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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie, Pathogenese und Klinik des Multiplen Myeloms

Bei ca. 3.490 Ménner und 2.850 Frauen in Deutschland wird jdhrlich die Erstdiagnose
"Multiples Myelom" (MM) gestellt (Stand 2012). Damit macht diese Erkrankung etwa
1,3% aller Krebserkrankungen in Deutschland aus und ist die dritthdufigste
hdmatologische Neoplasie nach Leukdmien und anderen Non-Hodgkin-Lymphomen
(NHL). Insgesamt stand das Multiple Myelom sowohl bei Méannern als auch bei Frauen
an 14. Stelle der hiufigsten Tumorlokalisationen anteilig an allen Krebssterbeféllen in
Deutschland 2012 [1]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt dabei bei ca. 70 Jahren, die
Atiologie ist bis auf seltene Einzelfille unbekannt [2]. Als Risikofaktoren gelten
minnliches Geschlecht, fortgeschrittenes Alter und das Vorliegen einer chronisch-
entziindlichen Erkrankung oder einer chronischen Immunschwiéche. Auch ein
Zusammenhang mit Ubergewicht und Diabetes mellitus Typ 2 wird derzeit diskutiert

[132].

Beim MM handelt es sich um eine B-Zell-Neoplasie, die durch unkontrollierte
Vermehrung maligner Plasmazellklone im Knochenmark (KM) hervorgerufen wird.
Diese sezernieren pathologische Mengen monoklonaler Antikorper. Die Erkrankung
beginnt meist mit dem laborchemischen Auftreten einer sogenannten "Monoklonalen
Gammopathie unklarer Signifikanz" (MGUS). Diese ist definiert durch das
Vorhandensein eines monoklonalen Proteins (M-Protein) im Serum von < 30 g/l. Der
Anteil der Plasmazellklone im KM liegt dabei bei < 10%. Bei ca. 1-2% der Patienten
pro Jahr schreitet die Erkrankung fort und es kommt zu einem asymptomatischen (auch
"smoldering multiple myeloma" (SMM) genannt) oder einem symptomatischen MM.
Beim SMM liegt entweder das M-Protein > 30 g/l oder der Anteil der Plasmazellklone
im KM > 10%. Kommt es im weiteren Verlauf zu Endorganschédden, zusammengefasst
unter dem Akronym CRAB (Englisch fiir "increased calcium, renal insufficiency,

anaemia, bone lesions") spricht man von einem symptomatischen MM [3].

Eine wichtige Rolle bei der Entstehung eines MM spielt das Tumormikromilieu und die
Interaktion der MM-Zellen mit dem Knochenmark. Es scheint ein komplexes

Zusammenspiel zwischen Tumorzellen, mesenchymalen Stammzellen, Osteoblasten,



Osteoklasten und Immunzellen notwendig zu sein, um die Ausbildung von malignen
Plasmazellnestern und deren Wachstum zu ermdéglichen. Dabei kommt es sowohl zu
genetischen Mutationen in KM-Zellen als auch zu einer gesteigerten Synthese von
Entziindungsmediatoren und Signalmolekiilen, die das Tumorwachstum f{6rdern.
Mesenchymale Stammzellen sezernieren beispielsweise vermehrt Interleukin 6 (IL-6)
und den "vascular endothelial growth factor" (VEGF) und tragen so zum Uberleben, zur
Migrationsfahigkeit und zur Resistenz gegeniiber Medikamenten der MM-Zellen bei.
Durch die vermehrte Aktivierung von Osteoklasten mittels Zytokinen und einem
dereguliertem "Receptor Activator of NF-kB (RANK)-Receptor Activator of NF-kB-
Ligand (RANKL)-Osteoprotegerin  (OPG)-System" kommt es zu einem
Ungleichgewicht beziiglich des Knochenumsatzes mit der Ausbildung von Osteolysen.
Die gesteigerte Aktivitdt der Osteoklasten ermdglicht {iber die Freisetzung von
Kalzium, Wachstumsfaktoren und Proteinen der Extrazelluldrmatrix wiederum das

Uberleben und Wachstum der Tumorzellen [132].

Die Diagnose MM ist oft ein Zufallsbefund. Bis zu 25% der Patienten sind zum
Zeitpunkt der Erstmanifestation beschwerdefrei, ca. 60% der Patienten klagen iiber
Knochenschmerzen, meist im Bereich des Stammskelettes [7]. Klinische Symptome
entstehen meist erst durch Folgeschdden, die durch die Infiltration des Knochenmarks
mit malignen Plasmazellen hervorgerufen werden oder durch entstandene
Endorganschdden. So zeigen viele Patienten im Verlauf der Erkrankung Anzeichen
einer Niereninsuffizienz, meist bedingt durch freie Leichtketten oder erhohte
Immunglobuline im Serum und Urin, die von den malignen Plasmazellklonen sezerniert
werden. AufBlerdem kommt es oft zu einer Andmie mit Fatigue, einem
Immunglobulinmangel und einer Leukopenie mit Infektionsneigung und/oder einer
Thrombozytopenie mit erhdhter Blutungsneigung durch Verdringung der gesunden
Héamatopoese im Knochenmark. Des Weiteren treten hdufig Osteolysen auf, welche im
Verlauf der Erkrankung zu Knochenschmerzen und pathologischen Frakturen fiihren

kénnen [2, 7, 13].

In der Mehrzahl der Fille handelt es sich um eine progrediente Erkrankung, die durch
eine individuell angepasste Therapie {iber einen begrenzten Zeitraum in eine

Remissionsphase tliberfiihrt werden kann. Ein kurativer und bisher ausschlielich im



Rahmen von einzelnen Studien angewendeter Ansatz in der Myelom-Therapie besteht

in einer allogenen Stammzelltransplantation [4].

1.2 Risikoklassifizierung

Nach bisherigen Forschungsergebnissen ist es schwierig eine genaue Aussage iiber die
Prognose der Erkrankung im Einzelfall zu stellen. Die Krankheit préisentiert sich sehr
heterogen, v.a. beziiglich der Uberlebensdauer und des Therapieansprechens [5, 8, 10,
14, 17, 18]. In den letzten Jahren haben sich jedoch verschiedenste klinische,
laborchemische sowie genetische Parameter als relevant flir eine Einteilung in

verschiedene Risikoklassen erwiesen.

Beziiglich der klinischen und laborchemischen Marker spielen vor allem das Alter des
Patienten, das Ausmall der Andmie (Himoglobin-Konzentration [g/dl]), die Hohe des
B2-Mikroglobulins (B2M) [mg/1], die entziindliche Aktivitit gemessen am C-reaktiven
Protein (CRP) [mg/l], die Hohe des Serum-Albumins [g/dl] und der Laktat-
Dehydrogenase (LDH) [U/l] eine Rolle. Weiterhin ist die Plasmozytom-
Proliferationsrate und die Zeit bis zum Ansprechen auf die Therapie entscheidend [5,
14, 18]. Auch ein fortgeschrittenes Stadium der Erkrankung, International Staging
System (ISS)-Stadium II oder III, ist mit einer schlechteren Prognose in Verbindung zu
setzen [6]. AuBBerdem wird ein Plasmazell-Labeling-Index (PCLI) > 3% als Risikofaktor
angesehen [8]. Im Folgenden werden die Parameter ndher beschrieben, die einerseits
bekannte Risikofaktoren darstellen und andererseits in der fiir diese Arbeit
durchgefiihrten Studie relevant sind, da sie im Zusammenhang mit der CYRG6I-

Konzentration im Serum untersucht wurden.

1.2.1 ISS-Stadium

Das 2005 von Greipp et. al. etablierte International Staging System wird als das heute
relevanteste Staging-System fiir das Multiple Myelom angesehen [15]. Es teilt die
Patienten beziiglich Konzentration des Albumins und des f2-Mikroglobulins im Serum
in 3 Untergruppen ein: ISS [ = Serum-B2M < 3,5 mg/l und Albumin > 3,5 g/dl, ISS II =
weder Stadium I noch Stadium III und ISS III = Serum-2M > 5,5 mg/1.

Diese Einteilung hat unter anderem den Vorteil, dass die Risikoklassifizierung nicht auf

Untersucher-abhingigen Parametern, wie der Beurteilung von Knochenlédsionen in der



Bildgebung beruht, wie es bei der Klassifikation nach Durie und Salmon der Fall ist
[16, 18]. Die Klassifizierung ist einfach und schnell durchfiihrbar und beinhaltet
weniger Unsicherheiten als das frithere System nach Durie und Salmon. Des Weiteren
lisst sich je nach ISS-Stadium eine Aussage iiber das mediane Uberleben des Patienten
machen. So wird fiir das ISS-Stadium I ein medianes Uberleben von 62 Monaten, fiir
das ISS-Stadium II von 44 Monaten und fiir das ISS-Stadium III von 29 Monaten
angegeben [15, 16].

Ein Kritikpunkt am ISS ist, dass die P2-Mikroglobulin-Konzentration (2M), als
Bestandteil des ISS, mafgeblich von der Nierenfunktion abhédngig sei. Die
Konzentration von f2M im Serum steige nicht nur bei Anstieg der Tumormasse sondern
auch bei fortschreitender Niereninsuffizienz (NI) [62]. Da 20-30% der Patienten im
Verlauf eine NI entwickeln, konne dies die Aussagekraft der f2M-Konzentration im
Serum und somit die Aussagekraft des ISS stark beeintrachtigen. Dimopoulos et al.
zeigten, dass fiir die ISS-Stadien I und II das mediane Uberleben beim Vorliegen einer
schweren NI (Grad 3-5) im Vergleich zu einer leichten NI (Grad 1-2) signifikant
erniedrigt war (57 Monate vs. 76 Monate, P = 0,053). In der Gruppe der Patienten im
ISS-Stadium III, welche die meisten Patienten mit einer NI einschloss, zeigte sich
jedoch kein signifikanter Unterschied im medianen Uberleben zwischen Patienten mit
einer schweren und Patienten mit einer leichten NI (24 Monate vs. 30 Monate, P =
0,292). Das ISS-Stadium kann somit als starker Prognosefaktor unabhingig von einer
Einschrinkung der Nierenfunktion angesehen werden, da sich in der Gruppe mit dem
grofiten Anteil an Nieren-insuffizienten Patienten kein signifikanter Unterschied

beziiglich des medianen Uberlebens ergab [15].

Ein weiterer Kritikpunkt besteht darin, dass die "high-risk"-Patienten mit dem ISS-
System nicht genau genug erfasst werden, da das Stadium III sich nur durch ein stark
erhohtes B2M definiert [16]. Avet-Loiseau et al. zeigten, dass die Kombination von ISS-
Stadium und in-situ-FISH-Analyse (iFISH) auf eine Translokation t(4;14) und eine
Deletion del(17p) die Vorhersage der Prognose signifikant beeinflusst. Es konnten 3
verschiedene iFISH-ISS Gruppen gebildet werden: Gruppe 1 = ISS-Stadium I oder 11
ohne genetische Verdnderungen, Gruppe 2 = ISS-Stadium III ohne genetische
Verdanderungen oder ISS-Stadium I mit genetischen Verdanderungen und Gruppe 3 =

ISS-Stadium II oder III mit genetischen Verdnderungen.



Das Progressions-freie Uberleben wurde dabei mit 44% vs. 23% vs. 12%, das

Gesamtiiberleben mit 76% vs. 52% vs. 33% (P =< 0,0001) angegeben [17].

Unabhéngig von den oben genannten Kritikpunkten bleibt das ISS-Stadium einer der
Hauptprognosefaktoren des Multiplen Myeloms und wird weltweit zur

Risikoklassifizierung eingesetzt [6, 11, 15, 17].

1.2.2 B2-Mikroglobulin

Das im Serum, Urin und Liquor des Menschen vorkommende B2-Mikroglobulin (f2M)
ist ein kleines Protein (Molekulargewicht 11.800 Da) mit 100 Aminosduren. Es ist in
seiner Aminosduren-Sequenz homolog zu der konstanten Region der leichten Kette des
humanen Immunglobulins und zu Teilen der konstanten Region der schweren Kette des
humanen Immunglobulins G [34, 35]. B2M ist ein Bestandteil der leichten Kette des
Major Histocompatibility Complex (MHC) Klasse 1, der von allen kernhaltigen Zellen
exprimiert wird [36].

Schon Anfang der siebziger Jahre wurde ein erhohtes B2M im Serum oder im Urin von
Patienten mit malignen Erkrankungen beobachtet, sowie mit Funktionsstérungen der
Niere in Verbindung gebracht [37]. Besonders fiir das Multiple Myelom hat sich das
B2M im Serum als prognostischer Marker durchgesetzt. Die Hohe des f2M korreliert
dabei direkt mit der Tumormasse und der proliferativen Aktivitidt der Tumorzellen und
ist sowohl bei Diagnose, in den Remissionsphasen, als auch bei Progression von
prognostischem Wert [6, 21, 26, 38, 39]. Des Weiteren ergeben sich unterschiedliche
B2M-Werte beziiglich des Alters des Patienten, des Stadiums der Erkrankung nach

Durie und Salmon, des Serum-Calciums und des Serum-Albumins [25].

Mithilfe der P2M-Konzentration im Serum wurden im Laufe der Jahre mehrere
Risikoklassifikationen erarbeitet. Schon 1980 beschrieben Norfolk et al. ein medianes
Uberleben von 46 Monaten bei einem initial gemessenen P2M < 4 mg/l im Gegensatz
zu einem medianen Uberleben von 15 Monaten bei einem p2M von > 4 mg/1 [39]. Ein
anderes Klassifikationssystem wurde 1990 von Durie et al. erarbeitet. Es beruht auf der
Kombination von 2M, Serum-Albumin und dem Alter der Patienten. Es zeigte sich ein
Unterschied im medianen Uberleben fiir die drei Gruppen "low risk" (B2M < 6 mg/I,
Albumin > 3 g/dl und Alter < 60 Jahren), "intermediate risk" (weder low noch high risk)
und "high risk" (f2M > 6 mg/l, Albumin < 3 g/dl und Alter > 60 Jahre) von > 48



Monaten vs. 28,5 Monaten vs. 12,7 Monaten [25]. 2005 wurde mit dem Internationalen
Staging System nach Greipp et al. das B2-Mikroglobulin als fester Bestandteil der
Risikostratifizierung des MM etabliert (vgl. Kapitel 1.2.1) [15]. Rossi et al. zeigten
2010, dass das PB2M auch bei asymptomatischem MM im Hinblick auf die
Wabhrscheinlichkeit der Progression in eine symptomatische Erkrankung eine Rolle
spielt. Bei einem B2M > 2.5 mg/l steigt das Risiko dabei um den Faktor 3,3 an, dass

sich im weiteren Verlauf eine symptomatische Erkrankung entwickelt [19].

Da ein erhohtes B2-Mikroglobulin auch bei Patienten mit einer Nierenfunktionsstérung
beobachtet wurde, wurde mehrfach diskutiert, ob die Aussagekraft des p2-
Mikroglobulins in einem fortgeschrittenen Stadium des MM noch relevant sei, da die
Nierenfunktion der Patienten dann meist schon stark beeintrachtigt sei (vgl. Kapitel
1.2.1). Die B2M-Konzentration im Serum verhélt sich dabei antiproportional zu der
24h-Kreatinin-Clearance [20]. In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden, dass
das B2M auch bei bestehender Niereninsuffizienz ein wichtiger Prognosefaktor bleibt

[15, 19, 26, 39].

1.2.3 Serum-Albumin

Die Konzentration des Serum-Albumins [g/dl] ist ein wichtiger Risikofaktor und fester
Bestandteil des Internationalen Staging Systems (ISS). Dabei gilt es als ungiinstig in
Bezug auf die Prognose und das Gesamtiiberleben, wenn das Serum-Albumin unter 3,5
g/dl liegt [16, 57, 58, 62, 63]. Warum das Serum-Albumin bei Fortschreiten der
Erkrankung absinkt, ist nicht vollstdndig geklart. Es wird vermutet, dass ein erniedrigtes
Serum-Albumin ein Zeichen fiir eine beginnende Leberschiddigung, bedingt durch die

Produktion von Interleukin 6 (IL-6) der Myelomzellen, sein konnte [61].

Ein niedriges Serum-Albumin ist beim MM mit einem fortgeschrittenen Alter, hohen
Spiegeln monoklonaler Immunglobuline, einem geringen Hamoglobin-Wert, einem
hohen B2M, einer hohen Plasmazellinfiltration des KM, einem hohen klinischen
Stadium und einer hohen Tumormasse assoziiert [59, 63]. Die Funktion des Serum-
Albumins als Risikofaktor zusitzlich zum P2-Mikroglobulin (im Rahmen des ISS)
besteht dabei vor allem in der Identifikation der low-risk-Patienten. Nur bei einer B2M-
Konzentration < 3,5 mg/l und einer Serum-Albumin Konzentration von > 3,5 g/dl kann

ein Patient sicher in die low-risk-Gruppe eingestuft werden [60]. Da die Konzentration



des Serum-Albumins malBgeblich mit der Nierenfunktion zusammenhingt, ist es
sinnvoll das Serum-Albumin gemeinsam mit anderen Parametern wie dem Serum-
Kreatinin und der 24-Stunden-(daily)-Proteinexkretion (24h-DPE) zu beurteilen. Chen
et al. beschrieben die Kombination aus Serum-Albumin-Konzentration und 24h-DPE
als prognostisch wertvoller als die Kombination der Serum-Albumin-Konzentration mit
der B2M-Konzentration, so wie sie im ISS verwendet wird. Sie entwickelten ein Staging
System mit 3 Gruppen: Stadium I: Albumin > 2,8 g/dl und 24h-DPE < 500 mg/dl,
Stadium II: Albumin > 2,8 g/dl und 24h-DPE > 500 mg/dl und Stadium III: Albumin <
2,8 g/dl. Nach 20 Monaten lebten noch 74% der Patienten mit Stadium I, 56% der
Patienten mit Stadium I und 22% der Patienten mit Stadium III [62].

1.2.4 Himoglobin

Krebspatienten haben sowohl eine hohe Inzidenz als auch Priavalenz fir die
Manifestation einer Andmie. Etwa 67% aller onkologischen Patienten entwickeln im
Verlauf ihrer Erkrankung einen Hamoglobin-Wert (Hb) unter 12,0 g/dl, bei Lymphom-
und Myelompatienten sind es sogar bis zu 73%. Ein erniedrigter Hb korreliert dabei mit
einer schlechteren Prognose und einer verkiirzten Uberlebenszeit und wird vor allem
durch den Einsatz von Chemotherapeutika getriggert [78-80]. Suzuki et al. zeigten fiir
Lymphompatienten einen Unterschied im Gesamtiiberleben von 5,8 vs. 60,1 Monaten
beziiglich der Hochrisikogruppe (2-3 Risikofaktoren aus folgenden: erhohtes LDH,
CRP, Anémie) und der Gruppe mit einem niedrigen Risiko (0-1 Risikofaktoren) [80].

In Bezug auf das multiple Myelom stellt der Hb einen unabhingigen Risikofaktor dar.
Etwa 73 % der Patienten prédsentieren eine Andmie bei Primérdiagnose, bei den meisten
handelt es sich dabei um eine leichte bis mittelschwere Auspriagung, nur 7% haben zu
Beginn der Erkrankung einen Hb < 8 g/dl. Im Verlauf jedoch entwickelt sich bei bis zu
97% der Patienten eine manifeste Andmie mit Hb-Werten < 12 g/dl [82].

Ein Hb < 10 g/dl ist mit einem verkiirzten Gesamtiiberleben assoziiert und geht
auflerdem mit einem hohen ISS-Stadium, einem hohen 2M, einem hohen IL-6, einem
Serum-Albumin < 3,5 g/dl und einem abnormalen Karyotyp (v.a. Hyperdiploidie,
del(13q) und del(17p)) einher [11, 14, 16, 29, 63, 64, 108]. Auch eine
Niereninsuffizienz wird bei Patienten mit einem erniedrigten Hb 6fter beobachtet als bei

Patienten mit einem normwertigen Hb [15]. AuBerdem lassen sich anhand des Hb-



Wertes Aussagen iiber das Fortschreiten der Erkrankung machen. Rossi et al.
berichteten von einer erhohten Progressionsrate von einem asymptomatischen zu einem
symptomatischen MM bei einem Hb < 13,5 g/dl [19]. Auch beziiglich des medianen
Uberlebens gibt es Unterschiede je nach Hb-Wert. Kyle et al. ermittelten ein medianes
Gesamtiiberleben von 38 Monaten bei einem Hb > 10 g/dl vs. 27 Monaten bei einem Hb

<10 g/d1 [82].

1.2.5 Lactatdehydrogenase

Da das Enzym Laktatdehydrogenase (LDH) in allen Zellen des menschlichen
Organismus enthalten ist, ist es ein sehr sensitiver Marker fiir Zellumsatz und
Zellzerfall. AuBBerdem findet sich in Tumorzellen eine erh6hte Konzentration an LDH,
da jene Zellen Energie vor allem aus der Metabolisierung von Glukose zu Pyruvat
(aerobe Glykolyse) mit anschlieBender Umwandelung des Pyruvats zu Lactat gewinnen.
Fiir diesen Prozess benétigen die Tumorzellen eine grofe Menge des Enzyms
Lactatdehydrogenase, das die chemische Reaktion Pyruvat + NADH + H' = Lactat +
NAD" Kkatalysiert. Das dabei gewonnene NAD' kann anschlieBend wieder fiir
Oxidationsschritte in der Glykolyse verwendet werden. Dieser Stoffwechselweg
ermdglicht es den Tumorzellen auch bei unzureichendem Sauerstoffangebot Energie aus
Glukose zu gewinnen. Die erhohte Glukoseaufnahme mit gleichzeitig verminderter
oxidativer Phosphorylierung und erhdhter Produktion von Lactat wird als Warburg-
Effekt bezeichnet. In der medizinischen Diagnostik macht man sich diesen Effekt zu
Nutze, um mittels 18F-Fluordeoxyglukose-Positronenemissionstomographie (FDG-

PET) Primartumore und Metastasen zu lokalisieren [42, 44].

Bei vielen soliden Tumoren deutet ein Anstieg der LDH im Serum auf ein Fortschreiten
der Erkrankung hin und geht mit einer schlechten Prognose einher. Vor allem beim
Nierenzellkarzinom, malignen Melanom, Magenkarzinom, Prostatakarzinom, Sarkom,
kolorektalen Karzinom, bei nasopharyngealen Tumoren und beim Lungenkarzinom ist
eine erhohte LDH mit einem verkiirzten Gesamtiiberleben assoziiert. Die prognostische
Aussagekraft der LDH erhoht sich zusdtzlich, wenn eine bereits metastasierte

Tumorerkrankung betrachtet wird [40, 41, 45].

Auch fiir das Multiple Myelom und andere hidmatologische Malignome wie Non-

Hodgkin-Lymphomen (NHL), chronisch lymphatische Leukdmie (CLL) und



myeloproliferative Syndrome stellt eine erhohte LDH einen Risikofaktor dar [45-48].
Dabei ist nicht nur die Konzentration der Serum-LDH von Bedeutung, sondern auch die
Anteile der verschiedenen Isoenzyme (v.a. Isoenzym 2, 3 und 4) [45, 46]. Eine erhdhte
LDH im Serum von MM-Patienten spricht im Allgemeinen fiir eine hohe Tumormasse,
eine mogliche Plasmazell-Leukidmie, eine mogliche extramedulldre Manifestation, eine
Lymphom-dhnliche Klinik, ein schlechtes Therapieansprechen und ein reduziertes
Gesamtiiberleben [47-49, 52-54, 56]. Simonsson et al. zeigten, dass eine Konzentration
der LDH von < 420 U/l vs. einer Konzentration von > 420 U/l einen Unterschied im

medianen Uberleben von 45 Monaten vs. 14 Monaten ergibt [50].

1.2.6 Immunglobulin-Konzentration / Paraprotein

Viele der Myelom-Patienten fallen erstmals in der Routine-Labordiagnostik durch einen
erhohten GesamteiweiBwert auf. Wird dann eine Serum-Elektrophorese durchgefiihrt,
kann der Verdacht auf ein Multiples Myelom durch das Vorliegen eines M-Gradienten
erhértet werden [2]. Ein sogenanntes Paraprotein / M-Protein findet sich jedoch bei ca.
3,2% aller > 50-jahrigen und bei 5,3% aller > 70-jédhrigen Menschen. Das Vorliegen
allein kann ein Hinweis auf viele verschiedene Erkrankungen sein. AuBler mit dem
Multiplen Myelom sind auch die chronisch lymphatische Leukdmie, NHL, Amyloidose,
Autoimmunerkrankungen, Lebererkrankungen und chronische Infektionserkrankungen
wie die Tuberkulose mit dem Auftreten eines Paraproteins assoziiert [27]. Die hdufigste
Ursache fiir einen M-Gradienten ist eine monoklonale Gammopathie unklarer
Signifikanz (MGUS). Diese tritt bei ca. 3% der > 50-Jdhrigen auf und erfordert eine
engmaschige Uberwachung des Patienten, um den Ubergang zum smoldering oder
aktiven Myelom frithzeitig zu diagnostizieren [43]. Laut Empfehlungen des
"International Myeloma Workshop Consensus Panel 3" von 2009 gehdrt zur minimalen
Basisdiagnostik des MM sowohl die Gel-Elektrophorese zur Detektion von
monoklonalem Protein im Serum und im Urin als auch die Immunfixation und die

Quantifizierung der Immunglobuline im Serum [23].

