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1.Einleitung

Die hdmatopoetische Stammzelltransplantation (HSCT) stellt fiir viele angeborene
und erworbene Erkrankungen des hdmatopoetischen Systems die meist einzige
kurative Therapiemoglichkeit dar. Jahrlich werden deshalb weltweit ca. 42.000
Patienten mittels einer Stammzelltransplantation therapiert [63]. Dabei handelt es
sich bei 43 % um allogene und bei 57 % um autologe Transplantationen [63]. Zwar
stehen gegenwartig weltweit ca. 30 Millionen (BMDW,April 2017) registrierte
Spender zur Verfligung, jedoch ist die Auswahl eines kompatiblen Spenders nicht
immer einfach. Ein passender Spender setzt einen hohen Grad an Ubereinstimmung
mit den Histokompatibilititsmerkmalen des Patienten voraus. Aufgrund der hohen
Diversitit dieser Merkmale ist es deshalb oft nicht mdéglich, einen optimalen Spender

zu finden.

Extensive Forschungsaktivitiat in diesem Bereich, fiihrte in den letzten 10-15 Jahren
zu einer Optimierung der Rahmenbedingungen fiir die HSCT, weshalb die Anzahl der
durchgefiihrten Transplantationen jahrlich anstieg. Dennoch ist die Erfolgsrate durch
eine hohe Komplikationsrate limitiert. Innerhalb des ersten Jahres nach
Transplantation sterben ca. 30-40% der transplantierten Patienten (BMDW, April
2017). Hauptgriinde hierfiir sind vor allem die Transplantat-gegen-Wirt Erkrankung
(Graft versus-Host Disease, GvHD) und ein Rezidiv der malignen Grunderkrankung.
Gewebsdifferenzen zwischen Spender und Empfanger kénnen haufig zu einer GvHD
fiihren, bei der immunkompetente Spender-T-Zellen gesundes Gewebe des Patienten
schadigen. Andererseits konnen diese auch die maligne Zellen des Empfangers
angreifen und somit einen Transplantat-gegen-Leukdmie Effekt (Graft versus
Leukemia effect, GvL) auslésen, was zu einer Erniedrigung des Rezidivrisikos fiihren
kann. Die Hauptvermittler dieser Gewebsdifferenzen sind, wie oben breits erwahnt,
die Genprodukte des Haupts-Histokompatibilititskomplexes (,,major histocompabilty
complex, MHC), welcher beim Menschen auch als Humanes-Leukozyten-Antigen-
System (human leukocyte antigen, HLA) bekannt ist. Ziel ist es, diese beiden

Hauptkomplikationen zu minimieren. Eine wichtige Rolle hierbei konnte das HLA-DP-



Molekiil spielen. Deshalb wurde in dieser Studie die Rolle der HLA-DP-Kompatibilitat
auf den Erfolg der allogenen HSCT untersucht.

1.1. Das HLA System

1.1.1. Entdeckung, Rolle und Genetik des HLA-Systems

Schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts entstanden durch Studien von Ernest E. Tyzzer
und Clarence C Little, Hinweise auf ein Gensystem, dass allogen transplantierte
Tumore empfanglicher machte. Hierbei transplantierten sie Tumore in genetisch
differente Maus-Stdmme transplantiert und man fand heraus, dass einige Stimme
sich als ,resistent” erwiesen wahrend andere empfanglicher fiir diese Tumore waren,
sodass diese in ihnen weiter wachsen konnten. Als Grund hierfiir wurde ein

Gensystem vermutet, welches aber zu diesem Zeitpunkt noch als unbekannt galt. [91]

Die Entdeckung des ersten HLA-Antigens erfolgte 1958 durch Jean Dausset. Er
beschrieb spezifische Antikoérper in Seren mehrfach transfundierter Patienten, die
mit fast allen Leukozyten anderer getesteter Patienten, wenn Sie in Verbindung
gebracht wurden, agglutinierten. Diese Antikorper stellten also ein Gegenstiick zu den
neu entdeckten polymorphen Oberflichenmerkmalen der Leukozyten dar. Er
benannte diese Antigene ,MAC" (spater HLA-A2). Fiir seine Entdeckung erhielt Jean
Dausset 1980 den Nobel-Preis. In den darauffolgenden Jahren wurden von immer
mehr Forschungsgruppen weitere HLA-Antigene entdeckt. Aufgrund der hohen
Diversitit und Komplexitit dieses Felds, entstand eine internationale
Zusammenarbeit. Es wurden internationale ,,Workshops“ ins Leben gerufen, in denen
die Wissenschaftler sich gegenseitig beziiglich ihre Labortechniken austauschten. Es
wurde jedoch erst spater bekannt, dass das HLA-System nicht nur an der Erkennung
von fremdem Gewebe, sondern auch an der Erkennung von krankhaft verandertem,
sowie infiziertem Gewebe beteiligt ist [99]. 1974 konnten Rolf Zinkernagel und Peter
Doherty nachweisen, dass die Antigenerkennung durch T-Zellen in direktem
Zusammenhang mit den MHC Molekiilen steht [18]. Die Funktion der MHC’s wurde

damit weitestgehend geklart. 1977 konnten diese Erkenntnisse nun auch fiir das



menschlichen MHC, dem sogenannten HLA-System, nachgewiesen werden [8]. 1996
wurden Zinkernagel und Doherty fiir ihre Entdeckung mit dem Nobelpreis fiir

Medizin ausgezeichnet.

Die Gene des HLA-Komplexes sind auf dem kurzen Arm der Chromosoms 6 an
Position 21 kodiert (6p21.1-6p21.3). Sie umfassen eine Lange von ca. 3500 kb. Es
werden in diesem Bereich drei verschiedene Gengruppen unterschieden, die Klasse I-
[II benannt werden. Telomer-nah liegt die Region der Klasse I-Gene, welche fiir HLA-
A bis HLA-F kodieren. Zentromer-nah liegt die Region der Klasse II Gene, welche
wiederrum fiir HLA-DM,- DP, -DQ, und -DR kodieren. Dazwischen befindet sich die
Region mit Genen, die weder der Klasse I noch der Klasse II zugeordnet werden
konnten und deshalb als Klasse III benannt wurden. Sie kodieren z.B. den
Komplementfaktor C2, Faktor B, C4a und b, die Tumornekrosefaktoren und ein

Hitzeschockprotein.

Chromosom 6

Telomer Langer Arm Zentromer Kurzer Arm Telomer

HLA Region
6p21.1-21.3

Klasse Il Klasse llI Klasse |

: \/—Jﬁ( : )
[ 1T 111D

o
= %
a = g «
6o o6 o S 8 £E @ O w o« O

Abbildung 1 Darstellung der genetischen Organisation des HLA-Komplexes auf dem Chromosom 6,
angelehnt an [42]. Mit freundlicher Genehmigung von , Copyright Massachusetts Medical Society” [42]. Gezeigt
sind die HLA Gene auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6. Die Gene der HLA Klasse I sind griin, die der Klasse II

rot und die der Klasse III blau markiert.



1.1.2. Struktur und Funktion der HLA-Klasse I und II

Antigene

Bei den HLA-Klasse I- und II-Antigenen handelt es sich hauptsachlich um
Glykoproteine, die an der Zelloberflache aller kernhaltigen Zellen exprimiert werden.
Sie prasentieren dort korpereigene (autologe) sowie korperfremde Peptide an
immunkompetenten Zellen. Aufgrund von verschiedenen Eigenschaften werden die
HLA-Klasse I- und II-Merkmale in klassische HLA’s und nicht-klassische HLA’s
eingeteilt. Zu den klassischen HLA Klasse I-Merkmalen gehoren die Isotypen HLA-A, B
und C. Sie befinden sich hauptsachlich auf kernhaltigen Korperzellen. Die
Prasentation der Peptide erfolgt hier in erster Linie an zytotoxische T-Zellen.
Klassische HLA-Klasse II-Merkmale sind die Isotypen HLA-DR, -DQ und -DP. Sie
befinden sich nur auf Antigen-prasentierenden Zellen wie zum Beispiel B-Zellen,
phagozytierenden und dendritischen Zellen [74]. Die Prasentation erfolgt

hauptsachlich an T-Helferzellen.

Zu den nicht-klassischen HLA-Klasse I-Isotypen gehéren HLA-E, -F und-G. Sie dienen
hauptsachlich der Regulation der NK-Zell Aktivitit. Sie werden im Gegensatz zu den
klassischen HLA’s in geringeren Mengen exprimiert und prasentieren zudem noch
geringere Mengen an Peptiden. Zu den Aufgaben der nicht-klassischen Klasse II-
[sotypen gehoren z.B. intrazelluldre Antigenprozessierung (z.B. LMP, low molecular
weight protein), transportieren von prozessierten Antigenen (z.B. TAP, transporter
associated with antigen processing) sowie die Assoziation von klassischen Klasse II-

[sotypen (z.B. mittels HLA-DM) an Peptiden.

Generell unterscheiden sich die Klasse I- und Klasse II-Glykoproteine, wie bereits
erlautert, durch ihre Expression in unterschiedlichem Gewebe, durch ihre
Antigenprasentation an unterschiedliche Zielzellen und die damit verbundenen
unterschiedlichen Funktionen, aber auch durch ihren unterschiedlichen Aufbau

voneinander.

Klasse I Molekiile bestehen aus einer schweren, drei-doménigen a-Kette (al- o3),
welche transmembranir verlauft. Uber nicht-kovalente Bindungen ist sie mit einer
leichten B-Kette verbunden [86]. Dieses Molekiil, auch 3-Mikroglobulin genannt, ist
nicht polymorph und wird auf Chromosom 15q22 kodiert [16]. Im Gegensatz dazu
sind die Domdnen ol und a2, welche die Peptidbindungsregion bilden,
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hochpolymorph und stellen damit den funktionell wichtigsten Teil des HLA-Molekiils
dar. Die an den T-Zellrezeptor (TZR) zugewandte Seite bildet eine Vertiefung, welche
auch als Antigenbindungsfurche bezeichnet wird. Hier kénnen Peptide bis zu einer
Lange von 11 Aminosduren aufgenommen werden [10]. Die Peptide wiederum
werden durch ihre Seitenketten an bis zu sechs, am Ende der Vertiefung liegenden
Taschen stabilisiert. Aus diesem Mechanismus resultiert eine Bevorzugung von

Peptiden mit bindungsfahigen Seitenketten.

a2y \iiad

a3 :{ BZ |

extrazellular e
e

intrazellular

WH!

COOH

Abbildung 2 Eigene Darstellung der Proteinstruktur des HLA-Klasse-I-Molekiils mit

Bindungsstelle, Transmembranirem Teil und zytoplasmatischer Region.

Klasse II Molekiile bestehen aus einer schweren a-Kette mit den Domédnen al und o2
sowie einer leichten (-Kette mit den Doménen 1 und B2. Sie sind nicht kovalent
miteinander verbunden. Beide Ketten sind transmembrandr verankert [52]. Der
hochpolymorphe Bereich kann hier je nach Isoform unterschiedlich sein. Beim HLA-
DR ist in erster Linie nur die [(-Kette polymorph. Bei HLA-DP und -DQ bilden beide

Ketten zusammen den polymorphen Bereich.

Die Peptidbindungsstelle wird durch die a-Kette und (3-Kette gebildet und erfolgt bei
den HLA Klasse II Molekiilen auch iiber eine Vertiefung. Da die Peptide jedoch aus
dieser Furche herausragen diirfen, koénnen diese eine Lange von 12-24
Aminosdureresten haben. Aufgrund des Fehlens der oben genannten ,Tachen®
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sorgen im HLA-Klasse II Molekiil Wasserstoffbriickenbindungen fiir die
Stabilisierung. Dies ermoglicht zudem ein grofleres Spektrum an Peptidbindungen.
Somit gilt im Vergleich zu den Klasse I Molekiilen keine strenge Peptidbindungs-

Restriktion [10,51].

|
| |
al | p1

/

‘~.\ a2 }| | B2
extrazellular '1

T }‘
WTI Tl%l il 1}

intrazellular

H,__H )

{Q
COOH COOH

I

I

Abbildung 3 Darstellung der Proteinstruktur des HLA-Klasse-II Molekiils mit der Bindungsstelle,

transmembranirem Abschnitt und zytoplasmatischer Region.

1.1.3. Die HLA-abhdngige Antigenprasentation

Durch HLA-abhingige Antigenprasentation wird eine Art Kommunikation zwischen
dem HLA-Molekiil der peptidprasentierenden Zelle und dem T-Zell Rezeptor der T-
Lymphozyten hergestellt. Der T-Zell-Rezeptor erkennt das Peptid nur, wenn es von
einem eigenen HLA-Molekiil prasentiert wird (=HLA-Restriktion). Je nach HLA-Klasse
kénnen eigene, endogene oder aber auch fremde, exogene Peptide prasentiert
werden. Die peptidprasentierende Zelle vermittelt hiermit Informationen beziiglich
ihres Zustands und ihrer Integritit an den Organismus. Des Weiteren, kann der T-
Zell-Rezeptor auf diesem Weg eigene HLA-Molekiile von Fremden unterscheiden.
Neben der Verbindung zwischen T-Zell-Rezeptor und HLA/Peptid-Komplex erfolgt
eine weitere Kontrollverbindung tuber sogenannte Ko-Rezeptoren der T-
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Lymphozyten und des HLA/Peptid-Komplexes. Klasse I HLA’s prasentieren meist
eigene, endogene Peptide. Sie entspringen aus dem physiologischen Abbau
zelleigener Proteine [58]. Als Ko-Rezeptor wird bei den Klasse I HLA’s das CD8-
Molekiil benotigt. Klasse II HLA’s wiederum prasentieren sowohl exogene als auch
endogene Peptide (=Kreuzpréasentation) und verwenden das CD4-Molekiil als Ko-
Rezeptor [58]. Tabelle 1 zeigt die Unterschiede der Atigenprasentation und

Antigenprozessierung der HLA Klassen [ und II auf.



Tabelle 1 Unterschiede der Antigenprasentation und Antigenprozessierung der HLA Klasse I und II-

Molekiile.

HLA
Klasse

Herkunft der
Peptide

Ko-
Rezeptor

Prozessierungsweg des Peptids s. Abb 5+6+7

I

Endogen

CD8

1. Uber den physiologischen zytosomalen
Proteinabbauweg werden mittels der
Proteosomen [1] und durch Abbau im
endoplasmatischen Retikulum (endoplasmatic
reticulum associated protein degradation,
ERAD) zytosolische Proteine in Peptide
fragmentiert.

Uber Transporterproteine (transporter
associated with antigen processing, TAP)
gelangen die Proteinfragmente aus dem Zytosol
ins endolasmatische Retikulum (ER) [54]. Die
Verkniipfung des MHC mit dem Peptid

erfolgt im endoplasmatischem Retikulum (ER)
[70]. Durch die Verbindung des Peptids an das
MHC kommt es zu einer Konformationsanderung
des MHC-Peptid-Komplexes, sodass sich das
Transportprotein (TAP) l6st.

Nach dem Transport zum Golgi-Apparat gelangt
der MHC-Peptid-Komplex tiber Golgi-Vesikel an
die Zelloberflache [38] und kann dort CD8+
zytotoxischen T-Zellen prasentiert werden.
(Siehe Abbildung 4)

II

Exogen und
endogen

CD4

Verbindung der a- und 3-Kette zu einem
Komplex im endplasmatischen Retikulum.
Zusatzlich wird die invariante Kette (=1i) [11]
dem Komplex hinzugefiigt, um eine Bindung mit
den im ER befindlichen Peptiden zu verhindern.
Uber den Golgi-Apparat wird nun der li-MHC-
Klasse-II-Herterodimer-Komplex in das MHC
Klasse-II-Kompartiment (MIIC) transportiert.
Dies kann direkt oder auch indirekt iiber die
Zellmembran erfolgen.

Durch bestimmte Proteasen im MIIC wird die li-
Kette auf das CLIP-Fragment (class Il associated
invariant chain peptide) reduziert. Dieses bleibt
in der Peptidbindungstelle des MHC-Klasse-II
Molekiils gebunden, bis es von einem
phagozytierten exogenen Peptid mit Hilfe des
HLA-DM'’s verdrangt wird [4, 71].

AnschliefSend wird der MHC-Klasse II-Peptid
Kompelex an die Zytoplasmamembran der
antigenprasentierenden Zelle transportiert und
CD4+ positiven T-Zellen prasentiert.

(Siehe Abbildung 5)
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Abbildung 4 Darstellung der Antigenprozessierung und Antigenprasentation durch MHC-Klasse-I-
Molekiile angelehnt an [42] mit freundlicher Genehmigung von [42], ,Copyright Massachusetts Medical

Society*“.
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Abbildung 5 Darstellung der Antigenprozessierung und Antigenprasentation der MHC Klasse-II-Molekiile
angelehnt an [42] mit freundlicher Genehmigung von [42] , Copyright Massachusetts Medical Society“.

1.1.4. HLA-DPB1

Allgemein

Im Abschnittt 1.1.2. wurden bereits Struktur und Funktion der HLA-Klasse-II-
Molekiile beschrieben. In diesem Abschnitt soll jedoch genauer auf das Klasse-II-
Molekiil HLA-DP eingegangen werden. Das HLA-DP-Molekiil wurde erstmals 1978 als
Angriffsziel alloreaktiver T-Zellen in gemischten Lymphozytenkulturen beschrieben
und konnte mit der Einfithrung molekularbiologischer Methoden genauer analysiert
werden [57]. HLA-DP prdasentiert exogene sowie auch eigene Peptide. Eine weitere
wichtige Eigenschaft, welche auch in dieser Arbeit eine wichtige Rolle spielt, ist die
Prasentation von CMV-Partikeln, durch das HLA-DP-Molekiil, bei einer ablaufenden
CMV-Infektion [94]. Abbildung 1 zeigt die Lokalisation des fiir HLA-DP kodierenden
Gens auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6. Innerhalb des fiir das HLA-DP

codierenden Genabschnitts sind 6 hypervariable Regionen (A-F) vorhanden. Dadurch
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wird ein grofdes Spektrum an verschiedenen Auspragungsfomen, sogenannten Allele

des HLA-DP, ermoglicht. Aktuell werden 828 Allele beschrieben [39]. (siehe Abb. 6).

A B C D E F

N

Abbildung 6 Eigene Darstellung der polymorphen Regionen A-F auf dem fiir das HLA-DP-Molekiil

kodierenden Gens.

1.2. Die allogene hamatopoetische

Stammzelltransplantation

Bei der hamatopoetischen Stammzelltansplantation (HSCT) handelt es sich um einen
Austausch des bei dem Patienten fehlfunktionierenden oder kranken blutbildenden
Systems mit einem gesunden blutbildenden System eines Spenders. Meist stellt die
HSCT dabei die einzig kurative Therapie dar und erlaubt zudem dosisintensive
Chemotherapien, die ohne die HSCT, durch eine fehlende Selbstregeneration des
blutbildenden Systems, letal verlaufen wiirde [43]. Betroffen sind Patienten mit
malignen Erkrankungen des hamatopoetischen Systems sowie vererbbaren,
angeborenen Immundeffekten [19], bestimmten Autoimmunerkrankungen [69,83],

aber auch verschiedenen gutartigen hamatologischen Stérungen [83].

Nachdem bereits 1957 die ersten Versuche einer HSCT unternommen wurden [90],
wurde 1959 erstmals ein Patient erfolgreich Stammzelltransplantiert [89]. Durch
Verbesserung der Verfahren und der supportiven Therapien steigen die Zahlen der
HSCT jahrlich an. Wahrend es 2010 noch 30.000 HSCT’s waren, stieg die Anzahl im
Jahr 2015 bereits auf 40.000 HSCT’s an [63].
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1.2.1. Indikationen fiir eine allogene HSCT

Die HSCT stellt fiir viele Erkrankungen des hdmatopoetischen Systems die meist
einzige Therapie mit kurativer Absicht dar. [84,40] Die ,European Society for Blood
and Marrow Transplanation® (EBMT) beschreibt in ihrer 6. Ausgabe ihres
Handbuches tiber die HSCT [33], dass die Indikation zur HSCT in 4 verschiedene

Grade eingeteilt werden kann:
»2Standard of care“ (,S“)

Hier stellt die HSCT die Therapie der Wahl dar und ist meist vorteilhafter als andere
Behandlungen. Vor allem bei der akuten myeloischen Leukdamie (AML), der akuten
lymphatischen Leukdmie (ALL) und den myelodysplastischen Syndromen wird oft

eine ,Standard of care” - Indikation gestellt.
,»Clinical Option“ (,CO“)

Die HSCT stellt hier eine mogliche Therapie dar, die das Potential fiir einen
vorteilhafteren Effekt in sich birgt. Vor allem bei Lymphomen und aplastischen

Anamien (AA) ist die ,Clinical option“ - Indikation 6fter vorzufinden.
,Developmental“ (,D“)

HSCT’s bei diesem Indikationsgrad sollten im Rahmen klinischer Studien
durchgefiihrt werden, da es keine ausreichenden Erfahrungswerte hierzu gibt. Vor
allem sind hier Patienten mit hochmalignen und rezidivierenden Lymphomen der

refraktaren Art betroffen.
»Generally Not Recommended” (,GNR")

Die HSCT kann aus verschieden Griinden auch ,nicht empfohlen“ werden. Zum einen
konnen andere Therapiemdéglichkeiten eine bessere Option darstellen und zum

anderen kann die HSCT dem Patienten nicht mehr zumutbar sein.

Abhangig vom Krankheitsstadium und dem Spendertyp (autolog vs. HLA-identischer
Geschwisterspender vs. kompatibler unverwandter Fremdspender vs. nicht-
kompatibler unverwandter Fremdspender), werden diese Grade einer HSCT Option

zugewiesen.
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Dennoch ist zu beachten, dass die Indikationsgrade keine strikten Anweisungen
darstellen, sondern nur Empfehlungen, die nach individuellem Ermessen abgewogen
werden sollten. Vor allem sollte dabei das Krankheitsrisiko mit dem
Transplantationsrisiko abgewagt werden. Wie hoch das Transplantationsrisiko ist,
kann durch den ,EBMT Risk Score“ berechnet werden. Dieser beinhaltet Alter des
Patienten, Krankheitsstadium, Zeit von Diagnosebeginn bis zur Transplantation,
Spendertyp, Geschlecht des Spenders und Empfangers und viele mehr wie dem

Abschnitt 3.1 zu entnehmen ist.

1.2.2. Vorbereitungen zur allogenen HSCT

Kriterien der Spenderauswahl

Im Jahr 2016 waren ca. 30 Millionen Personen als freiwillige Stammzellspender
registriert (BMDW, April 2017). Trotz dieser hohen Zahl an Spendern, ist es dennoch
nicht einfach ,den passenden Spender” zu finden. Vor allem spielt die
immunologische Gewebsvertraglichkeit zwischen Spender und Empfanger die
wichtigste Rolle fiir den Erfolg einer HSCT. Gegenwartig empfiehlt die Deutsche
Arbeitsgemeinschaft fiir Knochenmark- und Blutstammzelltransplantation e.V. (DAG-
KBT) [55], eine HLA-Ubereinstimmung in 10 von 10 der klassischen HLA Merkmale.
Das heifst, dass Spender und Empfanger fiir beide Allele der Loci HLA-A, -B, -C, -DRB1
und -DQB1 kompatibel sein miissen. Denn mit der Zahl der HLA-Inkompatibilitdten
steigt das Risiko einer GvHD und Transplantatabstofdung [66]. Somit ware in der
Theorie eine HSCT zwischen einem HLA-identischem Geschwisterpaar ideal. Zudem
waren in diesem Fall mit hoher Wahrscheinlichkeit auch andere Faktoren zwischen
den HLA-identischen Geschwistern gleich. Faktoren, die ebenfalls einen Einfluss auf
den Erfolg der HSCT nehmen konnten. Dennoch scheint eine Transplantation
zwischen eineiigen Zwillingen (syngene Transplantation) mit einer erhohten
Rickfallrate verbunden zu sein [41]. Aktuell werden ca. nur fiir 30% aller Patienten
HLA-identische Spender aus der eigenen Familie gefunden. Leider wird aufgrund der
sinkenden Geburtenrate auch dieser Anteil geringer [82]. Dennoch ist heutzutage
Falls sich jedoch ein nichtverwandter HLA-identischer Spender findet, ist heutzutage

mit vergleichbar guten Erfolgsraten einer allogenen HSCT zu rechnen [72].
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Finden sich nun mehrere passende Spender fiir einen Patienten, kann anhand
weiterer verschiedener Faktoren der bestgeeigneste Spender ausgesucht werden, um
damit den Erfolg der allogenen HSCT positiv zu beeinflussen. So sollten zum Beispiel
jingere Spender (18-30 Jahre) favorisiert werden, da Transplantationen mit jiingeren
Spendern, im Vergleich zu Transplantationen mit alteren Spendern, mit einer
geringeren GvHD-Rate und mit einem besseren Gesamtiiberleben assoziert sind [45].
Als weiteren Einflussfaktor kann das Geschlecht eine Rolle spielen. So ist das GvHD-
Risiko bei mannlichen Patienten grofier, wenn sie Stammzellen eines weiblichen
Spenders erhalten [32, 35]. Zudem sollte eine Reinfektion bzw. eine Neuinfektion mit
dem Zytomegalievirsus (CMV) umgangen werden. Deshalb werden Spender und
Empfanger mit gleichem CMV-serostatus bevorzugt. Dies bedeute, dass CMV-
seronegative Patienten Stammzellen eines CMV-seronegativen Spenders erhalten
sollten und CMV-seropositive Patienten Stammzellen eines CMV-seropostiven
Spenders [47]. Im Bezug auf die Blutgruppe spielt diese jedoch, anders als bei der
Organtransplantation, bei der Durchfiihrung eines HSCT eine untergeordnete Rolle.
Eine Nichtibereinstimmung kann lediglich zu einem verzogertem Engraftement

fiihren [20].

Stammzellquelle

Stammzellen kénnen heutzutage aus 3 Quellen gewonnen werden: Knochenmark

(KM), peripheren Blutstammzellen (PBSZ), und Nabelschnurblut (CB).

Wahrend das KM seit der ersten HSCT bis weit in die 90er Jahre die einzige Quelle fiir
hamatopoetische Stammzellen darstellte, werden heutzutage die hamatopoetischen
Stammzellen mit einem Anteil von fast 85% aus PBSC entnommen [80]. Vor allem bei

alteren Patienten wird diese Quelle angewandt [80].

Griinde fiir die Praferenz einer PBSC als Quelle fiir die allogene HSCT liegen zum
einen an der einfacheren Entnahme und zum anderen an der erhohten Anzahl an
kernhaltigen Zellen in dem Praparat. Zu diesen gehoren zum Beispiel CD34 positive
und CD3 positive Zellen sowie Nattirliche Killerzellen. CD34 und CD3 stellen hierbei
Oberflachenmarker fiir hamatopoetische Stammzellen dar. Trotz der erh6hten Anzahl
an kernhaltigen Zellen aus der PBSC-Quelle im Vergleich zur KM-Quelle, konnte kein

Unterschied im Risiko der Entwicklung einer akuten GvHD (aGvHD) gezeigt werden
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[60]. Dennoch ist die PBSC-Quelle mit einem erhohten Risiko zur Entwicklung einer
chronsichen GvHD (cGvHD), gleichzeitig aber auch mit einem grofieren Graft-versus-
Leukdmie-Effekt (GVL) behaftet. Deshalb scheinen Patienten mit einer
fortgeschrittenen Leukdmie durch eine PBSC-Quelle durchaus zu profitieren [60].
Allgemein jedoch scheinen altere Patienten eine PBSC Quelle besser zu vertragen [7].
Patienten mit gutartigen Erkrankungen profitieren jedoch nicht von dem GVL-Effekt

und sollten deshalb aus einer KM-Quelle transplantiert werden.

Konditionierung

Um eine HSCT durchfiihren zu konnen, muss der Patient ,konditioniert” werden. Bei
der myeloablativen Konditionierung (MAC) bedeutet dies, dass die malignen Zellen
des Patienten beseitigt werden miissen und das Immunsystem des selben so zerstort
werden muss, dass es zu keiner Abstofdungsreaktion kommt. Dabei handelt es sich
um zytotoxische Substanzen, die ggf. mit oder ohne Ganzkoérperbestrahlung (total
body irradiation = TBI) kombiniert werden. Aufgrund der hohen Toxizitit der
Substanzen, konnen neben dem oben genannten gewiinschten Effekt auch noch
unerwinschte Nebenwirkungen autreten. Deshalb sollte die myeloablative Therapie
bevorzugt bei jungen Patienten, (<50 Jahren) angewendet werden, da diese sich
tblicherweise in einem besseren Allgemeinzustand befinden und kaum
Komorbiditaten aufweisen [37,53,59]. Bei dlteren Patienten und Patienten mit
gutartiger Grunderkrankung, wird eine Konditionierung mit weniger toxischen
Substanzen angestrebt. Dabei handelt es sich um eine Konditionierung mit
reduzierter Intensitat (reduced intensity conditioning = RIC). Durch die verminderte
Dosierung und Bestrahlungsintensitiat ist mit der RIC auch eine verminderte
Transplantations-assosziierte-Mortalitat verbunden (Transplant-related mortality =
TRM). Durch die verminderte Immunsuppression bei RIC im Vergleich zur MAC,
entsteht nach HSCT eine Koexistenz von hdamatopoetischen Stammzellen des
Spenders und Empfangers (mixed chimerism). Um dennoch eine starke
Abstofdungreaktion und eine starke GvHD zu verhindern, ist die RIC mit einer
folgenden Immunsuppression verbunden [59,79]. Ziel ist es dennoch, dass die
Spenderabwehrzellen die Resthdmatopoese eliminieren und somit auch die
restlichen malignen Zellen. Dieser Effekt wurde bereits oben erwahnt und wird als
GVL bezeichnet. Deshalb muss ein gutes Gleichgewicht zwischen Immunsuppression
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und GVL hergestellt und tiberwacht werden. Dabei sollte die Immunsupression
mindestens so hoch sein, dass es zu keinem erneutem Rezidiv der Grunderkrankung
kommt und gleichzeitig nicht zu agressiv, damit sie nicht zu einer starken GvHD-

Reaktion fiihrt.

1.3. Komplikationen nach allogener HSCT

1.3.1. Toxizitat der Konditionierung

Durch die Konditionierung kann es zu verschiedenen Nebenwirkungen kommen. Wie
stark diese ausgepagt sind, ist abhangig von der jeweiligen Substanz und deren Dosis.
Tabelle 2 zeigt die verschiedenen Nebenwirkungen und den typischen Zeitpunkte
ihres Auftretens. Neben den typischen Nebenwirkungen gibt es auch
substanzspezifische Nebenwirkungen wie z. B. die hamorrhagische Zystitis bei

Cyclophosphamid.

Tabelle 2 Typische Symptome und deren zeitliches Auftreten nach Gabe von toxischen Substanzen bei der

Konditionierungstherapie.

Symptom Zeitpunkt in Tage nach Therapie
Ubelkeit, Erbrechen, leichte Unmittelbar

Hautausschlage

Orale Mukositis 5.-7.Tag

Alopezie, Panzytopenie Nach 2 Wochen
Wachstumsverzogerung bei Potentielle, spate Nebenwirkungen
Kindern,

Azoospermie bei Mannern,

Ovarialinsuffizienz bei Frauen und

endokrine Stérungen

1.3.2. Graftversagen

Eine zwar seltene, dennoch nennenswerte Komplikation der allogenen HSCT ist das
Transplantatversagen. Dieses kann unterteilt werden in ein primires Versagen, bei

dem sich der Patient nicht von der Neutropenie erholt und in ein sekundares
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Versagen, bei dem es nach bereits erfolgreichem Engraftment anschlief3end wieder zu
einem Abfall der Neutrophilen Granulozyten auf Werte bis zu 0,5 x 10%/1 kommt [61].
Die wichtigsten Ursachen fiir ein solches Graftversagen koénnen HLA-
Inkompatibilititen, ABO-Inkompatibilititen, zu hohe Immunsuppression vor allem
bei Konditionierungen reduzierter Intensitdt und therapierefraktire Erkrankungen

sein [96].

1.3.3. Graft versus Host Disease (GvHD)

Die Graft versus Host Disease (deutsch: Spender gegen Empfanger Krankheit),
impliziert eine Reaktion immunkompetenter T-Zellen des Spenders gegen die
Oberflichenmerkmale der Empfangerzellen, die von den Spender-T-Zellen als fremd

angesehen werden.

Die akute GvHD (aGvHD) tritt hauptsachlich in den ersten 100 Tagen nach
Transplantation auf, wobei es auch spate Formen der aGvHD gibt, die sich auch nach
dieser Zeit erst manifestieren konnen. Deshalb sollte der Zeitpunkt des Auftretens
einer GVHD nicht als einziges Kriterium verwendet werden, um eine aGvHD zu
klassifizieren, sondern eher die Symptomatik. Die chronsiche GvHD (cGvHD)
hingegen kann sich entweder aus einer aGvHD entwickeln oder 100 Tage nach der
allogenen HSCT entstehen. Neben dem zeitlichen Faktor unterscheiden sich die

beiden Formen auch in ihrem klinischen Verlauf.

