UNIVERSITAT HAMBURG

[I. MEDIZINISCHE KLINIK

PROF. DR. MED. CARSTEN BOKEMEYER

Charakterisierung der
B-Zell-immunantwort nach allogener
Stammzelltransplantation beim Multiplen
Myelom

DISSERTATION

Zur Erlangung des Grades eines
Doktors der Medizin
an der Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg

Vorgelegt von
Fabian HOFMANN
aus Frankfurt am Main

Hamburg 2016


http://www.uni-hamburg.de

Angenommen von der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg am: 20.10.2016

Veroffentlicht mit Genehmigung der
Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

Priifungsausschuss, die Vorsitzende: Prof. Dr. M. Binder

Prifungsausschuss, zweiter Gutachter: PD Dr. H. Thude



Saturday, Nov. 1st 1845

DEAR DR. JONES,-The tube contains urine of very highspecific gravity. When boiled
it becomes slightly opaque. On the addition of nitric acid, it effervesces, assumes a
reddish hue, and becomes quite clear; but as it cools, assumes the consistence and
appearance which you see. Heat reliquifies it. What is it?

Brief von Thomas Watson an Henry Bence Jones tber den Urin des Multiplen Myelom
Patienten Thomas Alexander McBean, zitiert nach (Bence Jones, [1847)

Die Ergebnisse dieser Dissertationsschrift wurden teilweise bereits veroéffentlicht in (Schie-
ferdecker et al. 2016)



Inhaltsverzeichnis

Inhalt iv
|Abbildungsverzeichnis| viii
Tabell ichnis X
|Arbeitshypothese und Fragestellung| Xii
1
(1.1 Das Multiple Myelom| . . . . ... ... ... .. o oo 1
.......................... 2

[Differentialdiagnose monoklonaler Gammopathien| . . . . . 2

Klinisches Bild . . ... ... ... .. ... ........ 2

Klassifkation . . . . . .« v v oo 4

Stagingl . .. ... e 4
............................. 5

[Hochdosis-Therapie|. . . . . .. .. ... ... .. ... 6
[Nicht-Hochdosis-Therapie] . . . . ... ... ...... 7

[1.2 Allogene Knochenmarktransplantation beim Multiplen Myelom| . . . . .. 7
|[Eigenschaiten der allogenen Knochenmarkiransplantation|. 7

- - -Diseasel . ................. 9

- - -Diseasel . ........... 9

0.3 Anfi-Tumor-Immunitatbeim MM . . . . . ... ... ... ... ... ..... 10
(1.3.1 Immuntberwachung| . . . . . . ... ... ... ... ... ... .. 10

[1.3.2 Beeintlussung der Anti-Tumor-Immunitat durch die MM-Therapie| . 10

[Der immunogene Zelltoq|. . . . . . ... ... ... ... .. 10

[Die spezifische Immuntherapie| . . . . . ... ... ... .. 11

|Der Graft-versus-Myeloma-Effekt der allo-Tx| . .. ... .. 12

[Oligoklonale Banden| . . . ... ... ... ... .... 13

[1.4 Erklarung essentieller Begritte dieser Dissertation| . . . . .. ... .. .. 13
(1.4.1 Antikorper. . . . . . . . . 13

(1.4.2 Bakteriophage M13| . . . . . . . .. ... o oL 14
Struktun . . ... 14

/ DIHOP| . - - . o e e e e e e e e 15

(1.4.4 Mimotop|. . . . . . . . . e 15




Inhalt

2__Material und Methoden| 16
Materiall . . . . . . . . e 16
[2.1.1  Selektions- und Kontroll-Antikorper| . . . . . ... . ... ... ... 16
[2.1.2 Phagenund Bakterien| . . . . . ... ... ... ... L. 16
[Ph.D."™ Phage Display Peptide Library|. . . . ... ... .. 16

1.3 Chemikalien| . ... ... ... ... . . ... .. . 17
2.1.4 Geratel. . . . . ... ... 19
[2.1.5 Verbrauchsmaterialienl . . . . . . . ... ... ... ... 20
[2.1.6 Stocklosungen| . . . . . .. .. 21
[2.1.7 Rezepte| . . . . . . . . 21

2.2 Methodenl . . . . . . . . . .. 23
2.2.1 Trennung der Antikorper-Fraktionen mittels KappaSelect|. . . . . . 23
2.2.2 Uberprifung der Reinheit von Antikorper-Fraktionen mittels Wes- |
ternBlotl. . . . . .. 24

[2.2.3 Phagedisplay| . . . . . .. . ... 25

[0. Tag — Vorbereitung| . . . ... ... .. ... ... .... 26

[1. Tag — 1. Selektion / 1. Amplifikation| . . . . .. ... ... 26

[2. Tag—2. Selektion| . . . . .. ... ... ... .. 26

[8. Tag — 2. Amplitikation| . . . . .. ... ... ... ... .. 26

[4. Tag—3. Selektion| . . . . .. ... ... ... ... .. 27

[5. Tag — Herstellung von Einzelphagenklonen| . . . . . . .. 27

[6. Tag — ELISA mit unreinem Phagenamplifikat| . . . . . .. 27

(Weiteres Vorgehen| . . . . . .. ... .. ... 27

[2.2.3.1 Phagenselektion| . . . . ... ... ... o oL 27

[2.2.3.2 Phagenamplifikation|. . . . . ... ... ... ... .. 28

[2.2.4 Herstellung von Phageneinzelklonen| . . . . .. ... .. ... ... 29

[1. Schritt — unreines Phagenamplifikat| . . . . .. ... ... 29

[2. Schritt — reines Phagenamplifikatf . . . . ... ... ... 30

[2.2.5 Phagentitration| . . . . ... ... o 30
[2.2.6 ELISA zur Testung der Bindungsstarke zwischen Phage und An- |
tKOrper| . . . . . e 31

[2.2.7 DNA-ExtraktionausdenPhagen| . . . . . .. ... ... ... ... 32
2.2.8 Sequenzierung der Phagen-DNA|. . . . . .. ... ... ... ... 33
2.2.9 Ubersetzung der sequenzierten DNA in eine Amninosaurensequenz| 33
[2.2.10 Zeitlicher Verlauf der humoralen Immunantwort| . . . . . . ... .. 33
[2.2.11 Kreuzreaktivitats-Analyse| . . . . . . . .. ... ... L. 34
2.2.12 istische Methodikl . ... ..................... 35

In den Kreuzreaktivitats-ELISAs|. . . . . ... .. ... ... 35

3_Ergebnis 36
(3.1 Auftrennung der Antikorper mittels kappaSelect . . . . . . ... ... ... 36
(3.2 Auf den post-Tx Antikorpern selektierte Phagen|. . . . . . ... ... ... 38
321 MMO23l . . ... .. . . . 39

ppal . .. 39

lambdal . . . ... ... oo 39

322 MMO25 . ... ... . 39

DPA| . . e e e e e e e e e e e e e e e 39

Fabian Hofmann — Dissertation A



Inhalt

lambdal . . ... ... 39

B23 MMOST] . . . . o oottt 39

DPA| . . e e e e e e e e e e e e 39

lambdal . ... ... 39

324 MMO43l . . . .. . . . e 40
.............................. 40

lambdal . . ... ... 40

325 MMO46l . . . ... . . . 40

€] 72| 40

lambdal . .. ... ... 40

3.2.6 MMOST . .. ... .. . . 40

@) 0 Y- 40

lambdal . .. ... ... 40

3.2.7 MMOS4| . . . . .. . 41

OPA| . . e e e e e e e e e e e e e e e e 41

lambdal . .. ... ... 41

.3 Zeitlicher Verlaut der humoralen Immunantwortf . . . . . ... ... .. .. 48
[3.4 Kreuzreaktivitats-Analyse| . . . . . . .. Lo 49
4 Diskussion| 53
41 Ubersichll . . .. ... .. 53
[4.2 Diskussion der angewendeten Methodik| . . . . . .. .. ... ... .... 54
[4.2.1  Trennung der Antikorper in ihren - und \-Antell| . . . . . ... .. 54
|4.2.2  Phagedisplay zum Epitopmapping von Phagen| . . . . . ... ... 54
[4.2.3 ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke| . . . . . ... ... ... 54

[Zur Testung der gewonnenen Klone auf dem jewelligen |

| Antikorper| . . . ... L Lo 54
[I[m Kreuzreaktivitatsessay| . . . . . . . . ... ... ... .. 55

|4.3 Epitope der humoralen Anti-Tumor-Immunantwort . . . . ... ... ... 55
[4.3.1  Bisherige Arbeiten zur Anti-lumor-Immunitat beim VIM| . . . . . . 55
[Antigenidentifikation mittels SEREX| . . . .. .. ... ... 55

[4.3.2 Epitopsuche indieser Arbeltf . . . . .. .. ... ... 56

|4.4  Hypothese zur Entstehung und Funktion der post-Tx Antikorper|. . . . . . 56
.o Zeitlicher Verlaut der humoralen Immunantwortf . . . . . . ... ... ... 57
4.6 Kreuzreaktivitaten| . . . . . ... . ... oL 57
4.7 AussiChtl . . . . . . . 59
[4.7.1  Zusammenschau meiner Ergebnisse mit denen anderer Mitglie- |

| der meiner Arbeitsgruppe] . . . . . ..o oo e 59
|4.7.2  Polyepitopreaktivitat in der klinischen Anwendung| . . . ... ... 59
[4.7.3 Nutzung der Phagen zur Tumorvakzination| . . . . ... ... ... 60

[4.7.4  Nutzung der klassifizierten Antikorper zur passiven Immuntherapie| 60

|A_ Durch andere Mitarbeiter der Arbeitsgruppe durchgefuhrte Experimente| 61
|[A.1 Durch ander Mitarbeiter der Arbeitsgruppe durchgefuhrte Selektionen| . . 61
[A.2 Mittels Immunoblot gefundene Targets der B-Zell-Anti-Tumor-Antwort| . . 65

Fabian Hofmann — Dissertation vi



Inhalt

|Zusammenfassung|

Abstracti

|Aus dieser Arbeit hervorgegangene Publikation|

LLebenslauf

[Eidesstattliche Erklarung|

Fabian Hofmann — Dissertation

67

68

69

70

71

86

87

88

vii



Abbildungsverzeichnis

(1.1 Inzidenz des Multiplen Myeloms nach Lebensalter in Deutschland (im |

Jahr 2008), nach Daten des Robert Koch Instituts (Kaatsch et al. 2013)] . 2

[1.2 Pathogenese von MGUS und der Progression zum Multiplen Myelom| . . 3
[1.3 Therapiealgorithmus bel neu-diagnostiziertem VIM| . . . . . . . . . .. .. 6
(1.4 Darstellung der fur die Proliteration des MM torderlichen und immun- |

suppressiven Faktoren der Knochenmarknische sowie die Anti- lumor- |

| Immunitat. Aus (Gulllerey etal.2016).| . . . . . ... .. ... ... .... 11
(1.5 Struktur des Immunglobulin G|. . . . . ... ... ... ... ... . . ... 14
(1.6 Bakteriophage M13] . . . . . . . . . ... 15
2.1 Beschickung des Gels zur Uberpriifung der Reinheit von aufgetrennter |

[ M9G8 . .. 24
[2.2 Prinzip des Phagedisplay. Von S. Jahnichen - Eigenes Werk, CC BY-SA |

| 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=8281540( . . . . . 25
2. hem r Selektionsrunden| . . . ... .. .. ... ... ... 29
2.4 Schemades Sandwich-ELISAs| . . . . . ... ... ... ... ... 32
2. rsich ELISA-Aufbaus|. . . ... ... ... ... ... ... ..., 32
3.1 Westernblot zur Uberprifung der Reinheit der Lambda-Fraktionen von

appa-Kontaminationen von 023, 025 un 031. = Elutl-

| onsfraktion). Die Grafik wurde nachbearbeitet (Skala neu eingefugt, Be- |

| SCNrTtUNG).| . . . . o o 36
13.2 Westernblot zur Uberpriifung der Reinheit der Kappa-Fraktionen von Lambda-

ontaminationen von 023, 025 un 031. = Elutionsirakti-

on). Die Grafik wurde nachbearbeitet (Skala neu eingefugt, Beschriftung).| 37

13.3 Westernblot zur Uberpriifung der Reinheit der Lambda-Fraktionen von |

Kappa-Kontaminationen von MMO043, MM046, MM051 und MMO054. Die |

| Graflk wurde nachbearbeitet (Skala neu eingetugt, Beschriftung).|. . . . . 37
|3.4 Westernblot zur Uberprifung der Reinheit der Kappa-Fraktionen von Lambda-
ontaminationen von 043, 046, 051 un 054. Die Grafi
| wurde nachbearbeitet (Skala neu eingefugt, Beschriftung, abgerissene |
| Ecke wieder angefugt).|. . . . . . . . .. 38

(3.5 ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehorige Sequenzen |

(3.7 ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehorige Sequenzen |

| von MMO31x (beide Daten)| . . . . . ... ... ... .. .......... 43

viii



Abbildungsverzeichnis

(3.8 ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke

und zugehorige Sequenzen

[ von MMO43sl . . . . . . e e 44
(3.9 ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehorige Sequenzen |
| von MMO43N . . . . . . . .. 44
[3.10 ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehorige Sequenzen |
| von MMO46&x] . . . . . . . 45
[3.11 ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehorige Sequenzen |
| von MMO46N . . . . . . . . .. 46
[3.12 ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehorige Sequenzen |
| von MMOSTsl . . . . . . . .o 46
[3.13 ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehorige Sequenzen |
I von MMOS4k] . . . . . .o 47
[3.14 Verlaut der humoralen Immunantwort gegenuber 1243.5 (ALRMPTMKTFIP) |
| von MM023 (Allo-Tx im April2009)[ . . . . . . ... ... ... ... .... 48
[3.15 Verlauf der humoralen Immunantwort gegenuber 160.4 (TYPTHGALSKGG) |
| von MMO31 (Allo-Tx i mMai2010)f . . ... .. .. ... ... .. ..... 49
[3.16 Relative Bindungsstarke der jeweiligen Phagen an die Antikorper der |
| post- Ix-MM-Patienten (*:p<0,05; **:.p<0,001)|. . . . . . . .. .. .. ... 50
[3.17 Relative Bindungsstarke der jewelligen Phagen an die Antikorper der ge- |
| sunden Kontrollen (HD) und der aus anderer Indikation allogen Knochen- |
| marks transplantierten (KMT) (*:p<0,05; *™:p<0,001)[. . . . . . ... ... 51
{4.1 Wege des immunogenen Zelltodes uber die Sekretion oder Translokation |
| an die Zelloberflachevon HSP| . . . . .. .. ... ... ... ... .... 58
|A.1  Gefundene Phagen und Konsensmotiv aut MMO023 A. Experiment durch- |
| gefuhrtvon M. Binder.| . . . . . .. .. ... 61
|A.2 Gefundene Phagen und Konsensmotiv aut MMO040 ~. Experiment durch- |
| gefunrtvon M. Voigt.| . . . . . . . ..o 62
|IA.3  Gefundene Phagen und Konsensmotiv aut MM040 A. Experiment durch- |
| gefuhrtvon M. Voigt.| . . . . . .. ... 62
|A.4  Gefundene Phagen und Konsensmotiv auf MM041 ). Experiment durch- |
| gefuhrtvon M. Voigt.| . . . . . . . . . o 63
|A.5  Gefundene Phagen und Konsensmotiv aut MMO045 «. Experiment durch- |
| gefuhrtvon M. Voigt.| . . . . . . . . . 63
|A.6 Gefundene Phagen und Konsensmotiv aut MM045 A. Experiment durch- |
| gefuhrtvon M. Voigt.| . . . . . . . . .. .o 64
|A.7  Gefundene Phagen und Konsensmotiv aut MM047 . Experiment durch- |
| gefuhrtvon M. Voigt.| . . . . . . . . . .o 64
|A.8 Gefundene Phagen und Konsensmotiv aut MMO047 A\. Experiment durch- |
| gefuhrtvon M. Voigt.| . . . . . . . . . ... oo 65

Fabian Hofmann — Dissertation

ix



Tabellenverzeichnis

(1.1

Kriterien zur Differenzialdiagnose der monoklonalen Gammopathien| . . .

M2

Staging-System nach (Durie und Salmon, [1975), Tabelle nach (Kortum

et al. |2013) (modifiziert), sowie das International Staging System der

[ IMWG nach (Greipp et al.]2005) (modifiziert) . . .............. 5
[1.3  Klassifikation des Ansprechens von MM-Patienten auf eine Therapie|. . . 8
[1.4 Einteilung der akuten Graft-versus-Host-Disease| . . . . . . .. ... ... 9
[2.1 Details zum Subtyp des MM der Patienten und dem Ansprechen auf die

| allogene Stammzelltransplantation| . . . . . . ... ... ... ... ... 17
[2.2 Verwendete Phagen-Datenbank sowie der zur Zucht benutzte bakterielle

I Vekiorl . . . . . . . e 17
[2.3 Zur Sequenzierung verwendeter Primer -96g/ll). . . . . . . ... ... .. 17
[2.4  Aminosauresequenz des zur Kontrolle verwendeten Phagen R1| . . . . . 17
[2.5 Verwendete Antikorper|. . . . . . . . L 18
2.6 Verwen hemikalienl . ... ... ... ... ... ... ... ... 18
2.7/ Verwendete Geratel. . . . . . . . ... ... o 19
2.8 Verwendete Verbrauchsmaterialien . . . . .. .. .............. 20
[2.9 Haufigkeit und Dauer der Depletion der Phagen mittels polyklonalem IgG

| in den jewelligen Selektionsrunden| . . . . . . .. ..o oL 28
[2.10 PBS-Beschickung einer 96-Well-Platte fur die Phagentitration. Alle An-

| gaben in Mikroliter (ud)f . . . . . . . . Lo 31
[2.11 Fur den zeitlichen Verlauf verwendete Phagen und Antikorper|. . . . . . . 33
[2.12 Verwendete Phagen und die von ihnen prasentierte Aminosauresequenz| 34
3.1 _Erkannte Motive der verscniedenen Fraktionenl . . . . . . ... . ... .. 92
(3.2 Verwendete Phagen und die Haufigkeit inrer Erkennung| . . . . . . .. .. 52
[3.3  x2-Test zum Nachweis einer signifikanten Abh&ngigkeit der Tiefe der Re-

| mission zu der Menge der erkannten Epitope| . . . . . . .. ... 52
|{A.1 Durch (Rahlif et al. 2012) mittels Immunoblot gefundene Targets der B- |

