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1. Einleitung

1.1 Pemphigoid gestationis (Herpes gestationis) - eine schwangerschaftsinduzierte

Autoimmunerkrankung
1.1.1 Allgemeines

Eine erste Beschreibung des Krankheitsbildes erfolgte im Jahre 1811 durch Bunes (nach
Zillikens 2005). Im Jahre 1872 wurde bereits der immer noch gebriduchliche Name
Herpes gestationis von dem Englischen Dermatologen John Laws Milton geprigt. In
jungster Zeit wird in der wissenschaftlichen Literatur jedoch vorwiegend der von
Holmes und Black (1982) vorgeschlagene Begriff Pemphigoid gestationis verwendet.
Holmes und Black verwiesen auf die bisherige irrefiihrende, rein deskriptive
Namensgebung, die bei einem so seltenen Krankheitsbild leicht zur Verwechslung mit
einer durch Herpesviren ausgeldsten Erkrankung fiithren konne. AuB3erdem trage der
Name Pemphigoid gestationis den neuesten Erkenntnissen iiber die Pathogenese der
Erkrankung, die durch Autoantikorper gegen das Hauptzielantigen des bullosen
Pemphigoid ausgelost wird, Rechnung. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird deshalb
die Verwendung des Begriffs Herpes gestationis vermieden und der neuere

Krankheitsnamen Pemphigoid gestationis (PG) bevorzugt.
1.1.2 Epidemiologie und Krankheitsbild des Pemphigoid gestationis

Das Pemphigoid gestationis ist eine seltene Erkrankung. Seine Inzidenz wird in der
Literatur mit 1:1700 bis 1:50 000 Schwangerschaften angegeben (Holmes et al. 1982,
Roger et al. 1994). Dabei kommen Autoren jiingerer Studien, vermutlich aufgrund
verbesserter Diagnosemdoglichkeiten, auf hohere Fallzahlen (Shimanovich 2002).
Obwohl in der iiberwiegenden Mehrzahl der Fille schwangere Frauen betroffen sind,
wird vereinzelt auch iiber das Auftreten von Pemphigoid gestationis im Zusammenhang
mit Trophoblasttumoren berichtet (Tillman 1950, Dupont 1974, Tindall et al. 1981, do
Valle Chiossi et al. 2000, Djahansouzi et al. 2003).

Die ersten Krankheitssymptome treten bei den betroffenen Frauen zumeist im zweiten

oder dritten Schwangerschaftsdrittel auf. In der bislang groften klinischen Studie mit 87



Patientinnen waren die ersten Symptome in 34% der Fille im zweiten, und bei weiteren
34% der Patientinnen im dritten Schwangerschaftstrimenon zu beobachten. Aber auch
frithere Erkrankungszeitpunkte (bei 18% im ersten Trimenon) und ein erstes Auftreten
des Pemphigoid gestationis in der frithen Postpartalperiode (14%) sind nicht selten
(Jenkins et al. 1999). Unbehandelte Verldufe zeigen in vielen Fillen eine Tendenz zur
Besserung in den letzten Wochen vor der Geburt, um dann postpartal noch einmal zu
exazerbieren (Jenkins et al. 1993).

In der Regel ist der Krankheitsverlauf selbst limitierend und die Patientinnen sind sechs
Monate nach der Entbindung wieder erscheinungsfrei (Jenkins et al. 1999).
Gelegentlich wird in der Literatur allerdings iiber lingere Krankheitsverldufe mit einer
Erkrankungsdauer von bis zu mehreren Jahren berichtet (Jenkins et al. 1995,
Boulinguez et al. 2003). Das Pemphigoid gestationis tritt keineswegs immer schon in
der ersten Schwangerschaft auf. Jenkins und Shornick (2002) berichten, dass bei zwei
Dritteln der Multipara Krankheitssymptome in der Erstschwangerschaft fehlten. War
eine Frau jedoch einmal an Pemphigoid gestationis erkrankt, so ist ein Rezidiv in einer
Folgeschwangerschaft zwar nicht zwingend (rezidivfreie sog. ,,skip pregnancies* treten
in 8% der Folgeschwangerschaften auf) aber dennoch sehr wahrscheinlich. Auch der
Verlauf ist dann meist schwerer und die Krankheitssymptome setzen friiher ein.
Gleichwohl besteht von drztlicher Seite keine Kontraindikation fiir eine erneute
Schwangerschaft, da die Therapiemoglichkeiten heute sehr gut, und die Risiken fiir
Mutter und Kind iiberschaubar sind.

Die Erkrankung ist anfangs durch eine nicht bullése Prodromalphase gekennzeichnet,
wihrend der Pruritus und papulovesikulose bzw. urtikarielle Plaques im Vordergrund
stehen. In diesem Stadium ist differenzialdiagnostisch die Abgrenzung zu der relativ
hiufigen polymorphen Schwangerschaftsdermatose (polymorphic eruption of
pregnancy, PEP) und zum atopischen Ekzem nicht einfach. Nach einigen Tagen bis
Wochen treten dann im blasenbildenden Stadium auf normaler oder erythematdser Haut
intakte, pralle Blasen auf. Diese haben meist einen klaren Inhalt und heilen nach einigen
Tagen als krustdse Erosionen ab. Bei 90% der Frauen beginnen die Hautverdnderungen
periumbilikal um sich anschlieBend auf Stamm und Extremitédten auszubreiten. Selten
erfolgt auch eine Ausbreitung auf die okulédren oder genitalen Schleimhéute (Jenkins et
al. 1999). Dass die ersten Effloreszenzen, im Gegensatz zum bullésen Pemphigoid,

beim Pemphigoid gestationis ausgerechnet periumbilikal auftreten, wird der



schwangerschaftsbedingten, starken, mechanischen Belastung der Haut am Abdomen

zugeschrieben.

1.1.3 Diagnostik und Therapie des Pemphigoid gestationis

Besteht klinisch der Verdacht auf Pemphigoid gestationis, so werden die histologische
Beurteilung einer Hautbiopsie, die Methoden der direkten sowie der indirekten
Immunfluoreszenzuntersuchung, die serologische Bestimmung von Pemphigoid-
gestationis-Antikorpern und der ELISA zur Bestétigung der Diagnose herangezogen
(Messer und Meurer 2001, Hertl 2009).

Im histologischen Priparat stellt sich charakteristischerweise ein subepidermaler Spalt
mit einem Infiltrat von eosinophilen Granulozyten im Bereich der dermoepidermalen
Junktionszone dar. Mittels der direkten Immunfluoreszenzuntersuchung lassen sich fast
immer charakteristische Niederschlidge von C3 und in 25% der Fille auch von IgG
entlang der Basalmembranzone (BMZ) darstellen (Shornick 1987).

Beim Einsatz einer Sonderform der indirekten Immunfluoreszenzuntersuchung, bei der
zusitzlich mit einer Komplementquelle inkubiert wird, lassen sich bei den meisten der
betroffenen Frauen im Blut zirkulierende Autoantikorper vom IgG1-Typ am
epidermalen Anteil der Spalthaut (Blasendach) nachweisen (Katz et al. 1976). Dies
gelingt beim Einsatz der konventionellen Technik ohne Komplementfaktoren nur in ca.
30% der Fille (Jenkins und Shornick 2002).

Immunserologische Nachweisverfahren (ELISA und Immunoblot) mit rekombinantem
Kollagen-Typ-XVII-Autoantigen (BP180 Domine NC16a) sind von hoher Sensitivitit
und Spezifitat und mittlerweile Standard bei der Differenzialdiagnostik in unklaren
Fillen (Satoh et al. 1999, Messer und Meurer 2001, Powell et al. 2005a).
Differenzialdiagnostische Erwédgungen bei Verdacht auf Pemphigoid gestationis
beziehen in der Regel andere blasenbildende Autoimmundermatosen, infektios,
allergisch oder toxisch bedingte blasenbildende Dermatosen und insbesondere die
relativ hiaufig vorkommende polymorphe Schwangerschaftsdermatose (Inzidenz ca. 1:
160 Schwangerschaften) mit ein (Borradori 1994, Ambros-Rudolph et al. 2006).

Ziel der Therapie ist die Linderung des oft quédlenden Juckreizes sowie das Verhindern
der Entstehung neuer Blasen. Der alleinige Einsatz von topischen Steroiden, eventuell
in Kombination mit Antihistaminika, ist nur im Frithstadium oder bei sehr milden

Verlaufsformen gerechtfertigt und in der Regel nicht ausreichend (Jenkins et al. 1999).



Ist das blasenbildende Stadium einmal erreicht, so ist der Einsatz systemischer
Glukokortikoide unvermeidbar. Initial wird meist mit Dosen von 0,25-0,50 mg/kg
Korpergewicht Prednisolonidquivalent pro Tag begonnen. Bei gutem Ansprechen auf die
Therapie kann eine schnelle Reduktion der Dosis bis zum Ende der Schwangerschaft
erreicht werden. Bei den meisten Verldufen kommt es postpartal zu einem erneuten
Krankheitsschub. Eine Erklidrung hierfiir konnte das Absinken des in der
Spitschwangerschaft und unter der Geburt physiologisch erhéhten, endogenen
Kortisolspiegels sein (Pfeiffer 2001). Um ein postpartales Krankheitsrezidiv zu
vermeiden, sollte die Glukokortikoiddosis nach der Entbindung noch einmal gesteigert
werden bevor eine endgiiltige Dosisreduktion {iber mehrere Wochen erfolgt. Nach
Wiedereinsetzen der Menses kommt es oft erneut zu Pruritus und urtikariellen
Erythemen.

Die Wirkung der systemischen Glukokortikoidtherapie auf den Fetus ist gut
dokumentiert, da diese als Mittel der ersten Wahl bei akuten Schiiben rheumatischer
Erkrankungen in der Schwangerschaft schon lange zum Einsatz kommt (Ramsey-
Goldman und Schilling 1996). Eine teratogene Wirkung auf den Embryo konnte in
retrospektiven Studien nicht festgestellt werden (Fraser und Sajoo 1995). Bei
langerfristiger Einnahme von Dosen iiber 10 mg Prednisoloniquivalent pro Tag besteht
allerdings ein etwas erhohtes Risiko fiir intrauterine Wachstumsretardierung,
Plazentarinsuffizienz und neonatale Immunsuppression und bei Dosen von iiber 20 mg
pro Tag auch fiir Frithgeburtlichkeit (Pfeiffer 2001).

Da es beim Neugeborenen zu einer passageren Nebennierenrindeninsuffizienz kommen
kann, sollten nach der Geburt eine Kontrolle der kindlichen Nebennierenfunktion und
gegebenenfalls eine Glukokortikoidsubstitution durch den Neonatologen erfolgen. Bei
der Mutter konnen alle bekannten, durch Glukokortikosteroide auslosbaren
Nebenwirkungen beobachtet werden. Besonderes Augenmerk sollte aber auf das Risiko
der Induktion eines Diabetes mellitus und/oder eines arteriellen Hypertonus gelegt
werden, da diese den Verlauf der Schwangerschaft erheblich komplizieren konnen.
Stillen wéhrend der Einnahme von Prednison und Prednisolon ist laut einer Empfehlung
der American Academy of Pediatrics (1994) grundsitzlich moglich, obwohl diese in die
Muttermilch iibergehen. Um eine geringst mogliche Reduktion der Steroidbelastung des
Sauglings zu erzielen, sollte der Abstand zwischen Medikamenteneinnahme und Stillen

moglichst vier Stunden betragen (Ostensen und Husby 1985).



Bemerkenswerterweise fiihrt die postpartale Einnahme oraler Kontrazeptiva bei etwa
jeder zweiten Patientin zu einem neuerlichen Krankheitsschub und die Betroffenen
sollten darauf hingewiesen werden, die Einnahme zu vermeiden (Shornick et al. 1983b).
Eine therapeutische Herausforderung stellen die selten zu beobachtenden, langwierigen
und/oder auf die Therapie mit Glukokortikoiden schlecht ansprechenden Verlaufe von
Pemphigoid gestationis dar. Therapieversuche mit Immunsuppressiva wie
Cyclophosphamid, Dapson, Cyclosporin, Azathioprin und Methotrexat sind mit nur
teilweise guten Erfolgen durchgefiihrt worden (Engineer et al. 2000, Boulinguez et al.
2003, Hanneken et al. 2005). Daneben gibt es Berichte iiber den erfolgreichen Einsatz
von hochdosierten intravendsen Immunglobulinen (IVIG) und Immunapherese (W 6hrl
et al. 2003, Kreuter et al. 2004). In jlingerer Zeit wurde iiber den erfolgreichen
therapeutischen Einsatz von Rituximab bei einem Fall von chronischem Pemphigoid
gestationis berichtet, bei welchem eine Langzeitremission erzielt werden konnte

(Cianchini 2007).

1.1.4 Fetales und neonatales Risiko

Bei ca. 5% der Neugeborenen, deren Miitter wihrend der Schwangerschaft an
Pemphigoid gestationis erkrankten, sind in den ersten Tagen und Wochen nach der
Geburt dhnliche Hautverdnderungen zu beobachten (Jenkins et al. 1993). Dieses
Phédnomen erklért sich durch die Zugehorigkeit der Pemphigoid-gestationis-Antikorper
zur Subklasse G der Immunglobuline. Diese Antikorperklasse kann die
Plazentaschranke passieren und an der Basalmembranzone der Neugeborenenhaut die
Spaltbildung provozieren. Eine Ablagerung von Antikdrpern an der Neugeborenenhaut
lasst sich durch direkte Immunfluoreszenzuntersuchung auch bei erscheinungsfreier
Haut nachweisen, so dass ein subklinischer Verlauf bei allen Kindern angenommen
wird (Jenkins und Shornick 2002). Der Abbau der im kindlichen Blut zirkulierenden
Antikorper, und somit auch das Abklingen der Hautverdnderungen, erfolgt innerhalb
weniger Wochen post partum. Protrahierte Krankheitsverldufe bei Neugeborenen

werden nicht beobachtet.



Abbildung 1: Pemphigoid gestationis neonatalis. Am gesamten Integument finden sich in symmetrischer
und disseminierter Anordnung erythematose, urtikarielle Plaques sowie multiple zum gréften Teil
erodierte Blasen.

Beziiglich der Einschitzung des fetalen Risikos gibt es in der Literatur teils
widerspriichliche Daten (Lawley et al. 1978, Shornick und Black 1992a). Die Fehl- und
Totgeburtenrate bei Miittern, die an Pemphigoid gestationis erkranken liegt nicht tiber
der Norm. Allerdings konnten eine hohere Frithgeburtenrate und ein vermindertes
Geburtsgewicht der Neugeborenen (small for gestational age, d. h. das Geburtsgewicht
liegt unterhalb der 10%-Perzentile des Normgewichts fiir das entsprechende
Schwangerschaftsalter) festgestellt werden (Shornick und Black 1992a). Dies spricht im
Allgemeinen fiir eine Funktionsstorung der Plazenta im Sinne einer leichten
Plazentarinsuffizienz. Durch eine Erkrankung der Mutter an Pemphigoid gestationis
verkomplizierte Schwangerschaften sollten deshalb wegen der oben genannten
moglichen Komplikationen als Risikoschwangerschaften eingestuft werden (Engineer et

al. 2000).

1.2 Zur Atiologie des Pemphigoid gestationis

1.2.1 Das Zielantigen Kollagen Typ XVII/ BP180

Als Autoantigen des Pemphigoid gestationis konnte Kollagen Typ XVII, ein
Transmembranprotein mit einem Molekulargewicht von 180 kDa, identifiziert werden

(Morrison et al. 1988). Synonyme fiir Kollagen Typ XVII sind bulldses
Pemphigoidantigen 180 (BP180) und BPAg2.
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Hemidesmosom mit verschiedenen Autoantigenen Die 16. nicht kollagene Domiine (NC16A) wird

fiir blasenbildende Autoimmunerkrankungen. Das von den meisten Pemphigoid-gestationis-Seren

bullése Pemphigoidantigen Kollagen Typ XVII erkannt. ICD= intrazellulire Doméne, ECD=

(BP180) ist rot umkreist. (Angelehnt an Hertl und extrazellulare Domine, BMZ=

Schuler 2002) Basalmembranzone. (Angelehnt an Hertl und
Schuler 2002)

Als transmembrandses Adhédsionsmolekiil kommt Kollagen Typ XVII eine wichtige
Rolle als Strukturelement der Hemidesmosomen in der dermoepidermalen
Junktionszone zu. Insbesondere der Zusammenhalt intra- und extrazellulérer,
hemidesmosomaler Proteine scheint durch Kollagen Typ XVII gewihrleistet zu werden
(Powell et al. 2005b). Da es sich um ein Transmembranprotein mit Typ-II-Orientierung
handelt, besitzt Kollagen Typ XVII einen zytosolischen NH,-Terminus und einen
extrazelluldiren Carboxy(COOH)-Terminus. Der 1008 Aminosduren umfassende,
extrazelluldre Anteil setzt sich im Wechsel aus 15 kollagenen und 16 nicht kollagenen
Bereichen zusammen (Franzke et al. 2003). Besondere Bedeutung als antigene
Determinante kommt dabei der unmittelbar an der Zellmembran der basalen
Keratinozyten liegenden sechzehnten nicht kollagenen Domine (NC16A) zu:
Pemphigoid-gestationis-Seren reagieren vor allem mit diesem Anteil des Kollagen-Typ-
XVII-Molekiils (Giudice et al. 1993). Es konnte gezeigt werden, dass aus Pemphigoid-
gestationis-Seren gewonnene Autoantikdrper an zwei bestimmte Epitope, die
Aminosduresequenzen aa 500-514 und aa 511-523, innerhalb der NC16A-Domine
binden (Lin et al. 1999, Chimanovitch et al. 1999, Herrero-Gonzalez et al. 2006).
Kollagen Typ XVII dient als Zielantigen mehrerer Autoimmunerkrankungen, bei denen
es jeweils zu subepidermaler Blasenbildung kommt. Dies sind neben dem Pemphigoid
gestationis das bullose Pemphigoid, das vernarbende Schleimhautpemphigoid und die

lineare IgA-Dermatose (Zillikens 1999). Analog fithren Mutationen im fiir Kollagen
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Typ XVII kodierenden Gen COL17A ebenfalls zu einer Erkrankungen mit
subepidermaler Blasenbildung, welche zur Gruppe der Epidermolysis bullosa
junctionalis gezéhlt wird (Powell et al. 2005b).

Fiir die pathogenetische Relevanz von Autoantikorpern gegen das Kollagen-Typ-XVII-
Molekiil sprechen Tiermodelle, bei denen der Transfer von Kaninchenantikdrpern
gegen Kollagen Typ XVII in neugeborenen Miusen und Hamstern eine subepidemale
Spaltbildung provozierte (Liu et al. 1993, Yamamoto et al. 2002). Das Kollagen-Typ-
XVII-Molekiil findet sich aufler an der dermoepidermalen Junktionszone auch in der
Basalmembranzone von Amnion- und Chorionepithel der Plazenta (Ortonne et al. 1987,
Kelly et al. 1988). Amnionepithelzellen und verschiedene Subpopulationen von
Trophoblastzellen exprimieren das Molekiil bereits zu Beginn der Schwangerschaft

(Huilaja et al. 2008).

1.2.2 Schwangerschaft und Trophoblasttumore als Ausloser

Das Pemphigoid gestationis nimmt unter den Autoimmunerkrankungen eine sehr
besondere Stellung ein. Als einzige Autoimmunerkrankung wird es durch eine
Schwangerschaft, oder selten durch einen schwangerschaftsassoziierten Tumor,
ausgelost und klingt nach der Entbindung in der iiberwiegenden Zahl der Fille
innerhalb von sechs Monaten wieder ab (Jenkins et al. 1999). Obwohl aufgrund
klinischer und pathogenetischer Merkmale eine sehr enge Verwandtschaft zum bulldsen
Pemphigoid besteht, ist das Pemphigoid gestationis durch seine ausschlieliche
Assoziation mit Schwangerschaft und Trophoblasttumoren einzigartig.

Da der Ausloser des Pemphigoid gestationis von einigen Autoren in der Plazenta
vermutet wird, eine sehr hohe Assoziation zu bestimmten Transplantationsantigenen
besteht, und die Plazenta als Hauptexpressionsort des HLA-G-Molekiils beschrieben ist,
wird im Folgenden der relativ komplexe Aufbau der humanen Plazenta kurz
zusammengefasst (Le Bouteiller und Mallet 1997, Sadler 1998, Engineer et al. 2000,
Shimanovich et al. 2002). Dabei wird vor allem auf Strukturen, die fiir das Verstindnis
der vorliegenden Arbeit wichtig sind, eingegangen.

Aus der befruchteten Eizelle entwickeln sich schon am fiinften Tag nach der
Befruchtung Embryoblast und Trophoblast. Wihrend sich aus dem Embryoblast der
eigentliche Embryo entwickelt, gehen aus dem Trophoblast die fetalen Anteile der

Eihédute und der Plazenta hervor. Die innerste den Fetus, die Nabelschnur und die
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Fruchthohle umgebende Schicht der Eihéute ist das Amnion. Vom einschichtigen
Amnionepithel wird auch das Fruchtwasser (amniotic fluid) abgesondert. Die
Trophoblastzellen kommen in der zweiten Woche nach der Befruchtung an der
Uterusschleimhaut zu liegen und beginnen dort ihr invasives Wachstum. Sie
differenzieren sich dabei zunichst in die villosen und die extravillosen Trophoblasten.
Die villosen Trophoblasten differenzieren sich anschlieBend in die Zytotrophoblasten
und die Synzytiotrophoblasten. In der dritten Woche findet man bereits eine grofle
Anzahl von Primérzotten, die aus einem Zytotrophoblastkern bestehen und von einer
Synzytiotrophoblastschicht iiberzogen sind. Hieraus wird spiter der Zottenbaum
(Villus), der Ort des Stoffaustausches zwischen miitterlichem und fetalem Blut. Obwohl
die fetalen Blutgefdlle im Inneren der Zotten liegen, und die Zotten von miitterlichem
Blut umspiilt werden, verhindert die Plazentaschranke jeden direkten Kontakt von
miitterlichem und kindlichem Blut. Sie besteht aus dem Endothel der fetalen Kapillaren,
Bindegewebe, einer Zytotrophoblastzellschicht sowie einer durchgehenden, dufleren
Zellschicht aus Synzytiotrophoblasten. Antikdrper vom IgG-Typ werden allerdings mit
Hilfe des neonatalen Fc-Rezeptors fiir [gG (FcRn) durch die Plazentaschranke
transportiert und konnen so unter Umstinden zum Pemphigoid gestationis neonatalis
fiihren.

