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1 Einleitung

Fast 60 Jahre sind vergangen, seit erstmalig Uber die damals neuartige und radikale
Therapieform der allogenen Stammzelltransplantation berichtet wurde (Thomas et Lochte
1957). Die allogene Transplantation von hdmatopoetischen Stammzellen (engl.:
hematopoietic stem cell transplantation, HSCT) ist heute ein Standardverfahren bei der
Behandlung von schweren erblichen oder erworbenen, malignen und nichtmalignen
hamatologischen Erkrankungen wie der Leukamie, lymphoproliferativen Erkrankungen,
schweren angeborenen Immundefekten (engl.: severe combined immunodeficiency, SCID)
und Hamoglobinopathien (Copelan 2006, Roifman et al. 2010). In den letzten 20 Jahren
hat sich dank intensiver Forschung die Uberlebensrate bei HSCT zwar kontinuierlich
verbessert (Serna et al. 2003, Pasquini et Wang 2013). Bei ca. 420.000 nicht-verwandten
Stammzelltransplantationen weltweit (Niederwieser et al. 2013, WBMT: Stand 12/2012),
versterben jedoch weiterhin 30-60 % der Patienten innerhalb des ersten Jahres nach
Transplantation (Schaffer 2006, Barton-Burke et al. 2008, Pasquini et Wang 2013, Hahn et
al. 2013). Neben infektiosen Ursachen ist insbesondere die TransplantatabstoRung und die
Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (engl. Graft-versus-host disease, GVHD), hervorgerufen
durch Differenzen im Humanen Leukozyten Antigen-Komplex (HLA-Komplex) zwischen
Spender und Empfénger, verantwortlich fiir ein Therapieversagen (Ferrara et Deeg 1991,
Barton-Burke et al. 2008). Um eine mdglichst genaue Ubereinstimmung der
transplantationsrelevanten HLA-Allele zu ermdglichen, missen sich potenzielle
Stammzellspender nach Durchfiihrung einer HLA-Typisierung in
Knochenmarkspenderkarteien registrieren.

In den letzten Jahren ist ein kontinuierlicher Anstieg von Spendern auf ca. 25 Mio.
weltweit (Zentrales Knochenmarkspenderregister Deutschland, Stand 19.07.2015) zu
verzeichnen, so dass heute fiir einen Patienten oft mehr als nur ein HLA-kompatibler
Spender zur Verfligung steht. Obwohl durch die mittlerweise standardméaRig durchgefiihrte
hochauflosende HLA-Typisierung in den meisten Féllen ein in den Major-Antigenen
ubereinstimmender Spender gefunden werden kann, kommt es weiterhin zu
schwerwiegenden Komplikationen. Es gilt daher, zusatzliche préadiktive Faktoren zu
erforschen, um in Zukunft eine noch exaktere Ubereinstimmung zu erreichen und somit
das Risiko einer allogenen Stammzelltransplantation weiter zu reduzieren. Die Erforschung
eines dem HLA-Komplex verwandten Gens, des Major Histocompatibility Complex Class
I chain related gene A (MICA), ist hierbei sehr vielversprechend.



1.1 Das humane Leukozytenantigen-System (HLA-System)

Der 1980 entdeckte Haupthistokompatibilitdtskomplex (engl.: main histocompatibility
complex, MHC) bezeichnet ein Gensystem, das fur eine Anzahl an speziellen Proteinen
codiert, die als Antigene auf der Zelloberfliche exprimiert werden und bei
Transplantationen zu Histoinkompatibilitat (Gewebeunvertraglichkeit) fiihren. Da sie beim
Menschen erstmals auf der Oberflache von Leukozyten entdeckt wurden, werden sie als
Humanes Leukozytenantigensystem (engl.: human leucocyte antigen, HLA-Komplex)

bezeichnet.

1.1.1 Genetik und Aufbau des humanen MHC

Der HLA-Komplex (s. Abbildung 1) ist auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 lokalisiert
(6p21.1-6p21.3) und umfasst ca. 3500 Kilobasenpaare (Shankarkumar 2004) an
Desoxyribonukleinsdure (DNA) und 421 Genorte, von denen 252 als exprimierte Gene und

139 als Pseudogene Klassifiziert sind (Horton et al. 2004). Es handelt sich um den Bereich
mit der hochsten Gendichte und der hdchsten Diversitdt im menschlichen Genom
(Wallmuth 2005). Er l&sst sich topographisch in drei Abschnitte unterteilen (Klasse I-111).
Auf der telomer gelegenen Seite des Komplexes liegt die Region der HLA Klasse-1-Gene
(s. Abbildung 1). Sie codiert fur sechs exprimierte HLA Klasse-1-Gene sowie fur 10
Pseudogene. Zu den sechs exprimierten Genen gehéren die hochpolymorphen sogenannten
klassischen oder la Molekile (Strominger 1989) HLA-A, HLA-B und HLA-C. Der hohe
Grad an Polymorphismus gewahrleistet eine grof3e Diversitat an HLA-Molekilen. Die im
Gegensatz hierzu als nicht-klassische oder Ib bezeichneten Gene HLA-E, HLA-F und
HLA-G (Bahram et Spiess 1996), sind weitaus weniger polymorph. In der sich Uber 2
Megabasen (Mb) erstreckenden Region der HLA-Klasse | Gene liegen auflerdem die
Genloci der in dieser Arbeit untersuchten MIC-Familie (engl.: MHC class I chain related),
die 1994 erstmals beschrieben wurde (Bahram et al. 1994). An die Region der HLA-Klasse
I-Gene schlielt sich zentromerwarts die als Klasse Il bezeichnete Region an. In diesen
Bereich gehoren auller den Genen fir die Komplementfaktoren C2, C4 und
Properdinfaktor B (Bf) unter anderem auch die Gene fiir den Tumornekrosefaktor o (TNF-
a), TNF-B und das Hitzeschockprotein 70 (HSP-70) (Bahram et Spiess 1996). Auf der dem
Zentromer zugewandten Seite des Komplexes liegt die HLA-KIasse I11-Region, welche sich
uber 1 Mb erstreckt und fur Gene der intrazelluldren Antigenprozessierung und den

Transport prozessierter Antigene codiert (Bahram et Spiess 1996).



Da der Chromosomensatz beim Menschen diploid vorliegt, besitzt jedes Individuum zwei
Allele eines jeden HLA-Genorts. Diese kdnnen homozygot oder heterozygot vorliegen.
Die Expression der HLA-Molekile erfolgt in kodominanter Weise, d.h. bei einem
heterozygoten Individuum sind beide Allele im Phanotyp vertreten. Da es im Bereich des
HLA-Komplexes selten zu DNA-Rekombinationen kommt (Martin et al. 1995), wird er
normalerweise als Einheit vererbt und kann so uber viele Generationen bestehen bleiben.
(Walimuth 2005).

Chromosome 6 6p21.3
CETENE Hl W
MHC class 11 MHC class 111 MHC class I
1«0 w w w w w w w w w w w w w (AJ»
< = = = = £ = = = = = =2 2 2 z

Abbildung 1 Die genetische Organisation des HLA-Komplexes (engl.: main histocompatibility complex, MHC) auf
dem kurzen Arm des Chromosom 6. Banden entsprechen exprimierten Bereichen, MICA = MHC class | chain related
gene A (Quelle: Kirsten et al. 2009, mit freundlicher Genehmigung des Verlages BioMed Central)

1.1.2 Die Funktion der klassischen HLA-Molekule

Das klassische HLA-System stellt einen Teil des adaptiven Immunsystems dar. Dieses

zeichnet sich durch Antigenspezifitat und das immunologische Gedéchtnis aus. Bei der
zelluldren, antigenspezifischen Immunantwort ist die Présentation des Antigens auf der
Zelloberflache zur Erkennung durch die T-Lymphozyten des Immunsystems notwendig.
Diese Funktion Gbernehmen HLA-Antigene als antigenprasentierende Molekdile, die nach
intrazellularer Prozessierung allogene wie auch autologe Proteinantigene auf der
Zelloberflache exprimieren und so zuganglich fur die spezifische zelluldare Immunabwehr
machen (Zinkernagel et al. 1974). Jedes HLA-Molekil besitzt hierzu eine fir ein
bestimmtes Peptid spezifische Antigenbindungsstelle. Die erforderliche Diversitat
spezifischer Molekile wird zum Grofteil durch hohen genetischen Polymorphismus
erreicht. Gleichzeitig kénnen T-Lymphozyten nicht nur das prasentierte Antigen, sondern

auch zwischen ,,eigenen” oder ,,fremden* HLA-Molekilen unterscheiden (Garcia et al.
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1998). Eine weitere Aufgabe der HLA-Molekile besteht somit in der Vermittlung von
Selbst und Nicht-Selbst bei der Auseinandersetzung des Immunsystems mit Antigenen
allogener (korperfremder) oder autologer (korpereigener) Herkunft (Zinkernagel et al.
1974). Die Expression von HLA Klasse I1-Molekilen auf der Zelloberflache ist auflerdem
ein positiver Indikator fir die Gesundheit der Zelle (Bauer et al. 1999). Ist eine Zelle nicht
mehr in der Lage, eine addquate Menge an MHC-KIlasse-I-Molekilen zu exprimieren,
deutet dies z.B. auf eine Infektion durch Viren hin und kann vom Immunsystem dadurch
als solche erkannt und die geschéadigte Zelle eliminiert werden (Kérre et al. 1986,
Ljunggren 1990). HLA-KIlasse-la-Molekiile kommen in unterschiedlicher Quantitit auf
nahezu allen kernhaltigen Zellen vor (Shankarkumar 2004). HLA-Klasse-I11-Molekile
werden v.a. auf professionell Antigen-présentierenden Zellen (B-Lymphozyten, aktivierten
T-Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten und Dendritischen Zellen) exprimiert
(Shankarkumar 2004).

1.2 Das MHC class | chain related gene A (MICA)

1.2.1 Genetik und Aufbau des MICA-Gens

1994 wurde von Bahram et al. eine neue Familie polymorpher Gene im humanen MHC

beschrieben, die entfernte Ahnlichkeit zu den HLA-Klasse | —Sequenzen aufweisen. Man
nennt diese Genfamilie daher MIC (MHC class | chain related). Lokalisiert ist sie auf dem
kurzen Arm des Chromosom 6 innerhalb der Region der HLA-Klasse-I-Gene
zentromerwarts nahe von HLA-B und telomerwarts des TNF-Lokus der MHC-Klasse-I11-
Gene (s.Abbildung 1). Die MIC-Familie besteht aus den zwei funktionalen Genen, MICA
und MICB und den 5 Pseudogenen MICC, MICD, MICE, MICF, MICG (Bahram 2000,
Collins 2004). Das MICA-Gen liegt 40 Kilobasen (Kb) zentromerwarts von HLA-B auf
Position 6p21.33 (Frigoul et Lefranc 2005) (s.Abbildung 1). Es ist aus 6 Exons aufgebaut
(s. Abbildung 2) und erstreckt sich Uber 11722 bp (Basenpaare) (Fodil et al. 1999). Es
besitzt weniger als 40 % Ubereinstimmung mit anderen HLA Klasse I-Genen, welche
untereinander eine Ubereinstimmung von mind. 70 % haben (Bahram et al. 1994, Zwirner
1999). MICB befindet sich wiederum 70 kb weiter zentromerwarts von MICA und ist eng
verwandt mit diesem. Die Ubereinstimmung ihrer kodierenden Anteile betragt 90 %
(Bahram et Spiess 1996). Die Expression von MICA erfolgt analog zu den HLA-
Molekdilen in kodominanter Weise (Molinero et al. 2002). Das humane MICA-Gen ist mit
derzeit 100 bekannten Allelen hochpolymorph, wohingegen nur 40 Allele des MICB
bekannt sind (Robinson et al. 2015).
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Abbildung 2 Organisation des MICA-Gens. Exons und dazwischenliegende Introns. EX1-EX6 = Exons. Die Regionen
bezeichnen die jeweilige Position des codierten Genprodukts im exprimierten MICA-Molekil. L, G und C bezeichnen
die drei extrarzellularen Doméanen, Exon 5 und 6 codieren fir die transmembran- bzw. intrazytoplasmatische Region
(Quelle: Frigoul et Lefranc 2005 S. 100, mit freundlicher Genehmigung von Marie-Paule Lefranc, IMGT®, the
international ImMunoGeneTics information system®, http://www.imgt.org)

1.2.2 Aufbau des MICA Molekiils
Beim Produkt des MICA-Gens, dem MICA-Molekil, handelt es sich um ein

membrangebundenes Glykoprotein (Fodil et al. 1999), das in seiner Struktur jener der

HLA-Klasse-1-Molekile &hnelt, mit drei extrazelluliren Doménen (ol-a3), einer
Transmembran-Doméne und einem zytoplasmatischen Teil. Jede Doméne wird von einem
der 6 Exone kodiert (Bird L 2008) (s. Abbildung 3 u. 4). Im Bereich der alpha2-Doméne
des Proteins besteht eine offensichtliche Unordnung der Peptide (Fodil et al. 1996), was
zur Ausbildung einer flexiblen Schlinge fihrt, welche sich bei Interaktion mit seinem
Rezeptor verandern kann (Gambelunghe et Falorni 2005).

Insgesamt hat das Polypeptid eine Lange von 383-389 Aminosduren und eine relative
molekulare Masse von 43kDa (Bahram et Spiess 1996, Gambelunghe et Falorni 2005).
Durch eine Guanin-Insertion in der Transmembran-Domane kommt es bei einigen Allelen,
den sogenannten MICA 5.1-Allelen zu einem Frameshift, was im exprimierten Molekl
einen abgeschnittenen zytoplasmatischen Schwanz verursacht. Diese Mutation fihrt zu
veranderter biologischer Funktion dieser Molekule (Ota et al. 1997, Suemizu et al. 2002,
Ashiru et al. 2013). AuBerdem gibt es Polymorphismen, bei denen an Position 129 der
Aminosauresequenz Methionin durch Valin ersetzt ist. Dies fuhrt offenbar zu
unterschiedlicher Bindungsaffinitdt zum NKG2D-Rezeptor (Steinle et al. 2001, Isernhagen
2014).
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Abbildung 3 Aufbau des MICA-Molekiils
(MICA = MHC class | chain related gene A) Externe
Doménen ol-a3, T = Transmembran-Domane,
Z = Zytoplasmatischer Teil (Quelle: Li et al. 2005 S.
254, mit freundlicher Genehmigung des Verlages
Nature Publishing Group)

Abbildung 4 MHC class | chain related gene A (MICA):
Molekulare Struktur (Quelle: Joyce et Sun 2011 S. 11,
CC BY 3.0, https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)

1.2.3 Expression von MICA

MICA ist im Gegensatz zu den Kklassischen HLA-Molekilen nicht an der
Antigenprasentation beteiligt (Groh et al. 1996, Collins 2004). Es wird nicht wie klassische
HLA-KIlasse-1-Molekiile ubiquitdr auf nahezu allen kernhaltigen Zellen exprimiert,
sondern wurde unter physiologischen Bedingungen auf Epithelzellen, v.a.
gastrointestinalen Epithelzellen (Groh et al. 1996, Groh et al.1998), Fibroblasten und auf
Hassal-Kdrperchen im humanen Thymus gefunden (Hie et al. 2003). Bei Keratinozyten
und Monozyten lag es nicht auf der Oberflache exprimiert vor, war aber im Zelllysat
nachweisbar (Zwirner 1998). Nicht exprimiert werden MICA und MICB auf
zirkulierenden Lymphozyten CD4"-, CD8"-oder CD19"-Zellen (B-Lymphozyten) (Zwirner
1998, Collins 2004, Bird L 2008). Die Expression von MICA und MICB wird, &hnlich
jener der Gene des HSP70 (engl: heat shock protein, HSP70) reguliert (Groh 1996). In
Situationen, in denen einer Zelle z.B. durch Infektion, Hitze oder maligne Entartung Stress
widerfahrt, werden Liganden wie MICA, MICB und das HSP 70 in einigen Geweben

verstarkt exprimiert. (Gambelunghe et Falorni 2005).
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1.2.4 MICA als Ligand fir den NKG2D-Rezeptor
MICA agiert als Ligand fir den NKG2D-Rezeptor (engl.: Natural killer group 2, member

D). Dieser als Homodimer vorliegende Transmembran-Rezeptor ist stark aktivierend und
wird von allen Natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) und auf y8-T-Lymphozyten, CD8" af-
T-Lymphozyten und CD4'CD28-of-T-Lymphozyten exprimiert (Bauer et al. 1999).
NKG2D ist Mitglied der NKG2-Familie der HLA-Klasse-1 C-Typ, Lektin-Rezeptoren
(Gambelunghe et Falorni 2005) und wird beim Menschen auf dem Chromosom 12 codiert
(Glienke et al. 1998). Er ist mit DAP 10 (death-associated protein) assoziiert, einem
Transmembran-Adapter-Protein, das einen Teil der Signaltransduktion im NKG2D-
Rezeptor-Komplex darstellt (Bauer et al. 1999, Wu et al. 1999). Ausser MICA stellen UL-
16 bindende Proteine, die sogenannten ULBPs (engl.: UL-16 binding protein) Liganden fiir
den NKG2D-Rezeptor dar (Baragafio Raneros 2014).

Die Bindung von MICA an den NKG2D-Rezeptor erfolgt gleichzeitig an den NKG2D-und
den Vo1TCR —Rezeptor (engl: t-cell receptor, TCR) (Li et al. 2001 et 2005) (s. Abbildung
5 u. 6). MICA-Molekiile sind im Gegensatz zu HLA-KIlasse-1-Molekilen nicht mit Beta2-
Mikroglobulin (82m) assoziiert und sind unabhangig von Transporter-assoziierten
Proteinen (TAP) (Groh et al. 1996). Allele mit Methionin an Position 129 (MICA*001,
*007) besitzen eine 10-bis 50-fach starkere Bindungsaffinitdt zum NKG2D-Rezeptor als
Allele mit Valin in dieser Position (MICA*004, *008, *016) (Steinle et al. 2001). Der
ausgepragte Polymorphismus im MICA-Gen von derzeit 100 bekannten Allelen (Robinson
et al. 2015) flhrt also zu unterschiedlicher Bindungsaffinitat zum korrespondierenden
NKG2D-Rezeptor, was moglicherweise der Steuerung des Aktivierungsgrades NKD2D-
exprimierender Zellen dient (Steinle et al. 2001).
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Abbildung 5 V81TCR und NKG2D binden simultan an

MICA und fiihren zur Aktivierung der Rezeptor- Abbildung 6 Struktur des NKG2D-Rezeptors im
Tragerzelle. A und B reprasentieren mdgliche Komplex mit MICA. Seitenansicht. MICA-Doménen
Bindungsstellen zwischen MICA und den Rezeptoren. al(gelb), a2 (rot), a3 (griin). NKG2D-Heterodimer
Externe Doméanen al-03, MICA = MHC class | chain (blau und lila) (Li et al. 2001 S. 445, mit freundlicher
related gene A, NKG2D = Natural-killer group 2, Genehmigung des Verlages Nature Publishing
member D, TCR =T-Zell-Rezeptor, DAP10 = death- Group)

associated protein (Quelle: Li et al. 2005 S. 254, mit
freundlicher Genehmigung des Verlages Nature
Publishing Group)

1.25 NKG2D-Zelleffektor-Funktion
Durch Bindung von MICA an den NKG2D-Rezeptor wird dessen Trégerzelle aktiviert
(v.a. NK-Zellen u. T-Zellen) (Bahram et Spies 1996, Groh et al. 1996). Hierdurch kommt

es zu Zytokinsekretion, Zellproliferation von immunkompetenten Zellen und insgesamt zu

gesteigerter Zytotoxizitat gegen MICA-tragende Zellen (Gambelunghe et Falorni 2005).
MICA und MICB werden z.B. haufig von epithelialen Tumoren wie denen der Lunge, der
Brust, der Nieren, des Ovars, der Prostata und des Kolonkarzinoms exprimiert. (Zwirner
1998, Bauer et al. 1999). Durch die vermehrte Expression von MICA konnen also maligne
transformierte oder infizierte, MICA-exprimierende Zellen von natirlichen Killerzellen
(NK-Zellen) und einigen T-Lymphozyten besser erkannt und eliminiert werden. Somit
dient die stressinduzierte Expression von MICA und MICB als Indikator fir beschadigte
Zellen, insbesondere von Epithelzellen. Auf Nieren- und Pankreastransplantaten, bei denen
es nach der Transplantation (Tx) zur AbstoRungsreaktion kam, konnten MIC-Proteine auf
der Zelloberflache und Antikdérper gegen MIC im Serum nachgewiesen werden (Collins
2004, Zou et Stastny 2011). Bestimmte Tumorzellen exprimieren MIC-Proteine, die sich
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im Serum lésen und die NKG2D-Rezeptoren von T-Lymphozyten blockieren, was diese
wiederum an der Tumorlyse hindert (Collins 2004). Das ebenfalls stress-induzierte HSP 70
(Hitzeschockprotein) kooperiert mit MICA, indem es die Aktivitdt von NK-Zellen gegen
MICA-exprimierende Zellen steigert. Die Zusammenarbeit dieser zwei stressinduzierbaren
immunologischen Signalgeber flihrt zu verbesserter Zytotoxizitdt von NK-Zellen gegen

Tumorzellen (Elsner et al. 2010).

