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M olekulargenetische Untersuchung von HLA-DPB 1 bei HLA A, B, DR und DQ identischen
Knochenmark-Spender und -Empfanger Geschwisterpaaren

Mohr, Michael

Zur Bedeutung der HLA-DP Antigene al s Transplantati onsantigene im Rahmen der HD-Chemotherapie mit
anschliellender allogener Stammzelltransplantation gibt es bisher nur wenige Studien mit geringen
Fallzahlen und widersprichlichen Ergebnissen. Die Maéglichkeiten der serologischen  HLA-DP
Typisierung sind sehr beschrankt; lediglich 6 Phanotypen lassen sich so bestimmen. Demgegeniber
stehen aktuell 92 HLA-DPB1 Allele, die sich mit molekulargenetischen Untersuchungen unterscheiden
lassen. Die rechnerische Wahrscheinlichkeit einer Rekombination zwischen HLA-DRB1 und-DPB1 im
Verlauf einer meiotischen Teilung liegt bei einer Entfernung von 0,9 Millionen Basenpaaren (=0,9cM), bei
0,9%. Frihere Untersuchungen zur Auswirkung einer DPB1 Inkompatibilitédt im Rahmen der allogenen
KMT bei HLA-A und B (Klasse ) und DRB1 und DQB1 (Klasse I1) identischen Geschwistern ergaben eine
Rekombinationsrate von bis zu 2,7%. Eine Rekombinationsrate von 2,7% wuirde wiederum rechnerisch zu

einer Inkompatibilitét in 10,8% der Falle fuhren.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der molekulargenetischen Analyse der HLA-DPB1 Merkmale von
Geschwisterpaaren, zwischen denen eine allogene Knochenmarktransplantation durchgeftihrt wurde bzw.
geplant war und die im Rahmen der im Vorfeld durchgefiihrten Familienuntersuchungen als HLA identisch
getestet wurden. Fur diese Arbeit und die weitere Routinediagnostik wurde das PCR-SSO Reverse Dot
Blot-Verfahren etabliert. Anschlieend erfolgte die Typisierung von 203 Proben von 91 Patienten und
deren 1-3 Geschwistern. Ziel dieser Untersuchungen sollte die Bestimmung der Haufigkeit von HLA-
Inkompatibilitét in unserem Kollektiv und eine Korrelation zwischen eventueller DPB1 Inkompatibilitét und
dem Verlauf einer Knochenmarktransplantation sein. Von den 91 Patienten zeigte sich in einem Fall eine
Inkompatibilitdt mit dem potentiellen Knochenmarkspender. Die weitere Segregationsanalysen ergaben
jedoch, dass diese nicht auf eine Rekombination, sondern auf eine unterschiedliche Verteilung der
Haplotypen bei HLA A, B, DRB1 und DQB1 homozygoter jedoch DPB1 heterozygoter Mutter

zurtickzufthren war.

Anhand des untersuchten Patientenkollektives konnte eine gegentiber der rechnerisch erwarteten erhéhte
Rekombinationsrate zwischen HLA-DRB1 und —DPB1 nicht bestdtigt werden. Die molekulargenetische

HLA-DPB1 Diagnostik bei ansonsten HLA identischen Geschwisterpaaren erscheint somit nicht sinnvoll.

Tag der miundlichen Prifung: 28.07.2003



1. EINLEITUNG

Die Hochdos's (HD)-Chemotherapie mit anschlief3ender Knochenmarktrangplantation (KMT)
bzw. peripherer Blutsammzdltransplantation (PBSZT) wurde im Laufe der letzten zwanzig
Jahre aus dem expeimentelen Stadium zu einer ausgeraften und effektiven Behandiung
benigner und mdigner hdmatologischer Erkrankungen entwickelt. Die Indikationen zur HD-
Thergpie snd inzwischen auf die Thergpie solider mdigner Tumoren im Rahmen von
randomiserten Studien ausgeweitet worden (Schmitz et al. 1996).

Grundsétzlich unterschieden werden die autologe KMT, d.h. die Retranfusion eigener, vor
Beginn der HD-Chemothergpie gewonnener, hamatopoetischer Stammzellen, und die dlogene
KMT, d.h. die Transfuson hdmatopoetischer Stammzellen eines Spenders. In beiden Félen
diet die Stanmzdltransfuson dem Abfangen der Hamatotoxizitd der hochdoserten
Chemotherapie. In bezug auf das Wirkprinzip der Therapie im Rahmen der autologen und
dlogenen KMT bestehen jedoch wesentliche Unterschiede. Als entscheidend bel der
dlogenen KMT hat sich die zusizliche Ubertragung immunkompetenter Lymphozyten, die fiir
die Elimination verbliebener Tumorzdlen bedeutend sein kann, erwiesen (Kolb et al. 1995).
Mit dieser immunologischen Komponente geht jedoch auch eines der wesentlichen Probleme
der dlogenen KMT einher; denn die Wirkung der Spender-Lymphozyten richtet sch nicht nur
gegen maigne (Graft-versus-tumor (GVT)-Effekt), sondern auch gegen gesunde Zdlen des
Empfangers (graft-versus-host (GVH)-Effekt). Die aktudlen Indikationen zur HD-Therapie
snd in Tabdle 1 zusammengefass.

Wesentlich for die immunologische Komponente be  dlogener  KMT snd  die
Gewebevertréglichketsantigene (HLA-Merkmde). Diese schranken die Kompatibilitét von
fremdem Knochenmark dak e@n, weshdb in  den lezten Jdhren die
Untersuchungsméglichkeiten dieser Merkmae perfektioniert worden sind (Ottinger et al.
1997).



Erkrankung:

Stadium/Risiko:

AML 1.CR
1.PR, 2. oder spétere CR,
Rezidiv, refr. AML

MDS RA, RAS mit klon. Marker
Progressive Zytopenie
RAEB, RAEB-T

ALL 1. CR, Hochrisiko; 1(9;22), t(4;11)
2.CR, PR

MPS CML.: chronische Phase, Akzeleration, Blastenkrise
OMF

Lymphome Plasmocytom
Fallikuldre Lymphome, S. [11-1V
Mantelzell-Lymphom
Hochmaligne NHL (Rezidiv nach autologer PBSCT)
M. Hodgkin (Rezidiv nach autologer PBSCT)
CLL

Schwere Alle bis 40 Jahre

gplastische Anamie

PNH Nach Komplikationen

Schwerer Alle

kombinierter

Immundefekt

(SCID)

Andere kombinierte | Alle

Immundefekte

Juvenile Alle

Osteopetrose

Fanconi-Anémie Bel Progress

Neutrophilendefekt
e M. Kostman,
septische
Granulomatose

Versager auf G-CSF bzw. auf Infektionsprophylaxe

Homozygote (3
Thalassamie,
Sichdzdlandmie

Fakultativ

Angeborene
Stoffwechsal-
Erkrankungen

Fakultativ

Tabelle 1: Indikation zur HD-Chemotherapie m. allogener KMT/PBSCT
(mod. n. Link et al. 1997) CR: komplette Remission, PR: partielle Remission




Im Vorfdd einer KMT werden heute zuerst die engsten Verwandten auf ihre HLA-
Kompatibilitdt fur HLA-A und B (Klasse 1) und HLA-DRB1 und DQB1 (Klasse Il)
Merkmaen Uberpriift. Optiona kénnen noch Klasse | HLA-C und Klasse || DPB1 getestet
werden; hier fihren jedoch Inkompatibilitdten nicht zum Auschluss einer KMT. Ergibt sich
dabel keine zur Transplantation geeignete Kongdlation, wird die Suche auf den erweiterten
Familienkrels ausgewetet; bel weaiterem Missarfolg kann eine Fremdspendersuche eingelaitet
werden. In dem Fall, dass sich ein ausreichend HLA-kompatibler Spender findet, wurde die
Vertréglichket friher noch ergdnzend durch die sog. gemischte Lymphozytenkultur ¢nixed
lymphocyte culture, MLC) Uberprift. Aufgrund der zunehmenden Erfahrungen im Bereich
der dlogenen KMT und der molekulargenetischen Diagnostik haben sich  solche
Funktionstests fir die Routinediagnogtik as nicht mehr notwendig erwiesen (Ottinger et al.
1997).

Trotz der ausgereiften Methoden zur Bestimmung der Gewebevertrdglichkeit und der
vidfédtigen medikamenttsen Moglichkeiten einer AbstolRungsreaktion zu begegnen, bleibt ein
nicht unerhebliches Risko einer unerwarteten Abstol3ung bestehen. Die besten Prognosen
haben Knochenmarktransplantationen zwischen HLA-identischen Geschwistern, wobel die
rechnerische Wahrscheinlichkeit fir Geschwister HLA-identisch zu sein, lediglich 25% betrégt.
Rechnerisch ergibt sch, be der heutzutage Ublichen FamiliengroiRe, eine Wahrschenlichkelt
von unter 20% fur einen Petienten, ein HLA-identisches Geschwigter zu haben. In der Praxis
werden jedoch fur ca. 25-30% der Patienten HLA-kompatible Familienspender und fir 50-
70% der Petienten ohne Familienspender nichtverwandte Spender gefunden (Ottinger et al.
1994; Link et al. 1997).

Neben der datistischen Unwahrschenlichket kann ein weiterer Grund fur eine HLA-
Inkompatibilitét zwischen Geschwigtern ein "crossng-over”-Ereignis im Bereich des MHC-
Komplexes bel der meiotischen Teilung sein. Zur Haufigkeit solcher " crossing-over-Ereignisse
gibt es unterschiedliche Angaben (Steinmetz et al. 1987). In dieser Arbeit wurde die
Rekombinationsrate zwischen den HLA-DPB1 und HLA-DQB1 Genorten untersucht.



11 Genomische Organisation des M HC-K omplexes

Die Gene des MHC-Komplexes sind auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 im distaen
Abschnitt der Bande p21.3 kodiert. Man weil3, dass in diesem Bereich von ungefahr 3500 kb
neben den HLA-Genen noch eine Vidzahl anderer Gene, insgesamt 209, liegen (Arnaiz-
Villena et al. 1993; Cambell et al. 1993; Mayr et al. 1994; The MHC sequencing

consortium 2000 ).
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Abbildung 1: Genkarte des MHC-K omplexes(The MHC sequencing consortium 2000)



Einige der hier kodierten Gene stehen in enger Beziehung zur Antigenprésentation, z.B. die
Gene LMP1 und 7 des Proteosoms und die Tep 1 und 2 Gene, die ihre Rolle in der
Antigenprozesserung haben. Andere Gene, z.B. das der 21-Hydroxylase sind gut bekannt,
gehen aber in keinem direkten Zusammenhang zum Immunsystem. Weitere hier bekannte
Gene sind die der Komplementfaktoren C4, C2, des Faktor B, der TNFa und b und die der
Hitzeschockproteine.

Die MHC-Moalekile sind polygen, werden also von verschiedenen Genen kodiert. Eine noch
grofere Variation wird durch ihren Polymorphismus bedingt, d.h. fir jeden der Genorte gibt es
multiple Allde. So snd z.B. fir den HLA-DPB1 Genort 92 verschiedene Allde bekannt
(Steven G.E. Marsh; Anthony Nolan Research Institute).

Als Kopplungsungleichgewicht bezeichnet man die Tatsache, dass einige HLA-Allde haufiger
miteinander gekoppelt vorkommen ds ihre Gesamthaufigkelt rechnerisch erwarten lief3e.
Untersuchungen von Typ | Diabetes (IDDM)-Patienten haben z.B. ergeben, dass das bei
ihnen gehéduft gefundene DPB1*0202 Alld in 64% mit dem DRB1*0301 Alld gekoppelt
auftrat, dessen Assoziation mit dem IDDM bekannt ist. Nach den Gesamthaufigkeiten
berechnet, sollte die Kopplung jedoch nur 12% betragen (Buyse et al. 1993).

Die Allde eines Gens werden untereinander codominant exprimiert. Aufgrund der hohen Zahl
der Alldeis die Wahrscheinlichkeit, heterozygot zu sein, hoch; Sie liegt bel ca. 90%.

Der Polymorphismus der einzelnen Allele beschrankt sich meist auf einen kleinen Bereich, der
fur die antigenbindende Spalte des Molekils kodiert. Fir HLA-DPB1 kodiert Exon 2 fir den
polymorphen Bereich der peptidbindenden Stelle (Abb. 3).