Den villosen Synzytiotrophoblasten kommt im weiteren Verlauf der Schwangerschaft
vor allem die Aufgabe der Hormonsynthese und des Stoffaustausches mit dem
miitterlichen Blut zu. Die extravillosen Trophoblasten sind hingegen fiir die
Zellmigration und Invasion in Dezidua und Spiralarterien sowie fiir die Ausbildung der
Chorionmembran verantwortlich. Extravillose Trophoblasten bilden ab der dritten
Woche nach der Befruchtung die Schicht unmittelbar an der Grenzzone

zur Dezidua aus. An dieser fetomaternalen Grenzzone (fetomaternal interface) stehen

miitterliches und kindliches Gewebe in direktem Kontakt (Kovats et al. 1990).
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Plazenta Dezidua

Amnion

/ Bindegewebe
\\ Basalmembran
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Dezidua
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Abbildung 4: Fetus und Plazenta mit Eihduten. Der Fetus ist umgeben von den Eihduten. Das
einschichtige Amnionepithel sondert das Fruchtwasser (gelb) ab und bildet eine straffe, schiitzende Hiille.
Chorionmembran und Plazenta (rot) werden von Trophoblastzellen gebildet. Die Chorionmembran wird
von extravillosen Trophoblasten gebildet. Sie steht im unmittelbaren Kontakt zum miitterlichen Gewebe
der Dezidua und bildet mit dieser die fetomaternale Grenzzone. (Angelehnt an Hunt et al. 2005)

Das Zielantigen des Pemphigoid gestationis, Kollagen Typ XVII, findet sich, wie
bereits erwihnt, auch in der Basalmembranzone von Amnionepithel und Chorion
(Ortonne et al. 1987, Kelly et al. 1988). In einer neueren Studie konnten Huilaja et al.
(2008) nachweisen, dass Kollagen Typ XVII bereits im ersten Schwangerschafts-
trimenon in den villosen Zytotrophoblasten und den Synzytiotrophoblasten des
Zottenepithels sowie in den extravillosen Trophoblasten an der fetomaternalen
Grenzzone exprimiert wird. Im Vergleich zwischen Plazenten von Pemphigoid-
gestationis-Patientinnen und Kontrollindividuen war dabei kein Unterschied im
Verteilungsmuster oder der mRNA-Menge von Kollagen Typ XVII auszumachen.
Allerdings wiesen die Pemphigoid-gestationis-Plazenten in der histologischen
Untersuchung Entziindungsanzeichen im Sinne einer leichten Villitis auf (Huilaja et al.
2008). Dies entspriache dem morphologischen Korrelat der bereits von Shornick und
Black (1992a) vermuteten, leichten Plazentarinsuffizienz bei Pemphigoid gestationis.
In sehr seltenen Fillen wurde iiber ein Auftreten des Pemphigoid gestationis im
Zusammenhang mit schwangerschaftsassoziierten Trophoblasttumoren berichtet
(Tillman 1950, Dupont 1974, Tindall et al. 1981, do Valle Chiossi et al. 2000,
Djahansouzi et al. 2003). Dabei fiihrt eine gesteigerte Proliferation der Trophoblasten zu
einer tumordsen Entartung plazentaren Gewebes. Man unterscheidet eine gutartige, auf

den Uterus beschrinkte, nicht invasive Form (Blasenmole, Mola hydatidosa) und eine
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bosartige, metastasierende Form (Chorionkarzinom). Komplette Blasenmolen entstehen,
wenn es zu einer aberranten Befruchtung einer leeren Eizelle durch ein, oder seltener,
zwei Spermien kommt. Das genetische Material der kompletten Blasenmole stammt
dabei ausschlieBlich vom Vater. Bei den partiellen Blasenmolen wird eine intakte
Eizelle von zwei Spermien befruchtet. Das genetische Material stammt dann von Mutter
und Vater. Chorionkarzinome gehen entweder aus einer Blasenmole (dann fast immer
aus einer kompletten Blasenmole), einem Abort oder einer normalen Schwangerschaft
hervor (Garner et al. 2007). Das Chorionkarzinom kann auch beim Mann entstehen.
Uber ein Auftreten des Pemphigoid gestationis bei an Chorionkarzinomen erkrankten
Minnern gibt es in der Literatur keine Berichte, obwohl diese Erkrankung auch beim
Mann biologische Vorginge dhnlich einer Schwangerschaft bewirkt. Einige Autoren
sehen dadurch die Rolle von plazentarem Gewebe als Ausloser des Krankheitsprozesses
gestédrkt (Jenkins und Shornick 2002, Shimanovich et al. 2002). Zusammenfassend
bleibt zu den Unterschieden zwischen ménnlichem und weiblichem Chorionkarzinom
zu sagen, dass bei der Frau genetisch teilweise fremdes Gewebe tumords entartet,
wihrend beim Mann das Tumorgewebe genetisch homolog ist. Das Fehlen von
genetisch fremdem Gewebe konnte somit die Auslosung der Autoimmunreaktion
verhindern.

Neben der Konfrontation des miitterlichen Organismus mit dem semiallogenen, fetalen
Gewebe, und den damit verbundenen Veridnderungen auf immunologischer Ebene ist
auch ein Einfluss hormoneller Steuerungsmechanismen auf die Pathogenese des
Pemphigoid gestationis anzunehmen (Holmes et al. 1983, Messer et al. 1993, Engineer
et al. 2000). Insbesondere die hidufige Beobachtung einer Symptomverstiarkung bzw.
eines Rezidivs beim Einsetzen der ersten postpartalen Menstruationsblutungen und nach
Anwendung oraler Kontrazeptiva sprechen fiir diese wichtige Rolle hormoneller
Faktoren. So konnte die schnellere postpartale Erscheinungsfreiheit bei stillenden
Miittern z.B. auf den durch das Stillen erhohten Prolaktinspiegel zuriickzufiihren sein

(Holmes et al. 1983, Engineer 2000).
1.2.3 Die Rolle genetischer Faktoren
Seit etwa fiinfundzwanzig Jahren ist eine Assoziation zwischen dem Pemphigoid

gestationis und dem Vorkommen bestimmter Allele der Transplantationsantigene der

HLA-DR-Untergruppe bekannt: 60-80% der Patientinnen besitzen DR3, etwa 50% DR4
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und etwa 45% sowohl DR3 als auch DR4. Im Gegensatz dazu besitzen nur etwa 3% der
Normalbevolkerung den kombinierten HLA-DR3/DR4 Genotyp (Shornick et al. 1981).
Dies erklart auch das wesentlich hohere Erkrankungsrisiko fiir Angehorige der
kaukasischen Rasse, denn Kaukasier weisen eine bedeutend hohere Allelfrequenz der
Transplantationsantigene HLA-DR3, HLA-DR4 oder einer Kombination beider Typen
auf (Shornick et al. 1984). In einer Studie iiber das Auftreten von Pemphigoid
gestationis in Mexiko besallen z. B. alle acht betroffenen Frauen den kombinierten
DR3/DR4 Genotyp, der bei Mexikanern nicht-europdischer Herkunft nur sehr selten
vorkommt (Garcia-Gonzalez et al. 1999).

Interessanterweise ist auch der HLA-Typ des Vaters fiir die Erkrankungswahrschein-
lichkeit der Mutter von Bedeutung. Besitzt dieser den HLA-Typ DR2 so steigt das
Risiko der Mutter an Pemphigoid gestationis zu erkranken signifikant an (Shornick et
al. 1983a). Dies legt nahe, dass viterliche Antigene im Sinne einer immunologisch
mediierten Krankheitsentstehung beteiligt sein konnten. Allerdings konnte in der
bislang groBten klinischen Studie mit 87 Patientinnen kein verdndertes statistisches
Risiko fiir eine Erkrankung an Pemphigoid gestationis festgestellt werden, wenn es nach
einem Partnerwechsel zu einer erneuten Schwangerschaft der Betroffenen kam (Jenkins
et al.1999). Obwohl die Expression der HLA-Antigene vom Typ DR3 und/oder DR4
bei der Mutter und vom Typ HLA-DR2 beim Vater die wichtigsten bekannten
genetischen Risikofaktoren fiir die Erkrankungswahrscheinlichkeit am Pemphigoid
gestationis darstellen, haben sie dennoch keinen erkennbaren Einfluss auf Dauer oder
Schwere der Erkrankung (Jenkins und Shornick 2002).

Ferner wurde beim Pemphigoid gestationis eine Assoziation mit bestimmten Allelen des
MHC-Klasse-III-Komplexes festgestellt. In einer 48 Patientinnen umfassenden Studie
trugen 90% das Nullallel fiir C4 (Shornick et al. 1993). Dies konnte allerdings auf der
Tatsache beruhen, dass die Genloci fiir MHC-Klasse-1I- und MHC-Klasse-III-Gene in
enger Nachbarschaft auf Chromosom 6 liegen. Da ein starkes
Kopplungsungleichgewicht zwischen HLA-DR3 und dem Nullallel fiir C4 bei
Westeuropéern haufig ist, konnte deshalb auch das Fehlen bestimmter Gene, die fiir
Komponenten des Komplementsystems kodieren, das erhohte Erkrankungsrisiko
ausmachen (Engineer et al. 2000). Eine Assoziation sowohl mit HLA-DR3 als auch mit
dem Nullallel fiir C4 besteht auch beim systemischen Lupus erythematodes (Hartung et
al. 1992, Fernanado et al. 2007). Ob diese Allele urséichlich an der Krankheits-

entstehung beteiligt sind, oder lediglich in einem Kopplungsungleichgewicht mit
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anderen pathogenetisch relevanten Allelen stehen, konnte bislang nicht geklirt werden
(Fernanado et al. 2008).

Mit Pemphigoid gestationis assoziierte Autoimmunerkrankungen waren in der bislang
groften klinischen Studie zum Thema bei 13,8% der betroffenen Frauen festzustellen
(Jenkins et al. 1999). Dabei war insbesondere die signifikante Hiufung von
Erkrankungen am Morbus Basedow (10,3%) auffillig. Die Privalenz des Morbus
Basedow in der weiblichen Normalbevélkerung betrdgt dabei lediglich 0,4% (Shornick
und Black 1992). Da Morbus Basedow, Pemphigoid gestationis und Perniziose Andmie
tiberzufillig hdufig mit den HLA-Typen DR3 und DR4 assoziiert sind, erklért dies auch
warum diese Autoimmunerkrankungen nicht selten nebeneinander bestehen (Farid
1987, Kaye 1987). Andere Autoimmunerkrankungen, iiber deren Auftreten im
Zusammenhang mit Pemphigoid gestationis berichtet wurde, sind Alopecia areata,

Vitiligo, Hashimoto-Thyreoiditis und Autoimmunthrombozytopenie.

1.3 HLA-G - ein nicht-klassisches HLA-Molekiil

1.3.1 Allgemeines

Die zelluldre Immunantwort stellt den wichtigsten Abwehrmechanismus des
Immunsystems bei der Bekdmpfung von intrazelluldren Pathogenen und entarteten
Zellen dar. Zugrunde liegend fiir die Unterscheidung zwischen Selbst und Nicht-Selbst
ist dabei die abschnittsweise Prisentation intrazelluldr synthetisierter und anschlieBend
prozessierter Proteine auf der Zelloberflache. Die Antigenprisentation erfolgt bei allen
kernhaltigen Korperzellen durch die MHC-Molekiile. Diese membranstidndigen
Glykoproteine gehoren der Immunglobulinsuperfamilie an. Synonym spricht man beim
Menschen von HLA-Molekiilen oder, aufgrund ihrer wichtigen Rolle bei der
AbstoBungsreaktion nach Organtransplantationen, von Transplantationsantigenen.
CD8" zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) oder natiirliche Killerzellen konnen dank der
Antigenprisentation durch MHC-Klasse-I-Molekiile gezielt Korperzellen erkennen, die
fremdkodierte Peptide oder eine ungeniigende Anzahl von Selbst-Peptiden (missing
self) présentieren.

Wihrend die Aufgabe der klassischen HLA-Klasse-I-Molekiile vor allem in der
Antigenprisentation gegeniiber den Zellen des Immunsystems zu sehen ist, nehmen die

nicht-klassischen HLLA-Klasse-I-Molekiile auch andere, z. T. noch unbekannte
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Funktionen wahr. Insbesondere steht dabei das HLA-G-Molekiil aufgrund seiner
immunmodulatorischen Funktion und seiner postulierten Beteiligung an zahlreichen

pathologischen Prozessen im Mittelpunkt des Interesses.

1.3.2 Einteilung der HLA-Molekiile

Die HLA-Molekiile werden von den Genen des Haupthistokompatibilitdtskomplexes
(MHC) kodiert. Dieser liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 (6p21.3) und
erstreckt sich iiber ca. 4000 kb. Lediglich die f2-Mikroglobulinuntereinheiteinheit wird
auf Chromosom 15 (15921) kodiert. Gene der Klasse-I-Region innerhalb des MHC
kodieren fiir die a-Ketten der HLA-Klasse-I-Molekiile. Zu den klassischen oder Klasse-
Ia-Molekiilen werden die hochpolymorphen Transplantationsantigene HLA-A, HLA-B
und HLA-C zusammengefasst. Als nicht-klassische oder Klasse-Ib-Molekiile
bezeichnet man hingegen die nur wenig polymorphen Transplantationsantigene HLA-E,
HLA-F und HLA-G. Gene der HLA-Klasse-II-Region kodieren fiir die a- und B-Ketten
der HLA-Klasse-II-Molekiile. Zu diesen zdhlt man HLA-DR, HLA-DP und HLA-DQ.

B C E J A H G F
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Abbildung 5: HLA-Klasse-I-Gene auf Chromosom 6 (6p 21-23). Klassische HLA-Klasse-I-Gene (rot),
nicht-klassische HLA-Klasse-I-Gene (griin) und HLA-Pseudogene (weif}). Die Abstidnde zwischen den
Genen sind jeweils in Kilobasen darunter angegeben. (Angelehnt an Messer et al. 1993 und Tan et al.
2005)

1.3.3 Genorganisation und Struktur von HLA-G

Die Genorganisation von HLA-G dhnelt in ihrer Exon-Intron-Struktur den klassischen
HLA-Klasse-I-Genen. Auf die Promotorregion folgen im Wechsel acht Exons und
sieben Introns (siche Abbildung 6). Exon 1 beinhaltet einen kurzen 5’-untranslatierten
Bereich (5 -untranslated region, 5’UTR) und ein Signalpeptid. Exon 2 kodiert die al
Domine, Exon 3 die 02 Domine, Exon 4 die a3 Doméine und Exon 5 die Trans-
membranregion des HLA-G-Molekiils. Der zytoplasmatische Anteil der HLA-G-
Molekiile wird von den Exons 6 und 7 kodiert. Exon 8 enthélt schlieBlich noch den 3’-

untranslatierten Bereich (3’-untranslated region, 3’UTR). Das HLA-G-Gen zeigt in
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diesem Bereich einige Besonderheiten im Vergleich zu den klassischen HLA-Genen.
Exon 6 enthilt ein Stoppcodon, welches in einem verkiirzten, zytoplasmatischen Anteil
des Transmembranproteins resultiert und Exon 7 ist, abweichend von den klassischen

HLA-Klasse-I-Genen, nicht in der reifen mRNA enthalten.

0 1 2 3 4Kb
Signal- Trans- zytoplasmatische
pegpﬁd al-Domane  a2-Domane a3-Doméane :T;eg?;:ran- ?melinen\ 3 UTR
N I [ [ T [T [ |
Exon 1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 6: Genstruktur von HLA-G. Die Exons 1 bis 8 sind gelb dargestellt. Dariiber ist jeweils
angegeben, fiir welche Proteinstrukturen die verschiedenen Exons kodieren. Die Absténde in Kilobasen
sind maf3stabsgetreu angegeben. (Angelehnt an Hviid, 2006)

Eine weitere Besonderheit von HLA-G ist das Vorkommen verschiedener mRNA-
Spleivarianten, die zur Entstehung von verschiedenen Proteinstrukturen fiithren
(Ishitani und Geraghty 1992). Bislang konnten sieben verschiedene Isoformen
identifiziert werden (siehe Abbildung 7). Das HLA-G1-Transkript kodiert ein
Transmembranmolekiil, welches aus den Dominen al, 02 und a3 besteht und in
Assoziation mit dem B2 Mikroglobulin auf der Zelloberfldche exprimiert wird. Es weist
von allen Isoformen die gro3te Homologie zu den klassischen HLA-Klasse-I-Molekiilen
auf und ist zur Peptidprésentation fihig. Weitere membrangebundene Isoformen sind
HLA-G2 (mit fehlender a2 Domine), HLA-G3 (mit fehlenden o2 und 0.3 Doménen)
und HLA-G4 (mit fehlender o3 Domiine). Die Isoformen HLA-GS5, -G6 und -G7 stellen
jeweils 16sliche Varianten der Isoformen HLA-G1, -G2 und -G3 dar. Bisher konnte fiir
die Isoformen HLA-G1 und HLA-G2 der Nachweis der Zelloberflichenexpression auf
Trophoblasten erbracht werden (Morales et al. 2003). Die I6sliche Isoform HLA-GS5

wurde auch im Blut gesunder Probanden nachgewiesen (Rebmann et al. 1999).
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HLA-G5 HLA-GB HLA-G7

Abbildung 7: Proteinisoformen von HLA-G. Durch alternatives Spleilen der HLA-G mRNA konnen
sieben verschiedene Proteinisoformen synthetisiert werden. Dargestellt sind je nach Zusammensetzung
der einzelnen Isoformen die Transmembranregion sowie die Doménen al, a2 und a3. Wihrend die
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Isoformen HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3 und HLA-G4 membranstindig sind, konnen die l6slichen
Isoformen HLA-GS5, HLA-G6 und HLA-G7 sezerniert werden. Ob die verkiirzten, membranstindigen
Isoformen HLA-G2, -G3 und G4 auch auf der Zelloberfliche exprimiert werden ist noch nicht vollstindig
geklart (Angelehnt an Hviid 2006).

1.3.4 Polymorphismen im HLA-G-Gen und HLA-G-Promotor

Wihrend die klassischen HLA-Gene mit den grofiten Polymorphismus im menschlichen
Genom aufweisen, ist der Polymorphismus in der kodierenden Region von HLA-G
gering. Bislang sind, einschlieBlich zweier Nullallele (HLA-G*0105N und HLA-
G*0113N), 36 Allele bekannt (HLA Informatics Group 2008). Diese kodieren fiir
vierzehn Polypeptidvarianten (HLA-G*0101 bis HLA-G*0116) und deren verschiedene
Subtypen, die aufgrund von stillen Mutationen ohne Anderung der Aminosiuresequenz
unterschieden werden. Das Nullallel HLA-G*0105N resultiert aus einer Basendeletion
in Codon 130 (Exon 3), die zu einer Leserasterverschiebung fiihrt (Ober et al. 1996,
Hviid et al. 1997). Ein weiteres kiirzlich entdecktes Nullallel, HLA-G*0113N, besitzt
aufgrund eines Basenaustausches (232C— T) ein Stoppcodon in Exon 2 (Lajoie et al.
2008). Die Expression von HLA-G auf der Zelloberfldche erfolgt jeweils biallelisch
(Hviid et al. 1998).

Uberraschenderweise gibt es im Bereich der Promotorregion (5°-upstream regulatory
region, S’URR) von HLA-G jedoch eine aulergewohnlich hohe Zahl an
Einzelnukleotidpolymorphismen (single nucleotide polymorphisms, SNP) (Tan et al.
2005). Bislang konnten 27 verschiedene SNP in der Region 1500 bp stromaufwirts von
Exon 1 identifiziert werden. Diese liegen z. T. in Regulationssequenzen und in der Nihe
funktioneller Elemente (siehe Abbildung 8) und konnten auf die Expression von HLA-
G Einfluss nehmen (Hviid et al. 2003, Ober et al. 2003).
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Abbildung 8: 5’-regulatorische Region von HLA-G. Eingezeichnet sind 18 von 27 bekannten SNP aus der
5’-regulatorischen Region von HLA-G. SNP, die im Rahmen dieser Arbeit typisiert wurden, sind rot
umkreist. Bekannte Regulationselemente und ihre Transkriptionsfaktoren sind farbig hervorgehoben. Das
stromaufwirts des SNP -725 gelegene Regulationselement GAS sowie das stromabwirts des SNP -201
gelegene ISRE sind allerdings nicht aktiv. TATA= TATA box, CCAAT= CAAT box, S/X1= Pan HLA
regulatory elements, RFX= RFX transcripton factor, SP1= SP1 transcription factor, ISRE= interferon-
specific regulatory element, EnhA= Enhancer A, HSE= heat shock protein element, HSF1= heat shock
factor-1 GAS= Gamma interferon activated site, LCR= locus control region, TSRE= tissue specific
regulatory element, IRF1= interferon response factor 1, CRE= cAMP-response element, CREB 1= cAMP-
response element-binding protein 1, ATF1= activation transcription factor 1. (Angelehnt an Gobin et al.
2002 und Ober et al. 2006)

HLA-G weist im Hinblick auf die Regulation der Expression wesentliche Unterschiede
zu allen anderen HLA-Klasse-I-Genen auf. Wihrend die regulatorischen Elemente fiir
die Klasse-Ia-Gene auf einen Bereich von ca. 500 bp stromaufwérts von Exon 1 verteilt
sind, erstreckt sich dieser bei HLA-G auf eine Region dreifacher Ausdehnung (Schmidt
et al. 1993). Es wird angenommen, dass ein Bereich, der sich zwischen 1,1 und 1,4 kb
proximal des Transkriptionsstarts erstreckt, als Locus-Kontrollregion (locus control
region, LCR) fungiert (Moreau et al. 1997). In dieser Region konnten bisher sechs SNP
identifiziert werden. Darunter befindet sich auch der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchte Polymorphismus an Position -1306 relativ zum Startpunkt der Translation
ATG in Exon 1 (Hviid et al. 1999). Der SNP an Position -964 konnte in einer Studie mit
dem Erkrankungsrisiko fiir Asthma in Verbindung gebracht werden, und der ebenfalls

untersuchte SNP an Position -725 wurde mit einem hoheren Risiko fiir Spontanaborte
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(spontaneous abortion, SA) korreliert (Pfeiffer et al. 2001, Ober et al. 2003, Nicolae et
al. 2005).

Weiterhin sind im Vergleich zu den HLA-Klasse-Ia-Genen nur die CCAAT-Box und
die TATA-Box konserviert, wihrend andere, wichtige funktionelle Elemente wie die
Enhancer-A-Sequenz und die Interferon-Konsensussequenz (ICS) aufgrund von
Deletionen nicht funktionsfihig sind (Solier et al. 2001). Im 3’-untranslatierten Bereich
von Exon 8 ist insbesondere ein moglicherweise funktioneller 14-bp-Insertions-
Deletions-(Indel)-Polymorphismus an der Nukleotidposition 3741 der Referenzsequenz
von Geraghty et al. von Interesse (Harrison et al. 1993). Obwohl das Insertionsallel als
evolutionir dlter anzusehen ist, wie Studien mit Primaten belegen, kommt das
Deletionsallel in allen untersuchten Populationen haufiger vor (Castro et al. 2000). Die
Frequenz in der kaukasischen Bevolkerung wird in der Literatur mit Werten zwischen
0,55 und 0,68 angegeben (Hviid 2006, Glas et al. 2007, National Center for
Biotechnology Information 2008).

In Studien an Trophoblastzellen fielen HLA-G-Allele, welche die 14-bp-Sequenz
enthalten (Insertionsallel), durch eine geringere mRNA-Menge im Vergleich zu Allelen
ohne die 14-bp-Sequenz (Deletionsallel) auf (Hiby et al. 1999, Hviid et al. 2003).
Zudem fehlten den meisten mRNA-Isoformen der von Hviid et al. untersuchten HLA-G-
Insertionsallele die ersten 92 bp in Exon 8. Deshalb wird von dieser Arbeitsgruppe
angenommen, die 14-bp-Sequenz sei fiir die Bildung der -92-bp-Transkripte notig
indem sie z.B. als kryptische Branchpoint-Sequenz fiir den SpleiBvorgang fungiert. Es
gibt auerdem Hinweise darauf, dass die -92-bp-Transkripte stabiler als die vollstindige
mRNA sind (Rousseau et al. 2003). Auch auf der Expressionsebene war eine
signifikante Reduktion von HLA-G nachzuweisen, sofern die Trophoblastzellen ein
Insertionsallel kodierten (Hviid et al. 2003). Eine verminderte HLA-G Expression
konnte bislang mit den schwangerschaftsassoziierten Krankheitsbildern Priaeklampsie
und habitueller Abort (recurrant spontaneous abortion, RSA) sowie einer geringeren
Implantationsrate nach In-vitro-Fertilisation in Zusammenhang gebracht werden
(Colbern et al. 1994, Aldrich et al. 2001, Noci et al. 2005). Die Expressionsrate von
HLA-G-Molekiilen auf Trophoblasten und folglich auch einige pathologische Prozesse
withrend der Schwangerschaft konnten daher mit Polymorphismen im HLA-G-Gen und

in der HLA-G-Promotorregion assoziiert sein.
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1.3.5 Die Gewebeverteilung und Funktion von HLA-G

HLA-G wird im Gegensatz zu den klassischen HLA-Klasse-I-Molekiilen nicht auf allen
kernhaltigen Zellen exprimiert, sondern weist eine stark beschrinkte Gewebeverteilung
auf. Der Hauptexpressionsort von HLA-G sind die extravillosen Trophoblasten der
Plazenta (Kovats et al. 1990). Der aus semiallogenem Gewebe bestehende, extravillose
Zytotrophoblast bildet denjenigen Anteil der Plazenta, der tief in die Dezidua einbricht,

und dort in engem Kontakt zu den Zellen des miitterlichen Immunsystems steht.