1.3 Die hamatopoetische Stammzelltransplantation

In Deutschland regelt das Zentrale Knochenmarkspenderregister (ZKRD), das eng mit den
Spenderdateien  und  den  Sucheinheiten  der  Knochenmarktransplantations-
zentren zusammenarbeitet, die Vermittlung freiwilliger Spender aus dem In- und Ausland.
Bundesweit sind aktuell 6 Mio. und weltweit ca. 25 Mio. potenzielle Spender erfasst
(ZKRD, Spenderzahlen: Stand 19.07.2015). Die Wahrscheinlichkeit, einen HLA-
kompatiblen Spender fur eine HSCT zu finden, héngt unter anderem von der Haufigkeit
der HLA-Allelkombination des Empfangers in der Allgemeinbevélkerung ab (Walmuth
2005). Die héaufigsten HLA-Merkmale kommen in Deutschland mit einer
Wahrscheinlichkeit von 1:300 vor (ZKRD Pressemitteilung 2011). Da HLA-Differenzen
bei HSCT mit erhohter Mortalitat einhergehen (Loiseau et al. 2007, Lee et al. 2007, Robin
et al. 2013), wird heute gemdaR des Deutschen Konsensus zur immungenetischen
Spenderauswahl fir die allogene Stammzelltransplantation moéglichst eine hochauflésende
HLA-Typisierung und Matching auf Allelebene angestrebt, was einer Ubereinstimmung
der HLA-Testresultate auf vierstelligem Niveau (nach neuer HLA-Nomenklatur der WHO
zwei Felder) aller HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 Genloci (10/10) entspricht (Muller et al.
2013, Robinson et al. 2015). Fur tber die Halfte der deutschen Patienten ohne passenden
Familienspender kann nach ca. 6 Wochen ein gewebevertraglicher, nicht-verwandter
Spender gefunden werden (ZKRD, Spendersuche 2013: Stand: 19.07.2015). Zur
Transplantation eignen sich autologe, d.h. korpereigene, zuvor gewonnene
hamatopoetische Stammzellen (HSCs), oder die Transplantation allogener, also
korperfremder HSCs eines Spenders. Die Stammzellen werden entweder dem
Knochenmark entnommen (engl.: bone marrow, BM), oder nach Stimulation mittels
Wachstumsfaktor G-CSF (engl.: granulocyte-colony stimulating factor) aus dem
peripheren Blut (engl.: peripheral blood stem cells, PBSC) des Spenders extrahiert. Einige
Tage vor der Transplantation wird im Zuge der Konditionierungsbehandlung das
Knochenmark des Patienten durch eine Hochdosischemotherapie oder kombinierte Chemo-
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und Strahlentherapie komplett eliminiert (myeloablative Konditionierung, MA), oder durch
intensitatsreduzierte Konditionierung nur teilweise eradiziert (engl.: reduced intensity
conditioning, RIC). Im Anschluss wird das Blutstammzelltransplantat infundiert, welches

das hamatopoetische System des Empfangers ersetzen soll.

1.3.1 Komplikationen der HSCT
Bei der allogenen HSCT bestehen Gewebsantigendifferenzen von non-HLA-Merkmalen

oder Differenzen nicht getesteter HLA-Antigene zwischen Spenderzellen und dem
Empfanger. T-Lymphozyten des Spenders detektieren die Expression fremder HLA-
Antigene auf Zellen des Empfangers und l6sen eine Immunantwort gegen den Wirt aus.
Diese Reaktion wird als Transplantat-gegen-Wirt-Erkrankung (engl.: graft-versus-host
disease, GvHD) bezeichnet (WalBmuth 2005). Das Ausmall der Alloreaktivitdt hangt
wesentlich von der HLA-Ubereinstimmung zwischen Spender und Empféinger ab (Kernan
et al. 1993, El Kassar et al. 2001, Copelan 2006, Hansen et al. 2008, Furst et al. 2013)
weshalb eine hochstmogliche Ubereinstimmung angestrebt wird. Zur Verringerung der
hohen Mortalitat, die mit der GvHD assoziiert ist, wird nach Durchfiihrung der HSCT eine
medikamentdse GvHD-Prophylaxe verabreicht.
Trotz Optimierung der immunsuppressiven Therapie nach Transplantation in den letzten
Jahren, kommt es bei 30-60 % der Patienten (Ferrara et Deeg 1991, Schaffer 2006, Barton-
Burke et al. 2008) zur Ausbildung einer GVHD mit potenziell letalem Ausgang (Ferrara et
Deeg 1991, Wallmuth 2005, Schaffer 2006). Insgesamt versterben ca. 15 % der Patienten
an den Folgen der GvHD (Pasquini et Wang 2013). Unterschieden wird zwischen der
akuten GvHD (aGvHD), die per definitionem innerhalb der ersten 100 Tage nach
Transplantation auftritt, und der chronischen GvHD (cGvHD), die spéater als 100 Tage
nach Transplantation auftritt. Die cGvHD ist der hé&ufigste Grund fir spétes
transplantationsassoziiertes Versterben (engl.: transplant-related mortality, TRM) (Lee et
al. 2002). Am héaufigsten sind von der GvHD die Gewebe des oberen und unteren
Gastrointestinaltrakts, der Haut und der Leberzellen betroffen (Deeg et Antin 2006).
Die Einteilung der aGvHD erfolgt nach Auspragung und Anzahl der befallenen Organe in
vier Schweregrade und wird im Kapitel Material und Methodik 2.2.1 ausfuhrlich
beschrieben. Zur Einteilung der chronischen GvHD (cGvHD) kommen die Seattle-
Kriterien zur Anwendung (Shulman et al. 1980). Das Auftreten der GvHD kann zwar
durch verschiedene Verfahren, wie die GvHD-Prophylaxe oder die T-Zell-Depletion der
Spender T-Lymphozyten aus dem Transplantat, verringert werden, jedoch steigt dadurch
die Rezidivrate (engl.: Relapse) an. Verursacht wird dies durch die Verringerung des
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therapeutisch wichtigen Graft-versus-Leukédmie-Effekts (GvL-Effekt) (Horowitz et al.
1990, Kolb et al. 1995, Lee et al. 2002, Kim et al. 2007, Perz 2012) von Spenderzellen
gegen neoplastische Patientenstammzellen. Es besteht ein reziproker Zusammenhang
zwischen dem Auftreten eines Relapse und der Inzidenz der GvHD, der auf den GvL-
Effekt zurlickzufiihren ist (Carlens et al. 1999, Copelan 2006). Heute versucht man durch
reduzierte Konditionierungsschemata (engl.: reduced intensity conditioning, RIC) eine
optimale Balance zwischen beiden Effekten zu erreichen (Mohty et al. 2003). Neben der
GvHD und dem Relapse der Grunderkrankung sind weitere Komplikationen der HSCT
opportunistische Infektionen, Schaden durch die Toxizitat des Konditionierungsschemas,
sekundare  Malignome, transplantationsbedingtes  Versterben, = Mucositis  und
venenokklusive Erkrankungen (Gratwohl et al. 2005, Daikeler et al. 2012). Bei den
Infektionen handelt es sich meist um bakterielle Infektionen, welche durch die, auf die
Konditionierungsbehandlung folgende, panzytopene Phase beglnstigt werden. Ebenso
kann es zur Reaktivierung persistierender Viren (z.B. Herpes-simplex-Virus (HSV),
Cytomegalievirus (CMV), Ebstein-Barr-Virus (EBV)) kommen (De Pagter et al. 2008, Wu
et Liu 2012). Am vulnerabelsten fur Infektionen ist die panzytopene Phase und hierbei
insbesondere die Neutropenie 1-3 Wochen nach Tx (Gratwohl et al. 2005). Durch RIC
konnte diese Phase entscheidend verkirzt und somit das Infektionsrisiko verringert
werden. Isolierungsmalinahmen sowie moderne Behandlungsmethoden und Antibiotika
senken die Mortalitdt und Morbiditdt durch Infektion weiter. Eine eher seltene
Komplikation ist mit <5% das Transplantatversagen, bei dem die transplantierten
Stammzellen ihre Funktion nicht erfolgreich aufnehmen kénnen (Roberts et De la Fuente
2008).

1.3.2  Uberleben nach HSCT
Von 1980 bis 2001 konnte die Mortalitdt der aGvHD von 10 % auf 7 % gesenkt werden,

die der Infektionen von 6 % auf 1 %. Im gleichen Zeitraum stieg die Mortalitat durch

Relapse von 6 % auf 11 % (Gratwohl et al. 2005). Die insgesamt beobachtete Senkung der
Mortalitat ist also in erster Linie auf die niedrigere Sterblichkeit durch Infektionen
zurtickzufuhren. Aktuell liegt das Gesamtiiberleben ein Jahr nach Tx bei ca. 60 % (Barton-
Burke et al. 2008, Pasquini et Wang 2013, Hahn et al. 2013). Das Gesamtuberleben variiert
hierbei stark in Abhangigkeit der Art der Grunderkrankung und des Stadiums der
Erkrankung zum Zeitpunkt der Tx. Es liegt bei der allogenen HSCT bei Patienten mit

akuter myeloischer Leukdmie (AML), Myelodysplastischem Syndrom/Myeloproliferativer
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Neoplasie (MDS/MPN) oder akuter lymphatischer Leukamie (ALL) zwischen 15 und
55 % (Pasquini et Wang 2013).

1.4 Ziel dieser Arbeit

Das Outcome (engl.: Ausgang, Endergebnis) bei der unverwandten HSCT ist bisher
weiterhin dem der verwandten HSCT unterlegen. Der Grund hierfir konnten
unzureichende Auswahlkriterien zur Histokompatibilitat (Gewebevertréglichkeit) bei der
Spenderauswahl  sein.  Die ldentifizierung  neuer, transplantationsrelevanter
Gewebsantigene konnte die gezielte Spenderauswahl v.a. bei der nicht-verwandten HSCT
weiter optimieren und ihre Ergebnisse weiter verbessern. Die Ergebnisse gewinnen vor
allem an Bedeutung, da die Zahl der spendewilligen nicht verwandten Spender, die
weltweit registriert sind, in den letzten Jahren stark ansteigt und aktuell bei 25 Millionen
liegt (ZKRD, Spenderzahlen: Stand 19.07.2015). Aufgrund dieser Entwicklung steht bei
unverwandten Transplantationen zunehmend mehr als nur ein HLA-kompatibler Spender
zur Verfugung, was das Einbeziehen weiterer Parameter zur Optimierung der
Spenderauswahl erméglicht. Es gilt, diese Parameter mit signifikantem Einfluss auf das
Outcome der unverwandten HSCT zu identifizieren und ihren prognostischen Wert zu
analysieren. Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss der MICA-Ubereinstimmung sowie der
MICA-Polymorphismen auf den Verlauf der nicht-verwandten HSCT zu untersuchen und
die Frage zu beantworten, ob die genannten Parameter flir die Beurteilung der
Histokompatibilitdt bei der Spenderauswahl herangezogen werden sollten. Folgende

Fragestellungen werden insbesondere behandelt:

1. Kann ein besseres Outcome bei der HSCT erreicht werden, wenn die Spender-
Patienten-Paare nicht nur 10/10 HLA-gematcht werden, sondern zusatzlich auch
MICA-gematcht (to match (engl.): Gbereinstimmen)?

2. Hat das Vorkommen bestimmter MICA-Allele Einfluss auf das Outcome von
HSCTs?
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2 Material und Methodik

2.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine retrospektive, nicht-kontrollierte
Patientenstudie, in der die Bedeutung der Kompatibilitait von MICA-Allelen bei der
allogenen Blutstammzelltransplantation auf den weiteren Krankheitsverlauf untersucht
wird. Hierzu wurde eine Kohorte mit 114 Patienten ausgesucht, die zwischen 1997 und
2002 eine allogene HSCT erhalten hatten. Dem Antrag zur Durchfuhrung der Studie wurde
von der Ethik-Kommission der Universitdt Ulm stattgegeben (Mytilineos et Frst:
Ethikantrag Nr. 263/09, 2007). Die Patienten- und Spender-DNA (engl.: deoxyribonucleic
acid, Desoxyribonukleinséure) und die klinischen Daten tber den Krankheitsverlauf nach
Transplantation entstammen der bereits friiher durchgefiihrten Carreras-Studie, einer durch
die Deutsche José Carreras Leuk&dmie-Stiftung e.V. unterstiitzte Studie zur Erforschung der
,Immunologischen  Bedeutung von HLA-Allel-Differenzen fir die allogene
Blutstammzelltransplantation” (Projektnummer D.1859). Viele der Studienteilnehmer
waren zum Zeitpunkt dieser Studie bereits verstorben. Es musste daher auf konserviertes
Genmaterial zuruckgegriffen werden. Die DNA-Asservate der Patienten stammten aus
Blutproben, die vor der Blutstammzelltransplantation im Rahmen der Spendersuche
entnommen worden waren. Die DNA-Proben der Spender waren zum Zeitpunkt der
Bestatigungstypisierung im Labor unserer Sucheinheit aus Blutproben extrahiert und
tiefgefroren gelagert worden. Das Einverstandnis zur Histokompatibilitatstestung wurde im
Rahmen der Sucheinleitung eingeholt, das Einverstandnis zur Analyse der klinischen
Daten erfolgte im Rahmen der Nachsorge bei Registrierung im européischen Register der
European Society for Blood and Marrow Transplantation (EBMT) bzw. im Deutschen

Register fur Stammzelltransplantationen (DRST).

2.1.1 Auswahl des Studienkollektivs
Alle Spender und Empfanger wurden hinsichtlich des MICA-Gens auf Allel-Ebene

genotypisiert. Die Zuordnung geschah anhand der Polymorphismen in Exon 2-5. Um
Interferenzen durch HLA-Mismatching zu vermeiden, wurden ausschlieflich komplett
HLA-gematchte (10/10) Patienten-Spender-Paare in die Studie eingeschlossen, d.h. dass
sie in HLA-A, -B, -C, -DRB1 und -DQB1 kompatibel waren. Da zu der Zeit, als die
HSCTs durchgefihrt wurden, die hochauflésende Genotypisierung noch nicht

routinemanig durchgefiihrt wurde, war es erforderlich, fur diese Studie retrospektiv nur
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diejenigen Patienten auszusuchen, bei denen bereits eine hochauflésende HLA-
Genotypisierung vorlag. Eingeschlossen werden konnten auRerdem nur Probanden, von
denen quantitativ sowie qualitativ ausreichendes Genmaterial fir die MICA-
Genotypisierung zur Verfiigung stand.
Zusammengefasst wurden folgende Einschlusskriterien fiir die Studie festgelegt:

e keine Verwandtschaft zwischen Blutstammzellspender und Empféanger

e Alter des Patienten > 18 Jahre

e Vorhandensein von genugend Material des DNA-Asservats

e Vollstandiges HLA-Match (10/10) zwischen Spender und Empfénger

Es konnten 114 Patienten und ihre zugehdrigen, komplett HLA-kompatiblen Spender
identifiziert und in die Studie eingeschlossen werden. Das Gesamtkollektiv setzte sich aus
70 mannlichen (61,4 %) und 44 weiblichen (38,6 %) Patienten mit einem medianen Alter
von 41,5 Jahren und einer Altersspanne von 18 bis 62 Jahren zusammen. Die 9 Zentren, an
denen die HSCTs durchgefuhrt wurden waren Berlin, Erlangen, Hannover, Heidelberg,
Minchen, Mainz, Regensburg, Ulm und Wiesbaden. Indikation fiir die HSCT war jeweils
das Vorhandensein einer der folgenden h&matologischen Erkrankungen: Akute
lymphatische Leukamie (ALL, 22 Patienten, 19,3 %), Akute myeloische Leukdamie (AML,
37 Patienten, 32,5 %), Chronische myeloische Leukdmie (CML, 32 Patienten, 28,1 %),
Myelodysplastisches Syndrom/Myeloproliferative Neoplasie (MDS/MPN, 9 Patienten,
7,9 %). Unter ,,andere” Erkrankungen (14 Patienten, 12,3 %) wurden alle anderen im
Kollektiv vorkommenden Erkrankungen zusammengefasst, deren Anteil insgesamt < 5 %
betrug (Chronisch lymphatische Leuk&mie, nicht naher spezifiziertes Lymphom, Non-
Hodgkin-Lymphome, Multiples Myelom/Plasmozytom). Die vier haufigsten Erkrankungen
wurden nach ihrem Schweregrad in Stadien eingeteilt Die Einteilung erfolgte nach
Klinischen Parametern in drei Stadien (s. Tabelle 1). Heute liegen bessere, international
vergleichbare Kilassifizierungsschemata zur Stadieneinteilung vor, wie z.B. das IPSS
(engl.: International Prognostic Scoring System) (Greenberg et al. 1997). Dieses konnte
jedoch nicht mehr nachtréglich auf die vorliegenden Daten angewendet werden, da die

erforderlichen Informationen zur Klassifizierung nicht erhoben worden waren.
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Tabelle 1 Klinische

Einteilung  der

Krankheitsstadien.

AML = Akute

myeloische  Leukamie,

CML = Chronische myeloische Leukdmie, MDS/MPN = Myelodysplastisches Syndrom/Myeloproliferative
Neoplasie, KM = Knochenmark.

Krankheitsstadium

AML und ALL

MDS/MPN

CML

Frihes Stadium (1)

in erster kompletter

In erster kompletter

CML in erster

30,7 % (n = 35)

Remission oder
erstem Relapse

Remission oder
erstem Relapse

41,2 % (n = 47) Remission Remission chronischer Phase
in zweiter kompletter In zweiter In zweiter
Mittleres Stadium (1) P kompletter chronischer Phase

oder akzelerierter
Phase

Fortgeschrittenes

in zweitem oder
hoherem Relapse

Primar refraktare
Erkrankung, weit

14,9 % (n = 17)

Stadium (111) oder primar . in Blastenkrise
_ . fortgeschrittene
13,2 % (n = 15) refraktarer
Erkrankung
Erkrankung
Stadium unbekannt Keine Daten Keine Daten Keine Daten

In 70 Féallen (61,4 %) wurde ein geschlechtsidentischer Spender verwendet. Durch den
Ausschluss von Patienten < 18 Jahre ergab sich das in Abbildung 7 dargestellte,
Klassifizierte Verteilungsmuster des Alters. Spendermaterial wurde entweder aus
peripheren Blutstammzellen (engl.: peripheral blood stem cell, PBSCs, 57,9 %, n = 66)
oder aus Knochenmark (KM, 42,1 %, n=48) gewonnen. Zur Gewinnung peripherer
Stammzellen wurden die Spender zuvor mit G-CSF (engl.: granulocyte colony-stimulating
factor) behandelt. VVor Transplantation erhielten die Patienten entweder eine myeloablative
(78,1 %, n=89), eine

conditioning, 21,9%, n=25)

Konditionierung bestand aus einer Ganzkoérperbestrahlung, meist kombiniert mit einer

oder intensitatsreduzierte (RIC =engl.: reduced-intensity-

Konditionierungsbehandlung. Die  myeloablative

Cyclophosphamid-Hochdosischemotherapie. Die RIC basierte auf einer Chemotherapie
(Uberwiegend Fludarabin), zum Teil kombiniert mit Melphalan. Nach Transplantation
erfolgte eine GvHD-Prophylaxe, wobei die Immunsuppressiva Cyclosporin A (CSA),
Methotrexat (MTX), Antithymocytenglobuline (ATG), Mycophenolatmofetil (MMF) oder
Steroide verwendet wurden. Unterteilt wurden die Schemata nach ihrer
immunsuppressiven Intensitat in zwei Gruppen. 94 der Patienten (= 82,5 %) erhielten eine

Standard-GvHD-Prophylaxe, die zumeist aus der Kombination von CSA+MTX bestand.
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Eine niedrig dosierte GvHD-Prophylaxe erhielten 20 Patienten (17,5 %). Sie beinhaltete
nur eines der stark wirksamen Immunsuppressiva (meist CSA), kombiniert mit einem oder
mehreren schwécheren Immunsuppressiva. Am héufigsten kamen die Kombinationen
CSA+MTX und CSA+MTX+ATG zur Anwendung. Eine Ubersicht zu den
demographischen Daten findet sich im Ergebnisteil im Kapitel ,,Charakterisierung des

Patientenkollektivs.

Altersverteilun in der Kohorte

40

307

20+

Haufigkeiten in %

10

18-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70

Patientenalter (Jahre) klassiert

Abbildung 7 Altersgruppen in der Patientenkohorte (n =114) zum Zeitpunkt der Stammzelltransplantationen, die
zwischen 1997 und 2002 an den Zentren Berlin, Erlangen, Hannover, Heidelberg, Miinchen, Mainz, Regensburg, Ulm
und Wiesbaden durchgefiihrt wurden. 18-20 Jahre (n =6), 21-30 Jahre (n =23), 31-40 Jahre (n=27), 41-50 Jahre
(n =35), 51-60 Jahre (n = 22), 61-70 Jahre (n = 1).
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2.2 Statistische Methoden

Zur statistischen Auswertung der Daten diente die Software SPSS Statistics fur
Windows®, Versionen 17 und 20 ® (IBM, New York, USA), Microsoft® Office Excel
2003 SP3 (Microsoft Corporation, Redmond, Washington, USA) sowie das frei verfugbare
Statistikprogramm R (The R Foundation for Statistical Computing, GNU project, Wien,
Ostereich).
Zum Vergleich der Allelhdufigkeiten eignete sich die Anwendung des Chi-Quadrat-Tests
hier aufgrund der zu niedrigen Anzahl an Fallen in den einzelnen Gruppen nicht. Das
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurde nach der Methode des exakten Tests nach Guo und
Thompson berechnet (Guo et Thompson 1992).
Die univariate Analyse des Gesamtiberlebens (engl.: overall survival, OS) und des
krankheitsfreien Uberlebens (engl.: disease free survival, DFS) erfolgte anhand von
Kaplan-Meier-Kurven (Kaplan et Meier 1958). Bei der Kaplan-Meier-Methode werden
Personen, die aus der Studie ausscheiden, ohne dass ein Endpunkt eingetreten ist, zensiert.
Somit gehen diese Personen der Studie nicht komplett verloren, sondern kénnen bis zum
Tag der Zensur mitgerechnet werden. Mit Hilfe des Logrank-Tests (Bland et Altmann
2004) wurden die entstandenen Uberlebenszeitenkurven verglichen. Hierbei wird der
gesamte Beobachtungszeitraum beachtet und die Signifikanz der Unterschiede als p-Wert
dargestellt. Statistische Signifikanz bestand zum Signifikanzniveau o =5 %. Zum
Vergleich verschiedener Auspragungsgrade innerhalb eines Merkmals wurde das Cox-
Regressionsmodell (Ziegler et al. 2007), basierend auf dem Konzept der Hazardrate (HR),
angewendet.
In die multivariate Analyse wurden alle Kovariaten mit moglichem Einfluss auf die
Endpunkte eingeschlossen (Geschlecht des Patienten, Geschlechtskompatibilitat,
Diagnose, Konditionierungsschema (myeloablativ oder RIC), Stammzellquelle (BM oder
PBSC), Krankheitsstadium (ordinal), Alter des Patienten bei Transplantation, GvHD-
Prophylaxe (Methotrexat plus Cyclosporin A oder Andere). Dann wurde unter
Hinzunahme der zu untersuchenden Variable getestet, ob ein Zusammenhang zwischen der
jeweiligen Variable und der Zielgrosse besteht. Hierzu bietet sich die Cox Regressions-
Analyse an, da sich hiermit der Einfluss verschiedener Kovariablen auf die Uberlebenszeit
untersuchen lasst. Durch das parallele Betrachten der Einflussfaktoren werden
Verzerrungen durch Storfaktoren vermindert. Es wurde hier die Cox-Regression mit der
schrittweisen Ruckwarts-Prozedur nach der Wald-Methode angewendet (Einschluss oder
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Elimination von Kovariaten basierend auf der Signifikanz des Wald-Tests). Durch
schrittweisen Ausschluss von Kovariaten mit zu geringer Signifikanz (p > 0,1) konnte das
beste Modell ausgewahlt werden. Aus den Regressionskoeffizienten lasssen sich die
Hazard-Raten als Mal} flr die Starke des Zusammenhangs berechnen. Vorraussetzung zur
Durchfiihrung der Cox-Regression ist der proportionale Verlauf der Hazardraten der zu
vergleichenden Kovariaten im Zeitverlauf. Die Proportionalitatsprifung wurde anhand der
Kaplan-Meier-Kurven durchgefiihrt. Die mittlere Uberlebenszeit war gepragt von einer
hohen Variabilitat, es wurde daher beim Vergleich der Uberlebenszeiten immer der
mediane Wert verwendet.