Bei der akuten GvHD konnen Reaktionen der Haut, Funktionsminderung der Leber
und Beschwerden des oberen und unteren Gastrointestinaltrakts auftreten. Je nach
Intensitat dieser Beschwerden wird die aGvHD in 4 verschiedene Schweregrade

eingeteilt:

Stadium I (mild), Stadium II (moderat), Stadium III (schwerwiegend) und Stadium IV
(sehr schwerwiegend). Umso hoher das Stadium, desto schlechter die Prognose.
Patienten mit einer aGvHD im Stadium III haben eine Uberlebenschance von 25%,

Patienten im Stadium IV allerdings nur noch 5% [12].

Die Symptome einer cGvHD dufdern sich bei jedem Patienten anders, lassen sich aber

meist durch Syptome, die einer Autoimmunreaktion dhneln, beschreiben. Sie tritt vor
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allem bei alteren Patienten und bei Patienten, die bereits eine aGVHD iiberstanden

haben auf [13].

1.3.4. Krankheitsriickfall

Der haufigste Grund fiir das Versterben von Patienten nach allogener HSCT ist
heutzutage der Riickfall der Grunderkrankung (engl.: Relapse). Ungefahr 40-45% der
Patienten mit verwandten allogenen HSCT’s und 35% derer mit unverwandten
allogenen HSCT’s erleiden ein Rezidiv. Dieser Unterschied entsteht deshalb, da bei
unverwandten allogenen HSCT’s die Wahrscheinlichkeit geringer Inkompatibilitaten
hoher ist als bei verwandten allogenen HSCT’s und somit der Graft-versus-
Leukamieeffekt (GVL) haufiger/ausgepragter auftritt. Hierbei reagieren die
immunkompetenten Zellen des Spenders gegen die malignen Zellen des Empfangers.
Da der GVL-Effekt meist von einer GvHD begleitet wird, sollte um trotzdem das Risiko
eines Relapse zu entgehen, ein Mittelweg zwischen GvHD/GVL und Relapse gefunden
werden. Einflussfaktoren sind hierbei das Stadium der Erkrankung und die
Erkrankung selbst sowie GvHD-Prophylaxe und HLA-Kompatibilitatsstatus. Tritt ein
Rezidiv der Grunderkrankung auf, kann eine zweite Transplantation oder die Infusion

von Spender-T-Lymphozyten eine Therapieoption darstellen [96, 5].

1.3.5. Infektion

Nach Rezidiv der Grunderkrankung und GvHD ist eine Infektion die dritthaufigste
Komplikation nach erfolgter HSCT [21]. Einflussfaktoren, wie unter anderem die Art
der Konditionierung, die HLA-Kompatibilitit und die Art der HSCT, (allogen vs.
autolog) spielen hierbei eine wichtige Rolle. Vor allem in der Friihphase nach
Transplantation kann es zu Infektionen durch Bakterien und Pilzen kommen,
weshalb die Patienten typischerweise eine antimykotische und antibakterielle
Prophylaxe erhalten. Auch virale Infektionen kénnen auftreten. Eine wichtige Rolle

spielt hierbei der Cytomegalie Virus (CMV), welcher im Folgenden naher erklart wird.

Der CMV-Virus gehort zur Familie der Herpesviren [73] und kann nach Erstinfektion,

welche bei immunkompetenten Patienten meist asymptomatsich verlauft, latent in
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hamatopoetischen und somatischen Zellen verbleiben. Sollte nun die Kompetenz des
Immunsystems geschwacht sein, wie zum Beispiel im Rahmen einer HSCT der Fall, so
kann dieser Virus reaktivert werden. Demzufolge gibt es zwei Wege, wie es zu einem
CMV Ausbruch nach HSCT kommen kann. Zum einen durch Neuinfektion eines zuvor
CMV-seronegativen Empfangers, z. B. durch einen CMV-seropostiven Spender und
zum anderen durch Reinfektion bei bereits CMV-seropostiven Empfangern durch

Verminderung der Kompetenz des Immunsystems.

1.4. HLA-DP in der Stammzelltransplantation

Anders als es bei den anderen HLA’s der Klasse-II der Fall ist, ist das HLA-DP-Gen
nicht mit den anderen HLA-Klasse-II-Genen gekoppelt. Deshalb ist eine Kompatibiliat
fir HLA-DP haufig nicht gegeben, auch wenn alle anderen HLA-Gruppen zwischen
Spender und Empfanger iibereinstimmen. Somit werden viele Patienten mit einer
HLA-DP-Inkompatibilitat transplantiert. Bei verwandten allogenen HSCT Spendern
besteht meist eine Inkompatibilitatsrate von ca. 11% [76]. Bei unverwandten
allogenen HSCT Spendern besteht sogar eine Inkompatibilitdtsrate von knapp 90%
[76]. Welche Rolle die HLA-DP Kompatibilitit in Organtransplantationen spielt,
konnte bereits 1997 von ]. Mytilineos analysiert werden. Hierbei wurde gezeigt, dass
bei immunisierten, retransplantierten Nierenempfingern der Uberlebensvorteil
hoher ist, wenn weniger Inkompatibilitaten in den polymorphen Regionen des HLA-
DP-Gens zwischen Spender und Empfanger vorliegen [56] (siehe Abb. 7). Bei
ersttransplantierten, nicht-immunisierten = Patienten hatte eine  HLA-DP-

Kompatibilitat keinen Effekt.
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Abbildung 7 Gesamtiiberleben in Monaten nach Nieren-Re-Transplantation, abhingig von
Inkompatibilititsstatus der HLA-DP polymorphen Regionen zwischen Spender und Empfinger. Mit

freundlicher Genehmigung von Priv.-Doz. Dr. ]J. Mytilineos. Siehe auch [56].

Welche Rolle das HLA-DP in der allogenen Stammzelltransplantation spielt, ist jedoch
bis heute noch umstritten. Vermutlich haben Patienten, die in den klassischen HLA'’s
(HLA-A, -B,-C, -DR und -DQ) kompatibel sind (10/10 match) aber fiir HLA-DP
Inkompatibel sind, ein hoheres Risiko eine GvHD zu erleiden [65,50,77]. Bei Patienten
die neben den klassischen HLA’s auch fiir das HLA-DP kompatibel sind (12/12
match), ist es jedoch anzunehmen, dass sie eine erhohte Rezidivrate auffweisen
[76,50]. Letztere Beobachtung weist auf einen sogenannten GVL-Effekt bei HLA-DP-
Inkompatibilitat hin.

HLA-DP und T-Zell-Epitope (TCE)

In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass bestimmte HLA-DP Merkmale, antigene
Determinanten besitzen, die von den gleichen T-Zell-Klonen erkannt werden, die
sogenannten T-Zell-Epitope (TCE). Anhand der jeweils vorliegenden Epitope kdnnen
dann HLA-DP-Inkompatibilitaten in permissiv und nichtpermissiv eingeteilt werden.
Die retrospektive Analyse dieser Einteilung auf den Erfolg der allogenen HSCT wies
eine stiarkere Aussagekraft auf, als bei der Betrachtung des HLA-DP-
Kompatibilitatsstatus alleine. Es wurden dabei zwei Einteilungensalgorithmen
veroOffentlicht. Zum einen die Permissivitatseinteilung TCE3 von E. Zino et al. [100]

und anschliefdend die Permissivititseinteilung TCE4 von P. Crivello et al. [14], die
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eine feinere Adjustierung der initialen TCE-Einteilung nach E. Zino darstellt

[77,100,27,3,14].

HLA-DP und Expressionsrate

2012 beschrieb E. Petersdorf die genetische Variante in der Region rs9277534 des
HLA-DP Gens, welche dessen Expressionsstirke beeinflusst. Rs9277534A steht
hierbei fiir eine niedrige Expressionsrate und rs9277534G fiir eine hohe HLA-DP
Expressionsrate. Analysen des allogenen HSCT Erfolgs, abhdngig von der
Expressionsstirke des HLA DP-Molekiils bei inkompatiblen Transplantationen,
zeigten ein erhohtes Risiko fiir eine akute GvHD, wenn der Spender ein rs9277534A

und der Empfanger ein rs9277534G HLA-DP assoziiertes Allel trugen [65].

1.5. HLA Typisierungsverfahren

Stellt die Stammzelltransplantation die einzige kurative Therapie einer malignen
hamatopoetischen Erkrankung dar, so muss der Patient zunachst HLA-typisiert
werden. Das bedeutet, dass die typischen HLA-Klasse-I und -II Gene auf ihre
Auspragungsform (Allel) sequenziert werden. Dies geschieht in bestimmten Zentren
weltweit, die hierfiir spezialisiert sind. Da man von Mutter und Vater jeweils ein Allel
erhalt, sind es insgesamt 10 Allele die routinemaf3ig analysiert werden. Zu diesen
gehoren das HLA-A, -B, -C, -DR und -DQ. Wird fiir den Patienten ein Spender
gefunden, dessen klassischen HLA-Allele (HLA-A, -B, -C, -DR und -DQ) mit denen des
Patienten kompatibel sind, so spricht man von einem ,10/10 match”“. Stimmt ein Allel
nicht iberein, dann ware es folglich ein 9/10 match. Es gibt verschiedene Methoden,
wie das genetische Material sequenziert werden kann. Im folgenden werden diese

Methoden erklart.
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1.5.1. Sequenzierverfahren nach Sanger

Nachdem 1942 die Struktur der DNA entschliisselt wurde, entwickelten 35 Jahre
spater zwei Wissenschaftler, verschiedene Methoden, um die Basenabfolge von DNA-
Abschnitten zu bestimmen. Eine dieser Methoden, wurde von Frederick Sanger
etabliert. Hierbei handelte es sich um einen enzymatischen Neuaufbau des DNA-
Abschnitts mit anschliefRender Analyse. (Kettenabbruch-Synthese). Fiir die Analyse
wurden DNA-Polymerasen, ein Nukleotid-Mix sowie Fluoreszenz-markierte Stop-
Nukleotide (Didesoxynukleotide) verwendet. Durch den Einbau dieser ,Stopp-
Nukleotide kommt es zum Syntheseabbruch an dieser Stelle und zu einem
fluoreszierendem Signal. Jede der 4 Basen hat ein eigenes Lichtsignal, womit durch
einen Detektor die exakte Basenabfolge erfasst werden kann. Durch die
unterschiedliche Lange der DNA-Abschnitte kann dann, im Rahmen einer
elektrophoretischen Gel-Analyse, die genaue Position der Base detektiert werden
[97]. Dieses Verfahren wird seit einigen Jahren routinemafig fiir die hochauflésende

HLA-Diagnostik eingesetzt.

1.5.2. Nextgeneration Sequencing (NGS)

Bei der Next Generation Sequencing Methode handelt es sich um eine der wichtigsten
Entwicklungen der letzten Jahre im Bereich der Biotechnologie. Es ist eine neue
Technologie der Detektion von Basenabfolgen in DNA Abschnitten und ermdglicht
sogar durch Parallelisierung eine Analyse der ganzen DNA (whole genome
Sequencing). Dies erfolgt dabei in kiirzester Zeit und mit minimalen Kosten und stellt
damit eine Revolutionierung der DNA-Sequenzierung dar. Verschiedene
Unternehmen etablierten eigene Methodiken und Gerate fiir die Next Generation
Sequenzierung. Im Folgenden werden die Grundprinzipien von 2 verschiedenen NGS-
Techniken erlautert, die in dieser Studie verwendet wurden. Die NGS-Technologie
wurde in den letzten 3 Jahren zunehmend in die hochauflésende HLA-Diagnostik
eingefiihrt und wird vermutlich ldngerfristig alle anderen hochauflésende

Typisierungsverfahren ablésen.

22



Roche 454

Das Sequenzierprinzip der Roche 454 - Technologie basiert auf eine klonale
Amplifizierung durch eine Emulsions-PCR und paralleler Pyrosequenzierung. (Der

genaue Ablauf wird im Abschnitt 2.2.2.1 beschrieben).

Die Detektion der Basenabfolge erfolgt durch Zugabe bestimmter Nukleotide, welche
bei Verbindung zur vorherigen Base, Phosphatreste abspalten, welche anschlief3end
durch eine Kaskade chemischer Reaktionen zu einem fluoreszierendem Signal fiihren.
Die verschiedenen Basen werden nacheinander zugefiigt, sodass je nachdem welche
Base komplementdar zum DNA-Template ist, die genaue Detektion des emittierten

fluoreszierenden Lichtsignals und deren Position festgehalten werden kann [39].

Illumina SBS

Bei der ,Sequencing by Synthesis“ (SBS) Methode von Illumina handelt es sich um
einen Prozess bei dem initial eine fragmentierte Template-DNA kovalent an eine
songenannte ,Flow-Cell“ gebunden wird und anschliefend durch eine PCR-ahnliche
Reaktion zu Template-DNA-Griippchen (sogenannten ,Clustern”) amplifiziert wird
(Bridge amplification). Die Basenabfolge wird durch Zugabe einer Base pro Zyklus
und Einbau derer an die komplementdre Matrix mit entsprechendem Lichtsignal,
detektiert. Anschlieflend wird die Terminatorgruppe abgebaut und das nichste
Nukleotid kann angebaut werden. Ein weiterer Vorteil hierbei ist die Moglichkeit die
Sequenzierung von beiden Seiten der Matrix-DNA erfolgen zu lassen [39]. (Der

genaue Ablauf wird im Abschnitt 2.2.2.2 beschrieben).

1.6. Zielsetzung der Studie

Ziel dieser Studie ist es, den Einfluss der HLA-DP-Kompatibilitdat zwischen Spender
und Empfanger auf den Erfolg der allogenen HSCT zu analysieren. Es sollte dafiir eine
grofde multizentrische deutsche Patient-Spender-Kohorte nach unverwandter,
allogener HSCT mittels Next Generation Sequenzierung auf die jeweiligen HLA-DP
Allele untersucht werden. Als Erfolgsparameter fiir den Therapieerfolg sollen die

Messgrofden Gesamtiiberleben, Rezidivinzidenz, Inzidenz der akuten und chronischen
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GvHD, transplantatassoziierte Mortalitat , Nicht-Rezidiv-assozierte Mortalitit und
krankheitsfreies Uberleben verwendet werden. Da bereits einige internationale
Studien iiber die Rolle vom HLA-DP beim Therapieerfolg der allogenen HSCT’s
durchgefiihrt worden sind, ist es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, die Giiltigkeit der
verschiedenen Theorien und Algorithmen zu HLA-DP Kompatibilitdt in einer grofien
deutschen Kohorte zu iiberpriifen und gegebenenfalls zu bestatigen. Da weiterhin der
genaue Zusammenhang zwischen GvHD/GVL-Effekt und HLA-DP-Kompatibilitat
noch nicht genau geklart ist, sollen weitere transplantations-beeinflussende
Kriterien, wie zum Beispiel der CMV-Serostatus von Spender und Empfanger und
deren Interaktion mit der HLA-DP Kompatibilitdt auf deren Einfluss auf GVL und

GvHD untersucht werden.
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2. Material und Methodik

2.1. Material

2.1.1. Patienten-Spender

2.1.1.1. Allgemein

Im Rahmen dieser retrospektiven mutizentrischen Studie, wurden DNA-Proben von
1831 Patienten und deren unverwandten Stammzellspendern verwendet. Schon zu
Beginn der Studie lagen die hausinternen DNA-Asservate zur Verfiigung, weshalb fiir

diese Studie keine weiteren Probenentnahmen durchgefiihrt werden mussten.

Die DNA wurde im Zuge der HLA-Typisierung der Patienten zur Vorbereitung der
allogenen Stammzelltransplantation sowie der Bestatigungstypisierung der
selektierten Spender isoliert. Gleichzeitig zur Blutprobenabgabe, gaben die Patienten
und Spender ihre Einverstindnis zur Untersuchung der transplantationsrelevanten
Gewebemerkmale und auch zur Gewinnung und Lagerung ihres genetischen
Materials ab. Dabei wurden Proben und Datenanalysen anonymisiert bearbeitet. Dies
erfolgte durch Zuordnung einer anonymen aufsteigenden Transplantations-
Fallindentifikationsnummer eines jeden Transplantationspaares durch das DRST-

(Deutsche Register fiir Stammzelltransplantation).

Patient und Spender waren zu Beginn der Studie jeweils HLA-A, -B, -C, -DRB1 und -
DQB1 vortypisiert, da der Kompatibilititsgrad dieser Merkmale zwischen Spender
und Patient fiir die Stammzelltransplantation, dem im Dritten Deutschen Konsensus

zur immungenetischen Spenderauswahl festgelegten Kriterien, entsprechen musste.

Im Rahmen dieser Studie wurden dann alle Transplantationspaare fiir HLA-DPB1

sowie -DRB1 sequenziert. HLA-DRB1 wurde aus Qualitdtskontrollgriinden getestet.

Das Projekt wurde von der Ethikkomission der Universitat Ulm als positiv bewertet

(Antrag Nr. 263/09).

Zur Bearbeitung der Proben wurden diese UV-spektrophotometrisch auf die DNA-

Konzentration kontrolliert, welche einen Mindestwert von 15 ng/ul aufweisen
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musste. Bei Unterschreitung dieses Wertes wurde das DNA-Material mittels Whole

Genome amplification (Genomifi) vervielfaltigt.

2.1.1.2. Studienaufbau und Patientencharakteristika

Bei dieser Studie handelt es sich um eine retrospektive Analyse. Folgende klinischen
Ereignisse/Endpunkte wurden mit den Ergebnissen der Genotypisierung der

Transplantations-Paare (Tx-Paare) in Bezug gebracht:

- Gesamtiiberleben (in Tagen bis zum Eintritt des Todes, engl: 0S: Overall
Survival)

- Rezidivfreies Uberleben (in Tagen bis zum Eintritt des Rezidivs bzw des
Todes, engl.: DFS = Disease Free Survival)

- Rezidivinzidenz (engl: Relapse Incidence)

- Transplantationsassoziierte Mortalitit (engl: TRM = Transplant Related
Mortality)

- Chronische , Graft versus host” Erkrankung (cGvHD)

- Akute ,Graft versus Host“ Erkrankung (aGvHD)

Die Kohorte fiir diese Studie wurde nach den folgenden Kriterien ausgewahlt:

- Die allogene Stammzelltransplantation erfolgte ausschliefdlich durch
unverwandte Fremdspender

- Die Transplantationen fanden von 2000 bis 2009 statt

- Zweittransplantationen wurden ausgeschlossen

- Bei allen Patienten war das hamatopoetische System durch eine neoplastische
Erkrankung betroffen (z.B. nicht klassifizierte akute Leukdmie (AL). Akute
lymphatische Leukdmie (ALL), akute myeloische Leukdmie (AML) chronisch
lymphatische Leukdmie (CLL), chronische myeloide Leukdmie (CML), Non-
Hodgkin Lymphom (NHL), myelodysplastisches Syndrom (MDS) und multiples
Myelom (MM)).

- Die Stammzellquelle der Spender stammte entweder aus peripheren Blut oder
Knochenmark (keine Transplantationen mit Nabelschnurblut als

Stammzellquelle).
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- Die Patienten erhielten vor der Transplantation eine myeloablative
Konditionierung oder eine Konditionierung mit reduzierter Intensitat
- DNA und klinische Follow up-Daten von Spender und Empfinger waren

vorhanden

Bei der nach obigen Kriterien selektierten Studienkohorte handelte es sich um ein
Kollektiv von 1831 Transplantationspaaren, die in 20 verschiedenen
Transplantationszentren transplantiert ~ wurden. Eine Ubersicht der

Patientencharakteristik ist in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3 (Teil 1) Patientencharakteristik mit jeweils absoluter und relativer Fallzahl.

Absolute Relative
Fallzahl Fallzahl
Anzahl der Patienten 1831 100%
Anzahl der Tx-Zentren 20
Patientenalter bei Tx
0-17 51 2,8%
18-30 220 12,0%
31-40 228 12,5%
41-50 365 20,0%
51-60 540 29,5%
61-70 408 22,3%
71-80 19 1,0%
Geschlecht
Patient:
Mannlich (Pm) 1097 40%
Weiblich (Pw) 734 60%
Spender:
Maénnlich (Sm) 1348 26%
Weiblich (Sw) 483 74%
Geschlechts-Match
Pm/Sw 226 12,3%
Andere Kombi 1605 87,7%
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Tabelle 4 (Teil 2) Patientencharakteristik mit jeweils absoluter und relativer Fallzahl.

Absolute Relative
Fallzahl Fallzahl

Diagnose

AL 107 5,8%

AML 576 31,5%

ALL 260 14,2%

CML 86 4,7%

CLL 100 55%

MDS 345 18,8%

MM 154 8,4%

Lymphome 203 11,0%
Krankheitsstadium

Frith 730 40%

Intermediar 544 30%

Fortgeschritten 556 30%
Konditionierung

Myeloablativ 1126 61,5%

Reduzierte Intensitat 376 20,5%

Nicht-myeloablativ 329 18%
Jahr der Transplantation

1999-2002 26 1,4%

2003-2005 499 27,3%

2006-2009 1306 71,3%
Transplantatquelle

Knochenmark 151 8,2%

PBSC 1680 91,8%
HLA-Kompabilitidtsgrad
ohne HLA-DP

Komplett kompatibel 1070 58,4%

(10/10)

Ein HLA Mismatch 553 30,2%

(9/10)

Mehr als ein HLA 208 11,4%

mismatch (>8/10)




2.1.1.3. Kooperierende Zentren

Tabelle 5 Auflistung der kooperierenden Zentren und die absolut und relative Anzahl der jeweiligen

Transplantationspaare. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009.

Zentren Absolute Zahl | Relative Zahl
Leipzig, Klinik fiir Innere Medizin 440 24,0%
Universititsklinikum Ulm 182 10,0%
Kiel, II. Med. Klinik , Sektion fiir Stammzell-und | 175 9,5%
Immuntherapie,

Wiirzburg 125 6,8%
Mainz, III. Med. Klinik u. Poliklinik Klinikum der | 121 6,6%
Joh.-Gutenberg-Universitit

Wiesbaden 117 6,4%
Berlin, Charité Campus Virchow 112 6,1%
Gottingen, Med. Klinik und Poliklinik Georg- 107 5,8%
August-Univ

Homburg, Unikliniken, Innere Med. I 105 5,7%
Niirnberg, Klinikum Stadt Niirnberg, 5. 74 4,0%
Medizinische Klinik,

Erlangen, Universitatsklinikum 62 3,4%
Hamburg St. Georg, AK St. Georg / Haus G 61 3,3%
Rostock, Universitatsklinikum 40 2,2%
Essen Werden, Evangelisches Krankenhaus 29 1,6%
Bremen, Klinikum Bremen-Mitte gGmbH, Klinik | 22 1,2%
fiir Innere Medizin I

Idar Oberstein, Klinik fiir 20 1,1%
Knochenmarktransplantation

Oldenburg, KMT Klinikum 14 0,8%
Frankfurt, Universititsklinikum 15 0,8%
Stuttgart, Robert-Bosch-Krankenhaus, Abt. 9 0,5%
Innere Med. 2

Karlsruhe, Medizinische Klinik III 1 0,05%

2.1.2. Labormaterialien, Gerate, Software

Laborgerite

[. Pipetten:
- Einkanalpipetten:

Modell Eppendorf Reference (variable), 0,5 -10 _I, 10 - 100 _l, 100 - 1000 _],

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- Achtkanalpipetten:
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II.

I11.

IV.

VL

a) Modell Eppendorf Research, 0,5 - 10 _l, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

b) Modell Acura, 10 - 50 _I, Socorex, Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

c) Digitale Pipette: Modell Multipette plus, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland.

Kleine und mittlere Gerate:
- Gerat zur Kapillarelektrophorese: QiAxcel, Baujahr: nicht ermittelbar,
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
- Laborwagen
a) Navigator, Seriennummer S/N 1120100989, Baujahr: 2001, Ohaus
GmbH Deutschland, Giessen, Deutschland
b) Scout Pro, Seriennummer: S/N 7123070935, Baujahr: 2003, Ohaus
HmbH Deutschland, Giessen, deutschland
Plattenzentrifuge:
Multifuge 3S+, Seriennummer: 41100527, Baujahr: 2010, Heraeus Instruments,
Kendro Laboratory Products GmbH Hanau, Deutschland
Thermocycler:
- GeneAmp PCR Systems 9600, Applied Biosystems Applera, Darmstadyt,
Deutschland.
- GeneAmp PCR Systems 9700, Applied Biosystems Applera, Darmstadyt,
Deutschland.
- peqSTAR, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland.
- PTC-200, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
Thermomixer:
Thermomixer 5436, Seriennummer: 5436B 06206, Baujahr: nicht ermittelbar,
Datum der Beschaffung: nicht ermittelbar, Eppendorf, Eppendorf Vertrieb
Deutschland GmbH, Koln, Deutschland
Tischzentrifugen:
- Biofuge Pico, Seriennummer: 236490, Baujahr: 1996, Heraeus Instruments,
Kendro Laboratory Products GmbH Hanau, Deutschland
- Eppendorf Zentrifuge 5415, Seriennummer: 5425 25590, Baujahr: 2000,
Eppendorf, Nietheler-Hinz GmbH, Hamburg, Deutschland
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VII.

VIII.

IX.

XL

XII.

Vortexer:
- Vortex-Genie, Seriennummer: 12130, Baujahr: 1994, vormals: Bender +
Hobein, jetzt: VWR, VWR International GmbH, Ulm, Deutschland
- K-550-GE, Seriennummer: Z11121, Baujahr: 1994, vormals: Bender +
Hobein, jetzt: VWR, VWR International GmbH, Ulm, Deutschland
Real-Time PCR:
7500 fast Real-Time PCR System, Seriennummer: 27501334, Applied
Biosystems Applera Deutschland GmbH, Darmstadt, Deutschland
MiSeq von Illumina:
- Seriennummer: M0O2712, Illumina GmbH, Miinchen, Deutschland
- Seriennummer: M04363, [llumina HmbH, Miinchen, Deutschland
GS Junior 454 Sequencer von Roche:
Seriennummer: GS.Junior_10100418, Roche GmbH, Mannheim, Deutschland
Magnetstdnder fiir Amplicon Aufreinigung:
Cat. Nr.: 12321D, life Technology GmbH, Darmstadt, Deutschland
Grofdgerate
- Abzugshaube: Tischabzug, Airflow Controller, Einrichtungsserie SCALA, Typ
1200, Seriennummer: AC3 03.12 AZ1.1, Baujahr 2011, WALDNER
Laboreinrichtungen GmbH Co. KG, Wangen im Allgau, Deutschland
- Kiihl- und Gefrierschranke: Seriennummern und Baujahre siehe Tabelle 6.
a) Kiihlschranke
1. Super, Philipp Kirsch GmbH, Offenburg, Deutschland.
2. Super 520, Philipp Kirsch GmbH, Offenburg, Deutschland.
b) Kiihl-/Gefrierschranke
1. Biocompact 210, Kaltetechnik Rauschenbach GmbH,
Bergneustadt, Deutschland.
2. Biomedical Freezer, SANYO Biomedical, Bad Nenndorf
Deutschland.
c) Gefrierschranke -20 _C
1. Froster, Philipp Kirsch GmbH, Offenburg, Deutschland.
2. Froster 520, Philipp Kirsch GmbH, Offenburg, Deutschland.
3. Gram, Kaltetechnik Rauschenbach GmbH, Bergneustadt,

Deutschland.
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4. Kirsch, Philipp Kirsch GmbH, Offenburg, Deutschland.
d) Gefrierschrank -80 _C

ThermoFisher, Thermo Electron, Langenselbold, Deutschland.

XIII. Pipettierroboter:

a) Aufreinigung der HLA-PCR-Produkte bei den Illumia Laufen

Hamilton 3: Janus 4Tip, Seriennummer: DG 07061231, Post-PCR-
Bereich, Baujahr 2012, Microlab Star, Hamilton AG, Bonaduz, Schweiz.

Labormaterialien

L.

I1.

I11.

IV.

VL

VIL

VIIL

96-Well Platte mit Barcode: MicroAmp optical 96-well reaction plate mit
Barcode, Art. Nr. 4306737, Applied Biosystems, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland.
96-Well Platte ohne Barcode: ThermoFast 96-well non-skirted plates, Art. Nr.
AB-0600, Thermo Scientific, Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland.
Combitips plus und Combitips advanced, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

0,1 ml plus: nicht mehr erhaltlich; advanced: Art. Nr. 0030089618

0,2 ml plus: nicht mehr erhaltlich; advanced: Art. Nr. 0030089626

0,5 ml plus: nicht mehr erhaltlich; advanced: Art. Nr. 0030089634
Eppendorf Reaktionsgefafe: Eppendorf Tubes 3810X 1,5 ml, Art. Nr.
0030125150, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Domed Cap Strips, Art. Nr. SP-0216, Thermo Scientific, Fisher Scientific,
Schwerte, Deutschland.
Gummimatten fiir Verschluss der 96-Well Platten zur Sequenzierung: Plate

Septa

96-Well, Art. Nr. 4315933, Applied Biosystems, Life Technologies GmbH,
Darmstadt, Deutschland.

Klebefolie fiir 96-Well Platten, Art. Nr. AB-0558, Adhesive PCR Film, Thermo
Scientific Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland.

Pipettenspitzen: Artikelnummern siehe Tabelle 8.
Safe Seal Tips ®premium, 10 _l, 100 _1, 1000 _l, Biozym Scientific GmbH,
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Oldendorf, Deutschland.
- epT.I.P.S Reloads, 0,1 - 10 1, 2 - 200 _l, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland.

Software

L.

I1.

[1L

IV.

VL

VIL

ABC-Programm:

Version 1.3.3, Auswertung von QIAxcel-Daten (initiale PCR-Reaktion) und
Erstellung von Arbeitsprotokollen fiir den Hamilton Microlab Star, IKT, Ulm,

Deutschland.

EVP:
Ergebnis-Vergleich-Programm, Version 1.0.1.0; validiertes ,in Haus Tool“
programmiert durch Stefan Rau, vergleicht Rohsequenzen mit HLA Datenbank,
Methodenmanager:
Version 3, Programm zur Bedienung des Hamilton Microlab Star, Hamilton AG,
Bonaduz, Schweiz
QIAxcel ScreenGel Software:
Version 1.0.2, Programm zur Auswertung der Kappilargelelektrophorese,
QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland.
R:
Version 3.1.0, Programmiersprache zur statistischen Berechnung und
grafischen Darstellung.
R Software-Zusatzpakete:

- ,cmprsk“: Kumulativen Inzidenzanalysen [36]

- ,crrSC“: Kompetitive Risikoanalyse [87]

- ,gap“: Analyse von Haplotyp-Frequenzen

- ,survival“: Kaplan-Meier Analysen und Cox-Regressionsmodelle [88]
Sequence Pilot - HLA SBT Allele identification Software:
Version 3.5.2 Build 508, Analysesoftware fiir HLA-Sequenzdaten, JSI Medical

Systems GmBH, Ettenheim, Deutschland.
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2.1.3. Chemikalien, Reagenzien, Enzyme

L.

I1.

[1L

IV.

VL

VIL

VIIL.

IX.

XL

XII.

Agencourt AMPure XP: Art. Nr. A63882, Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland.
Ethanol absolut: Emsure Ethanol-absolut, Art. Nr. 100983, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland.
LiChrosolv  Wasser (HPLC aqua dest.): Art. Nr. 115333, Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland
Quant-iT(tm) PicoGreen® dsDNA Assay Kit, Katalognummer P11496, Firma
Thermo Fisher Scientific
Primer: Primer fiir HLA-DR und DP PCR und Sequenzierung (MID-Primer)
wurden bei Metabion International Ag, Martinsried, Deutschland bestellt. Die
Sequenzier Primer bei den Roche Laufen waren in den Sequenzierkits dabei
(siehe 2.1.4 Testkits)
[sopropanol, Art. Nr. A3928, 05 00PE, PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland
Taq DNA Polymerase: 5 units/_1 Art. Nr. 201209, Qiagen N.V. Hilden,
Deutschland.
Sodium hydroxide solution: Art. Nr. 24886357, Sigma-Aldrich, Chemie GmbH,
Miinchen, Deutschland Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland
Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Assay Kit: Art. Nr: P7589, Life Technologies
GmbH, Darmstadt, Deutschland
Tween 20 (Polyoxyethylene(20)sorbitan Monolaurate): Molecular Biology
Grade, Art. Nr. A4974, 0100, PanReac, AppliChem, Darmstadt, Deutschland.
Tris-EDTA Puffer: Art. Nr. T9285, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland.
PCR Puffer (MasterMix) in Haus Produkt, CE zertifiziert, DRK-BSD Baden
Wiirrtemberg - Hessen gGmbH, Frankfurt am Main, Deustchland, lokalisiert im
IKT-Ulm, Deutschland

a. Inhalt: siehe Tabelle 7
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Tabelle 6 Zusammensetzung des PCR Puffers/Master Mix

Chemikalien Name Anteil Cas
Nummer

MasterMix Ammonium 12% 7783-20-2

Sulfat

Tris Tris 0,95% 77-68-1

(hydroxymethyl)-

aminomethan

MgCI2 Magnesium- 7,1% 7786-30-3

chlorid

Glycerol 99,5% Gycerin 7,4% 56-81-5

Desoxyribonuklein Oligonukleo- 0,98%

Saure (DNS) Tid Primer

Tween 20 0,027% | 900-64-5

HPLC Wasser 71,5% 773218-5

2.1.4. Testkits

Roche

Fir die ,Emulsions“-Amplifikation (=emPCR):

L.

