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II. Darstellung der Publikation
1. Vorwort

Diese Arbeit dient der zusammenfassenden Darstellung der im Juli 2019in A+DHPDWRORJLFD
The Journal of the Ferrata Storti Foundation 3erschienenen Publikation mit dem Titel "Deep

sequencing of bone marrow microenvironments of patients with del(5q) myelodysplastic

syndrome reveals imprints of antigenic selection as well as generation of novel T cell clusters

as response pattern to lenalidomide". Die Schrift orientiert sich am Aufbau der Originalarbeit.
Erganzende, detaillierte Informationen (ber die angewandte Methodik und Ergebnisse

inklusive der Abbildungen sind der oben aufgefiihrten Publikation zu entnehmen.

2. Einleitung

Die  myelodysplastischen Syndrome (MDS) sind klonale Erkrankungen der
hamatopoetischen Stammzellen, welche klinisch zu einer ineffektiven Hamatopoese fiihren.
Sie stellen die gré3te Gruppe der erworbenen Erkrankungen mit Knochenmarksversagen bei
Erwachsenen dar (Bejar and Steensma, 2014, Yoshida, 1996, Heaney and Golde, 1999).
Studien schatzen die Neuerkrankungsrate auf 30.000 bis 40.000 Félle pro Jahr allein fur die
Vereinigten Staaten von Amerika (Cogle et al., 2011, Goldberg et al., 2010). Die Inzidenz fur
Europa liegt ahnlich hoch und wird vermutlich auf Grund des immer hoheren Alters der
Bevolkerung in den nachsten Jahren noch weiter ansteigen (Malcovati et al., 2013). Die
Diagnose MDS wird anhand der mikroskopischen Untersuchung von Knochenmarkaspirat
und einer Knochenmarkbiopsie gestellt. Die Proben werden nach Anzahl der verschiedenen
Zellreihen, Grad der Dysplasie und Anzahl der Blasten im Knochenmark beurteilt. Zusétzlich
erlauben zytogenetische Analysen eine genauere Einteilung nach der aktuellen WHO-
Klassifikation (siehe Tabelle 1), sind aber fur die Diagnosestellung nicht erforderlich (Arber et
al., 2016, Garcia-Manero, 2014). Die haufigste zytogenetische Aberration stellt die Deletion
des langen Armes von Chromosom 5, del(5q), dar (Haase et al., 2007). Diese Untergruppe
charakterisiert sich haufig durch eine refraktdre Anamie, Thrombozytamie mit atypischen
Megakaryozyten im Knochenmark und einer vergleichsweise geringen Progressionsrate zu
einer akuten myeloischen Leuk&mie (Tefferi and Vardiman, 2009, Hofmann and Koeffler,
2005, Kuendgen et al., 2013). Das mediane Erkrankungsalter liegt etwa bei 66 Jahren und
im Gegensatz zu anderen MDS-Formen sind Frauen haufiger betroffen als Manner
(Giagounidis et al., 2004). Mit einem medianen Uberleben von etwa 80 Monaten hat dieser
Subtyp im Vergleich zu anderen eine gute Prognose (Haase et al., 2007). Auch wenn die
Pathogenese groRdtenteils durch die Haploinsuffizienz der auf dem kurzen Arm von

Chromosom 5 liegenden Gene erklarbar ist, gibt es Hinweise auf Dysregulationen des
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angeborenen und adaptiven Immunsystems, mit daraus resultierender Beeintrachtigung der
Bekampfung von klonalen del(5q) Zellen (Heise et al., 2010, Boultwood et al., 2007,
Boultwood et al., 2010).

Dysplastic Ring sideroblasts as % of Cytogenetics by conventional

Name lineages Cytopenias* marrow erythroid elements BM and PB blasts karyotype analysis
MDS with single lineage dysplasia 1 1or2 <15%/<5%t BM <5%, PB <1%, no Auer Any, unless fulfills all criteria for

(MDS-SLD) rods MDS with isolated del(5q)
MDS with multiineage dysplasia 2or3 1-3 <15%/<5%t BM <5%, PB <1%, no Auer Any, unless fulfills all criteria for

(MDS-MLD) rods MDS with isolated del(5q)
MDS with ring sideroblasts

(MDS-RS)

MDS-RS with single lineage 1 1or2 =15%/=5%t BM <5%, PB <1%, no Auer Any, unless fulfills all criteria for

dysplasia (MDS-RS-SLD) rods MDS with isolated del(5q)
MDS-RS with multiineage 2o0r3 1-3 =15%/=5%1 BM <5%, PB <<1%, no Auer Any, unless fulfills all criteria for
dysplasia (MVDS-RS-MLD) rods MDS with isolated del(5q)
MDS with isolated del(5q) 1-3 1-2 None or any BM <5%, PB <1%, no Auer del(5q) alone or with 1 additional
rods abnormality except —7 or del
(7q)

MDS with excess blasts

(MDS-EB)

MDS-EB-1 0-3 1-3 None or any BM 5%-9% or PB 2%-4%, no Any

Auer rods
MDS-EB-2 0-3 1-3 None or any BM 10%-19% or PB 5%-19% Any

or Auer rods
MDS, unclassifiable (MDS-U)

with 1% blood blasts 1-3 1-3 None or any BM <5%, PB = 1%, no Any
Auer rods
with single lineage dysplasia 1 3 None or any BM <5%, PB <1%, no Auer Any
and pancytopenia rods
based on defining cytogenetic 0 1-3 <15%§ BM <5%, PB <1%, no Auer MDS-defining abnormality
abnormality rods
Refractory cytopenia of childhood 1-3 1-3 None BM <5%, PB <2% Any

Tabelle 1: WHO-Klassifikation und Kriterien fur myelodysplastische Syndrome (Arber et al., 2016)

Lenalidomid wurde erfolgreich Mitte der 90er Jahre als Derivat des Thalidomids mit dem Ziel
entwickelt, eine Substanz mit starkeren immunologischen und antikrebs Eigenschaften und
gleichzeitig weniger typischen unerwinschten Wirkungen wie Somnolenz, Obstipation und
Neuropathien zu schaffen (Bartlett et al., 2004). Aktuell wird es speziell bei der Therapie von
MDS mit begleitender Deletion des langen Armes von Chromosom 5 und den multiplen
Myelomen eingesetzt (Ades and Fenaux, 2011, Holstein and McCarthy, 2017).
Eingeschlossen in die LE-MON 5 Studie, im Rahmen derer auch das in der Originalarbeit
untersuchte Patientenkollektiv behandelt wurde, wurden 89 Patienten mit MDS del(5q),
welche in den letzten 8 Wochen vor Rekrutierung auf eine Transfusion von
Erythrozytenkonzentraten angewiesen waren. Zuséatzliche Einschlusskriterien waren ein
Blastenanteil im Knochenmark von unter 5% und laut A, QW H U Q BbyviasRQ€R@ingS
VI\IVWHRB®%6 HLQH =XRUGQXQJ ]kW:35RE HiRAIAB-YYHW ZXUGH HLQH
orale Behandlung mit 10 mg Lenalidomid fir 21 Tage in einem 28 Tage Zyklus durchgefihrt.
60 Patienten erreichten eine Transfusionsunabhéngigkeit mit einem medianen Anstieg des
Hamoglobins um 3.6g/dl (Schuler et al., 2016). AuRBerdem konnten andere Studien zeigen,

dass ein Ansprechen auf die Therapie mit einem signifikanten Anstieg des
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Patiententberlebens vergesellschaftet war (Giagounidis et al., 2014). Der primare
Mechanismus, tUber den Lenalidomid seine Wirkung gegen die klonalen Zellen mit del(5q)
entfaltet, ist die Initierung der Ubiquitinierung und damit Degradation von IKZF1, IKZF3 und
& . . durch Bindung an Cereblon (CRBN), welches ein Substratrezeptor des CRL4-E3-
Ubiquitin-Ligase-Komplexes ist (Kronke et al., 2015, Kronke et al., 2014). Eine besondere
RoOOH VSLHOW KLHU GDV &. . ZHOFKHV DXI GHU EHHWW IGHND (V
ist ein negativer Regulator von TP53 und durch die vorliegende Haploinsuffizienz ein
ausgezeichnetes Ziel fur Lenalidomid (Kronke et al., 2015). Ein weiterer Effekt von
Lenalidomid ist die Destabilisierung des CD147-MCT1 Komplexes, was zu einer Aktivierung
von Immunzellen fuhrt (Eichner et al., 2016). Zusatzlich konnte in vitro durch eine
Stimulierung des T-Zell-Rezeptor(TCR)-Komplexes mit vernetzenden CD3-Antikorpern in
Anwesenheit von Lenalidomid ein deutlicher Effekt auf den funktionellen Status von T-Zellen
nachgewiesen werden. Dies flhrte zu einer vermehrten Ausschittung von Zytokinen und
Proliferation. Interessanterweise war ohne gleichzeitige TCR Stimulation kein Effekt
messbar, was darauf hindeutet, dass Lenalidomid keine eigene mitogene Aktivitat in T-Zellen
besitzt (McDaniel et al., 2012). Die Stimulation von NK-Zellen und der NK-Zell vermittelten
ADQWLN|USHUDEKIQJLJHQ ]JHOOYHUP LW Webedf¥dH2Q den BRRIER [L]LW I W 3
von Lenalidomid (Davies et al., 2001, Tai et al., 2005). Abgesehen von einer direkten
aktivierenden Wirkung auf Zellen des Immunsystems beobachteten Kerdivel et al. eine
veranderte Zusammensetzung des Immunmilieus im Knochenmark von Patienten, die ein
Ansprechen auf die Therapie mit Lenalidomid gezeigt hatten (Kerdivel et al., 2018). Trotz
aller Fortschritte sind die genauen immunmodulatorischen Effekte von Lenalidomid bis heute

nicht vollig verstanden.

