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1 Abkiirzungsverzeichnis

°1/2 - Grad 1/2 des histologischen Gradings des follikuldren Lymphoms

A - Adenin

Abb. - Abbildung

AG - Antigen

AID - activation-induced (cytidine) deaminase

AK - Antikorper

AKT - Gengruppe der Proteinkinase B

Amp - Ampicillin

APC - Antigen-prasentierende Zelle

APE - apurinic-apyrimidinic endonuclease (DNS-Reperaturenzym)

AS - Aminosiure

BAD - bcl-2 antagonist of cell death

bcl(-2) - b-cell lymphoma Protein / Proteinfamilie

BCR - B-Zellrezeptor

BL - Burkitt Lymphom

bp - Basenpaar(e)

C - Cytidin

CD - cluster of differentiation

CDK - cyclin-dependent kinase

(R-)CHOP - Rituximab (R), Cyclophosphamid (C), Doxorubicin (H),
Vincristin (O), Prednisolon (P)

c-myc - Transkriptionsfaktor

cDNS/cDNA - komplemetédre Desoxyribonukleinsdure

CDR - complementarity-determining region

CSR - class switch recombination

CTX - Chemotherapie

C(X)CL - Ligand eines Chemokinrezeptors / Chemokin

C(X)CR - Chemokinrezeptor

der() - Deregulation

(R)-DHAP - Rituximab (R), Dexamethason (DH), Cytarabin (A) und Cisplatin (P)

DLBCL - diffuse large B-cell lymphoma

DNA/DNS - Desoxyribonukleinsdure



1 Abkiirzungsverzeichnis 7/181

dNTP - Desoxyribonukleosidtriphosphate: dATP, dGTP, dCTP, dTTP

DSB - double strand break

E - extranodal

EBV - Epstein-Barr-Virus

E. coli - Escherichia coli

EDTA - Ethylendiamintetraacetat

Ep - Enhancer des Immunoglobulinschwereketten-Gens

FACS - fluorescence-activated cell sorting

FDC - follicular dendritic cell

FF - fresh frozen (tissue)

FFPE - formalin-fixed and paraffin-embedded tissue

FL - follicular lymphoma

FLER - follicular lymphoma evolution reconstructor

FLIPI - follicular lymphoma international prognostic index

FR1/FR2 - Bereich des VH-Gens der bei bestimmten PCRs von den verwendeten
Primern begrenzt wird

FRC - fibroblastic reticular cell

FRW - framework region

G - Guanin

GC - germinal center

GCL - germinal center lymphocyte

Gy - Gray

H&E - Héamatoxylin & Eosin

HPC - hypothetic predecessor clone

hpf - high power field

HSC - hematopoietic stem cell

HSP - heat shock protein

ICR - intermediary cluster region

(R-IEV - Rituximab (R), Ifosfamid (I), Epirubicin (E) und Etoposid (V)

Ig . Immunglobulin

IgC - immunoglobulin constant region

IgH - immunoglobulin heavy chain

IgL - immunoglobulin light chain

IgVu - immunoglobulin heavy chain variable region
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IgVL
IxBa

IL
ILSG
IPI
IPTG
(x-)J-R
kb
KM
LDH
LK
MALT
MAP
MBR
MCL
MCR
MCS
MSA
MSC

NF-«B
NHL
NKC
p

P

PAS
PBC-LBL
PBL
PCR
PI3K
pm

q

R

immunoglobulin light chain variable region

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor alpha

Interleukin

International Lymphoma Study Group
International Prognostic Index
Isopropylthiogalaktosid
(x-)Jahresrezidivfreiheitsrate
Kilobasen

Knochenmark

Laktatdehydrogenase

Lymphknoten

mucosa-associated lymphatic tissue
mitogen-activated protein

major break point region

mantle cell lymphoma

minor cluster region

multiple cloning site

multiple sequence alignment
mesenchymal stem cell

Nukleotid / Stickstoffatom

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
Non-Hodgkin lymphoma

natural killer cell

kurzer Arm von Chromosomen
relative Haufigkeit

periodic acid-schiff (stain)

precursor B-cell lymphoblastic lymphoma
peripheral blood lymphocyte
polymerase chain reaction
phosphoinositide 3-kinase

probability measure

langer Arm von Chromosomen

replacement mutation / Rituximab
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RAG - recombination activating gene

RCTX - kombinierte Radiochemotherapie

REAL - Revised European American Lymphoma (classification)
RNA/RNS - Ribonukleinsédure

rpm - rounds per minute

RSS - recombination signal sequence

RT - rerverse Transkriptase

RTX - Radiotherapie

S - silent mutation

S - Isotypswitchregion des Immunoglobulinschwerekettegens
sec - Sekunde

SH - somatic hypermutation

SK - Klasse M Isotypswitchregion des Immunoglobulinschwerekettegens
ssDNA/DNS - single-stranded DNA

STAT - signal transducer and activator of transcription

T - Thymin

Taq - Thermus aquaticus

TdT - terminal deoxynucleotidyl transferase

TGF - transforming growth factor

TNF - tumour necrosis factor

TRIS - Tris(hydroxymethyl)aminomethan

U - Uracil

U - Uberleben

UNG - uracil-N-glycosylase

URL - uniform resource locator

V(D)J - variable, diversity, joining

VH - variabler Bereich der (des) Immunoglobulinschwerekette(n-Gens)
WHO - World Health Organization

X - X-Chromosom

X-Gal - 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktosid

ZNS - zentrales Nervensystem
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2 Einleitung

Abgeleitet vom Wortstamm ,,Lymph-*“ und dem Suffix ,,-om* bezeichnet der Begriff ,,Lymphom*
eine maligne Erkrankung des lymphatischen Systems (Lee, 1994). Erstmals wurde der Begriff
»malignes Lymphom® 1861 vom deutschen Chirurgen Theodor Billroth verwendet. Er beschrieb
damit eine Neoplasie des lymphatischen Systems, welche sich nicht als Leukédmie, sondern als
solider Tumor présentierte (Billroth, 1861). In der Hamatopathologie umfasst der Begriff eine sehr
heterogene Gruppe maligner Tumoren, die von Zellen des lymphatischen Systems abstammen
(Kuppers, 1999). Die liberwiegende Mehrheit der Lymphome kann der B-Zelllinie zugeordnet
werden, seltener der T-Zelllinie. Dabei werden aufgrund &hnlicher funktioneller und
immunphénotypischer Eigenschaften T-Zellneoplasmen und Natiirliche Killerzell (NKC)-
Neoplamen gemeinsam klassifiziert (Feller, 2003). Den zahlreichen hdmatologischen Neoplasmen
im Allgemeinen und der Gruppe der Lymphome im Besonderen liegen verschiedenste genetische
Aberrationen zu Grunde. Dabei besitzen die chromosomalen Mutationen haufig initialen Charakter
fiir die jeweilige Entitidt und werden als primires malignes Ereignis betrachtet. Sie begiinstigen in
Abhiéngigkeit vom Zeitpunkt ihres Auftretens im zeitlichen Spektrum der Hamato-, Myelo- bzw.
Lymphopoese eine maligne Entartung (Gilliland, 2001).

Die Vielfalt der hidmatologischen Neoplasmen spiegelt das enorme Differenzierungspotential
hamatologischer Stammzellen, die grofle Kapazitit des Zellumsatzes der Himatopoese und letztlich
die Komplexitdt der ablaufenden genetischen Programme wider (Hoang, 2004; Metcalf, 1978;
Orkin, 2000; Turner, 1996).

Maligne Lymphome und ihre benignen Gegenstiicke:

Anhand morphologischer und immunphénotypischer Eigenschaften wurde fiir eine Vielzahl der
Lymphomentititen ein benignes Gegenstiick der lymphozytdren Ontogenese postuliert (Greaves,
1986). Diese Korrelation bestimmt mal3geblich die Modalitét ihrer Klassifikation (Brittinger, 1978;
Lukes, 1974). Allerdings existieren Entititen wie die Haarzellleukdmie, deren mdgliches
physiologisches Pendant bis heute nicht gefunden wurde (Plenderleith, 1970). Auch wird die
Eindeutigkeit einer auf dieser Zuordnung basierenden Einteilung durch Entitdten, welche
Zelllinienheterogenitét oder Zelllinienplastizitit zeigen, abgeschwicht (Jaffe, 1996, Macon, 2001).
Deshalb konnte das benigne Gegenstiick nicht die alleinige Grundlage fiir eine Klassifikation der
lymphoiden Neoplasmen sein. Aktuell beruht die Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) auf der Integration von Morphologie, Immunphénotyp und Zytogenetik bzw.

Genexpressionsmustern der malignen Lymphomgewebe (vgl. 2.2 Lymphomklassifikationen).
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Lymphome manifestieren sich primér in Organen des lymphatischen Systems und disseminieren im
weiteren Krankheitsverlauf, meist ausgehend von Lymphknoten, in andere Organsysteme (Jaffe,
2009). Allerdings werden einige Entititen primir in extralymphatischen Geweben manifest; das
primdre kutane B-Zelllymphom und die Mycosis fungoides in Anteilen der Haut oder das primére
ZNS-Lymphom im Gehirn (Hochberg, 1988; Jaffe, 2009, Rijlaarsdam, 1994, Weinstock, 1988). In
diesem Gewebetropismus verschiedener Lymphomentititen offenbart sich neben dem funktionellen
Status der lymphatischen Zelle zum Zeitpunkt ihrer malignen Transformation, die Gliederung des
adaptiven Immunsystems in distinkte, geweberesidente Fraktionen (Greaves, 1986, Kuppers, 1999;
Rot, 2004, Shaffer, 2002). Die lokale Zuteilung verschiedener Lymphozytenpopulationen zu
bestimmten Geweben basiert mafigeblich auf der Wechselwirkung zwischen Chemokinen und
Chemokinrezeptoren. In Abhéngigkeit vom exprimierten Chemokinrezeptormuster sind
Lymphozyten damit bestimmten Geweben zugeordnet. Dieses gliedernde Funktionsprinzip des
lymphatischen Systems wird als ,,homing* bezeichnet (Brandtzaeg, 1999; Butcher, 1996, Butcher,
1999; Kunkel, 2003; Youngman, 2002). Viele Lymphome besitzen zunichst die ,homing-
Rezeptoren ihres benignen Gegenstiickes (Picker, 1988). Parallel zur Zunahme der genetischen
Instabilitidt im Rahmen des Lymphomprogresses kann durch die damit einhergehende Verdnderung
bzw. den Verlust dieser Restriktion die Dissemination in weitere Gewebe erkldrt werden (Bowman,

2000; Butcher, 1996, Drillenburg, 2000, Lopez-Giral, 2004).

Aus der resultierenden Wechselwirkung mit neuen histologischen bzw. funktionellen Nischen kann
ferner die Progression vorangetrieben werden, da sich parallel der biologische Charakter des
Lymphoms verdndert (de Jong, 2005, Kiippers, 2005, Stamatopoulos, 2000). Weitere Belege fiir die
Abhingigkeit der funktionellen Kompetenz der verschiedenen Lymphome von der jeweils zum
Zeitpunkt der malignen Transformation erreichten Hierarchiestufe der Lymphopoese finden sich
wie folgt: Plasmzellerkrankungen wie das Multiple Myelom sezernieren, entsprechend ihrer
malignen Transformation im Entwicklungsstadium einer Plasmazelle, Immunglobuline / Bence
Jones Proteine und infiltrieren das Knochenmark (Kyle, 1975); follikuldre Lymphomzellen sind in
Analogie zu ihrem benignen Gegenstiick, den Keimzentrums-B-Lymphozyten (GCL) im Stande,
die Somatische Hypermutation (SH) der variablen Bereiche ihrer Immunglobulingene

durchzufiihren (Jaffe, 1974, Zhu, 1994).

Ferner sind weitere Schliisselfaktoren der Entwicklung und Differenzierung von Lymphozyten auch
fiir verschiedene Lymphome unverzichtbar, wie die Expression und Aktivierung eines intakten B-
Zell-Rezeptors (BCR) (Bahler, 1992b;, Gunvén, 1980; Kuppers, 1999). Da die lymphozytire

Ontogenese einerseits viele Differenzierungsschritte umfasst, existieren abhédngig vom



2 Einleitung 12/181

Entstehungszeitpunkt der transformierenden genetischen Lésionen viele verschiedene Lymphome
(Hardy, 1991; Osmond, 1998; Petrie, 1990; Shortman, 1996). Dies erklért partiell deren vielseitige
molekularpathologische, histologische und klinische Prédsentation. Andererseits wird durch den
Erwerb weiterer genetischer Verdnderungen und die ErschlieBung neuer histologischer Nischen, die
Prasentation der Lymphome im Laufe des Krankheitsprogresses verdndert (de Jong, 2005,
Kiippers, 2005, Stamatopoulos, 2000). In Zusammenschau existiert nicht ,,das Lymphom per se®,
sondern viele, in ihrem biologischen Verhalten unterschiedliche Gruppen, die wiederum je nach
Progressionsstatus ihre molekularpathologische, morphologische und klinische Préisentation

verandern (Muller-Hermelink, 2001, Sanchez-Beato, 2003).

2.1 Non-Hodgkin-Lymphome

Thomas Hodgkin beschrieb 1832 in seinem Artikel ,,On Some Morbid Appearances of the
Absorbent Glands and Spleen, den posthum nach ihm benannten Morbus Hodgkin (Hodgkin,
1832; Wilks, 1856, Wilks, 1865). Fiir die Kategorie des Hodgkin Lympohms sind die binukledren
Reed-Sternberg Zellen, sowie die mononukledren Hodgkin-Zellen pathognomonisch. Davon
werden die Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) abgegrenzt, welche per definitionem keine Reed-
Sternberg- / Hodgkin-Zellen priasentieren (Bucsky, 1987; Teerenhovi, 1988).

2.1.1 Zytogenetik und Genexpressionsprofile

Die zahlreichen Vertreter der NHL sind hiufig mit typischen zytogenetischen Aberrationen, meist
Translokationen, assoziiert (vgl. Abb. 1) (Barr, 1998, Kiippers, 2001). So zeichnet sich der Grofteil
der Burkitt Lymphome durch die Translokation t(8;14) aus, Mantelzell-Lymphome typischerweise
durch die Translokation t(11;14) und follikuldre Lymphome durch die Translokation t(14;18) (de
Boer, 1997; Dyer, 1994; Magrath, 1990). Diese chromosomalen Aberrationen -erzeugen
Fusionsonkogene, wie c-myc/Ig, bel-1/Ig und bel-2/Ig, welche die Aktivierung bzw. Uberexpression
von Onkogenen wie c-myc, cyklin D1, oder bcl-2 bewirken. Diese Mutationen werden als priméres
onkongenes Ereignis der jeweiligen Lymphomentwicklung betrachtet. Damit besitzen sie initialen
Charakter fiir die jeweilige Entitdt (Willis, 2000). Die einzelne zytogenetische Verdnderung ist dabei
nicht streng spezifisch fiir die jeweilige Entitdt. Dariiber hinaus lassen sich durch
Genexpressionsuntersuchungen mittels ,,DNA-microarray-Technologie differenziertere Signaturen

verschiedener Lymphomtypen und Subtypen unterscheiden (Igbal, 2009; Rosenwald, 2003).
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Abb. 1 — Translokationen bei Non-Hodgkin-Lymphomen (nach Sanchez-Beato M., 2003)

Lymphom  Translokation Gen Hafigkeit % Funktion

FL t(14:;18) bcl-2 70-90 Apoptosehemmung

MALT t(1:14) bcl-10 Apoptosehemmung
t(11;18) API2/MLTH 50

MCL t(11;14) Cyclin D1 920 Zellzykluskontrolle

BL 1(8:14) c-myc 80 Differenzierung, Zell-
t(8:22) c-myc 10 zykluskontrolle, ...
t(2:8) c-myc 10

FL: follikulares Lymphom; MALT: Marginalzonenlymphom; MCL: Mantelzelllymphom; BL: Burkitt-Lymphom

2.1.2 Zellepitope und Immunphiinotyp

Epitopenexpressionsmuster, meist in Form von zellmembranstdndigen Proteinkomplexen, dienen
der diagnostischen Differenzierung verschiedener NHL (Picker, 1987). Diese Epitope werden als
,cluster of differentiation (CD) bezeichnet und iibernehmen Rezeptor- und Effektorfunktionen im
Funktionskomplex des Immunsystems. Sie werden auch von benignen Lymphozyten und von nicht-
immunologischen Zellen exprimiert (Zola, 2005). Insbesondere im Bereich der Hdmatologie und
der Hdmatopathologie werden die Hierarchiestufen der himatologischen Ontogenese durch das CD-
Muster mittels Immunhisto- / -zytochemie und Durchflusszytometrie (FACS) charakterisiert
(Davey, 1990; Loken, 1987a; Loken, 1987b; Terstappen, 1990). Diese immunologisch basierten
Prinzipien stellen ein wesentliches Fundament der hdimatopathologischen Definition und Diagnostik
der Lymphome dar. Auch zytoplasmatische und nukledre Epitope sind dabei von Interesse, wie die

Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) (Craig, 2008, Stelzer, 1997).

2.1.3 Inzidenz der NHL und Prominenz der B-Zell-Lymphome

Die NHL sind mit bis zu 95% mehrheitlich B-Zell-Neoplasien und ihre Inzidenz beléuft sich in der
westlichen Welt jéhrlich auf bis zu 15 NHL je 100000 Menschen (Anderson, 1998, Fisher, 2004,
Kiippers, 2001). Der groBe Uberhang der B-Zellfraktion ist durch B-Zell-immanente Prozesse zu
erklaren: V(D)J-Rekombination, Somatischen Hypermutation (SH), Class Switch Recombination

(CSR) (Kiippers, 2005; Shaffer, 2002). Dies sind flir bestimmte Entwicklungsstadien der B-Zell-
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Ontogenese spezifische Reaktionen, welche die genetische Keimbahnkonfiguration der B-Zellen im
Bereich der Immunglobulingene verdndern. Dabei werden, mit dem Ziel eine optimale adaptive
Immunantwort bereitzustellen, Einzel- und Doppelstrangbriiche, Rekombinationen, Deletionen und
Punktmutationen in das Genom eingefithrt. Es besteht folglich, abhingig vom
Differenzierungsstadium der Vertreter der B-Zelllinie, ein intrinsisches Risiko zur Erzeugung von
nicht-physiologischen, aberranten Mutationen. Diese besitzen das Potential als prékanzerotische
Lasionen zu wirken (vgl. 2.1.1 Zytogenetik und Genexpressionsprofile) und markieren die
angesprochenen primiren und sekundidren malignen Ereignisse der Lymphomentstehung (Hagen,

2006).

2.2 Lymphomklassifikationen

2.2.1 Vorlidufersysteme

In der Vergangenheit wurden weltweit verschiedene Klassifikationen der Lymphome verwendet.
Die traditionelle Rappaport Klassifikation von 1966 basierte auf rein histomorphologischen
Kriterien und war die erste umfassende, relevante Einteilung der Lymphome. Sie fand klinisch
groBe Anwendung, da sie damals eine unerreicht hohe prognostische Relevanz hatte. Sie stellt damit
einen Meilenstein der klinischen Risikostratifizierung der Lymphome dar. Ferner unterschied sie
erstmalig strikt Hodgkin von Non-Hodgkin-Lymphomen (Byrne, 1977; Rappaport, 1966). Durch
neue Erkenntnisse im Bereich der Lymphozytenbiologie und des Immunsystems erschien die
Rappaport Klassifikation zunehmend unzeitgemaBl und es wurden differenziertere Klassifikationen
notwendig, die den wachsenden Erkenntnisgewinnen der wissenschaftlichen Forschung gerecht

werden sollten (Kirchner, 1972; Masuzawa, 1973; Parker, 1975; Shortman, 1972).

In Deutschland wandte die Arbeitsgruppe um den Pathologen und Anatom Prof. Dr. K. Lennert bis
dahin ungesehene immunologische Methoden der CD-basierten Unterscheidung und damit der
Charakterisierung von Lymphomen an. In den USA waren der aus Cleveland, Ohio stammende
Pathologe Prof. Robert J. Lukes und der am Vanderbilt University Medical Center, Nashville,
Tennessee titige Pathologe Prof. Robert D. Collins Pioniere auf dem Gebiet der
Lymphomforschung. Die neuen Einsichten miindeten in Deutschland in der Kiel Klassifikation
(Lennert, 1975). Sie gliederte die Entititen gemil histomorphologischer, zytomorphologischer und
immunphénotypischer Kriterien, fand iiberwiegend in Europa Anwendung und wurde wiederholt

aktualisiert (Bennett, 1974, Brittinger, 1978; Stansfeld, 1988). In den USA wurde die Lukes-Collins
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Klassifikation erarbeitet, die dhnliche Kriterien anwendete wie der europdische Entwurf (Lukes,
1974; Uppenkamp, 2002). Mit der ,,Working Formulation® wurde in den USA der Versuch
unternommen, die neu definierten Entitdten gemé&l ihres klinischen Verlaufs zu ordnen, um die
wissenschaftlich abstrakten FEinteilungen in klinisch relevante Leitlinien zur Behandlung der
Lymphome zu tbersetzen. Die Lymphome wurden dazu nach Graden der (abnehmenden)
Lebenserwartung gruppiert: low, intermediate und high grade (C4, 1982). Die Parallelexistenz
unterschiedlicher, teils rivalisierender und widerspriichlicher Klassifikationen und Leitlinien
erschwerte den internationalen Vergleich klinischer Studien zu(r Therapie von) NHL und damit
letztlich die Einigung auf international giiltige Diagnosekriterien, Risikostratifizierungen und
Therapieleitlinien. Diese Situation wurde zu Beginn der 1990-er Jahre von Pathologen und klinisch
titigen Arzten iiberwunden. Sie formierten sich zur ,International Lymphoma Study Group*
(ILSG), die eine integrative Klassifikation distinkter Lymphomentititen, basierend auf
morphologischen, klinischen, immunphénotypischen, zyto- und molekulargenetischen Aspekten
definierte. Diese Klassifikation wurde 1994 als ,,Revised European-American Lymphoma (REAL)
classification publiziert (Harris, 1994, Niermann, 2008; Norton, 1996, Pileri, 1995; Uppenkamp,
2002).

2.2.2 WHO-Klassifikation

Die zuletzt im Jahr 2008 aktualisierte WHO Klassifikation der malignen Lymphome ist mit ihrer
Fassung aus dem Jahr 2001 aus der REAL-Klassifikation hervorgegangen und stellt damit eine
aktualisierte REAL-Klassifikation dar. Anders als die REAL Klassifikation deckt die WHO
Klassifikation das gesamte Spektrum der Himatopathologie ab (Cogliatti, 2002, Jaffe, 2009).

2.3 Das follikulére Lymphom

Das follikuldre Lymphom (FL) ist in der westlichen Welt mit einem Anteil von ca. einem Drittel
aller Lymphome das hidufigste niedrig maligne B-Zell-NHL (70% aller niedrig malignen
Lymphome) und nach dem ,diffus groBzelligen B-Zelllymphom* (DLBCL) (30-40% aller
Lymphome) das hiufigste Lymphom tiberhaupt (Anderson, 1998; Fisher, 2004, The Non-Hodgkin's
Lymphoma Classification Project, 1997). Es findet sich primir tiberwiegend nodal und zeigt dabei
morphologisch ein follikuldres Wuchsmuster. U.a. hieraus wurde die Abstammung von
Keimzentrums-B-Lymphozyten, den GCLs, abgeleitet. Der Anteil von Zentroblasten bestimmt

dabei das histologische Grading. Die typische genetische Aberration des FLs ist die Translokation
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t(14;18), die zum Fusionsonkogen BCL2/IgH fiihrt (Jaffe, 2009). Aktuell ist es allgemein
anerkannt, dass diese Lidsion bereits in frithen Entwicklungsstadien der B-Zellontogenese im
Knochenmark entsteht (Bertoli, 1988). Diese Translokation alleine ist fiir die Manifestation eines
FLs nicht ausreichend, sondern wird als priméres onkogenes Ereignis angesehen, welches lediglich
das Potential zur malignen Transformation in sich birgt; es sind weitere, sekundére genetische

Verdnderungen fiir die Genese des FLs notwendig (vgl. Abb. 2) (Bende, 2007, de Jong, 2005).

Abb. 2 — sekundiire genetische Verinderungen der FL-Entwicklung (nach Bende R. J., 2007)

2p-
antigen 6g- 10p-
recognition +1q 15-
+der18 17p-
+7 1 Tq-
m==p GCC ===p c<eady'FL =P “ate"FL
reaction
- antigen recognition — Antigenerkennung mittel s B-Zellrezeptor; - GC reaction — Keimzentrumsreakiion;
- t(14;18) — B-Lymphozyt mit Translokation 1(14;18); - early FL — frithes FL; - late FL — spiites FL

- 6g-, +1g. +der18, +7 — Orte moglicher chromosomaler Verinderungen, die beim FL relativ frithzeitig auftreten;
- 2p-, 10p-, 13-, 17g-, 17p- — Orte méglicher chromosomaler Veranderungen, die beim FL relativ spit auftreten;

Die Inzidenz des FLs ist in Europa und den USA unter Menschen in der flinften und sechsten
Lebensdekade am hochsten (Fisher, 2004). In Asien und Entwicklungsldndern ist sie aus
ungeklirten Griinden deutlich niedriger (Anderson, 1998; Biagi, 2002). Klinisch zeigt sich ein
variabler, jedoch typischerweise protrahierter Verlauf. Das mediane Uberleben betriigt ab
Diagnosestellung ca. 10 Jahre. Das FL présentiert sich bei der Mehrheit der Erkrankten bei
Diagnose in einem fortgeschrittenen Ann-Arbor-Stadium (vgl. 2.3.2 Grading, Staging und
Risikostratifizierung). Im Stadium IV liegt ein systemischer Befall durch das FL vor, der
verschiedene Lymphknotenregionen, die Milz, den Waldeyerschen Rachenring und das
Knochenmark involvieren kann. Eine sekundére Infiltration extralymphatischer Gewebe wie des
Gastrointestinaltrakt oder der Haut konnen v.a. bei diesen fortgeschrittenen Stadien auftreten
(Bende, 2007; Horning, 1993; O'Brien, 1991). Nur vergleichsweise selten findet die primire
Manifestation extranodal statt, beispielsweise an der Haut (primédr kutanes FL), den Ovarien, dem
Auge oder dem Gastrointestinaltrakt (primar gastrointestinales FL) (Fisher, 2004, Jaffe, 2009). Das
FL weist eine ungleiche Geschlechterverteilung auf. Das Verhiltnis betrdgt 1:1,7 (Mann:Frau) (The
Non-Hodgkin's Lymphoma Classification Project, 1997). Bei 10-30% der Patienten mit FL kommt

es im Krankheitsverlauf zu einer Progression des indolenten FLs zum aggressiven DLBCL (Morley,
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2008, Ottensmeier, 1996). Diese Prozentangaben beruhen auf sehr konservativen Schiatzungen und
je nach Quellenlage transformieren 70% und mehr der FL-Patienten zu unterschiedlichen
Zeitpunkten des Krankheitsgeschehens (vgl. 2.6.2 Progression zu aggressiven Lymphomen). Dies
belegen u.a. post mortem Studien. Eine Progression zu anderen aggressiven Lymphomen, wie
beispielsweise dem plasmablastischen Lymphom, tritt weitaus seltener auf (Muller-Hermelink,

2001).

2.3.1 Immunphiinotypisierung

FL exprimieren typischerweise pan-B-Zellmarker wie CD19 und CD20, CD10 und CD79a. Ferner
werden spezielle B-Zellmarker wie BCL-6, und CD38, sowie Immunglobuline mit folgender
Hiufigkeitsverteilung exprimiert: IgM (50-60%) > IgG (40%) > IgA (selten). Dariiber hinaus finden
sich CD95, CD86 und CD40, allerdings schwicher ausgeprigt, als auf normalen Keimzentrums-B-
Zellen. Im Gegensatz zu Zentroblasten und Zentrozyten exprimieren FL-Zellen BCL-2 verstirkt.
Die CD23- und CD43-Expression ist variabel. Ki67 wird anders als bei der reaktiven follikuldren
lymphatischen Hyperplasie in geringem Ausmall exprimiert (Anderson, 1984, Jaffe, 1974).

2.3.2 Grading, Staging und Risikostratifizierung

Das histologische Grading des FLs richtet sich nach der Anzahl an zentroblastdren Lymphomzellen,
da die biologische Aggressivitit des Lymphoms mit der Anzahl dieser Zellen tendenziell zunimmt
(Anderson, 1982; Jaffe, 2009). Die WHO-Klassifikation fiihrt die auf Berards Vorschligen zur
Zéhlweise beruhende Einteilung an (Mann, 1983, Nathwani, 1986):

- Gradl - null bis fiinf Zentroblasten / high power field (hpf);
,follicular small cleaved lymphoma*.

- Gradll - sechs bis 15 Zentroblasten / hpf;
,.follicular mixed*.

- Grad I - mehr als 15 Zentroblasten / hpf;
»follicular large cell lymphoma*.

FL des Grades I und II unterscheiden sich in ihrer klinischen Symptomatik, der Zytogenetik und
threm Ansprechen auf Therapie nur gering und sollten deshalb, gemdl3 der aktuellen Version der

WHO Klassifikation von 2008, beide als klinisch indolente, low-grade Lymphome angesehen
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werden (Harris, 1999; Jaffe, 2009; Solal-Céligny, 2004). Kontrovers diskutiert wird die
Unterteilung der high-grade FL in Grad Illa- und Grad IIIb, wobei Grad Illa ebenfalls als indolentes
Lymphom und Grad IlIb eher als klinisch aggressives Lymphom anzusehen sei (Bosga-Bouwer,
2003; Ott, 2002). Das biologische Verhalten der Grad IIIb Lymphome steht dabei dem des DLBCLs
ndher, als dem des FLs (Chau, 2003; Ha, 2003). Die molekularpathologischen Befunde sprechen
ebenfalls eher fiir eine DLBCL-Variante (Karube, 2007; Katzenberger, 2004). FL°1/2 sind weltweit
die hdufigsten Pridsentationen des FLs bei Diagnosestellung (The Non-Hodgkin's Lymphoma
Classification Project, 1997). Die klinische Stadieneinteilung des FLs erfolgt gemiB der Ann-
Arbor-Klassifikation (Carbone, 1971; Federico, 2000; The International Non-Hodgkin's
Lymphoma Prognostic Factors Project, 1993). Um der Heterogenitit des FLs im klinischen Staging
gerechter zu werden, wurden verschiedene prognostische Indices eingefiihrt, u.a. der follicular
international prognostic index (FLIPI) (Lopez-Guillermo, 1994; Shipp, 1994, The International
Non-Hodgkin's Lymphoma Prognostic Factors Project, 1993). Er dient der Risikostratifizierung und
damit der zeitlichen Abwégung der verschiedenen Behandlungsmodalititen (Romaguera, 1991;

Solal-Céligny, 2004). Der FLIPI beinhaltet fiinf Punkte:

- Alter (> vs. <60 Jahre)

LDH-Serumspiegel (erhoht vs. nicht erhoht)

Lymphknotenregionen (> vs. < vier Regionen betroften)

Hamoglobin (niedriges Hamoglobin / Andmie vs. physiologische Werte)

Ann-Arbor-Stadium (ITIT und IV vs. I und 1I)

Patienten die keinen bzw. einen Punkt des FLIPI erfiillen, haben mit einer durchschnittlichen 5-
Jahres-Uberlebensrate von 91% und einer 10-Jahres-Uberlebensrate von 71% ab Diagnosezeitpunkt
ein relativ niedriges Risiko (kurzfristig) am FL zu versterben. Patienten mit zwei Punkten befinden
sich im intermediiren Risikobereich (78% 5-Jahres-U und 51% 10-Jahres-U) und Patienten mit drei
oder mehreren Punkten besitzen ein deutlich héheres Risiko (52% 5-Jahres-U und 36% 10-Jahres-
U) (Solal-Céligny, 2004).

2.3.3 Therapie des follikuldren Lymphoms

In Abhéngigkeit vom Ann-Arbor-Stadium, den Komorbidititen des Patienten und des FLIPI
existieren verschiedene stadienadaptierte Therapiemodalititen. Dabei liegt meist keine

unumstrittene Standardtherapie vor; ein umfassender wissenschaftlicher Konsens wurde noch nicht
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ermittelt und ist Gegenstand zahlreicher klinischer Studien (Aurora, 2006, Czuczman, 2006,
Friedberg, 2009). Angesichts vieler strittiger Punkte haben sich durch klinische Erfahrung und
klinische Studien der Vergangenheit dennoch verschiedene Behandlungsstandards herausgebildet.
In friihen Stadien der Erkrankung (Stadium I und II nach Ann-Arbor) stellen das Zuwarten unter
regelmifBiger Kontrolle bis zum Auftreten von Symptomen (,,watchful waiting* / ,,wait and see®),
als auch die Radiotherapie (RTX) wissenschaftlich gestiitzte Optionen dar (O'Brien, 1991). Bei
einem Subkollektiv dieser Patienten kann die extended-field Radiotherapie (RTX) sogar kurativ
wirken (Mac Manus, 1996). Durch sie werden durchschnittlich 10-Jahres-Uberlebensraten (10-J-U)
von 60-80% und 10-Jahres-Rezidivfreiheitsraten (10-J-R) von 45-60% erreicht (Chen, 1979). Das
»wait and see“-Konzept stiitzt sich auf die Einschidtzung des FLs als indolente, iiber Jahre
asymptomatisch verlaufende und nach Therapie zu Rezidiven mit progredient kiirzeren
Remissionsintervallen neigende FErkrankung (Horning, 1984). Offenbar als Reflexion der
Tumorbiologie folgt das in klinischen Studien beobachtete Ausbleiben von Uberlebensvorteilen bei
frithem Therapiestart im Vergleich zum Zuwarten, mit Ausnahme der Patienten, die durch die RTX
geheilt werden. Wie dieses Subkollektiv allerdings definiert ist und wie es sich im Rahmen des
Stagings ermitteln lésst, ist nicht stringent definiert (Advani, 2004; Brice, 1997, Guadagnolo, 2006;
Mac Manus, 1996). Eine auf die RTX folgende, adjuvante Chemotherapie (CTX) ist mit keinem
zusitzlichen Uberlebensvorteil verbunden (Kelsey, 1994). Bei Bestehen von Vorerkrankungen,
welche eine RTX nicht zulassen, ist die abwartende Strategie somit bis zur klinischen

Verschlechterung gerechtfertigt.

Da die Mehrheit der Patienten, ca. 70-85%, bei Diagnose des FLs ein fortgeschrittenes, inkurables
Krankheitsstadium aufweist, dienen die therapeutischen Bemiihungen hier der Symptomkontrolle
und damit der Verbesserung der Lebensqualitit (Anderson, 1982). Eine Therapie wird auch bei
diesen Patienten mit Blick auf die Uberlebensstatistik erst beim Auftreten von Symptomen
begonnen, da die sofortige Initiierung der Therapie im asymptomatischen Krankheitsstadium
ebenfalls keinen Uberlebensvorteil nach sich zieht (Ardeshna, 2003). Sofern vom Patienten
toleriert, wird bei symptomatischen Patienten die Modalitdt der Chemoimmuntherapie appliziert
(Hiddemann, 2005, Peterson, 2003). Dabei ist die optimale CTX Gegenstand klinischer Studien.
Die Ergidnzung der CTX um eine Immuntherapie mit monoklonalen AK wie Rituximab, welcher
gegen CD20 gerichtet ist (z.B. R-CHOP), hat ein verlingertes Uberleben zur Folge (Fisher, 2005;
Herold, 2007; Marcus, 2008, Sacchi, 2007, Salles, 2008).

Die Transplantaionsmodalititen wie allogene oder autologe Stammzell- / Knochenmarks-

transplantation stellen fiir das FL in fortgeschrittenen Stadien und v.a. bei therapierefraktiren
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Verlaufen potentiell kurative und damit vertretbare Optionen dar. Die autologe
Stammzelltransplantation ist das relativ weniger belastende Verfahren. Allerdings sind beide
Technologien noch mit einer hohen Therapie-assoziierten Morbiditdt und Mortalitdt verbunden, so
dass sie (noch) keine Standardtherapie darstellen konnen. Mehrere klinische Studien zeigen
Uberlebensvorteile der Knochenmarks- / Stammzelltransplantationen im Vergleich zur CTX /
Immuntherapie, weshalb sie aktuell v.a. flir therapierefraktire Félle eine wertvolle Erweiterung der
Therapieoptionen sind (Bastion, 1995; Bertz, 2002; Freedman, 1999; Gopal, 2003; van Besien,
2003). Andere erfolgversprechende Therapieansitze sind beispielsweise die Radioimmuntherapie

und die anti-Idiotypen Vakkzinetherapie (Gandhi, 2005).

2.4 Die Translokation t(14;18)

Das FL war eines der ersten Lymphome bei dem der zur Erkrankung disponierende genetische
Defekt nachgewiesen wurde, ndmlich die Translokation t(14;18)(q32;q21). Dies geschah durch
mehrere Forschergruppen Ende der 1970er und wiahrend der 1980er Jahre (Bakhshi, 1985;
Bloomfield, 1983, Fukuhara, 1978; Levine, 1985, Rowley, 1988; Yunis, 1982). Durch die
balanzierte Translokation zwischen dem bcl-2-Gen auf Chromosom 18 und dem Immunglobulin-
Schwereketten-(IgH-)Gen auf Chromosom 14, gelangt das bcl-2-Gen unter den Einfluss des potent
wirkenden IgH-Enhancers (Ep) (Cleary, 1986a; Tsujimoto, 1984). Die Bruchstellen auf
Chromosom 18 befinden sich in 60-70% der Félle in der nicht-translatierten Region in 3'-Richtung
(,,3'-untranslated region®) des bcl-2-Gens. Dieser Lokus wird als ,,major breakpoint region* (MBR)
bezeichnet. In 10-25% der Translokationen akkumulieren die Bruchstellen auf Chromosom 18 in
der ,,minor cluster region“ (MCR), die sich 30 Kilobasenpaare (kb) vom bcl-2 Gen in 3'-Richtung
(,,downstream‘) entfernt befindet. Die restlichen Translokationen verteilen sich auf den Bereich
zwischen MBR und MCR. Er wird als ,,intermediary cluster region* (ICR) bezeichnet (vgl. Abb. 3)
(Cleary, 1986b,; Kneba, 1991). Beziiglich der Abhéngigkeit der Prognose von der Lokalisation des
Bruchortes herrscht Uneinigkeit (Lopez-Guillermo, 1999; Weinberg, 2007). Diese chromosomale
Mutation wird durch (T- und) B-Zell-spezifische V(D)J-Rekombinationssysteme verursacht. Dabei
spielen die als Transpoasen titigen Produkte der ,,recombination activating genes” (RAG) auf
Chromosom 11q13, die Enzyme RAGI und RAG2, eine entscheidende Rolle. Postuliert wurde,
dass durch strukturelle Ahnlichkeit zwischen ihren physiologischen Zielstrukturen, den
»~recombination signal sequence” (RSS)-Motiven der Immunglobulin-Kassettengene, und
Abschnitten in der Umgebung des bcl-2-Gens, die RAG-Enzyme filschlicherweise eine

Rekombination zwischen Chromosom 14 und Chromosom 18 ausfiithren, die in der beschriebenen
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Translokation miindet (Cleary, 1985; Hiom, 1998; Knecht, 1994, Tsujimoto, 1985, Tsujimoto,
1988).

Abb. 3 — schematische Darstellung der Translokation t(14;18) (nach Roulland S., 2006)
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A: Translokation bei nativer Konfiguration des Schwerekettengens; B: Translokation nach erfolgtem Isotyp-switch zu 1gG1

Allerdings wurde diese These auch angezweifelt und stattdessen die Konformation der DNS als
non-B-DNS fiir die aberrante Wirkung der Transpoasen verantwortlich gemacht (Raghavan, 2004).
Unabhéngig von der Ursache auf Seiten der DNS-Konformation / -Sequenz wird diskutiert, dass
sich diese chromosomale Aberration in frithen Entwicklungsstadien der B-Lymphozyten im
Knochenmark manifestiert, da die V(D)J-Rekombinationssysteme wéhrend dieser Stadien
physiologischerweise aktiv sind (Bertoli, 1988). Ferner haben Sequenzierungsversuche gezeigt,
dass es wihrend der D-Ji- und Vy-DJy-Rekombination, also den Pro-B-Zell-Stadien, zur aberranten
RAG1 / RAG2-Aktivitit kommen kann (Lieber, 2006). Andererseits bestehen Hinweise, dass die
Translokation t(14;18) auch zu einem spéteren Zeitpunkt der B-Zell-Ontogense entstehen konnte.
Der dem Isotyp-Switch der Immunglobuline zugrunde liegende genetische Prozess wurde dabei als
mogliche alternative Lasionsmodalitit identifiziert (vgl. 2.5.3 Verschiedene Immunglobulinklassen)

(Fenton, 2002).

2.4.1 Translokation t(14;18) und die Keimzentrumsreaktion

Da die transkriptionelle Aktivitdit von Ep in B-Zellen funktionsgemél hoch ist, bewirkt die
Translokation t(14;18) eine konstitutive, erhdhte Expression des bcl-2-Proteins (Lieberson, 1995).
Normalerweise ist diese Expression streng reguliert, besonders in den Keimzentren (GC) von LK

(Levy, 1994; Merino, 1994). Auf Grund der antiapoptotischen Wirkung dieses Proteins und der
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damit verbundenen Bedeutung fiir die Selektionsprozesse in den GC, besitzen naive t(14;18)-
positive B-Zellen gegeniiber nicht-translozierten B-Zellen einen Uberlebensvorteil bzw. das
Potential die GC-Reaktion zu deregulieren (Graninger, 1987; McDonnell, 1989). Gemil3 des
aktuellen pathogenetischen Modells der FL-Entstehung entziehen sich solche prékanzerotischen
Zellen der (negativen) Selektion, indem sie zur bcl-2-Expression nicht mehr auf Wechselwirkung
mit anderen Zellen, Zytokine, oder Wachstumsfaktoren angewiesen sind (Rajewsky, 1996).
Physiologischerweise liefert das GC als Selektionsnische des adaptiven Immunsystems lediglich
naiven B-Lymphozyten / Zentrozyten, die hochaffine B-Zellrezeptoren fiir prisentierte Antigene
exprimieren, iiberlebenswichtige Signale (MacLennan, 1994). Durch die resultierende, transiente
Erhohung von bcel-2 und auch anderer antiapoptotischer Proteine wird ein Aufschub der Apoptose
ermoglicht (Hockenbery, 1990; Korsmeyer, 1992a). Naive B-Lymphozyten / Zentrozyten, welche
B-Zellrezeptoren geringer Affinitdt gegeniiber prédsentierten Antigenen exprimieren, gehen aus
Mangel an trophischen Signalen nach durchschnittlich neuen Tagen durch Apoptoseinduktion zu
Grunde (Baird, 1999). Dadurch iiberdauern weniger als 25% der neu generierten naiven B-Zellen

den Selektionsdruck (vgl. Abb. 4) (Liu, 1997; MacLennan, 1994).

Abb. 4 — B-Zellentwicklungsstadien und Keimzentrumsreaktion (nach Kiippers R., 2005)
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Die aberranten B-Zellen besitzen damit in ihrer Apoptose-attenuierten Nische der konstitutiven bcl-
2-Expression die Moglichkeit, unabhdngig vom beschriebenen Selektionsdruck zu persistieren
(Cory, 1995, Vaux, 1988). Durch dieses Unterlaufen der regulatorisch wirksamen und generell die
genetische Integritdt von Zellen garantierenden Apoptose folgt das Potential weitere genetische
Verdnderungen erwerben zu konnen. Da die funktionellen Konsequenzen der Translokation t(14;18)
den Selektionsdruck von den betroffenen B-Zellen nehmen, ist diese Mutation eine wesentliche
molekulare Grundlage fiir die Entwicklung und Manifestation des FLs (Hockenbery, 1993;
Korsmeyer, 1992b). Dennoch ist sie fiir die Auspragung eines kompletten malignen Phinotyps nicht

ausreichend. Weitere transformierende Ereignisse sind dazu notwendig (s.o0.).

2.4.2 Molekulare Aspekte von bcl-2 im Kontext der Apoptoseregulation

Der stereotype Prozess des programmierten Zelltodes, der Apoptose, wird von den mannigfaltigen
Mitgliedern der ,,bcl-2 Familie zytoplasmatischer Proteine® reguliert (Adams, 1998, Kerr, 1972).
Diese Familie ldsst sich in proapoptotische und antiapoptotische Subfamilien untergliedern. Durch
die wechselseitige Interaktion zwischen den verschiedenen proapoptotischen und antiapoptotischen
Proteinen entsteht ein labiles FlieBgleichgewicht, welches in Abhéngigkeit von verschiedenen
Stimuli verschoben werden kann und dadurch das Uberleben oder den Tod der Zelle bedingt. Solche
Stimuli konnen auf die Zelle einwirkende Zytokinmuster, Zytokinentzug, der Verlust des Kontaktes
zu anderen Zellen bzw. zur extrazelluldren Matrix (Anoikis), oder allgemein zytotoxischer Stress
und DNS-Schédden sein (Fairbairn, 1993; Payne, 1995; Pitti, 1996, Puthalakath, 2001). Die
Konzentration an freien pro- und antiapoptotischen Proteinen, welche durch ihre wechselseitigen
Interaktionen bestimmt wird, setzen somit einen variablen Schwellwert, von welchem es abhingt,
ob eine Zelle das Programm der Apoptose induziert, oder nicht (Adams, 2001). Man unterscheidet
im Detail drei Subfamilien voneinander. Die antiapoptotische ,,bcl-2-like Proteinfamilie®, die
proapototische ,,Bax/Bak-like Proteinfamilie* und die proapoptotische ,,BH3-only Proteinfamilie®
(Antonsson, 2001; Bouillet, 2002). Die Vertreter der ,,bcl-2-like Proteinfamilie® enthalten drei bis
vier Homologiedoménen (BH1-BH4) (vgl. Abb. 5, Inhibitors). Die Dominen BH1-BH3 formen
dabei eine hydrophobe Tasche, die fakultative BH4-Doméne stabilisiert diese. Diese Tasche ist der
funktionelle Teil der ,bcl-2-like Proteine®. Mit ihr werden ,,BH3-only Proteine” und ,,Bax-like
Proteine* gebunden und iiber diese Sequestration die antiapototische Wirkung ausgeiibt. Die ,,bcl-2-
like Proteine™ besitzen keine enzymatische Aktivitit und fithren ihre Aufgaben ohne Beihilfe
anderer Proteine aus. ,,Bax/Bak-like Proteine* enthalten zwei bis drei BH-Dominen (vgl. Abb. 5,

Promotors, mittig) und sind, dhnlich mancher bakterieller Toxine, Porenbildner. So erhdhen sie,
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sofern sie nicht mit ihrer BH3-Doméne an ,,bcl-2-like Proteine* gebunden sind, die Permeabilitit
verschiedener membrands begrenzter, (intra-)zelluldrer Kompartimente, wie den Mitochondrien.
Durch Porenbildung, beispielsweise in der dufleren mitochondrialen Membran, dringen aus dem
mitochondrialen Intermembranraum proapototische Faktoren wie Cytochrom c¢ und Apaf-1 in das
Zytosol ein und verschieben das FlieBgleichgewicht. Diese Faktoren dienen als Kondensationsfokus
der Aktivierung von Apoptose-auslosenden Caspasekaskaden. Die Vertreter der ,,BH3-only
Proteinfamilie* binden mit ihrer BH3-Domine an Vertreter der ,,bcl-2-like Proteinfamilie™ (vgl.
Abb. 5, Promotors, unten). Da dies dieselbe Bindungstasche ist mit der ,,bcl-2-like Proteine* die
,Bax/Bak-like Proteine* sequestrieren konnen, werden die ,,Bax/Bak-like Proteine® durch den
Einfluss der ,,BH3-only Proteine* liberiert, wodurch das FlieBgleichgewicht zwischen den ,,bcl-2
Familienmitgliedern® in Richtung Apoptose verschoben wird. Demgegeniiber sind
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen wie z.B. p53, die nicht einer der beiden proapoptotischen
bcl-2 Familien zugeordnet werden, weitere Moglichkeiten des Apoptoseaufschubs (Borner, 2003;
Coultas, 2003). Neben der Apoptoseregulation durch die ,,bcl-2 Familienmitglieder besteht die
Moglichkeit der direkten Aktivierung von Caspasen durch Bindung des Fas-Liganden an den Fas-
Rezeptor (Nagata, 1996).

Abb. 5 — bcl-2 Familie zytoplasmatischer Proteine (nach Adams J., 2001)
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- Inhibitors — Inhibitoren der Apoptose (darunter in Klammern Namen einzelner Vertreter);

- Promoters — Forderer der Apoptose (darunter teils in Klammern Namen einzelner Vertreter);
- Ligand domain — Bindungsdomaine fiir Liganden;

- Receptor domain — Rezeptordomiine; - Anchor — (Membran-)Anker;

- BHI - BH4 — (Protein-)Doménen;

Fiir weitere Erlauterung vgl. Text.

Promaoters

Dieser direkte Weg der Apoptose ist in den Keimzentren der sekunddren Lymphfollikel fiir die

Affinititsreifung von untergeordneter Bedeutung und ist beispielsweise fiir die Eradikation
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autoreaktiver Klone entscheidend. Zwar exprimieren die Keimzentrums-B-Zellen verstarkt den Fas-
Rezeptor, jedoch vollzieht sich die negative Selektion niedrig-affiner B-Lymphozyten in erster Linie
iiber den Mechanismus der Zytokindeprivation und damit iiber die Verschiebung des beschriebenen
FlieBgleichgewichts (Kondo, 2007, Lagresle, 1995). B-Zellen mit niedrig-aftinen BCRs erhalten im
Rahmen der Affinititsreifung der Keimzentrumsreaktion nicht die {iberlebnsnotwendigen,
trophischen Signale (Fairbairn, 1993). Folglich gewinnen die proapoptotischen Vertreter der ,,bcl-2
Familie* die Oberhand und induzieren die Apoptose (Korsmeyer, 1992a). Speziell im Kontext der
Keimzentrumsreaktion féllt damit der funktionelle Zugewinn durch die t(14;18) Translokation
besonders ins Gewicht und fiihrt durch die Unterminierung der Selektionsprozesse zur Deregulation
der Keimzentrumsreaktion (Kondo, 2007, MacLennan, 1994) (vgl. 2.4.1 Translokation t(14,18) und

die Keimzentrumsreaktion).

2.4.3 c-myc, NF-kB und genetische Instabilit:it

Eine konstitutive Expression von bcl-2 besitzt neben der Erzeugung von Apoptoseresistenz auch
das Potenzial, einen Zustand der genetischen Instabilitit zu fordern und zu unterhalten. Daran sind
neben der Beeinflussung von DNS-Reperatursystemen auch Wechselwirkungen mit den potentiell
onkogenen Proteinen c-myc und NF-xB beteiligt (Heckman, 2002; Marin, 1995, Saintigny, 2001;
Vaux, 1988). Untersuchungen haben gezeigt, dass die BH4-Doméne des bcl-2 Proteins an die MBII-
Doméne von c-myc binden kann. Durch diese Heterodimerisierung der Proteine wird die
transkriptionelle Aktivitdt von c-myc erhoht und die Zuverldssigkeit von DNS-Reparatursystemen
reduziert (Karlsson, 2003). Besonders trifft dies fiir die Expression des DNS-Reparaturenzyms
»apurinic-apyrimidinic endonuclease 1 (APE1) zu (Jin, 2006). Das gehdufte Auftreten von DNS-
Schiden wegen insuffizienter Reparatur ist die Folge. So konnen sich zusammen mit der
Apoptoseresistenz in t(14;18)-positiven Zellen DNS-Schiden verstirkt anhdufen und persistieren
(Kuo, 1999). Dies wird zusitzlich bekréftigt, da die physiologischerweise vorherrschende
proapoptotische Wirkung einer verstarkten Expression von c-myc durch die konstitutive Expression
von bcl-2 kompensiert wird (Bende, 2007). Folglich konnen die pathologisch erhdhten Spiegel von
c-myc bestehen (Jin, 2006). Neben c-myc steht auch NF-kB mit bcl-2 iiber positive ,,feedback®-
Mechanismen in Wechselwirkung. Einerseits bewirkt die erhdhte Expression des bcl-2 Proteins eine
Senkung der Konzentration des Inhibitors o von NF-kB (IkBa) und eine Erh6hung der NF-«xB-
Konzentration. Andererseits erhoht NF-kB als Transkriptionsfaktor die Expression von
antiapoptotischen bcl-2 Familinemitgliedern, so auch von bcl-2 (Heckman, 2002). Diese

wechselseitigen Verstarkungsmechanismen zwischen bcl-2, c-myc und NF-kB erweitern den
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passiven, antiapoptotischen Charakter des bcl-2-Onkogens um eine potentiell aktive Komponente
der Forderung genetischer Instabilitit. Diese molekularen Verschrinkungen wirken bei der

Entstehung von Lymphomen damit synergistisch (Hanahan, 2000).

2.4.4 Follikulidre Lymphome ohne die Translokation t(14;18)

Die erhohte bcl-2 Expression beruht in 80-90% der FL auf der Translokation t(14;18) (Bloomfield,
1983; Rowley, 1988). Bei t(14;18)-negativen FL liegen mehrheitlich funktionelle Aquivalente vor,
wie die Translokation t(2;18) und t(18;22), bei denen anstelle von Ep, die Enhancer der
Immunglobulinleichtketten-Gene (Igl-Gene) eine verstirkte Expression von bcl-2 bewirken
(Bertheas, 1992; Rimokh, 1993). Ferner existieren alternative molekularbiologische Wege der FL-
Entstehung, die vor allem im asiatischen Raum verbreitet sind und bei denen bcl-2 an der
Lymphomentstehung nicht beteiligt ist (Biagi, 2002). Diskutierte alternative antiapoptotische Wege
im FL sind dabei die Aktivierung des PI3K/AKT/BAD-Signalweges und die BCL-xL-Deregulation
(de Jong, 2005). Unter den immunhistochemisch bcl-2-negativen t(14;18)-positiven FL wird in der
Mehrzahl der Fille dennoch bcl-2 exprimiert, allerdings in mutierter Form. Diese Mutationen
verdndern das fiir den immunhistochemischen Nachweis erforderliche Epitop und fithren dadurch
zu falsch-negativen Ergebnissen (Schraders, 2005). Wegen der Existenz von t(14;18)-negativen FL
und dem Auftreten anderer t(14;18)-positiver Lymphomentititen ist diese Translokation nicht strikt
pathognomonisch fiir das FL. Dennoch stellt sie nach heutiger Uberzeugung das
molekularpathologische Leitmotiv und das dtiopathogenetische Fundament dieser Entitdt dar

(Leich, 2009).

2.4.5 Bedeutung der Translokation t(14;18) in gesunden Individuen

Eine Forschergruppe der Universitit Leiden wies in einer Studie die Translokation t(14;18) in
peripheren Blutlymphozyten (PBL) unter mehr als der Haélfte der untersuchten, gesunden
Individuen nach. Dieser Befund stand in starkem Kontrast zur vergleichsweise niedrigen Inzidenz
(3/100.000) des FLs in den Niederlanden (Limpens, 1991). Eine dhnliche Studie untersuchte weitere
Gewebe gesunder Probanden, wie die Milz, die Tonsillen, das Knochenmark und follikulér-
hyperplastische Lymphknoten. Die Translokation wurde dabei ebenfalls, mit unterschiedlicher
Gewebehdufigkeit, nachgewiesen. Der Vergleich der Héufigkeiten t(14;18)-positiver PBL bzw.
Milzlymphozyten zweier Alterskohorten (> 61 Jahre und < 20 Jahre) ergab eine 13-fach hohere
Anzahl im Blut, bzw. eine 40-fache hohere Anzahl in der Milz, der &lteren Kohorte (Aster, 1992).
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Dartiber hinaus zeigten auch andere Gruppen, dass die t(14;18) Translokation in Lymphozyten
gesunder Individuen auftrat (Délken, 1996, Limpens, 1995; Roulland, 2006). Manner und Raucher
wiesen hdufiger t(14;18)-positive Lymphozyten auf, als Frauen oder Nichtraucher (Bell, 1995;
Schmitt, 2006). Diese Ergebnisse haben u.a. Diskussionen beziiglich der Wertigkeit einer
molekular-biologischen Tumorvorsorgeuntersuchung, eines Screenings auf diese Translokation hin
angestoBen (Summers, 2001). Diese Beobachtung des Vorkommens von t(14;18)-positiven B-Zellen
in gesunden Probanden steht ferner mit der ,,multistep*“-~-Hypothese zur Entstehung von Neoplasien,
speziell von Karzinomen in Einklang, gemal derer nicht eine, sondern die Summe verschiedener
Aberrationen zur Deregulation des physiologischen Lebenszyklus einer Zelle fiihrt und somit zur
Malignomentstehung / -manifestation (Hanahan, 2000; Weinberg, 1989). Die allgemein hohere
Inzidenz des FLs unter dlteren Menschen stiitzt dies zusétzlich (Liu, 1994). Ferner beschrieben Jaffe
et al. das ,,in situ“ FL, welches als mogliches frithes Stadium der FL-Entstehung interpretiert wurde

(Cong, 2002).

2.4.6 Mausmodelle zum follikuléiren Lymphom

Transgene Miuse, bei denen das bcl-2-Gen unter den regulierenden Einfluss von Ep gestellt wurde,
entwickelten zunéchst follikuldre Hyperplasien, jedoch kein FL. Nach einem Jahr wiesen 15% der
Maiduse ein DLBCL auf, von denen die Hélfte sekunddr erworbene c-myc-Translokationen
prasentierte (McDonnell, 1989, McDonnell, 1991, Strasser, 1993). Ein anderes Mausmodell, bei
dem das bcl-2-Gen unter den Einfluss eines hdmatopoetischen Promotors (Vav-P) gestellt wurde,
zeigte in 45% der Fille Lymphome, die zytomorphologisch FL-Zellen &hnelten, allerdings im
histologischen Verbund das follikuldre Wuchsmuster vermissen lieBen (Egle, 2004). In doppelt Ep-
bcl-2/c-myc transgenen Méusen entwickelten sich verschiedene Lymphome schneller als in einfach
transgenen Méusen (Ep-bcl-2 und Ep-c-myc) (vgl. 2.4.3 c-myc, NF-xB und genetische Instabilitdt)
(Strasser, 1990). Bei den Lymphomen, welche sich in einfach Ep-c-myc transgenen Méausen
entwickelten, wurden haufig Lasionen in Tumorsuppressorgenen wie p53 und Arf, oder eine erhohte
Mdm2 Expression nachgewiesen (FEischen, 1999). Folglich existiert aktuell kein ideales
Mausmodell des FLs. Auch ldsst sich daran bereits antizipieren, dass eine rein zellzentrierte,
lediglich auf den malignen Klone abzielende Betrachtung der Atiopathogenese des FLs den
aberranten funktionellen Modalititen der Entwicklung dieser Entitdt nicht gerecht wird (vgl. 2.6

Tumorprogression und follikuldres Lymphom).
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2.4.7 Bewertung der Translokation t(14;18)

Basierend auf dem aktuellen Modell der Atiopathogenese des FLs als Kontinuum einer ,,multistep-
Tumorigenese®™, kann die Translokation t(14;18) im gesunden Menschen als frithe Stufe einer

mehrstufigen FL-Entwicklung, also als fakultative Prikanzerose betrachten werden (Rabkin, 2008).

2.5 Molekulare Aspekte der B-Zellrezeptor-Evolution

Auf die im Zusammenhang mit der T-Zellontogenese ablaufenden Rekombinationsprozesse zur
Erzeugung von T-Zellrezeptordiversitdt, wird in dieser Arbeit nicht eingegangen. Dennoch wird
hiermit darauf hingewiesen, dass das RAG-dominierte V(D)J-Rekombinationssystem, anders als
das Leitenzyme der SH und der CSR, nicht ausschlieBlich wihrend B-lymphozytérer, sondern auch

wihrend T-lymphozytdrer Reifungsprozesse exprimiert wird (Stavnezer, 1996, Zheng, 1994).

1972 wurden der amerikanische Biologe Gerald M. Edelman und der Britische Biochemiker
Rodney R. Porter flir die Aufklarung der Struktur (vgl Abb. 6) und der Aminosduresequenz eines
IgG-Antikorpers mit dem Nobelpreis fiir Physiologie und Medizin ausgezeichnet (Raju, 1999).

Abb. 6 — Struktur eines Antikorpers / B-Zellrezeptors (nach Edelman G., 1973)

Fab(t) Fab (1)
Heavy . e= =
Hp B2 V,
| IS g
i BRIV R
B
_ng_
CH3
-5, 5
COOH COCH
Fe(t)

Ein Antikorper setzt sich aus zwei zueinander spiegelbildlich identischen Einheiten zusammen. Eine solche Einheit besteht aus
einer leichten und einer schweren Polypeptidkette (heavy & light chain). Diese Komponenten sind iber kovalente Disulfidbriicken
(5) miteinander verbunden. Ein B-Zellrezeptor besitzt zusiitzlich transmembrandse und intrazelluliire Domiinen (nicht dargestellt).
Grundlegend ist sein Aufbau jedoch zudem eines Antikorpers identisch.

WVH / VL — variable Anteile der schweren bzw. leichten Kette. Fab(t) — fragment antigen binding

CH / CL konstante Doméinen der schweren bzw. leichten Kette. Felt) — fragment crystallizable

Die ,,humorale Theorie* des Miinchner Mediziners Hans Buchner, welche Korpersekreten geloste,
protektiv wirkende Stoffe zuschrieb, stammte bereits aus den 1880-er Jahren (Buchner, 1889;

Kohler, 1971). Deren ErschlieBung und begriffliche Fixierung als Antikérper (AK), welche zuvor
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von dem deutschen und japanischen Bakteriologen Emil von Behring und Shibasaburo Kitasato in
Zusammenhang mit den Diphtherie- und Tetanustoxinen als Antitoxine bezeichnet worden waren,
erfolgte 1891 durch den ,,Vater der Chemotherapie Paul Ehrlich (Lindenmann, 1984). Fir die (AK-
basierte) Serumtherapie erhielt Emil von Behring 1901 den ersten Nobelpreis fiir Medizin
(Stevenson, 1953). Auf der Grundlage des Wissens um die Existenz von AK, wurden kontroverse
Diskussionen beziiglich der Art der Kodierung der unzdhligen, gegen verschiedenen Noxen
gerichteten AntikOrperspezifititen gefiihrt (Jerne, 1955; Lederberg, 1988). Zwei beriichtigte

Theorien waren die ,,Keimbahntheorie* und die ,,Somatische Diversifikationstheorie* (Dreyer,

1967; Wigzell, 1973). Da alle, auf mehr als 10° geschitzten, moglichen Antikdrperspezifititen die
Kapazitit des menschlichen Genoms iiberschreiten wiirden, sofern diese keimbahnkodiert wiren,
bestand zunichst ein Paradoxon (Dreyer, 1965). 1976 hat sich das von Susumu Tonegawa aus
genetischen Studien abgeleitete Modell der somatischen Rekombination der Immunglobulingene als
Losung  dieses  Kapazitidtsparadoxons  durchgesetzt und damit die ,,Somatische
Diversifikationstheorie® bestétigt (Hozumi, 1976, Tonegawa, 1974; Tonegawa, 1983). Der
molekularbiologische Mechanismus dieser Rekombinationsprozesse wurde durch weitere

Experimente aufgedeckt (Alt, 1986, Alt, 1992, Bassing, 2002; Williamson, 1975).

