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Zusammenfassung

Paratarg-7 (P-7) ist ein kdrpereigenes Parapra&hAntigen, welches von 15% aller IgA- und
lgG-paraproteinhaltiger Seren von Patienten mieminMultiplen Myelom (MM) oder einer
monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUYRezifisch erkannt wird. Paratarg-7 ist
bei allen Patienten, die ein Paratarg-7 spezifsdParaprotein aufweisen, hyperphosphoryliert.
Eine solche Modifikation findet sich nur bei 2% dgrsunden Kontrollen. Polymorphismen und
Mutationen von Paratarg-7 konnten ausgeschlossedewe Familienanalysen zeigen, dass die
hyperphosphorylierte Variante von Paratarg-7 (pRigninant vererbt wird. Trager von pP-7
haben ein 7.9-fach erhdhtes Risiko, ein multiplgelm oder MGUS zu entwickeln.

Es ist bekannt, da3 die Haufigkeit von MGUS/ MMdar japanischen Bevdlkerung deutlich
geringer ist als in der deutschen Bevoélkerung. @ggm untersuchten wir die Inzidenz von pP-7
Tragern in der japanischen Bevolkerung. Wir zeigtiafd die Pravalenz von pP-7 Tragern in der
gesunden japanischen Bevolkerung im Vergleich awtfchland deutlich erniedrigt (1/278
(0.36%)) war, wobei das relative Risiko von pP-adarn ein MGUS/MM zu entwickeln, bei den
Japanern mit einer Odds Ratio von 13.1 deutliclélgrivar. Somit haben pP-7 Tréager in beiden
ethnischen Gruppen ein deutlich erhéhtes RisikdEBUS/ MM zu entwickeln.

Um die Frage zu beantworten, ob auch IgM-Parapreteron IgM-MGUS- und Morbus
Waldenstrém (oder auch Waldenstréom’sche MakroglioBuiie genannt (MW) Patienten eine P-7
Spezifitat aufweisen, wurden die entsprechendeerSen ELISA auf P-7 Reaktivitat getestet.
Zusatzlich wurde die Spezifitstt der durch das Patapy vermittelten Reaktion durch
Absorptionsstudien und durch die Klonierung des él-Rezeptors aus Lymphknotengewebe
betroffener Patienten belegt. Die IgM-Paraproteioe 18 von 161 (11%) Patienten (9 MW und 9
IgM-MGUS) reagierten spezifisch mit P-7. Isoelesthe Fokussierung und alkalische
Phosphatase-Behandlung zeigten, dass P-7 in adéanken mit einem P-7 spezifischen IgM
Paraprotein hyperphosphoryliert ist. Da nur 4 vO0 22%) gesunden Blutspender Tragern von
pP-7 sind, haben Trager von pP-7 ein hochsignifikeihthtes Risiko, ein IgM-MGUS oder eine
MW (odds ratio= 6.2; p=0.001) zu entwickeln. Somttdie MW neben dem IgA-/IgG-MGUS
bzw. multiplem Myelom die zweite neoplastische Brikkung, die mit dem Tragerstatus pP-7
assoziiert ist. Damit kann erstmals die oft bestiene familiare Haufung von MGUS/MM/ und
MW strukturell erklart werden. ZusammenfassendoBRt7 der bisher erste molekular definierte

Risikofaktor fiir eine hAmatologische Neoplasie.



Summary

We recently described paratarg-7 (P-7) as the tafg&3.9% of IgA and IgG paraproteins in MGUS and
multiple myeloma (MM). Patients with P-7-specifiarpproteins carry a hyperphosphorylated paratarg-7
(pP-7). Since only 2% of healthy Germans are oaaé pP-7, the pP-7 carrier state is associatéia avi
increased risk (odds ratio-7.9) to develop MGUS/MBéguence analyses of P7 derived from patients with
a P-7 specific paraprotein and healthy controldueledd mutations or polymorphisms as a cause of the
autoimmunogenicity of P-7.

The frequency of MGUS/MM is lower in Japan tharEumrope. As pP-7 is inherited in a dominant fashion,
we determined the incidence of pP-7 carrier state Japanese population, and compared the frequéncy
pP-7-specific paraproteins and pP-7 carrier stafapanese and German patients with MGUS/MM. Only 5
of 111 (4.5%) Japanese and 35/252 (13.9%) of GelgralgG-MGUS/MM patients had a pP-7 specific
paraprotein (p=0.009). The prevalence of healthy7 pfarriers in the Japanese population was 1/278
(0.36%). The relative risk for pP-7 carriers to elepy MGUS/MM has an odds ratio of 13.1 in the Jagan
population. In conclusion, the fraction of pP-7rias with a pP-7 specific paraprotein is signifita
lower (P=0,166) among Japanese than in Germanngatwith MGUS/MM, but pP-7 carriers in both
ethnic groups have a high risk to develop MGUS/MM.

To determine the frequency of paratarg-7 as a pateip target in IgM-MGUS and Waldenstrom’s
macroglobulinemia (MW), sera from patients with IgMGUS/MW were tested for reactivity with
recombinant paratarg-7 by ELISA. The specificitytiof paraprotein-mediated reaction was demonstrated
by absorption studies and cloning of the respedsiraell receptor. The paraproteins of 18 of 161%)1
patients (9 MW and 9 IgM-MGUS) reacted with pargtér Isoelectric focusing and alkaline phosphatase
treatment revealed that paratarg-7 was hyperphogglted (pP-7) in all patients with an anti-pargtar
specific IgM paraprotein tested. Since only 4/2Q%6) of healthy controls were carriers of pP-7, pP-7
carrier state is associated with a significantiyréased risk (odds ratio= 6.2; p=0.001) for devielppgM-
MGUS/MW. Family analyses revealed that the pP-Ti@astate is inherited as a dominant trait. Aftgk-
/lgG-MGUS and multiple myeloma, IgM-MGUS/MW is tisecond neoplasia associated with pP-7 carrier
state. The dominant inheritance of pP-7 explainrsegaof familial IgM-MGUS/MW and enables the
identification of family members at increased risk.

The fact that only MGUS/MM/MW patients who are dars of pP-7 had a P-7 specific paraprotein
suggests that the hyperphosphorylation of paratamgduces auto-immunity and is involved in the

pathogenesis of these diseases, probably by chaatiigenic stimulation.



1. Einleitung

1.1. Monoklonale Gammopathien / Paraproteindmien
Paraproteine sind im Blut und/oder im Urin nachwaie monoklonale Immunglobuline oder

Immunglobulin-Leichtketten, die ihren Ursprung imex klonalen Proliferation von reifen B-
Zellen (Plasmazellen oder B-Lymphozyten) haben. RMakiple Myelom (MM) ist eine maligne
Expression von reifen und unreifen Plasmazellen Kmochenmark verbunden mit einem
Nachweis von monoklonalem Immunglobulin im Serunwbgzon Leichtketten im Urin (Bence-
Jones-Protein). Die Abgrenzung gegeniber einergheni Gammopathie bzw. einem MGUS
(monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifikda@)n schwierig sein und erfolgt aufgrund
bestimmter Diagnosekriterien. Neuere Untersuchurggdren davon aus, dass MGUS vom IgA
oder IgG Typ eine obligate Vorstufe des Multipleryddoms und MGUS vom IgM Typ eine
obligate Vorstufe der Makroglobulinamie Waldenstrdi\W) sind. Die Pathogenese der
MM/MGUS/MW ist ungeklart, obwohl eine chronischein@lation durch das jeweilige
Zielantigen der monoklonalen Immunglobuline schosit dangerem als pathogenetischer

Mechanismus diskutiert wird.

1.2. Multiples Myelom
Das Multiple Myelom ist eine maligne Plasmazelldarkkung, die durch eine klonale

Proliferation von Plasmazellen im Knochenmark, mionoklonales Serumparaprotein, bzw. von
Leichtketten im Urin sowie osteolytischen Knocheidaen charakterisiert wirl Das Multiple
Myelom entwickelt sich in den meisten Féllen auseepramalignen Vorstufe - der monoklonalen
Gammopathie von unbestimmter Signifikafz Die Genese der MGUS und des Multiplen
Myeloms ist multifaktoriell. Zu den Risikofaktordiir die Entwicklung einer MGUS oder eines
MMs gehdren bestimmte berufsbedingte Expositionef®. Landwirtschaft oder auch der
Gebrauch von Pestizidérsowie ionisierende Strahlung, was in einer Studiie sich mit der den
Uberlebenden der Atombombenexplosion in NagasaKajman beschéftigt hat, gezeigt wurde
Fur eine genetische Disposition sprechen familigf@&ufungen sowie das Auftreten von
Plasmazell- Erkrankungen bei Geschwistern und naWerwandten von MM und MGUS-
Patienten sowie deutliche Unterschiede in der Reéza von beiden Erkrankungen in

verschiedenen ethnischen Grupfén



1.3. MGUS (Monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifikanz)
Als monoklonale Gammopathie unbestimmter Signiflkkhezeichnet man die Proliferation eines

Klons von B-Zellen mit der Bildung eines ParapnogeiDas Paraprotein gehort zu den Klassen
IgG, IgA, IgM oder IgD®. Es ist wichtig, zwei Arten von MGUS zu untersctesi - ein IgM-
MGUS und ein Non-IgM-MGUS. Bei den IgA-MGUS und Ig@GUS handelt es sich um eine
pramaligne Vorstufe des multiplen MyelothDie IgM-MGUS transformiert in MW, in ein Non-
Hodgkin-Lymphom oder in eine chronische lymphatesdtleukamie. Die MGUS-Patienten sind
definitionsgemal asymptomatisch und haben in dgeReinen monoklonalen Ig-Spiegel von
weniger als 30 g/L, einen Hamoglobinwert von meHs d2 g/dL sowie fehlende
Knochenmarkinfiltration (< 10%) durch ein LymphoEs bestehen keine Osteolysen.

1.4. Pravalenz der MGUS/MM in unterschiedlichen ethnisclen Gruppen
Es bestehen relevante Unterschiede in der Pravdemil GUS/MM in verschiedenen ethnischen

Gruppen®®. Die Pravalenz ist am groéRten bei den Afrikanerd Afroamerikanern mit 5,849,
ist seltener bei den Kaukasiern mit 3,2% und anessien bei Asiaten und Mexikanern mit 2,4%
11 Siehe Abb.1.
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Abbildung 1: Die weltweite Inzidenz des Multiplen Myeloms (altersadaptiert pro 100.000
Personen pro Jahr) ®

Die Ursache dieser Diskrepanz ist unklar. Um diagerzu klaren, ob das erhohte Risiko, an
MGUS/MM zu erkranken, bei den schwarzen Amerikararhdie genetische und mit der Rasse
assoziierten Faktoren zurickzufuhren ist oder obwdltiaktoren eine wichtige Rolle in diesem

Prozess spielen, wurde eine Studie an West- Afekaim Ghana durchgefihrt, weil sie mit den
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Afroamerikanern ahnliche genetische Merkmale tragenEs wurde festgestellt, dass das
Krankheitsrisiko bei den Ghanaern zweimal so graf lvei weilRen Amerikanern ist, was fur die
genetische Genese der MGUS spricht.

Die Pravalenz der MGUS/MM nimmt bei Kaukasiern irfief zu, bei Menschen tber 50 Jahren
tritt MGUS in 3,2 %, bei den Menschen tber 70 Jahne5,3% und tber 85 Jahre in 7,5% auf.
Bei Afrikanern entwickelt sich die Erkrankung friitfe In allen ethnischen Gruppen sind M&nner
deutlich haufiger betroffen als Frauen (4,0% v&%®,"* dabei ist die Progressionrate des MGUS

zum Multiplen Myelom in allen ethnischen Gruppemlédi.

1.5. IgM-MGUS
IgM-MGUS tritt bei 14% aller an MGUS erkrankten ieaten auf. Am haufigsten tritt die IgM-

MGUS bei Kaukasiern (17%) auf, ist dagegen selten Afrikaner (6%) und schwarzen
Amerikanern sowie bei Asiaten (7,5%) Die Transformationsrate betragt 1,5% pro Jaler i

hoher als bei anderen MGUS- Isotypen. IgM-MGUS dfarmiert tblicherweise in ein MW,
selten in eine CLL, im Gegensatz zu den anderen BiGldotypen, die eher in das MM

Ubergehen.

1.6. Pravalenz von unterschiedlichen MGUS Isotypen in uterschiedlichen ethnischen Gruppen

Bei weilRen Kaukasiern tritt der Isotyp 1gG in 680MGUS Patienten, der Isotyp IgM in 17,2%
und IgA in 10% auf. Biklonale MGUS finden sich iB% der MGUS- Patienten. Die
Immunglobuline mit-Leichtketten treten in 62%; miit Leichtkette in 37,9%° auf.

Bei Japanern weisen 73,6% der MGUS Patienten adppldgG auf, IgA 17,7% und IgM 7,5%.
Die Immunglobuline mik-Leichtketten machen 56%, miLeichtketten 41% aus.

Bei schwarzen Afrikanern weisen 74% der MGUS Pé#dierden Isotyp 1gG auf, IgA 19%, IgM
6% und biklonal 2%. Die Immunglobuline nitLeichtketten machen 48% , mitLeichtketten

50% und biklonale Immunglobuline machen 2% Hus
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Abbildung 2: Entwicklung der B-Zellen und Tumorgenese®®

1.7. Atiopathogenese der MGUS und des Multiplen Myeloms
Zur Entwicklung von MGUS und MM kommt es in Folgaer Kumulation von Ereignissen, die

durch eine Immunantwort auf eine Antigenstimulatioitiiert werden und zur Entwicklung einer
immortalisierten und autonomen Plasmazelle fihadob(2). Beim multiplen Myelom erfolgen
die ersten genetischen Veranderungen wahrscheinkdin der Differenzierung in langlebige
Plasmazellen, die bereits eine V(D)J-Rekombinatoer IgH- und IgL-Gene, somatische
Hypermutationen der variablen IgH- und IgL-Genregio und eine produktive IgH-Switch-
Rekombination zu einem anderen Isotyp (IgG, IgA)laagen haben. Mit der FISH-Technik
(Fluoreszenz in situ Hybridisierung) lassen sich nahezu 100% der multiplen Myelome
Chromosomenanomalien nachweisen. Bereits bei 5a9M@JS finden sich Hyperdiploidien.
Nach den bisher vorliegenden Daten sind hypodiplpskeudodiploide multiple Myelome mit
einem ungunstigeren Krankheitsverlauf assoziiert.

Lympho-hadmatopoetische Wachstumsfaktoren (IL-66Re, GM-CSF, IFNe, IL-10 u.a.) und
Adhasionsmolekiile unterstitzen die Proliferationd ukntwicklung der Tumorzellen im
Knochenmark. Das moglicherweise in den Tumoren|deta IL-13 kann das pleiotrope IL-6

stimulieren, welches das Wachstum von Plasmozytibemzéiber den Ras-MPAK-Signalweg
12



fordert. Spatere aktivierende Mutationen von RaedBe kbnnen zur Unabhangigkeit von

Wachstumsfaktoren und zur Unterdrickung der Apaptdsihren. Weitere genetische

Veranderungen- (t(14:18), t(13g12-14), Mutationees ¢53-Gens oder des Rb-Gens) kénnen
ebenfalls die Apoptose unterdriicken und zur Autdeater Tumorzellen beitrageh

Der Ubergang der MGUS zum multiplen Myelom erfalgch weiteren Mutationen, die das vom

Knochenmarkstroma unabhangige Uberleben des maligekklons ermdglichen.