Da die Hohe der Immunglobuline im Serum eng mit der Aktivitit der malignen
Plasmazellklone im Knochenmark assoziiert ist, eignet sich jener Parameter gemeinsam
mit anderen Parametern wie Serum-Albumin, 2M und Hb gut zum Monitoring der

Erkrankung. Die Anzahl der Ig-produzierenden Zellen steigt oder sinkt je nach



Krankheitsaktivitit und -schwere [55]. Die Quantifizierung des Paraproteins wird
auBerdem genutzt, um die Reaktion der Plasmazellklone auf die verschiedenen

Therapieansétze zu erfassen [67].

Beziiglich der Aussagekraft liber die Progression der Erkrankung und Prognose wurden
die Immunglobuline im Serum in den letzten Jahren durch die Bestimmung von freien
Leichtketten (FLC) sowie der Serum free light chain ratio (FLC-ratio) ergédnzt. Diese
sind teilweise besser dazu geeignet minimale Residuen der Erkrankung oder Riickfille
zu erkennen [67]. Des Weiteren ist die Verwendbarkeit des Paraproteins als
Risikofaktor bei vorliegender Niereninsuffizienz stark eingeschridnkt, welches die

Nutzung des Parameters im Verlauf der Erkrankung erschwert [68].

1.2.7 Serum free light chain ratio und Heavy/light chain immunoassay

Die malignen Plasmazellklone produzieren im Rahmen eines Multiplen Myeloms
komplette und/oder inkomplette Immunglobuline. Letztere lassen sich weiter unterteilen
in kappa- und lambda-Leichtketten. Diese Leichtketten werden routinemifig im
Verlauf der Erkrankung im Serum der Patienten gemessen. Aus den Konzentrationen
der kappa- und lambda-Leichtketten wird ein Quotient gebildet (k/A), die so genannte
serum free light chain ratio (FLC ratio). Dieser Quotient zeigt an, ob es eine
ungleichméfige Verteilung der einzelnen Leichtketten gibt und liegt normalerweise

zwischen 0,26-1,65 [2].

Mehrere Studien konnten nachweisen, dass eine abnormale FLC ratio mit einer
schlechteren Krankheitsprognose und einem verkiirzten Gesamtiiberleben einhergehen.
Kyrtsonis et al. zeigten, dass eine abnormale FLC ratio mit einem erhéhten Serum-
Kreatinin, einer erhohten LDH, einer KM-Infiltration > 50%, einem hohen Durie-
Salmon-Stadium und mit einer Bence-Jones-Proteinurie assoziiert ist [113]. Snozek et
al. (abnormales FLC ratio definiert bei < 0,03 oder > 32) zeigten einen signifikanten
Unterschied im Gesamtiiberleben von 30 vs. 39 Monaten (abnormale FLC ratio vs.
normale FLC ratio). Sie entwickelten ein Modell, das die FLC ratio in das ISS Staging-
System integriert. Als Risikofaktoren wurden demnach eine abnormale FLC ratio, ein
hohes B2M (= 3,5 g/l) und ein niedriges Serum-Albumin (< 3,5 g/dl) angesehen. Das
Gesamtiiberleben variierte signifikant je nach Vorliegen von 0, 1, 2 oder 3

Risikofaktoren zwischen 51, 39, 30 und 22 Monaten [112].
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Auch beziiglich der Vorstufen des MM, der monoklonalen Gammopathie unklarer
Signifikanz (MGUS) und des smoldering multiple myeloma (SMM), spielt die FLC
ratio in Bezug auf das Risiko einer Progression in ein symptomatisches MM eine Rolle.
Rajkumar et al. zeigten eine Wahrscheinlichkeit fiir eine Progression von einer MGUS
in ein MM innerhalb von 10 Jahren von 17% vs. 5%, fiir einen Zeitraum von 20 Jahren
ergab sich ein Risiko von 25% vs. 13% (jeweils abnormale FLC ratio vs. normale FLC
ratio) [114]. Auch fiir das SMM wurden vergleichbare Untersuchungen durchgefiihrt.
Nach Dispenzieri et al. (abnormale FLC ratio definiert bei < 0,125 oder > 8) ergab sich
eine hazard ratio fiir das Risiko fiir eine Progression in ein MM bei einer abnormalen

FLC ratio von 2,3 [117].

Neueste Studien untersuchen eine neue Art der Bestimmung von Leichtketten im Serum
der Patienten. Beim heavy/light chain immunoassay (HLC) koénnen die Leichtketten
zugehorig zum Immunglobulin gemessen werden. Es kann also zwischen IgAk, IgAA,
IgGx und IgGA usw. unterschieden werden. Batini¢ et al. zeigten eine Assoziation von
erhohten HLC-Isotypen bzw. abnormaler HLC ratio mit der Tumormasse, der KM-
Infiltration und einer abnormalen FLC ratio. Patienten mit fortgeschrittenem MM
wiesen eine abnormale FLC und HLC ratio auf. Die beiden Parameter ergéinzten sich

beziiglich der Prognoseféhigkeit und Risikoklassifizierung [115].

1.2.8 Bence-Jones-Proteinurie

Als Bence-Jones-Proteine (BJP) werden freie Leichtketten im Urin bezeichnet. Ihr
Nachweis deutet auf eine Produktion unphysiologischer Mengen von Antikorpern bzw.
Ak-Bestandteilen hin und ist ein wichtiger Bestandteil sowohl der priméren Diagnostik
bei Verdacht auf ein Multiples Myelom als auch von Untersuchungen im

Krankheitsverlauf [2].

Schon 1989 beschrieben San Miguel et al. einen Zusammenhang zwischen dem
Nachweis von BJP im Urin und der Prognose der Erkrankung. Eine vorliegende Bence-
Jones-Proteinurie war mit einem signifikant kiirzeren Gesamtiiberleben assoziiert (22,9
Monaten vs. 29,8 Monaten) [22]. Auch 20 Jahre spéter konnte die Relevanz von BJP
bei MM-Patienten weiterhin bestitigt werden. Tatsas et al. stellten 2010 fest, dass eine
Serum- und Urin-Protein-Elektrophorese hoch sensitiv fiir die Diagnostik einer

Resterkrankung (residual disease) ist. Fiir den Fall, dass sowohl Serum- als auch Urin-
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Protein-Elektrophorese negativ sind, kann, bei fehlenden klinischen Krankheitszeichen,
davon ausgegangen werden, dass keine Resterkrankung vorliegt. Eine zusitzliche
Knochenmarksbiopsie ist dann laut Tatsas et al. nicht mehr notwendig und es kann so
ein invasiver, teurer diagnostischer Eingriff vermieden werden [119]. Die Bestimmung
von BJP im Urin hat jedoch auch ihre Schwachstellen und ist sehr anfillig fiir
Storeinfliisse. So berichteten Nowrousian et al. 2005, dass die Urin-Immunofixation
nicht so sensitiv sei wie die FLC-Untersuchung im Serum und dass sehr hohe
Konzentrationen von freien Leichtketten im Serum nétig sind, damit BJP im Urin
detektiert werden konnen. AuBerdem ist die Konzentration der BJP im Urin abhéngig
von der Art der Uringewinnung, der Urinkonzentration und der Nierenfunktion des

Patienten [118].

1.2.9 C-reaktives Protein und Interleukin 6

Sowohl ein erhohtes C-reaktives Protein (CRP) als auch Interleukin 6 (IL-6) gelten als
Marker fiir Entziindungsaktivitit und sind als Risikofaktor fiir verschiedene
Erkrankungen, wie z.B. Atherosklerose, Myokardinfarkt, periphere arterielle
Verschlusskrankheit und zerebrale Ischdmie bekannt. Auch bei verschiedenen
Tumorerkrankungen wird ein Anstieg der beiden Parameter beobachtet. Dabei ist eine
erhohte Konzentration vor allem assoziiert mit Gewichtsverlust, Fortschreiten der
Erkrankung sowie einem Rezidiv der Krebserkrankung. Beim Multiplen Myelom,
Melanom, Lymphom, Ovarial-, Nieren-, Pankreas-Karzinom und bei gastrointestinalen
Tumoren hat sich sowohl das CRP als auch das IL-6 als prognostisch wertvoll

beziiglich des Gesamtiiberlebens erwiesen [70].

In Bezug auf das MM gilt Interleukin-6 als ein wichtiger Wachstumsfaktor fiir die
malignen Plasmazellen im Knochenmark. Das Interleukin-6 wird dabei parakrin im
Knochenmark von Stromazellen, Myelozyten und Monozyten sezerniert und inhibiert
die Apoptose der Myelom-Zellen [72-74]. Das CRP reflektiert im Allgemeinen die IL-
6-Aktivitdt in vivo und ist einfacher und kostengiinstiger zu bestimmen als das IL-6
[71]. Mehrere Studien haben gezeigt, dass sowohl CRP als auch IL-6 gut als Marker fiir
Risiko und Prognose fungieren konnen. Die Konzentrationen von CRP und IL-6 sind
bei Myelom-Patienten signifikant hoher als bei gesunden Kontrollpersonen und das

mediane Gesamtiiberleben bei erhohtem CRP und IL-6 deutlich vermindert. Die Hohe
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des CRP steht in positiver Korrelation mit der Hohe des B2M und verhilt sich
antiproportional zur Hohe des Serum-Albumins [24, 64-66, 71, 74]. Eine 1992
publizierte Studie von Bataille et al. ergab einen Unterschied im Gesamtiiberleben von
48 vs. 21 Monaten bei einem CRP < 6 mg/l vs. einem CRP von > 6 mg/l. Auf dieser
Grundlage wurde ein Staging-System entwickelt, das Patienten beziiglich des CRPs und
des B2-Mikroglobulins in drei Gruppen einteilt: Stadium [ = CRP und 2M < 6 mg/l,
Stadium II = CRP oder 2M > 6 mg/l und Stadium III = CRP und B2M > 6 mg/l. Es
ergab sich ein Unterschied im Gesamtiiberleben zwischen den drei Gruppen von 54 vs.
27 vs. 6 Monate (vgl. Kapitel 1.2.3). Diese Kombination aus CRP und 2M ergab ein
praziseres Staging-System als die Kombination aus p2M und Serum-Albumin.
Allerdings wurde darauf hingewiesen, dass sowohl das CRP als auch das f2M stark
durch das Vorliegen einer Infektion und/oder dem Bestehen einer Niereninsuffizienz

beeinflusst werden konnten [24].

1.2.10 Genetische Verdnderungen

Genetische Verdanderungen in Tumorzellen finden sich bei ca. 60-90% der Patienten mit
einem Multiplen Myelom. Im Laufe der Jahre haben sich verschiedene genetische
Veridnderungen als Risikofaktoren fiir eine schlechte Prognose der Erkrankung etabliert.
Als Hauptrisikogene gelten dabei Verdnderungen auf den Chromosomen 1, 4, 13, 14,
16, 17 und 20. Als "high-risk"-Patienten werden Patienten mit einer oder mehreren der
folgenden genetischen Verdnderungen klassifiziert: Translokation t(4;14), t(14;16),
und/oder t(14;20); Monosomie 13; Deletion del(13q), del(17p) (entspricht p53),
del(17q13) und/oder del(1p) und Patienten mit einer Amplifikation von 1g21 [6-8, 10-
12, 29, 33].

Es haben sich zusdtzlich genetische Verdnderungen gezeigt, die mit einer
durchschnittlichen oder sogar verbesserten Prognose einhergehen: Translokation
t(11;14) und/oder t(6;14) sowie eine Hyperdiploidie im Chromosomensatz (z.B.
Trisomie). Diese genetischen Verdnderungen sollten jedoch stets im klinischen
Zusammenhang betrachtet werden und der Patient sollte nur als "low-risk"-Patient
eingestuft werden, wenn zusétzlich das B2-Mikroglobulin < 5,5 mg/l, die LDH < 250
U/l und/oder der PCLI < 1% liegt [30, 31, 33].
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Die Untersuchungen genetischer Verdnderungen beim Multiplen Myelom haben
teilweise bereits Vorteile fiir Therapieentscheidungen und Behandlungsstrategien
bewirkt. So wirkt sich beim Vorliegen einer t(4;14) eine Bortezomib-haltige
Chemotherapie positiv auf den Verlauf der Erkrankung aus [28], bei einer del(17p)
profitieren die Patienten von einer allogenen SZT im Anschluss an die autologe SZT
[7]. Es hat sich des Weiteren gezeigt, dass ein verdnderter Karyotyp mit einem
erniedrigten Hb, einer erniedrigten Thrombozytenzahl, einem erhohten [2-
Mikroglobulin, einem hohen Plasmazellanteil im Knochenmark, einem hohen ISS-
Stadium und einem hohen FLC-Quotienten zusammenhingt [11]. Es wird daher
empfohlen den Patienten bei Erstdiagnose mindestens auf eine Translokation t(4;14),

t(14;16) und auf eine Deletion del(17q13) zu untersuchen [8, 10].

1.3 Cystein-rich protein 61

Das Cystein-rich protein 61 (CYR61) gehort zur Familie der CCN-Proteine (CYR61 £
CCN1) und ist ein Signalprotein bestehend aus 381 Aminosduren mit einem Cystein-
Anteil von 10%. Es besteht aus insgesamt 4 Doménen: Insulin-like growth factor
binding protein domain, von Willebrand typ C repeat domain, thrombospondin type 1
domain und einer terminalen Carboxyl-Domédne. CYR61 wird von verschiedenen Zellen
des Korpers sezerniert und spielt v.a. bei entziindlichen Prozessen, Wundheilung,
Angiogenese und Osteoblasten-Differenzierung eine regulatorische Rolle. Es befindet
sich nach der Sekretion im Extrazellulirraum und beeinflusst dort die Zell-Zell-
Interaktion. CYRG61 reguliert die Zell-Migration, -Proliferation, -Adhésion sowie die
Apoptose. Dabei interagiert es u.a. mit Integrinen, dem Insulin like growth factor-
Rezeptor und dem Heparin-Rezeptor [83-85, 88, 101]. Der kodierende Abschnitt fiir
CYR61 liegt auf Chromosom 1p22.3. Die Transkription wird von verschiedenen
Wachstumsfaktoren, Vitamin Ds, Ostrogenen, Angiotensin II, Hypoxie, UV-Licht und
mechanischer Dehnung des Gewebes aktiviert [84, 86].

In der embryonalen Entwicklung ist CYR61 ein wichtiges Signalmolekiil fiir die
Entwicklung der Herzsepten und des BlutgefdBsystems. Beim erwachsenen Menschen
wird CYR61 hauptsdchlich verstarkt exprimiert, wenn eine Gewebsverletzung
stattgefunden hat und es zu einer Entziindungsreaktion mit anschlieBender Wundheilung

kommt. Eine erhohte Konzentration von CYR61 im Extrazellularraum steht dabei im
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Zusammenhang mit Erkrankungen wie chronischen Entziindungen, rheumatoider
Arthritis, Atherosklerose, diabetischer Nephro- und Retinopathie sowie mit

verschiedenen Malignomen [85, 87].

1.3.1 CYR61 im Zusammenhang mit dem Knochenstoffwechsel

Das Protein CYR61 wird im Knochen von Osteoblasten und mesenchymalen
Stammzellen exprimiert. Es stimuliert die Angiogenese beim Knochenauf- und -umbau,
die Proliferation und Migration von mesenchymalen Stammzellen (chemotaktischer
Effekt) sowie die Differenzierung von Osteoblasten und Endothelzellen. CYR61 wirkt
dabei v.a. auf undifferenzierte mesenchymale Stammzellen und auf Osteoblasten-
Vorldufer und ist zu Beginn der Differenzierung in hoherer Konzentration im Knochen

vorhanden als nach vollendeter Differenzierung der Zellen [95, 96, 98-100].

Auf molekularer Ebene erhoht CYR61 bei den oben genannten Prozessen u.a. die
Expression des Signalmolekiils Wnt3A, das iiber den Wnt-Signalweg die Transkription
verschiedener, fiir die Differenzierung bendtigter, Proteine bewirkt. Si et al. zeigten,
dass das Ausschalten von CYR61 in einer verminderten Wnt3A-induzierten
Osteogenese resultiert und dass umgekehrt eine vermehrte Expression von CYR61 zu
einer verstarkten Migration von mesenchymalen Stammzellen fiihrt [97]. Des Weiteren
erhoht CYR61 die mRNA- und Protein-Expression von Knochenwachstums-fordernden
Zytokinen, wie z.B. dem bone morphogenetic protein BMP-2, das fir die
Differenzierung von Osteoblasten bendtigt wird. Die Stimulation der beteiligten Zellen
durch CYR61 funktioniert dabei u.a. liber das Membranprotein Integrin a,f3, einem
allgemein wichtigen Signalweg beziiglich Zellproliferation und Differenzierung [98].
Auch auf Osteoklasten-Vorldaufer wirkt CYR61. Diese werden durch CYR61 in ihrer
Differenzierung und Aktivitdt gehemmt. Der genaue Mechanismus ist hier unklar. Die
Hemmung der Osteoklasten geschieht weder tiber Integrin o3 oder a5 noch iiber das
Receptor Activator of NF-kB (RANK) / Receptor Activator of NF-kB-Ligand
(RANKL) - System [95].

1.3.2 CYR61 im Zusammenhang mit Malignomen

Da das Protein CYR61 Prozesse wie Angiogenese, Zelldifferenzierung und -migration

reguliert, liegt es nahe, dass es bei der Entstehung und dem Wachstum von Tumoren
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beteiligt ist. Fiir verschiedene Tumorentititen wurde ein Zusammenhang mit einem
erhohten CYR61 im Tumorgewebe berichtet. So flihrt die Hochregulation von CYRG61
zu einem verstirkten Tumorwachstum in vitro bei Leberzellkarzinom-,
Magenkarzinom-,  Brustkrebs-,  Prostatakrebs-, = Ovarialkarzinom- und  bei
Plattenepithelkarzinomzellen. Auch in vivo korreliert CYR61 bei den genannten
Krebsarten mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, einer grofSeren TumorgrofBe,
einem positiven Lymphknotenstatus und einer schlechten Prognose [89-94]. Teilweise
wurde fiir CYRG61 jedoch auch ein Tumor-suppressiver Effekt beobachtet. Beim nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom und malignen Melanom ist ein erhohtes CYR61 mit
geringerem Tumorwachstum assoziiert [106, 107]. Moglicherweise ist die
Tumorbiologie entscheidend dafiir, in welcher Weise CYR61 auf das Tumorwachstum

wirkt.

Wie bereits beschrieben, reguliert CYR61 v.a. Prozesse im Knochenauf- und -umbau
(vgl. Kapitel 1.3.1). So spielt CYR61 beim hiufigsten knocheneigenen Tumor, dem
Osteosarkom, eine besondere Rolle, was Tumorwachstum und Metastasierung angeht.
Es liegt dort in wesentlich hoherer Konzentration vor als in normalem Knochengewebe
und reguliert u.a. die Neoangiogenese sowie den Umbau der Extrazellularmatrix. Damit
schafft CYR61 die Grundvoraussetzungen fiir Invasion und Metastasierung der
Tumorzellen, beim Osteosarkom v.a. fiir die Metastasenbildung in der Lunge. Durch
Hochregulierung von Matrix-Metalloproteasen und einer verstirkten epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) ist es den Zellen moglich, aus ithrem Zellverband
auszubrechen und umliegende Gefal3e zu infiltrieren. Dabei werden direkt von CYRG61,
zeit- und konzentrationsabhéngig, mesenchymale Marker wie N-Cadherine hoch- und

epitheliale Marker wie E-Cadherine herunterreguliert [102, 103, 105].

Habel et al. zeigten, dass die Stilllegung des CYR61-Genes die Produktion von pro-
angiogenetischen Molekiilen wie dem vascular endothelial growth factor (VEGF)
herabsetzt und gleichzeitig die Expression von anti-angiogenetischen Markern wie
Thrombospondin 1 steigert. Daraus resultiert beim Osteosarkom eine geringere
Tumorvaskularisation mit diinneren und kleineren Blutgefd3en (Reduzierung der Dichte
der Blutgefile im Gewebe um bis zu -76%), ein verlangsamtes Tumorwachstums
(Reduzierung des Tumorgewichtes um bis zu -71%) sowie zusétzlich eine herabgesetzte

Zellmotilitit- und -dissemination der Tumorzellen in die Lunge [102]. Zu dhnlichen
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Ergebnissen kamen Hou et al., die aufzeigten, dass das Ausschalten des CYR61-Genes
mittels small hairpin RNA die EMT und die Zellmigration inhibiert und die
mesenchymalen Zell-Phidnotypen im Knochen und die Anzahl der Lungenmetastasen
reduziert [103]. Laut Fromigue et al. steigert das Herunterregulieren von CYR61 auch
die Apoptose- und Nekroserate der Krebszellen. Das sogenannte "silencing" von
CYRG61 inhibiert aullerdem die Zellinvasion und -migration in vitro und die
Tumorinvasivitdt in vivo im Mausmodell unabhingig vom Tumorzell-Genotyp. Des
Weiteren verbessert es in vitro die Ansprache der Zellen auf verschiedene
Chemotherapeutika. Die Medikamentensubstanzgruppe der Statine ist laut Fromigue et
al. imstande die CYR61-Konzentration im Gewebe des Osteosarkoms signifikant zu

senken und konnte zu verbesserten Therapiestrategien beitragen [105].

Wie sehr CYR61 das Wachstum und die Aggressivitit des Osteosarkoms beeinflussen
kann, zeigten 2012 Sabile et al. Sie berichteten iiber ein verkiirztes Uberleben der
Osteosarkom-Patienten bei erhohtem CYR61 im Knochen und stellten einen
Unterschied im Gesamtiiberleben von 92 + 9 Monaten bei nachgewiesenem CYRG61 in
den Zellen des Osteosarkoms vs. 189 + 13 Monaten bei CYR61-negativen Zellen fest.
Bei bestehender Kombination aus erhohtem CYR61 und nachgewiesenen Metastasen

ergab sich sogar ein Gesamtiiberleben von lediglich 47 +£ 9 Monaten [104].

1.3.3 CYR61 im Zusammenhang mit dem Multiplen Myelom

Beim Multiplen Myelom steht nicht wie beim Osteosarkom eine pathologische
Vermehrung von Knochensubstanz sondern die Durchsetzung des Knochens mit
Osteolysen im Vordergrund, welche im Verlauf der Erkrankung zu pathologischen
Frakturen und Instabilitit des Skelettsystems fiihren konnen [2]. CYR61 ist in
Knochenbiopsien und im Knochenmarksserum von Patienten mit MM, einem
asymptomatischen MM (AMM) oder einer MGUS im Vergleich zu gesunden
Kontrollpersonen signifikant erhoht [108].

Unklar ist, von welchen Zellen CYR61 im Knochen sezerniert wird. Laut Santra et al.
findet die Produktion von CYR61 bei MM-Patienten v.a. in Myelozyten und
Lymphozyten statt [109]. Crockett et al. berichteten iiber eine Expression in
Osteoblasten [95], Johnson et al. und Schiitze et al. {iber eine Expression von CYR61 in

mesenchymalen Stammzellen [100, 108]. CYR61 wird laut Johnson et al. jedoch nicht
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in Plasmazellen, Myelomzellen, Osteoklasten und B-Lymphozyten gebildet. Die
CYR61-Expression korreliere aulerdem nicht mit der CD38-Expression und spiegele
somit nicht die Plasmazellaktivitdit wider [108]. Laut Dotterwich et al. zeigen
Myelomzellen der INA-6-Zelllinie eine erhdhte Transkriptionsrate und ein vermehrtes
Splicen von Intron-haltiger CCNI-pre-mRNA nach Kontakt mit mesenchymalen
Stammzellen [110]. Genauso wie der Produktionsort von CYR61 unklar ist, gibt es auch
verschiedene Ansitze, wie CYR61 die MM-Zellen in vitro und in vivo beeinflussen
konnte. Einerseits wird vermutet, dass CYR61 beim MM protektiv auf das Fortschreiten
der Erkrankung wirkt, da es den Knochenaufbau fordert (vgl. Kapitel 1.3.1) und vor
Osteolysen schiitzt, andererseits fordert CYR61 in vitro die Lebensfahigkeit der
Krebszellen. Li et al. stellten fest, dass wdochentliche intravendse Injektionen von
mesenchymalen Stammzellen, die Knochen-modellierende Mediatoren wie Decorin und
CYR61 exprimieren, die von den malignen Plasmazellen induzierten Knochenldsionen
verringern konnen, jedoch keinen FEinfluss auf die Tumorlast haben. Intraossire
Injektionen von mesenchymalen Stammzellen dagegen waren imstande, MM-induzierte
Knochenlédsionen zu reduzieren, die Knochenbildung zu stirken und zusétzlich direkt
das Tumorwachstum zu inhibieren [111]. Andererseits zeigten Dotterwich et al., dass
der Kontakt von mesenchymalen Stammzellen die Produktion von CYR61 in MM-
Zellen in vitro fordert und dass die Lebensfdhigkeit der Krebszellen durch Zugabe von
0,1-1 pg/ml rekombinantem CCNI1-Fc-Protein positiv beeinflusst wird und somit ein

Voranschreiten der Erkrankung fordern konnte [110].

