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ll. Zusammenfassung

Paratarg-7 (P-7) ist ein Paraprotein-Zielantigen, welches bei MGUS und MM Patienten
mit einem Paratarg-7 spezifischen Paraprotein in hyperphosphorylierter Form (pP-7)
vorliegt und ist bei gesunden europaischen sowie japanischen Tragern von pP-7 mit
einem erhohten Risiko fur MGUS/MM assoziiert. Familienuntersuchungen haben
bereits gezeigt, dass pP-7 autosomal dominant vererbt wird. Da in der
afroamerikanischen Bevolkerung eine deutlich hohere Inzidenz fur MGUS/MM vorliegt,
sollte in der vorliegenden Studie der Tragerstatus des hyperphosphorylierten Paratarg-7
(pP-7) in dieser Bevolkerungsgruppe untersucht werden. In dieser Arbeit haben wir
afroamerikanische Patienten und gesunde Kontrollen untersucht und die Zahl
europaischer wie auch japanischer MGUS/MM Patienten erhoht. Zunachst wurden die
Seren mittels ELISA auf P-7-Reaktivitat getestet, im Anschluss wurde in der
isoelektrische Fokussierung und einer Phosphatasebehandlung der
Phosphorylierunsgrad von P-7 untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass bei allen
MGUS/MM Patienten, welche ein P-7-spezifischen Paraprotein aufwiesen, P-7 auch in
hyperphosphorylierter Form vorlag. Wir fanden pP-7-Trager mit einem P-7-spezifischen
Paraprotein in 30/81 (37%) der afroamerikanischen, in 42/252 (16,7%) der
europaischen und in 7/176 (4,0%) der japanischen MGUS/MM Patienten Proben (p <
0,001). Der Tragerstatus von pP-7 bei gesunden Kontrollen lag bei 11/100 (11%) der
afroamerikanischen, bei 8/550 (1,5%) der europaischen und bei 1/278 (0,4%) der
japanischen gesunden Kontrollen vor, dies entspricht einer Odds Ratio fuir MGUS/MM
bei Tragern von pP-7 von 4,8 bei den Afroamerikanern, 13,6 bei den Europaern und
11,5 bei den Japanern. Daraus schlieBen wir, dass das Vorliegen eines pP-7 bei
Gesunden der starkste und bisher einzige molekular definierte Risikofaktor fur MGUS
und MM in allen drei ethnischen Gruppen ist. Die hohe Pravalenz von Tragern des pP-7
unter MGUS/MM Patienten aller drei ethnischen Gruppen spricht fur eine wichtige Rolle
dieses genetischen Risikofaktors in der Pathogenese dieser Erkrankungen.



Il. Summary

Pratarg-7 (P-7) is a paraprotein target antigen that is present in patients with MGUS and
MM with a paratarg-7 specific paraprotein as a hyperphosphorylated variant.
Hyperphosphorylated P-7 is associated with an increased risk to develop MGUS/MM in
healthy European and Japanese carriers of pP-7. Due to a significantly higher incidence
of MGUS / MM in the Afro-American population, the aim of this study was the
investigation of the carrier state of hyperphosphorylated paratarg-7 (pP-7) in this
population. We have studied African-American patients and healthy controls. To
increase the validity of previous studies in which European and Japanese patients and
healthy control groups were investigated, we analyzed additional samples from these
ethnic groups. For the analysis of the samples we performed an ELISA and an
isoelectric focusing. The ELISA detects P-7 specificity of the paraproteins. The
isoelectric focusing shows whether P-7 is hyperphosphorylated or not. Among MGUS /
MM patients we found P-7 specific paraproteins and the associated carrier status of pP-
7 in 30/81 (37%) of African-American, in 42/252 (16.7%) of European, and in 7/176 (4,
0%) of Japanese patients (p <0.001). The carrier state of pP-7 in healthy control gruops
was 11/100 (11%) of African-American in 8/550 (1.5%) of European and 1/278 (0.4%)
of the Japanese healthy control groups. This corresponds to an odds ratio of 4,8 for
MGUS / MM in carriers of pP-7 among African-Americans, 13,6 in Europeans and 11.5
in Japanese. We conclude that the presence of a pP-7 in healthy individuals is the
strongest and to date the only molecularly defined risk factor for MGUS and MM in all
three ethnic groups. The high prevalence of pP-7 carriers among MGUS/MM patients in
all 3 ethnic groups suggests an important role of this genetic risk factor in the

pathogenesis of these diseases.



lll. Einleitung
lll.I. Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz (MGUS)

Eine Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz beschreibt eine klonale B-Zell
Proliferation, bei der es zu einer Bildung von Paraproteinen kommt. Man findet daher
eine konstant erhohte Immunglobulin-Konzentration im Serum dieser Patienten. Die
Immunglobuline gehoren zu den Klassen IgG, IgA, IgM oder IgD. MGUS-Patienten sind
definitionsgemall  asymptomatisch und es liegen keine Hinweise auf
Endorganschanden vor. Zu finden ist eine MGUS bei 3-4% der Uber 50-jahrigen und die
Progressionsrate betragt 0,5-1% / Jahr [1]. Das Progressionsrisiko einer MGUS ist
beispielsweise bei einem IgG-Subtyp deutlich geringer als bei einem IgA- oder IgM-Typ.
Grundsatzlich geht die Progression bei einem IgM-MGUS in Richtung Non-Hodgkin-
Lymphom, Waldenstrom’sche Makroglobulinamie bzw. selten in Richtung einer
chronischen lymphatischen Leukamie, wahrend eine IgG oder IgA MGUS Progression
in Richtung eines multiplen Myeloms oder einer Amyloidose zeigt [2][3]. Im Hinblick auf
die konstant erhohte Immunglobulin-Konzentration im Serum und das Fehlen von
Endorganschaden lassen sich von einer MGUS das Smoldering Myeloma (SMM) und

das Multiple Myelom (MM) abgrenzen.

llL.Il. Smoldering (asymptomatisches) Multiple Myeloma (SMM)

Das SMM beschreibt ca. 15% aller Myelome. Die Progressionsrate betragt 10% /Jahr,
ist also wesentlich hoher als es bei einer MGUS der Fall ist. Ebenfalls finden sich hier
noch keine Anhaltspunkte fur Endorganschaden (CRAB). Es handelt sich wie auch bei
der MGUS um eine heterogene Gruppe mit prognostisch unterschiedlichen
Subgruppen. Die Konzentration des monoklonalen Immunglobulins im Serum wie auch
der Plasmazellanteil im Knochenmark zahlen zu den wichtigsten prognostischen
Faktoren[3].

lILII. Multiples Myelom

Beim Multiplen Myelom handelt es sich um eine zytogentisch heterogene Gruppe von
malignen Plasmazellproliferationen. Das Multiple Myelom beschreibt eine klonale
Proliferation von B-Zellen, bei der es zur Bildung von sogenannten Paraproteinen

kommt. Diese sind im Blut nachweisbare monoklonale intakte Immunglobuline, welche



von den proliferierenden Plasmazellen gebildet werden. Die produzierten
Immunglobuline gehoren den Klassen IgA, 1gG, IgM und IgD an [4]. Anhand dieser
Immunglobulin-Klassen werden die MM voneinander unterschieden, wobei das 1IgG-MM
mit Abstand die haufigste Form ist [4]. Die Differenzierung zwischen MGUS und MM
kann anspruchsvoll sein und erfolgte bisher nach den CRAB Kriterien. Diese umfassen
eine Hyperkalzamie, Niereninsuffizienz, Anamie und Knochenlasionen. Bisher waren
schwere Endorganschaden notwendig, um die Diagnose stellen zu konnen und eine
Therapie einzuleiten, daher sollen nun Biomarker und Schnittbildgebungen wie
beispielsweise ein Plasmazellbefall im Knochenmark von >60%, eine freie Leichtketten
Ratio von >100 sowie mehr als 1 Knochenlasion im MRT, low-dose CT oder PET-CT
als Diagnosekriterien implementiert werden, um eine fruhere Therapieeinleitung bei

betroffenen Patienten zu ermoglichen [1].

H.IV. Pravalenz von MM, MGUS und SMM in verschiedenen

ethnischen Gruppen

Die Pravalenz von MGUS/MM in der afroamerikanischen Bevolkerung ist in etwa
doppelt so hoch wie die der weillen Bevolkerung (3,2%) [5]. Fur eine genetische
Komponente in der Atiologie sprechen die Haufung von Plasmazelldysplasien unter
Geschwistern oder gar eineiigen Zwillingen sowie die zahlreich dokumentierte familiare
Haufung [6][7]. Als weitere Risikofaktoren gelten ein Lebensalter Uber 50 Jahre, zu
diesem Zeitpunkt leiden bereits 3,2% der Kaukasier, 5,84% der Afroamerikanern und
2,4% der Asiaten und Mexikaner an einer monoklonalen Gammopathie unklarer
Signifikanz [8]. Siehe Abbildung 1.
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Abbildung 1: Die weltweite Inzidenz des Multiplen Myeloms (altersadaptiert pro 100.000
Personen pro Jahr). Wahrend in der Geschlechterverteilung kaum Unterschiede zu finden
sind, zeigen sich deutliche regionale Inzidenzunterschiede. Wahrend Asiaten die niedrigste
Inzidenz haben, liegt Europa im mittleren Bereich und die afroamerikanische Bevdlkerung weist
die héchste Inzidenz auf [8].