Die durch den Polymorphismus entstehenden Unterschiede in der Antigenprésentation haben
Einfluss auf die Effektivitét der zdluldren Immunitét, denn nicht jedes prozesserte Antigen
passt in gleichem Malée in jede Peptidbindungsstelle. Durch eine grol}e Zahl verschiedener



MHC-Molekile wird die Wahrschenlichkeit erhoht, dass dch jewels ene zur
Antigenpréasentation geelgnete Peptid-MHC-K ongtellation findet.

Ein @nliches Phdnomen liegt den sogenannten "crossing-over”-Ereignissen zu Grunde. Hierbel
kommt es wahrend der Meiose zum Austausch ganzer Genorte zwischen den Chromosomen.
Dieser Austausch igt ein physiologischer Vorgang, der neben Mutation und Selektion eine der
Grundlagen der Artenentwicklung im Laufe der Evolution bildet.

Die Haufigkeit von "crossng-over-Ereignissen zwischen zwel Genorten ist in erger Linie von
der Entfernung beider Genorte auf dem Chromosom abhédngig. Rechnerisch liegt die
Wahrscheinlichkeit fir ein "crossng-over”-Ereignis ba circa einem Prozent pro einer Million
(= 1cM-Centimorgan) Basenpaaren. Im Bereich des MHC (3,5cM) wirde das bedeuten,
dass es in 35% der meiotischen Tellungen zu einer neuen Rekombination kommt. Im Fale
einer KMT zwischen Geschwistern higlie dies, die Wahrscheinlichket einer HLA-Identitét
reduziere sch von 25% auf ca.18% (Bender, 1989).

Ein "crossng-over"-Ereignis verlauft jedoch nicht immer nach dieser Zufalswahrscheinlichkeit,
sondern es gibt Orte, zwischen denen es wesentlich héufiger ds erwartet zu Rekombinationen
kommt, sogenannte "recombination-hotspots’. Andererseits gibt es auch Abschnitte im
Chromosom, zwischen denen Rekombinationen wesentlich sdtener vorkommen, ds es
rechnerisch zu erwarten wére. So betrégt die Rekombinationsrate zwischen HLA-A und -B
be ener Entfernung von 1,3 cM lediglich 0,8%. Demgegentber gilt die Region zwischen
DRB1 und DPB1 mit 0,9 cM und einer Rekombinationsrate von bis zu 2,7% ds moglicher
"hotspot” (Nomura et al. 1991; Seinmetz et al. 1987; Bender, 1989).



Abbildung 2: Entstehung des

Polymorphismus der MHC-Molekile

durch Genkonversion (Janeway et al.

199R)

1.2 Aufbau der MHC-Molekille

Die MHC Klasse | und Il Molekiile snd membrangténdige Glykoproteine. Sie bilden mit ihren
jewells 2 Ketten, a und b, vier Doménen aus. Die MHC Klasse | Molekile bestehen aus
einer schweren a-Kette und dem, nicht im Bereich des MHC kodierten, b2-Mikroglobulin
(’2m, Chromosom 15) (Bjorkman et al. 1987). Die Verankerung in der Zdlmembran erfolgt
nur durch die a -Kette. Demgegentiber werden sowohl diea- , als auch die [>-Kette der HLA
Klase Il Antigene im MHC-Komplex codiert. Beide Ketten snd in der Zdlimembran

verankert.



121 Tertiarstruktur der HLA Klassel Molekile

Die Tetiarstruktur der HLA Klasse | Molekile konnte durch Rontgenstrukturanalysen
ermittelt werden (Bjorkman et al. 1987; Garret et al. 1989; Madden et al. 1992). Ein HLA
Klasse | Molekll besteht aus zwel Paaren von strukturell homologen Doménen. Ein Paar
ddlen die proximd geegenen a 3 und die 22m Doméne da, wéhrend das zweite Paar von den
distd der Membran gelegenen Doménen a2 und a3 gebildet wird. Die a3 und die [22m
Doméne ordnen sichin Form einer (3-Sandwich Struktur identisch zur Struktur der konstanten
Region von Immunglobulinen. Die a1 und a2 Doménen lagern sch dieser Struktur auf und
bilden zvel a Helices, welche zwischen sch enen tifen Spat ausbilden, der ds antigen-
bindende Stelle dient. Die Antigenbindung erfolgt bei den HLA Klasse | Molekilen an den
Enden der Peptide. Die Lange der gebundenen Peptide betrdgt in der Regel 8-10
Aminosauren. Das [¥2m interagiert mit dlen drei Doménen und Sabilisert die Tertidrstruktur
der HLA-Klasse | Molekile. Weiterhin ist das [22m fir die Biosynthese und Expression der
HLA-Klasse | Molekille mitverantwortlich. Ein Verlug an 12m entspréache daher einem
kompletten Verlust an HLA-Klasse | Molekiilen.

Die Gengtruktur der HLA-Klasse | Molekile it ersmals 1984 fur die HLA-A3 und Cw3
dlde gezeigt worden (Strachan et al. 1984; Sodoyer et al. 1984). Das HLA-Klasse | Gen
trégt die prinzipiellen Eigenschaften dler Eucaryonten-Gene. Die kodierenden Abschnitte
(exons) werden unterbrochen von nicht kodierenden Abschnitten (introns), welche mehr as

2/3 der Gesamtlénge des Gens ausmachen.

1.2.2 Tertiarstruktur der HLA Klasse |l Moleklle

Die Tetidrstruktur der HLA Klasse 1l Molekile konnte 1993 durch die
Rontgengtrukturanayse von HLA DR1 gezeigt werden (Brown et al. 1993). Pardld zu den
Klasse | Molekilen bilden auch hier die a2 und die 322 Doméne eine proxima der Membran

liegende Struktur, die der konstanten Region der Immunglobulin- Schwerketten entspricht. Die



digd der Membran gelegenen polymorphen al und 31 Doménen bilden hier den
peptidbindenden Spalt aus.

Im peptidbindenden Spat der HLA Klasse I Molekile wird nur der Mittelteil der Peptide
gebunden, damit besteht die Mdglichkeit grofere Peptide ohne Begrenzung auf ene
Aminosauren-Zahl zu binden (s. Abb. 3).
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Abbildung 3: Genstruktur und Polymor phismusder MHC-Molekiile (Janeway et al. 1995)

Die Gengruktur der a-Ketten wird von A-Genen, die der 3-Ketten von B-Genen kodiert.
Aus diesem Grund werden die fir die HLA Klasse I DR, DQ und DP kodierenden Gene
DRA und DRB, DQA und DQB sowie DPA und DPB bezeichnet. In der HLA-DR Region
liegt @n fir die a-Kette kodierendes invariantes Gen, DRA, demgegentiber gibt es neun
polymorphe DRB-Gene, von denen 5 Pseudogene snd (DRB2, DRB6, DRB7, DRBS,
DRB9). DRB1 kodiert die serologisch erfassbaren Spezifitdien DR1-18 und erbringt die
Uberwiegende immunologische Lestung.

Auch die HLA-DQ und DP Regionen bestehen aus verschiedenen Genen. Im Gegensatz zur
DR-Region liegen hier neben den zwe bzw. dre B-Genen auch zwei A-Gene. Die Gene
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DQA1,DQB2, DQB3, DPA2 und DPB2 sind jedoch Pseudogene. Die verschiedenen HLA
Klasse Il Gene gleichen sch in ihrer Struktur, 94% werden von nicht kodierenden Sequenzen
gebildet, wahrend die Ubrigen 6% kodieren. Exon 1 kodiert fir das Signal-Peptid, Exon 2 fir
die polymorphe 31-Doméne, Exon 3 fir die nicht variable 32-Doméne, wéhrend die Exons 4-
6 fUr transmembrane und cytoplasmatische Regionen kodieren (fir DRA nur Exons 4+5).

Da es ba der Bindung eines Antigens nur auf einen kleinen Tellbereich der Peptidstruktur
ankommt, kann eine grof3e Zahl ansongten unterschiedlicher Peptide von gleichartigen MHC-
Molekilen préasentiert werden. Die Présentation gilt dem T-Zellrezeptor der CD8- bzw. CD4-
Zdlen, bel dem es sch um ein membrangténdiges Glykoprotein, das dem FAB-Fragment der
Immunglobuline gleicht, handdt (Abb. 4).

CTL

Abbildung 4: Antigenerkennung durch MHC restringierte zytotoxische
T-Lymphozyten (CTL) (Schmoll et al. 1996)

Ziglzelle

1.3 Funktion der HLA-Molekiile

Lymphozyten snd die Vermittler der Antigen-spezifischen Immunantwort. Es werden zwel
Gruppen von Lymphozyten unterschieden, zum einen die B-Lymphozyten, deren Aufgabe in
ede Linie in der Produktion von Immunglobulinen besteht und zum anderen die T-

Lymphozyten, welche vidfdtige Aufgaben, wie z.B. die Interaktion mit B-Lymphozyten zur



11

Immunregktion und die spezifische Abt6tung Virus infizierter Zelen, haben. Schitisseldemente
der T-Zd| vermitteten Immunitét sind der T-Zel-Receptor und die HLA-Molekile.

Die HLA-Moleklle wurden ergmds im Zusammenhang mit Gewebetransplantationen
entdeckt. Ihre eigentliche immunologische Bedeutung liegt jedoch in ihrer Rolle bel der T-Zdl
vermittdten Immunantwort. HLA Klasse | und Il Antigene haben in diessm Zusammenhang
ene dnliche Funktion. Die Voraussstzung fur die Erkennung eines Pathogens bzw. einer
durch en Pathogen infizieten Zelle durch zytotoxische T-Zelen ig die Présentation einer
antigenen Struktur des Pathogens durch HLA-Molekile an der Zelloberfléche. Diese HLA-
Molekiile miissen identisch zu denen der T-Zdle sain. Diessr Zusammenhang wird ds MHC
Restriktion bezeichnet. Die Entdeckung der MHC-Restrikion 1974 wurde 1996 mit dem
Nobd preis fir Medizin und Physiologie fur Zinkernagel und Doherty gewdrdigt (Zinkernagel
etal., 1974).

Unterschiede ergeben sich in der Vertellung der HLA Klasse | und Il Antigene auf
verschiedenen Zdlen, in der Présentation an T-Zdlen und in der unterschiedlichen

Prozessierung der jeweils présentierten Antigene.

Die betréchtlichen Sequenzunterschiede zwischen den jewells drei HLA Klasse | und 1l
Genorten weisen darauf hin, dass eine gewisse funktionelle Speziadiserung sowohl der HLA A,
B und C, dsauch der HLA DR, DQ und DP Loci exidiert. Die Exigenz von mehr ds einem
Genort erhoht die antigenprasentierende Kapazitét einer Spezies.