OLW GHU (QW ZLF Ne@tX Geher&@iohV Sefjuencing® 1*6 NDP HV ]X HLQHU
Revolutionierung innerhalb der Genomforschung. Plétzlich war es mdglich, das gesamte
menschliche Genom innerhalb weniger Tage zu sequenzieren und das zu relativ geringen
Kosten, die in den vergangenen Jahren noch weiter gefallen sind (Behjati and Tarpey, 2013,
Levy and Myers, 2016). Mit dieser Technik konnten ebenfalls deutliche Fortschritte im
Bereich der Immunrepertoireforschung erzielt werden. Das Immunrepertoire eines Menschen
ist definiert als die Summe aller T- und B-Zellen, welche das adaptive Immunsystem
ausmachen. Jede einzelne T- und B-Zelle besitzt auf der Zelloberflache einen fir diese Zelle
spezifischen und einmaligen Rezeptor, T-Zell Rezeptor (TCR) und B-Zell Rezeptor (BCR)
genannt. Beide Rezeptoren sind als Heterodimere aufgebaut. Der BCR besteht aus einer
leichten und einer schweren Kette, der TCR aus einer alpha und beta Kette (siehe Abbildung
1). Die Sequenz fur die Antigenbindungsstellen von TCR und BCR DXFK AYDULDEOH 5HJ
genannt, entsteht durch Genumlagerung und ihre Vielfalt determiniert die Diversitat und

Spezifitat der mdglichen Antigenerkennung. Bei der schweren Kette des BCR, sowie der
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beta Kette des TCR, setzt sie sich aus verschiedenen zufalligen Kombinationen von V-
(variable), D- (diversity) und J-Genfamilien (joining) zusammen und bildet vier weniger
YDULDEOH *HU «¥takhewbklLr&y@ns Q-4 3A  )-A-4) und drei hypervariable Regionen
domplementary determining regions 1-33 & '#-3) (Liu and Wu, 2018, Padlan, 1994, Dal
Porto et al., 2004). Die Diversitat des BCR wird durch
somatische Hypermutation noch weiter erhoht. Bei diesem
SUR]JHVV ZHUGHQ GXUFK GDV (Q]J\P ADNWLYI
Cytidin-'HVDPLQDVH?® $,' HLQJHOQH $PLQRVIXUH(
Genen mutiert, wodurch Antikorper mit hoherer Affinitat fur
bestimmte Antigene entstehen konnen (Maizels, 2005,

Papavasiliou and Schatz, 2002).

Die CDR3 Regionen der schweren Kette (IGH) des BCR und
der beta Kette (TRB) des TCR spielen auf Grund ihrer héheren
Variabilitat und Spezifitit eine dominante Rolle in der
Antigenerkennung und eignen sich deshalb besonders gut als
Ziel bei der Immunrepertoireforschung (Xu and Davis, 2000).

Abbildung 1: Schematische Ziel unserer Arbeit war es, die klonale Immunarchitektur von
Darstellung des

membrangebundenen T- und MDS del(5q) und ihre Modulation durch Lenalidomid besser zu
I6slichen B-Zell Rezeptors. Der ]

T-Zell Rezeptor ahnelt einem verstehen. Dafiir haben wir Proben aus Knochenmark und

membrangebundenen Fab- . . .
Fragment. Das Fab-Fragment peripherem Blut von Patienten vor und nach Behandlung mit

von Antikérpermolekulen (I6sliche

BCR) ist ein durch Lenalidomid und gesunden Kontrollgruppen mit IGH und TRB
Disulfidbrucken verknipftes ) ; PR

Heterodimer. Jede Kette enthalt Next Generation Sequencing® DQDO\VLHUAMsw&RNgH UH
eine konstante zeigt, dass Lenalidomid die adaptive Immunantwort von T-
Immunglobulindoméne

und eine variable Doméne. Zellen im Knochenmark beeinflusst.

Die nebeneinanderliegenden
variablen Doméanen bilden die
Antigenbindungsstelle (Murphy
and Weaver, 2018)

3. Material und Methoden
3.1 Patienten-Charakteristika

Die Knochenmarksproben der Patienten wurden zwischen den Jahren 2013 und 2016 im
Rahmen der LE-MON 5 und Bioregister Studien gesammelt. Die Kohorte umfasst 15
Patienten mit del(5q) MDS (Proben wurden vor dem Start der Therapie und nach im Median
12 Monaten Behandlung mit Lenalidomid gesammelt). Fir 8 Patienten der Kohorte waren
auch an entsprechenden Zeitpunkten gewonnene periphere Blutproben verflgbar. Alle
del(5g) MDS Patienten wurden im Rahmen der LE-MON 5 Studie behandelt, bei der es sich
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um eine deutsche, multizentrische, einarmige open-label Phase Il Studie (Safety of
Lenalidomide Monotherapie and Markers for Disease Progression in Patients With IPSS
Low- or Intermediate-1 Risk Myelodysplatic Syndromes (MDS) Associated With an Isolated
Deletion 5g Cytogenetic Abnormality) handelt (Schuler et al., 2016). Als Referenz wurden 7
Knochenmark- und 22 periphere Blutproben von gesunden Spendern passenden Alters
eingeschlossen.

3.2 Angaben zu der Studie

Von allen Patienten und gesunden Spendern wurde eine Einverstandniserklarung fur die
Verwendung der Reste ihres diagnostischen Materials zu wissenschaftlichen Zwecken
eingeholt. Dies wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat, Heinrich Heine

Universitat Dusseldorf, Deutschland, Projekthummer MC-LKP-392, genehmigt.
3.3 Isolierung von genomischer  DNA aus mononukledren Zellen

Die genomische DNA wurde aus >10° mononukleéren Zellen gewonnen, die entweder aus
gefrorenem Knochenmark (BMMNC) oder peripherem Blut (PBMNC) stammten. Dafir wurde
das &en Elute mammalian genomic DNA miniprep kit3 (Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

Deutschland), entsprechend den Anweisungen des Herstellers, verwendet.

3.4 Multiplex PCR zur Amplifikation der Immunglobulin schwere Kette und des T-Zell

Rezeptor beta fiir zielgerichtetes lllumina  Next Generation Sequencing

Die rearrangierten V-, D- und J-Gensegmente aus den Immunglobulin schwere Kette (IGH)
und T-Zell Rezeptor beta (TRB) Genen wurden mit Hilfe der BIOMED2-FR1 (IGH), -TRB-A
und -B Primer Pools amplifiziert (van Dongen et al., 2003). Dafir wurden pro Probe etwa
250ng genomische DNA verwendet. Bei der ersten PCR wurden mit Hilfe der zuvor
publizierten Primer sowohl die VDJ-rearrangierten IGH und TRB Gene amplifiziert als auch
ein Teil der lllumina NGS kompatiblen Adapter integriert (van Dongen et al., 2003, Schiliffke
et al., 2016, Akyuz et al., 2017). In einer zweiten PCR wurden Primer benutzt, um die
lllumina Adapter zu verlangern und so eine spatere Hybridisierung der amplifizierten
JUDJPHQWH DQ GfibwW ceDOXPIHUP |[AOLFKHQ $X%HUGHP ZXUGH HLC
umfassender Barcode eingefligt, welcher wahrend der Datenanalyse eine genaue
Zuordnung der Sequenzen zu Patient, Gewebe und Zeitpunkt ermdglicht. Alle amplifizierten
Fragmente mit der erwarteten Gré3e wurden nach der Agarose Gel-Elektrophorese mit Hilfe
des MNucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit3 (Macherey-Nagel, Diren, Deutschland)
gereinigt. Vor dem Start der Sequenzierung erfolgte eine Konzentrationsbestimmung der
amplifizierten Fragmente mit dem Qubit (QIAGEN, Hilden, Deutschland). Die Qualitat der
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Proben wurde mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Bd&blingen,

Deutschland) Gberpruift.
3.5 lllumina Next Generation Sequencing und Datenanalyse

Das Alext Generation Sequencing 3(NGS) wurde mit dem Illumina MiSeq Sequenzierer (600-

cycle single indexed, paired-end run, V3-chemistry) durchgefihrt. Fur die Analyse und

Berechnung der VDJ-rearrangierten IGH und TRB Loci wurden die Programme MiXCR und

ENPICOM’s ImmunoGenomix Plattform verwendet. Die GLIPH (grouping of lymphocyte

interactions by paratope hotspots) Clusteranalysen und die Berechnung der
A(QWVWHKXQJVZDKUVFKHLQOLFKNHLWHQ?® ZXUGH®hgefithR 1% 1U«KI
(Glanville et al., 2017, Marcou et al., 2018).