I1.

[1L

IV.

VL

GS FLX Titanium MV emPCR Lib-A Kit

-GS FLX Titanium Bead Recovery Reagents
-GS FLX Titanium emPCR Reagents, Lib-A

-GS FLX Titanium Emulsion Oil
Em PCR bead counter
GS Junior Titanium emPCR 0Oil and Breaking Kit

Fiir die Sequenzierung:

GS Junior Sequencing Kit

- Sequencing Kit Reagent and Enzymes

- Sequencing Kit Buffers

- Sequencing Kit Packing Beads and Supplemenr CB
GS Junior Titanium PicoTiterPlate Kit

GS Junior Maintainance wash Kit
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IIlumina

MySeq Reagent Kit - 500V2, [llumina GmbH, Miinchen, Deutschland

2.2. Methoden

2.2.1. Genomiphi -Amplifikation

In einem vorherigen Prozess wurde die Konzentration der DNA-Proben gemessen
und falls diese unter einer bestimmten Grenze gefallen waren, wurden sie mit Hilfe
des “Genomiphi-Kits” vervielfaltigt. Die vervielfaltigten Genomiphi-Proben waren
schon vor Beginn dieser Studie angefertigt. Da die per Genomiphi vervielfachten
Proben nun eine stark erhohte DNA-Konzentration im Vergleich zu den herkémmlich
isolierten Proben aufwiesen, wurden diese vor deren Einsatz in den

Typisierungsassays in einem Verhaltnis von 1:10 mit H20 verdiinnt.

2.2.2. Genotypisierung der HLA-DRB und HLA-DPB1 Gene

In dieser Studie wurde fiir die Genotypisierung die Next Generation Sequencing
Methode verwendet. Es wurden zwei verschiedene Gerate und Methodiken dafiir in
Gebrauch genommen. Die erste Halfte der Proben erfolgte mit dem GS Junior 454
Sequencer von Roche und die andere Halfte wurde mit dem MiSeq von Illumina
sequenziert. Der Wechsel der Sequenzierer erfolgte zum einen aufgrund der
Produktionseinstellung der Rochekits durch Roche und zum anderen wegen der
besseren Leistung der Illumina MiSeq-Technologie. Wie schon im Abschnitt 1.5.3.
beschrieben, handelt es sich bei diesen beiden Sequenziervorgidngen um die neue Art

des Sequenzierens, dem ,Next Generation Sequencing".

Die Ablaufe der beiden Methodiken unterscheiden sich in vielen Punkten, weshalb sie

separat aufgefiihrt werden.
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2.2.2.1. Roche 454

Im Folgenden wird zuerst allgemein der Prozess der Genotypisierung mittels Roche
454-Technologie beschrieben und im darauffolgenden Abschnitt, wird auf die

einezelnen Schritte genauer eingenangen.

Allgemeine Methodik:

Der Roche 454 funktioniert auf dem Prinzip der Pyrosequenzierung. Im Gegensatz zu
Sangermethode werden die jeweiligen Basenfolgen nicht durch fluoreszenzmarkierte
Abbruchnukleotide bestimmt, sondern durch Abspaltung von Pyrrophosphaten bei
Verbindung des ndchsten Desoxynukleotids. Durch ein Gemisch von weiteren
Enzymen kommt es durch die abgespalteten Pyrrophosphate zu einem
fluoreszierenden Lichtsignal, welches dann durch einen Detektor aufgenommen wird.
Hiermit kann die genaue Lokalisation im DNA Strang sowie die genaue Base ermittelt
und gespeichert werden. Da es sich hier, um in verschiedenen Kammern gleichzeitig
ablaufende Prozesse handelt, wird jedem DNA-Strang, der sequenziert werden soll,
ein individueller molekularer Barcode (MID) zugewiesen, sodass diese voneinander

unterschieden werden konnen.

Dies geschieht zu Beginn beim Ansetzen der PCR mit speziell markierten Primern. In
diesem Schritt werden die zu sequenzierenden DNA-Abschnitte wie bei der iiblichen
PCR mit fiir den zu sequenzierenden Bereich typischen Primern, taq Polymerasen
und einem Mastermix amplifiziert, wobei an den Primern die MID-Molekiile
gekoppelt werden. Die restlichen, nicht zu verwertbaren Abschnitte der DNA werden
in einem Reinigungsprozess verworfen. Die vervielfaltigten DNA-Strange werden
anschliefdend in mehrere kleine Pools zusammengefasst und auf ihre Konzentration
geprift. Anschliefend werden sie so eingestellt, dass sich in jedem Pool die gleiche
DNA-Menge in gleicher Konzentration befindet. In einem weiteren Schritt wird eine
Emulsions-PCR  (emPCR)  durchgefiihrt. = Hierbei werden durch einen
Denaturierungsprozess die Doppelstrange in Einzelstrange liberfiihrt. Diese werden
dann in einem Wasser-in-0l-Gemisch erneut vervielfacht. Das Besondere hierbei ist,
dass die verschiedenen Proben, die in vorherigen Schritten schon gepoolt wurden,
nun in eine einzige Losung liberfithrt werden. Aufgrund der MID markierten Strange,

kann bei der spdteren Analyse jeder einzelne DNA-Strang trotzdem genau einer
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Testperson zugeordnet werden. Eine weitere Besonderheit ergibt sich dadurch, dass
durch die Emulsionsmischung mehrere kleine Microreaktionsrdume enstehen, in

denen die Vervielfaltigungsreaktionen parallel ablaufen kénnen.

Bevor die DNA-Abschnitte nun vollstandig sequenziert werden kénnen, erfolgt eine
weitere Aufreinigung der Proben von den emPCR-Reagenzien. Anschliefend wird die
aufgereinigte Losung in einer Pico Titer Platte iiberfithrt. Dort koénnen die
Sequenzierungsreaktionen wieder Parallel in mehreren Pico-Kammern nach dem

Schema der Pyrrosequenzierung ablaufen.

Genaue Durchfithrung:

Erstellen einer DNA-Anordnungsliste und Zuweisung der MIDs

DNA-Anordnungsliste

Die Proben wurden in Batches von 96 bearbeitet. Innerhalb eines “Batches” waren
die Patienten und Spender-IDs nach aufsteigender Zahl angeordnet und wurden nach
dieser Reihenfolge bearbeitet. Pro Lauf konnten somit 48 Transplantationspaare (48
Spender=S und 48 Patienten=P) genotypisiert werden. Die Anordnung der Proben
verlief spaltenweise. Ein Beispiel fiir eine DNA-Anordnung auf den PCR-Platten ist in
Abbildung 8 zu sehen. Bei den Ziffern handelt es sich jeweils um die zugehorige
aufsteigende Transplantationsnummer. “P” steht hierbei fiir Patient und “S” fir
Spender. Ein solches Plattenlayout wurde bei jedem Sequenzierlauf initial
hergestellt. Es enstanden hierbei jeweils 2 Platten mit identischen Proben. In der
einen Platte wurde das HIA-DRB1-Gen amplifiziert und in der anderen Platte das

HLA-DPB1-Gen.

ot e el e el sonusel s e nan i e st i RS —w— —
] 1 ] K] 4 5 [] I [] ] 10 1 12
r A T35P Te4P B47P Hs6P 992P 1034P 1246P 1287P 1368P 1441P 14T9P 1559P
N TA5S TE4S B4TS 9565 gaes 10345 12465 12873 13685 14415 14798 15585
4 L B26P B85eP e BaaP 1137P 1248P 1318P 1188P 1442P 1528P 1574P
N TATS B265 8388 HE1S Ba8S 11375 12485 131835 13885 14425 15285 15745
LN T54P B35P BEEP B75P 1004P 1186P 1257P 1328P 1426P 1443F 1831P 15T5P
CAN T54S B35S BEBS 8758 10045 11865 12578 13298 14268 14438 18318 15758
S T75P B3aP B841P B76P 1021P 1235P 1268P 1366P 1428P 1464F 1836P 1581
= TT5S B38S 9418 I76S 10215 12358 12685 13665 14285 14645 15365 158185

Abbildung 8 Beispiel fiir eine DNA-Anordnungsliste. Die Ziffern stehen jeweils fiir die Transplantations-

Identifikationsnummer. P=Patient, S=Spender.
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MID-Anordnung

Die Zuordnung der MID-Primer fiir die jeweilige Transplantationsnummer wurde
initial vorbestimmt und auf eine 96-well Platte iibertragen. Die MID-Primer bestehen
aus einer Adaptersequenz, einer Schliisselsequenz , der MID-Sequenz und aus der
Genomspezifischen Sequenz (siehe Abbildung 9) die sich an die zu verfielfachende

DNA-Sequenz andockt und somit die PCR-Reaktion triggert.

Jedem Well der 96-well Platte ist ein bestimmter Vorwarts- und Riickwértsprimer
zugewiesen. Die Primer-Kombinationen sind jeweils so bestimmt, dass sie innerhalb
einer 96-Well Platte einmalig vorkommen, sodass nach dem Poolen der Proben jede
Vorwarts-Riickwarts ~ MID-Primer-Kombination einer einzelnen Testperson
zugewiesen werden kann und somit Verwechslungen ausgeschlossen werden. Die
Tabelle 6 veranschaulicht eine fertige Primer-Platte mit den zugehdérigen MID-Codes,
die jeweils einmal fiir die HLA-DPB1 und HLA-DRB1 amplifizierung verwendet

wurden.

Adapter- MID-
sequenz sequenz
. I

Schlussel- Genom-
sequenz spezifische-
sequenz

Zu sequenzierender Genabschnitt

SNS~—
e

Abbildung 9 Vereinfachte Darstellung des Aufbaus eines MID Primers mit seinen einzelnen

Komponenten. (Adaptersequenz, Schliisselsequenz, MID-Sequenz und Genomspezifische Sequenz)
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Tabelle 7 Anordnung der MID Codes auf den Primerplatten. Die vordere Ziffer gibt jeweils den Code fiir den

MID-Vorwartsprimer und die hintere Ziffer die des MID-Riickwértsprimers an.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

A 40/50
B 41/50
C 42/50
D 43/50
E 44/50
F  45/50
G 46/50
H 47/50

40/51
41/51
42/51
43/51
44/51
45/51
46/51
47/51

40/52
41/52
42/52
43/52
44/52
45/52
46/52
47/52

40/53
41/53
42/53
43/53
44/53
45/53
46/53
47/53

40/54
41/54
42/54
43/54
44/54
45/54
46/54
47/54

40/55
41/55
42/55
43/55
44/55
45/55
46/55
47/55

40/56
41/56
42/56
43/56
44/56
45/56
46/56
47/56

40/57
41/57
42/57
43/57
44/57
45/57
46/57
47/57

40/58
41/58
42/58
43/58
44/58
45/58
46/58
47/58

40/59
41/59
42/59
43/59
44/59
45/59
46/59
47/59

40/60
41/60
42/60
43/60
44/60
45/60
46/60
47/60

40/61
41/61
42/61
43/61
44/61
45/61
46/61
47/61

Amplifikation mittels PCR

Der PCR-Ansatz ist in Tabelle 7 beschrieben und wurde in angegebener Reihenfolge

manuell pipettiert.

Im Anschluss daran wurde die DNA-Vervielfaltigung im

Thermocycler durchgefiihrt. Es wurde hierbei das Programm ,NGS-Roche-PCR"

verwendet. Das Temperaturprofil des Programms ist in Tabelle 8 angegeben. Um den

Erfolg der Amplifikation zu kontrollieren und die nachfolgenden komplexen Schritte

nicht unnotigerweise durchfithren zu missen, wurde der Erfolg jeder PCR-Reaktion

durch den Nachweis der Amplifikate mittels einer Kapillarelektrophorese in einem

Quiaxel-Apparat tiberpriift.

Tabelle 8 Reagenzien und Volumina fiir den PCR-Ansatz der Roche-Methodik.

Reagenzien Volumen pro Well
ABC Mastermix 24 pl/Well

Taq Polymerase 0.3 ul/Well

MID Primer 2 ul/Well

DNA 1 ul/Well
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Tabelle 9 Thermocyclerprogramm des NGS-Roche-PCR-Profils

Schritt Temperatur [°C] Dauer [s] Anzahl der
Zyklen

Initiale 95 600 (10min) 1

Denaturierung

Denaturierung 95 15 3c

Annealing 62 30

Enlongation 72 300 (5min) 1

Kiithlung/Lagerung 4 co

Poolen

Mit der 8-Kanalpipette wurden aus jeder Spalte (Positionen A1-H1bis A12-H12) der
96-well Platte 5 pl/Well in die erste Spalte einer neuen Platte (Position A1-H1)
uberfiihrt. Die Amplifikate einer gesamten Platte wurden somit auf einer einzelnen
Spalte (=8 Wells) mit je 60 pl gesammelt (=gepoolt). Es wurden auf diese Weise fiir
jeweils die DRB1-Amplifikation (=Platte 1) und die DPB1-Amplifikation (=Platte 2)
zwei seperate Pools generiert. Nachdem die Einzelpools mit einer 8-Kanalpipette gut
vermischt wurden, wurden je 22,5 ul/Well in jeweils ein Eppedorf Réhrchen
pipettiert, sodass am Schlufy 2 Eppendorf-Réhrchen mit je 80ul Inhalt generiert
werden konnte (je ein Eppendorf fiir HLA-DPB1 und -DRB1).

Aufreinigen der Pools

Die Aufreinigung der Pools erfolgt, um die tiberfliissigen DNA-Abschnitte, Primer und
Salze der PCR-Mischung zu entfernen, um somit nur noch die zu sequenzierenden

DNA-Abschnitte librig zu lassen.

Die Aufreinigung erfolgte mittels magnetischer Beads. Diese binden sich durch
chemische Prozesse an die Amplifikate. Bei Anbringen eines Magnets an die
Eppendorfrohrchenwand, kénnen so die restlichen Substanzen von den PCR-
Produkten getrennt werden. Die iibrige Fliissigkeit kann dann abgesaugt und
verworfen werden. Durch mehrere Waschdurchgange, wird gewahrleistet, dass die
Amplifikate eine ausreichende Reinheit erhalten. Zum Schluss werden die
angebundenen DNA-Strdnge von den magnetischen Beads, durch Zugabe einer
Losesubstanz, gelost. Tabelle 9 listet die genauen Ablaufe, verwendete Substanzen

und ihre jeweiligen Volumina auf.
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Tabelle 10 Tabellarische Darstellung der einzelnen Schritte der Aufreinigung des PCR-Produkts.

Schritt Substanz pro Eppendorf Dauer

Ampure-Beads 360 pl
2.Zugabe der Magnete (360 pl Probe-Wasser +
360 pl Beads)

4., Inkubation auf dem
Magnetstinder

5 min

70%iges Ethanol 720 pl (
6. Aufreinigung 720 pl Probe-Wasser-Bead +
720 ul Ethanol)

8. Inkubation auf Magneten 2 min

10. Wiederholen der
Schritte 6.-9.

12. Zugabe von TE zur 70 ul TE
Elution der DNA von den
Beads

Inkubation auf Magneten 2 min

42



(i Agencourt
AMPure XP Binding Separation Ethanal Wash Elution Buffer  Transfer

2.0 4 % °5°F g :
- ™ 3 Prow g b E% EM? R,
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Abbildung 10 Prinzip der Aufreinigung mit magnetischen Beads mt freundlicher Genehmigung von
“Beckman Coulter Life Science webseite, Produkt: AMPure XP”. Agencourt AMPure XP= magnetische Beads,
Binding=Bindung der PCR Produkte an die magnetischen Beads, Separation: Anbringen des Magneten von aufden
an das Eppendorf Rohrchen. An PCR-Produkt gebundene magnetische Beads werden vom aufienangelegten
Magneten nach auflen gezogen. Ethanol wash = Mit einer ethanolhaltigen Losung wird die DNA auf die Beads
gefallt und somit gereinigt. Die restliche Fliissigkeit in derer sich tberfliissige PCR Reagenzien befindet kann
verworfen werden. Elution Buffer = Durch einen geeigneten Puffer kdnnen die magnetischen Beads von dem PCR-
Produkt getrennt werden und somit bleibt im Uberstand das reine PCR Produkt. Dieses kann bei anliegendem

Magneten in ein neues Eppendorf Rohrchen iiberfiihrt werden.

Quantifizierung

Um eine gleichmafdige Reprasentation der HLA-DPB1- und HLA-DRB1-Amplifikate
bei den nachfolgenden Schritten zu gewahrleisten, miissen die jeweiligen

Konzentrationen der gereinigten Ampifikat-Pools angeglichen werden.

Hierflir wird zunachst in sieben Eppendorf-Réhrchen eine Verdiinnungsreihe einer
DNA-Praparation mit bekannter Konzentration angefertigt. Im 8. Eppendorf-

Rohrchen wird keine DNA zugefiigt womit diese als Negativprobe gilt.

Aus den aufgereinigten HLA-DRB1 und -DPB1 Rohrchen werden je 1 pl mit 99 pl

1xTE vermengt.
Daraus werden jeweils 50 pl in die Quantifizierungsplatte tiberfiihrt.

Anschliefiend werden je 50 pl der Standards 1-8 in die Quantifizierungsplatte
tberfiihrt und jedem befiilltem Well 50 pl Farbstoff (PicoGreen, 1:200 in 1xTE
vorverdiinnt) hinzugefiigt. Aus den gemessenen Werten der Verdiinnungsreihe
(Standards) wird mittels eines Real-Time-PCR-Gerats eine Kurve gezeichnet, anhand
welcher die Konzentrationen (Molektile/pl) der Amplifikate bestimmt werden kann.
Um ein aussagekrifiges Ergebnis zu bekommen, muss der R*-Wert der
Standardkurve mindestens bei 0.98 liegen. Liegt er darunter, ist die Messung zu
ungenau und die Quantifizierung muss wiederholt werden. AnschliefRend wird die
Konzentration der gepoolten und gereinigten HLA-DR- und -DP-Amplifikate auf 10*9
Molekiile/pl eingestellt.
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Emulsions-PCR

Bei der Emulsions-PCR wird eine Ol-in-Wasser-Emulsion hergestellt, in der in den

einzelnen Mizellen die Amplifikationsreaktion an nichtmagnetischen Beads, den

sogenannten Capture Beads, stattfinden kann. Im Folgenden werden die einzelnen

Schritte erlautert:

1.

Es wird durch Zugabe von ,Emulsions-0Oils“ und Mock Mix aus dem emPCR-Kit
eine Wasser-in-Ol-Emulsion aus der Probe hergestellt

Die Amplifikat-Pools werden mit den ,Capture Beads“ und den fiir die emPCR
bendétigten Reagenzien gemischt.

Mit einem speziellen PCR-Programm werden die an Capture Beads gebundenen
DNA-Abschnitte nun in den Mizellen, bzw. auch Mikroreaktoren genannt,
vervielfacht. Pro Milliliter konnen hierbei ca. 10*6 Mikroreaktoren vorkommen.
Jedes Capture Bead kann ungefdhr 10 Millionen klonale Kopien durch diesen
parallel verlaufenden Vorgang enthalten.

Nach der Amplifizierung wird die Emulsion wieder aufgelost, dies geschieht
durch das Spiilen mit Alkohol und Zentrifugation der an Capture Beads

gebundenen DNA-Abschnitte.

Bead-Enrichment

Durch das Bead-Enrichment werden die DNA beladenen Capture Beads von den nicht

beladenen Beads getrennt.

1.

Durch chemische Denaturierung mit Natronlauge werden die Doppelstrange
(dsDNA) wieder zu Einzelstrangen (ssDNA). Ein Strang bleibt an dem nicht
magnetischen Capture Bead gekoppelt, wahrend sich der zweite in die
wassrige Phase auflost.

Ein Biotin-gekoppelter Enrichmentprimer wird hinzugefiigt und bindet
komplementar an die an Capture Beads gebundenen ssDNA's.

Das Biotin bindet wiederum an magnetische Enrichment Beads, die mit
Streptavadin beladen sind.

Mit einem Magneten, der von extern angelegt wird, konnen die an DNA

gebundenen magnetischen Capture Beads, von den anderen, nicht an DNA und
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somit nicht an die magnetischen Enrichment-Beads gebundenen Capture
Beads, getrennt werden. Der Uberstand, der nicht gebundene DNA-Stringe
und leere Capture Beads beinhaltet, kann verworfen werden.

5. Im letzten Schritt wird die DNA von den magnetischen Enrichment-Beads
durch ,Melt Solution“ entfernt. Durch den GS Junior Bead Counter kann

Uiberpriift werden, ob genug beladene Beads vorhanden sind.

Beladen der Picotiter-Platte und Sequenzierung

Die Picotiter-Platte enthdlt mehrere kleine Kammern. Diese sind so klein, dass pro
Kammer genau ein mit DNA beladener Bead hinein passt. (Durchmesser der Kammer
29 pm, Durchmesser der Beads 20 pm) Es konnen so, parallel und getrennt
voneinander Sequenzierungsreaktionen ablaufen. In nachfolgenden Schritten
werden die, fiir die Pyrrosequenzierung verwendeten Reagenzien in einer
vorgegebenen Reihenfolge auf die Picotiter-Platte hinzugegeben. (Siehe Abbildung
11) Der Roche 454 funktioniert auf dem Prinzip der Pyrosequenzierung. Im
Gegensatz zu Sangermethode werden die jeweiligen Basenfolgen nicht durch
fluoreszenzmarkierte Abbruchnukleotide bestimmt, sondern durch Abspaltung von
Pyrrophosphaten bei Verbindung des nachsten Desoxynukleotids. Durch ein Gemisch
von weiteren Enzymen kommt es durch die Pyrrophosphate zu einem
fluoreszierenden Lichtsignal. Dieses wird durch einen Detektor aufgenommen und
gibt Aufschluss liber die genau Lokalisation einer Base und welche ABse erkannt

wurde. Der Sequenziervorgang benétigt ca. 10 Stunden.
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Pyrrophosphatase
Beads

Enzym Beads
(postlayer)

Abbildung 11 Vereinfachte Darstellung der verschiedenen Bead-Schichten und der DNA-Beads in ihren
einzelnen Kammern. Enzyme Beads Prelayer=1. Bead Schicht, DNA Beads und Packing Beads=2. Bead Schicht,

Enzyme Beads postlayer= 3. Bead Schicht, Pyrrophosphatase Bead=4. Bead Schicht.

Auswertung

Die Sequenzierungsauswertung erfolgte liber 2 verschiedene Programme. Bei dem
Auswertungsmodul ,SeqHLA“ werden die vorliegenden Nukleotidsequenzen mit der
lokal gespeicherten IMGT/HLA-Datenbank verglichen. Nach Auffindung der
passenden Sequenz werden Typisierungsergebnisse vorgeschlagen. Ein Beispiel fiir
dieses Programm ist in Abbildung 12 zu sehen. Jedem Farbsignal wird dabei die
zugehorige Base zugeordnet. Durch das Verwenden von generischen Primern, bei
denen alle Allele eines Genorts amplifiziert werden, kann es bei Unterscheidung einer
Base an der gleichen Position zu heterozygoten Signalen kommen. Mit einem eigenen
Buchstabencode wird dies hier demonstriert. So wird zum Beispiel ein Signal fir
Adenosin und Guanin an der gleichen Position mit einem ,R“ kodiert. Die Software
berechnet abhingig von den heterozygoten Stellen mehrere Allelkombinationen.
Dabei werden nicht nur die tatsachlichen Basenabfolgen berticksichtigt, sondern auch
die Moglichkeit von falsch zugeordneten Basen. Deshalb miissen die vorgeschlagenen
Allelkombination auch manuell auf Plausibilitat tiberpriift werden und gegebenenfalls

Nukleotidsequenzen editiert werden.
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Eine zweite, unabhadnige Auswertung erfolgt tiber das EVP-Programm. Hier kommt es
zum Vergleich der Nukteotidsequenzen mit der HLA-Datenbank ,perfect match”.
Gleichzeitig werden die liber ,perfect match” berrechneten Allele mit dem Ergebnis
der SeqPilot-Software verglichen. Dadurch wird eine doppelte Kontrolle der
Ergebnisse gewadhrleistet. Es werden hierbei nur Ergebnisse angezeigt, die
mindestens einen perfektes Match der Sequenzen zu einer Allelkombination
aufweisen. In diesem Program wurden nur die Exon-2-Sequenzen analysiert. Der
Vorteil gegeniiber dem SeqPilot-Programm liegt hier an der doppelten Kontrolle
sowie dem Wegfall der manuellen Editierung. Aufderdem ist der Auswertungsvorgang

hier um einiges schneller.

[-T51x]

Sequence 01-735PMID4050 / 133380289

Order | protocal | Famiy |

heterozyqous resul(s) - based on haplotypes: 1,2 =|
DPB1*02:011026, *04:02:01G
H 3.12.0 Date: 04/17/2013

Orderio: 133380289

DNANo.:  D1-735PMIDASO
12{04{2013 10:54:09
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Abbildung 12 Ausschnitt des Sequenzier-Auswertungsprogramm ,SeqHLA“

2.2.2.2. Illumina

Der 2. Teil der Proben wurde mittels einer Illumina/MySeq-basierten Plattform
sequenziert. Bei der Validierung dieses Verfahrens fiel auf, dass der Illumina/Myseq-
Ansatz im Vergleich zum Roche 454 nicht nur qualitativ vorteilhafter war, sondern

auch schneller, kostenglinstiger und einen hoheren Durchsatz ermoglichte. Zum

47



besseren Verstiandnis werden die im folgenden Schritte der Sequenzierung auch in

Abbildung 13 darsgestellt.

Der Ablauf besteht aus 4 Schritten:

1.

sLibrary“ Praparation, bei der die zu sequenzierenden Bereiche der
vorliegenden DNA-Proben vorbereitet, vervielfacht und aufgereinigt werden.
Hierbei entsteht die sogenannte , Template-DNA"

»Cluster Generation®, in der die ,Library“ auf einen Glasobjektrager (“flow cell“)
geladen wird. Auf diesem befinden sich Oligomere mit bestimmten
Andockpunkten fiir die Adaptersequenz der MID-Primer. So kénnen in einem
parallelen Vorgang die einzelnen Strange zu mehreren klonalen ,Klustern“
amplifiziert werden (,,Bridge Amplification).

Die Sequenzierung. Die Sequenzierung erfolgt nach der ,Illumina-Sequenzing-
by-synthesis“-Methode. Diese umfasst einen zyklischen Prozess, bei dem
fluoreszenzmarkierte Nukleotide mit den vier verschiedenen Basen zur
Template-DNA hinzugefligt werden. Diese fluoreszierenden Nukleotide tragen
Terminatorsequenzen. Nachdem sich das fluoreszierende Nukleotid an den
komplementadren Strang angesetzt hat, kommt er zu einem Lichtsignal, welches
die Basenposition weiter gibt. Die Terminatorsequenz wird anschlief3end
entfernt, sodass sich die nachste fuloreszierende Terminatornukleotid anbinden
kann und ebenfalls seine Lokalisation und Base angibt. Auf diese Art und Weise
wird die komplette Template-DNA synthetisiert und die genaue Basenabfolge
detektiert. Eine weitere Besonderheit ist, dass dieser Prozess vom 3’- sowie auch
vom 5’-Ende ablaufen kann. Dies gewdhrleistet eine schnellere und genauere
Sequenzierung (Paired-End-Sequenzierung).

Die Auswertung erfolgt auf die gleiche Art und Weise wie bei dem Roche 454-

Verfahren.
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A Library Preparation ' B. Cluster Amplification

Genomic DA

J’ Fragmentation

Flaw Cell
— - l
Adapters —
e Eridge Amplification
Cycles
J’ Ligation
. —
Soquencing  —
Library
s — i Lz 1 |. a
Clusters
MNGE library is prepared by fragmanting a gDNA sample and Liorary ks loaded intoe a flow cell and tha fragments hybadize
ligating specialized adapters 1o bath fragment ends te the flow cell suriace. Each bound fragment (s ampified inte
a clonal cluster through brdge ampification
C. Sequencing D. Alignment & Data Anaylsis
by i
b
v b ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
Reads AGATGGTATTG
Sequencing Cycles o GATGGCATTGCAA )
__ GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG
Reference N \ PP
Digital Image Ganame AGATGG TATTGCAATTTGACAT
Data is exported to an output fle l
Clustar 1 = Fead 1: BAGT...
Clustar 2 = Fead 2: TTEA...
Clustar 3 = Read 3: CTAG...
Cluster 4 = Fead 4: ATAG...  Text File
Sequencing reagants, including fluorescently labeled nucleo- Reads are aligned to & reference sequence with bisinfarmatics
tides, are added and the lirst base |s incorporated. The flow software. After alignment, differences betwesn the reference
cedl |z imaged and the emission fram sach cluster s recosdes. genome and the newly sequenced reads can be identified,

The amessson wavelength and intensity are used o kdentity
the base. This cycle s repeated “n” tmes to create a read
length of “n" basas.

Abbildung 13 Vereinfachte Darstellung der einzelnen Schritte des Illumina MySeq Ablaufes. Fiir eine
deutsche Beschreibung der verschiedenen Schritte siehe Abschnitt 2.2.2.2. Mit freundlicher Genehmingung von

,Images and Multimedia“ der lllumina Webseite.

Genaue Durchfiihrung:

DNA-Anordnung

Wie oben unter Punkt 2.2.2.1 beschrieben, wurde auch hier zuerst eine DNA-
Anordnung festgelegt. Da mit dem Illumia MySeq doppelt so viele Proben gleichzeitig
sequenziert werden koénnen, wurden hier 4 Platten angesetzt, sodass 192

verschiedene Proben jeweils auf das HLA-DP und -DR-Gen sequenziert wurden.
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Vorbereiten der Library

Hierfiir wurden 2 konsekutive PCR-Reaktionen bendétigt. Bei der 1. PCR wurden die
gewiinschten Genabschnitte durch Exon-spezifische, Adapter-gebundene Primer
amplifiziert (PCR1). Anders als beim Roche 454-Verfahren, wurde im
[llumina/MySeq-Verfahren, die MID-Primer erst in einer 2. PCR an die Adapter der

Primer gebunden.

PCR 1:

Der PCR-Ansatz ist in Tabelle 10 gezeigt. Es wurde in angegebener Reihenfolge
manuell pipettiert. Im Anschluss daran wurde die Amplifizierung im Thermocycler
durchgefiihrt. Es wurde hierbei das Programm ,NGS-Roche-PCR“ verwendet. Die
Details des Programms sind in Tabelle 8 des Abschnitts 2.2.2.1 aufgezeigt. Auch hier
erfolgt eine Erfolgskontrolle der PCR iiber Kapillarelektrophorese (siehe Abschnitt
2.2.2.1).

Tabelle 11 Reagenzien und Volumina fiir den PCR-Ansatz der ersten PCR.

Reagenzien Volumen pro Well
ABC Mastermix 18 pl/Well
Taq-Polymerase 0.3 pul/Well
MID-Primer 2 ul/Well

DNA 2 ul/Well

Aufreinigung der 1.PCR mit dem Forschungs Ampure Programm am Post Hamilton.

Im Vergleich zur 1.PCR des Roche 454-Ablaufs, wurden hier noch keine MID-Primer
an die jeweiligen Sequenzen angehangen. Dementsprechen konnen die Wells mit den
verschiedenen Amplifikaten in diesem Schritt noch nicht gepoolt werden. Deshalb
miissen die Amplifikate in ihren 96-well Platten aufgereinigt werden. Da die
Pipettierroboter auf die Bearbeitung solcher Platten programmiert wurden, konnte

die Aufreinigung in diesem Fall vollautomatisiert durchgefiihrt werden.
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PCR 2:

Der PCR-Ansatz ist in Tabelle 10 angegeben und entspricht dem der 1. PCR. Der
Unterschied liegt darin, dass in dieser PCR die MID-Primer, anstatt den Genort-
spezifischen Primern, hinzugefiigt wurden. Diese wurden aus vorpipettierten Primer-

Platten entnommen.

Die 2. PCR erfolgte dann ebenfalls im Thermocycler. Hierbei wurde das Programm

»ampli 1“ verwendet. Das dazugehorige Temperaturprofil ist in Tabelle 11 angegeben.

