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Einleitung

1. Einleitung

1.1 B-Lymphozyten
1.1.1 B-Zell-Ontogenese

Schon frih wahrend der Ontogenese bilden sich duspgienten hamatopoetischen
Stammzellen B-Zell-Vorlauferzellen. Diese B-Zell#tggation beginnt beim Menschen
wahrend der 8.-9. Entwicklungswoche im paraaort@ewebe, in Leber und Milz. Nach der
Geburt ist sie hauptsachlich auf das Knochenmasdchrénkt, wo sie mit abnehmender
Aktivitat das ganze Leben lang anhalt (1). Dortkimochenmark erfolgt die Entwicklung von
der pluripotenten Stammzelle zum unreifen B-Lympfttez. Am Ende der B-Zell-

Differenzierung im Knochenmark entsteht ein unreif®-Lymphozyt, der an seiner
Oberflache einen fur ihn charakteristischen B-ZRakzeptor tragt. Diese naive B-Zelle
gelangt uber die Blut- und LymphgefaRe zu den lyatigbhen Organen, wo durch das
Zusammenspiel von Antigen-prasentierenden Zellem dnHelferzellen die weiteren,

endgultigen Differenzierungsschritte eingeleitetaes.

Abb. 1 — Reifungsschritte der B-Zell-Ontogenese, ndifiziert nach Sauermout R, Freudig D: Lexikon der
Biologie, Spektrum akademischer Verlag, 1999-2002
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1.1.2 Der B-Zell-Rezeptor

Der B-Zell-Rezeptor entspricht einem membrangeboede Immunglobulin. Das
Immunglobulinmolekiil setzt sich aus vier Polypekdilen zusammen, die sich in je zwei
identische schwere (H) und leichte (L) Ketten aldte(2). Die H- und L-Ketten werden tber
kovalente Disulfidbriicken verbunden. Sowohl dieat$- auch die L-Ketten setzen sich aus je
einer NH-terminalen variablen (V) Region und einer COOHrvtmalen konstanten (C)
Region zusammen. Die V-Region ist fir die Antigewhing, die C-Region fur die
Effektorfunktion verantwortlich. Die V-Region lassich noch weiter aufteilen: In der
schweren Kette wird sie durch drei Gene (dr{able), D (diversity), J {oining)) kodiert, in
der leichten Kette durch zwei Gene (V, D). Die Vgitmen beider Ketten bestimmen den
Ideotyp eines Antikorpers. Die C-Region ist ebdafain Produkt mehrerer Gene. Durch sie
wird die Antikoérperklasse, der Isotyp, bestimmti Ben Antikorpern der Klasse IgM und IgE
besteht die C-Region aus vier, bei den Antikorp#en Klassen IgG, IgA und IgD aus drei

konstanten Doméanen.

Abb. 2 — Aufbau eines Antikérpermolekiils am Beispiedes IgG, maodifiziert nach Pschyrembel Klinisches
Woérterbuch 258. Aufl. Berlin: De Gruyter, 1998

Antigen- N-terminales
Bindungsstelle Ende
(Amino-Terminal)

C-terminales Ende
(Carboxy-Terminal)

KH : Kohlenhydratkomponente



Einleitung

1.1.3 Rekombination der schweren und leichten Immunglobuhkette

Die grundlegenden Mechanismen bei der EntstehumgViddfalt der Antigenrezeptoren
wurden 1983 von Tonegawa beschrieben (3). Auf gésarar Ebene kommt es zu einer
Rekombination der V-, D- und J-Gene der schweranunmglobulinkette bzw. V- und J-Gene
der leichten Kette. Die V-, D- und J-Gene der sdeweKette liegen alluster auf
Chromosom 14q23 in dieser Reihenfolge vor. Dabsithteder Mensch 51 funktionellepV
Gene, ca. 30 pGene und 6 #Gene. Bei der physiologischen Rekombination kate$
Segment eines Typs mit jedem beliebigen Segmerdseamderen Typs in unmittelbare
Nachbarschaft gebracht werden, indem die dazwistbgende DNA mit Hilfe der VDJ-
Rekombinase herausgeschnitten wird.

Die VDJ-Rekombinase setzt sich aus einem Komplex Schneide- und Reparaturenzymen
zusammen. Im ersten Schritt der Rekombination wirdéchst ein D-Fragment an eig J
Fragment gefligt, es entsteht eingBRtagment (3-5). Im nachsten Schritt wird dasy-DJ
Fragment mit einem der WFragmente rekombiniert und eine komplette V-Regdsr
schweren Kette ist fertig gestellt. Wahrend dielseiden Rekombinationsschritte werden
noch zusatzlich kurze DNA-Abschnitte von 5-20 Nukiden durch ein Enzym namens TdT
(terminale Desoxynucleotidyltransferase) zwischen jgweils zu verknipfenden Fragmenten
eingefligt (6). Die Diversitat der Antigenbindungdist wird dadurch nochmals vervielfaltigt.
Ahnlich verlauft der Rekombinationsprozess derhisio Kette. Hier setzt sich allerdings die
V-Region aus nur einem [V und J-Segment zusammen. Die Gene sind auf zwei
Chromosomen verteilt: die det-Kette liegen auf Chromosom 2, die deiKette auf
Chromosom 22.

Diese Prozesse der Rekombination werden als VDW- Ydd-Rearrangemeniezeichnet. Sie

bilden den Grundbaustein der Antikdrpervielfalt.
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51 V,-Gene ~30 D-Gene 6 J,-Gene
-- D||D||D Ju | [ 3413y Cu
\ DJ,-Rekombination
- D ID|N[J,| |3, Cu
\ / V,DJy-Rekombination
Vy -N DIN|Jy| | Iy Cu

Abbildung 3: Der Mechanismus des VDJ-Rearrangements der schweren Kette
eines Immunglobulins . Im ersten Schritt (DJ ,,-Rekombination) wird ein D -Segment
an ein JH-Segment geflgt. Im zweiten Schritt (V ,DJ,-Rekombination) wird ein
V,-Segment an das neu entstandene DJ ,-Segment gefugt. Durch das Enzym TdT
werden noch zusatzliche Nukleotide (N) zwischen die Segmente eingebaut.

1.14 Der Aufbau der variablen Region der schweren Immuntpbulinkette,

die Keimzentrumsreaktion

Das beimrearrangemenentstandene VDJ-Exon wird auf DNS-Ebene noch weit¢erteilt.
Zwischen vierFrameworkRegionen (FRs) sind dreiomplementarity determining regions
(CDRs) angeordnet (7,8). Die FRs kodieren fur dagsurelle Gerust der variablen Region,
die CDRs fur die Antigenbindungsstelle (siehe afibh. 4).

N| D[N JH

L FRI | CDRI FR I CDR Il FR I CDR Il FR IV

Abbildung 4 : Aufbau der variablen Region einer schweren Immunglobulinkette auf genomischer Ebene nach
VDJ-rearrangement. L: leader region, FR: framework region, CDR: cluster of differentiation region
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Mutationsanalysen der variablen Region der schwerenunglobulinkette kdonnen tber den
Reifungszustand einer B-Zelle Aufschluss gebenetimB-Zellen, die noch keinen Kontakt
mit einem Antigen hatten, weisen eine unmutierég, Keimbahnkonfiguration entsprechende
VH-Region auf. Liegen die CDRs gehéauft mutiert veg handelt es sich um einen
Lymphozyten, der noch in Kontakt mit einem Antigeteht oder schon gestanden hat, also
eine reife B-Zelle. Der Reifungsprozess spielt sicden reaktiven Keimzentren ab, die nach
Immunisation eines Follikels mit T-Zell-abhangig&ntigenen entstehen. Dabei kommt es
zum expansiven Wachstum einer oligoklonalen Pojmraton aktivierten B-Zellen. Einige
dieser B-Zellen wandern ins Innere des Keimzentrum® sie der somatischen
Mutationsmaschinerie ausgesetzt sind. Die Mutatidneten hierbei bevorzugt in den CDRs
auf, wahrend die FRs kaum verandert werden (9,)0,Daraus resultiert eine
Affinitatsdnderung des BCR. Nur die B-Zellen mithleo Affinitdt zu den im Keimzentrum
prasentierten Antigenen werden selektioniert unidedren so dem programmierten Zelltod
(12).

1.2 Non-Hodgkin-Lymphome

Non-Hodgkin-Lymphome umfassen eine Klinisch, bisdog und pathohistologisch
heterogene Gruppe von Erkrankungen, deren gemeassderkmal die Abstammung von
Zellen des lymphatischen Systems ist. Klinisch reatieren sich maligne Erkrankungen
dieser Zellen als Leukamien, Plasmozytome odelgsphome. Uber 90% der malignen
Lymphome sind B-Zell-Lymphome, nur ca. 10% sind denoder NK-Zell-Lymphomen
zuzurechnen (13,14).

Obwohl die NHL mit einer Inzidenz von ca. 10 Neuarkkung pro 100.000 im Vergleich zu
Karzinomen relativ selten sind, so kam es dochan destlichen Industrielandern in den
letzten drei Dekaden zu einem raschen Anstieg deidénz, deren Grinde noch nicht
bekannt sind.

Die zunehmende Inzidenz von Non-Hodgkin-Lymphomed die Entdeckung verschiedener,
bislang unbekannter Lymphomsubtypen, machte eineie ne.ymphomklassifikation
notwendig. 1994 wurden die bis dahin in Europa [(Kiessifikation (15)) und Nordamerika
(working formulation (16)) gebrauchlichen Klassifikationen durch dienvder ILSG
(International Lymphoma Study Grgupusgearbeiteten REAL Klassifikation abgelost (13)
die auf morphologischen und immunologischen Kréerbasierte. In Kooperation mit der

WeltgesundheitsorganisationWHO)  wurde 1997 eine neue, sich auf die REAL
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Klassifikation stitzende Klassifikation durch dieSIG erarbeitet, die 2001 als offizielle
WHO-KIassifikation veréffentlich wurde (13,14) undternational angewendet wird. Hier
wird zwischen Lymphomen der B- und T-Zell-Reihe arathieden, sowie eine Einteilung
nach dem jeweiligen Differenzierungsstadium dergiatischen Zelle vorgenommen, der das

Lymphom morphologisch entspricht.

1.2.1 Das follikulare Lymphom

Follikulare Lymphome (FL) machen etwa 25-40% denNtodgkin-Lymphome aus (13,17).
Die Erkrankung ist bei Diagnose meist fortgesabnit{klinisches Stadium Il oder IV nach
der Ann Arbor Klassifikation). Prognostisch zeigdie follikularen Lymphome meist einen
gunstigen Verlauf mit nur langsamer Progredien.dg&m selten diagnostizierten limitierten
Stadien (Ann Arbor | und Il) werden die Patientémee kurativen Radiatio zugefluhrt, bei der
in ca. 50% der Falle mit einer Rezidivfreiheit autdich 10 Jahren gerechnet werden kann
(18,19) In fortgeschrittenen Stadien gilt das follikuldrgmphom trotz eines in der Regel
guten Ansprechens auf Radio- und Chemotherapienisilbar.

In histologischer und genetischer Hinsicht zeigs dd. eine ausgepréagte Dynamik und
Tumorinstabilitdt: zu verschiedenen Zeitpunkten wrd unterschiedlichen Lokalisationen
gewonnene Biopsien kénnen eine sehr unterschiediMbrphologie zeigen. Wéahrend an
einer Stelle das Bild von kleinen Zellen und reaflikularem Wachstumsmuster bestimmt
sein kann, findet sich eventuell an einer anderekalisation eine follikulare und diffuse
Morphologie oder sogar eine Transformation in eirfBD.

Die Tumorzelle follikularer Lymphome gleicht morpbgisch der Keimzentrumszelle der
Lymphfollikel (13) und hat dieses biologisch undlktionell durchlaufen. Die Tumorzellen
weisen eine Hypermutation der variablen Bereichelen schweren und leichten Kette des
Immunglobulingenes auf. In den mutierten variabBareichen zeigt sich eine intraklonale
Diversitat (20-23), was als Ausdruck einer fortettenden somatischen Mutatioongoing
mutation) zu deuten ist. Diese Befunde weisen auf eineaitseerfolgten Antigenkontakt hin
und belegen die Ahnlichkeit mit dem ,normalen* Panides follikularen Lymphomes, der
Keimzentrums-B-Zelle.

FL weisen typischerweise die genetische Translokatij14;18) auf (24,25), bei der das Gen
fur das bcl-2-Protein (auf Chromosom 18) unter d&influss des Promoters fir das

Immunglobulin-Schwerkettengen (auf Chromosom 14nhikd. Diesegearrangementihrt
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zu einer unphysiologischen Expression von funkfiimgem, antiapoptotisch wirkendem
bcl-2-Protein (26-32). Fir die von dieser Transtaka betroffenen Tumorzellen resultiert
daraus ein verlangertes Uberleben (33-35) mit earhbhten Wahrscheinlichkeit, weitere
genetische Aberrationen zu erwerben. Inwieweit elWeitermutation der einzelnen
Tumorzellen in  Abhangigkeit von lokalen Faktoren r deeoplastischen Follikel
(-Mikromilieu®) erfolgt, ist dabei ebenso weitgeleerungeklart, wie die Frage, ob und
gegebenenfalls welche Determinanten auf genetiséi®szne flr die Induktion einer

Transformation zu einem DLBL bestehen.



Ziel und Fragestellung

2. Ziel und Fragestellung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war einerseitsn dgnfluss verschiedener Keimzentren
eines von einem FL befallenen Lymphknotens auf dlien enthaltenen Tumorzellen zu
untersuchen. Dartber hinaus sollte in Fallen, medees zu einer Progression der Erkrankung
gekommen war und in denen daher Biopsien zu mehr@estpunkten vorlagen, geklart
werden, ob die nachgewiesenen Tumorzellen im Verlder Erkrankung in ihrem
Mutationsmuster konstant blieben, weitere Aberraioerwarben oder es zu einer Selektion
bestimmter Tumorzellen kam.

Dazu wurde eine Mutationsanalyse des B-Zell-Rezept(BCR) der neoplastischen
Lymphozyten durchgefihrt.

FUr jeden Tumor wurde mit Hilfe der Laser-Mikrodikion Tumorgewebe aus jeweils 10-15
Follikeln entnommen und die darin enthaltene DN@liest. Die VH-Region der schweren
Kette des BCR-Genes wurde fir alle disseziertete@gédes Follikels amplifiziert, kloniert
und sequenziert, um so die Klonalitat und den Reg$zustand der neoplastischen
Lymphozyten auf molekularer Ebene zu bestimmen.

Weiterhin sollte der Frage nachgegangen werden,d@ Tumorzellen wéhrend der
Lymphomentstehung eine antigenabhéngige Affiniggiisng innerhalb eines Keimzentrums
durchliefen und ob sich dies auf genomischer Eberger variablen Region der schweren
Immunglobulinkette widerspiegelte. Dartiber hinausliten die Tumor-Subklone auf
genetischer Ebene beziglich einer intraklonaleneBitét bzw. mdglicher genealogischer
Zusammenhange untersucht werden. Berucksichtigwilje sdabei auch das reaktive
Begleitinfiltrat nicht neoplastischer Lymphozytenden.

Die erhaltenen Ergebnisse sollten mit der Morphielogd dem jeweiligen Graden des FL

korreliert werden.
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3. Material und Methoden
3.1 Material
kopf

Die verwendeten Arbeitsgerate, Hilfsmittel, Pufiedsungen, Enzyme, Antikorper, Plasmide,
Oligonukleotide und Bakterienstamme sind im Anhamgter Kapitel 8.1ausflhrlich

dargestellt.

3.1.1 Patienten und immunbhistologische Untersuchungsbefute

Es wurde Tumorgewebe von vier verschiedenen Patiamtersucht. Dabei standen bei zwei
Patienten Biopsien aus verschiedenen ZeitrAumeWeriigung. Von den Patienten 1 und 2
wurde nur einmalig eine Biopsie gewonnen (Pat.1:diurh Pat.2:Tumor Il). Bei dem
Patienten 3  konnte Tumorgewebe in zeitlicher Resgion zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten gewonnen werden (Tumor, I# Ill;). Der Patient 4 wurde zu 3 Zeitpunkten
biopsiert (Tumor 1\{ + IV, + IV3). Bei allen Biopsien handelt es sich, mit Ausnahroa

Tumor V3, um kryoasserviertes Material.
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Tab. 1 — Ubersicht tiber die Patienten bzw. Tumore

Pat.: 1 Pat.: 2 Pat.: 3 Pat.: 4
113

Tumor | Tumor Il Tumor Il 4 Tumor I Tumor 1V 1 TumorlV ; TumorlV 3
Klinische Daten 961 Jahre 8 72 Jahre 9 38 Jahre 9 58 Jahre
Gewebeprobe nl, nativ nl, nativ nl, nativ nl, nativ nl, nativ nl, nativ nl, Paraffin
Morphologie follikular follikular follikular follikular follikular diffus diffus
Grad 1 2-3 2 2 3 3 3
Intervall zu| - - - 34m - 21m 11m
vorangehender Biopsig
Bcl-2 + - + + + + +
Ki-67-Index/ 20% 60% 30-40% 15-30% 30-40% 50% 40%
Proliferationsindex
CD20 + + + + +
CD 22 +
CD10 + - + + +
CD23 - + (+)
CD30 +)
CD5 - +) + -
CD3 i + -
CD11 +
p53-Hyperexpressivitat (+) (+) (+) (+)
IgM +

IgD

10
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3.2 Methoden
3.21 DNA-Isolierung aus gefrorenem Gewebe

Fur die DNA-Extraktion des kryoasservierten Tumaenals wurden pro Tumor je zehn 20
pm dicke Schnitte mit je 50 ul DNA-Extraktionspuftend je 2,5 pl Proteinase bei 55°C Uber
Nacht inkubiert. Im Anschluss wurde die Proteindgech 10-minttiges Erwarmen auf 95° C
inaktiviert und unlésliche Bestandteile durch Z#agation (14000 rpm, 5 min) aus dem

Uberstand entfernt.

3.2.2 DNA-Isolierung aus in Paraffin eingebettetem Gewebe

Aus dem in Paraffin eingebetteten Gewebe wurdem bise acht 6 um dicke Schnitte
entparaffinisiert. Dazu wurden zu jedem Schnitt 0Xylol gegeben. Im Anschluss wurde
dieses mit 96%-igem Alkohol ausgewaschen. Die Rratnerden bei 50°C im Thermoblock
so lange inkubiert, bis sie vollstandig getrockmatren. Nach Zugabe von 100-300 pl des
DNA-Extraktionspuffers und 5 pl Proteinase zu je&eobe wurden diese bei 55°C uber
Nacht inkubiert. Dann wurde die Proteinase durchmihOtiges Erwé&rmen auf 95°C
inaktiviert und unlésliche Bestandteile durch Z#agation (14000 rpm, 5 min) aus dem

Uberstand entfernt.

3.2.3 PCR zur Bestimmung geeigneter Tumoren und ihrer opimalen

Verdinnungsstufe

Zur Evaluierung der verschiedenen Tumorgewebe #m ¥ersuchsansatz und fur die
Bestimmung der optimalen DNA-Konzentration wurdeombr-DNS-Verdinnungen von
1:10, 1:30 und 1:90 hergestellt; anschlie3end wande allen Verdinnungsstufen eine PCR
mit einem Gemisch aus je 6 Mamilienspezifischen 5-Primern und einem an das J
Segment bindenden 3’-Primer durchgefuhrt. Dabeidewsowohl ein Gemisch mit den von
Kipperset al. (11) als auch ein Gemisch mit den v8@ampbell et al(36) beschriebenen
familienspezifischen 5’-Primern verwendet. Fur dersatz mit derKippersPrimern wurde
als 3’-Primer der JHa(24)-Primer gewahlt, bei demmpbeHPrimern wurde der JHa(19)-

Primer eingesetzt. Die Sequenzen der verwendeteigortikleotidprimer und ihre

11
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Ansatzstellen sind in den Tabellen 53 und @#d der Abbildung 30 inKapitel 8.1.4
aufgefuhrt.

Ein Ansatz umfasst 25 pl und setzt sich wie folggaanmen:

5,0 i DNA-templaten verschiedenen Verdinnungsstufen

24 ul 10 x PCR Buffer Il von Roche (Mannheim)

45 ul 25 mMMgCl,von Roche (Mannheim)

3,2 ul 10 mM dNTP (each dNTP 2,5 mM)

2,5 ul des VH-5-Primer-Gemisches mit jB @M Primer

2,5 pl 15uM JH-3’-Primer

0,15 pl AmpliTa® Gold DNA-Polymerase (5 U/ul) von
Roche (Mannheim)

4,75 pl HO

Die PCR erfolgte in der PCR-MaschiMastercycler® gradientvon Eppendorf (Hamburg),
pro Ansatz wurden dabei 35 Amplifikationszyklen chgefuhrt:

9f° | 15
o5 [ 17
61° | 17 35 Zyklen

72° [ 1'50”
72 | 10

12
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3.24 Auftrennung von DNA-Fragmenten mit Hilfe der Geleletrophorese

Die amplifizierten V-Regionen wurden anschliel3ebériein Agarosegel aufgetrennt. Dabei
betrug die Gel-Konzentration standardmafig 2,4%s Bl wurde mit 0,5 x TBE und
Ethidiumbromid gegossen, wobei fir je 100 ml TBE Bthidiumbromid eingesetzt wurden.
Es wurde je 4 pl der DNS-Amplifikate und 2-4 plesnl00bp-GroRenstandards auf das Gel
aufgetragen. Als Laufpuffer diente 0,5x TBE. Dasl Gef 30 — 40 Minuten unter einer
Spannung von 130 V. Die erhaltenen Banden wurdesschdielend Uber eine
Videoauswerteeinheit der Firma MWG (Ebersberg) doémntiert.

3.2.5 PCR zur Bestimmung der VH-Familie

Bei positivem Ergebnis der Gelelektrophorese wyegeils die DNS-Verdinnung ermittelt,
bei der die starkste Bande aufgetreten war. Misatiavurde dann weitergearbeitet, um die
VH-Familie des jeweiligen Tumors zu bestimmen. Dawwrden pro Tumor 12 Anséatze
gemacht: fur jede der 6 Tumorfamilien wurde je sezifischer VH-5-Primer sowohl der
Kippess- als auch de€ampbeHlOligonukleotide eingesetzt. Wiederum wurden ldigpers
Primer mit den JHa(24)-3'-Primern und d@ampbelPrimer mit den JHa(19)-Primern

kombiniert. Jeder 25 pl-Ansatz beinhaltete:

5,0 pnl DNA-templaten optimaler Verdlinnungsstufe

24 ul 10 x PCR Buffer Il von Roche (Mannhgi

45 ul 25 mMMgCl,von Roche (Mannheim)

3,2 ul 10 mM dNTP (each dNTP 2,5 mM)

0,7 ul 15 uM VH-5’-Primer

0,7 ul 15 uM JH-3’-Primer

0,15 pul  AmpliTa® Gold DNA-Polymerase (5 U/ul) von
Roche (Mannheim)

835 ul HO

13
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Im Anschluss wurde im genanntéWlastercycler® gradient nach folgendem Schema

amplifiziert:
9f° | 15
95° | 1
x° | 17 35 Zyklen
72 | 1’507
72 | 10
L | o

Die AnnealingTemperatur X° betrug bei d&ampbeHlPrimern immer 61°, bei dadtppers
Primern nur im Falle der Familien 1,2,5 und 6; Bamilie 3 und 4 deKuppersPrimer
wurde mit derAnnealingTemperatur X von 65° gearbeitet. Als Negativkolgrevurde ein
Ansatz verwandt, der statt demmplateeine entsprechende Menge an Wasser enthielt. Die
Amplifikate wurden dann nach oben beschrieben Sehdmer Gelelektrophorese aufgetrennt,

visualisiert und die Tumorfamilie bestimmt.

3.2.6 Schnitt und Anfarbung der kryoasservierten Biopsi@

Zunachst wurden silanisierte Objekttrager mit jeeed 1 x 2 cm messenden Stick PEN-
Folien beklebt. Auf die so vorbereiteten Objekte@gwurden die 6-8 pm dicken
Gefrierschnitte aufgetragen. Nach 1 h Trocknen Raumtemperatur wurden die Proben
zundchst mit dem Primarantikérper Maus-anti-humagell CD3-Antikoérper (1:100) fur 3
Minuten bei 42°C inkubiert. Dann wurde mit 0,1x P§&vaschen. Im Anschluss wurde mit
dem DAKO Chem Mate TMDetektionskit K5001 weiter gearbeitet. Als Sekwandikorper
dienten biotinylierte Ziege-Anti-Maus Antikorper. i®derum nach 3-minutiger Inkubation
bei 42°C wurde mit 0,1x PBS gewaschen. Nun wurdeP@eoxidase-Streptavidin-Komplex
an das Biotin durch 3-minutige Inkubation bei 42f€bunden. Fir die folgende Farbreaktion
wurde zuerst DAB im Verhdltnis 1:50 zu HRP, eineasskrstoffperoxyd enthaltenden
Pufferlosung hinzu pipettiert. Mit dieser als Chagansubstrat dienenden Losung wurden
die Schnitte dann fur 1-3 min bei 42°C inkubiemiletzt wurden die Proben mit destilliertem

Wasser gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet.

14
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3.2.7 Mikrodissektion einzelner Follikel und Verdau

Unter visueller Kontrolle mit eine®lympus® Umkehrmikroskop IX%@urden pro Fall zehn
bis funfzehn Follikel mittels deBALM® Robot-Micro Beanmikrodisseziert. Mittels einer
Kanulenspitze wurde je ein ausgeschnittener Folilkkesin PCR-Reaktionsgefald mit 25 pl
DNA-Extraktionspuffer und 1,25 pl Proteinase K (©g/ml) (Roche, Mannheim) tberfuhrt.
Nach einer Inkubation bei 50°C Uber Nacht wurden Rlioben zehn Minuten lang bei 95°C
im Thermoblock zur Inaktivierung der Proteinase &mt und anschlieRend ungeloste

Gewebeanteile funf Minuten lang bei 14000 rpm abHegiert.

3.2.8 VH-familienspezifische PCR der einzelnen Follikel

Zur Amplifikation der rearrangierten Immunglobulene der Tumorzellen jedes einzelnen
Follikels wurde eine zweistufigenestedPCR gewahlt. In beiden Runden wurde mit je 2
verschiedenen, familienspezifischen VH-5-Primegaidpeitet: In der ersten Runde mit den
CampbeHlPrimern und den selbst kreierten VH-5¢8rimern, in der zweiten Runde mit den
KippersPrimern und den selbst entworfenen VH-5-Brimern. Der 3’-Konsensus-Primer
der ersten Runde war der JHal9-Primer, in der eweRunde wurde der JHb-Primer
verwendet. Die Nukleotidsequenz der VH-%xSund VH-5’-S,-Primer ist in Tabelle 53 in
Kapitel 8.1.4 dargestellt.

In der ersten Runde umfasste der Ansatz 25 plebest aus:

5,0 pl DNAtemplateeines Follikels

2,4 pl 10 x PCR Buffer Il von Roche (Mannheim)

4,5 pl 25 mMMgCI; von Roche (Mannheim)

3,2 pl 10 MM dNTP (jedes dNTP 2,5 mM)

0,7 pl 15 puM familienspezifischerVH-5’-Primer

0,7 ul 15 uM JHal9-Primer

0,15 pl AmpliTa® Gold DNA-Polymerase (5 U/ul) von Roche (Mannheim)
8,35 ul HO

15
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Anschlie3end wurden die Proben iWastercycle® gradient nach folgendem Schema

amplifiziert:
94° | 15
95° | I
x° | 1 35 Zyklen
72 | 1’507
72 | 10
L | oo

Die AnnealingTemperatur X° betrug bei den Campbell-Primern 6&f,den VH-SPrimern
62°. Nach Beendigung der PCR wurden die Proberoin beschrieben auf 2,4% TBE-Gel

aufgetragen, Uber Elektrophorese aufgetrennt uswhiisiert.

In der zweiten Runde wurden als DNémplatedie in der ersten Runde amplifizierten VH-
Fragmente verwendet. Mit folgendem 50 pl-Ansatzdeutie PCR ausgefuhrt:

2,0 ul DNAtemplateaus der ersten Runde

4.8 pl 10 x PCR Buffer Il von Roche (Manmhgi

9,0 ul 25 mMMgCl, von Roche (Mannheim)

6,4 Il 10 MM dNTP (jedes dNTP 2,5 mM)

1,4 pul 15 pM familienspezifischerVH-Brimer

1,4 pl 15 pM JRHPrimer

0,3 ul AmpliTa§ Gold DNA-Polymerase (5 U/ul) von
Roche (Mannheim)

24,7 ul HO

Es wurde das gleiche PCR-Protokoll verwendet wialen ersten Runde, dignnealing
Temperatur X° betrug allerdings bei déiippersPrimern 65° C (alle Tumoren gehéren der
Familie 3 oder 4 an), bei dep,-rimern 64° C. Im Anschluss wurden die Proben li@ioe

Gelelektrophorese visualisiert, um so den ErfolgRIER zu Uberprifen.
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Eine Ubersicht liber die bei den einzelnen Tumagemijls verwendeten Primer zeigt Tab. 2.