Cumulative-Damage Random Second-Hit Dependent Conversion
Normal to MGUS | MGLS 10 MM |
Primary Cylogenetic
Abnormailties Progression Events
" ’ IgH Innnigesey = Ras mutations
at 14g32
., = Sacendary translocatlons
I t o = p16 mathylation
Hypardipioidy * My abnormalitias
[~50% of MGUIS) * Incraased angiogenosis
Q = Increased bons resomption
MNaormal cell
Abnommal responsa to
antigenic stimulation MGUS
Primary Secondary Treatment of i
Prevention Prevention Mysaloma |
GO Transdations A

Abbildung 3: Pathogenese von MGUS und Ubergang inad Multiple Myelom. Die Initiierung einer klonalen
Plasmazellenproliferation ist wahrscheinlich duethe pathologische Antwort auf eine Antigenstimiolatin einem
genetisch oder umweltlich anfalligen Milieu sowierch Entwicklung von typischen zytogenetischen Yidgiungen
wie Hyperdiploidie oder IgH Translokation bedinfte Progression von MGUS zum Multiplen Myelom istrch

weitere Veranderungen in der klonalen Zelle sowidém Stromamikroenvironment verursacht.
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1.8. Genese der IgM-MGUS
IgM-MGUS entwickelt sich aus den somatisch mutief@®stkeimzentrum- B-Zellen, die keinen

Isotypswitch durchgemacht haben. Die IgM-MGUS isteebiologisch andere Entitat als 19G-
oder IgA-MGUS®,

1.9. Makroglobulinamie Waldenstrom / Lymphoplasmozytisckes Lymphom / Immunozytom
Die MW wurde erstmals 1944 durch den schwedische&riisten Jan Waldenstrom beschrieben

(Waldenstrom J., Acta Med Scand 1944,216,117).geleort zu der Gruppe der kleinzelligen
lymphatischen Neoplasien und ist durch eine Knogtekinfiltration durch plasmazytoide
Lymphozyten (> 10%) sowie durch den Nachweis vomoktonalem IgM-Paraprotein im Serum
(>3/dl) charakterisiert®. Nach der WHO Klassifikation gehort die MW zu d@ruppe der
niedrigmalignen Lymphom®. Das IgM-MGUS ist eine pramaligne Vorstufe der MtV

Die Inzidenz von MW, im Gegensatz zu MGUS/MM, ist Adchsten bei Kaukasiern in den USA
- 0,4 pro 100.000 pro Jahr, ist niedriger bei déroAAmerikanern (0,17 pro 100.000 pro Jahr)
und ist am niedrigsten bei den Japanern (0,05319000 pro Jahr). Manner sind haufiger
betroffen als Fraueff. Das mediane Erkrankungsalter der Patienten mit Négt bei 63 - 64
Jahren. Die Atiologie der MW ist unklar. Eine fai@iie Haufung ist beschrieben, was eine
genetische Pradisposition nahe legt.

Das durch die malignen B-Lymphozyten exprimiertél iyeist eine grof3e Anzahl an somatischen
Mutationen auf, was fir eine Selektion durch eifeonische Antigenstimulation spricht.
Normalerweise kommt es im Laufe der B-Zellentwiciduzu einem Klassenwechsel, was
allerdings bei MW B-Zellen nicht der Fall ist. M&dnnte spekulieren, dass MW B-Zellen die
Fahigkeit zum Klassenwechsel verloren haben undaflesveiterhin IgM exprimiereft.

Die MW st nicht assoziiert mit Translokationene dlie Immunglobulin-Schwerketten betreffen,
was sie von den anderen Lymphomen untersché&idiet 55% der Patienten tritt eine Deletion des

langen Armes des Chromosoms 6 Zuf
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1.10. Die Bedeutung der chronischen Antigenstimulation irder Pathogenese von MGUS, MM und
MW

Schon lange wird eine Rolle der chronischen Ansgemulation bei der Entstehung von
MGUS/MM/MW vermutet®®?”. Die Identifizierung von antigenen Stimuli der BIZNeoplasien
unterstreicht den Einfluss der chronischen Antigendation auf die Entstehung der MM/MGUS
und MW. Bis jetzt wurden diese Strukturen nur dufeiiall entdeckt, entweder durch klinische
Symptome, die durch die Antigenbindungsreaktividés Paraproteins verursacht werden, z.B.
Kryoglobulinamie Typ 1%, durch die Interferenz mit LaboruntersuchungeB, im Falle eines
HIV-positiven Patienten, dessen Paraprotein sgetifimit dem HIV-1 p24 reagierté? oder
durch Screening der Paraproteine gegen prade@niartigene, z.B.. Paraproteine mit Reaktivitéat
gegen Streptolysin, gegen DNA und gegen f§®ie Interpretation vieler dieser Beobachtungen
wird aber dadurch erschwert, dass in den wenigsédien der mit diesen Ansatzen beschriebenen
Antigene der Nachweis der Spezifitdt mit UberzedgenKontrollen gefihrt wurde, so dass

antigene Kreuzreaktionen nicht ausgeschlossen wéd@ianen.

1.11. Stand der Forschung
Verschiedene Untersuchungen sprechen daflr, dazsfisphe Zielstrukturen der Paraproteine

eine wichtige Rolle in der Pathogenese des MM/MGp&len, doch konnten bis heute nur
wenige spezifische Antigen-Targets (und die meistarr zufallig) identifiziert werden.
Systematische Anséatze zur Identifikation von Partgmzielstrukturen gab es nur zwei. Ein
Ansatz unserer Arbeitsgruppe beruhte auf Screeniog cDNA Expressionsbibliotheken
unterschiedlicher Herkunft mit hochverdiinnten Partgin-haltigen Seren (Verdiunnung 1%10
mittels SEREX (serological identification of antigeby cDNA expression clonirtj) Als cDNA-
Quelle fur die antigenen Zielstrukturen wurden sbigesunde als auch maligne humane Gewebe
sowie unsere Hauptnahrungsmittel untersucht. Augsali Art und Weise konnten die
korpereigenen Antigene -TPP2 (Tripeptidyl-Peptiddsel GFBP2 (Insulin-like Growth Faktor
Binding Protein-2) und ein NahrungsmittelantigenKinesin aus Schweinefleisch (porcine
kinesin) als Paraprotein-Zielstrukturen identifizieverden. Alle diese Antigene reagierten mit
jeweils nur einem Paraprotein, waren also indivisipezifisch.

Mit einem modifizierten Ansatz, beruhend auf einspy. rekombinanten humanen Protein-
Macroarray aus fotalem menschlichen Gehirn, konmigndas koérpereigene Paraprotein-Target
.Paratarg-7“ identifizieren, welches mit 15% alfgtesteten Paraprotein-haltigen IgA/IgG Seren
(35/252) bei hoher Verdiinnung (1%8pezifisch reagieft-
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1.12. Charakterisierung von Paratarg-7
Dieses Zielantigen war in der Literatur als SLP-&sdhrieben wordenS{omatin-like-protein

(syn.: STOML-2)) und wird in fast allen menschlioh@eweben und Zellen exprimie8LP-2 ist
ein 31-kDa mitochondriales Membranprotein, das @usan mit SLP-1 und SLP-3 zu der Familie
der Stomatinen gehort (Wang,Y.,Journal of BiologiChemistry, Vol.275,Issue of March 17,
pp.8062-8071,2008) Das kodierende Gen (HUSLP2) befindet sich auf @romosom 9p13.
Es ist in dem mitochondrialen Intermembranraum lislat. In den Erythrozyten ist SLP-2 mit
der Zellmembran assoziiert, aber nicht direkt tmitverbunden. Die Funktion des SLP-2 ist noch
nicht geklart. Verschiedene Studien weisen auf &lbherexpression von SLP-2 in verschiedenen
Tumorgeweben hin, wie zum Bespiel bei Larynx-, Endtriumadeno-, Mamma-, Bronchial-
sowie bei Osophaguskarzinom&® Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass SLM& ei
bedeutende Rolle wahrend des Zellwachstums, ddifdPation und Zelladhasion einnimmt und
auch an Prozessen der Tumorgenese und Metastasteeteiligt ist™.

Mutationen und Polymorphismen von Paratarg-7 alsathie der Autoimmunogenitat konnten
durch DNA-Sequenzierungen von P-7 bei Patientenlght, IgG-MGUS, die ein Paratarg-7
spezifisches Paraprotein haben, ausgeschlosserenv@rdveroffentlichte Daten). Ebenso zeigten
sich in der SDS-PAGE-Analyse aus Vollblutlysaterentische Banden fir Paratarg-7 von
Patienten und gesunden Kontrollen. Erst in derléekteschen Fokussierung zeigte sich ein
unterschiedliches Laufverhalten von Paratarg-7 laysaten von Patienten mit anti-Paratarg-7
reaktivem Paraprotein und gesunden Kontrollen bai. Patienten, die ein Paraprotein einer
anderen Spezifitat aufweisen.

Die Identitat der Paratarg-Sequenzen zusammen B dnterschiedlichen Verhalten von
Paratarg-7 in der isoelektrischen Fokussierungedewtuf eine posttranslationale Veranderung
von Paratarg-7 in diesen Patienten hin. Nach Platape-Behandlung zeigte sich in der
isoelektrischen Fokussierung ein identisches Latbleen der beiden Paratarg-7-Varianten, was
eine Hyperphosphorylierung des Paratarg-7-Protemsden entsprechenden Patienten im
Vergleich zu den Kontrollen beweist. Siehe Abbndl 5°°.
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Abbildung 4: Western- Blot- Analyse von Paratarg-7von Patienten mit Paratarg-7 spezifischem Paraproia
(P1-P3), einem Patienten mit nicht-Paratarg-7 speftschen Paraprotein (B1) und drei gesunden
Kontrollpersonen (C1-C3). A: In der SDS-PAGE migrieren alle Banden gleich. B: der isoelektrischen
Fokussierung zeigen die Patienten mit Paratargezifigchen Paraprotein ein unterschiedliches Labifsiéen im
Vergleich zu den Patienten mit nicht-Paratarg-Zzigisehen Paraprotein und zu den Kontrollpersonen.

1 2 E] 4+ 5 B

Patiit 1 Corbral 1

Abbildung 5: Phosphatase Behandlung von Paratarg-A: Isoelektrische Fokussierung. In unbehandeltesatgn
von Patienten mit anti-Paratarg-7 spezifischen ftatain (Patient 1) bzw. im Lysat einer gesundemtialperson
(Control 1) zeigt die isoelektrische Fokussierungetschiedliches Laufverhalten (Bande 3,4). Diesibbl nach
Inkubation mit dem Lysepuffer unverandert (Banderurti 5). Nach Behandlung der Lysate mit alkalischer
Phosphatase zeigen die Banden aus dem Patientemfybaus dem Kontrolllysat identisches LaufvegralBanden
3,4). B: SDS-PAGE-Analyse. Es zeigen sich identgsBanden flur Paratarg-7 von Patienten und Kontrolle

Weitere Experimente zeigten, dass die einzige zligd¢ Phosphorylierung an einem Serin in
Position 17 stattfindet. Weitere Untersuchungeneters Arbeitsgruppe zeigten, dass an dem
untersuchten Phosphorylierungsstatus sowohl dieeidkonase G (PKCL) als auch die Protein
Phosphatase 2A (PP2A) eine wichtige Rolle spi%ﬁen

Die Spezifitdt der Paraprotein-vermittelten Reaktiwurde u. a. auch durch Absorptionsstudien
belegt. Der M-Gradient in der Eiweil3elektrophoreseschwand nach Absorbtion mit Paratarg-7,
nicht jedoch nach Absorption mit einem Kontroll-ger (Abb. 6).
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Abbildung 6: Absorption vom Serum eines IgG MM Patienten mit P-7Spezifitat. A: IgG Paraprotein ohne P-7
Spezifitat und Absorption durch eine P-7 Saulelg& Paraprotein mit P-7 Spezifitdt und Absorptiamath eine P-7
Saule. C: Dasselbe P-7 spezifisches Paraprotein dg€r Absorption durch eine Mitofilinsdule (Korlte). Obere
Bilder: Serumelektrophorese vor und nach Absorptigrtere Bilder: Immunfixation vor und nach der Afsion.

Der M-Gradient in der EiweiRelektrophorese versamvanach Absorbtion mit Paratarg-7, nicht jedochhnac
Absorption mit einem Kontroll-Targét.

Untersuchungen innerhalb von Familien von MM/MGU&iénten, die ein Paratarg-7

spezifisches Paraprotein aufweisen, zeigten, daséautosomal dominat vererbt wird (Abb. 7).
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Abbildung 7: Erbgang des hyperphosphoryliertem Paratarg-7 in eiar Familie, in der beide Schwestern MGUS
mit einen Paratarg-7 spezifischen Paraprotein haberDie dem jeweiligen Individuum zugeordnete IEF rstdien
Blots im unteren Teil der Abbildung zu sehen. Qai&tf®

Nur 2% aller untersuchten gesunder Kontrollen (@J20nd Trager von pP-7. Somit haben Trager
von pP-7 ein 7,9-fach erhéhtes Risiko (odds rat®h 95% CI: 2,8-22,6, p = 0,0001), im Laufe
ihres Lebens ein MM/MGUS zu entwickeln. Allerdingsdieser Effekt nicht unmittelbar mit dem
Auftreten der Erkrankung gekoppelt. Viele Merkmidger innerhalb der jeweiligen Familien sind
trotz ihres hohen Alters nicht an einem MM/MGU Srarkt.

1.13. Ziele der Arbeit
Im Rahmen meiner Doktorarbeit sollten folgende Eralgeantwortet werden:

1. Welche Pravalenz und Bedeutung hat pP-7 in andetfemschen Gruppen? Hier sollten
vor allem die Unterschiede zwischen der japanisched deutschen Bevolkerung
untersucht werden.

Ist Paratarg-7 auch eine antigene Zielstruktur lgdf-Paraproteinen?

3. Wenn ja, welche Préavalenz und welche Bedeutung pi&Z7 bei IgM-MGUS und
Makroglobulinamie Waldenstréom?

4. Zum Nachweis der Paraprotein-vermittelten Reaktihdem Antigen pP-7 soll der B-
Zell-Rezeptor von einem Patienten mit Paratarg@z8ischen IgM Paraprotein kloniert
werden.
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Dank der Kooperationen mit Prof. Dr. Steven Treowl Dr. Zachary Hunter (Bing Center for
Waldenstrom” s Macroglobulimemia, Dana Farber Carestitute, Harvard Medical School,
Boston, MA, USA) sowie den Professoren Evangelapd®und A. Dimopoulos (University of
Athens School of Medicine, Department of Clinicahefapeutics in Athens, Griechenland)
standen uns 161 Proben von Patienten mit MW zufiigang. Dank Prof. Ueda aus Nagoya City
University in Japan standen uns insgesamt 389 Rratve MGUS/MM Patienten sowie gesunden
Spendern zur Verfigung. Zur Beantwortung der olsragnten Fragen sollten alle Blutproben in
dem von uns etablierten ELISA auf Paratarg-7-spgetié Paraproteine untersucht werden. Des
Weiteren sollte bei allen Patienten bzw. gesundduatsBendern mit Hilfe der IEF eine
Charakterisierung des Paratarg-7-Proteins bezugleh Hyperphosphorylierung durchgefihrt
werden. Die hohe Spezifitat der Paraprotein-Reaétigollte durch zusatzliche Klonierung des B-
Zell-Rezeptors aus Lymphknotengewebe betroffendreftan und durch Absorptionsstudien

demonstriert werden.
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2. Patienten

2.1. Patienten und gesunde Spender
Die Studie wurde von der Ethikkomission der Arztekeer des Saarlandes sowie durch die

Interne Kommission der Nagoya City University geméjt und nach den Regeln der Deklaration
von Helsinki durchgefuhrt. Die Patienten, die R#ge@angehdrigen und die gesunden Spender
haben vor dem Einschluss in die Studie eine stbh# Einverstandniserklarung abgegeben. Als
erkrankt wurde ein Patient bezeichnet, bei dememnEektrophorese ein M- Gradient festgestellt
wurde zusammen mit der ldentifikation eines monal@m IgA-, IgG-, IgM-Antikorpers in der
Immunfixation.Es gab keine Unterschiede beziiglich des Patiem¢esaties Geschlechts, des M-
Proteinlevel und des Krankheitsstadiums zwischem pP-7 positiven und den pP-7 negativen
Patienten.