3.6 Analyse der Diversitat der IGH und TRB Repertoires

Diversitat oder Klonalitdt wird durch verschiedene Indices dargestellt. Wir haben fir die
Analyse der B- und T-Zell Repertoires den Clonality index verwendet. Der Clonality index
wird nach der Formel 3 - Pielou's evenness  berechnet (Kirsch et al., 2015). Pielou’s
evenness wiederum bestimmt man mit der Formel J = HY/In(S), wobei H' der Shannon-
Wiener Diversitatsindex und S die absolute Zahl an Klonen in einer spezifischen Probe sind
(Pielou, 1966). Der Clonality index reicht von 0 bis 1, wobei 0 absolute Diversitat und 1

absolute Klonalitat mit der Anwesenheit von nur einem Klon bedeutet.

3.7 In silico Analyse der T-Zell Repertoieres mit Hilfe von ~ GLIPH und
Entstehungswahrscheinlichkeiten Tools

Um zu analysieren, ob die TRB Repertoires von unterschiedlichen MDS del(5q) Patienten
vor oder nach Lenalidomid Behandlung oder im Vergleich zu den gesunden Spendern
Gemeinsamkeiten in Bezug auf die CDR3 Regionen zeigen bzw. diese sich in Cluster
zusammenfassen lassen, haben wir den GLIPH Algorithmus auf die NGS generierten TRB -
Daten der gesunden Spender und MDS del(5q) Patienten angewendet (Glanville et al.,
2017). In einem zweiten Schritt haben wir die Entstehungswahrscheinlichkeiten der GLIPH
generierten TRB Cluster mit dem IGoR Algorithmus bestimmt (Marcou et al., 2018). Um
niedrige Wahrscheinlichkeitswerte besser abbilden zu kénnen, haben wir den negativen
Logarithmus benutzt. Cluster mit einer niedrigen Entstehungswahrscheinlichkeit sind
hdchstwahrscheinlich durch Antigen induzierte Selektion entstanden. Nach unserem Wissen
existiert jedoch kein Grenzwert, GHU AQLHGULJH (QWVWHKXQJVZDKUVFKHLQC
unsere Daten besser darstellen zu kdnnen, entschieden wir uns, die Spanne zwischen den
geringsten (13,1400259) und den hochsten (36,7368006) beobachteten Werten fur die
Entstehungswahrscheinlichkeit in drei gleich groRe Bereiche zu teilen. So haben wir fur

unsere Studie eine niedrige Entstehungswahrscheinlichkeit fur die Werte von 28,871210 bis
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36,73688006, eine mittlere von 21,0056176 bis 28,871209 und eine hohe von 13,1400259
bis 21,0056175 definiert.

3.8 Statistische Analysen

Verteilungsunterschiede wurden mit dem Student t-test untersucht. Alle statistischen
Analysen wurden mit GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
durchgefihrt.

4. Ergebnisse
4.1 MDS del(5q) Patienten zeigen kein krankheits- oder behandlungsspezifisches
Muster in Bezug auf die VJ-Genverteilung und CDR3-L&ngenverteilung

Im Rahmen dieser Arbeit haben wir das B- und T-Zell Repertoire unserer MDS del(5q)
Kohorte mit dem von gesunden Spendern passenden Alters verglichen. Untersucht wurden
hierbei die VJ-Genverteilung, die Langenverteilung der CDR3 Regionen und bei mehreren
Patientenproben gemeinsam vorkommende Klone. Als Zielsequenz fir das NGS haben wir
fur die B-Zellen das IGH und fir die T-Zellen das TRB Gen ausgewdahlt. Die
Analysezeitpunkte lagen bei allen Patienten vor, sowie 6-42 Monate nach Beginn der
Therapie mit Lenalidomid. Ziel war es, eventuelle krankheitsspezifische Muster im Repertoire
der Immunzellen oder Verédnderungen dieses Repertoires als Reaktion auf die
Lenalidomidbehandlung aufzudecken. Es konnten keine spezifischen B- oder T-Zell Klone,
EHL PHKUHUHQ 3DWLHQWHQ A+EHUOD SWid Gith HriwveiKd BhHVHQ ZH
krankheitsspezifisches Vorhandensein gegeben hatte. Allerdings zeigte sich bei den T-Zellen
fur alle KM und PB Proben desselben Patienten eine deutliche Uberlappung, nicht aber bei
den B-Zellen. Bezogen auf die Verwendung der V und J-Gene bei den MDS del(5q)
Patienten war kein Unterschied im Vergleich zu den gesunden Spendern feststellbar.
Zusatzlich fand sich hier kein Anhalt fur eine gerichtete Veranderung der Verwendung von V-
und J-Genen unter Therapie mit Lenalidomid. Im Zuge einer Immunantwort von T- und B-
Zellen auf ein Antigen kann es zu Anderungen in der Lange oder Aminosauresequenzen der
CDR3 Region kommen (Fields et al., 1996, Kou et al., 2000). Bei der Untersuchung der
CDR3 Langenverteilung der Immunrepertoires der MDS Patienten vor und nach Behandlung
mit Lenalidomid und der gesunden Spender liel3 sich sowohl bei den B- als auch den T-

Zellen kein Unterschied feststellen (siehe Abbildung 2 und 3).
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EXERERED

Abbildung 2: CDR3 Langenverteilung der IGH Repertoires von MDS del(5q) Patienten vor und nach Behandlung mit
Lenalidomid und gesunden Spendern (healthy donor) in Knochenmark und peripherem Blut.
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Abbildung 3: CDR3 Langenverteilung der TRB Repertoires von MDS del(5q) Patienten vor und nach Behandlung mit
Lenalidomid und gesunden Spendern (healthy donor) in Knochenmark und peripherem Blut.
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4.2 Das B-Zell Repertoire im Knochenmark von MDS del(5q) Patienten erholt sich nach

Lenalidomidtherapie

Bei der Analyse der B-Zell Repertoires vor und nach der Therapie mit Lenalidomid zeigte
sich, dass das B-Zell Kompartiment im Knochenmark von MDS del(5q) Patienten vor
Therapie, in Bezug auf die Klonalitat, vergleichbar mit dem der gesunden Spender
passenden Alters war. Allerdings fiel eine signifikant hthere Hypermutationsrate der IGH
Klone auf. Da der Prozess der Hypermutation nur bei reifen B-Zellen nach Auslésung einer
Immunantwort stattfindet (Li et al., 2004), spricht dies fur einen gré3eren Anteil an durch
Antigene aktivierte B-Zellen. Nach Therapie mit Lenalidomid kam es im Knochenmark zu
einer signifikanten Abnahme der Klonalitat im B-Zell Kompartiment noch unter die Werte der
gesunden Spender. Im peripheren Blut war dies nicht zu beobachten. Zuséatzlich sank die
Rate an hypermutierten B-Zell Klonen in Knochenmark und peripherem Blut signifikant auf
Werte, die in etwa denen der gesunden Spender passenden Alters entsprachen.