Tabelle 2 — Ubersicht uiber die bei den einzelnen Tooren verwendete Primer

Pat.: 1 Pat.: 2 Pat.: 3 Pat.: 4
Tumor | Tumor Il [Tumor Tumor Tumor Tumor IV ; | Tumor V3
1 4 I 2 V4
Gewebeprobe | nl, nativ nl, nativ | nl, nativ nl, nativ nl, nativ nl, nativ nl, Paraffin
Morphologie follikular follikular | follikular | follikular | follikular | diffus diffus
Grad 1 2-3 2 2 3 3 3
Intervall zu| - - - 34m - 21m 11m
vorangegangene
Biopsie
VH-Familie 8 3 4 4 4 4 4
PCR1R5Pr. |VH3-C VH3-C |VH4-S-ex | VH4-S-ex | VH4-S-ex/| VH4-C VH4-C
VH4-c Y
PCR 1.R 3'Pr. |JHa-19 JHa-19 | JHa-19 JHa-19 JHa-19 JHa-19 JHa-19
PCR 2.R5Pr. | VH3-K VH3-K VH4-S-in | VH4-S-in | VH4-S-in/ | VH4-K VH4-K
VH4-K Y
PCR 2.R 3'Pr. | JHb JHb JHb JHb JHb JHb JHb
Follikel 1-6 1-10 15 1-6 1,2,34, D | Diffuses | Diffuses
56,7,8 Wachstum | Wachstum

D die kursiv gedruckten Follikel wurden mit VH4-@ifRern in der ersten Runde und mit
VH4-K-Primern in der zweiten Runde amplifiziert.snhodulum lymphaticuthymphknoten.

3.2.9 Aufreinigung von DNA-Fragmenten uber ein Agarosegel

Die in dernestedPCR amplifizierten DNA-Fragmente der einzelnenlikel wurden auf ein
2,0 % TAE-Gel aufgetragen und nach 10-minutigefdtifzeit bei 100 V weitere 2-3 Stunden
bei 60 V elektrophoretisch aufgetrennt. Die Bandenrden dann unter UV-Licht
ausgeschnitten und unter Verwendung Q@E8EX® Il Gel Extraction Kit(Qiagen, Hilden)
entsprechend den Vorschriften des Herstellers mgteund anschlieRend zur Klonierung

eingesetzt.
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3.2.10  Klonierung

Fur die Klonierung wurde da$OPO TA-Cloning® Kit for Sequencingvon Invitrogen
(Groningen, Niederlande) verwendet, welches dentdfegCR*4-TOPC beinhaltet. 4pl
PCR-Produkt wurden gemald den Angaben des Herstatleten Vektor ligiert und 2ul der
Ligationsreaktion inOne ShAtTOP10 (chemically competent.coli den Vorschriften des
Herstellers entsprechend transformiert. Das Prodwkirde in 2 verschiedenen

Konzentrationen auf Ampicillin-Agar-Platten auspilt und Gber Nacht bei 37°C inkubiert.
3.2.11  Klon-Picking und Ubernachtkultur

Fur die Minipraparation der Plasmid-DNA wurde jelse2ine Bakterienkolonie mit einem
sterilen Zahnstocher in je 3 ml mit Ampicillin vefgeenes LB-Medium utberimpft. Fur jeden
Follikel wurden 9 Klone gepickt. Die Suspensionskagn wurden Uber Nacht bei 37°C und
200-250 rpm schittelnd inkubiert.

3.2.12 Minipraparation von Plasmid-DNA aus E.coli

Losungen/Puffer:

GET 50 mM Glucose
10 mM EDTA pH 8,0
25 mM Tris/HCI pH 8,0

LYSE 0,2 M NaOH
1% SDS

KaliumAcetat 3 M Kalium
5 M Acetat pH 4,8

Zur Minipraparation der Plasmid-DNA wurden 2,0 misaeiner 3 ml-Ubernachtkultur

entnommen und bei 8 000 rpm 1 min zentrifugiertsénieBend wurde der Uberstand
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abpipettiert. Das Bakterienpellet wurde in 100 niETGaufgenommen und mit der Pipette
resuspendiert. Daraufhin erfolgte die Zugabe vod g0 Lysispuffer; die erhaltene Losung
wurde mehrmals invertiert und fiir 5 min auf Eistgls Danach wurden 150 pl 3 M Kalium-

Acetat-Losung hinzugegeben, die Losung wieder malgmvertiert und nochmals 5 min auf
Eis gestellt. Im Anschluss folgte eine 10-minttigentrifugation bei 14 000 rpm. Der

erhaltene Uberstand wurde in ein frisches Cap iherfDurch Zugabe von 1000 pl 100 %
Ethanol und 10 min Zentrifugation bei 14 000 rpnmraeudie Plasmid-DNA bei RT gefallt.

Zu dem DNA-Pellet wurden anschlieend 400 ul 70 #tabol hinzugefiugt, dann wurde
mehrmals invertiert und bei 14 000 rpm abzentréugi Der Uberstand wurde vorsichtig
abpipettiert. Das Pellet wurde nun bei 65°C 5 minTihermoblock getrocknet. Zuletzt wurde
die Plasmid-DNA in 35 plbw TE mit 20 pg/ml RNAse gelost.

3.2.13 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Der Erfolg einer Klonierung wurde durch einen R&stnsverdau Uberprift. Flr einen
Verdau von Plasmid-DNA aus einer Minipraparationraan 4 pl des 35 pl-Ansatzes

verwendet. Je Restriktionsverdau wurde folgendandgirdansatz pipettiert:

4 pul Plasmid-DNA

1 pul - 10 x Puffer fir EcoR |
2,5 U EcoR |

ad 10 pl  HO

Der Restriktionsverdau erfolgte wahrend 2 h bei G37im Mastercyclef gradient

Anschlieend wurden die Proben auf ein 2,4 % TBE-@eafgetragen und mittels

Gelelektrophorese aufgetrennt und visualisiert.
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3.2.14  Cycle sequencing von DNA und Auswertung tber ABI 373

Far die Sequenzierreaktion der VH-Plasmide nach  deenzymatischen
Kettenabbruchverfahren nach Sanger (@tyde derABI PRISM™ Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kan Perkin Elmer (Weiterstadt) verwendet. Stanofeiigig
wurde folgender Ansatz pipettiert:

2-5 upl  Plasmid-DNA aus der Minipréaparation

5 Ul Sequenzier-Master-Mix
0,2 ul 100 uM Primer
ad 20 pl  HO

Die Amplifizierung erfolgte imMastercyclef gradient von Eppendorf (Hamburg) unter
folgendem Programm: (96°C, 15 sec/ X°C, 15 secC6@°min) x 30; 4° Go, wobei X° der
AnnealingTemperatur des jeweiligen Primers entsprach.

AnschlieRend wurde der Sequenzieransatz mittelsr eBephadex G50 S&ule in einer
Filterspitze (20 pl) aufgereinigt und aus dem Eldi&t amplifizierte DNS mit 2,5 pl 3 M
Natrium-Acetat-Losung, pH 5,2 und 130 pl reinemdatl 10 min auf Eis geféllt. Dann
wurde in der Kuhlzentrifug8iofuge frescovon Heraeus (Hanau) bei 4° C wahrend 20 min
bei 13.500 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurdesichtig abpipettiert, und das Pellet mit
50 pl 70%-igem Ethanol gewaschen. Mit der Tischzieige Centrifuge 5415Cvon
Eppendorf (Hamburg) wurde bei 14.000 rpm nochméls § min zentrifugiert und der
Uberstand komplett entfernt. Das Pellet wurde manThermoblock Thermomet&ompact
von Eppendorf (Hamburg) bei 65°C 5 min lang getremtk Bis zum Laden des
denaturierenden Polyacryalamid-Sequenziergelesenaad Pellet bei 4°C aufbewahrt.

3.2.15 Sequenzauswertung

Zur Identifizierung der erhaltenen VH-Segmente veurdiese mittels der Programme

NCBI BLAST(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)/und

DNAPIot (http://www.dnaplot.de/input/human_v.himl

mit allen bekannten Keimbahngenen verglichen unsiedégge Segment mit der grof3ten

Homologie fur die weiteren Auswertungen verwendir die Sequenzanalyse wurden die
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Programme Sequence Navigatoffir Macintosh  (Applied Biosystems, Weiterstadt),
DNAMAN Version 4.{Lynnon BioSoft, Vaudreuil, Canada) ulioEdit Version 5.0.94by
Tom Hall, North Carolina State University, U.S.A9rwendet.

Die Sequenzen aller Tumorzellen wurden miteinanaglichen. Die Mutationen, welche
bei allen Zellen auftratenc@mmon mutations wurden einer putativen Vorlauferzelle
zugeschrieben, von der aus, so die Hypothese,dsich die einzelnen Zellen durch weitere
Mutationen ¢ngoing mutationsfortentwickelt haben.

Alle Tumorzellen wurden einer Analyse ihrer Mutagm unterworfen. Dabei missen
mogliche Artefakte, die durch einen Tag-Polymeralsielr hervorgerufen wurden,
bertcksichtigt werden. Bei einer ungefahren Langeaiplifizierten Segmente von 300 bp
liegt die Wahrscheinlichkeit einer durch die TadyiRwerase falsch eingebauten Base in
unserem Labor bei 30 PCR-Zyklen bei 0,21% und BeiZ@klen bei 0,24%. Da samtliche
Mutationsraten der Tumoren deutlich hoher lagenh,dis Wahrscheinlichkeit, dass durch
Fehler beim Amplifizieren mit der verwendeten Tamyherase die Ergebnisse nennenswert

verfalscht wurden, gering.

3.2.16 Mutationsanalysen der variablen Region

Ob eine Punktmutation auf Nukleotidebene zu einemrminAsaurenaustausch fuhrt
(replacementoder nicht gilent), wird durch den genetischen Code bestimmt, dechddie
Mutation verandert wurde. Gehaufte Austauschmutatian den antigenbindenden Doménen
(CDR) bzw. SilentMutations in den nicht-antigenbindenden DoméneR) (Beutet auf eine
antigenabhangige Reifung und positive SelektionBieymphozyten hin (9, 10, 11). Hierzu
dient als Mal3stab die R/S-Ratio, d.h. der Quotars Anzahl dereplacementdurchsilent
mutations.Dabei muss diese Ratio aber mit der intrinsisch&-Ratio des rekombinierten
Keimbahngens verglichen werden, die der Wahrsalbk#it einer Sequenzanderung durch
eine spontane Punktmutation entspricht. Liegt deeblachtete R/S-Ratio im Bereich der
CDRs hoher als die intrinsische, so gilt dies alfidator flr eine antigen-abhéngige positive
Selektion. Im Bereich der FRs spricht eine untarid#&insischen R/S-Ratio liegende R/S-
Ratio fur eine Konservierung der Immunglobulin-&ttr im  Sinne einer negativen
Selektion.

Die Bestimmung der R- und S-Mutationen fand anhd&rdNukleotidsequenzen statt, wobei

eine S-Mutation, die im gleichen Codon wie eine Rtion vorkam, nicht gewertet wurde.

21



Material und Methoden

Zwei R-Mutationen in einem Codon wurden als nueeaplacement mutatiogerechnet, da
dabei nur eine Aminosaure verédndert wur@8). p(CDR) bzw. p(FR) steht fur die
Wahrscheinlichkeit, dass die vorliegenden R-Mutaimin den CDRs bzw. FRs nur zufallig
so verteilt sind. Je hoher also p(CDR) bzw. p(FkRsto weniger wahrscheinlich handelt es
sich um eine Antigen-gerichtete Mutation. Zur Béraeng dieser Wahrscheinlichkeiten
verwendeten wir das untérttp:/www-stat.stanford.edu/immunoglobulm findende JAVA
applet welches auf dem vonLossos et al. vorgeschlagenem multinominalen
Distributionsmodell basiert (39). Um die Mdglichkeu vermeiden, eine durch einen PCR-
Fehler artifiziell hervorgerufene Mutation als BHZeigene Mutation zu interpretieren,
wurden nur jene Mutationen in der R-S-Analyse blesiahtigt, welche in mehr als einer
Sequenz vorkamen.

Doch nicht nur die Anzahl und die Art (R- vs. S-Miibnen), sondern auch das
Verteilungsmuster innerhalb der untersuchten Zedlgres Tumors ist fur die Bestimmung
des Reifungszustandes einer B-Zelle wichtig. Sa&vedas Vorhandensein vamngoing
mutations dass der Hypermutations-Mechanismus der B-Zaltsh micht abgeschlossen ist,
es sich dabei also um eine Keimzentrums-B-Zelle delin Weisen dagegen alle
tumorspezifischen VH-Fragmente die gleiche Veramagrauf, so spricht das dafir, dass der
Hypermutationsmechanismus schon abgeschlossas isgndelt sich dann um postgerminale
Zellen (Gedéachtniszellen) (11)

Durch das Verfahren der PCR mit fir alle Follikeparaten Ansatzen und der Klonierung
dieser Fragmente, konnten wir indirekt Gber die Rejgion einzelner B-Zellen Auskunft
geben, ohne dabei die genaue Lokalisation der Zefierhalb des Follikels angeben zu

kdnnen.

3.2.17 Konstruktion der phylogenetischen Stammbéue

Die phylogenetischen Stammbaume konstruierten wiHitfe der Clustal XSoftware (40).

Dabei wurden zum Teil die Sequenzen modifiziert @Gmne einer Ruckmutation bei nur
einmalig vorkommenden Austauschmutationen sowieSirme der Annahme, dass gleiche
Mutationen in unterschiedlichen Zellen unabhangogmemander stattgefunden haben), um

offensichtliche Fehler bei der Baumkonstruktion dafurdie Software auszugleichen.
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4 Ergebnisse
4.1 Patient 1 — Tumor |

Die VH-Region der B-Zell-Rezeptoren des Tumor ld@lder VH3-Familie an.

Von 15 mikrodissezierten Follikeln wahlten wir diechs Follikel fir die Klonierung aus, die
in der Gelelektrophorese nach der familienspezibecPCR die starksten Banden zeigten:
Follikel 1, 2, 3, 4, 5 und 6. Die Abbildungen 6 undeigen ein histologisches Praparat des

Tumor | mit den jeweils markierten Follikeln voradinach der Mikrodissektion.

Abbildung 5 — Tumor | , HE-Farbung, 20x VergrolRerun g, vor Dissektion
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Pro Follikel Uberimpften wir 9 Kolonien in eineukzzeitkultur (,Picken®). Nach
Ubernachtkultur, Minipraparation der Plasmide unestRktionsanalyse wurden die VH-
Fragmente der positiven Klone mit den UniversalpnmM13forward und T3 bidirektional
sequenziert. Anhand der Mutationszahl und -vemeilunnerhalb der VH-Fragmente konnten
diese neoplastischer oder nicht neoplastischerdéirkugeordnet werden. Diese Zuordnung

zeigt Tabelle 3.

Tab. 3 — Tumor I: Verteilung der Subklone neoplastschen und nicht neoplastischen Ursprungs innerhalb
der einzelnen Follikel

Follikel- | Gesamtanzahl Anzahl der Subklon{¢ Anzahl der Subklone nicht
Nr. analysierter Subklong neoplastischen Ursprung| neoplastischen Ursprungs

1 5 5(4,5,7,8,12) 0

2 3 3(1,2,4) 0

3 4 3(1,5,6) 1(3)

4 7 0 7(2,3,4,5,7,8,9)

5 8 8 (2-9) 0

6 7 7 (1-5,8,9) 0

Summe | 34 26 8

Hinter der Anzahl der pro Follikel gefundenen VHgBente neoplastischen bzw. nicht neoplastischeprulgs sind in Klammern die
jeweiligen Nr. der Subklone angegeben.

Das Keimbahngen der hochsten Homologie zu dem VH-&Her Tumorsubklone war VH3-
15.1. Die nicht neoplastischen Subklone aus FalBkgehdren zu VH3-7.1, aus Follikel 4 zu
VH3-30, VH3-74.2 und VH3-11.1ITab. 4 veranschaulicht die Verteilung der einzelwéh

Familien innerhalb der Follikel.

Tab. 4 — Tumor |, Prozentuale Aufteilung der Subklame jedes Follikels auf die VH-Familien

VH3-15.1

VH3-7.1

VH3-11.1

VH3-30

VH3-74.2

Follikel 1

5 (100%)

Follikel 2

3 (100%)

Follikel 3

3 (75%)

1 (25%)

Follikel 4

1 £14%)

4 (=57%)

Follikel 5

8 (100%)

2 €29%)

Follikel 6

7 (100%)

~76%

~3%

~3%

~6%%

~12%

Hinter der absoluten Anzahl der Subklone einer \éffie in einem Follikel steht in Klammern,

welchem Prozentsatz diese Anzahl an der Gesandealklnalysierten Subklone in diesem Follikel
entspricht. In der letzten Zeile der Tabelle finsieh der prozentuale Anteil, den alle Subkloneein
VH-Familie jeweils an der Gesamtzahl aller analysi®e Rezeptoren bilden.

Die Sequenzen der analysierten VH-Fragmente wentldm Anhang unter Kapitel 8.2.1

gezeigt.
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4.1.1 Mutationsanalyse

Samtliche analysierten Tumorsubklone zeigten satladi Punktmutationen im Vergleich zu

der Keimbahnsequenz VH3-15.1.

In der Tabelle 5 wird die Mutationsrate innerhadly dinzelnen Follikel angegeben, wobei der
Subklon mit der jeweils niedrigsten Mutationsraamdmit der hdochsten gegenubergestellt
wird. Die durchschnittliche Mutationsfrequenz alleimorsubklone betragt 10,7%. In Abb. 7
wird die durchschnittliche Mutationsfrequenz nacéndeinzelnen Follikeln aufgetrennt

dargestellt. Sie liegt in allen Follikeln Uber 9%ie Tumorsubklone sind also hypermutiert.
Ihnen gegentbergestellt ist die Mutationsfrequeesjethigen VH-Segmentes des nicht

neoplastischen Begleitinfiltrates, welche am héemsst.

Tab. 5 — Tumor |, Mutationsraten der VH-Fragmenteder Tumorzellpopulation

Follikel | Durchschnittswert | Hochstwert| Tiefstwert
aller VH-Fragmentg

1 10,4% 11,3% 9,0%

2 9,8% 10,4% 9,0%

3 12,9% 14,9% 10,8%

5 10,8% 11,7% 9,5%

6 10,4% 11,7% 9,0%

Abb. 7 — Mutationsraten Tumor |

Durchschnittliche Mutationsraten der untersuchten V H-Fragmente

neoplastischen und nicht neoplastischen Ursprungs der einzelnen
Follikel
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Tab. 6 — Tumor I, Mutationsanalyse der VH-Fragmentealler untersuchten Tumorsubklone

Tumor- Beobachtete | Beobachtete | Erwartete | Beobachtete | Selektion P

subklon Region Erwartete R | Erwartete S | R S R/S R/S Mutationsrate

1-4 CDRs 3 1 6 2 3,0 3,0 - 0,017 8,11
FRs 10 3 6 4 3,3 15 + 0,047

1-5 CDRs 3 1 6 2 3,0 3,0 - 0,035 7,66
FRs 10 3 5 4 3,3 1,3 + 0,009

1-7 CDRs 4 1 6 1 4,0 6,0 + 0,112 9,91
FRs 13 4 5 10 3,3 0,5 + 0,000

1-8 CDRs 3 1 6 1 3,0 6,0 + 0,035 7,66
FRS 10 3 6 4 3,3 1,5 + 0,029

1-12 CDRs 4 1 6 1 4,0 6,0 + 0,112 9,91
FRs 13 4 5 10 3,3 0,5 + 0,000

2-1 CDRs 13 1 5 3 3,0 1,7 - 0,060 8,11
FRs 10 3 5 5 3,3 1,0 + 0,003

2-2 CDRs 3 1 4 2 3,0 2,0 - 0,237 7,66
FRs 10 3 6 5 3,3 1,2 + 0,029

2-4 CDRs 3 1 5 1 3,0 5,0 + 0,124 8,11
FRs 10 3 7 5 3,3 14 + 0,049

3-1 CDRs 4 1 6 2 4,0 3,0 - 0,092 9,46
FRs 12 4 6 7 3,0 0,9 + 0,003

3.5 CDRs 4 1 7 2 4,0 3,5 - 0,045 9,46
FRs 12 4 5 7 3,0 0,7 + 0,002

3-6 CDRs 4 1 7 2 4,0 35 - 0,045 9,46
FRs 12 4 5 7 3,0 0,7 + 0,002

5-2 CDRs 4 1 6 1 4,0 6,0 + 0,075 9,01
FRs 11 4 7 6 2,8 1,2 + 0,018

R: Replacement-/Austauschmutation; S: SilentésMutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass der Ubeusstan R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufadiigstanden ist; In der Spalte ,Selektion* bedeeite
,+"im Bereich der CDR, dass die beobachtete R/8eRmoRer ist als die Ratio, die man bei eineéltigen Verteilung der Mutationen rechnerisch etefahétte (positive Selektion). Im Bereich der FRdeutet ein
.+, dass die beobachtete R/S-Ratio kleiner istdis Ratio, die man bei einer rein zufélligen Viutey der Mutationen erwartet hatte (negative B&a). Mutationsrate: Mutationsfrequenz berechinet im

jeweiligen VH-Gensegment Dfett gedruckten p-Werte gelten als signifikant (<0,GH));
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Tab. 7 — Tumor |, Mutationsanalyse der VH-Fragmentealler untersuchten Tumorsubklone

Tumor- Beobachtete | Beobachtete | Erwartete | Beobachtete | Selektion P

subklon Region Erwartete R | Erwartete S |R S R/S R/S Mutationsrate

5-3 CDRs 4 1 6 1 4,0 6,0 + 0,060 8,56
FRs 11 4 7 5 2,8 1,4 + 0,030

5-4 CDRs 3 1 5 1 3,0 5,0 + 0,124 8,11
FRs 10 3 6 6 33 1,0 + 0,017

5-5 CDRs 4 1 6 1 4,0 6,0 + 0,092 9,46
FRs 12 4 7 7 3,0 1,0 + 0,011

5-6 CDRs 3 1 5 2 3,0 2,5 - 0,102 7,66
FRs 10 3 6 4 33 1,5 + 0,029

5-7 CDRs 3 1 5 2 3,0 2,5 - 0,124 8,11
FRs 10 3 7 4 33 1,8 + 0,049

5-8 CDRs 3 1 5 2 3,0 2,5 - 0,124 8,11
FRs 10 3 7 4 33 1,8 + 0,049

5-9 CDRs 4 1 6 2 4,0 3,0 - 0,075 9,01
FRs 11 4 7 5 2,8 1,4 + 0,018

6-1 CDRs 4 1 6 1 4,0 6,0 + 0,075 9,01
FRs 11 4 9 4 2,8 2,3 + 0,112

6-2 CDRs 3 1 5 2 3,0 2,5 - 0,101 7,66
FRs 10 3 6 4 33 1,5 + 0,029

6-3 CDRs 4 1 6 1 4,0 6,0 + 0,092 9,46
FRs 12 4 8 6 3,0 1,3 + 0,031

6-4 CDRs 4 1 6 1 4,0 6,0 + 0,092 9,46
FRs 12 4 8 6 3,0 1,3 + 0,031

6-5 CDRs 3 1 5 0 3,0 0 + 0,102 7,66
FRs 10 3 7 5 33 1,4 + 0,078

6-8 CDRs 4 1 6 1 4,0 6,0 + 0,075 9,01
FRs 11 4 7 6 2,8 1,2 + 0,018

6-9 CDRs 4 1 6 1 4,0 6,0 + 0,092 9,46
FRs 12 4 9 5 3,0 1,8 + 0,076

R: Replacement-/Austauschmutation; S: Silent-¢sMutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass der Ubesisstan R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufadiigstanden ist; In der Spalte ,Selektion bedeegite
,+*im Bereich der CDR, dass die beobachtete R/8eRa0Rer ist als die Ratio, die man bei eineéftigen Verteilung der Mutationen rechnerisch etefahétte (positive Selektion). Im Bereich der FRdeutet ein
.+, dass die beobachtete R/S-Ratio kleiner istédsRatio, die man bei einer rein zufélligen Vituteg der Mutationen erwartet hatte (negative g@la). Mutationsrate: Mutationsfrequenz berechinét im
jeweiligen VH-Gensegment Dfett gedruckten p-Werte gelten als signifikant (<0,GH));
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In allen der 26 untersuchten Tumorsubklone zeigh,silass die beobachtete R/S-Ratio im
Bereich der FRs niedriger ist, als der nach Formoa Changund Casali (41) berechnete
Wert. In der Tabelle wird dies durch eine ,+" inrdgpalte ,Selektion“ im Bereich der FRs
markiert. Dies ist ein Indikator fUr eine in dies@mmor herrschende negative Selektion. Mit
Ausnahme der Tumorsubklone 6-1, 6-8 und 6-9 liedjerp-Werte fir die FRs bei samtlichen
Tumorsubklonen unter 0.05, so dass von eineistatinen Signifikanz ausgegangen werden
muss. Im Bereich der CDRs zeigt sich anhand desvier8altnisses in 14 Tumorsubklonen
(entspricht 54%) eine fur eine positive Selektioharakteristische Verteilung (die
entsprechenden Subklone sind durch ein ,+* in g&lt® ,Selektion* gekennzeichnet). Nach
dem multinominalen Ansatz (39) veuvossos et alstatistisch signifikant ist der entsprechende
p-Wert jedoch nur bei 5 Tumorsubklonen (1-4, 1-8, B-5, 3-6).

4.1.2 Intraklonale Diversitat

Im Kapitel 8.2.1 im Anhang sind die Sequenzen allemorsubklone des Tumors |

vergleichend untereinander dargestellt. Dabei findgch allen Subklonen gemeinsame

common mutationdie follikelibergreifend auftreten. Diesec@mmon mutationsverden

hier aufgefuhrt:

Tab. 8 - Tumor |, common mutations

Nukleotid- | Position| Region | Keimbahn- | common Art der

triplett nukleotid mutations Mutation
Nukleotid

35 3 FR I C T silent

49 3 FR I C T silent

50 3 FR Il T C silent

58 3 CDRIl | G A silent

82 2 FR Il A T replacement

94 2 FR Il C G replacement

97 3 FR 11l C T silent

Tab. 8 gibt an, an welcher Position in welchem IHakdtriplett sich diese Mutationen jeweils befemd Zugleich werden die
Region und der genaue Austausch samt Art der Mutathgegeben.

Neben diesen siebemommon mutationinden sich noch zahlreiche weitere Mutationeme, di
zufallig auf die einzelnen Subklone verteilt sifes handelt sich dabei ausschliel3lich um

Austauschmutationen. Die siebeommonmutations die allen Tumorsubklonen gemeinsam
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sind, charakterisieren die postulierte Ursprundszelaus der sich die einzelnen

Tumorsubklone durcbhngoing mutationsveiterentwickelt haben.

Aus den Ubrigen, von dercommon mutationgbweichenden Mutationen ergibt sich eine
intraklonale Variation vor3,6 Mutationen/Subklon Das heil3t, dass jeder Tumorsubklon im
Durchschnitt neben decommon mutationgusatzlich 3,6 Mutationen aufweist, die er nicht
mit den anderen Tumorsubklonen teilt. Bei der irsaram Labor bei 35 PCR-Zyklen

beobachteten Fehlerrate von 0,24% wuirde man beediBasenlédnge ca. 0,5 durch PCR-
Fehler vorgetauschte Mutationen pro amplifiziertEragment erwarten. Dieser Wert liegt
deutlich unter der hier beobachteten intraklonalésriation, so dass von statistischer

Signifikanz ausgegangen werden muss.

4.1.3 Genetische Verwandtschaft der Tumorsubklone

Um Abstammung und genetische Verwandtschaft der ofsmbklone aller Follikel des
Tumors | graphisch zu visualisieren, konstruiemenmit Hilfe der Clustal X-Software (40)
einen phylogenetischen Stammbaum. Dabei wurdenTzihdie Sequenzen modifiziert (im
Sinne einer Ruckmutation bei nur einmalig vorkomdesnAustauschmutationen; ebenso im
Sinne der Annahme, dass gleiche Mutationen in sobéedlichen Subklonen unabhéangig
voneinander stattgefunden haben), um offensiclglfeéhler bei der Baumkonstruktion durch
die Software auszugleichen.

Die Abb. 8 prasentiert den fir den Tumor | kongrngn Stammbaum. Dabei kommt die
Ahnlichkeit der Basensequenzen der unterschiedlichemorsubklone untereinander sowie
zur angenommenen Vorlauferzelle im raumlichen Aftgraphisch zum Ausdruck: Je
ahnlicher die Sequenzen zweier Subklone sind, dgstoger ist in dieser graphischen
Darstellung der Abstand voneinander.

Es wird deutlich, dass alle untersuchten Tumorsui¥kl sich durch eine Anzahl von
Mutationen von der zugehdorigen Keimbahnsequenz ¥bi2- unterscheiden. Die putative
Vorlauferzelle Z, welche die allen Tumorsubkloneemginsamen Sequenzmutationen
(common mutationsaufweist, ist Ausgangszelle fir die Weitermutatider einzelnen
Tumorsubklone.