[ Zell-Anti- lumor-Antwortl . . . . . . .. ... 66




Fir Sandra und meine Eltern

Xi



Arbeitshypothese und Fragestellung

Patienten mit Multiplem Myelom kdnnen nach einer allogenen Knochenmarktransplan-
tation abnorme Proteinbanden in der Immunfixation entwickeln. Diese gehen mit ei-
ner Verbesserung der Prognose einher und gelten als B-Zell-vermittelte Anti-Tumor-
Immunantwort. Tumor-Epitope gegen welche eine B-Zell-Immunantwort post-Tx entwi-
ckelt werden kann, sind bisher nicht naher beschrieben. Um diese Frage zu klaren,
wurden per Phagedisplay Mimotope gesucht, gegen die sieben Patienten post-Tx spe-
zifische Antikdrper bildeten, um dann auf Tumor-Epitope schlieBen zu kénnen. Zur wei-
teren Charakterisierung der gefundenen Mimotope wurde per ELISA untersucht in wel-
chem Umfang Antikdrper gegen diese (und weitere zuvor selektierte) Phagen bei zwolf
verschiedenen MM-Patienten post-Tx sowie bei gesunden Spendern und bei post-allo-
Tx-Patienten ohne MM vorkommen. Ebenfalls wurde per ELISA untersucht wie sich
die B-Zell-Anti-Tumor-Immunantwort Uber die Zeit entwickelt. Ziel dieser Arbeit ist es,
ein genaueres Verstandnis der humoralen Anti-Tumor-Immunitat nach allo-Tx zu er-
langen, indem die dazugehdrigen Epitope identifiziert und hinsichtlich ihrer Spezifitat
evaluiert werden. Durch die genaue Beschreibung der post-Tx gebildeten Antikdrper in
dieser Arbeit soll ermdglicht werden, die Erkenntnisse im Sinne von aktiven und pas-
siven Immuntherapien nutzbar zu machen, ohne dabei die Nachteile einer allogenen
Knochenmarktransplantation in Kauf nehmen zu missen.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Das Multiple Myelom

Das Multiple Myelom (MM) (ICD-10 C90) ist eine maligne Erkrankung des Knochen-
marks, charakterisiert durch eine unkontrollierte Proliferation entarteter Plasmazellen
(Plasmazellneoplasie). Es zahlt zu den niedrig-malignen Non-Hodgkin-Lymphomen so-
wie den monoklonalen Gammopathien. 1844 wurde die Krankheit erstmals durch Sa-
muel Solly beschrieben (Kyle und Steensma, 2011). Das MM ist die zweithdufigste ma-
ligne hamatologische Erkrankung (Munshi und Anderson, 2013) und fir ca. 1 % aller
neoplastischen Erkrankungen der westlichen Welt verantwortlich, wobei die Pravalenz
deutlich von Geschlecht (Manner erkranken haufiger als Frauen) und ethnischer Zu-
gehorigkeit (Afroamerikaner erkranken doppelt so haufig wie andere Ethnien) abhangt
(Raab et al.|2009). Die Inzidenz des MM steigt mit zunehmendem Lebensalter an (sie-
he hierzu Abbildung . Unter derzeitiger Therapie betragt das mediane Uberleben
6,1 Jahre (Kumar, Dispenzieri et al. [2013). Durch den Einsatz neuer therapeutischer
Verfahren konnte eine deutliche Verbesserung des Uberlebens erreicht werden (von
4,6 Jahre in 2000-2005 zu 6,1 Jahre in 2006-2010) (Kumar, Dispenzieri et al. [2013)
(Mey et al. 2015). Der Begriff Plasmozytom wird, im weiteren Sinne, synonym zu Multip-
les Myelom benutzt, beschreibt aber im engeren Sinne nur das solitdre Plasmozytom.
Um Zweideutigkeiten zu vermeiden wird daher in dieser Arbeit von der Verwendung
des Begriffs Plasmozytom als Synonym zu Multiples Myelom abgesehen. Die von den
entarteten Plasmazellen produzierten Proteine (Immunglobuline oder Teile davon) wer-
den als Paraprotein oder M-Protein bezeichnet. Als Bence-Jones-Protein (BJP) wird
ein Paraprotein bezeichnet, dass aus - oder A-Leichtketten besteht. Die charakteristi-
schen Symptome des MM (Hyper-Calcaemia, Renal Failure, Anaemia, Bone-Lesions)
werden unter dem Begriff CRAB subsumiert.



Kapitel 1 Einleitung

60
50
40
30 —&— Manner

—— Frauen
20

Inzidenz ( pro 100 000)

10

0

5-9 15-19 25-29 35-39 45-49 55-569 65-69 T5-79 8o+
0-4 10-14 20-24 30-34 40-44 50-54 60-64 70-74 80-84

Altersgruppe

ABBILDUNG 1.1: Inzidenz des Multiplen Myeloms nach Lebensalter in Deutschland
(im Jahr 2008), nach Daten des Robert Koch Instituts (Kaatsch et al.2013)

Pathogenese Das Multiple Myelom entsteht (ber die Vorstufe des MGUS, die sich
bei ca. 6 % aller Menschen Uber 70 Jahren findet (Cohen et al. [1998) und welches mit
einer Wahrscheinlichkeit von 1 %/Jahr zu einem MM voranschreitet (Kyle und Rajku-
mar, |2005). Hierbei variieren die daflir notwendigen genetischen Alterationen sowie die
Dauer der malignen Transformation zwischen Monaten und Jahrzehnten (Seidl et al.
2003) (siehe hierzu Abbildung [1.2). Die Myelomzellen wandern in das Knochenmark
aus und proliferieren dort in Abhangigkeit von der Umgebung (Microenviroment) des
Knochenmarks (Kuehl und Bergsagel, 2002). Das Microenviroment und das Myelom
beeinflussen sich dabei gegenseitig, sodass die Bedingungen fir die Proliferation des
MM optimiert werden(Guillerey et al. 2016). Dies geschieht u.a. durch eine Steigerung
der Zytokinausschuttung (Klein et al. [1995) und der Angiogenese (Giuliani et al.[2011)
sowie einer Suppression des Immunsystems. Daher ist das gezielte Angreifen dieser,
fir das MM-Wachstum entscheidenden, Microenviroment ein Ansatz in der Therapie
des MM (Moschetta et al. 2016).

Differentialdiagnose monoklonaler Gammopathien Fir die Differenzialdiagnose
von monoklonalen Gammopathien siehe Tabelle [1.1]

Klinisches Bild Die Verdrangung und Beeinflussung des Knochens und der hamatopoetischen
Stammzellen, sowie die massenhaft vorhandenen Immunglobuline und Plasmazellen
kdnnen zu folgenden klinischen Symptomen fuhren (unvollstandige Auflistung):

1. Hyperkalzdmie: Die Hyperkalzamie ist die haufigste metabolische Entgleisung
bei MM-Patienten. Diese kann bis hin zu lebensbedrohlichen hyperkalzamischen
Krisen fiihren (Oyajobi, |[2007).

2. Niereninsuffizienz: Die Uberlastung der Niere durch das Paraprotein fiihrt zu einer
tubularen Nierenschadigung. Weitere Mechanismen der Schadigung der Niere

Fabian Hofmann — Dissertation 2
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ABBILDUNG 1.2: Pathogenese von MGUS und der Progression zum Multiplen Myelom.
Abbildung aus (Rajkumar, [2009)

durch ein MM sind beschrieben (Tumorinfiltration, AL-Amyloidose u.a.) (Leung

und Nasr, [2014).

3. Andmie: Die Verdrangung des gesunden Knochenmarks in Verbindung mit einer
Niereninsuffizienz kann zu einer normozytaren, normochromen Anamie hervor-
rufen (Ludwig et al. 2004).

4. Ossére Destruktion: Die Aktivierung von Osteoklasten und die Inhibierung von
Osteoblasten fUhrt zu einer Zerstérung der Knochensubstanz mit pathologischen
Frakturen als mdgliche Folge (Edwards et al.[2008) (Oranger et al.|[2013).

5. Infektanfélligkeit: Die Verdrangung der gesunden Zellpopulation und die hormo-
nelle Dysregulation durch das MM verursachen eine erhéhte Infektanfalligkeit, die
in 20 - 50 % der Falle unmittelbar fir den Tod verantwortlich ist (Morrison, [2014).

6. Hyperviskositdtssyndrom: Die Steigerung der Viskositat des Blutes durch das
Paraprotein beeinflusst die Zirkulation negativ. Die veranderte Viskositat kann
sowohl zu Blutungs- als auch zu thromboembolischen Komplikationen fihren
(Kwaan, |2013).
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MGUS Alle drei Kriterien missen erfiillt sein:
M-Protein im Serum < 30g/!
klonale Plasmazellen im Knochenmark < 10%
keine MM-bezogenen Endorganschaden

SMM Beide Kritierien massen erflllt sein:
Monoklonales Protein im Serum (IgG oder IgA) > 30g/l oder Plasmazellen
im Knochenmark > 10%
keine MM-bezogenen Endorganschaden

MM Alle drei Kriterien missen erfillt sein:
Plasmazellen im Knochenmark > 10%
Nachweis von Paraprotein im Serum oder Urin (ausgenommen beim Vor-
liegen eines nichtsekretorischen MM)
Nachweis von MM-bezogenen Endorganschaden, wie:

* Hyperkalziamie (Serumkalzium > 11,5 mg/dl)

* Niereninsuffizienz (Serumkreatinin > 0,173 mmol/l)

* normozytare, normochrome Anamie (Hamoglobin < 8 g/dl)
+ ossare Destruktion

SP Alle vier Kriterien missen erflllt sein:
Histologischer Nachweis einer solitdren Knochen- oder Weichteillasion mit
dem Vorhandensein monoklonaler Plasmazellen
Sonstiges Knochenmark ohne Hinweis auf monoklonalen Zellbefall
Radiologisch unauffaliges Skelettsystem (mit Ausnahme der solitaren
Lasion)
keine MM-bezogenen Endorganschaden

TABELLE 1.1: Kriterien fir die Diagnose einer Monoklonalen Gammopathie unklarer
Signifikanz (MGUS), eines smoldering Multiple Myeloma (SMM), des Multiplen Mye-
loms (MM) und des solitaren Plasmozytoms (SP) nach (Kyle und Rajkumar, [2009)

Klassifikation Das MM wird klassischerweise nach der Art des sezernierten Para-
proteins klassifiziert, dabei sind 19G- (52 % der Falle), IgA- (21 %) und Leichtketten-
Myelome (16 %) die haufigsten Formen. Daneben gibt es seltenere Formen wie das
nicht-sezernierende MM (3 %) sowie IgD (2 %) und IgM(< 1 %) (Kyle, Gertz et al.
2003). Die International Myeloma Working Group (IMWG) schlagt vor die Klassifikation
des MM primar anhand des Genotyps vorgenommen, da dies eine genauere Aussage
Uber die Prognose erlaubt und fir die Therapie entscheidend ist (Fonseca et al. [2009).

Staging Zum Staging des MM sind zwei Systeme gebrduchlich, zum einen das
Durie-Salmon-Staging (DSS) von 1975, sowie das 2005 von der IMWG eingeflihrte
International Staging System (ISS). Beide erlauben eine Aussage Uber den Status und
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Klassifikation nach Durie und Salmon

Parameter Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3
Hémoglobin > 10g/dl < 8,bg/dl
Serumkalzium normal weder erhoht
Knochen normal oder (solitéarer Herd) Stadium 1 fortgeschrittene Lasionen
Myelomprotein  1gG < 50g/1 (Serum) noch 3 IgG > 70g/1 (Serum)
IgA < 30g/1 (Serum) IgA > 50g/1 (Serum)
BJP < 4¢/24h (Urin) BJP > 12¢/24h (Urin)
Zusatzbezeichnung A Zusatzbezeichnung B
Kreatinin < 2mg/dl Kreatinin > 2mg/dl

International Staging System

Parameter Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3
B2-Microglobulin < 3,5¢g/1 (Serum) weder > 5,5¢/1 (Serum)
Albumin > 3,5¢/1 (Serum) Stadium 1 irrelevant

noch 3

TABELLE 1.2: Staging-System nach (Durie und Salmon, {1975), Tabelle nach (Kortiim

et al. 2013) (modifiziert), sowie das International Staging System der IMWG nach

(Greipp et al.2005) (modifiziert). In beiden Systemen gilt: Fir das Stadium 1 missen
alle Kriterien erfillt sein. Stadium 3 gilt, sobald ein Kriterium erfillt wird.

die Prognose der Erkrankung. Die Uberschneidung der Stadien zwischen beiden Sys-
temen liegt bei lediglich 36 %, wobei (mit Ausnahme der einfacheren Erfassbarkeit des
ISS) keine klare Uberlegenheit besteht (Hari et al. 2009). Zu den Staging-Systemen
siehe Tabelle

Therapie Die aktive Behandlung des MM ist bei symptomatischen Erkrankungen
(nach den CRAB-Kriterien), und Erkrankungen bei denen ein symptomatischer Ver-
lauf unmittelbar bevorsteht, indiziert (Gentile et al. 2015), (Rajkumar et al. 2015). An-
dernfalls wird eine Watch and Wait-Strategie gewahlt (Rallig et al. 2015). Bei der The-
rapie des MM unterscheidet man im Wesentlichen die Hochdosis-Therapie, bei der
auf eine Induktionstherapie eine autologe Knochenmarkiransplantation folgt, von ei-
ner Nicht-Hochdosis-Therapie. Zur Remissionsinduktion wird eine Kombinationsthera-
pie von zwei oder drei verschiedenen Medikamenten eingesetzt (Cavo et al. 2011)
(Kortim et al.2013).

Neben dem Auslésen der Apoptose Uber unspezifische zytotoxische Effekte besitzen
viele der eingesetzten Medikamente die Mdglichkeit einen immunogenen Zelltod zu
induzieren (Pol et al. [2015) (siehe hierzu: Abschnitt [4.4). Die zur Induktionstherapie
verfligbaren Schemata sind heterogen und die Wahl eines geeigneten Protokolls hangt
von vielen Faktoren, unter anderem dem klinischen Zustand des Patienten sowie dem
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Erstdiagnose Multiples Myelom

| CRAB-KTriterien? |—Im—>| "Watch and Wait"

vja
Symptomatische ossdre oder ja » Radiotherapie oder chirur-
extraossére Léasionen? gische Therapie erwigen
yhein

I Systemische Therapie |<

| Komorbitit, Alter, Patientenwusch? |
|

Fiir eine Stammzelltransplantation geeignet I I Fiir eine Stammzelltransplantation ungeeignet
v v ¥ Y
Dreifach-Therapie: Zweifach-Therapie Dreifach-Therapie: Zweifach-Therapie
Bortezomib, Dexamethason und Dexamthason und Melphalan, Prednison und Lenalidomid und Dexamethason|
Cyclophosphamid oder Bortezomib oder Bortezomib oder Bortezomib und Dexamethason
Doxorubicin oder Lenalidomid Thalidomid Melphalan und Prednison
Lenalidomid oder Bendamustin und Prednison
Thalidomid Dexamethason
1 Y Y Y

Einmalige Stammzelltransplantation H Erhaltungstherapie erwégen |

ABBILDUNG 1.3: Therapiealgorithmus bei Patienten mit neu-diagnostiziertem MM. Ab-
bildung modifiziert nacht (Réllig et al. 2015)

Genotyp des Tumors, ab. Zum Therapiealgorithmus bei neu-diagnostiziertem, therapi-
enaivem MM siehe Abbildung [1.3]

Hochdosis-Therapie Korperlich fitte und junge (< 65 Jahre ) Patienten sollten mit-
tels Hochdosis-Therapie behandelt werden (Harousseau und Moreau, 2009) (Engel-
hardt, Kleber et al. 2010) (Engelhardt, Terpos et al.[2014). Wobei gezeigt werden konn-
te, dass auch éltere Patienten, die sich fur eine Hochdosis-Therapie qualifizieren, von
dieser profitieren (Ozaki und Shimizu, 2014).

Patienteneigene Stammzellen werden nach einer viermonatigen Induktionsbehandlung
(s.0.) gesammelt und nach einer myeloablativen Konditionierung retransplantiert (au-
tologe Stammzelltransplantation (auto-Tx)). Die zur Transplantation bendtigte Kondi-
tionierung wird in der Regel mittels Melphalan (200 mg/m? Kérperoberflache) durch-
gefuhrt (Moreau et al. [2002) (Anagnostopoulos et al. 2004). Bei Therapie-Versagen
kann eine weitere autologe Stammzelltransplantation angeschlossen werden.

Es zeigt sich eine Uberlegenheit der Hochdosis-Therapie gegentiber einer ausschlieBli-
chen Chemotherapie (3-Jahres-Uberlebensrate: 85 % (Hochdosis) vs. 49,7 % (konven-
tionell)) (Pérez et al. 2015) bei Uberschaubarer therapiebezogener Mortalitat (1 — 2%)
(Kumar, Dingli et al. 2008).
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Nicht-Hochdosis-Therapie Fir die Therapieansatze von Patienten die sich nicht fur
eine autologe Stammzelltransplantation qualifizieren siehe Abbildung

1.2 Allogene Knochenmarktransplantation beim Multiplen Mye-
lom

Neben der Entwicklung und Optimierung medikamentéser Behandlungsoptionen war
die Einfihrung der Knochenmarktransplantation (KMT) in die Therapie des MM maf3-
geblich fiir die Verbesserung des Uberlebens der Patienten. Dabei wird zwischen der
autologen (auto-Tx) und der allogenen (allo-Tx) Knochenmarktransplantation unter-
schieden. Wahrend bei der auto-Tx Donor und Rezipient der Stammzellen dasselbe
Individuum ist, sind sie bei der allo-Tx verschieden. Das in dieser Arbeit betrachtete
Patientenkollektiv wurde allogen knochenmarktransplantiert.

Die allo-Tx wird als einzige potentiell kurative Therapie des MM angesehen. Dies be-
grindet sich in der durch die transplantierten Stammzellen erzeugte Immunantwort
gegen die Myelomzellen (Graft-vs-Myeloma-Effekt, GvME) (Lokhorst, Einsele et al.
2010). Die immunologische Kompatibilitdt des Knochenmarks des Spenders zu dem
Gewebe des Empfangers ist Voraussetzung fir das Gelingen einer allo-Tx . Ausschlag-
gebend hierflir sind die so genannten minor und major Histocompatibility Complexs
(mHC und MHC). Aufgrund der hohen therapiebezogenen Mortalitét gilt die allo-Tx der
Hochdosis-Therapie als unterlegen und es handelt es sich um einen experimentellen
Ansatz (IQWIG, 2011). Besonders bei jungen Patienten mit geringer Komorbiditat und
aggressiven genotypischen Veranderungen (insbesondere del17p) spielt sie dennoch
eine wichtige Rolle (Bruno, 2016).

Eigenschaften der allogenen Knochenmarktransplantation Das progressions-
freie Uberleben korreliert mit der Intensitat der vorangegangenen Konditionierung (pro-
gressionsfrei nach 2 Jahren 34,5 % (myeloablative Konditionierung MAC) vs. 18,9 %
(Konditionierung mit reduzierter Intensitat RIC)) (Crawley et al. 2007). Jedoch ist die
therapiebezogene Mortalitat (TRM) bei einer myeloablativen Konditionierung hoher als
bei einer dosisreduzierten (37 % vs. 24 %). Insgesamt konnte kein signifikanter Vorteil
eines der beiden Verfahren auf das Gesamtiberleben gezeigt werden (Crawley et al.
2007).
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Art des Ansprechens
Stringent Complete Response, sCR

Complete Response, CR

very good Partial Response, vgPR

Partial Response, PR

Stable Disease, SD

Progressive Disease, PD

Kriterien

Alle Kriterien der CR und

normale Serum-Leichtketten-Ratio und

Abwesenheit von klonalen Zellen im Knochen-
mark (Nachweis durch Immunhistochemie oder -
fluoreszenz)

Negative Immunfixation im Serum und Urin und
Kein Vorkommen von Weichteilmanifestationen und
< 5 % Plasmazellen im Knochenmark

> 90 % Reduktion der Serum-Paraprotein-
Konzentration und

Paraprotein im Urin < 100 mg/24 h und

Paraprotein in der Immunfixation nachweisbar nicht
jedoch in der Elektrophorese

> 50 % Reduktion der Serum-Paraprotein-
Konzentration und Paraprotein (Urin) < 200 mg
/ 24 h oder Reduktion um > 90 % oder

Falls Paraprotein nicht bestimmbar: > 50 % Redukti-
on des FLC-Quotienten oder

Falls FLC-Quotient auch nicht evaluierbar: > 50 %
Reduktion von Plasmazellen, solange ihr Anteil im
Knochenmark vor Therapie > 30 % betrug und
zusatzlich zu allen Kriterien: > 50 % Reduktion der
GréBe von Weichteilmanifestationen.

