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1 Einleitung 

 

1.1 Die Stammzelltransplantation 

 

1.1.1 Entwicklung der allogenen Blutstammzelltransplantation (BSZT) 
 

Als therapeutisches Verfahren hat die allogene Blutstammzelltransplantation in 

den letzten 15 Jahren einen festen Platz im Behandlungskonzept einiger häma-

tologischer und onkologischer Krankheitsbilder erhalten. 

 

Schon seit den 50er Jahren ist die Theorie der BSZT aus dem Tiermodell 

bekannt [40]. Lorenz und Mitarbeiter konnten 1951 zeigen, dass mit letaler 

Ganzkörperbestrahlung behandelte Nagetiere durch Übertragung von Zellen 

des Knochenmarks eines anderen Tieres die Aplasiephase überlebten und 

hämatologisch regenerieren konnten [53]. Weitere tierexperimentelle Ergebnis-

se führten Ende der 50er Jahre zu den ersten Therapieversuchen beim Men-

schen. Die Arbeitsgruppe um E.D. Thomas hat 1957 erstmals über eine alloge-

ne Knochenmarktransplantation berichtet. Einem 63 Jahre alten Mann mit 

Multiplem Myelom wurde nach Ganzkörperbestrahlung Knochenmark injiziert 

[88].  

Nach anfänglicher Euphorie wurde die Anzahl der durchgeführten Knochen-

marktransplantationen in den folgenden Jahren geringer, da schlechte Behand-

lungsergebnisse mit häufigem Auftreten von tödlichen Komplikationen nicht 

selten waren [11]. 

 

Die Entdeckung und Beschreibung leukozytenspezifischer Gewebemerkmale in 

Hunden, durch Mitarbeiter von E.D. Thomas, brachte weitere Fortschritte. Sie 

zeigten, dass sich bei Auswahl der Spendertiere nach diesen Gewebemerkma-

len die Blutbildung im Empfänger über Monate stabilisieren ließ [21, 77]. 
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Mit der Übertragung der Befunde in das humane System, und der Erforschung 

des humanen Histokompatibilitätskomplexes (HLA), gelangen beim Menschen 

Anfang der 70er Jahre in Seattle erfolgreiche Knochenmarktransplantationen 

mit gewebsidentischen Geschwisterspendern [87]. 

Die Übertragung von Knochenmark von HLA-identischen Spendern wurde in 

der nachstehenden Zeit zunehmend praktiziert. Anfänglich wurden nur Ge-

schwister oder Familienangehörige als Spender ausgewählt. 

Die Entwicklung serologischer und später molekularbiologischer Methoden zur 

HLA-Typisierung ermöglichte eine gezielte Spenderauswahl, und hatte in der 

folgenden Zeit erheblichen Einfluss, die Übertragung von Knochenmark als 

therapeutisches Prinzip zu etablieren [19, 78, 90]. 

 

Die allogene HLA-identische Knochenmarktransplantation (KMT) gilt seit Ende 

der 70er Jahre als anerkanntes Therapieverfahren und wird seit 1973 an der 

Medizinischen Klinik der Universität Tübingen durchgeführt [86]. 

In der folgenden Zeit, Anfang und Mitte der 80er Jahre, nahm die Zahl unver-

wandter Spender zu, ebenso wurden zunehmend Versuche mit nicht HLA-

identischen  Spendern praktiziert [30]. 

 

Auch im peripheren Blut kommen hämatopoetische Stammzellen vor, sie sind 

durch das Oberflächenantigen CD34 charakterisiert.  

Durch den Einsatz von hämatopoetischen Wachstumsfaktoren wird die Bildung 

und Mobilisierung der CD34 Stammzellen verstärkt [28]. Dieser granulozytenko-

loniestimulierende Faktor (G-CSF) kann seit Mitte der 80er Jahre rekombinant 

hergestellt werden und ist seit 1991 zugelassen [8]. 

Durch die Anwendung bei potentiellen Spendern können die Blutstammzellen 

mobilisiert werden und in das periphere Blut gelangen. Mit Zellseparatoren 

werden die Stammzellen maschinell von anderen Blutbestandteilen getrennt, 

mit dem Ziel eine ausreichende Menge für das Transplantat zu gewinnen [69]. 

Dank diesem Verfahren wird die klassische Methode der Knochenmarkgewin-

nung aus den Beckenkämmen in Vollnarkose ergänzt, bzw. immer mehr ersetzt 

und findet von Seiten des Spenders eine bessere Akzeptanz [64,74]. 
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Beide Methoden, die Knochenmarktransplantation (KMT) und die Verpflanzung 

peripherer Blutstammzellen (PBSZT) werden als autologe (vom Patienten 

selbst) und allogene (verwandter oder fremder Spender) Transplantation von 

HLA-kompatiblen und HLA-nicht-kompatiblen Spendern durchgeführt [32]. 

 

 

1.1.2 Indikationen der Stammzelltransplantation (SZT) 

 

Neben dem Einsatz bei angeborenen Immundefekten wie z.B. dem schweren 

kombinierten Immundefekt (SCID) und Blutbildungsstörungen wie der schweren 

aplastischen Anämie (SAA) [39], gilt die hämatopoetische SZT heute als stan-

dardisiertes Therapieverfahren bei verschiedenen malignen Erkrankungen/  

Neoplasien der Blutzellbildung [80].   

Die akut myeloische Leukämie (AML), die akut lymphatische Leukämie (ALL) 

und die chronische myeloische Leukämie (CML) sind die häufigsten Indikatio-

nen für eine Blutstammzelltransplantation [26, 89] 

Bei der CML und dem myelodysplastischen Syndrom (MDS) besteht durch die 

BSZT die Möglichkeit der Kuration [2]. 

Die allogene SZT kann bei Patienten mit der Grunderkrankung ALL oder AML 

zu langfristigen Remissionen führen. 

Eine weitere Indikation sind Non Hodgkin Lymphome (NHL), M.Hodgkin 

Lymphome und das Multiple Myelom [25, 48, 96]. 

 

 

1.1.3 Ablauf der Blutstammzelltransplantation 

 

Sie gliedert sich in drei Phasen: 

 

1. Konditionierung 

2. Aplasie 

3. Hämatologische und immunologische Regeneration 
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Vor der Transplantation (Tag–6) muss sich der Patient zunächst einer 5-tägigen 

Konditionierungstherapie unterziehen. Abhängig von der Grunderkrankung 

erhält der Patient entweder eine Kombination aus Ganzkörperbestrahlung und 

Zytostatika wie Cyclophosphamid (CY), oder eine Behandlung aus Kombination 

hochdosierter alkylierender Substanzen wie Busulfan (Bu), Melphalan (Me) und 

Cyclophosphamid. Ziel ist die Reduzierung bzw. Elimination maligner Zellen. 

Nach dem Ende der Konditionierungsbehandlung erfolgt die Übertragung des 

Transplantats (Tag 0), möglichst mit kompletter Analogie von Spender und 

Empfänger bezüglich der HLA-Merkmale, um die Hämatopoese des Spenders 

im Patienten zu etablieren. Gleiche Identität bezeichnet man als „Match”, bei 

Nichtübereinstimmung spricht man von „Mismatch(es)” [73]. 

 

Die Phase der Aplasie schließt sich mit einer Dauer von 2-3 Wochen an. Die 

Zeitspanne hängt von der Anzahl der übertragenen Vorläuferzellen ab. Wenn 

PBSZ transfundiert wurden ist im Vergleich zu transplantiertem Knochenmark 

mit einer 2-3 Tage kürzeren Neutropeniedauer zu rechnen [67]. 

Den angestrebten Verlauf der hämatologischen Erholung bezeichnet man als 

Engraftement. 

Falls die Stammzellen des Spenders erfolgreich angenommen werden, besteht 

oft noch kurz nach Transplantation eine Mischung aus Empfänger- und Spen-

derzellen im Blut, ein sogenannter lymphohämatopoetischer Chimärismus. 

Dieser ist nicht stabil und geht im Laufe der Zeit in eine Dominanz der Spender-

zellen über, dann liegt ein Spenderchimärismus vor [73]. 
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1.2 Komplikationen der Stammzelltransplantation 

 

Toxische Nebenwirkungen der Konditionierungstherapie [7], Transplantatversa-

gen (graft-failure), Auftreten eines Rezidivs der Grunderkrankung und Entwick-

lung einer Lebervenenverschlusskrankheit (veno-occlusive-disease, VOD) [55] 

stellen Risiken nach Transplantation dar. 

Schwerwiegende Probleme waren und sind das Auftreten einer Transplantat-

gegen-Wirt Reaktion (Graft-versus-Host-Disease; GvHD) und die Entwicklung 

von Infektionen [85]. 

 

 

1.2.1 Transplantat-gegen-Wirt-Reaktion (Graft-versus-Host-Disease) 

 

Hierbei handelt es sich um eine Reaktion immunkompetenter Spenderzellen 

gegen Körperzellen des Empfängers. Antigenpräsentierende Zellen (APC) aus 

verschiedenen Organen des Empfängers aktivieren Spender-T-Lymphozyten 

und führen zu Entzündungsreaktionen, vor allem im Bereich der Haut, der 

Leber und des Darms [18]. 

Zielantigene sind besonders Minor-Histokompatibilitätsantigene, aber auch 

organspezifische Strukturproteine [23]. 

Das klinische Bild kann von Symptomen eines Exanthems, Übelkeit, Erbrechen 

bis zu generalisierter Blasenbildung, Ileus und einem Ikterus führen [94]. 

 

Prophylaktisch erfolgt drei bis sechs Monate lang die Gabe von Immunsuppres-

siva, wie Cyclosporin A (CSA), Methotrexat (MTX) oder Prednisolon (Pred) [17, 

76]. Neuere  Substanzen wie Mycophenolat mofetil (MMF), Anti-Thymozyten-

Globulin (ATG) oder Antikörper gegen humane T-Zell-Rezeptoren (OKT3) 

werden prophylaktisch bzw. zusätzlich beim Auftreten einer GvHD eingesetzt 

[10, 36, 61]. 
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Man unterscheidet eine akute von einer chronischen Form. Eine akute GvHD 

wird definitionsgemäß während der ersten 100 Tage nach Transplantation 

klinisch manifest. Besteht sie nach Tag 100 weiterhin oder treten eine Dermati-

tis, Hepatitis oder Kolitis danach auf, spricht man von einer chronischen GvHD 

[94]. 

 

 

1.2.2 Infektionen nach SZT 

 

Das Vorliegen eines schweren Immundefekts nach Transplantation, bedingt 

durch die Grunderkrankung und die immunsuppressive Therapie, macht die 

Patienten für Infektionen sehr anfällig. 

Besonders in den ersten 2-3 Wochen, dem Stadium der Aplasie, sind Bakterien 

und Pilze wie Candida spezies und insbesondere Aspergillus spp, die häufigs-

ten Infektionserreger [97]. 

 

Virusinfektionen nach Stammzelltransplantation werden hauptsächlich durch die 

Gruppe der Herpesviren, insbesondere durch das Cytomegalievirus (CMV), 

verursacht. Trotz erheblicher Fortschritte in Diagnostik und Therapie stellen 

CMV-Reaktivierung und Erkrankung noch immer eine lebensbedrohliche Kom-

plikation dar [37, 50]. 
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1.3 Das humane Cytomegalievirus (HCMV) 

 

1.3.1 Epidemiologie der Cytomegalieviren 

 

Das Cytomegalevirus (CMV) gehört zur Familie der humanen Herpesviren 

(HHV). Die Arten Herpes-simplex Virus 1,2 (HSV1,2), Varicella-Zoster-Virus 

(HHV3), der bekannte Erreger der Windpocken und der Gürtelrose, das Ep-

stein-Barr-Virus (HHV4) und die Humanen Herpesviren 6, 7 und 8 zählen 

ebenfalls zur Gruppe der Herpesviridae. 

Cytomegalieviren kommen ubiquitär vor. Abhängig von sozioökonomischen 

Faktoren liegt die Durchseuchungsrate in Deutschland und vergleichbaren 

Industrienationen im Erwachsenenalter bei 40-60%. In Entwicklungsländern 

beträgt sie bereits im Kindesalter bis zu 100% [59]. 

 

Die Übertragung des Virus von Mensch zu Mensch erfolgt hauptsächlich über 

Blut, Bluttransfusionen, über Körpersekrete wie Speichel, Zervikal- und Vagi-

nalschleim und Sperma. CMV kommt in Tränenflüssigkeit und Muttermilch vor 

und wird mit dem Urin und Faeces ausgeschieden. Organ- und Knochenmark-

transplantationen stellen ein Risiko zur Übertragung dar. 

 

 

1.3.2 Struktur und Genom der Cytomegalieviren 

 

Wie alle Herpesviren besitzt das Cytomegalievirus eine lineare doppelsträngige 

DNA mit einem Kapsid vom ikosaedrischen Typ, das von Tegument, mit seinem 

Hauptprotein pp65, umgeben ist.  

Die äußere Umhüllung besteht aus einer Membran mit Glykoproteinen. Das 

CMV ist das größte seiner Familie und hat einen Durchmesser von ca. 200nm. 

Der humane Laborstamm AD169 ist vollständig sequenziert und trägt ein 230 

kilobasenpaare langes Genom [3]. 
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Die HCMV-Proteine lassen sich in drei Gruppen einteilen: „immediate-early”, 

„early” und „late”. Immediate-early Proteine regulieren die Transkription des 

viralen Genoms. Viele Enzyme wie die virale DNA-Polymerase, die für die DNA-  

und  Proteinsynthese notwendig ist, gehören zu den early Proteinen. 

Die Gene für die late-Eiweiße kodieren für die meisten Strukturproteine des 

Virions [29]. 

 

 

1.3.3 Pathologie und Pathogenese der Cytomegalieviren 

 

Eine Infektion mit CMV führt zu einer typischen Zellvergrößerung (griechisch 

cytos = Zelle, megas = groß) und ist durch die Bildung von Einschlusskörper-

chen (Eulenaugenzellen) charakterisiert. 

Primär werden Zellen der Speicheldrüsen infiziert. Das Virus repliziert sich in 

verschiedenen Zelltypen und Geweben wie z.B. Fibroblasten, Epithel- und 

Endothelzellen und in Zellen der glatten Muskulatur. 

Bei immunkompetenten Personen verläuft die Primärinfektion meist ohne 

klinische Symptome ab. Gelegentlich kann es zu einem mononukleose-

ähnlichen Erscheinungsbild mit Lymphknotenschwellung und Fieber kommen.  

Meist gelingt dem Wirt keine vollständige Elimination, so dass in vielen Organen 

eine lebenslängliche Persistenz mit der Möglichkeit der Reaktivierung bestehen 

bleibt. 

Nach Erstinfektion kommt es zu einer Serokonversion. CMV-spezifische IgG-

Antikörper bleiben sehr lange nachweisbar [60]. 

Das Cytomegalievirus stellt für Menschen mit angeborener oder erworbener 

Immunschwäche, wie z.B. AIDS-Patienten, Patienten mit immunsuppressiver 

Therapie nach Organ- oder Knochenmarktransplantation eine Gefahr dar. 

Wenn während der Schwangerschaft bei der Mutter eine Primärinfektion statt-

findet, kann sich der Fetus infizieren. In ca. 0,1% der infizierten Fälle kann es zu 

einem schweren Krankheitsbild mit Mikrozephalus, Hepatosplenomegalie und 

Hörschäden führen [14]. 
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1.4 Immunabwehr 

 

1.4.1 Mechanismen der Immunabwehr 

 

Man unterscheidet äußere Schutzbarrieren, eine angeborene und eine erwor-

bene Immunität. 

 

Die Haut hält einen Großteil der Erreger ab, die Zilienbewegung des Flimmer- 

epithels der Atemwege transportiert in der Atemluft vorhandene Partikel hinaus. 

Die Salzsäure im Magen sorgt für ungünstige ph-Verhältnisse für Eindringlinge. 

Das Lysozym in der Tränenflüssigkeit, im Speichel und in anderen Sekreten 

kann Murein aus der Bakterienhülle spalten und eine Lyse des Bakteriums 

bewirken. 

Wenn die Keime diese äußeren Schutzbarrieren überwinden, helfen weitere 

Abwehrmechanismen. 

 

Zur angeborenen nicht-adaptiven Immunität gehören Makrophagen, die Rezep-

toren für bakterielle und virale Substanzen besitzen und Fremdantigen präsen-

tieren können. Natürliche Killerzellen, die zytotoxisch für virusinfizierte Zellen 

sind und bestimmte Tumorzellen abtöten können, gehören ebenso wie antigen-

präsentierende dendritische Zellen in diese Gruppe.  

Die Antigenerkennung erfolgt über mustererkennende Moleküle (Pattern re-

cognition receptors, PRRS), z.B. über LPS- oder Toll-like-Rezeptoren (TLR). 

 

Ein weiterer Weg in der Immunabwehr ist durch die Funktion der erworbenen 

Immunität und den dafür verantwortlichen B- und T-Lymphozyten möglich. Sie 

können sich auf neue bzw. veränderte Erreger einstellen und speziell ange-

passte Erkennungsmoleküle herstellen. Man bezeichnet dies auch als adaptive 

Immunität. 

Alle Lymphozyten entstehen aus im Knochenmark lokalisierten hämatopoeti-

schen Stammzellen.  
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B-Lymphozyten sind für die humorale Immunität bedeutend. Sie reifen im 

Knochenmark (bone marrow). Ursprünglich bezog sich das B im Namen auf die 

Bursa fabricii der Vögel. Bei Hühnern findet dort die B-Zellreifung statt. 

Diese Immunzellen produzieren über Plasmazellen Antikörper und Gedächtnis-

zellen.  

T-Lymphozyten reifen im Thymus heran. Sie regulieren die Antikörperherstel-

lung und führen selbst Effektorfunktionen aus. Im Gegensatz zu Antikörpern, 

die auch komplexe Substanzen in nativem Zustand erkennen, reagieren T-

Zellen nur auf prozessiertes Antigen, das auf anderen Zellen auf HLA-

Molekülen präsentiert wird. 

Zur Antigenerkennung besitzen sie einen T-Zell-Rezeptor (TZR). Man unter-

scheidet einerseits T-Helfer-Zellen mit CD4-Marker, die Antigene in Verbindung 

mit MHC II (major histocompatibility complex) erkennen und unter anderem die 

Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen regulieren.  

Des weiteren gibt es zytotoxische CD8-T-Lymphozyten, die zur Antigenerken-

nung auf MHC I angewiesen sind und zu deren Funktion es gehört, virusinfizier-

te Zellen zu erkennen und durch Ausscheidung zytotoxischer Substanzen 

abzutöten. 

