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‘ Einleitung Seite 1

1 Einleitung
1.1 Einfuhrung

Unser Abwehrsystem ist ein multizellulares System (1). Die unspezifi-
sche (oder angeborene) Abwehr, die u.a. aus Komplementsystem,
Makrophagen und polymorphkernigen Granulozyten besteht, stellt
das erste, aber stets im gleichen Muster ablaufende Hindernis fur ei-
nen Infektionserreger dar. Die spezifische (oder adaptive) Abwehr,
bestehend aus Dendritischen Zellen, B und T Lymphozyten, folgt we-
nige Tage spater. Sie ist anpassungsfahig und kann mit einem malf3-
geschneiderten Plan auf den Eindringling reagieren. B und T Lympho-
zyten patroullieren standig im Blut, wandern in die sekundaren
Lymphorgane (Lymphknoten, Milz, Tonsillen) ein und halten stets
Ausschau nach Fremdantigenen. Um diese Fremdantigene zu erken-
nen, benétigen sie die Hilfe von Antigen-prasentierenden Zellen. Die-
se prasentieren in den MHC-Komplexen auf ihrer Zelloberflache Pep-
tide von Fremdantigenen, welche phagozytiert und im Proteasom pro-
teolysiert wurden. Lymphozyten sind wéhrend ihrer Entwicklung und
Reifung einem Prozel3 der Prifung unterzogen worden, der beinhalte-
te, dal3 sie sowohl mit ihren Rezeptoren diese MHC-Komplexe erken-
nen (positive Selektion), als auch korpereigene Proteine von Fremd-
protein unterscheiden konnen (negative Selektion). Prasentiert nun
eine Korperzelle mit ihrem MHC I-Komplex Peptide eines intrazellula-
ren Erregers, dann kann eine fur dieses Peptid spezifische T Zelle mit
ihrem entsprechenden Rezeptor aktiviert werden. Der gebundene T
Lymphozyt wird dadurch zur zytotoxischen T Zelle aktiviert und ist
potentiell in der Lage, diese Korperzelle zu eliminieren.

Der Weg zur Aktivierung eines B Lymphozyten ist dazu different. Die
B Lymphozyten suchen mit ihren Oberflachen-Rezeptoren (membran-

standiges Immunglobulin) vor allem im extrazellularen Milieu nach
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Antigenen, welche sie mit ihren Rezeptoren erkennen koénnen
(Schlussel-Schlof3-Prinzip). Haben sie nun ein fur sie spezifisches An-
tigen gebunden, wird dieser ganze Rezeptor-Antigen-Komplex erst
einmal internalisiert und in Fragmente zerlegt, die dann als MHC I1-
gebundene Peptide an die Membranoberflache zurtuickkehren (1). In
dieser Form kann das Antigen von T Zellen erkannt werden. Die B
Lymphozyten kénnen sich in dieser Kostimulation mit T Zellen im
Rahmen einer Keimzentrumsreaktion weiter in Plasmazellen differen-
zieren. Diese produzieren nun den ursprunglich zellstandigen B Zell-
rezeptor als annédhernd identische (2,3) l6sliche Variante. Diese Anti-
korper werden sezerniert, um die entsprechenden Fremdantigene im

Korper aufzuspiuren und zu binden (humorale Immunantwort).

1.2 Die Antikorper

1.2.1 Grundstruktur und Aufbau

1

I}

i
Antigen-
bindung /4

Kohlen-

» hydrat

Chz | Cw

schwere

v leichte
Antigen- Ketten
bindung

Abbildung 1: typische Grundstruktur eines Antikdrpers mit zwei leichten Ket-
ten (mit den Untereinheiten VL und CL) sowie zwei schweren Ketten (mit den Un-
tereinheiten VH, CH1, CH2 und CH3) (modifiziert aus (4)).
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Antikdrper machen etwa 20 Prozent unserer Plasmaproteine aus. In
der Serumelektrophorese befinden sich diese in der Gammaglobu-
linfraktion. Alle Antikérper besitzen die gleiche Y-formige Grundstruk-
tur. Sie bestehen aus jeweils zwei identischen leichten und schweren
Ketten. Bei den leichten Ketten (oder light chains aufgrund ihrer Mo-
lekularmasse von 25000 Dalton) werden die zwei Typen lambda (L)
und kappa (k) unterschieden (2). Zwei identische schwere Ketten
(oder heavy chains mit einer Molekularmasse zwischen 50000 und
70000 Dalton je nach Antikorperklasse) bilden das Hauptgerust. Die
schwere Kette bestimmt die Antikdrperklasse. Es gibt funf verschie-
dene schwere Ketten (y, u, a, 8, €) und somit funf Antikdrperklassen:
1gG (y-Kette), IgM (u-Kette), IgA (a-Kette), IgD (6-Kette) und IgE (e-
Kette). Subklassen kennt man bei 1gG (Verteilung bei Gesunden in
etwa: 1gG1l 66%, 1gG2 23%, 1IgG3 7%, 1gG4 4%) und IgA (IgA1l und
IgA2). IgA und IgM treten als Oligomere (zwei, respektive funf) die-

ses vierkettigen Grundmodells auf.
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Abbildung 2: Grundstruktur der funf Antikdrperklassen:
oben von links 1gG, IgE, IgA-Dimer; unten IgD und IgM-Pentamer (modifiziert aus

3
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Innerhalb der Ketten kann man wiederum kompakt gefaltete Homo-
logieregionen oder Domanen abgrenzen. Jede dieser Regionen um-
fal3t etwa 110 Aminosauren, davon sind 60-70 Aminosauren als zent-
ral gelegener Ring angeordnet, der von einer Disulfidbricke zusam-
mengehalten wird. Sie bilden zwei Ebenen, mit jeweils drei bzw. vier
Segmenten antiparalleler Faltblattstrukturen. Eine leichte Kette be-
sitzt zwei solcher Domanen: am aminoterminalen Ende eine variable
Immunglobulindomane (VL) und am carboxyterminalen Ende eine
konstante Immunglobulindomane (CL). Analog dazu besteht eine
heavy chain ebenso aus einer variablen Immunglobulindomane (VH)
und mehreren, sich daran anschliellenden, im Falle des IgG drei kon-
stanten Immunglobulindomanen (CH1, CH2, CH3).

Die homologen Domanen ordnen sich paarig an, so dal3 eine leichte
Kette zusammen mit einer VH und CH1 Domaéane jeweils einen Arm
des Ypsilons bilden. Den Stamm des Ypsilons bilden die Ubrigen kon-
stanten Domanen der schweren Kette. Eine Ausnahme in der paari-
gen Anordnung bilden die CH2 Domanen, die durch Kohlenhydratein-
heiten auseinandergehalten werden.

Zwischen den Armen des Ypsilons (CH1 Domanen) und dem Stamm
(CH2 Doméanen) findet man die flexible Scharnierregion (hinge), die
den beiden Armen eine relativ unabhangige Bewegung voneinander
ermoglicht (2). Eine gewisse Flexibilitat konnte auch zwischen den V
und C Doméanen beobachtet werden (molekulares Kugelgelenk)(2).
Unterzieht man einen IgG-Antikorper einer proteolytischen Spaltung
mit Papain, so erhalt man zwei sog. Fab-Fragmente (Fragment Anti-
gen bindend) und ein Fc-Fragment (, kristallisierbar®). Dies deutet die
Bifunktionalitat eines Antikérpers an. Die beiden Fab Fragmente bin-
den das Antigen, wahrend der Fc Anteil dazu nicht in der Lage ist.
Dieser ist aber fur weiteren Funktionen, wie die Komplementaktivie-

rung oder Bindung an Fc Rezeptoren, zustandig (siehe Abbildung 1).
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1.2.2 Die variable Doméane

In den variablen Domanen kdénnen jeweils drei Bereiche abgegrenzt
werden, die sich durch eine besonders stark ausgepragte Variabilitat
auszeichnen, die hypervariablen Regionen (2,3).

Diese, zusammen sechs, hypervariablen Regionen beider ,,heavy und
light* Doménen (5) bilden einen Verbund am Ende des Ypsilon-
Armes, der die ,komplementare” Haftstelle fur das Antigen darstelit.
Diese ,,complementarity determining regions“ (CDRs) reichen auf der
Kappa Leichtkette von Aminosaure 24 bis 34 (CDR1), 50 bis 56
(CDR2) und 89 bis 97 (CDR3). Die dazwischenliegenden Abschnitte
bezeichnet man als framework regions (FR1 bis FR4)(1), sie sind

wichtig fur die Integritat und den Strukturaufbau der variablen Do-

Light-chain C domain (% Light-chain V domain
HV3

(CDR3)

mane (6).

disulfide bond

Abbildung 3: schematische Darstellung der Faltung einer Leichtkette mit einge-

zeichneten hypervariablen (HV) Regionen (modifiziert aus (2)).
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1.3 Die Immunglobulingen-Loci

1.3.1 Allgemein

Die adaptive Immunantwort dient der Abwehr von Infektionserregern
und Umweltpathogenen unter der Verwendung eines theoretisch un-
begrenzt (7) mannigfaltigen Repertoires an antigen-spezifischen Re-
zeptoren auf T und B Zellen. Es gibt mehrere Wege, Uber die diese
Mannigfaltigkeit unseres Immunrepertoires erzeugt wird (8). Der
Grundstock befindet sich bereits auf genetisch somatischer Ebene.
Jede mogliche variable Doméne zur Antigenerkennung kann nicht be-
reits komplett in unserem Genom vorhanden sein, denn allein dazu
brauchten wir mehr Gene, als wir Uberhaupt besitzen (2). So werden
die Gensequenzen flur eine variable Domane aus mehreren Stucken,
den Gensegmenten zusammengebaut.

Die einzelnen Segmente fur das Gen-Rearrangement einer schweren
Kette befinden sich auf dem langen Arm von Chromosom 14
(14932.3) (9). Fur die variable Doméane stehen 50-60 funktionelle
variable (VH), 15-30 diversity (D) und 6 joining Segmente (JH) zur
Verfugung. Fur die konstante Domane der schweren Kette gibt es 5
Segmente (u-5-y-g-a).

Chromosom 22 (229g11.2) ist der Lokalisationsort fur die Segmente
der Lambda Leichtkette mit 119 variablen (davon sind etwa 36
funktionelle) (VA), 7 joining (JA) und 7 konstanten Segmenten (CL)
(9).

Der Lokus der Kappa Leichtkette ist auf Chromosom 2 (2cen-
pl1l.2) (9) lokalisiert. Er besteht aus 76 variablen (Vk), 5 joining
(Jx) und 1 konstanten Segment (Ck) (9). Dabei kodiert ein Vk-
Segment die Aminosauren 1-95 und ein Jk-Segment die restlichen

Aminosauren einer V-Domane.
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A light-chain locus
Ja2 Ca2 Jad Cy4
r . :
—_— -
K light-chain locus
L1 Vil L2 Vg2 L3 W3 L Vi-~40
Heavy-chain locus
L1 Wyt Dy1-27 Jy1-6 Cy

Abbildung 4: schematische Darstellung der einzelnen Genloci mit ihren Genseg-

menten. Der Lambdalokus mit etwa 30 funktionellen V-Segmenten und je vier funk-
tionellen J- und C-Segmenten. Der Kappalokus mit seinen circa 40 funktionellen V-
Segmenten, gefolgt von funf J-Segmenten und einem C-Segment. Der Schwerket-
tenlokus mit etwa 65 funktionellen V-Segmenten, 27 D-Segmenten, 6 J-Segmenten

und einem C-Segment (aus (2)).

1.3.2 Der Immunglobulin Leichtketten Kappalokus

Betrachtet man den Kappalokus genauer umfalt er 1.010.706 Nukle-
otide (9), 0,1% (7) unseres 3000 Mb menschlichen Genoms (10)
(siehe Abbildung 5).

Etwa aus 600 kb besteht die proximale Kassette fur 1 Cx, 5 Jkx und 40
Vk (Bereiche Op, Ap, Lp, B; Jk, Ck). Aus 440 kb besteht die sehr
ahnliche, aber nicht identische Duplikatur, die distale Kassette mit 36
Vk Genen (Od, Ad, Ld). Sie ist in gegenlaufiger 5 -3” -Polaritat an die
proximale Kassette angefugt (10-12). Im Durchschnitt unterscheidet
sich die proximale von der distalen Kassette in ungefahr 1% der Ba-
senpaare (12), wobei 1% etwa 1 Million Jahre genetischer Evolution
entspricht (13). Wegen der groRen Ahnlichkeit der beiden Kassetten
hat die Duplikatur das Gen-Repertoire (prinzipiell) nicht besonders
erweitert (12). Mehrere Studien zeigten auch die sehr seltene Ver-

wendung des distalen Lokus (14). Die Existenz von homozygot ge-
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sunden Menschen ohne distale Kassette, bekannt als ,Haplotyp 11“
(15), zeigt deren Entbehrlichkeit (12).

Von 76 Vk Genen sind etwa 40 potentiell funktionstiichtig, 16 haben
geringe Defekte (d.h. 1 oder 2 bp Veranderungen) und 25 sind Pseu-
dogene (10,12). 10 der 76 sind Einzelgene, 33 Genpaare auf den 2
Kassetten, deren Sequenzen in den kodierenden Regionen zwischen
95 und 100% identisch sind (12). Zusatzlich konnten noch 24, aul3er-
halb des Kappalokus im Genom verstreute, Vk-,Waisen-Gene*
(orphon) gefunden werden, eines auf dem kurzen Arm von Chromo-
som 2, 12 auf dem langen Arm von Chromosom 2, der Rest auf
Chromosom 1 und 22 (10,12). Die meisten sind jedoch nicht funktio-
nelle Pseudogene (12).

Man teilt die Vk Gene noch weiter in die Familien I-VII ein, wobei die
Mitglieder einer Untergruppe mindestens 80% Ahnlichkeit haben
(13). In den Untergruppen V-VII gibt es nur bis zu 5 Gene (16). Es
stellte sich aus dieser Kenntnis des Kappalokus nun die Frage, ob die
verschiedenen V und J Gene auch gleich haufig und damit statistisch
verwendet werden. In Studien, die dies bisher untersuchten, war die
Verwendungshaufigkeit aber nicht zufallig. Es gab Favoriten fur ein
Rearrangement. In Nabelschnurblut B Zellen tragen 9 Gene oder
nicht unterscheidbare Genpaare (02/012, 08/018, L9, L12(L12a),
A3/A19, A27, L2, L6 und B) zu 75% der gesamten Vk Sequenzen bei
(14). Auch beim Erwachsenen sind die beliebtesten Vk Gene 02/012,
08/018, A17, L12, A3/A19, A27, L2, L6 und B3 (17). Auch die funf Jx
Gene werden mit unterschiedlicher Haufigkeit verwendet. Relativ sel-
ten sieht man Jk3 und Jk5 rearrangiert. Auch scheinen die einzelnen
Vk Subgruppen unterschiedliche Vorlieben fur die verschiedenen Jk zu

haben (18).
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Abbildung 5: Kappalokus
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3 Gene mit geringen Defekten

Die Vk Familien sind mit roémischen Zahlen gekennzeichnet.

(modifiziert nach (18))

Potentiell funktionstichtige Gene
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1.4 Grunde der Mannigfaltigkeit im Prozef3 des V(D)J Gen-

Rearrangements von Immunglobulinen
1.4.1 Immunglobulin Gen-Rearrangement

Die Entwicklung einer B Zelle beginnt als Stammzelle im Knochen-
mark. Als erstes wird mit der Zusammenstellung einer schweren Ket-
te begonnen. Beginnend mit dem Rearrangement eines D-Segments
mit einem J-Segment (frUhe pro-B Zelle), anschliellend die Verbin-
dung eines V-Segments mit diesem DJ-Segment (19) (spate pro-B
Zelle). Nur etwa 55% der Rearrangements (2) sind bei diesem Schritt
erfolgreich und sind anschlieRend in der Lage als grol3e pra-B Zelle
erstmals den pra-B Zellrezeptor auf ihrer Oberflache zu préasentieren.
Dieser besteht aus der gerade fertig gestellten pu-Kette und der soge-
nannten Ersatzleichtkette, welche von den Genen VB flr die variab-
le Kette und 14.1 fur deren konstanten Anteil abgeschrieben wurde.
Danach beginnen sie sich in kleine pré-B Zellen zu teilen. Diese ver-
suchen sich nun im Gen-Rearrangement einer Leichtkette. Der
menschliche Kappalokus scheint Vorrang vor dem Lambdalokus zu
haben. Dabei wird ein ,,zufallig ausgewéhltes* Vk-Segment mit einem
ebenso ,,zufallig ausgewahltem* Jk-Segment verbunden und anschlie-
Bend mit dem Ck-Segment zusammengefugt. Aufgrund unterschiedli-
cher 5' 3* Orientierung bedienen sich die Gene B2, B3 und die distale
Kassette eines Inversionsmechanismus (20), die proximale Kassette
eines Deletionsmechanismus (21). Im Unterschied zum Rearrange-
ment einer schweren Kette, wo auf jedem Chromosom oft nur ein
Versuch gestattet wird, und bei zwei MilRerfolgen das ganze in Apop-
tose der B Zelle endet, konnen beim Leichtketten-Rearrangement
mehrere Versuche auf dem gleichen Chromosom gestartet werden.
War das Rearrangement erfolgreich, wird die leichte mit der schweren

Kette kombiniert und als IgM oder IgD auf die Oberflache gebracht.
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Diese unreife IgM+ IgD+ B Zelle kann nun als reife naive B Zelle das
Knochenmark verlassen.

Ein Leitsystem fur den Rekombinase-Enzymkomplex (RAG1 u. RAG2,
Ku70:Ku80, Tdt, Exonuklease) ist allerdings nétig, damit an den rich-
tigen Stellen im Kappalokus geschnitten wird und die richtigen Seg-
mente zusammenkommen.

So ist jedes V-Gensegment am 3" Ende und jedes J-Gensegment am
57Ende flankiert von einer sog. ,Rekombinations-Signal-Sequenz“
(RSS), bestehend aus einem 7bp langen palindromischen Heptamer
(5" CACAGTG3") (8), einem Spacer mit 12 oder 23 Nukleotiden und
einem 9bp Nonamer (5" ACAAAAACC37) (8). Ein brauchbares V(D)J
Rearrangement kommt nur zwischen 12-bp-spacer-Rekombinations-
Signal-Sequenzen und 23-bp-spacer-Rekombinations-Signal-

Sequenzen vor (,,12/23-spacer-Regel“) (8).

1.4.2 RAG1l und RAG2 (recombination activating genes)

Diese Signalsequenzen zu erkennen und die DNS dort prazise zu
schneiden ist ausschlie3liche Aufgabe der RAG1 und RAG2-Enzyme
(22). Sie formieren einen Komplex zwischen zwei RSS (3), der die
Form einer Schleife hat und die beiden kodierenden Gensegmente
naher zusammenbringt. Zum Verbinden schaffen die RAG-Enzyme
Einzelstrang-DNS Enden. Manchmal enthalten diese Einzelstrang-DNS
Enden auch Nukleotide, die ursprunglich komplementar auf beiden
Strangen waren und jetzt kurze DNS-Palindrome auf einem Strang
bilden (P-Nukleotide). RAG Gene sind aktiviert wahrend den jeweili-
gen Rearrangements der schweren bzw. der leichten Kette (frihe B
Zelle, spate B Zelle bzw. kleine pra-B Zelle) und inaktiviert wahrend
der Proliferation (grofRe pra-B Zelle). In den letzten Jahren hat sich

jedoch vermehrt gezeigt, dall das Vorhandensein aktiver RAG-
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Enzyme und eines moglicherweise ablaufenden V(D)J Gen-
Rearrangements nicht ausschliellich auf das Knochenmark be-
schrankt zu sein scheint, sondern dal} es zu einer Reexpression der
RAG-Enzyme innerhalb des Keimzentrums in sekundaren Lymphorga-
nen kommen kann und somit zu einem madglichen sekundaren V(D)J-

Gen-Rearrangement (23,24).

|

e

Abbildung 6: Der RAG Enzymkomplex schneidet die zu verbindenden DNS Enden
an beliebiger Stelle und hangt ehemalig Komplementare Nukleotide palindromisch

an den Einzelstrang (modifiziert aus (2)).