Maternal
. decidua

0

Abbildung 9: Fetomaternale Grenzzone. Am oberen Bildrand sind die Plazentazotten (Placental villi), in
denen das fetale Blut (FC) flieBt, zu sehen. Zwei Arten von Zellen des villosen Trophoblast (VT) bilden
die Zottenwand: Zytotrophoblasten (CT) und Synzytiotrophoblasten (ST). Miitterliches Blut aus den
Spiralarterien (SA) der Dezidua fiillt den intervillésen Raum (gelb). In der Bildmitte ist eine Haftzotte,
gebildet aus Zellen des extravillosen Trophoblast (EVT), dargestellt. Mehrere Haftzotten konfluieren zu
einer Zellschicht (TS) aus extravillosen Trophoblasten, die die Grenzzone zu den Zellen der miitterlichen
Dezidua bilden. Ausgehend von dieser Schicht invadieren Zellen des extravillosen Trophoblast als
interstitielle Trophoblasten (IT) die Dezidua und ersetzen als endovaskuldre Trophoblasten (ET) die
Endothelzellen (EC) der Spiralarterien. (Angelehnt an Apps et al. 2008)

Die hauptsichliche Expression von HLA-G an der fetomaternalen Grenzzone
(fetomaternal interface) legt nahe, dass dieses HLA-Klasse-Ib-Molekiil eine wichtige
Rolle bei der Aufrechterhaltung der miitterlichen Immuntoleranz gegeniiber dem

semiallogenen Feten und der fetalen Anteile der Plazenta spielt.
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In der Plazenta werden neben HLA-G nur noch HLA-E, HLA-F und, als einziges
klassisches HLA-Molekiil, in geringem Ausmal} das weniger polymorphe HLA-C-
Molekiil von den extravillosen Trophoblasten exprimiert (King et al. 2000). HLA-A,
HLA-B und die HLA-Klasse-II-Molekiile fehlen hingegen ginzlich auf den
extravillosen Trophoblastzellen (Hutter et al. 1996). Die in unmittelbarem Kontakt zum
miitterlichen Blut stehenden Zellen des villosen Trophoblast, die villésen Zytotro-
phoblasten und die Synzytiotrophoblasten, exprimieren gar keine HLA-Molekiile (Apps
et al. 2008). Es wird angenommen, dass die Nicht-Expression wichtiger véterlicher
HLA-Allele den Fetus vor der moglichen Aktivierung miitterlicher CTL und der
folgenden AbstoBungsreaktion durch das Immunsystems schiitzt (Hunt et al. 2005).
Allerdings wire ferner zu erwarten, dass eine mangelhafte HLA-Pridsentation im Sinne
des ,,missing self* die Zerstorung von Trophoblastzellen durch die in der Dezidua
massenhaft vorkommenden, natiirlichen Killerzellen zur Folge hitte. Dies wird
wahrscheinlich durch die immunmodulatorische Funktion von HLA-G (und HLA-E)
verhindert (Llano et al. 1998). HLA-G kann an die inhibitorisch wirkenden Rezeptoren
LIR-1 (leukocyte Ig-like receptor 1), LIR-2 und KIR2DLA4 (killer Ig-like receptor
2DLA4) binden und dadurch mit verschiedenen Zellen des Immunsystems wie
natiirlichen Killerzellen, B- und T-Lymphozyten und antigenprisentierenden Zellen
interagieren (Hviid 2006). Es wurde mehrfach gezeigt, dass die Expression von HLA-G
auf Trophoblastzellen, iiber die Bindung an den auf allen natiirlichen Killerzellen
vorkommenden inhibitorischen Rezeptor KIR2DL4, einer durch natiirliche Killerzellen
vermittelten Lyse entgegenwirken kann (Ponte et al. 1999, Rajagopalan und Long 1999,
Riteau et al. 2001, Menier et al. 2002). Weiterhin hat HLA-G iiber die LIR-1- und
KIR2DL4-Rezeptoren auch auf die CTL-vermittelte Lyse einen inhibitorischen Effekt
(Rouas-Freiss et al. 1999). Fiir HLA-G1 konnte auch eine Hemmung der Antigen-
spezifischen CTL-Antwort gezeigt werden (Le Gal et al. 1999). Die 16sliche Isoform
HLA-GS kann auflerdem iiber die Interaktion mit dem CD8-Rezeptor die Apoptose
aktivierter CD8" T-Lymphozyten bewirken (Fournel et al. 2000).

Auch fiir eine Beteiligung von HLA-G an der schwangerschaftstypischen Verschiebung
des Zytokinprofils gibt es mittlerweile Anhaltspunkte. Wihrend der Schwangerschaft
tiberwiegt die so genannte Th2-Immunantwort gegeniiber der Th1-Immunantwort (Yip
et al. 2006). Diese wird von T-Helfer-Zellen vom Typ2 durch die Ausschiittung
bestimmter Zytokine wie Interleukin-3 (IL-3), IL-4 und IL-10 vermittelt. Sie fiihrt zu

einer Stimulation der Antikorperproduktion der B-Lymphozyten und damit der
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humoralen Immunitét. Eine Verschiebung des Zytokinprofils hin zu einer pro-
inflammatorischen Th1-Antwort (diese wird durch die Zytokine Tumornekrosefaktor-a
(TNF- a), IL-2 und Interferon-y (INF-y) vermittelt) wurde beispielsweise bei Frauen,
deren Schwangerschaft durch Prieklampsie oder habituelle Aborte verkompliziert
wurde, beobachtet (Chaouat et al. 2004). Die Verschiebung des Zytokinprofils wird
auch fiir die Tatsache als Erkldarung herangezogen, dass einige Autoimmun-
erkrankungen wihrend der Schwangerschaft eine deutliche Besserung zeigen, wihrend
die Schwangerschaft bei anderen regelhaft zu einer Verstirkung der Krankheitsaktivitit
fithrt. Vorwiegend Thl-vermittelte Autoimmunerkrankungen wie die Rheumatoide
Arthritis oder die Multiple Sklerose erfahren wihrend einer Schwangerschaft in der
Regel eine Besserung sowie einen postpartalen Krankheitsschub. Umgekehrt verhilt es
sich bei den vorwiegend Th2-vermittelten Autoimmunerkrankungen zu denen etwa der
systemische Lupus erythematodes zéhlt (Elenkov und Chrousos 2002). HLA-G konnte
durch Interaktion mit den LIR-1- und LIR-2-Rezeptoren in der Lage sein, Einfluss auf
die Zytokinsekretion zu nehmen. In mehreren Studien mit HLA-GI1 transfizierten
Zelllinien konnte nach Zugabe von peripheren mononukledren Zellen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) oder uterinen mononukledren Zellen (uterine mononuclear
cells, UMC) eine Herunterregulation der proinflammatorischen Th1-Zytokine IFN-y
und TNF-a beobachtet werden (Maejima et al. 2007, Kanai et al. 2001, Kanai et al.
2002). Eine Hochregulation der Th2-Zytokine IL-10 und IL-4 konnte allerdings nur
nach Zugabe von PBMC bestimmt werden, wihrend nach Zugabe von UMC keine
Hochregulation der Th2-Zytokine erfolgte (Kanai et al. 2002, Rieger et al. 2002). IL-10
ist wiederum in der Lage die HLA-G Expression auf Trophoblasten und PBMC hoch zu
regulieren und iibt iiber die Hemmung der allospezifischen Zytotoxizitit eine wichtige
antientziindliche Funktion aus (Moreau et al. 1999).

Es gibt auch Hinweise darauf, dass HLA-G positive antigenprisentierende Zellen durch
Unterdriickung der Proliferation von CD4" T-Lymphozyten, Férderung von T-Zell-
Anergie und Bildung von Suppressorzellen, zu einer Hemmung der Immunantwort
beitragen konnen (Le Maoult et al. 2004). HLA-G besitzt dariiber hinaus die Fahigkeit,
intrazelluldre Peptide zu binden, und es gibt Anhaltspunkte, dass das Molekiil auch in
der Lage ist, diese gegeniiber dem T-Zell-Rezeptor auf CD8" T-Zellen zu prisentieren.
Ahnlich wie die klassischen HLA-Klasse-I-Molekiile konnte HLA-G in der Plazenta
somit auch eine gewisse Schutzfunktion gegeniiber viralen Infektionen ausiiben

(Lenfant et al. 2003).
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Neben den Trophoblastzellen exprimieren unter physiologischen Bedingungen vor
allem Thymusepithelzellen und aktivierte Monozyten HLA-G (Crisa et al. 1997).
Losliches HLA-G1 (HLA-GS) ist im Blutplasma nachweisbar und wird wahrscheinlich
von den Blutmonozyten sezerniert (Rebmann et al. 2003). HLA-G mRNA konnte in
geringen Mengen bislang auch in anderen Geweben wie z.B. Keratinozyten,
Nagelmatrix, und Kornea nachgewiesen werden (Ulbrecht et al. 1994, Le Discorde et al.
2003, Ito et al. 2005). In jlingster Zeit wurde allerdings Kritik an der Nachweismethode
der HLA-G Expression mittels wenig spezifischer monoklonaler Antikorper laut und
der definitive Nachweis einer HLA-G Expression ausserhalb der extravillosen
Trophoblasten durch Analyse der schweren Kette des HLA-G-Molekiils gefordert
(Apps et al. 2008).

Unter pathologischen Bedingungen konnte eine HLA-G Expression durch zahlreiche
Tumorzellen, z.B. in kutanen B- und T-Zell Lymphomen, malignen Melanomen,
Opvarialkarzinomen, Mammakarzinomen, Bronchialkarzinomen und Gliomen
beobachtet werden (Wiendl et al. 2002, Rouas-Freiss et al. 2005). Es wird vermutet,
dass die Tumorzellen HLA-G zum Schutz vor den Zellen des Immunsystems
exprimieren. An Melanomzellen konnte gezeigt werden, dass eine HLA-G Expression
eine Lyse durch natiirliche Killerzellen und CD8" T-Lymphozyten verhindern kann und
eine Blockierung mit monoklonalen Antikorpern gegen HLA-G1 diesen Schutzeffekt
wieder aufhebt (Paul et al. 1998).

Auch bei einigen entziindlichen Erkrankungen mit teils autoimmunologischer Genese
konnte eine HLA-G Expression und/oder eine Assoziation mit bestimmten HLA-G-
Allelen nachgewiesen werden. Dazu gehoren so verschiedene Krankheitsbilder wie
Asthma bronchiale, chronisch entziindliche Darmerkrankungen, Multiple Sklerose,
atopische Dermatitis, Pemphigus vulgaris und Psoriasis (Nicolae et al. 2005, Torres et
al. 2004, GAMES 2003, Soderhall et al. 2001, Khosrotehrani et al. 2001, Zhang et al.
2002, Aractingi et al. 2001). Obwohl die Rolle von HLA-G fiir die Pathogenese dieser
Krankheitsbilder noch vollig unklar ist, kann iiber eine mogliche immunmodulatorische
Funktion von HLA-G auch bei entziindlichen Prozessen spekuliert werden. Nach
allogenen Organtransplantationen konnte eine HLA-G Expression in den Spender-
organen, sowie der Nachweis von 16slichem HLA-G im Blut des Empfédngers, mit einer
besseren Prognose beziiglich des Ausbleibens einer AbstoBungsreaktion korreliert

werden (Lila et al. 2000, Creput et al. 2003). Ahnlich wie dem semiallogenen Embryo



konnte die HLA-G Expression in Spenderorganen einen Schutz vor der Immunantwort

des Empfingers auf genetisch fremdes Gewebe bieten.
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2. Zielsetzung

Obwohl mit der Identifizierung von Kollagen Typ XVII als gemeinsamem Zielantigen
von Pemphigoid gestationis und bullosem Pemphigoid ein wichtiger Schritt zur Kldrung
der Atiopathogenese des Pemphigoid gestationis beigetragen werden konnte, ist der
eigentliche Ausldser der Erkrankung nach wie vor unklar. Eine gewisse genetische
Prédisposition fiir Tragerinnen bestimmter HLA-DR-Allele gilt aber als gesichert. Die
Untersuchung einer moglichen Assoziation mit dem nicht-klassischen MHC-Klasse-I-
Molekiil HLA-G war bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht beschrieben worden.

Seit seiner Entdeckung im Jahre 1989 ist das HLA-G-Gen Gegenstand zahlreicher
Forschungsarbeiten. Diese konnten neben der teilweisen Kldrung seiner wichtigen Rolle
bei der Tolerierung des semiallogenen Feten wihrend der Schwangerschaft auch eine
mogliche Beteiligung bei der Steuerung zahlreicher pathologischer Prozesse wie z. B.
Tumorerkrankungen und entziindlicher Prozesse aufdecken. Dabei waren auch
Assoziationen bestimmter Genpolymorphismen mit verschiedenen Krankheitsbildern
aufgefallen. Fiir die blasenbildende Autoimmunerkrankung Pemphigus vulgaris konnten
Gazit et al. (2004) beispielsweise einen Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein
eines 14-bp-Insertions-Deletions-Polymorphismus in Exon 8 von HLA-G und dem
Erkrankungsrisiko feststellen.

Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollte deshalb ein moglicher Einfluss von
Polymorphismen im HLA-G-Gen und dessen Promotor auf das Erkrankungsrisiko fiir
Pemphigoid gestationis untersucht werden. Dazu sollten Pemphigoid-gestationis-
Patientinnen hinsichtlich der ausgewéihlten Polymorphismen typisiert und mit einem
Kontrollkollektiv auf statistisch signifikante Unterschiede beziiglich der Genotyp- und
Allelfrequenzen verglichen werden. Ein Vergleich der ermittelten Genotyp- und
Allelfrequenzen mit den aus der Literatur bekannten Daten sollte ebenfalls angestellt
werden.

Da ein Einfluss des HLA-Klasse-II-Typs des Vaters auf das Erkrankungsrisiko der
Mutter erwiesen ist, und der Ausloser des Pemphigoid gestationis von vielen Autoren
im semiallogenen Gewebe des Feten vermutet wird, sollten auch die Partner und Kinder
der Pemphigoid-gestationis-Patientinnen in die genetische Untersuchung miteinbezogen
werden. Fiir die Typisierung wurden aufgrund bereits bekannter klinischer

Assoziationen, und/oder ihrer Lage innerhalb oder in der Nihe funktioneller



Promotorelemente, die Promotorpolymorphismen -1306 G/A (rs1736936), -964 G/A
(rs1632947), -762 C/T (rs1632946), -725 C/G/T (rs1233334) sowie der 14-bp-Indel-
Polymorphismus in Exon 8 (rs1704) ausgewdéhlt.
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3. Material

3.1 Studienkollektiv

3.1.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv umfasste 18 Patientinnen mit Pemphigoid gestationis, welche
sich in ambulanter Betreuung in der Spezialsprechstunde fiir Autoimmundermatosen der
Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie der Ludwig-Maximilians-
Universitidt Miinchen befanden. In einigen Fillen wurden auch Blut- und Gewebeproben
von auswirts betreuten Patientinnen, die aus diagnostischen Griinden an das Labor fiir
Autoimmundiagnostik iiberwiesen wurden, verwendet. Die Diagnose Pemphigoid
gestationis wurde anhand klinischer, histologischer, serologischer und immunologischer
Kriterien gesichert. Zur Uberpriifung moglicher genetischer Einflussfaktoren konnten
insgesamt 22 DNA-Proben von Partnern und Kindern der betroffenen Frauen gewonnen
werden. Als Material zur DNA-Isolierung wurde vends entnommenes Vollblut nach

schriftlichem Einverstdndnis verwendet.

3.1.2 Kontrollkollektiv

Als Kontrollkollektiv dienten 52 DNA-Proben von gesunden, nicht verwandten
Blutspenderinnen. Diese DNA-Proben stammen vom Blutspendedienst des Bayerischen
Roten Kreuzes und wurden durch das Forschungslabor der Poliklinik fiir Zahnerhaltung
und Parodontologie bereitgestellt.

3.2 Kits und Chemikalien

3.2.1 Materialien fiir die DNA-Isolierung

- S-Monovette® 9 ml EDTA Sarstedt

- DNA-Isolierungskit Nucleospin® Blood XL Macherey-Nagel



- Isopropylalkohol (2-Propanol) Merck

- Ethanol absolut Merck

- Erythrozytenlysepuffer 155 mM NH.C],
10 mM KHCO:s,
1 mM EDTA

- Kernlysepuffer 10 mM Tris/HCI pH 8,0
400 mM NaCl
10 mM EDTA

- gesittigte Natriumchloridlosung 5 M NaCl

- Natriumdodecylsulfat (SDS)-Losung 20%

- TE-Puffer 10 mM Tris/HCI pH 8,0
1 mM EDTA

3.2.2 Materialien fiir die Polymerasekettenreaktion

- Aqua ad injectabilia Braun

- Deoxynukleotid-Mix(dNTP) Sigma
(je 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

- HotStarTag™ DNA-Polymerase Qiagen
- Tag DNA-Polymerase Agrobiogen
- PCR-Puffer 10 x Qiagen

Amersham Pharmacia



3.2.3 Materialien fiir den Restriktionsverdau

- Restriktionsenzyme New England Biolabs
Restriktionsenzym Reaktionsbedingungen Schnittstelle
10 x Reaktionspuffer NEB 3
5’ CTGCAIG
Pst 1(10 U/ul) BSA 100 x (10 mg/ml)
3’ GIACGTC
37°C
10 x Reaktionspuffer NEB 3 | 5° AICGCGT
Mlu 1 (10 U/ul)
37°C 3’ TGCGCIA
10 x Reaktionspuffer NEB 3
5’ CACNNNIGTG
Dra 111 (10 U/ul) BSA 100 x (10 mg/ml)
3> GTGINNNCAC
37°C
10 x Reaktionspuffer NEB 2 | 5> AGGICCT
Stu 1 (10 U/ul)
37°C 3’ TCCIGGA
HypCH4 IV 10 x Reaktionspuffer NEB 1 | 5 AICGT
(10 U/ul) 37°C 3’ TGCIA

Tabelle 1: Aufgelistet sind die verwendeten Restriktionsenzyme, die jeweiligen Reaktionsbedingungen
sowie die Sequenz der Schnittstelle.

- Reaktionspuffer 10 x New England Biolabs

NEB 1: 100 mM Bis/Tris/Propan/HCl
pH 7,0
100 mM MgCl,
10 mM Dithiothreitol

NEB 2: 100 mM Tris/HCI1 pH 7,9
500 mM NacCl
100 mM MgCl,
10 mM Dithiothreitol
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NEB 3:

- BSA 100 x (10 mg/ml)

500 mM Tris/HCI pH 7,9
1000 mM NaCl

100 mM MgCl,

10 mM Dithiothreitol

New England Biolabs

3.2.4 Materialien fiir die Agarosegelelektrophorese

- DNA-Molekulargroenstandard 1 kb+

- Agarose Typ I-A

- Agarose NuSieve

- Ethidiumbromid

- Polaroidfilm Typ 667

- 10 x TBE:

- DNA-Auftragspuffer

3.3 Oligonukleotid-Primer

Invitrogen

Sigma

Cambrex

Sigma

Polaroid

890 mM Tris

890 mM Borsidure

20 mM EDTA pH 8,0

10 mM Tris/HCI pH 8,0

2 mM EDTA

20% Ficoll
0,25% Orange G

Die hier aufgelisteten Primer wurden von der Firma TIB-MOLBIOL, Berlin

synthetisiert. Da sie lyophilisiert geliefert wurden, mussten sie erst entsprechend den
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Herstellerangaben durch Zugabe einer definierten Menge an Aqua ad injectabilia gelost
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werden. Die Endkonzentration betrug dann bei allen Primern 100 pmol/ul. Ausgehend
von diesen Losungen wurden jeweils Arbeitsverdiinnungen mit einer Konzentration von
5-10 pmol/ul hergestellt. Alle Oligonukleotide wurden bei —20°C gelagert.

Angegeben sind jeweils Name und Sequenz der verwendeten PCR-Primer, der 5°-

Primer ist immer zuerst genannt.

3.3.1 Primer zur Genotypisierung des 14-bp-Insertions-Deletions-Polymorphismus

Bezeichnung | Sequenz 5° — 3’

HLA-G1 GTAGTGTGAAACAGCTGCCC
HLA-G2 AAGGAATGCAGTTCAGCATGA

Tabelle 2: Name und Sequenz der verwendeten PCR-Primer.

3.3.2 Primer zur Genotypisierung der HLA-G-Promotorpolymorphismen

Bezeichnung | Sequenz 5’ — 3’

HLAG1306F2 CAGGTCATGGAACAGTGCTAGAGC.CA
HLAGI1306R | CCTCTGCTCCTTTTCCTCACCTCCTGC

HLAG964F2 TCACATGTGGATACTTCCTAAAAACAGGCA.GC
HLAG964R GTACCACACTATGTTACTATATGTTGCAACCAGG
HLAG762F CATAGTGTGGTACTTTGTCTTGAGGAGATGTCC
HLAG762R GACTCACAAAGCTCTTAAGTTTCACTTTCCCAIACA
HLAG725F2 GTCTGGGAAAGTGAAACTTAAGAGCTTTGTGAG.C_
HLAG725R CTTGGTAACCCCTGAATGATCAGGAATC

HLAG725F3 GTCTGGGAAAGTGAAACTTAAGAGCTTTGTGAG.C_
HLAG725R CTTGGTAACCCCTGAATGATCAGGAATC

Tabelle 3: Name und Sequenz der verwendeten Primer.

Die farbig unterlegten Basen unterscheiden sich von der Originalsequenz und dienen

dem Einbau des Erkennungsmotivs fiir das verwendete Restriktionsenzym.