 

Adaptives und angeborenes Immunsystem sind eng miteinander verbunden. T-

Zellen, die noch kein Antigen erkannt haben, benötigen zusätzlich zum Signal 

über den TZR eine Kostimulation. Diese kann durch Zytokine antigenpräsentie-

render Zellen oder über Toll-like-Rezeptoren vermittelt werden. 
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1.4.2 Immunantwort auf HCMV bei immunkompetenten Individuen 

 

Der Organismus bildet während der Erstinfektion mit CMV spezifische IgM- und 

IgG-Antikörper. Die Bildung von zytotoxischen T-Zellen wird induziert. Die CD8-

T-Lymphozyten erkennen im Zusammenhang mit HLA I präsentierte CMV-

Antigene und können diese schon kurze Zeit nach der Infektion abtöten. 

Neben den zytotoxischen T-Zellen spielen CD4-T-Lymphozyten, natürliche 

Killerzellen und neutralisierende Antikörper, die hauptsächlich gegen das Glyko-

protein gB der Hüllmembran gerichtet sind, für die Immunantwort auf HCMV 

eine Rolle [60, 66, 75]. 

 

 

1.4.3 Immunologische Rekonstitution nach SZT 

 

Die SZT führt zu schweren Defekten der äußeren Schutzbarrieren und des 

humoralen und zellulären Immunsystems.  

Zwölf Wochen nach Transplantation können normale Lymphozytenzahlen 

(>200/µl) erreicht werden, es handelt sich hierbei vor allem um B-Lymphozyten. 

Ihre Funktion bleibt aber über Monate eingeschränkt, so dass man eine norma-

le Serumkonzentration von Immunglobulinen IgG und IgM erst nach ca. 9 

Monaten messen kann. 

Eine durchschnittliche CD8-T-Lymphozyten-Zahl wird erst 4-6 Monate nach 

Transplantation erreicht. Die Rekonstitution der CD4-Zellen dauert 6-12 Mona-

te. Entwickelt der Patient eine akute oder insbesondere eine chronische GvHD, 

dauert die Rekonstitution länger [4, 65]. 

Aufgrund der Schwäche des Immunsystems nach Transplantation besteht für 

den Empfänger die Gefahr das CMV zu reaktivieren, vorausgesetzt er oder sein 

Spender sind CMV-seropositiv. 
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1.5 CMV-Reaktivierung  

 

1.5.1 Risikofaktoren für eine Reaktivierung des Cytomegalievirus 

 

Das Risiko der Reaktivierung ist in den ersten 100 Tagen nach Transplantation 

am größten. Zwar konnten Fortschritte in Prophylaxe, Diagnostik und Therapie 

die Morbidität und Mortalität einer HCMV Infektion bzw. Erkrankung nach SZT 

senken, sie stellt aber nach wie vor ein Problem dar. 

Das Risiko der Reaktivierung liegt zwischen 30% und 50% [5, 58]. Die Gefahr 

für eine klinisch manifeste CMV Erkrankung, die einer Reaktivierung folgen 

kann, liegt bei 8% bis 16% [50, 99]. Sie kann sich klinisch als Kolitis, als Hepati-

tis und in der Lunge als interstitielle Pneumonie manifestieren [31, 98]. Wird die 

CMV-Pneumonie nicht behandelt, führt sie in bis zu 100% der Fälle zum Tod 

[49]. 

Risikofaktoren für eine Reaktivierung ist ein CMV positiver Empfänger [12], 

höheres Alter bei Transplantation, ein Transplantat eines unverwandten Spen-

ders oder eines verwandten Spenders mit mismatch [50]. Ebenfalls zählen die 

Entwicklung einer GvHD [58] und eine verzögerte oder fehlende Rekonstitution 

des zellulären Immunsystems dazu [20]. 

 

 

1.5.2 Diagnostik und Therapie der CMV- Reaktivierung 

 

Cytomegalieviren lassen sich aus Urin, Speichel, Liquor und Rachenspülwasser 

isolieren und in menschlichen Zellen, speziell in embryonalen Lungenfibro-

blasten, anzüchten. Dieser Vorgang dauert allerdings mehrere Wochen. 

Mit Hilfe von Immunfluoreszenz kann bereits nach 1 bis 2 Tagen das pp65 

Protein in Leukozyten nachgewiesen werden. Mit ELISA Testverfahren kann 

man spezifische CMV-Antikörper detektieren. Alternativ lassen sich anhand 

einer Polymerasekettenreaktion (PCR) virale Nukleinsäuren nachweisen. 

Ganciclovir, Foscarnet oder Cidofovir stehen zur Therapie einer CMV Infektion 

zur Verfügung [60]. 



 

 13

1.6 Toll-like Rezeptoren (TLR) 

 

Sie gehören zu einer Rezeptorfamilie, die Antigene über mustererkennende 

Moleküle (Pattern recognition receptors, PRRs) erkennt. Wenn es sich um 

krankheitsassoziierte molekulare Muster handelt, spricht man auch von PAMPs 

= pathogen associated molecular patterns. 

Toll-like Rezeptoren sind Transmembranmoleküle mit einer extrazellulären, 

Leucin reichen Domäne und einer transmembranalen Region. Ein zytoplasmati-

scher Teil, der dem Interleukin-1 Rezeptor ähnelt und die Bezeichnung 

Toll/Interleukin-1 Rezeptor (TIR) trägt, schließt sich an. 

Der Begriff Toll bezieht sich auf ein Gen in Drosophilae, das für den Toll-

Rezeptor codiert. Er spielt für Drosophila, auch bekannt unter dem Namen Tau- 

oder Fruchtfliege, für die Entwicklung der dorsal-ventral Achse eine Rolle und 

hat eine Funktion in der angeborenen Immunabwehr [34]. 

Aufgrund großer Homologie in der Gensequenz und Struktur von definierten 

Rezeptoren des Menschen zu diesen Toll-Rezeptoren, hat man sie Ende der 

90er Jahre als Toll-like Rezeptoren benannt [57]. Elf verschiedene Typen, TLR 

1 bis TLR 11 sind bekannt, sie erkennen spezifische Liganden und werden 

unter anderem auf Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert [41, 62]. 

Folgende Übersicht zeigt die in dieser Arbeit untersuchten Toll-like Rezeptoren 

mit ihren spezifischen Liganden. 

 

Rezeptor   Ligand 

 

TLR 3    Doppelsträngige virale RNA [1] 

TLR 8    einzelsträngige RNA [38] 

TLR 9    unmethylierte CpG-Motive [6] 

 

Nach Ligandenbindung und Konformationsänderung des TIR werden die Prote-

ine MyD88 und Tollip rekrutiert. 

Über Adapterproteine wie z.B. IRAK-1 und 2 und Traf 6 kommt es zur Aktivie-

rung von NF-kB [35]. 
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NF-kB ist ein wichtiger Transkriptionsfaktor für die Aktivierung immunrelevanter 

Gene. Die Synthese von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-α, IL-1, IL6, 

IL-8, IL-10 und IL-12 wird induziert [43].  

Darüberhinaus sind für TLR3 und TLR4 MyD88-unabhängige Signalwege 

beschrieben [24]. 

 

 

1.8 Single-nucleotid-polymorphism (SNP) 

 

1.8.1 Definition und klinische Bedeutung 

 

Sowohl in translatierten Genen als auch in nicht translatierten Bereichen ent-

stehen durch Mutationen Unterschiede in der Nukleotidsequenz.  

Häufig wird der Begriff Punktmutation synonym zu Einzelnukleotidpolymorphis-

mus (SNP) verwendet. Punktmutationen haben allerdings eine Frequenz von 

kleiner einem Prozent in der Population. 

Wenn dagegen bezüglich eines Merkmals mindestens zwei Phänotypen, die auf 

mindestens zwei Genotypen zurückzuführen sind, vorkommen und diese min-

destens mit einer Frequenz von 1-2% auftreten, spricht man von genetischem 

Polymorphismus. SNPs treten in der humanen DNA  statistisch mit einer Häu-

figkeit von 1:1000 auf. Sie sind nicht homogen über das Genom verteilt. Die 

Wahrscheinlichkeit der SNP-Lokalisation in Introns ist größer als in Exons. Sie 

beträgt in nicht kodierenden Regionen 1:500 und in kodierenden Abschnitten 

1:2000 [56, 92]. Der erste genetische Poymorphismus wurde von Landsteiner 

im Jahre 1900 im ABO-Blutgruppensystem entdeckt [84]. 

Punktmutationen sind mit Erbkrankheiten wie z.B. β-Thalässemie oder mit der 

hereditären Hämatochromatose [44] assoziiert. Sie stehen in Zusammenhang 

mit Resistenzen gegenüber antibakterieller und antiviraler Therapie [93]. 

Eine SNP-Genotypisierung kann zum Identitätsnachweis in Vaterschaftstests 

und zur Täterbestimmung in kriminalistischen Fragestellungen dienen, da jeder 

Mensch eine individuelle SNP-Ausstattung besitzt. 
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1.8.2 Molekulare Auswirkung der SNPs 

 

Basensubstitutionen lassen sich gemäß ihrer Auswirkung in drei Gruppen 

einteilen:  

• Synonyme oder stille Substitutionen führen zu keinem Aminosäureaus-

tausch. Dies gilt vor allem für die dritte Position eines Kodons, da eine an 

dieser Position veränderte Base sehr häufig für die gleiche Aminosäure 

kodiert (Wobble-Position). Auch stille Basensubstitutionen können pa-

thogen wirken, wenn sie Spleißstellen inaktivieren. 

• Missense-Mutationen führen zu nicht synonymen Substitutionen. Man 

kann sie in konservative Substitutionen, bei denen eine Aminosäure 

durch eine chemisch ähnliche ausgetauscht wird und in nicht konservati-

ve, die zum Ersatz einer Aminosäure mit anderer chemischer Funktion 

führt, einteilen. 

• Eine dritte Gruppe sind Nonsense-Mutationen, bei denen es zu einem 

nicht synonymen Austausch kommt und ein ehemals für eine Aminosäu-

re codierendes Triplett zu einem Stoppkodon mutiert [47, 79]. 

 

Seltener ist der Verlust eines Basenpaares (Deletion) oder die Integration eines 

neuen (Insertion), was mit der Verschiebung des Leserasters (engl. Frameshift) 

verbunden ist. Dies zieht nachfolgend eine komplette Veränderung der Amino-

säure-Sequenz nach der Stelle der Mutation, mit sich. 

Wenn das Terminationscodon mutiert ist, kommt es zu einer mRNA-

Verlängerung mit anschließender Bildung einer unsinnigen Polypeptidkette. 

Falls die Promotorregion betroffen ist, kann dies zu einer veränderten Gen-

expression oder zu einem völligen Ausfall der Transkription mit der Entstehung 

von inaktiven Pseudogenen führen [84]. 
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1.8.3 Übersicht über die für diese Arbeit ausgewählten SNPs 

 

Auswahlkriterien:  

1. Lokalisation in Exons   → für das Genprodukt bedeutende Sequenzen 

2. Aminosäureaustausch → mögliche Auswirkung auf die Rezeptorfunktion  

          durch eine veränderte Proteinstruktur 

3. Validiert by frequency  → „Gültigkeit” durch Analyse der Gensequenzen  

an bestimmter Populationsgröße, mit der   

Möglichkeit die Allelfrequenzen zu berechnen 

4. Allelhäufigkeit               → ≥ 0,1, da die Wahrscheinlichkeit SNPs zu  

                                               detektieren zu gering ist 

                               

Tabelle 1 Übersicht  der in der Arbeit verwendeten SNPs 

TLR = Toll-like-Rezeptor SNP = Single nucleotid polymorphism  

AS = Aminosäure rs = reference SNP 

p = petit  (kurzer Arm des Chromosoms)  q = langer Arm des Chromo-

soms (q folgt p im Alphabet) 

A = Adenin      C = Cytosin      G = Guanosin      T = Thymin   

 

TLR 

und SNP-

Bezeich-

nung 

Chro-

mosom 

und 

Lokus 

Exon-

Lo-

kali-

sa-

tion 

Validiert 

by 

frequen-

cy 

Alle-

le 

Allel-

häufig-

keit der 

Hetero-

zygoten 

Ko-

don-

posi-

tion 

Codierte 

AS und 

eventl. 

Austausch 

AS- 

Posi-

tion 

TLR 3         

rs 

3775291 
4q35.1 ja ja A / G 0,4 1 

Leucin / 

Phenyl-

alanin 

412 

rs 

5743318 
4q35.1 ja ja A / T 0.1 1 

Serin / 

Threonin 
737 

TLR 9         

rs 352140 3p21.3 ja nein C / T 0,5 3 Prolin 545 

rs 

5743842 
3p21.3 ja ja C / T 0,1 1 

Arginin / 

Cystein 
5 

TLR 8         

rs 

2407992 

Xp22.2

2 
ja nein C / G 0,4 3 Leucin 

669/ 

561 

rs 

3747414 

Xp22.2

2 
ja ja A / C 0,5 3 Isoleucin 

769/ 

751 

rs 

3764880 

Xp22.2

2 
ja ja A / G 0,4 1 

Methionin/  

Valin 
1 

rs 

5744077 

Xp22.2

2 
ja ja A / G 0,2 1 

Methionin / 

Valin 

28/ 

10 
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1.9. Fragestellung und Durchführung der Arbeit 

 

Für Patienten nach Knochenmarktransplantation oder nach Übertragung peri-

pherer Stammzellen ist eine CMV-Reaktivierung bzw. Erkrankung nach wie vor 

mit schweren Folgen verbunden. Die Analyse der Ursachen und Risikofaktoren 

und damit die Möglichkeit einer gezielten Prophylaxe und Therapie ist zur 

Sicherung der Lebensqualität für die betroffenen Patienten wichtig. 

Außer den bekannten klinischen Risikofaktoren für eine Reaktivierung des 

Cytomegalievirus könnten andere Faktoren, z.B eine veränderte Genstruktur 

bzw. Funktion, der an der Virusimmunabwehr bedeutsamen Komponenten eine 

Rolle spielen.  

Im Rahmen eines anderen Projekts zeigte sich bei Versuchen der Arbeitsgrup-

pe, dass mit CMV exponierte dendritische Zellen verstärkt Toll-like-Rezeptor 3 

exprimierten.  

Aufgrund dieses interessanten Ergebnisses wurde beschlossen, definierte 

Einzelbasensubstitutionen in Toll-like Rezeptoren zu untersuchen und ihre 

Häufigkeit in den folgenden Gruppen zu vergleichen: Patienten mit CMV-

Reaktivierung, mit einer Erkrankung durch das Cytomegalievirus und Patienten 

ohne Virus-Reaktivierung.  

 

 

Durchführung:  

 

1. Auswahl eines geeigneten Patientenkollektivs  

2. Wahl der SNPs in Toll-like-Rezeptoren  

3. Schmelzkurven- und SNP-Analyse mittels LightCycler Technologie 

4. Dokumentation und Auswertung klinischer Risikofaktoren für eine CMV-

Reaktivierung 

5. Assoziationsanalyse der Allel- und Genotypverteilungen 
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2 Patientenkollektiv, Material und Methoden  

 

2.1 Patientenkollektiv 

 

Für die Schmelzkurvenanalyse wurde von 146 Patienten Human-DNA aus 

EDTA-Blut bzw. Knochenmark gewonnen. 

Aufgrund hämatologischer Erkrankungen/ Neoplasien erhielten alle Patienten 

im Zeitraum zwischen Oktober 1994 und September 2003 eine allogene 

Stammzell- oder Knochenmarktransplantation (SZT: n=80, KMT: n=66). 

Diese wurden in den Transplantationszentren der Medizinischen Klinik der 

Universität Tübingen Abteilung Innere Medizin II (n=76) und in der Medizini-

schen Klinik der Universität Essen (n=70) durchgeführt. 

Voraussetzung für die Aufnahme in die Analyse war ein positiver CMV-

Serostatus des Patienten und/oder des Spenders, der mittels ELISA bestimmt 

und dokumentiert war. 

Von 146 Patienten haben 95 (65,1%) das Cytomegalievirus reaktiviert, d.h. ein 

positiver Nachweis von CMV pp65 Antigen in Leukozyten mittels Immunfluores-

zenz, oder der Nachweis von CMV-DNA mit Polymerasekettenreaktion (PCR) 

war dokumentiert. 26 dieser Patienten erkrankten am Cytomegalievirus und 

entwickelten z.B. eine durch das Virus bedingte Pneumonie.  

Die klinischen Daten bezüglich CMV-Serologie, Transplantationsmodalität, 

Konditionierungstherapie, GvHD-Prophylaxe, Entwicklung einer akuten oder 

chronischen GvHD, Kortikosteroiddosierung, Laborparameter und Überleben, 

wurden retrospektiv anhand archivierter Krankenakten erfasst, Stand Mitte April 

2004. Sie wurden zwischen den Gruppen CMV nicht reaktiviert, Cytomegalievi-

rus reaktiviert, an CMV erkrankt, bzw. reaktiviert und nicht erkrankt verglichen. 

Absolute Werte und Prozentangaben befinden sich im Anhang in Tabelle 11. 
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Tabelle 2 Patientencharakteristika und Diagnosen 
 

Gesamtzahl:   146 Patienten 

CMV nicht reaktiviert     51 Patienten 

CMV reaktiviert     95 Patienten 

Reaktiviert und an CMV erkrankt     26 Patienten 

Reaktiviert und nicht an CMV erkrankt     69 Patienten 

  

Geschlecht:  

weiblich     55 Patienten 

männlich     91 Patienten 

Alter in Jahren   

Median: 46 

Streubreite: 18-67 

  

Erkrankung: Anzahl 

CML 52 

AML 50 

ALL 14 

NHL 10 

MDS 6 

Multiples Myelom 6 

SAA 1 

AML/ALL 1 

AUL 1 

Aplastische Anämie 1 

CLL 1 

M.Hodgkin 1 

OMF 1 

PNH 1 

 
 

2.2 Materialien mit Bezugsquellen 

 

2.2.1 Geräte 

 

Computer      Network PC    

Betriebssystem  Windows Me/XP  Microsoft, München 

Software   Microsoft Word 2000 Microsoft, München 

    Microsoft Excel 2000 

    LightCycler Software Roche Diagnostics,  

                                           Version 3.5   Mannheim 
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Software   Sigmastat Version 2.0 Microsoft, München 

SPSS Inc.  

Drucker   HP LaserJet 2200  Hewlett Packard,  

        München 

PCR-Geräte   LightCycler Instrument Roche Diagnostics, 

    LightCycler Carousel Mannheim 

    Centrifuge 

Ultrazentrifuge  Biofuge 13   Heraeus, Hanau 

Sterilbank (PCR)  LaminAir HLB 2472  Heraeus, Hanau 

Sterilbank (Extraktion) Biogard B40-112  Baker Company 

        Sanford, Maine, USA 

Vortex    Mixer VM-300  Migge, Heidelberg 

Pipetten   Variopipetten   Eppendorf, Hamburg 

    10µl, 100µl, 1000µl 

 

 

2.2.2 Verbrauchsgegenstände 

 

LightCycler Capillaries 20µl    Roche Diagnostics, 

        Mannheim 

Pipettenspitzen  10µl, 100µl, 1000µl  Biozym Diagnostik 

        Hessisch Oldendorf 

Reaktionsgefässe  1,5ml Tubes   Eppendorf, Hamburg 

 

 

2.2.3 Reagenzien 

 

Primer, Sonden      Tib Molibol, Berlin 

PCR    LightCycler   Roche Diagnostics 

    FastStart DNA Master Mannheim 

    Hybridization Probes 
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2.3 Methoden 

 

2.3.1 Real-time PCR und SNP-Analyse mittels LightCycler Technologie 

 

2.3.1.1 Das LightCycler Instrument 

 

Das LightCycler Instrument ist ein PCR-Gerät zur Quantifizierung der DNA und 

dient der Detektion von SNPs. 