1.4.3 Tdt (terminal deoxynucleotidyl transferase)

Die Tdt ist ein Enzym, das beliebig sog. N-Nukleotide (Non-
templated) in die Verbindungsstelle einbringen kann, die nicht DNS-
kodiert, sondern zufallig sind. Die Tdt ist nicht essentiell fur das Rear-
rangement (2). Wahrend der Fetalentwicklung zeigt die Tdt sehr nied-
rige Werte, bei Erwachsenen sinken die Werte vom Pro-Stadium
(Schwerketten-Rearrangement) in Richtung Préa-Stadium (Leichtket-
ten-Rearrangement). N-Regionen wurden im Nabelschnurblut bei
28% der produktiven und bei 40% der nicht-produktiven Rearrange-
ments gefunden (25). Die Werte bei Erwachsenen liegen bei 57% fur

produktive und bei 69% flr nicht-produktive Rearrangements (25).
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Abbildung 7: Zusatzliche sog. N-Nukleotide durch die Tdt (modifiziert aus (2)).

1.4.4 Exonuklease

Paarungsunfahige Nukleotide werden von der Exonuklease entfernt
und ebenso die entstandenene Lucken aufgefillt. Zusatzlich werden
bis zu einem gewissen Grad zufallig einzelne Nukleotide an den 5 und

3‘ Enden der Schnittstelle entfernt.

Abbildung 8: Entfernung nicht paarungsféahiger Nukleotide durch die Exo-
nuklease. Die fertige Verbindungsstelle mit P- (durch RAG) und N- (durch Tdt)
Nukleotiden (modifiziert aus (2)).

1.4.5 DNS-Ligase

Die DNS-Ligase verbindet die Strange Uber ein paar wenige basen-

paare.

Die Vielfalt des primaren Antikorperrepertoires wird erreicht durch

1. Gen-Rearrangement der V(D)J-Segmente (Kombinationsvielfalt)

2. Ungenauigkeiten beim Zusammenfigen dieser Segmente (Junktio-
nale Vielfalt) (26)

3. Zufalliges Kombinieren von schweren und leichten Ketten (Kombi-
nationsvielfalt)

All diese molekularen Ereignisse finden vor Antigenkontakt statt (27).
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1.5 Die Entwicklung eines Keimzentrums

Das Knochenmark entlalt standig zahlreiche (10-20x10°/Tag)(2) nai-
ve B Zellen in die Zirkulation. Sie haben die primare Lymphozyten-
entwicklung mit einem potentiell funktionstiichtigen Rezeptor (19) auf
der Oberflache abgeschlossen und sind nun bereit far weitere Aus-
wahl. Nur eine kleine Fraktion gelangt letztendlich in den peripheren
B Zell-Pool (28) und die sekundéar lymphatischen Organe (Lymphkno-
ten, Tonsille, Adenoide, Peyer-Plagues, Appendix), und nur wer ein

passendes Antigen findet Uberlebt die nachsten ,,drei* Tage (2).

..B B .' ’
B
h AL

dendritische
Zellen

Tl

Frithe Antikdrper

Hig Antwort von
Endothelial- Memory B Zellen
Venolen
B
7 T
F 1k
Primar-
Fokus T Spate
1E F T Antiktrper
Antwort
-—-___________—-—" B B
B B B B
B Zell- B B B
reiche B B B B
Region B B B
Primar-
B B B Follikel B B B
B B
B B
B B Sekundar-

Follikel

Abbildung 9: Eintritt der B Zellen in ein sekundar lympathisches Organ, Uber
High Endothelial Venolen Erreichen der T Zellreichen Region, Interaktion mit dendri-
tischen Zellen, von dort Start der primaren Antikérperantwort oder Abwanderung in

die B Zellreiche Region zur Entwicklung eines Keimzentrums.



| Einleitung Seite 15|

Uber ,high endothelial“ Venolen kann ein B Lymphozyt die T Zell-
reichen Regionen des sekundaren Lymphorgans erreichen. Hier pra-
sentieren dendritische Zellen Antigen und warten auf einen B Lym-
phozyt mit passendem Rezeptor. Passende T Lymphozyten werden
ebenso festgehalten und gegebenenfalls aktiviert.

Findet sich nun ein antigen-spezifischer Lymphozyt, unterbricht er
hier seine Wanderung und die Interaktion dieser drei Zellen miundet
in der Aktivierung des B Lymphozyten zum Lymphoblasten, der sich
vergroRert und proliferiert (29). Diesen entstandenen Komplex be-
zeichnet man als Priméarfokus.

Handelt es sich bei dem B Lymphozyten um eine Gedéachtnis B Zelle,
dann kann die Mehrheit der in der Folge klonal durch mitotische Tei-
lung entstandenen Nachkommen des aktivierten Lymphoblasten in
die Markstrange der Lymphknoten oder die rote Pulpa der Milz ab-
wandern, um als kurzlebige Plasmazellen mit der sofortigen Antikor-
perproduktion zu beginnen (30) (frihe primare Antikdrperantwort).
Die restlichen aktivierten B Zellen, in der Regel naive B Zellen und
einige Memory B Zellen, wandern vom Priméarfokus in die B Zell-
reichen Regionen, um dort die Entwicklung eines Keimzentrums aus
einem Primarfollikel zu starten (29,31,32).

Der zellulare Hauptbestandteil von Priméarfollikeln oder ruhenden Fol-
likeln sind rezirkulierende B Zellen umgeben von einem Netzwerk aus
Follikular Dendritischen Zellen (29). Die Transitzeit betragt ungeféahr
24 Stunden (29). Wenn Primarfollikel sich zu Keimzentren entwickeln
und so an der Antigenantwort teilhaben, nennt man sie auch Sekun-
darfollikel.

In menschlichen Lymphknoten starten ungefahr 10-20 Grunderzellen
(Germinal Center Founder Cells, GCF) eine Keimzentrumsreaktion

(33). Aber nur diejenigen, die einen Antigenrezeptor mit relativ hoher
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Affinitat besitzen, werden ausgewahlt, um weiter klonal zu proliferie-
ren und sich zu Centroblasten zu differenzieren (34). Dabei werden
die kleinen rezirkulierenden B Zellen durch die Dynamik der Prolifera-
tion auf die Seite gedrangt und bilden nun einen Randwall, die Man-
telregion, um das entstehende Keimzentrum. Im Keimzentrum selbst
lassen sich bald zwei Bereiche abgrenzen: die dunkle und die helle
Zone. Die dunkle Zone ist vollgepackt mit sich teilenden Centrobla-
sten (29), ein Zellzyklus dauert etwa 7 Stunden (30). Die meisten
Centroblasten haben bereits ihre p-Kette durch Immunglobulin-
Klassenwechsel verloren (29). Sie entwickeln sich zu Centrocyten, die
zusammen mit einem Netzwerk aus Follikular Dendritischen Zellen die
helle Zone bilden. Die Todesrate unter den Centrocyten ist sehr hoch
(29). Sie gehen durch Apoptose zu Grunde (31), wenn sie Antigen
spezifische Signale nicht erkennen kdnnen. An diesem Selektionsvor-
gang scheinen sowohl die Follikular Dendritischen Zellen, als auch die
dort ansassigen T Zellen beteiligt zu sein. Die Centrocyten mussen in
der Lage sein, das von Follikular Dendritischen Zellen gezeigte Anti-
gen aufzunehmen, zu verarbeiten und anschlielend auf der eigenen
Oberflache in Verbindung mit einem MHC II-Komplex zu zeigen (31),
so dal3 es von T Helfer Zellen erkannt werden kann.

Die spezifische Interaktion von T und B Zellen Uber kostimulatorische
Molekule, z.B. CD40-154, entscheidet ebenso Uber das weitere Uber-
leben (31,35). Nur eine Minderheit der Centrocyten wird Rezeptoren
mit einer starkeren Bindungsfahigkeit aufweisen. Nur diese werden
auserwahlt fur weitere Teilungen (24) und kénnen so Memory B Zel-
len oder Plasmazellen werden (24,35). Sie verlassen das Keimzent-
rum, schlieRen sich dem rezirkulierendem Lymphozytenpool an und
wandern in die verschiedenen Gewebe ab (spate priméare Immunant-

wort).
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Mantelregion
AuBere Zone
Apikale helle Zone
Basale helle Zone

Dunkle Zone

Abbildung 10: Struktur eines Keimzentrums:

oben: ein paar wenige Germinal Center Founder Cells (GCF) starten eine Keimzent-
rumsentwicklung. Die dicht gedrangten Centroblasten (CB) finden sich in der sog.
dunklen Zone, die lockerer angeordneten Centrocyten zusammen mit Follikular
Dendritischen Zellen in der hellen Zone. Den Randwall bildend, in der sog. Mantel-
region, liegen die auf Seite gedrangten naiven B Zellen (NB), sowie vereinzelt aus
dem Keimzentrum hervorgegangene Memory B Zellen (MB). Unten: die Einteilung
eines Keimzentrums projiziert auf eine lichtmikroskopische Aufnahme (modifiziert
(36), Einteilung nach (29)).




‘ Einleitung Seite 18

1.6 Somatische Hypermutation

Wahrend einer T Zell-abhangigen Antikoérperantwort andern B Zellen
innerhalb des Keimzentrums die Affinitat ihrer Antigenrezeptoren in-
dem sie somatische Mutationen in die IgV-Regionen einfihren (34).
Dabei handelt es sich in erster Linie um Punktmutationen (37), die
mit hoher Geschwindigkeit (1/103bp/generation) (27,38) eingebracht
werden. Das entspricht 0,5-1 Mutationsereignis pro Zellteilung
(39,40).

Die Auswirkung der Mutationen im Immunglobulingen auf die Anti-
genbindungsfahigkeit ist vielfaltig. Die EinfUhrung eines Stopkodons
kann das Rearrangement unbrauchbar machen. Die Faltstruktur kann
sich verandern. Eine niedrigere Affinitat des Rezeptors kann zu Auto-
immunitat fuhren. Es kann aber auch den gewulnschten positiven Ef-
fekt eines in der Bindungsfahigkeit verbesserten Antikdrpers mit sich
bringen. Wahrend einer neuen Mutationsrunde sind Keimzentrums B
Zellen in Gefahr durch Apoptose zu sterben, sofern sie nicht durch
Interaktion mit Antigen und einem Kostimulationssignal (CD40-
CD154) positiv selektioniert werden (34). Es erfolgen mehrere Run-
den der Selektionierung, mit der Konsequenz, dal3 die produzierten
Rezeptoren und B Zellen mit der Zeit eine immer starkere Bindungs-
fahigkeit aufweisen (affinity maturation)(39).

Bei der Lokalisierung der Mutationen in V(D)J-Schwerketten Rearran-
gement konnten mehrere Studien eine Konzentrierung der Replace-
ment Mutationen auf die CDRs zeigen, wahrend stille Mutationen sich
gleichmaliiger uber CDRs und FRs verteilten (27).

Auch ergaben weitere Mutationsanalysen, dafl sog. RGYW-Quartette
(purin/G/pyrimidin/A oder T) besonders beliebter Zielort fir Mutatio-
nen sind (27). Somatische Hypermutation scheint auf B Zellen be-

schrankt zu sein, die innerhalb des Mikrokosmos Keimzentrum proli-
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ferieren (33,39). Daher sind somatische mutierte V-Regionen eine
einzigartige Charakteristik von Keimzentrums B Zellen und deren
Nachkommen (6).

Die Antikdrperantwort von Neugeborenen ist noch eingeschrankt, im
allgemeinen produzieren sie IgM und IgD AntikOrper und Antikorper
mit niedriger Affinitat (39). Wenige Studien zeigten, dal’ in den meis-
ten Nabelschnurblut B Zellen keine Hinweise auf somatische Mutatio-

nen gefunden werden konnten (14,39).

Abbildung 11): (siehe Seite 20) B Lymphozytenentwicklung im Knochen-
mark und in der Peripherie. B Zellen dargestellt mit ihren Oberflachenmarkern
(B Zellmarker CD19 zur Vereinfachung weggelassen, naive B Zelle (NB) IgD+,
CD38-; Germinal Center Founder Zelle (GCF) IgD+, CD38+/++; Centroblast (CB)
IgD-, CD38++; Centrocyt (CC) IgDh-, CD38+; Memory B Zelle (MB) IgD-, CD38-.
Pfeile zeigen den Zeitpunkt der Expression der Enzymkomplexe RAG (recombination
activating genes) und Tdt (terminal deoxynucleotidyl transferase), das Auftreten
von somatischer Hypermutation und das Rearrangement der Antikérperketten an

(teilweise nach (2)).
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1.7 Fragestellungen

Analyse der verwendeten Vk Einzelgene im Immunglobulin

Repertoire aus der kindlichen Tonsille

Das Kappa Leichtketten Repertoire in B Zellen aus der kindlichen
Tonsille wird analysiert, um molekulare Prozesse zu identifizieren, die
an der Generierung und Modifizierung von VkJk Rearrangements wéah-
rend der Keimzentrumsbildung in einem sekundar lymphatischen Or-
gan beteiligt sind. Das nicht-produktive Repertoire ist das Ergebnis
der primaren Vk Genauswahl, bevor das Repertoire durch positive o-
der negative Selektionsfaktoren beeinflu3t wird. Durch die Analyse
des produktiven oder exprimierten Repertoire und des Vergleichs mit
dem nicht-produktiven kénnen Prozesse der Selektion herausgearbei-
tet werden.

Das VkJk Repertoire aus der kindlichen Tonsille kann mit VkJk Reper-
toires von B Zellen aus dem Nabelschnurblut und dem Erwachsenen-
blut verglichen und Unterschiede zu den verschiedenen Lebenszeit-

punkten betrachtet werden.

Analyse der somatischen Mutationen in VkJk Rearrangements

aus der kindlichen Tonsille

Die Analyse der gesetzten Mutationen im nicht-produktiven Reper-
toire zeigt die primare Wirkungsweise des Mutators. Die Analyse des
produktiven Repertoires und der Vergleich mit dem nicht-produktiven
kann entscheidende Vorteile in Lokalisation und Art der Mutation fur

eine Selektion in das produktive Repertoire aufzeigen.
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2 Material und Methoden

2.1 Aufbereitung von B Zellen aus Tonsillengewebe

Das verwendete Gewebe stammt von Tonsillektomien von 6 gesun-
den Kindern im Alter zwischen 4 und 7 Jahren. Die tonsillaren mono-
nuklearen Zellen wurden 30min lang mit Kollagenase Gewebsverdau-
ung aus dem Gewebsverband geldst und anschlieBend mittels einer

Dichtegradienten Zentrifugation zentrifugiert.

2.2 Sortieren der Zellen (siehe Abbildung 12)

Die einzelnen B Zelluntergruppen wurden uber ihre Oberflachenmar-
ker definiert:
B Zellen jeweils CD19+;

naive B Zelle (NB) IgD+, CD38-

Germinal Center Founder Zelle (GCF) IgD+, CD38+/++

Centroblast (CB) IgD-, CD38++

Centrocyt (CC) IgD-, CD38+

Memory B Zelle (MB) IgD-, CD38-
Eine immunfluoreszierende Markierung erfolgte mit einem monoklon-
alen Anti-human CD19 Antikérper, einem monoklonalem Anti-human
CD38 Antikorper und einem Anti-human-IgD-Antikdrper. Anschlie-
Rend wurden die Zellen in eine 96-Loch-PCR-Platte mit einem

FACSTARplus-Gerat (fluorescence activated cell sorter) sortiert.

2.3 PCR Amplifikation der genomischen Immunglobulin DNS

aus sortierten Einzelzellen

Jedes Loch beinhaltete eine 5upl Lyse-Losung (50mM KCI, 10 mM
TRIS-HCI, pH 9.0, 0.1% Triton-X-100). Die PCR-Amplifikation bestand
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aus einer initialen Primer-Verlangerungs-Pra-amplifikation und an-
schlieBenden ineinanderubergreifenden (nested) PCR-Schritten, wel-
che spezifisch fur verschiedene Immunglobulin Kappafamilien waren.
Dabei wurden initial als Primer Zufalls-15Mere verwendet und insge-
samt 60 Runden PCR Amplifikationen mit Tag-Polymerase durchge-
fihrt um genudgend DNS zu gewinnen fur die folgende DNS Amplifi-

kationen mit spezifischen Vk Primerpaaren.

PG S P el
= 7 Anti-CD19-AK
\)'%.// /,
A | L N =
g - O
S >
<// Anti-IgD-AK

-

<7 Anti-CD38-AK

k2%

Fluorescence
Activated
Cell Sorter

0 00

Abbildung 12: Markierung der B Zellen mit den entsprechenden Antikdrpern, die

beim Durchtritt durch das FACS-Geréat fluoreszieren und somit eine Zuordnung zu
einer B Zelluntergruppe ermdglicht. Die Zellen wurden in eine 96-Loch-PCR-Platte

sortiert.
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2.4 Sequenzen—Analyse

Es folgte die Trennung der PCR Produkte mit Elektrophorese auf ei-
nem 1,5% Agarose Gel und eine Reinigung in GenElute Saulchen. Die
gereinigten Produkte wurden direkt mit dem ABI Prism Dye Termina-
tion Cycle Sequencing Kit sequenziert und mit einem automatischen
Sequenzierer (ABI 3700) analysiert. Zur ldentifizierung der Vk Gen-
segmente wurde das V base directory nach Tomlinson et al. (40)
verwendet in Verbindung mit den Softwareprogrammen Sequencher
und Gene Works. Die Vk und Jx Gen Nomenklatur wurde vom V Base
Sequence Directory Ubernommen. Ein Rearrangement wurde als pro-
duktiv bezeichnet, wenn die VkJk Verbindungsstelle bis ins Jx Seg-
ment im Leseraster blieb (n=375). War dies nicht der Fall, wurden sie
als nicht-produktiv rearrangiert eingeordnet (n=219). Es wurde kein
Rearrangement gefunden, das ein Stopkodon eingefuhrt hatte. Rear-
rangements, die Pseudogene verwendeten, wurden von vorne herein
als nicht-produktiv eingestuft (Vk Gene A18:n=9; A21:n=2; B1:n=2;
L4:n=4). An der Verbindungsstelle wurden Sequenzen, die im verbin-
denden Kodon noch Nukleotide der Keimbahn aufwiesen als ,keim-
bahnkodiert* (germline) bezeichnet. Zusatzliche Nukleotide an der
Verbindungsstelle wurden als P-(Palindromische)-Nukleotide bezeich-
net, wenn es sich um ,,in sich”“ spiegelbildliche Nukleotide handelte,
bzw. als N-(Non-templated)-Nukleotide, wenn sie zufallig eingefugt
waren (siehe Figuren 6 und 7).

Insgesamt konnten 594 Sequenzen untersucht werden. Dabei waren
215 (IgD+, CD38-; d.h. NB): 97 nicht-produktiv, 118 produktiv

75 (IgD+, CD38+/++; d.h. GCF): 24 nicht-produktiv, 51 produktiv
141 (IgDh-, CD38++; d.h. CB): 39 nicht-produktiv, 102 produktiv

144 (IgDh-, CD38+; d.h. CC): 49 nicht-produktiv, 95 produktiv

19 (Igh-, CD38-; d.h. MB): 10 nicht-produktiv, 9 produktiv
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rearrangiert.