Die Progressionsrate des MGUS zum MM verhalt sich in allen drei ethnischen Gruppen
ahnlich. Frauen sind generell seltener betroffen als Manner (2,7% vs 4,0%) [9]. Die
Strahlenbelastung in jungen Jahren scheint eine Rolle zu spielen, und Berufsgruppen,
die regelmalig Pestiziden ausgesetzt sind, scheinen ebenfalls ein gesteigertes Risiko
fur ein MGUS oder MM aufzuweisen [10][11].

lILV. Atiologie und Pathogenese der MGUS sowie des Multiplen

Myeloms

Beim Multiplen Myelom handelt es sich um eine maligne Plasmazell-Neoplasie mit
Infiltration des Knochenmarks seltener auch extramedullarer Strukturen durch
Plasmazellen. Es sind sowohl reife als auch unreife Plasmazellen betroffen. Es kommt
zudem zu einer Immunglobulinerhdhung (Myelomprotein, M-Komponente,
monoklonales Paraprotein), osteolytischen Knochenlasionen sowie Leicht-Ketten im

Urin (Bence-Jones-Proteine). Das MM entwickelt sich aus einer pramalignen Vorstufe



der MGUS. Die Entstehung des MGUS und MM ist multifaktoriell. Hier spielen zum
Beispiel berufsbedingte Exposition mit Pestiziden oder ionisierender Strahlung eine
bedeutende Rolle [12]. Oftmals kommt es zur familiaren Haufung von MGUS/MM, was
wiederum fur eine genetische Disposition spricht.

Geht man von einer chronischen Antigenstimulation aus, kommt es infolge derer zur
Bildung einer immortalisierten und autonomen Plasmazelle. Erste genetische
Veranderungen treten beim MM/MGUS nach der Differenzierung in langlebige
Plasmazellen auf, die bereits eine Rekombination der IgH- und IgL-Gene, somatische
Hypermutation der variablen IgH und IgL-Genregionen und eine produktive IgH-Switch-
Rekombinantion zu einem anderen Isotyp (IgG, IgA) durchlaufen haben.
Chromosomenanomalien wie beispielsweise Monosomie 14, Trisomie 3, 5, 7, 9, 11, 15
und 19 konnen mittels FISH-Technik nachgewiesen und bei Plasmozytomen ebenfalls
gehauft beobachtet werden. Bisherigen Daten zufolge sind MM mit einer Hypodiploidie
mit einer ungunstigen Prognose vergesellschaftet. Veranderungen der lympho-
hamatopoetischen Wachstumsfaktoren (IL-6, IFN-a u.a.) und Adhasionsmolekule
unterstutzen die Entwicklung und Proliferation von Tumorzellen im Knochenmark.
Beispielsweise fuhrt IL-1beta zur gesteigerten Bildung von IL-6, welches wiederum das
Wachstum von Plasmozytomen uber den Ras-MPAK-Signalweg fordert. Hierbei ist
erwahnenswert, dass HHV8 in dendritischen Zellen von MM-Patienten gefunden
werden konnte. HHV-8 kodiert fur ein virales Homolog, welches sich wie menschliches
IL-6 verhalt und somit in der Lage ist, murine als auch humane Plasmozytomzellen zu
stimulieren oder deren Apoptose zu hemmen [13][14]. Diese Tatsache lasst vermuten,
dass HHV-8 zumindest fur einen Teil der Plasmozytom-Falle eine pathogenetische
Bedeutung hat. Uber Mutationen von Ras-Genen, genetische Veranderungen des p53-
Gens sowie des Rb-Gens kann es ebenfalls zur Unterdriickung der Apoptose kommen,
was zur Steigerung der Autonomie von Tumorzellen beitragt[15].

lll.V.1. Bedeutung der chronischen Antigenstimulation

Eine Hypothese zur Entstehung von Plasmozytomen stellt die chronische Stimulation
des Immunsystems dar. Dafur sprechen die Entstehung von Plasmazelltumoren in
anatomischer Nahe zu chronischen Zokumentzindungen bei C3H Mausen und die
Entstehung von Plasmazellraumforderungen nach Injektion von Mineraldl oder Pristan

bei BALB/c Mausen [16][17][18]. Die genannten Mausstamme zeigen unter keimfreien



Lebensbedingungen ein wesentlich geringeres Risiko, ein Plasmozytom zu entwickeln,
was ebenfalls fur den Einfluss von aus der Darmflora stammenden Antigenen auf die
Pathogenese von Plasmazelldyskrasien spricht[19]. In diesem Zusammenhang ist es
sehr interessant, dass BALB/c Mause, welche in einer keimfreien Umgebung leben,
gegen eine Plasmozytom-Induktion mit Pristan resistent sind [20]. Im Tiermodell wurde
nachgewiesen, dass die durch Antigene induzierte Wachstumssteigerung Uber eine
Kreuzvernetzung der Oberflachenimunglobuline der malignen B-Zellen vermittelt wird
[21].

Aufgrund dieser Befunde ist anzunehmen, dass auch Plasmozytome beim Menschen
durch eine chronische Antigenstimulation hervorgerufen werden konnen. Auffallend ist
dabei, dass Plasmozytome gehauft bei Patienten mit chronischen Osteomyelitiden,
Pyelonephritiden, Tuberkulose oder chronischen Hepatitiden auftreten, was wiederum
fur die chronische Antigenstimulation als Ursache der B-Zell Dyskrasie zu sprechen
scheint. Es gibt =zahlreiche Berichte von Plasmozytompatienten, die zuvor
Infektionskrankheiten oder wiederholter Antigenexposistion ausgesetzt waren [22], so
zum Beispiel durch Infektionen mit Klebsiella rhinoscleromatis [23], wiederholten
Impfungen [24] oder nach Allergen-Desensibilisierungsbehandlungen [25][26].

ll.V.2. Identifizierung der antigenen Zielstrukturen von Plasmozytomen

Die Hypothese der Beteiligung chronischer Antigenstimulation an der Genese eines
Plasmozytoms wird durch den Nachweis antigener Zielstrukturen der monoklonalen
Paraproteine gestutzt. In einigen Fallen liel} sich eine Beziehung zwischen antigener
Zielstruktur und vorausgegangener chronischer Immunstimulation herstellen.
Beispielsweise entwickelte sich bei einem Patienten ein IgG Plasmozytom mit einer
gegen ax-Macroglobulin des Pferdes gerichteten Reaktivitat, nachdem er zuvor eine
therapeutische Injektion von Pferdeserum erhalten hatte [27]. Zusammenfassend ist
festzuhalten, dass es in Folge chronischer Antigenstimulation unter bestimmten
Vorraussetzungen zur Entwicklung einer monklonalen Plasmazell-Population kommen
kann, die sich gegen eben dieses Antigen richtet.

Physiologischerweise differenzieren sich B-Lymphozyten im Knochenmark, nachdem
zuvor die Gene, die fur die Immunglobulin-Leicht- und Schwere- Ketten kodieren,
umgelagert wurden. Nachdem ein voll funktionsfahiges Immunglobulin exprimiert wird,
wandert die B-Zelle aus dem Knochenmark in die sekundaren lymphatischen Organe,



um dort ihre Reifung, Proliferation und Differenzierung durch Antigenstimulation zu
erfahren. Die entstandenen Plasmoblasten wiederum entwickeln sich zu kurzlebigen
residenten Plasmazellen, welche binnen 3 Tragen wieder absterben. Durch Antigen
stimulierte B-Zellen konnen daruber hinaus, statt abzusterben, in Keimzentren von
Lymphknoten einwandern, wo schlieRlich eine somatische Rekombination stattfindet,
was zu einer Selektion von Klonen mit einer hohen Antigenaffinitat fuhrt. In den
Keimzentren findet ein ,Klassen-Switch’ der Immunglobulinproduktion statt. Anstelle von
IgM werden dann IgG, IgA oder IgD auf der Oberflache exprimiert. Anschliel3end
wandern die Plasmazellen zuruck ins Knochenmark, wo sie sich endstandig
differenzieren [28]. Es zeigen sich Gemeinsamkeiten zwischen diesen langlebigen
Plasmazellen und Plasmozytom-Plasmazellen. Beispielsweise exprimieren beide
CD138- und CD38-Antigene. Des Weiteren besitzen auch Plasmozytom-Plasmazellen
rearrangierte Immunglobulinkettengene, jedoch wurde kein Anhalt fur andauernde
Mutationen gefunden [29]. Dies begrundet die These, dass sich Plasmozytom-
Plasmazellen aus einem B-Zell-Klon entwickeln, welcher zuvor im Keimzentrum eines
Lymphknoten seine antigene Selektion und Affinitatsreifung durchlaufen hat und
anschlie3end ins Knochenmark ausgewandert ist [30][31].

