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1. Einleitung

1.1 Pemphigoid gestationis - eine schwangerschaftsassoziierte
Autoimmundermatose

1.1.1 Allgemeine Angaben zu dem Krankheitsbild Pemphigoid gestationis

Bei dem Krankheitshild Pemphigoid gestationis handelt es sich um eine sehr seltene
selbstlimitierende, bullése Autoimmundermatose unbekannter Atiologie, die wéhrend der
Schwangerschaft oder unmittelbar postpartal auftritt (Holmes and Black 1982; Lin, Arteaga et
al. 2001; Nanda, Al-Saeed et al. 2003). Sie wurde auch in wenigen Féllen im Rahmen von
schwangerschaftsassoziierten Trophoblastentumoren beschrieben (Tindall, Rea et al. 1981; do
Valle Chiossi, Costa et al. 2000). Was den Namen der Erkrankung betrifft, sind viele
historische Bezeichnungen bekannt. Die bis heute gebrduchliche Bezeichnung Herpes
gestationis geht auf den englischen Dermatologen John Laws Milton in das Jahr 1872 zuriick
(Shornick 1987; Jenkins, Shornick et al. 1993). Der Begriff Pemphigoid gestationis, der auf
die klinischen und immunpathologischen Ahnlichkeiten mit den bullésen Pemphigoid-
Erkrankungen hinweist, wurde 1982 von Holmes und Black gepragt (Holmes and Black
1982). Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird dieser neuere Krankheitsname Pemphigoid

gestationis (PG) verwendet.

1.1.2 Epidemiologie und Klinik des Krankheitsbildes Pemphigoid gestationis

Die Inzidenz der Erkrankung ist in der Literatur mit ca. 1: 10 000- 50 000 Schwangerschaften
angegeben (Holmes, Black et al. 1982; Ambros-Rudolph, Millegger et al. 2006; Cianchini,
Masini et al. 2007). Das PG manifestiert sich typischerweise in der Spatschwangerschaft; zu
etwa 18% im ersten, zu 34% im zweiten, zu weiteren 34% im dritten Trimenon und zu etwa
13% in der Postpartalperiode (Jenkins, Hern et al. 1999). Beim Auftreten im zweiten
Trimenon kommt es h&ufig in den letzten Wochen der Schwangerschaft zu einer relativen
Remission, um dann postpartal zu exazerbieren (sog. postapartaler ,flare up“) (Shornick
1987; Shimanovich, Brocker et al. 2002).

In nachfolgenden Schwangerschaften aller Erkrankten manifestiert sich die Erkrankung meist

friher und zeigt haufig einen schwereren Verlauf (Shornick, Bangert et al. 1983; Yancey
1



1990; Schirren, Messer et al. 1993). Bei Multiparae manifestiert sich das PG nicht zwingend
in jeder Schwangerschaft. Es sind rezidivfreie Schwangerschaften sog. ,,skip pregnancies*
maoglich, deren Auftreten, aber nicht vorhersehbar zu sein scheint (Holmes, Black et al. 1983;
Ibbotson and Lawrence 1995; Jenkins, Hern et al. 1999; Shimanovich, Brocker et al. 2002).

Das klinische Erscheinungsbild des PG ist durch heftigen Juckreiz gekennzeichnet, der in der
Regel dem Auftreten von urtikariellen Erythemen, Papeln und Plagques vorausgeht (Sitaru,
Powell et al. 2004). Die Hautveranderungen manifestieren sich typischerweise im Bereich des
Abdomens unter Einbeziehung der Periumbilikal-Region und breiten sich anschlieRend auf
Oberschenkel, Handflachen und FulRsohlen aus (Shimanovich, Brocker et al. 2002; Ambros-
Rudolph 2008). Das Gesicht und die Mundschleimhdute bleiben meist ausgespart (Shornick,
Bangert et al. 1983). Die Blasen, die erst im weiteren Krankheitsverlauf entstehen,
hinterlassen oft ausgedehnte Erosionen (Ambros-Rudolph 2008). Die Blasenbildung kann
aber auch im gesamten Verlauf der Erkrankung ausbleiben (Shornick, Bangert et al. 1983;
Ogilvie, Trautmann et al. 2000). Wenn es zu keiner sekundaren Infektion kommt, heilen die
Hautverdnderungen innerhalb von ca. 3 Monaten nach der Geburt aus (Hanneken, Hodzic-

Avdagic et al. 2005). Sehr selten kann die Erkrankung Uber Monate oder sogar Jahre

persistieren (Holmes, Williamson et al. 1986; Jenkins, Jones et al. 1996; Amato, Mei et al.
2003; Kreuter, Harati et al. 2004; Cianchini, Masini et al. 2007).

Abbildung 1.1-1-Erythematése, urtikarielle Plaques mit Abbildung 1.1-2-erythematdse, urtikarielle Plaques

vereinzelten erodierten Blasen am rechten FuR. mit periumbilikaler Lokalisation



1.1.3 Diagnostik und Therapie des Pemphigoid gestationis

Zur Sicherung der Diagnose PG werden der klinische Verlauf, das Auftreten wahrend oder
nach einer Schwangerschaft, die histologische Untersuchung einer Hautbiopsie, indirekte und
direkte Immunfluoreszenz-Techniken sowie immunserologische Verfahren (ELISA und
Immunblot) herangezogen (Messer and Meurer 2001; Hertl 2009).

Die pathohistologischen Befunde variieren je nach klinischem Bild. Es finden sich neben
epidermaler Spongiose ein dermales Odem und ein perivaskulares lymphohistiozytares
Infiltrat mit Gewebseosinophilie. Im bullésen Stadium ist eine subepidermale Spaltbildung
charakteristisch (Shimanovich, Brocker et al. 2002; Ambros-Rudolph 2008).

Mittels direkter Immunfluoreszenz kann in nahezu 100% der Félle die lineare Ablagerung des
Komplementfaktors C3 entlang der Basalmembranzone (BZM) nachgewiesen werden
(Honeyman, Eguiguren et al. 1981; Holmes and Black 1983; Shornick, Bangert et al. 1983,
Fabbri, Caproni et al. 2003). In etwa 30% kann zusatzlich eine begleitende 1gG-Ablagerung
entlang der dermo-epidermalen Junktionszone gezeigt werden. Seltener werden IgA-, IgM-,
C1-, C4 und C5-Ablagerungen in gleicher Lokalisation gesehen (Chimanovitch, Brocker et al.
2001).

Mit der konventionellen indirekten Immunfluoreszenz-Technik auf NaCl-separierter humaner
Spalthaut lassen sich in ca. 30% der Félle zirkulierende IgG-Autoantikrper nachweisen.
Wird in einem Mehrschrittverfahren zusétzlich mit einer Komplementquelle inkubiert, kann
bei Uber 90% der Betroffenen ein komplementfixierendes 1gG, das gegen das bulldse
Pemphigoidantigen 2 der kutanen Basalmembranzone (BZM) gerichtet ist, erfasst werden.
Immunserologische Verfahren wie ELISA und Immunoblot mit rekombinantem BP180
stellen weitere diagnostische Hilfsmittel mit hoher Spezifitat und Sensitivitéat dar, sie werden
unter anderem in der Differenzialdiagnostik bei unklaren Fallen herangezogen.

Da die mit ELISA gemessene Antikdrper-Konzentration meist mit der Krankheitsaktivitét
korreliert, stellt sie einen wichtigen Verlaufsparameter dar (Sitaru, Powell et al. 2004;
Aoyama, Asai et al. 2007; Cianchini, Masini et al. 2007).

Differentialdiagnostisch muss das PG von juckenden Papeln und Plagues in der
Schwangerschaft (PUPP) abgegrenzt werden, diese entsprechen histologisch sowie in der
direkten Immunfluoreszenz dem PG (Shornick, Stastny et al. 1981; Yancey 1990; Schirren,
Messer et al. 1993).



Das klinische Erscheinungsbild dhnelt dem des PG, wobei die Blasenbildung fehlt (Holmes,
Black et al. 1982). Die Erkrankung PUPP tritt meist im dritten Trimenon der ersten
Schwangerschaft auf, ist insgesamt hdufiger als das PG und heilt nach der Entbindung ab,
wohingegen das PG in der Regel im zweiten oder dritten Trimenon beginnt, in der
Spétschwangerschaft einen milderen Verlauf zeigt und nach der Entbindung exazerbiert
(Mayou, Black et al. 1988). Histologisch lasst sich das erythemato-urtikarielle Frihstadium
eines PG oft nicht von PUPP unterscheiden (Mayou, Black et al. 1988).

Ziel der Therapie ist die Kontrolle des starken Juckreizes und die Unterdriickung der
Blasenbildung. Bei moderater Ausprégung ist die Behandlung mit topischen Kortikosteroiden
in Kombination mit oralen Antihistaminika meist ausreichend (Shimanovich, Brocker et al.
2002). Bei schwereren therapieresistenten Féllen ist eine Gabe von Glukokortikosteroiden
(0,5-1 mg Prednisolon/kg KG/Tag) erforderlich, wobei die Dosis dem Krankheitsverlauf
entsprechend reduziert wird (Hertl and Schuler 2002; Hanneken, Hodzic-Avdagic et al. 2005).
Um eine postpartale Exazerbation zu verhindern, ist eine Dosiserhdhung um den Zeitpunkt
der Geburt notwendig. Obwohl die systemische Gabe von Prednisolon die fetale Prognose
nicht zu beeintrachtigen scheint, ist eine spezifische sonographische Uberwachung des fetalen
Wachstums notwendig. Als weitere Komplikationen einer systemischen Prednisolontherapie
konnen bei der Mutter Diabetes mellitus, Osteoporose oder Hypertonie auftreten (Holmes and
Black 1984; Shornick and Black 1992; Jenkins, Shornick et al. 1993).

Laut den Empfehlungen der American Academy of Pediatrics (1994) ist das Stillen wahrend
der Einnahme von Prednison und Prednisolon grundsatzlich mdoglich, obwohl diese in
geringen Mengen in die Muttermilch tibergehen. Es sollte aber ein Abstand von mindestens 4
Stunden zwischen Medikamenteneinnahme und Stillen eingehalten werden, um eine
maoglichst geringe Steroidbelastung des Sauglings zu erzielen (Ostensen and Husby 1985).
Postpartal konnen zur Reduktion der Glukokortikoiddosis vorlbergehend zytotoxische
Immunsuppressiva (z.B. Dapson, Azathioprin, Cyclosporin, Cyclophosphamid) eingesetzt
werden (Amato, Coronella et al. 2002; Hertl and Schuler 2002; Boulinguez, Bedane et al.
2003; Wohrl, Geusau et al. 2003).

In einem 2007 publizierten Patientenfall wurde Uber den therapeutischen Einsatz von
Rituximab bei einem Fall von chronischem Pemphigoid gestationis berichtet, wobei eine
Langzeitremission erzielt werden konnte (Cianchini, Masini et al. 2007).

Dariiberhinaus gibt es Berichte Uber die erfolgreiche Behandlung des PG mit

Immunglobulinen und Immunapharese zur Entfernung der BP180-Autoantikorper aus den



Seren der Patienten (Jolles 2001; Wohrl, Geusau et al. 2003; Hanneken, Hodzic-Avdagic et al.
2005).

1.1.4 Fetales Risiko bei Pemphigoid gestationis

Da der PG-Autoantikorper plazentagangig ist, konnen bei 5-10% der Neugeborenen von
Mittern mit PG erythemathdse, papuldse und selten bullése Hautveranderungen auftreten
(Shornick, Bangert et al. 1983; Chimanovitch, Brocker et al. 2001). Diese heilen innerhalb der
ersten Lebenstage oder —Wochen spontan ab, da der passiv Ubertragene Autoantikorper
abgebaut wird (Chimanovitch, Brocker et al. 2001). In den meisten Fallen werden die
Immunglobuline in der Plazenta absorbiert und an der plazentaren Basalmembran abgelagert,
was den Ubertritt in den fetalen Kreislauf erschweren kann (Kelly and Black 1989).

Eine 1978 veroffentlichte retrospektive Untersuchung, die sich hauptsachlich auf Fallberichte
stitzte, fand eine Assoziation des PG mit einem erhdhten Risiko von Friih- und Totgeburten
sowie spontanen Aborten (Lawley, Stingl et al. 1978). Spéatere Studien konnten dies nicht
bestatigen. Sie wiesen jedoch darauf hin, dass das PG durch die 1gG-Ablagerung in der
Plazenta die Entwicklung einer leichten Plazentainsuffizienz begunstigt und zur erhohten
Inzidenz von ,,small-for-date” und ,,low-birthweight“- Kindern fiihrt (Holmes, Black et al.
1982; Shornick, Bangert et al. 1983; Mascaro, Lecha et al. 1995).

Daneben scheint das PG eine Frihgeburt zu begtinstigen (Lawley, Stingl et al. 1978; Holmes,
Black et al. 1982; Holmes and Black 1984; Shornick and Black 1992; Mascaro, Lecha et al.
1995). Eine langere hochdosierte Kortikosteroidanwendung bei der Mutter kann eine
Nebenniereninsuffizienz des Neugeborenen induzieren, die durch den Padiater ausgeschlossen

bzw. Gberwacht werden muss (Chimanovitch, Brocker et al. 2001).



1.2 Angaben zur Atiopathogenese des Pemphigoid gestationis

Der Groliteil der Pathomechanismen, die zum Krankheitsbild Pemphigoid gestationis flhren,
ist immer noch unbekannt.

Pathogenetisch spielen Komplement-fixierende Autoantikérper der Subklasse 1gG1 und IgG3,
die gegen Bestandteile der Hemidesmosomen in der oberen Lamina lucida der kutanen
Basalzell-Membran-Zone (BMZ) gerichtet sind, eine wesentliche Rolle (Chimanovitch,
Schmidt et al. 1999; Shimanovich, Brocker et al. 2002). Die Antikorper-Bindung fihrt zu
einer Komplementaktivierung, der Einwanderung von Entziindungszellen und schliel3lich zur
subepidermalen Blasenbildung (Schmidt and Zillikens 2000; Shimanovich, Brocker et al.
2002).

Basaler Keratinozyt

Lamina lucida

Lamina densa

i
55 -
e ogen Typ IV~

L23

Sublamina densa

Abbildung 1.2-1-Schematische Darstellung der dermo-epidermalen Junktionszone

Die Desmosomen vermitteln die Verankerung der Keratinozyten innerhalb der Epidermis. Sie bestehen aus der
intrazellul&ren desmosomalen Plaque (Desmogleine (Dsg) und Desmocolline (Dsc)), lber deren extrazelluldre Anteile zwei
Keratinozyten verbunden sind. Hemidesmosomen verankern die Keratinozyten auf der Basalmembran. Sie bestehen aus der
hemidesmosomalen Plaque (BP230, Plektin) und transmembrandsen Strukturproteinen (BP180, a6B4-Integrin), die (ber
weitere Strukturproteine wie Laminin 5 Kontakt zu Verankerungsfibrillen (Typ VI1I-Kollagen) haben. Angelehnt an (Cassian,
Matthias et al. 2004)

1.2.1 Das Autoantigen BP180 /Kollagen XVII

Das Autoantigen, gegen das die PG-Antikorper gerichtet sind, ist das 180-kD schwere bullése
Pemphigoid Antigen 2 (BP180) (Morrison, Labib et al. 1988; Giudice, Emery et al. 1993).
Synonym wird die Bezeichnung Typ XVII Kollagen verwendet. Dem BP180, ein



transmembrandses Adhasionsmolekil, kommt als Strukturelement der Hemidesmosomen eine
wichtige Rolle bei der Verankerung der Keratinozyten auf der BMZ zu.

Da BP180 ein transmembrandses Glykoprotein mit Typ 11-Orientierung ist, unterscheidet man
den zytosolischen NH,-Terminus von dem extrazellularen COOH-Terminus (Hopkinson,
Riddelle et al. 1992; Franzke, Bruckner et al. 2005). Seine extrazellulare Doméne setzt sich
aus 15 kollagenen und 16 nicht-kollagenen, im Wechsel auf einander folgenden Doménen
zusammen (Giudice, Emery et al. 1992; Zillikens and Giudice 1999).

Eine besondere Bedeutung als Antigen-Determinante hat die sechzehnte nicht-kollagene
Doméne (NC16A), die sich extrazellular an der Zellmembran der basalen Keratinozyten
befindet (Engineer, Bhol et al. 2000; Huilaja, Hurskainen et al. 2008).

Basal Keratinocyte

Abbildung 1.2-2-Schematische Abbildung des humanen BP180

Die zytoplasmatische Domane des BP180 ist in dem basalen Keratinozyten dargestellt. Die transmembrandse Region ist mit
der Bezeichnung TM gekennzeichnet. Die extrazellulare Doméne besteht aus 15 unterbrochenen kollagenen Doménen (helle
Rechtecke), die einen zentralen Stab bilden, der die Lamina lucida (LL) spannt. Die 16. nicht-kollagene Doméne (NC16A)
schlieBt sich extrazelluldr direkt an die transmembrandse Doméne an. Das flexible Carboxyl-Ende des BP180 ragt bis zur
Grenzflache der LL und Lamina densa (LD). Angelehnt an (Sitaru, Schmidt et al. 2002)

Verschiedenen Untersuchungsergebnissen zur Folge scheint die Reaktivitat der PG
Antikorper auf die NC16A Domane des BP180 begrenzt zu sein (Lin, Gharia et al. 1999;
Perriard, Jaunin et al. 1999; C. Sitaru 2003). So hebt die Inkubation mit rekombinanter
NC16A-Domane (Glutathion-S-Transferase (GST)-NC16A) die Bindung der PG-Seren an die
extrazellulare Domane (EZD) des BP180 auf (Lin, Gharia et al. 1999; C. Sitaru 2003).

7



Untersuchungsergebnisse von Sitaru et al. zeigten jedoch, dass es zusatzliche BP180-Epitope
geben muss. Einzelne PG-Seren reagierten unter Testbedingungen des Immunblottings mit
BP180 positiv, wéhrend dieselben Seren mittels ELISA-Verfahren als NC16A negativ
bestimmt wurden (Sitaru, Powell et al. 2004).

Di Zenzo et al. konnten mittels Immunscreening und ELISA neben der NC16A-Doméne
weitere Epitope des BP180-Molekiils in der intrazelluldren als auch extrazellularen Domane,
die von PG-Antikorpern erkannt werden, nachweisen (Di Zenzo, Calabresi et al. 2007).
Antigenkartierung des humanen BP180 gab dariiber Aufschluss, dass die NC16A-Doméne
viele Hauptepitope, die mit T- und B-Zellen von BP- und PG-Patienten interagieren,
beinhaltet (Giudice, Emery et al. 1993; Zillikens, Rose et al. 1997; Budinger, Borradori et al.
1998; Lin, Gharia et al. 1999; C. Sitaru 2003; Sitaru, Powell et al. 2004; Thoma-Uszynski,
Uter et al. 2006).

Neben dem Expressionsort Haut wird BP180 in der Plazenta in extravillésen
Zytotrophoblasten, in dem villésen Synzytium des Zottenepithels und den invasiven
Intermediarzytotrophoblasten bereits im ersten Schwangerschaftstrimenon exprimiert. In
Zellen der Nabelschnur, der Mundschleimhaut, des Osophagus (Fairley, Heintz et al. 1995)
und des Amnions ist BP180 ebenfalls nachweisbar (Engineer, Bhol et al. 2000; Oyama,
Bhogal et al. 2003; Huilaja, Hurskainen et al. 2008).

1.2.2  Schwangerschaft und Trophoblastentumore- Ausléser des Pemphigoid
gestationis

Da viele Autoren vermuten, dass bei der Initiation der Autoimmunreaktion, die zu dem
Krankheitsbild PG flhrt, Plazentaantigene mal3geblich beteiligt sind (Ortonne, Hsi et al. 1987;
Kelly, Black et al. 1990; Rachel E. Jenkins 2002; Shimanovich, Brocker et al. 2002), wird im
Folgenden ein kurzer Uberblick tiber die Strukturen und Aufgaben der Plazenta gegeben, die
flr das Verstandnis der vorliegenden Arbeit relevant sind (Jenkins, Shornick et al. 1993; Le
Bouteiller and Mallet 1997; Sadler 1998; Hunt, Petroff et al. 2005; Moffett and Loke 2006;
Schulze 2006).

Schon am 4. Tag nach der Befruchtung der Eizelle existieren innerhalb der Blastozyste zwei
Zelltypen, die Embryoblasten und Trophoblasten.

Wahrend sich aus den Embryoblasten Embryo, Nabelschnur und Strukturen der

Dottersackmembran entwickeln, heftet sich der Trophoblast an das Uterusepithel und wéchst
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in dieses zur Bildung der Plazenta ein. Sobald die Trophoblasten in der Uterusschleimhaut
zum Liegen gekommen sind, beginnen sie dort ihr invasives Wachstum. Die Trophoblasten
differenzieren sich dabei in villése und extravillése Synzytiotrophoblasten und
Zytotrophoblasten.