Zum Vergleich wurden 782 Sequenzen (232 nicht-produktiv, 450
produktiv) von 2 Erwachsenen (26 und 45 Jahre alt) (41) und 190
neonatale Sequenzen (88 nicht-produktiv, 102 produktiv) (25) he-

rangezogen.

2.5 Statistische Methoden

Der Chi-Square-Test wurde angewandt um die Gen-Segmentauswahl
und die Unterschiede in den junktionalen Nukleotiden des produktiven
und nicht-produktiven Repertoires der einzelnen tonsillaren B Zellun-
tergruppen zu vergleichen.

Der Chi-Square-Goodness-of-fit-Test wurde angewendet um das beo-
bachtete Auftreten der einzelnen Vk Gene mit dem statistisch zu er-
wartendem Auftreten bei angenommenen zufélligen Gebrauch.

Werte mit p<0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen, basie-
rend auf der Anzahl der bekannten funktionellen Vk Gene im Genom

wurde die statistische Erwartung mit 2,5% berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der verwendeten Vk Einzelgene in der kindlichen
Tonsille, Vergleich zwischen nicht-produktivem und pro-
duktivem Repertoire und Vergleich mit Nabelschurblut

und Erwachsenenblut

3.1.1 Verteilung der nicht-produktiven VkJk Gen-Rearrangements
aus der kindlichen Tonsille im Vergleich mit der publizierten
Verteilung des nicht-produktiven VkJk Repertoires des Er-

wachsenen

Von den 219 ausgewerteten nicht-produktiv rearrangierten Tonsillen-
frequenzen verwendeten 70% eines der folgenden Vk Gene: B3
(21%), B2 (4,54%), L6 (4,11%), A27 (8,22%), A19/A3 (5,02%), A18
(4,11%), 018/08 (11,87%) oder 012/02 (10,05%). Eine signifikant
erhohte Verwendung im Vergleich zur statistischen Erwartung wurde
fur die Vk Gene B3 (p<0,00001), B2 (p<0,05), A27 (p<0,00001),
018/08 (p<0,00001) und 012/02 (p<0,001) berechnet (x2 goodness
of fit Test). Im publizierten nicht-produktiven VkJk Adulten Repertoire
wurden die Gene B3, B2, A27, A18, A17, 018/08 und 012/02 signifi-
kant vermehrt ausgewahlt (41). Somit sind es die gleichen Gene, die
in der Tonsille und im Erwachsenenblut im nicht-produktiven Reper-
toire statistisch haufiger ausgewahlt werden, im Erwachsenenblut a-
ber noch um A18 und Al17 erweitert. Unterzieht man die beiden nicht-
produktiven VkJk Repertoires einem Vergleich (y2 Test), zeigen die
Gene B3 und Vh (p<0,00001 und p<0,05) signifikant haufigere Ver-
wendung in der Kkindlichen Tonsille; im Erwachsenenblut sind hinge-
gen L1, A30, A20 und Al17 (jeweils p<0,05) haufiger ausgewahlt (Fi-
gur 1).
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3.1.2 Verteilung der produktiven VkJk Gen-Rearrangements aus
der kindlichen Tonsille im Vergleich mit der publizierten Ver-

teilung des produktiven VkJk Repertoires des Erwachsenen

In den 375 analysierten produktiven Tonsillenfrequenzen waren Vk
Gene zu finden, die im Vergleich zur statistischen Erwartung (2,5%
far Einzelgene bzw. 5% fur durch die PCR nicht trennbare Genpaare)
ausgepragt vermehrt verwendet wurden. Dabei handelte es sich um
B3, L12a, L6, L2, A27, 018/08 und 012/02 (p<0,000001;
p<0,00001; p<0,000001; p<0,000001; p<0,000001; p<0,001;
p<0,000001) (x2 goodness of fit Test). Diese Frequenzen (B3
20,27%; Ll12a 6,13%; L6 8,8%; L2 8%; A27 15,73%; 018/08
9,07%; 012/02 13,07%) machen zusammen 81% des produktiven
Tonsillenrepertoires aus. Ein Vk Gen-Rearrangement aus der distalen
Kassette des Kappalokus konnte nur in 3% der Frequenzen gefunden
werden. Die Gene B2 (p<0,025), L11 (p<0,01), L9 (p<0,025), L5/L19a
(p<0,01), L4 (p<0,01), L1 (p<0,05), A30 (p<0,025), A26/A10
(p<0,005), A23 (p<0,05), A19/A3 (p<0,05), 014/04 (p<0,001),
011/01 (p<0,0025), A1l (p<0,01), L14 (p<0,01), L16 (p<0,05), L18
(p<0,01), L19 (p<0,01), L20 (p<0,01), L23 (p<0,05), L24 (p<0,01), Vh
(p<0,01) waren in der Tonsille signifikant seltener als statistisch er-
wartet produktiv rearrangiert (y2 goodness of fit Test).

Im produktiv rearrangierten adulten VkJk Repertoire konnte B3, L12,
L6, L2, A27, A19/A3, A1l7 und 012/02 signifikant haufiger gefunden
werden. Signifikant seltener die Gene A26/A10, 04/014, O1/011, A1,
A2, Al1, L16, L20 und L25 (41).

Es sind also die gleichen Gene bzw. Genpaare, die in der kindlichen

Tonsille und im Erwachsenenblut statistisch haufiger verwendet wer-
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den, mit Ausnahme von 018/08 (kindliche Tonsille) sowie A19/A3
und A17 (Erwachsenenblut).

Beim Vergleich (2 Test) der beiden produktiven Repertoires ergaben
sich signifikante Unterschiede fur die Vk Gene A30 (p<0,005), A19/A3
(p<0,0005) und A17 (p<0,0001), die im Erwachsenenblut vermehrt
ausgewahlt wurden, und fur B3 (p<0,00001), das bevorzugt in der

Tonsille rearrangiert wurde (Figur 2).

3.1.3 Verteilung der nicht-produktiven VkJk Gen-Rearrangements
aus der Tonsille im Vergleich mit der Verteilung der produk-

tiven Rearrangements aus der Tonsille

Vergleicht man das nicht-produktiv rearrangierte VkJk Repertoire mit
dem produktiv rearrangierten, dann besteht die Moglichkeit molekula-
re Prozesse der Selektion einzuschatzen. Wie bereits oben erwahnt,
wurden im nicht-produktiven Repertoire B3, B2, A27, 018/08 und
012/02 (p<0,00001; p<0,05; p<0,00001; p<0,00001; p<0,001) (%2
goodness of fit Test) statistisch signifikant haufiger rearrangiert, im
produktiven Repertoire aus der Tonsille B3, L12a, L6, L2, A27,
018/08 wund 012/02 (p<0,000001, p<0.00001, p<0.000001,
p<0.000001, p<0,000001; p<0.001, p<0.000001) (¥ goodness of fit
Test). B3, A27, 018/08 und 012/02 sind also in beiden Repertoires
beliebte Vk Gene fur ein Rearrangement. Eine statistisch signifikant
positive Selektion in das produktive Vk Repertoire zeigte sich bei den
Vk Genen L12a, L6, L2 und A27 (p<0,01; p<0,05; p<0,005; p<0,01),
negativ selektioniert wurden hingegen B2, Al18, 014/04, Vh und
LFVK431 (p<0,001; p<0,0001; p<0,05; p<0,05; p<0,05) (x= Test) (Fi-
gur 3).
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Im folgenden wurden nun die einzelnen Tonsillensubpopulationen
(naive B Zellen, Germinal Center Founder Zellen, Centroblasten,
Centrocyten und Memory B Zellen) auf ihre Praferenzen fir die ein-

zelnen Vk Gene hin untersucht.

3.1.4 Vergleich der nicht-produktiven und produktiven VkJk Gen-
Rearrangements der naiven B Zellen aus der kindlichen Ton-

sille

Die statistische Erwartung uUbertrafen bei den 97 nicht-produktiv rear-
rangierten VkJk Rearrangements der naiven B Zellen die Vk Gene B3,
B2, A27 und 018/08 (p<0,00001; p<0,005; p<0,00005; p<0,005) (32
goodness of fit Test), die zusammen in 47% der Falle primér ausge-
wéhlt wurden (B3 19,59%; B2 7,22%; A27 9,28%; 018/08
11,34%). 012/02 wird im nicht-produktiven Repertoire nicht signifi-
kant haufiger ausgewéhlt als erwartet (siehe oben).

Die sieben Vk Gene die schon im gesamten produktiven Tonsillenre-
pertoire besonders haufig ausgewahlt wurden (B3, L12a, L6, L2, A27,
018/08 und 012/02), sind auch in 76% der 118 produktiv rearran-
gierten Frequenzen bei den naiven B Zellen zu finden. Am h&aufigsten
ist das am proximalsten gelegene Vk Gen B3 (18,64%) und das am
anderen 3‘ Ende der proximalen Kassette gelegene Genpaar 012/02
(16,1%) produktiv rearrangiert. 0O18/08 wird bei den produktiven
naiven B Zellen noch etwas uUber der Erwartung verwendet (6,78%),
der Unterschied war nicht statistisch signifikant. B3, L12a, L6, L2,
A27 und 012/02 waren haufiger im produktiven Repertoire vertreten
als erwartet (p<0,00001; p<0,00005; p<0,05; p<0,00001; p<0,00001;
p<0,00001) (¥2 goodness of fit Test).

Ein Vergleich der beiden Repertoires ergab eine positive Selektion der

Vk Gene L12a, L2 und 012/02 (p<0,005; p<0,005; p<0,05), wahrend
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die Gene B2 und A19/A3 negativ selektioniert wurden (p jeweils

<0,05) (x2 Test) (Figur 4).

3.1.5 Vergleich der nicht-produktiven und produktiven VkJk Gen-
Rearrangements der Germinal Center Founder Zellen aus der

kindlichen Tonsille

In Germinal Center Founder Zellen zeigte die primare Auswahl (nicht-
produktiv) ebenso einen kraftigen Schwerpunkt am distalen Ende der
proximalen Kassette. 014/04 und 012/02 wiesen eine Pravalenz von
jeweils 16,67% auf. Zusammen mit dem proximalst gelegenen Gen
B3 ist die primare Auswahl mit 54% der Vk Gene bei den Germinal
Center Founder Zellen von diesen drei Genen dominiert. Eben diese
drei Gene bzw. Genpaare, B3, 014/04 und 012/02 (p<0,00001,
p<0,01; p<0,01), erreichen auch statistisch signifikant positive Werte
gegenuber der Erwartung (32 goodness of fit Test).

Bei den 51 produktiven Germinal Center Founder Zellen aus der kind-
lichen Tonsille machten die sieben am haufigsten verwendeten Vk
Gene zusammen 88% aus (B3 13,73%; L12a 5,88%; L6 11,76%; L2
7,84%; A27 7,84%; 018/08 21,57%; 012/02 19,61%). Die am 3°
Ende der proximalen Kassette gelegenen Genpaare, 018/08 und
012/02, dominierten dabei mit 41%. H6here Werte als die statistisch
errechnete Erwartung erreichten die Vk Gene B3, L6, L2, A27,
018/08 und 012/02 (p<0,00001; p<0,00001; p<0,05; p<0,05;
p<0,0001; p<0,00001) (x2 goodness of fit Test).

Im Vergleich der beiden Repertoires zeigte sich eine statistisch signi-
fikante negative Selektion in das produktive Vk Repertoire bei den
Genen L8 und 014/04 (p<0,05 und p<0,005) (x2 Test). Eine positive
Selektion in das produktive Repertoire konnte nicht gefunden werden

(Figur 5).
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3.1.6 Vergleich der nicht-produktiven und produktiven VkJk Gen-
Rearrangements der Centroblasten aus der Kkindlichen

Tonsille

Die 39 ausgewerteten nicht-produktiv rearrangierten VkJk Rearran-
gements in Centroblasten beinhalteten zu 62% entweder B3
(28,21%), A27 (7,69%), 018/08 (15,38%) oder 012/02 (10,26%).
Statistisch signifikante Werte gegenuber der Erwartung erreichten
dabei B3 (p<0,00001), A27 (p<0,05) und 018/08 (p<0,005) (32
goodness of fit Test).

Die sieben Vk Gene, die im gesamten produktiven Repertoire der
kindlichen Tonsille am haufigsten fur ein Rearrangement ausgewahlt
wurden (B3, L12, L6, L2, A27, 018/08 und 012/02) dominieren auch
bei den 102 analysierten produktiv rearrangierten Centroblasten Se-
quenzen 88% der produktiven Rearrangements. Dabei zeigte sich ei-
ne starke Dominanz von B3 und A27, die in 54% exprimiert wurden.
Neben B3 und A27 (p<0,00001; p<0,00001) wurden auch noch L6
und L2 (p<0,00001; p<0,05) haufiger als statistisch zu erwarten ge-
wesen ware verwendet (x2 goodness of fit Test).

Im Vergleich der beiden Repertoires der Centroblasten zeigte sich ei-
ne positive Selektion ins produktive Repertoire bei A27 (p<0,05), eine
negative Selektion bei B1, 018/08 und Vh (jeweils p<0,05) (x2 Test)
(Figur 6).

3.1.7 Vergleich der nicht-produktiven und produktiven VkJk Gen-

Rearrangements der Centrocyten aus der kindlichen Tonsille

In den 49 nicht-produktiv rearrangierten VkJk Centrocytensequenzen
wurden bevorzugt die Vk Gene B3 (16,33%), A27 (12,24%), Al8
(10,2%), 018/08 (12,24%) und 012/02 (10,2%) ausgewahlt. Bis
auf das Gen 012/02 erreicht die Haufigkeit aller anderen Gene (B3,
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A27, A18 und 018/08) signifkant erhdhte Werte gegenuber der Er-
wartung (p<0,00001; p<0,00001; p<0,001; p<0,05) (32 goodness of
fit Test).

Von den 95 analysierten produktiven VkJk Centrocytensequenzen wa-
ren in 72% folgende Vk Gene rearrangiert: B3 (15,79%), L6 (9,47%),
L2 (7,37%), A27 (16,84%), 018/08 (9,47%) oder 012/02
(12,63%), die Haufigkeiten lagen uber der statistischen Erwartung
(B3 p<0,00001; L6 p<0,00001; L2 p<£0,005; A27 p<0,00001; 0O18/08
p<0,05; 012/02 p<0,001) (%2 goodness of fit Test).

Sowohl im produktiven als auch im nicht-produktiven Centrocytenre-
pertoire ist das am haufigsten verwendete Vk Gen B3, gefolgt von
A27. Im %2 Test zum Vergleich der beiden Repertoires der Centrocy-
ten zeigt sich eine negative Selektion der Vk Gene B2 und A1l8

(p<0,05; p<0,005) (x2 Test) (Figur 7).

3.1.8 Vergleich der nicht-produktiven und produktiven VkJk Gen-
Rearrangements der Memory B Zellen aus der kindlichen

Tonsille

Betrachtet man die 10 nicht-produktiv und die 9 produktiv rearran-
gierten Memory B Zellen genauer ergeben sich statistisch signifikant
erhohte Haufigkeiten gegentber der Erwartung fur die Vk Gene B3,
018/08 und 012/02 (p<0,00001; p<0,05; p<0,00001) auf der Seite
nicht-produktiver Rearrangements und fur B3 und L8 (p<0,00001;
p<0,0005) bei den produktiv rearrangierten Rearrangements von
Memory B Zellen (2 goodness of fit Test). Statistisch signifikant un-
terschiedliche Haufigkeiten im Vergleich der nicht-produktiven und
produktiven Gruppe gab es bei den Memory B Zellen nicht (2 Test)
(Figur 8).
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3.1.9 Verteilung der Vx Gene in nicht-produktiven VxJk Gen-

Rearrangements in den verschiedenen Tonsillenunter-

gruppen

Zusammenfassend waren die Unterschiede der primaren Vk Genaus-
wahl innerhalb der B Zell Untergruppen aus der Tonsille nur sehr ge-
ringfugig. In allen Untergruppen zeigten sich deutliche Konzentrati-
onspunkte auf die Vk Gene B3, A27 und die Genpaare 018/08 sowie
012/02. Im Vergleich zur Gesamtgruppe wurden Vk 014/04 bei den
Germinal Center Founder Zellen und 012/02 bei den Memory B Zel-
len signifikant vermehrt ausgewéahlt (16,67% vs. 2,7%, p<0,005;
40% vs. 10%, p<0,005) (x2 Test) (Figur 9).

3.1.10 Verteilung der Vk Gene in den produktiven VkJk Gen-

Rearrangements in den verschiedenen Tonsillenunter-

gruppen

Auch bei den produktiven Repertoires der einzelnen Untergruppen
konnten nur sehr minimale Unterschiede festgestellt werden. Ge-
meinsam ist allen die starke Bevorzugung der Vk Gene B3, L12, L6,
L2, A27, 018/08 und 012/02. Im Vergleich zur Gesamtgruppe ver-
wendeten die Germinal Center Founder Zellen 018/08, die Centrobla-
sten A27 und die Memory B Zellen L8 signifikant h&ufiger (21,6% vs.
9%, p<0,01; 27,4% vs. 15,7% p<0,01; 22% vs. 2,3%, p<0,0005) (32
Test) (Figur 10).

Im Vergleich der nicht-produktiven und produktiven Repertoires
konnte eine negative Selektion in das produktive Repertoire der Vk
Gene B2 (bei NB p<0,05; CC p<0,05; gesamt p<0,001), B1 (bei CB
p<0,05), L8 (bei GCF p<0,05), A19/A3 (bei NB p<0,05), A18 (bei CC
p<0,005; gesamt p<0,0001), 018/08 (bei CB p<0,05), 014/04 (bei
GCF p<0,005; gesamt p<0,05), eine positive Selektion der Vk Gene
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L12 (bei NB p<0,005; gesamt p<0,01), L6 (bei gesamt p<0,05), L2
(bei NB p<0,005; gesamt p<0,005), A27 (bei CB p<0,05; gesamt
p<0,01) und 012/02 (bei NB p<0,05) beobachtet werden (32 Test)
(Figur 9+10).

3.1.11 Verteilung der nicht-produktiven VxJk Gen-Rearrangements
in naiven B Zellen aus der Tonsille im Vergleich mit der pub-
lizierten Verteilung des nicht-produktiven VkJk Repertoires

von IgM+ B Zellen des Erwachsenen

Im nicht-produktiven ViJk Repertoire naiver B Zellen der kindlichen
Tonsille waren die Vk Gene B3, B2, A27 und 018/08 (p<0,00001;
p<0,005; p<0,00005; p<0,005) (x2 goodness of fit Test) statistisch
signifikant haufiger fur ein Rearrangement herangezogen als erwar-
tet. Im publizierten nicht-produktiven adulten Repertoire waren ver-
mehrt B3, B2, A27, A18, A17, 018/08 und 012/02 ausgewahlt wor-
den (41). Verglich man das nicht-produktive VkJk Repertoire naiver B
Zellen mit dem nicht-produktiven VkJk Repertoire von peripheren
IgM+ B Zellen des Erwachsenen, fand man ein signifikant haufigeres
Auftreten der Gene B3, L25 und Vh in der Tonsille (p<0,0005; p<0,05;
p<0,05) (x2 Test) (Figur 11).