Eine ausfiihrliche Untersuchung des Zusammenhanges zwischen CYR61/CCN1 und der
Klinik und Prognose des Multiplen Myeloms wurde 2014 von Johnson et al. publiziert.
Dort wurde gezeigt, dass ein erhohtes CYR61/CCN1 in Knochenbiopsien und/oder im
Knochenmarksserum von MM-Patienten mit einem reduzierten Knochenbefall, einem
verbesserten Ereignis-freien- und Gesamtiiberleben sowie mit einer verzdgerten

Progression einer MGUS oder eines AMM in ein voll ausgepriagtes MM assoziiert ist.

Es zeigte sich ein verbessertes Gesamtiiberleben bei einer CCN1-Konzentration von >
478 pg/ml im Knochenmarksserum bei allen untersuchten MM-Patienten. Auch das
Erreichen einer "complete response" (CR) und das Verbleiben in der CR hing mit der
CCN1-Konzentration zusammen. Bei erhohtem CCN1 wurde die CR schneller erreicht

(9,5 vs. 14,4 Monate) und die Patienten, die fiir > 6 Jahre in der Remission verblieben,
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hatten ein hoéheres CCNI1 als die, die ein Rezidiv erlitten (674 pg/ml vs. 412 pg/ml).
Ahnliche Ergebnisse ergaben sich beziiglich der Progression von einer MGUS / einem
AMM in ein symptomatisches MM. Fand die Progression in einer Zeit von < 3 Jahren
statt, lag die durchschnittliche CCNI1-Konzentration im Knochenmarksserum bei 431
pg/ml, bei einer Progression nach > 3 Jahren lag sie dagegen bei 723 pg/ml. In der Zeit
der CR war eine CCNI-Konzentration von > 642,6 pg/ml mit einem ldngeren
progressions-freiem Uberleben und einem lingeren Gesamtiiberleben assoziiert.
CYR61/CCNI1 kann laut Johnson et al. als unabhingiger Risikofaktor angesehen
werden und ist in der Lage, die durch Genanalysen in eine High-risk-Gruppe
klassifizierten Patienten in weitere Untergruppen zu unterteilen. So zeigten Patienten in
der High-risk-Gruppe mit niedrigem CYR61 < 519,7 pg/ml ein medianes Uberleben
von 4,01 Jahren und ein Progressions-freies Uberleben von 2,63 Jahren, Patienten mit
einem hohen CYR61 > 519,7 pg/ml jedoch ein medianes Uberleben von 6,87 Jahren

und ein progressions-freies Uberleben von 4,78 Jahren. Die Gruppe der low-risk

Patienten konnte nicht weiter unterteilt werden.

Im Mausversuch fiihrte eine Behandlung mit rekombinantem CCN1 zu einer héheren
Knochendichte, einer verminderten Knochenresorption und niedrigeren Ig-
Konzentrationen im Serum. In vitro fiihrte in H929-Myelomzellen eingebrachtes
rekombinantes CYR61 zur gesteigerten Produktion von CYR61 durch die Zellen selbst.
Das Wachstum der MM-Zellen wurde dadurch jedoch nicht beeinflusst. Wurden die
verdnderten H929-Zellen dann in Méuse eingebracht, kam es dort zu einem geringeren
Verlust der Knochendichte, einer vermehrten Anzahl von Osteocalcin-exprimierenden
Osteoblasten, zu weniger Osteoklasten und niedrigeren Ig-Konzentrationen als in
Maiusen mit unverdnderten H929-Zellen. Die Effekte von CCN1 waren dabei abhidngig

von Integrin oy f33

Auch in weiteren in vitro-Versuchen konnte ein positiver Effekt von CYR61 aufgezeigt
werden. Die Zugabe von > 2 ug/ml rekombinantem menschlichem CYRG61 supprimierte
das Wachstum von H929-Myelomzellen. Zusétzlich wurde bei der Zugabe von sehr
geringen Mengen CYRG61 (100 ng/ml) zu einer Ko-Kultur von H929-Myelomzellen mit
mesenchymalen Stammzellen ebenfalls ein reduziertes Wachstum der Myelomzellen
beobachtet. Ein knock-down der CYR61-Expression in 50% der mesenchymalen

Stammzellen fiihrte jedoch nicht zu unterschiedlichem Wachstum in den beiden

19



Gruppen (Zugabe von 100 ng/ml CYR61 zur Ko-Kultur vs. "native" Ko-Kultur), was
vermuten ldsst, dass das Zusammenspiel von mesenchymalen Stammzellen und

Myelomzellen eine wichtige Rolle spielt [108].

1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

Die genaue Funktion des Proteins CYR61 in Verbindung mit dem Multiplen Myelom
ist ungeklart (vgl. Kapitel 1.3.3). Es ist nicht sicher, ob CYR61 einen fordernden oder
einen inhibierenden Effekt auf das Fortschreiten der Erkrankung hat bzw. inwiefern es
die Erkrankung auf zelluldrer Ebene beeinflusst. Es scheint ein sehr komplexes
Zusammenspiel von Myelom-Zellen, mesenchymalen Stammzellen und Knochen-
eigenen Zellen wie Osteoblasten und Osteoklasten zu Grunde zu liegen, das sehr

variabel auf unterschiedliche Konzentrationen von CYR61/CCNI1 reagiert.

In der vorliegenden Arbeit soll CYR61 im Zusammenhang mit etablierten
Risikofaktoren (vgl. Kapitel 1.2), die sich in der Risikoklassifizierung des Multiplen
Myeloms bewéhrt haben, untersucht werden. Es soll aufgezeigt werden, ob CYR61 mit
anderen Risikofaktoren korreliert und ob eine erhohte CYR61-Konzentration im Serum
der Patienten eher als positiv oder negativ in Bezug auf das klinische Stadium und die
Prognose der Erkrankung angesehen werden kann. Die Fragestellung "Ist CYR61 ein
potentieller Aktivitdtsmarker fiir das Multiple Myelom?" soll hinreichend beantwortet

werden.

Dazu wurden einerseits Serumproben von Myelom-Patienten untersucht und
gemeinsam mit verschiedenen klinischen Parametern betrachtet, andererseits wurden
Proben von Osteoporose-Patienten und von gesunden Kontrollpersonen als
Vergleichsgruppen ausgewertet, um unter anderem einen Riickschluss iiber die
Zusammenhédnge zwischen CYR61 und dem Knochenstoffwechsel zu ziehen und einen
Uberblick iiber die Ausprigung der CYR61-Konzentration in den verschiedenen
Gruppen an sich treffen zu kénnen. Zu Betonen ist hierbei, dass in der vorliegenden
Arbeit erstmals die CYR61-Konzentration im peripheren Blut der Patienten gemessen
wurde und nicht wie in bereits in der FEinleitung beschriebenen Studien

Knochenmarksgewebe oder Knochenmarksserum verwendet wurde.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Zur Untersuchung der in der Einleitung definierten Fragestellung, wurde die
Konzentration (pg/ml) von CYR61 im Serum von 61 Myelom-Patienten, 40
Osteoporose-Patienten und 30 gesunden Kontrollpersonen mittels ELISA-Test
gemessen. Die Messung erfolgte sowohl in der Gruppe der Osteoporose-Patienten als
auch in der Kontrollgruppe pro Patient bzw. Proband einmalig. In der Gruppe der
Myelom-Patienten erfolgten bei 16 Patienten 2 Messungen, bei 5 Patienten 3
Messungen, bei einem Patienten 4 Messungen und bei einem weiteren Patienten
insgesamt 5 Messungen. Die wiederholten Messungen waren bedingt durch
wiederholtes Erscheinen der Patienten in der Studienambulanz der Universitétsklinik

Wiirzburg.

Die gemessenen Werte wurden retrospektiv im Zusammenhang mit verschiedensten
klinischen Parametern untersucht. Die Datenerhebung erfolgte dabei iiber das SAP-
System der Universitdtsklinik Wiirzburg. Waren mehrere CYR61-Konzentrationen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen worden, wurde fiir die statistische Auswertung
stets die Konzentration der ersten Messung herangezogen, da dies dem Zeitpunkt der

klinischen Datenerhebung entsprach.

Die Berechtigung zur Durchfiihrung der Blutentnahmen sowie zur Erhebung und
Verwendung der klinischen Daten war durch das Ethikvotum mit der Referenznummer

73/05 und 76/13 der Universititsklinik Wiirzburg gegeben.

2.1.1 Studiengruppe 1 "Myelom-Patienten"

Es wurden insgesamt die klinischen Daten und die CYR61-Konzentration im Serum
von 61 Patienten mit der Diagnose "Multiples Myelom" untersucht. Bei Patient Nr. 47
lag die CYR61-Konzentration bei 1459,23 pg/ml, bei einem sonst durchschnittlichen
Wert von 449,24 pg/ml. Da es sich bei jenem statistisch ermittelten Ausreifler mit hoher
Wahrscheinlichkeit um eine Verunreinigung der Probe bzw. um einen Messfehler
handelte, wurde der Patient nicht in die Datenauswertung mit aufgenommen. Es ergab
sich somit eine endgiiltige Patientenzahl von 60. Die Diagnose "Multiples Myelom"

wurde bei allen Patienten nach den aktuellen Kriterien der International Myeloma
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Working Group gestellt [3]. Die Auswahl der Patienten erfolgte durch Rekrutierung

freiwilliger Teilnehmer aus dem Patientenkollektiv von verschiedenen DSMM-Studien

der Uniklinik Wiirzburg. Den Patienten wurde im Rahmen der Studienteilnahme an der

jeweiligen DSMM-Studie bei einer oder mehreren Blutentnahmen zwischen Dezember

2012 und Februar 2015 zusitzlich zur Routine-Laborkontrolle 7,5 ml venoses Vollblut

entnommen.

Die Recherche der klinischen Daten stiitzte sich auf mehrere klinische Parameter, die im

Zusammenhang mit der CYR61-Konzentration im Serum untersucht werden sollten. Es

wurden dabei folgende klinische Daten erhoben:

Alter [Jahre]

Geschlecht

Ubergewicht: Ja (BMI > 25) vs. Nein (BMI < 25)
Immunglobulin-Typ: 1gG vs. IgA vs. IgM

Leichtketten-Typ: Kappa vs. Lambda vs. Kappa und Lambda
Leichtketten-Myelom: Ja vs. Nein

ISS (Internationales Staging-System) bei Erstdiagnose: I vs. I vs. II1
Knochenmarkinfiltration [%] bei Erstdiagnose

Ossire Beteiligung: Ja (hier definiert als Osteolysen) vs. Nein

chronische Niereninsuffizienz: Ja (hier definiert als Serum-Kreatinin > 1,2 mg/dl
oder klinisch dokumentierte Niereninsuffizienz) vs. Nein

Zytogenetik: low (normaler Karyotyp) vs. intermediate (Hyperdiploidie) vs.
high (t(4;14), t(14;16), del17p, del13q)

B2-Mikroglobulin [mg/1] bei Erstdiagnose

B2-Mikroglobulin [mg/l] zum Abnahmezeitpunkt

Gesamteiweil} [g/dl] zum Abnahmezeitpunkt

Serum-Albumin [g/dl] zum Abnahmezeitpunkt

LDH [U/l] zum Abnahmezeitpunkt

Hb [g/dl] zum Abnahmezeitpunkt

Bence-Jones-Proteinurie (je nach Myelom-Typ) [mg/l] zum Abnahmezeitpunkt
Ig-Konzentration (je nach Myelom-Typ) [mg/dl] zum Abnahmezeitpunkt

freie kappa- / lambda-Leichtketten (je nach Myelom-Typ) [mg/l] zum
Abnahmezeitpunkt

FLC-Quotient (k/A) zum Abnahmezeitpunkt
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* entziindlicher Prozess zum Abnahmezeitpunkt: Ja (hier definiert als Serum-C-
reaktives Protein > 3 mg/dl) vs. Nein

* Remissionsstatus zum Abnahmezeitpunkt: "complete response" (CR) vs. "very
good partial response" (VGPR) vs. "partial response" (PR) vs. "progressive
disease" (PD) / smoldering multiple myeloma (SMM)

* Lenalidomid- / Pomalidomid- / Thalidomid-Therapie (Immunmodulatorische
Medikamente, IMD) zum Abnahmezeitpunkt: aktuell vs. im Vorfeld vs. keine

* Bortezomib- / Carfilzomib-Therapie (Proteasom-Inhibitoren, PI) zum
Abnahmezeitpunkt: aktuell vs. im Vorfeld vs. keine

* Melphalan-Therapie zum Abnahmezeitpunkt: aktuell vs. im Vorfeld vs. keine
* autologe Stammzelltherapie erfolgt: Ja vs. Nein

* Bisphosphonat-Therapie zum Abnahmezeitpunkt: aktuell vs. im Vorfeld vs.
keine

(Anmerkung: Der Fall "aktuell Therapie X" wurde als zutreffend markiert, wenn die
Therapie zum Zeitpunkt der Blutentnahme durchgefiihrt wurde. Fiir die Definition von
Normwerten wurden, wenn nicht gesondert gekennzeichnet, die Normwerte des

Zentrallabors des Universitdtsklinikums Wiirzburg iibernommen)

Die erhobenen klinischen Daten wurden fiir die statistische Auswertung teilweise pro
Kategorie in zwei Gruppen aufgeteilt, damit diese beziiglich des Unterschiedes in der
CYR61-Konzerntration untersucht werden konnten. Bei einzelnen Kategorien wurden
mehrfach zwei Gruppen mit unterschiedlichen Cut-off-Werten gebildet, um die zu
vergleichenden Gruppen in ihrer Gro3e anzundhern, damit sich statistisch eine bessere
Vergleichbarkeit erzielen lieB oder um zu untersuchen, ob schirfere Cut-off-Werte
einen signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen ergeben. Es ergab sich
dabei insgesamt folgende Gruppenbildung bei den einzelnen Kategorien (zusétzlich zu

den bereits beschriebenen Gruppen):

* Alter [Jahre]: <65 vs. > 65

* Knochenmarkinfiltration bei Erstdiagnose: < 50% vs. > 50%

* Zytogenetik: low / intermediate vs. high

* [2-Mikroglobulin [mg/l] bei Erstdiagnose: <2,5 vs. > 2.5

* [2-Mikroglobulin [mg/1] bei Erstdiagnose: < 3,0 vs. > 3.0

* [B2-Mikroglobulin [mg/l] zum Abnahmezeitpunkt: < 2,5 vs. > 2,5
* [(2-Mikroglobulin [mg/l] zum Abnahmezeitpunkt: < 3,0 vs. > 3,0
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Gesamteiweill [g/dl] zum Abnahmezeitpunkt: normwertig (6,6-8,7) vs. nicht
normwertig

Gesamteiweil} [g/dl] zum Abnahmezeitpunkt: < 8 vs. > 8
Serum-Albumin [g/dl] zum Abnahmezeitpunkt: > 3,5 vs. < 3,5
Serum-Albumin [g/dl] zum Abnahmezeitpunkt: > 4,0 vs. <4,0
LDH [U/l] zum Abnahmezeitpunkt: < 240 vs. > 240

LDH [U/1] zum Abnahmezeitpunkt: < Q@ 215/ & 225 (normwertig) vs. > @ 215/
A& 225

Hb [g/dl] zum Abnahmezeitpunkt: > Q 12,0/ & 13,5 (normwertig) vs. < 12,0 /
313,5

Hb [g/dl] zum Abnahmezeitpunkt: > 10,0 vs. < 10,0

Bence-Jones-Proteinurie (je nach Myelom-Typ) [mg/l] zum Abnahmezeitpunkt:
<10 (kappa) / 6 (lambda) vs. > 10 (kappa) / 6 (lambda)

Ig-Konzentration (je nach Myelom-Typ) [mg/dl] zum Abnahmezeitpunkt: < 380
(IgA) /1600 (IgG) / 280 (IgM) vs. > 380 (IgA) / 1600 (IgG) / 280 (IgM)

freie kappa- / lambda-Leichtketten (je nach Myelom-Typ) [mg/l] zum
Abnahmezeitpunkt: < 19,4 (kappa) / 26,3 (lambda) vs. > 19,4 (kappa) / 26,3
(lambda)

FLC-Quotient (k/A) zum Abnahmezeitpunkt: normwertig (0,26-1,65) vs. nicht
normwertig

Remissionsstatus: CR / VGPR vs. PR/ PD / SMM

Lenalidomid- / Pomalidomid- / Thalidomid-Therapie: aktuell vs. im Vorfeld /
keine

Lenalidomid- / Pomalidomid- / Thalidomid-Therapie: aktuell / im Vorfeld vs.
keine

Bortezomib-/Carfilzomib-Therapie: aktuell / im Vorfeld vs. keine
Melphalan-Therapie: aktuell / im Vorfeld vs. keine
Bisphosphonat-Therapie: aktuell vs. im Vorfeld / keine

2.1.2 Studiengruppe 2 "Osteoporose-Patienten"

Um eine Aussage iiber den Zusammenhang zwischen CYR61-Konzentration im Serum

und verschiedenen Parametern des Knochenstoffwechsels zu treffen, wurde die CYR61-

Konzentration in Serumproben von 37 Patienten mit der Diagnose "Osteoporose" und 3

Patienten mit der Diagnose "Morbus Paget" mittels ELISA-Test gemessen. Es wurde

dabei auf bereits existierende asservierte Serumproben aus dem Konig-Ludwig-Haus
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Wiirzburg zuriickgegriffen, die im Rahmen der Osteoporose-Sprechstunde zwischen

April 2009 und Dezember 2012 den Patienten abgenommen worden waren. Die

zugehorigen klinischen Daten der Patienten wurden aus einem bereits vorhandenen

Datensatz entnommen, der zum Zeitpunkt der Abnahme durch Mitglieder der

Arbeitsgruppe von Dr. Seefried im Konig-Ludwig-Haus Wiirzburg erstellt worden war.

Folgende klinische Daten wurden fiir die statistische Auswertung erhoben:

Alter [Jahre]
Geschlecht

chronische Niereninsuffizienz: Ja (hier definiert als Serum-Kreatinin > 1,2 mg/dl
oder klinisch dokumentierte Niereninsuffizienz) vs. Nein

T-Score LWS (Knochendichtemessung)

T-Score Hiifte (Knochendichtemessung)

anamnestisch stattgehabte Wirbelkorperfraktur: Ja vs. Nein
Serum-Calcium [mmol/I] zum Abnahmezeitpunkt
Phosphat [mmol/l] zum Abnahmezeitpunkt

Alkalische Phosphatase [U/I] zum Abnahmezeitpunkt
Vitamin D3 [ng/l] zum Abnahmezeitpunkt

PTH [pg/ml] zum Abnahmezeitpunkt

NTx [nmol/l] bei Abnahme

Therapiestatus  zum  Abnahmezeitpunkt: keine  vs. antiresorptiv
(Bisphosphonate/Denosumab) vs. anabol (PTH) vs. gemischt (antiresorptiv +
anabol mit Strontiumranelat)

Fiir die statistische Auswertung der Daten wurden manche Kategorien erneut in zwei

Untergruppen aufgeteilt. Es ergaben sich dabei folgende Gruppen zusitzlich zu den

bereits beschriebenen:

Alter [Jahre]: <65 vs. > 65

T-Score LWS >-2.5vs. <-2.,5

T-Score Hiifte > -2,5 vs. <-2.5

Serum-Calcium [mmol/I] zum Abnahmezeitpunkt: < 2,60 vs. > 2,60
Serum-Phosphat [mmol/l] zum Abnahmezeitpunkt: < 1,45 vs. > 1,45
AP [U/1] zum Abnahmezeitpunkt: < Q 104/ 3 129 vs.> 2 104/ & 129
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* Vitamin D3 [ng/l] zum Abnahmezeitpunkt: > 16 vs. < 16
* PTH [pg/ml] zum Abnahmezeitpunkt: < 65 vs. > 65
* NTx [nmol/l] zum Abnahmezeitpunkt: <@ 19/ 3 24,2 vs.> Q2 19/ 3 24,2

* Therapiestatus zum Abnahmezeitpunkt: unter Therapie vs. keine Therapie

2.1.3 Studiengruppe 3 "Kontrollgruppe"

Um die CYR61-Werte der Studiengruppen 1 und 2 mit Werten bei gesunden Personen
vergleichen zu konnen, wurde eine Kontrollgruppe von 30 Probanden gebildet. Die
gesunden Kontrollpersonen wurden im September 2014 beim betriebsarztlichen Dienst
der Universitiat Wiirzburg rekrutiert und nahmen auf freiwilliger Basis an der Studie teil.
Das Einverstindnis wurde schriftlich dokumentiert. Einschlusskriterien waren ein Alter
> 30 Jahren. Ausschlusskriterien bildeten das Vorliegen einer orthopidischen
Grunderkrankung (Arthrose, benigne Knochentumore, frische Frakturen, Osteoporose,
rheumatoide Arthritis, Morbus Paget) sowie das Vorliegen von Knochenmetastasen im
Rahmen einer Tumorerkrankung bzw. von knocheneigenen malignen Tumoren. Den
Probanden wurde im Rahmen der betriebsdrztlichen Untersuchung 7,5 ml vendses
Vollblut entnommen. Hinsichtlich klinischer Daten wurden das Alter und das
Geschlecht dokumentiert. Proband Nr. 3 wurde aufgrund von extrem hohen CYRG61-
Werten im ELISA-Test (1439 pg/ml bei einem sonstigen Mittelwert in der
Kontrollgruppe von 389,24 pg/ml, statistischer Ausreifler), die mit hoher
Wahrscheinlichkeit auf einen Messfehler bzw. eine Verunreinigung der Probe
hindeuteten, nicht in die Datenauswertung mit aufgenommen, sodass sich letztendlich in

der Kontrollgruppe eine Probandenzahl von 29 ergab.
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2.2 Verarbeitung der Serum-Proben

Das in Serum-Rohrchen (S-Monovette® Serum-Gel, Sarstedt) abgenommene Vollblut
der drei Studiengruppen wurde zeitnah mit einer Drehzahl von 1600/min ca. 10 min
lang in einer handelsiiblichen Laborzentrifuge zentrifugiert und der Uberstand in je 3
Kryorohrchen (Cryovial®, Simport) a 500 upl abpipettiert. Die Proben wurden

anschlielend bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

Die Bestimmung der CYR61-Konzentration [pg/ml] im Serum erfolgte mittels ELISA-
Test. Es wurde ein DRG CYR61 ELISA (DRG Instruments GmbH, Deutschland) mit
der Referenznummer EIA-5108 verwendet. Die Beschreibung des Testverfahrens
erfolgt im Folgenden nach den Herstellerangaben im Benutzerhandbuch. Bei dem
verwendeten Test handelt es sich um einen Festphasen-Enzymimmunoassay, der auf
einer Sandwichtechnik basiert. Die Mikrotiterwells sind dabei mit monoklonalen Anti-
Cyr61 Antikorpern beschichtet (Abbildung 1, Schritt 1). Die Proben wurden vor
Testbeginn mehrere Stunden bei Raumtemperatur schonend aufgetaut und in sich gut
durchmischt. Es wurden 25 ul Assaypuffer (quecksilberfreies Konservierungsmittel) in
jedes Well gegeben. AnschlieBend wurden je 50 pl Standardlosung der
Standardlésungen 0-5 (Konzentrationen 0; 40; 100; 250; 500; 1000 pg/ml), je 50 pl
Kontrolllosung der Control low- (73,5 pg/ml) und der Control high (509 pg/ml) -
Losungen und je 50 pl der Serumproben der Studiengruppen 1-3 in die entsprechenden
Wells gegeben (Abbildung 1, Schritt 2). Als néichstes erfolgte die Zugabe von 25 ul
Enzymkonjugat (Kaninchen Anti-Cyr61 Antikorper) (Abbildung 1, Schritt 3). Das
ganze Testsystem wurde nun fiir 120 min bei Raumtemperatur auf einem Schiittler mit
700 U/min inkubiert. Es folgten 4 manuelle Waschschritte mit je 400 ul Waschlosung.
AnschlieBend wurden 100 pl Enzymkomplex (Ziege Anti-Kaninchen AntikOrper mit
Meerrettichperoxidase konjugiert) in jedes Well gegeben (Abbildung 1, Schritt 4). Es
schloss sich eine erneute Inkubationszeit von 30 min bei Raumtemperatur auf einen
Schiittler mit 700 U/min an. Nach der Inkubationszeit folgten erneut 4 manuelle
Waschschritte mit je 400 pul Waschlosung. Danach erfolgte der Zusatz von 100 ul
Substratlosung (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin) (Abbildung 1, Schritt 5). Die Testplatte
wurde weitere 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. AbschlieBend wurde die
enzymatische Reaktion durch Zugabe von 100 pl Stopplosung (0,5 M H,SO4) gestoppt.