Tabelle 12 Thermocycler-Programm des HLA-Klasse I PCR-Profils fiir die 2.PCR.

Schritt Temigeé;atur Dauer in Sekunden | Anzahl der Zyklen

Initale Denaturierung 96 120 1
Pra-PCR

Denaturierung 1 79 1

Denaturierung 2 94 8

Primer-Anealing 1 62,5 1 10
Primer-Anealing 2 66,5 1

Primer-Anealing 3 65,0 50

PCR 97 1

Denaturierung 95 8

Primer-Anealing 1 59 1

Primer-Anealing 1 62,5 1

Primer-Anealing 1 61 45 30
Enlongation 1 75 1

Enlongation 2 72 20

Kiihlung 8 00

Zweite Aufreinigung nach Roche-Protokoll

Nach der Amplifizierung werden die Proben wie im Roche-Durchlauf (siehe Abschnitt

2.2.2.1) gepoolt und aufgereingt. Die genauen Schritte werden in Tabelle 9

beschrieben.
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Quantifizierung

Auch die Quantifizierung verlief gleichermafien wie bei dem Roche-Durchlauf (siehe
Abschnitt 2.2.2.1.). Hierbei wird eine Konzentration von 0,4 ng/pl zur Einstellung der

Ampliconpools verwendet.

Cluster Generation

Zuerst wurde die ,Cardridge” aufgetaut und auf Raumtemperatur gebracht.

Wahrenddessen wurden die aufgereinigten, quantifizierten und auf die richtige
Konzentration eingestellten und gepoolten Proben fiir die Sequenzierung vorbereitet.
Die benoétigten Reagenzien hierfiir befanden sich im mitgelieferten Cardridge. Wie in
Tabelle 12 beschrieben, wurde eine Probenlésung und eine Kontrollprobenlésung
aus den Reagenzien der Cardridge hergestellt. Hierbei wurde die Proben denaturiert,
verdiinnt und mit einer definierten Menge einer Phagen-DNA ,PhiX“ zur besseren
Qualitat des Laufs versetzt. In Tabelle 12 werden die einzelnen Schritte beschrieben.
Anschlief3end wurde die Cardridge mit dem zu sequenzierendem Gemisch beladen

und in den MiSeq-Sequenzierer geladen. Die Sequenzierung bendétigte ca. 48 h.

Tabelle 13 Vorbereitung der Sequenzierreagenzien.

Probe Kontroll DNA PhiX

3 ul Tris-HCL Puffer mit 2 pl PhiX
vermengen

5 pl Probe mit 5 pl 0.2N NaOH mischen Diese 5 ul PhiX-Mix mit 5 pl 0.2N NaOH
mischen
5 min Inkubation bei Raumtemperatur

Zugabe von 990 pl HT1-Puffer.Kurz sanft | 5 min Inkubieren
vortexen. Probe DNA 1 benennen.

In einem neuen Eppendorf Rohrchen 480 | Zugabe von 990 pl HT1-Puffer. Kurz und
ul denaturierte DNA mit 720 pl. sanft vortexen. Probe X1 benennen.
Invertieren. Probe DNA2 benennen.
In einem neuen Eppendorf-Réhrchen 375
ul denaturierte PhiX mit 225 ul HT1
vermengen. Invertieren. Probe X2
benennen.

500 pl Probe mit 500 pl PhiX vermengen. Ein paar Mal invertieren zum Mischen.
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2.3. Statistische Methoden

Alle statistischen Analysen erfolgten mit dem Statistikprogramm R und dessen

Zusatzpakete, welche im Punkt 2.1.2 aufgelistet sind.

Univariate Uberlebensanalysen wurden mithilfe der Kaplan-Meier-Methode
analysiert und beinhalteten die Endpunkte Gesamtiiberleben und rezidivfreies

Uberleben [53, 88].

Univariate kompetitive Risikoanalysen erfolgten mittels der kumulativen
Inzidenzanalyse [36] und berechneten Inzidenzen fiir das Rezidiv der
Grunderkrankung, chronsichen GvHD-, akuten GvHD-Inzidenzen sowie fiir die

behandlungsassoziierte Mortalitat und nicht-Rezidiv bedingte Mortalitat.

Die verwendeten Modelle beinhalteten folgende Kovariablen: Patientenalter,
Krankheitsstadium nach EBMT, Behandlung des Transplantats (T-Zell depletiert oder
T-Zell repletiert), Jahr der Transplantation, Art der Konditionierung (myeloablativ
oder reduzierte Intensitiat), Stammzellquelle (periphere Blutstammzellen oder
Knochenmark), Patienten-Spender Geschlechtsmatch (Spender weiblich/Patient
mannlich oder andere), Zeitintervall zwischen Diagnose und Transplantation, CMV-
Status des Patienten und Spenders, Gesamtanzahl der HLA-Mismatche fiir HLA-A, -B,
-C, -DRB1 und -DQB1. Anzahl der HLA-DPB1 Mismatche, Einstufung der HLA-DPB1
Kompatibilitat in permissive und nicht permissive Gruppen fiir jeweils die beiden

TCE3- und TCE4-Modelle.

2.3.1. Die Definition Klinischer Endpunkte

Die Definition der klinischen Endpunkte wurden aus den ,Statistical Guidelines der

EBMT" [46] ibernommen:
Gesamtiiberleben (0S)

Das Gesamtiiberleben beschreibt das Uberleben eines Patientenkollektivs an einem
bestimmten Zeitpunkt nach Diagnosestellung unabhdngig vom Krankheitsstadium. In
dieser Studie wurden die Uberlebenszeitintervalle auf ein, drei und fiinf Jahre

festgelegt. Patienten, die verstarben oder bei der letzten Kontrolluntersuchung nicht
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erschienen, wurden zensiert. Meist wird hierfiir die Kaplan-Meier-Methode zur

Analyse verwendet.
Rezidivinzidenz (RI=engl.: Relapse incindence)

Die Rezidivinzidenz beschreibt den Zeitpunkt, nach Beendigung einer kurativen
Therapie, bei dem die Grunderkrankung wieder zuriickkehrt. Patienten, die schon
vorher aus anderen Griinden verstarben und nicht mehr verfolgt werden konnten,

wurden zensiert.
Rezidivfreies Uberleben (PFS= engl.: Progression free survival)

Das rezidivfreie Uberleben beschreibt den Zeitraum eines Patientenkollektivs
beginnend von Beendigung einer kurativen Therapie bis zum Auftreten eines
Rezidivs. Patienten, die aufgrund einer anderen Erkrankung starben oder nicht

weiter verfolgt werden konnten wurden zensiert.

Transplantationsassoziierte Mortalitit (TRM= engl.: Transplant related

mortality)

Die Transplantationsassoziierte Mortalitidt beschreibt den Zeitraum nach Beendigung
einer kurativen Therapie bis zum Tod des Patienten aufgrund von
Behandlungskomplikationen. Patienten, die einen Rezidiv erlitten bzw. nicht mehr

verfolgt werden konnten, wurden zensiert.

Akute Graft versus Host Disease-Inzidenz (aGvHD= engl.: acute Graft versus

Host Disease)
Beschreibt das Auftreten einer akuten GvHD, definiert nach den Richtilinen der EBMT

[17].

Chronsiche Graft versus Host Reaktion (cGvHD= engl.: chronic Graft versus Host
Disease)

Beschreibt das Auftreten einer chronischen GvHD, definiert nach den Richtilinen der

EBMT [17].
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2.4. Klinische Daten

2.4.1. Datenherkunft

Nach Genehmigungserteilung der Datenzugriffskomission vom Deutschen Register
fir hdmatopoetische Stamzelltransplantation (DRST), konnten die klinischen Daten
aus der EBMT ProMISe-Datenbank [23] bzw. aus den dort hinterlegten MED-A-Bogen

[17] entnommen werden.

2.4.2. Kooperierende Zentren

Siehe Tabelle 4 des Abschnitts 2.1.1.3..

2.4.3. Einteilung der Diagnosen

Tabelle 14 Ubersicht der Einteilung der Diagnosen in myeloischer und lymphatischer Unterteilung

Diagnoseneinteilung Subgruppe mit jeweiligen Anzahl

myeloisch MDS= Myelodysplastisches Syndrom
(n=345,18,4%)

AML= akute myeloische Leukdmie
(n=576, 31,5%)

CML=chronisch myeloische Leukdmie
(n=86, 4,7%)

lymphatisch Lymphome (n=203, 11,1%)

ALL=akute lymphatische Leukdmie
(n=260, 14,2%)

CLL= chonisch lymphatische Leukdmie
(n=100, 5,5%)

MM=Multiples Myelom(n=154, 8,4%)

2.4.4. Definition Kklinischer Pradiktoren

Krankheitsstadium:

Die unter Punkt 2.4.3 aufgezeigten Erkrankungen konnen, je nachdem wie weit sie
fortgeschritten sind, in 3 Stadien eingeteilt werden: ,friith“ ,intermediar” und
Jfortgeschritten®. Die Einteilung der Stadien fiir die verschiedenen Erkrankungen

folgten den EBMT-Kriterien [47] und sind nachfolgend aufgefiihrt:

1) ,frithes Krankheitsstadium“ (Stadium 0)
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a. MDS, unbehandelt oder in erster kompletten Remission
b. AL, in erster kompletten remission
c. CML, in erster chronsichen Phase
d. NHL und MM, unbehandelt oder in erster kompletter Remission
2) ,intermedidres Krankheitsstadium® (Stadium 1)
a. MDS, in zweiter kompletter Remission oder
b. AL, in zweiter kompletter Remission in partieller Remission
c. CML, in allen Phasen aufder der chronsichen Phase und der Blastenkrise
d. NHL und MM, in zweiter kompletter Remission, in partieller Remission oder
stabiler Phase
3) ,fortgeschrittenes Krankheitsstadium“ (Stadium 2)
a. MDS, in allen iibrigen Stadien
b. AL, in allen anderen Stadien
c. CML, in der Blasten Krise
d. NHL und MM, in allen anderen Stadien

,EBMT-Risiko-Score“

Der ,EBMT Risiko Score” ist ein Punktewert, der unabhdngig von der zugrunde
liegenden Erkrankung, die Risikoeinschitzung beziiglich der Uberlebenswahr-
scheinlichkeit eines jeden Patienten angibt. Die Punkte werden, wie in Tabelle 15
dargestellt, durch Patientenalter, Krankheitsstadium, Zeitraum von Diagnose bis zur
Transplantation, Spendertyp, Geschlecht der Patienten und Spender vergeben. Nach
Addition der jeweiligen Punktzahlen kann fiir jeden Patienten ein Wert zwischen 0
und 7 berrechnet werden. Je hoher der Wert, desto geringer ist die
Uberlebenschance. Ein Punktewert von 0 konnte in dieser Kohorte jedoch nicht
erreicht werde, da keiner der Patienten eine autologe Transplantation erhielt. Es
wurden lediglich Patienten nach allogener Stammzelltransplantation mit einbezogen.
Im Abschnitt 3.1 des Ergebnisteiles wird der EBMT-Risikowert des
Patientenkollektivs dieser Arbeit, sowie die damit verbundene Validierung der Studie

beschrieben.
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Tabelle 15 Risikopunkteverteilung zur Bestimmung des EBMT-Risiko-Scores [35]

Risikofaktor Punkte
Alter der Patienen

<20 0
20-40 1
>4(0 2
Krankheitsstadium

Friih 0
Intermefiat 1
fortgeschritten 2
Vergangene Zeit bis zur Transplantation in

Monaten

<12 0
>12 1
Spendertyp

Identische/er Bruder oder Schwester 0
Fremdspender 1
Spender-Empfianger Kombination

Alle anderen Kombinationen 0
Spender weiblich, Empfanger mdnnlich 1
Konditionierung

Neben dem vom ,,EBMT Risk Score“ definierten Einflussfaktoren ist
die Konditionierungsbehandlung auch ein wichtiger Einflussfaktor.

Die Konditionierungsbehandlung wurde in dieser Studie in 2 Klassen eingeteilt:
myeloablative Konditionierung, und Konditionierung mit reduzierter Intensitit. Im
Folgenden werden die beiden haufigsten Konditionierung nach A. Bacigalupo

definiert[2]:

1. Myeloablative Konditionierung (MAC)

Die myeloablative Konditionierung (MAC=engl.: Myoablative conditioning)
beschreibt eine Kombination von verschiedenen alkylisierenden Substanzen, wie
zum Beispiel Cyclophosphamid (CY) und Busulfan (BU) und oder einer
Ganzkorperbestrahlung (TBI=totalbody irradiation), die innerhalb 1-3 Wochen
nach Initierung der Konditionierung eine Panzytopenie beim Patienten
verursacht. Diese Panzytopenie ist langanhaltend, irreversibel und fatal, falls sie

nicht von einer autologen Wiederherstellung bzw. einer allogenen
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Stammzelltransplantation gefolgt wird. Eine autologe bzw selbstandige Erholung
der Zellenreihen ist so gut wie unmaoglich und kommt nur in seltenen Fallen vor.
Mogliche Kombinationen nach Standardkriterien der EBMT sind BU von
mindestens 14 mg/kg in Kombination von CY mit mindestens 120 mg/m?2 oder
einer TBI von midestens 10 Gy mit CY. Eine hohe Intensitdt der myeloablativen
Konditionierung ist verbunden mit einer hohen Toxizitat und Mortalitat (TRM)
sowie einer erhohten Rate von GVHD, jedoch auch einem verminderten Risiko
eines Rezdivs der Erkrankung [34]. Das Risiko der TRM hat sich jedoch in den
letzten  Jahren  aufgrund der immer besser werdenden  HLA-
Kompatibilidtstechnologien verringert. Vor allem Patienten in einem friihen

Krankeitstadium profitieren von diesem Trend.

2. Konditionierung mit reduzierter Intensitit (RIC)

Das RIC ist ein Regimen, welches nicht unter eine Myeloablative Konditionierung
fallt und deshalb separat aufgefiihrt wird. Es verursacht eine Zytopenie und ist
ebenfalls abhangig von einer Stammzelltransplantation. Es hat jedoch eine um

30% reduziertere Intensitat des MAC Regimens.
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3.Ergebnisse

3.1. Validitat der Studie

Die Validitat der Studienkohorte, konnte anhand des EBMT-Risiko-Scores liberpriift
werden. Hierfiir wurde fiir jedes Transplantationspaar des Patientenkollektivs der
zugehorige EBMT Riscscore, nach den in Tabelle 15 gelisteten Einflussfaktoren,
berechnet. Es konnte hierbei in dieser Kohorte fiir jede Transplantation ein
Punktwert von 1-7 erreicht werden. Der Mindest-Punktwert lag deshalb bei 1, da es
sich in dieser Kohorte ausnahmslos um allogene Transplantationen von
unverwandten Spendern handelte. Eine allogene nicht verwandte Transplantation
gilt an sich gegentiber der verwandten Transplantation als risikoreicher und erhalt
somit einen EMBT Risikopunkt. Zur besseren Darstellung der Kurven wurden
aufgrund geringer Fallzahlen die Patienten mit 1 und 2 Punkten und die Patienten mit
6 und 7 Punkten zusammengefasst. Ein Punktwert von 1-2 steht fiir eine gute und 6-7

fiir eine schlechte Prognose.

Da alle Einflussfaktoren zur Berechnung des EBMT-Risiko-Scores einen signifikanten
Einfluss auf das Gesamtiberleben haben, muss fiir eine valide Kohorte der
berechnete EBMT Risiko-Score jedes Patienten ebenfalls mit dem Gesamtiiberleben

korrelieren. Ist dies der Fall, kann die Kohorte als valide eingestuft werden.
Wie in Abbildung 14 zu sehen ist, korreliert das Gesamtiiberleben der

Patienten dieser Kohorte sehr gut mit dem EBMT-Risiko-Score.
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— 1&2n=179
—— 3n=456
— 4n=402
5n=531
— 6&7 n=255

Uberlebenanalyse

Jahre nach Transplantation

Abbildung 14 Uberlebensanalyse der fiir diese Studie verwendeten Kohorte abhiingig vom EMBT-Risiko-

Score.

3.2. Einfluss der HLA-DP-Kompatibilitat auf
den Erfolg der allogenen

Stammzelltransplantation

3.2.1. Einfluss der HLA-DP-Kompatibilitit auf die allogene
Stammzelltransplantation ohne Beriicksichtigung

weiterer Einflussparameter

Die Gesamtkohorte enthalt 1831 Transplantationspaare. Davon waren 1585 (87,1%)
HLA-DP inkompatibel (gemismatcht) und 236 (12,9%) HLA-DP kompatibel
(gematcht). Siehe Tabelle 15.
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Tabelle 16 Tabellarische Darstellung der Absoluten und Relativen Fallzahlen der HLA-DP kompatiblen
und inkompatiblen HSCT’s . Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009.

HLA-DP Absolute Fallzahl Relative Fallzahl in %
inkompatibel 1585 87,1
kompatibel 236 12,9

Abhdngig vom HLA-DP-Kompatibilitdtsstatus wurden die Patienten, auf die
Endpunkte Gesamtiiberleben (=0S), Rezidivinzidenz (=RI), Inzidenz der akuten
Transplantat gegen Wirt Erkrankung (=aGvHD) und chronischen Transplantat gegen
Wirt Erkrankung (=cGvHD), transplantationsassoziierte Mortalitit (Transplant
related mortality=TRM), rezidivfreie Mortalitit (Non relapse mortality=NRM) und
krankeitsfreies Uberleben (Disease free survival=DFS) mittels univariaten
Uberlebensanalysen sowie univariaten competing risc Analysen untersucht. Die

Ergebnisse werden jeweils in Schaubildern und Tabellen dargestellt.

Betrachtet man nun die Abbildungen 15 A)-G) und Tabelle 17 fallt auf, dass in der
Gesamtkohorte, fiir keinen der genannten Endpunkte, ein signifikanter Unterschied
zwischen = HLA-DP  kompatiblen (DPM) und inkompatiblen @ (DPMM)
Transplantationen gezeigt werden kann. Lediglich bei Betrachtung der
Rezidivinzidenzen zeigte sich ein Trend fiir eine geringere Rezidivinzidenz bei DPMM

im Vergleich zu DPM.
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Tabelle 17 Inzidenzen und relativen Zahlen der verschiedenen Endpunkte aus der Analyse des Einflusses
der HLA-DP-Kompatibilitit auf den Therapierfolg der allogenen Stammzelltransplantation.
Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. DPM=HLA-DP match, DPMM = HLA-DP
mismatch, OS=Overall survival, RI=Rezidivinzidenz, cGvHD=chronsiche Graft versus Host Disease, aGvHD=akute
Graft versus Host Disease, TRM=Transplant related mortality, NRM=non relapse mortality, DFS=disease free

survival.

1 Jahr 3 Jahre 5 Jahre p-Wert

(0 58,7% 58,1% 43,4% | 44,9% 369% | 41,2% 0,83
cGvHD | 38,2% 34,6% 458% | 41,5% 45,8% | 42,9% 0,4

NRM 23,8% 28,9% 32,5% 35,5% 37,3% 37,3% 0,56
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Abbildung 15 A) Gesamtiiberleben Abbildung 15 B) Rezidivinzidenz

Abbildung 15 A)-B) Univariate Analyse des Einflusses der HLA-DP-Kompatibilitit auf den Therapieerfolg
der allogenen Stammzelltransplantation ohne Beriicksichtigung weiterer Einflussparameter.
Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, die
nicht HLA-DP kompatibel waren (mismatch). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP kompatibel waren
(match). n= Anzahl.
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Abbildung 15 A)-F) Univariate Analyse des Einflusses der HLA-DP-Kompatibilitat auf den Therapieerfolg
der allogenen Stammzelltransplantation ohne Beriicksichtigung weiterer Einflussparameter.
Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, die
nicht HLA-DP kompatibel waren (mismatch). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP kompatibel waren
(match). GvHD=Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: Graft versus Host disease). TRM=Transplantations-
assoziierte Mortalitdt (engl.: transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitdt (engl.:Non-relapse

mortality), n= Anzahl.
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Abbildungen 15 E)-G) Univariate Analyse des Einflusses der HLA-DP-Kompatibilitit auf den
Therapieerfolg der allogene Stammzelltransplantation ohne  Beriicksichtigung  weiterer
Einflussparameter. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt,
die Patienten, die nicht HLA-DP kompatibel waren (mismatch). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP

kompatibel waren (match). DFS= Krankjeitsfreies Uberleben (engl.: Disease free survival). n=Anzahl.
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3.2.2. Einfluss der HLA-DP-Kompatibilitat auf den
Therapieerfolg der allogenen Stammzelltrans-
plantation bei Transplantationen, die fiir klassische
HLA-Genorte (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1)
kompatibel waren

Da bekannt ist, dass einzelne Inkompatibilitdten fiir die Genorte HLA-A bis HLA-DQB1
teilweise einen starken Einfluss auf den Erfolg der Transplantation ausiiben und um
Interferenzen der anderen Genorte zu vermeiden, wurden in der nachfolgenden
Analyse nur solche Fille beriicksichtigt, die fiir alle anderen Genorte kompatibel
waren (10/10) und somit konnte der Effekt des HLA-DP-Kompatibilitatsstatus
isoliert analysiert werden. Insgesamt handelte sich bei den 10/10 Fallen um 1070
Patienten. Von diesen waren 920 HLA-DP inkompatibel und 150 kompatibel. Die
Analyse dieser Falle ergab eine klare, jedoch nicht statistisch signifikante Tendenz fiir
ein erhohtes Gesamtiiberleben der DPMM- gegentliber der DPM-Fille und eine
signifikant verminderte Rezidivinzidenz bei DPMM- gegeniiber den DPM-
Transplantationen. In den ersten 3 Jahren nach Beobachtungsbeginn konnte ebenfalls
eine klare, jedoch ebenfalls nicht signifikante Tendenz fiir eine erhohte TRM und
NRM beobachtet werden. Auch eine Tendenz fiir eine erhohte akute GvHD-Inzidenz
bei den DPMM- gegeniiber den DPM-Fallen war ersichtlich. Passend zu den oben
genannten Ergebnissen war, dass das krankheitsfreie Uberleben bei DPMM-
Transplantationen signifikant hoher als bei DPM-Transplantationen war. Siehe

hierfiir Tabelle 18 und Abbildungen 16 A) bis G).
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Tabelle 18 Inzidenzen und relative Anzahlen der verschiedenen Endpunkte aus der Analyse des
Einflusses der HLA-DP-Kompatibilitit auf den Therapierfolg der allogenen Stammzelltransplantation, bei
Transplantationen, die fiir klassische HLA Genorte (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1) kompatibel waren.
Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. DPM=HLA-DP match, DPMM = HLA-DP
mismatch, 0S=Overall survival, RI=Rezidivinzidenz, cGvHD=chronsiche Graft versus Host Disease, aGvHD=akute
Graft versus Host Disease, TRM=Transplant related mortality, NRM=non relapse mortality, DFS=disease free

survival.

1 Jahr 3 Jahre 5 Jahre p-Wert

oS 63,0% | 63,7% 42,8% 50,2% 36,3% | 45,8% 0,14

EN N i O N

cGvHD | 32,0% | 30,1% 40,4% 38,8% 40,4% | 39,3% 0,81

RS N T

NRM 18,4% | 24,8% 28,3% 31,1% 33,5% | 33,3% 0,87
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Abbildung 16 A) Gesamtiiberleben Abbildung 16 B) Rezidivinzidenz

Abbildung 16 A)-B) Univariate Analyse des Einflusses der HLA-DP Kompatibilitit auf den Therapieerfolg
der allogene Stammzelltransplantation bei Transplantationen, die fiir klassische HLA Genorte (HLA-A,-B,-
C,-DRB1,-DQB1) kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die
schwarze Linie zeigt, die Patienten, die nicht HLA DP kompatibel waren (mismatch). Die rote Linie steht fiir die

Patienten, die HLA-DP kompatibel waren (match). n= Anzahl.

66




1.0

= match n=75 | == match n=127
== mismatch n=507 = mismatch n=718
© a @
(=) c = I}
T 3
&} © 3] o |
=] s a e
5 <
T A ~ B I-
g =
= N
IS o g o4
E (=}
° 7 T T T T T 1 e T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
Jahre nach Transplantation Jahre nach Transplantation
Abbildung 16 C) chronsiche GvHD Abbildung 16 D) akute GVHD
= 7 = match n=149 = 7 = match n=149
== mismatch n=914 == mismatch n=914
[SI E S
2 2
=L .
s T T T T T 1 ° 7 r T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Jahre nach Transplantation Jahre nach Transplantation
Abbildung 16 E) TRM Abbildung 16 F) NRM

Abbildung 16 C)-F) Univariate Analyse des Einflusses der HLA-DP-Kompatibilitit auf den Therapieerfolg
der allogene Stammzelltransplantation bei Transplantationen, die fiir klassische HLA Genorte (HLA-A, -B,
-C, -DRB1, -DQB1) kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die
schwarze Linie zeigt, die Patienten, die nicht HLA DP kompatibel waren (mismatch). Die rote Linie steht fiir die
Patienten, die HLA-DP kompatibel waren (match). GvHD=Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: Graft versus
Host disease), TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitit (engl.: transplant related mortality), NRM=

Rezidivfreie Mortalitat (engl.:Non-relapse mortality). n=Anzahl.
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Abbildung 16 G): Univariate Analyse des Einflusses der HLA-DP-Kompatibilitit auf den Therapieerfolg
der allogene Stammzelltransplantation bei Transplantationen, die fiir klassische HLA Genorte (HLA-A,-B,-
C,-DRB1,-DQB1) kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die
schwarze Linie zeigt, die Patienten, die nicht HLA DP kompatibel waren (mismatch). Die rote Linie steht fiir die
Patienten, die HLA-DP kompatibel waren (match). DFS= Krankjeitsfreies Uberleben (engl.: Disease free survival).

n=Anzahl.

3.3. HLA-DP Permissivitatseinteilung nach T-
Zell Epitop-Modellen und ihr Einfluss auf
den Therapieerfolg der allogenen
Stammzelltransplantation

Wie im Abschnitt 1.7 beschrieben, kann die HLA-DP-Kompatibilitit nach T-Zell
Epitopen-Modellen in Permissiv, Non-permissiv in Richtung GvH (non-permissiv
GvH) und Non-permissiv in Richtung HvG (non-permissiv HvG) eingeteilt werden.
Nach dem gleichen Algorithmus, wie auch bei der Analyse der HLA-DP-Kompatibilitat
in Abschnitt 3.2 vorgegangen wurde, wurde nun auch hier der Einfluss des

Permissivitatsgrades auf den Therapieerfolg der allogenen HSCT untersucht.
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3.3.1. HLA-DP-Permissivitatseinteilung nach dem , TCE4“-
Modell

3.3.1.1. Einfluss der HLA-DP Permissivitit, eingeteilt nach dem , TCE4“-Modell
auf den Therapieerfolg der allogenen Stammzelltransplantation ohne

Beriicksichtigung weiterer Einflussparameter

Zuerst wurde allgemein der Einfluss der Permissivitatseinteilung nach dem , TCE4“-
Modell auf den Therapieerfolg der allogenen HSCT untersucht. Eine Verteilung der
Gesamtkohorte in die verschiedenen Permissivititseinstufungen kann in Tabelle 19
gesehen werden. Es konnten bei einigen Endpunkten sowohl Vorteile als auch
Nachteile der jeweiligen Permissivitiatsstufen beobachtet werden. Beim
Gesamtiiberleben und beim krankheitsfreien Uberleben zeigte sich in absteigender
Reihenfolge das lidngste Gesamtiiberleben/krankheitsfreie Uberleben bei Non-
permissiven GvH gefolgt  von den Permissiven. Das kiirzeste
Gesamtiiberleben/krankheitsfreie Uberleben zeigte sich den bei Non-permissiven
HvG. Die Rezidivinzidenz schien bei den Permissiven und den Non-permissiven HvG-
Fdlle dhnlich hoch zu sein. Die Non-permissiven GvH’s zeigten hier eine geringere
Rezidivinzidenz. Bei der Analyse der Inzidenzen von chronischen und akuten GvHD’s
konnte kaum ein Unterschied zwischen den verschiedenen
Permissivitatseinstufungen beobachtet werden. Die transplantationsassoziierte
Mortalitdt und die rezidivfreie Mortalitat verhielten sich dhnlich, in sofern, als dass in
absteigender Reihenfolge die non-permissiven HvG’s die hochste Transplantat
assoziierte Mortalitat und rezidivfreie Mortalitat aufwiesen und gefolt von den non-
permissiven GvH’s. Die geringste Transplantationsassoziierte Mortalitit und

rezidivfreie Mortalitat konnte von den Permissiven beobachtet werden.

Tabelle 19 Tabellarische Darstellung der Verteilung der Permissivititseinstufungen nach dem "TCE4"-
Modell mit absoluter und relativer Anzahl in Prozent. Multizentrische Studie mit Transplantationen von
1999-2009. Non-permissiv GvH = nicht permisisv in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend, Non-

permissiv HvG= nicht permissiv in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend.

Absolute Anzahl Relative Anzahl in %
Permissive 1052 57,45
Non-Permissiv GVH 381 20,81
Non-permissiv HvG 397 21,68
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Tabelle 20 Inzidenzen und relativen Anzahlen der bekannten Endpunkte, abhdngig aus der Analyse des
Einflusses der Permissivititseinteilung nach dem ,TCE4-Modell“ auf den Therapieerfolg der allogenen
Stammzelltransplantation. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. 0S=
Gesamtiiberleben (engl.: Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng. Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche
Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD=akute Transplantat gegen
Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease) TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitat (engl.:
transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitdt (engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankjeitsfreies
Uberleben (engl.: Disease free survival), perm=permissiv, NpHvG=non-permissiv GvH, NpHvG=non-permissiv

HvG.

1 Jahr 3 Jahre 5 Jahre p-Wert

T === Permissiv n=1047 S , === Permissiv n=1047
===Non-permissiv GvH n=380 ===Non-permissiv GvH n=380
o | ==Non-permissiv HvG n=396 » | = Non-permissiv HvG n=396
s ° s ]
2 g
2 e g o
= = ) S
) ]
..-g =
=] = | E =
g 5 °
g 3
] 8 = o
o o
o o
T T T T T 1 T T T T T 1
[ 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Jahre nach Transplantation Jahre nach Transplantation
Abbildung 17 A) Gesamtiiberleben Abbildung 17 B) Rezidivinzidenz

Abbildung 17 A)-B): Univariate Analyse des Einflusses der HLA-DP-Permissivititseinteilung nach dem
TCE4-Modell auf den Therapieerfolg der allogenen Stammzelltransplantation. Multizentrische Studie mit
Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, welche HLA-DP permissiv waren.
Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP Non-permissiv in GvH Richtung waren. Non-permissiv GvH =
nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. Die blaue Linie steht fiir die Patienten, die
HLA-DP Non-permissive in HvG Richtung waren. Non-permissive HvG= nicht permissive in Richtung Wirt gegen

Transplantations Reaktion gehend, n= Anzahl.
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Abbildung 17 C)-F): Univariate Analyse des Einflusses der HLA-DP-Permissivititseinteilung nach dem
TCE4-Modell auf den Therapieerfolg der allogenen Stammzelltransplantation. Multizentrische Studie mit
Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, die nicht HLA-DP permissiv waren
(permissive). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissive in GvH Richtung waren. Non-
permissiv GvH = nicht permissiv in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. Die blaue Linie steht fiir
die Patienten, die HLA-DP nonpermissive in HvG Richtung waren. Non-permissive HvG= nicht permissive in
Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend. GvHD= Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: Graft
versus Host disease), TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitat (engl.: transplant related mortality), NRM=

Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), n= Anzahl.
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Abbildung 17 G): Univariate Analyse des Einflusses der HLA-DPPermissivititseinteilung nach dem TCE4-
Modell auf den Therapierfolg der allogenen Stammzelltransplantation. Multizentrische Studie mit
Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, die nicht HLA-DP permissiv waren
(permissive). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP nonpermissive in GvH-Richtung waren. Non-
permissiv GvH = nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. Die blaue Linie steht fiir
die Patienten, die HLA-DP nonpermissiv in HvG Richtung waren. Non-permissiv HvG=nicht permissive in Richtung
Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend. DFS= Krankjeitsfreies Uberleben (engl.: Disease free survival), n=

Anzahl.

3.3.1.2. Einfluss der HLA-DP-Permissivitit eingeteilt nach dem , TCE4“-Modell
auf den Theapieerfolg der allogenen Stammzelltransplantation bei
Transplantationen, die fiir klassische HLA-Genorte (HLA-A, -B, -C,
-DRB1,-DQB1) kompatibel waren

Wurde nun die Kohorte auf nur 10/10M Patienten beschrankt, konnte das in 3.3.1.1
beschriebene Ergebnis noch ein wenig verdeutlicht werden (siehe Tabelle 21 fiir die
Verteilung der Kohorte). Es zeigte sich nun bei den Endpunkten Gesamtiiberleben
und krankheitsfreies Uberleben ein statistisch signifikant grofRerer Uberlebensvorteil

der non-permissiven GvH gegeniiber den anderen beiden Transplantationsgruppen.