Villose Trophoblasten bedecken die spater entstehenden Zottenbdumchen mit einer inneren
Zytotrophoblastenschicht und einem dartiberliegenden Synzytium, das in Kontakt mit dem
mitterlichen Blut des intervillosen Raumes steht. Das villése Synzytium ist speziell flr die
Synthese von Hormonen (z.B. humanes Choriongonadotropin HCG) sowie flr
Transportvorgange von Gasen und Néhrstoffen aus dem mdtterlichen Blut in die Kapillaren
der Plazenta-Zotten verantwortlich.

Extravillése Trophoblasten, zu denen endovaskulére, interstitielle Trophoblasten und
plazentare ,,bed giant“ Zellen gehoren, migrieren aus der Zytotrophoblasten-Schale durch das
Stroma der Dezidua und wandeln muditterliche Spiralarterien so um, dass der Blutstrom zum
Ort der Implantation umgeleitet wird.

Endovaskulare Trophoblasten durchbrechen dabei die Arterienwénde mitterlicher
Spiralarterien und werden in das Endothel integriert. Interstitielle Trophoblasten dringen
durch das Stroma der Dezidua bevor sie in dem inneren Myometrium verschmelzen um die
sog. placental bed giant cells zu bilden. Wahrend sie die Uterusschleimhaut infiltrieren,
vermengen sich die extravillésen Trophoblasten mit Leukozyten der Mutter, den
charakteristischen CD56 bright uterinen Natirlichen Killer-Zellen (UNK), sowie HLA-DR+
Makrophagen und dendritischen Zellen.

Die uNK-Zellen, die in groBen Mengen im Implantationsbereich vorkommen, weisen keine
Zytotoxizitat gegeniiber invasiven extravillésen Trophoblasten auf. Es wird viel mehr davon
ausgegangen, dass sie die Vaskularisierung der Dezidua im Zuge der Implantation vermitteln
(Hiby, Walker et al. 2004; Hanna, Goldman-Wohl et al. 2006; Trowsdale and Moffett 2008).

Uterine NK-Zellen exprimieren Rezeptoren aus der Familie der ,killer cell immunoglobulin-
like receptors® (KIR), deren Liganden die von extravillésen Trophoblasten exprimierten
humanen Leukozyten-Antigene (HLA) Klasse | - HLA-C, HLA-G und HLA-E - sind (Moffett
and Loke 2006). Die Forschungsergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen weisen darauf hin,
dass die Modulation der Immunantwort in der Schwangerschaft durch die Wechselwirkung
zwischen HLA-Molekilen der fetalen Trophoblasten und KIR-Molekiilen der uNK-Zellen
vermittelt wird (Moffett-King 2002; Hiby, Regan et al. 2008; Trowsdale and Moffett 2008).



Der Kontakt mit dem mdtterlichen Immunsystem ist bei den beiden Trophoblasten-Arten
unterschiedlich. Villose Trophoblasten stehen in Kontakt mit dem systemischen muditterlichen
Immunsystem, wéhrend extravillése Trophoblasten in Wechselwirkung mit den lokalen
Immunzellen der Mukosa treten.

Anhand der Morphologie der Plazentazotten lassen sich nach einander drei
Entwicklungsstadien beobachten. Die zundchst  auftretenden invadierenden
Trophoblastenzapfen  werden als Primérzotten bezeichnet. Durch  Einsprossung
extraembryonalen Mesenchyms entwickeln sich aus den Primérzotten Sekundarzotten, die
sich im Zuge der fetalen Kapillarisierung in Tertidrzotten differenzieren.

Die trennende Schicht zwischen dem kindlichen und miitterlichen Kreislaufsystem ist die sog.
Plazentaschranke, bestehend aus dem Kapillarendothel der fetalen Blutgefdlie, dem
Bindegewebe im Zottenkern, der Zytotrophoblasten und dem synzytialen Uberzug. Im Laufe
der Schwangerschaft verschmadlert sich jedoch die Zytotrophoblastenschicht und die fetalen
Zottenkapillaren  verschieben sich randstdndig, so, dass die Diffusionsbarriere
(Plazentaschranke) zwischen fetaler Kapillare und miutterlichem Sinus auf ein Minimum

reduziert wird.

%) Quy P g—mﬁtterliche Gefille
TR S g o I 0RE . AuBere
§ & fr—

; TRTSY Zyotrophoblastenhiille

Intervilloser Raum

Mesodermaler Kern
mit Kapillaren

Haftstiel A | "  = Chorionhohle

Abbildung 1.2-3-Langsschnitt durch eine Chorionzotte

Dargestellt ist eine Chorionzotte am Ende der dritten Entwicklungswoche. Die mitterlichen GeféRe durchdringen die
Zytotrophoblastenhiille und ergielen sich in die intervillésen Rd&ume zwischen den Zotten. Die Zottenkapillaren stehen mit
den GeféRen am Haftstiel in Verbindung, die ihrerseits an den intraembryonalen Kreislauf angeschlossen sind. Angelehnt an
(Sadler 1998)

Trotz der vollstandigen raumlichen Trennung beider Kreislaufsysteme ist der Transport von
Antikdrper vom Typ 1gG mittel Transzytose méglich, der Gber den FcRn, einen Rezeptor auf

der Synzytiotrophoblastenmembran vermittelt wird.
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Da der Fetus ein semi-allogenenes Transplantat fur das mutterliche Immunsystem darstellt,
kommt es wéhrend der Schwangerschaft an der fetal-maternalen Grenze zu
Immunph&nomenen, die eine AbstolRung verhindern (Messer, Schirren et al. 1993; Engineer,
Bhol et al. 2000). Dies zeigt sich unter anderem in einer vorriibergehenden Suppression der
zelluldren Immunitat. Zu weiteren Mechanismen, die den Fetus vor der Abstoflung schiitzen
gehort die fehlende Expression von klassischen HLA-Molekdilen der Klasse | und der Klasse
Il auf villdsen Zytotrophoblasten und Synzytiotrophoblasten (Hunt, Petroff et al. 2005). Das
hauptséchlich auf extravillésen Trophoblasten exprimierte HLA-G, welches unter anderem an
der schwangerschaftstypischen Verschiebung des Zytokinprofils zugunsten der Th2-
Immunantwort beteiligt ist, hat einen entscheidenden Einfluss auf die Aufrechterhaltung der
Immuntoleranz gegentiber dem Fetus (Yip, McCluskey et al. 2006).

HLA-G kann als Ligand an die inhibitorisch wirkenden Rezeptoren LIR-1 (leukocyte Ig-like
receptor 1), LIR2 und KIR2DL4 binden und dadurch mit Zellen des Immunsystems wie NK-
Zellen, B- und T-Lymphozyten interagieren (Hviid 2006).

Die Ergebnisse verschiedener Arbeitsgruppen zeigten, dass die Bindung des fetalen HLA-G
mit dem auf NK-Zellen vorkommenden inhibitorischen Rezeptors KIR2DL4 der NK-
zellvermittelten Lyse entgegenwirkt (Ponte, Cantoni et al. 1999; Rajagopalan and Long 1999;
Riteau, Rouas-Freiss et al. 2001; Menier, Riteau et al. 2002). Desweiteren gibt es
Anhaltspunkte, dass HLA-G uber die LIR-1- und KIR2DL4-Rezeptoren auf die CTL-

vermittelte Lyse einen inhibitorischen Effekt austibt (Rouas-Freiss, Khalil-Daher et al. 1999).

Obwohl die genauen Pathomechanismen des PG bisher noch weitgehend unbekannt sind,
wird von verschiedenen Autoren angenommen, dass die Induktion der Autoimmunreaktion
auf die Prasentation von plazentarem BP180 in Kontext mit aberrant exprimierten und von
dem mutterlichen Haplotyp unterschiedlichen paternalen HLA-KIlasse-11-Molekiilen
zuruckzufuhren ist (Kelly, Black et al. 1989; Shimanovich, Brocker et al. 2002). Auf diese
Weise soll die Produktion von spezifischen Antikorpern, die mit der mdutterlichen Haut
kreuzreagieren, getriggert werden. Das Autoantigen BP180 wird, wie bereits erwahnt, in
verschiedenen Trophoblastensubpopulationen schon im ersten Trimenon exprimiert (Huilaja,
Hurskainen et al. 2008). Somit setzten die ersten klinischen Symptome des PG erst nach der
Expression des Autoantigens in der Plazenta ein. Huilaja et al. konnten jedoch keine
pathologischen Veranderungen in Bezug auf die Experessionsrate oder Immunlokalisation des
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BP180 bei den drei in die Studie miteinbezogenen Plazenten feststellen (Huilaja, Hurskainen
et al. 2008).

In seltenen Féllen wurde das PG auch in Zusammenhang mit schwangerschaftsassoziierten
Trophoblastentumoren bei Frauen beschrieben (Tillman 1950; Dupont 1974; Tindall, Rea et
al. 1981; do Valle Chiossi, Costa et al. 2000; Djahansouzi, Nestle-Kraemling et al. 2003;
2004). Es wird eine gutartige, nicht invasive Form (Blasenmole, Mola hydatidosa) von einer
destruierend wachsenden metastasiernden Form (Chorioncarcinom) unterschieden.

Das Chorioncarcinom der Frau entsteht zu ca. 50% aus einer Blasemole, eine durch abnorme
Eizellbefruchtung entstandene Wucherung der Trophoblastenzellen. Etwa ein Drittel findet
man im Anschluss an einen Abort, 25% nach einer Tubarschwangerschaft, wobei das Erbgut
bei dem Chorioncarcinom der Frau jeweils in der Regel von beiden Elternteilen stammt.

Das Chorioncarcinom des Mannes entwickelt sich im Gegensatz zu dem der Frau aus
syngenem Gewebe. Die Tatsache, dass bei mannlichen Erkrankten bislang keine PG-
ahnlichen Autoimmundermatosen beschrieben wurden, erhédrtet den Verdacht, dass die
allogene Reaktivitat einen entscheidenden Faktor bei der Atiopathogenese des PG darstellt
(Jenkins Rachel E 2002).

Die hormonelle Regulation stellt einen weiteren &atiopathogenetischen Faktor dar. Berichte
uber Verschlechterungen bzw. Exazerbationen post partum und in Zusammenhang mit der
Menstruation sowie der Einnahme von oralen Kontrazeptiva verdeutlichen den

Zusammenhang (Shornick, Bangert et al. 1983; Jenkins, Shornick et al. 1993).
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1.3  Assoziation des Pemphigoid gestationis mit Allelen des HLA-
Systems

Fur die Bekdmpfung intrazelluldrer Pathogene und entarteter Zellen durch die zellulére
Immunantwort, ist das Vermogen ,,Eigenes* von ,,Fremdem* unterscheiden zu kdnnen von
essentieller Bedeutung. Die dazu erforderliche Prasentation von Peptiden wird Uber die
Molekile des Haupthistokompatibilitatskomplexes (,,major histocompatibility complex*
MHC) vermittelt. Diese, beim Menschen als HLA-Molekiile (humane Leukozyten-Antigene)
bezeichneten Antigene, werden auch als Transplantationsantigene bezeichnet aufgrund ihrer
Bedeutung bei AbstolRungsreaktionen nach Organtransplantationen. Da bei dem PG eine
Héaufung bestimmter HLA-Allele bekannt ist, wird im Folgenden zum besseren Verstandnis
der vorliegenden Arbeit, auf Aufbau, Funktion und Verteilung der HLA-Antigene

eingegangen.

1.3.1 Aufbau und Funktion des HLA-System

1.3.1.1 Genorganisation und Genetik des HLA-Komplexes

Die Gene des HLA-Komplexes (Humanes Leukozyten-Antigensystem) sind auf dem kurzen
Arm des Chromosoms 6 lokalisiert. Dieser Komplex umfasst einen Genabschnitt von ca.
3500 Kilobasen (kb). In diesem Bereich lassen sich die Regionen der HLA-KIlasse-1 und
HLA-Klasse-I1 sowie der Klasse-111-Gene unterscheiden.

Genorte in der HLA-KIlasse-I-Region kodieren fir die a-Kette der HLA-KIlasse-I-Antigene.
Das fiir die p-Kette, Bo-Mikroglobulin, kodierende Gen ist auf Chromosom 15 lokalisiert.

Die Untereinheiten der HLA-Klasse IlI-Molekiile - die o- und B-Kette — werden von

unterschiedlichen Genorten in der HLA-KIlasse-11-Region kodiert.
Innerhalb der HLA-KIlasse-I-Region liegen die Genorte HLA-A, B und C, die die klassischen

HLA-A, B, C Molekille kodieren sowie die Genorte HLA-E, F, G und H, die die nicht
klassichen HLA-Molekiile kodieren.
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Die HLA-KIasse-11-Genregion ist in drei Subregionen unterteilt, die fur die unterschiedlichen
HLA-KIasse-11-Antigene kodieren. Die HLA-DR-Subregion enthélt ein monomorphes Gen
fiir die a-Kette (DRA) und maximal neun Gene fir die B-Kette (DRB1-DRB9).

Die HLA-DQ-Subregion weist jeweils zwei potentiell funktionelle Genorte fur o- und -
Ketten (DQAL, DQA2, DQB1, DQB2) auf. Nur die Loci DQA1l und DQB1 kodieren
entsprechende Proteinketten. DQA2 und DQB2 sind Pseudogene.

Die HLA-DP-Subregion enthalt zwei funktionelle Loci fir jeweils eine a- und B-Kette sowie
jeweils ein Pseudogen fiir jede Kette (DPA2, DPB2).

Samtliche Gene, die fur HLA-Klasse 1l Antigene kodieren, werden auf Transkriptionsebene
koordiniert reguliert, wobei die HLA-DR-Expression am hdchsten ist. Die konstitutive als
auch IFN-y induzierte Transkription der HLA-Klasse-11-Gene wird durch den Class-II
Transactivator (CIITA) vermittelt (Harton and Ting 2000).

Zwischen der HLA-Klasse-I- und HLA-KIlasse-11-Region befindet sich die sog. MHC-Klasse-
[11-Region, mit den Genen die z.B. die Komplementfaktoren C2, Faktor B, C4A und C4B
kodieren (Jenkins, Shornick et al. 1993; Shornick, Jenkins et al. 1995). Bei den beiden C4-
Isotypen C4A und C4B handelt es sich um polymorphe Gene mit ber 15 (C4A) und 20
(C4B) Varianten (Shornick, Jenkins et al. 1995). Null-Allele kommen in beiden Genloci sehr
héaufig vor (Shornick, Jenkins et al. 1995). Ein Kopplungsungleichgewicht zwischen HLA-
DRB1*03 und den C4-Nullalelen (C4*QO) ist in westeuropdischen Bevdlkerungen sehr
haufig. Aus diesem Grund ist das C4QO-Allel relevant fur Erkrankungen mit einer hohen
HLA-DR3-Frequenz.
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Abbildung 1.3-1-HLA-Komplex auf dem Chromosom 6

Schematische Darstellung der chromosomalen Organisation der Klasse-1-; 11- und I11-Genregionen des HLA-Komplexes. Fur
die Klasse I1-Gene sind die Genorte DP, DQ und DR dargestellt. Bei der sich telomerwérts anschliefenden Klasse-111-Region
sind beispielhaft die Genorte fiir die Steroid-21-Hydroxylase (21-OH), fir die Komplementfaktoren C2 und C4 sowie die
Genloci fir die Tumornekrosefaktoren (TNFa- und B) aufgefiihrt. Bei den Klasse-1-Genen sind die Genorte B, C und A
dargestellt. Angelehnt an (Taylor, Hussain et al. 2008)

Das HLA-System ist hoch polymorph, da es fur die meisten Genloci zahlreiche Allele gibt.
Die von der WHO aktuell anerkannten HLA-Allele sind in der IMGT/HLA Datenbank
auffindbar (http://ebi.ac.uk/imgt/hla).

HLA-Allele sind in unterschiedlichen Bevdlkerungsgruppen nicht gleich verteilt, dabei kann
es grole Unterschiede in Bezug auf die Allel-Frequenz bei Bevolkerungsgruppen
unterschiedlicher ethnischer Zugehdrigkeiten geben.

Die Allele der verschiedenen HLA-Loci werden auf dem Chromosom 6 gekoppelt in sog.
Haplotypen vererbt. Jedes Individuum erbt somit von Vater und Mutter je einen HLA-
Haplotyp und es werden zwei Allele eines jeden Genortes exprimiert (kodominante
Vererbung). Das heif’t, dass jeder Mensch Trager zweier spezifischer Antigenvarianten jeder
Merkmalsgruppe (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DQ und HLA-DP) ist.
Zwischen bestimmten Allelen besteht ein Kopplungsungleichgewicht. Das bedeutet, dass in
einer Bevolkerung bestimmte HLA-Allele verschiedener Loci hdufiger gekoppelt vererbt
werden, als es sich bei der Berlcksichtigung der Frequenz der Allele statistisch errechnen
lassen wiirde. Haufige Haplotypen sind: A1 B8 DR3 und A2 B7 DR2.
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1.3.1.2 Struktur und Funktion der HLA-KIlasse-1-Molektile

HLA-Antigene zdhlen aufgrund ihrer Doménenstruktur zu Molekilen der Immunglobulin-
superfamilie.

HLA-Molekdle der Klasse | setzen sich aus zwei Polypeptidketten, einer polymorphen 45 kD
a-Kette und einer nicht-polymorphen 12 kD Kette, dem B2-Mikroglobulin, zusammen. Die o-
Kette gliedert sich in 3 extrazellulare Domanen, einen Transmembranbereich und einen
zytosolischen Anteil. Das p,-Mikroglobulin ist nicht-kovalent an die a3-Doméane gebunden.
Die zwei membranfernsten Doménen ol und o2 bilden die sog. Peptidbindungsgrube, wo

Peptide mit einer Lange von 8 bis 11 Aminosauren gebunden werden.
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Figure 3-18 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Abbildung 1.3-2-MHC-KIasse-1-Molekil mit gebundenem Peptid

MHC-KIlasse-I-Molekile binden Peptide (gelb dargestellt) durch eine Reihe von H-Brlcken und lonenbindungen (blau
gestrichelt). Der Aminoterminus befindet sich auf der linken, der Carboxylterminus auf der rechten Seite. Schwarze Kugeln
stellen Kohlenstoffatome, rote Sauerstoffatome und blaue Stickstoffatome dar. Das Riickgrat der Klasse | schweren Kette ist
im Béndermodell dargestellt. Polymorphe Aminoséuren der al- und der a2-Doméne bestimmen, welches Peptid gebunden
werden kann. (Murphy 2008).

HLA-KIlasse-1-Molekiile kommen auf fast allen kernhaltigen Zellen vor und dienen der
Présentation von Fremd, Selbst- und Alloantigenenfragmenten der Zelle gegeniiber den T-
Lymphozyten. Die entsprechenden Antigenfragmente entstehen durch intrazelluldre
Prozessierung, wobei HLA-Molekiile der Klasse | vor allem Peptide, die aus im Zytoplasma

der Zelle abgebauten Proteinen stammen, binden. CD8+ Zellen kénnen durch die HLA-
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Klasse I-vermittelte Peptidprasentation infizierte und entartete Zellen, die korperfremde
Proteine herstellen, identifizieren und eliminieren.

Die Expressionsrate der klassischen HLA-KIlasse-I1-Molekdle kann durch die Stimulation von
Zytokinen wie Interferon-y hochreguliert werden.

Eine weitere Funktion der HLA-KIlasse-1 Molekiile ist die Inhibition von NK-Zellen (iber die
entsprechenden Rezeptoren, KIR-Molekille und CD94/NKG2A. NK-Zellen erkennen
geschadigte Korperzellen U(ber eine Deregulation der HLA-KIlasse-1-Zelloberflachen-
expression und reagieren entweder mit der Sekretion von Zytokinen oder Exozytose
zytotoxischer Granula. Die Stimulation aktivierender Rezeptoren auf NK-Zellen hat die
Zerstorung der Zielzelle zur Folge. Die Bindung inhibitorischer NK-Rezeptoren an passende
HLA-Molekdile der Klasse | schiitzt die Zielzelle vor der Lyse (Munz, Holmes et al. 1997).
Die Aufgabe der nicht-klassischen MHC-I-Molekule ist bisher noch nicht vollstandig geklart.
Das monomorphe HLA-G wurde bisher nur in Zytotrophoblasten und einigen Tumorgeweben
beschrieben. Hingegen kommen HLA-E und HLA-F in vielen fetalen und erwachsenen
Geweben vor (Carosella, Kirszenbaum et al. 1995).

HLA-G kommt in der Hauptsache auf extravillosen Trophoblasten vor, die in direktem
Kontakt mit maternalen immunkompetenten Zellen stehen (McMaster, Librach et al. 1995).
Das Uberleben des Feten wird, wie bereits erwahnt, durch Inhibition der NK-Zell-vermittelten
Lyse und/oder ein entsprechendes Zytokin-Profil der dezidualen Zellen gewéhrleistet (Loke
and King 2000).

Uber die Funktion von HLA-E ist noch wenig bekannt. Es konnte aber nachgewiesen werden,
dass die Interaktion von HLA-E mit dem CD94/NKG2-Rezeptor die Zytotoxizitat von NK-
Zellen und T-Lymphozyten reduziert (Borrego, Ulbrecht et al. 1998).