Zur Berechnung kumulativer Inzidenzen konkurrierender Ereignisse ist die Kaplan-Meier-
Methode ungeeignet, da sie die Unabhangigkeit der Ereignisse voraussetzt. Zur univariaten
Beurteilung und zum Vergleich der konkurrierenden Endpunkte aGVHD, Relapse und
TRM dienten die mit Hilfe des R-Statistik Programms und des cmprsk Package (Gray
2007) erstellten kumulativen Inzidenzen. Fir die multivariate Analyse der sekundéren
Endpunkte kam die Methode der multivariaten Regressionsanalyse in Anwesenheit
kompetitiver Risiken nach Fine und Gray (1999) sowie Klein und Anderson (2005) zur
Anwendung (Scrucca et al. 2007, Scrucca et al. 2010). Zur Uberpriifung der statistischen
Signifikanz innerhalb der Analyse diente der Gray's Test (Gray 1988). Die Termine zur
Nachuntersuchung waren nicht festgelegt. Die Nachbeobachtungszeit war der Zeitraum
zwischen dem Transplantationsdatum und dem Eintreten eines Endpunktes, oder wenn

keiner der Endpunktes eintrat, bis zum Tag der letzten Nachuntersuchung.

2.2.1 Studienendpunkte

Als primédre Endpunkte wurde das Gesamtuiberleben (engl.: overall survival, OS) definiert,
das den Zeitraum vom Tag der Transplantation bis zum Zeitpunkt des Versterbens gleich
welcher Ursache erfasst, sowie das krankheitsfreie Uberleben (DFS, engl.: disease free
survival), das definiert ist als der Zeitraum vom Tag der Transplantation bis zum Auftreten
eines Rezidivs oder bis zum Eintreten des Todes bzw. dem Studienende. Sekundére
Endpunkte waren das Auftreten der akuten Graft-versus-Host Krankheit (engl.: acute graft-
versus-host disease, aGvHD), das Erleiden eines Krankheitsriickfalls (engl.: Relapse, Rel)
und die Transplantationsassoziierte Mortalitdt (TRM). TRM ist definiert als das Versterben
wahrend einer kompletten Remission innerhalb des ersten Jahres nach Tx. Die aGvHD ist
definiert als das Auftreten der aGvHD < 100 Tage nach Transplantation. Sie wird nach
Auspragung und Anzahl der befallenen Organe in vier Schweregrade eingeteilt. Zunéchst
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erfolgt eine Einteilung des Schweregrades fir jedes einzelne Zielorgan (Przepiorka et al.

1995).

Hierbei wird die Haut nach Prozentsatz der betroffenen Korperflache (KOF) eingeteilt:

Stadium 1 - Makulopapultses Exanthem < 25 % der KOF

Stadium 2 - Makulopapultses Exanthem oder Erythem 25 - 50 % der KOF

Stadium 3 - Generalisiertes Erythem oder makuldses, papuldses, oder vesikulares
Exanthem mit bulloser Auspréagung oder Hautabschuppung von > 50 % der KOF

Stadium 4 - Generalisierte exfoliative Dermatitis oder bulldéses Exanthem

Die Beteiligung der Leber wird nach der Serumkonzentration des Bilirubin beurteilt:

Stadium 1 - Bilirubin 2 bis 3 mg/dL
Stadium 2 - Bilirubin 3 bis 6 mg/dL
Stadium 3 - Bilirubin 6 bis 15 mg/dL
Stadium 4 - Bilirubin > 15 mg/dL

Die Beteiligung des Gastrointestinaltrakts wird nach der Stuhlmenge beurteilt:

Stadium 1 - Diarrh6 500 bis 1000 mL/Tag
Stadium 2 - Diarrhd 1000 bis 1500 mL/Tag
Stadium 3 - Diarrh6 1500 bis 2000 mL/Tag

Stadium 4 - Diarrhd > 2000 mL/Tag oder Schmerzen oder lleus

Nach Schweregradbeurteilung der einzelnen Organe erfolgt dann die Einstufung in den

klinischen Gesamtschweregrad der aGvHD. Dieses sogenannte Grading erfolgt nach der
Glucksberg - Skala in vier Stadien (Glucksberg et al. 1974).

Grad I: Haut Stadium 1 oder 2, keine Beteiligung von Leber oder GIT
Grad II: Beteiligung von Leber oder GIT bis Stadium 1, Stadium 1 - 3 der Haut
Grad I11: bis Stadium 4 der Leber, bis Stadium 3 der Haut oder des GIT

Grad IV: Stadium 4 in einem der drei Zielorgane
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Die sekundaren Studienendpunkte aGvHD, Relapse und TRM konkurrieren in ihrem
Auftreten nach Transplantation. Kompetitive Risiken waren fur die aGvHD das
Fortschreiten der Erkrankung aufgrund jeglicher anderer Ursachen, fir TRM wurde ein
Rickfall als kompetitives Risiko betrachtet und flr einen Rickfall wurde Tod durch eine
andere Ursache als kompetitives Risiko definiert (s. Tabelle 2).

Tabelle 2 Ubersicht dber primare und sekundére Studienendpunkte und ihre jeweiligen konkurrierenden

Ereignisse. OS = Gesamtiberleben (engl.: Overall survival), DFS = Krankheitsfreies Uberleben (engl.:
disease free survival), aGvHD = akute Graft-versus-Host-Krankheit (engl.: acute Graft-versus-Host disease)

Endpunkte Definition Kompetitive Risiken

Zeit bis zum Versterben gleich

welcher Ursache. Bei Uberleben
Gesamtlberleben

bis zum Ende der [ Keine
(0S) N
Beobachtungszeit gilt als Status
"lberlebt"
Zeit bis zum Relapse, Tod ohne
DFS Krankheitsriickfall oder bis zum | Keine
Ende der Beobachtungszeit
GYHD Auftreten der GvHD < 100 d|Auftreten eines Relapse und Tod
aGv
nach Tx durch jede andere Ursache
Krankheitsrickfall _ Tod durch andere Ursachen als
Auftreten eines Relapse
(Relapse) Relapse

Versterben wahrend Remission/
TRM Tod nicht durch Relapse
bedingt, < 365 d nach Tx

Relapse bzw. Tod durch jede

andere Ursache

2.2.2 Risikofaktoren
Die bei der Studie beobachteten VVorgange sind komplex und es liegen multiple Faktoren

zugrunde, die potenziell die definierten Zielgrossen beeinflussen. In den Analysen wurden
folgende Risikofaktoren beachtet: Geschlecht des Patienten, Geschlechtskompatibilitét,
Diagnose (ALL, AML, CML, MDS/MPN, Andere), Konditionierungsschema
(myeloablativ oder RIC), Stammzellquelle (BM oder PBSC), Krankheitsstadium (ordinal),
Alter des Patienten bei Transplantation, GvHD-Prophylaxe (Standard oder niedrig dosiert).
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2.3 Labormaterial

In Tabelle 3 werden alle verwendeten Materialien mit ihrer genauen Bezeichnung und

ihrem jeweiligen Hersteller aufgelistet.

Tabelle 3 Ubersicht tber die verwendeten Labormaterialien.

Abkurzung Exakte Bezeichnung Hersteller
] Eppendorf AG,
_ Eppendorf Research® (variabel) 0,5-10ul, 10-
8-Kanalpipette Hamburg,
100ul, 100-1000pul
Deutschland
Waldner Holding

GmbH und Co.KG,

Abzugshaube | mc6 Elektromodul
Wangen,
Deutschland
Biozym  Scientific
Agarose ) GmbH, Hess.
) Agarose Biozym LE
Biozym Oldendorf,
Deutschland
Becherglas 800ml, Duran Retrace Code|Schott AG, Mainz,
Becherglas
01252001 Deutschland

BigDye® Terminator v1.1 & v3.1 5X

Applied Biosystems

BigDye® Puffer _ Inc., Foster City,
Sequencing Buffer
USA
Applied Biosystems
BigDye® _ _ .
] BigDye® Terminator v1.1 Inc., Foster City,
Terminator
USA
o Merck KGaA,
Borsaure 900nM, EDTA 25nM, Titriplex 111 und
Boratpuffer ) ) Darmstadt,
Tris(hydroxymethyl)aminoethan 900nM
Deutschland
CleansSeq- Beckman  Coulter,
Agencourt CleanSeq
beads Brea, USA
_ o Merck KGaA,
Dest. Wasser LiChrosolv® Wasser (Aqua destilliert)
Darmstadt,
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Deutschland

DNA Isolierung

Chemagic Magnetic Separation Module |
(MSM 1)

Chemagen
Biopolymer-
Technologie AG,
Baesweiler,

Deutschland

Drucker

Digital Graphic Printer UP-D897 von Sony

Biozym  Scientific
GmbH,
Oldendorf,

Deutschland

Hess.

Druckerpapier

Druckerpapier fur Thermodrucker UPP-110S

Sony, Deutschland

Universitatsklinikum

Elektrophorese- Heidelberg, Institut
Gel-Elektrophoresekammer: Prod.No 501 )
kammer fir ~ Immunologie,
Deutschland
Erlenmayer- Erlenmayer-Kolben 500ml, Duran Retrace Code | Schott AG, Mainz,
Kolben 00788967 Deutschland
Merck KGaA,
Ethanol 96 %iges Ethanol Darmstadt,

Deutschland

Ethidiumbromid

Ethidiumbromid 0,07 %

Inno-Train
Diagnostik  GmbH,
Kronberg,
Deutschland

ExoSap-It®

ExoSap-It® For PCR Product Clean-up

USB  Corporation,
Cleveland, USA.
Bestellnr.: 78250

Gefrierschrank

Sanyo VIP MDF-U53V

Sanyo
Watford/Herts, UK

House,

HPLC-Wasser

HPLC-Wasser
(HPLC = Hochleistungsflissigkeitschromatogra
phie, engl.. high  performance liquid

Merck
Darmstadt,
Deutschland

KGaA,
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chromatography)

Kapillar- Applied Biosystems
Sequenzier- 3730 DNA Analizer Inc., Foster City,
automat USA
Klebefolie  fur | Klebefolie fur 96-well Platten, Cat# AB-0558,| Thermo  Scientific,
PCR-Platte Adhesive PCR Film, ABgene, Epsom, UK
Fa. Liebherr
Hausgeréte
Kihl-und ) o Ochsenhausen
Gefrierschrinke Modelle Premium, Comfort und Profi-Line GmbH.
Ochsenhausen,

Deutschland

Magnetplatte

fur ) ) GEC biotech,
_ Direct Inject Plate
Sequenzierauto- Holland
maten
Ammoniumsulfat, Tris Puffer,
_ Hersteller: DRK
Mastermix Magnesiumchlorid, Glycerin, dNTP’s und BSD
Cresol-Red Markerfarbstoff
Eppendorf AG,
Multistepper Multipette® plus Hamburg,

Deutschland

metabion
PCR-11-fwd (Konz.: 100,0 uM ) international AG,
PCR Ex 2-4 fwd
5-TCCTCGTTCTTG TCC CTT TGC-3' Martinsried,
Deutschland
metabion
PCR-E5-rev (Konz.: 100,0 uM) international AG,

PCR Ex 2-4 rev

S-CAGCTGATGTTT TCT TCT TAC AAC-3'

Martinsried,
Deutschland
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metabion

PCR-E4-fwd gen (Konz.: 100,0 pM ) international AG,
PCR Ex 5 fwd
5-ACC TGC TAC ATG GAA CAC AGC-3' Martinsried,
Deutschland
metabion
PCR-I5-rev (Konz.: 100,0 uM ) international AG,
PCR Ex 5rev o
5-CCC ATT CCC TTC CCA AAT TCC-3 Martinsried,
Deutschland
metabion
PCR  Primer- international AG,
) Konz.: 100,0 pM o
Mix Martinsried,
Deutschland
ABgene PCR-Plates Thermo-Fast®96, non |Abgene Limited,
PCR-Platte 96 )
skirted Epsom, UK
) Eppendorf AG,
) Eppendorf Reference® (variabel) 0,5-10ul, 10-
Pipetten Hamburg,
100p1, 100-1000ul
Deutschland
Brand  GmbH+Co
Pipettenspitzen |0,5-10pul Plastibrand® Filter Tips KG, Wertheim,
Deutschland
Biozym  Scientific
) _ ) ) GmbH, Hess.
Pipettenspitzen |10 pul, 100 pl, 1000 pl Safe Seal-Tips® Premium
Oldendorf,
Deutschland
o ) o Perkin Elmer,
Pipettierroboter | Multiprobe 11, Liquid Handler
Waltham, USA
Ohaus Waagen
Prézisions- Vertriebs GmbH,
Scout Pro 20009 )
waage Giessen,
Deutschland
Eppendorf AG,
Reaktionsgefal | 1,5 ml-Reaktionsgefal3, Prod. No 0030125.150 | Hamburg,

Deutschland
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metabion

E2-fwd-seq (Konz.: 100,0 pM ) international AG,
Seq E2 fwd o
5-ATT TCC TGC CCC AGG AAG GTT GG-3' | Martinsried,
Deutschland
metabion
E2-rev-seq (Konz.: 100,0 pM ) international AG,
Seq E2 rev o
5-GTG CCG GCT CACCTCCCCTGCT-3 Martinsried,
Deutschland
metabion
E3-fwd-seq (Konz.: 100,0 uM ) international AG,
Seq E3 fwd o
5-TTC GGG AAT GGA GAA GTC ACT GC-3' | Martinsried,
Deutschland
metabion
E3-rev-seq (Konz.: 100,0 uM ) ) ]
international AG,
Seq E3 rev 5-CAA CTC TAG CAG AAT TGG AGG o
Martinsried,
GAG-3'
Deutschland
metabion
E4-fwd-seq (Konz.: 100,0 uM ) ) ]
international AG,
Seq E4 fwd 5-AAG AGA AAC AGC CCT GTT CCT CTC o
Martinsried,
C-3
Deutschland
metabion
E4-rev-seq (Konz.: 100,0 uM) international AG,
Seq E4 rev o
5-TCCCTG CTG TCC CTACCC TG-3' Martinsried,
Deutschland
Auswertungs- JSI medical systems

software fur

Sequenzierung

Sequence Pilot software

GmbH,
Deutschland

Freiburg,

Applied Biosystems

Sequenzier- ABI PRISM™ 96-Well Optical Reaction Plate )
) Inc., Foster City,
platte with Barcode Part.N0.4306737
USA
Feather Safety Razor
Skalpell Disposable Scalpel Co. Ltd., Osaka,

Japan
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Spannungsver- Pharmacia Biotech
sorger fur Gel-|Pharmacia Biotech EPS 300 AG, Uppsala,
Elektrophorese Schweden

Thermo  Scientific,

Stripes

Domed Cap Strips, Cat.# SP-0216

ABgene, Epsom, UK

Taq DNA Polymerase, Sunits/pl | Qiagen, Hilden,
Tag-Polymerase
Mat.Nr.1005476 Deutschland
Applied Biosystems
Thermocycler | GeneAmp PCR System 9700 Inc., Foster City,
USA
Watertown, MA,
Thermocycler |PTC-200, MJ Research Ltd.
USA
Peglab
Biotechnologie
Thermocycler |pegSTAR
GmbH,  Erlangen,
Deutschland
Carl Roth GmbH
und Co.KG,
Thermometer | Standard Glasthermometer Best.nr.E737.1
Karlsruhe,
Deutschland
Tischzentrifuge
Eppendorf AG,
(far 1,5ml _
Centrifuge 5415D Hamburg,
Eppendorf-
Deutschland
Tubes):
Biozym  scientific
) ) Fluoreszenz-Imager + PC (zur
Transillumina- ] GmbH, Hess.
Geldokumentation): Alphalmager EP,
tor Oldendorf,
Alphalmmotech
Deutschland
Scientific Industries
Vortex Vortex-Genie 2 Inc., Bohemia, NY,
USA
] ] Heraeus Holding
Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR Plus
GmbH, Hanau,
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Deutschland

2.4 Labordiagnostik

24.1 DNA
Die DNA-Proben waren mittels eines kommerziellen Kits der Firma Chemagen extrahiert

worden und standen in tiefgefrorener Form zur Verfugung.

2.4.2 PCR-SSP

Bei der PCR-SSP (engl.: Polymerase chain reaction; SSP = sequence-specific priming)
erfolgt eine enzymatische in-vitro-Amplifikation ausgewdéhlter DNA-Sequenzabschnitte
durch zyklisch durchgefuihrte DNA-Strangseparation und anschlieender Primeranlagerung
mit nachfolgender Neusynthese des jeweils komplementéren Strangs. Die Festlegung des
ausgewahlten DNA-Sequenzabschnitts erfolgt durch den Einsatz flankierender

Oligonukleotide (Primer).

2.4.2.1 Arbeitsschritte

Pro Ansatz wurden die DNA-Proben von 8 Spender-und Empfangerpaare (= 16 Proben)
vervielfaltigt. Fir eine DNA-Probe wurden folgende Mengen an Reagenzien verwendet:

18 ul Mastermix

0,2 ul (10 units) Tag-Polymerase

2 ul PCR Primer Mix (Endverdiinnung: 9009 nmol)

2 ul DNA

Die entsprechende Menge fir 18 Proben wurde in einem 1,5ml Eppendorf-Gefal
gemischt:

324 ul Mastermix

3,6 pl (180 units) Tag-Polymerase

36 ul Primer-Mix

Zur Amplifikation des Exons 2-4 bestand der PCR Primer-Mix aus folgenden
Komponenten:

180 pl HPLC-Wasser

10 ul PCR-11-fwd (5'-TCC TCG TTC TTG TCC CTT TGC-3")

10 pl PCR-E5-rev (5-CAG CTG ATG TTT TCT TCT TAC AAC-3))
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In der Endverdunnung ergab sich fiir die Primer je eine Konzentration von 5000 nmol.

Vom entstandenen Gemisch wurden je 20 ul pro Well auf PCR-Platten pipettiert, welche
vorher eindeutig und mit wasserfestem Stift beschriftet wurden. Nun wurden pro Well 2 ul
DNA eines Probanden zugefligt. Mit den bereits enthaltenen 20 ul ergab sich ein
Reaktionsvolumen von 22,2 ul pro Well. Nach Zugabe der DNA musste besonders ziigig
gearbeitet werden, um das Einsetzen unkontrolliert ablaufender Reaktionen zu vermeiden,
die zur Verfalschung der Ergebnise hatten fiihren kénnen. Der Probensatz wurde in der
Zentrifuge abzentrifugiert (500 U/min) und anschliessend im Thermocycler mit folgendem

Programm bearbeitet:

96°C: 2 min
94°C: 10 sek}
10 Zyklen
65°C: 1 min
94°C: 10 sek
61°C: 50 sek > 30 Zyklen
72°C: 30 sek
72°C: 10 min
4°C: Unendlichschleife

O N o g B~ w DB

Nach Strangseparation durch Temperaturerhéhung auf 94-96°C erfolgte bei Abkiihlung auf
61 °C die Anlagerung der Primer an komplementare Sequenzen auf der Matrizen-DNA.
Die anschlieBende Neusynthese des komplementéren Strangs bei 72°C wurde mittels der
thermostabilen  Tag-Polymerase  durchgefiihrt. Durch den exponentiellen
Amplifikationsverlauf werden theoretisch 2" Kopien der Matrizen-DNA nach n Zyklen
synthetisiert. Tats&chlich jedoch unterliegt die Amplifikationseffizienz einem Plateaueffekt
und es wird die theoretisch erwartete Molekiilzahl nicht erreicht. Nach Ablauf des
Programms im Thermocycler wurde das PCR-Amplifikat bei 4 °C gelagert.

Im Anschluss wurde die PCR fir das Exon 5 nach dem beschriebenen Schema wiederholt.
Hierbei wurde der PCR Primer-Mix aus folgenden Komponenten zusammengesetzt:

180 ul HPLC-Wasser

10 ul PCR-E4-fwd gen (5-ACC TGC TAC ATG GAA CAC AGC-3)

10 pl PCR-15-rev (5'-CCC ATT CCC TTC CCA AAT TCC-3))
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2.4.3 Gelelektrophorese
Die Durchfiihrung der Agarose-Gelelektrophorese diente der Uberpriifung der Qualitét des

PCR-Amplifikats vor der Weiterverarbeitung. DNA ist bei neutralem pH-Wert ein negativ
geladenes Molekil. Zwar sind zwei der drei sauren OH-Gruppen der Phosphate mit den
jeweils benachbarten Desoxyribosen verestert, die dritte jedoch gibt bei neutralem pH-
Wert ein Proton ab, was die negative Ladung bewirkt. Diese physikalische Eigenschaft der
DNA macht man sich bei der Gelelektrophorese zunutze.