131 Antigen Prasentation

HLA Klasse | und Il Molekile prasentieren ein unterschiedliches Peptidspektrum. Klasse |
Molekile snd fur die Présentation von Peptiden aus endogen synthetiserten autologen oder
virden Proteinen verantwortlich (Pieters et al. 1997, Morrisson et al 1986). Die
Présentation endogen synthetiserter Proteine in Form von Peptiden in HLA Klasse |
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Molekilen erlaubt dem Immunsystem das Innere der Zdllen auf das Vorhandensain normaer
oder pathologischer Proteine zu Uberprifen. Demgegeniber prasentieren die Klasse |l
Molekiile Peptide aus endozytierten Proteinen (Pieters et al. 2000).

intrazelluldre

Bede Molekilklassen  besitzen unterschiedliche

Prozesserungswege fur die Peptidbindung. So werden HLA Klasse | schwere Ketten, 32

dementsprechend

Mikroglobulin und das jewellige antigene Peptid im Endoplasmatischen Retikulum (ER)
zusammengesetzt und anschliel}end Uber den Golgi-Apparat zur Zelloberflache transportiert
(Goldberg et al. 1992; Townsend et al. 1989; Rajan et al 1987) (s.Abb.5).
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Abbildung 5: Mechanismen der Antigenengenerierung und -prasentation durch MHC-Molekile der

Klassel (Schmoll et al. 1996)

Obwohl auch HLA Klasse Il Molekile im ER as Golgi-Veskd abgeschnirt werden, kommt
es erd nach Verschmezung mit endozytierten Veskeln bzw. Endosomen zur Beladung mit
dem antigenen Peptid und zum anschliefRenden Transport zur Zdlmembran (Hedley et al.
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1994). Die Ursache fur die spéte Beladung mit einem Peptid liegt in der Blockade der PBS
durch die invariante Kette, die unabhangig vom HLA Genkomplex auf Chromosom 5 kodiert
wird und deren Expresson mit derjenigen der HLA Klasse I Antigene regulatorisch
koordiniert wird. (Lee et al.1995). Dieses Polypeptid assoziiert mit den Klasse Il Ketten im
ER und besetzt die Peptidbindungsstdlle. Erst nach Fuson mit eénem Endosom erfolgt eine
proteolytische Spatung der IV und ene HLA-DM katdys erte Freigabe der Bindungsstelle fir
en prozessertes Antigen. Von dieser srikten Eintellung der Présentation endogener Peptide
durch Klasse | und exogener Peptide durch Klasse 11 snd Ausnahmen beschrieben worden.
(Nuchtern et al 1990; Moore et al 1988)

Insbesondere in der ontogenetischen Entwicklung der immunologischen Toleranz gegentiber
autologen Proteinen prasentieren beide HLA Klassen endogene Peptide (Guery et al 1995)
(sAbb. 6).
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\vehmen das degradierte ~  sortieren Kette
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Abbildung 6: Mechanismen der Antigenengenerierung und -préasentation durch MHC-Molekile der
Klassell (Schmoll et al.1996)
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132 Das TCR Repertoire

Dasindividudle T Zdl-Rezeptor- (TZR) Repertoire wird durch eine Vielzahl verschiedener T-
Lymphozyten représentiert, deren TZR eine unterschiedliche Spezifitét aufweisen und mit
enem bestimmten, von HLA Molekiilen prasentierten, antigenen Epitop reagieren konnen. Die
TZR Divedfizierung efolgt durch TZR Genrearangements wahrend der Ontogenese.
(Snodgrass et al 1985; Chien et al 1987). Jedes der vier TZR Gene, die fir die beiden TZR
Typen ab und gd kodieren, bestent aus mehreren genetischen Elementen (V(ariabd),
D(iversty), Joining) und C(ongtant)) (Davis et al 1995). Die zufdlige Kopplung der V, D
und J Segmente mit der konstanten Genregion und die charakteristische Kombination von ab
und gd Ketten definiert die TZR Spezifitét. Die Genrearrangements reflektieren die Struktur
der hypervarigblen TZR Bereiche, bei denen dre ‘ Complementarity-Determining Regions
(CDRs) abgegrenzt werden konnen (Patten et al. 1984). CDR1 und CDR2 werden
ausschlieldich durch die V-Gene kodiert, wahrend die dazwischen liegende CDR1 und CDR2
verbindende CDR3 durch Kopplung der V-Segmente mit den D und J Fragmenten entsteht.
Dies fihrt zu einer Konzentration der TZR Diversté auf dessen zentraen Bereich und einer
relativen Kongtanz der Randzonen (Boniface et al 1995).

Die HLA/Peptid-Komplexe bestimmen wahrend der Ontogenese Uber das individuele TZR-
Repertoire. In der frihen Phase der Ontogenese wandern unreife T-Lymphozyten aus dem
Knochenmark in den Thymus, wo das TZR Genrearrangement dettfindet und TZRen
exprimiert werden. Wahrend dieser Thymusphase der T-Zdlrefung wird das individuelle
TZR-Repertoire festgdegt, indem unreife T Zelen peptidiragenden Klasse | und Klasse I
Molekilen ausgesetzt werden. Potentiell autoresktive Zdlen mit Rezeptoren, die zu stark mit
diesen Komplexen interagieren, werden eiminiert. Diese klonde Ddetion fuhrt zur negeativen
Sdektion autoresktiver T Zelen und gelt die Bass fur die Entwicklung der Toleranz
gegenlber Selbst-Proteinen dar. T-Lymphozyten, die HLA-Molekiile in der Abwesenhet von
Sdlbst-Peptiden erkennen, werden positiv selektioniert. Negative Selektion kann gegentiber
dlen Proteinen efolgen, die im Thymus gebildet oder von ihm aus dem Blut aufgenommen
werden konnen (Boyd et al. 1991; Dembic et al. 1994). Fir Proteine, die nicht im Thymus
présentiert werden, findet keine klonde Déetion gatt (Gammonet al 1989; Imberti et al.
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1993). Fur diese Proteine snd dternative Mechanismen zur Induktion einer peripheren
Toleranz beschrieben worden (Moharan et al 1989). Die potentiell autoresktiven T Zellen
werden in diesem Fal jedoch nicht diminiert, sondern nur inaktiviert. Diese Form der
Inaktivierung ist an die sténdige Anwesenheit des Antigens gebunden. Es gibt Hinwelse, dass
dieser Status der peripheren Toleranz Uber die Suppresson CD4+ T Zellen durch CD8+ T
Suppressor Zdlen vermittelt wird. Die Présentation des antigenen Peptids an die CD4+ T-
Lymphozyten soll in diesen Fdlen HLA-DQ redringiert sein (Salgame et al. 1991). Die
Entsehung der immunologischen Toleranz gegentber Sdbgt-Antigenen i somit an die
individuelle HLA-Antigen-Ausstattung und deren Kapazitét zur Présentation antigener Peptide
gebunden. Toleranz kann nur gegeniiber solchen Proteinen induziert werden, die ds antigenes
Peptid von den eigenen HLA-Molekilen présentiert werden konnen. Umgekehrt kann eine
spezifische Immunitét gegenliber einem Fremdantigen nur dann entstehen, wenn das antigene
Peptid im Komplex mit dem individudlen HLA-Molekiil keine Ahnlichkeit zu im Thymus
présentierten Selbst-Peptiden besitzt.

133 Allogene Erkennung der HLA Antigene

HLA Antigene spiden eine Schitisdradlle fur die Fahigket des Immunsystems, zwischen
»odbs* und ,Nicht-Selbst” unterscheiden zu konnen. Die Konsequenz dieser Leistung
bedeutet zum einen, dass der Organismus vor invadierenden Fremdorganismen geschiitzt
werden kann, aber zum anderen auch, dass dlogene Transplantate abgestol3en werden. Die
prinzipielen Zidstrukturen der Immunantwort auf das alo-Trangplantat sSind die alogenen
HLA Molekile selbst (Steinmuller 1985; Krenscy et al 1990). Die T-Zdlerkennung dieser
HLA Antigene ist das erste und zentrae Ereignis, das die Organabstol3ung einleitet. Es gilt ds
gesichert, dass das Ausma immunologischer Abstol3ungsreaktionen gegen en transplantiertes
Organ deutlich vermindert ist, wenn eine hochgmogliche Ubereingtimmung firr die HLA-
Antigene besteht. Das individudle TZR Repertoire, das im Thymus postiv sdektioniert
worden i, erkennt Fremdantigene a's prozesserte Oligopeptide, die in der PBS der eigenen
HLA Molekule présentiert werden (Davis et al. 1995). Diese Redtriktion der T Zdlen auf die
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eigenen HLA Antigene steht der Beobachtung entgegen, dass ca. 1-10 % des normaen T
Zdl-Repertaires in der Lage i, dlogene HLA Molekile zu erkennen (Sherman et al 1993;
Lombardi et al 1990). Die hisher verfigbaren klinischen und experimentellen Daten liefern
noch keine endgiiltige Erkldrung fir dieses Phénomen. Die Mechanismen der alogenen

Erkennung sind daher zum Teil noch hypothetisch.

Nach derzaeitigem Kenntnisstand exigtieren zwei Wege der dlogenen Erkennung, die sich nicht
notwendigerwel se gegensaitig ausschlief3en und gleichzeitig oder versetzt ablaufen kdnnen (Liu
et al.1993). Be der sog. , direkten dlogenen Erkennung” reagieren T Lymphozyten mit den
intakten HLA Molekilen des Spenders und 16sen s CD8+ T Lymphozyten eine zytotoxische
oder ds CD4+ T Lymphozyten eine regulatorische Immunantwort aus. Bel der s0g.
»indirekten alogenen Erkennung” reagieren CD4+ T Lymphozyten mit prozessierten HLA
Molekilen des Spenders, die von HLA Klasse I Antigenen des Empfangers prasentiert
werden und ene regulaorische Immunantwort durch Aktivierung spenderspezifischer,
zytotoxischer T Lymphozyten oder B Zdlen auddsen. Beide Moddle werden durch zahireiche
experimentelle Daten gestlitzt. Die indirekte Erkennung steht im Einklang mit der HLA Selbg-
Rediriktion der T Lymphozyten. Dieser Weg der dlogenen Immunisierung soll vor dlem be
der chronischen Transplantatabstol3ung bedeutsam sein. Der Mechanismus der direkten
Erkennung, der insbesondere fUr akute Abstolungen verantwortlich sein soll, erfordert
zusitzliche Erklarungen.

Nach Lechler und Mitarbeitern (Lechler et al 1990; Lechler et al 1992; Warrens et al
1994) ergeben sch zwei Méglichkeiten der direkten dlogenen Erkennung. Im Fdle einer
Ahnlichkeit der mit dem TZR interagierenden Seitenketten der a-Helices zwischen Spender-
und Empfénger- HLA Molekil, erkennen die T Zdlen auf den alogenen HLA Antigenen
spenderspezifische Peptide ds fremd und initiieren eine Abstofung. Die vom Spender
prasentierten Peptide konnen Fragmente seiner eigenen HLA Molekille sain. Im Fdle von
darken Unterschieden zwischen der spender- und empféngersaitigen TZR Bindungsstelle
erkennen die T Zdlen auschlieldich das dlogene HLA Molekil unabhdngig vom présentierten
Peptid ds fremd. Die dredimensonde Struktur des trimolekularen HLA/Peptid/ TZR-
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Komplexes konnte durch kristalographische Untersuchungen noch nicht dargestellt werden.
Die exakten Kontaktstellen zwischen TZR und HLA Molekil sind daher bisher spekulativ, so
dass eine peptidunabhéngige TZR/HLA Interaktion nicht ausgeschlossen werden kann. Es gibt
experimentelle Daten, nach denen dloresktive T Zdlen auch solche HLA Molekiile erkennen
konnen, die kein Peptid prasentieren (Elliott et al. 1990). Die Andysen Uber die
dreidimensonae Struktur der HLA Moleklle legen nahe, dass peptidlose Molekile
erheblichen Konformationsénderungen unterliegen, die Zide dloresktiver T Lymphozyten
dargtdlen kénnten. Die Bedeutung der Peptide bel der dlogenen Erkennung wird auch durch
Untersuchungen gedtiitzt, die einen erheblichen Einfluss einzelner Aminosturenaustausche der
b-Strange der PBS auf die Erkennung durch zytotoxische T Zelklone aufzeigen
(Chattopadhyay et al. 1994; Nicholson et al. 1997). In diesen Fadlen konnen
Reaktivitdisanderungen der T Zelen nur durch von den Peptiden verursachte

Konformationsanderungen hervorgerufen worden sain.

Es scheint somit nach den meisten in vitro Daten sicher zu sain, dass natirlich prozessierte
Peptide eine Hauptrolle bel der dlogenen T Zdlerkennung spidlen. Dabel ist der direkte Weg
vor dlem fir die zytotoxische T Zdlantwort verantwortlich, die im alogenen HLA Molekil
Peptide aus endogenen Donorproteinen einschliefdich der HLA Antigene erkennt. Der
indirekte Weg spricht die Funktion der regulatorischen CD4+ T Zdlen an, die dlogene
Peptide aus donorspezifischen HLA Molekilen in selbst-restringierter Weise erkennen. Vor
dlem der indirekte Mechanismus kann die Abhdngigkeit des Transplantationserfolges von der
Ubereinstimmung der Spender- und Empfanger HLA-Merkmale erkl&ren. Wenn die von den
alogenen HLA Molekilen prasentierten Peptide hauptséchlich aus diesen Molekllen sdbst
sammen, kann auch der Mechanismus der direkten Erkennung mit den klinischen Daten Gber
den posgitiven Einfluss desHLA Matchings in Einklang gebracht werden.
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14 Die Entwicklung der HLA-Typisierung

141 Die serologische HLA-Typisierung

Im Jahr 1901 entdeckte der Immunchemiker Karl Landsteiner die Blutgruppenantigene des
ABO-Systems, s0 dass ersdmds die Mdoglichkeit bestand, Blut ohne das Risko ener
hamolytischen Regktion zu transfundieren (Landsteiner et al. 1901). Durch diesen Erfolg
entdand die Hoffnung, dass durch Auffinden enes dnlich komplexen Systems auch die
Trangplantation von Gewebe moglich sai. Die Probleme, die bel der Gewebetransplantation
auftraten, erwiesen dch jedoch as wesentlich schwerwiegender; ein System, was die
Gewebevertréglichkeit definierte, liefd Sch lange nicht finden.