Das Ergebnis der Rezidivinzidenz zeigte, dass non-permissiv GvH Transplantationen,
weiterhin eine geringere Rezidivinzidenz als die anderen beiden Gruppen (permissiv

und non-permissiv HvG) aufwiesen.
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Betrachtete man die Inzidenz der chronischen und akuten GvHD konnte bei den
10/10M Patienten ein geringer Unterschied zwischen den einzelnen
Permissivitatseinteilungen beobachtet werden. In beiden Fallen zeigte sich in
absteigender Reihenfolge die hochste Inzidenz der sowohl akuten, als auch
chronischen GvHD bei non-permissiv GvH Transplantationen, dann bei non-permissiv

HvG und die geringste Inzidenz der GvHD bei den permissiven Transplantationen.

Auch bei der transplantatassoziierten Mortalitit und der rezidivfreien Mortalitat
zeigte sich bei der 10/10M Kohorte ein grofierer Abstand der non-permissiven GvH
von den anderem beiden Gruppen in sofern, als dass die non-permissive GvH-Kohorte

eine erh6hte Transplantatassoziierte und Rezidivfreie Mortalitat aufwiesen.

Die Beobachtungen bezogen auf die TRM, NRM, GvHD und Rezidivinzidenz

beschreiben Tendenzen und waren nicht statistisch signifikant.

Tabelle 21 Tabellarische Darstellung der Verteilung der Permissivititseinstufungen nach dem "TCE4"-
Modell mit absoluter und relativer Anzahl bei Transplantationen, die fiir klassische HLA-Genorte (HLA-A,
-B, -C, -DRB1, -DQB1) kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009.
Non-permissiv GvH = nicht permisisv in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. Non-permissiv HvG=
nicht permissiv in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend. 10/10M=Transplantationen, bei
beiden denen Patienten und Spender fiir klassische HLA Genorte (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1) kompatibel

waren.
HLA-DPB- Absolute Anzahl Relative Anzahl in %
Permissivititseinteilung
nach TCE4 bei 10/10M
Permissiv 642 60,0%
Non-permissiv GvH 212 19,8%
Non-permissiv HvG 216 20,2%
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Tabelle 22 Inzidenzen und relativen Anzahlen der bekannten Endpunkteabhingig aus der Analyse des
Einflusses der Permissivititseinteilung nach dem , TCE4-Modell“ auf den Therapierfolg der allogenen
Stammzelltransplantation bei Transplantationen, die fiir klassische HLA Genorte (HLA-A,-B,-C,-DRB1,-
DQB1) kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Perm=permissiv,
NpGvH = nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. NpHvG= nicht permissive in
Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend.0S= Gesamtiiberleben (engl.: Overall survival), RI=
Rezidiv Inzidenz (eng.: Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.:
chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus
Host disease) TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitit (engl: transplant related mortality), NRM=
Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankjeitsfreies Uberleben (engl.: Disease free

survival).

1 Jahr 3 Jahre 5 Jahre p-Wert
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Abbildung 18 C) chronische GvHD Abbildung 18 D) akute GVHD

Abbildung 18 A)-D): Univariate Analyse des Einflusses der HLA-DP-Permissivitidtseinteilung nach dem
TCE4-Modell auf den Therapieerfolg der allogene Stammzelltransplantation bei Transplantationen, die
fiir klassische HLA-Genorte (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1) kompatibel waren. Multizentrische Studie mit
Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, die nicht HLA-DP permissiv waren
(permissiv). Die rote Linie steht flir die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in GvH Richtung waren. Non-
permissiv GvH = nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. Die blaue Linie steht fiir
die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in HvG Richtung waren. Non-permissive HvG= nicht permissive in
Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend, GvHD= Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: Graft

versus Host disease), n=Anzahl.
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Abbildung 18 E)-G): Univariate Analyse des Einflusses der HLA-DP-Permissivititseinteilung nach dem
TCE4-Modell auf den Therapierfolg der allogene Stammzelltransplantation, bei Transplantationen, die fiir
klassische HLA Genorte (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1) kompatibel waren. Multizentrische Studie mit
Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, die nicht HLA-DP permissiv waren
(permissiv). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP nonpermissiv in GvH Richtung waren. Non-
permissiv GvH = nicht permisisv in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. Die blaue Linie steht fiir
die Patienten, die HLA-DP nonpermissive in HvG Richtung waren. Non-permissiv HvG=nicht permissiv in Richtung
Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend. TRM=transplantations-assoziierte Mortalitdt (engl.: transplant
related mortality), NRM=rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), DFS=krankjeitsfreies Uberleben

(engl.: Disease free survival), n= Anzahl.
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3.3.2. HLA-DP-Permissivitatseinteilung eingeteilt nach

dem ,,TCE3“-Modell

3.3.2.1. Einfluss der HLA-DP-Permissivitit eingeteilt nach dem , TCE3“-Modell
auf den Therapieerfolg der allogenen Stammezelltransplantation ohne

Beriicksichtigung weiterer Einflussfaktoren

Wie im Abschnitt 1.7 beschrieben, kann die HLA-DP-Kompatibilitdt auch nach dem
TCE3-Modell in permissiv, non-permissiv GvH und non-permissiv HvG eingeteilt
werden. Nach dem gleichen Algorithmus wie auch bei der Analyse der
Permissivitatseinteilung nach dem TCE4-Modell in Abschnitt 3.3.1 vorgegangen
wurde, wurde nun auch hier der Einfluss des Permissivitatsgrades auf verschiedene

Einflussparameter der allogenen HSCT untersucht.

Zuerst wurde allgemein der Einfluss der Permissivitatseinteilung nach dem ,TCE3“-
Modell auf den Therapieerfolg der allogenen HSCT untersucht. Eine Verteilung der
Gesamtkohorte in die verschiedene TCE3-Permissivititseinstufungen wird in Tabelle

23 gezeigt.

Es zeigten sich dhnliche Ergebnisse wie bei der Permissivitiatseinteilung nach dem
»TCE4“-Modell. Fir die folgenden Beobachtungen konnten jeweils Trends in eine
bestimmte Richtung beschrieben werden, die jedoch nicht statistisch signifikant
stratifiziert werden konnten. Bei der Analyse des Gesamtiiberlebens und des
krankheitsfreien Uberlebens zeigte sich in absteigender Reihenfolge das liangste
Gesamtiiberleben/Krankheitsfreiem Uberleben bei Non-permissiven GvH-, dann bei
den permissiven- und das kiirzeste Gesamtiiberleben/krankheitsfreie Uberleben bei

den Non-permissiven HvG-Fallen.

Die Rezidivinzidenz schien bei den Permissiven- und den non-permissiven HvG -
Fallen dhnlich hoch zu sein. Die non-permissiven GvH-Transplantationen zeigten hier

eine geringere Rezidivinzidenz.

Bei der chronischen und akuten GvHD konnte kein Unterschied zwischen den
verschiedenen Permissivitatseinstufungen beobachtet werden. Die

transplantatassoziierte Mortalitdit und die rezidivfreie Mortalitat verhielten sich
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dhnlich, in sofern, als dass in absteigender Reihenfolge die non-permissiven HvG-
Fille die hochste transplantatassoziierte und rezidivfreie Mortalitit aufwiesen,
gefolgt von den  non-permissiven  GvH-Fdlle und die  geringsten
transplantatassoziierte und rezidivfreie Mortalitit von den permissiven-

Transplantationen beobachtet werden konnte.

Tabelle 23 Tabellarische Darstellung der Verteilung der Permissivititseinstufungen nach dem "TCE3"-
Modell mit absoluter und relativer Anzahl. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009.
Non-permissiv GvH = nicht permissiv in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. Non-permissiv HvG=

nicht permissive in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend.

HLA-DP- Absolute Anzahl Relative Anzahl
Permissivititseinteilung
nach TCE3

Non-iermissiv GvH 359 19,6%

Tabelle 24 Inzidenzen und relativen Anzahlen der bekannten Endpunkte aus der Analyse des Einflusses
der Permissivititseinteilung nach dem ,TCE3“-Modell auf den Therapierfolg der allogenen
Stammzelltransplantation. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009.Werte in %
angegeben. Perm=permissiv, NpGvH = nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend.
NpHvG= nicht permissive in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend. 0S= Gesamtiiberleben (engl.:
Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng. Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt
Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.:
acute Graft versus Host disease) TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitit (engl.: transplant related
mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankjeitsfreies Uberleben (engl.:

Disease free survival).

37,4

42,8

36,1 38,6 39,5 0,12
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3.3.2.2. Einfluss der HLA-DP-Permissivitit, eingeteilt nach dem , TCE3“-
Modell auf den Therapieerfolg der allogenen
Stammzelltransplantation bei Transplantationen, die fiir klassische

HLA-Genorte (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1) kompatibel waren.

Wurde nun als Kohorte die HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 kompatible Gruppe gewadbhlt,
konnte das in 3.3.2.1 beschriebene Ergebnis noch ein wenig verdeutlicht werden. Es
zeigte sich nun bei den Endpunkten Gesamt- und krankheitsfreiem Uberleben ein
grofierer Unterschied in den Inzidenzen und somit ein groflerer und statistisch
signifikanter Uberlebensvorteil der non-permissiven GvH-Fille gegeniiber den

anderen beiden Permissivitatsgruppen (non-permissiv HvG und permissiv).

Die Analyse der chronischen und akuten GvHD zeigte bei den 10/10M-
Transplantationen einen kleinen jedoch nicht signifikanten Unterschied zwischen den
einzelnen Permissivitdtseinteilungen. In beiden Fallen zeigte sich in absteigender
Reihenfolge die hochste Inzidenz der GvHD bei non-permissiven GvH-
Transplantationen, dann bei non-permissiven HvG und die geringste Inzidenz der

GvHD bei den permissiven Fallen.

Auch beziiglich der transplantationsassoziierten Mortalitit und rezidivfreien
Mortalitat zeigte sich bei der 10/10M-Kohorte zwar keine Signifikanz, jedoch ein
grofderer Abstand der non-permissiven GvH im Vergleich zu den anderen beiden
Gruppen. Die non-permissive GvH-Gruppe wies somit die hochste rezidivfreie- und

transplantationsassozierte Mortalitat auf.

Tabelle 25 Tabellarische Darstellung der Verteilung der Permissivititseinstufungen nach dem "TCE3"-
Modell mit Absoluter und Relativer Anzahl bei Transplantationen, die fiir klassische HLA Genorte (HLA-
A,-B,-C,-DRB1,-DQB1) kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009.
Non-permissiv GvH = nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. Non-permissive

HvG= nicht permissive in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend.

Absolute Anzahl Relative Anzahl
Permissiv 680 63,6%
Non-Permissiv GvH 193 18%
Non-Permissiv HvG 197 18,4%
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Tabelle 26 Inzidenzen und relativen Anzahlen der bekannten Endpunkte aus der Analyse des Einflusses
der Permissivititseinteilung nach dem ,TCE3“-Modell auf den Therapierfolg der allogenen
Stammzelltransplantation bei Transplantationen, die fiir klassische HLA Genorte (HLA-A,-B,-C,-DRB1,-
DQB1) kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Werte in %
angegeben. Perm=permissiv, NpGvH = nicht permisisv in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend.
NpHvG= nicht permissive in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend. 0S= Gesamtiiberleben (engl.:
Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng.: Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt
Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.:
acute Graft versus Host disease) TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitit (engl.: transplant related
mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankjeitsfreies Uberleben (engl.:

Disease free survival).
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Abbildung 19 C) DFS

Abbildungen 19 A)-C): Univariate Analyse des Einflusses der HLA-DP-Permissivititseinteilung nach
dem TCE3-Modell auf den Therapierfolg der allogene Stammzelltransplantation, bei Transplantationen,
die fiir klassische HLA Genorte (HLA-A,-B,-C,-DRB1,-DQB1) kompatibel waren. Multizentrische Studie mit
Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, die nicht HLA-DP permissiv waren
(permissiv). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP nonpermissiv in GvH Richtung waren. Non-
permissiv GvH = nicht permissiv in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. Die blaue Linie steht fiir
die Patienten, die HLA-DP nonpermissive in HvG Richtung waren. Non-permissive HvG= nicht permissive in
Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend. GvHD= Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: Graft
versus Host disease), TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitdt (engl.: transplant related mortality), DFS=

Krankheitsfreies Uberleben (engl.: Disease free survival), n= Anzahl.
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3.4. Alter

3.4.1. Einfluss des HLA-DP-Kompatibilitatsstatus auf die
allogene Stammzelltransplantation abhangig vom
Alter bei Transplantationen die fiir klassische HLA-
Genorte (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1) kompatibel
waren

Da aus fritheren Arbeiten aus unserer Arbeitsgruppe der Effekt der Kompatibilitat fiir
die HLA-Genorte A bis DQB1 mit steigendem Alter zunahm [29], sollte nun auch der
Einfluss der HLA-DP-Kompatibilitat auf den Therapieerfolg der HSCT in Abhangigkeit
vom Alter iiberpriift werden. Dafiir wurden zusatzlich nur die Transplantationspaare
gewahlt, die fir HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 kompatibel waren. Anschlief3end
wurden sie in 3 Altersgruppen unterteilt: <35 Jahre, 35-55 Jahre und >55 Jahre (siehe
Tabelle 27). Beziiglich des Gesamtiiberlebens zeigte sich bei den <35-jahrigen
Patienten tendenziell ein lingeres Uberleben bei den HLA-DP-inkompatiblen
Transplantationen. Auch bei Betrachtung der Rezidivinzidenz der verschiedenen
Altersgruppen abhingig vom HLA-DP-Kompatibilitatsstatus zeigt sich bei den <35-
und >55-jahrigen eine verminderte Rezidivinzidenz bei HLA-DP-Inkompatibilitat. Bei
Betrachtung der Kurve der <35-jahrigen beziiglich der cGvHD, liefd sich vermuten,
dass DPM-Patienten eine hoéhere Inzidenz des Chronischen GVHD als DPMM
Patienten aufwiesen. Da dieses Ergebnis sich jedoch nicht mit den vorherigen
Ergebnissen der TRM und NRM deckte, konnte es vermutlich duch geringen
Fallzahlen bedingt sein. Bei den iiber 55-jdhrigen konnte eine tendenziell hohere
aGvHD-Inzidenz bei DPMM- im Vergleich zu DPM-Transplantationen vermerkt
werden. Die Inzidenzen der TRM und NRM waren sowohl bei den <35-jahrigen als
auch den >55 jahrigen tendenziel hohere bei DPMM-Transplantationen im Vergleich
zu DPM-Transplantationen. Es handelte sich hier jedoch in keinem der beschriebenen

Endpunkte um signifikante Ergebnisse.
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Tabelle 27 Altersverteilung der Patienten die fiir fiir die typischen HLA's (HLA-A, -B, -C, -DR, -DQ, -DP

kompatibel tranplantiert wurden. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009.

Alter Absolute Anzahl Relative Anzahl in %
<35 208 11,36
35-55 428 23,38
>55 434 23,70

Tabelle 28 Inzidenzen und relativen Anzahlen der bekannten Endpunkte aus der Analyse des Einflusses
der HLA-DP-Kompatibilitit abhidngig vom Alter, bei Transplantationen, die fiir die typischen HLA’s
kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Werte in % angegeben.
Match= HLA-DP kompatible Transplantatione, mismatch= HLA-DP inkompatible Transplantaton. 0S=
Gesamtiiberleben (engl.: Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng.: Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche
Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen
Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease) TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitat (engl.:
transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitidt (engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankjeitsfreies

Uberleben (engl.: Disease free survival).

Alter 1 Jahr 3 Jahre 5 Jahre p-Wert
match mismatch | match mismatch | match mismatch
0s <35 62,9 70,1 51,1 58,5 44,7 55,7 0,59
35-55 | 62,0 64,5 47,9 51,4 35,2 47,0 0,1
>55 59,5 59,4 32,1 44,1 32,1 39,4 0,64
RI <35 38,2 21,5 38,2 28,4 50,2 31,3 0,078
35-55 | 23,4 29,8 36,2 39,0 49,5 43,2 0,93
>55 37,6 30,0 50,9 38,5 60,0 43,2 0,081
c¢GVvHD | <35 30,0 24,0 35,0 30,2 35,0 30,2 0,66
35-55 | 42,9 31,8 54,6 41,2 54,6 42,3 0,18
>55 22,2 31,4 30,0 40,8 30,0 40,8 0,27
TRM <35 9,9 18,6 13,8 24,3 20,2 26,2 0,27
35-55 | 18,5 18,7 24,1 23,1 29,7 23,1 0,14
>55 15,6 23,1 20,6 27,3 20,6 28,7 0,28
NRM <35 9,9 19,8 17,6 27,0 24,1 29,7 0,26
35-55 | 23,1 22,8 34,4 28,0 43,5 30,2 0,023
>55 19,3 29,3 29,3 36,2 29,3 38,1 0,19
DFS <35 45,4 60,8 37,0 50,4 29,6 45,8 0,22
35-55 | 53,4 52,8 20,6 40,4 17,2 34,1 0,11
>55 44,7 50,7 24,9 35,3 19,9 29,2 0,37
30 Tage 60 Tage 100 Tage
aGvHD | <35 0 6,0 3,4 9,1 3,4 9,1 0,31
35-55 | 24 4,2 7,1 7,3 12,2 8,7 0,52
>55 0 33 1,8 6,0 3,7 81 0,24
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3.4.2. Einfluss der Interaktion des Patientenalters und der
»TCE4“-Permissivitat auf den Therapieerfolg der
allogenen Stammzelltransplantation bei
Transplantationen die fiir klassische HLA-Genorte

kompatibel waren.

Betrachtet man diejenigen Patienten, die fiir die klassichen HLA-Merkmale
kompatibel waren und teilt sie in 3 verschiedene Altersgruppen ein, so erhilt man die
Ergebnisse aus der Tabelle 29. Bei Betrachtung der Ergebnisse kommen zwei

Vermutungen auf, die sich statistisch jedoch nicht stratifizieren lief3en:

1. Jiingere Patienten die permissiv transplantiert wurden, erleiden o6fter ein Rezidiv
als solche mit non-permissiver Transplantation der gleichen Altersgruppe. Bei dlteren
Patienten scheint kaum ein Unterschied zwischen den Permissivitdtseinstufungen im
Bezug auf die Rezidivinzidenz vorzuliegen. (siehe Tabelle 29 fiir Rezidivinzidenzen
und relativen Zahlen des DFS sowie die Abbildungen 21A)-C) und 26A)-C) fiir die
jeweiligen Schaubbilder)

2. Altere Patienten (>55 Jahre) zeigen groRere Unterschiede ihrer
Permissivitatseinstufungen beziiglich der GvHD, in sofern, als dass die non-
permissiven GvH-Patienten eine hohere Inzidenz an chronischer und akuter GvHD
aufweisen, als Patienten mit den anderen beiden Permissivitatseinstufungen. Auch
diese Vermutungen basieren auf der Interpretation der Schaubbilder und konnten

leider nicht statistisch verifiziert werden.

Patienten mittleren Alters zeigten hingegen eine Signifikanz der Analyse fiir OS, TRM
und DFS. Einen groferen Uberlebensvorteil erzielten hier Patienten mit non-
permissivem GvH, gefolgt von den Permissiven. Den geringsten Uberlebensvorteil
zeigten die non-permissiven HvG-Falle. Auferdem zeigte sich, in absteigender
Richtung die hochste Inzidenz an transplantation-assoziierter Mortaildat bei non-
permissiven HvG-Fallen, dann permissiven- und dann nonpermissiven GvH-Fallen.

Zudem konnte dhnlich wie beim Gesamtiiberleben ein grofderer Vorteil beziiglich des
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krankheitsfreien Uberlebens bei non-permissiven GvH, dann bei Permissiven und

zuletzt bei nonpermissiven HvG-Transplantationen beobachtet werden.

Tabelle 29 Inzidenzen und relativen Anzahlen der bekannten Endpunkte aus der Analyse des Einflusses
der Permissivititseinteilung nach dem TCE4-Modell abhidngig vom Alter, bei Transplantationen die fiir die
typischen HLA’s kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Werte
in % angegeben. Perm=permissiv, NpGvH = nicht permisisv in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend.
NpHvG= nicht permissive in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend. OS= Gesamttiiberleben (engl.:
Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng.: Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt
Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.:
acute Graft versus Host disease) TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitdit (engl.: transplant related
mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankjeitsfreies Uberleben (engl.:

Disease free survival).

1Jahr 3 Jahre 5 Jahre p-
Wert
Perm | NpGvH | NpHvG | Perm | NpGvH | NpHvG | Perm | NpGvH | NpHvG
0S <35 66,2 78,4 70,8 55,7 68,9 45,1 52,7 65,0 45,1 0,36
35- 651 | 71 54,8 50,7 61 40,3 43,6 56,3 35 0,03
55
>55 59,3 63,7 57,4 40,2 49,5 43,9 36 40,6 41,5 0,64
RI <35 32,3 12,3 9,0 35,9 15,1 26,9 40,0 22,9 26,9 0,088
35- 28,4 27,3 32,4 38,6 38,3 39,1 43,9 42,1 45,3 0,94
55
>55 29,0 27,9 31,5 40,9 359 31,3 44,7 39,6 51,5 0,57
cGVHD | <35 25,4 30,4 18,2 30,9 30,4 31,8 30,9 30,4 31,8 0,99
35- 33,4 30,6 34,6 40,4 39,4 42,3 41,2 51,8 42,3 0,79
55
>55 30,4 28,4 31,7 37,0 45,9 41,5 37,0 45,9 41,5 0,73
TRM <35 17,3 14,5 20,2 22,2 20,4 27,7 25,0 24,2 27,7 0,82
35- 18,3 10,3 26,8 22,9 13,6 82,7 24,1 13,6 32,3 0.03
55
>55 19,8 27,6 23,6 24,5 31,1 27,5 25,2 35,4 27,5 0.26
NRM <35 19,0 14,5 20,2 25,7 20,4 31,3 28,6 27,9 31,3 0,85
35- 21,6 17,7 30,5 27,4 21,0 38,4 32,8 21,0 38,4 0,07
55
>55 26,2 31,6 29,5 34,0 36,8 37,3 34,7 43,3 37,3 0,33
DFS <35 51 73,2 70,8 42,8 63,8 45,4 38,6 56 45,4 0,25
35- 54,1 60,8 42,7 39,5 48,2 30,5 31,6 42,5 24,2 0,04
55
>55 50 51,6 45,1 33,2 38,8 35,1 29,4 26,8 26,9 0,56
30 Tage 60 Tage 100 Tage
aGvHD | <35 3,8 6,3 8,0 7,7 9,4 8,0 757 9,4 8,0 0.95
35- 4,5 1,6 4,4 7,6 4,8 8,8 8,6 79 11,8 0.68
55
>55 2,7 50 1,4 4,4 11,7 2,9 58 13,3 7,3 0,14
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Abbildungen 20 A)-C): Gesamtiiberlebensanalyse des Einflusses der HLA-DP-Permissivititseinteilung
nach dem TCE4-Modell auf den Therapieerfolg der allogene Stammzelltransplantation, bei
Transplantationen, die fiir klassische HLA-Genorte kompatibel waren, in Abhidngikeit vom Patientenalter.
Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, die
HLA-DP permissiv waren (permissiv). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in GvH
Richtung waren. Non-permissiv GvH=nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. Die
blaue Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in HvG Richtung waren. Non-permissiv HvG=nicht-

permissiv in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend, n= Anzahl.
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Abbildungen 21 A)-C): Univariate Analyse der Rezisivinzidenz. Einfluss der HLA-DP-
Permissivititseinteilung nach dem TCE4-Modell auf die Rezidivinzidenz bei allogenen
Stammzellransplantationen, die fiir klassische HLA Genorte kompatibel waren, in Abhingigkeit vom
Patientenalter. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die
Patienten, die HLA-DP permissiv waren (permissiv). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-
permissiv in GvH Richtung waren. (Non-permissiv GvH=nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt
Reaktion gehend). Die blaue Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in HvG Richtung waren.

(Non-permissiv HvG=nicht-permissiv in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend), n= Anzahl.
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Abbildungen 22 A)-C): Univariate Analyse der chronischen GVHD Inzidenz. Einfluss der HLA-DP-
Permissivititseinteilung nach dem TCE4-Modell auf die Chronischen GvHD-Inzidenz bei allogenen
Stammzelltransplantationen, die fiir klassische HLA Genorte kompatibel waren in Abhidngigkeit vom
Patientenalter. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die
Patienten, die HLA-DP permissiv waren (permissiv). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-
permissiv in GvH Richtung waren. (Non-permissiv GvH=nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt
Reaktion gehend). Die blaue Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in HvG Richtung waren.
(Non-permissiv. HvG=nicht-permissiv in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend), cGvHD=

chornische Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), n= Anzahl.
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Abbildungen 23 A)-C): Univariate Analyse der akuten GvHD Inzidenz. Einfluss der HLA-DP-
Permissivititseinteilung nach dem TCE4-Modell auf die akuten GvHD-Inzidenz bei allogenen
Stammzelltransplantationen, die fiir klassische HLA Genorte kompatibel waren in Abhidngigkeit vom
Patientenalter. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die
Patienten, die HLA-DP permissiv waren (permissiv). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-
permissiv in GvH Richtung waren. (Non-permissiv GvH=nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt
Reaktion gehend). Die blaue Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in HvG Richtung waren.
(Non-permissiv HvG=nicht-permissiv in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend), aGvHD= akute

Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease), n= Anzahl.
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Abbildungen 24 A)-C): Univariate Analyse der Transplantationsassoziierten Mortalitit (TRM). Einfluss
der HLA-DP-Permissivitidtseinteilung nach dem TCE4-Model auf die TRM bei Stammzelltransplantationen,
die fiir klassische HLA Genorte kompatibel waren, in Abhdngigkeit des Patientenalters. Multizentrische
Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, die HLA-DP permissiv
waren (permissiv). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in GvH Richtung waren. (Non-
permissiv GvH=nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend). Die blaue Linie steht fiir
die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in HvG Richtung waren. (Non-permissiv HvG=nicht-permissiv in
Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend), TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitdt (engl.:

transplant related mortality), n= Anzahl.
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Abbildungen 25 A)-C): Univariate Analyse der rezidivfreien Mortalitit (NRM). Einfluss der HLA-DP-
Permissivititseinteilung nach dem TCE4-Modell auf die NRM bei Stammzelltransplantationen, die fiir
klassische HLA Genorte kompatibel waren, in Abhingigkeit des Patientenalters. Multizentrische Studie
mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, die HLA-DP permissiv waren
(permissiv). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in GvH Richtung waren. (Non-
permissiv GvH=nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend). Die blaue Linie steht fiir
die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in HvG Richtung waren. (Non-permissiv HvG=nicht-permissiv in
Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend), NRM=Rezidivfreie Mortalitit (engl.: non-relapse
mortality), n= Anzahl.
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Abbildungen 26 A)-C): Uberlebensnalyse des krankheitsfreien Uberleben (DFS). Einfluss der HLA-DP-
Permissivititseinteilung nach dem TCE4-Modell auf das Krankheitsfreie Uberleben bei
Stammzelltransplantationen, die fiir klassische HLA Genorte kompatibel waren, in Abhingigkeit des
Alters. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten,
die HLA-DP permissiv waren (permissiv). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in GvH
Richtung waren. (Non-permissiv GvH=nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend).
Die blaue Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissiv in HvG Richtung waren. (Non-permissiv
HvG=nicht-permissiv in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend), DFS= Krankheitsfreies

Uberleben (engl.: Disease free survival), n= Anzahl.
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3.4.3. Einfluss der Interaktion des Patientenalters und der
»TCE3“-Permissivitiat auf den Therapieerfolg der
allogenen Stammzelltransplantation bei
Transplantationen die fiir klassische HLA-Genorte

kompatibel waren.

In diesem Abschnitt wurde der Teil der Kohorte der fiir die klassischen HLA’s
kompatibel war in die drei HLA-DP-Permissivitatsgruppen des TCE3-Modells
eingeteilt und anschliefsend, in Abhangigkeit des Ptientenalters, auf ihren Einfluss auf
die bekannten Endpunkte analysiet. Die Abbildungen 27-33A)-C) zeigen die
Ergebnisse dieser Analysen. Ahnlich wie bei der Analyse der Permissivititseinteilung
nach dem TCE4-Modell, konnen hier die zwei gleichen Vermutungen aufgestellt

werden:

1. Junge Patienten mit HLA-DP-permissiven Transplantationen hatten eine hohere
Rezidivinzidenz als Patienten des gleichen Alters mit non-permissiven
Transplantationen. Bei dlteren Patienten schien die Permissivitatseinteilung keinen
erheblichen Einfluss beziiglich der Rezidiv Inzidenz zu haben. (siehe Tabelle 30 fiir

Rezidivinzidenzen und relative Zahlen des DFS)

2. Beziiglich der GvHD zeigten die dlteren Patienten jedoch grofRere Unterschiede. Die
dlteren Patienten aus der Gruppe der non-permissiven GvH-Transplantationen
wiesen eine hohere Inzidenz an chronischer und akuter GvHD auf, als die Patienen
aus den anderen Permissivitdtseinstufungen. Jiingere Patienten zeigten hier diesmal
keinen Unterschied innerhalb ihrer Permissivitatseinstufungen. Diese Vermutungen
basieren auf der Interpretation der Schaubilder und konnten nicht statistisch

verifiziert werden.

Patienten mittleren Alters zeigten hingegen einen signifikanten p-Wert bei der
Analyse der OS, TRM, DFS und anders als bei der Permissivitatseinteilung nach TCE4
auch bei der NRM. Einen groReren Uberlebensvorteil zeigten non-permissive GvH’s,
dann permissive und den geringsten Uberlebensvorteil die non-permissiven HvG’s. Es

zeigte sich auferdem, in absteigender Reihenfolge die hochste Inzidenz an TRM und
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NRM bei non-permissiven HvG, dann Permissiven und dann non-permissiven GvH.
Zudem konnte, dhnlich wie bei der Analyse des Gesamtiiberlebens, ein grofierer
Vorteil des krankheitsfreien Uberlebens bei non-permissiven GvH, dann bei

permissiven und zu letzt bei non-permissiven HvG Patienten beobachtet werden.

Tabelle 30 Inzidenzen und relativen Anzahlen der bekannten Endpunkte aus der Analyse des Einflusses
der Permissivititseinteilung nach dem TCE3-Modell abhidngig vom Patientenalter, bei Transplantationen
die fiir die typischen HLA’s kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-
2009. Werte in % angegeben. Perm=permissiv, NpGvH = nicht permisisv in Richtung Transplantat gegen Wirt
Reaktion gehend. NpHvG= nicht permissive in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend. OS=
Gesamtiiberleben (engl.: Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng.: Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche
Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen
Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease) TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitat (engl.:
transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitdt (engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankheitsfreies

Uberleben (engl.: Disease free survival).

1 Jahr 3 Jahre 5 Jahre p-
Wert
TCE | Perm | NpGvH | NpHvG | Perm | NpGvH | NpHvG | Perm | NpGvH | NpHvG
oS <35 68,6 | 72,7 69,9 57,6 | 65,1 43,1 54,8 60,4 43,1 0,57
35- 64,6 | 72,6 54,3 50,3 64,8 38 43,5 | 64,8 34,3 0,004
55
>55 57,6 | 66,4 61,5 38,8 52,4 47,6 34,9 42,1 45,1 0,46
RI <35 | 31,0 13,5 9,3 34,5 16,7 27,9 38,3 26,0 27,9 0,24
35- 29,0 25,4 32,5 38,9 36,2 40,0 43,7 40,5 47,0 0,85
55
>55 | 29,7 25,8 31,4 41,2 34,7 41,4 44,8 38,9 51,8 0,59
cGvHD | <35 | 26,0 26,3 20,0 32,3 26,3 30,0 32,3 26,3 30,0 0.91
35- 34,0 27,9 34,8 40,5 49,4 43,5 41,3 52,2 43,5 0,85
55
>55 | 28,9 33,3 32,5 35,2 53,0 42,5 35,2 53,0 42,5 0,34
TRM <35 | 157 19,3 20,8 21,2 22,6 28,7 23,9 27,3 28,7 0,67
35- 17,6 10,2 29,3 21,8 13,9 53,3 22,9 13,9 35,3 0,012
55
>55 | 21,8 22,7 21,9 26,3 26,7 25,9 26,9 31,7 24,9 0,82
NRM <35 | 173 19,3 20,8 24,6 22,6 32,4 27,3 31,6 32,3 0,64
35- 21,2 16,8 33,4 26,4 20,5 42,4 31,3 20,5 42,4 0,023
55
>55 | 28,6 27,1 25,6 36,1 32,9 33,8 36,8 40,4 33,8 0,92
DFS <35 53,1 | 67 69,9 44,3 62,8 43,4 40,4 53,4 43,4 0,63
35- 53,6 62,6 40,5 39,7 49,6 26,7 31,9 47,4 19,6 0,005
55
>55 47,9 54,4 48 31,7 40 37,8 28,1 28,3 29,4 0,62
30 Tage 60 Tage 100 Tage
aGvHD | <35 | 3,7 7,1 7,7 7,5 10,7 7,7 7,5 10,7 7,7 0,85
35- 4,7 18,5 33,3 7,4 5,6 8,3 8,9 7,4 11,7 0,71
55
>55 | 2,1 7,3 1,7 4,2 12,7 3,2 55 14,5 8,0 0,07
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Abbildungen 27 A)-C): Uberlebensnalyse des Gesamtiiberlebens. Einfluss der HLA-DP-
Permissivititseinteilung nach dem TCE3-Modell auf das Gesamtiiberleben bei
Stammzelltransplantationen, die fiir klassische HLA-Genorte kompatibel waren, in Abhingigkeit des
Patientenalters. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die
Patienten, die HLA-DP permissiv waren (permissive). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-
permissive in GvH Richtung waren. (Non-permissiv GvH = nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt
Reaktion gehend). Die blaue Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP nonpermissive in HvG Richtung waren.