4.3 Unter Therapie mit Lenalidomid kommt es im Knochenmark von MDS del(5q)
Patienten zu einer erhthten Klonalitat der T-Zell Repertoires und zur Generierun g

Antigen induzierter T-Zell Cluster

Die TRB Klonalitat war im Knochenmark der MDS del(5q) Patienten, im Vergleich zu den
gesunden Spendern deutlich erhoht. Dies galt sowohl flr den Zeitpunkt vor als auch nach
Beginn der Lenalidomidtherapie. Bei den Proben aus peripherem Blut lie sich hingegen
kein Unterschied zwischen Patienten und gesunden Spendern feststellen. Diese Tatsache
spricht fur eine Antigen gesteuerte klonale Selektion von T-Zellen, die lokal auf das
Knochenmark begrenzt ist. Daher wurden die GLIPH Analysen nur mit den aus
Knochenmarksproben gewonnenen TRB Repertoires durchgefihrt. Per Algorithmus wurden
bei der GLIPH Analyse T-Zellen mit wahrscheinlich gleicher Antigenspezifitdt zu Clustern
zusammengefasst. Fir die Erstellung der Cluster waren das Vorhandensein von
konservierten Aminosaure-Motiven und eine hohe Ahnlichkeit der CDR3-Sequenzen
entscheidend (Glanville et al., 2017). Nur T-Zell Cluster, die ausschlielich bei MDS del(5q)
Patienten beobachtet und bei mindestens 2 Patienten gefunden wurden, wurden fir weitere
Analysen bertcksichtigt. Mit Hilfe des zweiten Algorithmus IGoR konnten zuséatzlich die
Entstehungswahrscheinlichkeiten dieser Cluster berechnet werden (Marcou et al., 2018). Bei
der Betrachtung der zu beiden Probenzeitpunkten existenten Cluster (n=1242) lie3 sich
feststellen, dass der grofdte Teil (n=813) nach der Therapie in der Frequenz abnahm. Die
Cluster mit zunehmender Frequenz unter Therapie wiesen eine hohe
Entstehungswahrscheinlichkeit auf und waren deshalb sehr wahrscheinlich nicht Teil einer
spezifischen T-Zell Antwort gegen den vorhandenen MDS del(5q) Klon. Es fanden sich 240

Cluster, welche nur vor dem Zeitpunkt des Therapiebeginns vorhanden waren. Eine
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wesentlich héhere Zahl an neu entstandenen Clustern nach Therapiebeginn (n=534) lasst
auf eine durch Lenalidomid induzierte Entstehung schlieBen. Da diese neuen Cluster auch
eine deutlich niedrigere Entstehungswahrscheinlichkeit aufwiesen als jene, die zu beiden
Zeitpunkten vorhanden waren und unter der Therapie expandierten, wird die Vermutung
unterstitzt, dass diese neuen Cluster im Zuge einer spezifischen Immun-Antwort gegen den
MDS del(5qg) Klon entstanden sind. Zusammen deuten diese Informationen darauf hin, dass
die durch Lenalidomid induzierte T-Zell Immunitat durch neu entstehende spezifische T-Zell
Cluster im Knochenmark von MDS del(5q) Patienten vermittelt wird.

5. Diskussion

Lenalidomid gehort zur Gruppe der immunmodulatorischen Substanzen und wird erfolgreich
in der Therapie von MDS del(5q) und den multiplen Myelomen eingesetzt. Obwohl es fir
diese Indikation seit dem Jahr 2005 von der American Drug Association eine Zulassung
besitzt, sind noch immer viele Aspekte seiner immunmodulatorischen Wirkungsweise
unbekannt. Wir haben das B- und T-Zell Milieu von MDS del(5q) Patienten im Knochenmark
sowie im peripheren Blut vor und nach Therapie mit Lenalidomid untersucht. Hierfir wurde
forWVFKULWW O L F KaxW iBenetdtdn  Fequencing 3 7HF K QR QveldHeH die
Immunrepertoireforschung auf Grund der massiv erhéhten Datenverarbeitungsmenge und
Sequenzierungstiefe bei gleichzeitig wesentlich geringeren Kosten in den letzten Jahren
revolutioniert hat, verwendet. Es konnte bereits hachgewiesen werden, dass Lenalidomid
neben seiner Gber Cereblon vermittelten direkten Wirkung auf den del(5q) Klon (Kronke et
al., 2014, Kronke et al., 2015) auch Einfluss auf den funktionellen Status von Zellen des
Immunsystems besitzt (McDaniel et al., 2012, Kotla et al., 2009, Reske et al., 2010). Unsere
Ergebnisse zeigen, dass Lenalidomid dariiber hinaus einen Effekt auf die Komposition des
B- und T-Zell Kompartimentes im Knochenmark, aber auch im peripheren Blut von MDS

del(5q) Patienten besitzt.

Obwohl unsere durchschnittliche Sequenzierungstiefe die groRtmogliche Zahl an
verschiedenen B-Zellen in der hier eingesetzten Probenmenge uberstieg, lie3 sich kaum
eine Uberlappung der B-Zell Repertoires der einzelnen MDS del(5q) Patienten vor und nach
Therapie mit Lenalidomid feststellen. Zusammen mit der unter Therapie gesunkenen
Hypermutationsrate, was fur einen grofReren Anteil an noch nicht Antigen exponierten B-
Zellen spricht, deutet dies darauf hin, dass es sich bei den vielen kleinen Klonen, welche
nach Therapiebeginn zu finden waren, um neu generierte Klone handelt. Diese Beobachtung

deckt sich mit den Ergebnissen friherer Studien, welche einen proliferativen Effekt von
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Lenalidomid auf gesunde Vorlaufer-B-Zellen beschrieben haben (Acebes-Huerta et al., 2014,
Kerdivel et al., 2018, Verhelle et al., 2007).

Im Vergleich zu den gesunden Spendern war die T-Zell Klonalitat im Knochenmark der MDS
del(5q) Patienten deutlich hdher als im peripheren Blut. Dies ist hdchstwahrscheinlich
bedingt durch eine T-Zell vermittelte Immunreaktion gegen den im Knochenmark
vorliegenden del(5g) Stammzellklon. Erwahnenswert ist auch die wesentlich hdhere
Uberlappung von gleichen T-Zell Klonen in Knochenmark und peripherem Blut der einzelnen
MDS del(5q) Patienten zu beiden Messzeitpunkten, welche bei den B-Zellen nicht zu
beobachten war. Wir konnten mit Hilfe der GLIPH Analyse feststellen, dass der grof3te Teil
der vor Therapiebeginn existenten MDS spezifischen T-Zell Klone zahlenm&Rig zuriickging
oder verschwand. Von besonderem Interesse ist die Gruppe der unter Therapie neu
aufgetretenen T-Zell Cluster mit einer niedrigen bis mittleren Entstehungswahrscheinlichkeit,
von denen einige bei 2 oder 3 Patienten gleichzeitig zu finden waren. Diese Tatsache spricht
stark fur eine gerichtete, Antigen vermittelte Reaktion neu generierter T-Zell Cluster gegen
den MDS del(5q) Klon unter Lenalidomidtherapie. Die von uns festgestellten Verdnderungen
im Immunrepertoire der MDS del(5q) Patienten sind ein Hinweis, dass Lenalidomid nicht nur
den funktionellen Status von T-Zellen beeinflusst, sondern, speziell im Knochenmark, zu
Anderungen im lokalen T-Zell Kompartiment mit Generierung neuer MDS spezifischer
Cluster fihrt. Da wir unsere Studie mit einem vergleichsweise kleinen Patientenkollektiv
durchgefiihrt haben, ware es sinnvoll, in diesem Bereich weitere Studien mit gré3eren

Patientenzahlen folgen zu lassen.

Interessant ware, ob sich die Wirkung auf die Komposition des T-Zell Kompartiments auch
bei MDS Patienten ohne del(59) und anderen Krankheitsentitdten nachweisen lasst, in
denen Lenalidomid in der Therapie eingesetzt wird. Bei in vitro Versuchen konnte
Lenalidomid eine Steigerung der Antigen spezifischen T-Zell Antwort gegen ein Peptid des
MART-1 Tumor Antigens (Melan-Aaa26-35*A27L), welches mit dem auf malignen und nicht-
malignen Plasmazellen vorkommenden HM1.24aa22-30 Myelom-Antigen kreuzreagiert,
nachgewiesen werden. (Neuber et al., 2011, Ozaki et al., 1997, Ozaki et al., 1998, Harada et
al., 2013). Kramer et al. versuchten diese verstarkte Myelom spezifische T-Zell Antwort mit
einer Kohorte von 34 Patienten auch in vivo nachzuweisen. Bei den 13 Patienten, die mit
Lenalidomid behandelt wurden, zeigte sich eine deutlich gesteigerte Frequenz von
HM1.24aa22-30 spezifischen T-Zell Antworten im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=21),
welche nicht mit Lenalidomid behandelt wurde (Kramer et al., 2016). Auch in der Behandlung
der chronisch lymphatische Leukamie (CLL) findet Lenalidomid seine Anwendung. Aue et al.
konnten bei mit Lenalidomid behandelten CLL Patienten eine gesteigerte Infiltration von T-

