgenese, in dem bestimmte 14gq32-Translokationen wie t(4;14) und t(14;16) mit
zu den frihesten onkogenetischen Ereignissen gehéren und del(13g14) ein
sekundares frilhes Ereignis darstellt, dessen Entstehen von den Translokationen
induziert wird. Die Ergebnisse unserer vorliegenden Studie unterstiitzen in dieser
Hinsicht am ehesten die Hypothese von Fonseca et al. (2001). Denn, wie schon in 4.1
beschrieben, waren nicht nur die IGH-Translokationen, sondern auch Deletion P53 und
die CMYC-Uberreprasentation mit dem Auftreten von del(13q14) assoziiert, was darauf
hindeutet, dass del(13q14) bei der Genese der anderen Aberrationen eine

entscheidende (Vorlaufer-)Rolle spielt.

Die Translokation t(14;16), welche bei etwa 1-5% der Myelompatienten nachweisbar
und mit einer ungunstigen Prognose nach einer Hochdosistherapie verbunden ist [88],
war weder mit einer geringeren Rate an CR noch einem kurzeren EFS oder OS nach
allogener SZT assoziiert. Auf Grund der geringen Anzahl von Patienten mit dieser
Translokation (n=4) innerhalb unserer Studie, kénnen aus diesen Ergebnissen jedoch
keine endgultigen Schliisse gezogen werden. Wirde sich aber in weiteren Studien ein
fehlender prognostischer Einfluss von t(14;16) nach allogener SZT bestétigen, so
kbnnte man, zusammengenommen mit unseren Ergebnissen fir t(4;14), daraus
schliel3en, dass der negative prognostische Einlfuss aller IGH-Translokationen, sofern

er vorhanden ist, durch eine allogene SZT Uberwunden werden kann.

Die zweithaufigste IGH-Translokation t(11;14), die wir, &hnlich dem Durchschnitt

anderer Studien, bei 14% der Patienten nachweisen konnten, hatte weder auf die
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Rezidivrate noch auf das ereignisfreie oder das Gesamtuberleben nach allogener SZT
einen signifikanten Einfluss. Diese Resultate stimmen mit friiheren Studien Uberein, die
in der Regel keinen Einfluss auf die Prognose nach einer Hochdosistherapie feststellen
konnten [87, 88, 102]. Teilweise wurde bei Patienten mit t(11;14) und/oder Cyclin-D1-
Uberexpression sogar von einem signifikant langeres EFS und OS nach einer
Hochdosistherapie oder ,Tandem-HDT" berichtet [152, 163, 164].

Auch die pathogenetische Bedeutung der t(11;14) innerhalb der Myelomgenese ist im
Gegensatz zu der von t(4;14) und t(14;16) nach bisherigen Analysen eher geringer. Sie
wurde bei allen Plasmazell-Erkrankungen von der MGUS bis zur Plasmazellleukamie
mit der gleichen Haufigkeit detektiert [91], und es wurde im Vergleich zu anderen IGH-
Translokationen die niedrigste Korrelation zum Auftreten von del(13g14) beobachtet
(etwa 40%) [87, 91].

Bei Patienten mit einer Uberreprasentation von CMYC (Gen-Lokus 8g24), wie wir sie
in 21% der Falle detektieren konnten, wurde lediglich der Trend zu einer klrzeren
Gesamtiiberlebenszeit beobachtet (15% vs 52%; P=0.08). Ein signifikanter Einfluss auf
Rezidivrate, EFS oder OS wurde nicht festgestellt. Die Studienlage beziglich der
prognostischen Bedeutung der CMYC-Uberreprasentation ist sehr beschrankt. Nur in
einer kleineren Studie aus dem Jahr 2001 wurde sie mittels Interphase-FISH bei 31
Patienten untersucht und in 32% der Félle nachgewiesen. In diesen Féllen ergab sich
eine signifikant kirzere ereignisfreie  Uberlebenszeit nach konventioneller
Chemotherapie [116]. Der fehlende signifikante Einfluss in unseren Untersuchungen
kénnte somit darauf hinweisen, dass ein moglicher negativer prognostischer Einfluss
der CMYC-Uberreprasentation, analog zu den Resultaten hinsichtlich t(4;14), durch die
allogene SZT Uberwunden werden kann. Angesichts der Tatsache, dass einschlief3lich
unserer aktuellen Studie nunmehr erst zwei Analysen zur prognostischen Bedeutung
der CMYC-Uberreprasentation existieren (eine darunter mit nur 31 Patienten), wére es
noch zu frih, aus diesen Daten endgultige Schllisse zu ziehen. Aus diesem Grund ist
die Erhebung weiterer Daten, z. B. zur prognostischen Bedeutung der CMYC-

Uberreprasentation nach einer Hochdosistherapie, indiziert.

Unter den klinischen Parametern , die im Hinblick auf eine prognostische Bedeutung
nach allogener SZT analysiert wurden, kristallisierte sich das Alter als wichtigster
Faktor heraus. Bei Patienten tUber 50 Jahren wurde in der univariaten Analyse eine
signifikant hohere Rate an Rezidiven/Progressionen beobachtet (65% vs 45%;

P=0.02). In einer multivariaten Analyse blieb dieser Faktor jedoch nicht als unabhéngig
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bestehen. Anders verhielt es sich bei der Uberlebenszeit: Hier war der Faktor Alter
unter 50 Jahre auch in der multivariaten Analyse mit einem signifikant besseren EFS
und OS assoziiert. Dies hangt vor allem mit einer niedrigeren therapiebedingten
Mortalitdt zusammen, welche schon in unserer letzten Studie aus dem Jahr 2004
gezeigt werden konnte [92]. Andere Untersuchungen von chromosomalen
Verédnderungen, in denen das Alter als prognostischer Faktor in die statistische
Analyse mit einbezogen wurde, haben unterschiedliche Ergebnisse ergeben: In zwei
Studien sowie in unserer vorangegangenen Untersuchung konnte weder uni- noch
multivariat eine prognostische Relevanz festgestellt werden [92, 100, 152]. In zwei
anderen Studien zeigte sich ein hoheres Alter in der multivariaten Analyse als
unabhangiger prognostischer Faktor fur ein kirzeres OS nach konventioneller
Chemotherapie oder Hochdosistherapie [86, 88]. Zwei weitere Studien aus den Jahren
2007 und 2008 untersuchten, inwiefern sich die Uberlebensraten von Myelompatienten
im Laufe der vergangenen Jahre durch die Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten
verandert haben. In beiden Studien kam man zu dem Ergebnis, dass sich die 5- und
10-Jahres-Uberlebensraten am starksten bei Patienten unter 50 bzw. 60 Jahren
verbessert haben. Bei dlteren Patienten hingegen kam es zu geringeren, bei Patienten
uber 70 Jahren sogar zu gar keiner Verbesserung der Uberlebenszeit [191, 192]. Die
TRM von 13% und ein EFS von tber 60% nach 4 Jahren in unserer Studie zeigt die
Notwendigkeit der weiteren Evaluation einer allogenen SZT insbesondere in der

Gruppe von Patienten jinger als 50 Jahre an.