Erflllt keines der anderen Kriterien.

> 25 % Anstieg Paraprotein (Serum) (Anstieg absolut
mind. > 0,5 g/dl) oder

> 25 % Anstieg Paraprotein (Urin) (Anstieg absolut
mind. > 200 mg/24 h) oder

> 25 % Anstieg des FLC-Quotienten (absoluter An-
stieg mind. > 10 mg/dl) oder

> 25 % Anstieg der Plasmazellen im Knochenmark
(Anteil muss > 10 % sein) oder

Auftreten neuer Symptome (CRAB) oder Tumormani-
festationen.

TABELLE 1.3: Klassifikation des Ansprechens von MM-Patienten auf eine Therapie
modifiziert nach den uniform response criteria der IMWG (Durie, Harousseau et al.
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Stadium Haut Leber Gl-Trakt

1 Effloreszenzen < 25 Bilirubin 2-3 mg/dl Diarrh6en > 500 ml/d
% der Haut oder Ubelkeit

2 Effloreszenzen 25 - 50  Bilirubin 3-6 mg/d| Diarrhéen >1000 mi/d
% der Haut

3 Effloreszenzen > 50 Bilirubin 6-15 mg/dl Diarrhéen > 1500
% der Haut mi/d

4 Bullése Erythrodermie Bilirubin > 15 mg/dl starke  abdominelle

Scmerzen

Grad Haut Leber Gl-Trakt

0 — — —

1 Stadium 1-2 - -

2 Stadium 3 Stadium 1 Stadium 1

3 - Stadium 2-3 Stadium 2-4

4 Stadium 4 Stadium 4 -

TABELLE 1.4: Einteilung der akuten Graft-versus-Host-Disease modifiziert nach (Bo-

lafios-Meade und Vogelsang, |2004). Hierbei wird zuerst fur jedes der drei Organsys-

teme ein Stadium gebildet und aus diesen dann der Grad der aGvHD abgeleitet. Der
Grad richtet sich nach dem héchsten erreichten Staddium.

Graft-versus-Host-Disease Die Graft-versus-Host-Disease (GvHD) beschreibt die
immunologische Reaktion des transplantierten Knochenmarks (Graft) gegen das Ge-
webe des neuen Wirts (Host). Dabei wird zwischen akuter (aGvHD) und chronischer
(cGvHD) GvHD unterschieden. Wahrend die akute Form mit einer Verschlechterung
der Prognose und des Uberlebens einhergeht, korreliert die chronische Form mit ver-
bessertem Uberleben und stellt so (in leichter Form) einen wiinschenswerten Zustand
dar (Donato et al. 2014).

akute Graft-versus-Host-Disease Als aGvHD wird das Auftreten bestimmter Sym-
ptome innerhalb der ersten 100 Tage nach einer allo-Tx bezeichnet. Diese basieren
auf einer immunologischen Inkompatibilitat zwischen Spender und Empfanger. Die or-
ganische Manifestation der aGVHD zeigt sich zumeist bei Haut, Leber und Gl-Trakt.
Die Schwere der Symptome bei diesen Organen definiert auch den Schweregrad der
aGvHD (siehe Tabelle . Die Anzahl der an a GvHD Grad > 2 erkrankten Patienten
liegt bei bis zu 50 % (Ball und Egeler, |2008) (z.B. 42 % bei (Rotta et al. |[2009); 39,4 %
bei (Crawley et al. 2007)).
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1.3 Anti-Tumor-Immunitat beim MM

1.3.1 Immuniuberwachung

Das Immunsystem ist, neben der Abwehr pathogener kérperfremder Organismen, fahig
entartete korpereigene Zellen zu erkennen und zu eliminieren. Diese Aufgabe des Im-
munsystems wird als Immuniiberwachung (immune surveillance) bezeichnet (Swann
und Smyth, [2007). Sie wird offensichtlich, wenn man Mause ohne funktionierendes Im-
munsystem betrachtet bei denen es zur Entwicklung zahlreicher spontaner Tumoren
kommt (Shankaran et al. 2001). Analog hierzu ist das Risiko eine maligne Erkrankung
zu entwickeln unter Immunsuppression (bspw. nach Organtransplantation) stark erhéht
(Geissler, |2015). Als Effektorzellen der Immuniberwachung bei Plasmazellneoplasien
sind myeloische Zellen (z.B. Dendritischer Zellen (DCs)) sowie verschiedene Popula-
tionen von T-Lymphozyten (CD4*- (Yi et al. [1995), CD8" - (Halapi et al. [1997) und
Natiirliche Killer- (Carbone et al.|2004)) beschrieben. Demgegenuber ist die Rolle der
B-Zellen in der Anti-Tumor-Immunitat weit weniger gut verstanden (Schieferdecker et
al.2016).

Trotzdem kann es bei einem gesunden Immunsystem zur Entwicklung eines Myeloms
kommen, hierzu supprimieren die Myelomzellen das Immunsystem (Ponzetta et al.
2015) und alterieren ihre Oberflaiche um weniger immunogenes Potential zu bilden
(Bernal et al.[2009) (siehe hierzu auch Abbildung(1.4). Daher sind das Wiederherstellen
einer regularen Immunabwehr oder die Opsonierung von Myelom-Zellen Mdglichkeiten
eine MM-Therapie zu unterstitzen.

1.3.2 Beeinflussung der Anti-Tumor-Immunitat durch die MM-Therapie

Die Therapie des Multiplen Myelom beeinflusst Immunsystem (ber verschiedene We-
ge. Hierdurch kann das Immunsystem moduliert werden, sodass es gegen den Tumor
sensibilisiert wird. Dies kann durch eine klassische Anti-Tumor-Therapie, (ber eine spe-
zifische Immuntherapie, sowie per Knochenmarktransplantation erreicht werden.

Der immunogene Zelltod Die in der Anti-Myelom-Therapie eingesetzten Medika-
mente (insbesondere Bortezomib (Cirone et al. 2012) aber auch Melphalan (P. Zhou et
al. 2007), Cyclophosphamid (Ziccheddu et al. 2013) und andere) kénnen einen immu-
nogenen Zelltod ausldsen (Pol et al. 2015). Hierbei werden durch die Therapie damage-
associated molecular patterns (DAMPs) von der sterbenden Tumorzelle sezerniert oder
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ABBILDUNG 1.4: Darstellung der fur die Proliferation des MM férderlichen und immun-
suppressiven Faktoren der Knochenmarknische sowie die Anti-Tumor-Immunitat. Aus
(Guillerey et al.2016).

auf deren Oberflache exprimiert (Kroemer et al. 2013). Zu diesen DAMPs z&hlen Prote-
ine (z.B. High mobility group 1 (HMGB1) (Scaffidi et al.[2002) oder Heat-shock-Proteine
(HSP) (Spisek, Charalambous et al. [2007)) sowie nicht proteinische Substanzen (z.B.
Adenosintriphosphat (ATP) und Uridintriphosphat (UTP) (Elliott et al. 2009)). DCs ex-
primieren auf ihrer Oberflache Rezeptoren, die diese DAMPs erkennen kdénnen (hier-
unter Toll-like receptor 4 (TLR4) (Apetoh et al. [2007) und der Purin-Rezeptor P2X(7)
(Ghiringhelli et al. 2009). Die so aktivierten DCs reifen aus und aktivieren zytotoxische
T-Lymphozyten (CTLs), welche zur Lyse von Tumorzellen féhig sind (Kroemer et al.
2013).

Die spezifische Immuntherapie Die spezifische Immuntherapie zielt auf eine Férderung
der Anti-Tumor-Eigenschaften des Immunsystems ab. Dabei wird versucht die unerwiinschten
Wirkungen auf gesunde Zellen, wie sie bei anderen Therapien auftreten (z.B. der allo-

Tx), zu minimieren. Zur Anregung einer MM-spezifischen Immunantwort sind mehrere
Strategien Bestandteil von Forschung und Therapie (Luptakova und Avigan, 2015):

1. Die passive Immuntherapie: Bei der passiven Immuntherapie werden monoklona-
le Antikorper (mAbs) gegen spezifische Tumor-Antigene eingesetzt. Diese mAbs
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opsonieren Tumorzellen und kénnen so Zell- oder Komplement-vermittelter Tu-
morlyse fihren (Ferris et al. [2010). Aktuell sind zwei mAbs in der Therapie des
MM von der FDA in den USA zugelassen: Elotuzumab, gerichtet gegen signaling
lymphocytic activation molecule F7 (SLAMF7) (Lonial et al. [2015) und Daratu-
mumab, das gegen cluster of differentiation 38 (CD38) gerichtet ist (Lokhorst,
Plesner et al. [2015). Beide konnten eine signifikante Verbesserung des Krank-
heitsverlaufs und Uberlebens zeigen. Essentiell fiir die Entwicklung neuer mAbs
ist das Identifizieren tumorspezifischer Antigene (Luptakova und Avigan, [2015).

2. Aktive Immunisierung mit Tumorvakzinen: Bei der Tumorvakzination werden dem
Patienten aufbereitete Tumorantigene verabreicht um eine gegen den Tumor ge-
richtete Immunantwort zu generieren. Potentielle Kandidaten fur die Tumorvak-
zination sind unter anderem Proteine aus der Gruppe der cancer-testis antigens
(CTAs) (Atanackovic et al. [2009) oder der HSPs Li2014. Jedoch konnten klini-
sche Studien bislang kein Ansprechen auf diese Vakzinationsstrategien zeigen
(Luptakova und Avigan, 2015).

3. Adoptive T-Zell-Therapie: Hierbei werden dem Patienten T-Zellen entnommen, ex
vivo moduliert und anschlieBend dem Patienten reinfundiert. Eine vielverspre-
chende Technik ist das Erstellen so genannter chimeric antigen recepor T cells
(CAR T-Zellen), deren T-Zell-Rezeptor per retroviralem Vektor verandert wird um
spezifisch Tumor-Antigene zu erkennen (Maus und June, [2014).

4. Modulation des immunsuppressiven Milieus: Thalidomid und seine Analoga be-
sitzen neben ihren direkten Anti-Tumor-Effekten weitere Eigenschaften, die zum
einen immunmodulatorisch wirken (indem z.B. CTLs und NK-Zellen aktiviert wer-
den) und zum anderen das Microenvironment des Tumors beeinflussen (z.B. Gber
eine Blockade der Angiogenese) (Quach et al. 2009). Eine andere Mdglichkeit
das Immunsystem zu beeinflussen, ist die Blockade von Molekiilen, die eine An-
ergie von T-Zellen vermitteln (Immune Checkpoint Blockade) (Luptakova und Avi-
gan, |2019).

Der Graft-versus-Myeloma-Effekt der allo-Tx Der Graft-versus-Myeloma-Effekt be-
schreibt die Reaktion der aus dem gespendeten Knochenmark hervorgegangenen im-
munkompetenten Zellen gegen die malignen Zellen des MM. Eine allo-Tx bei MM-
Patienten kann in manchen Fallen zu einer anhaltenden Remission flihren (Bensinger,
2014). Studien konnten zeigen, dass das Vorhandensein einer cGvHD die Wahrschein-
lichkeit eines Rezidives um mehr als 50 % verringerte und das Gesamtlberleben signi-
fikant verbessert (Kroger et al. 2004) (Lokhorst, Wu et al. [2004). So zeigte (Donato
et al. 2014) eine deutliche Verbesserung des 5-Jahres-Uberlebens bei Entwicklung
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einer cGvHD (78,8 % vs 42,6 %). Hierbei kdnnen T-Zellen Gber Minor histocompa-
tibility antigenes (miHA) einen GvME als auch eine GvHD erzeugen (van Bergen et
al. [2007), wobei der konkrete miHA entscheidet in welcher Auspragung beide Effek-
te auftreten (Hobo et al. 2013). Oligoklonale Banden gelten dabei als Ausdruck eines
B-Zell-vermittelten GvME.

Oligoklonale Banden Oligoklonale Banden (oder abnormale Proteinbanden (APB))
sind Banden, die in der Immunfixation sichtbar werden, welche pra-therapeutisch nicht
vorhanden waren und welche nicht das M-Protein reprasentieren. Es konnte gezeigt
werden, dass das Auftreten von APB Ausdruck einer humoralen Immunantwort ist und
eine Verbesserung der Prognose fir den Patienten bedeutet (Maisnar et al. 2007) (Hall
et al. 2009) (Sucak et al. 2010) (Jo et al. 2013). (Rahlff et al. 2012) konnte zeigen, dass
die Ziele dieser humoralen Immunantwort humane Proteine sind, welche in Myelom-
zellen haufig hoch reguliert oder abnormerweise auf der Membran prasentiert werden.
Die verbesserte Prognose bei Patienten die APB entwickeln kann somit durch eine
B-Zell-Immunantwort erklart werden (Rahlff et al. 2012).

1.4 Erklarung essentieller Begriffe dieser Dissertation

1.4.1 Antikorper

Antikérper oder auch Immunglobuline (Ig) sind Proteine die von B-Lymphozyten herge-
stellt und sezerniert werden. Sie sind Teil der adaptiven Immunantwort indem sie spe-
zifisch an Antigene (in der Regel auf der Oberflache von Viren, Bakterien etc.) binden.
Das von Antikérpern erkannte Motiv ist hochspezifisch und wird als Epitop bezeich-
net. Antikbrper bestehen aus jeweils zwei identischen leichten sowie schweren Ketten.
Beim Menschen existieren flinf verschiedene schwere (a, v, §, € und u) sowie zwei
verschiedene leichte Ketten (x und \). Anhand der schweren Kette werden Immunglo-
buline klassifiziert (IgA, 19G, IgD, IgE und IgM). Antikdrper bestehen aus einer variablen
Region (Fragment antigen binding Fab) sowie einer konstanten Region (Fragment cry-
stallizable Fc). Der Teil des Fab der direkt an der Bindung mit dem Antigen beteiligt
ist wird Paratop oder Antigenbindungsstelle genannt. An diese kénnen (je nach Typ
verschiedene) Effektorzellen sowie -proteine des Immunsystems binden. IgD, IgG und
IgE liegen monomer vor, wahrend IgA und IgM Gber Joining-Peptide zu di- bzw. pent-
ameren zusammengeschlossen sind (Kaufmann, 2014, S. 75-81). Im Rahmen dieser
Dissertation wurden nur IGG untersucht und sind daher Gegenstand der Betrachtung.
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ABBILDUNG 1.5: Struktur des Immunglobulin G. (1) Fab (2) Fc (3)

schwere Ketten (4) leichte Ketten (5) Antigenbindungsstelle (6) hin-

ge region. Von user:Y_tambe - Y_tambe's file, CC BY-SA 3.0, hit-
ps://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=1573513

1.4.2 Bakteriophage M13

Fur das Phagedisplay wurde der Coliphage M13 eingesetzt (siehe auch Kapitel[2). Bak-
teriophagen sind Viren, die auf Bakterien als Wirt angewiesen sind (bei M13 ist dieser
Wirt E.coli). M13 besitzt einzelstrangige DNA (ssDNA), die etwa 6400 Basen lang ist
und fir elf verschiedene Genprodukte kodiert. M13 infiziert E-Coli-Bakterien Uber de-
ren F-Pilus (Plof3,2012). M13 ist ein nicht-lytischer Phage, das heif3t infizierte Bakterien
bleiben vital und kdnnen sich weiter teilen. Die Kapsid-Proteine kénnen gentechnisch
so verandert werden, dass auf ihnen Peptide demonstriert werden kénnen (Hess et al.
2012).

Struktur Ein M13-Phage ist 900 nm lang und hat einen Durchmesser von 6,5 nm
(Vos et al.[2009). Fir den Aufbau von M13 siehe Abbildung[1.6]
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ABBILDUNG 1.6: Bakteriophage M13. links sind die Hull-Proteine plll und pVl,
rechts die HuUll-Proteine pVIl und pVIIl dargestellt. Die restliche Phage wird
durch das Hull-Protein pIX umschlossen. Im Phagen befindet sich die Erbinfor-
mation als Einzelstrang-DNA. Von J3D3 - Eigenes Werk, CC BY-SA 3.0, htt-
ps://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=30612417

1.4.3 Epitop

Ein Epitop ist ein Bereich auf der Oberflache eines Antigens, der durch das Immunsys-
tem erkannt und gegen welches eine spezifische Immunreaktion gebildet werden kann.
Als linear wird ein Epitop bezeichnet, das in dieser Aminosauresequenz in dem Antigen
vorkommt. Als konformationell wird ein Epitop bezeichnet, dessen Aminosauren dis-
kontinuierlich im Antigen verteilt sind, jedoch durch Faltelung nebeneinander erschei-
nen.

1.4.4 Mimotop

Ein Mimotop ist ein Molekil, meist ein Peptid, das an der Antigen-Bindungsstelle von
Antikérpern zu binden kann. Es ist dabei nicht zwangslaufig identisch mit dem eigentli-
chen Epitop, ahmt dessen antigenischen Eigenschaften aber in ausreichender Art und
Weise nach (Geysen et al.[1986).
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Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Selektions- und Kontroll-Antikoérper

Die zur Durchfihrung der Selektionen bzw. als Kontrollen verwendeten Antikdrper wur-
den nach der informierten Einwilligung der jeweiligen Spender aus Blutproben isoliert.

Die Proben die mit MM bezeichnet sind stammen von MM-Patienten die eine allo-
Tx erhalten haben sowie APB zeigten (sieche Tabelle [2.1). Die mit KMT bezeichneten
Proben stammen von Patienten, die aus anderer Indikation als einem Multiplen Myelom
allogen knochenmarktransplantiert wurden. Die mit HD bezeichneten Proben stammen
von gesunden Spendern ohne bekannte Grunderkrankung.

2.1.2 Phagen und Bakterien

Ph.D.™ Phage Display Peptide Library Die Phagen des Ph.D.”™-Systems basie-
ren auf M13 und tragen auf dem finfmal vorhandenen Oberflachenprotein gplll N-
terminal eine randomisierte Peptidsequenz. Dies sind je nach benutzter Bibliothek 7
oder 12 linear oder 7, durch Cystin-Briicken, gekrimmt angeordnete Aminosauren.
Der Genabschnitt, der diese Peptidsequenz kodiert wird als Insert bezeichnet. Zudem
enthalten die Phagen das LacZa-Gen. Dies fuhrt zu einer Blaufarbung der mit diesen
Phagen infizierten K12-Kulturen auf IPTG-XGal-Agarplatten. Fir diese Experimente
wurde das Produkt Ph.D.™-12 Phage Display Peptide Library (12 linear angeordnete
Aminosauren) genutzt. Fir die Sequenzierung wurde der -96 glll-sequencing primer
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Code

MMO023

MMO025

MMO031

MMO040
MMO041
MMO043
MMO045
MMO046
MMO047
MMO051
MMO054

Paraprotein Allo-Tx Probenentnahmen

IgG kappa
IgG kappa
IgG lambda

IgG kappa
Lambda LC
IgG kappa
IgG lambda
IgA lambda
IgG lambda
IgG kappa
IgG kappa

04/09

11/09

05/10

10/09
12/09
09/10
02/10
10/09
11/09
09/10
02/11

03/09 (pra-Tx), 06/09, 08/09,

11/09, 08/10

03/09 (pra-Tx), 03/10, 09/10,

05/11

03/10 (pra-Tx), 09/10, 02/11,

05/11
03/11
03/11
03/11
03/11
03/11
03/11
04/11
06/11

IMWG-Score

(100 d/12 mon)

CR/CR
PR/CR
CR/CR

CR/CR
PR/CR
CR/CR
CR/CR
CR/CR
vgPR/gPR
PR/PD
CR/n.e.