1.3.1.3 Struktur und Funktion der HLA-KIlasse-11-Molekule

Die HLA-Molekile der Klasse Il bestehen ebenfalls aus zwei nicht kovalent gebundenen,
membranverankerten Polypeptidketten, einer 33-35 kDa a-Kette und einer 27-29 kDa [3-
Kette. Sie werden auf allen Zellen, die zur professionellen Prasentation von Antigenen féhig

sind, exprimiert. Hierzu zahlen v.a. dendritische Zellen, B-Zellen und Monozyten.
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Auf Fibroblasten, spezifischen Epithelien und Endothelien kann ihre Expression durch die
Stimulation mit Zytokinen z.B. Interferon induziert werden. Ferner sind sie auch auf

h&matopoetischen Progenitorzellen nachzuweisen.

Figure 3-20 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Abbildung 1.3-3-Ein MHC-Molekiil der Klasse Il mit gebundenem Protein

Ein Peptid (gelb, dargestellt ist nur das Proteinriickgrat, mit dem Aminoterminus auf der linken und dem Carboxylterminus
auf der rechten Seite) wird durch eine Vielzahl von H-Briicken (blau gestrichelt) gebunden, die ber die ganze L&nge des
Peptids verteilt sind. Angelehnt an (Murphy 2008).

HLA-KIasse-11-Molekile binden vor allem Peptide, die aus Antigenen des extrazelluldren
Raumes stammen und Uber endosomale Kompartimente aufgenommen und verdaut werden.
Die prozessierten Femdantigene werden auf diese Weise T-Lymphozyten (z.B. CD4+-Zellen)
prasentiert. CD4+ Zellen koénnen die Produktion spezifischer Antikorper durch B-
Lymphozyten und die Aktivitit von Phagozyten stimulieren, die Krankheitserreger

inaktivieren und eliminieren.

1.3.1.4 Gewebeverteilung der HLA-Antigene auf Plazentagewebe

In Hinblick auf die Induktion der Autoimmunantwort, die zu dem Krankheitsbild Pemphigoid
gestationis flhrt, ist die Gewebeverteilung der HLA-Molekile auf fetalen Zellen von
Bedeutung. Humane Trophoblasten—Zelllinien exprimieren ein ungewohnliches Repertoire an

HLA-Molektlen. Inshesondere die Gene der HLA-KIlasse-1 Molekile zeichnen sich einerseits
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durch eine starke Homologie ihrer DNA und Proteinsequenzen auf und andererseits durch
einen starken Polymorphismus hypervariabler Regionen aus. Dieser Umstand erschwert es die
verschiedenen HLA-Allotypen mittels monoklonaler Antikorper-Technik zu bestimmen, da es
zu Kreuzreaktionen mit den verschiedenen Antigenvarianten kommt.

Apps et al. analysierten die HLA-Expression auf primédren Trophoblasten, in dem sie
monoklonale Antikdrpertechnik mit Gentypisierungsverfahren kombinierten (Apps, Murphy
et al. 2009). In Ubereinstimmung mit anderen Studien konnte definitiv gezeigt werden, dass
extravillose Trophoblasten HLA-G, HLA-C und HLA-E exprimieren, jedoch keine HLA-A-,
HLA-B-, HLA-F- oder HLA-DR-Molekile (Kovats, Main et al. 1990; King, Boocock et al.
1996; Loke, King et al. 1997; Murphy and Tomasi 1998; King, Allan et al. 2000; King,
Burrows et al. 2000; Blaschitz, Hutter et al. 2001; Ishitani, Sageshima et al. 2003; Hunt,
Petroff et al. 2005; Apps, Gardner et al. 2007; Apps, Gardner et al. 2008; Apps, Gardner et al.
2008; Apps, Murphy et al. 2009).

Die HLA-Expression primérer extravilléser Trophoblasten &ndert sich durch IFN-y-Einfluss
unwesentlich. Apps et al. konnten lediglich ein geringes Hochregulieren der HLA-C-
Expression, jedoch weder einen signifikanten Effekt auf die HLA-G-Expressionsrate noch
eine Induktion der HLA-A- oder HLA-B-Gene beobachten (Harton and Ting 2000; Apps,
Murphy et al. 2009).

Antigenprésentierende Zellen, Fibroblasten, Endothel- und Epithelzellen, die IFN-y ausgesetzt
werden, bendtigen flr die Transkription der HLA-KIlasse-11 Gene den CIITA. Die Ergebnisse
diverser Studien konnten belegen, dass in menschlichen Trophoblasten dieser
Transkriptionsfaktor auch nach IFN-y-Einfluss nicht exprimiert wird (Morris, Riley et al.
1998; Murphy and Tomasi 1998; van den Elsen, Gobin et al. 2001; Apps, Murphy et al.
2009).

Auf primdren extravilldsen Trophoblasten konnte bislang keine HLA-DRB1-Expression nach
IFN-y-Stimulation nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse von Apps et al. bestatigen ebenfalls, dass EGFR+ villése Trophoblasten, keine
polymorphen HLA-Molekiile der Klasse | und Il exprimieren und deshalb als immunologisch
inert zu betrachten sind (Moffett and Loke 2006; Apps, Murphy et al. 2009).

Der HLA-Phanotyp villoser Mesenchymzellen dhnelt dem somatischer Zellen. Sie
exprimieren HLA-A- und HLA-B-Antigene (Apps, Murphy et al. 2009).
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1.3.2 Genetische Befunde bei der Erkrankung des Pemphigoid gestationis

Eine genetische Pradisposition fiir das PG wird durch eine signifikante Haufung bestimmter
HLA-Allele bei den Betroffenen deutlich (Shornick, Stastny et al. 1981).

HLA-DRB1*03 wurde bei etwa 60-80% der Patientinnen mit PG beobachtet, HLA-DRB1*04
bei etwa 50%. Am eindrucksvollsten ist jedoch die Haufung des kombinierten Auftretens von
HLA-DRB1*03 und DRB1*04, die bei 45% der Patientinnen nachgewiesen wurde. In der
Normalbevolkerung kommt dieser Genotyp nur bei etwa 3% vor (Shornick, Stastny et al.
1981; Holmes, Black et al. 1982; Engineer, Bhol et al. 2000).

Paternale Antigene scheinen bei der Erkrankung ebenfalls von grofRer Bedeutung zu sein. Bei
50% der Partner der Betroffenen konnten Shornick et al. das HLA-DRB1*02-Allel
nachweisen (Shornick, Stastny et al. 1981; Yancey 1990). Fur das Mitwirken paternaler
Faktoren spricht auch das hohe Risiko eines PG-Rezidivs bei gleicher Vaterschaft (Holmes,
Black et al. 1983; Kelly, Black et al. 1989; Al-Fouzan, Galadari et al. 2006). Arbeitgruppen
alterer Studien fuhrten das Auftreten rezidivfreier Schwangerschaften auf einen
Partnerwechsel oder das vollige Ubereinstimmen des HLA-DR-Locus von Mutter und Kind
zuruck (Holmes, Black et al. 1983; Shornick, Bangert et al. 1983).

Die bislang groRte klinische Studie zu dem PG mit 87 Patienten sowie ein Fallbericht aus dem
Jahr 1995 konnten diese Vermutungen nicht bestétigen. Diese Arbeitsgruppen berichteten
uber das Auftreten rezidivfreier Schwangerschaften, bei denen im Vergleich zur vorherigen
Schwangerschaft kein Partnerwechsel vorlag und bei denen die spatere HLA-Typisierung von
Mutter und Kind keine Ubereinstimmung des HLA-DR-Locus ergab (lbbotson and Lawrence
1995; Jenkins, Hern et al. 1999).

Ein Groliteil der PG-Patientinnen weist Antikorper gegen paternale HLA-Antigene der Klasse
| auf (Reunala, Karvonen et al. 1977; Shornick, Stastny et al. 1983; Shornick, Jenkins et al.
1993). Diese Antikorper sind jedoch nicht spezifisch fir das PG. Bisher ist unklar, ob sie ein
Epiphédnomen darstellen oder von pathogenetischer Bedeutung sind (Chimanovitch, Brocker
et al. 2001).

Ferner ist eine Haufung der C4-Null-Allele (C4*QO), insbesondere mit C4A*QO bei PG-
Patienten beschrieben. Ob das C4-Null-Allel, kodiert in der MHC-Klasse-111 Region oder die
HLA-Klasse-1l1-Allele DRB1*03 und DRB1*04 die primare genetische Assoziation mit dem
PG darstellen und welche als sekundér zu betrachten sind, weil sie mit letzteren gekoppelt
sind (linkage disequilibrium), konnte bisher noch nicht geklart werden (Shornick, Artlett et al.

1993).
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Studien mit Patienten anderer ethnischer Zugehorigkeiten konnten eine genetische
Assoziation des PG bestdtigen. In einer 2003 durchgefiihrten Studie mit Patienten
kuwaitischer Herkunft wurde die signifikante Haufung der Allele HLA-DRB1*03 und HLA-
DQB1*02, die sich in einem Kopplungsungleichgewicht befinden, gezeigt (Nanda, Al-Saeed
et al. 2003). Bei einer 1999 durchgefuhrten Studie mit Probanden mexikanischer
Abstammung wurde eine Haufung von HLA-DR3- und HLA-DR4-Antigene beobachtet
(Garcia-Gonzalez, Castro-Llamas et al. 1999).

Das Vorhandensein der HLA-DRB1*03- und HLA-DRB1*04-Allele oder ihr kombiniertes
Auftreten scheint fiir die Pathogenese von grofRer Bedeutung zu sein, ist aber nicht
unerldsslich fur das Auftreten der Erkrankung (Rachel E. Jenkins 1993). Diese beiden
Haplotypen gehen jeweils unabhdngig von einander mit einer gesteigerten Ansprechbarkeit

des Immunsystems einher (Svejgaard, Morling et al. 1981).

1.3.3  Assoziation mit anderen Autoimmunerkrankungen

Das Auftreten von HLA-DRB1*03 und HLA-DRB1*04 ist auch mit
Autoimmunerkrankungen wie Dermatitis herpetiformis, Zéliakie, Morbus Sjdgren, Morbus
Addison, Autoimmunthyreoditis (Morbus Basedow) und perniziéser Andmie assoziiert
(Holmes, Black et al. 1982; Shornick and Black 1992). Das gehdufte Auftreten von HLA-AL,
B8, DRB1*03 und DRB1*04 weist darauf hin, dass Patientinnen mit PG eine erhohte
Bereitschaft haben weitere Autoimmunerkrankungen zu entwickeln (Mayou, Black et al.
1988; Shornick and Black 1992).
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2. Zielsetzung

Mit der Entdeckung der humanen Leukozytenantigene Ende der 1950-er Jahre, ihres
Polymorphismus und der Erkenntnis, dass sie eine wichtige immunologische Funktion haben,
sind zahlreiche Erkrankungen auf einen Zusammenhang von HLA und Krankheiten
untersucht worden. Diese Untersuchungen fiihrten zur bahnbrechenden Erkenntnis, dass etwa
40-50 Erkrankungen eine Assoziation bzw. Kopplung sowohl mit HLA-Merkmalen der
Klasse | als auch Klasse Il aufweisen. Interessanterweise zeigen insbesondere Erkrankungen,
die als Autoimmunerkrankungen aufgefasst werden, oftmals eine ausgepragte Assoziation mit
HLA-Merkmalen. Bei der Autoimmunerkrankung Pemphigoid gestationis wurde eine
genetische Pradisposition flr Tragerinnen der HLA-DRB1*03, *04-Allele und der Nullallele
des C4-Komplementfaktors, insbesondere fir C4A*QO positive Tréger von verschiedenen
Arbeitsgruppen nachgewiesen. Der Einfluss paternaler Antigene wird auch aufgrund der
H&aufung von HLA-DRB1*02 bei den Partnern betroffener Patientinnen diskutiert. Trotz
dieser Erkenntnisse ist der genaue Pathomechanismus, der zur Induktion der
Autoimmunreaktion fuhrt und die Rolle, die HLA-Antigene bei der Reaktion spielen, noch
nicht vollstandig geklart. In der vorliegenden Arbeit sollte der mdgliche Einfluss der HLA-
Haplotypen betroffener Familien (Mitter, Vater und Kinder) auf das Erkrankungsrisiko
untersucht werden. Fur die HLA-Kompletttypisierung (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 und —
DPB1) des Patientenkollektivs wurde die DNA-Sequenzanalyse mit hoher Auflésung (vier
digits) gewahlt.

Zur weiteren Uberpriifung auf Gemeinsamkeiten der Allele, wurden die polymorphen
Regionen der ermittelten Allele des PG-Patientinnenkollektivs mithilfe der IMGT/HLA
Datenbank (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/) in die Aminosdurensequenz (bersetzt und
verglichen. Desweiteren wurden die HLA-C- und B-Allele kompletter Familien den
Kategorien C1, C2, Bw4 und Bw6 zugeteilt, die fir die Erkennung durch inhibitorische

Rezeptoren auf NK-Zellen relevant sind, und auf Gemeinsamkeiten untersucht.
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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 durch die Spezialsprechstunde fiir Autoimmundermatosen der Klinik
und Poliklinik fur Dermatologie und Allergologie der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen befanden. In einigen Fallen wurden auch Blut- und Gewebeproben von auswarts
betreuten Patientinnen, die aus diagnostischen Griinden an das Labor fiir Immungenetik
Uberwiesen wurden, verwendet. Die Diagnose Pemphigoid gestationis wurde anhand
klinischer, histologischer, serologischer und immunologischer Kriterien gesichert. Insgesamt
wurden 27 DNA-Proben von Partnern und Kindern der betroffenen Frauen gewonnen. Als
Material zur DNA-Isolierung wurde nach schriftlichem Einverstandnis vends entnommenes

Vollblut verwendet.

3.1.2 Kontrollkollektiv

Als Kontrollgruppe dienten die Typisierungsdaten von 383 méannlichen und 364 weiblichen
unverwandten Thrombozytenspendern. Die Daten wurden durch das Labor fir Immungenetik
und Molekularer Diagnostik der Universitdt Minchen zur Verfligung gestellt.

Da bei dieser Kontrollgruppe keine Typisierungsdaten fir HLA-C und HLA-DP vorlagen,
wurden fur die Berechnungen Referenzdaten aus Datenbanken herangezogen.

Fur den HLA-C-Locus wurden die Allelfrequenzen einer européischen Population der NMDP
(National Marrow Donor Program) Datenbank entnommen: http://bioinformatics.nmdp.org/.
Als Referenzdaten fiir HLA-DP dienten zwei Kollektive, die beide der Allele Frequencies
Datenbank (http://www.allelefrequencies.net.) entnommen wurden. Das Kontrollkollektiv
,Essen Germany“ umfasst 174 Nieren und Blutspender deutscher Herkunft. Die
Typisierungen wurden 1996 mithilfe sequenzspezifischen Primern (SSP) unter Leitung von S.
Ferencik und H. Grosse-Wilde der Universitdt Essen durchgefiihrt. Das Kollektiv ,,Pop 2
umfasst 206 europdische Probanden mit kaukasischer ethnischer Zugehorigkeit. Die
Typisierungen wurden 1993 ebenfalls mithilfe SSP unter der Leitung von Prof. Dr. E. Albert
des Labors fur Immungenetik der Universitat Minchen durchgefunhrt.
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3.2 Kits und Chemikalien

3.2.1 Material fur die DNA-Isolierung

QlAamp Blood Midi Kit Qiagen

3.2.2 Materialien fur die Polymerasekettenreaktion

- Agua ad iniectabila Braun

- Desoxynukleotid-Losung (ANTP) Amersham Pharmacia
(10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

- Taqg DNA-Polymerase Roche
- PCR-Puffer 10x Qiagen
-RCP Puffer Coral Load Qiagen
- Glyzerin 50% Sigma
- Q Solution Qiagen
- DTT (Dithioeritol) Sigma
- BSA Sigma
- DMSO Sigma
- Betain Fluka

- Cresolrot Sigma

24



3.2.3 Material fur die Agarosegelelektrophorese

- 100 bp DNA Molekulargréf3enstandard Invitrogen

- Biozym-LE Agarose Biozym

- Ethidiumbromid 0,07%, Sigma

- 50x TEA: Tris: 40 mM x 50

EDTA: 2 mM x 50
Acetat: 20 mM x 50, auf pH 8,0

eingestellt

- DNA - Auftragspuffer: 10 mM Tris/HCI pH 8,0
2 mM EDTA
20% Ficoll
0,25% Orange G

3.2.4 Materialien fur Amplifikat-Reinigung

Ampure Magnetic Beads Agentcourt (Bioscience Beckman
Coulter)

70%iger Ethanol (hergestellt aus Ethanol absolut) Merck

Wasser, HPLC fur Gradientenanalyse Roth

96 Well Magnetplatte (Dynal MPC®-9600) Dynal A.S, N-0212 Oslo
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3.2.5 Materialien fur die Sequenzier-Polymerasekettenreaktion

Wasser, HPLC flr Gradientenanalyse Roth
Big Dye® Terminator, Cycle sequencing Kit Applied Biosystem, Weiterstadt
Primer (siehe 3.3) Thermo Scientific, Ulm

3.2.6 Materialien flir die Reinigung der Sequenzierreaktion

CleanSEQ magnetic beads Agencourt Bioscience (Beckman
Coulter)

Wasser, HPLC fur Gradientenanalyse Roth

85%iger Ethanol (hergestellt aus Ethanol absolut) Merck

Deckal Henry Lamotte oils GmbH
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3.3  Oligonukleotide

Fur die Amplifikation der polymorphen Abschnitte der HLA- Loci wurden hauseigene Primer
des Labors fur Immungenetik und Molekularer Diagnostik der Universitdt Miunchen
verwendet, die von der Firma Thermo scientific, UIm hergestellt wurden.

Die Amplifikationsprimer sind jeweils in den Introns lokalisiert, die Sequenzierprimer sind

sowohl in den Introns als auch in den Exons lokalisiert.

HLA Klasse I

Exon 1 2 3 4 5 6 7 8

Protein-
domiine 1

Amplifiktions- 3, = 2 & :
primer i - -

Sequenzier- S ‘ s s _
primer -— -— -

Abbildung 3.3-1-Schematische Darstellung der Exon und Intron-Struktur der HLA-KIlasse-1-Genen

Die einzelnen Exons sind durch Rechtecke dargestellt, die Introns durch die zwischen den Exons befindende Linie. Oberhalb
der schematischen Darstellung des Gens sind die einzelnen Exons nummerisch erfasst; Unterhalb sind die, durch die Exons
codierten Doménen des Proteins angegeben. (SP = Signalpeptid; TM = Transmembranregion; CY = zytoplasmatische
Region; 3’NT = 3¢ nicht translatierte Region). Die hochpolymorphen Exons 2 bis 4 wurden mit Intronprimern in beiden
Richtungen amplifiziert. Diese sind mit schwarzen (sense) bzw. grauen Pfeilen (reverse) dargestellt.