Als gesund wurde ein Spender betrachtet, bei deim ik®@noklonales Immunglobulin in der
Serumelektrophorese und in der Immunfixation nacbsve lie@ und bei dem keine
Auffalligkeiten in der kdrperlichen Untersuchungage keine Beschwerden in der Anamnese zu
erheben waren. Die Patientenangehdrigen wurderhdiiec Patienten kontaktiert. Wenn immer
maoglich wurden die Proben wahrend der Routine- ottesrapeutischen Untersuchungen

gesammelt und bei -80°C aufbewabhrt.

2.2.  Rekrutierung der Patienten
In die Studie wurden Patienten mit folgenden Kramtdentitdten eingeschlossen: Multiples

Myelom (MM), Makroglobulindmie Waldenstrom (MW), dnMonoklonale Gammopathie
Unbestimmter Signifikanz (MGUS) vom Typ IgA, Ig@&D, und IgM.
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3. Material

3.1. Reagenzien

Tabelle 1: Reagenzien mit Angaben der Hersteller

Reagenzien

Land

Agarose fur DNA-Elektrophorese

Sigma, St. Louis

Chloroform

Merck, Darmstadt

DNA and Gel Purification Kit Amersham

Biosiences, Freiburg

Ethanol Merck, Darmstadt
Gelatine Merck, Darmstadt
Glycin Merck, Darmstadt

Isopropylthiogalactosid (IPTG)

Biomol, Hamburg

Magermilchpulver

Saliter, Obergriinzburg

Magnesiumsulfat-Heptahydrat

Merck, Darmstadt

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Nitrozellulosefolie

Sartorius, Géttingen

TOPO-Kit

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien

Trishydrochlorid (TrisHCL)

Sigma, St. Louis

Trishydroxymethylaminomethan

Sigma, St. Louis

3.2. Puffer und Medien

LB-Medium mit Kanamycin:

* 1% Bactotrypton

* 0,5% Hefe-Extract
* 1% NacCl

e pH7.0

* autoklavieren

* 50 pg/ml Kanamycin hinzufigrn

LB- Agarplatten mit Kanamycin:

500 ml LB-Medium
« 7,5g Bacto-Agar (1,5%ig)




* Autoklavieren
* 50 pg/ml Kanamycin in Platten auftragen

* Bei4°C lagern

* 500 ml LB-Medium autoklaviert
e 2gAgar
2 gAgarose

SOC Medium:

* 2% Bacto Tryptone
* 0,5% Hefe Extract
* 10 mM NaCl

e 2,5mM MgCh

« 10 mM MgSQ

e 20 mM Glucose

2-TY-Medium:

e 16 g Bacto Tryptone
* 10 g Yeast Extract

« 5gNaCl

* ad1lla.dest.

* 2% Glucose

e 100 pg/ml Ampicillin

PBS-L6sung:
e 8gNaCl

« 0,2gKCl

* 1,14 g NaHPO4

e 0,24 g KHPO4

e ad 800 ml Aqua dest.

» ergibt 1l Lésung, sterilisieren

TBS-10x-Stammldsung:

87,8 gNaCl
e 60,0 g TrisHCI
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e 14,0 g TrisBase
ad 1 | Aqua dest.

Agaroseqel- Ladepuffer (10 ml):
e 10 mg 0,1% Bromphenolblau

* 20 mg 0,2% Xylencyanal
e 20 mg 0,2 Orange G

* 5950% Sucrose

* 20 pl 1ImM EDTA

Proteingele-Lauf-Puffer 5x:

e 144 g Glycin

e 30,349 TRIS

« 109gSDS

 ad2la. Dest
Protein-SDS-Probenpuffer 5x:

0,6 ml 1M Tris pH 6,8
2,5 ml 100% Glycerol
2 ml 10% SDS

0,5 ml Bromphenolblau

3,9 ml a.dest.

Protein-Reduzierender SDS-Probenpuffer:

e 50ul Mercaptoethanol in 1 ml
» 5xSDS-Probenpuffer

ELISA

Coating-Puffer:

¢ 2,12 NaCQad 100 mla.dest.
 1,68g NaHCQ@ad 100 ml a.dest
e 1.7mlA+0,8mlIB+7,5mla.dest

TBS-Losung:
« 8,78 g NaCl
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6,05 g TrisHCI
1,4 g TrisBase
ad 1 | Aqua dest.

POX-OPD-Entwicklung:

Western Blot

Lsg.A:

0,2 M Dinatriumphosphat 2 H20
3, 56g in 100 ml a.dest

Lsg.B:

0,1 M Citronenséaure 1 H20

2,1 g in 100 ml a.dest

5ul H,O, 30% fiir 10 ml Entwickler

Western-Blot-Puffer

1.TBS 0,05% Tween = Waschpuffer

SDS-Page

8,8 g NaCl

6,05 g Tris

0,8 ml 5M HCI
0,5 ml Tween 20
ad 11 a.dest

Coomassie- Farbstoff:

1 g Coomassie brilliant Blue250
450 ml Methanol

450 ml HO

100 ml Essigsaure

mind. 30 min Coomassie

1 h Coomassie Destain

Entfarber fir Coomassie- Gele:

100 ml Methanol
25



* 100 ml Eisessig

* 800 ml a.dest

« NaAc 3M pH 5,2

e LOsen von 408,1g von NaAc

LB-Agar Platten mit Kanamycin bzw. Ampicillin:
¢ LB-Medium

« 15 g/l Agar

» Autoklavieren
e 50 pg/ml Kanamycin bzw. 100 u/ml Ampicillin in Pian auftragen
» Bei4°C lagern

Lysis —Puffer:

e 20mM Tris pH 8
e 1 mMPMSF

* 1 mg/ml Lysozym
* 0,05% Triton X

Poncaeau- Farbung 10x:

e 2gPoncau S

e 30 g Trichloressigséaure
e 30 g Sulfosalicylsaure
* ad 100 ml a.dest

SDS 10%:
e« 100 g SDS in 900 ml a.dest auf

* 68°C erhitzen um es in Losung zu bringen.

e Mit 10 M NaOH auf pH7 einstellen

TAE 50x Stammldsung:

e 242 g Tris- Base
2. Blockpuffer:

e 100 ml Waschpuffer
* 10 g Magermilchpulver
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e Bzw.3gBSA

Isoelektrische Fokussierung- |IEF

* Fertiggele der Firma Invitrogen, NovexR pH 3-10yIKaihe
» Kathodenpuffer, NovexR pH 3-10, Invitrogen, Karlseu

* Anodenpuffer, NovexR pH 3-10, Invitrogen, Karlsruhe
DNA-Gele

e 2%iges Agarose-Gel:

3 g Agarose
50 ml 1x TAE

Suspension aufkochen

nach Abklhlen auf ca. 60°C Zugabe von 1l0Bthidiumbromid (Konzentration
0,5ug/ml)

3.3. Kits

* Plasmid DNA purification kit by Machery-Nagel
» TOPO TA Cloning Kit ( Invitrogen)

* QIAamp DNA FFPE Tissue-Kit, Qiagen, Germany, Hilplen

3.4. Antikorper

Tabelle 2: Angaben zu den verwendeten Antikérpern nd Hersteller

Antikorper Hersteller
Mouse Anti-FLAG mAb M2 (Sigma, Miunchen,Deutschland)
Mouse anti-STOML2 (BioRad, California, USA)
Goat anti-human IgG- biotiniliert (Dianova, California, USA)
mouse anti-human IgG-biotiniliert (Dianova, California, USA)
mouse anti c-myc Antikérper (BioRad, California, A)S
anti-mouse —POX Antikorper (BioRad, California, USA
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4. Methoden

4.1. Asservierung der Blutproben
Frisch abegenommenes Vollblut wird zur Vorbereitfingden ELISA wird das Vollblut Gber 10

Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert. Davon werderD 30 Serum abgenommen und bei -20°C

eingefroren.

4.2. ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
Um die Paratarg-7-Spezifitait nachzuweisen, wurde ELISA verwendet. Der von uns

entwickelte indirekte ELISA basiert auf in der liele HEK293 rekombinant hergestelltem
Vollange-Paratarg-7, welches an seinem C-termmn&lede ein FLAG Tag besitzt; damit wird
eine Bindung des Paratargs-7 an die mit anti-FLAG\bmgecoatete Nunc MaxiSorb
Mikrotiterplatte ermdglicht.

Der erste Schritt des ELISA besteht darin, den &mper an die feste Phase zu binden ,coaten*
(Abb.8). In diesem Prozess kommt es zur Adsorptides Antikorpers an die
Mikrotitierplattenflache.

Nachdem die Platte gecoatet und bei 4°C Uber Niathibiert wurde, erfolgte das Abblocken
freier Proteinbindungsstellen mit Gelatine. Zunécharde auf die Platte das HEK-Paratarg-7
Zelllysat aufgetragen und dber 1 Stunde inkubiér. nachsten Schritt wurden die Seren
aufgetragen. Die Seren der Patienten mit MW/MM/MGW8rden auf 1:19 verdiinnt. Nach
Ablauf der Inkubationsphase (1 Std.) wurde dietPlgewaschen. Daraufhin erfolgte die Zugabe
des Detektionsantikdrpers (goat Anti-human-lgGihiett, 1:2500), der mit IgG reagiert und
Kreuzreaktion mit IgM und IgA zeigt. Im nachstenh8tt wurde ein Streptavidin-Peroxidase-
Conjugat (1:50000) auf die Platte aufgetragen. NdahInkubationszeit von 10 Minuten wurde
ein Entwickler dazu gegeben (OPD). Das chromogeistEat-OPD wird vom Enzym-Peroxidase
zu einem Reaktionsprodukt umgesetzt, dessen Naslduech Farbumschlag festgestellt werden
kann. Die Reaktion wurde mit 3 M HCI gestoppt. Qaantitative Nachweis erfolgte bei 490 nm
im Photometer (Wallac).

Zwischen den einzelnen Schritten des Prozesselgteridas Waschen mit TBS-TX100, was zu

Entfernung der nicht gebundenen Reagenzien diente.
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Abbildung 8: Schema der ELISA UntersuchungDie Methodenbeschreibung erfolgt im Text.

4.3. Herstellung von rekombinanten SLP-2
Im Labor vorhanden war die rekombinante Zelllini&K4293-psfi-SLP-2-VL-Flag. Sie wachst

Uber 3 bis 7 Tage in Kultur mit RPMI 1640, 10% FQ@&al calb serum), 4mM Glutamin und
Selektionsantibiotikum G418 (Geneticindisulfat) 5Q0y/ml und produziert rekombinantes
humanes Flag-getagtes SLP-2. Wenn die Zellen kenflsind, erfolgt eine Zellernte - die Zellen
werden dreimal im PBS gewaschen; nach jedem Wasgawg werden die Zellen bei 1200 rpm
Uber 10 Minuten abzentrifugiert. Daraufhin werdés Zellen in einer Zellzahlkammer gezahlt - 1
x 10’ Zellen werden in 100 pl Lysispuffer lysiert, dahdiir 30 Minuten auf Eis gestellt und
anschlieend 30 Minuten bei 1300 rpm bei 4°C abifegtert. In dem nachsten Schritt erfolgt

eine Proteinbestimmung und Einstellung des Lyshaf amg/ml (Stockldsung).
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4.4.  Isoelektrische Fokussierung-IEF
Die isoelektrische Fokussierung stellt eine Methade elektrophoretischen Auftrennung von

Proteinen in einem Gel aufgrund ihres relativen &hish an sauren und basischen
Aminosaureresten dar. Als isoelektrischen PunkP)IEezeichnet man denjenigen pH-Wert eines
Proteins, bei dem die positiven und negativen Lgdangleich sind, d.h. die Gesamtladung des
Proteins Null betragt. Dieser IEP ist spezifischr figdes Protein. Er wird durch die
Zusammensetzung sowie durch die Anzahl und Ladungeter Proteinprimarstruktur bedingt.
Durch Beimischung von Ampholyten (besitzen ampleteigenschaften) zur Trennmatrix wird
nach Anlegung eines elektrischen Feldes ein stapitt-Gradient ausgebildet. Die Proteine
wandern gemal ihrer Ladung vom Punkt des Probenagsfin Richtung Kathode bis zu der Stelle
im pH-Gradienten, der ihrem IEP entspricht (pH 3-IDort besitzen die Proteine keine Ladung
mehr. Somit unterbleibt eine weitere WanderungRieteine im elektrischen Feld.

Zur IEF wurden fir 1 Stunde eine Spannung von 108avach fur 1 Stunde eine Spannung von
200 V und anschlieBend fir 30 Minuten 500 V in pingertikalen Elektrophoresekammer
angelegt. Fur unsere Untersuchungen haben wir éie @er pH3-10, Invitrogen, Germany,

Karlsruhe).

4.5. Vorbereitung der Proben fur die IEF
Es wurde 100 pl Vollblut abgenommen und 3-mal itTmll PBS gewaschen. Nach jedem

Waschgang wurde die Probe fur 1 Minute bei 7000 ¢(d@emtrifugalkraft 4500 g) zentrifugiert.
Anschlie3end wurde zum Pellet 100 pul PBS und 20Barihstoffpuffer zur Lyse zugegeben.
Nach 15 Minuten Inkubationszeit wurden die Probein-#0°C weggefroren.

Fur die Durchfihrung der IEF wurden 5 pl des Lysaits5 pl IEF Puffer gelést und anschliel3end

in die Ladetaschen aufgetragen.

4.6. Semi-Dry Transfer
Die in der IEF aufgetrennten Proteine wurden vom @l auf eine PVDF- Membran mittels der

semi-dry-blot Methode nach Kyhse- Anderson Ubednad-ur den Blot wurde auf die Platin-
Anodenseite ein mit Transferpuffer vollgesogenesatiann-Blotpapier gelegt. Hierauf wurde
dann eine praparierte PVDF-Membran (Millipore Imnfion, Eschborn, Germany) gelegt. Die
Praparation der PVDF-Membran wurde folgendermalemchdefihrt: zundchst wurde sie in
100% Methanol hydrophilisiert, dann bewassert umsthliel3end in Transferpuffer inkubiert. Auf
die PVDF-Membran wurde das Gel gelegt. Dieses wwviger in einem in Transferpuffer

getrankten Whatmann-Blotpapier bedeckt. Die Lufibla wurden durch gleichmafiges
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Uberrollen des Blotpapiers mit einem Glasstab emtfédann wurde eine Platin-Kathodenplatte
aufgelegt und fiir 40 Minuten eine Gleichspannung 26 V bei 150 mA angelegt. Um die freien

Proteinbindungsstellen zu blocken, wurde die PVD&aMran anschliel3end tber Nacht in 10%
Milch bei 4°C inkubiert.

Coapper Cathode
207 » 2H,0IH, 20H"

Top buffer gel

NuPAGE or
E-PAGE gel

Membrane

Bottom
bufter gel

+ 4+ +++ + ++ + T

Abbildung 9: Schema der Semi Dry Transfer MethodeDie Methodenbeschreibung erfolgt im
Text.