2.5.1 V(D)J-Rekombination und B-Zell Ontogense

Das Prinzip der V(D)J-Rekombination wird am Beispiel des Immunglobulinschwereketten-Gens
(IgH-Gen) (Chromosom 14q32) beschrieben. Fiir die Igl.-Gene gilt analog dasselbe Prinzip, wobei
folgende wesentliche Unterschiede bestehen: Im Haplosatz der menschlichen Chromosomen liegen
zwei Igl-Loci vor, ndmlich der IgL-x-Locus (Chromosom 2p12) und der IgL-A-Locus (Chromosom
22ql1). Dartiber hinaus besitzen die Igl-Loci keine D-Segmente und die Aktivitat der TdT ist bei
der VJ-Rekombination der IgL niedrig bis nicht vorhanden (Cook, 1995; Tonegawa, 1978a;
Tonegawa, 1978b).

Der Kontakt eines Antikorpers bzw. eines B-Zell-Rezeptors mit einem Antigen erfolgt iiber die
variablen Anteile der miteinander assoziierten schweren und leichten Kette. Diese beiden Anteile
bilden die Bindungsstelle fiir die antigene Determinante. Jeder Antikorper / BCR besitzt davon zwei
identische Ausfithrungen (vgl. Abb. 6) (Edelman, 1973, Porter, 1973). Die Aminosduresequenz des
variablen Anteils der schweren Kette (IgVy) wird durch den variablen Anteil des
Immunglobulinschwereketten-Gens (VH-Gen) kodiert. Dieser Genabschnitt entsteht durch die
Ligation zufdllig ausgewdhlter, keimbahnkodierter Gensegmente. Dabei werden jeweils ein

variability-(V-), ein diversity-(D-) und ein joining-(J-)Segment miteinander verbunden (Matsuda,
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1996). Es existiert eine Vielzahl an V-,D- und J-Segmenten, die in der Keimbahnkonfiguration in
V-, D- und J-Segmentinseln organisiert sind. Das Resultat des Rekombinationsprozesses ist ein
integrierter VDJ-Genabschnitt, eine transkriptionelle Einheit, die den rearrangierten Bereich des

variablen Abschnittes des VH-Gens darstellt (vgl. Abb. 7) (Early, 1980).

Abb. 7 — VDJ-Rekombination, SH und CSR (nach Kinoshita K., 2001)
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Die B-Zellrezeptor-modifizierenden Prozesse sind riumlich und =zeitlich getrennt. Die Erzeugung einer
transkriptionellen Einheit aus der Keimbahnkonfiguration der Immunglobulingene erfolgt iiber die V(DJ-
Rekombination (recombination) im Knochenmark (bone marrow) frith wihrend der B-Zellontogenes. Die
somatische Hypermutation (somatic hypermutation) und der Wechsel des Immunglobulin-Isotpys (class-switch
recombination) laufen, spitere B-Zelldifferenzierungsstadien definierend, in den Keimzentren (germinal
centre) pheripherer lymphatischer Gewebe ( peripheral lymphoid tissue) ab.

- mutated ¥V gene — im rearrangierten variablen Anteil des Immunglobulingens werden Punktmutationen eingefiihrt.
- intermediate / looped-out circular DNA — beim Isotyp-Wechsel geht DNS verloren und es entsteht eine neue Kon-
figuration des konstanten Anteils des Immunglobulingens.

Die nicht verwendeten Segmente gehen der Zelle im Zuge der VDJ-Rekombination durch Deletion
verloren (Ehlich, 1995, ten Boekel, 1995). Die Leitenzyme der somatischen Rekombination sind die
Lymphozyten-spezifischen Enzyme RAGI, RAG2 und TdT, die zusammen mit konstitutiv
exprimierten Enzymen die erforderlichen Reaktionen ausfithren (Agrawal, 1997; Komori, 1993).
Insbesondere finden folgende, B-lymphozytire Entwicklungsstadien definierende Prozesse im
Knochenmark statt (Hardy, 1991; Osmond, 1998). Die RAG-Enzyme erkennen die einzelnen VDJ-
Segmente anhand Segment-flankierender Signalsequenzen, den RSS-Sequenzen (Sakano, 1979). Im

Stadium der frithen pro-B Zelle erfolgt die Ligation eines D- mit einem J-Segment zum
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rearrangierten DJ-Segment, jeweils auf beiden Allelen. AnschlieBend wird, zunédchst auf einem
Allel, die spite pro-B-Zelle definierend, das Zusammenfiihren des DJ-Segments mit einem zuféllig
ausgewdhlten V-Segments zum VDJ-Segment vollzogen. Ist dieser Prozess fehlerhaft, folgt auf dem
anderen Allel der Versuch ein weiteres, dieses Mal intaktes VDJ-rearrangement zu bilden
(Grawunder, 1998). Eine Eigenheit der VDJ-Rekombination der IgVy-Gene ist die Aktivitdt der
TdT. Dieses Enzym fiihrt, als ,template-unabhéngige* DNS-Polymerase ( - Humane DNS-
Polymerasen bendtigen normalerweise eine Schablone fiir die Auslibung ihrer Aktivitdt. Diese
Schablonenfunktion wird, im Rahmen der semikonservativen DNS-Replikation, durch den zu
replizierenden DNS-Einzelstrang bereitgestellt - ) an den Verbindungsstellen der einzelnen
Segmente zufillig Nukleotide ein und erhoht damit die Variabilitdt der entstandenen VDJ-Sequenz
(Gauss, 1996; Komori, 1993; Repasky, 2004). Folglich wird einerseits bereits durch die
Kombination zufillig ausgewdhlter V-, D- und J-Segmente Sequenzvielfalt erreicht; diese wird als
,.kombinatorische Vielfalt“ deklariert. Andererseits erzeugt die TdT-Aktivitit zusdtzlich

»junktionale Vielfalt“. Alleine durch die kombinatorische Vielfalt der IgVy und IgV. zusammen,

sind statistisch betrachtet mehr als 10° Antikorperspezifititen denkbar (Lee, 1993; Thompson,
1995, Weigert, 1980).

2.5.2 Somatische Hypermutation und B-Zellrezeptor-Affinitiitsreifung

Durch die V(D)J-Rekombination kann eine primidre Batterie von verschiedenen
Antikorperspezifititen generiert werden. Diese besitzen jedoch nicht zwingend hohe Affinitét
gegeniiber Antigenen (AG), da sie AG-unabhdngig erzeugt werden. Um hochaffine Antikdrper
gegeniiber bestimmten Pathogenen zu erzeugen, besitzen Vertebraten die Moglichkeit zur AG-
abhingigen somatischen Hypermutation der IgVy- und IgV,-Gensegmente. Dieser Prozess findet
typischerweise in den GC sekunddrer Lymphfollikel statt (Jacob, 1991). In diesen
hochspezialisierten Regionen wird das entsprechende AG durch AG-présentierende Zellen (APC),
in diesem Fall v.a. durch follikuldre dendritsche Zellen (FDC), dargeboten (vgl. Abb. 4) (Humphrey,
1984). Naive B-Lymphozyten mit einer im selektiven Kontext addquaten Affinitit zu einem der
Epitope des AGs, konnen das AG mit ihrem BCR binden und durch Endozytose prozessieren.
Durch Wechselwirkung mit T-Lymphozyten werden dann in der B-Zelle genetische
Differenzierungsprogramme gestartet, so dass diese abwechselnd den Phénotyp von Zentrozyten
und Zentroblasten annimmt, bis die Zelle negativ selektiert wird, oder eine weitere Differenzierung
zu Memory- oder Plasmazellen erfolgt (Wang, 1995). Zentrozyten treten in Wechselwirkung mit
AG, die auf FDC présentiert werden, sowie mit den FDC selbst (Choe, 2000). Ist die Affinitdt zum
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AG relativ zu den anderen im Wettbewerb stehenden BCR-Spezifititen hoch, erhilt der Zentrozyt
das Uberleben verlingernde, trophische Signale und differenziert zum Zentroblasten. Nach einigen
Replikations- und Proliferationszyklen als Zentroblast, folgt die Redifferenzierung zum
Zentrozyten, und so fort (Liu, 1989). Parallel findet die Einfiihrung von Punktmutationen in die
IgVy- und IgVi.-Gene durch die SH statt (vgl Abb. 7). Dadurch verdndert sich die
Aminoséduresequenz und die Affinitdt des BCRs mit jedem Zyklus der GC-Reaktion. Ist die SH der
Affinitidtserhohung gegeniiber dem présentierten AG zutrdglich gewesen, folgt weitere Expansion
des betreffenden Zentroblasten und schlieBlich, in Abhédngigkeit von den Zytokinmustern, die
Differenzierung zu Memory-B-Zellen oder Plasmazellen (McHeyzer-Williams, 1999; Ziegner,
1994). Ist das Gegenteil der Fall, schwinden die Chancen des Klons zunehmend, im Wettbewerb um
Epitope, an ein Antigen binden zu kénnen und Uberlebenssignale zu erhalten. SchlieBlich wird aus
Mangel an trophischen Signalen die Apoptose induziert (,,Apoptose durch Antigendeprivation®)
(O'Connor, 2006, Pittner, 1998, Shlomchik, 1989). Demzufolge resultieren aus mehreren Zyklen
der SH, der klonalen Expansion und der Selektion, BCR-Spezifititen mit hoher AG-Affinitit
(Allen, 2007).

Das Schliisselenzym dieser ,,neo-darwinistischen* Evolution ist die B-zellspezifische ,,activation-
induced cytidine deaminase® (AID). Diese Deaminase ist das einzige B-zellspezifische Enzym,
welches fiir die Ausfithrung der SH in Keimzentren notwendig ist. Die zusitzlich notwendigen
Faktoren sind Produkte konstitutiv exprimierter Gene. Eine Deletion des AID-Gens im Mausmodell
macht SH und CSR unmdéglich (Muramatsu, 2000). Ein AID-Mangel verursacht im Menschen u.a.
das Hyper-IgM-Syndrom Typ II, das durch die Unfdhigkeit der B-Lymphozyten zur SH und CSR
charakterisiert ist (Revy, 2000). Die AID wurde 1999 durch die Honjo Laboratorien in Japan
identifiziert (Muramatsu, 1999). Es handelt sich um ein hoch konserviertes, 28-kDa schweres
Polypeptid, das mit APOBEC1 nahe verwandt ist (Barreto, 2005; Conticello, 2005; Scott, 1995).
Fiir SH und CSR sind unterschiedliche Domédnen des Enzyms katalytisch bedeutend, da Mutationen
im N-Terminus, nicht aber im C-Terminus die Féhigkeit zur SH verschlechtern. Umgekehrtes gilt
fiir die CSR (Barreto, 2003; Shinkura, 2004). Die AID formt Homodimere und deaminiert die Base
Cytosin (C) in Einzelstrang-DNS (ssDNS) wiahrend der Transkription (Bransteitter, 2003, Fukita,
1998). Sie erzeugt dadurch Uracil (U), fiihrt folglich Punktmutationen in das Genom ein

(Dickerson, 2003; Wang, 2006). Die Frequenz der Mutagenese betrigt ca. 107 je Basenpaar je
Generation (Jacob, 1991; Shlomchik, 1989). Wegen der Deaminierung von Deoxycytidin in
transkribierter ssDNS, resultieren posttraskriptionell aus C:G-Paaren, U:G-Fehlpaarungen

(Dickerson, 2003). Diese Fehlpaarungen koénnen nach aktuellem Forschungsstand unterschiedlich
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prozessiert werden (vgl. Abb. 8) (Di Noia, 2007, Neuberger, 2005):

- Im Falle einer Replikation ohne vorhergehende Korrektur des Uracils, entsteht eine Transition.
Dabei wird Uracil, als dem Thymin strukturell verwandte Base, bei der Replikation von DNS-
Polymerasen als Thymin interpretiert und geht folglich mit Adenin eine

Wasserstoffbriickenbindung ein (Phase 14, Abb. §8).

- Genomisches Uracil kann alternativ durch zelluldre Reparatursysteme erkannt werden. Hierbei
wird Uracil durch die Uracil-N-Glycosylase (UNG) entfernt und es entsteht ein abasischer Ort
in der DNS. Es kann sowohl eine Transition, als auch eine Transversion resultieren (Phase 1B,

Abb. 8).

— Genomisches Uracil kann auch, vermittelt durch die Aktivitidt von Endonukleasen (APE), einen
Strangbruch mit den mdglichen Folgen einer nichthomologen Rekombination oder Deletion

nach sich ziehen (Phase 2, Abb. §).

- Das Nukleotid-Exzisions-Reperatursystem kann ebenfalls aktiv werden und mehrere Nukleotide
in der Umgebung eines abasischen Ortes bzw. von genomischem Uracil herausschneiden. Durch
»hon-proofreading® DNS-Polymerasen konnen falsche Basen an die freien Stellen synthetisiert

werden (Phase 2, Abb. 8).

Diese moglichen Mechanismen waren bis vor einigen Jahren nicht bekannt und beinhalten auch
aktuell noch Forschungspotential. So ist noch keine eindeutige Erklarung fiir die Spezifitit der AID
fiir Immunglobulingene gefunden worden, oder warum die Zellreparaturmechanismen in diesem
Zusammenhang Mutationen fordern, statt die Integritit des Genoms zu bewahren (Vallur, 2007).
Man nimmt an, dass die AID-vermittelte Mutagenese mit der Transkription gekoppelt ist, da die
AID lediglich Cytidin von ssDNS deaminiert, die Hypermutationsraten proportional zur
transkriptionellen Aktivitdt sind und die AID mit dem transkriptionellen Apparat interagiert
(Bransteitter, 2003; Dickerson, 2003; Fukita, 1998, Wang, 2006). Die Expression des Enzyms
erfolgt im Rahmen der Keimzentrumsreaktion, fiir die es spezifisch ist (Muto, 2000). Daran sind
durch IL4, TGF-8 oder CD40-Ligation induzierte Signalwege wie der NF-kB- und STAT-pathway
beteiligt (McBride, 2006, Zhou, 2003). Des Weiteren spielen Kompartimentierung und der
Phosphorylierungsstatus des Enzyms ebenfalls eine regulierende Rolle. Das Enzym weist ein C-
terminales, nukledres Exportsignal auf, weshalb sich der Grofiteil des Enzyms im Zytoplasma
befindet (McBride, 2004, Rada, 2002). Ferner erhoht die Phosphorylierung des Enzyms dessen
Aktivitit (Basu, 2005).
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Abb. 8 — molekulare Prozesse der SH (nach Neuberger M.S., 2005)
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Wihrend die Prozesse der Phase | der somatischen Hypermutation bereits gut erforscht sind, besteht beziiglich Phase 2

noch Erklirungsbedarf. Es werden wahrscheinlich Enzyme der konstitutiv exprimierten Zellreperatursysteme involviert

(z.B. MSH2-MSH®6), die jedoch aus ungeklirten Griinden fehlerhaft (a form of mutagenic patch repair) arbeiten bzw.

in diesem Kontext gezielt permissiv fiir Mutationen wirken.

- Mutations at C-G pairs by deamination of C to U — Bei Cytosin-Guanin Basenpaaren findet durch Deaminierung die
Umwandlung von C-G in C-U statt.

- Mutations mainly at A-T pairs (mechanism unknown) — wie Mutationen bei Adenin-Thymin Basenpaaren genau zu
Stande kommen, ist noch ungeklirt.

2.5.3 Verschiedene Immunglobulinklassen

Dem Isotyp-Switch, dem Wechsel zwischen Immunglobulinklassen, liegt auf genetischer Ebene die
,Class-Switch-recombination (CSR) zu Grunde (vgl. A4bb. 7). Die CSR verbindet den
rearrangierten variablen Bereich des Immunglobulin-Schwere-Kettengens (IgVy) mit einem neuen
konstanten Abschnitt (IgC) desselben Gens. Dabei wird die Switch-Region des (konstanten) IgM-
Anteils (sp) durch eine in 3'-Richtung befindliche Switch-Region (s) ersetzt (Kinoshita, 1998; von
Schwedler, 1990). Dieser Prozess flihrt zur Deletion der dazwischen gelegenen DNS (Cory, 1980;
Iwasato, 1990). Die verschiedenen IgC besitzen entsprechend den neuen BCRs bzw. AK
unterschiedliche Effektorfunktionen. Man unterscheidet auf Proteinebene IgM und IgD, 1gG3,
IgGl, IgG2b, 1gG2a, IgE und IgA. Die verschiedenen s sind 2-10 Kilobasen (kb) lange DNS-
Bereiche, welche ,,downstream® des rearrangierten IgVy-Bereiches liegen (Dunnick, 1993). Sie
flankieren die verschiedenen IgC-Gene, welche analog zu den Immunglobulinisotypen als sy, syl,

sy2b, sy2a, s& und sa bezeichnet werden (Shimizu, 1982). Die AID fiihrt dabei in die zu
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rekombinierenden s U:G-Fehlpaarungen ein (Muramatsu, 2000). Diese werden durch die UNG
prozessiert, wodurch ein Substrat fiir die APE1 geschaffen wird (Rada, 2004). Diese Endonuklease
APEI1 erzeugt einen Doppelstrangbruch (DSB). Damit die Rekombination ablaufen kann, miissen in
beiden s DSB erzeugt und die Fragmente in rdumliche Néhe gebracht werden. Die DSB werden
dann durch nichthomologe Rekombination vereint. Dadurch ist eine neuer BCR/AK-Isotyp
entstanden (Manis, 2002). Mutationen im C-Terminus der AID unterbinden die CSR (Barreto,
2003; Shinkura, 2004). Die CSR findet wie die SH in den Keimzentren sekundédrer Lymphfollikel
statt. Der resultierende Isotyp wird u.a. durch das Zytokinmuster, durch welches die B-Zelle von

threm Umfeld zur CSR stimuliert worden ist, determiniert (Stavnezer, 1996).

2.5.4 Aberrantes Potential der V(D)J-Rekombination, SH und CSR

In Zusammenschau ldsst sich konstatieren, dass Vertebraten mit den Enzymen RAG1, RAG2, TdT
und AID ein potentes und flexibles Arsenal zur Verteidigung gegeniiber Pathogenen besitzen; zum
einen wegen der kombinatorischen und junktionalen Vielfalt und der AK-/BCR-Perfektionierung
durch bedarfsgerechte, optimale Affinititsanpassung im Kontext der GC-Reaktion; zum anderen
durch verschiedene, Isotyp-abhingigen Effektorfunktionen des Immunsystems im Rahmen von
Infektionen und Entziindungen. Allerdings besteht durch die Existenz der V(D)J-Rekombination,
der SH und der CSR das Risiko, tumorigene Aberrationen auszuldsen, da die beteiligten Enzyme
die DNS modifizieren und dabei fehlerhaft wirken konnen (Dadi, 2009, de Yébenes, 2006, Kirsch,
1997; Knecht, 1994; Marculescu, 2006).

2.6 Tumorprogression und follikulares Lymphom

GemilB der aktuellen Betrachtungsweise von Karzinomen sind maligne Neoplamen die Folge eines
Mehrstufenprozesses, in dessen Zentrum die Kumulation von DNS-Liasionen steht (Duesberg,
2003;  Schedin, 2004). Ein bekanntes Beispiel ist das kontrovers diskutierte
Tumorprogressionsmodell von Vogelstein, das flir die Entstehung des Kolonkarzinoms etabliert
wurde (Fearon, 1990; Waliszewski, 1995). Allgemein gesprochen akkumulieren mit meist
erheblicher Latenz zur Tumormanifestation DNS-Alterationen. Dabei konnen die einzelnen
Schéden am Erbmaterial ein Onkogen erzeugen, was als ,,gain of function* bezeichnet wird, da dies
einen Zugewinn an proliferativer / persistierender Kompetenz nach sich zieht. Alternativ konnen
Alterationen auch einen ,,loss of function®, einen Verlust von Tumorsuppressorgenen bewirken,

sofern beide Allele betroffen sind (Canman, 1995; Weinberg, 1989). Dieser Verlust zieht eine
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potentielle Verminderung der Deregulationskontrolle, oder eine Storung der Reparatursysteme der
Zelle nach sich. Einzelne Lisionen besitzen dabei keine transformierende Kompetenz. In ihrer
Summe konnen die funktionellen Folgen einzelner Lisionen von der betroffenen Zelle allerdings
nicht mehr kompensiert werden. Die Deregulation von Checkpointsystemen des Zellzyklus, die
Schmélerung der Effizienz von DNS-Reparatursystemen, oder die Beeintrdchtigung Apoptose-
induzierender Mechanismen stellen allgemeingiiltige, synergistische Schliisselereignisse der durch
DNS-Liasionen bedingten Aufhebung der Zellhomoostase dar (Hakem, 2008, Nowell, 2002). Es
wurden in diesem Zusammenhang sechs funktionelle Erweiterungen postuliert, die wesentliche
Voraussetzung fiir eine maligne Transformation darstellen. Lediglich die Modalitit der
funktionellen Kompetenzerweiterung eines potentiell aberranten Klons unterscheidet demnach die
mannigfaltigen Tumorentititen (Hanahan, 2000). Chronische Entziindungszustinde wurden
unlingst als ,,seventh hallmark of cancer postuliert (Bende, 2009; Colotta, 2009). Mit diesen
Betrachtungen ist die Bedeutung des nicht-neoplastischen Begleitinfiltrates der aberranten Zellen,
neben der Autonomiehypothese der Tumorentstehung, die den aberranten Klon ins Zentrum der
Betrachtung gestellt hat, wieder in den Fokus geriickt. Diese Bedeutung unterstrich Foulds 1954 in
seiner Arbeit {iber Tumorprogression treffend, indem er den qualitativen Verdnderungen von
Tumorklonen die wesentliche Bedeutung fiir die Progression zuschrieb (Foulds, 1954). Analog
werden maligne Neoplasmen zunehmend als Nischen-abhingige Erkrankungen betrachtet, die in
pathogenetisch maB3gebliche Wechselwirkung mit ihrer Umgebung treten (Nguyen, 2009; Psaila,
2009). Dies besitzt insbesondere fiir das FL Aktualitdt. Je nach zelluldrer Zusammensetzung der
infiltrierten Nische, primér des Keimzentrums, die durch bestimmte humorale Faktoren, Zell-Zell-
und Zell-Matrixinteraktion charakterisiert ist, werden in prékanzerotischen t(14;18)-positiven
Zellen unterschiedliche intrazelluldre Signalkaskaden aktiviert. Dementsprechend werden
verschiedene genetische (Differenzierungs-) Programme, wie das der SH, die GC-typisch sind und
physiologischerweise ablaufen, initiiert (Muramatsu, 1999; Pasqualucci, 1998). Wegen der
Deregulation der Keimzentrumsreaktion durch eine konstitutive Expression von bcl-2, werden
aberrante Hypermutationen allerdings unzuldnglich korrigiert. Demzufolge akkumulieren
pridmaligne Klone bis zum Erreichen eines maligenen Phénotyps weitere genetische Lésionen, ohne
in Apoptose zu gehen. Die Geschwindigkeit der Progression und Transformation, sowie die
Reihenfolge der genetischen Wege aus der physiologischen Homdostase in die Deregulation werden
in einer solchen Milieu-abhingigen Betrachtungsweise entscheidend durch das Umfeld bestimmt

(Alvaro, 2006, de Jong, 2005, Kaplan, 2007, Schedin, 2004).
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2.6.1 Heterogenitit der Entwicklung des follikuléiiren Lymphoms

Beziiglich der sekundéren genetischen Verdnderungen des FLs ergaben verschiedene zytogenetische
Untersuchungen fiinf hidufig vorkommende Verdnderungen. Dies waren -1p32-36 in 20%, -6q11-27
in 30%, +7 in 28%, +12 in 23% und +X in 24% der untersuchten Félle. Die durchschnittliche
Anzahl an chromosomalen Verdnderungen eines ,,kompletten malignen Phanoptys* betrug sechs. In
weiteren Untersuchungen fanden sich vier chromosomale Verdnderungen, welche unmittelbar nach
der initialen Translokation t(14;18) erzeugt wurden. Dies waren +7 in 34%, 6q- in 20%, +(der)18 in
10% und +1q in 8%. Auf der Grundlage dieser frithen Alterationen wurden vier karyotypische Wege
der FL-Evolution postuliert (vgl. Abb. 9).

Abb. 9 — nicht-zufiillige Heterogenitiit der FL-Entwicklung (nach Bende R. J., 2007)
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Antigen (Ag}stimulierte, ti 14:18)-positive B-Zellen fiihren im Rahmen der Keimzentrumsreaktion (GC reaction)
somatische Hypermutation (SHM machinery) aus und erwerben in diesem Kontext weitere genetische Lisionen
(additional genetic alterations). Parallel zur FL-Entwicklung lassen sich relativ zueinander frilhe und spite
zytogenetische Veriinderungen feststellen. Ferner wurden auf der Grundlage von friihen Lisionen wvier
zytogenetische Wege der FL-Entwicklung bestimmt. Diese sind mit dem Verauf und der Prognose der Erkrankung
assoziiert (adverse FL course — schlechte Prognose: favorable FL course — gute Prognose).
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Relativ dazu spit ablaufende Aberrationen wurden als 2p-, 10p-, -15, 17p- und 17q- identifiziert.
Ferner wurden genetische Verdnderungen wie +X, 1p-, +1q, +12, 17p- und 17q- als signifikant
negative Prediktoren fiir das Gesamtiiberlebens der erkrankten Individuen eingestuft. Der stéirkste
zytogenetische Surrogatmarker fiir eine schlechte Prognose war -6q25-27. Fiir eine relativ gute
Prognose standen hingegen +7, +8 oder +der(18) (Hoglund, 2004; Mohamed, 2001; Viardot, 2002).
Folglich existiert eine bereits durch frithe zytogenetische Aberrationen induzierte prognostische

Divergenz. Die am hédufigsten auftretenden, sekundiren zytogenetischen Verdnderungen fanden sich
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auf Chromosom 1, speziell -1p32-36, +1pl11-q44 und (der)1t(1;1)(p36;q11-23) (Hoglund, 2004,
Lestou, 2003). Somit bestehen vielfdltige zytogenetische Verdnderungen und in Analogie zur
Heterogenitét des FLs verschiedene molekulare Wege der FL-Entwicklung (Bende, 2007, de Jong,
2005). Durch den Vergleich von Genexpressionsanalysen zwischen FL-Zellen und gesunden
Keimzentrums-B-Zellen wurden in FL-Zellen verschiedene, typische Verdnderung festgestellt. Die
betroffenen Gene umfassten Zell-Zyklus-Regulatoren, Transkriptionsfaktoren, Zell-Zell-
Interaktionsmolekiile, Adhdsionsmolekiile, Chemokine, Wachstumsfaktoren, etc. Speziell das TGF-

3 modulierende Signalmolekiil SMADI1, die Map-Kinase MAP3K11, der Zellzyklusregulator

CDKNIA/p21Cip1, die Hitzeschockproteine Hsp27 und Hsp40, TNF-Zytokine und die
Transkriptionsfaktoren ID2 und c-JUN wurden in FL-Zellen, vergleichsweise zu gesunden
Keimzentrums-B-Zellen, stark exprimiert. Herabgesetzt war wu.a. die Expression der

migrationsinhibierenden Faktoren MRP8 und MRP14 (Husson, 2002).

2.6.2 Progression zu aggressiven Lymphomen

Anders als bei der Entwicklung zum kompletten malignen Phinotyp des FLs, fiir die iberwiegend
»gains of function® verantwortlich gemacht werden, werden der Transformation zu aggressiven
high-grade Lymphomen verschiedene ,,loss of function“-Ereignisse zugeschrieben (Sanchez-Beato,
2003). Am héaufigsten transformiert das FL. zum DLBCL (Muller-Hermelink, 2001). Die Hilfte der

FL transformiert dabei innerhalb von 5 Jahren nach Diagnose (Ersball, 1989). Diese Transformation

ist in 54% der Félle mit einer homozygoten Deletion von p16INK4a und in 25% mit p53-Mutationen
assoziiert (Matolcsy, 1999). Die Inaktivierung weiterer ,,cyclin-dependent kinase inhibitors* wurde
beschrieben (Lo Coco, 1993). Neben Mutationen sind epigenetische Prozesse, wie die Methylierung
der Promotorbereiche von Tumorsuppressorgenen an der Inaktivierung beteiligt (Pinyol, 1998).
Eine aberrante somatische Hypermutation des bcl-6- oder bcl-2 Gens ist ebenfalls mit Progression
und Transformation assoziiert (Matolcsy, 1996, Pasqualucci, 1998; Rossi, 2006, Szereday, 2000).
Allerdings findet sich dabei die aberrante Aktivitit der AID vergleichsweise zu de novo DLBCL
(>50%) selten. Im Gegensatz zu den de novo DLBCL sind Mutationen des c-myc-Gens ebenfalls
selten (Jardin, 2006; Matolcsy, 1996). Dennoch wird c-myc in mehr als 80% der transformierten
Fille verstirkt exprimiert, was u.a. auf die angefiihrte Wechselwirkung zwischen bcl-2 und c-myc
zuriickzufiihren ist (vgl. 2.4.3 c-myc, NF-kB und genetische Instabilitdt) (Arcinas, 2001, Knezevich,
2005). Demgegeniiber finden sich Aberrationen des c-myc Gens beim Ubergang in das precursor B-
Zell lymphoblastische Lymphom (PBC-LBL) (8% aller Transformationen) héufig, v.a. als
Translokation t(8;14) oder t(8;22) (Young, 2008). Transformationen des FLs zu immunoblastischen
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und Burkitt-type Lymphomen finden selten statt. Die SH nimmt im Zusammenhang mit der FL-
Progression und Transformationsereignissen des FL zu aggressiven Lymphomen ab, oder wird
komplett eingestellt (Halldorsdottir, 2008). Parallel zur zytogenetischen Entwicklung des malignen
Phanotyps des FLs finden sich bei der Progression zum DLBCL ebenfalls nicht-zufillige, mit
unterschiedlicher Haufigkeit wiederkehrende, zytogenetische Aberrationen (Berglund, 2007).

2.6.3 Histologische und immunologische Nischen

Die Rolle des BCRs bei der Entstehung und Progression des FLs ist nicht eindeutig geklart. Die B-
Zellontogenese wird in Abhingigkeit vom BCR-Status definiert und das Uberleben der B-Zellen
hingt nahezu in jedem Entwicklungsstadium malgeblich von dessen intakter Funktionalitit ab
(Nemazee, 2000, Rajewsky, 1996). Ferner exprimiert die Mehrheit aller B-Zelllymphome intakte
BCRs (Gunveén, 1980, Segal, 1991). Die leitmotivischen Translokationen der einzelnen Entitdten
involvieren dabei meist das nicht-funktionelle Immunglobulingen (de Jong, 1989). Ferner weisen
BCR-negative Lymphome hidufig funktionelle Alternativen zu den BCR-vermittelten
Uberlebenssignalen auf; so wird bei Hodgkin Lymphomen das BCR-Signal hiufig durch EBV-
Proteine simuliert (Caldwell, 1998; Casola, 2004). Die Beobachtung, dass eine Behandlung des
FLs mit Idiotypen-Antikorpern nicht zur Selektion von BCR-negativen FL fiihrt, als auch
Erkenntnisse aus der molekularen Forschung, die intakten BCRs AG-unabhingige, das zellulédre
Uberleben unterstiitzende, tonische Signale zuschreibt, unterstreichen die Bedeutung des BCRs
weiter (Corcos, 2007; Meeker, 1985, Monroe, 2006). Da die SH ein entscheidendes Merkmal des
FLs darstellt und deren Induktion und Unterhaltung iiber die Wechselwirkung der BCRs mit der
Umwelt erfolgt, wird neben der postulierten Bedeutung der Intaktheit des BCRs fiir das FL auch
iiber die Bedeutung von Antigenen fiir die Entstehung und Progression des FLs diskutiert (Bahler,
1992a; Dighiero, 1991). Untersuchungen der Mutationsmuster der ,framework (FRW) und
»complementarity-determining* (CDR) Regionen von Immunglobulingenen (vgl. 4bb. 10) sprechen
fiir die Erhaltung der Integritdt der BCRs und einen antreibenden Einfluss von Antigenen auf die
Lymphomagenese bzw. -progression (Aarts, 2001; Chang, 1994; Lossos, 2000). Innerhalb der fiir
die strukturelle Integritit der BCRs verantwortlichen FRW-Regionen der Immunglobulingene
wurde wiederholt ein statistisch signifikanter Uberhang an strukturerhaltenden silent (S)-
Mutationen gefunden, in den CDR-Regionen, welche bei B-Zellen Antigenkontakte vermitteln,
gegenliufig ein Uberhang an replacement (R)-Mutationen. Diese BCR-zentrierte Position der
Lymphomagenese wird durch die Selektion von N-Glykosilierungsmotiven in den variablen

Bereichen der BCRs von FL weiter gestiitzt, da diese Kohlenhydrat-basierten Modifizierungen der
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BCR-Struktur eine Erh6hung der BCR-vermittelten Signalintensitit bewirken konnen (Zhu, 2002).
Hieraus folgt, dass die durch Lymphome exprimierten BCRs, in Analogie zu ihren benignen
Gegenstiicken, fiir eine Vielzahl von Lymphomen entscheidende pathogenetische Bedeutung
besitzen. Dies gilt insbesondere fiir das FL, dessen benignes Pendant, die Keimzentrums-B-Zellen,
unter der Maxime einer effizienten adaptiven Immunantwort SH betreiben (A4llen, 2007;
MacLennan, 1994; Natkunam, 2007). Damit lisst sich eine entscheidende Bedeutung von BCRs
und BCR-mediierten Signalen zumindest fiir bestimmte Stadien der Genese des FLs vertreten
(Stamatopoulos, 2000). In weiterer Konsequenz zieht dies die Bedeutung von AG und des
geweblichen Kontextes fiir das FL nach sich. So haben Genexpressionstudien den Charakter vom
FL als rein von autonomen malignen Klonen ausgehende Tumorerkrankung endgiiltig relativiert
und die bedeutende Determinante des histologischen und immunologischen Kontextes fokusiert
(Alvaro, 2006, Ghia, 2000; Tzankov, 2008). Die nicht-neoplastische zellulire Komposition war
dabei wiederholt entscheidend mit der Aggressivitit und Prognose assoziiert (Husson, 2002, Igbal,

2009, Rosenwald, 2003).

Abb. 10 — Unterteilung des rearrangierten IGH-Gens (nach Segal G.H., 1994)

VH CH

FRWI CDRI FRWII CDRII FRWII  CDRIII

FR2-Amplifikat
IgH-Gen (Chromosom 14g32)

— - —- -

5 3 53 -
forward forward reverse primer
FRI primer FRII primer JHa nach Sakai
nach Sakai nach Segal JHb nach Segal
VHLI1 - VHL6 FR2a JHc nach Segal

Schematische Unterteilung eines rearrangierten Immunglobulinschwerekettengens in den variablen (VH) Anteil
und den angedeuteten konstanten Anteil (CH). VH setzt sich aus jeweils einem V-, D- und J-Segment zusammen.
Am Ubergang dieser Segmente finden sich als Resultat der TdT Nukleotidinsertionen n. VH it sich wie gezeigt
in FRW (framework) und CDR (complementarity-determining) Regionen gliedern (griin). Ferner sind die
Primeransatzstellen, sowie der Umfang der in dieser Arbeit verwendeten PCR-Amplifikate dargestellt.

Es wurde eine glinstige Immunsignatur, dominiert durch T-lymphozytire Genexpression einer
ungilinstigen, durch Makrophagen und FDC dominierten Expression gegeniibergestellt (Farinha,
2005). Diese Unterscheidung fand in der Risikostratifizierung und Prognose der Patienten
Bestitigung (Dave, 2004; LeBrun, 2008). Weiter wurde gezeigt, dass die genetische Signatur von
regulatorischen T-Zellen positiv und die von Makrophagen negativ mit dem Uberleben korreliert

(Carreras, 2006). Altere in vitro Studien haben bereits auf wichtige Interaktionen zwischen FL-
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Zellen und anderen Immunzellen hingewiesen, sowohl parakrin-humoraler Art, als auch durch
direkte Zell-Zell-Interaktion. So sind CD4 positive T-Zellen, wie auch FDC in der Lage, das
Uberleben von FL-Klonen zu verlingern (Corcione, 2000; Meyer-Hermann, 2007; Tew, 2001;
Thomazy, 2003; Umetsu, 1990). Aktueller wurde und wird die Bedeutung mesenchymaler
Stammzellen (MSC) fiir das FL erforscht (dmé-Thomas, 2007, Roorda, 2009; Shiozawa, 2008).
Diese sezernieren humorale Faktoren, die u.a. GC-typisch sind und FL-Klone anziehen kénnen, wie
z.B. das Chemokin CXCL12. FL stimulieren durch TNF-alpha, IL-4 oder Lymphotoxine in vitro,
als auch in vivo MSC zur Differenzierung zu FDC und fibroblastischen Retikulumzellen (FRC).
Diese vielseitigen wechselseitigen Beeinflussungen von malignen und benignen Zellen werden als
biologisches Korrelat der klinischen, histologischen und molekularen Heterogenitdt des FLs
betrachtet (de Jong, 2005, Stamatopoulos, 2000). Auch in Zusammenhang mit der Entwicklung von
Therapieresistenzen scheint der ,,non-malignant* Kontext, das ,,microenvironment®, entscheidenden
Einfluss auszuiiben (de Jong, 2009b; Lejeune, 2009; Taylor, 1999). Bei der Transformation des FLs
zu aggressiveren Lymphomen und im Zuge der Krankheitsprogression im Allgemeinen, ldsst sich
ein Riickgang der Beeinflussung der Lymphomagense durch das histo-immunologische Infiltrat

erkennen (Bernstein, 2009, de Jong, 2009a).

2.7 Zusammenschau der Pathogenese des follikuliren Lymphoms

In Zusammenschau ist die Einschitzung der Pathogenese des FLs mehr als die klonale Expansion
von autonomen malignen Zellen. Sie stellt ein Paradigma der Malignom-begiinstigenden
Deregulation physiologischer Prozesse und Nischen dar. Beim FL ist dies die Deregulation der
Keimzentrumsreaktion, deren Basis die bcl-2 bedingte Apoptoseresistenz ist. Zusammen mit der
DNS-modifizierenden BCR-Evolution im selektiven Kontext der Keimzentren ist die Grundlage fiir
eine maligne Entwicklung gelegt. In Form einer initialen Immundysfunktion sind die pramalignen
Klone, wie ihr physiologisches Gegenstiick, abhingig vom geweblichen Kontext der Keimzentren.
Erzeugt das Umfeld addquate Stimulation durch Antigene, Zytokine, oder Zell-Zell-Interaktion,
konnten physiologische genetische Programme gestartet werden, die zur Expression der AID
filhren. Die SH kann anders als in GC-B-Zellen in t(14;18)-positiven Zellen aberrant ablaufen, ohne
die Apoptose auszulosen. Abhidngig vom aktuellen genetischen Expressionsstatus befinden sich
bestimmte Chromatinabschnitte im offenen, transkriptionsbereiten Zustand und konnen durch
(aberrante) AID-Aktivitit mutiert werden. Diese AID-getriebene Mutagenese kann sekundire
genetische Aberrationen und damit verdnderte Genexpressionsmuster bedingen (vgl. Abb. 11)

(Greeve, 2003; Kotani, 2007). Insbesondere in Abhingigkeit von dem im entsprechenden



2 Einleitung 42/181

Keimzentrum vorherrschenden Entziindungsniveau und der erreichten funktionellen Kompetenz des
pramalignen Klons findet eine stirker oder schwicher ausgeprégte (aberrante) SH statt (Balkwill,
2005; Hardianti, 2004). Dies bestimmt wiederum die Progressionsgeschwindigkeit und die
Prognose der Erkrankung. Gewinnt die prdkanzerotische Zelle neue funktionelle Kompetenz,
konnen dadurch u.U. neue Nischen erschlossen werden, welche im Klon neue genetische
(Difterenzierungs-)Programme induzieren und damit der Evolution des FLs eine neue, erneut durch
aberrante Mutation der jeweils Programm-spezifisch transkribierten Chromatinabschnitte
determinierte, zusétzliche Richtung geben (Drillenburg, 2000, Kaplan, 2007; Psaila, 2009;
Shiozawa, 2008).

Abb. 11 — Modell der graduellen Entwicklung des FLs (nach Kotani A., 2007)
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Translokation t(14:18) in frithen Phasen der B-Zellontogenese (pro-B-cell). Dieses fiihrt zur konstitutiven Ubere!tpremon
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progenitor). Durch B-Zellrezeptor-bedingte Antigen-Erkennung (antigen recognition) im Rahmen der Keimzentrumsreaktion
{GC reaction), kommt es zur (Uber-)Expression (overex pression) des Leitenzyms der somatischen Hypermutation, der AID.
Wegen aberranter Wirkung dieses Enzyms erfolgen weitere, sekundire genetische Lisionen (AID-dependent second hits),
die im Sinne einer AID-induzierten Mutagenese zur . kompletten malignen Transfomation™ der tumor progenitors fiihren. Der
maligne Phinotyp des FLs ist manifest geworden.
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Auch ist eine Beeinflussung des nicht-malignen Kontextes durch einzelne FL-Klone denkbar,
welche die Tumorevolution durch Schaffung eines unterstiitzenden Milieus fordert (Chang, 2003;
Thomazy, 2003; Vega, 2002). Im Laufe der FL-Entwicklung verschiebt sich folglich der Charakter
von einer kontextabhingigen Immundysregulation hin zu einer autonomen malignen

Tumorerkrankung, was letztlich durch Transformation zu aggressiven Lymphomen belegt wird.
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3 Fragestellungen

In der vorliegenden Arbeit sollte die Bedeutung der Infiltration des Knochenmarks (KM) beim
follikuldren Lymphom (FL) untersucht werden. Dazu wurden Mutationsanalysen der IgVy-
Gensegmente von FL-Zellen durchgefiihrt. Es wurden prétherapeutische Lymphknoten (LK)- und
KM-Biopsate mit Infiltration durch ein FL untersucht, um den Ursprungsort der FL-Manifestation
und mogliche Migrationsbewegungen zwischen den beiden Kompartimenten zu bestimmen. Ferner
wurden Migrationsbewegungen auch an posttherapeutischen LK- und KM-Geweben
nachvollzogen. Diese pri- und posttherapeutischen Befunde wurden zueinander in Relation gesetzt,
um Information beziiglich einer moglichen Persistenz von malignen Zellen wihrend der Therapie
zu erhalten. Aus jedem untersuchten Gewebe wurden zwischen acht und 15 IgVy-
Gensegmentsequenzen maligner FL-Klone bestimmt. Weiter erfolgte die Bestimmung der
Klonalitit und des Mutationsmusters. Daran schloss sich eine mathematisch-statistische
Auswertung der ermittelten Mutationsmuster durch eine eigens entwickelte, neue Methode an.
Darauf basierend wurden Stammbdume der Tumorzellevolution generiert. Der Einfluss von
moglichen Antigenen auf die somatische Hypermutation (SH) der IgVu-Gensegmente und die
strukturelle Integritit des B-Zellrezeptors (BCR) wurden anhand der Mutationsmuster der LK- und
KM-Klonsequenzen in den ,,framework regions“ und ,,complementarity-determining regions der

VH-Gene gemil einer etablierten Methode abgeschitzt .
Somit standen folgende Fragen im Zentrum dieser Arbeit:
- Kann Migration von FL-Klonen zwischen dem LK- und KM-Kompartiment bestimmt werden ?

- Wie sind migrierende FL-Klone charakterisiert ? Besitzen sie eine niedrigere oder hohere
Mutationslast als Klone, welche nicht migrieren ?

-~ Wann finden Migrationsbewegungen zwischen LK und KM statt ?
- Unterscheiden sich Migrationsbewegungen pra- und posttherapeutisch ?

— Ist das ,,microenvironment* des KMs moglicherweise ohne Passage der Keimzentren von LK
ausreichend, um einen malignen Phénotypen zu erzeugen ? Finden sich Klone, fiir die kein LK-
Passage zu ermitteln ist ?

- Findet die somatische Hypermutation auch im KM und ohne die hierfiir morphologisch
charakteristischen Keimzentren statt ?

- Finden sich Belege fiir eine AG-getriebene SH im KM ?

- Ist die Integritdt des BCRs eine Voraussetzung fiir die untersuchten FL ?
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4 Material und Methoden

Eine ausfiihrliche Ubersicht der Laborprotokolle, der Zusammensetzung verwendeter Losungen, der

verwendeten Gerite, etc. findet sich im Anhang.

4.1 Fallauswahl

Die vorliegende Studie umfasste Tumorgewebe von drei Patienten. Die Gewebe von zwei der
Patienten stammten aus dem Institut fiir Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie
der Technischen Universitdt Miinchen, Univ-Prof. Dr. Heinz Hofler, und wurden iiber die
Tumordatenbank des Institutes ermittelt. Die Gewebe des dritten Patienten stammten aus einer
Pathologischen Praxis in Kaufbeuren (Gemeinschaftspraxis fiir Histologie und Zytologie, Dr. med.
Marlene Lessel, PD Dr. med. Andreas Gaumann). Das FEinschlusskriterium war ein
pratherapeutischer, synchroner Befall von Lymphknoten (LK) und Knochenmark (KM) durch ein
follikuldres Lymphom des histologischen Grades I oder II (FL°1/°2). Alle Gewebe lagen als
Formalin-fixierte und in Paraffin-eingebettete Gewebeblocke (FFPE) vor. Die KM-Biopsate wurden
gemil histologischer Standardprotokolle der Institute sofort nach ihrer Gewinnung fiir 24h in 4%-
iger Formalinlosung fixiert und anschlieBend mit gepufferter Natrium-Ethylendiamintetraacetat
(Na-EDTA)-Losung (pH=7,0) entkalkt. Von Patient 1 und 2 standen zusétzlich Stickstoff (N,)-
kryoasservierte LK-Gewebe (FF) zur Verfiigung, welche durch Exzisionsbiopsie gewonnen worden

waren.

4.2 Histologie und Immunhistochemie

FFPE LK- und mit EDTA entkalkte FFPE KM-Gewebe wurden in 4um dicke Scheiben geschnitten
und mit Hamatoxylin und Eosin (H&E), Periodsdure-Leukofuchsin (PAS) und Giemsa geférbt. Die
diagnostischen Immunfirbungen wurden gemél der Herstellerprotokolle mit geringen
Modifikationen mit einem automatisierten Immunostainer durchgefiihrt (Ventana Medical Systems,
Tucson, AZ, USA). Die verwendeten Antikorper waren gegen die Epitope CD20 (L26, Dako,
Copenhagen, Dinemark), CD3 (polyklonal, Dako), CD10 (Novocastra, Newcastle, UK), CD5
(Novocastra), BCL-2 (Dako), BCL-6 (Novocastra) und Ki67 (MIBI1, Dako) gerichtet. Alle
Gewebeproben wurden vom Autor dieser Arbeit und von zwei Himatopathologen reevaluiert (Priv.-

Doz. Dr. Marcus Kremer und Univ.-Prof. Dr. Falko Fend).
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4.3 Mikrodissektion

Die KM-Gewebe der Patienten wurden einer Mikrodissektion unterzogen. Mit einem Mikrotom
wurden dazu von jedem Paraffinblock ca. zehn 3um dicke Scheiben abgetragen, auf Objekttrager
aufgebracht, mit Himalaun gefarbt und in einem Wasserbad verwahrt. Mit 20-Gauge Kaniilen
wurden unter einem Lichtmikroskop Nester von in Parallelschnitten immunhistochemisch

identifizierten Lymphomzellen abgehoben und in DNS-Extraktionspuffer resuspendiert.

4.4 Nukleinsaureextraktion

4.4.1 DNS-Extraktion aus formalinfixiertem Paraffinblock-Gewebe

Zur Extraktion genomischer DNS aus den FFPE Geweben wurde zunéchst eine Entparaffinierung
durchgefiihrt. Dazu wurden zehn Gewebescheiben von je 9um Stirke in ein Sarstedtrohrchen
iibertragen, mit Iml Xylol versetzt und fiir 15sec in einem Thermomixer (Eppendorf Thermomixer
Comfort, Hamburg, Deutschland) gemischt. Zum Auswaschen (des Xylols und Paraffins) wurden
250ml Ethanol (70%) beigefiigt und nach erneutem Schiitteln fiir 15sec wurden die Réhrchen fiir
Smin bei 14000rpm =zentrifugiert. Zum Trocknen des entstandenen Gewebepellets wurde der
Uberstand mit einer Pipette entfernt und die restliche Fliissigkeit in einer Vakuumzentrifuge vom
Typ Concentrator 5301 (Eppendorf) bei 45°C verdampft. Das trockene Pellet wurde weiter in DNS-
Extraktionspuffer gelost, mit Proteinase K der Konzentration 20mg/ml versetzt und in einem
Thermomixer (Eppendorf) iiber Nacht bei 55°C inkubiert. Zur Inaktivierung der Proteinase K
wurden die Ro6hrchen am néchsten Tag fiir 10min auf 100°C erhitzt. Zur Entfernung unldslicher
Bestandteile schloss sich eine 5 miniitige Zentifugation mit 14000rpm an (Eppendorf, Centrifuge
5415D). Die DNS wurden bis zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.

4.4.2 RNS-Extraktion aus kryoasserviertem Frischgewebe

Fiir die Extraktion von RNS aus kryoasserviertem Gewebe wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) verwendet. Mit einem Kryomikrotom wurden dazu zehn Scheiben von 20pum
Dicke vom jeweiligen Frischgewebe abgetragen und in ein gekiihltes 1,5ml fassendes
Eppenorfgefdl tibertragen. Diese Schnitte wurden mit einem Gemisch aus Lysis-Puffer RLT und B-
Mercaptoethanol versetzt und mit einem Morser homogenisiert. Das erhaltene Gemisch wurde auf
einen Qia-Shredder pipettiert und geméf des Herstellerprotokolls mehreren Zentrifugations- und

Waschschritten unterzogen. Das Produkt wurde in 1,5ml fassende Eppendorfgefdf3e iibertragen und
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unmittelbar weiterverarbeitet.

4.5 Erzeugung von cDNS

Die extrahierte RNS wurde mit einer Reversen-Transkriptase (Superscript® III RT, Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) in komplementire (c)DNS umgeschriecben. Um die Reaktion zu
terminieren fand eine Inkubation bei 95°C fiir Smin statt. Die erzeugte ¢cDNS wurde bis zur

weiteren Verarbeitung bei -20°C verwahrt.

4.6 Polymerase-Kettenreaktion

Fir die PCRs wurden der Primus 96 Plus Thermal Cycler (MWG Biotech AG, Ebersberg,
Deutschland) und der MJ Research PTC200 Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Deutschland) verwendet. Die Primersequenzen, Cycler-Programme und PCR-Ansitze

finden sich im Anhang unter /0.2 PCR-Protokolle und Primer, fiir die Loci des ,,Annealings* vgl.
Abb.10.

4.6.1 3-Globin PCR

Abhingig vom Fixierungsprozess ist aus FFPE Gewebe extrahierte DNS zu einem gewissen Grad
degradiert (Greer, 1994). Deshalb musste die Qualitdt des Materials tiberpriift werden (Fend, 2005).
Dazu wurde aus jedem FFPE Gewebe eine Teil des B-Globingens amplifiziert. Dabei handelt es sich
um einen 268bp langen Abschnitt des in allen Zellen vorhandenen, konstitutiv exprimierten B-
Globingens, das auf dem kurzen Arm von Chromosoms 11 lokalisiert ist. Vom jeweiligen
Amplifikat lie sich die Qualitit und damit die Verwendbarkeit des Materials ableiten (Greer,
1991a; Greer, 1991b; Kremer, 2003). Bei der PCR folgten auf die initiale vierminiitige
Denaturierung bei 94°C 40 Zyklen der folgenden Sequenz: Einminiitige Denaturierung bei 94°C,
einminiitiges Annealing bei 55°C und einminiitige Synthese bei 72°C. AbschlieBend wurde fiir 7min
eine Temperatur von 72°C gehalten bevor die Reaktionsprodukte bis zu ihrer Entnahme bei 4°C

gekiihlt wurden.

4.6.2 IgVy-Familien-spezifische PCR und seminested PCR

Fiir die folgenden PCRs zur Amplifikation der IgVu-Gensegmente wurden die von Sakai und Segal
beschriebenen Primer verwendet (Sakai, 2000; Segal, 1994) (vgl. Abb. 10 und Anhang). Im Fall von
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c¢cDNS der FF-Gewebe wurde eine einfache PCR-Reaktion, im Fall der aus FFPE Gewebe
extrahierten DNS eine seminested-PCR-Reaktion angewandt (Uchiyama, 2003).

1gVy-Familien-spezifische PCR:

Das PCR-Protokoll zur Amplifikation des framework 1 (FR1)-Bereiches der IgVy-Gensegmente
(vgl. Abb. 10) aus FF-Gewebe beinhaltete IgVy-Familien-spezifische Upstreamprimer und den JHa-
Downstreamprimer. Ein Reaktionsansatz umfasste neben den Primern, PCR-Puffer, dANTPs, Aqua
destillata und AmpliTaq Gold DNS Polymerase (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
(Moretti, 1998; Quach, 2004). Es wurden jeweils zwei Ansitze verwendet, der eine mit den
familienspezifischen Upstreamprimern fiir IgVyl, 1gVuy3 und IgVy5, und der andere mit den
Primern fiir [gVu2, IgVu4 und IgVy6. Das PCR-Reaktionsvolumen einer Probe betrug 25ul, hiervon
2ul unverdiinnte DNS des Extraktionsansatzes. Der erste Amplifikationszyklus wurde mit der
Denaturierung bei 95°C fiir 7min, dem Annealing bei 65°C fiir 4min und der Extension bei 72°C fiir
Imin vollzogen. Daran schlossen sich 40 Amplifikatonszyklen der folgenden Sequenz an: 95 °C fiir
Imin, 61°C fiir 30sec und 72°C fiir 6min. Abschlieend wurde eine Temperatur von 72°C fiir 6min

gehalten und dann bis zur Probenentnahme bei 4°C gekiihlt.
Seminested PCR:

Unter einer seminested PCR versteht man, wie auch unter einer nested PCR, eine Sequenz aus zwei
PCR-Reaktionen, wobei das Amplifikat der ersten Reaktion das Ausgangsprodukt der zweiten
darstellt (Essop, 1997). Die in der zweiten Reaktion verwendeten Primer sind dabei so zu wihlen,
dass sie nicht auBlerhalb des durch das erste Primerpaar abgedeckten Bereichs liegen. Die PCRs sind
folglich ,nested”, verschachtelt. Daher wird die erste PCR auch als ,,extern und die zweite als
»intern® bezeichnet. In dieser Studie wurde an DNS aus FFPE Geweben eine framework 2 (FR2)
PCR-Reaktion (vgl. Abb. 10) mit dem Upstreamprimer FR2a und dem Downstreamprimer JHc
(extern) bzw. JHb (intern) angewandt. Die PCRs umfassten neben den jeweiligen Primerpaaren
Aqua destillata, dNTPs, PCR-Puffer, und AmpliTaq Gold DNS Polymerase (PE Applied
Biosystems). Beim externen Ansatz wurde die zu vervielfiltigende DNS im Verhéltnis 1:10 mit
Aqua destillata verdiinnt, beim internen Ansatz im Verhiltnis 1:100. Das Gesamtvolumen eines
Ansatz betrug 25ul, hiervon 2pul verdiinnte DNS. Fiir die externe PCR wurde nachdem fiir 10min
auf 95°C aufgeheizt wurde, nachfolgende Sequenz verwendet: 35 Zyklen aus Denaturierung bei
94°C fiir 45sec, 1min Annealing bei 56°C und 1min Synthese bei 74°C. Termination der PCR bei
74°C fiir Imin und Abkiihlung auf 4°C bis zur Entnahme. Der Ablauf der internen PCR war nahezu
identisch, setzte sich allerdings aus 25 Zyklen, bestehend aus 45sec Denaturierung bei 94°C,

Annealing bei 56°C und Synthese bei 74°C, fiir jeweils 1 min zusammen.
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4.7 Gelelektrophorese

Zur Visualisierung der Amplifikate und damit zur Kontrolle des PCR-Erfolgs wurden Teile der
PCR-Produkte mit Ethidiumbromid interkaliert, mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und unter
UV-Licht visualisiert. Die Herstellung des Gels erfolgte durch Kochen des folgenden Gemischs: 2g
Agarosepulver (SeaKem LE Agarose, BMA, Rockland, ME, USA) auf 100ml 1xTBE-Puffer.
AnschlieBend wurde ein Tropfen Ethidiumbromid (Eurobio, Cedex, Frankreich) der Konzentration
0,7mg/ml hinzugefiigt. Der Elektrophoreselaufpuffer wurde durch Mischen von 100ml des 10xTBE
Puffers mit 900ml Aqua destillata und der Zugabe von 10 Tropfen Ethidiumbromid hergestellt.
Jeweils 5ul des PCR-Produkts wurden mit 1pl Ladepuffer (10xDyes, Sigma-Aldrich GmbH,
Deisenhofen) vermischt und in die Geltaschen der Elektophoresegelplatte pipettiert. Zur
Identifikation der PCR-Produkte wurde eine Geltasche mit 5Sul eines Lingenmarkers versetzt. Im
Sinne einer Negativkontrolle und damit zum Ausschluss von Kontaminationen der PCR-
Reagenzien, wurde jeder PCR ein Ansatz ohne DNS beigefiigt und anschlieBend ebenfalls
visualisiert. Die Elektrodenspannung betrug 130V und das Ergebnis wurde nach 30 Minuten unter

UV-Licht abgelesen und fotografiert (Eagle Eye Systems II, Stratagene, La Jolla, CA, USA).

4.8 Klonierung der IgVy-Gensegmente

Um die Amplifikate der PCRs fiir die folgenden Klonierungsexperimente verwenden zu kdnnen,
mussten diese gereinigt werden. Fir Amplifikate der seminested FR2-PCRs wurde dazu das
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) verwendet, fiir Amplifikate der FR1-PCRs das QIAquick
Gel Extaction Kit (Qiagen). Fiir die Klonierungsexperimente selbst wurden das TOPO TA
Cloning® Kit mit One Shot® TOPI10F' Chemically Competent E. coli (Invitrogen) und das
QIAprep Miniprep Kit (Qiagen) verwendet.

4.8.1 Erzeugung rekombinanter Plasmide

Der erste Schritt der Klonierungsexperimente umfasste die Erzeugung rekombinanter Plasmide
(Vector pCR®2.1). Dazu wurden die IgVy-Amplifikate der vorangegangenen PCRs mit Reagenzien
des TOPO TA Cloning® Kits vermischt und iiber Nacht inkubiert. Das Verhéltnis des Vektors zum
PCR-Produkt betrug mit jeweils 2ul 1:1. Am néchsten Tag wurden die Ansétze entweder prozessiert

oder bis zur weiteren Verarbeitung bei -20 °C verwahrt.
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4.8.2 Transformation von E. coli

Herstellung der Kulturplatten:

In jede Kulturschale wurden 25ml Agarose eingebracht. Das Verhéltnis von Agarosepulver (LB
Agar, powder Lennox L Agar, Invitrogen) zu Aqua destillata betrug 32g/1. Dieses Gemisch wurde
zuvor autoklaviert (20min bei 121°C). Nach erfolgter Abkiihlung auf 45°C wurden 250ml der
Agarose mit folgenden Reagenzien versetzt: 125ul Ampicillin, 0,5ml X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-
Indolyl-B-D-Galaktosid) und 250ul 0,1M IPTG (Isopropyl-thio-Galaktosid). AnschlieBend wurden

die sterilen Petrischalen unter einem Abzug mit der Agarose gefiillt.
Transformation der Bakterien:

Um die rekombinanten Plasmide einzeln zu amplifizieren wurden Bakterien transformiert. Dazu
wurden 2ul des jeweiligen Ligationsansatzes in 50ul Bakteriensuspension eingebracht und
verschiedenen Inkubationsschritten unterzogen. Fiir jeden Ligationsansatz wurden zwei
Agaroseplatten ausplattiert, einmal mit 50ul und einmal mit 100ul der Suspension. Diese Platten
wurden liber Nacht bei 34°C inkubiert und im Falle einer erfolgreichen Kultivierung bei 4°C

aufbewahrt.

4.8.3 Kultivierung von Bakterien

4.8.3.1 Prinzip der ,,Blau-Weil3* Selektion

Um erfolgreich transformierte Bakterienkolonien deren Plasmid das jeweilige PCR-Amplifikat
integriert hatte erkennen zu konnen, fand das Prinzip der ,,.Blau-Weil3-Selektion” Anwendung
(Davies, 1968): Bakterien, welche den Plasmid-Vektor pCR®2.1 in sich aufnehmen, erwerben
hierdurch ein Ampicillinasegen (ampP-Gen) und damit eine Ampicillinresistenz. Zusétzlich enthélt
der Vektor ein funktionsfdhiges B-Galaktosidase-Gen, welches Bakterien befdhigt X-Gal in
Galaktose und den blauen Farbstoff 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol umzusetzen. Wird im Zuge der
Ligationsreaktion ein DNS-Molekiil / PCR-Amplifikat in den Vektor eingefiigt, so geschieht dies
technologiebedingt am ,,multiple cloning site* (MCS). Dieser MCS liegt innerhalb des lacZ-Gens,
welches einen Teil der B-Galaktosidase kodiert. Wird folglich ein Amplifikat in den Vektor
integriert, kann das betroffene Bakterium wegen der dabei erfolgenden Zerstérung des B-
Galaktosidase-Gens X-Gal nicht umsetzten. Solche erfolgreich transformierten Bakterien
erscheinen als weilliche Kolonie. Die anderen Kolonien, deren Griindungsbakterien einen Vektor

ohne am MCS eingefiigter DNS aufgenommen haben, erscheinen wegen der Expression der
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Galaktosidase und der Erzeugung von 5-Bromo-4-Chloro-3-Indol aus X-Gal bldulich. Als Induktor
der Expression des B-Galaktosidase-Gens dient IPTG. Bakterien, welche gar keinen Vektor und

damit kein Ampicillinasegen aufgenommen haben, werden durch Ampicillin abgetotet.

4.8.3.2 Selektion und Kultivierung einzelner Kolonien

Lediglich weil3e, isoliert wachsende Kolonien wurden mit Pipettenspitzen abgehoben. Jede dieser
Spitzen wurde in ein steriles Kulturréhrchen, das mit einem Gemisch aus 5ml Fliissigmedium (LB
Broth Base (Lennox L Broth Base, Invitrogen) und Aqua destillata 20g/1) und 5ul Ampicillin gefiillt

worden war, eingebracht. Diese Kulturréhrchen wurden tiber Nacht bei 36°C inkubiert.

4.8.4 Extraktion und Restriktionsverdau der rekombinanten Plasmide

Um die Plasmide der Bakterienkulturen zu extrahieren wurde das QIAprep Spin Miniprep Kit
(Qiagen) verwendet. Dazu wurden aus den Bakteriensuspensionen der Kulturréhrchen mittels
Zentrifugation Pellets erzeugt. Diese Pellets wurden resuspendiert und mit verschiedenen Puffern
versetzt. Dann wurde die Fliissigkeit auf einem Saulenfilter durch weitere Wasch- und
Zentrifugationsschritte prozessiert. AnschlieBend wurde die DNS aus den Sdulen in
Eppendorfgefdfle iberfiihrt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C eingefroren. Zur
Uberpriifung des Erfolges der Extraktion der rekombinanten Plasmide und der Blau-WeiB-Selektion
wurde ein Restriktionsverdau mit EcoR1 durchgefiihrt, welcher das klonierte PCR-Amplifikat aus
dem Plasmidverband freilegen sollte. Zur Visualisierung der Produkte erfolgte analog zur

vorhergehenden Beschreibung eine Gelelektrophorese.