Die Sequenzierprimer, die in den Introns und Exons lokalisiert sind, sind unterhalb ebenfalls mit Pfeilen in beiden Richtugen
dargestellt.
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3.3.1 Amplifikationsprimer

Locus Richtung des Primers Primer-Bezeichnung
HLA-A, Exon 2 Sense 5Ain1-46
Reverse Aseq2
HLA-A Exon 3 Sense GFP5AIn2-225
Reverse 3Ain3-66
HLA-A Exon 4 Sense 5Ain3-88
Reverse 3Aex5-933
3Aex5-933(A32)
HLA-B Exon 2 Sense 5Bin1-57new
Reverse 3Bin2-71
HLA-B Exon 3 Sense GFP-5Bin2-245
Reverse 3Bin3-66
HLA-B Exon 4 Sense 5Bin3-389cons
Reverse 3Bin4-32
HLA-C Exon 2 Sense 5Cinl1-61
Reverse 3Cin2-110
HLA-C Exon 3 Sense GFP-5Cin237new
Reverse 3Cin3-66
HLA-C Exon 4 Sense 5Cin3-372+5
Reverse 3Cin4(17)-77+3
HLA-DQB1 Exon 2 Sense DQB5'
Reverse 3DQB1-1n2-169
3DQB1-1n2-169(0301)
HLA-DQB1 Exon 3 Sense DQ-1n2-2997
Reverse 3DQ-Bin3-Start+6
HLA-DPB1 Exon 2 Sense GFP-DP5'
Reverse GFP-DP3'
HLA-DPB1 Exon 3 Sense 5DPB1-1n2-(-130)
5DPB1-1n2-(-129A)
Reverse 3DPB1-1n3-132

Tabelle 3.3-1-Amplifikationsprimer

Locus Richtung des Primers Primer-Bezeichnung
DRB1*01 Sense 5DRB1-367GTVarCvarl+3
Reverse 2RB7
DRB1*03/11/13/14 Sense 1RB9VarCvarl+4
Reverse 2RB28
DRB1*04 Sense 5DRB1-04-in1-367+2
Reverse 2RB7
DRB1*07 Sense 5DRB1*07part2-2
Reverse 3DRB1-07
DRB1*08/12/15/16 Sense 5DRB1-367GTVarCvarl+3
Reverse 2RB28
DRB1*09 Sense 5DRB1-09-434+1
Reverse 3DRB1-10-in2-40
DRB1*10 Sense 5DR10-in1-367
Reverse 3DRB1-10-in2-40

Tabelle 3.3-2-Gruppenspezifische Primer fur das Exon 2 von DRB1
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3.3.2 Sequenzierprimer

Locus Richtung des Primers Primer-Bezeichnung
HLA-A, Exon 2 Sense 5Ain1-78seq
Reverse Aseq2
HLA-A Exon 3 Sense 5Aex3-1
Reverse 3Ain3-66
HLA-A Exon 4 Sense 5SeqEx4-536
Reverse 3Aex4seql5
3Cex4seql5
3Cex4-C17
2:1:1
HLA-B Exon 2 Sense 5Bex2seq
Reverse 3Bin2-38seq
HLA-B Exon 3 Sense 5Bex3-seq(14)
Reverse 3Bin3-44seq
HLA-B Exon 4 Sense 5SeqEx4-536
Reverse 3Aex4seql5
3Cex4seql5
3Cex4-C17
2:1:1
HLA-C Exon 2 Sense 5Cex2-seq
Reverse 3Cin2-22
HLA-C Exon 3 Sense 5Cex3-seq
Reverse 3Cex3seq
HLA-C Exon 4 Sense 5SeqEx4-536
Reverse 3Aex4seql5
3Cex4seql5s
3Cex4-C17
2:1:1
DRB1 Sense 5DR-SEQ-21-TOP
Reverse *3DRB1rev-inno
Sense 3DR-86GGT
Reverse 5DR-SEQ-21-TOP
Sense 5DR-Ex3-seql(20);
5DR-Ex3-seqll(20);
5DR-Ex3-seql11(20);
1:1:1
Reverse 3DRex3 seq
HLA-DQB1 Exon 2 Sense DQ5'SQ
Reverse 3DQEX2 seq (13)
HLA-DQB1 Exon 3 Sense 5DQ3-306
Reverse 3DQEX3-seq
HLA-DPB1 Exon 2 Sense GFPhin
Reverse GFPback
HLA-DPB1 Exon 3 Sense 5DPb1-Ex3seq
Reverse 3DP-in65(seqEx3)

Tabelle 3.3-3-Sequenzierprimer
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3.4 Gerate

Spektralphotometer:

Thermocycler:

Zentrifugen:

Mikrowellenofen:

Elektrophoresekammer:

Spannungsquelle:

UV-Transilluminator:

Absaugpumpe:

Pipettierroboter:

Sequenzierer:
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NanoDrop ND-1000

Biometra® T-Gradient
Biometra® T3 Gradient

Sigma 4-15
Eppendorf Centrifuge 5417C

Bosch

Sub-cell® GT, BioRad

Power Pac 300, BioRad

Gel-Doc System BioRad

Mini Vac E1 Axon Lab AG

Beckman Biomek 1000 Automated
Laboratory Workstation

ABI 3130xI Genetic Analyzer



4. Methoden

4.1  Allgemeine Vorgehensweise

Fur die HLA-Typisierung wurde die DNA-Sequenzanalyse (Sequence Based Typing, SBT)
mit hoher Auflosung (vier digits) gewéhlt. Diese auBerordentlich zeitaufwendige Methode
bietet die hochste Auflésung. Zunéchst wird die zu untersuchende polymorphe Region im
HLA-Bereich mittels PCR locusspezifisch oder nach Mdoglichkeit allel- oder
gruppenspezifisch amplifiziert. Nach der PCR wird eine Sequenzierreaktion nach Sanger
durchgefuhrt. Hierbei wird das Produkt der Sequenzierreaktion, also ein weiteres Amplifikat,
markiert. Heute werden hierfur Fluoreszenz-markierte Didesoxynukleotide (dd’NTP‘s)
verwendet. Fur jedes der dd’NTP‘s wird ein anderer Farbstoff benutzt, so dass man die
Abfolge der eingebauten Nukleotide anhand der fluoreszierenden Farben unterscheiden kann.
Die Analyse erfolgt in einem Sequenziergerdt. Dies geschieht mittels einer
Kapillargelelektrophorese und des in den Sequenzierer eingebauten Laser/Detektor
Konstrukts, das die unterschiedlichen Farben der markierten dd’NTP*‘s erfasst und Uber eine

Software ein Diagramm und die entsprechende Sequenzabfolge zeichnet.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Isolierung genomischer DNA

Ausgangsmaterial fur die DNA-Isolierung war mit EDTA versetztes vendses Vollblut (S-
Monovette® 5 ml EDTA, Sarstedt), das bei +4°C gelagert wurde. Zur Isolation wurde das
QIAamp Blood Kit (Qiagen®) geméal der Herstellerangaben verwendet, das auf folgenden
Prinzipien beruht: Lyse der Zellen durch Detergentien, enzymatischer Verdau mit der
Proteinase K, vollstandiges Entfernen der geldsten Stoffe durch Zentrifugation wahrend die
DNA durch Absorption an einer Silicat-Filtermembran (spin colum) zuriickgehalten wird.
Dies geschieht durch Bindung der negativ geladenen Phosphatgruppen der Nukleinsduren an
positiv geladene Oberflachenmolekiile der Membran. Danach folgt die Entfernung stdrender
Stoffe durch Waschen mit ethanolhaltiger Puffern und zuletzt wird die DNA mit Wasser oder

niedrig konzentrierten Puffern eluiert.
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Im Einzelnen wurde in ein 15-ml-Zentrifugenréhrchen 200 ul QIAGEN Proteinase pipettiert.
Dazu wurden 2 ml Blut sowie 2,4 ml AL-Puffer gegeben. Das Gemisch wurde 15 Sekunden
lang kréftig gemischt (gevortext), kurz zentrifugiert und anschlieBend 10 Minuten bei 70°C
inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation wurden 2 ml absoluter Ethanol hinzugefigt, die Losung
15 Sekunden gevortext und in ein Zentrifugenréhrchen mit Filtermembran umpipettiert. An
diesem Filter wurde die DNA bei dreimindtiger Zentrifugation bei 3000 rpm absorbiert.
Durch mehrfaches Waschen mit AW1- und AW?2-Puffer wurden stérende Substanzen
eliminiert. Abschlieend wurden 300 ul Aqua ad injectabila auf die Sdulenmatrix pipettiert
und nach zweiminutiger Inkubation bei 5000 rpm zentrifugiert. Die DNA l6ste sich somit von
der Matrix. Die Aufbewahrung der DNA-L6sungen bis zur weiteren Verwendung erfolgte bei
—20°C.

4.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration der wassrigen DNA-L&sungen wurde photometrisch unter Verwendung
eines Spektralphotometers ,,Nano Drop“ bestimmt. Dabei wurde jeweils 1 ul unverdiinnte
Probelosung auf die Messvorrichtung aufgetragen und das Verhaltnis der Adsorption der
Losung von 260 nm zu 280 nm bestimmt. Die DNA-LOsungen aus der Blutpraparation mit
dem verwendeten QlAamp Blood Midi Kit haben etwa eine Konzentration von 95-130 ng/ul.
Fir die SBT eignet sich eine DNA-Konzentration von 20-30 ng/ul. Von sémtlichen DNA-
Proben wurden fur die Typisierung Verdinnungen mit einer Konzentration von 25 ng/ul

hergestellt.

4.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)-Amplifikation der Genabschnitte

Zur Analyse der HLA-Klasse -Gene HLA-A, B und C wurde eine getrennte Amplifikation
von Exon 2, 3 und 4 mithilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) gewahlt. Fir die HLA-
Klasse Il-Loci HLA-DRBL1, -DQB1, -DPB1- wurde eine getrennte Amplifikation von Exon 2
und 3 durchgefihrt. Zur Bestimmung von HLA-DRB1, Exon 2 wurden zunéchst
gruppenspezifische Amplifikationen durchgefuhrt (DRB1*01; *03, 11, 13, 14; *04, *07; *08;
12,15, 16; 09; 10) und die positiven Amplifikate in die SBT-Reaktion eingesetzt.
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Die Technik der PCR ermdglicht es einen kurzen, definierten Teil eines DNA-Stranges zu
vervielfaltigen. Grundlage dieser Methode ist die enzymatische Amplifikation eines DNA-
Abschnittes. Dieser wird von zwei Oligonukleotid-Primern flankiert, die komplementar zum
5’-bzw. 3’-Ende des zu amplifizierenden DNA-Fragments sind. Die Oligonukleotide, Primer,
ermdglichen nun der Tag-Polymerase die Kettenreaktion zu starten. Die Tag-Polymerase ist
eine aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isolierte DNA-Polymerase. Da
thermophile Bakterien sehr hohe Temperaturen tolerieren, ist auch deren DNA-Polymerase
thermostabil und wird beim Erhitzen wahrend der PCR-Zyklen nicht zerstort. Die Primer
legen auf den beiden Einzelstrangen jeweils den Startpunkt fir die Replikation durch die Tag-
Polymerase fest, indem sie ihr die notige freie 3’-OH-Gruppe zur Verfligung stellen. Der
folgende PCR-Prozess besteht aus einer Anzahl von 30-50 Zyklen, die in einem Thermocycler
durchgefuhrt werden. Jeder Zyklus besteht aus drei hintereinander folgenden Schritten:
1) Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 94-96°C zum Trennen der Strange
2) Anlagerung der Oligonukleotide (primer annealing) an die komplementédren DNA-
Strange, wofiir der Ansatz auf die geeignete Anlagerungstemperatur (zwischen 50 und
65°C, je nach Primer) abgekdihlt wird.
3) Elongation der angelagerten Primer mit freien Nukleotiden bei 72°C, dem
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase. Die Verldngerung beginnt jeweils am 3’-
Ende des angelagerten Primers und folgt dann dem DNA-Strang, bis dieser ergénzt ist.
Da nach jedem vollendeten Zyklus die neu synthetisierten DNA-Strdnge ihrerseits im
néchsten Durchgang als VVorlage dienen, folgt daraus eine exponentielle Anreicherung des zu
amplifizierenden DNA-Fragments.
Fur einen PCR-Ansatz wird eine PCR-L6sung, die unter anderem die vier d’NTP‘s ( d‘ATP,
d‘GTP, d‘CTP, d‘TTP) und die Tag-Polymerase enthalt, eine Primerlésung mit den fiir die
Zielsequenz spezifischen Oligonukleotidn und die als Matrize dienende DNA benétigt. Die

Zusammensetzung eines 21 pl fassenden PCR-Ansatzes ist in Tabelle 4.2.1 dargestellt.

Reagenz Zusammensetzung Menge pro Ansatz Gesamtvolumen
10x PCR-Ldsung 120 pl PCR-Puffer Y, 12 pl
2,5 pl Tag-Pol.
Primerlésung 10 ul Sense Primer 5ul
10 pl Reverse Primer,
80 ul Wasser
DNA 4 ul 21 ul

Tabelle 4.2-1-PCR-Ansatz
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Die Zusammensetzung des PCR Puffers Y wurde von Dr. K. Witter (Labor fir Immungenetik
und Molekulare Diagnostik des Klinikums der Universitdt Miinchen) entwickelt. Die genaue
Zusammensetzung ist in der folgenden Tabelle aufgefuhrt.

Reagenz-Ldsung Zusammensetzung Gesamtvolumen

PCR-Puffer Y 400 pl Qiagen 10x PCR Puffer

250 pl Qiagen RCP Puffer Coral Load

300 pl dNTP (10 mM Amersham)

400 pl Glyzerin 50% (=228 ul 87% + 172 pl H,0)
500 ul Q Solution

70mI DTT (50 mM=0,1 g in 13 ml H,O lésen)
40 pl BSA 10 mg/ml (1:10)

50 ul DMSO

400 pl 5 M Betain

15 pl Cresolrot

2ml Hgo

74,355 ml

Tabelle 4.2-2 Zusammensetzung des PCR-Puffers Y

Die Amplifikation der HLA-Loci A, B, C und DQBL1 erfolgte in einem Cycler der Firma
Biometra unter folgenden PCR-Bedingungen:

94°C 2min; 10 x(94°C 10 s, 59°C 1 min), 40 x(94°C 10 s, 56°C 50 s, 72°C 30 s); 10°C.

Fur die gruppenspezifische Amplifikation von HLA-DRB1 Exon 2, sowie flr die
Amplifikation von HLA-DPB1 wurden folgende PCR-Bedingungen gewabhlt:

94°C 2 min.; 10 x(94°C 10 s, 66°C 1 min); 20 x(94°C 10 s, 62°C 50 s, 72°C 30 s); 4°C.

4.2.4 Kontrolle der Amplifikation mittels Agarosegelelektrophorese

Der Nachweis der Amplifikate erfolgte mithilfe einer Agarosegelelektrophorese. Fehlende
Amplifikationsbanden wurden als Misserfolg der PCR interpretiert mit Ausnahme bei der
Bestimmung von HLA-DRB1 und die PCR musste wiederholt werden.

Anhand der positiven gruppenspezifischen HLA-DRB1, Exon 2, Amplifikate (maximal 2)
kann eine Grobtypisierung erfolgen und die positiven Amplifikate dienen als
Ausgangsprodukt fir die Sequenzierung.

Die PCR-Produkte mussen in einem zu erwartenden Grolienbereich liegen. Dadurch sind
richtige und unspezifische (falsch positive) PCR-Produkte unterscheidbar. Durch einen

parallel zu den PCR-Produkten aufgetragenen Langenstandard aus DNA-Fragmenten
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bekannter Grolie bzw. durch Vergleich der Laufweite der verschiedenen Amplifikate kann die
Grolie der PCR-Produkte bestimmt werden.

Die GroRe der Amplifikate der HLA-Klasse 1 Loci liegen fur HLA-A (Exon 2 und 3) bei 370
bp bzw. 350 bp, fur HLA-B (Exon 2 und 3) bei 380 bp und 330 bp und fir das Exon 2 und 3
des HLA-C bei 330 bp und 340 bp.

Bei den HLA-KIlasse-Il-Loci liegen die Banden von DPB1 bei 350 bp, von DQB1 bei 310,
bzw. 280 bp (Exon 2 und 3) und von DRB1 bei 280 bp.

Abbildung 4.2-1-Gelelektrophorese zum Nachweis der Amplifikation

Dargestellt ist eine Gelkontrolle von drei DNA-Proben. Von links nach rechts sind die Amplifikationsbanden von HLA-A,
Exon 2, Exon 3, HLA-B, Exon 2, Exon 3, HLA-C, Exon 2, Exon 3 und HLA-DQB1, Exon 2, Exon 3 sichtbar.

Rechts daneben befinden sich die Amplifikationsbanden von HLA-A, Exon 4, HLA-B, Exon 4, HLA-C Exon 4 und HLA-
DRB1 Exon 3.

Zur Herstellung der Agarosegele wurden 5 g Agarose in 150 ml 1x TBE-Laufpuffer durch
Erhitzen in einem Mikrowellenherd gelést. Dann wurden den 150 ml Gel 4 Tropfen
Ethidiumbromid zugesetzt und nach Abklhlung auf 55°C in einen Geltrdger mit eingesetzten
Probek&mmen gegossen.

Aus dem erstarrten Agarosegel wurden die Probekdmme gezogen und das Gel auf den
Geltrager in eine mit 1 x TAE-Puffer geflllte Elektrophoresekammer gesetzt. In die
entstandenen Taschen wurden 5 pl jedes Amplifikationsansatzes direkt auf das Agarosegel
aufgetragen und eine elektrische Spannung von 180 V fir 25 Minuten angelegt. Die negativ
geladenen Nukleinsauremolekile werden im elektrischen Feld durch die netzartige Gelmatrix

gezogen und bewegen sich zur positiv geladenen Anode. Da sich die kleineren Molekile
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schneller durch das Gel bewegen kénnen, wird somit die Auftrennung der DNA-Fragmente
ihrer GroRe nach moglich. Nach abgeschlossener Elektrophorese kann das Gel schlieRlich
unter einer UV-Lampe betrachtet werden um die DNA-Banden sichtbar zu machen. Das
Ethidiumbromid lagert sich in die DNA ein (Interkalation) und fluoresziert im UV-Licht.

Fur die vorliegende Arbeit wurden die Gelkontrollen der Amplifikation mit dem Gel-Doc
System (Bio Rad) zur Dokumentation photographiert und beschriftet. Die restlichen 15 ul der

jeweiligen Amplifikationsreaktion wurden zur Aufreinigung verwendet.

4.2.5 Reinigung der Amplifikate

Da Uberschissige d’NTP‘s und PCR-Primer die Sequenzierreaktion beeintrachtigen kénnen,
wurden die PCR-Produkte mit Ampure Magnetic Beads der Firma Agentcourt (Bioscience
Beckmann Coulter) gereinigt.

Dazu wurden die Amplifikate mit jeweils 30 pul Magnetic Beads gemischt, 5-10 Minuten in
eine 96 Well Magnetplatte gestellt und die Uberschissigen Primer- und d’NTP’s abgesaugt.
AnschlieRend wurde das Amplifikat mit 70%-igem Ethanol 2 x gewaschen und getrocknet.
Zum Resuspendieren der DNA wurden die Beads in 50 ul HPLC-Wasser gemischt. Danach
wurden die Proben 5 Minuten in eine 96 Well Magnetplatte gestellt.

4.2.6  Sequenzier-Polymerasekettenreaktion (Cycle-Sequencing)

Die Sequenzierung wurde mithilfe des Big Dye Terminator Kits durchgefiihrt. Der Cycle
Sequenzierreaktion liegt das Prinzip des Kettenabbruchs nach Sanger zu Grunde. Das Big
Dye Terminator Kit enthélt zusatzlich zu den Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTP)
Didesoxynukleotide ddNTP, die fluoreszenzmarkiert sind. Werden diese fluoreszierenden
Nukleotide wéhrend der PCR in den replizierten Strang eingebaut, kommt es zu einem
Kettenabbruch, da das freie 3’OH-Ende fehlt und somit keine Phosphodiesterbindung gebildet
werden kann. Durch die richtige Mischung von Nukleotiden und Stopnukleotiden wird
erreicht, dass die Reaktion ,,zuféllig“ zum Stehen kommt und alle theoretisch mdglichen
Sequenzfragmente dargestellt werden.

Es entstechen Fragmente unterschiedlicher Linge, die am 3’-Ende mit unterschiedlichen

Farbstoffen fluoreszenzmarkiert sind, je nachdem welches ddNTP eingebaut wurde.
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Die Amplifikate wurden jeweils in beiden Richtungen (sense und reverse) sequenziert.
In  dem Nachfolgenden sind die Pipettierarbeitsschritte zur  Herstellung

Sequenzieransatzes in Tabellen zusammengefasst.

des

Mix Zusammensetzung Gesamtvolumen
20x PCR-L6sung 10 ul H,O
20 pl Puffer 10x
10 ul Big Dye
40 ul Q-Solution
80 ul

Tabelle 4.2-3-Zusammensetzung der 20x PCR-L&sung fur den Sequenzieransatz

Zusammensetzung pro Ansatz Gesamtvolumen

Sequenzieransatz 2 ul H,O

4 nl 20x PCR-Ldsung

2 ul Primer (forward bzw. reverse,
siehe 3.3.2)

2 ul Template (PCR-Produkt)

10 pl

Tabelle 4.2-4-Zusammensetzung des Sequenzieransatzes pro Tube

4.2.7 Reinigung des Sequenzieransatzes mit Clean-Seq Beads

Auch die Sequenzierprodukte missen, bevor sie mit dem Sequenzierer analysiert werden,

gereinigt werden. Fir diese Arbeit wurde die Reinigung mit CleanSEQ beads (Agencourt

Bioscience) gemall Herstellerangaben mithilfe eines Pipettierroboters durchgefuhrt. Die

Reinigung gliedert sich in folgende Pipettierschritte:

1) 10 ul CleanSEQ Beads-Ldsung und 42 pl 85% Ethanol wurden zu jeder Probe

hinzupipettiert und mit der Pipette sorgféltig gemischt.

2) Proben wurden 5 Minuten in eine 96 Well Magnetplatte gestellt und anschlie3end der

Uberstand abgesaugt.

3) Mit 100 pl 85% Ethanol pro Probe wurde das Produkt zweimal gewaschen. Der

Ethanol durfte jeweils erst nach 30 Sekunden Einwirkdauer abgesaugt werden.

4) Proben wurden zum Trocknen 10 Minuten ohne Magnetplatte bei Raumtemperatur

stehen gelassen.
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5) Die DNA wurde anschlieBend mit 80 ul HPLC Wasser pro Probe eluiert und mit 20 ul
Deckol tiberschichtet.

4.2.8 Sequenzierung mithilfe des ABI 3130xI| Genetic Analyzer

Die Aufarbeitung und Auftrennung der Proben wurde mithilfe eines DNA-Kapillar-
Sequenzierers (ABI 3130xI Genetic Analyzer) durchgefuhrt. Bei der Kapillarsequenzierung
wird die Auftrennung der unterschiedlich langen Sequenzierungsprodukte in einer Kapillare,
die mit einem speziellen Polymer gefiillt ist, unter sehr hohen Spannungen erreicht. Nach der
Auftrennung erfolgt die Anregung der vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe Uber
Laserabtastung. Die emittierten Farbsignale werden Uber Filter mit vier verschiedenen
Wellenlédngen in einem Fotomultiplier geleitet und mit Hilfe eines Computers in die
entsprechende Nukleotidsequenz Ubersetzt. Die Feinauswertung der Rohdaten erfolgte mit

dem Programm uTYPE der Firma Invitrogen.
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4.3  Statistische Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen der
Autoimmunerkrankung Pemphigoid gestationis und der HLA-Haplotypen bei den betroffenen
Patientinnen, ihren  Partnern und Kindern untersucht. Dazu wurden die
Typisierungsergebnisse des Patientenkollektivs mit Typisierungsdaten unverwandter
Thrombozytenspender als Kontrollgruppe verglichen.

Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung stand nur ein 45 DNA-Proben umfassendes
Patientenkollektiv zur Verfligung. Trotz hochaufldsender 4 digit Typisierung wurden fur die
statistischen Berechnungen wegen der geringen Patientenzahl bis auf den DPB1-Locus nur 2-
digit Ergebnisse verwendet.

Fur die Ermittlung der Assoziationsstéarke wurden berechnete Allel- und Phanotypfrequenzen
der jeweiligen Gruppen mit dem Exakten Test nach Fischer verglichen.

Die Genfrequenz, die in dieser Arbeit mit der Allelfrequenz gleichzusetzen ist, berechnet sich
nach der Formel:

f=na/ng

Dabei ist n, die Anzahl eines Merkmals oder Allels, ny die Gesamtzahl aller Merkmale bzw.
Allele. Dabei wird vorausgesetzt, dass ein Individuum, das nur ein Allel aufweist, flr dieses
Allel homozygot ist. Da jede Person die beiden Allele des HLA-Locus kodominant exprimiert
gilt: Neene=2Nindividuen

Bei den Berechnungen des Signifikanzniveaus wurden Werte mit p >0,05 als nicht
signifikant, Werte mit p <0,05 als signifikant, Werte mit p <0,01 als sehr signifikant und
Werte mit p <0,001 als hochst signifikant bezeichnet. Aufgrund des Kkleinen
Patientenkollektivs wurde keine Korrektur des p-Wertes nach Yates vorgenommen.
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5. Ergebnisse
51 Ergebnisse der HLA-Kompletttypisierung

Fur die HLA-Kompletttypisierung des Patientenkollektivs (PG-Patientinnen, Vater und
Kinder) wurden zunéchst die entsprechenden Exons der HLA-Klasse-I- und [1-Gene
amplifiziert und im Anschluss eine Cycle Sequencing PCR durchgefiihrt. Die Sequenzierung
erfolgte mithilfe eines DNA-Kapillar-Sequenziergerates (ABI 3130xI Genetic Analyzer). Fur
die Feinauswertung der Rohdaten wurde das Programm uTYPE der Firma Invitrogen
verwendet. Die genauen PCR- und Sequenzierbedingungen kdénnen dem Kapitel 4.2
entnommen werden. Die verwendeten DNA-Proben stammten zum Teil aus den Bestédnden
der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie der Universitat Miinchen, zum Teil wurden sie im
Rahmen dieser Doktorarbeit mithilfe des QlAamp Blood Midi Kit (Qiagen) isoliert.

Die Ergebnisse der Typisierung wurden hinsichtlich der Allel- und Phéanotypfrequenz
untersucht und mit einer Kontrollgruppe mithilfe des Exakten Tests nach Fischer verglichen.
Eine Ubersicht der in dem Patientenkollektiv (PG-Patientinnen und Véter) gefundenen
einzelnen HLA-Merkmale von den ausgewéhlten Loci ist in den folgenden Tabellen
zusammengefasst.

Bei den PG-Patientinnen wurden folgende Ergebnisse ermittelt:

PG- PG-
Genlocus Patientinnen Allelfrequenz Kontrolle Allelfrequenz Pat./Kontrolle

n=36 PG-Pat.% weiblich, n=728  Kaontrolle % Fischer

p-Wert

A*01 8 22,22 113 15,52 0.3460
A*11 4 11,11 37 5,08 0.1208
A*02 6 16,67 199 27,34 0.1813
A*03 3 8,33 122 16,76 0.2485
A*32 3 8,33 28 3,85 0.1749
A*68 2 5,56 29 3,98 0.6528
sonstige 10

Tabelle 5.1-1-Auswertung des HLA-A-Locus des PG-Patientinnen-Kollektivs

Allelfrequenzen flr die gefundenen HLA-A-Allele bei den PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal im PG-
Patientinnen-Kollektiv auftretende HLA-A-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-A-Allele kodominant exprimiert
werden, sind die Fallzahlen verdoppelt.

40




PG- PG-

Genlocus Patientinnen Allelfrequenz Kontrolle Allelfrequenz Pat./Kontrolle

n=36 PG-Pat.% weiblich, n=728  Kontrolle % Fischer
p-Wert

B*08 10 27,78 68 9,34 0,0019, v. sig.

B*18 4 11,11 39 5,36 0,0455; sig.

B*49 2 5,56 16 2,20 0,0481, sig.

B*37 2 5,56 16 2,20 0,0481, sig.

B*38 2 5,56 26 3,57 0,1402

B*51 4 11,11 46 6,32 0,2862

B*44 3 8,33 80 10,99 0,7879

B*15 2 5,56 42 5,77 1

sonstige 7

Tabelle 5.1-2-Auswertung des HLA-B-Locus des PG-Patientinnen-Kollektivs

Allelfrequenzen fiir die gefundenen HLA-B-Allele bei den PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal im PG-
Patientinnen-Kollektiv auftretende HLA-B-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-B-Allele kodominant exprimiert
werden, sind die Fallzahlen verdoppelt.

Genlocus PG-Patientinnen Allelfrequenz Allelfrequenz PG-Pat./Kontrolle
n=36 PG-Pat.% Kontrollkollektiv %  Fischer
NMDP Datenbank  p-Wert
C*07 14 22 33,19 0.5768
C*04 2 34 10,5 0.5566
C*05 2 34 9,4 1
C*03 3 33 13,6 0.5993
C*14 2 34 1,03 0.0908
sonstige 13

Tabelle 5.1-3-Auswertung des HLA-C-Locus des PG-Patientinnen-Kollektivs

Allelfrequenzen fir die gefundenen HLA-C-Allele bei den PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal im PG-
Patientinnen-Kollektiv auftretende HLA-C-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-C-Allele kodominant exprimiert
werden, sind die Fallzahlen im Patientenkollektiv verdoppelt. Die Allelfrequenz der Kontrollgruppe ist der NMDP-
Datenbank entnommen.

PG- PG-
Genlocus Patientinnen Allelfrequenz Kontrolle Allelfrequenz Pat./Kontrolle

n=36 PG-Pat.% weiblich, n=728  Kontrolle % Fischer

p-Wert

DRB1*03 12 33,33 67 9,20 0.0001 extr. sig
DRB1*04 7 19,44 78 10,71 0.1064
DRB1*15 2 5,56 130 17,86 0.0684
DRB1*16 2 5,56 18 2,47 0.2419
DRB1*13 3 8,33 105 14,42 0.3299
DRB1*01 2 5,56 77 10,58 0.4078
DRB1*11 3 8,33 81 11,13 0.7878
sonstige 5

Tabelle 5.1-4-Auswertung des HLA-DRB1-Locus des PG-Patientinnen-Kollektivs

Allelfrequenzen fiir die gefundenen HLA-DRB1-Allele bei den PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal im PG-
Patientinnen-Kollektiv auftretende HLA-DRB1-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-DQB1-Allele kodominant
exprimiert werden, sind die Fallzahlen verdoppelt.
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PG- PG-
Genlocus Patientinnen Allelfrequenz Kontrolle Allelfrequenz Pat./Kontrolle

n=36 PG-Pat.% weiblich, n=728 Kontrolle % Fischer

p-Wert

DQB1*02 12 33,33 131 17,99 0.0283, sig.
DQB1*06 7 19,44 218 29,95 0.1955
DQB1*05 6 16,67 126 17,31 0.8209
DQB1*03 10 27,78 220 30,22 0.8536
sonstige 1

Tabelle 5.1-5-Auswertung des HLA-DQB1-Locus des PG-Patientinnen-Kollektivs

Allelfrequenzen fir die gefundenen HLA-DQBZ1-Allele bei den PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal im PG-
Patientinnen-Kollektiv auftretende HLA-DQB1-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-DQB1-Allele kodominant
exprimiert werden, sind die Fallzahlen verdoppelt.

Genlocus PG-Patientinnen Allelfrequenz Allelfrequenz PG-Pat./Kontrolle
n=36 PG-Pat.% Kontrolle % Fischer
Allele frequency
Datenbank p-Wert
DPB1*0101 7 19,44 54 0.0061 v. sig
DPB1*0401 11 30,56 39,8 0.3696
DPB1*0402 5 13,89 10,1 0.4012
DPB1*04 16 44,44 49,9 0.6008
DPB1*0201 7 19,44 15,5 1
DPB1*0301 3 8,33 12,1 1
sonstige 3

Tabelle 5.1-6-Auswertung des HLA-DPB1-Locus des PG-Patientinnen-Kollektivs

Allelfrequenzen fir die gefundenen HLA-DPB1-Allele bei den PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal im PG-
Patientinnen-Kollektiv auftretende HLA-DPB1-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-DPB1-Allele kodominant
exprimiert werden, sind die Fallzahlen verdoppelt. Als Kontrollkollektiv diente hier das ,,Essen Germany“ Kollektiv der
Datenbank Allele frequencies (siehe 3.1.2).

Genlocus PG-Patientinnen Allelfrequenz Allelfrequenz PG-Pat./Kontrolle
n=36 PG-Pat.% Kontrolle% Fischer
Allele frequency
Datenbank p-Wert
DPB1*0101 7 19,44 3,9 0.0011, v. sig
DPB1*0401 11 30,56 40,3 0.2893
DPB1*0402 5 13,89 13,8 1
DPB1*04 16 44,44 54,1 0.2981
DPB1*0201 7 19,44 11,9 0.1906
DPB1*0301 3 8,33 13,8 1
sonstige 3

Tabelle 5.1-7- Auswertung des HLA-DPB1-Locus des PG-Patientinnen-Kollektivs

Allelfrequenzen fir die gefundenen HLA-DPB1-Allele bei den PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal im PG-
Patientinnen-Kollektiv auftretende HLA-DPB1-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-DPB1-Allele kodominant
exprimiert werden, sind die Fallzahlen verdoppelt. Als Kontrollkollektiv diente hier das Pop 2 Germany Kollektiv der
Datenbank Allele frequencies (siehe 3.1.2).
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Bei der Auswertung des HLA-A und C-Locus ergaben sich bezuglich der Allelfrequenzen
unter Verwendung des Exakten Tests nach Fischer keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen dem Kollektiv der PG Patientinnen und dem weiblichen
Kontrollkollektiv (s&mtliche p-Werte sind >0,05, siehe Tabelle 5.1.1 und 5.1.3). Die
Allelfrequenzen der ermittelten Allele des HLA-B-Locus ergaben eine statistisch signifikante
H&aufung des HLA-B*08-Allels (p=0,0019) und eine eventuell signifikante H&aufung des
HLA-B*49 und B*37-Allels (p=0,0481). Bei den letzten beiden muss beachtet werden, dass
die beiden Allele jeweils nur zweimal in dem kleinen PG-Patientinnen Kollektiv vorkommen.
Die bekannte Assoziation von PG mit dem HLA-DRB1*03-Allel konnte bei diesen
Typisierungsergebnissen bestatigt werden (p=0,0001). Die in friiheren Studien beschriebene
Assoziation mit dem HLA-DRB1*04-Allel konnte bei dieser Untersuchung nicht gezeigt
werden. Die Auswertung der Allele des HLA-DQB1 und DPB1-Locus zeigte eine
signifikante Haufung in Bezug auf das Auftreten des HLA-DQB1*02-Allels (p=0,0283) und
des DPB1*0101-Allels (p= 0,0011 bzw. p=0,0061, je nach Kontrollkollektiv).

Die Haufung der HLA-B*08, DRB1*03 und DQB1*02-Allele weist auf ein mdgliches
Kopplungsungleichgewicht der Allele hin. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von
Nanda et al (Nanda, Al-Saeed et al. 2003) waren in dem 18 PG-Patientinnen umfassenden
Kollektiv alle 10 DRB1*03-Tréger auch positiv in Bezug auf das DQB1*02-Allel. Ein
weniger starkes Kopplungsungleichgewicht war zwischen HLA-B*08 und HLA-DRB1*03
und HLA-DQB1*02 vorhanden. Insgesamt waren 8 PG-Patientinnen Trager des HLA-B*08-
Allels. 7 der 8 Tragerinnen wurden auch als Trager des HLA-DRB1*03 und HLA-DQB1*02-
Allels identifiziert. Auch far das HLA-DPB1*0101-Allel wurden
Kopplungsungleichgewichte mit DRB1*03 beschrieben. In diesem Patientenkollektiv waren 4
der 5 DPB1*0101-Phanotypen (siehe Tabelle 5.1.11) auch Trager des DRB1*03-Allels.

Zur weiteren Uberpriifung der Assoziation des PG mit den signifikant gehauft auftretenden
HLA-Allelen dieser Untersuchung wurden die Phanotypfrequenzen der betroffenen Allele
errechnet. Die Ergebnisse sind in den folgenden Tabellen zusammengefasst.
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PG-

PG-

Phanotyp Patientinnen Phanotypfrequenz  Kontrolle Phanotypfrequenz  Pat./Kontrolle
weiblich,
n=18 PG-Pat.% n=364 Kontrolle % Fischer
p-Wert
0.0001 extr.
B*08 8 44,44 30 8,24 sig.
B*18 3 16,67 38 10,44 0.4255
Tabelle 5.1-8-Phanotypfrequenzen ausgewahlter HLA-B-Phanotypen
PG- PG-
Phénotyp Patientinnen Phénotypfrequenz  Kontrolle Phéanotypfrequenz  Pat./Kontrolle
weiblich,
n=18 PG-Pat.% n=364 Kontrolle % Fischer
p-Wert
0,0005 extr.
DRB1*03 10 55,56 64 17,6 sig.
DRB1*04 7 38,89 75 20,60 0.0782
0,0009 extr.
DRB1*03/04 | 4 22,22 7 1,92 sig.
Tabelle 5.1-9-Phanotypfrequenzen ausgewahlter HLA-DRB1-Phé&notypen
PG- PG-
Phénotyp Patientinnen Phénotypfrequenz  Kontrolle Phéanotypfrequenz  Pat./Kontrolle
weiblich,
n=18 PG-Pat.% n=364 Kontrolle % Fischer
p-Wert
DQB1*02 | 10 | 55,56 | 121 | 33,24 | 0.0726
Tabelle 5.1-10-Phénotypfrequenz des HLA-DQB1*02 Phanotyps
Phanotyp PG-Patientinnen Phanotypfrequenz Phanotypfrequenz PG-Pat./Kontrolle
n=18 PG-Pat.% Kontrolle % Fischer
p-Wert
DPB1*0101 |5 | 27,78 | 10,30 | 0.0456

Tabelle 5.1-11-Phénotypfrequenz des HLA-DPB1*0101 Phénotyps
Die Phénotypfrequenz wurde der Datenbank Allele frequencies enthommen (Germany Essen-Kollektiv)

Die Auswertung der Phanotypfrequenzen ergab im Vergleich zu den Allelfrequenzen eine
statistisch signifikantere Haufung des HLA-B*08-Phénotyps (p=0,0001, im Vergleich zu
p=0,0019 bei der Allelfrequenz). Der HLA-B*18-Phanotyp wies im Gegensatz zu der
Allelfrequenz keine signifikante H&ufung in dem PG-Patientinnen Kollektiv auf. Die

Berechnungen der ausgewahlten DRB1-Phinotypen zeigten in Ubereinstimmung mit den
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statistischen Ergebnissen der Allelfrequenzen eine hoch signifikante Haufung des DRB1*03-
Phénotyps (p=0,0005). Die in friheren Studien beschriebene Haufung des kombinierten
HLA-DRB1*03/*04-Phénotyps bei  den
Typisierungsergebnissen dieser Arbeit deutlich erkennbar (p=0,0009). In der Literatur wird

PG-Patientinnen ist auch bei den

die Frequenz dieses kombinierten Phanotyps in der Normalbevélkerung mit <3% angegeben.
In dem Kollektiv der PG-Patientinnen lag die Phanotypfrequenz des HLA-DRB1*03/*04
Typs bei 22,2% (siehe Tabelle 5.1.9). In Bezug auf das Auftreten des HLA-DQB1*02-
Phénotyps waren keine statistisch signifikanten Abweichungen von dem Kontrollkollektiv
feststellbar.

Die statistische Auswertung der Typisierungsergebnisse der 13 DNA Proben der Partner der

PG-Patientinnen sind ebenfalls tabellarisch dargestellt.

PG-
Genlocus PG-Vater Allelfrequenz Kontrolle Allelfrequenz Viéter./Kontrolle
mannlich,
n=26 PG-Véter % n=766 Kontrolle % Fischer
p-Wert
A*02 7 26,92 218 28,46 1
A*03 6 23,08 105 13,71 0.2429
A*01 3 11,54 102 13,32 1
A*11 2 7,69 44 5,74 0.3931
A*25 2 7,69 17 2,22 0.0215, sig.
sonstige 6

Tabelle 5.1-12-Auswertung des HLA-A-Locus des Kollektivs der Partner der PG-Patientinnen
Allelfrequenzen fir die gefundenen HLA-A-Allele bei den Partnern der PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal im
Kollektiv auftretende HLA-A-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-A-Allele kodominant exprimiert werden, sind
die Fallzahlen verdoppelt.

PG-

Genlocus PG-Vater Allelfrequenz Kontrolle Allelfrequenz Viter./Kontrolle
mannlich,
n=26 PG-Viter % n=766 Kontrolle % Fischer

p-Wert
B*44 5 19,23 105 13,71 0.3902
B*07 4 15,38 78 10,18 0.3340
B*15 3 11,54 65 8,49 0.4825
B*18 3 11,54 45 5,87 0.2047
B*35 3 11,54 71 9,27 0.7271
B*51 2 7,69 42 5,48 0.6507
sonstige 6

Tabelle 5.1-13- Auswertung des HLA-B-Locus des Kollektivs der Partner der PG-Patientinnen

Allelfrequenzen fir die gefundenen HLA-B-Allele bei den Partnern der PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal im
Kollektiv auftretende HLA-B-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-B-Allele kodominant exprimiert werden, sind die
Fallzahlen verdoppelt.
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PG-

Genlocus PG-Viter Allelfrequenz Allelfrequenz Vater./Kontrolle
n=26 PG-Viter % Kontrolle % Fischer
NMDP Datenbank  p-Wert
C*07 6 23,08 33,20% 0.3836
C*04 6 23,08 10,50% 0.1007
C*05 2 7,69 7,70% 1
C*03 4 15,38 40,70% 0.7685
C*06 3 11,54 9,20% 0.7248
C*01 2 7,69 2,90% 0.2157
sonstige 3

Tabelle 5.1-14-Auswertung des HLA-C-Locus des Kollektivs der Partner der PG-Patientinnen

Allelfrequenzen fir die gefundenen HLA-C-Allele bei den Partnern der PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal im
Kollektiv auftretende HLA-C-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-C-Allele kodominant exprimiert werden, sind die
Fallzahlen des Patientenkollektivs verdoppelt. Die Allelfrequenz des Kontrollkollektivs ist der Datenbank des NMDP
entnommen.

PG-

Genlocus PG-Viter, Allelfrequenz Kontrolle Allelfrequenz Viéter./Kontrolle
mannlich,
n=26 PG-Véter % n=766 Kontrolle % Fischer

p-Wert
DQB1*03 7 26,92 265 34,60 0.5305
DQB1*06 7 26,92 185 24,15 0.8159
DQB1*02 5 19,23 157 20,50 1
DQB1*05 5 19,23 132 17,23 0.7920
DQB1*04 2 7,69 25 3,26 0.2208

Tabelle 5.1-15- Auswertung des HLA-DQB1-Locus des Kollektivs der Partner der PG-Patientinnen

Allelfrequenzen fir die gefundenen HLA-DQB1-Allele bei den Partnern der PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal
im Kollektiv auftretende HLA-DQBZ1-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-DQB1-Allele kodominant exprimiert
werden, sind die Fallzahlen verdoppelt.