1936 entdeckte Gorer eine Gruppe von Antigenen, die e flr die Toleranz von
trangplantietem  Tumorgewebe be Mausen verantwortlich machte. Auf Bass dieser ds
Antigen 2 bezeichneten Strukturen prégte Sndl 1948 den Begriff Histocompatibility 2 (H2) -
Antigene. Erde serologische Testmethoden zur Bestimmung der H2-Antigene wurden 1956
durch Gorer und O Conner entwickelt (Gorer et al. 1936; Shell et al. 1948).

Vor dem Hintergrund dieser murinen Antigene wurden &quivaente Antigensysteme auch bel
anderen Spezies entdeckt. Das entsprechende humane System, der ,, human histocompetibility
complex (MHC) wurde im Rahmen von Studien, in welchen J.Dausset, JJ. van Rood und R.
Payne en genetisch inherentes Sysem von Alloantigenen beschrieben, entdeckt.
Untersuchungen an multitransfundierten Patienten und schwangeren Frauen hatten gezeigt, dass
diese haufig zirkulierende Antikorper gegen Alloantigene aushildeten. Heute weil3 man, dass
diese die Produkte der MHC-Gene sind.

Im Anschluss an die Entdeckung des ersten Leukozyten-Alloantigens 1954 (Dausset et al.
1954), welches mit Mac (heute HLA-A2) bezeichnet wurde, konnten weitere Untersuchungen
von Leukozyten Agglutinations-Mustern die Existenz von weiteren Antigenen zeigen, welche
FOUR benannt wurden und zwe Allde zu haben schienen - 4a (heuteBw4) und 4b
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(heuteBw6) (van Rood et al. 1963; Payne et al. 1958). 1964 wurde ein verwandtes System
aus drel Allelen entdeckt, das LA-System. Wie sich zeigte, wurde in diesem System auch das
Mac-Antigen genetisch verschltissdt. Familienanalysen zeigten, dass die bekannten Systeme
LA und FOUR gekoppdt auftraten (Ceppelini et al. 1967). Diese Systeme entsprechen den
heutigen HLA-A und HLA-B Systemen. 1970 konnte mit Hilfe weiterer serologischer
Untersuchungen ersmds die Existenz enes dritten Systems, zunéchst mit AJ und heute ds
HLA-C bezeichnet, gezeigt werden (Thorsby et al. 1970; Mayr et al. 1973).

Die Antigene des HLA-A, B und C-Systems werden heute ds HLA Klasse | Antigene
bezeichnet und befinden sich auf der Oberflache sdmtlicher kernhdltiger Zdllen.

Die heute tiblichen serologischen Testmethoden zur Bestimmung der HLA-Antigene gehen auf
den Mikrozytotoxizitdstest von Terasski zurlick. Hiermit lassen sch mit Hilfe spezifischer
Antikorper die HLA Klasse | Antigene nachweisen (Terasaki et al. 1964).

Die Festdlung, dass es be serologisch HLA-identischen Personen in einer gemischten
Lymphozytenkultur (MLC) zu ener Stimulation kommen kann, brachte die Vermutung auf,
dass es weitere antigene Strukturen geben muss, welche nur von Lymphozyten ausgeprégt
werden.

Anhand von Familienuntersuchungen zeigte sch auch hier ene enge Koppdung an die
klassschen HLA Gene, so dass dieses neue, nur auf Leukozyten exprimierte System von
Antigenen as HLA-D bezeichnet wurde. Diese zweite Klasse der HLA-Antigene lief3 sch
zunéchgt durch homozygote Test-Zdlinien im Rahmen der MLC typideren. Es zeigte Sch,
dass ene sehr hohe Anzahl von Allden differenziert werden konnte. Den néchsten Schritt
gdlte die Entwicklung von spezifischen Testseren dar, welche die Klasse Il Typiserung mit
Hilfe des Terasaki Testes andog zur Klasse | Typiserung erlaubte. Spéter isolierte Antiseren
elaubten dann die Differenzierung von MLC Deerminanten auf B-Lymphozyten und
Monozyten. Diese wurden mit HLA-D rdlated (HLA-DR) bezeichnet. Weitere serologische
Untersuchungen flhrten zur Entdeckung der MB-Antigene (HLA-DQ). Als eine weitere
zytotoxische Testmethode wurde der PLT (primed lymphocyte test) entwicket. Beim PLT
lyseren gegen spezifische Antigene vorsenghiliserte Zelen eines Testserums die mit diesen
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Antigenen besetzten Zdlen des zu untersuchenden Serums. Mit Hilfe dieses Testes konnte ein
dritter HLA Klasse 11l Locus, HLA-SB (heute HLA-DP) identifiziert werden.

142 Molekulargenetische HLA Typisierung

Die konventiondlen serologischen HLA-Typisierungsmethoden wurden insbesondere in der
Routinediagnogtik durch eine zu geinge Genauigket und Rdiabilitéd beeintréchtigt
(Mytilineous et al. 1993; Yu et al. 1997; Lorentzen et al. 1997).

Sat Einfuhren der PCR ergénzten molekulargenetische Methoden die  serologischen
Typiserungstechniken der HLA Klasse | und Il Molekile. Diese erlauben auch dort noch
Differenzierungen der Genotypen, wo sich phanotypisch in vitro keine Unterschiede zeigen,
wéahrend se in vivo zB. im Rahmen einer Knochenmarktransplantation von Bedeutung sein
konnen. Mit der angeigenden Zahl von verflgbaren Sequenzen fir HLA Antigene haben
inzwischen die molekulargenetischen Methoden insbesondere fir Klasse I1-Antigene die

serol ogischen verdrangt.

Wie bereits beschrieben, liegt der Polymorphismus der HLA-Gene insbesondere in
Unterschieden im Bereich von ein oder zwel Exons begriindet. Aus diesem Grund werden im
Rahmen der Andyse in der Regd zunéchg diese Exons mit Hilfe der PCR amplifiziert.
Ansthliel;end folgt die egentliche Typiserung mit Hilfe unterschiedlicher zur Verfigung
Stehender Methoden.

Die genutzten Methoden zur Sequenz-Andyse der amplifizieten DNA sind die Redtriction
Fragment Length Polimorphism Andyse (PCR-RFLP) (Mizuki et al. 1992), die Sngle Strand
Conformation Polymorphism Analyse (PCR-SSCP) (Hoshino et al. 1992), die Heteroduplex
Formation Anayse (PCR-HDF) (Sorrentino et al. 1992), die Sequence-specific
Oligonuclectide Probing Andyse (PCR-SSOP) (Saiki et al. 1989), die Sequence-Specific
Priming-Analyse (PCR-SSP) und die direkte Sequenzierung der genomischen DNA mit Hilfe
der Sequence Based Typing Andyse (PCR-SBT) (Kaneoka et al. 1991). Fir den
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Routinegebrauch haben sch in den letzten Jahren die letzten drel genannten Methoden
durchgesetzt (PCR-SSOP, PCR-SSP und PCR-SBT).

15 Graft-versus-Host Erkrankung (GvHD)

Neben der Gefadr enes Krankhetsrezidives nach KMT und der Gefahr von
unkontrollierbaren infektiGsen Komplikationen sdlt die GvHD enes der grof:en Risken im
Rahmen der HD-Chemotherapie mit anschlief3ender KMT dar.

Die GvHD wird in eine akute, vor Tag 100 nach KMT beginnende und eine chronische, nach
Tag 100 nach KMT beginnende Form unterteilt. Beide Formen werden durch aloresktive
zytotoxische T-Lymphozyten des Spenders hervorgerufen. Diese fihren zu ener direkten
Zytolyse der ds fremd erkannten Zdlen; waterhin werden Zytokine freigesetzt, die eine
Entzindungsreaktion hervorrufen. Unterschieden werden jeweils verschiedene Schweregrade
und Organmanifestationen .

151 Die akute GVHD

Die akute GvHD wird in vier Schweregrade (I-1V), jeweils an Haut, Leber und Darm
unterteilt, wobei man ab Grad 111 von einer schweren GvHD spricht. Das Ausmal3 der akuten
GvHD korrdiet sowohl mit der Immundeffizienz und der Zunahme  infektitser
Komplikationen, d's auch mit der Mortditét nach KMT (Meyers et al. 1986; Gratwohl et al.
1995).

Das Risko ener akuten GvHD liegt selbst bal Transplantation von Knochenmark eines HLA-
identischen Spenders bel 20-80%. Retrospektive Anadysen haben gezeigt, dass die akute
GVHD der Grade I1-IV be 22% der Petienten nach HLA-identischer Transplantation mit
Geschwisterspendern direkte oder indirekte Todesursache ist. Insbesondere erhoht sich bel
Vorliegen ener akuten GVHD das Risko ener CMV-Infektion. Weterhin ist nach Auftreten
ener akuten GVHD auch die Wahrscheinlichkelt fir das spétere Auftreten einer chronischen
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GVHD ehoht. Zusizliche Riskofektoren snd HLA-Mismatche, Abwechungen in
Blutgruppe und Geschlecht, Alloimmunisierungen durch Transfusonen oder Schwangerschaft,
der Allgemeinzustand des Petienten und ein postiver Cytomegdie-Status (Gale et al. 1987,
Link et al. 1997).

Unabdingbar ist daher die medikamentdse Prophylaxe der GVHD. Die hierzu primé&
engesetzten Medikamente sind Cyclosporin A und Kortikoide. Weiterhin kann die kelmarme
Isolation der Patienten und die antimikrobielle Darmdekontamingtion die GVHD-Inzidenz
ggnifikant senken (Beelen et al.1992). Durch die Depletion von T-Zedlen kann zwar die Rate
der schweren akuten GVHD deutlich reduziert werden, jedoch kommt es aufgrund der
fehlenden immunkompetenten T-Lymphozyten zu enem dgnifikant erhdhten Risko der
Trangplantat-Abstol3ung und eines Krankhetsrezidivs (Kolb et al. 1996).

Die unterschiedlichen Riskofaktoren fiir das Entstehen einer GVHD machen die Interpretation
der Ursachen im individudlen Fal schwierig.