4.7. Western Blot
Nach Ubernachtinkubation wurde die PVDF-Membran &olist 3-mal mit TBS gewaschen.

Daraufhin wurde sie Uber 1 Stunde mit dem Primé@rger-Anti-STOML2 (1:250), BioRad,
Dreieich, Germany, inkubiert. Dann wird die PVDF4laran 3-mal in TBS gewaschen und
anschlieBend Uber 1 Stunde mit einem gegen den arukorper gerichteten,
peroxidasemarkierten Sekundarantikorpempuse-POX , Verdiinnung 1:3000 in TBS), BioRad,
California, USA) inkubiert.

4.8. Visualisierung durch die ECL - Enhanced Chemoluminecence
Der Nachweis von gebundenen Peroxidase-markierietekibonsantikbrper wurde mittels der

.enhanced chemoluminescence method“ durchgefihnar(Racia’'s ECL, General Electrics,
Connecticut, USA). Die Methode basiert auf eineryenkatalisierten Lichtreaktion, bei der es zur

Emission von Licht mit einem Maximum bei einer Véaliinge von 428 nm kommt:

Luminol + H,0, — angeregtes 3-Aminophtalat— 3-Aminophtalat + Licht
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Die Membran wurde mit der ,Gesichtsseite” nach obemschen 2 Folien in eine Filmkassette
gelegt. Daraufhin erfolgte eine einminitige Inkudnaszeit der ECL-Reagenzien mit der PVDF-
Membran. AnschlieRend wurde in einer Dunkelkammdrde PVDF Membran ein Bio-Max-

Film aufgelegt. Die Belichtungszeiten betrugen zien 30 sec. und 30 min. Anschliel3end wurde
der Film in Entwicklerlosung gelegt, gewassert,efik wieder gewdassert und dann trocknen

gelassen.

4.9. Klonierung des B-Zell- Rezeptors (BCR)
Um nachweisen zu kénnen, dass der B-Zell-Rezepter gikiche Spezifitat hat wie das

Paraprotein, haben wir den B-Zell-Rezeptor (BCR)esi Patienten mit Makroglobulindmie
Waldenstrom kloniert und exprimiert. Es wurden mekinante Fab-Fragmente des B-Zell-
Rezeptors hergestellt. Den Aufbau eines Antikdrgeigt die Abb.10.

Antigen bindend |QG

variable Region NHEL
N H-Kette %

/M*s FAB
.\‘\ ;ZI;/Q_ variable Region

leichte” %
Kette (|

S ke [\ %4 L-Kette
Disulfid- II konstante Region
brucken L-Kette
schwere Kette IT‘ _ konstante Region
(H) L#* ] F& H-Kette

HOOZJ  COOH

Abbildung 10: Schema eines Immunglobulins

Die Klonierung des B-Zell-Rezeptors ist ein mehigkr Prozess, der im Folgenden zuerst

Ubersichtsmalig und anschliel3end in Einzelschitéstchrieben wird.

Aus einem Lymphknotenpraparat eines Patienten mit Waldenstrom wurde als
Ausgangsmaterial genomische DNA isoliert (Absch@i.3.1.). Daraus wurden die variablen
Bereiche der Immunglobulin-Gene (VH/VL) in paradiel Amplifikations-Schritten jeweils in
zwei aufeinander folgenden PCR Reaktionen venlgfd und anschlieRend sequenziert
(Abschnitt 2.3.3.4.). Mit Hilfe der so gewonnenerqg8enzinformationen wurde eine weitere

spezifische PCR Reaktion aus dem Produkt der ePs#h Reaktion angesetzt, um sowohl die fur
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die Klonierung notwendigen Restriktionsschnittgtelkeinzufiigen als auch den Leserrahmen der
VH/VL-Regionen an den Leserrahmen des Expressidmsige anzupassen (Abschnitt 2.3.3.5).
Die PCR-Produkte wurden, um die Handhabung zu nfaehen, zuerst in den TOPO-Vektor und
anschlieBend in den E.coli-Expressionsvektor pCEB®schnitt 2.3.3.14.) kloniert. Dieser
Expressionsvektor enthalt eine verkirzte schweréeKder Immunglobuline (nur CH1), die
leichte Kette ist vollstdndig vorhanden. Dieser ¥elkproduziert nach Induktion Fab-Fragmente,
die sich hinsichtlich Epitoperkennung wie Antikorpeait vollstandigen konstanten Regionen

verhalten.

4.10. DNA-Praparation
In Kooperation mit dem Institut far Allgemeine undSpezielle Pathologie des

Universitatsklinikums des Saarlandes (Leitung: &sbr Dr. Rainer Bohle) wurden von einem
mit malignen Zellen hoch angereicherten Lymphknognes Patienten mit M.Waldenstom
Schnitte angefertigt und direkt in eine Eppendarib€ transferiert. Daraus wurde unter
Benutzung des QIAamp DNA FFPE Tissue Kits genonadgNA isoliert.

4.11. PCR-Polymerasenkettenreaktion
Die PCR ist eine enzymatische Synthese (Amplifd@ti eines bestimmten DNA-Fragments

anhand einer vorhandenen DNA-Matrize (Template).rcBuzyklische Veranderungen der
Temperatur initiieren gegenlaufig orientierte Ohg&leotide (Primer) die Amplifikation. Die
Primer sind jeweils einem Template-Strang kompldadrenund definieren so das zu
amplifizierenden Fragment. Eine DNA-Polymerase lsgtisiert anhand des Einzelstranges der
denaturierten DNA-Matrize in der Anwesenheit vonsBeynucleosidtriphosphaten (ANTPs) und
Primern einen neuen zur DNA-Matrize komplementaNS-Strang. Da auch der bereits
synthesierte Strang als Matrize dient, findet erponentielle Vermehrung des DNS-Fragmentes
statt. Diese DNA Vermehrung erfolgt durch eine eyilafte Wiederholung von drei nacheinander

folgenden Schritten:

1. Denaturierung — durch Erhitzen der doppelstrangigemplate-DNA (dsDNA) auf etwa
95°C, dabei erfolgt die Aufspaltung der dsDNA inateEinzellstrange.

2. Annealing — bei einer bestimmter Temperatur (c&C funter der Schmelztemperatur (Tm)
der Primer, gewohnlich 55 — 80 °C) erfolgt die Agdaung der Primer an die jeweils
komplementéaren Abschnitte der DNA-Matrize, woduddr Startbereich fir die DNA

Polymerase definiert wird.
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3. Elongation — ausgehend vom 3'-Ende des Primerbalysiert die DNA-Polymerase bei
72°C anhand des Templates einen neuen komplemem&ta-Strang.

4. Wiederholung von Schritt 2 bis 4 fur 35-40 Zyklen

5. Schritt: 72°C Endelongation

6. 4°C Ende des Prozesse

Template Zielsetzung
CC A |
[ 554157 e v i e e e I
Hitzedenaturierung
zu Einzelstrangen

CC T |
T )
Hybridisierung mit strangspezifischen
Oligonucleotid-Primern (Annealing)

Palymerase-Reaktion
(Extension)

Abbildung 11: Schematische Darstellung des PCR-Abids

4.12. Analytische PCR zur Bestimmung des leichten und s@reren Kette des Immunglobulines
Jede der malignen B-Zellen enthalt in ihrem Gendm fdr die Immunglobulin-Leicht- und

Schwerkette des B-Zell Rezeptors kodierende Sequenzsog. VDJ-Segment. Wir haben die
variable Doméane der Immunglobulinleicht- und Sche#e des B-Zell Rezeptors charakterisiert,

um Fab-Fragmente herzustellen.

Die analytische PCR wurde nach dem Protokoll vom Bangen durchgefitit In dieser PCR
wurde eine Mischung von allen bekannten Primerrutaendie fur die unterschiedliche Familien
von VH- bzw. VK/VL-Segmenten spezifisch sind.

Fur die Amplifikationen wurden folgende Primer essgtzt:
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VH:
* VHI1-FR2: ctgggtgcgacaggcccctggacaa

* VH2-FR2: tggatccgtcagcccccagggaagg
« VH3-FR2: ggtccgccaggctccagggaa

» VH4-FR2: tggatccgccagcccccagggaagg
* VH5-FR2: gggtgcgccagatgcccgggaaagg
« VHG6-FR2: tggatcaggcagtccccatcgagag

« VH7-FR2:  ttgggtgcgacaggcccctggacaa

« JH consensus: cttacctgaggagacggtgacc

VK:
* VK1/6 : tcaaggttcagcggcagtggatctg
« VK2 :ggcctccatctcctgcaggtctagte
VK3 : cccaggctcctcatctatgatgcatcc
VK4 : caactgcaagtccagccagagtgtttt
« VK5 :cctgcaaagccagccaagacattgat
VK7 :gaccgatttcaccctcacaattaatcc

* JK1-4 : cttacgtttgatctccaccttggtccc
« JK5  cttagctttaatctccagtcgtgtccc

Der Ansatz war laut Protokoll folgendermassen:
50ul Ansatz, 10 pmol Primer, 1,5 mM Mg?+, 5 pl 1A uffer#2, 1 U AmpliTag Gold. (Enzym
und Puffer: Applied Biosystems (Darmstadt)).
PCR-Bedingungen:

7' 95°C

30" 95°C |

30” 60°C |35 Zyklen

30" 72°C |

10’ 72°
Die Produkte dieser analytischen PCR werden zutilBesing der genauen Subtypen der VH und
VK/VL sequenziert.
Aus dem Ergebnis dieser Sequenzierungen werdenePrabgeleitet, die in der weiteren
spezifischen PCR 1) Restriktionsschnittstellen idinén und 2) an den vom Expressionsvektor

pCES vorgegebenen Leserahmen adaptieren.
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4.13. Spezifische PCR zur Klonierung In den Expressionsktor pCES
Diese PCR dient zur Adaption der amplifizierten gin@nte der VH/VK/VL-Regionen an den

Expressionsvektor pCES.
In der spezifischen PCR haben wir fir die Schweéekéin unserem Falle VH4-59) folgende
Primer benutzt:

VH:
e VH4-59-Ncol ccatggcccaggtgcagctgcaggagtcg
e« JH4-02-BstEll-as ctcgagtgaggagacggtgaccaggg

Zur Amplifikation der Leichtkette (in unserem Fall&1-39) wurden folgende Primer benutzt:

VK:
* VK1-39-Apall-s agtgcacaggacatccagatgacccagtct
* JK1-01-Xhol-as ggatcctttgatctcgagcttggtcccttggec

Es wurde nach dem Protokoll wie bei der analytindPr€R vorgegangen.

4.14. Klonierung von PCR- Produkten
Die in der PCR amplifizierten Produkte (in unser&alle VH4-59 und VK1-39) wurden zur

besseren Handhabung in den TOPO-TA-Vektor zwisdberdet. Dazu wurden 0,5 pul TOPO-
Vektor zu 0,2 ul PCR-Produkt pippettiert und 5 Mamlang bei Raumtemperatur inkubiert. Die
PCR-Produkte haben an ihren 3—Enden Adenosin-Uimgd, weil die Tag-Polymerase eine vom
Template unabhangige terminale Transferaseaktibgditzt, die einzelne Desoxyadenosine an
das 3’-Ende des PCR Produktes anhangt. Der lineadisTOPO-TA-Vektor besitzt daflr 3’ dazu
komplementére einzelne Deoxythymidintiberhange,edi@rmdglichen, die PCR—Produkte ohne
vorherigen Restriktionsenzymverdau in den TOPO-Téér einzubringen. Die dazu bendétigte
Energie wird von einer energiereichen Tyrosinbirglugeliefert. Diese energiereiche
Tyrosinbindung stammt von der Spaltung des DNA-Phodiesterrickgrads durch die
Topoisomerase | des Vaccinia Virus (Schumann, 19943 entstandene Plasmid wurde in @H5

E.coli Bakterien transformiert.
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Abbildung 12: Modell des TOPO-TA-Vektors (TOPO TA Cloning Manual 2006)

Es wurde das TOPO-Klonierungs-Kit der Firma In\gea, Karlsruhe benutzt, und es wurde nach
den Angaben des Herstellers verfahren.

4.15. Transformation kompetenter Bakterien und selektiveVermehrung der transformierten
Bakterienklone

Als Transformation wird eine Genubertragung dunahef DNA auf Bakterienzellen bezeichnet,
die anschlieRend diese DNA replizieren. Die Trams#dion wird nach Sambrook et al(1989)
durchgefuhrt. E.coli Bakterien, die mit kaltem Kalnchlorid behandelt und anschlieRend kurz
erwarmt werden, sind in der Lage, Plasmid-DNA an&wmen (Cohen and Chang 1973). Auf
diese Weise konnen Plasmide zur Expression in pyok#ische Zellen aufgenommen werden
oder durch Expanssion des entsprechenden Baktenenia groRen Mengen hergestellt werden.
Wir haben chemisch kompetent gemachte DB&akterien unseres Hauses benutzt. Es wurden zu
100 pl kompetenten DHb Bakterien je 5 pl des Ligationsproduktes hinzugtieg und
anschlieBend 30 Minuten auf Eis inkubiert. Darauflwurde ein 45 Sekunden dauernder
Hitzeschock bei 42°C durchgefihrt, wodurch die Meambder E.coli durchlassig wird und die
Transformationseffizienz positiv beeinflusst witdach einer weiteren einminttigen Inkubation
auf Eis wurden die transformierten Bakterien aufiddatten mit Antibiotikazusatz ausgestrichen
und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Die in diesebdit verwendeten DHbB (bzw. TG-1) E.coli
Bakterien werden urspringlich durch Ampicillin uKdnamycin in ihrem Wachstum gehemmt,
so dass ihnen gegenuber die transformierten Baktemit Antibiotikaresistenzgenen einen
Wachstumsvorteil haben. Es wurden isoliert wachsdakterienkolonien gepickt und dann Uber

Nacht, schuttelnd, bei 37°C in 3 ml LB-Medium mitnthiotikazusatz inkubiert. Die
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rekombinante Plasmid-DNA hat eine vom Zellzyklusabindngige, sehr hohe Replikationsrate,
wodurch grof3e Menge an rekombinanter DNA hergeéstellden konnen.

In einer folgenden Mini-Plasmidpréaparation mit dngfiendem Restriktionsverdau und DNA-
Gelelektrophorese wurde die Reinheit der Kultur aied Erfolg der Transformation Uberprift

werden.

4.16. Minipraparation von Plasmid-DNA mit der TENS-Method e
Um eine korrekt abgelaufene Transformation zu Uléep, wird eine sogenannte

Minipraparation von Plasmiden durchgefuhrt werdBre Plasmid-Praparation dient dazu, die
zirkular geschlossenen Plasmid-DNA von chromosomalgpercoiled DNA und RNA der
Bakterien zu isolieren.

Bei der TENS-Mini-Praparation handelt es sich umeeichnelle Methode, allerdings weist die
erhaltene Plasmid-DNA nur eine geringe Reinheit, &d dass dieses Verfahren nur fir
analytische Zwecke eingesetzt werden kann.

Es wurden 1,5 ml der Bakterienkultur, die Gber Nagbwachsen war, entnommen und 20
Sekunden lang bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der rtaad wurde bis auf 50-100 pl abpipettiert.
Danach wurden 100 pl P1-Puffer + RNA-ase zugegelehder Ansatz wurde mittels Vortex
vermischt. Nach Zugabe von 300 pl TENS-Puffer wuedeeut ca. 5 Sekunden lang mit dem
Vortex gemischt. Daraufhin wurden 150 pul 3 M NaOAit einem pH Wert von 5,2 zugegeben,
wodurch Proteine, genomische DNA und andere ZdHipeeile préazipitiert wurden. In einem
nachsten Schritt wurde fur 5 Sekunden gevortextamsthlieend 10 Minuten lang bei 13.000
rom bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstanidde verworfen und das DNA-Pellet in 1
ml eiskaltem 70% Ethanol (-20°C) gewaschen, indemn 3 Minuten bei 13.000 rpm
(Zentrifugalkraft 16100 g) zentrifugiert wurde. Btiol wurde abgegossen, und das Pellet wurde
an der Luft getrocknet und anschlieBend in 20 pluadAgdest. resuspendiert. In einem
anschlieBenden Restriktionsabbau mit folgender DB#delektrophorese wurde dann die
Praparation tberpruft.