Bis auf einige wenige Einzelfalle sind die Antigene der Paraproteine trotz ihrer den
normalen Immunglobulinen identischen Struktur haufig unentdeckt. In wenigen Fallen
von Paraproteinen haben zufallige Umstande, wie klinische Symptome, welche durch
Paraproteine verursacht werden, z.B. Kryoglobulinamie [32] oder
Blutungsanomalien[33], ein Screening gegen pradefinierte Antikorper wie anti-
Streptolysin, anti-DNA [27][34] oder Interferenzen mit Laboruntersuchungen wie
beispielsweise ein HIV positiver Patient, dessen Paraprotein 1gG « spezifisch mit dem
HIV-p24 gag Antigen reagierte [35], dazu beigetragen, die antigenen Zielstrukturen von
Paraproteinen zu entdecken.

Bei der Uberpriifung dieser Antigene fallt allerdings auf, dass in den wenigsten Fallen
eine Paraprotein-vermittelte Spezifitat bewiesen wurde. Oftmals konnen antigene
Kreuz- oder unspezifische Reaktionen nicht ausgeschlossen werden. Daher mussen
bisherige wissenschaftliche Arbeiten, die die chronische Antigenstimulation als kausale
Ursache fur ein MGUS/MM sehen, kritisch diskutiert werden, denn haufig wurde keine
Uberzeugenden Kontrollen zum Nachweis der Paraprotein-vermittelten Spezifitat
gefuhrt, so dass antigene Kreuzreaktionen nicht ausgeschlossen werden kdnnen.
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lll.VI. Stand der Forschung

Spezifische antigene Zielstrukturen der Paraproteine konnen also eine Rolle in der
Pathogenese des MM/MGUS spielen. Allerdings konnten bis heute nur wenige dieser
Zielstrukturen identifiziert werden. Ein Ansatz unserer Arbeitgruppe zur ldentifikation
von Paraproteinzielstrukturen  beruhte auf dem  Screening von cDNA-
Expressionsbibliotheken unterschiedlicher Herkunft mit hochverdinnten Paraprotein-
haltigen Seren (Verdiinnung 1:108) mittels SEREX (serological identification of antigens
by recombinant cDNA expression cloning) [36]. Als cDNA Quelle fur die antigenen
Zielstrukturen wurden sowohl gesunde als auch maligne humane Gewebe sowie die
wichtigsten Nahrungsmittel untersucht. Auf diesem Weg wurden die korpereigenen
Antigene-TTP2 (Tripeptdyl-Peptidase-Il), IGFBP2 (Insulin like growth Faktor Binding
Protein-2) und ein Nahrungsmittelantigen — Kinesin aus Schweinefleisch (porcine
kinesin) als Paraprotein Zielstrukturen identifiziert. All diese Antigene waren
individualspezifisch, das heil3t, sie reagierten jeweils nur mit einem Paraprotein.

Mit einem modifizierten Ansatz des SEREX, bei dem ein kauflicher rekombinanter
humaner Protein-Makroarray aus fotalem menschlichen Gehirn als Grundlage diente,
haben wir das korpereigene Paraprotein-Target ,Paratarg-7“ identifiziert. Paratarg-7
reagierte spezifisch mit 15% aller damals getesteten Paraproteinhaltigen IgA/IgG Seren
von europadischen Patienten bei hoher Verdinnung (1:108). Durch diverse
Absorptionsstudien konnte die Spezifitat der Paraprotein-vermittelten Reaktion belegt
werden. Nach Absorption mit P-7 verschwand der M-Gradient in der
EiweilRelektrophorese, nicht jedoch nach Absorption mit dem Kontrolltarget.

lI.VII. Charakterisierung von Paratarg-7

Paratarg-7 ist ein Protein mit noch weitgehend unbekannter Funktion, welches in
nahezu allen menschlichen Geweben exprimiert wird. Synonym wurden in der Literatur
die Bezeichnungen SLP-2 und STOML-2 verwendet. SLP-2 ist ein 31-kDa
mitochondriales Membranprotein, das zusammen mit SLp-1 und SLP-3 zur Familie der
Stomatine gehort [37]. Das kodierende Gen findet sich im mitochondrialen
Intermembranraum auf Chromosom 9p13. In Erythrozyten findet sich SLP-2 in der
Nahe zur Zellmembran, ist jedoch nicht direkt mit ihr verbunden. SLP-2 ist in

verschiedenen Tumorgeweben, wie zu Beispiel in Larynx-, Endometriumandeno-,
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Mamma-, Bronchial- und Osophaguskarzinomen Uberexprimiert [38]. SLP-2 soll eine
wichtige Rolle wahrend des Zellwachstums, der Proliferation und der Zelladhasion
spielen, zudem sollte es an der Tumorgenese und Metastasierung beteiligt sein[39].
Polymorphismen und Mutationen als Ursache der Autoimunogenitat von P-7 konnten
durch DNA-Sequenzierungen bei Patienten mit einem IgA-, IgG-MGUS ausgeschlossen
werden. Es gab weder in der SDS-PAGE, der mRNA Sequenzanalyse, noch auf Ebene
der DNA einen Anhalt fur Unterschiede im Paratarg-7 -Molekul zwischen erkrankten
Patienten und gesunden Kontrollen. In der isoelektrischen Fokussierung jedoch zeigte
sich ein unterschiedliches Laufverhalten von Paratarg-7 aus Lysaten von Patienten mit
anti-Paratarg-7 reaktivem Paraprotein und gesunden Kontrollen bzw. von Patienten, mit
einem Paraprotein anderer Spezifitat [40]. Das Laufverhalten in der isoelektrischen
Fokussierung zusammen mit der Sequenzanalyse von Paratarg-7 sprach fur eine
posttranslationale Veranderung von Paratarg-7 bei den Patienten. Eine Phophatase-
Behandlung fuhrte zu einem identischen Laufverhalten der Paratarg-7 Varianten in der
isoelektrischen Fokussierung, was eine Hyperphosphorylierung von Paratarg-7 in den
Patienten mit einem Paratarg-7-reaktiven Paraprotein beweist [41]. (Siehe Abbildung 2
und Abbildung 3)

a P1 2 P2 a P3 Bl

Abbildung 2: Western- Blot- Analyse von Paratarg-7 von Patienten mit Paratarg-7
spezifischen Paraprotein (P1-P3), einen Patienten mit nicht-Paratarg-7 spezifischen
Paraprotein (B1) und drei gesunden Kontrollpersonen (C1-C3). A: In der SDS-PAGE
migrieren alle Banden gleich. B: In der isoelektrischen Fokussierung zeigt sich ein divergentes
Laufverhalten zwischen den Patienten mit P-7 spezifischem Paraprotein und Patienten mit
einem nicht-P-7 spezifischen Paraprotein [42].
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1 2 3 4 5 6

Patient 1 Control 1

Abbildung 3: Phosphatase-Behandlung von P-7. A: Unbehandelte Lysate von Patienten mit
P-7 spezifischen Paraprotein (Patient 1) bzw. einer gesunden Kontrollperson (Control 1) zeigt
die isoelektrische Fokussierung ein divergenten Laufverhalten (Banden 3 u. 4). Nach
Behandlung mit alkalischer Phophatase zeigen die Lysate ein identisches Laufverhalten
(Banden 2 u. 4)[42].

Die einzige zuséatzliche Phosphorylierung findet an einem Serin in Position 17 statt.
Mehrere Experimente zeigten, dass an dem untersuchten Phosphorylierungsstatus die
Proteinkinase C sowie die Protein Phosphatase 2A (PP2A) eine entscheidende Rolle
spielen [41]. (Siehe Abbildung 4)
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Abbildung 4: Absorption vom Serum eines IgG MM Patienten mit P-7 Spezifitiat. A: 1gG
Paraprotein ohne P-7 Spezifitat und Absorption durch eine P-7 Saule. B: IgG Paraprotein mit P-
7 Spezifitat und Absorption durch eine P-7 Saule. C: Dasselbe P-7 spezifische Paraprotein IgG,
aber Absorption durch eine Mitofilinsaule (Kontrolle). Obere Bilder: Serumelektrophorese vor
und nach Absorption. Untere Bilder: Immunfixation vor und nach der Absorption mit P-7, nicht
jedoch nach Absorption mit einem Kotroll-Target [43].