Die optische Dichte der Reagenzien und Proben wurde anschliefend mit einem
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Mikrotiterplattenlesegerit bei 450 nm gemessen. Die Extinktionswerte wurden mithilfe
einer durch die gemessenen Standardlosungen 0-5 angefertigten Standardkurve in die

CYR61-Konzentration [pg/ml] umgerechnet (Abbildung 2).

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Sandwich-ELISA-Tests
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Abbildung 2: Beispiel einer Standardkurve zur Berechnung der CYR61-Konzentration
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2.3 Statistische Auswertung

Die Daten der drei Studiengruppen wurden in Excel zusammengetragen. Es wurden
einzelne klinische Parameter in Untergruppen eingeteilt (z.B. ménnlich vs. weiblich)
und die CYR61-Werte der Untergruppen in das Statistikprogramm SPSS (Version 23.0
IBM) eingespeist. Mit SPSS wurden zunédchst Gruppenstatistiken angefertigt, die
Mittelwert, Standardabweichung und Standardfehler des Mittelwertes, Median und
Interquartilsbereich angeben. Es wurden Boxplot-Grafiken und teilweise auch
Streudiagramme erstellt, um eine Ubersicht iiber die Verteilung der Werte zu

bekommen.

Zur statistischen Auswertung der Daten wurden Signifikanztests mit SPSS
durchgefiihrt. Die Werte einer Untergruppe (z.B. Gruppe "Geschlecht" Untergruppe
"mannlich") wurden mit Tests nach Kolmogorov-Smirnov und Shapiro-Wilk auf
Normalverteilung und mithilfe des Levene-Tests auf Varianzhomogenitit gepriift.
Waren die Daten normalverteilt und in ihren Varianzen homogen, wurde zur
Signifikanzpriifung zwischen zwei Gruppen (z.B. Geschlecht "minnlich" vs.
"weiblich") ein zweiseitiger T-Test fiir unabhingige Stichproben durchgefiihrt. Waren
die Daten normalverteilt, die Varianzen jedoch inhomogen, wurde ein Welch-Test
angewendet. Bei nicht gegebener Normalverteilung der Daten wurde ein Mann-Whitney
U-Test fiir 2 unabhéngige Stichproben durchgefiihrt. Sollten drei Gruppen miteinander
verglichen werden, wurde bei normalverteilten Daten eine einfaktorielle ANOVA
gerechnet. Bei nicht normalverteilten Daten wurde ein Kruskal-Wallis-Test verwendet.
Um Korrelationen zwischen zwei metrischen Variablen zu ermitteln, wurde bei
normalverteilten Daten ein Test nach Pearson und bei nicht normalverteilten Daten ein
Test nach Spearman angewendet. Das Signifikanzniveau wurde fiir alle Hypothesentests

mit o < 0,05 festgelegt.

Da es sich bei den Datensédtzen meist um nicht-normalverteilte und nicht-symmetrisch
verteilte Daten handelte, wurde in der Ergebnisdarstellung der Median und der

Interquartilsbereich angegeben, um die Daten zu beschreiben.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich der drei Studiengruppen

Der Median der CYR-Konzentration lag in der Studiengruppe "Multiples Myelom" bei
422,60 pg/ml, in der Gruppe "Osteoporose-Patienten" bei 337,79 pg/ml und in der
Kontrollgruppe bei 373,61 pg/ml (Tabelle 1, Abbildung 3). Es ergab sich ein
signifikanter Unterschied beziiglich der CYR61-Konzentration zwischen den drei
Gruppen mit dem hochsten Wert in der Myelom-Gruppe, gefolgt von der
Kontrollgruppe und dem niedrigsten Wert in der Osteoporose-Gruppe (Chi-Quadrat(2)
=9,059,p=.011).

Tabelle 1: Vergleich der drei Studiengruppen

CYR61-Konzentration [pg/ml]

Gruppierungsvariable N M (IQR) 95% CI P-Wert
Myelom 60 422,60 (272,55) [400,90; 497,58]

Osteoporose 40 337,79 (217,26) [275,79; 389,75] 0,011
Kontrollen 29 373,61 (129,75) [351,87; 426,60]

(N = Anzahl, M = Median, IQR = Interquartile range, CI = Confidence interval)

Beim anschlieBenden Vergleich der drei Gruppen in paarweiser Gegeniiberstellung
ergab sich, wie in Tabelle 2 dargestellt, ein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen Myelom und Osteoporose mit hoherer CYR61-Konzentration in der Myelom-
Gruppe (z = -2,864, p = 0,004). Zwischen Myelom und Kontrollen ergab sich kein
signifikanter Unterschied (z = -1,339, p = 0,180). Ebenso konnte kein signifikanter
Unterschied bei dem Vergleich von der Osteoporose-Gruppe gegeniiber der

Kontrollgruppe festgestellt werden (t(63,11) =-1,683, p = 0,097).
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Abbildung 3: Vergleich der drei Studiengruppen
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Tabelle 2: Paarweise Gegeniiberstellung der Studiengruppen

CYR61-Konzentration [pg/ml]

Gruppierungsvariable N M (IQR) 95% CI P-Wert
Myelom 60 422,60 (272,55) [400,90; 497,58]

0,004
Osteoporose 40 337,79 (217,26) [275,79; 389,75]
Myelom 60 422,60 (272,55) [400,90; 497,58]

0,180
Kontrollen 29 373,61 (129,75) [351,87; 426,60]
Osteoporose 40 337,79 (217,26) [275,79; 389,75]

0,097
Kontrollen 29 373,61 (129,75) [351,87; 426,60]
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3.2 Analyse der Studiengruppe 1 '""Myelom-Patienten"

Die genaue Verteilung der Merkmale innerhalb der Studiengruppe 1 kann der Tabelle 3

im Anhang entnommen werden.

In der Studiengruppe der Myelom-Patienten ergab sich ein durchschnittliches Alter der
Patienten von 63 Jahren (41-80). Die Altersverteilung kann der Abbildung 4
entnommen werden. 60% der Patienten waren ménnlich, 40% weiblich. 41,7% der
Patienten hatten einen BMI > 25 wihrend 56,7% normalgewichtig waren. Eine

chronische Niereninsuffizienz bestand bei 18,3% der Patienten.

Abbildung 4: Altersverteilung der Myelom-Patienten
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Beziiglich der Myelom-spezifischen Daten hatten 40 Patienten ein Myelom vom IgG-,
11 Patienten ein Myelom vom IgA-, und ein Patient ein Myelom vom IgM-Typ. 60%
hatten dabei einen Kappa-LK und 38,3% einen Lambda-LK sezernierenden Tumor. Bei
10 Patienten lag ein Leichtketten-Myelom vor. Bei den meisten Patienten wurde die
Erstdiagnose im ISS-Stadium 1 gestellt (53,3%). 26,7% befanden sich bei
Diagnosestellung im Stadium II, 10% im Stadium III. Die KM-Infiltration bei ED
betrug im Durchschnitt 40,62% (0,4-80). Eine 0Ossdre Beteiligung in Form von
Osteolysen lag bei 81,6% der Patienten vor. Des Weiteren hatten beziiglich des
genetischen Risikoprofils 45% ein Myelom vom high risk-, 15% vom intermediate- und

16,7% vom low risk-Typ.

Die Verteilung der verschiedenen laborchemischen Parameter mit Mittelwert, Minimum

und Maximum bei Abnahme der Serumprobe fiir die Bestimmung der CYRG61-
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Konzentration gestaltete sich wie folgt: f2M [mg/1] bei ED 3,17 (1,2-7,1); B2M [mg/1]
bei Abnahme 2,83 (1,3-9,6); Gesamteiweil3 [g/dl] bei Abnahme 7,16 (5,3-11,1), Serum-
Albumin [g/dl] bei Abnahme 4,2 (3,2-5,0); LDH [U/1] bei Abnahme 223,59 (118-539);
Hb [g/dl] bei Abnahme 11,77 (6,8-15,5). Hinsichtlich der Myelom-spezifischen
Laborparameter ergab sich folgende Konstellation: BJP im Spontanurin [mg/l] bei
Abnahme beim Myelom mit kappa-LK-Sekretion 1405,22 (3,9-42619) sowie beim
Myelom mit lambda-LK-Sekretion 89,58 (3,9-1140); Ig-Konzentration [mg/dl] bei
Abnahme bei Myelom vom IgA Typ 1269,55 (13-5407), beim Myelom vom IgG-Typ
1602,27 (384-5616) sowie beim Myelom vom IgM-Typ 402; freie LK [mg/l] bei
Abnahme beim Myelom mit kappa-LK-Sekretion 215,82 (0,42-2387) sowie beim
Myelom mit lambda-LK-Sekretion 114,46 (5,39-581,56); FLC-Quotient bei Abnahme
38,20 (0-984,5). Ein entziindlicher Prozess mit einem CRP > 3 mg/dl lag bei 5,0% der

Patienten vor.

Zum Zeitpunkt der Abnahme der Serumprobe befanden sich 25% der Patienten in einer
kompletten Remission. 28,3% hatten den Status einer "very good partial response", 15%
eine partielle Remission erreicht. 31,7% der Patienten litten unter einer "progressive

disease" oder einem "smoldering myeloma" (siche Abbildung 5).

Abbildung 5: Remissionstatus der Myelom-Patienten
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Da die Patienten unterschiedlichen DSMM-Studiengruppen angehorten, ergab sich
folgende Konstellation beziiglich der aktuell durchgefiihrten Therapien zum Zeitpunkt
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der Probenentnahme: 43,3% erhielten eine Therapie mit immunmodulatorischen
Medikamenten, 20% bekamen =zusétzlich oder anstatt dessen eine Therapie mit
Proteasominhibitoren. Bei 78,3% der Patienten war bereits eine Hochdosis-
Chemotherapie mit Melphalan erfolgt, 76,7% hatten zum Zeitpunkt der Datenerhebung
bereits eine autologe SZT erhalten. AuBerdem wurden 48,3% der Patienten zum

Zeitpunkt der Serumabnahme in regelméfBigen Abstinden Bisphosphonate verabreicht.

Wie in Abschnitt 2.1.1 beschrieben, erfolgte zur erweiterten statistischen Auswertung
eine Unterteilung einiger Kategorien in verschiedene Untergruppen, teilweise mehrfach
mit unterschiedlichen Cut-Off-Werten. Die erweiterte Gruppenunterteilung mit

Verteilung der Haufigkeiten kann Tabelle 4 im Anhang entnommen werden.

Die statistische Auswertung erfolgte anhand der Gruppenunterteilung der klinischen
Daten wie in Tabelle 3 und 4 (siche Anhang) beschrieben. Es erfolgte stets eine

statistische Testung zwischen bis zu vier Gruppen.

Beziiglich der Patienten-bezogenen Grunddaten wie Geschlecht, Alter, Ubergewicht
und chronische Niereninsuffizienz zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der
CYR61-Konzentration zwischen den einzelnen Gruppen (Tabelle 5). Die statistischen
Testungen lieferten folgende Ergebnisse: Geschlecht ménnlich vs. weiblich (t(31,776) =
-0,509; p = 0,615), Alter < 65 Jahre vs. > 65 Jahre (z=- 0,163; p = 0,871), Ubergewicht
Ja (BMI > 25) vs. Nein (<25) (t(57) = 0,960; p = 0,341), chronische Niereninsuffizienz
(NI) Ja vs. Nein (z =-0,506; p = 0,613).

Tabelle 5: Ergebnisse Myelom (Teil 1)

CYR61-Konzentration [pg/ml]

Gruppierungsvariable N M (IQR) 95% CI P-Wert
Geschlecht ménnlich 36 413,17 (212,63) [392,92; 482,94] 0.615
weiblich 24 427,14 (333,94) [360,74; 571,67] ’
Alter < 65 Jahre 32 413,17 (241,50) [377,17; 516,75] 0.871
> 65 Jahre 28 427,14 (293,70) [380,90; 522,80] ’
Ubergewicht Ja 25 461,11 (285,42) [388,00; 566,66] 0.341
Nein 34 412,60 (280,77) [371,72; 487,45] ’
chron. NI Ja 11 572,22 (326,10) [342,52; 609,30] 0.613
Nein 47 429,81 (217,28) [395,18; 504,97] ’
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Auch im Hinblick auf die Myelom-spezifischen Parameter zeigte sich wie in Tabelle 6
aufgefiihrt kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppierungen.
Die statistischen Auswertungen erbrachten folgende Ergebnisse: Ig-Typ IgA vs. IgG
(t(49) = -0,744; p = 0,461), Leichtketten-Typ Kappa vs. Lambda (z = -1,243; p =
0,214), Leichtketten-Myelom Ja vs. Nein (z = -0,099; p = 0,921), ISS-Stadium bei ED I
vs. II vs. III (Chi-Quadrat(2) = 1,086; p = 0,581), KM-Infiltration bei ED < 50% vs. >
50% (z = -1,036; p = 0,3), ossédre Beteiligung Ja vs. Nein (z = -1,212; p = 0,225),
Zytogenetik low vs. intermediate vs. high (F = 0,910; p = 0,41), f2M [mg/1] bei ED <
2,5vs..>2,5U=137;p=0,354).

Tabelle 6: Ergebnisse Myelom (Teil 2)

CYR61-Konzentration [pg/ml]

Gruppierungsvariable N M (IQR) 95% CI P-Wert
Ig-Typ IgA 11 373,08 (241,37) [297,73; 517,90] 0,461
IgG 40 422,60 (282,72) [392,19; 523,45]

LK-Typ Kappa 36 447,40 (290,90) [400,33; 536,01] 0,214
Lambda 23 373,08 (228,89) [340,68; 468,56]

LK-Myelom Ja 10 415,41 (286,91) [342,72; 534,25] 0,921
Nein 50 422,60 (275,85) [395,39; 507,40]

ISS-Stadium | 32 426,22 (286,13) [371,44; 520,32] 0,581
Il 16 396,35 (249,28) [356,87; 536,60]

111 6 569,09 (357,83) [298,69; 733,87]

KM- <50% 33 461,11 (263,56) [404,13; 528,76] 0,3

Infiltration > 50% 19 377,31 (238.,89) [329.97; 546,37]
ossiire Ja 49 395,38 (281,41) [384,26; 498,98] 0,225
Beteiligung  Nein 10 489,98 (175,01) [410,87; 577,75]
Zytogenetik  low 10 431,87 (331,46) [346,48; 627,29] 0,41
intermediate 9 590,00 (417,14) [290,82; 777,20]
high 27 455,91 (217,28) [375,37; 493,33]
B2M [mg/l]  <2.5 16 422,60 (268,88) [328,48; 522,73] 0,354
bei ED >2.5 21 484,04 (264,89) [401,73; 603,63]
<30 21 451,38 (281,42) [347,87; 563,10] 0,404
>3,0 16 503,96 (262,39) [399,57; 575,51]
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Es wurden anschlieBend die erhobenen laborchemischen Parameter auf signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppierungen gepriift (Tabelle 7). Hierbei zeigte
sich ein signifikanter Unterschied beziiglich des Serum-Albumins [g/dl] bei Abnahme
mit hoheren CYR61-Werten in der Gruppe mit einem Serum-Albumin-Wert > 3,5 (U =
42; p = 0,044). Des Weiteren ergaben sich signifikant hohere CYR61-Werte in der
Gruppe mit einer LDH von < 240 U/l (z = -2,385; p = 0,017) sowie in der Gruppe mit
einer LDH von < 215 U/l bei weiblichen bzw. < 225 U/l bet ménnlichen Patienten (z = -
2,66; p = 0,008). Es war ein Trend in Richtung einer negativen Korrelation zwischen
Hohe der LDH und des CYR61 zu erkennen (r(57) = -0,242; p = 0,065). Weiterhin
signifikant war der Unterschied beziiglich des Hb-Wertes bei Abnahme. Hier zeigten
sich hohere CYR61-Werte in der Gruppe der Patienten mit einem Hb > 10 g/dl (z = -
2,432; p = 0,015). Auch beziiglich der Ig-Konzentration bei Abnahme konnte ein
signifikanter Unterschied mit hoheren CYR61-Konzentrationen in der Gruppe mit Ig-
Konzentrationen < 380 IgA / 1600 IgG / 280 IgM ermittelt werden (t(43) = 2,173; p =
0,035). Zusitzlich zeigten sich signifikant unterschiedliche Werte bezogen auf den
FLC-Quotienten mit hoherer CYR61-Konzentration in der Gruppe mit normwertigem
Quotient (z = -1,975; p = 0,048). Die graphische Darstellung der signifikanten
Ergebnisse der beschriebenen Gruppierung ist der Abbildung 6 auf Seite 38 zu

entnehmen.

In zwei Gruppierungsvariablen konnte ein Trend verzeichnet werden. So zeigten sich
hohere CYR61-Werte in der Gruppe der Patienten mit einem Gesamteiweil3 [g/dl] von <
8,0 (z=-1,708; p = 0,088) und in der Gruppe mit einem Serum-Albumin [g/dl] von >
4,0 (z=-1,797; p=0,72).

Keine signifikanten Ergebnisse erbrachten folgende Gruppenvergleiche: f2M [mg/1] bei
Abnahme < 2,5 vs., > 2,5 (z =-0,627; p = 0,530) sowie < 3,0 vs. > 3,0 (t(14,262) = -
0,501; p = 0,624), Gesamteiweil [g/dl] bei Abnahme normwertig vs. nicht normwertig
(z=-0,614; p = 0,539), Hb [g/dl] bei Abnahme > Q 12,0/ 3 13,5 vs. < 912,0/ 3 13,5
(z=-0,318; p=0,75), BJIP [mg/l] bei Abnahme <10k /6 A vs. > 10« / 6 A (t(46) = -
0,564; p=0,576), freie LK [mg/I] bei Abnahme < 19,4« /26,3 Avs.> 19,4« /263 A (z
=-0,57; p = 0,569) und entziindlicher Prozess bei Abnahme Ja vs. Nein (U = 54; p =
0,361).
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Tabelle 7: Ergebnisse Myelom (Teil 3)

CYR61-Konzentration [pg/ml]

Gruppierungsvariable N M (IQR) 95% CI P-Wert
B2M [mg/1] bei <25 22 459,43 (194,04) [409,53; 526,09] 0,53
Abnahme >25 19 429,81 (317,73) [338,62; 591,59]
<30 28 459,43 (206,77) [400,41; 504,86] 0,624
>3,0 13 429,81 (483,67) [313,93; 679,14]
Gesamt-EiweiB normwertig 34 442,86 (228,97) [402,76; 533,60] 0,539
[g/dl] bei Abnahme  pjcht normwertig 25 392,31 (305,26) [360,87; 510,92]
<8,0 50 456,83 (262,93) [416,72; 524,38] 0,088
>8,0 9 332,69 (223,28) [269,05; 461,62]
Serum-Albumin >3,5 53 455,91 (259,69) [416,76; 519,11] 0,044
[g/d]] bei Abnahme <35 4 259,81 (266,73) [63,74; 541,83]
>4.0 40 456,83 (267,61) [422,53; 547,54] 0,072
<40 17 342,22 (274,30) [311,52; 466,15]
LDH [U/1] bei <240 44 461,32 (224,84) [429,39; 521,32] 0,017
Abnahme > 240 15 312,31 (184,23) [252,15; 534,50]
<Q215/3225 43 461,54 (208,85) [433,60; 525,96] 0,008
>0215/8225 16 302,12 (173,72) [254,53; 518,59]
Hb [g/d] bei >9120/313,5 17 455,91 (189,71) [383,58; 518,31] 0,75
Abnahme <Q12,0/3 135 42 394,42 (299,94) [392,62; 519,26]
> 10,0 46 459,43 (237,98) [427,86; 532,49] 0,015
<10,0 13 291,92 (222,88) [248,77; 478,54]
BJP [mg/1] bei <10x/6) 30 459,64 (261,57) [412,81; 524,64] 0,576
Abnahme >10k/6M 18 489,98 (321,70) [380,19; 620,84]
Ig-Konzentration <380IgA /1600 30 464,37 (237,66) [429,64; 584,08] 0,035
Abnahme ?gég/o21§§lig]]\foo 15 332,69 (268,85)  [291,17; 460,20]
freie LK [mg/l] bei <19.4x/263% 28 458,51 (249,84) [408,45; 517,69] 0,569
Abnahme >194x/263% 25 396,54 (316,55) [366,37; 560,98]
FLC-Quotient (k/A) normwertig 21 523,89 (236,99) [437,95; 627,85] 0,048
bei Abnahme nicht normwertig 29 392,31 (276,70) [361,26; 487,22]
entziindlicher Ja 3 342,22 () [-112,21; 802,82] 0,361
Prozess bei Nein 54 422,60 (268,41) [404,23; 503,53]
Abnahme
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Abbildung 6: Signifikante Ergebnisse Myelom (Teil 1)
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Beziiglich des Remissionsstatus zum Zeitpunkt der Probenentnahme fiir die
Bestimmung der CYR61-Konzentration ergab sich, wie in Tabelle 8 und Abbildung 7
dargestellt, ein signifikanter Unterschied zwischen den vier Gruppen CR, VGPR, PR,
PD / SMM (Chi-Quadrat(3) = 12,027; p = 0,007). Nach der Unterteilung in zwei
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Gruppen (CR oder VGPR vs. PR oder PD / SMM) konnte ein signifikant hoherer
CYRG61-Wert bei Patienten in kompletter Remission oder mit einer "very good partial
response" ermittelt werden (z = -3,082; p = 0,002) (Tabelle 8, Abbildung 7).

Tabelle 8: Ergebnisse Myelom (Teil 4)

CYR61-Konzentration [pg/ml]

Gruppierungsvariable N M (IQR) 95% CI P-Wert
Remissionsstatus ~ CR 15 523,89 (198,92) [440,07; 676,96 ]
bei Abnahme VGPR 17 461,54 (275,68) [391,68; 558,93] 0.007
PR 9 377,31 (296,92) [301,43; 562,03] ’
PD / SMM 19 332,31 (179,81) [277,57; 418,34]
CR oder VGPR 32 495,54 (230,17) [445,81; 582,80] 0.002

PR oder PD/SMM 28 352,31 (197,08)  [314,41; 435.35]

Abbildung 7: Signifikante Ergebnisse Myelom (Teil 2)
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Hinsichtlich der Therapien zum Zeitpunkt der Datenerhebung zeigte sich, wie in
Tabelle 9 und in Abbildung 8 dargestellt, ein signifikanter Unterschied zwischen
mehreren Gruppierungen. Zwischen Patienten, die aktuell, im Vorfeld oder keine
Therapie mit konnten

signifikante Ergebnisse verzeichnet werden (Chi-Quadrat(2) = 12,396; p = 0,002). Auch

immunmodulatorischen Medikamenten erhalten hatten,

die Gegeniiberstellung von jeweils zwei Gruppen ergab einen signifikanten
Unterschied. Im Vergleich IMD aktuell vs. im Vorfeld oder keine zeigten sich

signifikant hohere CYR61-Werte in der Gruppe mit einer aktuellen Therapie mit IMD
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(z = -3,133; p = 0,002). Bei der Gegeniiberstellung IMD aktuell oder im Vorfeld vs.
keine hatten die Patienten mit einer aktuell oder im Vorfeld durchgefiihrten Therapie
signifikant hohere CYR61-Werte (z = -2,761; p = 0,006). Des Weiteren waren die
CYR61-Werte beziiglich der
unterschiedlich (Chi-Quadrat(2) = 6,457; p = 0,04). Die Unterteilung PI aktuell oder im

Therapie mit Proteasom-Inhibitoren signifikant
Vorfeld vs. keine erbrachte signifikante Ergebnisse mit hoheren CYR61-Werten in der

Gruppe der Patienten ohne PI (t(58) =-2,422; p=0,019).

Der Vergleich zwischen den Gruppen Melphalan-Therapie aktuell oder im Vorfeld vs.
keine (z =-1.05; p = 0,294) sowie zwischen den Gruppen autologe SZT Ja vs. Nein (z =
-0,845; p = 0,398) erbrachte keine signifikanten Unterschiede. Auch zwischen den
Gruppen Bisphosphonate aktuell vs. im Vorfeld oder keine zeigte sich kein signifikanter

Unterschied (z = -0,807; p = 0,420).