4.9 Sequenzierung der IgVy-Gensegmente

Das Prinzip der durchgefiihrten Sequenzierung beruhte, in Anlehnung an das enzymatische
Kettenabbruchverfahren nach Sanger, auf dem zufdlligen Einbau fluoreszenzmarkierter
Didesoxynukleotide in amplifizierte DNS-Molekiile wihrend einer (Cycle-)PCR (Sanger, 1977). Da
der Ribosebaustein der fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide am fiir die DNS-Synthese
essentiellen 3’-C-Atom keine Hydroxylgruppe besitzt, folgt bei deren zufélligem Einbau wéhrend
der PCR ein Syntheseabbruch. Das Resultat sind verschieden lange Nukleinsduremolekiile, die
komplementir zur ,, Template®, also der zu sequenzierenden DNS-Sequenz sind. An ihrem 3'-Ende
findet sich eines der vier Dideoxynukleotide. Jedes dieser Nukleotide ist mit einem spezifischen

Fluoreszenzfarbstoff versehen. Dieser wird parallel zur sich anschlieBenden ldngenabhingigen



4 Material und Methoden 51/181

Auftrennung der Fragmente mittels Kapillarelektrophorese detektiert und damit die Sequenz

bestimmt.

4.9.1 Cycle-PCR

Als Template wurden die Miniprepprodukte verwendet. Vor dem Einsetzen in die Cycle-PCR
wurden diese mit dem QiaQuick PCR Purification Kit (Qiagen) gemill der Anleitung des
Herstellers gereinigt, das gereinigte Produkt auf ein 2%-iges Agarosegel aufgetragen und nach 25
miniitigem Lauf bei 130V unter UV-Licht abgelesen und fotografiert (Eagle Eye Systems II,
Stratagene). Die Stirke der beobachteten Bande diente zur Einschdtzung des in die Cycle-PCR
einzusetzenden Template-Volumens. Dies waren maximal 13,75ul. Verwendet wurde das BigDye
Terminator Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosystems). Fiir die Cycle-PCRs wurden je 4pl
Premix, 2ul BigDye Sequencing Buffer und 0,25ul Primer (Konzentration 5pM, PE Applied
Biosystems) mit der abgeschitzten Menge an Template vermischt und sofern ndtig mit Aqua
destillata zu einem Gesamtansatz von 20ul ergdnzt. Die PCRs setzten sich aus dem initialen
Denaturierungsschritt von 1min Dauer bei 96°C, aus 25 Zyklen zu je 10sec bei 96°C, Ssec bei 45 -
60°C und 4min bei 60°C zusammen (vgl. 10.2 PCR-Protokolle und Primer).

4.9.2 Sequenzbestimmung

Im Anschluss an die Cycle-PCR wurde das Amplifikat mit dem DyeEx 2.0 Spin Kit (50) (Qiagen)
gereinigt. Sul des Produktes wurden der Kapillarelektrophorese im ABI Prism® 7700 Sequence
Detector (PE Applied Biosystems) zugefiihrt. Die Basensequenz wurde von der zugehorigen

Software ermittelt und digital erfasst.

4.10 Tumorzellevolution und Migrationsanalyse

Das Ziel der obig beschriebenen Prozesse war die Ermittlung von IgVy-Gensegment-sequenzen
einzelner FL-Zellen. Diese Sequenzen wurden zur Keimbahnkonfiguration mit der hochsten
Homologie sowie untereinander verglichen. Anhand der resultierenden Vielfalt an
Mutationsmustern wurden die klonalen Beziehungen innerhalb der FL-Populationen bestimmt, die

weiter in Form von Stammb&dumen der Tumorzellevolution veranschaulicht wurden.
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4.10.1 Klonalitatsanalyse und Bestimmung der Mutationsmuster

Zur Bestimmung der Vy-, D-, und Jy-Segmentfamilien der sequenzierten IgVy-Gensegmente
wurden diese, unter Verwendung des ,,Blastprogramms® auf ,,www.pubmed.com/blast* im Internet,
mit den bekannten Keimbahnkonfigurationen des humanen IgVy-Gens verglichen (Johnson, 2000;
Tomlinson, 1992). Nur Sequenzen mit dem identischen VyDJy-Rearrangement wurden weiter
analysiert (Wan, 1990). Dabei wurden die Vy-, D und Jy-Segmentfamilien des Klons mit der
hochsten =~ Homologie  zur  entsprechenden  Keimbahnkonfiguration als  unmutierte
Wildtypkonfiguration der FL-Population eines Patienten postuliert. Jede Klonsequenz wurde mit
dieser unmutierten Wildtypkonfiguration verglichen. Loci, an denen die jeweilige Klonsequenz und
die Wildtypsequenz identisch waren, wurden durch ,,-*, solche die mutiert waren, durch die aus der
Mutation resultierende Base (A, T, C oder G) reprisentiert. Dadurch wurden verschiedene

Mutationsmuster und die intraklonale Heterogenitét der VyDJu-Rearrangements offenkundig.

4.10.2 Rekonstruktion der Tumorzellevolution

Um eine Mutationshierarchie der intraklonalen Heterogenitit zu erhalten, wurden die
Mutationsmuster eines Patienten nach ansteigender Mutationsanzahl geordnet. Da der Prozess der
SH im FL stattfindet und die resultierenden Mutationsmuster bei Expansion des FLs in andere
Kompartimente beibehalten werden, miissen Mutationesmuster von alten, frith entstandenen Klonen
idealerweise in stidrker mutierten Klonen enthalten sein (Bahler, 1992a; Noppe, 1999). War solch
eine direkte Uberfiihrung eines Mutationsmusters in das eines stirker mutierten Folgeklons nicht
moglich, wurden hypothetische Vorlduferklone (HPCs) definiert, um die Evolution der
sequenzierten Klone ausgehend von der unmutierten Wildtypkonfiguration zu rekapitulieren (vgl.
Abb. 12) (Adam, 2007; Bognar, 2005; QOeschger, 2002). Zunichst wurden gewebespezifische
Stammbédume der Tumorzellevolution generiert. Dies waren ein LK-Stammbaum, basierend auf der
Hierarchie der Mutationsmuster der LK-Sequenzen und ein KM-Stammbaum, basierend auf der
intraklonalen Heterogenitidt der KM-Klone. Um eine mogliche klonale Migration zwischen dem
LK- und KM-Kompartiment abzuschitzen wurden ,,inter-tissue* Stammbé&ume, basierend auf den
Mutationsmustern von LK- und KM-Klonen eines Patienten, bestimmt. In Zusammenschau der
klonalen Verhiltnisse der gewebespezifischen und der gewebeiibergreifenden ,inter-tissue*
Stammbéiume wurde fiir jede FL-Klonsequenz / jeden sequenzierten Klon die in diesem Modell

wahrscheinlichste Evolution ermittelt.
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Abb. 12 — Prinzip der Rekonstruktion der Tumorzellevolution

Wildtypkonfiguration TCACCCGATGGTATGAACCOGGTACCCTGTATTTACAGGTCCATTACCTTGCGCAATTGGCCAATTGGCCCGGTGA
Klon Mutationen intraklonale Mikroheterogenitat

K'Lon A 6B 0 eeseaaaa - A T-r-eceemeccnanna A-==== GC--=emcmcmccecnana
Klon B 7 AR A---C-=nmemmman | R T A----- BC-----mmmmmmmne G--
Klon C 8 0 eee-eees A---C-rememmcemmec e T----- A----men-- A----- GC-- C

Klon D 9  eeeaeae- A===Co=smmmanas Teeoenanaaaa- Ceecmmmmmana- A== GC-=-Temeoemannn- G--
Klon E ] bl A-=slesccecinioaccassvas LRt A-==<T-=c<f-===- GC==--=== C-=-G-<=-==
Klon F 12 ==C-==== A---C---T--vmvn-- G------- T----- A--emmenes A----- GC------- C-=-G-----~
HPCs Mutationen

HPC 1 5 =000 e=remese- A-==C--vvrereemcccmer e e A----- GC----=m-mmmmrermnas
HPC 2 9  emereees Ar==-L=mrrrem e r s Trmwm== Arrmmm=m- A==~ Gl ==

Wildtypekonfiguration

_ des VDJ-Rearrangements
hypothetische Vorlduferklone (HPCs) sequenzierte Klone

HPC 1: 6 N 7 = 5 Mutationen

Klon A: 6 Mutationen
Klon B: 7 Mutationen
Klon C: 8 Mutationen

HPC 2: 10 N 12 = 9 Mutationen Klon D: 9 Mutationen
Klon E: 10 Mutationen

Klon F: 12 Mutationen

4.10.3 Berechnung der Migrationswahrscheinlichkeit

Fiir jede der drei betrachteten Klonpopulationen (sequenzierte LK-Klone, KM-Klone, LK und KM-
Klone zusammen) wurde ausgehend von Mutationen, die mindestens zwei der Sequenzen einer
Population gemeinsam waren, die Gesamtheit der jeweils moglichen HPCs bestimmt. Um diese
HPCs zu gewichten, wurde fiir jeden HPC dessen Wahrscheinlichkeitsmal3 ,,pm* berechnet (vgl.
Abb. 13). Beginnend beim wahrscheinlichsten HPC wurde die jeweilige ,,pm‘“-stratifizierte HPC-
Hierarchie nach dem néichstwahrscheinlichen HPC, welcher lediglich Klone umfasste, die bereits in
zuvor ausgewihlten HPCs gruppiert worden waren, durchsucht. Damit wurde die klonale Evolution
der betrachteten Population von der unmutierten Wildtypkonfiguration nachvollzogen und als
Stammbaum der Tumorzellevolution dargestellt. BesaB3 ein sequenzierter Klone im ,,inter-tissue*-
Stammbaum einen HPC mit hoherem Wahrscheinlichkeitsmal} ,,pm*, als im gewebespezifischen
Stammbaum und vereinte dieser ,,inter-tissue“-HPC sowohl LK-, wie KM-Klone auf sich, wurde

eine Migration zwischen LK und KM postuliert, also fiir diesen Klon die Evolution des ,,inter-
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tissue*“-Stammbaumes als wahrscheinlichste Evolutionsvariante postuliert. War hingegen der
gewebespezifische HPC wahrscheinlicher, wurden Migrationsprozesse zur Erkldrung der klonalen
Entwicklung des betreffenden Klons abgelehnt. Zur Automatisierung, Distribution und Kontrolle
dieser eigens entwickelten mathematisch-statistischen Methode wurde ein Computerprogramm

(FLER) verfasst. Der Quellcode findet sich im Internet (vgl. Anhang).

Abb. 13 — Formel zur Berechnung des Wahrscheinlichkeitsmafes ,,pm“

. [
(t—r+1)*i%xz
pm= \/ k=1 Pk

pm: WahrscheinlichkeitsmaB des betrachteten HPCs

t Gesamtanzahl der sequenzierten Klone innerhalb der betrachteten Population (LK-, KM-, LK+KM-Klone)

r Gruppenstarke; Anzahl der sequenzierten Klone innerhalb einer HPC-definierenden Gruppe

i Mutationsanzahl des betrachteten HPCs

z:  Anzahl der Wiederholungen der Sequenz des betrachteten HPCs innerhalb seiner Population

Iz Lange der gesamten Sequenz

k:  Zahler, beginnt am ersten und endet am letzten Lokus | der betrachteten Sequenz

Px: Relative Haufigkeit der Mutation am Lokus k innerhalb der betrachteten Population (LK-, KM-, LK+KM-Klone)

4.11 Statistik zur B-Zell-Rezeptoranalyse

Zum Nachweis oder Ausschluss einer Antigen (AG)-bestimmten SH und einer Expression von
funktionell intakten BCRs in den FL-Klonen, wurde ein ,,Java-Applet™ des Instituts flir Statistik der
,university of Stanford* unter ,,http://www-stat.stanford.edu/immuunoglobin® verwendet (Lossos,
2000). Eingabeparameter waren neben den Sequenzen der ,,framework regions (FRW) und
,complementarity-determinig regions* (CDR) auch die Anzahl der ,,silent” (S)- und ,,replacement
(R)-Mutationen der sequenzierten IgVy-Gensegmente (vgl Abb. 10). Hieraus berechnete das
Programm einen statistischen p-Wert fiir die CDR- und eine p-Wert fiir die FRW-Regionen. Anhand
des ersten Wertes, p-Wert(CDR), konnte abgeschitzt werden, ob die SH unter dem Einfluss eines
AGs stand, anhand des zweiten, p-Wert(FRW), ob die strukturelle Integritit des BCRs trotz SH
gewabhrt blieb (Chang, 1994).
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5 Ergebnisse

Wenn in den folgenden Abschnitten von ,,Klon(en)*“ gesprochen wurde, so bezeichnete dies die
sequenzierten IgVy-Gensegmente. Die berechneten hypothetischen Vorlduferklone (HPCs) stellten
in den konstruierten Stammbdumen, basierend auf dem Wahrscheinlichkeitsmall ,pm*, die
wahrscheinlichsten Knotenpunkte der Tumorzellevolution dar. Der Start der Evolution wurde
beginnend bei der ermittelten, unmutierten Wildtypkonfiguration des VyDJy-Rearrangements bis
hin zu den einzelnen, sequenzierten FL-Klonen rekonstruiert. Dabei wurde die Mutationslast als
Indikator der zeitlichen Entwicklung der FL-Population verstanden. In der Stammbaumdarstellung
der Tumorzellevolution entsprachen die Ellipsen den HPCs, die Zahl in den Ellipsen gab die
Mutationsanzahl des jeweiligen HPCs an. HPCs mit der gleichen Anzahl an Mutationen waren nicht
identisch, auBBer dies wurde explizit erwéhnt. Die sequenzierten Klone waren in den Stammbaumen
durch ihren Namen und eine Zahl in Klammern dargestellt. Die Zahl in Klammern entsprach der
Mutationsanzahl. Gestrichelte Linien der Tumorzellevolution stellten Alternativwege iiber HPCs
geringerer Wahrscheinlichkeit ,,pm* dar. Blaue Linien gaben Migration vom LK ins KM, rote vom
KM in den LK an. Unterstrichene Klone exprimierten einen strukturell intakten B-Zell-Rezeptor
(vgl. 4.11 Statistik zur B-Zell-Rezeptoranalyse). Die Sequenzen der IgVy-Gensegmente der

untersuchten FL-Klone und die der daraus abgeleiteten HPCs finden sich im Anhang.

5.1 Histologische Reevaluation, Gewebe und klinische Daten

Die histologische Reevaluation der LK-Gewebe der drei Patientinnen konnte die Diagnose
»follikuldres Lymphom® bestitigen. Die Entitit von Patientin 1 wurde als FL Grad II und die
Entititen von Patientin 2 und 3 als FL Grad I klassifiziert.

Abb. 14 — zeitliche und therapeutische Relation der untersuchten Gewebe

gesamt LK-Gewebe (Jahr) KM-Gewebe (Jahr)
Patient
1 2 | x priitherapeutisch (2006) Ix pritherapeutisch (2006)
2 2 | x priitherapeutisch (2002) Ix posttherapeutisch (2005)
3 5 | x pritherapeutisch (2004) | x pritherapeutisch (2004)
| x posttherapeutisch (2007) 2 x posttherapeutisch (2006, 2007)

Auflistung der in dieser Studie untersuchten Gewebe in Relation zur Therapie und mit Jahresangabe der Biopsat gewinnung.
Die LK-Gewebe von Patient 1 und 2 waren als FF- und FFPE-Gewebe, alle anderen als FFPE-Gewebe verfligbar.

Die KM-Infiltrate waren stets paratrabekuldr lokalisiert, nahmen jeweils mindestens 50% des
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Markraums ein und wiesen denselben Grad wie das Lymphom im zugehorigen LK-Gewebe auf.
Alle Lymphominfiltrate der untersuchten LK- und KM-Gewebe zeigten mit der Expression von
CD20, CD10, Bcl6 und Bcl2 den typischen Immunphinotyp des FLs. Die mittels 3-Globin-PCR

ermittelte Qualitit der verwendeten FFPE Gewebe war in allen Féllen addquat.

Patient 1:

Die erste Patientin war eine 35 Jahre alte Frau mit synchronem Befall des im Jahr 2006 biopsierten
LKs und KMs (LK rechts inguinal vom 08.03.2006, KM Beckenkamm vom 10.03.2006) durch ein
FL Grad II im Ann-Arbor Stadium IV. Die Erstdiagnose erfolgte im Mérz 2006, der FLIPI betrug
dabei 1/5. Es bestand keine Therapieindikation und die Patientin wurde im Sinne einer ,,watch &
wait™ Strategie betreut. Im November 2009 erhielt sie im Rahmen einer Phase II-Studie am
Universititsklinikum  Freiburg (Prof. Dr. Hendrik Veelken) die erste Dosis einer
Vakzinierungstherapie. Damit standen die beschriebenen LK- und KM-Gewebe des

préatherapeutischen Intervalls fiir diese Studie zur Verfiigung.

Patient 2:

Die zweite Patientin, eine 44 Jahre alte Frau, zeigte einen synchronen LK- und KM-Befall durch ein
FL Grad I (LK rechts inguinal vom 21.05.02, KM Beckenkamm vom 22.05.02) im Ann-Arbor
Stadium IV. Die diagnostischen Biopsien wurden 2002 im Jahr der Erstdiagnose gewonnen.
Hiervon war lediglich das LK-Gewebe fiir diese Studie verfiigbar. Im Jahr 2005, drei Jahre nach
Eintritt der klinischen Remission, induziert durch CTX (acht Zyklen CHOP), erlitt die Patientin ein
Rezidiv. Dieses wurde durch eine KM Biopsie diagnostiziert und zeigte erneut eine Infiltration
durch ein FL Grad I (KM Beckenkamm vom 20.12.2005). In dieser Studie wurde damit LK-

Gewebe des pra- und KM-Gewebe des posttherapeutischen Intervalls verwendet.

Patient 3:

Von der dritten Patientin, einer 61 Jahre alten Frau, waren neben den préitherapeutisch gewonnenen
Biopsaten zusitzlich posttherapeutische Biopsate aus Rezidiv-Geweben verfligbar. Die initialen
LK- und KM-Biopsien wurden im Jahr 2004 entnommen und zeigten einen synchronen Befall
durch ein FL Grad I (LK rechts axillir vom 02.04.2004, KM Beckenkamm vom 26.04.2004). Das
klinische Stadium bei Erstdiagnose im April 2004 entsprach damit dem Stadium IV nach Ann-
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Arbor. Die Behandlung mittels CTX (sechs Zyklen R-CHOP, 05-08/2004) fiihrte zur Remission (im
Beckenkammbiopsat vom 14.09.2004 kein Lymphom nachweisbar). Im Januar des Jahres 2006
wurde am KM-Biopsat ein Rezidiv diagnostiziert (KM Beckenkamm, 02.01.2006). Dieses Biopsat
zeigte eine KM-Infiltration durch ein FL Grad I. Die Patientin erhielt drei Zyklen CTX nach dem R-
IEV-Schema (02-04/2006), gefolgt von einer Hochdosis-CTX mit Stammzelltransplantation
(05/2006). Im Oktober des Jahres 2007 erlitt die Patientin das zweite Rezidiv, welches durch
weitere LK- und KM-Biopsien diagnostiziert wurde (LK rechts axilldr, 14.10.2007; KM
Beckenkamm 16.10.2007). Beide Biopsate zeigten erneut ein FL Grad 1. Die Therapie erfolgte nach
dem R-DHAP-Schema (vier Zyklen, 02-06/08). Im Februar 2009 kam es links inguinal nodal zum
dritten Rezidiv. Es erfolgte eine RTX links inguinal mit 39,4Gy (04-05/2009), sowie eine
Rituximab-Erhaltungstherapie (07/2008). (vgl. Abb. 14)

5.2 Mutationsmuster und Migrationsanalyse

Fiir die untersuchten FL-Klone der drei Patienten konnte je genau eine Wildtypkonfiguration des

VuDJu-Rearrangements bestimmt werden (vgl. Abb. 15).

Abb. 15 — VDJ-Rearrangements und Nukleotidinsertionen an den Segmentgrenzen

Patient Vi-Segment n D-Segment n Jyy-Segment
1 IGHV3-30+04 TTGG IGHD6-19*01 ATT IGHI5*02
2 IGHV3-23*01 GGG IGHD1-20%01 = IGHI4*#02
3 IGHV3-15%02 - IGHD2-21#02 = IGHI4*03

Alle analysierten Klone eines Patienten besalen dasselbe VDJ-Rearrangement und waren deshalb monoklonalen Ursprungs. Zwischen den
V- und D-Segmenten. sowie den D- und J-Segmenten fanden sich als Resultat der TdT-Aktivitit die angefiihrten Nukleotidinsertionen. Dabei
wurden die inserierten Nukleotide, welche im Klon mit den geringsten Mutationen auftraten, als unmutierte Wildtypkonfiguration betrachtet.

Abb. 16 — Mutationsraten und Anzahl gemeinsamer Mutationen der untersuchten Gewebe

Patient Jahr durchschnittliche MR (%) durchschn. mediane MR (%) Range der MR (%) Anzahl gemeinsamer Mutationen
LK (FR1/2) KM LK (FR1/2) KM LK (FR1/2) KM LK KM LEK+KM

1 2006 222 /23,1 15.6 550 / 28,3 17.6 0-33.8/0-340 5.6-270 0 1 0

2 2002 105/ 124 nv 105 /12,2 nv 102-110 /7 120-132 nv 27
2005 — 13.6 13.6 8.3-153 22

3 2004 — / 538 7.9 — [/ 65 1.7 — /22-73 6.5 - 10,3 3 22 5
2006 - 5.5 36 22-82 5
2007 — 1 67 6.3 — 1 67 6.3 -1 65-69 5.2-69 11 11 10

Die LK- und KM-Klone von Patient 2 hatten 20 identische Mutationen. ,.JJahr” gibt das Jahr der jeweiligen Biopsiegewinnung an. Patient 1 hatte in allen
Geweben ein FL2, Patient 2 und 3 hatten in ihren Geweben ein FL"1. .nv* zeigt an, dass die Biopsie nicht vorhanden war, aber gewonnen wurde. Die fiinf
gemeinsamen Mutationen von Patient 3 waren dieselben und in allen anderen enthalten.
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Diese entsprach jeweils der Keimbahnkonfiguration mit der hochsten Homologie zu der am
geringsten mutierten Klonsequenz. Alle LK- und KM-Sequenzen des jeweils betrachteten Patienten
besaBBen dasselbe VyDJy-Rearrangement. Deshalb wurden die Klone als monoklonale Population
betrachtet. Durch den Vergleich der einzelnen Klonsequenzen mit der Wildtypkonfiguration
konnten verschiedene Mutationsmuster bestimmt werden (vgl. Anhang). Dadurch wurde fiir die
jeweils gebildete Klonpopuplation eines Patienten (LK-Klone, KM-Klone, oder LK-Klone+KM-
Klone) die fiir das FL charakteristische intraklonale Heterogenitit offenkundig. Die Anzahl
gemeinsamer Mutationen der Sequenzen einer betrachteten Population variierte nach Patient und
Population (vgl. Abb. 16). Es wurden keine Deletionen, Insertionen oder Duplikationen als Folge
der SH detektiert. Alle Mutationen, welche die intraklonale Heterogenitit bedingten, waren
Punktmutationen. Je nach Patient konnten an der Verbindungsstelle zwischen dem D- und Jy-
Segment, als auch zwischen dem V- und D-Segment, als Folge der Aktivitdt der TdT, verschiedene
Nukleotidinsertionen nachgewiesen werden. Dabei wurde die Sequenz dieser ,template*-
unabhingig eingefiligten Nukleotide des jeweils am geringsten mutierten Klons eines Patienten als
unmutierte Konfiguration betrachtet (vgl. Abb. 15). Die am geringsten mutierte Sequenz wurde
immer im therapienaiven LK-Gewebe gefunden. Im Rahmen der Migrationsanalyse wurden
Bewegungen der Klone beider Kompartimente, LK und KM, zu verschiedenen Zeiten in beide
Richtungen festgestellt. Die frithsten Migrationsbewegungen waren dabei immer vom LK ins KM
gerichtet. Ferner zeigten sich als mogliche Ursache fiir die betrachteten Rezidive Hinweise auf KM-
Persistenz frither, gering mutierter FL-Klone. Zur Migrationsanalyse wurden aus Griinden der
Vergleichbarkeit die FR2-Sequenzen der LK- und KM-Klone verwendet. Alle Stammbéidume

basierten folglich auf den darin enthaltenen Mutationsmustern.

5.2.1 Patient 1

Die ermittelte IgVy-Familie von Patient 1 war IGHV3-30*04. Die amplifizierten VyDJu-
Rearrangements umfassten im FR1 349 Basenpaare (bp) und im FR2 244 bp. Die LK-Sequenzen
beinhalteten zwei identische Mutationsmuster. Dies waren die Sequenz des Klons a7 und bl. Ferner
wurden innerhalb der Sequenzpopulation des KMs, als auch des LKs und des KMs zusammen,
keine weiteren identischen Mutationsmuster nachgewiesen. Die durchschnittliche Mutationsrate der
VuDJy-Rearrangements der zehn LK-Klone betrug im FR1 22,2% und im FR2 23,1%, die der acht
KM-Klone 15,6% (FR2) (vgl. Abb.16).
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5.2.1.1 Gewebespezifische Tumorzellevolution

Innerhalb der LK-Population konnte kein Mutationsmuster eines sequenzierten Klons direkt in das
von stdrker mutierten Klonen tberfithrt werden. Es wurden neun HPCs verwendet um aus den
Mutationsmustern der zehn LK-Klone die wahrscheinlichste Tumorzellevolution zu rekonstruieren.
Da die Sequenz des Klons b4 der Wildtypkonfiguration entsprach, wurde sie als fritheste
Manifestation des FLs betrachtet. Alle anderen Sequenzen, sowohl die der bestimmten HPCs, als
auch die der anderen, tatsdchlich sequenzierten LK-Klone, wurden deshalb als deren Abkdmmlinge
angesehen. Innerhalb der aus acht Klonen bestehenden KM-Population konnte ebenfalls kein
Mutationsmuster eines sequenzierten Klons in das eines anderen iibertragen werden. Es waren
analog zur LK-Population exklusive Mutationen vorhanden, die eine direkte Ubertragung der
Mutationsmuster von geringer mutierten Klonen in das stirker mutierter Klone unmdéglich machten
(vgl. Abb. 12). Um aus der intraklonalen Heterogenitit der KM-Mutationsmuster die
wahrscheinlichste Tumorzellevolution der KM-Population zu rekonstruieren, wurden neun HPCs

eingefiihrt. (vgl. Abb. 17)
Abb. 17 — gewebespezifische Tumorzellevolution Patient 1, FL°2

Lymphknotengenealogie Patient 1 Knochenmarkgenealogie Patient 1

b4{0)

Kk4(19)

e . bean
b3(34) i :

I k12(42)

k1145 k2{44) I(3E44!§

aB(61)
K5(66)

KM des Jahres 2006
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Die Kerngruppe der LK-Population wurde durch die Klone a2, a7, bl und a6 gebildet, da sie den
wahrscheinlichsten HPC der LK-Population definierten. Dieser HPC, HPC LK1, besall 56
Mutationen. Als nédchstes wurde dieser Gruppe der Klon b2 zugefiigt, da der zweitwahrscheinlichste
HPC, der HPC LK2 mit 22 Mutationen, neben den Klonen a2, a7, bl und a6 auch den Klon b2
umfasste. Der HPC_LK3 mit 83 Mutationen spiegelte die Ubereinstimmung der Mutationsmuster
von a7 und bl wider. Der HPC LK4 mit 16 Mutationen stellte den Klon a8 in Relation zu Klon b2.
Da die Evolution von b2 iiber HPC_LK2 mit 22 Mutationen wahrscheinlicher war, als iber HPC-
LK4, wurde die Verbindungslinie in der Genealogie gestrichelt dargestellt. Weiter bildeten die
Klone b3 und b7 eine eigene Untergruppe und definierten HPC LKS5 mit 17 Mutationen. Der in der
»pm“-Hierarchie folgende HPC mit neun Mutationen wurde nicht beriicksichtigt, da er die Klone
a2, a6, a7, a8 und b1 als Gruppe umfasste, dabei allerdings den Klon b2 nicht beriicksichtigte (vgl.
Abb. 18); b2 bildete aber einen wahrscheinlicheren HPC mit a2, a6, a7, und bl (HPC LK2), als a8.
Der HPC LK6 mit fiinf Mutationen setzte HPC LK2 und HPC LK4 in Beziehung, somit die
Klone a2, a6, a7, bl und b2 zu Klon a8. Die HPCs HPC LK7 und HPC LKS8 mit 67 und 60
Mutationen, facherten die Beziehung der Klone der Kerngruppe zueinander detaillierter auf,
HPC LK9 zeigte, dass Klon b6 am ehesten zu Klon a8 in Beziehung stand, und HPC LK10
verband alle Klone aufler b6 und b4. Da b4 keine Mutation aufwies, wurden HPC LK9 und
HPC LKI10 mit ihm verbunden. Dies sollte die Entwicklung aller Klone ausgehend von der

unmutierten b4-Sequenz veranschaulichen. (vgl. Abb. 17 und 18)

Der wahrscheinlichste HPC des KMs, HPC_KMI1 mit einer Mutation umfasste alle acht KM-Klone.
Diese Population beinhaltete die Kerngruppe aus Klon k1, k2, k3 und k12, die den HPC KM2 mit
23 Mutationen definierte. Diese Gruppe wurde durch HPC _KM3 mit 42 und HPC KM4 mit 39
Mutationen noch genauer spezifiziert, indem k1 und k2, sowie k3 und k12 evolutorisch noch néher
in Beziehung gesetzt wurden. HPC_KMS5 mit acht Mutationen verband Klon k5 und k7. Die beiden
in der ,,pm“-Hierarchie folgenden HPCs mit vier und sieben Mutationen, wurden verworfen, da sie
die Kerngruppe aus Klon k1, k2, k3 und k12 nur mit k5 oder mit k7 in Beziehung setzten, ohne k7
und k5 gleichzeitig zu umfassen (vgl. Abb. 19). Die Klone k5 und k7 bildeten allerdings,
reprasentiert durch HPC _KMS5, eine wahrscheinlichere Gruppe. Der Klon k9 stand der Untergruppe
aus k12 und k3 am néachsten (HPC KM6), und die Klone k4 und k7 definierten HPC KM?7 mit fiinf
Mutationen. In Form von HPC KM8 wurden die Gruppe aus k5 und k7 mit der Kerngruppe in
Verbindung gebracht. Die HPCs von k4, k5, k7 und k9 wurden schlieBlich durch HPC_KM9 mit
zwel Mutationen verbunden. Der HPC_KMI stellte somit den frithesten, am geringsten mutierten

FL-Klon der KM-Population dar, welcher sich direkt von der unmutierten Wildtypkonfiguration
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ableitete. (vgl. Abb. 19)

Abb. 18 — ,,pm*“-Hierarchie der LK-HPCs, Patient 1, FL°2

Anzahl sequenzierter LK-Klone t: 10

pm | rl oz i | locus | Klongruppe | Name pm | rl z| i|locus| Klongruppe | Name
0.996105691 | 4| 28| 56| 52| (a2a6a7bl) |HPC_LKI 0929870818 6 1 3] 96| (a2aba7blb2b7)
0.993189382| 5| 15| 22| 190| (a2aba7blb2) | HPC_LK2 0929870818 6| 1| 3| 51| (a2aba7blbib7)
0.984105090| 2| 6| 83| 56| (a7=bl) | HPC_LK3 0929870818 6| 1| 3| 21| (a2a7a8blb3b7)
0.981687540| 2| 6] 16| 191| (a8h2) | HPC_LK4 0929744946 4| 1| 9| 43| (a2a7blb7)

0.972807130| 2| 4| 17| 53| (b3b7) | HPC_LK5 0929231928 6| 1| 2| 209| (a2a7blb2b3b7)
0972313869 S| 3| 9| 72| (a2a6a7a8bl) 0928370261 | 5| 1| 4| 45| (a2a6a7blb3)

(nicht verwendet, da Klon a8 einen wahrscheinlicheren HPC mit b2 bildet) 0.928335720| 2 1 1| 180 (a6a8)

0.972228968| 6| 3| 5| 53| (a2aba7a8blb2)|HPC LK6 0.928317767| 8| 1| 1| 171| (a2a6a7a8blb2b3b7)|HPC LKIO
0971310310 5| 3| 8| 48| (a2a7a8blb2) 0.926762506| 2 L] 29] 206 (a2b2)

(nicht verwendet, da Klon a6 nicht inbegriffen) 0926399064 4| 1| 6| 58] (a7blb2b7)

0.968139171| 3| 3| 67| 110] (a2a7hbl) | HPC_LK7 0925030139 5| 1] 6| 191| (a2a7blb3b7)

0.967649031| 3| 3| 60| 195| (a6a7hbl) | HPC_LKS 0924970437 2| 1] 25| 110| (a6b2)

0.962002675| 2| 4| 7| 209| (a8 b6) | HPC_LK9 0923777311 5| 1| 3| 66| (a7blb2b3b7)

0.960847660 | 2| 3| 10| 52| (b2b3) 0923040458 | 3| 1| 23| 81| (a2a6b2)

0957210100 3| 2| 5| 206 (abb3b7) 0921835799 | 4 1 2 60| (a8b2b3b7)

0956661709 2| 2| 7| 52 (a8 bT) 0.920615315 3 I| 30| 203| (a7blb2)

0956483496 | 2| 2| 59| 129] (a2a6) 0.914667404 3 1 2 43| (a6 b2 b3)

0952764866 | 2| 2| 6] 129] (a8b3) 0913797189 4| 1| 27| 6| (a2a7blb2)

0951930999 | 2| 2| 11| 59| (b2b7) 0903086550 4| 1| 2| 208| (a6a7bl bo)

0.951711575| 3| 2| 6| 49| (b2b3b7) 0902880451 | 6| 1| 1| 146 (a2a6a7blb2bo)
0936646498 | 4| 2| 2| 188| (a7blbob7) 0.884157677| 2 1 3 75| (b2 bo)

0933262707 2| 2| 3| 203| (a2bo) 0.877306662 4 1 I| 206| (a7aBblbe6)

0.930906252| 3| L] 7] 56| (a2b3b7) 0.860280654 3 1 1 196 | (a8 b2 b6)

0930086848 | 7| 1| 2| 159| (a2a6a7a8bl b3 b7) 0.860280654| 3| 1| 1| 138 (a6a8b6)

0930086848 | 7| 1| 2| 68| (a2a6a7a8blb2b7) 0.860280654| 3| 1| 1| 205| (a6b6b7)

Alle fiir das LK -Klonkollektiv von Patient | bestimmten HPCs mit den Eingabeparametern der Formel zu Berechnung von .,pm* und der HPC-definierenden
Klongruppe sind dargestellt. In blau sind die verwendeten, in rot die verworfenen HPCs abgebildet, alle nach abnehmendem ,,pm* geordnet. Die roten HPCs
wurden verworfen, da das Fortfithren der bereits ermittelten Klongruppen durch sie unterlaufen wurde (siehe angedeutete Kommentare). Gesamtzahl der LK-

HPCs: 48.

Abb. 19 —

Anzahl sequenzierter KM-Klone t: 8

pm | r| z| I |locus|Klongruppe

1000000000 | B | 1] 1| 219kl kI12k2 k3 k4 k3 k7 k%)
0993175882 | 4| 18] 23| 66|(kl k12k2 k3)
0991067728 | 2| 14| 42| 188|(kl k2)

0989030389 | 2| 11| 39| 18R|(kl2k3)

0965505424 | 2| 3| 8] 205|(k5kT)

0.962361334 5 2 4] 65|(kl kI2k2 k3 k5)

{nicht verwendet, da k5 und k7 wahrscheinlicheren HPC bilden)
0957188732 2 2 7 15|kl k5)

(nicht verwendet, da k3 mit k7 wahrscheinlicheren HPC bildet,
kl mit k2 k12 und k3)

0.955680315 | 3| 2] 5] 206 (k12 k3 k9)
0954841604 | 2| 3| 5] 127 (k4 kT)
0053184293 | o | 1] 2] 159 (kl kI2 k2 k3 k5 kT)
0.953184293 & 1 2] 222 (k12 K2 K3 k4 k5 kD)
{nicht verwendet, da k | nicht enthalten)

0.953184293 & 1 2] 21kl R2K3K5KTRD)
{nicht verwendet, da k 12 nicht enthalten)

0.942942048 5 1 20 190 (k12 K3 K5 KT k%)

{nicht verwendet, da k! und k2 nicht enthalten)

| Name

| HPC_KM|
| HPC_KM2
| HPC_KM3
| HPC_KM4
| HPC_KM3

| HPC KM6
| HPC_KM7
| HPC_KMS

wpm“-Hierarchie der KM-HPCs, Patient 1, FL°2

pm | r| z| I |locus |Klongruppe | Name
0.942942048 5 1 2] 171kl k12 k2 k3 k4)
(nicht verwendet, da k4 mit k7 wahrschemlicheren HPC bildet)
0938811585 5 1 3 16| (k2 k3 k4 k3 k9)

{nicht verwendet, da k| und k12 nicht enthalten)

0.936703374 4 1 3 18 (kI kK2k3k9)

{nicht verwendet, da k12 und k3 nicht enthalten)

0.936703374 4 1 3] 199kl kI12k2 kT)

(nicht verwendet, da k3 nicht enthalten)

0.933032992 4 1 2] 205 |(kl kK2k4k9)

(nicht verwendet, da k12 und k3 nicht enthalten)

0933032992 | 4| 1] 2] 193 | (k4 K5kTkS) | HPC_KM9
0.930123298 3 1 4] 49 (kI2k3kT)
0927763879 3 1 5] B4kl k2KkT)

0917078013 2 1 6] 222 |kl k7)

0915579611 2 1 9] 13{k3 k%

0913105615 2 1 6] 42|{kI2kT)

Alle fur das KM-Klonkollektiv von Patient | bestimmten HPCs mit den Eingabeparametern der Formel zu Berechnung von ..pm* und der HPC -definierenden Klongruppe sind
dargestellt. Gesamtzahl der KM-HPCs: 24. In blau sind die verwendeten. in rot die verworfenen HPCs abgebildet. alle nach abnehmendem .pm* geordnet. Die roten HPCs
wurden verworfen, da das Fortftihren der bereits ermittelten Klongruppen durch sie unterlaufen wurde (siehe angedeutete Kommentare).

5.2.1.2 Migrationsanalyse

Der ermittelte ,,inter-tissue*“-Stammbaum, der alle FL-Klone von Patientin 1 umfasste, ergab fiir die
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Klone b6, a8, k4 und k5 eine durch Migration erkldrbare Entwicklung. Die anderen Klone
entwickelten sich auch im ,,inter-tissue“~-Stammbaum in dem fiir sie spezifischen Gewebe. Der

LHinter-tissue*“-Stammbaum beinhaltete 16 HPCs. (vgl. Abb. 20)

Die Kerngruppe der LK-Genealogie aus Klon a2, a6 a7 und bl war auch im ,inter-tissue‘-
Stammbaum die Kerngruppe mit dem wahrscheinlichsten HPC, HPC LK+KM]1 mit 56 Mutationen.
Der zweitwahrscheinlichste HPC, HPC LK+KM2 war ebenfalls mit seinem Gegenstiick im LK-
Stammbaum identisch und brachte Klon b2 in die Darstellung ein. Der HPC_LK+KM3 mit 15
Mutationen war der erste HPC der ,,inter-tissue‘“-Population, welcher mit den Klonen k5, a2, a7, bl
und a6, Klone aus beiden Geweben, LK und KM, umfasste. Da die Mehrheit der zu dieser
Klongruppe gehorenden Klone aus dem LK stammte und da, wie noch dargelegt wird, die
Vorlauferklone von HPC LK+KM3 im LK lokalisiert gewesen waren, wurde HPC LK+KM3 dem
LK-Kompartiment zugeordnet. Damit entwickelte sich in dieser ,,inter-tissue“~-Darstellung der Klon
k5 als Folge von Migration vom LK in das KM. Der ndchstwahrscheinliche HPC LK+KM4 mit 17
Mutationen umfasste in seiner Klongruppe neben den KM-Klonen k1, k2, k3 und k12, auch den
LK-Klon a8.

Abb. 20 — gewebeiibergreifende Tumorzellevolution, Patient 1, FL°2

Linter-tissue“-Genealogie Patient 1
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Da die Mehrheit der Klone dieser Gruppe KM-Klone waren, wurde postuliert, dass Klon a8 in der
»inter-tissue“-Darstellung als Folge von Migration entstanden war. Die HPCs HPC LK+KMS,
HPC LK+KM6, HPC LK+KM7 und HPC LK+KM8 mit 42, 39, 83 und 17 Mutationen
entsprachen den jeweiligen HPCs der gewebespezifischen Darstellung. Der HPC LK+KM9 mit
vier Mutationen wurde durch die Klongruppe aus Klon k5, a2, a6, a7, bl und b2 definiert. Diesem
Umstand wurde bereits zuvor mit der beschriebenen Entwicklung von k5 Rechnung getragen, die
hierdurch bekréftigt wurde. Der Klon k7 bildete mit b6 eine Gruppe, die HPC LK+KM10 mit sechs
Mutationen bestimmte. Da HPC LK+KM16 mit einer Mutation neben den Klonen b6 und k7 mit
k1, k2, k3, k4, k5, k9 und k12 lediglich KM-Klone beinhaltete, wurde HPC LK+KMI10 im KM
angesiedelt. Folglich wurde fiir Klon b6 eine Entwicklung aus einen Migrationsprozess postuliert.
Die HPCs HPC_LK+KM11, HPC LK+KM12 und HPC_LK+KM16 mit 23, 67 und 60 Mutationen

entsprachen den jeweiligen HPCs der gewebespezifischen Darstellung.

Abb. 21 — ,,pm“-Hierarchie der LK+KM-HPCs, Patient 1, FL°2

Anzahl sequenzierter LE- und EA-Elone t: 18
pm | r| z| i|locus| Klonsruppe | Name

pm | r| z| i|locus| Klonsruppe | Name
0.905272041 | 4| 17| 56| 60 {alaé a7 bl) HPC_LE+EML 12
0001628452 | 5| O 22| 100 {ala6 a7 bl B2) HDC_LE~EN2 <
8] 1 (k5 a2afa7 bl) HPC_LE+EM3 2
6] 1 K213 a8) HDC_LE~EN4 N
5 28) 2
HEC_LE=EMS M
0.085000870 HDC_LE~EM§ 4
0.934584500 HPC_LE+EMT 1
0080583007 aThl b2 -:
HOC_LE~EME 5
%3 a2 af a7 a8 bl) 3
0.573184680 a2afaT blb2) HPC_LE+EM9 3
121 k328 82) 2

0 2198 K7 b8) HPC_LK+KML0 o HOC TE=KMLS
0067481700 | 4| 2| 23 -

(1 K12 K2 k) HPC_LE+EMIL

HEC_TE-EMI12

HDC_LE-EMLS

HEC TE-EMI13

a2 aaTal bl 13 B

158 K355 k7 a2 afa7 a8 bl b3 b7T)
1] 171 (1 K12 k2 43 k4 a2 2647 a8 bl 203 T) HEC_LE=EM14
125
1

G S P

4 1 3] 18

Alle fir des intertiss ue-Klonkolliektiv von Patient 1 bestimmizn HFCs mit den Eingsbeparametern der Formel zur Berechnung von _pm” und der HPC-definierenden Klongruppe sind dargestellt. Gesamtzshl der
intertissue-HPCs: 108, In blau sind die verwendeten, in rot die verworfenen HPCs abgebildet, alle nach abnehmendem .pm” geocrdnet. Die roten HPCs wurden verworfen, da das Fortfihren der bereits ermitisften
Klongruppen durch s ie unterlaufen wurde (vgl. Kommentare).
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Die HPCs HPC LK+KM13, HPC LK+KM14 und HPC LK+KMI15 mit zwei, einer und einer
Mutation beinhalteten jeweils LK- und KM-Klone. HPC LK+KM13 und HPC LK+KM14 wurden
dem LK-Kompartiment zugeordnet, da sie beziiglich ihrer Klongruppe mehr LK-Klone, als KM-
Klone auf sich vereinten. Dabei war HPC _LK+KM14 mit einer Mutation der wahrscheinlichste
Vorldufer von HPC LK+KM4 mit 17 Mutationen. Damit wurde ein zwischen diesen beiden Klonen
liegendes Migrationsereignis postuliert. Auch wurde damit fiir die Entwicklung von Klon k4,
dessen wahrscheinlichster HPC der HPC LK+KM14 war, Migration postuliert. Ferner war
HPC LK+KM14 identisch zu HPC LK10. Da der LK-Klon b4 die friihste Manifestation der
gesamten FL-Population von Patient 1 darstellte, wurde er als Ursprungsklon aller LK-, KM-Klone
und HPCs betrachtet. Folglich wurden relativ frithe Migrationsereignisse vom LK- in das KM-
Kompartiment postuliert, sowie dazu relativ spitere, bidirektionale Migrationsereignisse. (vgl. Abb.

20 und 21)

5.2.1.3 Interkompartimentire Tumorzellevolution

Im Sinne einer Synthese der Ergebnissen der gewebespezifischen und der ,,inter-tissue® Analyse
wurde fiir die Klone b6, a8, und k5 eine Entwicklung iiber Migrationsprozesse bestimmt, da sie
wahrscheinlicher war, als die gewebespezifische Evolution. Fiir den Klon k4 hingegen war eine

KM-residente Evolution das wahrscheinlichere Szenario (vgl. Abb. 22).

Abb. 22 — Wahrscheinlichkeitsabwiigung, Patient 1, FL°2

Klon pm(HPC LE-KM) pm{HPC LK) pm{HPC_ KM}
k4 0547207528 0554841604
(HPC_LK+KM14) (HPC_KMT)
b6 0568692199 0562002675
(HPC_LK+KM10) (HPC_LK9)
ad 0585239843 0581687540
(HPC_LK+KM4) (HPC_LK4)
ks 0991025389 0965505424
(HPC_LK+KM3) (HPC_KMS)

Gemessen am Vergleich der _pm™-Werte des jewels wahrscheinlichsten
gewebespezifischen und _inter-tissue™ HPCs der migrationsrelevanten Klone wurde die
Entwicklung per Migrationsereignis beibehalten oder verworfen. Fiir Klon k4 wurde
die Migration wverworfen, da der Wert won pm(HPC KM7) groBer war
als defjenige von pm(HPC LE+EM), fiir die Klone b6, a8 und k5 wurde sie beibehalten
da der pm-Wert des intertissue-HPCs hher war, als der des gewebespezifischen HPCs.

Fiir k4 besal HPC _KM?7 einen hdheren ,,pm“-Wert, als sein wahrscheinlichster HPC im ,,inter-
tissue* Stammbaum, der HPC LK+KM]14. Fiir die Klone b6, a8 und k5 war das Gegenteil der Fall.
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Demzufolge wurden in der endgiiltigen Genealogie der Tumorzellentwicklung von Patient 1 alle
Hinter-tissue“~-HPCs der wahrscheinlicher durch Migration entstandenen Klone beibehalten.

Ansonsten wurden die HPCs aus den gewebespezifischen Darstellungen verwendet. (vgl. Abb. 23)

Abb. 23 — endgiiltige Tumorzellevolution, Patient 1, FL°2
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5.2.1.4 Zusammenfassung

Somit l4sst sich zusammenfassend schlieBen, dass das KM von Patientin 1 sehr friih (entsprechend
der Interpretation der Mutationslast als Korrelat der zeitlichen Entwicklung) im Verlauf der FL-
Erkrankung durch LK-residente FL-Klone infiltriert wurde. Zusétzlich wurde ein relativ dazu spiter
erfolgtes Infiltrationsereignis des KMs durch LK-Klone nachgewiesen. Auch KM-Klone waren im
Stande den LK zu infiltrieren. Allerdings fanden solche Migrationsprozesse spiter statt, als die
initialen Infiltrationen des KMs durch LK-Klone. Ferner leiteten sich die den LK infiltrierenden
KM-Klone von LK-Klonen ab, die zuvor das KM infiltrierten. Damit befanden sich die FL-Klone

des LKs und des KMs in bidirektionalem Austausch, wobei die Bewegungen zeitlich gerichtet
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waren. Auch entstand der komplette maligne Phénotyp des FLs von Patientin 1, gemessen an der
ermittelten Tumorzellevolution, im LK. Dieser Umstand wurde durch den unmutierten Klon b4
reprisentiert, der die fritheste Manifestation des FLs innerhalb der gesamten Klonpopulation

darstellte. (vgl. Abb. 24)

Abb. 24 — Zusammenschau des Modells der FL-Evolution von Patient 1

Mutationsanzahl Lymphknoten Knochenmark
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5.2.2 Patient 2

Die gemeinsame IgVy-Familie der gesamten Klonpopulation war IGHV3-23*01. Die amplifizierten
VuDJy-Rearrangements waren im FR1 362 Basenpaare (bp) und im FR2 242 bp lang. Die
durchschnittliche Mutationsrate der sechs LK-Klone betrug im FR1 10,5% und im FR2 12,4%. Fiir
die 14 KM-Klone betrug sie 13,6% (FR2). Die LK-Sequenzen beinhalteten im FR2 zwei identische
Klone, al und a6, die sich allerdings in ihrer FR1 Sequenz unterschieden. In der Sequenzpopulation
des KMs, als auch im Vergleich der LK- mit den KM-Klonen, wurden keine weiteren identischen

Mutationsmuster gefunden.
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5.2.2.1 Gewebespezifische Tumorzellevolution

Die LK-Population umfasste sechs Klone. Die Mutationsmuster von al und a6 waren in allen
stirker mutierten Klonsequenzen der LK-Population enthalten. Alle LK-Klone besalen 27
gemeinsame Mutationen, die durch den wahrscheinlichsten HPC der LK-Population, HPC LK1 mit
27 Mutationen dargestellt wurden. Der zweitwahrscheinlichste HPC LK2 war identisch zu den
Klonen al und a6 (FR2). Damit zweigte der Klon a4 bereits auf der Ebene von HPC LK1 ab.
Ferner wurden durch den dritten HPC, HPC LK3 mit 30 Mutationen, die Klone a5 und a3
zueinander in Beziehung gesetzt. Folglich wurden die drei fiir diese LK-Population bestimmten

HPCs zur Rekonstruktion der LK-Evolution eingefiihrt. (vgl. Abb. 25 und 26)

Unter den 14 KM-Klonen konnte das Mutationsmuster von k2 direkt in das von k6 iibertragen
werden. Weitere direkte Uberginge lagen nicht vor. Alle KM-Klone hatten 22 identische
Mutationen gemeinsam, was durch den wahrscheinlichsten HPC, HPC_KM1, reprisentiert wurde.
Vier weitere HPCs waren notwendig, um die Evolution der KM-Klone darzustellen. Der
zweitwahrscheinlichste HPC, HPC_KM?2 mit 23 Mutationen, wurde aus der Gruppe von vier HPCs
mit gleicher Wahrscheinlichkeit ,,pm* ausgewdhlt, da er im Gegensatz zu den anderen drei HPCs
dieser ,,Vierergruppe die Klone k8, k2 und k14 umfasste, die im néchstwahrscheinlichen HPC,
HPC KM3 mit 24 Mutationen enthalten waren. Ferner wurden HPC_KM4 mit 27 und HPC_KM5
mit 28 Mutationen aus der Gesamtheit von 18 KM-spezifischen HPCs verwendet. (vgl. Abb. 25 und
und 27)

Abb. 25 — gewebespezifische Tumorzellevolution, Patient 2, FL°1
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Abb. 26 — ,,pm“-Hierarchie der LK-HPCs, Patient 2, FL°I

Anzahl sequenzierter LK-Klone t: 6

pm | r| z] i|locus| Klongruppe | Name

1.000000000| 6| 27| 27| 104 | (ala2a3a4aSa6) |HPC 1K1
0996861460 5| 2| 29| 61| (=al=a6inFR2) (al a2a3a5a6) |HPC LK2
0990292390 2| 1| 30| 180 | (a3 a5) |HPC 1LK3

Auflistung der drei LK-HPCs von Patient 2 mit Eingabeparametem fiir die Formel zur Berechnung von pm,
einem exemplarischen Locus einer gemeinsamen Mutation zur Bestimnung der Klongruppe, der HPC-
definierenden Klongruppen selbst und einem Namen, geordnet nach abnehmendem pm-Wert.

Abb. 27 — ,,pm“-Hierarchie der KM-HPCs, Patient 2, FL°1
Anzahl sequenzierter KM-Klone t: 14

pm | r| z| i |locus| Klongruppe | Name

1.000000000| 14| 22| 22| 172 (K1k1OKI1K1ZKISKI4k2k3k4k5Sk6kTkEKS) |HPC KMI

|
0.998390254| 13| 1| 23| 61| (k1k10k11k12k13k14k2k3k4k5k6k7k9)
0.998390254| 13| 1| 23| 207| (k1kl1Okl1kl12Kk13k14k3k4k5k6kTkEKYD)
0.998390254| 13| 1| 23| 162| (K1k10k11k12K13k2k3 k4 kS k6kT k8 k9)
0.998390254| 13| 1| 23| 83| (kl1kl0kl1kl13Kk14k2k3k4k5k6kT7 kB Kk9) |HPC KM2
(ausgewihlt, da k12 auch im nachsten HPC nicht enthalten ist, k8, k2 k14 aber schon)
0.996834761| 12| 1| 24| 82| (k1k10k11k13k14k2k3 k4 k5k6k7ks) |HPC KM3

0996113791 11| 1] 25| 41| (k1klokll1k2k3k4k5k6k7kEKD)
(verworfen, da k9 in HPC KMS3 nicht mehr enthalten war)

0.996074069| 9| 1| 25| 9| (k10kl11k12k13k2k3k5 k6 k9)
(verworfen, da k9 in HPC KMS3 nicht mehr enthalten war)

0996074069 9| 1| 25| 16| (k1klOkl3kl4k3k4k5k8k9)
(verworfen, da k9 in HPC KMS3 nicht mehr enthalten war)

0.996011853| 7| 1| 24| 129] (k12k13 k2k5 k6 k8k9)
(verworfen, da k9 in HPC KMS3 nicht mehr enthalten war)
0.994976559| 6| 1| 27| 130| (kl1kl0kl1kl4Kk3KkT) |HPC KM4

0.994366030| 3| 1| 26| 18| (k12k7k9)
(verworfen, da k12 und k9 in HPC KMH4 nicht mehr enthalten waren)
0.993923350| 2| 4] 32| 31| (k13kl4)

(verworfen, da k13 in HPC KM4 nicht mehr enthalten war)
0.993218771| 3| 1| 27| 190 (kl1kl12k9)

(verworfen, da k12 und k9 in HPC KMH4 nicht mehr enthalten waren)
0.992073431| 3| 1| 27| 18| (k13kl4kS)

(verworfen, da k8und k13 in HPC KM4 nicht mehr enthalten waren)
0.992785142| 3| 1] 29| 13| (k1l1k5k9)

(verworfen, da k5und k9 in HPC KM4 nicht mehr enthalten waren)
0.991806910| 3| 1| 28| 80| (k11kl4k7) |HPC KMS5
0.989489587| 2| 1] 27| 17| (k12k7)

(verworfen, da k12 in HPC KMS5 nicht mehr enthalten war)

Auflistung der 18 KM-HPCs von Patient 2 mit Eingabeparametern fiir die Formel zur Berechnung von pm, einem exemplarischen
Locus einer gemeinsamen Mutation zur B estimmung der Klongruppe, der HPC-definierenden Klongruppen selbst und der Namen
der verwendeten HPCs, geordnet nach abnehmendem pm-Wert. Die roten HPCs ohne Namen wurden verworfen, da das Fortfithren
der bereits ermittelten Klongrppen mit griferem pm-Wert durch sie unterlaufen wurde (siehe angedeutete Kommentare).

5.2.2.2 Migrationsanalyse

Im ermittelten ,,inter-tissue*“-Stammbaum, der alle FL-Klone von Patient 2 umfasste, war der
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HPC LK+KM1 mit 20 Mutationen der wahrscheinlichste HPC. Aus ihm entwickelten sich in dieser
Darstellung alle LK- und KM-Klone. Da das LK-Gewebe aus dem prétherapeutischen und das KM-
Gewebe aus dem posttherapeutischen Intervall des FLs stammte, wurde dieser HPC, der die
fritheste Manifestation des FLs von Patientin 2 reprédsentierte, dem LK-Kompartiment zugeordnet.
Der HPC LK+KM2 mit 21 Mutationen wurde aus der ,,Dreiergruppe von HPCs mit der gleichen
Wabhrscheinlichkeit ,,pm* als ndchster HPC ausgewahlt, da nur er die Klone k2 und k14 beinhaltete,
die im ndchstwahrscheinlichen HPC, dem HPC LK+KM3, enthalten waren. Analog dazu wurden
zwei weitere HPCs aus der Gesamtheit der 24 HPCs des ,,inter-tissue“~-Stammbaums ausgewéhlt.
Dies waren HPC LK+KM4 mit 25 und HPC LK+KMS5 mit 27 Mutationen. Damit wurden in der
»inter-tissue*“-Darstellung zwei Migrationsereignisse postuliert, ein initiales vom LK in das KM und
ein relativ dazu spiter ablaufendes, was die LK-Population in zwei Gruppen aufteilte. Dies waren
der Klon a4, der sich LK-resident entwickelte und die iibrigen LK-Klone, die sich aus dem KM
ableiteten (bzgl. des aus der zeitlichen Relation der LK- und KM-Population erwachsenden
scheinbar bestehenden Widerspruchs der Entwicklung eines Teils der LK-Klone von 2002 aus dem
KM von 2005 vgl. weitere Ausfiihrungen). Die gesamte KM-Population leitete sich von einem

HPC, HPCLK+KM?2 ab, der sich wiederum aus dem LK ableitete. (vgl. Abb. 28 und 29)

Abb. 28 — gewebeiibergreifende Tumorzellevolution, Patient 2, FL°1
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Abb. 29 — ,,pm “-Hierarchie der LK+KM-HPCs, Patient 2, FL°1

Anzahl sequenzierter LK+KM-Klone t: 20
pm | ¥ oz i|locus| Klongruppe | Name

1.000000000| 20| 20|

20| 72| (k8k1k10k11k12k13k14k2k3 k4k5k6k7k9 al a2a3 a4 a5a6) |HPC LK+KMI
0.998779477| 19| 1| 2
i

I
1] 162 | (kBk1k10k11k12Kk13k2k3 k4 k5k6kTk9ala2 a3 ad a5a6)
in HPC LK+KM3 enthalten ist, hier nicht enthalten ist)
1] 207 | (kBk1k10k11k12Kk13k14 k3 k4 kS k6 kTk9 al a2 a3 ad as ah)
(verworfen, da Klon k2, derin HPC LK+KM3 enthalten ist, hier nicht enthalten ist)
0998779477 19| 1| 21| 65| (k8k1kl10kl1k1Zkl13kl4k2k3k4k5k6kTk9 al a2a3 a5 ab) |HPC LE+KM2
0997620272 18| 1| 22| 61 | (kK1klOok11k12Zk13k14k2k3k4k5k6kTk9al a2a3as as) |HPC LEK~+KM3
0997354361 14| 1| 22| 232 | (k8k1k10k11k12k13k14k2k3 k4 k5 k6k7 k9)
(verworfen, da k8 in HPC_LK+KMS3 nicht enthalten)
0997264678 13| 1| 22| 129 | (k8k12Kk13k2k5 k6 k9al a2 a3 ad as a6)
(verworfen, da k8 in HPC_LK+KMS3 nicht enthalten)
0.996854665| &| 2| 23| 44| (k13kl4ala2a3adasa6)
(verworfen, da a4 in HPC_LK-+KMS3 nicht enthalten)
0.996245617| 7| 2| 25| 84| (kl2ala2a3ada5a6)
(verworfen, da a4 in HPC_LK+KMS3 nicht enthalten)
0995466541 9| 1| 9 | (k10k11k12k13k2k3k5k6k9) |HPC_LK~+KM4
0.995451944| 13| 1| 83 | (k8 k1k10k11k13k14k2k3 k4 k5k6k7k9)
0.994644658| 3| 1| 18 | (k12k7k9)
0.994621201| 2| 1| 177 | (k11 a3)
0.994387303| 9| 1| 16 | (k8 k1k10k13 k14k3 k4 k5 k9)
0.994066149| 11| 1| 41 | (k8 k1k10k11 k2 k3 k4 k5 k6 k7k9)
0.993771438| 12| 1| 82 | (k8k1k10k11k13k14k2k3k4k5kakT)
0.993330480| 6| 1| 130 | (k1k10kl11k14k3 k4 k5 ko k9 al a2 a3 a4 a5 a6)
0.993209287| 3| 1| 190 | (k11 k12k9) |HPC LK+KM5
0.991719981| 3| 1| 13 | (k11 k5k9)
0.991606417| 3| 1| 18 | (k8 k13 kl14)
0.991288488 | | 2] 21 | (k13k14)
0.991269043 | | 1] 180 | (k13 a3 a%)
|
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Auflistung der 24 interfissue-HPCs von Patient 2 mit Eingabeparametern fiir die Formel zur Berechnung von pm. eines exemplarischen Locus einer gemein-
samen  Mupmtion zr  Bestimmung  der  Klongruppe, der  HPC-definierenden  Klongruppen  selbst und der  Namen
der verwendeten HPCs, geordnet nach abnehmendem pm-Wert. Die roten HPCs ohne Namen wurden wverworfen, da das Fortfilhren
der bereits ermittelten Klongruppen mit grofierem pm-Wert durch sie unterlaufen wurde (siehe angedeutete Kommentare).

5.2.2.3 Interkompartimentire Tumorzellevolution

Aus der ,,inter-tissue“-Darstellung folgte, dass die LK-Klone al, a2, a3, a5 und a6 mdoglicherweise
aus Migrationsprozessen vom KM in den LK resultierten und nicht durch eine LK-residente
Entwicklung. Im Vergleich der ,,pm“-Wahrscheinlichkeitswerte ihrer gewebespezifischen und
Hinter-tissue® HPCs folgte, dass fiir die Klone a2, a3 und a5 die Entwicklung aus dem KM heraus
wahrscheinlicher war, als die LK-residente Evolution. Fiir die Klone al und a6, war das Gegenteil

gegeben. (vgl. Abb. 30)
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Abb. 30 — Wahrscheinlichkeitsabwiigung, Patient 2, FL°1

Klon pm(HPC inter-tissue) pm(HPC LK)
al 0.997629272 1.000000000
(HPC LK+KM3) (HPC 1LK1)
a6 0.997629272 1.000000000
(HPC LK+KM3) (HPC 1LK1)
a2 0.997629272 0.996861460
(HPC LK+KM3) (HPC 1LK2)
a3 0.997629272 0.990292390
(HPC LK~+KM3) (HPC LK3)
as 0.997629272 0.990292390
(HPC LK+KM3) (HPC LK3)

Gemessen am  Vergleich der _pm“-Werte des jeweils
wahrscheinlichsten gewebespezifischen und _ inter-tissue® HPCs der
migrationsrelevanten LK-Klone wurde die Entwicklung per
Migrationsereignis beibehalten oder verworfen. Far Klon al und
a6 wurde die Migration verworfen, da der Wert von pm(HPC LK1)
grofler war, als derjenige von pm(HPC LEK+KMS3), fiir die Klone b6,
a8 und k5 wurde sie beibehalten da der pm-Wert des intertissue-HPCs
hoher war, als der des gewebespezifischen HPCs.