Grad | Haut L eber Darm

(bei histologisch
gesicherter GVHD)

1 M akul opapul 6ses GOT 150-750 1E/1 Diarrh mehr
Exanthem, mehr als und Bilirubin. as500ml
25% der Korperoberflache 34-50umoal/1 pro Tag

2 M akul opapul 6ses Biliru | Diarrhéen
Exanthem, 20-50% bin 1000- 1500 ml
der Korperoberflache 51 -100 umol/1 pro Tag

mit und ohne GOT-Anstieg

3 Generdlisierte Biliru | DiarrhGen tber 1500

Erythrodermie bin ml pro Tag

101 -255 pmol/1
mit und ohne GOT-Anstieg

4 Generalisierte Bilirubin Starke
Erythrodermie Uber 255 umol/l Bauchschmerzen mit
mit Blasenbildung und ohne lleus

und Desquamation

Tabelle 2: Akute GVHD; Schweregrad der Organbeteiligung(Link et al. 1997)
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Grad Haut L eber Darm Klin. Allgemeinzustand
| 1-2 0 0 normal
Il 1- 3 oder 1 oder 1 leicht reduziert
11 2-3 2-3 oder 2-3 deutlich reduziert
\Y 2 - 4 oder 2-4 2-4 sehr stark reduziert

Tabelle 3: Klinische Gesamtbeurteilung der akuten GVHD (Link et al. 1997)

15.2 Die chronische GvHD

Das Bild der chronischen GvHD gleicht dem Bild verschiedener Autoimmunerkrankungen. Es
kommt hier zu einer Zerstérung exokriner Drisen mit Scca-Syndrom, welterhin zu
Hautverénderungen wie Vitiligo, Alopezie oder Nageldystrophie. In Spétformen gleicht die
Erkrankung einer schweren Sklerodermie (Link et al. 1997). Ursschlich it hier die fehlende
Elimination von dloresktiven T-Lymphozyten im Thymus. Diese T-Zdlen reagieren mit
Antigendeterminanten der HLA Klasse II Molekile, was wiederum ber die Bildung von IL4
und INFg die Kollagensynthese von Fibroblasten anregt (Ferrara et al. 1991). Waeiterhin
kommt es zu ener Immunsuppression durch eine Einschrankung der B-Zdl-Proliferation, der
Antikorperproduktion und der CD4-Hdferzdlfunktion. Bei der chronischen GvHD wird eine
begrenzte und ene ausgedehnte Form unterschieden. Die Haufigkeit einer limitierten
chronischen GvHD liegt be 30-60%. HLA-Differenzen, hoheres Pdientendter, die
Kongdlation von weiblichem Spender ba ménnlichem Empfénger und eine vorausgegangene
akute GVHD erhthen das Risko sggnifikant (Ochs et al. 1994).
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| Begrenzte (limitierte) GVHD

1. Lokdiserter Hautbefall und/oder
2. Leberdysfunktion durch cGVHD

I Ausgedehnte chronische GVHD

1. Generalisierter Hautbefall oder
2. Lokalisierter Hautbefall und/oder Leberdysfunktion durch cGVHD und zusétzlich

a) Leberhistologie mit chronisch
aggressiver Hepatitis oder briickenbildenden Nekrosen oder Zirrhose oder

b) Augenbeteiligung: Im Schirmer Test weniger as5 mm Befeuchtung oder

c) Beteligung der kleinen Speicheldrisen oder der Mundschleimhaut, gesichert durch
Lippenbiopsie oder

d) Beteiligung eines anderen Zielorgans (Darm, Lunge)

Tabdle 4; Chronische GVHD, Gesamtbeurteilung (Link et al. 1997)

1.6 DieHLA-DP Antigene

161 Genorganisation und Aufbau der HLA-DP Antigene

Im Bereich des HLA-DP Genortes liegen die vier Gene HLA-DPB1, -DPB2, -DPA1 und
HLA-DPA2, wobel es sich bei den Genen DPB2 und DPA2 um sog. Pseudogene handelt,
aso Gene, die nicht exprimiert werden. HLA-DPB1 kodiert die b-Kette der DP-Antigene,
wéhrend -DPA1 die a-Kette kodiert. Der Polymorphismus der HLA-DP Antigene ig in
erger Linie durch Unterschiede im Exon 2 der DPB1 Allele begrindet; die DPA1 Gene sind
bel deben bekannten Allelen nur gering polymorph.

Fur die HLA Klasse Il DP-Antigene bestand lange nur die Mdglichkeit einer groben
Typiserung von 7 DPw Antigenen mittdds PLT und MAILA (monoclonal antibody-specific
immobilisation of |leukozyte antigens), denn es it nicht gelungen, spezifische Antikorper fir
enen Mikrozytotoxizitéstest zu entwickeln. Das Prinzip des MAILA besteht darin, dass
Antigene aus lyserten Zdlen isoliert, an ein Medium gebunden und dann durch monoklonae
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Antikorper nach Art eines ELISA enzyme linked immuno sorbent assay) nachgewiesen
werden (Muller-Eckhardt et al. 1990).

Im Zuge der Entwicklung zu molekulargenetischen Methoden hin lassen sch nun auch die
HLA-DP Antigene genau typisieren (Buyse et al. 1993).

Die im einzelnen verwendeten Methoden sind (s. auch 1.4.2):

- die PCR-SSP Methode, bel der der Genotyp durch eine Kombination sequenzspezifischer
Primer anhand der Amplifikatbanden in der Geldektrophorese bestimmt wird (Gilchrist et al.
1998),

- die PCR-SSO Methode, bel der sequenzspezifische Oligonukleotide mit amplifizierter DNA
hybridisert werden und die Hybridiserung mit ener Farbresktion detektiert wird (Buyse et al.
1993),

- die PCR-RFLP Methode, bel der das PCR-Produkt mit spezifischen Endonukleasen
geschnitten wird und das HLA-Muster dann anhand des Bandenmusters in der Elektrophorese

ermittelt werden kann (Ota et al. 1991).

162 Bedeutung der HLA-DP Antigene

Im Gegensatz zu den HLA Klasse Il DR und DQ Antigenen it die Bedeutung der HLA-DP
Antigene bisher rdaiv wenig untersucht worden. Ihre Bedeutung as Transplantationsantigene
ist noch nicht vollstandig geklart. Bekannt ist, dass DP-Molekille as Redriktionssemente in
der Antigenprésentation wirken.  Waeiterhin - wurden  verschiedene  Krankheiten  auf
Asoziaionen mit bestimmten DPB1 Antigenen Uberpriift.

1621 Assoziation von HLA-DP Antigenen mit Erkrankungen

Die Asozidion verschiedener HLA-Antigene mit Autoimmunkrankheiten ist sat langem

bekannt. Setdem Typiserungsmoglichkeiten fir die DP-Antigene bestehen, haben
verschiedene Arbeitsgruppen Krankheiten auf ihre Assoziation mit bestimmten DP-Antigenen
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hin untersucht. Buyse et d. fanden eine sark erhdhte Haufigkeit von DPB1*0202 bel
Patienten mit IDDM, flhrten diese jedoch auf die Kopplung an DRB1*0301 zurtick, dessen
erhohtes rdlatives Risko fur Diabetes mdlitus bekannt ist. Ob auch das DPB1*0202 eine
pathogenetische Rolle spidt, blieb bidang unklar (Buyse et al. 1993).

Frihere, serologische Untersuchungen deuteten auf ein erhdhtes Risiko fur Multiple Sklerose
bei DPw2 und fir juvenile rheumatische Arthritis (RA) bei DPw4 hin. Dies konnte jedoch mit
molekulargenetischen Methoden nicht bestétigt werden (Fugger et al. 1990). Andere
Arbeten zeigten eine positive Assoziation von DPB1*0201 mit der RA und eine negative fur
DPB1*0301 und DPB1*1101 (Carthy et al. 1995). Demgegeniber steht eine Arbeit, die
ene dgnifikante postive Asoziaion von DPB1*0301 mit der seronegativen RA zeigen
konnte (Gao et al. 1991).

Es konnte eine sgnifikante Assoziation von sowohl dlergischem, as auch Aspirin-induziertem
Asthmamit dem Fehlen des haufigsten HLA-DPB1*0401 Alld gezeigt werden (Dekker et al.
1997; Caraballo et al. 1991).

Be ener Vidzahl weterer Krankheten konnte eine Assoziation mit bestimmten DP-Antigenen
gefunden werden, z.B. Graves Desease mit DPB1*0501 (Dong et al. 1992), Myasthenia
Gravis mit DPB1*0201(Horiki et al. 1993), Primér bilidrer Leberzirrhose mit DPB1* 0301
(Mélla et al.1995) und Morbus Hodgkin mit DPB1*0301 (Taylor et al. 1996).

Sgnifikant war fir Tréger des Merkmads DPB1*0901 aus Tawan und Japan en erhohtes
Risko fur en frihes Rezidiv bei Morbus Hodgkin (Oza et al. 1994).

Diexe Vidzahl von Ergebnissen zegt, dass trotz der geringen Expresson der HLA DP
Antigene eine immunologische Bedeutung besteht; fir die klinische Praxis haben sich hieraus
bidang keine Konsequenzen ergeben.
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1622 HLA-DPB1und KMT

Mehrere Studien haben sich bereits mit dem Einfluss eines DPB1-Mismatches auf den Erfolg
von Knochenmarktransplantationen und den Verlauf gemischter Lymphozytenkulturen (MLC)
bechéftigt. Normura e d. gdlten in ihrer  Studie an 50 verwandten
Spender/Empfangerpaaren fest, dass 75% ihrer Patienten, die ein isoliertes DPB1-Mismatch
gegentiber ihrem Knochenmarkspender aufwiesen, an einer schweren GVHD erkrankten. In
der komplett HLA-identischen Kontrollgruppe waren es nur 17% (Nomura et al. 1991). Zu
einem anderen Ergebnis kommt die dhnliche Arbeit von AL-Daccak. Hier erkrankten 25%
der HLA-identischen Empfanger an einer schweren GvHD, wéahrend keiner der DPB1-
inkompatiblen Empfanger an einer GvHD erkrankt ist (al-Daccak et al.1990).

Be einer Untersuchung an nicht verwandten Spender/Empféangerpaaren kamen Petersdorf et
a. 1993 zu dem Ergebnis, dass ein oder zwe genotypische HLA-DPB1 Mismatche zwar be
78% der Spender/Empfangerpaare vorlagen, dass diese jedoch keinen signifikanten Einfluss
auf die Aushildung einer GvHD haiten (Petersdorf et al. 1993). Eine Arbeit von Kato et d.
mit gleicher Fragestdlung kommit jedoch zu einem deutlich anderen Ergebnis. Hier ergab sich
bei Untersuchungen an 22 Spender/Empfangerpaaren ein sgnifikant htheres GvHD-Risiko bel
DPB1-Inkompatibilitét (Kato et al. 1991). Eine aktudle Studie von Petersdorf et d. konntein
einer Gruppe von 205 CML Patienten, die HLA -A, -B und -C sowie -DRB 1 und -DQB1
identischen Fremdspender transplantiert wurden, nach retrospektiver HLA-DPB1 Analyse
eine ggnifikante Korreation von GVHD I11-1V° mit 2 DPB1 Mismatch zeigen (44% vs.27%).
Ein einzenes HLA-DPB1 Mismaich zeigte keine erhdhte GVHD [11-IV°  Inzidenz (jewells
27%). Eine signifikante Auswirkung auf die Uberlebenswahrscheinlichkeit hatten weder das
Auftreten von einem noch von zwel HLA- DPB1 Mismatches (Petersdorf et al. 2001).

Im Rahmen der KMT sind bisher zwe Féle beschrieben, in denen anhand von Lymphozyten-
Funktionstests die Aushildung einer akuten GvHD auf Bass der Resktivitét gegen en DP
Antigen ermittelt wurde (Gaschet et al.1996; Gaschet et al. 1998).
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Diese tellweise unterschiedlichen Ergebnisse zeigen, dass der genaue Einfluss der HLA-DPB1
Antigene noch nicht geklart werden konnte. Fest steht, dass DPB1-Inkompatibilitét zu einer
wesentlich schwéacheren und verspéteten Stimulation in einer MLC fihrt as DR- oder DQ-
Inkompatibilitét (Cesbron et al. 1990; Cesbron et al. 1993; Olerup et al. 1990). Walterhin
ISt bekannt, dass bereits geringe phénotypische Differenzen, insbesondere Glutamin an Position
69 zu einer Stimulation filhren kénnen (Nicholson et al. 1997; Potolicchio et al.1996).
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1.7 Zid dieser Studie

171 Methodische Zide

Die serologische HLA-DP Typiserung gehorte, wegen des ernormen Aufwands und der
geringen Aussagekraft, nicht zu den Routineuntersuchungen im Vorfdd einer KMT.

6 serologischen Phanotypen stehen 92 Genotypen gegentiber. Methodisches Ziel dieser Studie
war daher die Etablierung ener molekulargenetischen Testmethode zur HLA-DPB1
Typiserung. Im Rahmen diesr Arbat olite weterhin e@ne  molekulargenetische
Reihenuntersuchung der HLA-DPB 1 Merkmale von durch Familienuntersuchungen as HLA-
identisch getesteten Geschwigterpaaren, zwischen denen eine KMT geplant war oder bereits
gattgefunden hatte, durchgefthrt werden.

1.7.2 Klinische Zide

Die Daten von Nomura et a. weisen darauf hin, dass die Zahl der HLA-DPB1 Abweichungen
bei ansonsten HLA-identischen Geschwistern deutlich hoher sdi, als se rein statigtisch zu
vermuten wére und dass sch dadurch die Wahrscheinlichkelt zur  Entwicklung einer schweren
GVHD dgnifikant erhéhe (Nomura et al. 1991). Es wurde auf Basis dieser Daten vermutet,
dass Sch in der im Rahmen dieser Studie untersuchten chromosomaen Region ein sogenannter
»recombination hotspot* befindet und dies wiederum die Ursache fir eine erhhte crossing-
over Rate und damit fir Abweichung ansonsten HLA-identischer Geschwister in diesem

Bereich si.