Durch zahlreiche Mutationen besonders weit entfeomt VH3-15.1 und Z haben sich dabei
die Subklone des dritten Follikels. Aus dem Subki®+, der sich durch 11 Mutationen von

der putativen Vorlauferzelle Z unterscheidet, getherch weitere Mutationen die Subklone
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3-5 (8 Mutationen) und 3-6 (1 Mutation) hervor. Daeutlichen Sequenzunterschiede
gegenuber den anderen Tumorsubklonen zeigt sighigich in der LAnge dieses Astes.
Weiterhin findet sich eirClusteringvon Subklonen des flinften Follikels (Ast rechtsenn
mit den Subklonen 5-4, 5-3, 5-5, 5-8 und 5-9). DlEigen Tumorsubklone des fiinften
Follikels finden sich jedoch in der phylogenetisti#dbildung an anderer Stelle wieder: 5-6
und 5-7 liegen auf einem eigenen Zweig (links ont&-2 steht separat davon (Ast links),
gehdort aber zum selben tGbergeordnélarsterwie 5-6 und 5-7. So zeigt sich eine Sequenz-
Verwandtschaft der Subklone 5-6, 5-7 und 5-2, wadieh in diese verwandtschaftliche
Gruppe zahlreiche weitere Subklone anderer Folliketchen, die entlang der Zweige
angeordnet sind, welche aus dem besagten kurzeentsgiringen. Die Subklone des flinften
Follikels lassen sich also in zwei Gruppen genbésd/erwandtschaft einreihen.

Ein Splitting in Gruppen sieht man auch bei den Subklonen delsgen Follikels. Hier
zeigen die Subklone 6-1, 6-9, 6-3 und 6-4 eineluet Sequenzverwandtschaft (Ast links).
Die restlichen Tumorsubklone dieses Follikels weigzloch deutliche Unterschiede sowohl
gegenuber den eben erwdhnten vier Subklonen, effsuaiereinander auf.

Besonders auffallig sind die Tumorsubklone 1-12 dnd, da sie sich deutlich von den
anderen Subklonen ihres Follikels unterscheidenes®i beiden Tumorsubklone sind
sequenzidentisch und weisen 8 Mutationen auf, tieadderen Subklone nicht haben. Am
nachsten verwandt mit ihnen ist der Tumorsubklod, @ler 3 der oben erwéhnten acht
Mutationen aufzeigt.

Die ubrigen Tumorsubklone unterscheiden sich von pmldativen Vorlauferzelle Z aller
Subklone nur durch wenige Mutationen, so dass ahet Aussagen Uber die Sequenz-
Verwandtschaft nur mit Vorsicht gestellt werdentsal.

ReslUmierend lasst sich bei Tumor | feststellen,sd&s einzelne Gruppen von
Tumorsubklonen gibt, die auf gewisse Follikel be&akt sind. Im dritten Follikel ist dies am
deutlichsten. Aber auch d&usteringeines Teiles der oben erwdhnten Subklone desefiinft
und sechsten Follikels macht dies deutlich. Doctisklt in diesen Follikeln nicht nur ein
follikelspezifisches Mutationsmuster vor, sondes faden sich auch Subklone, die mit

Tumorsubklonen anderer Follikel Sequenzmutatioeédert.
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Abb.8: Tumor I, genealogische Verwandtschaft der Tumorzellpopulation
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414 Andere Keimbahnfamilien

Da nicht mit tumorspezifischen Primern gearbeitetrde, war es zu erwarten, dass auch
Subklone sequenziert werden wirden, die nicht zZundrzellpopulation zéhlen. So fanden
sich bei Tumor |, wie schon oben erwéhnt, in delikédn 3 und 4 Subklone, die nicht der
VH3-15.1-Familie der Tumorzellpopulation angehdrenter 8.2.1 im Anhang und in Tab. 9

sind diese Subklone aufgelistet.

Tab. 9 — Tumor |, andere VH-Familien, Mutationsfrequenz

VH-Familie Subklon Mutationsanzah| Mutationsfrequenz
VH3-7.1 3-3 34/218 15,6%
VH3-30 4-2 und 4-5 0/243 0%
VH3-74.2 4-3, 4-8 und 4-9 2/243 0,8%
4-7 5/243 2,1%
VH3-11.1 4-4 5/243 2,1%

In Follikel 3 ist der Subklon 3-3 der Keimbahnsequ VH3-7.1 zuzuordnen. Dieser Subklon
weist 34 Mutationen auf. Angesichts der hohen Maomsrate wurde eine tabellarische

Mutationsanalyse durchgefuhrt. Dabei ergeben sitgehde p(FR) und p(CDR)-Werte:

Tab. 10 -Tumor |, Subklon 3-3, Mutationsanalyse

Subklon| VH-Keimbahngen Region| Beobachtete § Beobachtete § R/S-Ratio| P Mutationsrate

3-3 3-7.1 CDR |5 1 5,0 0,407( 15,6%

FR 13 9 14 0,071

Da nur ein Subklon dieser Familie vorliegt, kénrieolymerasefehler nicht ausgeschlossen
werden. Der hohe p-Wert im Bereich der CDRs sprggigen das Wirken einer positiven
Selektion. Im Bereich der FRs ist bei einem nieglnigp-Wert eine negative Selektion nicht
unwahrscheinlich. Im 4. Follikel finden sich unten 7 untersuchten Subklonen nur andere
Keimbahnfamilien als die der Tumorzellpopulationtseten. 2 Subklone (4-2 und 4-5) sind
identisch mit der Keimbahnsequenz VH3-30. 4 Subkl¢f#3, 4-7, 4-8 und 4-9) zeigen
grol3e Homologien zu VH3-74.2. Schlief3lich findehsm Follikel vier noch ein Subklon
(4-4), der der Keimbahnsequenz VH3-11.1 zuzuredteron der er sich durch 5 Mutationen
unterscheidet. AbschlieRend lasst sich feststelld@ss von den nicht neoplastischen
Subklonen nur der Subklon 3-3 mit einer Mutatioegfrenz von 15,6% hoher mutiert ist, als
die neoplastischen Subklone (siehe auch Abb. 6. (ihirigen Subklone waren entweder
unmutiert (Subklone 4-2 und 4-5) oder lagen mieihviutationsfrequenz deutlich unter der
Mutationsrate der Tumorsubklone (Subklone 4-3, 4-4, 4-8 und 4-9).
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4.2 Patient 2 — Tumor Il

Die B-Zell-Rezeptoren der Tumorsubklone des Tunibmgeisen eine VH-Region auf, die
der dritten Familie zuzuordnen ist. 10 Follikel wen untersucht, deren Lokalisation im

Tumor die Photos in Abb. 9 und 10 demonstrieren.

Abb. 9— Tumor Il, CD3-Farbung, 20x VergréRerung, vor Disgktion

L TR

33



Ergebnisse

Tab. 11 zeigt eine Ubersicht:

Tab. 11 — Tumor Il, Verteilung der Subklone neoplastischenund nicht neoplastischen Ursprungs
innerhalb der einzelnen Follikel

U

Follikel- | Gesamtanzahl dg Anzahl der Subklon¢ Anzahl der Subklong

Nr. analysierten Subklone| neoplastischen Ursprungg nicht neoplastischen
Ursprungs

1 9 8(1,2,3,4,5,6,7,8) 1(9)

2 9 2 (5,6) 7(1,2,3,4,7,8,9)

3 5 4 (6,7,8,9) 1(4)

4 9 1(4) 8(1,2,3,5,6,7,8,9)

5 6 6 (1,2,3,6,8,9) 0

6 5 5(4,5,6,7,9) 0

7 4 4(2,4,7,8) 0

8 7 1(1) 6 (2,3,5,7,8,9)

9 9 0 9(1,2,3,4,5,6,7,8,9)

10 6 6 (2,3,4,5,6,7) 0

Summe | 69 37 32

Hinter der Anzahl der pro Follikel gefundenen VHgBente neoplastischen bzw. nicht neoplastischeprulgs sind in Klammern die
jeweiligen Nr. der Subklone angegeben.

Das Keimbahngen der hochsten Homologie zu dem VH-#&Her Tumorsubklone war VH3-

23.1. Die Nicht-Tumorsubklone konnten verschiedeeirmbahngenen zugeordnet werden:
In Follikel 1 VH3-49.1, in Follikel 2 VH3-30 und VB8#74.2, in Follikel 3 VH3-49.1, in
Follikel 4 VH3-72.1 und VH3-7.1, in Follikel 8 VH30 und VH3-74.2, in Follikel 9 VH3-
11.1 und VH3-30.1. Tab.12 veranschaulicht die Aluftgy der VH-Familien auf die

einzelnen Follikel.

Tab. 12 — Tumor I, Prozentuale Aufteilung der Subkone jedes Follikels auf die VH-Familien

VH3-23.1 |VH3-7.1[VH3- |VH3-30 [VH3- |VH3- |VH3- | VH3-
11.1 301 [49.1 72.1 74.1
Follikel 1 | 8(=89%) | - - - - 1€11%) | - -
Follikel 2 | 2622%) | - - 4EA4%) | - - - 3(33%)
Follikel 3 | 4 (80%) | - - - - 1(20%) - -
Follikel 4 | 1£11%) | 3€33%)] - - - - 5656%) | -
Follikel 5 | 6 (100%) | - - - - - - -
Follikel 6 | 5 (100%) | - - - - - - -
Follikel 7 | 4 (100%) | - - - - - - -
Follikel 8 | 1614%) | - - 2€29%) | - - - 4E57%)
Follikel 9 | - - 6E67%) | - 3(=33%) | - - -
Follikel10 | 6 (100%) | - - - - - - -
~54% ~4% | ~9% | ~9% | ~4% | ~3% | ~1% |~10%

Hinter der absoluten Anzahl der Subklone einer \Ataffie in einem Follikel steht in Klammern, welchérozentsatz diese Anzahl an der
Gesamtzahl der analysierten Subklone in diesenikEbbildet. In der letzten Zeile der Tabelle find#ch der prozentuale Anteil, den alle
Subklone einer VH-Familie jeweils an der Gesamtzdlbl analysierten Rezeptoren bilden.
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Im Anhang sind unter 8.2.2 die Sequenzen aller Taoiklone aufgelistet. Dabei ist
festzuhalten, dass im vierten und achten Follikelvgils nur ein Subklon der
Tumorzellpopulation angehort.

4.2.1 Mutationsanalyse

Alle Tumorsubklone enthalten somatische Punktmonatm im Vergleich zu der
Keimbahnsequenz VH3-23.1. In Abb. 11 ist die ducbhgtliche Mutationsrate der
Tumorsubklone jeweils nach Follikeln aufgetrenntgeatellt. Dabei gibt es im Follikel vier

und acht jeweils nur ein Tumorsubklon. Die durclmsitiche Mutationsrate liegt in allen

Follikeln Gber 10%Der Tumor ist also hypermutiert.

Abb. 11 — Mutationsraten Tumor Il
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Tab. 13 zeigt die unterschiedliche Mutationsbreteerhalb der einzelnen Follikel.

Tab. 13 — Tumor Il, Mutationsraten der VH-Fragmente der Tumorzellpopulation

Follikel | Durchschnittswert | Hochstwert| Tiefstwert
aller VH-Fragmente

1 10,7% 1-1 1-2,1-3
11,9% 10,1%

2 11,0% 2-6 2-5
11,5% 10,6%

3 10,7% 3-9 3-6, 3-7
11,5% 10,1%

4 10,6% 4-4 4-4
10,6% 10,6%

5 10,9% 5-1 5-9
11,5% 10,1%

6 10,8% 6-4 6-5,6-6,6-7
11,5% 10,6%

7 10,7% 7-8 7-2,7-4,7-7
11,0% 10,6%

8 11,0% 8-1 8-1
11,0% 11,0%

10 10,9% 10-6 10-5
11,5% 10,1%

Tab. 14 bis 16 fassen die Mutationsanalyse der ofsmbklone zusammen. Auch hier
wurden, um Polymerase-Fehler zu vermeiden, nur fidu@n bertcksichtigt, die in
mindestens zwei Subklonen auftreten. Weiterhinlasauf hinzuweisen, dass erst ab dem 25.
Basentriplett Mutationen beriicksichtigt wurden. Matation, welche bei allen Subklonen
im 24. Triplett auftaucht, konnte nicht fir die R¥&itations-Analyse verwertet werden, da
die erste Position dieses Tripletts durch den Rrimghon vorgegeben war. Bei der

Berechnung der Mutationsrate wurden die Mutatior2ériplett allerding®ericksichtigt.
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Tab. 14: Tumor Il, Mutationsanalyse der VH-Fragmente aller untersuchten Tumorsubklone

Tumor- Selektion | P

subklon Region | Erwartete R | Erwartete S | Beobachtete R | Beobachtete S | Erwartete R/S | Beobachtete R/S Mutationsrate
CDRs |3 1 3 4 3,0 0,8 - 0,583

1-1 FRs 12 4 9 4 3,0 2,3 + 0,104 9,63
CDRs |3 1 1 5 3,0 0,2 . 0,920

1-2 FRs 11 4 9 4 2,8 2,3 + 0,153 8,72
CDRs |3 1 1 4 3,0 0,3 - 0,906

1-3 FRs 11 3 9 4 3,7 2,3 +. 0,218 8,72
CDRs |3 1 1 5 3,0 0,2 . 0,920

1-4 FRs 11 4 9 4 2,8 2,3 + 0,153 9,17
CDRs |3 1 1 4 3,0 0,3 - 0,920

1-5 FRs 11 4 10 4 2,8 2,5 + 0,282 9,17
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 . 0,792

1-6 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,205 9,63
CDRs |3 1 1 4 3,0 0,3 - 0,920

1-7 FRs 11 4 10 4 2,8 2,5 +. 0,282 9,17
CDRs |3 1 1 4 3,0 0,3 . 0,920

1-8 FRs 11 4 10 4 2,8 2,5 + 0,282 9,17
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,792

2-5 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 +. 0,205 9,63
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 . 0,765

2-6 FRs 11 4 9 4 2,8 2,3 + 0,153 9,17
CDRs |3 1 1 4 3,0 0,3 - 0,906

3-6 FRs 11 3 9 4 3,7 2,3 + 0,218 8,72
CDRs |3 1 1 4 3,0 0,3 . 0,920

3-7 FRs 11 4 10 4 2,8 2,5 +. 0,282 9,17

R: ReplacementAustauschmutation; Silent/stille Mutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass di#iserschussan R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufadiigstanden ist; In der Spalte ,Selektion* bedeeite
.+ im Bereich der CDR, dass die beobachtete R/8eRgroRer ist als die Ratio, die man bei eineéftiglen Verteilung der Mutationen rechnerisch etefahétte (positive Selektion). Im Bereich der Eedeutet ein
.1, dass die beobachtete R/S-Ratio kleiner istdiés Ratio, die man bei einer rein zufélligen Véuteg der Mutationen erwartet hatte (negative i&eda). Mutationsrate: Mutationsfrequenz berechinet im

jeweiligen VH-Gensegment Dfett gedruckten p-Werte gelten als signifikant (<O4D)(
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Tab. 15: Tumor Il, Mutationsanalyse der VH-Fragmente aller untersuchten Tumorsubklone

Tumorsub Selektion

klon Region | Erwartete R | Erwartete S | Beobachtete R | Beobachtete S | Erwartete R/S | Beobachtete R/S P Mutationsrate
CDRs |4 1 2 5 4,0 0,4 - 0,816

3-8 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,145 10,09
CDRs |4 1 2 5 4,0 0,4 - 0,816

3-9 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,145 10,09
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,792

4-4 FRs 12 4 11 3 3,0 3,7 - 0,350 9,63
CDRs |4 1 2 4 4,0 0,5 - 0,816

5-1 FRs 12 4 11 4 3,0 2,8 + 0,264 10,09
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,765

5-2 FRs 11 4 10 3 2,8 3,3 - 0,282 9,17
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,792

5-3 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,205 9,63
CDRs |3 1 3 4 3,0 0,8 - 0,583

5-6 FRs 12 4 9 4 3,0 2,3 + 0,104 9,63
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,765

5-8 FRs 11 4 9 4 2,8 2,3 + 0,153 9,17
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,765

5-9 FRs 11 4 9 4 2,8 2,3 + 0,153 9,17
CDRs |4 1 2 4 4,0 0,5 - 0,816

6-4 FRs 12 4 11 4 3,0 2,8 + 0,264 10,09
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,792

6-5 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,205 9,63
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,792

6-6 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,205 9,63

R: ReplacementAustauschmutation; Silent/stille Mutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass deseschussan R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufadiigstanden ist; In der Spalte ,Selektion* bedeeite
,+"im Bereich der CDR, dass die beobachtete R/8eRmoRer ist als die Ratio, die man bei eineéftigen Verteilung der Mutationen rechnerisch etefahéatte (positive Selektion). Im Bereich der FRedeutet ein
L+, dass die beobachtete R/S-Ratio kleiner istdids Ratio, die man bei einer rein zufélligen Viutey der Mutationen erwartet hatte (negative B&a). Mutationsrate: Mutationsfrequenz berechineto im

jeweiligen VH-Gensegment.
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Tab. 16: Tumor Il, Mutationsanalyse der VH-Fragmente aller untersuchten Tumorsubklone

Tumor- Selektion

subklon Region | Erwartete R | Erwartete S | Beobachtete R | Beobachtete S | Erwartete R/S | Beobachtete R/S P Mutationsrate
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,765

6-7 FRs 11 4 9 4 2,8 2,3 + 0,153 9,17
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,792

6-9 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,205 9,63
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,792

7-2 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,205 9,63
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,792

7-4 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,205 9,63
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,792

7-7 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,205 9,63
CDRs |4 1 2 5 4,0 0,4 - 0,816

7-8 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,145 10,09
CDRs |4 1 2 4 4,0 0,5 - 0,816

8-1 FRs 12 4 11 4 3,0 2,8 + 0,264 9,63
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,792

10-2 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,205 9,17
CDRs |4 1 2 4 4,0 0,5 - 0,816

10-3 FRs 12 4 11 4 3,0 2,8 + 0,264 10,09
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,792

10-4 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,205 9,63
CDRs |3 1 1 4 3,0 0,3 - 0,920

10-5 FRs 11 4 10 4 2,8 2,5 + 0,282 9,17
CDRs |3 1 1 5 3,0 0,2 - 0,931

10-6 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,205 9,17
CDRs |3 1 2 4 3,0 0,5 - 0,792

10-7 FRs 12 4 10 4 3,0 2,5 + 0,205 9,63

R: ReplacementAustauschmutation; Silent/stille Mutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass deselschussan R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufadiigstanden ist; In der Spalte ,Selektion* bedeeite
,+"im Bereich der CDR, dass die beobachtete R/8eRmoRer ist als die Ratio, die man bei eineéftigen Verteilung der Mutationen rechnerisch etefahétte (positive Selektion). Im Bereich der FRedeutet ein
.+, dass die beobachtete R/S-Ratio kleiner istdis Ratio, die man bei einer rein zufélligen Viutey der Mutationen erwartet hatte (negative B&a). Mutationsrate: Mutationsfrequenz berechinet im

jeweiligen VH-Gensegment.
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Es zeigt sich, dass keiner der 37 untersuchten Tsub&lone anhand des Vergleiches
zwischen erwarteter und beobachteter R/S-Ratio eneiBh der CDRs das Bild einer
positiven Selektion bietet. Auch die hohen p-Wekie diese Region zeugen von einer
zufalligen Verteilung der Mutationen. Im BereichrdéRs hingegen finden sich beim
Vergleich der R/S-Ratios bei 35 der 37 Subklone @iiedrigere Ratio als man sie bei einem
zufalligen Verteilungsvorgang erwarten wuirde. Dalsi der Unterschied zwischen den
jeweiligen Ratios nur gering. Bei genauerer Betiaaty zeigt sich, dass dieser Zustand durch
eine niedrigere als erwartete Anzahl von R-Mutaiorund nicht durch eine héhere als
erwartete Anzahl von S-Mutationen bedingt ist. Mer den Tumorsubklonen 1-3 und 3-6
finden wir eine S-Mutation mehr als man rein thésoh erwarten wurde. Die p-Werte fur die

FRs liegen jedoch allesamt jenseits der Grenzistssaher Signifikanz.

4.2.2 Intraklonale Diversitat

Beim Vergleich aller Tumorsubklone fallt auf, dass zahlreicheeommon mutationgibt.
Tab. 17 gibt eine Ubersicht:

Tab. 17 — Tumor Il, common mutations

Nukleotid- | Position| Region Keimbahn- | common Art der
triplett nukleotid mutation Mutation
Nukleotid

27 3 CDR | C T silent

28 3 CDR | C T silent

30 3 CDR | C T silent

31 3 CDR | C A replacement
35 3 FR Il C T silent

50 1,2,3 FR Il GCT AGG replacement
55 3 CDR I T C silent

67 2 FR Il G A replacement
70 3 FR 11l C T silent

76 3 FR I G C replacement
79 1 FR Il C G replacement
85 3 FR 11l C T silent

88 2 FR Il C A replacement
89 3 FR Il G T replacement
95 2 FR I A T replacement

Tab. 17 gibt an, an welcher Position in welchem INotdtriplett sich diese Mutationen jeweils befamd Zugleich werden
die Region und der genaue Austausch samt Art déathdn angegeben.
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Es finden sich insgesamt 17 solcltemmon mutationsAus den Ubrigen, von desommon
mutations abweichenden Mutationen ergibt sich eine durchitibhe Haufigkeit von
zusatzlich einer Mutation pro Tumorsubklon (intakdle Variation =1,0/Subklon). Der Wert
ist statistisch signifikant (die durch PCR-FehlanzAhl vorgetauschter Mutationen lage bei

ca. 0,5 Mutationen/Subklon) und gilt als Hinwei$ den Prozess dengoing mutations

423 Genetische Verwandtschaft

Fur die 37 Tumorsubklone im Tumor Il wurde ebewsfaln phylogenetischer Stammbaum
konstruiert (Abb. 12, vergrol3erter Ausschnitt ibbA13).

Die Subklone des Tumors Il zeigen ein wesentlicmblogeres Mutationsbild als die
Subklone des Tumors |. Dabei zeigt die putativeldderzelle Z, aus der sich die einzelnen
Tumorsubklone entwickelt haben, mit 17 Mutationemee deutliche Distanz zur
ursprunglichen Keimbahnzelle VH3-23.1. Im Vergleicku Tumor | weisen die
Tumorsubklone im Tumor Il eine deutlich gro3ere @agahnlichkeit untereinander auf, was
an der engeren Nahe zueinander graphisch zum Acksommt. Es zeigt sich eine klonale
Evolution im Follikel 1 mit Zunahme der Anzahl vdtutationen gegeniber der putativen
Vorlauferzelle Z: 1-3 (5 Mutationen), 1-4 (6 Mutaien), 1-2 (6 Mutationen) sowie 10-6 (10
Mutationen), die von ihrem genetischen Profil zeséim Zell<luster gehort, jedoch im
Follikel 10 gefunden wurde. Die tbrigen Subklone Eollikel 1 finden sich in grol3erer Nahe
zur Vorlauferzelle Z. Der Sequenzvergleich der 3o aus den tbrigen Follikeln zeigt eine
diffuse Verteilung der Subklone uber die Follikeslp dass eine Ubereinstimmung der
genetischen Verwandtschaft mit der Lokalisatiordém einzelnen Follikeln (mit Ausnahme

von Follikel 1) nicht nachweisbar ist.
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VH3-23.1

Abb. 12: Tumor Il, phylogenetischer Stammbaum @ 5.3, 65, 6-6, 6-9, 7-2, 7-4. 7-7,
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Abb. 13: VergroRerter Ausschnitt des phylogenetisch  en Stammbaumes Tumor I VH3-23.1
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4.2.4 Andere Keimbahnfamilien
In 8.2.2 im Anhang sind die Sequenzen der SubkteseTumors Il dargestellt, die anderen

Keimbahnfamilien als VH3-23.1 angehdren. Tab. 18 die Lokalisation und Zugehdrigkeit
zur jeweiligen VH-Familie sowie die Mutationsrate a

Tab. 18— Tumor Il, andere VH-Familien, Mutationsfrequenz

VH-Familie | Subklon| Mutationsanzah| Mutationsfrequenz
VH3-7.1 4-5 2/218 0,9%
4-6 7/218 3,2%
4-7 2/218 0,9%
VH3-11.1 |9-1 1/218 0,5%
9-2 0/218 0%
90-3 1/218 0,5%
9-5 1/218 0,5%
9-6 1/218 0,5%
9-7 0/218 0%
VH3-30 2-1 0/218 0%
2-2 1/218 0,5%
2-4 1/218 0,5%
2-9 0/218 0%
8-2 1/218 0,5%
8-5 0/218 0%
VH3-30.1 |94 1/218 0,5%
9-8 0/218 0%
9-9 0/218 0%
VH3-49.1 | 1-9 3/224 1,3%
3-4 3/224 1,3%
VH3-72.1 | 4-1 0/224 0%
4-2 0/224 0%
4-3 0/224 0%
4-8 0/224 0%
4-9 21224 0,9%
VH3-74.2 | 2-3 0/218 0%
2-7 1/218 0,5%
2-8 3/218 1,4%
8-3 1/218 0,5%
8-7 4/218 1,8%
8-8 1/218 0,5%
8-9 1/218 0,5%
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Im vierten und neunten Follikel sind dabei VH-Faenml vertreten, die sich sonst in keinem
anderen Follikel finden. So sind es im Follikel ¥ &H3-7.1- und VH3-72.1-Familie, im
Follikel 9 die VH3-11.1- und VH3-30-Familie. Der eite und achte Follikel weisen beide
Subklone auf, die der VH3-30- und VH3-74.2-Famdiggehoren. Die VH3-49.1-Familie ist
jeweils mit einem Subklon in den Follikeln 1 und&ttreten.

Die nicht neoplastischen Subklone weisen alle Motafrequenzen auf, welche niedriger als
die der Tumorsubklone sind. Davon liegen 12 Subklionihrer Keimbahnkonfiguration vor,
weitere 12 weisen jeweils nur eine Mutation auiveiés drei Subklone weisen zwei bzw. drei
Mutationen auf. Ein Subklon (8-7) hat vier Mutagon Der Subklon 4-6 ist mit 7 Mutationen
(3,2% entsprechend) am hochsten von den nicht astigthen Subklonen mutiert. Diese
Mutationsfrequenz wurde exemplarisch in Abbildunfy den Mutationsfrequenzen der
Tumorsubklone gegentbergestellt. Es zeigt sicls desMutationsfrequenz des Subklons

4-6 weit unter der Frequenz der Tumorsubklone liegt
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4.3 Patient 3
4.3.1 Tumor Il 1

Die Tumorzellpopulation des Tumors Il 1 exprimiginen B-Zell-Rezeptor, welcher der
vierten VH-Familie zuzurechnen ist. Es wurden Hik& untersucht (Follikel 1, 2, 3, 4, 5).

Folgende Photos vor und nach der Mikrodissektiagezedie Lokalisation der untersuchten
Follikel.

Abb. 14: Tumor Il 1, CD3-Farbung, 20-fach-Vergrof3erung vor Dissektion
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Die analysierten Subklone werden in Tabda®gestellt.

Tab. 19: Tumor Il 1, Verteilung der Subklone neoplastischen und itht neoplastischen Ursprungs

innerhalb der einzelnen Follikel

Follikel- | Gesamtanzahl Anzahl der Subklon{¢ Anzahl der Subklone nicht
Nr. analysierter Subklong neoplastischen Ursprung| neoplastischen Ursprungs

1 1 0 1(8)

2 6 0 6 (2,3,6,7,8,9)

3 6 0 6 (1,2,3,4,6,8)

4 5 3(1,3,7) 2 (4,5)

5 0 1(1)

Summe 3 (16%) 16 (84%)

Hinter der Anzahl der pro Follikel gefundenen VHg8ente neoplastischen bzw. nicht neoplastischeprutigs sind in Klammern die

jeweiligen Nr. der Subklone angegeben.

Nur Follikel 4 enthélt Subklone, die der Tumorzefhplation zuzurechnen sind. Die

Tumorsubklone entstammen der Familie VH4-34.1. (ihiggen Subklone sind kaum mutiert

und somit als nicht neoplastisch anzusehen. Sid $olgenden VH-Keimbahngenen
zuzurechnen: VH4-b.1, VH4-34.1, VH4-61.1, VH4-4Thb. 20 stellt die in jedem Follikel
vertretenen Keimbahnfamilien und die jeweilige Hgkeit pro Follikel dar.

Tab. 20 — Tumor 1l 1, Prozentuale Aufteilung der Sibklone jedes Follikels auf die VH-Familien

VH4-34.1] VH4-b.1 | VH4-4.1 | VH4-61.1
Follikel 1| - 1 (100%)] - -
Follikel 2 | 4 (=67%) | 1 €17%)] - 1 (=17%)
Follikel 3 | - - 6 (100%)| -
Follikel 4| 4 (80%) | 1(20%) | - -
Follikel 5| 1 (100%)| - - -

~47% | ~16% | ~32% | ~5%

Hinter der absoluten Anzahl der Subklone einer \é&tnHfie in einem Follikel steht

in Klammern, welchem Prozentsatz diese Anzahl arG@dsamtzahl der analysierten
Subklone in diesem Follikel bildet. In der letztgile der Tabelle findet sich der
prozentuale Anteil, den alle Subklone einer VH-Hanjeweils an der Gesamt-

zahl aller analysierten Rezeptoren bilden.