3.4 Gerite

Brutschrinke
Elektrophoresekammer
Mikrowellenofen
Polaroidkamera
Rotator
Spannungsquelle

Spectrophotometer

Thermocycler

UV-Transilluminatoren

Vortex-Schiittler
Wasserbad

Zentrifugen
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Memmert und Techne
Sub-cell® GT, BioRad

Bosch

MP-4 Land Camera

Bachofer

Power Pac 300, BioRad
GeneQuant pro, Amersham
Pharmacia

BioFotometer, Eppendorf AG
Uno-Thermoblock, Biometra
GeneAmp9600, Perkin Elmer
Omn-E Hybaid, MWG-Biotech
Mastercycler, Eppendorf AG
Techne Progene, Thermo-Dux
LK Bromma

Bachofer

Heidolph

Julabo

Rotixa/P, Universal 30RF, Hettich
Biofuge fresco, Megafuge 1.0,
Suprafuge 20, Heraeus Sepatech
Modell SD und Modell AL, Roth
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4. Methoden

4.1 Aligemeine Vorgehensweise

Es wurden vier Einzelnukleotidpolymorphismen der Promotorregion (rs1736936,
r$s1632947, rs1632946, rs1233334) und ein 14-bp-Insertions-Deletions-Polymorphismus
im 3’-untranslatierten Bereich von Exon 8 des HLA-G-Gens (rs1704 friither rs16375) in
der Studienpopulation untersucht. Die Bezeichnung gibt jeweils die Entfernung des
SNP in Basenpaaren vom Startpunkt der Translation ATG in Exon 1 bzw. in Klammern
die Erkennungsnummer in der Genbank-Referenzsequenz des National Center for
Biotechnology Information (NCBI) an. Als Ausgangsmaterial diente aus vendsem
Vollblut gewonnene DNA. Zur Genotypisierung wurden die Polymerasekettenreaktion
(polymerase chain reaction, PCR) und nachfolgend die Restriktions-Fragment-Lingen-
Polymorphismus-Analyse (RFLP-Analyse) eingesetzt. Dabei wurde zunéchst mittels
PCR ein DNA-Abschnitt, welcher den jeweils zu untersuchenden Polymorphismus
enthélt, amplifiziert. Im Anschluss wurde das PCR-Produkt mit einem Restriktions-
enzym, dessen Schnittstelle nur im Falle einer der moglichen Allelvarianten vorhanden
ist, verdaut. Die so entstandenen Restriktionsfragmente wurden mit Hilfe eines
Agarosegels elektrophoretisch aufgetrennt. Die Bestimmung des Genotyps erfolgte
dann anhand des Bandenmusters. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen
Pemphigoid gestationis und den untersuchten Polymorphismen aufzudecken, wurden
Genotyp- und Allelfrequenzen von Patientinnen-, Angehorigen- und Kontrollkollektiv

schlieBlich mittels des Exakten Tests nach Fisher verglichen.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Isolierung genomischer DNA

DNA-Isolierung nach der Aussalzmethode

Ausgangsmaterial war mit EDTA versetztes Blut (S-Monovette® 9 ml EDTA,
Sarstedt). Aus den Blutr6hrchen wurden jeweils 9 ml Blut entnommen und mit dem 3-
fachen Volumen Erythrozytenlysepuffer (155 mM NH4CL, 10 mM KHCO3, 1 mM

EDTA) versetzt. Nun wurde die Suspension bei Raumtemperatur 10 min auf einem



35

Rotator (Bachofer) bewegt, bis die Erythrozyten vollstdndig lysiert und eine durch-
sichtige Losung entstanden war. Die nach diesem Schritt noch intakten Leukozyten
wurden bei 2000 rpm 5 min lang abzentrifugiert (Rotixa/P, Hettich), der Uberstand
verworfen und das Sediment in 3 ml Kernlysepuffer (10 mM Tris/HCI pH 8,0, 400 mM
NaCl, 10 mM EDTA) suspendiert und dabei lysiert. Durch gleichzeitige Zugabe von
100 pul 20% SDS (Natriumdodecylsultat) erfolgte die Degradierung von Membran-
bestandteilen der Zelle und des Zellkerns. Das ebenfalls zeitgleich erfolgte Hinzufiigen
von 150 ul Proteinase K (4 mg/ml) diente dem Proteinverdau. Die Losung wurde zur
vollstdndigen Lyse schlieflich bei 37°C iiber Nacht inkubiert.

Am néchsten Tag wurde die Losung mit 1 ml geséttigtem (5 M) NaCl versetzt und auf
dem Vortexschiittler kriftig gemischt um eine Scherung der DNA zu erreichen. Um
Proteinabbauprodukte und Membranbestandteile zu sedimentieren, wurde die Losung
fiir 30 min auf Eis gekiihlt und anschliessend zweimal bei 3000 rpm fiir jeweils 15 min
zentrifugiert. Der so gewonnene Uberstand wurde mit dem 0,6-fachen Volumen
Isopropanol versetzt. Durch anschlieBende langsame Mischung fiel die DNA faden-
formig aus und konnte aus der Losung entnommen werden. Es folgte eine zweimalige
Waschung mit 70%igem Ethanol und die anschlieende Lufttrocknung. Die so
gewonnene DNA wurde in 200 ul TE (10 mM Tris/HCI pH 8,0, 0,1 mM EDTA) gelost,
und ihre Konzentration mittels der Messung der optischen Dichte bei 260nm (ODy¢0)

bestimmt. Die Aufbewahrung bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei -20°C.

DNA-Isolierung mit Nucleospin® Blood X1,
Mit Hilfe des DNA-Isolierungskits Nucleospin® Blood XL (Macherey-Nagel GmbH &

Co. KG) konnten aus jeweils 10 ml Blut 200-300 ug DNA gewonnen werden. Es wurde
nach Anleitung des Herstellers vorgegangen. Die Aufbewahrung bis zur weiteren

Verwendung erfolgte bei -20°C.

4.2.2 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsiuren

Nukleinsduren zeigen ihr Absorptionsmaximum bei einer Wellenlidnge von 260 nm. Thre
Konzentration lisst sich deshalb mittels eines Spektralfotometers bestimmen.

Dazu wurde zunéchst eine Verdiinnung der DNA-LOsung von 1:100 hergestellt. Die
fotometrische Konzentrationsbestimmung erfolgte nun durch die Messung der

Extinktion bei 260 nm gegen H,O als Nullwert in einer Quarzkiivette. Die erhaltenen
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ODy60-Werte sollten dabei in einem Bereich zwischen 0,05 und 0,8 liegen, da nur in
diesem Bereich eine lineare Beziehung zwischen Nukleinsdurekonzentration und
gemessener Extinktion besteht. Die Konzentration der Nukleinsdure konnte im

Anschluss mit Hilfe des Lambert-Beerschen Gesetzes berechnet werden:

c= ODy¢p x Verdiinnungsfaktor x € d!

Cc = Nukleinsdurekonzentration (ng/ul)
ODy4 = gemessene Extinktion bei 260 nm
d = Schichtdicke in cm (bei der verwendeten Quarzkiivette gilt d= 1)

€ = Extinktionskoeffizient (fiir dSSDNA gilt €= 50, fiir RNA €= 40)

4.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mittels der Technik der Polymerasekettenreaktion ist es moglich einen kurzen, genau
definierten Abschnitt einer DNA-Sequenz zu vervielféltigen. Grundlage dieser Methode
ist die enzymatische Amplifikation eines DNA-Abschnittes. Dieser wird von zwei
Oligonukleotid-Primern flankiert, die komplementidr zum 5°- bzw. 3’- Ende des zu
amplifizierenden DNA-Fragments sind. Die Oligonukleotid-Primer ermdglichen nun
der Tag-Polymerase die Amplifikationsreaktion zu starten. Die Tag-Polymerase ist eine
aus dem termophilen Bakterium Thermus aquaticus isolierte DNA-Polymerase. Da
termophile Bakterien sehr hohen Temperaturen widerstehen konnen, ist auch deren
DNA-Polymerase thermostabil und wird beim Erhitzen wihrend der PCR-Zyklen nicht
zerstort. Die Primer legen auf den beiden Einzelstringen jeweils den Startpunkt fiir die
Replikation durch die Tag-Polymerase fest, indem sie der Tag-Polymerase die notigen
freien 3’-OH-Gruppen zur Verfiigung stellen.
Der nun folgende PCR-Prozess besteht aus einer Anzahl von 30-50 Zyklen, die in
einem Thermocycler durchgefiihrt werden. Jeder Zyklus besteht aus folgenden drei
Schritten:

1. Denaturierung der doppelstriangigen DNA bei 94-96°C um die Stringe zu

trennen.

2. Anlagerung der Oligonukleotid-Primer (primer annealing) an die

komplementidren DNA-Stringe. Dazu wird der Ansatz auf die fiir die
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Oligonukleotide berechnete Anlagerungstemperatur, die typischerweise
zwischen 50 und 65°C liegt, abgekiihlt.
3. Elongation der angelagerten Oligonukleotid-Primer mit freien Nukleotiden bei
72°C, dem Temperaturoptimum der 7Tag-Polymerase. Die Verldngerung beginnt
jeweils am 3’-Ende des angelagerten Primers und folgt dann dem DNA-Strang
bis der komplementire Strang erginzt ist.
Da nach jedem vollendeten Zyklus die neu synthetisierten DNA-Stringe ihrerseits im
nichsten Durchgang als Vorlage dienen, folgt daraus eine exponentielle Anreicherung
des zu amplifizierenden DNA-Fragments.
Fiir einen PCR-Ansatz werden ein PCR-Puffer, eine aus den vier ANTP (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) bestehende Losung, zwei fiir die Zielsequenz spezifische Oligonukleotid-
Primer, Magnesiumchloridlosung, Tag-Polymerase, speziell gereinigtes Wasser zur
Einstellung des Gesamtvolumens sowie die als Matrize dienende Ausgangs-DNA
benotigt. Bei jedem PCR-Ansatz wird auBBerdem eine Negativkontrolle mit Wasser
anstelle der Ausgangs-DNA mitgefiihrt.

Die genaue Zusammensetzung eines 20 ul fassenden PCR-Ansatzes ist der Tabelle 4 zu

entnehmen.
Reagenz Stammlosung Endkonzentration | Volumen
PCR-Puffer 10x Ix (=1,5 mM 2l
MgCl,)
dNTP-Mix 10mM 0,2 mM 0,4 ul
5’-Primer 100 uM 0,25 uM 0,05 ul
3’-Primer 100 uM 0,25 uM 0,05 ul
DNA-Polymerase | 5 U/ul 0,025 U/ul 0,1 ul
MgCl, 25 mM 1,5 mM oder 0wl
3 mM oder 1,2l
4 mM 2 ul
H,0 16,4 ul oder
15,2 pl oder
14,4 ul
DNA 100 ng/pl 5 ng/ul 1wl
Endvolumen 20 pl
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Tabelle 4 : PCR-Ansatz. Aufgelistet sind die fiir den PCR-Ansatz bendtigten Reagenzien, ihre
Konzentration in der Stammlosung, die Endkonzentration sowie das bendétigte Volumen fiir einen
Gesamtvolumen von 20 pl. Die Endkonzentration von MgCl, sowie von H,O ist dabei von der gewihlten
Primerpaarkombination abhingig.

Fiir die PCR wurde teilweise eine Hei3start DNA-Polymerase (HotStar7ag™ DNA-
Polymerase, Qiagen) verwendet. Die HeiBBstart DNA-Polymerase tragt hitzestabile
Schutzgruppen und wird erst durch eine 15-miniitige Inkubation bei 95°C aktiviert.
Durch ihre Verwendung soll das Auftreten unspezifischer Amplifikate minimiert
werden.

Die verschiedenen PCR-Bedingungen hinsichtlich der Anlagerungstemperatur und der
Magnesiumchloridkonzentration fiir die verschiedenen Primerpaarkombinationen waren

bereits etabliert und sind in Tabelle 5 dargestellt.

Primerpaar Anfangsdenat. | Denat. | Anlag. | Extension | Endextension | MgCl,
95°C 94°C | 60°C 72°C 72°C
HLA-G1 1,5
15 min 30s 30s 30s 10 min
HLA-G2 mM
1x 35x 1x
95°C 94°C | 65°C 72°C 72°C
HLAG1306F2 1,5
15 min 30s 30 s 30s 10 min
HLAG1306R mM
1x 35x 1x
95°C 94°C | 65°C 72°C 72°C
HLAGY64F2 15 min 30s | 30s 30s 10 min 3,0
HLAG964R mM
1x 35x 1x
95°C 94°C | 60°C 72°C 72°C
HLAG762F L5
15 min 30s 30 s 30s 10 min
HLAG762R mM
1x 35x 1x
95°C 94°C | 65°C 72°C 72°C
HLAG725F2 4,0
15 min 30s 30s 30s 10 min
HLAG725R mM
1x 35x 1x
95°C 94°C | 60°C 72°C 72°C
HLAG725F3 1,5
15 min 30s 30s 30s 10 min
HLAG725R mM
1x 35x 1x
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Tabelle 5: PCR-Bedingungen der angegebenen Primerpaarkombinationen. Aufgelistet sind die
Bedingungen fiir Anfangsdenaturierung, Denaturierung, Anlagerung, Extension und Endextension.
AufBlerdem ist angegeben, in welcher Endkonzentration MgCl, zugegeben wurde.

Die PCR-Produkte wurden im weiteren Verlauf mit Restriktionsenzymen verdaut (siehe

Punkt 4.2.4).

4.2.4 Restriktions-Fragment-Lingen-Polymorphismus-(RFLP)-Analyse

Restriktionsenzyme sind bakterielle Enzyme, die DNA an spezifischen
Erkennungssequenzen erkennen und schneiden konnen. Thre biologische Funktion
besteht in der Spaltung fremder, durch Virusinfektion oder Plasmidiibertragung in die
Bakterienzelle eingedrungener dsDNA. In der Gentechnologie werden zumeist zur
Unterklasse der Restriktionsendonukleasen vom Typ II gehorige Restriktionsenzyme
verwendet. Sie spalten an beiden Stringen des DNA-Molekiils die Phosphodiester-
bindung innerhalb oder neben einer, fiir das jeweilige Enzym spezifischen, Erkennungs-
sequenz. Die Erkennungssequenz besteht meist aus palindromischen Folgen von vier,
sechs oder acht Basenpaaren. Der Schnitt kann je nach verwendetem Enzym versetzt (es
entstehen sog. ,.klebrige Enden® mit 5°- oder 3’- Uberhingen) oder gerade erfolgen (es
entstehen sog. ,,stumpfe Enden*). Durch den Einsatz der Restriktionsenzyme wird es
somit moglich spezifische DNA-Fragmente gezielt herzustellen.

Liegt ein bestimmter Polymorphismus innerhalb einer Erkennungsstelle fiir ein
Restriktionsenzym, so kann man ihn durch den Verdau eines PCR-Amplifikats
nachweisen, welches die polymorphe Nukleotidposition beinhaltet. Ist jedoch keine
komplette Erkennungsstelle vorhanden, so kann diese mittels einer in einzelnen
Nukleotiden von der Originalsequenz abweichenden Primersequenz in der PCR
eingebaut werden. Dafiir wird in unmittelbarer Nachbarschaft des zu typisierenden
Nukleotidpolymorphismus eine passende Sequenz ausgesucht, die der Erkennungsstelle
des jeweiligen Restriktionsenzyms moglichst dhnlich ist. Die polymorphe Nukleotid-
position muss dabei Teil der Erkennungssequenz des Restriktionsenzyms sein. Zu
beachten ist dariiber hinaus, dass keine weiteren Schnittstellen fiir das verwendete
Enzym im Bereich des Amplifikates liegen.

Fiir diese Arbeit wurde die Methode der RFLP-Analyse eingesetzt um vier SNP in der
Promotorregion von HLA-G zu typisieren. Die Restriktionsenzyme wurden so gewihlt,

dass immer nur eines von zwei oder drei moglichen Allelen geschnitten wurde. So
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entstanden im Restriktionsverdau verschieden lange Restriktionfragmente, die im
Folgenden mittels der Agarosegelelektrophorese visualisiert und dadurch identifiziert
werden konnten.

Hierfiir wurden 20 pl des zu verdauenden PCR-Amplifikats mit 1/10 Volumen des
Gesamtansatzes 10x Restriktionspuffer, dem ausgewihlten Restriktionsenzym und falls
erforderlich 1/100 bovinem Serumalbumin (BSA) versetzt. Anschlieend erfolgte iiber
Nacht die Inkubation bei 37°C.

Fiir diese Arbeit wurden folgende Bedingungen fiir die RFLP-Analysen gewihlt:

Polymorphismus Enzym BSA | Restriktionspuffer Restriktions-
temperatur
-1306 G > A Pst 1 ja NEBuffer 3 37 °C
-964 G2 A Miu 1 nein NEBuffer 3 37 °C
-762 C>T Dra 111 ja NEBuffer 3 37 °C
-725 C> G Stu 1 nein NEBuffer 2 37 °C
-725 C> T | HpCH41V | nein NEBuffer 1 37 °C

Tabelle 6: Verwendete Restriktionsenzyme sowie Restriktionsbedingungen fiir die RFLP-Analyse.
Aufgelistet sind die verwendeten Restriktionsenzyme, die Endkonzentrationen der Enzyme, die
verwendeten Restriktionspuffer sowie die Inkubationstemperatur. Auflerdem ist angegeben, ob BSA
zugegeben wurde.

4.2.5 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, mit deren Hilfe
in einem elektrischen Feld DNA-Molekiile der Grée nach getrennt werden konnen.
Auch eine anndhernde Groflen- und Konzentrationsbestimmung ist im Vergleich mit
einem Molekulargewichtsstandard (DNA-Leiter) moglich. Dazu wird zunichst aus
Agarose und 1x TBE-Puffer (versetzt mit 10 pg/ul Ethidiumbromid) durch Aufkochen
im Mikrowellenherd eine Gellosung hergestellt. Diese wird nach Abkiihlung auf ca.
55°C in einen abgeklebten Geltriger mit eingesetztem Probenkamm gegossen. Der
Geltrdager mit dem erstarrten Agarosegel wird anschlieBend in eine
Elektrophoresekammer eingesetzt, welche mit ethidiumbromidhaltigem 1x TBE-Puffer

gefiillt ist. Danach wird der Probenkamm entfernt und es entstehen Taschen im
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Agarosegel. Je nach verwendetem Kamm konnen nun in jede Tasche 20-60 pl Probe
pipettiert werden, welche zuvor mit 1/6 Volumen Auftragspuffer (10 mM Tris/HCI pH
8,0, 2 mM EDTA, 20% Ficoll 400, 0,25% Orange G) versetzt wurde.

Je hoher dabei die Agarosekonzentration im Gel ist, desto feinporiger wird dieses. Fiir
kleine DNA-Fragmente wird daher die Agarosekonzentration hoher gewihlt. In der
Regel betrigt sie zwischen 0,7 und 3,0%. Fiir diese Arbeit wurden Agarosegele mit
Konzentrationen von 2,5 (14-bp-Indel-Polymorphismus) und 3,0% (Promotorpoly-
morphismen) verwendet.

Sobald die mit Auftragspuffer versetzten Proben in die Geltaschen pipettiert sind, wird
eine elektrische Spannung (in der Regel zwischen 50-110 Volt) angelegt. Die negativ
geladenen Nukleinsduremolekiile werden im elektrischen Feld durch die netzartige
Gelmatrix gezogen und bewegen sich zur positiv geladenen Anode. Da die kleineren
Molekiile sich schneller durch das Gel bewegen konnen wird somit die Auftrennung der
DNA-Fragmente nach ihrer Groe moglich. Nach abgelaufener Elektrophorese kann
das Gel schliellich unter einer UV-Lampe betrachtet werden um die DNA sichtbar zu
machen. Das Ethidiumbromid hat sich in die DNA eingelagert (Interkalation) und
fluoresziert im ultravioletten Licht. Zu Dokumentationszwecken kann das Agarosegel
fotografiert werden.

Fiir diese Arbeit wurde die Agarosegelelektrophorese zur Auftrennung der PCR-
Amplifikate und Restriktionsfragmente verwendet. Zur Grélenbestimmung der DNA-
Stringe wurde ein kommerzieller Lingenstandard von 1 kb+ zum Vergleich

herangezogen.

4.3 Statistische Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen dem
Krankheitsbild Pemphigoid gestationis und dem Auftreten bestimmter Polymorphismen
im HLA-G-Gen der betroffenen Frauen und/oder im HLA-G-Gen von ihren Partnern und
Kindern untersucht. Dazu wurden Patientinnen und Familienangehorige mit einer
Kontrollgruppe aus gesunden, unverwandten Individuen verglichen und die Signifikanz
der ermittelten Assoziationsstidrke berechnet. Die Allel- und Genotypfrequenzen der

jeweiligen Gruppen wurden mit Hilfe des Exakten Tests nach Fisher verglichen.



4.3.1 Der Exakte Test nach Fisher

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Patientinnenkollektiv umfasst aufgrund der
Seltenheit der Erkrankung lediglich 18 Frauen. Fiir die statistische Auswertung wurde
deshalb der Exakte Test nach Fisher verwendet. Dieser liefert auch fiir Fallzahlen mit
weniger als fiinf Beobachtungseinheiten in einem oder mehreren Feldern zuverlédssige
Ergebnisse. Fiir die statistischen Berechnungen wurde SAS (Statistical Analysis

System) in der Version 9.1.3 verwendet.
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5. Ergebnisse

5.1 Typisierung des 14-bp-Indel-Polymorphismus in Exon 8 von HLA-G (rs1704)

Der 14-bp-Indel-Polymorphismus im 3’untranslatierten Bereich in Exon 8 von HLA-G
(rs1704) wurde erstmals von Harrison et al. (1993) beschrieben. Zu den Allelen, welche
die 14-bp-Insertion tragen, zihlen HLA-G*010102, HLA-G*010103, HLA-G*0103,
HLA-G*0105N und HLA-G*0106 (Hviid und Christiansen 2005). Bislang konnte der
Polymorphismus mit den schwangerschaftsassoziierten Krankheitsbildern habitueller
Abort und Praeklampsie, der Implantationsrate nach In-vitro-Fertilisation sowie der
blasenbildenden Autoimmunerkrankung Pemphigus vulgaris in Zusammenhang
gebracht werden.

Da fiir diese Arbeit ein moglicher Einfluss des 14-bp-Indel-Polymorphismus auf das
Erkrankungsrisiko fiir Pemphigoid gestationis untersucht werden sollte, wurden
zunichst die DNA-Proben der Pemphigoid-gestationis-Patientinnen und deren
Angehorigen sowie der Kontrollgruppe mittels PCR und anschliessender Agarose-
gelelektrophorese typisiert. Die verwendeten DN A-Proben stammten zum Teil aus den
Bestidnden der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie der Ludwig-
Maximilians-Universitidt Miinchen, zum Teil wurde sie im Rahmen dieser Arbeit mittels
Aussalzmethode oder DNA-Isolierungskit Nucleospin® Blood XL (Macherey & Nagel)
neu isoliert (sieche Kap. 4.2.1). Die verwendeten Primer waren ebenfalls zuerst von
Harrison et al. beschrieben worden, und wurden im Verlauf analog als HLA-G1 und
HLA-G2 bezeichnet. Sie binden jeweils vor und nach der Insertion in Exon 8, so dass
zwei unterschiedlich groe Amplifikate fiir das Insertionsallel (155 bp) und das
Deletionsallel (141 bp) entstehen.

Die folgende Abbildung 10 zeigt einen Ausschnitt aus der Sequenz des HLA-G-Allels
G*0103, welches die 14-bp-Insertion enthilt.



3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561

Abbildung 10: 14-bp-Indel-Polymorphismus in Exon 8 von HLA-G. Abgebildet ist ein Ausschnitt aus der

ACACCCCGGG
ATGAGGTTTC
TCACTGTGAC
TGTGTGGGAC
CTTCTCTTTE
GAACTGCATT

GGGCCTGATG
TTTGACTTGA
TGATATGAAT
TGAGTGGCAA
TGCAGAGACC
CCTTCCCCAA

TCTCTGTCTC
CTGAGTATAA
AGAAGATTCC
CACGTGTTTC
GGTGCTCAGG

AAATTTGTGG
ATTTACTTTT
TGAAATTTGA
TTGTGCTGAT
CCACCATGAA

TGTGTGGGTT
ATGTATTGAG
TTGTTCATGA
GATTTGTTCA
AGCCCACCCC
TCACCTTTCC
TGCACTGAGC
TCAAATTATT
GAGACAAAAT
TTGTTGCAGG
CTTTATGTIGG

GTTGAGGGGA
CATGTGATGG
ATATTTTTCT
TGCCTCCCTT
TGTGTCCACC
TGTTCCAGAA
TATAACTTAC
TCCAAGAGAG
AAATGGAAGA
AGAGGAGAGT
TCACTGCTCA

ACAGTGGACA
GCTGTTTAAA
GTAGTGTGAA

TAGCTGTGCT
GTGTCACCCC
ACAGCTGCCC

TGTGACTTCA
ATGACCCTCT
AAGGGGCTGG
TTCTGTATTA
ATTGATGGGT
CATGAGAACT
AGATGGGGCT
GCTGGGTCAT

AGAACCCTGA
TCCTCATGCT
GATGTCTCCG
AAATTAGAAT
TAATTAAAGG
TTCCACAGTA
GCGCCCAGTG
CTTTGCTGCT

44

Sequenz des HLA-G-Allels G¥0103 (AY 645772), welches die 14-bp-Insertion im 3’UTR-Bereich von
Exon 8 triagt. Exon 8 ist fett gedruckt. Die Insertion ist gelb unterlegt. Griin unterlegt ist der
Einzelnukleotidpolymorphismus G/C (rs1049037). Die Bindungsstellen der Primer HLA-G1 und HLA-
G2 sind jeweils unterstrichen.