2.4.3.1 Herstellung des Boratpuffers

Mit einer Prazisionswaage wurden zundchst 544,69 Tris(hydroxymethyl)aminoethan,
278,09 Borséure und 46,529 EDTA abgewogen. Diese Substanzen wurden dann in 5000ml
destilliertes Wasser eingerthrt, bis sie vollstdndig geldst vorlagen. Zur Verdinnung des
hergestellten Puffers um den Faktor 10, wurden je 100ml Boratpuffer mit 1000ml
destilliertem Wasser verdinnt.

2.4.3.2 Herstellung des 2 %-igen Agarose Gels

Zuné&chst wurde ein Becherglas (Volumen: 800ml) mit 300ml Boratpuffer befullt. Hinzu
kamen zuvor abgewogene 6g Agarose. Das Gemisch wurde in der Mikrowelle zum
Kochen gebracht und zwischendurch geschwenkt, bis die Agarose vollstandig aufgeldst
war. AnschlieRend wurde das Becherglas unter flieend kaltem Wasser bis auf 60° Celsius
abgekuhlt. Fur die folgenden Schritte war das Tragen geeigneter Schutzkleidung
notwendig, da es sich bei Ethidiumbromid (EtBr) um einen potenziell kanzerogenen
Arbeitsstoff der Kanzerogenitats-Kategorie 3B handelt. Es wurde daher unter einer
Abzugshaube weitergearbeitet. Es wurden dann 6 Tropfen 0,07 %iges EtBr in die
Agaroseldsung gegeben und durch Schwenken eine gute Durchmischung erreicht. Nun
wurde das Gemisch in eine spezielle Form mit darin enthaltenen Gelkdmmen gegossen.
Innerhalb von ca. 30 Minuten verfestigte sich das Gel und man konnte die Gelkdmme
entfernen, deren Abdruck dann die spéter zu befillenden Gelkammern ergab. Das
Agarosegel konnte nun vorsichtig, da es sehr leicht reisst, in eine Laufkammer gegeben
werden, die dann mit Boratpuffer beftllt wurde.

2.4.3.3 Elektrophoretische Auftrennung

Fur die Durchfiihrung der Gelektrophorese wurden von jedem Well der PCR-Platte 8 ul
des PCR-Amplifikates entnommen und mit einer 8-Kanalpipette auf eine frische PCR-
Platte pipettiert. Pro Well wurden nun per Multistepper 4 ul Loading Buffer hinzugefigt.
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Bei den folgenden Arbeitsschritten war wegen Kanzerogenitat streng auf das Tragen von
Handschuhen zu achten. Das vorbereitete  Agarose-Gel wurde in die
Elektrophoresekammer gelegt und einige Zentimeter mit ionischem Puffer bedeckt. Nun
wurde der Inhalt der Wells (je 12 ul) in die vorhandenen Vertiefungen im Gel pipettiert,
die Wanne anschliessend mit einem Deckel verschlossen und die Elektroden
angeschlossen. Bei einer Spannung von ca. 150 Volt wandern die negativ geladenen
Molekiile (Anionen) zur Anode. Da die kleinsten und daher mobilsten Molekile am
schnellsten wandern, kommt es zu einer Auftrennung des Gemischs in Abhangigkeit von
der Lange der DNA-Strange. Die Elektrophorese wird erst beendet, wenn die kleinsten
Molekiile das Ende des Gels erreichen. Das garantiert die bestmdgliche Auftrennung des
Amplifikats. Anschliessend wurde das verwendete Gel vom unverbrauchten Gel mit einem
Skalpell abgeschnitten, aus der Wanne genommen und im Transilluminator mit UV-Licht
betrachtet. Die Visualisierung der DNA-Molekile unter UV-Licht entsteht hierbei durch
den Fluoreszenzfarbstoff EtBr, der zwischen die Basenpaare der DNA interkaliert und
unter ultraviolettem Licht sichtbar wird. Hierdurch lieR sich nachweisen, ob die

vorangegangene PCR erfolgreich gewesen war.

2.4.4 Denaturieren
Die restlichen 12 pul/Well des PCR-Amplifikats wurden nun durch zweimindtige Erhitzung
auf 90 °C im Thermocycler denaturiert, wodurch die DNA-Doppelhelix aufgebrochen

wird.

245 ExoSap-It®
Der nach dem verwendeten Enzymgemisch benannte Arbeitsschritt ExoSap-It dient der

Aufreinigung des PCR-Amplifikats. Dabei werden Nebenprodukte wie (iberschissige
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) und Reste von Primern entfernt, die sonst bei
der Weiterverarbeitung v.a. bei der DNA-Sequenzierung mit Hilfe von Fluoreszenz Dye
Terminator storen wirden. ExoSap-It ist ein Gemisch aus zwei hydrolytischen Enzymen
(Exonuklease 1 und alkalischer Phosphatase) in Pufferlosung. Es wird bei -20°C
aufbewahrt, da die Enzyme hitzelabil sind und bei Raumtemperatur langsam ihre Aktivitat
verlieren wirden. Die Exonuklease | baut Gbriggebliebene einstrangige Primer und andere
einstrangige DNA-Nebenprodukte der PCR ab. Die alkalische Phosphatase hydrolisiert
unverbrauchte dNTPs des PCR-Amplifikats.
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2.45.1 Arbeitsschritte

Von der ExoSap-It Enzymmischung wurden 3 ul/Well direkt ins PCR-Amplifikat gegeben.
Da die Enzyme des ExoSap-It in der bei der PCR verwendeten Pufferlosung aktiv sind,
musste die Pufferlésung nicht gewechselt werden. Fur die Reaktion wurde das Gemisch im
Thermocycler unter Ablauf des folgenden Programmes aufgereinigt:

1. Aufreinigung bei 37°C: 15 min

2. Inaktivierung des ExoSap-It bei 80°C: 15 min

3. Kihlung bei 4°C

e Ein 15-mindtige Erhitzen auf 80 °C am Ende des Programmes sorgte fir die
Inaktivierung der im ExoSap-it enthaltenen Enzyme.

2.4.6 Cycle Sequenzierung

Die Cycle Sequenzierung basiert auf dem Prinzip der enzymatischen
Kettenabbruchverlangerung von PCR-Produkten mit Hilfe einer thermostabilen DNA-
Polymerase und wurde 1977 von Sanger et al. entwickelt. Sie dient der VVorbereitung auf
die Sequenzierung, bei der mit Hilfe fluoreszenzmarkierter
Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs) die Sequenz der DNA entschlisselt wird.
Als Matrize fir die thermostabile DNA-Polymerase dient das spezifisch generierte PCR-
Produkt, welches durch Denaturierung bei 96 °C als Einzelstrang vorliegt. Als
Startmolekil dient der typspezifisch hergestellte Sequenzierprimer mit einer OH-Gruppe
am 3’Ende. Der Sequenzierprimer lagert sich komplementir an (= Annealing) und das
thermostabile Enzym beginnt von der Hydroxylgruppe ausgehend die Kettenverldngerung
zum Doppelstrang durch Einbau von dNTPs. Dem Enzym wird ein definiertes Gemisch
aus dNTPs und fluoreszenzmarkierten ddNTPs fir die Elongation angeboten. Dabei wird
die Kettenverlangerung immer dann abgebrochen, wenn zuféllig ein ddNTP eingebaut
wird, da diesem eine OH-Gruppe fehlt. Es entsteht ein Gemisch aus Doppelstrang-DNA-
Molekiilen unterschiedlicher Lange, die eine Kopie der Matrize darstellen und mit einem
der farblich verschieden markierten ddNTPs Adenin, Cytosin, Guanin oder Thymin enden.
Aufgrund der hohen Anzahl an Cycle-Wiederholungen existieren DNA-Fragmente jeder
Lange, d.h. sie besitzen der GroRe nach geordnet jeweils eine Base mehr, wobei die letzte
Base jeweils die fluoreszenzmarkierte ist (s. Abbildung 8). Die entstandenen DNA-
Fragmente liegen nicht der GroRe nach geordnet, sondern als Gemisch vor. Sie werden in
einem spéteren Arbeitsschritt im Kapillar-Sequenzier-Automaten elektrophoretisch

aufgetrennt und dann mit Hilfe eines Lasers detektiert.
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5-TCCTCGTTCATGTACGT@®
5-TCCTCGTTCATGTACG®
5-TCCTCGTTCATGTAC®
5-TCCTCGTTCATGTA®
5-TCCTCGTTCATGT@®
5-TCCTCGTTCATG@®
5-TCCTCGTTCAT®
5-TCCTCGTTCA®

Abbildung 8 Enzymatische
Kettenabbruchverlangerung. T = Thymin (rot),

C = Cytosin (blau), A = Adenin (griin),
G = Guanin (schwarz)

2.4.6.1 Arbeitsschritte

Da der Kapillar-Sequenzier-Automat mit 96-Well Sequenzierplatten arbeitet, wurden
bereits die vorbereitenden Ldufe im Thermocycler in diesen Sequenzierplatten
durchgefihrt. In einer Reaktionsplatte kann die DNA von 16 Probanden gleichzeitig
bearbeitet werden. Fir jeden Proband wurde das Exon 2, 3 und 4 getrennt und, aufgrund
der Lange der DNA, mit jeweils einem Vorwartsprimer (fwP) und einem Rickwaértsprimer
(revP) untersucht. Dadurch entstanden pro Proband 6 Gemische mit jeweils
unterschiedlichem Primer (s. Tabelle 4). Es wurden 6 Eppendorf-Gefélie verwendet. Jedes
Eppendorf-Gefall wurde entsprechend mit jeweils 27 pl BigDye® Terminator Puffer, 9 pl
BigDye® Terminator und 108 pl Primer befillt.

Tabelle 4 Sequenzierprimer: E =Exon, fwd =vorwarts, rev = rlckwarts,A = Adenin, T = Thymin,
C = Cytosin, G = Guanin

E2-fwd-seq 5-ATT TCC TGC CCC AGG AAG GTT GG-3'
E2-rev-seq 5-GTG CCG GCT CACCTCCCCTGCT-3
E3-fwd-seq 5-TTC GGG AAT GGA GAA GTC ACT GC-3'
E3-rev-seq 5-CAA CTC TAG CAG AAT TGG AGG GAG-3'
E4-fwd-seq 5'-AAG AGA AAC AGC CCT GTT CCT CTC C-3'
E4-rev-seq 5-TCCCTGCTG TCCCTACCC TG-3

Die Reaktionsplatte wurde mit wasserfestem Stift nach folgendem Verteilungsmuster
eindeutig beschriftet (s. Tabelle 5).
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Tabelle 5 Verteilungsmuster von Reaktionsgemisch auf der Reaktionsplatte mit Barcode: fwP = VVorwarts-
primer; revP = Rickwartsprimer; fett gedruckte Zahlen bezeichnen das Ex = Exon; Zahlen in der Tabelle
stehen fiir DNA-Proben 1 — 16. Spalten 1 und 7 enthalten den Exon 2fwP, Spalten 2 und 8 den Exon 2 revP,
Spalten 3 und 9 den Exon 3 fwP, Spalten 4 und 10 den Exon 3 revP, Spalten 5 und 11 den Exon 4 fwP,
Spalten 6 und 12 den Exon 4 revP.

Ex2 | Ex2 | Ex3 | ExX3 | Ex4 | Ex4 | Ex2 | Ex2 | Ex3 | Ex3 | Ex4 | Ex4
fwP | revP | fwP | revP | fwP | revP [ fwP | revP | fwP | revP | fwP |revP
1 1 1 1 1 1 9 9 9 9 9 9
2 2 2 2 2 2 10 10 10 10 10 10
3 3 3 3 3 3 11 11 11 11 11 11
4 4 4 4 4 4 12 12 12 12 12 12
5 5 5 5 5 5 13 13 13 13 13 13
6 6 6 6 6 6 14 14 14 14 14 14
7 7 7 7 7 7 15 15 15 15 15 15
8 8 8 8 8 8 16 16 16 16 16 16

Der Mastermix wurde dann per Pipette mit je 8 ul pro Well auf der Reaktionsplatte verteilt.
Anschliessend wurde pro Well 2 ul DNA (PCR-Amplifikat) hinzugegeben. Dies geschah
mit einer 8-Kanal-Pipette nach dem in Tabelle 5 beschriebenen Muster. Die Wells wurden
dann verschlossen. Um ein blasenfreies Reaktionsgemisch zu erhalten, wurde die
Reaktionsplatte vor der Weiterverarbeitung bei 500 U/min abzentrifugiert. Im Anschluss
wurde die Reaktionsplatte in den Thermocycler gegeben und mit folgendem Programm
weiterverarbeitet:

1. 96°C: 1 min

2. 96°C: 0:10 min

3. 50°C: 0:05 min 25 Zyklen

4. 60°C: 2:00 min

5. Kuhlung bei 4°C

2.4.7 Clean-Seq
Dieser Arbeitsschritt dient der Aufreinigung des bei der Cycle-Sequenzierung

entstandenen Produktes. Dabei werden die fluoreszenzmarkierten doppelstrangigen DNA-
Fragmente mit Hilfe magnetischer Beads gebunden und tberfliissige Molekiile sowie Reste
von Primern und Uberschussigem BigDye-Terminator entfernt, die in der

Kapillarelektrophorese stéren wirden.
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2.4.7.1 Arbeitsschritte

Zur Vorbereitung des Aufreinigungsprozesses wurde die Agencourt CleanSEQ-Ldsung,
welche die magnetischen Beads enthielt, auf Zimmertemperatur gebracht und griindlich
gevortext. Es musste eine homogene Losung ohne Bodensatz entstehen. Die fur eine
Reaktionsplatte entsprechende Menge wurde auf 4 Eppendorf-Reaktionsgefale verteilt und
im Pipettierrroboter auf die vorgesehene Position gestellt. 96 %iges Ethanol wurde mit
HPLC-Wasser (engl.: High-performance liquid chromatography) auf 85 % verdinnt und
ins vorgesehene Reservoir am Pipettierroboter geflllt. In ein zweites Reservoir am
Pipettierroboter wurde HPLC gefullt. Die bei der Cycle-Sequenzierung verwendete
Reaktionsplatte mit Barcode und dem darin enthaltenen Reaktionsprodukt der Cycle-
Sequenzierung wurde in den Pipettierroboter gegeben, der dann auf die 96 Wells jeweils
10 pul CleanSEQ-L6sung pipettierte und im Anschluss 42 pl 85 %-iges Ethanol.

Bei diesem Schritt binden die fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente an die magnetischen
Beads der CleanSeqg-Ldsung. Nun wurde die Reaktionsplatte kurz dem Pipettierroboter
entnommen, mit selbsthaftender Klebefolie zugeklebt und 1 min gevortext. Hierdurch
wurde sichergestellt, dass keine Ablagerungen entstanden, welche die folgende
Auftrennung durch ein magnetisches Feld gestort hatte. Anschliessend wurde die Folie
wieder entfernt und die Sequenzier-Platte im Pipettierroboter auf die Magnetplatte gestellt.
Hier wurden die Platten 3 Minuten lang inkubiert, um die Beads durch das magnetische
Feld aus der Losung an die Gefdlwand zu binden. Dann lief das Programm im
Sequenzierroboter weiter. Die in den Wells enthaltene Ldsung wurde abgesaugt und
verworfen. Um eine hohe Qualitdt an Reinheit zu erreichen, wurde 2x mit 85 %-igem
Ethanol nachgespult und wieder abgesaugt. Nur die der Gefdlwand anhaftenden Magnet-
Beads mit den DNA-Fragmenten blieben Gbrig. Dieser Ruckstand wurde dann fiir 10 min
an der Luft getrocknet.

Nun sollten die ringformig der GefaBwand anhaftenden Partikel wieder in Losung gebracht
werden. Das geeignete Losungsmittel ist Wasser, da die negativ geladene DNA im als
Dipol vorliegenden Wasser eine Hydrathille bildet, und daher in diesem Medium sehr gut
I6slich ist. Es wurden im Pipettierroboter 80 pl HPLC-Wasser pro Well hinzugegeben und
die Sequenzierplatte vom Magneten genommen. Um eine vollstdndige Ldsung der
Molekile im Wasser zu erreichen, wurde die Sequenzierplatte 1 min gevortext und danach
15 min stehengelassen.

Im Kapillarsequenzierer wurden dann die unterschiedlich fluoreszenzmarkierten DNA-

Fragmente elektrophoretisch aufgetrennt. Als Trennmedium dienten mit Polymer befllte
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Kapillaren. Die Fragmente wanderten entsprechend ihrer GrolRe geordnet nacheinander an
einem Laser vorbei. Durch den langwelligen 50mW Argon-Laserstrahl angeregt,
emittieren die fluoreszenzmarkierten ddNTPs Licht einer jeweils bestimmen Wellenlange:
ddGTP: 540nm, ddATP: 570 nm, ddTTP: 600 nm, ddCTP: 630 nm, welches dann durch
ein optisches System registriert werden konnte (s. Abbildung 9). Die hierbei gewonnenen
Daten wurden mit Hilfe der Sequence Pilot Software (JSI medical systems GmbH,
Freiburg, Deutschland) in Form eines Chromatogrammes sichtbar gemacht, und die

Basenabfolge konnte entschliisselt weden.

Kapillare mit
Trennmedium

3

TCGCCTTGCA

LASER

9 0
1

I

Fluoreszenzmarkierte
DNA-Bruchstiicke

Abbildung 9 Elektrophoretische Auftrennung im Sequenzierautomaten (links) und durch die Sequence Pilot Software
sichtbar  gemachtes  Chromatogramm  (rechts), von dem sich die Basenfolge ablesen  l&sst.
DNA = Desoxyribonukleinsdure, T = Thymin (rot), C = Cytosin (blau), A = Adenin (grin), G = Guanin (schwarz)
t = Zeit.

2.4.8 Bestimmung des Exon 5

Da nicht alle Allele anhand der Exone 2-4 eindeutig zugeordnet werden konnten, wurde in
einem anschlieenden Arbeitsschritt analog zur PCR des Exon 2-4, wie bereits erwahnt,
zusatzlich das Exon 5 bestimmt. Da die zusatzlich gewonnene Sequenz des Exon 5 nicht
nachtraglich in die Sequence Pilot Software eingespielt werden konnte, wurde eigens
hierzu in Excel ein spezielles Software-Tool entwickelt. Mit Hilfe dieses Programmes
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gelang die eindeutige Zuordnung der restlichen Allele. Das hier angewandte Verfahren zur
sequenz-basierten Typisierung anhand der Exone 2-5 wurde von unserer Abteilung
entwickelt und stellt ein sicheres Verfahren zur akkuraten Sequenzierung dar (Furst et al.
2011).
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3 Ergebnisse

3.1 Deskriptive Analyse

3.1.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

In der nachfolgenden Tabelle 6 ist eine Ubersicht (iber die Charakteristika des

Patientenkollektivs abgebildet.

Tabelle 6 Charakterisierung des Patientenkollektivs. M = mannlich, F =weiblich, ALL = Akute
lymphatische Leuk&mie, AML = Akute myeloische Leuk&mie, CML = Chronische myeloische Leuk&mie,
MDS/MPN = Myelodysplastisches Syndrom/Myeloproliferative Neoplasie, Tx = Transplantation. Unter
»Andere“ Diagnose sind zusammengefasst: Lymphome, Multiples Myelom/Plasmozytom, Aplastische
Anémie und chronisch lymphatische Leuk&mie; aGvHD = acute graft-versus-host disease (engl.)

Charakteristikum Anzahl

Patienten 114

Geschlecht

Ménnlich 70 (61,4 %)

Weiblich 44 (38,6 %)
Alter bei Tx 41,5 (median) (Spannweite: 18-62 Jahre)

Patient-Spender-Ubereinstimmung

M-M 50 (43,9 %)
M-F 20 (17,5 %)
M 24 (21,1 %)
F-F 20 (17,5 %)
Diagnose

AML 37 (32,5 %)
ALL 22 (19,3 %)
CML 32 (28,1 %)
MDS/MPN 9 (7,9 %)
Andere 14 (12,3 %)

Krankheitsstadium bei Tx

Frih 47 (41,2 %)
Intermediér 35 (30,7 %)
Fortgeschritten 15 (13,2 %)
Unbekannt 17 (14,9 %)
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Stammzellquelle

Knochenmark 48 (42,1 %)
Periphere Blutstammzellen 66 (57,9 %)
Konditionierungsverfahren

Myeloablativ 89 (78,1 %)
Reduzierte Intensitat 25 (21,9 %)
GvHD-Prophylaxe

Standard 94 (82,5 %)
Niedrig dosiert 20 (17,5 %)
Todesart

Relapse/Fortschreiten 25 (21,9 %)
Sekundéare maligne Erkrankung 1 (0,9 %)
Transplantationsbedingt 34 (29,8 %)
Unbekannt 54 (47,4 %)

3.1.2 MICA-Typisierungsergebnisse

Die Genotypisierung des hier verwendeten Kollektivs, bestehend aus 114
Transplantationspaaren (je 114 Stammzellspender und 114 Patienten), ergab die in Tabelle
7 dargestellte Verteilung der verschiedenen MICA-Genotypen, sortiert nach der Haufigkeit
in absteigender Reihenfolge. Ein Allel konnte heterozygot oder homozygot vorliegen. 16
verschiedene Allele wurden im untersuchten Kollektiv gefunden. MICA*008 und
MICA*002 waren die einzigen Allele, die auch homozygot vorkamen. Bei je 37 der
Patienten und 37 Spendern lag MICA*008 homozygot vor. In der Spendergruppe lag
auBerdem das MICA*002-Allel einmal homozygot vor. Das MICA*008-Allel war mit
einer Allelfrequenz von 55,3 % das am hdufigsten vorkommende Allel. Es war bei 89
Patienten (78,1 %) vorhanden.