(Non-permissive HvG= nicht permissive in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend). N= Anzahl.
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Abbildungen 28 A-C): Univariate Analyse der Rezidivinzidenz. Einfluss der HLA-DP-
Permissivititseinteilung nach dem TCE3-Modell auf die Rezidivinzidenz nach
Stammzelltransplantationen, die fiir klassische HLA-Genorte kompatibel waren, in Abhingigkeit des
Patientenalters. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die
Patienten, die HLA-DP permissiv waren (permissive). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-
permissive in GvH Richtung waren. (Non-permissiv GvH = nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt
Reaktion gehend). Die blaue Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissive in HvG Richtung waren.

(Non-permissive HvG= nicht permissive in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend.) N= Anzahl.
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Abbildungen 29 A)-C): Univariate Analyse der chronischen GvHD Inzidenz. Einfluss der HLA-DP-
Permissivititseinteilung nach dem TCE3-Modell auf die Inzidenz einer chonischen GvHD nach
Stammzelltransplantationen, die fiir klassische HLA Genorte kompatibel waren, in Abhidngigkeit des
Alters. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten,
die HLA-DP permissiv waren (permissive). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissive in
GvH Richtung waren. Non-permissiv GvH = nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion
gehend. Die blaue Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissive in HvG Richtung waren. (Non-
permissive HvG= nicht permissive in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend). cGvHD=chronsiche

Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), n= Anzahl.

97



1.0

71 === Permissiv n=107 S - === Permissiv n=215
= Non-permissiv GvH n=28 === Non-permissiv GvH n=54
g o | = Non-permissiv HvG n=26 g « | ™=Non-permissiv HvG n=60
> =
S 1)
© © 4 © ©
5 ° 5 7
= =
g 3 £ oz
) Q
= =
N N
E o5 E
I S ——
= - o | =T
T T T T 1 ° ) T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4
Jahre nach Transplantation Jahre nach Transplantation
Abbildung 30 A) <35 - Jahrige Abbildung 30 B) 35-55 - Jahrige
S — === Permissiv n=236
===Non-permissiv GvH n=55
A & | ™ Non-permissiv HvG n=64
T °
>
S
“ ©
= o
[}
=
N
v o
s
N
E o
o _‘EE

T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Jahre nach Transplantation
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Abbildungen 30 A)-C): Univariate Analyse der akuten GvHD Inzidenz. Einfluss der HLA-DP-
Permissivititseinteilung nach dem TCE3-Modell auf die Inzidenz der akuten GvHD nach
Stammzelltransplantationen, die fiir klassische HLA Genorte kompatibel waren, in Abhidngigkeit des
Alters. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die
Patienten, die HLA-DP permissiv waren (permissive). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-
permissive in GvH Richtung waren. (Non-permissiv GvH = nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt
Reaktion gehend). Die blaue Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissive in HvG Richtung waren.
(Non-permissive HvG= nicht permissive in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend). aGvHD=

akute Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease), n= Anzahl.
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Abbildungen 31 A)-C): Univariate Analyse der Transplantations assoziierte Mortalitit (TRM). Einfluss
der HLA-DP-Permissivititseinteilung nach dem TCE3-Modell auf die TRM bei Stammzelltransplantationen,
die fiir klassische HLA Genorte kompatibel waren, in Abhdngigkeit des Alters. Multizentrische Studie mit
Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, die HLA-DP permissiv waren
(permissive). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissive in GvH Richtung waren. Non-
permissiv GvH = nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. Die blaue Linie steht fiir
die Patienten, die HLA-DP non-permissive in HvG Richtung waren. Non-permissive HvG= nicht permissive in
Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend. TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitat (engl.:

transplant related mortality), n= Anzahl.
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Abbildungen 32 A)-C): Univariate Analyse rezidivfreien Mortalitit (NRM). Einfluss der HLA-DP-
Permissivititseinteilung nach dem TCE3-Modell auf die NRM bei Stammzelltransplantationen, die fiir
klassische HLA Genorte kompatibel waren, in Abhidngigkeit des Alters. Multizentrische Studie mit
Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten, die HLA-DP permissiv waren
(permissive). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissive in GvH Richtung waren. Non-
permissiv GvH = nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt Reaktion gehend. Die blaue Linie steht fiir
die Patienten, die HLA-DP non-permissive in HvG Richtung waren. Non-permissive HvG= nicht permissive in
Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend. NRM= Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse

mortality), n= Anzahl.
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Abbildungen 33 A)-C): Uberlebensanalyse des Krankheitsfreien Uberlebens (DFS). Einfluss der HLA-DP-
Permissivititseinteilung nach dem TCE3-Modell auf das krankheitsfreie Uberleben bei
Stammzelltransplantationen, die fiir klassische HLA Genorte kompatibel waren, in Abhingigkeit des
Alters. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie zeigt, die
Patienten, die HLA-DP permissiv waren (permissive). Die rote Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-
permissive in GvH Richtung waren. Non-permissiv GvH = nicht permisisve in Richtung Transplantat gegen Wirt
Reaktion gehend. Die blaue Linie steht fiir die Patienten, die HLA-DP non-permissive in HvG Richtung waren. Non-
permissive HvG= nicht permissive in Richtung Wirt gegen Transplantations Reaktion gehend. DFS=

Krankheitsfreies Uberleben (engl.: Disease free survival), n= Anzahl.
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3.5. Einfluss des HLA-DP-Kompatibilitatsstatus
auf die allogene Stammzelltransplantation,

abhangig vom CMV-Serostatus

3.5.1. Einfluss des CMV Serostatus auf den Therapierfolg
der allogenen HSCT

In der einschlagigen Literatur wird berichtet, dass der CMV-Serostatus des Spenders
und des Patienten das Ergebneis der Stammzelltransplantation entscheidend
beeinflussen kann. Im Folgenenden wurde tiberpriift, ob sich dieser Sachverhalt auch
in unserer Kohorte abbilden ldasst und ob die HLA-DP-Kompatibilitit hierbei eine
regulierende Rolle spielt. Hierflir haben wir zunachst den Einfluss der jeweils CMV-
Serostatus gematchten (Spender und Empfinger haben den gleichen Serostatus,
entweder beide positiv oder beide negativ) (=CMVM) bzw. gemismatchten
Transplantationspaare (Patient und Spender haben jeweils unterschiedliche
Serostatus, z.B. positiv auf negativ) (=CMVMM)) auf den Therapieerfolg der allogenen
HSCT untersucht.

Dabei zeigen sich signifikante Ergebnisse in den folgenden Endpunkten:

Es konnte ein ldngeres Gesamtiiberleben bei CMVM- gegeniiber CMVMM-Patienten

beobachtet werden.

Dartiberhinaus zeigt sich auch eine geringere TRM und NRM bei CMVM-Patienten im
Vergleich zu CMVMM-Patienten. Es konnte zudem die Tendenz eines verlangerten
krankheitsfreien Uberleben der CMVM-Patienten gegeniiber der CMVMM-Patienten

beobachtet werden.
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Tabelle 31 Tabellarische Darstellung der absoluten und relativen Anzahl an Cytomegalievirus (CMV)
Serostatus gematchten und gemismatchten allogenen Stammzellransplantationen dieser Kohorte.

Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009.

CMV-Status Absolute Zahl Relative Zahl
Patient-Siender
Mismatch (CMVMM) 513 38,7%

Tabelle 32 Inzidenzen und relative Anzahlen der bekannten Endpunkte aus der Analyse des Einflusses des
Cytomegalievirus (CMV)-Matchingstatus auf den Therapieerfolg der allogenen HSCT. Multizentrische
Studie mit Transplantationen von 1999-2009. CMVM=Transplantationen mit gematchten CMV-Serostatus,
CMVMM=Transplantationen mit gemismatchten CMV-Serostatus. OS=Gesamtiiberleben (engl.: Overall survival),
RI= Rezidiv Inzidenz (eng.: Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.:
chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus
Host disease) TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitdt (engl: transplant related mortality), NRM=
Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankheitsfreies Uberleben (engl.: Disease free

survival).
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Abbildung 34 C) Inzidenz der chronischen GVvHD Abbildung 34 D) Inzidenz der akuten GVHD

Abbildung 34 A)-D): Univariate Analyse des Einflusses des CMV-Matchingstatus auf den Therapierfolg der
allogene Stammzelltransplantation. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. CMV=
Cytomegalievirus. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten die CMV gematcht waren (CMVM). Die rote Linie steht
fiir die Patienten, die CMV-gemismatcht waren (CMVMM). cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt
Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.:

acute Graft versus Host disease), n= Anzahl.

104



1.0
1.0

7] ===CMVM n=808

= CMVM n=808 === CMVMM n=511

===CMVMM n=511

0.8
1
0.8

0.6
1
0.6

2 2
= g z <
°” T T T T T 1 s T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Jahre nach Transplantation Jahre nach Transplantation
Abbildung 34 E) TRM Abbildung 34 F) NRM

1.0

= CMVM n=808
===(CMVMM n=512

0.8
1

0.6
1

DFS

0.2
1

0.0
L

Jahre nach Transplantation

Abbildung 34 G) DFS

Abbildung 34 E)-G) : Univariate Analyse des Einflusses des CMV-Matchingstatuses auf den Therapierfolg
der allogene Stammzelltransplantation. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009.
CMV= Cytomegalievirus. Die schwarze Linie zeigt, die Patienten die CMV gematcht waren (CMVM). Die rote Linie
steht fiir die Patienten, die CMV-gemismatcht waren (CMVMM). TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitat
(engl.: transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), DFS=

Krankheitsfreies Uberleben (engl.: Disease free survival), n= Anzahl.
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3.5.2. Einfluss des Patienten- und Spender-CMV-Serostatus
auf den Therapierfolg der HSCT

Wie im Abschnitt 1.3.5 der Einleitung beschrieben, gehort eine Infektion zu den
haufigsten Komplikationen nach einer allogenen HSCT. Eine wichtige Rolle spielt
hierbei vor allem die CMV-Infektion/-Reaktivierung. Eine Reinfektion kann durch die
Transplantation von Stammzellen eines CMV-seropositiven Spender (dCMV+) in
einen ebenfalls CMV-seropositiven Patienten (pCMV+) erfolgen. Eine Neuinfektion
tritt auf wenn ein  CMV-seronegativer = Patienten  (pCMV-)  eine

Stammzelltransplantation von einem CMV-seropostiven Spender (dCMV+) halt.

Die Verteilung des CMV-Serostatus in der Kohorte und der zugehorige HLA-DP-
Kompatibilititsstatus wird in Tabelle 32 aufgezeigt.

Beziiglich des Gesamtiiberlebens kann bei pCMV+ als auch bei dCMV+ ein leicht
geringerer Uberlebensvorteil gegeniiber dem jeweiligen negativen Serostatus
beobachtet werden. Auch bei der Inzidenz der chronischen GvHD zeigt sich eine
erhohte Inzidenz bei pCMV+ im Vergleich zu pCMV- und ebenfalls eine erhdhte
Inzidenz der akuten GvHD bei pCMV+ und dCMV+ gegeniiber den jeweiligen,
negativen Serostaten. Bei Betrachtung der Transplantationsassoziierten Mortalitat
und Rezidivfreien Mortalitdt zeigt sich eine erhohte Inzidenz dieser bei dCMV+

gegeniiber den dCMV-.

Tabelle 33 Tabellarische Darstellung der absoluten und relativen Anzahl des CMV Serostatus von Spender
und Empfinger mit dem dazugehoérigen HLA-DP-Kompatibilitiatsstatus. Multizentrische Studie mit
Transplantationen von 1999-2009. CMV=Cytomegalievirus, pCMV+ = Patient mit positiven CMV Serostatus,
pCMV- = Patient mit negativem CMV Serostatus, dCMV+ = Spender mit positiven CMV Serostatus, dCMV- =
Spender mit negativem CMV Serostatus, DPM = Transplantationen mit kompatiblem HLA-DP, DPM =
Transplantationen mit inkompatiblen HLA-DP.

CMV- Absolute Anzahl Relative Anzahl in %
Serostatus

Insgesamt DPM DPMM Insgesamt DPM DPMM
pCMV+ 770 99 671 42,1 5,4 36,7
pCMV- 562 70 492 30,7 3,8 26,9
dCMV+ 722 88 634 39,4 4,8 34,6
dCMV- 1027 144 883 56,1 7,9 48,2
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Tabelle 34 Inzidenzen und relative Anzahl der bekannten Endpunkte aus der Analyse des Einflusses des
CMV-Serostatus von Spender und Empfianger auf den Therapieerfolg der allogenen HSCT. Multizentrische
Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Werte in % angegeben. CMV-=negativer CMV-Serostatus,
CMV+=positiver CMV-Serostatus. 0S= Gesamtiiberleben (engl.: Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng.:
Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host
disease), aGvHD= akute Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl: acute Graft versus Host disease),
TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitat (engl.: transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitat
(engl:Non-relapse  mortality), DFS= Krankheitsfreies Uberleben (engl: Disease free survival),

CMV=Cytomegalievirus.
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3.5.3. Einfluss der HLA-DP-Kompatibilitit in Abhangigkeit
des CMV-Serostatus des Spenders auf den

Therapieerfolg der allogenen HSCT

Da der Spender-CMV-Serostatus neben der HLA-Kompatibilitit haufig als
Selektionskriterium flir die Auswahl eines geeigneten nicht-verwandten Spenders
benutzt wird, wurde in diesem Abschnitt selektiv die Interaktion der HLA-DP-
Kompatibilitit mit dem Spender-CMV-Serostatus analysiert. Im Folgenden werden
nun jeweils CMV-positive (dCMV+) und CMV-negative Spender (dCMV-) beziiglich
des DP-Kompatibilitdatsstatus (DPM vs. DPMM) einander gegentiber gestellt. Hierbei
fiel auf, dass der HLA-DP-Kompatibilitatsstatus abhingig vom CMV-Serostatus des
Spenders einen jeweils Gegenteiligen Einfluss auf das
Stammzelltransplantationsergebnis hatte: Bei Patienten mit CMV-negativen
Spendern, wiesen HLA-DP gematchte Transplantationen eine signifikant hohere
Rezidivrate im Vergleich zu HLA-DP gemismatchten Transplantationen auf. Bei
Patienten mit einem CMV-seropositiven Spender allerdings, weisen HLA-DP
gematchte Transplantationen eine geringere Rezidivinzidenz im Vergleich zu HLA-DP
gemismatchten Transplantationen auf. Letzteres ist jedoch nicht signifikant, was
vermutlich den zu geringer Fallzahl zu schulden ist. Der gleiche ,Umkehreffekt” bei
CMV-seropositiven Spendern ist auch bei allen anderen Endpunkten zu beobachten.

Die beschriebenen Effekte sind in Tabelle 35 und Abbildung 35-41 abgebildet.

Tabelle 35 Tabllarische Darstellung der absouten und relativen Anzahl des Spender-CMV-Serostatus und
des jeweilige HLA-DP-Kompatibilititsstatus. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-
2009. CMV=Cytomegalievirus, dCMV+ = Spender mit positiven CMV Serostatus, dCMV- = Spender mit negativem
CMV Serostatus, DPM = Transplantationen mit kompatiblem HLA-DP, DPM = Transplantationen mit
inkompatiblen HLA-DP.

CMV und DP- Absolute Anzahl Relative Anzahl
Kompatibilitiatsstatus

dCMV-DPM 144 8,2%
dCMV-DPMM 883 50,5%
dCMV+DPM 88 5%
dCMV+DPMM 634 36,3%

108



Tabelle 36 Inzidenzen und relative Anzahl der bekannten Endpunkte aus der Analyse des Einflusses der
HLA-DP-Kompatibilitit in Abhéingigkeit vom CMV-Serostatus des Spenders auf den Therapieerfolg der
allogenen HSCT. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. DPM=Transplantationen mit
kompatiblem HLA-DP, DPMM=Transplantationen mit inkompatiblen HLA-DP , Werte in % angegeben, 0S=
Gesamtiiberleben (engl.: Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng. Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche
Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen
Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease) TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitat (engl.:
transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), DFS=Krankheitsfreies

Uberleben (engl.: Disease free survival), CMV=Cytomegalievirus.
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Abbildung 35 A) Gesamtiiberleben: dCMV+ Abbildung 35 B) Gesamtiiberleben: dCMV-

Abbildungen 35 A) und B): Uberlebensanalyse der Patienten mit CMV-postivem (dCMV+) und CMV-
negativem (dCMV-) Spender in Abhingigkeit von ihrem HLA-DP-Kompatibilitatsstatus. Multizentrische
Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Abbildung 35 A) zeigt die Spender mit positivem CMV-
Serostatus und Abbildung 35 B) die Spender mit negativem CMV-Serostatus. Die schwarze Linie zeigt jeweils die
Transplantationen mit einer HLA-DP-Kompatibilitdt (DPM) und die rote Linie die Patienten mit einer HLA-DP-
Inkompatibilitat (DPMM), n= Anzahl.
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Abbildung 36 A) Rezidivinzidenz: dCMV+ Abbildung 36 B) Rezidivinzidenz: dCMV-

Abbildungen 36 A) und B): Univariate Analyse. Rezidivinzidenz der Patienten mit CMV-postivem (dCMV+)
und CMV-negativem (dCMV-) Spender in Abhidngigkeit von ihrem HLA-DP-Kompatibilitiatsstatus.
Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Abbildung 36 A) zeigt die Spender mit
positivem CMV-Serostatus und Abbildung 36 B) die Spender mit negativem CMV-Serostatus. Die schwarze Linie
zeigt jeweils die Transplantationen mit einer HLA-DP-Kompatibilitit (DPM) und die rote Linie die Patienten mit

einer HLA-DP-Inkompatibilitdit (DPMM), n= Anzahl.
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Abbildung 37 A) Inzidenz der cGvHD: dCMV+ Abbildung 37 B) Inzidenz der cGvHD: dCMV-

Abbildungen 37 A) und B): Univariate Analyse. Inzidenz der chronischen GvHD der Patienten mit CMV-
postivem (dCMV+) und CMV-negativem (dCMV-) Spender in Abhingigkeit von ihrem HLA-DP-
Kompatibilitatstatus. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Abbildung 37 A) zeigt
die Spender mit positivem CMV-Serostatus und Abbildung 37 B) die Spender mit negativem CMV-Serostatus. Die
schwarze Linie zeigt jeweils die Transplantationen mit einer HLA-DP-Kompatibilitdt (DPM) und die rote Linie die
Patienten mit einer HLA-DP-Inkompatibilitdit (DPMM), cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt Erkrankung

(engl.: chronic Graft versus Host disease), CMV=Cytomegalievirus, n= Anzahl.
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Abbildung 38 A) Inzidenz der aGvHD: dCMV+ Abbildung 38 B) Inzidenz der aGvHD: dCMV-

Abbildungen 38 A) und 38 B): Univariate Analyse. Inzidenz der akuten GvHD der Patienten mit CMV-
postivem (dCMV+) und CMV-negativem (dCMV-) Spender in Abhidngigkeit von ihrem HLA-DP-
Kompatibilitiatsstatus. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Abbildung 38 A) zeigt
die Spender mit positivem CMV-Serostatus und Abbildung 38 B) die Spender mit negativem CMV-Serostatus. Die
schwarze Linie zeigt jeweils die Transplantationen mit einer HLA-DP-Kompatibilitdt (DPM) und die rote Linie die
Patienten mit einer HLA-DP-Inkompatibilitait (DPMM), aGvHD= akute Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.:

acute Graft versus Host disease), CMV=Cytomegalievirus, n= Anzahl.
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Abbildung 39 A) TRM: dCMV+ Abbildung 39 B) TRM: dCMV-

Abbildungen 39 A) und 39 B): Univariate Analyse. Inzidenz der Transplantationsassoziierten Mortalitit
(TRM) der Patienten mit CMV-postivem (dCMV+) und CMV-negativem (dCMV-) Spender in Abhingigkeit
von ihrem HLA-DP-Kompatibilititsstatus. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009.
Abbildung 39 A) zeigt die Spender mit positivem CMV-Serostatus und Abbildung 39 B) die Spender mit negativem
CMV-Serostatus. Die schwarze Linie zeigt jeweils, die Transplantationen mit einer HLA-DP-Kompatibilitat (DPM)
und die rote Linie die Patienten mit einer HLA-DP-Inkompatibilitdit (DPMM), TRM=Transplantations-assoziierte

Mortalitédt (engl.: transplant related mortality), CMV=Cytomegalievirus, n= Anzahl.
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Abbildung 40 A) NRM: dCMV+ Abbildung 40 B) NRM: dCMV-

Abbildungen 40 A) und 40 B): Univariate Analyse. Inzidenz der rezidivfreien Mortalitit (NRM) der
Patienten mit CMV-positivem (dCMV+) und CMV-negativem (dCMV-) Spender in Abhingigkeit von ihrem
HLA-DP-Kompatibilititsstatus. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Abbildung
40 A) zeigt die Spender mit positivem CMV-Serostatus und Abbildung 40 B) die Spender mit negativem CMV-
Serostatus. Die schwarze Linie zeigt jeweils die Transplantationen mit einer HLA-DP-Kompatibilitdt (DPM) und
die rote Linie die Patienten mit einer HLA-DP-Inkompatibilitit (DPMM), NRM= Rezidivfreie Mortalitét (engl.:Non-

relapse mortality), CMV=Cytomegalievirus, n= Anzahl.
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Abbildung 41 A) DFS: dCMV+ Abbildung 41 B) DFS: dCMV-

Abbildungen 41 A) und 41 B): Uberlebensanalyse des kranheitsfreien Uberlebens der Patienten mit CMV-
postivem (dCMV+) und CMV-negativem (dCMV-) Spender in Abhingigkeit von ihrem HLA-DP-
Kompatibilititsstatus. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Abbildung 41 A) zeigt
die Spender mit positivem CMV-Serostatus und Abbildung 41 B) die Spender mit negativem CMV-Serostatus. Die
schwarze Linie zeigt jeweils die Transplantationen mit einer HLA-DP-Kompatibilitdt (DPM) und die rote Linie die
Patienten mit einer HLA-DP-Inkompatibilitit (DPMM), DFS= Krankheitsfreies Uberleben (engl.: Disease free

survival), CMV=Cytomegalievirus, n= Anzahl.

3.5.4. Betrachtung der Kombinationen aus HLA-DP-
Kompabilitiat und CMV-Serostatus des Spenders und
der jeweilige Einfluss auf den Therapierfolg der

allogenen HSCT

Da allgemein die Ergebnisse einer HSCT bei CMV-negativen Spendern giinstiger
ausfallen jedoch im vorangegangenen Abschnitt eine Interaktion zwischen HLA-DP-
Inkompatibilitit und CMV-Seropositivitit des Spenders beobachtet wurde, wollten
wir in dieser Auswertung den Spender CMV-Serostatus und HLA-DP-
Kompatibilitatsstatus gegeniiberstellen. Zur besseren Veranschaulichung sind in den
Abbildungen 42 A)-G), dCMV-DPM, dCMV-DPMM, pCMV+DPM und dCMV+DPMM in
einem Schaubbild dargestellt. Die jeweiligen Inzidenzen lassen sich der Tabelle 36
entnehmen. Hier zeigte sich wieder ein signifikantes Ergebnis beziiglich der

Rezidivinzidenz, welches schon den oben beschrieben Effekt wiedergibt: Patienten
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mit einem CMV-seronegativen und HLA-DP-kompatiblen Spender, haben im Vergleich
zum CMV-seronegativen und HLA-DP-Inkompatiblen Spender, sowie gegeniiber dem
Patienten mit CMV-seropostiven und HLA-DP-kompatiblen Spender eine signifikant
erhohte Rezidivinzidenz. Interessanterweise sieht man im gleichen Schaubild, dass
Patienten mit einem CMV-seropositiven und HLA-DP-kompatiblen Spender die
geringste Rezidivinzidenz auffweisen. Das erstaunliche ist hier also, dass der CMV-
Serosstatus des Spenders bestimmt, ob eine HLA-DP-kompatible Transplantation mit
einer hohen Rezidivrate, bzw. einer niedrigen Rezidivrate einher geht. Auch bei den
anderen Endpunkten konnte dieser ,Umkehreffekt“ beobachtet werden. Dieser war
zwar nicht signifikant, aber dennoch eindriicklich. Ein dhnlicher Effekt unter der
Abhangigkeit vom CMV-Serostatus des Patienten konnte nicht beobachtet werden.

Auch die Grunderkrankung, hatte keinen signifikanten Einfluss auf dieses Ergebnis.

Tabelle 37 Inzidenzen und relative Anzahl der bekannten Endpunkte aus der Analyse des Einflusses der
HLA-DP Kompatibilitit in Abhédngigkeit vom CMV Serostatus des Spenders auf den Therapieerfolg der
allogenen HSCT. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. CMV=Cytomegalievirus,
CMV+ = Spender mit positiven CMV-Serostatus, CMV- = Spender mit negativem CMV-Serostatus, DPM =
Transplantationen mit kompatiblem HLA-DP, DPM = Transplantationen mit inkompatiblen HLA-DP, Werte in %
angegeben, OS= Gesamtiiberleben (engl: Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng.: Relapse Incidence),
cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute
Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease), TRM=Transplantations-assoziierte
Mortalitédt (engl.: transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitdt (engl.:Non-relapse mortality), DFS=

Krankheitsfreies Uberleben (engl.: Disease free survival).

1 Jahr 3 Jahre 5 Jahre p-
Wert
CMV CMV cMV CMV CMV cMV cMV CMV CMV CMV CMV CMV
- - + DPM + - - + + - - + +
DPM DPMM DPMM  DPM DPMM DPM DPMM DPM DPMM DPM DPMM
oS 61,1 59,3 51,2 56,3 45,1 46,7 394 | 42,7 38,6 | 425 35,0 39,6 0,30
RI 36,3 28,2 21,5 29,5 47,5 35,6 26,3 37,3 54,5 38,6 346 | 41,8 0,02

cGVvHD | 42,2 33,3 28,2 35,7 49,6 40,4 36,3 | 429 49,6 | 41,6 36,3 | 44,7 0,34

TRM 15,6 = 23,1 27,8 24,3 20,7 27,3 31,0 298 24,5 @ 281 31,0 30,6 0,13

NRM 18,2 27,8 34,4 29,6 27,2 34,1 40,9 36,0 33,7 | 36,5 43,1 37,3 0,12

DFS 46,9 @ 503 46,7 47,2 31,7 39,2 352 | 348 23,1 | 339 26,8 | 29,5 0,29

30 Tage 60 Tage 100 Tage

aGvHD | 3,3 5,6 8,2 6,2 58 8,2 11,0 10,2 8,5 10,0 15,0 12,5 0,27
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Abbildung 42 C) Inzidenz der cGVHD Abbildung 42 D) Inzidenz der aGvHD

Abbildung 42 A)-D): Univariate Analyse des Einflusses der Interaktion zwischen Spender-CMV-Serostatus
und HLA-DP-Kompatibilitit auf den Therapieerfolg der allogenen Stammzelltransplantation.
Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie steht fiir Transplantationen
mit CMV negativen, HLA-DP-kompatiblen Spendern (dCMV-DPM). Die rote Linie steht fiir Transplantationen mit
CMV negativen, HLA-DP-inkompatiblen Spendern (dCMV-DPMM). Die blaue Linie zeigt Transplantationen mit
CMV positiven, HLA-DP-kompatiblen Spendern (dCMV+DPM). Die griine Linie steht fiir Transplantationen mit
CMV positiven, HLA-DP-inkompatiblen Spendern (dCMV+DPMM). CMV= Cytomegalievirus, cGvHD=chronsiche
Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen

Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease), n= Anzahl.

115



1.0
]
1.0

== dCMV-DPM n=144 - === dCMV-DPM n=144
=== dCMV-DPMM n=879 === dCMV-DPMM n=879
== dCMV+DPM n=87 == dCMV+DPM n=87

| ==dCMV+DPMM n=633 === dCMV+DPMM n=633

0.8
0.8
1

0.6

2 2
= < 4 Z o
°7 T T T T T 1 e T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Jahre nach Transplantation Jahre nach Transplantation
Abbildung 42 E) TRM Abbildung 42 F) NRM

1.0

=== dCMV-DPM n=144
=== dCMV-DPMM n=879
g === CMV+DPM n=87

=== dCMV+DPMM n=633

0.8

DFS

0.4

0.2

0.0

Jahre nach Transplantation

Abbildung 42 G) DFS

Abbildung 107-113: Univariate Analyse des Einflusses der Interaktion zwischen Spender-CMV-Serostatus
und HLA-DP-Kompatibilitit auf den Therapieerfolg der allogenen Stammzelltransplantation.
Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie steht fiir Transplantationen
mit CMV-negativen, HLA-DP-kompatiblen Spendern (dCMV-DPM). Die rote Linie steht fiir Transplantationen mit
CMV-negativen, HLA-DP-inkompatiblen Spendern (dCMV-DPMM). Die blaue Linie zeigt Transplantationen mit
CMV-positiven, HLA-DP-kompatiblen Spendern (dCMV+DPM). Die griine Linie steht fiir die Transplantationen mit
CMV-positiven, HLA-DP-inkompatiblen Spendern (dCMV+DPMM). CMV= Cytomegalievirus,
TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitit (engl.: transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitat

(engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankheitsfreies Uberleben (engl.: Disease free survival), n= Anzahl.

116



3.5.5. Einfluss der HLA-DP-Kompatibilitidt in Abhangigkeit
vom CMV-Serostatus des Spenders auf den
Therapieerfolg der HSCT bei Transplantationen die
fiir klassische HLA Genorte (HLA-A,-B,-C,-DRB1,-
DQB1) kompatibel waren.

Ein Einfluss auf die beobachteten Ergebnisse durch maximale Kompatibilitit der

tibrigen HLA-Klasse-I und -II konnte nicht beobachtet werden.

3.5.6. Interaktion zwischen HLA-DP-Permissivitit eingeteilt
nach TCE4 und CMV-Serostatus des Spender und ihr
Einfluss auf den Therapieerfolg der allogenen HSCT
bei Transplantationen die fiir klassische HLA
Genorte (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1) kompatibel
waren.

Da im Abschnitt 3.5.3 gezeigt werden konnte, dass in unserer Kohorte die Rolle der
HLA-DP-Kompatibilitdt auf den Therapieerfolg der allogenen HSCT abhéngig vom
CMV-Serostatus des Spenders ist, wurde im Folgenden nun die
Permissivitatseinteilung nach TCE4 auf einen solchen Effekt ebenfalls untersucht. Die
Verteilung der Kohorte in die jeweilgen Untergruppen lasst sich aus der Tabelle 37

entnehmen.

Die Schaubbilder 43 A)-C) zeigen die TCE4-Einteilung, zusammengefasst in permissiv
und nonpermissiv abhdngig vom CMV-Serostatus des Spenders bei 10/10
gematchten Patienten. Die jeweiligen Inzidenzen kénnen aus Tabelle 38 entnommen
werden. Es lasst sich hierbei ein besseres Gesamtiiberleben und krankheitsfreies
Uberleben der dCMV- HLA-DP-nonpermissiven Patienten gegeniiber den anderen 3
Gruppen (dCMV- HLA-DP-permissiv, dCMV+ HLA-DP-nonpermissiv und dCMV+ HLA-
DP-permissiv) beobachten, welcher jedoch nicht signifikant ist. Ebenfalls nicht

signifikant aber auf dem Schaubild angedeutet, kann eine erhéhte Rezidivinzidenz bei
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dCMV- HLA-DP-permissiven Fallen beobachtet werden. Dies wiirde sich mit der
erhohten Rezidivinzidenz der dCMV- DPM gegentiber den dCMV-DPMM decken, wie
in Abschnitt 3.5.3 beschrieben.