Im Folgenden konnten die erhaltenen Amplifikate von 155 bp (Insertionsallel) bzw. 141

bp Linge (Deletionsallel) aufgrund ihrer unterschiedlichen Laufgeschwindigkeiten in

der Agarosegelelektrophorese eindeutig von einander unterschieden werden. In

Abbildung 11 ist exemplarisch das Ergebnis einer PCR-Reaktion dargestellt.

200 bp

100 bp

Abbildung 11: Typisierung des 14-bp-Indel-Polymorphismus. Die Abbildung zeigt 16 der untersuchten
DNA-Proben. Diese wurden mit dem Primerpaar HLA-G1 und HLA-G2 amplifiziert und anschlieSend

1kb+ 1

ID

2 3 4

DD

5 6 17

8 9

II

10 11 12 13 14 15 16 NK

auf ein 2,5%iges Agarosegel aufgetragen. Jeweils ein Amplifikat, welches beziiglich des Polymorphismus

homozygot fiir das Insertionsallel (I, Nr. 11), homozygot fiir das Deletionsallel (DD, Nr. 3) oder

heterozygot (ID, Nr. 1) ist, wurde beispielhaft beschriftet. Die GroBen fiir zwei Banden des
Lingenstandards 1 kb+ sind ebenfalls angegeben. NK bezeichnet die Negativkontrolle. Die DNA-Proben
stammen in aufsteigender Reihenfolge von den im Anhang tabellarisch aufgefiihrten Kontrollindividuen

28, 29, 30, 39, 41, 42, 49, 51, 53, 55, 56, 63, 68, 69, 73, 74.
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Amplifikate, die das Insertionsallel enthalten, sind mit 155 bp ldnger als Amplifikate
von 141 bp die das Deletionsallel besitzen. Deshalb wandern diese etwas langsamer als
die kleineren Amplifikate mit zwei Deletionsallelen durch das 2,5%ige Agarosegel.
Auch die heterozygoten Proben sind anhand ihrer charakteristischen Doppelbande
eindeutig zu identifizieren. Die genauen PCR-Bedingungen sind in Kapitel 4.2.3
angegeben. Die Ergebnisse der Typisierung hinsichtlich des Vorkommens des 14-bp-
Indel-Polymorphismus sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt. In Tabelle 7 ist die

Frequenz von Insertions- und Deletionsallel bei den verschiedenen Kollektiven

dargestellt.
PG-Patientinnen Viiter Kinder Kontrollgruppe
n=18 (%) n=12 (%) n=7 (%) n=44 (%)

Del 15 (42) 17 (71) 7 (50) 46 (52)

Ins 21 (58) 7(29) 7 (50) 42 (48)

Tabelle 7: Allelfrequenzen fiir das Deletionsallel (Del) und das Insertionsallel (Ins) des 14-bp-Indel-
Polymorphismus in Exon 8 von HLA-G bei PG-Patientinnen, Vitern, Kindern und Kontrollindividuen.
Da jeweils zwei HLA-G-Allele exprimiert werden, sind die Fallzahlen verdoppelt.

Die Frequenz des Insertionsallels in der kaukasischen Bevolkerung wird in der Literatur
unterschiedlich angegeben. Hviid (2006) gibt die Frequenz des Insertionsallels in der
kaukasischen Bevolkerung mit 45% an. Glas et al. (2007) ermittelten fiir das
Insertionsallel in einem 739 Kaukasier umfassenden Kontrollkollektiv eine Frequenz
von 39% und in der NCBI-Gendatenbank wird fiir ein Kollektiv von 200 Europédern
eine Frequenz von 32% fiir das Insertionsallel angegeben (NCBI 2008). Im Kollektiv
der Pemphigoid-gestationis-Patientinnen betrug die Frequenz fiir das Insertionsallel
58%, im Kollektiv der Partner 29% und im Kollektiv der Kinder 50%. Im Kontroll-
kollektiv betrug sie 48%.

In Tabelle 8 ist dargestellt, wie viele Proben beziiglich des 14-bp-Indel-Polymorphis-
mus homozygot fiir das Insertionsallel, homozygot fiir das Deletionsallel oder

heterozygot waren.



PG-Patientinnen Viiter Kinder Kontrollgruppe
n=18 (%) n=12 (%) n=7 (%) n=44 (%)
Del/Del |4 (22) 6 (50) 1(14) 13 (30)
Del/Ins |7 (39) 5(42) 5(72) 20 (45)
Ins/Ins |7 (39) 1(8) 1(14) 11 (25)
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Tabelle 8: Genotypfrequenzen des 14-bp-Indel-Polymorphismus in Exon 8 von HLA-G bei PG-
Patientinnen, Vitern, Kindern und Kontrollindividuen. Fiir das Deletionsallel homozygote Individuen
werden mit Del/Del, fiir das Insertionsalle] homozygote Individuen mit Ins/Ins und heterozygote
Individuen mit Del/Ins bezeichnet.

Die Frequenz der Individuen, die fiir das seltener vorkommende Insertionsallel
homozygot waren, betrug im Kollektiv der Pemphigoid-gestationis-Patientinnen 39%.
Im Kollektiv der Viter betrug die Frequenz 8%, im Kollektiv der Kinder 14% und im
Kontrollkollektiv 25%. In dem 739 Kontrollindividuen umfassenden Kollektiv, das von
Glas et al. (2007) untersucht wurde, betrug die Frequenz fiir Individuen, die beziiglich
des Insertionsallels homozygot waren 14%. Um zu iiberpriifen, ob ein erhohtes
Erkrankungsrisiko fiir Alleltrdger des Insertionsallels oder des Deletionsallels besteht,
wurde zusitzlich die Haufigkeit der beiden moglichen Phianotypen in den jeweiligen

Kollektiven ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 dargestellt.

PG-Patientinnen | Viiter Kinder Kontrollgruppe
n=18 (%) n=12 (%) |N=7 (%) |n=44 (%)
Deletionsphénotyp |[4+7=11 (61,1) 6+5=11 1+5=6 13+20=33 (75,0)
Del/Del + 91.7) (85,7)
Del/Ins
Insertionsphénotyp | 7+7=14 (77,8) 14+5=6 14+5=6 114+420=31 (70,5)
Ins/Ins + 5000  |®>D
Del/Ins

Tabelle 9: Phinotypfrequenzen des 14-bp-Indel-Polymorphismus in Exon 8 von HLA-G bei PG-
Patientinnen, Vitern, Kindern und Kontrollindividuen. Mit Deletionsphénotyp sind Alleltrager des
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Deletionsallels (Del/Del + Del/Ins), mit Insertionsphdnoypt Alleltriger des Insertionsallels (Ins/Ins +
Del/Ins) bezeichnet.

Um einen moglichen Einfluss des 14-bp-Indel-Polymorphismus auf die Erkrankungs-
wahrscheinlichkeit fiir Pemphigoid gestationis nachzuweisen, wurde ein statistischer
Vergleich der Allel-, Genotyp- und Phéanotypfrequenzen der verschiedenen Kollektive
vorgenommen. Dieser erfolgte mittels des Exakten Tests nach Fisher (Kapitel 4.3.1).
Nach der statistischen Auswertung ergaben sich fiir die Kollektive der Pemphigoid-
gestationis-Patientinnen (p= 0,33), der Viter (p=0,16) und der Kinder (p=1,00) keine
statistisch signifikanten Abweichungen der Allelverteilungen im Vergleich zum
Kontrollkollektiv. Auch ein Vergleich von Genotypfrequenzen (PG-Patientinnen: p=
0,36; Viter: p= 0,43; Kinder: p= 1,00) und Phianotypfrequenzen (PG-Patientinnen: p=
0,64; Viter: p= 0,42; Kinder: p= 1,00) mit dem Kontrollkollektiv zeigte keine statistisch
signifikante Assoziation zum Pemphigoid gestationis.

Es fiel allerdings eine relative Haufung des Insertionsallels im Kollektiv der
Pemphigoid-gestationis-Patientinnen auf. Dieses war mit einer Frequenz von 58%
einzig im Pemphigoid-gestationis-Kollektiv das hdufiger vorkommende Allel. Mogliche

Erklarungsansitze hierfiir werden in Kapitel 6 diskutiert.

5.2 Typisierung ausgewihlter Einzelnukleotidpolymorphismen im HLA-G-

Promotor

Einzelnukleotidpolymorphismen in der Promotorregion von HLA-G wurden erstmals
von Hviid et al. (1999) beschrieben. Ober et al. (2003) fanden in einer Population von
Hutteriten, einer christlichen Sekte europédischer Herkunft, 18 SNP in der betreffenden
Region. In einer Folgestudie an verschiedenen Populationen konnten Tan et al. (2005)
schlieBlich 27 SNP identifizieren, die zusammen 13 verschiedene Promotorhaplotypen
bilden. Fiir diese Arbeit wurden vier der bei Ober et al. (2003) beschriebenen SNP zur
Untersuchung ausgewdhlt. Gemein sind ihnen ihre Lage innerhalb oder in der Nihe
funktioneller Elemente, und/oder eine bereits bekannte klinische Assoziation.

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen dem Erkrankungsrisiko fiir Pemphigoid
gestationis und dem Vorkommen der ausgewihlten Einzelnukleotidpolymorphismen zu
untersuchen, wurden die DNA-Proben von Patientinnen, Vitern, Kindern und
Kontrollindividuen diesbeziiglich typisiert und die Ergebnisse statistisch ausgewertet.

Wenn in der SNP-Datenbank des National Center for Biotechnology Information
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(NCBI) Daten zu Allel- und Genotypfrequenzen der untersuchten Polymorphismen
erfasst waren, wurden diese z. T. ebenfalls tabellarisch dargestellt und in die Diskussion
der Ergebnisse miteinbezogen.

Untersucht wurden die SNP an den Positionen -1306 (rs1736936), -964 (rs1632947), -
762 (rs1632946) und -725 (rs1233334). Alle Primer und Restriktionsenzyme sowie die
genauen Reaktionsbedingungen fiir die PCR und die RFLP-Analysen sind in den
Kapiteln 4.2.3 und 4.2.4 angegeben. Die Abbildung 12 zeigt einen Ausschnitt aus der
Sequenz der 5’-flankierenden Region des HLA-G-Gens:

-1432 CACAAGAATG AGGTGGAGCC ACTGGAGTGT TTTAGGTGGA GAAATGACAC ACTCTGACTC
-1372 ATAGTAGCAG GACCACTATA GAGAGAACAC TCATGTAGCA GGTCATGGAA CAGTGCTAGA
-1312 GCCACAGTTC AGGAGTGAGA GGGTGGTGGG GATTAAGGGG AGAAGAGGGC CTGAGGGATG
-1252 AGAGGGACGG AGGGAAGGGG CTGGAGGAGC AGGAGGTGAG GAAAAGGAGC AGAGGAAAGA
-1192 ATTCCAAAGC AGCAGAACTC TTAGGTTTAA ACACATTGTT TTATAGATTT TAATACATCC
-1132 ATCTACAGAG CETCGCTGGG TGTTCTITTGC AGTTGGCCTT TAATATCTTA TGTGGGTCIG
-1072 CCTAGAAACT AATTGTTTTT TATGTTAATC AGGTTTAAAA AATACTAAGT A
-1012 AATATACACT CCACTCACAT GTGGATAC CA GGCAGTGCGT GAGCACTAGT
-952 GAGGGGCATT GTGACTGCAC TGAACACTTA CAACTGTGAG GTGAATAAAG TTTGTGCTGG
-892 CTCCTGGTTG CAACATATAG TAACATAGTG TGGTACTTTG TCTTGAGGAG ATGTCCTGGA
-832 CTCACACGGA AACTTAGGGC TACGGAATGA AGGTAAATTT AAAATAAAAC AAGCGGGAGT
-772 CACAGATACA CTGTCTGGG CT TAAGAGCTTT GTGAGTCCTG TTGTAAEZGCT
-712 TTTAGATGCA TTTATATACC AACAGGCCAA AGTCACATTT TTTACCGATT AGATTCCTGA
-652 TCATTCAGGG GTTACCAAGE TTATGCTACC CACTATAGTT AATAAACAAA AAGCAAACTG
-592 GTCTCTATTC TATCTCATGC ACTCAGGCAC AACTTTTCCA GATTTAAGGG GGAAAAAAAA
-532 CCCTGTCTTT ACACCTACAA TCCEAGGGCG AGCTCACTCT CTGGCAACAA GCTCCETGGG
-472 GTGATTTTTC TTCTAGAAGA GTACAGGAGE ACAGGCAAGG AGTGGGAGGC AGGGAGTCCA
-412 GTTCAGGGAC AGGGATTCCG GGATGAAAAG TGAAGGGAGA GGGECAGGGA CCTTGCCGAG
-352 GGTTTCTCCC TGGTTTCTCA GACAGCTCCT GGGCCAAGAC TCAGGGAGAC ACTGAGACAG
-292 AACGCTTGGC ACAAGAGTAG CGGGGTCAGG GCGAAGTCCC AGGGCCTCAA GCGTGGCTCT
-232 CAGGGTCTCA GGCCCCACAG GCGGTGTATG GETITGGGGAG GCCCCGCGTT GGGGATTCTC
-172 T T CCTAACCTGT GTCGGGTCCT TCTTCCTGGA TACTCACCGG GCGGCCCCAG
-112 TTCTCACTCC CATTAGGTGA CAGGTTTTTA GAGAAGCCAA TCAGCGTCGC CGCGGTECTG
=52 GTITCTAAAGT CCTCGCTCAC CCACCCGGAC TCATTCTCCC CAGACGCCAA GGATGGTGGT
9 CATGGCGCCC CGAACCCTCT TCCTGCTGCT CTCGGGGGCC CTGACCCTGA CCGAGACCTG
69 GGCGGGTGAG TGCGGGGTCA GGAGGGAAAC AGCCCCTGCG CGGAGGAGGG AGGGGCCEGC
129 CEGGCGGGGG CGCAGGAC[EC GGCAGCCGCG CCGGGAGGAG GGTCGGGCGG GTCTCAACCE
189 CTCCTCGCCC CCAGGCTCCC ACTCCATGAG GTATTTCAGC GCCGCCGTGT CCCGGCCCGG
249 CCGCGGGGAG CCCCGCTTCA TCGCCATGGG CTACGTGGAC GACACGCAGT TCGTGCGGTT
309 CGACAGCGAC TCGGCETGTC CGAGGATGGA GCCGCGGGCG CCGTGGGTGG AGCAGGAGGG
351 GCCEBGAGTAT TGGGAAGAGG AGACACGGAA CACCAAGGCC CA

Abbildung 12: Sequenz der 5’-flankierenden Region von HLA-G. Dargestellt ist die Sequenz eines ca. 1,8
kb groBen Abschnitts der 5’-flankierenden Region von HLA-G sowie Exon 1 und Intron 1. Gelb unterlegt
und fett gedruckt sind alle Einzelnukleotidpolymorphismen, die fiir diese Arbeit untersucht wurden. Griin
unterlegt sind alle anderen bekannten Einzelnukleotidpolymorphismen. Die Regulationselemente CRE
(violett), GAS (orange), ISRE (hellblau), Enhancer A (rot), CCAAT und TATA-Box (blau) sind
eingezeichnet. Grau unterlegt ist ein Progesteron-response-Element (PRE). Die Lage der funktionellen
Elemente wurde nach Gobin et al. (2002) und Yie et al. (2006b) eingezeichnet. Exon 1 ist fett gedruckt,
das Startcodon ATG ist zusitzlich unterstrichen. Die Positionen sind relativ zum Translationsstart (+1)
angegeben.

Die SNP an den Positionen -1306, -964, -762, -716, -689, -666, -633, -486, -201 und
+15 befinden sich nach den von Tan et al. (2005) erhobenen Daten in einem

vollstdndigen Kopplungsungleichgewicht (Tan et al. 2005). Fiir die im Rahmen dieser
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Arbeit untersuchten SNP-Positionen -1306, -964 und -762 wiren demnach nur die
Kombination G-G-C oder A-A-T vorrausgesagt. Das Kopplungsungleichgewicht der
untersuchten Positionen konnte weitgehend bestétigt werden. Ausnahmen konnten
lediglich im Kollektiv der Pemphigoid-gestationis-Patientinnen beobachtet werden. In
drei Fillen war in diesem Kollektiv das Kopplungsungleichgewicht an den untersuchten
Positionen aufgehoben (siehe Kap. 9.1). Ob es sich hierbei tatsdchlich um einen neuen
Promotorhaplotyp mit der Allelkombination G-A-T handelt, konnte im Rahmen dieser
Arbeit allerdings nicht durch weitergehende Untersuchung der betreffenden DNA-
Proben geklirt werden. Allerdings beschreiben Ober et al. (2003) einen Promotor-
haplotyp mit der Allelkombination A-A-C an den betreffenden Positionen, welcher
bislang nur in deren Hutteritenkollektiv auftrat. Widerspriichliche Daten beziiglich des
Kopplungsgleichgewichtes sind in der SNP-Datenbank des NCBI zu finden. Die
Allelverteilung ist dort fiir 92 Individuen des Centre d'Etude du Polymorphisme
Human(CEPH)-Kollektivs angegben. Wihrend die Allelverteilung fiir die SNP-
Positionen -1306 (G: 45%, A: 55%) und -964 (G: 49%, A: 51%) derjenigen des
Kontrollkollektivs sehr dhnlich ist, weicht die Allelfrequenz fiir die Position -762 (C:
23%, T: 77%) deutlich davon ab. Weitere Recherchen in der Hapmap-Datenbank
(http://www.hapmap.org/cgi-perl/gbrowse/hapmap_B36/ Stand: 26.12.2008) ergaben,
dass bislang noch keine weitere Testung beziiglich eines Kopplungsungleichgewichts
der betreffenden SNP vorgenommen wurde, so dass die Ergebnisse der Testung der

Kontrollgruppe als maB3geblich fiir die statistische Auswertung angenommen wurden.

5.2.1 Der Einzelnukleotidpolymorphismus -1306 (rs1736936)

Der Einzelnukleotidpolymorphismus -1306 A/G wurde erstmals von Hviid et al. (1999)
beschrieben. Er liegt innerhalb eines moglicherweise als Locus-Kontrollregion fiir HLA-
G fungierenden Bereiches, der sich zwischen 1,1 und 1,4 kb distal des Translationsstarts

erstreckt (Moreau et al. 1997).

-1432 CACAAGAATG AGGTGGAGCC ACTGGAGTGT TTTAGGTGGA GAAATGACAC ACTCTGACTC
-1372 ATAGTAGCAG GACCACTATA GAGAGAACAC TCATGTAGCA GGTCATGGAA CAGTGCTAGA
-1312 GCEACAGTTC AGGAGTGAGA GGGTGGTGGG GATTAAGGGG AGAAGAGGGC CTGAGGGATG
-1252 AGAGGGACGG AGGGAAGGGG CTGGAGGAGC AGGAGGTGAG GAAAAGGAGC AGAGGAAAGA
-1192 ATTCCAAAGC AGCAGAACTC TTAGGTTTAA ACACATTGTT TTATAGATTT TAATACATCC

Abbildung 13: Sequenzausschnitt der 5’-flankierenden Region von HLA-G. Der
Einzelnukleotidpolymorphismus A/G an Position -1306 relativ zum Transkriptionsstart ist gelb unterlegt.
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Griin unterlegt sind weitere Einzelnukleotidpolymorphismen. Das Regulationselement CRE ist violett
eingezeichnet. Die Bindungsstellen der Primer HLAG1306F2 und HLAG1306R sind jeweils
unterstrichen. Rosa unterlegt sind zwei Basen die von der Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym
Pst T abweichen.

Fiir den Nachweis des Polymorphismus -1306 A/G wurden zunéchst mittels PCR
Amplifikate von 137 bp Linge hergestellt. Durch Anderung zweier Nukleotide im 5°-
Primer wurde eine Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym Pst I eingefiigt (siehe
Kap.3.3.2). Die Pst I-Erkennungssequenz (5’ CTGCAIG) war im Falle des Vorliegens
des G-Allels vorhanden, im Falle des Vorliegens des A-Allels jedoch nicht. Im
anschlieend durchgefiihrten Restriktionsverdau mit Pst I entstanden bei Vorliegen des
G-Allels zwei Fragmente (109 bp + 28 bp), wihrend bei Vorliegen des A-Allels das 137
bp lange PCR-Produkt ungeschnitten blieb. Die Fragmente wurden schlieBlich
elektrophoretisch in einem 3%igen Agarosegel aufgetrennt und anhand des

Bandenmusters genotypisiert.

1kb+ NK'1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

200 bp
100 bp

GG AA AG

Abbildung 14: Typisierung des Einzelnukleotidpolymorphismus -1306. Die Abbildung zeigt 15 der
untersuchten DNA-Proben. Die DNA-Proben wurden mit dem Primerpaar HLAG1306F2 und
HLAG1306R amplifiziert, das Amplifikat anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Pst I verdaut und in
einem 3%igen Agarosegel aufgetrennt. Die obere Bande erscheint dabei schwiicher, da das A-Allel trotz
Optimierung der PCR-Bedingungen schwicher amplifiziert wird. Jeweils ein Amplifikat, welches
beziiglich des Polymorphismus homozygot fiir das A-Allel (AA, Nr. 8), homozygot fiir das G-Allel (GG,
Nr. 1) oder heterozygot (AG, Nr. 11) ist, wurde beispielhaft beschriftet. Die Groflen fiir zwei Banden des
Langenstandards 1 kb+ sind ebenfalls angegeben. NK bezeichnet die Negativkontrolle. Die DNA-Proben
stammen in aufsteigender Reihenfolge von den im Anhang tabellarisch aufgefiihrten Kontrollindividuen
1,3,4,7,8,9, 10, 13, 14, 15, 17, 20, 21, 23, 25.

In der SNP-Datenbank des NCBI sind fiir den Polymorphismus -1306 A/G Allel- und

Genotypfrequenzen angegeben, die an einem 92 Kaukasier umfassenden Kollektiv
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(CEPH) ermittelt wurden. Diese Daten sind neben den Ergebnissen der Typisierung der

untersuchten Kollektive ebenfalls in den folgenden Tabellen dargestellt.

PG-Patientinnen | Viter Kinder Kontrollgruppe | CEPH

n=18 (%) n=13 (%) |n=7 (%) |n=52 (%) n=92 (%)
-1306A | 17 (47) 9 (35) 6 (43) 59 (57) 101 (55)
-1306G | 19 (53) 17 (65) 8 (57) 45 (43) 83 (45)

Tabelle 10: Allelfrequenzen fiir den SNP -1306 A/G in der 5’-regulatorischen Region von HLA-G bei
PG-Patientinnen, Vitern, Kindern, Kontrollindividuen und dem CEPH-Kollektiv aus der SNP-Datenbank
des NCBI. Da jeweils zwei HLA-G-Allele exprimiert werden, sind die Fallzahlen verdoppelt.