Die hyperphosphorylierte Version des P-7 bei Patienten mit einem P-7 spezifischen
Paraprotein konnte inzwischen in acht verschiedenen Familien untersucht werden,

hierbei zeigte sich eine autosomal dominante Vererbung von pP-7. (Siehe Abbildung 5)
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Abbildung 5: Stammbaum einer Familie in der zwei Schwestern eine MGUS mit einem P-7
spezifischen Paraprotein aufweisen. A: Der Stammbaum zeigt die Familienmitglieder zweier
Schwestern, welche ein MGUS sowie ein P-7 spezifisches Paraprotein aufweisen. B: Analyse
mittels isoelektrischer Fokussierung der Familienmitgliedern [42].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der pP-7 Tragerstatus mit einem erhohten
Risiko verbunden ist, an einem MGUS/MM zu erkranken [42]. Dies bedeutet jedoch
nicht, dass es auch tatsachlich zum Auftreten eines MGUS/MM kommt. Viele
Merkmalstrager sind trotz fortgeschrittenen Alters nicht an einem MGUS/MM erkrankt.
pP-7 ist ungeachtet dessen der erste, molekular definierte, vererbbare Risikofaktor, der
je fur eine bosartige hamatologische Erkrankung entdeckt wurde.

lHLLVIIL. Ziele der Arbeit
In der vorliegenden Arbeit sollten nun folgende Fragen geklart werden:
1. Welche Bedeutung und Pravalenz hat pP-7 in Bezug auf andere ethnische
Gruppen? Dabei sollten vor allem die Unterschiede zwischen der

afroamerikanischen und deutschen Bevolkerung sollen untersucht werden.

15



2. Bisher gehorten alle pP-7 spezifischen IgG-Paraproteine gehoren der Subklasse
3 von IgG an. Deshalb sollte gepruft werden, ob sich diese Beobachtung nach
Steigerung der Probenanzahl weiter bestatigt, oder ob sich auch pP-7

spezifische Paraproteine der anderen IgG-Subklassen finden.
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IV. Material

IV.l. Reagenzien

IV.i

Chloroform (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Gelatine (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Glycin (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Isopropylthiogalactosid ,IPTG" (Biomol, Hamburg, Deutschland)
Magermilchpulver (Saliter, Obergrinzburg, Deutschland)
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Natriumchlorid (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Nitrozellulosefolie (Sartorius, Gottingen, Deutschland)
Trishydrochlorid , TrisHCL" (vwr International GmbH, Darmstadt, Deutschland)
Trishydroxymethylaminomethan (Sigma, St.Louis, USA)

. Puffer / Medien

TBS-Stammlosung
= 8,789 NaCl
= 6,059 TrisHCL
= 1,49 TRIS
= 1L Aqua dest.
Coating Puffer (ELISA)
= (A) 2,12 NaCOs + 100ml Aqua dest.
= (B) 1,689 NaHCO3 + 100ml Aqua dest.
= 1,7ml A + 0,8ml B + 7,5ml Aqua dest.
10ml POX-OPD-Entwicklung
= 2,bml Lésung A
a. 0,2M Dinatriumphosphat 2H,0
b. 3,56 in 100ml Aqua dest.
= 2,bml Lésung B
a. 0,1M Citronenséure 1H,0O
b. 2,1gin 100ml Aqua dest.
= 5ml Aqua dest.
= 1 Tbl. OPD
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= 5ul H>,0, 30%
= abstoppen mit 3M HCL = 25ul auf 100ul Entwickler
o Western-Blot-Puffer (1.TBS 0,05% Tween = Waschpuffer)
= 8,8g NaCl
= 6,059 Tris
= 0,8ml 5M HCL
= 0,5ml Tween 20
= 1L Aqua dest.
e Lysis Puffer
= 20mM Tris pH8
= 1mM PMSF
= 1mg/ml Lysozym
= 0,05% Triton X
e 2.Blockpuffer
= 100ml Waschpuffer
= 109 Magermilchpuffer
= Bzw. 3g BSA
e Isoelektrische Fokussierung
= Fertiggele, Invitrogen, NovexR pH3-10, Karlsruhe
= Anodenpuffer, Invitrogen, NovexR pH3-10, Karlsruhe

= Kathodenpuffer, Invitrogen, NovexR pH3-10, Karlsruhe

IV.1Il. Antikorper

e Maus Anti-Flag mAb M2 (Sigma, Munchen, Deutschland)

e Huhn anti-STOML2 (Antikorper online, Aachen, Deutschland),
gerichtet gegen stomatin-like protein 2 (= Paratarg-7)

e Ziege anti-human IgG-biotiniliert (Dianova, California, USA)

e Maus anti-human IgG-biotiniliert (Dianova, California, USA)

e Maus anti-human c-myc Antikorper (BioRad, California, USA)

e Anti-Maus-POX Antokorper (BioRad, California, USA)
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V. Patienten und Methoden

V.l. Patienten und Kontrollen

Die vorliegende Studie wurde von der Ethikkomission der Arztekammer des Saarlandes
und den anderen beteiligten Institutionen genehmigt. Samtliche Probanden, die
teilgenommen haben, Patienten sowie auch gesunde Kontrollen, unterschrieben eine
schriftiche Einverstandniserklarung. Als krank wurden Patienten mit einer
monoklonalen Gammopathie unklarer Signifikanz beziehungsweise einem multiplen
Myelom, mit IgA, IgD oder IgG Paraprotein definiert. Als gesunde Kontrollen dienten
uns Blutproben von gesunden Europaern, Japanern und Afroamerikanern. Als gesund
definierten wir Probanden, bei denen mittels Serumelektrophorese und Immunfixation
kein monoklonales Immunglobulin nachweisbar war. Des Weiteren wurden die
gesunden Kontrollen durch einen Amtsarzt untersucht und mussten von ihm als klinisch
gesund eingestuft werden. Die Seren der afroamerikanischen Patienten mit MGUS/MM
oder weiteren malignen Erkrankungen wurden ebenso wie die Proben der gesunden
afroamerikanischen Kontrollen am ,Emory University Hospital® in Atlanta (USA)
gesammelt. Seren der an einer Autoimmunerkrankung leidenden Patienten wurden in
der Abteilung | fur Innere Medizin am Universitatsklinikum des Saarlandes gesammelt.
Die Blutproben von samtlichen Probanden wurden zentrifugiert, anschlieRend wurden
die Zellen sowie das Plasma getrennt voneinander bei -20°C gelagert.

V.. Isoelektrische Fokussierung zur Ermittlung des pP-7
Tragerstatus
V.II.1. Prinzip

In der isoelektrischen Fokussierung werden Proteine anhand ihres isoelektrischen
Punktes aufgetrennt. Aufgrund ihrer Aminosaurereste konnen Proteine positiv, negativ
oder neutral geladen sein. Diese Nettoladung ist abhangig von dem jeweiligen pH-Wert
der Umgebung. So ergibt sich fur jedes Protein ein eigener Isoelektrischer Punkt,
welcher dem pH-Wert entspricht, an dem die Nettoladung dieses Proteins neutral ist.
Die Grundlage fur eine funktionierende IEF ist somit ein pH-Gradient, welcher die
Proteine auf einer Membran zu ihrem spezifischen isoelektrischen Punkt wandern lasst.
Die Proteine werden also auf eine Trennmatrix aufgetragen, an die ein elektrisches Feld

angeschlossen wird und somit ein konstanter pH-Gradient entsteht. Sobald die Proteine
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im elektrischen Feld ihren jeweiligen isoelektrischen Punkt erreicht haben stoppt ihre

Wanderung vom Auftragungsort in Richtung der Kathode.

Referenz-
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der isoelektrischen Fokussierung. Die in die
Taschen aufgetragenen Proben laufen nach Anlage der Spannung an das Feld in Richtung
Kathode, bis zum Erreichen lhres elektrischen Punktes. (Grafik selbst erstellt)

V.Il.2. Vorbereitung der Proben zur IEF

Von den gesammelten Blutproben wurden jeweils 100 pl Vollblut 3-malig mit PBS
gewaschen und im Anschluss an jeden Waschgang 1 Minute bei 7000 rpm zentrifugiert.
Dann wurden 100 uyl PBS und 200 ul Harnstoffpuffer, welcher 8M Harnstoff, 0,1M
Phosphat, 10mM Tris-HCL (pH8) und 0,1%ige NP-40 enthalt, zur Lyse hinzugegeben.
Nachfolgend wurden die Proben bei -20°C eingefroren.

Zur Durchfihrung der Isoelektrischen Fokussierung wurden 5 ul der Proben mit 5 ul IEF
Puffer gelést und anschlieRend in die Ladetaschen ubertragen. AnschlieRend wurde 1
Stunde lang eine Spannung von 100 V, eine weitere Stunde lang 200 mV, zuletzt dann
noch 30 min lang eine Spannung von 500 mV angelegt. Hierfir wurden Gele der Firma
Invitrogen genutzt (Novex R pH3-10, Invitrogen).