4.17. Restriktionsenzymverdau von DNA-Konstrukten
Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die fur 8ehutz der Bakterien vor Fremd-DNA

sorgen. Sie erkennen spezifisch 4-8bp lange Paliney d.h. Sequenzen, die in Sense- und
Antisense- Richtung gelesen gleich sind. Die ersrudschnittenden kdnnen entweder glatt
(blunt) oder Uberlappend (sticky) sein. Wir habeastRktionsenzyme fir die Klonierung der VH-

und VK-Segmente in die entsprechenden Stellen dbw&- und Leichtkettensequenzen des

pCES-Vektors kloniert. Die Inserts und die Vektorewurden mit den gleichen

38



Restriktionsenzymen verdaut und dann ligiert. Dé®nen haben wir die Restriktionsenzyme zu
Insertionskontrollen eingesetzt. Je nach Langeetdstandenen Restriktionsfragmente konnten
wir Ruckschlisse tber eine erfolgreiche Klonieremges Inserts in ein Plasmid ziehen.

Der Restriktionsenzymverdau der Konstrukte erméigleuch eine Kontrolle der Aufnahme des
Inserts in den Vektor. Dazu werden Restriktionsemzywerwendet, die jeweils nur einmal auf
beiden Seiten des Inserts in der MCS (multiple idlgrsite) des Plasmids, in die das Insert
einkloniert wurde, schneiden. Man erhélt auf di#géeise, sofern keine interne Schnittstelle im
Insert vorliegt, beim Auftragen auf ein Agarosegele Bande, die dem Plasmid — in diesem Fall
dem TOPO-Vektor - entspricht und eine zweite, die thsert darstellt. Eine Langenbestimmung
der Fragmente erfolgt Uber einen mitlaufenden Langaker.

Wenn das Insert interne Schnittstellen enthaltjass man ein, zwei oder mehrere Insertfragmente
erhalt, entspricht die Insertlange der Summe dezedmen Fragmente. Zur Durchfiihrung eines
Verdaus wurde in einem geeigneten Volumen (20-50dielzu verdauende Menge DNA mit dem
zum Restriktionsenzym passenden Puffer angesedzh Kusatz der Restriktionsenzyme erfolgte
dann der Verdau bei 37°C fur 1,5 - 2,5 Stunden rgeh DNA-Menge). Die optimale
Funktionsfahigkeit des Restriktionsenzyms wurdeddeer Konzentration von 1-2 U Enzym pro
mg DNA erreicht. Zum Verdau der TOPO-Klone wurde &aestriktionsenzym EcoRI verwendet.
Der Restriktionsenzymverdau wurde mittels DNA-Galtélophorese kontrolliert.

4.18. DNA-Gelelektrophorese
Die Agarosegelelektrophorese dient der grof3enabfpemgAuftrennung von DNA-Fragmenten.

Durch Zugabe des interkalierenden Ethidiumbromidsi \WNA unter UV-Licht sichtbar. DNA-
Fragmentgrof3en kénnen mithilfe eines mitlaufenddiABbangenmarkers relativ genau bestimmt
werden.

Fur DNA-Gele wurde 1XTAE-Puffer mit 2% Agarose gelkfy nach Abkihlung auf etwa 60°C
mit 0,05% Ethidiumbromid versetzt und in einen \@yditeten Geltrager gegossen. Nach
Abkihlung und Aushartung wurde das Gel in eine WE- Elektrophoresepuffer geflllte
Gelkammer gegossen. Die Proben wurden in die Lade¢m pipettiert. Die Elektrophorese
erfolgte bei 100 Volt fir 30 Minuten. AnschlieRBewdrde das Gel unter UV-Licht betrachtet und

mit einem Printer zur Dokumentation fotografiert.

4.19. Praparationsgele
Zur Isolierung relevanter DNA-Gelbanden mit DNA aligarosegelen wurden frisch gereinigte

Elektrophoresekammern und frische TAE-Elektropheleagpuffer verwendet. Die relevanten
Gelbanden wurden unter UV-Licht aus dem Gel ausgetden. Es war aber wichtig, die
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Gelbanden nur so kurz wie méglich UV-Licht auszatst und das Gel auf eine Folie zu legen,
um das Mutations- und Kontaminationsrisiko zu mieiran. Die ausgeschnittenen Gelbanden

wurden dann mit dem ,Gel Band Purifikation Kit* o, USA) aufgereinigt.

4.20. Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren
Die Konzentration der DNA wurde mit dem Photomatech dessen Kalibrierung mit Aqua

destillata bestimmt. Die DNA wurde mit Aqua destid in einem Verhaltnis 1:50 verdinnt, und
dann wurde in einer Quarzkivette die Absorption Wallenlangen von 260 nm und 280 nm
gemessen. Zur Konzentrationsbestimmung von Protem&rde das Photometer mit PBS oder

Lysispuffer kalibriert, und danach wurden die Pmobeeiner 1:50 Verdiinnung ausgewertet.

4.21. DNA-Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierung wurde kommerziell von Labbiéme in Kaiserslautern durchgefuhrt.

4.22. Analyse der Immunglobulinensequenzen
Zur Analyse der variablen-Immunglobulingen-Segmérateen wir die Datenbanken

ImMunoGeneTics (IMGT) System (httt://imgt.org) béxtu

4.23. Ligation in den pCES-Vektor
Zur Expression des BCR wurde der E.coli Expressiektor pCES benutzt!

Nach korrekter Einklonierung der VH und VL in dietgprechenden Positionen der schweren und
leichten Ketten produziert dieser Vektor eine uélglige humanec-Leichtkette sowie eine
verkirzte humane Schwerkette (nur CH1). Im Penpéabildet sich daraus ein funktionelles Fab-
Fragment.

In der Abb.13 ist die pCES-1-Vektorkarte vor Klanieg der VH und VL gezeigt.
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Abbildung 13: Struktur des pCES-1 Vektors vor Klonierung der VH und VL. pLacZ: LacZPromotoryrbs:
Ribosomenbindungsstelle (ribosomal binding sig&)Signalsequenzilis6: Hexa-Histidin-tagmyc: c-myc-tag;CH:
konstante Region der Schwerkette; ApaLl, Xhol, As&fil, BstE1l, Notl und EcoRI: Schnittstellen der
RestriktionsenzymeDas Stop codon (*) zwischen den Antikérpergenen dewh Gen Il ermdglicht die Produktion
I8slicher Fab-Fragmente durch E.coli. Die Expressies bizistronisches Operons ist unter der Kdetrdés LacZ
Promotors (pLacZ).

4.24. Ligation von DNA-Fragmenten
Die DNA-Ligase ist in der Lage, DNA-Molekile mit &phodiesterbindungen zwischen freien

3'-Hydroxyl und 5°-Phosphat -Enden der DNA zu ligie (Richardson et al.1968). Auf diesem
Weg kdnnen die Uber Restriktionsenzyme erzeugtempktiblen Enden so miteinander verknipft
werden, dass die gezielte Herstellung von DNA-Kukden maoglich ist. Zur Ligation pipettiert

man folgenden Ansatz:

* 2 ug geschnittene Vektor-DNA
* 4 ug geschnittene Insert-DNA
e 1l T4 Ligase 10xPuffer

e 1l T4 DNA-Ligase

 ad 10 ul HO

Man inkubiert 12-16 h bei 14°C und kann die Ligaprodukte dann zur Transformation
kompetenter Bakterien verwenden. Nach der Ligateaidion erfolgte eine Transformation der

kompetenten DH&-Bakterien mit den Ligationsprodukten. Es wurderf &is zu je 80 ul
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Bakteriensuspensionen je 20 pl der Ligationspraaltikt 20 Minuten inkubiert. Danach wurde fur
45 Sekunden ein Hitzeschock bei 42°C im Warmebadhdeftihrt, anschliel3end wurde auf Eis je
500 pl SOC-Medium hinzugegeben. Danach wurden digeBien flur 1 Stunde auf dem Schuttler
bei 37°C inkubiert und auf LB-Agar-Schalen auspaatt Die Platten wurden tUber Nacht bei 37°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden Bakterienkultugepickt, die jeweils in 2 ml LB-Amp bei
37°C unter schitteln fur 12 Stunden kultiviert wemd AnschlieBend wurden mittels TENS-
Methode die Plasmide-DNA aus den Bakterienzellehes.

4.25. Insertionskontrolle durch Probeverdau und Sequenziaing
Die Identifikation der Plasmide, die die variablBegion VH, VL in Schwer- und Leichtkette

enthielten, erfolgte mit Restriktionsenzymen. Miraparationen, bei denen die
Insertionskontrollen positiv waren, wurden Uber d&Aule aufgereinigt und mit den
entsprechenden Primern zur Sequenzierung gegebaindidse Art und Weise wurde eine
korrekte Insertion in den Vektor abgesichert, milglneu aufgetretene Mutationen wurden

aufgespirt und die Produktivitat der Sequenz wuitsbrpruft.

4.26. Expression und Aufreinigung léslicher Fab-Fragmente
Durch Expression des pCES Konstruktes und Reiniguagden die von E.coli TG-1 Zellen

produzierten Fab-Fragmente aus dem Periplasmaaleeien isoliert. Im Periplasma wird dabei
die Signalsequenz, welche den Transport der Pmtegranlasst hat, abgetrennt, und der
Antikdrper wird durch korrekte Faltung sowie dur&usbilden von Disulfidbriicken voll

funktionsfahig.

4.27. Expression
Aus der Ubernachtkultur wurde im Verhaltnis 1:1@@elnduktionskultur (50 pl) angesetzt. Am

nachsten Tag wurden 50 pl der Ubernachtkultur Hrisogesetzt mit zweifacher TY mit 125 pl
40% Glucose sowie 50 pl Ampicillin. Die Kultur wwrdbei 37°C zwei Stunden geschittelt,
danach erfolgte die OD Messung. Der OD Wert derti€usoll 0,6-0,9 betragen. Wenn die
Bakterien OD sich in dem erwlnschten Bereich befamarde eine IPTG Losung auf 2mM

Endkonzentration dazugegeben. Durch Zugabe von IIRI@nt es zur Produktion und Sekretion
von Fab-Antikérpern ins Periplasma der Bakteriean&ch wurde die Kultur 4 Stunden auf dem
Schiittler bei 30°C induziert. Im nachsten Schrifitlgte die Bakterienernte. Die Kultur wurde 15
Minuten bei 4.000 RPM abzentrifugiert, der Uberdtawurde verworfen und das Pellet
eingefroren bei —20°C. Durch das Einfrieren dertBa&n wird die Bakterienmembran I6chrig

und somit spater das Herauslosen der Peptide au$daplasma erleichtert.
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4.28. Lyse und Reinigung
500 pl Lysispuffer (8M Harnstoff im Phosphatpuffesn pH-8 mit Zusatz von 1% Triton X)

wurden zu dem Bakterienpellet zugegeben und gemifik Lésung wurde dann fir 30-60
Minuten auf Eis gestellt. Im nachsten Schritt egfeleine 30- minutige Zentrifugation bei 13.000
RPM bei 4°C. Der daraus resultierende Uberstandighnun die léslichen Fab-Antikdrper, so
dass mit der Reinigung begonnen werden konnte.

Der Uberstand wurde in neue Eppis abpippetiertdasiPellet wurde verworfen.

4.29. Reinigung léslicher Fab-Antikérper nach der IMAC Methode (Immobilised Metal lon
Affinity Chromatography)

Fur die Reinigung der Fab-Antikdrper benutzt mam dix Histidin-Tag, weil Uber diese
Markierung die Fab-Antikorper an Talon-Beads gelmmadverden kdnnen. Die Talon-Beads
enthalten Co-lonen, woran die freien N-Atome destiHiin binden (Chaga et al., 1999; Porath,
1992).

Es wurde weiter nach dem folgendem Protokoll voagegn:Zu dem Uberstand wurden 20 pl
ThalonBeads dazugegeben, die Losung wurde dann3@umMMinuten auf den Rolltisch im
Kihlraum gestellt. Dabei kommt es zur Bindung dab-HAntikdrper mittels des Histidin-Tags an
die Talon-Beads. Dann wurde die Lésung tber eineukdi bei 10.000 RPM abzentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen, und zu dem Pellet wurd®® pl viermolares Harnstoff
dazugegeben. Dieser Schritt wurde dreifach wiederbee Losung wurde dann wieder bei einer
Minute bei 10.000 RPM abzentrifugiert. Nachfolgemdirde schrittweise von 4-molarem
Harnstoff auf nullmolarem Harnstoff bzw. im PBS wepgffert. Danach erfolgte ein dreimaliger
Waschgang in PBS, und anschlielend wurde der Fa/AR pl 150 molarem Imidazol in PBS
eluiert. Das Imidazol verdrangt dabei das Histidis der Bindung zum G® aufgrund seiner
héheren Affinitat. Dies konnte man auch anhandsi@bwechsels der Talon-Beads erkennen,
die ihre Farbe von einem eher farblosen Rosa zeneimtensiven Pink veranderten. Danach
wurde der AK bei 10.000 RPM (ber eine Minute abdfmjiert. Der Uberstand enthalt Fab-
Antikorper. Der Uberstand wurde in neue Eppis Uiietfund nachfolgend wurde der Antikérper
in PBS dialysiert. Bei dieser Dialyse soll das attine Imidazol ausgewaschen werden. Um die
Reinheit der Peptide zu kontrollieren, wurde eingtennung mittels SDS-PAGE (12%) und

anschlie3end einer Coomassie-Farbung durchgefuhrt.
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4.30. Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophores¢SDS-PAGE)
Nachdem die Fab-Fragmente hergestellt waren, habenhre Integritat mittels SDS-PAGE

Analyse Uberprift. Die SDS-PAGE trennt Proteinehnidcer Molekularmasse auf. Bei angelegter
Spannung migrieren die Proteine umso schnellernddie Maschen des Netzes, desto kleiner sie
sind. Auf diese Weise werden Proteine nach ihrai3&raufgetrennt. Die Polymerisation der
Acrylamidmonomere  wird  durch ~ Ammoniumpersulfat ~ (APS und  N,N,N,N’-
Tetramethylethylendiamin (TEMED) katalysiert. Dieeendung von Zwei-Phasen-Gelen mit
Konzentrierung und Ausrichtung aller SDS-Polypdgtitiplexe in einem mdglichst kleinen
Volumen in einem oberen Gelabschnitt (,Stacking “seind Auftrennung anschlieBend im
unteren Gelabschnitt (Separationsgel) erhéht ddibeAuflosung der Gele (King et al., 1971).