Die Allelhdufigkeiten wurden zum Vergleich einem europdisch-amerikanischen
Vergleichskollektiv (Gao et al. 2006) gegentbergestellt. Die Anwendung des Chi-Quadrat-
Tests eignete sich hier aufgrund der zu niedrigen Anzahl an Fallen in den einzelnen
Gruppen nicht. Das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wurde nach der Methode des exakten
Tests nach Guo und Thompson berechnet (Guo et Thompson 1992). Der p-Wert (= 0,064)
ergab keine statistisch signifikante Abweichung zum Hardy-Weinberg-Gleichgewicht
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(Signifikanzniveau o. =5 %). Die Kohorte befindet sich somit im Hardy-Weinberg-

Gleichgewicht.

Tabelle 7 Allelverteilung von MICA in der Kohorte. n = number, MICA = MHC class | chain related gene
A, Européisch-amerkanische Vergleichspopulation (Gao et al. 2006), Werte wurden gerundet.

Allelh&ufigkeiten
Patienten (n = 114) Spender (n = 114) Vergleichspopulation
(n = 1245)
MICA* Allele

Allele (n=228) | 9% |(n=228) % | Allele (n = 2490) %
008 126 55,3 127 55,7 1079 43,3
002 17 7,5 20 8,8 355 14,3
010 15 6,6 15 6,6 144 58
007 13 57 11 4.8 126 51
009 12 5,3 10 4,4 211 8,5
004 11 4,8 11 4.8 186 7,5
017 9 3,9 8 3,5 28 11
023 6 2,6 6 2,6 0 0
016 5 2,2 5 2,2 S7 2,3
018 4 1,8 5 2,2 97 3,9
012 4 1,8 4 1,8 48 1,9
011 3 1,3 3 1,3 72 2,9
180 1 0,4 0 0 0 0
019 1 0,4 1 0,4 30 1,2
001 1 0,4 1 0,4 27 11
006 0 0 1 0,4 8 0,3
021 0 0 0 0 7 0,3
015 0 0 0 0 5 0,2
030 0 0 0 0 4 0,2
024 0 0 0 0 3 0,1

3.1.2.1 MICA-Ubereinstimmung

Bei 12 Transplantationspaaren (= 10,5 %) lag ein MICA-Mismatch vor. Bei allen Paaren
handelte es sich um ein inkomplettes Mismatch, d.h. dass Patienten-Spenderpaare im
MICA-Genotyp jeweils in einem Allel Ubereinstimmten und sich im anderen
unterschieden. Ob bestimmte Allele haufiger in Mismatching involviert sind als andere,
kann aufgrund der geringen Anzahl an Mismatchen im untersuchten Kollektiv nicht

beantwortet werden. Tabelle 8 zeigt eine Ubersicht tiber die Mismatche in der Kohorte.
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Tabelle 8 Allele der MICA-Mismatche. MI = mismatch inkomplett. MICA = MHC class | chain related

gene A. Differenzen sind fettgedruckt.
Patient-Allel 1 | Patient-Allel 2 | Spender-Allel 1 | Spender-Allel 2 | Mismatch
MICA* MICA* MICA* MICA*
008 008 008 018 MI
008 009 008 006 MI
008 023 008 016 MI
017 007 002 007 MI
010 016 002 010 MI
008 018 008 008 MI
002 008 023 008 MI
008 018 023 008 MI
023 008 008 018 MI
002 007 002 002 MI
007 017 002 017 MI
002 009 002 008 MI

3.2 Analyse des Gesamtiberlebens und des DFES

3.2.1 Univariate Analyse des OS und DFS nach Kaplan-Meier

Das Gesamtliberleben (OS) war der Zeitraum vom Zeitpunkt der Transplantation bis zum
Tod des Patienten (unabhangig von der Ursache), bzw. bei Uberleben bis zum Zeitpunkt
des letzen Nachuntersuchungstermins. Die Transplantationen waren im Zeitraum zwischen
Juni 1997 bis Juli 2002 durchgefiihrt worden, der letzte Nachuntersuchungstermin war der
13.06.2008. Am Ende der Nachbeobachtungszeit lebten noch 31,4 % der Patienten. Die
mediane Uberlebenszeit lag, berechnet nach Kaplan-Meier, bei 347 Tagen, das mediane
krankheitsfreie Uberleben lag bei 281 Tagen. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate betrug
42,5 %. Die mediane Nachbeobachtungszeit wurde nach der Methode von Schemper und
Smith (1996) berechnet und betrug 2580 Tage. Die primédren Endpunkte OS und DFS
wurden in Abhéangigkeit der Ubereinstimmung der MICA-Allele untersucht. AuRerdem
wurde der Einfluss des heterozygoten und des homozygoten Vorhandenseins des am
h&ufigsten vorkommenden Allels, des MICA*008-Allels, auf das OS und das DFS
untersucht. Ebenso wurde das Vorliegen des MICA-129-Polymorphismus, welcher zu
einer starkeren Bindung zwischen MICA und seinem Rezeptor flhrt, untersucht. Wie
bereits im Kapitel ,,Statistische Methoden™ beschrieben, werden bei der Kaplan-Meier-
Methode Personen, die aus der Studie ausscheiden ohne dass ein Endpunkt eingetreten ist,
zensiert. Zensierte Personen werden in den Diagrammen durch einen kurzen senkrechten
Strich abgebildet.
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3.2.1.1 OS und DFS in Abhédngigkeit der MICA-Allel-Ubereinstimmung

Mit Hilfe des Kaplan-Meier-Schétzers wurden Diagramme des OS MICA-gematchter und
MICA-gemismatchter Spender-Empfanger-Paare erstellt. Das 5-Jahresiiberleben lag in der
Gruppe der Mismatche bei 33,3 % und in der Gruppe der Gematchten bei 43,6 %. Uber
den gesamten Beobachtungszeitraum ergaben sich keine signifkanten Unterschiede in
Bezug auf OS (p = 0,598) und DFS (0,745) (s. Abbildung 10 u. 11).

Die Uberlebensraten nach 1, 3 und 5 Jahren, sowie am Ende des Beobachtungszeitraums
sind in Tabelle 9 fir das OS und in Tabelle 10 fir das DFS am Ende dieses Kapitels

zusammengefasst.
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Abbildung 10 Kaplan-Meier-Kurve: Gesamtlberleben (engl.: overall survival, OS) der ,,MICA-Gematchten* mit
n =102 (blaue Kurve) versus der Gruppe der ,,MICA-Gemismatchten“ mit n =12 (griine Kurve), p-Wert = 0,598;
match (engl.): Ubereinstimmend, mismatch (engl.): nicht Giberenstimmend.
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Abbildung 11 Kaplan-Meier-Kurve: Krankheitsfreies Uberleben (engl.: disease free survival, DFS) der ,MICA-
gematchten” mit n = 102 (blaue Kurve) versus der Gruppe der ,,MICA-gemismatchten* mit n = 12 (griine Kurve), p-
Wert = 0,745; match (engl.): Ubereinstimmend, mismatch (engl.): nicht Gberenstimmend.

3.2.1.2 OS und DFS in Abhingigkeit des MICA*008-Allels

Untersucht wurden heterozygote sowie homozygote Trager des MICA*008-Allels im
Hinblick auf das Gesamtiberleben und das DFS. Die Allelfrequenz des MICA*008 in der
Patientenkohorte betrug 55,3 %. 89 von 114 Patienten (78,1 %) waren MICA*008-Allel-
Tréager. Bei 37 von ihnen (32,5 %) lag das Allel homozygot vor, bei 52 Patienten (45,6 %)
war der Genotyp heterozygot. Das Vorhandensein mindestens eines MICA*008-Allels
(MICA*008-Gruppe) zeigte in dieser Analyse keinen signifikanten Einfluss auf das
Gesamtiberleben oder auf das DFS (s. Abbildungen 12 und 13). Der Vergleich der
Gruppen homozygoter MICA*008-Tréger (MICA*008 hom-Gruppe) zur Restgruppe mit
einem oder keinem MICA*008-Allel ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in
Hinblick auf das OS und das DFS (s. Abbildungen 14 u. 15).

Die Uberlebensraten nach 1, 3 und 5 Jahren, sowie am Ende des Beobachtungszeitraums
sind in Tabelle 9 fiir das OS und in Tabelle 10 fur das DFS am Ende dieses Kapitels

zusammengefasst.
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Abbildung 12 Kaplan-Meier-Kurve: Gesamtiberleben (engl.: overall survival, OS) der Gruppe der MICA*008-
Alleltrdger (heterozygot oder homozygot) mit n =89 (griine Kurve) versus der Restgruppe ohne MICA*008-Allel mit
n = 25 (blaue Kurve), p-Wert = 0,918.
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Abbildung 13 Kaplan-Meier-Kurve: Krankheitsfreies Uberleben (engl.: disease free survival, DFS) der Gruppe der
MICA*008-Alleltrager (heterozygot oder homozygot) mit n =89 (grine Kurve) versus der Restgruppe ohne
MICA*008-Allel mit n = 25 (blaue Kurve), p-Wert = 0,691.
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Abbildung 14 Kaplan-Meier-Kurve: Gesamtiiberleben (engl.: overall survival, OS) der Gruppe mit homozygotem
MICA*008-Allel mit n =37 (grune Kurve) versus der Restgruppe mit keinem oder nur einem MICA*008-Allel mit

n =77 (blaue Kurve), p-Wert = 0,548.
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Abbildung 15 Kaplan-Meier-Kurve: Krankheitsfreies Uberleben (engl.: disease free survival, DFS) der Gruppe mit
homozygotem MICA*008-Allel mit n=37 (grine Kurve) versus der Restgruppe mit keinem oder nur einem

MICA*008-Allel mit n = 77 (blaue Kurve), p-Wert = 0,288.
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3.2.1.4 Einfluss des MICA-129-Polymorphismus auf OS und DES

Allele mit Methionin an Position 129 (MICA*001, *007: 129Met-Gruppe) besitzen eine
10- bis 50-fach starkere Bindungsaffinitait zum NKG2D-Rezeptor als Allele mit Valin in
dieser Position (MICA*004, *008, *016: 129Val-Gruppe) (Steinle et al. 2001, Pollock et
al. 2013). Diese beiden Gruppen wurden daher untersucht, um einen moglichen Einfluss
auf das Gesamtiiberleben und das krankheitsfreie Uberleben festzustellen. Es gab einen
Trend zu schlechterem Uberleben und kiirzerem krankheitsfreien Uberleben bei starkerer
Bindungsaffinitat. In der 129Met -Gruppe lag das mediane Uberleben bei 141 Tagen, in
der Val129-Gruppe bei 503 Tagen (s. Abbildung 16 und 17).

Die Uberlebensraten nach 1, 3 und 5 Jahren, sowie am Ende des Beobachtungszeitraums

sind in Tabelle 9 fur das OS und in Tabelle 10 fir das DFS zusammengefasst.
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Abbildung 16 Kaplan-Meier-Kurve: Gesamtiiberleben (engl.: overall survival, OS) der Gruppe mit stérkerer MICA-
NKG2D-Bindungsaffinitdt (MICA*001, *007) mit n =14 (blaue Kurve) versus der Restgruppe mit n =100 (griine
Kurve), p-Wert = 0,213.
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Abbildung 17 Kaplan-Meier-Kurve: Krankheitsfreies Uberleben (engl.: disease free survival, DFS) der Gruppe mit
stérkerer MICA-NKG2D-Bindungsaffinitdt mit n = 14 (blaue Kurve) versus der Restgruppe mit n = 100 (grine Kurve),
p-Wert = 0,154.

Tabelle 9 Uberlebensraten des Gesamtiiberlebens nach 1, 3, und 5 Jahren sowie am Ende des
Beobachtungszeitraums. OS (engl.: overall survival), 129Met=Polymorphismus an Position 129(Methionin),
129Val=Polymorphismus an Position 129(Valin)

Uberlebensraten OS

1-Jahres- | 3-Jahres- |5-Jahres- | Gesamt

oS oS (O (O p-Wert

% % % %
MICA -Mismatch 41,7 33,3 33,3 33,3 0.598
MICA-Match 50,6 43,6 43,6 31,7 ’
MICA*008 vorhanden 49 43,2 43,2 30 0918
MICA*008 Restgruppe 52 44 40 33,3 ’
MICA*008 homozygot vorhanden 54,1 45,9 45,9 32,2 0548
MICA*008 homozygot Restgruppe 47,6 42,2 40,8 30,2 '
MICA-129Met-Variante 42,9 21,4 21,4 21,4 0,213
MICA-129Val-Variante 50,6 46,5 455 32,1
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Tabelle 10 Uberlebensraten des krankheitsfeien Uberlebens nach 1, 3, und 5 Jahren sowie am Ende des
Beobachtungszeitraums. DFS (engl.: disease free survival), 129Met=Polymorphismus an Position
129(Methionin), 129Val=Polymorphismus an Position 129(Valin)

Uberlebensraten DFS

1-Jahres- |3-Jahres- |5-Jahres- | Gesamt-

DFS DFS DFS DFS p-Wert

% % % %
MICA -Mismatch 41,7 33,3 33,3 33,3 0745
MICA-Match 46,7 41,7 38,7 27 '
MICA*008 vorhanden 45,6 41,1 38,7 27 0,601
MICA*008 Restgruppe 48 40 36 25,6
MICA*008 homozygot vorhanden 51,4 45,9 45,9 32,2 0288
MICA*008 homozygot Restgruppe 43,7 38,4 34,2 24,1 ’
MICA-129Met-Variante 28,6 21,4 214 21,4 0,154
MICA-129Val-Variante 48,7 43,6 40,5 27,1

3.2.1.5 Einfluss der klinischen Risikofaktoren auf OS und DFS

Im Folgenden wurden die in der Literatur géngigen Risikofaktoren Geschlecht des
Patienten, Geschlechtskompatibilitidt, Diagnose, Konditionierungsschema (myeloablativ
oder RIC), Stammzellquelle (BM oder PBSC), Patientenalter (zum Zeitpunkt der Tx),
GvHD-Prophylaxe (Methotrexat plus Cyclosporin A oder Andere) und Krankheitsstadium
auf ihren Einfluss auf das OS und das DFS untersucht. Naher beschrieben werden
diejenigen, die sich in den Analysen als statistisch signifikant erwiesen. Die
Uberlebensraten nach 1, 3 und 5 Jahren, sowie am Ende des Beobachtungszeitraums sind
in Tabelle 11 fir das OS und in Tabelle 12 fir das DFS zusammengefasst.

3.2.151 Konditionierungsverfahren

Die myeloablative Konditionierung fuhrte zu einem signifikant besseren medianen
Uberleben von 826 Tagen verglichen zur Gruppe, die mittels RIC vorbehandelt wurden
(medianes Uberleben = 145 Tage, s. Tabelle 11).

Die Analyse des DFS zeigte auBerdem ein statistisch signifikant 1angeres krankheitsfreies
Intervall von 440 Tagen bei myeloablativer Konditionierung gegenuber 133 Tagen in der
RIC-Gruppe (s. Tabelle 12).

3.2.15.2 Stammzellquelle

Von 114 Patienten wurden 48 (=42,1%) mit Knochenmark transplantiert und 66
(= 57,9 %) mit peripheren Blustammzellen (PBSC). Die Verwendung von Knochenmark

als Stammzellquelle fihrte zu einem signifikant besseren medianen Uberleben von 2651
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Tagen im Gegensatz zu 182 Tagen in der PBSC-Gruppe (s. Tabelle 11). Das DFS betrug
2650 Tage, in der PBSC-Gruppe lag der Wert bei 144 Tagen.

3.2.15.3 Krankheitsstadium

Das Gesamtiiberleben sowie das krankheitsfreie Uberleben wurden hochsignifikant davon
beeinflusst, in welchem Krankheitsstadium die HSCT durchgefiihrt wurde. Wéhrend das
Gesamtlberleben im Stadium 1 im Median bei 2650 Tagen lag, war es im Stadium 2
bereits auf 182 Tage gesunken und betrug im Stadium 3 noch 99 Tage. Ein
Gruppenvergleich der Variablen mittels Log-Rank-Test bestatigte dies. Beim
krankheitsfreien Uberleben war ein ahnliches Ergebnis zu beobachten, hier lag im Stadium
1 das krankheitsfreie Intervall bei 1933 Tagen, im Stadium 2 bei 139 Tagen und im
Stadium 3 bei 68 Tagen. Es wurden 17 Patienten von der Berechnung ausgeschlossen, da
keine Daten zum Krankheitsstadium vorlagen.

Tabelle 11 Uberlebensraten des Gesamtiiberlebens nach 1, 3, und 5 Jahren sowie am Ende des

Beobachtungszeitraums. OS (engl.: overall survival), RIC (engl.): reduced intensity conditioning, PBSC
(engl.): peripheral blood stem cells

Uberlebensraten OS

1-Jahres- |3-Jahres- |5-Jahres- | Gesamt

oS oS oS (O p-Wert

% % % %
Myeloablative Konditionierung 54,7 48,9 48,9 36,3 0016
RIC 32 20 20 15 ’
Knochenmark 64,1 62 62 49,5 <0,001
PBSC 39,4 28,8 28,8 18,4
Krankheitsstadium | 68,1 57,2 57,2 37,9
Krankheitsstadium 2 29,6 26,7 26,7 26,7 <0,001
Krankheitsstadium 3 13,3 13,3 13,3 0

Tabelle 12 Uberlebensraten des krankheitsfeien Uberlebens nach 1, 3, und 5 Jahren sowie am Ende des
Beobachtungszeitraums. DFS (engl.: disease free survival), RIC (engl.): reduced intensity conditioning,
PBSC (engl.): peripheral blood stem cells

Uberlebensraten DFS

1-Jahres- |3-Jahres- [5-Jahres- |Gesamt

0os oS 0os (O] p-Wert

% % % %
Myeloablative Konditionierung 51,3 46,8 43,3 32,3 0,006
RIC 28 20 20 10,7
Knochenmark 59,9 57,7 55,6 43,4 0,001
PBSC 36,4 28,8 25,6 15
Krankheitsstadium | 63,8 55,3 53,2 32,6
Krankheitsstadium 2 23,9 23,9 23,9 23,9 0,001
Krankheitsstadium 3 13,3 13,3 13,3 0
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3.2.2 Multivariate Analyse der Endpunkte OS und DFS nach der Cox-Regression

Die multivariate Analyse des OS und des DFS wurde mit dem Cox-Regressions-Modell
berechnet. Hierzu wurden in einem ersten Schritt durch Anwendung der schrittweisen
Rickwarts-Prozedur nicht signifikante Variablen (p = 0,1) ausgeschlossen. In einem
zweiten Schritt wurden dann nach dem Einschluss-Prinzip die zu untersuchenden
Variablen wieder hinzugefugt. Die Analyse wurde mit Hilfe der SPSS-Software erstellt.
Neben den zu untersuchenden Variablen MICA-Kompatibilitat, Einfluss der MICA*008-
Allele und Einfluss des MICA-129-Polymorphismus wurden folgende Einflussfaktoren
bertcksichtigt:  Geschlecht des Patienten, Geschlechtskompatibilitdit, Diagnose
(stratifiziert), Konditionierungsschema (myeloablativ oder RIC), Stammzellquelle (BM
oder PBSC), Patientenalter (zum Zeitpunkt der Tx), GvHD-Prophylaxe (Methotrexat plus
Cyclosporin A oder Andere), Krankheitsstadium (ordinal). Bei 17 Patienten fehlten
Angaben zum Krankheitsstadium. Diese wurden daher von der Berechnung

ausgeschlossen.

3.2.2.1 Analyse des OS

Die Verwendung von PBSC als Stammzellquelle fiihrte zu einer hochsignifikant hoheren
Hazard Rate als die Verwendung von Knochenmark. Mit steigendem Krankheitsstadium
stieg auch die Hazardrate. Fir das Stadium Il ergaben sich jedoch keine signifikanten
Werte. Mit zunehmendem Alter des Patienten zum Zeitpunkt der Tx nahm die Hazardrate
pro Lebensjahr um 4,2 % zu. Das Patientenalter hatte in der univariaten Analyse keinen
statistisch signifikanten Einfluss auf OS und DFS gezeigt. Bei der GvHD-Prophylaxe
fuhrte die Verwendung eines niedrig dosierten Schemas zu signifikant besserem
Uberleben.

Das Vorliegen eines MICA-Mismatches flhrte zu einer statistisch signifikanten, um den
Faktor 2,53 hoheren Hazardrate als bei Ubereinstimmung der MICA-Allele (HR = 2,53;
95 %KI =0,995 - 6,432; p=0,051). Das einfache oder das homozygote Vorliegen des
MICA*008-Allels fiihrte nicht zu einem signifikanten Unerschied im Uberleben. Das
Vorliegen des starker bindenden Polymorphismus MICA-129Met zeigte eine Tendenz zu
schlechterem Uberleben, jedoch ebenfalls nicht statistsich signifikant. In Tabelle 13 sind

die Daten dargestellt.
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Tabelle 13 Ergebnisse der multivariaten statistischen Analyse des Gesamtiiberlebens (OS) nach Cox.
HR = Hazard Ratio (engl.), OS (engl.): overall survival, PBSC (engl.): peripheral blood stem cells, KM:
Knochenmark, ALL: akute lymphatische Leukdamie, AML: akute myeloische Leuk&dmie, CML.: chronische
myeloische Leukamie, MDS/MPN = Myelodysplastisches Syndrom/Myeloproliferative Neoplasie, unter
»Andere Erkrankung® sind zusammengefasst: Lymphome, Multiples Myelom/Plasmozytom, Aplastische
Anédmie und chronisch lymphatische Leukdmie/CLL; GvHD (engl.): Graft-versus-host disease, MICA-
129Val: Allele mit Valin an Position 129 (MICA*004, *008, *016)., MICA129Met: Allele mit Methionin an
Position 129 (MICA*001, *007).