Zellen in Lymphknoten nachweisen. Zusatzlich zeigte sich in der Tiefensequenzierung der
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Lymphknotenbiopsien eine verringerte Diversitdt des TRB und T-Zell Rezeptor alpha
Repertoires, was die Autoren als Ergebnis der Expansion von ausgesuchten Klonen
ansahen (Aue et al.,, 2018). Sollte sich die Existenz von spezifischen Cluster/Klone als
Reaktion auf Lenalidomid in zukinftigen Studien bestatigen und auch aul3erhalb des MDS
del(5q) Settings nachweisbar sein, konnte dies in der Behandlung dieser Patienten neue
Optionen erodffnen. Moglicherweise kdnnten sie als préadiktiver Marker fir das Ansprechen
auf die Therapie oder eine Resistenzentwicklung dienen. Dariiber hinaus bekommen
Immuntherapien wie die Checkpoint Inhibitoren oder auch Chimérer Antigen Rezeptor-T-
Zellen (CAR-T-Zellen) einen immer groReren Stellenwert in der Behandlung von
hamatologischen Erkrankungen. Fir die Medikamentengruppe der hypomethylierenden
Substanzen (HMA), welche regelhaft bei der Behandlung von MDS eingesetzt werden,
konnte zuletzt eine steigernder Effekt auf die Expression von PD-1 und PDL-1 in MDS
Knochenmarkszellen festgestellt werden (Yang et al., 2014, Boddu et al.,, 2018). Die
Behandlung mit Checkpoint Inhibitoren, parallel oder nach Versagen der HMA Therapie, ist
Gegenstand aktueller Forschung, konnte aber erste ermutigende Ergebnisse liefern (Boddu
et al.,, 2018, Hidalgo-Lopez et al., 2017, Daver et al., 2019). Die Mechanismen der
Resistenzentwicklung unter Lenalidomidtherapie sind noch unverstanden und das Konzept
der Checkpoint Inhibition nach Versagen der Lenalidomidtherapie ist noch nicht in klinischen
Studien untersucht worden. Interessant ist die Tatsache, dass Kramer et al. bei 6 von 12
Patienten mit multiplem Myelom, die unter Lenalidomidtherapie einen Ruckfall erlitten hatten,
in vitro durch Stimulation mit Lenalidomid nach wie vor eine verstarkte T-Zell Immunreaktion
auslosen konnten (Kramer et al, 2016). Dies konnte dafir sprechen, dass die
Resistenzentwicklung nicht auf einem Wirksamkeitsverlust an den T-Zellen beruht. In einer
zweiten Studie, in welcher die Kombination von Lenalidomid und Prednisolon bei niedrig
Risiko MDS non del(5q) untersucht wurde, hatte ein Grof3teil der Patienten ohne ein
Ansprechen auf die Therapie (14/20) im Vorfeld eine Behandlung mit HMA bekommen
(Komrokji et al., 2019). Ob eine Therapie mit Checkpoint Inhibitoren parallel oder erst nach
Versagen einer Lenalidomidtherapie sinnvoll sein kann, muss in zukinftigen Studien geklart
werden. Eine genaue ldentifizierung der durch die neuen Lenalidomid induzierten T-Zell
Cluster erkannten Antigene, kénnte zudem neue immuntherapeutische Ansatze mdglich
machen. Monoklonale und bispezifische Antikorper sowie vereinzelt auch CAR-T-Zellen
werden gegenwartig schon in der Therapie der multiplen Myelome gegen maligne entartete
Plasmazellen eingesetzt (Franssen et al., 2019, Mikkilineni and Kochenderfer, 2017). Sollte
es sich bei den identifizierten Epitopen, auf durch Lenalidomid induzierten T-Zell Clustern,
um hochspezifische Strukturen nur auf den malignen Zellen handeln, wéare in Zukunft auch

eine Entwicklung dieser Therapien fir MDS Patienten mit und ohne del(5q) denkbar.

27



6. Zusammenfass ung

Es sind noch immer nicht alle Aspekte der Wirkungsweise von immunmodulatorischen
Substanzen, allen voran Lenalidomid, bei der Behandlung von Erkrankungen des
blutbildenden Systems verstanden. Ein Einfluss auf den funktionellen Status von
Immunzellen wird in der Literatur seit langerem beschrieben. Ziel dieser Studie war es, die
moglichen Effekte von Lenalidomid auf die Komposition des Immunrepertoires, folglich der T-
und B-Zellen von Patienten mit myelodysplastischem Syndrom (MDS) mit einer Deletion des
langen Armes von Chromosom 5 del(5q) im Knochenmark und peripheren Blut zu
untersuchen. Hierfir wurden 15 Knochenmarkproben und 8 Proben peripheres Blut von
MDS del(5q) Patienten vor und nach der Therapie und Proben von gesunden Spendern
SDVVHQGHQ $OWHUV P LNexw BéhatratioR Seque@igV BNGS)ATechnologie
untersucht. Die Beobachtungen im B-Zell Kompartiment lassen auf einen proliferativen Effekt
auf unreife noch nicht Antigen exponierte B-Zellen schlieRen. Dies wurde fur Lenalidomid
schon friiher beschrieben. Mit Hilfe von Algorithmen konnten aus den Datensatzen der
Proben T-Zellen mit hoéchstwahrscheinlich gleicher Antigenerkennung zu sogenannten
Clustern zusammengefasst werden. Es lie sich beobachten, dass eine grof3e Zahl der zu
beiden Probenzeitpunkten existenten Cluster eine hohe Entstehungswahrscheinlichkeit
aufwies. Im Gegensatz dazu standen unter Therapie neu entstandene Cluster mit einer
niedrigen bis mittleren Entstehungswahrscheinlichkeit, von denen einige bei mehreren
Patienten zu finden waren. Dies spricht stark flr eine Antigen gerichtete Generierung von
neuen T-Zell Clustern gegen den MDS del(5q) Klon unter Lenalidomidtherapie. Unsere
Ergebnisse sprechen dafiir, dass Lenalidomid neben seinen bekannten Effekten auf den
funktionellen Status von Immunzellen ebenfalls die Komposition des Immunrepertoires von
Patienten mit MDS del(5q) beeinflusst.

6. Summary

The effects of immune modulatory drugs such as Lenalidomide for the treatment of diseases
of the haemapoietic system is currently a topic of research. However, medical literature
describes an influence of Lenalidomide on the functional status of immune cells. The main
focus of this study was to investigate the various effects of the drug on B and T-cells found in
bone marrow und peripheral blood of patients with myelodysplastic syndromes (MDS) with a
partial deletion of the long arm of chromosome 5 (del(5q)). Blood and bonemarrow was taken
from 8 and 15 Patients with MDS del(5q) respectively, before and after treatment with
Lenalidomide as well as donated blood and bonemarrow from healthy individuals of a similar

age. All samples were examined with state of the art next generation sequencing technology.
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Our observations validate a proliferatve effect on young, non-antigen experienced B-cells in
accordance with previously publications. An algorithm was then used to identify T-cells with a
presumed identical antigen recognition which ZHUH DVVLJQHG WR VSHFLILF pFO>
observed that the T-cell clusters that were found before and after the treatment with
Lenalidomide had a high generation probability. A small number of new T-cell clusters
emerged after the treatment with the drug. These clusters had a low to medium generation
probability which indicates new T cell cluster generation in response to Lenalidomide. Our
results show that Lenalidomide not only has an effect on the functional status of immune

cells but influences the immune cell composition of patients with MDS del(5q).
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[ll. Abklrzungsverzeichnis

ADCC
AID
AML
BCR
BMMNC

CAR-T-Zellen

CD

CDR
CRL4-E3
CRBN
&. .
Del(5q)
DNA

Fab
GLIPH
HD

HMA
IGH
IKZF1
IKZF3
IPSS

KM
LE-MON-5

MART1
MCT1
MDS
NGS
NK-Zellen
PB
PBMNC
PCR
PDL-1
TCR
TP53
TRB

V,D,J-Gene

WHO

Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity
Activation-induced cytidine deaminase

Akute Myeloische Leukamie

B-cell receptor

Bone marrow mononuclear cells

Chimeric antigen receptor t-cells

Cluster of differentiation

Complementary determining region

Cullin-Ring ubiquitin ligase 4-E3

Cereblon

Casein kinase 1 A 1

Deletion des langen Armes von Chromosom 5
Desoxyribonucleic acid

Fragment antigen binding

Grouping of lymphocyte interactions by paratope hotspots
Healthy Donor

Hypomethylating agents

Immunglobulin heavy chain

Ikaros transcription factor 1

Ikaros transcription factor 3

International prognostic scoring system

Knochenmark

Multizentrische, einarmige, offene Phase Il Studie zur Erfassung der
Sicherheit und Feststellung von Progressions-Markern einer Monotherapie mit
Lenalidomid (Revlimid®)bei Patienten mit MDS (IPSS low oder intermediate-
1) und einer isolierten Deletion 5q(Del(5q)) (MDS-LE-MON-5)
Melanoma Antigen Recognized by T-cells 1
Monocarboxylate transporters 1

Myelodysplastisches Syndrom

Next Generation Sequencing

Naturliche Killerzellen

Peripheres Blut

Peripheral blood mononuclear cells

Polymerase chain reaction

Programmed cell death ligand 1

T-cell receptor

Tumor suppressor protein-53

T-cell receptor beta

Variable, diversitiy, joining-gene

World Health Organisation

30



V. Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: WHO-Klassifikation und Kriterien fir Myelodysplastische Syndrome.