Da das KM im Vergleich zum LK erst im Jahr 2005 und posttherapeutisch entnommen wurde, aber
dennoch einige Klone der LK- und der KM-Population in wahrscheinlicherer klonaler ,,inter-
tissue“-Beziehungen zueinander standen, als zu den Klonen ihres Gewebes, wurde eine KM-
Persistenz von aus dem LK stammenden, frithzeitig das KM-infiltrierenden und im KM die CTX
iiberdauernden FL-Klonen als Erkldrung angenommen. Mit diesem Modell der wahrscheinlichsten
klonalen Beziehungen des ,inter-tissue Stammbaumes™ lie sich die scheinbare zeitlich
inkongruente Zweiteilung der LK-Population des Jahres 2002 in Beziehungen zu den FL-Klonen

des Jahres 2005 erklaren. (vgl. Abb. 31)

Damit teilte sich das LK-Klonkollektiv in Zusammenschau und Abwédgung der aus der
gewebespezifischen und gewebeiibergreifenden Darstellung gewonnenen Information in Klone auf,
die sich rein LK-resident entwickelten und Klone, die sich aus KM-Vorlduferklonen ableiteten. Da
das LK-Gewebe pritherapeutisch im Jahre 2002 und das KM-Gewebe posttherapeutisch im Jahr
2005 gewonnen wurde, verbot sich zundchst aufgrund der zeitlichen Verhéltnisse ein
Migrationspostulat vom KM in den LK. Da sich allerdings die LK-Population wie geschildert
unterteilen lieB3, erschien es folgerichtig, im KM zwei relativ zueinander zeitlich getrennte Gruppen
zu unterscheiden. Dies waren der HPC LK+KM?2 und HPC LK+KM3 mit 21 und 22 Mutationen,

die wegen ihrer direkten Assoziation zu LK-Klonen bereits im Jahr 2002 im KM vorhanden sein
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mussten. Die verbleibenden KM-residenten HPCs traten demgegeniiber relativ spiter auf. (Dieser
Theorie lag die Vorstellung zugrunde, dass die Therapiemodalitit CTX proliferierende Zellen
zerstort, iibertragen auf das FL von Patientin 2 also insbesonder FL-Klone mit einer hohen
Mutationsanzahl. Demgegeniiber wiirden Klone mit einer relativ niedrigeren Mutationsanzahl nicht

effizient zerstort und konnten persistieren.)

Abb. 31 — endgiiltige Tumorzellevolution, Patient 2, FL°1

finale Genealogie Patient 2

| postuliertes KM des Jahres 2002 KM des Jahres 2005

27 | 27
|

a1(29) a6(29) a4(29) k2(29)
| k6(30)
a2(30 30 k3(31) k4(31) k1(31) k8(31)
a5(31 |
a3(32) k10(33) 5(33)
| k14(34) k9(34)
| k12(35
K11(37) K7(37) k13(37)

LK des Jahres 2002 |

5.2.2.4 Zusammenfassung

Damit wurde fiir das FL von Patient 2 eine friihe, priatherapeutische Infiltration des KMs durch
einen hypothetischen LK-Klon postuliert. Ebenfalls pritherapeutisch, allerdings nach der
Infiltration des KMs, erfolgte eine Reinfiltration des LKs durch HPCs des KMs, so dass sich das
LK-Kollektiv in zwei Gruppen unterschiedlicher Vorldufer unterteilen lie. Weiter persistierten
gemil der angefiihrten Interpretation der klonalen ,,inter-tissue* Relation im KM HPCs wéhrend
der Therapie, in der endgiiltigen Genealogie in Form von HPC LK+KM?2 und HPC LK+KM3
dargestellt. Aus diesen Klonen entwickelte sich posttherapeutisch die KM-Population des Jahres
2005. (vgl. Abb. 31 und Abb. 32)
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Abb. 32 — Zusammenschau des Modells der FL-Evolution von Patient 2

Mutationsanzahl Lymphknoten des Jahres 2002 Knochenmark
%ﬁﬁ;ﬁ?g;ﬁ;ﬁ;ﬁiﬂ Relativ fiithe, hypothetisch Infiltration
) : » | des KMs durch den initialen FL-Klon des
reaktion durchlaufen und einen ) : ; :
. LKs mit geringer Mutationsanzahl im
kompletten malignen FL- T ahr 2002
Phénotypen erworben hat ‘
l CTX
Teil der spéteren LK-
Klonpopulation Y
Spétere Infiltration des LKs durch einen
hypothetischen KM-Klon, der vom Spitere KM-
initialen, das KM- infiltrierenden Klonpopulation
hypothetischen LK-Klon abstammt des Jahres 2005

5.2.3 Patient 3

Die gemeinsame IgVy-Familie aller Klone war IGHV3-15*02. Es lagen lediglich FFPE Gewebe
und damit nur FR2-Sequenzen vor. Die VyDJy-Rearrangements waren 232 bp lang. Die Gewebe
von Patient 3 stammten aus verschiedenen Jahren und reprédsentierten damit Ausziige des
Krankheitsverlaufs, namlich des Primarius sowie des ersten und des zweiten Rezidivs. Zwei der
LK-Sequenzen aus dem prétherapeutischen LK-Gewebe, Klon m1 und m4, zeigten das identisch
Mutationsmuster. Weitere Klone aus dem posttherapeutischen KM-Gewebe, sl und s5 einerseits
sowie s3 und s7 des Jahres 2007 andererseits wiesen ebenfalls identische Mutationsmuster auf. Der
Vergleich der LK- und KM-Populationen ergab, dass die Sequenz des LK-Klons m2 der
préatherapeutischen LK-Population identisch zur Sequenz des KM-Klons x3 der KM-Population der
Biopsie des ersten Rezidivs (Jahres 2006) war. Weitere identische Mutationsmuster wurden nicht
gefunden. Die durchschnittlichen Mutationsraten der LK-Klone lagen zwischen 2,2 und 7,3%, die

der KM-Klone zwischen 2,2 und 10,3%. (vgl. Abb. 16)
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5.2.3.1 Gewebespezifische Tumorzellevolution
LK 2004:

Die prétherapeutische LK-Population umfasste elf sequenzierte Klone. Das Mutationsmuster von
Klon m2 war in den andern Klonen enthalten. Der wahrscheinlichste HPC entsprach damit m2. Es

wurden drei weitere HPCs aus der Gesamtheit von zehn HPCs in die LK-Population des Jahres

2004 eingefiihrt. (vel. Abb. 33 und Abb. 34)

Abb. 33 — gewebespezifische Tumorzellevolution LK 2004, Patient 3, FL°1

LK des Jahres 2004 m2(5)
m5{59}
mE{13}
ma{14} | | |
ma{15} m1 401 m3{ 15} m1'|1{15}
m7[47} mA {16}

Abb. 34 — ,,pm“-Hierarchie der LK-HPCs 2004, Patient 3, FL°1

Anzahl sequenzierter Klonet: 11

pm LE2004| r| z| i|locus] Klongruppe | Name
1000000000 11| 5| 5| 136 |=m2)¥(mlml0mll m2m3 m4msmémT7mEms |HPC_LKI1_2004
0993388763 9| 5| 12| 145 |(mlml0mll m3 m4 mém7 m8 m9) |HPC 1K2 2004
09932135251 10 2| 7| 33 |(mlmlomllm3md4mSmémTmsm9) |HPC_LK3_2004
0584217308 3l 1 3 18 [(ml m10dmll m3 m4 m5 mé m8)

(i cht verwendet, dam?2 und m? in HPC LEZ2 2004 noch enthalten)

0979015847 B 1 13 16 [(m10ml1l m7 m9)

(i cht verwendet, damé in m11 und m10 berfithrbar ist)

0978450620 51 1| 13 9 [iml m10 m3 m4 m7)

(i cht verwendet, dam11 in m10 und m10 dberfiithrbar und mé in m3 m1 md)

05977948899 2 1 13 13 [(m7 m8)

(micht verwendet, damé in m8 therfithrbar ist)

0977921971 | 1 9| 221 [(=m3)(m10 mil m3)

0974290904 3 1 14 221 |(ml m4 m7)

(i cht verwendet, damé6 in m1 und m4 iiberfihrbar ist)

0972455583 | 2| 1| 14| 18|(m7m%) |HPC 1LEK4 2004
Alle firr das L K-Flonkallekfiv des Jabres 2004 vonPatient 3 bestimmten HPCs mit den Eingaheparametern der Formel zu Berechmmg von
Spm” und der HPC-definierenden Klonsnuppe snd dargestellt Gesamtzahl der dieser HPCs: 10. In blau sind die verwendeten in rot

die verworfenen HPCs abgehildet alle nach abnehmendem pm™ zeordnet Die roten HPCs warden verworfen da das Fortfihren der
bereits ermittelten Klonzruppen durch de unterl aufen wirde (s ehe ansedautete Komm entare).
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LK 2007:

Die LK-Population des zweiten Rezidivs umfasste acht sequenzierte Klone. Unter diesen Klonen

wurden keine identischen Mutationsmuster gefunden. Allerdings wurde das Muster von Klon 02 in

den stiarker mutierten Klonen o4, ol und o6 iibertragen. Der Klon 02 entsprach dabei dem

HPC LK3 2007. Alle Klone dieser LK-Population hatten elf identische Mutationen gemeinsam.

Dies wurde durch den wahrscheinlichsten HPC, HPC LK1 2007, représentiert. Ferner wurden

zwei weitere HPCs, HPC LK2 2007 mit 12 Mutationen und HPC, HPC LK4 2007 mit 14

Mutationen, eingefiihrt. (vgl. Abb. 35 und Abb. 36)

Abb. 35 — gewebespezifische Tumorzellevolution LK 2007, Patient 3, FL°1

LK des Jahres ?DD'.-'
oB(15 o915 |_ o5{H 5)
o416 o1 {1 &) nE{1 8  ol0{16)

Abb. 36 — ,,pm“-Hierarchie der LK-HPCs 2007, Patient 3, FL°1
Anzahl sequenzierter Klonet: 8

pmLE2007| r| z | i|locus| Klongruppe | Name

1.000000000| 8| 11| 11| 126| (060l 0l0 02 04 0508 08) |HPC LK1 2007
0994451641 7| 1] 12| 21| (060l o2 o4 05 08 0%) |HPC_LK2 2007

0994451641 7 1 12 18| (060l 010 02 o4 o5 08)
(nicht verwendet, da 08 und 0% zusammen gehiren)
0994451641 7 1 12 16| (060l 010 02 o4 o5 09)
(nicht verwendet, da 08 und 0% zusammen gehiren)

0985522602 | 4| 1| 15| 221| (=02) (06 ol o2 o4) |HPC_LK3_2007
0.985282237| 2| 2| 14| 221]| (08 09) |HPC_LK4 2007

Alle fizr das LE-Elonkollelktiv des Jahwes 2007 von Patient 3 bestimmten HPC s mit den Eingabeparam etern
der Formel zu Berechiung von ,pm™ und der HPC-definierenden Klongruppe sind dargestellt Gesamtzahl
der dieser HPC= 6. In blau and die verwendetenn in rot die verwotfenen HPCs abgebildet, alle nach
abnehmendem _pm* geordnet Die roten HPCs wurden verworfen, da das Fortfilhwen der bereits ermittelten

Klonsnppen durch sie unterdaifen warde (siehe anzedeutete Komm entare).
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KM 2004:

Die prétherapeutische KM-Population des Jahres 2004 umfasste neuen sequenzierte Klone. Dabei

konnte das Mutationsmuster von Klon n10 in das von Klon n9 tiberfiihrt werden. Weiter hatten alle

neuen KM-Klone 13 identische Mutationen gemeinsam, was mit HPC KM1 2004 dargestellt
wurde. Ferner wurden der HPC _KM2 2004 mit 15 Mutationen und der HPC KM3 2004 mit 16

Mutationen eingefiihrt. HPC_KM3 2004 umfasste dabei eine Gruppe aus fiinf Klonen, n8, n10, n9,

n7 und n3. Zuvor verliesen die Klone n4, n5 und n6 auf der Ebene von HPC KM2 2004 die

Hauptgruppe. Der Klon nl zweigte bereits von HPC _KM1 2004 ab. Damit wurden drei HPCs von

insgesamt sechs bestimmten HPCs verwendet, die anderen drei verworfen. (vgl. Abb. 37 und 38)

Abb. 37 — gewebespezifische Tumorzellevolution KM 2004, Patient 3, FL°1

KM des Jahres 2004

{4 =
I T l‘_\_‘_’JI
n3{17} ni17} n7(17)
I
na{18} nd{18} | ne{18)
n3(23}
n5(24)

Abb. 38 — ,,pm“-Hierarchie der KM-HPCs 2004, Patient 3, FL°1

Anzahl sequenzierter Klonet: 9

pmEM2004| r| z | i |locus| Klongruppe | Name

1000000000 | 9| 13| 13| 145 |(nlnl0n3nd4n5n6n708n%)  |HPC_KMI 2004
0996081596 | 8| 2| 15| 24 | (n10n3nd nSn6n7 ns nd) |HPC_KM?2 2004

0992785701 i 1] 14| 221 | (nl nl0n3 nd nsn9)
(nicht verwendet, danlin HPC EM2 2004 nicht mehr inbegriffen)

0989760871 | S| 1| 16| 18 | (n10n3n7 n§n2) |HPC_KM3 2004

0939760871 5 1 16 16 | (n3 nd né né n?)

(1 cht verwendet, danl0 in n9 iberfithrbar, n10 hier aber ni cht enthalten)
0989158198 4 1] 16 9 | 3 ndnsn7)

(nicht verwendet dan4 und n5 in HPC_KM3 nicht mehr enthalten)

Alle fiir das KM-Elonkolleltiv des Jahres 2004 von Patient 3 besimmten HPCs mit den Eingabeparametern der Formel
zu Berechrmingz von pm”™ und der HPC-defimierenden Klonsnppe and dargestellt Gesamtzahl der dieser HPCs: 6. In Hau
sind die verwendeten in rot die verworfenen HPCs shgebildet, dle nach abnehmendem . pm™ geordnet. Die roten HPCs
wurden verworfer, da das Fortfithren der bereits emmittelten Klonsmuppen durch se unterlaufen wirde (siche ansedeutete

Eommentare).
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KM 2006:

Die KM-Population des ersten Rezidivs aus dem Jahr 2006 bestand aus neun sequenzierten FL-
Klonen. Das Mutationsmuster von Klon x3 war in allen anderen acht KM-Klonen dieser Population
enthalten. Der Klon x3 entsprach dabei dem wahrscheinlichsten HPC dieser KM-Population, dem
HPC KMI1 2006. Weiter wurde HPC KM2 2006 mit 11 Mutationen eingefiihrt, aus dem sich alle

weiteren Klone ableiteten, aufler x3.

Abb. 39 — gewebespezifische Tumorzellevolution KM 2006, Patient 3, FL°1

KM des Jzhres 2006
=45}
"JD -
bt
xs{1|: |—x?’{'13}—| 11{13} (13}
x I'hl
xH19)

Abb. 40 — ,,pm“-Hierarchie der KM-HPCs 2006, Patient 3, FL°I

Anzahl sequenzierter Klonet: 9
pm EM2006| r| z | i|locus| Klongruppe | Name

1 000000000 | 9| 3| 51 136 | =) (x] 22 x3 x4 x5 x6x7 x8 x9) |HPC KMI1 2006

0994660532 | 8| 6| 11| 353|(x1x2=x4x5x6x7x8x9) |HPC EM2 2006

0978737511 3 1 12 221 (x1 x5 x9)

(nicht verwendet, dax7 in x5 iberfithrbar, x5 aber nicht enthalten)

0978737511 3 1 12 13 | (x1 x6 x9)

(micht verwendet, dax5 in x9 Gberfiillrbar, x5 aber nicht enhalten)

0973656322 | 5| 1] 12] 9| (=x8) (x5 x6x7 x8 x9) |HPC EM3 2006

0973656322 5] 1] 12| 16| (=x2)(x2 x4 x5x7x9) |HPC KN4 2006
Alle fir das EM-Florkoll éktiv des Jahres 2006 vonPatient 5 bestimmten HPCs mit den Eingabeparam etern der Formel
zu Berechtnmng von _pm ™ und der HPC-definierenden Flonsmppe and dargestellt Gesamtzahl der dieser HPCs: 6. In
blau sind die verwendeten in rot die verworfenen HPCs abgebildet, alle nach sbnehmendem _pm®™ geordnet. Die roten
HPCs wurden verworfen da das Forffilhren der bereits ermittelten Klongruppen durch sie unterlaufen warde (siche
anzedeutete Komm ertare).

Die HPCs HPC KM3 2006 und HPC KM4 2006 entsprachen den Klonen x8 bzw. x2. Das

Mutationsmuster von Klon x8 wurde in die der Klone x6 und x7 iiberfiihrt, das Mutationsmuster
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von Klon x2 in die von Klon x4 und x7. Die Evolutionswege von Klone x7, aus Klon x8 oder aus
Klon x2, stellten dabei gleichwertige Alternativen dar, da HPC_KM3 2006 und HPC KM4 2006
bzw. Klon x8 und x2 die gleiche Wahrscheinlichkeit ,,pm* besalen. Das Mutationsmuster von x7
war ferner in Klon x5 enthalten und dieses wiederum in Klon x9, was sich im Stammbaum in der

angegebenen Evolution manifestierte. (vgl. Abb. 39 und 40)
KM 2007:

Die KM-Population des zweiten Rezidivs umfasste zehn sequenzierte Klone. Davon waren jeweils
Klon s1 und s5 sowie Klon s3 und s7 identisch. Alle Klone besallen 11 gemeinsame Mutationen, die

das Mutationsmuster des Ursprungs-HPCs dieser Population, HPC KM1 2007 definierten.

Abb. 41 — gewebespezifische Tumorzellevolution KM 2007, Patient 3, FL°1

KM des Jahres 2007

s10{12)

—s1/514) sB{14) —
5215 sy715) 915
s416)  s8{16)

Abb. 42 — ,,pm“-Hierarchie der KM-HPCs 2007, Patient 3, FL°1

Anzahl sequenzierter Klonet: 10

pm EM2007] r| z| i|locus)] Klongruppe | Name
1.000000000| 10| 11| 11| 24|(sl s10s2s3 s4 s5 s6 57 =8 s9) |HPC _KMI1 2007
0995955872 9| 2| 13| 33|(sls2s3s4s5s6s7s8s9) |HPC KM2 2007
099152237 6] 1| 12| 221|(=s10) (sl s10s2 s3 s5 §7)

0989745134 6| 1| 14| 16|(=s6)(s3 5465758 9) |HPC KM3 2007
0985658133 20 1] 14 9| (s2 s8)

0982881660 2| 1| 15| 221|(s4s8) |HPC KN4 2007
0982881660 2| 1| 15| 15|(=s9)(s4s9) |HPC KM5 2007

Alle fitr das KM-Elonk cll ety des Jahres 2007 von Patient 3 bestimmten HPCs mit den Eingabeparam etern der Formel
zu Berechintiz ven pm ™ und der HPC-definierenden Klonsruppe snd dargestellt Gesamtzahl der dieser HPCs: 7. In
blan sind die verwendeten in rot die verworfenen HPCs abgebildet, dle nach sbnehmendem pm™ geordnet. Die roten
HPCs wirden verworfen da das Fortfiihren der bereits ermittel ten Elonsmuppen durch sie unferlaufen wurde.
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Aus der Gesamtheit von sieben bestimmten HPC:s fiir die KM-Klone von 2007 wurden vier weitere
in diese Klonpopulation eingefiihrt. Alle Klone aufler Klon s10 leiteten sich von HPC_KM2 2007
mit 13 Mutationen ab. Der nichste ausgewéhlte HPC, HPC KM3 2007 mit 14 Mutationen,
entsprach dem Klon s6. Dieser Klon war wiederum unmittelbarer Ausgangspunkt fiir die Evolution
von s3, s7, s9, s4 und s8. Dabei entsprach s9 dem HPC _KMS5 2007 mit 15 Mutationen. Dieser HPC
und der HPC KM4 2007 besalBen dieselbe Wahrscheinlichkeit ,,pm*, so dass die Entwicklung von
s4 aus HPC_KM4 2007 oder HPC KMS5 2007 gleichwertige Alternativen darstellten. (vgl. Abb.
41 und 42)

5.2.3.2 Migrationsanalyse und Tumorzellpersistenz

Der fritheste, am geringsten mutierte Klon der gesamten sequenzierten FL-Population von Patient 3
war mit fiinf Mutationen der LK-Klon m2 aus dem prétherapeutischen LK-Biopsat des Jahres 2004.
Das Mutationsmuster dieses Klons war in allen anderen sequenzierten Klonen und HPCs enthalten.
Im KM des ersten Rezidivs aus dem Jahr 2006 wurde mit dem Klon x3 das identische
Mutationsmuster wiedergefunden. Dariiber hinaus wurden keine weiteren identischen LK- und KM-

Klone detektiert.

Im Vergleich der prétherapeutischen LK- und KM-Klone wurden vier ,,inter-tissue® HPCs von 14
moglichen HPCs zur Erzeugung des zugehdrigen ,,inter-tissue‘-Stammbaumes verwendet. Die
HPCs HPC_LK+KM1 2004 und HPC LK+KM2 2004 mit fiinf und sechs Mutationen umfassten
alle LK- und alle KM-Klone, HPC LK+KM3 2004 mit neun Mutationen umfasste zehn der 11 LK-
und alle KM-Klone. Der HPC_LK+KM4 2004 mit 13 Mutationen umfasste ausschlieBlich die aus
neuen Klonen bestehende KM-Population und stellte, wie der identische HPC KM1 2004 im
gewebespezifischen Stammbaum, damit die friiheste, hypothetische Manifestation des FLs im KM
von 2004 dar. Deshalb wurden die HPCs HPC LK+KMI1 2004, HPC LK+KM2 2004 und
HPC LK+KM3 2004 dem LK zugeordnet. Da diese drei HPCs alle in HPC LK+KM4 2004
tiberfiihrt werden konnten, wurde eine prétherapeutische Infiltration des KMs aus dem LK
postuliert. Eine frithere Infiltration, als durch HPC LK+KM3 2004 kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden. Diesem Umstand wurde durch die gestrichelten Linien Rechnung getragen

(vgl. Abb. 43 und Abb. 44).
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Abb. 43 — Tumorzellevolution LK+KM?2004, Patient 3, FL°I

H KM des Jahres 2004
| T

|
mS{9} I I
|
m&13) |
ma{14} | | I
m9(15) m1i4(15  m3{15} I_m11{15pi ik
m10{16) | T8 T
m717} | N8{(17} n10{17] nT(1T)
H |
: nS{18} nd[18) | ne{18)
|
i
|
|
i

n3[23)
LK desJahres 2004 n5{24

Abb. 44 — ,,pm“-Hierarchie der LK+KM-HPCs 2004, Patient 3, FL°I
Anzahl sequenzierter Klonet: 20
pm LE+KM2004| r| z| i|locus| Klongruppe | Name
1000000000 [ 200 5| 5| 48|(Fm2)@mlnl0nd3ndnsnénTndn®ml mOmllm2m3dmdmsmémimémé) |HPC LE+KMI1_2004
0595734681 | 18] 1] 6| 33|(nlnl0n3ndndSn6n7ndn9mlml0mll m3 md4 mS mém7msm9) |HPC _LE+EM2_2004
0595474778 | 18] 3| 9] 126[(n1nl0n3nd nSn6n7n8 n9ml ml0mll m3 mé mé m7 m8 m%) |HPC_LE+KM3_2004
0594308875 | 8] 4| 13| 63|(nl1nl0n3ndndnén7nfnd) |HPC_LE+KM4_2004
0992568049 18 1 7 44 |(n10n3 n4 n3 n6 n7 n8 n? ml m10mll m3 m4 m3 mé m7 m& m?)
0990863297 13 1 8 18[(n10n3n7nd n9 ml m10mil m3 m4 mS mé mg)
05903 9 1] 10| 221 |(n1nl0n3 n4 n5n%ml m4m7)
059009 9 1] 12 9 (n3nd n3n7mlmld mil m2m3mdm?T)
059009 9 1] 12 16 [(n3nd n6n8 n9ml0imll m7 m9)
0989986822 10 1] 12 33 [(n5ml mlimll m3 m4 m6 m7 m8 m9)
0988344503 3 1] 12 13 [(n3m7m8
0985866294 3 1 3 18 [(n6 m7 m9)
0985666125 17 1 11 24| (n10n3 n4 nSn6n7 n n¥ml m10 mll m3 m4 mé m7 m8& m9)

1

0984780239 9 221 [(=m3) (ml0mll m3)

Alle fiir das irterti ssue-Klonkolleltiv des Jahres 2004 von Patient 3 besimmten HPCs mit den Eingsheparametern der Formel zu Berechmung von _pm™ und der HPC-definierenden
Klonznuppe sind dargestellt. Gesamtzahl dieser HPCs 14. In blan snd die verwendeten, in rot die verworfenen HPC s abgebildet, alle nach abnehmendem . pm ™ geordnet. Dieroten HPC s
wirden verworfen, da das Fortfilhren derbereits ermittelten Klongruppen durch sie unterlaufen wur de.

5]

Um eine klonale KM-Persistenz, welche sich durch die Detektion des zum initialen LK-Klon m2
identischen KM-Klons x3 des Jahres 2006 andeutete, als eine mogliche Ursache der Rezidive
genauer zu untersuchen, wurden die Klonpopulationen der Rezidivgewebe entsprechend ihrer
Chronologie graduell hinzugefiigt. Dabei zeigte sich, dass durch die Ergédnzung des ,,inter-tissue‘-
Stammbaums LK+KM2004 um die KM-Population des Jahres 2006, der zum nodalen Klon m2
identische KM-Klon x3 der wahrscheinlichste HPC des neu gebildeten Gesamtkollektivs war und
dass HPC LK+KM3 2004 mit neuen Mutationen als HPC_LK04KMO04KMO06 2 im KM von 2006
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erneut auftrat (vgl. Abb. 45 und Abb. 46).

Abb. 45 — Tumorzellevolution LK04+KMO04+KM06, Patient 3, FL°1
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Abb. 46 — ,,pm“-Hierarchie von LK04+KM04+KM06, Patient 3, FL°I
Anzahl sequenzierter Klonet: 29
pm LEKO4ENO4ENDG | r | z| i|locus| Klongruppe | Name
1 000000000 | 29 5| 5| 48 |(alleKlonen aus LE04, KM0O4, LEOG) |HPC LEMEMMENOS 1
0996311847 | 26| 3| 9| 126 |(nichtm? x3 m::) |HPC LEMEMIM4ENMOG 2
0996037927 27 1 6 33 | (nicht m2 x3
(verworfen, da m5 durch HPC LEK04EMN04KMO6_2 bereist au-gﬁchl ossen)
0995359389 | 9] 4| 13] 37 | (nl nl0n3 nd n:: n6é n7 nd n%) |HPC LEMEMIM4EMOG 3
0993568689 26 1 7 44 | (nicht nl m2
0993032282 21 1 3 18 | (nicht nl n4 ni nlﬁ m?2 m7 x3 m?)
(0992999084 14 1 11 16 |[(n3nd n6 n8 n9 x2 x4 x5 x7 x9 ml m10m1l m7 m9)
(0992999084 14 1 11 9| (n3indnsn7 x5 x6x7 x8 x9ml ml10m3 m4m7)
0992906137 12 1 10 221 [(nl n10n3 nd n5n? x1 x5 x9 ml md m7)
0992564296 13 1 11 24 |[(n10 n3 nd ns nd n7 n8 n% x% ml m10ml1l m3 m4 mém7 mE m9)
0992137916 il 1 11 13 |(n3 x1 x6 x9m7 m8)
0991495160 10 1 12 33 |(n5 ml m10m1l m3 m4 m6 m7 m8 m9)
0988719091 3 1 13 18 | (n6 m7 m9)
0988656942 3 1 9 221 |(=m3)(m10 mll m3)

a

09860646197 2 1 14 37 [ (n5 x9)

Alle fir das interfi ssue-Klonkollektiv des LKs von 2004, des KMz von 2004 und des EMs von 2006 von Patient 3 bestimmten HPCs mit den
Einzabeparam etern der Formel zu Berechmmes von . pm™ und der HPC-definierenden Klongruppe sind dargestellt. Gesamtzahl dieser HPCs: 15. In
blan sind die verwendeten, inrot die verworfensn HPCs abgehildet alle nach abnehmendem . pm*™ geordnet. Die roten HPC s wurden verworfen, da das
Fortfithren der bereits ermittelten Klonzruppen durch sie unterlaufen wurde.

Aus der Erweiterung des gewebeiibergreifenden Stammbaums LK04+KM04+KM06 um die KM-
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Population des Jahres 2007 folgte als wahrscheinlichster HPC erneut
HPC LK+KMI1 2004 und x3 identischer Klon, der HPC HPC LK04+KMO04+KM06+KMO07 1.

Ferner trat der Klon HPC LK04+KM04+KM06+KMO07 2 mit acht Mutationen zum ersten Mal im

ein zu m2,

LHinter-tissue“~-Stammbaum LKO04+KMO04+KM06+KMO07 auf. Dessen Mutationsmuster war in den
zuvor wiederholt auftretenden, persistierenden HPCs mit neun Mutationen, HPC LK+KM3 2004
und HPC_LK04+KMO04+KMO06 2, inbegriffen. (vgl. Abb. 47 und 48)

Abb. 47 — Tumorzellevolution LK04+KM04+KM06+KMJ07, Patient 3, FL°1
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Abb. 48 — ,,pm “-Hierarchie von LK04+KM04+KM06+KMO07, Patient 3, FL°1

Anzahl sequenzierter Klonet: 39

pm LKO4KNO4KMOGKMO7 | r | z| i
1.000000000 | 39] 5| 5
0997501791 | 36| 3| 8
0996670442 6| 1] 6
0996670442 6| 1] 6
0996170182 | 9] 4| 13
0995157025 200 1] 1
0995121083 16 1] 1
0994895306 18] 1] 9
0994733297 0| 1] 8
0994585313 28] 1] 10
0994204229 0] 1] 12
0993943507 6] 1] 11
0993920060 | 10] 1] 11
0992163688 5| 1] 9
0991873521 3 1] 14
0991791981 3 1] 13
0989963956 2] 1] 14

|locus | Klongruppe | Name
[ 129 |(alle) |HPC_LEO4EMO4EMOISEMOT_1
| 145 | (nicht m2 x3 m5) |HPC_LEM4EMOMENMOGEMOT_2

44 | (nicht nl m2 x3)
(michtm2 s10 x3)
nl n10n3 n4 n5 n6 n7 nd n%)| HPC_LKO4EMO4EMOGEMOT_3
16 |(n3 n4 n6 n8 n9 s3 54 56 57 58 =9 x2 x4 x5 x7 x¥m10 ml1l m7 m8)
9(m3nd4nsn7s2s8 x5 x6x7x8x9ml ml0m3 m4m7)
221 |[(nl n10n3 n4 n5n% sl 510 52 53 55 57 x1 x5 29 ml m4 m7)
18 |(nichtnl n4 n3 n6 s10m?2 x3 m7 m9)
24 |(nicht nl n4 05 n6 s10m2 x3 m7 m9)
33 [(nS ml m10mll m3 m4 m6 m7 m8 m9)

o9
%)

| 571

13 |(n3 x1 x6 x%m7 m8d)
| 206|(s1s10s2s3s4s5s6s7s8s9)  |HPC_LKO4KMO4KMOGKMOT 4
221 | (34 s8 m10 mll m3)
5 [(n3 s4 59)
18 | (n6 m7 m9)
37 [(nS x9)

Alle fiir das inter-fi saue-Flonkollektiv des LE s von 2004, des KDz von 2004, des KMz von 2006 und des KM= von 2007 von Patient 3 bestimmten HPCs
mit den Einsabeparametern der Formel zuBerechmmng von  pm”™ und der HPC-defini erenden Klonzruppe sind darsestellt. Gesamtzahl dieser HPCs: 17.
In blau sind die verwendeten, in rot die verworfenen HPC s abgebildet, alle nach abnehmendem _pm* geordnet Die roten HPCs wirden verworfen, da das
Fortfithren der bereits ermittelten Klongnuppen durch sie unterlaufen wurde.
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Damit bestand die Moglichkeit, dass HPC LK04+KMO04+KMO0O6+KMO7 2 bereits im
pratherapeutischen Gewebe vorhanden war, persistierte und erst im Stammbaum

LK04+KM04+KM06+KMO7 berechnet wurde. (vgl. Abb. 47 und Abb. 48)

Im gewebelibergreifenden Stammbaum LKO04+KMO04+KMO06+KMO07+LK07, welcher alle
sequenzierten LK- und KM-Klone von Patient 3 umfasste, wurde als wahrscheinlichster HPC

wieder ein Klon, dessen Mutationsmuster dem der Klone m2 und x3 aus den Jahren 2004 und 2006

entsprach, bestimmt. (vgl. Abb. 49 und 50)

Abb. 49 — Tumorzellevolution LK04+KMO04+KMO06+KMO07+LK07, Patient 3, FL°1
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Damit war der am geringsten mutierte, fritheste Klon m2 aus dem initialen, pratherapeutischen LK
des Jahres 2004 der wahrscheinlichste Vorlduferklon der gesamten FL-Population (im Detail waren
dies die HPCs: HPC_LK+KM1 2004, HPC LK04+KMO04+KMO06 1, HPC LK04+KM04+KMO06
+KMO07 1 und HPC LKO04+KMO04+KMO06+KMO07+LKO07 1). Dass er in Form von x3 im
Rezidivknochenmark des Jahres 2006 wiedergefunden wurde, bekréftigte die Mdglichkeit dessen
KM-Persistenz wihrend des gesamten untersuchten Krankheitsverlauf. Weiter wurde durch das
berechnete, wiederholte Auftreten der HPCs mit acht und 11 Mutationen des KMs des Jahres 2007
im zugehorigen LK desselben Jahres die Moglichkeit einer Reinfiltration des LKs durch gering
mutierte KM-Klone aufgezeigt (im Detail waren dies die HPCs: HPC LK04+KMO04
+KMO06+KMO07 2 und HPC_LK04+KM04+KM06+KMO07 4 im Vergleich zu HPC_LK04+KMO04
+KMO06+KMO07+LK07 2 und HPC LK04+KMO04+KMO06+KMO07+LKO07 3). Dabei leiteten sich
diese hypothetischen Klone von der priatherapeutischen LK-Klonpopulation ab. Somit bestand die
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Moglichkeit, dass das KM als therapieresistente Nische flir FL-Klone fungierte, von der aus sich
posttherapeutisch die KM-Rezidive sowie die nodale Reinfiltration manifestierten. (vgl. Abb. 49
und 50)

Abb. 50 — ,,pm“-Hierarchie von LKO4+KM04+KM06+KM07+LK07, Patient 3, FL°1I

Anzahl sequenzierter Klonet: 47

pm LEKOJENMO4EMO6EMOTLEOT | r | z| i|loous| Klongruppe | Name
1.000000000 | 47| | 5| 129 |(alle) |HPC_LEKO04KMO4KMO6ENMOTLEOT 1
0997940536 | 44 | 8| 145 |(nichtx3 m2 m3) |HPC_LEO04KMO4KMOGKMOTLEDT 2
0997255524 44 6| 44 |(nichtnl x3m2)

0997255524 44 6| 33 |(nichtsl0x3m2)

0956615443 [ 9 | 13| 134 |(nl n10n3 nd 03 né 07 o8 n%) |HPC_LEO04EMO4EMO6EMOTLENT 3
0996180039 27 11 16 [nichtnlnl[ln.’ 151022 s5x] 23 x6x8 ml m?2 m3 m4 m5 moém3 o)
0996099851 18 11 9 |(m3ndndinTs2s8 x3x6x7x8x%mlml0m3 mdm7of o)

0995918697 22 9] 221 |(nl n10n3 n4 n5n% sl s10 52 s3s5s7x1 x5 x9ml md m7 ol o2 o4 of)
0995791318 37 8 18 |(nichtnl n4 n3né s10x3 m2 m7 m% o%)

0995589252 36 10| 24 |(nichtnl x1x2 x3 x4 x5 x6 %7 x8 m2 m5 )

0995356505 11 12| 33 |(n5mlml0mll m3 mé4msmém7 m8m?ol)

0995058751 7 11 3 [(n3 =l x6x9m7m8 olD)

0595040990 | 10 | 11| 206 |(sls10s2s3s4s5s6s7 s859) |HPC_LEO4EMO4EMO6EMOTLEDT 4
0994930261 | 7] [ 12] 21 |(ol 02 04 05 of 08 09) |HPC_LEO4EMO4EMO6EMOTLENT 5
0993811444 7 8] 221 |(z4 s8ml0 mll m5 o8 09)

0993447760 14 5 |[(n3 s4s9)

13| 18 |(n6 m7 m?)
13| 4 |(m3o4)
14| 37 |(nd=x9)

S Sy S N

[ S R

085913 Sﬁ—l[l

Alle fiir das inferfissue-Elorkollektiv des LKs von 2004, des EMs von 2004, des KMs von 2004, des KMz von 2007, sowie des LKs von 2007 von Pafient 3 bestimmten
HPCsmit den Eingabeparametern der Formel zu Berech‘u.mgvon pm™ und der HPC—deﬁmerendenK_lmgmppe sinid da.tgestellt Gesamtzahl dieser HPCs 19. In blan snd
die verwendeten, in rot die verworfenen HPCs abgebildet, alle nach abnehmendem _pm™ geordnet Die roten HPCs wirden verworfen, da das Fortfithren der bereits
ermittelten Klonsmuppen durch sie unterlaufen wurde.

5.2.3.3 Interkompartimentire Tumorzellevolution

Das wesentliche Argument fiir eine préatherapeutische KM-Infiltration aus dem LK sowie fiir die
skizzierte KM-Persistenz von gering mutierten und damit frithen, initial im LK aufgetretenen
Klonen, war neben der beschriebenen Wiederkehr bereits bekannter HPCs in den Folgegeweben die
Detektion von x3 im KM des ersten Rezidivs. Da es sich hierbei um die identische Sequenz
handelte, wie beim pritherapeutischen LK-Klon m2, waren damit der Ort dessen originérer
Entwicklung und die Richtung der Migration zwischen den Kompartimenten LK und KM
vorgegeben. Um zu untersuchen, ob die LK-Population des Rezidivs des Jahres 2007 wie zuvor
postuliert tatsdchlich durch ,retrograde Re-Infiltration” aus dem KM entstand, oder ob eine klonale
LK-Persistenz die wahrscheinlichere Erklarung fiir das LK-Rezidiv von 2007 war, wurden die pra-
und posttherapeutischen LK-Populationen miteinander verglichen und diese Ergebnisse den
Befunden des Stammbaums LK04+KM04+KMO06+KMO07+LKO07 gegeniibergestellt. Beziiglich des
gewebelibergreifenden Stammbaumes aus den LK-Populationen der Jahre 2004 und 2007 wurden

13 mogliche HPCs bestimmt, von denen fiinf verwendet wurden. Da zwei dieser fiinf HPCs
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dieselbe

Wahrscheinlichkeit  ,,pm*“ besaflen, dies waren HPC LK04+LK07 4 und

HPC LKO04+LKO07 5 mit jeweils 12 Mutationen, wurden zwei Varianten dieses ,,inter-tissue*-

Stammbaumes erzeugt.

Abb. 51 — Tumorzellevolution LK04+LK07, Patient 3, FL°1

LK 2004 und LK 2007, Variante 1
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Abb. 52 — ,,pm*“-Hierarchie von LK04+LK07, Patient 3, FL°I

Anzahl sequenzierter Klonet: 19

| Name

pm LEK0M4+LKOT | r | z] i|locus| Klongruppe

1000000000 | 19] 5| 5| 129 |(dle) |HPC_LEK04+LK0T_1
0596145503 [ 18] 2| 7| 53 |(mlml0omllm3md4msmomimEm?ololdo2odosodof o) |HPC LK04+LK07 2
0995819090 [ 17 4] 11] 126 |imlml0mll m3m4 mém7 m8m?ol ol0 o2 o4 o5 06 08 09) |HPC_LEK04+LEK07_3
0991423906 15 1 g 18 |(ml ml0mllm3 m4m3 méms ol 010 o2 04 05 06 08)

0990103363 [ 7] 1] 12| 221 |(ml m4 m7 m8 m? ol 010 02 04 o5 o6 08 09) |HPC_LK04+LEK0DT 4
0990103363 7 1 12 9 |(ml ml0mll m3 m4msSmoémT ol o2 o4 0f)

0990103363 [ 7] 1] 12| 21 |(ol 020405 o6 08 0%) |HPC_LEK04+LK07_5
0990091987 10 1 12 33 |(ml ml0mll m3 m4 m6m7 m8 m? ol)

0589870351 11 1 12 16 [(ml0mllm7m9ol ol0o2 o405 of 09)

0988309733 3 1 12 13 | (m7 m8 ol0)

0988045896 5 1 8| 221 |(ml0Omllm5 o8 o)

0987089545 2 1 3 4 | (m3 o)

0984280706 2 1 14 18 | (m7 m%)

Alle fiir das infertissue-Klonkallektiv des Lymphknotens von 2004 und des Lymphinotens von 2007 von Patient 3 besimmten HPCs mit den Eingaheparametern der
Formel mu Berechimmz von _pm”™ und der HPC-definierenden Klongruppe sind dargestellt. Gesamtzahl dieser HPCs: 13, In Hlan sind die verwendeten. in rot die
verwotfenen HPCs abgebildet, alle nach abnehmendem . pm™ geordnet. Die roten HPCs wurden verworfen. da das Fortfiihren der bereits ermittelten Klonsruppen durch

sie uriter] mifen wirde.
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Die drei wahrscheinlichsten HPCs waren dabei in jedem der beiden Stammbédume enthalten. In
Variante 1 umfasste HPC LKO04+LKO07 4 sowohl LK-Klone aus dem Jahr 2004 und aus 2007, in
Variante 2 HPC LKO04+LKO07 5 demgegeniiber lediglich Rezidivklone des Jahres 2007.
HPC LKO04+LKO07 3 war zu HPC LK2 2007 der gewebespezifischen Darstellung identisch. Da
allerdings nur HPC LK04+LKO07 5 und nicht HPC LKO04+LK07 4 dem gewebespezifischen
HPC LK2 2007 entsprach, wurde die Variante 2 des Stammbaumes LK04+LKO07 als addquatere
Version bestimmt und damit HPC LK04+LKO07 4 verworfen. (vgl. Abb. 51 und 52)

Abb. 53 — ,,pm*“-Hierarchie von LK04+LK07, Patient 3, FL°1

Population pm(HPC LKO4+LKOT) pm(HPC LK 04+KMO4+KMO6+KMOT+LEKO07)
LK-Klone 2007 0.996145503 0.997940936
(HPC_LKO4+LEKO0T 2) (HPC_LKO04+EKMO4+KMO6+KMOT+LEOT_2)

Gemessen an den Wahrscheinlichkeitswerten pm des jeweils wahrscheinlichsten HPCs (nach den zu m2 und x3
identischen HPCs) innerhalb der LK -Population LK04+LK07 und der alle Klone des FLs von Patient 3 umfas-
senden Population LE04+KMO4+KMO6+KMO7+LEKO07, wurde entweder die LK-residente Evolution der LK-
Rezidivpopulation von 2007, oder deren Entwicklung {iber nodale Re-Infiltration von KM-residenten Klonen
als wahrscheinlichste Erklarung fiir das L K-Rezidiv des Jahres 2007 bestimmt.

Abb. 54 — endgiiltige Tumorzellevolution, Patient 3, FL°1
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In Zusammenschau der gewonnen Information beziiglich der HPCs der beiden Stammbiume
LK04+LK07 und LK04+KM04+KM06+KMO07+LKO07, erschienen die zu den Klonen m2 und x3
identischen HPCs als die wahrscheinlichsten HPCs. Der nichste hypothetische Klon der HPC-
Hierarchie des Stammbaumes LKO04+LKO07 war der lediglich in diesem Kollektiv auftretende,
sicben Mutationen tragende HPC LKO04+LKO07 2. Demgegeniiber stand im Stammbaum
LKO04+KM04+KMO06+KMO07+LK07 der HPC LKO04+KMO04+KMO06+KMO07+LKO07 2 mit acht
Mutationen. Letzterer hatte einen hoheren ,,pm*-Wert und war deshalb wahrscheinlicher (vgl. Abb.
53). Somit stellte die nodale Re-Infiltration durch KM-Klone das plausiblere Erkldrungsmodell fiir
das LK-Rezidiv des Jahres 2007 dar, als die klonale LK-Persistenz zwischen den LK-Geweben der
Jahre 2004 und 2007. (vgl. Abb. 54)

5.2.3.4 Zusammenfassung

Das Modell der klonalen Evolution des FLs von Patient 3 stellte sich als zwei zueinander
gegenldufige Migrationsereignisse zwischen dem LK- und dem KM-Kompartiment, als auch durch
die KM-Persistenz frilher und gering mutierter, aus dem LK stammender Klone dar.
Pritherapeutisch infiltrierte ein zu m2 identischer Klon das KM, repréisentierte dort den
Griinderklon der KM-Population von 2004 und iiberdauerte die erste Therapie. Weiter verursachte
dieser Klon, der im KM 2006 als x3 wiedergefunden wurde das erste KM-Rezidiv, indem er
Ausgangspunkt fiir die KM-Klone desselben Jahres war. Wiederum iiberdauerte dieser, bzw. wie
gezeigt weitere, gering mutierte Klone, die erneuten Therapiebemiihungen, fithrte/n im Jahr 2007
zum zweiten Rezidiv im KM und durch retrograde Infiltration des LKs auch zum nodalen Rezidiv
(vgl. Abb. 54 und Abb. 55). Damit erschien die auf proliferierende Zellen abzielende
Therapiemodalitit CTX FL-Klone zu zerstoren, die eine relative hohe Mutationsrate ihrer
Immunglobulingene aufwiesen. Weniger mutierte Klone, insbesondere die Griinderklone der FL-
Populationen, schienen da sie sukzessiv als tatsichlich sequenzierte Klone, oder als
wahrscheinlichste HPCs wiederholt auftraten, die CTX im KM zu iiberdauern. Folglich erschienen
die frithen, gering mutierten Klone biologisch ,,stabiler, als Klone mit hoher Mutationsrate. Die
Mutationsrate wurde damit als Korrelat hoher proliferativer Aktivitidt und Sensitivitdt gegeniiber
CTX interpretiert, eine dazu relativ geringe Mutationslast als Indikator biologischer Stabilitdt und

Indolenz.
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Abb. 55 — Zusammenschau des Modells der FL-Evolution von Patient 3

Zeitachse

\

Lymphknoten

Initialer Klon welcher die
Keimzentrumsreaktion durchlaufen

Knochenmark

und sinen kompletten malignen
FL-Phinotypen erworben hat

LE-Population
des Jahres 2004

e —_

( therapiebedingte Eradikation
des FLs im LK )

Friihe, hypothetisch Infiltration des KMs
durch den initialen FL-Klon des LKs
mit geringer Mutationsanzahl im I

Jahr 2004 CTX

LK-Population und hypothetischer LK-
Grilnderklon des Jahres 2007 mit
identischer Sequenz wie der initiale
LK-Klon des Jahres 2004
(Posttherapeutische Reinfiltration des LKs
durch einen KM-persistenten Klon,
welcher von dem initialen LK des Jahres
2004 abstammt

Y

EM-

Population
des Jahres 2004

KM-Klon (Jahr 2006) mit
identischer Sequenz wie

initialer LK-Klon des _I
Jahres 2004

(KM-Persistenz) ™

¥

KM-
Population
des Jahres 2006

KM-Population und hypothetischer KM-
Grilnderklon des Jahres 2007 mit

identischer Sequenz wie der initiale
LK-Klon des Jahres 2004
(KM-Persistenz)

- CTX — Chemotherapie; - TX — Stammzelltransplantation
- Eine therapiebedingte Eradikation des FLs im LK wird angenommen, da eine Persistenz des FLs im LK gemal3

dem Wahrscheinlichkeitsmall pm weniger wahrscheinlich ist, als eine Reinfiltration des LKs aus dem KM.
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5.3 Analyse der somatische Hypermutation

Die Mutationsmuster der LK- und KM-Sequenzen aller Patienten zeigten mit unterschiedlicher
Hiufigkeit, als Resultat der SH der IgVu-Gensegmente, Hinweise auf BCR-strukturerhaltende
Mutationsmuster. Am haufigsten wurden solche nicht-zufdlligen Selektionen von S-Mutationen
unter Klonen der pritherapeutischen LK-Gewebe gefunden. Ferner enthielten die Sequenzen von
LK-Klonen aus pritherapeutischen Geweben stets hiufiger diesen Uberhang an S-Mutationen, als
prd- und posttherapeutische KM-Klone. Alle detektierten Stopcodone befanden sich in KM-
Sequenzen (vgl. 6.1.5.4 Bedeutung von Stopcodonen), LK-Sequenzen enthielten keine Stopcodone.
Ein signifikanter Uberhang an R-Mutationen in den CDRs und damit ein Hinweis auf AG-

getriebene SH wurde nicht nachgewiesen.

5.3.1 Patient 1

Alle LK-Klone (10/10, 100%) zeigten gemiB des Uberhangs von S-Mutationen in den FRWs
statistisch signifikante Werte fiir die Expression eines Intakten BCRs. Innerhalb der KM-Population
waren dies lediglich drei (3/8, 37,5%). Die anderen fiinf KM-Klone enthielten in ihrer Sequenz ,,in-
frame* Stopcodone und wurden deshalb nicht der Mutationsanalyse unterzogen. (vgl. Abb. 56 und

Anhang)

Abb. 56 — R/S-Analyse Patient 1

FR2 FRI FR2 FRI
Klon FRW p-Wert(FRW) FEW p-Wert(FRW) CDR p-Wert(CDR) CDR p-Wert{CDR)
R S R S R S R S
LK Jahr 2006
a2 14 25 <0,005 27 38 <0,005 18 20 0.95086 21 24 0.95239
ab 14 27 <0,005 27 44 <0,005 17 21 0.98773 20 27 0.98695
a7 16 26 <0,005 28 39 <0,005 19 22 0.96993 23 25 0.93649
a8 6 21 <0,005 13 27 <0,005 17 17 0.77305 20 22 0.64254
bl 16 26 <0,005 28 41 <0,005 19 22 0.96993 22 27 0.97144
b2 13 23 <0,005 26 38 <0,005 18 26 0.95880 19 27 0.98035
b3 4 7 <0,005 7 8 <0,005 9 14 0.79579 11 20 0.67921
b4 0 0 0 0 0 0 0 0
b6 4 4 <0,005 5 6 <0,005 11 12 0.36245 13 13 012210
b7 2 6 <0,005 3 8 <0,005 9 15 0.68546 10 17 0.70370
KM Jahr 2006
kl 7 12 <0,005 13 13 0.62905
k2 8 10 <0,005 13 13 0.59154
k7 2 5 <0,005 9 14 0.65408

k3 Stopcodon in Codon 103 (TGA)
k4 Stopcodon in Codon 99 (TAG)
k5 Stopcodon in Codon 87 (TGA)
k9 Stopcodon in Codon 103 (TAG)
k12 Stopcodon in Codon 103 (TGA)
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5.3.2 Patient 2

Abb. 57 — R/S-Analyse Patient 2

FR2 FR1 FR2 FR1
Klon FRW p-Wert(FRW) FRW p-Wert(FRW) CDR p-Wert{CDR) CDR p-Wert{CDR)
R S R 5 R S R S
LK Jahr 2002
al 4 8 <0,005 5 11 <0,005 9 8 0.54664 10 11 0.49653
a2 4 8 <0,005 5 11 <0,005 10 8 0.44953 11 11 0.39981
a3 4 10 <0,005 5 13 <0,005 9 9 0.68278 10 12 0.60967
a4 4 8 <(0,005 5 11 <0,005 9 8 0.55311 10 11 0.50194
as 4 5 <0,005 5 12 <0,005 9 9 0.64022 10 12 0.57324
ab 4 8 <0,005 5 12 <0,005 9 8 0.546064 10 11 0.53543
KM Jahr 2005
kl2 7 10 <0,005 11 7 0.53730
k13 6 12 <0,005 11 8 0.65800
k14 7 8 =0,005 11 8 0.50515
kl Stopcodon in Codon 49 (TAA)

k2 Stopcodon in Codon 49 (TAA)
k3 Stopcodon in Codon 49 (TAA)
k4 Stopcodon in Codon 49 (TAA)
k5 Stopcodon in Codon 49 (TAA)
k6 Stopcodon in Codon 49 (TAA)
k7 Stopcodon in Codon 49 (TAA)
k8 Stopcodon in Codon 49 (TAA) und Codon 82 (TAA)
k9 Stopcodon in Codon 49 (TAA)
k10 Stopcodon in Codon 49 (TAA)
kll Stopcodon in Codon 49 (TAA)

Die gesamte LK-Population (6/6, 100%) zeigte einen statistisch signifikanten Uberhang an BCR-
strukturerhaltenden S-Mutationen in den FRWs und diese Sequenzen enthielten keine Stopcondone.
Von den 14 KM-Klonen enthielten 11 Sequenzen ein ,,in-frame* Stopcodon. Die anderen drei KM-
Klone (k14, k13, k12; 3/11; 21%) zeigten BCR-erhaltende Mutationsmuster. (vgl. Abb. 57 und
Anhang)

5.3.3 Patient 3

In der gesamten FL-Population wurde kein ,,in-frame* Stopcodon gefunden. Von den 11 LK-
Sequenzen aus dem Jahr 2004 zeigten vier Sequenzen BCR-erhaltende Mutationsmuster (4/11;
36%), im korrespondierenden KM des Jahres 2004 zeigte sich unter einem Drittel der Klone ein
solcher Befund (3/9; 33%). Die Population des KMs aus dem Jahr 2006 beinhaltete drei Klone mit
BCR-erhaltendem Mutationsmuster (3/9; 33%), die LK Population aus 2007 einen Klon (1/8; 13%)
und die zugehdrigen KM-Klone aus 2007 zeigten zu 30% (3/10) signifikante Werte fiir die Integritit
der BCR-Struktur. Insgesamt zeigten 32% (9/28) aller KM-Sequenzen und 26% (5/19) aller LK-

Sequenzen statistische Evidenz fiir BCR-erhaltende Mutationsmuster. Demgegeniiber zeigte die
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Gruppe aller pratherapeutischen LK- und KM-Sequenzen des Jahres 2004 in 35% (7/20) Evidenz
fiir Mutationen, welche die BCR-Integritét erhielten, verglichen mit lediglich 22% (4/18) in der
Population der LK- und KM-Klone des zweiten Rezidivs des Jahres 2007. Dies wurde als
Reduktion der BCR-Abhingigkeit der posttherapeutischen FL-Population des Jahres 2007
gegeniiber der pritherapeutischen FL-Population des Jahres 2004 um mehr als ein Drittel
interpretiert. Dabei zeigte die KM-Population des Jahres 2007 mit 30% einen &hnlichen Anteil an
BCR-erhaltenden Mutationsmustern wie die LK-Population des Jahres 2004 mit 36%. Die KM-
Population von 2004 enthielt mit 13% die gleich Rate an BCR-erhaltenden Mutationsmustern wie
die LK-Klone aus dem Jahr 2007. Somit lagen diesbeziiglich reziproke Verhiltnissen zwischen pra-

und posttherapeutischen LK- und KM-Populationen vor. (vgl. Abb. 58)

Abb. 58 — R/S-Analyse Patient 3

Klon FRW p-Wert(FRW) CDR p-Wert(CDR) Klon FRW p-Wert(FRW) CDR p-Wert(CDR)
R S R S R S R S
LK Jahr 2004 KM Jahr 2004
ml 3 6 0.02438 3 3 0.78311 nl 3 5 0.02191 3 4 0.77505
m2 0 2 0.02380 0 3 0.91282 n3 6 7 0.05758 4 4 0.85250
m3 4 i) 0.07436 2 3 0.91642 n4 5 5 0.06460 4 4 0.74416
m 3 6 0.02438 3 3 0.78311 ns 7 9 0.05623 4 4 0.91951
m3 0 3 0.00208 3 3 0.40486 nt 5 i] 0.06204 3 4 0.88348
mb 3 5 0.05451 2 3 0.86353 n7 4 il 0.03304 3 4 0.85551
m7 5 il 0.09638 3 3 0.85626 n8 5 5 0.08826 3 4 0.85551
m8 4 5 0.10587 2 3 0.89289 n9 5 5 0.06239 4 4 0.74416
m9 4 6 0.07724 2 3 0.91642 nl0 4 5 0.03196 4 4 0.69702
ml0 4 3] 0.05281 3 3 0.82832
mll 4 5 0.07436 3 3 0.78918 KM Jahr 2006
x1 3 4 0.05479 3 3 0.68260
LK Jahr 2007 x2 3 4 0.08198 2 3 0.82724
ol 4 i] 0.05125 3 3 0.82281 x3 0 2 0.04908 0 3 0.95184
o2 4 5 0.07436 3 3 0.78311 x4 3 4 0.05506 3 3 0.68269
o4 5 5 012794 3 3 0.82281 x5 3 5 0.03758 3 3 0.73655
o5 4 5 0.07436 3 3 0.78219 xf 3 5 0.05625 2 3 0.86353
ob 4 5 0.05125 3 4 0.82281 x7 3 5 0.05654 2 3 0.86353
o8 3 i) 0.02438 3 3 0.78918 x8 2 5 0.02351 2 3 0.82724
oY 4 5 0.07677 3 3 0.78918 x9 6 5 011733 4 4 0.78766
ol0 5 6 0.13045 2 3 0.93512
KM Jahr 2007
sl 3 4 0.03607 4 3 0.52819
52 3 5 0.02438 4 3 0.59169
s3 4 4 0.07436 4 3 0.59169
s4 4 5 0.05125 4 3 0.65815
55 3 4 0.03607 4 3 0.52819
s6 4 4 010634 3 3 0.74032
57 4 4 0.07436 4 3 0.39169
58 4 5 0.05281 4 3 0.65815
s9 4 5 0.07436 3 3 0.78660
s10 3 3 0.08126 3 3 0.62549
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Methoden

6.1.1 DNS-Qualitat und Mikrodissektion

Der PCR-basierte Nachweis von monoklonalen, lymphoproliferativen Erkrankungen am FFPE KM-
Gewebe war in der Vergangenheit umstritten gewesen. Vor allem eine Dekalzifizierung mittels
Trichloracetat erwies sich dabei als nachteilig. Demgegeniiber zog eine Dekalzifizierung mit EDTA
keine Verschlechterung der DNS-Qualitdt und damit des PCR-Amplifikationserfolgs nach sich
(Weirich, 1995). Eine PCR zur Amplifikation der IgVy-Gensegmente ist damit auch am FFPE KM-
Gewebe eine addquate Methode zur Klonalitdtsanalyse. Es wurde weiter gezeigt, dass die
Sensitivitdt und Spezifitdt der PCR-Detektion monoklonaler, lymphoproliferativer Erkrankungen
durch eine Mikrodissektion erhoht werden kann. Vor allem falsch-positive Ergebnisse, resultierend
aus einem oligoklonalen Hintergrund, werden dadurch vermindert (Pan, 1994). Alle in dieser Studie
verwendeten KM-Gewebe wurden mittels EDTA dekalzifiziert und einer Mikrodissektion
unterzogen, um optimale Voraussetzungen fiir die tendenziell als schwierig geltende molekulare

Diagnostik am FFPE KM-Gewebe zu schaffen.

6.1.2 Polymerase-Kettenreaktion

Um Polymerasefehler (Einfiihrung von scheinbaren Punktmutationen wegen Erzeugung einer
falschen Basenpaarung bei DNS-Replikation durch die verwendete PCR-Polymerasen) gering zu
halten, wurde fiir die Amplifikation der IgVy-Gensegmente die AmpliTaq Gold DNS Polymerase
verwendet. Dieses Enzym besitzt keine 3’-5’-Exonuclease bzw. proofreading Aktivitét, zeichnet
sich jedoch gegeniiber anderen DNS-Polymerasen durch zuverldssige Amplifikation mit geringen
Fehlerraten aus (Lawyer, 1989; Quach, 2004). Ferner wurden in der vorliegenden Studie nur
Mutationen in die Muatationsanalyse einbezogen, die mindestens in zwei Sequenzen auftraten.
Damit wurde eine Beeintrachtigung der Analyse der Mutationsmusterevolution durch unzuléngliche
PCR-Artefakte minimiert. Die Mutationsraten der untersuchten Sequenzen lagen zusitzlich weit
iiber den Taqg-Fehlerraten anderer Studien zur Mutationsanalyse des FLs (darts, 2001; Adam, 2007,
Oeschger, 2002).
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6.1.3 Klonalitits- und Mutationsmusterbestimmung

Die Untersuchung von Sequenzen monoklonaler Zellpopulationen wurde zunédchst durch die Wahl
der Primer gewihrleistet. Die ermittelten Sequenzen der IgVy-Rearrangements aus FF und FFPE
Geweben beinhalteten die fiir die Klonalitdtsbestimmung entscheidenden Junktionen zwischen den
Vi-, D- und Jy-Segmenten, die CDRIII-Region. Es wurden lediglich die Sequenzen eines Patienten
analysiert, deren Rearrangements sich aus denselben Vy-, D- und Jy-Familien wie die ermittelte
Wildtypkonfiguration zusammensetzten (Segal, 1994, Uchiyama, 2003; Wan, 1990). Diese
Wildtypkonfiguration entsprach der Keimbahnkonfiguration mit der hochsten Homologie zu der am
geringsten mutierten Sequenz der gesamten FL-Population eines Patienten. Durch den Vergleich der
sequenzierten Klone mit der Wildtypkonfiguration wurden, in Anlehnung an Mutationsanalysen des
FLs durch andere wissenschaftliche Gruppen, die Mutationsmuster der monoklonalen Populationen

bestimmt (Aarts, 2001; Adam, 2007; Oeschger, 2002).