Die genaue Bedeutung der HLA-DP Antigene im Rahmen einer Knochenmarktransplantation
it dennoch unklar. Die vorliegende Literatur spiegelt Ergebnisse wieder, die enersats
zwischen ener direkten Asoziation von DPB1 Abweichungen und der Ausbildung einer
GVHD und andererseits der Belanglosigkeit solcher Abweichungen wechsdln (Nomura et al.
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1991; al-Daccak et al.1990). Lymphozyten-Funktionstests konnten in Einzelfdllen zeigen,
dass eine Immunregktion im Rahmen einer GVHD HLA-DP-vermittet sein kann. Klinische
Fragestdlung diessr Studie war, wie haufig HLA-DPB1 Unterschiede be genotypisch
identischen Geschwigterpaaren auftreten und inwieweit eine HLA-DPB1-Inkompatibilitét in
unserem Kollektiv mit einer erhdhten Inzidenz einer schweren GVHD einhergeht. Weterhin
solite die Frage, ob ene HLA-DPB1 Inkompatibilitdét die Auswahl eines eventuelen
K nochenmark-Spenders beeinflussen sollte bzw. ob eine HLA-DPB1 Anayse der ansongten
as genotypisch identisch ermittelten Geschwisterpaare sinnvoll ist, beantwortet werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 DNA-Proben

Als Referenzmateridien fur die Etablierung der Methode wurden 36 Ebgtein-Bar-Virus
trandformierte lymphoblastoide B-Zdllinien vom neunten und zehnten Histokompatibility
Workshop verwendet. Tabelle 5 zeigt die verwendeten Zdllinien und ihre HLA-DPB1

Merkmale.

Zéelllinien HLA-DPB1 Typ
1. Jesthom 0401,0201
2. WT100BIS 0101,/0201
3. SCHU 0402,01
4. MGAR 0401,01
5. AMA 0402,0301
6. KASO11 0401,1401
7. Ducaf 0202~

8. COX 0301,-

9. VAVY 0101,-
10. Steinlin 0301,0401
11. PFG 4015 0101,0401
12. RSH 0101,0402
13. WTS1 02012 -
14. BSM 02012,
15. YAR 0401,-
16. PE117 0401,-
17. WM 02012,
18. BM16 02012,
19. HHKB 0401 -
20. TEM 0401 -
21. AMAL 0402 -
22. LBUF 1701 -
23. WIN 0401,1301
24. TABO089 0202
25. CGGB 1901, -
26. T4 0901,-
27. SAVC 1001,-
28. KAS116 1301, -
29. PLH 1501,-
30. LBUF 1701 -
31. DO208915 2301,-

Tabelle5: Verwendete Zelllinien
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2.2 Patientenkollektiv

Zur HLA-DPB1 Typiserung im Rahmen dieser Sudie wurde die DNA von Patienten und
ihren  Gexchwigern, die im Velaff ener Knochenmarkspendersuche durch
Familienuntersuchungen ds HLA-A, B, C, DRB1 und DQB1 genotypisch identisch typisert
wurden, und damit fir eine KMT in Frage kamen, verwendet. Die Entitéten, die zur Indikation
fir die Transplantation gefiihrt haben, waren heterogen. Insgesamt standen fir diese Studie
203 Proben von 91 Personen und ihren jewells ein bis drel Geschwistern zur Verfligung.

2.3 DNA-Isolierung

Die Isolierung der genomischen DNA erfolgte aus Na&EDTA-Vollblut oder lymphoblastoiden
ZdIkulturen durch Aussalzen nach Standardprotokollen von Miller oder Stern (Miller et al.
1988; Stern et al. 1992). Die Isolierung wurde mit dem Kit der Firma Super Quick Gene®*
oder Puregene®? durchgefiihrt. Der DNA-Gehat und die Proteinkontamination wurden bei
dlen DNA-Proben photometrisch as Absorption bet 260 nm bzw. 280 nm mit enem
Absorbtionsspektrometer gemessen und die Avso/Azge Ratio bestimmt. Alle Proben wurden
mit Aqua bidegtillata auf eine DNA- Konzentration von 100 ng/m eingestdllt.

Y Immucor, Roedermark, Deutschland
2 Biozym, Oldendorf, Deutschland
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24 PCR-Bedingungen

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde in einem Gesamtvolumen von 50 m durchgeftihrt.
Die PCR-Resktiond 6sung bestand aus:

- PCR-Puffer (1fach Puffer: 50mM KCl, 10mM Tris-HCl (pH8,3, 0.01% Gdatine, 1,5mM
MgClI2)

- 1 unit Tag-Polymerase*

- 200 M dATP, dCTP und dGTP

- 180 M dTTPund 20 nM biotin-16-dUTP?

-0,2nM Primer ( Tabelle6)

Bezeichnung Sequenz N Tm Specifitét

DPBAMP-A 5' 5GAG AGT GGC GCC TCC GCT 21mer 70 HLA-DPB 1
CAT3

DPBAMP-B 3 5GCC GGC CCA AAG CCC TCA 21mer 72 Gen-
CTC3 spezifisch

Tabelle 6;: Verwendete Primer

Das folgende Zyklus-Protokoll wurde auf dem Perkin-EImer® System 9600 Thermocycler
durchgeftihrt.
1. DNA Denaturierung bei 95 °C Uber 5 min
2. 30Zyklen @ Denaturation 30s ba 95°C
b) Annedling 30s bei 55°C und
¢) Extenson 30sbel 72°C

! Amplitagd Hoffman laRoche, Basel, Schweiz
2 Boehringer, Mannheim, Deutschland
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Zur Uberprifung des Amplifikationsergebnisses wurde im Anschluss an die PCR dne
Auftrennung in einem 2% Agaraosegel durchgefihrt.

Zusammensatzung des Agarosegels
-2g Agarose
-10ml 0.5 facher TBE Puffer ~ (50mM Tris, 45mM Borsaure, 0,5m EDTA)
-1,5 m Etidiumbromid
-90 ml HO

Die Auftrennung erfolgte in einer Midi-Geldektrophoresekammer Uber 10 min bel 100 V (80
mA\). Die Banden wurden anschlief3end unter einer UV-Lampe visudisert und photographisch
dokumentiert.
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2.6 PCR-SSO Reverse Dot Blot-Verfahren

Das Prinzip der Typiserung mittels PCR-Reverse Dot Blot Verfahrens berunt darauf, dass
Oligonuklectide bekannter Sequenz, die auf Membranen gebunden sind, bel einer bestimmiten
Hybridiserungstemperatur mit einer DNA (biotinmarkiertem PCR-Produkt) inkubiert werden.
Durch eine Farbresktion werden anschliel3end die Oligonukleotide, bei denen es zu ener
Hybridiserung mit dem PCR-Produkt gekommen i, Schtbar gemacht. Anhand des
Hybridiserungsmusters kann dann auf den Genotyp der untersuchten Sequenz geschlossen

werden.

2.6.1 Oligonukleotide

Die fir diese Arbeit verwendeten Oligonukleotide représentierten die polymorphen Positionen
der DPB1 Alldeim Bereich des Exon 2.

26.1.1 Design

Das Design der Sonden wurde baserend auf publizierte Sequenzen modifiziert (Buyse et al.
1993). Die wesentliche Voraussetzung, die diese Oligonuklectide erflllen mussten, um eine
Typiserung im Reverse Dot Blot-Verfahren zu ermdglichen, war, dass Se unter den gleichen
Hybridiserungsbedingungen mit augreichender Sengtivitdt und Spezifitdéd mit dem PCR-
Produkt reegieren. Ein positives Hybridiserungsergebnis bedeutete dso, dass die amplifizierte
DNA in ener Region komplementé&r zum Oligonukleotid lokdisert war. Tabele 7 zagt die
Oligonukleotide, die verwendet wurden, ihre Pogtion im Bereich des zweiten Exons und die
von ihnen erkannten DPB1-Allde. Die zu detektierende polymorphe Position wurde mit dem
mittleren Teil der Sonden abgedeckt.
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Primer Lokalisation Sequenzvon5' zu 3' Spezifitat hybr.T

RBO1 DPB1 30-35 TAC AAC CGG CAG GAGTAC 1101,1501 61°C

RBO2 DPB2 81-87 CGA GCT GGT CGG GCC CA 1801,1501 61°C

RBO3 DPB3 53-58 GGC CTG AGG CGG AGT AT 0202,0501,1901,2101,2201,2401,3601 61°C

RBO4 DPB5 73-79 CGG ACA GGA TAT GCA GAC 1301,1901 61°C

RBO5 DPB6  32-37 GGG AGGAGCTCGTGCGC 0202,0501,2101,2201,3601 61°C

RB06 DPB8 55-60 GAT GAGGACTACTGGAAC  |0301,0601,0901,1401,1701,2001,2901 61°C

RBO7 DPB9 82-86 GAG CTG GGC GGG CC 0201,0202,0401,0402,2301,2401,3201 61°C

RB0O8 DPB10 7-12 IACG TGT ACCAGT TACGG 0301,0601,1101,1301,2001,2101, 61°C
2601,2701,2501,2901,3601

RB09 DPB11 6-12 IAAT TACGTG CACCAGTTA C |0901,1001,1401,1701 61°C

RB10 DPB12 62-68 IAGA AGG ACCTCCTGG AGG 0301,0601,1101,1401,1501,2001,2501, 61°C
2901,3101

RB11 DPB14 33-33 AGGAGT ACGCGCGCTT 0101,1101,1301,1501,2601,2701 61°C

RB12 DPB15 66-72 GGA GGA GAA GCG GGCAG 0101,0301,0401,0402,0501,1401,1801, 61°C
2001,2301,2401,2501,2601,2701,3101,
3601

RB13 DPB16 54-59 CCT GAT GAG GAG TACTGG 0201,0402,0801,1001,1601,1801,2501 61°C

RB14 DPB17 66-71 TGG AGG AGG AGC GGG CA 0201,0202,0601,0801,0901,1001,1301, 61°C
1601,1701,1901,2101,2201,2901,3201

RB15 DPB18 9-14 TTC CAG GGA CGG CAG GAA 0101(?),02012,0202,0401,0402,0801, 61°C
1501(7),1601,1801(?),1901,2201,2301,
2401,3101,3201

RB16 DPB19 73-79 CGG ACA GGG TAT GCA GAC 0101,0301,0801,0901,1001,1401,2501,2901 61°C

RB17 DPB20 73-79 CGG ACA GGA TGT GCA GAC 0201,0202,0401,0402,0601,1101,1501, 61°C
1601,1701,1801,2001,2101,2701,2201,2301,
2401,3101,3201

RB18 DPB21 83-83 CTG GACGAGGCCGTGAC 0101,0301,0501,0601,0801,0901,2201, 61°C
1001,1101,1301,1401,1601,1701,2501,2901,
1901,2001,2101,2601,2701,3101,3601

RB19 DPB22 33-33 IAGG AGT TCGCGCGCT TC 0401,2401,3101 61°C

RB20 DPB23 5-12 GAA TTA CCT TTT CCA GGG ACE0201,0202,0401,0402,0501,0801,2201, 61°C
1601,1901,2301,2401,3101,3201

RB21 DPB24 62-68 IAGA AGG ACA TCCTGG AGG 0101,0201,0202,0401,0402,0501,2201, 61°C
0801,0901,1001,1301,1601,1701,2301,2401,
1801,1901,2101,2601,2701,3201,3601

RB22 DPB25 53-58 GGC CTG CTG CGGAGT AC 0101,0401,1101,1301,1501,2601, 61°C
2701,2301,3101

RB23 DPB26 33-38 GAGGAGTTCGTGCGCTT 0201,0301,0402,0601,0801,0901,2301, 61°C

1001,1401,1601,1701,1801,1901,2501,

2001,2901,3201

Tabelle 7: Verwendete Oligonuclectide
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26.1.2 Synthese der poly dT-tails

Zur Durchfhrung der Hybridiserung wurden die Oligonukleotide an Nylon-Membranen
gebunden. Um ene Bindung zu ermoglichen, wurden lange Thymidin-Triphosphat-Ketten
("poly T-tals") enzymétisch an die Oligonukleotid-Sonden synthetisiert.