Zusatzlich scheint ein dCMV- HLA-DP-nonpermissiver Status eine erhéhte cGvHD
Inzidenz aufzuweisen, aber ein dCMV+ HLA-DP-nonpermissiver Status eher eine
erhohte aGvHD-Inzidenz. Wahrend die oben beschrieben Beobachtung nicht
signifikant waren, ist letztere Beobachtung signifikant. Auch eine erhohte Inzidenz
der TRM in dieser Gruppe (dCMV+ HLA-DP-nonpermissiv) ist gegeniiber den anderen
signifikant erhoht. Hinzu kommt, dass auch die NRM bei den dCMV- HLA-DP-

nonpermissiven Fallen tendenziell erhoht ist.

Tabelle 38 Tabellarische Darstellung der Verteilung der Permissivititseinstufungen nach dem "TCE4"-
Modell in Abhingigkeit des CMV-Serostatus des Spenders mit absoluter und relativer Anzahl bei
Transplantationen, die fiir klassische HLA-Genorte (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1) kompatibel waren.
Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. CMV=Cytomegalievirus, dCMV+ = Spender mit

positiven CMV-Serostatus, dCMV- = Spender mit negativem CMV-Serostatus, non-permissiv= nicht-permisive.

Absolute Anzahl Relative Anzahl

dCMV- permissive 592 33,8%
dCMV- nonpermissive 435 24,9%
dCMV+ permissive 415 23,7%
dCMV+ nonpermissive 307 17,6%
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Tabelle 39 Inzidenzen und relative Anzahl der bekannten Endpunkte bei Transplantationen, die fiir
klassische HLA-Genorte (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1) kompatibel waren, abhingig vom CMV-Serostatus
des Spenders und Permissivititseinteilung nach dem TCE4-Modell, wobei die non-permissiven
Untergruppen zusammengefasst wurden. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009.
CMV=Cytomegalievirus, dCMV+=Spender mit positiven CMV-Serostatus, dCMV- = Spender mit negativem CMV-
Serostatus, perm = permissive, nonp= nicht permissiv, Werte in % angegeben, 0S= Gesamtiiberleben (engl.:
Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng.: Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt
Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.:
acute Graft versus Host disease), TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitit (engl.: transplant related
mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankheitsfreies Uberleben (engl.:

Disease free survival). Werte in % angegeben.

1 Jahr 3 Jahre 5 Jahre p-

o eme e awme
| s | |
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Abbildung 43 A-C): Univariate Analyse des Einflusses der Interaktion zwischen Spender-CMV-Serostatus
und HLA-DP-Permissivititseinteilung nach dem TCE4-Modell auf den Therapieerfolg der allogenen
Stammzelltransplantation. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze
Linie steht fiir Transplantationen mit CMV-negativen, HLA-DP-permissiven Spendern (dCMV-permissive). Die rote
Linie steht fiir Transplantationen mit CMV-negativen, HLA-DP-non-permissiven Spendern (dCMV-nonpermissive).
Die blaue Linie zeigt die Transplantationen mit CMV-positiven, HLA-DP-permissiven Spendern
(dCMV+permissive). Die griine Linie steht fiir die Transplantationen mit CMV-positiven, HLA-DP-non-permissiven
Spendern (dCMV+nonpermissive), TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitdit (engl.: transplant related
mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankheitsfreies Uberleben (engl.:

Disease free survival). n= Anzahl.
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3.6. Einfluss der HLA-DP-Expression (nach E.
Petersdorf) auf den Therapieerfolg der

allogenen HSCT

3.6.1. Einfluss einer niedrigen HLA-DP-Expression des
Spenders auf den Therapieerfolg der allogenen
HSCT, bei einzelner HLA-DP Inkompatibilitat und bei
Transplantationen die fiir die klassischen HLA
kompatibel waren, ohne Beriicksichtigung der

Grunderkrankung des Patienten.

Neben dem Aspekt der HLA-DP-Kompatibilitit beschreiben Petersdorf et al. [65],
dass auch die Expressionstirke des HLA-DP-Molekiils einen Einfluss auf den
Therapieerfolg der allogenen HSCT hat. Die Expressionstirke kénne in niedrig- (A)
und hochexprimiert (G) unterteilt werden. An dieser Stelle soll nun gepriift werden,
ob auch diese Theorie sich auf unsere Kohorte abbildet. Als Voraussetzung wurden
nur die Patienten aus der Kohorte ausgewahlt, die fiir die klassischen HLA-Merkmale
kompatibel waren und denen ein Spender mit einem niedrig expremierenden HLA-
DP (A) zugewiesen wurde. Anschliefend wurden hier der Therapieerfolg der

allogenen HSCT abhdngig vom Expressionsallel des Patienten (A oder G) untersucht.

Es zeigte sich ein signifikanter Uberlebensvorteil und ein tendenziell verlingertes
krankheitsfreies Uberleben der Patienten mit niedrigexpremierendem Allel A im
Vergelich zu Patienten mit einem HLA-DP-hochexpremierendem Allel G. Die
Rezidivinzidenz zeigte kaum einen Unterschied zwischen den beiden
Expressionsformen. Bei der Inzidenz der chronischen GvHD zeigte sich eine leicht
erhohte, aber nicht signifikante Inzidenz der Empfinger mit Expressionsallel A
gegeniiber denen mit dem Allel G. Bei der Analyse der akuten GvHD zeigen
Empfanger mit Allel G eine minimal erhéhte Inzidenz gegentiber Allel-A-Empfangern.

Anders als bei E. Petersdorf konnte hier keine Signifikanz aufgezeigt werden. Die
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NRM- und TRM-Analyse zeigte eine erhohte Inzidenz der transplantationassoziierten

Mortalitat sowie Signifikanz der rezidivfreien Mortalitiat bei Empfangern mit Allel G.

Tabelle 40 Inzidenzen und relative Anzahl aus der Analyse der bekannten Endpunkte bei Spendern mit
Expressionsmuster A (niedrige HLA-DP-Expression) abhingig vom Expressionsmuster des Patienten bei
Transplantationen, die fiir die typischen HLA’s kompatibel waren. Multizentrische Studie mit
Transplantationen von 1999-2009. A= niedrige HLA-DP-Expression, G= hohe HLA-DP-Expression, 0S=
Gesamtiiberleben (engl.: Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng.: Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche
Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen
Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease), TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitat (engl.:
transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankheitsfreies

Uberleben (engl.: Disease free survival). Werte in % angegeben.
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Abbildung 44 A) Gesamtiiberleben Spender A Abbildung 44 B) Rezidivinzidenz Spender A

Abbildung 44 A) - 44 B): Univariate Analyse des Einflusses von der Empfanger-HLA-DP-Expressionsstirke
bei niedrig-exprimiertem HLA-DP des Spenders, bei Transplantationen die fiir die klassischen HLA
kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie steht
fiir Patienten mit niedrigexprimierendem HLA-DP (=A). Die rote Linie fiir Patienten mit hochexprimierendem

HLA-DP (=G), n= Anzahl.
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Abbildung 44 C) Inzidenz der cGVHD Spender A Abbildung 44 D) Inzidenz der aGvHD Spender A
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Abbildung 44 E) TRM Spender A Abbildung 44 F) NRM Spender A

Abbildung 44 C) - 44 F): Univariate Analyse des Einflusses der Empfanger-HLA-DP-Expressionsstirke bei
niedrige-exprimiertem HLA-DP des Spenders, bei Transplantationen die fiir die klassischen HLA
kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie steht
fir Empfanger mit niedrig-exprimierendem-HLA-DP (=A). Die rote Linie fiir Empfinger mit hoch-
exprimierendem-HLA-DP (=G), cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft
versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease),
TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitit (engl.: transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitat

(engl.:Non-relapse mortality), n= Anzahl.
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Abbildung 44 G) DFS Spender A

Abbildung 44 G): Univariate Analyse des Einflusses der Empfinger-HLA-DP-Expressionsstirke bei niedrig-
exprimiertem-HLA-DP des Patienten, bei Transplantationen die fiir die klassischen HLA kompatibel
waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie steht fiir Patienten
mit niedrig-exprimierendem HLA-DP (=A). Die rote Linie fiir Patienten mit hoch-exprimierendem HLA-DP (=G),

DFS= Krankheitsfreies Uberleben (engl.: Disease free survival), n= Anzahl.

3.6.2. Einfluss einer hohen HLA-DP-Expression des
Spenders auf den Therapieerfolg der allogenen HSCT,
bei einzelner HLA-DP Inkompatibilitiat und bei
Transplantationen die fiir die klassischen HLA
kompatibel waren, ohne Beriicksichtigung der

Grunderkrankung des Patienten.

Auch in diesem Punkt wird die Theorie von Petersdorf et al. weiter untersucht. Als
Voraussetzung wurden hier alle 10/10 gematchten Patienten unabhangig der
Grunderkrankung selektiert, deren Spender das mit einer hohen HLA-DP-Expression
assozierten Expressionsallel G aufwiesen. Anschlief}end wurden der Therapieerfolg
der allogenen HSCT abhingig vom Expressionsallels des Empfangers (A=niedrig,

G=hoch), untersucht.
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Anders als bei Spendern mit dem Expressionsallel A, ist hier nun kein
Uberlebensvorteil und kein Unterschied im krankheitsfreien Uberleben, abhingig
vom Expressionsallel des Empfangers zu erkennen. Auch die Rezidivinzidenz verhalt
sich hier anders und zeigt eine erhohte Rezidivinzdenz bei Patienten mit dem
niedrigexprimierendem Allel A.]Jedoch ist dieses Ergebnis nicht signifikant. Ebenfalls
nicht signifikant aber mit klarer Tendenz im Schaubbild, ist eine leicht erhohte

Inzidenz einer chronsichen GvHD bei Spendern mit dem Allel G zu vermerken.

Signifikant erhoht ist nun hier aber eine erhéhte Inzidenz der akuten GvHD bei
Patienten mit dem Expressionsallel A gegeniiber denen mit dem Expressionsallel G.
Die Ergebnisse der Analyse der NRM und TRM dhneln derer mit den Spendern mit
Expressionsalles A, in sofern, als dass Patienten mit Allel G eine erhdhte Inzidenz der
NRM und TRM aufzeigten. Auch diese Ergebnisse konnten nicht statistisch

stratifiziert werden sondern beschreibt nur Tendenzen.

Tabelle 41 Inzidenzen und relative Anzahl aus der Analyse der bekannten Endpunkte bei Spendern mit
Expressionsmuster G (hohe HLA-DP-Expression), abhidngig vom Expressionsmuster des Patienten bei
Transplantationen, die fiir die typischen HLA’s kompatibel sind. Multizentrische Studie mit
Transplantationen von 1999-2009. A=niedriger HLA-DP Expression, G=hohe HLA-DP-Expression, 0S=
Gesamtiiberleben (engl.: Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng.: Relapse Incidence), cGvHD=chronsiche
Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute Transplantat gegen
Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease), TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitat (engl.:
transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitdt (engl.:Non-relapse mortality), DFS= Krankheitsfreies

Uberleben (engl.: Disease free survival). Werte in % angegeben.

1 Jahr 3 Jahre 5 Jahre p-Wert
Empfangerallel A G A G A G

oS 64,8 61,3458 469 43,3 40,0 | 0,67
RI 27,4 22,4 394 274 458 342 0,14
cGvHD 30,1 31,0 | 36,6 41,0 36,6 448 | 0,58
TRM 19,3 283 23,6 355 236 355 0,110
NRM 229 29,7 280 37,0 293415 0,11
DFS 52,6 52,4 364 439 288 348 0,73
30 Tagen @ 60 Tagen 100 Tagen
aGvHD 54 00 10,1 0,02 11,7 0,02 0,043
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Abbildung 45 A) Uberlebensanalyse Spender G Abbildung 45 B) Rezidivinzidenz Spender G
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Abbildung 45 C) Inzidenzen der cGvHD Spender G Abbildung 45 D) Inzidenzen der aGvHD Spender G

Abbildung 45 E) - 45 G): Univariate Analyse des Einflusses von Empfianger-HLA-DP-Expressionsstirke bei
hoch -exprimiertem HLA-DP des Patienten, bei Transplantationen die fiir die klassischen HLA’s
kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie steht
fiir Empfanger mit niedrig-exprimierendem HLA-DP (=A). Die rote Linie fiir Empfanger mit hoch-exprimierendem
HLA-DP (=G), cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease),

aGvHD= akute Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease), n= Anzahl.
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Abbildung 45 G) DFS Spender G

Abbildung 45 E) - 45 G): Univariate Analyse des Einflusses von Empfianger-HLA-DP-Expressionsstirke bei
hoch -exprimiertem HLA-DP des Patienten, bei Transplantationen die fiir die klassischen HLA’s
kompatibel waren. Multizentrische Studie mit Transplantationen von 1999-2009. Die schwarze Linie steht
fiir Empfanger mit niedrig-exprimierendem HLA-DP (=A). Die rote Linie fiir Empfanger mit hoch-exprimierendem
HLA-DP (=G), TRM=Transplantations-assoziierte Mortalitdt (engl.: transplant related mortality), NRM=
Rezidivfreie Mortalitit (engl..Non-relapse mortality)DFS= Krankheitsfreies Uberleben (engl: Disease free

survival), n= Anzahl.
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3.6.3. Einfluss der niedrigen HLA-DP-Expression beim
Spender, bei singularer HLA-DP-Inkompatibilitit und
bei 10/10-gematchten Transplantationen ohne

Lymphome als Grunderkrankung

Da bei der Studie von Petersdorf et al. keine Patienten flir die Analysen verwendet
wurden, die Lymphome hatten, wurden fiir nachfolgende Analysen aus unserer

Kohorte nun die Lymphome als Grunderkrankung herausgenommen.

Bei Spendern mit dem Expressionsallel A veranderte sich kaum etwas an den
Ergebnissen. Lediglich die Signifikanz beziiglich der DFS konnte nicht mehr erreicht

werden.

Tabelle 42 Inzidenzen und relative Anzahl aus der Analyse der bekannten Endpunkte bei Spendern mit
Expressionsmuster A abhingig vom Expressionsmuster des Patienten bei Transplantationen die fiir die
typischen HLA kompatibel sind und unter Ausschluss der Paienten mit Lymphomen. Multizentrische
Studie mit Transplantationen von 1999-2009. A=(niedriger HLA-DP-Expression), G=(hohe HLA-DP-
Expression), OS= Gesamtiiberleben (engl.: Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng.: Relapse Incidence),
cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute
Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease), TRM=Transplantations-assoziierte
Mortalitédt (engl.: transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitiat (engl.:Non-relapse mortality), DFS=

Krankheitsfreies Uberleben (engl.: Disease free survival). Werte in % angegeben.

1 Jahr 3 Jahre 5 Jahre p-Wert
A G A G A G
0s 67,7 | 58,6 60,1 43,2 576 418 0,029
RI 232 274 294 376 305 390 0,36

cGvHD 33,8 21,4 401 269 40,1 269 0,15
TRM 199 250 22,8 32,6 22,8 341 0.098
NRM 22,4 280 | 26,2 369 262 399 0,08
DFS 60,6 528 509 350 498 322 0,056
30 Tage 60 Tage 100 Tage
aGvHD 41 37 50 85 58 980 03
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3.6.4. Einfluss der HLA-DP hoch exprimierenden Spender
mit nur einer HLA-DP Inkompatibilitit bei
Transplantationen die fiir klassische HLA Genorte
(HLA-A,-B,-C,-DRB1,-DQB1) kompatibel waren ohne
Lymphome als Grunderkrankung

Auch bei Spendern mit dem Expressionsallel G (hoch-expremierendem HLA-DP),
verdanderte sich kaum etwas an den Ergebnissen. Die Inzidenzen kénnen der Tabelle

4?2 entnommen werden.

Tabelle 43 Inzidenzen und relative Anzahl aus der Analyse der bekannten Endpunkte bei Spendern mit
Expressionsmuster G abhingig vom Expressionsmuster des Patienten bei Transplantationen die fiir die
typischen HLA kompatibel sind und unter Ausschluss der Paienten mit Lymphomen. Multizentrische
Studie mit Transplantationen von 1999-2009. A=(niedriger HLA-DP-Expression), G=(hohe HLA-DP-
Expression), OS=Gesamtiiberleben (engl: Overall survival), RI= Rezidiv Inzidenz (eng.: Relapse Incidence),
cGvHD=chronsiche Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: chronic Graft versus Host disease), aGvHD= akute
Transplantat gegen Wirt Erkrankung (engl.: acute Graft versus Host disease), TRM=Transplantations-assoziierte
Mortalitdt (engl.: transplant related mortality), NRM= Rezidivfreie Mortalitit (engl.:Non-relapse mortality), DFS=

Krankheitsfreies Uberleben (engl.: Disease free survival). Werte in % angegeben.

1Jahr 3 Jahre 5 Jahre p-Wert

05 | 651 609 455 495 422 404 | 084
| ETRE
| | |

\
NRM 225 299 283 369 209 30 015
DEs  ssa sss 409 471

| 30Tage | G0Tage | 100Tage |
| 100 24
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4.Diskussion

Seit liber 50 Jahren stellt die Stammzelltransplantation ein erfolgreiches, kuratives
Therapieverfahren fiir viele hamatologische Erkrankungen dar. Aufgrund der stetigen
Verbesserung und Optimierung der Rahmenbedingungen, steigt die Zahl der
Stammzelltransplantationen jahrlich an (BMDW, April 2017). Wie schon in der
Einleitung beschrieben, sind vor allem eine HLA-Kompatibilitat der HLA-A, -B, -C, -DR
und -DQ -Allele die wichtigste Voraussetzung fiir eine optimale allogene HSCT
(Deutsche Arbeitsgemeinschaft fiir Knochenmark- und Blutstammzelltransplantation

e.V.) [55,29,75].

Dennoch treten auch bei, 10/10“- HLA-gematchten Patienten Komplikationen auf, die
den Therapieerfolg der HSCT einschranken. Neben der typischen HLA-A, -B, -C, -DR
und -DQ Kompatibilitdt sollten deshalb auch weitere Einflussfaktoren beachtet
werden. In dieser Studie wurde nun analysiert, welche Rolle die HLA-DP-

Kompatibilitit in der allogenen Stammzelltransplantation spielt.

4.1. Patientencharakteristik

Anhand der demographischen Charakterisierung der Patienten in dieser Studie
konnte nachgewiesen werden, dass es sich bei dieser Kohorte um eine gute
Repréasentation der allogenen Stammzelltransplantierten handelt. Nach wie vor sind
es, auch in dieser Kohorte mit knapp 53%, vor allem &ltere Patienten (>50-jahrig), die
durch eine Stammzelltransplantation therapiert wurden und heutzutage von dieser

auch weiterhin profitieren [34]

Da sich die Zahl der Stammzelltransplantationen jahrlich erhoht, konnte auch in
unserer Studie ein grofderer Anteil an Stammzelltransplantationen in den letzten
Jahren beobachtet werden: 2006 - 2009 fanden 71% der Transplantationen dieser
Kohorte statt (BMDW, April 2017).

Seitdem es durch Stimulation des Knochenmarks mit Granulozytenkolonie-
stimulierenden Faktor (GCSF) mdglich ist, Stammzellen in das periphere Blut zu
entlocken, werden heutzutage bei einem Grofdteil der allogenen
Stammzelltransplantationen die Stammzellen liber das periphere Blut entnommen.
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Dies zeigt sich auch in dieser Kohorte, in welcher knapp 92 % der Patienten [6] eine

periphere Blutstammzellspende nach GSCF-Vorbehandlung des Spenders erhielten.

Minorhistokompatibilititsantigene werden bei mannlichen Patienten auf dem Y-
Chromosom exprimiert. Bei weiblichen Spendern kénnte dies zu einer Spender-T-Zell
Reaktion fiihren. Deshalb birgt die Kombination aus mannlichem Patienten und
weiblichem Spender ein erhohtes Risiko zur Ausbildung einer GvHD [55, 80]. Um dies
zu umgehen, wird stets eine andere Kombination angestrebt. Auch dies spiegelt sich
in dieser Kohorte, bei der es sich bei knapp 88 % nicht um eine Kombination aus

mannlichem Patienten und weiblichem Spender handelt.

Fliir den besten Therapieerfolg der allogenen HSCT ist des Weiteren eine gute
Konditionierung mit idealerweise einer ,myeloablativen Kondionierung“ nétig, die
einerseits maligne Zellen des blutbildenden Systems eradiziert, andererseits jedoch
ohne nachfolgende Stammzelltransplantation letal enden kann. Auch bei den
Patienten dieser Studie, wurde bei knapp 62 % der HSCT eine myeloablative

Konditionierung vorgeschrieben [25].

4.2.Validitat der Studienkohorte

Wie schon in Teil 3.1 beschrieben handelt es sich bei dem von der ,European Group
for Blood an Marrow Transplantation“ benanntem EBMT-Riscscore um einen Wert,
der die Hohe des Risikos einer hamatopoetischen Stammzelltransplantation
widergibt. Er wird aus 5 verschiedenen Einflussfaktoren berechnet, die nachweislich
ein mit einem geringeren Gesamtiiberleben, rezidivfreien Uberleben und einer
hoheren behandlungsassoziierter Mortalitdt einer geht. Zu diesen Einflussfaktoren
gehoren wie schon im Abschnitt 2.3.4 des Material und Methodik-Teils beschrieben:
Patientenalter, Krankheitsstadium, vergangene Zeit zwischen Diagnosestellung bis
zur Transplantation, Spendertyp und Spender-Empfangerkombination. Um die
Validitat der Kohorte dieser Studie zu iiberpriifen, konnen mit dieser Methode die
Uberlebensdaten der Kohorte mit dem EBMT-Riscscore verglichen werden.
Korrelieren diese, so kann von einer validen Kohorte ausgegangen werden. Wie die

Abb. 14 des Abschnitts 3.1 zeigt, konnte eine eindeutige Korrelation der Daten
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unserer Kohorte mit dem EBMT-Riscscore beobachtet werden. Unsere Kohorte kann

somit als validiert angesehen werden.

4.3. Einfluss der HLA-DP Kompatibilitit auf den
Therapieerfolg der allogenen

Stammzelltransplantation

Der Einfluss der HLA-DP Kompatibilitit auf den Therapieerfolg der HSCT wurde

schon in vielen Studien kontrovers diskutiert.

Des Ofteren wurde die Theorie vertreten, dass Patienten, die HLA-DP inkompatible
Transplantate erhielten, haufiger an einer GvHD leiden, als HLA-DP kompatible
Transplantationen [50,31,93,64,49]. Andererseits sind HLA-DP inkompatible
Transplantationen mit einer verminderten Rezidivinzidenzrate assoziiert [57,78,44].
Durch Fleischhauer et al. konnte zusatzlich ein Modell erstellt werden, das auf der T-
Zellreaktivitat einzelner HLA-DP-Inkompatibilititen basiert und letztere in
permissive und nicht permissive einteilt [100,27,14]. Hierbei konnten signifikante

Ergebnisse beziiglich des Gesamtiiberlebens nachgewiesen werden.

Neben der Einteilung nach der Kompatibilitit der HLA-DP-Merkmale vertritt die
Forschungsgruppe von Petersdorf die Theorie, dass die HLA-DP Expression beim
Spender und Empfanger ebensfalls mit der Inzidenzhéhe der akuten GvHD im

Zusammenhang steht [65].

4.3.1. Einfluss der HLA-DP-Kompatibilitit ohne

Beriucksichtigung weiterer Einflussfaktoren

Wie schon oben kurz beschrieben, wurde im Rahmen verschiedener Studien der
Effekt der HLA-DP-Kompatibilitit auf den Therapieerfolg der allogenen HSCT
analysiert. Grofdtenteils wurde hierbei festgestellt, dass durch einen HLA-DP-
Missmatch vor allem die GVHD Inzidenz stieg und gleichzeitig die Inzidenz eines

Rezidivs sank. Es wurden aber auch Studien veroffentlicht, die die genannten
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Beobachtungen beziiglich der Inzidenz der GVHD nicht bestatigen konnten [67,31].
Da diese Thematik weiterhin als umstritten gilt, wurde auch in unserer Studie die

Rolle des HLA-DP in der HSCT analysiert.

Betrachtet man nun die Schaubbilder und Inzidenzen aus dem Abschnitt 3.2 fillt auf,
dass trotz erhohter transplantationsassozierter Mortalitdt und erhohter rezidivfreier
Mortalitait bei den HLA-DP inkompatiblen Transplantationen, welche einen
indirekten Hinweis auf eine erh6hte Inzidenz fiir eine cGvHD oder Infektion geben,
die Inzidenzen der chronischen GvHD nicht signifikant erh6éht sind. Begriindet
werden konnte dies mit der geringen klinischen Dokumentation der GvHD-Fille in
dieser Studie. Die Tendenz einer verminderten Rezidivinzidenz bei den HLA-DP
inkompatiblen transplantierten Patienten, kann auch in unserer Kohorte beobachtet
werden. Da eine GvHD und ein GVL-Effekt meist in Verbindung zueinander stehen
und gemeinsam auftreten, konnte kein Einfluss auf das Gesamtiiberleben beobachtet

werden [31, 44].

Bei Betrachtung der Kurvenverlaufe erkennt man eindeutige Trends beziiglich der
jeweiligen Endpunkte, die jedoch nicht signifikant bestitigt werden konnen.
Wohlmoglich liegt dies an dem Ungleichgewicht der HLA-DP-Kompatibilitdt, bei
knapp 90% HLA-DP inkompatibel transplantierten und knapp 10% HLA-DP
kompatibel transplantierten Patienten in dieser Kohorte. Gréfdere Kohorten werden

deshalb bendétigt, um statistisch stratifizierte Aussagen treffen zu kénnen.

4.3.2. Einfluss der HLA-DP-Kompatibilitat bei
Transplantationen die fiir klassische HLA Genorte

(HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1) kompatibel waren

Da die meisten der oben genannten Studien bei 10/10 gematchten Patienten
durchgefiihrt worden sind, wurden die bekannten Endpunkte auch in dieser Kohorte
bei den 10/10 gemachten Patienten in Abhdngigkeit vom HLA-DP-
Kompatibilitatsstatus analysiert. Es konnte hierbei nun wieder verdeutlicht werden,
dass die Rezidivinzidenz bei HLA-DP gematchten Patienten hoher ist, als bei den HLA-
DP inkompatiblen Fallen. Anders als bei der Untersuchung des Einflusses des HLA-

DP-Kompatibilitatsstatus auf die ganze Kohorte, war hier der p-Wert im knapp
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unsignifikanten Bereich. Dafiir konnte jedoch ein signifikant verbessertes
krankheitsfreies Uberleben der HLA-DP inkompatiblen Transplantationen beobachtet
werden. Vergleicht man dies nun mit den bereits vorhandenen Studien, bestatigt dies
nur noch mehr die Theorie, dass bei HLA-DP inkompatiblen Transplantationen ein
Graft-versus-Leukdmie-Effekt vermutlich durch alloreaktive CD4+ T-Zellen der
Spender induziert wird. Dies ist mit einer verminderten Rezidivinzidenz assoziert

[76,57, 78, 44].

4.4. HLA-DP-Permissivitiatseinteilung nach den
T-Zell Epitop-Modellen und ihr Einfluss auf
den Therapieerfolg der allogenen

Stammzelltransplantation

4.4.1. Ohne Beriicksichtigung weiterer Faktoren

Knapp 90 % der allogenen Stammzeltransplantationen basieren auf einem Mismatch
der HLA-DP-Allele. Dies liegt hauptsachlich daran, dass der HLA-DP-Genort nicht im
Kopplungsgleichgewicht mit den anderen HLA-Klasse II Genorten ist, wie es z. B. der
Fall fiir HLA-DR und -DQ ist. Dadurch werden die meisten unverwandten allogenen
Stammzelltransplantationen HLA-DP inkompatibel durchgefiihrt. Das Problem
hierbei ist, dass viele Analysen der Beeinflussung der HLA-DP-Kompatibilitat auf den
Therapieerfolg der HSCT, durch das grofde Ungleichgewicht zwischen HLA-DP
kompatiblen und inkompatiblen Transplantationen (90 % zu 10 %) nicht signifikant
untermauert werden konnen. Die Arbeitsgruppe um Katharina Fleischhauer mit
Elisabeta Zino und Crivello [100,14] entwickelte einen Algorythmus, der auf einem T-
Zell-Epitop-Alloreaktivitatsmuster von HLA-DP-Inkompatibilitdten basiert und diese
in permissiv und nicht permissiv unterteilt. Diese Einteilung zielt darauf hin unter
den vielen HLA-DP inkompatiblen Spendern solche zu identifizieren, die von dem
Gleichgewicht zwischen GVL und GvH profitieren wiirden. Das erste Modell dieser
TCE-Einteilung, das ,TCE3“-Modell, fasst die verschiedenen HLA-DP-Allele in 3

verschiedene Gruppen ein: permissiv, nicht permissiv in Richtung GvH und nicht
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permissiv in Richtung HvG. Die Permissivitats-Vektor-Richtung wurde anhand der
TCE-Reaktivitit entweder gegen das gemismatchte Spender-, oder gegen das

gemismatchte Empfanger-HLA-DP-Allel, vergeben [100].

Das zweite TCE-Modell, das , TCE4“-Modell nach Crivello et al. [14] unterteilt die HLA-
DP-Allele in 4 Gruppen. Alle die in der TCE4-Einteilung als permissiv definiert sind,
sind es auch in der TCE3-Einteilung. Jedoch sind einige von den permissiven der
Gruppe TCE3 in der neuen Version als nicht permissiv klassifiziert und aufgrund von

zusatzlichen Referenz-Allelen in der Gruppe der Nichtpermissivitit eingeteilt.

Der Einfluss der HLA-DP-Permissivitatseinteilung auf den Therapieerfolg der HSCT
wurde in einigen multizentrischen Studien anschliefdend ebenfalls untersucht [50, 66,

27,15, 26,9, 48, 25, 68].

Einiger dieser Studien zeigten hierbei eine signifikant erhohte transplantations-
assoziierte Mortalitait bei HLA-DP-non-permissiven Transplantationen gegeniiber
HLA-DP permissiven sowie gegeniiber HLA-DP kompatiblen Fallen [40,100,25,68].
Dartiber hinaus, wurde zusatzlich ein vermehrtes Auftreten von aGVHD in non-
permissiven Fallen, sowohl in GvH, als auch in HvG-Richtung gegeniiber permissiven
Transplantationen beobachtet [100]. Interessanterweise wird von Zino et al.
ebenfalls eine verminderte Rezidivinzidenz der GvH-non-permissiven Fille im
Vergleich zu den HvG non-permissiven als auch zu den permissiven
Transplantationen beschrieben. Demnach besteht offensichtlich innerhalb der HLA-
DP-non-permissiven Gruppe ein Unterschied zwischen den non-permissiv in GVH-
und HvG-Richtung gehenden Féllen. Zino et al. begriinden die Ergebnisse mit einem
dualen Mechanismus der Entstehung einer aGvHD. Zum einen entstiinden sie durch
die Aktivierung von T-Zellen des Spenders, die spezifisch gegen die gemismatchten
HLA-DP-Epitope des Patienten sind und die gleichzeitig auch einen GvL-Effekt
hervorrufen. Zum anderen durch die Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen
der Patienten T-Zellen, nachdem diese immunogene Spender HLA-DP-Molekiile auf

antigenprasentierenden Zellen des Spenders erkannt haben.

Ein signifikanter Einfluss der Permissivitit/Nonpermissivitit auf das
Gesamtiiberleben konnte allerdings von keiner der Studien gezeigt werden, da sich

GvH- und GvL-Effekte die Waage hielten. [100]
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Auch in unserer Studie wurden die bekannten Endpunkte in Abhangigkeit der TCE3
und TCE4 Einteilung untersucht. Einige der oben genannten Ergebnisse konnten
dabei bestitigt werden: Betrachtet man die Ergebnisse nach dem TCE4-Modell waren
die Ergebnisse in sofern rekonstruirbar, als dass eine signifikant erhohte
transplantationsassoziierte Mortalitit der non-permissiven gegeniiber den
permissiven Transplantationen beobachtet werden konnte. Im Rahmen der HLA-DP
Kompatibilitatseinteilung nach dem TCE3-Modell konnte der gleiche Effekt
beobachtet werden, jedoch waren die Ergebnisse bei der TCE3-Einteilung nicht
signifikant. Anders als in den zuvor genannten Studien lies sich in userer Kohorte
kein signifikanter Effekt der TCE3- und TCE4-Einteilung auf die Rezidivinzidenz und
die akute GvHD-Inzidenz nachweisen, obwohl die Ergebnisse eine klare Tendenz fiir
den zu erwartenden Effekt aufwiesen. (verminderte Rezidivinzidenz der non-
permissiven-GvH Falle im Vergleich zu den anderen beiden Permissivitatsgruppen
(permissiv und nonpermissiv HvG)). Ein Grund fiir die fehlende Signifikanz beziiglich
der akuten GvHD koénnte sicherlich das Fehlen des aGvHD-Status bei einem grof3en

Teil der Patienten aus dieser Kohorte sein.