Im Anhang werden in 8.2.3 die Sequenzen aller Temiukione des Follikels vier sowie die

Sequenzen der restlichen, nicht neoplastischekl@ubdemonstriert.
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43.1.1 Mutationsanalyse

Die Mutationsfrequenz der drei Tumorsubklone istAibb. 16 dargestellt. Alle Subklone
weisen eine Mutationsrate auf, die Uber 9,8% liBgt. Subklone sind hypermutiert. Die am
hochsten mutierten Subklone der nicht neoplastischéellpopulation sind den

Tumorsubklonen gegenibergestellt. Sie weisen eiglenedrigere Mutationsfrequenz von
0,7% auf.

Abb. 16 — Mutationsraten Tumor Il 1

Durchschnittliche Mutationsraten der untersuchten V H-

Fragmente neoplastischen und nicht neoplastischen U rsprungs
5 -
%0 %’81% dgr%"r’nzelnen Follike?'(s’lg
-950\0 . o7
T 0,7
20 .
4-1 4-3 4-7 1-8, 2-9
Subklon

@ neoplastischen Ursprungs O nicht neoplastischen Ursprungs

Tab. 21 fasst die Mutationsanalyse der Tumorsulgklomsammen. Da insgesamt nur drei
Subklone vorliegen, wurden auch nur einfach vorkemden Mutationen mit in der Analyse
bertcksichtigt; es besteht zwar die Madoglichkeit,ssladie Einzelmutationen durch
Polymerasefehler hervorgerufen wurden, wirde matocie, wie bei Tumor | und II
geschehen, nur Mehrfachmutationen berucksichtigeige angesichts der geringen Anzahl
von Tumorsubklone zu viel Information verloren.
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Tab. 21: Tumor Ill 1, Mutationsanalyse der VH-Fragmente aller untersuchten Tumorsubklone

Tumor- Beobachtete | Beobachtete | Erwartete | Beobachtete

subklon Region Erwartete R | Erwartete S | R S R/S R/S Selektion [P Mutationsrate
CDR 3 1 4 2 3,0 2,0 - 0,257

4-1 FR 18 6 12 6 3,0 2,0 + 0,103 10,18
CDR 3 1 4 1 3,0 4,0 + 0,232

4-3 FR 18 6 12 6 3,0 2,0 + 0,150 9,82
CDR 3 1 4 1 3,0 4,0 + 0,257

4-7 FR 18 6 12 7 3,0 1,7 + 0,103 10,18

R: Replacement-/Austauschmutation; S: Silent-¢sMutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass der Ubeusstan R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufaiigstanden ist; In der Spalte ,Selektion*
bedeutet ein ,+* im Bereich der CDR, dass die laeblete R/S-Ratio groRer ist als die Ratio, die bwreiner zufélligen Verteilung der Mutationenheerisch erwartet héatte (positive Selektion). Im
Bereich der FRs bedeutet ein ,+“, dass die beok#elir/S-Ratio kleiner ist als die Ratio, die maneieer rein zufélligen Verteilung der Mutationemvartet hatte (negative Selektion).
Mutationsrate: Mutationsfrequenz berechnet in %eweiligen VH-Gensegment.
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In allen drei Subklonen zeigt sich im Bereich d&sFei einer tatsédchlich niedrig liegender
R/S-Ratio als der erwartete Wert das Bild eineratiggn Selektion. Doch liegt angesichts der
hohen p-Werte keine statistische Signifikanz vouck im Bereich der CDRs finden sich

jenseits der Grenze statistischer Signifikanz ietgep-Werte.

4.3.1.2 Intraklonale Diversitat
Die Sequenzen der drei Tumorsubklone bieten emndgenes Bild. Den Subklonen 4-1, 4-3

und 4-7 sind insgesamt 2ZB&mmon mutationgemeinsam. Tab. 22 listet deren Lokalisation

und die Art des Austausches auf.

Tab. 22 - Tumor Il 1, common mutations

Nukleotid- | Position| Region Keimbahn- | common Art der
triplett nukleotid mutation Mutation
Nukleotid

4 1 FR I C T Silent

14 1 FR | C G Replacement
18 2 FR | T C Replacement
25 2 FR | A C Silent

30 2 CDR | G A Replacement
31 2,3 CDR | GGT GCC Replacement
32 2 CDR | A T Replacement
35 1,2 FRII AGC GCC Replacement
49 3 FR I G A Silent

50 1 FRII G C Replacement
52 1,2 CDR I AAT TCT Replacement
56 3 CDR I C T Silent

58 2,3 FR Il AAC AGG Replacement
60 2 FR Il A G Replacement
70 3 FR 11l A T Silent

71 1 FR 1 G A Replacement
73 2 FR I C T Replacement
74 1 FR I T G Replacement
77 3 FR 11l G A Silent

79 2 FR I C T Replacement
81 1,3 FR Il AAG GAC Replacement
83 2 FR Il G C Replacement
92 3 FR 11l G C Silent

Tab. 22 gibt an, an welcher Position in welchem INotdtriplett sich diese Mutationen jeweils befamd Zugleich werden
die Region und der genaue Austausch samt Art déathdn angegeben.
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Der Subklon 4-3 hat daruber hinaus keine weiterertalibnen. Die Subklone 4-1 und 4-7
haben jeweils noch eine weitere Mutation. Daraggbésich eine intraklonale Variation von
0,6/Subklon was ungefahr der in unserem Labor beobachtetgrEf@r-Quote (0,17%, was
einer Mutationsanzahl von 0,5 bei ca. 300 bp emspr bei dieser Basenpaarlange

gleichkommt. Diese Quote ist als Grenzwert deisdtathen Signifikanz anzusehen.

4.3.1.3 Genetische Verwandtschaft der Tumorsubklone

Da sich im Tumor Il 1 nur 3 Subklone sich neopkadten Ursprungs zuordnen lassen, sind

nahere Aussagen Uber phylogenetische Verwandtsebdiftiltnisse nicht sinnvoll. Unter der

Annahme, dass den zwei zusatzlichen Einzelmutatidrein Polymerasefehler zugrunde

liegt, ergibt sich der in Abb. 17 demonstrierterfatabaum.

Abb. 17 — Tumor IIl 1, Stammbaum

VH4-34.1

28

4-3

4-1 4-7

4-3 weist im Vergleich zur Keimbahnzelle VH4-34 8 2Aiséatzliche Mutationen auf. Von 4-3
entwickelten sich mit je einer zusatzlichen Mutattbe Subklone 4-1 und 4-7 weiter.
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4.3.1.4 Andere Keimbahnfamilien

Neoplastische Klone finden sich in Tumor 1ll 1 nom Follikel vier. In allen anderen
Follikeln lassen sich nur nicht neoplastische Saoil anderer Keimbahnfamilien
nachweisen. Eine tabellarische Ubersicht (ber diatakibnsraten in den jeweiligen
Subklonen und die Auflistung der Sequenzen naclmKahnfamilien geordnet sind in Tab.

23 bzw. unter 8.2.3 im Anhang dargestellt.

Tab. 23 — Tumor 1l 1, andere VH-Familien, Mutationsfrequenz

VH-Familie | Subklon| Mutationsanzah| Mutationsfrequenz
VH4-b1 1-8 2/288 0,7%
2-7 0/288 0%
4-5 1/288 0,3%
VH4-4.1 3-1 0/285 0%
3-2 0/285 0%
3-3 0/285 0%
3-4 0/285 0%
3-6 0/285 0%
3-8 1/285 0,4%
VH4-34.1 | 2-2 0/285 0%
2-3 0/285 0%
2-6 0/285 0%
2-8 1/285 0,4%
4-4 0/285 0%
5-1 0/285 0%
VH4-61.1 | 2-9 2/291 0,7%

Wie schon in Abb. 16 gezeigt, liegen die Mutatioegtienzen (Hochstwert 0,7% bei Subklon
1-8 und 2-9) dieser Subklone deutlich unter derTadenorzellpopulation.
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4.3.2 Tumor Il 2

Im Tumor 1l 2 wurden insgesamt 6 Follikel unterst¢Follikel 1 bis 6). Das VH-Segment
des BCR ist Uberwiegend der vierten VH-Familie zazhnen. Die folgenden Photos sollen

die Lokalisation der einzelnen Follikel vor und hater Mikrodissektion veranschaulichen.

Abb. 18 - Tumor Ill 2, CD3-Farbung, 20-fach-Vergréserung, vor Mikrodissektion

o TR N

Abb. 19 - Tumor Ill 2, CD3-Farbung, 20-fach-Vergréserung, nach Mikrodissektion
?\ . BT 54 %
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Tab. 24 gibt eine Ubersicht iber die analysiertebkne:

Tab. 24 — Tumor Ill 2, Verteilung der Subklone neoplastischenund nicht neoplastischen Ursprungs
innerhalb der einzelnen Follikel

Follikel- | Gesamtanzahl Anzahl der Subklon¢ Anzahl der Subklone nicht
Nr. analysierter Subklong neoplastischen Ursprung| neoplastischen Ursprungs

1 9 0 9(1,2,3,5,6,7,9,11,12)

2 4 2 (3,14) 2 (1,10)

3 5 3(4,7,9) 2 (1,3)

4 2 2(1,4) 0

5 3 3(2,4,5) 0

6 7 1(2) 6 (1,4,5,6,8,9)

Summe | 30 11 19

Hinter der Anzahl der pro Follikel gefundenen VHgBente neoplastischen bzw. nicht neoplastischeprulgs sind in Klammern die
jeweiligen Nr. der Subklone angegeben.

Die analysierten Subklone der einzelnen Follgehdren unterschiedlichen Unterklassen
die Familien VH4-34.17¢8) und VH4-30.1 (57%) am
haufigsten vertreten sind. Die prozentuale Vertgjluer unterschiedlichen VH-Familien

der VH4-Familie an, wobei

innerhalb der einzelnen Follikel und insgesamt wirdab. 25 zusammengefasst:

Tab. 25 — Tumor 11l 2, Prozentuale Aufteilung der Sibklone jedes Follikels auf die VH-Familien

VH4-34.1] VH4-30.1| VH4-b.1 | VH4-59.1
Follikel 1 - 8 (89%) | - 1€11%)
Follikel 2| 2(50%) | 1(25%) | 1(25%)| -
Follikel 3| 3(60%) | 2(40%) | - -
Follikel 4| 2(100%) | - - -
Follikel 5 | 3(100%) | - - -
Follikel 6 | 1(=14%) | 4657%) | 2629%)] -

~37% | 50% 10% | ~3%

Hinter der absoluten Anzahl der Subklone einer \étaHie in einem Follikel steht

in Klammern, welchem Prozentsatz diese Anzahl ars@samtzahl der analysierten
Subklone in diesem Follikel bildet. In der letztéeile der Tabelle findet sich der
prozentuale Anteil, den alle Subklone einer VH-Hanjéweils an der Gesamtzahl
aller analysierten Rezeptoren bilden.
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4.3.2.1 Mutationsanalyse

Die VH-Sequenzen der analysierten Subklone werdégr 8.2.4 im Anhang dargestellt. Die
hochsten Mutationsraten weisen die Subklone der -8#H4-Familie auf. Sie liegen

durchschnittlich bei 4,33 %. Dieser Wert liegt undem Ublicherweise bei hypermutierten
Subklonen gefundenen Wert. Vielmehr entsprichlem bei normalen Gedachtniszellen
gefundenen Durchschnittswert (42-44). Die Subklafie,anderen VH-Familien angehdren,
weisen noch deutlich niedrigere Mutationsfrequenaei Abb. 20 stellt die Mutationsraten

der analysierten Subklone dar.

Abb. 20 — Mutationsraten Tumor Il 2

Durchschnittliche Mutationsraten der untersuchten V H-
w Fragmente neoplas% %en Ursprungs pro Follikel sow ie der
4,45 mshidneoplas schen SubKidhe 2- 1, 2&Pund 1-9

= l L
2 19, 2—

Follikel 10

@ neoplastischen Ursprungs O nicht neoplastischen Ursprungs

Tab. 26— Tumor Ill 2, Mutationsraten der VH-Fragmente der Tumorzellpopulation

Follikel | Durchschnittswert | Hochstwert| Tiefstwert
aller Tumorsubkloné
2 4,9% 2-14 2-3
5,1% 4,7%
3 4,1% 3-4 3-7
5,5% 2,5%
4 5,0% 4-1 4-4
5,5% 4,6%
5 4,8% 5-2 5-4,5-5
5,1% 4,7%
6 4,6% 6-2
4,6%
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Tab. 27 zeigt eine Ubersicht der Mutationsanalgee 11 Tumorsubklone. Es ist zu
bertcksichtigen, dass bei den Subklonen 3-9, 4dl G:2 Primer-bedingt die vollstéandige
Sequenz von der FR | an vorliegt, wohingegen beiidegigen Subklonen die Sequenz erst ab
dem Triplett 17 vorliegt. 10 der 11 untersuchterbl@one zeigen gemal der beobachteten
R/S-Ratio, welche unter dem errechneten Wert liegte Mutationsverteilung, welche mit
dem Vorhandensein eines negativen Selektionsdruskesnbar ware. Doch bei keinem der
Subklone zeigt sich ein statistisch signifikantaNprt. Der Subklon 3-4 zeigt im Bereich der
FRs genau die Anzahl von R- und S-Mutationen, @ieelner rein zufalligen Verteilung der
Mutationen erwartet werden wirde.

Im Bereich der CDRs fallt auf, dass keine einagent mutationvorliegt. Somit ergibt sich
im R/S-Quotienten jeweils der rechnerische Wert ¥orAnhand des Vergleiches der R/S-
Ratio zeigen folgende Subklone dabei einen hohaMsrt als den rein rechnerisch
erwarteten: 2-14, 4-1, 5-2, 5-4 und 5-5. Dabeiubedie hohere R/S-Ratio jedoch mit
Ausnahme des Subklones 4-1 nicht auf einer erhthtzahl von R-Mutationen als man bei
einem zufalligen Prozess erwarten wirde, denn d@béchteten Werte entsprechen den
erwarteten. Vielmehr tragt dazu die oben erwéhrdtsalche bei, dass hier statt der einen
erwarteten S-Mutation keine zu finden ist. Nur &bklon 4-1 weist zusatzlich eine R-
Mutation mehr auf als erwartet. Die hohen p-WemeBereich der CDRs zeigen, dass keine

statistische Signifikanz vorliegt.
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Tab. 27: Tumor Il 2, Mutationsanalyse der VH-Fragmente aller untersuchten Tumorsubklone

Tumor- Beobachtete | Beobachtete | Erwartete | Beobachtete

subklon Region Erwartete R | Erwartete S | R S R/S R/S Selektion P Mutationsrate
CDRs 1 0 2 0 oo o0 - 0,321

2-3 FRs 6 2 4 4 3,0 1,0 + 0,105 4,24
CDRs 2 1 2 0 2,0 o0 + 0,368

2-14 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,166 4,66
CDRs 1 0 1 0 oo o0 - 0,538

3-4 FRs 5 2 5 2 2,5 2,5 - 0,536 3,39
CDRs 1 0 0 0 oo oo - 0,813

3-7 FRs 4 1 4 2 4,0 2,0 + 0,603 2,54
CDRs 1 0 2 0 o0 o0 - 0,314

3-9 FRs 8 3 5 5 2,7 1,0 + 0,075 4,21
CDRs 2 1 3 0 2,0 o0 + 0,216

4-1 FRs 8 3 6 4 2,7 1,5 + 0,156 5,51
CDRs 2 0 2 0 o0 o0 - 0,352

4-4 FRs 8 3 6 5 2,7 1,2 + 0,117 4,56
CDRs 2 1 2 0 2,0 o0 + 0,368

5-2 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,166 4,66
CDRs 2 1 2 0 2,0 o0 + 0,368

5-4 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,166 4,66
CDRs 2 1 2 0 2,0 o0 + 0,368

5-5 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,166 4,66
CDRs 2 0 2 0 o0 o0 - 0,352

6-2 FRs 8 3 6 5 2,7 1,2 + 0,117 4,56

R: ReplacementAustauschmutation; Silent/stille Mutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass d#serschussan R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufadiigstanden ist; In der Spalte ,Selektion®
bedeutet ein ,+* im Bereich der CDR, dass die bebtete R/S-Ratio groRer ist als die Ratio, die meireiner zufélligen Verteilung der Mutationen neelisch erwartet héatte (positive Selektion).

Im Bereich der FRs bedeutet ein .+, dass die belotede R/S-Ratio kleiner ist als die Ratio, die rhaneiner rein zufalligen Verteilung der Mutationerwartet hatte (negative Selektion).
Mutationsrate: Mutationsfrequenz berechnet in %eweiligen VH-Gensegment
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4.3.2.2 Intraklonale Diversitat

Beim Vergleich der Sequenzen aller Subklone derd\3H.1-Familie zeigt sich nur eine
common mutatianim Triplett 82 (FR 1ll) findet sich an erster BP@n statt C ein T
(replacement Alle Subklone bis auf 3-4 und 3-7 weisen 9 weitgemeinsame Mutationen
auf. Tab. 28 listet die Lokalisation und Art diedéutationen auf:

Tab. 28 - Tumor Il 2, gemeinsame Mutationen der 8bklone 2-3, 2-14, 3-9, 4-1, 4-4, 5-2, 5-4, 5-526-
(VH4-34.1-Familie)

Nukleotid- | Position| Region | Keimbahn- | Nukleotid Art der
triplett nukleotid der Mutation
gemeinsamel
Mutation
23 3 FR | T A silent
28 1 CDR | T G replacement
33 2 CDR | A T replacement
35 2 FR Il G C replacement
40 1 FR I C T replacement
42 2 FR Il G A replacement
60 3 FR 111 C T silent
62 3 FR 111 C A silent
73 2 FR Il C T replacement

Tab. 28 gibt an, an welcher Position in welchem ISotidtriplett sich diese Mutationen jeweils befamd Zugleich werden die Region und
der genaue Austausch samt Art der Mutation angegebe

Neben diesen Mutationen finden sich nur wenige tzlishe Mutationen bei diesen
Subklonen. Der durchschnittliche Wert dieser zugdign Mutationen betradd,7/Subklon.

Dieser Wert liegt nur knapp Uber in unserem Labogodachten Anzahl von
Polymerasefehlern bei dieser Basenldnge (0,68/8apklso dass dieser Wert nicht als

statistisch signifikant gelten kann.
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Die Subklone 3-4 und 3-7 weisen ein von den and8tdklonen distinktes Mutationsmuster
auf. Gemeinsam tragen sie folgende in Tab. 29 &sfge Mutationen:

Tab. 29 — Tumor 1l 2, gemeinsame Mutationen der Soklone 3-4 und 3-7

Nukleotid- | Position| Region | Keimbahn- | Nukleotid Art der
triplett nukleotid der Mutation
gemeinsamel
Mutation
69 3 FR Il A G replacement
71 3 FR 11l A G silent
73 1 FR Il A T replacement
76 2 FR I A G replacement
77 3 FR I G C replacement

Tab. 29 gibt an, an welcher Position in welchem INotdtriplett sich diese Mutationen jeweils befamd Zugleich werden
die Region und der genaue Austausch samt Art déathdn angegeben.

4.3.2.3 Genetische Verwandtschaft der Tumorzellpagation

Die durch Sequenzvergleich der 11 Tumorsubklonecbrmrete genetische Verwandtschaft
wurde in einem Stammbaum (Abb. 21) dargestellt.edDaurden die ersten 17 Tripletts, die
Primer bedingt nur von den Subklonen 3-9, 4-4 und 6-2iegen, nicht in dasnultiple
alignmentmit einbezogen.

In der graphischen Darstellung wird deutlich, dsisk die beiden Subklone 3-4 und 3-7 des
Follikels 3 deutlich von allen anderen Subklonetetstheiden. In einer Entfernung von 5
Mutationen zur putativen Vorlauferzelle ist Subki®7 lokalisiert. Aus diesem Subklon hat
sich durch weitere sieben Mutationen der Subkloh Beiterentwickelt. Der ebenfalls im
Follikel 3 gefundene Subklon 3-9 zeigt keine gesute Verwandtschaft mit den beiden
genannten Subklonen und ,clustert®* mit anderen fur@n. Diese befinden sich in einer
~Entfernung” von 9 bis 11 Mutationen von der Voffiézelle Z und zeigen eine enge
Verwandtschaft untereinander sowie eine weitgehdeschrankung auf einzelne Follikel.
So sind die in Follikel 5 gefundenen Subklone B2 und 5-5 genetisch identisch. Aber
auch die anderen Subklone unterscheiden sich vameéem nur durch eine bis zwei

Mutationen in 236 Basenpaaren.
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Abb. 21: Tumor Il 2, genetische Verwandtschaft

0.01
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4.3.2.4 Andere Keimbahnfamilien

Im Tumor Il 2 sind nur ca. 37% der Subklone dembuzellpopulation zuzurechnen. Die
anderen Subklone sind auf die VH-Familien VH4-30/H4-b.1 und VH4-59.1 aufgeteilt.
Die Familie VH4-30.1 ist dabei am haufigsten vedre(ca. 50% aller Subklone). Tab. 30
zeigt die Verteilung der einzelnen Subklone auf dgesveiligen Familien und die
Mutationsfrequenzen der einzelnen Subklone. DieuS&ezen der Subklone sind unter 8.2.4

im Anhang zu finden.

Tab. 30 — Tumor 1l 2, andere VH-Familien, Mutationsfrequenz

VH-Familie | Subklon| Mutationsanzah| Mutationsfrequenz
VH4-b.1 2-10 3/288 1,0%
6-4 0/288 0%
6-6 0/288 0%
VH4-30.1 |1-1 2/291 0,7%
1-2 2/291 0,7%
1-3 1/291 0,3%
1-5 1/291 0,3%
1-7 1/291 0,3%
1-9 3/291 1,0%
1-11 1/291 0,3%
1-12 1/291 0,3%
2-1 5/291 1,7%
3-1 2/291 0,7%
3-3 0/291 0%
6-1 1/291 0,3%
6-5 1/291 0,3%
6-8 1/291 0,3%
6-9 1/291 0,3%
VH4-59.1 | 1-6 0/285 0%

Die Mutationsraten liegen niedrig. Den hdchsternrMeist der Subklon 2-1 mit 1,7% auf.
Die Subklone 1-9 und 2-10 sind mit einer Mutatioegtienz von 1,0% am zweit hdchsten
mutiert. Abb.20 (s.0.) zeigt die Mutationsraten dieser Subklone nmgtarisch den
Mutationsraten der Tumorsubklone gegeniibergestellt.
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4.3.3 Vergleich Tumor 111 1 und Tumor Il 2

Zwischen den Probeentnahmen von Tumor Il 1 und druti 2 des Patienten 3 lag ein
Intervall von 34 Monaten. Als TumorzellpopulationTumor Il 1 lassen sich nur 3 Subklone
in Follikel 4 identifizieren. Es liegt das Bild hgpmutierter Subklone vor, die zur VH4-34.1-
Familie gehdren. Diese Mutationsmuster ist im Bieziumor Ill 2 nicht aufzufinden. Die
Subklone, welche hier zur  VH4-34.1-Familie geh¢rezeigen eine ganz andere
Mutationsverteilung. Lediglich in 2 Tripletts findesich Ubereinstimmungen zwischen
beiden Tumorzellgruppen:

» Triplett 35, FR I, 2. Position, 6C
* Triplett 73, FR Ill, 2.Position, &T

Die Mutationsfrequenz liegt deutlich unter der desgangtumors.

Im Anhang sind unter 8.2.5 die Subklone beider Triemmtereinander dargestellt.
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4.4 Patient 4
4.4.1 Tumor IV 1

Untersucht wurden 8 Follikel des Tumors IV 1 (Nuerr bis 8), deren Lokalisation in den

Abb. 22 und 23vor und nach der Mikrodissektion dargestellt sind.

Abb. 22 - Tumor IV 1- HE-Farbung, 20x VergréRerung,vor Mikrodissektion

- A e
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Das B-Zell-Rezeptor-Gen des gewonnenen DNS-Masenwedr Uberwiegend der VH4-
Familie zuzurechnen. Eine Ubersicht aller analysieBSubklone bietet Tab. 31:

Tab. 31 — Tumor IV 1, Verteilung der Subklone neoplastische und nicht neoplastischen Ursprungs
innerhalb der einzelnen Follikel

Follikel- | Gesamtanzahl Anzahl der VH4-34.1{ Anzahl der| Anzahl der

Nr. analysierter Fragmente neoplastisch{ VH4-30.1- Subklone
Subklone Ursprungs Fragmente anderer  VH-

Familien

1 9 4(1,4,5,9) 5(2,3,6,7,8) 0

2 8 6(1,2,3,4,5,7) 1 (6) 1(9

3 7 5(3,4,5,6,8) 0 2(2,7)

4 8 6 (1,3,5,6,7,9) 1(4) 1(2)

5 9 6 (3,4,5,7,8,9) 1(4) 2(2,6)

6 4 3(1,3,4) 0 1(2)

7 8 8(1,2,3,4,7,9,11,12) 0 0

8 8 8(2,4,5,6,7,8,9,10) 0 0

Summe | 61 46 8 7

Hinter der Anzahl der pro Follikel gefundenen VHg8ente neoplastischen bzw. nicht neoplastischeprutigs sind in Klammern die
jeweiligen Nr. der Subklone angegeben.

Die BCR-Gene der Subklone aus Tumor IV 1 sind nsetgedlichen Keimbahnfamilien
zugehorig. Tab. 32 zeigt, welche Keimbahnfamiliarmielchen Follikeln vorkommen, und

wie viele Subklone ihnen jeweils angehoren.

Tab. 32 — Tumor IV 1, Prozentuale Aufteilung der Sbklone jedes Follikels auf die VH-Familien

VH4-34.1 | VH4-30.1 | VH4-4.4 | VH4-30.4 | VH4-59.1] VH4-61.1
Follikel 1| 4 ( 44%)| 5 ( 56%)] - - - -
Follikel 2|6 ( 67%)| 1 ( 22%)| 1 ( 11%)|- - -
Follikel 3| 5 ( 63%)] - 1( 13%)|1( 13%)|- -
Follikel 4| 6 (75%) |1 ( 13%)|- - - 1( 13%)
Follikel 5 | 6 (<67%) | 1 €11%) | - - 1€11%) | 1 €11%)
Follikel 6 | 3 (50%) | - - - 1€17%) | -
Follikel 7 | 8 (100%) | - - - - -
Follikel 8 | 8 (100%) | - - - - -
75% 13% 3% 2% 3% 3%

Hinter der absoluten Anzahl der Subklone einer \éfaHie in einem Follikel steht in Klammern, welch@rozentsatz
diese Anzahl an der Gesamtzahl der analysiertekl@ubin diesem Follikel bildet. In der letzten Eeiler Tabelle
findet sich der prozentuale Anteil, den alle Subkl@iner VH-Familie jeweils an der Gesamtzahl afealysierten

Rezeptoren bilden.

Ca. 75%

aufgrund ihres Mutationsmusters, der Verteilungridile Follikel sowie der Tatsache, dass in

aller untersuchten positiven Klone im Turh@ehoren zur VH4-34.1-Familie;
den Rezidiven Tumor IV 2 und IV 3 nur diese Keimbf@milie vertreten ist, sind sie der

Tumorzellpopulation zuzurechnen. Die VH4-30.1-Famist mit ca. 13% aller untersuchten
Subklone ebenfalls zahlreich vertreten. Abb.s2dllt vergleichend die Mutationsraten der

64



Ergebnisse

jeweils am hochsten mutierten Subklone der verdemen Keimbahnfamilien dar. Dabel
werden die zur VH4-30.1-Familie gehdrenden Subklanéyrund ihrer Mutationsmuster
nochmals in vier Untergruppen eingeteilt. Auf siedaaufgrund ihres hohen Anteils an den
untersuchten Subklonen sowie der hohen Mutatiomsragben den zur VH4-34.1-Familie

gehdrenden Tumorsubklonen in den folgenden Abseimitéher eingegangen werden.