Selteneres Allel in CEPH- und Kontrollkollektiv ist jeweils das G-Allel (45% bzw.
43%). Davon abweichend stellte das G-Allel in der Gruppe der PG-Patientinnen (53%),
der Viter (65%) und der Kinder (57%) das héaufigere Allel dar. Ein statistischer
Vergleich der untersuchten Kollektive mittels des Exakten Tests nach Fisher zeigte im
Kollektiv der Viter eine tendenziell hohere Allelfrequenz fiir das G-Allel (p= 0,05). In
den Kollektiven der PG-Patientinnen und Kinder waren keine statistisch signifikanten
Unterschiede beziiglich der Allelfrequenz im Vergleich zur Kontrollgruppe vorhanden
(PG-Patientinnen: p= 0,34; Kinder: p= 0,40). Obwohl die relative Haufung des -1306G-
Allels im Viterkollektiv auf die geringe Grofle des untersuchten Kollektivs
zuriickzufiihren sein konnte, bei der auch kleinere Unterschiede zu gro3eren
Schwankungen der Prozentanteile fithren konnen, wire auch eine mogliche Bedeutung
fiir die Auslosung eines Pemphigoid gestationis bei der Mutter zu erwigen. Eine
Untersuchung an einem groferen Kollektiv konnte dariiber Aufschluss geben. Die

Haufigkeiten der verschiedenen Genotypen werden in der Tabelle 11 dargestellt.
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PG-Patientinnen Viiter Kinder Kontrollgruppe

n=18 (%) n=13 (%) n=7 (%) n=52 (%)
1306AA |4 (22) 2 (15) 1(14) 17 (33)
1306AG |9 (50) 5@39) 4 (57) 25 (48)
1306GG |5 (28) 6 (46) 2(29) 10 (19)

Tabelle 11: Genotypfrequenzen fiir den SNP -1306 A/G in der 5’-regulatorischen Region von HLA-G bei
PG-Patientinnen, Vitern, Kindern und Kontrollindividuen.

Der Vergleich der Genotypfrequenzen mit dem Kontrollkollektiv ergab erneut einen
tendenziellen, wenn auch nicht statistisch signifikanten Unterschied zur Gruppe der
Viter. Als positiver Risikofaktor wurde der seltenere Fall homozygot GG angenommen.
Der p-Wert fiir den Exakten Test nach Fisher lag bei 0,07. Fiir die Kollektive der PG-
Patientinnen und der Kinder fand sich kein statistisch signifikanter Unterschied der
Genotypfrequenzen im Vergleich zum Kontrollkollektiv (PG-Patientinnen: p= 0,51;
Kinder p= 0,62). Auch ein Vergleich der Phinotypfrequenzen der verschiedenen
Kollektive mit dem Kontrollkollektiv zeigte keine statistisch signifikante Assoziation
zum Pemphigoid gestationis (PG-Patientinnen: p= 0,66; Viter: p= 0,30; Kinder: p=
0,75).

5.2.2 Der Einzelnukleotidpolymorphismus -964 (rs1632947)

Dieser SNP wurde ebenfalls von Hviid et al. (1999) erstmals beschrieben. Er riickte in
den Blickpunkt des Interesses, als in einer Studie ein Zusammenhang mit der
Erkrankungswahrscheinlichkeit fiir Asthma bronchiale hergestellt werden konnte

(Nicolae et al. 2005).

-1072 CCTAGAAACT AATTGTTTTT TATGTTAATC AGGTTTAAAA AATACTAAGT A
-1012 AATATACACT CCACTCACAT GTGGATACTT CA GGC GCGT GAGCACTAGT

-952 GAGGGGCATT GTGACTGCAC TGAACACTTA CAACTGTGAG GTGAATAAAG TTTGTGCTGG
-892 CTCCTGGTTG CAACATATAG TAACATAGTG TGGTACTTTG TCTTGAGGAG ATGTCCTGGA

Abbildung 15: Sequenzausschnitt der 5’-flankierenden Region von HLA-G. Der
Einzelnukleotidpolymorphismus A/G an Position -964 relativ zum Transkriptionsstart ist gelb unterlegt.
Das Regulationselement GAS ist orange eingezeichnet, das Regulationselement CRE violett. Die
Bindungsstellen der Primer HLAG964F2 und HLAG964R sind jeweils unterstrichen. Rosa unterlegt sind
zwei Basen, die von der Erkennungssequenz fiir das Restriktionsenzym Mlu I abweichen.
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Fiir den Nachweis des Polymorphismus an der Position -964 relativ zum Transkriptions-
start im HLA-G-Promotor wurden zunédchst mittels PCR Amplifikate von 142 bp Linge
hergestellt. Durch Anderung zweier Nukleotide im 5°-Primer wurde eine Erkennungs-
sequenz fiir das Restriktionsenzym Mlu 1 eingefiigt (siehe Kap.3.3.2). Die Mlu I-
Erkennungssequenz (5’ AICGCGT) war im Falle des Vorliegens des G-Allels
vorhanden, im Falle des Vorliegens des A-Allels jedoch nicht. Im anschlieend
durchgefiihrten Restriktionsverdau mit Mlu I entstanden bei Vorliegen des G-Allels
zwei Fragmente (111 bp + 31 bp), wihrend bei Vorliegen des A-Allels das 142 bp lange
PCR-Produkt nicht geschniten wurde. Die Fragmente wurden schlieBlich in einem
3%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und anhand des Bandenmusters

genotypisiert.

1kb+ NK 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

200 bp
100 bp

GG AA AG

Abbildung 16: Typisierung des Einzelnukleotidpolymorphismus -964. Die Abbildung zeigt 15 der
untersuchten DNA-Proben. Die DNA-Proben wurden mit dem Primerpaar HLAG964F2 und HLAG964R
amplifiziert, das Amplifikat anschliefend mit dem Restriktionsenzym Mlu I verdaut und in einem 3%igen
Agarosegel aufgetrennt. Jeweils ein Amplifikat, welches beziiglich des Polymorphismus homozygot fiir
das A-Allel (AA, Nr. 7), homozygot fiir das G-Allel (GG, Nr. 1) oder heterozygot (AG, Nr. 11) ist, wurde
beispielhaft beschriftet. Die Groflen fiir zwei Banden des Lingenstandards 1 kb+ sind ebenfalls
angegeben. NK bezeichnet die Negativkontrolle. Die DNA-Proben stammen in aufsteigender Reihenfolge
von den im Anhang tabellarisch aufgefiihrten Kontrollindividuen 1, 3, 4,7, 8,9, 10, 13, 14, 15, 17, 20,
21, 23, 25.

Die Ergebnisse der Typisierung sind in den folgenden Tabellen dargestellt:
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PG-Patientinnen | Viter Kinder Kontrollgruppe | CEPH

n=18 (%) n=13 (%) |n=7 (%) n=52 (%) n=92 (%)
-964A |20 (56) 9 (35) 6 (43) 59 (57) 94 (51)
-964G |16 (44) 17 (65) 8 (57) 45 (43) 90 (49)

Tabelle 12: Allelfrequenzen fiir den SNP -964 A/G in der 5’ -regulatorischen Region von HLA-G bei PG-
Patientinnen, Vitern, Kindern, Kontrollindividuen und dem CEPH-Kollektiv aus der SNP-Datenbank des
NCBI. Da jeweils zwei HLA-G-Allele exprimiert werden, sind die Fallzahlen verdoppelt.

PG-Patientinnen | Viiter Kinder Kontrollgruppe
N=18 (%) n=13 (%) |n=7 (%) n=52 (%)
-964AA |5 (28) 2 (15) 1(14) 17 (33)
-964AG |10 (55) 5(@39) 4 (57) 25 (48)
-964GG |3 (17) 6 (46) 2 (29) 10 (19)

Tabelle 13: Genotypfrequenzen fiir den SNP -964 A/G in der 5’-regulatorischen Region von HLA-G bei
PG-Patientinnen, Vitern, Kindern und Kontrollindividuen.

Das -964G-Allel stellt das seltenere Allel in CEPH- und Kontrollkollektiv (49% bzw.
43%) sowie bei den PG-Patientinnen (44%) dar. Im Kollektiv der Viter (65%) und der
Kinder (57%) war dagegen das A-Allel hdufiger vertreten. Ein statistischer Vergleich
der untersuchten Kollektive mittels des Exakten Tests nach Fisher zeigte im Kollektiv
der Partner wiederum eine tendenziell hohere Allelfrequenz fiir das G-Allel (p= 0,05)
und den Fall Genotyp GG (p= 0,07). In den Kollektiven der PG-Patientinnen und
Kinder konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede beziiglich der Allel- oder
Genotypfrequenzen im Vergleich mit der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Ein
Vergleich der Phianotypfrequenzen der verschiedenen Kollektive mit dem Kontroll-

kollektiv zeigte keine statistisch signifikante Assoziation zum Pemphigoid gestationis.

5.2.3 Der Einzelnukleotidpolymorphismus -762 (rs1632946)

Der Einzelnukleotidpolymorphismus —762 C/T wurde erstmals von Ober et al. (2003) in
der Hutteritenpopulation beschrieben. Wie in der Abbildung 17 verdeutlicht, liegt er in
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der Néhe der funktionellen Elemente cAMP-response element (CRE) und interferon-

specific regulatory element (ISRE) im HLA-G-Promotor.

-892 CTCCTGGTTG CAACATATAG TAACATAGTG TGGTACTTTG TCTTGAGGAG ATGTCCTGGA
-832 CTCACACGGA AACTTAGGGC TAIGGAATGA AGGTAAATTT AAAATAAAAC AAGCGGGAGT
-772 CACAGATACA CTGT@TGGGA AAGTGAAACT TAAGAGCTTT GTGAGTCCIG TTGTAAIGCT
-712 TTTAGATGCA TTTATATACC AACIGGCCAA AGTCACATTT TTTACCIATT AGATTCCTIGA
-652 TCATTCIGGG GTTACCAAGI TTATGCTACC CACTATAGTT AATAAACAAA AAGCAAACTG

Abbildung 17: Sequenzausschnitt der 5°-flankierenden Region von HLA-G. Der
Einzelnukleotidpolymorphismus C/T an Position -762 sowie der Einzelnukleotidpolymorphismus C/G/T
an Position -725 relativ zum Translationsstart sind gelb unterlegt. Griin unterlegt sind alle anderen
bekannten Einzelnukleotidpolymorphismen. Das Regulationselement CRE ist in violett eingezeichnet,
das Regulationselement ISRE hellblau. Die Bindungsstellen der Primer HLAG762F und HLAG762R sind
jeweils unterstrichen. Rosa unterlegt ist die Base, die von der Erkennungssequenz fiir das
Restriktionsenzym Dra III abweicht.

Fiir den Nachweis des Polymorphismus C/T an der Position -762 relativ zum
Transkriptionsstart wurden zunichst mittels PCR Amplifikate von 144 bp Linge
hergestellt. Durch Anderung eines Nukleotids im 3’-Primer konnte eine Erkennungs-
sequenz fiir das Restriktionsenzym Dra III eingefiigt werden (siehe Kap.3.3.2). Die Dra
III-Erkennungssequenz (5> CACNNNIGTG) war im Falle des Vorliegens des C-Allels
vorhanden, im Falle des Vorliegens des T-Allels jedoch nicht. Im anschliefend durch-
gefiihrten Restriktionsverdau mit Dra III entstanden bei Vorliegen des C-Allels zwei
Fragmente (111 bp + 33 bp), wihrend bei Vorliegen des T-Allels das 144 bp lange
PCR-Produkt ungeschnitten blieb. Die Fragmente wurden schlie3lich auf einem 3
J%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und anhand des Bandenmusters

genotypisiert.

1kb+1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516

200 bp
100 bp

CT TT CC

Abbildung 18: Typisierung des Einzelnukleotidpolymorphismus -762. Die Abbildung zeigt 16 der
untersuchten DNA-Proben. Die DNA-Proben wurden mit dem Primerpaar HLAG762F und HLAG762R
amplifiziert, das Amplifikat anschlieBend mit dem Restriktionsenzym Dra III verdaut und in einem
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3%igen Agarosegel aufgetrennt. Jeweils ein Amplifikat, welches beziiglich des Polymorphismus
homozygot fiir das C-Allel (CC, Nr. 11), homozygot fiir das T-Allel (TT, Nr. 4) oder heterozygot (CT,
Nr. 2) ist, wurde beispielhaft beschriftet. Die Groflen fiir zwei Banden des Langenstandards 1 kb+ sind
ebenfalls angegeben. Die DNA-Proben stammen in aufsteigender Reihenfolge von den im Anhang
tabellarisch aufgefiihrten Kontrollindividuen 74, 75, 77, 78, 80, 82, 90, 97, 103, 104, 105, 106, 114, 120,
125, 126.

PG-Patientinnen | Viter Kinder Kontrollgruppe | CEPH

n=17 (%) n=13 (%) |n=7 (%) |n=52 (%) n=92 (%)
-762T |19 (56) 9 (35) 6 (43) 59 (57) 142 (77)
-762C |15 (44) 17 (65) 8 (57) 45 (43) 42 (23)

Tabelle 14: Allelfrequenzen fiir den SNP -762 T/C in der 5’-regulatorischen Region von HLA-G bei PG-
Patientinnen, Vitern, Kindern, Kontrollindividuen und dem CEPH-Kollektiv aus der SNP-Datenbank des
NCBI. Da jeweils zwei HLA-G-Allele exprimiert werden, sind die Fallzahlen verdoppelt.

PG-Patientinnen | Viiter Kinder Kontrollgruppe
n=17 (%) n=13 (%) |n=7 (%) |n=52(%)
-762TT |5 (29) 2 (15) 1(14) 17 (33)
-762TC |9 (53) 5@39) 4 (57) 25 (48)
-762CC | 3 (18) 6 (46) 2(29) 10 (19)

Tabelle 15: Genotypfrequenzen fiir den SNP -762 T/C in der 5’-regulatorischen Region von HLA-G bei
PG-Patientinnen, Vitern, Kindern und Kontrollindividuen.

Beim Vergleich der verschiedenen Kollektive mit der Kontrollgruppe mittels des
Exakten Tests nach Fisher ergaben sich p-Werte kleiner 0,1 fiir die Fille ,,Vater besitzt
ein C-Allel* (p=0,05) und ,,Vater homozygot fiir das C-Allel* (p= 0,07). Beim
Vergleich der Kollektive der PG-Patientinnen und Kinder mit dem Kontrollkollektiv
zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied. Ein Vergleich der
Phinotypfrequenzen der verschiedenen Kollektive mit dem Kontrollkollektiv zeigte

ebenfalls keine statistisch signifikante Assoziation zum Pemphigoid gestationis.
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5.2.4 Der Einzelnukleotidpolymorphismus -725 (rs1233334)

Der triallelische SNP -725 C/G/T wurde ebenfalls von Ober et al. (2003) in der
Hutteritenpopulation beschrieben. Diese Arbeitsgruppe konnte auch nachweisen, dass
das -725G Allel ein CpG-Dinukleotid bildet und eine Methylierung des Cytosins an der
Position -726 zur Folge hat. Auch eine klinische Korrelation mit einer erhShten
Spontanabortrate in der Hutteritenpopulation, sofern beide Eltern das G-Allel besitzen,
konnte nachgewiesen werden. In einer Folgestudie konnten Ober et al. (2006)
schlieBlich zeigen, dass das Vorliegen des -725G Allels tatsdchlich einen Einfluss auf
die Expressionsstirke des HLA-G-Gens hat.

-832 CTCACACGGA AACTTAGGGC TABGGAATGA AGGTAAATTT AAAATAAAAC AAGCGGGAGT
-772 CACAGATACA CTGTCTGGGA . CT TAAGAGCTTT GTGAGECCTG TTGTAAEGCT

-712 TTTAGATGCA TTTATATACC AACAGGCCAA AGTCACATTT TTTACCGATT AGATTCCTGA
-652 TCATTCAGGG GTTACCAAGE TTATGCTACC CACTATAGTT AATAAACAAA AAGCAAACTG

Abbildung 19: Sequenzausschnitt der 5’-flankierenden Region von HLA-G. Der
Einzelnukleotidpolymorphismus C/T an Position -762 sowie der Einzelnukleotidpolymorphismus C/G/T
an Position -725 relativ zum Transkriptionsstart sind gelb unterlegt. Griin unterlegt sind alle anderen
bekannten Einzelnukleotidpolymorphismen. Das Regulationselement CRE ist violett eingezeichnet, das
Regulationselement ISRE hellblau. Die Bindungsstellen der Primer HLAG725F2 und HLAG725R sind
jeweils unterstrichen. Rosa unterlegt ist die Base, die von der Erkennungssequenz fiir das
Restriktionsenzym Stu I abweicht.

Fiir den Nachweis des C-Allels des triallelischen SNP -725 C/G/T im HLA-G-Promotor
wurde zunichst mittels PCR ein Amplifikat von 127 bp Lénge hergestellt. Durch
Anderung eines Nukleotids im 5’-Primer wurde eine Erkennungssequenz fiir das
Restriktionsenzym Stu I eingefiigt (siehe Kap.3.3.2). Diese Erkennungssequenz (5°
AGGICCT) war im Falle des Vorliegens des C-Allels vorhanden, im Falle des
Vorliegens des G oder T-Allels jedoch nicht. Im anschlieBend durchgefiihrten
Restriktionsverdau mit Stu I entstanden bei Vorliegen des C-Allels zwei Fragmente (93
bp + 34 bp), wihrend bei Vorliegen des G- oder T-Allels das 127 bp lange PCR-
Produkt nicht geschnitten wurde. Die Fragmente wurden schlielich in einem 3%igen
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und anhand des Bandenmusters genotypisiert.
AnschlieBend wurde zur Differenzierung zwischen dem T- und dem G-Allel ein

weiterer Restriktionsverdau mit HypCH4 1V durchgefiihrt.

-832 CTCACACGGA AACTTAGGGC TACGGAATGA AGGTAAATTT AAAATAAAAC AAGCGGGAGT
-772 CACAGATACA CTGTCTGGGA . CT TAAGAGCTTT GTGAGIECTG TTGTAALGCT
-712 TTTAGATGCA TTTATATACC AACAGGCCAA AGTCACATTT TTTACCGATT AGATTCCTGA
-652 TCATTCAGGG GTTACCAAGE TTATGCTACC CACTATAGTT AATAAACAAA AAGCAAACTG
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Abbildung 20: Sequenzausschnitt der 5’-flankierenden Region von HLA-G. Der
Einzelnukleotidpolymorphismus C/T an Position -762 sowie der Einzelnukleotidpolymorphismus C/G/T
an Position -725 relativ zum Transkriptionsstart sind gelb unterlegt. Griin unterlegt sind alle anderen
bekannten Einzelnukleotidpolymorphismen. Das Regulationselement CRE ist violett eingezeichnet, das
Regulationselement ISRE hellblau. Die Bindungsstellen der Primer HLAG725F3 und HLAG725R sind
jeweils unterstrichen. Rosa unterlegt ist die Base, die von der Erkennungssequenz fiir das
Restriktionsenzym HypCH4 IV abweicht.

Hierfiir wurde zunichst mittels PCR ein Amplifikat von 127 bp Linge hergestellt.
Durch Anderung eines Nukleotids im 5’-Primer wurde eine Erkennungssequenz fiir das
Restriktionsenzym HypCH4 IV eingefiigt (siehe Kap.3.3.2). Diese Erkennungssequenz
(5’ AICGT) war im Falle des Vorliegens des G-Allels vorhanden, im Falle des
Vorliegens des T- oder C-Allels jedoch nicht. Nach Restriktionsverdau mit HypCH4 IV
entstanden so bei Vorliegen des G-Allels zwei Fragmente (93 bp + 34 bp), bei
Vorliegen des T- oder C-Allels wurde das 127 bp lange PCR-Produkt nicht geschnitten.
Die Fragmente wurden schlieBlich in einem 3%igen Agarosegel elektrophoretisch

aufgetrennt und anhand des Bandenmusters genotypisiert.
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Abbildung 21: Typisierung des Einzelnukleotidpolymorphismus -725 C/G/T. Die Abbildung zeigt 18 der
untersuchten DNA-Proben. Die DNA-Proben wurden jeweils mit dem Primerpaar HLAG725F2 und
HLAG725R (oberer Abschnitt) bzw. mit dem Primerpaar HLAG725F3 und HLAG725R (unterer
Abschnitt) amplifiziert, anschlieBend mit den Restriktionsenzymen Stu I (oberer Abschnitt) bzw.
HypCHA4 IV (unterer Abschnitt) verdaut und in einem 3%igen Agarosegel aufgetrennt. Vier Amplifikate,
welche beziiglich des Polymorphismus homozygot fiir das C-Allel (CC, Nr. 14), homozygot fiir das G-
Allel (GG, Nr. 7) oder heterozygot (CG, Nr. 11 bzw. GT, Nr. 3) sind, wurden beispielhaft beschriftet. Die
GroBen fiir zwei Banden des Langenstandards 1 kb+ sind ebenfalls angegeben. Die DNA-Proben
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stammen in aufsteigender Reihenfolge von den im Anhang tabellarisch aufgefiihrten Kontrollindividuen
1-18. Die Individuen Nr. 2 und Nr. 6 wurden aufgrund ihres ménnlichen Geschlechts nachtriiglich aus der
Kontrollgruppe ausgeschlossen und wurden in der statistischen Auswertung nicht beriicksichtigt.

In den folgenden Tabellen sind die Allel- und Genotypfrequenzen der fiir diese Arbeit
untersuchten Kollektive dargestellt. Da im CEPH-Kollektiv aus der SNP-Datenbank des
NCBI nicht zwischen dem -725G- und dem -725T-Allel unterschieden wird, sind statt

dessen die Allelfrequenzen eines 47 Individuen umfassenden Kollektivs kaukasischer

Herkunft aus Tan et al. (2005) dargestellt.

PG-Patientinnen | Viter Kinder Kontrollgruppe | Tan et al.

n=18 (%) n=13 (%) |n=7 (%) |n=51 (%) n=47 (%)
-725C |30 (83) 22 (85) 11 (79) 93 91) 81 (86)
-725G |4 (11) 4 (15) 2 (14) 8 (8) 11 (12)
-752T |2 (6) 0 1(7) 1(1) 2(2)

Tabelle 16: Allelfrequenzen fiir den SNP -725 C/G/T in der 5’ -regulatorischen Region von HLA-G bei
PG-Patientinnen, Vitern, Kindern, Kontrollindividuen und einem Kollektiv kaukasischer Herkunft aus

Tan et al. (2005). Da jeweils zwei HLA-G-Allele exprimiert werden, sind die Fallzahlen verdoppelt.

PG-Patientinnen | Viter Kinder Kontrollgruppe
n=18 (%) n=13 (%) |n=7 (%) |n=51 (%)

-725CC |13 (72) 9 (69) 4 (57) 44 (86)

-752CG |2 (11) 4 (31) 2(29) 5(10)

-725CT |2 (11) 0 1(14) 0

- 1 (6) 0 0 1(2)

725GG

-752GT |0 0 0 1(2)

-725TT |0 0 0 0
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Tabelle 17: Genotypfrequenzen fiir den SNP -725 C/G/T in der 5’-regulatorischen Region von HLA-G bei
PG-Patientinnen, Vitern, Kindern und Kontrollindividuen.