Einen signifikanten unguinstigen Einfluss auf die Gesamtiiberlebenszeit hatte auch ein
B2-Mikroglobulin-Wert  von tber 3,5 mmol/l (24% vs 55%; P=0.04). Da jedoch die
Anzahl der Patienten mit bekanntem B2-Mikroglobulin-Wert nur 79 betrug, wurde
dieser Parameter nicht in die multivariate Analyse mit eingeschlossen. Unser Ergebnis
der univariaten Analyse entspricht den Resultaten vergangener Studien, welche die
prognostische Bedeutung nach konventioneller Chemotherapie oder nach
Hochdosistherapie evaluierten [86-88, 100, 102, 152]. In der Mehrzahl dieser
Auswertungen verblieb ein erhdhter p2-Mikroglobulin-Wert auch in der multivariaten
Analyse als unabhéngiger prognostischer  Faktor fir eine  klrzere
Gesamtuberlebenszeit [86, 87, 100, 152]. Zudem bekraftigen unsere Ergebnisse die
zentrale Rolle des 32-Mikroglobulin-Werts im International Staging System (ISS). Darin
fahrt ein Wert von > 3,5 mmol/l zur Zuordnung zum Stadium Il und somit zu einer

deutlich ungunstigeren Prognose.
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Zusammenfassend kommen wir zu dem Ergebnis, dass Deletion 17p13 ein
signifikanter Faktor flr eine geringere Rate an kompletten Remissionen, eine héhere
Rezidivrate und ein kiirzeres EFS bei Patienten mit Multiplem Myelom nach allogener
Stammzelltransplantation ist. Der negative Einfluss von t(4;14) hingegen, welcher nach
Hochdosistherapie mit autologer Stammezelltransplantation beobachtet wurde, kann
durch eine allogene Stammzelltransplantation tberwunden werden. Ursachlich hierfir
ist wahrscheinlich der ,Graft-versus-myeloma-Effekt“. Anhand der Ergebnisse unserer
Analyse koénnen wir zwei verschiedene prognostische Gruppen identifizieren:
Patienten, die von einer allogenen SZT profitieren (Deletion 17p13 neg., t(4;14) pos.,
Alter < 50 Jahre, niedriger B2-Mikroglobulin-Wert) und Patienten, die von dieser
Behandlungsmethode keine Verbesserung ihrer Prognose erwarten kénnen (Deletion
17pl13 pos., Alter > 50 Jahre, hoher B2-Mikroglobulin-Wert). Diese Untersuchungen
kénnen Auswirkungen auf die risikoadaptierte Behandlung von Patienten mit Multiplem

Myelom haben.
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5 Zusammenfassung

Genetische Veranderungen gehéren beim Multiplen Myelom (MM) neben [(2-
Mikroglobulin, Albumin und anderen zu den bedeutendsten Prognosefaktoren.
Welchen Einfluss Chromosomenaberrationen nach konventionellen Therapieregimen
oder nach einer Hochdosistherapie besitzen, wurde bereits vielfach untersucht. So
wurde gezeigt, dass die haufigste Aberration beim MM, Deletion 13ql14, als solitar
auftretende Veranderung keinen Einfluss auf die Prognose hat. Sie scheint jedoch als
Wegbereiter fur andere Chromosomenaberrationen wie Deletion 17p13 oder IGH-
Translokationen zu fungieren. Del(17p13) und die am héaufigsten auftretende IGH-
Translokation t(4;14) hatten in allen Untersuchungen einen ungiinstigen Einfluss auf

die Prognose nach einer Hochdosistherapie.

Welche prognostische Bedeutung die genetischen Veranderungen fir Patienten nach
einer allogenen SZT haben, die sich neben dem chemotherapeutischen auch auf den
.Graft-versus-myeloma-Effekt* stitzt, wurde bisher kaum untersucht. Aus diesem
Anlass analysierten wir innerhalb einer multizentrischen Studie die aus dem
Knochenmark stammenden Plasmazellen von 101 Patienten mit Multiplem Myelom,
um die Chromosomenaberrationen del(13q14), del(17p13), CMYC-Uberreprasentation,
t(4;14), t(11;14), t(14;16) und t(6;14) zu detektieren. Alle Patienten hatten eine
dosisreduzierte Melphalan/Fludarabin-basierte allogene KMT oder SZT erhalten. Als
Untersuchungsmethode wurde die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, in der Regel
kombiert mit einer cytoplasmatischen Immunglobulinfarbung zur Identifikation der

Plasmazellen (clg-FISH), verwendet.