V.I1.3. Semi-Dry Ubertragung

Nach dem Auftrennen der Proteine samtlicher Blutproben-Lysate in der IEF wurden
diese auf eine Immobilon-P PVDF Membran Ubertragen (Millipore Immobilon), welche
zuvor mit 100% Methanol hydrophilisiert, bewassert und anschlieRend in Transferpuffer
inkubiert wurden. Im Rahmen der Durchfihrung des Blots wurde auf die Platin-
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Anodenseite ein Transferpuffer-getranktes Whatman-Blotpapier gelegt, darauf die
praparierte PVDF Membran, auf die das Gel folgt, und daraufhin wieder mit einem
getrankten Blotpapier bedeckt. Zuletzt wurde die Platinkathodenplatte aufgelegt. Dann
wurde eine Gleichspannung von 25 V bei 150 mA angelegt. Zur Blockade der freien
Proteinbindugsstellen wurde die Membran zuletzt bei 4°C mit 10% Milch inkubiert.

Kathode (neg)

Deck- und
Boden-
Puffergel

NuPAGE oder
E-PAGE Gel

Membran »

Anode (pos)

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Transfermethode. Die Blutproben-Lysate
werden auf die PVDF Membran Ubertragen, diese wird auf ein Whatman-Blotpapier gelegt und
von dem Gel und einem weiteren Blotpapier bedeckt. Unter Gleichspannung findet dann die
Semi-Dry Ubertragung statt. (Grafik selbst erstellt)

V.Il.4. Inmunoblot

Nach dem Blocken der Membran uber Nacht wurde sie 3-malig mit TBS/0,1% TX100
gewaschen. Darauffolgend wurde die Membran eine Stunde lang mit dem
Primarantikorper anti-STOML2 (1:250), der gegen stomatin-like protein 2 gerichtet ist,
inkubiert. Nun folgte eine erneutes dreimaliges Waschen mit TBS sowie eine weitere
Stunde Inkubation mit einem gegen den Primarantikbrper gerichteten
peroxidasemarkierten Sekundarantikorper (anti-Maus-POX, Verdunnung 1:3000 in
TBS).

V.I1.5. Darstellung durch Chemolumineszenz

Ausgewertet wurde der Immunoblot mittels der ,enhanced chemoluminescence
method” (Pharmacias ECL, General Electrict, Connecticut, USA). Hierbei wurden die
Reagenzien fur eine enzymkatalysierte Lichtreaktion auf die PVDF-Membran
aufgetragen, wobei nach einer kurzen Inkubationszeit von einer Minute ein Bio-Max-

Film aufgelegt wurde, welcher in der Dunkelkammer belichtet wurde. Abschlie3end
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wurde dieser 3 min in der Entwicklerlosung entwickelt, danach gewassert, ca. 3 min in

der Fixierlosung fixiert, nochmals gewassert und dann getrocknet.

V.IIIl. P-7 ELISA zum Nachweis P-7 spezifischer Paraproteine

V.1II.1. Prinzip

Zum Nachweis der Paratarg-7-Spezifitat diente ein ELISA. Hierzu wird eine mit den
Primarantikorpern beschichtete Mikrotiterplatte bendtigt, an die ein in den zu
untersuchenden Proben mdoglicherweise enthaltenes Antigen binden kann. Nach dem
Auftragen der Proben auf die Mikrotiterplatte ist mindestens ein Waschschritt essentiell,
um falsch positive Reaktionen zu hemmen. In einem weiteren Schritt werden Antikorper
hinzugegeben, welche spezifisch an die bereits gebundenen Antigene binden. Somit
entsteht ein Antikorper-Antigen-Antikorper-Komplex, daher auch der Name ,Sandwich-
ELISA’. Der zweite Antikorper ist in der Regel enzymgekoppelt und zeigt bei Reaktion
einen Farbumschlag, welcher anschlieRend photometrisch erfasst werden kann.

Fir diese Studie wurde zu Beginn in HEK293 Zellen rekombinantes Volllangen P-7
hergestellt, welches an seinem C-terminalen Ende einen FLAG Tag besitzt. Ein FLAG
tag (Kennzeichnungsfahne) beschreibt eine Aminosauresequenz aus Asp-Tyr-Lys-
Asps-Lys, welche an rekombinante Proteine angehangt werden kann und ein starkes
Reaktionspotential mit anti-FLAG-Antikérpern besitzt. Uber das FLAG tag kann das P7-
Protein an eine mit anti-FLAG mAb gecoatete Maxisorb Mikrotiterplatte (Sigma,
Munchen) binden. Daran kénnen nun P7-Antikbrper aus dem Serum binden, welche

dann mittels dem Sekundarantikdrper anti-human Antikorper nachgewiesen werden.

V.lIl.2. Vorbereitung der Proben fiir den ELISA

Das Vollblut der Probanden wurde bei 3000 rpm 10 min lang zentrifugiert und
anschlie3end bei -20°C eingefroren.

V.II1.3. Herstellung des SLP2-Flag bzw. G11/anti pPSLP2-Fab-Konstrukt

Die Zelllinie HEK-293-psfi-SLP-2-VL-Flag war bereits im Labor vorhanden. RPMI 1640,
10% FCS, 4mM Glutamin und Selektionsantibiotikum G418 500 ug/ml wurde uber 3-7
Tage kultiviert, bis humanes FLAG-getagtes SLP-2 produziert wurde. Konfluente Zellen
wurden geerntet und im Anschluss 3x mit PBS gewaschen. Nach jedem Waschvorgang
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wurden die Zellen mit 1200 rpm 10 min lang abzentrifugiert und anschliel3end in der
Zahlkammer gezahlt. 1x 107 Zellen wurden in 100 pl Lysispuffer geldst, fiir 30 min auf
Eis gestellt und 30 min bei 1300 rpm bei 4°C zentrifugiert. Zuletzt erfolgte eine
Proteinbestimmung und Einstellung des Lysats auf 1 mg/ml, was dann unserer

Stockldsung entsprach.

V.lIL.4. ELISA zum Nachweis von P-7-Antikorpern

Der Vorgang startete mit dem Coaten, was dem Aufbringen eines Antikorpers auf die
Mikrotiterplatte entspricht; hierbei wurde ein Maus-anti-FLAG-Antikorper (Sigma,
Munchen) auf die Platten aufgetragen und uber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlie3end
wurde auf die Mikrotiterplatte 1,5%ige Gelatine (VWR, International) aufgetragen, um
so ein Blocken der freien Proteinbindungsstellen zu erreichen, welche zu falsch
positiven Ergebnissen fuhren konnten. Nach Inkubation der Platte Uber eine weitere
Stunde bei Raumtemperatur wurden 10 pg/ml des rekombinanten SLP2-FLAG (im
Labor bereits vorhandenes HEK-P-7 Zelllysat) aufgetragen. Nach weiterer Inkubation
des Zelllysats fur 1 h wurden die nicht gebundenen Reagenzien ebenfalls mit TBS 0,1%
TX100 wieder abgewaschen. Als nachstes wurden die Probandenseren mit einer
Verdinnung von 1:108 aufgetragen und nach 1 h Inkubation mit TBS-TX 100
gewaschen. Nachdem eventuell vorhandene p-7 Antikorper gebunden haben, wurde im
nachsten Schritt ein Detektionsantikorper (Biotin-Ziege-anti-human IgG-Fab mit einer
Verdinnung von 1:2500) hinzugegeben, welcher praferenziell mit dem humanen IgG
reagiert, zusatzlich jedoch auch Kreuzreaktionen mit IgM und IgA zeigt. Danach wurde
wieder 1 h inkubiert und im Anschluss gewaschen. Zuletzt wurden dann Streptavidin
Peroxidase (Roche, Germany) mit einer Verdinnung von 1:50000 far 10 min und OPD
Entwickler fur 5-10 min aufgetragen. Letzterer wurde am Ende mit 3 molarer HCL
(VWR, International) gestoppt.

Der optische Nachweis erfolgte im Elisareader ,Wallac Victor’ bei 490nM.