Abb. 24, Mutationsraten der jeweils am hdchsten mu 9 7tierten

Subklone unterschiedlicher KeimtyahmigggitierrimTumo _—g4v-1—
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4.4.1.1 Mutationsanalyse
4.4.1.1.1 VH4-34.1-Tumorsubklone

Im Anhang unter 8.2.6 sind alle Subklone der VH4t38amilie des Tumors IV 1
untereinander dargestellt. Die Sequenzen der Snelkdes ersten bis sechsten Follikels liegen
Primer-bedingt erst ab dem Triplett 18 vor. Insgesamtebisich bei allen Subklonen ein
recht homogenes Bild: 10 Mutationen finden sictiast allen Subklonen vertreten; auch in
den Tripletts 1-17, deren Sequenz nur bei den Kedfli sieben und acht vorliegen, sind 2
Mutationen in allen Subklonen vorhanden. Die Sub&lales sechsten Follikels dagegen
zeigen ein deutlich unterschiedliches Mutationserugiuch im zweiten und finften Follikel
finden sich wenige Subklone, die nicht das domemde Mutationsbild dieses Tumors
aufweisen. Tab. 33 fuhrt die durchschnittlich Migasrate sowie HOochst- und Tiefstwerte
nach Follikeln aufgetrennt auf. Die Abb. 25 zeigt Mutationsraten der einzelnen Subklone
graphisch. Kein Subklon erweist sich als hypernmmutidie durchschnittliche Mutationsrate

aller Subklone liegt bei ca. 4,5%.
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Tab. 33 — Tumor IV 1, Mutationsraten der VH-Fragmente der Tumorzellpopulation

Follikel | Durchschnittswerl Hochstwert | Tiefstwert
aller Subklone
1 3,4% 1-4, 1-5: 1-9:
4,7% 0%
2 5,3% 2-7: 2-1:
6,8% 4.3%
3 4,4% 3-5, 3-6: 3-3, 3-4, 3-8:
4,7% 4.3%
4 4,7% 4-1: 4-3:
4,3% 5,1%
5 4,7% 5-9: 5-8:
7,6% 0,4%
6 5,4% 6-4: 6-1, 6-3:
6,0% 5,1%
7 4,4% 7-3: 7-7:
4,6% 3,9%
8 4,3% 8-2,4,5,6,8-10{ 8-7:
4,2% 4,9%

Abbb. 25, Durchschnittliche Mutationsraten der zur VH4-34.1-
Familie gehdrenden VH-Fragemente neoplastischen Urs  prungs
pro Follikel In Tumor IV 1

5,4

5,3

a4 47T AT 4.4

1
Follikel

In den Tab. 3sis 37 wird die Mutationsanalyse zusammengefassgfedéellt. Dabei wurden

nur mehrfach vorkommende Mutationen bericksichéigtei der VH4-34.1-Subklone sind
ganzlich unmutiert (1-9 und 5-8). Sie sind als sdB+Zellen oder unmutierte Mantelzellen zu
betrachten. Bei den restlichen 44 Subklonen spreameBereich der CDRs die hohen p-
Werte eher gegen das Vorliegen eines positivenk&etsdruckes. Hier weist keiner der
untersuchten Subklone im Bereich der CDRs eineugatibn auf, so dass jeweils eine
rechnerische R/S-Ratio von unendlich resultiert.efiier Mutationsrate < 4,66% wirde man
bei einer rein zuféalligen Mutationsverteilung reehach ebenfalls keine S-Mutation in den
CDRs erwarten, so dass auch bei den erwartetenRR#Ss hier der Wert unendlich

angenommen wird. Darum ist der Vergleich der R/8eRabei der insgesamt niedrigen
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Mutationsfrequenz der Subklone nur bedingt ausséafiek 24 der 44 Subklone weisen eine
R-Mutation mehr auf, als man rechnerisch erwartdirde, die restlichen 20 Subklone
entsprechen in ihrer Anzahl der R-Mutationen deeotbtisch erwarteten Wert.

Im Bereich der FRs findet sich bei fast allen Sobkh eine unter dem erwarteten Wert
liegende R/S-Ratio, was als Hinweis auf ein Vorlersgin eines negativen

Selektionsdruckes mit Konservierung der BCR-Strukéinzusehen ist. Lediglich die

Subklone 2-3 und 2-7 bilden Ausnahmen. Sie zeiganekS-Mutation im Bereich der FRs,

welche sie gemeinsam mit anderen Subklonen tddas.fuhrt in der Mutationsanalyse, wo
nur mehrfach vorkommende Mutationen berlcksichtigtden, zu der beobachteten R/S-
Ratio von unendlich. Bei den meisten der Subkloee bllikels 7 (7-2, 7-3, 7-4) sowie beim
Subklon 8-7 zeigen sich statistisch signifikant@/prte. Bei den Ubrigen Subklonen finden

sich keine signifikanten p-Werte im Bereich der FRs
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Tab. 34—-Tumor IV 1, Mutationsanalyse der VH-Fragmente alle untersuchten Tumorsubklone der VH4-34.1-Familie

Tumor- Beobachtete |Beobachtete |Erwartete | Beobachtete

subklon Region Erwartete R | Erwartete S |R S R/S R/S Selektion [P Mutationsrate
CDRs 1 0 2 0 o o - 0,32054

1-1 FRs 6 2 5 3 3,0 1,7 aF 0,25770 | 4,24
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,36754

1-4 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,16568 | 4,66
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,36754

1-5 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 aF 0,16568 | 4,66
CDRs 0 0 0 0 0 0 - 1,00000

1-9 FRs 0 0 0 0 0 0 - 0,00000 |0
CDRs 1 0 1 0 o o - 0,63207

2-1 FRs 6 2 5 4 3,0 1,3 aF 0,25770 | 4,24
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,36754

2-2 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,16568 | 4,66
CDRs 1 0 2 0 0 0 - 0,09674

2-3 FRs 3 1 3 0 3,0 0 = 0,48285 | 2,12
CDRs 1 0 2 0 0 0 - 0,32054

2-4 FRs 6 2 5 3 3,0 1,7 + 0,25770 | 4,24
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,41362

2-5 FRs 7 2 6 4 3,5 1,5 + 0,23715 | 5,08
CDRs 0 0 1 0 0 0 - 0,22461

2-7 FRs 2 1 2 0 2,0 o0 - 0,56260 | 1,27
CDRs 1 0 2 0 o 0 - 0,32054

3-3 FRs 6 2 5 3 3,0 1,7 + 0,25770 | 4,24

R: ReplacementAustauschmutation; Silent/stille Mutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass d#serschussan R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufadiigstanden ist; In der Spalte ,Selektion®

bedeutet ein ,+* im Bereich der CDR, dass die bebtete R/S-Ratio groRer ist als die Ratio, die meireiner zufélligen Verteilung der Mutationen neelisch erwartet héatte (positive Selektion).

Im Bereich der FRs bedeutet ein ,+“, dass die belotede R/S-Ratio kleiner ist als die Ratio, die rhaneiner rein zufalligen Verteilung der Mutationerwartet hatte (negative Selektion).

Mutationsrate: Mutationsfrequenz berechnet in %eweiligen VH-Gensegment.
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Tab. 35 — Tumor IV 1, Mutationsanalyse der VH-Fragnente aller untersuchten Tumorsubklone der VH4-34.Familie

Tumor- Beobachtete |Beobachtete |Erwartete | Beobachtete

subklon Region Erwartete R | Erwartete S |R S R/S R/S Selektion [P Mutationsrate
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,32054

3-4 FRs 6 2 5 3 3,0 1,7 + 0,25770 | 4,24
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,36754

3-5 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,16568 | 4,66
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,36754

3-6 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,16568 | 4,66
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,36754

3-8 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,16568 | 4,66
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,32054

4-1 FRs 6 2 5 3 3,0 1,7 + 0,25770 | 4,24
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,41362

4-3 FRs 7 2 6 4 3,5 15 + 0,23715 | 5,08
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,36754

4-5 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,16568 | 4,66
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,36754

4-6 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,16568 | 4,66
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,32054

4-7 FRs 6 2 5 3 3,0 1,7 + 0,25770 | 4,24
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,32054

4-9 FRs 6 2 5 3 3,0 1,7 + 0,25770 | 4,24
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,36754

5-3 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,16568 | 4,66

R: Replacement-/Austauschmutation; S: Silent-¢shutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass der Ubensstan R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufaiidstanden ist; In der Spalte ,Selektion*
bedeutet ein ,+* im Bereich der CDR, dass die bebtete R/S-Ratio groRer ist als die Ratio, die meireiner zufélligen Verteilung der Mutationen neelisch erwartet héatte (positive Selektion).

Im Bereich der FRs bedeutet ein ,+*, dass die belotede R/S-Ratio kleiner ist als die Ratio, die rhaneiner rein zufalligen Verteilung der Mutationerwartet hatte (negative Selektion).

Mutationsrate: Mutationsfrequenz berechnet in %eweiligen VH-Gensegment.
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Tab. 36 — Tumor IV 1, Mutationsanalyse der VH-Fragnente aller untersuchten Tumorsubklone der VH4-34.Familie

Tumor- Beobachtete |Beobachtete |Erwartete | Beobachtete

subklon Region Erwartete R | Erwartete S |R S R/S R/S Selektion [P Mutationsrate
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,32054

5-4 FRs 6 2 5 3 3,0 1,7 + 0,25770 | 4,24
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,36754

5-5 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,16568 | 4,66
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,36754

5-7 FRs 7 2 5 4 3,5 1,3 + 0,16568 | 4,66
CDRs 0 0 0 0 © © - 1,00000

5-8 FRs 0 0 0 0 © © - 0,00000 |0
CDRs 2 1 2 0 2,0 0 + 0,36754

5-9 FRs 7 2 6 3 3,5 2,0 + 0,34630 | 4,66
CDRs 2 1 3 0 2,0 0 + 0,14730

6-1 FRs 7 2 6 2 3,5 3,0 + 0,34630 | 4,66
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,32054

6-3 FRs 6 2 5 3 3,0 1,7 + 0,25770 | 4,24
CDRs 2 1 3 0 2,0 0 + 0,21570

6-4 FRs 8 3 7 3 2,7 2,3 + 0,31608 | 5,51
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,31351

7-1 FRs 8 3 5 5 2,7 1,0 + 0,07477 14,21
CDRs 2 0 2 0 © © - 0,35172

7-2 FRs 8 3 5 6 2,7 0,8 + 0,04212 | 4,56
CDRs 2 0 2 0 © © - 0,35172

7-3 FRs 8 3 5 6 2,7 0,8 + 0,04212 | 4,56
CDRs 2 0 2 0 © © - 0,35172

7-4 FRs 8 3 5 6 2,7 0,8 + 0,04212 | 4,56
CDRs 1 0 1 0 © © - 0,58502

7-7 FRs 7 2 5 5 3,5 1,0 + 0,12800 | 3,86

R: ReplacemertAustauschmutation;

Silent/stille Mutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass di#serschussan R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufadiigstanden ist; In der Spalte ,Selektion*
bedeutet ein ,+* im Bereich der CDR, dass die bebtete R/S-Ratio groRer ist als die Ratio, die meireiner zufélligen Verteilung der Mutationen neelisch erwartet héatte (positive Selektion).

Im Bereich der FRs bedeutet ein ,+*, dass die belotede R/S-Ratio kleiner ist als die Ratio, die rhaneiner rein zufalligen Verteilung der Mutationerwartet hatte (negative Selektion).
Mutationsrate: Mutationsfrequenz berechnet in %eweiligen VH-Gensegment Dfett gedruckten p-Werte gelten als signifikant (<0,C8);
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Tab. 37 — Tumor IV 1, Mutationsanalyse der VH-Fragnente aller untersuchten Tumorsubklone der VH4-34.Familie

Tumor- Beobachtete |Beobachtete |Erwartete | Beobachtete

subklon Region Erwartete R | Erwartete S [R S R/S R/S Selektion [P Mutationsrate
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,31351

7-9 FRs 8 3 5 5 2,7 1,0 + 0,07477 |4,21
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,31351

7-11 FRs 8 3 5 5 2,7 1,0 + 0,07477 | 4,21
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,31351

7-12 FRs 8 3 5 5 2,7 1,0 + 0,07477 |4,21
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,31351

8-2 FRs 8 3 5 5 2,7 1,0 + 0,07477 | 4,21
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,31351

8-4 FRs 8 3 5 5 2,7 1,0 + 0,07477 |4,21
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,31351

8-5 FRs 8 3 5 5 2,7 1,0 + 0,07477 | 4,21
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,31351

8-6 FRs 8 3 5 5 2,7 1,0 + 0,07477 |4,21
CDRs 2 0 2 0 © © - 0,35172

8-7 FRs 8 3 5 6 2,7 0,8 + 0,04212 | 4,56
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,31351

8-8 FRs 8 3 5 5 2,7 1,0 + 0,07477 |4,21
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,31351

8-9 FRs 8 3 5 5 2,7 1,0 + 0,07477 | 4,21
CDRs 1 0 2 0 © © - 0,31351

8-10 FRs 8 3 5 5 2,7 1,0 + 0,07477 |4.21

R: ReplacementAustauschmutation;

Silent/stille Mutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass diserschussain R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufadigstanden ist; In der Spalte ,Selektion*
bedeutet ein ,+* im Bereich der CDR, dass die bebtete R/S-Ratio groRer ist als die Ratio, die iareiner zufalligen Verteilung der Mutationen neehisch erwartet hatte (positive Selektion).

Im Bereich der FRs bedeutet ein ,+*, dass die belotede R/S-Ratio kleiner ist als die Ratio, die rhaneiner rein zufalligen Verteilung der Mutationerwartet hatte (negative Selektion).
Mutationsrate: Mutationsfrequenz berechnet in %eweiligen VH-Gensegment Dfett gedruckten p-Werte gelten als signifikant (<0,08));
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4.4.1.1.2 VH4-30.1-Subklone

Subklone der VH4-30.1-Familie finden sich in derlikeln 1, 2, 4 und 5. Deren Sequenzen
sind in 8.2.6 im Anhang aufgefuhrt.

Die Anordnung erfolgt nach der Ahnlichkeit der Migasmuster in vier Gruppen. Die erste
Gruppe wird nur aus Subklonen gebildet, die denlikebdll entstammen (1-2, 1-3, 1-6, 1-7
und 1-8). Die Zweite Gruppe setzt sich aus den Bulek 2-8, 3-1, 6-5 und 6-6 zusammen.
In der dritten Gruppe finden sich die in ihrer Sempiidentischen Subklone 5-4 und 5-5. Die
vierte Gruppe schlie3lich wird durch den einzeli$arbklon 2-6 gebildet, welcher ein ganz
eigenes Sequenzmuster aufweist. In Abb. &8®d die Mutationsraten der zur VH4-30.1-
Familie gehdrenden Subklone dargestellt. Gruppedlduweisen die hochsten Mutationsraten
auf. Doch nur der Subklon 1-8 mit einer Mutatiomsraon 9,05% erweist sich als

hypermutiert. Die zur Gruppe 3 gehdrenden Subkl@gen mit ihrer Mutationsrate knapp

Uber 5%, die Subklone der Gruppe 2 liegen durchgtbin bei Werten von nur 2%.

Abb 26, Mutationsraten der zur VH4-30.1-Familie ge  horenden
9,884-Fragmente_in Tumor IV 1

J0 7.82 782

%2 5,35
(%]

o4 288 566 65 7
82

£ 1 [T 0T 0 v

Subklonl-2, 1- 1-6,1- 1-8 2-8 3-1,6- 6-5 4-4,5-
3 7 6 4

B Gruppe 1 OGruppe 2 B Gruppe 3 O Gruppe 4

Tab. 38 fasst die Mutationsanalyse der VH4-30.1k&uie zusammen.
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Tab. 38— Tumor IV, Mutationsanalyse der VH-Fragmente derzur VH4-30.1-Familie gehérenden Subklone

Tumor- Erwartete Beobachtete

subklon Region Erwartete R | Erwartete S | Beobachtete R | Beobachtete S | R/S R/S Selektion P Mutationsrate
CDRs 3 1 4 1 3,0 4,0 + 0,24328

1-2 FRs 11 4 5 8 2,8 0,6 + 0,00457 7,82
CDRs 3 1 4 1 3,0 4,0 + 0,24328

1-3 FRs 11 4 5 8 2,8 0,6 + 0,00457 7,82
CDRs 3 1 4 1 3,0 4,0 + 0,31256

1-6 FRs 12 4 7 8 3,0 0,9 + 0,01741 9,47
CDRs 3 1 4 1 3,0 4,0 + 0,31256

1-7 FRs 12 4 7 8 3,0 0,9 + 0,01741 9,47
CDRs 3 1 4 1 3,0 4,0 + 0,27753

1-8 FRs 11 4 6 8 2,8 0,8 + 0,00939 9,05
CDRs 1 0 0 1 oo 0,0 - 0,85503

2-8 FRs 4 1 3 3 4,0 1,0 + 0,20826 2,88
CDRs 1 0 0 1 0 0,0 - 0,79351

3-1 FRs 3 1 3 1 3,0 3,0 = 0,50798 2,06
CDRs 1 0 0 1 oo 0,0 - 0,75356

6-5 FRs 2 1 2 1 2,0 2,0 = 0,36688 1,65
CDRs 1 0 0 1 0 0,0 - 0,79351

6-6 FRs 3 1 3 1 3,0 3,0 = 0,50798 2,06
CDRs 2 1 0 0 2,0 oo - 0,94984

4-4 FRs 8 3 6 7 2,7 0,9 + 0,18244 5,35
CDRs 2 1 0 0 2,0 0 - 0,94984

5-4 FRs 8 3 6 7 2,7 0,9 + 0,18244 5,35
CDRs 3 1 4 2 3,0 2,0 - 0,17857

2-6 FRs 9 3 8 2 3,0 4,0 = 0,23812 7,82

R: ReplacementAustauschmutation; Silent/stille Mutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass desdschussn R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufadiigstanden ist; In der Spalte ,Selektion®

bedeutet ein ,+* im Bereich der CDR, dass die bebtete R/S-Ratio groRer ist als die Ratio, die iareiner zufalligen Verteilung der Mutationen neehisch erwartet hatte (positive Selektion).

Im Bereich der FRs bedeutet ein ,+“, dass die belotete R/S-Ratio kleiner ist als die Ratio, die rhaneiner rein zufalligen Verteilung der Mutationerwartet hatte (negative Selektion).
Mutationsrate: Mutationsfrequenz berechnet in %eweiligen VH-Gensegment Dfett gedruckten p-Werte gelten als signifikant (<0,e8);
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Alle zur Gruppe 1 zahlenden Subklone zeigen gene3Vrgleiches der beobachteten mit
den erwarteten R/S-Ratios das Bild sowohl einesitpen als auch negativen Selektion.
Doch nur im Bereich der FRs finden sich statistisigmifikante p-Werte.

In der zweiten Gruppe findet sich bei dem Subk®8 zwar im Bereich der FRs eine
niedrigere R/S-Ratio als man rechnerisch erwartérdec Doch liegt der p-Wert mit >0,2
jenseits der Grenzen statistischer Signifikanz. &neeren Subklone dieser Gruppe zeigen
weder gemalR der R/S-Ratios noch anhand des p-We&itgsnschaften, die fir das
Vorhandensein eines Selektionsdruckes sprachen.

In der Gruppe drei haben beide zugehotrigen Subldefeind 5-4 zwar eine niedrigere R/S-
Ratio im Bereich der FRs als man bei einer zufélid/utationsverteilung erwarten wurde.
Doch handelt es sich hier ebenso wenig um statissggnifikante Ereignisse. Im Bereich der
CDRs finden sich hier gar keine Mutationen, was daghandensein einer Selektion sehr
unwahrscheinlich macht.

Auch der Subklon 2-6, Vertreter der Gruppe 4, wkeihen Anhalt fir das Vorherrschen
eines Selektionsdruckes auf: Die p-Werte liegenaswn Bereich der CDRs als auch FRs
jenseits der Grenze statistischer Signifikanz;Rii8-Ratio liegt im Bereich der CDRs unter

und im Bereich der FRs tiber dem erwarteten Wert.

4.4.1.2 Intraklonale Diversitat
4.4.1.2.1 VH4-34.1-Tumorsubklone

Bei den meisten der Subklone der VH4-34.1-Familddt sich ein recht homogenes
Mutationsbild. Die intraklonale Variation im gemsamen Mutationsmuster liegt signifikant
im Schnitt bei 1,8 pro Subklon; das bedeutet, dader Subklon neben decommon
mutationsnoch zusatzlich 1,8 Mutationen aufweist (durchyRarasefehler wirde man ca.
0,6 Mutationen/Subklon erwarten). Dabei findet saine Spanne von 0 bis 10 abweichenden
Mutationen pro Subklon. Tab. 39 zeigt d@mmon mutation®ie Subklone 2-7, 6-1 und 6-4

sind hierbei nicht miteinbezogen, da sie ein géhaiifferentes Mutationsmuster aufweisen.
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Tab. 39 — Tumor IV 1, common mutations der VH4-34.1-Tumorsubklone ohne 2-7, 6-1 und 6-4

Nukleotid- | Position| Region | Keimbahn- | common mutation- | Art der
triplett nukleotid Nukleotid Mutation

33 2 CDR | A T replacement|
35 2 FR Il G C replacement|
40 1 FR I C T replacement|
42 2 FR Il G A replacement|

Tab. 39 gibt an, an welcher Position in welchem IBatidtriplett sich diese Mutationen jeweils befamd Zugleich werden die Region und
der genaue Austausch samt Art der Mutation angegebe

Tab. 40zeigt die Mutationen, die bei fast allen Subklozarfinden sind. In der letzten Spalte
stehen die Subklone, die an dieser Position unmuiig sind bzw. eine andere Mutation

(entsprechende Base) aufweisen.

Tab. 40 — Tumor IV 1, VH4-34.1-Tumorsubklone; Mutafonen, die sich in fast allen Subklonen finden

Nukleotid- | Position| Region | Keimbahn-| common | Art der | Subklone, die

triplett nukleotid | mutation | Mutation nicht diese
Nukleotid Mutation teilen

28 1 CDRI | T G replacement 2-1(u), 7-7(u)

60 3 FRIII | C T silent 2-3(u)

62 3 FRII | C A silent 2-3(u)

73 2 FRII | C T replacement 2-3(u), 2-4(G)

82 1 FRII | C T silent 2-3(A), 2-4(G)

83 2 FRII | G A replacement 2-3(u)

Tab. 40 gibt an, an welcher Position in welchem IBatidtriplett sich diese Mutationen jeweils befamd Zugleich werden die Region und
der genaue Austausch samt Art der Mutation angegdbeder letzten Spalte sind die Subklone aufgefidie nicht hier entweder keine
Mutation aufweisen (u) oder eine andere Mutatiageze (in Klammern jeweilige Aminosaure).

Die Subklone 2-7, 6-1 und 6-4 weichen mit ihrem #ginsmuster von den anderen
Subklonen der VH4-34.1-Familie ab. Mit 16 Mutationeeigt der Subklon 2-7 die hdchste
Mutationsrate von allen Subklonen. Die Subklone @a#l 6-4 teilen nur die Mutationen im
Triplett 35 und 82 mit den Ubrigen Subklonen. Daribinaus weisen sie beide 10 weitere
nur ihnen gemeinsame Mutationen auf. 6-4 beherbeugatzlich noch zwei weitere
Mutationen. Die gemeinsamen Mutationen der beiddsk®ne sind in Tab. 41 dargestellt.
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Tab. 41 - Tumor IV 1, VH4-34.1-Subklone, gemeinsaenMutationen von 6-1 und 6-4

Nukleotid- Position | Region Keimbahn- common Art der Mutation
triplett nukleotid mutatior

Nukleotid
30 2 CDRI G C replacement
35 2+3 FRI AGC ACG replacement
51 2 CDR1I A C replacement
56 2 CDRI1I G A replacement
58 3 FR 1 C G replacement
69 3 FR 1 A G replacement
71 3 FR I A G silent
73 1 FR 111 A T replacement
76 2 FR 1 A G replacement
77 3 FR 1 G C replacement
82 1 FR I C T silent

Tab. 41 gibt an, an welcher Position in welchem INotidtriplett sich diese Mutationen jeweils befamd Zugleich werden

die Region und der genaue Austausch samt Art déathdn angegeben.

4.4.1.2.2 VH4-30.1-Subklone

Wie schon in 4.4.1.1.2 beschrieben, lassen siclidreivVH4-30.1-Subklonen des Tumors IV
1 vier verschiedene Untergruppen erkennen. AlldokiBumen der VH4-30.1-Familie ist dabei
nur eine Mutation gemeinsam: Im Triplett 88, 3. iBms. Darlber hinaus hat jede

Untergruppe ihr eigenes dominierendes Mutationsenubt der Gruppe eins, die sich nur aus

Subklonen des Follikels eins zusammensetzt, fistdnfolgende 1’¢ommon mutations

Tab. 42 — Tumor IV 1, VH4-30.1-Subklonecommon mutations der ersten Gruppe

Nukleotid- Position | Region Keimbahn- common Art der

triplett nukleotid mutatior Mutation
Nukleotid

25 3 FR I T C silent

30 3 CDR | C A replacement

31 2 CDR | G T replacement

32 3 CDR | T C silent

37 2+3 FR I AGC AAT replacement

42 2 FRII A G replacement

50 3 FR I T A silent

51 3 FR I G C silent

56 2 CDR I G C replacement

61 2 FR Il A C replacement

70 2 FR Il C G replacement

72 3 FR Il A C silent

81 3 FR Il C G silent

88 3 FR Il T C silent

89 1 FR Il G A replacement

96 3 FR Il C T silent
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Die Subklone 1-6, 1-7 und 1-8 weisen zusatzlicgdotle weitere Mutationen auf:

Tab. 43— Tumor IV 1, VH4-30.1-Subklone, zusatzliche Mutabnen 1-6, 1-7, 1-8

Nukleotid- | Position| Region | Keimbahn- | common Art der

triplett nukleotid mutation Mutation
Nukleotid

58 1+2+3 | CDR Il AGC GAG replacement

85 2 FR I G C replacement

Tab. 43 gibt an, an welcher Position in welchem ISotidtriplett sich diese Mutationen jeweils befamd Zugleich werden die Region und
der genaue Austausch samt Art der Mutation angegebe

Neben dencommon mutationdiaben die Subklone der ersten Gruppe zuséatziodh n
durchschnittlich4,2 Mutationen pro Subklon.

In der zweiten Gruppe finden sich nur dtemmon mutationsSie sind in Tab. 44 aufgefihrt.

Tab. 44— Tumor IV 1, VH4-30.1-Subklone,common mutations 2-8, 3-1, 6-5 und 6-6

Nukleotid- | Position| Region Keimbahn- | common Art der

triplett nukleotid mutation Mutation
Nukleotid

39 3 FR I C T silent

59 3 CDR I C T silent

80 1 FR Il T C replacement

Tab. 44 gibt an, an welcher Position in welchem ISotidtriplett sich diese Mutationen jeweils befamd Zugleich werden die Region und
der genaue Austausch samt Art der Mutation angegebe

Darlber hinaus finden sich bei den zur Gruppe eéibrenden Subklonen durchschnittlich
noch2,0 weitere Mutationen pro Subklon.

Die zur Gruppe drei gehdrenden Subklone 4-4 undid in ihrer Sequenz identisch.

Tab. 45 - Tumor IV, VH4-30.1-Subklone, Mutationenin 4-4 und 5-4

Nukleotid- | Position| Region | Keimbahn- | common Art der
triplett nukleotid mutation Mutation
Nukleotid

23 1 FR | A G replacement
39 3 FR I C T silent

60 1 FR Il T A replacement
63 3 FR Il G C silent

69 3 FR 11l T C silent

75 2 FR Il C G replacement
76 3 FR 11l T C silent

84 1 FR I C G replacement
85 2 FR Il G A replacement
93 3 FR 11l C T silent

94 3 FR Il G A silent

96 2 FR Il A T replacement

Tab. 45 gibt an, an welcher Position in welchem INotidtriplett sich diese Mutationen jeweils befamd Zugleich werden
die Region und der genaue Austausch samt Art deathdn angegeben.
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Der Subklon 2-6 zeigt ein ganz differentes Mutatluld und wurde darum einer eigenen

Gruppe zugeteilt. Seine Mutationen sind in folgamblab. 46 aufgefihrt.

Tab. 46 - Tumor IV, VH4-30.1-Subklone, Mutation en2-6

Nukleotid- | Position| Region | Keimbahn- | common Art der
triplett nukleotid mutation Mutation
Nukleotid

23 1 FR | A G replacement
30 3 CDR | C T silent

31 1 CDR | A G replacement
32 2 CDR | G C replacement
33 2 CDR | G A replacement
35 3 CDR | C T silent

58 2+3 CDR Il GC CA replacement
60 2 FR Il A T replacement
62 3 FR Il C T silent

63 1+2 FR 1l CcC GT replacement
70 1 FR Il A T replacement
71 3 FR I A G replacement
75 2 FR I C T replacement
80 3 FR Il C T silent

81 2 FR I C T replacement
88 1+3 FR Il ACT GCC replacement

Tabelle 46 gibt an, an welcher Position in welchéukleotidtriplett sich diese Mutationen jeweils inefen. Zugleich
werden die Region und der genaue Austausch sanateAivlutation angegeben.

78



Ergebnisse

441.3 Genetische Verwandtschaft

Fur die Tumorsubklone der VH4-34.1-Familie wurde 8tammbaum (Abb. 27) konstruiert.
Abb. 28 zeigt einen vergro3erten Ausschnitt despt@lusters Die Subklone 1-9 und 5-8
wurden dabei nicht mit einbezogen, da sie aufgdeslVorhandenseins keiner bzw. nur einer
Mutation nicht zur Tumorzellpopulation gerechnetraden kénnen. Auch die Keimbahnzelle
der VHA4-34.1-Familie wurde immultiple alignment einbezogen. So zeigt sich im
Stammbaum, wie sich die einzelnen Subklone von utspriinglichen Keimbahnsequenz
weiterentwickelt haben. Auffallig ist hier, dass diutative Vorlauferzelle Z mit nur einer
zusatzlichen Mutation in ihrer Basensequenz degringlichen Keimbahnsequenz VH4-34.1
sehr nahe steht.

Es zeigt sich eilClusteringder meisten Subklone in einer Entfernung von 10ALiationen
von der putativen Vorlauferzelle Z. 41 von insges&# untersuchten Subklonen weisen
weitgehende Sequenzibereinstimmungen auf. Besondkrgerwandte Subklone sind dabei
haufig im selben Follikel lokalisiert. Zwei Subk®raus Follikel 6 (6-1 und 6-4) bilden
jedoch einen deutlich distinktg@luster mit anderem Mutationsmuster als der HaGpister
der anderen Subklone. Der dritte im sechsten dllintersuchte Subklon (6-3), weist
wiederum ein dem Haugllusterzuzuordnendes Sequenzmuster auf .