Bei 61% der Patienten wurde del(13q14) nachgewiesen, eine CMYC-
Uberreprasentation lag in 21% und del(17p13) in 16% der Falle vor. Unter den IGH-
Translokationen konnten wir t(4;14) bei 19%, t(11;14) bei 14% und t(14;16) bei 4% der
Patienten detektieren. t(6;14) wurde bei keinem Patienten beobachtet, weshalb diese
Aberration von weiteren Analysen ausgeschlossen wurde. Hinsichtlich Korrelationen
zwischen dem Auftreten der Chromosomenverédnderungen wurde eine starke
Assoziation von del(13g14) zu den anderen detektierten Aberrationen gefunden, was
die Vorreiterrolle von del(13914) gegenuber weiteren genetischen Veranderungen

bestatigt.
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Wir analysierten alle nachgewiesenen Chromosomenaberrationen sowie klinische
Parameter und Laborwerte hinsichtlich eines Einflusses auf Therapieansprechen,
Therapie-bedingte Mortalitat (TRM), Rezidivrate, ereignisfreies Uberleben (EFS) und
Gesamtiiberleben (OS). Der einzige Faktor, welcher die Rate an kompletten
Remissionen signifikant beeinflusste, war del(17p13) (7% vs 58%; P=0.001). Die TRM
war nur bei Patienten mit einem Alter Gber 50 Jahren signifikant haufiger zu finden
(33% vs 13%; P=0.03). Aus einer multivariaten Analyse der Rezidivraten gingen die
Aberrationen del(13q14) (HR: 2.34; 95% CI: 1.06-5.15; P=0.03) und del(17p13) (HR:
2.24; 95% CI: 1.02-4.92; P=0.04) als unabhangige Faktoren flr eine hohere
Rezidivrate hervor. Das EFS war bei Patienten alter 50 Jahre (HR: 2.81; P=0.01) und
bei Patienten mit del(17p13) (HR: 2.06; P=0.03) signifikant kiirzer. Einen unglnstigen
Einfluss auf das OS hatte innerhalb einer multivariaten Analyse nur der Faktor Alter
Uber 50 Jahre (HR: 2.9; P=0.002). Translokation t(4;14) Ubte in keiner der genannten

Analysen einen Einfluss auf die Prognose aus

Unseren Untersuchungen zufolge ist also Deletion 17pl3 ein signifikanter Faktor flr
eine geringere CR-Rate, eine hohere Rezidivrate und ein kirzeres EFS bei Patienten
mit Multiplem Myelom nach einer allogenen Stammzelltransplantation. Der negative
Einfluss von t(4;14) hingegen, welcher nach einer Hochdosistherapie beobachtet
wurde, kann durch die allogene Stammzelltransplantation iberwunden werden. Diese
Ergebnisse kdnnen Auswirkungen auf die risikoadaptierte Behandlung von Patienten

mit Multiplem Myelom haben.
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7 Patientendaten

|_initial age patsex diagnosis stage jsotvpe del 13014 del17p13 CMYC 1(4:14) 1(11:14) 1(14:16) 1(6:14)
AL 54 Q 01.02.200; A . lambda 1 Q
U 60 0 01.11.200: A J lambda 1 0 1 0 0 1 0
64 1 01.02.200. A aG kappa [0] 0 0 0 0 0
57 0 01.02.200: A aG kappa 0 0 0 0 0 0
RM 47 0 01.04.2005 A aG kappa [0] 1 0 0 0] 0
E 57 0 01.08.200: B laG lambda 0 0 0 0 0 0
36 01.12.200: B BJ lambda Q 0 0 1 0
49 01.04.200: A laG kappa 0 0 0 0 0 0
62 01.07.200: A 1gG lambda 0 0 0 0 0 0
57 01.05.200: A laA kappa 0 0 1
55 01.01.200: B 1gG lambda 1 0 0 0 0 0
45 01.02.200: A laA lambda 0 1 1 0
35 1 01.02.2004 B lgA lambda 0] 0 1 0 0] 0
53 0 01.10.1993 A BJ kappa 0 0 0 0 0 0
54 0 01.06.1987 A 19G kappa 1 [0] 0 0 0 0
6 1 01.03.1999 B laG kappa 0 0 1 0 0 0
5 01.07.1998 A 19G kappa 0 [0] 1 1 0 0
5 01.12.2002 A 1A kappa 1 0 0 0
6 01.03.2004 A 19G kappa 1 0 0 0
6 01.05.1999 A laA kapp 0 0 1 0 0 0
46 0 01.07.2002 A lgA lambda 0] 0 1 0 0] 0
45 0 01.10.2003 A aA lambda 0 0 0 0 0 0
47 1 01.04.2006 A gA lambda 0] 0 0 0 0] 0
53 0 01.12.2003 A aG lambda 0 0 0 0 0 0
48 0 01.09.2004 A A lambda 1 Q 0 0 0 (0]
(V] 46 0 01.05.1999 A aG kappa 0 0 0 0 0 0 0
raA 60 0 01.01.2002 A aG kappa 1 [0] 0 0 0 0
roA 60 1 01.02.1998 B oG kappa 0 0
T 41 1 01.05.2002 A lgA lambda 1 0 1 1 0 0
M 60 0 01.02.2000 A 1aG lambda 1 0 0 0 0 0 0
H 49 1 01.10.200: A BJ kappa 0 [0] 0 0 1 0 0
| Ml 53 0 01.07.2002 A BJ kappa 1 0
B 60 01.07.1989 A aG kappa 0 0]
D 59 01.07.2001 A aG kappa 0 0 0 0 0 0 0
R 38 01.08.2000 A gA kappa 0 0 0 0 0 [0] 0
T 49 01.05.2001 A aG kappa 0 0 0 0 0 0
60 01.06.2000 A 0A kappa (0] 1 1 0 (0] 0
RJ 39 01.01.2002 B BJ lambda 0 0 0 1 0 0
RW 53 01.05.2002 B 10A lambda 0 1 0 0 (0]
RC 35 01.06.2004 A 1A kappa 1 0 1 0 ] 0
RB 55 01.06.200. A 19G kappa (0] 1 0 0 0 0
SC 64 01.11.200: A laA lambda 0 0
SK 49 01.03.200: A aG kappa 1 0 1 0 (0]
SD 54 01.12.200. A aG kappa 0 0 0 0 0 0
SchM 48 01.09.200 A 0A kappa 0 (0] 0 0 0 (0] 0
SB 41 01.03.2002 A laG lambda 1 0 1 0 0 0 0
SV 48 1 01.02.2004 A 19G kappa 0 [0] 1 0 0 [0] 0
" Spm 28 1 01.09.2005 A BJ kappa 0 0 0 0 0 0
SH 62 0 01.12.1997 B 19G kappa 0 [0] 1
SuU 50 0 01.12.2004 A 1aG lambda 1 1 1 0 0 0 0
UT 50 01.02.1999 A BJ kappa 0 [0]
62 01.12.2003 A laG kappa 1 0 0 0 0 0 0
| 51 01.02.1999 B lgA kappa 0 [0] 0 0 0 [0] 0
T 34 01.03.2004 A laG lambda 0 0 0 0 0 0
ied 57 01.11.2004 A 1gG lambda 1 [0] 0 0 0 [0] 0
it) 50 01.05.2001 A laA kappa 0 0 0 0 0 0 0
V. 37 01.11.2001 A 19G lambda 1 0 0 0 1 0
HO 34 1 01.04.2002 A non secretina 1 1 0 [0]
KG 41 0 01.09.2003 LA laA kappa 0 0 0 0 0 0
RB 45 1 01.03.2001 A 19G kappa 0 0 0 0
AC 64 Q 01.05.1981 LA 1aG lambda 1 Q 1 1 0 Q (0]
C 49 01.07.1998 1A laG lambda 0 0 0 0 0
J 50 01.11.200 A aG kappa 0 0 0 0 0 0 0
Fi 42 01.10.200: LA aG kappa 1 0 0 0 0 0
G 67 01.09.200: A gA kappa 1 1 0 0 0 [0] 0
SG 3 01.01.200: LA aG kappa 0 0 0 0 0 0
VU 01.06.200: A aG kappa 0 0 0 (0] 0
WK 5 01.03.200: A aG kappa 0 0 0 0 0
BL 01.09,200: B laD lambda Q 0 1 Q 0
BJ 60 1 01.12.200: A 1aG kapp 0 0 0 0 0
GJ 43 1 01.09.200 A 19G lambda Q 1 0 1 (0]
GE 53 20.10.2001 A laG lambda 0 0 0 0 0 0
HR 55 01.12.2001 A 19G lambda 0
G 5 01.01.1997 A BJ kappa 1
R 14 01.01.2000 A 19G kappa 1 0 0 0 0 0
H 01.12.1999 A laG kappa 0
G 0 0 01.07.1997 A 1aG kappa 0 0] 0 0 0 [0] 0
RE 2 1 01.12.1998 A laG lambda 1 0 0 1 0 0 0
SJ 7 1 01.08.1998 A BJ lambda 0 0] 0 0 0 0 0
SB 2 0 01.03.1998 A 1aG lambda 0
AQ {0] Q 01.03,200: A nonsecreting Q 1 [0] Q Q
AA 3 01.03.200: A ambda 0 1 0 0 0
CE 63 .04.200: ambda 1 0 0 1 [0] 0
L 40 4.04.200: lambda 1 0 0 1 0 0
D 59 '7.09.200: laG [0] 0 1 0 [0] 0
S 63 .11.199 laG kappa 1 0 0 0 0 0
G 49 01.200: A nonsecreting (0] 0 0 0 (0] 0
Z 5 01.05.200: A laG Lambda 0 0 0 1 0 0
| 5 .04.200: A IaA 1 0] 0 0 0 [0] 0
vV 5 .11.199 A BJ lambda 1 0 0 0 1 0 0
PG 6 (0] 02.2000 A 1gG Lambda 0 0] 0 0 0 [0] 0
PA 38 0 01.200: A lgA Lambda 1 0 1 1 0 0 0
RN 45 (0] 0.12.200: A BJ kappa 0] 0 0 0 [0] 0
SY 52 0 1.10.200. A laA lambda 0 1 1 0 0 0
SP 54 1.02.200: A 1gG Lambda 1 0 0 0 [0] 0
VG 36 0.12.200; A 1aG kappa 0 0 0 0 1 0
| BGJ 56 9.09.200! Il aG Q 1
BA 5. 6.01.2000 A A 1 0] 0 0
| RIMG 5. 5.07.2000 aG 1 0
RUZ 5. 1 5.10.1999 aG 0 1 0 0
TVJ A 0 0.07.1998 aG 0 0 1
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CMYC