Das hiufigste Allel stellt das C-Allel mit Frequenzen zwischen 79 und 91% in den
untersuchten Kollektiven dar. Nur selten findet sich dagegen das T-Allel, dessen
Frequenz lag in den untersuchten Kollektiven zwischen 0 und 6%. Als positiver
Risikofaktor fiir den statistischen Vergleich der Kollektive von PG-Patientinnen, Vitern
und Kindern mit dem Kontrollkollektiv wurde das seltenere T-Allel sowie, aufgrund der
von Ober et al. (2003) beschriebenen Assoziation mit habituellen Aborten, das G-Allel
angenommen. Beziiglich der Allelfrequenzen ergaben sich unter Verwendung des
Exakten Tests nach Fisher keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den
getesteten Kollektiven (angenommener Risikofaktor T: PG-Patientinnen p= 0,17, Viter
p= 1,00, Kinder p= 0,23; angenommener Risikofaktor G: PG-Patientinnen p= 0,51,
Viter p= 0,26, Kinder p= 0,35).

Die Testung der Genotypfrequenzen blieb wegen der Seltenheit der Genotypen CT, GG,
GT und TT auf die Fille CG versus nicht-CG und nicht-CC versus CC beschrinkt. Bei
der Testung mittels des Exakten Tests nach Fisher fielen beim Vergleich der Kollektive
der Viter (angenommener Risikofaktor CG: Viter p= 0,07) und der Kinder
(angenommener Risikofaktor nicht-CC: Kinder p= 0,09) p-Werte kleiner 0,1 auf. Dies
konnte als Hinweis fiir eine Rolle véterlicher und kindlicher Genotypkonstellationen fiir
die Auslosung eines Pemphigoid gestationis bei der Mutter gewertet werden. Weitere

Untersuchungen an einem gréeren Kollektiv konnten hier Aufschluss geben.

5.3 Familienstammbiume

Im Rahmen dieser Arbeit wurden, sofern DNA-Proben verfiigbar waren, auch Partner
und Kinder der Pemphigoid-gestationis-Patientinnen hinsichtlich der relevanten
Polymorphismen typisiert. Es lag daher nahe, die genetische Konstellation innerhalb der
Familien als Stammbaumdiagramm darzustellen um eventuelle Gemeinsamkeiten und
Unterschiede zu verdeutlichen, die im Rahmen der statistischen Auswertung nicht
erfasst wurden. Sofern Daten zur Typisierung beziiglich der klassischen HLA-Gene zur
Verfiigung standen, wurden diese ebenfalls in das Stammbaumdiagramm

aufgenommen.
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Es konnten insgesamt vier Familienstammb&ume erstellt werden:

Familie 13
O

| [n] AlG A A | |
7 AlG ALA A 11,25
B 8 pll ¥ T|T B 18322
DR 3,52 clc clc DR 214

| (0] A G Al A | |

A 2N Al G Al A
B 822 T|C T T
DR 314 o e c|c

Abbildung 22: Dargestellt sind Mutter, Vater und zwei Sohne der Familie 13. Beide Schwangerschaften
16sten PG aus (gekennzeichnet durch Schwarzfirbung des jeweiligen Symbols). Die Ergebnisse der
Typisierung hinsichtlich des 14-bp-Indel-Polymorphismus sind mit I (Insertion) und D (Deletion)
angegeben. Die Ergebnisse der Typisierung der Promotorpolymorphismen sind unterhalb des
Personensymbols jeweils in der Reihenfolge -1306, -964, -762, -725 tabellarisch aufgefiihrt. Ergebnisse
der Typisierung beziiglich der klassischen HLA-Gene sind neben den Personensymbolen aufgefiihrt (A=
HLA-A, B= HLA-B, DR= HLA-DR).

Familie 17
O
R alo|ll|D

A 28,32 AG AlG A 1.3
B 838 TG TG B 3551
DR 13 clc o DR wit

NERIERE
A 332 G| G
B 38,51 clc
DR 111 c| G

Abbildung 23: Dargestellt sind Mutter, Vater und Sohn der Familiel7. Die Schwangerschaft war durch
PG verkompliziert. Die Ergebnisse der Typisierung hinsichtlich des 14-bp-Indel-Polymorphismus sind
mit I (Insertion) und D (Deletion) angegeben. Die Ergebnisse der Typisierung der
Promotorpolymorphismen sind unterhalb des Personensymbols jeweils in der Reihenfolge -1306, -964, -
762, -725 tabellarisch aufgefiihrt. Ergebnisse der Typisierung beziiglich der klassischen HLA-Gene sind
neben den Personensymbolen aufgefiihrt (A= HLA-A, B= HLA-B, DR= HLA-DR).
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Familie 11

O

BRI sle|lD|D
N e AlG G| G Az 2
B &1 T | G |=C B 744
DR 34 C|T [N - DR 27
[ ]o]lele]|[i [o][a]e ale|[1 o

G| G alG alG

clc T|c T|cC

o3[ & & 031 [l

Abbildung 24: Dargestellt sind Mutter, Vater und drei Kinder der Familie 11. Alle drei
Schwangerschaften 16sten PG bei der Mutter aus. Die Ergebnisse der Typisierung hinsichtlich des 14-bp-
Indel-Polymorphismus sind mit I (Insertion) und D (Deletion) angegeben. Die Ergebnisse der
Typisierung der Promotorpolymorphismen sind unterhalb des Personensymbols jeweils in der
Reihenfolge -1306, -964, -762, -725 tabellarisch aufgefiihrt. Ergebnisse der Typisierung beziiglich der
klassischen HLA-Gene sind neben den Personensymbolen aufgefiihrt (A= HLA-A, B= HLA-B, DR=
HLA-DR).

Familie 4

OT11

(I AA GlG(|D|D
A1 ALA G| G A3
B 18 T|T c|C B 7335
DR 413 cjl|cC cC|G DR 232
O m O'® = 00
I |DI[A[G]||I |[D||A|G AG 1| D
A11,3 AlG AlG Al G
B 1835 T(C TG T|C
DR 34 Cl|C ClG ClG
A 113
B 187
DR 4,2

Abbildung 25: Dargestellt sind Mutter, Vater und drei Kinder der Familie 4. Nur die zweite
Schwangerschaft war durch PG verkompliziert (gekennzeichnet durch Schwarzfarbung des jeweiligen
Symbols). Die Ergebnisse der Typisierung hinsichtlich des 14-bp-Indel-Polymorphismus sind mit I
(Insertion) und D (Deletion) angegeben. Die Ergebnisse der Typisierung der Promotorpolymorphismen
sind unterhalb des Personensymbols jeweils in der Reihenfolge -1306, -964, -762, -725 tabellarisch
aufgefiihrt. Ergebnisse der Typisierung beziiglich der klassischen HLA-Gene sind neben bzw. unter den
Personensymbolen aufgefiihrt (A= HLA-A, B= HLA-B, DR= HLA-DR).
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Die bekannte Assoziation der HLA-Allele HLA-DR3 und HLA-DR4 sowie ihrer
Kombination HLA-DR3/4 bei Pemphigoid-gestationis-Patientinnen zeigt sich an allen
vier Stammb&dumen. Bei den Vitern konnte in drei Fillen die bekannte Assoziation mit
HLA-DR?2 beobachtet werden (sieche Abbildungen 22, 24 und 25).

Eine augenscheinliche Ubereinstimmung beziiglich des 14-bp-Indel-Polymorphismus
oder der untersuchten Promotorpolymorphismen bei den Pemphigoid-gestationis-
Patientinnen, den Vitern oder Kindern ist nicht festzustellen. Eine Diskussion der
genetischen Konstellationen der vier hier dargestellten Familienstammbéume erfolgt in

Kapitel 6.
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6. Diskussion

Der 14-bp-Indel-Polymorphismus scheint spezifisch fiir den Menschen zu sein (Castro
et al. 2000). Untersuchungen an Primaten zeigten durchwegs ein Vorhandensein der 14-
bp-Insertion im HLA-G-Gen, weshalb diese Allelvariante auch als evolutionér dlter
angesehen wird. Dennoch stellt das Insertionsallel in verschiedenen ethnischen Gruppen
das seltenere Allel dar (NCBI 2008). Deshalb wird angenommen, dass die Deletions-
variante funktionelle Konsequenzen haben konnte, die zur Selektion dieses Allels
gefiihrt haben. So konnte gezeigt werden, dass sowohl die mRNA-Menge, als auch die
HLA-G Expression auf Trophoblastzellen bei der Deletionsvariante hoher sind (Hiby et
al. 1999, Hviid et al. 2003). Dariiber hinaus konnten einige schwangerschaftsassoziierte
Krankheitsbilder mit dem 14-bp-Indel-Polymorphismus in Zusammenhang gebracht
werden. In einer ddnischen Studie hatten Frauen, die homozygot fiir das Insertionsallel
waren, ein signifikant erhohtes Risiko fiir habituelle Aborte (Hviid et al. 2002). In
Plazenten betroffener Frauen wurde auch eine geringere HLA-G Expression beobachtet
(Emmer et al. 2002). Dies konnte durch die geringere HLA-G-mRNA-Menge in
Trophoblasten bei Trigern des Insertionsallels erkliart werden. AuBlerdem gelang in zwei
unabhiingigen Studien bei homozygoten Tridgern der Insertionsvariante kein Nachweis
von 16slichem HLA-G1 (sHLA-G1 oder HLA-G5) im Blut (Hviid et al. 2004a, Rizzo et
al. 2005). Gelang im Zelliiberstand von Praimplantationsembryonen fiir In-vitro-
Fertilisationen kein Nachweis von sHLA-G, so war dies mit einer signifikant
reduzierten Implantationsrate korreliert (Pfeiffer et al. 2000, Yie et al. 2005). Unter
Umstinden konnte eine verminderte Implantationsrate von Embryonen, die homozygot
fiir das Insertionsallel sind, so zur Selektion der Deletionsvariante beim Menschen
gefiihrt haben.

Eine weitere pathologisch relevante schwangerschaftsassoziierte Erkrankung, die
Praeklampsie, konnte ebenfalls eine Assoziation mit dem 14-bp-Indel-Polymorphismus
aufweisen. Ahnlich wie beim Pemphigoid gestationis ist die Atiologie der Prieklampsie
unklar. Es wird eine multifaktorielle Genese mit Beteiligung miitterlicher und fetaler
Faktoren ebenso wie eine immunologische Genese angenommen. Es konnte mehrfach
nachgewiesen werden, dass das Risiko fiir erstgebidrende Miitter an Priaeklampsie zu
erkranken, signifikant erhoht ist, wenn der Fetus homozygot fiir die 14-bp-Insertion ist

(O’Brien et al. 2001, Hylenius et al. 2004). Ein Erkldarungsansatz hierfiir konnte eine
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verringerte HLA-G-mRNA-Menge und HLA-G Expression in der Plazenta bei diesem
fetalen Genotyp sein. Yie et al. (2008) konnten zuletzt ein erhohtes Prieklampsierisiko
bei verminderter plazentarer HLA-G Expression nachweisen. Interessanterweise konnte
auch das Krankheitsbild des Pemphigus vulgaris mit dem 14-bp-Indel-Polymorphismus
in Zusammenhang gebracht werden. Dieser zéhlt, ebenso wie das Pemphigoid
gestationis, zu den blasenbildenden Autoimmunerkrankungen der Haut. Als Auto-
antigen fungiert beim Pemphigus vulgaris Desmoglein, ein desmosomales Adhdsions-
molekiil der Keratinozyten. In einer Studie mit 30 jiidischen Pemphigus-vulgaris-
Patienten und 30 Kontrollindividuen, die nach Gesichtspunkten der Ubereinstimmung
beziiglich der klassischen HLA-Loci ausgewihlt wurden, konnte eine statistisch
signifikante Haufung des Deletionsallels bei den Pemphigus-vulgaris-Patienten
nachgewiesen werden (Gazit et al. 2004). Zusétzlich war bei den Pemphigus-vulgaris-
Patienten als auch bei den Kontrollindividuen das Insertionsallel, anders als in der
Literatur beschrieben, das hiufigere Allel. Die Frequenz des Insertionsallels betrug bei
den Patienten 0,57 und bei den Kontrollindividuen 0,82. Die Pemphigus-vulgaris-
Patienten und die analog ausgewéhlten Kontrollindividuen waren in dieser Studie
mehrheitlich HLA-A26 positiv. Dieses Allel ist ein bekannter Risikofaktor fiir den
Pemphigus vulgaris bei jiidischen Patienten (Mobini et al. 1997). Dennoch besteht laut
der Autoren kein Kopplungsungleichgewicht zwischen HLA-A und HLA-G, das die
Héaufung von HLA-G-Allelen, die die 14-bp-Insertion tragen, erkldren konnte. Aufgrund
der Beteiligung von HLA-G bei zahlreichen Immunprozessen wie etwa der Antigen-
prasentation und der Interaktion mit Zellen des Immunsystems halten die Autoren auch
eine Rolle von HLA-G bei der Entstehung von Antikorpern gegen Desmoglein fiir
moglich. Insbesondere die Hinweise auf einen Einfluss des 14-bp-Indel-Polymorphis-
mus auf die Menge der HLA-G Expression sollen diese Hypothese stiitzen. Dariiber
hinaus konnte auch fiir eine weitere Autoimmunerkrankung, den systemischen Lupus
erythematodes, kiirzlich in einem italienischen Kollektiv fiir Triger des Insertionsallels
und des Genotyps homozygot fiir die Insertion ein signifikant hoheres Erkrankungs-
risiko nachgewiesen werden (Rizzo et al. 2008).

Betrachtet man die Hiufigkeitsverteilung von Insertions- und Deletionsallel bei den
Pemphigoid-gestationis-Patientinnen der vorliegenden Arbeit, so konnte kein statistisch
signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe gefunden werden. Dennoch fillt auf, dass
das Insertionsallel auch in dieser Gruppe mit 58% das héaufigere Allel ist, wihrend es in

den in der Literatur erwédhnten unselektierten Kollektiven durchwegs als selteneres Allel
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vorkommt. Fiir die vorliegende Studie wurde das Kontrollkollektiv allerdings nicht, wie
in der Studie mit den Pemphigus-vulgaris-Patienten von Gazit et al. (2004), aufgrund
einer Ubereinstimmung von HLA-Loci, sondern rein zufillig ausgew:hlt. Es
verwundert also nicht, dass hier das Insertionsallel mit 48% als selteneres Allel
vorkommt. Obwohl das hiufigere Vorkommen des Insertionsallels bei den Pemphigoid-
gestationis-Patientinnen keine statistische Signifikanz aufweist, ist es dennoch auffillig.
Insbesondere da in der Studie zum verwandten Krankheitsbild des Pemphigus vulgaris
ebenfalls eine Hiufung zu beobachten ist, wire eine Untersuchung der Allelverteilung
des 14-bp-Indel-Polymorphismus in einem groBBeren Kollektiv im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe, die beziiglich der Verteilung der klassischen HLA-Antigene mit der
Patientengruppe iibereinstimmt, aufschlussreich.

Eine mogliche Erkldrung fiir die unerwartete Hiufung des Insertionsallels im Kollektiv
der Pemphigoid-gestationis-Patientinnen (und im von Rizzo et al. (2008) untersuchten
Lupus-erythematodes-Kollektiv) ist ein starkes Kopplungsungleichgewicht zwischen
HLA-DR3 und dem fiir die Insertionsvariante kodierenden HLA-G-Allel*010102. Es ist
auch bekannt, dass das Pemphigoid gestationis, ebenso wie die Autoimmunerkrank-
ungen Dermatitis herpetiformis, Morbus Basedow, Typ-I-Diabetes, Myasthenia gravis
und systemischer Lupus erythematodes, mit HLA-DR3 assoziiert ist (Shornick et al.
1981, Tiwari und Terasaki 1985). Die Héaufigkeit von HLA-DR3 bei Pemphigoid-
gestationis-Patientinnen wird mit 60-80% angegeben (Shornick et al. 1981). Aus dem
Patientinnenkollektiv, das im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde, waren zehn
Patientinnen beziiglich HLA-DR3 typisiert worden. Davon waren in Ubereinstimmung
mit den aus der Literatur bekannten Allelfrequenzen sechs Patientinnen Tragerinnen des
HLA-DR3 Allels (60%) und fiinf Patientinnen (83%) zugleich Tréigerinnen des HLA-G-
Insertionsallels. Hviid et al. (2005) beschrieben eine Assoziation des Haplotypen HLA-
DRBI*03.DQAI1*05.DQBI1*02.G*010102 mit habituellen Aborten. Da HLA-DR3 als
MHC-Klasse-II-Protein vorwiegend auf antigenprisentierenden Zellen des Immun-
systems exprimiert wird, HLA-G dagegen vorwiegend auf Zellen des extravillosen
Trophoblasten an der fetomaternalen Grenzzone, postulieren die Autoren eine
wichtigere Rolle von HLA-G fiir die Auslosung habitueller Aborte. Auf die schwanger-
schaftsinduzierte Autoimmunerkrankung Pemphigoid gestationis iibertragen, konnte die
relative Haufung des 14-bp-Insertionsalles im untersuchten Patientinnenkollektiv als
pathogenetischer Faktor vermutet werden und die bekannte Assoziation mit HLA-DR3

auf das starke genetische Kopplungsungleichgewicht mit HLA-G*010102 zuriick zu
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fithren sein. Allerdings ist die Hiufung des 14-bp-Insertionsallels im untersuchten
kleinen Kollektiv im statistischen Vergleich mit dem Kontrollkollektiv nicht signifikant.
Zudem war es nicht moglich, im Rahmen dieser Arbeit eine komplette HLA-
Typisierung der Patientinnen vorzunehmen. Diese wird derzeit durchgefiihrt (Eckart
und Messer, personliche Mitteilung). Da es aber in jiingster Zeit vermehrte Hinweise fiir
die Beteiligung von HLA-G an der Pathogenese verschiedener Autoimmunerkrankung-
en gibt, ist eine pathogenetische Bedeutung des 14-bp-Indel-Polymorphismus auch fiir
das Pemphigoid gestationis, wie sie bereits fiir die Krankheitsbilder Pemphigus
vulgaris, systemischer Lupus erythematodes, habituelle Aborte, Prieklampsie und die

Implantationsrate nach In-vitro-Fertilisation postuliert wird, nicht auszuschlie3en.

Wihrend der Polymorphismus im HLA-G-Gen im Vergleich zu den klassischen HLA-
Klasse-I-Genen duBlerst beschrinkt ist, féllt in der Promotorregion von HLA-G eine
grof3e Zahl an Einzelnukleotidpolymorphismen auf. Diese liegen zum Teil innerhalb
oder in der Nihe von regulatorisch relevanten DNA-Sequenzen (Bindungsmotiven)
(Ober et al. 2003, Tan et al. 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurden deshalb vier gut
untersuchte SNP aus der Promotorregion ausgewdhlt, um eine mogliche Bedeutung
dieser Polymorphismen fiir die Erkrankungswahrscheinlichkeit am Pemphigoid
gestationis zu analysieren. Dabei stellte sich heraus, dass drei der Polymorphismen
(-1306, -964, -762) in einem Kopplungsungleichgewicht stehen, so dass der statistische
Vergleich der Genotypfrequenzen und der Frequenzen der aus diesen drei SNP
zusammengesetzten Haplotypen zwischen den Pemphigoid-gestationis-Patientinnen und
ihren Angehorigen und denjenigen des Kontrollkollektivs fiir diese drei SNP nahezu
identische p-Werte ergab (Ober et al. 2003, Tan et al. 2005). Beim Vergleich der
Haplotyp- und Genotypfrequenzen von Patientinnen- und Kontrollkollektiv konnten
keine statistisch signifikanten Abweichungen der Allel- und Genfrequenzen ermittelt

werden (Haplotypverteilung: p= 0,34, Genotypverteilung: p=0,51).

Fiir den Einzelnukleotidpolymorphismus in der Position -725 konnte ebenfalls kein
statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich von Patientinnen- und Kontroll-
kollektiv gefunden werden (Haplotyp: p= 0,17, Genotyp: p= 0,28).

Der triallelische SNP -725C/G/T war zuvor mit einer hoheren Spontanabortrate in einer
Hutteritenpopulation in Verbindung gebracht worden, wenn beide Eltern Triger des G-

Allels waren (Ober et al. 2003). Im Rahmen dieser Doktorarbeit konnten zwolf Paare



68

beziiglich des SNP an Position -725 typisiert werden. In nur einem Fall waren beide
Eltern Trager des G-Allels an der betreffenden Position (beide besalen den Genotyp
CQG). Interessanterweise waren gerade die Schwangerschaften dieser Patientin neben

dem Pemphigoid gestationis durch Prieklampsie und einen Spontanabort kompliziert.

Beim Vergleich der Haplotyp- und Genotypfrequenzen von Partnern und Kindern der
Pemphigoid-gestationis-Patientinnen mit dem Kontrollkollektiv fielen zum Teil
grenzwertig signifikante p-Werte auf. Im Folgenden wird daher eine mogliche Rolle der
untersuchten Promotorpolymorphismen im HLA-G-Gen der Viter als pathogenetischer
Faktor fiir die Auslosung des Pemphigoid gestationis bei der Mutter diskutiert. Konkret
ergaben sich fiir den Fall Vater besitzt den selteneren Haplotyp G-G-C (p= 0,05) oder
den Genotyp GG-GG-CC (p= 0,07) beziiglich der Positionen -1306/-964/-762 sowie fiir
den Fall Vater besitzt den Genotyp -725CG (p= 0,07) und Kind besitzt den Genotyp -
725 nicht-CC (p= 0,09) auffillige p-Werte. Da fiir die Berechnungen der p-Werte der
Exakte Test nach Fisher angewendet wurde, ist auch bei den kleinen Fallzahlen von
einem grenzwertig signifikanten Ergebnis auszugehen. Dennoch kann eine zufillige
Signifikanz im Sinne des Problems multipler Testungen beim mehrfachen Testen in
kleinen Populationen nicht ausgeschlossen werden. Daher ist zukiinftig eine
Uberpriifung der Ergebnisse an einem groferen Kollektiv sehr erstrebenswert, um eine

verldsslichere Aussage treffen zu konnen.

Die fetalen Trophoblastzellen exprimieren wéhrend der Schwangerschaft kodominant
jeweils das miitterliche und das viterliche HLA-G-Allel (Hviid et al. 1998). Zugleich
kommt es an der fetomaternalen Grenzzone zum engen Kontakt zwischen dem
genetisch semiallogenen Trophoblastgewebe des Embryos und immunkompetenten
miitterlichen Zellen (siehe Kap.1.3.5). Zudem ist bekannt, dass der HLA-Klasse-II-
Genotyp des Vaters auf das Erkrankungsrisiko der Mutter Einfluss nimmt. Ist dieser
positiv fiir HLA-DR?2, so ist das Risiko fiir die Mutter am Pemphigoid gestationis zu
erkranken signifikant erhoht (Shornick et al. 1983a). Fiir die schwangerschaftsinduzierte
Autoimmunerkrankung Pemphigoid gestationis wird daher schon seit lingerem die
Hypothese einer moglichen Histoinkompatibilitéit von viterlichen/fetalen und
miitterlichen HLA-G-Antigenen als pathogenetischer Faktor diskutiert (Holmes et al.
1983, Messer et al. 1993, Jenkins et al. 1999). Grossere Studien, in denen von

Pemphigoid gestationis betroffene Paare mit Kontrollpaaren hinsichtlich der HLA-G-
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Antigenkompatibilitit verglichen werden, wie sie etwa von Hviid et al. (2002) fiir von
habituellen Aborten betroffene Paare durchgefiihrt wurden, fehlen bisher. Von
besonderem Interesse sind daher die sogenannten ,,skip pregnancies* (siehe Kap.1.1.2).
Durch den Vergleich der genetischen Konstellationen innerhalb der betroffenen
Familien ist eine Uberpriifung der Hypothese der Histoinkompatibilitiit beziiglich
bestimmter HLA-Antigene dennoch moglich. Holmes et al. (1983) vermuteten das
Auftreten einer ,,skip pregnancy* fiir den Fall, dass Mutter und Fetus gleiche Genotypen
beziiglich des HLA-DR Locus besitzen. Jenkins et al. (1999) konnten eine derartige
Konstellation, bei Mutter und Kind die den HLA-Typ DR3/4 besallen, tatsdchlich
nachweisen. Allerdings beschrieben sie auch den Fall einer Mutter mit HLA-Genotyp
DR7/11 und zwei genetisch beziiglich des HLA-DR Locus verschiedenen Kindern, die
in einer ersten Schwangerschaft (Kind: HLA-DR2/7) an Pemphigoid gestationis er-
krankte, in der darauf folgenden Schwangerschaft (Kind: HLA-DR2/11) aber rezidivfrei
im Sinne einer ,,skip pregnancy* blieb. Die Frage nach dem Pathomechanismus, durch
welchen die viterliche Expression bestimmter HLA-DR-Allele auf das Erkrankungs-
risiko der Frau Einfluss nimmt, bleibt also nach wie vor ungeklart, zumal eine
Expression von HLA-DR und anderen HLA-Klasse-1I-Antigenen auf Trophoblasten
nicht nachgewiesen werden konnte (Hutter et al. 1996, Hviid 2006). Allerdings fanden
Borthwick et al. (1988) bei der immunhistochemischen Untersuchung von sieben
Pemphigoid-gestationis-Plazenten eine aberrante Expression von MHC-II-Molekiilen in
Zellen des mesenchymalen Zottenstromas. Diese fetalen Zellen stehen normalerweise
nicht in direktem Kontakt mit miitterlichen Zellen, von denen sie durch die Tropho-
blastzellen getrennt sind. Borthwick et al. (1988) postulierten, dass es im Falle eines
Kontaktes von Zellen des miitterlichen Immunsystems mit fetalen Antigenen, welche
durch MHC-Klasse-II-Molekiile auf plazentaren Stromazellen priasentiert werden, zur
Auslosung einer Autoimmunreaktion kommen konnte. Eine Uberpriifung der von
Borthwick et al. (1988) erzielten Ergebnisse mit neueren molekularbiologischen
Methoden wire im Hinblick auf die Klarung der Beteiligung viéterlicher MHC-Klasse-
II-Molekiilen an der Pathogenese des Pemphigoid gestationis daher unbedingt von

Interesse.