3.1.12 Verteilung der produktiven VkJk Gen-Rearrangements in nai-
ven B Zellen aus der Tonsille im Vergleich mit der publizier-
ten Verteilung des produktiven VkJk Repertoires von IgM+ B

Zellen des Erwachsenen

Die Vk Gene B3, L12a, L6, L2, A27 und 012/02 waren bei den pro-
duktiv rearrangierten VikJk Rearrangements der naiven B Zellen der

Tonsille im Unterschied zur statistischen Erwartung haufiger
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(p<0,00001; p<0,00005; p<0,05; p<0,00001; p<0,00001; p<0,00001)
(x2 goodness of fit Test). Im produktiv rearrangierten VkJk Repertoire
von adulten IgM+ peripheren B Zellen war der Vergleich zur Erwar-
tung bei folgenden Vk Genen signifikant gewesen: B3, L12, L6, L2,
A27, A19/A3, A17 und 012/02 (41). Im Erwachsenenblut waren zu-
satzlich noch die Vk Gene A19/A3 und Al17 vermehrt exprimiert.

Der Vergleich der beiden produktiven ViJk Repertoires erreichte bei
den Vk Genen B3 und 011/01 (p<0,00005; p<0,05) und A19/A3
(p<0,01) eine Signifikanz (y2 Test) (Figur 12).

3.1.13 Verteilung der nicht-produktiven VkJk Gen-Rearrangements
in B Zellen aus der Tonsille im Vergleich mit der Verteilung in
IgD+ Nabelschnurblut B Zellen und im Vergleich mit IgM+ B

Zellen des Erwachsenen

Die Vk Gene B3, B2 und A27 wurden in nicht-produktiv rearrangierten
VilJk Sequenzen des Nabelschnurblutes im Vergleich zur Erwartung
signifikant haufiger (p<0,00001; p<0,005; p<0,00001) fur ein Rear-
rangement herangezogen (25). Im nicht-produktiv rearrangierten
Repertoire der Tonsille waren neben B3, B2 und A27 auch noch
018/08 und 012/02 (p<0,00001; p<0,05; p<0,00001; p<0,00001;
p<0,001) statistisch signifikant vermehrt ausgewahlt (y2 goodness of
fit Test). In nicht-produktiven VkJk Rearrangements des Erwachse-
nen wurden zusatzlich zu B3, B2, A27, 018/08 und 012/02
(p<0,001; p<0,05; p<0,01; p<0,025; p<0,025), noch A18 und Al7
(Jeweils p<0,001) signifikant haufiger ausgewahlt (41).

Betrachtet man die nicht-produktiven Rearrangements aus dem Na-
belschnurblut im Vergleich mit den nicht-produktiven Rearrange-
ments aus der Tonsille, wurden die Vk Gene L11 und A30 signifikant

haufiger im Nabelschnurblut ausgewéhlt (p<0,05; p<0,05) (x2 Test).
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Der Vergleich zwischen Rearrangements aus der Tonsille und nicht-
produktiven Rearrangements aus dem Erwachsenenblut ergab fir die
Vk Gene B3 und Vh eine signifikant haufigere Auswahl (p<0,00001;
p<0,05) in der Tonsille, fur L1, A30, A20 und A17 signifikant haufige-
re Auswahl (p<0.05, p<0.05, p<0.05, p<0.05) im Erwachsenenblut (x2
Test) (Figur 13).

3.1.14 Verteilung der produktiven VkJk Gen-Rearrangements in B
Zellen aus der Tonsille im Vergleich mit der Verteilung in
Nabelschnurblut B Zellen und im Vergleich mit IgM+ B Zellen

des Erwachsenen

Im produktiven Nabelschnurblut wurden die folgenden Vk Gene im
Vergleich zur Erwartung signifikant vermehrt verwendet: B3, B2,
L12a, L9, L6, L2, A27 und 012/02 (p<0.01, p<0.01, p<0.01, p<0.001,
p<0.05, p<0.01, p<0.05, p<0.00001) (25). Im produktiv rearrangier-
ten Repertoire der Tonsille waren es, wie bereits erwahnt die Vk Gene
B3, Ll12a, L6, L2, A27, 018/08 und 012/02 (p<0,000001;
p<0,00001; p<0,000001; p<0,000001; p<0,000001; p<0,001;
p<0,000001) (x2 goodness of fit Test). Im produktiv rearrangierten
Repertoire des Erwachsenen waren die Frequenzen B3, L12, L6, L2,
A27, A19/A3, Al7 und 012/02 haufiger als erwartet (p<0,005;
p<0,001; p<0,001; p<0,001; p<0,001; p<0,005; p<0,001; p<0,001)
(41).

Wenn man das Repertoire aus der Tonsille mit dem aus dem Nabel-
schnurblut vergleicht, sind die Vk Gene B3 und A27 haufiger (p<0,005
bzw. p<0,05) in der Tonsille rearrangiert, die Gene B2, L9, A30 und
012/02 signifikant haufiger im Nabelschnurblut (p<0,00005;
p<0,00001; p<0,005; p<0,05) (x2 Test). Beim Vergleich der produktiv

rearrangierten VkJk Sequenzen der Tonsille mit den produktiv rear-
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rangierten Sequenzen des Erwachsenen, waren die Vk Gene A30,
A19/A3, und A17 (p<0,005; p<0,0005; p<0,0001) signifikant seltener
in der Tonsille vertreten, wahrend B3 (p<0,00001) signifikant haufiger
in der Tonsille vorkam (x2 Test) (Figur 14).

3.2 Analyse der Mutationsverteilung

3.2.1 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons
in  produktiv rearrangierten Sequenzen aus der kindlichen

Tonsille

Im produktiv rearrangierten Tonsillenrepertoire waren die hier gefun-
denen 1215 Mutationen Uber alle Kodons verstreut, jedoch mit star-
ker Konzentrierung auf die CDR-Bereiche (CDR1 Kodon 24-34, CDR2
Kodon 50-56, CDR3 Kodon 89-95). Obwohl die CDR-Bereiche nur
maximal 31 Kodons einer 95 kodonlangen Sequenz ausmachen, be-
fanden sich hier 65% der Austauschmutationen (Replacement; R)
(586 von 897) und 45% der stillen Mutationen (Silente; S) (142 von
318). So liegen auch die 10 Kodons mit den meisten Mutationen alle
im CDR-Bereich (CDR1: Kodon 28 (28R/1S), Kodon 29 (20R/10S),
Kodon 30 (51R/13S), Kodon 31 (67R/6S), Kodon 31a (29R/3S), Ko-
don 32 (34R/8S); CDR2: Kodon 53 (35R/4S); CDR3: Kodon 92
(40R/4S), Kodon 93 (58R/5S), Kodon 94 (35R/7S)). Allein diese 10
Kodons beinhalten zusammen 397 von insgesamt 897 Austauschmu-
tationen im produktiven Repertoire (44%) und 61 von insgesamt 318
stillen Mutationen (19%b). Betrachtet man nur die Spitzenreiter in den
CDR-Bereichen (Kodon 31, Kodon 53 und Kodon 93) konnten hier al-
leine 160 Austauschmutationen (18%) und 15 stille Mutationen

(4,7%) gefunden werden (Figur 15).
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3.2.2 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons
in nicht-produktiv rearrangierten Sequenzen aus der kindli-

chen Tonsille

Die nicht-produktiven Frequenzen zeigen eine gleichmafigere Vertei-
lung ihrer 272 Mutationen Uber alle Kodons, ohne die starke Konzent-
rierung auf die CDR-Bereiche oder ein paar wenige Kodons. So ent-
halten die CDR-Bereiche 49% aller Mutationen (133 von 272), 49%
der Austauschmutationen (97 von 199) und 49% der stillen Mutatio-
nen (36 von 73). Addiert man die Mutationen in den beliebten Kodons
des produktiven Repertoires im nicht-produktiven Bereich zusammen
(Kodon 28, 29, 30, 31, 31a, 32, 53, 92, 93, 94) erhalt man 47 von
199 (24%) Austauschmutationen und 7 von 73 (9,6%) stillen Mutati-
onen. In den drei Spitzenreiter-Kodons (Kodon 31, 53, 93) sehen wir
nur 15 Austauschmutationen und gar keine stille Mutationen (7,5%
bzw. 0%) (Figur 16).

Im Vergleich der beiden Repertoires zeigte sich, daf} die produktiven
Sequenzen eine statistisch signifikant hohere Anzahl ihrer Gesamtmu-
tationen und ihrer Austauschmutationen im CDR-Bereich plaziert als
die nicht-produktiven (60% vs. 49%; p<0,000876 bzw 65% vs. 49%;
p<1,3*107) (32 Test). Im Vergleich der 10er Kodon Gruppe im pro-
duktiven und im nicht-produktiven Repertoire ergaben sich fur die
Austauschmutationen (R) statistisch signifikante Unterschiede (R:
44% vs. 24%, p<8,06*107®). Gleiches gilt fur die 3er ,,Spitzen“ Grup-
pe (R: 18% vs. 7,5%, p<0,000333) (%2 Test).

3.2.3 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons

in naiven B Zell Sequenzen aus der kindlichen Tonsille

Betrachtet man nun die Verteilung der Mutationen in den einzelnen

Untergruppen der Tonsille, so zeigen die produktiv rearrangierten
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naiven B Zellen ein sehr ahnliches Bild wie die Gesamtpopulation, mit
Mutationen in allen Kodons, aber mit Schwerpunkten in den CDR-
Bereichen. Produktiv rearrangierte naive B Zellen hatten 58,6% ihrer
Mutationen (195 von 333), 64,7% der Austauschmutationen (154 von
238) und 43,2% der stillen Mutationen (41 von 95) im CDR-Bereich.
In den 10 mutationsreichsten Kodons (Kodon 28: 7R/0S, Kodon 29:
5R/3S, Kodon 30: 11R/2S, Kodon 31: 17R/3S, Kodon 3la: 6R/1S,
Kodon 32: 8R/1S, Kodon 53: 13R/2S, Kodon 92: 15R/0S, Kodon 93:
15R/1S, Kodon 94: 9R/4S) konnten 106 der 238 Austauschmutatio-
nen gefunden werden (44,5%) und 17 der 95 stillen Mutationen
(17,9%). Ebenso wie in der Gesamtpopulation sind auch bei den nai-
ven in den 3 mutationsreichsten Kodons (Kodon 31, 53 und 93) allein
18,9% (45 von 238) der Austauschmutationen und 6,3% der stillen
Mutationen (6 von 95) zu finden (Figur 17a).

Die nicht-produktiv rearrangierten naiven B Zellen zeigen eine sehr
gleichméalige Verteilung ihrer 99 Mutationen, 51,5% ihrer Mutationen
sind im CDR-Bereich, 48,5% im FR-Bereich (55% der Austauschmu-
tationen und 43,3% der stillen Mutationen im CDR-Bereich), mit ein
paar wenigen Spitzen (Kodon 94, Kodon 34). Die Summe der Mutati-
onen in den 10 mutationsreichsten Kodons aus dem produktiven Re-
pertoire ergibt hier mit 17 Austauschmutationen und 2 stillen Mutati-
onen nur 24,6% bzw. 6,7% aller Mutationen (Figur 17b).

Die unterschiedliche Konzentrierung der Austauschmutationen in den
10 mutationsreichsten Kodons ist statistisch signifikant unterschied-
lich (produktiv 44,5%, nicht-produktiv 24,6%; p<0,00298) (y2 Test).
Wéahrend die produktiven naiven B Zell Sequenzen 18,9% (45 von
238) ihrer Austauschmutationen in den Kodons 31, 53 und 93 haben,
findet man bei den nicht-produktiven naiven B Zellen hier vergleichs-

weise nur 8,7% der Austauschmutationen (p<0,04478) (x2 Test).
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3.2.4 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons
in Germinal Center Founder Zell Sequenzen aus der kindli-

chen Tonsille

Die produktiv rearrangierten Germinal Center Founder Zellen hatten
in der Regel nur wenige Mutationen aufzuweisen, die recht gleichma-
Big verteilt waren (Figur 18a). 50% der Austauschmutationen und
55,5% der stillen Mutationen befanden sich im CDR-Bereich.

Die nicht-produktiv rearrangierten Germinal Center Founder Zellen
unterschieden sich hinsichtlich ihrer Mutationen nur recht wenig von
den produktiven, 40% der Austauschmutationen und 40% der stillen

Mutationen fielen hier auf die CDR-Bereiche (Figur 18b).

3.2.5 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons

in Centroblasten Sequenzen aus der kindlichen Tonsille

Die Centroblastenpopulation mit produktiven VxkJk Rearrangements
verteilte ihre 412 Mutationen Uber alle Kodons mit 57,8% (238 von
412) in den CDR-Bereichen, 61,6% der Austauschmutationen (186
von 302) und 47,3% (52 von 110) der stillen Mutationen befinden
sich hier. Ebenso wie in den anderen produktiven Gruppen, haben
auch die produktiv rearrangierten Centroblasten 40,7% ihrer 302
Austauschmutationen und 21,8% ihrer 110 stillen Mutationen in den
Kodons 28 (9R/1S), 29 (6R/3S), 30 (15R/10S), 31 (24R/2S), 31la
(12R/1S), 32 (9R/5S), 53 (8R/0S), 92 (11R/2S), 93 (20R/0S) und 94
(9R/0S). Beachtenswert ist ebenfalls, dal3 die drei Kodons (31, 53
und 93) 17,2% der Austauschmutationen und 2% der stillen Mutatio-
nen beherbergen (Figur 19a).

In der nicht-produktiv rearrangierten Centroblastenpopulation zeigte
sich wiederum die gleichmaligere Verteilung der Mutationen Uber alle

Kodons ohne besondere Schwerpunkte, 50,4% der 113 Mutationen
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sind im CDR-Bereich lokalisiert (48,3% der 87 Austauschmutationen
und 57,7% der 26 stillen Mutationen). So finden sich in den 10 muta-
tionsreichsten Kodons des produktiven Repertoires hier auch nur 24%
der Austauschmutationen und 7,7% der stillen Mutationen. In den
drei Spitzenkodons (31, 53, 93) nur 6,9% der Austauschmutationen
und gar keine stille Mutation (Figur 19b).

Die Verteilung der Austauschmutationen ist signifikant unterschiedlich
zwischen dem produktiv und nicht-produktiv rearrangierten
Centroblastenrepertoire (61,6% vs. 48,3%; p<0,026315), ebenso in
der 10er Gruppe (p<0,004746), als auch in der beschriebenen 3er
Gruppe (p<0,017236) (2 Test).

3.2.6 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons

in Centrocyten Sequenzen aus der kindlichen Tonsille

Die als produktiv analysierten Centrocytensequenzen hatten ihre 383
Mutationen Uber alle Kodons verteilt mit sehr deutlichen Schwerpunk-
ten in den CDR-Bereichen (64,8% aller Mutationen), 71% der Aus-
tauschmutationen und 44,4% der stillen Mutationen befanden sich
hier. In den 10 CDR-Kodons 28,29, 30, 31, 31a, 32, 53, 92, 93 und
94 befinden sich 140 der 293 Austauschmutationen und 19 der 90
stillen Mutationen (47,8% bzw 21%). Beachtlich hohe Prozentwerte
erreichen auch bei den produktiven Centrocyten allein die drei Kodons
31, 53 und 93 zusammen (17,4% bzw 6,7%) (Figur 20a).

Ausgeglichenere Werte weisen wiederum die nicht-produktiven Se-
quenzen auf, 44,2% aller Mutationen, 42,4% der Austauschmutatio-
nen und 50% der stillen Mutationen liegen im CDR-Bereich. Nur
21,2% der Austauschmutationen und 20% der stillen Mutationen be-

finden sich in der 10er Kodon Gruppe (Figur 20b).
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Die unterschiedliche Konzentration der Mutationen im CDR-Bereich
war zwischen produktiven und nicht-produktiven Repertoire statis-
tisch signifikant (64,8% vs. 44,2%; p<0,00820), ebenso die Dichte
der Austauschmutationen (71% vs. 42,4%; p<0,0008447) (x2 Test)
zwischen produktiv und nicht-produktiv rearrangierten Centrocyten-

repertoire.

3.2.7 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons

in Memory B Zell Sequenzen aus der kindlichen Tonsille

Die produktiv rearrangierten Memory B Zellen haben 61,5% ihrer
Austauschmutationen und 28,6% ihrer stillen Mutationen im CDR-
Bereich, ansonsten eine sehr gleichmafRige Verteilung (Figur 21a).

Die nicht-produktiven Memory B Zellen haben insgesamt nur 7 Muta-
tionen, ohne eindeutige Bevorzugung bestimmter Kodons (Figur 21b).
Die Gesamtanzahl der Sequenzen war jedoch limitiert, so dal3 die Mu-

tationsverteilung hier ,,eingeschrankt* Einblick gibt.

3.3 Analyse der Mutationsverteilung in mit B2 oder B3 rear-

rangierten Sequenzen

Im folgendem wurden nun nur die Sequenzen betrachtet, die die Jk
nahen Vk Gene B2 und B3 verwendeten. Im Vergleich dazu folgen
Sequenzen, welche weiter distal von Jk liegen. Die Hypothese war,
dalR Jx nahe Gene eventuell zeitlich fruher zu einem Rearrangement
herangezogen werden als Jx ferne Gene. Diese kbnnten im Rahmen
von Receptor editing spater rearrangiert und mutiert werden. Daher
erschien es von Interesse ausgewahlte Gene in den entsprechenden

Regionen getrennt zu analysieren.
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3.3.1 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons
in mit B2 oder B3 rearrangierten Sequenzen aus der kindli-

chen Tonsille

Im gesamten produktiv rearrangierten Tonsillenrepertoire verwende-
ten 76 Sequenzen das Vk Gen B3 und 2 das Vk Gen B2. Von diesen
Sequenzen wiesen 55 Mutationen auf (72%). Diese 55 Sequenzen
hatten 192 Austauschmutationen und 86 stille Mutationen (durch-
schnittlich 5 Mutationen pro Sequenz). Betrachtet man die Verteilung
der Mutationen auf die einzelnen Kodons, wurden die CDR1 und
CDR3-Bereiche deutlich bevorzugt. In den CDR-Bereichen sind 60%
aller Mutationen (166 von 278; CDR1 91 Mutationen (71R/20S);
CDR2 21 Mutationen (16R/5S); CDR3 54 Mutationen (41R/13S)),
67% aller Austauschmutationen (128 von 192) und 44% aller stillen
Mutationen (38 von 86) lokalisiert (Figur 22a).

Die Vk Gene B3 und B2 wurden im nicht-produktiv rearrangierten
Tonsillenrepertoire von 56 Zellen ausgewahlt, davon beinhalteten 21
Sequenzen Mutationen (37,5%). Zusammen hatten diese 21 Sequen-
zen 132 Mutationen, aufgeteilt in 90 Austauschmutationen und 42
stille Mutationen (durchschnittlich 6,3 Mutationen pro Sequenz). In
den CDR-Bereichen befinden sich im nicht-produktiven B3/B2-
Repertoire nur 52% aller Mutationen, 47,8% aller Austauschmutatio-
nen und 61,9% aller stillen Mutationen (CDR1l: 26R/9S; CDR2:
2R/4S; CDR3: 15R/13S) (Figur 22b).

3.3.2 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons

in mit B2 oder B3 rearrangierten naiven B Zell Sequenzen

24 VxJx produktiv rearrangierte naive B Zellen verwendeten die Vk
Gene B2 und B3, davon hatten 14 naive B Zell Sequenzen Mutationen

(58%), 54 Austauschmutationen und 26 stille Mutationen (durch-
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schnittlich 5,7 Mutationen pro Sequenz). 41 Mutationen (51%) be-
fanden sich im CDR-Bereich, 31 Austauschmutationen (57,4%) und
10 stille Mutationen (38,5%). Eindeutige Spitzenreiter waren Kodon
31 (CDR1) und Kodon 93 (CDR3) mit jeweils 5 Austauschmutationen,
gefolgt von Kodon 49 (direkt vor dem CDR2) mit 4 Austauschmutati-
onen (Figur 23a).