tris+t(4;14)

del
13¢14+(14;16)

del
13¢14+(11;14)

del
13q14+t(4;14)

del 13q14+IGH

transloc

del 13q1 +CMYC

tris

del 13q14 +

dell7pl

only del

13914

any abnormality

initials

AL

BU
BW
BRM
BE
CD
CK
EH
EW
FK
GJ
HaB
HI
HW
HMG
HL
HLA
HJ
HeB
HM
JR
KR
KLB
KU
KraA
KroA
RJ
RW
RC
RB
SC
SK
SchMm
SV
SpM
SH
SuU
uT
WT
WieJ
Witd
WV
HO
KG
RB
AC
BC
DJ
FL
MG
SG
VU
WK
BL
BJ
GJ
GE
HR
HG
MR
MH
NG
RE
SJ
SB
AO
CE
EL
MZ
MI
oV
PG
PA
RN
SY
SP
VG
BGJ
RIMG
TVJ
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R2-M CRP Calcium Creatinine Albumin Iytic karnofsky
initials (mmol/l) (mg/l) LDH (U/l) (mmol/l) (mg/dl) (g/l) Hb (g/dl) LC TC lesions (%)
AL 1,38 7 206 2,34 0,5 42 11,8 55 198 >3 100
BU 1,7 <5 142 2,46 0,8 45 11,8 4,6 138 0
BW 2,3 <5 199 2,18 0,8 42 10,3 4,9 231 1 100
Bl 4,11 <5 2 ,28 1 3 9,6 3.7 04 2 100
BRM <5 7 ,37 0,7 4 2, 7,1 9 >3 90
BE 5,48 8 1 ,55 15 4 0, 7,6 0 >3 100
=] <5 1 ,34 4 45 2, 3,1 7 0 90
CD 15 <5 7 44 1.2 42 3, 4,9 8 1 00
CK 1,28 9 6 ,32 4 14 .6 9 >3 00
EH 3,1 1 23 0, 44 12,6 .9 2 3 00
EW 19 < ,07 1, 8,9 4 68 0 00
FK < ,37 0, 4 2, .8 1 0 90
GJ < ,43 0, 4 1, 5 7 1 100
HaB 3 1 ,36 0, 3 4, 7.8 4 >3 100
HI 1,59 <5 3 ,26 0,6 38 2, 2,6 84 1 100
HW 4,31 <5 157 2,37 1,7 44 11,9 4,9 280 2 90
HMG 8 173 2,34 13 36 10,6 53 368 0 100
HL 4 <5 135 2,38 1,1 46 13,6 7,3 218 >3 80
HLA 2,47 <5 146 2,51 1 41 8,8 3 168 >3 100
HJ 2,44 <5 199 2,35 0,9 43 11,9 2,8 258 3 70
HeB 1,02 <5 180 2,42 0,8 46 11,7 7.2 398 0 100
HM 6,1 6 178 1,72 1 40 133 8 291 0 90
JR <5 186 2,26 0,9 44 12,4 4,3 214 0 90
KR 1,32 <5 192 2,33 0,8 44 9.8 53 204 >3 100
KLB 1,77 <5 158 2,71 0,7 47 12,4 6,1 206 0 100
KU 3,25 10 145 2,47 0,7 44 12 4,6 257 1 90
KraA 2,58 <5 144 2,32 0,8 44 114 3 191 0 100
KroA 2,43 <5 134 2,4 0,9 36 10,7 6 254 >3 100