Es besteht hauptsächlich aus einem Thermocycler, einer optischen Einheit und 

einem Probenkarussell. 

Raumluft wird mit Hilfe eines Ventilators in das Gerät geleitet und durch eine 

Heizspirale erwärmt. Während der einzelnen PCR-Schritte reguliert der Ther-

mocycler die Temperatur [100]. Da Luft nur eine geringe Wärmespeicherkapazi-

tät hat, kann diese und damit der Probeninhalt, sehr schnell die Temperatur 

ändern. Es werden bis zu 20°C/Sekunde mit einer Genauigkeit von ±0,3°C 

erreicht. 

Das Probenkarussell fasst 32 Borosilikat-Glaskapillaren mit einem maximalen 

Inhalt von 20µl. Ihre im Verhältnis zum Volumen große Oberfläche begünstigt 

einen schnellen Wärmetransport und damit eine kurze Zyklendauer, die Aufhei-

zen und Abkühlen beinhaltet. 

Ein Motor, der das Probenkarussell ausrichtet, gewährleistet die optimale 

Position zwischen den einzelnen Kapillaren und der optischen Einheit.  

Hier findet die Detektion der PCR Produkte statt. Durch Messung der Fluores-

zenz, die von der Kapillarspitze ausgeht, mittels den Photodioden der optischen 

Einheit, kann die Amplifikation der DNA in Echtzeit simultan am Monitor darge-

stellt und weiter beobachtet werden. Der ganze Vorgang, die Ausrichtung der 

Kapillaren und die Fluoreszenzmessung dauert ca. 5 Sekunden. 

Die Datenanalyse erfolgt durch die LightCycler Software (Version 3.5). 

Abhängig von der Anzahl der PCR Zyklen dauert eine vollständige PCR weni-

ger als eine Stunde. 
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Abbildung 1   Das LightCycler Instrument 

   (mit freundlicher Genehmigung von Roche Diagnostics)  

 

 

2.3.1.2 Detektion der PCR-Produkte mit Hybridisierungs-Sonden 

 

Die optische Einheit des LightCyclers kann gleichzeitig in drei verschiedenen 

Kanälen Licht unterschiedlicher Wellenlänge messen. Kanal 1 (F1) misst die 

Fluoreszenz bei 530nm, er wird für die Farbstoffe SYBR Green I und Fluores-

cein verwendet. Signale des Farbstoffs LC Red 640 werden in Kanal 2 (F2; 

640nm) registriert und Kanal 3 (F3; 710nm) wird bei Gebrauch von LC Red 705 

benötigt. Mit Hilfe von Hybridisierungssonden können die PCR-Produkte detek-

tiert werden. 

Die Fluoreszenzfarbstoffe sind an Oligonukleotide gekoppelt, die sequenzspezi-

fisch für die Ziel-DNA sind. Die Sequenz der Sonden wird so gewählt, dass 

diese in möglichst geringem Abstand (1-5 Nukleotide) zueinander mit der Ziel-

DNA hybridisieren.  
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Sonde 1 trägt am 3’-Ende das Fluorescein. An das 5’-Ende der zweiten Sonde 

ist z.B. der Farbstoff LightCycler Red 640 gekoppelt. 

Die Hybridisierung der DNA kann nur stattfinden, wenn sie einzelsträngig 

vorliegt, also in der Annealing-Phase (Anlagerungsphase). 

Am Ende jeder Anlagerungsphase wird die Fluoreszenz, wenn sie ihr Maximum 

in diesem Zyklus erreicht hat, gemessen. 

Die Lichtquelle der optischen Einheit besteht aus einer LED, die blaues Licht 

der Wellenlänge 470nm abstrahlt. Dieses Licht trifft gebündelt auf die Kapillar-

spitze und regt das Fluorescein an. Dort emittiert dieses anschließend grünes 

Licht (530nm), das in Kanal F1 registriert wird. Durch die freiwerdende Energie 

wird LC Red 640, gekoppelt an die zweite Sonde, angeregt. Rotes Licht der 

Wellenlänge 640nm wird abgestrahlt und kann in F2 gemessen werden. Alter-

nativ kann der Farbstoff LC Red 705 verwendet werden, bzw. zusätzlich an das 

5’-Ende einer dritten Sonde gekoppelt sein. Er wird dann durch eine parallele 

Abstrahlung grünen Lichts des Fluoresceins angeregt und sendet entsprechend 

Licht (710nm) aus, das Messkanal F3 erkennt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2  Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer (FRET) 

             DNA= Desoxyribonucleinacid   F1= Fluorescein  F2= LC Red 640   

   hv= Energie der Lichtquanten (h= Planck-Wirkungsquantum,  

   v= Frequenz)        

 

Der Vorgang der Energieübertragung ist unter der Bezeichnung FRET (Fluo-

reszenz Resonanz Energie Transfer) bekannt (Abb.2). Entscheidend ist der 

minimale Abstand zwischen den beiden mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten 

Sonden [16, 101]. 

F1  F2  

hv 

DNA 

Sonde 1   Sonde 2   
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2.3.1.4 Schmelzkurvenanalyse 

 

Eine weitere Funktion des LightCycler Instruments ist die Analyse von Schmelz-

kurven. 

Nach dem letzten Amplifikationszyklus werden die PCR-Produkte bei 95°C 

denaturiert. Anschließend folgt eine Abkühlung auf 55°C damit eine erneute 

Hybridisierung der farbstoffmarkierten Sonden stattfinden kann. Während die 

Reaktionsansätze langsam von 55°C auf 95°C erhitzt werden, wird pro Anstieg 

der Temperatur um 0,2°C die Fluoreszenz gemessen. Sie sinkt mit steigender 

Temperatur, da sich immer mehr Sonden lösen und der FRET nicht mehr 

möglich ist. 

Die Abbildung 3 veranschaulicht in Bild A die Abnahme der Fluoreszenz bei 

Erhöhung der Temperatur. Aus der Schmelzkurve erhält man durch die Bildung 

der ersten negativen Ableitung (Bild B) den Schmelzpunkt. 

       

             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3   Darstellung der Schmelzkurve und des dazugehörigen  

   Schmelzpunkts  

   

 

Jedes DNA-Produkt hat seinen eigenen spezifischen Schmelzpunkt. Er ist als 

die Temperatur definiert, bei der 50% der DNA einzelsträngig vorliegen und 

50% doppelsträngig verbleiben, bzw. wenn 50% der Sonden gebunden sind 

und 50% abgelöst sind. 

A  

B  

Temperatur (°C)  

Temperatur (°C)  

Fluoreszenz 

(F2) 

Fluoreszenz 

-d(F2)/dT 
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2.3.1.5 Detektion von Single Nucleotid Polymorphisms (SNPs) 

 

Mit Hilfe der Schmelzkurvenanalyse und dem Vergleich der Schmelzpunkte 

können, gleiche Versuchsbedingungen vorausgesetzt, unbekannte DNA-

Fragmente mit bekannten Sequenzen verglichen und zugeordnet werden. 

Diese Möglichkeit macht man sich bei der Detektion von SNPs zunutze. 

Der Schmelzpunkt ist von der Länge des untersuchten DNA-Fragments und der 

Anzahl an den Basen Cytosin (C) und Guanin (G) abhängig. Je mehr C und G 

vorhanden ist, desto stabiler ist der DNA-Doppelstrang. Ebenso ist von Bedeu-

tung, wie gut die beiden DNA-Stränge übereinstimmen. Wenn die Hybridisie-

rugssonden zu 100% an die zu untersuchende DNA binden, erhält man einen 

höheren Schmelzpunkt, als wenn die Übereinstimmung nicht vollständig ist, da 

man eine höhere Temperatur benötigt um die Sonden abzulösen. Dies trifft z.B 

für eine Mutation eines Nukleotids zu. 

Zur Detektion von SNPs verwendet man eine Sonde die zu 100% bindet, die 

sog. Anchor-Sonde, und eine zweite markierte Sensor-Sonde, die den Abschnitt 

mit der veränderten Sequenz umfasst. Man kann die Sensor-Sonde als Mutati-

onssonde herstellen, dass heißt sie passt zu 100% zum DNA-Abschnitt der die 

Mutation trägt. Alternativ kann sie, wenn ihre Sequenz entsprechend ausge-

sucht wird, auch den Wildtyp detektieren. Die Sonden müssen wiederum so 

konstruiert sein, dass sie aneinander angrenzen damit der FRET stattfinden 

kann. Bei der anschließenden Schmelzkurvenanalyse erhält man eine eingipfli-

ge Kurve, falls die zu untersuchende DNA rein in Wildtypform vorliegt, oder sie 

homolog für die Mutation ist. Heterologe Allele lassen sich durch Schmelzkur-

ven mit 2 Kurvenmaxima darstellen. 

Wenn die Sensor-Sonde zur Wildtyp-Detektion fungiert, dann liegen bei der 

eingipfligen Kurve mit höherem Schmelzpunkt homologe Wildtyp-Allele vor, 

denn hier bindet die Sonde zu 100%. Die Kurve mit dem niedrigeren Schmelz-

punkt deutet auf die homologe Mutation hin, denn hier bindet die Wildtyp-Sonde 

nicht zu 100% und löst sich schon bei geringerer Temperatur ab. Entsprechen-

des gilt, wenn eine den Nukleotidaustausch erkennende  Sensor-Sonde einge-

setzt wird [68]. 
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Bild B           Bild C    

 

 

 

 

 

 
Abbildung 4  Analyse einer bzw. von zwei Mutationen mit einem Farbstoff   
    LC Red 640)                                       
    Bild B: Schmelzkurve für eine Mutation (Mutation 1oder 2)  

    Bild C: Schmelzkurve für zwei Mutationen (Mutation 1 und 2) 

 

                                 

Bild D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bild E      Bild F 

 

 

 

 

 

Abbildung 5  Analyse von zwei Mutationen mit zwei Farbstoffen (LC Red              
    Red 640 und LC Red 705) 
    Die Schmelzkurven in Bild E und F sind in zwei verschiedenen 

    Kanälen ausgewertet  

LC Red 640    

Anchor-Sonde                               

Mutation 2      

Sensor-Sonde                                

Fluorescein                           

Primer            

Primer                 

Mutation 1      

Anchor-Sonde                               

LC Red 640                                    

Sensor-Sonde                                

Fluorescein                           

Anchor-Sonde           Sensor-Sonde                                

Fluorescein                           LC Red 705     

Primer            

Mutation 2     Mutation 1      

Primer       
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2.3.1.6 Primer und Sonden Design 

 
Nach Auswahl der SNPs in der NCBI-Datenbank [63], wurden die Primer und 

Sonden von TibMolibol hergestellt. Sie sind geblastet, dass bedeutet ihre 

Sequenz wurde mit der Basenabfoge in anderen Organismen und mit anderen 

DNA-Abschnitten des humanen Genoms verglichen, um eine Amplifikation 

anderer Gene zu vermeiden.  

Probeläufe zur gleichzeitigen Detektion von zwei Punktmutationen mit zwei 

verschiedenen Farbstoffen (LC Red 640 und LC Red 705) konnten aufgrund 

von Fluoreszenzüberlagerungen nicht richtig ausgewertet werden. Darum 

erfolgte in dieser Arbeit jeweils die Detektion eines SNPs. 

Zu Beginn wurden weitere Testläufe mit verschiedenen Primern und Sonden 

durchgeführt. Tabelle 3 gibt einen Überblick über die Sequenzen. 

Die Länge der Primer liegt zwischen 17 bp und 26 bp. Die Sonden sind zwi-

schen 20bp und 30bp lang.  

Die Schmelzpunkte der Sonden liegen im Durchschnitt um 12°C höher als die 

der Primer, damit eine Hybridisierung des DNA-Abschnitts mit den Sonden vor 

den Primern gewährleistet ist. Denn sobald sich die Primer an die DNA angela-

gert haben, beginnt die Amplifikation und die Zielsequenz der Sonden wäre 

maskiert. 

 

 
Tabelle 3   Übersicht über die verwendeten Primer und Sonden 

 S = Sense/F = Forward (Vorwärtsprimer)   

 A = Antisense/R = Reverse (Rückwärtsprimer) 

 FL = Fluorescein markierte Sonde      LC = LC Red 640 markiert 

 Tm = Schmelztemperatur in °C (nach „2+4-Regel“: A/T Paar = 2°C,    

 G/C = 4°C) M = mutationsspezifisch W = wildtypspezifisch                                                        

       

TLR und 

SNP 
Oligonukleotide (5’ → 3’-Richtung) 

Tm 

(°C) 

TLR3  

rs3775291 

F: GGAAGATAATGATATTCCAGGCAT 

R: GCAAAGGAGTTCCTAGTCAGC 

FL: TCTTGGTTAGGTTGAATATGTGTAAG-fluorescein  →M     

LC: GAGAATGAGCAAGTGATACAAATGTTTCAT 

66,0 

64,0 

70,0 

80,0 
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TLR3 

rs5743318 

S: TTGAACTCTTTTTCATGATCAATACC 

A: TGAAGAGAAATGTTCCCAGACC 

FL: AACTCGATGTACTGTAACATTCCA-fluorescein  →W     

LC: TAAAAAGATATCCTCCAGCCCTCAAAGT 

68,0 

64,0 

66,0 

78,0 

TLR9 

rs352140 

F: GCATCTCGCAGGCAGTCA 

R: CACGCCCTGCATGCCAA 

FL: TTCACGGAGCTACCACGACTG-fluorescein  →W     

LC: GCCCTGGACCTCAGCTACAACAGCC 

58,0 

56,0 

66,0 

82,0 

TLR9 

rs5743842 

F: AGGTAGGGCTTGGAGAGAGG 

R: AACAGCCAGTTGCAGTTCAC 

FL: GCTGCGGCAGAAACCCTGTG-fluorescein  →W     

LC: GGTGGGAGGGCTGTGTGAGTGGCCG 

64,0 

60,0 

66,0 

86,0 

TLR8 

rs2407992 

F: GAATTAGTTTTCAGTGGCAATCG 

R: GAAGATGTAAAGTCAGATAGGCTA 

FL: GGGATGTGCTTCAGCCTATTAA-fluorescein  →W     

LC: GGATAAATCCAGACGTGTCAGATTCTTG 

64,0 

66,0 

64,0 

80,0 

TLR8 

rs3747414 

F: GTCTCGAGTTGCTTGACTTAC 

R: CATTCAGATGTTCATCCATCCAT 

FL: ATCTGCTAAAAACAATCAACAAATCC-fluorescein  →W     

LC: CACTTGAAACTAAGACCACCACCAAATTAT 

62,0 

64,0 

68,0 

82,0 

TLR8 

rs3764880 

F: CATAGAGGGTACCATTCTGCG 

R: CCATTTATTACTTTCTAGGCTCA 

FL: GTGGCTTACCACGTTTCTGTTGT-fluorescein  →M     

LC: CTAATTTTTCATTCCGTAACTTGCAGCAG 

64,0 

62,0 

68,0 

80,0 

TLR8 

rs5744077 

F: GCAGCGCTGCTAATTTATTTAC 

R: GGGAACTTCCTGTAGTCGAC 

FL: AGTCGTCAATGCTGACCTGCATT-fluorescein  →W     

LC:CCTGCTAATATCTGGTTCCTGTGAGTTATGCGCCGAAG 

62,0 

62,0 

68,0 

95,0 
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2.3.1.7 PCR Protokoll 

 
Als Grundlage diente ein bereits in dieser Arbeitsgruppe etabliertes Protokoll, 

dass sich zur quantitativen Pilz-Diagnostik bewährt hat [52]. 

Zum Teil wurden Inkubationszeiten, Temperaturen und das Pipettierschema 

variiert. 

 

 

Initialdenaturierung und  

Aktivierung der Taq Polymerase:  9min bei 95°C (20°C/min) 

 

Amplifikation 

 Denaturierung        9s bei 95°C (20°C/min) 

 Annealing-Phase                                      15s bei 54°C (20°C/min) 

 Extension                25s bei 72°C (20°C/min) 

 

Schmelzkurvenanalyse               20s bei 95°C (20°C/min) 

        20s bei 40-50°C (20°C/min) 

                         95°C (0,1-0,2/min) 

Cooling      3min bei 40°C (20°C/min) 

 

 

Die PCR dauert für 32 Proben bei 45 (60) Zyklen ca. 55 (75) min. 
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Pipettierschema 

 

Gesamtvolumen:   20µl pro Kapillare 

 

      zusammengesetzt aus 

•    2µl DNA-Probe und 8µl H2O steril 

• 10µl Master Mix  

 

 
Master Mix: 

 

Reagenz Volumen Endkonzentration 

H2O steril 2,6µl - 

MgCl2 2,4µl 4mM 

Primer 1 0,5µl 0,125µM 

Primer 2 0,5µl 0,125µM 

Sonde 1 1,0µl 0,2µM 

Sonde 2 1,0µl 0,2µM 

FastStartTaq DNA Poly-

merase + PCR-Puffer + 

10mM MgCl2 (10xconc.) 

2,0µl 1x 

  
 
Die FastStart Taq Polymerase basiert auf der Hot Start-Technologie, damit 

möglichst wenige unspezifische PCR-Produkte amplifiziert werden [42]. 

Die fertige Taq Polymerase konnte eine Woche bei 2-8°C, oder maximal 3 

Monate bei –15°C bis –25°C gelagert werden. Einmal angesetzte Sonden 

konnten 1-3 Monate bei 4°C aufgehoben werden. Die Lagerung der Primer war 

bei –15 bis –25°C monatelang möglich. Häufiges Kühlen und Erwärmen sollten 

zur Sicherung einer gleichbleibend hohen Qualität der Primer vermieden wer-

den.  
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2.4 Statistische Analyse 

 

Die gewonnenen Daten wurden mit beschreibenden Parametern und mit statis-

tischen Testverfahren analysiert.  

Nach dem Vorbild einer klassischen Assoziationsanalyse nach dem Fall-

Kontroll-Prinzip wird auf Assoziation zwischen den verschiedenen Allelen, an 

bestimmten Genorten, in der Fall- und Kontrollgruppe getestet. 

Man vergleicht die Allelfrequenzen zwischen den reaktivierten (erkrankten) 

Fällen und den nicht reaktivierten (nicht erkrankten) Kontrollen. 

 

Voraussetzung für einen Assoziationstest wie dem Allele-Frequenz-Differenz 

Test, der auf den Allelfrequenzen basiert, ist, dass die Allele zwischen den 

Individuen unabhängig sind, d.h. die Genotypfrequenzen befinden sich im 

Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWE). 