TABELLE 2.1: Details zum Subtyp des MM der Patienten und dem Ansprechen auf die

allogene Stammzelltransplantation

Stamm

Hersteller

Ph.D.™-12 Phage Display Peptide Library New England Biolabs, Frankfurt, D

E.coli K12 ER2738

New England Biolabs, Frankfurt, D

TABELLE 2.2: Verwendete Phagen-Datenbank sowie der zur Zucht benutzte bakteriel-
le Vektor

5° HO ccc TCA TAG TTA GCG TAA CG 3’

TABELLE 2.3: Zur Sequenzierung verwendeter Primer -96 glll

YMTPPLSSQQKS

TABELLE 2.4: Aminosauresequenz des zur Kontrolle verwendeten Phagen R1

als Primer genutzt. (siehe hierzu Tabelle [2.3). Zur Negativkontrolle wurde der Phage
R1 desselben Produktes mit randomisiertem Insert genutzt (siehe hierzu Tabelle 2.4).

2.1.3 Chemikalien

Fabian Hofmann — Dissertation
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Antikérper

HRP/Anti-M13 Monoclonal Conjugate
IgG Intratect®

Goat anti human lambda

Goat anti human kappa

Rabbit anti goat HRP conjugate

Hersteller

GE Healthcare, Freiburg, D

Biotest, Dreieich, D

Invitrogen, Camarillo, USA

Invitrogen, Camarillo, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

Rituximab Roche, Basel, Ch
TABELLE 2.5: Verwendete Antikdrper
Chemikalien Hersteller
ABTS Roche Diagnostics, Grenzach-Wyhlen,
D
BSA Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

Bacto™ Agar
Bacto™ Tryptone
Bacto™ Yeast Extract

di-Natriumhydrogenphosphat
di-Kaliumhydrogenphosphat

ECL Western Blotting Detection Reagent
Ethanol, absolut reinst

Ethanol 70 %, vergallt
IPTG

Kaliumchlorid
kappaSelect
Methanol

Natriumchlorid

Natronlauge 2 mol/l

Pageruler Prestained Protein Ladder
Polyethylenglycol 8000

Salzsaure 8 mol/l

SDS

Tetrazyklin

Trizma® base

Tween 20
X-Gal

heim, D

Becton Dickinsin and Company, Sparks,
USA

Becton Dickinsin and Company, Sparks,
USA

Becton Dickinsin and Company, Sparks,
USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
GE Healthcar, Buckinghamshire, UK
Th. Geyer GmbH + Co. KG, Renningen,
D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Merck KGaA, Darmstadt, D

GE Healthcare, Freiburg, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, D

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-
heim, D

MPI Chemie B.V., Houten, NL

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, D

TABELLE 2.6: Verwendete Chemikalien

Fabian Hofmann — Dissertation
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2.1.4 Gerate

Gerat
Automatic Sarpette
Certomat® IS

Heraeus® Function Line
Innova®) 40

membraPure
NanoDrop ND-100

Pioneer™
Research plus

Reax 2000
Sorvall RC 5 C Plus

Sunrise microplate reader
Wasserbad

Hersteller
Sarstedt, Nimbrecht, D
B. Braun Biotech, Melsun-

gen, D

Thermo Scientific, Wil-
mington, USA

New Brunswick Scientific,
Edison, USA

membraPure, Berlin, D
Thermo Scientific, Wil-
mington, USA

Ohaus, Parsippany, USA
Eppendorf, Hamburg, D

Heidolph, Schwabach, D
Thermo Scientific, Wil-
mington, USA

Tecan, Mannedorf, CH
GFL, Burgwedel, D

Beschreibung
Pipettierhilfe
Schittelinkubator

Brutschrank
Inkubator

System fiir Reinstwasser
Mikrophotometer

Prazisionswaage
Pipetten (10, 100, 1000,
multi 200)

Vortexer

Zentrifuge

Plate Reader

Fabian Hofmann — Dissertation
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2.1.5 Verbrauchsmaterialien

Beschreibung Hersteller

96 well plate Immulon 2HB (ELISA) Thermo Scientific, Wilmington, USA
96 well plate MaxiSorp (PD) Thermo Scientific, Wilmington, USA
96 well plate (Titration) Thermo Scientific, Wilmington, USA
Biosphere Filter Tips 10 pul Sarstedt, Nimbrecht, D

Biosphere Filter Tips 200 ul Sarstedt, Numbrecht, D

Biosphere Filter Tips 1000 ul Sarstedt, Numbrecht, D
Kulturréhrchen Sarstedt, Nimbrecht, D

Pipetten 5 ml Falcon, Franklin Lakes, USA
Pipetten 10 ml Falcon, Franklin Lakes, USA
Pipetten 25 ml Falcon, Franklin Lakes, USA
Safe-Lock Tubes 0,5 ml Eppendorf AG, Hamburg, D
Safe-Lock Tubes 1,5 ml Eppendorf AG, Hamburg, D
Safe-Lock Tubes 2 ml Eppendorf AG, Hamburg, D
Zentrifugenréhrchen 12 ml Sarstedt, Nimbrecht, D

TABELLE 2.8: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Fabian Hofmann — Dissertation
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2.1.6 Stocklésungen

Tetrazyklin
Stocklésung 5 mg/mi

IPTG
Stocklésung 23,83 mg/ml

X-Gal
Stocklésung 40 mg/ml

2.1.7 Rezepte

Nachfolgend finden sich alle Rezepte die fir die Experimente verwendet wurden.

BSA 30 %

1,59 BSA

5 ml PBS

Beides miteinander vermischen, anschlielBend bei -20 °C lagern.

BSA 3 %
5 ml BSA 30 % auf 50 ml mit PBS auffullen.

LB-Medium (fliissig)

10 g Bacto-Tryptone

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

Auf 1 | mit Reinstwasser auffiillen, autoklavieren und bei 4 °C lagern.

LB-Medium (fest)

10 g Bacto-Tryptone

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

15 g Agar

Nach dem Autoklavieren, das LB-Medium entweder weiterverwenden (Zugabe weite-
rer Stoffe) oder die sofortige Aliquotierung in Petrischalen bevor das Medium erhartet,
anschlieBend Lagerung bei 4 °C.

LB-Medium (fest) plus Tetrazyklin

Das LB-Medium nach dem Autoklavieren fiir 30 min bei 50 °C im Wasserbad lagern
und anschlieBend 4 ml der Tetrazyklin-Stocklésung hinzugeben. Danach das Medium
in Petrischalen aliquotieren und bei 4 °C lagern.
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LB-Medium (fest) plus IPTG-X-Gal

Das LB-Medium nach dem Autoklavieren fiir 30 min bei 50 °C im Wasserbad lagern
und anschlieBend 2 ml der Stocklésung IPTG und 1 ml X-Gal hinzugeben. Danach das
Medium in Petrischalen aliquotieren und bei 4 °C lagern.

PBS 10x

80 g NaCl

14,4 g NapHPO,

2,4 g KsHPO,

2 g KClI

800 ml Reinstwasser

Nach dem Ldésen samtlicher Bestandteile wurde der pH auf 7,4 eingestellt und mit
Reinstwasser auf 1 | Volumen aufgefulit.

PBS 1x

100 ml PBS 10x

900 ml Reinstwasser

Wenn nur von PBS die Rede ist, ist stets das PBS 1x gemeint.

PBS-T 10x
11 PBS 10x
2 ml Tween 20

PBS-T 1x

100 ml PBS-T 10x

900 ml Reinstwasser

Wenn nur von PBS-T die Rede ist, ist stets das PBS-T 1x gemeint.

PBS High Salt 1x
100 ml PBS 10x

900 ml Reinstwasser
50,53 g NaCl

PEG/NaCl

100 g PEG

73 g NaCl

mit Reinstwasser auf 500 ml aufflllen.

Die Lésung muss nach dem Autoklavieren bis zum Erreichen von Raumtemperatur mit
einem Rihrfisch vermischt werden um eine méglichst hohe Homogenitat zu gewahrleisten.

TBS 10x
60,5 g Tris
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87,6 g NaCl

800 ml Reinstwasser

Nach dem Lésen samtlicher Bestandteile wird ein pH von 7,5 eingestellt und anschlie-
Bend auf 1 | Volumen mit Reinstwasser aufgefullt.

TBS 1x

100 ml TBS 10x

900 ml Reinstwasser

Wenn nur von TBS die Rede ist, ist stets das TBS 1x gemeint.

Runningbuffer 10x

144 g Glycin

30 g Tris HCI

100 ml 10 % SDS

mit Reinstwasser auf 1 | Volumen auffillen

2.2 Methoden

2.2.1 Trennung der Antikorper-Fraktionen mittels KappaSelect

Um die Menge der detektierbaren Konsensmotive zu erhéhen wurde auf den x— und
A—Fraktionen getrennt selektioniert. Hierfir wurden die Patienten-IgGs zunachst mit
KappaSelect aufgetrennt.

Eine Chromatografie-Saule wurde mit 500 u/ KappaSelect beladen und dann je einmal
mit PBS und PBS High Salt gewaschen. Anschlie3end wurden die aufzutrennenden
lgGs zweimal Gber die Saule gegeben und der Durchfluss aufgehoben. Die Saule wur-
de mit 5 Volumen PBS High Salt und dem gleichen Volumen PBS gewaschen. Danach
wurde mittels 900 ! Glycin 0,1 M pH 2,5 die erste k—Fraktion eluiert (Ekappa 1). Das
Eluat wurde in einem MikroreaktionsgefaB mit 100 ./ Tris-HCI 1 M pH 9,1 aufgefangen
und gepuffert. Das Eluieren wurde viermal wiederholt (Eluate Ekappa 2-5). Hiernach
schloss sich das erneute Waschen der Chromatografie-Saule mit je 5 Volumen PBS
High Salt und PBS an. Die Proteinkonzentrationen der erhaltenen Fraktionen wurden
am Mini-Photometer gegen den Blank-Wert (900 ! Glycin 0,1 M pH 2,5 mit 100 pul
Tris-HCI 1 M pH 9,1) bestimmt.
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Zu testende kappa-Fraktionen Zu testende lambda-Fraktionen
" =Protein Ladder

ABBILDUNG 2.1: Beschickung des Gels zur Uberpriifung der Reinheit von aufgetrenn-
ter IgGs

2.2.2 Uberpriifung der Reinheit von Antikérper-Fraktionen mittels Wes-
tern Blot

In zwei 1D-SDS-PAGE-Gele kénnen 4 Fraktionspaare (x und \) getestet werden. Von
jeder Fraktion wurden 40 ul mit 8 ul 5x reduzierendem Lammli Puffer vermischt und
fir 10 min bei 95 °C im Wasserbad gelagert. Danach wurden die Taschen des Gels
mit jeweils 20 pl der zu testenden Fraktionen sowie zweimal 8 ul Prestained Prote-
in Ladder beladen (siehe Abbildung [2.1). Beide Gele wurden dabei gleich beschick.
AnschlieBend wurden die Gele bei 130 V in 1x Running Puffer bis zum Erreichen des
Unterrandes laufen gelassen (die Dauer hierfur betrug ~ 1,5 h). Die Gele wurden dann
bei 100 V fir 1 h in (initial) 4 °C kaltem Transferpuffer auf eine PVDF Membran ge-
blottet. Der Blot wurde mit 10 ml Milch/TBS-T bedeckt und bei Raumtemperatur 1 h
schittelnd inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Ein Blot wurde
mit goat-anti human kappa Ig in 10 ml Milch/TBS-T (Verdinnung 1:1500), der ande-
re mit goat-anti human lambda Ig in 10 ml Milch/TBS-T (Verdiinnung 1:3 000) fir 3 h
bei Raumtemperatur inkubiert. Beide Antikorper-Lésungen wurden hiernach verworfen
und anschlieBend dreimal mit 10 ml TBST-T fir 10 min bei RT gewaschen. Als Detek-
tionsantikdrper wurde rabbit anti-goat Ig in 10 ml Milch/TBS-T (Verdinnung 1:10 000)
flr eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end erneut dreimal mit 10
ml TBS-T fir jeweils 10 min bei Raumtemperatur gewaschen. Danach wurde das Gel
mit ECL-Lésungen entwickelt (welche zuvor durch Mischung der Komponenten A und
B aktiviert wurde).
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ABBILDUNG 2.2: Prinzip des Phagedisplay. Von S. Jahnichen - Eigenes Werk, CC
BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=8281540

2.2.3 Phagedisplay

Das Phagedisplay (PD) ist ein erstmals 1985 durch George P. Smith beschriebenes
Verfahren (Smith, |1985). Dabei werden Genfraktionen in Bakteriophagen kloniert. So-
mit wird das durch die Klonierung transduzierte Genprodukt auf der Oberflache der
Bakteriophagen exprimiert (Smith,|1985) und schlieBlich fir Antikérper als Epitop zuganglich.
Mit Hilfe des PD wurden diejenigen Phagen, aus der randomisierten Phagenbank (s.0.),
extrahiert, welche die starkste Bindung zu den bestimmten Antikérpern zeigten. Dies
geschah durch wiederholte positive und negative Selektion der Phagen. In der ersten
Selektionsrunde wurden die Antikdrperfraktionen zunachst mit der nativen, randomi-
sierten Phagenbank konfrontiert. Die hierdurch gewonnen Phagen wurden daraufhin
amplifiziert und erneute Selektionen durchgefihrt. Fir das Prinzip des Phage-Display

siehe Abbildung
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0. Tag — Vorbereitung Eine Petrischale mit LB-Medium und Tetrazyklin (zur Se-
lektion F-Pilus positiver K12 E. coli) (LB-Tet-Platte) wurde Uber Nacht mit E.coli K12
bei 37 °C inkubiert. Auf einer 96-Well-Platte wurden Gber Nacht 10 g des Target-
Antikérpers in insgesamt 100 u/ Volumen (aufgefllllt mit PBS) bei 4 °C gecoatet (al-
ternativ fir 2 h bei 37 °C).

1. Tag — 1. Selektion / 1. Amplifikation Mit der angezichteten K12-Kultur wurden
40 ml flissiges LB-Medium mit Tetrazyklin (LB-Tet-Medium) beimpft und bis zu einer
ODgoo = 0,5 bei 37 °C inkubiert (=~ 2 h).

Es fand nun die erste Selektionsrunde statt (siehe Abschnitt [2.2.3.). AnschlieBend
wurden die gewonnenen Phagen, mit Hilfe der zuvor angelegten K12-Kultur amplifiziert
(bis zur Fallung mit PEG-NaCl). Zur Vorbereitung der nachsten Selektionsrunde wurden
vier Wells mit 10 ug IgG und ein Well mit 10 ug Target in 100 ! Volumen (aufgefillt
mit PBS) bei 4 °C gecoatet (siehe auch Abbildung [2.3), zusétzlich wurde eine weitere
LB-Tet-Agarplatte mit K12 bestrichen und Gber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2. Tag — 2. Selektion Analog zum Vortag wurden 40 ml K12-Kultur in LB-Tet-Medium
bis zu einer O Dgpp = 0, 5 inkubiert. AnschlieBend wurde die Amplifikation des Vortages
beendet (s.u.). 80 ul der erhaltenen, amplifizierten Phagen wurden daraufhin mit 20
ul 1 % BSA vermischt und fir die zweite Selektionsrunde verwendet (siehe Abschnitt
[2.2.3.1). Zur Uberpriifung ob bereits eine Anreicherung von spezifischen Phagen statt-
gefunden hatte, wurden 0,5 ul der selektierten Phagen (auf dem Target sowie auf dem
letzten IgG) mit 180 ul K12-Fliussigkultur vermischt. Davon werden 100 i direkt auf
einer IPTG-X-Gal-Agarplatte ausgestrichen. Weitere 20 ul der bereits infizierten K12
wurden mit 180 ul nativem K12 vermischt und erneut 100 u/ auf IPTG-X-Gal ausplat-
tiert (Verdinnung 1:10). Die verbleibenden Phagen wurden bei -20°C gelagert. Far
die am nachsten Tag stattfindende zweite Amplifikation war das Anlegen einer LB-Tet-
Agarplatte mit K12 erforderlich.

3. Tag — 2. Amplifikation 40 ml K12-Kultur in LB-Tet-Medium wurden bis zu einer
ODgoo = 0,5 angelegt. Die Anzahl der blau gefarbten Kolonien (d.h. die Menge der
von Phagen infizierten E. coli Kolonien) der am Vortag ausgestrichenen IPTG-X-Gal-
Platten wurde ausgezahlt und insbesondere das Verhaltnis zwischen den auf dem Tar-
get selektionierten Phagen mit den auf dem IgG erhaltenen Phagen verglichen (dabei
spricht ein groBes Verhaltnis von Target-AK zu IgG fir eine spezifische Anreicherung).
Es folgte die zweite Amplifikation der auf dem Target-AK erhaltenen Phagen (s.u.) bis
zur PEG-NaCl-Fallung.
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Flr die dritte Selektionsrunde wurden sieben Wells mit jeweils 10 ug IgG und ein Well
mit 10 ug Target-AK in jeweils 100 ul Volumen (in PBS) tber Nacht bei 4 °C gecoa-
tet (siehe auch Abbildung sowie eine K12-Kultur auf einer LB-Tet-Agarplatte Uber
Nacht bei 37 °C angelegt.

4. Tag — 3. Selektion An diesem Tag fand die dritte (und in der Regel letzte) Selekti-
onsrunde statt. Zum Ablauf der Selektion siehe Abschnitt[2.2.3.11 Ebenso wie nach der
zweiten Selektionsrunde wurde eine Blau-WeiB3-Selektion durchgefiihrt um die Selekti-
vitat der erhaltenen Phagen abschéatzen sowie Einzelklone picken und amplifizieren zu
konnen. Hierfir wurden 20 ml LB-Tet-Flissigmedium mit K12 infiziert und Uber Nacht
bei 37 °C inkubiert.

5. Tag — Herstellung von Einzelphagenklonen Am flinften Tag fand das Picken und
Amplifizieren von Einzelklonen von einer der IPTG-X-Gal-Platten statt, welche die auf
dem Target selektierten Phagen enthielt. Hieraus wurde das unreine Phagenampflikat
erstellt, siehe hierzu Abschnitt[2.2.4]

6. Tag — ELISA mit unreinem Phagenamplifikat  Zur Uberpriifung der Spezifitat der
gepickten und amplifizierten Einzelklone, wurden ELISAs mit den unreinen Phagenam-
plifikaten durchgefliihrt. Da die Menge der enthaltenden Phagen nicht bekannt ist, ist
die Aussagekraft des ELISAs von qualitativer Natur.

Weiteres Vorgehen Nachdem die unreinen Phagen auf ihre Bindungseigenschaften
evaluiert wurden, wurde die DNA der Phagen extrahiert und sequenziert (siehe Ka-
pitel und Kapitel [2.2.8), welche eine spezifische Bindung zeigten. Parallel dazu
wurde das reine Phagenamplifikat hergestellt und titriert (siehe Kapitel und Ka-
pitel 2.2.5). Mit diesen titrierten Phagen konnte dann ein standardisierter ELISA durch-
geflihrt werden und die gemessenen Bindungsstarken miteinander verglichen werden

(siehe Kapitel [2.2.6).