T 3.3 <5 85 2,45 0, 38 .5 6,9 60 0 00
LI 2,14 <5 09 23 0, 44 .6 7.4 24 3 00
H 1.8 9 11 2,37 0, 44 4 8,6 42 >3 00
| MI 5 <5 90 2,29 0, 4 4 2,7 81 >3 90
B .91 <5 02 24 0, .3 4,1 257 100
D ,36 1 85 2,48 0, 3 .5 4,7
R ,31 <5 24 2,26 0,7 4 7 6 00
T ,32 < 43 2,1 0,7 3 R 57 >3 00
M 29 < 15 ,38 0,6 34 R 52 4 00
RJ 2,72 < 27 ,48 1.4 44 X 8 7 00
RW 3 < 06 ,45 1 43 13 7,1 40 90
RC 2,76 < 58 ,39 0,9 46 13,1 4,3 52 0 100
RB 5,36 7 59 ,35 1 45 10,8 3.8 82 >3 90
SC 2,37 22 164 2,24 0,8 41 13,9 7 340 >3 90
SK 2,17 <5 188 2,48 0,8 42 16,8 7,1 180 0 100
SD 1,84 <5 137 2,41 0,8 43 13,1 58 216 2 100
SchMm 1,48 <5 157 2,26 0,9 42 14,5 4,3 133 1 100
SB 4,4 <5 144 2,38 0,6 46 12,8 4,8 241 0 100
SV 1,58 11 129 2,07 0,9 36 11,6 2,6 226 2 100
SpM <5 115 2,27 14 48 13,7 52 286 0 100
SH 1,85 <5 151 2,48 0,8 34 12,7 53 208 >3 100
SuU 1,09 <5 182 24 0,7 47 113 9 218 >3 90
uT 2,78 6 157 2,29 0,6 33 10,6 6.4 196 0 100
VW 2,11 <5 189 2,33 11 47 113 4,6 109 >3 90
Wi 3.4 20 153 23 1,1 42 11,1 4,8 116 >3
WT 1,38 16 29 ,55 1 4 2,6 52 97 1 100
WieJ 2,13 <5 56 .47 0,9 4 0,7 4,4 8 >3 80
Witd 3.2 <5 44 ,23 1 4 2,1 6,5 7 100
WV 1,57 10 57 2,27 0,9 44 12,2 2,8 21 100
HO 2,68 16,7 30 2,11 12 35 9 2,7 101 90
KG 2,02 <5 norm. 2,32 0,7 44 >3 80
RB 1,32 6 norm. 2,38 13 46 0 90
AC 22 11.8 196 1,79 08 34 9 29 150 0 90
BC 2,5 6,3 247 1,88 norm 30 9 58 229 1 90
DJ 1,8 1,1 norm. norm norm norm 12,4 6,3 132 >3 90
FL norm. norm. norm. norm norm. norm 12,2 7,8 280 >3 90
MG 15 47 1,1 A .6 163 > 100
SG norm. norm. 84 2,68 norm norm s .6 286 > 90
VU 15 <5 99 2,4 1 45,2 A .4 63 > 100
WK 2,7 <5 85 2,49 1,1 41 12,2 .8 197 > 90
BL 12 57 2 0,9 .6 >
BJ 2,7 178 21 0,6 1
GJ 12 0,9 2
GE 12 148 23 0,5 41 11,6 3,1 195 >3
HR 1,6 165 2,2 0,7 4,9 2
HG 3.8 170 2 1 1
MR 1,6 140 0,9 >3
MH
NG 24 198 1 3
RE 2,1
SJ 2,4 <5 norm. norm norm. norm. 11,2 7,2 182 0
SB 2,6
AO >3
AA
CE 390 2,47 7.6 45 111 0
EL
D 31 297 2,99 3 42 8,5 >3
S 29 6,6 0
G 19 176 2,25 0,8 42 12,4 >3
MZ 4,5 78 2,02 0,9 26 10 >3
MI 0
oV
PG 0
PA 3,1 114 25 0,9 39 10,7 >3
RN 2,6 133 23 0,8 40 12,1 >3
SY
SP 3.8 180 2,27 0,9 37 10,8 0
VG 4,4 198 1,82 1 28 10,4 0
[ BGJ
BA
RIMG
RUZ
TVJ
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number prior number auto-allo-prtcl relapse post remstat prior diagn- HLAmatch id
initials therap autoSCT yin auto alloSCT alloSCT alloSCT days mud/rel yin
AL 5 1 0 1 PD 17.10.2002 261 0 1
BU 7 1 1 0 PR 13.07.2004 620 1 1
BW 11 1 0 1 PD 18.11.2004 1386 0 1
Bl 7 1 PD 8.02.200 93 0
BRM 0 PR 5.01.200 00 0
BE 0 PR 7.04.200! 70 0
=] 0 PR .09.200: 95 0
CD 4 0 PR 02.200: 21 1
CK 3 0 1 PR 08.2004 7 0
EH 5 1 0 PR 12.200! 3 0
EW 10 1 1 PD 05.200: 0 0
FK 14 0 1 PR 07.09.200! 4 0
GJ 5 1 0 PR 30.09.2004 4. 0
HaB 10 0 1 PD 27.05.2002 3159 0
HI 11 1 0 PR 08.06.2005 6578 1
HW 12 3 0 1 PR 05.10.2005 2409 0 1
HMG 12 1 0 1 PR 28.02.2005 2433 0 1
HL 5 1 1 0 PR 24.09.2003 298 1 1
HLA 9 1 0 1 PD 31.05.2005 457 0 0
HJ 16 1 0 1 PR 02.12.2003 1676 1 1
HeB 3 1 1 0 PR 15.12.2004 898 0 0
HM 6 1 1 0 PD 11.11.2004 407 0 1
JR 4 1 1 0 PR 06.12.2006 249 0 0
KR 5 1 1 0 PR 11.01.2005 407 0 0
KLB 5 1 1 0 PR 21.06.2005 294 1 1
KU 14 2 0 1 PR 03.06.2003 1494 0 0
KraA 6 1 1 0 PR 30.06.2005 1276 0 1
KroA 10 1 0 1 PR 24.01.2001 1088 1 1

