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ALL Akute lymphatische Leukdmie

AML Akute myeloische Leukédmie

BMI Body mass index

CD Cluster of differentiation

CLL Chronische lymphatische Leukdmie
CML Chronische myeloische Leukédmie
EBV Epstein-Barr-Virus

ECL enhanced chemiluminescence

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FLC free light chains

IEF isoelektrische Fokussierung

Ig Immunglobulin/e

M. Morbus

MGUS Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz
M-Protein Monoklonales Protein

NHL Non-Hodgkin-Lymphom

P-7 Paratarg-7

pP-7 hyperphosphoryliertes Paratarg-7
PBS phosphate-buffered saline

POX Peroxidase

PVDF Polyvinylidenfluorid

SEREX serological identification of antigens by cDNA

expression cloning
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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Die monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS), das Multiple Myelom und M.
Waldenstrom sind maligne Erkrankungen der B-Zellreihe, deren Atiologie nicht geklirt ist.

Diskutiert wird unter anderem, ob eine chronische Antigenstimulation der Pathogenese dieser
Erkrankungen ursdchlich zu Grunde liegt. Hyperphosphoryliertes Paratarg-7 konnte als
Zielprotein der klonalen Immunglobuline bei Patienten mit monoklonaler Gammopathie
unklarer Signifikanz, Multiplem Myelom und M. Waldenstrom identifiziert werden, das
dominant vererbt wird, und dessen Expression mit einem signifikant erhdhten Risiko an

MGUS, Multiplem Myelom oder M. Waldenstrom zu erkranken einhergeht.

Auch bei anderen hamatologischen Neoplasien bestehen Anhaltspunkte, dass eine chronische
Antigenstimulation an der Pathogenese beteiligt sein kann. In dieser Arbeit wurden Patienten
mit hdmatologischen Tumoren, hierunter Hodgkin-Lymphom, follikulirem Lymphom, CLL,
CML und AML, auf Tréagerschaft des hyperphosphorylierten Paratarg-7 untersucht. Zudem
wurden Patienten mit ALL und weiteren hdmatologischen Erkrankungen iiberpriift. Bei keiner
der untersuchten Gruppen zeigte sich ein im Vergleich zu gesunden Kontrollen verstirktes
Auftreten von hyperphosphoryliertem Paratarg-7, wie dies bei MGUS, Multiplem Myelom
und M. Waldenstrom feststellbar war. Bei Patienten mit ALL und Polycythdmia war die
Pravalenz von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 hoher als bei gesunden Kontrollen ohne
signifikante Unterschiede. Aufgrund des geringen Probenumfangs kann dieses Ergebnis auch

als Zufall bewertet werden.

Somit ist zum jetzigen Zeitpunkt davon auszugehen, dass die hohe Pridvalenz von
hyperphosphoryliertem Paratarg-7 spezifisch bei Patienten mit MGUS, Multiplem Myelom
und M. Waldenstrom vorzufinden ist und die Hyperphosphorylierung von Autoantigenen als

ein wichtiger Faktor in der Atiologie dieser Erkrankungen anzusehen ist.
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1.2 Abstract

Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS), multiple myeloma and

Waldenstrom macroglobulinemia are malignancies of the B cell lineage of unknown etiology.

Among others, chronic antigenic stimulation is discussed as a factor underlying the
pathogenesis of these diseases. Hyperphosphorylated Paratarg-7 is a target protein of clonal
immunoglobulins identified in patients with MGUS, multiple myeloma and Waldenstrém
macroglobulinemia which is inherited dominantly and its expression denotes a significantly
higher risk of being affected by MGUS, multiple myeloma and Waldenstrom

macroglobulinemia.

There is evidence that chronic antigenic stimulation is involved in pathogenesis of other
hematologic neoplasms as well. In this study, patients with other hematologic tumors,
including Hodgkin lymphoma, follicular lymphoma, chronic lymphocytic leukemia, chronic
myeloid leukemia and acute myeloid leukemia were tested for expression of
hyperphosphorylated paratarg-7. In addition, patients with acute lymphoblastic leukemia and
other hematologic disorders were also examined. None of the groups revealed the high
frequency of hyperphosphorylated paratarg-7 as reported for patients with MGUS, multiple
myeloma and Waldenstrom macroglobulinemia. In the ALL and polycythaemia vera group
the prevalence of hyperphosphorylated paratarg-7 was higher than in healthy controls without
any significant differences. Due to small sample size, this finding may be regarded as

coincidence.

At present, it can be proposed that prevalence of hyperphosphorylated paratarg-7 is increased
exclusively in patients with MGUS, multiple myeloma and Waldenstrom macroglobulinemia
and that hyperphosphorylation of autoantigens is an important factor in the etiology of these

diseases.
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2 Einleitung

2.1 Definition und Klinik der monoklonalen Gammopathie unklarer
Signifikanz

Als monoklonale Gammopathie wird das Vorhandensein von Immunglobulinen im Plasma

definiert, die von einem B-Zell-Klon stammen (Kyle, 1978). Diese klonalen Immunglobuline

werden auch als M-Protein oder Paraproteine bezeichnet.

Die International Myeloma Working Group definiert die MGUS als eine Erkrankung, die
folgende Bedingungen erfiillt:
e cine Erhdhung monoklonaler Proteine im Serum auf unter 30 g/I

e weniger als 10 % Plasmazellen im Knochenmark

Die Diagnose kann gestellt werden, sobald der Ausschluss eines Multiplen Myeloms oder
anderen proliferativen Erkrankungen der B-Zellen wie Morbus Waldenstrom
(M. Waldenstrom), Amyloidose sowie lymphoproliferativen Erkrankungen erfolgt ist
(International Myeloma Working Group, 2003).

Auch das asymptomatische Myelom (smouldering multiple myeloma) (SMM) ist durch das
Fehlen eines Endorganschadens gekennzeichnet, sobald mindestens 1 weiteres Kriterium
zutreffend ist (International Myeloma Working Group, 2003):

e Der M-Protein Anteil betrdgt mindestens 30 g/l

e Es findet sich ein Anstieg an klonalen Plasmazellen im Knochenmark auf

mindestens 10 %

Die Pravalenz der MGUS liegt bei etwa 3 % im 6. Lebensjahrzent und iiber 5 % bei Personen

im 8. Dezennium (Eisele et al., 2012; Kyle et al., 2006).

Der Begriff der monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS = monoclonal
gammopathy of undetermined significance) wurde 1978 von Kyle anstelle der vorher
geldufigen Bezeichnung ,,benigne Gammopathie aufgrund des zweifelhaften benignen
Verlaufs eingefiihrt (Kyle, 1978). Vielmehr handelt es sich bei der MGUS um ein
pramalignes Zustandsbild, deren Vorliegen das Risiko fiir die Entstehung von

lymphoproliferativen Erkrankungen erhoht. Das durchschnittliche Risiko an Multiplem

-5-



Einleitung

Myelom oder anderen verwandten Erkrankungen im Rahmen der MGUS zu erkranken,
betrigt etwa 1 % pro Jahr (Kyle et al., 2002). In 80 % bis 100 % der Félle geht eine MGUS

einem Multiplen Myelom mit steigender Haufigkeit um den Erkrankungsbeginn, mindestens

aber 2 Jahre vor Manifestation des Multiplen Myeloms voraus (Landgren et al., 2009).

Serumelektrophorese und Immunfixation ermoglichen die Detektion und die Zuordnung der
synthetisierten Paraproteine zu Immunglobulinklassen (International Myeloma Working
Group, 2003), sodass MGUS vom IgM-, IgG- und IgA-Typ sowie MGUS vom
Leichkettentyp (light-chain MGUS = LC-MGUS) unterschieden werden kénnen. Je nach

Literatur wird die Verteilung der IgG MGUS mit 55-76,5 % beschrieben, IgM MGUS
14-32 % und die Héufigkeit von MGUS vom IgA-Typ auf 7,1-13 % beziffert (Kyle, 1993;
Ogmundsdottir et al., 2002; Schaar et al., 2009). Die Haufigkeit der LC-MGUS wird auf 19 %

geschétzt und betrifft etwa 0,8 % der liber 50-jdhrigen Kaukasier (Dispenzieri et al., 2010).
Die Progression wird mafigeblich durch Menge und Typ der monoklonalen Paraproteine
beeinflusst, wobei sich die Risikozunahme steigend zur M-Protein Konzentration im Serum
zum Zeitpunkt der Diagnose verhilt (Kyle et al., 2003a; Schaar et al., 2009). IgA und IgM
MGUS sind mit einem hdheren Risiko einer malignen Transformation behaftet als

IgG MGUS (Kyle et al., 2002).

Fir MGUS vom IgM-Typ konnte ein deutlich erhohtes Risiko, im Vergleich zur gesunden
weillen US-Normalbevdlkerung, an M. Waldenstrom zu erkranken gezeigt werden. Auch fiir
Lymphome, Leichtketten-Amyloidose (AL-Amyloidose) und die chronische lymphatische
Leukidmie (CLL) vervielfacht sich das Risiko fiir Betroffene (Kyle et al., 2003a). Bei IgG und
IgA MGUS besteht ein gesteigertes Risiko, an Multiplem Myelom und akuter myeloischer
Leuké@mie zu erkranken (Mailankody et al., 2011).

2.2 Definition und Klinik des Multiplen Myeloms
Das Multiple Myelom, auch M. Kahler nach dem Beschreiber Otto Kahler (1849-1893)
benannt (Kyle, 2000), stellt 1 % aller malignen Neoplasien und 15 % aller himatologischen

malignen Erkrankungen mit einer jdhrlichen Inzidenz von 4:100 000 (Blade et al., 2010).

In Abgrenzung zur monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz ist fiir das Vorliegen
eines Multiplen Myeloms der Nachweis eines Endorganschadens, wie Anémie,

Hyperkalzamie, Osteopenie und Osteolysen mit pathologischen Frakturen, Niereninsuffizienz
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durch Anstieg der klonalen Immunglobuline, Hyperviskositit, Amyloidose oder
Infektanfilligkeit notwendig. Der Hauptsymptomkomplex wird unter CRAB (erhohtes
Serum-Calcium, renale Insuffizienz, Andmie, Liasionen des Knochens (bone lesions))
zusammengefasst (International Myeloma Working Group, 2003; Kyle et al., 2003a). Die
Abgrenzung zur MGUS gelingt weiterhin durch Quantifizierung der M-Protein-Konzentration
im Serum sowie durch Nachweis einer Infiltration des Knochenmarks durch Plasmazellklone,

wobei durch die International Myeloma Working Group keine untere Grenze festgelegt

wurde. In 50 % der Félle entsprechen die Paraproteine dem IgG-Typ, 20 % dem IgA-Typ und

weitere 20 % dem Leichtkettentyp. Eine Ausnahme bildet die bei etwa 3% der

Myelompatienten auftrendende asekretorische Variante des Multiplen Myeloms, die durch

das Fehlen von Paraproteinen in Serum und Urin gekennzeichnet ist.

Klinische Anzeichen eines Multiplen Myeloms konnen Infektanfilligkeit, Abgeschlagenheit
und Knochenschmerzen sein (International Myeloma Working Group, 2003). Indikationen fiir
einen Therapiebeginn ist das Vorhandensein oder Auftreten eines der CRAB-Kriterien.
Obwohl sich die Prognose des Multiplen Myeloms in der letzten Dekade signifikant gebessert
hat, unter anderem durch die Einfiihrung einer hochdosierten Melphalan-Therapie gefolgt von

autologer Stammzelltransplantation, ist eine Heilung nur in Ausnahmeféllen, méglich.