Der Subklon 2-7 aus Follikel 2 fallt ebenfalls cursein deutlich unterschiedliches
Mutationsmuster (15 zusatzliche Mutationen gegeniler putativen Vorlauferzelle Z) auf.
Er ist mit keinem anderen in diesem Tumor gefuedebubklon verwandt.
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Abb. 27: Tumor
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Abb. 28: Hauptcluster Tumor IV 1,
VH4-34.1- Subklone
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4414 Andere Keimbahnfamilien

Tab. 47 zeigt alle Subklone, die weiteren Keimbahmfien angehdren. Dabei zeigt sich, dass
einige Subklone kaum mutiert sind, andere hingdgerzu 23 Mutationen aufweisen. Die
hdchsten Mutationsfrequenzen dieser Subklone wurdeAbb. 24 vergleichend mit den
Frequenzen der anderen untersuchten Subklone t&llges

Tab. 47— Tumor IV 1, andere VH-Familien, Mutationsfrequenz

VH-Familie | Subklon Mutationsanzahl] Mutationsfrequenz
base pairs
VH4-4.4 2-9 2 /240 0,8%
3-7 22 /240 9,2%
VH4-30.4 | 3-2 9/243 3,7%
VH4-59.1 |5-6 23 /237 9,7%
6-2 19 /237 8,0%
VH4-61.1 | 4-2und 5-2 1/243 0,4%

Die Subklone 4-2 und 5-2 sind in ihrer Sequenztideh. Die anderen Subklone haben keine
gemeinsamen Mutationen, Polymerasefehler konnemidbt ausgeschlossen werden. Daher

wurde nur bei den héher mutierten Subklone einealituisanalyse durchgefuhrt.

Tab. 48 -Tumor IV 1, andere Keimbahnfamilien, Mutationsanalyse

Subklon [ VH- Region| Beobachtet{ Beobachtetd Beobachtetd P Mutationsrate
Keimbahnger R S R/S
3-7 VH4-4.4 CDR |5 0 0 0,270 |9,2%
FR 10 4 2,5 0,127
3-2 VH4-30.4 CDR |1 0 0 0,866 |3,7%
FR 7 1 7 0,627
5-6 VH4-59.1 CDR |4 0 0 0,170 [9,7%
FR 10 3 3,3 0,454
6-2 VH4-59.1 CDR |3 2 15 0,398 |8,0%
FR 5 8 0,63 0,003

R: ReplacemenrtAustauschmutation; Silent/stille Mutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass d#serschuss

an R-Mutationen in den jeweiligen Regionen zufédiigstanden ist; Mutationsrate: Mutationsfrequenz

berechnet in % im jeweiligen VH-Gensegment. f8itt gedruckten p-Werte gelten als signifikant (<0,CHE()

Der Subklon 6-2 zeigt im Bereich der FRs einenidtath signifikanten p-Wert, was das
Vorhandensein eines negativen Selektionsdruckessafadinlich macht. Im Bereich der
CDRs dieses Subklon sowie in allen Bereichen deleimmn Subklone liegen die p-Werte

jedoch aul3erhalb des Bereiches einer statistissligmfikanz.
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442 Tumor IV 2

Da Tumor IV 2 ein diffuses Wachstumsmuster aufwekginnten die 9 untersuchten

Subklone nicht einem abgrenzbaren Kompartiment augpet werden. Alle Subklone diese
Tumors gehoéren der VH4-34.1-Familie an.

4.4.2.1 Mutationsanalyse

Die Sequenzen der Subklone des Tumors IV 2 sindruBR.7im Anhang untereinander
dargestellt. Nur zwei Mutationen sind allen Sublklordieses Tumors gemeinsam. Es zeigt
sich, dass innerhalb der Tumorzellpopulation zweitddgruppen unterschieden werden
konnen. Die erste Untergruppe wird von den Subkioh®,6 und 7 gebildet. Diese haben
acht gemeinsame Mutationen. Die anderen Subkloderbidie zweite Untergruppe. lhnen

sind 21 weitere Mutationen gemeinsam. Abb. 2@ranschaulicht graphisch die
Mutationsraten der Tumorsubklone.

Mutationsraten der Tumorzellen in Tumor IV 2
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Tab. 49 zeigt die Mutationsanalyse der TumorsulklomVieder sind nur mehrfach

vorkommende Mutationen bertcksichtigt.

Tab. 49— Tumor IV 2, Mutationsanalyse

Erwar | Beo- Beo- |Erwar |Beo-

Tumor- Erwar- | -tete |bach- bach- |-tete |bach- Mutations-

subklon |Region |[tete R |S tete R tete S |R/S tete R/S | Selektion |P rate
CDRs |2 1 2 0 3,2 o0 + 0,36754

15,6,7 |FRs 7 2 6 3 3,0 2,0 + 0,34630 | 4,66
CDRs |3 1 4 1 3,2 4.0 + 0,23353

2 FRs 11 4 7 7 3,0 1,0 + 0,02136 | 8,05
CDRs |3 1 4 1 3,2 4.0 + 0,20322

3,489 |FRs 11 4 6 7 3,0 0,9 + 0,01182 | 7,63

R: ReplacementAustauschmutation; SSilent/stille Mutation; p: Wahrscheinlichkeit, dass déberschussan R-Mutationen in den
jeweiligen Regionen zuféllig entstanden ist; In 8palte ,Selektion* bedeutet ein ,+* im Bereichr @&DR, dass die beobachtete R/S-Ratio
groRer ist als die Ratio, die man bei einer zwféfi Verteilung der Mutationen rechnerisch erwdrtdte (positive Selektion). Im Bereich
der FRs bedeutet ein ,+“, dass die beobachtete RRt® kleiner ist als die Ratio, die man bei einein zufalligen Verteilung der
Mutationen erwartet hatte (negative Selektion)tdflonsrate: Mutationsfrequenz berechnet in % wejigen VH-Gensegment Diett
gedruckten p-Werte gelten als signifikant (<0,G8))(

Dabei sind die Subklone 1,5,6,7, welche die ersteetgruppe bilden, und die Subklone 3,4,8
und 9, welche der zweiten Untergruppe zuzuordnea, $n einer Zeile zusammengefasst, da
sie in ihrer Anzahl an R- und S-Mutationen in déRsFund CDRs Ubereinstimmen. Alle

Subklone haben in ihren CDRs eine hthere bzw. mKRs eine niedrigere als die erwartete
R/S-Ratio, was ein Hinweis flr das Vorliegen eiSetektionsdruckes sein kénnte. Doch nur
im Bereich der FRs der zweiten Untergruppe, alsdSddklone 2,3,4,8 und 9 handelt es sich

dabei um ein statistisch signifikantes Geschehen.

4.4.2.2 Intraklonale Diversitat

Die allen Subklonen gemeinsamen beidermmon mutationseigt Tab. 50:

Tab. 50 - Tumor IV 2, common mutations

Nukleotid- | Position| Region Keimbahn- | common Art der

triplett nukleotid mutation Mutation
Nukleotid

35 2 FR I G C replacement

60 3 FR Il C T silent

Tab. 50 gibt an, an welcher Position in welchem INotidtriplett sich diese Mutationen jeweils befamd Zugleich werden
die Region und der genaue Austausch samt Art deathdn angegeben.
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Die Mutationen, welche alle Subklone der erstenetgruppe (1,5,6,7) aufweisen, sind in

Tab. 51 zusammengefasst:

Tab. 51 - Tumor IV 2, common mutations der Subklone 1,5,6,7

Nukleotid- | Position| Region Keimbahn- | common Art der
triplett nukleotid mutation Mutation
Nukleotid

28 1 CDR | T G replacement
33 2 CDR | A T replacement
40 1 FRII C T replacement
42 2 FR Il G A replacement
62 3 FR Il C A silent

73 2 FR I C T replacement
82 1 FR Il C T silent

83 2 FR I G A replacement

Tabelle 51 gibt an, an welcher Position in welchéukleotidtriplett sich diese Mutationen jeweils inefen. Zugleich
werden die Region und der genaue Austausch sansteAivlutation angegeben.

Zusatzlich zu dencommon mutationsweisen die Subklone dieser Untergruppe eine
zusatzliche Mutationsrate vdn25Mutationen/Subklon auf.

Die zweite Untergruppe, die sich aus den Subkléhdm,8 und 9 zusammensetzt, weist eine
viel hohere Mutationsanzahl auf. Die allen dieseibk®onen gemeinsame Mutationen zeigt
Tab. 52:

Tab. 52 — Tumor IV 2,common mutations der Subklone 2,3,4,8,9

Nukleotid- | Position| Region | Keimbahn- | common Art der
triplett nukleotid mutation Mutation
Nukleotid

35 2+3 FR Il AGC ACT replacement
41 3 FR Il A C silent

42 3 FR I G T silent

48 3 FR Il T A silent

51 3 CDR I C G replacement
52 2 CDR Il A T replacement
53 3 CDR I T C silent

56 1+2 CDR Il AGC GCC replacement
57 2+3 CDR I ACC AGA replacement
58 3 FR Il C T silent

59 1 FR I T G replacement
71 1+3 FR Il GTA CTT replacement
76 3 FR 11l C T silent

78 1 FR I T G replacement
83 2 FR Il G C replacement
86 1+2 FR 1 ACC GTC replacement
92 3 FR Il G T silent
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Zusatzlich zu desommon mutationSnden sich pro Subklon 0,4 Mutationen. Dieser WN&ir
nicht statistisch signifikant, liegt er doch ungem durch mdogliche Polymerasefehler zu
bertcksichtigendem Wert von ca. 0,6 Mutationen/#m@rtem Fragment bei dieser

Basenlange.

4.4.3 Tumor IV 3
4.4.3.1 Mutationsanalyse

Aus Tumor IV 3 wurden 6 Subklone untersucht, dighdbei diffusem Wachstumsmuster
nicht einem abgrenzbaren Kompartiment zuordneretasalle Subklone gehéren der VH4-
34.1-Familie an. Bei Betrachtung der entsprecher@kmuenzen bietet sich ein homogenes
Bild (siehe 8.2.8). Es gibt 28bmmon mutationDiese entsprechen deommon mutations
der zweiten Untergruppe im Tumor IV 2. Somit en¢giien die Werte der Mutationsanalyse
des Tumor IV 3 denen der zweiten Untergruppe denofs IV 2 und werden darum nicht

noch mal gesondert dargestellt.

4.4.3.2 Intraklonale Diversitat

Im Tumor IV 3 weisen nur die Subklone 2 und 3 jdsveiine zusatzliche Mutation zu den
common mutationsauf, alle anderen Subklone dieses Tumors haberine keeiteren

Mutationen. Daraus ergibt der nicht signifikantedahschnittliche Wert von zuséatzlich zu den

common mutation8,3 Mutationen/ Subklon.
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4.4.4 Vergleich Tumor IV 1,1V 2 und IV 3

Unter 8.2.9im Anhang sind die Sequenzen der Tumoren IV 1, IWrid IV 3 untereinander
aufgezeigt. Tumor IV2 entspricht dem Rezidiv desndulV 1, welches 21 Monate nach der
ersten Biopsie erneut biopsiert wurde. Es zeidt, Silass die erste Untergruppe des Tumors
IV 2 (Subklone 1,5,6,7) der dominierenden Sequesrz\viH4-34.1-Subklone des Tumors IV
1 ast entspricht. Allerdings findet sich bei dreied,5,7) der vier zu dieser Untergruppe
gehdrenden Subklonen des Tumors IV 2 eine Mutatoiiriplett 87, welche sich im ersten
Tumor IV 1 nicht zeigt. Alle anderen Mutationsrtersder VH4-34.1-Familie sowie die
weiteren Keimbahnfamilien, die im Tumor IV 1 vet&e sind, sind im Tumor IV 2 nicht
mehr nachweisbar.

Die zweite Untergruppe des Tumors IV 2 findet siotht im Vorganger-Tumor | vertreten.
Dafir ist es diese, deren Sequenz auch im TumoB IWachweisbar ist. Bis auf zwei
vereinzelte neue Mutationen im Tumor IV 3 sind diequenzen dieser beiden Tumore

identisch.
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5. Diskussion

5.1. Methodenkritische Diskussion
5.1.1. Gewebeproben zur DNA-Gewinnung

Die Gewebeproben fast aller Tumore wurden aus ks@aiertem Material entnommen. So
konnte eine hohere Ausbeute an DNA sichergesteiten. Lediglich in Tumor IV 3 stand
kein kryoasserviertes Material zur Verfigung. Hierrde in Paraffin eingebettetes Gewebe

verwendet.

5.1.2. Mikrodissektion

Das Verfahren der Mikrodissektion ermdglichte, DINkaterial aus getrennten Follikeln zu
untersuchen. In vielen vorliegenden Studien (23, d&aren Analysen nur aus der Gesamt-
Tumor-DNA angefertigt worden, so dass Uber dasrignsverhalten der Tumorzellen und
Uber das jeweilige Mikromilieu in einem Follikelahit eingegangen werden konnte. Die
.Grenzen* eines Follikels wurden mittels der Anid8-Farbung, ein T-Zell-Marker,
immunhistochemisch markiert. Die zu dissezieren@@tlikel wurden histologisch nach
tumormorphologischen Gesichtspunkten ausgewahithDassen sich die Tumorzellen von
den Nicht-Tumorzellen morphologisch nicht sicheteuscheiden. Besonders im Tumor 11l 1
fiel auf, dass viele Follikel keine Tumorzellpopiida aufwiesen, dass also womadglich
Follikel disseziert wurden, die gar kein neopladties Infiltrat enthielten. Auch ist die
Markierung der T-Zellen mit dem CD3-Antikorper aNegativ-Markierung“ zu sehen. So
werden hier nicht die gesuchten B-Zellen, sondem micht fur die Mikrodissektion
erwunschten T-Zellen markiert. Die T-Zellen umgebkemr tGblicherweise ein Keimzentrum,
doch kann anhand der Farbung nicht unterschiederdewe ob es sich um einen
neoplastischen Follikel handelt oder nicht. Zudenddn sich in neoplastischen Follikeln
haufig auch nicht neoplastische B-Zellen (46). Damzeigen sich in vielen Tumoren in den
Follikeln neben der Tumorzellpopulation auch nicebplastische Zellen.

Ein Nachteil des Verfahrens der follikularen Mikisskektion ist es auch, dass keine Aussage
Uber die Lage der untersuchten B-Zelle innerhakbFetilikels gemacht werden konnte. Dies

ware nur durch des Verfahren dmgle-cell-microdissectionnd —PCR moglich gewesen.
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5.1.3. Primer , PCR und Sequenzierreaktion

Als 5’-Primer im Rahmen derestedPCR wurden zum einen mit den von Campbell (36) und
Kippers (11) entworfenen Primern gearbeitet. Hieigte sich als Nachteil, dass durch
Ansetzen dieser Primer im Bereich der FR | nicht Beginn der FR | an amplifiziert wurde
und somit nicht die komplette FR | zur Mutationdgsa zur Verfigung stand. Darum
entwarfen wir selbst 5’-Primer, die aul3erhalb derlfRegion banden. Doch konnte nicht in
allen follikelgetrennten PCR-Ansatzen tatsachlicih diesen neu konstruierten Primern ein
Amplifikat gewonnen werden, so dass hier auf dempbell- und KuppersPrimer
zuruckgegriffen werden musste. Dabei muss man kesigitigen, dass sich in FL vielmals
die Amplifikation der VH-Region als schwierig gdstd da haufig auch die Primer-
Bindungsstellen Mutationen aufweisen und somitRtiener nicht ansetzen kénnen.

Die 3’-Primer waren so gewahlt, dass sie im BereiehJH-Region ansetzten. Somit wurden
aber nicht nur die VH-Segmente der Tumorzellpopatatsondern auch die nicht
neoplastischer B-Zellen amplifiziert. Hatte mare@ldie Tumorzellen untersuchen wollen,
so ware die Konstruktion eines TumorspezifischefP@ners im Bereich der CDR3 von
NOten gewesen.

In unserer Arbeit wurde fir die PCR-Reaktionen Rislymerase die Tag-Polymerase
eingesetzt. Diese zeigt den grof3en Vorteil eindrechoDNA-Syntheserate. Doch neigt sie
aufgrund der fehlenden 3’-5’ Exonucleaseaktivit#tnzgehauften Einbau von falschen Basen.
Daraus ergibt sich eine Fehlerrate von ca. 2lBESen. Um die mégliche Fehlinterpretation
von durch Polymerasefehler vorgetduschte Mutatiome vermeiden, wurden in der
Mutationsanalyse und Stammbaumkonstruktion nur Nartan bericksichtigt, die mehr als
einmal auftraten. Auch wurden fur die Sequenzidtiea die zu untersuchenden Fragmente
sowohl vom 5'- als auch vom 3-Ende her sequenzi®omit konnte die Ubereinstimmung
der Sequenzen uberprift werden. Es bleibt jedotisdtr anzumerken, dass zur Minimierung
von Polymerasefehlern die Verwendung eipeoof readingPolymerase empfehlenswert
ware. Haben diese doch bei allerdings deutlichiriger Syntheserate, eine viel geringere

Fehlerquote (ca. 1/10Basen) als die Tag-Polymerase.
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5.1.4. Mutationsanalyse und phylogenetische Software

Bei der Mutationsanalyse verwandten wir das kogsos et alzur Verfigung gestellte JAVA
applet (http:/www-stat.stanford.edu/immunoglobylinwelches mit dem multinominalen
Ansatz den vier Verteilungsmadglichkeiten der R- 8wlutationen auf die CDRs und FRs
gerecht wird. Bisherige Arbeiten verwendeten biglafie von Chang und Casali (41)
aufgestellte Formel, welche sich auf das W®ilomchik et al(47) eingefuhrte binominale
Distributionsmodell begrtindet.

Die phylogenetischen Stammb&aume konstruierten wiHitfe der Clustal-X softwarg40).
Dabei sollte zur Kenntnis genommen werden, dassnddsr Clustal-X softwareverwendete
Prinzip desNeighborhood Joiningsicherlich Ungenauigkeiten in sich tragt. Um gesrau
Aussagen machen zu konnen, mussten diffizilereisstahe Methoden wieMaximum
Likelihood (z.B. mittels des PHYLIP-Software-Paketes mseph Felsenstein, Washington,
1986 angewandt werden.
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5.2. Diskussion der eigenen Ergebnisse

Follikulare Lymphome (FL) machen etwa 25-40% denNtodgkin-Lymphome aus (13, 17)
und werden in der Regel als systemische Erkrankliagnostiziert (klinisches Stadium Il
oder IV nach der Ann Arbor Klassifikation). Die s diagnostizierten limitierten Stadien
(Ann Arbor I und Il) der Erkrankung zeigen haufigen nur partiellen Befall der betroffenen
Lymphknoten durch das Lymphom. Einzelne Studien 483 haben gezeigt, dass follikulare
Lymphome in diesen friihen Stadien praexistentakeblkolonisieren (,in situ“- Lymphom)
und sich dann offenbar auf die tbrigen Follikes deymphknotens ausbreiten, bevor ein
systemischer Befall des gesamten Organismus filiséstest.

Im Rahmen der vorliegenden Studie sollte zunachst Ftage untersucht werden, auf
welchem Weg die Zellen eines Tumorklons die Keinimn eines Lymphknotens
kolonisieren. Dazu wurde die genetische Verwandif$clder einzelnen Tumorzellen
untereinander anhand ihrer intraklonalen Diversibgstimmt. Mit Hilfe von daraus
berechneten phylogenetischen Stammbaumen konnt@udiereitung der Tumorzellen auf
die vorbestehenden Keimzentren nachvollzogen werden

Zweitens sollte in dieser Studie der Frage nachugsya werden, ob die Tumorzellen auch
unter dem Einfluss der Keimzentrumsumgebung stetiienin der physiologischen B-Zell-
Reifung fur die enorme Vielfalt der Antikérpersp@at sorgt (Hypermutation). Anhaltende
Mutationen ¢ngoing mutations innerhalb eines Tumorklons wirden auf einen smich
erhaltenen Einfluss der Hypermutationsmaschinenedisen.

Schliel3lich sollte untersucht werden, ob es auch falikularen Lymphomen eine
antigenabhangige B-Zell-Reifung gibt, wie sie ber ghysiologischen ,Optimierung” von

Antikorper auf die relevanten Antigene zu findemn is

5.2.1. Migrationsverhalten der Tumorzellen im follikularen Lymphom

Bislang wurde in nur wenigen Studien das Ausmall Alestausches von Lymphozyten
zwischen den einzelnen Keimzentren eines Lymphkisotainter physiologischen
Bedingungen untersucht. In einer Studie (10) fansieh Hinweise, dass es kaum einen
solchen Austausch gabe. In neoplastischen Lympaopgpulationen, z.B. beim follikuléaren
Lymphom scheint dies jedoch anders zu sein: Diku3ision dariber, wie die Keimzentren

im follikularen Lymphomen entstehen, ist noch niendgultig geklart. So vertreten einige
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Autoren die Ansicht, dass die neoplastischen Keitizea von den Tumorzellede novo
unter anderem mit Hilfe ihrer an der Zelloberflachgprimierten Adhasionsmolekiile
gegrundet werden konnten (50). In anderen Studianden sich Hinweise, dass
vorbestehende, sogenannte reaktive Keimzentren dem Lymphomzellen kolonisiert
wirden. So fandeBu et al.(46) in fast allen Keimzentren follikularer Lymphe reaktives
Begleitinfiltrat als Hinweis auf ein praexistentesaktives Keimzentrum vor Tumorinvasion.
Dogan et al.(51) stellten fest, dass die Tumorzellen nicht Kefrmzentren, sondern auch
interfollikul&are Areale invadieren.

Ausgehend von diesen Resultaten, sollte in deregehden Studie untersucht werden, ob es
eine Migration neoplastischer Zellen zwischen deltikeln gibt und in welchem genetischen
Verwandtschaftsverhaltnis die Tumorzellen untemsilest stehen. Bei der Berechnung der
phylogenetischen Stammb&ume gingen wir von derélaas, dass gleiche Mutationen, die in
verschiedenen Klonen gefunden wurden, auf eine msa@e Ursprungszelle
zurtckzufihren seien, von der sich die Zellen dadarch weitere Mutationen
weiterentwickelt haben. Die sequenzierten Tumaoepelleigten in ihrer Mehrzahl eine Reihe
von Mutationen, die an den identischen Basenpostiozu finden waren und daher den
klonalen Ursprung der Tumorzellen widerspiegeltae Eheoretische Madoglichkeit, dass
gleiche Mutationsmuster in verschiedenen Tumoraetlgfallig entstanden sein kdnnten und
nicht auf einen gemeinsamen Ursprung aus einer&ufatzelle zurickzufuhren ware,

erscheint demgegeniber unwahrscheinlich.

Die Analyse der phylogenetischen Stammb&ume offémban Gegensatz zu nicht
neoplastischen Follikeln (10) einen extensiven Austh von Tumorzellen zwischen den
verschiedenen Follikeln.

In einem Fall eines follikularen Lymphoms Grad luffior 1) fand sich ein ausgepragtes
»clustering der Tumorzellen entsprechend den Follikeln, aaeeth sie ,gepickt* worden
waren. Die Zellen innerhalb eines Follikels wiesaiso untereinander eine engere
Verwandtschaft als mit Zellen anderer Follikel audie Tumorzellen der einzelnen Follikel
unterschieden sich durch zusatzliche Einzelmutatiomoneinander, so dass in diesem Fall
offenbar nach der Besiedlung der entsprechendelikéiollie Tumorzellen weiterhin dem
Einfluss der Hypermutationsmaschinerie des Keintmemé ausgesetzt waren, wodurch die
weiteren Mutationen fpngoing mutationserworben wurden. Dennoch war auch hier ein

vereinzelter Austausch von Zellen zwischen denilkadti erkennbar.
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Im Fall eines follikularen Lymphomes Grad Il (Tumd) war dieser Austausch von
Tumorzellen zwischen den Follikeln jedoch deutbeisgepragter. Trotzdem konnte auch hier
noch ein zumindest rudimentar&dustern der Tumorzellen entsprechend ihrer Follikel
festgestellt werden. Beide Félle wiesen eine hol&ahbnsrate auf (jeweils bis 11%), die auf
eine fortbestehende Wirksamkeit der Hypermutatiasahinerie in beiden Fallen hinweist
(11, 44).

Von einem weiteren Patienten mit follikularem Lynopm Grad 1l konnten zwei
Lymphknotenbiopsien untersucht werden: die zereikBrimarmanifestation und ein 34
Monate spater diagnostiziertes Rezidiv in der Axilm Vergleich der beiden Tumore finden
sich lediglich zwei Ubereinstimmende Mutationery. ddas klonale Mutationsmuster des
Primartumors (Tumor 1l 1) lasst sich im Rezidivu@hor Il 2) nicht wiederfinden. Zum
einen kénnte dies dadurch erklart werden, dasentsprechende Klon im Tumor Il 2 zwar
vorhanden gewesen sein kdnnte, aber nicht erfagsiew Bei insgesamt 46 untersuchten
Zellen (3 neoplastische und 43 reaktive) erscheies aber unwahrscheinlich. Umgekehrt
ware es angesichts der nur geringen Anzahl von Tzelen, die in der Mutationsanalyse des
Primartumors zur Verfigung gestanden haben, zwteskn, ob der dominante Klon der
Familie VH4-34.1 des Rezidives bereits im Primaumorhanden war, hier aber nicht
detektiert wurde. Dieser Klon koénnte dann im Veflaler Krankheit z.B. auch durch
Therapieeinfliisse einen Uberlebensvorteil erldragien (45). Vom Wachstumsmuster und
dem Clusteringder Tumorzellen in den jeweiligen Follikeln ahné#r Rezidivtumor Il 2
dem zweiten Fall (Tumor II): ein rudimentaré&dustering ist zu erkennen, aber der
interfollikulare Austausch ist gegenuber dem falldeen Lymphom Grad | (Tumor 1)
deutlich erhéht. Vom Primartumor Ill 1 dieses Fall@at. 3) standen nur drei Zellen der
Tumorzellpopulation zur Analyse zur Verfigung, sassl Uber das Lokalisationsmuster der

Tumorzellen beziglich der einzelnen Follikel kemwerlassige Aussage maoglich ist.

Die Mutationsfrequenz in der Tumorzellpopulatiors d@ezidives 11l 2 ist mit 4-5% sehr viel
niedriger ist als die im Primartumor Il 1 (10%).uéh in anderen Arbeiten wurde ein
Ruckgang der Mutationsrate im Rezidiv eines Tunimsbachtet (23, 45, 52), der auf eine
Verminderung der Mutationsfahigkeit hinweisen k@nriDieses Phanomen kdnnte man zum
einen so erklaren, dass Subklone mit niedriger Martarate z.B. durch Therapieeinflisse
besonders selektioniert worden sein konnten. Zumbermm konnte man die Vermutung
aufstellen, dass die Tumorzellen in der Progres#iom weitergehende Mutation einstellen.

Dem im Laufe des Transformationsprozesses neigenrdmorzellen dazu, Mutationen zu
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erwerben, die zwar einen Wachstumsvorteil mit dicimgen, aber mit der Fahigkeit zur
somatischen  Hypermutation interferieren konnen. Sweerden wahrend des
Hypermutationsprozesses auch Mutationen in Niclmimglobulin-Genen, wie z.B. das
BCL-6-Gen akquiriert, die als notwendig fur eingakte Keimzentrumsfunktion angesehen
werden (84, 85).

Von dem vierten Patienten dieser Studie wurden radBen Primartumor IV 1 ein erstes
Rezidiv (IV 2) nach 21 Monaten und ein zweiteziBie (IV 3) nach weiteren 11 Monaten
untersucht. Im Primartumor IV 1, der histomorphaday einem Grad Il zugeordnet wurde,
fand sich eine klonale Tumorzellpopulation, die moagoing mutationgufwies und damit
noch dem Einfluss der Hypermutationsmaschinerigeaetzt war. Die Rezidive (Tumor IV 2
und 1V 3) des Tumors | zeigten histologisch einered Wachstumsmuster: beide entsprachen
mit einem Uberwiegend diffusen Wachstumsmusterneifa@likularen Lymphom Grad llla.
Solche Anderungen in der Morphologie werden begRrssion von follikularen Lymphomen
haufiger beobachtet. In etwa einem Drittel der &&bmmt es zu einer Transformation zu
einem diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom (DLBLJ3), was nach aktueller Meinung als
Akzeleration der Lymphomerkrankung angesehen whd).( Die Kklinische Bedeutung
diffuser Anteile in follikularen Lymphomen wird dgragentber noch kontrovers diskutiert
(55-57).

Die genetische Analyse der VH-Regionen des erseaidiRres (Tumor IV 2) zeigte bei einer
Untergruppe von 4 Tumorzellen (Zellen 1,5,6 undeir) mit der Tumorzellpopulation des
Primartumors IV 1 fast identisches Mutationsmustrei dieser Zellen wiesen darlber
hinaus Ubereinstimmend eine zusatzliche Basenrontadiuf. Ahnliche Beobachtungen
machtenAarts el al.(58), wobei sie dieses Phanomen eher der Sele&irms Subklones als
einer klonalen Evolution zuschrieben. Angesichts deprasentativen Anzahl von 44
untersuchten Zellen aus dem Prim&rtumor, in deriesedzusatzliche Mutation nicht ein
einziges Mal festgestellt werden konnte, scheine éilonale Evolution in diesem Fall aber
deutlich wahrscheinlicher.