6.1.4 Tumorzellevolution und Migrationswahrscheinlichkeit

Die Rekonstruktion der Tumorzellevolution des FLs durch multiplen Sequenzabgleich / ,,multiple
sequence alignment* (MSA), wurde vielfach angewandt (Adam, 2007; Bognar, 2005; Matolcsy,
1996, Oeschger, 2002; Ottensmeier, 1998). Da die einzelnen FL-Zellen im Zuge der FL-
Entwicklung Punktmutationen anhdufen, nimmt die genetische Distanz der einzelnen Sequenzen
untereinander zu. Diese, aus dem paarweisen Vergleich verschiedener Sequenzen zueinander
resultierende genetische Distanz zwischen den Sequenzen, oder allgemein zwischen den
»operational taxonomic units“ (OTU), ist die GréBe, nach der die einzelnen Sequenzen beim MSA
prinzipiell zueinander in Relation gesetzt werden. Dabei existieren unterschiedliche Algorithmen
um aus den genetischen Distanzen Wahrscheinlichkeitsmatrizen zu erzeugen, wie der ,,neighbor-
joining* (NJ) Algorithmus und die ,,maximum-likelihood”“ Methode. Generell gilt dabei die
Pramisse, Sequenzen, die eine hohere Homologie bzw. geringer genetische Distanz zueinander
aufweisen, stehen sich evolutorisch niher, als Sequenzen mit groBerer genetischer Distanz. Diese
genetischen Distanzen bestimmen in der Darstellung der Evolutionsprozesse die Kantenldnge der
entsprechenden Phylogramme. Ausgehend vom Sequenzpaar mit der hochsten Homologie
zueinander / dem hochsten Wahrscheinlichkeitswert, werden die verbleibenden Sequenzen beim
MSA graduell nach abnehmender Homologie in die Darstellung eingeordnet, bis letztlich alle
Sequenzen zueinander in Relation gesetzt sind (Felsenstein, 1981, Saitou, 1987). In dieser Arbeit
wurde kein MSA-Algorithmus zur Rekapitulation der FL-Evolution verwendet, sondern stattdessen

eine eigene, neue Methode entwickelt, welche die FL-Evolution als Deduktion der durch die
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somatische Hypermutation (SH) in die Immunglobulingene eingefiigten Mutationsmuster bestimmt.
Diese Methode namens ,Follicular Lymphoma Evolution Reconstructor* (FLER) ist somit
unabhéngig von den einzelnen Sequenzvergleichen des MSA. Wegbereitend bei deren Entwicklung
und der darauf basierenden Rekonstruktion der Tumorzellevolution waren folgende, sich aus dem
monoklonalen Ursprung des FLs und der Fortfilhrung der SH durch das FL erschlieBende
Uberlegungen: Stirker mutierte Klone miissen aus schwicher mutierten und damit #lteren Klonen
hervorgegangen sein (Die Mdglichkeit von Artefakten aufgrund von Riickmutationen in den
unmutierten Zustand eines Lokus war unwahrscheinlich, da lediglich Mutationsmuster und nicht
einzelne Mutationen die Grundlage der Rekonstruktion der Tumorzellevolution bildeten). Damit
miissten die Mutationsmuster verschiedener Sequenzen ineinander tiberfiihrbar sein. Wiirden
demnach verschiedene Gewebeproben eines FLs, fakultativ von verschiedenen Zeitpunkten des
Krankheitsverlaufs analysierte, lieBen sich Migrationsbewegungen zwischen verschiedenen
Kompartimenten, die jeweiligen Ausgangsgewebe der Migration, sowie Gewebe moglicher klonaler
Persistenz ableiten. Da in der vorliegenden Studie fiir jedes Gewebe nur eine geringe Anzahl (bis zu
15 Klone) von Sequenzen ermittelt wurde, musste das Fehlen vieler Mutationsmuster und damit
vieler Zwischenschritte der Tumorzellevolution kompensiert werden. Hierzu wurden die
wahrscheinlichsten hypothetischen Vorldauferklone (HPCs) als FundamentalgroBBe des FLER

berechnet.

6.1.4.1 Vorteile der FLER-Methode gegeniiber dem MSA

Die angesprochenen, in der Literatur beschriebenen Mutationsanalysen des FLs verwendeten zur
Rekapitulation der Tumorzellevolution insbesondere ein ,,Clustal“-Computerprogramm
(Jeanmougin, 1998). Dieses Programm arbeitet nach dem Prinzip des MSA zur Bestimmung
evolutiondrer Homologien von Nukleotid- bzw. Aminosduresequenzen. Das Ergebnis wird dabei in
Form von phylogenetischen Stammbdumen, beispielsweise der Verwandtschaftsbeziehungen
verschiedener Arten, dargestellt. Wesentlich ist die Zuordnung identischer Abschnitte der
untersuchten Sequenzen, die durch ,,gaps, Bereiche einer Sequenz, die kein Gegenstiick in anderen
Sequenzen finden, unterbrochen sind. Anhand von Wahrscheinlichkeitsmatrizen, die sich aus der
GroBe der identischen und unterschiedlichen Bereiche ableiten und abhédngig vom verwendeten
Algorithmus unterschiedlich erzeugt werden, wird das Homologiemal und damit der
Verwandtschaftsgrad zwischen den OTU bestimmt (Thompson, 1994). Da beim FL die Priamisse
einer monoklonalen Erkrankung besteht, spielen die unmutierten Bereiche der Klonsequenzen fiir

die IgVuy-zentrierte Rekonstruktion der FL-Tumorzellevolution nach Auffassung des Autors dieser
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Arbeit keine Rolle. Der Indikator der Tumorzellevolution offenbart sich lediglich in den
Mutationsmustern. Damit verfdlschen MSA-basierte Methoden, letztlich wegen ihres auf maximale
Homologie moglichst grofer Sequenzbereiche ausgelegten Prinzips, die erzeugte
Evolutionsrekonstruktion des FLs. Auch wird die Interpretation der Mutationslast der einzelnen
Sequenzen als zeitliches Mal3 der klonalen FL-Evolution aus besagten Griinden beim MSA nicht
angemessen berlicksichtigt. Mit der FLER-Methode werden ferner alle Sequenzen auf die
unmutierte Wildtypkonfiguration und nicht auf das Sequenzpaar mit der hochsten Homologie
bezogen. Die Wildtypkonfiguration wird damit als Nullpunkt der FL-Evolution festgesetzt, was
dem pathogenetischen Modell des FLs entspricht. Folglich sind MSA-basierte Methoden zur
Rekonstruktion der Tumorzellevolution des FLs weniger geeignet. Ferner erlauben sie keine
Aussage iiber die Richtung von Migrationsprozessen zwischen verschiedenen Populationen, oder
iiber deren relativen Zeitpunkt im Rahmen der Evolution, da die Kantenldngen der Phylogramme
keine zeitliche Dimension, sondern den Grad der Homologie widerspiegeln. Deshalb wurde in
dieser Arbeit mit der FLER-Methode ein neues mathematisch-statistisches Verfahren zur
Rekonstruktion der wahrscheinlichsten Tumorzellevolution entwickelt, das lediglich identisch
mutierte Loci, die in mindestens zwei Sequenzen vorkommen, beriicksichtigt. Diese Mutationen
werden nach der Haufigkeit ihres Auftretens innerhalb der betrachteten Klonpopulation gewichtet.
Hieraus folgt die Berechnung der wahrscheinlichsten HPCs bis hin zur unmutierten
Wildtypkonfiguration, die wegen des Bestehens der ,,ongoing hypermutation* im FL gleichzeitig
den relativen zeitlichen Verlauf der Erkrankung widerspiegelt. Die alleinige Grundlage der FLER-
Methode sind somit die Punktmutationen und die dadurch entstehende intraklonale Heterogenitit
innerhalb betrachteter FL-Populationen. Ferner kann durch die zunichst getrennte Berechnung der
Tumorzellevolution verschiedener Gewebskompartimente und dem sich anschlieBenden Vergleich
der Tumorzellevolution der Gesamtpopulation die Richtung der Migration zwischen den

Kompartimenten bestimmt werden.

6.1.4.2 Wertigkeit der mutierten Loci der IgVy-Segmente

Sofern im Zuge der SH keine Riickmutationen erfolgen (s.0.), miissen wegen des aktuellen
Modelles der klonalen Evolution von FL-Zellen frithe Punktmutationen der IgVy-Gene in einer FL-
Population haufiger auftreten, als Mutationen welche im zeitlichen Ablauf der FL-Evolution spéter
eingefiihrt werden. Diese Uberlegung wird durch die Einschitzung des FLs als klonale Erkrankung
unterstrichen. Deshalb wurden fiir jeden Patienten die LK- und KM-Klone zunichst als separate

und dann als Gesamtpopulation betrachtet. Die einzelnen Klone dieser drei gedanklich gebildeten
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Populationen (LK-Klone, KM-Klone, LK+KM-Klone) wurden nach ansteigender Mutationsrate,
jeweils reprasentiert durch ihre Mutationsmuster, aufgelistet. Dabei wurde jeder einzelne Locus in
Abhingigkeit von der Anzahl der an dieser Stelle identisch mutierten Klone bewertet. Dies geschah
fiir jede der drei gebildeten Populationen einzeln. Alle Loci, die innerhalb der betrachteten
Population hdufiger als einmal mutiert waren, wurden weiter betrachtet. Diese Loci wurden nach

abnehmender Anzahl der identisch mutierten Klone einer Population geordnet.

6.1.4.3 Klongruppen und hypothetische Vorliuferklone

Auf der Basis der erzeugten Ordnung wurde jeder Lokus durch die an ithm identisch mutierten
Klone représentiert, so dass viele Klongruppen unterschiedlicher Stérke gebildet wurden. Jede
dieser Gruppen wurde, wie zuvor die Gesamtheit der Klone einer Population, durch die Sequenzen
der in ihr enthaltenen Klone repriasentiert und nach ansteigender Mutationsrate aufgelistet. Ferner
wurde jede Gruppe mit der Variablen ,,r* versehen. Diese Variable stand fiir die Anzahl der Klone
innerhalb der betroffenen Gruppe. Weiter wurden ausschlieBlich Mutationen, die alle Klone einer
Gruppe gemeinsam hatten in eine neue, hypothetische Sequenz, den HPC {ibertragen. Alle anderen
Loci dieser hypothetischen Sequenz waren folglich identisch zur ermittelten Wildtypsequenz. Die
Anzahl der Mutationen, dieses HPCs einer bestimmten Gruppe wurde mit der Variablen ,,i* belegt.
Die Anzahl der Wiederholungen eines bestimmten HPCs in der jeweiligen Population (LK-Klone,

KM-Klone, LK+KM-Klone) wurde mit der Variablen ,,z* versehen. (vgl. Abb. 13)

6.1.4.4 Wahrscheinlichkeit der hypothetischen Vorliduferklone

Generell gilt, ein Produkt aus relativen H&ufigkeiten stellt eine Wahrscheinlichkeit dar. Beim
Wiirfelwurf eines sechsaugigen Wiirfels besitzt jede Augenzahl die relative Haufigkeit von 1/6.
Demzufolge entspricht die Wahrscheinlichkeit mit zwei Wiirfen genau zweimal die eins zu erhalten
dem Produkt der relativen Haufigkeiten der Ereignisse: 1/6 x 1/6. In Analogie dazu wurde aus den
relativen Haufigkeiten der jeweils identisch mutierten Loci innerhalb der jeweils betrachteten
Klonpopulation (LK-Klone, KM-Klone, LK+KM-Klone) eine Wahrscheinlichkeit fiir die einzelnen
HPCs berechnet. Diese Wahrscheinlichkeit entsprach dem Produkt der einzelnen relativen
Hiufigkeiten P der lokusspezifischen identischen Mutationen innerhalb der betrachteten Population.
Der prinzipielle Unterschied zur angefiihrten Wiirfelanalogie bestand darin, dass die verschiedenen
HPCs nicht dieselbe Augenzahl besal3en, also unterschiedliche Mutationsanzahl ,,i* aufwiesen. Dies

13

filhrte, parallel zur Zunahme der Mutationsanzahl ,,i innerhalb der HPC-Populationen zur

multiplikativen Verminderung der resultierenden Wahrscheinlichkeit. Stark mutierte HPCs besal3en
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eine vergleichsweise geringe Wahrscheinlichkeit, obwohl sie mehrere Mutationen tatsdchlich
sequenzierter Klone auf sich vereinten, als schwicher mutierte HPCs. Um solche HPCs
aufzuwerten wurde die aus den relativen Haufigkeiten P berechneten Wahrscheinlichkeiten um den
Korrekturfaktor ,,x* adaptiert. Da die zu adaptierende Wahrscheinlichkeit ein Produkt darstellte,
wurde zur Korrektur die ,,x*“-te Wurzel gezogen. Der Korrekturfaktor ,,x* stellte dabei das Produkt
aus der Anzahl der Mutationen des betrachteten HPCs ,,i*, der Anzahl ,,z* der Wiederholungen des
HPCs in der Gruppe der HPCs der betrachteten Klonpopulation, sowie eines Ausdrucks, welcher

(13

der Gruppenstirke ,r* Rechnung trug, dar. Dieser Ausdruck war die Differenz aus der
Gesamtanzahl ,,t“ der tatsdchlich sequenzierten Klone der betrachteten Population und der
Gruppenstirke ,r* (aus mathematischen Griinden musste zu diesem Ergebnis eine 1 addiert
werden). Damit wurden v.a. Mutationsmuster mit wenig Mutationen, die im Laufe der
Tumorzellevolution friih auftraten und dadurch in der Hierarchie der erzeugten HPCs iiberbewertet
waren, in ihrem Einfluss auf die Rekonstruktion der klonalen Evolution des FLs zuriickgedrangt.
Unter den obig entwickelten Pramissen wurde fiir jeden HPC das Wahrscheinlichkeitsmal} ,,pm*

berechnet, folglich eine Bereinigung des Produkts der Wahrscheinlickeiten P vorgenommen. (vgl.

Abb. 13 und Anhang)

6.1.4.5 Konstruktion gewebespezifischer Stammbéaume der Tumorzellevolution

Die fiir die LK-Population gebildeten HPCs und die HPCs der KM-Population wurden zunichst als
isolierte Gruppen betrachtet und nach absteigendem Wahrscheinlichkeitsmal3 ,,pm* geordnet (vgl.
10.5.3 HPCs und Eingabeparameter zur Berechnung von pm). Gemdll dieser HPC-Hierarchie
wurde ausgehend vom wahrscheinlichsten HPC jeweils ein gewebespezifischer Stammbaum der
Tumorzellevolution konstruiert. An dessen Spitze bzw. der Nullposition stand die unmutierte
Wildtypkonfiguration, die gedankliche Ordinate war in dieser eindimensionalen Darstellung, nach
unten gerichtet und reprisentierte die zunehmende Mutationsanzahl und damit die Zeitachse der
Tumorevolution. Die Hierarchie der HPCs wurde solange ausgehend vom wahrscheinlichsten HPC
durchlaufen und parallel der jeweilige HPC mit den aus ihm resultierenden tatséchlichen Klonen
aufgezeichnet und verbunden, bis alle sequenzierten Klone mindestens einmal erfasst waren. Stand
ein tatsichlicher Klon zu mehreren HPCs in Beziehung wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit
lediglich die Verbindung mit dem wahrscheinlichsten HPC dargestellt. Das Ergebnis war fiir jedes

untersuchte Gewebe ein Stammbaum der monoklonalen FL-Evolution.
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6.1.4.6 Analyse der Migrationsbewegungen zwischen den Kompartimenten

Um mogliche Migrationsbewegungen zwischen den Kompartimenten LK und KM zu erfassen,
wurde neben den gewebespezifischen HPCs auch ein ,,inter-tissue“-Kollektiv an HPCs erzeugt.
Dazu wurden alle Klone eines Patienten zu einer Population zusammengefasst (LK+KM) und wie
bei den gewebespezifischen Stammbédumen verfahren. Eine Migration wurde postuliert, wenn LK-
oder KM-Klonen ein wahrscheinlicherer ,,inter-tissue“~-HPC zugeordnet werden konnte, als dies im
jeweiligen gewebespezifischen Stammbaum der Fall war. Die Zuordnung solcher ,,inter-tissue‘-
HPCs zum LK- oder KM-Kompartiment war von der zum HPC gehdrigen Gruppe tatsdchlicher
Klone abhéngig. War ein HPC des ,,inter-tissue“-Stammbaums der gesetzte Vorlduferklon einer
Gruppe tatsdchlicher Klone, die sich aus mehreren LK- als KM-Klonen zusammensetzte, so wurde
dieser HPC im LK-Kompartiment angesiedelt. War das Gegenteil der Fall, so wurde er dem KM-
Kompartiment zugeordnet. Im Falle von gleich vielen LK- wie KM-Klonen, konnte keine
Zugehorigkeit zu einem Kompartiment ermittelt werden. Folglich wurden die ,,inter-tissue*“~-HPCs
dem LK-Kompartiment zugeordnet, wenn ihr Mutationsmuster mehrheitlich dem von LK-Klonen
entsprach und vice versa, also mehrheitlich gewebespezifische Mutationen ihres unterstellten

Ursprungskompartiments enthielten.

6.1.4.7 Zusammenfassung

Der Follicular Lymphoma Evolution Reconstructor (FLER-) Algorithmus stellt im Gegensatz zu
den multiple sequence alignment (MSA-) Algorithmen nicht die Homologie unmutierter Bereiche
als Grundlage zur Berechnung evolutorischer Verwandschaftsgrade ins Zentrum der Betrachtung,
sondern die Homologie identischer Mutationen und in Konsequenz die Homologie von
Mutationsmustern. Damit erlaubt die FLER-Methode die Ermittlung gewebetypischer
Mutationsmustersignaturen und die Zuordnung von HPCs zu verschiedenen untersuchten
Gewebskompartimenten bei paralleler Quantifizierung der HPC-Wahrscheinlichkeit. Somit kdnnen
anders als bei MSA-basierten Methoden Aussagen beziiglich mdglicher Migrationsereignisse

zwischen verschiedenen Kompartimenten getroffen werden.

6.1.5 Antigendruck und Integritiit des B-Zellrezeptors

Die Abhidngigkeit des FLs von der Expression eines intakten BCRs, sowie der Einfluss eines
moglichen Antigens (AG) auf die Atiopathogenese des FLs sind nicht eindeutig geklirt (Bahler,
1992b; Kuppers, 1999; Ottensmeier, 1998, Zelenetz, 1992). Es wurden verschiedene statistische
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Modelle entwickelt, um solche Informationen aus den Mutationsmustern der IgVy-Genabschnitte

abzuleiten (Chang, 1994, Lossos, 2000, Pascual, 1994; Shlomchik, 1989; Shlomchik, 1987).

6.1.5.1 Replacement- und silent-Mutationen

Der genetische Code ist ein degenerierter Code. Dieses Phanomen driickt sich in der Kodierung des
Grofteils der proteinogenen Aminosduren durch jeweils mehrere Basentriplets aus. Tryptophan und
Methionin stellen dabei Ausnahmen dar. Von den 64 mdglichen Triplets, abziiglich der Start- und
Stopcodone, entfallen 61 Triplets auf 20 zu kodierende Aminosduren. Deshalb bewirken manche
Punkmutationen keine Verdnderung der durch das Triplet kodierten Aminosédure. Im Falle einer
silent (S)-Mutation ist die Aminosdure redundant durch mehr als ein Codon représentiert und wird
durch die Mutation nicht verdndert. Wird demgegeniiber durch eine Punktmutation die kodierte
Aminosduresequenz verdndert, so handelt es sich um eine replacement (R)-Mutation (Chang,

1994).

6.1.5.2 Framework und complementarity-determining regions

Durch Analysen der Mutationsmuster von humanen IgVy,-Gensegmenten wurden Bereiche
gefunden, die eine durch ihre Basensequenz determinierte, intrinsische Neigung besallen, durch
beliebige Punktmutationen iiberdurchschnittlich hdufig S-Mutationen anzuhdufen. Im Gegensatz
dazu fanden sich auch Bereiche der Basensequenz, die tiberdurchschnittlich hidufig R-Mutationen
erwarben. Ferner lagen Sequenzbereiche vor, in die im Rahmen der SH sehr viele Punktmutationen
eingefiihrt wurden und Bereiche die weitaus seltener Ziel der SH waren. Auf der Grundlage dieser

(13

Beobachtungen wurden ,framework® Regionen (FRW) von ,,complementarity-determining®
Regionen (CDR) abgegrenzt. Diese Unterschiede der strukturimmanenten Variabilitdt der
Mutagenese erschlossen sich durch 3D-Analysen und spiegelten die Funktionen dieser Bereiche im
AK / BCR wider. Die FRW, speziell der IgVy-Gene kodieren fiir Polypeptide, welche die
strukturelle Integritdit des BCRs gewdhrleisten. Eine Verdnderung dieser Regionen wiirde zur
strukturellen und damit funktionellen Zerstorung des BCRs fithren. Demgegeniiber kodieren die
CDR fiir die Polypeptidbereiche des BCRs, die mit Antigenen in Kontakt treten. Da in diesem
Bereich Verdnderungen der Sequenzen durch Punktmutationen fiir die adaptive Immunantwort
erwiinscht sind, miissen sie folglich potentiell polymorph sein. Bei den FRW unterscheidet man auf

dem IgVy-Gen FRWI bis FRWIII, bei den CDR analog CDRI bis CDRIII voneinander (Chang,
1994) (vgl. Abb. 10) .
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6.1.5.3 Verschiedene Methoden der B-Zellrezeptor-Mutationsanalyse

Im Laufe der Zeit wandelte sich die Methodik der Analyse der AG-Abhéngigkeit der SH. Galt
frither das bloBe Verhiltnis aus R und S Mutationen fiir FRW- oder CDR-Regionen als Indiz fiir
oder gegen AG-getriebene Selektionsvorginge, so wurde in weiterentwickelten Modellen die
intrinsische Neigung von bestimmten DNS-Sequenzen, R- oder S-Mutationen i{iberdurchschnittlich
hiufig anzuhdufen, mit ins Kalkiil einbezogen (Shlomchik, 1989; Shlomchik, 1987). Viel zitiert
wurde in diesem Zusammenhang das binomiale Distributionsmodell von Chang und Casali (Chang,
1994). Dieses stellte fiir CDR und FRW getrennt die durch die Sequenz theoretisch bedingten
Mutationshiufigkeiten den tatséchlich detektierten Haufigkeiten gegeniiber. Diese Methode erfuhr
Weiterentwicklungen, u.a. die vom binomialen zum multinomialen Modell (Lossos, 2000). Das
bereits angefiihrte und in dieser Arbeit fiir die Evaluation des AG-Drucks verwendete ,,applet™ der
wotanford University, basiert auf dieser multinomialen Theorie. Auch wurde generell die
Sinnhaftigkeit solcher Mutationsanalysen in Frage gestellt. Zum einen basierend auf Uberlegungen,
welche die statistischen Modelle generell als unzulénglich erachteten, zum anderen aufgrund der
Ergebnisse kristallographischer Untersuchungen von Antikorpern (Bose, 2005; Chothia, 1992,
Foote, 1992; Hillson, 1993). Diese zeigten, dass die funktionelle Unterteilung in FRW- und CDR-
Regionen nicht strikt war und beispielsweise auch FRW-Abschnitte Kontakt mit AG hatten. Somit
reflektieren die Eingabeparameter der statistischen Analyse, die R/S-Quotienten der FRW- und
CDR-Regionen nicht zwingend die Wirklichkeit. Ferner fiihren bereits geringe Verdnderungen des
Quotienten aus R- und S-Mutationen zu grolen Folgen fiir die Bestimmung der statistischen p-
Werte, da es sich um numerisch kleine Werte handelt. Deshalb wird die R/S-Analyse in dieser
Arbeit primédr vollzogen, da sie gemessen an der bestehenden Literatur zum FL obligat ist. Die
Sinnhaftigkeit, insbesondere beziiglich einer allgemeinen Aussage fiir oder wider den Einfluss von

AG auf die Genese des FLs wird jedoch hiermit kritisch eingeschétzt.

6.1.5.4 Bedeutung von Stopcodonen

Die Expression eines intakten BCRs setzt voraus, dass durch die SH kein Stopcodon in die IgV-
Gene eingefiihrt wird. Deshalb wurden lediglich Klone, die im Zuge der SH kein Stopcodon
erworben hatten der Analyse beziiglich des AG-Drucks / der Integritidt des BCRs unterzogen. Dabei
wurden nur Stopcodone beachtet, die im normalen Leserahmen auftraten (,,in-frame* Stopcodone)

(Ottensmeier, 1998).
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6.1.5.5 Zusammenfassung

Basierend auf den angefiihrten Aspekten zur Statistik der AG-Selektion, wurde der Einfluss eines
fraglichen AG auf die Evolution des FLs angenommen, wenn kein ,,in-frame*-Stopcodon detektiert
wurde und der iiber das multinomiale Modell ermittelte p-Wert(CDR) <0,05 war. War der p-
Wert(FRW) <0,05, wurde dies als Beleg fiir die (strukturelle) Intaktheit der BCRs angesehen.

6.2 Diskussion der Ergebnisse

Das Auftreten der Translokation t(14;18) wéihrend frither Entwicklungsstadien der B-Zell-
Ontogenese stellt die klassische molekulare Priadisposition zur Entwicklung des FLs dar (Rowley,
1988; Yunis, 1982). Diese genetische Lision begiinstigt durch die Deregulation der GC-Reaktion
die Erzeugung sekundirer genetischer Verdnderungen, welche zur Entwicklung und klinischen
Manifestation des FLs fiihren (Korsmeyer, 1992b; Willis, 2000). Dabei kommt es im Laufe der FL-
Evolution zur Besiedlung priexistenter Lymphfollikel, zur Migration zwischen verschiedenen
Follikeln eines LKs, sowie spéter zur Dissemination zwischen verschiedenen LK und zur
systemischen, extranodalen Manifestation (4arts, 2002; Cong, 2002; Oeschger, 2002; Su, 2001).
Die Mehrheit der am FL erkrankten Patienten wird im fortgeschrittenen Stadium III oder IV nach
Ann-Arbor diagnostiziert (Harris, 1999).

Als malignes Pendant zu den GCLs zeichnet sich das FL durch die ,,ongoing somatic
hypermutation* der variablen Bereiche der Immunglobulingene aus (Harris, 1994, Levy, 1987;
Levy, 1988, Ottensmeier, 1998). Dieser ,genetische Fingerabdruck® der SH wurde in der
vorliegenden Studie verwendet, um die Beziehung zwischen FL-Klonen des LKs und des KMs zu
untersuchen. Diese, auf der analysierten intraklonalen Heterogenitit der IgVu-Gensegmente
basierende, klonale Beziehung der malignen Zellen zueinander, wurde weiter unter Anwendung
eines mathematisch-statistischen Algorithmus als interkompartimentire Genealogie der

Tumorzellevolution und -migration dargestellt.

Daneben sollten, dem Wandel des dtiopathogenetischen Modells maligner Neoplasmen von einer
rein zellzentrierten Autonomiehypothese hin zur kontextabhéngigen Deregulation physiologischer
Prozesse entsprechend, mogliche nischenabhidngige Einfliisse des histologischen und
immunologischen Kontextes des LK- und KM-Kompartiments auf die FL-Evolution abgeschétzt
werden (Ghia, 2000, Hanahan, 2000; Schedin, 2004). Hierfir wurden die -einzelnen
Mutationsmuster der malignen Klone auf gewebespezifische Unterschiede beziiglich der Expression

eines intakten BCRs und der Beeinflussung der SH durch Antigene analysiert. Analog wurden pré-
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und posttherapeutische FL-Populationen verglichen, um u.a. daraus die Bedeutung moglicher

nischenspezifischer Funktionen fiir das Rezidiv der FL-Erkrankung abzuleiten.

6.2.1 Mutationsmuster

Da das FL als monoklonale Erkrankung betrachtet wird, resultieren durch das Wirken der SH
innerhalb einer FL-Zellpopulation verschiedene Mutationsmuster der IgVu.-Gene (Noppe, 1999).
Diese Heterogenitdt nimmt im Verlauf der Erkrankung zunéchst zu, wobei der Grofiteil der bisher
durchgefiihrten Studien lediglich LK-Gewebe untersuchte. Im Laufe des Krankheitsprogresses, bei
Transformation zu aggressiven Lymphomen, oder innerhalb von Rezidivpopulationen wurde
demgegeniiber eine Verminderung der intraklonalen Heterogenitdt bzw. eine Homogenisierung der
Lymphompopulation, sowie das Sistieren der SH beobachtet (Aarts, 2001; Adam, 2007; Matolcsy,
1999; Ottensmeier, 1998; Zhu, 1994).

Das FL°2 von Patient 1 zeichnete sich durch das hochste Mal3 an intraklonaler Heterogenitit der in
dieser Arbeit untersuchten Lymphome aus. So besall die maligne LK-Population keine gemeinsame,
die KM-Population eine gemeinsame Mutation. Dabei lag die durchschnittliche Mutationsrate unter
den LK-Klonen um rund 40% hoher als unter den KM-Klonen. Dennoch wurde im LK-Gewebe
auch eine unmutierte Wildtypsequenz nachgewiesen. Im FL°1 von Patient 2 lag die
durchschnittliche Mutationsrate der posttherapeutischen KM-Klone um rund 15% hoher als in der
préitherapeutischen LK-Population. Die LK-Klone teilten 27 identische Mutationen, die KM-Klone
lediglich 22. Beide Populationen hatten 20 Mutationen gemeinsam. Somit wies das
posttherapeutische KM-Gewebe eine hohere intraklonale Heterogenitit auf, als das
priatherapeutische LK-Gewebe. Beim FL°1 von Patient 3 zeigten sich in den prétherapeutischen
LK- und KM-Geweben gegenldufige Verhiltnisse wie im posttherapeutischen LK- und KM-
Gewebepaar. Pritherapeutisch lag in der KM-Population eine hohere durchschnittliche
Mutationsrate vor, posttherapeutisch in der LK-Population. Unter der gesamten Rezidiv-Population
lieB sich dabei anders als in den prétherapeutischen LK-Geweben eine Homogenisierung der
Mutationsmuster, verdeutlicht durch eine Verdoppelung der gemeinsamen Mutationen von fiinf auf

zehn, feststellen.

Damit fanden sich sowohl im LK-, als auch im KM-Kompartiment aller untersuchten Lymphome
pra- wie posttherapeutisch Hinweise auf ,,ongoing somatic hypermutations®. Die mannigfaltigsten
Mutationsmuster wurden dabei im FL°2 von Patient 1 gefunden, wobei die

Hypermutationsmaschinerie aufgrund der hoheren Heterogenitit der LK-Klone dort starker aktiviert



6 Diskussion 103/181

erschien, als im KM. Beim FL°1 von Patient 2 und 3 wurden die am stdrksten mutierten Klone im
pré- bzw. posttherapeutisch KM-Gewebe gefunden. Diese Beobachtung fiihrte zu dem Schluss, dass
die Hypermutationsmaschinerie nicht nur im LK, sonder auch im KM-Geweben aktiv war (Bognar,
2005). Somit konnte die SH im FL unabhingig von der morphologischen Struktur der GCs
ablaufen. Denkbar ist die Bedeutung der LK-GC fiir die Pathogenese des FL als Ort der Induktion
der SH, eine Vermutung, die vor allem durch das Auffinden der unmutierten Wildtypsequenz des
LK-Gewebes von Patient 1 unterstrichen wird (Greeve, 2003; Muramatsu, 1999; Ziegner, 1994).
Auch fiigt sich diese Vorstellung in die Betrachtung des FLs als Immundysregulation ein
(Stamatopoulos, 2000). Im  weiteren  Verlauf  der  Erkrankung  konnte  die
Hypermutationsmaschinerie, als Folge der deregulierten GC-Reaktion, konstitutiv exprimiert
werden, bis die SH-induzierte Mutagenese den betroffenen Klon in einen funktionell autarken
Zustand versetzt hat (Hagen, 2006, Noppe, 1999; Perez-Duran, 2007). In diesem Zusammenhang
ist die positive Korrelation zwischen der Expression des Leitenenzyms der SH, der AID und dem
AusmaB der SH im FL interessant (Hardianti, 2004). Die AID ist der einzige B-Zell-spezifische
Faktor fiir die SH und die CSR. Ihre Expression in t(14;18)-positive B-Zellen konnte zusammen mit
fehlerhaft wirkenden genetischen Reparatursystemen den Motor einer lymphomagenen Mutagenese
darstellen (de Yébenes, 2006, Hakem, 2008; Jin, 2006, Karlsson, 2003, Kuo, 1999). So wurde die
konstitutive Uberexpression und aberrante Aktivitit der AID fiir verschiedene NHL, auch fiir das
FL, nachgewiesen (Halldorsdottir, 2008, Pasqualucci, 1998; Rossi, 2006, Szereday, 2000). Die
damit einhergehende genomische Instabilitit konnte die zytogenetische Heterogenitit der FL-
Evolution erkldren. So wiirde eine aberrante AID-induzierte Mutagenese abhéngig vom genetischen
Programm der Zelle und damit vom Zugang der AID zur jeweils transkribierten DNS die
verschiedenen ,,zytogenetischen Wege*“ der FL-Genese bedingen (Bende, 2007; Biagi, 2002;
Dickerson, 2003; Greaves, 1986; Hoglund, 2004). In dieser Hinsicht wiren die verschiedenen
histologischen Grade des FLs als Manifestation der unterschiedlichen Effizienz der
lymphomagenen AID-induzierten Mutagenese zu interpretieren (Adam, 2007; Ottensmeier, 1998).
Die Mutationslast der IgVuy-Segmente wiirde dabei als Indikator fiir die Effizienz der
transformierenden Prozesse dienen, wobei FL°2 ein héheres Mall an SH als FL°1 benétigen, um
einen funktionell autarken Zustand, den malignen Phénotypen, zu erlangen. Dass die
posttherapeutischen KM-Gewebe von Patient 2 und 3 eine hohere Heterogenitit der klonalen
Mutationsmuster aufwiesen, als die pratherapeutischen LK-Gewebe, wurde ferner als Hinweis auf

eine Reservoirfunktion des KM fiir FL-Klone wihrend der Therapie gedeutet.
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6.2.2 Migration zwischen den Kompartimenten

Verschiedene Gruppen haben die Sequenzanalyse der IgVyi-Gene zur ErschlieBung der
Athiopathogense des FLs angewandt (darts, 2001; Adam, 2007; Noppe, 1999; Oeschger, 2002).
Diese Methode erscheint sinnvoll, da das FL analog zu seinem benignen Gegenstiick, den GCL, die
SH fortfiihrt und weil das FL per definitionem monoklonalen Ursprungs ist (Harris, 1999; Jaffe,
2009). Somit lassen sich auf der Grundlage der intraklonalen Heterogenitit die zeitliche und
rdumliche Verzweigung der einzelnen malignen Klone rekonstruieren. Dadurch wurde bereits
gezeigt, dass t(14;18)-positive B-Zellen Keimzentren infiltrieren und zwischen den verschiedenen
Keimzentren eines LKs, als auch zwischen verschiedenen LK migrieren bzw. disseminieren.
Diesem Umstand wurde mit der Einfiilhrung des Begriffes des ,,in-situ“-FLs Rechnung getragen
(Cong, 2002). Dabei erfolgt parallel zum histologischen Grad des FLs eine Zunahme der
Dissemination. In der vorliegenden Studie wurde die Migration des FLs iiber das LK-Kompartiment
hinaus analysiert. Bognar et al. wiesen einen klonalen Austausch zwischen LK und KM wihrende
der FL-Evolution nach und unterstrichen damit die (unterschitzte) Bedeutung des KMs fiir das FL
(Bognar, 2005). Wegen der Eigenheiten der verwendeten ,,Clustal W Methode* zur Sequenzanalyse
waren sie allerdings nicht im Stande Richtung und Zeitpunkt einer modglichen Migration zu
bestimmen (Thompson, 1994). Deshalb wurde flir diese Studie ein neues Analyseverfahren
entwickelt, das es erlaubte, Migrationsrichtung und deren relativen Zeitpunkt zu rekapitulieren.
Darauf basierend wurden in den drei untersuchten Tumorentititen Hinweise flir eine initiale, frithe
FL-Infiltration des KMs durch gering mutierte, also frith entstandene LK-Klone gefunden. Dabei
war die am geringsten mutierte Sequenz immer die eines LK-Klons aus prétherapeutischem LK-
Gewebe. Dieser Befund korreliert mit der allgemein akzeptierten Vorstellung des FLs als
Immundysregulation mit Beginn der neoplastischen Transformation im LK. Folglich wurde durch
das initiale Migrationsverhalten der untersuchten FL die nodale GC-Reaktion als eine obligate
Voraussetzung fiir die Initiierung der FL-Evolution bestétigt. Dass bereits FL-Klone mit einer
geringen Mutationslast aus dem LK in das KM migrierten, findet in der klinischen Beobachtung der
KM-Infiltration bei der Mehrheit der FL-Patienten Zuspruch (Bernstein, 2009; Cameron, 1993,
Canioni, 2004, Federico, 2000). Somit konnte die Verdnderung von Homing-Eigenschaften eine
eher frilhe funktionelle Erweiterung der zelluliren Kompetenzen im Rahmen der FL-Genese
darstellen (Bowman, 2000; Drillenburg, 2000, Picker, 1988). Analog zur Deregulation der GC-
Reaktion durch t(14;18)-positive Zellen unterstreicht diese Annahme die These vom ,niche-
hijacking®, also des Konzepts der Ausnutzung physiologischer Milieus durch (pré-)neoplastische

Zellen, als Modalitdt der Entwicklung und Progression maligner Neoplasmen (Kaplan, 2007, Li,
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2006, Psaila, 2009; Shiozawa, 2008). Beziiglich der pathogenetisch wichtigen Bedeutung einer
Verdnderung von Homing-Eigenschaften im FL zeigten Genexpressions-Studien am FL u.a.
Verdnderungen des CXCR4/SDF-1-Rezeptor-Gens an (Husson, 2002; LeBrun, 2008). Dessen
Ligand, das Chemokin CXCL12, bewirkt physiologischerweise die Restriktion von Zentroblasten in
den dunklen Zonen der Keimzentren, aber auch die Restriktion von HSC in ihrer KM-Nische
(Adams, 2006; Allen, 2007). Folglich stellt das von MSC sezernierte CXCL12 einen mdoglichen
atiologischen, attraktiven Faktor bei der Migration von FL-Zellen vom LK in das KM dar (Amé-
Thomas, 2007, Roorda, 2009). Eine wechselseitige Beziehung zwischen der funktionellen Nische
des nodalen GCs und der HSC-Nische des KMs und damit die ErschlieBung neuer histologischer
Mikroenvironments  konnte, basierend auf der obig beschriecbenen  These der
transkriptionsbestimmten, AID-bedingten Mutagenese, die Heterogenitit der Entitdt des FLs
erklaren (Ghia, 2000, Schedin, 2004; Shiozawa, 2008). Insbesondere bei dem FL°2 von Patient 1
wurden in diesem Sinne, neben dem initialen, vom LK ins KM gerichteten Migrationsereignis, auch
spitere Migrationen in beiden Richtungen postuliert. Innerhalb dieser prétherapeutischen
Lymphompopulation herrschte ferner das grofite Ausmal3 an intraklonaler Heterogenitét vor. Diese
Beobachtung wurde, im Vergleich zu den Situationen der FL°1 von Patient 2 und 3, als
Manifestation der pathogenetischen Notwendigkeit nach einem hochaktivierten Zustand der

Mutationsmachinerie im FL°2 Lymphom von Patient 1 interpretiert.

6.2.3 Rolle von Antigenen und Bedeutung des B-Zellrezeptors

Im Rahmen der adaptiven Immunantwort werden wéihrend der GC-Reaktion Punktmutationen in die
BCR-kodierenden Gene eingefiihrt, um die Bindungsstirke gegeniiber Antigenen zu verdndern
(Allen, 2007; Jacob, 1991). Zellen die hierbei einen BCR mit hoherer Affinitit zum Antigen
exprimieren, werden positiv selektiert, wohingegen eine Verschlechterung der Bindungsstirke zur
Apoptoseinduktion fithrt (Liu, 1989; Rajewsky, 1996). Die Analyse dieser Neumutationen l&sst
Riickschliisse auf eine mogliche Antigenabhéngigkeit der SH und auf die strukturelle Intaktheit des
exprimierten BCRs zu (Bahler, 1992a; Bahler, 1992b; Kuppers, 1999; Noppe, 1999, Ottensmeier,
1998; Zelenetz, 1992). Analog zu diesen Untersuchungen am physiologischen Gegenstiicken
wurden solche Mutationsanalysen auch am FL durchgefiihrt, mit uneinheitlichen Ergebnissen
(Chang, 1994, Lossos, 2000; Pascual, 1994, Shlomchik, 1987; Shlomchik, 1989). So ist die AG-
Abhéngigkeit der SH im FL umstritten. Moglicherweise ist sie wihrend frither Phasen der FL-
Genese als Induktor der AID-Expression essentiell. Die Notwendigkeit der Expression eines

intakten BCRs scheint gegeniiber der Abhédngigkeit von Antigenen allerdings gesichert. Unter den
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in der vorliegenden Studie untersuchten Lymphompopulationen fand sich kein einziger Klone, der
einen statistisch signifikanten Uberhang an R-Mutationen in den CDRs akquiriert hatte. Damit war
eine AG-Abhingigkeit der Lymphomagenese fiir keines der FL nachweisbar. Es muss in Betracht
gezogen werden, dass auf AG-bestimmte SH hinweisende Mutationsmuster zu Beginn der FL-
Evolution vorhanden waren, allerdings durch die Persistenz t(14;18)-positiven Klone in GCs und
dem damit -einhergehenden Erwerb weiterer Mutationen unkenntlich gemacht wurden.
Demgegeniiber wiesen alle analysierten LK-Klone der FL von Patient 1 und 2 FRW-
Mutationsmuster auf, die statistisch signifikant einer nicht-zufédlligen Selektion von S-Mutationen
geniigten und damit auf die strukturelle Intaktheit der exprimierten BCRs schlieBen lieBen. Mit den
KM-Klonen verhielt es sich diesbeziiglich uneinheitlich. Im FL°2 von Patient 1 konnte die
strukturelle Integritdt der BCRs lediglich fiir drei KM-Klone nachgewiesen werden. Die
verbleibenden KM-Klone wiesen Stopcodone auf. (Da der LK-Klon b4 keine Mutationen aufwies,
erlibrigte sich fiir ihn die Analyse.) Auch im FL°1 von Patient 2 waren lediglich drei KM-Klone mit
einem intakten BCR ausgestattet. Die anderen KM-Sequenzen beinhalteten ebenfalls ein
Stopcodon. Beim FL°1 von Patient 3 waren sowohl unter den pra- und posttherapeutischen LK-, als
auch unter den prd- und posttherapeutischen KM-Klonen Stopcodone enthalten, die damit kein
funktionell intaktes BCR-Molekiil exprimierten. Im Vergleich der gesamten prd- zur gesamten
posttherapeutischen Populationen zeigte sich dabei eine Reduktion der intakten Expression von
BCRs nach Therapie um nahezu 50%. Dies galt analog fiir das FL von Patient 2 und stimmt mit den
Ergebnissen anderer Gruppen iiberein (darts, 2001; Adam, 2007; Ottensmeier, 1998). Diese
beobachtete BCR-Divergenz zwischen den LK- und KM-Klonen, sowie zwischen den prid- und
posttherapeutischen Geweben, konnte darauf hinweisen, dass die SH und die FL-Klone im LK
stairker auf die BCRs angewiesen sind, als im KM. Folglich konnten KM-spezifische
Nischenfunktionen wirksam sein, welche die mogliche BCR-Restriktion von FL-Zellen attenuieren.
Weiter wurden durch die antiproliferative CTX beim FL°1 von Patient 3 verstirkt BCR-
unabhingige KM-Klone selektiert, welche die Rezidivpopulation des LKs erzeugten. Diese

exprimierten, abgesehen von Klon o8, ebenfalls keinen intakten BCR mehr.

6.2.4 Ausbeutung nischenspezifischer Funktionen

Der These vom ,,niche-hijacking* zufolge wiirde die ErschlieBung der KM-Nische durch FL-Zellen
deren funktionelle Erweiterung um KM-spezifische Eigenschaften entsprechen (Li, 2006,
Shiozawa, 2008). Eine wesentliche Aufgabe des KMs liegt in der Nischenfunktion fiir
hamatopoetische Stammzellen (HSC) begriindet (Arai, 2004, Reya, 2001). Im Vergleich von pri-
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und posttherapeutischen FL-Geweben von Patient 3 wurde eine mogliche Persistenz eines primér
im LK detektieren Klons (m2) im ersten posttherapeutischen KM (x3) offenkundig. Das
Mutationsmuster dieses LK-Klons war weiter in allen anderen Sequenzen enthalten und stellte die
am geringsten mutierte und damit frithste Manifestation des FLs dar. Ferner wurden sowohl fiir
andere hdmatologische Malignome, wie das Multiple Myelom, oder die akute myeloische
Leukdmie, als auch fiir Karzinome, wie das Mammakarzinom, die Existenz von KM-residenten
Tumorstammzellen postuliert und teils bewiesen (Braun, 2000, Li, 2006, Matsui, 2004, Misaghian,
2009, Reya, 2001). Auch deutet ein Fallbericht der Ubertragung eines FLs durch allogene
Knochenmarktransplantation auf eine solche Ausbeutung der KM-Nischenfunktion durch das FL
hin (Hart, 2007). Bereits Aarts et al. zeigten mit ihrer an LK-Geweben durchgefiihrten
Sequenzanalyse des FLs und der Schlussfolgerung der ,,subclone selection rather than clonal
evolution” die Bedeutung der klonalen Persistenz fiir Rezidive des FLs auf (4arts, 2001). Da diese
Studie allerdings kein KM-Gewebe umfasste, konnte diese Nische nicht als moglicher Ort der FL-

Persistenz erschlossen werden.

Intensive Wechselwirkungen zwischen FL-Zellen und MSC, FDC, FRC und T-Lymphozyten
wurden beschrieben (Amé-Thomas, 2007, Freedman, 1992; Freedman, 1994, Thomazy, 2003;
Umetsu, 1990; Vega, 2002). Zusammen mit der Abhingigkeit der Prognose des FLs vom nicht-
malignen lympho-retikuliren und mesenchymalen Begleitinfiltrat, den beschriebenen
Verdnderungen der Homingeigenschaften und des grundlegenden Erfolges von Stammzell-
transplantationen zur Therapie des FLs, erscheint die im FL von Patient 2 und 3 postulierte
Klonpersistenz als ein entscheidender &tiologischer Faktor des Rezidivs dieser Entitit (Ame-
Thomas, 2007; Dave, 2004; Drillenburg, 2000, Freedman, 1999; Husson, 2002; LeBrun, 2008,
Lejeune, 2009, van Besien, 2003). Die jeweilige Nische des FLs iibt bestimmenden Einfluss auf die
Genexpression in den malignen Klonen aus. Daraus resultiert moglicherweise die kontextabhingige
Effizienz der AID-getriebenen Mutagenese und die obig beschriebenen nicht-zufélligen
»zytogenetischen pathways® der FL-Evolution und -Transformation, sowie letztlich die
Heterogenitéit der gesamten Entitdt. Da innerhalb der hier untersuchten FL-Populationen nahezu
ausschlieBlich KM-Klone Stopcodone aufwiesen, wurde gefolgert, dass die KM-Nische die Klone
moglicherweise von der BCR-Restriktion befreit (Bende, 2007; Berglund, 2007; Biagi, 2002;
Héglund, 2004). Da das KM die physiologische Nische der HSCs darstellt, die sich durch einen
Zustand der ,,quiescence‘‘-Induktion auszeichnet, wurde in dieser Studie das Auftreten von FL-KM-
Sequenzen mit Stopcodon als Indikator fiir die Induktion eines die BCR-Restriktion attenuierenden

G1/GO-Arrestes durch das KM-Microenvironment interpretiert (Arai, 2004, Reya, 2001). Folglich
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konnten FL-Zellen das KM im Sinne eines ,,niche-hijackings* deregulieren, indem sie ,,parasitir*
die KM-Funktion der Aufrechterhaltung von HSCs ausnutzen (Shiozawa, 2008). Speziell die
nachgewiesene Anziehung von FL-Zellen durch MSC, sowie die Induktion der Differenzierung
MSC durch FL-Zellen kénnen als wichtige Hinweise auf eine grundlegende dtiopathogenetische
Bedeutung der KM-Nischenderegulation fiir das FL betrachtet werden (Ameé-Thomas, 2007,
Roorda, 2009). Diesbeziiglich erscheint die Interpretation der Tumorzellevolution des FLs von
Patient 2 und v.a. Patient 3 als folgerichtig. Demnach wandern FL-Zellen sehr frith wéhrend der FL-
Entwicklung in das KM, verharren dort und iiberdauern im Zustand des postulierten, ,,parasitdr®
angeeigneten ,,quiescence-Status® konventionelle, auf proliferierende Zellen abzielende
Therapiemodalititen. Die anderen, stirker mutierten und somit stirker proliferierenden
Lymphomzellen wiirden durch die auf proliferierende Zellen abzielende Therapiemodalitit der CTX
eleminiert. Posttherapeutisch bedingen solche stammzelldhnlichen FL-Zellen in diesem Modell des
FLs das klinisch manifeste, nodale Rezidiv. Die Erfolge der sog. ,targeted therapy* des FLs mit
beispielsweise Rituximab gegeniiber konventioneller CTX unterstreichen die Plausibilitit des
Zusammenhangs der Aneignung eines ,quiescence-Status“ im KM und einer moglichen
einhergehenden Indolenz gegeniiber CTX (Fisher, 2005, Herold, 2007, Marcus, 2008; Sacchi,
2007, Salles, 2008).

Damit unterstreicht das in dieser Arbeit aufgezeigte Modell zur klonalen Migration des FLs
zwischen dem LK- und KM-Kompartiment, u.a. wegen der Exposition der (préd)malignen Zellen
gegeniiber neuen histologischen Wechselwirkungskontexten und der damit einhergehenden
Induktion neuer Transkriptionsprogramme, die Ziele einer (aberranten) AID-Mutagenese sein
konnen, den unterschéitzten, die Pathogenese des FLs determinierenden und modulierenden Einfluss
dieses interkompartimentiren klonalen Austauschs. Das Konzept einer moglichen Persistenz- und
Reservoirfunktion des KMs fiir (prd-)maligne FL-Klone wird dabei durch die Existenz von
diskordanten Lymphomen unterstiitzt, bei denen im KM ein FL und im LK ein klonal verwandtes,

(bereits) transformiertes DLBCL vorliegt (Kremer, 2003).

6.2.5 Epikrise

Basierend auf den Ergebnissen dieser Studie und dem dargelegten Mehrstufenkonzept der FL-
Evolution bendtigen t(14;18)-positive (prid-)maligne B-Zellen die nodale GC-Umgebung fiir die
Initiierung der AID-bedingten SH. Dabei spielen BCR-vermittelte Signale eine entscheidende
Rolle, da sie genetische Programme der physiologischen GCL-typischen Differentierungspozesse

aktivieren. Anders als im gesunden GCL ist die AID-Aktivitdt in den t(14;18)-positiven B-Zellen
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wegen der bcl-2-Deregulation aberrant und treibt die Mutagenese transkribierter DNS im Kontext
der fiir die jeweilige B-lymphozytire Entwicklungsstufe typischen genetischen Programme voran.
Daraus resultiert moglicherweise in noch gering mutierten (prd-)malignen LK-Klonen als ein
frithes, entscheidendes Ereignis eine Verdnderung der Homing-Restriktion. Es wiirde die
detektierte, frithe Infiltration und Ausnutzung der CXCL12-sezernierenden und HSC-erhaltenden
KM-Nische im Laufe der FL-Evolution folgen. Die dort resident gewordenen FL-Klone wéren
gemessen an den Ergebnissen der Mutationsmusteranalyse der hier untersuchten Félle im Stande,
auch ohne die morphologische Struktur der GCs die SH fortzufiihren. Ferner wiirden diese initial
vom LK ins KM migrierten, KM-residenten Klone wihrend CTX in der KM-Nische, womdoglich in
einem stammzelldhnlichen Zustand, erworben durch KM-induzierten G1/G0-Arrest, wie er fiir HSC
typisch ist, persistieren. Nach erfolgter Therapie fande ausgehend von dieser KM-Population die
,retrograde Re-Besiedelung des LK-Kompartiments statt, so dass eine KM-Infiltration im FL sehr
wahrscheinlich die Ursache fiir das héufige, fiir diese Entitdt typische Rezidiv darstellt. Ferner
scheinen wechselseitige klonale Migrationsbewegungen zwischen dem LK- und KM-Kompartiment
wihrend der FL-Evolution pathogenetisch bedeutende Ereignisse zu sein. In der post-
therapeutischen FL-Population konnte die Abhdngigkeit der FL-Klone vom Einfluss des BCRs
abnehmen, da die Rezidivklone aus der KM-Population des FLs stammen, die in der KM-Nische

einen ,,quiescence-Status® und damit eine Befreiung von der BCR-Restriktion erworben haben.
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7 Zusammenfassung

Das follikuldre Lymphom ist das hdufigste low-grade Non-Hodgkin-Lymphom. Es ist durch die
Deregulation der nodalen Keimzentrumsreaktion durch primaligne B-Zellen, welche die fakultativ-
prikanzerotische Translokation t(14;18) tragen, charakterisiert (Harris, 1994, Harris, 1999).
Parallel zur zundchst partiellen Infiltration einzelner Lymphknoten steigt die Zahl genetischer
Lasionen und damit die aberrante funktionelle Kompetenz dieser Zellen (Bende, 2007; Cong,
2002). Die klonale Migration zwischen verschiedenen Keimzentren eines LKs, weiter zwischen
verschiedenen Lymphknoten, sowie letztlich die Dissemination in extranodale Kompartimente
folgen, wobei sich der ,.komplette maligne Phianotyp* des FLs graduell im Sinne einer ,,multistep
Tumorigenese™ manifestiert (Oeschger, 2002). Damit liegt bei Diagnosestellung in der klinisch
manifesten Phase des FLs in der Regel eine systemische Erkrankung vor. Haufig finden sich
maligne Infiltrate im Knochenmark, was dem Ann-Arbor Stadium IV entspricht (Canioni, 2004;
Jaffe, 2009). Dennoch ist die Rolle des Knochenmarks im &tiopathogenetischen Modell des FLs
lediglich unzureichend charakterisiert. Durch die Erkenntnisse von Bognar et. al deutete sich

moglicherweise eine Schliisselrolle des KMs fiir das FL an (Bognar, 2005).

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung der FL-Infiltration des Knochenmarks und eines
moglichen Austauschs zwischen den Tumorzellpopulationen des Lymphknotens und des
Knochenmarks zu untersuchen. Dazu wurde die klonale Beziehung einzelner FL-Zellen aus dem
LK und dem KM basierend auf der intraklonalen Heterogenitit der Mutationsmuster ihrer VH-Gene
analysiert. Die Ergebnisse dienten der Berechnung von Stammbadumen der Tumorzellevolution, mit
deren Hilfe die Migration von FL-Zellen zwischen den Kompartimenten und damit die inter-

kompartimentire Evolution nachvollzogen wurde.

Ferner sollte untersucht werden, ob die Mutationsmuster der VH-Gene der malignen FL-Klone
Hinweise fiir eine anhaltende somatische Hypermutation (,,ongoing mutations) zeigten, wie es
physiologischer Weise unter Keimzentrums-B-Lymphozyten der Fall ist. Insbesondere sollten die
KM-Klone betrachtet werden, um eventuelle Hinweise auf SH aufBerhalb der dafiir typischen

Funktionsrdume, ndmlich den Keimzentren von LK, zu erhalten.

SchlieBlich sollte untersucht werden, ob die malignen Klone strukturell intakte B-Zellrezeptoren
exprimierten. Auch wurde eine mogliche antigenabhédngige Reifung dieser Rezeptoren analysiert,
wie es physiologischer Weise zur Optimierung der Affinitdt gegeniiber Antigenen der Fall ist. Dabei

wurde besonders auf mogliche Unterschiede zwischen den LK- und KM-Populationen geachtet.

Es wurden drei FL des Grades I oder II mit synchronem Befall des LKs und des KMs
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morphologisch und immunhistochemisch reevaluiert. Im zweiten und dritten Fall lagen zuséatzlich
Gewebe des posttherapeutischen Verlaufs vor. Aus jedem Gewebe wurde DNS von bis zu 15 FL-
Klonen sequenziert. Durch einen eigens entwickelten, mathematisch-statistischen Algorithmus
wurde aus den Mutationsmustern der VH-Gene die Tumorzellevolution rekonstruiert. Mittels eines

etablierten Algorithmus wurde ferner die BCR-Analyse durchgefiihrt.

Es konnten bidirektionale Migrationsbewegungen zwischen LK und KM zu verschiedenen
Zeitpunkten der Tumorzellevolution nachgewiesen werden. Dabei war die initiale Migration stets
vom LK in das KM gerichtet. Der am geringsten mutierte, pratherapeutische Klon war immer im
LK lokalisiert. Posttherapeutisch fanden sich Hinweise auf eine retrograde Reinfiltration des LKs
durch einen KM-Klon. Dieser KM-Klon persistierte dabei wihrend der Therapie des FLs im KM,
war gering mutiert und leitete sich von frithen, pratherapeutischen Migrationsereignissen aus dem

LK ins KM ab.

Sowohl innerhalb der LK-, als auch der KM-Population der Patienten fanden sich die fiir die
somatische Hypermutation typischen Mutationsmuster der VH-Gene und die daraus resultierende
intraklonale Heterogenitit. Damit schien der Prozess der SH auch im KM, ohne die dafiir typische
Morphologie der Keimzentren aktiv gewesen zu sein. Die BCR-Analyse ergab, dass kein Klon der
untersuchten FL antigenabhédngige Mutationsmuster aufwies. Weiter zeigten deutlich mehr LK-
Klone als KM-Klone Mutationsmuster, die fiir die strukturelle Intaktheit des BCRs und damit fiir
die Abhingigkeit der Klone von der BCR-Expression sprachen. Ferner war diese Abhidngigkeit im
posttherapeutischen Klonkollektiv im Vergleich zu den prétherapeutischen Verhéltnissen

herabgesetzt.

Damit stellt das KM mdglicherweise eine unterschitzte Nische fiir die Evolution und Persistenz des
FLs dar, was die primdre Unzulénglichkeit konventioneller Therapiemodalititen beziiglich Kuration
erkliaren konnte. Rezidive wiren aufgrund der Modalitdt der retrograden, posttherapeutischen Re-
Infiltration des LKs durch KM-residente, stammzellartige FL-Klone mit geringer proliferativer
Aktivitdit obligat. GemiB der in dieser Studie entwickelten Erklarungsmodelle sind solche
hypothetischen KM-persistenten, CTX-indolenten , Tumorstammzellen das Resultat friiher
Migrationsereignisse von gering mutierten, LK-residenten FL-Klonen ins KM. Dort nutzen sie
moglicherweise analog zur Deregulation der Keimzentrumsreaktion des LKs, deregulierend die

»quiescence-Qualitdt™ der HSC-Nische des KMs aus.
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10 Anhang

10.1 Laborprotokolle

DNS-Extraktion aus FFPE-Gewebe:

Am Mikrotom werden ca. 10 Scheiben zu je 9um Dicke vom Paraffinblock abgeschnitten und
in ein Sarstedt-Rohrchen gegeben.

In das Rohrchen wird 1ml Xylol zugesetzt.

Das Rohrchen wird verschlossen und 15sec geschiittelt.

Das Gemisch wird mit 250ul 70%-igem Ethanol versetzt und erneut fiir 15sec geschiittelt.
Dann wird das Réhrchen fiir Smin bei 14000rpm zentrifugiert.

Den fliissigen Uberstand mit einer Pipette entfernen und das Réhrchen samt verbleibendem
Pellet in einer Vakuum-Zentrifuge bei 45°C platzieren, um die restliche Fliissigkeit zu
verdampfen.

Das trockene Pellet wird mit 100ul Proteinase-K-Puffer gemischt und des Weiteren mit Sul
Proteinase-K versetzt.

Dieses Gemisch wird in einem Thermoschiittler iiber Nacht bei 55°C und einer Frequenz von
600rpm inkubiert.

Am néchsten Tag wird das Réhrchen mit einem Schwimmer zur Inaktivierung der Proteinase-K
fiir 10min in kochendes destilliertes Wasser gestellt.

Die extrahierte DNS kann bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren werden.

RNS-Extraktion aus N,-kryoasserviertem Frischgewebe (RNeasy Mini Kit, Qiagen):

Uber Nacht werden die benétigten Pistillen in ein Gemisch aus 500ul DEPC und 500ml Aqua
destillata in einem Erlenmeyerkolben eingebracht.

Am darauf folgenden Tag autoklaviert man den Kolben samt Pistillen und Fliissigkeit.

Die aus dem Blockmaterial mit dem Kryomikrotom erzeugten 20pm starken Scheiben, ca. zehn
an der Zahl, werden in ein vorgekiihltes 1,5ml Eppenorfgefa3 verbracht und um Degradation
der RNS durch gewebeimmanente RNasen zu minimieren und weiter gekiihlt.

Iml des im Kit enthaltenen Lysis-Puffer RLT wird mit 10ul B-Mercaptoethanol vermischt.

350ul dieses Gemisches werden in das Eppenorfgefdl mit den Gewebescheiben gegeben, und
das Gemisch wird anschlieBend mit einer Pistille gemdrsert, bis es homogenisiert worden ist.

Dieses Gemisch wird fiir 2min bei Raumtemperatur stehen gelassen.

Dann wird das gesamte Gemisch auf den im Kit enthaltenden Qia-Shredder pipettiert und 2min
bei 13000rpm zentrifugiert.

Nun wird die Sdule des Shredders verworfen und in den Durchlauf werden 350ul 70% Ethanol
zugefiigt und solange auf- und abpipettiert bis die Losung homogenisiert worden ist.

Diese Fliissigkeit wird auf die RNeasy-Séule pipettiert und 2min bei 9000rpm zentrifugiert.

Der Durchlauf wird verworfen und die Siule wird wie folgt gewaschen:
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— 700ul Waschpuffer RW1 in die Sédule pipettiert und 1min bei 10000rpm zentrifugieren, den
Durchlauf verwerfen.

-~ 500ul Waschpuffer RPE in die Saule pipettiert und 1min bei 10000rpm zentrifugieren, den
Durchlauf verwerfen.

-~ 500ul Waschpuffer RPE in die Saule pipettiert und 1min bei 10000rpm zentrifugieren, den
Durchlauf verwerfen.

- 2min bei 10000rpm trocken zentrifugieren.

—  Nun wird die Sédule auf ein trockenes 1,5ml Eppenorfgefill gesetzt, 28l RNase freies Wasser
auf die Séule pipettiert und das ganze fiir 2min bei 10000rpm zentrifugiert

Reverse Transkription der extrahierten RNS in ¢cDNS:

— 17,5ul des RNS-Produktes aus der vorhergegangenen Extraktion werden mit 1pul vom Random
Hexamers (Roche, Mannheim, Deutschland) vermengt.

- Dieses Gemisch wird bei 70°C fiir S5Smin inkubiert.
-~ Dann erneut bei Raumtemperatur fiir Smin inkubieren.

- Zu diesem Gemisch werden 11,5ul RT-Mix zugefiigt. Der RT-Mix setzt sich wie folgt
zusammen:

—  6ul RT-Puffer

- 3ul0,IM DTT

—  1ul 10mM dNTPs
- 0,5ul RNase Out

—  1pl Superscript RT

— Hieran schlieBt sich eine Inkubation dieses Gemisches fir 1h bei 42°C an um die reverse
Transkription zu starten und zu unterhalten.

— Zum Terminieren der reversen Transkription findet eine Inkubation bei 95°C fiir Smin statt.

— Die erzeugte cDNS kann bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren werden.

Reinigung des Amplifikats der FR1-Lymphom-PCR (QIAquick Gel Extaction Kit, Qiagen):

- 1,5% Low Melting und 0,5% normale Agarose abwiegen und mit frischem 1xTBE-Puffer
kochen.

—  50ul der Probe fiir 20min einer Elektrophorese bei 170V unterziehen.
- erzeugte Bande mit einem Skalpell ausschneiden und in ein 1,5ml Eppendorfgefal3 geben.
- 600ul QG Puffer zufiigen und fiir 15min bei 50°C in einem Thermoblock inkubieren.