2.3 Atiologie und Pathogenese von MGUS und Multiplem Myelom

Die Atiologie der MGUS und des Multiplen Myeloms ist nicht genau bekannt. Es wird
angenommen, dass das Zusammenspiel mehrerer Faktoren aus Umwelt und Immunologie
sowie sequenzielle Verdnderungen auf genetischer Ebene die Entstehung von MGUS und

Multiplem Myelom entsprechend eines Multistep-Modells begiinstigen.

Uber eine hohere Privalenz des Multiplen Myeloms in der afroamerikanischen Bevélkerung
wurde mehrfach berichtet (Edwards et al., 2005; Landgren et al., 2006c; Wadhera und
Rajkumar, 2010). Zudem hat sich gezeigt, dass in der afroamerikanischen Bevolkerung das
Risiko, an MGUS zu erkranken, 2-3-fach erhoht ist (Landgren et al., 2006c; Singh et al.,
1990), sodass das vermehrte Vorkommen des Multiplen Myeloms in dieser
Bevolkerungsgruppe vor allem auf die signifikant erhohte Prévalenz der MGUS
zuriickgefiihrt werden kann (Landgren et al., 2006).
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Eine Metaanalyse mehrerer grof3er Studien ergab ein 1,3-1,8-fach erhohtes Risiko fiir Médnner
(Wadhera und Rajkumar, 2010), das auch fiir Nicht-Kaukasier bestitigt werden konnte (Khan
et al., 2006). Hingegen tritt das Multiple Myelom seltener bei Personen ostasiatischer
Herkunft auf (Alexander et al., 2007). Auch fiir den siidostasiatischen Raum konnte eine
niedrigere Pridvalenz der MGUS als in der kaukasischen Bevolkerung festgestellt werden

(Watanaboonyongcharoen et al., 2012).

Eine familidre Hdufung von MGUS und Multiplem Myelom wurde wiederholt beschrieben
(Brown et al., 1999; Landgren et al., 2006d; Landgren und Weiss, 2009), was fiir das

Vorliegen von vererbbaren Risikofaktoren spricht.

Mehrere Metaanalysen haben ergeben, dass mit der Erhohung des Body Mass Index (BMI)
das Risiko fiir Multiples Myelom steigt (Larsson und Wolk, 2007; Renehan et al., 2008;
Wallin und Larsson, 2011).

Auf molekularer Ebene konnten inzwischen mehrere chromosomale Aberrationen der
klonalen Plasmazellen identifiziert werden. Im Verlauf und moglicherweise zu einer
Progredienz der MGUS zum Multiplem Myelom fiihrend konnen aktivierende Mutationen
von K-RAS und N-RAS, des fibroblast growth-factor receptor 3 (FGRF3), sowie Aktivierung
des NF-«xB Wegs, Up-regulation im myc-Gen und Verdnderungen, die letztlich zu einer
Deaktivierung von im p53 und RB-1 Gen fiihren, hinzukommen (Kuehl und Bergsagel, 2012;
Raab et al., 2009). Des Weiteren konnten Verdnderungen des Expressionslevels von
micro-RNA (miRNA) mit regulatorischer Funktion auf Zellzykluskontrolle, Apoptose,

Proliferation und Angiogenese festgestellt werden (Benetatos und Vartholomatos, 2012).

Derzeit mehren sich die Studien, die die Hypothese einer chronischen Antigenstimulation als
wichtigen Faktor in der Tumorgenese stiitzen. In einer umfangreichen Follow-up Studie von
hospitalisierten Asthmapatienten wurde gezeigt, dass diese ein signifikant erhohtes Risiko fiir
nahezu alle untersuchten Tumoren aufweisen (Ji et al., 2009). Eine erhohte Inzidenz fiir
hdmatologische Tumoren wurde bei rheumatoider Arthritis bestitigt (Mellemkjaer et al.,
1996). Eine weitere Studie erbrachte die Erkenntnis, dass bei etwa einem Zehntel der
Patienten mit Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphomen eine Autoimmunerkrankung oder
chronische Infektion der Diagnose des Lymphoms vorausging (Vanura et al., 2011). Es ist
bekannt, dass einige Lymphome bei Autoimmunerkrankungen wie Sjogren-Syndrom oder
Hashimoto-Thyroiditis in der betroffenen Region mit erhdhter Frequenz auftreten (Smedby et

al., 2008). Mit Expansion der stimulierten B-Zellen erhoht sich die Wahrscheinlichkeit von
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unerwiinschten genetischen Aberrationen als Grundlage fiir die Entstehung von malignen

Zellen (Fisher und Fisher, 2006).

Der Stellenwert von Allergien in der Atiologie der MGUS und des Multiplen Myeloms bleibt
unklar (Brown et al., 2008; Cuzick und De Stavola, 1988; Soderberg et al., 2004). Einige
Studien konnten das atopische Ekzem als signifikanten Risikofaktor fiir die Erkrankung an
Multiplem Myelom identifizieren (Doody et al., 1992), bei anderen konnte lediglich eine
erhohte Pravalenz fiir Myelome vom IgG-Typ festgestellt werden (Lewis et al., 1994).

Dennoch bestehen Anhaltspunkte, dass eine dauerhafte Stimulation des Immunsystems aus
autoimmuner, infektidser oder inflammatorischer Ursache die Entstehung eines MGUS wie

auch eines Multiplen Myeloms triggern kann (Brown et al., 2008).

2.4 M. Waldenstrom

Bei M. Waldenstrom oder Immunozytom handelt es sich um ein Non-Hodgkin-Lymphom der
B-Zellreihe mit Infiltration des Knochenmarks kombiniert mit dem Nachweis von
monoklonalem IgM. Histologisch ergibt sich ein pleomorphes Bild aus B-Zellen
unterschiedlicher Reife mit lymphoplasmazytoiden Zellen, Plasmazellen und kleinen
B-Lymphozyten. Die WHO klassifiziert M. Waldenstrém als lymphoplasmazytisches
Lymphom mit monoklonalem IgM (Campo et al., 2011). Bisher gibt es keine Therapie, die
eine Heilung ermdglicht. Die mittlere Uberlebenszeit nach Manifestation betriigt 5 Jahre
(Ansell et al., 2010; Kyle et al., 2003b). Die Erkrankung wurde 1944 von Jan Waldenstrom
beschrieben, dessen Patienten unter anderem durch Anidmie, Blutungen, Hyperviskositét des
Blutes, Lymphozytose des Knochenmarks, sowie Lymphadenopathie auffielen. Weiterhin
konnen Splenomegalie, Neuropathie und eine hidmolytische Andmie durch autoreaktives

Immunglobulin bestehen (Ansell et al., 2010).

Die Atiologie ist bisher nicht genau geklirt. Es finden sich Hinweise, dass sowohl genetische
als auch Umweltfaktoren involviert sein konnen. M. Waldenstrom kann aus einer I[gM MGUS
hervorgehen (Kyle et al., 2003a). Im Gegensatz zum Multiplen Myelom und der MGUS ist
die Priavalenz des M. Waldenstrom in der weilen Bevolkerung hoher (Groves et al., 1998;
Wang et al., 2012), ein mehr als doppelt erhohtes Risiko wurde von Groves et al. beschrieben
(Groves et al., 1998). Fiir Verwandte von M. Waldenstrom-Patienten besteht ein hoheres
Erkrankungsrisiko fiir M. Waldenstrom und in gerigerem Ausmal} auch fiir andere verwandte
B-Zellerkrankungen wie MGUS, weitere Non-Hodgkin-Lymphome und B-ALL (Treon et al.,
2006). Ob das Risiko fiir M. Hodgkin und Multiples Myelom erhoht ist, ist derzeit noch nicht
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eindeutig geklart (Kristinsson et al., 2008; Treon et al., 2006). Eine weitere Rolle in der
Pathogenese scheint auch eine auto- oder parakrine IL-6 Sekretion durch maligne B-Zellen zu
spielen (Levy et al., 1994). Diverse genetische Verdnderungen sind bisher beschrieben
worden, hierunter finden sich Mutationen, die die Expression des Tumorsuppressorgens p53
herabsetzen (lida et al., 1996) und die bei malignen Neoplasien hdufig anzutreffende Deletion
von 621 (Schop et al., 2002), das die Genloci flir mehrere Tumorsuppressorgene umfasst

(Fung et al., 2009; Karube et al., 2011).

Wenige Studien haben bisher die Rolle der Autoimmunstimulation in der Pathogenese
untersucht. Darin zeigte sich eine Risikoerh6hung um das 2-3-fache, inbesondere fiir Sjogren-

Syndrom, M. Crohn und Immunthrombozytopenie (Koshiol et al., 2008).

2.5 Aktuelle Forschungslage zu hyperphosphoryliertem Paratarg-7

MGUS, Multiples Myelom und M. Waldenstrdm sind Erkrankungen, die mit der Synthese
von klonalen Immunglobulinen durch klonale Expansion von B-Zellen einhergehen. Als
moglicher Faktor hierfir wird derzeit auch eine chronische Immunstimulation durch

Autoantigene angesehen.

Die Epitope, gegen die die Paraproteine bei MGUS, Multiplem Myelom und M. Waldenstrom
gerichtet sind, sind in den meisten Fillen unbekannt (Preuss et al., 2009), einige konnten
bisher aufgrund der Symptomatik der Patienten, wie hdmolytische Andmie (Colwell et al.,
1997), ermittelt werden. Da diese Autoantigene moglicherweise eine wichtige Rolle in der
Pathogenese dieser Erkrankungen spielen, befasste sich die Arbeitsgruppe um Prof. Dr. M.
Pfreundschuh an der Klinik fiir Innere Medizin I des Universititsklinikums des Saarlandes

damit, diese Autoantigene zu identifizieren.

Mittels SEREX (serological identification of antigens by cDNA expression cloning), einem
Verfahren, das die Identifizierung von Antigenen z.B. aus Tumoren und patienteneigenen
Antikorpern ermoglicht (Sahin et al., 1995), wurden erstmals systematisch Paraproteine von
an MGUS und Multiplem Myelom erkrankten Patienten bei hoher Verdiinnung von 1:10° auf
ihre Reaktion mit cDNA Banken aus menschlichem Testes (Xie et al., 2001), Brust- und
Lungenkrebs, Schweine- und Rindfleisch sowie Weizen untersucht. Hierbei konnten iiber

6 x 10® Kombinationen iiberpriift werden (Preuss et al., 2007).

Bei einer anschlieBenden Analyse einer cDNA Bank aus menschlichem fetalen Hirngewebe
reagierten 3 Proteine mit den Paraproteinen aus Patientenserum mit M-Spike in der

Voruntersuchung und wurden im Folgenden ,,Paratarg™ fiir paraprotein target 5, 6 und 7
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bezeichnet. Paratarg-5 entsprach nach Sequenzanalyse dem Mikrotubuli-assoziierten Protein,
Paratarg-6 dem Lysosomal-assozierten Multitransmembranprotein 5, wihrend Paratarg-7 mit
dem Stomatin-like-Protein 2 (SLP-2) gleichzusetzen ist (Preuss et al., 2009). Paratarg-1 bis -4

waren durch vorherige Untersuchungen der cDNA Banken aus obig genannten Geweben

bekannt. 15,1 % der Patientenseren mit IgA und IgG MGUS reagierten mit Paratarg-7 bis zu

einer Verdiinnung von 1:10', wihrend alle weiteren Paratarg nur bei etwa 1-2% eine

Reaktion zeigten (Preuss et al., 2007; Xie et al., 2001).