2.2.3.1 Phagenselektion

Durch die Phagenselektion wurden Phagen mit einer geringen Bindung zu dem jewei-
ligen AntikGrper aussortiert und jene mit hoher Affinitat selektioniert.

Flr die erste Selektionsrunde wurde die Antikérper-Lésung aus dem Well entfernt, be-
vor dieses fur 1 h bei Raumtemperatur mit 120 ul 3 % BSA geblockt, und schlieBlich
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Selektionsrunde Anzahl jeweilige Dauer
1 0 -

2 45 min

3 6 25 min

(4) (6) (25 min)

TABELLE 2.9: Haufigkeit und Dauer der Depletion der Phagen mittels polyklonalem
IgG in den jeweiligen Selektionsrunden

einmal mit 120 u/ PBS gewaschen wurde. Danach wurden 10 ul der nativen Phagenda-
tenbankin 100 x/ Volumen (in 1 % BSA) in das Well pipettiert auf dem Schuttelinkubator
inkubiert, alle 20 min gemischt, und anschlieBend gelést (s.u.).

Bei den anderen Selektionsrunden wurde wie folgt verfahren: Zur Entfernung von Pha-
gen mit unselektivem Bindungsverhalten wurden die zuvor selektionierten Phagen in
100 ! Volumen gegentber polyklonalem IgG konfrontiert. Hierflr wurden Wells mit 10
g 1gG Intratect Gber Nacht gecoatet, dann fir mindestens 1 h bei Raumtemperatur mit
120 ul 3 % BSA blockiert und anschlieBend mit 120 ul PBS gewaschen. Die Dauer und
Haufigkeit der negativen Selektion war abhangig von der Selektionsrunde (siehe Ta-
belle und fand bei Raumtemperatur auf dem Schuttelinkubator bei regelmaBigem
Durchmischen mittels Pipette statt. Nach dieser Depletion wurden die Phagen aufgeteilt
und jeweils 45 ul Lésung (aufgefillt auf 100 il mittels 1 % BSA) auf dem Target-AK
sowie IgG Intratect flr 1 h positiv selektioniert (siehe auch Abbildung und beide
Phagenfraktionen getrennt gelést.

Zur LOsung der an die jeweiligen Antikorper gebundenen Phagen wurden zunachst
die Phagenlésungen aus den entsprechenden Wells entfernt und diese anschlie3end
5/10/15 mal (1./2./3. Selektionsrunde) mit jeweils 120 pi PBS-T gespult. Durch Zugabe
von 100 ul 0,2 M Glycin (pH 2,2) fir 10 min bei Raumtemperatur auf dem Schiittelinkubator
wurden die Antikérper-Phagen-Bindungen geldst. Die erhaltene Losung wurde darauf-
hin abgenommen und mit 15 ul Tris-HCI (pH 9,0) gepuffert.

2.2.3.2 Phagenamplifikation

Mit einer Gber Nacht gewachsenen K72-Kultur wurden 20 ml LB-Medium beimpft und
bei 37 °C inkubiert. Nachdem diese eine OD5yg = 0,5 erreicht hatte wurden die zu
amplifizierenden Phagen hinzugegeben und fir vier Stunden bei 37 °C schittelnd in-
kubiert. Zum Entfernen bakterieller Bestandteile wurde das Gemisch auf zwei Zentri-
fugationsrohrchen aufgeteilt und fiir 10 min bei 8 000 min—! und 4 °C zentrifugiert.
Der nun klare Uberstand wurde in neue Zentrifugationsréhrchen tberfiihrt, mit 1,5 ml
PEG/NaCl vermischt und tber Nacht bei 4 °C aufbewahrt (PEG-NaCl-Féllung).

Fabian Hofmann — Dissertation 28



Kapitel 2 Material und Methoden

Target IéG

Selektionsrunde 1 ‘
K@JI\\

Selektionsrunde 2

T

'Selektionsrunde 3/4

45yl

ABBILDUNG 2.3: Schematische Darstellung des Ablaufs der verschiedenen Selekti-
onsrunden

Am néchsten Tag erfolgte das erneute Zentrifugieren bei 10 000 min—"! fiir 20 min bei 4
°C. Hierbei blieben die Phagen in einem Pellet im Zentrifugationsréhrchen zuriick. Der
Uberstand wurde entsorgt, fiir 5 min wie zuvor zentrifugiert und der restliche Uberstand
entfernt. Das verbleibende Pellet wurde in 200 n/ TBS schittelnd bei Raumtempera-
tur gelést (mindestens fir 10 min, jedoch bis das Pellet vollstandig aufgeldst ist). Die
in TBS gelésten Phagen wurden in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefal Gberfuhrt. Zur Ent-
fernung bakterieller Restbestandteile wurde das Mikroreaktionsgefaf bei 14 000 min—!
und 4 °C fur 10 min auf der Tischzentrifuge zentrifugiert, anschlieBend wurde der Inhalt
in ein neues Gefal Uberfuhrt.

2.2.4 Herstellung von Phageneinzelklonen

1. Schritt — unreines Phagenamplifikat Die Uber Nacht bei 37 °C gewachsene
K12-Kultur in LB-Tet-Medium wurde im Verhaltnis 1 : 100 mit sterilem LB-Tet-Medium
verdlnnt und pro Klon 1 ml des Gemischs in ein Kulturréhrchen aliquotiert. Mit einem
autoklavierten Holzstédbchen wurde eine solitare, blaue (d.h phageninfizierte) Kolonie
von der IPTG-X-Gal-Agarplatte gepickt und mit dieser ein Kulturrdhrchen angeimpft
(im Regelfall wurden 12 solcher Einzelklone gepickt). Die nun beimpften K12-Kulturen
wurden fir 4 h bei 37 °C im Schuttelinkubator wachsen gelassen. Der Inhalt der Kul-
turréhrchen wurde in 1,5 ml MikroreaktionsgefaB3e tGberfihrt und mit der Tischzentrifu-
ge bei 8 000 min~! fir 5 min bei 4 °C zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Inhalt in
ein neues Mikroreaktionsgefaf3 Uberfihrt. Das so erhaltene Produkt wird als unreines
Phagenamplifikat bezeichnet.
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2. Schritt — reines Phagenamplifikat Analog zum ersten Schritt wurde eine Gber
Nacht gewachsene K12-Flissigkultur verdinnt. Fir jeden Klon wurden 20 ml verdiinnte
Kultur in einen Erlenmeyerkolben gegeben, mit 5 ul des unreinen Amplifikats vermengt
und fir 5 h bei 37 °C schiittelnd inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien-Phagen-
Gemische auf zwei Zentrifugationsréhrchen aufgeteilt und bei 8 000 min ="' fir 15 min
bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, in zwei neuen Zentrifugati-
onsréhrchen mit 1,5 ml PEG-NaCl vermischt (PEG-NaCl-Féllung) und Uber Nacht auf
Eis bei 4 °C verwahrt.

Am nachsten Tag wurden die Zentrifugationsréhrchen bei 8 000 min~! fir 20 min bei
4 °C zentrifugiert, der Uberstand entfernt und erneut fiir 5 min zentrifugiert. Der rest-
liche Uberstand wurde abpipettiert und das Phagenpellet in 200 p/ TBS geldst und
fir 15 min (mindestens jedoch bis zur vollstdndigen Lésung des Pellets) bei Raum-
temperatur schittelnd geldst. Der Inhalt der beiden Zentrifugenréhrchen, die aus dem
selben Einzelklon hervorgingen, wurde in einem 1,5 ml Mikroreaktionsgefaf3 gepoolt.
Zur Entfernung bakterieller Restbestandteile wurde dieses auf der Tischzentrifuge bei
14 000 min—! fir 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der nun reine Phageniiberstand wurde
in ein sauberes 1,5 ml Mikroreaktionsgefal3 tberfihrt. Dieses Produkt wird als reines
Phagenamplifikat bezeichnet.

2.2.5 Phagentitration

Zur Bestimmung der Phagen-Konzentration [pfu/ul] wurden diese titriert. Eine K12-
Flussigkultur wurde angelegt und bei 37 °C bis zu einer ODggg = 0,5 inkubiert. Eine
96-Well-Platte wurde wie in Tabelle [2.10|mit PBS beschickt. Nach jedem nun folgenden
Schritt war die Pipettenspitze zu verwerfen. Von jedem zu testenden Phagen (A bis N)
wurden 5 pl in das erste Well pipettiert und gemischt. Aus diesem ersten Well wurden
20 ul in das daneben liegende Well Uberfiihrt und erneut gemischt. Dies wurde wie-
derholt bis 20 pl in das leere Well 7 Gberfihrt wurden. Ab dann wurden jeweils 2 ul in
das nachste Well tiberfihrt und gemischt. Die Wells 9 bis 11 wurden anschlieBend mit
jeweils 180 pl der K12-Lésung vermischt und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.
100 ! des so erhaltenen Phagen-Bakterien-Gemischs wurden dann auf IPTG-XGal
ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am nachsten Tag konnte dann die
Anzahl der blauen (d.h. von Phagen infizierten) Kolonien ausgezahlt und somit auf die
Konzentration geschlossen werden.
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1 2 3 4 5 6 |7 8|9 10] 11| 12
A 45| 180 | 180 | 180 | 180 | 180 | — | 18 | 18 | 18 | 18 | 18
B
N

TABELLE 2.10: PBS-Beschickung einer 96-Well-Platte fir die Phagentitration. Alle An-
gaben in Mikroliter (ul)

2.2.6 ELISA zur Testung der Bindungsstarke zwischen Phage und An-
tikorper

Zur Messung der Bindungsstarke von Phagen zu einem Antikérper wurde ein Sandwich-
ELISA durchgefiihrt. Dabei wurde als Detektions-Antikérper Anti-M13-HRP-conjugate
und als Substrat ABTS eingesetzt. Um unspezifische Bindungen sowohl von Seiten
des Phagen als auch von Seiten des Antikérpers auszuschlieBen wurde der zu testen-
de Phagen auch auf polyklonalem IgG, sowie ein randomisierter Phage R7 auf dem
Antikérper getestet. Zur Quantifizierung der Enzymaktivitat wurde die Adsorption im
Plate Reader bei 405 nm bestimmt. Siehe auch Abbildung [2.4]

Fir jeden zu testenden Phagen wurden jeweils ein Well mit 5 pg Target-Antikdrper in
insgesamt 100 u/ Volumen (in PBS) und ebenso ein Well mit der aquivalenten Menge
lgG in ebenfalls 100 ul, ein Well mit IgG (Negativkontrolle) und zusatzlich eines mit
Rituximab (Positivkontrolle) beschickt und die vorbereitete Platte bei 4 °C Uber Nacht
gecoatet (alternativ: fiir 2 h bei 37 °C) (siehe hierzu auch Abbildung [2.5). Am néchsten
Tag wurden die Antikdrper-Lésungen verworfen und zur Blockierung vakanter Prote-
inbindungsstellen alle Wells mit 120 ul 3 % BSA fir 30 min bei Raumtemperatur auf
dem Schiittelinkubator blockiert. Nach dem Entfernen des BSA wurden 10® pfu titrierte
Phagen (im Falle von unreinem Phagenamplifikat wurden pauschal 20 nl verwendet) in
100 ul Volumen (PBS) hinzugegeben und fir eine Stunde auf dem Schuttelinkubator
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Phagen wurden entsorgt und die Wells viermal mit
120 ul PBS-T sowie einmal mit 120 ul PBS gewaschen. Anti-M13-HRP-conjugate wur-
de 1:5 000 in 1 % BSA verdinnt und 100x! in jedes Well gegeben. Die Inkubation und
die anschlieBende Waschung erfolgte analog zu der vorangegangenen Phase. Danach
wurden die Wells mit 100 p!l aktivierter ABTS-Ldsung beschickt und die Adsorption im
Photometer bei 405 nm nach 15, 20, 25, 30 min sowie gegebenenfalls zu spateren
Zeitpunkten bestimmt.
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Zu testende M13-Phage

ABTS

Target-Antikorper

ABBILDUNG 2.4: Schematische Darstellung des Sandwich-ELISAs (modifiziert zur
Darstellung der Sachverhalte im konkreten Fall)

Target ' ‘ ‘ ----- ‘ ‘ Rituximab ‘
- 00 OO -~

‘ f ‘f

zu testende Phagen 1 bis n R1-Phage Positiv- /
Negativ-

Kontrolle

ABBILDUNG 2.5: Ubersicht zur Beschickung des ELISAs und der angewandten Pha-
gen. Die positiv- / negativ-Kontrolle erfolgte mit dem Phagen 5.2 tet.

2.2.7 DNA-Extraktion aus den Phagen

500 ul des unreinen PhagenUberstandes (alternativ 200 i/ des reinen Phagenamplifi-
kats) in insgesamt 500 p/ Volumen (in TBS) wurden mit 200 p/ PEG/NaCl gemischt, fr
10 min bei Raumtemperatur schiittelnd inkubiert und anschlieBend bei 13 000 min—!
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt. Das Phagenpellet wurde dann in 100 u!
lodid Puffer sowie 250 pi Ethanol fir 10 min bei Raumtemperatur ohne Schtteln re-
suspendiert. Dann wurde das Gemisch erneut fir 10 min bei 13 000 min—! zentrifugiert
und der Uberstand entfernt. Das restliche Pellet wurde zweimal mit 70 % Ethanol gewa-
schen, der Uberstand entfernt und das Pellet fiir 15 min getrocknet. Zur Resuspendie-
rung wurden 30 ul Reinstwasser hinzugegeben. Mit Hilfe des Mikrophotometes wurde
die Konzentration der DNA gemessen. 300 ng der DNA wurden mit 6 il Reinstwasser
und 20 pmol des Primers -96 glll und zur Sequenzierung an GATC geschick.
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MMO023
benutzter Phage Antikérper
1243.5 03/09 (pra-Tx)
ALRMPTMKTFIP 08/09

11/10

08/12
MMO031
benutzter Phage Antikérper
160.4 03/10 (pra-Tx)
TYPIHGALSKGG 09/10

02/11

05/11

11/11

08/12

TABELLE 2.11: Fir den zeitlichen Verlauf verwendete Phagen und Antikdrper
2.2.8 Sequenzierung der Phagen-DNA

Far die Sequenzierung der Phagen-DNA wurde der Dienst LIGHTrun Sequenzierung
der GATC Biotech AG, Konstanz, D genutzt.

2.2.9 Ubersetzung der sequenzierten DNA in eine Amninosiurensequenz

Die DNA des verwendeten Phagen M13 ist (+)-ss-DNA. Der verwendete Primer -96 glll
setzte 96 Aminosauren in 3’-Richtung des codogenen Strangs an. Hieraus folgt, dass
das Produkt der durchgefliihrten Sanger-Sequenzierung die revers-komplementare Ami-
nosauresequenz ergibt. Zum Erhalt der durch die Phagen-DNA codierte Aminosauresequenz
wurde also zunachst die revers-komplementare DNA gebildet und diese anschlie3end

in eine Aminosauresequenz Ubersetzt.

2.2.10 Zeitlicher Verlauf der humoralen Immunantwort

Um den Verlauf der humoralen Immunantwort zu unterschiedlichen Zeitpunkten zu
quantifizieren wurden ELISAs (wie in Abschnitt[2.2.6) durchgefiihrt. Hierfiir wurden die
am starksten bindenden Phagen zu jedem Konsensmotiv auf den unfraktionierten IgGs
verschiedener Zeitpunkte (pra- und post-Tx) getestet. Der Phage 1243.5 wurde durch
M. Binder selektiert. Fiir die verwendeten Phagen und Antikérper (Zeitpunkte der Pro-
beentnahme) siehe Tabelle 2.11]
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Phage Sequenz
1243.5 (MMO023)) ALRMPTMKTFIP
146.2 (MM040«x) YDRLLYQSTLRY
147.15 (MMO0402) EGSILYYTSKTW
149.1 (MMO041)) NLSSDMYRWNWP
149.5 (MM041)\) MFDVRPPGNTFK
150.5 (MM045k) NTVDGDDIYLTP
151.1 (MM045)) KATEEPKAMMYL
152.2 (MM047x) TNSMPPDAYTE
153.2 (MM047)) MGFERNPPRVLS
159.13 (sequentiell MM023/MM031/MM041) THMWVWDVSPEL
160.6 (MMO031x) YPSLFRPTAFNN
161.8 (MM023k) HNSEAPMPVKNQ
162.27 (MMO025k) QNLTFISLPGNI
166.18 (MMO043)) DVNTRRGIDLLK
166.21 (MMO043)) VLPNTSSGRLLM
167.8 (MMO046)) QSMHIGSSSVSG
168.1 (MMO031k) SAMAGASAMSTM
168.2 (MMO031k) TFASMSKDSGNE
168.11 (MMO031k) YDSTLTWGQSHA
170.3 (MM054k) MVEDDLSSPRYM
171.4 (MM043k) SPSTVAGVTLLD
172.4 (MM046k) YRPDEFWSPRKS
173.7 (MMO051k) HGVSFERYNLS

TABELLE 2.12: Verwendete Phagen und die von

ihnen prasentierte Ami-

nosauresequenz

2.2.11 Kreuzreaktivitats-Analyse

Fir die Kreuzreaktivitats-Analyse wurden die zuvor auf den post-Tx-Antikdrpern se-
lektionierten Phagen verwendet. Hierbei wurde der am starksten bindende Phage zu
jedem Konsensmotiv ausgewahlt (siehe TabeIIe. Zur Uberpriifung von Kreuzreak-
tivitaten wurden ELISAs (wie in Abschnitt [2.2.6) mit diesen Phagen auf den unfraktio-
nierten IgGs der MM-Patienten durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten zum einen gesunde
Spender (HD), sowie zum anderen Patienten, die aus anderer Indikation als einem MM
eine allo-Tx erhalten haben (KMT). Die Phagen ab 160 wurden von mir selektiert (sie-
he hierzu Kapitel [3). Der Phage 1243.5 wurde von M. Binder und die Phagen 146 bis
153 von M. Voigt selektiert (siehe dazu Anhang[A). Bei 159.13 handelt es sich um einen
Phagen der durch sequentielle Selektion entstanden ist, das heif3t die erste Selektions-
runde fand auf MMO023 statt, die zweite auf MM031 und die letzte auf MMO041, diese
Selektion wurde ebenfalls von M. Voigt durchgefihrt.
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2.2.12 Statistische Methodik

In den Kreuzreaktivitats-ELISAs Das Signifikanzniveau wurde mit p=0,05 ange-
setzt. Die Bindung zwischen Antikérper und Phage wurde als relevant angesehen,
wenn sie im Student-T-Test signifikant gegenliber der Bindung am randomisierten Pha-
gen R1 waren, sowie mindestens die 1,8 fache Bindungsstarke gegentber diesem hat-
ten. FiUr den Student-T-Test wurde zunachst die relative Bindung der Phagen an den
Antikérpern fur den jeweiligen ELISA anhand der zu dieser Messung gehérenden R1-
Phagen errechnet:

Adsorptionaosnm (belrachicter Phage) angchlieBend wurde ein einseitiger Student-T-Test aller
Adsorptionaosnm (R1)

relativen Messwerte gegenuUber aller relativen R1- (das heif3t Kontroll-) Werte durch-

gefuhrt. Einmalig hoch gemessene Werte (>3x der Mittelwert der anderen Messun-
gen), die sich nicht reproduzieren lie3en, wurden ausgeschlossen.