Im einzelnen wurden dazu 200 pmol SSO in einem Ansaiz ge 6t mit:

- 100mM NaCacodyl,

- ImM CoCl,

- 0,AmM Ditriothreitol,

- 80mmol dTTP,

- 80 units termina e Desoxynukleotidyltransferase,

- 300pmol SSO.

Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bel 37°C wurde die Reaktion durch Zugabe von
10mM EDTA gestoppt. Auf diese Weise wurden Ketten von ungeféhr 400 dTTPs an die
SSOs synthetisiert.

2.6.1.3 Crosdinking der Oligonuclectide mit Nylonmembranstreifen

Nach Auftropfen der SSOs und anschlie3ender UV-Bestrahlung kam es zur kovaenten
Bindung der Oligonukleotide an die Membranen. Diese Bindung erfolgte wegen der rdativ
groferen Lange der poly T-tails (ca. 400 Basen) bel ener wesentlich groferen Anzahl der
Nukleotide nicht im sequenzspezifischen Tell (ca 20 Basen), s0 dass dieser fir die
Hybridiserung frel blieb. Die von uns verwendeten Membranen wurden zunéchst im Labor
hergestelt und konnten spédter kommerzidl erworben werden (Fa Innogenetics, Leuwen,
Bdgien).
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2.6.2 Hybridiserung

Das PCR-Produkt wurde mit Denaturierungs-Losung (400mM NaOH/10mM EDTA-
Gemisch) dber 5 min bel Raumtemperatur inkubiert und damit denaturiert, d.h. in Einzelstrange
getrennt. Hiervon wurden 10m mit 2ml Hybridiserungddsung bal 56°C zu den Membranen in
einzelne Hybridiserungsschaen gegeben. Da bel zu hoher Temperatur die Wahrschenlichket,
dass es zur Aushildung der Bindungen kommt, zunimmt, was eine Abnahme der Sengitivitét zur
Folge hétte, musste diese Temperatur exakt eingehalten werden. Demgegeniber kann es bel
zu niedriger Temperatur auch im Bereich nicht genau komplementérer Sequenzen zu einer
Hybridiserung kommen, womit die Spezifitd der Typiserung reduziet wirde. Die
Hybridiserungsdauer betrug 30 min unter Setiger Agitation der Hybridiserungsschaen im

gewarmten Wasserbad.

2.6.3 Waschen

Zum Entfernen nicht gebundener DNA wurde zundchgt die gesamte Fliissgkeit aus den
Hybridiserungsschaen abgesaugt und die Membranen wurden mit Wasch-Puffer (2fach
SSPE/0,1%SDS) gespllt. Nach welterer Inkubation bel 56°C fur 10 min mit Wasch-Puffer
folgte zweimdiges Spulen mit Spil-Lésung (PBS: 58mM NgHPO,, 17mM NAH,PO,,
68mM NaCl) bei Raumtemperatur.

264 Detektion positiver Signale

Nach Absaugen der Lésung wurde die Konjugationd dsung hinzugegeben, die an Streptavidin
gebundene akdische Phosphatase (AP) enthidt. Wahrend der Inkubationszeit von 30
Minuten bei Raumtemperatur konnte sich das Streptavidin mit der AP an das biotin-16-dUTP
im PCR-Produkt binden. Nach drel weiteren Waschgangen, zweima mit Spil-Puffer und
einma mit Substrat-Puffer (50mM NaHCO,, 1mM MgCl,, pH9,5), folgte die Zugabe der
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Subgirat-Losung  BCIPNBT  (Bromchlorindolphosphat  und  Nitroblue-tetrazolium  in
Dimethylformamide) mit anschlief3ender Inkubation fir 30 Minuten bel Raumtemperatur. Das
Subdrat konnte nun von der AP umgesatzt werden, wodurch wiederum eine direkte

Farbreaktion hervorgerufen wurde.

2.6.5 Inter pretation

Zur Interpretation konnten die pogtiven Signade mit Hilfe einer Schablone abgelesen werden.
Die Ermittlung der vorliegenden DPB1 Allde konnte mit Hilfe einer Tabele, welche die
Sequenzen simtlicher  polymorpher  Postionen den verschiedenen Allden  zuordnet,
durchgefihrt werden.



3. ERGEBNISSE

Die im Rahmen dieser Arbeit etablierte Typiserungsmethode wurde anhand von Testzelllinien
auf ihre Sengtivitét und Spezifitét  Uberprift. Im weteren erfolgte unter Nutzung vorgefertigter,
kommerzidl erhdtlicher Membranen die Untersuchung von Patientenmateridien.

311 PCR Amplifikation

Die PCR Amplifikation hat bis auf vier Ausnahmen in ssmtlichen Fdlen im ersen Ansaiz zu
eindeutig abgrenzbaren Banden gefiihrt, so dass die weitere Anayse erfolgen konnte. In den
Fdlen, wo zunéchst keine Banden abgrenzbar waren, wurde das erhdtene Substrat einer

erneuten PCR zugefuhrt.

Abbildung 7 zeigt das Ergebnis der Geeektrophorese des PCR-Produktes von 5
Spender/Empfangerkombinationen. Ein positives Amplifikationsergebniss stelt Sch ds deutlich
abgrenzbare helle Bande dar. Die hier tellweise schtbaren unscharf begrenzten Aufhellungen
oberhalb der eigentlichen Bande werden von Primern erzeugt, die nicht verbraucht wurden.
Ein optimales Amplifikationsergebniss zeigt sich z.B. in den Reihen 1 und 2. Die Banden sind
sehr deutlich zu sehen; Artefakte durch DNA oder Primer liegen nicht vor.

Nr: 12 345 67 89 1011

Abbildung 7: Gelelektrophorese
3.1.2 Hybridiserung



41

Die Hybridiserung fuhrte in sdmtlichen Fdlen zu endeutigen Signden.

In Abbildung 8 igt das Typisierungsergebnis zweier Patienten mit den Membranen der Fa. Inno
abgebildet. Nach dem Ablesen der positiven u. negativen Oligonukleotide wurde der Genotyp
mit Hilfe einer Tabelle ermittelt.

Abbildung 7: Membranstreifen
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3.2. Patientenpr oben

203 DNA Proben von 91 Peatienten und ihren 1-3 serologisch HLA-identischen Geschwistern,
zwischen denen eine Knochenmarktrangplantation stattgefunden hatte oder geplant war, wurde
auf ihre Kompatibilitdt bezlglich der HLA-DPB1 Antigene Uberprift. In dem enzigen
aufgetretenen Fal ener Abweichungen am DPB1 Genort wurden mogliche Griinde anhand
der Familientypiserung erschlossen. Weiterhin wurden die Haufigkeiten der einzelnen DPB1-
Allelein der untersuchten Gruppe errechnet und zusammengestellt.

321 Allelhaufigkeiten

Tabelle 7 zeigt die Haufigkeiten, der in der von uns untersuchten Gruppe aufgetretenen HLA-
DPB1 Subtypen und die Haufigkeiten des homozygoten Auftretens einzelner Allele.



HLA-DPB1-TYP ANZAHL HAUFIGKEIT HOMOZYGOT
0101 18 94% 1
0201 28 14,6%

0202 2 1%

0301 20 10,4% 3
0401 7 41% 17
0402 20 10,4%

0501 2 1%

0601 2 1% 1
0901 1 0,5%

1001 1 0,5%

1101 2 1%

1301 5 25%

1401 5 25%

1501 3 1,6%

1601 2 1%

1701 2 1%

1901 1 0,5%

Tabelle 7: Haufigkeiten der aufgetretenen Subtypen

321 HLA-DPB1 Inkompatibilitat

Bel 90 der 91 im Rahmen dieser Studie untersuchten Geschwigterpaare konnte eine Identitét
auch fir den DPB1 Genort festgestellt werden. Somit kann bel diesen 90 Paaren von ener
kompletten genotypischen Identitét im Bereich des MHC-Komplexes ausgegangen werden.
Be lediglich eéinem der Geschwigterpaare wurde im Rahmen dieser Studie ein HLA-DPB1
Mismeatch gefunden.

Durch Typiserung der Kernfamilie konnte die Segregation der Haplotypen nachvollzogen und
somit die Ursache des HLA-DPB1-Mismatches fur diesen Fal geklart werden.



O
A 1({1 11
B 60 | 18 8|8
Cw 3| - 7|7
DR 13|15 33
DQ 1| - 2| 2
DP 0301 0201 0101 0402
a b o d
A 1|1 1|11
B 60| 8 60 | 8
Cw 3|7 3|7
DR 133 13| 3
DQ 1|2 1| 2
DP 0301 0101 0301 0402
a c a d

Abbildung 8: Familienstammbaum

Der Patient und seine Schwedter zeigen ene genotypische Identitét fir dle getesteten
Merkmale, bisauf ein HLA-DPB1 0101 vs. 0402 Mismatch.

Anhand des Stammbaumes wird deutlich, dass diese Kongdlation durch die unterschiedliche
Haplotypen-Segregation der muitterlichen Chromosomen hervorgerufen wurde. Die Mutter ist



fur dle getesteten Merkmale bis auf das DPB1 Merkma homozygot. Nur anhand der DPB1
Typiserung zeigt sch, dass keine komplette genotypische Identitét vorliegt. Unabhangig von
der HLA DPB1 Inkompatibilitét ist esim weiteren Verlauf in diesem Fal keine Trangplantation
durchgefihrt worden.
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4. DISKUSSION

4.1 Bedeutung der molekular genetischen HLA-Typisierung

Der hohe Kogten- und Arbetsaufwand fir molekularbiologische HLA-Typiserungen wird auf
Basis der Ergebnisse verschiedener Studien gerechtfertigt, welche einen direkten Einfluss der
HLA-Ubereingimmung zwischen KM-Spender und -Empfanger sowohl auf die Ausbildung
ener akuten GvHD, ds auch auf die Knochenmarkfunktion nach KMT aufzeigen konnten
(Ottinger et al. 1997; Link et al. 1997).

Mit Einfihrung molekularbiologischer Methoden wurden die Mdglichkeiten der Diagnostik
dler heute ds rdlevant betrachteten HLA-Antigene entscheidend verbessart. Die klinische
Bedeutung liegt heute im Schwerpunkt bel der genauen Subtypisierung der HLA-DRB1 und -
DQB1 Gene, welche eine Grundvoraussetzung fir eine Knochenmark-Fremdspendersuche
dargdlt (Ottinger et al. 1997). Waiterhin bedeutend ist die Zuverldssigkeit und Genauigkeit
der molekulargenetischen Untersuchung bel der Abgrenzung auf serologischer Ebene schwer
zu differenzierenden Klasse | und |l Antigene. Die Fehlerquote der serologischen
Untersuchungsmethoden gilt mit bis zu 25% ds sehr hoch (Mytilineos et al. 1993; Yu et al.
1997; Lorentzen et al. 1997).

4.2 Bedeutung der HL A-DP Untersuchung

Im Ramen diesr Arbadt wurde en molekulargengtisches HLA-DPB1
Untersuchungsverfahren, das PCR-SSO Reverse-Dot-Blot-Verfahren, etabliert und in die
Routinediagnostik eingefihrt (Blasczyk et al. 1994).

Die genaue Betimmung der HLA-DPB1 Mekmde war vor der Einfihrung
molekularbiologischer Methoden nicht moglich. Lediglich 6 DPB1 Antigene konnten be
hohem Aufwand mit dem einzigen gangigen Verfahren, dem PLT, unterschieden werden. Im
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Gegensatz dazu koénnen mit molekulargenetischen Methoden aktudl mehr ds 92 Merkmae
unterschieden werde. Neben der von uns angewandten Methode gibt es mehrere Alternativen,
ene molekulargenetische DPB1  Andyse durchzufihren. Die gangigen Methoden
unterscheiden sch neben ihren Funktionsprinzipien vor dlem durch den jeweligen Arbets
und K ostenaufwand.

Die genaueste, gleichzeitig aber auch aufwendigste Methode igt die Sequenzierung des DPB1
Genortes. Im Vergleich zu den Ubrigen genannten Methoden eignet sich diese zum Auffinden
nicht beschriebener DPB1 Merkmae und zur Analyse von heterozygoten Kombinationen, die
aufgrund von Sequenziiberlgpopungen mit den Ubrigen Methoden nicht eindeutig differenziert
werden konnen. Bel Anwendung in der Routinediagnostik ist diese Methode jedoch sehr
arbeits- und kostenintensiv (Hyldig-Nielsen et al. 1987).