Die Analyse der Fabs wurde mit einem 12%iges Trehmmrchgefihrt, dazu wurden 5 pl
Antikdrper und 5 pl Ladepuffer gemischt. Die Antigér wurden auf 2 verschiedene Arten

verarbeitet:

1) reduzierend: Zugabe von Ladepuffer mit Mercaptasthanschlie3end 5 Min. bei 95°C
2) somit zur Trennung von Leicht- und Schwerkette &ab-Antikdrpers. Im SDS-Gel
erkennt man dies daran, dass der Fab-Antikorperintakter Disulfidbriicke bei ca. 48
kDa, die Leicht- und Schwerkette bei ca. 22-25 kietektiert werden.
3) nicht reduzierend: Zugabe von Ladepuffer
Durch das im reduzierenden Ladepuffer enthalfeMercaptoethanol kommt es zur Aufspaltung
der Disulfidbriicke und bei ca.48 kDa, die LeichtdiBchwerkette bei ca. 22-25
Zur Durchfihrung wurden nach StandardprotokollerSSIdlyacrylamidgele gegossen, und mit
den denaturierten Proteinen (5 min/100°C) gelad®p. anschlieRende Elektrophorese wurde

unter Verwendung eines Tris-Laufpuffers (Laemmlfifen) bei 20 mA durchgefihrt.
* 3 ml Ansatz fur 2 Sammelgele (stacking gel)

Tabelle 3: Sammelgelansatz

stacking gel
H20 2,1 ml
30% Acrylamide 0,5 mi
1,9% M Tris (pH 6.8) 0,38 ml
10% SDS 0,03 ml
10% APS 0,03 ml
TEMED 0,003 ml
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e 10 ml Ansatz fur 2 Trenngele (resolving, separagel)

Tabelle 4 Separationsgelansatz

12%
H>0 3,3ml
30% Acrylamide 4 ml
1,5% M Tris (pH 8.8) 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml
10% APS 0,1 ml
TEMED 0,004 ml

Die Proteingele wurden anschlieBend entweder geblatder mit Coomassie-Brilliantblue-

Farbelbsung gefarbt.

4.31. Elektrophorese
Zur Elektrophorese wurde fir etwa 45 bis 60 Minugegme Spannung von 100-200 V in einer

vertikalen Elektrophoresekammer in Lammli-Puffegelegt (Biometra, Goéttingen).

4.32. Coomassie-Gelfarbung
Die SDS-Gele wurden fur ca. 2 Stunden mit Coomasarestoff angefarbt. AnschlieRend wurde

mit Entfarbelésung inkubiert, um den Hintergrundmaunimieren. Die Coomassie-Farbung kann

Proteinbandstérken ab etwa 500 ng nachweisen.

4.33. Western Blot
Western Blot ist eine Methode zum Nachweis von démen mit Hilfe von markierten

Antikdrpern. Die zunachst in einer SDS-PAGE elgtraretisch aufgetrennten Proteine werden
aus dem Polyacrylamidgel auf eine Membran Uberiradg@ies erfolgt im sog. Semi-Dry-
Verfahren. Dabei bleibt das sich bei der Auftrermmamgebende Proteinmuster erhalten und es
entsteht eine Kopie des Gels. Die Proteine werdémler Membran immobilisiert, indem sie bei
niedriger lonenstarke Uber hydrophobe Wechselwgkamn die Membran binden. Da sowohl die
Immunreaktivitat als auch die funktionelle Aktivitdler Proteine weitgehend erhalten bleibt,
kénnen diese durch den Einsatz spezifischer Angigbrimmunologisch identifiziert werden
(Burnette, 1981; Towbin et al.,, 1979). Die fur deroteintransfer eingesetzte Polyvinyliden-
Fluorid-Membran (PVDF Membran, Immobilon-P Membramurde vor Beginn des
Proteintransfers fur 15 Sekunden in 100% Methamgesveicht, anschlielRend 2 Minuten inCH

dest. gelegt und im letzten Schritt fur mindestEdMinuten in einen Transfer-Puffer gegeben.
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4.34. Kontroll-Farbung mit Ponceau-S Rot
Nachdem der Transfer der Proteine vom Gel auf dembtan abgeschlossen war, wurde mit

Ponceau-Losung angefarbt. Hierbei war die ,Gessditis” der Blots nach oben gerichtet. Die
prominenten Grélenmarkerbanden wurden markiertdimdembran beschriftet. Der Ponceau-

S-Farbstoff wurde anschlieRend mit a.dest ausgdweasc

4.35. Trocknen der Membran
PVDF-Membran wurde fur 15 Sekunden in 100% Methgebteégt und anschlieBend wurde sie 15

Minuten an der Luft bei Raumtemperatur getrockbet. freie Proteinbindungsstellen zu blocken,
wurde die Membran mit 10% Milch-TBS inkubiert.

4.36. Uberprufung der Spezifitat des B-Zell-Rezeptors inELISA
Die Spezifitat des B-Zell-Rezeptors wurde im ELIS#erprift. Es wurden rekombinant

hergestellte und gereinigte Fab-Antikorper benuiig. Kontrolle wurde ein B-Zell-Rezeptor von
einem Patienten mit chronisch lymphatischer Leukdmit FAM32A Protein Spezifitat benutzt.
Es wurde nach dem ELISA-Protokoll vorgegangen; walee anti-human-IgG durch einen anti-

human-Fab ersetzt wurde.
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5. Ergebnisse

5.1. Paratarg-7 als Zielantigen der Paraproteine bei japnischen Patienten mit IgA-, IgD- und
IgG-MGUS/MM
Wegen der niedrigen Pravalenz von MGUS und MM Asiaten haben wir die Paratarg-7-
Spezifitat bei japanischen MGUS/MM Patienten sotvee Tragerschaft der hyperphosphorylierter
Paratarg-7 Form bei gesunden japanischen Spendtarsucht.

Wir haben 389 japanische Proben untersucht. Es emurdsgesamt 111 Blutproben von
japanischen Patienten mit MM/MGUS untersucht (10@,M1 MGUS Blutproben). In 5 der 111
Serumproben (4,5%) konnte ein Paratarg-7-spezdsé€taraprotein nachgewiesen werden. Das ist
weniger als in der deutschen Population-13,9% &5/2

Tabelle 5: Patientenpopulationen, Krankheitsentitdén und Anzahl untersuchten Proben

Japanische Patienten 111
MM 100/111
MGUS 11/111
Gesunde Spender 278
Total 389

Bei den 5 positiven japanischen Serumproben handedt sich um Patienten mit Multiplen
Myelom. Es wurde eine Klassenanalyse der funf RSitpen Paraproteine durchgeftihrt. Eines
dieser Paraproteine gehorte zur Klasse IgA, die aiederen zu der Klasse IgG. Alle P-7
spezifischen IgG-Paraproteine gehérten zur Subkldg&3 bei den japanischen (4/38-10,5%)
sowie bei den deutschen Patienten (24/57-42,1%).
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Abbildung 18; Beispiel-ELISA mit 54 Serumproben von japanischen Btienten mit MM/MGUS auf Paratarg-7
spezifisches ParaproteinZwei von 54 Proben reagieren positiv mit Parafarg

Tabelle 6: Ergebnisse des ELISA bei den japanischamd den deutschen MM/ MGUS
Patienten.

MGUS (%) MM (%) Total (%)
Japanische Patienten
IgA 0/3 (0) 1/22 (4,5) 1/25
gD 0/0 (0) 0/8 (0) 0/8 (0)
IgG 0/8 (0) 4/70 (5,3)* 4/78 (5,1)*
Total 0/11 (0) 5/100 (5,0) 5/111 (4,5)
Deutsche Patienten
laA 2/24 (8,3) 4/21 (19) 6/45 (13,3)
IgD 0/0 (0) 0/0 (0) 0/0 (0)
lgG(14,0)* 15/117 (12,8)* 14/90 (15,5)* 29/207
Total (13,9) | 17/141 (12,1) 18/118 (16,2) 35/252

*Alle Paratarg-7 spezifische Paraproteine gehortenuz Subklasse 1gG3

5.2. Pravalenz von pP-7-Tragern bei japanischen Patienteund gesunden Kontrollen
Um den Phosphorylierungsstatus des Paratargs-ddoejapanischen MM Patienten mit einem

Paratarg-7- spezifischen Paraprotein zu Uberprifemge eine isoelektrische Fokussierung des
Erythrozytenlysates durchgefiihrt. Es zeigte si@ssddiese Patienten ein hyperphosphoryliertes
Paratarg-7- Paraprotein besitzen.
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J1 J2 G1 G2

Abbildung19: Western Blot nach Durchfiihrung einer isoelektrische Fokussierung von Vollblutlysaten von
japanischen und deutschen MGUS/MM Patienten mit Paatarg-7 spezifischen Paraprotein.J1,J2- japanische
Patienten. G1-deutscher Patient ohne P-7 SpeziBittdeutscher Patient mit P-7 Spezifitat.

Es wurden ebenfalls 278 Proben der gesunden japemisSpender untersucht. Das Ziel der
Untersuchungen war, die Tragerschaft der hyperpgtwsgperter Paratarg-7 Version in der
japanischen Population im Vergleich zu der deutsdRepulation zu bestimmen und damit das
Risiko fur Entwicklung eines IgA-, IgD-, IgG-MGUSM in beiden ethnischen Gruppen zu
erfassen. In der deutschen gesunden Population28@/200) der Menschen Trager der pP-7

Variante. Fir die besteht ein 8faches Risiko an Ns®IM zu erkrankef?.
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Abbildung 20: ELISA auf Paratarg 7-spezifisches Pamprotein bei 178 gesunden japanischen Probanden
(Proben 1-94).Keine der Proben weist das Paratarg-7 spezifiBaaprotein nach.
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Abbildung21: Elisa auf Paratarg-7-spezifisches Pafarotein bei 178 gesunden japanischen Probanden (Rven
95-178).Keine der Proben weist das Paratarg-7 spezifiBenaprotein nach.

Im ELISA konnte kein Paraprotein in den 278 Serwhbpn nachgewiesen werden.

Alle 278 Proben der gesunden japanischen Spendedewuaufs Vorhandensein einer

hyperphosphorylierter Paratarg-7 Variante mittetgelektrischer Fokussierung untersucht.

Nur in einer der 278 Proben wurde hyperphosphatgkeParatarg-7 nachgewiesen.

G1 G2 J1 J2 J3

Abbildung 22: Isoelektrische Fokussierung auf Paratarg-7.G1: deutscher gesunder Blutspender mit nicht
hyperphosphoryliertem Paratarg-7- die Bande zeigindn Schift. G2: deutscher gesunder Spender mit
hyperphosphoryliertem Paratarg-7 -die Bande zdiggreSchift. Die japanischen Probédh und J3 zeigen keinen

Schift. Die ProbeJ2 von einem gesunden japanischen Spender zeigt eegift - es handelt sich um eine

hyperphosphorylierte Paratarg-7 Variante.

Damit betragt die Préavalenz des hyperphosphorghearatarg-7 Proteins in der gesunden
japanischen Population 0,36% (1/278). Im Verglaahunseren Untersuchungen an den gesunden
deutschen Spendern ist die Pravalenz von pP-7rigeinden deutschen Bevdlkerung mit 2%
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(4/200) deutlich héher (p=0.166). Gleichzeitig Has relative Risiko fur die gesunden deutschen
pP-7 Trager, ein MM/MGUS zu entwickeln eine Oddsi&aon 7,9 (95% Cl:2.8-22.6; p<0,001).
Fur die gesunden japanischen pP-7 Tragern betiggOdds Ratio 13.1 (95% CI:1.5-113.1;
p=0.020). Zusammenfassend: die Pravalenz der hiypsphorylierten pP-7 Variante ist in der
japanischen Population niedriger als in der de@sdPopulation; japanische pP-7 Trager haben

eben ein hoheres Risiko an MM/MGUS zu erkranken.

5.3. Paratarg-7 als Zielantigen der Paraproteine bei IgMMGUS sowie bei
Makroglobulindmie Waldenstrom

Mit der Frage, ob Paratarg-7 ein Zielantigen voM-lgaraproteinen ist, wie wir das bei IgA-
sowie IgG-Paraproteinen gezeigt haben, haben wiP&ben von unseren IgM-MGUS/MW
Patienten untersucht. Dank internationaler Koojpanamit Professor Meletios Dimopoulos und
Evangelos Terpos aus Griechenland und Professaerstéreon aus den USA wurden uns
insgesamt 94 weitere Blutproben zur Verfigung diestes wurden insgesamt 51 Proben von
Patienten mit IgM-MGUS sowie 110 Proben von Paéiemhit MW untersucht.

5.4. Ergebnisse der ELISA Untersuchungen von Serumprobexon IgM-MGUS sowie
Makroglobulinamie Waldenstrom Patienten auf Parataig-7 spezifisches Paraprotein

Es wurden insgesamt 161 Serumproben der IgM-MGUS/NRatienten untersucht. Die
Paraproteine von 9 von 51 (17,6%) Proben von IgMWBGPatienten sowie 9 von 110 (8,2%)
Proben von MW Patienten haben spezifisch mit Payatareagiert. Damit zeigten 11,2% der

untersuchten IgM-Paraproteine (18 von 161) einatBey-7 Spezifitat.
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Abbildung 14: ELISA mit 44 Serumproben der MW Patienten. Vier Proben reagieren
positiv mit Paratarg-7.
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Um den Phosphorylierungsstatus des Paratarg-7ifsdiei den MW Patienten, die ein Paratarg-
7- spezifisches Paraprotein aufweisen, zu Uberpriverde eine isoelektrische Fokussierung von
Erythrozytenlysaten dieser Patienten durchgefltHigr konnte gezeigt werden, dass alle MW
Patienten, die mit P-7 positiv reagiert haben, emsatzliche Phosphorylierung des P-7-
Zielantigens aufweisen.

neg. pos. P1 P2 P3 P4

Abbildung15: Exemplarische Darstellung des Western Blots der MWPatienten mit Paratarg-7 spezifischen
Paraprotein; P1, P2, P3, P4- MW Patienten zeigen einen Shifg. Niegativkontrolle, pos.-Positivkontrolle.

Alle Patienten mit Paratarg-7-spezifischem Parggmmorzeigten in der IEF einen Shift d.h. sie

besitzen ein hyperphosphoryliertes Paratarg-7. a 2% der gesunden Spender Trager der
hyperphosphorylierten Paratarg-7 Variante sinddést Tragerstatus mit einem 6,5-fach erhéhten
Risiko verbunden, an einem IgM-MGUS/MW zu erkrankBre Ergebnisse der Untersuchungen

der IgM-MGUS/MW Patienten sind in der Tabelle 5ausnengefasst.

Tabelle 7: Pravalenz des hyperphosphorylierten Patarg-7 bei IgM-MGUS/MW und bei den gesunden
Kontrollen

IgM-MGUS/ MW Kontrollen Total
Hyperphosphoryliertes 18 4 22
Paratarg-7
Nicht 143 196 339
hyperphosphoryliertes
Paratarg-7
Total 161 200 361
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Damit konnten wir beweisen, dass Paratarg-7 eitadigen nicht nur der IgA-, IgG- und IgD-
MGUS/MM darstellt, sondern dass es auch bei denMGUS und MW, die biologisch gesehen

andere Krankheitentitaten darstellen, als Parajprdtarget fungiert.

Unsere Familienuntersuchungen von IgM-MGUS/MW Raér mit Paratarg-7 Spezifitat haben

gezeigt, dass der Tragerstatus pP-7 auch bei IgllpRateinamien autosomal dominant vererbt

wird.
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Abbildung 16: A. Familienstammbaum eines 77 Jahre leen Patienten mit IgM MGUS mit P-7 spezifischem
Paraprotein. Der Patient ist Trager einer hyperphosphorylieReft Form. Patient (I.1B. Western Blot. Die dem
jeweiligen Individuum zugeordnete IEF ist im untefeeil der Abbildung zu sehen.
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Abbildung 17: A: Autosomal dominanter Erbgang des hyperphophorylieren Paratarg-7 in einer MW Familie.
Der 50 Jahre alter Patient (Il.1.) hat ein Parafargpezifisches IgM Paraprotein und ist Trager reine
hyperphosphorylierten P-7 Variante. Patient (II1B).Western Blot. Die dem jeweiligen Individuum zugeordnete
IEF ist im unteren Teil der Abbildung zu set&n.