Neben der beschriebenen Untergruppe von Tumorzetlen eine solch ausgesprochene
Homologie mit der Tumorzellpopulation des Priméartus zeigten, fand sich im ersten
Rezidiv auch eine Gruppe von 5 Tumorzellen derseldd-Familie mit einem grundséatzlich
unterschiedlichen Mutationsmuster. Dieses Mustar imaPrimartumor nicht zu finden. Die
theoretische Mdglichkeit, ob es vielleicht im Prmod@nor schon vorhanden war, aber nicht

detektiert wurde, erscheint auch hier angesichts gtef3en Anzahl von untersuchten
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Tumorzellen im Primartumor unwahrscheinlich. Der hiémde Nachweis einer
Ubergangspopulation zwischen den so unterschiesflidiutationsmustern und die geringe
Anzahl gemeinsamer Mutationen, lassen eine Kklonglerwandtschaft den beiden
Untergruppen nicht sehr naheliegend erscheinen.

Die Analyse der Mutationen in ddramework regionsKR) der zweiten Untergruppe ergab
hier deutliche Hinweise auf eine negative Selekt{pg=0,02), wéahrend in der ersten
Untergruppe fur eine solche Selektion keine ausegide Signifikanz vorlag (p=0,35).

Da im zweiten Rezidiv dann nur noch das Mutatiorsteruder zweiten Untergruppe zu
finden war, ist anzunehmen, dass hier ein Uberkalmteil der zweiten Untergruppe bestand.
Ein Zusammenhang mit der negativen Selektion enscheerbei moglich. Zur Frage, ob eine
Konservierung der Struktur und somit auch der Honkiitat des B-Zell-Rezeptors wichtig
fur die klonale Expansion des Tumors ist, sind Biskussionen noch nicht abgeschlossen:
Wahrend friher ein intakter B-Zell-Rezeptor als M@setzung fur das Tumorwachstum galt
(52, 70, 71), so wird diese These immer haufigenegfelt (23, 45, 59)

Im vorliegenden Fall kénnte das alleinige Auftretier zweiten Tumorzell-Untergruppe aus
dem ersten Rezidiv IV 2 im zweiten Rezidiv IV 3 dikese stiitzen, dass der hier funktionale
B-Zell-Rezeptor einen Selektionsvorteil bedeuteese zweite Untergruppe von Tumorzellen
ist darUber hinaus viel hoher mutiert als die erstas auf das intensive Einwirken der
Mutationsmaschinerie hinweist, bei der nicht n& ¥H-Regionen der Immunglobulinketten
dem somatischen Mutationsprozess unterzogen wesdedgern sich auch an anderen Stellen
Mutationen und genetische Alterationen finden, @i@en Uberlebensvorteil und eine
Progression bedingen kdnnen. So werden bei fodlilesl Lymphomen haufig Mutationen in
Protoonkogenen beobachtet (60-62).

Die Lokalisation der Tumorzellen des Primartumdvs 1l in den verschiedenen Follikeln
zeigte Ahnlichkeit mit den andern beiden Fallen fatikularen Lymphomen Grad Il (Tumor

[l und Tumor Il 2): ein gewisseSlusteringder Zellen in den jeweiligen Follikeln war zwar
erhalten, es fand sich aber eine ausgeprégte Migrater Tumorzellen zwischen den
Follikeln. Die beiden untersuchten Rezidivtumorengten morphologisch ein rein diffuses
Wachstum, so dass eine Lokalisation der Tumorzétieabgrenzbaren Kompartimenten hier
jeweils nicht moglich war.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass @efoiiikulare Austausch von Tumorzellen
in follikularen Lymphomen in offenbar sehr unterigchichem Mal3e vorhanden sein kann.
In der vorliegenden Studie wurden follikulare Lynopie Grad | bis Il untersucht. Dabei

wies der Tumor | (Grad I) ein sehr viel starker€ustering als alle héhergradigen FL auf;
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In Tumor | wurden die Tumorzellen, die durch foufliende Mutationen aus einer
gemeinsamen Vorgangerzelle hervorgegangen warem aeitgehend im selben Follikel
aufgefunden. Demgegenuber zeichneten sich die gtdukgen Lymphome durch einen
deutlich starkeren interfollikul&ren Austausch ddier waren die ,verwandten“ Tumorzellen,

die ahnliche Mutationsmuster zeigten, tber mehietikel verteilt zu finden.

5.2.2. Ongoing Mutations

Das aktuelle Konzept der Tumorgenese der folliladldtymphome postuliert, dass die
Tumorzellen Charakteristika ihres physiologischagéhstiicks (hier die Keimzentrumszelle)
behalten und auch exprimieren soll (21, 52, 70)r \desem Hintergrund spricht der
Nachweis einer anhaltenden Entstehung von Neuroo&ti (sogenanntenopgoing
mutations®) im B-Zell-Rezeptor-Gen der Tumorzellen fir einernadtenen Einfluss der
Hypermutationsmaschinerie, die unter physiologiscBedingungen die breite Vielfalt im
Antikodrperrepertoire des Organismus sicherstelirs¢hiedene Studien konnten zeigen, dass
in follikularen Lymphomen ongoing mutations als Charakteristikum fur die
Keimzentrumsabstammung nachweisbar sind (21, 52, ®). Im Verlauf einer
Tumorprogression findet sich demgegenuber haufig &inengung der Variationsbreite der
Mutationsmuster (23,45),ongoing mutations sind dann nicht mehr nachweisbar.
Tumorbiologisch entzieht sich das Lymphom mit dmesé@efund dem Einfluss der
Keimzentrumsumgebung.

In Ubereinstimmung mit diesen Daten waren in derliegenden Arbeit in allen
Primarbiopsien mit Ausnahme von Patient 3 (Tumbil)longoing mutationsiachweisbar.
Im Tumor Il 1 waren nur drei der untersuchten @elder Tumorzellpopulation zugehdrig.
Darum lasst sich fur diesen Fall keine sichere Agesuber das Vorliegen vamgoing
mutationsmachen. Bei dem konsekutiv untersuchten Rezidigedi Patienten (Tumor Il 2)
waren keineongoing mutationsachweisbar.

Bei Patient 4 fanden sich im ersten Rezidiv (Tuniidr2) zwei Subpopulationen von
Tumorzellen: die eine hatte ein mit dem Primartumareitgehend identisches
Mutationsmuster, die zweite entsprach dem Muster el Monate spéater diagnostizierten
zweiten Rezidives (Tumor IV 3). Histologisch entsgren beide Rezidive einem Ubergang in
Grad 3a mit ausgedehnt diffusem Wachstum. In belenridiven waren keinengoing

mutationsmehr feststellbar.
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Eine solche intraklonale Evolution von der Heterogég zur Homogenitat, wie sie bei den
Patienten 2 und besonders auch 4 zu erkennernnggt fsich haufig in den Rezidiven der
follikularen Lymphome: Nur eine Tumorzellpopulatjodie die Fahigkeit zuongoing
mutationsverloren hat, dominiert das Tumorgeschehen (&)lche Beobachtungen wurden
auch bei der Transformation von follikularen zuwsen Lymphomen gemacht (64, 65). Ein
maoglicher Einfluss einer den Rezidiven meist voeyangener Therapie auf die Selektion
einer besonders therapieresistenten Zellpopulatiod, diskutiert.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dagsing mutationsals Zeichen fir einen
erhaltenen Einfluss der HypermutationsmaschinesgeKkeimzentrums nur bei FL Grad | und
[I (Tumor I, Il und IV 1) zu finden waren. In derdtergradigen follikularen Lymphomen
(Grad 1lla) und insbesondere in der Tumorprogressitand sich ein ,starres”
Mutationsmuster, das die fehlende Beeinflussbarkleitch die Keimzentrumsumgebung

widerspiegelte.

5.2.3. Antigenabhangige Hypermutation

Follikulare Lymphome zeigen  auf morphologischerd uigenetischer Ebene viele
Ahnlichkeiten zu ihren nicht-neoplastischen ,Gedeodsen®, den normalen Keimzentrums-
B-Zellen (21). Diese kdonnen nur durch Antigen-gestie Selektion der Apoptose entgehen.
Dieser Mechanismus wird zur Optimierung der Antp€irPassgenauigkeit eingesetzt. Der
unter Antigen-Einfluss ablaufende Hypermutationgpss zeigt eine charakteristische
Verteilung der Mutationen nach einem typischen Must(66): In dencomplementarity
determining regions(CDR) Uberwiegen replacement(R)-Mutationen, bei denen die
entstandene Basenmutation zu einem Austausch desffeeden Aminosdure gegen eine
andere fuhrt. Durch die veranderten sterischenrsSigeaften der Antigenbindungsstelle des
B-Zell-Rezeptors resultieren u.U. eine verandepez8itat und Bindungsstarke.

In denframework regiongFR) finden dagegen mebilent (S)-Mutationen statt. Dabei fuhrt
die Einzelbasenmutation wegen des sogenanntenndeggen” genetischen Codes (mehrere
unterschiedliche Basentripletts codieren die gkeiéiminosdure) nicht zu einem Austausch
der resultierenden Aminosdure. Das tragt zu einesnskrvierung dieser nicht-

antigenbindenden, aber fur die Struktur des Rergpgtssentiellen Strukturen bei.

97



Diskussion

In der Vergangenheit wurden in mehreren Studierh andollikularen Lymphomen solche
charakteristischen Verteilungsmuster gefunden,ass der Schluss nahe liegt, dass es auch in
follikularen Lymphomen eine antigen-gesteuerte Hypéation geben kann (52).

In den in dieser Arbeit untersuchten Tumoren zeigt Tumor [, ein follikulares Lymphom
Grad I, eine gemalR der R/S-Analyse eine Mutatiomsheng, die auf einen extensiven
Antigen-Einfluss auf die CDRs zurtickgefuhrt werd@nn. Dieser Befund widerspricht nicht
den Daten in der Literatur, denn viele der bistebifentlichten Arbeiten umfassten nur eine
geringe Anzahl von untersuchten Fallen. Bei eimefamgreicheren Studie Gber 50 follikulare
Lymphome erwies sich ebenfalls nur ein geringerz€mtsatz tatsachlich antigenselektiert
(59). Auch in postgerminalen Lymphomen wie dem ipldh Myelom (67), bei denen
aufgrund ihrer Abstammung von einer reifen B-Zaligentlich eine Antigen-selektionierte
Hypermutation zu erwarten ware, war eine solcheuinrund 20 % zu finden (68Jiegner et

al. konnten demonstrieren, dass sich in Keimzentreschn Antigen-Stimulation
unterschiedliche B-Zell-Reaktionen finden (69): Meldlen als charakteristisch beschriebenen
Keimzentren von hypermutierten B-Zellen mit hochrefh B-Zell-Rezeptoren fanden sich
auch Keimzentren, die unmutierte B-Zellen oder gening mutierte B-Zellen mit willktrlich
verteilen Mutationen aufwiesen. Diese Heterogenitit antigenabhangig und —unabhangig
mutierten Zellen konnte auch bei follikularen Lynopien vorhanden sein.

In den fUr die Rezeptorstruktur wichtigtamework regiongFR) weisen alle untersuchten
follikularen Lymphome weniger R-Mutationen auf, aisan bei einer zufalligen, nicht
Antigen-selektionierten Mutationsverteilung erwarte/irde. Auch wenn nicht bei allen
Tumoren statistische Signifikanz vorliegt, so eseai sich die R/S-Ratios in den FRs als so
niedrig, dass von einer noch vorhandenen Funkit@mbalder Antikérperrezeptoren
ausgegangen werden kar@hlomchik et al(47) gehen davon aus, dass in den FRs bis zu der
Halfte aller méglichen Mutationen R-Mutationen sé&iinnen, um noch eine Funktionalitat
des B-Zell-Rezeptors zu gewahrleistePascual et al. (43) fanden die Grenze der
Funktionsfahigkeit bei 30% aller moglichen Mutagon Allgemein wird eine R/S-Ratio in
den FRs von bis zu 1,5-1,8 als Kriterium der Fuorkiitat eines VH-Genes angenommen
(59). Dies legt die Vermutung nahe, dass zumindesteinem Zeitpunkt wahrend der
Tumorgenese die Expression eines funktionsfahigetelBRezeptors wichtig fir die Zelle
gewesen ist.

Auch in anderen Arbeiten wurde bei follikularen Lghomen eine allein auf die FRs
beschréankte Selektion beobachtet (23, 45, 59). @hhiriiher die Funktionalitdt des BCR als

Voraussetzung fir das Tumorwachstum angesehen wWbgje/r0, 71), so scheint dies nach
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neueren Ergebnissen nicht in allen Fallen notwendigein: Es wurden neben slg-negativen
follikularen Lymphomen (21) auch solche beobachti¢, ein Stop-Codon in ihrer VH-
Region nicht nur im Primartumor sondern auch imiéezrugen (23). Es besteht zwar die
Moglichkeit, dass eine gewisse Anzahl der beobaéehtdutationen stattgefunden haben,
bevor es zu einem expansiven Tumorwachstum kamnd@dndeutet die Prasenz eines
funktionsfahigen B-Zell-Rezeptors in allen in die§tudie untersuchten Tumoren auf eine
weiter stattfindende Selektion hin.

Die Evaluierung der erhaltenen Ergebnisse wird liw@inige grundséatzliche Uberlegungen
kompliziert: Bei der Mutationsanalyse wird von damnahme ausgegangen, dass die CDRs
die Regionen repréasentieren, welche mit dem Antigafontakt treten, wohingegen die FRs
allein strukturelle Bedeutung fur den B-Zell-Rezephatten. Kristallographisch konnte aber
gezeigt werden, dass die CDRs zwar ungefahr demesnOberflache des Antikdrpers
liegenden Aminoséaure-Schleifen entsprechen, didi&iAntigenbindung verantwortlich sind,
aber nicht vollstandig mit ihnen identisch sind)(Mas bedeutet, dass nicht alle Mutationen
in den CDRs tatsachlich eine Affinitdtsanderung eygdper dem relevanten Antigen
hervorrufen. Ebenso wurde auch gezeigt, dass inclnesn Féllen auch die FRs an der
Bindung von Antigenen beteiligt sind (73, 74). Eigeringe Verschiebung der Zuordnung
einer Basenmutation zu einem CDR- oder FR-Berefihalie R-S-Analyse kann aber den
berechneten Quotienten drastisch verandern, daclkesreist um statistisch kleine Zahlen
handelt. Relativierend auf die Bedeutung der Matetanalyse wirkt sich dariiber hinaus die
Beobachtung aus, dass selbst Antikorper in Keimkamfinguration, d.h. ohne jegliche
zusatzliche Mutation, Antigene fest binden konn@®) ebenso wie Antikorper, die nur eine
einzige Mutation aufweisen (76, 77). Alle zusatzén wahrend des Prozesses der
somatischen Hypermutation angesammelten Mutatioméinden dann zwar strukturell
geduldet, trigen aber zur Affinitatsreifung tatdéthnichts weiter bei.

Im follikularen Lymphom verharren die Tumorzelleghs viel langer in den Keimzentren als
normale B-Zellen. Mit zunehmender Verweildauer ineidzentrum koénnten daher die
Tumorzellen so viele zuféllige zusatzliche Mutagon akquirieren, dass die
Antigenabhangigkeit der Mutationen nicht mehr ertmr ware (78, 79). In der
Mutationsanalyse kdnnte dann eine Antigen-unablg@ndiutationsverteilung resultieren,
obwohl die Tumorvorlauferzellen durchaus dem Amntigesteuerten Selektionsdruck
ausgesetzt waren und eine Affinitat fir das entdpede Antigen aufgewiesen hatten.
Kippers et al.konnten aufRerdem in mehreren Féllen zeigen, d#esswhtlich durch

Antigen-Einfluss selektionierte Immunglobuline eirRRickmutation von R-Mutationen
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zeigten, so dass eine niedrigere R/S-Ratio res@ticDadurch aber naherten sich die
beobachteten Werte den erwarteten, was das Erkemereintigen-gesteuerten Selektion
deutlich erschwerte (80). Als weiterer Befund ish\Bedeutung, dass sich die Mutationen,
anstatt wahllos tUber das VH-Segment verteilt zun,s& so genanntemot spots(81)
konzentrieren. Hierbei sind bevorzugt das Motivi®& in der CDR1 bzw. WRCY in der
CDR2 betroffen (82), wobei R fur die Purine A und\Gfur die Pyrimidine C und T, W flr
A und T steht. Naturlich kénnten autfot spotMutationen durch einen Antigeneinfluss
selektioniert worden sein. Die in unterschiedlich@ntikérpern, die als Antwort auf
verschiedene Antigene generiert wurden, aber immvexder auftauchenden gleichen
Mutationsmuster weisen auf einen intrinsischen &sxin, der Antigen-unabhangig ist, was
anhand von Haufungen von S-Mutationen verdeutliidrden kann. Findet sich also in einem
hot spoteiner CDR beispielsweise eine R-Mutation, so vgikgl in die Mutationsanalyse als
Kriterium einer positiven Selektion eingehen, obivsie wahrscheinlich nicht Antigen-
gesteuert ist.

Zusammenfassend fanden wir also nur in einem Halinor |, FL Grad |) der insgesamt
sieben untersuchten follikularen Lymphome eine legha antigen-gesteuerte Hypermutation,
wie sie vom nicht-neoplastischen ,Gegenstick®, ideimzentrums-B-Zelle bekannt ist. Alle
in dieser Arbeit untersuchten follikularen Lymphomegten eine noch intakte Funktionalitat
des B-Zell-Rezeptors, deren Bedeutung fir das Twadhtstum noch kontrovers diskutiert
wird. Es ist aber einschrankend zu bemerken, desMdtationsanalyse aus den genannten
Grunden nicht mit Sicherheit beweisen oder aussBgh kann, in welchem Male eine
antigengesteuerte Hypermutation vorgelegen hat.

5.2.4. Nicht neoplastisches Begleitinfiltrat

Da die Amplifikation der VH-Regionen mit nicht Tumspezifischen Primern erfolgte,
gingen auch nicht neoplastische B-Zellen in dieddsuchungen mit ein. Aussagen bezuglich
Quantitat sind aber nicht moglich, da mit VH-famspezifischen Primern gearbeitet wurde.
Bei den nicht neoplastischen B-Zellen handelt els sum grofRen Teil um préagerminale, nur
gering  mutierte B-Zellen. Reaktive  B-Zellen  wurdenkaum  gefunden.
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6. Zusammenfassung

Follikulare Lymphome (FL) machen etwa 25-40% denhhodgkin-Lymphome (13,17) aus
und sind in der Regel bereits bei Diagnosestellaigpt mehr auf den Lymphknoten
beschréankt, sondern systemische Erkrankungen.nigején Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass die selten diagnostizierten limitrer&tadien (Ann Arbor | und Il) der
Erkrankung haufig einen nur partiellen Befall destrbffenen Lymphknoten durch das
Lymphom zeigen. In diesen frihen Stadien kolongsidollikulare Lymphome praexistente
Follikel (in sit- Lymphom) und breiten sich dann offenbar auf dieigen Follikel des
Lymphknotens aus, bevor ein systemischer Befallgssamten Organismus feststellbar ist
(48, 49).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zunachst zu unt&esucauf welchem Weg die Zellen
eines Tumorklons im follikularen Lymphom die Keimiten eines Lymphknotens
kolonisieren. Dazu wurde die genetische Verwandtiscder einzelnen Tumorsubklone
untereinander anhand ihrer individuellen Mutationstar bestimmt. Mit Hilfe von daraus
berechneten phylogenetischen Stammbaumen konntAusdiereitung der Subklone auf die
vorbestehenden Keimzentren nachvollzogen werden.

Zweitens sollte in dieser Studie der Frage nachtgegyawerden, ob die Tumorsubklone auch
unter dem Einfluss der Keimzentrumsumgebung stetiienin der physiologischen B-Zell-
Reifung fur die enorme Vielfalt der Antikérpersp@at sorgt (Hypermutation). Anhaltende
Mutationen ¢ngoing mutations innerhalb eines Tumorklons wirden auf einen smich
erhaltenen Einfluss der Hypermutationsmaschinenedisen.

Schliel3lich sollte untersucht werden, ob es auch falikularen Lymphomen eine
antigenabhangige B-Zell-Reifung gibt, wie sie ber ghysiologischen ,Optimierung” von

Antikérpern auf die korrespondierenden Antigendizden ist.

Material und Methode: Sieben Falle von follikularen Lymphomen von vieatiBnten

(davon einer mit einem und einer mit zwei Rezidivierer Lymphomerkrankung) wurden
morphologisch und immunhistochemisch reevaluiert. Pall wurden bis zu zehn Follikel
mikrodisseziert und pro Follikel die VH-Gene vonshiu zehn Subklonen sequenziert.
Computerunterstitzt wurden sowohl die genetischewsedtschaft der Tumorsubklone

untereinander und ihre Verteilung auf die einzelRetlikel, als auch das Verhaltnis von R-
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zu S- Mutationen in den verschiedenen Abschnites BICR-Gens und damit ein mdglicher
Antigen-Einfluss auf die Hypermutation analysiert.

Ergebnisse: Ein FL Grad | zeigte ein deutliche€lustering von genetisch miteinander
verwandten Tumorsubklonen im selben Follikel. Derimofand sich ein moderater
interfollikul&rer Austausch der Subklone. Bei masjalgisch hohergradigen FL (Grad Il und
[lla) nahm dasClusteringdeutlich ab und der interfollikulare Austausch big im zweiten
Rezidiv eines Patienten ein weitgehend diffusesh&taen resultierte.

Als Ausdruck des erhaltenen Einflusses des Keimaerd zeigten alle Primartumoren (FL
Grad | und IlI) nochongoing mutationswahrend bei FL in Progression keionagoing
mutationsmehr feststellbar waren.

Eine Haufung von R-Mutationen in den antigenbindgn@®omanen des B-Zell-Rezeptors
(CDR) und S-Mutationen in den strukturellen DomagieR) als Hinweis auf eine antigen-
gesteuerte Hypermutation in den Tumorsubklonen &eid nur in einem FL Grad |. Aus den
genetischen Analysen ergaben sich aber Hinweisesiaef erhaltene Funktionalitat des B-

Zell-Rezeptors in allen sieben Féllen.
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8. Anhang

8.1. Material
8.1.1 Arbeitsgerate und Hilfsmittel

Kryostat Frigocut Leica, Bensheim; Mikroskope \#wiss (Jena);

PALM Robot-Micro Beanvon P.A.L.M. Mikrolasertechnologie (Bernried);
Olympus Umkehrmikroskop IX70 (Hamburg),
PCR-MaschinéVlastercyclef’ gradientvon Eppendorf (Hamburg);

0,2 ml PCRTubes ultradiinn von Biozym (Oldendorf);

Thermometer compact von Eppendorf (Hamburg);

Zentrifuge Centrifuge 5415C von Eppendorf (Hamburg)

Kuhlzentrifuge Biofuge fresco von Heraeus (Hanau),
Elektrophoreseapparatur GNA100 und Powersupply BBE von Amersham-Pharmacia-
Biotech (Freiburg);

Video-Auswerteeinheit von MWG (Ebersberg);

UV-Schirm UVT 20M/W von Herolab (Wiesloch);

Inkubator von Heraeus (Hanau);

Inkubatorschittler G25 von New Brunswick Scientfio, Inc. (Edison, USA);
ABI 373 DNA-Sequencer von Applied Biosystems (Wiesitadt)

Agarose NEEO von Roth (Karlsruhe);

GroRRenstandard fur DNA-Agarosegele: 100bp Leiter Amersham (Freiburg);
Sephade}" G-50 superfine Grade von Amersham (Freiburg);
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8.1.2 Puffer und Losungen
Ampicillin
Ethidiumbromid

Higushi-DNA-Extraktionspuffer

10 x Ladepuffer

Low TE

PBS

50 x TAE

5x TBE

RNAse A

40 mg/ml in H20
40 mg/ml in $O

50 mM KCI
10 mM Tris HCI (pH 8,3)
0,1 mg/ml Gelatine
2,5 mM MgChb
0,45% Nonidet P40
0.45% Tween 20

100 mM EDTA pH 8,0
50 % (w/v) Glyzerin
1 % (w/v) SDS
0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol

10 mM Tris HCI (pH 8,0)
0,1 mM EDTA

0,2 g KClI

0,2 g KHPO,

1,15 g NgHPO,

8,0 g NaCl

mit H20 auf 1000 ml auffillen, ev. mit HCI oder
NaOH auf einen pH von 7,4 einstellen. Steril
filtrieren.

2 M Tris-Acetat
0,1M EDTA pH 7,7

270g Tris-Base,

100ml 0,5M EDTA pH 8.0,
137,5 g Borsaure,

H,O dest. ad 5 |

81,4 U/mg,
1 mg/ml Aqua dest.
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8.1.3 Enzyme und Antikorper

Enzyme

AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase Roche Molecular Biochemicals, Masimh
Proteinase K Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Restriktionsenzyme Amersham, Freiburg

RNAse A USBM/Amersham, Freiburg

AntikOrper fir die Immunhistochemie

Primarantikorper: Maus-anti-human T-Zell CD3-Adtiper (Part
No IM 1304) von der Firma Gallus Immunotech,
Fergus, Canada

Sekundarantikorper: Ziege-anti-Maus Antikdrpes dem Chem Mate
TM Detektionskit K5001 von der Firma DAKO,
Hamburg

8.1.4 Plasmide und Oligonukleotide

Plasmide

Fur die Klonierung wurden folgende Kits verwendd@OPO TA-Cloning® Kit for
Sequencing von Invitrogen (Groningen, Niederlana&iches den Vektor pCR-TOPO
beinhaltet; sowie das PCR-ScriptTM Amp Cloning Kda Kit von Stratagene (Amsterdam,
Niederlande) mit dem pPCR-Script Amp SK(+) Clonwegtor.