Zur Analyse ob Patienten mit hoher Polyreaktivitdt eine bessere Prognose besitzen,
wurde der y2-Test angewendet.
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3.1 Auftrennung der Antikorper mittels kappaSelect

Die Auftrennung der Antikérper in eine k- und eine \-Fraktion sollte das Selektie-
ren eines breiteren Spektrums moglicher Konsensmotive erlauben. Es zeigten sich
A-Fraktionen ohne nennenswerten x-Anteil, wahrend die x-Fraktionen eine hohe Kon-
tamination mit A\-Anteilen aufwiesen. Es konnten (mit Ausnahme von MM054) ausrei-
chende Mengen an IgG-«x bzw. IgG-\ gewonnen werden. Von MM054 konnte aufgrund
mangelnden Materials keine ausreichende A\-Fraktion gewonnen werden.

MMO023 kappa MMO025 kappa  MMO31 MM023 MM025 MMO31
EF 1 ERZ2S EE EF2  kappa EF1 lambda lambda lambda

- L A R R

ABBILDUNG 3.1: Westernblot zur Uberpriifung der Reinheit der Lambda-Fraktionen
von Kappa-Kontaminationen von MM023, MMO025 und MMO031. (EF= Elutionsfraktion).
Die Grafik wurde nachbearbeitet (Skala neu eingefigt, Beschriftung).
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ABBILDUNG 3.2: Westernblot zur Uberpriifung der Reinheit der Kappa-Fraktionen von
Lambda-Kontaminationen von MM023, MM025 und MMO031. (EF= Elutionsfraktion).
Die Grafik wurde nachbearbeitet (Skala neu eingefligt, Beschriftung).

MM043  MM046  MMO51  MMO54 MM043 MM046 MMO51  MMO054
kappa kappa - kappa kappa lambda lambda lambda  lambda
- f—
[ ) -
- g
- o
B
- f—
[ _____J PN

ABBILDUNG 3.3: Westernblot zur Uberpriifung der Reinheit der Lambda-Fraktionen
von Kappa-Kontaminationen von MM043, MM046, MM051 und MMO054. Die Grafik
wurde nachbearbeitet (Skala neu eingeflgt, Beschriftung).
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MMO043 MMO046 MMO51 MMO054 MMO043 MMO046 MMO51 MMO054
kappa kappa kappa kappa lambda lambda lambda lambda
K
[ )
-~ ~* - - @
[
[
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a—

Ad

ABBILDUNG 3.4: Westernblot zur Uberpriifung der Reinheit der Kappa-Fraktionen von

Lambda-Kontaminationen von MM043, MM046, MM051 und MMO054. Die Grafik wur-

de nachbearbeitet (Skala neu eingefligt, Beschriftung, abgerissene Ecke wieder an-
geflgt).

3.2 Auf den post-Tx Antikorpern selektierte Phagen

In diesen Experimenten wurden Phagen gesucht, die Mimotope der jeweiligen An-
tikdrper darstellen. Hierzu wurde auf jeder Fraktion der Patienten-Antikérper (x und
A) ein Phagedisplay durchgefiihrt, Einzelklone gepickt, per ELISA die Bindungsstarke
evaluiert und schlieBlich die DNA sequenziert um mittels Konsensmotiv das Mimotop
abzuleiten. Bei den sieben von mir untersuchten Patienten konnten auf allen x-aber
nur auf drei A-Fraktionen Phagen selektiert werden. Bei den Experimenten auf den \-
Fraktionen von MM025, MM031 und MMO051 zeigte sich keine spezifische Anreicherung
der Phagen. Bei drei gesunden Spendern wurde ebenfalls versucht per Phage-Display
ein Konsensmotiv zu isolieren, jedoch konnte hierbei keine Anreicherung Uber den Ver-
lauf des Phagedisplay beobachtet oder ein erkennbares Konsensmotiv isoliert werden.

Soweit nicht anders angegeben, wurden 3 Selektionsrunden durchgefiihrt sowie 12
Einzelklone gepickt. Mit diesen Phagen wurde ein Screening-ELISA mit unreinen Pha-
geniberstanden gemacht. Die Phagen mit einer mindestens 1,8-fach stéarkeren Bin-
dung auf der AK-Fraktion als auf polyklonalem IgG wurden weiter evaluiert. Pro Pati-
ent konnten zwischen einem und drei unterschiedliche Konsensmotive isoliert werden.
Fir die ELISAs mit reinen Phagen wurden drei voneinander unabhangige Messungen
durchgefihrt. Diese sind in den ELISA-Diagrammen mit Standardabweichung darge-
stellt. Alle in diesem Kapitel gezeigten Motive wurden von mir gefunden. Fir die im
Kreuzreaktivitatsessays verwendeten Phagen, die von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe
evaluiert wurden siehe Appendix [Al
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3.2.1 MMO023

kappa Bei 8 der 12 gescreenten Phagen zeigte sich eine positive Bindung. Aus die-
sen konnte das Konsensmotiv ¥ W/F E A P extrahiert werden. Dabei zeigten die Pha-
gen trotz eindeutigem Konsensmotiv nur eine schwache Bindung auf der AK-Fraktion.

lambda Die Selektion auf der A-Fraktion wurde bereits durch M. Binder durchgefiihrt
(siehe hierzu Abbildung

3.2.2 MMO025

kappa Nach drei Selektionsrunden zeigte keiner von 24 gescreenten Phagen eine
spezifische Bindung an MM025«. Daraufhin wurde eine vierte Selektionsrunde ange-
schlossen. Hiernach zeigten 10 von 12 gescreenten Klonen eine Bindung oberhalb
des Hintergrunds. Aus diesen wurde auf das Konsensmotiv F I/V S L P G N I/L ge-
schlossen.

lambda Eine Selektion von bindenden Klonen gelang auf der A-Fraktion von MM025
nicht.

3.2.3 MMO31

kappa Die Selektion von MM031x wurden zunachst auf der «-Fraktion der Patienten-
Antikérpern vom Februar 2011 durchgefiihrt. Hierbei zeigten 9 der 12 gescreenten Klo-
nen eine spezifische Bindung. Von diesen trugen 7 Klone das Motiv XDSGNE, welches
zuvor von M. Binder als zum Paraprotein gehorig beschrieben worden war. Daher wur-
de eine erneute Selektion auf spater gewonnenen Antikdrpern vom Mai 2011 gemacht.
Hierbei wurden ebenfalls 9 von 12 Einzelklone als spezifisch bindend getestet, wobei
wiederum vier dieser das Paraproteinmotiv zeigten. Insgesamt konnten auf diese Wei-
se folgende Motive extrahiertwerden: K D S G NE, YPI/L, MXXXS AM

lambda Eine Selektion von bindenden Klonen gelang auf der A-Fraktion von MMO031
nicht.
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3.24 MMO043

kappa 10/12 der gescreenten Klone zeigten eine Spezifitat fir MM043x. Hierbei
konnte aus fiinf Phagen das Konsensmotiv S P S X V X G V/L T/S extrahiert wer-
den. Zwei Phagen zeigten das Motiv S 4 X X L M. Hierbei scheint es sich um das
Konsensmotiv von MMO043\ (P X X X S G X X L M) zu handeln. Die vier restlichen
Phagen zeigten Sequenzen die zu keinem Motiv zusammengefasst werden konnten.

lambda Zunachst zeigte keines der 12 gepickten Klone eine Positivitat, daraufhin
wurden 12 weitere gepickt von denen 10 positiv waren. Hierbei konnten die zwei Kon-
sensmotive TX X § G XL X K sowie PX X X S G X X L M extrahiert werden. Ei-
ner der zehn Klone lies sich keiner Motiv-Gruppe zuordnen.

3.2.5 MMO046

kappa Neun der gepickten Klone zeigten ein spezifisches Bindungsverhalten. Aus
finf dieser Klone lies sich das Konsensmotiv Y X P D/E X F W extrahieren. Die Ubrigen
vier konnten keinem Konsensmotiv zugeordnet werden.

lambda Nur vier der gepickien Klone zeigten ein spezifisches Bindungsverhalten im
Screening. Daher wurden zwdlf weitere gepickt von denen sechs im Screening positiv
waren. In den ELISAs mit titrierten Phagen wurden nur noch sehr schwache Bindun-
gen gemessen und eine Bindung Uber dem Hintergrund konntenur fir wenige Phagen
bestatigt werden. Dennoch lieBen sich die zwei Konsensmotive # I/V ¢ X X X V sO-
wieD X P X X X X X D K extrahieren.

3.2.6 MMO51

kappa Acht der zwélf gepickten Klone zeigten eine Bindung tber dem Hintergrund.
Hieraus konnte das Konsensmotiv # G/A V S abgeleitet werden.

lambda Eine Selektion von spezifisch bindenden Klonen gelang auf der A-Fraktion
von MMO051 nicht.
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3.2.7 MMO054

kappa Funf der gepickten Klone zeigten eine spezifische Anreicherung auf MMO054.

Aus dreien davon konnte das Konsensmotiv D L S S P R sowie aus zweien das be-

reits von MM031 bekannte Konsensmotiv X D S G N E abgeleitet werden.

lambda Aus den vorliegenden Seren von MM054 konnten keine ausreichenden Men-

gen einer \-Fraktion extrahiert werden. Daher konnte keine Selektion auf dieser Frakti-

on durchgefiihrt werden.

0,25
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o [ o
[ o N

Adsorption bei 405 nm
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=}
a

®MMO023 BIGG
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0
161.8 161.3 161.4161.10 161.7 161.5161.11161.12 R1
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absolute and relative|
frequency of phage
clone

selection of 12mer phage library on MM023 kappa

161.08

H

161.03

161.04
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161.07
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QT n P =

161.11

161.12

S

S E A MPVKNOQ
WEAQSLAMPL

FEV DAHSWR
FEAGWYSTITIP
S FE VQHMEKN
WEACENSARC
CEVSWEKQSPH

HPSTRTI

<
=]
=
=4
<

1/8 (13%)

1/8 (13%)

1/8 (13%)

1/8 (13%)

1/8 (13%)

1/8 (13%)

1/8 (13%)

1/8 (13%)
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ABBILDUNG 3.5: ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehdrige Sequen-
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1,2 4
g 19
o
wn
(=}
5038
[
2 MM 025 BIGG
20,6 kappa
g
3
©0,4 -
<
0,2 4
04
765, 6>, 6o, 65, 6. 65, 6. R7
?.9)/ ?,37/ AN 2'96 ?.32 EN ?.34
o sy
6
absolute and relative
No. amino acid sequence of phage clone frequency of phage
clone
selection of 12mer phage library on MM025 kappa
162.27/30 QNLTFTISTL G I 2/10 (20%)
162‘3’;/33/3 NIFTPLPGNLME 3/10 (30%)
162.35 RFLRVCLVICRT 1/10 (10%)
162.28 YVSL G ASSI 1/10 (10%)
162.32 Y SVVSL G L EK 1/10 (10%)
162.29 VQGTVSL G M T 1/10 (10%)
162.34 YFPSPNHOQTISRL 1/10 (10%)
consensus motif: E' 1/v S L G I

ABBILDUNG 3.6: ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehdrige Sequen-
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05
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£
H
0
g 03
K
. MMO031
L
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H BIGG
2
g o1
160.1/2/8/12 1605 160.7  160.9 160.6 160.4 R1
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£
0
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K
2
§ 02 m MMO031 kappa
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2
0,14
2
oA
168.8 168.1 168.7 16811 168.10 R1
168.2 168.9 168.4 168.5 168.6 168.12
No. amino acid sequence of phage clone
selection of 12mer phage library on MMO31 Kappa
160.01/02/08/1 "
2 16808004F FASMSKDSGNE 6/18 (33%)
160.05 T SIALWOQ /18 (6%)
e
160.07 WSGF D TW /18 (6%)
160.05 ss v FSWS /18 (6%)
168.09 DSGNEQTFLPEP /18 (6%)
160.06 YPSLFRPTAFNN /18 (6%)
160.04 TYP?IHGALSKGG /18 (6%)
168.12 3 IQGGSLKEQM /18 (6%)
e et
168.01 SAMAGASAMSTM 1/18 (6%)
168.07 ALANMSPYV v 1/18 (6%)
168.06 MDYWSKPVWSDE 1/18 (6%)
168.11 YDSTLTWGQSHA 1/18 (6%)
168.10 GSGGKDDGEKERW 1/18 (6%)
consensus motif :
Y P
MXXXSAM

ABBILDUNG 3.7: ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehdrige Sequen-
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25
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£
a
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2
R  MMO043 kappa
g 216G
2
2 o5
0
171.4 1714171121715 171.8171.11171.6 171.7 171.10171.9 Rt
No. amino acid sequence of phage clone absolute and relative
: frequency of phage clone
selection of 12mer phage library on MM043 ka
171,04 SPSTVAGVT D 1710 (10%)
17101 NLTKGLSMWEP 1710 (10%)
17112 SAVVGTNLLR 1710 (10%)
171,05 GPSTISGL TT 1710 (10%)
17106 VNRTPGL L ER 1710 (10%)
17107 TYMSTV TAL 1710 (10%)
171,10 DPMPHSALHLUH 1710 (10%)
ITPYLGTPPNLEH 1710 (10%)
QFAKQRPPMOQETW 1710 (10%)
TSNAAMMWDUVSP 1710 (10%)
onsensus motive: S © S X V X G v 1/s
] X X L

ABBILDUNG 3.8: ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehdrige Sequen-

zen von MM043x
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absolute and relative
No. amino acid sequence of phage clone frequency of phage
clone
selection of 12mer phage library on MM043 lambda

166.18 DVNTRRGIDLLK 1/10 (10%)
166.14/19 LPTPV GSLT N 2/10 (20%)
166.24 I AV P GQLT TF 1/10 (10%)
166.20 HSAGLTOGRTLD 1/10 (10%)
166.22 SPPMINLNRPPQ 1/10 (10%)
166.21 VLPNTSSGRLLM 1/10 (10%)
166.15 T CAANGKML A 1/10 (10%)
166.17 S SVITGHQLAT 1/10 (10%)
166.16 M PV PYSGGQL 1/10 (10%)

consensus motive : T X X GXLXK
XXXSGXXLM

ABBILDUNG 3.9: ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehdrige Sequen-
zen von MM043 X
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Adsorption bei 405 nm
o
[}

B MM046 BIGG
kappa

0,4

0,2
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Tpa TP Ipo 1o Ipa Ipa Ipo 730 7>y 735 R
25 9.7(., Ry Re R 9.77 29 9.70 R R0
absolute and relative
No. amino acid sequence of phage clone frequency of phage
clone
selection of 12mer phage library on MM046 kappa
172.5 YR PD PRKS 1/10 (10%)
172.12 EAYA D T H 1/10 (10%)
172.11 I YyweP PI 1/10 (10%)
172.9 IEMWPTE G 1/10 (10%)
172.6 DVFRYN E 1/10 (10%6)
172.4 MHQPWDV w 1/10 (10%)
172.8 FQVPGIS F 1/10 (10%)
172.7 QS SHYNTI K 1/10 (10%)
172.6 DVFRYNFP R 1/10 (10%)
172.2 YYPRTSF G 1/10 (10%)
consensus motive : ¥ X /e X FW

ABBILDUNG 3.10: ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehérige Sequen-

Fabian Hofmann — Dissertation

zen von MM046x

45



Kapitel 3 Ergebnis

0,2
£
c
100,15 A
[=}
<
T uMMO046
c lambda
2 0.1+ BIGG
2
o
@
o
<0,05 1

04

76> 76> 76> 76> 76> 16> 76> 76> 76> 76> 765> 6> R7
26026707702 1202 1102502 102,62, 162,762,762
absolute and relative|
No. amino acid sequence of phage clone frequency of phage
clone
selection of 12mer phage library on MMO046 lambda
167.08 QSMHIGSSSVSG 1/10 (10%)
167.12 FVAE VGNRYVM 1/10 (10%)
167.06 G D FAKLTQAPS 1/10 (10%)
167.13 M PDH LVGKTL K 1/10 (10%)
167.23 ) L VNSKM (G M 1/10 (10%)
A MHEKPSHSTLK 1/10 (10%)
167.11 GYLKPLHSLNEKH 1/10 (10%)
167.19 QTNHSRTPAFGY 1/10 (10%)
167.17 KIMLCPTMEVHN 1/10 (10%)
167.14 SYRMDAREWNRH 1/10 (10%)
consensus motive: . 1/v G X X X V
D X XXXXXDK

ABBILDUNG 3.11: ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehérige Sequen-
zen von MM046X
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1737 HGVSFERYNL 1/8 (13%)
173.12 NAF GASMTTAQ 1/8 (13%)
1735 .
0
173.10 YTTTSTSQRPVQ 2/8 (25%)
173.11 VDCPVKW ALCT 1/8 (13%)
1734 [NNAF SDASRSVT 1/8 (13%)
17381739 ALSNSSTSM 2/8 (25%)
consensus motive : H 6/~ v/L s/T

ABBILDUNG 3.12: ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehérige Sequen-
zen von MM051«
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170.3 MVEDDLS S M 1/5 (20%)
170.8 GVELPLHL 1/5 (20%)
170.4 HPFDL QRY 1/5 (20%)
170.6 ALGSMS ) S 1/5 (20%)
170.1 1/5 (20%)
consensus motive: D L S S
DS G

ABBILDUNG 3.13: ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke und zugehérige Sequen-
zen von MM054«
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3.3 Zeitlicher Verlauf der humoralen Immunantwort

Im Rahmen dieser Dissertation wurde am Beispiel zweier Patienten (MM023 und MM031)
getestet, wie sich die humorale Immunantwort Uber die Zeit entwickelt. Hierflir wurden
zeitlich disjunkte, unfraktionierte Antikrper-Seren verwendet und auf ihre Bindung zu
einem Phagen untersucht, welcher zuvor auf den post-Tx Antikbrpern dieser Patienten
selektiert wurde. Es zeigt sich bei beiden untersuchten Patienten, dass die entspre-
chende Phage vier Monate nach Durchflihrung einer allo-Tx keine signifikanten Bin-
dungen aufweist. Zu den jeweils darauffolgenden Zeitpunkten (19 Monate bei MM023;
9 Monate bei MMO031) ist das Maximum der humoralen Immunantwort erreicht. Bei
beiden getesteten Patienten-Antikdrpern kommt es nach diesem Maximum zu einem
Abfall der humoralen Immunantwort. Wahrend bei MM031 ab dem Zeitpunkt 18 Mona-
te post-Tx keine Bindung mehr nachweisbar ist, ist diese bei MM023 auch 40 Monate
post-Tx noch nachweisbar.