Das Auftreten von Paratarg-7 spezifischem Paraprotein zeigt weder Préiferenzen beziiglich des

Alters, noch des Geschlechts oder eines bestimmten Krankheitsverlaufs (Grass et al., 2009).

SLP-2 besitzt im Gegensatz zu anderen Stomatin &hnlichen Proteinen (SLP-1 und SLP-3)
keine hydrophobe Domine am aminoterminalen Ende (Wang und Morrow, 2000). Das
Protein Stomatin ist in der Erythrozytenmembran verankert und hat einen regulatorischen
Einfluss auf die Kationenverteilung iiber die Zellmembran (Stewart et al., 1993). Es ist
Bestandteil des Membranskeletts der Erythrozyten, ohne jedoch in diese integriert zu sein,
und zeigt eine Akkumulation bei Kontakt zu anderen Erythrozyten, was bei den ihm
moglicherweise assoziierten Membranproteinen Spectrin und Stomatin nicht feststellbar war.
Ein Nachweis von SLP-2 gelang in allen menschlichen Geweben, besonders hohe
Konzentrationen von SLP-2 mRNA fanden sich in Herz-, Skelettmuskel, Leber und Pankreas
(Owczarek et al., 2001; Preuss et al., 2009; Wang und Morrow, 2000). SLP-2 wird ebenfalls
in allen Zellen des hdmatopoetischen Systems im Knochenmark exprimiert (Preuss et al.,

2009).

Eine gesteigerte Expression von SLP-2 wurde bei verschiedenen Neoplasien nachgewiesen.
So war in Gewebe aus kolorektalem Karzinom SLP-2 bei mehr als 50 % signifikant {iber-
exprimiert im Vergleich zu gesunder Darmmukosa, unabhidngig von Duke-Klassifikation und
Differenzierungsgrad. Auch bei anderen Tumoren wird {iber eine vermehrte Expression
berichtet (Yeoh et al., 2010). Eine Tumorassoziation von SLP-2 konnte zudem fiir
Osophaguskarzinom (Zhang et al., 2006), Endometrium- (Cui et al., 2007), Mamma- und
Larynxkarzinom demonstriert werden, wobei fiir die beiden letztgenannten Tumorentitdten
das Expressionsniveau von SLP-2 mit der Metastasierug des Tumors korrelierte (Cao et al.,

2007a; Cao et al., 2007Db).

Mutationen oder Polymorphismen der Paratarg-7 DNA Sequenz sowie Unterschiede in der

SDS-PAGE, welche kausal mit der Paraproteinreaktivitdt in Verbindung stehen konnten,
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waren nicht festzustellen. Eine zusidtzliche Phosphorylierung durch posttranslationale
Modifikation von Paratarg-7 bei Patienten mit anti-Paratarg-7 fiihrte jedoch in der
isoelektrischen Fokussierung (IEF) zu einem verdnderten Laufverhalten im Vergleich zur

Kontrollprobe ohne anti-Paratarg-7 (Abb. 1; Grass et al., 2009; Preuss et al., 2009).

1 2 3 4 5 6

Patient 1 Control 1

Abb. 1: Phosphatase-Behandlung von Paratarg-7. Isoelektrische Fokussierung (IEF; A): Banden von
unbehandeltem Lysat eines Patienten mit anti-Paratarg-7 spezifischem Paraprotein (Patient 1) und einer
gesunden Kontrolle (Control 1) wandern unterschiedlich in der IEF (Bahnen 1 und 6). Nach Inkubation mit
Lysepuffer bewegen sich die Banden von Patient und Kontrolle auch unterschiedlich (Bahnen 2 und 5). Nach
Behandlung der Lysate mit alkalischer Phosphatase zeigen die Banden von Patient und Kontrolle identisches
Laufmuster. (a) Wanderung von hyperphosphoryliertem Paratarg-7; (b) Wanderung von Paratarg-7 eines
gesunden Spenders; (¢) Wanderung von dephosphoryliertem Paratarg-7. SDS-PAGE (B): In allen Féllen sind
keine Unterschiede im Wanderungsmuster erkennbar (Grass et al., 2009).

Inzwischen konnte geklart werden, dass die Hyperphosphorylierung von Paratarg-7 durch
Inaktivierung einer Phosphatase bedingt ist. PhosphokinaseC{ katalysiert die
Phosphorylierung von Paratarg-7, das eine zusdtzliche Phosphorylierung an Serinl7 erhilt
und normalerweise durch Protein Phosphatase 2A (PP2A) dephosphoryliert wird. Die
Phosphorylierung einer Untereinheit von PP2A fiihrt zu einer Inaktivierung, wodurch

Paratarg-7 hyperphosphoryliert bleibt (Preuss et al., 2011).

Auch bei weiteren der bisher gefundenen Paraprotein-Antigenen konnte eine zusitzliche
Phosphorylierung nachgewiesen werden, was fiir die Bedeutung der Hyperphosphorylierung
in der Pathogenese dieser Erkrankungen spricht (Grass et al., 2011b). Es konnte gezeigt
werden, dass phosphorylierte Epitope starke Liganden des Major Histocompatibility Complex
(MHC) sind und dariiber eine T-Zell vermittelte Immunantwort auslosen kdnnen (Meyer et

al., 2009; Mohammed et al., 2008). PP2A konnte bei allen auf molekularer Ebene bekannten
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Zielantigenen von klonalen Immunglobulinen als zustindiges Enzym fiir die

Dephosphorylierung identifiziert werden (Preuss et al., 2011).

Im weiteren Verlauf wurden Patienten mit IgM MGUS und M. Waldenstrom auf
hyperphosphoryliertes Paratarg-7 untersucht, wobei sich ebenfalls ein signifikanter
Zusammenhang zwischen Erkrankung und Haufigkeit der Exprimierung von
hyperphosphoryliertem Paratarg-7 ergab (Grass et al., 2011c). Tab. 1 zeigt eine Ubersicht der

Frequenz von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei den bisher untersuchten Erkrankungen.

Tab. 1: Hiufigkeitsverteilung von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 (pP-7) aufgelistet nach
Erkrankungen (nach Grass et al., 2009; Grass et al., 2011c; Preuss et al., 2009), *(nach Preuss et al.,
2009)

Haufigkeit von pP-7 (%)

IgG/IgA MGUS + Multiples ||| 13,9 %/15,1 %*
Myelom (n = 252)/(n = 192)*

IgM MGUS (n = 51) 17,6 %

M. Waldenstréom (n = 110) 8,2 %

IgM MGUS + 11,2 %
M.Waldenstrom (n = 161)

Gesunde Kontrollen 2%
(n=200)

Die derzeit 12 vorliegenden Stammbaumanalysen von an MGUS, Multiplem Myelom und
M. Waldenstrom erkrankten Patienten mit hyperphosphoryliertem Paratarg-7 lassen einen
autosomal-dominanten Erbgang vermuten, auch wenn bei Carriern kein obligates Auftreten
von Paratarg-7 spezifischem Paraprotein zu beobachten war. Dennoch kénnte die familiére
Haufung von MGUS, Multiplem Myelom oder M. Waldenstrom fiir den Anteil der Patienten,
die hyperphosphoryliertes Paratarg-7 exprimeren, damit erklart werden (Grass et al., 2009;
Grass et al, 2011c). Auch bei 2% der gesunden Kontrollen ohne M-Protein in der

Serumelektrophorese war Paratarg-7 hyperphosphoryliert, wobei in der Kontrollgruppe ein
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geringerer  Altersdurchschnitt  vorlag. Bei allen Patienten mit anti-Paratarg-7

Serumantikorpern war Paratarg-7 hyperphosphoryliert.

Hyperphosphoryliertes Paratarg-7 ist ein neuer Risikofaktor, der das Risiko fiir Betroffene an
IgG, IgA MGUS oder Multiplem Myelom um das 7,9-fache bzw. an IgM MGUS und
M. Waldenstrom zu erkranken, um das 6,2-fache erhoht (Grass et al., 2009; Grass et al.,
2011c).

Weiterhin wurden an MGUS und Multiplem Myelom erkrankte Patienten und gesunde
Kontrollen japanischer Herkunft auf Paratarg-7 und Paratarg-7 spezifisches Paraprotein
gescreent. Von 111 japanischen an MGUS und Multiplem Myelom erkrankten Patienten
wurde bei 5 Patienten (4,5 %) sowohl das hyperphosphorylierte Protein wie auch Paraprotein
mit Reaktivitit gegen Paratarg-7 nachgewiesen. Vorhandenes Paraprotein konnte, wie in der
deutschen Vergleichsgruppe, den Subtypen IgA und IgG; zugeordnet werden. Ein Patient der
Kontrollgruppe exprimierte hyperphosphoryliertes Paratarg-7 (0,36 %). Bei Kranken und
Gesunden lag die Frequenz somit unterhalb der des deutschen Patientenkollektivs. Dennoch
wurde eine signifikant erhohte Priavalenz von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei MGUS
und Multiplem Myelom Patienten bei einer Odds-Ratio von 13,1 im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe deutlich. Es zeichnet sich daher ab, dass von hyperphosphoryliertem
Paratarg-7 ungeachtet der ethnischen Herkunft das hochste bisher bekannte Risiko fiir die
Erkrankung an MGUS, Multiplem Myelom und M.Waldenstrom ausgeht (Grass et al.,
2011a).

2.6 Ubersicht von Definition, Klinik und Atiologie der untersuchten
Tumoren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Patienten mit den im Folgenden beschriebenen

Erkrankungen auf hyperphosphoryliertes Paratarg-7 iiberpriift.

2.6.1 Hodgkin-Lymphom

Hodgkin-Lymphome werden anhand von histologischen und immunphéanotypischen Kriterien

nach WHO in zwei Gruppen eingeteilt.

Die klassische Form ist gekennzeichnet durch das Vorhandensein von polynukledren Reed-

Sternberg-Zellen (HRS) und mononukledren Hodgkin-Zellen (Carbone et al., 2011) und
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reprasentiert mit 95 % den GroBteil der Hodgkin-Lymphome. Im Gegensatz zum klassischen
Hodgkin-Lymphom sind HRS-Zellen beim noduldr Lymphozyten-pradominaten Hodgkin-
Lymphom nicht oder selten zu finden (Forteza-Vila und Fraga, 2010). Klinisch werden
Patienten mit Hodgkin-Lymphom meist durch schmerzlose Lymphknotenschwellungen
auffillig. Fakultativ kann eine B-Symptomatik (Fieber, Nachtschweill, Gewichtsverlust)
bestehen (Townsend und Linch, 2012).

Die Atiologie des Hodgkin-Lymphoms ist nicht genau geklirt. Derzeit wird davon
ausgegangen, dass die HRS-Zellen groftenteils klonalen Ursprungs sind und aus
praapoptotischen Keimzentrums-B-Zellen hervorgehen (Kuppers und Rajewsky, 1998), denen
charakteristische B-Zellmerkmale, z.B. die Oberflichenmarker CD 19 und CD 20 (Drexler,
1992), meist fehlen. Bisher konnten einige Mutationen bestimmt werden, beispielsweise
solche, die indirekt den Trankriptionsfaktor NF-kB, was eine gesteigerte Synthese von
diversen Zytokinen und antiapoptischen Proteine zur Folge hat, und den Janus-Kinase
(JAK)/signal transducer and activator of transkription (STAT) Signalweg mit
transkriptionssteigerndem Effekt aktivieren, sowie Mutationen von Tumorsuppressorgenen

(Schmitz et al., 2009).