— 100ul Isopropanol in das Eppendorfgefial geben und das resultierende Gemisch auf die Saule
pipettieren.

- 1min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugieren und den Durchlauf verwerfen.

— 500pul des Puffers auf die Saule pipettieren und erneut bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugieren und den Durchlauf verwerfen.
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-~ 750ul Waschpuffer auf die Sdule geben und 5min stehen lassen, dann erneut bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugieren und den Durchlauf verwerfen.

-~ Smin trocken zentrifugieren.

— Séaule auf dein neues 1,5ml Eppendorfgefal setzen und 50ul EB Puffer zugeben und fiir Imin
bei Geschwindigkeit zentrifugieren.

Reinigung des Amplifikats der FR2-Lvmphom-PCR (QIAquick PCR Purification Kit,

Qiagen):

-~ PB Puffer und zu reinigendes Volumen im Verhéltnis 5:1 mischen.

- Gemisch auf Sdulen pipettieren und bei 13000rpm 45sec zentrifugieren.

—  Durchlauf verwerfen und 750ul Waschpuftfer PE auf die Séule geben und 45sec zentrifugieren.
—  Durchlauf verwerfen und 1min trocken zentrifugieren.

— Séule auf ein 1,5ml Eppendorfgefall setzen und 45ul EB Puffer auf die Saule pipettieren.

— lmin ruhen lassen, dann erneut 1min zentrifugieren.

Erzeugung der rekombinanten Plasmide (Ligation) (TOPO TA Cloning® Kit, Invitrogen):

- Ein Thermoschiittler wird auf 14°C aufgeheizt.
- Die folgenden Reagenzien werden in ein 1,5ml Eppendorfgefal3 pipettiert.
- 1ul 10x Ligationspufter
- 2ul pCR®2.1-Vektor
- 1ul T4 DNA Ligase
-~ 2ul PCR-Produkt
— 4pl Aqua destillata

- Die Reagenzien werden vorsichtig gemischt und im Thermoschiittler bei 14°C iiber Nacht
inkubiert.

Transformation von E. coli mit rekombinanten Plasmiden (TOPO TA Cloning® Kit,

Invitrogen):

- Es wird ein 42°C warmes Wasserbad angerichtet.

- Das SOC-Medium wird auf Zimmertemperatur vorgewarmt.
- Alle folgenden Arbeitsschritte miissen, sofern nicht anders angegeben, auf Eis ablaufen.
—  One Shot® TOP10F' Chemically Competent E. coli Bakterien auf Eis auftauen lassen.

- 2pul des Ligationsansatzes in das Bakterienr6hrchen, welches standardisiert 50ul Zellsuspension
enthilt, geben und durch Schwenken des Rohrchens mischen.

— Dieses Rohrchen wird nun fiir 30min auf Eis inkubiert.

-~ Dann wird das Rohrchen fiir genau 30sec in das 42°C warne Wasserbad gestellt und dann
unverziiglich fiir 2min auf Eis inkubiert.
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Nach Zugabe von 250ul des auf Zimmertemperatur vorgewarmten SOC-Mediums wird das
Gemisch flir 1h unter Schiitteln (225rpm) bei 37 °C inkubiert.

Danach wird das Réhrchen auf Eis gestellt.

50 und 100ul des Reagenz werden auf je einer vorbereitete Agaroseplatte (vgl. nichsten Punkt)
mit einem sterilen Drigalskispatel ausplattiert.

Die Platten werden dann bei 37 °C uber Nacht inkubiert.

Ist die blaue Farbe von einigen Kolonien am nichsten Morgen noch schwach ausgepragt, so
konnen die Platten zusétzlich zwei h lang bei 4°C inkubiert werden, was das Blau-WeiB3-
Selektion erleichtert.

Herstellung der Agarose und Giel3en der Agaroseplatten:

Fiir zehn Agaroseplatten 250 ml Agarose einplanen (Agarosepulver/Aqua destillata 32 g/1).
Das Gemisch in einer Schottflasche homogen riihren.
30min bei 121°C autoklaviert.
Abkiihlung auf 42°C in einem Wasserbad.
Agarose folgende Reagenzien zufiigen und die Fliissigkeit durch Schwenken mischen:
- 125pl Ampicillin
- 0,5ml X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktosid)
- 250ul 0,IM IPTG (Isopropyl-thio-Galaktosid)

jetzt die Platten unter einem Abzug giel3en.

Abheben weiller Bakterienkolonien und Kultivierung:

Fliissigmedium: 20 g Pulver/Liter Aqua destillata
Gemisch vor Verwendung in einer Schottflasche fiir 30min bei 121 °C autoklavieren.
Abkiihlen und bei 4 °C und verwahren.

Die tliber Nacht mit transformierten E. coli Bakterien bestiickten, inkubierten Agaroseplatten der
Blau-WeiB3-Selektion unterziehen.

Weille Kolonien werden mit einer Pipettenspitze von der Agarose abgehoben.

Diese werden jeweils in einem sterilen Kulturréhrchen, das mit einem Gemisch aus 5 ml
Fliissigmedium und Sul Ampicillin gefiillt ist, versenkt.

Die verschlossene Kulturrohrchen tiber Nacht bei 37 °C und bei einer Frequenz von 225rpm
inkubieren.

Extraktion der rekombinanten Plasmide aus den kultivierten Bakterien (Miniprep) (QIAprep

Miniprep Kit, Qiagen):

Mit dem Inhalt der Fliissigkulturréhrchen wird jeweils ein 2ml Eppendorfgefall gefiillt und bei
5000rpm fiir 6min zentrifugiert.
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—  Der Uberstand wird verworfen, das Eppendorfgefil erneut mit dem jeweiligen Inhalt des
Ubernachtkulturrdhrchens gefiillt und nochmal bei 5000rpm fiir 6min zentrifugiert.

—  Der Uberstand wird erneut verworfen, am Boden des EppendorfgefifBles ist nun ein Pellet
verblieben.

— Diese Pellet wird mit 250ul des P2-Puffers versetzt und 5 Mal geschwenkt.

— AnschlieBend werden weitere 350ul des N3-Puffers zugefligt und es erfolgt erneutes
fiinfmaliges Schwenken.

— Dieser Mix wird 10min bei 13000rpm und 4°C in einer Vakuumzentrifuge zentrifugiert.

— Der Uberstand ist in den im Kit enthaltenen Séulenfilter zu pipettieren, dieser ist wiederum im
Anschluss 1min bei 13000rpm zu zentrifugieren.

— Der Durchlauf wird verworfen und auf die Sdule werden 500ul des PB-Puffers pipettiert. Es
schlieBt sich erneutes Zentrifugieren bei 13000rpm {iber 1min an.

— Der Durchlauf wird wieder verworfen und auf die Sdule werden jetzt 750ul des PE-Puffers
pipettiert. Es schlief3t sich erneutes Zentrifugieren bei 13000rpm {iber Imin an.

— Der Durchlauf wird wieder verworfen und die Sidule wird zum Trocknen erneut bei 13000rpm
tiber 1min zentrifugiert.

— Danach wird die Sdule auf ein neues 1,5ml Eppendorfgefdll gesetzt und mit 50ul des EB-
Puffers, welcher in die Mitte der Sdulenmembran pipettiert wird, versehen.

- Dieses Gemisch wird 1min stehen gelassen und dann 1min bei 13000rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wird die Sdule verworfen und das Eppendorfgefal mit Inhalt bis zur weiteren
Verarbeitung verschlossen und eingefroren.

EcoR1-Verdau der rekombinanten Plasmide und elektrophoretische Analyse:

- 7ul Aqua destillata werden mit 1ul EcoR1-10x-Puffer und Iul EcoR1 in ein 1,5ml
Eppendorfgefal3 pipettiert und vorsichtig vermischt.

— In diesen Mix wird 1ul des betreffenden Plasmidgemisches, welches durch das Miniprep-
Verfahren extrahiert wurde, zugegeben.

- Das Reagenz wird fiir eine h bei 37°C inkubiert.

— Anschlieend werden 5Sul des eben inkubierten Gemisches jeder Probe mit 1ul Dye gemischt
und in die Einsenkungen eines Agarosegels (1,5g Agarose auf 100ml 10x-Puffer) pipettiert.

- Das Gemisch wird bei 130V fiir 30min mit dem Elektrophoresegerit aufgetrennt.

- Mit Hilfe des Eagle Eye Systems II (Stratagene, La Jolla, CA, USA) wird nun verifiziert, ob der
Verdau erfolgreich abgelaufen ist, je Probe also eine Bande auf der entsprechenden Hohe
vorhanden ist.

Reinigung der zu sequenzierenden Klonierungsprodukte vor der Cycle-PCR (vgl. oben:

QIAquick PCR Purification Kit, Qiagen:

Reinigung des Cycle-PCR-Amplifikats vor der Kapillarelektrophorese (DveEx 2.0 Spin Kit

(50) Qiagen):



10 Anhang

145/181

- Proben nach erfolgter Cycle-PCR kurz zentrifugieren.

—  Spin Tubes kurz schiitteln, in 2ml Einsétze stellen und bei 2700rpm fiir 3min zentrifugieren.

-~ Spin Tubes in ein 1,5ml Eppendorfgefdl} setzen und die Probe in die Mitte des Gels geben.

—  3min bei 2700rpm zentrifugieren.

10.2 PCR-Protokolle und Primer

Fiir eine schematische Darstellung der Primerannealingorte vgl. Abb. 10.

IgVy-Familien-spezifische PCR:

Cycler-Programm: Annealing-Temperatur 61°C

95°C 7min

65°C 4min

72°C Imin

95°C Imin I

61°C 30sec 40 Zyklen
72°C Imin I

72 °C 6min

PCR-Mix der FRI-PCR :

- Ansatz A: VHL 1-3-5: - Ansatz B: VHL 2-4-6:
- Aqua dest. 15,25ul - Aqua dest. 15,25ul
- dNTPs (0,2mmol/L) 4pul - dNTPs (0,2mmol/L) 4pl
- PCR-Puffer 15mM  2,5pl - PCR-Puffer 15mM  2,5ul
—  Primer JHa 0,25ul - Primer JHa 0,25ul
-~ Primer VHLI 0,25pl - Primer VHL2 0,25ul
-~ Primer VHL3 0,25pl - Primer VHL4 0,25ul
- Primer VHLS 0,25pl - Primer VHL6 0,25ul
- Taq Gold (1,25 U/ul) 0,25ul - Taq Gold (1,25 U/ul) 0,25ul
- cDNA 2ul - cDNA 2ul

Verwendete Primer (Sakai, 2000):

JHa 5'-ACCTGAGGAGACGGTGACC-3'
VHLI 5'-CCATGGACTGGACCTGGAGG-3'
VHL2 5'-ATGGACATACTTTGTTCCAGC-3'

VHL3 5'-CCATGGAGTTTGGGCTGAGC-3'
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- VHLA4 5'-ATGAAACACCTGTGGTTCTT-3'
- VHL5 5'-ATGGGGTCAACCGCCATCCT-3'
- VHL6 S-ATGTCTGTCTCCTTCCTCAT-3'

Seminested whole-tissue PCR:

Cycler-Programm extern: Annealing-Temperatur 56°C

- 95°C 10min

- 94°C 45sec |

- 56°C Imin 35 Zyklen
- 74°C I min I

- 74°C 10min

Cycler-Programm intern: Annealing-Temperatur 56°C

- 95°C 10min

- 94°C 45sec |

- 56°C Imin 25 Zyklen
- 74°C lmin I

- 74°C 10min

PCR-Mix der FR2a-Lymphom-PCR:

- Ansatz extern: - Ansatz intern:
- Aqua dest. 15,25ul - Aqua dest. 15,25ul
— dNTPs (0,2mmol/L) 4pl - dNTPs (0,2mmol/L) 4pul
- PCR-Puffer 20mM  2,5ul - Puffer 20mM 2,5ul
— Primer FR2a 0,5ul —  Primer FR2a 0,5ul
-~ Primer JHe 0,5ul - Primer JHb 0,5ul
- Taq Gold (1,25 U/ul) 0,25l - Taq Gold (1,25 U/pl) 0,25ul
- cDNA (1:10) 2ul - cDNA (1:100) 2ul

Verwendete Primer (Segal, 1994):

_ FR2a 5'-TGG(A/G)TCCG(C/A)CAG(G/C)C(T/C)(T/C)CNGG-3'
_ JHc (extern) 5"TGAGGAGACGGTGACC-3'
_  JHb (intern) 5'-GTGACCAGGGTNCCTTGGCCCCAG-3'
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Cycle-PCR:

Cycler-Programm: Annealing-Temperatur abhingig von der erwarteten Léinge der Sequenz
abschitzen gemal: Fiir Adenin-Thymin-Paare je 2°C, fiir Guanin-Cytosin-Paare je 4°C ansetzen.

- 96°C Imin

- 96°C 10sec I

- 45-60°C Ssec 25 Zyklen
- 60°C 4min I

- 4°C

Ansatz: insgesamt 20ul

- Premix 4ul

- BigDyeSequencing Puffer 2ul

—  Primer 0,25ul

- Aqua dest. fakultativ

—-  Template 13,75ul (max.)

Verwendete Primer (Grothues, 1993): random primer

B-Globin PCR:

Cycler-Programm: Annealing-Temperatur 55°C

- 94°C 4min

- 94°C Imin I

- 55°C 30sec 25 Zyklen
- 72°C 30sec |

- 72°C 4min

PCR-Mix der 3-Globin-PCR:

- Aqua dest. 15,25ul -
— dNTPs (0,2mmol/L) 4pl -
- Puffer 10mM 2,5ul -
—  Primer PC04 0,5ul

Verwendete Primer (Saiki, 1988):

- PCO04 5’- CAACTT CAT CCA CGT TCA CC- 3°
- GH20 5’- GAA GAG CCAAGG ACAGGTAC-3

Primer GH20
Taq (5 U/ul)

0,5ul
0,25ul
2ul
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10.3 Quellcode des FLER-Computerprogramms

Unter der URL ,,http://petervasil.net/fler”, sind neben einer ausfiihrlichen Dokumentation des
FLER-Computerprogramms, dessen Quellcode, die fiir diese Arbeit im Labor bestimmten und
verwendeten, anonymisierten Klonsequenzen, die daraus generierten HPCs mit ihren
Zusatzinformationen, sowie die ausfithrbare, zum Download angebotene Form des Programms
hinterlegt. Das Programm wurde in der Programmiersprache ,,C++* verfasst und ist quelloffen /
open source. Somit steht es jedem frei zur Verfiigung und kann weiterentwickelt werden. Das
Programm wurde von Herrn Peter Vasil, Technische Universitit Berlin, nach den Vorgaben des
Autors geschrieben. Der Text der ,,Main page* auf ,http://petervasil.net/fler* unter den Punkten
»Description“ und ,,Help®, wurde vom Autor dieser Arbeit verfasst. Die zugrunde liegende ,,FLER-
Methode®, einschlieBlich des Namens ,,FLER*, wurde ebenfalls vom Autor der vorliegenden Arbeit
entwickelt. Das Computerprogramm diente zur Kontrolle der manuell bestimmten Rekapitulation
der Tumorzellevolution. Weiter dient es generell der einfachen Anwendbarkeit und der Distribution

der ,,FLER-Methode®, sowie als Grundlage einer moglichen Weiterentwicklung.

10.4 Verwendetes Material/Gerite

10.4.1 Bakterienstimme, Medien und Gele

Bakterienstimme:
—  One Shot® TOP10F' Chemically Competent E. coli (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
Medien:
— Festmedien:
- LB Agar (Lennox L Agar, Invitrogen) / Aqua destillata 32g/1
- Trypton 10g/1
- Hefeextrakt 5gl
- NaCl 5¢g/l
- Agar 15g/1
— Fliissigmedien:
- LB Broth Base (Lennox L Broth Base, Invitrogen) / Aqua destillata 20g/1
- Select Pepton140 10g/1
- Hefeextrakt 5 g/l
- NaCl 5,5 g/l
- SOC-Medium (Invitrogen)
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- 10g Trypton
- 20mM Glukose
- 2,5g Hefeextrakt
- 0,3g NaCl
- 0,09g KCl
- 1,02g MgCl,
- 1,23g MgSO0,
—  500ml Aqua destillata
Gele:
- x% Agarosegel fiir Elektrophorese (SeaKem LE Agarose, BMA, Rockland, ME, USA)
- x g Agarose
- 100ml 1x TBE
— 1 Tropfen Ethidiumbromid (0,7mg/ml)
- 1,5% low melting point Agarosegel (SeaKem LE Agarose, BMA, Rockland, ME, USA)
- 1,5% low melting point Agarose
- 100ml 1x TBE

10.4.2 Puffer, Losungen und Primer

Puffer:

- Big Dye Sequencing Buffer (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
- 200mM Tris-HCIL, pH9,0
- 5mM MgCl,

- 10xDyes Elektrophoreseladepufter
- Bromphenolblau-Xylencyanol Dye (Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen, Deutschland)
- 20ml Formamid
- 5ml Aqua destillata

- DNS-Extraktions-Puffer
—  50ml 1M Tris-HCI, pH 8,3
- 2ml 0,5M EDTA, pH 8
- Polysorbat-20 50ml1/250ml (Tween 20, Merck, Darmstadt, Deutschland))
- 1000ml Aqua destillata

- Elektrophoreselaufpuffer
- 100ml 10xTBE
- 10 Tropfen Ethidiumbromid (0,7mg/ml)
- 900ml Aqua destillata
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- Ligationspufter, pH 7,5
- 660mM Tris-HCI
- 50mM MgCl,
- 10mM Dithioerythrit
- 10mM ATP
- Lysis-Puffer RLT (Qiagen)
- PCR-Puffer fiir IgVu1/Vi3/Vy5-Familien-spezifische PCR
—  10mmol/L Tris-HCI, pH 8.3
-~ 50mmol/L KCI
- 1,5mmol/L MgCl,
- PCR-Puffer fiir IgVy2/Vu4/Vy6-Familien-spezifische PCR
—  10mmol/L Tris-HCI, pH 8.3
—  50mmol/L KCI
- 2,0mmol/L MgCl,
- Reverse Transkriptase (RT-) Puffer
- 670mM Tris-HCI, pH 8,9
- 166mM Ammoniumsulfat
- 0,1% Polysorbat-20
- 1x TBE-Puffer (fiir Elektrophoresegel)
— 100ml 10x TBE-Puffer
- 900ml Aqua destillata
- 10x TBE-Puffer (Elektrophoreselaufpuffer)
- 108g Tris-HCI, pH 8,3
- 55g Borsdure
- 40ml 0,5M EDTA, pH 8,0
- 11 Aqua destillata
Losungen:
- Ampicillin 40mg/ml H,0
- B-Mercaptoethanol (Qiagen, Hilden, Deutschland)
- DEPC (Diethyldicarbonat)
-~ DNS-Langenmarker (Elektrophorese)
— 1ul DNA/BsuRI (Haelll) Marker, IX (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland)
- 6ul 6x Loading Dye solution (MBI Fermentas)
- 24ml Aqua destillata
- EDTA (Gibco BRL, Deutschland)
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Ethanol 70%

Ethidiumbromid 0,7mg/ml (Eurobio, Cedex, Frankreich)
IPTG 0,1M (Isopropyl-thio-Galaktosid)

Loading Dye Solution 6x (MBI Fermentas)

Nukleotide (Pharmacia, Freiburg)

Premix (PE Applied Biosystems)

X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-B-D-Galaktosid)
Xylol

Primer:

Primer (PE Applied Biosystems)

Random Hexamers (Roche, Mannheim, Deutschland)

10.4.3 Antikorper, Enzyme, Plasmide

Antikorper:

BCL-2 (Dako, Copenhagen, Didnemark)
BCL-6 (Novocastra, Newcastle, UK)
CD10 (Novocastra)

CD20 (L26, Dako)

CD3 (polyklonal, Dako)

CD5 (Novocastra)

Ki67 (MIB1, Dako)

Enzyme:

AmpliTaq Gold DNA-Polymerase (PE Applied Biosystems)
EcoR1 (Invitrogen)

Proteinase K 20mg/ml (Roche, Mannheim, Deutschland)
Superscript III Reversen-Transkriptase (Invitrogen)
Taq-Polymerase (GE Health Care, Dallas, Texas, USA)

Plasmide:

Vector pCR®2.1 des TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen)

10.4.4 Kits

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosystems)

DyeEx 2.0 Spin Kit (50) (Qiagen)
QIAprep Miniprep Kit (Qiagen)
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)
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- QIAquick Gel Extaction Kit (Qiagen)
- QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
- RNeasy Mini Kit von QIAGEN (Qiagen)
- TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen)

10.4.1 Gerate und Hilfsmittel

Gerite:
- Abzug
- Autoklav
- ABI Prism® 7700 Sequence Detector (PE Applied Biosystems)
- Eagle Eye Systems II (Stratagene, La Jolla, CA, USA)
- Elektrophoresegerit
- Feinwaage (digital)
- Fireboy (Integra, Zizers, Schweiz)
- Immunostainer (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA)
— Inkubator
— Inkubatorschiittler
- Kryomikrotom
- Lichtmikroskope
- Mikrotom
- MlJ Research PTC200 Peltier Thermal Cycler (Bio-Rad Lab GmbH, Miinchen, Deutschland)
- Pipetten
—  Primus 96 Plus Thermal Cycler (MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland)
- Stoppuhr
-~ Thermometer
-~ Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
- Vakuumzentrifuge Typ Concentrator 5301 (Eppendorf)
- Vortex Mixer
- Wasserbad
- Zentrifuge Typ Centrifuge 5415D (Eppendorf)
Hilfsmittel:
Drigalskispatel

1,5ml Eppendorfgefifle

Erlenmeyerkolben
Kaniilen (20Gauge)
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Lochplatten
Objekttriger

Petrischalen

Pipettenspitzen
Pistillen
Sarstedt-Réhrchen
Schottflaschen

10.4.1 Computerprogramme

10.5 Sequenzen

Applet auf ,,www-stat.stanford.edu/immuunoglobin®“ (BCR-Analyse)
Bibus 1.5.1 (Literaturdatenbank)
FLER (Rekonstruktion der Tumorzellevolution)

GIMP 2.6.7 (Bildbearbeitung)

Ig-Blastprogramm auf ,,www.pubmed.com/blast* (Bestimmung der V-,D- und J-Familien)

Open office.org Textverarbeitungsprogramm 3.1.1

Open office.org Tabellenkalkulation 3.1.1

Open office.org Prisentation 3.1.1

10.5.1 Patient 1, FL°2

FRI1-Sequenzen der LK-Klone von Patient 1

PATIENT 1:

wildtype configuration (

codon 1

Toous 1 2 3 4 5 6

FRW/CDR < -

WTC): IGHV3-30%04 IGHD6-19+01 IGHI5*02

10 LK-SEQUENZEN/KLONE FR1

b4(e)
b4(e)

b6(37) C
b6(37) -

b7(38) C
b7(38) -

b3(46) €
b3(46) -

a8(82) C
as(82) -

a2(110) €
a2(11e) -

b2(116) ¢
b2(110) -

a7(115) €
a7(115) -

a6(118) C
a6(118) -

b1(118) C
b1(118) -

A
A
A
A
A
A
A
A

A

4
G

4

4
G

4

c A G 6 T

T
T

T

4
8 9 10
A G C
A G C
A C C
C
A G C
A G C
A G C
A G C
A G C
A G C
A G C

5
12 13
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
G G

B

Ca

> > rr

2> B> B> B> »»

e0 oo »» oo oo

[N R

-

>>

> »» »» B> B> 0o

> B> B> B> »»

»» »» »» 0o »» »>

> P> Pr Pr P» P> >

4 0o oo

> »» »» 00 >»

B I R R R

e > »>» > >>
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s

A C T CT CCT®GTGCAGOCTCTOCTGGG6CTTOCATCSCTTCAGTAATCTATGTTCATG G CATCTGG 6 T C C G C
B T T S Y S
A C T CTcCCT®GTGCAGOCTCTOCTGGG6ATTOCATCSCTTTAGT CASGTCTATGTCTCATGAGT CTGG6 6 T C C G C
B Y e s
A C T T CcCT®GTGCAGECTCTTOCTGGATTOCATCSCTTOCHAGTTGATCTATCTATCATGATGT CTGG6ATCCG C
- - - e .- .o ..o o oo e oo e e .- . - - 6 A - - - C T A C - - - AG - - - = A - - - - -

G A T T CcCTOGTAAGS GG GTTOCTGGATATCHAGT CTTTATCTCATGT CTATCTGGGATTCGGTCTG6 66T 6 C 6 C
G A - - - - - - - - AAG - 6T - - - - - - - A - -6 - - - T - CC=- - - - -¢TE6G6 - - €6 6 - - - - - - 6 - - -
6 6T T T ccCTGCAAGS GTCTTTCTGGATATCSATCTCTTTCATCTAGT CTATSGCTATGAATTG G666 T 6 C G A
6 6 - T - - - - - C A A G - - T - - - - - - - A - - - - - - - - C - - - - - - - - - - - - - A - T - - - - - 6 - - A
G A T T CcCTGTAAGSGTSGTTOCTGGATATCAGT CTTTAGTCAATCTATTITGEGGATTCGTCTCTG 66T 6 C 6 C
G A - - - - - - - - AAG - 6T - - - - - - - A - -6 - - - T - - C - A - - - - T 66 - - CG6 C - - - - - - 6 - - -
G A T T T CcCTGTAAGS GG GGTCTGGATATCAGTGTTTCAATCGT®GTTATTGEGCTT G CCTG6 66T T CG6 C
G A - T - - - - - - AAG - 66 - - - - - - - A - - 66 - - - - ACG - T - - - T 66 C - T 6 C - - - - - - T - - -

9
115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 176 171 172
- - - - - - - - - - F R M 2 - - S e - e - e - - -

c A G G c T c c A G G c A A G G G G c T G G A G T G G G T G G c A G T T A T A T c AT T T G AT G G A A A T A A T G
B T e T T T N ST TR T ST
¢ A GG CTOCCAGGGAAGT GG GTCT GG AGT GGG T CTCAAGCTATTAGTGGT AGT CATCTAGTATGC A
- - - - - - - - - - -6 - - - - - - - - - - - - - - - . - T - - AC=- - - TAGTGEG - AGCACT - - - - 6 C -
¢ A G G CTOCCAGG GG AATGTGTGT GTCT GG AGT GG G T T T CATATCATTAGTAGTAGTG G T A G T A C C A
- - - - - - - - - - -6 - - - - - - - - - - - - - - - - - TT - - TAC- - TAGTAG - AG - - - T - - - - CC -
¢ A GG CToCcCcTOG GG AGT GG GGGCTG6G AATG GGG GTG6G GG CCGTATTCGAATG GTCTGATG G T G 6 G A C G A
- - - - - - - - T - -6 -6 - - - - - - - - - A - - - - - - . 66cC€G6 - - - €CGA - 6C - - - - - - TG - 6 - CG -
¢ A G A TG COCOCGGGAAAGTGTCTCTGGAGT GGG ATG GG 66 AT CATTOCTATCCTGGT G ACTCT G AT A
- - - AT 66 - - ¢ - -6 - - A - - € - - - - - - - - - A - - - 66 A - C¢C - - € - A TOCTC - -6 - - A CTTC - 6 - - -
¢ A G G CCCGCTZGGAT CAHAGT®GT GT CTTGAGTG6GGATG GG A TG G AT CAATCATCTCAATCATCTG GG GG A ACC
- - - - - < - - T - - A C - A - - - - - T - - - - - - A - - -6 - TG 6 - - €A ACATCTCHAS-CACTG - 6 - - C C
¢ A G A TG COCOCGGOGAAAGTGT CTCTG6GGAGT GGG ATG GG 6 AT CATOCTAT CECTGCTAATCTOCT G A C A
- - - ATSG - - €C - -6 - - A - - C - - - - - - - - - A - - -66A-C- - C - ATOCCS- - C - AACTTC- 6 - C -
c A G T T G c c c G G T A A A G G c c T G G A G T G G AT G G G G T T c AT T T T T c c T G T T G A c T c T G A T A
- - - 1TT6 - - ¢ - - T - - A - - C=- - - - - - - - - A - - -66T=-¢- - T-TTCC--T.- - A CTC- 6 - - -
c A G AT G c c c G G G A A A G G c c T G G A G T G G AT G G G G AT c AT c T AT c c T G c T A A c T c T G A c A
- - - AT G - - €C - - G - - A - = C = - =« - - = -« - - A - - - 66 A - C - - C - ATOCCS= - - C - AACTTC=- 6 - C -

59 60 3 64 65 6 67 8 69 70 1 72 5
173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 208 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230

D e IS

T AT ACTACGT CAGHATCTTCTGT G AAGSGGCCGATTCAGCTC CA AT CTCCATGTS G GAT CAA AT CTGTCCAATGA A
c T G A A T A c G c T G c A c c c G T G A A A G A c A G A T T c A c c AT c T c A A G A G AT G A T T c G c A A A A
C T 6 - A - = = = - T = C A C = = = = = = = A = A = A - = = = = <+ = - & - - - - A - - - - - T G - - - = 6 C - A - -
¢ cAGATACAGT CTCGCGTOCCTTECCASAGSGT® GT CTCATGT® GTTCATCE CATTCTCAGT CTCGAT CAHATGTCCATTCASG
ccAGA - - - AGCCCG - - - T - ¢CC - A - - - - AGG - - - - - - - - - - A GCC - - - - -6 - - - - T C -G
C A A CGTATGECCCHAGE GSGT CTTCATCAGTE GHA AT CEGGTTTGTCCTTOCCTOCOCCOCTTG 6 ACATCTE CTCTGET CAG
¢ -aAc€¢6 - - T - - ¢CC=-66€6 -T=-¢-C¢CA=--A=--6--T6 T -T=- - - - -TTG6 - - - -¢€¢C- - TGETTC -G
c cAGATACATGT CT CCTCTOCCTTTCCAH AGSGTE GT CTCATSGTE GTTCAT CT CATTCTCAGT CTCGAT CAAGTCCATTCASG
¢ c A G A - - - AGCCC - - - - T - CC - A - - - - AGG - - - - - - - - - - AGCC - - - - -6 - - - - T <C- G
c cAGATACAGTCTCECGTTCCTTCCAH AGSGTG GT CTCATSGTE GTTCATCT CATTCTCAGTT CGAT CAA ATGTCCATTCASG
¢ c A G A - - - A G CCOCG - - - T - ¢ C - A - - - - A6 G6 - - - - - - - - - - aA 6T C - - - - -6 - - - - TIC - 6
¢ c A G AT ACAGT CCOCTECTOCOCTTCCAHAGSGT® GT CT CATGT® GTTCATCT CATTCTCGCAGT CTCGAT CHAAGTTCCATTCASG
¢ cAGA - - - AGCCC- - - - T - €CC=- A - - - = AGG - = - = - - = - - - A GCC - - = - -6 - - - - T C -G

78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 20 1 92 9. 94 95 %
231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 271 272 273 274 275 276 277 278 279 280 281 282 283 284 285 286 287 288

T A c G c T G T AT c T c c A A AT G A G T A G c c T G A G A A c T G A G G A c A c G G c T c T A T A T T A c T G T
L < < S N N S
c A c G c T G T AT c T G c A A AT G A A c A G c c T G A G A G c c G A G G A c A c G G c c G T A T A T T A c T G T
B e S T S
c T c A c T G T AT c T G c A A AT G A A c A G c c T G A G A G c c G A G G A c A c G G c c G T G T A T T A c T G T
B T
T ¢ T A CTGTATTCTOCCAAGATGASATCHATGT CT CTGAASATGT CTCGATGT GHATCATCAGT CT CGTOGCTATTATTGGT
L S T o S G S S S S
¢ A CCGCCTATCCTG G CAGTGGATGT CATGTCT ECTOGAAGEGT CT CTTCGG6ATCATCT CGTCCATGTATTACTG T
- - - € 6 C C - - C - = = - = 6 T 6 - - G - = = - = - = = A G - = C T C = - = = = = C = = C A = - = = = = . = . - .
¢ A CGGCATATOCTG G CAGA AT CAGT CATGT CT ECTAASATGEGT CTGATGGATCATCTGCCGT GG TATTACTG T
- - - - 6 C A - - - - = = - = 6 - - € - 6 - - = - = = A - A G - - = = = = - = = = - T - - C - s s e e e o e
¢ A CTGOCCTATCCTGTC CAGTTGGATGT CATGTCT CTOGAATG G GT CTCTTCGGATCATGT CGTCCATATATTACTGT
- - - T6ecCC - - C - - - - -6T6 - - 6 - - - - - - - - AG - - €T C - - - - - G C - - C A - A - - - = - - - - =
¢ A CCGCCTATCCTTCGCAGTTGS®GATG GTCATGTCT CTSO®GATGS®GT GTCTCTTCAGATCS®GTTCGG6CG6 TG TATTATTGT
- - - ¢6cCcC - - C - - C - -6TS6 - -6 - - - - - - - - -6 - - ¢CTCA - - - 6T C - 6 C - =~ - - - - - - T - - -
¢ A CTOGOCCTATCTCTGTC CAGTTGGATGTCATGTCTECTOG6GATAGTEGT CT CTTCGSGATCATGTCGTCCATATATTACTG T
- - - T6cCC - - C - - - - - 6T6 - - 6 - - - - - - - - A G - - €T C - - - - - 6 C - - C A =~ A - - = = - - - - =
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9 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114
289 290 291 292 293 294 295 296 297 298 299 300 361 302 363 304 305 386 307 368 309 316 311 312 313 314 315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 325 326 327 328 329 330 331 332 333 334 335 336 337 338 339 340 341 342 343 344 345
e e e e s e e e e e e D R 3

.. L s e

6 C G A A A ACTG GG CTGTGG6 T ATGGATCGTTCTG GGG CCAAGTG GG GATCT CATCTGG6TCATCTCGTCTCC
< - - - A - A C T - - = T - - - = T AT - 6 A C G T = = - = - = =+ = A = = G - = = A O - = = . s ..o
6 ¢ G A A ATACGGTAGTGG6CT GG 66 T T AGCTG G 6 G ¢ CAGG G AATCTCTCTG 6T CACCGTCT CC
Y N e e -
6 ¢ 6 A G A G A G T ATAGTG G CT GG AGTCATCTG G G G € €A GGG AATCTCTCTG 6T CACCGT CT CC
- N N -
T cCcCACTAGTSGGGCTATATGTCECATGSGT CATTTOCTG G 66 C CAGGTEGAATCTGT ECAGGTCATCTCGT CT C C
T - C - CTAG - - - - T A - A - = A - - CA - T T - - - - - - - - -« - - — - - - G - A - - = = .- .-
G ¢ 6 A G A CAGGGAATCGTGGTTTGATCTTCATCTG GGG G C CAGGGAATCTCTCTG 6T CACTCGTCTCC
T SN e - e 2 S
6 ¢ 6 A G A CGOGGCCTATTGSGGATZGT CGATCTTCATCTGOG GG C CAGGTSGAATCTCTCTG6 6T CACTCGTCTCC
T S - N S T e S
6 C G A A ACAGEGTGTGATGATGA ATCTCCAARATGATCTG GGG C CAGGTGAATCTCTCGGG6 T CACCGT CT CC
- - - - A - C A - - - G - - A - A - - € C - A A G A - - - - - = - .o oo G - = e e e e
G C AAG A CTSOGATG GG GG GGG ATCTG G GG AGOCOCTG6 GGG C CAGGTGAATCTCTCTG6 6T CATCTCGTCT CC
B e S - B - - e - S - T

A CA G GG GAGAGATCTTCCAATATGATCTGG GG C CAGGTGATATCTCT ECGSGGTCATCTCGT CT C C

S C A - - - G - - A - A - - 0 C = A A G A - - - - - = .. ..o oo oL G s s s s e

FR2-Sequenzen der LK-Klone von Patient 1

PATIENT 1:
wildtype configuration (WTC): IGHV3-30+@4 IGHD6-19+01 IGHI5*02

codon 36 3 41 4
locus 106 107 108 163 116 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132
FRU/COR < - - = - = = - = - - - ..o R

ST T
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6 ¢ A CT A GTAGTCATCATATCTATCGTCATGATCTTCTCGTGAATGTG GG GTCCGG6G T T CACCATCTCCATGAG A
6 C A C T - - = = 6 € - € - = = = = - - = . . ... ..o oo LG s s = s s e s e e
¢ T 6 6 T A G T A CCATATATCTATCGT CAGSGA AT CTTCTGTGAATGTSGT GCTCGATTCATCC CATCTOCCATG GG GG A
A T 6 6 T 6 GG A CGATCTGATA AT ATCTGT CTGCATCTCTCTGTGAAATGA ATCATGA ATTCATCTCATCTCAATGATGA
- - - - T 6 - 6 - €6 - C T G - A - - - - - T - €A C - - - = = - = A - A -~ A - - - -~ = - - - oA -
6 T 6 A CT CTGATATCTCATGATATCAGT CT CTCGTTCCTTTCCASATSGTG GTCT CAGTE GTECATCCATCTCAGT CCG A
¢ - - A CTOC-G - - - ¢CCAGSAS- - - AGECCCG - - - T - ¢CC - A - - - - AGG - - - - = = - - - - AGCC - -
A c A c T G G G A A C c c A A c G T A T G c c C A G G G c T T c A c A G G A c G G T T T G T C T T c T c c T T G G A
- cACTSG -6 - - ¢CCC-ACGS - -T=--¢¢C=-26E6E6-T=-¢ - ¢A - - A - -6 -TGT - T - - - - - T TG - -
T T 6 A CTCT G ATATCTCATGH AT ATCAGT CTECCGTTCCTTOCGCASATGT® GTCT CAGE GTECAT CTECATCTOCAGTC G A
T - - AcCcTC-6 - - -¢CAGGAS- - -AGCCCG - - - T -¢C- A - - - - AGG - - - - - - - - - - AGT C - -
¢ T A ACTOCTGATCATCTCAGATATCATGT CT CTCTCTTCGCTTTCCASASTSGT® GT CT CAGE GTECAT CTCATCTOCATGT CTCG A
¢ - A ACTOC- G - € - CCAGA- - - AGCCC - - - - T - ¢CC - A - - - - AGG - - - - - - - - - - AGCC - -
¢ T A A CTOCTGATCATCTCATGATATCAGT CT CTCTCTTCGCTTOCCASASTSGTG GTCT CAGTE GTCCATCCATCTOCAGT CCG A
¢ - A ACTOC-G - €C - CCAGAS- - - AGECCC=- - - - T - ¢CC - A - - - - AGG - - - - = = - - - - AGCC - -

74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 1 92
219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 250 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 271 272 273 274 275

e N Y E N

¢ A AT T CCAWAGAATA ATCTGT CTGTATTCTCCASASATGAGTAGT CTCTGAGAA ATCTGAGG G AT CA ATCG GG C
e e S -
¢ A AT T CCAUAGAA ATCATCTGTCTGTATTCTGCAAATTGAATCATGT CT CTGATGATGTCTCGATGTGA AT CATCG GG C
C A ACGCCAAGAA ATCTTCATCTGTATTCTGCAAATGAATCATGT CTCTGAGATGTCTCGATGTGA AT CA ATCG GG C
B T T e Y R
T 6 AT T CGCAAAATTCTACTSGTATTCTOCECATAATTGAATCATGT CTCTGAAATGT CT CGATGTGATCA AT CATGC
T 6 - - - - 6 C - A - = T C T A - = = - = = - = 0 = - - = - - . . ..o LA s - s 0= s e e s A e
C A AG T CCATT CAGT CATCTCGTCTCTATCT CTGGCATGTGG G AGT CATGT CTCTG6AATGTGT CTCTTCGG6G AT CATCTE CG C
- - -6 - - - - T C=-6G - - - CG CC - = C - = = = = 6 TG = - G = = = =~ = = - = A G = - CT € = = = = = - € - =
¢ A CcC T CT G T CAGT CATCTGTGT CATA AT CTGCAGATCAGTCATGT CT CTAAAGSGTGT CTGATGTGATCATCTG C
- - cc¢c - - TG T C - G - - - - G C A - - - - - - - - 6 - - € - 6 - - = - = - A - A G - - - - - - - - - - - T - -
¢ A A G T CCATZCAGT CATCTCGT CTCTATCT CTTCGCAGTGS® G AGT CATGT CTCTGAGGGCCT CAGATCGTCG G
- - -6 - - - -T1T¢-6- - -¢6c¢C - -¢ - - € - -6TSF6G - -6 - - - - - - - - -6 - - ¢TT CA - - -6TTC -6
¢ A AG T CCATT CAGT CA ATCTGCCTATCTCTGCATGTTGTGATGTCATGT CT CTGATATGTGT CTCTTCGG AT CA ATGCG C
- - -6 - - - - T¢-6 - - - TGO CC- - € - - - - -6TS%6 - -6 - - - - - - - - AG - - ¢CTGC - - - - - 6 ¢ - -
C A AG T CCATT CAGT CA ATCTGCOCTATCTCTGCATGTT GG GATGTCATGT CT CTGATATGT GT CTCTTCGGATCA ATGCG C
- - -6 - - - - T¢-6 - - -T6G6<cCC - - €C - - - - - 6T6G - -6 - - = - = - - - A G - - CTC - - - = - 6 C - -

93 94 95 9% 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111
276 277 278 279 280 281 282 2863 284 285 286 287 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297 298 299 300 301 302 303 304 305 306 367 308 309 310 311 312 313 314 315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 325 326 327 328 329 330 331 332
.- - B < - - - C D R 3 - - - - - > - .- oo - - e

T CTATATTACTGTGCC G AAAATCTGGCT G TG G TATGGATCGTTCTGG6 6 6 C C A AGG G A C C A C
- C - A - - - - - - - - - - - - - A -ACT - - -T - - - - TAT - 6ACGT - - - - - = - - - A - -6 - - - AC
¢ 6 T AT AT TACTS GG TG CGAAATGATCGGTAGTGGOCT G666 G666 T T ATCTG G666 6 CCA GGG A AT CTCCT
Lo e N S e - R T S N
¢ 6 TG T AT TACTGGT G CGAGATGA ATGTATSAGTGGCT GGG AGTCATCTG G666 6 CCAGGGAATCTCCT
L T S N T N
¢ 6 TG T AT TATTGGTTOCCATCTAGT GGG CTATAGT CATGG GT CATTTOCT G666 6 CCA GGG AAT CTGC A
¢ - - - - - - - - T - - - T - C-CTAG - - - - T A - A - - A - - CA - T T - - - - - - - - - - - - - - - G - A
¢ A T 6 T AT TACTS G T G CGAGATECATGESGTGASATCGTOGTTTGATCTTCATCTG G666 CCAGGGAATCTCCT
L S Y T T A e e < N
¢ 6 T 6 T ATTACTS G T G CGAGATESGG G CCTATTGGATGT CGATCTTCATCTG®G G666 6 CCAGGGAATCTCCT
L - L S -
¢ 6 T 6 T AT TATT G T G CAAGATECTGATGGTE G GGG GATCTG G 66 A G CCTOG G666 CCAGGGAATCTCCT
¢ - - - - - - - - T - - - - - A - - - €C - - A - 66 - 6 - A - - - - 6 6 A & - - - - - - - - - - - - - .
¢ AT A TATTACTG G T G CG A AATECERATGTSGTGTGATGA ATGA AT CTCCAAAGATCTG G666 CCAGGGAATCTCTCG
C A - A - - - - - - - - - - - - - A - CA - - -6 - - A - A - - CC - AAGA - - - - - - - - - - - - - . . . .G
¢C A T A T ATTACTG G T G CG A AATECEA ATGTGTGTGATGA ATGA AT CTCCAAAGATCTG G666 CCAGG GG AATCT CTCG
C A - A - - - - - - - - - - - - - A - C A - - - G - - A - A - - CC - AAG A - - - - - - - - - - - - - - . . -3

333 334 335 336 337 338 339 340 341 342 343 344 345 346 347 348 349




10 Anhang 157/181

FR2-Sequenzen der KM-Klone von Patient 1

PATIENT 1:
wildtype configuration (WTC): IGHV3-30+04 IGHD6-19*81 IGHI5%02

codon 36 37 38 39 40 a1 42 43 44 45 46 47 8 4 5 5. 5 5
locus 166 107 108 109 116 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161
FRW/CDR < - - = = = = = = = = = = - - o oo o F R M2 - - s === s s .o oo o> e e s e e e

8 KM-SEQUENZEN/KLONE FR2

k9(4) T 6 6 6 T ¢ C 6 C € A G C C T

B
a
@
>
>
@
=)
-
a
»
-
£
@
-
a
»
a
-
>
-
>
a
a
>
a
»
a4
=)
>

ko(14) - - - - - - - - - - - - C - - e T e e
k4(19) T 6 G 6 T C C G C € A 6 G ¢ T T C A 6 G C A A 6 G G 6 C T 6 6 A G T G 6 6 T 6 6 CAG T T ATATCATATG A
T e L
k7(%) T 6 6 6 T ¢ ¢ G ¢ ¢ A G G ¢ T ¢ ¢C A G G G A A G G G 6 C T 6 6 A G T G 6 6 T 6 6 ¢ C A A C AT A AAG C A A G A
K7(30) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - G - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - CAAGC- - - AAGC - A - -
k12(42) T G G G T c c G c c A G G c T c c T G G c A A G G G G c T G G A G T G G G T G G c c G T A T T A A c A A AT G A
L1 T S T G W S S S
k2(44) T 6 6 6 T ¢ ¢ G ¢ ¢ A G G ¢ T T ¢C G 6 6 G A A G G G G CT 6 G A G T GG 6 T AGCATTAGATA ATGT CAAATT A
k2(44) - - - - - - - - - - - - - - - T - 6 - - G - - - - - = - - - - - - - - - - - A - - - T - AGA -6 - - A - - T -
k344 T 6 6 6 T ¢ ¢ G ¢ ¢ A G C ¢ T T C G 6 G G A A G G G G CT 66 A G TG 6 6 T 6 6 ¢C T 6 T AT T AATCAATATG A
K3(44) - - - - - - - - - - - - C - - T - 6 - - 6 - - = - = = = = - - - - - . . - . - . T - - AT - - A - - A - - - -
kKI4s) T 6 G 6 T C C G A € A G G C C C C G 6 G G A A G G G G CT GG A G T G G G T AGCATTAGAT ATGT CAAATT A
KI45) - - - - - - - - A - - - - - € - - 6 - - 6 - - - - - - - - - - - - - - - - - A - - - T - AGA -6 - - A - - T -

ks(e6) T 6 G G T C C G A € A 6 G C ¢ T Cc €C 6 6 G A A G 6 G T ¢C T 6 G A G T G 6 A T T 6 G 6 A ¢ T ¢ T ¢ T A T T A T A C
ks(e6) - - - - - - - - A T T A - T A AT A

162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219

B T s

T G G A A G T A A T A A A T A c T A T G C A G A c T c c G T G A A G G G c c G A T T C A c c AT c T c c A G A G A c
TG 6 A AGT G AGAAATATCTATGT GG ATCTTCTGT G AATGTG GT GTCCGATTCATCTECATTCTCCATGATGAC
T 66 T 6 GG A CAATCATG ATCTATCGTCTGCATCTCTCS®GTGAATATGTEGTCATGATTCATCTECATTCTCAATGATGAT
- - - T 6 - 6 - C A - € - 6 - - - - - - = T - € A C - - - -~ = - = A -~ = - A - - - - - - - - - . - . A - - - - - T
T 66 T 6 GG A CAATCATGAATATCGSGT CTCGTCG6GTCTGT G AAAGTSGT CATGATTCATCTECATTCTCAATGATEGAT
- - - T6 - 6 - CA - C - 6 - A - - - - - C - €C 6 - - T - = - - - A - - - A - - - - - - - - - - - - - A - - - - - T
T 6 6 T 6 6G 6 A CAATCAGATCTATCGT CTGCATCTCT CS®GT G AAAGTGT CAGATT CACCATTECTCAAGATGAT
- - - T 6 - 6 - C A - C - 6 - - - - = - = T - C A C - - - - = - = A - = - A - - = - - - - - - . - - - A - - - - - T
T G G T G G G A c A A c A G A A T A c G C c G c G T c T G T G A A A G G c A G A T T C A c c AT c T c A A G A G AT
- - - T 6 - 6 - CA - C - 6 - A - - - - = C - €6 - = T - - = - < A - = - A - - = - - - - - - . - - - A - - - - - T
TG 6 6 A G CACCCACTATCAGATCT CTCAGATCTOCECTCTTCAATGATGTTCGAGTECATCTECATTTOCCGTAGAC
- - -6 - - C - CCC - C - - - A - - C - = - - - - - - C - €C - - - A - T - - -6 - - = - - - -~ T - - - 6T - - - -

AA T T CCAAGAATCTTCCCTATATO CTGCAAATSGAATCAGTTCTGAGAGT CTGAGTGATCATCGGC C T
E L e . |
A A CG CCAAGAATCTTCAGCTGTATOCTGCAAATTGAATCATGT CT CTGATGATGTCT CGATG GG GATCATCGGC T G
B T
6 AT T C A A A A A A CACGCTOGTATOCTSGCAAATG GAATCAGTCTCTGAAAATCTCTGAGT GATCATCATGT CTCGE
L Y e N O N
6 AT T C CA A A AGCACGTCTCGTATECTGCAAATG GAATCAGTCTCTGAAAATCTCTGAGT GATCATCATGTCTCG
G - - - - - - - A - 6 - - = = = € = - = - - - - - - - . - - . - - - - - - - - - A - A - € - - - - - - - - A - - C -
6 AT T C A A A A A A CACGOCTOGT ATOCTGCAAATGAATCAGTCTCTGAAAATCTCTGAGT GATCATCATGTCCGE
L . S T T S S - R S -
6 AT T C C A A A A G CA CGCCGTATOCT G CAAATG G AATCATGTCTCTGAAARATCTCTGAGT GATCATCATGTCCG
6 - - - - - - - A - 6 - - - - - € - - - - - - - - - - - .- - - - - - - - - - - A - A - € - - - - - - - - A - - € -
A c G T c C A c G A A c c A G T T c T c c C T G A A G c T G A c c T G c c T G T G A G c C G c A G A c A c G G c T A
- ¢6 - - - - ¢C=- - - - CA-T -c¢C-¢€C=- - - A -6G6GC - - - C - T - - - - - T - - - - € - CA - - - - - - - - - &

94 %5 9 or 98 99 109 101 102 103 104 105 106 10 108 109 110 111
278 279 280 281 282 283 284 285 286 267 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297 298 299 300 301 302 303 304 385 306 307 368 389 310 311 312 313 314 315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 325 326 327 328 329 330 331 332 333 334 335
- - - - .- c R 3 - - s . - -

T 6 T AT TACTGT G C G AGAATGAGT CAATGATCTAGSGT CGT CCTCTGGG6GCCAAGGTATCTCTCTG6 G T
B e S N e T T TR S, ST
T 6 T AT T ACTGGT G CAAGATAGHATGT CAGT CGTOCCGGG6 G ACCTCTGG 66 CCAAGGTATCTCTCTG6 G T
B S T T S S S - R - N S
T 6 T AT T ACTGGT G C G AGAAGTGAGT CAGT CATGE CTG G T T COCCGCTGGG6GCCCAAGTSGT CATCTCTCTG6 G T
B T < e e S
T 6 T AT T ACT 6T ACTCATCAATAGA ATCAGTAATCTGAATCTACTCTG G666 CCAAGGTATCTECTCTG6 G T
B Y e S S N N S . T e TR SN ST
T 6 T AT TACTGGTACGATATTGG 6T 66T AGSCTG G 6 T T CCCTGGG6GTCCCAAGTGTATCTCTCTG6 G T
B e T S T N - L
T 6 T AT T ACT G T ACTCATCAATAGA ATCAGTGATCTGAATCTACTECTG G 66 CCAAGGTATCTCTCTG G T
B S O N O N N . T e Y ST, SR
T 6 T AT TACTGGTACGATATTGG 6T 66 T AGSCTG G 6 T T CCCTGGG6GCCCAAGTSGT CATCTCTCTG6 G T
B e T S T N - N T
AA T AT T ACTGGTACGGAATATTGAGE CATCTGGCT GG T AT CATCTGG GGG CCAAGTGTATCTCTCTG G T
AA - - - - - - - - - A - - G A - A - - A - - - C - - - - - o T A - - A - s - e — e s A =T e e e e



10 Anhang 158/181

10.5.2 Patient 2, FL.°1

FR1-Sequenzen der LK-Klone von Patient 2

PATIENT 2:

wildtype configuration (WTC): IGHV3-23*01 IGHD1-20%01 IGHJ4*02

codon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19
locus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56
FRW/COR € - = = - = = = = - - = oo ..o F R ML - - - s e s e e

6 LK-SEQUENZEN/KLONE

a1(37) 6 A G 6 T 6 ¢ A A T T 6 T T 6 6 A G T ¢ T 6 G 6 6 6 A G 6 ¢ T T 6 6 T A CAGECCCG G666 6 6 6 6 T € C C T 6 A G
L I T T S S T R
a4(37) G A G G T G c A A T T G T T G G A G T c T G G G G G A G G c T T G G T A c A G c c G G G G G G G T c c c T G A G
LT T T N S e
a2(38) 6 A G G T G c A A T T G T T G G A G T c T G G G G G A G G c T T G G T A c A G c c G G G G G G G T c c c T G A G
E T S S T T
a6(%) 6 A G 6 T 6 ¢ A A T T 6 T T 6 6 A G T €T 6 G 6 6 6 A G G T TTGGTATZCATGT CT CS®GGGG6 6 6 6 T € C CT 6 A G
T Y e
a5(%9) 6 A G 6 T 6 C A A T T 6 T T 6 6 A G T €T 6 G G 6 6 A G G €T T GG TAT CATG GTCET CS®GGSGGG 6 6 T € C C T 6 A G
) e
a3040) 6 A G 6 T 6 C A A T T 6 T T 6 6 A G T ¢ T 6 G G 6 6 A G G €T T GG TATCATGT ET CS®GGSGGG G 6 T € C C T 6 A G
1 Y e

¢ A G G CTCCAGGTGATSAGE GT® GGCTGG AGT GG ATCTCAAGTATTECAGTAGTAGTG 6T ACTATCCA
e Y- e S O
¢ A G G CTOCCATGTGTGATATGTESGTE GG GTCTGGAGTG6 6 ATCTCAAGTATTCAGTAGTAGTG 6T T CT AT C A
D N N T T e DGR B
¢ A G G CTCCATGTGTGATATGTESGTE GG GTCTGGAGTG6 6 ATCTCAAGTATTCAGTAGTAGTG 6 T ACTACC A
D T L T e Y e S Y
¢ A G G CTCCAGTGTGATSAGEGTG GG GTCTGGAGT G G ATCTCAAGTATTCAGTAGTAGTG G T ACTACC A
D T L T e Y e S Y
¢ A G G CTOCCAGTGTGATSAGTEGTE GG GTCTGGAGTG6 G ATCTCAAGTATTCAGTAGTAGTG G T ACT G C C A
S - - - - - - ..o .o oo ..o o ..o o A - - - - - A6 - - - € - - = A - - - - - - - - AC -6 C - -
¢ A GG CTOCCAGGTGATAGTEGTG GG GTCTGGAGT GG ATCTCAAGTATTCAGTAGTAGTG G T ACTATCCA
D L T Y T -



10 Anhang 159/181

6 [3 6: 3 [3 6 67 8 6 7 7 72 74 7 7 7
173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230

s < .