Das HWE besagt, dass die Häufigkeit der Homozygoten und Heterozygoten 

über Generationen hinweg konstant bleibt, wenn eine ideale Population vorliegt. 

Wenn die Genotypverteilung vom HWE abweicht, sind allel-basierte Tests nicht 

geeignet das wahre Ausmaß der Assoziation zu testen [72]. 

 

Alternativ kann man den Armitage’s Trend Test verwenden. Er vergleicht die 

Genotypen miteinander und ist gegenüber Abweichungen vom HWE robust. 

Wenn sich die Population im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht befindet, sind 

beide Testverfahren asymptotisch gleich. 

 

Ein besonderer Fall ist die Analyse für SNPs auf dem x-Chromosom: 

Für männliche, hemizygote Individuen können nur Allelfrequenzen, nicht jedoch 

die Genotypfrequenzen bestimmt werden. Darum eignet sich für die Analyse 

der SNPs in TLR8 (x-Chromosom) nur der Allele-Frequenz-Differenz Test und 

nicht wie für die SNP-Analyse in TLR9 (Chromosom3) beide Testverfahren. 

Als Alternative dient die Berechnung der odds ratio (Chancenverhältnis) mit den 

95% Konfidenzintervallsgrenzen als Schätzung des relativen Risikos. Ein odds 

ratio >2 ist ein starker Hinweis auf das Vorliegen einer Assoziation. 
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2.4.1 Durchführung der Analysen 

 

Jede einzelne Fall-Kontroll-Gruppe wurde zuerst auf HWE getestet. Zur graphi-

schen Veranschaulichung eignet sich das De Finetti-Diagramm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 6   Gleichseitiges Dreieck mit den Loten u, v und w  

 

Die Lote u’, v’ und w’ des gleichseitigen Dreiecks stellen das Verhältnis der 

Genotypen dar. Für die Genotypen AA=u, Aa=v und aa=w ist für eine stabile 

Genotypverteilung das Verhältnis v²=4uw gültig. 

Dieses spiegelt das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht wieder und ist als Parabel 

eingezeichnet. Wenn wie in der Abbildung 6 der Punkt P im HWE liegt, ist er auf 

der Parabel wiederzufinden [13]. 

Als Maß für die HWE-Abweichung dient der F-Wert (inbreeding factor)  

F = 1 – (p(Aa)) / 2p(A) x p(a) 

P(Aa) = Heterozygotenfrequenz, p(A) = Allelfrequenz des Allels A und p(a) = 

Allelfrequenz für das Allel a.  

Umso größer der F-Wert ist, desto stärker ist die Abweichung vom Hardy-

Weinberg-Gleichgewicht. Ein negativer Betrag des F-Werts, bedeutet ein 

Heterozygotendefizit, ein positiver Betrag ein Heterozygotenüberschuss. 

v 

P 

u 

w 
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2.4.2 Armitage’s Trend Test 

 

Test auf Assoziation basierend auf der Genotypverteilung 

 

Genotypverteilung  

 0 1 2 Gesamtzahl 

Fälle 

Kontrollen 

Gesamtzahl 

r0 

s0 

n0 

r1 

s1 

n1 

r2 

s2 

n2 

R 

S 

N 

 

Teststatistik für 2x3- Genotyptabelle [72]. 

 

))2()4()((

))2()2((
2

2121

2
21212

nnnnNRNR

nnRrrNN

+−+−

+−+
=χ  
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2.4.3 Allele-Frequenz Differenz Test 

 

Test auf Assoziation basierend auf Allelfrequenzen 

 

Allelverteilung 

 A a Gesamtzahl 

Fälle 

Kontrollen 

Gesamtzahl 

r1 + 2r2 

s1 + 2s2 

n1 + 2n2 

r1 + 2r0 

s1 + 2s0 

n1 + 2n0 

R 

S 

N 
 
 

Teststatistik für 2x2- Genotyptabelle [72] 
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2.4.4 Allelic Odds Ratio 

 

 

Fälle 

Kontrollen 

Allel 1 

a 

c 

Allel 2 

b 

d 

 

Odds Ratio = ad / bc 

 

 

Bei kleiner Anzahl der Fälle bzw. Kontrollen wurde zusätzlich der p-Wert mit 

Hilfe des Exakten Tests nach Fisher berechnet. 

 

2.4.5 Fisher’s exakter Test: 

 

Dieser Test beruht ebenso wie der Chi-Quadrat Test auf einer Vierfeldertafel 

und wird angewendet wenn die Felderbelegung sehr klein ist (a oder b oder c 

oder d < 5). 

 

 

Fälle 

Kontrollen 

Zeilensumme 

X 

a 

c 

a + c 

Y 

b 

d 

b + d 

Spaltensumme 

a + b 

c + d 

n = a + b + c + d 

 

 

Die Vierfeldertafel wird so angeordnet, dass a der kleinsten Häufigkeit ent-

spricht. 

Man betrachtet sämtliche Vierfeldertafeln, die die gleichen Randsummen wie 

die ursprüngliche Tafel besitzen, mit der Frage ob die beobachtete Besetzung 

der Tafel oder eine noch weniger wahrscheinliche rein zufällig zustande kommt 

[70]. 

Die Analyse der klinischen Daten erfolgte ebenfalls mit Chi² bzw. Fisher’s 

exaktem Test und der Angabe der p-Werte, mit einem Signifikanzniveau von 

α=0,05. 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse mit LightCycler Technologie 

 

3.1.1 Schmelzkurve und De Finetti Diagramme für TLR 9, rs 352140 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 7   Darstellung der Schmelzkurve für TLR9, rs 352140 
     M = Mutation hat ihr Kurvenmaximum bei ca. 62°C 

     W = Wildtyp hat sein Kurvenmaximum bei ca. 68°C 

 

 
 
 
Patienten Wildtyp Heterologe 

Allele 

Mutation  

CMV nicht reaktiviert 

CMV reaktiviert 

15⇒29,4% 

26⇒27,7% 

24⇒ 47,1% 

40⇒ 42,6% 

12⇒23,5% 

28⇒29,7% 

 

CMV reaktiviert und erkrankt   9⇒36,0% 12⇒ 48,0%   4⇒16,0%  

CMV reaktiviert und nicht erkrankt 17⇒24,6% 28⇒ 40,6% 24⇒34,8%  

 

Darstellung der absoluten Werte und der Prozentwerte für den Wildtyp, die 

heterologe und homologe Mutation in den einzelnen Patientengruppen: CMV 

nicht reaktiviert, CMV reaktiviert, CMV erkrankt und an CMV nicht erkrankt.   

Temperatur °C      

Fluoreszenz –d(F2)/dT       

W/68°C     M/62°C      
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     Patienten reaktiviert, erkrankt     

          

 

 

Ergebnisse der Assoziationsanalyse für  

den Vergleich CMV reaktiviert  

versus CMV nicht reaktiviert: 

 

Armitage’s Trend Test:           p(chi²) = 0,538 

Allele-Frequenz- 

Differenz-Test:                        p(chi²) = 0,515 

                                        

De Finetti Diagramm:       

     Patienten mit CMV-Reaktivierung     

     Patienten ohne CMV-Reaktivierung         

     Patienten reaktiviert, erkrankt     

     Patienten reaktiviert, nicht erkrankt           

Ergebnisse der Assoziationsanalyse  

für den Vergleich 

CMV reaktiviert und erkrankt 

versus  

CMV reaktiviert und nicht erkrankt: 

 

Armitage’s Trend Test:         p(chi²) = 0,088 

Allele-Frequenz- 

Differenz-Test:                      p(chi²) = 0,068 

 

 

De Finetti Diagramm:      

Ergebnisse der Assoziationsanalyse  

für den Vergleich  

CMV reaktiviert und erkrankt  

versus CMV nicht reaktiviert: 

 

Armitage’s Trend Test:         p(chi²) = 0,421 

Allele-Frequenz- 

Differenz-Test:                      p(chi²) = 0,411 

 

 

De Finetti Diagramm:      

     Patienten reaktiviert, erkrankt    

     Patienten nicht reaktiviert           
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Zusammenfassung der Ergebnisse für TLR9, rs 352140 

 

Für den Polymorphismus rs 352140 im TLR9-Gen gilt: 

Mehr Patienten, die das Cytomegalievirus reaktiviert haben tragen im Vergleich 

zu Patienten, die das Virus nicht reaktiviert haben (29,7% zu 23,5%) den Poly-

morphismus, und mehr Patienten die reaktiviert haben und nicht erkrankt sind 

verglichen zur Anzahl der Patienten die an CMV erkrankt sind (34,8% zu 

16,0%) tragen den SNP. Mit 34,8% ist die Gruppe der Individuen, die das Virus 

reaktivieren und nicht erkranken, der häufigste Träger dieser Punktmutation. 

Bezüglich der Assoziationsanalysen ergaben sich keine signifikanten p-Werte. 
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3.1.2 Ergebnisse für TLR 8, rs 2407992 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 8  Darstellung der Schmelzkurve für TLR8, rs 2407992 
    M = Mutation hat ihr Kurvenmaximum bei ca. 55°C 

    W = Wildtyp hat sein Kurvenmaximum bei ca. 65°C 

 

Patienten mit weiblichen  

Spendern 

Wildtyp Heterologe 

Allele 

Mutation  

CMV nicht reaktiviert 

CMV reaktiviert 

12⇒42,9% 

11⇒42,3% 

11⇒ 39,3% 

13⇒ 50,0% 

  5⇒17,9% 

  2⇒  7,7% 

 

 

CMV reaktiviert und erkrankt   5⇒45,5%  4⇒ 36,4%   2⇒18,2%  

CMV reaktiviert und nicht erkrankt   5⇒35,7%  9⇒ 64,3%   0⇒  0,0%  

 

Patienten mit männlichen 

Spendern 

Wildtyp Heterologe 

Allele 

Mutation  

CMV nicht reaktiviert 

CMV reaktiviert 

16⇒72,7% 

45⇒68,2% 

0⇒  0,0% 

0⇒  0,0% 

  6⇒27,3% 

21⇒31,8% 

 

 

CMV reaktiviert und erkrankt 11⇒73,3% 0⇒  0,0%   4⇒26,7%  

CMV reaktiviert und nicht erkrankt 35⇒67,3% 0⇒  0,0% 17⇒32,7%  

 

Darstellung der absoluten Werte und der Prozentwerte für den Wildtyp, die 

heterologe und homologe Mutation in den einzelnen Patientengruppen, nach 

Spendergeschlecht aufgeteilt. 

Fluoreszenz –d(F2)/dT        

Temperatur °C      M/55°C      W/65°C 
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Abbildung 9     Prozentualer Anteil der Allele für die einzelnen  
                          Patientengruppen mit weiblichen Spendern, rs 2407992        
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Abbildung 10   Prozentualer Anteil der Allele für die einzelnen  
                          Patientengruppen mit männlichen Spendern, rs 2407992        
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Ergebnisse der Assoziationsanalysen für TLR8, rs 2407992 

 

1. für weibliche Spender 

 

Patienten mit weiblichen Spendern Allele-Frequenz-

Differenz-Test 

Allelic Odds Ratio 

CMV nicht reaktiviert  

verglichen mit CMV reaktiviert 
p(chi²) = 0,912 0,948 

CMV reaktiviert und erkrankt verglichen  

mit CMV reaktiviert und nicht erkrankt 
p(chi²) = 0,394 1,778 

CMV nicht reaktiviert verglichen  

mit CMV reaktiviert und erkrankt 
p(chi²) = 0,654 1,316 

 

 

2. für männliche Spender 

 

Patienten mit männlichen Spendern Allele-Frequenz-

Differenz-Test 

Allelic Odds Ratio 

CMV nicht reaktiviert  

verglichen mit CMV reaktiviert 
p(chi²) = 0,688 1,221 

CMV reaktiviert und erkrankt verglichen  

mit CMV reaktiviert und nicht erkrankt 
p(fisher) = 0,174 0,478 

CMV nicht reaktiviert verglichen  

mit CMV reaktiviert und erkrankt 
p(fisher) = 0,425 0,697 
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Zusammenfassung der Ergebnisse für TLR8, rs 2407992 

 

Für den Polymorphismus rs 2407992 im TLR8-Gen und männliche Spender 

(Abb. 10) gilt: 

Mehr Patienten, die das Cytomegalievirus reaktiviert haben tragen im Vergleich 

zu Patienten, die das Virus nicht reaktiviert haben (31,8% zu 27,3%) den Poly-

morphismus, und mehr Patienten die reaktiviert haben und nicht erkrankt sind 

verglichen zur Anzahl der Patienten die an CMV erkrankt sind (32,7% zu 

26,7%) tragen den SNP. Die Gruppe der Individuen, die das Virus reaktivieren 

und nicht erkranken ist mit 32,7%, der häufigste Träger dieser Punktmutation. 

Bezüglich der Assoziationsanalysen ergaben sich keine signifikanten p-Werte. 

 

Für den Polymorphismus rs 2407992 im TLR8-Gen und weibliche Spender 

(Abb. 9) gilt: 

Mehr als doppelt so viele Individuen, die nicht reaktiviert haben (17,9% zu 

7,7%), sind Träger der Mutation. Mit 18,2% zu 0% tragen die Patienten mit 

weiblichen Spendern und Erkrankung am Cytomegalievirus deutlich häufiger 

den Polymorphismus als Patienten ohne CMV-Erkrankung. Mit 18,2% ist die 

Gruppe der erkrankten häufigster Träger dieser Punktmutation. Bezüglich der 

Assoziationsanalysen ergaben sich keine signifikanten p-Werte. 
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3.1.3 Ergebnisse für TLR 8, rs 3747414 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 11   Darstellung der Schmelzkurve für TLR8, rs 3747414 
       M = Mutation hat ihr Kurvenmaximum bei ca. 53°C 

       W = Wildtyp hat sein Kurvenmaximum bei ca. 61°C 

 

 

Patienten mit weiblichen  

Spendern 

Wildtyp Heterologe 

Allele 

Mutation  

CMV nicht reaktiviert 

CMV reaktiviert 

15⇒53,6% 

14⇒50,0% 

 7⇒ 25,0% 

12⇒ 42,9% 

  6⇒21,4% 

  2⇒  7,1% 

 

CMV reaktiviert und erkrankt   6⇒54,5%  4⇒ 36,4%   1⇒  9,1%  

CMV reaktiviert und nicht erkrankt   7⇒43,8%  8⇒ 50,0%   1⇒  6,3%  

 

Patienten mit männlichen 

Spendern 

Wildtyp Heterologe 

Allele 

Mutation  

CMV nicht reaktiviert 

CMV reaktiviert 

19⇒86,4% 

49⇒73,1% 

0⇒  0,0% 

0⇒  0,0% 

  3⇒13,6% 

18⇒26,9% 

 

CMV reaktiviert und erkrankt 13⇒86,7% 0⇒  0,0%   2⇒13,3%  

CMV reaktiviert und nicht erkrankt 37⇒69,8% 0⇒  0,0% 16⇒30,2%  

 

Darstellung der absoluten Werte und der Prozentwerte für den Wildtyp, die 

heterologe und homologe Mutation in den einzelnen Patientengruppen, nach 

Spendergeschlecht aufgeteilt. 

Fluoreszenz –d(F2)/dT        

Temperatur °C      W/61°C     M/53°C     
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Abbildung 12   Prozentualer Anteil der Allele für die einzelnen  
                          Patientengruppen mit weiblichen Spendern, rs 3747414        
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Abbildung 13   Prozentualer Anteil der Allele für die einzelnen  
                          Patientengruppen mit männlichen Spendern, rs 3747414        
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Ergebnisse der Assoziationsanalysen für TLR8, rs 3747414 

 

1. für weibliche Spender 

 

Patienten mit weiblichen Spendern Allele-Frequenz-

Differenz-Test 

Allelic Odds Ratio 

CMV nicht reaktiviert  

verglichen mit CMV reaktiviert 
p(chi²) = 0,474 1,410 

CMV reaktiviert und erkrankt verglichen  

mit CMV reaktiviert und nicht erkrankt 
p(fisher) = 0,719 0,856 

CMV nicht reaktiviert verglichen  

mit CMV reaktiviert und erkrankt 
p(fisher) = 0,473 1,283 

 

 

2. für männliche Spender 

 

Patienten mit männlichen Spendern Allele-Frequenz-

Differenz-Test 

Allelic Odds Ratio 

CMV nicht reaktiviert  

verglichen mit CMV reaktiviert 
p(fisher) = 0,090 0,364 

CMV reaktiviert und erkrankt verglichen  

mit CMV reaktiviert und nicht erkrankt 
p(fisher) = 0,039 4,304 

CMV nicht reaktiviert verglichen  

mit CMV reaktiviert und erkrankt 
p(fisher) = 0,608 1,227 
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Zusammenfassung der Ergebnisse für TLR8, rs 3747414 

Für den Polymorphismus rs 3747414 im TLR8-Gen und männliche Spender 

(Abb. 13) gilt: 

Mehr Patienten, die das Cytomegalievirus reaktiviert haben tragen im Vergleich 

zu Patienten, die das Virus nicht reaktiviert haben (26,9% zu 13,6%) den Poly-

morphismus, und mehr Patienten die reaktiviert haben und nicht erkrankt sind 

verglichen zur Anzahl der Patienten die an CMV erkrankt sind (30,2% zu 

13,3%) tragen den SNP. Wiederum ist mit 30,2% ist die Gruppe der Individuen, 

die das Virus reaktivieren und nicht erkranken, der häufigste Träger dieser 

Punktmutation. Im Allele-Frequenz-Test ergab sich für den Vergleich CMV 

reaktiviert und erkrankt und CMV reaktiviert und nicht erkrankt ein signifikanter 

p-Wert von 0,039. 