Epidemiologisch konnte fiir Immunsuppression, Infektionen mit onkogenen Viren und

Autoimmunerkrankungen eine Risikoerhohung fiir Hodgkin-Lymphome festgestellt werden.

Immunsuppression durch immunsupprimierende Erkrankungen oder iatrogen wird als
Risikofaktor fiir die Entstehung von Hodgkin-Lymphomen diskutiert. HIV-Infizierte haben
ein 9-fach erhohtes Risiko, Hodgkin-Lymphome zu entwickeln (Hensel et al., 2011; Herida et
al., 2003), zugleich ist M. Hodgkin bei HIV-Infizierten die dritthdufigste Ursache an einer
Nicht-AIDS-definierenden Erkrankung zu versterben (Simard und Engels, 2010). Uber eine
Entstehung von Hodgkin-Lymphomen im Kontext einer Transplantation (classical Hodgkin
lymphoma PTLD) wird insbesondere in Verbindung mit einer EBV-Infektion berichtet
(Bierman et al., 1996). Auch eine EBV-Infektion bei Immunkompetenten erhoht das Risiko,
ein Hodgkin-Lymphom zu entwickeln (Epstein-Barr-Virus-assoziiertes Hodgkin-Lymphom),
bei der Hailfte der Erkrankten lédsst sich das Virus in den HRS-Zellen nachweisen (Herbst,
1996). Vor allem eine spdte Infektion mit EBV scheint mit Hodgkin-Lymphomen mit
Auftreten in frithem Erwachsenenalter, unter dem 44. Lebensjahr, in Zusammenhang zu

stehen.
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Auch eine autoimmune Beteiligung, die der Diagnose der Erkrankung vorausgeht, wurde in
einigen Studien als Risikofaktor identifiziert. Vor allem rheumatoide Arthritis, systemischer
Lupus erythematodes, Polymyalgia rheumatica, Immunthrombozytopenie und Sarkoidose
sind mit einem erhohten Inzidenz von Hodgkin-Lymphomen assoziiert. Andere

Autoimmunerkrankungen scheinen das Risiko fiir Hodgkin-Lymphome jedoch unbeeinflusst
zu lassen oder sogar zu senken, wie Diabetes mellitus Typ I um 50 % (Landgren et al., 2006a;

Landgren et al., 2006b).

2.6.2 Non-Hodgkin-Lymphome
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) werden anhand von histologischen, immunologischen und

genetischen sowie klinischen Kriterien eingeteilt (Vardiman, 2010).

Die Ursache, die zur Entwicklung von Non-Hodgkin-Lymphomen fiihrt, ist meist nicht
bekannt. Neben familidrer Hiufung (Wang et al., 2007) und Immunsuppression (Opelz und
Henderson, 1993) spricht vieles fiir eine Beteiligung von chronischen infektiosen B-Zell-
Stimuli z.B. Infektionen mit dem Hepatitis C Virus (Dal Maso und Franceschi, 2006) oder
einen autoimmunen (Smedby et al., 2006) Ursprung, was dadurch untermauert wird, dass
bereits einige Jahre vor Diagnose eines NHL bei HIV-positiven Patienten ein Anstieg von B-
Zell aktivierenden Biomarken wie IL-6 und IL-10 als Ausdruck einer dauerhaften B-

Zellaktivierung nachzuweisen war (Breen et al., 2011).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Patienten mit follikulirem Lymphom und chronischer

lymphatischer Leukdmie (CLL) auf hyperphosphoryliertes Paratarg-7 untersucht.

Die chronische lymphatische Leukédmie stellt die héufigste Form der Leukdmien im
Erwachsenenalter dar und betrifft vor allem Personen im hoheren Alter mit einem mittleren
Erkrankungsalter um das 65. Lebensjahr. Ménner erkranken haufiger als Frauen (Rozman und
Montserrat, 1995). Diagnosekriterien der nach WHO als indolentes Non-Hodgkin-Lymphom
eingestuften CLL sind eine ldnger als 1 Monat andauernde Lymphozytose von reifen
Lymphozyten, die immunphinotypisch CD19, CD5 und CD23 positiv sind bei geringer
Expression von CD79b und membranstindigem IgM oder IgD (Chiorazzi et al., 2005;
Matutes et al., 1994)

Patienten zeigen initial oft keine Symptome, konnen aber iiber Abgeschlagenheit und
Gewichtverlust berichten. Eventuell bestehen Schwellungen von Lymphknoten, Milz und

Leber. Andmie und Thrombozytopenie konnen hinzutreten (Rozman und Montserrat, 1995).
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Die Atiopathogenese der CLL ist bisher unklar. Als Risikofaktoren konnten bislang
minnliches Geschlecht, hohes Lebensalter und familidre Disposition (Goldin et al., 2004)
ermittelt werden. Die chronische Immunstimulation, in Form einer dauerhaften Aktivierung
der B-Zellen, wird als eine mdgliche Ursache durch mehrere Studien gestiitzt. So konnten
Tsai et al. demonstrieren, dass bis zu 10 Jahre vor Diagnose der CLL bei etwa 40 % der
Patienten bereits erhdhte freie leichte Ketten oder M-Protein im Blut nachzuweisen waren
(Tsai et al., 2009). Auch bei manifester CLL kann ein positiver M-Gradient vorhanden sein,
wobei die leichten Ketten des monoklonalen Paraproteins, hauptsdchlich IgM und IgG,

iiberwiegend der leichten Kette des Oberflichenimmunglobulins entsprechen, was fiir die

Herkunft aus den malignen B-Zellen spricht (Yin et al., 2005). Umgekehrt liegt bei etwa 20 %

der Patienten mit monoklonalem IgM im Serum eine CLL vor und bei 3 % der Patienten mit

M-Protein im Serum stellte sich eine CLL als Diagnose heraus (Alexander et al., 2007; Kyle,
1993; Lin et al., 2005).

Das follikuldre Lymphom ist nach WHO-Klassifikation ein Non-Hodgkin-Lymphom der reifen
B-Zellen (Jaffe et al.,, 2008). Die Erkrankung fillt durch indolente oberflichliche
Lymphknotenschwellungen, bisweilen auch durch Verdnderungen der Lymphknoten in tieferen

Regionen auf, die mit einer ausgepriagten Symptomatik einhergehen kénnen (Salles, 2007).

Diverse chromosomale Anomalien sind mit dem follikuliren Lymphom vergesellschaftet.
Hierunter ist an erster Stelle die Translokation t(14;18)(q32;q21) mit gesteigerter Expression
von antiapoptischen bcl-2 zu nennen, die bei einem GroBteil der Patienten nachzuweisen ist
(Bloomfield et al., 1983; Fukuhara et al., 1983; Levine et al., 1985). Jedoch sind auch bei
Gesunden zu etwa 50 % t(14;18) (Dolken et al., 1996; Yasukawa et al., 2001) translozierte
Zellen mit steigendem Anteil in der élteren Bevolkerung vorhanden (Nambiar und Raghavan,
2009; Schuler et al., 2009), sodass derzeit davon ausgegangen wird, dass weitere
chromosomale Verdnderungen die Pathogenese des follikuldren Lymphoms gemil3 eines

multi-hit Modells bedingen (Horsman et al., 2001).

2.6.3 CML

Die CML ist eine maligne Erkrankung, die von den hdmatopoetischen Stammzellen ausgeht.
Die Inzidenz betrdgt 1-2/100 000/Jahr (Hehlmann et al., 2007) mit einem Erkrankungspeak

um das 50. Lebensjahr. Gewichtsverlust und Abgeschlagenheit, sowie Hepatosplenomegalie
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konnen fithrende Symptome sein, mehr als ein Drittel ist jedoch asymptomatisch zum

Zeitpunkt der Diagnose (Sawyers, 1999).

Das die CML kennzeichnende Onkogen konnte vor etwa 40 Jahren identifiziert werden
(Rowley, 1973). Durch Translokation t(9;22) kommt es zur Expression eines bcr-abl
Fusionsproteins, das als Tyrosinkinase verschiedene Signalwege aktivieren kann, die
schlieBlich zu einer Entkopplung des sonst zytokingesteuerten Zellzyklus und somit einer
ungehemmten Proliferation und malignen Transformation der Zellen fiihren. Damit ist die
CML eine der wenigen Neoplasien, deren Pathogenese sich in der Mehrheit der Félle auf ein
singuldres Onkogen zuriickverfolgen ldsst. Auch wenn das verantwortliche Gen bekannt ist,
sind die Ausldser dieser Translokation und der iibrigen CML-Fille, die nicht auf diese
Translokation zurilickzufiihren sind (Fialkow et al., 1981), bisher unklar (Sawyers, 1999).
Ionisierende Strahlung (Hsu et al., 2013; Preston-Martin et al., 1989), steigendes Lebensalter
und maénnliches Geschlecht erhdhen das Risiko fir CML (Hehlmann et al., 2007).
Hinsichtlich des Stellenwerts einer vorausgegangenen Exposition gegeniiber Benzol ist die

Datenlage noch uneinheitlich (Khalade et al., 2010; Vlaanderen et al., 2012).

2.6.4 Akute Leukdamien

Die akuten Leukémien sind durch eine unverhdltnisméBige Proliferation von unreifen Blasten
im Knochenmark gekennzeichnet. Hierunter kommt es durch Verdringung des
Knochenmarks zu einer insuffizienten Hédmatopoese. Die Klinik ist vor allem durch die
Panzytopenie als Folge der Knochenmarksinsuffizienz geprigt, sodass sich die Patienten
hiufig mit Abgeschlagenheit durch Andmie, Infektanfdlligkeit und Blutungsneigung
préasentieren (Boggs et al., 1962).

Mit einer Inzidenz von 3,7/100 000 pro Jahr ist die AML nach der CLL die hiufigste
Leukdmie in der erwachsenen Bevolkerung (Visser et al., 2012) und betrifft besonders

Personen im hoheren Lebensalter ab dem 65. Lebensjahr (Ferrara und Schiffer, 2013).

Die akute lymphatische Leukdmie (ALL) tritt mit einer Frequenz 0,7-1,8/100 000 pro Jahr bei
Erwachsenen mit einem Erkrankungsgipfel um das 70. Lebensjahr (Hoelzer und Gokbuget,
2000) auf. Ein Drittel der ALL Erkrankten sind Erwachsene. Haufiger liegt die ALL bei

Kindern vor mit Hauptmanifestationsalter um das 2.-5. Lebensjahr (Pui et al., 2008). Zu etwa

80 % sind leukdmischen Zellen der B-Zelllinie zuzuordnen (Moorman et al., 2010).

Als Risikofaktoren fiir akute Leukdmien konnten Umwelt- und Lifestylefaktoren wie

Benzolexposition (Khalade et al., 2010), ionisierende Strahlung (Greaves, 1997; Hsu et al.,
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2013) und Rauchen (Speer et al., 2002) bestimmt werden. Auch genetische Faktoren im
Rahmen von genetischen Syndromen oder eine vorausgegangene zytostatische Therapie
(Greaves, 1997) lassen einen Zusammenhang erkennen. Fiir die meisten Erkrankten ist die

Atiologie jedoch nicht geklirt.
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2.7 Zielsetzung der Arbeit
Hyperphosphoryliertes Paratarg-7 konnte bei Patienten mit MGUS, Multiplem Myelom und

M. Waldenstrom mit signifikant erhohter Haufigkeit im Vergleich zu gesunden
Kontrollgruppen nachgewiesen werden. Es blieb bisher offen, ob die hohe Prévalenz von
hyperphosphoryliertem Paratarg-7 spezifisch filir diese Erkrankungen ist und als Risikofaktor

nur bei diesen Erkrankungen von Bedeutung ist.