Multivariate Analyse des OS
95,0 %
Konfidenzintervall fur
Variable Signifikanz HR HR
Untere Obere
. L match - - - -
MICA-Ubereinstimmung -
mismatch 0,051 2,53 0,995 6,432
KM - - - -
Stammzellquelle
PBSC <0,001 4,413 2,378 8,189
1 0,043 - - -
Krankheitsstadium 2 0,172 1,607 0,813 3,176
3 0,012 2,96 1,268 6,908
Patientenalter nominal 0,008 1,043 1,011 1,077
low - - - -
GvHD-Prophylaxe
Standard 0,03 2,574 1,095 6,049
MICA- i i i )
MICA-129- 129Vval
Polymorphismus MICA-
129Met 0,317 1,593 0,64 3,965
nicht prasent - - - -
MICA*008 —
prasent 0,529 1,331 0,546 3,247
Restgruppe - - - -
MICA*008 homozygot
homozygot 0,989 1,005 0,501 2,015

3.2.2.2 Analyse des DES

Im Trend waren die Ergebnisse &hnlich dem des OS. Beziiglich der Stammzellquelle
zeigten PBSC ein deutlich schlechteres Outcome. Mit steigendem Krankheitsstadium kam
es zu einem deutlich kiirzeren krankheitsfreien Uberleben. Das héhere Alter hatte den
Effekt einer 4,5 %-igen Steigerung der Hazard Rate pro Lebensjahr zur Folge. Die GvHD-
Prophylaxe hatte im Gegensatz zum EinfluR auf das OS keinen statistisch signifikanten
Einfluss auf das DFS.

Bei Vorliegen eines MICA-Mismatch war eine statistisch signifikante, 2,3-fache
Steigerung der Hazard Rate beim DFS zu beobachten (HR = 2,305; 95 %KI = 0,927-5,735;
p=0,072). Das Vorliegen des MICA-129Met fiihrt knapp zu einer Verdopplung der

Hazardrate, jedoch nicht mit signifikanten Werten.
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Das Vorliegen des MICA*008-Allels hatte keinen signifikanten Einfluss auf das DFS.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 dargestellt.

Tabelle 14 Ergebnisse der multivariaten statistischen Analyse des krankheitsfreien Uberlebens (DFS) nach
Cox. HR = Hazard Ratio (engl.), OS (engl.): overall survival, PBSC (engl.): peripheral blood stem cells, KM:
Knochenmark, ALL: akute lymphatische Leukdmie, AML: akute myeloische Leuk&dmie, CML: chronische
myeloische Leuk&mie, MDS/MPN = Myelodysplastisches Syndrom/Myeloproliferative Neoplasie, unter
»~Andere Erkrankung® sind zusammengefasst: Lymphome, Multiples Myelom/Plasmozytom, Aplastische
Anédmie und chronisch lymphatische Leukamie/CLL; GvHD (engl.): Graft-versus-host disease, MICA-
129Val: Allele mit Valin an Position 129 (MICA*004, *008, *016)., MICA129Met: Allele mit Methionin an
Position 129 (MICA*001, *007).

Multivariate Analyse des DFS
95,0 %
) o Konfidenzintervall fiir
Variable Signifikanz HR HR
Untere Obere
. . match - - - -
MICA-Ubereinstimmung -
mismatch 0,072 2,305 0,927 5,735
KM - - - -
Stammzellquelle
PBSC <0,001 3,724 2,069 6,702
1 0,136 - - -
Krankheitsstadium 2 0,158 1,598 0,834 3,063
3 0,053 2,42 0,988 5,927
Patientenalter nominal 0,012 1,04 1,009 1,072
low - - - -
GvHD-Prophylaxe
Standard 0,103 1,926 0,875 4,238
MICA- i i i )
MICA-129- 129Vval
Polymorphismus MICA-
129Met 0,16 1,924 0,771 4,801
nicht prasent - - - -
MICA*008 —
prasent 0,48 1,363 0,577 3,221
Restgruppe - - - -
MICA*008 homozygot
homozygot 0,924 0,967 0,483 1,936

3.3 Analyse der konkurrierenden Ereignisse aGvHD, Relapse und TRM

Bei den drei abhangigen Variablen aGvHD, Relapse und TRM handelt es sich um
konkurrierende Ereignisse. Dies bedeutet, dass ihr Auftreten die Inzidenz des jeweiligen
kompetitiven Risikos potentiell beeinflusst. Kompetitive Risiken waren fur die aGvHD das
Fortschreiten der Erkrankung aufgrund jeglicher anderen Ursachen, fur TRM wurde ein
Rickfall als kompetitives Risiko betrachtet und fir einen Rickfall wurde Tod durch eine
andere Ursache als kompetitives Risiko definiert.
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3.3.1 Kumulative Inzidenzen

Untersucht wurde die Inzidenz dieser konkurrierenden Ereignisse jeweils in Abhangigkeit
der Ubereinstimmung der MICA-Allele, des Vorhandenseins des MICA*008-Allels und
dessen homozygotem Vorliegen sowie in Abhangigkeit des MICA-129-Polymorphismus.
Zu jedem konkurrierenden Ereignis wurden mit Hilfe der R-Statistik-Software die Kurven
der kumulativen Inzidenzen erstellt. Zur Uberprifung der statistischen Relevanz der
Ergebnisse wurde der Gray’s Test angewendet (Gray 1988).

3.3.1.1 aGvHD

Die Inzidenz der akuten Graft-versus-Host-Erkrankung erreichte in der Gruppe der MICA-
Gematchten nach 100 Tagen eine kumulative Inzidenz von 41,8 % und in der Gruppe der
MICA-Mismatche 22,2 % (p = 0,221) (siehe Abbildung 18).

Im Vergleich der Inzidenz der aGvHD bei Patienten, die ein MICA*008-Allel besaRen
(homozygot oder heterozygot) mit der Restgruppe, die kein MICA*008 Allel besaR, lag in
der Gruppe der MICA*008-Allel-Trager die kumulative Inzidenz fir aGvHD bei 48,8 %
und somit hochsignifikant hoher als in der Restgruppe, wo sie bei 12,0 % lag (p = 0,001)
(s. Abbildung 19).

Der Vergleich der homozygoten Tréger des MICA*008-Allels gegen die Restgruppe ergab
ebenfalls statistisch signifikante Unterschiede in der kumulativen Inzidenz der aGvHD
(p = 0,016). Sie lag nach 100 Tagen bei den MICA*008-Homozygoten bei 57,6 % und in
der Restgruppe bei 32,4 %. In Abbildung 20 werden die Daten veranschaulicht.

Das Vorliegen eines Allels mit hoher Bindungsaffinitit zum NKG2D-Rezeptor
(MICA*001 und MICA*007: 129Met-Gruppe) fuhrte zu keinem signifikanten Unterschied
der Inzidenz der aGvHD zur Gruppe mit schwéacherer Bindungsaffinitat (p = 0,358) (s.
Abbildung 21).
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Abbildung 18 Kurve der Kumulativen Inzidenzen der akuten Graft-versus-host disease in den Gruppen MICA-
Gematchte mit n = 102 (schwarze Kurve) versus der Gruppe der MICA-Gemismatchten mit n = 12 (schwarz-gestrichelte
Kurve) und deren kompetitivem Risiko (rote Kurven), p-Wert = 0,221. CR: kompetitives Risiko (engl.: Competitive
Risk).
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Abbildung 19 Kurve der Kumulativen Inzidenzen der akuten Graft-versus-host disease in den Gruppen MICA*008-
Tréger (heterozygot oder homozygot) mit n = 89 (schwarz-gestrichelte Kurve) versus der Restgruppe ohne MICA*008-
Allel mit n =25 (schwarze Kurve) und deren kompetitivem Risiko (rote Kurven), p-Wert = 0,001. CR: kompetitives
Risiko (engl.: Competitive Risk).
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Abbildung 20 Kurve der Kumulativen Inzidenzen der akuten Graft-versus-host disease in den Gruppen MICA*008-
homozygote Trager mit n =37 (schwarz-gestrichelte Kurve) versus der Restgruppe ohne oder mit nur einem
MICA*008-Allel mit n =77 (schwarze Kurve) und deren kompetitivem Risiko (rote Kurven), p-Wert =0,016. CR:
kompetitives Risiko (engl.: Competitive Risk).
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Abbildung 21 Kurve der Kumulativen Inzidenzen der akuten Graft-versus-host disease in den Gruppen der MICA-
Allele mit hoher MICA-NKG2D-Bindungsaffinitdt (MICA*001 + MICA*007) mit n = 14 (schwarz-gestrichelte Kurve)
versus der Restgruppe mit n =100 (schwarze Kurve) und deren kompetitivem Risiko (rote Kurven), p-Wert = 0,358.
CR: kompetitives Risiko (engl.: Competitive Risk).
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3.3.1.2 Relapse

Die kumulative Inzidenz des Relapse erreichte in der Patientengruppe der MICA-
gematchten Transplantationspaare nach 1900 Tagen mit 33,3 % seine hdchste kumulative
Inzidenz. In der Gruppe der MICA-Gemismatchten lag der Wert nach 1900 Tagen bei
27,3 %. Die Unterschiede waren statistisch nicht signifikant (p = 0,802). Die Daten sind in
Abbildung 22 dargestellt.

Die Gruppe der MICA*008-Alleltrager (hetero-oder homozygot) erreichte nach 1900
Tagen eine kumulative Inzidenz des Relapse von 29,32 %. Die Restgruppe erreichte nach
dieser Zeit einen Wert von 44,0 %. Die Differenz war bei einem p-Wert von 0,18 nicht
signifikant. In Abbildung 23 sind die Werte graphisch dargestelit.

In der Gruppe der homozygoten MICA*008-Alleltrager lag die kumulative Inzidenz des
Relapse nach 1900 Tagen bei 30,6 % und die der Restgruppe mit einem oder keinem
MICA*008-Allel bei 33,7 % (s. Abbildung 24). Die Werte unterschieden sich nicht
signifikant (p-Wert = 0,825).

Es bestand kein signifikanter Unterschied der Relapseinzidenz zwischen der 129Met und
der 129Val-Gruppe (p = 0,263, s. Abbildung 25).
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Abbildung 22 Kurve der Kumulativen Inzidenzen des Relapse in den Gruppen MICA-Gematchte mit n =102
(schwarze Kurve) versus der Gruppe der MICA-Gemismatchten mit n =12 (schwarz-gestrichelte Kurve) und dessen
kompetitivem Risiko (rote Kurven), p-Wert = 0,802. CR: kompetitives Risiko (engl.: Competitive Risk).
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Abbildung 23 Kurve der Kumulativen Inzidenzen des Relapse (engl.: Rickfall) in den Gruppen MICA*008-Trager
(heterozygot oder homozygot) mit n = 89 (schwarz-gestrichelte Kurve) versus der Restgruppe ohne MICA*008-Allel mit
n =25 (schwarze Kurve) und deren kompetitivem Risiko (rote Kurven), p-Wert = 0,18. CR: kompetitives Risiko (engl.:

Competitive Risk).
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Abbildung 24 Kurve der Kumulativen Inzidenzen des Relapse (engl.: Riickfall) in den Gruppen MICA*008-
homozygote Tréger mit n =37 (schwarz-gestrichelte Kurve) versus der Restgruppe ohne oder mit nur einem
MICA*008-Allel mit n =77 (schwarze Kurve) und deren kompetitivem Risiko (rote Kurven), p-Wert = 0,825. CR:

kompetitives Risiko (engl.: Competitive Risk).
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Abbildung 25 Kurve der Kumulativen Inzidenzen des Relapse in den Gruppen der MICA-Allele mit hoher MICA-
NKG2D-Bindungsaffinitat (MICA*001 + MICA*007) mit n = 14 (schwarz-gestrichelte Kurve) versus der Restgruppe
mit n = 100 (schwarze Kurve) und deren kompetitivem Risiko (rote Kurven), p-Wert = 0,263. CR: kompetitives Risiko
(engl.: Competitive Risk).

3313 TRM

Die kumulative Inzidenz der transplantationsassoziierten Mortalitdt (engl: transplant
related mortality, TRM) lag nach 325 Tagen bei den MICA-Gematchten bei 29,92 %. In
der Gruppe der MICA-Gemismatchten waren es nach dieser Zeit 36,4 %. Diese Werte
erreichten keine statistische Signifikanz (p = 0,653). Die graphische Darstellung der
kumulativen Inzidenzen ist in Abbildung 26 ersichtlich.

Die kumulative Inzidenz fur TRM lag in der Gruppe der MICA*008-Allel-Trager nach 325
Tagen bei 32,5 %. In der Restgruppe betrug sie 24,0 %. Der p-Wert von 0,427 zeigte keine
statistische Signifikanz. Die graphische Darstellung der Daten ist in Abbildung 27
ersichtlich.

Der Vergleich der Gruppen homozygoter MICA*008-Alleltrager zur Restgruppe mit nur
einem oder keinem MICA*008-Allel ergab keinen signifikanten Unterschied fur die
kumulative Inzidenz der TRM (p = 0,975). Sie betrug nach 325 Tagen in der MICA*008-
homozygoten Gruppe 30,6 %, die der Restgruppe lag bei 30,5 %. In Abbildung 28 sind die
Daten graphisch dargestellt.

Es bestand kein signifikanter Unterschied der TRM zwischen der 129Met und der 129Val-
Gruppe (p = 0,657, siehe Abbildung 29).
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Abbildung 26 Kurve der Kumulativen Inzidenzen der transplantationsassoziierten Mortalitét (engl.): transplant related
mortality, TRM, in den Gruppen MICA-Gematchte mit n =102 (schwarze Kurve) versus der Gruppe der MICA-
Gemismatchten mit n = 12 (schwarz-gestrichelte Kurve) und deren kompetitivem Risiko (rote Kurven), p-Wert = 0,653.
CR: kompetitives Risiko (engl.: Competitive Risk).
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Abbildung 27 Kurve der Kumulativen Inzidenzen der transplantationsassoziierten Mortalitat (engl.): transplant related
mortality, TRM, in den Gruppen MICA*008-Trager (heterozygot oder homozygot) mit n =89 (schwarz-gestrichelte
Kurve) versus der Restgruppe ohne MICA*008-Allel mit n = 25 (schwarze Kurve) und deren kompetitivem Risiko (rote
Kurven), p-Wert = 0,427. CR: kompetitives Risiko (engl.: Competitive Risk).
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Abbildung 28 Kurve der Kumulativen Inzidenzen der transplantationsassoziierten Mortalitét (engl.): transplant related
mortality, TRM, in den Gruppen MICA*008-homozygote Trager mit n = 37 (schwarz-gestrichelte Kurve) versus der
Restgruppe ohne oder mit nur einem MICA*008-Allel mit n = 77 (schwarze Kurve) und deren kompetitivem Risiko (rote
Kurven), p-Wert = 0,975. CR: kompetitives Risiko (engl.: Competitive Risk).
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Abbildung 29 Kurve der Kumulativen Inzidenzen der transplantationsassoziierten Mortalitdt (engl.): transplant related
mortality, TRM, in den Gruppen der MICA-Allele mit hoher MICA-NKG2D-Bindungsaffinitit (MICA*001 +
MICA*007) mit n =14 (schwarz-gestrichelte Kurve) versus der Restgruppe mit n =100 (schwarze Kurve) und deren
kompetitivem Risiko (rote Kurven), p-Wert = 0,657. CR: kompetitives Risiko (engl.: Competitive Risk).
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3.3.2 Multivariate Regressionsanalyse der sekundaren Endpunkte

Zur weiteren Beurteilung der konkurrierenden sekundéren Endpunkte aGvHD, Relapse
und TRM wurde die multivariate Regressionsanalyse nach dem von Fine und Gray (1999)
entwickelten Modell durchgefuhrt. Durchgefuhrt wurde diese mittels der R-Statistik-
Software. Es wurden jeweils folgende Risikofaktoren berlcksichtigt: Geschlecht des
Patienten, Geschlechtskompatibilitdt, Diagnose (stratifiziert), Konditionierungsschema
(myeloablativ oder RIC), Stammzellquelle (BM oder PBSC), Patientenalter (zum
Zeitpunkt der Tx), GvHD-Prophylaxe (Methotrexat plus Cyclosporin A oder Andere),
Krankheitsstadium (ordinal). Verglichen wurden die Ergebnisse von Patienten, bei denen
MICA-Ubereinstimmung vorlag, zur Restgruppe. AuRerdem wurden Patienten, die
mindestens ein MICA*008-Allel besalien, der Restgruppe, die kein Allel der *008-Gruppe
besal3, gegentibergestellt. Die Gruppe der MICA*008-homozygoten Tréger wurden mit der
Restgruppe verglichen, die entweder nur ein MICA*008-Allel oder keines besalien.
Statistisch nicht signifikante Variablen wurden belassen, wenn sie definiertes Ziel der
Untersuchung in dieser Arbeit waren, oder auch dann, wenn es sich dabei um international

anerkannte Risikofaktoren aus dem Bereich der HSCT-Forschung handelte.

3.3.2.1 aGvHD

Mit steigendem Alter kam es pro Lebensjahr zu einem 5 % hdoheren Risiko, eine aGvHD
zu erleiden. Die Art der Stammzellquelle wirkte sich statistisch nicht signifikant auf das
Auftreten der aGvHD aus.

Das Vorliegen eines MICA-Mismatch fuhrte zu einer 1,9-fachen Hazardrate, jedoch war
der Wert nicht signifikant (s. Tabelle 15). Das Vorliegen eines MICA*008-Allels fiihrte zu
einer signifikanten, nahezu 8-fachen Steigerung der Hazardrate fiir das Auftreten der
aGvHD. Homozygotes Vorliegen des MICA*008-Allels war hingegen nur mit einer 1,8-
fachen Steigerung assoziiert (s. Tabelle 15).
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Tabelle 15 Ergebnisse der multivariaten Regressionsanalyse der aGvHD. ALL: akute lymphatische
Leukdmie, AML: akute myeloische Leukdmie, CML: chronische myeloische Leukémie,
MDS/MPN = Myelodysplastisches Syndrom/Myeloproliferative Neoplasie, unter ,,Andere Erkrankung* sind
zusammengefasst: Lymphome, Multiples Myelom/Plasmozytom, Aplasie und chronisch lymphatische
Leukdmie/CLL, MA: myeloablativ (engl.), RIC (engl.): reduced intensity conditioning, PBSC (engl.):
peripheral blood stem cells, KM: Knochenmark, MICA-129Val: Allele mit Valin an Position 129
MICA*004, *008, *016)., MICA129Met: Allele mit Methionin an Position 129 (MICA*001, *007).

Multivariate Regressionsanalyse der aGvHD
95,0 %
Konfidenzintervall
fir HR
Variable Signifikanz HR Untere Obere
Patientenalter nominal 0,012 1,05 1,01 1,08
KM - 1,00 - -
Stammzellquelle PBSC 0,292 0,72 0,39 1,32
match - 1,00 - -
MICA-Ubereinstimmung mismatch 0,41 1,85 0,43 8,01
Restgruppe - 1,00 - -
MICA*008-Allel *008-Trager 0,01 7,96 1,64 38,56
MICA*008-Allel Restgruppe - 1,00 - -
Homozygotie *008-homozygot 0,054 1,84 0,99 3,44
MICA-129- 129Val-Gruppe - 1,00 - -
Polymorphismus 129Met-Gruppe 0,333 1,95 0,5 7,59

3.3.2.2 Relapse

Als stérkster Risikofaktor fur Relapse erwies sich die Verwendung von peripheren
Blutstammzellen statt aus Knochenmark gewonnenen Stammzellen. Hier stieg das relative
Risiko fiir Relapse auf den 4-fachen Wert. Als weiterer Risikofaktor fur Relapse erwies
sich die Art der Konditionierung. Wurde diese mit reduzierter Intensitdt (RIC)
durchgefiihrt, kam es zu einer Steigerung der Hazardrate auf das 2,5-fache. Die Analyse
des Krankheitsstadiums ergab nur fir Stadium Il signifikante Werte. Hier zeigte sich eine
2,5-fach hohere Hazardrate als im Stadium I. Die Art der aGvHD-Prophylaxe hatte keinen
signifikanten Einfluss auf die Relapserate.

MICA-Mismatching wirkte sich nicht signifikant auf die Relapserate aus. Das Vorliegen
des MICA*008-Allels halbierte die Wahrscheinlichkeit eines Relapse. Beim homozygoten
Vorliegen war dieser Trend ebenfalls zu erkennen. Jedoch waren diese Werte nicht

signifikant. Die Werte sind in Tabelle 16 aufgefihrt.
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Tabelle 16 Ergebnisse der multivariaten Regressionsanalyse des Relapse. ALL: akute lymphatische
Leukdmie, AML: akute myeloische Leukdmie, CML: chronische myeloische Leukamie,
MDS/MPN = Myelodysplastisches Syndrom/Myeloproliferative Neoplasie, unter ,,Andere Erkrankung* sind
zusammengefasst: Lymphome, Multiples Myelom/Plasmozytom, Aplastische Andmie und chronisch
lymphatische Leukdmie/CLL, MA: myeloablativ (engl.), RIC (engl.): reduced intensity conditioning, PBSC
(engl.): peripheral blood stem cells, KM: Knochenmark, MICA-129Val: Allele mit Valin an Position 129
MICA*004, *008, *016)., MICA129Met: Allele mit Methionin an Position 129 (MICA*001, *007).

Multivariate Regressionsanalyse des Relapse
95,0 %
Konfidenzintervall
fir HR
Variable Signifikanz HR Untere Obere
1 - 1,00 - -
2 0,08 2,45 0,9 6,67
Krankheitsstadium 3 0,744 1,27 0,3 5,43
standard - 1,00 - -
aGvHD-Prophylaxe low 0,482 0,72 0,29 1,79
MA - 1,00 - -
Konditionierung RIC 0,025 2,46 1,12 5,4
KM - 1,00 - -
Stammzellquelle PBSC 0,007 4,23 15 11,95
match - 1,00 - -
MICA-Ubereinstimmung mismatch 0,906 0,91 0,19 4,39
Restgruppe - 1,00 - -
MICA*008-Allel *008-Trager 0,314 0,53 0,16 1,82
MICA*008-Allel Restgruppe - 1,00 - -
Homozygotie *008-homozygot 0,746 0,85 0,31 2,3
MICA-129- MICA-129-Val - 1,00 - -
Polymorphismus MICA-129-Met 0,653 1,35 0,36 5,04
3.3.2.3 TRM

Mit zunehmendem Alter kam es pro Lebensjahr zu einem Anstieg der Inzidenz der TRM
um 6%. Die anderen untersuchten Risikofaktoren hatten keinen statistisch signifikanten
Einfluss auf die TRM.