Ubernommen aus: ARBER, D. A., ORAZI, A., HASSERJIAN, R., THIELE, J., BOROWITZ, M. J., LE BEAU, M. M.,
BLOOMFIELD, C. D., CAZZOLA, M. & VARDIMAN, J. W. 2016. The 2016 revision to the World Health

Organization classification of myeloid neoplasms and acute leukemia. Blood, 127, 2391-405.

V. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Schematische Darstellung des membran gebundenen T- und léslichen B-Zell

Rezeptors. Bild ibernommen aus: MURPHY, KENNETH., WEAVER, CASEY., 2018. Janeway Immunologie.
9. Auflage. Seite 194. Berlin. Springer-Verlag GmbH Deutschland.

Abbildung 2: CDR3-Langenverteilung der B-Zell Rezeptoren bei MDS del(5q) Patienten vor
und nach Behandlung mit Lenalidomid und gesunden Spendern in Knochenmark und
peripherem Blut.

Abbildung 3: CDR3-Langenverteilung der T-Zell Rezeptoren bei MDS del(5q) Patienten, vor
und nach Behandlung mit Lenalidomid und gesunden Spendern in Knochenmark und

peripherem Blut.

31



VI. Literaturverzeichnis

ACEBES-HUERTA, A., HUERGO-ZAPICO, L., GONZALEZ-RODRIGUEZ, A. P., FERNANDEZ-GUIZAN
PAYER, A. R., LOPEZ-SOTO, A. & GONZALEZ, S. 2014. Lenalidomide induces
immunomodulation in chronic lymphocytic leukemia and enhances antitumonune
responses mediated by NK and CD4 T d&itened Res In£014 265840.

ADES, L. & FENAUX, P. 2011. Immunomodulating drugs in myelodysplastic syridesnagslogy
Am Soc Hematol Educ Progra?0;11, 556-60.

AKYUZ, N., BRANDT, A., STEIN, A., SCHLIFFKE, S., MAHRLE, T., QUIDDE, J., GOEKKURT, E., LOGE
HAALCK, T., FORD, C. T., ASEMISSEN, A. M., THIELE, B., RADLOFF, J., THENHAUSEN,
KROHN-GRIMBERGHE, A., BOKEMEYER, C. & BINDER, M. 2017. T-cell diversification reflects
antigen selection in the blood of patients on immune checkpoint inhibiaod may be
exploited as liquid biopsy biomarként J Cancer4Q 2535-2544.

ARBER, D. A., ORAZI, A., HASSERJIAN, R., THIELE, J., BOROWITZ, M. J., LE BEAU, M. M., BLOOMFIE
C. D., CAZZOLA, M. & VARDIMAN, J. W. 2016. The 2016 revision to the World Health
Organization classification of myeloid neoplasms and acute leuk&ioiad,127, 2391-405.

AUE, G., SUN, C,, LIU, D., PARK, J. H., PITTALUGA, S., TIAN, X., LEE, E., SOTO, S., VALDEZ, J., MARI
STETLER-STEVENSON, M., YUAN, C., NAKAMURA, Y., MURANSKI, P. & WIESTNER, A. 201!
Activation of Thl Immunity within the Tumor Microenvironment Is Associated withcallini
Response to Lenalidomide in Chronic Lymphocytic Leukdriianunol 201, 1967-1974.

BARTLETT, J. B., DREDGE, K. & DALGLEISH, A. G. 2004. The evolution of thalideniui® and
derivatives as anticancer agenbéat Rev Canced, 31422.

BEHJATI, S. & TARPEY, P. S. 2013. What is next generation segAecitiBDg? Child Educ Pract Ed,

98, 2368.

BEJAR, R. & STEENSMA, D. P. 2014. Recent developments in myelodysplastic sihandmed,
2793-803.

BODDU, P., KANTARJIAN, H., GARCIA-MANERO, G., ALLISON, J., SHARMA, P. & DAVER, N. 2018. T
emerging role of immune checkpoint based approaches in AML and MiDi.Lymphoma,
59, 790-802.

BOULTWOOD, J., PELLAGATTI, A., CATTAN, H., LAWRIE, C. H., GIAGOUNIDIS, A., MALCOVATI,
DELLA PORTA, M. G., JADERSTEN, M., KILLICK, S., FIDLER, C., CAZZOLA, M., HELLSTRC
LINDBERG, E. & WAINSCOAT, J. S. 2007. Gene expression profiling of CD34+ eelts in pati
with the 5g- syndromeBr J Haematoll 39 57889.

BOULTWOOD, J., PELLAGATTI, A., MCKENZIE, A. N. & WAINSCOAT, J. S. 2010. Advances in the 50
syndrome Blood,116 5803-11.

COGLE, C. R., CRAIG, B. M., ROLLISON, D. E. & LIST, A. F. 2011. Incidence of the rayelodysplasti
syndromes using a novel claims-based algorithm: high number of uncaptured cases by cancer
registries Blood,117, 71215.

DAL PORTO, J. M., GAULD, S. B., MERRELL, K. T., MILLS, D., PUGH-BERNARD, A. E. & CAMBIER
2004. B cell antigen receptor signaling 18tbl Immunol 41, 599-613.

DAVER, N., GARCIA-MANERO, G., BASU, S., BODDU, P. C., ALFAYEZ, M., CORTES, J. E., KONOPLI
M., RAVANDI-KASHANI, F., JABBOUR, E., KADIA, T., NOGUERAS-GONZALEZ, G. M., NING, J
PEMMARAJU, N., DINARDO, C. D., ANDREEFF, M., PIERCE, S. A., GORDON, T., KORNBLAU,
M., FLORES, W., ALHAMAL, Z., BUESO-RAMOS, C., JORGENSEN, J. L., PATEL, K. P., BLANDO
ALLISON, J. P., SHARMA, P. & KANTARJIAN, H. 2019. Efficacy, Safety, and Biomarkers of
Response to Azacitidine and Nivolumab in Relapsed/Refractory Acute Myeloid L&uRemi
Nonrandomized, Open-Label, Phase Il St@éncer Disco®, 370-383.

DAVIES, F. E., RAJE, N., HIDESHIMA, T., LENTZSCH, S., YOUNG, G., TAI, Y. T., LIN, B., PODAR,
GUPTA, D., CHAUHAN, D., TREON, S. P., RICHARDSON, P. G., SCHLOSSMAN, R. L., MORGA
G. J.,, MULLER, G. W., STIRLING, D. I. & ANDERSON, K. C. 2001. Thalidomide and
immunomodulatory derivatives augment natural killer cell cytotoxicity udtiple myeloma.

Blood,98, 210-6.

32



EICHNER, R., HEIDER, M., FERNANDEZ-SAIZ, V., VAN BEBBER, F., GARZ, A. K., LEMEER, S., RUDE
M., TARGOSZ, B. S., JACOBS, L., KNORN, A. M., SLAWSKA, J., PLATZBECKER, U., GERMING,
LANGER, C., KNOP, S., EINSELE, H., PESCHEL, C., HAASS, C., KELLER, U., SCHMID, B., GOT.
S., KUSTER, B. & BASSERMANN, F. 2016. Immunomodulatory drugs disrupt the cereblon-
CD147-MCT1 axis to exert antitumor activity and teratogeniiag.Med,22, 735-43.

FIELDS, B. A.,, MALCHIODI, E. L., LI, H., YSERN, X., STAUFFACHER, C. V., SCHLIEVERT, P.
KARJALAINEN, K. & MARIUZZA, R. A. 1996. Crystal structure of a T-cell receptor beta-chain
complexed with a superantigeMature, 384 18892.

FRANSSEN, L. E., MUTIS, T., LOKHORST, H. M. & VAN DE DONK, N. 2019. Immunotherapy in myeloma:
how far have we comePher Adv Hematol,0, 2040620718822660.

GARCIA-MANERO, G. 2014. Myelodysplastic syndromes: 2014 update ongliagkestatification,
and managementAm J HematoB9, 97-108.