Um festzustellen, wie hoch die Frequenz von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei weiteren
malignen hdmatologischen Erkrankungen ist und ob es an der Pathogenese anderer
hamatologischer Erkrankungen beteiligt ist, sollten Patienten auf die Expression von
hyperphosphoryliertem Paratarg-7 untersucht werden. Die Ergebnisse sollten mithilfe einer

unabhingigen 2. Methode nochmals kontrolliert werden.

Weiterhin sollten Patienten, die im Screening die hyperphosphorylierte Variante des Proteins

aufwiesen, auf das Vorhandensein von Paratarg-7 spezifischen Antikérpern liberpriift werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Patienten und Proben

Die Proben stammen von Patienten, die in ambulantem und stationdrem Rahmen in der Klinik
fir Innere Medizin I der Universititskliniken des Saarlandes (Direktor Prof. Dr. M.
Pfreundschuh) behandelt wurden. Das schriftliche Einverstindnis der Patienten sowie die
Genehmigung durch die Ethikkommission des Saarlandes wurden zuvor eingeholt. Die

Verwendung der Proben erfolgte anonymisiert.

EDTA-Blut wurde abzentrifugiert, anschlieBend wurden Plasma und Blutpellet abpipettiert

und bei -80 °C bis zur Verwendung eingefroren.

3.2 Losungen

TBS Tx-100 Waschpuffer
8,78 g NaCl

6,05 g TRIS- hydrochlorid
1,40 g TRIS

ad 1 1 Aqua dest.

+ 1 ml Triton X-100

Blocklosung
0,75 g Gelatine
+ 50 ml TBS Tx-100 Waschpuffer

aufgelost im Wasserbad bei 150 °C

Coating

Losung 1

1,06 g Na,CO3 ad 50 ml Aqua dest.
Losung 2

0,84 ¢ NaHCO; ad 50 ml Aqua dest.
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Entwicklung
Entwickler-Stammldsung A

1,78 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
in 50 ml Aqua dest.

Entwickler-Stammldsung B

1,05 g Zitronensdure-monohydrat in 50 ml

Aqua dest.

Stopplosung

3 M HCI

Kathodenpuffer

20 mM NaOH

Lysepuffer

8 M Harnstoff

0,1 M NaH,PO,

10 mM TrisHCI

eingestellt auf pH = 8 mit NaOH
0,1 % Triton X

ad 11 Aqua dest.

OPD-Entwicklerlosung

2,5 ml Entwickler-Stammlosung A
2,5 ml Entwickler-Stammlésung B
5 ml Aqua dest.

1 Tablette OPD (*=10 mg OPD)

5 ul 30 % H,0,

Anodenpuffer

10 mM Phosphorsdure

Transferpuffer
0,3 g TRIS

1,44 g Glycin
20 ml Methanol

ad 100 ml Aqua dest.
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Blockpuffer

10 % Milchpulver in TBS Waschpuffer
(s. ELISA)

ECL Verdiinnung
Lumigo reagent A
H,0O; reagent B

1:20 in Aqua dest.

3.3 Material und Reagenzien

PBS

1,14 g Na,HPO,4 * 2 H,O
0,34 g NaH,PO4 * H,O
8,78 g NaCl

ad 11 Aqua dest.

Material

Hersteller, Ort, Land

Anti-human Fab biotinyliert

Jackson Immuno Resarch, Suffolk, UK

Aqua dest.

Millipore, Darmstadt, Deutschland

Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat
(NazHPO4 *2 HzO)

Merck, Darmstadt, Deutschland

ELISA Polystyrol-Mikrotiterplatte

NUNC MaxiSorp F

Nunc, Langenselbold, Deutschland

Enhanced Chemoluminiscence Entwickler-

Kit: 20 x LumiGLO+ 20 x H,0O,

Cell Signaling Technology, Beverly, USA

Fotoentwickler

Adefo-Chemie
Deutschland

GmbH, Dietzenbach,
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Fotofixierer

Adefo-Chemie GmbH,
Deutschland

Dietzenbach,

Filterpapier (Blotting paper)

Munktell, Barenstein, Deutschland

G11 Fab-Antikorper

Preuss, Held, unver6ffentlicht

Gelatine Merck, Darmstadt, Deutschland
Glycin Merck, Darmstadt, Deutschland
Harnstoff Merck, Darmstadt, Deutschland

Huhn-anti-STOML2

Novus Biologicals, Cambridge, UK

Salzséure

Merck, Darmstadt, Deutschland

IEF Gel pH 3-7

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Ladepuffer

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2-fach Probenpuffer

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Maus anti-STOML?2

Antikorper online, Aachen, Deutschland

Maus anti-FLAG-tag M2 Klon

Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Meerrettich-Peroxidase

Roche, Mannheim, Deutschland

Methanol VWR International S.A.S., Briare,
Frankreich

Milchpulver Hochwald, Thalfang, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumcarbonat (Na,COs)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,POy)

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH)

Merck, Darmstadt, Deutschland

OPD Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Phosphorséure Merck, Darmstadt, Deutschland
PVDF Membran Millipore, Darmstadt, Deutschland
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Rontgenfilm Amersham Hyperfilm ECL

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

TRIS

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

TRIS-hydrochlorid

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100

Merck, Darmstadt, Deutschland

Wasserstoffperoxid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ziege Anti-human IgG, biotinyliert

Jackson Immuno Resarch, Suffolk, UK

Ziege Anti-Maus Meerrettich-Peroxidase

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Zitronensdure-monohydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

3.4 Gerite

Elektrophoresegerit

Invitrogen, Karlsruhe, Germany

Multifuge 3 S-R

Heraeus, Langenselbold, Germany

Power Supply Model 1000/500

Bio-Rad, Miinchen, Germany

Rihrer

Heidolph, Schwabach, Germany

Schiittler KS 250

IKA Labortechnik, Staufen, Germany

Trans-Blot ® SD : SemiDry Transfer Cell

Bio-Rad, Miinchen, Germany

Wallac Reader Victor?

GE, Freiburg, Germany
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3.5 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

3.5.1 Prinzip des ELISA

Der ELISA macht sich die spezifische Bindungskapazitit von Antikérpern an Antigene

zunutze. Er eignet sich sowohl zur Detektion von Antigenen als auch von Antikérpern.

Hierbei konnen sowohl direkte als auch indirekte ELISA-Verfahren zur Anwendung
kommen, die sich darin unterscheiden, ob das Antigen mit einem enzymmarkierten
Antikorper (direkter ELISA) oder zundchst mit einem unmarkierten Primérantikérper und
anschliefend mit einen Sekundirantikorper, der gegen den Primérantikorper gerichtet ist,

inkubiert wird (indirektes Verfahren).

Bei der Durchfiithrung des Sandwich-ELISA wird zunéchst ein Antikorper mit Spezifitdt fiir
das gesuchte Antigen auf Polystyrolmaterial gegeben wund diffundiert an die
Kunststoffoberflache, wo er nach Adsorption das Immunosorbens bildet (Engvall, 2010). Das
in der zu untersuchenden Losung befindliche Antigen bindet spezifisch an das
Immunosorbens. Ungebundenes Material wird durch Waschen entfernt. Ein zweiter
hinzugegebener Antikorper erkennt ein weiteres Epitop des Antigens. Das Enzym, das die
anschlieende Farbreaktion katalysiert, kann entweder direkt an diesen Antikdrper oder an

einen Sekundérantikorper gekoppelt sein, der an den Primérantikorper bindet (Abb. 2).

Beim direkten ELISA wird das zu bestimmende Antigen in der Probenldsung an die
Polystyrolplatte gebunden und anschlieBend mit enzymgekoppelten Antikorpern inkubiert,
die spezifisch fiir das gesuchte Antigen sind. Alternativ kann das gesuchte Antigen im
indirekten ELISA  iiber einen Primidrantikbrper und einen enzymmarkierten

Sekundérantikdrper mit Spezifitét fiir den Primérantikrper erfasst werden.

Zur Antikorperbestimmung wird der indirekte ELISA genutzt. Hierbei wird die
Mikrotiterplatte mit dem Antigen beschichtet, gegen das der zu quantifizierende Antikorper
gerichtet ist. Es folgt die Inkubation mit antikdrperhaltiger Probenlosung. Nachfolgend wird
ein enzymgekoppelter Antikorper hinzugegeben, dessen Paratop gegen den zu bestimmenden
Antikorper gerichtet ist. Ungebundene Antikorper werden durch Waschschritte zwischen den

Inkubationen entfernt (Abb. 3; Hornbeck et al., 2001).

Im Anschluss wird bei direktem, Sandwich- und indirektem ELISA ein Substrat zugegeben,
das von dem gebundenen Enzym umgesetzt wird und zu einer Farbreaktion fiihrt. Der

Farbumschlag kann durch spektrometrische Messung quantifiziert werden, wobei die
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Extinktion proportional zur vorhandenen Antikdrper- bzw. Antigenmenge ist (Porstmann und

Kiessig, 1992).

% .
= detected Ag — = detected Ab

coat well with antibody coat well with anitgen

incubate with antigen incubate with antibody
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Abb. 2: Sandwich-ELISA. (Nach Hornbeck et al., Abb. 3: Indirekter ELISA. (Nach Hornbeck et al.,
2001) 2001)

3.5.2 Durchfiihrung des  Sandwich-ELISA  zum  Nachweis  von
hyperphosphoryliertem Paratarg-7

Die Wells einer ELISA-Mikrotiterplatte wurden mit anti-STOML2 Antikérper vom Huhn
beschichtet. Die Antikorperlosung wurde 1:2000 verdiinnt in Coating-Puffer. Dieser bestand
aus 0,85 ml Losung 1, 0,4 ml Losung 2 und 3,75 ml Aqua dest. Hiervon wurde in jedes Well
50 pl hinein pipettiert. Die Platte wurde abgedeckt und bei 4 °C iiber Nacht belassen.
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Am folgenden Tag wurde die Coating-Losung dekantiert. Um unspezifische Bindungsstellen
abzublocken wurden 100 pl einer 1,5 % Gelatinelosung in jede Vertiefung gegeben, welche

nach 1 Stunde bei Raumtemperatur dekantiert wurde. Die Platte wurde anschlieend 1-mal
mit TBS Tx-100 Waschpuffer abgespiilt und auf Zellstoff ausgeschlagen. Blutzelllysat wurde
durch ,,freeze-thaw* hergestellt. Danach wurden 50 pl Blutzelllysat 1:2 in TBS Tx-100
Waschpuffer in einer neuen 96-Well-Platte verdiinnt. Hiervon wurden 40 pl als
Doppelbestimmung in die Vertiefungen der beschichteten ELISA-Platte pipettiert. Nach
1 Stunde bei Raumtemperatur wurde das Blutzelllysat entfernt und 5-mal mit TBS Tx-100
Waschpuffer gewaschen, bis kein Himoglobin mehr sichtbar war, und die Platte anschlieBend
auf Zellstoff ausgeklopft. AnschlieBend erfolgte die 1-stiindige Inkubation bei
Raumtemperatur mit jeweils 50 pl Gl1-Fab-Antikorper-Fragment-Losung (Konzentration
10 pg/ml), der spezifisch gegen hyperphosphoryliertes SLP-2 gerichtet ist. Ungebundene Fab-
Antikorper wurden durch 3-4-maliges Waschen mit TBS Tx-100 Waschpuffer entfernt. Die
Mikrotiterplatte wurde im Anschluss daran auf Zellstoff ausgeklopft. In jedes Well wurden
1:2500 in TBS Tx-100 Waschpuffer verdiinntes biotinyliertes anti-human Fab-Serum als
sekundédrer Antikorper zugegeben, 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, schlieBlich
abgegossen und 3-4 mal mit TBS Tx-100 Waschpuffer gespiilt und auf Zellstoff
ausgeschlagen. AnschlieBend wurde in jede Vertiefung 50 pl 1:50 000 in Waschpuffer
verdlinnte Streptavidin gekoppelte Meerrettich-Peroxidase pipettiert, nach 10 min
Inkubationszeit bei Raumtemperatur abgegossen und 3-4 mal gewaschen und wieder auf
Zellstoff ausgeklopft. Als Substrat wurden 100 pl pro Loch der OPD-Entwicklerlosung
hinzugegeben. Nach deutlichem Farbumschlag der Positivkontrolle wurde die Farbreaktion
durch Zugabe von 25 ul je Well 3 M HCI abgestoppt, dadurch erfolgte ein weiterer
Farbumschlag zu orange-braun. Zur Eliminierung von Luftblasen wurde die Platte
anschliefend bei 4000 rpm abzentrifugiert. Die Absorption wurde im Wallac Reader bei
490 nm gemessen und die Daten in Excel (Microsoft) ausgewertet. In den Diagrammen ist der
Mittelwert aus der Doppelbestimmung sowie die zugehorige Standartabweichung als