PG-

Genlocus PG-Vater Allelfrequenz Kontrolle Allelfrequenz Viéter./Kontrolle

n=26 PG-Véter % mannlich, Kontrolle % Fischer

n=766 p-Wert

DRB1*15 6 23,08 89 11,62 0.1137
DRB1*16 2 7,69 18 2,35 0.1372
DRB1*04 3 11,54 99 12,92 1
DRB1*11 3 11,54 102 13,32 1
DRB1*13 2 7,69 109 14,23 0.5635
DRB1*08 2 7,69 27 3,52 0.2457
DR02 8 30,77 107 13,97 0.0405, sig.
(DRB1*15 /16)
sonstige 8

Tabelle 5.1-16- Auswertung des HLA-DRB1-Locus des Kollektivs der Partner der PG-Patientinnen

Allelfrequenzen fiir die gefundenen HLA-DRB1-Allele bei den Partnern der PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal
im Kollektiv auftretende HLA-DRB1-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-DRB1-Allele kodominant exprimiert
werden, sind die Fallzahlen verdoppelt.
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PG-

Genlocus PG-Viter Allelfrequenz Allelfrequenz Vater./Kontrolle

n=26 PG-Viter% Kontrolle % Fischer

n=348 p-Wert

DPB1*0401 7 26,92 39,8 0.2180
DPB1*0402 5 19,23 10,1 0.1767
DPB1*04 12 46,15 49,9 0.8394
DPB1*0201 3 11,54 15,5 0.4371
DPB1*1001 2 7,69 0,6 0.0253, sig
DPB1*0301 2 7,69 12,1 0.7534
DPB1*1701 2 7,69 1,4 0.0779
DPB1*1401 2 7,69 1,4 0.0779
sonstige 3

Tabelle 5.1-17-Auswertung des DPB1-Locus des Kollektivs der Partner der PG-Patientinnen

Allelfrequenzen fur die gefundenen HLA-DPB1-Allele bei den Partnern der PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal
im Kollektiv auftretende HLA-DPB1-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-DPB1-Allele kodominant exprimiert
werden, sind die Fallzahlen verdoppelt. Als Kontrollkollektiv diente hier das ,,Essen Germany* Kollektiv der Datenbank
Allele frequencies (siehe 3.1.2).

PG-

Genlocus PG-Vater Allelfrequenz Allelfrequenz Viter./Kontrolle

n=26 PG-Vater% Kontrolle % Fischer

n=348 p-Wert

DPB1*0401 7 26,92 40,3 0.2167
DPB1*0402 5 19,23 13,8 0.3937
DPB1*04 12 46,15 54,1 0.5438
DPB1*0201 3 11,54 11,9 1
DPB1*1001 2 7,69 2,4 0.1551
DPB1*0301 2 7,69 13,8 0.5558
DPB1*1701 2 7,69 1,7 0.0943
DPB1*1401 2 7,69 1 0.0439, sig
sonstige 3

Tabelle 5.1-18- Auswertung des DPB1-Locus des Kollektivs der Partner der PG-Patientinnen

Allelfrequenzen fiir die gefundenen HLA-DPB1-Allele bei den Partnern der PG-Patientinnen. Unter sonstige sind nur einmal
im Kollektiv auftretende HLA-DPB1-Allele zusammengefasst. Da die beiden HLA-DPB1-Allele kodominant exprimiert
werden, sind die Fallzahlen verdoppelt. Als Kontrollkollektiv diente hier das Pop 2 Germany Kollektiv der Datenbank Allele
frequencies (siehe 3.1.2).

PG-
Phéanotyp PG-Viter Phéanotypfrequenz ~ Kontrolle Phanotypfrequenz ~ Véter./Kontrolle
n=13 PG-Viéter % mannlich Kontrolle % Fischer
n=383 p-Wert
DR02 7 | 53,85 | 102 | 26,63 | 0.0518
(DRB1*15
/16)

Tabelle 5.1-19-Phénotypfrequenz fir den DRB1*02 Phé&notyp im Kollektiv der Partner der PG-Patientinnen

Eine eventuell signifikante Haufung in Bezug auf die Allelfrequenz wurde fur das A*25-Allel

ermittelt (p=0,0215), wobei dieses Allel nur zweimal im gesamten Kollektiv der Partner der
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PG-Patientinnen auftrat. Die statistischen Ergebnisse der Auswertung des HLA-B, C DQB1
und DPB1-Locus wiesen keine signifikanten Abweichungen von dem Kontrollkollektiv auf.
Der Vergleich der Allelfrequenzen des DRB1-Locus mithilfe des Exakten Tests nach Fischer
ergab ebenfalls keine statistisch signifikanten Abweichungen vom Kontrollkollektiv. Die
Allelfrequenz von DRB1*02 insgesamt d.h. die Summe aus den Allelfrequenzen von
DRB1*15 und 16, lasst eine eventuelle signifikante Haufung vermuten (p=0,0518).

Wie von Yancey und Shornick et al. beschrieben waren etwa die Halfte (53,85%) aller Partner

der PG-Patientinnen phénotypisch DRB1*02 positiv.
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5.2  Analyse der Aminosaurensequenzen typisierter HLA-Gene bei
Pemphigoid gestationis Patientinnen und deren Kinder

Um zu uberpriifen, ob die ermittelten HLA-Allele der PG-Patientinnen Ahnlichkeiten auf der
Polypeptidebene haben, wurden die Allele mithilfe der IMGT/HLA Datenbank in die
Aminosaurensequenzen (ibersetzt. Ubersetzt wurden die polymorphen Regionen der HLA-
Allele. Bei den HLA-Klasse-I-Loci umfassen diese die Aminosaurepositionen von 1-200, bei
den HLA-Klasse-I1-Loci die Aminosaurepositionen von 1-100. Die Aminosauren sind in der

Aufzéhlung in Ein-Buchstaben-Symbolen dargestellt.
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Aminosdurensequenzen der DRB1-Allele des PG-Patientinnenkollektivs

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
DRB1*010101 GDTRPRFLWQ LKFECHFFNG TERVRLLERC IYNQEESVRF DSDVGEYRAV TELGRPDAEY WNSQKDLLEQ RRAAVDTYCR HNYGVGESFT VQRRVEPKVT
DRB1*010201 == —mmmmm o oo o o ———-AV-——- —mmm oo
DRB1*03010101 —--—----- EY STS------- -——=-- Y-D-Y FH----N--- ------ Fo-— —m——mmmmmm —mm—mmo o K-GR--N--- ——--- Vommm —mm—- H-—--
DRB1*040101 —-—=—---- E- V-H-—---—= —=—==F-D-Y F-H-—=Y-—— —-—-omo—oo oo K-———mm—mm —mmmmmmmmm oo Y-E--
DRB1*0402 ———=—--—- E- V-H-—---—= —===-F-D-Y F-H--=Y--= —-—---o—om —mmmmo I--D E---——--—— ———-- e Y-E--
DRB1*040301 —-—----- E- V-H-—=---—= —===-F-D-Y F-H-—-Y-—= —-—--mm—mm —mmmmmm— e Vommm —mmm- Y-E--
DRB1*0404 —-——--—- E- V-H-—=---== —====F-D-Y F-H-—=Y-—— —-—mmmomm mmm oo o o oo e Y-E--
DRB1*110101  —-—----- EY STS------- -——=-- F-D-Y F-—--- Y- ———--- F--— ——————- E-- --——--- F--D —-——=——-—=-= ——mmm—mmmm oo H----
DRB1*1103 —————-—- EY STS------= -——=-- F-D-Y F-—--- Y- —mmm-- F--m —m——-—— R F--D E--—=---—== ——=-— N H-—--
DRB1*110401 —-—-—---- EY STS------- -——=-- F-D-Y F-—--- Y- ———--- F--— ——————- E-- --——--- F--D —-——————== ———-— R H----
DRB1*130101 —-—=—---- EY STS------= -———-- F-D-Y FH----N--- ——---- Fo-m mmmmmmmmmm oo I--D E---——--—— ———-- N H-—--
DRB1*130201 —-—=—---- EY STS------- -——-- F-D-Y FH----N--- ——---—- Fo-— —mmmmmmmmm ——mmoo I--D E---—=——=—= —————————— - H----
DRB1*1454 ———————- EY STS-----—= -———-- F-D-Y FH----F-=-- —————————e ———ee A--H ——-———-—- R —--E-—--—— ———-- R H-—--
DRB1*15010101 —-——---—-- P-R-----== ——==-F-D-Y F---—---—= —————- e I--- A-———---—— ————- Vommm —mm—- Q-—--
DRB1*160101 —-———————- P-R-—=—-=== ——===F-D-Y Fo-——-—-—— —o—mmmomm oo F--D —--———m——- ——mmm—mmmm oo Q-—--

Tabelle 5.2-1-Aminosauresequenzen der DRB1-Allele der PG-Patientinnen
Aufgelistet ist die Aminoséuresequenz der DRB1-Allele der PG-Patientinnen von Position 1-100. Gelb markiert sind die Aminoséuren der Positionen 9, 28, 30, 31 und 86 der gefundenen DRB1*03
und *04-Allele. Alle Patientinnen wurden als Trager mindestens eines DRB1-04 oder DRB1-03 Allels oder sogar als Tréager beider ermittelt.
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Als Ansatzpunkt fir die Analyse der Aminosdurensequenz der DRB1-Allele diente die
Gemeinsamkeit aller PG-Mutter, entweder Trager eines DRB1*0301 oder eines DRB1*04-
Allels oder Tréager dieser beiden Allele zu sein. Die Aminoséurensequenzen der DRB1*03
und DRB1*04-Allele wurden mit den Ubrigen im Patientenkollektiv auftretenden Allelen
verglichen. Die DRB1*03 und *04-Allele tragen als Merkmal in Position 9 die Aminosaure
(AS) Glutamat (E), in Position 28 die AS Aspartat (D), in Position 30 die AS Tyrosin (Y), in
Position 31 die AS Phenylalanin (F) und bis auf DRB1*0401 in Position 86 die AS Valin (V),
siehe gelbe Markierung in Tabelle 5.2.1. AnschlieBend wurde Uberpriift ob die PG-
Patientinnen homozygote oder heterozygote Tréager dieser Merkmale sind. Die Ergebnisse

sind tabellarisch zusammengefasst.

PG-Mditter
Nr. Vererbung Pos. 9: E Pos. 28: D Pos.: 30 Y Pos. 31: F Pos. 86: V

195195 heterozygot - - - - -

195174 heterozygot

195163

195175

195179

++]

195185

195162

195640

195880

[+ |+

195168

195170

o I N T S S S ) S S

195172

195177

195184

195189

195191

195193

||| |||+ +]+]+]
||+ |+ [+ ][+ ]+ ]+ +]+]+]
||+ |+ [+ ][+ ]+ ]+ +]+]+]

195198

Tabelle 5.2-2 -Auswertung der Aminosaurensequenzen der DRB1-Allele im Kollektiv der PG-Patientinnen

Dargestellt sind die Vererbungsmodi ausgewdhlter Aminoséurepositionen der DRB1-Genprodukte im Kollektiv der PG-
Patientinnen. Als heterozygote Trager wurden PG-Miitter interpretiert, die in Bezug auf keine der untersuchten
Aminosaurepositionen homozygot waren. Als homozygote Tréger wurden PG-Mutter interpretiert, die mindestens in Bezug
auf eine der untersuchten Aminosdurepositionen homozygot waren. Das Zeichen*-,, steht fiir Heterozygotie, das Zeichen ,,+
fur Homozygotie der entsprechenden Aminoséureposition.

16 der 18 PG-Patientinnen wurden als homozygot in Bezug auf mindestens 3 der 5 Positionen
bestimmt, lediglich 2 Patientinnen waren heterozygote Trager. Diese Ergebnisse sprechen fur
Strukturahnlichkeiten der in dem PG-Patientinnen Kollektiv auftretenden DRB1-Allele. Es
muss aber auch bedacht werden, dass im Vergleich dazu die Gruppe von DRB1-Allelen diese

Kriterien nicht erfullt, in européischen Bevolkerungen selten sind. Dieses Merkmal tragen die
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folgenden tabellarisch aufgefuhrten HLA-DRB1-Allele nicht. Die dazugehdrigen
Allelfrequenzen sind der NMDP Datenbank entnommen.

Genlocus Allelfrequenz %
NMDP-Datenbank

DRB1*01 11,74

DRB1*07 13,77

DRB1*09 0,82

DRB1*12 1,47

Tabelle 5.2-3-Allelfrequenzen von DRB1-Allelen ohne E in Pos. 9, D in Pos. 28, Y in Pos. 30, F in Pos. 31, V in Pos. 86.
Die Allelfrequenzen sind der NMDP Datenbank entnommen. Allelfrequenzen fiir DRB1*14 waren nicht verfiighar (NA).

Um eventuelle Strukturunterschiede zwischen DRB1-Allelen von Kindern von PG-
Schwangerschaften und von nicht-betroffenen Schwangerschaften (skip-pregnancies) zu
Uberprifen wurden dieselben Positionen der Aminosaurensequenzen untersucht und

verglichen. Die Ergebnisse sind tabellarisch zusammengefasst.

PG-Kinder
Nr. Fam.-Nr. Vererbung  Pos. 9: E Pos.28: D Po0s.30: Y Pos.31: F  Pos. 86: V

195166 - ¥ ;

+

195188

+ |+

195187

195688

+
+
+
+

+ |4+ |+

+
+
+
+

195181

+

195183 heterozygot - - - - -

195723 heterozygot - - - - -

195197 heterozygot - - - -

OO BRWININ -

195199 - + + + +

Tabelle 5.2-4-Auswertung der Aminosaurensequenzen der DRBI1-Allele im Kollektiv der Kinder aus PG
Schwangerschaften.

Dargestellt sind die Vererbungsmodi ausgewdhlter Aminoséurepositionen der DRB1-Genprodukte im Kollektiv der PG-
Kinder. Als heterozygote Trager wurden die PG-Kinder interpretiert, die in Bezug auf keine der untersuchten
Aminoséurepositionen homozygot waren. Als homozygote Trager wurden PG-Kinder interpretiert, die mindestens in Bezug
auf eine der untersuchten Aminosaurepositionen homozygot waren Das Zeichen“-,, steht fiir Heterozygotie, das Zeichen ,,+
fur Homozygotie der entsprechenden Aminoséureposition.
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skip-

Kinder

Nr. Fam.-Nr. Vererbung Pos. 9: E Pos.28:D  P0s.:30Y Pos.31:F  Pos. 86:V
195165 1 + + + + +
195167 1 - + + + -
195703 1 - + + + -
195704 1 + + + + +
195705 1 - + + + -
195689 3 + + + + -

Tabelle 5.2-5-Auswertung der Aminosdurensequenzen der DRB1-Allele im Kollektiv der Kinder von skip-
pregnancies.

Dargestellt sind die Vererbungsmodi ausgewahlter Aminoséaurepositionen der DRB1-Genprodukte im Kollektiv der Kinder
nicht betroffener Schwangerschaften (skip-Kinder). Als heterozygote Trager wurden die skip-Kinder interpretiert, die in
Bezug auf keine der untersuchten Aminosaurepositionen homozygot waren. Als homozygote Tréger wurden skip-Kinder
interpretiert, die mindestens in Bezug auf eine der untersuchten Aminopositionen homozygot waren. Das Zeichen*-,, steht fiir
Heterozygotie, das Zeichen ,,+ fiir Homozygotie der entsprechenden Aminosédureposition.

In der Gruppe der Kinder von PG-Schwangerschaften waren 5 Kinder homozygote und 3
heterozygote Tréager dieser Aminosauren. Die Kinder von sog. skip-pregnancies waren alle
homozygot in Bezug auf diese Merkmale. Ein besonderer Unterschied des Verteilungsmusters
dieser Aminoséuren zwischen beiden Gruppen der Kinder konnte nicht beobachtet werden.

In dem Kollektiv der PG-Miitter und Kinder wiesen die Aminosaurensequenzen des DPB1-

und DQB1-Locus sowie aller typisierten HLA-Loci der Klasse | keine besonderen

Gemeinsamkeiten auf.
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5.3 Einteilung der HLA-B und C-Allele nach KIR-bindenden Epitopen

Die natirlichen Killer-Zellen (NK-Zellen) exprimieren am dem Ort der Implantation Killer
cell immunoglobulin-like receptors (KIR), die unteranderem HLA-C Molekile auf
Trophoblasten binden. Beide Gensysteme sind polymorph. Eine Assoziation bestimmter
mitterlicher KIR/ fetaler HLA-C Genkombinationen mit Praeklampsien und rezidivierenden
Spontanaborten wurde bereits von zwei Arbeitsgruppen beschrieben (Hiby, Walker et al.
2004; Hiby, Regan et al. 2008).

Die KIR-Liganden konnen in Hauptkategorien unterteilt werden. Diese Gruppen
unterscheiden sich in der Aminosaurensequenz der KIR-bindenden Epitope der HLA-C- und
HLA-B-Molekiile. Die HLA-C-Allele werden in die Allotypen C1 und C2 eingeteilt, die
meisten HLA-B-Molekiile konnen als Bw4 oder Bw6 positiv klassifiziert werden. Die Tabelle

zeigt wie diese Gruppen definiert sind.

Ligand Kategorie AS-Position 77 AS-Position 80

HLA-B Bw4 N (Asparagin) I (Isoleucin) oder T (Threonin)
HLA-B Bw4 N (Asparagin) I (Isoleucin) oder T (Threonin)
HLA-B Bw4 D (Aspartat) T (Threonin)

HLA-B Bw4 S (Serin) T (Threonin)

HLA-B Bw6 G (Glycin) oder S (Serin) N (Asparagin)

HLA-C C1l S (Serin) N (Asparagin)

HLA-C C2 A (Asparagin) K (Lysin)

Tabelle 5.3-1-Klassifikation von Bw4, Bw6, C1 und C2

Fur die vorliegende Arbeit wurden die HLA-B- und C-Allele diesen Allotypen zugeordnet,
um zu untersuchen, ob Gemeinsamkeiten in Bezug auf die Klassifizierung der HLA-Klasse-I-
Allele nachweisbar sind. Die Ergebnisse sind tabellarisch zusammengefasst und farblich
markiert.

Die C1-Gruppe ist orange markiert, die C2-Gruppe rot, die Bw4-Spezifitat grin, die Bw6-
Spezifitdt hellblau. Die Schwangerschaften, die PG auslosten, sind durch eine gelbe
Markierung der entsprechenden Kinder gekennzeichnet. Die B und C-Allele sind jeweils als
Haplotypen dargestellt und jeweils mit den Buchstaben ,,a*, ,,b*, ,,c* und ,,d* bezeichnet.
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Familie 1

Mutter a B*1801 C*0701
b B*1517 C*0701

Vater c B*3502
d B*0702 C*0702

Tochter 1 a B*1801 C*0701
C B*3502

Sohn 2 a B*1801 C*0701
d B*0702 C*0702

Sohn 3 b B*1517 C*0701
d B*0702 C*0702

Tochter 4 b B*1517 C*0701
d B*0702 C*0702

Sohn 5 a B*1801 C*0701
c B*3502

Tochter 6 a B*1801 C*0701
d B*0702 C*0702

5.3-2- Verteilung der Allotypen Bw4, Bw6, C1 und C2 in der Familie 1

Familie 2

Mutter a B*0801 C*0701
b B*0801 C*0701

Vater c B*5501 C*0303
d B*1801 C*1203

Sohn, 1 a B*0801 C*0701
c B*5501 C*0303

Sohn 2 b B*0801 C*0701
d B*1801 C*1203

Tabelle 5.3-3- Verteilung der Allotypen Bw4, Bw6, C1 und C2 in der Familie 2
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Familie 3

Mutter a B*3501
b B*4402
Vater c B*0702 C*0702
d B*1501 C*0304
Tochter, 1 a B*3501
c B*0702 C*0702
Sohn, 2 a B*3501
d B*1501 C*0304

Tabelle 5.3-4- Verteilung der Allotypen Bw4, Bw6, C1 und C2 in der Familie 3

Familie 4
Mutter a B*5101 C*1402
b B*4001 C*0304
Vater c B*4403
d B*0702 C*0702
Sohn 1 b B*4001 C*0304
d B*0702 C*0702
Tochter, 2 a B*5101 C*1402
c B*4403
Tochter, 3 a B*5101 C*1402
c B*4403

Tabelle 5.3-5- der Allotypen Bw4, Bw6, C1 und C2 in der Familie 4

Familie 5

Mutter a B*3801 C*1203
b B*0801 C*0701

Vater C B*5101
d B*3503

Sohn B*3801 | C*1203
c B*5101

Tabelle 5.3-6- Verteilung der Allotypen Bw4, Bw6, C1 und C2in der Familie 5
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Familie 6

Mutter a B*0801 C*0701
b B*0801 C*0701
Vater c B*1501
d B*4402
Tochter, 1 a B*0801
c B*1501 C*0401
Ungeboren a NA NA
d NA NA

Tabelle 5.3-7- Verteilung der Allotypen Bw4, Bw6, C1 und C2in der Familie 6
Die Typisierungsdaten des Ungeborenen Kindes der Familie 6 sind nicht vorhanden (NA).

Im Fall der dargestellten Familien war kein durchgangiges Vererbungsmuster der Merkmale

C1, C2, Bw4 und Bwé6 bei PG und nicht betroffenen Schwangerschaften erkennbar.
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5.4 Familienstammbaume vollstandiger Familien

In sechs Féllen standen DNA-Proben kompletter Familien zur Verfigung, so dass
Stammbaumdiagramme mit den Ergebnissen der HLA-Typisierung in Haplotypen-
Darstellung angefertigt werden konnten. Auf diese Art und Weise wurde die genetische

Konstellation der HLA-Haplotypen innerhalb der Familien erfasst.