Vergleicht man die permissiven zu den non-permissiven Transplantationen, eingeteilt
nach dem TCE4-Modell, konnte eine tendenziell, verminderte rezidivfreie Mortalitat
beobachtet werden, die jedoch nicht signifikant war. Dies konnte implizieren, dass
Patienten mit einem permissiven Spender weniger an einer GvHD und Infektionen,
dafiir jedoch mehr an Rezdivereignissen versterben. Dies spiegelte sich auch in den
Ergebnissen wider, in denen ein eindeutiger Trend einer erhohten Rezidivinzidenz
der permissiven Transplantationen im Vergleich zu den nonpermissiven GvH
Transplantationen ausgemacht werden konnte. Bei der Auswertung nach dem TCE3-
Modell konnte kein eindeutiger Trend beziiglich der rezidivfreien Mortalitéat
beobachtet werden. Anders als bei dem TCE4-Modell kann hier ein knapp die
Signifikanzgrenze verfehlender Effekt der TCE3-Einteilung auf das krankheitsfreie
Uberleben beobachtet werden. Hierbei scheinen die GvH-non-permissiven Fille das
langste krankheitsfreie Uberleben aufzuweisen, gefolgt von den permissiven und den
HvG-non-permissiven Transplantationen. Auch diese Beobachtung deckt sich mit der
oben beschriebenen Rezidivinzinzidenz der TCE3 Einteilung. Uberraschenderweise
fallt jedoch auf, dass ein fast signifikanter Gesamtiiberlebensvorteil der sowohl nach

TCE4 und TCE3 eingeteilten GvH non-permissiven Transplantationen gegentiber den
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permissiven und den nonpermissiven HvG Fillen zu beobachten ist. Erklaren liefde
sich dies durch die vermutlich verminderte Rezidivhaufigkeit durch den gesteigerten
GVL-Effekt und der damit wahrscheinlich verminderten Transplantatabstofdung
(Host versus Graft-Reaktion), was insgesamt mit einem besseren Uberleben

einhergeht.

Betrachtet man nun weitere Faktoren, die diese Ergebnisse beeinflussen konnten, wie
zum Beispiel der Kompatibilitatsstatus der anderen HLA’s oder auch Alter, CMV

Status usw. so verandern sich diese Ergebnisse.

4.4.2. Einfluss der HLA-DP-Permissivitat, eingeteilt nach , T-
Zell-Epitope-matching” bei Transplantationen die fiir

klassische HLA-Genorte kompatibel waren

Die meisten publizierten Studien untersuchten den HLA-DP-Effekt in
Transplantationskohorten, die fiir die klassischen HLA-Merkmale kompatibel waren
(10/10-match). In der Arbeit von Touzeaou et al. wurden 141 10/10-gematchte
Patienten auf die bekannten Endpunkte, abhangig vom HLA-DP-Permissivitatsstatus
analysiert [92]. Hierbei konnte allerdings kein Einfluss der TCE4-Einteilung auf die
untersuchten Endpunkte beobachtet werden, anders als dies bei sonstigen Studien
beschrieben wurde, in denen non-permissive Inkompatibilititet im Vergleich zu
permissiven Inkompatibilititen eine zwar erhéhte TRM, aber auch ebenfalls eine
erh6hte Gesamtmortalitdt aufzeigten [68]. Letzteres Ergebnis konnte von Pidala et al.
sowohl fiir 8/8 (=Kompatibilitdt fiir HLA-A,-B,-C und -DR), als auch fiir 10/10
(=Kompatibilitat fiir HLA-A,-B,-C,-DR und -DQ) nachgewiesen werden, weshalb Pidala
et al. zum Entschluss kam, dass ein 10/10-Match zwar immer das Ziel fiir ein besseres
Uberleben darstellt, jedoch bei nicht méglichem 10/10 Match, ein Verhindern von
HLA-DP-Non-permissivitat indiziert ist. Auch Fleischhauer et al. konnten mit ihrer
Studie eine verminderte Gesamtmortalitit, erhohte NRM und erhohte aGvHD-
Inzidenz bei non-permissiven Fallen im Vergleich zu den permissiven Fallen
nachweisen. Betrachtet man nun die Ergebnisse unserer Kohorte kann dies nicht
bestitigt werden. Bei Vernachldassigung des Matching-Status konnte kein

Uberlebensnachteil der nonpermissiven Transplantationen beobachtet werden. Es

137



konnte im Gegenteil sogar ein Vorteil der nonpermissiven GvH gegentiber der
permissiven Fallen beschrieben werden. Bei 10/10 Fillen konnte diese Beobachtung
in dieser Kohorte sogar signifikant bestatigt werden. Auch ein erhohtes
krankheitsfreies Uberleben der GvH-non-permissiven gegeniiber der permissiven
und HvG-nonpermissiven Falle konnte in dieser Subanalyse signifikant nachgewiesen

werden. Gleiches gilt fiir die Einteilung nach dem TCE3-Modell.

Ein Grund fiir die fehlenden Signifikanzen der Gruppe von Touseaud et al. konnte
aufgrund der geringen Kohortenanzahl mit nur 141 untersuchten Transplantationen
begriindet sein. Die Diskrepanz unserer Ergebnisse zu den Ergebnissen von Pidala et
al. konnte aufgrund der unterschiedlichen Kohorten-Auswahlkriterien bedingt sein.
Wahrend bei Pidala et al. bei 5428 (10/10) Transplantationspaaren, nur Patienten
mit einer myeloablativen Konditonierung und ohne Lymphome als Grunderkrankung
selektiert wurden, waren in unserer Kohorte Lymphome und Patienten mit
Konditionierung reduzierter Intensitdt mit eingeschlossen. Bei Fleischhauer et al.
unterscheiden sich die Patientenmerkmale und Kriterien ebenfalls im Vergleich zu
unserer Kohorte. Wahrend das mittlere Durchschnittsalter bei Fleischhauer um die
34 liegt sind in unserer Studie 70 % der Patienten tiber 40 Jahre alt. Dartiber hinaus
wurden in unserer Studie nur maligne hamatologische Grunderkrankungen
eingeschlossen. Fleischhauer et al. untersuchte Transplantationen aller
Grunderkrankungen. Des weiteren unterscheidet sich die Verteilung der
Stammzellquelle innerhalb der Kohorte von Fleischhauer von unserer, in sofern, als
dass in ihrer Kohorte 90 % der Stammzellen aus dem Knochenmark und 10% aus
dem peripheren Blut bezogen wurden, bei unserer Kohorte jedoch 90 % der
Stammzellen aus peripherem Blut und nur 10 % aus dem Knochenmark bezogen

wurden.
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4.5. Alter

4..5.1. Einfluss der HLA-DP Kompatibilitit auf den
Therapieerfolg der allogenen
Stammzelltransplantation in Abhdngigkeit vom

Patientenalter

Da eine kiirzlich veroffentlichte Studie von D. Fuerst et al. [30] aus unserer
Arbeitsgruppe das Altersrisiko einer Stammzelltransplantation mit dem Risiko von
HLA-Kompatibilidten in der Stammzelltransplantation verglich und dabei einen
grofieren Effekt der HLA-Inkompatibilitit auf den Therapieerfolg vor allem bei
Alteren (iiber 55-jahrig) beschrieb, sollte nun auch der Einfluss auf den
Therapieerflog der HSCT abhdngig von HLA-DP-Status der verschiedenen

Altergruppen analysiert werden.

In der Gesamtkohorte konnte hiebei kein signifikanter HLA-DP-induzierter Einfluss

auf die HSCT-Endpunkte in Abhdngigkeit vom Patientenlter beobachtet werden.

4.5.2. Einfluss der HLA-DP-Permissivitiatseinteilung nach
»T-Zell-Epitope-matching” auf den Therapieerfolg der
allogenen Stammzelltransplantation eingeteilt in drei
Altersklassen bei Transplantationen die fiir

klassische HLA-Genorte kompatibel waren.

Bei Betrachtung der nach den beiden Permissivititsmodellen (TCE3 und TCE4)
eingeteilten 10/10 gematchten Transplantationen, fillt auf, dass die Patienten im
mittleren Alter (>35 und <55 Jahre) eindeutige Ergebnisse beziiglich einzelner
Endpunkte aufweisen. Es zeigten sich hier die fiir die Gesamtkohorte beschriebenen
Ergebnisse vor allem bei Patienten mittleren Alters als signifikant. Da diese

Ergebnisse sich weder bei unter 35 noch bei iiber 55 jdhrigen als signifikant
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erweisen, konnte man spekulieren, dass vom TCE-Modell vor allem Patienten
mittleren Alters profitieren wiirden. Die anderen Altersgruppen hatten zwar dhnliche

Trends in den Kurvenverldufen, jedoch waren diese nicht signifikant.

Es zeigte sich bei den Patienten mittleren Alters ein besseres Gesamtiiberleben der
non-permissiven-GvH-Transplantationspaare gegeniber den permissiven
Transplantationspaaren. Diese wiederum hatten ein besseres Gesamtiiberleben
gegeniiber den non-permissiven HvG-Transplantationspaaren. Hierfiir konnte es
mehrere Erklarungen geben. Zum einen konnte, wie oben beschrieben, fiir die
Gesamtkohorte eine tendenziell verminderte Rezidivinzidenz verzeichnet werden.
Dies bestatigt sich bei den 36- bis 54-Jahrigen indirekt durch ein signifikant
verldngertes krankheitsfreies Uberleben der non-permissiven gegeniiber den
permissiven Transplantationspaaren. Das kiirzeste krankheitsfreie Uberleben in der
mittleren Altergruppe hatten die non-permissiven HvG Transplantationspaare.
Beziiglich der GvHD lassen sich hier keine Signifikanzen zeigen, was vermutlich den
fehlenden Informationen beziiglich des GvHD-Status zu schulden ist. Dennoch lasst
sich wie erwartet eine tendenziell hoheren cGvHD-Inzidenz und aber auch aGvHD-

Inzidenz bei dlteren Patienten (> 55 Jahre) zeigen.

Warum die HvG non-permissiven Falle jedoch so ein geringes Gesamtiiberleben und
eine so signifikant hohe TRM und NRM aufweisen, konnte man durch das vermehrte
Auftreten von Transplantatabstofdungen erklaren, da hier die Reaktion vom Patienten
gegen den Spender gerichtet ist (Host versus Graft). Ahnliche Ergebnisse lassen sich
auch nach der TCE4 Enteilung reproduzieren. Soweit bekannt, wurde die TCE3- und
TCE4-Permissivititseinteilung noch nicht von anderen Studiengruppen abhdngig
vom Alter betrachtet. Weshalb zur Bestdtigung dieser Ergebnisse noch weitere

Studien diesbeziiglichen durchgefiihrt werden sollten.

Interessanterweise fallt auf, dass der Kurvenverlauf beziiglich der cGvHD deutlicher
in der alteren Patientengruppe wird. Bei Patienten hoheren Alters tritt bei non-
permissiven GvH Transplantationen vermehrt eine chronsiche GvHD auf als bei non-
permissive HvG Transplantationen. Die geringste Inzidenz einer cGvHD war bei
permissiven Transplantationen zu vermerken. Dies lasst sich jedoch nicht statistisch

stratifizieren, was womaoglich der geringen GvHD-Status Information zu schulden ist.
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Bei jlingeren Patienten lasst sich dies jedoch nicht eindeutig zeigen. Hier wiederum
lasst sich eine tendenziell erhohte Rezidivinzidenz der permissiven Tx-Paare

gegeniiber den non-permissiven zeigen.

Letztere Beobachtungen konnten trotz Fehlen der Signifikanzen in Richtung der
Ergebnisse von D. Fuerst gehen [30]. Er zeigte, dass HLA-Inkompatibilitaten vor allem
eine Rolle bei alteren Patienten spielen, wenn man die klassischen Loci als Kriterium
nimmt. Dieser Effekt scheint sich bei HLA-DP-Inkompatibilititen tendenzweise

fortzusetzen.

4.6. Einfluss des HLA-DP-Kompatibilitatstatus
auf den Therapieerfolg der allogene
Stammzelltransplantation, abhangig vom

CMV-Serostatus

Neben der GvHD und dem Rezidiv stellt die Infektion, vor allem mit CMV, eine der
haufigsten Komplikationen der HSCT dar [21]. Da Cytomegalie-Viren in
hamatopoetischen Zellen latent persistieren konnen, und unter anderem das HLA-
DP-Molekiil, Partikel des CMV-Virus prasentieren [95], sollte nun in dieser Kohorte
analysiert werden, ob der CMV-Serostatus von Spender und Empfanger einen Einfluss

auf den Therapieerfolg der HSCT hat.

Einfluss des CMV-Seromatchings auf den Therapieerfolg der allogenen HSCT

Ljungman et al. beschrieben, dass bei gleichem CMV-Serostatus des Patienten und
Spenders, der Patient ein besseres Uberleben aufwies als wenn Patient und Spender
einen unterschiedlichen CMV-Serostatus hatten [47]. Wie dem Ergebnisteil zu
entnehmen ist, trifft dies auch fiir unsere Kohorte zu. Auch die TRM und NRM waren
vorteilhafter bei CMV-Serostatus-gematchten Patienten. Anders als bei Ljungman et
al, konnte der Effekt des besseren Gesamtiiberlebens der CMV-Serostatus gematchten
Patienten, hier auch in der gesamten Kohorte und nicht nur bei den Patienten mit

myeloablativen Konditiondierung gezeigt werden.
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Allgemeiner Einfluss des Patienten- und Spender-CMV-Serostatus auf den

Therapieerfolg der allogenen Stammzelltransplantation

In unserer Studie konnten wir beobachten, dass Transplantationen mit CMV-
seropositiven Spendern im Vergleich zu Transplantationen mit CMV-seronegativen

Spendern mit einer erhdéhten Inzidenz von TRM und aGvHD assoziiert sind.

Ein Grund fir die beobachtete hohere TRM und die dazu passende erhohte akute
GvHD koénnte eine Hochregulation der HLA-DP-Molekiile auf der Oberfliche der
Antigenprasentierenden Zellen sein, der durch einen positiven CMV-Serostatus
ausgelost wird, wie es die Studie von Stevanovic et al, Blood 2013 bereits beschreibt
[81]. Stevanovic et al. beschreiben jedoch, dass nicht nur der CMV-Status hierbei eine
Rolle spielt, sondern auch der HLA-DP-Kompatibilitatsgrad zwischen Spender und
Empfanger. In seiner Studie wird ein hochregulierender Effekt einer CMV-Infektion
auf die HLA-DP-Expression bei DP-inkompatiblen Transplantationen beschrieben .
Ferner fithren Stevanovic et al. [81] auf, dass durch die Hochregulation der HLA-DP-
Molekiile eine grofiere Angriffsflache bei HLA-DP Inkompatibilitdt entsteht und somit
eine cGVHD haufiger stattfinden kann. In unserer Kohorte konnten diese Ergebniss
zwar nicht signifikant bestatigt werden, allerdings weisen die Ergebnisse eindeutig
auf diese Theorie hin, da bei CMV-seronegativen Spendern, die HLA-DP-
inkompatiblen Falle seltener eine cGVHD erleiden, als die HLA-DP-kompatiblen Falle.
Bei CMV-Seropositiven Spendern zeigte sich der gegenteilige Effekt. Hier konnten bei
den HLA-DP-inkompatiblen Fillen hohere cGVHD-Inzidenzen vermerkt werden , als
bei den HLA-DP-kompatiblen Fallen. Wie zuvor auch an einer anderen Stelle erwahnt,
konnte die fehlende Signifikanz trotz eindeutiger Tendenz auf die ungleiche
Verteilung der DP-Kompatibilititen zu Gunsten der DP-inkompatiblen Falle (knapp

90 %) zurlickgefiihrt werden.

Einfluss der HLA-DP-Kompatibilitdt in Abhdngigkeit des CMV-Serostatus des Spender

auf den Therapieerfolg der allogenen Stammazelltransplantation

Angesichts der Theorie von Stevanovic et al. wurde der Effekt der HLA-Kompatibilitat
abhingig von CMV-Serostatus des Spenders auf den Therapieerfolg der allogenen

HSCT auch fiir unsere Kohorte untersucht. Hierbei konnte zunachst festgestellt
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werden, dass sich die Transplantationsergebnisse von CMV-seropositiven und CMV-
seronegativen Spendern beziiglich der Rezidivinzidenz, cGvHD und NRM
widerspriichlich verhielten. Diese Ergebnisse waren nicht signifikant trotz der
eindeutigen Tendenzen die in den Abbildungen zu erkennen sind. Signifikant jedoch
konnte aufgezeigt werden, dass Transplantationen mit CMV-seronegativen Spendern
eine erhohte Rezidivinzidenz aufwiesen wenn sie HLA-DP kompatibel waren. Bei
Transplantationen von CMV-seropositiven Spendern war diese Beobachtung invers,
d.h. die Rezidivinzidenz war hoher bei den HLA-DP-inkompatiblen Fallen als den
HLA-DP kompatiblen. Bisher konnte diese Beobachtung in keinen weiteren
Literaturen wiedergefunden werden und sollte deshalb in weiteren grofden

multizentrischen Studien bestatigt werden.

Eine verminderte Rezidivinzidenz bei CMV-Infektion konnte auch von Ahmet et al.
[22] beschrieben werden, der diesen Effekt jedoch nur bei AML-Patienten analysierte

und dies unabhangig des HLA-DP-Kompatibilitatsstatus beobachtete.

Eine Theorie warum es zu der verminderten Rezidivinzidenz bei CMV-positivem, DP-
kompatiblen Spender kommen konnte, ware ein Vorhandensein von alloreaktiven T-
Lymphozyten, welche auf die kompatiblen virusprasentierenden HLA-Molekiile
starker reagieren. Auf diese Weise konnten die restlichen malignen Zellen des
Empfangers im Sinne eines GVL-Effekts abgetotet werden. Diese angenommenen
Mechanismen miissten allerdings erst durch funktionelle Studien analysiert und

bestatigt werden.

Bei Selektion der 10/10 gemachten Patienten fiir die Analyse der oben beschrieben

Ergebnisse zeigen sich keine relevanten Unterschiede.

143



Interaktion des HLA-DP-Permissivitatsstatus und dem CMV-Serostatus des Spenders

und dessen Einfluss auf den Therapieerfolg der allogenen HSCT bei Transplantationen,

die fiir klassische HLA Genorte (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1) kompatibel waren

Es war naheliegend, dass die beobachtete Interaktion zwischen HLA-DP-
Kompatibilitit und CMV-Serostatus auch im Hinblick auf den TCE-Algrorithmus
tberpriift werden sollte. Der Umkehreffekt bei CMV-positivem Spender, abhédngig
vom HLA-DP-Kompatibilitatsstatus, konnte bei Einteilung nach den TCE-Modellen
nicht mehr nachgewiesen werden. Jedoch wird anhand der Kurvenverlaufe deutlich,
dass bei CMV-seropositiven, non-permissiven Spender eine erhéhte TRM und NRM

beobachtet werden kann.

Der oben beschriebene ,inverse Effekt® durch den CMV-Status des Spenders
prasentiert sich bei Einteilung der HLA-DP-Kompatibiltdt nach den TCE-Modellen
eher ungenauer, als es unter der Beobachtung der klassischen HLA-DP-Kompatibilitat

der Fall war.

4.7. Einfluss der HLA-DP-Expression auf den
Therapieerfolg der allogenen

Stammzelltransplantation

Petersdorf et al [65] beschrieb 2012 das Vorhandensein von Short Nucleotide
Polymorphismen (SNP) des HLA-DP-Genabschnitts, die die Expressionsrate des HLA-
DP-Molekiils regulieren. Rs9277534A steht hierbei fiir eine niedrige und rs9277534G
fiir eine hohe HLA-DP-Expression. Unter Beriicksichtigung des Matching Status fiir
die klassischen HLA-Merkmale (HLA-A, -B, -C, -DR und -DQ) und das Vorhandensein
eines einzelnen HLA-DP-Mismatch, untersuchte die Studiengruppe von Peterdsorf
den Einfluss der HLA-DP-Expression auf den Therapieerfolg der allogenen HSCT bei

Patienten ohne Lymphome als Grunderkrankung.

Sie beobachtete hierbei ein signifikant erhohtes Risiko einer akuten GvHD, wenn der
Spender ein rs9277534A HLA-DP (=niedrige Expression) trug und der Patient ein
rs9277534G HLA-DP (hohe Expression) [65].
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Um diese Beobachtung in unserer Kohorte zu reproduzieren, analysierten wir
ebenfalls die 10/10 gematchten Transplantationen unserer Kohorte, bei denen
einzelne HLA-DP-Mismatche vorlagen. In der Gruppe der Transplantationen bei
denen der HLA-DP-inkompatible Spender zur niedrigen Expressionsgruppe gehorte
(A), konnten wir feststellen, dass Patienten mit ebenfalls niedrig expremiertem
inkompatiblem HLA-DP-Allel, ein signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber
Patienten mit hochexprimierten HLA-DP-mismatch hatten. Gleiche Tendenz gilt fiir
das krankheitsfreie Uberleben. Eine niedrige Expression von HLA-DP bei Spendern
und Empfangern ist also tendenziell mit einem besseren Gesamtiiberleben und
krankheitsfreiem Uberleben assoziiert. Peterdsorf et al. gingen in ihrer Studie nur auf
die aGvHD und NRM ein, weshalb beziiglich des Gesamtiiberlebens und des

krankheitsfreien Uberlebens kein direkter Vergleich gezogen werden kann.

Betrachtet man nun die Inzidenz fiir eine akute GvHD, ist unser Ergebnis zwar nicht
signifikant, aber auch hier gibt es einen klaren Trend, dass die Kombination aus
Spender mit A (niedrigexprimiert) und Patienten mit G (hochexprimiert) eine
erhohte akute GVHD-Inzidenz aufweist, als eine Kombination aus HLA-DP-
niedrigexprimierendem Spender und Patienten. Grund fiir die fehlende Signifikanz
kann die geringe Kenntnis tiber den aGvHD Status der Paienten sein. Dennoch steht

der Kurventrend im Einklang mit den Ergebnissen von E. Petersdorf.

Dariiberhinaus sprechen die erhohten TRM und NRM bei der Kombination aus A-
Spender und G-Patient, im Vergleich zuder Kombination A-Spender und A-Patient,
ebenfalls fiir die Hypothese von Petersdorf et al. Hierbei erreicht das Ergebnis der
TRM nicht ganz das Signifikanzniveau, jedoch weist es auf eine eindeutige Tendenz

hin. Die NRM jedoch, ist wie bei Petersdorf statistisch signifikant.

In der Kohorte von E. Peterdorf wurden die Analysen auf Patienten mit
hamatologische Erkrankungen ohne Lymphome durchgefiihrt. Werden die Analysen
auf ein dhnlichen Krankheitskollektiv, wie das von Petersdorf eigeschrankt, so sind
die Ergebnisse beziiglich der NRM zwar tendenziell noch wie in der Kohorte mit
Lymphomen aber nicht mehr signifikant. Vermutlich ist dies auf die geringeren
Fallzahlen durch das Auslassen der Lymphome zurtickzufiihren, denn die Tendenzen
der Kurven sind eindeutig. Interessanterweise zeigt sich eine vermehrte chronische
GvHD-Inzidenz und eine verminderte Rezidivinzidenz bei der Kombination aus
Spender-A und Patient-A, was der Hypothese von Peterdorf et al. widersprechen
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wiirde. Eine Untersuchung dieser Aspekte in einer grofieren Kohorte ware sicherlich

sinnvoll.

In einer weiteren Analyse wurde die Transplantationen mit HLA-DP-

hochexprimierten, -inkompatiblen Spendern (Spender-G) betrachtet.

Entgegen der Ergebnisse von Petersdorf die eine erhohte aGvHD-Inzidenz bei der
Kombination aus Spender-A und Patient-G  im Vergleich zu allen anderen
Kombination (G+A, G+G, A+A) beschrieb, konnte in unserer Kohorte eine signifikant
erhohte aGvHD-Inzidenz bei der Kombination aus Spender-G und Patient-A vermerkt
werden. Widersprichlicherweise zeigte sich im Kurvenverlauf eine erhohte
chronische GvHD-Inzidenz bei der Kombination aus Spender-G und Empfanger-G im
Vergleich zu der Kombination aus Spender-G und Empfanger-A. Auch die TRM und
NRM waren eindeutig hoher, wenn Spender und Empédnger beide HLA-DP
hochexprimiert waren. Jedoch konnte auch dies nur im Kurvenverlauf gezeigt und
nicht signifikant belegt werden. Die Rezidivinzidenz zeigte sich ebenfalls héher bei
der Kombination aus Spender-G und Patient-A als bei der Kombination aus Spender-G
und Patient-G. Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben zeigten hier keinen
Vorteil der einen gegeniiber der anderen Gruppe. Die Widerspriichlichkeit dieses
Ergebnises konnte aufgrund der niedrigen Fallzahlen entstanden sein. Aufderdem
spielen die fehlenden Daten des GvHD-Status vieler Patienten aus dieser Kohorte

sicherlich auch einen Einfluss auf die demonstrierten Ergebnisse.

Schliefd3t man nun die Patienten aus, die unter Lyphomen litten, sinkt der p-Wert
unter die Signifikanzgrenze, dennoch mit weiterhin verbleibendem eindeutigem
Kurvenverlauf, dhnlich wie dies beider Analyse von niedrig exprimierenden Spendern

der Fall war.

4.8. Schlussfolgerung

Zusammenfassend zeigte sich bei 10/10 kompatiblen hamatopoetischen
Stammzelltransplantationen ein verlingertes krankheitsfreies Uberleben der HLA-DP
inkompatiblen gegeniiber der kompatiblen Transplantationen. Bei der Uberpriifung
des Permissivitatsalgorithmus nach Fleischhauer (TCE3/4) konnt ein verldngerte

Gesamtiiberleben und krankheitsfreies Uberleben der GvH non-permissiven
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Transplantationen gegeniiber den HvG non-permissiven und permissiven
Transplantationen beobachtet werden. Diese Ergebnisse waren bei Patienten der
Altersgruppe 35-55 Jahre am ausgepragtesten. Bei der Analyse der Interaktion
zwischen CMV-Serostatus und HLA-DP-Kompatibilitit zeigte sich ein Vorteil
bezuglich der Rezidivinzidenz der CMV-seropositiven, HLA-DP-kompatiblen
Spendern gegentiiber den CMV seronegativen, HLA-DP kompatiblen Spendern. In der
Analyse des Einflusses der Expressionsstirke der inkompatiblen HLA-DP-Merkmale
des Patienten und des Spenders (nach Petersdorf) zeigten sich folgende Ergebnisse:
Spender (A=niedrigexprimiert) / Patienten(A): verlingertes Gesamtiibereleben,
Spender  (A)/Patient  (G=hochexprimiert): erhohte redivfreie  Mortalitat
Spender(G)/Patient (A) hohere Inzidenz einer akute GvHD.

Aus den genannten Ergebnissen lassen sich folgende Aussagen schliefden: Die
isolierte Betrachtung des HLA-DP-Kompatibilitatsstatus auf den Therapieerfolg weist
einen geringeren Effekt auf, als es durch die Einteilung der Permissivititsmodelle der
Fall ist. Hierbei sollten jeweils die Spender gewdhlt werden, die ein GVH non-
pemissives HLA-DP-Mismatch aufweisen. Vorzugsweise sollten bei Auswahl dieser
Krieterien die Patienten im Alter zwischen 35 und 55 Jahre sein. Fligt man jedoch den
Aspekt des CMV Serostatus zur HLA-DP-Analyse hinzu lasst sich vermuten, dass unter
den CMV-serpositiven Spendern die HLA-DP-kompatiblen bevorzugt werden
sollten und dass CMV-seronegative, HLA-DP-kompatible Spender vermieden
werden sollten. Des Weiteren sollten mit Einbeziehung der Expressionstarke im Falle
eines singuldren HLA-DP-Mismatch, jeweils gleiche Expressionstirken zwischen
Spender und Empfianger gewahlt werden, in sofern als dass Spender mit
hochexprimiertem HLA-DP mismatch nur bei ebenfalls hochexprimierten Patienten
gewahlt werden sollen und das Spender mit niedrigexprimiertem HLA-DP-Mismatch
nur bei ebenfalls niedrigexprimierten Patienten gewahlt werden sollen. Um diese
Theorien zu bestitigen sollten jedoch noch weitere Studien diesbeziiglich
durchgefiihrt werden, die zum Beispiel beziiglich des CMV Serostatus auch

funktionelle Tests beinhalten.
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5. Zusammenfassung

In den letzten 10 Jahren stieg die Zahl der allogenen, hamatopoetischen
Stammzelltransplantationen (HSCT) kontinuierlich an. Zu verdanken ist dies den
vielen erfolgreichen Studien in diesem Bereich, welche die Bedingungen und die
Ergebnisse einer Stammzelltransplantation verbesserten und diese auch fiir altere
Patienten moglich machten. Trotzdem sind die Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung
(engl.: Graft versus host disease, GvHD), das Rezidiv der Grunderkrankung sowie die
Infektionen die wichtigsten Komplikatioenen einer HSCT, die das Gesamtiiberleben
und das rezidivfreie Uberleben beeinflussen. Eine Kompatibilitit der klassischen
HLA-Merkmale (HLA-A, -B, -C, -DR und -DQ; =10/10 match) ist der wichtigste
Parameter, der die GvHD-Inzidenz vermindert und das Gesamtiiberleben verldangert.
Die Rolle der Kompatibilitat fiir das Humane Leukozyten Antigen (HLA)-DP-Molekiil
auf den Therapieerfolg einer allogenen HSCT ist jedoch noch nicht schliissig geklart.
Neben dem klassischen Match/Mismatch-Modell sind in den vergangenen Jahren
weitere Kompatibilitatsalgorithmen fiir das HLA-DP beschrieben worden, die zum
einen die Permissivitit einer Inkompatibilitat oder die Expression des inkompatiblen

Allels in Betracht ziehen.

Ziel dieser Arbeit war es, nicht nur die Rolle der ,klassischen“ HLA-DP-Kompatibilitat
auf den Therapieerfolg einer allogenen hamatopoetsichen Stammzelltransplantation
einer grofden deutschen Kohorte zu analysieren, sondern auch diese zusatzlichen

Kompatibilitidtsalgorithmen in unserer Kohorte zu liberpriifen.

Da neben Geschlecht und Alter auch der Cytomegalievirus (CMV) Serostatus einer der
wichtigsten Aspekte der Spenderauswahl ist, wurde zudem die Interaktion zwischen
CMV-Serostatus und HLA-DP-Kompatibilitit des Spenders auf ihren Einfluss auf den

Therapieerfolg der allogenen HSCT untersucht.

Hierfir wurden mittels zweier verschiedener ,Next Genaration Sequencing”-

Verfahren 1831 Transplantationspaare hochauflosend fiir HLA-DP typisiert.

Als statistische Endpunkte wurden jeweils Gesamtiiberleben (0S), Rezidivinzidenz
(RI), Inzidenz einer akuten sowie chronischen Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung

(engl.: Graft versus Host disease, GvHD) die transplantationsassozierte Mortalitat
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(TRM), rezidivfreie Mortalitit (NRM) und schlief}lich das krankheitsfreie Uberleben
(DFS) gewahlt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen auf einen geringeren Einfluss der
klassischen HLA-DP-Kompatibilitit auf den Therapieerfolg hin, als dies bei
Beriicksichtigung der Permissivititsmodelle eingeteilt nach der Reaktion der T-Zell
Epitopen (TCE3/4) der Fall ist. Hierbei ergibt sich ein Vorteil fiir Transplantationen
mit einem Spender mit GvH-non-permissiven HLA-DP-Mismatch. Dariiber hinaus
postulieren unsere Ergebnisse, dass fiir geringere Rezdivereignisse unter den CMV-
seropositiven Spendern, diejenigen bevorzugt werden sollten, die HLA-DP-
kompatibel sind und dass CMV-seronegative, HLA-DP-kompatible Spender,
vermieden werden sollten. Des Weiteren lassen unsere Analysen beziiglich der
Expressionsstarke der inkompatiblen HLA-DP Merkmale den Schluss zu, dass bei
HLA-DP inkompatiblen Transplantationen das inkompatible HLA-DP-Merkmal bei
Spender und Empfanger gleichermafden entweder hoch- oder niedrigexprimiert sein

sollte.

Da unsere Arbeit eine multizentrische Studie war und da der Erfolg der
Transplantation von vielen weiteren Faktoren abhédngig ist, sollen unsere Ergebnisse
in weiteren unabhangigen Kohorten analysiert und bestatigt werden, bevor sie unter
Umstédnden eine klinische Anwendung finden. Die Testung einer Bestitigungskohorte

mit Transplantationen aus dem Jahre 2010-2014 ist bereits in Planung.
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