 

Für den Polymorphismus rs 3747414 im TLR8-Gen und weibliche Spender 

(Abb. 12) gilt: 

Mehr als dreimal so viele Individuen, die nicht reaktiviert haben (21,4% zu 

7,1%), sind Träger der Mutation. Mit 9,1% zu 6,3% besitzen die Patienten mit 

weiblichen Spendern und Erkrankung am Cytomegalievirus häufiger den Poly-

morphismus als Patienten ohne CMV-Erkrankung. Die Gruppe der nicht reakti-

vierten ist mit 21,4% häufigster Träger dieser Punktmutation. Bezüglich der 

Assoziationsanalysen ergaben sich keine signifikanten p-Werte. 
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Für drei Personen ergaben sich bei der Schmelzkurvenanalyse von TLR8, rs 

3747414 Kurven mit einem zusätzlichen Maximum bei ca. 47°C. Die Schmelz-

kurven sind in den zwei folgenden Abbildungen dargestellt: 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14   Darstellung der Schmelzkurve für TLR8 I , rs 3747414 
       M = Mutation hat ihr Kurvenmaximum bei ca. 54°C 

       W = Wildtyp hat sein Kurvenmaximum bei ca. 62°C 

       A = Austausch mit Kurvenmaximum bei ca. 48°C 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 15   Darstellung der Schmelzkurve für TLR8 II , rs 3747414 
       M = Mutation hat ihr Kurvenmaximum bei ca. 53°C 

       W = Wildtyp hat sein Kurvenmaximum bei ca. 61°C 

       A = Austausch mit Kurvenmaximum bei ca. 47°C 

Temperatur °C      

Fluoreszenz –d(F2)/dT       

M/53°C     47°C     W/61°C    

Fluoreszenz –d(F2)/dT       

Temperatur °C      W/62°C     M/54°C     48°C     
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3.1.4 Ergebnisse für TLR 8, rs 3764880 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 16   Darstellung der Schmelzkurve für TLR8, rs 3764880 
       M = Mutation hat ihr Kurvenmaximum bei ca. 68°C 

       W = Wildtyp hat sein Kurvenmaximum bei ca. 61°C 

 

Patienten mit weiblichen  

Spendern 

Wildtyp Heterologe 

Allele 

Mutation  

CMV nicht reaktiviert 

CMV reaktiviert 

18⇒64,3% 

17⇒60,7% 

 8⇒ 28,6% 

 9⇒ 32,1% 

  2⇒  7,1% 

  2⇒  7,1% 

 

CMV reaktiviert und erkrankt   6⇒54,5%  4⇒ 36,4%   1⇒  9,1%  

CMV reaktiviert und nicht erkrankt 10⇒62,5%  5⇒ 31,3%   1⇒  6,2%  

 

Patienten mit männlichen 

Spendern 

Wildtyp Heterologe 

Allele 

Mutation  

CMV nicht reaktiviert 

CMV reaktiviert 

20⇒87,0% 

50⇒76,9% 

1⇒  4,3% 

0⇒  0,0% 

  2⇒  8,7% 

15⇒23,1% 

 

CMV reaktiviert und erkrankt 13⇒86,7% 0⇒  0,0%   2⇒13,3%  

CMV reaktiviert und nicht erkrankt 38⇒74,5% 0⇒  0,0% 13⇒25,5%  

 

Darstellung der absoluten Werte und der Prozentwerte für den Wildtyp, die 

heterologe und homologe Mutation in den einzelnen Patientengruppen, nach 

Spendergeschlecht aufgeteilt. 

Fluoreszenz –d(F2)/dT       

Temperatur °C      W/61°C     M/68°C     
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Abbildung 17   Prozentualer Anteil der Allele für die einzelnen  
                          Patientengruppen mit weiblichen Spendern, rs 3764880        
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Abbildung 18   Prozentualer Anteil der Allele für die einzelnen  
                          Patientengruppen mit männlichen Spendern, rs 3764880        
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Ergebnisse der Assoziationsanalysen für TLR8, rs 3746880 

 

1. für weibliche Spender 

 

Patienten mit weiblichen Spendern Allele-Frequenz-

Differenz-Test 

Allelic Odds Ratio 

CMV nicht reaktiviert  

verglichen mit CMV reaktiviert 
p(chi²) = 0,523 1,452 

CMV reaktiviert und erkrankt verglichen  

mit CMV reaktiviert und nicht erkrankt 
p(fisher) = 0,811 1,455 

CMV nicht reaktiviert verglichen  

mit CMV reaktiviert und erkrankt 
p(fisher) = 0,884 1,818 

 

 

2. für männliche Spender 

 

Patienten mit männlichen Spendern Allele-Frequenz-

Differenz-Test 

Allelic Odds Ratio 

CMV nicht reaktiviert  

verglichen mit CMV reaktiviert 
p(fisher) = 0,050 3,877 

CMV reaktiviert und erkrankt verglichen  

mit CMV reaktiviert und nicht erkrankt 
p(fisher) = 0,419 0,721 

CMV nicht reaktiviert verglichen  

mit CMV reaktiviert und erkrankt 
p(fisher) = 0,215 3,000 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 50  

Zusammenfassung der Ergebnisse für TLR8, rs 3764880: 

Für den Polymorphismus rs 3764880 im TLR8-Gen und männliche Spender 

(Abb. 18) gilt: 

Mehr Patienten, die das Cytomegalievirus reaktiviert haben tragen im Vergleich 

zu Patienten, die das Virus nicht reaktiviert haben (23,1% zu 8,7%) den Poly-

morphismus, und mehr Patienten die reaktiviert haben und nicht erkrankt sind 

verglichen zur Anzahl der Patienten die an CMV erkrankt sind (25,5% zu 

13,3%) tragen den SNP. Wiederum ist mit 25,5% die Gruppe der Individuen, die 

das Virus reaktivieren und nicht erkranken, der häufigste Träger dieser Punkt-

mutation. Im Allele-Frequenz-Test ergab sich für den Vergleich CMV reaktiviert 

und CMV nicht reaktiviert ein  p-Wert von 0,050. 

 

Für den Polymorphismus rs 3764880 im TLR8-Gen und weibliche Spender 

(Abb. 17) gilt: 

Gleich viele Individuen, die reaktiviert bzw. die nicht reaktiviert haben (7,1%), 

sind Träger der Mutation. Mit 9,1% zu 6,2% tragen die Patienten mit weiblichen 

Spendern und Erkrankung am Cytomegalievirus häufiger den Polymorphismus 

als Patienten ohne CMV-Erkrankung. Die Gruppe der Patienten mit Reaktivie-

rung und Erkrankung ist mit 9,1% der häufigste Träger dieser Punktmutation. 

Bezüglich der Assoziationsanalysen ergaben sich keine signifikanten p-Werte. 
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Da sich für die folgend untersuchten SNPs (Abbildung 19 bis 22) keine Unter-

schiede in den einzelnen Gruppen ergaben, bzw. nur der Wildtyp detektiert 

werden konnte, wurden nur 50 bis 80 statt 146 Proben untersucht und es 

erfolgte keine Assoziationsanalyse. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 19   Darstellung der Schmelzkurve für TLR8, rs 574077 
                          W = Wildtyp hat sein Kurvenmaximum bei ca. 68°C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 20   Darstellung der Schmelzkurve für TLR9, rs 5743842 
                          W = Wildtyp hat sein Kurvenmaximum bei ca. 68°C 

Fluoreszenz –d(F2)/dT       

Temperatur °C      W/68°C     

W/68°C     Temperatur °C      

Fluoreszenz –d(F2)/dT        
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Abbildung 21   Darstellung der Schmelzkurve für TLR3, rs 3775291 
                          W = Wildtyp hat sein Kurvenmaximum bei ca. 57°C 

                M = Mutation hat ihr Kurvenmaximum bei ca. 62°C 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 22   Darstellung der Schmelzkurve für TLR3, rs 5743318 
                          W = Wildtyp hat sein Kurvenmaximum bei ca. 57°C 

Fluoreszenz –d(F2)/dT        

Temperatur °C     W/57°C      M/62°C     

Fluoreszenz –d(F2)/dT       

Temperatur °C      W/57°C     
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3.2 Ergebnisse der Analyse der klinischen Parameter 

 
3.2.1 Vergleich CMV-Serologie 
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Abbildung 23   Prozentualer Anteil der Verteilung der CMV-Serologie für  
       alle Patienten                
 

Vergleich der CMV-Serologie (Prozentwerte im Anhang Tabelle 11) 
 
Empfänger: positiv und Spender: negativ verglichen mit  

Empfänger: positiv oder negativ und Spender: positiv  

 

Patienten Patienten 

gesamt 

Patienten mit 

weiblichen 

Spendern 

Patienten mit 

männlichen 

Spendern 

CMV reaktiviert verglichen mit 

CMV nicht reaktiviert 
p(chi²)=0,991 p(fisher)=0,068 p(fisher)=0,237 

CMV reaktiviert und erkrankt 

verglichen mit CMV reaktiviert 

und nicht erkrankt 

p(chi²)=0,889 p(fisher)=0,448 p(fisher)=0,719 

CMV nicht reaktiviert verglichen 

mit CMV reaktiviert und er-

krankt 

p(chi²)=0,794 p(fisher)=0,379 p(fisher)=0,709 
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3.2.2 Vergleich der Transplantationsmodalität 
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Abbildung 24   Prozentualer Anteil der Verteilung der  
                          Transplantationsmodalität für alle Patienten     

       fam. = familiär ident. = identisch 

 

 

Vergleich der Transplantationsmodalität (Prozentwerte im Anhang Tab. 11) 

Patienten mit verwandtem und HLA-identischem Spender (fam. ident.) vergli-

chen mit Patienten mit unverwandtem Spender oder mit verwandtem Spender 

und mismatch (fremd, fam. mismatch) 

 
Patienten Patienten 

gesamt 

Patienten mit 

weiblichen 

Spendern 

Patienten mit 

männlichen 

Spendern 

CMV reaktiviert verglichen mit 

CMV nicht reaktiviert 
p(chi²)=0,252 p(chi²)=0,350 p(chi²)=0,855 

CMV reaktiviert und erkrankt 

verglichen mit CMV reaktiviert 

und nicht erkrankt 

p(chi²)=0,194 p(chi²)=0,873 p(chi²)=0,037 

CMV nicht reaktiviert verglichen 

mit CMV reaktiviert und er-

krankt 

p(chi²)=0,077 p(fisher)=0,718 p(chi²)=0,088 
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3.2.3 Konditionierung 
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Abbildung 25   Prozentualer Anteil der Verteilung der verschiedenen                                                  
                Konditionierungstherapien für alle Patienten  
       

 

 

Vergleich der Konditionierungstherapien (Prozentwerte und Aufteilung in die 

verschiedenen Gruppen im Anhang Tabelle 11) 

A: reduzierte Chemotherapie/2Gy Ganzkörperbestrahlung verglichen mit 

B: Hochdosischemotherapie/12Gy Ganzkörperbestrahlung 

 

Patienten Patienten 

gesamt 

Patienten mit 

weiblichen 

Spendern 

Patienten mit 

männlichen 

Spendern 

CMV reaktiviert verglichen 

mit CMV nicht reaktiviert 
p(chi²)=0,779 p(fisher)=1,000 p(fisher)=0,721 

CMV reaktiviert und erkrankt 

verglichen mit CMV reakti-

viert und nicht erkrankt 

p(fisher)=1,000 p(fisher)=1,000 p(fisher)=1,000 

CMV nicht reaktiviert vergli-

chen mit CMV reaktiviert und 

erkrankt 

p(fisher)=1,000 p(fisher)=1,000 p(fisher)=0,625 
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3.2.4 GvHD-Prophylaxe 
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Abbildung 26   Prozentualer Anteil der Verteilung der verschiedenen 
       GvHD-Prophylaxen für alle Patienten    

       

 

 

 

Vergleich der GvHD-Prophylaxe (Prozentwerte und Aufteilung in die ver-

schiedenen Gruppen im Anhang Tabelle 11) 

Prophylaxe A: in-vivo T-Zell-Depletion verglichen mit 

Prophylaxe B: GvHD-Prophylaxe ohne in-vivo T-Zell-Depletion          

 

Patienten Patienten 

gesamt 

Patienten mit 

weiblichen 

Spendern 

Patienten mit 

männlichen 

Spendern 

CMV reaktiviert verglichen 

mit CMV nicht reaktiviert 
p(chi²)=0,955 p(fisher)=0,577 p(chi2)=0,854 

CMV reaktiviert und erkrankt 

verglichen mit CMV reakti-

viert und nicht erkrankt 

p(fisher)=0,076 p(fisher)=0,084 p(fisher)=0,588 

CMV nicht reaktiviert vergli-

chen mit CMV reaktiviert und 

erkrankt 

p(fisher)=0,215 p(fisher)=0,122 p(fisher)=0,742 
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3.2.5 Akute Graft-versus-Host-Disease 
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Abbildung 27   Prozentualer Anteil der Verteilung der akuten GvHD-Grade  

                          für alle Patienten  
 

 

 

 

Vergleich der Akuten GvHD (Prozentwerte im Anhang Tabelle 11) 

Grad 0 bis I verglichen mit Grad II bis IV 

 

Patienten Patienten 

gesamt 

Patienten mit 

weiblichen 

Spendern 

Patienten mit 

männlichen 

Spendern 

CMV reaktiviert verglichen 

mit CMV nicht reaktiviert 
p(chi²)=0,278 p(chi²)=0,011 p(chi2)=0,912 

CMV reaktiviert und erkrankt 

verglichen mit CMV reakti-

viert und nicht erkrankt 

p(fisher)=0,095 p(fisher)=0,692 p(fisher)=0,320 

CMV nicht reaktiviert vergli-

chen mit CMV reaktiviert und 

erkrankt 

p(fisher)=0,042 p(fisher)=0,027 p(fisher)=0,473 
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3.2.6 Chronische Graft-versus-Host-Disease 
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Abbildung 28   Prozentualer Anteil der Verteilung des Vorkommens einer   
       Chronischen GvHD für alle Patienten 

                                      

 

 

 

Chronische GvHD (Prozentwerte im Anhang Tabelle 11) 

Vergleich aufgetreten oder nicht aufgetreten         

 

Patienten Patienten 

gesamt 

Patienten mit 

weiblichen 

Spendern 

Patienten mit 

männlichen 

Spendern 

CMV reaktiviert verglichen 

mit CMV nicht reaktiviert 
p(chi²)=0,853 p(chi²)=0,870 p(fisher)=1.000 

CMV reaktiviert und erkrankt 

verglichen mit CMV reakti-

viert und nicht erkrankt 

p(fisher)=0,789 p(fisher)=1.000 p(fisher)=0,737 

CMV nicht reaktiviert vergli-

chen mit CMV reaktiviert und 

erkrankt 

p(fisher)=0,777 p(fisher)=1.000 p(fisher)=1.000 
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3.2.7 Kortikosteroiddosen 
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Abbildung 29   Prozentualer Anteil der Verteilung der Verteilung der   
       Kortikosteroiddosen für alle Patienten  
       KG = Körpergewicht 

 

 

 

Vergleich der Kortikosteroiddosierung (Prozentwerte im Anhang Tabelle 11) 

Keine bis ≤  2mg pro Kilogramm Körpergewicht verglichen mit 

Dosierung > 2mg pro Kilogramm Körpergewicht         

 

Patienten Patienten 

gesamt 

Patienten mit 

weiblichen 

Spendern 

Patienten mit 

männlichen 

Spendern 

CMV reaktiviert verglichen 

mit CMV nicht reaktiviert 
p(chi²)=0,145 p(fisher)=0,089 p(fisher)=0,608 

CMV reaktiviert und erkrankt 

verglichen mit CMV reakti-

viert und nicht erkrankt 

p(fisher)=0,152 p(fisher)=1.000 p(fisher)=0,120 

CMV nicht reaktiviert vergli-

chen mit CMV reaktiviert und 

erkrankt 

p(fisher)=0,023 p(fisher)=0,234 p(fisher)=0,168 
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3.2.8 Immunologische Rekonstitution 
 

Patienten gesamt 

 
CMV nicht 

reaktiviert 

CMV 

reaktiviert 

CMV 

reaktiviert und 

erkrankt 

CMV 

reaktiviert und 

nicht erkrankt 

Neutropenie 

nach Tag 100 

Ja: 11,5% 

Nein: 88,5% 

Ja: 28,3% 

Nein: 71,7% 

Ja: 20,0% 

Nein: 80,0% 

Ja: 29,3% 

Nein: 70,7% 

Lymphopenie 

nach 3 Monaten 

(< 200/µl) 

Ja: 11,5% 

Nein: 88,5% 

Ja: 13,0% 

Nein: 87,0% 

Ja: 40,0% 

Nein: 60,0% 

Ja: 9,8% 

Nein: 90,2% 

 

Patienten mit männlichen Spendern 

 
CMV nicht 

reaktiviert 

CMV 

reaktiviert 

CMV 

reaktiviert und 

erkrankt 

CMV 

reaktiviert und 

nicht erkrankt 

Neutropenie 

nach Tag 100 

Ja: 15,4% 

Nein: 84,6% 

Ja: 25,0% 

Nein: 75,0% 

Ja: 33,3% 

Nein: 66,7% 

Ja: 24,2% 

Nein: 75,8% 

Lymphopenie 

nach 3 Monaten 

(< 200/µl) 

Ja: 15,4% 

Nein: 84,6% 

Ja: 11,1% 

Nein: 88,9% 

Ja: 33,3% 

Nein: 66,7% 

Ja: 9,1% 

Nein: 90,9% 

 

Patienten mit weiblichen Spendern 

 
CMV nicht 

reaktiviert 

CMV 

reaktiviert 

CMV 

reaktiviert und 

erkrankt 

CMV 

reaktiviert und 

nicht erkrankt 

Neutropenie 

nach Tag 100 

Ja: 7,8% 

Nein: 92,2% 

Ja: 40,0% 

Nein: 60,0% 

Ja: 0,0% 

Nein: 100,0% 

Ja: 50,0% 

Nein: 50,0% 

Lymphopenie 

nach 3 Monaten 

(< 200/µl) 

Ja: 7,8% 

Nein: 92,2% 

Ja: 20,0% 

Nein: 80,0% 

Ja: 50,0% 

Nein: 50,0% 

Ja: 12,5% 

Nein: 87,5% 
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3.2.9 Überleben 
 

0,0%
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Spender

gestorben,

Spender

gesamt

gestorben,
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weibliche

Spender

gestorben,

davon

männliche

Spender

Überleben der Patienten

nicht erkrankt

erkrankt

reaktiviert

nicht reaktiviert

 

Abbildung 30   Prozentualer Anteil des Überlebens für alle Patienten  

 

 

Überleben (Prozentwerte im Anhang Tabelle 11) 

Anzahl der lebenden Patienten verglichen mit der Zahl der Patienten, die nach 

Transplantation gestorben sind. 

 

Patienten Patienten 

gesamt 

Patienten mit 

weiblichen 

Spendern 

Patienten mit 

männlichen 

Spendern 

CMV reaktiviert verglichen 

mit CMV nicht reaktiviert 
p(chi²)=0,219 p(fisher)=0,060 p(fisher)=0,631 

CMV reaktiviert und erkrankt 

verglichen mit CMV reakti-

viert und nicht erkrankt 

p(chi2)=0,004 p(fisher)=0,124 p(fisher)=0,036 

CMV nicht reaktiviert vergli-

chen mit CMV reaktiviert und 

erkrankt 

p(chi2)=0,004 p(fisher)=0,014 p(fisher)=0,096 
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3.3 Vergleich der klinischen Risikofaktoren innerhalb der Gruppen 

 

Im folgenden ist der Vergleich innerhalb der einzelnen Gruppen zwischen 

weiblichen und männlichen Spendern aufgeführt. 

 

A: Patienten ohne CMV-Reaktivierung 

 
Tabelle 4   Auswertung der klinischen Parameter zwischen weiblichen und  
         männlichen Spendern, ohne CMV-Reaktivierung       
         GvHD = Graft-versus-Host-Disease KG = Körpergewicht 

         E = Empfänger S = Spender 
 

Vergleich zwischen weiblichen und männlichen Spendern Chi²/Fisher’s 

exakter Test 

CMV-Serologie  

E/S (pos./neg) verglichen mit E/S (pos./pos. oder neg./pos.) 