GIAGOUNIDIS, A., MUFTI, G. J., MITTELMAN, M., SANZ, G., PLATZBECKER, U., MUUS, P., SELLESL
D., BEYNE-RAUZY, O., TE BOEKHORST, P., DEL CANIZO, C., GUERCI-BRESLER, A., NILSSO
LUBBERT, M., QUESNEL, B., GANSER, A., BOWEN, D., SCHLEGELBERGER, B., GOHRING, G.,
T., BENETTAIB, B., HELLSTROM-LINDBERG, E. & FENAUX, P. 2014. Outcomes in RBC
transfusion-dependent patients with Low-/Intermediate-1-risk myelodysplastic syndromes
with isolated deletion 5q treated with lenalidomide: a subset analysis from th&{a@
study.Eur J Haemato83, 429-38.

GIAGOUNIDIS, A. A., GERMING, U., WAINSCOAT, J. S., BOULTWOOD, J. & AUL, C. 2004. The 5q
syndrome Hematology 9, 2717.

GLANVILLE, J., HUANG, H., NAU, A., HATTON, O., WAGAR, L. E., RUBELT, F., JI, X., HAN, A., KRAMS
M., PETTUS, C., HAAS, N., ARLEHAMN, C. S. L., SETTE, A., BOYD, S. D., SCRIBA, T. .
MARTINEZ, O. M. & DAVIS, M. M. 2017. Identifying specificity groups in the T cell receptor
repertoire. Nature,547, 94-98.

GOLDBERG, S. L., CHEN, E., CORRAL, M., GUO, A., MODY-PATEL, N., PECORA, A. L. & LAOURI,
2010. Incidence and clinical complications of myelodysplastic syndromes abhoited
States Medicare beneficiarie$ Clin OncoB8, 2847-52.

HAASE, D., GERMING, U., SCHANZ, J., PFEILSTOCKER, M., NOSSLINGER, T., HILDEBRANDT,
KUNDGEN, A., LUBBERT, M., KUNZMANN, R., GIAGOUNIDIS, A. A,, AUL, C., TRUMPER, L.
KRIEGER, O., STAUDER, R., MULLER, T. H., WIMAZAL, F., VALENT, P., FONATSCH, C. & STEI
C. 2007. New insights into the prognostic impact of the karyotype in MDS andatiorrel
with subtypes: evidence from a core dataset of 2124 patidBlisod,110, 438595.

HARADA, T., OZAKI, S., ODA, A., TSUJI, D., IKEGAME, A., IWASA, M., UDAKA, K., FUJII, S., NAKAMUR
S., MIKI, H., KAGAWA, K., KURODA, Y., KAWAI, S., ITOH, K., YAMADA-OKABE, H.,
MATSUMOTO, T. & ABE, M. 2013. Combination with a defucosylated anti-HM1.24
monoclonal antibody plus lenalidomide induces marked ADCC against nayeklls and
their progenitorsPLoS One, e83905.

HEANEY, M. L. & GOLDE, D. W. 1999. Myelodyspldsigl J Med4Q 164960.

HEISE, C., CARTER, T., SCHAFER, P. & CHOPRA, R. 2010. Pleiotropic mechanismis of action o
lenalidomide efficacy in del(5q) myelodysplastic syndroreegert Rev Anticancer Thén,

166372.

HIDALGO-LOPEZ, J. E., KANAGAL-SHAMANNA, R., QUESADA, A. E., THAKRAL, B., HU, Z., MITSUHAS
T., YABE, M., GARCIA-MANERO, G. & BUESO-RAMOS, C. E. 2017. Progress in Myelodysplastic
Syndromes: Clinicopathologic Correlations and Immune Checkpo@its. Lymphoma
Myeloma Leukl17S S16-S25.

HOFMANN, W. K. & KOEFFLER, H. P. 2005. Myelodysplastic syAdraniRev Med6, 1-16.

HOLSTEIN, S. A. & MCCARTHY, P. L. 2017. Immunomodulatory Drugs in Nyetiiea:
Mechanisms of Action and Clinical Experiemelgs,77, 505-520.

KERDIVEL, G., CHESNAIS, V., BECHT, E., TOMA, A.,, CAGNARD, N., DUMONT, F., ROUSSEAU,
FENAUX, P., CHEVRET, S., CHAPUIS, N., BOEVA, V., FRIDMAN, W. H., FONTENAY, M. &
KOSMIDER, O. 2018. Lenalidomide-mediated erythroid improvement in n&uopdel

33



myelodysplastic syndromes is associated with bone marrow immuno-remodeéaogemia,
32, 558-562.

KIRSCH, I., VIGNALI, M. & ROBINS, H. 2015. T-cell receptor profiling iMchiiecol 9, 2063-70.

KOMROKJI, R. S., AL ALI, N. H., PADRON, E., COGLE, C., TINSLEY, S., SALLMAN, D., LANCET, J. E. ¢
A. F. 2019. Lenalidomide and Prednisone in Low and Intermediate-1 IPSSRiBlel(Sq)

Patients With Myelodysplastic Syndromes: Phase 2 Clinical ClilalLymphoma Myeloma
Leuk

KOTLA, V., GOEL, S., NISCHAL, S., HEUCK, C., VIVEK, K., DAS, B. & VERMA, A. 2009. Mechanism
action of lenalidomide in hematological malignanci&slematol Oncog, 36.

KOU, Z. C., PUHR, J. S., ROJAS, M., MCCORMACK, W. T., GOODENOW, M. M. & SLEASMAN, J. V
2000. T-Cell receptor Vbeta repertoire CDR3 length diversity differs withisBRZD4&nd
CD45RO0 T-cell subsets in healthy and human immunodeficiency virus-indfbadten. Clin
Diagn Lab Immunol;, 9539.

KRAMER, I., ENGELHARDT, M., FICHTNER, S., NEUBER, B., MEDENHOFF, S., BERTSCH, U., HILLENC
J., RAAB, M. S., HOSE, D., HO, A. D., GOLDSCHMIDT, H. & HUNDEMER, M. 2016. Lenalidomide
enhances myeloma-specific T-cell responses in vivo and in ¥@Wncoimmunology,5,
e1139662.

KRONKE, J., FINK, E. C., HOLLENBACH, P. W., MACBETH, K. J.,, HURST, S. N., UDESHI, N.
CHAMBERLAIN, P. P., MANI, D. R., MAN, H. W., GANDHI, A. K., SVINKINA, T., SCHNEIDER, R
K., MCCONKEY, M., JARAS, M., GRIFFITHS, E., WETZLER, M., BULLINGER, L., CATHERS, B.
CARR, S. A, CHOPRA, R. & EBERT, B. L. 2015. Lenalidomide induces ubiquitination and
degradation of CKlalpha in del(5q) MDi&ture,523 183-188.

KRONKE, J., UDESHI, N. D., NARLA, A., GRAUMAN, P., HURST, S. N., MCCONKEY, M., SVINKINA,
HECKL, D., COMER, E., LI, X., CIARLO, C., HARTMAN, E., MUNSHI, N., SCHENONE, M.
SCHREIBER, S. L., CARR, S. A. & EBERT, B. L. 2014. Lenalidomide causes selective degradation
of IKZF1 and IKZF3 in multiple myeloma cgtigence343 3015.

KUENDGEN, A., LAUSEKER, M., LIST, A. F., FENAUX, P., GIAGOUNIDIS, A. A., BRANDENBURG, N.
BACKSTROM, J., GLASMACHER, A., HASFORD, J., GERMING, U. & INTERNATIONAL WORKIN
GROUP ON, M. D. S. W. D. 2013. Lenalidomide does not increase AML progressiBB@skK i
transfusion-dependent patients with Low- or Intermediate-1-risk MDS with del(5q): a
comparative analysid.eukemia27, 10729.

LEVY, S. E. & MYERS, R. M. 2016. Advancements in Next-Generation SednenckRey Genomics
Hum Genetl7, 95115.

LI, Z.,, WOO, C. J., IGLESIAS-USSEL, M. D., RONAI, D. & SCHARFF, M. D. 2004. The generation o
antibody diversity through somatic hypermutation and class switch recombma@enes
Dev,18, 1-11.

LIU, X. & WU, J. 2018. History, applications, and challenges of immune repertoire reSedr&hol
Toxicol 34, 441-457.

MAIZELS, N. 2005. Immunoglobulin gene diversificadionu Rev Genes9, 23-46.

MALCOVATI, L., HELLSTROM-LINDBERG, E., BOWEN, D., ADES, L., CERMAK, J., DEL CANIZO, C., Dl
PORTA, M. G., FENAUX, P., GATTERMANN, N., GERMING, U., JANSEN, J. H., MITTELMAN, M.
MUFTI, G., PLATZBECKER, U., SANZ, G. F., SELLESLAG, D., SKOV-HOLM, M., STAUDER,
SYMEONIDIS, A., VAN DE LOOSDRECHT, A. A., DE WITTE, T., CAZZOLA, M. & EUROPEA
LEUKEMIA, N. 2013. Diagnosis and treatment of primary myelodysplastic syndromes in
adults: recommendations from the European LeukemiaB&iod,122 294364.