T 1 0 PR 3.03.2003 307 0
LI 0 1 PR 7.10.2005 2094 0
H 1 0 PR 11.2004 419 0
| MI 1 0 PR .04.200: 297 1
B 18 0 1 PD 01.200: 4945 0
D 5 1 0 PR 09.07.200: 374 0
R 10 0 1 PR 12.200 857 0
T 5 1 0 PR .02.200: 28 1
M 4 1 PD .06.200: 74 1
RJ 0 PR 09.200: 26 0
RW 0 PR .04.200: 350 0
RC 0 CR 05.200! 344 0
RB 0 PR 5.03.200! 288 0
SC 7 2 0 1 PR 30.12.2005 1154 0 1
SK 5 1 1 0 PR 27.11.2003 272 0 1
SD 7 1 1 0 PR 23.12.2002 388 0 1
SchMm 7 1 0 1 PD 29.06.2004 1397 1 1
SB 3 1 1 0 PR 10.10.2002 224 0 1
SV 4 1 1 0 MR 12.10.2004 254 1 1
SpM 3 1 1 0 PR 06.04.2006 217 0 1
SH 7 1 0 1 PR 11.04.2002 1591 1 1
SuU 5 1 1 0 PR 02.11.2006 701 0 1
uT 6 1 1 0 PR 01.08.2001 912 1 1
VW 5 1 1 0 PR 21.10.2004 325 0 1
Wi 9 2 0 1 PR 04.06.2002 1219 0 1
WT 5 0 PR 07.04.200! 40! 0
WieJ 6 0 PR 08.12.200! 40! 0
Witd 4 0 PR 25.06.200: 42 0
WV 5 0 PR 02.07.200: 244 0 0
HO 20 1 PD 12.03.2004 711 0 1
KG 6 1 0 1 PR 08.12.2004 464 1 1
RB 5 1 0 1 PD 23.04.2003 784 1 1
AC 26 2 0 1 PD 25.10.2005 8968 0 1
BC 9 2 0 1 PD 11.03.2003 1714 1 1
DJ 8 2 0 1 PR 23.12.2003 1148 0 1
FL 13 2 0 1 PR 15.09.2004 1080 0 1
MG 8 0 1 PR 28.10.2004 423 1
SG 9 0 PR 19.01.200! 749 0
VU 7 0 PR 01.03.200! 1004 0
WK 11 0 PD 01.09.200! 1645 0
BL 5 1 PR 26.08.200! 359 0
BJ 3 1 1 1 PD 17.07.2002 228 0 1
GJ 6 2 0 1 PD 22.10.2002 781 0 1
GE 3 1 1 0 PR 16.05.2002 208 0 1
HR 3 1 1 0 PR 14.10.2002 317 0 1
HG 4 1 0 1 PD 19.06.2000 1265 0 1
MR 7 2 1 1 PR 26.06.2001 542 0 1
MH 13 1 1 0 PR 25.10.2001 694 0 1
NG 8 2 1 1 PR 06.02.2001 1316 0 1
RE 6 0 1 ne PR 20.02.2001 812 0 1
SJ 4 1 0 1 PD 26.11.1999 482 0 1
SB 10 2 0 1 PD 23.08.2001 1271 0 1
AO 7 1 0 1 PD .05.200! 1532
AA 0 0 ne PR .08.200:! 176
CE 0 ne PD 12.200! 255
EL 0 PR .06.200: 437 0
D 0 PD 04.11.2004 403 1
S 0 PR 29.04.2004 2350 1
G 6 0 CR 14.10.2004 643 0
MZ 6 0 0 ne NC 30.01.2003 274 1 1
MI 5 1 0 1 PD 25.09.2003 542 1 1
oV 3 1 0 1 PR 03.12.2002 1846 1 1
PG 7 1 1 0 NC 18.08.2003 1282 1 1
PA 7 1 0 1 CR 20.12.2004 339 0 1
RN 7 1 0 1 PR 05.06.2005 897 1 1
SY 3 1 0 1 PR 28.02.2003 515 0 1
SP 6 1 1 0 PR 20.04.2003 443 1 1
VG 5 1 1 0 PR 02.10.2003 276 0 1
| BGJ 7 0 PR 14.11.200! 411
BA 8 0 PR 9.04.200. 439
RIMG 7 0 PR 0.04.200: 270
RUZ 9 0 1 PD 7.12.200: 793
TVJ 7 0 1 PD 7.05.2000 687
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initials donorsex source lengrLC>1/nl day ngrTC>20/  nl day aGvHDov cGVHD y/n remstat post alloSCT elaps ey/n relapse date
AL 1 PBSCT 15 22 2 0 CR 1 01.12.2004
BU 1 PBSCT 18 0 0 CR 0
BW 1 PBSC’ 5 19 1 0 PR 0
Bl 1 PBSC’ 0 0 PR 0
BRM 0 PBSC’ 15 2 0 CR 0
BE 0 PBSC’ 45 2 0 CR 0
=] 0 PBSC’ 0 1 CR 0
CD 1 PBSC’ 15 0 0 CR
CK 1 PBSC’ 24 0 0 CR 27.01.2006
EH 0 PBSC’ 1 1 CR 01.08.2004