Transplantationsmodalität 

Familiär identisch verglichen mit fremd und familiär mismatch 

Konditionierung 

A: reduzierte Chemotherapie/2Gy Ganzkörperbestrahlung 

verglichen mit 

B: Hochdosischemotherapie/12Gy Ganzkörperbestrahlung 

GvHD-Prophylaxe 

Prophylaxe A: in-vivo T-Zell-Depletion verglichen mit 

Prophylaxe B: Prophylaxe ohne in-vivo T-Zell-Depletion 

p(fisher)=0,190 

 

p(fisher)=0,408 

 

p(fisher)=1.000 

 

 

 

p(fisher)=0,568 

Akute GvHD 

Grad 0 bis I verglichen mit Grad II bis IV 

Chronische GvHD 

Vergleich aufgetreten mit nicht aufgetreten 

Kortikosteroiddosen 

Keine bis ≤  2mg/kg KG verglichen mit > 2mg/kg KG 

Überleben 

Anzahl lebender Patienten verglichen mit der Zahl der Patien-

ten, die nach Transplantation gestorben sind. 

p(fisher)=0,749 

 

p(fisher)=0,206 

 

p(fisher)=0,749 

 

p(chi²)=0,822 
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B: Patienten mit CMV-Reaktivierung 

 

 

 
Tabelle 5   Auswertung der klinischen Parameter zwischen weiblichen und  
         männlichen Spendern, mit CMV-Reaktivierung       
         

        GvHD = Graft-versus-Host-Disease KG = Körpergewicht 

         E = Empfänger S = Spender 

 

Vergleich zwischen weiblichen und männlichen Spendern Chi²/Fisher’s 

exakter Test 

CMV-Serologie  

E/S (pos./neg) verglichen mit E/S (pos./pos. oder neg./pos.) 

Transplantationsmodalität 

Familiär identisch verglichen mit fremd und familiär mismatch 

Konditionierung 

A: reduzierte Chemotherapie/2Gy Ganzkörperbestrahlung 

verglichen mit 

B: Hochdosischemotherapie/12Gy Ganzkörperbestrahlung 

GvHD-Prophylaxe 

Prophylaxe A: in-vivo T-Zell-Depletion verglichen mit 

Prophylaxe B: Prophylaxe ohne in-vivo T-Zell-Depletion 

p(fisher)=0,059 

 

p(chi²)=0,895 

 

p(fisher)=1,000 

 

 

 

p(fisher)=0,105 

Akute GvHD 

Grad 0 bis I verglichen mit Grad II bis IV 

Chronische GvHD 

Vergleich aufgetreten mit nicht aufgetreten 

Kortikosteroiddosen 

Keine bis ≤  2mg/kg KG verglichen mit > 2mg/kg KG 

Überleben 

Anzahl lebender Patienten verglichen mit der Zahl der Patien-

ten, die nach Transplantation gestorben sind. 

p(fisher)=0,001 

 

p(fisher)=0,102 

 

p(fisher)=0,354 

 

p(fisher)=0,070 
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C: Patienten mit CMV-Reaktivierung und Erkrankung 

 

 

 
Tabelle 6   Auswertung der klinischen Parameter zwischen weiblichen und  
         männlichen Spendern, mit CMV-Reaktivierung und Erkrankung       
         

        GvHD = Graft-versus-Host-Disease KG = Körpergewicht 

         E = Empfänger S = Spender 

 

Vergleich zwischen weiblichen und männlichen Spendern Chi²/Fisher’s 

exakter Test 

CMV-Serologie  

E/S (pos./neg) verglichen mit E/S (pos./pos. oder neg./pos.) 

Transplantationsmodalität 

Familiär identisch verglichen mit fremd und familiär mismatch 

Konditionierung 

A: reduzierte Chemotherapie/2Gy Ganzkörperbestrahlung 

verglichen mit 

B: Hochdosischemotherapie/12Gy Ganzkörperbestrahlung 

GvHD-Prophylaxe 

Prophylaxe A: in-vivo T-Zell-Depletion verglichen mit 

Prophylaxe B: Prophylaxe ohne in-vivo T-Zell-Depletion 

p(fisher)=1,000 

 

p(chi²)=0,103 

 

p(fisher)=1,000 

 

 

 

p(fisher)=0,090 

Akute GvHD 

Grad 0 bis I verglichen mit Grad II bis IV 

Chronische GvHD 

Vergleich aufgetreten mit nicht aufgetreten 

Kortikosteroiddosen 

Keine bis ≤  2mg/kg KG verglichen mit > 2mg/kg KG 

Überleben 

Anzahl lebender Patienten verglichen mit der Zahl der Patien-

ten, die nach Transplantation gestorben sind. 

p(fisher)=0,112 

 

p(fisher)=0,303 

 

p(fisher)=1,000 

 

p(fisher)=0,658 
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D: Patienten mit CMV-Reaktivierung ohne CMV-Erkrankung 

 

 

Tabelle 7   Auswertung der klinischen Parameter zwischen weiblichen und  
         männlichen Spendern, mit CMV-Reaktivierung ohne CMV-  
         Erkrankung                                                                     
         

        GvHD = Graft-versus-Host-Disease KG = Körpergewicht 

         E = Empfänger S = Spender 

 

Vergleich zwischen weiblichen und männlichen Spendern Chi²/Fisher’s 

exakter Test 

CMV-Serologie  

E/S (pos./neg) verglichen mit E/S (pos./pos. oder neg./pos.) 

Transplantationsmodalität 

Familiär identisch verglichen mit fremd und familiär mismatch 

Konditionierung 

A: reduzierte Chemotherapie/2Gy Ganzkörperbestrahlung 

verglichen mit 

B: Hochdosischemotherapie/12Gy Ganzkörperbestrahlung 

GvHD-Prophylaxe 

Prophylaxe A: in-vivo T-Zell-Depletion verglichen mit 

Prophylaxe B: Prophylaxe ohne in-vivo T-Zell-Depletion 

p(fisher)=0,041 

 

p(fisher)=0,566 

 

p(fisher)=1,000 

 

 

 

p(fisher)=0,772 

Akute GvHD 

Grad 0 bis I verglichen mit Grad II bis IV 

Chronische GvHD 

Vergleich aufgetreten mit nicht aufgetreten 

Kortikosteroiddosen 

Keine bis ≤  2mg/kg KG verglichen mit > 2mg/kg KG 

Überleben 

Anzahl lebender Patienten verglichen mit der Zahl der Patien-

ten, die nach Transplantation gestorben sind. 

p(fisher)=0,004 

 

p(fisher)=0,211 

 

p(fisher)=0,359 

 

p(fisher)=0,258 
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4 Diskussion 

 

Infektionen, besonders die Reaktivierung des Cytomegalievirus und die mit ihm 

verbundenen Komplikationen, stellen für Patienten nach Knochenmarktrans-

plantation bzw. nach Übertragung peripherer Stammzellen, nach wie vor ein 

großes Problem dar [37]. Trotz des Bestrebens einen Spender mit möglichst 

gleichem CMV-Serostatus wie demjenigen des Empfängers auszuwählen, 

weiteren Fortschritten in Diagnostik und Therapie, liegt das Risiko der CMV-

Reaktivierung nach wie vor zwischen 30% und 50% [5, 58]. Die Gefahr für eine 

klinisch manifeste CMV Erkrankung, die einer Reaktivierung folgen kann, liegt 

bei 8% bis 16% [50, 98], wobei eine interstitielle Pneumonie, bedingt durch 

Cytomegalieviren unbehandelt zum Tod führt [49].  

Es ist bekannt, dass zytotoxische T-Zellen, CD4-T-Lymphozyten, natürliche 

Killerzellen und neutralisierende Antikörper für die CMV-Abwehr eine Rolle 

spielen [60, 66, 75]. Der Einfluss einzelner Mechanismen, die Bedeutung von 

Strukturen der Immunabwehr und der Einfluss einzelner Zytokine bzw. eine 

veränderte Struktur oder Genexpression, der an der Virusabwehr beteiligten 

Komponenten, ist noch nicht hinreichend erforscht.  

Im Rahmen eines vorangehenden Projekts der Arbeitsgruppe zeigte sich, dass 

mit CMV exponierte dendritische Zellen verstärkt Toll-like-Rezeptor 3 exprimier-

ten. 

In dieser Studie soll nun der mögliche Einfluss von Einzelbasensubstitutionen 

(SNPs) in Toll-like-Rezeptoren und ein möglicher Zusammenhang mit Risiko-

faktoren für CMV-Reaktivierung bzw. Erkrankung nach Blutstammzell-

transplantation diskutiert werden. 

 

 

4.1 Schmelzkurven- und Assoziationsanalyse 

 

Die Schmelzkurvenanalyse mittels LightCycler Technologie ist eine einfache, 

genaue und reproduzierbare Methode, um in kurzer Zeit die vorliegende DNA 

auf Einzelbasensubstitutionen zu untersuchen.  



 

 67

Die Differenzierung der Genotypen ist unabhängig von der Ausgangsmenge an 

DNA und kann direkt im Anschluss an die Amplifikation erfolgen, ohne, dass die 

Reaktionsgefäße geöffnet werden müssen. Damit wird einer Kontamination und 

folglich einer Ergebnisverfälschung vorgebeugt. Auch entfallen im Gegensatz 

zur gewöhnlichen Sequenzierungs-PCR die arbeitsintensiven Schritte wie 

Amplifikation, Aufreinigung des Amplifikats und die eigentliche Sequenzierung. 

Die Schmelzkurvenanalyse mit der LightCycler Technologie hat sich zur Dia-

gnostik von Punktmutationen im Faktor V Leiden Gen und im Prothrombingen 

bewährt [45, 95].  

Die Versuche mit Real-time PCR, die in dieser Arbeit durchgeführt wurden, 

waren alle reproduzierbar und dauerten, bei einem maximal möglichen Einsatz 

von 31 Proben und einer Negativkontrolle pro Versuchsdurchgang, weniger als 

eineinhalb Stunden.  

Die Auswertung der Daten erfolgte nach dem Vorbild einer klassischen Asso-

ziationsanalyse, um die Genotyp- bzw. Allelverteilung in den einzelnen Gruppen 

zu vergleichen. Sehr gut eignen sich hierfür der Armitage’s-Trend-Test und der 

Allele-Frequenz-Differenz-Test. Da die Gene für TLR 8 auf dem x-Chromosom 

liegen, können männliche Individuen nicht heterozygot sein. Aus diesem Grund 

wurden die Assoziationsanalysen getrennt nach Spendergeschlecht durchge-

führt. Eine Assoziation zwischen Gen und Krankheit bzw. Reaktivierung besteht 

dann, wenn die Häufigkeit eines Allels zwischen der Gruppe der Erkrankten 

bzw. Reaktivierten und der Gesunden bzw. nicht reaktivierten signifikant ver-

schieden ist [27]. Ein Unterschied in den Allelfrequenzen ist jedoch nicht immer 

mit einer Kausalität der Krankheit gleichzusetzen. Andere Faktoren wie Popula-

tionsstratifizierung, hierzu gehört eine unterschiedliche ethnische Herkunft der 

Personen in der Fall- bzw. Kontrollgruppe, können zu falsch positiven Assozia-

tionsbefunden führen (confounding) [15]. Bei der Auswahl der Patienten in 

dieser Studie wurde auf eine gemeinsame bzw. ähnliche ethnische Herkunft 

geachtet. Im folgenden sind die Ergebnisse für die einzelnen untersuchten 

SNPs zusammengefasst. 
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Für die SNPs rs 352140 in TLR 9 unabhängig des Spendergeschlechts und den 

Polymorphismen rs 2407992, rs 3764880 und rs 3747414 in TLR 8 für Patien-

ten mit männlichen Spendern (Abb.10, 13, 18): 

 

- Mehr Patienten die CMV reaktivieren als nicht reaktivieren tragen die SNPs 

- Die Häufigkeit der Mutationen ist in der Gruppe der nicht erkrankten größer 

als in der Gruppe der am Cytomegalievirus erkrankten Individuen 

- insgesamt sind Patienten mit männlichen Spendern, die reaktiviert haben 

und nicht erkrankt sind die häufigsten Träger dieser Polymorphismen 

 

Zwei p-Werte sind signifikant: 

p = 0,039 (TLR 8, rs 3747414 für den Vergleich CMV erkrankt versus reaktiviert 

und nicht erkrankt, männliche Spender) 

p = 0,050 (TLR 8, rs 3764880 für den Vergleich CMV reaktiviert versus nicht 

reaktiviert, männliche Spender)  

 

Diese Ergebnisse entsprechen nicht denjenigen für Patienten mit weiblichen 

Spendern für TLR 8 (Abb. 9, 12, 17): 

 

Für rs 2407992 und rs 3747414 in TLR 8 gilt: 

- es tragen mehr Patienten die nicht reaktiviert haben, als die reaktiviert 

haben die SNPs 

- die Häufigkeit der Polymorphismen ist in der Gruppe der Personen, die 

erkrankt sind höher verglichen mit den Individuen, die nicht erkrankt sind 

- Patienten mit weiblichen Spendern, die nicht reaktiviert haben tragen diese 

Mutationen am häufigsten 

 

Für rs 3764880 gilt: 

- Am häufigsten tragen Personen, die reaktiviert haben und erkrankt sind den 

SNP 

- mehr erkrankte als nicht erkrankte und gleich viele Patienten mit weiblichen 

Spendern, die reaktiviert haben, als die, die nicht reaktiviert haben, sind 

Träger der Mutation 
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Die Ergebnisse der Assoziationsanalyse für Patienten mit männlichen Spendern 

geben einen Hinweis darauf, dass das häufigere Vorkommen dieser SNPs mit 

einer CMV-Reaktivierung assoziiert ist, wohingegen eine CMV Erkrankung nicht 

mit einem häufigeren Vorkommen der Polymorphismen korreliert zu sein 

scheint. 

Für Patienten mit weiblichen Spendern scheint das häufigere Auftreten dieser 

SNPs mit einer CMV Erkrankung assoziiert zu sein, nicht dagegen mit einer 

Reaktivierung des Cytomegalievirus. Die unterschiedlichen Ergebnisse zwi-

schen weiblichen und männlichen Spendern, könnten an einer deutlich geringe-

ren Fallzahl von Patienten mit weiblichen Spendern (37,7% zu 62,3%) liegen. 

Die Anzahl der Patienten mit weiblichen Spendern und CMV-Erkrankung um-

fasst nur 11 Patienten, deren Allele sich auf die drei Gruppen Wildtyp, heterolo-

ge und homologe Mutation verteilen.  

 

Für die untersuchten SNPs rs 574077 im TLR 8 Gen, rs 5743842 in TLR 9 und 

den beiden Polymorphismen rs 3775291 und rs 5743318 in TLR 3 (Abb. 19 bis 

22) ergaben sich keine Unterschiede in den einzelnen Gruppen, bzw. es konnte 

nur der Wildtyp detektiert werden, darum erfolgte keine Assoziationsanalyse. Es 

wurden nur 50 bis 80 Proben statt 146 untersucht. 

Da die Gene für den Toll-like-Rezeptor 8 auf dem x-Chromosom liegen und 

folglich männliche Individuen nicht heterozygot sein können, ist die Tatsache, 

dass der Patient mit der Nummer 47 (Anhang, Tabelle 8) heterozygot für rs 

3764880 (Abb.19) ist, am wahrscheinlichsten auf einen vorliegenden Chimäris-

mus zurückzuführen. Die untersuchte DNA-Probe wurde bereits eine Woche 

nach der Transplantation aus dem Blut gewonnen, hierbei handelt es sich um 

einen Einzelfall, was ein Vorliegen eines lymphohämatopoetischen Chimäris-

mus sehr wahrscheinlich macht. Denn falls die Stammzellen des Spenders 

erfolgreich angenommen werden, besteht oft noch kurz nach Transplantation 

eine Mischung aus Empfänger- und Spenderzellen im Blut. Dieser Chimärismus 

ist nicht stabil und geht im Laufe der Zeit in eine Dominanz der Spenderzellen 

über, dann liegt ein so genannter Spenderchimärismus vor [73]. 
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Bei der Schmelzkurvenanalyse ergaben sich bei der Detektion des SNP rs 

3747414 Kurven mit drei verschiedenen Maxima (Abb. 14 und 15). Das bedeu-

tet, dass in dieser Gensequenz der entsprechenden Proben ein zusätzlicher 

Basenaustausch stattgefunden hat, der mit der gleichen Sonde detektiert 

wurde. Voraussetzung dafür ist es, dass die hier verwendete Sensor-Sonde, 

bestehend aus 26 Basenpaaren, die Position des zusätzlichen Basenaustau-

sches überspannt. Nach Nachforschung in der NCBI-Datenbank [63] ist es am 

wahrscheinlichsten, dass es sich hierbei um den SNP mit der Bezeichnung rs 

5744083 handelt. Dieser Polymorphismus ist 6 Basenpaare von rs 3747414 

entfernt und kann somit  von der eingesetzten Detektionssonde überbrückt 

werden. Die Tatsache, dass es bei der Schmelzkurvenanalyse für diese Einzel-

basenmutation nur drei Kurven mit einem anderen Maximum ergeben hat, lässt 

sich durch eine geringe geschätzte Heterozygotenhäufigkeit dieses Poly-

morphismus von 0,021 erklären. 

 

Das Vorgehen der bisherigen Auswertung suggeriert eine monokausale Be-

trachtungsweise der Beziehung zwischen Genotyp und Erkrankung. Es scheint 

unwahrscheinlich, dass einzelne Mutationen in Rezeptoren, die eine noch nicht 

vollständig geklärte Funktion in der Immunabwehr von Viren insbesondere des 

Cytomegalievirus besitzen, alleine ursächlich für das Risiko einer Reaktivierung 

bzw. Erkrankung sein sollen. Weitere genetische Einflussgrößen bzw. bekannte 

Risikofaktoren für eine CMV-Reaktivierung haben bzw. können ebenfalls ur-

sächliche Funktion haben. 

Aus diesem Grund wurden retrospektiv aus archivierten Krankenakten mögliche 

klinische Risikofaktoren erhoben und ausgewertet. Da es bezüglich der Ergeb-

nisse der Assoziationsanalysen zwischen Patienten mit weiblichen und männli-

chen Spendern große Unterschiede gibt, wurden die klinischen Daten der 

Patienten ebenfalls zusätzlich nach dem Spendergeschlecht ausgewertet. Es 

wurden jeweils die Ergebnisse zwischen den Gruppen nicht reaktiviert versus 

reaktiviert, nicht reaktiviert versus erkrankt und nicht erkrankt versus nicht 

erkrankt verglichen. Ergänzend erfolgte ein Vergleich der Patienten abhängig 

ihres Spendergeschlechts innerhalb der einzelnen vier Gruppen. 
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4.2 Analyse der Risikofaktoren 

 

Der Einfluss des CMV-Serostatus, der Transplantationsmodalität, der Konditio-

nierungstherapie, der GvHD-Prophylaxe und der Graft-versus-Host-Disease auf 

das Risiko das Cytomegalievirus zu reaktivieren bzw. an ihm zu erkranken, ist 

bekannt und wird diskutiert.  