Fehlerbalken abgebildet.
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3.5.3 Durchfilhrung des ELISA zum Nachweis von anti-Paratarg-7-
Antikorpern

Zum Beschichten der ELISA-Platte wurde Maus-anti-FLAG-tag Antikorper 1:2000 in
Coating Puffer wie oben beschrieben verdiinnt, und hiervon wurden jeweils 50 pl in die
Vertiefungen pipettiert. Die abgedeckte Mikrotiterplatte wurde bei 4 °C iiber Nacht inkubiert.
Nach Entfernung der Coating Losung wurden unspezifische Bindungsstellen mit 1,5 %

Gelatineldsung wie oben beschrieben geblockt, mit TBS Tx-100 Waschpuffer abgespiilt und
auf Zellstoft trocken geklopft. AnschlieBend wurde rekombinantes SLP-2 mit FLAG-tag zu
10 pg/ml in TBS Waschpuffer verdiinnt und in jede Vertiefung 50 pl pipettiert. Nach 1 h bei
Raumtemperatur erfolgte die 3-4-malige Waschung mit TBS Tx-100 Waschpuffer zur
Eliminierung von ungebundenem SLP-2. Die gewaschene Platte wurde auf Zellstoff

ausgeklopft.

Danach wurde Patientenplasma 1:100 in TBS Tx-100 Waschpuffer verdiinnt, 50 pl in jedes
Well gegeben, 1 h bei Raumtemperatur inkubiert und schlieBlich 3-4-mal mit Waschpuffer
gespiilt und auf Zellstoff ausgeklopft. Als sekunddrer Antikérper wurden 50 pl 1:2500 in
Waschpuffer verdiinnter, biotinylierter Ziege anti-human IgG Antikérper in Waschpuffer in
jedes Well pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde nach 1-stiindiger Inkubationszeit 3-4-mal mit
Waschpuffer gespiilt. Streptavidin-gekoppelte Meerrettichperoxidase wurde analog dem
zuvor beschriebenen Paratarg-7 ELISA hinzugegeben. Die weitere Vorgehensweise zur

Entwicklung erfolgte entsprechend der obigen Beschreibung.

3.6 Isoelektrische Fokussierung

3.6.1 Prinzip der isoelektrischen Fokussierung und des Western Blot

Die isoelektrische Fokussierung nutzt die amphotere Eigenschaft von Peptiden und Proteinen,
um sie anhand ihres isoelektrischen Punktes aufzutrennen. In einer Fliissigkeit oder einem Gel
mit einem pH-Gradienten, die von einem elektrischen Strom durchflossen werden, wandert
das Peptid oder Protein, bis ein Gleichgewicht zwischen seinen positiven und negativen
Ladungen erreicht ist (Righetti, 1983). Um eine Fokussierung am isoelektrischen Punkt zu
erreichen, muss der pH-Wert von Anode zur Kathode ansteigend sein (Kolin, 1954). Der pH-
Gradient kann durch unterschiedliche Dichte erreicht oder in einem Polyacrylamid Gel

stabilisiert werden (Dale und Latner, 1968).
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Im Anschluss kénnen die aufgetrennten Proteine mittels Western Blot auf eine Membran aus
Nitrocellulose, Polyvinyliden-Diflourid (PVDF), Nylon oder Papier iibertragen werden. Im
Vergleich zum Blotting durch Vakuum und Diffusion ist der Elektroblot das schnellere
Verfahren und erméglicht eine vollstindigere Ubertragung der Proteinbanden. Diese konnen
komplett oder spezifisch durch Antigen-Antikorper-Interaktion markiert werden. Um ein
bestimmtes Antigen darzustellen, erfolgt die Zugabe des Primérantikorpers, der gegen das
gesuchte Antigen gerichtet ist. Das an einen sekundidren Antikdrper gekoppelte Enzym, in der
Regel alkalische Phosphatase oder Meerrettich-Peroxidase, bewirkt nach Zugabe eines
Substrates eine Farbung bzw. bei Chemilumineszenzfarbstoffen die Emission von Licht,
welches zur Belichtung von Rontgenfilm verwendet wird, um eine dauerhafte und
kontrastreiche Darstellung zu erzielen. Eine weitere Moglichkeit ist die Markierung durch
radioaktiv markiertes Protein, das an den primdren Antikérper bindet und anschlieBend
mithilfe von Fotofilm sichtbar gemacht wird. Eine quantitative Darstellung gelingt durch
densitometrische Auswertung des entwickelten Films oder szintillatorische Messung der

radioaktiv markierten Banden (Kurien und Scofield, 2006).

3.6.2 Durchfithrung der isoelektischen Fokussierung

Die Kammern des Elektrophoresegerdts wurden entsprechend den Anweisungen des
Herstellers mit Kathoden- und Anodenpuffer befiillt. 20 pl des Blutpellets wurde 1:2 mit
Lysepuffer versetzt und 10 Minuten inkubiert. 10 pl des dadurch erhaltenen Lysats wurde mit
10 pl 2-fach Probenpuffer vermischt, und hiervon wurden 5 pl in die Taschen des Gels
pipettiert. Nachfolgend wurde 1 Stunde eine Spannung 100 V, danach 1 Stunde bei 200 V und
ein halbe Stunde bei 500 V angelegt. AnschlieBend wurde das Gel auf eine zuvor 5 Minuten
in Methanol eingeweichte PVDF Membran abgeklatscht und zwischen mit Transferpuffer
befeuchteten Filterpapieren 45 Minuten semi-dry im Transblot geblottet. Die Einstellung
betrug 23 V bei 450 mA. Die geblottete Membran wurde in Blockpuffer eingeweicht und tiber
Nacht bei 4 °C und 150 rpm auf den Schiittler gestellt.

Am néchsten Tag wurde die Membran 3-mal mit TBS Waschpuffer gewaschen. Nachfolgend
wurde die Membran in frischem Waschpuffer 5 Minuten bei Raumtemperatur auf den
Schiittler gestellt, abgegossen, in frischem Waschpuffer eingeweicht und nochmals 5 Minuten
geschiittelt. Dieser Vorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt. Nach Abpipettieren des
Waschpuffers wurde die Membran 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 10 ml Maus Anti-
STOML2 (1:250 in PBS) inkubiert, welches danach abpipettiert wurde. Die Membran wurde
wie oben beschrieben 3-fach mit TBS Waschpuffer gewaschen. Anschlieend erfolgte die
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Inkubation mit 10 ml Ziege Anti-Maus Meerrettich-Peroxidase (1:3000 in Waschpuffer) bei
Raumtemperatur, die nach 1 Stunde abpipettiert wurde. Die Membran wurde 3-mal mit TBS
Waschpuffer gewaschen (Vorgang s.0.) und bis zur Entwicklung in TBS Waschpuffer

eingeweicht.

Zur Entwicklung wurde das ECL-Entwickler System von Cell Signaling verwendet, die

Durchfiihrung  erfolgte  entsprechend den ~ Anweisungen  des  Herstellers.
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4 Ergebnisse

60 Patienten mit Hodgkin-Lymphom und jeweils 50 Patienten mit follikulirem Lymphom,
CLL, CML und AML, sowie einige Patienten mit ALL und weiteren hidmatologischen
Erkrankungen (je n < 15) wurden auf Expression von hyperphosphoryliertem Paratarg-7

untersucht.

Hodgkin-Lymphom

Bei 2 Proben der Hodgkin-Lymphom-Gruppe (n = 60, 3,33%) war Paratarg-7
hyperphosphoryliert (Abb. 4).

M. Hodgkin
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2,000 A

1,500

1,000 H

Absorption (490 nm)

0,500 -

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59

Probennummer

Abb. 4: Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei 60 Patienten mit Hodgkin-Lymphom mittels
ELISA. In den Proben 20 und 38 fand sich hyperphosphoryliertes Paratarg-7.
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Non-Hodgkin-Lymphome

Follikuldres Lymphom

50 Blutproben von Patienten mit follikulirem Lymphom wurden mittels ELISA auf
hyperphosphoryliertes  Paratarg-7  getestet. 1 Probe von 50 (2%) enthielt
hyperphosphoryliertes Paratarg-7 (Abb. 5).

Follikulares Lymphom
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-
a
o
o

Absorption (490 nm)
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1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49

Probennummer

Abb. 5: Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei 60 Patienten mit follikuliirem Lymphom
mittels ELISA. In Probe 34 fand sich hyperphosphoryliertes Paratarg-7.

Chronische lymphatische Leukdmie

Bei keinem der Patienten mit CLL (n = 50) konnte hyperphosphoryliertes Paratarg-7 im

ELISA nachgewiesen werden (0 %; Abb. 6).
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CLL
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Abb. 6: Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei 50 CLL Patienten mittels ELISA. Es fand
sich kein hyperphosphoryliertes Paratarg-7.

Chronische myeloische Leukamie

Keine der 50 CML-Patientenproben enthielt hyperphosphoryliertes Paratarg-7 (0 %; Abb. 7).
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Abb. 7: Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei 50 CML Patienten mittels ELISA. Es fand
sich kein hyperphosphoryliertes Paratarg-7.

-34 -




Ergebnisse

Akute Leukimien

In einer der getesteten Blutproben von Patienten mit AML (n = 50) war
hyperphosphoryliertes Paratarg-7 nachweisbar (Abb. 8). Von insgesamt 12 untersuchten
Proben von ALL Patienten war eine Probe positiv fiir hyperphosphoryliertes Paratarg-7

(Abb. 9). Unter den akuten Leukdmien exprimierten somit 2 % der akuten myeloischen und

8,33 % der akuten lymphatischen Leukdmien hyperphosphoryliertes Paratarg-7.
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Abb. 8: Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei 50 AML Patienten mittels ELISA. In Probe
14 fand sich hyperphosphoryliertes Paratarg-7.
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ALL
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Abb. 9: Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei 12 ALL Patienten mittels ELISA. In Probe
12 fand sich hyperphosphoryliertes Paratarg-7.