EW 1 PBSC’ 11 0 0 PR 01.09.2002
FK 0 PBSC’ 18 2 0 PR 0
GJ 1 PBSC’ 8 0 1 PR 0
HaB 0 BMT 8 26 0 0 CR 0
HI 1 PBSCT 18 1 1 CR 0
HW 1 PBSCT 15 0 ne ne ne
HMG 0 BMT 14 21 2 ne ne 0
HL 1 PBSCT 16 19 2 0 CR 0
HLA 0 PBSCT 15 14 1 0 PR 1 01.12.2006
HJ 0 PBSCT 15 16 2 1 CR 0
HeB 1 PBSCT 17 19 2 0 CR 0
HM 1 PBSCT 19 0 0 PR 0
JR 0 PBSCT 28 0 ne ne 0
KR 1 PBSCT 17 23 0 ne ne 0
KLB 1 PBSCT 14 9 0 1 CR 0
KU 1 PBSCT 15 2 0 PR 0
KraA 0 PBSCT 22 29 0 0 CR 0
roA 0 PBSC’ 6 33 0 0 PR 0
T 1 PBSC’ 3 12 0 0 CR 0
LI 1 PBSC’ 7 1 0 CR 0
H PBSC’ 6 15 0 0 PR 0
| MI PBSC’ 4 17 0 0 CR 0
B PBSC 0 0 ne ne ne
D PBSC 0 ne ne ne
R BMT 8 0 0 CR 0
T 0 PBSC’ 0 0 CR
M 1 PBSC’ 0 0 CR 01.05.2003
RJ 0 PBSC’ 0 0 PR 01.03.2006
RW 1 PBSC’ 14 0 0 CR 01.09.2003
RC 1 PBSCT 13 13 0 0 PR 1 01.08.2006
RB 1 PBSCT 22 0 0 CR 0
SC 1 PBSCT 12 14 0 0 CR 1 01.06.2006
SK 1 PBSCT 12 13 2 1 CR 0
SD 1 PBSCT 11 15 0 0 PR 1 01.11.2003
SchMm 0 PBSCT 14 15 1 1 PR 0
SB 0 PBSCT 23 24 0 0 CR 1 01.02.2004
SV 0 PBSCT 14 13 2 0 PR 0
SpM 1 PBSCT 19 2 1 CR 0
SH 1 PBSCT 16 20 0 0 CR 0
SuU 1 PBSCT 12 22 2 ne ne 0
uT 1 PBSCT 17 20 0 0 CR 0
i 1 PBSCT 16 17 2 0 PR 1 01.08.2005
Wi PBSC 0 ne ne ne
WT PBSC’ 4 5 0 0 CR 0
WieJ PBSC’ 8 1 0 CR 1 01.11.2006
Witd PBSC’ 4 0 0 PR 0
WV PBSC’ 21 0 0 CR 1 01.05.2006
HO PBSC’ 27 0 0 PD 1 01.06.2004
KG 1 PBSCT 20 19 0 0 CR 0
RB 1 PBSCT 21 18 0 0 PR 0
AC 1 PBSCT 25 26 0 0 PR 0
BC 1 PBSCT 33 18 1 1 PR 0
DJ 1 PBSCT 29 24 0 1 CR 1 21.12.2005
FL 1 PBSC’ 0 9 0 1 PR 0
MG 0 PBSC’ 0 9 0 0 PR 0
SG PBSC’ 6 8 0 0 PR 0
VU PBSC’ 1 4 ne ne 0
WK PBSC’ 7 25 0 0 PR 1 01.02.2006
BL PBSC’ 8 11 2 0 PD 0
BJ 1 PBSCT. 10 12 0 0 PR 0
GJ 1 PBSCT 12 5 0 0 MR 1 01.03.2003
GE 0 PBSCT 5 7 0 0 CR 1 08.01.2003
HR 1 PBSCT 13 7 4 1 ne 0
HG 1 PBSCT 13 13 0 0 PR 1 01.01.2001
MR 1 BMT 12 29 0 0 PD 1 01.02.2002
MH 0 PBSCT 13 17 2 0 PR 1 01.12.2002
NG 0 PBSCT 8 21 0 0 PR 0
RE 0 PBSCT 15 12 1 1 PR 1 01.03.2002
SJ 1 PBSCT 6 0 1 PR ne
SB 0 PBSCT 17 23 1 0 CR 1 01.02.2002
AO 0 PBSC’ ne ne ne ne
AA 1 PBSC’ 11 11 2 1 CR 0
CE 1 PBSC’ 16 30 0 0 NC 1 11.01.2004
EL 0 PBSC ne ne ne ne
ID 0 PBSC’ 12 12 3 0 PR 1 15.03.2005
KS 1 PBSC’ 14 13 0 0 PR 1 13.06.2004
KG 1 PBSCT 10 10 0 0 CR 1 04.05.2005
MZ 1 PBSCT 25 19 0 PR 0
MI 1 PBSCT 13 14 2 1 CR 0
oV 1 PBSCT 13 21 0 1 CR 1 08.10.2003
PG 1 PBSCT 27 34 4 ne MR 0
PA 1 PBSCT 15 16 1 0 CR 1 31.05.2005
RN 0 PBSCT 9 17 1 0 CR 1 10.01.2006
SY 1 PBSCT 10 9 1 0 CR 1 30.06.2003
SP 1 PBSCT 11 10 4 1 PR 0
VG 1 PBSCT 12 11 0 0 PR 1 01.04.2004
| BGJ PBSC’ 7 11 CR 1 09.11.2004
BA PBSC’ 3 14 CR
RIMG PBSC’ 6 9 PD 20.08.2001
RUZ PBSC’ 1 10 PD 08.05.2002
TVJ PBSC’ 5 8 0 0 PR 03.07.2001
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Patientendaten