Die Gefährdung für einen CMV positiven Empfänger das Virus zu reaktivieren 

ist im Gegensatz zu einem negativen Status seitens des Empfängers unbestrit-

ten [12, 58]. Dagegen wird die Bedeutung des CMV-Status des Spenders 

kontrovers diskutiert. In früheren Studien war eine positive CMV-Serologie des 

Spenders mit einem größeren Risiko für eine CMV-Infektion verbunden [58]. 

Eine andere Untersuchung führte zu dem Ergebnis, dass die Transplantation 

von Knochenmark eines CMV negativen Spenders auf einen CMV positiven 

Empfänger mit einem fünfzehnmal höheren Risiko verbunden ist an einer 

Viruspneumonie zu erkranken und daran zu sterben, als bei Übertragung eines 

CMV positiven Transplantats [33]. Eine neuere Studie veröffentlichte, dass 

Patienten, die ein Transplantat eines seropositiven, nicht verwandten Spenders 

erhielten, eine höhere Überlebensrate haben [51].  

In dieser Untersuchung konnte bezüglich des CMV-Serostatus zwischen Emp-

fänger und Spender (Abb. 23, Tabelle 7), nur im Vergleich innerhalb der einzel-

nen Gruppen ein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Es ergab sich 

ein schwach signifikanter p-Wert von 0,041 zwischen den verschiedenen Ge-

schlechtern in der Gruppe der reaktivierten und nicht erkrankten. Mehr Patien-

ten mit weiblichen Spendern (Tabelle 11), 43,8% zu 17,0% wiesen einen Spen-

der mit negativem CMV-Serostatus auf. 

Allgemein scheinen Patienten, die ein Transplantat eines fremden oder eines 

verwandten Spenders mit mismatch erhalten, ein größeres Risiko für eine CMV 

Erkrankung zu besitzen [50]. Dies konnte sich hier für den Vergleich der Patien-

ten mit männlichem Spender zwischen der Gruppe der erkrankten (80%) und 

den Personen die reaktiviert haben und nicht erkrankt sind (43,5%) bestätigen 

(Abb. 24, Tabelle 11). Es ergab sich hierbei ein p von 0,037 für Patienten mit 

männlichen Spendern. 
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Der Einfluss der verschiedenen Konditionierungstherapien, insbesondere ob 

eine Hochdosisganzkörperbestrahlung durchgeführt wurde scheint nicht mehr 

so bedeutend zu sein wie früher angenommen wurde [50]. In dieser Untersu-

chung wurden ebenfalls keine signifikanten Differenzen festgestellt (Abb. 30 bis 

32). Erhalten die Patienten CD34 selektionierte Stammzellen eines unverwand-

ten Spenders, ist mit einer höheren Infektionsrate zu rechnen [9]. Sowohl im 

Gruppenvergleich, als auch innerhalb der Gruppe ergaben sich keine bedeu-

tenden Unterschiede (Abb. 33). 

Das Auftreten einer Graft-versus-Host-Disease, insbesondere die akute Form, 

ist mit einem erhöhten Risiko für eine CMV-Infektion verbunden [58]. Die Grup-

pe der an CMV erkrankten Personen mit weiblichen Spendern erlitten deutlich 

häufiger eine akute GvHD Grad II bis IV, als die nicht reaktivierten (72,7% 

versus 28,6%, p=0,027, Tabelle 11). Betrachtet man alle Patienten (Abb. 27), 

haben an CMV erkrankte Personen mit 50% doppelt so häufig eine schwere 

akute GvHD, als Patienten die nicht reaktiviert haben (25,5%), p=0,042. Ein 

signifikanter p-Wert von 0,011 ergab sich für den Vergleich reaktiviert und nicht 

reaktiviert: 66,7% der an CMV reaktivierten mit weiblichen Spendern bekamen 

im Vergleich zu 28,6% der nicht reaktivierten eine schwere GvHD.  Innerhalb 

der Gruppen CMV reaktiviert (p=0,001) und CMV reaktiviert und nicht erkrankt 

(p=0,004) ergaben sich zwischen den Patienten deutliche Unterschiede (Tabel-

le 5, 7, 11). Personen mit Spenderinnen bekamen viel öfter (66,7% zu 23,5% 

und 62,5% zu 20,8%) eine schwere Form der akuten GvHD. Eine chronische 

GvHD (Abb. 28) kam in keiner Gruppe gehäuft vor. 

Ein weiterer Vergleich wurde für den Einsatz verschieden großer Kortikoste-

roiddosen aufgestellt (Abb. 29). Patienten, die keine oder bis 2mg/kg KG erhiel-

ten wurden mit Patienten, die eine Dosis über 2mg/kg Körpergewicht bekamen, 

verglichen. 

Nur der Vergleich CMV nicht reaktiviert versus an CMV erkrankt, unabhängig 

des Spendergeschlechts, ergab ein signifikantes p von 0,023. Doppelt so viele 

erkrankte (50% zu 23,5%) bekamen die höhere Dosis. 

Es ist beschrieben, dass eine verzögerte oder fehlende Rekonstitution des 

zellulären Immunsystems zu einem höheren Risiko der Reaktivierung führt [20].  
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Da viele Labordaten bezüglich Neutropenie nach Tag 100 und Lymphopenie 

nach drei Monaten nach Transplantation nicht zu erheben waren und somit die 

Fallzahlen sehr klein sind, wurden keine statistischen Verfahren zur Auswertung 

herangezogen. Gleichwohl zeigt sich die Tendenz, dass Patienten, die reakti-

viert haben bzw. die zusätzlich am Cytomegalievirus erkrankt sind häufiger eine 

Neutropenie und Lymphopenie aufweisen. 

Betrachtet man das Outcome (Abb. 30), überlebten in der Gruppe der an CMV 

erkrankten unabhängig des Spendergeschlechts am wenigsten Patienten. Nur 

im Vergleich der einzelnen Gruppen miteinander, nicht im Vergleich innerhalb 

der Gruppen ergaben sich signifikante Unterschiede. 

Zusammengefasst ergaben sich im Vergleich der vier Gruppen untereinander 

folgende signifikanten p-Werte: 

Patienten gesamt: 

• p=0,042, mehr Patienten (50,0% zu 25,5%), die erkrankt sind bekamen 

eine schwere akute GvHD, als die nicht reaktivierten 

• p=0,023, mehr Patienten (50,0% zu 23,5%), die erkrankt sind erhielten 

eine Kortikosteroiddosis von mehr als 2mg/KG Körpergewicht, als Pati-

enten, die nicht reaktiviert haben 

Patienten mit weiblichem Spender: 

• p=0,027, mehr Patienten (72,7% zu 28,6%), die erkrankt sind erlitten ei-

ne akute GvHD Grad II bis IV, als die nicht reaktivierten 

• p=0,011, mehr Patienten (66,7% zu 28,6%), die reaktivierten bekamen 

eine akute GvHD Grad II bis IV, als Personen, die nicht reaktiviert haben 

Patienten mit männlichem Spender: 

• p=0,037, mehr Patienten, die erkrankt sind (80% zu 45,3%) im Vergleich 

zu den nicht erkrankten, erhielten ein Transplantat eines unverwandten 

Spenders oder eines verwandten Spenders mit mismatch 

Zusammengefasst ergaben sich im Vergleich innerhalb der vier Gruppen fol-

gende signifikanten p-Werte: 

Patienten reaktiviert: 

• p=0,001, mehr Patienten mit Spenderinnen (66,7% zu 23,5%) erlitten ei-

ne schwere akute GvHD 
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Patienten nicht erkrankt: 

• p=0,041, mehr Patienten mit weiblichen Spendern (43,8% zu 17,0%) be-

kamen ein Transplantat eines CMV seronegativen Spenders. 

• p=0,004, mehr Patienten mit weiblichen Spendern (62,5% zu 20,8%) er-

litten eine akute GvHD Grad II bis IV 

Die Ergebnisse der Risikofaktorenanalyse unterstützen die Hypothese, dass 

nicht nur einer dieser klinischen Faktoren bzw. eine Kombination daraus ver-

antwortlich für eine Reaktivierung, bzw. Erkrankung am Cytomegalievirus ist. 

Denn im Vergleich der einzelnen Gruppen untereinander zwischen Patienten 

unabhängig des Spendergeschlechts und zwischen Personen mit männlichen 

Spendern, ist im Vergleich zwischen reaktiviert und nicht reaktiviert, kein Risiko-

faktor signifikant erhöht. Dagegen weisen die Ergebnisse der Assoziationsana-

lyse darauf hin, dass die SNPs in Toll-like-Rezeptoren mit einer CMV-

Reaktivierung assoziiert sind, (p = 0,050 fürTLR 8, rs 3764880 für den Vergleich 

CMV reaktiviert versus nicht reaktiviert bei Patienten mit männlichen Spendern).   

Die Tatsache, dass die Häufigkeit der SNPs in der Gruppe der nicht erkrankten 

größer als in der Gruppe der am Cytomegalievirus erkrankten Individuen (p = 

0,039 (TLR 8, rs 3747414 für männliche Spender) ist, könnte für einen größeren 

Einfluss der klinischen Risikofaktoren auf eine CMV Erkrankung nach Reaktivie-

rung, als auf die Reaktivierung selbst, sprechen. Mehr Patienten mit männlichen 

Spendern die erkrankt sind erhielten ein Transplantat eines unverwandten 

Spenders (p=0,037) und mehr Patienten, die erkrankten bekamen eine schwere 

akute GVHD (p=0,042) oder erhielten höhere Kortikosteroiddosen ( p=0,023). 

Beides Vorgänge, die sich nach der Transplantation abspielen, wenn die immu-

nologische Rekonstitution bereits stattgefunden hat. Patienten mit weiblichen 

Spendern weisen keine signifikanten Werte bezüglich der Unterschiede in der 

Verteilung der Polymorphismen auf, dennoch ist überraschend, dass sich die 

Häufigkeiten gegenüber männlichen Spendern umgekehrt verhalten.  

Es wäre denkbar, dass die Spendergeschlechter einen unterschiedlichen 

Einfluss nehmen, die Häufigkeit verschiedener Krankheiten ist oft auch nicht 

gleichmäßig auf Männer und Frauen verteilt.  
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Am wahrscheinlichsten dafür ist aber eine deutlich kleinere Fallzahl von weibli-

chen Spendern verantwortlich. Zwar erlitten mehr Patienten mit Spenderinnen 

als mit männlichen Spendern eine schwere GVHD (p=0,001), bzw. hatten 

schwach signifikant (p=0,041) häufiger einen Spender mit CMV seronegativem 

Status, dies erklärt aber nicht unbedingt die beobachteten geschlechtsabhängi-

gen Unterschiede.  

Folglich lässt sich aus den Ergebnissen schließen, dass es einen Hinweis gibt, 

dass die Reaktivierung des CMV mit diesen Einzelbasensubstitutionen in Toll-

like-Rezeptoren assoziiert sein könnte, nicht dagegen die Erkrankung, für die 

die klinischen Risikofaktoren eine größere Rolle zu spielen scheinen.   

Es ist bekannt, dass Einzelbasensubstitutionen mit Erbkrankheiten wie z.B. mit 

der β-Thalässemie, der Sichelzellanämie oder mit der hereditären Hämatoch-

romatose assoziiert sind [44]. Sie stehen in Zusammenhang mit Resistenzen 

gegenüber antibakterieller und antiviraler Therapie [93]. SNPs nehmen Einfluss 

auf den Verlauf von Infektionskrankheiten wie einer Hepatitis C [71], oder 

führen im Apolipoprotein A5-Gen zu erhöhten Plasmatriglyceridspiegeln [22]. 

Polymorphismen in TLR10 und TLR6 erhöhen das Risiko an Asthma zu erkran-

ken [46, 83] und SNPs in TLR4 scheinen einer Studie zufolge mit einem erhöh-

ten Risiko Prostatakrebs zu erleiden, verbunden zu sein [103]. 

Das Verständnis der Zusammenhänge von Toll-like-Rezeptoren und der Ab-

wehr von Mikroorganismen und Viren, speziell von Cytomegalieviren ist noch 

nicht hinreichend erforscht. Erst dieses Jahr wurde ein neuer Untertyp (TLR11) 

[102] identifiziert. Es scheint vielversprechend, dass in naher Zukunft noch 

weitere Liganden der TLR definiert werden. TLR 3 und 9 spielen wohl bei der 

Abwehr des murinen Cytomegalievirus eine Rolle, zu diesem Ergebnis führten 

Untersuchungen mit Mäusen [81]. TLR9, der als Ligand CpG Motive erkennt 

scheint bei der Immunantwort auf Herpes simplex Virus 2, dessen Genom reich 

an diesen Motiven ist, mitzuwirken [54]. Bisher gibt es keine veröffentlichten 

Ergebnisse zu Untersuchungen der in dieser Studie ausgewerteten SNPs. 

Weiterhin ist die Frage nach der konkreten Auswirkung des Austauschs der 

einzelnen Basen bzw. der Aminosäuren interessant. Speziell für den Poly-

morphismus rs 3764880 in TLR8. 



 

 76  

Dieser trägt eine Missense-Mutation von Methionin zu Valin an Aminosäurepo-

sition eins [63]. Inwiefern sie eine Strukturänderung des Toll-like-Rezeptors 

bewirkt und als Folge eine veränderte Signalkaskade mit fehlender oder verän-

derter Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB hat, bleibt offen [34].  

Die Bedeutung, die SNPs bei der Entstehung und Bewältigung von Krankheiten 

beigemessen wird ist sehr hoch. Der Schwerpunkt der Genomforschung richtet 

sich nicht mehr primär auf die Identifizierung neuer Gene, sondern mehr auf 

das Verständnis des Beitrags einzelner Gene zu bestimmten Phänotypen. Mit 

der Veröffentlichung der nahezu kompletten Gensequenz des menschlichen 

Genoms trat das Humane Genomprojekt in eine neue Phase ein [92]. Durch 

das Human Genome Diversity Projekt wurden genetische Varianten identifiziert 

mit dem Ziel eine Beziehung zwischen der Variabilität der DNA-Sequenz und 

der Variabilität eines Phänotyps darzustellen. Die Erwartungen an das Projekt 

wurden bisher nicht befriedigend eingelöst [91], da meist nicht nur eine be-

stimmte Einzelbasenmutation für eine Erkrankung  bzw. im Falle dieses Pro-

jekts, für eine Reaktivierung verantwortlich ist. Neben direkt krankheitsauslö-

senden SNPs, führen andere zu einem erhöhten Krankheitsrisiko.  

Die Bestimmung der verschiedenen Allele wird in Zukunft eine wichtige Rolle 

spielen. Denn klinische Diagnosen stützen sich zunehmend auf den molekula-

ren Nachweis von krankheitsassoziierten Genvarianten, um in der Lage zu sein 

Risikofaktoren für den Patienten gezielt zu vermeiden und eine verbesserte 

Prophylaxe zu betreiben.  Der Ansatz dieses Projekts, die Untersuchung von 

single nucleotid polymorphisms in Toll-like Rezeptoren bei Patienten nach 

Stammzelltransplantation, im Zusammenhang mit dem Risiko einer CMV-

Reaktivierung bzw. Erkrankung ist vielversprechend. Mit dem Ziel, den Ursa-

chen für CMV-Reaktivierung und Erkrankung näher zu kommen, um die Patien-

ten noch besser prophylaktisch betreuen zu können, auch im Hinblick auf eine 

gezieltere Spenderauswahl, sind weitere Projekte mit mehr Patienten anzustre-

ben. Die SNP-Analyse in anderen TLR, insbesondere TLR7, dessen Lokalisati-

on und Gensequenz mit 42,3% derjenigen des TLR8 sehr ähnlich ist [82], und 

in weiteren an der Immunabwehr bedeutsamen Komponenten scheint aus-

sichtsreich zu sein. 
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5. Zusammenfassung 

 

Infektionen, verursacht durch das Cytomegalievirus, stellen für Patienten nach 

Stammzelltransplantation, trotz Fortschritten in Diagnostik und Therapie, nach 

wie vor eine schwere Komplikation dar. Klinische Risikofaktoren für eine CMV-

Reaktivierung, wie ein positiver CMV-Serostatus des Empfängers oder eine 

Entwicklung einer schweren akuten Graft-versus-Host-Disease, sind bekannt. 

Um möglichst schon prophylaktisch, auf eine gute Lebensqualität nach der 

Transplantation, Einfluss zu nehmen, müsste man weitere ursächliche Fakto-

ren, die ein erhöhtes Infektionsrisiko bedingen, kennen. 

Nach Veröffentlichung der nahezu vollständigen Gensequenz des menschli-

chen Erbguts, ist das Humane Genomprojekt in eine weitere Phase eingetreten. 

Der Schwerpunkt der Forschung richtet sich nicht mehr primär auf die Identifi-

zierung neuer Gene, sondern darauf, dass die Beziehung zwischen Genvarian-

ten, die größtenteils durch Einzelbasensubstitutionen (SNPs) bedingt sind, und 

der Variabilität der Phänotypen verstanden wird. Neben direkt krankheitsauslö-

senden Punktmutationen, z.B bei der Sichelzellanämie, führen andere Poly-

morphismen zur Erhöhung eines Krankheitsrisikos. 

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen der Verteilung von defi-

nierten SNPs in den Toll-like-Rezeptoren 3, 8 und 9 und dem Risiko einer CMV-

Reaktivierung bzw. Erkrankung nach allogener Stammzelltransplantation, unter-

sucht. Im Rahmen eines vorangehenden Projekts der Arbeitsgruppe zeigte sich, 

dass mit CMV exponierte dendritische Zellen verstärkt Toll-like-Rezeptor 3 

exprimierten. 

Toll-like-Rezeptoren, eine relativ neu entdeckte Gruppe, erkennen krankheits-

assoziierte molekulare Muster (PAMPs=pathogen associated molecular pat-

terns). Sie sind an der Immunabwehr von Mikroorganismen und Viren beteiligt. 