¢ c T AT AACGTCAGH ATCTTCATCTGAATGTSGTG GTCCGSGT T CAT CCA AT CTTCCATGHA ATGH AT CAT CATCCAAT GAA
B e N T T T S S T A
¢ ¢ T AT AACGCAGHATCTTCATCTGAAGTSGGTCCG 6T T CACCATCTTOCCATGA ATGH AT CATCATCCAATGAA
B e N e W T e S T T
c c T A T A A c G c A G A C T c A c T G A A G G G c c G G T T c A C c A c T T c c A G A G A c A C AT c c A A G A A
B N T S S L Y S S
¢ ¢ T AT AAGCGTCAGSATCTTCATCTGAATGTS GG GCCG 6T T CATG CCA AT CTTOCCATGHA ATGHA AT CAT CATCCAATGAA
e < T Y
¢ c T ATAATCGT CAGHATCTTCATCTGAATGTEGTG GTCCGGTTCATZ CCHA AT CTTCCATGA ATGHA AT CAT CATCCAATEGA A
B S T e
¢ cT AT AATCGT CAGHATCTTCATCTGAATGTEGTG GTCCGGTTCATG CTCHA AT CTTCCATGHA ATGH AT CAT CATCCAAT GAA
S e T e

79 80 81 8: 8 84 85 86 87 88 89 90 1 92 93 94 95 96
231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 271 272 273 274 275 276 277 278 279 280 281 262 283 284 285 286 267 288
- - - - F R W 3 - S e e e S -

¢ A CACTGTATOCT G CAAATG GAGT CGG6 CCT G AGATGTCGAAGH ATCATECGEGCCATTTATTATCTGT
B T - - R . T T W ST
c A c A c T G T AT c T G c A A AT G A G c G G c c T G A G A G T c G A A G A c A C G G c c A T T T A T T A c T G T
B N e T - - R N T S S
¢ A CACTGTATOECTGCAAATG GAGTCG GG CCTGATGATGTTCGATATGHA AT CATECGGCCATTTATTATCTGT
D T S S T
¢ A CACTGTATOCTGCAAATGAGTCTGGCCTGATGATGTTCGATATGATCATCSGGCECATTTATTATCTGT
- < T O
¢ ACACTGTATTCTGCAAATGATGTCTGGTCCTGATGATGTTCGAATGHATCATECGGCTCATTTATTATTGT
D - S S e

o7 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 111 112 113 114 115 116
289 290 291 292 293 294 295 296 297 298 299 300 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310 311 312 313 314 315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 325 326 327 328 329 330 331 332 333 334 335 336 337 338 339 340 341 342 343 344 345 346 34
T e e e

G ¢ 6 A A A G G C CATATATG G AATCGAGTG 6 G A CAG G CG6G A CTACTG 6 6 6 CCA GG 6 AATCTCCT G 6
T A

G C G A A A GG CCATATA ATGEGAA ATCTGATGTG GG 6 ATCATGT GT GG GATCTATCTGG6 G666 CCAGGGAATCT CTCTG G
D - T
G c G A A A G G c c AT A T A T G G A A c G A G T G G G A c A G G c G A c T A C T G G G G c c A G G G A A c c c T G G
B O e - e
6 C G A A A GG CCATATATGGAA ATCTGATGTGG 6 ACATGT GT CGATCTATCTGG6G6G6CCAGTGGATATCT CTCTG G
-
G c G A A A G G c c AT A T A T G G A A c G A G T G G G A c A G G c G A c T A C T G G G G c c A G G G A A c c c G G G
B O e - S S ST R

FR2-Sequenzen der LK-Klone von Patient 2

PATIENT 2:
wildtype configuration (WTC

IGHV3-23*01 IGHD1-20*01 IGH]4*02

codon 36

37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
locus 166 107 108 169 116 111 112 113 114 115 116 117 118 119 126 121 122 123 124 125 126 127 128 129 136 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 166 161
FRW/CR < - - - = - = - - - - - - - - F - S e e e e e e > S e e e e e

w o2 - -

wTC T 6 6 6 T ¢ C G C C A GG ¢CT CCAGTGTGAHATGTEGTGG6 CTG6G6 A G T G6 G 6 T CT CAGCTATTAGT GG T A G

6 LK-SEQUENZEN/KLONE FR2

al(29) T 6 6 6 T ¢ C 6 € C A 6 G ¢ T ¢ C A G 6 G A A G 6 6 6 C T 6 G A G T 6 6 A T CT CAAGTATTCAGTAGTASG
- S e Y
a(29) T 6 6 6 T ¢ C G € C A G G ¢ T C C A G G G A AG G G 6 CT 6 G A G T GG ATOCTCAAGTATTCAGTAGTASG
- e Y T
6(20) T 6 6 6 T ¢ C G ¢ C A G G ¢ T C CAGGGAAGTGGG CT GG AGT GG AT CTCAAGTATTCAGTAGTAG
1 S S Y- T T
a20%) T 6 6 6 T ¢ C 6 ¢ C A 6 G ¢ T ¢ C A G G6 G A AGG6 G 6 CT 6 G A G T 6 G AT CTCAAGTATTCAGTAGTAG
1 S Y S
a5(31) T 6 6 6 T ¢ C 6 ¢ C A 6 G ¢ T ¢ CAG GG AAGTG G 6 CT 6 G A G T 6 G AT CTCAAGTATTCAGTAGTAG
LT T S S T T
a3(32) T 6 6 6 T ¢ ¢ 6 ¢ C A 6 G ¢ T ¢ € A G 6 G A A G 6 6 6 ¢C T 6 6 A G T 66 A T CT CAAGTATTCAGTAGT AG
LT T . T S e T S

I T L e NN

TG 6 T A CTAGCTCA AT CTCTATAATCTGT CATGHATCTTCATCTGAATGT GG GT CCGGTTCATCTCATCTTOCCATEGA AT GAC
B N - e S e T
T 66 T T CTATTCATSCTCTA AT AATCTGT CATGHATCTTCATCTGAATGTEGTG GT CTCGGTTCAT CTCATCTTCCATEGA AT GAC
B - e S
T G666 T A CTATCTCA AT CTCTATAATCTGT CAGATCTTCATCTGAATGT GTG GT CTCGGTTCATCTCATCTTTCCATEGA AT GAC
N - S e e
T 66 T A CTATCTCA AT CTCTATAATCTGT CAGA AT CTTCATCTGAAGTEGTG GT CCGG6TTCATCTCATCTTCCATSGA AT GAC
- - - - A C - - € - - - € - = T A - - - - = = - - - - A C - = - = e . e - oo oo 0T s s e e e e e
T 6 6 T A CT G CCAOCCTATAATCTSGT CAGH AT CTTCATCTGAAGT G GT CCGGTTCATCTCATCTTCCATGA AT GAC
B S - T S S S e R S S
T 6 6 T A CTACCAGCCTATAATCTGT CAGH AT CTTCATCTGAAGT GG G T CCG G TTCATCTCATCTTCCATGA AT GAC
B S < e S . T Y S S



10 Anhang 160/181

A c AT c C A A G A A c A c A c T G T AT c T G c A A AT G A G c G G c c T G A G A G T c G A A G A c A c G G c c A
B N e T - S S
A c AT c C A A G A A c A c A c T G T AT c T G c A A AT G A G c G G c c T G A G A G T c G A A G A c A c G G c c A
B T S S S S T
A C AT CCAAGAHATCATCATCTEGTATTCTG CAAATTGAGT CGGCCTGAGATGTCGAA AT GA AT CATCTG GG C C A
F - e Y T
A C A T CCAAGAHATCATCATCTOGTATTCTG CAAATTGATGT CTG GG CCTGATGA ATGTCGAATGA AT CATCG GG C C A
F N S
A C A T CCAAGA AT ATCATCATCTEGTATTCTGCAAATTGATGT CG GG CCTGATGA ATGTCGAATGA AT CATCG GG C C A
E N - Y
A C A T CCAAG AR ATCATCATCTGGTATTCTG CAAATGAGT CTG GG CCTGATGA AGTCGAATGA AT CATCG GG C C A
E N e Y

94 95 2% 97 98 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 109 110 11 12
278 279 280 281 282 283 284 285 286 287 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297 298 299 300 301 362 303 304 305 306 307 308 309 310 311 312 313 314 315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 325 326 327 328 329 330 331 332 333 334 335
e N eSS

T T T ATTACTGTGC G AAATGEGTEGT CTCATATATGOGATATCTSGATGTG G G ACATGTE GT CGATCTATCTG 6 6 6 C C
B T L S
T T T ATTACTGT G CG AAAGSGT CTCATATATGGA AT CTGAGTG G G ACAGTE GT CGATCTATCTGEG6 6 6 C C
e S e Y
T T T ATTACTGT G C G AAAGSGTCCATATATG GGA AT ECGAGTG G G ACATGTG GT CGATCTATCTGE 6 6 6 C C
B T S A -
T T T ATTACTGT G C G AAAGSGGTCCATATATG GG AATCGAGTG G G ACAGSGT GGATCTATCTG 6 6 6 € C
B T S L A - B T
T T T ATTATTGT G C G AAAGEGSGTCCATA AT ATGGAATCGATGTG G G ACAGTEGT CGATCTATCTG 6 6 6 C C
B T S O S-S -
T T T ACTATTGT G C G AAATGEGTGT CTCATA AT ATG GG AATCTSGATGTG G G ACATGTE GT CGATCTATCTG 6 6 6 C C
B e e

113 114 115 116
335 336 337 338 339 340 341 342 343 344 345 346 347

FR2-Sequenzen der KM-Klone von Patient 2

PATIENT 2:
wildtype configuration (WTC):

IGHV3-23+01 IGHD1-20*81 IGH]4+02

codon 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 6 47 18 5 5 5 5 5
locus 166 107 108 109 116 111 112 113 114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 136 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161
FRU/DR < = = = = = = = =+ = = =« = F R W 2 = = - = . = = . . = o . o ... ... > < s s e e e e e

14 KM-SEQUEN.

k2(29) T 6 6 6 T € ¢ 6 A C A G 6 ¢ T ¢ ¢ A G G G A A G G G 6 ¢C T 6 6 A G T 6 6 A T CT AAGTCT AT CAGTAGTAG
k2(29) B S T T S W R S
k6(30) T G G G T c c G A c A G G C T c c A G G G A A G G G G c T G G A G T G G AT c T A A G c T AT c A G T A G T A G
LT ST T T Y S
KI31) T 6 6 6 T C ¢ 6 C ¢ A G 6 ¢C T T ¢ A G G G A A G G G G C T 6 G A G T G G A T CT AAGTCTATTCAGTATGTAG
L L Y
k331) T 6 G 6 T C ¢ 6 A C A G 6 C T T ¢ A GG G A A G G G G C T 6 G A G T GG AT CTAAGT CTATTCAGTATGTAG
LT e L Y e S
k431) T 6 6 6 T C ¢ 6 C ¢ A G 6 ¢ T T ¢ A G 6 6 A A G 6 G 6 C T 6 G A 66 T 6 G A T CT AAGTCT ATTCAGTATGTAG
LT e S S S S
k8(31) T 6 6 6 T ¢ ¢ 6 C ¢ A G 6 ¢ T T ¢ 6 G 6 6 A A G 6 6G 6 ¢C T 6 6G A G T 6 G A T C T A A G CT ATCAGTATGT A G
L T e S e e T e Y S
kKlo(33)T ¢ 6 6 T C ¢ 6 A C A G 6 ¢ T T ¢ T A G G A A GG G G CT 6 G A G TG G ATTCTAATGT CTATTCAGTATGTAG
KIB(33) - - - - - - - - A - - - - - = T - T A - - - - .- - ..o A - - A e - e e e - e s A - e e -
k5(33) T 6 6 6 T C ¢ 6 A C A G C ¢ T T ¢ A GG G A A G G G G C T 6 G A G T G G A T CT AAGTCTATTCAATATGTAG
L = S e Y S S
k9(34) T 6 G 6 T C C 6 A C A G C ¢ T T ¢ C 6 6 6 A A G G G G C T 6 G A G T G G A T CT AAGTCT ATTCAGTATGTAG
k9(34) - - - - - - - - A - - - C - - T - € - - - = = - - - - .- ..o ..o A - - s A - = - e - s s s A - e -
KI433)T 6 6 6 T C ¢ 6 C C A G 6 ¢ T T ¢ 6 6 6 C A A G G G 6 ¢ T 6 CA G T 6 6 A T CT C A AGT AT CAGTATGTAG
K14(34) - - - - - - - - - - - - - - - T - G - - € - - - = = - - - - € - - - = - A - - - - - A G - - = C - - - A - - - -
k12(35) T G G G T c c G A c A G G C T c T c G G G G A G G G G c T G G c G T G G AT c T c A G c T AT c A G T A G T A G
LT T S S T < S Y ST S
KI37)T 6 6 6 T ¢ ¢ 6 A C A G C € T C C A G G G A AG GG G CT 6 G A G TG G ATTCTAATGT CTATTCAGTATGTAG
L T N e N e
KI3(3)T 6 G 6 T ¢ ¢ 6 A C A G 6 C T T ¢ G G G C A AGG GG CT 66 CAGTGGATTCTCAAGTATTCAGTATGTAG
KI3(37) - - - - - - - - A - - - - - - T - 6 - - € - - - = = - - - - € - - - = - A - - - - - A G - - - € - - - A - - - -



10 Anhang 161/181

55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71 72 73
162 163 164 165 166 167 168 169 176 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 199 191 192 193 194 195 196 197 198 199 260 201 262 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218
4 R

..o L. LTS s

T 66 T A CTACTCATCTCTATAATCSGT CAGATCTCATCGTGATA AT GGG CTCGG6G T T CATCTCATCTTCTCATSGATGA
B e - S S S S T T S S S
T 66 T A CTACTCATCTCTATAATCTGTCAGATCTCATCGTGATA AT GGG CTCGG6G T T CATZ CTCATCTTCTCATSGATGA
B Y S S S S S
T 66 T A CTACTCATCTCTATAATCTGTCAGATCTCATCGTGATA AT GGG CTCGG6G T T CATZ CTCATCTTCTCATSGATGA
B Y S S S S S
T 66 T A CTACTCATCTCTATAATCTGTCAGATCTCATCGTGATA AT GGG CTCGG6G T T CATZ CTCATCTTCTCATSGATGA
B Y S S S S S
T 66 T A CTACTCATCTCTATAATCTGTCAGATCTCATCGTGATA AT GGG CTCGG6G T T CATZ CTCATCTTCTCATSGATGA
B Y S S S S S
T 66 T 6 CT ACGCATCTCTATAATCTGTCAGATCTCATCGTGATA AT GGG GT CTCGGT T CATCTCATCTTCTCATSGATGA
B S T S Y S S S
T 66 T A CTACTCATCTCTATAATCTGTCAGATCTCATCGTGATA AT GGG CTCGG6G T T CATZ CTCATCTTCTCATSGATGA
B Y S S S S S
T 66 T A CTACTCATCTCTATAATCTGTCAGATCTCATCGTGATA AT GGG CTCGG6G T T CATZ CTCATCTTCTCATSGATGA
B Y S S S S S
T 66 T A CTACTCATCTCTATAATCGT CAGATCTATCGTGATA AT GGG GT CTCGG6G T T CATCTCATCTTCTCATSGATGA
B Y S e S T T S S S
T 6 G T A CTACTCHATCTCTATAATCGTCAGTEGT CTCATCGTGATA AT GGG GT CTCGGT T CAT CTCATCTTCTCATEGATG A
B Y S S T T N S S
T 66 T A CTACTCATCTCTATAATCGTCAGATCTTCATCTGATA AT GTG GG GT CTCGG6G T T CATZCGCATCTTCTCATSGATGA
B Y S e e S e S < T e S S S
T 6 G T A CTACTCHATCTCTATAATCGTCAGTEGT CTCATCGTGATA AT GGG GT CTCGGT T CAT CTCATCTTCTCATEGATG A
B Y S S T T N S S
T 66 T A CTACTCATCTCTATAATCTGTCAGATCTCATCGTGATA AT GGG CTCGG6G T T CATZ CTCATCTTCTCATSGATGA
B Y S S S S S
T 6 G T A CGATCTCATCTCTATAATCSGTCAGT GT CTCATCGTGATA AT GGG GT CTCGG T T CAT CTCATCTTCTCATGSGATGA
B Y - e S T T N S S

74 7 77 78 79 80 81 82 83 84 5 86 8 88 89 20 1 9
219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230 231 232 233 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257 258 259 260 261 262 263 264 265 266 267 268 269 270 271 272 273 274 275 276
- - - e - - F R W 3 - - - - - - - .- S - e

C A CATCCAAGA A ATC ATCATCTOGTATOCTGCAGAATG GATGT CGGCTCTGAGATSGTCGAAGA AT CATECG GG CC
e Y
C A CATCCAAGAATC ATCATCTSOGTATOCTGCAAATG GATGT CGEGCCTGAGATSGTCGAATGA AT CATCGG G C C
S S e S
C A CATCCAAGAATCATCSGATSGTATOCTGCAAATG GATGT CGGCCTGAGATSGTCGAAGA AT CATECGG6 CC
Y e e S - W
¢ A C AT CCAAGAATCACSGATSGTATOCTG CAAATG GAGT CGG G CCT G AGATGTCGAAGA AT CATCGG CC
B e S e e S
¢ A C AT CCAAGAATCATCSGT CAGTATTCTGCAAATG GAGT CGGCCT G AGATGTCGAAGATCATCGG CC
B e S e e S
c A c AT c c A A G A A c A c A c T G T AT c T G T A A AT G A G C G G c c T G A G A G T c G A A G A c A C G G c c
B e S S T e S
¢ A CATCCAAGA A ATCATCSGATSOGTATOCTGCAAATG GATGT CGGCCT G AGATGTCGAAGH AT CATECG GG CC
- T e
¢ A CATCCAAGA A ATC ATCATCTGOGTATOCTGCAAATG GATGT CGSGCCTGAGATSGTCGAAGA AT CATCG GG CC
N S e
C A CATCCAAGAATC ATCATCTSOGTATOCTGCAAATG GATGT CGEGCCTGAGATSGTCGAATGA AT CATCGG G C C
S S e S
C A CAT CCAAGAATC ATCSGATSGTATOCTGCAAATG GATGT CGGCCTGAGATSGTCGAG GG GAT CATECG GG CC
Y T e S T
C A C AT CCAAGAATC ATCATCTGTATOCTGCAAATG GATGT CGGCCTGAGATSGTCGAAGA AT CATECGG CC
B e S e e S
¢ AC AT CGAGGAATCATCSGATTGTATECTGCAAATG GAGT CG G CCT G AGATGTCGAAGATCATECGG CC
B TR S T T S S
c A c AT c c A A G A A c A c A c T G T AT c T G c A A AT G A G C G G c c T G A G A G T c G A A G A c A C G G c c
B e S e e S
¢ A CAT CCAAGA A ATCATCSGATATATOCTGCCAAATG GAGT CGGCCT G AGATSGTCGAAGH AT CATECG GG C C
e e T e

93 94 95 9% 9 99 100 101 102 103 104 105 106 107 108 169 110 11 12
277 278 279 260 281 282 283 284 285 286 287 288 289 290 291 292 293 294 295 296 297 296 299 300 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310 311 312 313 314 315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 325 326 327 326 329 330 331 332 333 334
- - - - - - - - > < - - - - - - CODR 3 - > R

AT T T A TTACTGT GG CGAAATGTSGTCTCATATATGGAATCTGATSGTGG 6 AT CATGTG GT CGATCTAT CTGG6 6 G C
S T O S -
AT T T A TTACTGT GG CGAAATGEGTCTCATATATGGAATCTGATSGTG G 6 AT CATCTGT CGATCTAT CTG 6 6 G C
S e O S -
AT T T A T T ACT GG T G CGAAAGTSGT CTCATATATGGAATCGATGTG G 6 AT CAGTG G CGATCTAT CTGG6 6 6 C
L e S S S T e R
AT T T A TTACTGT GG CGAAAGGSGT CCATA AT AT GG AT CTCTGATGTG G 6 AT CATGTGTCGATCTATECTG 6 6 6 C
LS e T O S N T T T
A T T T A T T A c T G T G c G A A A G G c c AT A T A T G G A A c G A G T G G G A c A G G c G A c T A C T G G G G c
L S e L T T
A T T T A T T A c T G T G c G A A A G G c c AT A T A T G G A A c G A G T G G G A c A G G c G A c T A C T G G G G c
L S e L T T
A T T T A T T A c T G T G c G A A A G G c c AT A T A T G G A A c G A G T G G G A c A G G c G A c T A C T G G G G c
LS e O L . N B T
AT T T A TTACTGT GG CGAAAATGEGTCTCATATATGGAATCTGATGTGG6 6 AT CAGTGTCGATCTAT CTG 6 6 G C
L S e S O O S T
AT T T A TTACTSGT GG CGAAATGTSGTCTCATATATGGAATCTGATSGTGG6 6 AT CATGTG GT CGATCTAT CTGG6 6 G C
S S Y
AT T T A TTACTGT GG CGAAAATGEGT CTCATATATGGAATCTGATGTGG6 6 AT CATGT®GTCGATCTAT CTGG6 6 G C
S S S S T
AT T T A CTACTGT GG CGGAAATGEGTCTCATATATGGAATCTGATGTGG 6 AT CATGTGT CGATCTAT CTG 6 6 G C
S Y S
AT T T A TTATTOGTOGECGAAA ATGTEGT CTCATATATGGAATCTGATGTGG G AT CATGTGT CGATCTAT CT CG GG 6 G C
S e Y S
AT T T A TTACTOGT GGG GAAATGTSGT CTCATATATGGAATCTGATSGTGG G AT CATGTGT CGATCTAT CTGG6 6 G C
S e Y



10 Anhang 162/181

113 114 115 116
335 336 337 338 339 340 341 342 343 344 345 346 347

S,
C A A G G A A CCCT G G
B
C A A G G A A C C CT G G
B
C A A G G A A CCCT G G
B
C A A G G A A C CCT G G
N
C A A G G A A CCOCTG G
.
C A A G G A A CCCT G G
B
C A A G G A A C C CT G G
B
C A A G G G A C C C T G G
B
C A A G G A A C CCT G G
N
C A A G G T A COCOCTG G
S A - -1 .o
C A A G G A A CCCT G G
B
C A A G G A A C C CT G G
B
C A A G G A A CCCT G G
B

10.5.2 Patient 3, FL°1

FR2-Sequenzen der LK-Klone von Patient 3, Jahr 2004

PATIENT 3:
wildtype configuration (WTC

IGHV3-15+*02 IGHD2-21%02 IGHI4*63

codon 1 2 3 4
locus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
FRW/COR < - - - - - - - - - -

11 LK-SEQUENZEN/KLONE FR2,

m(s) T 6 6 6 T ¢ ¢ 6 ¢ C A G G CT CCAGGOGA A ATGT GTEGTGTCTG6G6AGT 6 6 G T T G 6 CC G T AT CAAGAATGC A A
ws(9) T 6 6 6 T ¢ ¢ 6 ¢ ¢ A G G ¢ T € C 6 G 6 6 A A G G 6 G C T 6 6 A G T 6 6 6 T T 6 6 ¢ C AT AT C A A AAATCA A
1 e - e S T S
m(13) T 6 6 6 T ¢ ¢ 6 ¢ C A G G C T ¢ C G G 6 G A ACGTGGTCT G 6 AATG G G T T G 6 CC AT AT CAAAGAATCAA
L T Y N
m(14) T 6 6 6 T € C 6 ¢ ¢ A 6 C ¢ T ¢ C 6 G 6 G A A CG GG CT G 6 AATG6 G G T T G 6 CC AT AT CAAAAATCAA
T T - e S T Y S
m(1s) T 6 6 6 T € € 6 ¢C C A G G C T T C CG 6 6G A ACGGSGGCT GG AATG GG T T G 6 CC AT ATCAAGAA AATCARA
) e e Y S e
mi(is) T 6 6 6 T € C 6 A C A G G C T ¢ C 6 G 6 G A A CG GG CT G 6 AATG6G G G T T G 6 CC AT AT CAAAAATCAA
L T Y - R T S S R
m(15) T 6 6 AT € C 6 A CA G G C T € C G G 6 6G A ACGGGCT GG AATG GG T TG 6 CC AT ATCAATAA ARATCARA
T T N e e Y S
m(s) T 6 6 6 T ¢ C 6 A C A G G C T ¢ C 6 G 6 G A A CGGGCT G 6 AATG6G GG T T G 6 CC AT AT CAAAARATCAA
LT T Y R T S S T
mi1s) T 6 6 6 T € C 6 C C A G G C T T C GG G 6 A ACGGGCT GG AATGG G T T G 6 CC AT ATCAARAA ARATCARA
G e e Y e
me(e T 6 6 6 T ¢ C 6 A CA G G C T T CGG 6 G AATCTGTEGGTCTG 6 AATG6G GG T T G 6 CC AT AT CAAAARATCARA
me(ls) - - - - - - - = A - = = = = = T - G - - - = = C - = = = = - - = A - - - = - - - . - - A - - - C - - - - A= -
(7)) T 6 6 6 T € C 6 A C A G C C T T CCG GG AACGTGGCT GG AATGG G T TG G CCATATCAARAA ARATCAA
L T N e Y e e

20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 7L 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 8 87 88 89 99 91 92 93 94 95 96 97 98 99 160 101 162 103 164 105 166 107 168 109 116 111 112 113
T T S T

S
A A C T G A T 6 6 T 6 G G A C A A CA G A C T A CGGCT G 6 C €C C C G T 6 A A A G G CA GG A T T C A C C A T C T C
A A C T GG A T G 6 T 6 6 G A CA A C A GG A CT A CG6 CT G 6 € ¢ ¢ €C 6 T 6 A A A G G C A G A T T C A C C A T C T C
A A CT GG A T G 6T 6 6 6 A CA A C A G A CT A CG CT G 6 C C C C 6 T 6 A A AG G C A G A T T C A CC AT C T C
A A CT GG A T G GG T GG 6G 6 A CAACAGATCTATCSGTCTG G CCCCG6GT 6 A AAGGGCAGAT T CA CCATCTC
A A CT GG A T G 66 T 6 6 6G A CAATCAGATCTATCGCTGG6 C CCCG6 T 6 A AAG 6 CA G A T T CA CCAT CTC
A A CT GG A T G GG T 6 6 6G A CAATCAGATCTATCGCCT G G6G CCCCG66T 6 A AAGGCA G A T T CA CCAT CTC
AR O AT O T e e e A C A C A S AT A CT 0T O A AR OE A AT T AT T
PACTO AT O T e e e A A e A T A C T O g T AN e e A AT T AT T

oo
An



10 Anhang 163/181

39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 s7
114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 136 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 156 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170
- et I eSS

A A G A G AT G A T T CAAAGAATCATCSGTT G T ATOCT G CAAATTGAATCATGT CTCT G AAAALTCTECGAG G A
A A G A G AT G AT T CAAAGAATCATCGTTGTATOCTG CAAATTGAATCATGTCTCT G AAAALTCTCGAG G A
A A G A G AT G ATTCGAAGHATA AT CA ATCGTTGTATCTG G AAATGAATCATGT CTCT G A AAGATCTCGAGG A
A A G A G AT G ATTCGAAGH AT ATCATCSGTTGTATCTG G AAATGAATCATGTCTCT G AAAGATCTCTGATGG A
A A G A G AT GATTCGAATGH AT ATCATCGSGTTGTATCTG G AAATAAATCATGTCTCT G A AAGATCTCTGAG G A
e - - - Y
A A G A G AT G AT T CGAAGH AT ATC ATCGSGTTGTATOCTG G AAATG A ATCATGTCTCT G A AAATCTCTGATGG A
A A G AGATGATTCGAAGA AT ATCA ATCGSGTTGTATCTGGAAATTGAATCATGTCT CTGAAAATCTCTGAT GG A
A A G A G AT G AT T CGAAGA AU ATCATCGSGTTGTATOCTG G AAATGAATCATGTCTCTG6 A AAATCTCTGAG G A
A A G A G AT G AT T CGAAGA AU ATCATCGSGTTGTATCTG G AAATGAATCATGTCTCT 6 A AAATCTCTGAG G A
A A G A G AT G A T T CG A AGAATCATCSGTT G T ATOCTG 6 AAATG A ACATGT CTCT G A AAATCTCGAG G A
A A G A G AT G AT T C G A AGAATCATCGTTGTATOCTG 6 AAATG A ATCATGT CTCT 6 A AAALTCTCGAG G A

5 5! 60 [3 6. [3 4 65 66 67 68 69 70 71 72 3 74 75 76
171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227

cArcrec e ATIACT T AR T O T T O TR AT E BT EEEE DD AR O RO T 0
cArcrec e AT IAC T Db e T e AT e TS B S SO E AR T AT 0
cArcrec e AT IAC T Db e T e AT e TS B S SO E AR T AT 0
cArcrec e AT IO Db e o e TS TS B R e D E AR T AT e
cArcrec e AT IO e Db e TS TS B E D E AR T 8
cArcrec e AT IO Db e o e TS TS B R e D E AR T AT e
¢c A CA G CCC G T GG T ATT A CT GG T T CCACAGT GG T T CCT 6 A CT 6 CT 6 6 6 6 C C A A G 6 C A C C C T 6
¢c A CA G CCC G T GG T ATT A CT GG T T CCACAGT GG T T CCT 6 A CT 6 CT 6 6 6 6 C C A A G 6 A A C C CT 6
¢c A CA G CCC G T GG T ATT A CT GG T T CCACAGT GG T T CCT 6 A CT 6 CT 6 6 6 6 C C A A G 6 A A C C CT 6
c A CAGCCCGT GG T AT T A CT G T T CCAUCAGT GG T T COCTG6 A CTG6 CT 6 6 6 6 C C A AG 6 C A C CCT G




10 Anhang 164/181

FR2-Sequenzen der KM-Klone von Patient 3, Jahr 2004

PATIENT 3:
wildtype configuration (WTC): IGHV3-15+62 IGHD2-21%02 IGH14+03

codon 1 2 3
locus 1 2 3 4 5 6 7 8 9
FRW/COR € - - - - - - - -

wTC T 6 6 G T CCG6 CCAGGTCTCCATGTGT G AAGTGTGTGTCTG GG AGTG G666 T T G666 CC 6 T AT T A AAAGC A A

9 KM-SEQUENZEN/KLONE FR2, 2004

n(s) T 6 6 6 T C C G C € A G 6 C T CCAGGGAARAGTSGGTCTGG6 AGT G 6 6 T T G 6 CC 6 T AT CAAATAA AT CAA
L - S T e
ne(7n T 6 6 6 T C C G C C A G 6 CT CC GG GG AATCGTSGGTCTGG6 AGTG 6 6 T T G 6 CCATATCAAAAA AT CAA
LT T N
m(e1) T 6 6 6 T C C 6 A CA G CCCTOCGGGGAATCTGTSGSGT CTGG AGT G 6 6 T T G 6 CC AT AT CAAAAATCAA
n3(21) - - - - - - - - A - - - € - C T - 6 - = - = = € - - = - - ... ... ... ..o - A - - - O - s - s A - e -
n4(18) T G G G T c c G A c A G G c T T c A G G G A A c G G G c T G G A G T G G G T T G G c c A T A T c A A A A A c A A
LT B T S S T T S Y. S
ns(24) T 6 6 6 T C C G A CA G 6 CT CCAGGGGECCGGATGTGG6 6 ATG 6 CT T G 6 CCATATCAGAAAA AT CAA
ns(24) - - - - - - - - A - - - - - - - - - - - - 6 €C - - AG - - - 6 A - - - C - - - - - - A - - - C - - - - A - - -
n6(18) T 6 6 6 T C C G C ¢ A G 6 C T T cC C G G G A AC GG G CT GG A G T G 6 6 T T G 6 CCAT AT CAAAAATCAA
T T - S Y S
"717) T 6 6 6 T ¢ C 6 A C A G 6 C T CC G G G G A ACGGG CT G 6 A G T G 6 6 T T G 6 ¢ ¢ AT AT CAAAAATCAA
LT ST S - T e T N
n8(17) T ¢ 6 6 T C C G C ¢ A G 6 C T T C 6 6 G G A ACGGGCT GG AGT G 6 6 T T G 6 CCATATCAGAATAA AT CAA
1 S T
n9(18) T 6 6 6 T C C G C C A G 6 CT T CGG GG AATCG GGG CTGG6 AGTG 6 6 T T G 6 CC AT ATCAAATAA AT CAA
T T S T S

N I e e N e

g A C T 6 A g G 6 T 6 G G A CA A CAGATCTATCGTCTG g g ccce6 T G AAAGGCAGATTCATCTCATCT CA
g A C T 6 A g 6 6 T 6 G G A CA A CAGATCTATCGTCTG g g ccceT GAAAGGTCAGATTCACCATCTCA
g A C T 6 A g G 6 T 6 G G A CA A CAGATCTATCGTCTG g E ccce6 T GAAAGGTCAGATTCATCTCATCT C A
g A C T 6 A g 6 6 T 6 G 6 A CA A CAGATCTATCGTCTG g E ccc6 T GAAAGGTCAGATTCATCTCATCTCA
g A C T 6 A g 6 6 T 6 G 6 A CA A CAGATCTATCGTCTG g g ¢ ¢ ¢ 6T G A AAGGCAGATTCACECATECTCA

39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 5 55 56 57 58
115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172
S e - .- S - e e e S OF R W O3 - - - - - oo oo - - - - - -

A G A G AT G A T T c G A A G A A c AT G T T G T A T c T G G A A AT G A A c A G C c T G A A A A c c G A G G A c A
A G A G AT G A T T c G A A G A A c AT G T T G T A T c T G G A A AT G A A c A G C c T G A A A A c c G A G G A c A
A G A G AT G A T T c G A A G A A c AT G T T G T A T c T G G A A AT G A A c A G C c T G A A A A c c G A G G A c A
A G A G AT G A T T c G A A G A A c AT G T T G T A T c T G G A A AT G A A c A G C c T G A A A A c c G A G G A c A
A G A G AT G A T T c G A A G A A c AT G T T G T A T c T G G A A AT G A A c A G C c T G A A A A c c G A G G A c A
A G A G AT G A T T c G A A G A A c AT G T T G T A T c T G G A A AT G A A c A G C c T G A A A A c c G A G G A c A
A G A G AT G A T T c G A A G A A c AT G T T G T A T c T G G A A AT G A A c A G C c T G A A A A c c G A G G A c A
A G A G AT G A T T c G A A G A A c AT G T T G T A T c T G G A A AT G A A c A G C c T G A A A A c c G A G G A c A
AG A G A T G AT T C G A A A A C A G T 6 T A T CT GG AAATTGAATCATGT ECTCTGAAA AR ATCTCGATGCGA C A

59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 76 71 72 73 74 75 76 77
173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 167 186 189 196 191 192 193 194 195 196 197 198 193 200 201 202 203 264 205 206 207 268 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227 228 229 230
.- - - - e - D R 3 > - - - - - T

¢ A G ¢CC 6T 6 TATTATTGT T CCATCAGTGTTCOCTGATCTG G CTG 66 6 CCAAGGTCATCT ECTCTG6 6 T C
c A G C c G T G T A T T A T T G T T c c A c A G T G T T c c T G A c T G c T G G G G c c A A G G c A c c c T G G T c
c A G C c G T G T A T T A T T G T T c c A c A G T G T T c c T G A c T G c T G G G G c c A A G G c A c c c T G G T c
¢ A G CCGTGTATTATTGETTCCATCASGTGTTOCECTGATCTG G CTG G666 CCAAGGTC CATCT CTCTG G T C
¢ A G CCGTGTATTATTGTTCCATCAGTGTTCOCTGATCTG G CTGG6G6 6 CCAATGGT CA AT CT ECTCTGG6 T C
¢ 66 ccCcC6 TG TATTATTGTTCCATCAGTGTTOCOCTGATCTGT CTG GGG 6 CCAATGGTATCT ECTCTGG6 T C
¢ A G CCGTGTATTATTGTTCCATCAGTGTTOCOCTGATCTGT CTGG6G6 6 CCAAGGTATCT ECTCTGG6 T C
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e
e
A C
b
b
e
"
A C

FR2-Sequenzen der KM-Klone von Patient 3, Jahr 2006

PATIENT 3:
wildtype configuration (WTC): IGHV3-15%02 IGHD2-21%02 IGHJ4*03

9 KM-SEQUENZEN/KLONE FR2, 2006

Xx1(13) T 6 6 6 T € C 6 C C A 6 C ¢ T €C ¢ 6 G 6 6 A A G G 6 6 C T 6 6 A 6 T 6 6 G T T G G ¢ CAT AT CAAAAAC A
T - N L
x2(12) T 6 6 6 T ¢ C 6 ¢ C A 6 G ¢ T T ¢ 6 G 6 6 A A G G 6 6 C T 6 G A G T 6 6 G T T G G C CAT AT CAAAAAC A
BT T S e e S Y S
5 T 6 6 6 T C C 6 cCC A6 G ¢ Wcecae e 6 AAGG G 6 CT 66 AG TG 6 6 T T G 6 CCG T AT CAAGARATSGC A
x(13) T ¢ 6 6 T ¢ ¢ 6 C C A G G ¢ T T C G G G 6 A AGG GG CT GG AGTG6 G666 T T GG CCAT AT CAAAAACA
B T N L
x5(14) T 6 6 6 T C C 6 A C A 6 G ¢ T T C 6 G 6 6 A A 6 G 6 6 C T 6 G A G T 6 6 G T T 6 G ¢ C AT A T C A A A A A C A
BT I T T T S e S S S
%(13) T 6 6 6 T ¢ C 6 A C A G C CT CCG GG 6 A AGGG GG CT 66 G AGT G 66 T T 6 G CCAT AT CAAAAACA
BT T T e T S I S
x7(13) T 6 6 6 T ¢ ¢ 6 A C A G G ¢ T T ¢ 6 G 6 6 A A G G 6 6 C T 6 G A G T 6 6 6 T T 6 6 ¢ AT AT C A A A A A C A
€ T S T S
x8(12) T 6 6 6 T ¢ C 6 A C A 6 G C T C C 6 G 6 6 A A 6 G 6 6 C T 6 G A 6 T 6 6 6 T T 6 6 ¢ CA T A T C A A A A A C A
T e N T
x9(19) T 6 6 6 T € C 6 A C A 6 C ¢ T T ¢ 6 G 6 6 A A C G 6 6 C T 6 G A G T 6 6 C T T GG CCAT AT CAAAAACA
X9(19) - - - - - - - - A - - - C - - T - 6 - - - = = C - - = - = = - - - - - - C - - - - - - A - - - C - - - - A - -

= -2
A A A CTGATGGT 66 6 G A CAATCAGATCTACGTCTG 66 C CCCG TG AAAGTGTCAGA AT T CATCTCAT C T C
e e Lo e o oo ool D e e s G T e e e e e e e e e e e e e s e
A A A CTGATGGT G 6 G A CAATCATGATCT A CGC TG g g ccc 66 T G A A A G G C A G A T T CA CCAT C T C
A A A CTGATGGT GG 6 G A CAATCAGATCTATCGT CTGSG6 CCCCGTGAAATGTEGTCAGA ATTOCATCTCATCTC
= -2
A A A CTGATGGT 66 6 G A CAATCAGATCTACGTCTG 66 C CCCG TG AAAGTGTCAGA AT T CATCTCAT C T C
e e Lo e o oo ool D e e s G T e e e e e e e e e e e e e s e
A A A CTGATGGT 6 6 G A CAATCATGATCT A CGC TG g g c cc 6 T G A A A G G C A G A T T C A C CA T C T C
A A A CTGATGGT GG 6 G A CAATCAGATCTACGTCTGSG6 CCCCGTGAAAGTEGT CAGATTOCATCTCATCTC
= -2
A A A CTGATGGT 66 6 G A CAATCAGATCTACGTCTG 66 C CCCG TG AAAGTGTCAGA AT T CATCTCAT C T C
e e Lo e o oo ool D e e s G T e e e e e e e e e e e e e s e
A A A CTGATGGT 6 6 G A CAATCATGATCT A CGC TG g g c c c 6 T : A A A G G C A G A T T C A CCAT CTC

114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170
FOR oW 3 - - - - o .- o . a

AA G A G AT G ATT CGAAGA AR ATCA ATCGTTGTATCTG GG AAATGAATCATGTCTCT G AAATA AT CTCGAG G A
A A G A G AT G A TT CGAAGT AHATCA ATCGTTGTATCTG G AAATG AATCATGTCTCT G A AAATCTCTGAG G A
A A G A G AT G AT T CAAAGT AR ATCATCGTTGTATCTGCAAATTGAATCATGTCTCT G AAAATCTCGAG G A
A A G A G A T G AT T CGAAGAATCATCGTTGTATCTG G AAATG A ATCATGT CCT 6 A AAATCTCGAG G A
AAG A G AT G ATT CGAAGA AR ATCA ATCGTTGTATCTG GG AAATGAATCATGTCTCTGAAATATCTCGAG G A
A A G A G AT GATTCGAAG AR ATCA ATCGTTGTATCTGGAAATTGAATCATGTCTCT G AAATATCTCGATGG A
A A G A G A T 6 AT T CGAAGT AR ATCATCGTTGTATCTG G AAATTGAATCATGTCTCTG A AAATCTCEGAG G A
A A G A G AT G AT T CGAAGAATCATCGTTGTATCTG G AAUATGAATCATGTCCT 6 A AAATCTCGAG G A
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6 6 6: 6 7
171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 182 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 198 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226 227
z S -

e L O N

¢ A CaAGCCOGTOGTATTAOCTGGT T COCATZCCATGSGTGGETTCCTGAT CTGECT G 6 6 6 C CAAG G C A CCC T 6
e
¢ A CaAGECOCOGTOGTATTAOCCTSGTTCOCATZCATG GTSGGETTCCTGATCTGOCT G 6 6 6 CCAAGGTATCTCTCT G
e

cC A CAGECOCGTGTATTACTGTTOCOCATCAGTGGTTCCTOGTOCTGCTG6 G666 CCAAGGTATCTCTCTG
e
cC A CAGECOCGTGTATTACTSGETTCOCATCAGTGGTTOCCTGATCTSGOCTG6 6 6 6 CCAAGGCATCTCTCTGE
e
cC A CAGECOCGTGTATT AOCTSGGTTCOCATCAGTGGTTOCCTGATCTSGOCTG6 6 6 6 CCAAGGTATCTCTCTG
e
¢ A CaA G CCGT G T ATT ACTSGET T OCOCATCA®GTSGT T COCTGATCTGTCTG6 6 6 6 C CAAGG T A CCCTG
e
¢ A C A G CCGT G T ATT AOCTSGTTCOCACAGTSGTTCCTGATCTG6CCT G666 6 C CAAG G T A CCCTG
e
S

FR2-Sequenzen der KM-Klone von Patient 3, Jahr 2007

PATIENT 3:
wildtype configuration (WTC): IGHV3-15*02 IGHD2-21%02 IGHI4+03

codon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19
Tocus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 26 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55
FRW/COR < - - = = - = = = = = = - = -~ F R W 2 - - - - - - .- oo oo - -

wTC T 6 6 G T CC®6 CCAGGOCTOCGCA ATGTGTGSASAGTGTGSGTCT GG AGT G 6 6T T 66 CC 6 T A T T A A A A G C A

10 KM-SEQUENZEN/KLONE FR2, 2007

s1(14) T 6 6 6 T ¢ C 6 ¢ C A 6 6 C T C C G 6 6 G A A C G 6 6 C T 6 6 A G T 6 6 6 T T 6 6 C € A T A T C A A A A A C A
F T - e < e S S ST S
s612)T 6 6 6 T ¢ C 6 ¢ C A 6 6 C T C C A G 6 G A A C G 6 6 C T G 6 A G T G 6 6 T T 6 6 C € A T A T C A A A A G C A
E G ) T N e Y T
s205) T 6 6 6 T ¢ C 6 A C A 6 6 C T ¢C C G 6 6 G A A CG 6 6 C T G 6 A G T G 6 6 T T 6 6 C € A T AT C A A A A A C A
F L T T S ¢ T T S R S
s3(15) T 6 6 6 T ¢ C 6 C C A 6 6 €C T T ¢ G G 6 G A A C G 6 6 C T 6 6 A G T G 6 6 T T 6 6 C ¢ A T A T C A A A A A C A
T e T N e Y
s4(6) T 6 6 6 T ¢ C 6 C C A 6 G C ¢ T C G G 6 G A A C G 6 6 C T 6 6 A G T G 6 6 T T 6 6 C € A T A T C A A A A A C A
T T < e L S R S
s5(4) T 6 6 6 T ¢ C 6 ¢ C A 6 6 C T C C G G 6 G A A C G 6 6 C T G 6 A G T G 6 6 T T 6 6 C € A T A T C A A A A A C A
FE L T - Y < T S S T S
s6(4 T 6 6 6 T ¢ C 6 ¢ C A 6 6 C T T C G G 6 G A A CG 6 G C T G 6 A G T GG 6 T T 66 C AT AT CAAAAAC A
EE LT T T S - Y R T S T S
s7(15) T 6 6 6 T ¢ ¢ 6 ¢ C A 6 6 €c T T € G 6 6 G A A C G 6 6 C T 6 6 A G T 6 6 6 T T 6 6 C € A T A T ¢ A A A A A C A
6 e Y R S
s8(6) T 6 6 6 T ¢ C 6 A C A G G C T T C G G 6 G A A C G G 6 C T 6 6 A G T G 6 6 T T 6 6 C C AT AT CAAAAAC A
$8(16) - - - - - - - - A - - - - = = T = G - - - - = € = = - = = - - - - . - .. ..o oA - - - T - - - s A -
915 T 6 6 6 T ¢ C 6 ¢ C A 6 6 C ¢ T C G G 6 G A A C G 6 6 C T 6 6 A G T 6 6 6 T T 6 6 C € A T A T C A A A A A C A
P T I T < S - < T S S T S
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<1
A A A CTGATGG T G G G A CA A CAG A CTAOCGE ECTG 6 CCCCGTGAA AATSGTGT CAGAT T CATCTCATCTC
=3
A A A CT GAT GG T G G G A CA A CAGATCTATCGT CT G g E c ¢ ¢ 66 T G A AAG G C A GATT CATCTCATCTC
A A A CT G AT GG T G G G A C A A CA G A CT A CGCT G g g ccc 6 T 6 A A A GG C A G A T T CA CCA T C T C
A A A CTGATGOGT G G G A CA A CAGACTATCGT ECTG 6 CCOCOCGTGAA AATSGTGT CAGATTCATCTCATCTC
-
A A A CTGATGG T G G G A CA A CAGACTAOCGT CTG 6 CCCCGTGAA AATGTGT CATGA AT T CATCTCATCT C
R T e
A A A CT G AT GG T G G G A C A A CA G A CT A CGCT G g g ccc 6 T 6 A A A GG C A G A T T CA CCA T C T C
A A A CTGATGGT G G G A CA A CAGACTATCSGT CTG 6 CCOCGCGTGAA AATSGTGTCATGATTCATCTCATCTC
-
A A A CTGATGG T G G G A CA A CAGACTAOCGT CTG 6 CCCCGTGAA AATGTGT CATGA AT T CATCTCATCT C
R T e
A A A CTGATG G T G G G A C A A CAGACTATCGT CT G g E ccc 6 T 6 A AAG G CA G AT T CACCA T C T C
7777777777777777777777 2 e w s % @ s a9 5o 51 s

39
114 115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 128 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 146 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169
- - - F R W 3 - - - - -

A A G A G AT G AT T CGAAG AT ATCATCTGTT GG TATTCTGGAAA ATTGAATCHATGEGTCTCT G AAAATCTCEGATG G
A A G A G AT G AT T CGAAG AT ATCATCTGTT GG TATTCTGGAAA ATTGAATCHATGEGTCTCT G AAAATCTCEGATG G
A A G AGATGATTCGAAGA AR AT CATCGTTSGTATTCTOGGAAA ATTGAATCHATG GT CTCTGAAAHATCTCGATGG
A A G AGATGATTTCGAAGA AR ATCHATCGTTSGTATT CTOGGAAATGAATCHATGT CTCTGAAAHATCTCGATGG
A A G AGATGATTTCGAAGA AT ATCATCGTTSGTATT CTOGGAAA AT GAATCHATGT CTCTGAAA AHATCTCGATG GG
A A G A GATGATTCGAATG ASA ATCATCGTTGTATTCTOGGATA A ATTGAATCATGEGT CTCTGAAA AR ATCTCGATG GG

A A G A G ATG G ATTCG A AGAATCATCGTTGTATTCTOGGAATATTGAATCATGT CTCTG AAATA ATCTCTGAG G
A A G A G ATG G ATTCG A AGAATCATCGTTGTATTCTOGGAAATTGAATCHATGT CT CTGAAA ATA ATCTCTGAG G
A A G A G ATGATTCGAAGA A ATCATCGTTGTATTCTGGAAATTGAA AT CHATSGT CT CTGAAA AHA ATCTCTGAGG

4 7
170 171 172 173 174 175 176 177 178 179 180 181 162 183 184 185 186 187 188 189 190 191 192 193 194 195 196 197 196 199 200 201 202 203 204 205 206 207 208 209 210 211 212 213 214 215 216 217 218 219 220 221 222 223 224 225 226

e N T TS

A C A CAGCCOGTGTATTACTSGTTCCATCAGTGTTOCOCTG6ATTGCT GG G6 66 C C AAGGC A CCC T
pop et T e T AT IACTET DA ST O T T O T oA T e T e s et e s T
Aot oo T AT I AT OT DA S T OT T OCT oA DT OO T o000 R AT
Aot oo T AT I AT OT DA S T OT T OCT oA DT OO T o000 R AT
Ao troc oo T AT IACTOT DA ST OT T OCT oA T T oot s A coT
A C A CAGCOCGTGTATTACTGTTOCCATCATGTGTTOCCTGATTGCTGG6 66 CCAAGTG G CATCTCCT
A C A CAGCOCGTGTATTACTGTTOCCATCATGTGTTOCCTGATTSGCCTGG6 66 CCAAGTGT A CCCT
A C A CAGCOCGTGTATTACTGTTOCCATCAEGTGTTOCCTGATTSGCCTGGG6 6 G CCAAGGT CATCTCCT
A C A CAGCOCGTGTATTACTGTTOCCATCATGTGTTOCCTGATTSGCCTGG6 6 G C CAAGTGAATCTCCT
B L L . T
A C A CAGCOCGTGTATTACTGTTOCCATCAGTGTTOCCTGATTSGCCTGG6G6 6GCCAAGTGT A CCCT
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77 78
227 228 229 230 231 232

FR2-Sequenzen der LK-Klone von Patient 3, Jahr 2007

PATIENT 3:

codon 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19
lous 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 38 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56
FRW/ER < - = = - = = = - = = - - = - F R W 2 - - - - - - o - ..o s o o oo

0l6(16) T G G G T c c G c C A G c c T T C G G G G A A c G G G c T G G A G T G G G T T G G c c AT AT c A A A A A c A A
010(16) = - = - - = = = = = = = C = = T = G - = = = = € = = = = =+ = . o . o .. ... o A s = s O = e s s A e s -
02015 T 6 6 6 T C C 6 C ¢ A 6 6 C T T € 6 6 6 C A A CG G G CT G G A G TG G 6 T T 6 6 CCATATCAAAATATCAA
1 - T S S
o4(16) T G 6 A T C C 6 C € A 6 6 C T T € 6 6 6 C A A CG 6 G C T G 6 A G T G 6 6 T T 6 6 CCA T AT CAAAATATCAA
04(16) - - - A - - - - - - = - - = - T - G - - € - - € = - = = = - - . . ... ..o LA - - - O s s s A e -
05(15) T G G G T c c G c C A G G c T T C G G G c A A c G G G c T G G A G T G G G T T G G c c AT AT c A A A A A c A A
LT T S c O O o S T TR S
08(15) T 6 6 6 T C C 6 A C A G 6 C T C € G 6 G C A A CG G 6 C T 6 6 A G TG 6 6 T T 6 6 CC AT AT CAAAATATCAA
08(15) - - - - - - - = A - = - = = = - = & - - € - - € - - = = = - = = - . o .. oo . A - - - O - s - = A - - -
09(15) T 6 6 6 T C C 6 A C A G 6 C T T C A G G C A A CG G G C T G 6 A G TG 6 6 T T 6 6 CCA T AT CAAAARATCAA
= e < e S Y

e T e T e

A A c T G AT G G T G G G A c A A c A G A c T A T G c T G G c c c c G T G A A A G G c A G A T T c A c c AT c T c A
A A c T G AT G G T G G G A c A A c A G A c T A c G c T G G c c c c G T G A A A G G c A G A T T c A c c AT c T c A
A A c T G AT G G T G G G A c A A c A G A c T A c G c T G G c c c c G T G A A A G G c A G A T T c A c G AT c T c A
AA CT 6 ATGGT GG G A CAATCATGA AT CTATCGT CTG g E ¢ ¢ ¢C 6T G A A AGGCAGATTCATCG CATCTCA
AACT G ATGGT GG G A CAATCATGATCTATCGT CT G g E ¢ ¢ cC 6T 6 A A AGGCAGATTTCATCT CATCTC A
AACT G ATGGT GG G A CAATCATGA AT CTATCGT CT G g E c ¢ c 6T 6 A A AGGCAGATTCATCTECATCTC A
A A CTGATGGT GG G A CATATCATGA AT CTATCGT CT G g E C ¢ cC 6 T G A A AGGCAGATTCATCTCATCTC A
AACTGATGGT GG G AT CAATCATGA AT CTATCGT CT G g g C ¢ c 6T G A A AGGCAGATTOCATCTCATCTCA

115 116 117 118 119 120 121 122 123 124 125 126 127 126 129 130 131 132 133 134 135 136 137 138 139 140 141 142 143 144 145 146 147 148 149 150 151 152 153 154 155 156 157 158 159 160 161 162 163 164 165 166 167 168 169 170 171 172
W o3 -

oo T T T T T TR R ST ool

A G A G A T G A T T CGAAGAATCATCGTTGT AT CT GG A AATTGAATCATGT CTCT G AAAATCTCGATGG A C A
A G A G AT G A T T c G A A G A A c A C G T T G T A T c T G G A A AT G A A c A G c c T G A A A A c c G A G G A c A
AG A G A TG ATTOCGAAG ATATCATCTGTTGTATTCTGGAAATTGAATCT AT GTCT G AAAGATCT CGATGG A C A
AG A G A TG ATTCGAAG ATATCATCGTTGTATTCTGGAAATTGAATCATEGT CT CTG AAATATCT CGATGTG G A C A
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A C A G CCGG TG T ATT A CT GG TT CCATCAGTSGTT CcCTGAT CTGCTG 6 6 6 ¢C C AAGGCATCTCTCT G 6 T
- - - - - -1 - - - - - - - - - - c - -

A C A G CCG®G6TGTATTACTSGTTCCATCASGTSGGTTCCTSGATCTS®GOCTG G666 6 CCAAGGTCAT CTCTCTGE 6 T
- - - - - - - - - N - - - - - - c N -

A C A G CCG®GTGTATTAOCTOGTT CCATCAGTSGTTCCTSGATCTS®GOCTG G G6 6 CCAAGGT A CTCTCTG 6 T
N N - - N - N N - N - - - - N - N -

A CA G COCGGTGTATTACTGTTCCATCAGTGTTCCTSGATCTSGOCTG G666 6 CCAAGGT CAT CTCTCTG 6 T
N N - - N -oT N N - N oo - - N - c N -

A C A G CCGTGTATT A CTGTTOCCATCAGTSGTTCCTSGATCTSGOCTG G 6 6 CCAAGGGAT CTCTCTG 6 T
N N - - N B N N - N - - - - N - G N -

A C A G CCG6G TG TATT A CTGTT CCATCAGTSGTTCCTG6AT CTGCTG 6 6 6 ¢ C A AGGAATCTCTCTG6 6 T
N N - - N B N N - N oo - - N - A N -

A C A G CCG TG T ATT A CT G T T CCATCAGTSGTT CcCTGAT CTGCTG 6 6 6 ¢ C A AGGAATCTCTCT G 6 T
N N - - N B N N - N - - - - N - A N -

10.5.3 HPCs und Eingabeparameter zur Berechnung von pm

10.5.3.1 HPCs Patient 1

pm_LK 2006 r z i | locus_|__ Klongruppe --- 1

6 996165691 4|28 | 56| 52| (a2_ab_a7 bl) TC-G---CCAGA---AGCCC ----T-CC-A-- - -AGG---
© 993189382 5| 15 | 22 | 198 | (a2 a6 a7 bl b2) - -6 -
6984165690 2 6| 83| 56| (a7=bl) - - GGA-C--C-ATCC - -C-AAC -
© 981687540 | 27| 6 | 16 | 191 | (a8 b2) - - 6--G---C-A--C------T -
6_972807130_| 2| 4| 17| 53 |__ (b3 b7) - -TAGT-G-AG---T

© 972313869 5 3 9| 727|_ (a2 a6 a7 a8 bl) -

0 972228968 6 3 5| 53| (a2 a6 a7 a8 bl b2) -

® 971310310 5 3 8 | 48 | (a2 a7 a8 bl b2) -

© 968139171 3 3| 67| 118 | (a2 a7 bl) -

6 967649631 3 3|66 |__195_|_ (a6 a7 bl) -

0 962002675 2 4 7| 209 | (a8 be) -

0 960847666 2 3|16 | 52| (b2.b3) -

© 957210100 3 2 5| 206 | (a6 b3 b7) -

0 956661769 2 2 7| 52| (a8 b7) -

© 956483496 2 27| 59 | 129 | (a2 a6) -

0_952764866_ 2 2 6 | 129 | (a8 b3) -

® 951930999 | 27| 27| 117 59| (b2 b7) -

8 _951711575_| 3| 2| 6 | 49 |__ (b2 b3_b7) -

0 936646498 2 188 | (a7 bl b6 b7) -

8 933262707
8 930906252
8 930086848
0_930086848_
9 929870818
8 929870818_
9 929870818
8_929744946_
9 929231928
8_928370261_
0 928335720
8 928317767_
8 926762506
8 926399064
8 925030133
8 924970437
8 923777311_
9923040458
8 921835799_
8 920615315
8 914667404_
8 913797189
8_983086550_
9 982880451
8_884157677_
0 877306662
8 860280654
8 860280654

2
2 3 203 | (a2 bs) -
1 7| 56| (a2 b3 b7) -
1 2 | 159 | (a2 a6 a7 a8 bl b3 b7) -
1 2 68_|__ (a2_a6_a7_as_bl b2 b7) -
1 3 96 | (a2 a6 a7 bl b2 b7) -
1 3 51 | (a2_a6_a7_bl b3 _b7) -
1 3 21 | (a2 a7 a8 bl b3 b7) -
1 ] 43_|__ (a2_a7_bl_b7) -
1 2 209 | (a2 a7 bl b2 b3 b7) -
1 4_|__ 45 | (a2_ab_a7 bl b3) -
1 | 188 | (a6 a8) -
1 |__171 | (a2_a6_a7_a8_bl b2 b3 b7) -
1 29 | 206 | (a2 b2) -
1 6 58 | (a7 bl b2 b7) -
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

191 | (a2 a7 bl b3 b7)

~ 118 | (a6 b2)

66_|__ (a7_bl b2 b3 _b7)

6

5

3 -
23 81 | (a2 a6 b2)

2 66 | (a8_b2 b3 b7)

(]

2

7

2

203 | (a7 bl b2)

437|_ (a6 b2 b3)
6 | (a2 a7 bl b2)
~288_|__(a6_a7_bl _bs)

|_ 146 | (a2 a6 a7 bl b2 b6)

1
3| 75| (b2_b6) -
1 206 | (a7 a8 bl b6) -
1
1
1

196_| (a8 b2 b6) --
138 | (ab_a8_b6) --
~ 205 |__ (a6 b6 _b7) --

L N N S P T N S - N TR - - - - RN NS




10 Anhang

170/181

pm_LK_2686 r z_| i_|_locus_|__ Klongruppe

© 996105691 4 | |~ 52 | (a2 ab a7 bl)

6 993189382_ | ~190_|__ (a2_a6_a7 bl b2)

© 984105090 | | 56 | (a7=bl)

6981687540 | 191 | (a8_b2)

© 972807130 | 53 | (b3 b7)

6 972313869 | |72 | (a2 _ab_a7_a8_bl)

© 972228968 | | 53| (a2 a6 a7 a8 bl b2)

6 971316310 | |48 | (a2 a7 a8 bl b2)

® 968139171 |~ 87 | 110 | (a2 a7 bl)

6 967649831 2 | 195 | (a6_a7 bl)

© 962002675 | 209 | (a8 b6)

0960847660 _ |18 | 52 | (b2 b3)

§ 957210100 | 206 | (a6 b3 b7)
6956661769 | |52 | (a8 b7)

© 956483496 129 | (a2 ab)

0_952764866_ 129 | (a8 _b3)

§ 951930999 59 | (b2 b7)

0 951711575 49 | (b2 b3 b7)

8 936646498 188 | (a7 bl b6 b7)

0 933262707 203 | (a2 be)

8 938906252 56 | (a2 b3 _b7)

0 930086848 159 | (a2 a6 a7 a8 bl b3 b7)
§ 930086848 68 | (a2 a6 a7 a8 bl b2 b7)
0 929870818 96 | (a2 a6 a7 bl b2 b7)
6929876818 51 |__ (a2 a6 a7 bl b3_b7)

9 929870818 21| (a2 a7 a8 bl b3 b7)
6929744946 43| (a2 a7 bl b7)

9 929231928 209 | (a2 a7 bl b2 b3 b7)
6928376261 45 | (a2_ab_a7_bl b3)

© 928335720 180 | (a6 a8)

6 928317767 171 | (a2_a6_a7 a8 bl _b2 b3 b7)
9 926762506 206 | (a2 b2)

0 926399064 58 |__ (a7 bl b2 b7)

© 925030139 191" | (a2 a7 bl b3 b7)
6924976437 116_|_ (a6_b2)

® 923777311 66 | (a7 bl b2 b3 b7)
6923046458 _ 2 23|81 |__ (a2 a6 b2)

© 921835799 60 | (a8 b2 b3 b7)

8 920615315_ 203 | (a7_bl b2)

© 914667404 437|" (a6 b2 b3)

6 913797189 21 6 | (a2_a7 bl b2)

© 993086550 208 | (a6 a7 bl b6)
6902886451 146_| _ (a2_a6_a7_bl b2 _b6)

0 884157677 75 | (b2 b6)

0 8773086662 206 _| (a7 a8 bl b6)

© 860280654 196 | (a8 b2 bs)

0 860288654 138 | (a6 a8 b6)

0 860280654 | 3 | 1| = 205 | (a6 b6 b7)
pm_LK_2006__ r_ z_ i |_locus_|__ Klongruppe

0 996105691 4 | 28 a2 a6 a7 bl)

© 993189382 5 15 a2 a6 a7 bl b2)
6984105090 _ 2 6 a7=b1)

© 981687540 2 6 a8 b2)

§ 972807130 2 4 b3 b7)

0_972313869_ 5_ 3_ a2_a6_a7_a8_bl)

© 972228968 6 3 a2 a6 a7 a8 bl b2)

§ 971310310 5 3 a2 a7 a8 bl b2)
0_968139171_ 3_ 3_ a2_a7_bl)

© 967649031 3 3 a6 a7 bl)
6_962002675_ 2 4 a8_b6)

0 960847660 2 3 b2 b3)

© 957210100 3 2 a6 b3 b7)
6956661769 2 2 a8_b7)

© 956483496 2 2 a2 a6)

§ 952764866 2 2 a8 b3)

0_951930999_ 2 2 b2_b7)

® 951711575 3 2 b2_b3_b7)

© 936646498 4 2 a7 bl b6 b7)
0_933262707_ 2 2 a2_be)

© 939906252 3 1 a2 b3 b7)

6930086848 _ 7 1 a2_ab_a7_a8_bl_b3 b7)
0 930086848 7 1 a2 a6 a7 a8 bl b2 b7)
© 929870818 6 1 a2 a6 a7 bl b2 b7)
6_929870818_ 6 1 a2_a6_a7_bl b3 _b7)

© 929870818 6 1 a2 a7 a8 bl b3 b7)

§ 929744946 4 1 a2 a7 bl b7)
6929231928 6 1 a2_a7_bl b2 b3 _b7)

© 928370261 5 1 a2 a6 a7 bl b3)

© 928335720 2 1 a6 a8

0_928317767_ 8_ 1 a2_a6_a7_a8_bl b2 b3_b7)
© 926762506 2 1 a2 b2)

6926399064 4 1 a7_bl_b2 b7)

0 925030139 5_ 1 a2 a7 bl b3 b7)

© 924970437 2 1 a6 b2

6 923777311 5 1 a7_bl_b2 b3 b7)

© 923040458 3 1 a2 a6 _b2)

9 921835799 4 1 a8 b2 b3 b7)
6_920615315_ 3 1 a7_bl_b2)

© 914667404 3 1 a6 b2 b3)

§ 913797189 4 1 a2 a7 bl b2)
6_903086550_ 4_ 1 a6_a7_bl_b6)

© 992880451 6 1 a2 a6 a7 bl b2 b6) -
6_884157677_ 2 1 b2_b6) -
0 877306662 4 1 a7_a8 bl b6)

0 860280654 3 1 a8 b2 b6) -
6_860280654_ 3 1 a6_aB_b6) -
0860280654 3 1 o a6 b6 _b7) -




10 Anhang

171/181

pm__KM 2006 | r_ z

1.000000008 | 8 1 (K1 k12 k2 |
0.993175882 4| 18| 23| 66 | (k1 k12 k2 k3) ----A-
8.991067728_| 2| 14| 42 |_ 188 |_ (k1 k2) --T-AGA-G--A--T-
0.989030389_| 1 (

8.965505424_| (

0.962361334 (

8.957188732 (

8.955689315 (

9.954841604. (

9.953184293 (

9.953184293 (

©.953184293 | (

©.942942048 | 5 | 1| 2 |_ 190 |_ (k12 k3_k5_k7 k8
0.942942048 | 5 | 1| 2 | 171 | (k1 k12 k2 k3 k4
©.938811585_| 5 | 1 | 3 | 16 |_ (k2_k3_k4 k5 _k3)
0.936703374 | 4 | 1| 37| 18 | (k1 k2 k3 k9)
9.936703374_| 4 | 1| 3 |_ 199 | (k1 k12 k2 k7)
0.933032992 | 4 | 1| 27| 205 | (k1 k2 k4 k)
9.933032992_ 4 1 2 | 193 |_ (k4_k5_k7 _k3)
9.930123298 3 1 4| 49 | (K12 k3 k7)
9.927763879_ 3 1 5| 84_|_ (k1 k2 k7)
9.917078013 2 1 6 | 222 | (k1k7)
9.915579611_ 2 1 9 | 13 |_ (k3_k9)

9.913105615 2 1 3 42 | (k12 k7)

pm__KM 2006 r_ z i | Tocus_

10000080008 _ 5 1| 219 |_ (k1 k12 k2 k3 k4 _k5_k7_k9)
©.993175882_ 47| 18| 23| 86 | (k1 k12 k2 k3)
0.991067728_ 2| 14| 42 |_ 188 |_ (k1 k2)
©.989030389_ 2| 11| 39| 188 | (k12 k3)
0.965505424 2 3 8 | 205 | (k5 k7)

©.962361334 5 2 4| 65 | (k1 k12 k2 k3 ks)
0.957188732_ 2 2 7|15 | (k1 k5)

8.955689315 3 2 5 | 286 | (k12 k3 k9)
0.954841604 2 3 5| 127 | (k4 k7)

©.953184293 6 1 2| 159 | (k1 k12 k2 k3 k5 k7)
0.953184293 6 1 2| 222 | (k12 k2 k3 k& k5 k3)
©.953184293 6 1 2| 21| (k1 k2 k3 k5 k7 ks)
0.942942048 5 1 2| 190 | (k12 k3 k5 k7 k3)
©.942942048 5 1 2 | 171 |_ (k1 k12_k2_k3_k4)
0.938811585 | 1 37| 16 | (k2 k3 k4 k5 k)
8.936703374_| 3| 18 |_ (k1 k2_k3 k3)
0.936703374_| o 37| 199 | (k1 k12 k2 k7)
6.933032992_| _ 2 | 205 |_ (k1 k2_k4 k3)
©.933032992 o 27| 1937 | (k4 kS k7 k9)
9.930123298 _ 4| 49 |_ (k12 k3 k7)
9.927763879 o 5| 84 | (k1 k2 k7)
9.917078013 _ 6 | 222 |_ (k1 k7)

8.915579611 | o 9| 13| (k3 k9)
9.913105615_| 6 | 42 |_ (k12 k7)

pm__KM 2006 | r| z | i | locus_ |

1_000000000_| 8_| Ol | 219 |_ (k1 k12_k2_k3_k4_k5_k7_k9)
9.993175882_ 47| 18| 237| 66 | (k1 k12 k2 k3)
9.991067728_ 2| 14| 42 |_ 188_|_ (k1_k2)

©.989030389_ 27| 11| 39| 1887| (k12 k3)

0.965505424 2 (k5 Kk7)

9.962361334 5 _(k1_k12_k2_k3_k5)
0.957188732 2 _ (k1 ks)

0.955689315 3 (K12 k3 k9)
0.954841604_ 2 (k4 k7)

9.953184293 " (k1 k12 k2 k3_k5_k7)
9.953184293 (K12 k2_k3_k4_k5_k9)
©.953184293 (k1 k2 k3 ks _k7_k9)
0.942942048 (k12 k3 k5 k7 _k9)
0.942942048 (k1 K12_k2_k3_k4)
9.938811585 " (k2 k3 ka4 ks _k9)
0.936703374 ~ (k1 k2 k3 k9)
9.936703374_ (k1 k12_k2_k7)
©.933032992 " (k1 k2 k4 k9)
9.933032992 _ (k4_k5_k7_k9)
©.939123298 (k12 k3 K7)
0.927763879 (k1 k2 k7)
9.917678013 (k1 k7)

0.915579611 ~ (k3 k9)

0.