Die zuergt genutzte molekulargenetische Methode ist die RFLP (Begovich et al. 1992). Die
Interpretation der Ergebnisse einer RFLP-Analyse ist jedoch den eindeutigeren Ergebnissen
einer PCR-SSO und einer PCR-SSP unterlegen. Die PCR-SSP- (Gilchrist et al. 1998) wie
auch die PCR-SSO-Methode (Buyse et al. 1993) ermoglicht den direkten Nachwels
polymorpher Genabschnitte mit Hilfe sequenzspezifischer Oligonukleotide. Beziglich der
Andyse der momentan bekannten Allde und Auflésung der heterozygoten Kombinationen
unterscheiden sich die Verfahren jedoch nicht wesentlich.

Die von uns verwendete PCR-SSO Methode ermdglicht es, eine grof3ere Menge von Proben

gleichzeitig zu verarbeiten. Die hierfir benétigte Menge an DNA igt deutlich geringer ds bel

den dternativen Methoden.

4.3 HLA-DPB1 Mismatches

Ergebnisse mehrerer Arbeiten deuteten auf eine "crossing-over'-Rate von bis zu 2,7% pro

melotischer Tellung zwischen dem HLA-DPB1 Genort und den dbrigen HLA Klasse |l



Genorten hin. Dies wirde eine HLA-DPB1 Inkompatibilitét von 10,8% be fur die Gbrigen
Merkmae genotypisch identischen Geschwistern bedeuten. (Nomura et al. 1991).

Eine Andyse in 39 CEPH (Centre d'Etude du Polymorphisme Humain)-Familien mit der
PCR-SSO Technik ergab eine Rekombinationsrate von 0,8% (Begovich et al. 1992). Bei
einer Rekombinationsrate von 0,8% pro meiotischer Teilung kann man auf Bas's dieser Daten
mit einer Inkompatibilitét bei 3,2% der DR/DQ-identischen Geschwisterpaare rechnen. Diese
Rekombineationsrate wirde der rechnerischen Wahrschenlichkeit einer Rekombination bel
ener Entfernung von 0,9cM zwischen DRB1 und DPB1 in etwa entsprechen.

Zid dieser Arbeit war die molekularbiologische Anayse des DPB1 Merkmas bel ansonsten
as komplett HLA-identisch getesteten Geschwigtern, um die in diesem Kollektiv vorliegende
Rekombinationsrate zu bestimmen. Waeiterhin sollten eventuelle Auswirkungen eines HLA-
DPB1 Mismatches auf den Verlauf der Krankengeschichte der betroffenen Petienten Gberpriift

werden.

Die Ergebnisse von Studien, in denen Mismatch-Kongdlationen gefunden worden sind,
widersprechen sch (Nomura et al. 1991; al-Daccak et al. 1990; Pawelec et al. 1986).

Al-Daccak et d. haben mit Hilfe der RFLP-Methode 27 Spender/Empfangerpaare im
Hinblick auf ihre DPB1 Kompatibilitdt GUberprift und in dre Falen Inkompetibilitéten
detektieren konnen. Untersuchungen des Krankheitsverlaufes nach KMT zeigten, dass die
DPB1-Mismatch-Kongdlation in keinem Fal zu eéner GVHD > Grad Il fuhrte. In Seben der
gematchten Féle traten diese jedoch auf.

Nomura et d. fanden in einer Gruppe von 46 Spender -Empfangerpaaren, unter Verwendung
der RFLP, funf Inkompatibilitdten. Hier trat in drel der vier auswertbaren Fdle eine GVHD >
Grad Il auf (75%). Im Gegensatz dazu war die Haufigkeit einer GVHD > |l bei den DPB1-
kompatiblen Paaren mit 7 von 41 (17%) deutlich niedriger.
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In einer Studie von Pawelek et d. wurde die DP-Typiserung mit Hilfe des PLT durchgeftihrt.
Hier fanden dch in ener Gruppe von 35 Spender/Empfangerpaaren zwel Fale von
Inkompatibilitét, die aber in der weiteren Andyse in keinen Zusammenhang mit der Ausbildung
einer GVHD gebracht werden konnten.

Petersdorf et a. konnten in ener Studie von 1993 zu isolierten Mismatchen im DPB1 Bereich
Im Rahmen von Knochenmarktransplantationen zwischen 129 nicht verwandten Spender-
Empféngerpaaren keine Auswirkungen der Mismaiches ermitteln (Petersdorf et al.1993).
Diesen Daten widerspricht hingegen eine Studie von Kato et d. Hier kam es zur Aushildung
ener GvHD IlI-1IV Grades bel 11 von 11 (100%) HLA-DP Mismatch Konstdlationen,
jedoch nur bel 5 von 11 (45%) der HLA-DP kompatiblen Spender/Empfanger-Paare (Kato
et al. 1991). Eine aktudle Studie wiederum von Petersdorf et.d. anadyderte im Rahmen der
Fremdspender-Transplantation von 205 CML Petienten die Auswirkungen von einem bzw.
zwel DPB1 Mismaiches, es zeigte Sch ein sgnifikant erhthtes Risko fur das Auftreten einer
GVHD 1I1-1V° bel Petienten mit zwei Mismatches, wahrend das Gesamtuiberleben dieser
Petienten nur tendenziell schlechter war. Bei Patienten mit nur einem DPB1 Mismaich zeigten
sch keine Unterschiede in Bezug auf GVHD und Uberleben im Vergleich zu kompatiblen
Petienten (Petersdorf et. al. 2000).

In unserer Studie jedoch zeigte sich, dass von den untersuchten 91 Patienten 90 auch im
Bereich des HLA-DPB1 Genortes mit ihren Geschwigtern Ubereingimmten. Die enzige
Abweichung, die detektiert werden konnte, lies sch anhand der Familientypisierung durch die
Homozygotie der Mutter fur dle rdevanten HLA-Merkmde bis auf das DPB1-Merkma
erklaren. In diesem Fal zeigte sich, das die Mutter mit HLA-A1, B8, Cw7, DR3 und DQ2 in
samtlichen untersuchten Merkmaen die Allele mit der grofen Haufigkeit in der kaukasischen
Population aufwies. Unabhangig von der HLA DPB1 Inkompatibilitét ist es im welteren
Verlauf in diesem Fal keine Transplantation durchgefhrt worden.

Klinische Auswirkungen von Mismatches im DPB1 Bereich konnten somit nicht ermittelt

werden.
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Be den vidfatigen Einflussgrolien auf die Aushildung einer GvHD lésst Sch die genaue Rolle
der HLA-DP Antigene auf Bas's der aktuellen Datenlage nicht endguiltig kl&ren.

Insbesondere eine Arbeit von Theobad et d. zeigt auf, dass trotz DP-Mismatch "minor
histocompatibility antigenes’ im Vordergrund stehen kénnen. Hier wurden T-Zell Populationen
identifiziert, die eine GvHD audogten, jedoch nicht gegen das inkompatible DP-Antigen
gerichtet waren (Theobald et al.1993).

Dem gegeniberzugtdlen sind, wie von Gaschet e d. publiziert, zwei klinische Féle von
Knochenmarkempfangern, die, bei ansonsten kompletter Kompatibilitét, ein DPB1-Mismatch
mit ihren Knochenmark-Fremdspendern aufwiesen und bei denen im Rahmen einer schweren
GvHD direkt gegen das fremde DPB1 Merkmd gerichtete Lymphozyten nachgewiesen
werden konnten (Gaschet et al. 1996; Gaschet et al. 1998).

Die zur Zet aktudlge klinische Studie konnte, wie bereits erwahnt, zeigen, dass bem
Vorliegen von zwel DPB1 Mismeaiches ein sgnifikant hoheres Risko zur Entwicklung einer
GVHD begsteht ds bal einem oder keinem Mismatch. Dieses erlaubt zur Frage nach dem
Stelenwert der DP  Antigene lediglich die Aussage, dass eine Kongdlation von zwel
Mismatches im DPB1 Bereich nach Moglichkeit vermieden werden sollten (Petersdorf et. al.
2000).

Abschlief3end lésst sich sagen, dass bel kontroverser Datenlage die Frage nach der klinischen
Rdevanz von DP-Mismach-Kongelationen nicht entgliltig beantwortet werden kann. Bel
ener rechnerischen Wahrschenlichkeit von <0.001% fur das Vorliegen von 2 Mismatches im
DP Bereich ba songt ds HLA identisch getesteten Geschwistern erscheint die Untersuchung
von HLA DPB1 zumindest im Rahmen der Familientypiserung nicht snnvall.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Zur Bedeutung der HLA-DP Antigene ds Transplantationsantigene im Rahmen der HD-
Chemotherapie mit anschliel}ender dlogener Stammzdltransplantation gibt es bisher nur
wenige Sudien. Bel tellweaise sehr geringen Fdlzahlen snd die Ergebnisse dieser Arbeiten
sowohl im Rahmen der Familien, ds auch de Fremdspender-Trangplantation
widerspriichlich.

Die Méglichkeiten der serologischen HLA-DP Typiserung sind sehr beschrénkt; lediglich 6
Phanotypen lassen sch so bestimmen. Demgegentiber stehen aktudl 92 HLA-DPB1 Allele,
die sch mit molekulargenetischen Untersuchungen unterscheiden lassen.

Die rechnerische Wahrscheinlichkeit einer Rekombination (crossng over) zwischen HLA-
DRB1 und-DPB1 im Verlauf einer meotischen Telung liegt bei ener Entfernung von 0,9
Millionen Basenpaaren (=0,9cM), bel 0,9%. Demgegeniber ergaben frihere Untersuchungen
zur Auswirkung einer DPB1 Inkompatibilitét im Rahmen der dlogenen KMT bel HLA-A und
B (Klessel) und DRB1 und DQB1l (Klassell) identischen Geschwisern ene
Rekombinationsrate von bis zu 2,7%. Eine Rekombingtionsrate von 2,7% wirde wiederum

rechnerisch zu einer Inkompatibilitét in 10,8% der Fale fuhren.

Die vorliegende Arbeit befasst sch mit der molekulargenetischen Andyse der HLA-DPB1
Merkmale von Geschwisterpaaren, zwischen denen eine alogene Knochenmarktransplantation
durchgeftihrt wurde bzw. geplant war und die im Rahmen der im Vorfed durchgefiihrten
Familienuntersuchungen as HLA identisch getestet wurden.

Fur diese Arbeit und die weitere Routinediagnostik wurde das PCR-SSO Reverse Dot Blot-
Vefaren eabliet und an bekannten Tedzdllinien geprift. Anschlie?end efolgte die
Typiserung von 203 Proben von 91 Petienten und deren 1-3 Geschwistern.
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Zid diesr Untersuchungen sollte zum enen die Bestimmung der Haufigkeit von HLA-
Inkompatibilitét in unserem Koallektiv und zum anderen eine Korrelation zwischen eventudler

DPBL1 Inkompatibilitét und dem Verlauf einer Knochenmarktransplantetion sein.

Anhand der Ergebnisse wurden die Haufigkeitsvertellung der  HLA-DPB1 Allde berechnet
und Abweichungen zwischen Geschwistern gesucht. Von den 91 Petienten zeigte sich lediglich
in eénem Fal ene Inkompatibilitdt mit dem potentiellen Knochenmarkspender. Die weitere
Segregationsanaysen ergaben jedoch, dass diese nicht auf  eine Rekombination, sondern auf
ene unterschiedliche Vertellung der Haplotypen be HLA A, B, DRB1 und DQB1
homozygoter jedoch DPB1 heterozygoter Mutter zuriickzufUihren war. Unabhangig von der
HLA DPBL1 Inkompetibilitét ist es im weiteren Verlauf in diesem Fdl keine Transplantation
durchgefihrt worden.

Anhand des untersuchten Patientenkollektives konnte eine gegentber der rechnerisch
ewarteten erhdhte Rekombinationsrate zwischen HLA-DRB1 und —DPB1 nicht bestétigt
werden. Die molekulargenetische HLA-DPB1 Diagnostik bei as HLA genotypisch identisch
Identifizierten Geschwidterpaaren ist somit nicht snnvall.
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