Als Methode, die DNA auf Einzelbasensubstitutionen zu untersuchen, wurde die 

Schmelzkurvenanalyse mittels LightCycler Technologie gewählt. Sie zeichnet 

sich durch ihre einfache, genaue und reproduzierbare Art aus, und hat sich 

unter anderem zur Diagnostik von Punktmutationen im Faktor V Leiden Gen 

bewährt.  
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Mittels Assoziationsanalysen wurden die Daten der 146 Patienten, zwischen 

den Gruppen: CMV nicht reaktiviert, CMV reaktiviert und erkrankt bzw. nicht 

erkrankt, verglichen. Da die Gene für TLR 8 auf dem x-Chromosom liegen, 

können männliche Individuen nicht heterozygot sein. Aus diesem Grund erfolg-

ten Assoziationsanalysen getrennt nach Spendergeschlecht. Schwach signifi-

kante Unterschiede bezüglich der Häufigkeit des SNP rs 3764880 in TLR8 im 

Vergleich reaktiviert versus nicht reaktiviert bei Patienten mit männlichen Spen-

dern, geben einen Hinweis auf eine Assoziation dieses SNP mit einer Reaktivie-

rung des Cytomegalievirus. Die Tatsache, dass für rs 3747414 in TLR8 signifi-

kant mehr nicht erkrankte als erkrankte Personen mit männlichen Spendern die 

Einzelbasensubstitution tragen, spricht dafür, dass die Erkrankung nicht mit 

dem SNP assoziiert ist. Klinische Risikofaktoren, die ebenfalls in dieser Arbeit 

erhoben und analysiert wurden und in der Gruppe der an CMV erkrankten 

signifikant häufiger eine schwere akute GvHD aufwiesen, oder andere noch 

unbekannte Komponenten scheinen hier eine größere Rolle zu spielen. Diese 

Ergebnisse der Schmelzkurvenanalyse entsprechen nicht denjenigen für Pati-

enten mit weiblichen Spendern, was höchstwahrscheinlich auf eine deutlich 

geringere Fallzahl zurückzuführen ist. 

Der Ansatz dieses Projekts, die Untersuchung von single nucleotid poly-

morphisms in Toll-like Rezeptoren bei Patienten nach Stammzelltransplantati-

on, im Zusammenhang mit dem Risiko einer CMV-Reaktivierung bzw. Erkran-

kung ist vielversprechend. In Zukunft sind weitere Projekte mit mehr Patienten 

und der SNP-Analyse in anderen TLR und in weiteren an der Immunabwehr 

bedeutsamen Komponenten anzustreben. Mit der Absicht, den Ursachen für 

CMV-Reaktivierung und Erkrankung näher zu kommen, um die Patienten noch 

besser prophylaktisch betreuen zu können, auch im Hinblick auf eine gezieltere 

Spenderauswahl. 
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6. Anhang 

 

6.1 Verteilung der Heterogenitäten für die einzelnen Patienten 

 

A: Patienten ohne CMV-Reaktivierung 

 

Tabelle 8     Verteilung der verschiedenen Allele auf die einzelnen  
          Patienten, ohne CMV-Reaktivierung                                                                                      

                   TLR = Toll-like-Rezeptor rs = reference SNP 

                   * = Patienten mit weiblichem Spender 

          W = Wildtyp M = heterologe Mutation M = homologe Mutation 

 

Patienten  

(durchnummeriert) 

TLR 9 

rs 352140 

TLR 8 

rs 2407992 

TLR 8 

rs 3747414 

TLR 8 

rs 3764880  

1* W hM hM W 

2 W W W W 

3 hM M W W 

4* W hM W W 

5 hM W W W 

6* hM M M hM 

7* M hM hM W 

8* W W W W 

9* W hM W hM 

10 M W W W 

11* W M hM W 

12 hM W - W 

13* hM W W W 

14* hM W W W 

15* hM hM W hM 

16* hM W W W 

17 M W W W 

18 W W W W 

19 W W W W 

20* W hM hM W 

21 M W W W 

22* hM hM W hM 

23* hM W W W 

24 hM M M W 

25* hM W W W 

26* hM hM hM M 

27* W M M M 

28* W M M hM 

29* hM W W W 

30 W W W W 

31* hM W W W 
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32* M W W W 

33 hM W W M 

34 hM M M W 

35* hM hM hM W 

36 M W W W 

37 M W W W 

38* M W M W 

39 M M W W 

40* M hM hM hM 

41 W M M W 

42 W M W M 

43* W M M hM 

44* M W W W 

45* hM W W W 

46* hM hM M hM 

47 M W W hM 

48 hM - W W 

49 hM W W W 

50 hM W W W 

51 hM W W W 

 

 

B: Patienten mit CMV-Reaktivierung und Erkrankung 

 

Tabelle 9     Verteilung der verschiedenen Allele auf die einzelnen  
          Patienten, mit Erkrankung an CMV 

          TLR = Toll-like-Rezeptor rs = reference SNP 

                  * = Patienten mit weiblichem Spender 

          W = Wildtyp M = heterologe Mutation M = homologe Mutation 

 

Patienten  

(durchnummeriert) 

TLR 9 

rs 352140 

TLR 8 

rs 2407992 

TLR 8 

rs 3747414 

TLR 8 

rs 3764880  

1 hM W W W 

2* M M hM hM 

3* M hM hM M 

4* W W W hM 

5 hM M W W 

6* - W W W 

7 hM W W W 

8 M W W M 

9* W hM W W 

10* W hM hM hM 

11* W W W W 

12* hM W W W 

13 hM M W W 

14 W W W W 
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15 W W W W 

16 M W W W 

17 hM W W W 

18 hM W W M 

19 hM W W W 

20* W M M W 

21 hM M M W 

22 W W W W 

23 hM W W W 

24 hM M M W 

25* W hM hM hM 

26* hM W W W 

 

 

C: Patienten mit CMV-Reaktivierung ohne Erkrankung 

 

Tabelle 10   Verteilung der verschiedenen Allele auf die einzelnen  
           Patienten, mit CMV-Reaktivierung, ohne Erkrankung                                                                                   

           TLR = Toll-like-Rezeptor rs = reference SNP 

                     * = Patienten mit weiblichem Spender 

           W = Wildtyp M = heterologe Mutation M = homologe Mutation 

 

Patienten  

(durchnummeriert) 

TLR 9 

rs 352140 

TLR 8 

rs 2407992 

TLR 8 

rs 3747414 

TLR 8 

rs 3764880  

1 hM W W W 

2 hM M M W 

3 M W W W 

4 M M M W 

5 W W W - 

6 W W W W 

7 M W W W 

8 M M M M 

9* W hM hM W 

10 W W W W 

11* W hM hM W 

12 hM W W W 

13 hM W W W 

14 M M M M 

15 hM M W W 

16 W M M M 

17
* 

M W W hM 

18 M W W W 

19 W W W W 

20 hM W W W 

21* hM hM hM W 

22 hM M M W 
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23 hM M M M 

24* hM hM hM hM 

25 M W W W 

26 M M M W 

27* W W W W 

28 hM M M M 

29 M W W W 

30* M - M hM 

31* hM hM hM hM 

32 M W W W 

33* M hM hM M 

34 W - W M 

35 M M M M 

36 hM W W W 

37 M W W M 

38 W W W W 

39 M M M M 

40 M W W - 

41* hM hM hM W 

42 W W W W 

43 M M M M 

44 W W W W 

45* hM W W W 

46 hM M M W 

47 hM W W W 

48 W W W W 

49 hM W W W 

50 hM M M M 

51 W W W W 

52 W W W W 

53 hM M M W 

54 hM W W W 

55* W - W W 

56 W W W W 

57 hM W W W 

58 hM W W W 

59 hM W W W 

60* M W W W 

61* hM hM W hM 

62* M hM hM W 

63 M W W W 

64 hM W W W 

65 hM W W W 

66 M M W M 

67 M W W W 

68 hM M M M 

69* M W W W 
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6.2 Übersicht über die klinischen Parameter 

 
Tabelle 11  Verteilung der klinischen Parameter in absoluten Werten und Prozentzahlen 
           E = Empfänger     S = Spender     pos. = positiv     neg. = negativ     ATG = Anti-Thymozyten Globulin     Bu = Busulfan               

           CSA = Cyclosporin A     CY = Cyclophosphamid     Fu = Fludarabin     KG = Körpergewicht       MMF = Mycophenolat mofetil      

                      MTX = Methotrexat Pred = Prednisolon     TBI = total body irradiation     TT = Thiotepa     VP = Vepesid-Phosphat 

    

 Ohne CMV-Reaktivierung CMV-Reaktivierung und erkrankt CMV-Reaktivierung, nicht erkrankt 

 

Gesamt: 

51 

Patienten 

mit weibli-

chen 

Spendern: 

28 

Patienten 

mit männl. 

Spendern: 

23 

Gesamt: 

26  

Patienten 

mit weibli-

chen 

Spendern: 

11 

Patienten 

mit männl. 

Spendern: 

15 

Gesamt: 

69  

Patienten 

mit weibli-

chen 

Spendern: 

16 

Patienten 

mit männli-

chen 

Spendern: 

53 

CMV-Serologie E/S          

pos. / pos. 15→29,4 % 10→35,7 % 5→21,7 % 16→61,5 % 7→63,6 % 9 →60.0 % 47→68,1 % 7→43,8 % 40→75,5 % 

pos. / neg. 11→21,6 % 4→14,3 % 7→30,5 % 6→23,1 % 3→27,3 % 3→20,0 % 16→23,2 % 7→43,8 % 9→17,0 % 

neg. / pos. 25→49,0 % 14→50,0 % 11→47,8 % 2→7,7 %  2→13,3 % 5→7,2 % 2→12,5 % 3→5,7 % 

          

Transplantations-
modalität 

         

familiär, identisch 30→58,8 % 18→64,3 % 12→52,2 % 9→34,6 % 6→54,5 % 3→20,0 % 36→52,2 % 7→43,8 % 29→54,7 % 

familiär, mismatch 5→9,8 % 4→14,3 % 1→4,3 % 2→ 7,7 % 1→9,1 % 1→6,7 % 4→5,8 % 1→6,3 % 3→5,7 % 

fremd, identisch 15→ 9,4 % 5→17,9 % 10→43,5 % 9→34,6 % 4→36,4 % 5→33,3 % 26→37,7 % 7→43,8 % 19→35,8 % 

fremd, mismatch 1→2,0 % 1→3,6 %  6→23,1 %  6→40,0 % 3→4,3 % 1→6,3 % 2→3,8 % 

          

Konditionierung          

Gruppe A: 5→9,8 % 3→10,7 % 2→8,7 % 3→11,5 %  1→9,1 % 2→13,3 % 9→13,0 %  2→12,5 % 7→13,2 % 

TBI / ATG / FU       2→2,9 %   2→3,8 %  

TBI / CY / FU 1→2,0 %  1→4,3 %       

TBI / CY / TT       1→1,5 %   1→1,9 %   
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FU / ATG / Treosulfan 1→2,0 % 1→3,6 %        

FU / CY / ATG 1→2,0 % 1 →3,6 %        

FU / Melphalan       3→4,3 % 1→6,3 % 2→3,8 % 

FU / Melphalan / ATG       1→1,5 %  1→1,9 % 

FU / Treosulfan 1→2,0 % 1→3,6 %        

CY / Treosulfan    1→3,8 %   1→6,7 %    

Dexa-Meac 1→2,0 %  1→4,3 % 2→7,7 %  1→9,1 % 1→6,7 % 2→2,9 % 1→6,3 % 1→1,9 % 

          

Gruppe B: 46→90,2 % 25→89,3 % 21→91,3 % 22→84,6 %  10→90,9 % 12→80,0 % 59→85,5 %  14→87,5 % 45→84,9 % 

TBI 20→39,2 % 12→42,9 % 8→34,8 % 10→38,5 % 5→45,5 % 5→33,3 % 18→26,1 % 4→25,0 % 14→26,4 % 

TBI / CY 7→13,7 % 4→14,3 % 3→13.0 % 6→23,1 % 3→27,3 % 3→20,0 % 11→15,9 % 4→25,0 % 7→13,2 % 

TBI / CY / VP    1→3,8 % 1→9,1 %   4→5,8 %   4→7,5 %  

TBI / CY / ATG 3→5,9 % 1→3,6 % 2→8,7 % 3→11,5 %   3→20,0 % 9→13,0 % 2→12,5 % 7→13,2 % 

TBI / CY / Eto-

pophosphamid 
      1→1,5 %  1→1,9 % 

TBI / CY / VP / ATG       1→1,5 %  1→1,9 % 

TBI / CY / ATG / TT    1→3,8 %  1→6,7 %    

BU / CY 9→17,6 % 5→17,9 % 4→17,4 % 1→3,8 % 1→9,1 %  9→13,0 % 2→12,5 % 7→13,2 % 

BU / CY / TT 1→2,0 %  1→4,3 %    4→5,8 % 1→6,3 % 3→5,7 % 

BU / CY / ATG 2→3,9 % 1→3,6 % 1→4,3 %    2→2,9 % 1→6,3 % 1→1,9 % 

BU / CY / ATG / 

Radioimmunt. 
1→2,0 %  1→4,3 %       

BU / CY / Alexan 1→2,0 % 1→3,6 %        

BU / CY / Ara-C 1→2,0 %  1→4,3 %       

BU / CY / Rhenium 1→2,0 % 1→3,6 %        

          

GvHD-Prophylaxe          

Gruppe A: 22→43,1 % 11→39,3 % 11→47,8 % 7→26,9 %  1→9,1 % 6→40,0 % 34→49,3 %  7→43,8 % 27→50,9 % 

CSA,MTX, CD34 selek. 1→2,0 % 1 → 3,6 %        

CSA, MTX, ATG, CD34 

unselek. 
   2→7,7 %  2→13,3%    

CSA, MTX, ATG       1→1,5 % 1→6,3 %  
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CSA, CD 34 selek. 2→3,9 % 1→3,6 % 1→4,3 %       

CSA, CD34 unselek., 

OKT3 
1→2,0 % 1→3,6 %     1→1,5 %  1→1,9 % 

CSA, ATG 4→7,8 % 2→7,1 % 2→8,7 % 2→7,7 % 1→9,1 % 1→6,7 % 9→13,0 % 2→12,5 % 7→13,2 % 

CSA, ATG,CD34 unsel. 7→13,7 % 3→10,7 % 4→17,4 %    7→10,1 % 1→6,3 % 6→11,3 % 

CSA, ATG, CD34selek.       2→2,9 %  2→3,4 % 

CSA, ATG CD 34 

unselek, OKT3 
1→2,0 % 1→3,6 %        

CSA, ATG selek. und 

unselek. 
1→2,0 %  1→4,3 %       

CSA, ATG, Pred unsel.       1→1,5 % 1→6,3 %  

CSA, ATG, MMF, CD 

34 unselek. 
3→5,9 % 1→3,6 % 2→8,7 % 1→3,8 %  1→6,7 % 4→5,8 % 1→6,3 % 3→5,7 % 

CSA, ATG, MMF, Pred    1→3,8 %  1→6,7 % 1→1,5 %  1→1,9 % 

CSA, ATG, MMF, Pred, 

unselek. 
1→2,0 %  1→4,3 %    1→1,5 %  1→1,9 % 

CSA, ATG, MMF, Pred, 

CD34 selek. 
      1→1,5 %  1→1,9 % 

ATG       2→2,9 %  2→3,4 % 

ATG, CD34 selek.       1→1,5 %  1→1,9 % 

ATG, CD 34 unselek. 1→2,0 % 1→3,6 %     2→2,9 %  2→3,4 % 

CSA, ATG,  Campath, 

CD 34 unselek. 
      1→1,5 % 1→6,3 %  

Campath    1→3,8 %  1→6,7 %    

          

Gruppe B: 28→54,9 %  17→60,7 % 11→47,8 % 18→69,2 %  10→90,9 % 8→53,3 % 32→46,4 %  8→50,0 % 24→45,3 % 

CSA 1→2,0 %  1→4,3 % 1→3,8 % 1→9,1 %  5→7,2 % 1→6,3 % 4→7,5 % 

CSA, Pred    1→3,8 % 1→9,1 %     

CSA, MTX 12→23,5 % 7→25,0 % 5→21,7 % 9→34,6 % 5→45,5 % 4→26,7 % 9→13,0 % 4→25,0 % 5→9,4 % 

CSA,MTX,CD34unsel. 9→17,6 % 7→25,0 % 2→8,7 % 6→22,8 % 2→18,2 % 4→26,7 % 11→15,9 % 2→12,5 % 9→17,0 % 

CSA, MTX, MMF          1→1,5 %  1→1,9 % 

CSA, MMF, unselek. 1→2,0 %   1→4,3 %         

CSA, MTX, CD 34 1→2,0 % 1→3,6 %         
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unselek. und selek. 

CSA, CD 34 unselek. 4→7,8 % 2→7,1 % 2→8,7 %     5→7,2 % 1→6,3 % 4→7,5 % 

CSA, MTX, MMF, 

Pred, CD 34 unselek. 
   

  
 

1→1,5 %   1→1,9 % 

CD 34 unselek.    1→3,8 % 1→9,1 %       

          

Akute GvHD            

Grad 0 - I 38→74,5 % 20→71,4 % 18→78,3 % 13→50,0 % 3→27,3 % 10→66,7 % 48→69,6 % 6→37,5 % 42→79,2 % 

Grad II - IV 13→25,5 % 8→28,6 % 5→21,7 % 13→50,0 % 8→72,7 % 5→33,3 % 21→30,4% 10→62,5 % 11→20,8 % 

          

Chronische GvHD          

ja 16→31,4 % 11→39,3 % 5→21,7 % 6→23,1 % 3→27,3 % 3→20,0 % 21→30,4 % 7→43,8 % 14→26,4 % 

nein 27→52,9 % 12→42,9 % 15→65,2 % 14→53,8 % 3→27,3 % 11→73,3 % 39→56,5 % 7→43,8 % 32→60,4 % 

ne 8→15,7 % 5→17,9 % 3→13,0 % 6→23,1 % 5→45,5 % 1→6,7 % 9→13,0 % 2→12,5 % 7→13,2 % 

          

Kortikosteroide          

keine bis ≤ 2mg /kg KG  39→76,5 % 22→78,6 % 17→73,9 % 13→50,0 % 6→54,5 % 7→46,7 % 47→68,1 % 9→56,2 % 38→71,7 % 

> 2 mg /kg KG 12→23,5 % 6→21,4 % 6→26,1 % 13→50,0 % 5→45,5 % 8→53,3 % 22→31,9 % 7→43,8 % 15→28,3 % 

          

Neutropenie nach 
Tag 100 

   
  

    

ja  3→11,5 % 1→7,8 % 2→15,4 % 1→20,0 % 0→0% 1→33,3 % 12→29,3 % 4→50,0 % 8→24,2 % 

nein  23→88,5 % 12→92,3 % 11→84,6 % 4→80,0 % 2→100,0 % 2→66,7 % 29→70,7 % 4→50,0 % 25→75,8 % 

          

Lymphopenie nach 3 
Monaten (< 200/µl) 

   
  

    

ja  3→11,5 % 1→7,8 % 2→15,4 % 2→40,0 % 1→50,0 % 1→33,3 % 4→9,8 % 1→12,5 % 3→9,1 % 

nein 23→88,5 % 12→92,3 % 11→84,6 % 3→60,0 % 1→50,0 % 2→66,7 % 37→90,2 % 7→87,5 % 30→90,9 % 

          

Outcome          

lebend 33→64,7 % 18→64,3 % 15→65,2 % 7→26,9 % 2→18,2 % 5→33,3 % 43→62,3 % 8→50,0 % 35→66,0 % 

verstorben 18→35,3 % 10→35,7 % 8→34,8 % 19→73,1 % 9→81,8 % 10→66,7 % 26→37,7 % 8→50,0 % 18→44,0 % 
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