5.5. Klonierung des B-Zell-Rezeptors
Um nachweisen zu kénnen, dass der B-Zell-Rezempmnailignen Zellen die gleiche Spezifitat

hat wie das Paraprotein, haben wir den B-Zell-RexepBCR) eines Patienten mit

Makroglobulindmie Waldenstrom kloniert und expriniie

5.6. Analytische PCR auf VH bzw.VL
Die analytische PCR zur Bestimmung der VH bzw. VK/Namilien wurde wie beschrieben

durchgefuhrt und die Produkte im Agarosegel anaty$Abb. und Abb.).
Auf die Amplifikation der VL wurde verzichtet, daied diagnostische Immunfixation des

Patientenserums nur das Vorhandensein von VK zgigie23.
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ELP G A M K L

Abbildung 23: Immunfixation des PatientenserumsDie Immunfixation zeigt das

Vorhandensein von monoklonalen IgM Kappa.

Die analytische PCR ergab, dass die VH der Fanville4 und die VK der Familie VK1
angehorten.

VH1 VH2 VH3 VH4 VHS VH6 VH7

Abbildung 24: AgarosegelelektrophoreseVH PCR zur Analyse. Die VH gehort der Familie VHAurch die

geringe DNA Menge kommt es zur Kreuzbildung demfer, durch Sequenzierung wurde aber gezeigt, diss a
Produkte VH4-59 enthielten.
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VK1 VK2 VK3 VK4 VK5 VK7

Abbildung 25: AgarosegelelektrophoreseVK PCR zur Analyse. Die VK gehort der Familie
VK1.

Die beobachtete Kreuzreaktion (sichtbare Banden WER, VH3, VH4) konnte durch
Sequenzierung aufgeklart werden; die Banden ergaimbndurch ,Mispriming®; in allen Fallen

handelte es sich um das Produkt VH4.
Zur Bestimmung der genauen Subtypen der VH und \IKMWurden die Produkte dieser

analytischen PCR zum Labor Dr. Thiele in Kaisertsauweggeschickt.
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5.7. Sequenzanalyse der VH und der VK Ketten

Die genaue Sequenzanalyse der VH und der VK Kettgab folgende Sequenzen:

» flr die variable Region der Schwerkette VH:

O L FR1L - IMGT
1 5 10 15
Q VvV Q L Q E s G P G L VvV K P
Patient_H _VH cag gtg cag ctg cag gag tcg ggc cca ... gga ctg gtg aag cct
AB019438 | GHV4-59*01 B I T LI R R
__________________________________________ >
20 25 30
s E T L A L T C T V s G A s |
Patient_H _VH tcg gag acc ctg gcc ctc acc tgc act gtc tct ggt gcc tcc atc
S G
AB019438 | GHv4-59*01 N i L e R LTI LT
CDR1 - IMGT  _ SR G LR LT R
35 40 45
S N Y G W s W | R Q S
Patient _H _VH .e+e ... ... ... agt aat tac ggt tgg agc tgg atc cgg cag tcc
S Y P
AB019438 | GHv4-59*01 e et LI - Lo T C I E L TR T
FR2Z - IMGT -----mmmmmmmmi e oo > ___ ODbr2
50 55 60
P G K G L E W | G N | Y D S
Patient _H _VH cca ggg aag gga ctg gag tgg att ggg aac atc tat gac agt
Y Y
AB019438 | GHv4-59*01 N L L L P L RN £ ST t-- ---
- IMGT I S e T T
65 70 75
G S s s Y N P s L R S R
Pati ent _H _VH ... ... Qgg agt agc agt tac aac cct tcc ctt agg ... agt cga
T N K
AB019438 | GHv4-59*01 R € -C- -aC --- --- --C --- -- c-a ... --- ---
------------------------------- FR3 - IMGT --------mmmom--
80 85 90
v T | S | b T s K s Q F S L K
Patient_H _VH gtc acc ata tcg ata gac acg tcc aag agc cag ttc tcc ctg aag
\ N
AB019438 | GHV4-59*01 B - W« L e : ST T T T
______________________________________________________ >
95 100 104
L K s v T A A D T A V Y Y C A
Patient_H _VH ctg aag tct gtg acc gcc gcg gac acg gcc gtt tat tac tgt gcg
S
AB019438 | GHv4-59*01 S [ L B St IEE R
CDR3 - | MaT
R v E R Y S G G Y Y G | vV E Y
Patient _H _VH aga gtt gag cgc tat agt ggt ggc tac tat ggg ata gtt gag tac
AB019438 | GHv4-59*01 --- -a

w GG R G T L Vv T V S S L
Patient _H _VH tgg ggc cgg gga acc ctg gtc acc gtc tcc tca ctc ga

AB019438 | GHv4-59*01
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» Fur die variable Region der Leichtkette VK:

e FRL - | MGT
1 5 10 15
b1 Q M T Q S P S S L S A P V
Patient_H _Vk gac atc cag atg acc cag tct cca tcg tcc ctg tct gect cct gtg
S
X59315 | GKV1-39*01 S ses s-- s i-- --- - i-- --C --- --- --- --a t-- --a
__________________________________________ >
20 25 30
G D R V T I T C€C R A S Q N I
Patient_H _Vk gga gac aga gtc acc att act tgc cgg gca agt cag aac att
S
X59315 | &KV1-39*01 B I R R E T Ty« R
__ CDR1 - IMaT _ S R EE LT T
35 40 45
S N Y L N W F Q Q K
Patient _H _Vk e+ +++ ... ... ... agt aac tat tta aat tgg ttt caa caa aaa
S Y
X59315 | &KV1-39*01 cee et it iee ... =-C -Q- --- --- --- --- -@&- --0 --Q ---
FR2Z - IMGT ------mmmmmmmmim oo oo > ___ CDR2
50 55 60
P G E A P K L L | S T A
Patient _H _Vk cct ggg gaa gcc cct aaa ctc ctg atc tcc act gca ...
K Y A
X59315 | &KV1-39*01 --a --- a- --- --- --@g --- --- --- -at g-- ---
- IMGT B S LT T
65 70 75
S N L Q S G Vv P S R
Patient _H _Vk .e+e +++ ... ... tcc aat ttg caa agt gga gtc ccg ... tca agg
S
X59315 | &KV1-39*01 P e C Y o B - B
------------------------------- FR3 - IMGT --------imm--
80 85 90
F S G R G s GG T D F T L T
Patient_H _Vk ttc agt ggc aga gga ... ... tct ggg aca gat ttc act ctc acc
S
X59315 | &KV1-39*01 B T S e
______________________________________________________ >
95 100 104
/Il T s L Q P G D F A T Y H C Q
Patient_H _Vk atc acc agt ctg caa cct ggc gat ttt gca act tac cac tgt caa
S E Y
X59315 | &KV1-39*01 B - - R b R
_ _ CDR3 - IMaT
Q T Yy s s T W T F G Q G T K L
Patient_H _Vk cag act tac agt tcc acc tgg acg ttc ggc caa ggg acc aag ctc
S T P
X59315 | GKV1-39*01 --- -g- --- --- a-- c-t cc
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5.8. Spezifische PCR zur Klonierung in den Expressionskéor pCES
Die Sequenzierung der ersten PCR ergibt die Zuggheit zur jeweiligen VH-Untergruppe. Die

Sequenz der spezifischen Primer zur Klonierungogigich erstens aus dem Anfang der Sequenz
der VH-Untergruppe, zweitens aus dem benutzterriRéshsenzym des Vektors und drittens des
Leserrahmen des Vektors.
Ziel war es, nach Klonierung einen durchgehendesetrahmen des Expressionskonstruktes zu
erhalten, da nur dann das jeweilige Protein (htbmere bzw. leichte Kette) gebildet wird. Aus
diesen Uberlegungen ergaben sich folgende Primer:
Beispiel:
Ableitung einer spezifischen Primersequenz am Baisier schweren Kette VH:

VH4-59-Ncol 5’-gLatq. cag gtg cag ctg cag gag tcg-3’
Am 5-Ende der Sequenz ist der Leserahmen des pP@&ik®rs in grin dargestellt; die
Restriktionsschnittstelle Ncol ist unterstricherm8’-Ende ist der Leserahmen des spezifischen
VH4-59 Fragmentes in gelb dargestellt. Zur Erhat@mes durchgehenden Leserahmens unter
Beibehaltung des Ncol-Schnittstelle missen 2 zlicki¢z Nukleotide (rot, hier CC) eingeflugt
werden.

In der spezifischen PCR haben wir fur die Schweekieigende Primer benutzt:

VH:
*  VH4-59-Ncol ccatggcccaggtgcagctgcaggagtcg
 JH4-02-BstEll-as ctcgagtgaggagacggtgaccaggg

Abbildung 26: Agarosegelelektrophorese Amplifikation der Schwerkette zur Klonierung. leBe, 2-irrelevante
Probe, 3-Leerkontrolle.
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Zur Amplifikation der Leichtkette wurden folgenderRer benutzt:

VK:
* VK1-39-Apall-s agtgcacaggacatccagatgacccagtct
* JK1-01-Xhol-as ggatcctttgatctcgagcttggtcccttggcec

1 2 3

Abbildung 27: Agarosegelelektrophorese. Amplifikation der Leichtkette zur Klonierung. 1Probe, 3-
Leerkontrolle.

5.9. Klonierung der Produkte in den TOPO Vektor
Die Produkte der spezifischen PCR wurden zur besggandhabung in den TOPO-Vektor
kloniert.
Um die VH und VK enthaltenden TOPO-Plasmide derugegierung zuzufuhren, wurden sie
nach Vermehrung wieder aus den D-F.coli Bakterien mithilfe der Plasmid Mini
Praparation(= TENS-Minis) Methode isoliert. Die mdi&zierung der rekombinanten Klone
erfolgte durch ein Restriktionsenzymverdau mit d@striktionsendonuklease EcoRI. In der

Agarosegelelektrophorese wurde das VorhandensédidienGroRe der Inserts kontrolliert.

1 2 3 M 4 5 6
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Abbildung 28: Agarosegelelektrophorese von mit EcoRI geschnittenemini-Prép DNA aus der VH TA -
Klonierung. Bei der in jeder Bahn sichtbaren oberen Bande Haesaich um den TOPO Vektor, bei der unteren um
das Insert. Bahn 2- Vektor ohne Insert. M-Marker.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abbildung 29: Agarosegelelektrophorese von mit EcoRgeschnittener mini-Préap DNA aus der VK TA -
Klonierung. Bei der in jeder Bahn sichtbaren oberen Bandediaed sich um den TOPO Vektor, bei der unteren um
das Insert. Bahn 6 und 8-Vektor ohne Insert.

Als Nachstes wurde eine Sequenzierung der rekomt@naVH und VK Klone durchgefihrt.

Nachdem diese bestatigte, dass die richtigen VHI WK-Sequenzen amplifiziert wurden,
konnten die klonierten VH- und VK- Fragmente weitgitersucht werden. Im nachsten Schritt
erfolgte eine Insertpraparation. Dazu wurden eirdge positiven Klone ausgewdahlt und einem
Veradu durch spezifische Restriktionsenzyme Apaldd uXhol bzw. Ncol und BstEll

unterworfen. Die VH- und VL- Fragmente wurden wiedeerausgetrennt, nun aber mit
spezifischen Schnittstellen versehen. Daraufhiolgé eine Auftrennung des Ansatzes per
Gelelektrophorese, die VH- und VK- Banden wurders alem Gel ausgeschnitten und
aufgereinigt. Danach erfolgte eine Kontrolle derlr@aigung mittels Gelelektrophorese. Zur

Aufreinigung der verdauten Vektoren wurde ein 1%aAgegel verwendet.
5.10. Ligation in den Expressionsvektor pCES Vektor
Im né&chsten Schritt wurde die Ligation der speeifen PCR-Fragmente in den pCES Vektor

durchgefuhrt. Einkloniert wurde in ApaLl/Xholl bzwcol/ BstEl.

In der Abb. 21. ist ein Schema der Fab-ExpressiompCES-1 Vektor nach Klonierung der VH
und VL Kette dargestellt.
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pCES-1

Apall Xhol Ascl Sfil BstEll Notl EcoRl
Jr 4 \L A 4 wlr
sl v. | c. l@s v, | cHi gl

Abbildung 30: Schema der Fab-Expression im pCES-1 &ktor nach Klonierung der VH und VL Kette. VL:
variable Region der Leichtkette xCkonstante Region der Leichtkette; VH: variablegiRa der Schwerkette; CH1:
konstante Region der Schwerkette; ApaLl, Xhol, As&fil, BstE1l, Notl und EcoRI: Schnittstellen der
Restriktionsenzyme, S: Signalsequenz; His6: Hexatidin-tag; myc: c-myc-tag.

Als Néachstes erfolgte eine erneute Transformation @&t E.coli Bakterien mit nachfolgender
Plasmidpraparation mittels Mini-Praparation vonsiia-DNA, um hdchste Reinheitsstufen fir
eine Mini-Praparation von Plasmid-DNA aus E.catu erhalten, Entsprechend dem
Standardprotokoll des Herstellers. Durch den aregahd durchgefuhrten

Restriktionsenzymverdau mit BamHI und Bgll wurdeggt, dass das richtige Insert im Vektor
vorhanden war.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
) bl -

: : ; | N |
iomEEERLEL

TR

s S O e e e

Abbildung 31: VH pCES- Klonierung. Verdau mit Bam HI. Wenn das richtige Insert vordem ist, wird eine
Bande von 1250 bp ausgeschnitten.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

< 1307 bp

WL RE §

Abbildung 32: VH+ VK pCES Klonierung. Verdau mit Dral. Wenn das richtige Insert vorhand&, wird eine
Bande von 1307 bp ausgeschnitten.
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5.11. Expression und Verifizierung der rekombinanten FabFragmente
Um komplette und funktionsfahige Fab-Fragmente rhaleen, wurden die pCES- Klone in den

E.coli TG-1 Bakterien exprimiert, anschlieBend veurthre Integritat in SDS Page und Westren
Blot Uberprift.
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Abbildung 33: Visualisierung der Fab-Antikdrper im Polyacrylamid-Gel mittels Coomassie.A: nicht
reduzierendes Fab-Antikbrper mit intakter Disulfidéke bei ca. 48 kDa, G&8: reduzierendes Gel: die Leicht- und
Schwerkette werden bei ca. 22-25 kDa detektieMatker, 2,3,4,5- Klonnummer.

reduzierend nicht reduzierend
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Abbildung 34: Western Blot. Der nicht reduzierende- Fab-Antikdrper mit intakisulfidbriicke wird bei ca. 48
kDa detektiert; reduzierendes Gel: die Leicht- Getiwerkette werden bei ca. 22-25 kDa detektiert

Die Proteingele zusammen mit dem Westernblot zeigk& richtige Expression des
rekombinanten Fab-Fragmentes.
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5.12. Serumantikdrper und recombinante Fabs- Fragmente Zgen gleiche Spezifitat
Die P-7-Spezifitat des B-Zell-Rezeptors wurde imlEA tberprift. Der rekombinant exprimierte

Klon des B-Zell-Rezeptors, der aus einem Paraffingtdes stark durch die Makroglobulinamie
Waldenstrom infiltrierten Lymphknoten kloniert wemrd war, zeigte dieselbe Reaktivitat wie das
paraproteinhaltige Serum des MW Patienten mit Begat spezifischem Paraprotein. Der BCR
eines Patienten mit chronisch lymphathischer Leu&&mt FAM32A Protein Spezifitdt zeigte
keine Reaktivitat. Ebenfalls zeigte sich keine Rie#kt im Serum vom Patienten mit IgM-MGUS
mit einem nicht P-7 spezifischem Paraprotein. Ddmalien wir nachweisen kénnen, dass der B-
Zell-Rezeptor die gleiche Spezifitat hat wie dasrapeotein bei einem Patienten mit

Makroglobulinamie Waldenstrom.
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Abbildung 35: Reaktivitdt und Spezifitdt des rekombnant exprimierten B-Zell-Rezeptors eines Patientermit
MW mit Paratarg-7 spezifischem Paraprotein. A) Reaktivitdt gegen Paratarg-B) Titerverlauf.Neg.-
Negativkontrolle, Serum MW-Serum eines MW PatienteBCR MW- rekombinanter B-Zell Rezeptor eines MW
Patienten, rBCR CLL- rekombinanter BCR eines P&tiemit chronisch lymphatischer Leukamie.