Tabelle 9: Ergebnisse Myelom (Teil 5)

CYR61-Konzentration [pg/ml]

Gruppierungsvariable N M (IQR) 95% CI P-Wert
IMD aktuell 26 530,13 (186,49) [452,55; 599,97]
im Vorfeld 23 375,45 (239,08) [345,00; 503,33] 0,002
keine 11 332,31 (195,58) [239,44; 399,85]
aktuell 26 530,13 (186,49) [452,55; 599,97] 0.002
im Vorfeld / keine 34 372,50 (193,86) [330,81; 449,89] ’
aktuell / im Vorfeld 49 461,11 (267,98) [424,33; 532,34] 0.006
keine 11 332,31 (195,58) [239,44; 399,85] ’
PI aktuell 12 332,50 (133,70) [301,11; 425,23]
im Vorfeld 22 396,35 (298,76) [345,77; 494,62] 0,04
keine 26 501,18 (233,86) [426,76; 600,33]
aktuell / im Vorfeld 34 374,27 (251,93) [348,46; 451,68] 0.019
keine 26 501,18 (233,86) [426,76; 600,33] ’
Melphalan aktuell / im Vorfeld 47 429,81 (268,46) [408,06; 520,51] 0.294
keine 13 388,46 (294,91) [294,67; 495,03] ’
autologe SZT Ja 46 422,60 (260,30) [404,22; 516,08] 0.398
Nein 12 413,68 (305,74) [289,72; 508,75] ’
Bisphosphonate  aktuell 29 415,38 (242,37) [392,09; 541,89] 0.420
im Vorfeld / keine 25 429,81 (290,02) [350,04; 504,29] ’
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CYR61-Konzentration [pg/ml]

CYR61-Konzentration [pg/ml]

Abbildung 8: Signifikante Ergebnisse Myelom (Teil 3)
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3.3 Analyse der Studiengruppe 2 ""Osteoporose-Patienten"

Die Gruppe der Osteoporose-Patienten wurde anhand der in Kapitel 2.1.2. aufgefiihrten
Merkmale untersucht. Die Héaufigkeiten innerhalb der einzelnen Gruppen der

Studiengruppe 2 kann der Tabelle 10 im Anhang entnommen werden.

Es ergab sich ein mittleres Alter von 62 Jahren (11-84) und die Gruppe bestand aus
82,5% weiblichen und 17,5% minnlichen Patienten. Bei 15% der Patienten lag eine
chronische Niereninsuffizienz vor. 52,5% der Patienten gaben anamnestisch eine
stattgehabte Wirbelkorperfraktur an. Der T-Score der letzten Knochendichtemessung
vor Probenentnahme lag bei durchschnittlich -3,18 (-6,37 - 0,90) fiir die Messung im
Bereich der LWS und bei -1,67 (-4,10 - 1,20) im Bereich der Hiifte.

In Bezug auf die erhobenen Laborparameter zum Zeitpunkt der Probenentnahme
ergaben sich folgende Verteilungen (angegeben sind jeweils Mittelwert, Minimum und
Maximum): Serum-Calcium [mmol/l] 2,49 (2,17-3,38), Phosphat [mmol/1] 1,11 (0,77-
1,70), Alkalische Phosphatase [U/l] 142 (27-578), Vitamin D3 [ng/l] 31,50 (7,60-
70,00), PTH [pg/ml] 49,76 (7,00-320,00), NTx [nmol/1] 23,54 (2,70 - 101,10).

Zum Zeitpunkt der Probenentnahme erhielten 40% der Patienten keine Dauertherapie,
42,5% erhielten eine antiresorptive Therapie mit Bisphosphonaten oder Denosumab,
7,5% wurde eine anabole Therapie mit PTH-Analoga verabreicht und 7,5% erhielten

eine gemischt antiresorptive und anabole Therapie mit Strontiumranelat.

Fiir weiterfiihrende statistische Auswertungen erfolgte, wie in Abschnitt 2.1.2
beschrieben, eine Unterteilung einiger Kategorien in verschiedene Untergruppen,
teilweise mehrfach mit unterschiedlichen Cut-Off-Werten. Die erweiterte
Gruppenunterteilung mit Verteilung der Haufigkeiten kann Tabelle 11 im Anhang
entnommen werden. Die in Tabelle 10 und 11 (siche Anhang) beschriebenen Gruppen
sowie ihre Untergruppen wurden statistisch auf Unterschiede beziiglich der CYR61-

Konzentration [pg/ml] untersucht.

Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen Alter < 65 Jahre vs.
Alter > 65 Jahre mit hoheren CYR61-Werten in der Gruppe > 65 Jahre (t(38) = -2,124;
p = 0,40). Es konnte ein Trend in Richtung positive Korrelation zwischen dem Alter

und Hohe des CYR61 verzeichnet werden (r(38) = 0,308; p = 0,053). Die Gruppierung
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Serum-Phosphat [mmol/l] bei Abnahme war anndhernd signifikant mit hoheren
CYR61-Werten in der Gruppe mit normwertigem Serum-Phosphat (z = -1,924; p =
0,051). Ansonsten ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse: Geschlecht ménnlich
vs. weiblich (t(38) = -2,13; p = 0,833), chronische Niereninsuffizienz Ja vs. Nein (t(38)
=1,732; p =0,091), T-Score LWS > -2,5 vs. <-2,5 (t(23) = 1,017; p = 0,320), T-Score
Hiifte > -2,5 vs. <-2,5 (t(16) = 0,617; p = 0,546), WK-Fraktur in Anamnese Ja vs. Nein
(z=-0,339; p = 0,748), Serum-Calcium [mmol/lI] bei Abnahme < 2,60 vs. > 2,60 (t(38)
=0,140; p = 0,890), AP [U/I] bei Abnahme < Q 104/ 3 129 vs. > Q 104 / & 129 (t(38)
=0,419; p=0,677), Vitamin D3 [ng/l1] bei Abnahme > 16 vs. <16 (U =29; p =0,516),
NTx [nmol/l] bei Abnahme < @ 19,0/ & 24,2 vs.> 9 19,0/ & 24,2 (t(35) =-0,927: p =
0,360), Therapiestatus anabol vs. gemischt vs. antiresorptiv vs. keine (F = 1,518; p =
0,266) sowie unter Therapie vs. keine (t(38) = 0,528; p = 0,601). Die Ergebnisse konnen

der Tabelle 12 und der Abbildung 9 entnommen werden.

Abbildung 9: Signifikante Ergebnisse Osteoporose
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Tabelle 12: Ergebnisse Osteoporose

CYR61-Konzentration [pg/ml]

Gruppierungsvariable N M (IQR) 95% CI1 P-Wert
Alter < 65 Jahre 16 279,23 (256,63) [188,88; 336,27 ] 0.040
> 65 Jahre 24 390,77 (195,19) [299,86; 459,28] ’
Geschlecht ménnlich 7 341,15 (274,04) [188,39; 450,79] 0.833
weiblich 33 334,42 (209,90) [269,36; 401,77] ’
chron. NI Ja 6 408,65 (326,44) [270,72; 621,34] 0.091
Nein 34 319,13 (252,40) [251,81; 373,76] ’
T-Score LWS >-25 9 389,42 (109,13) [256,37; 480,33] 0320
<-25 16 277,12 (278,94) [183,45;397,61] ’
T-Score Hiifte >-25 12 359,13 (255,53) [229,11; 456,69] 0546
<-25 6 327,12 (179,38) [139,96; 441,64] ’
WK -Fraktur Ja 21 319,81 (310,87) [239,11;437,91] 0748
anamnestisch Nein 19 370,77 (161,73) [266,02; 386,83] ’
S-Calcium [mmol/l] < 2,60 33 341,15 (239,13) [266,36; 402,84] 0.890
bei Abnahme > 2,60 7 318,46 (143,27) [237,95; 410,29] ’
S-Phosphat [mmol/I] ~ normwertig 38 344,33 (172,88) [288,02; 402,40] 0051
bei Abnahme nicht normwertig 2 96,35 () [-16,05; 208,75] ’
AP [U/1] bei <Q104/3129 21 334,42 (194,90) [259,38; 428,86] 0.677
Abnahme >Q104/3129 19 341,15 (251,15) [236,82; 403,63] ’
Vitamin D3 [ng/1] > 16 26 344,33 (230,14) [262,97; 417,13] 0516
bei Abnahme <16 3 432,88 () [141,83; 617,14] ’
PTH [pg/ml] bei <65 29 319,81 (242,69) [249,80; 387,69] 0550
Abnahme > 65 4 350,48 (371,83) [68,03; 687,16] ’
NTx [nmol/l] bei <Q19,0/ 3242 25 291,73 (229,81) [241,76; 396,69] 0360
Abnahme >Q19,0/3242 12 386,35 (185,14) [277,09; 477,78] ’
Therapiestatus anabol 3 318,46 (.) [-97,58; 668,22]
gemischt 3 181,73 () [-206,35; 550,97] 0226
antiresorptiv 17 380,38 (186,92) [289,27; 484,55] ’
keine 17 341,15 (246,92) [231,24; 399,39]
unter Therapie 23 334,42 (189,81) [263,15; 428,18] 0,601
keine 17 341,15 (246,92) [231,24; 399,39] ’
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3.4 Analyse der Studiengruppe 3 '"Kontrollgruppe"

Die Merkmalsverteilung der gesunden Probanden kann der Tabelle 13 im Anhang

entnommen werden. Das durchschnittliche Alter der Probanden lag bei 44,6 Jahren (30-

61). 37,9% waren mannlich, 62,1% weiblich.

Die in Tabelle 13 (siche Anhang) beschriebenen Gruppen sowie ihre Untergruppen

wurden statistisch auf unterschiedliche Werte beziiglich der CYR61-Konzentration

[pg/ml] untersucht. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der CYRG61-

Konzentration bezogen auf das Alter der Probanden mit hoheren Werten in der Gruppe

der > 50-jdhrigen (U = 27; p = 0,001). Eine signifikante positive Korrelation zwischen
Alter und Hohe des CYR61-Wertes konnte nachgewiesen werden (r(27) = 0,578; p =
0,01) (siche Tabelle 14, Abbildung 10). Bezogen auf das Geschlecht mannlich vs.

weiblich konnte kein signifikanter Unterschied gezeigt werden (t(27) = -1,520; p =

0,140).

Tabelle 14: Ergebnisse Kontrollgruppe

CYR61-Konzentration [pg/ml]

Gruppierungsvariable N M (IQR) 95% CI P-Wert
Alter <50 Jahre 16 332,25 (110,00) [297,37; 376,93] 0.001
> 50 Jahre 13 443,50 (90,57) [401,06; 505,61] ’
Geschlecht ménnlich 11 355,28 (115,50) [299,57; 409,57] 0.140
weiblich 18 397,68 (125,06) [358,98; 461,86] ’
Abbildung 10: Signifikante Ergebnisse Kontrollgruppe
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4 Diskussion

Das Protein CYR61, das bei zahlreichen Prozessen im menschlichen Korper eine Rolle
spielt, liegt bei Patienten mit Multiplem Myelom im Knochenmark in erhdhter
Konzentration vor. Unklar ist, welche Aufgabe CYR61 hierbei zuteil kommt und
inwiefern die CYR61-Konzentration mit Risikofaktoren und Krankheitsaktivitit
zusammenhédngt [108-111]. In der vorliegenden Studie wurden mogliche
Zusammenhédnge untersucht. Dazu wurde erstmals die CYR61-Konzentration aus

peripherem Blut der Patienten verwendet.

4.1 Vergleich der drei Studiengruppen

Beim Vergleich der drei Studiengruppen beziiglich der CYR61-Konzentration im
Serum konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den drei Gruppen festgestellt
werden. Die hochsten CYR61-Werte zeigten sich in der Gruppe der Myelom-Patienten,
gefolgt von der Kontrollgruppe. Die niedrigsten Werten lagen in der Gruppe der
Osteoporose-Patienten vor (Median 422,60 pg/ml vs. 373,61 pg/ml vs. 337,79 pg/ml, p
= 0,011). Im paarweisen Vergleich der Gruppen zeigte sich ein signifikanter
Unterschied zwischen Myelom-Patienten und Osteoporose-Patienten (Median 422,60
pg/ml vs. 337,79 pg/ml, p = 0,004). Kein signifikanter Unterschied ergab sich bei der
Gegenliberstellung von Myelom-Patienten zur Kontrollgruppe sowie beim Vergleich

der Osteoporose-Patienten mit der Kontrollgruppe.

Geht man davon aus, dass CYR61 im Knochen und beim MM vor allem von
mesenchymalen Stammzellen und Osteoblasten gebildet wird und eine Rolle beim
Knochenautbau spielt (vgl. Kapitel 1.3.1 und Kapitel 1.3.3), konnte dies eine Erklarung
dafiir sein, warum die CYR61-Konzentration bei Osteoporose-Patienten signifikant
niedriger war als bei Myelom-Patienten. Bei osteoporotisch verdnderten Knochen
stehen eine verminderte Mineralisation und eine reduzierte Knochendichte im
Vordergrund. Dem zugrunde liegt ein Missverhéltnis zwischen Knochenauf- und -abbau
mit reduzierter Aktivitdt von Osteoblasten und gesteigerter Aktivitdt von Osteoklasten.
Pathogenetisch spielt ein reduzierter Ostrogen-Spiegel im Alter eine groBe Rolle, der zu
einer erhohten B- und T-Zell-Aktivitit und einer gesteigerten Ausschiittung von

Zytokinen fiihrt. Zunehmender oxidativer Stress im Alter verstirkt die leichtgradige
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chronische Entziindung im Knochen. Diese Faktoren fithren zum Anstieg von
Interleukinen und TNFa, welche wiederum eine vermehrte Produktion von RANKL
durch Osteoblasten und so eine vermehrte Aktivierung von Osteoklasten hervorruft.
Auflerdem kommt es bei einer Osteoporose zu einer verstirkten Differenzierung von
MSC zu Adipozyten, die liber die Produktion von Leptin die Osteogenese zusitzlich
hemmen [133, 134]. Die Regenerationsfahigkeit des Knochens scheint beim Vorliegen
einer Osteoporose stark eingeschrinkt zu sein. Der Knochenabbau schreitet ohne
Therapie weiter fort und fiihrt zu Komplikationen wie Abnahme der Korpergrofe,
Rundriicken, Knochenschmerzen und Frakturen [69]. Da CYR61 vor allem beim
Knochenaufbau in erhohten Konzentrationen vorliegt, ist es denkbar, dass bei der
Osteoporose niedrige CYR61-Werte vorherrschen, da dort nicht der Knochenaufbau
sondern der -abbau im Vordergrund steht. Unklar ist, warum das Knochenmikromilieu
nicht versucht die CYR61-Konzentration im Sinne einer Gegenregulation zu erhdhen.
Denkbar wire, dass eine antiresorptive Therapie mit Bisphosphonaten, die bei der
Mehrheit der Osteoporose-Patienten zum Einsatz kommt, den Knochenumsatz
unterdriickt und so die Produktion von CYR61 gehemmt ist. Bisphosphonate binden im
Knochen an Hydroxylapatit und blockieren so die Resorption von Knochenmatrix
[126]. Es miisste diesbeziiglich weiterfiihrend untersucht werden, wie sich die CYR61-
Produktion bei Osteoporose-Patienten im FEinzelnen gestaltet und welche direkten

Auswirkungen der Einsatz von Bisphosphonaten auf den CYR61-Spiegel hat.

Beim MM kommt es zwar auch wie bei der Osteoporose zu einer Dysregulation des
Knochenstoffwechsels, jedoch steht dem erhohten Knochenabbau durch Osteoklasten
vermutlich eine Bekdmpfung des Tumors und der damit einhergehenden Osteolysen
durch Osteoblasten und mesenchymale Stammzellen gegeniiber. Es kommt insgesamt
zu einem gesteigerten Knochenturnover. Studien zeigten, dass Osteoblasten in der Lage
sind, das Wachstum von MM-Zellen zu unterdriicken. /n vitro induzieren sie einen
Zellzyklusarrest und leiten die Apoptose ein. Sie wirken dabei u.a. iiber das
Signalprotein Decorin. Li et al. zeigten, dass Decorin, ein von Osteoblasten produziertes
Proteoglykan, das Wachstum von Myelom-Zellen hemmt und negative Einfliisse auf die
Differenzierung von Osteoklasten bzw. auf deren stimulierenden Effekt auf das
Tumorwachstum hat. Decorin induziert dabei direkt die Apoptose von Myelom-Zellen

und fiihrt zu einer verminderten Angiogenese. Eine Co-Kultur von Decorin-
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exprimierenden mesenchymalen Stammzellen und Myelom-Zellen fiihrte zu einer
reduzierten Vitalitdit der Tumorzellen. Eine Blockade der Decorin-Expression in
Osteoblasten und die Neutralisation des Decorins mithilfe von Antikérpern hingegen
bewirkte eine hohere Uberlebensrate der malignen Zellen [137]. Des Weiteren konnte in
Studien gezeigt werden, dass Osteoblasten Immunzellen rekrutieren konnen, die einen
Anti-Tumor-Effekt haben [135]. Yacobby et al. zeigten, dass es in Triple-Co-Kulturen
von Myelom-Zellen, Osteoblasten und Osteoklasten zu einer Reduzierung der
Tumorzellmasse kommt. Der Effekt war dabei bei Patienten in fortgeschrittenen
klinischen Stadien und beim Vorliegen von Osteolysen besonders ausgeprigt. Im
Mausmodell zeigte sich ein reduziertes Tumorwachstum sowie eine gesteigerte
Knochendichte nach Injektion von MSC. Es gab dabei jedoch auch sogenannte "Non-
responder" bei denen die Ig-Spiegel anstiegen und es zu einer reduzierten

Knochendichte kam [136].

Dass MSC im Gegensatz zu den Tumor-hemmenden Mechanismen auch einen
positiven Effekt auf Tumorzellen haben konnen, zeigte auch die Arbeit von Dotterweich
et al. Dort wurde beschrieben, dass der Kontakt von MSC mit MM-Zellen die
Uberlebensfihigkeit der Tumorzellen verbessert [110]. Auch Galson et al. und Kawano
et al. kamen zu dem Ergebnis, dass MSC die Produktion von Tumorwachstum-
fordernden Signalmolekiilen begiinstigen [131, 141]. Die genaue Funktion der MSC im
Hinblick auf das MM bleibt demnach unklar. Es werden sowohl Tumor-inhibierende als
auch -fordernde Wirkungen beschrieben. Li et al. postulierten, dass das
Differenzierungsstadium der Knochenzellen, das Verhéltnis der Produktion von Tumor-
hemmenden und -férdernden Faktoren sowie die Anfélligkeit der Myelom-Zellen diesen
gegeniiber dariiber entscheiden konnte, welchen Einfluss Osteoblasten und MSC auf das

Tumorwachstum haben [137].

Die in dieser Studie gezeigten erhohten CYR61-Werte bei MM-Patienten konnten
Ausdruck einer versuchten Regeneration der entstandenen Schidden am Knochen sein
und einen erhdhten Knochenturnover widerspiegeln. Osteoblasten und mesenchymale
Stammzellen konnten durch eine vermehrte Produktion von CYR61 versuchen, dem
durch das Myelom entstandenen Ungleichgewicht zwischen Osteoblasten- und
Osteoklastenaktivitidt entgegenzuwirken und den Knochenautbau zu foérdern. Das

Matrixprotein CYR61 erhoht die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten
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und wird in Tierversuchen nach einem Frakturereignis hochreguliert [77, 98]. Liu et al.
stellten fest, dass die CYR61-Konzentration in Knochenmarksseren von MM-Patienten
ohne Osteolysen signifikant hoher ist als bei Patienten mit Osteolysen. In vitro fand eine
stimulierende Wirkung von CYR61 auf die Mineralisierung des Knochens statt und
durch das Einbringen CYR61-exprimierender Myelom-Zellen in ein Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass sich bei erhohtem CYR61 weniger Resorptionszonen und
ein groBeres Knochen- und Trabekelvolumen ausbildete. Das Trabekelvolumen war
dabei sogar grofler als bei Myelom-Méusen, die mit Bisphosphonaten therapiert worden
waren [81]. Diese Ergebnisse konnten in Zusammenschau mit den signifikant hoheren
CYR61-Werten bei MM-Patienten fiir einen positiven Effekt des CYR61 und eine

vorhandene Regenerationsfihigkeit des Knochens sprechen.

Dass die CYR61-Konzentration bei den gesunden Probanden nicht signifikant niedriger
war als bei den MM-Patienten steht im Widerspruch zu bereits beschriebenen
Ergebnissen von Johnson et al.. Dort zeigten sich signifikant niedrigere CYR61-Werte
in der Kontrollgruppe [108]. Eine mogliche Erkldrung dafiir konnte im
unterschiedlichen Probenmaterial liegen. Das Team von Johnson verwendete
Knochenmarkserum und KM-Aspirate, in der hier vorliegenden Studie wurde
peripheres Blut verwendet. Diesbeziiglich ist unklar, wie sehr die CYR61-
Konzentration im peripheren Blutserum von gesunden Personen durch endogene
Faktoren beeinflusst wird. FEine erhohte Konzentration von CYR61 im
Extrazelluldirraum steht Studien zufolge im Zusammenhang mit Erkrankungen wie
chronischen Entziindungszustinden, diabetischer Nephro- und Retinopathie sowie mit
verschiedenen Malignomen (u.a. hédufigen Tumoren wie Magen-, Mamma-,
Prostatakarzinomen) [85, 87]. Es wire denkbar, dass beim Vorliegen einer dieser
Erkrankungen, die CYR61-Konzentration im Blut auch erhdht sein konnte. Die Ein-
und Ausschlusskriterien fiir Probanden der Kontrollgruppe hétten deswegen ggf.
schiarfer gewdhlt werden miissen. In der vorliegenden Studie wurden Personen mit
knocheneigenen Tumoren oder Knochenmetastasen ausgeschlossen. Andere,
moglicherweise ebenfalls mit erhohten CYR61-Werten einhergehende, Erkrankungen
wurden jedoch nicht vor der Auswahl der Probanden abgefragt. Des Weiteren ist
anzunehmen, dass es generell im peripheren Blut zu niedrigeren CYR61-Spiegeln

kommt als im Knochenmarksserum, da sich die Konzentration nach Ausschwemmen
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des Proteins aus dem Knochenmark verdiinnt. Auch ist die lokale Einbindung von
CYR61 in die extrazelluldre Matrix und damit das Verhindern der Ausschwemmung ein
unwigbarer Faktor. Es miisste weiterfiihrend untersucht werden, in welchem Malle die
Konzentration von CYR61 im Serum von der im Knochenmark abweicht und ob man
von einer im gleichen Malle ausgeprigten Verdiinnung in allen drei Studiengruppen

ausgehen kann und somit die Vergleichbarkeit der CYR61-Werte gegeben ist.

Eine mogliche Erkldrung der Diskrepanz zwischen der hier vorliegenden Ergebnisse
(beziiglich des Vegleiches der MM-Gruppe mit der Kontrollgruppe) und den
Ergebnissen von Johnson et. al. konnte auch in der Methodik liegen. Johnson et al.
verglichen in ihrer Studie die CYR61-Konzentration im KM von 246 Myelom-Patienten
mit der von 24 gesunden Kontrollpersonen. Dieses GruppengrofB3e-Verhiltnis von 10:1
limitiert die Aussagekraft des aufgezeigten signifikanten Unterschiedes zwischen den
beiden Gruppen. In der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie wurden die Werte von
60 MM-Patienten mit denen von 29 Kontrollpersonen verglichen. Dies entspricht
einem ungefdhren Verhdltnis von 2:1 und legt somit eine hdhere statistische
Aussagekraft nahe. Um insgesamt validere Ergebnisse zu erzielen wiére eine erneute
Untersuchung mit anndhernd gleicher Gruppengrofle wiinschenswert. Ob bei gesunden
Kontrollpersonen im Vergleich zu Myelom-Patienten wirklich eine signifikant

niedrigere CYR61-Konzentration vorliegt, bleibt demnach offen.

4.2 Analyse der Studiengruppe 1 '""Myelom-Patienten"

In der Gruppe der Myelom-Patienten zeigten sich signifikant hoéhere CYR61-
Konzentrationen in den Untergruppen mit einem Serum-Albumin > 3,5 g/dl, einer
Lactatdehydrogenase < @ 215 / & 225 bzw. < 240 U/l, einem Hb > 10 g/dl, einer Ig-
Konzentration < 380 mg/dl (MM-Typ IgA), 1600 mg/dl (MM-Typ IgG) bzw. 280 mg/dl
(MM-Typ IgM), bei Patienten mit einer normalen FLC ratio und bei Patienten im
Remissionsstatus "CR" und "VGPR". Aullerdem lagen in den Gruppen mit einer aktuell
durchgefiihrten Therapie mit IMD die CYR61-Werte in signifikant hoheren Bereichen.
Patienten, die mit PI therapiert wurden, hatten signifikant niedrigere CYR61-

Konzentrationen im Serum.