V.IIL.5. ELISA zum Nachweis von pP-7

Wie zuvor schon beschrieben, wurde bei dem ELISA zum Nachweis von pP-7 die
Mikrotiterplatte mit Maus-anti-FLAG-Antikorper (Sigma, Mulnchen), welcher gegen
Stomatin-like protein 2 gerichtet ist, gecoatet und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nun
wurde jedoch statt des zuvor verwendeten Maus-anti-STOML2, ein Huhn-anti-STOML2
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Antikorper genutzt. AnschlieBend erfolgte wie zuvor ein Blocken der freien
Proteinbindungsstellen mit 1,5%iger Gelatine zur Fehlervermeidung, dann wurden die
Blutlysate mit einer Verdunnung von 1:2 aufgetragen, wieder 1 h inkubiert und
gewaschen. Nachfolgend wurde ein synthetisches Fab-Konstrukt (G11 / anti-pPSLP2,
im Labor bereits vorhanden) aufgetragen. G11/ anti-pPSLP2 erkennt spezifisch
phosphoryliertes P-7, nicht jedoch den wt-P7 (unphosphoryliert) [44]. Im Anschluss wird
wieder 1 h inkubiert und dann gewaschen. Wie zuvor wurde nun der Biotin-Ziege-anti-
human IgG-Fab, diesmal jedoch mit einer Verdinnung von 1:2500 aufgetragen, 1 h
inkubiert und gewaschen. Am Ende folgten nun der Reihe nach Streptavudin-
Peroxidase fur 10 min und OPD-Entwickler fur 5-10 min, welcher mit 3 molarer HCL
gestoppt wurde.

Die optische Quantifizierung erfolgte mit dem Elisareader ,Wallac Victor’ bei 490nM. Als

positiv wurden Signale definiert, deren Wert 3x gro3er war als der der negativen Seren.
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VI. Statistische Methoden

Die Odds Ratio mit dem 95% Konfidenzintervall und den p-Werten wurden angegeben,
um das Risiko, an einem MGUS oder MM zu erkranken, fur alle drei ethnischen
Gruppen separat im Vergleich zu den gesunden Kontrollen darzustellen. Um die
ethnischen Gruppen weiter zu vergleichen, wurde der Breslow-Day-Test durchgefuhrt.
Chi-Quadrat und, falls dies noétig war, auch der Fisher-Test wurden verwendet, um
Unterschiede zwischen den ethnischen Gruppen bezuglich der Pravalenz von pP-7 fur
MM/MGUS- Patienten und gesunde Kontrollen darzustellen. Im Falle signifikanter
globaler Tests Uber alle drei Volksgruppen wurden paarweise Tests durchgefuhrt. Fur
Unterschiede in Bezug auf Patientencharakteristika sowie zur Bestimmung der
Pravalenz von pP-7 Tragern unter gesunden Kontrollen und MGUS/MM-Patienten aller
drei ethnischen Gruppen wurde Chi-Quadrat berechnet und gegebenenfalls der Fisher
—Test eingesetzt. Fur qualitative Daten hingegen wurde der Wilcoxon-Rangsummentest

durchgefuhrt. Als Signifikanzniveau wurde p=0,05 festgelegt.
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VIl. Ergebnisse
VIL.l. Untersuchung der MGUS/MM Patienten Proben

Es wurden 252 europaische, 176 japanische und 81 afroamerikanische MGUS und MM
Patienten untersucht. Teilweise lagen die Ergebnisse der europaischen und
japanischen Proben bereits vor, die Anzahl der Probanden wurde fur diese Studie

weiter aufgestockt.

Tabelle 1: Nachweis von P-7 spezifischen Paraproteinen unter afroamerikanischen,
europaischen und japanischen MGUS/MM Patienten
MGUS MM Total

Afroamerikaner

IgA 2/6 (33,3%) 2/4 (50,0%) 4/10 (40,0%)
IgD 0/0 0/1 01
IgG* 8/22 (36,4%) 18/24 (42,9%) 26/64 (40,6%)

leichte Ketten
Total

0/0
10/28 (35,7%)

0/6
20/53 (37,7%)

0/6
30/81 (37,0%)

Europaer
IgA 1/7 (14,3%) 4/24 (16,7%) 5/31 (16,1%)
IgD 0/0 0/0 0/0
IgG** 5/45 (11,1%) 32/176 (18,2%) 37/221 (16,7%)
Total 6/52 (11,5%) 36/200 (18,0%) 42/252 (16,7%)
Japaner
IgA 0/4 1/32 (3,1%) 1/36 (2,8%)
IgD 0/0 0/11 0/11
IgG** 0/13 6/116 (5,2%) 6/129 (4,7%)
Total 0/17 7/159 (4,4%) 7/176 (4,0%)

* alle pP-7 spezifischen IgG Paraproteine gehdren zur Subklasse 1gGs bis auf eine Ausnahme welche zur

IgG+1 Subklasse gehort

** alle pP-7 spezifischen IgG Paraproteine gehoren zur Subklasse 3

Von den 81 afroamerikanischen MGUS/MM Patienten wiesen 30 von 81 ein Paratarg-7
spezifisches Paraprotein auf (siehe Tabelle 1). Nachfolgende Abbildung 8 und
Y-Achse die

photometrischen Messung sowie die

Abbildung 9 =zeigen auf der

Kontrollen auf der X-Achse.
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Abbildung 8: ELISA mit 28 Proben der afroamerikanischen MGUS Patienten. 10 der 28
Proben reagierten spezifisch mit Paratarg-7. Auf der Y-Achse sind die jeweiligen
Absorptionsmesswerte angegeben, auf der X-Achse hingegen die Bezeichnungen der
einzelnen Patientenseren.

Hierbei zeigten sich, wie in Abbildung 8 bereits ersichtlich, 10 von 28 (35,7%) MGUS
Proben als spezifisch fur P-7. Des Weiteren haben wir uns die Proben von 53

afroamerikanischen multiplen Myelom Patienten angesehen.
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Abbildung 9: ELISA mit 53 Proben von afroamerikanischen MM Patienten. 20 der
getesteten Proben reagierten spezifisch mit Paratarg-7. Auf der Y-Achse sind die jeweiligen
Absorptionsmesswerte angegeben, auf der X-Achse hingegen die Bezeichnungen der
einzelnen Patientenseren.
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Insgesamt wurde bei 20 von den 53 (37,7%) getesteten Proben von Myelom-Patienten
ein Paraprotein nachgewiesen, welches spezifisch mit Paratarg-7 reagierte.
Zusammenfassend wiesen also 30 der insgesamt 81 Proben von schwarz-afrikanischen
MGUS/MM Patienten ein Paratarg-7-spezifisches Paraprotein auf. Wir fuhrten sodann
eine isoelektrische Fokussierung durch, um den Phosphorylierunsgrad des Paratarg-7
in den Proben der Patienten mit einem Paratarg-7 spezifischen Paraproteinen zu
ermitteln. Hierbei zeigte sich bei allen MGUS/MM Patienten mit einem Paratarg-7
spezifischen Paraprotein ein Paratarg-7, welches in hyperphosphorylierter Form vorlag.
Bisher gehorten alle Paratarg-7 spezifischen Paraproteine der pP-7 positiven Patienten
der 1gGs Subklasse an. Unter den Proben der afroamerikanischen Patienten befand
sich eine positive Probe mit einem Paraprotein der IlgG+-Subklasse. Merkmale wie Alter,
Krankheitsstadium, lytische Lasionen, Hamoglobin, Kreatinin, Calcium, 32 Mikroglobulin
und zytogenetische Variationen zeigten keinen signifikanten Unterschied im Vergleich
der Patienten mit einem P-7 spezifischen Paraprotein und einem anderer Spezifitat
(Siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2: Gegeniiberstellung der Merkmale von afroamerikanischen MGUS
Patienten, welche pP-7 positiv und pP-7 negativ getestet wurden.

und MM

Alter (Jahre)
Median
Range

Diagnose

MGUS

MM
Stadium |
Stadium I
Stadium 11l
unbekannt

Plasmozytom

Paraprotein
IgG
1gG+
IgG2
IgGs
1gGa
IgA
IgD
Leichtketten

Osteolysen
Ja
Nein
unbekannt

Hamoglobin

(g/dl)
Median
Range

Kreatinin

(mg/dl)
Median
Range

Calcium (mg/dl)

Median
Range

R2 Mikroglobulin

(mg/dl)
Median
Range

Zytogenetik
normal
Trisomie 3
Trisomie 8
komplex
Unbekannt

pP7+
n= 30

64
43-89

10 33,3%
19 63,3%
3 15,8%
7 36,8%
9 47,4%

1 3,3%

N

86,7%
3,3%
0,0%
83,3%
0,0%
13,3%
0,0%
0,0%

N
oOohrhOoUO-~O

14 48,3%
5 51,7%
1 3,3%

11,1
7,2-14,9

10,0
2,9-13,0

3,0
2,0-31,6

10 33,3%
1 3,3%
0 0,0%
12 40,0%
7 23,3%

pP7
n=51

64
32-84

17 33,3%
32 62,7%
3 97%
11 35,5%
17 54,8%
1 31%
2 3,9%

38 74,5%
23 451%
0 0,0%
15 29,4%
0 0,0%
6 11,8%
1 2,0%
6 11,8%

27 52,9%
24 47,1%

11,3
6,7-15,8

1,4
0,6-20,0

9,4
7,0-14,0

3,6
1,5-19,9

25 49,0%
0 0,0%
1 2,0%
12 23,5%
13 25,5%

p-Wert

0,325

1,000
0,958
0,778

1,000

0,194
<0,001
<0,001
1,000

1,000
0,080

0,688

0,491

0,082

0,221

0,637

0,169
0,370
1,000
0,117
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Auffallig war jedoch, dass bei den pP-7 positiv getesteten Patienten keine Uber der
Norm liegende Frequenz an Autoimmunkrankheiten gefunden werden konnte. Wir
gehen davon aus, dass die Autoimmunitat von pP-7 Tragern spezifisch fur P-7 ist.
Siehe Tabelle 3.