Von den 26 nicht-produktiv rearrangierten naiven B Zell Sequenzen,
die B2 oder B3 herangezogen hatten, zeigten nur 9 Zellen (34,6%)
Mutationen. Diese 54 Mutationen (durchschnittlich 6 Mutationen pro
Sequenz), 34 Austauschmutationen und 20 stille Mutationen, waren
recht gleichmé&fig uber alle Kodons verteilt. 50% aller Mutationen la-
gen dabei im CDR-Bereich (CDR: 17R/10S; CDR1: 7R/3S; CDR2:
OR/1S; CDR3: 10R/6S) (Figur 23b).

3.3.3 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons
in mit B2 oder B3 rearrangierten Germinal Center Founder

Zell Sequenzen

Bei den VkJk produktiv rearrangierten Germinal Center Founder Zell
Sequenzen wurden 7 Zellen gefunden, die B3 als Vk Gen ausgewahlt
hatten. Davon hatten 5 Sequenzen jeweils eine Mutation (1R/4S).

Von den 5 nicht-produktiv mit B3 rearrangierten Germinal Center

Founder Zellen hat lediglich 1 Sequenz 1 stille Mutation.

3.34 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons

in mit B2 oder B3 rearrangierten Centroblasten Sequenzen

Die Analyse der 28 produktiv mit B3 rearrangierten Centroblasten er-
gab, dal3 21 Sequenzen (75%) Mutationen aufwiesen, insgesamt 103
Mutationen, 69 Austauschmutationen und 34 stille Mutationen

(durchschnittlich 4,9 Mutationen pro Sequenz). Auch hier beobachtete
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man eine gewisse Bevorzugung der CDR-Bereiche, in denen sich 58
(56,3%) aller Mutationen, 41 (59,4%) der Austauschmutationen und
17 (50%) der stillen Mutationen befanden (CDR1: 21R/12S; CDR2:
6R/2S; CDR3: 14R/3S) (Figur 24a).

Bei den 11 nicht-produktiv. mit B3 oder B2 rearrangierten
Centroblasten zeigten 7 (63,6%) Mutationen. Die 55 Mutationen, 37
Austauschmutationen und 18 stille Mutationen (durchschnittlich 7,9
Mutationen pro Sequenz) waren recht gleichméafig Uber alle Kodons
verteilt, 54,5% der Mutationen lagen dabei im CDR-Bereich (48,6%
der Austauschmutationen und 66,7% der stillen Mutationen) (Figur
24b).

3.3.5 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons

in mit B2 oder B3 rearrangierten Centrocyten Sequenzen

Von den 15 produktiv mit B3 rearrangierten Centrocyten beinhalteten
12 Sequenzen Mutationen (80%). Diese 12 VkJk produktiven Centro-
cyten Sequenzen wiesen 69 Mutationen, 53 Austauschmutationen und
16 stille Mutationen auf (durchschnittlich 5,75 Mutationen pro Se-
quenz). Bei den hier analysierten Centrocyten zeigt sich eine sehr
deutliche Praferenz der CDR-Bereiche fur die Plazierung der Mutatio-
nen. 53 (76,8%) aller Mutationen, 46 (86,8%) Austauschmutationen
und 7 (43,8%) stille Mutationen findet man hier (CDR1: 28R/3S;
CDR2: 7R/2S; CDR3: 11R/2S) (Figur 25a).

Bei den 11 nicht-produktiv mit B2 und B3 rearrangierten Centrocyten
gab es nur 3 Sequenzen (27,3%) mit Mutationen. Insgesamt wurden
hier 19 Mutationen beobachtet, 17 Austauschmutationen und 2 stille
Mutationen (durchschnittlich 6,3 Mutationen pro Sequenz), die voll-
kommen gleichmallig tber alle Kodons verteilt waren (9 Mutationen
im CDR-Bereich=47,4%) (Figur 25b).
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3.3.6 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons

in mit B2 oder B3 rearrangierten Memory B Zell Sequenzen

4 VkJk produktiv rearrangierte Memory B Zellen wahlten B3, in davon
3 (75%) Sequenzen fand man insgesamt 21 Mutationen, 15 Aus-
tauschmutationen und 6 stille Mutationen (durchschnittlich 7 Mutatio-
nen pro Sequenz). 11 (52,4%) Mutationen wurden dabei im CDR-
Bereich gesetzt, 10 (66,7%) Austauschmutationen und 1 (16,7%)
stille Mutation. Kodon 93 (CDR3) hat hierbei allein 5 Austauschmuta-
tionen (Figur 26a).

Im VxJk nicht-produktiv rearrangierten Memory B Zell Repertoire wa-
ren 3 Zellen mit B3 rearrangiert, wovon nur 1 Sequenz insgesamt 3

Mutationen aufwies (Figur 26b).

3.4 Analyse der Mutationsverteilung in mit A27, L2 oder L12

rearrangierten Sequenzen

3.4.1 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons
in mit A27, L2 oder L12 rearrangierten Sequenzen aus der

kindlichen Tonsille

112 Zellen verwendeten im VkJk produktiv rearrangierten Tonsillen-
repertoire Vkx A27, L2 oder L12. In 76 (67,9%) dieser Sequenzen
wurden dabei insgesamt 380 Mutationen (292R/88S) beobachtet
(durchschnittlich 5 Mutationen pro Sequenz). Beachtliche 251 (66%)
Mutationen lagen hiervon im CDR-Bereich, 205 (70,2%) Austausch-
mutationen und 46 (52,3%) stille Mutationen (Figur 27a).

Im nicht-produktiv mit A27, L2 und L12 rearrangierten Immunglobu-
lin Repertoire wiesen 7 der insgesamt 25 Sequenzen 34 Austausch-

mutationen und 9 stille Mutationen auf (durchschnittlich 6,1 Mutatio-
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nen pro Sequenz). Im CDR-Bereich lagen dabei 25 (58%) Mutatio-
nen, 19 (55,9%) Austauschmutationen und 6 (66,7%) stille Mutatio-
nen (Figur 27b).

3.4.2 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons
in mit A27, L2 oder L12 rearrangierten naiven B Zell Se-

quenzen

A27, L2 oder L12 wurde von insgesamt 34 VkJk produktiv rearran-
gierten naiven B Zellen ausgewé&hlt, in 21 davon konnten 103 Mutati-
onen gefunden werden, aufgeteilt in 82 Austauschmutationen und 21
stille Mutationen. Auch hier lagen die Schwerpunkte in den CDR-
Kodons mit 67 Mutationen (65%) insgesamt, bzw 56 (68,3%) Aus-
tauschmutationen und 11 (52,4%) stillen Mutationen (Figur 28).

Im VkJk nicht-produktiven naiven B Zellrepertoire rearrangierten 10
Zellen mit A27, L2 oder L12. Allerdings fand sich in diesen Sequenzen

keine einzige Mutation.

3.4.3 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons
in mit A27, L2 und L12 rearrangierten Germinal Center

Founder Zell Sequenzen

Bei den VkJk produktiv rearrangierten Germinal Center Founder Zel-
len aus der Tonsille verwendeten 11 die Vk Gene A27, L2 oder L12,
lediglich eine einzige Sequenz hatte hierbei eine stille Mutation.

2 als nicht-produktiv eingestufte Germinal Center Founder Zell Se-
quenzen waren ein Rearrangement mit A27, L2 oder L12 eingegan-
gen. Davon hatte eine Sequenz 1 Austauschmutation und 1 stille Mu-

tation.
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3.4.4 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons
in mit A27, L2 oder L12 rearrangierten Centroblasten Se-

quenzen

39 einzelnen VkJk Kodons produktive Centroblasten wahiten A27, L2
oder L12 fur ein Rearrangement, bei 31 (79,5%) Sequenzen konnten
Mutationen beobachtet werden. Insgesamt 171 Mutationen, 128 Aus-
tauschmutationen und 43 stille Mutationen, davon waren 110
(64,3%) im CDR-Bereich lokalisiert, 89 (69,5%) der Austauschmuta-
tionen und 21 (48,8%) der stillen Mutationen (Figur 29a).

In der Tonsille konnten 5 VxJk nicht-produktiv rearrangierten
Centroblasten Sequenzen gefunden werden, die als Vk Gen A27, L2
oder L12 gewahlt hatten. 4 dieser Sequenzen zeigten Mutationen, 26
Austauschmutationen und 5 stille Mutationen. 17 (54,8%) Mutationen
lagen dabei im CDR-Bereich (Figur 29b).

3.4.5 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons
in mit A27, L2 oder L12 rearrangierten Centrocyten Sequen-

zen

A27, L2 oder L12 wurde von 28 Centrocyten fur ein produktives Rear-
rangement herangezogen, bei 23 (82%) Centrocyten waren Mutatio-
nen nachweisbar. Sie beinhalteten 105 Mutationen, 82 Austauschmu-
tationen und 23 stille Mutationen, mit eindeutigen Schwerpunkten in
den CDR-Kodons, hier lagen 74 Mutationen (70,5%), 60 (73,2%)
Austauschmutationen und 14 (60,9%) stille Mutationen (Figur 30a).

A27, L2 oder L12 wahlten im VkJk nicht-produktiv rearrangierten
Centrocytenrepertoire 8 Sequenzen, 2 davon hatten zusammen 7

Austauschmutationen und 3 stille Mutationen (Figur 30b).
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3.4.6 Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons
in mit A27, L2 oder L12 rearrangierten Memory B Zell Se-

quenzen

Keine der analysierten Memory B Zellen verwendete A27, L2 oder

L12.

3.5 Analyse des Verhéaltnisses von Austauschmutationen zu

stillen Mutationen

In allen analysierten Sequenzen (375 produktiv und 219 nicht-
produktiv VkJk rearrangierte Sequenzen) konnten insgesamt 1488
Mutationen gefunden werden, davon waren 1096 Austauschmutatio-
nen (897 in den produktiven Sequenzen und 199 in den nicht-
produktiven Sequenzen) und 391 stille Mutationen (318 davon im
produktiven und 73 im nicht-produktiven Bereich). Eine produktive
Sequenz hatte somit im Durchschnitt 3,24 Mutationen, eine nicht-
produktive nur 1,24. Insgesamt haben produktive und nicht-
produktive Sequenzen eine ann&dhernd gleiche Ratio (2,8 bzw 2,7)
(Quotient aus Austauschmutationen und stillen Mutationen) in ihrer
Mutationsverteilung. Aufgeteilt in die einzelnen Subpopulationen in
der Tonsille zeigen sich ebenso immer ahnliche Werte (2,5 und 2,3
bei den NB; 1,3 und 1,0 bei den GCF; 2,8 und 3,4 bei den CB; jeweils
3,3 bei den CC; 3,7 und 2,5 bei den MB).

Betrachtet man jedoch die Austauschmutationen und die stillen Muta-
tionen in ihrer Verteilung auf die einzelnen FR- und CDR-Bereiche,
weisen die produktiven Sequenzen, mit Ausnahme der Germinal Cen-
ter Founder Zellen, durchgehend deutlich héhere Werte in ihrer Ratio

in den CDR-Bereichen als im FR auf.
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So kamen im CDR-Bereich aller produktiven Sequenzen auf eine stille
Mutation 4,1 Austauschmutationen, wéhrend bei den gleichen Se-
quenzen im FR-Bereich auf eine stille Mutation nur 1,8 Austauschmu-
tationen kamen. Dieser Unterschied zwischen CDR-Bereich und FR-
Bereich ist in allen produktiven Sequenzen, sowohl insgesamt, als
auch in den einzelnen Untergruppen, mit Ausnahme der Germinal
Center Founder Zellen statistisch signifikant (gesamt p<1,01896*10"
0. NB p<0,00031; CB p<0,00925; CC p<4,01669*10°; MB
p<0,027885) (x2 Test).

Die VkJk nicht-produktiv rearrangierten Sequenzen zeigen eine aus-
geglichenere Verteilung ohne deutliche Schwerpunkte, haufig aber
mit héheren Ratio-Werten im FR-Bereich, allerdings ohne statistische
Signifikanz.

Vergleicht man die einzelnen CDR-Bereiche im produktiven und im
nicht-produktiven Repertoire, dann haben die produktiven Sequenzen
hier stets die grofRere Ratio. In den FR-Bereichen zeigen jedoch die
nicht-produktiven die hdheren Werte in den Ratios.

Statistische Signifikanz ergab sich dabei fur die Gesamtanzahl aller
Sequenzen mit einer Ratio von 4,1 im CDR der produktiven Sequen-
zen im Vergleich mit 2,7 bei den nicht-produktiven (p<0,0477), sowie
1,8 im FR der produktiven und 2,8 bei den nicht-produktiven
(p<0,03665) (x2 Test). Weitere statistisch signifikante Unterschiede
zwischen produktiven und nicht-produktiven Sequenzen wurden noch
im FR3 in der Gesamtpopulation (p<0,0352), sowie im FR1 bei den
MB (p<0,0253) gefunden (y32 Test) (Tabelle 1).
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3.6 Analyse des Anteils an Austauschmutationen im CDR Be-
reich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den

einzelnen mutierten Sequenzen (Regressionsanalyse)

Tragt man die Gesamtanzahl der Austauschmutationen einer Sequenz
als X-Koordinate und die Anzahl der Austauschmutationen im CDR
Bereich dieser Sequenz als Y-Koordinate in ein Koordinatensystem,
dann konnen durch die, aus diesen Daten berechnete Regressions-
gerade und durch den Korrelationskoeffizienten (r) die Charakteristika
der Mutationsverteilung der einzelnen Sequenzen weiter verdeutlicht
werden. Die Korrelationskoeffizienten erreichten in den produktiv und
nicht-produktiv rearrangierten Gesamtpopulationen der Tonsille, so-
wie in den jeweiligen Tonsillensubpopulationen sehr hohe Werte (P
gesamt: r=0,8673; NP gesamt: r=0,8908; P NB: r=0,9023; NP NB:
r=0,9418; P GCF: r=0,9682; P CB: r=0,8541; NP CB: r=0,8820; P
CC: r=0,8781; NP CC: r=0,9028; P MB: r=0,4155; NP MB:
r=1,0000) (eine Berechnung fur NP GCF war nicht mdglich). Diese
hohen Werte zeigen, dal? die einzelnen Sequenzen recht nahe an der
Regressionslinie liegen. Die Steigung (a) der Regressionslinie, die der
molekularen Praferenz entspricht, Mutationen bevorzugt in CDRs zu
plazieren, war bei den produktiv rearrangierten Gruppen (gesamt:
a=0,5830; NB: a=0,6418; GCF: a=0,7500; CB: a=0,5486; CC:
a=0,5970; MB: a=0,2302) stets grolRer als bei den entsprechenden
nicht-produktiv rearrangierten Gruppen (gesamt: a=0,4957; NB:
a=0,4231; CB: a=0,5414; CC: a=0,5434; MB: a=-1,0000) (Figur
3la+b, 32a+b, 33, 34a+b, 35a+b, 36a+b).
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Aufbau und somatische Muta-
tionen des VkJk Immunglobulin Repertoires aus der kindlichen Ton-
sille untersucht, um molekulare Prozesse zu identifizieren, die an der
Gestaltung und Veranderung der VkJk Rearrangements wéahrend der
Keimzentrumsbildung in einem sekundar lymphatischen Organ betei-
ligt sind. Die Ergebnisse wurden mit Untersuchungen von VkJk Re-
pertoires des Neugeborenen und des Erwachsenen in einen ontoge-

netischen Zusammenhang gebracht.

4.1 Die Auswahl der Vk Gene

4.1.1 Das nicht-produktive Repertoire

Die Analyse des nicht-produktiv rearrangierten Immunglobulin Re-
pertoire gibt die Méglichkeit molekulare Prozesse der Auswahl von V
und J Genen, die nicht durch positive oder negative Selektion beein-
flult sind zu analysieren.

In den nicht-produktiven Rearrangements der kindlichen Tonsille
konnte eine molekulare Préaferenz fur die Jx nachsten Vk Gene B3
(21%) und B2 (4,54%), das in der Mitte der proximalen Kassette ge-
legene Vk Gen A27 (8,22%), sowie fur die am Ende der proximalen
Kassette gelegenen Vxk Gene 018/08 (11,87%) sowie 012/02
(10,05%) gefunden werden.

In den VkJk Rearrangements des Neugeborenen hatte sich eine be-
sondere Bevorzugung fur die Vk Gene B3 und B2, sowie fur Vk Gen
A27 gezeigt (25). Im Erwachsenen VkJk Repertoire waren molekulare
Praferenzen fur die Vk Gene B3, B2, A27, A18, Al7, 018/08 und
012/02 festgestellt worden (41).
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Der Vergleich dieser drei Repertoires ist von besonderem Interesse,
da je nach Alter ein unterschiedlich intensiver genereller Antigen-
kontakt anzunehmen ist. So wird das neonatale Repertoire vor allem
durch molekulare Mechanismen der VkJkx Rekombination und der Se-
lektion durch Autoantigene gepragt, da der Fetus bedingt durch die
Plazentaschranke von exogenen Antigenen im allgemeinen noch ab-
geschirmt ist. Im Alter von 4-6 Jahren (kindliche Tonsille) hat das
Immunsystem generell schon die verschiedensten Erfahrungen mit
Fremdantigenen sammeln kénnen, aber natiurlich noch nicht in dem
Ausmalle wie es im Erwachsenenalter der Fall ist.

Die Analyse dieser drei Repertoires bezuglich der primaren Vk Ge-
nauswahl demonstriert eine standige Erweiterung ihrer Praferenzen
(neonatal: B3, B2, A27 — kindlich: B3, B2, A27, 018/08, 012/02
— adult: B3, B2, A27, A18, Al7, 018/08, 012/02). Besonders er-
wahnenswert ist die signifikante Uberreprasentation von Vk B3 im
nicht-produktiven neonatalen Repertoire, und ganz besonders im
Tonsillenrepertoire, gegenuber dem Erwachsenenrepertoire. Obwohl
die Vk Gene B3 und B2 als einzige Ausnahmen in der proximalen Kas-
sette durch Inversion und nicht nur durch einfachere Deletion rear-
rangiert werden maussen, spielt wohl ihr Vorteil, die Jx am nachsten
liegenden Vk Gene zu sein (14), offensichtlich eine grol3e Rolle in der
frihen B Zell Entwicklung. Der deutliche Schwerpunkt auf Vk B3 legt
einen betrachtlichen EinfluR der chromosomalen Position auch noch
im Alter von 4-6 Jahren nahe. Das Tonsillenrepertoire zeigt also in
diesem Punkt starke Ahnlichkeit mit dem Nabelschnurblut Repertoire.
Das Vk Gen A30 wurde in der Tonsille seltener verwendet als im Na-
belschnurblut.

Neben den am Anfang (B3, B2) und in der Mitte (A27) der proximalen
Kassette gelegenen Vk Genen, zeigen die Tonsillensequenzen aber

auch noch eine starke molekulare Préaferenz fur die am Ende der pro-
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ximalen Kassette gelegenen Genpaare 018/08 und 012/02. 018/08
und 012/02 spielen im Nabelschnurblut keine grof3e Rolle, im Er-
wachsenenrepertoire sind sie hingegen ebenso Uberreprasentiert. Mit
der haufigen Verwendung von 018/08 und 012/02 weist das Tonsil-
lenrepertoire also auch Gemeinsamkeiten mit dem Erwachsenenre-
pertoire auf. Die Vk Gene L11, L1, A30, A20 und Al17 wurden in der
Tonsille seltener als im Erwachsenenblut fir ein Rearrangement he-
rangezogen.