MARCOU, Q., MORA, T. & WALCZAK, A. M. 2018. High-throughput immune repertoirevéattalysis
IGoRNat Commun9, 561.

MCDANIEL, J. M., ZOU, J. X., FULP, W., CHEN, D. T., LIST, A. F. & EPLING-BURBEXTE, P. K. 2
Reversal of T-cell tolerance in myelodysplastic syndrome through lenalidomidenenmu
modulation.Leukemia26, 14259.

MIKKILINENI, L. & KOCHENDERFER, J. N. 2017. Chimeric antigen receptor T-cell therdijpés for mu
myeloma.Blood, 130 2594-2602.

34



MURPHY, K., WEAVER, C., 2018. Janeway Immunologie, 9. Auflage, Seite 1BprBgdinVerlag
GmbH Deutschland

NEUBER, B., HERTH, |., TOLLIVER, C., SCHOENLAND, S., HEGENBART, U., HOSE, D., WITZENS-H/
M., HO, A. D., GOLDSCHMIDT, H., KLEIN, B. & HUNDEMER, M. 2011. Lenalidomide enhances
antigen-specific activity and decreases CD45RA expression of T cells from patients with
multiple myelomaJ Immunol 187, 1047-56.

OZAKI, S., KOSAKA, M., HARADA, M., NISHITANI, H., ODOMI, M. & MATSUMOTO, T. 1998.
Radioimmunodetection of human myeloma xenografts with a monoclonal @ayildirected
against a plasma cell specific antigen, HM1C@ahcer82, 218490.

OZAKI, S., KOSAKA, M., WAKATSUKI, S., ABE, M., KOISHIHARA, Y. & MATSUMOTO, T. 1997
Immunotherapy of multiple myeloma with a monoclonal antibody directedragja plasma
cell-specific antigen, HM1.2Blood,90, 317986.

PADLAN, E. A. 1994. Anatomy of the antibody moledMdélmmunol 31, 169-217.

PAPAVASILIOU, F. N. & SCHATZ, D. G. 2002. Somatic hypermutation of imniinngegiods:
merging mechanisms for genetic diversiBell,109 SupplS3544.

PIELOU, E. C. 1966. Species-diversity and pattern-diversity in the study ofcat@ogcession]

Theor Bioll0, 370-83.

RESKE, T., FULCINITI, M. & MUNSHI, N. C. 2010. Mechanism of action of immatuosynadahts
in multiple myelomaMed Oncol27 Suppl 1S%13.

SCHLIFFKE, S., AKYUZ, N., FORD, C. T., MAHRLE, T., THENHAUSEN, T., KROHN-GRIMBERGHE
KNOP, S., BOKEMEYER, C. & BINDER, M. 2016. Clinical response to ibrutinib isessccompani
by normalization of the T-cell environment in CLL-related autoimmune egtad_eukemia,

30, 2232-2234.

SCHULER, E., GIAGOUNIDIS, A., HAASE, D., SHIRNESHAN, K., BUSCHE, G., PLATZBECKER, U., NOL
GOTZE, K., SCHLENK, R. F., GANSER, A., LETSCH, A., BRAULKE, F., LUBBERT, M., BUG,
SCHAFHAUSEN, P., BACHER, U., GATTERMANN, N., WULFERT, M., HAAS, R. & GERMING,
2016. Results of a multicenter prospective phase Il trial investigating the safdtgfficacy
of lenalidomide in patients with myelodysplastic syndromes with isolated de{(3egMON
5). Leukemia30, 15802.

TAL Y. T., LI, X. F., CATLEY, L., COFFEY, R., BREITKREUTZ, I., BAE, J., SONG, W., PODAR, K., HIDES
T., CHAUHAN, D., SCHLOSSMAN, R., RICHARDSON, P., TREON, S. P., GREWAL, I. S., MUNS
N. C. & ANDERSON, K. C. 2005. Immunomodulatory drug lenalidomide 3COv&D23)
augments anti-CD40 SQGN-induced cytotoxicity in human multiple myeloma: clinical
implications.Cancer Re&5, 11712-20.

TEFFERI, A. & VARDIMAN, J. W. 2009. Myelodysplastic syndidings.J Med361, 1872-85.

VAN DONGEN, J. J., LANGERAK, A. W., BRUGGEMANN, M., EVANS, P. A, HUMMEL, M., LAVENDER,
L., DELABESSE, E., DAVI, F., SCHUURING, E., GARCIA-SANZ, R., VAN KRIEKEN, J. H., DROES
GONZALEZ, D., BASTARD, C., WHITE, H. E., SPAARGAREN, M., GONZALEZ, M., PARREIRA,
SMITH, J. L., MORGAN, G. J.,, KNEBA, M. & MACINTYRE, E. A. 2003. Design and
standardization of PCR primers and protocols for detection of clonal imghoioglin and T-
cell receptor gene recombinations in suspect lymphoproliferations: report of the BIGMED-
Concerted Action BMH4-CT98-39B86ukemial?7, 2257-317.

VERHELLE, D., CORRAL, L. G., WONG, K., MUELLER, J. H., MOUTOUH-DE PARSEVAL, L., JENS
PERGAKES, K., SCHAFER, P. H., CHEN, R., GLEZER, E., FERGUSON, G. D., LOPEZ-GIRON;/
MULLER, G. W., BRADY, H. A. & CHAN, K. W. 2007. Lenalidomide and CC-4@4& inhibit
proliferation of malignant B cells while expanding normal CD34+ progeniterCahcer Res,

67, 74655.

XU, J. L. & DAVIS, M. M. 2000. Diversity in the CDR3 region of V(H) is sufficiesdt fantibody
specificitiesImmunity,13, 37-45.

YANG, H., BUESO-RAMOS, C., DINARDO, C., ESTECIO, M. R., DAVANLOU, M., GENG, Q. R., FANG,
NGUYEN, M., PIERCE, S., WEI, Y., PARMAR, S., CORTES, J., KANTARJIAN, H. & GARCI

35



MANERO, G. 2014. Expression of PD-L1, PD-L2, PD-1 and CTLA4 inspiagiody
syndromes is enhanced by treatment with hypomethylating agdreakemia28, 12808.
YOSHIDA, Y. 1996. Physician Education: Myelodysplastic Syn@ruknagist,1, 284-287.

36



VII. Erklarung des Eigenanteils
Eigenanteil:

- Literaturrecherche und Auswertung

- Beteiligung an der Etablierung der PCR Schemata fir BCR und TCR.

- Isolation der genomischen DNA aus Proben der gesunden Spender.

- Durchfiihrung der PCR’s und Agarose Gel-Elektrophoresen sowie Qualitats- und
Quantitatsanalysen aller Amplikons aus Patientenproben und den Proben der
gesunden Spender.

- Herstellung der Proben-Pools fur das Next Generation Sequencing,

- Beteiligung an der Vorbereitung und Durchfiihrung von Next Generation Sequencing.

- Auswertung aller durch Next Generation Sequencing erhobenen Datensétze.

- Statistische Analysen der ausgewerteten Sequenzierungsergebnisse

- Erstellen der Abbildungen der Originalpublikation

- Mitarbeit am Manuskript

- Préasentation in laborinternen Seminaren.
Anteil der Co-Autoren:

- Etablierung der multiplex PCR fir TRB Analyse, Etablierung der PCR Schemata fir
BCR und TCR, Beteiligung an der Vorbereitung und Durchfiihrung von Next
Generation Sequencing, Etablierung der Auswertungsvorlagen fir BCR- und TCR-
Datensatze und Hilfe bei der Auswertung sowie statistische Analysen der
Datensatze, Erstellen der Tabellen und Abbildungen der Originalpublikation sowie
Mitarbeit am Manuskript: Nuray Akytz.

- Erstellung eines TCR-Analyse Tools zur Durchfiihrung und Veranschaulichung der
GLIPH- und Entstehungswahrscheinlichkeit-Analysen: Pim Fuchs und Nicola
Bonzanni.

- Vorbereitung einiger Proben der gesunden Spender, Beteiligung an der Vorbereitung
und Durchfihrung von Next Genration Sequencing, Hilfe bei der Auswertung sowie
statistische Analysen der Datensétze: Donjete Simnica.

- Bereitstellung der Proben aus Knochenmark und peripherem Blut von Patienten mit
MDS del(5g) vor und nach Behandlung mit Lenalidomid: Ulrich Germing, Johann
Christoph Jann, Florian Nolte und Wolf-Karsten Hofmann.

- Erstellen des Manuskripts: Mascha Binder
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