-o- 1243.5

allo-Tx

relative Adsorption
N
|

o [ I [ I [ 1
-10 0 10 20 30 40 50

Monate post-Tx

ABBILDUNG 3.14: Verlauf der humoralen Immunantwort gegeniber 1243.5
(ALRMPTMKTFIP) von MM023 (Allo-Tx im April 2009)
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Monate post-Tx

ABBILDUNG 3.15: Verlauf der humoralen Immunantwort gegentber 160.4
(TYPIHGALSKGG) von MMO031 (Allo-Tx im Mai 2010)

3.4 Kreuzreaktivitats-Analyse

Zwischen den gefundenen Phagen und den post-Tx AntikOrpern zeigen sich weitrei-

chende, in Abbildung dargestellte, Kreuzreaktionen. Eine Kreuzreaktivitat zwi-

schen den gefundenen Phagen und den Antikérpern gesunder Spender sowie allo-Tx-

Patienten ohne MM ist praktisch nicht existent. Die Anzahl der erkannten Motive variiert

dabei stark zwischen den unterschiedlichen Patienten (Median 3 (Range 1 bis 15; Mit-

telwert 4,36; Standardabweichung 3,91) (Tabelle 3.1)). Ebenso unterscheiden sich die

einzelnen Epitope in der Anzahl der Patienten die diese erkennen (Median 2 (Range 0

bis 5; Mittelwert 2,1; Standardabweichung 1,2) (Tabelle[3.2)). Das Ansprechen auf die

allo-Tx nach 12 Monaten korreliert signifikant (p = 0,0157) mit der Polyepitopreaktivitat

(d.h. > 3 spezifisch bindende Phagen) (Tabelle [3.3).
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ABBILDUNG 3.16: Relative Bindungsstérke der jeweiligen Phagen an die Antikrper

1243.5(MMO023k)
ALRMPTMKTFIP

146.2 (MMO40K)
YDRLLYQSTLRY

147.15(MMO40A)
EGSILYYTSKTW

149.1(MMO41A)
NLSSDMYRWNWP

149.5(MMO41A)
MFDVRPPGNTFK

150.5(MMO045k)
NTVDGDDIYLTP

151.1(MMO45A)
KAIEEPKAMMYL

152.2(MMO047k)
TNSMPPDAYTE

153.2(MMO47A)
MGFERNPPRVLS

159.13
THMWVWDVSPEL

160.6(MM031k)
YPSLFRPTAFNN

161.8(MMO023k)
HNSEAPMPVKNQ

162.27(MM025k)
ONLTFISLPGNI

166.18(MMO43A)
DVNTRRGIDLLK

166.21(MMO0437)
VLPNTSSGRLLM

167.8(MMO46A)
QSMHIGSSSVSG

168#1(MMO031k)
SAMAGASAMSTM

168.9(MMO031k)
TFASMSKDSGNE

168#11(MMO031k)
YDSTLTWGQSHA

1704#3(MMO054x)
MVEDDLSSPRYM

171.4(MMO043k)
SPSTVAGVTLLD

172.4(MMO046k)
YRPDEFWSPRKS

173#7(MMO51k)
HGVSFERYNLS

der post-Tx-MM-Patienten (*:p<0,05; **:p<0,001)
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1243.5(MM023k)
ALRMPTMKTFIP
146.2 (MMO040K)
YDRLLYQSTLRY
147.15(MMO40A)
EGSILYYTSKTW
149.1(MMO41A)
NLSSDMYRWNWP
149.5(MMO41A)
MFDVRPPGNTFK
150.5(MM045k)
NTVDGDDIYLTP
151.1(MMO45))
KAIEEPKAMMYL
152.2(MMO047K)
TNSMPPDAYTE
153.2(MMO047A)
MGFERNPPRVLS
159.13
THMWVWDVSPEL
160.6(MMO031k)
YPSLFRPTAFNN
161.8(MM023k)
HNSEAPMPVKNQ
162.27(MM025k)
QNLTFISLPGNI
166.18(MMO043A)
DVNTRRGIDLLK
166.21(MMO043A)
VLPNTSSGRLLM
167.8(MMO46A)
QSMHIGSSSVSG
168#1(MMO31k)
SAMAGASAMSTM
168.9(MMO031k)
TFASMSKDSGNE
168#11(MMO031k)
YDSTLTWGQSHA
170#3(MMO54k)
MVEDDLSSPRYM
171.4(MM043k)
SPSTVAGVTLLD
172.4(MMO46K)
YRPDEFWSPRKS
173#7(MMO51k)
HGVSFERYNLS

ABBILDUNG 3.17: Relative Bindungsstérke der jeweiligen Phagen an die Antikdrper
der gesunden Kontrollen (HD) und der aus anderer Indikation allogen Knochenmarks
transplantierten (KMT) (*:p<0,05; **:p<0,001)
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Patient  erkannte Phagen
MM023 3

MMO025
MMO031
MMO040
MMO041
MMO043
MMO045
MMO046
MMO047
MMO051
MMO054

w
(6]

“—NDNOMNMWH~PA~=

N

TABELLE 3.1: Erkannte Motive der verschiedenen Fraktionen

Phage #AK | Phage

1243.5 (MM023)\)
146.2 (MM040k)
147.15 (MMO040)\)
149.1 (MMO41))

162.27 (MMO025k)
166.18 (MMO043)\)
166.21 (MMO043\)
167.8 (MMO046.)\)

149.5 (MMO41)\) 168.1 (MMO031x)
150.5 (MM045) 168.2 (MMO031x)
151.1 (MMO045.)

152.2 (MMO47x) 170.3 (MMO054x)
153.2 (MMO47.)\) 171.4 (MMO043x

159.13(sequentiell)
160.6 (MMO031k)
161.8 (MMO023k)

(
( )
172.4 (MM046k)
173.7 (MMO51k)

3 3
2 1
2 3
1 1
1 1
2 3
4 168.11 (MM031x) 2
2 3
3 2
5 2
1 1
0

TABELLE 3.2: Verwendete Phagen und die Haufigkeit ihrer Erkennung

Erkannte Epitope | CR non-CR Total
>3 7 0 7
<2 1 2 3
Total 8 2 10
p 0,0157

TABELLE 3.3: x2-Test zum Nachweis einer signifikanten Abhangigkeit der Tiefe der
Remission zu der Menge der erkannten Epitope
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Diskussion

4.1 Ubersicht

Der kurzliche Einzug monoklonaler Antikdrper in die Therapie des MM verdeutlicht,
dass die spezifische Immuntherapie zu einer Verbesserung der Patientenversorgung
fihrt und daher zukinftig eine immer gréBere Rolle spielen wird (Thanendrarajan et al.
2016) (El-Deiry, |2013). Unerlasslich hierfur ist das Entdecken und Evaluieren von Tu-
morantigenen. In dieser Dissertation wurde auf Epitopebene untersucht, gegen welche
Antigene sich post-Tx-Antikdrper beim MM richten, um hieraus mdgliche Ziele einer
spezifischen Immuntherapie abzuleiten. Bei allen untersuchten Patienten konnten mit-
tels Phagedisplay Mimotope mit spezifischen Bindungseigenschaften gefunden wer-
den. Es liegt nahe, dass es sich bei den gefundenen Motiven um Ziele einer Post-Tx
B-Zell-Antitumor-Antwort handelt. In den Verlaufsanalysen konnte die Dynamik dieser
dargestellt werde. Mit den durchgefiihrten Kreuzreaktivitatsanalysen wurde demons-
triert, dass die gefundenen Epitope spezifisch fir das MM nach allo-Tx sind und diese
Patienten ein charakteristisches Profil an Epitopen erkennen lassen. Hierbei zeigt sich
eine signifikante Abhangigkeit der Prognose von der Anzahl erkannter Epitope.
Zunachst erdrtere ich die Vor- und Nachteile der verwendeten Methodik zur Beantwor-
tung der darliegenden Fragestellung. Im Anschluss daran werden die einzelnen, von
mir erlangten Ergebnisse diskutiert.
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4.2 Diskussion der angewendeten Methodik

4.2.1 Trennung der Antikorper in ihren - und \-Anteil

Bei der Trennung der AntikGrper in ihren - und A-Anteil gelang im Westernblot eine
nahezu vollstandige Aufreinigung der A- von der -Fraktion. Jedoch blieb die x-Fraktion
stark durch \-Anteile kontaminiert. Ursache hierflr ist vermutlich, dass es nicht ge-
lang vor der Elution der Antikérper aus den kappaSelect-Saulen letztere ausreichend
von A\-Bestandteilen zu befreien. Auch nach Veranderung des Protokolls zur Aufrei-
nigung gelang eine ausreichende Trennung nicht. Zur Durchflihrung der Experimente
war allerdings keine absolute Separation der - von der A-Fraktion nétig. Entschei-
dend ist vielmehr, dass jeweils eine der Fraktionen nach der Separation dominant ge-
genlber der anderen ist. Und so zeigen sich auch retrospektiv betrachtet sehr wenige
Uberschneidungen der Konsensmotive auf beiden Fraktionen.

4.2.2 Phagedisplay zum Epitopmapping von Phagen

Das Phagedisplay ist als Moglichkeit zum schnellen Epitopmapping von AntikGrpern
etabliert (Pande et al. 2010) (Rojas et al. 2014). Ein haufiges Anwendungsgebiet ist
hierbei das Erforschen der funktionellen Epitope von monoklonalen Antikérpern (z.B.
bei Antikérpern gegen EGFR (Binder et al. [2006), (Voigt et al. 2012), (Navari et al.
2014)). Die Herausforderung dieser Arbeit bestand mitunter darin, Epitope von An-
tikdrpern polyklonaler Natur zu charakterisieren. Bei allen untersuchten Patienten konn-
te mindestens ein Mimotop selektioniert werden, welches spezifisch fur die jeweiligen
Antikérper ist. In diesem Zusammenhang konnten weiterhin die Epitope der humoralen
Immunantwort charakterisiert werden. Die gefundenen Mimotope waren allerdings in
der Regel zu kurz und mehrdeutig, sodass ein direkter Rickschluss auf das parentale
Antigen, durch Computer-basierte Methoden (z.B. BLAST), nicht mdglich war.

4.2.3 ELISA zur Evaluation der Bindungsstarke

Zur Testung der gewonnenen Klone auf dem jeweiligen Antikorper Bei der Su-
che nach dem Klon mit der starksten Bindung zu einem bestimmten Antikérper konnte
das ELISA trennscharfe Ergebnisse liefern. Die Bindungsstarke der Phagen auf ihren
Selektion-Antikdrpern ist hierbei sehr unterschiedlich.
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Im Kreuzreaktivitatsessay Mit Hilfe des ELISAs konnten die Kreuzreaktivitaten iden-
tifiziert werden. Es zeigten sich haufig relativ schwache Bindungen von Phagen auf
den Antikdrpern auf denen sie nicht selektiert wurden. Trotzdem konnte mit Hilfe des
ELISAs reproduzierbar Bindungen nachgewiesen werden und somit Kreuzreaktivitaten
identifiziert werden.

4.3 Epitope der humoralen Anti-Tumor-lmmunantwort

4.3.1 Bisherige Arbeiten zur Anti-Tumor-Immunitat beim MM

Die Immuniberwachung (immune surveillance) beschreibt die Fahigkeit des Immun-
systems entartete Zellen zu erkennen und zu zerstéren. Es fungiert daher als erste Ab-
wehr gegen das Aufkommen von Tumoren (Swann und Smyth, 2007). CD8"-T-Zellen
kénnen, vermittelt Gber Dendritische Zellen, zur Tumorlyse filhren und somit das Tu-
morwachstum begrenzen (siehe Abbildung rechter Weg) (Dhodapkar et al. 2002)
(Wen et al. 2002). Der Verlust dieser tumorsuppressiven Eigenschaften der CD8*-T-
Zellen kénnte ein wichtiger Schritt fiir den Ubergang eines MGUS in ein MM sein (Ko-
coglu und Badros, 2016). Spezifische Antigene die ein Ziel fir eine T-Zell-vermittelte
Immunitat darstellen kénnen, sind weitreichend beschrieben (Li et al. [2014) (Rapo-
port et al. 2015) (Walz et al. 2015). Der Einfluss der humoralen Immunantwort auf
das Tumorwachstum ist wesentlich schlechter erforscht. Hierbei liegen mit Ausnahme
von SEREX-Experimenten keine Erkenntnisse zu von Antikdrpern erreichbaren Tumor-
Antigenen vor (Schieferdecker et al. 2016)(Xie et al. 2001)(F. L. Zhou et al. 2005).

Antigenidentifikation mittels SEREX Bei der serological identification of antigens
by recombinant expression cloning (SEREX) wird ausgenutzt, dass Tumor-Patienten
Antikérper gegen autologe Tumorantigene entwickeln kdnnen. Hierbei werden cDNAs
aus Tumorzellen isoliert und die Genprodukte auf Phagen prasentiert. AnschlieBend
wird die Affinitat zwischen Patienten-Antikérpern zu den Genprodukten evaluiert. Hier-
durch kénnen diejenigen Antigene identifiziert werden, flr die spezifische Antikdrper im
Patientenserum existieren (Sahin et al. [1995). So konnten mittels SEREX verschiede-
ne autologe Antigene identifiziert werden, gegen die MM-Patienten Antikérper bilden,
ohne jedoch genaue Epitope bestimmen zu kénnen (Xie et al. 2001)(F. L. Zhou et al.
2005).
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4.3.2 Epitopsuche in dieser Arbeit

In dieser Arbeit selektierte ich Epitope, gegen welche sechs Patienten post-allo-Tx
Antikérper bildeten. Diese Patienten bildeten im weiteren Verlauf nach der Knochen-
marktransplantation APB, welche mit einer Verbesserung der Prognose einhergehen
(Sucak et al. [2010) (Jo et al. [2013), sowie Ausdruck einer B-Zell-vermittelten Anti-
Tumor-Immunantwort sind (Rahlff et al. [2012). Da die Antikérper in vivo durch so-
matische Hypermutation entstanden, sind die zugehdrigen Epitope spezifisch und fir
das Immunsystem zuganglich. Durch die verwendete Methodik des Phagedisplay mit
randomisiertem Insert ist es moglich praktisch jedes Antigen der B-Zell-Immunantwort
darzustellen (Schieferdecker et al. 2016). Eine Bestimmung der parentalen Antigene
durch einen Sequenzabgleich ist nicht mglich. Ursachlich hierfir ist die Kiirze und Am-
biguitat der isolierten Konsensmotive, welche nicht zwangslaufig lineare sondern auch
konformationelle Epitope darstellen konnen. Jedoch kann die Identifizierung des pa-
rentalen Antigens durch weitere Experimente erfolgen. So konnten (Schieferdecker et
al. 2016) fur das Motiv THMWVWDVSPEL (159.13) HSP60 als parentales Antigen iden-
tifizieren. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von (Rahlff et al. 2012), welche HSP
als Ziel einer humoralen Immunantwort nach allo-Tx erkannte. Pro Patient konnten bis
zu drei unterschiedliche Konsensmotive isoliert werden. Dies bedeutet, dass es bis
zu drei dominierende Antikdrper innerhalb des polyklonalen Antikdrper-Reservoirs der
post-Tx-B-Zellen gibt.

4.4 Hypothese zur Entstehung und Funktion der post-Tx An-
tikorper

Neben den direkten zytotoxischen Effekten einer Antitumor-Chemotherapie, spielt die
Induktion des immunogenen Zelltodes (/CD) fur die Wirkung und den Langzeiterfolg
einer Therapie eine wichtige Rolle (Kroemer et al. 2013). Entscheidend flr diesen
Effekt ist die durch die Therapie ausgeléste Sekretion oder Exposition von Damage-
associated molecular patterns (DAMPs). Heat shock Proteine kénnen unter der The-
rapie mit Bortezomib auf der Zellmembran prasentiert werden (Spisek, Charalambous
et al. 2007) und so eine Reaktion des Immunsystems hervorrufen (Spisek und Dho-
dapkar, 2007). Analog zu der von (Kroemer et al. 2013) beschriebenen direkten Akti-
vierung dendritischer Zellen durch DAMPs, postuliert unsere Arbeitsgruppe eine Akti-
vierung dendritischer Zellen tiber den FC~-Rezeptor durch DAMPs-opsonisierende An-
tikdrper und somit eine Sensibilisierung des Immunsystems gegen den Tumor (Schie-
ferdecker et al.[2016) (siehe hierzu Abbildung[4.1] Der Anti-Tumor-Effekt der Antikdrper
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liegt demnach nicht primar in der komplement- oder zellvermittelten Tumorlyse son-
dern in der Modulation und Aktivierung des Immunsystems hin zu einer Anti-Myelom-
Immunantwort. Der Graft-vs.-Myeloma Effekt kbnnte, aufgrund der immunologischen
Inkompatibilitat, die Qualitat der B-Zell-Antitumor-Antwort positiv beeinflussen (Schie-
ferdecker et al.|2016, vgl. hier die Polyepitopreaktivitat von allo-Tx und auto-Tx Patien-
ten).

4.5 Zeitlicher Verlauf der humoralen Immunantwort

Bei den Experimenten zum zeitlichen Verlauf der humoralen Immunantwort konnte vier
Monate nach stattgefundener allo-Tx eine humorale Immunantwort gegenlber den se-
lektierten Phagen nicht nachgewiesen werden. Abnorme Proteinbanden treten in der
Immunfixation median nach 7,9 (Range 2,2 - 95,7) Monaten auf (Jo et al. 2013) und
bleiben dann median fir 5,5 (Range 1,5 - 14) Monate bestehen (Sucak et al. 2010).
Diese Experimente legen eine Dynamik und Transienz der B-Zell vermittelten Anti-
Tumor-Immunantwort nahe. In den hier durchgefiihrten Versuchen zeigt sich vier Mo-
nate post-Tx nur eine schwach ausgepragte (MM023) bzw. keine (MM031) Erkennung
der entsprechenden Phagen. Ursachlich hierfir kbnnte sein, dass unmittelbar nach der
Transplantation das Immunsystem sich zunachst rekonsolidieren muss und erst nach
gewisser Zeit eine ausreichende B-Zell-Immunantwort bilden kann. Nach etwa einem
Jahr kommt es zum Maximum der Epitop-spezifischen Antikdrper, daraufhin kommt es
zu einem Abfall der Antikorper auf das Niveau pra-Tx. Dies deckt sich mit der beobach-
teten Transienz in den Experimenten zu den APB. Die Abnahme des Antikdrper-Titers
geht vermutlich auf die Reduktion an antigenem Stimulus zuriick. Dies kann sowohl
an einer reduzierten Tumormasse als auch an einer Veranderung der immunogenen
Oberflache der Myelomzellen liegen (Guillerey et al. [2016).

4.6 Kreuzreaktivitaten

Die post-Tx Antikérper der Mehrzahl der Patienten erkennt nicht ausschlieBlich die
Phagen die auf ihnen selektiert wurden, sondern es existieren weitreichende Kreuz-
reaktivitaten. Hierbei bildet sich im Rahmen dieser Experimente fir jeden Patienten
ein charakteristisches Profil an Epitopen die erkannt werden. Es zeigt sich, dass die-
se Epitope spezifisch sind fur allo-Tx MM-Patienten die APB bilden (dies wird durch
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ABBILDUNG 4.1: Wege des immunogenen Zelltodes Uber die Sekretion oder Translo-
kation an die Zelloberflache von HSP. Rechts der von (Kroemer et al. beschrie-
bene Weg Uber die direkte Aktivierung dendritischer Zellen durch DAMPs. Links der
von (Schieferdecker et al. beschriebene alternative Weg lber die Aktivierung
Dendritischer Zellen tber die Opsonisierung von Tumorzellen. Beide Wege kénnen
letztendlich zu einer T-Zell-vermittelten Anti-Tumor-Immunantwort und damit zum im-
munogenen Zelltod flihren. Aus (Schieferdecker et al. adaptiert nach (Kroemer

et al. [2013).
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weitere Kontrollen durch (Schieferdecker et al.[2016) bestatigt). Hierbei ist die Immuno-
genitat der verschiedenen Mimotope sehr unterschiedlich. So bilden fast 50 % der allo-
Tx-Patienten Antikdrper gegen THMWVWDVSPEL (159.13), welches sequenziell auf den
Antikérper-Fraktionen verschiedener Patienten von M. Voigt selektiert wurde, wahrend
andere Mimotope nur von ihrem eigenen Antikdrper erkannt werden. Aus diesen Er-
gebnissen lassen sich Epitope bzw. Antikérper ableiten, die sich am ehesten fir eine
weitere Evaluation hin zu einer passiven Immuntherapie eignen. Eine hohe Epitopre-
aktivitat korreliert mit dem Erreichen einer Complete Remission und somit stellt eine
Polyepitopreaktivitdt einen anstrebenswerter Zustand ist (Schieferdecker et al. 2016).
Diese Verbesserung der Prognose sowie das Fehlen von Antikérpern in den Gruppen
der Kontrolle unterstitzen die These, dass es sich bei den Post-Tx-Antikdrpern um den
Ausdruck einer gegen den Tumor gerichteten Immunantwort handelt.