Die mogliche funktionelle Rolle von Polymorphismen im HLA-G-Gen und im HLA-G-
Promotor fiir die Entstehung der assoziierten Krankheitsbilder ist wohl eher durch eine

Einflussnahme auf die Funktion von HLA-G anzunehmen. Die unmittelbare Ndhe
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zahlreicher Einzelnukleotidpolymorphismen der HLA-G-Promotorregion zu Bindungs-
stellen von Transkriptionsfaktoren oder regulatorischen Elementen konnte etwa iiber
epigenetische Mechanismen eine veridnderte Transkriptions- und Expressionsrate des
Molekiils bedingen. So konnten Ober et al. (2003) zeigen, dass das G-Allel des SNP an
der Position -725 ein CpG-Dinukleotid generiert und dass eine Methylierung des
Cytosins an genomischer DNA stattfindet. Fiir JEG-3-Chorionkarzinomzellen konnte
die Arbeitsgruppe schlieBlich zeigen, dass das G-Allel an der Position -725 eine
signifikant hohere Expressionsrate fiir HLA-G bedingt (Ober at al. 2006). Die
Ergebnisse der im Rahmen der Doktorarbeit durchgefiihrten Typisierung der Partner
und Kinder von Pemphigoid-gestationis-Patientinnen zeigen einen deutlichen Trend
beziiglich der Haufung des Vorkommens des -725G-Alles (p= 0,07 bzw. p= 0,09). Dem
konnte, wie am Beispiel der JEG-3-Chorionkarzinomzellen gezeigt, eine hohere
Expressionsrate von HLA-G in den Plazenten der betroffenen Schwangerschaften zu
Grunde liegen. Die Frage ob und moglicherweise wie eine veridnderte Expression von
HLA-G in der Plazenta Einfluss auf die Bildung von Antikorpern gegen Kollagen-Typ-
XVII-Molekiile der plazentaren Basalmembranzone nimmt, bleibt allerdings bisher
unbeantwortet.

Hinweise auf eine mégliche Bedeutung des viterlichen Promotorhaplotyps G-G-C
beziiglich der Positionen -1306/-964/-762 (p= 0,05) fiir das Erkrankungsrisiko einer
Frau fiir ein Pemphigoid gestationis miissen im Hinblick auf die ungewo6hnliche
Héufung von SNP in der Promotorregion von HLA-G und die teilweise unmittelbare
Nihe dieser SNP zu regulatorischen Sequenzen interpretiert werden. Mechanismen,
mittels derer Allelvarianten von Einzelnukleotidpolymorphismen der Promotorregion
Einfluss auf die Transkription- oder Expression, das Verteilungsmuster der HLA-G-
Isoformen oder anderer Funktionen von HLA-G nehmen, sind bislang allerdings kaum
untersucht worden. Ober et al. (2006) bemerken, dass neben dem SNP an der Position -
725 weitere sieben von 22 bekannten SNP der HLA-G-Promotorregion ein CpG-
Dinukleotid generieren konnen. Zu diesen zdhlen auch der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchte SNP an der Position -964 sowie die SNP an den Positionen -1179, -689, -
666, -646, -509 und -477. Verschiedenen Methylierungsmustern unterschiedlicher
Promotorhaplotypen von HLA-G konnte so eine funktionelle Bedeutung bei der
quantitativen und gewebespezifischen Expression zukommen. Klinische Assoziationen
verschiedener Einzelnukleotidpolymorphismen der Promotorregion mit Krankheits-

bildern wie Asthma bronchiale, Spontanaborten und méglicherweise Pemphigoid
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gestationis lassen auf ein verstirktes Interesse an der Aufkldrung der zu Grunde
liegenden Mechanismen hoffen (Pfeiffer et al. 2001, Ober et al. 2003, Nicolae et al.
2005).

Messer et al. (1993) postulierten bereits, dass das Zusammentreffen von Autoimmun-
phidnomenen, semiallogenem plazentarem Gewebe und hormonellen Einfliissen einer
Schwangerschaft maBgeblich an der Atiopathogenese des Pemphigoid gestationis
beteiligt sein konnte. Aufgrund folgender klinischer Beobachtungen ist der Einfluss
hormoneller Faktoren auf die Pathogenese des Pemphigoid gestationis anzunehmen:

(1) Das Pemphigoid gestationis tritt nur wihrend oder kurz nach einer
Schwangerschaft oder sehr selten im Zusammenhang mit schwangerschaftsassoziierten
Tumoren auf (siehe Kap.1.1.2).

(2) Haufig ist eine relative Verminderung der Krankheitsaktivitit in der Spit-
schwangerschaft, gefolgt von einer postpartalen Exazerbation zu beobachten. Dieses
Phinomen korreliert zeitlich mit einem hohen Progesteronspiegel gegen Ende der
Schwangerschaft, der bald nach der Entbindung abrupt abfillt (Holmes et al. 1982a,
Shornick 1987).

(3) Viele Frauen berichten von einer Exazerbation des Pemphigoid gestationis
um den Zeitpunkt der ersten postpartalen Menstruationsblutungen (Holmes et al. 1983,
Shornick et al. 1983b, Messer et al. 1993). Physiologischerweise ist die Menstruation
durch ein Absinken des Progesteronspiegels bedingt.

(4) Die Einnahme hormoneller Kontrazeptiva kann zu einer Symptomver-
starkung bzw. zu einem Rezidiv fithren. In zwei Fillen wurde zudem {iiber die Gabe
reiner Progesteronpriparate statt eines Kombinationspriparates aus Ostrogen und
Progesteron berichtet, welche kein Rezidiv bewirkten (Holmes et al. 1983, Shornick et
al. 1983b).

(5) Ein positiver Effekt des Stillens auf die postpartale Krankheitsdauer wurde
beobachtet (Holmes et al. 1983).

(6) Ein Therapieversuch mit Goserelin, einem Analogon des Gonadotropin-
Releasing-Hormons (GnRH), das eine hypophysire Suppression des follikelstimulieren-
den Hormons (FSH) und des luteinisierenden Hormons (LH) bewirkt, konnte die
komplette Remission eines Pemphigoid gestationis erreichen (Garvey et al. 1992).
Daher stellt sich die Frage nach einer immunsuppressiven Wirkung von Progesteron

und moglicherweise von Prolaktin bei Pemphigoid gestationis (Holmes et al. 1983,
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Schirren et al. 1993, Engineer et al. 2000). Ein immunmodulatorischer Effekt von
Progesteron wirend der Schwangerschaft ist gut dokumentiert und wird mit einem
milderen Verlauf einiger Autoimmunerkrankungen wihrend der Schwangerschaft in
Zusammenhang gebracht (Stites und Siiteri 1983, Engineer et al. 2000, Arck et al.
2007).

Yie et al. (2006b) beschrieben im HLA-G-Promotor eine Bindungsstelle fiir den
Progesteronrezeptor, ein Progesteron-response-Element (PRE). Diese Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass Progesteron eine Hochregulierung der HLA-G Expression in JEG-
3-Chorionkarzinomzellen und Zytotrophoblasten bewirkt und postuliert daher, dass ein
moglicher Mechanismus der bekannten immunmodulatorischen Wirkung von
Progesteron wihrend der Schwangerschaft in einer Hochregulierung von HLA-G in
Trophoblastzellen bestehen konnte (Yie et al. 2006a).

Ein Einzelnukleotidpolymorphismus an der Position -56 im HLA-G-Promotor befindet
sich nur vier Basen stromaufwirts des von Yie et al. (2006b) beschriebenen
Progesteron-response-Elementes und konnte iiber eine Modifikation der Bindungs-
fahigkeit des Progesteronrezeptors Einfluss auf die HLA-G Transkription nehmen (sieche
Abbildung 12). Da sich dieser SNP nicht in einem Kopplungsungleichgewicht mit den
bislang im Zusammenhang mit Pemphigoid gestationis untersuchten Polymorphismen
befindet, wiren weitere Untersuchungen im Hinblick auf eine mogliche Bedeutung

dieses Einzelnukleotidpolymorphismus zukiinftig von hohem Interesse.

Eine mogliche Rolle bestimmter viterlicher HLA-G-Allele bei der Auslosung eines
Pemphigoid gestationis bei der Mutter wird im Folgenden anhand der im Rahmen dieser
Arbeit erstellten Familienstammbédume diskutiert. Ein gemeinsamer Haplotyp beziiglich
der untersuchten Positionen ldsst sich, wie auch der statistische Vergleich nahe legt,
weder fiir die von Pemphigoid gestationis betroffenen Frauen, noch ihre Partner oder
Kinder nachweisen. Aus dem statistischen Vergleich hatten sich allerdings Hinweise auf
eine mogliche Bedeutung des viterlichen Haplotyps G-G-C bzw. des Genotyps GG-
GG-CC beziiglich der Positionen -1306/-964/-762 sowie -725CG ergeben. Im Hinblick
auf diese Ergebnisse ist insbesondere die Familie 4 zu nennen (siehe Abbildung 25). Bei
dieser Familie trat der sehr seltene Fall eines Pemphigoid gestationis in einer
Schwangerschaft auf, auf welche vier unauffillige Schwangerschaften folgten. Bislang
wurde in der Literatur nur ein Fall mit drei unbeteiligten Schwangerschaften nach einer

von Pemphigoid gestationis betroffenen Schwangerschaft beschrieben (Black und
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Najem 2005). Der Vater der Familie besitzt die fragliche Risikokonstellation GG-GG-
CC beziiglich der Positionen -1306/-964/-762 sowie -725CG. Zudem ist der Vater
homozygot fiir das 14-bp-Deletionsallel. Die Mutter besitzt den Genotyp AA-AA-TT
beziiglich der Positionen -1306/-964/-762 und ist homozygot fiir das 14-bp-
Insertionsallel. Aufgrund dieser genetischen Konstellation sind alle Kinder heterozygot
im Hinblick auf diese Positionen. Das G-Allel an der Position -725 wurde vom Vater an
zwei der drei typisierten Kinder der Familie 4 vererbt. Vergleicht man die genetische
Konstellation der Kinder untereinander, so fillt auf, dass diese bis auf das -725G-Allel
beziiglich der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Polymorphismen identisch sind.
Das -725G-Allel wurde vom Vater sowohl in der von Pemphigoid gestationis
betroffenen Schwangerschaft als auch in der darauffolgenden ,,skip pregnancy* vererbt.
Ebenfalls lieBen sich aufgrund der untersuchten Positionen keine Unterschiede der
Histokompatibilitit zwischen der Mutter und den Kindern feststellen. Anhand dieses
Familienstammbaums kann gefolgert werden, dass zusétzlich zu den hormonellen
Faktoren und der bekannten Assoziation mit bestimmten HLA-DR-Allelen
wahrscheinlich noch andere, bislang unbekannte genetische Faktoren, eine wichtige
Rolle bei der Auslosung des Pemphigoid gestationis spielen miissen. Eine patho-
genetische Beteiligung oder Indikatorfunktion der untersuchten Polymorphismen im
HLA-G-Gen und HLA-G-Promotor kann basierend auf der Auswertung der vier in
Kapitel 5.3 abgebildeten Familienstammbidume derzeit weder untermauert noch

ausgeschlossen werden.

Die vollstindige Kliarung der Frage, welche genetischen und hormonellen Faktoren der
Auslosung einer Autoimmunreaktion gegen Kollagen-Typ-XVII-Molekiile in der
Plazenta und der dermoepidermalen Junktionszone zu Grunde liegen, wird weiteren
Studien an grofleren Kollektiven iiberlassen bleiben. Die Erforschung der Patho-
mechanismen dieser seltenen schwangerschaftsinduzierten Autoimmundermatose hat
Modellcharakter sowohl fiir die Gruppe der blasenbildenden Autoimmundermatosen als
auch fiir die Interaktion der Steuerungsmechanismen zwischen Mutter und Fetus auf

molekularer und immunologischer Ebene.
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7. Zusammenfassung

Pemphigoid gestationis ist eine seltene blasenbildende Autoimmundermatose unklarer
Atiologie, die ausschlieBlich im Zusammenhang mit Schwangerschaften oder
schwangerschaftsassoziierten Tumoren beobachtet wird. Als Autoantigen konnte das
Transmembranprotein Kollagen-Typ-XVII, ein Strukturelement der Hemidesmosomen
der dermoepidermalen Junktionszone, identifiziert werden. Der selbstlimitierende
Krankheitsverlauf und die hohe Rezidivneigung bei Folgeschwangerschaften deuten auf
eine pathogenetische Rolle schwangerschaftsspezifischer Verdnderungen endokriner
sowie immunologischer Faktoren hin. Es besteht dariiber hinaus eine Assoziation mit
den MHC-Klasse-II-Antigenen HLA-DR3 und -DR4 bei den Patientinnen sowie mit
dem viterlichen Haplotypen HLA-DR2.

HLA-G ist ein nicht-klassisches MHC-Klasse-Ib-Molekiil, das hauptsidchlich von den
extravillosen Trophoblasten der Plazenta exprimiert wird. Es gibt zahlreiche Hinweise
darauf, dass HLA-G an der fetomaternalen Grenzzone durch Interaktion mit Rezeptoren
auf natiirlichen Killerzellen, B- und T-Lymphozyten und antigenpridsentierenden Zellen
malgeblich an der Tolerierung des semiallogenen Feten durch die miitterliche Immun-
abwehr beteiligt ist. Es wird postuliert, dass HLA-G auch an pathologischen Prozessen
ausserhalb der Schwangerschaft, wie etwa Autoimmun- und Tumorerkrankungen,
beteiligt sein konnte. HLA-G weist im Gegensatz zu den klassischen HLA-Klasse-I-
Genen einen stark beschrinkten Polymorphismus auf.

In dieser Arbeit wurde erstmals eine mogliche Assoziation zwischen Polymorphismen
im HLA-G-Gen und in der HLA-G-Promotorregion mit dem Pemphigoid gestationis
untersucht. Ein potentiell funktioneller 14-bp-Insertions-Deletions-Polymorphismus in
Exon 8 von HLA-G (rs1704) sowie vier Einzelnukleotidpolymorphismen der Promotor-
region (rs1736936, rs1632947, rs1632946, rs1233334) wurden in einem Kollektiv,
welches 18 Pemphigoid-gestationis-Patientinnen umfasst, genotypisiert und mit einem
Kontrollkollektiv bestehend aus 52 gesunden Blutspenderinnen verglichen. Aufgrund
der bekannten Assoziation von Pemphigoid gestationis mit dem Haplotyp HLA-DR?2
wurden auch Kinder und Partner der Pemphigoid-gestationis- Patientinnen hinsichtlich
dieser Polymorphismen typisiert und mit dem Kontrollkollektiv verglichen. Sofern
DNA-Proben von kompletten Familien gewonnen werden konnten, wurden die

Ergebnisse der Typisierung in Stammbaumdiagrammen dargestellt.
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Der 14-bp-Insertions-Deletions-Polymorphismus war in fritheren Studien bereits mit
anderen schwangerschaftsassoziierten Krankheitsbildern sowie mit der blasenbildenden
Autoimmundermatose Pemphigus vulgaris in Zusammenhang gebracht worden. In den
hier untersuchten Kollektiven der Pemphigoid-gestationis-Patientinnen und ihrer
Angehdrigen konnte keine statistisch signifikante Assoziation zum Pemphigoid
gestationis nachgewiesen werden. Auffillig war jedoch eine sehr deutliche relative
Héaufung des in der Allgemeinbevélkerung seltener vorkommenden Insertionsallels in
der Patientinnengruppe. Zu Grunde liegend konnte ein bekanntes starkes Kopplungs-
ungleichgewicht zwischen dem miitterlichen Risikoallel fiir Pemphigoid gestationis,
HLA-DR3, und einem fiir die 14-bp-Insertionsvariante kodierenden HLA-G-Allel sein.
Die vier untersuchten Einzelnukleotidpolymorphismen der Promotorregion von HLA-G
zeichnen sich durch ihre Lage innerhalb oder in der Nihe funktioneller Elemente
und/oder eine bereits bekannte klinische Assoziation aus. Drei der untersuchten Poly-
morphismen (rs1736936, rs1632947, rs1632946) befanden sich in einem nahezu voll-
standigen Kopplungsungleichgewicht. Beim statistischen Vergleich der untersuchten
Kollektive zeigte sich fiir die drei gekoppelten Einzelnukleotidpolymorphismen eine
grenzwertig signifikante Assoziation bzw. eine Tendenz in Richtung einer Assoziation
bestimmter viterlicher Allele und Genotypen mit dem Pemphigoiod gestationis (die p-
Werte lagen zwischen 0,05 und 0,07). Fiir den Einzelnukleotidpolymorphismus
rs1233334 konnte ebenfalls ein deutlicher Trend hin zu bestimmten véterlichen und
kindlichen Genotypenkonstellationen im Vergleich zum Kontrollkollektiv ausgemacht
werden (p-Werte zwischen 0,07 und 0,09).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf eine mogliche Assoziation der
untersuchten Polymorphismen im HLA-G-Gen bei Vitern und Kindern von
Pemphigoid-gestationis-Patientinnen mit dem Erkrankungsrisiko der Frauen im
untersuchten Kollektiv hin. Es bleibt weiterfithrenden Studien iiberlassen, diese
Ergebnisse an einem groBeren Patientinnen- und Angehorigenkollektiv zu vergleichen
und so moglicherweise zur Klidrung der Atiopathogenese dieser seltenen

Autoimmunerkrankung beizutragen.
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9. Anhang

9.1 Patientenkollektiv

DNA
P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7*
P8
P9
P10*
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17*
P18
Vi1
V2
V4
V5
Vo6
V7
A%
V11
V13
V16
V17
V18
V19
K4a
K4b
K4c
Klla
K11b
Kllc
K13a
K13b
K17

-1306
GG
GA
GA
AA
GA
AA
GA
GG
GG
GG
GA
GA
GA
GA
GA
AA
GG
AA
GG
GG
GG
GA
GA
AA
GG
GG
AA
GG
GA
GA
GA
GA
GA
GA
GG
GA
GA
GA
AA
GG

-964
GG
GA
GA
AA
GA
AA
AA
GG
GG
GA
GA
GA
GA
GA
GA
AA
GA
AA
GG
GG
GG
GA
GA
AA
GG
GG
AA
GG
GA
GA
GA
GA
GA
GA
GG
GA
GA
GA
AA
GG

-762
CC
CT
CT
TT
CT
TT
TT
CC
CC

CT
CT
CT
CT
CT
TT
CT
TT
CC
CC
CC
CT
CT
TT
CC
CC
TT
CC
CT
CT
CT
CT
CT
CT
CC
CT
TC
TC
TT
CC

=725
GG
CC
CC
CC
CC
CC
CC
CT
CG
CC
CT
CC
CC
CC
CG
CC
CC
CC
CC
CC
CG
CC
CC
CC
CG
CC
CC
CG
CG
CC
CC
CC
CG
CG
CT
CC
CC
CC
CC
CG

indel14
DD
II
DD
II
ID
II
II
ID
DD
DD
II
ID
ID
ID
ID
II
ID
II
DD
DD
DD
ID
ID
ID
DD
DD
II
DD
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
ID
II
DD




90

Tabelle 18: Patientenkollektiv. Aufgelistet sind die Ergebnisse der Typisierung der Pemphigoid-
gestationis-Patientinnen (P), Viter (V) und Kinder (K) beziiglich der aufgefiihrten Polymorphismen. Bei
den mit * markierten Individuen war das Kopplungsungleichgewicht an den Positionen -1306, -964 und
-762 moglicherweise aufgehoben.

9.2 Kontrollkollektiv

DNA -1306 -964 -762 -725 indell4
N1 GG GG CC CG -
N2*  GA GA CT CG -
N3 GG GG CC GT -
N4 GA GA CT CC -
N5 AA AA TT CC II
N6* AA AA TT CC -
N7 GG GG CC GG -
N8 GG GG CC CC DD
N9 GA GA CT CC DD
NIO AA AA TT CC -
N1l GA GA CT CG ID
NI12 GA GA CT CC ID
NI3 AA AA TT CC II
N14 GG GG CC CC -
NI15 GA GA CT CC DD
Ni6 GA GA CT CC DD
N17 GA GA CT CG ID
NI18 AA AA TT CC II
N20 AA AA TT CC ID
N21 AA AA TT CC ID
N23 AA AA TT CC ID
N25 AA AA TT CC II
N27  GA GA CT CC ID
N28 GA GA CT CC ID
N29 GA GA CT CC ID
N30 GA GA CT CC DD
N39 GA GA CT CC ID
N41 GG GG CC CC DD
N42 GA GA CT CC ID
N49 GA GA - CC ID
N51 GG GG CC CC DD
N53 GA GA CT CC ID
N55 AA AA TT CC II
N56 AA AA TT CC II
N63 AA AA TT CC II
N68 GA GA CT CC ID
N69 GG GG CC CG DD
N73 GG GG - CC DD
N74 AA AA TT CC ID
N75 GA GA CT CC -
N77  GA GA CT CC ID




N78 AA AA TT CC II
N80 GA GA CT CC ID
N82 AA AA TT CC II
N9O GA - CT CC ID
N97 GA GA CT CC DD
N103 AA AA TT CC DD
N104 GA GA CT - -
NI105 GG GG CC CC DD
N106 AA AA TT CC II
N114 AA AA TT CC II
N120 GA GA CT CC DD
NI25 GA GA CT CC ID
NI126 GA GA CT CC ID

Tabelle 19: Kontrollkollektiv. Aufgelistet sind die Ergebnisse der Typisierung der Kontrollindividuen
(N). Die mit * markierten Individuen wurden aufgrund ihres ménnlichen Geschlechts nachtriglich aus
dem Kontrollkollektiv entfernt und wurden in der statistischen Auswertung nicht beriicksichtigt.
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