Bei der Untersuchung sogenannter Grunddaten wie Alter, Geschlecht,

Begleiterkrankungen (Adipositas, Niereninsuffizienz) und Typ des MM (Ig-Typ, LK-
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Typ, LK-Myelom) konnten keine signifikanten Unterschiede der CYR61-Konzentration
festgestellt werden. Da viele fiir die Verlaufsdiagnostik des MM verwendeten
Laborparameter mafgeblich von der Nierenfunktion abhéngig sind (v.a. B2M, Serum-
Albumin), konnte es von Interesse sein, dass sich die CYR61-Konzentration in den
Gruppen mit und ohne Vorliegen einer Niereninsuffizienz nicht signifikant unterschied.
Dies konnte ein moglicher Vorteil des CYR61 gegeniiber anderen Laborparametern sein

und miisste noch weitergehend in Folgestudien untersucht werden.

4.2.1 CYR61 im Zusammenhang mit bereits etablierten Risikofaktoren

Das Multiple Myelom ist bisher eine nicht heilbare Erkrankung. Durch verschiedene
therapeutische Ansédtze wie Chemotherapie, immunmodulatorische Therapie und
autologe Stammzelltransplantation kann bei vielen Patienten heutzutage fiir einen
begrenzten Zeitraum eine Remission erreicht werden. Das mediane Uberleben bei
Erstdiagnose liegt beim MM je nach ISS-Stadium jedoch nur bei 29 - 62 Monaten. In
Deutschland hat sich das Alters-adaptierte 5-Jahres-Uberleben dank neuer
Behandlungsmoglichkeiten zwischen 2002 und 2004 von 47,3% auf 53,8% gesteigert
[32]. Um die Prognose und damit die optimale individuelle Therapiestrategie fiir jeden
einzelnen Patienten zu ermitteln, ist es wichtig die Aggressivitdt der Erkrankung anhand
von bestimmten Risikofaktoren zu bewerten. Untersuchungen haben gezeigt, dass sich
die gédngige ISS-Stadieneinteilung, die die Hohe des Serum-Albumins und des P2-
Mikroglobulins umfasst, mit Hilfe anderer Parameter komplementieren und sogar
erweitern ldsst. Vor allem der Hamoglobin-Wert, die Hohe der Serum-
Laktatdehydrogenase, die Bestimmung von freien Leichtketten im Serum und/oder im
Urin, die Hohe des CRP und das Erstellen von genetischen Risikoprofilen erwies sich

dabei als besonders aussagekriftig [11, 24, 29, 51, 112].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Hohe der CYR61-
Konzentration im Serum von Myelom-Patienten mit einigen bereits etablierten
Risikofaktoren im Zusammenhang steht. Dabei waren hohe CYR6I1-Werte mit
Auspriagungen von Risikofaktoren assoziiert, die eher fiir eine bessere Prognose und
geringere Krankheitsaktivitit sprechen. Niedrige CYR61-Werte zeigten sich dagegen in
Gruppierungen, die durch negativ belegte Risikofaktoren definiert wurden. Signifikant

hohere CYR61-Konzentrationen im Serum der Patienten ergaben sich in den
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Untergruppen mit einem Serum-Albumin > 3,5 g/dl, einem Hb > 10 g/dl, einer
Lactatdehydrogenase < @ 215 / & 225 bzw. < 240 U/l, einer Ig-Konzentration < 380
mg/dl (MM-Typ IgA), 1600 mg/dl (MM-Typ IgG) bzw. 280 mg/dl (MM-Typ IgM),
und bei Patienten mit einer normwertigen FLC ratio. Keine signifikanten Unterschiede
wurden beziiglich dem ISS, der KM-Infiltration, der ossdren Beteiligung, der
Zytogenetik, dem B2M, dem Gesamteiweill, der freien LK im Serum, der BJP im Urin

und der Hohe des CRP ermittelt.

4.2.1.1 Serum-Albumin

Patienten mit einem Serum-Albumin > 3,5 g/dl hatten einen signifikant hSheren
medianen CYR61-Wert als Patienten mit einem Serum-Albumin < 3,5 g/dl (455,91
pg/ml vs. 259,81 pg/ml, p = 0,044). Es ist dabei zu erwdhnen, dass die Grofle der
Gruppen sehr unterschiedlich war (N;=53 vs. N,=4), was die Verwertbarkeit des
rechnerisch signifikanten Unterschieds zwischen den beiden Gruppen deutlich
abschwicht. Um die Grofen der Gruppen anzugleichen, wurde der Cut-off-Wert des
Serum-Albumins auf 4,0 g/dl verschoben. Damit ergaben sich GruppengréBen von
N;=40 und N,=17. Beim Vergleich dieser Gruppen hinsichtlich des Unterschiedes der
CYR61-Konzentrationen konnte ein marginal signifikantes Ergebnis verzeichnet
werden (p = 0,072). Diese Ergebnisse miissten durch Studien mit groferen

GruppengrofBen bestdtigt werden.

Da das Serum-Albumin Bestandteil der Klassifizierung des ISS-Stadiums ist, kann
dieser Parameter als einer der wichtigsten Risikofaktoren angesehen werden [15].
Myelom-Patienten mit einem Serum-Albumin < 3,5 g/dl haben eine deutlich schlechtere
Prognose [16]. Die Hypalbuminidmie ist dabei assoziiert mit einer hoheren Tumormasse,

sowie einer starkeren Plasmazellinfiltration des Knochenmarkes [59, 63].

Dass sich ein Trend in die Richtung zeigt, dass ein hoheres bzw. normal-hohes Serum-
Albumin gemeinsam mit hoheren CYR61-Konzentrationen auftritt, konnte dafiir
sprechen, dass hohe CYR61-Werte eher mit einem giinstigeren Risikoprofil assoziiert

sind.
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4.2.1.2 Himoglobin

Weitere signifikante Ergebnisse erbrachte der Vergleich beziiglich des Hb-Wertes der
Patienten. Es zeigten sich hohere mediane CYR61-Werte in der Gruppe mit einem Hb >
10,0 g/dl im Vergleich zu der Gruppe mit einem Hb < 10,0 g/dl (459,43 pg/ml vs.
291,92 pg/ml, p = 0,015).

Ein erniedrigter Hb geht beim MM mit einem verkiirzten Gesamtiiberleben und einem
erhohten Risiko fiir eine Progression einher [82]. Auch der Ubergang vom
asymptomatischen Myelom zum symptomatischen findet ziigiger statt, wenn der Hb-
Wert erniedrigt ist [19, 75]. Passend dazu spricht ein hoher bzw. normaler Hb fiir eine

geringe Anzahl an Plasmazellen im Blut [76].

Ein Hb > 10,0 g/dl ist somit ein Zeichen fiir geringere Krankheitsaggressivitit. Da
dieser in den vorliegenden Ergebnissen mit einem signifikant erhohten CYR61-Wert
einhergeht, konnte ein hohes CYR61 eher fiir eine niedrigere Krankheitsaktivitét
sprechen. Ein erniedrigter Hb, welcher prognostisch schlechter ist, ging mit einem
erniedrigten CYRG61 einher, sodass dies eher fiir eine aktive Erkrankung sprechen

konnte.

4.2.1.3 Lactatdehydrogenase

Eine erhohte LDH spricht beim MM fiir ein verkiirztes Gesamtiiberleben, eine hohe
Tumormasse, schlechteres Therapieansprechen und fiir ein hoheres Risiko beziiglich
des Auftretens von extramedulldren Manifestationen oder einer Plasmazellleukdamie [40,

41, 47-54, 56].

In der hier durchgefiihrten Studie konnte ein signifikanter Unterschied der CYR61-
Konzentration zwischen den Gruppen LDH [U/1] < @ 215/ & 225 und LDH > Q 215/
&' 225 ermittelt werden (Median 461,54 pg/ml vs. 302,12 pg/ml, p = 0,008). Auch bei
einem geschlechtsunabhdngigen Cut-Off-Wert von 240 U/l konnte ein signifikanter
Unterschied aufgezeigt werden. Es ergaben sich signifikant hohere CYR61-Werte in der
Gruppe der Patienten mit einer LDH < 240 U/1, verglichen mit den Patienten mit einer

LDH > 240 U/l (Median 461,32 pg/ml vs. 312,31 pg/ml, p=0,017).

Hohere CYR61-Werte gingen also mit prognostisch besseren niedrigen LDH-Werten

einher. Umgekehrt war bei einer hohen LDH die CYR61-Konzentration im Serum eher
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niedrig. CYR61-Werte im oberen Bereich waren hier dementsprechend erneut mit

positiven Faktoren assoziiert.

4.2.1.4 Immunglobulin-Konzentration / Paraprotein

Auch in Bezug auf die Immunglobulin-Konzentration im Serum ergaben sich
signifikante Unterschiede. Die CYR61-Konzentration war bei Patienten mit einer Ig-
Konzentration von < 380 mg/dl (MM-Typ IgA), 1600 mg/dl (Myelom-Typ IgG) bzw.
280 mg/dl (Myelom-Typ IgM) signifikant hoher als bei Patienten mit Ig-
Konzentrationen > 380 mg/dl (IgA), 1600 mg/dl (IgG) bzw. 280 mg/dl (IgM) (Median
464,37 pg/ml vs. 332,69 pg/ml, p = 0,035).

Eine Moglichkeit der Risikostratifizierung beim MM ist es, die Aktivitit der maligne
entarteten Zellen durch einfache laborchemische Bestimmungen abzubilden. Da die
Sekretion von Immunglobulinen und deren Bestandteile in der Pathogenese der
Erkrankung im Vordergrund stehen, kann tiber die Bestimmung von Immunglobulinen,
freien Leichtketten im Serum und Bence-Jones-Proteinen im Urin eine Einschitzung
der Ausprigung der Plasmazellinvasion des Knochenmarkes erzielt werden [55, 115,
119]. Die Hohe des Paraproteins ist dabei eng mit der Aktivitdt der Plasmazellklone
verbunden. Die Anzahl der Ig-produzierenden Zellen schwankt je nach
Krankheitsaktivitdt und -schwere. Zu Nutzen macht man sich die Quantifizierung des

Paraproteins auch beim Monitoring des Therapieansprechens [55, 67].

Niedrige Ig-Konzentrationen sprechen fiir eine geringe Krankheitsaktivitdt und waren
hier mit hohen CYR61-Spiegeln assoziiert. Damit stellt die Ig-Konzentration im Serum
einen weiteren Parameter dar, bei dem ein erhdhtes CYR61 mit giinstigeren Faktoren

einherging.

4.2.1.5 Serum free light chain ratio

Die FLC ratio ist ebenfalls ein Ausdruck der Uberaktivitit der malignen Plasmazellen.
Eine abnormale FLC ratio, also ein gestortes Verhéltnis von kappa- zu lambda-
Leichtketten, war in Studien assoziiert mit einem verkiirzten Gesamtiiberleben sowie
einer hoheren Wahrscheinlichkeit fiir die Progression eines MGUS oder eines SMM in

ein aktives MM [112, 114, 117].
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In der durchgefiihrten Untersuchung zeigt sich ein signifikanter Unterschied beziiglich
der CYR61-Konzentrationen zwischen Patienten mit einer normwertigen FLC ratio und
Patienten mit einer abnormalen FLC ratio (Median 523,89 pg/ml vs. 392,31 pg/ml, p =
0,048).

Die fiir die Prognose bessere normwertige FLC ratio ging mit hoheren CYR61-Werten

einher, was wiederum fiir positive Auswirkungen des CYR61 sprechen konnte.

4.2.1.6 1SS, KM-Infiltration, ossdre Beteiligung und Zytogenetik

Da in den bisher diskutierten Ergebnissen ein hohes CYRO61 ausschlieBlich mit
giinstigen Risikofaktoren assoziiert war, wére zu erwarten gewesen, dass es auch mit
Faktoren wie dem ISS, der KM-Infiltration, der ossdren Beteiligung und der
Zytogenetik korreliert. In diesen Gruppierungen erbrachte die durchgefiihrte Studie

jedoch keine signifikanten Ergebnisse.

Das ISS-Stadium wird zum Zeitpunkt der Erstdiagnose definiert. Die Serum-Analysen
und die klinische Datenerhebung erfolgt jedoch groBtenteils bei Patienten, die schon seit
mehreren Monaten bzw. Jahren im Rahmen von verschiedenen DSMM-Protokollen in
Behandlung waren. Daher ist zu vermuten, dass die anfanglichen Serum-Albumin- und
B2M-Werte, durch die das ISS definiert wurden, zum Zeitpunkt der Probenentnahme fiir
die Studie vernachlissigbar bzw. nicht verwertbar waren, da bereits durch Therapien in

das Krankheitsgeschehen eingegriffen wurde.

Ahnlich verhilt es sich mit der KM-Infiltration [%]. Auch diese wurde zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose dokumentiert und dann mit dem zu einem spiteren Zeitpunkt
abgenommenen CYRG61 verglichen. Eine "aktuelle" Prozentzahl der KM-Infiltration
wird auf Grund des invasiven und schmerzhaften Eingriffes nicht regelmifBig bei den
Kontrolluntersuchungen bestimmt. Johnson et al. konnten in ihrer Arbeit, bei der KM-
Biopsien und -Aspirate zur Bestimmung des CYR61 verwendet wurden, jedoch auch
nachweisen, dass die Hohe des CYR61 nicht die Plasmazellaktivitét reflektiert [108]. So
gesehen wiren beim Vergleich von "aktuellen" Prozentzahlen der KM-Infiltration mit
der CYR61-Konzentration im Serum vielleicht auch keine signifikanten Ergebnisse zu

erwarten gewesen.
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Bei dem Parameter "ossdre Beteiligung", der in der vorliegenden Arbeit untersucht
wurde, handelte es sich um die Frage, ob zum Zeitpunkt der Diagnose Osteolysen
vorlagen oder nicht. Diese Frage wurde entweder mit "Ja" oder mit "Nein" beantwortet
und die Patienten so in zwei Gruppen eingeteilt. Diese Einteilung war sehr grob und
unprézise gewdhlt und konnte dazu beigetragen haben, dass sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zeigten. Es wére besser gewesen, die
Anzahl der Osteolysen zum Zeitpunkt der Probenentnahme zu dokumentieren oder
zumindest zeitnah angefertigte Bildgebung wie ein low-dose-CT beziiglich der
Auspriagung der Osteolysen auszuwerten. Hier besteht die Schwierigkeit, dass die
Beurteilung solcher Aufnahmen nur von Spezialisten durchgefiihrt werden kann und

selbst dann noch stark Untersucher-abhéngig ist [16, 18].

Das genetische Risikoprofil wird meist bei Diagnosestellung ermittelt, der Patient wird
auf haufig auftretende Mutationen untersucht und dementsprechend in verschiedene
Risikogruppen eingeteilt [6-8]. Ein Zusammenhang von CYR61 und den genetischen
Risikoklassen wire unter den bisher erarbeiteten Aspekten durchaus denkbar gewesen.
In der hier durchgefiihrten Datenerhebung waren nur in 76,7% der Fille genetische
Risikoprofile erstellt bzw. dokumentiert worden. Die Grofe der zu vergleichenden
Untergruppen war demnach relativ klein und die Streuung der Werte innerhalb einer
Gruppe sehr breit (Beispiel "intermediate risk"-Gruppe: N=9, Mittelwert 534,01 pg/ml,
Standardabweichung 316,38 pg/ml). Eine insgesamt grolere Patientenzahl wire hier
notwendig, um mdgliche Zusammenhénge weitergehend zu untersuchen. Johnson et al.
zeigten jedoch beziiglich dieses Parameters, dass die CYR61-Expression nicht in den

durch Genexpression definierten high- und low-risk-Typen variiert [108].

4.2.1.7 p2M, Gesamteiweif, freie LK, BJP und CRP

Da einige der untersuchten Laborparameter mit der Hohe der CYR61-Werte im
Zusammenhang standen, muss hinterfragt werden, warum sich beziiglich des p2-
Mikroglobulins, des Gesamteiweilles, der freien Leichtketten im Serum, der Bence-
Jones-Proteinurie und des C-reaktiven Proteins keine signifikanten Unterschiede

hinsichtlich der CYR61-Konzentration ergaben.

Die Hohe des f2M wurde auf zwei verschiedene Weisen im Zusammenhang mit der

Hohe des CYR61 untersucht. Einerseits mit Werten des B2M zum Zeitpunkt der
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Erstdiagnose und andererseits zum Zeitpunkt der Probenentnahme. Beide Vergleiche
erbrachten keine signifikanten Ergebnisse. Bei den f2M-Werten zum Zeitpunkt der ED
bestand erneut das Problem, dass die beiden erhobenen Parameter zeitlich teilweise sehr
weit auseinander lagen und sich deshalb vermutlich nicht gegenseitig beeinflusst haben.
AuBlerdem wurden, um statistisch vergleichbare Gruppengréflen zu erzielen, relativ
weiche Cut-off-Werte verwendet. Einmal wurde die Grenze bei 2,5 mg/l und einmal bei
3,0 mg/l gezogen. Im ISS liegt die Grenze des f2M fiir ein Stadium 3 mit 5,5 mg/l
deutlich hoher. Auch Untersuchungen zum Prognosewert des B2M haben teilweise
deutlich hohere Cut-off-Werte (Norfolk et al. 4 mg/l, Durie et al. 6 mg/l) [15, 16, 25,
39]. Eine Analyse von einer insgesamt groferen Patientengruppe und schérferen Cut-
off-Werten wire nétig, um den Zusammenhang zwischen f2M und CYR61 hinreichend

zu untersuchen.

Das Gesamteiweill im Serum ist ein Ausdruck der Proteinproduktion im Korper. Da
Immunglobuline und freie Leichtketten zur Gruppe der Proteine gehoren, ist das
Gesamteiweill beim MM bei Diagnosestellung meist erhoht. Im Verlauf der Erkrankung
kommt es jedoch oft zu einer Verminderung des S-Albumins, welches den Hauptteil der
Proteine im Blut ausmacht, sodass die Gesamteiweil3werte der Patienten oft nur an der
oberen Normgrenze oder im Normbereich liegen. Tritt im Verlauf der Erkrankung eine
Proteinurie im Rahmen einer Nierenschidigung auf, kann das Gesamteiweill im Serum
auch erniedrigt sein. Des Weiteren kommt es unter Therapie zum Absinken der von den
malignen Plasmazellklonen produzierten Ig und damit auch zu einer Reduktion des
Gesamteiweilles [139]. Auch bei anderen Erkrankungen wie chronisch aktiven
Hepatitiden, Leberzirrhose oder einer Tuberkulose ist eine Erhéhung des
Gesamteiweilles moglich. Kommt es aufgrund einer Dehydratation zu einer Erh6hung
spricht man von einer Pseudohyperproteindmie [140]. Der Parameter "Gesamtweill im
Serum" ist demnach multifaktoriell beeinflussbar und nicht hochgradig Myelom-
spezifisch. Er kann, wenn er bei Patienten mit MM bestimmt wird, sehr variabel
ausfallen. Ein erhohtes Gesamteiweill spiegelt vermutlich nicht die Myelom-Knochen-
Interaktion wider, sondern ist ein allgemeiner Ausdruck einer Auseinandersetzung des
Organismus mit dem Tumorleiden. Dies konnten mdgliche Erkldrungen dafiir sein,
warum sich keine signifikanten Unterschiede beziiglich der CYR61-Konzentration in

den Gruppen "Gesamt-Eiweil}: normwertig" vs. "Gesamt-Eiweil}: nicht normwertig"
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zeigten. Bei der Gruppe "Gesamt-Eiweil: nicht normwertig" wurde zudem nicht
differenziert ob das Gesamteiweill unter oder iiber dem Normbereich lag. Getrennte
Testungen diesbeziiglich wéren ggf. hilfreich gewesen. Allerdings zeigte sich bei der
Signifikanztestung "Gesamt-Eiweill < 8,0 g/dl" vs. " Gesamt-Eiweill > 8,0 g/dl" ein
Trend zu hoheren CYR61-Werten in der Gruppe mit geringeren Gesamtweillwerten im
Serum (456,83 pg/ml vs. 332,69 pg/ml, p = 0,088). Jedoch waren bei dieser Testung die
GruppengroBBen sehr unterschiedlich (N; = 50 vs. N, = 9). Weitere Untersuchungen der
CYR61-Konzentration bezogen auf die Hohe des Gesamteiweilles im Serum wéren

notwendig um mogliche Zusammenhinge aufzudecken.

Auch beziiglich der freien Leichtketten im Serum, je nach Myelom-Typ, ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede der CYRG61-Konzentration. Die Hoéhe der freien
Leichtketten im Serum ist nicht nur von der Aktivitidt der Plasmazellen abhingig. Es
kann auch im Rahmen von Ko-Morbidititen wie einer Amyloidose oder bei
Entziindungszustinden zu erhohten Werten kommen. AuBlerdem sind bei einer
Niereninsuffizienz, die sehr oft bei MM-Patienten vorliegt, ebenfalls erhéhte FLC-
Werten zu erwarten, da die Leichtketten nicht mehr ausreichend ausgeschieden werden
konnen [138]. Die Hohe der jeweiligen FLC ist demnach storanfillig. Isoliert erhdhte
FLC bei normwertiger FLC ratio sind schwierig zu beurteilen und sprechen meist eher
fiir ein entziindliches Geschehen oder eine Niereninsuffizienz. Prognostisch wertvoller
ist die FLC ratio, das Verhiltnis der Produktion von kappa- zu lambda-LK. Ist dieses
gestort, kann man von einer malignen Produktion von monoklonalen kappa oder lambda
Leichtketten durch Plasmazellklone ausgehen [112-114, 117]. Bei den durchgefiihrten
Signifikanztestungen beziiglich der FLC wurde nicht beriicksichtigt, ob bei den
Patienten ein LK-Myelom, ein akutes Entziindungsgeschehen oder eine
Niereninsuffizienz vorlag. Aulerdem wurden die freien Leichtketten isoliert von der
FLC ratio betrachtet. Dies konnten mogliche Griinde dafiir sein, dass sich keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen ergaben.

Die Untersuchung einer bestehenden Bence-Jones-Proteinurie zum Zeitpunkt der
Probenentnahme und der Hohe des CYRG61 erbrachte ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede. Bei dieser Gruppierung war die statistische Analyse durch fehlende
Werte und schwierig zu wihlende Cut-off-Werte limitiert. Bei 20% der Patienten war

keine Bestimmung von BJP im Urin zum Zeitpunkt der Probeentnahme erfolgt. Fiir die
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durchgefiihrten statistischen Analysen wurden die Normwertgrenzen von BJP im
Spontanurin des Zentrallabors des Uniklinikums Wiirzburg verwendet (kappa-LK 10
mg/l, lambda-LK 6 mg/l). Ob sich anhand dieser Cut-off-Werte die Patienten sinnvoll in
zwel Risikogruppen einteilen lieBen (normwertige BJP im Urin vs. nicht-normwertige
BJP im Urin), ist schwierig zu beurteilen. In den bisher durchgefiihrten Studien zu
diesem Thema wird fast ausschlielich 24h-Sammelurin fiir die Analyse von FLC im
Urin benutzt. Es fehlen dadurch vergleichbare Cut-off-Werte fiir die statistische
Auswertung. Auch fiir das frither gidngige Klassifikationssytem des Multiplen Myeloms
nach Durie und Salmon wurde die Bence-Jones-Proteinurie im 24h-Urin verwendet
[120]. Es wére demnach sinnvoll, die CYR61-Konzentration im Zusammenhang mit der
Hohe der BJP im 24-Stunden-Sammelurin zu untersuchen, da es hierfiir bereits erprobte

Cut-off-Werte gibt.

Auch der Vergleich zwischen der Hohe des CRP und der Hohe des CYR61 konnte
keinen signifikanten Unterschied aufzeigen. Es wurde die Hohe des CRP [mg/dl] zum
Abnahmezeitpunkt dokumentiert. 3 Patienten zeigten ein CRP > 3 mg/l und wurden
demnach in die Gruppe "Entziindliche Aktivitét: Ja" eingruppiert. Bei 3 Patienten war
kein CRP zum Abnahmezeitpunkt bestimmt worden und bei 54 Patienten lag das CRP <
3 mg/l (vgl. Tabelle 3 im Anhang). Es erfolgte demnach der statistische Vergleich von 3
Patienten in der Gruppe "Entziindliche Aktivitét: Ja" mit 54 Patienten in der Gruppe
"Entziindliche Aktivitdt: Nein". Der gravierende Gréfenunterschied der beiden Gruppen
schrankt die Verwendbarkeit des Ergebnisses der verwendeten Signifikanztestung stark
ein. Auch war die Grenze zwischen entziindlicher und nicht-entziindlicher Aktivitit mit
einem CRP bei 3 mg/dl sehr niedrig gewéhlt. Bataille et al. verwendeten beispielsweise
in ihrer Untersuchung einen Cut-off-Wert von 6 mg/l um Unterschiede im
Gesamtiiberleben aufzuzeigen [24]. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der
CYR61-Konzentration und einer entziindlichen Aktivitit ausreichend bewerten zu
konnen, sind weiterfilhrende Studien mit groferen Patientengruppen und besser
gewihlten Cut-off-Werten notig. Es ist auBBerdem zu hinterfragen, wie sinnvoll die
Betrachtung des CRPs in Bezug auf eine Risikostratifizierung angesichts der
Immundefizienz bei Patienten unter Therapie ist. Durch mogliche Infektionen oder

subklinisch ablaufende Immunreaktionen ist das CRP bei Tumorpatienten unter
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Chemotherapie ohnehin ein sehr instabiler Parameter und kann innerhalb kiirzester Zeit

stark schwanken.