Oligonukleotide

Alle Oligonukleotidprimer wurden in Auftragssyntleesron der Firma MWG Biotech
(Ebersberg) hergestellt.
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Tab. 53: Familien-spezifische Primer, 5’-Ende

Nach Kuppers (11):

Vul: 5 CCT CAG TGA AGT YTC CTG CAA GGC 3
V2. 5 GTCCTG CGC TGG TGAAASCCACACA 3
Vi3: 5 GGG GTC CCT GAG ACTCTCCTG TGC AG 3
V4. 5 GAC CCTGTCCCT CACCTGCRCTGTC 3
V45: 5 AAA AAG CCC GGG GAG TCTCTG ARG A 3
V46! 5 ACC TGT GCC ATC TCC GGG GAC AGT G 3
Nach Campbell (36):V4l: 5 CCATGG ACT GGA CCT GGA
31
V2. 5 ATG GAC ATACTT TGT TCC AC 3
Vi3: 5 CCATGG AGTTTG GGC TGA GC 3
V4. 5 ATG AAACACCTGTGGTTCTT 3
V45: 5 ATG GGG TCAACC GCCATCCT 3
V46: 5 ATGTCT GTC TCCTTC CTC AT 3
Selbst entworfene Primer der VH4-Familie:
VH4-S-ex: 5 TGA AAC ACC TGT GGT TCT TCC 3
VH4-S-in: 5 T<GC>C TGG TGG CAG CTC CCAG 3
Tab. 54: Primer am 3’-Ende (83)
Jy a (19): 5 ACC TGA GGA GAC GGTGACC 3
Ju a (24): 5 ACC TGA GGA GAC GGT GAC CAG GGT 3
Jn b: 5 GTG ACC AGG GTN CCT TGG CCC CAG 3
Tab. 55: Universalprimer
M13 forward 5’ GT AAA ACG ACG GCC AG 3
T7 5 TAA TAC GAC TCA CTATAG GG 3
M13 reverses’ CAG GAA ACAGCT ATG AC 3
T3 5 ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA 3
N{D|N JH
L FRI DRI |FRII [CDRII FRIII |CDRIII | FR IV
C K Ju Ju

Abb. 30: Ansatzstellen der verschiedenen Primer in der variablen Region der
schweren Immunglobulinkette. C: Campbell-Primer, K: Klppers-Primer, L: leader region,

FR: framework region, CDR: cluster of differentiation region
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8.1.5 Bakterienstamme und Medien

E. coli-Stamme

One ShotTOP10 Chemically Competent Invitrogen (Groningeéigderlande)

Epicurian Coli XL 10-Gold Stratagene (Amsterddhederlande)
Ultracompetent Cells

Nahrmedien fur Bakterien
LB-Medium GibcoTM BRI® (Eggenstein)

LB amp-Flussigmedium 25 g/l LB ad 1 | H20, autoklavieraach
Abklhlen auf < 50° Zugabe von 1 ml/l

Ampicillin in keimfreien Milieu
LB amp-Festmedium 259/l LB, 12 g/l Agar ad 1 | H20,

nach Abkuhlen auf < 50° Zugabe von 1
ml/l Ampicillin in keimfreien Milieu
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8.2 Sequenzen

8.2.1 Tumor |

Abb. 31 — Tumor I, Sequenzen der Tumorzellpopulatin

FR I CDR| FR I

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 136 17 18 19 20 21 223 24 25 26 27 2829 30 31 32 33 3435 36 37 38 39 4041 42 43 44 45 46 4748 49 50

VH 3'15 1GAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTA AAGCT GGG CGG TCC CTG AGA CTC TCC TGT ACA GCCTCT GGAT
1-4 - - -

1-5
1-7
1-8
1-12
2-1
2-2
2-4
3-1
3-5
3-6
5-2
5-3
5-4
5-5
5-6
5-7
5-8
5-9
6-1
6-2
6-3 -
6-4 -
6-5 -
6-8 -
6-9

TGG GTC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTBGGC CGT
e T

T —A- =G - === -C
T —A- G - -C

T T AA -G - —-C
- T--GATAT GCC - --

-T - -A TAT GCC_ --- --
T —A-—G - —-C

i N S —c

i N —c

I S P ———c

T —A- -G -
T —A- -G -
T —A- -G -
T —A- -G --
“T-A-—G -
T —A- -G -
I N P ———c
i N S —c
-A- -G
- T —A- -G -

-
[eXeXeNeXekeNeXeNoNeXeNoNeXeNelioXeNelloXeNoNeXeNoNoXe]

[ —_ - T
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Abb. 31 - Tumor |, Sequenzen der Tumorzellpopulatia

CDR I FR 1
51 52 3554 55 56 57 58 580 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 789 80 81 82 83 8485 86 87 88 89 90 992 93 94 95 096 97 98

VH3-15.1a1T ann AGC AAA ACT GAT GGT GGG ACA ACA GAC TAC GC T GCA CCC GTG AAA GGC AGA TTC ACC ATC TCA AGA GAT G AT TCA AAA AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG  AAA ACC GAG GAC ACA GCC GTG TAT TAC TGT
1-4 T e Te -G - -C AT - .- G -C e T
1-5 T T -G - -C AT T- G-C T
1-7 e e e e CT= -G - -C AT T
1-8 [ opp—_— T
1-12 CT--G - -C T--
2-1 T GT- -G — - T
2-2 ~G - -C T
2-4 G- -G - -C T -
31 T
3-5 T
3-6 T
52 CT-AG-C- T
5-3 - C- A - - T
5-4 - T-C
5.5 - T-C
5-6 - T
5.7 T
5-8 - T
5-9 - T--
6-1 - C- G- G T
6-2 - e A - [CRN—— T
6-3 - G- -G - -C - C-~AA-- T
6-4 - G- -G - -C - T
6-5 - G- -G - -C - T
6-8 - G- -G - -C - T -
6-9 e G -G - -C - N Ry Ny T
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Abb. 32 — Tumor |, andere Keimbahnfamilien, VH3-7.1

1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 1%0 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 323 34 35 36 3738 39 40 41 42 43 445 46 47 48 49 50
VH3-7.1 cAac 676 CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTC CAGCT GGG 06 TOC CTG AGA CTC TCC TGT GCA GOC TCT  GGA TTC ACC TTT AGT AGC TATTGG ~ ATG AGCTG G GTC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTC GC AAC
3-3 - e e o e e e e e G - -A--TAC-A--T--  -TC----C- RN ¢ o S pY c o) -
51 52 3554 55 56 57 58 59 60 61 62 63 6465 66 6/ 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 789 80 81 82 83 8485 8 8/ 8 89 90 992 93 94 95 96
VH3-7.1 AtaAAG cAA GAT GGA AGT GAG AAA TAC TAT GTG GAC TC T GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAC GCC A AG AAC TCA CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAG GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT
33 C +-C o oo e e e Cem e -G < e e e e e e T e e e e e w22 G =T =-C C-C === === == G- GA- T- -G iy Y QU c S,

Abb. 33 — Tumor |, andere Keimbahnfamilien, VH3-111

1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 1%0 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 323 34 35 36 3738 39 40 41 42 43 445 46 47 48 49 50
VH3-11.1cac 66 cAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTC AAECT GGA 0GG TCC CTG AGA CTC TCC TGT GCA GCCTCT  GGA TTC ACC TTC AGT GAC TACTAC ~ ATGAGC TG G ATC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTT TCA TAC
44 S U M - e e e e e e e e e e -

51 52 3554 55 56 57 58 59 60 61 62 63 6465 66 6/ 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 789 80 81 82 83 8485 8 8/ 8 89 90 992 93 94 95 96
VH3-11.1ar7 AcT AGT AGT GGT AGT ACC ATA TAC TAC GCA GAC TC T GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGG GAC AAC GCC AAG AAC TCA CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC  GAG GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGT
44 Y S e - C- e e e e e o e e e e e (S
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Abb. 34 — Tumor |, andere Keimbahnfamilien, VH3-30

FR I CDR | FR I

1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 1®0 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 3233 34 35 36 3738 39 40 41 42 43 445 46 47

VH 3'30 CAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAGCT GGG AGG TCC CTG AGA CTC TCC TGI GCA GCC TCT GGA TTC ACC TTC AGT AGC TAT GGC ATG CACTG G GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG GAGTT

42 —
45 —

51 52 3554 55 56 57 58 59 60 61 62 63 6465 66 6/ 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 789 80 81 82 83 8485 8 8/ 8 89 90 992 93 94 95 96
VH3-30 AtaTCcA TAT GAT GGA AGT AAT AAA TAC TAT GCA GAC TCC  GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAT TCC AA G AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCT G AG GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT
42 - —
45 - —

Abb. 35— Tumor I, andere Keimbahnfamilien, VH3-74.2

FR I CDR| FR I

48 49

50

1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 1®0 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 3233 34 35 36 3738 39 40 41 42 43 445 46 47

48 49

50

VH 3'74 ZGAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTA GTT CAGCCT GGG CGG TCC CTG AGA CTC TCC TGI GCA GCCTCT GGATTC ACC TTC AGT AGC TAC TGG ATGCACTG G GTC CGC CAA GCT CCA GGG AAG GGG CTG GTG TGG GTC TTA CGT

43 B — -
47
48
49

CDR Il

51 52 3554 55 56 57 58 59 60 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 789 80 81 82 83 8485 86 87 83 89 90 992 93 94 95 96

VH3-74.2x11 aaT AGT GAT 6GG AGT AGC ACA AGC TAC GCG GAC TC C GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAC GCC A AG AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGT CTG AGA GCC GAG GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT
43 -

47
48
49
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8.2.2 Tumor Il

Abb. 36 — Tumor Il, Sequenzen der Tumorzellpopulatin

FRI CDR | FR I

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20 21 223 24 25 26 278 229 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4041 42 43 44 45 46 448 49 50
VH3-23.1cac 676 CAG CTG TTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTA CAGSCT GGG GAG TOC CTG AGA CTC TCC TGT GCA GCCTCT — GGA TTC ACC TTT AGC AGC TATGCC  ATG AGC TG G GTC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTC TA GCT
11 B — T S T T T AeeeT e L — - AGG
1-2 B S— B T T T Ao e N - AGG
1-3 B — e T — T Tomes T Ao e E— - AGG
1-4 - - - - AGG
15 - - - - AGG
1-6 - . - - - AGG
1-7 - . - - - AGG
1-8 - T- - - - AGG
25 B - - A
2-6 - T- - - - AGG
36 R —— T E A
37 - . - - - AGG
3-8 - . - - - AGG
3-9 - T- - - - AGG
14 [p—— T-- - A
51 = - - A%
5-2 - . - - - AGG
5-3 - T- - - - AGG
5-6 - . - - AGG
5-8 - T- - - AGG
5-9 - T- - - AGG
6-4 B T- - AGG
6-5 - - AGG
6- - AGG
6-7 - - AGG
6-9 - - AGG
72 - —  AG
7-4 - - AGG
7-7 - - AGG
7-8 - - AGG
81 - A
10-2 - AGG
10-3 - AGG
10-4 - AGG
10-5 - - AGG
10-6 - - AGG
10-7 - - AGG
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Abb. 36 — Tumor Il, Sequenzen der Tumorzellpopulatin
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Abb. 37, Tumor Il, andere Keimbahnfamilien, VH3-7.1

FR I CDR | FR I

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20 21 223 24 25 26 278229 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4041 42 43 44 45 46 4748

49

50

VH 3'7 . 1 GAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTC CAGCT GGG CGG TCC CTG AGA CTC TCC TGI GCA GCCTCT GGATTC ACC TTT AGT AGC TAT TGG ATGAGC TG G GTC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTC GC AAC

45 B RS —
4-6 - -
4-7 - -
51 52 3554 55 56 57 58 59 60 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 712 73 74 75 76 77 789 80 81 82 83 8485 86 87 88 89 90 992 93 94 95 96
VH 3'7 . 1 ATA AAG CAA GAT GGA AGT GAG AAA TAC TAT GTG GAC TC T GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAC GCC A AG AAC TCA CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAG GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT
45 e e e B et T T an wmn e e nn e e e e e e e e B b L
4-6 e e e B et T T e wmm e e e e e e e e T e e A- =T =n em =-C =A =m T oo
4-7 ———— e e e e T o g
Abb. 38 — Tumor II, andere Keimbahnfamilien, VH3-111-Familie
1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20 21 223 24 25 26 278 229 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4041 42 43 44 45 46 4748 49 50

VH 3'11 . :I.CAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTC AA®CT GGA GGG TCC CTG AGA CTC TCC TGT GCA GCCTCT GGATTC ACC TTC AGT GAC TAC TAC ATGAGC TG G ATC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTT TCA TAC

9-1 = men e mms men en emn e een e e
9-2
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9-5
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9-7

CDR Il FR 1

51 52 3554 55 56 57 58 59 60 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 789 80 81 82 83 8485 86 87 88 89 90 982 93 94 95 96
VH 3'11 . 1ATT AGT AGT AGT GGT AGT ACC ATA TAC TAC GCG GACTC T GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAC GCC A AG AAC TCA CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCC GAG GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGT

9-1 R —— S R ¢ R

9-2
9-3
9-5
9-6
9-7
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Abb. 39 — Tumor Il, andere Keimbahnfamilien, VH3-30

FR I CDR| FR I

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20 21 223 24 25 26 278229 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4041 42 43 44 45 46 4748 49 50
VH 3'30 CAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAGCT GGG AGG TCC CTG AGA CTC TCC TGI GCA GCCTCT GGATTC ACC TTC AGT AGC TAT GGC ATGCACTG G GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG CTG GAG TGG GTG GAGTT

2-1 e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

2:2 -
2-4 -

2-9 e —— g e ——
82 o g e e e e e o o o e -
8-5 o e e o e e e e e g o o e e e e e e e e e -

CDR I FR 1

51 52 3554 55 56 57 58 59 60 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 789 80 81 82 83 8485 86 87 88 89 90 982 93 94 95 96
VH 3'30 ATA TCA TAT GAT GGA AGT AAT AAA TAC TAT GCA GAC TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAT TCC AA G AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCT G AG GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT

2-1 e e e e e e e R
2-2
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82 e R ——

8-5 e —— R ——

Abb. 40 — Tumor II, andere Keimbahnfamilien, VH3-3Q1

FR I CDR| FR I

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20 21 223 24 25 26 278229 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4041 42 43 44 45 46 4748 49 50

VH?3-30.1cac 676 CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC GTG GTC CAGCT GGG AGG TOC CTG AGA CTC TCC TGT GGA GCC TCT — GGA TTC ACC TTC AGT AGC TATGCT  ATG CACTG G GTC CGC CAG GCT CCA GGC AAG GGG CTA GAG TGG GTG GA GT
9-4 - e e o e e e e e - e W -
9-8 -
9-9 - e e o e e e e e -

CDR Il FR III

51 52 3554 55 56 57 58 59 60 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 789 80 81 82 83 8485 86 87 88 89 90 982 93 94 95 96
VH 3'30 . :I.ATA TCA TAT GAT GGA AGT AAT AAA TAC TAC GCA GAC TCC GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAT TCC AA G AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG AGA GCT G AG GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT

9-4 o e e e e e e e -
9-8
9-9

122



Anhang

Abb. 41 — Tumor II, andere Keimbahnfamilien, VH3-491

FR I CDR | FR I

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20 21 223 24 25 26 278 229 30 31 32 33 34 35 36 37 38 30 404 42 43 44 45 46 478 49 50
VH3-49. 166 676 cAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTA CAGCA GGG 3G TCC CTG AGA CTC TCC TGT ACA GCTTCT  GGA TTC ACC TTT GGT GATTATGCT  ATGAGCTG G TTC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTA GT TTC
54 e Do s e o -

CDRII FR I

51 523554 55 56 5/ 58 580 61 62 63 6465 66 67 68 60 70 /Y2 73 74 75 76 7/ 7389 80 8L 82 83 8485 86 8/ 88 89 00 092 03 04 95 96 96 07
VH3-49. 1a17 aca AGC AAA GCT TAT GGT GGG ACA ACA GAATAC AC C GCG TCT GTG AAA GGC AGA TTC ACC ATC TCA AGA GAT G GT TCC AAA AGC ATC GCC TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTG  AAA ACC GAG GAC ACA GCC GTG TAT TAC TGT
= e ———— p—— e —— e ———— e ———

Abb. 42— Tumor Il, andere Keimbahnfamilien, VH3-72.1

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20 21 223 24 25 26 278 229 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4041 42 43 44 45 46 448 49 50
VH3-72.1cac 676 cAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTG GTC CAGCT GGA GEG TOC CTG AGA CTC TCC TGT GCA GCCTCT — GGA TTC ACC TTC AGT GAC CACTAC  ATG GACTG G GTC CGC CAG GCT CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTT GC CGT
41 - e o e e e e g e o o e e e e e e e e -
42 . _
43 . _
48 . _
49 . _

51 52 3554 55 56 57 58 580 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 789 80 81 82 83 8485 86 87 8 89 90 992 93 94 95 96 96 97
VH3-72.1acT AGA AAC ARA GCT AAC AGT TAC ACC ACA GAA TAC GCC GCG TCT GTG AAA GGC AGA TTC ACC ATC TCA AGA GAT GA T TCA AAG AAC TCA CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGC CTGA AA ACC GAG GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGT
41 e o o o e e e e e e e e e e e e o e e e e e e e o o e e e e e e e
42 e o o o e e e e e e e e - e e e e e e e e e e e e o o e o e e e e e
43 e e
48 e e
49 e e
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Abb. 43— Tumor Il, andere Keimbahnfamilien, VH3-74.2

FR I CDR I FR I

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 136 17 18 19 20 21 223 24 25 26 278 229 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4041 42 43 44 45 46 4748 49 50

VH 3'74 ZGAG GTG CAG CTG GTG GAG TCT GGG GGA GGC TTA GTT CAGCCT GGG CGG TCC CTG AGA CTC TCC TGI GCA GCCTCT GGATTC ACC TTC AGT AGC TAC TGG ATGCACTG G GTC CGC CAA GCT CCA GGG AAG GGG CTG GTG TGG GTC TTA CGT

2-3 - mmm e mmm mmn e mos e s e e
2-7
2-8
8-3
8-7
8-8
8-9

CDR Il FR 111

58 59 60 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 789 80 81 82 83 8485 86 87 838 89 90 992 93 94 95 96

51 52 3554 55 56 57
VH 3'74 2ATT AAT AGT GAT GGG AGT AGC ACA AGC TAC GCG GAC TC C GTG AAG GGC CGA TTC ACC ATC TCC AGA GAC AAC GCC AAG AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC AGT CTG AGA GCC GAG GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT

2-3 mm mmm e mms e e e e R
2-7
2-8
8-3
8-7
8-8
8-9
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8.2.3 Tumor Il 1

Abb. 44 — Tumor Il 1, Sequenzen der Tumorzellpopudtion, Follikel 4

FR CDR I FR I

1 23 4 5 6 7

VH4'34 1CAG GTG CAG CTA CAG CAG TGG GGC GCA GGA CTG TTG AAGCCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC GCT GTC TAT

41 O

43 T--

47 U
CDR I

89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20

21 223 24 25 26 278229 30 31 32 33 3435 36 37 38 39 4041 42 43 44

[CH— oSS A= CC -T-en - -

G- - C - - A= CC -T-en - -

O S G em eem o e e e (ORI — A- OC -T-om - -
FR 111

51 52 3554 55 56 57

VH4'34 1ATC AAT CAT AGT GGA AGC ACC

41 JC I ——— T
43 T
47 B (NN T

8 559 60 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 7879 80 81 82 83 8485 86 87 88 89 90 9192 93 94 95

AAC TAC AAC CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AA C CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCC GCG GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT

c c SN T A-ee To Geomeee s Y oS o SN
G- G - B Y c S Ae T-ew GC - C- -
T T A-ees To Geoemoee e o o Spup [o—
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45 46 4748 49 50
GGT GGG TCC TTC AGT GGT TAC TAC TGG AGC TGG ATC C GC CAG CCC CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG ATT GGG GAA
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A C-
A C-
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Abb. 45 — Tumor Ill 1, andere Keimbahnfamilien, VH4-b.1

FR I CDR | FRII

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20 21 223 24 25 26 278229 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4041 42 43 44 45 46 4748 49 50 51

VH4-b.1 cac 616 cAG CTG CAG CAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAGCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC GCT GTCTCT G GT TAC TCC ATC AGC AGT GGT TAC TAC TGG GGC TGG AT C CGG CAG CCC CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG ATT GGG ST
1-8
27
45

CDR I FR 1

52 53 5455 56 57 58 9 560 61 62 63 64 656 67 68 69 70 71 7Z3 74 75 76 77 78 780 81 82 83 84 8B6 87 88 89 90 91 9203 94 95 96

VH4-b.1 arctatcat AT 666 AGE ACC TAC TAC AAC CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AA C CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCC GCA G AC ACG GCC GTG TAT TAC TGT
1-8 e
27
45

Abb. 46 — Tumor Ill 1, andere Keimbahnfamilien, VH4-4.1

FR I CDR| FR I

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20 21 223 24 25 26 278229 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4041 42 43 44 45 4647 48 49 50

VHA4-4.1 cac cTe cAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG A CCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC ACT GTC TCT  GGT GGC TCC ATC AGT AGT TAC TAC  TGG AGC TGG AT C CGG CAG CCC GCC GGG AAG GGA CTG GAG TGG ATT GGG GT
3-1
3-2
3-3
3-4
3-6
3-8

CDR Il FR Il

51 52 3554 55 56 57 8 559 60 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 7879 80 81 82 83 8485 86 87 88 89 90 9192 93 94 95

VH4-4.1 arctat acc acT 666 Ace Acc AAC TAC AAC CCC TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATG TCA GTA GAC ACG TCC AAG AA C CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCC GCG GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGT
32
3-3
3-4
3-6
3-8
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Abb. 47 — Tumor Ill 1, andere Keimbahnfamilien, VH4-34.1

FR I CDR | FR I

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20 21 223 24 25 26 278229 30 31 32 33 3435 36 37 38 39 4041 42 43 44 45 46 4748 49 50

VH4-34.1cac 676 CAG CTA CAG CAG TGG GGC GCA GGA CTG TTG AAGCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC GCT GTC TAT G GT GGG TCC TTC AGT GGT TACTAC  TGG AGC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG ATT GGG GAA
2-3
26
2-8
44
51

CDR Il FR 111

51 52 3554 55 56 57 8 559 60 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 7879 80 81 82 83 8485 86 87 88 89 90 9192 93 94 95

VH4-34. 1atc aat cat acT Gea AGC ACC AAC TAC AAC CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AA C CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCC GCG GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT
2-3
2-6
2-8
44

Abb. 48 — Tumor Ill 1, andere Keimbahnfamilien, VH4-61.1

FR I CDR| FR I

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20 21 223 24 25 26 27 2829 30 31 32 33 3453 36 37 38 39 40 482 43 44 45 46 47 489 50 51 52
VH4'61 . 1CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAGCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC ACT GTC TCT G GT GGC TCC GTC AGC AGT GGT AGT TAC TAC TGG AGC TGG ATC CGG CAG CCC CCA GGG AAG GGA CTG GAG TGG ATT GG5 TAT

2-9 S S S S R

53 54 55 56 57 58 59 0661 62 63 64 65 66/ 68 69 70 71 72 734 75 76 77 78 79 8Bl 82 83 84 85 867 888 89 90 91 92 994 95 96 97
VH4-61. 1atc tat tac AcT 666 Acc Acc AAC TAC AAC CCC TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AA C CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCT GCG G AC ACG GCC GTG TAT TAC TGT
2-9 R — S R o R, [ pp——
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8.2.4 Tumor Il 2

Abb. 49 — Tumor Ill 2, VH4-34.1-Tumorsubklone

FR I CDR | FRII

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 123 14 15 16 17 18 120 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 333 34 35 36 3B8 39 40 41 42 43 445 46 47 48 49 50

VH4-34.1cac 616 CAG CTA CAG CAG TGG GGC GCA GGA CTG TTG AAGECT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC GCT GTC TAT G GT GGG TCC TTC AGT GGTTACTAC  TGG AGC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG ATT GGG GAA
2-3 SN S - B S -
2-14 N oo e
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AAC TAC AAC CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AA C CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCC GCG GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT
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Abb. 50 — Tumor Il 2, VH4-30.1-Subklone, Sequenzen

FR I

CDR| FR I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 123 14 15 16 17 18 1®0 21 22 23 24 25

VH4-30. 1cac 616 CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAGCT TCA CAG ACC CTG TCC CTC ACC TGE ACT GTC TCT
11 - -
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1-5
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1-9
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26

G GT GGC TCC ATC AGC AGT GGT GGT TAC TAC TGG AGC TGG

34 35 36 37 3839 40 41 42 43

ATC CGC CAG CAC CCA GGG AAG GGC CTG GAG TGG ATT GG5 TAC

27 28 29 30 31 333 44 486 47 48 49 50 5125
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FR 1II
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Abb. 51, Tumor Ill 2, andere Keimbahnfamilien, VH4-b.1

FR I CDR I FR I

1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 186 17 18 19 20 21 223 24 25 26 278229 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4041 42 43 44 45 46 4748 49 50 51

VH4-D.1 cac 676 cAG CTG CAG CAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAGCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC GCT GTCTCT G GT TAC TCC ATC AGC AGT GGT TAC TAC
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VH4-b.1 atc AT caT AGT 666 AGC ACC TAC TAC AAC CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AA C CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCC GCA G AC ACG GCC GTG TAT TAC TGT
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Abb. 52, Tumor Ill 2, andere Keimbahnfamilien, VH4-59.1
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1 23 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 136 17 18 19 20
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VH4‘59 . 1CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAGCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACCTGCACTGTCTCT G GT GGC TCC ATC AGT AGT TAC TAC

TGG AGC TGG ATC CGG CAG CCC CCA GGG AAG GGA CTG GAG TGG ATT GGG TAT
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8559 60 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 7¥2 73 74 75 76 77 7879 80 81 82 83 8485 86 87 88 89 90 992 93 94 95

AAC TAC AAC CCC TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AA C CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCT GCG GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGT
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8.2.5 Vergleich Tumor Il 1 und Il 2

Abb. 53 — Vergleich der VH4-34.1-Subklone von Tumotl 1 und Il 2
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8.2.6 Tumor IV1

Abb. 54- Tumor IV 1, alle Tumorsubklone der VH4-341-Familie

FR I CDR| FR I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 123 14 15 16 17 18 120 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 333 34 35 36 3738 39 40 41 42 43 4445 46 47 48 49 50

VH4-34.1cac 6TG CAG CTA CAG CAG TGG GGC GCA GGA CTG TTG AAGCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC GCT GTC TAT G GT GGG TCC TTC AGT GGT TACTAC  TGG AGC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG ATT GGG GAA
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Abb. 55- Tumor IV 1, alle Tumorsubklone der VH4-341-Familie
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Abb. 55- Tumor IV 1, VH4-30.1-Subklone
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Abb. 56 - Tumor IV 1, andere Keimbahnfamilien, VH-44

FR I CDR| FR I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 123114 15 16 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 333 34 35 36 3B8 39 40 41 42 43 445 46 47 48 49 5051

VH4'44 CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAGCT CCG GGG ACC CTG TCC CTCACC TGC GCTGTC TCT G GT GGC TCC ATC AGC AGT AGT AAC TGG

TGG AGT TGG GTC CGC CAG CCC CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG ATT GGG GA
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VH4'44 ATC TAT CAT AGT GGG AGC ACC AAC TAC AAC CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC AAG TCC AAG AA CCAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCC GCG GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGT
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Abb. 57 - Tumor IV 1, andere Keimbahnfamilien, VH-30.4
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VH4-30.4cac 616 CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAGCT TCA CAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC ACT GTCTCT G GT GGC TCC ATC AGC AGT GGT GAT TAC TAC TGG AGC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG GGC CTG GAG TGG ATT GGS TAC
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VH4-30.4arc tat Tac AT 666 AGE Acc TAC TAC AAC CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTT ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AA C CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACT GCC GCA G AC ACG GCC GTG TAT TAC TGT
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Abb. 58 - Tumor IV 1, andere Keimbahnfamilien, VH-6L.1

FR I CDR | FR I

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 123114 15 16 17 18 120 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 3283 34 35 36 37 389 40 41 42 43 44 486 47 48 49 50 5125
VH4 61 1CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAGCT TCG CAG ACC CTG TCC CTCACC TGCACTGTCTCT G GT GGC TCC GTC AGC AGT GGT AGT TAC TAC TGG AGC TGG ATC CGG CAG CCC CCA GGG AAG GGA CTG GAG TGG ATT GG5 TAT
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VH4 61 1ATC TAT TAC AGT GGG AGC ACC AAC TAC AAC CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AA CCAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCT GCG GAC ACG GCC GTG TAT TAC TGT
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VH4'59 . 1CAG GTG CAG CTG CAG GAG TCG GGC CCA GGA CTG GTG AAGCT TCG GAG ACC CTG TCC CTCACCTGCACTGTCTCT G GT GGC TCC ATC AGT AGT TAC TAC TGG AGC TGG ATC CGG CAG CCC CCA GGG AAG GGA CTG GAG TGG ATT GGG TAT
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VH4 59. 1arc Tat Tac AGT 666 AGE AcC AAC TAC AAC CCC TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC ACG TCC AAG AA C CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCT GCG G AC ACG GCC GTG TAT TAC TGT
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8.2.7 Tumor IV 2

Abb. 60 — Tumor IV 2 Sequenzen

FR CDR | FR I
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VH4'34 :I.CAG GTG CAG CTA CAG CAG TGG GGC GCA GGA CTG TTG AAGCCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC GCT GTC TAT G GT GGG TCC TTC AGT GGT TAC TAC TGG AGC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG ATT GGG GAA
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8.2.8 Tumor IV 3

Abb. 61 — Tumor IV 3, Sequenzen

FR I CDR I FRII

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 123 14 15 16 17 18 10 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 333 34 35 36 378339 40 41 42 43 4445 46 47 48 49 50
VH4'34 1CAG GTG CAG CTA CAG CAG TGG GGC GCA GGA CTG TTG AAGCCT TCG GAG ACC CTG TCC CTC ACC TGC GCT GTC TAT G GT GGG TCC TTC AGT GGT TAC TAC TGG AGC TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG ATT GGG GAA

2 e CT o oo -
3
4
5
8
CDR I FR 11

51 52 3554 55 56 57 8559 60 61 62 63 6465 66 67 68 69 70 772 73 74 75 76 77 789 80 81 82 83 8485 86 87 88 89 90 992 93 94 95
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8.2.9 Abb. 62: Vergleich Tumor IV 1, 2 und 3
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Abb. 62 — Vergleich Tumor IV 1, IV 2 und IV 3
CDR I FR 111
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8.3 Abkilrzungen

A Adenin, eine der vier Basen der DNA

Abb. Abbildung

Amp Ampicillin

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaare

C Cytosin, eine der vier Basen der DNA

CDR cluster of differentiation region

dATP Desoxyadenosintriphophat

dCTP Desoxycytosintriphophat

dGTP Desoxyguanidintriphosphat

DLBL Diffuse large B-cell lymphoma

DNS/DNA Desoxyribonucleinsauretid

dNTP Desoxynucleotidtriphosphat; umfasst dATP, dCA®TP und dTTP

dTTP Desoxythymidintriphosphat

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure, Chelator viealdnten Kationen

FL Follikulares Lymphom

FR framework region

G Guanin, eine der vier Basen der DNA

HPF high power field

HRP Horse radish peroxidas@Veerrettichperoxidase)

Ig Immunglobulin

LB Luria broth (ein Bakterienmedium)

NTP Nucleosidtriphosphat

ORF Open reading framéoffenes Leseraster)

p.a. per absolutem

PBS Phosphat gepufferte Salzlésupigosphate buffered salipe

PCR Polymerasekettenreaktigrolymerase chain reactipn

pfu plaque-forming unit¢Plaque formende Einheiten)

Primer Oligonucleotid, welches als Start-Fragment flureelDNA-Synthese
dient
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RNA Ribonucleinsauredeid

RNAse Ribonuclease

rpm rounds per minut&mdrehung pro Minute

RT Raumtemperatur

slg l6slichesgolublg Immunglobulin

T Thymin, eine der vier Basen der DNA

T Temperatur

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer; ein Elektrophoresdfau

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer; ein Elektrophoresefasf

Tag-Polymerase  Thermus aquaticuBNA-Polymerase

TE Tris-EDTA-Puffer

Template Vorlage, Matrize Template-DNA ist die DNA, die man als
Kopiervorlage bei PCR einsetzt

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan, wichtige feusubstanz
in der Molekularbiologie

TTE Tris-Taurin-EDTA-Puffer; ein Elektrophoreséfau

U Uracil

uv Ultraviolett

VH- Variable Region der schweren Immunglobulin&et

X-Gal 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-D-galactosid. Sukst der 3-Galactosidase
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