913165615

(k12 k7)



10 Anhang

172/181

pm_LK+KM_86_
995272941

989239843

985009879

975237441

973184689

968692199

965136330

956044422

952794986

950165898

949269604

948801998

948325162

947207528

946702330

944499440

e e R R R R R R R NN R R R )

943803257

943637953

941098602

940838927

9391251608

935979286

934049609

933487112

932075317

930943797

929484925

927754113

926236185

924312433

924312433

924081156

918963718

918046801

913635012 _
912565628

O PO PO P OO OO P OO O PO PO O OO DO OOOOODDODO0DDODODODODODD D

9916284527
991025389

9863162160
985853674 _

984884900 _
980565997

974356182_

972329665
972020049

967481760
965860813

965037408 _
963132649
959659257
959090016

955283010
954173030

952046584
951547296_

949658919

949230507
948882011

948463631
948463631

947570874 _
947530208
947452769
947207528

947620496
946702330

945546243
945230398 _

944304319_
944244761

944244761

943722057 _
943717943

942573820_
942346363 _

940838927

940692201
948351656

936900984

934761456
934398034

933787975_
933653291

933032992

931925043
931020120

929866524
929698438_

929452696

927371791
926257065

924428320_
924312433

924312433

924312433
924201166

922899504
918963716_

918963718

916900496
915899410

o
[

~

~

w

@

FSENNR =Y
[ B e e

[ e e e e R R R A N

_locus_
60

__Klongruppe

__(a2_a7_b1)

(a2_a6_a7_bl)
(a2_a6_a7 bl b2)
(ks_a2 a6 a7 bl)

(K1 K12 k2 K3 _a8)
(K12 k3 a8)

(k1_k2)

(k12 k3)

(a7_bl1)

(k1 _k2_a2_a6_a7 bl b2)
(b37b7)

(k1_k12_k2 k3 a2 a6_a7_a8_bl)
(k5 a2 a6 a7 bl b2)
(k1 k12 k2 k3 a8 b2)
(a8_b7)

(K7_b6)

(K1 k12 k2 K3)

(a8 _b6)

(b2_b7)
(k7_a2_a6_a7 bl)

(ks_b2)

(k7_b3)

(K1_k2 b3 _b7)

(k5_a7 bl b6 b7)

(k5_k7 a2 a7 bl b7)

(k1] kZ aZ a6 a7 a8 . bl)

(a2 a6 a7 bl b2 | ) b7)

(k1_k2_k7_b3)

(k1_k12_k2_k3_a2 a6_a7_a8 bl b2 b7)
(k1_k12_k2_k3_a8_b2_b3_b7]

(k1 k12 k2 k3 a2 a6 a7 a8 bl b2)

(a2 b3 b7)

(K1 K12 k2 k3 a2 a7 a8 bl b2)

(k7_a8 b3)

(k1 k12 k2 k3 k5 a8 b3)

(k5_a2 a6 a7 bl b3 b7)

(a2_i a6 _ 37 as | b1 | | b2)

(a2_b6)

(k12_a8_b2)

(a6_as)

(k1 k12 k2 k3 k5 k7 a2 a6 a7 a8 bl b3 b7)
(K1 K12 k2 K3 k4 a2 a6 a7 a8 bl b2 b3 b7)--
(K1 _k2_a6) --
(k4_a2 a7 bl b3 b7)
(k7 a2 ab a7 | bl | b3)
(K1 k5 b2)

__ (k1 k2 a2 a6_b2)
(k12 k3 b3)
—(k1_Kk12_k2_k3_b2_b3)
(k1 K12 k2 k7 a8

(k4 a6 a7 bl)
k4 a6 b3 b7)
a6_b3 b7)
k5_b3)

k1 k7)

a7 bl b2)

k12 k2_k3_k4_k5_k9)

K1 k12 k2_k3_k4_k5_k7_k9_b6)
a2 a7 bl b2)

(K1 k12 k2 K3 b6)

~ (b2 b3) -C-
(k5 a7 bl) -C--C
(a2 a6) TC-G---CCAGA
_ (k5_a6)
—(k5_a2_a7_b1)
" (k2 k3 k4 k5 K9)
(k7 _a8)

~ (k5_ab _b2)
_(

_

_

I

I

I

_(
_
_(
_(
I
I
I
(k12 k7 _a8)
.
_
_(
I
I
I

k5 a2 a7 a8 bl b2)
ab a7 hlj

k5_a7 bl b2_b3_b7)
k5_a2_a7 bl b2 b3 b7)
k5_k7_a2_a7_as_bl b2)
k5 a2 a6 a7 a8 bl b2)
(K1 k2 k4 k9 a6 b6 b7)
(k12 k3 k5 k7 k9 a8 b6)
~ (k5_b2 b3 b7)
(k4 _b2)

_ (k4_a8)
~(a2_a6_a7_bl b2 b6)
" (k12 k3 k9 a6 a7 bl)
(k12 k3 k7 b2 b3 b7)
_(
_(
_
_
(

k7 a8 b2)
ab a7 ' b1 b6)
k4 _k7)
k7_b2 b3)
KA K5 KT KG @8) e L ol . ...




10 Anhang 173/181

0.912565628 1| 206 | (K12 k3 k9 a2 b2)
©.912565628 1| 286 | (k5 a7 a8 bl b6)
©.984591493_ 1| 75| (k4 k7 b2 b6)
©.894057698_ 1| 127 |_ (k4_k7_b3)
©.894057698_ 17| 1387|_ (a6_a3 b6)
©.894057698_ 1| 196 | (a8 b2 b6)
©.894057698 17| 197 | (k9 a8 b2)
pm_LK+KM @6 i | locus | _Klongruppe

995272941 56| 60 | (a2 a6 a7 bl)

991628452_ 22 |__190_|_ (a2 a6_a7_bl b2)

991025389 T 157|187 (k5 a2_a6_a7 bl)

989239843 177|708 | (k1 k12 k2 k3 a8)

986316210 23 | 78 | (k12 k3 a8)

985853674 a2 | 188 |_ (K1 k2)

985009879 39 | 208 | (k12 k3)

984384900 83| 129 | (a7 bl)

980565997_ 6 | 78 |_ (k1 k2_a2_a6 a7 bl b2)

975237441 17 |__se_| (b3 b7]

974356162 6 | 108 | (k1 k12 k2 k3 a2 a6 a7 a8 bl)

973184689 4| 87 | (ks a2 a6 a7 bl b2)

972329665 7| 61 | (k1 k12 k2 k3 a8 b2)

972020049 7| 52| (a8 b7)

968692199 6 78 | (k7 b6

967481700_ _ 23 66 | (k1 k12 k2_k3)

965860813 _ | (a8 _b6)

965136330 1 |~ (b2 b7)

965037408 _ (k7_a2 a6 a7 bl)
963132649 | (a2 a7 bl)
959659257 " |__(k5_b2)

959090016 k7 _b3)

956044422
955263010_
954173030

k5_a7_bl_b6_b7)

|
_
|
—(k1_k2_b3_b7)
—(
" (k5 k7 a2 a7 bl b7)

o Rl LR N- TR NN NN

952794986 | (K1 k2 a2 a6 _a7 a8 bl)
952046584 | (a2 a6 a7 bl b2 b7)
951547296 | (k1 k2 K7 b3)
950165898 _ | (k1_k12_k2_k3 a2_a6 a7_a8 bl b2_b7)
949658919 | (k1_k12_k2_k3_a8_b2_b3_b7)
949269604 |~ (k1 k12 k2 k3 a2 a6 a7 a8 bl b2)
949230507 | (a2 b3 b7)
948882011 | (k1 k12 k2 k3 a2 a7 a8 bl b2)
948801998 | (k7 a8 b3)
948463631 | (k1 k12 k2 k3 kS a8 b3)
948463631 _ _|__(k5_a2_ab_a7_bl b3 b7)
948325162 | (a2_a6_a7_a8_bl b2)
947570874 | (a2 be)
947530208 | (k12 a8 b2)
947452769 | (a6_a8)
947207528 | (k1 k12 k2 k3 k5 k7 a2 a6 a7 a8 bl b3 b7)--
947207528 (k1 k12 k2 k3 k4 a2 a6_a? @8 bl b2 b3 b7} === === === ==ooos sosoeo s esooio eoeooseoseeooioeos —aooooooo- € e
0.947020496 | (k1 k2 a6)
9.946702330_ | (k4 a2 a7 bl b3 b7)
9.946702336_ | (k7 a2 a6 a7 bl b3)
9.945546243_ | (k1 k5 b2)
©.945230398_ | (k1 k2 a2 a6 b2)
.944499448 | (k12 k3 b3)
©.944304319_ | (k1 k12 k2 k3 b2 b3)
©.944244761_ | (k1 k12 k2 k7 a8)
0.944244761_ | (k1_k2_a6_b2_b3)
.943803257_ | (k1_k2_k3_k9)
9.943722057_| 1 | (k1_k2_k3_k5_k7_k9_a2_a7_as_bl _b3_b7)
0.943717943_ |~ (k1 k12 k2 K3 k5)
0.943637953_ | (ks k7)
9.942573826 | (K1 k2 a8)
9.942346363_ | (k5 a8)
©.941098602_ | (a7 bl b2 b7)
©.940838927 | (k4 a6 a7 bl)
©.940838927 | (k4 a6 b3 b7)
©.940692201 ~ (a6 b3 b7)
.940351656_ _|__(k5_b3)
0.939125108_ | (k1k7)
0.936900984_ | __(ks_b7)
0.935979286_ | (k4 a2 a6)
0.934761456_ | __(ks_a2)
9.934398034 | (k12 k7 _as)
.934049609 | (a8 b2)
9.933787975_ | (a7 bl b2)
9.933653291_ | (k3 k9)
©.933407112_ " (k12 k2 k3 k4 k5 k9)
©.93332992_ " (k1 K12 k2 k3 k4 k5 k7 k9 b6)
0.932075317_ ~(a2_a7_bl_b2)
6.931925043_ " (K1_K12_k2_k3_b6)
0.931020120_ “(b2b3)~
0.930943797_ _|__(ks_a7_b1)
0.929866524 |~ (a2 a6)
0.929690438_ | __(ks_a6)
9.929484925_ | (k5_a2 a7 _bl)
9.929452696 | (k2 k3 k4 k5 k9)
9.927754113_ | (k7_a8)
9.927371791_ | (k5_a6 b2)
©.926257065_ | (k5 a2 a7 a8 bl b2)
0.926236185_ _|__(a6_a7 b
6.924428326_ 1 T 86| (k5 a7l bl b2_b3_b7)
0.924312433_ 209 | (k5_a2_a7 bl b2 b3 b7)
0.924312433_ 50_|__(k5_k7_a2_a7_as_bl _b2)
0.924312433_ 1 1|~ 41| (ks a2 a6 a7 a8 bl b2)
9.924312433_ 1| 205 | (ki k2 k4 k9 a6 b6 b7)
9.924312433_ 1| 198 | (K12 k3 k5 k7 k9 a8 b6)
9.924201106_ 3| 55| (k5 b2 b3 b7) -
9.924881156_ 3| 132 | (k4 b2) -
©.922899504_ 7 186 | (k4 a6) -




10 Anhang

174/181

©.918963718 6 _ (a2
0.918963718_ 6 (kL
0.918963718 6 (kL
©.918046801 3 (k7
0.916900496 4 (a6
0.915899410_ 2 _(ka_|
9.913635012_ 3 (K7l
9.912565628 5 (k4|
©.912565628 5 (k1
©.912565628 5 (K5
0.904591493 4 (ke |
©.894057698 3 (ka |
©.894857698 3 (a6
0.894057698 3 (a8
0.894057698_ 3 (k9
pm_LK+KM 06 r __Klol
©.995272941 4 (82
9.991628452 5 (82
0.991025389_ 5 (ks
©.989239843 5 (k1|
0.986316216 3 (kL
0.985853674_ 2 (k1
©.985009879_ 2 3 :(kl
0.984884900_ 2 (a7
0.980565997 7 (k1
9.975237441_ 2 (b3
©.974356182_ 9 (k1|
©.973184689 6 (ks
©.972329665 6 (k1|
0.972020049 2 (a8
0.968692199 2 (k7
0.967481700_ 4 (k1
0.965860813_ 2 (=8
©.965136330 2 (b2
©.965037408 5 (k7
0.963132649 3 (a2
©.959659257 2 (ks
©.959090016 2 (k7
0.956044422 4 (k1
©.955283010_ 5 (ks
0.954173036_ 6_ (ks
©.952794986 7 (kL
©.952046584 6 (=2
9.951547296 4 (kL
0.950165898 | 11 (k1|
©.949658919 8 (k1|
0.949269604 | 10 (k1|
0.949230507 3 (a2
0.948882011 | 9 | 1|4~ (k1
6.948801998 3 1 3129 |
0.948463631 7 1 2| 65|
0.948463631 7 1 2| 51|
0.948325162 6 1 5| 53|
0.947570874 2 2 3] 203 |
0.947530208 3 1 8] 18|
0.947452769_ 2 1| 11 |__18e_|__
0.947207528 | 13 1 1| 159
0.947207528_ 13 1 1| 171
0.947020496 3 1| 14| 196
0.946702330 6 1 2| 191
0.946702330 6 1 2| 45|
0.945546243 3 2 2| 15|
0.945230398 5 1 7 81
0.944499440_ 3 1 7| 194
0.944304319 6 1 3| 52| _
0.944244761 5 1 2| 199 |__
0.944244761 5 1 2| a3
0.943803257 4 1 3] 1|
0.943722057 | 12 1 1| 21|
0.943717943 5 1 4| 184 |
0.943637953 2 1 8| 205
8.942573820_ 3 1|21 LE]
0.942346363 2 1 9| 127
6.941098602 4 1 6| 58
8.940838927 4 1 2| 207
0.940838927 4 1 2| 206 |
0.940692201 3 1 5| 48 |
0.940351656 2 1 8 39|
0.939125108 2 1 6| 222 |
8.936900984 _ 2 1| 18| aa|__
0.935979286 3 1 2| 129
0.934761456 2 1| 22197
8.934398034 3 1 | e
0.934049609 2 1] 16| 44|
0.933787975 3 1 30 203 |__
.933653291 2 1 9 13
0.933407112 6 1 2| 222
0.933032992_ 9 1 1 |__219_
0.932075317 4 1 27 6
0.931925043 5 1 2 |__157_
8.931020120 2 1|— 1e | 111
0.930943797 3 1] 26| 56|
0.929866524 2 1| 59 |__198 |
0.929690438 2 1| 18| 162 |
0.929484925 4 1 21 172 |
8.929452696_ 5_ 1 3|16 |__
0.927754113 2 1 9| 66|
8.927371791 3 1 5| 110 |
8.926257065 6 1 3| a8 |
0.926236185 3 1| 68| 195|
0.924428320 6 1 2 66

a6_a7 bl b2 b6)

_b2_b6)
_a8_b2)

2 k3)

b7)

“k12_k2_k3)

(k5 k7)

"1 (k5_a8)
"~ (a7_bl_b2_b7)
_ (k4 _a6_a7 bl)

2 k3 k9 ab a7 bl)
2 k3 k7 b2 b3 b7)
ag b2)

a7 bl bé)

k7)

b2_b3)

k5 k7 ks a6)

2 k3 ke a2 b2)
a7 a8 bl b6)

k7 b2 b6)

k7 b3)

a8 bé)

ngruppe
a6 a7 bl)
a6_a7 bl b2)
a2 a6 a7 ' b1)
k12 k2 k3 a8)
2 k3 a8)

k2)

_b1)

k2 a2 a6 a7 bl b2)

 b7)

k12 k2 k3 a2 a6 a7 a8 bl)
a2 ab a7 bl hZ]

k12 k2 k3 a8 b2)

b6)

_b6)

' b7)

a2 ab a7 bl)

a7 bl)

_b2)

_b3)

“k2_b3_b7)

a7 b1 b6_b7)
_k7_a2_a7_bl_b7)

_k2 a2 a6 a7_ag bl)
_a6_a7 bl b2 b7)

k2 k7 b3)

k12 k2 k3 a2 ab a7 a8 bl b2 b7)
k12 k2 k3 ; aB h2 b3’  b7)

k12 k2 k3 aZ aﬁ a7 a8 bl b2)
b3 b7)

k12 k2_k3_a2_a7_a8 bl b2)

(k7_a8_b3)

(kl k12 k2 k3 k5 a8 b3)

(k5 a2 aﬁ a? bl b3 b7]

(a2_: a6 a7 aﬁ bl | hz]

(a2 b6)

(k12 a8 b2)

(a6_a8)

_ (k1 k12 k2 k3 k5 k7 a2 a6 a7 a8 bl b3 b7)-
_ (k1 k12 k2 k3 k4 52 aﬁ a7 aﬁ hl h2 b3_| b7]
(kl k2 alﬂ

(k4 a2 a7 bl b3 b7)

(k7_: a2 ab a?_hl_ha]

(k1_k5_b2)

_ (k1 k2 a2 ab ) b2)

_ (k12 | k3 h3)

(k1 | K12 k2 k3 b2 b3)

(k1_| k12 k2 k7 . aﬁ]

(kl k2 26 b2 b3)

(k1 k2 k3 k3)

(k1_| k2 k3 k5 K7 k9_a2 a7_a8_bl _b3_b7)
(k1 k12 k2 k3_k5)

(k1_k2_a8)

(k4 a6 b3 b7)
(a6_b3_b7)

(k5_b3)

(k1 k7)

(k5_b7)

" (k4 a2 26)

_ (k5 a2)

(k12 k7_a8)

(a8 b2)

(a7_bl_b2)

(k3 k9)

(k12 k2 k3 k4 k5 k3)
_ (k1 k12 k2 | k3 k4 k5_k7_k9_bs)
" (a2 a7 bl b2)

_ (k1 k12 k2 k3_b6)
(bZ b3)~

(k5_a7 bl)

(a2_: a6)

(ks_a6)

(k5_a2 a7 bl)

(k2_| K3 k4 k5_k3)
(k7_a8)

(k5_a6_b2)

(kS a2 a7 a8 bl b2)
(a6 a7 | bl]

(k5 a7 bl b2 b3 b7)

0.924312433

0.924312433 1
8.924312433 1

9.924312433 7 1 1

.924312433 7 1 1

0.924201106 4 1 3

0.924081156 2 1 3

0.922899504 2 1 7186 |
0.918963718 6 1 1| 146 |
0.918963718 6 1 1| 200 |
0.918963718 6 1 1| 49|
0.918046801 3 1 2| 191|
0.916900496 4 1 2| 208 |
08.915899410_ 2 1 18 |
0.913635012 3 1 Tuar |
0.912565628 5 1 193 |
0.912565628 5 1 ~2e6 |
0.912565628 5 1 206 |
0.984591493 4 1 s
0.894057698 3 1 T
0.894057698 3 1 18|
0.894857698 3 1 196 |
0.894057698 TeT |

(k5 a2 a7 bl b2 b3 b7)
_ (k5| k7 a2 a? a8 bl _b2)
_ (k5_a2_a6_a7_a8_| bl _b2)
(k1] k2 k4 k9 a6 b6  b7)
(k12 k3 k5 k7 k9 asg_b6)
(ks | b2 b3 h7l

(k4 b2)

(k4_a6)

(a2 a6 a7 bl b2 be)
(k12 k3 k9 a6 a7 bl) -
(k12_] k3 | k7 h2 b3_b7) -
(k7 a8 b2)~
(a6_a7 bl b6)
(k4_k7)

(k7_b2 b3)

(k4 k5_k7_k9_a6)
(k12 k3 k3 a2 b2)
(k5 a7 a8 bl b6)
(k4_K7_b2_b6)

(k4 k7 b3)

(a6_a8 b6)
(a8_b2_bs)

(k9_a8 b2)
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10.5.3.2 HPCs Patient 2

pm_LK 2002 r z i | locus |  Klongruppe -
1.800000000 6| 27| 27| 104 | (al a2 a3 a4 a5 ab)

.996861468 5 2|29 | 61| (=al=aé in FR2) (al a2 a3 a5 aﬁ}
0.990292390 2 1 30 | 180 | (a3 a5) -

pm_LK 20802 r z i |_locus_|__ Klongruppe

1.000000008_ 6 |27 |27 |_ 184 | (al a2_a3_a4_a5_a6)

.996861460 5 27|29 | 61 |_(=al=a6_in_FR2) (al_a2 a3 a5 a6)---CT-
©.990292398_ 2 1| 36 180_| _(a3_as) ---CT-
pm_LK 2002 r z i | locus |  Klongruppe 201-
1.000000000 | 6 | 27 | 27 | 184 | (al a2 a3 a4 a5 ab) -
©.996861460 5 2| 29| 61 | (=al=ab in FR2) (al a2 a3 a5 a6)-
0.9%02923% | 2| 1 30 | 186 | (a3as)  -ee-e- R AR ELEL L]
pm_KM 2805 r_ z_| i | _locus_|_ Klongruppe

1000000000 | 14 | 22 | 22 | 172 | (k1 k18 k1l k12 k13 k14 k2 k3 k4 k5 kb k7 k3 k3)

© 998390254 | 13 17|~ 237" 61 | (kL k10 k11 k12 k13 k14 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k3)
0998390254 | 13 1| 23| 207 | (k1 kie k11 k12 k13 k14 k3 k4 k5 k6 k7 ks k)
0998390254 | 13 1| 23| 162 | (k1 k18 k11 k12 k13 k2 k3 ka4 k5 k6_K7_k8_k9)
0998390254 | 13 1| 23| 83| (k1 k18 k11 k13 k14 k2 k3 k4 k5 k6_k7 k8 _k9)
0996834761 | 12 1|24 | 82 | (kL k10 k11 k13 k14 k2 k3_kd_k5_k6_k7_k8)

© 996113791 | 11 17|~ 25 | 41 | (k1 k10 k11 k2 k3 kd k5 k& k7 k8 k3)

0996074069 _ 9 1] 25 9 | (k18 k11 k12 k13 k2 k3 k5 k6 k9)

0996074069 _ 9 1] 25| 16| (k1 kie k13 k14 k3 k4 k5 k8 _k9)

©_996011853_ 7 1] 24| 129 | (k12 k13 k2 k5_k6_k8_k9)

©_994976559_ 6 1|27 |__130_|_(k1_k10_k11 kl4 k3 k7)

0 994366030 3 17| 26| 18 | (K12 k7 k9)

0993923350 2 4| 32| 31| (k13 k14)

0993218771 _ 3 1] 27 | 190 | (ki1 ki2 k9)

0992973431 3 1] 27 | 18| (k13 k14 ks)

©_992785142_ 3 1|29 | 13 |_ (K11 k5.k9)

© 991806910 3 17| 28| 80 | (K11 k14 k7)

0989489587 _ 2 1| 27| 17| (k12 k7)

pm_KM 2805 z _locus_|__ Klongruppe

1_800090008 _ 2 22 | 172_|_ (K1 K10_k11 k12 k13 k14_k2_k3_k4_k5_k6_k7_k8_k3)

© 998390254 | 13 17|~ 237" 61 | (kL k10 k11 k12 k13 k14 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k3)

0 998390254 | 13 1| 23| 207 | (ki1 kie ki1 ki2 ki3 k14 k3 k4 k5 k6 _k7_ks_k9)
0998390254 | 13 1] 23| 162 | (k1 kie ki1 ki2 ki3 k2 k3 ka ks_k6_k7_ks_k9)
0998390254 | 13 1] 23| 83 | (k1_kie kil k13 k14 k2 k3 k4 k5_k6_k7_k8_k9)
0996834761 | 12 1|24 | 82 | (kL k10 k11 k13 k14 k2 k3_kd_k5_k6_k7_k8)

© 996113791 | 11 17|~ 25 | 41 | (k1 k10 k11 k2 k3 kd k5 k& k7 k8 k3)

0996074069 _ 9 1] 25 9 | (k1@ kil k12 ki3 k2 k3 k5 k6 k9)

0996074069 _ 9 1|25 |16 | (k1 kie k13 k14 k3 k4 k5 ks k)

©_996011853_ 7 1| 24 |__129 | (k12 K13 k2 k5 k6 _k8_k9)

©_994976559_ 6 1|27 |__130_|_(k1_k10_k11 kl4 k3 k7)

©_994366030_ 3 17|26 | 18 | (K12_k7_k9)

© 993923350 2 47| 32| 31| (k13 K14)

0993218771 _ 3 1] 27 | 190 | (ki1 ki2 k9)

0992973431 3 1] 27 | 18| (k13 k14 ks)

©_992785142_ 3 1|29 | 13 |_ (K11 k5.k9)

9991806910 _ 3 17|28 |80 | (K11 k14 k7)

© 989489587 2 1| 27| 17| (K12 °k7)

pm KM 2005 |  r | z | i | locus_|_ Klengruppe

1000000000 | 14 | 22 | 22 |_ 172 |_ (k1 _k1e k11 k12 k13 k14 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k8 _k3)
© 998390254 | 13 1| 23| 81 (kl K10 k11 k12 k13 k14 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k9)
6998390254 | 13 1| 23| 207 | (K1_k16_k11_k12 k13 k14 k3_k4 k5 k6 _k7 k8 k9)
© 998390254 | 13 17|~ 237|162 | (k1 kle k11 k12 k13 k2 k3 k4 k5 ke k7 k8 k9)
© 998390254 13 1| 23| 83| (k1 k1@ k11 k13 k14 k2 k3 kd k5 k6 k7 k8 k3)
996834761 1| 24 | 82 | (KL_k10_K11_k13 K14 _k2_k3_k4_k5_k6_k7_k8)
® 996113791 s 41| (K1 k10 K11 k2 k3 k4 7k k6 k7 kB k3)
6996074069 _ R 9 | ( ' k3_K5_k6_|

0 996074069 T 25| 16 | (k1 kie k13 k14 k3 k4 ks k8 k9)

® 996011853 T4 129 | (

994976559 27| 136 | (K1_K16_K11_k14 k3_K7)

9 994366030 T 26 | 18| (K12 k7 Kk9)

© 993923350 T 32| 31| (K13 K14)

©_993218771_ 27| 1%0_|_ (k11 k12_k9)

© 992973431 T 27| 187|” (K13Tk14 k8)

6_992785142_ 29| 13| (K11_K5_K9)

© 991806910 T 28| 88 | (K11 k14 k7)

0989489587 27 17 | (k12 k7]

pm_LK02 KMB5 __ Klongruppe

1 600000606
6 998779477
©_998779477_|
6 998779477 _|
6_997629272_|
6 997354361 |
6 997264678 |
6 996854665 |
6 996245617
6 995466541 |
6995451944 |
6_994644658_|
6 994621201 |
6 994387303
6994066149
6_993771438_|
6993330480 |

(k& k1 k10 k11 k12 k13 k14 k2 k3 k4 k5_k6 k7 k9 al a2 a3 a¢ a5 a6)

(kB K1 k10 k11 k12 k13 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k9 al a2 a3 a4 a5_a6)
(k8 K1 k10 k11 k12 k13 k14 k3 k4 k5 kb k7 k9 al a2 a3 a4 a5 a6)

(k8 k1 k10 k11 k12 k13 k14 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k9 al a2 a3 a5 a6)

(k1_k16_K11_k12_k13_k14 k2_k3_k4_k5_k6_k7_k9_al_a2_a3_a5_a6)

(k8_k1 k10 K11 k12 K13 K14 k2 k3 k4 k5 k6 _k7_K3)

(k8 k12 k13 k2 k5 k6 k8 al a2 a3 a4 a5 ab)

(k13 k14 al a2 a3 a4 a5 a6)

(k12 a1 a2 a3 a4 a5 a6)

(k16 k11 k12 K13 k2 k3 kS k6 _k9)

(k& k1 k18 k11 k13 K14 k2 k3 k4 k5 k6 k7 _k9)

(k12 k7_k9)

(k11_a3)

(k8 K1 k10 k13 k14 k3 k4 k5 Kk9)

(k& k1 k10 k11 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k3)

(kB_k1_k10_k11 k13 _k14_k2 k3 k4 k5_k6_K7)

(k1 k18 K11 k14 k3 k4 k5 k6 k9 al a2 a3 a4 a5_a6)

© 993209287 | (k11 k12 K9)
© 991719981 (k11 k5 k9)
6 991606417 | (kB K13_k14)
6991288488_| (k13 k1d)
6991269043 | (k13 a3 a5)
0990900142 (k11 k14 k7)
0 990656748 (k12 k7)
pm_LKO2_KMOS __ Klongruppe

1_600000006_
6998779477 |
© 998779477 |
6 998779477 |
6 997629272 |
6 997354361 |
6_997264678_|
6_996854665_|
6996245617 |
© 995466541
6 995451944 |
6_994644658_|
6994621201 |
© 994387303 |
6994066149 _|
6 993771438
6993330480_|

(k8_K1_k10_k11_k12_k13_k14_k2_k3 kd_k5_k6_k7_k9_al a2 a3 ad_a5_a6)
(k8_k1 k10 k11 k12 k13 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k9_al a2 a3 a4 a5 _a6)
(k8 k1 k10 k11 k12 k13 k14 k3 k4 k5 k6 k7 k9 al a2 a3 a4 a5 a6)
(k8 k1 k10 k11 k12 k13 k14 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k9 al a2 a3 a5 a6)
(k1 K10 K11 k12 k13 k14 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k9 al a2 a3 a5 ab)

(k& k12 k13_k2 k5 k6 k8 al a2 a3 a4 a5 ab)
(k13_k14_al_a2_a3_a4_a5_a6)

(k12721 a2 a3 a4 a5 a6)

(k10 k11 k12 K13 k2 k3 k5 K6 K9)

(k& k1 k10 k11 k13 K14 k2 k3 k4 k5 k6 k7_k9)
(k12_k7_k9)

(k11a3)

(k8 K1 k10 k13 k14 k3 k4 k5 k9)

(k& k1 k1o k11 k2 k3 k4 k5 ko k7 k9)

(k8 K1 k10 k11 k13 k14 k2 k3 k4 K5 k6_k7)
(k1 k18 K11 k14 k3 k4 k5 k6 k9 al a2 a3 a4 a5_a6)

6 993209287 | (k11 k12 k9)
6_991719981_| _|__(k11_k5_k9)
6991606417 | (ks K13 k14)
© 991288488 | (k13 k14)

6991269043 | (k13 a3 a5)
6990900142 (k11 k14_k7)

- (
6 990656748 | T (k12 k7)

AC--C---C--TA--
AC--C---C--TA--

PEEEPEREEEPEEEEEEEER R

--CC---TA--
--€C---TA--

cC---TA--

T CC---TA--
T --CC---TA--
T --CC---TA--
T CC---TA--
T CC---TA--
Teeeees CC---TA--
Teeeeen CC---TA--
T--C--- CC---TA--
Teemees €C---TA--
Teeeees CC---TA--
Teeeeen CC---TA--
Teemees CC---TA--
Temees A-CC---TA--
Teeeees CC---TA--
Teemees CC---TA--
Temes CC---TA--
-T- --CC---TA--
Teeeeen --CC---TA--
R --CC---TA--
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pm_LK®2 KMes|_ r | z | i | locus_|__ Klongruppe

1 eeeeeeeee | 20 | 20 | 20 | 72 | (k8 k1 k16 k11 k12 k13 k14 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k9 al a2 a3 a4 a5 ab)
3_998779477_|_19_| 1| 21 |_ 162 |_ (kB k1 klE kll klZ k13 kZ k3 k4 ks_k6_k7_k9_al aZ 63 a4 as aﬁ)
© 998779477 | 19 17| 21| 287 | (k8 k1 k18 k11 k12 k13 k14 k3 k4 k5 k6 k7 k9 al a2 a3 a4 a5 a6)
6998779477 | 19 1| 21| 65 | (k8 k1 k16 k11 k12_k13 k14 _k2_k3_k4_k5_k6 k7 k9 al a2 a3 a5_a6)
9 997629272 | 18 17|~ 22| el | (k1 k18 k11 k12 k13 k14 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k9 al a2 a3 a5 a6)

© 997354361 | 14 1| 22| 232 | (k8 k1 k18 k11 k12 k13 k14 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k9)

6997264678 | 13 1| 22| 129 | (k8_k12_K13_k2 k5 K6 k9 al a2 a3 a4 a5 ab)

© 996854665 8 27| 237|447 |_ (k13 k14 al a2 a3 a4 a5 a6)

© 996245617 7 2| 25| 84| (k12 al a2 a3 a4 a5 a6)

9_995466541 9 1| 25 9 | (k18_Kk11_k12_K13_k2_k3_k5_k6_k9)

© 995451944 | 13 17| 23| 83 | (k8 k1 k1® k11 kI3 k14 k2 k3 k4 k5 k6 k7 k9)

0994644658 3 1|26 | 18| (K12_k7_k9)

9 994621201 2 17|~ 25 | 177 | (k11 a3)

© 994387303 9 1| 25| 16 | (k8 k1 k18 k13 k14 k3 k4 k5 k9)

6994066149 | 11_ 1|25 | 41| (k8 k1 k16 _k11_k2_k3_k4 k5_k6_k7_k9)

© 993771438 | 12 17| 24| 82 | (ke k1 k18 k11 k13 k14 k2 k3 k4 k5 k6 k7)

© 993330480 6 1| 27 | 138 | (k1 k18 k11 k14 k3 kd k5 k6 k3 al a2 a3 ad a5 ab)

©_993209287_ 3 1|27 |_ 198 |__ (ki1 k12 ks)

® 991719981 3~ 17| 29| 13| (K11 k5 k9)

6 991606417 _ 3 1|27 | 18| (k8 k13 Kl4)

© 991288488 2 27| 327|217 (K13 K14)

© 991269043 3 1| 28| 188 | (ki3 a3 a5)

6990960142 3 1| 28| 88 | (K11 k14 k7)

0 990656748 2 1 27 17 (k12 k7)

10.5.3.3 HPCs Patient 3

pm_LK 2084 __Klongruppe

1.000000008 =m2)_(ml m1@ mll m2 m3_m4 m5 m6 m7 m8 m9)
©.993388763 _ (ml mlH mll | m3 m4 mﬁ m7 mﬁ Vll9]
0.993215251_ __(m1_mle_mll_m3_m4_m5_m6_m7_mg_m9)
0.984217308 (ml m1e T mll m3 1 m4 m5 mé mE)

0.979015847 (mlﬂ n1l m7 m9)

0.978450620 _ __(ml_mle m3_m4_rn7)

0.977948899_ (m7_m8)

.977921971 "~ (=m5)_(m1@ m1l m5)

0.974290904 _ (mlr rn4 m7)

0.972455583 _ (m7_m9)

pm LK 2004 r. __Klongruppe

1.000000000 | 11 _ (=m2) (ml m1e _mll m2 m3 m4 m5 m6 m7 m8 m9)
©.993388763 9 (m1 ml6 mll m3 m4 m6 m7 ma mQ)
0.993215251 | 10 " (m1_ml€ mll m3 m4_m5 m6 m7 m8 m9)
0.984217308 8 __(m1_mle_mll_m3_m4_m5_m6_m8)

6.979015847_ 4 " (m1@ m11m7 mo)

0.978450620 5 _ (m1 ml@ r m3 mé4_m7)

0.977948899 2 —(m7_m8)

6.977921971_ 3 " (=n5)_(m1® m1l m5)

©.974290904 _ 3 (ml md_m7)

0.972455583_ 2 —(m7_m9)

pm_LK 2004 r __Klongruppe 201-
1.00000000_ =m2)_(ml_mle_mll m2_m3_m4_m5_m6_m7_me _m9) -
9.9933557637 (ml mlﬂ mil m3 m4 mﬁ m7 mE ma) -
©.993215251 (m1 m16 mll m3 m4 m5 m6 m7 m8 ; m9) -
0.984217308_ —_(m1_mle_mll_m3_m4_m5_m6_me) -
0.979015847_ __(m18_m11_m7_m9)

0.978450620 _ (ml mle r m3 mé4_m7)

8.977948899 ~ (w7 _m8)

0.977921971 5)_(m1e_m11_m5)

6.974290904 " (m1_md_m7)

0.972455583 7(m7im9]

pm_KM_2804__ | r_| 7| i_|_locus_|__Klongruppe = sseseseemme--eoeoooe
1.000000000 9 | 13| 13| 145 | (nl nl@ n3 n4 n5 n6 n7 n8 n9)---
9.996081596 8 2| 15| 24| (nle n3 n4 n5 né n7 n8 n3) -
6.992785701_ 6 1|14 |_ 221 |_ (nl_n16_n3_n4_n5_n3) -
9.989760871 5 17— 16| 18| (nl8 n3_n7 n8 n9) -
6.989760871_ 5 1 16| 16_|_ (n3_n4_n6_n8_n9) -
©.989158198 9°|__(n3_n4 n5_n7) -
pm_KM 2004 i | locus | Klongruppe 101-
1.000000000 145 | (n1 nl@ n3 n4 n5 n6_n7 n8 n9)-
©.996081596_ 24 | (nlﬂ n3_n4 n5 né_n7_ng ng} -
©.992785701_ 221_| (nl nle_n3 n4 n5 _ng)

6.989760871_ 18_|_ (n16_n3_n7_ng ng)

©.989760871 16 | (n3 n4 n6é_ng n9)

6.989158198_ 9_|__(n3_n4_n5_n7)

pm_KM_ 2804 i | locus_|_ Klongruppe

1.600000000 145 | (n1 n1® n3 n4 n5 n6 n7 n8 n9)---
9.996081596 24 | (n1@_n3 n4 n5 né n7 ng ng) -
6.992785701_ 221_|__(n1_n16_n3_n4_n5 ng) -
9.989760871 18_|_ (nl@ n3 n7 ng ng) -
6.989760871_ _|___16_|___16_|__(n3_n4_n6_ng ng) -
©.989158198 9 | (n3_n4 nS n7) -
pm_KM_2086__ _locus_|_Klongruppe

1. - _136_|_(=x3)_(x1_x2_x3_x4_X5_x6_x7_x8 xg)
6.994660532_ T 537|_(x1_x2_x4_x5_x6_x7_x8_x9]
.978737511_ 2217 | (x1_x5_x39)

.978737511_ 137 (x1x6 x39)

0.978656322_ 9_|_(=x8)_(x5_x6_x7_x8 x3)

0.978656322_ ~ 16 |_(=x2)_(x2_x4_x5_x7_x9) -
pm_KM_2086__ | _locus_]|_Klongruppe

1.000600000_ =x3)_(x1_x2_x3_x4_x5_x6_x7_x8_x9)--
8.9946608532_ 53 |_(x1 x2 x4 x5 x6_x7_xB_x9)

.978737511 2217 | (x1 x5 x9)

.978737511 13| (x1 x6 x9)

.978656322 9 (x5 x6_x7_x8 x9)

.978656322 16 “(x2_x4 x5 _x7 x9)

pm_KM 2006 _locus | _Klongruppe

1. B 136 | (=x3) (x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7 x8 x9)
0.994660532 53 ] (x1. X2 x4 x5 xﬁ X7 x8 19]

9.978737511 T 221 | (x1 x5 x9)

9.978737511 13| (x1 x6 x9)

0.978656322 R (x5 x6_x7_x8 x9)

0.978656322 16 “(x2 x4 x5 x7 x9)




10 Anhang

177/181

pm_KM_2007 r z i_|_locus_|_Klongruppe -
1.000000008_ 18| 11| 11| 24| (s1.510_s2 s3 s4_s5_s6_s7_s8 s9) -
.995955872 9 27|13 | 53| (s1_s2 53 54 55 56 57_58_s9) -
9.991522379 6 112|221 10) (s1 s1e_s2_s3_s5_s7) -
.989745134 6 1| 14 16 56)_(53_54_s6_s7_s8_s9) -
©.985658133 2 1 14 9 | (s2 s8) -
©.982881666 2 1 15 | 221 | (s4 s8) -
©.982881660 2 1 15 15 | (=s9) (s4 s9) -
pm_KM 2807 r z i | _locus_| Klongruppe -
1.000000008 | 18 | 11 | 11 24| (s1 518 52 53 s4 s5 s6 57 _s8 s9) -
.995955872 9 2| 13 53 | (s1 s2 s3 s4 s5 s6 s7_s8 _s9) -
9.991522379 6 1| 12| 221 | (=s18) (sl s10 s2 s3 s5 s7) -
©.989745134 6 1] 14 16 | (=s6) (s3 s4 s6 s7 _sB s9) -
.985658133 2 1] 14 9 | (s2_s8) -
0.982881660 2 1| 15| 221 | (s4 s8) -
.982881660 2 1 15 15 | (=s3) (s4 s9) -
pm_KM 2007 r z i | locus | Klongruppe

1.000000000 | 18 | 11 | 11 | 24 | (sl s1@ s2 s3 s4 s5 s6 s7 s8 s9)

©.995955872 9 2| 13| 53| (sl s2: s3 54 S5 s6 s7 s8 593

0.991522379 6 1] 12] 221 (Sl 519 s2 s3 s5 37]

0.989745134 6 1| 14 716 (‘33 s4 56 57 s8 59]

0.985658133 2 1] 14 9 (52 SBJ

©.982881660 2 1| 15 7221 (54 s8)

@.982881660 | 2| 1 15 | 15 | (=s9) (s4 s9)

pm_LK_2007__|__  r_| z_| i_|_locus_|_ Klongruppe -
1.800000000 | 8 | 11 | 11 | 126 | (06 ol ol® 02 o4 05 08 09) -
6.994451641_| 7| 1|12 | 21 |_ (o6 ol 02 o4 05_08 09) -
9.994451641 | 7| 1|~ 12| 18| (06 0l 0l@ 02 04 05 08) -
£.994451641_| 7| 1| 12| 16 |_ (06 ol o0l6 o2 o4 05 09) -
9.985522602_| 4| 17|~ 15| 2217| (=02) (06 ol 02 od) -
9.985282237 | 2 | 2| 14 | 221 | (08 09) -
pm_LK_ 2007 _locus_|_ Klongruppe 101 -
1.660000000_ ~ 126 |_ (06_ol_0l6 02 o4_05 08 09) -
9.994451641 T 21| (o6 0l 02 04 05 08 09) -
©.994451641_ _ 18 |_ (o06_ ul 016, 02 04 05 _08) -
9.994451641 16 | (06 0l 0l@ 02 o4 05 09) -
0.985522602_ | o =02) (nﬁ ol 02 04] -
9.985282237_ |” 2217 | (08 09) -
pm_LK 2007 _locus_|_ Klongruppe 201

1.000000000 _ 126 | (o6 0l 018 02 04 05 08 09)

6.994451641_ 21| (06_ol_02_04 05_08 09)

0.994451641 18 | (06 01 018 02 04 05 _08)

6.994451641_ 16 |_ (06_ol 016 02 o4 05 09)

9.985522602_ ~2217|__(=02) {06 ol 02 04)

.985282237 221 | (08_09)

pm_LKO4_KMO4| -

1.000000000 _(=m2)_(n1 n1@ n3 n4 n5 n6_n7 ng n9 ml mlo mll m2 m3 m4 m5 m6_m7 mé m9) - C
0.995734681_| —(n1_n16_n3_n4_n5_n6_n7_ng_ng_ml_mle_mll_m3_mé_m5_m6_m7_m8_m3) - C

0.995474778" ~(n17n16_n3"n4_n5_n6_n7_n8_ng ml_mle_mll m3_m4_me m7 mg m9) - C
0.994308875_| “(n1 n10_n3 n4 n5 n6_n7 ng ng) - C
0.992568049_| ~(n16_n3 n4_n5 n6_n7 n8_n9 ml mie mil m3 m4_m5_m6 m7 m§ m9) - GC
0.996863297_| ~(n16_n3 n7_ng n9_ml mle_mll m3_mé m5 me_ms) - GC
0.996331357_| ~(n1.n10 n3 n4 n5 ng ml_md m - C
0.996092723_| “(n3_n4_n5_n7 ml ml6_nll m2 m3 m4 _m7) - C

0.996092723 | ~(n3_n4_n6_ng _n9 mle_mll m7 m9) - C
0.989986822_| ~(n5_m1ml6_mil m3 m4_m6 m7_mg m9) - C

0.988344503 | “(n3_m7_m8) - C
0.985866294_| —(n6_m7_n9) - C

0.985666125 | ~(n18_n3 n4_n5 n6_n7_n8_ng ml mie_mil m3 m4_m6_m7 m8_m9) - C
0.984780239 | _(=m5)_(m16_m11_n5) - C
pm_LKO4_KMO4| s 101

1.000000000 | 48_| N-m2) (n1 n10 n3 n4 n5 n6 n7_ns n9 mlL mle mil m2 m3 m4 mS_nG m7_ms m9)

0.995734681 | 3 | (n1.n16 n3 n4 n5 n6_n7 ng ng ml mle mll m3 mé m5 m6 m7 m8 m9)

0.995474778_| 6_| (N1 n1e_n3 nd n5 n6_n7 ng_ng ml mle_mll n3 md_m6 m7_m m9)

.994308875_| 37| _(n1 n16_n3_n4 n5_n6_n7_ng ng)

0.992568049_| 4_|_(n16_n3 n4_n5 n6 _n7 n8 n9 ml m16 mll m3 m4 m5 m6 m7 m§ m9)

0.996863297_| 8_|_(n16_n3_n7_n8_ng_ml_nl0_mll_m3_md_m5_mo_ms)

0.996331357_| 17|~(n1_n16_n3"nd_n5_n9 ml md_m

0.996092723 | 9 | (n3 n4_n5_n7 ml ml6_nll m2 m3 m4 _m7)

0.990092723_ 6_|_(n3_n4_n6_ng_n9_m16_nmll_m7_m9)

0.989986822 | 37| (n5_m1nlé_mll m3 m4_m6_n7_ms_m9)

0.988344503 | 3_|_(n3_m7 _m8)

0.985866294_ 8_|_(n6_m7_m9)

0.985666125_| 4_|_(n16_n3 n4_n5 n6_n7_n8_ng ml mle_mll m3 m4_m6_m7 m8_m9)

0.984780239_| 17| _(=m5]_(m1e_m11 m5)

pm_LKO4_KHMO4| s 201

1.000000000 48_| _(=m2)_(n1_n16 n3_n4_n5_n6 n7_ng n9_ml mle mll m2 m3_m4_mS_m6 m7_m8 m9)

0.995734681_| 3_|_(n1.n10_n3 n4 n5 n6 n7 ng ng ml mle mll n3 mé m5 m6 m7 md m9)

0.995474778_| 6_|_(n1_n16_n3_n4_n5_n6_n7_ng_ng_ml_mle_mll_m3_mé_m6_m7_ms_m9)

.994308875_| 37| (n1 n16_n3"n4_n5 _n6_n7_ng ng)

0.992568049_| 4_|_(n10_n3 n4 n5 n6 n7 n8 n9 ml m10 mll m3 m4 m5 m6 m7 m§ m9)

©.998863297_ 8 | _(n16_n3_n7_n8 n3 ml mlo_mll m3 m4 m5 m6_mg)

0.996331357_| 1_|_(n1_n16_n3_nd_n5 n9g ml m4 m7)

0.996092723 | 9 | (n3 n4_n5_n7_ml mle mll m2 m3_m4_m7)

0.996092723_| 16_|_(n3 n4_n6_n& n9 mlo_nll m7 m9)

0.989986822_| 33_|_(n5_m1 mle_mll m3 m4_m6 m7_mg m9)

0.988344503 | 137|_(n3 m7_m8)

0.985866294 | 18_|_(n6_m7 m3)

0.985666125_| ___24_|_(n16_n3_n4_n5_n6_n7_n8_n3_ml_ml6_mll_m3_m4_m6_m7_mg_m9)

0.984780239_| 2217 | (=m5)_(m10_m11 m5)




10 Anhang 178/181

pm_LKOAKMOAKMOE | T Tocus| Klongruppe

1.000000000 29 48 | (alle LKe4)

0.996311847 26 126 | (n1.n10_n3_n4 n5 n6 n7 nB_n9 x1 x2 x4 X5 x6 x7 xB x9_ml ml@ mll m3 mé m6_m7 mg_n9)
0.996037927 o7 ~ 53 | (n1_n16_n3 n4 n5 n6 n7 n8 n9 x1 x2 x4 x5 x6 x7 x8 x9_ml ml@ mll m3 md_m5 m m7 ng m9)
0.995359389 9 57 | (n1 n1@ n3 n4 n5 n6 n7 n8 ng)

0.993568689 6 " 447|(n18_n3 nd _n5 n6_n7 n8 n9 x1 x2 x4 x5 X6 x7_x8 x9_ml_mle mll m3 m4 m5_m6_n7_mg_n9)
0.993632282 o1 18| (n16 n3 n7 n8 n9 x1 x2 x4 x5 x6 x7_x8 x9 ml _ml6 _nil m3 md_mS m6 _mg)

0.992999084 14 16 | (n3_n4 n6 N8 n2 x2 x4 x5 x7 x9_ml mle mll m7 m9)

0.992999084 14 9 | (n3_n4 _n5_n7 x5 x6_x7_x8_x9_ml_ml0 _m3 m4 m7)

0.992906137 12 221 |_(n1_n18_n3_n4_n5_n9_x1_x5_x9_nl_m4_n7

0.992564296 EECH ~ 24”|"(n1@_n3"n4 _n5_n6_n7 ng n9 x9 ml mld mll n3 m4 mG m7_mé m9)

0.992137916 6 13 | (n3_x1 x6_x9_n7_n8)

0.991495160 1o —33_|_(n5_n1_n16_m11_n3_nd_m6_n7_m8_mo)

0.988719091 N 18

0.988656942 3 2217 (10 ml1

0.986646197 2 37 | (n5.x3) SoCone Ao
pm_LKOAKNE4KMOE | T . |locus| Klongruppe

1.000000000 29 48 | (alle Lked)

0.996311647 26 126 | (n1_n10 n3 n4 n5 n6 n7 nB nd x1 x2 x4 X5 x6 x7_xB x9 ml ml@ mll m3 mé m6_n7 mg _n9)
0.996037927 o7 ~ 53 | (n1_n16_n3 n4 n5 n6 n7 n8_n9 x1 x2 x4 X5 x6 x7 x8 x9_ml ml@ mll m3 m4_m5_m6 m7 ng m9)
0.995359389 9 57_|_(n1_n10_n3 n4 n5 n6 _n7 ng n9)

0.993568689 6 44| (n18_n3 n4 n5 n6 n7 n8 n9 x1 x2 x4 x5 X6 x7_x8 x9_ml_ml0 mll m3 m4 m5 m6_n7_mg_n3)
0.993032282 o 18| (n10_n3 n7 n8 n9 x1 x2 x4 x5 x6 x7_x8 x9_ml_mlo_mil m3 m4_m5 m6_mg)

0.992999084 |14 |16 (n3 n4 n6 n8 n9 x2 X4 X5 x7_x9 ml mle mll m7 mQ)

0.992999084 14 9 | (n3_n4 n5_n7 x5 x6_x7_x8_x9_ml_ml0 _m3 m4 m7)

0.992006137 12 221 | (n1_n18_n3 nd n5 ng x1 x5 x9 nlmd m

0.992564296 18 24 | (nle n3 n4_n5_n6 n7 n8 n9 x9 ml mle mll m3 m4 m6 m7 m8 m9)

0.992137916 6 13| (n3 X1 x6_x9_n7 m8)

0.991495160 ESCH 33 | (n5_n1 m16 mil m3 m4 m6_n7 m8_m9)

0.988719091 3 18

0.988656942 3 2217 N

0.986646197 2 37 | _(n5_x9)

pm_LKO4KHB4KMOG | T . |locus| Klongruppe 201-- -
1.600000600 29 48 | (alle Lke4) -
0.996311847 |26 126 | (n1 n1@ n3 n4 n5 n6 n7 n8 n9 x1 x2 x4 x5 x6 x7 x8 x9 ml ml® mll m3 m4 m6 m7 m8 m9) -
0.996037927 a7 ~ 53 | (n1_n10_n3_n4 n5 n6 n7 nB n9 x1 x2 x4 X5 x6_x7 xB x9_ml ml@ mll m3 md_n5_m6_m7_ng m3) -
0.995359389 9 57 | _(n1_n18_n3_n4 n5 n6 n7 n8_n9)

0.993568689 26 44 | (n1@ n3 n4 n5 n6 n7 ng n9 x1 x2 x4 x5 X6 x7_x8 x9_ml mle mll m3 m4 m5_m6_n7_mg n2)
0.993032282 o 18 | (n16_n3 n7_n8 n9 x1 x2 x4 x5 x6 X7 x8 x9_ml_ml0 _mil m3_md_m5 m6_ms)

0.992999084 14 _16_|_(n3_n4_n6_nB_n9_x2_x4_x5_x7_x9_ml_m16_mll_n7_m9)

0.992999084 T4 97| (n3_n4 _n5_n7 x5 x6 x7_x8_x9_ml_mlo m3 m4 m7)

0.992006137 12 7221 | (n1_n18_n3 nd n5 ng x1 x5 x9 ml md m

0.992564296 18 24| _(n16_n3_nd_n5_n6_n7_n8_n9_x9_n1_m1d_mll_n3_nd_n6_m7_m8_m3)

0.992137916 ~ 6 T 137|"(n3 X1 x6_x9_n7 m8)

0.991495160 ESCH 33 | (n5_n1 n10 mil n3 m4 m6_n7 m8_m9)

0.988719091 3 18_| _(n6_n7 no)

0.988656942 3 221 | “(=n5)_(m16_m11 n5)

0.986646197 2|1 37 |_(n5_x9)

pm_LKO4KMO4KMOGKMOT r z | i | locus_| Klongruppe

1.000000000 5 5| 129 | (alle)

0.997501791 3 8 | 145 | (nicht m2 x3 m5)

0.996670442 1 6 44_|_(nicht nl m2 x3)

0.996676442 1 6 53 | (nicht m2 s10_x3)

0.996170182 4|13 57_|_(n1_n16_n3 n4_n5_n6 n7 ng ng)

0.995157025 1|11 16_| (n3_n4 n6_ng n9 s3 54 s6 57 s8_s9 x2 x4 x5 x7_x9_ml0_mll m7_m8)
0.995121083 1|11 9_|_(n3_n4 n5 n7 s2 s8 x5 x6 _x7 x8 x9_ml mld_m3 md_n7)

0.994895306 1 9| 221 | (n1 n16_n3 nd n5 nd s1 s10 52 53 s5 s7 x1 x5 x9_ml m4 n7)
0.994733297 1 8 | 18_|_(nicht_nl_n4_n5_n6_s16_m2_x3_m7_m9)

0.994585313 116 24| (nicht n1 n4 n5 n6_s16 m2_x3_m7_m9)

0.994204229 1 12 33_|_(n5_n1 m16 mll _n3_m4 m6_n7 m8_md)

0.993943507 111 13| (n3_x1 x6_x9_n7_m8)

0.993926060 1 11| 206 | (s1 510 52 s3_s4 55 s6 s7_s8_s9)

0.992168688 1 9 221" | (s4_s8_m1e_mll m5)

0.991873521 1 14 15| (n3_s4 s9)

0.991791981 1 13 18 | (n6_n7 m3)

0.989963956 1 147 37_|_(n5_x9)

pm_LKOAKMOAKMOGKMOT r z | i |_locus_| Klongruppe -
1.000000000 5 | 5 | 129 | (alle)

0.997501791 3] 8 |__145_|_(nicht_m2_x3_m5)

0.996670442 1 6_|__ 44_|_(nicht_nl_m2 x3)

0.996670442 1 6 |53 | (nicht m2_s10 x3)

0.996176182 4|13 |57 | (nl.nl6_n3_n4 n5 n6_n7 ng n3)

0.995157025 1| 11| 16 | (n3 n4 n6 n8 n9 s3 s4 s6 57 S8 s9 x2 x4 x5 x7_x9 mle _mll m7_m8)
0.995121083 1 11 9 | _(n3_n4 n5 n7 s2_s8 x5 x6 _x7 xB8 x9_ml mle_m3 m4 _m7)

0.994895306 1 9 | 221 | (n1 n16 n3 n4 n5 n3 sl 510 52 53 55 s7 x1 x5 x3 ml m4 n7)
0.994733297 1 8 | 18 | (nicht nl n4 n5 n6 s10 m2 x3 m7 md)

0.994585313 17| 10 | 24 | (nicht nl n4 n5 n6 s10 m2 x3 m7 md)

.994204229 1 12 |33 | (n5_n1 m1@ mil _n3 m4_m6_n7 m8_md)

0.993943507 1|11 | 137| (n3 x1 x6_x9 m7_m8)

0.993920060 1 206 | (s1 510 52 s3 54 s5 s6 s7_s8 s9)

0.992168688 1 221 | (s4_s8 m1e_mil n5)

0.991873521 1 15 |_(n3_s4 s9)

0.991791981 18| _(n6_n7_n9)

0.989963956 37_]_(n5_x9)

Pm_LKB4KMO4KMOEKNMOT _Klongruppe

1.800008000 (alle)

©.997501791,
©.996670442
©.996670442
©.996170182
0.995157025
0.995121083
0.994895306
0.994733297
0.994585313
©.994204229
©.993943507
©.993920060
©.992168688

_(nicht_m2_x3_m5)

~(nicht_n1 m2 x3)

" (nicht m2_s18_x3)

" (n1_n18_n3_n4_n5_n6_n7 n8_n9)

(n3 n4 n6 n8 n9 s3 54 56 57 58 59 x2 x4 x5 x7 x9_mlo mll m7 m8)

(n3_n4 n5_n7 s2 s8_x5 x6 x7 x8 x9_ml nl0 m3_m4 n7)

(n1°n10 n3 n4 n5 n3 s1 510 52 53 55 57 x1 x5 x3 ml m4 n7)
“(nicht_nl n4 n5 n6_s10_m2 x3 m7_m9)
_(nicht_nl n4 n5 n6_s16_m2 x3 m7_m9)

_(n5_m1_mle_mll_m3_m4_m6_m7_m8_m9)

" (n37x1"x6_x9_n7_n8)

(s1 518 s2 s3 s4 s5 s6 s7_s8 s9)

(s4_s8_m1e_m1l ms)

©.991873521 (n3_: 54 SQ]
©.991791981 "~ (n6_m7_n9)
0.989963956 (n5_x9)

pm_LKO4KMO4KMOGKMEZLKET7 | r | z | i | locus | Klungruppe

1.060800000 47| 5 | 5 |129_ 1le)

0.997940936 8 7(mcht7x37m27m5)

0.997255524, ) _(nicht_n1_x3_n2)

0.997255524 6 “(nicht s16_x3_m2)

0.996615443 3 ~(n1.nl@ n3_n4 n5_n6_n7 ng n9)

0.996180039 11 “(n3_n4 n6 n7 nB n3 s3 54 56 57 S8 59 x2_
X4_x5_x7_x9_m10_mll_m7_m9_ol_016_02_04_05_06_09)

0.996099851 _(n37n4n5 n7_s2 58 x5 x6_x7_xB x9 ml mle_m3_md_m7 08 09)

0.995918697 (n1°n10 n3 n4 n5 n9 s1 510 52 53 55 57 X1 x5 x3 ml m4 m7 ol 02 o4 06)

0.995791318 “(nicht_n1 n4 n5 n6_s10 x3 m2_m7_m3 09)

0.995589252 _(nicht_nl1_x1_x2_x3_x4_x5_x6_x7_x8 m2_m5_)

0.995396505 ~(n5_m1"m16_n1l_m3 w4 _mS_me_m7_m8_m9 o0l)

0.995058751 “(n3°x1x6 x9_n7 m8 0l@)

©.995646996 (51510 52 53 _s4 S5 56_57_58_s9)

0.994930261 (0102 04 05 06 08 09)

0.993811444. “(s4_s8_m16_n1l_m5 08 09)

0.993447760 “(n3_s4 s9)

0.993351661 _(n6_m7_nm3)

©.993345576 _(m3 o4)

0.991538640 ~(n5_x9)

pm_LKO4KMO4KMOGKMOTLKOT | Klongruppe

1.080800000 T
0.997940936 “(nicht_x3 m2 m5)
0.997255524 “(nicht_n1 x3 m2)
0.997255524. _(nicht_s10_x3_m2)
0.996615443 ~(n1_n18_n3"n4_n5_n6_n7_ng n9)
0.996180039 “(n3_n4 n6 n7 n8 ng s3 54 56 57 s8 s9 x2_
X4 X5 x7_x9_mld mll m7 m9 ol 010 02 04 05 06 09)
0.996099851 11 |_9 | (n3nd n5 n7_s2 s8 x5 x6_x7_xB x9_ml mle_m3 m4 m7 o8 09)
0.995918697 9 |221 | (n1n1@ n3_n4 n5 ng s1 s10_s2_s3 s5 57 x1 x5 x3_ml md_n7 ol 02 04 _06)
0.995791318 8 | 18| (nicht nl n4 n5 n6 s10 x3 m2 m7 m9 03)
0.995589252 10 | 24 | (nicht nl x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7 x8 m2 m5_)
0.995396505 12 | 33_|_(n5_m1_mle_nll m3 m4_m5 m6_m7_mg m9_ol)
0.995058751 11| 137| _(n3 x1 x6_x9_n7 m8 0l0)
0.995040990 11 |206 | (s1 518 52 s3_s4 s5 s6 s7_s8_s9)
0.994930261 12| 21 | (ol 02 04 05 06 08 09)
0.993811444. 8221 | _(s4_s8_mle_nmll m5_08 09)
0.993447760 14| 15 | (n3_s4 s9)
0.993351661 13| _18_| _(n6_n7_ng)
0.993345570 _13_|_4_|_(m3_04)
0.991538640 14_| 377|(n5_x9)
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pm_LKO4KMOIKMOGKMOTLKET | _T_| _|_locus_|_Klongruppe

1.600000000 129 | (alle)

6.997940936 145_| (nicht_x3_m2_m5

.997255524. (nicht_nl x3_m2

0.997255524 (nicht s18 x3 m2

6.996615443

6.996180039

6.996099851

6.995918697

.995791318

6.995589252

0.995396505

6.995058751

6.995040990

6.994930261

6.993811444. (s4_s8_m10_mil m5 o8 09)

6.993447760 (n3_s4_s9)

6.993351661 (n6_m7_m9)

0.993345570 (m3_04)

6.991538640 (n5_x9)

pm_LKO4LKO7 _locus_| Klongruppe

1.000000800 | 129 | (alle)

08.996145503 53 | (nicht m2)

0.995819090 ~ 126 |_(nicht m2_m5)

0.991423906 ~ 18| _(nicht_m2_m7 m9 09)
0.990103363 ~ 221 |_(nicht_m2_ml6 mll m3_m5 mé )
0.990103363 9 | (nicht m2 m8 m9 0l® o5 08 09
.990103363 ~ 21| (ol 02 04 05 06 08 09)
0.990091987 33 | (ml mle mll m3 m4 m6 m7 m8 m3 ol)
0.989870351 16 | (nicht ml m2 m3 m4 m5 m6 m8 o8
0.988309733 13 | (m7_m8 ol0)

0.988045896 ~ 221 | (ml&_mll m5 08 09)

0.987089545 4| (m3_od4)

0.984280706 | 18 | (m7 m3)

pm_LKO4LKO7 _locus_| Klongruppe

1.000000800 ~ 129 | (alle)

0.996145503 ~ 53 | (nicht m2)

0.995819090 ~ 126 | (nicht m2_m5)

0.991423906 ~ 18 |_(nicht_m2_m7 m9 09)
0.990103363 ~ 221 |_(nicht_m2_ml0 mll m3_m5 m6 )
0.990103363 9 | (nicht m2 m8 m9 0l® 05 08 09
0.990103363 ~ 21| (ol 02 04 05 06 08 09)
0.990091987 33 | (ml ml® mll m3 m4 m6 m7 m8 m9 ol)
0.989870351 16 | (nicht ml m2 m3 m4 m5 m6 m8 o8
0.988309733 13 | (m7_m8 010)

0.988045896 ~ 221 | (m1@_mll m5 o8 09)

0.987089545 4| (m3_o4)

0.984280706 | 18 | (m7_mg9)

pm_LK@4LK®7 r z i | locus | Klongruppe

1.000000080 | 19 5 | (alle)

0.996145503 | 18 2 B | _(nicht_m2)

0.995819090 | 17 4| | _(nicht_m2_m5)

0.991423906 | 15 1 ~ 18| (nicht_m2_m7 m9 09)
0.990103363 7 1| 12 | 221 | (nicht m2_ml@ mll m3_m5 m6 )
0.990103363 7 1| 12 9| (nicht m2 m& m9 0l o5 08 09)
0.990103363 7 1| 12| 21| (ol 02 04 05 06 08 09)
0.990091987 | 18 1| 12| 33| (ml_ml@ mll m3_m4 m6_m7 m8_m9 ol)
0.989870351 | 11 1| 12| 16 | (nicht ml m2 m3_m4 m5 m6 m8 08) -
0.988309733 3 1| 12| 13 | (m7_m8 ol@) -
0.988045896 5 1 8 | 221 | (ml® mll m5 08 09) -
0.987089545 2 1| 13 4| (m3_o4)

0.984280706 2 1 14 | 18 | (m7_m9)
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