Auch wenn aufgrund der geringen Fallzahl eine generelle Aussage
schwierig ist, scheint im Laufe des Lebens sich die primare Auswahi
von Immunglobulingenen zum einen zu diversifizieren, zum anderen

vor allem Jk distal gelegene Vk Gene praferentiell einzubeziehen.

Vergleicht man die Praferenzen in der Vk Genauswahl fur ein priméa-
res Rearrangement in den Tonsillensubpopulationen, sind die Unter-
schiede in den einzelnen Untergruppen (naive B Zellen: B3, B2, A27,
018/08; Germinal Center Founder Zellen B3, 014/04, 012/02; Cen-
troblasten B3, A27, 018/08; Centrocyten B3, A27, Al18, 018/08;
Memory B Zellen B3, 018/08, 012/02) vergleichsweise gering, mit
Ausnahme des Genpaares 012/02, das bei den Memory B Zellen und
014/04, das bei den Germinal Center Founder Zellen signifikant hau-
figer im Vergleich zur Gesamtgruppe rearrangiert wurde. Diese Daten
unterstutzen die These, dal3 sich innerhalb einer Keimzentrumsent-
wicklung die molekularen Grundlagen fur den Rezeptor der B Zellen
nicht andern. In unserer Analyse wurde jedoch eine Vielzahl von
Keimzentren in der Analyse erfal3t, so dal3 Veranderungen in einem
einzelnen Keimzentrum, oder in begrenzten Regionen der Tonsille e-
ventuell in der Analyse des gesamten untergehen. Gewisse Pra-
ferenzen in Memory B Zellen kdnnten indirekt auf Selektionsprozesse

im produktiven Repertoire zuruckzufihren sein, oder eine Bias durch
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die begrenzte Zahl an ausgewerteten Sequenzen darstellen. Ein-
schrankend ist zu sagen, dal3 durch die unselektive Auswahl einer
Vielzahl von Keimzentren eine noch starkere Expansion bestimmter

BCR-Gene moglicherweise verdeckt bleibt.

4.1.2 Das produktive Repertoire

Mit der Analyse der produktiven Rearrangements, die funktionstich-
tige Immunglobulin Proteine kodieren, und im Vergleich der produkti-
ven und nicht-produktiven Rearrangements, besteht die Moglichkeit
Erkenntnisse Uber potentielle Selektionseinflisse zu gewinnen.

Auch das produktive Repertoire aus der kindlichen Tonsille be-
schrankte sich fur die Mehrheit der Rearrangements auf ein paar we-
nige Vk Gene (B3, L12, L6, L2, A27, 018/08, 012/02). Sowohl
positive als auch negative Selektion in das produktive Repertoire
konnte beobachtet werden. Negativ selektioniert wurden die Gene B2,
A18, 014/04, Vh, LFVK431, positiv selektioniert die Gene L12, L6, L2
und A27.

Im produktiven Nabelschnurblut Repertoire dominieren ann&hernd die
gleichen Vk Gene die Mehrzahl der Rearrangements (B3, B2, L12, L9,
L6, L2, A27, 012/02), wobei allerdings nur 012/02 positiv se-
lektioniert wurde (25). Ahnliches gilt fur die produktiven Rearrange-
ments aus dem Erwachsenenblut (B3, L12, L6, L2, A27, 012/02,
A19/A3, Al17), positiv selektioniert wurden hier die Gene L2, L12 und
A27 (41).

Die nicht rein zufallige Vk Genauswahl zeigt in der kindlichen Tonsille
durchaus wiederum Einflisse durch chromosomale Position. So ist
das Vk Gen B3 sowohl gegentber dem Adulten als auch dem neona-

talen Repertoire signifikant Uberreprasentiert.
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Obwohl in allen drei Gruppen annahernd die gleichen Vk Gene (dick
gedruckt) Uberreprasentiert sind, werden zu den unterschiedlichen
Lebenszeitpunkten andere Vk Gene positiv selektioniert. Die positive
Selektion der Vk Gene L12, L2 und A27 sowohl im Tonsillen Reper-
toire, als auch im Erwachsenen Repertoire, aber nicht im Nabel-
schnurblut, deutet darauf hin, dal3 die Interaktion mit den vorge-
burtlichen Antigenen keine positive Selektion dieser Vk Gene bewirkt,
sondern erst die Begegnung mit bestimmten Antigenen wahrend der
frihen Kindheit und im Erwachsenenalter. L6 wurde nur in der kindli-
chen Tonsille positiv selektioniert, 012/02 hingegen im Nabelschnur-
blut (25) und bei einem der beiden erwachsenen Spender (32).

Positive Selektion gibt es also sowohl im neonatalen, im Tonsillen als
auch im Adulten Repertoire, jedoch sind zu den unterschiedlichen Le-
benszeitpunkten auch unterschiedliche Vk Gene bevorzugt beteiligt
um den unterschiedlichen Anforderungen gerecht zu werden. Wah-
rend die einen Gene (wie 012/02) moglicherweise eher durch Kon-
takte mit Autoantigenen vor der Geburt positiv selektioniert werden
(42), scheint far andere (L12, L2, A27) die Begegnung mit Fremdan-
tigenen in Form von Impfungen, ,Umweltkontakt® oder Infektionen

entscheidend zu sein.

Negative Selektion einer B Zelle kann nach einer Begegnung mit
Eigenantigenen auftreten. Es wird angenommen, dal3 die sich einer
solchen Begegnung anschlieende Eliminierung von autoreaktiven B
Zellen die Entstehung einer Immunantwort gegen eigene Strukturen
verhindert. Die untersuchten Vk Repertoires aus dem Nabelschnur-
und dem Erwachsenenblut zeigten keine negative Selektion. Anders
in der kindlichen Tonsille, hier wurden zwar die Vk Gene Al18 und
014/04 wie erwartet, B2 sogar haufiger als erwartet primar im nicht-

produktiven Repertoire ausgewahlt, jedoch erfolgte eine negative
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Selektion in das produktive Repertoire. Dies kdnnte auf die besondere
Struktur eines sekundar lymphatischen Organs zurtckzufuhren sein,
die sich vom peripheren Blut unterscheidet. In der Tonsille wird die B
Zellentwicklung von Antigenstimulation, Proliferation und Selektion
beeinflulRt. Ein Grund fur die Eliminierung der Vk Gene B2, A18 und
014/04 konnte eine Kodierung fur Autoantigene in dem Umfeld der
Tonsille sein.

Vergleicht man die verwendeten Vk Gene der produktiv rearrangier-
ten Tonsillensubpopulationen, so sind auch hier nur geringfugige Un-
terschiede festzustellen. Sie verwendeten grof3tenteils die gleichen Vk
Gene (naive B Zellen: B3, L12, L6, L2, A27, 0O12/02; Germinal
Center Founder Zellen: B3, L6, L2, A27, 018/08, 012/02; Centro-
blasten: B3, L6, L2, A27; Centrocyten: B3, L6, L2, A27, 018/08,
012/02; Memory B Zellen: B3, L8), haben aber unterschiedliche Vk
positiv oder negativ selektioniert. Negativ selektioniert wurden bei
den naiven B Zellen Vk B2, A19/A3, bei den Germinal Center Founder
Zellen L8 und 014/04, bei den Centroblasten B1, 018/08 und Vh, bei
den Centrocyten B2 und A18. Positiv selektioniert waren bei den
naiven B Zellen L12, L2 und 012/02, bei den Centroblasten A27. Da
die untersuchten B Zellen aus dem Organ Tonsille prapariert wurden,
ist davon auszugehen, dafl} eine Vielzahl von Keimzentren in der
Analyse mit erfalt wurden. Dies mag eine Erklarung fur die
Unterschiede in den positiven und negativen Selektionen der
Subpopulationen sein.

Prinzipiell kbnnte der Shift hin zum Rearrangement von Jk fernen Vk
Genen der proximalen Kassette je alter der Mensch wird, auch durch
ein verstarktes Receptor editing verursacht sein. Dafur spricht, dafi
eine RAG-Genexpression in friheren Analysen der AG Girschick in der
Tonsille nachgewiesen werden konnte (43), welche zu Receptor edi-

ting fuhren kann.



‘ Diskussion Seite 58

4.1.3 Proximale oder distale Kassette

Die Bevorzugung von Vk Genen aus der Jk proximalen Kassette ge-
genuber der Jk distalen Kassette, die man sowohl im Adulten Reper-
toire (nicht-produktive Sequenzen: 61% proximale Kassette; 12,5%
distale Kassette) (41), als auch im Nabelschnurblut (nicht-produktive
Sequenzen: 70% proximale Kassette; 6,6% distale Kassette) (25)
gefunden hatte, konnte auch in der kindlichen Tonsille aufgezeigt
werden (nicht-produktive Sequenzen: 57,5% proximale Kassette;
8,2% distale Kassette). Die Differenz zeigt orphons oder Gene an, die
nicht eindeutig den Kassetten zuordenbar waren. Zwei mogliche
Grunde fur den seltenen Gebrauch von Vk Genen aus der distalen
Kassette sind zum einen die sehr grof3e Distanz von der Jx Region bis
zur distalen Kassette (1,45-1,9Mb) (14), und zum anderen die Tat-
sache, dal3 die distalen Vk Gene durch Inversion rearrangiert werden
mussen, was in einigen Studien als die weniger bevorzugte Methode
fur ein Rearrangement aufgezeigt wurde (44,45).

Der Mangel an Rearrangements mit Vk Genen aus der distalen Kas-
sette verringert zwar die effektive Grof3e des Repertoires, auf der an-
deren Seite sind die distalen Gene oft sehr &hnlich oder nahezu iden-
tisch zu ihren in der proximalen Kassette gelegenen Kopien, so dal3
dieser relative Mangel an distalen Vk Genen fur das Gesamtre-
pertoire wohl nur eine untergeordnete Rolle spielt. Eine Ausnahme
bilden aber spezifische Immunantworten, die in ihren Antikdrperant-
worten auf die distale Kassette zuruckgreifen. Beispielsweise bildet
die Mehrheit der mit Hamophilus influenzae Typ b Polysaccharid ge-
impften Personen vor allem A2 anti-Hib-Antikorper (46,47). Bei Indi-
viduen, denen die distale Kassette fehlt (,,Individuum 11“) fuhrte der
Impfstoff zur Bildung von Antikdrpern, deren Leichtketten gezwunge-

nermalen Vk Gene aus der ,proximalen“ Kassette verwendeten, die
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gebildeten Leichtketten enthielten aber mehr somatische Mutationen
als die sonst ublichen A2-Leichtketten (15).

Obwohl weniger als 10 Vk Gene den Grol3teil des peripheren Vk Re-
pertoires bilden, wird auf die anderen 35-38 funktionellen Vk Gene
moglicherweise bei spezifischen Immunantworten ,zuruckgegriffen®

(14).

4.2 Somatische Hypermutation

Rein theoretisch kénnte jeder Mensch allein durch die verschiedenen
Kombinationsmadglichkeiten der V, D und J Segmente auf genetisch
somatischer Ebene ungefahr 3,4*10° unterschiedliche Antikdrper pro-
duzieren (H Kette: 65 funktionstuchtige VH Segmente, 27 D Seg-
mente, 6 JH Segmente —» 65*27*6=10530; «k Leichtkette: 40 funkti-
onstuchtige Vk und 5 Jk —» 40*5=200; A Leichtkette: 30 funktions-
tichtige VA und 4 JL. — 30*4=120; = 320 mogliche Leichtketten *
10530 mogliche Schwerketten= 3,4*10° mdogliche Antikérper). Die
eben beschriebene Auswahl der Vk Gene in der kindlichen Tonsille
und die Tatsache, dal} eben nur ein paar wenige Vk Gene den Grol3teil
des Repertoires bilden, macht deutlich, dafl} dieser allein durch Kom-
bination mdgliche Wert in der Praxis wohl viel niedriger liegt. Neben
Kombination entsteht Vielfalt wahrend der fruhen B Zell-entwicklung
auch noch durch das Einbringen von N- und P-Nukleotiden an den
Verbindungsstellen. B Zellen haben aber die einzigartige Fahigkeit
auch noch zu einem spateren Zeitpunkt, wahrend der Reifung in
Keimzentren von sekundar lymphatischen Organen, zusatzliche Viel-
falt ihres Immunglobulin Repertoires durch den Prozel3 der somati-
schen Hypermutation zu erzeugen (48).

Somatische Hypermutationen spielen eine essentielle Rolle in der

Produktion von immer bindungsstarkeren Antikdrpern im Laufe einer
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Immunantwort. Die Analyse des nicht-produktiven Repertoires ist be-
sonders wichtig um den direkten Einflul3 der somatischen Hyper-
mutationsmaschinerie zu beurteilen (27), wohingegen Unterschiede
im Mutationsmuster des nicht-produktiven und produktiven Reper-
toires Einflusse von positiver und negativer Selektion wiederspiegeln
(48).

In der kindlichen Tonsille konnten bei den ins produktive Repertoire
selektionierten Rearrangements durchschnittlich mehr Mutationen als
bei Rearrangements des nicht-produktiven Repertoires festgestellt
werden (P: 5 Mutationen pro mutierter Sequenz; NP: 4 Mutationen
pro mutierter Sequenz). Desweiteren lag auch der prozentuale Anteil
von Rearrangements mit Mutationen im produktiven Repertoire zwei-
bis dreimal Uber dem des nicht-produktiven Repertoires (P vs. NP:
gesamt 61% vs. 30%; NB 57,6% vs. 33%; GCF 25,5% vs. 25%; CB
75,8% vs. 24,5%; MB 77,8% vs. 30%). Dies legt nahe, dal3 in einem
Keimzentrum in der kindlichen Tonsille bevorzugt B Zellen positiv se-
lektioniert werden, die mutierte VkJk Rearrangements vorweisen kon-
nen.

Obwohl die CDR-Bereiche maximal einen Anteil von 35% (31 von 95
Kodons) an einem VxkJk Rearrangement ausmachen, neigte die soma-
tische Hypermutationsmachinerie in der kindlichen Tonsille dazu in
diesen CDR-Regionen besonders aktiv Mutationen zu plazieren (NP:
Mutationen im CDR: gesamt 49%; NB: 51,5%; GCF: 40%; CB:
50,4%; CC 44,2%; MB: 28,6%). Auch die Betrachtung der proxima-
len Gene B3/B2 (NP: 52%) und der weiter distal gelegenen
A27/L2/L12 (NP: 58%) lieferte vergleichbare Ergebnisse. Die ur-
sprungliche VkJk Sequenz tragt demnach bereits einen Teil zur Att-

raktivitat der CDR-Bereiche fur das Einbringen von Mutationen bei.
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Der gewaltige Einflul3 von Selektion auf die Art (R oder S) und die
Verteilung (CDR oder FR) der Mutationen in einem VkJk Rearrange-
ment wurde im Vergleich des nicht-produktiven mit dem produktiven
Repertoire besonders deutlich.

Die Analyse der Sequenzen zeigte eine Selektion von Rearrangements
in das produktive Repertoire, bei denen Mutationen vor allem in den
CDR-Bereichen vorhanden waren (Mutationen im CDR: P gesamt:
60%; NB: 58,6%; GCF: 52,4%; CB: 57,8%; CC: 64,8%; MB: 54,5%)
(B3/B2: P 60% und A27/L2/L12: P 66%).

Insgesamt wurden Austauschmutationen und stille Mutationen im
produktiv und im nicht-produktiv rearrangierten Tonsillenrepertoire in
einem annahernd gleichen Verhaltnis eingebracht (P: 2,8
(897R/318S); NP: 2,7 (199R/73S)). Bei genauerer Betrachtung erga-
ben sich jedoch signifikante Unterschiede. Die nicht-produktiven Se-
quenzen zeigten ahnliche Werte ihrer Ratios (Quotient aus Aus-
tauschmutationen zu stillen Mutationen) im CDR- und im FR-Bereich
(2,7 bzw. 2,8), so dalR offensichtlich Austauschmutationen nicht von
vorneherein bevorzugt in den CDR-Bereichen gesetzt wurden. Die
signifikant unterschiedlichen Ratios im CDR- und im FR-Bereich bei
den produktiven Sequenzen (4,1 bzw. 1,8) sprechen vielmehr fur ei-
ne bevorzugte Selektion von Rearrangements in das produktive Re-
pertoire, die ihren Schwerpunkt fur Austauschmutationen in den CDR-
Bereichen hatten. Die Ratio-Werte im CDR-Bereich des produktiven
Repertoires lagen immer Uber den entsprechenden Werten des nicht-
produktiven Repertoires (CDR1: 4,3 vs. 3,4; CDR2: 3,3 vs. 2,0;
CDR3: 4,3 vs. 2,4). Die Ratio-Werte in den FR-Bereichen der produk-
tiven Rearrangements lagen immer unter denen der nicht-
produktiven Rearrangements (FR1: 3,2 vs. 4,3; FR2: 1,8 vs. 2,2;
FR3: 1,6 vs. 2,9).
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Ein signifikanter Unterschied in den Ratios zwischen CDR- und FR-
Bereichen der produktiven Rearrangements konnte auch in samtli-
chen B Zellsubpopulationen der Tonsille, mit Ausnahme der Germinal
Center Founder Zellen, beobachtet werden (NB: 3,8 vs. 1,5; CB: 3,6
vs. 2,0; CC: 5,2 vs. 1,7; MB: 8,0 vs. 2,0). Auffallend war ebenso, dal3
die Ratiowerte vom Germinal Center Founder Stadium uber
Centroblasten und Centrocyten zu den Memory B Zellen immer ex-
tremere Werte zugunsten der Austauschmutationen im CDR-Bereich
zeigten (GCF: 1,2; CB: 3,6; CC: 5,2; MB: 8,0), ein mdglicher Hin-
weis fur den wachsenden Selektionsdruck innerhalb eines Keimzen-
trums.

Im Vergleich der entsprechenden CDR- und FR-Bereiche zwischen
produktiven und nicht-produktiven Repertoire innerhalb der Tonsillen-
subpopulationen, zeigten meistens auch hier die produktiven Rear-
rangements die hoheren Ratiowerte in den CDR-Bereichen, wahrend
die nicht-produktiven Rearrangements die hoheren Ratiowerte in den

FR-Bereichen lieferten.

Bei der Betrachtung der Austauschmutationen im CDR Bereich als
Funktion der Gesamtanzahl aller Austauschmutationen einer Sequenz
(Regressionsanalyse), lieferten alle produktiv rearrangierten Gruppen
stets Regressionslinien mit einer grof3eren Steigung als die entspre-
chenden nicht-produktiv rearrangierten Gruppen. Das bedeutet, dal
die einzelne produktive Sequenz auch einen héheren Anteil ihrer Aus-
tauschmutationen im CDR Bereich vorzuweisen hatte als ver-
gleichbare nicht-produktive Sequenzen. Prinzipiell spiegelt diese Reg-
ressionsanalyse die Daten, die in der Ratio (Austausch/Silente Mutati-
on) Analyse bereits dargelegt wurde, wieder. Die Mutationen im Dia-
gramm liegen alle dicht entlang der Regressionslinien (hohe Kor-

relationskoeffizienten). Dies zeigt, dal3 die VkJk Sequenzen in Bezug
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auf den relativen Anteil an Austauschmutationen im CDR Bereich in

den einzelnen Gruppen recht homogen sind.