Weitere himatologische Erkrankrungen

Bis auf einen Carrier mit Polycythaemia vera (n = 3, 33,3 %) konnte bei allen weiteren

untersuchten Patienten kein hyperphosphoryliertes Paratarg-7 gefunden werden (Abb. 10).
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weitere hamatologische Erkrankungen
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Abb. 10: Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei Patienten mit weiteren hiimatologischen
Erkrankungen mittels ELISA. Polycythaemia vera (PV; n = 3), myelodysplastisches Syndrom (MDS; n = 4),
Haarzellleukdmie (HZL; n = 2), Non-Hodgkin-Lymphom (NHL, nicht weiter spezifiziert; n = 8),
Marginalzonenlymphom (MZL; n = 6), essentielle Thrombocythdmie (ETH; n = 2), Thrombopenie (TP; n = 5),
Anémie (A; n=9). In Probe PV 3 fand sich hyperphosphoryliertes Paratarg-7.

Die zuvor im ELISA getesteten Proben mit hyperphosphoryliertem Paratarg-7 wurden durch
IEF und Western Blot auf hyperphosphoryliertes Paratarg-7 {iberpriift. Hierbei bestdtigte sich
das Ergebnis des ELISA. Blutproben, die im ELISA hyperphosphoryliertes Paratarg-7
enthielten, zeigten eine unterschiedliche Lauflinge der Banden im Vergleich zu Kontrollen,
bei welchen im ELISA kein hyperphosphoryliertes Paratarg-7 nachzuweisen war (s. Abb. 11
und Abb. 12).

pH 3

pH 7
Cl C2 1 2 3 4 5 6
Abb. 11: Immunoblot nach isoelektrischer Fokussierung. pP-7 positive Proben (2, 4, 6) wurden einer
Negativprobe (1, 3, 5) gegeniibergestellt. Durch die zusitzliche Phosphatgruppe unterscheidet sich das

Wanderungsmuster von pP-7 (Pfeil) von dem der Negativkontrolle. C 1: pP-7 negative Kontrollprobe; C 2: pP-7
positive Kontrollprobe; 1: PV 1, 2: PV 3; 3: FL 1, 4: FL 34; 5: AML 1, 6: AML 14.
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pH3

pH 7

Cl C2 1 2 3 4

Abb. 12: Immunoblot nach isoelektrischer Fokussierung. 2-4 sind pP-7 positiv. C 1: pP-7 negative
Kontrollprobe, C 2: pP-7 positive Kontrollprobe, 1: AML 39, 2: ALL 12; 3: Hodgkin 20; 4: Hodgkin 38.

Paratarg-7-spezifische Paraproteine konnten bisher ausschlieBlich bei Personen mit
hyperphosphoryliertem Paratarg-7 gefunden werden (Grass et al., 2009). Daher wurde
iiberpriift, ob bei den zuvor identifizierten Carriern von hyperphosphoryliertem-Paratarg-7

anti-Paratarg-7 Antikorper vorliegen.

Aus Vorversuchen ist bekannt, dass bei Patienten mit hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei
Titern zwischen 1:10° und 1:10" eine Reaktivitit von Paratarg-7 spezifischem Paraprotein zu
erwarten ist (Grass et al., 2009). In dieser Untersuchung konnte bei keinem Patienten mit

hyperphosphoryliertem Paratarg-7 Paraprotein gegen Paratarg-7 bis zu einer Verdiinnung von

1:10* gefunden werden (0 %; Abb. 13).
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anti-Paratarg-7
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Abb. 13: Nachweis von anti-Paratarg-7 spezifischen Antikorpern mittels ELISA. Es fanden sich keine
Antikorper gegen Paratarg-7.

In Tab. 2 sind die Ergebnisse der Untersuchung von Patienten mit hidmatologischen

Erkrankungen zusammengestellt.

Tab. 2: Priavalenz von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei hiimatologischen Erkrankungen

n Anzahl pP-7 positiv %
(P-7-Paraprotein +/-)

Hodgkin-Lymphom 60 2(-) 3.3%
Follikuldres Lymphom 50 1(-) 2%
CLL 50 0 0%
CML 50 0 0%
AML 50 1(-) 2%
ALL 12 1(-) 8,3%
weitere  hdmatologische 39 1(-) 2,6 %
Erkrankungen
gesamt 311 6 1,9%
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Die Unterschiede in der Haufigkeit der Expression von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei
den einzelnen Gruppen und der zuvor beschriebenen Héufigkeit bei gesunden Kontrollen
(Grass et al., 2009) wurden auf Signifikanz tberpriift. Die Auswertung mittels exaktem
Fisher-Test ergab die p-Werte der untenstehenden Tabelle (Tab. 3).

Als Null- und Alternativhypothese wurden H, und H; angenommen.

e Hjy: Es gibt keinen Unterschied zwischen der Prévalenz von hyperphosphoryliertem

Paratarg-7 bei erkrankten Patienten und gesunden Kontrollen.

e H;: Es gibt einen Unterschied zwischen der Prévalenz von hyperphosphoryliertem

Paratarg-7 bei erkrankten Patienten und gesunden Kontrollen.

Tab. 3: p-Werte nach exaktem Fisher-Test

pP-7 negativ  pP-7 positiv Summe p-Wert (zweiseitig)

Hodgkin-Lymphom 58 2 60 0,624
follikuldres Lymphom 49 1 50 1,0
CLL 50 0 50 0,587
CML 50 0 50 0,587
AML 49 1 50 1,0
ALL 11 1 12 0,255
weitere hdmatologische Erkrankungen 38 1 39 0,593
davon Polycythaemia vera 2 1 3 0,072
myelodysplastisches Syndron 4 0 4 1,0

Haarzellleukdmie 2 0 2 1,0

NHL 8 0 8 1,0

Marginalzonenlymphom 6 0 6 1,0

essentielle Thromocythédmie 2 0 2 1,0

Thrombopenie 5 0 5 1,0

Andmie 9 0 9 1,0

gesamt himatologische Erkrankungen 305 6 311 1,0

Bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 wird fiir alle untersuchten Erkrankungsgruppen die
Nullhypothese beibehalten. Es besteht somit keine Evidenz, dass signifikante Unterschiede in
der Priavalenz von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei den einzelnen Erkrankungsgruppen,
sowie in der Gesamtheit der untersuchten Patienten, im Vergleich zu gesunden Kontrollen,

vorhanden sind.
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5 Diskussion

Hyperphosphoryliertes Paratarg-7 konnte als erste molekular definierte Struktur ermittelt
werden, die einen vererbbaren Risikofaktor fiir MGUS, Multiples Myelom und
M. Waldenstrom darstellt. Auch wenn bei anderen hidmatologischen Neoplasien der
B-Zellreihe vieles fiir die chronische Antigenstimulation durch Fremd- oder Autoantigene in
der Pathogenese spricht, ist in Anbetracht der Ergebnisse dieser Arbeit die Bedeutung von
hyperphosphoryliertem Paratarg-7 als autoantigene Zielstruktur und é&tiologischer Faktor bei

den hier untersuchten Neoplasien als unwahrscheinlich einzuschétzen.

Die Annahme, dass eine Immunstimulation bei Hodgkin-Lymphomen als Risikofaktor
anzusehen ist, wird dadurch gestiitzt, dass fiir einige Autoimmunerkrankungen wie
rheumatoide Arthritis, systemischer Lupus erythematodes und Immunthrombozytopenie ein
Zusammenhang mit einer erhohten Inzidenz von Hodgkin-Lymphomen beobachtet werden
konnte (Kristinsson et al., 2009; Landgren et al., 2006b). Im Rahmen -eines
paraneoplastischen Syndroms konnen bei M. Hodgkin-Patienten autoreaktive Antikdrper
gebildet werden (Braund et al., 1987), die eine Immunthrombozytopenie und autoimmune
hidmolytische Andmie verursachen konnen, wobei der Ursprung der Antikorper nicht geklart
ist. Fiir die Herkunft aus einem neoplastischen Klon wiirde das Verschwinden von
autoimmunen Zytopenien nach erfolgreicher Behandlung sprechen (Lechner und Chen,
2010). Nicht auszuschlieen ist ebenfalls, dass diese als eine immunologische Reaktion auf
den Tumor gebildet werden (Eisner et al., 1967). Die Analyse von 60 Patienten mit Hodgkin-

Lymphom zeigte eine verglichen zur gesunden Normalbevolkerung geringfiigig und nicht

signifikant (p = 0,624) erhdhte Pravalenz von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 von 3,33 %.

Das Vorkommen von monoklonalen Proteinen konnte bei Non-Hodgkin-Lymphomen gezeigt
werden (Economopoulos et al., 2003). Vor allem bei der CLL ist der Nachweis von klonalem
Immunglobulin keine Seltenheit, meist konnten die Paraproteine als IgM und freie leichte
Ketten identifiziert werden (Deegan et al., 1984; Kyle und Garton, 1987). Eine Spezifitat fiir
verschiedene Autoantigene wurde sowohl fiir die sekretorischen Immunglobuline (Sthoeger et
al., 1989) als auch die Oberflachenrezeptoren von CLL-Zellen nachgewiesen (Binder et al.,
2010; Lanemo Myhrinder et al., 2008), die sich klinisch zB. in Form von

autoimmunh@molytischer Andmie im Rahmen einer CLL die hiufigste sekundire
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himolytische Andmie, bemerkbar machen kann (Sthoeger et al., 1993). Eine Paraproteindmie
bei CLL wird mit einer verschlechterten Prognose in Verbindung gebracht (Maurer et al.,
2011; Xu et al., 2011). Die Untersuchung von 50 CLL-Patienten konnte jedoch kein
hyperphosphoryliertes Paratarg-7 als potentielles Autoantigen identifizieren.

Seltener als bei der CLL kann eine Autoreaktivitit der Rezeptoren auf den malignen
B-Lymphozyten des follikuldren Lymphoms bestehen, wobei die bisher bestimmten
Zielproteine individualspezifisch waren (Sachen et al., 2012). Die malignen Zellen sind
zudem zur Sekretion von teils polyreaktiven Autoantikérpern befahigt (Dighiero et al., 1991;
Guyomard et al., 2003), Paraproteine vom IgM Typ wurden bei manchen Patienten detektiert
(Lin et al., 2005). Uber Autoimmunphinomene bei follikuliren Lymphomen wurde bisher
vereinzelt berichtet (Hidalgo et al., 2012; Krogel et al., 2010; Shimazu et al., 2012).

In einem Fall von follikuliren NHL aus 50 (2 %) konnte hyperphosphoryliertes Paratarg-7

nachgewiesen werden, dies liegt somit im Durchschnitt der von Grass et al. (Grass et al.,

2009) beschriebenen Privalenz von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei Gesunden.

Auch bei myeloischen Leukdmien wurde auf das Vorkommen von monoklonalen Proteinen
verwiesen (Naparstek et al., 1980; Shoenfeld et al., 1984). Die Ergebnisse der Analyse von 50
AML Patienten zeigen, dass die Prdvalenz von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 als
potentielles Autoantigen bei dieser Erkrankung im Vergleich zu Gesunden nicht erhoht ist,

und bei CML darunter liegt.

Die Einschrinkung der Aktivitit der PP2A, dem Enzym, dessen Inaktivierung durch
Phosphorylierung die Hyperphosphorylierung von Paratarg-7 und weiteren autoantigenen
Zielproteinen zur Folge hat (Preuss et al., 2011), ist pathogenetisch auch bei anderen

hidmatologischen Neoplasien von Bedeutung.