Das Vorliegen eines Mismatch der MICA-Allele oder das Vorhandensein des MICA*008-
Allels flhrte jeweils zu einer Verdopplung der Hazardrate der TRM. Auch das Vorliegen
der MICA-129Met-Variante hatte eine Steigerung der hazardrate um das 1,8-fache zur
Folge. Die Werte erreichten jedoch keine statistische Signifikanz. Die Daten sind in
Tabelle 17 abgebildet.
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Tabelle 17 Ergebnisse der multivariaten Regressionsanalyse der transplantationsassoziierten Mortalitat
(TRM). ALL: akute lymphatische Leukdmie, AML: akute myeloische Leukdmie, CML: chronische
myeloische Leukamie, MDS/MPN = Myelodysplastisches Syndrom/Myeloproliferative Neoplasie, unter
»Andere Erkrankung“ sind zusammengefasst: Lymphome, Multiples Myelom/Plasmozytom, Aplasie und
chronisch lymphatische Leukamie/CLL, MA: myeloablativ (engl.), RIC (engl.): reduced intensity
conditioning, PBSC (engl.): peripheral blood stem cells, KM: Knochenmark, MICA-129Val: Allele mit
Valin an Position 129 (MICA*004, *008, *016)., MICA129Met: Allele mit Methionin an Position 129

MICA*001, *007).

Multivariate Regressionsanalyse der TRM

95,0 %
Konfidenzintervall
fur HR
Variable Signifikanz HR Untere | Obere

Patientenalter nominal 0,047 1,06 1 1,12
1 - 1,00 - -

2 0,252 1,72 0,68 4,36

Krankheitsstadium 3 0,848 1,13 0,31 4,12
match - 1,00 - -

Geschlechtsiibereinstimmung | mismatch 0,451 1,35 0,62 2,95
MA - 1,00 - -

Konditionierung RIC 0,455 0,66 0,23 1,95
KM - 1,00 - -

Stammzellquelle PBSC 0,081 2,19 0,91 5,3
match - 1,00 - -

MICA-Ubereinstimmung mismatch 0,217 2,38 0,6 9,41
Restgruppe - 1,00 - -

MICA*008-Allel *008-Trager 0,235 2,53 0,55 11,73
Restgruppe - 1,00 - -

MICA*008-Allel homozygot *008-homozygot 0,891 1,07 0,41 2,81
MICA-129-Val - 1,00 - -

MICA-129-Polymorphismus MICA-129-Met 0,453 1,79 0,39 8,18
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4 Diskussion

Mit der steigenden Anzahl an h&matopoetischen Stammzelltransplantationen und der
Zunahme an potenziellen Stammzellspendern wéchst das Interesse an der immer exakteren
Abstimmung transplantationsrelevanter Antigene zwischen Spendern und Empfangern. Die
Kompatibilitat zwischen HLA-Klasse I- und II-Molekdlen gilt hierbei als bedeutendster
prognostischer Faktor fur das Outcome nach HSCT (Tay et al. 1995, Speiser et al. 1996,
Flomenberg et al. 2004, Loiseau et al. 2007, Lee et al. 2007, Robin et al. 2013, Frst et al.
2013). Im Laufe der Etablierung der HSCT wurden daher immer mehr HLA-Antigene in
die routineméllige Typisierung mit eingeschlossen. In Deutschland wird eine HLA-
Kompatibilitdt von 10/10 angestrebt, d.h. dass Spender und Empfanger in den Genorten
HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 kompatibel sein sollten. VVor allem hierdurch lassen sich
mittlerweile mit allogenem Spendermaterial nahezu vergleichbare Ergebnisse erzielen wie
bei Verwendung eines HLA-identischen Spenders aus der Familie (Gupta et al. 2010,
Perez 2011, Saber et al. 2012). In den letzten Jahren wurden auferdem deutliche
Fortschritte in der Optimierung der Konditionierungsschemata, der aGvHD-Prophylaxe
und der Behandlung opportunistischer Infektionen gemacht, welche die
Transplantationsergebnisse insgesamt verbessert haben (Gooley et al. 2010). Gerade ein
haufiges Auftreten von gefahrlichen Komplikationen wie der aGvHD bei allogener HSCT
stellt jedoch weiterhin eine grofRe Herausforderung an die Transplantationsmedizin dar
(Peccatori et Ciceri 2010). Der  Grund  fir diese  immunologisch  vermittelten
Abstossungsprozesse ist vermutlich das VVorhandensein weiterer, transplantationsrelevanter
Gewebsantigene, die durch die bisher gangigen Typisierungen nicht erfasst werden (Zou et
al. 2007). Es werden gegenwaértig verschiedene antigene Strukturen untersucht, fiir die ein
Einfluss auf das Transplantationsergebnis vermutet wird. Hierzu gehdren die Minor-
Histokompatibilitatsantigene (Heinemann 2004, Recker 2012), verschiedene Zytokine
(Ferrara 2000), die Killer immunoglobulin-like receptors (KIR) (Babor et al. 2013, Bastos-
Oreiro et al. 2015) und auch die in dieser Arbeit untersuchten MICA-Antigene.

4.1 Einfluss der klinischen Risikofaktoren

In die Analysen wurden Risikofaktoren aufgenommen, die potenziell das Ergebnis bei
hamatopoetischen  Stammzelltransplantationen  beeinflussen. Hierzu gehéren das
Geschlecht des Patienten, Geschlechtskompatibilitat, Diagnose, Konditionierungsschema

(myeloablativ oder RIC), Stammzellquelle (BM oder PBSC), Patientenalter (zum
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Zeitpunkt der Tx), GvHD-Prophylaxe (Methotrexat plus Cyclosporin A oder Andere) und
das Krankheitsstadium.

4.1.1 Diagnose
Die Art der Grunderkrankung ist in der géngigen Literatur ein wichtiger Einflussfaktor fur

das Gesamtlberleben (Imamura et al. 2006) und die Relapseinzidenz (Aschan 2006) bei
HSCT. Auch in unserer Studie gab es grosse Unterschiede im Uberleben in Abhéangigkeit
von der Grunderkrankung. Das beste Uberleben hatten Patienten mit einer CML, dann
folgten in absteigender Reihenfolge Patienten mit MDS/MPN, ALL und AML. Der
Risikofaktor ,,Grunderkrankung® wurde daher in die multivariate Analyse mit der Cox-

Regression eingeschlossen.

4.1.2 Stammzellquelle

Transplantate aus peripheren Blutstammzellen enthalten etwa 10 Mal mehr T- und B-
Zellen als Transplantate aus Knochenmark (Storek et al. 2001). Da diese Zellen nach der
Transplantation zum Teil lange uberleben, scheinen ihre Empfanger seltener an
schwerwiegenden Infektionen zu erkranken als bei der Verwendung von Knochenmark
(Storek et al. 2001). In mehreren Studien konnte nach Transplantation von PBSC
auflerdem ein schnellerer Anstieg der Neutrophilen und Thrombozyten, und somit eine
schnellere Immunrekonstitution, verglichen mit jener bei der Transplantation von
Knochenmark, nachgewiesen werden (Storek et al. 2001, Bensinger et al. 2001, Demiriz et
al. 2012). Begleitet wurde dieser Effekt von unverénderter oder etwas geringerer
Relapserate bei gleichbleibender (Demiriz et al. 2012) oder leicht gesteigerter Inzidenz der
aGvHD (Powles et al 2000, Bensinger et al. 2001) und chronischer GvHD (Demiriz et al.
2012, Holtick et al. 2014). Insgesamt flihrten diese Effekte bisher mindestens zu
vergleichbaren Ergebnissen zwischen beiden Stammzellquellen (Holtick et al. 2014) und
insbesondere bei Hochrisikopatienten zu besserem Gesamtlberleben und ldngerem
krankheitsfreien Uberleben bei Verwendung von PBSC (Storek et al. 2001).

In der vorliegenden Studie konnten diese Beobachtungen nicht bestatigt werden. In der
univariaten Analyse wurde eine signifikant bessere 5-Jahres-Uberlebensrate von 62 % bei
Verwendung von Knochenmark im Gegensatz zu 28,8 % in der PBSC-Gruppe (p < 0,001)
nachgewiesen. In der multivariaten Analyse lieR sich dieses Ergebnis ebenfalls signifikant
reproduzieren (HR =4,413; 95 %Kl =2,378-8,189; p =<0,001). Der Literatur zufolge
waére ein etwa vergleichbares Ergebnis in beiden Gruppen zu erwarten gewesen (Wu et al.

2015). In einer Studie von Eapen et al. wurde zwar ebenfalls ein schlechteres Outcome bei
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Verwendung von PBSC beschrieben, allerdings handelte es sich bei seiner Kohorte
ausschlieBlich um Kinder (Eapen et al. 2004). Patienten <18 Jahre waren in der
vorliegenden Studie jedoch ausgeschlossen, weshalb ein direkter Vergleich nicht mdglich
war. Die Suche nach potenziellen Verzerrungen innerhalb der Gruppen ergab keine
Erklarung. Altersverteilung und Krankheitsstadien waren in beiden Gruppen vergleichbar.
Da der Zeitpunkt der Transplantationen relativ lange zurtickliegt, bestanden
moglicherweise  noch  erhebliche  Unterschiede innerhalb  der verschiedenen
Behandlungsstrategien, wie z.B. bei der Infektionsprophylaxe oder der Beherrschung der
aGvHD. Auch hat sich mittlerweile das Verhaltnis von Knochenmark-Transplantaten zu
peripheren Stammzelltransplantaten zugunsten der PBSC verschoben. Lag es in unserer
Kohorte noch bei 42 % zu 58 %, liegt es heute bei etwa 25 % zu 75 % (Korbling et
Freireich 2011).

4.1.3 Krankheitsstadium

Das Krankheitsstadium gilt in der Literatur als ein wichtiger prognostischer Parameter fur
das Outcome bei HSCT (Henslee-Downey 1997, Craddock et al. 2010, Zhou et al. 2012,
Bokhari et al. 2012). Es stellt auBerdem einen Risikofaktor fur die Relapserate dar, die mit
steigendem Krankheitsstadium zunimmt (Aschan 2006, Craddock et al. 2010). Auch in
unserer Studienkohorte wurde das Gesamtiiberleben sowie das krankheitsfreie Uberleben
hochsignifikant davon beeinflusst, in welchem Krankheitsstadium die HSCT durchgefiihrt
wurde. Wihrend das 5-Jahres-Uberleben im frilhen Krankheitsstadium (n = 47) bei 57,2 %
lag, war es im intermedidren Stadium (n = 35) bereits auf 26,7 % gesunken und betrug im
fortgeschrittenen  Krankheitsstadium (n=15) noch 13,3% (p<0,001). Beim
krankheitsfreien Uberleben war ein &hnliches Ergebnis zu beobachten. Hier lag im frithen
Krankheitsstadium das krankheitsfreie Uberleben nach 5 Jahren bei 53,2%, im
intermedidren Stadium bei 23,9 % und im fortgeschrittenen Krankheitsstadium bei 13,3 %
(p =0,001). In der multivariaten Analyse zeigte sich im intermedidren Stadium eine 1,6-
fache Steigerung der Hazardrate (HR) im Vergleich zum frihen Krankheitsstadium
(HR =1,607; 95 %KI =0,813-3,176; p = 0,172). Im fortgeschrittenen Stadium stieg diese
im Vergleich zum frihen Stadium auf das 3-fache an (HR = 2,96; 95 %KI = 1,268-6,908;
p =0,012).

4.1.4 Patientenalter

Das Alter der Patientenkohorte zum Zeitpunkt der Transplantation lag im Median bei 41,5

Jahren (Spannweite: 18 — 62 Jahre) und hatte deutlichen Einfluss auf das Gesamtiiberleben.

66



Pro zunehmendem Lebensjahr verschlechterte sich das Gesamtiiberleben um 4,3 %
(HR =1,043; 95 %Kl =1,011-1,077; p =0,008). Das schlechtere Outcome bei &lteren
Patienten wird auch in der Literatur beschrieben (Eapen et Rocha 2008, Zhou et al. 2012,
Bokhari et al. 2012).

4.1.5 Konditionierungsverfahren

Ein Grund fur das schlechte Outcome bei &lteren oder multimorbiden Patienten ist die hohe
Toxizitat der myeloablativen Konditionierungsbehandlung, die eine hohe Mortalitat durch
TRM mit sich bringt (Peccatori et Ciceri 2010). In den letzten zwei Jahrzehnten wurden
neue Konditionierungsschemata mit reduzierter Intensitat (RIC) entwickelt, welche noch
ausreichend immunosuppresiv sind, um das Engraftment der Spenderzellen zu
ermoglichen, und gleichzeitig durch verminderte Gewebetoxizitat in der Lage sind, die
Rate der TRM zu senken. Zwar erkaufte man sich diesen Effekt mit einer hoheren
Relapseinzidenz (Dreger et al 2005). Auch blieb ein positiver Effekt auf die aGvHD aus
(Luger et al. 2012). Trotzdem wurde die HSCT erst durch die RIC auch fiir dltere Patienten
und Patienten mit Komorbiditaten eine ausreichend sichere und effektive Therapie
(Peccatori et Ciceri 2010, Craddock et al. 2010, Hamadani et al. 2011, Ribera 2011).

In der univariaten Analyse fuhrte die myeloablativ behandelte Gruppe, verglichen zur
Gruppe, die mittels RIC vorbehandelt wurden, zu signifikant besserem OS und DFS.
Erklart werden konnte dieser Unterschied dadurch, dass die RIC aus den oben genannten
Grinden Uberwiegend bei Hochrisikopatienten, zu denen auch &ltere Menschen gehdren,
zur Anwendung kam. In der myeloablativ behandelten Gruppe lag das mediane
Lebensalter bei 39 Jahren und damit deutlich niedriger als in der RIC-Gruppe, mit
medianem Lebensalter von 47 Jahren. In der multivariaten Analyse ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede beider Gruppen.

4.1.6 GvHD-Prophylaxe
Vor allem nach allogener HSCT kommt es hadufig durch T-Zellen des Spender-

Immunsysstems zur Ausbildung der aGvHD (Ferrara et al. 2009), die wegen ihrer hohen
Mortalitat gefirchtet ist. Es gab mehrere Versuche, die T-Zellen des Spendermaterials zu
entfernen, um dieser geféhrlichen Erkrankung vorzubeugen. Hierdurch kommt es zwar zu
einem Ruickgang der aGvHD, jedoch steigt parallel hierzu die Relapseinzidenz an. Dies ist
auf den fehlenden Graft-versus-Leukédmie-Effekt (GvL-Effekt) zuriickzufuhren, bei dem
v.a. T-Lymphozyten des Spenderimmunsystems zytotoxisch auf Tumorzellen des

Empfangers wirken und diese eliminieren (Horowitz et al. 1990, Mavroudis et Barrett
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1996, Kim et al. 2007). Insgesamt gibt es somit bisher keinen signifikanten
Uberlebensvorteil durch Reduktion der aGvHD (Champlin et al. 2000). Es gibt jedoch
neuerdings Ansétze, die darauf abzielen, die aGvHD und den GvL-Effekt voneinander zu
trennen, um den Vorteil des GvL-Effektes ohne den nachteiligen Effekt der aGvHD zu
nutzen (Warren et Deeg 2013). Hierzu werden im Rahmen einer GvHD-Prophylaxe auch
niedrig dosierte Schemata angewandt. Die Verwendung des Standard-Schemas war,
verglichen mit niedrig dosierten Schemata, in der multivariaten Analyse mit signifikant
schlechterem Uberleben assoziiert (HR = 2,574; 95%KI = 1,095-6,049; p = 0,03).

4.2 Bedeutung der MICA-Allele

MICA ist ein Antigen, das vorrangig von gastrointestinalen Epithelzellen exprimiert wird
(Groh et al.1998, Zwirner 1999). Es ist stressinduzierbar, was bedeutet, dass seine
Expression durch Zellstress gesteigert wird. Seine extrazellularen Anteile fiihren als
Ligand des NKG2D-Rezeptors zur Aktivierung seiner jeweiligen Tragerzelle, v.a. NK-
Zellen und yé-T-Lymphozyten (Zou et al. 2002). NK-Zellen gehtéren zu den ersten
Immunzellen, die nach hamatopoetischer Stammzelltransplantation ihre Funktionalitét
wiedererlangen (Kalwak et al. 2003). Es ist daher anzunehmen, dass sie die
immunologische Regenerationsphase und mdglicherweise auch die Entwicklung der
aGvHD entscheidend beeinflussen (Pittari et al. 2010). Ziel dieser Arbeit war es, den
Einfluss von MICA auf das Outcome bei der HSCT zu untersuchen. Hierzu war es
erforderlich, den fur die Auswertung stérenden HLA-Mismatch-Effekt zu minimieren,
weshalb nur Patienten-Spender-Paare in die Studie eingeschlossen wurden, die
hochauflosend HLA-typisiert (HLA-A, -B, -C, -DRB1, und -DQB1) und -gematcht waren.
Untersucht wurde der Effekt eines MICA-Mismatch zwischen Spender und Empfanger,
sowie der Einfluss des in allen Populationen am h&ufigsten vorkommenden Allels, des
MICA*008-Allels, auf die klinischen Endpunkte OS, DFS, aGvHD, Relapse und TRM.
AuBerdem belegen mehrere Studien, dass MICA-Allele aufgrund eines Polymorphismus
unterschiedlich starke Bindungsaffinitdit zum korrespondierenden NKG2D-Rezeptor
besitzen (Steinle et al. 2001, Isernhagen 2014). Es wurden daher zwei Gruppen gebildet,
um diesen Effekt zu untersuchen. Die Gruppe der Allele mit hoher Bindungsaffinitat nach
Steinle (MICA*001 + MICA*007) wurde mit der Restgruppe verglichen. Untersucht
wurde ihr Einfluss im Hinblick auf das Gesamtlberleben, das DFS, die aGvHD, Relapse
und TRM.
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42.1 MICA-129-Polymorphismus

Den genannten Studien zufolge binden Allele mit Methionin an Position 129 (MICA-129-
Met-Variante: MICA*001, *007) 10-bis 50-fach starker an den NKG2D-Rezeptor als
Allele mit Valin in dieser Position (MICA-129-Val-Variante: MICA*004, *008, *016)
(Steinle et al. 2001, Isernhagen 2014). Dies konnte den Aktivierungsgrad von NKG2D-

tragenden Zellen beeinflussen (Isernhagen 2014) und sich somit auf die Entstehung der

aGvHD oder auf das Gesamtuberleben auswirken.

In einer Studie von Anderson konnte beim Vergleich der Gruppen mit unterschiedlichen
NKG2D-Bindungsaffinitaten kein signifikanter Unterschied beziglich des Auftretens der
aGvHD festgestellt werden (Anderson et al. 2009). In der vorliegenden Arbeit war jedoch
ein deutlicher Trend zu schlechterem Uberleben in der Gruppe mit hoher Bindungsaffinitat
(MICA-129Met-Variante) zu erkennen, wenngleich die Ergebnisse keine statistische
Signifikanz aufwiesen. Das 5-Jahres-Uberleben lag hier in der MICA-129-Met-Gruppe bei
21,4% und erreichte in der Gruppe der MICA-129-Val-Variante 455%. In der
multivariaten Analyse liel} sich dieses Ergebnis reproduzieren. Die Hazardrate lag etwa
1,6-mal so hoch wenn ein Allel mit stiarkerer Bindungsaffinitdit vorlag
(HR = 1,593; 95%KI = 0,64-3,965; p = 0,317).

4.2.2 Ubereinstimmung der MICA-Allele
Obwohl die Spender-Empfanger-Paare vor der HSCT nicht auf ihre MICA-
Ubereinstimmung hin untersucht wurden, lag die Rate an MICA-Matching bei 89,5 % (102

von 114 Spender-Empfanger-Paaren). Diese hohe ,,zufillige” Rate an MICA-Matching bei
HLA-gematchten Spender-Emfpéanger-Paaren lasst sich durch die direkte Nachbarschaft
des HLA-B- und des MICA-Genortes im MHC erklaren. Hierdurch kommt es zum sog.
Kopplungsungleichgewicht (engl.: linkage disequilibrium), was bedeutet, dass sich die
Allelverteilung in der Bevolkerung nicht im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befindet
(Tian et al. 2001, Gao et al. 2006, Parmar et al. 2009). Durch Matching der HLA-B-Gene
kam es somit zu einer Haufung von MICA-Matching. Die Haufigkeit der MICA-
Mismatche in der untersuchten Kohorte lag bei 10,5 % (12 von 114 Spender-Empfanger-
Paaren). Dieser Wert ist vergleichbar mit dem aus einer Studie von Parmar et al. (HLA-
Kompatibilitdt 10/10), wo der Anteil an Mismatching von MICA zwischen Spendern und
Empfangern 8,4 % betrug (Parmar et al. 2009). Bei allen Paaren handelte es sich in unserer
Kohorte um ein inkomplettes Mismatch, d.h. dass Patienten-Spenderpaare im MICA-
Genotyp jeweils in einem Allel Ubereinstimmten und sich im anderen unterschieden.
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Aktuelle  Studien zeigen, dass MICA-Mismatch bei der hé&matopoetischen
Stammzelltransplantation zu gesteigerter Inzidenz der aGvHD und zu schlechterem
Uberleben filhren (Tay et al. 1995, Kitcharoen et al. 2006, Parmar et al. 2009). Eine kleine
Studie von Anderson (Anderson et al. 2009) kommt zwar hier zu einem anderen Ergebnis,
jedoch war in der dort untersuchten Kohorte nur ein einziges MICA-Mismatch vorhanden,
weshalb ihre Aussagekraft als gering einzustufen ist. In der vorliegenden Arbeit konnte ein
nachteiliger Effekt auf das Gesamtuiberleben gezeigt werden. Bei Vorliegen eines MICA-
Mismatch gab es einen Trend zu schlechterem Uberleben mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von 33,3 % gegeniiber 43,6 % bei MICA-gematchten Paaren (p = 0,598).
In der multivariaten Analyse war der Unterschied mit einer 2,5-fachen Hazardrate bei
MICA-Mismatching noch deutlicher und erreichte statistische Signifikanz (HR = 2,53;
95 %K1 = 0,995-6,432; p =0,051). Auch war das krankheitsfreie Uberleben signifikant
kirzer (HR = 2,305; 95 %KI = 0,927-5,735; p = 0,072).