Familie 1
A*1101, 0101 A*3101, 0301
B*1801, 1517 B*3502, 0702
C*0701, 0701 C*0401, 0702
DRB1*0403, 1302 DRB1*0301, 1601
DQB1*0302, 0604 DQB1*0201, 0502
DPB1*0401, 0501 DPB1*5101, 0402
A*1101, 3101 A*1101, 0301 A*0101, 0301 A*0101, 0301 A*1101, 3101 A*1101, 0301
B*1801, 3502 B*1801, 0702 B*1517, 0702 B*1517, 0702 B*1801, 3502 B*1801, 0702
C*0701, 0401 C*0701, 0702 C*0701, 0702 C*0701, 0702 C*0701, 0401 C*0701, 0702
DRB1*0403, 0301 DRB1*0403, 1601 DRB1*1302, 1601 DRB1*1302, 1601 DRB1*0403, 0301 DRB1*0403, 1601
DQB1*0302, 0201 DQB1*0302, 0502 DQB1*0604, 0502 DQB1*0604, 0502 DQB1*0302, 0201 DQB1*0302, 0502
DPB1*0401, 5101 DPB1*0401, 0402 DPB1*0501, 0402 DPB1*0501, 0402 DPB1*0401, 5101 DPB1*0401, 0402

Abbildung 5.4-1-Stammbaumdiagramm der Familie 1

Dargestellt sind Mutter, Vater und Kinder (3 Sthne, 3 Tochter) der Familie. Die Geschwister sind von links nach rechts in
der Reihenfolge ihrer Geburt aufgeftihrt. Nur die Schwangerschaft mit dem 2. Kind I6ste PG aus (gekennzeichnet durch die
Schraffierung des Symbols). Die Ergebnisse der HLA-Typisierung sind in Haplotypen-Darstellung unter den Personen-
Symbolen aufgelistet
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Familie 2

O [ ]

A*0201, 0101 A*1101, 2501
B*0801, 0801 B*5501, 1801
C*0701, 0701 C*0303, 1203
DRB1*0301, 0301 DRB1*1454, 1501
DQB1*0201, 0201 DQB1*0503, 0602
DPB1*0201, 0301 DPB1*1001, 2301
A*0201, 1101 A*0101, 2501
B*0801, 5501 B*0801, 1801
C*0701, 0303 C*0701, 1203

DRB1*0301, 1454 DRB1*0301, 1501
DQB1*0201, 503 DQB1*0201, 0602
DPB1*0201, 1001 DPB1*0301, 2301

Abbildung 5.4-2-Stammbaumdiagramm der Familie 2.

Dargestellt sind Mutter, Vater und Kinder der Familie 2. Die Sohne sind in der Reihenfolge ihrer Geburt von links nach
rechts aufgelistet. Beide Schwangerschaften losten PG aus (gekennzeichnet durch die Schraffierung der Symbole). Die
Ergebnisse der HLA-Typisierung sind in Haplotypen-Darstellung unter den Personen-Symbolen aufgelistet.

Familie 3
A*0301, 0201 A*0301, 0201
B*3501, 4402 B*0702, 1501
C*0401, 0501 C*0702, 0304
DRB1*0401, 1454 DRB1*1501, 0401
DQB1*0302, 0503 DQB1*0602, 0302
DPB1*0401, 0901 DPB1*0401, 0401
$ %
A*0301, 0301 A*0301, 0201
B*3501, 0702 B*3501, 1501
C*0401, 0702 C*0401, 0304

DRB1*0401, 1501 DRB1*0401, 0401
DQB1*0302, 0602 DQB1*0302, 0302
DPB1*0401, 0401 DPB1*0401, 0401

Abbildung 5.4-3-Stammbaumdiagramm der Familie 3

Dargestellt sind Mutter, Vater 2 Aborte und 2 Kinder der Familie 3. Die Aborte und Kinder sind von links nach rechts in der
Reihenfolge der Schwangerschaften aufgefiihrt. Bei der ersten Schwangerschaft trat ein Spétabort in der 32
Schwangerschaftswoche (SSW) auf, der durch intrauterinen Fruchttod bei massiver Plazentainsuffizienz bedingt war. In der
2. Schwangerschaft trat ein Fruhabort in der 7. SSW auf. Die erste als auch die 3. Schwangerschaft 16sten PG aus

(gekennzeichnet durch die Schraffierung der Symbole). Die Ergebnisse der HLA-Typisierung der Eltern und Kinder sind in
Haplotypen-Darstellung unter den Personen-Symbolen aufgelistet.
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Familie 4

O

A*0101, 3101

B*5101, 4001

C*1402, 0304
DRB1*0301, 0404
DQB1*0201, 0302
DPB1*0402, 0401

[]

A*0201, 0201

B*4403, 0702

C*0401, 0702
DRB1*0701, 1501
DQB1*0202, 0602
DPB1*1401, 0401

A*3101, 0201

B*4001, 0702

C*0304, 0702
DRB1*0404, 1501
DQB1*0302, 0602
DPB1*0401, 0401

7

A*0101, 0201

B*5101, 4403

C*1402, 0401
DRB1*0301, 0701
DQB1*0201, 0202
DPB1*0402, 1401

A*0101, 0201

B*5101, 4403

C*1402, 0401
DRB1*0301, 0701
DQB1*0201, 0202
DPB1*0402, 1401

Abbildung 5.4-4-Stammbaumdiagramm der Familie 4

Dargestellt sind Mutter, Vater und drei Kinder der Familie 4. Die Geschwister sind von links nach rechts in der Reihenfolge
ihrer Geburt aufgelistet. Alle drei Schwangerschaften ldsten PG aus (gekennzeichnet durch die Schraffierung der Symbole).
Die Ergebnisse der HLA-Typisierung sind in Haplotypen-Darstellung unter den Personen-Symbolen aufgelistet. Ist bei einem
HLA-Locus nur ein Allel aufgefiihrt, wird davon ausgegangen, dass der Tréager in Bezug auf dieses Allel homozygot ist.

Familie 5

O

A*3201, 6801

B*3801, 0801

C*1203, 0701
DRB1*0101, 0301
DQB1*0501, 0201
DPB1*0401, 0101

[]

A*0302, 0101
B*5101, 3503
C*1502, 0401
DRB1*1101
DQB1*0301
DPB1*0402, 0401

A*3201, 0302

B*3801, 5101

C*1203, 1502
DRB1*0101, 1101
DQB1*0501, 0301
DPB1*0401, 0402

Abbildung 5.4-5-Stammbaumdiagramm der Familie 5

Dargestellt sind Mutter, Vater und Sohn der Familie 5. Die Schwangerschaft I6ste PG aus (gekennzeichnet durch die

Schraffierung des Symbols). Die Ergebnisse der HLA-Typisierung sind in Haplotypen-Darstellung unter den Personen-
Symbolen aufgelistet.
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Familie 6

O [ ]

A*2501, 0101 A*0201, 2501
B*0801, B*1501, 4402
C*0701 C*0401, 0501

DRB1*0301 DRB1*1501, 1601
DQB1*0201 DQB1*0602, 0502
DPB1*0101 DPB1*1701, 1001

o o

A*2501, 0201

B*0801, 1501

C*0701, 0401
DRB1*0301 1501
DQB1*0201, 0602
DPB1*0101, 1701

Abbildung 5.4-6- Stammbaumdiagramm der Familie 6

Dargestellt sind Mutter, Vater, Tochter und ein ungeborenes Kind der Familie 6. Die Geschwister sind von links nach rechts
in der Reihenfolger ihrer Geburt bzw. der Schwangerschaft aufgelistet. Beide Schwangerschaften I6sten PG aus
(gekennzeichnet durch die Schraffierung der Symbole). Die verfligharen Ergebnisse der HLA-Typisierung sind in
Haplotypen-Darstellung unter den Personensymbolen aufgefiihrt. Ist bei einem Locus nur ein Allel aufgefiihrt, wird davon
ausgegangen, dass der Tréager in Bezug auf dieses Allel homozygot ist.

Bei allen Muttern der aufgefuhrten Familien kann eine Assoziation der Erkrankung mit den
HLA-Allelen HLA-DRB1*03 oder DRB1*04 oder einer Kombination aus HLA-DRB1*03,
*04 gezeigt werden. Bei finf der sechs Véter kann die bekannte Assoziation mit dem HLA-
DRB1*02-Allel (DRB1*15 und 16) beobachtet werden.

Um auf die Genkonstellationen zu schlief3en, die bei der Initiierung der Erkrankung eine Rolle
spielen, ist ein Vergleich der ersten betroffenen Schwangerschaft mit der -falls vorhanden-
vorherigen nicht-betroffenen Schwangerschaft nétig. Ein besonderes Augenmerk muss auch
auf die Genkonstellationen bei skip-pregnancies gerichtet werden.

In der Familie 1 ist das Auftreten der Erkrankung sehr untypisch. Nur die zweite der sechs
Schwangerschaften war durch das PG kompliziert. Die Inzidenz von skip-pregnancies ist in
der Literatur mit ca. 8% angegeben (Holmes, Black et al. 1983; Jenkins, Hern et al. 1999),
folglich sind vier rezidivfreie Schwangerschaften in Folge sehr ungewdhnlich.
Bemerkenswerterweise tritt das PG in der Schwangerschaft auf, bei der der véterliche
Haplotyp mit dem HLA-DRB1*02-Allel an das Kind vererbt wurde.

Uberraschend ist jedoch, dass die letzte Schwangerschaft der Mutter der Familie 1 rezidivfrei

blieb obwohl dieses Kind und der zweite Sohn HLA-identisch sind.
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Die Vererbung des véaterlichen HLA-DRB1*02 Haplotypen und das Auftreten des PG in der
entsprechenden Schwangerschaft kann auch bei der Familie 4 und 6 beobachtet werden.
Dieses Ph&dnomen ist bei der Familie 3 nicht beurteilbar, da die erste Schwangerschaft, die
auch durch das PG kompliziert wurde, mit einem intrauterinen Fruchttod in der 32
Schwangerschaftswoche endete. Folglich standen keine Typisierungsdaten dieses
totgeborenen Kindes zur Verfigung. Auffallig ist dennoch, dass die Erkrankung in einer
folgenden Schwangerschaft auftrat, in der der Fetus Trager des véterlichen HLA-DRB1*02
war, wahrend die darauffolgende Schwangerschaft ohne das paternale HLA-DRB1*02-Allel
rezidivfrei blieb.

Bei der Familie 2 kann dieses Phanomen nicht beobachtet werden. Das PG tritt in beiden
Schwangerschaften auf, wobei in der ersten Schwangerschaft das Kind nicht Trager des HLA-
DRB1*02-Allels ist. Erst in der zweiten, ebenfalls durch PG komplizierten Schwangerschaft
kommt es zur Vererbung des vaterlichen Haplotypen mit dem HLA-DRB1*02 Allels.

Die Mitter der Familie 2 und 6 besitzen aufgrund ihrer Haplotypen-Konstellationen
grundsétzlich ein erhdhtes Risiko fir Autoimmunerkrankungen. Sie sind Tréger des A*01-
B*08-C*07-DRB1*03-DQB1*02-Haplotypen, der Teil des sog. 8.1 ancestrial haplotype (8.1
AH) ist. Dieser Haplotyp ist einzigartig in Bezug auf seine Assoziation mit einer groRRen
Anzahl an Erkrankungen mit immunpathologischen Befunden (Thorsby 1997; Price, Witt et
al. 1999; Caruso, Candore et al. 2000; Candore, Lio et al. 2002).

Der 8.1 AH beeinflusst mehrere Zweige der Immunantwort, wobei das Zytokin-
Gleichgewicht verandert wird. Bei Tragern des 8.1 AH ist die Produktion der IL-2, IL-12,
IFN-y (Typ-1 Zytokine) und des IL-5 (Typ-2-Zytokin) eingeschrénkt, wahrend die Sekretion
des pro-inflammatorischen TNF-o. erhoht ist. Das Uberwiegen der Typ-2 Zytokinproduktion
ist laut Candore et al. neben anderen Faktoren fir die erhohte Inzidenz von
Autoimmunerkrankungen unter Tragern des 8.1 AH verantwortlich. (Candore, Lio et al.
2002).

Zusétzlich wiesen molekularbiologische Studien auf besondere Strukturmerkmale der HLA-
Klasse | und Il Allele des 8.1 AH hin.

Teil des AH 8.1 ist auch das bei PG-Patientinnen gehduft vorkommende Nullallel des
Komplementfaktors C4, der ebenfalls Auswirkungen auf die immunpathologischen VVorgéange
hat. Die Miitter der Familie 4 und 5 besitzen jeweils 3 Allele des AH 8.1 Haplotypen. Die
Mutter der Familie 4 besitzt A*01, DRB1*03 und DQB1*02, hier fehlt die Assoziation mit
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dem C*07-Allel. Bei der Mutter der Familie 5 kommt B*08, C*07, DRB1*03 und DQB1*02
vor, die Assoziation mit A*01 ist nicht vorhanden.

Die Analyse der Haplotypen-Konstellation zeigt, dass das PG bei Patientinnen mit einer
genetisch bedingten Pradisposition fur Autoimmunerkrankungen auftritt. Bei einer weiteren
Gruppe scheint das PG in Zusammenhang mit dem paternalen HLA-DRB1*02 und dem
Vorhandensein des HLA-DRB1*04 bei der Mutter aufzutreten.
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6. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Assoziation der Autoimmundermatose
Pemphigoid gestationis mit Allelen des HLA-Locus. Dazu wurden zum ersten Mal
hochauflésende Kompletttypisierungen (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1, und DPB1) des
Patientenkollektivs, der Partner und Kinder der Patientinnen sofern DNA Proben verfligbar
waren, durchgefihrt. Die Analyse der HLA-Allelfrequenzen ergab, dass die HLA-Allele
DRB1*03, B*08 und DQB1*02 DPB1*0101 statistisch signifikant h&ufiger unter den PG
Patientinnen auftraten als bei den Kontrollen. Die Untersuchung der Phanotypfrequenzen
zeigte im Vergleich zu dem Kontrollkollektiv ein gehduftes Auftreten des kombinierten HLA-
DRB1*03/*04 Typs im Kollektiv der Mdtter und des HLA-DRB1*02 (zusammengesetzt aus
DRB1*15 und *16)-Phanotyps bei den Vatern.

Die Typisierungsergebnisse dieser Arbeit decken sich weitgehend mit denen anderer Studien.
Aufgrund der Assoziation mit Allelen mehrerer HLA-Loci ist es schwierig zu beurteilen
welches Allel einen genetischen Risikofaktor darstellt. Flr den Fall einer direkten Beteiligung
der HLA-Gene an der Atiopathogenese der Erkrankung werden grundsatzlich verschiedene
Hypothesen, die sich gegenseitig nicht ausschlieen, fir die funktionelle Rolle der HLA-
Molekile diskutiert (Batchelor JR 1989; Walimuth 2005, 2. akt. Auflage):
1) Immunmodulation:

Die Fahigkeit, krankheitsrelevante Antigene zu binden und an T-Lymphozyten zu

prasentieren, wird durch den Polymorphismus der HLA-Genprodukte bestimmt.

Assoziierte bzw. gekoppelte Allele unterscheiden sich in dieser Fahigkeit von nicht-

assoziierten bzw. -gekoppelten Allelen und modulieren so die Immunantwort. Die

Modulation ist Grundlage der HLA-abhangigen Préadisposition oder Protektion.

2) Immunsuppression:
Die Immunantwort gegen krankheitsrelevante Antigene fiihrt zur Bildung von
regulatorischen T-Lymphozyten. Diese kdnnen eine antigenspezifische Immunantwort
supprimieren. Diese Suppression ist Grundlage der HLA-abhéngigen Prédisposition

oder Protektion.

64



3)

4)

5)

Klonale Deletion

Durch die Interaktion von Auto-HLA, Antigenen und T-Lymphozytenrezeptor kommt
es wdhrend der T-Lymhozytenreifung zur Deletion selbstreaktiver T-
Lymphozytenklone. Damit einher geht die Deletion des autoreaktiven Anteils des T-
Lymphozytenrezeptorrepertoires. Diese ,,Liicke” im T-Lymphozytenrezeptorrepertoire
kann zu einer ausbleibenden Reaktivitat gegentber bestimmten Antigenen und somit
zu einer HLA-abh&ngigen Prédisposition oder Protektion fuhren.

Molekulare Mimikry:

Das Konzept der molekularen Mimikry geht von dem Vorhandensein einer
Epitopgemeinschaft (Mimikry) zwischen HLA-Molekul bzw. an HLA-Molekiil
gebundenen Peptiden autologer Herkunft und einem Fremdantigen (Alloantigen) aus.
Durch diese Epitopgemeinschaft kommt es zu epitopspezifischen Kreuzreaktionen, die
eine Modulation der Immunantwort zur Folge haben: Einerseits besteht die
Mdglichkeit, dass durch die natlrliche Toleranz gegenuber dem Autoantigen eine
Immunantwort ausbleibt oder supprimiert wird (Kreuztoleranz). Andererseits kann es
zu durch die Entwicklung einer alloreaktiven Immunantwort, bedingt durch eine

epitopspezifische Kreuzreaktion, zur Autoimmunitat kommen.

Polygenie - Assoziation mit HLA-Haplotypen:

Der HLA-Komplex ist durch das Vorliegen ausgepragter Kopplungsungleichgewichte
gekennzeichnet. Neben der Mdglichkeit, dass einem einzelnen Gen die primare
Assoziation innerhalb einer im Ungleichgewicht liegenden Kopplungsgruppe
zukommt, geht die Hypothese der erweiterten Haplotypen (engl. extended haplotype)
davon aus, dass die Krankheitsdisposition durch mehrere Gene, deren
krankheitsrelevante Allele im Kopplungsungleichgewicht liegen, bedingt ist. Eine
kausale Bedeutung fiir die Krankheitsdisposition wird somit nicht nur flr einen Genort
des erweiterten Haplotypen angenommen, sondern wird durch einzelne Allele
verschiedener Genorte vermittelt. Die Assoziation eines erweiterten Haplotypen ist
nicht durch das Kopplungsungleichgewicht, sondern durch primére Beteiligung der

einzelnen Gene bedingt.
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Zwischen der Haut und Strukturen der Plazenta besteht eine Antigenverwandtschaft. Das bei
dem PG als Autoantigen fungierende BP 180 kommt in der BMZ der Haut als auch in
Strukturen der Plazenta vor. Huilaja et al. wiesen BP180 sowohl in den Mikrovilli des
Trophoblastensynzytiums, als auch in dem mit muotterlichem Blut geftllten intervillsen
Raum und in invasiven intermedidren Trophoblasten nach (Huilaja, Hurskainen et al. 2008).
Desweiteren ist BP180 in der humanen Amnionmembran entdeckt worden (Oyama, Bhogal et
al. 2003). Abgesehen von dem einschichtigen Epithel (Aplin, Campbell et al. 1985) &hnelt die
BMZ der Amnionmembran sehr der der Haut (Champliaud, Lunstrum et al. 1996; Oyama,
Bhogal et al. 2003).

Die oben beschriebenen Tatsachen konnten ein Hinweis auf das Phdnomen der molekularen
Mimikry sein. Die Assoziation mit Allelen mehrerer HLA-Genorte spricht auch fur die
Assoziation mit HLA-Haplotypen.

Eine indirekte Beteiligung der HLA-Allele wére im Fall des PG auch denkbar. Shornick et al.
berichteten tber eine signifikante Haufung des Nullallels des Komplementfaktors C4 in einem
PG-Patientinnenkollektiv. 90% der in diese Studie miteinbezogenen PG-Patientinnen wurden
als Tréager eines C4*QO-Allels identifiziert (Shornick, Artlett et al. 1993). Aufgrund des
Kopplungsungleichgewichts zwischen dem DRB1*03 und den C4*QO-Allelen kdnnte die
Assoziation des PG mit DRB1*03 auf einer Kopplung beruhen, mit C4*QO als primarem
Genmarker.

Unklar ist weiterhin auch die Rolle des paternalen HLA-DR bei der Pathogenese. In
Ubereinstimmung mit Daten aus der Literatur waren etwa die Halfte (53,85%) der Vater
Tréger des HLA-DRB1*02-Allels. Die Untersuchung der Genkonstellationen innerhalb der
kompletten Familien in Hinblick auf das DRB1*02 lieferte keine aufschlussreichen
Informationen. Bei vier der sechs Familien fiel das Auftreten des PG mit der Vererbung eines
HLA-DRB1*02 positiven Haplotypen zusammen. Bei zwei weiteren war dies nicht der Fall.
Diese Daten sprechen dafiir, dass das Vorhandensein von HLA-DRB1*02 in fetalen Zellen
weniger die Ursache als ein zusatzlicher Risikofaktor ist.

In der Literatur ist vor allem die Assoziation des PG mit den HLA-Allelen der Klasse Il
DRB1*03 und *04 beschrieben. Obwohl mit dem Nachweis des Autoantigens BP180 in der
Plazenta der primére Ort der Immunreaktion geklart werden konnte, ist weiterhin unklar

welche Ereignisse zur Induktion dieser Autoimmunreaktion fihren.
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Interessanterweise exprimiert keine der Trophoblastensubpopulationen, die als Teil der
Plazentaschranke in Kontakt mit dem mutterlichen Immunsystem stehen, HLA-Klasse-1I-
Molekdile.