4.7 Aussicht

4.7.1 Zusammenschau meiner Ergebnisse mit denen anderer Mitglieder
meiner Arbeitsgruppe

In dieser Arbeit konnte eine signifikante Abhangigkeit des Erreichens einer komplet-
ten Remission von der Anzahl der Epitope gezeigt werden. Die Experimente von M.
Gothel die mit einem gleichem Ansatz mit post-Tx-AKs von auto-Tx-Patienten durch-
gefuhrt wurden, bekraftigen diese Beobachtungen zusatzlich. Zudem wurde durch das
Hinzuziehen weiterer Kontrollen verdeutlicht, dass die gefundenen Epitope spezifisch
fr die humorale Immunantwort von MM-Patienten, die nach der allo-Tx APB bilden,
sind (Schieferdecker et al. [2016).

4.7.2 Polyepitopreaktivitat in der klinischen Anwendung

Die Entwicklung von APB stellt einen erstrebenswerten Zustand innerhalb der Gruppe
der MM-Patienten dar, da er mit einer Verbesserung der Prognose einhergeht (Rahlff et
al. 2012) (Sucak et al.[2010) (Jo et al. 2013). Nun konnte gezeigt werden, dass die Ent-
wicklung einer Polyepitopreaktivitat einen erstrebenswerten Zustand innerhalb dieser
Subpopulation darstellt. Aus diesen Erkenntnissen kdnnte folgendes diagnostisches
Werkzeug entwickelt werden: Zunachst wird post-Tx auf APB gescreent. Entwickelt der
Patient diese, wird die Polyepitopreaktivitdt untersucht um damit Aussagen Uber die
Prognose tatigen zu kénnen.
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4.7.3 Nutzung der Phagen zur Tumorvakzination

Die Tumorvakzination stellt eine spezifische Immuntherapie dar, bei der durch das Ver-
abreichen eines Vakzins eine Immunreaktion gegen einen Tumor erzielt werden soll
(Mallmann, [1995). Phagen stellen per se einen geeigneten Trager zur Entwicklung ei-
ner Immunantwort dar (de la Cruz, V F et al.|1988). Es bestehen Ansatze Phagen mit
Mimotopen von Antigenen maligner Tumoren zur Tumorvakzination einzusetzen (Fang
et al. 2005)(Shadidi et al. 2008)(Roehnisch et al. 2014). Hierbei werden diese Phagen
als Trager von Tumorepitopen aufbereitet und Patienten mit dem Ziel verabreicht, eine
gegen den Phagen und damit gegen den Tumor gerichtete Immunantwort zu erzeugen.
Die gefundenen Epitope kdnnten, als Ziele einer natirlichen Anti-Tumor-Immunantwort,
nach naherer Evaluation als Kandidaten fiir eine Tumorvakzination genutzt werden.

4.7.4 Nutzung der klassifizierten Antikorper zur passiven Immuntherapie

Wie bereits angesprochen wird die passive Immuntherapie mittels Antikérpern in der
Behandlung des MM eine zunehmend wichtige Rolle spielen. Seit Ende des Jahres
2015 sind zwei Antikérper fir die MM-Therapie in den USA zugelassen. Essentiell fir
die Entwicklung weiterer therapeutisch nutzbarer Antikorper ist die Identifikation von
Epitopen die tumorspezifisch und fir das Immunsystem zuganglich sind. Zu den selek-
tierten Mimotopen kdnnen Antikérper mit den zugehérigen Paratopen gewonnen wer-
den, um diese hinsichtlich ihrer Effekte auf Tumorzellen zu evaluieren. Hierflir kann zum
einen die Hybridom-Technik genutzt werden, bei der eine Maus mit einem bestimmten
Phagen immunisiert wird (Kéhler und Milstein, [1975). Eine andere Méglichkeit zur Ver-
vielfaltigung der Antikorper ist das rekombinante Erstellen von Antikorperbibliotheken
mit Hilfe eines Phagenvektors. Hierbei kénnte man aus dem Immunom der Patien-
ten, welche Antikérper gegen ein bestimmtes Mimotop gebildet haben, direkt humane
Antikorper generieren (Hoogenboom, 2005). Diese Antikdrper sind direkt humanen Ur-
sprungs und mussten fir ihre Anwendung nicht erst humanisiert werden. Im Rahmen
einer passiven Immuntherapie konnten diese AntikOrper eingesetzt werden um Thera-
pie und Prognose von MM-Patienten zu optimieren.
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Anhang A

Durch andere Mitarbeiter der
Arbeitsgruppe durchgeflhrte

Experimente

A.1 Durch ander Mitarbeiter der Arbeitsgruppe durchgefiihrte

Selektionen
absolute and relative
No. amino acid sequence of phage clone frequency of phage
clone

selection of 12mer phage library on MMO023 lambda

1243.5/6

1243.3

1243.4

1243.1

1243.8

1243.10

1243.2

1243.9

AL M TM TFIP

A QAKNL M FT
EFLSKYV L M A
KVMM L E NWGY
TV M S D I SRH
SIAEV L G A L
LALDSH FYTIPS
S WM HP WS P QH

2/8 (22%)

1/8 (11%)

1/8 (11%)

1/8 (11%)

1/8 (11%)

1/8 (11%)

1/8 (11%)

1/8 (11%)

consensus motif : V/L M X X

ABBILDUNG A.1: Gefundene Phagen und Konsensmotiv auf MM023 \. Experiment

durchgefiihrt von M. Binder.
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absolute and relative
No. amino acid sequence of phage clone frequency of phage
clone
selection of 12mer phage library on MMO040 kappa
146.2 YDRLLYQSTULRY 1/8 (13%)
146.1 HTNQTYLTTTULE KY 1/8 (13%)
146.4 TLYSTTLTYSTP 1/8 (13%)
146.3 Y STTLMYSNTITP 1/8 (13%)
146.10 Y STTLSWGEZKPH 1/8 (13%)
146.7 RILLFIASTIE KTIY 1/8 (13%)
146.8 SQTVIYNTTMGY 1/8 (13%)
146.6 OQONTPLFRTTYZ FY 1/8 (13%)
consensus motif: L/I Y/F X T/S T L X Y/W

ABBILDUNG A.2: Gefundene Phagen und Konsensmotiv auf MM040 . Experiment
durchgefihrt von M. Voigt.

absolute and relative
No. amino acid sequence of phage clone frequency of phage
clone
selection of 12mer phage library on MMO040 lambda
147.3 EPTYYSPTULYZFG 2/14 (14%)
147.8 SDTNWYRATILHY 1/14 (7%)
147.15 EGSILYYTSKTW 1/14 (7%)
147.4 ELEKAYKTTTILSY 7/14 (50%)
147.20 HTNQTYLTTTLZKY* 1/14 (7%)
147.14 TNYAYTTTULVYV 1/14 (7%)
147.2 WPSYYPNOQPHOQK 1/14 (7%)
consensusmotif: E/D X X X YX T T/S L XY

ABBILDUNG A.3: Gefundene Phagen und Konsensmotiv auf MM040 ). Experiment
durchgefihrt von M. Voigt.

Fabian Hofmann — Dissertation

62
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absolute and relative
No. amino acid sequence of phage clone frequency of phage
clone
selection of 12mer phage library on MMO041 lambda
149.1 NLSSDMYRWNWEP 1/9 (11%)
149.5 MFEFDYVR PGNTFK 1/9 (11%)
149.4 MHQPWDYVP MRW 1/9 (11%)
149.8 YEQSWDTLP L G L 1/9 (11%)
149.3 THFLWDVAZPTGR 219 (22%)
149.2 A SWDTIA VNSTS 1/9 (11%)
149.9 VEPWDTIS TNITF 1/9 (11%)
149.6 HV LK VLSGEKAA-A 1/9 (11%)
consensus motive : W/F D V/I/L X

ABBILDUNG A.4: Gefundene Phagen und Konsensmotiv auf MM041 \. Experiment
durchgefihrt von M. Voigt.

absolute and relative
No. amino acid sequence of phage clone frequency of phage
clone
selection of 12mer phage library on MMO045 kappa
150.5 NTVDGDDIVYLT?P 2/9 (22%)
150.9 LVLESHPNRUHGDQ Q 1/9 (11%)
150.4 GVTSPGSHWEFTV 1/9 (11%)
150.2 GHLHEZROQFWETYV 1/9 (11%)
150.3 WIEPMEKGPATWS 1/9 (11%)
150.6 VPAWITTMMSN K 1/9 (11%)
150.10 FMYPGETMVILAD 1/9 (11%)
150.7 NEWSPMALGAPTP 1/9 (11%)
consensus motive: L/V E/D X X X X W/Y X S/T X M

ABBILDUNG A.5: Gefundene Phagen und Konsensmotiv auf MM045 «. Experiment
durchgeflihrt von M. Voigt.

Fabian Hofmann — Dissertation

63
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absolute and relative
No. amino acid sequence of phage clone frequency of phage
clone
selection of 12mer phage library on MMO045 lambda
151.1 AIEETP AMMYL 4/10 (40%)
151.2 N VREEZPVW I 1/10 (10%0)
151.8 I G TV DETP S W 1/10 (10%0)
151.5 S QGDRML S PLL 1/10 (10%0)
151.4 GQDTNL KIFNT 1/10 (10%0)
151.7 NEWLTL NIPEFRS 1/10 (10%0)
151.6 VPSLKEG®GHE I WW 1/10 (10%0)
consensus motive: X X X E/D E X V/L/I

ABBILDUNG A.6: Gefundene Phagen und Konsensmotiv auf MM045 \. Experiment
durchgeflhrt von M. Voigt.

absolute and relative
No. amino acid sequence of phage clone frequency of phage
clone
selection of 12mer phage library on MMO047 kappa
152.2 TNSM DAYTE 1/9 (11%)
152.1 T E AYSSNTZPT 1/9 (11%)
1524 I E AYGTTRM 2/9 (22%)
153.8 I SLRH E A Y N K 1/9 (11%)
152.9 L GARYV E A Y N R 1/9 (11%)
152.6 QL ESAYNTIVL 1/9 (11%)
152.7 STLHM E AY G Q 1/9 (11%)
152.3 A YYPSDIMY* 1/9 (11%)
consensus motive : E/D AY

ABBILDUNG A.7: Gefundene Phagen und Konsensmotiv auf MM047 «. Experiment
durchgefihrt von M. Voigt.
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absolute and relative
No. amino acid sequence of phage clone frequency of phage
clone
selection of 12mer phage library on MMO046 kappa
153.2 M GFE P VLS 1/8 (13%)
153.1 G S F E DLGTIP 1/8 (13%)
153.3 NAEYP E D A 1/8 (13%)
153.7 FPWHILYV S R 1/8 (13%)
153.5 v VPPPWSTEFY 2/8 (25%)
153.4 GTEVFGD L TE T 1/8 (13%)
153.8 MV P THGDYHTTL 1/8 (13%)
consensus motive : E/D

ABBILDUNG A.8: Gefundene Phagen und Konsensmotiv auf MM047 ). Experiment
durchgefihrt von M. Voigt.

A.2 Mittels Inmunoblot gefundene Targets der B-Zell-Anti-

Tumor-Antwort
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Anhang. Durch andere Mitarbeiter der Arbeitsgruppe durchgefiihrte Experimente

Code
MMO023

MMo25

MMO031

MMO040

MMOo41

MMO043

MMO045

MMO046

MMOo47

MMO051

MMO054

erkannte Proteine

Heat-shock protein HSP 90-beta (HSP90AB1), Heat-shock protein HSP
90-alpha (HSP90AA1), 40S Ribosomal protein SA (RPSA), Melanoma-
associated antigen 4 (MAGEA4), 60 kDa Heat-shock protein, Mitochondri-
al (HSP60), Hematopoietic lineage cell-specific protein (HCLS1), Neutral
alpha-glucosidase AB (GANAB)

Alpha-enolase (ENO1), Neutral alpha-glucosidase AB (GANAB), Heat-
shock cognate 71 kDa protein (HSPA8), Stress-70 protein, Mitochondrial
(HSPA9), Zinc finger CCCH domain-containing protein 11A (ZC3H11A),
Tryptophanyl-tRNA synthetase, Cytoplasmic (WARS), X-ray repair cross-
complementing protein 5 (XRCC5), T-complex protein 1 subunit alpha
(TCP1), Ezrin (EZR)

Heat-shock protein HSP 90-beta (HSP90AB1), Heat-shock proteinHSP
90-alpha (HSP90AAT1), Alpha-enolase (ENO1), Proliferating cell nuclear
antigen (PCNA), 60 kDa Heat-shock protein, Mitochondrial (HSP60), UV
excision repair protein RAD23 homolog B (RAD23B), Lamin B1 (LMNB1),
Phosphoglycerate mutase 1 (PGAM1), Triphosphate isomerase (TPI1),
Peptidyl-prolyl cis—trans isomerase (FKBP4)

Elongation factor 1-delta (EEF1D)

Heat-shock protein HSP 90-beta (HSP90AB1), Heat-shock protein HSP
90-alpha (HSP90AAT1), Vimentin (VIM), Heat-shock cognate 71 kDa pro-
tein (HSPAS)

Protein disulfide-isomerase (P4HB)

Vimentin (VIM)

Neutral alpha-glucosidase AB (GANAB), Alpha-enolase (ENO1)
Heat-shock protein HSP 90-beta (HSP90AB1)

Tubulin beta chain (TUBB)

Proteasome activator complex subunit 1 (PSME1)

TABELLE A.1: Durch (Rahlff et al. 2012) mittels Immunoblot gefundene Targets der

B-Zell-Anti-Tumor-Antwort
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Zusammenfassung

Charakterisierung der B-Zell-immunantwort nach allogener
Stammzelltransplantation beim Multiplen Myelom

von Fabian HOFMANN

Patienten, die an einem Multiplen Myelom (MM) leiden und aus diesem Grund allo-
gen knochenmarktransplantiert (allo-Tx) wurden, konnen daraufhin oligoklonale Prote-
inbanden (APB) in der Immunfixation entwickeln. Wahrend die Ursache hierflr unbe-
kannt ist, wei3 man, dass das Auftreten von APB (als Ausdruck einer B-Zell-vermittelte
Anti-Tumor-Immunantwort) mit einer Verbesserung der Prognose einhergeht.

In dieser Arbeit wurden via Phagedisplay Mimotope selektiert, welche die post-Tx-
Antikorper von sechs MM-Patienten spezifisch binden. Die so erhaltenen Phagen wur-
den daraufhin mittels ELISA auf ihre Bindungseigenschaften zu anderen post-Tx-Antikdrpern
evaluiert (Kreuzreaktivitdtsanalyse). Es wurde ebenfalls mittels ELISA untersucht, wie
sich die B-Zell-Immunantwort Gber die Zeit nach der allo-Tx quantitativ entwickelt.

Flr jeden post-Tx-AK konnte mindestens ein spezifisch bindendes Mimotop selek-
tiert werden. Einige Mimotope zeigten weitreichende myelom-spezifische Kreuzreak-
tivitaten. Hierbei stellt sich eine signifikante Abhangigkeit der Polyreaktivitat der Pati-
entensera zu dem Ansprechen auf die allo-Tx (p < 0,05) dar. In den Verlaufs-ELISAs
konnte gezeigt werden, dass die Bindung zu den Mimotopen innerhalb eines Jahres ei-
ne starkste Auspragung annimmt und dann mit gréBer werdendem Abstand zur allo-Tx
sukzessive geringer wird.

In dieser Arbeit wurde die humorale Anti-Tumor-Immunantwort nach allo-Tx zum ers-
ten mal auf Epitopebene untersucht. Eine Zuordnung eines gefundenen Mimotops zu
einem dazugehorigen parentalem Antigen ist durch die durchgefiihrten Experimente
nicht mdglich, kann aber durch weitere Experimente erfolgen. Die Ergebnisse zeigen,
dass die gefundenen Epitope spezifisch fir das genannte Patientenkollektiv sind. Eine
Polyepitopreaktivitat stellt einen erstrebenswerten Zustand dar, der mit einer Besserung
der Prognose einhergeht. Dies unterstutzt die Theorie der Epitope als Ziele einer hu-
moralen Anti-Tumor-Immunantwort. Diese Ergebnisse kdnnen weiter evaluiert werden
und hieraus sowohl diagnostische als auch therapeutische Mittel entwickelt werden.
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Abstract

Characterization of B-cell-immuno response after allogenic stem cell
transplantation in multiple myeloma

by Fabian HOFMANN

Patients suffering from Multiple Myeloma who underwent allogenic stem cell transplan-
tation allo-SCT may develop abnormal protein bands (APB) in immunofixation. It is
known that the appearance of APB (which is presumably an expression of a B-cell-
mediated anti-tumor-immune response) leads to an improved prognosis.

In this thesis mimotopes binding specifically to the post-SCT antibodies of six patients
were selected using phage display. The hereby obtained phages were subsequently ex-
amined via ELISA regarding their interaction towards other antibodies. Afterwards the
chronological sequence of mimotope reactivity was evaluated. For each patient at least
one mimotope could be found that was binding significantly. A significant amount of
myeloma specific cross reactivities could be observed. The polyreactivity of a patient’s
serum correlates significantly with the response of that patient to the allo-Tx. In the ex-
periments examining the chronologiccal sequence of mimotope reactivity the strongest
antibody mimotope binding could be observed approximately one year after allo-SCT
and declines from there on.

In this thesis the b-cell mediated anti-tumor immunity following allo-SCT was examined
on epitope level for the first time. A connection of the found mimotopes to their parental
antigenes was not possible with the conducted experiments, but may be established
using additional experiments. The results show a specificity of the found epitopes for
MM patients with APB after allo-SCT. A polyepitope reactivity is a desirable situation
that correlates with an improved prognosis. This supports the theory of these epitopes
being targets of a humoral anti-tumor immunity. These results may be evaluated further
in order to develop diagnostic as well as therapeutic tools.
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Abkurzungen

allo-Tx
auto-Tx
BJP
CRAB
DAMP
HSP

Ig

ICD
IMWG
IPTG
Knochenmarktransplantation
MAC
MGUS
MM
PBS
PBS-T
RIC
SMM
SP
TBS
TBS-T

allogene Knochenmarktransplantation

autologe Knochenmarktransplantation

Bence Jones Proteine

Hyper-Calcaemia, Renal Failure, Anaemia, Bone-Lesions
Damage Associated Molecular Pattern

Heat Shock Protein

Immunglobulin

Immunogenic Cell Death

International Myeloma Working Group

Isopropyl-8-D- KMT

Myeloablative Conditioning

Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz
Multiples Myelom

Phosphate Buffered Saline

Phosphate Buffered Saline mit Tween

Reduced Intensity Conditioning

Smoldering Multiples Myelom

Solitares Plasmozytom
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