Tabelle 3: Pravalenz von Autoimmunerkrankungen bei europdischen Tragern von pP-7.

Rheumatoide Arthritis 1/100
Systemischer Lupus Erythematodes 0/30
Polymyalgia Rheumatica 0/15
Granulomatose mit Angiitis 0/10

Multiple Sklerose 0/10

Morbus Crohn 0/10

Churg Strauss Vaskulitis 0/5

SAPHO Syndrom 0/5
Sjogren’s Syndrom 0/5

Total 1/190 (0,5%)
Europaische gesunde Kontrollen 81550 (1,5%)

Im Globalen Test zeigten sich signifikante Unterschiede der Pravalenz zwischen den
einzelnen ethnischen Gruppen. Der Unterschied zwischen Afroamerikanern (37,0%)
und Europaern (16,7%) betrug p<0,001, zwischen Afroamerikanern und Japanern
(4,0%) p<0,001 sowie zwischen Europaern und Japanern ebenfalls p<0,001 (siehe
Tabelle 4).

Tabelle 4: Pravalenz von P-7 spezifischen Paraproteinen in den einzelnen ethnischen
Gruppen

MGUS MM Total
Afro-Amerikaner
Total 10/28 (35,7%) 20/53 (37,7%) 30/81 (37,0%)
Europaer
Total 6/52 (11,5%) 36/200 (18,0%) 42/252 (16,7%)
Japaner
Total 0/17 7/159 (4,4%) 7/176 (4,0%)

VILIl. Odds Ratio

Hierbei handelt es sich um ein Quotenverhaltnis, welches eine Aussage Uber die Starke
des Zusammenhangs zweier Merkmale erlaubt. In der Medizin beschreibt sie die Starke

mit der ein vermuteter Risikofaktor mit einer bestimmten Erkrankung assoziiert ist.
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Verglichen werden typischerweise Probanden mit dem vermuteten Risikofaktor und
Probanden ohne diesen Faktor, des Weiteren unterscheidet man, ob bereits eine
Erkrankung eingetreten ist oder bisher noch nicht (sieheTabelle 5).

Tabelle 5: Kreuztabelle des Vergleichs von Probanden mit bzw. ohne einen bestimmten
Risikofaktor.

Krank Gesund
MIT Risikofaktor a b
OHNE Risikofaktor c d

Man unterscheidet ,a’ Probanden mit einem bestimmten Risikofaktor, welche bereits erkrankt
sind. ,c¢’ erkrankte Probanden, welche den Risikofaktor nicht aufweisen. ,b’ gesunde Probanden
mit und ,d’ gesunde Probanden ohne den Risikofaktor.

Fur die Odds-Ratio ergibt sich dann folgende Formel:

Odds-Ratio=(a/c)/(b/d)=(aed)/(bec)

Das Quotenverhaltnis nimmt Werte zwischen 0 und « an. Ein Wert von 1 spricht fur ein
gleich hohes Risiko mit bzw. ohne den bestimmten Risikofaktor zu erkranken. Ein Wert
von > 1 spricht fur ein dem Wert entsprechend hdheres Risiko an einer bestimmten
Krankheit zu erkranken.

Fur die vorliegende Studie wurden die verschiedenen Odds Ratios von Frau Dr. Marita
Ziepert (Universitat Leipzig ,Institut fur Medizinische Informatik, Statistik und
Epidemiologie’, Hartelstrale 16-18, 04107 Leipzig, -NHL Studiensekretariat-)
berechnet.

VILIIl. Ergebnis der Untersuchung der gesunden Kontrollen

Bei den Proben der MGUS/MM Patienten lag in allen Fallen, in denen ein P-7
spezifisches  Paraprotein  nachgewiesen  wurde, dieses auch in der
hyperphosphorylierten Form vor. Da im Durchschnitt nur 4% der gesunden Spender
Trager der hyperphosphorylierten Variante des Paratarg-7 sind, ist der Tragerstatus mit
einem fast 5-fach erhohten Risiko, an einem MGUS/MM zu erkranken, verbunden. Wir
verglichen die zum Teil bereits vorliegenden 550 europaischen, die 278 japanischen
sowie die jetzt neu hinzugekommenen 100 afroamerikanischen Kontrollen miteinander.
Von den 550 europaischen gesunden Kontrollen waren 8 Trager des
hyperphosphorylierten Paratarg-7, von den 278 Japanischen Kontrollen nur einer der
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Probanden und bei den afroamerikanischen Kontrollen zeigte sich in 11 von 100
untersuchten gesunden Kontrollen ein hyperphosphoryliertes Paratarg-7. Siehe
Abbildung 10.
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Pravalenz der gesunden Trager von pP-7 war in den verschiedenen ethnischen
Gruppen signifikant unterschiedlich, der Vergleich der afroamerikanischen Kontrollen
mit den europaischen und japanischen zeigte signifikante Unterschiede. Die Pravalenz
der gesunden pP-7 Trager betrug unter den Afroamerikanern 11/100 (11%), bei den
Europaern 8/550 (1,5%) und bei den Japanern nur 1/128 (0,4%). Des Weiteren lag die
Pravalenz gesunder pP-7 Trager unter den Afroamerikanern signifikant hoher als in der
europaischen und japanischen Bevolkerung (p<0,001 und p<0,001).

SchlieBlich stellte sich in allen drei ethnischen Gruppen eine deutlich niedrigere
Pravalenz von pP-7 Tragern bei den gesunden Kontrollen als bei den MGUS und MM
Patienten heraus (Afroamerikaner: 11% vs. 37%, p<0,001; Europaer: 1,5% vs. 16.7%,
p<0,001; Japaner: 0,4% vs. 4,0%, p<0,001). Daraus resultiert fir gesunde pP-7 Trager
ein erhohtes Risiko, an MGUS oder MM zu erkranken (Odds Ratio: Afroamerikaner: 4,8
[95%-KI: 2,2 — 10,3], p<0,001; Europaer: 13,6 [95%-KI: 6,3 — 29,3], p<0,001; Japaner:
11,5 [95%-KIl: 1,4 — 94,1], p=0,023. pP-7 ist somit der bisher starkste molekular
definierte Risikofaktor fir MGUS und MM in allen drei ethnischen Gruppen. Der p-Wert
fur die Unterschiede in den Odds Ratios fur MGUS/MM bei den gesunden pP-7 Tragern
war 0,058 zwischen Afroamerikanern und Europaern, 0,430 zwischen Afroamerikaner

und Japanern und 0,884 zwischen Europaern und Japanern.
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VIIIl. Diskussion

Verschiedene Studien haben sich bereits mit der Beziehung zwischen der Entstehung
von MGUS/MM und chronischer Antigenstimulation beschaftigt. Zusammenfassend
scheint die chronische Antigenstimulation zwar eine Rolle zu spielen, jedoch konnten
keine eindeutigen Beweise dafur erbracht werden [5][45]. Zweifelhaft war auch der
Nachweis Paraprotein-vermittelter Reaktionen von Antigenen mittels Epitop-
Rekonstruktionen, da diese nur mit einem Titer von 1:2500 nachgewiesen werden
konnten [46]. Dies gilt auch fur Studien, die CMV oder HIV als antigene Zielstruktur von
Paraproteinen proklamierten [35][46].

Wir haben in der vorliegenden Studie mit einer sehr hohen (1:108-fachen) Verdiinnung
der Seren gearbeitet, und dennoch fanden wir heraus, dass 37% der
afroamerikanischen paraproteinhaltigen Seren spezifisch mit Paratarg-7 reagierten. Das
Auftreten von Paratarg-7-spezifischen Paraproteinen bei mehr als einem Drittel der
afroamerikanischen MGUS/MM Patienten deutet darauf hin, dass Paratarg-7 eine
wichtige Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankungen in allen drei ethnischen
Gruppen einnimmt. Trager des pP-7 haben ein hoheres Risiko, an MGUS/MM oder
Waldenstrom Macroglobulinamie zu erkranken, nicht jedoch fur andere Malignome, was
fur die Relevanz von pP-7 zur chronischen Antigenstimulation spricht [47]. Somit
erscheint ein hoheres Entartungspotential von pP-7 tragenden Zellen eher
unwahrscheinlich.