So wird eine reduzierte Aktivitdt von PP2A auch in der Pathogenese der CML angenommen.
Das charakterischerweise bei der CML nachzuweisende bcer-abl Fusionsgen erwies sich als
mitverantwortlich fiir die Inaktivierung von PP2A durch Induktion des PP2A-Inhibitors SET.
Die Autoren gehen weiterhin davon aus, dass PP2A den Abbau des Fusionsproteins fordert
(Neviani et al., 2005). Auch bei einem GroBteil der ALL-Zellen mit Philadelphia
Translokation, die bei etwa 20-30 % der ALL bei Erwachsenen anzutreffen ist (Moorman et
al., 2010), konnte demnach eine verminderte PP2A Aktivitdt festgestellt werden (Neviani et
al., 2007). Bei 1 aus 12 ALL Proben entsprechend erscheint die Prdvalenz von
hyperphosphoryliertem Paratarg-7 erhoht, jedoch nicht signifikant (p = 0,255). Angesichts des
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geringen Probenumfangs kann hieraus jedoch keine Schlussfolgerung auf das gesamte

Patientenkollektiv gezogen werden.

Gleiches gilt fiir die um das 15-fache (1 aus 3 Proben) im Vergleich zu gesunden Kontrollen
erhohte Frequenz von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei Patienten mit Polycythaemia
vera. Das sukzessive oder simultane Auftreten von Polycythaemia vera oder anderen
myeloproliferativen Erkrankungen bei MGUS wird vereinzelt beschrieben (Cesana et al.,
2002; Mailankody et al., 2011; Mian et al., 2006) und {iber eine hohe Inzidenz von
monoklonaler Gammopathie bei Polycythdmia vera wurde von Economopoulos berichtet
(Economopoulos et al., 1989). Die Pravalenzerh6hung war nicht signifikant (p = 0,072). Bei
der positiven Probe lie8 sich kein Paraprotein gegen Paratarg-7 nachweisen. Sicher ist, dass

ein grofleres Patientenkollektiv nétig wire, um repréisentative Ergebnisse zu erlangen.

In ber-abl negativen AML-Zelllinien konnte neben der Hochregulation eines PP2A-Inhibitors
(SET; Cristobal et al., 2012) der identische Inaktivierungsmechanismus von PP2A wie von
Preuss et al. beschrieben (Preuss et al., 2011), die Phosphorylierung an Tyrosin307, ermittelt
werden (Cristobal et al., 2011).

Auch bei der CLL konnte eine herabgesetzte PP2A Aktivitit gezeigt werden. Christensen et
al. demonstrierten, dass eine Inhibition von PP2A bei CLL auf die Uberexpression des PP2A
Antagonisten SET zuriickzufiihren ist, und héhere SET Konzentrationen einen ungiinstigeren

Verlauf der Erkrankung markieren (Christensen et al., 2011).

Hyperphosphoryliertes Paratarg-7 wurde jedoch auch bei den untersuchten Erkrankungen, bei

welchen eine reduzierte PP2A-Aktivitit bereits beschrieben wurde, nicht 6fter exprimiert.

Dies kann durch die Vielzahl der bislang gefundenen Isoformen von PP2A begriindet werden,
deren Untereinheit zur Katalyse verschiedener Substrate befahigt ist (Mumby, 2007), sodass
es denkbar wire, dass die reduzierte Aktivitdt von PP2A der untersuchten Krankheitsentititen
sich auf eine oder mehrere Isoformen bezieht, die sich von der fiir die Dephosphorylierung

von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 verantwortlichen Form unterscheiden.

Insgesamt ist das Auftreten von monoklonalen Proteinen bei anderen hédmatologischen
Erkrankungen seltener als bei MGUS, Multiplem Myelom und M. Waldenstrom. Bei
manchen der in dieser Arbeit untersuchten Erkrankungen ist es zweifelhaft, ob die
Autoantikérper von den malignen Zellen selbst sezerniert werden. Beispielsweise sind die
HRS-Zellen des Hodgkin-Lymphoms nicht in der Lage, Immunglobuline zu bilden (Yung und
Linch, 2003). Auch die Tatsache, dass Autoimmunglobuline mit unterschiedlicher Spezifitét
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bei einem Individuum gefunden werden konnen, spricht gegen die Herkunft aus einem

neoplastischen Klon (Jardin et al., 2005).

In keinem Fall, in dem hyperphosporyliertes Paratarg-7 nachgewiesen wurde, konnten
Immunglobuline mit Spezifitit gegen Paratarg-7 gefunden werden, wie zuvor auch {iber

gesunde Kontrollen mit hyperphosphoryliertem Paratarg-7 berichtet (Grass et al., 2009).

Die Gesamthéufigkeit von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 betrdgt 1,9 % der untersuchten

hdmatologischen Erkrankungen, &hnlich der Frequenz von 2% in der gesunden
Normalbevolkerung (Grass et al., 2009). Statistisch ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede. Bei Betrachtung der einzelnen Gruppen fillt bei ALL und Polycythaemia vera
eine hohere Frequenz von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 auf, die nicht signifikant ist.
Durch die kleine Probengrofle bei ALL und den weiteren hidmatologischen Erkrankungen sind
die Ergebnisse nicht ausreichend représentativ, und der Nachweis von hyperphosphoryliertem
Paratarg-7 in einer der Proben fiihrt rechnerisch zu einer deutlichen Erhohung der Priavalenz.
Ebenfalls wire es denkbar, dass in weiteren Proben kein hyperphosphoryliertes Paratarg-7
nachzuweisen ist und es zu einer Angleichung an die Frequenz bei Gesunden kommit.
Aufgrund der geringen Fallzahl muss eine endgiiltige Bewertung fiir diese Gruppen

ausstehend bleiben.

Bei allen Gruppen mit mindestens 50 Patienten konnte keine bzw. in der Hodgkin-Gruppe
allenfalls leicht erhohte Frequenz (3,3 %) von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 gefunden

werden, die deutlich unter der zuvor beschriebenen Frequenz von hyperphosphoryliertem
Paratarg-7 bei Patienten mit MGUS, Multiplem Myelom und M. Waldenstrom (Grass et al.,
2009; Grass et al., 2011c¢) lag.

Weitere Untersuchungen an Patienten mit soliden Tumoren ergaben ebenfalls keine erhdhte
Frequenz von hyperphosphoryliertem Paratarg-7. Hierbei wurden Mamma- (1/50 = 2 %),
Lungen- (0/50 = 0%), Kolon- (0/50 = 0%) und Prostatakarzinom (1/50 = 2 %) sowie

Melanom (1/66 = 1,5 %) auf hyperphosphoryliertes Paratarg-7 getestet (Grass et al., 2011c¢).

Die bisherigen Ergebnisse sprechen sehr dafiir, dass es sich bei Paratarg-7 um ein spezifisch
bei Patienten mit MGUS, Multiplem Myelom und M. Waldenstrém hyperphosphoryliertes
Protein handelt. Dabei existieren neben hyperphosphoryliertem Paratarg-7 noch weitere
hyperphosphorylierte Paraprotein-Zielstrukturen, die bei Patienten mit MGUS und Multiplem

Myelom hidufiger als bei Gesunden exprimiert werden. Zuletzt konnte von der gleichen
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Forschungsgruppe die Hyperphosphorylierung bei Paratarg-8, ebenfalls ein Autoantigen der
Paraproteine, dokumentiert werden. Hyperphosphoryliertes Paratarg-§8 wird wie
hyperphosphoryliertes Paratarg-7 autosomal-dominant vererbt, die Privalenz in der gesunden
Bevdlkerung ist mit 0,5 % im Vergleich zu hyperphosphoryliertem Paratarg-7 geringer (Grass
et al.,, 2011b). Daher sind bei MGUS, Multiplem Myelom und M. Waldenstrém weitere
hyperphosphorylierte Autoantigene neben Paratarg-7 und -8 nicht auszuschlieen. Die
Priavalenz weiterer hyperphosphorylierter Autoantigene bei den im Rahmen dieser Arbeit

untersuchten Erkrankungen wurde nicht iiberpriift.

Bei den in ausreichendem Umfang getesteten Krankheitsentitdten ergab sich kein Anhalt, dass

hyperphosphoryliertes Paratarg-7 pathogenetisch beteiligt ist.

Da bisher alle bekannten Autoantigene, gegen die die Paraproteine gerichtet sind,
hyperphosphoryliert waren, ldsst dies zur Vermutung fiihren, dass die Hyperphosphorylierung
selbst im Zusammenhang mit der Pathogenese von MGUS/Multiplem Myelom und
M. Waldenstrom steht. Nach Analyse weiterer hdmatologischer und solider Neoplasien auf
eines der identifizierten hyperphosphorylierten Paraproteine zeichnet sich ab, dass diese
Modifikation von Autoantigenen spezifisch fiir MGUS/Multiplem Myelom und
M. Waldenstrom zu sein scheint. Inwiefern die Hyperphosphorylierung zu einer autoimmunen
Antwort mit nachfolgernder Expansion und maligner Transformation fiihrt oder als
Nebenprodukt eines charakteristischerweise bei diesen Erkrankungen fehlgesteuerten
Mechanismus (Grass et al., 2011b) anzusehen ist, bleibt nun zu eruieren, ebenso wie die

Ursachen, die zur Inaktivierung der Phosphatase PP2A fiihren.

Die Kenntnis des autosomal-dominanten Erbgangs ermoglicht die Untersuchung nicht
erkrankter Angehoriger von Patienten mit MGUS, Multiplem Myelom oder M. Waldenstrom
auf hyperphosphorylierte Paraproteine, um Risikopersonen frithzeitig zu erkennen.
Bestandteil kiinftiger Untersuchungen wird es sein, das die Inaktivierung der PP2A
verursachende Gen zu bestimmen. Hierdurch wiirde sich die Moglichkeit eroffnen,
Angehorige von Patienten auf das entsprechende Gen zu screenen, unabhingig davon,
welches der bereits bekannten oder moglicherweise nicht bekannten hyperphosphorylierten
Paraproteine sie exprimieren. Bei Kenntnis des verantwortlichen Gens sollte es zudem
moglich sein, ein Tiermodell zu entwickeln, mit dem die Mechanismen, die der Pathogenese
von MGUS, Multiplem Myelom und M. Waldenstrdm {iber eine chronische
Antigenstimulation zugrunde liegen, auf molekularer Ebene im Detail untersucht werden

konnen.
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6 Anhang

6.1 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Phosphatase-Behandlung von Paratarg-7 (Grass et al., 2009)
Abb. 2: Sandwich ELISA (Nach Hornbeck et al., 2001)
Abb. 3: Indirekter ELISA (Nach Hornbeck et al., 2001)

Abb. 4: ELISA zur Bestimmung von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei 60 Hodgkin

Patienten

Abb. 5: Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei 60 Patienten mit follikuldrem
Lymphom mittels ELISA

Abb. 6: Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei 50 CLL Patienten mittels
ELISA

Abb. 7: Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei 50 CML Patienten mittels
ELISA

Abb. 8: Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei 50 AML Patienten mittels
ELISA

Abb. 9: Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei 12 ALL Patienten mittels
ELISA.

Abb. 10: ELISA Nachweis von hyperphosphoryliertem Paratarg-7 bei Patienten mit weiteren
hamatologischen Erkrankungen mittels ELISA

Abb. 11: Immunoblot nach isoelektrischer Fokussierung
Abb. 12: Immunoblot nach isoelektrischer Fokussierung

Abb. 13: Nachweis von anti-Paratarg-7 spezifischen Antikorpern mittels ELISA
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