4.2.2 CYR61 im Zusammenhang mit dem Remissionsstatus

Der Remissionsstatus wird durch verschiedene Parameter gebildet und wird heutzutage
nach einer standardisierten Vorlage der International Myeloma Working Group aus dem
Jahre 2006 ermittelt. Mittels des Remissionsstatus kann die klinische Situation des
Patienten eingeschdtzt werde. Er vereint viele verschiedene Parameter wie den
prozentualen Anteil der Plasmazellen im KM, die Hohe des Paraproteins, Ergebnisse
der Immunfixation und die Messung der FLC. Zur Feststellung einer "complete
response” (CR) muss beispielsweise die Immunfixation im Serum und im Urin negativ
ausfallen, es diirfen keine Plasmazellen im Weichgewebe nachweisbar sein und das

Knochenmark darf nur < 5% Plasmazellen aufweisen [9].

Johnson et al. zeigten, dass eine CR schneller erreicht wird und der Patient ldnger in der
Remission verbleibt, wenn die CYR61-Konzentrationen im Knochenmarksaspirat
erhoht ist. In der Gruppe der Patienten in CR waren die CYR61-Werte signifikant
hoher, als in der Gruppe mit einem aktiven MM. Bei niedrigeren CYR61-Werten
dagegen erfolgte eine schnellere Progression von einer MGUS oder einem AMM in ein
MM. Widerspriichlich bei den Ergebnissen war, dass die CYR61-Konzentration beim
aktiven MM zwar niedriger war als in der CR, die Patienten im relapse jedoch wieder

hohere Werte zeigten [108].

In der dieser Arbeit zugrundeliegenden Studie konnte ebenfalls ein signifikanter
Unterschied beziiglich der CYR61-Konzentration zwischen den verschiedenen
Remissionsstatus-Gruppen aufgezeigt werden. Die hochsten Werte zeigten sich dabei in
der Untergruppe der CR, die niedrigsten, wenn eine PD oder ein SMM vorlag. Beim
Vergleich zusammengefasster Untergruppen in die zwei Gruppen "CR oder VGPR" und
"PR oder PD / SMM" ergab sich ein signifikant hoherer Wert in der erstgenannten
Gruppe (Median 495,54 pg/ml vs. 352 pg/ml, p = 0,002).

Hohe CYR61-Werte waren demnach mit einem giinstigeren Remissionsstatus assoziiert.

Diese Tatsache bekriftigt erneut die mogliche positive Rolle des CYRG61.
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4.2.3 CYR61 im Zusammenhang mit durchgefiihrten Therapien

Es gibt mehrere Therapieansitze, die sich beziiglich der Behandlung des Multiplen
Myeloms in den letzten Jahrzehnten etabliert haben. Als standardisiert gelten heutzutage
die Verwendung verschiedener Chemotherapeutika zur Remissionsinduktion und -
erhaltung sowie die Durchfiihrung einer Hochdosischemotherapie mit anschlieender
autologer SZT bei dafiir geeigneten Patienten [2]. Die hier durchgefiihrte Studie ergab
signifikante Unterschiede beziiglich der CYR61-Konzentration im Serum der Patienten
in Bezug auf die Durchfithrung einer Therapie mit IMD oder PI. Eine aktuell
durchgefiihrte Therapie mit IMD war dabei mit hoheren, eine Therapie mit PI mit
niedrigeren CYR61-Werten assoziiert. Keine signifikanten Unterschiede zeigten sich in
der Analyse hinsichtlich einer Therapie mit Bisphosphonaten, einer

Hochdosischemotherapie mit Melphalan oder einer durchgefiihrten autologen SZT.

4.2.3.1 Immunmodulatorische Medikamente

Wichtige Medikamente in Bezug auf das MM sind neben herkommlichen
Chemotherapeutika sogenannte '"neue immunmodulatorische Substanzen" wie
Thalidomid, Lenalidomid oder Pomalidomid. Diese Substanzen weisen eine direkte
"Anti-Tumor"-Wirkung tiber die Aktivierung des Fas-getriggerten Zelltodes und das
Herabsetzen von anti-apoptotischen Proteinen auf und beeinflussen gleichzeitig das
Tumormikromilieu. Die Thalidomid-Analoga haben immunmodulatorische, anti-
angiogenetische, anti-inflammatorische und anti-proliferative Effekte. IMDs fiihren in
vitro zu einer Downregulation von Zytokinen wie TNFa, Insulin-like-growth-factor, IL-
6 und -10, sowie zu einer Co-Stimulation von T-Zellen und natiirlichen Killerzellen

[121].

IMDs wirken nicht nur auf die Myelomzellen und deren zelluldres Umfeld sondern
nehmen auch Einfluss auf den Knochenstoffwechsel. Breitkreutz et al. zeigten, dass
Lenalidomid die Aktivitdt von Osteoklasten reduziert. Dies geschieht einerseits liber die
Reduktion von Integrin a,f3, einem Protein, das vor allem von Osteoklasten exprimiert
wird und einen Rezeptor fiir Phagozyten darstellt. Andererseits kommt es durch
Lenalidomid zur einer Hemmung der Produktion von RANKL durch die KM-

Stromazellen und zur vermehrten Produktion von Osteoprotegerin (OPG), welches
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wiederum das Zusammenspiel von RANK und RANKL verhindert. Es kommt
insgesamt zu einem verminderten RANKL/OPG-Quotienten [122].

Bei den durchgefiihrten Signifikanztestungen zeigten sich signifikant hohere CYR61-
Konzentrationen bei Patienten, die zum Abnahmezeitpunkt mit IMD therapiert wurden.
Der Vergleich der 3 Gruppen IMD-Therapie "aktuell", "im Vorfeld" und "keine"
erbrachte signifikante Unterschiede mit den hochsten CYR61-Werten in der Gruppe mit
einer aktuell durchgefiihrten IMD-Therapie (Median 530 pg/ml vs. 357 pg/ml vs. 332
pg/ml, p = 0,002). Wurden die beiden Gruppen "im Vorfeld" und "keine"
zusammengefasst, ergaben sich signifikant niedrigere CYR61-Werte als in der
"aktuell"-Gruppe (372,50 pg/ml vs. 530,13 pg/ml, p = 0,002). Auch wenn die Gruppe
IMD-Therapie "im Vorfeld" zusammen mit der Gruppe "aktuell" den Patienten ohne
IMD-Therapie gegeniibergestellt wurden, ergaben sich signifikante Unterschiede
(461,11 vs. 332,31, p = 0,006). Eine aktuelle Therapie mit IMD war also mit héheren
CYR61-Konzentrationen assoziiert. Wie in Kapitel 4.2 beschrieben, liefert die
durchgefiihrte Studie Hinweise darauf, dass hohe CYR61-Spiegel mit einer besseren
Prognose und einer geringeren Krankheitsaktivitdt einhergehen konnten. Eine Therapie
mit IMD schidigt die Myelomzellen und fiihrt zu einer Regeneration des Knochens.
Diese positiven Effekte konnten sich mdglicherweise in erhohten CYRO6I1-

Konzentrationen widerspiegeln bzw. damit einhergehen.

4.2.3.2 Proteasom-Inhibitoren

Eine andere oft verwendete Medikamentenklasse in der Therapie des MM sind
Proteasom-Inhibitoren. Dazu gehort Bortezomib als Medikament der ersten Generation,
sowie neuere PI wie Carfilzomib oder Ixazomib. Proteasomen werden in Zellen
benotigt, um den Abbau von intrazelluldr anfallenden Proteinen zu gewéhrleisten. Da
MM-Zellen aufgrund der hohen Produktion von Antikdrpern oder Antikorper-
Fragmenten einen hohen Proteinumsatz haben, sind Proteasomen wichtige
Zellorganellen, um fehlgefaltete, akkumulierte Proteine abzubauen. Pl unterbinden
diesen Mechanismus und fithren {liber vermehrt anfallende Protein-Aggregate zum
Zellzyklusarrest und Zelltod der MM-Zellen. Zusétzlich dazu leitet Bortezomib direkt
die Apoptose der MM-Zellen iiber die Aktivierung von Bax, Caspasen und p53 ein. Des

Weiteren hemmt Bortezomib die MM-Zelladhdsion an umliegendes Gewebe, die
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Gefafneubildung und Zytokin-gesteuerte Interaktionen der MM-Zellen mit anderen
Zellen. Bortezomib greift dabei unter anderem in den NFxB-Pathway ein und hat so
zusitzlich eine anti-entziindliche Wirkung {iber die Verminderung der NF«xB-

getriggerten IL-6-Produktion [123].

Beziiglich des Knochenstoffwechsels, agieren PI an mehreren Stellen. Einerseits
blockieren PI das RANK-RANKL-System und senken somit die Osteoklastenaktivitit.
Andererseits haben sie einen Einfluss auf die Differenzierung und Aktivierung von
Osteoblasten. Uber eine Hochregulierung des Transkriptionsfaktors Runx2 und iiber
den BMP2-Signalweg fithren PI zu einer Stimulation der Differenzierung von
Osteoblasten aus mesenchymalen Stammzellen und fordern so den Knochenaufbau.
Zusitzlich reduzieren sie die Produktion des Dickkopf-1-Proteins (DKK1), welches
einen Gegenspieler des Wnt-Signalweges darstellt und damit normalerweise die
Osteoblastenaktivitdt senken wiirde [124, 125]. Hurchla et. al zeigten, dass der Einsatz
von PI in vitro die Aktivitit von Osteoklasten reduziert und die Differenzierung von
Osteoblasten und die Mineralisierung der Knochenmatrix fordert. Es kommt zu einem
gesteigerten Knochenvolumen, einer verminderten Knochenresorption und so zu einer

Verschiebung von einem katabolen zu einem anabolen Knochenturnover [127].

In der vorliegenden Studie zeigten sich signifikante Unterschiede der CYR61-
Konzentration im Serum der Patienten bezogen auf den Therapiestatus mit PI. Die
hochsten CYR61-Werte lagen in der Gruppe "keine PI" vor, gefolgt von der Gruppe "PI
im Vorfeld" und die niedrigsten Werte waren in der Gruppe "aktuelle Therapie mit PI"
zu verzeichnen (501,18 pg/ml vs. 396,35 pg/ml vs. 332,50 pg/ml, p = 0,04). Ein noch
besseres Signifikanzniveau lief3 sich bei dem Vergleich der Gruppe "keine PI" gegen die
zusammengefassten Gruppen "PI aktuell oder im Vorfeld" erzielen. Es zeigten sich
auch dabei hohere CYR61-Werte in der Gruppe ohne PI (501,18 pg/ml vs. 374,27
pg/ml, p=0,019).

Diese Ergebnisse stehen fiir sich genommen als Widerspruch zu den bisher diskutierten
Ergebnissen. Man wiirde, da eine Therapie mit Pl zu einer Reduktion der
Krankheitsaktivitdt fiihrt und sich in anaboler Weise auf den Knochenstoffwechsel
auswirkt, hohere CYRG61-Konzentrationen bei den Patienten unter PI-Therapie

erwarten, wie es auch bei den Patienten unter IMD-Therapie der Fall war (vgl. Kapitel
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4.2.3.1). Eine mogliche Erkldrung fiir die Diskrepanz dieser Ergebnisse konnte in dem
Wirkungsmechanismus der PI  liegen. Wie Giuliani et al. in ihren
Forschungsergebnissen beschreiben, haben PI einen wesentlichen Einfluss auf
Osteoblasten und deren Vorstufen [125]. Auch CYRG61 greift in die Osteogenese ein
(vgl. Kapitel 1.3.1). Es bewirkt iiber den Wnt-Signalweg und die vermehrte Expression
von BMP-2 eine Migration von mesenchymalen Stammzellen und Osteoblasten-
Vorldaufern und erhoht die Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten und
Chondrozyten [97-99]. Denkbar wire, dass sich PI und CYR61, da sie synergistische
Effekte haben, gegenseitig im Sinne eines negativen Feedbacks beeinflussen. Der
Einfluss von PI auf das Knochenmikromilieu bewirkt eine gesteigerte Aktivitit der
Osteoblasten, u.a. iiber die Hochregulation des BMP2-Signalweges. Das konnte
moglicherweise zur Folge haben, dass weniger CYR61 von Osteoblasten und
mesenchymalen Stammzellen produziert wird, da die Osteogenese bereits durch PI
stimuliert wurde. Ein niedriges CYR61 spricht in diesem Fall eventuell fiir einen bereits
"ausreichend regenerierten" Knochen. Da CYR61 auch von MM-Zellen produziert
wird, scheinen die PI auch einen wichtigen "Anti-Myelom-Effekt" zu haben und ggf.
die Produktion von CYR61 in Tumorzellen zu unterdriicken. Durch den Einsatz von PI
scheint es zu einer Normalisierung des Knochenturnovers und zu einem insgesamt
"geslinderen" Knochen zu kommen. Das konnte zur Folge haben, dass sowohl von der
Knochenmatrix als auch von den Tumorzellen weniger CYR61 gebildet wird, da bereits
durch die Therapie mit PI eine Regeneration eingetreten ist und der Knochen sich erholt
hat. BekanntermalBlen wird die Produktion von CYR61 im ruhenden und ausgereiften
Knochen geringer, als bei hohem Knochenturnover (vgl. Kapitel 1.3.1). CYR61 kann in
diesem Fall moglicherweise als Marker fiir ein Ansprechen auf eine Therapie mit PI
angesehen werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, je aktueller die
Therapie mit PI war, desto niedriger waren die CYR61-Werte. Der Knochen befand
sich demnach unter oder kurz nach einer Therapie mit PI in einer stabilen, regenerierten
Phase. Interessant wére zu untersuchen, ob es direkt nach Einleitung einer Therpie mit
PI initial zu hohen Spiegeln von CYR61 kommt, sozusagen als "Initialziindung" fiir die
Knochenregeneration. Damit liee sich zusidtzlich das initiale Ansprechen auf die
Therapie mit PI nachweisen. Sollte sich in weiterfiihrenden Studien dieser

Zusammenhang zwischen einer Therapie mit PI und der Konzentration von CYR61 im
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Serum bestdtigen, konnte CYR61 als einfach bestimmbarer Marker fiir ein

Therapieansprechen auf PI verwendet und fiir das Therapie-Monitoring genutzt werden.

4.2.3.3 Bisphosphonate, Melphalan und autologe SZT

Keine signifikanten Unterschiede erbrachte der Vergleich der CYR61-Konzentrationen
in den verschiedenen Gruppen beziiglich der Anwendung von Bisphosphonaten, der
Durchfiihrung einer Hochdosischemotherapie mit Melphalan oder einer erfolgten

autologen SZT.

Da sich die Therapie mit Bisphosphonaten auch positiv auf den Knochenstoffwechsel
auswirkt, wére eine hohere Konzentration von CYR61 in der Gruppe der Patienten mit
einer Bisphosphonat-Therapie zum Zeitpunkt der Serumentnahme denkbar gewesen.
Die hauptsidchliche Wirkungsweise der Bisphosphonate erfolgt iiber die Reduktion des
Knochenabbaus durch Osteoklasten. Bisphosphonate haben dabei eine hohe Affinitit
zum Knochengewebe, indem sie an Hydroxylapatit binden, und inhibieren so die
Resorption der Knochenmatrix [126]. Unklar ist, wie sich die Langzeit-Therapie mit
Bisphosphonaten und die durch Akkumulation und extrem lange Halbwertszeit
entstechenden hohen Dosen im Knochen auf den Knochenstoffwechsel auswirken.
Kriiger et al. beschrieben mogliche unerwiinschte Effekte von hohen Bisphosphonate-
Konzentrationen, wie eine erniedrigte Proliferationsrate der Osteoblasten, reduzierte
mRNA-Expression von Osteocalcin, alkalischer Phosphatase und Typ 1 Kollagen sowie
den Anstieg von Entziindungsmediatoren wie IL-8 [128]. Der anti-remodeling Effekt
der Bisphosphonate fiihrt ingesamt zu einem geringeren Knochenumsatz. Dies konnte
sich in einer niedrigeren CYR61-Konzentration widerspiegeln. Die moglicherweise
"schdadigende" Langzeitwirkung von Bisphosphonaten auf Osteoblasten, die in der
Literatur beschrieben wird, konnte zusétzlich dazu beitragen, dass durch verminderte
Osteoblastenaktivitit weniger CYR61 von eben diesen sezerniert werden kann.
Insgesamt unterdriickt eine antiresorptive Therapie mit Bisphosphonaten den
Knochenumsatz und somit die Bildung von CYR61. Dies stellt eine Limitation des
Einsatzes von CYRG61 als Aktivitits- und Knochenstoffwechselparameter bei Patienten
unter Knochenschutzbehandlung mit antiresorptiven Therapien dar. Mdglicherweise

kann bei diesen Patienten CYRG61 nicht als Marker verwendet werden. Weiterfihrende
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Untersuchungen der CYR61-Produktion durch MSC und Osteoblasten unter Einfluss

von Bisphosphonaten kénnten in diesem Zusammenhang hilfreich sein.

Die therapeutische Herangehensweise mittels Hochdosischemotherapie und autologer
SZT zielt in erster Linie auf eine komplette Zerstorung der malignen Plasmazellklone
im KM ab und versucht dann die induzierte KM-Aplasie durch eine autologe SZT
aufzufangen. Gelingt dadurch eine komplette Remission, wird sich sekundér auch der
geschidigte Knochen erholen. Das genannte Verfahren greift jedoch nicht aktiv wie
IMD, PI oder Bisphosphonate in den Knochenstoffwechsel ein. Dies konnte eine
mogliche Erkldrung dafiir sein, warum sich im Bezug auf Hochdosischemotherapie und
autologe SZT keine Unterschiede in der CYR61-Konzentration der Patienten der
verschiedenen Gruppen nachweisen lieBen. Diese Hypothese miisste jedoch noch in

weiterfithrenden Studien bestétigt werden.

4.3 Analyse der Studiengruppe 2 "Osteoporose-Patienten"

Bei der Untersuchung der verschiedenen Parameter innerhalb der Gruppe der
Osteoporose-Patienten, zeigte sich ein signifikanter Unterschied der CYR61-
Konzentrationen bezogen auf das Alter der Patienten. Patienten > 65 Jahre wiesen
signifikant hohere CYR61-Werte auf als Patienten < 65 Jahren (Median 390,77 pg/ml
vs. 279,23 pg/ml, p = 0,04). Es konnte ein Trend in Richtung positive Korrelation
zwischen dem Alter und Hohe des CYR61 beobachtet werden.

Bisher wurde in der Literatur kein solcher Effekt beziiglich CYR61 im Zusammenhang
mit dem Alter beschrieben. Alters-bedingte Verdnderungen im Knochen sind dagegen
bereits in zahlreichen Studien untersucht worden. Zhou et al. stellten in ihren
Untersuchungen fest, dass sich das Knochenmikromilieu im Alter stark verdndert. Es
kommt zu einem Riickgang der Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten und
zu einer erhohten Apoptose-Rate von mesenchymalen Stammzellen. Eine Schliisselrolle
scheint dabei die Hochregulierung des p53-Signalweges zu spielen [129]. Roforth et al.
stellten 2014 fest, dass es im Alter auch zu einer Verdnderung molekularer Signalwege
im Knochen kommt. Sclerostin, ein Inhibitor des Wnt-Signalweges, liegt bei dlteren
Patienten in erhohter Konzentration im Serum vor. Des Weiteren zeigten sich erhdhte
mRNA-Level des Wnt-Inhibitors SFRP1 [130]. Uber diese beiden Inhibitoren wird der

Wnt-Signalweg, ein wichtiger Signalweg beziiglich Ausbildung und Differenzierung
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verschiedener Knochenstrukturen, im Alter heruntergefahren, was einem anti-anabolen

Effekt entspricht.

Denkbar wire, dass es im Alter im Rahmen eines erhohten Knochenturnovers zu einer
erhohten Produktion von CYR61 durch mesenchymale Stammzellen und Osteoblasten
kommt, um u.a. dem abgeschwichten Wnt-Signalweg entgegenzuwirken. CYR61
verstiarkt die Expression des Signalmolekiils Wnt3a und fordert zusitzlich iiber die
Aktivierung des BMP-Signalweges den Knochenaufbau [97, 98]. Ob dies ein moglicher
Grund fiir die erhohten CYR61-Werte bei Patienten fortgeschrittenen Alters sein

konnte, miisste in weiterfiihrenden Studien untersucht werden.

Innerhalb der Gruppe der Osteoporose-Patienten zeigten sich auBerdem anndhernd
signifikant hohere CYR61-Werte in der Gruppe mit normwertigem Serum-Phosphat bei
Abnahme verglichen mit der Gruppe mit nicht-normwertigen Serum-Phosphat (Median
344,33 pg/ml vs. 96,35 pg/ml; p = 0,051). Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass
eine hohe CYR61-Konzentration bei Osteoporose-Patienten moglicherweise auch mit
giinstigen Risikofaktoren, wie es beim MM der Fall war (vgl. Kapitel 4.2), assoziiert
sein konnte. Zu beachten ist jedoch, dass die Gruppengrof3e bei der Signifikanztestung
sehr unterschiedlich war (N; = 38, N, = 2), was die Aussagekraft des Ergebnisses stark
limitiert. FEine erneute Untersuchung des Parameters in einer groBBeren
Patientenpopulation wére notwendig, um die Ergebnisse ggf. zu bestéitigen. Da alle
anderen getesteten Parameter wie das Vorliegen einer Niereninsuffizienz, der T-Score
der LWS und der Hiifte, das Vorliegen von Wirbelkorperfrakturen, die zum Zeitpunkt
der Serumentnahme ermittelten Laborwerte (Serum-Calcium, alkalische Phosphatase,
Vitamin D3, Parathormon), die Ho6he des NTx und der Therapiestatus keine
signifikanten Ergebnisse beziiglich der Unterschiede der CYR61-Konzentrationen
ergaben, ist es eher unwahrscheinlich, dass die Hohe des CYRG61 als Marker fiir die

Aktivitét einer Osteoporose dienen konnte.

4.4 Analyse der Studiengruppe 3 ""Kontrollgruppe"

In der Gruppe der gesunden Kontrollpersonen wurden lediglich die Daten "Geschlecht"
und "Alter" erhoben. Beziiglich des Alters zeigte sich ein signifikanter Unterschied der
CYR61-Konzentration mit hoheren Werten in der Gruppe der Probanden > 50 Jahre
verglichen mit den Probanden < 50 Jahren (Median 443,50 pg/ml vs. 332,25 pg/ml, p =
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0,001). Es konnte eine positive Korrelation zwischen Alter und Hohe der CYR61-

Konzentration aufgezeigt werden (r(27) = 0,578; p = 0,01).

Wie schon in Kapitel 4.3 beschrieben, ist im Alter die Regenerationsfahigkeit des
Knochens u.a. durch reduzierte Osteoblasten-Aktivitdt und verminderte Differenzierung
von mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten herabgesetzt. Im fortgeschrittenen
Alter scheint es insgesamt zu einem erhohten Knochenturnover zu kommen, bei dem
die Aktivitit der Osteoklasten zu- und die der Osteoblasten abnimmt. Ein erhohter
Knochenturnover scheint auch hier mit hoheren CYR61-Konzentrationen
einherzugehen, auch wenn insgesamt der Knochenabbau tiberwiegt. Ob die CYR61-
Konzentration im Sinne einer versuchten Gegenregulation erhoht ist, gilt es in

weliterfihrenden Studien zu untersuchen.

4.5 Erklarungsmodell

Zusammenfassend ergeben sich aus den bisher diskutierten Ergebnissen folgende

Schlussfolgerungen:

1. Eine hohe CYR61-Konzentration im Serum von Myelom-Patienten konnte fiir eine
geringere Krankheitsaktivitit, eine bessere Prognose und fiir einen noch
stattfindenden Versuch der Regeneration des geschiadigten Knochens sprechen (vgl.

Kapitel 4.1. und 4.2).