Der rekombinant exprimierte Klon des B-Zell-Rezeptoder aus einem Paraffinschnitt des stark durieh d
Makroglobulinamie Waldenstrom infiltrierten Lymphiten kloniert worden war, zeigte dieselbe Realdtvitvie das
paraproteinhaltige Serum des MW Patienten (schw@umrate). Als coat diente recombinant hergesteRaratarg-
7. Es zeigte sich keine Reaktivitat im Serum eiRasienten mit IgM-MGUS mit einem nicht P-7 spezifism
Paraprotein (graue Rhomben). Der BCR von einene/&tn mit chronisch lymphathischer Leukamie mit %A
Protein Spezifitat zeigte keine Reaktivitat. (Kati, schwarzes Dreieck).
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6. Diskussion
Auf einen kausalen Zusammenhang zwischen Entstehworg MGUS/MM (monoklonale

Gammopathie unbestimmter Signifikanz / multiples eldn) und einer chronischen
Antigenstimulation haben verschiedene Studien huggen, allerdings waren ihre Ergebnisse
nicht eindeutig?’, ***® Einige Studien konnten antigene Zielstrukturem v@araproteinen
identifizieren, die gegen unterschiedliche infek&éErreger wie z.B. Cytomegaloviri§ oder
gegen das p24 Antigen des Hi¥gerichtet waren. Auch Versuche, das Paraproteigetalurch
Epitoprekonstruktion zu identifizieren, waren niciimerzeugend, weil die Reaktionen lediglich bei
Konzentrationen bis zu 1:1250 beobachtet wurdes, avader Paraprotein-vermittelten Reaktion

zweifeln lasst?®,

In unseren Untersuchungen haben wir mit sehr hgkedinnung der paraproteinhaltigen Seren
(1:10) gearbeitet und konnten zeigen, dass 14% der asehysiparaproteinhaltigen IgA-, IgG-
MGUS- sowie MM-Seren spezifisch mit P-7 reagiertdintersuchungen von 161 IgM-
MGUS/MW Patienten zeigten ahnliche Ergebnisse. 2atim von 161 (11,2%) IgM-Paraproteinen
(9 Patienten mit IgM-MGUS und 9 Patienten mit MV\ttlen mit Paratarg-7 spezifisch reagiert.
Dabei zeigten sich zwischen MGUS/MM/MW Patienteie, €in P7-spezifisches Paratarg Protein
aufwiesen und MGUS/MM/MW Patienten, die ein nicif-RBpezifisches Paraprotein besitzen
bezlglich des Alters, des Geschlechtes oder deskKedtsverlaufes keine signifikanten
Unterschiede. Damit ist Paratarg-7 das erste Zigkam von IgM-Paraproteinen bei MGUS/MW
Patienten, das bei einer signifikanten Patientdndentifiziert werden konnte. Durch Klonierung
des B—Zell Rezeptors aus einem Lymphknotenprapamas MW Patienten konnten wir
nachweisen, dass der B-Zell-Rezeptor die gleicleziBifiit hat wie das Paraprotein im Serum des
Patienten. Mutationen und Polymorphismen von PsUasache der Autoimmunogenitat konnten
durch DNA-Sequenzierungen von P-7 bei PatienterlgMtMGUS/MW, die ein P-7 spezifisches
Paraprotein hatten, ausgeschlossen werden (uneetiighte Daten). Des Weiteren konnte in der
isoelektrischen Fokussierung gezeigt werden, ddss IgM-MGUS/MW Patienten mit P-7
spezifischen Paraprotein Trager der hyperphospleomsh Variante sind (pP-7). Nur 2% der
gesunden Spender sind dagegen Trager von pP-71 Bamher Tragerstatus der pP-7 Variante bei
Kaukasiern assoziiert mit einem 6,5 fach erhohtisik® an IgM-MGUS/MW zu erkranken.

Kleine Kohortenstudien sowie Einzelfallberichte vBamilien mit mehreren Erkrankten haben
schon seit langem darauf hingewiesen, dass gehetiszktoren eine Rolle bei der Entstehung der

49-51
)

MW spielen allerdings konnten bisher keine Keimbahnmutatonachgewiesen werden, die
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das familiare Auftreten von diesen Neoplasien eeklavirden. Es wurden in der letzten Zeit sehr
umfassende Kohortenstudien durchgefiihrt, die dashées Risiko fur MW Patientenangehdrige
fiir Entwicklung einer IgM-MGUS/MW, eines NHL odeiner CLL belegter?*>® Diese Studien
zeigten, dass das gleiche Risiko fur Eltern, Gesstewund Nachkommen besteht, was dafir
sprach, dass es sich eher um einen dominanten fekhdendeln kdnnte und weniger um
rezessiv vererbte Gené °%°3 Unsere Familienuntersuchungen von IgM-MGUS/MWid?den
mit Paratarg-7 Spezifitdt haben gezeigt, dass dedgéeFstatus pP-7 auch bei IgM-

Paraproteindmien autosomal dominant vererbt wird.

Der autosomal-dominante Erbgang des hyperphospbdeyt Paratarg-7-Tragerstatus kann
familiare Falle von IgM-MGUS/MW erklaren. Es istze auch moglich, die Familienmitglieder
zu identifizieren, die ein erhohtes Risiko aufwaeisebenfalls im Laufe ihres Lebens diese
Neoplasien zu entwickeln. Im Hinblick auf die Hypese der chronischen Antigenstimulation
wurde bei den pP-7 Tragern ein fortschreitendegrAtit einem erhdhten Auftreten von IgM-
MGUS/MW einhergehen. Sollte sich die Hypothese d&iggtn, wirde bei den pP-7 Tragern das
Risiko an IgM-MGUS/MW zu erkranken, weiter steigddes Weiteren ist es jetzt moglich zu
untersuchen, ob sich friher berichtete familiardeFéon IgM-MGUS/MW durch den pP-7
Tragerstatus erklaren lassen.

Die Ergebnisse der Paratarg-Untersuchungen vonNgBUUS/MW Patienten entsprechen den von
uns publizierten Daten Uber 252 1gG- und IgA-MGU®INratienten, wo gezeigt wurde, dass pP-
7 mit einem erhohten Risiko an IgA- sowie IgG-MGWMM zu erkranken, verbunden ist. Bei 35
von den 252 untersuchten MGUS/MM Patienten (13,9%6) sich eine Paratarg-7 Spezifitat
nachweisen. Bei allen diesen Patienten konnte gperphosphoryliertes Paratrag-7 Protein
nachgewiesen werden. Nur 2% der gesunden Spenden \whenfalls Trager von pP-7, so dass
der pP-7 Tragerstatus mit einem 8-fach erhdhternk&en IgA-, IgG-MGUS/MM zu erkranken,
assoziiert isf? Es wird auch bei diesen Patienten autosomal dmmhivererbt®. Damit ist das
hyperphosphorylierte Paratarg-7 Protein die ersitekalar definierte Struktur, die eine plausible
Erklarung des familidren Auftretens des IgA-, Iggewie IgD-MGUS/MM liefert und einen hoch

signifikanten Risikofaktor fir die Entwicklung dexsNeoplasien darstellt.

Es ist hoch interessant, dass pP-7 ein Zielantigen Paraproteinen bei zwei biologisch und
klinisch unterschiedlichen B-Zell Erkrankungen iflie IgM-MGUS/MW stammt von den

somatisch mutierten Postkeimzentrum-B-Zellen, dinén Isotypswitch durchgemacht haben,
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und die IgA-, 1gG- sowie IgD-MGUS/MM stammen vonndautonomen und immortalisierten

Plasmazellen.

Es ist bekannt, dass relevante Unterschiede irPdiaralenz der IgA-, 19G-, IgD-MGUS/MM in
verschiedenen ethnischen Gruppen best&@leMGUS/MM tritt am haufigsten bei Afrikanern
und afrikanischen Amerikanern auf (5,84%),es tritt seltener bei den Kaukasiern in Europa un
in Amerika auf (3,2%) und am seltensten tritt eisde® Asiaten auf (2,4%}.

Diese Diskrepanz zeigt, dass genetische Faktonem Bedeutung in der Pathogenese dieser
Neoplasien haben. In der vorliegenden Arbeit wiedeggt, dass 4,5% der japanischen IgA-, 1gG-
sowie IgD-MGUS/MM Patienten Paraproteine mit eif@aratarg-7 Spezifitdt aufweisen. Die
Pravalenz von P-7 ist in der japanischen Bevolkgrdeutlich niedriger als in der europdischen
Bevdlkerung, bei allerdings deutlich erh6htem Rasigtn MGUS/MM zu erkrankerWir haben
gezeigt, dass 4,5% der japanischen IgA-, IgG- solge-MGUS/MM Patienten Paratarg-7
Spezifitdt nachweisen. Dies ist deutlich hoherb@sder gesunden Population und weist darauf
hin, dass pP-7 eine direkte oder indirekte Rollel@én Pathogenese der IgA-, 1IgG- sowie IgD-
MGUS/MM auch in der japanischen Population spielt.

Die Tragerschaft der pP-7 Variante in der gesundemschen Population betragt 2%, in der
japanischen Population aber 0,36%, was deutlickrigier ist. Das relative Risiko fir einen
deutschen pP-7 Tréager eine IgA-, 1IgG- sowie IgD-M&MM zu entwickeln ist 8 mal erhoht, fur
die japanischen pP-7 Trager ist das Risiko 13 mi@lg. Damit ist in beiden ethnischen Gruppen
pP-7 Tragerschaft der Risikofaktor mit der grof3esher bekannten Odds Ratio fur MGUS oder
MM.

Eine der wichtigsten offenen Fragen ist: welcheld&kglenau spielt das hyperphosphorylierte
Paratarg-7 in der Pathogenese der monoklonalen Gpathien wie MGUS/MM/MW? Ob es
durch eine chronische Antigenstimulation die Enkiving von dieser Neoplasien stimuliert oder
ob es nur ein Marker oder ein Epiph&nomen von eameleren autosomal dominat vererbbaren
Auffalligkeit, die MGUS/MM/MW zu entwickeln darstél soll weiterhin bei den Patienten und

ihren Angehérigen untersucht werden.

Das relativ haufige Auftreten von pP-7 als Zielgati der Paraproteine beim MGUS/MM/MW
und die Mdglichkeit der Durchfiihrung von Familietersuchungen ermdoglicht eine genaue
Analyse der Tumor-host- Interaktionen in An- und wasenheit des Antigens und die

antigenspezifische Analyse der Einflisse von imragulatorischen Defekten, wie die in der
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letzten Zeit berichtete Dysfunktion von regulierendr-Zellen bei Patienten mit MGUS und MM
56

Im Gegensatz zum pP-7 Tragerstatus, der aussdbliel®ter einer genetischen Kontrolle steht,
ist die Natur der Immunantwort gegen pP-7 komplexi kkann sowohl genetische als auch
Umweltfaktoren einschlief3en. Dass die genetisclaitdfen eine wesentliche Rolle spielen, zeigt
die Tatsache, dass alle IgG-Paraproteine mit pPezitat zu der Subklasse IgG3 gehdren und
dass 40% aller IgG3-Paraproteine mit pP-7 reagi€ren

Mittlerweile haben wir 11 weitere von uns identiéize Paraproteintargets analysiert und konnten
zeigen, dass alle autoantigenen Targets hyperpbogg@nt sind. Daraus schlie3en wir, dass die
Hyperphosphorylierung der o. g. Proteine eine gsétudiche Rolle in der Pathogenese dieser
Erkrankungen spielt. Im Paratarg-7 befindet siah alisétzliche Phosphorylierungsstelle bei dem
Serin an Position 17. Die Phosphokinagg(RKC () ist fur die Phosphorylierung der meisten und
die Protein Phosphatase 2A fir die Dephosphorylgrdes Paratargs-7 und allen anderen
Paraproteintargets verantwortlich. Es wurden kéinéerschiede in PKCbei den pP-7 Tragern
und bei den Wildtyp- Paratarg-7-Trager festgestdls wurde allerdings gezeigt, dass die
katalytische Untereinheit C der Protein Phosphatage im Tyrosin in Position Y307
hyperphosphoryliert und damit inaktiv ist, so dass den Hyperphosphorylierungszustand des
Paratargs-7 nicht mehr zuriickbringen kann. Unsenersuchungen weisen darauf hin, dass die
Inaktivierung der PP2A ein wichtiger Prozess in Bathogenese von MGUS/MM/WM i€ Um

zu bestimmen, welche SNP oder welche Mutation naktiverung von PP2A assoziiert ist, haben
wir eine genomweite Assoziationsstudie durchgefilbiése ergab, dass es eine Assoziation auf
dem Chromosom 4q35 gibt. Unser Ziel ist die Ideadirung des Gens der fur die
Phosphorylierung der katalytischen Untereinheit €& Brotein Phosphatase 2A im Tyrosin in

Position Y307 verantwortlich ist.

Zusatzlich wollten wir die T-Zell-Reaktivitdt gegesin hyperphosphoryliertes und ein nicht-
hyperphosphoryliertes Paratarg-7 bei Patientenest&i den Merkmaltragern untersuchen. Eine
vor kurzem publizierte Studie hat gezeigt, dasssPhoepitope eine starkere Bindungsaffinitat zu
dem MHC Komplex haben und dass sie eine starkei@+Qibdd CD4 T-Lymphozyten Antwort
hervorrufen kénnen als nicht hyperphosphoryliertgitdpe *°. Weitere Untersuchungen in
unserem Labor haben gezeigt, dass pP-7 und nicHP-deWildtyp eine starke und spezifische

Antwort der CD4 T-Lymphozyten bei den Patienten mit pP-7 erzeugamen und dass diese
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Immunantwort HLA-DQ- und HLA-DR- restringiert idDas hyperphosphorylierte Paratarg-7 ruft
offenbar eine chronische Antigenstimulation herdie, durch die CD4 T-Zellen vermittelt wird.
Unsere Hypothese ist, daRR die pP-7 spezifische’CD4&ellen einen Klon der B-Zellen mit der
gleichen Spezifitat stimulieren, was eventuell Emtwicklung eines malignen B-Zellen Klons
fuhrt.

Zusammenfassend wurde in meiner Doktorarbeit gezéass hyperphosphoryliertes Paratarg-7
der erste molekular definierte, autosomal-dominaamerbbare Risikofaktor fur die Entwicklung
von IgM-MGUS/WM ist und dass es die Identifikativon Familienangehérigen von Patienten
ermdglicht, bei denen ein erhdhtes Risiko bestahtgM-MGUS/MW zu erkranken. Desweiteren
haben wir gezeigt, dass die Pravalenz von pP-7 nterschiedlichen ethischen Gruppen
unterschiedlich ist. Damit liefert die vorliegen@@alyse ein wichtiges Ergebnis auf der Suche

nach Faktoren, die die Entwicklung von monoklond&anaproteinen beeinflussen.
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