Das schlechtere Outcome bei MICA-Mismatch liel} sich zum Teil auf eine gesteigerte
Inzidenz der TRM zuriickfihren. In der univariaten Analyse lag die kumulative Inzidenz
des therapieassoziierten Versterbens bei MICA-Gematchten bei 29,92 % und in der
Gruppe der MICA-Gemismatchten bei 36,4 % (p = 0,653). Die multivariate Analyse der
konkurrierenden Ereignisse zeigte diesen Trend mit einer 2,4-fach gesteigerten Hazardrate
bei MICA-Mismatch noch deutlicher, war aber ebenfalls aufgrund der relativ geringen
Mismatch-Fallzahlen nicht statistisch signifikant (HR =2,38; 95 %KI =0,6-9,41,
p=0,217). In einer Studie von Parmar wurde das schlechtere Outcome bei MICA-
Mismatch hauptdchlich durch gesteigerte aGvHD erklart (Parmar et al. 2009). Dieser
Effekt war in der vorliegenden Studie in der multivariaten Analyse der sekundéren
Endpunkte ebenfalls zu beobachten. Hier gab es einen deutlichen Trend zu hdufigerem
Auftreten der aGvHD bei MICA-Mismatch, der statistisch nicht signifikant war
(HR = 1,85; 95 %Kl =0,43-8,01; p = 0,41).

Die in unserer Studie als auch in der Literatur beschriebene gesteigerte Inzidenz der
aGvHD (Parmar et al. 2009, Askar et al. 2014) ist durchaus nachvollziehbar, denn MICA-
Expression findet hauptséchlich auf Epithelzellen und insbesondere dem gastrointestinalen
Epithel statt (Groh et al. 1996). Dieses ist als generell besonders anfallig fir aGvHD
beschrieben worden (Zwirner 1998). Endothelzellen wird eine bedeutende Rolle im
Abstollungsprozess bei allogener Gewebetransplantation zugeschrieben (Regele 2008). Sie
bieten eine gute Angriffsfliche fur alloreaktive Antikorper und sind an der Steuerung
immunologischer Prozesse beteiligt (Regele 2008). Hinzu kommt, dass MICA-Expression
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als ein Zeichen von Zellstress durch mehrere Faktoren gesteigert sein durfte. Zum einen
durch die Toxizitat der Konditionierungsbehandlung mit einer daraus resultierenden
Anhaufung von Immunzellen, als auch durch die Pathophysiologie der aGvHD mit der
Ausschittung einer immensen Anzahl an Zytokinen (Ferrara 2000, Gannagé et al. 2008).
NK-Zellen mit ihrem spezifischen NKG2D-Rezeptor fur MICA binden an die vermehrt
MICA-exprimierenden Epithelzellen und lysieren diese. Die Effekte machen sich
insbesondere bei den Zellen des Gastrointestinaltraktes bemerkbar und verursachen als
eines der Leitsymptome der aGvHD gastrointestinale Beschwerden (Groh et al. 1996,
Gannage et al. 2008, Elsner et al. 2010). AuBerdem konnten spezifische Antikdrper gegen
inkompatible MICA-Epitope die Tragerzellen schadigen (Zhang et Stastny 2006).
Hinweise hierzu liefern Studien tber Transplantatabsto3ung solider Organe. Hier konnte in
den Seren von Patienten, bei denen es zur TransplantatabstoBung kam, Antikorper gegen
MICA nachgewiesen werden (Zwirner et al. 2000). Aulerdem war eine hohere
TransplantatabstoBung zu beobachten, wenn die Empfanger zuvor gegen MICA
sensibilisiert worden waren (Zou et al. 2007). Dieser Effekt wurde als besonders
ausgepragt beschrieben, wenn aufgrund guter HLA-Ubereinstimmung ein eher geringes
immunologisches Risiko zu erwarten war (Zou et al. 2007).

Wie auch in der Literatur beschrieben, verhielt sich die Relapse-Inzidenz umgekehrt
proportional zur Inzidenz der aGvHD (Sullivan et al. 1989, Kim et al. 2007, Peccatori et
Ciceri 2010). So gab es einen Trend zu sinkender Relapse-Inzidenz bei MICA-
Gemismatchten. Die kumulative Inzidenz des Relapse erreichte in der Patientengruppe der
MICA-Gematchten 33,3% und in der Gruppe der MICA-Inkompatiblen 27,3 %
(p =0,802). In der multivariaten Analyse war kein Einfluss eines MICA-Mismatch auf die
Relapserate zu erkennen (HR = 0,91; 95 %KI = 0,19-4,39; p = 0,906).

423 MICA*008-Allel
In populationsgenetischen Studien zur Verteilung der MICA-Allele ist das MICA*008-

Allel bei Kaukasiern sowie bei Nicht-Kaukasiern das am haufigsten vorkommende Allel.
Diese Gruppe wurde daher gesondert untersucht. Sein Anteil in der Bevolkerung betrégt in
der Literatur zwischen 28 % und 55 %, wobei asiatische und afrikanische Populationen die
niedrigsten Anteile besitzen und Uber die Halfte aller Kaukasier Alleltrdger sind
(Petersdorf 1999, Katsuyama et al. 1999, Tian et al. 2001, Marin et al. 2004, Gao et al.
2006). In der hier untersuchten Kohorte lag die Allelfrequenz des MICA*008-Allels bei
55,3 %. 89 von 114 Patienten (78,1 %) waren MICA*008-Allel-Trager. Dieser relativ hohe
Prozentsatz ist zum einen auf den hohen Anteil von Kaukasiern in dieser
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mitteleuropdischen Kohorte zurlickzufiihren. AuBerdem kam es durch das retrospektive
Design der Studie mit dem Einschluss von nur 10/10 gematchten Spender-Empféanger-
Paaren zu einer Selektion hin zu haufig vorkommenden Allelen. Bei 37 der MICA*008-
Tréger (41,6 %) lag das Allel homozygot vor, bei 52 Patienten (58,4 %) heterozygot.
Untersucht wurde die Gruppe mit mindestens einem MICA*008-Allel im Vergleich zur
Restgruppe. Die Gruppe der MICA*008-homozygoten Trager wurde gesondert untersucht
und ebenfalls mit der Restgruppe verglichen.

MICA*008-Allele gehdren zu einer Gruppe von Allelen, die auch als MICA*AL.1 bekannt
sind (Suemizu et al. 2002). Diese Allele weisen einen wichtigen Unterschied zu anderen
MICA-Allelen auf. Sie besitzen eine Guanin-Insertion in dem fir die Transmembran-
Region codierenden Bereich innerhalb des Exon 5’STR, was zu einem Frameshift und
hierdurch zu einem vorzeitigen Stop-Codon fuhrt. Das exprimierte Protein hat in der Folge
eine abgeschnittene Transmembran-Region und keinen, bzw. einen sehr kurzen
zytoplasmatischen Schwanz (Mizuki et al. 1997, Ashiru et al. 2013). Diese Mutation fiihrt
insbesondere aufgrund einer abweichenden Oberflachenexpression zu deutlich
unterschiedlichen biologischen Funktionen (Suemizu et al. 2002). Typischerweise wandern
Molekile intakter MICA-Allele zur basolateralen Zell-Oberflache intestinaler
Epithelzellen, dem Ort, an dem der hauptséchliche Kontakt mit intraepithelialen
Lymphozyten, den T-Zellen und NK-Zellen, stattfindet. Der zytoplasmatische Schwanz
fungiert dabei als Zuordnungsmerkmal, welches das Molekil zur basolateralen
Zellmembran diktiert (Suemizu et al. 2002). Fehlt der zytoplasmatische Schwanz, so wie
beim MICA*008-Allel, ordnen sich die Molekule stattdessen in ungerichteter Weise an der
apikalen Zellmembran seiner Tragerzelle an (Suemizu et al. 2002). Dieser Unterschied
scheint Auswirkungen auf die immunbiologische Funktion dieser Allele zu haben. Zwar
lieR sich beim Vergleich der MICA*008-Trager-Gruppe (5-Jahres-Uberleben = 43,2 %)
mit der Restgruppe (5-Jahres-Uberleben =40 %) kein signifikanter Einfluss auf OS
(p =0,918) und DFS (p =0,691) feststellen. Auch in der homozygoten Gruppe gab es
keinen signifikanten Unterschied in Hinblick auf das OS (p =0,548) und das DFS
(p = 0,288). Jedoch konnte in der Gruppe der MICA*008-Tréger eine signifikant héhere
Rate der aGvHD nachgewiesen werden. Diese Beobachtung deckt sich mit der aus einer
Studie von Parmar et al. 20009.

In der Gruppe der MICA*008-Alleltrdger der Patienten fand sich zundchst in der
univariaten Analyse eine hochsignifikant hohere kumulative Inzidenz der aGvHD. Sie
erreichte hier 48,8 % und lag in der Restgruppe bei 12,0 % (p = 0,001). Bei Homozygotie
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fir das MICA*008-Allel stieg die kumulative Inzidenz der aGvHD weiter auf 57,6 % und
lag in der Restgruppe bei 32,4% (p=0,016). In der multivariaten Analyse der
konkurrierenden Endpunkte lie3 sich unter Einschluss der signifikanten Risikofaktoren in
der Gruppe der MICA*008-Alleltrager eine signifikante, nahezu 8-fache Steigerung der
Inzidenz der aGvVHD im Vergleich zur Restgruppe feststellen (HR = 7,96; 95 %KI = 1,64-
38,56; p = 0,01). In der Gruppe der homozygoten MICA*008-Alleltrager war dieser Effekt
in der multivariaten Analyse ebenfalls, wenn auch schwadcher, ausgepragt (HR = 1,84,
95%KI1 = 0,99-3,44; p = 0,054). Anderson et al. hatten in ihrer Studie zwar gegensatzliche
Ergebnisse, namlich ein verringertes Auftreten der aGvHD bei Vorliegen von MICA*008
festgestellt (Anderson et al. 2009). Jedoch handelte es sich hierbei aufgrund der geringen
GroRe der Kohorte mit 38 Spender-Empéanger-Paaren um eine Studie mit eingeschrankter
Aussagekraft.

Wie aus der Literatur bekannt, war der Anstieg der aGvHD auflerdem mit einer
verringerten Relapserate assoziiert. In der univariaten Analyse war dieser Effekt nur
schwach ausgepragt. Betrachtet man die Inzidenz des Relapse jedoch in der multivariaten
Analyse der konkurrierenden Endpunkte, beobachtet man einen deutlichen, wenngleich
nicht signifikanten Trend zu einem Riickgang der Rickfallrate in der MICA*008-Gruppe
(HR =0,53; 95 %Kl =0,16-1,82; p=0,314). Dies entspricht der h&ufig beschriebenen
umgekehrten Relation zwischen dem Auftreten von aGvHD und Krankheitsriickféallen in
Kohorten mit hdmatopoetischer Stammzelltransplantation (Sullivan et al. 1989, Kim et al.
2007, Peccatori et Ciceri 2010).

Aus immunbiologischer Sicht konnten die hier erzielten Ergebnisse durch ein
unterschiedliches Expressionsmuster innerhalb der MICA-Allele erklart werden. Aufgrund
der kodominanten Expression der MICA-Allele kommen drei mogliche Szenarien in
Betracht: Erstens, kein MICA*008-Allel ist vorhanden, was zu typischer basolateraler
MICA-Expression fiihrt. Zweitens, MICA*008 ist homozygot, dann wére apikale MICA-
Expression in intestinalen Epithelzellen zu erwarten. Drittens, ein MICA*008-Allel ist
neben einem beliebigen zweiten MICA-Allel vorhanden; dann wére apikale und
basolaterale Expression zu erwarten. Die potenziell gréssere Oberflache fir MICA-
Expression im letzten Szenario wére eine mogliche Erklarung fir die hohere Anfélligkeit
fir die Entwicklung einer aGvHD bei den MICA*008-heterozygoten Individuen.

In oben beschriebenem Gedankenexperiment mdisste sich in den ersten beiden Szenarien

die jeweilige Grolke der exprimierenden Oberflache &hneln und somit zu vergleichbarer
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Inzidenz der aGvHD fhren. In der MICA*008-homozygoten Gruppe konnte jedoch in der
univariaten Analyse mit 57,6 % eine signifikant hohere kumulative Inzidenz der aGvHD
als in der Restgruppe (32,4 %, p = 0,016) nachgewiesen werden. Eine mogliche Erklarung
waére eine weitere Eigenart der MICA*008-Allele, deren Bedeutung bei der HSCT noch
unklar ist. So vermogen einige Viren die MICA-Expression ihrer Host-Zelle zu verringern,
um diese, und somit sich selbst vor der Zerstorung durch NK-Zellen und durch
zytotoxische T-Lymphozyten zu schiitzen (Zou et al. 2005, Chalupny et al. 2006, Thomas
et al. 2008, Ashiru et al. 2009). Das MICA*008-Allel scheint jedoch gegen diesen
Mechanismus der Herabregulation resistent zu sein (Zou et al. 2005; Thomas et al. 2008).
Im Falle einer Virusinfektion wirde MICA*008 somit weiterhin exprimiert und eher dem
Immunsystem zuganglich gemacht, was zu einer besseren Bekampfung bei Virusinfekten
beitragen konnte. MICA*008-Allele hatten somit ohne ihren zytoplasmatischen Schwanz
einen Selektionsvorteil, was eine Erklarung fir seine hohe Allelfrequenz in allen
bekannten Populationen sein konnte. Diese Besonderheit der MICA*008-Allele konnte
sich jedoch bei der HSCT als Nachteil erweisen, da es sich hier bei der MICA-tragenden
Zelle nicht um eine kranke, virusinfizierte Zelle, sondern um eine gesunde Korperzelle
handelt, die im Rahmen der aGvHD vom Spenderimmunsystem als fremd erkannt und
angegriffen wird. Zwar wurden die beschriebenen Effekte bisher nur bei viralen
Infektionen, z.B. durch das Humane Cytomegalievirus (HCMV) oder das Humane
Herpesvirus Typ 8 (HHV-8), beschrieben. Denkbar wére jedoch, dass das MICA*008-
Allel auch in anderen Situationen, wie beispielsweise bei malignen Erkrankungen, durch
seine molekularen Unterschiede verhaltnismaRig haufiger exprimiert wird. Dies konnte
eine weitere Erklarung fur die die allgemein gesteigerte Anfélligkeit fur aGvHD Dbei
Vorhandensein von MICA*008 und fir die weitere Steigerung der aGvHD bei
Homozygotie fur MICA*008 sein.

Einige Studien zeigen, dass sich MICA Ab5.1-Molekile nicht in die Zellmembran
integrieren, sondern als losliches Protein (SMICA) im endoplasmatischen Retikulum
gebildet und spéter in den Extrazellularraum sezerniert werden (Mizuki et al. 1997). Dies
wirde bei homozygotem Vorliegen von MICA A5.1 ein komplettes Fehlen von MICA-
Expression auf der Zelloberflache bedeuten (Kennedy et al. 2002), was allerdings im
Widerspruch zur beschriebenen, gesteigerten aGvHD stehen wirde. Ausserdem gibt es
Hinweise dafur, dass losliches MICA in der Lage ist, den NKG2D-Rezeptor von
Immunzellen herabzuregulieren und somit die Zytotoxizitat von NK-Zellen herabzusetzen

(Ashiru et al. 2010 et 2013). Diese Herabregulation war bei Tumorpatienten mit einer
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schlechteren Prognose assoziiert (Baragafio Raneros et al. 2014) und konnten bei der
HSCT zu einem verringerten GvL-Effekt fihren. Unsere Beobachtungen lassen jedoch
durch die gesteigerte Inzidenz der aGvHD auf einen ebenfalls gesteigerten GvL-Effekt
schliessen.

Die gesteigerte aGvHD bei MICA*008-Tragern hatte eine gesteigerte Rate an TRM zur
Folge. Die kumulative Inzidenz fur TRM lag in der Gruppe der MICA*008-Allel-Tréager
bei 32,5 % und somit geringfiigig hoher als in der Restgruppe mit 24,0 % (p = 0,427). In
der multivariaten Analyse der konkurrierenden Endpunkte war der Trend deutlich sichtbar,
allerdings ebenfalls nicht signifikant (HR =2,53; 95 %KI =0,55-11,73; p = 0,235).
Homozygotie fir MICA*008 hatte keinen signifikanten Einfluss auf das Auftreten der
TRM (HR =1,07; 95%KI=0,41-2,81; p=0,891). Statistisch gesehen konnten die
Ergebnisse eine hdhere Inzidenz an Versterben durch aGvHD in der frihen
Posttransplantationsphase andeuten, was sich mit der beschriebenen, gesteigerten Inzidenz
fur aGvHD deckt.

4.3 Limitationen

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie miissen mit Vorsicht interpretiert werden. Das
Design der Studie war retrospektiv, und um potenzielle Interferenzen von HLA-
Mismatchen (Loiseau et al. 2007, Park et al. 2011) auszuschliessen, wurden ausschlieRlich
hochauflésend gematchte Transplantationspaare verwendet, d.h. alle in diesem Kollektiv
untersuchten Transplantationspaare waren auf 10 ihrer jeweiligen HLA-Merkmale hin
identisch gematcht. Zur MICA-Ubereinstimmung hatte im Vorfeld keine Untersuchung auf
das Matching hin stattgefunden. Trotzdem ergab die Genotypisierung bei 102 von 114
Transplantationspaaren (89,5 %) ein komplettes MICA-Match. Dies ist auf eine hohe
Kopplungsrate der direkt benachbarten Genloci von HLA-B und MICA zuriickzufiihren
(Marin et al. 2004, Gao et al. 2006). Da Vorraussetzung zum Studieneinschluss ein
komplettes HLA-Matching war, ergab sich somit eine ebenfalls hohe Rate an MICA-
Ubereinstimmung. Die geringe Anzahl an MICA-Mismatchen limitierte jedoch die
statistische Aussagekraft beziglich ihrer Auswirkungen auf das Outcome bei
hamatopoetischer Stammzelltransplantation. Die insgesamt eher niedrige Anzahl an
Patienten fuhrte auflerdem zu relativ breiten Konfidenzintervallen. GroRer angelegte
Studien mussten den potenziellen Effekt der MICA-Polymorphismen auf die aGvHD

genauer untersuchen.
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4.4 Schlussfolgerung

Vieles deutet darauf hin, dass MICA-Molekile als Zellstress-induzierte Antigene eine
wichtige Rolle bei einer Vielzahl von Prozessen der Immunabwehr des Korpers spielen.
Die hohe Mortalitat bei Blutstammzelltransplantationen ist weiterhin ein grosser Nachteil
dieser Therapieform. Die Funktion von MICA voll zu verstehen, kénnte das Risiko
immunologischer AbstoRungsreaktionen bei Transplantationen kalkulierbarer machen,
sowie das Outcome verbessern. Da die hochauflosende Genotypisierung heutzutage
Standard fiir die Spendersuche bei hamatopoetischer Stammzelltransplantation ist und auch
die Anzahl der Transplantationen weiter ansteigt, ist in unserem Zentrum eine

Nachfolgestudie geplant, um anhand einer gréReren Kohorte dieser Frage nachzugehen.
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5 Zusammenfassunq

Die Entdeckung und Erforschung des Humanen Leukozyten-Antigen-Systems (HLA-
System) vor Uber 30 Jahren erdffnete die Mdoglichkeit der Therapie vor allem maligner
Erkrankungen des blutbildenden Systems durch die Ubertragung von hamatopoetischen
Stammzellen. Seither ist ein kontinuierlicher Ruckgang der Mortalitdt bei der
hamatopoetischen Stammzelltransplantation zu verzeichnen, der jedoch in erster Linie
besseren Behandlungsoptionen bei Infektionen zuzuschreiben ist. Da zum Zeitpunkt der
untersuchten Transplantationen trotz kompletter Ubereinstimmung der Humanen
Leukozyten-Antigene das Outcome bei der nicht-verwandten hamatopoetischen
Stammzelltransplantation schlechter war als bei der Verwendung eines Familienspenders,
wurde die Suche nach weiteren Gewebsantigenen forciert. Es wurde ein Gen in direkter
Nachbarschaft des HLA-B-Genlocus (Humanes Leukozyten-Antigen, Gruppe B) innerhalb
des menschlichen MHC (main histocompatibility complex) klassifiziert. Dieses wurde als
MHC class | chain related Gene A (MICA) bezeichnet. Die vorliegende Studie zielte
darauf ab, dieses Gen und seine Polymorphismen zu untersuchen, und ihren Einfluss auf
das Outcome bei der nicht-verwandten Blutstammzelltransplantation zu analysieren.
Hierzu wurden Daten und DNA-Proben aus einer friheren Studie tber HLA-Differenzen
bei der hdmatopoetischen Stammzelltransplantation verwendet. Mittels labordiagnostischer
Verfahren wurden die Proben von Patienten und Spendern hinsichtlich des MICA-Gens
und seiner Polymorphismen typisiert. Zur statistischen Analyse der gewonnenen Daten
kamen Kaplan-Meier-Kurven, der Logrank-Test, die Cox-Regressionsanalyse sowie
kumulative Inzidenzen und die kompetitive Risikoanalyse zur korrekten Darstellung
konkurrierender Endpunkte zur Anwendung.

Beziiglich des Gesamtiiberlebens und des krankheitsfreien Uberlebens konnte ein
signifikant besseres Outcome bei MICA-gematchten Spender-Empfanger-Paaren
nachgewiesen werden. Es fand sich auf’erdem eine signifikant hohere Rate von aGvHD
(engl.: acute graft-versus-host disease) in der Gruppe der MICA*008-Allel-tragenden
Patienten, die das Gesamtiberleben jedoch nicht beeinflussten. Nachteile dieser Studie
waren das retrospektive Design sowie die eher niedrige Anzahl an Patienten. Dennoch
legitimieren die Daten der vorliegenden Arbeit zu weiteren Nachforschungen in grésseren

Kohorten, um eine Bestatigung der beobachteten Effekte zu ermdglichen.
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