2. In Bezug auf die Therapie mit Proteasom-Inhibitoren bei Patienten mit MM, ist
CYRG61 ein moglicher Parameter fiir das Monitoring des Therapieansprechens (vgl.
Kapitel 4.2.3.2), dabei korreliert ein niedriger CYR61-Spiegel vermutlich mit dem
Ansprechen auf die Therapie, was wiederum eine teilweise Heilung des Knochens

mit Beruhigung des Knochenstoffwechsels widerspiegeln konnte.

3. Bei Osteoporose-Patienten liegt eine signifikant niedrigere CYR61-Konzentration
vor, da womdglich kaum Regeneration im Knochen stattfindet und/oder eine

antiresorptive Therapie den Knochenumsatz unterdriickt (vgl. Kapitel 4.1).

4. Im fortgeschrittenen Alter versucht das Knochenmikromilieu moglicherweise durch
Erhéhung der CYRG61-Konzentration dem altersbedingten Knochenabbau mit

erhohtem Knochenturnover entgegen zu wirken (vgl. Kapitel 4.3 und 4.4).
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Diesen Ergebnissen und damit der Wirkungsweise von CYR61 liegt vermutlich ein
komplexes Zusammenspiel verschiedenster Zellen, Zellverbinden und Signalwegen
zugrunde. Diese Wechselwirkungen werden im Folgenden postuliert und in Abbildung

11 schematisch dargestellt.

Beim Multiplen Myelom steigern die malignen Plasmazellen die Osteoklastenaktivitit.
Dies geschieht iiber die Ausschiittung sogenannter "osteoclast-activating factors"
(OAF). Dazu gehoren RANKL und Signalmolekiile wie TNFa und Interleukin-3 und -6.
Die aktivierten Osteoklasten verstirken wiederum das Wachstum der Myelom-Zellen,
u.a. Uber die Produktion von IL-6, Annexin 2 und Osteopontin. So kommt es im Verlauf
der Erkrankung zur Entstehung einer negativen Knochenstoffwechselbilanz mit der
Ausbildung von Osteolysen. Die Myelom-Zellen beeinflussen zusétzlich auch die
Aktivitdt der Osteoblasten. Dies geschieht u.a. iiber die Bildung von Sclerostin und
DKKI1. Dadurch wird der Wnt-Signalweg inhibiert und es kommt zu einer verminderten
Aktivierung von Osteoblasten [131]. Es gibt bereits experimentelle Therapieansétze, bei
denen ein Anti-Sclerostin-AK verwendet wurde, um der schddigenden Wirkung der
MM-Zellen auf den Knochen entgegen zu wirken [143]. Silvestris et al. zeigten, dass

MM-Zellen zusitzlich auch direkt zur Apoptose von Osteoblasten fithren kénnen [116].

Die Aktivitit der Osteoblasten (und damit indirekt auch der Osteoklasten) wird
physiologisch u.a. durch zwei Signalwege beeinflusst: Den BMP-Signalweg und den
Wnt-Signalweg. Studien zeigten, dass beide Signalwege von CYR61 positiv beeinflusst
werden und so die Osteoblastenaktivitidt gestirkt wird. Das im Knochen v.a. von
Osteoblasten und mesenchymalen Stammzellen gebildete CYR61 besitzt aulerdem die
Fahigkeit die Aktivitdt der Osteoklasten herabzusetzen [95-97, 100]. CYR61 scheint
demnach der Ausbreitung der malignen Plasmazellen bzw. deren Einfluss auf den
Knochenstoffwechsel entgegen zu wirken. Die genaue Wirkungsweise des CYR61 auf
die Myelomzellen bleibt dabei jedoch weiter unklar. Denkbar wére eine &hnliche
Funktion wie die des Decorins, welches von Osteoblasten produziert wird und tiber eine
pro-apoptotische Wirkung auf Myelom-Zellen sowie iiber die Hemmung der
Osteoklasten-Differenzierung das Tumorwachstum wund die Tumorausbreitung

reduzieren kann [137].
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Unklar bleibt auch die Aufgabe der mesenchymalen Stammzellen und deren Einfluss
auf die MM-Zellen mittels CYR61. Johnson et al. beschrieben ein deutlich geringeres
Tumorwachstum nach der Zugabe von 100 ng/dl rekombinantem CYR61 zu einer Ko-
Kultur von MM-Zellen und MSC [108]. Li et al. zeigten, dass durch intraossér
verabreichte MSC die Tumorlast gesenkt werden konnte [111]. Im Gegensatz dazu steht
die Beobachtung von Dotterweich et al., dass der Kontakt von MSC mit MM-Zellen das
Splicen von CCN1 pre-mRNA in den Tumorzellen fordert und die Uberlebensfihigkeit
der Tumorzellen verbessert [110]. Auch Galson et al. und Kawano et al. berichten iliber
die Produktion von Tumorwachstum-fordernden Signalmolekiilen durch MSC. Durch
eine Steigerung des NF-xB-pathway und eine vermehrte Produktion von IL-6 wird die
Proliferation und Uberlebensfihigkeit der MM-Zellen geférdert [131, 141]. Roccaro et
al. zeigten, dass MSC und MM-Zellen {iber Exosomen miteinander kommunizieren.
Dabei werden Tumorwachstum-férdernde Signalmolekiile und Mikro-RNA auf die
MM-Zellen iibertragen. MSC von gesunden Probanden dagegen unterscheiden sich
beziiglich der Mikro-RNA und haben einen inhibierenden Effekt auf die Tumorzellen
[142]. Eventuell muss unterschieden werden, ob die Produktion von CYR61 im
Knochen oder in Tumorzellen stattfindet. Es wire denkbar, dass die Myelomzellen
durch eine geringe Eigenproduktion von CYR61 den Knochen kurzzeitig stabilisieren,
um sich so ein optimaleres Umfeld zu schaffen. Dies scheint jedoch kein langfristiger
Schutzmechanismus zu sein, da in der Gesamtheit der Knochenabbau im Vordergrund
steht. Die Produktion des CYR61 durch den Knochen selbst scheint von groflerer
Relevanz zu sein. Sie fithrt zu einer langfristigen Regeneration des geschéddigten
Knochens. Dies konnte eine mdgliche Erkldrung dafiir sein, warum einerseits positive
und andererseits negative Einfliisse von MSC auf das Tumorwachstum beschrieben
wurden. Eventuell muss unterschieden werden, ob es durch die MSC selbst zu einer
erhohten Produktion von CYR61 kommt oder ob MSC die Tumorzellen dazu anregen,
CYR61 zu produzieren. Zum Zeitpunkt der aktuellen Datenlage kommt es

diesbeziiglich zu widerspriichlichen Aussagen.

Die hohe CYRG61-Produktion in der frithen Phase der Knochenregeneration gegeniiber
der niedrigen Produktionsrate im ruhenden Knochen und die teilweise relevante
Produktion von CYR61 durch Tumorzellen {iberlagern sich anscheinend in manchen

klinischen Situationen in schwer entwirrbarer Weise. Moglicherweise kann man in
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Zukunft die Bestimmung von CYR61 als Biomarker in zwei Richtungen verfolgen:
Zum einen die giinstige prognostische Bedeutung hoher CYR61 fiir den
Krankheitsverlauf zum Zeitpunkt der Diagnose und zum anderen die prognostisch
gilinstige Bedeutung niedriger Spiegel fiir das Ansprechen auf PI-Therapie und die
Besserung der ,,Myeloma Bone Disease®. Denkbar wire auch, sich in Zukunft die
Effekte von CYR61 in der Therapie des MM zu Nutzen zu machen. Ahnlich wie beim
Einsatz von Anti-Sclerostin in der Studie von McDonald et al. [143], konnte es durch
eine Hochregulation von CYR61 im Korper zu einem verstirkten anabolen
Knochenstoffwechsel und einem Anti-Myelom-Effekt kommen. Dies wiirde neue
Therapie-Optionen ermdglichen, um den Knochstoffwechsel bei MM-Patienten zu

stabilisieren bzw. den Schaden durch die Tumorzellen einzudammen.

Abbildung 11: Mogliche Einfliisse des CYR61 auf das Knochenmikromilieu
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5 Zusammenfassung

Das Multiple Myelom stellt die dritthdufigste himatologische Neoplasie in Deutschland
dar [1]. Es handelt sich dabei um eine klinisch sehr heterogene Erkrankung, bei der eine
genaue Prognoseabschédtzung schwierig ist. In den letzten Jahrzehnten haben sich
mehrere klinische, laborchemische sowie genetische Parameter als Risikofaktoren

etabliert [8, 14, 18].

Das Cystein-rich-Protein 61 (CYRG61) ist ein Signalprotein, das bei verschiedensten
Prozessen im menschlichen Korper eine Rolle spielt und dessen vielfdltige
Wirkungsmechanismen bis heute nicht vollstindig aufgeklédrt sind. Im Knochen ist
CYRG61 zustdndig fiir die Angiogenese, die Proliferation und Migration mesenchymaler
Stammzellen sowie fiir die Differenzierung von Osteoblasten und Endothelzellen [96].
Im Zusammenhang mit dem Multiplen Myelom (MM) konnte gezeigt werden, dass
CYR61 dort in signifikant hoheren Konzentrationen vorliegt und hohe CYR61-Werte
bei MM-Patienten mit einer besseren Prognose und einem lingeren Uberleben

einherzugehen scheinen [108].

In der vorliegenden Studie, wurde die CYR61-Konzentration im peripheren Blut bei
Myelom-, Osteoporose-Patienten und gesunden Probanden gemessen. Es zeigten sich
signifikant hohere CYR61-Werte in der Gruppe der Myelom-Patienten im Vergleich zur
Gruppe der Osteoporose-Patienten. Hohe CYR61-Konzentrationen in der MM-Gruppe
waren assoziiert mit giinstigen Prognosefaktoren wie einem Hamoglobin-Wert (Hb) >
10 g/dl, einem normwertigen Serum-Albumin, einer niedrigen Laktatdehydrogenase
(LDH), einer geringen Konzentration von Immunglobulinen im Serum und einer
normwertigen free light chain (FLC) ratio. Patienten, die sich zum Zeitpunkt der
Blutentnahme in "complete response”" (CR) oder "very good partial response" (VGPR)
befanden, hatten signifikant hohere CYR61-Werte. Eine Therapie mit
immunmodulatorischen Medikamenten (IMD) ging mit hdéheren CYR61-
Konzentrationen einher. Der Einsatz von Proteasom-Inhibitoren (PI) war dagegen mit
niedrigeren CYR61-Werten assoziiert. In der Gruppe der Osteoporose-Patienten sowie
bei den gesunden Probanden ergaben sich signifikant hohere CYR61-Konzentrationen

bei fortgeschrittenem Alter.
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Zusammenfassend lassen die Ergebnisse vermuten, dass eine hohe CYR61-
Konzentration im Serum von MM-Patienten im Zusammenhang mit einer geringeren
Krankheitsaktivitit bzw. mit einer stattfindenden Regeneration des Knochens steht.
Eine gesteigerte Ausschiittung von CYR61 scheint fiir einen erh6hten Knochenturnover
zu sprechen. Passend dazu zeigten sich bei Osteoporose-Patienten, bei denen der
Knochenumsatz u.a. durch antiresorptive Therapie eingeschrdnkt ist, signifikant
niedrigere CYR61-Werte. Dass sich bei Osteoporose-Patienten und bei gesunden
Probanden hohere CYRO61-Konzentrationen im fortgeschrittenen Alter fanden, ist
moglicherweise ein Hinweis auf die Funktion des CYR61, dem Verlust von

Knochensubstanz bei erhohtem Turnover im Alter entgegenzuwirken.

Hohe CYR61-Werte bei MM-Patienten waren in der vorliegenden Studie ausschlieSlich
mit giinstigen Risiko- und Prognosefaktoren assoziiert. CYR61 konnte somit als

Biomarker fiir eine prospektive Aussage liber das Outcome der Erkrankung fungieren.

In Bezug auf die durchgefiihrten Therapien beim MM ist ein komplexer Zusammenhang
zwischen Wirkungsweise der Medikamente auf das Knochenmikromilieu und der
Regulation der CYR61-Produktion anzunehmen. CYR61 sollte als sensibler Parameter
angesehen werden, dessen Aussage sich mit dem Verlauf der Erkrankung und unter
Berticksichtigung der durchgefiihrten Therapien dndern kann. Knochenschiitzende
Therapien wie Bisphosphonate limitieren dabei die Verwertbarkeit von CYR61, da sie
den Knochenturnover blockieren. Beim Einsatz von Proteasom-Inhibitoren kann
CYR61 moglicherweise als Parameter fiir das Ansprechen der Therapie genutzt werden.
Je aktueller eine Therapie mit PI in der vorliegenden Studie durchgefiihrt worden war,
desto niedriger waren die CYR61-Werte im Serum. Dies konnte fiir eine bereits
stattgefundene Maturation des Knochens und damit fiir eine Beruhigung des

Knochenumsatzes durch den Einsatz von PI sprechen.

Unklar bleibt die genaue Wirkungsweise von CYR61 auf die verschiedenen Zellen im
Knochen und die Rolle der mesenchymalen Stammzellen (MSC). Weiterfiihrende
Untersuchungen sind hier unbedingt nétig, um die Wirkungsweise von CYR61, den
Einfluss der verwendeten Medikamente auf die CYR61-Produktion und den Stellenwert

der MSC besser zu verstehen.
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Der in dieser Studie festgestellte Zusammenhang zwischen der Hohe der CYR61-
Konzentration im peripheren Blut von MM-Patienten und der Krankheitsaktivitét, der
Regenerationsfahigkeit des Knochens und des Ansprechens auf eine Therapie mit
Proteasom-Inhibitoren, konnte in Zukunft hilfreich sein, um eine Risikoklassifizierung,
eine Prognoseabschitzung und die Erfassung des Therapieerfolges zu verbessern. Dabei
ist ein initial hoher CYRG61-Spiegel als prognostisch giinstig zu beurteilen. Unter
,knochenfreundlicher Myelomtherapie z.B. mit Proteasom-Inhibitoren wiirde hingegen
die Normalisierung des Spiegels eine erfolgreiche Therapie anzeigen. In Bezug auf neue
Therapiemoéglichkeiten konnte die Entwicklung von Medikamenten, die z.B. die
korpereigene Produktion von CYR61 anregen, eine weitere Option fiir eine anabole

Therapie mit Anti-Myelom-Effekt darstellen.
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10 Anhang

Tabelle 3: Patientenkollektiv Studiengruppe 1

Kategorie Mittelwert (Min-Max) bzw. k.A.
Variable 1 / Variable 2 / ... Haufigkeit N (%) N (%)
Alter [Jahre] 63 (41-80)
Geschlecht

ménnlich / weiblich 36 (60,0) / 24 (40,0)
Ubergewicht

Ja/ Nein 25 (41,7) /34 (56,7) 1(1,6)
Chronische Niereninsuffizienz
Ja/ Nein 11 (18,3) /47 (78,3) 2(3,4)
Immunglobulin-Typ

IgA /1gG / IgM 11 (18,3) /40 (66,7) /1 (1,7) 8 (13,3)
Leichtketten-Typ

Kappa / Lambda / beides 36 (60,0) /23 (38,3)/1(1,7)

Leichtketten-Myelom

Ja/Nein 10 (16,7) / 50 (83,3)
ISS bei Erstdiagnose (ED)

I/11/11 32(53,3) /16 (26,7)/ 6 (10,0) 6 (10,0)
KM-Infiltration [%] bei ED 40,62 (0,4-80) 8 (13,3)
Ossére Beteiligung

Ja/Nein 49 (81,6) /10 (16,7) 1(1,7)
Zytogenetik

low / intermediate / high 10 (16,7) /9 (15,0) / 27 (45,0) 14 (23,3)
B2M [mg/1] bei ED 3,17 (1,2-7,1) 23 (38,2)
B2M [mg/1] bei Abnahme 2,83 (1,3-9,6) 19 (31,7)
Gesamteiweil} [g/dl] bei Abnahme 7,16 (5,3-11,1) 1(1,7)
Serum-Albumin [g/dl] bei Abnahme 4,20 (3,2-5,0) 3(5,0)
LDH [U/1] bei Abnahme 223,59 (118-539) 1(1,7)
Hb [g/dl] bei Abnahme 11,77 (6,8-15,5) 1(1,7)
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BJP [mg/1] bei Abnahme

kappa / lambda 1405,22 (3,9-42619) / 89,58 (3,9-1140) 12 (20)
Ig-Konz. [mg/dl] bei Abnahme

IgA /1gG / IgM 1269,55 (13-5407) / 1602,27 (384-5616) / 402 | 15 (25)
freie LK [mg/1] bei Abnahme

kappa / lambda 215,82 (0,42-2387)/ 114,46 (5,39-581,56) 7(11,7)
FLC-Quotient bei Abnahme 38,20 (0-984,5) 10 (16,7)
entziindlicher Prozess bei Abnahme

Ja/ Nein 3 (5,0) /54 (90,0) 3(5,0)
Remissionsstatus bei Abnahme

CR/VGPR /PR /PD oder SMM 15(25,0)/17(28,3)/9(15,0)/ 19 (31,7)
Lenalidomid-/Pomalidomid-
/Thalidomid-Therapie 26 (43,3)/23 (38.4) / 11 (18.3)

aktuell / im Vorfeld / keine
Bortezomib-/Carfilzomib-Therapie

aktuell / im Vorfeld / keine 12 (20,0) / 22 (36,7) / 26 (43,3)
Melphalan-Therapie erfolgt

Ja/Nein 47 (78,3) /13 (21,7)
Autologe SZT erfolgt

Ja/Nein 46 (76,7) / 12 (20) 2(3,3)
Bisphosphonat-Therapie
aktuell / im Vorfeld / keine 29 (48,3)/7(11,7)/ 18 (30,0) 6 (10,0)

Tabelle 4: Patientenkollektiv Studiengruppe 1 (erweiterte Gruppenunterteilung)

Kategorie Hiufigkeit N (%) k.A.
Variable 1/ Variable 2 / ... N (%)
Alter [Jahre]
<65/>65 32 (53,3) /28 (46,7)
ISS bei Erstdiagnose (ED)
I oder I1/ 11T 32(53,3) /22 (36,7) 6 (10,0)

Knochenmark-Infiltration bei ED
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<50% />50% 33 (55,0)/19 (31,7) 8 (13,3)
Zytogenetik
low oder intermediate / high 19 (31,7) /27 (45,0) 14 (23,3)
B2-Mikroglobulin [mg/l] bei ED
<2,5/>225 16 (26,7) / 21 (35,0) 23 (38,3)
B2-Mikroglobulin [mg/l] bei ED
<3,0/>3,0 21 (35,0) /16 (26,7) 23 (38,3)
B2-Mikroglobulin [mg/1] bei Abnahme
<2,5/>225 22 (36,6) /19 (31,7) 19 (31,7)
B2-Mikroglobulin [mg/1] bei Abnahme
<3,0/>3,0 28 (46,7)/ 13 (21,6) 19 (31,7)
Gesamteiweil} [g/dl] bei Abnahme
normwertig (6,6-8,7) / nicht normwertig 34 (56,6) /25 (41,7) 1(1,7)
Gesamteiweil} [g/dl] bei Abnahme
<8/=8 50(83,3)/9 (15,0) 1(1,7)
Serum-Albumin [g/dl] bei Abnahme
>3,5/<35 53 (88,3)/4(6,7) 3(5,0)
Serum-Albumin [g/dl] bei Abnahme
>4,0/<4,0 40 (66,7) /17 (28,3) 3 (5,0)
LDH [U/1] bei Abnahme
<240/>240 44 (73,3)/ 15 (25,0) 1(1,7)
LDH [U/1] bei Abnahme
< Q215 bzw. & 225 (normwertig) / > Q 215 bzw. & 225 43 (71,7) / 16 (26,6) 1(1,7)
Hb [g/dl] bei Abnahme
> Q12,0 bzw. & 13,5 (normwertig) / < 212,0 bzw. & 13,5 | 17 (28,3) /42 (70,0) 1(1,7)
Hb [g/dl] bei Abnahme
>10/<10 46 (76,7) / 13 (21,6) 1(1,7)
Bence-Jones-Proteinurie [mg/1] bei Abnahme
< 10 (kappa) bzw. < 6 (lambda) / > 10 (kappa) bzw. > 6 | 30 (50,0) / 18 (30,0) 12 (20,0)
(lambda)
Ig-Konzentration [mg/dl] bei Abnahme
<380 (IgA) bzw. 1600 (IgG) bzw. 280 (IgM) / > 380 (IgA) | 30 (50,0)/ 15 (25,0) 15 (25,0)

bzw. 1600 (IgG) bzw. 280 (IgM)
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freie kappa-/lambda-Leichtketten [mg/l] bei Abnahme

< 19,4 (kappa) bzw. < 26,3 (lambda) / > 19,4 (kappa) bzw. | 28 (46,7) /25 (41,7) 7(11,6)

> 26,3 (lambda)
FLC-Quotient (k/A) bei Abnahme

normwertig (0,26-1,65) / nicht normwertig 21 (35,0) /29 (48,3) 10 (16,7)
Remissionsstatus

CR oder VGPR / PR oder PD oder SMM 32 (53,3) /28 (46,7)
Lenalidomid- / Pomalidomid- / Thalidomid-Therapie

aktuell / im Vorfeld oder keine 26 (43,3) /34 (56,7)
Lenalidomid- / Pomalidomid- / Thalidomid-Therapie

aktuell oder im Vorfeld / keine 49 (81,7)/ 11 (18,3)
Bortezomib-/ Carfilzomib-Therapie

aktuell oder im Vorfeld / keine 34 (56,7) /26 (43,3)
Melphalan-Therapie

aktuell oder im Vorfeld / keine 47 (78,3)/ 13 (21,7)
Bisphosphonat-Therapie

aktuell / im Vorfeld oder keine 29 (48,3) /25 (41,7) 6 (10,0)
Tabelle 10: Patientenkollektiv Studiengruppe 2
Kategorie Mittelwert (Min-Max) bzw. k.A.
Variable 1/ Variable 2 /... Hiufigkeit N (%) N (%)
Alter [Jahre] 62 (11-84)
Geschlecht

ménnlich / weiblich 7(17,5) /33 (82,5)
Niereninsuffizienz

Ja/Nein 6 (15,0)/ 34 (85,0)
T-Score LWS -3,18 (-6,37 - 0,90) 15 (37,5)
T-Score Hiifte -1,67 (-4,10 - 1,20) 22 (55,0)

Fraktur
Ja / Nein

21 (52,5)/ 19 (47.5)

Serum-Calcium [mmol/l] bei Abnahme

2,49 (2,17-3,38)
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Serum-Phosphat [mmol/l] bei Abnahme

1,11 (0,77-1,70)

AP [U/1] bei Abnahme

142 (27-578)

VitD3 [ng/l] bei Abnahme 31,50 (7,6-70,0) 11(27,5)
PTH [pg/ml] bei Abnahme 49,76 (7,0-320,0) 7(17,5)
NTx [nmol/l] bei Abnahme 23,54 (2,7-101,1) 3(7,5)

Therapiestatus

keine / antiresorptiv / anabol / gemischt

17 (42,5)/ 17 (42,5)/ 3 (1,5) / 3 (7.5)

Tabelle 11: Patientenkollektiv Studiengruppe 2 (erweiterte Gruppenunterteilung)

Kategorie Héufigkeit N (%) k.A.
Variable 1/ Variable 2 / ... N (%)
Alter [Jahre]

<65/>65 16 (40,0) / 24 (60,0)
T-Score LWS

>-25/<-25 9(22,5)/ 16 (40,0) 15 (37,5)
T-Score Hiifte

>-25/<-25 12 (30,0) / 6 (15,0) 22 (55,0)
Serum-Calcium [mmol/l] bei Abnahme

<2,60/>2,60 33(82,5)/7(17,5)
Serum-Phosphat [mmol/l] bei Abnahme

<1,45vs.> 145 39(97,5)/1(2,5)
AP [U/1] bei Abnahme

< Q104 bzw. & 129/> Q 104 bzw. & 129 | 21 (52,5)/19 (47,5)
VitD3 [ng/l1] bei Abnahme

>16/<16 26 (65,0)/3(7,5) 11 (27,5)
PTH [pg/ml] bei Abnahme

<65 vs.> 65 29 (72,5) /4 (10,0) 7 (17,5)
NTx [nmol/l] bei Abnahme

<Q19bzw. 324,2/> 2 19bzw. & 242 | 25(62,5)/12(30,0) 3(7,5)

Therapiestatus
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therapiert / keine

23(57,5)/ 17 (42.5)

Tabelle 13: Probandenkollektiv Studiengruppe 3

Kategorie

Variable 1/ Variable 2

Mittelwert (Min-Max) bzw.
Haufigkeit N (%)

Geschlecht

mannlich / weiblich

11 (37,9)/ 18 (62,1)

Alter [Jahre]

<50/>50

44,6 (30-61)
16 (55,2) / 13 (44,8)
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