initials death y/n death date cause of death TRM ev enty/n EFS days OS days follow-up days fast follow-up
AL 0 0 1 776 1551 1551 31.12.2006
BU 1 03.09.2004 multiple organ failure 1 1 52 52 932 31.01.2007
BW 0 0 0 77 77! 77! 006
Bl 0 0 0 0 0! 0! 006
BRM 0 0 0 4. 4. 4 006
BE 1 02.11.2005 fungal ecephalitis 1 1 8 8! 44 .01.2007
=] 0 0 0 3 83 32 12.2006
CD 0 0 1781 1781 1781 12.2006
CK 04.09.2006 relapse 0 27 716 896 .01.2007
EH 23.03.2005 relapse 0 27 461 1138 .01.2007
EW 30.10.2002 relapse 0 08 168 1720 .01.2007
FK 0 0 0 480 480 480 006
GJ 0 0 0 822 822 822 006
HaB 0 0 0 1674 1674 1674 006
HI 1 20.06.2006 respiratory insufficiency 1 1 377 377 602 31.01.2007
HW 1 03.12.2005 enzephalitis 1 1 59 59 482 31.01.2007
HMG 1 05.07.2005 multiple organ failure 1 1 129 129 702 31.01.2007
HL 0 0 0 1019 1193 1193 31.12.2006
HLA 0 0 1 549 589 589 10.01.2007
HJ 1 17.04.2004 pneumonia 1 1 138 138 1155 31.01.2007
HeB 0 0 0 555 748 748 31.12.2006
HM 1 27.01.2005 respiratory insufficiency 1 1 59 59 812 31.01.2007
JR 0 0 0 74 74 74 12.02.2007
KR 1 04.05.2005 GvHD 1 1 115 115 750 31.01.2007
KLB 0 0 0 558 558 558 31.12.2006
KU 0 0 0 1306 1306 1306 31.12.2006
KraA 0 0 0 549 549 549 31.12.2006
roA 1 05.07.2001 aspergillus pneumonia 1 1 162 162 2197 .01.2007
T 0 0 0 1398 1398 1398 12.2006
LI 0 0 0 432 432 432 12.2006
H 1 11.09.2005 cerebral toxoplasmosis 1 1 273 273 799 .01.2007
| MI 0 0 0 1347 1347 347 12.2006
B 1 19.02.2003 multiple organ failure 1 1 4 4 47! .01.2007
D 1 25.07.2002 hypoxic brainfailure 1 1 6 66 .01.2007
R 0 0 0 1498 498 4 .01.2007
T 0 0 0 1797 797 7 .01.2007
M 1 17.05.2005 relapse 0 1 322 068 2 .01.2007
RJ 0 0 0 1560 560 60 03.01.2007
RW 1 28.01.2005 relapse 0 1 139 651 86 31.01.2007
RC 0 0 0 608 608 608 08.01.2007
RB 0 0 0 656 656 656 31.12.2006
SC 0 0 1 153 376 376 10.01.2007
SK 0 0 0 1132 1132 1132 03.01.2007
SD 0 0 1 313 1470 1470 31.12.2006
SchMm 0 0 0 915 915 915 31.12.2006
SB 1 08.01.2005 relapse 0 1 479 820 1573 31.01.2007
SV 0 0 0 812 812 812 31.12.2006
SpM 0 0 0 284 284 284 15.01.2007
SH 0 0 0 1724 1724 1724 31.12.2006
SuU 0 0 0 102 102 102 12.02.2007
uT 0 0 0 1405 1405 1405 06.06.2005
i 1 15.04.2006 relapse 0 1 286 543 832 31.01.2007
wi 1 29.06.2002 sepsis 1 1 25 25 1701 .01.2007
WT 0 0 0 633 633 633 006
WieJ 0 0 0 390 390 390 006
Witd 0 0 0 1649 1649 649 006
WV 0 0 0 1645 1645 645 03.01.2007
HO 1 04.05.2005 relapse 0 1 81 419 055 31.01.2007
KG 0 0 0 622 622 622 22.08.2006
RB 0 0 0 1104 1104 1104 02.05.2006
AC 0 0 0 454 454 454 31.12.2006
BC 0 0 0 1390 1390 1390 31.12.2006
DJ 0 0 1 728 1105 1105 31.12.2006
FL 0 0 0 86 86 86 25.01.2007
MG 0 0 0 8 8 80! .01.2007
SG 0 0 7 7 71 12.2006
VU 1 24.10.2005 GVHD, sepsis 1 2 2 70. .01.2007
WK 0 0 153 488 48 1.12.2006
BL 1 27.11.2002 multiple organ failure 1 93 93 1618 31.01.2007
BJ 0 0 0 1652 1652 1652 25.01.2007
GJ 1 19.05.2003 relapse 0 1 130 209 1561 31.01.2007
GE 1 02.05.2003 relapse 0 1 237 351 1720 31.01.2007
HR 1 18.03.2003 multiple organ failure 1 1 155 155 1567 31.01.2007
HG 1 26.07.2001 upper Gl-bleeding 0 1 196 402 2416 31.01.2007
MR 1 07.04.2003 relapse 0 1 220 650 2044 31.01.2007
MH 1 19.04.2003 relapse 0 1 402 541 1923 31.01.2007
NG 0 0 0 2178 2178 2178 25.01.2007
RE 1 09.02.2003 relapse 0 1 375 720 2170 31.01.2007
SJ 1 13.06.2002 ne 0 1 929 929 2621 31.01.2007
SB 1 28.03.2002 relapse 0 1 162 217 1986 31.01.2007
AO 1 21.05.2005 multiple organ failure 1 1 0 10 630 01.2007
AA 0 1937 1937 37 12.2006
CE 1.07.2004 progress 0 0 231 45 .01.2007
EL 2.07.2003 sepsis/acute renal failure 1 7 17 15 .01.2007
ID 4.05.2005 GVHD, sepsis 1 132 201 818 .01.2007
KS 8.12.2004 relapse 0 45 233 1007 .01.2007
KG 1 14.05.2005 sepsis 1 1 202 212 839 31.01.2007
MZ 0 0 0 1451 1451 1451 21.01.2007
MI 0 0 0 1222 1222 1222 30.01.2007
oV 1 28.12.2003 progress 0 1 309 390 1519 31.01.2007
PG 1 01.12.2003 GVHD 1 1 105 105 1261 31.01.2007
PA 1 20.04.2006 relapse 0 1 162 486 772 31.01.2007
RN 0 0 1 220 595 595 21.01.2007
SY 1 11.08.2003 progress 0 1 122 164 1432 31.01.2007
SP 1 14.09.2003 GVHD, sepsis 1 1 147 147 1381 31.01.2007
VG 1 31.01.2007 relapse 0 1 181 1216 1216 31.01.2007
| BGJ 0 0 1 1090 1874 874 1.12.2006
BA 0 2000 2000 000 09.2006
RIMG 04.02.2002 progress 0 135 298 121 .01.2007
RUZ 30.09.2002 relapse/progress 0 144 289 870 .01.2007
TVJ 20.01.2003 relapse/progress 0 402 966 439 01.2007
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