Ebenso ist die Autoimmunitat von pP-7 Tragern offenbar spezifisch fur P-7, da keine
Uber der Norm liegende Frequenz an Autoimmunerkrankungen bei pP7 Tragern
nachweisbar war (siehe Tabelle 3, S. 30).

Leider ist das Alter der gesunden Kontrollen unbekannt, es wird vermutet, dass sie
tendenziell junger waren als die MGUS- und MM- Patienten. Dies lasst die
Pravalenzdaten jedoch unbeeinflusst, da der pP-7 Tragerstatus von der Geburt bis hin
zum Tod nachweisbar bleibt. Der pP7-Tragerstatus ist im Genom kodiert und in Folge
dessen als konstant zu betrachten. Es ware denkbar, dass einige der gesunden
Spender im weiteren Verlauf ein MGUS/MM entwickeln. Dies wurde allerdings die Odds
Ratio noch weiter erhdhen.

Wir haben alle Proben der gesunden Kontrollen wie auch die Patientenseren zuvor auf
Anti-P-7 Antikorper untersucht. Wir erwarten, dass es im Vorfeld zu einer gesteigerten
polyklonalen Anti-P-7 Reaktivitat kommt, aus der sich ein immortalisierter Klon
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entwickelt. Theoretisch ware es also denkbar, eine gesteigerte Anti-P-7 Reaktivitat vor
dem Auftreten eines MM nachzuweisen. Bisher konnten wir jedoch noch keine solche
Reaktivitat in Seren von gesunden pP-7 Tragern finden. Dies wird auch in Zukunft noch
eine spannende Frage bleiben.

Belegt sind zwar Unterschiede in der Pravalenz von MM/MGUS in verschiedenen
ethnischen Gruppen (3,2% der Kaukasier, 5,84% der Afroamerikaner und 2,4% der
Asiaten und Mexikaner). In der Inzidenz wurde lediglich zwischen Afroamerikanern und
Europaern ein Unterschied gezeigt (p=0,058). Im Vergleich von Europaern mit
Japanern konnten wir keine Differenz feststellen. Am ehesten lag dies an der
begrenzten Anzahl der Patienten.

Ursachen fur die Risikovarianz verschiedener ethnischer Gruppen ein MGUS/MM zu
entwickeln, sind bisher nicht ausreichend erforscht. Diskutiert werden vor allem Umwelt-
und genetische-Faktoren. In diesem Zusammenhang scheint es aussichtsreich und
interessant, Studien mit afrikanischen Probanden direkt aus Afrika durchzufuhren, da
hier genetische Variationen im Vergleich mit Afroamerikanern erwartet werden oder
Studien mit japanischen Probanden aus Hawaii durchzufuhren, da diese anderen
Umwelteinflissen ausgesetzt sind als die direkt in Japan lebende Bevodlkerung. Doch
leider konnte trotz intensiver Bemuhungen bisher kein Zugang zu diesen Populationen
gefunden werden.

Aufgrund der autosomal dominanten Vererbung von pP-7, welche bereits
nachgewiesen war [47], schien es uns moglich, gesunde Trager von pP-7 zu
identifizieren und im folgenden deren Neoplasieentwicklung zu beobachten, da mit
fortschreitendem Alter das Risiko, ein MM/MGUS zu entwickeln, steigt. Durch die
Testvefahren ELISA und IEF ware es zweifelsfrei moglich, Probanden auf den
Tragerstatus des pP-7 zu untersuchen. Dadurch konnte ein eventuell vorhandenes
erhohtes Risiko ein MGUS/MM zu entwickeln, eindeutig nachgewiesen werden.
Aufgrund der deutlichen Varianz in der Anzahl der pP-7 Trager in den verschiedenen
ethnischen Gruppen ergibt sich fur gesunde pP-7 Trager ein unterschiedliches Risiko,
an einer MGUS, einem MM bzw. einem MW zu erkranken. Wenn auch nicht
ausgeschlossen werden kann, dass hierfur Umwelteinflisse mitverantwortlich sind,
wurde gezeigt, dass eine unterschiedliche Frequenz ,permissiver HLA-DR-Allele in den
unterschiedlichen ethnischen Gruppen fur das unterschiedlich hohe Risiko
verantwortlich ist. Beim Vorliegen eines permissiven HLA-DR Haplotyps ist das
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Immunsystem in der Lage, pP-7 zu prasentieren und zu erkennen, sodass pP-7
spezifische CD4 T-Helferzellen eine spezifische Immunantwort vermitteln kdnnen, dass
heil3t, P-7 spezifische B-Zellen zu stimulieren und ihre Proliferation zu induzieren, was
schlie3lich zur Bildung eines bosartigen B-Zell-Klons als Ursprung von MGUS/ MM mit
einem P-7 spezifischen Paraprotein fuhrt [48]. Daher ware es nun erstmals moglich,
bestimmte prophylaktische Strategien fur gesunde Trager von pP-7 mit einem
permissiven Haplotyp zu entwickeln. Beispielsweise konnte man eine Therapie
entwickeln, bei welcher es nach der Konjugation mit einem Toxin zur Bindung von
antigenem P-7 an den Antigenrezeptor der B-Lymphozyten mit Spezifitat fur P-7 kommt
was schlielBlich zur Internalisierung des Komplexes und Totung dieser Zelle fuhrt. Es
ware weiterhin denkbar, das Epitop, der Teil des P-7-Moleklls welcher, an den
Rezeptor von den spezifischen T-Helfer-Zellen bindet und aktiviert, so zu verandern,
dass er zwar immer noch eine Bindung mit den T-Zellen eingeht, sie hierbei jedoch
inaktiviert. Die dritte denkbare Variante waren rekombinante Antikorper oder relevante
Teile davon (rekombinanten Fab Fragmente), die spezifisch an den HLA-DR /
Phosphopeptid-Komplex auf der pP-7 spezifischen T-Helfer-Lymphozyten binden und
somit spezifisch nur die T-Helferzellen hemmen, welche spezifisch fur pP-7 sind.
Mitverantwortlich fur die Risikovarianz in den unterschiedlichen ethnischen Gruppen ist
weiterhin eine unterschiedliche Frequenz bestimmter MHC-II-Haplotypen. Dies erklart,
warum ,permissive’ HLA-DR-Allele bei einem pP-7 positiven MGUS/MM Patienten aus
einer ethnischen Gruppe mit einem hohen Risiko (Europaer) wesentlich haufiger sind,
als aus einer ethnischen Gruppe mit einem geringeren Risiko (Afroamerikaner).

Zur Entstehung einer MGUS, eines MM bzw. eines MW mussen also folgende
Vorraussetzungen erfullt sein:

1) Die wichtigste Vorraussetzung ist das Vorliegen eines immunogenen Autoantigens.
Im Falle von P-7 ist diese Autoimmunogenitat auf die zusatzliche Phosphorylierung der
Aminosaure Serin 17 des P-7 Molekuls zuruckzufuhren, die durch eine Inaktivierung der
Phosphatase PP2A bedingt ist.

2) Zur Prasentation dieser Peptid-Epitope bedarf es eines ,permissiven’ MHC-II-
Haplotyps, der diese modifizierten Epitope prozessieren und prasentieren kann. Wenn
beide Vorraussetzungen erflullt sind, kann es zur Stimulation pP-7-spezifischer T-
Helferzellen kommen, die dann ihrerseits Paratarg-spezifische B-Zellen bzw.

Plasmazellen oder deren Vorlaufer stimulieren. Die chronische Antigenstimulation
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induziert dann eine verstarkte Proliferation der Paratarg-spezifischen Zellen der B-
Zellreihe, die damit einem erhohten Risiko ausgesetzt sind, maligne zu entarten. Siehe
Abbildung 11.
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Abbildung 11: Grafische Darstellung der Hypothesen zur Entstehung eines MGUS/ MM.
A: Patientenfall: Bei Vorliegen eines MHC-II Haplotypes, welcher in der Lage ist das pP-7
Epitop zu prasentieren, fuhrt dies zur Proliferation pP-7 spezifischer B-Zellen. Damit steigt das
Risiko der malignen Entartung. B: Gesunde Merkmalstrager: Hier liegt ein MHC-Il Haplotyp vor,
welcher nicht in der Lage ist das P-7 Phosphoepitop zu prasentieren. Demzufolge entstehen
keine pP-7 spezifischen B-Zellen und keine maligne Entartung derselben.

Langfristig ist es unser Ziel pP-7 positive gesunde Menschen durch ein Screening
rechtzeitig zu erkennen und durch die Entwicklung einer antigenspezifischen Therapie
die Progression zu einem MGUS/ MM vor dem Auftreten von Langzeitschaden zu
verhindern.
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