Demnach wurden in VkJk Rearrangements aus der kindlichen Tonsille
Austauschmutationen im CDR positiv selektioniert, wohingegen Aus-
tauschmutationen im FR grof3tenteils aus dem produktiven Repertoire
eliminiert wurden. Um eine effektivere Immunantwort zu erreichen,
sind Austauschmutationen in den CDR-Bereichen die entscheidende
Grundlage. Nur Austauschmutationen im CDR-Bereich kdénnen poten-
tiell die Affinitat eines Immunglobulin Molekuls zu einem bestimmten
Antigen erhohen. Mutationen, die nicht direkt die Antigenbindung
verbessern, haben die Moglichkeit die Vielfalt des exprimierten Reper-
toires zu erweitern (49). Die Tonsillen Rearrangements zeigten aber
nicht nur eine positive Selektion von Rearrangements mit Aus-
tauschmutationen im CDR-Bereich, sondern daruber hinaus auch eine
Selektion von Rearrangements, die ihre Mutationen in ganz bestimm-
ten Kodons des CDR-Bereiches hatten. Die zehn Kodons 28, 29, 30,
31, 31a, 32, 53, 92, 93 und 94 (alle im CDR) enthalten bei den pro-
duktiven Rearrangements allein beachtliche 44% aller Aus-
tauschmutationen, bei den nicht-produktiven Rearrangements finden
sich hier nur 24% aller Austauschmutationen. Interessant ist in die-
sem Zusammenhang auch die Feststellung, dal} die besonders haufig
mutierten Kodons (30, 31, 53, 93) in den zu 81% der im produktiven
Repertoire verwendeten Vk Gene meist (in 64%) fur die Aminosaure
Serin (AGC oder AGT) kodieren. [B3 (20,27%) TTA-TAC-ACC-AGT;
L12 (6,13%) AGT-AGC-AGT-AGT; L6 (8,8%) AGC-AGC-AAC-AAC;
L2 (8%) AGC-AGC-ACC-AAC; A27 (15,73%) AGC-AGC-AGC-AGC;
018/08 (9,07%) AGC-AAC-AAT-AAT; 012/02 (13,07%) AGC-AGC-
AGT-AGT].
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Nachdem die FR-Bereiche nicht direkt an der Antigenbindung teilha-
ben, ist es unwahrscheinlich, dal3 die verminderte Frequenz von Aus-
tauschmutationen im FR-Bereich von produktiven Rearrangements
ein Resultat negativer Selektion aufgrund aufgetretener Autoreaktivi-
tat ist (48). Vielmehr spiegelt diese verminderte Frequenz von Aus-
tauschmutationen produktiver Rearrangements die notwendige Ex-
pression eines funktionstichtigen Immunglobulins wieder. Viele Aus-
tauschmutationen im FR-Bereich koénnten empfindliche Strukturen
des Immunglobulinmolekils treffen und so die Integritat der dreidi-
mensionalen Struktur andern. Dies kénnte zu einer unsachgemalen
Faltung oder ineffektiven Paarung der Kette flihren. B Zellen, die ein
funktionstiichtiges Immunglobulinmolekll vermissen lassen, aufgrund
von Mutationen, die die strukturelle Integritat verandert haben, wer-

den aus dem Repertoire eliminiert (27).

Mit jeder zuséatzlichen Mutation steigt das Risiko empfindliche Struk-
turen zu treffen oder autoreaktiv zu werden. Zu wenige Mutationen
bringen auf der anderen Seite keine groRen Veranderungen in der Af-
finitat. Die produktiv rearrangierten Sequenzen zeigten im Gesamt-
repertoire durchschnittlich mehr Mutationen pro mutierter Sequenz
als die nicht-produktiven (5 vs. 4). Bei Sequenzen, die mit B2, B3,
A27, L2 oder L12 rearrangiert waren, lag der Durchschnitts-
mutationswert im nicht-produktiven Repertoire aber Uber dem des
produktiven Repertoires (P vs. NP; B2/B3 gesamt: 5 vs. 6,3;
A27/L2/L12 gesamt: 5 vs. 6,1). Man kdnnte vermuten, dal} eine gut
tolerierbare Anzahl an Mutationen fur die Selektion in das produktive
Repertoire vorteilhaft ist. Nur eine begrenzte Anzahl an Mutationen
bietet die optimale Balance zwischen verbesserter Antigenbindung

und dem Risiko von Autoreaktivitat und strukurellen Unzuléanglich-
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keiten eine positive Selektion in das produktive Repertoire zu erfah-

ren (50).

Die Antikdrperantwort von Neugeborenen ist noch stark limitiert.
Hauptséchlich produzieren sie IgM Antikdrper von niedriger Affinitat.
Ein Grund fur die geringe Bindungsstarke ist das Fehlen von somati-
schen Hypermutationen im Ig Repertoire von Neugeborenen. Zum
Zeitpunkt der Geburt exprimieren IgM+ B Zellen praktisch mutations-
lose V Gene (51).

Im Gegensatz dazu ist die somatische Hypermutationsmachinerie im
Alter von 4-6 Jahren in der kindlichen Tonsille schon voll funktions-
tichtig und leistet einen enormen Beitrag zur Vielfalt des Immunglo-

bulinrepertoires.
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5 Zusammenfassung

Die Kappa Leichtketten Rearrangements von den verschiedenen B
Zelluntergruppen in Keimzentren der kindlichen (4-6 Jahre) Tonsille
wurden mit Hilfe der Einzelzell PCR analysiert. Es konnten 219 nicht-
produktive und 375 produktive VkJk Rearrangements sequenziert
werden. Sie wurden anschlieend mit IgD+ B Zellen aus dem Nabel-
schnurblut und IgM+ B Zellen aus dem Erwachsenenblut verglichen.
Die Verteilung der verwendeten Vk Einzelgene war nicht zuféllig. Die
Vk Gene B3, B2, A27, 018/08 und 012/02 wurden im nicht-
produktiven Repertoire der kindlichen Tonsille signifikant vermehrt fur
ein Rearrangement herangezogen. Bei B Zellen aus dem Nabel-
schnurblut waren es nur die Vk Gene B3, B2 und A27 gewesen. In B
Zellen aus dem Erwachsenenblut war diese Gruppe noch um A18 und
Al7 erweitert gewesen. Im produktiven Repertoire aus der Tonsille
waren die Vk Gene B3, L12, L6, L2, A27, 018/08 und 012/02 héaufi-
ger als erwartet verwendet worden. Negative Selektion fand man bei
den Genen B2, Al18, 014/04, Vh und LFVK431. Positiv selektioniert
wurden die Gene L12, L6, L2 und A27. Negative Selektion konnte we-
der im Nabelschnurblut noch im Erwachsenenblut festgestellt werden.
Positiv selektioniert waren im Nabelschnurblut 012/02 gewesen, im
Erwachsenenblut L2, L12, A27 und 012/02. Die detaillierte Analyse
des Vk Repertoires der einzelnen B Zelluntergruppen (naive B Zellen
(NB), Germinal Center Founder Zellen (GCF), Centroblasten (CB),
Centrocyten (CC) und Memory B Zellen (MB)) zeigte nur geringfugige
Unterschiede.

Die Analyse der somatischen Hypermutationen in den einzelnen B
Zelluntergruppen aus der kindlichen Tonsille zeigte eine generelle
Praferenz von mutierten Rearrangements fur eine positive Selektion

in das produktive Repertoire. Desweiteren wurden besonders Se-
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quenzen bevorzugt, bei denen Mutationen, und ganz besonders Aus-
tauschmutationen, im CDR-Bereich lokalisiert waren. Wahrend die
Mutationen im nicht-produktiven Repertoire relativ gleichmalig tber
alle Kodons eines Rearrangements verteilt waren, konnte im produk-
tiven Repertoire eine signifikante Konzentration von Austauschmuta-
tionen auf die CDR-Bereiche beobachtet werden. Dabei mul3 aber
auch bedacht werden, dall nur eine limitierte Anzahl an Mutationen
die optimale Balance, zwischen Erhaltung der strukturellen Integritat

und Steigerung der Affinitat, mit sich bringt.

Wahrend Neugeborene fast keine somatischen Hypermutationen in
ihren variablen Antikorperbereichen aufweisen, sind die Rearrange-
ments aus der kindlichen Tonsille in diesem Bezug bereits mit dem
Erwachsenen vergleichbar.

Die Vk Genauswahl zeigt zum einen, mit der bevorzugten Verwen-
dung proximal gelegener Vk Gene, Gemeinsamkeiten mit dem neona-
talen Repertoire, zum anderen, mit der gleichermal3en bevorzugten
Verwendung weiter distal gelegener Vk Gene, aber auch bereits Ahn-

lichkeit mit dem des Erwachsenen.
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6 AbkiUrzungen

A Adenin

AAC/AAT Basentriplett, kodiert fir Asparagin

ACC Basentriplett, kodiert fir Threonin

bp Basenpaare

C Cytosin

CD Cluster of Differentiation

CDR complementarity determining regions

CB Centroblast

CC Centrocyt

cDNS komlementéare Desoxyribonukleinsaure

CL konstanter Anteil der leichten Kette

Ck konstanter Anteil der leichten Kappakette
CA konstanter Anteil der leichten Lambdakette
x2 Test Chi Square Test

D D (diversity) Segment der schweren Kette
DNS Desoxyribonukleinséaure

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

FR framework regions

G Guanin

GCF Germinal Center Founder Zelle

HV hypervariable Regionen

Ig Immunglobulin

JH J (Joining) Segment der schweren Kette

JL J (Joining) Segment der leichten Kette

Jk J (Joining) Segment der leichten Kappakette
JA J (joining) Segment der leichten Lambdakette
kb Kilobasen (1000 basen bzw. basenpaare)

MB Memory B Zelle
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MHC major histocompatibility complex

NB naive B Zelle

N-Nukleotide zufallig ausgewéhlte (non-templated) Nukleotide
NP nicht-produktiv

P produktiv

PCR Polymerasekettenreaktion

P-Nukleotide palindromische Nukleotide

RAG recombination activating genes

RSS Rekombinations Signal Sequenz

T Thymin

TAC Basentriplett, kodiert fur Tyrosin

Tdt terminal desoxynucleotidyl transferase

TTA Basentriplett, kodiert fur Leucin

VH variabler Anteil der schweren Kette

VL variabler Anteil der leichten Kette

Vi variabler Anteil der leichten Kappakette

VA

variabler Anteil der leichten Lambdakette
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8 Fiquren

8.1 Figurenlegende

Adult

CB

cC

CDR

x2 Test
GCF
LFVK431

MB
NB
ND
NP
Orph-C2

Vh

W6

13KO

Erwachsenen Repertoire

Centroblast

Centrocyt

complementarity determining region

Chi Square Test

Germinal Center Founder Zelle

sehr selten verwendetes Vk Waisen Gen mit unbe-
kannter Lokalisation im Kappalokus, kodiert fur An-
tiinsulin-Antikorper

Memory B Zelle

naive B Zelle

nicht definierbar

nicht-produktiv

Vk Waisen Gen (orphan)

produktiv

(Replacement-) Austauschmutation
Korrelationskoeffizient

(Silent-) stille Mutation

sehr selten verwendetes Vk Waisen Gen mit unbe-
kannter Lokalisation

sehr selten verwendetes Vk Waisen Gen mit unbe-
kannter Lokalisation

sehr selten verwendetes Vk Waisen Gen mit unbe-
kannter Lokalisation im Kappalokus, kodiert fur An-
tiinsulin-Antikorper

statistisch signifikant



| Figuren Seite 77

statistisch signifikanter Unterschied

*

[
& negative Selektion
#

positive Selektion



| Figuren Seite 78

Figur 1: Vergleich der nicht-produktiven VkJk Gen-Rearrangements

von CD19+ B Zellen aus der kindlichen Tonsille mit IgM+ B Zellen

aus dem Erwachsenenblut

Die Frequenzen von nicht-produktiven Genrearrangements aus der
Tonsille wurden mit den nicht-produktiven Repertoire des Erwachse-
nen verglichen. Die Vk Gene B3, B2, A27, 018/08 und 012/02
(p<0,00001; p<0,05; p<0,00001; p<0O,00001; p<0,001) wurden statis-
tisch haufiger als erwartet verwendet (y2 goodness of fit Test). Ein
signifikanter Unterschied zwischen dem Tonsillenrepertoire und dem
erwachsenen Repertoire zeigten B3 und Vh (p<0,00001; p<0,05; hau-
figer in der Tonsille), sowie L1, A30, A20 und Al17 (jeweils p<0,05;

haufiger im Erwachsenenblut) (y2 Test).

Figur 2: Vergleich der produktiven VkJk Gen-Rearrangements von

CD19+ B Zellen aus der kindlichen Tonsille mit IgM+ B Zellen aus

dem Erwachsenenblut

Die produktiven Frequenzen aus der Tonsille wurden mit dem
produktiven Repertoire des Erwachsenen verglichen. Die Vk Gene B3,
L12a, L6, L2, A27, 018/08 und 012/02 (p<0,000001; p<0,00001;
p<0,000001; p<0,000001; p<0,000001; p<0,001; p<0,000001) (2
goodness of fit Test) waren statistisch haufiger vertreten als erwartet.
Ein signifikanter Unterschied zwischen B Zellen aus der Tonsille und
Erwachsenenblut zeigte sich bei A30, A19/A3, A17 und B3 (p<0,005;
p<0,0005; p<0,0001; p<0,00001) (32 Test).

Figur 3: Vergleich der nicht-produktiven und produktiven VikJk Gen-

Rearrangements von CD19+ B Zellen aus der kindlichen Tonsille

Die nicht-produktiven und produktiven Frequenzen aus der Tonsille
wurden miteinander verglichen. Die Gene B3, B2, A27, 018/08 und
012/02 (p<0,00001; p<0,05; p<0,00001; p<0,00001; p<0,001)
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waren im nicht-produktiven Repertoire statistisch h&ufiger vertreten
als erwartet, im produktiven Repertoire die Gene B3, L12a, L6, L2,
A27, 018/08 und 012/02 (p<0,000001; p<0,00001; p<0,000001;
p<0,000001; p<0,000001; p<0,001; p<0,000001) (%2 goodness of fit
Test). Ein signifikanter Unterschied zwischen nicht-produktivem und
produktivem Repertoire zeigte sich bei den Genen L12a, L6, L2 und
A27 (p<0,01; p<0,05; p<0,005; p<0,01) (positive Selektion), sowie
den Genen B2, A18, 014/04, Vh und LFVK431 (p<0,001; p<0,0001;
p<0,05; p<0,05; p<0,05) (negative Selektion) (2 Test).

Figur 4: Vergleich der nicht-produktiven und produktiven VikJk Gen-

Rearrangements von naiven B Zellen aus der kindlichen Tonsille

Die Frequenz der nicht-produktiven Rearrangements bei den naiven B
Zellen in der Tonsille wurde mit den produktiven der naiven B Zellen
verglichen. Die Gene B3, B2, A27 und 018/08 waren im nicht-
produktiven Repertoire statistisch haufiger vertreten als erwartet
(p<0,00001; p<0,005; p<0,00005; p<0,005) (x2 goodness of fit Test),
im produktiven Repertoire der naiven B Zellen die Vk Gene L12a, L6,
L2, A27 und 012/02 (p<0,00001; p<0,00005; p<0,05; p<0,00001;
p<0,00001; p<0,00001) (x2 goodness of fit Test). Der Vergleich zwi-
schen nicht-produktiv und produktivem Repertoire zeigte einen signi-
fikanten Unterschied mit positiver Selektion der Vk Gene L1l2a, L2
und 012/02 (p<0,005; p<0,005; p<0,05), und eine negative Selektion
der Gene B2 und A19/A3 (p jeweils <0,05) (2 Test).

Figur 5: Vergleich der nicht-produktiven und produktiven VikJk Gen-

Rearrangements von Germinal Center Founder Zellen aus der Kindli-

chen Tonsille

Die Frequenz der nicht-produktiven Rearrangements bei den Germi-

nal Center Founder Zellen in der Tonsille wurde mit den produktiven
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der Germinal Center Founder Zellen verglichen. Statistisch h&ufiger
rearrangiert waren in der nicht-produktiv rearrangierten Germinal
Center Founder Gruppe die Vk Gene B3, 014/04 und 012/02
(p<0,00001, p<0,01; p<0,01), in der produktiven die Gene B3, L6, L2,
A27, 018/08 und 012/02 (p<0,00001; p<0,00001; p<0,05; p<0,05;
p<0,0001; p<0,00001) (32 goodness of fit Test). Ein signifikanter Un-
terschied zwischen nicht-produktivem und produktivem Repertoire
zeigte sich bei L8 und 014/04 (p<0,05 und p<0,005) (¥2 Test).

Figur 6: Vergleich der nicht-produktiven und produktiven VikJk Gen-

Rearrangements von Centroblasten aus der kindlichen Tonsille

Die Frequenz der nicht-produktiven Rearrangements bei den
Centroblasten in der Tonsille wurde mit den produktiven der
Centroblasten verglichen. Statistisch haufiger rearrangiert wurden bei
den nicht-produktiven Centroblasten die Vk Gene B3, A27 und
018/08 (p<0,00001; p<0,05; p<0,005), in der produktiven Gruppe
die Gene B3, L6, L2 und A27 (p<0,00001; p<0,00001; p<0,05;
p<0,00001) (yx2 goodness of fit Test). Ein signifikanter Unterschied
zwischen nicht-produktivem und produktivem Repertoire zeigte sich

bei B1, 018/08, Vh und A27 (jeweils p<0,05) (%2 Test).

Figur 7: Vergleich der nicht-produktiven und produktiven VikJk Gen-

Rearrangements von Centrocyten aus der kindlichen Tonsille

Die Frequenz der nicht-produktiven Rearrangements bei den Centro-
cyten in der Tonsille wurde mit den produktiven der Centrocyten ver-
glichen. Statistisch haufiger rearrangiert wurden bei den nicht-
produktiven Centrocyten die Vk Gene B3, A27, A18 und 018/08
(p<0,00001, p<0,00001; p<0,001; p<0,05), bei den produktiven die
Gene B3, L6, L2, A27, 018/08 und 012/02 (p<0,00001; p<0,00001;
p<0,005; p<0,00001; p<0,05; p<0,001) (32 goodness of fit Test). Ein
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signifikanter Unterschied zwischen nicht-produktivem und produkti-
vem Repertoire zeigte sich bei B2 und A18 (p<0,05 und p<0,005) (%2
Test).

Figur 8: Vergleich der nicht-produktiven und produktiven VikJk Gen-

Rearrangements von Memory B Zellen aus der kindlichen Tonsille

Die Frequenz der nicht-produktiven Rearrangements bei den Memory
B Zellen in der Tonsille wurde mit den produktiven der Memory B Zel-
len verglichen. Statistisch haufiger rearrangiert wurden bei den nicht-
produktiven Memory B Zellen die Vk Gene B3, 018/08 und 012/02
(p<0,00001; p<0,05; p<0,00001) und bei den produktiven die Gene
B3 und L8 (p<0,00001; p<0,0005) (x2 goodness of fit Test). Einen
signifikanten Unterschied zwischen nicht-produktivem und produkti-

vem Repertoire gab es nicht (32 Test).

Figur 9: Verteilung der Vk Gene in nicht-produktiven VkJk Gen-

Rearrangements in den verschiedenen Tonsillenuntergruppen

Die Verteilung der ausgewahlten Vk Gene in nicht-produktiven Rear-
rangements wurde innerhalb der Tonsillensubpopulationen verglichen.
Statistische Signifikanz im Vergleich zur Gesamtgruppe erreichte
014/04 bei den Germinal Center Founder Zellen und 012/02 bei den
Memory B Zellen (p jeweils <0,005) (y2 Test).