Die von Borthwick et al 1984 und 1988 beschriebene aberrante Expression von HLA-
Molekilen der Klasse Il in PG-Plazenten wurde von keiner Arbeitsgruppe neuerer Studien
mit moderneren Analysetechniken Gberprift. In der 1987 publizierten Studie wurden 6 PG-
Plazenten mithilfe monoklonaler Antikérper (mAK) auf ihre HLA-Molekilverteilung
untersucht. Die Untersuchungsergebnisse zeigten im Gegensatz zu gesunden
Vergleichsplazenten eine aberrante Expression der HLA-Klasse-11-Antigene auf villésen
Stromazellen, die an die Dezidua angrenzen und lediglich durch die darlber liegende
Zytotrophoblastenschicht getrennt sind. Mit Allotyp-spezifischen mAk wiesen sie die
Genprodukte der HLA-Subregionen DR, DP und DQ nach (Borthwick, Sunderland et al.
1984; Borthwick, Holmes et al. 1988).

Borthwick et al. postulierten aufgrund ihrer Forschungsergebnisse, dass es an der feto-
maternanalen Grenzflache zum Zellaustausch zwischen Mutter und Fetus k&me und so HLA-
Klasse-l11-Molekile villéser Mesenchymzellen die PG-spezifische Autoimmunantwort
ausldsen konnten.

Keine Forschungsergebnisse aktueller Studien bestatigen bislang die Expression von HLA-
Klasse-11-Molekilen auf villsen Stromazellen der Plazenta. Apps et al. (2009) wiesen auf
mesenchymalen Zellen von Chorionzotten lediglich die HLA-Klasse-I-Merkmale HLA-A und
HLA-B nach (Apps, Murphy et al. 2009).

Jedoch ist ein gewisser gegenseitiger Zellaustausch zwischen Mutter und Fetus trotz der
immunologischen Barriere durch die Plazenta moglich (Ariga, Ohto et al. 2001). Der
sogenannte fetale Mikrochimarismus wurde als Modell fir den Menschen und Tiere mit
h&mochorialer Plazenta beschrieben (Jimenez, Leapley et al. 2005). Fetale Zellen kénnen Gber
Jahrzehnte post partum in dem mdtterlichen Kreislauf persistieren (Bianchi, Zickwolf et al.
1996). Die immunologischen Konsequenzen dieses Ph&nomens sind seit vielen Jahren
Gegenstand der Forschung. Es gibt Vermutungen, dass der fetale Mikrochimarismus eine
potentielle Ursache fir Autoimmunerkrankungen bei Frauen ist. Die Leithypothese dazu
beinhaltet, dass die semiallogenen fetalen T-Zellen bei den betroffenen Frauen eine
Erkrankung vom Graft-versus-Host-Typ auslésen. Diverse Studien berichten (ber ein
geh&uftes Auftreten des fetalen Mikrochimarismus bei Frauen mit systemischer Sklerose
(Aractingi, Sibilia et al. 2002; Adams Waldorf and Nelson 2008; Leduc, Aractingi et al.
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2009). Desweiteren ist die Assoziation mit der entziindlichen Schwangerschaftsdermatose
PEP (polymorphic eruptions of pregnancy) beschrieben (Aractingi, Berkane et al. 1998).
Hingegen sind auch bei einem grofRen Teil gesunder Frauen ohne jegliche immunologische
Funktionsstorung fetale T-Zellen nachweisbar, was die Einschatzung des pathogenetischen
Wertes erschwert. Leduc et al. waren die erste Forschungsgruppe, die nachweisen konnte,
dass fetale ha&matopoetische Progenitorzellen, die wéhrend der Schwangerschaft in den
mitterlichen Kreislauf tbergetreten waren, sich in den primaren lymphatischen Organen zu
funktionellen T- und B Zellen differenzieren kénnen. Sie stellte die Vermutung auf, dass
derartige fetale T-Zellen in dem Thymus der Mutter einem Reifungsprozess, im Sinne einer
positiven und negativen Selektion unterzogen werden und so einer allogenen Reaktion
vorgebeugt werden kann. Ein gewisses Mal} an Gewebevertraglichkeit soll hierbei fur die
positive Selektion notwendig sein. Auf diese Art und Weise erklaren Leduc et al. das
Auftreten von Mikrochimarismen bei gesunden Frauen (Leduc, Aractingi et al. 2009).
Umgekehrt konnte das gehdufte Auftreten von Mikrochimdrismen bei Patientinnen mit
Autoimmunerkrankungen als mangelnde Histokompatibilitat fetaler T-Zellen, die in dem
mitterlichen Thymus nicht aussortiert wurden und folglich eine alloreaktive Reaktion
vermitteln, interpretiert werden.

Fir die Autoimmundermatose PG waére der fetale Mikrochimérismus eine mdgliche Quelle
der HLA-KIlasse Il exprimierenden Zellen und so ein potentieller Ansatz fir die Erklarung der
Initilerung der Autoimmunreaktion dieser sehr seltenen Erkrankung. Dagegen spricht, dass
das PG héufig bereits in der ersten Schwangerschaft auftritt, die Ubergetretenen fetalen
hamatopoetischen Progenitorzellen sich zunéchst in den priméren lymphatischen Organen der
Mutter differenzieren und reifen missen, bevor sie in dem peripheren Blutstrom nachweisbar
sind.

Das fetale HLA-C auf extravillosen Trophoblasten ist das einzige hochpolymorphe HLA, das
in Kontakt mit immunkompetenten Zellen der Mutter steht. Die Decidua des Uterus enthalt
eine grolle Anzahl an NK-Zellen, die direkt und/oder Gber ihr Zytokinexpressionsmuster die
Implantation, den mutterlichen Blutstrom in die Plazenta und das Immunmilieu kontrollieren.
Diese Zellen tragen im Vergleich zu NK-Zellen aus dem Blut vermehrt HLA-C-reaktive KIR
auf der Zelloberflache. Daher wird angenommen, dass KIR-HLA-C-Interaktionen besonders
wichtig fur eine normale Plazentaphysiologie sind. (Sharkey, Gardner et al. 2008; Poli,
Michel et al. 2009)
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Aus diesem Grund wurde die mdgliche funktionelle Rolle von HLA-C bei der Pathogenese
der Erkrankung uberprift. Dazu wurde das Verteilungsmuster der HLA-C-Allele kompletter
Familien in Bezug auf ihre C1- und C2-Spezifitdt untersucht. Jedoch waren keine
gemeinsamen Vererbungsmuster ersichtlich, was die funktionelle Rolle des HLA-C bei dieser
Erkrankung sehr unwahrscheinlich macht. Dies gilt auch fir die Vererbung und das Auftreten
der HLA-B-Determinanten Bw4 und Bwé.

Als weiterer Ansatzpunkt zur Analyse der Assoziation des PG mit HLA-Allelen wurden die
Aminosaurensequenzen der in dem PG-Patientinnenkollektiv vorkommenden Allele auf
Gemeinsamkeiten untersucht.

Grundsatzlich weisen die bei PG Patientinnen geh&uft auftretenden HLA-DRB1*03- und *04-
Allele Strukturdhnlichkeiten in Bezug auf die Aminosdurensequenz auf. Abgesehen davon
besalen fast alle in dem PG-Patientinnen-Kollektiv auftretenden Allele in Position 9 die AS
Glutamat (E), in Position 28 die AS Aspartat (D), in Position 30 die AS Tyrosin (), in
Position 31 die AS Phenylalanin (F) und zahlreiche Allele in Position 86 die AS Valin (V).

16 der 18 Patientinnen wurden als homozygote Trager in Bezug auf mindestens 3 dieser
Positionen bestimmt, 2 als heterozygote Trager.

Fur diverse Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus Typ 1, Rheumatoide Arthritis,
Morbus Basedow oder Hashimoto Thyreoditis lieferten verschiedene Studien Hinweise, dass
die Erkrankungen mit spezifischen AS-Sequenzen der HLA-Klasse-11-Molekiile assoziiert
sind. (Todd, Bell et al. 1987; Nelson and Hansen 1990; Winchester 1994; Ban, Davies et al.
2004; Menconi, Monti et al. 2008) Diese Forschungsgruppen vermuteten einen
Zusammenhang zwischen den verschiedenen Varianten der Bindungsgruben der HLA-
Molekile und der unterschiedlich hohen Affinitat der Allele zu Autoantigenen. Im Fall des
Diabetes mellitus Typ | zeigten verschiedene Studien einen Zusammenhang zwischen den
HLA-Allelen DQB1*08 und DQB1*02 und der Anfélligkeit fir die Erkrankung.
Untersuchungen auf molekularer Ebene gaben darliber Aufschluss, dass HLA-DQB1-Allele
mit einem B57-Polymorphismus, bei dem die saure AS Aspartat durch eine ungeladene AS
ersetzt ist, ein hoheres Erkrankungsrisiko bergen. Die Bindungsgruben der Allele DQB1*08,
*02 verfiigen Uber Strukturmerkmale, die die Présentation des fur die Erkrankung
entscheidenden Insulin-B-Peptids ermoglichen. (Lee, Wucherpfennig et al. 2001,
Wucherpfennig 2001; Wucherpfennig 2003)
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Im Fall des PG-Patientinnen-Kollektivs koénnten die Ergebnisse der Untersuchung der
Aminoséurensequenzen ein Hinweis auf die Assoziation mit bestimmten Aminosduren an
polymorphen Positionen sein. Es muss aber auch bedacht werden, dass HLA-DRB1-Allele

ohne dieses Motiv mit einer Allelfrequenz von <30% angegeben sind.
AbschlieRend ist zu sagen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit eine Assoziation mit Allelen

verschiedener HLA-Loci aufzeigen bzw. bestétigen, aber die Frage, welche immunologischen

Ereignisse der Initiierung der Erkrankung zu Grunde liegen, unbeantwortet bleibt.
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7. Zusammenfassung

Die bullose  Dermatose  Pemphigoid gestationis ist eine  duferst  seltene
schwangerschaftsassoziierte Autoimmunerkrankung, bei der Antikorper gegen Strukturen der
Plazenta produziert werden, die mit dem BP180 der mditterlichen Haut kreuzreagieren und
schlieBlich zur Blasenbildung fuhren.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Assoziation der Erkrankung mit sémtlichen klassischen
Humanen Leukozyten-Antigenen (HLA) zu dberprifen. Dafir wurden HLA-
Kompletttypisierungen (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1, -DPB1) bei 18 betroffenen
Patientinnen und falls vorhanden von Partnern und Kindern der Betroffenen vorgenommen.
Von Kindern und Partnern standen insgesamt 27 DNA-Proben zur Verfligung.

Diverse Studien wiesen eine Assoziation der Erkrankung mit den HLA-Klasse IlI-Allelen
HLA-DRB1*03 und *04 nach. Eine pathogenetische Rolle paternaler HLA-Molekule bei der
Erkrankung wird aufgrund der Haufung des HLA-DRB1*02-Phénotyps im Kollektiv der
Partner vermutet.

Die statistischen Berechnungen der Typisierungsergebnisse dieser Arbeit zeigten im Kollektiv
der PG-Patientinnen eine signifikante Haufung der HLA-Allele B*08 (p=0,0019), B*18
(p=0,0455), DRB1*03 (p=0,001), DQB1*02 (p=0,0283) und DPB1*0101 (p=0,0011). In
Ubereinstimmung mit Daten aus der Literatur trat im PG-Patientinnen-Kollektiv der
DRB1*03/*04-Phé&notyp und im Kollektiv der Partner der HLA-DRO2-Phanotyp signifikant
gehduft auf.

Untersuchungen auf Aminoséaureebene zeigten Gemeinsamkeiten der HLA-DRB1-Allele, die
in dem Kollektiv der Mitter vertreten waren auf. Bei der Betrachtung der Genkonstellationen
kompletter Stammbdume war ersichtlich, dass im Fall von 3 der 6 aufgefuhrten Stammb&ume
die Vererbung des vaterlichen DRB1*02-Alleles mit der Krankheitsentwicklung in der
entsprechenden Schwangerschaft zusammenfiel.

Es wurden keine Hinweise gefunden, dass die Interaktion von HLA-C bzw. HLA-B mit KIR
(killer cell immunglobulin-like receptors) fur das Auftreten der Krankheit eine Rolle spielen.
Die Ergebnisse legen einerseits nahe, dass aufgrund der Haufung von Allelen verschiedener
HLA-Loci mehrere Gene eine atiopathogenetische Rolle spielen, andererseits die Haufung
mehrerer Gene verschiedener Loci auf einer Kopplung beruhen kénnte. Desweiteren liefern
die Untersuchungen der Aminosdurensequenzen Hinweise darauf, dass sich bestimmte

Aminosaurensubstitutionen in der Bindungsgrube der HLA-Klasse I1-Molekile als protektiv
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oder als erhohtes Risiko auswirken konnten. Die Rolle des véterlichen HLA-DR bleibt
weiterhin ungeklart. Die Konstellation der HLA-DR-Vererbung innerhalb kompletter
Familien suggeriert, dass die Vererbung des HLA-DRB1*02 an das Kind als zusétzlicher
Risikofaktor zu bewerten ist, aber nicht als ursachlich fiir die Erkrankung betrachtet werden
kann. Zur weiteren Klarung der paternalen Rolle wire die Uberpriifung der HLA-Klasse Il-
Expression in PG-Plazenten mit modernen molekularbiologischen Methoden von groRem

Interesse.
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8. Anhang

8.1  Typisierungsdaten

Nr. Fam.Nr. Verw.Grad A*-1 A*-2 B*-1 B*-2 C*-1 C*-2 DRB1*-1 DRB1*-2 DQB1*-1 DQB1*-2 DPB1*-1 DPB1*-2
195163 1 Mutter 0101 1101 1517 1801 0701 0403 1302 0302 0604 0401 0501
195164 1 Vater 0301 3101 0702 3502 0401 0702 0301 1601 0201 0502 0402 5101
195165 1 Tochter,1 | 1101 3101 1801 3502 0401 0701 0301 0403 0201 0302 0401 5101
195166 1 Sohn, 2 0301 1101 0702 1801 0701 0702 0403 1601 0302 0502 0401 0402
195167 1 Sohn, 3 0101 0301 0702 1517 0701 0702 1302 1601 0502 0604 0402 0501
195703 1 Tochter,4 | 0101 0301 0702 1517 0701 0702 1302 1601 0502 0604 0402 0501
195704 1 Sohn, 5 1101 3101 1801 3502 0401 0701 0301 0403 0201 0302 0401 5101
195705 1 Tochter, 6 | 0301 1101 0702 1801 0701 0702 0403 1601 0302 0502 0401 0402
195185 2 Mutter 0101 0201 0801 0701 0301 0201 0201 0301
195186 2 Vater 1101 2501 1801 5501 0303 1203 1454 1501 0503 0602 1001 2301
195188 2 Sohn, 1 0201 1101 0801 5501 0303 0701 0301 1454 0201 0503 0201 1001
195187 2 Sohn, 2 0101 2501 0801 1801 0701 1203 0301 1501 0201 0602 0301 2301
195175 3 Mutter 0201 0301 3501 4402 0401 0501 0401 1454 0302 0503 0401 0901
195176 3 Vater 0201 0301 0702 1501 0304 0702 0401 1501 0302 0602 0401

195688 3 Tochter, 1 0301 0702 3501 0401 0702 0401 1501 0302 0602 0401

195689 3 Sohn, 2 0201 0301 1501 3501 0304 0401 0401 0302 0401
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Nr. Fam.Nr. Verw.Grad A*-1 A*-2 B*-1 B*-2 C*-1 C*-2 DRB1*-1 DRB1*-2 DQB1*-1 DQB1*-2 DPB1*-1 DPB1*-2

195179 4 Mutter 0101 3101 4001 5101 0304 1402 0301 0404 0201 0302 0401 0402
195180 4 Vater 0201 0702 4403 0401 0702 0701 1501 0202 0602 0401 1401
195181 4 Sohn, 1 0201 3101 0702 4001 0304 0702 0404 1501 0302 0602 0401 0402
195183 4 Tochter, 2 0101 0201 4403 5101 0401 1402 0301 0701 0201 0202 0402 1401
195723 4 Tochter, 3 0101 0201 4403 5101 0401 1402 0301 0701 0201 0202 0402 1401
195195 5 Mutter 3201 6801 0801 3801 0701 1203 0101 0301 0201 0501 0101 0401
195196 5 Vater 0101 0302 3503 5101 0401 1502 1101 0301 0401 0402
195197 5 Sohn, 1 0302 3201 3801 5101 1203 1502 0101 1101 0301 0501 0401 0402
195880 6 Mutter 0101 2501 0801 0701 0301 0201 0101

195879 6 Vater 0201 2501 1501 4402 0401 0501 1501 1601 0502 0602 1001 1701
195199 6 Tochter 0201 2501 1501 0801 0401 0701 1501 0301 0602 0201 1701 0101
195162 Mutter 0201 2301 4901 5101 0401 0701 0301 0401 0201 0301 0301 0401
195724 Vater 0301 2402 4001 4501 0304 0602 0401 0801 0301 0402 0201 0301
195640 Mutter 0101 2902 1501 5801 0303 0701 14 08 0402 0503 0201

195168 Mutter 0201 1101 0801 3801 0701 1203 0301 0402 0201 0302 0101 0401
195169 Vater 0201 2402 1801 5101 0102 0701 0801 1501 0402 0502 0401

195170 Mutter 1101 2601 4901 5501 0303 0701 0301 1302 0201 0604 0201

195171 Vater 0201 6801 1302 1801 0602 0701 0701 1301 0202 0603 0201 1701
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NI, Fam.Nr. Verw.Grad A*1  A*2  B*1  B*2  C*1  C*2  DRBI*1 DRBI*2 DQBI*1 DQB1*2 DPB1*1 DPBL*-2
105172 Mutter 3004  |7403 o702 |osor  |os02  |o7o2  Josor  |1302  |o201  |oe04 o401

195173 Vater 0100|2301 |2705  |4403 o2  |o401  Joior  Joror  Jo2o2  [osor  Joco1  [o402
195174 Mutter |3200  [3301  Josor  [1402  Joror  Joso2  Jowo2  Josor  Jo2or  Josor  [oior |

| 195177 Mutter lo200 [osor  [1801  [180s  Joror  [1203  [1104 1601 Josor  Joso2 ot o402
| 195184 Mutter l0200  [2601  [4405  [seor  [o102  [o202  [1301  [1601  [os02  [os03  [o201  [1001
| 195189 Mutter 3200 [esor  |1801  [s108  [o7or  [1602  [1302  [1501  [os02  [oe04  [o201  |o401
| 195190 Vater lotor  Josor 3701|4402 osor  [oeo2  |oso1  [1103  |osor | lo402 |

| 195101 Mutter lotor  Josor 3701|4402 osor  [oeo2  |osor  [1103  Josor | lo402 |
195193 Mutter 0100|1101 Josor  [s101  Jo7or  [1502  |osor  [o404  Jocor  [0302  Joso1 o401
195194 Vater 0200|0301 |o7o2  |1s01  |os03  [o702  |1302  [1s01  |oso2  [oe04  |os01  [od01
195198 Mutter 0100|2601  |osor  [3701  Joso2  Joror |01 [1s01  Josor  [oe02  |os01  [o402
105199 Vater 1101|2902 |3503  |4403  |o40r 1601 o404  Joror o202 Joz02  |otor 1401
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8.2  Aminosaurensequenzen der typisierten HLA-Klasse-1 und HLA-Klasse-11-Loci der Pemphigoid gestationis
Patientinnen

Aminosdurensequenzen der DRB1-Allele des PG-Patientinnenkollektivs
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Aminosaurensequenzen der DQBl-Allele des PG-Patientinnenkollektivs
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Aminosdurensequenzen der DPBl*-Allele des PG-Patientinnenkollektivs

DPB1*010101
DPB1*020102
DPB1*030101
DPB1*040101
DPB1*0402
DPB1*050101
DPB1*0901
DPB1*1001

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
RATPENYVYQ GRQECYAFNG TQRFLERYIY NREEYARFDS DVGEFRAVTE LGRPAAEYWN SQKDILEEKR AVPDRVCRHN YELDEAVTLQ RRVQPKVNVS

o LF- ————-mmmmm —mmmmmm oo R ——=-DE---= ———————- E- --——- M---— ——— GGPM--- —---- R-—--
—————————— L--—=—===== —————————— ————FV--—= —————————— ———-DED--— —-—-L--—-- —mmmommmo oo
o LF- ————-mmmmm —mmmmmm oo et 1 GGPM--- —---- R-—--
————- LF- —-——--m—mm —mmmmmmo o == —FV--—- —mmmm—mmoo —==-DE---= —-—---——== —————M---— ——— GGPM--- ----- R----
——————— LF- ——————m——= —mmmmmmmmm o T Vmmmm —mmmmmmmmm —mmmFem oo mm oo oo Mmoo mmmmmm o oo
———————— H- L-------—= —————————— ————FV--—— —————————— ————DED--- —--——=--F- ———---——-- ————————
* kK kK -——-H- —F————— ——— —————_— . — —— —— PV ——— —— - ———-DE—-————= ———————— F- ———— e e —— —— kKA kA KK KK



Aminosaurensequenzen der A*-Allele des PG-Patientinnenkollektivs
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