Figur 10: Verteilung der Vk Gene in produktiven ViJk Gen-

Rearrangements in den verschiedenen Tonsillenuntergruppen

Die Verteilung der verwendeten Vk Gene in produktiven Rearrange-
ments wurde innerhalb der Tonsillensubpopulationen verglichen. Sta-
tistische Signifikanz im Vergleich zur Gesamtgruppe erreichte 018/08
bei den Germinal Center Founder Zellen (p<0,01), A27 bei den Cen-
troblasten (p<0,01), und L8 bei den Memory B Zellen (p<0,0005) (x2
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Test). Ein signifikanter Unterschied zwischen produktiven und nicht-
produktiven Repertoire zeigte sich bei Vk Gen B2 (bei NB p<0,05; CC
p<0,05; gesamt p<0,001), B1 (bei CB p<0,05), L8 (bei GCF p<0,05),
A19/A3 (bei NB p<0,05), A18 (bei CC p<0,005; gesamt p<0,0001),
018/08 (bei CB p<0,05), 014/04 (bei GCF p<0,005; gesamt p<0,05),
L12 (bei NB p<0,005; gesamt p<0,01), L6 (bei gesamt p<0,05), L2
(bei NB p<0,005; gesamt p<0,005), A27 (bei CB p<0,05; gesamt
p<0,01) und 012/02 (bei NB p<0,05) (%32 Test).

Figur 11: Vergleich der nicht-produktiven VkJk Gen-Rearrangements

von naiven B Zellen aus der kindlichen Tonsille mit IgM+ B Zellen aus

dem Erwachsenenblut

Die Frequenzen der nicht-produktiven naiven B Zellen wurden mit
den nicht-produktiven Frequenzen aus dem Erwachsenenblut vergli-
chen. Die Vk Gene B3, B2, A27 und 018/08 (p<0,00001; p<0,005;
p<0,00005; p<0,005) waren in der Tonsille statistisch haufiger vertre-
ten als erwartet (¥2 goodness of fit Test). Im nicht-produktiven adul-
ten Repertoire waren es B3, B2, A27, A18, A17, 018/08 und 012/02
gewesen. Ein signifikanter Unterschied zwischen naiven B Zellen aus
der Tonsille und adultem Repertoire zeigte sich bei den Genen B3,
L25 und Vh (p<0,0005; p<0,05; p<0,05) (x= Test).

Figur 12: Vergleich der produktiven VkJk Gen-Rearrangements von

naiven B Zellen aus der kindlichen Tonsille mit IgM+ B Zellen aus

dem Erwachsenenblut

Die produktiven Frequenzen der naiven B Zellen wurden mit den pro-
duktiven Frequenzen des Erwachsenenblutes verglichen. Die Vk Gene
B3, L12a, L6, L2, A27 und O12/02 waren bei den naiven B Zellen
statistisch haufiger vertreten als erwartet (p<0,00001; p<0,00005;
p<0,05; p<0,00001; p<0,00001; p<0,00001) (%2 goodness of fit Test),
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im produktiv adulten Repertoire die Vk Gene B3, L12, L6, L2, A27,
A19/A3, A17 und 012/02. Ein signifikanter Unterschied zwischen nai-
ven B Zellen und Adulten zeigte sich bei den Genen B3 und 011/01
(p<0,00005; p<0,05) und A19/A3 (p<0,01) (x2 Test).

Figur 13: Vergleich der nicht-produktiven VikJk Gen-Rearrangements

von gD+ B Zellen aus dem Nabelschnurblut mit B Zellen aus der

kindlichen Tonsille und IgM+ B Zellen aus dem Erwachsenenblut

Die nicht-produktiven Frequenzen aus der Tonsille wurden mit nicht-
produktiven Frequenzen aus dem Nabelschnurblut und nicht-
produktiven Frequenzen aus dem Erwachsenenblut verglichen. Die Vk
Gene B3, B2 und A27 waren im nicht-produktiven Nabelschnurblut
statistisch héaufiger vertreten als erwartet (p<0,00001; p<0,005;
p<0,00001). Im nicht-produktiven Tonsillenrepertoire B3, B2, A27,
018/08 und 012/02 (p<0,00001; p<0,05; p<0,00001; p<0,00001;
p<0,001) (¥2 goodness of fit Test). Im nicht-produktiven adulten Re-
pertoire waren es B3, B2, A27, A18, Al7, 018/08 und 012/02
(p<0,001; p<0,05; p<0,01; p<0,001; p<0,001; p<0,025; p<0,025). Ein
signifikanter Unterschied zwischen Nabelschnurblut und Tonsillen Re-
pertoire zeigte sich bei L11 und A30 (p<0,05; p<0,05) (x2 Test). Zwi-
schen Tonsillenrearrangements und Erwachsenenblut Rearrange-
ments zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei den Vk Genen B3
und Vh (p<0,00001; p<0,05), sowie bei L1, A30, A20 und Al17 (jeweils
p<0,05) (%2 Test).

Figur 14: Vergleich der produktiven VkJk Gen-Rearrangements von

IgD+ B Zellen aus dem Nabelschnurblut mit B Zellen aus der kindli-

chen Tonsille und IgM+ B Zellen aus dem Erwachsenenblut

Die produktiven Frequenzen aus der Tonsille wurden mit produktiven

Frequenzen aus dem Nabelschnurblut und produktiven Frequenzen
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aus dem Erwachsenenblut verglichen. Im Nabelschnurblut waren die
Vk Gene B3, B2, L12a, L9, L6, L2, A27 und 012/02 (p<0,01; p<0,01;
p<0,01; p<0,001; p<0,05; p<0,01; p<0,05; p<0,00001) signifikant
haufiger rearrangiert, in der Tonsille die Vk Gene B3, L12a, L6, L2,
A27, 018/08 und 012/02 (p<0,000001; p<0,00001; p<0,000001;
p<0,000001; p<0,000001;p<0,001; p<0,000001) (x2 goodness of fit
Test) und im Erwachsenenblut B3, L12, L6, L2, A27, A19/A3, A17 und
012/02 (p<0,005; p<0,001; p<0,001; p<0,001; p<0,001; p<0,005;
p<0,001; p<0,001) (41).

Ein signifikanter Unterschied zwischen Tonsille und Nabelschnurblut
zeigte sich bei den Vk Genen B3 und A27 (p<0,005 bzw. p<0,05), so-
wie B2, L9, A30 und 012/02 (p<0,00005; p<0,00001; p<0,005;
p<0,05) (x2 Test). Im Vergleich Tonsille mit Erwachsenenblut bei den
Genen A30, A19/A3, und Al17 (p<0,005; p<0,0005; p<0,0001), sowie
B3 (p<0,00001) (32 Test).

Figur 15: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons

in produktiv rearrangierten Sequenzen aus der Kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
produktiven Rearrangements wurde in den einzelnen Kodons betrach-

tet.

Figur 16: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons

in_nicht-produktiv rearrangierten Sequenzen aus der kindlichen Ton-

sille
Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
nicht-produktiven Rearrangements wurde in den einzelnen Kodons

betrachtet.
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Figur 17a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Ko-

dons in produktiv rearrangierten naiven B Zell Sequenzen aus der

kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
produktiven naiven B Zell Rearrangements wurde in den einzelnen

Kodons betrachtet.

Figur 17b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in nicht-produktiv rearrangierten naiven B Zell Sequenzen aus

der kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
nicht-produktiven naiven B Zell Rearrangements wurde in den einzel-

nen Kodons betrachtet.

Figur 18a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Ko-

dons in produktiv rearrangierten Germinal Center Founder Zell Se-

guenzen aus der kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
produktiven Germinal Center Founder Zell Rearrangements wurde in

den einzelnen Kodons betrachtet.

Figur 18b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in nicht-produktiv rearrangierten Germinal Center Founder Zell

Sequenzen aus der kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
nicht-produktiven Germinal Center Founder Zell Rearrangements

wurde in den einzelnen Kodons betrachtet.

Figur 19a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in produktiv rearrangierten Centroblasten Sequenzen aus der

kindlichen Tonsille
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Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
produktiven Centroblasten Rearrangements wurde in den einzelnen

Kodons betrachtet.

Figur 19b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in nicht-produktiv rearrangierten Centroblasten Seqguenzen aus

der kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
nicht-produktiven Centroblasten Rearrangements wurde in den ein-

zelnen Kodons betrachtet.

Figur 20a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Ko-

dons in produktiv rearrangierten Centrocyten Sequenzen aus der

kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
produktiven Centrocyten Rearrangements wurde in den einzelnen Ko-

dons betrachtet.

Figur 20b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in nicht-produktiv rearrangierten Centrocyten Seqguenzen aus

der kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
nicht-produktiven Centrocyten Rearrangements wurde in den einzel-

nen Kodons betrachtet.

Figur 21a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in produktiv rearrangierten Memory B Zell Sequenzen aus der

kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
produktiven Memory B Zell Rearrangements wurde in den einzelnen

Kodons betrachtet.
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Figur 21b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Ko-

dons in nicht-produktiv rearrangierten Memory B Zell Sequenzen aus

der kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
nicht-produktiven Memory B Zell Rearrangements wurde in den ein-

zelnen Kodons betrachtet.

Figur 22a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in mit B2 oder B3 produktiv rearrangierten Sequenzen aus der

kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
produktiven B2 oder B3 Rearrangements wurde in den einzelnen Ko-

dons betrachtet.

Figur 22b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Ko-

dons in mit B2 oder B3 nicht-produktiv rearrangierten Seguenzen aus

der kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
nicht-produktiven B2 oder B3 Rearrangements wurde in den einzel-

nen Kodons betrachtet.

Figur 23a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in mit B2 oder B3 produktiv rearrangierten naiven B Zell Se-

quenzen
Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller

mit B2 oder B3 produktiven naiven B Zell Rearrangements wurde in

den einzelnen Kodons betrachtet.
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Figur 23b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Ko-

dons in mit B2 oder B3 nicht-produktiv rearrangierten naiven B Zell

Sequenzen
Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller

mit B2 oder B3 nicht-produktiven naiven B Zell Rearrangements wur-

de in den einzelnen Kodons betrachtet.

Figur 24a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Ko-

dons in mit B2 oder B3 produktiv rearrangierten Centroblasten Se-

quenzen
Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller

mit B2 oder B3 produktiven Centroblasten Rearrangements wurde in

den einzelnen Kodons betrachtet.

Figur 24b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in mit B2 oder B3 nicht-produktiv rearrangierten Centroblasten

Sequenzen
Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller

mit B2 oder B3 nicht-produktiven Centroblasten Rearrangements

wurde in den einzelnen Kodons betrachtet.

Figur 25a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VikJk Ko-

dons in mit B2 oder B3 produktiv rearrangierten Centrocyten Sequen-

zen
Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
mit B2 oder B3 produktiven Centrocyten Rearrangements wurde in

den einzelnen Kodons betrachtet.
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Figur 25b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Ko-

dons in mit B2 oder B3 nicht-produktiv rearrangierten Centrocyten

Sequenzen
Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller

mit B2 oder B3 nicht-produktiven Centrocyten Rearrangements wurde

in den einzelnen Kodons betrachtet.

Figur 26a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Ko-

dons in mit B2 oder B3 produktiv rearrangierten Memory B Zell Se-

quenzen
Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller

mit B2 oder B3 produktiven Memory B Zell Rearrangements wurde in

den einzelnen Kodons betrachtet.

Figur 26b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in mit B2 oder B3 nicht-produktiv rearrangierten Memory B Zell

Sequenzen
Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller

mit B2 oder B3 nicht-produktiven Memory B Zell Rearrangements

wurde in den einzelnen Kodons betrachtet.

Figur 27a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Ko-

dons in mit A27, L2 oder L12 produktiv rearrangierten Sequenzen aus

der kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
mit A27, L2 oder L12 produktiven Rearrangements wurde in den ein-

zelnen Kodons betrachtet.

Figur 27b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in mit A27, L2 oder L12 nicht-produktiv rearrangierten Sequen-

zen aus der kindlichen Tonsille
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Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
mit A27, L2 oder L12 nicht-produktiven Rearrangements wurde in

den einzelnen Kodons betrachtet.

Figur 28: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Kodons

in mit A27, L2 oder L12 produktiv rearrangierten naiven B Zell Se-

quenzen
Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller

mit A27, L2 oder L12 produktiven Rearrangements wurde in den ein-

zelnen Kodons betrachtet.

Figur 29a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in mit A27, L2 oder L12 produktiv rearrangierten Centroblasten

Sequenzen
Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller

mit A27, L2 oder L12 produktiven Centroblasten Rearrangements

wurde in den einzelnen Kodons betrachtet.

Figur 29b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in mit A27, L2 oder L12 nicht-produktiv rearrangierten

Centroblasten Sequenzen aus der kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
mit A27, L2 oder L12 nicht-produktiven Centroblasten Rearrange-

ments wurde in den einzelnen Kodons betrachtet.

Figur 30a: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen ViJk Ko-

dons in mit A27, L2 oder L12 produktiv rearrangierten Centrocyten

Sequenzen
Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller

mit A27, L2 oder L12 produktiven Centrocyten Rearrangements wur-

de in den einzelnen Kodons betrachtet.



Figuren Seite 91

Figur 30b: Die Verteilung der Mutationen in den einzelnen VkJk Ko-

dons in mit A27, L2 oder L12 nicht-produktiv rearrangierten Sequen-

zen aus der kindlichen Tonsille

Die Anzahl der Austauschmutationen und der stillen Mutationen aller
mit A27, L2 oder L12 nicht-produktiven Centrocyten Rearrangements

wurde in den einzelnen Kodons betrachtet.

Tabelle 1: Ratio von Austauschmutationen und Stillen Mutationen

Die Anzahl der Austauschmutationen und stillen Mutationen in den
einzelnen Bereichen einer VkJk-Sequenz wurde fur die Gesamtzahl
aller produktiven und nicht-produktiven Tonsillensequenzen sowie fur
alle Subpopulationen aufgelistet und die Ratio berechnet (Quotient
aus Austauschmutationen und stillen Mutationen) [in Tabelle: Ra-
tio(Austauschmutationen/Stille Mutationen)].

Statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zwischen CDR-
Bereich und FR-Bereich (in der Tabelle mit roter Farbe gekennzeich-
net) ergaben sich im produktiven Repertoire fur die Gesamtanzahl
aller produktiven Sequenzen, die produktiven naiven B Zellen, die
produktiven Centroblasten, die produktiven Centrocyten, und die pro-
duktiven Memory B Zellen (p<1,01896*10'°; p<0,00031; p<0,00925;
p<4,01669*10°; p<0,027885) (32 Test).

Statistisch signifikante Unterschiede im Vergleich zwischen produkti-
vem und nicht-produktiven Repertoire (in der Tabelle mit # gekenn-
zeichnet) zeigten sich im FR3, im CDR und im FR bei der Gesamtpo-
pulation (p<0,0352; p<0,0477; p<0,03665), sowie im FR1 bei den
Memory B Zellen (p<0,0253) (x2 Test).
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Figur 31la: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-

gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

produktiven Sequenzen

Die Austauschmutationen im CDR Bereich wurden als Funktion der
Gesamtanzahl der Austauschmutationen fur jede einzelne mutierte
produktive Sequenz aufgetragen.

Die Mutationen im CDR wurden mittels Sigma Plot® als Funktion
(Regressionsgerade) der gesamten Zahl von Austauschmutationen
/Sequenz dargestellt (y=ax+t). Der Korrelationskoeffizient r wurde

berechnet.

Figur 31b: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-

gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

nicht-produktiven Sequenzen

Die Austauschmutationen im CDR Bereich wurden als Funktion der
Gesamtanzahl der Austauschmutationen fur jede einzelne mutierte

nicht-produktive Sequenz aufgetragen.

Figur 32a: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-

gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

produktiven naiven B Zell Sequenzen

Die Austauschmutationen im CDR Bereich wurden als Funktion der
Gesamtanzahl der Austauschmutationen fir jede einzelne mutierte

produktive naive B Zell Sequenz aufgetragen.

Figur 32b: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-

gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

nicht-produktiven naiven B Zell Sequenzen
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Die Austauschmutationen im CDR Bereich wurden als Funktion der
Gesamtanzahl der Austauschmutationen fur jede einzelne mutierte

nicht-produktive naive B Zell Sequenz aufgetragen.

Figur 33: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-

gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

produktiven Germinal Center Founder Seqguenzen

Die Austauschmutationen im CDR Bereich wurden als Funktion der
Gesamtanzahl der Austauschmutationen fur jede einzelne mutierte

produktive Germinal Center Founder Sequenz aufgetragen.

Figur 34a: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-

gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

produktiven Centroblasten Sequenzen

Die Austauschmutationen im CDR Bereich wurden als Funktion der
Gesamtanzahl der Austauschmutationen fur jede einzelne mutierte

produktive Centroblasten Sequenz aufgetragen.

Figur 34b: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-

gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

nicht-produktiven Centroblasten Sequenzen

Die Austauschmutationen im CDR Bereich wurden als Funktion der
Gesamtanzahl der Austauschmutationen fir jede einzelne mutierte

nicht-produktive Centroblasten Sequenz aufgetragen.

Figur 35a: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-

gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

produktiven Centrocyten Seguenzen
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Die Austauschmutationen im CDR Bereich wurden als Funktion der
Gesamtanzahl der Austauschmutationen fur jede einzelne mutierte

produktive Centrocyten Sequenz aufgetragen.

Figur 35b: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-

gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

nicht-produktiven Centrocyten Sequenzen

Die Austauschmutationen im CDR Bereich wurden als Funktion der
Gesamtanzahl der Austauschmutationen fur jede einzelne mutierte

nicht-produktive Centrocyten Sequenz aufgetragen.

Figur 36a: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-

gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

produktiven Memory B Zell Sequenzen

Die Austauschmutationen im CDR Bereich wurden als Funktion der
Gesamtanzahl der Austauschmutationen fur jede einzelne mutierte

produktive Memory B Zell Sequenz aufgetragen.

Figur 36b: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-

gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

nicht-produktiven Memory B Zell Sequenzen

Die Austauschmutationen im CDR Bereich wurden als Funktion der
Gesamtanzahl der Austauschmutationen fir jede einzelne mutierte

nicht-produktive Memory B Zell Sequenz aufgetragen.
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Figur 31 a+b: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-
gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

Sequenzen (gesamt)

14
a) produktiv
x 12 4 L
8 y= 0,5830x + 0,2862 -
g 10 - r=0,8673 @
=
q, — ———
S| 8q
®
S
E 61 ®
|
Q
w
g 4
@
= |
<C
& 2
o
E 0 ® @ @ o
c
<
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Anzahl der Austauschmutationen pro Sequenz

14
no: 12 b) nicht-produktiv ®
O y=0,4957x — 0,0572
£ 101 .
= r=0,8908
[4H)
o .
QO 8-
@
=
E s
(&)
(2]
=
S 44
(2}
=5
<<
B 2-
=
=
g o-
c
<

"2 T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Anzahl der Austauschmutationen pro Sequenz



‘ Figuren Seite 140‘

Figur 32 a+b: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-
gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

naiven B Zell Sequenzen
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Figur 33: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Vergleich

zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen Germinal
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Figur 34 a+b: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-

gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

Centroblasten Sequenzen
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Figur 35 a+b: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-
gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

Centrocyten Sequenzen
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Figur 36 at+b: Anzahl der Austauschmutationen im CDR Bereich im Ver-
gleich zur Gesamtanzahl der Austauschmutationen in den einzelnen

Memory B Zell Sequenzen
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