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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Das HLA-System

Der Haupthistokompatibilitatskomplex ist ein Set von Genen mit
immunologischen und nicht-immunologischen Funktionen, welches in allen
Vertebraten prasent ist®’. Es wurde wahrend Transplantationsstudien an
Mausen (am H-2 Komplex) von Peter Gorer 1937 am Londoner Lister Institut
entdeckt*® *°. Den Grundstein fir die systematische Erforschung des humanen
HLA - Systems (Humanes Leukozyten Antigen-System) legte Jean Dausset
1954, als er feststellte, dass das Serum polytransfundierter Patienten Antikorper
enthielt, die Leukozyten zu agglutinieren vermochten®

Vier Jahre darauf, 1958, beschrieb er mit dem ,Mac”, welches heute als HLA-
A2 bezeichnet wird, das erste Leukozytenantigen®. Es folgten Studien der
Universitat Leiden unter der Leitung von Jon van Rood™’, mit der Entdeckung
der Antigene 4a und 4b (HLA-Bw4 und Bw6) im Jahre 1962.

Das HLA-System ist auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 lokalisiert, genauer
gesagt auf 6p21.31, und umfasst eine Region von ca. 200 Genen. Von diesen
kodieren Uber 40 (3,6 Mbp) den HLA-Komplex®” % 2, Dies entspricht in etwa
einem Tausendstel des menschlichen Genoms.

Die Genprodukte des HLA-Komplexes, die so genannten HLA-Antigene, stellen
extrem polymorphe Zelloberflachenstrukturen dar. Ihnen kommt innerhalb des
Immunsystems eine zentrale Rolle zu. Sie ermdglichen die Unterscheidung
zwischen fremd und selbst als Grundlage jeder Immunantwort und bestimmen
daher maRgeblich die Akzeptanz oder AbstoBung von Allotransplantaten & ©,
Neben dieser zentralen immunologischen Funktion besitzt der HLA-Komplex
noch diverse weitere, nicht immunologische Funktionen bei Interaktionen mit
Rezeptoren auf der Zelloberflache. Dazu gehdren neben der Signaltransduktion
auch der Transferrinrezeptor (TfR), der Wachstumsfaktor und zahlreiche

Hormonrezeptoren.
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1.1.1 Die MHC-Struktur

MHC steht fur ,major histocompatibility complex“. Der
Haupthistokompatibilitatskomplex, oder MHC-Komplex, entspricht dem HLA-
System des Menschen. In der Literatur werden beide Begriffe haufig als
Synonym verwendet.

Die Gene und Genprodukte des MHC-Komplexes lassen sich nach ihrer Lage
und Funktion in drei Klassen einteilen, und wurden in dieser Form erstmalig von
Jan Klein 1977 in Mausezellen beschrieben® & & 7,

Die MHC-Klasse-I Loci liegen in einer Region und kodieren fur HLA-A, HLA-B,
und HLA-C, die so genannten HLA-Klasse-|I Antigene. Die MHC-Klasse-Il Loci
umfassen eine zweite Region, die HLA-D Region, und kodieren fur die HLA-
Klasse-Il Antigene HLA-DR, HLA-DQ, und HLA-DP™ ™,

Zwischen diesen beiden befindet sich eine weitere Gengruppe, die MHC-
Klasse-lll Loci. Die Klasse-IlIl Region besitzt die hdchste Gendichte und verfugt
somit Uber den grof3ten Informationsgehalt, allerdings sind einige dieser Gene
nicht in dem Immunsystem involviert” '. Zu diesen von der Klasse-lll kodierten
Proteinen gehdren unter anderem die Komplementfaktoren C2, C4A, C4B und
BF, sowie HSP 70, TNF und das Enzym C-21-Hydroxylase. Zwischen den
MHC-Klasse-Ill und MHC-Klasse-I Loci liegen die Gene flr die
Tumornekrosefaktoren a und & ",

Aufgrund der Fahigkeit Peptide zu binden und zu prasentieren geht man davon
aus, dass HSP70 (Hitzeschockprotein 70) der funktionelle Vorganger der MHC-
Molekule ist. HSP70 ist des weiteren in der Lage, intrazellulare Peptide von
Tumorzellen zu prasentieren und fungiert somit als ,tumor-rejection-antigen®,
wie die anderen molekularen Chaperone Calreticulin und grp96°. Die Allele von
HSP70 zeigen ein starkes Kopplungsungleichgewicht mit HLA-DR Allelen.
Dies ist ein sehr nutzlicher Aspekt in Assoziationsstudien HLA kodierter

Krankheiten.
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Abb. 1: Anordnung und schematischer Aufbau der HLA-Region auf dem
kurzen Arm des Chromosom Nr.6
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Der HLA-Komplex wird klassischerweise in drei Regionen aufgeteilt, I, Il, und Ill. Jede Region enthélt zahlreiche Loci
(Gene), wovon allerdings nur einige dargestellt sind. Von den Klasse | und Il Genen sind lediglich die exprimierten
abgebildet. Die Abkiirzungen stehen im Einzelnen fiir: BE, Komplementfaktor B; C2, Komplement 2; C21B, Cytochrom
P-450; C4A und C4B, Komplement 4A und 4B; HFE, Hdmochromatosis; HSP, Hitzeschockprotein; LMP,
multifunktionale Protease; LTA und LTB, Lymphotoxin A und B; MICA und MICB, ,major-histocompatibility-complex*
Klasse | Gene A und B; PSMB8 und 9, Proteaosomen 8 8 und 9; TAP1 und TAP2, .transporter associated with antigen
processing“ 1 und 2; TAPBP, , TAP-binding protein“; TNF-a, Tumornekrosefaktor a; HSPA1A, HSPA1B, HSPA1L,
Hitzeschockprotein 1A A-Typ, Hitzeschockprotein 1A B-Typ und Hitzeschockprotein 1A-like.

1.1.2 Genetik des HLA-Sytems
Ein Hauptcharakteristikum des HLA-Systems ist sein extremer

Polymorphismus, der mit Abstand umfangreichste im humanen Genom. Fur die
uberwiegende Anzahl von Genorten liegen zahlreiche Genvarianten vor, so
genannte Allele 8 " '°_ Fiir gewdhnlich besitzt ein Locus mit multipler Allelie ein
oder zwei Allele mit haufiger Frequenz, sowie eine Anzahl seltenere
Genvarianten. Der MHC-Komplex bildet hier die groe Ausnahme. Die Loci des
HLA-Sytems besitzen zahlreiche, hochfrequente Allele (HLA-A 59, HLA-B 118,
HLA-C 36, DRB1 168, DQA1 19, DQB1 30, DPB1 73; Stand 2003)% ™.
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Dieser extreme Polymorphismus spiegelt die zentrale Rolle des HLA-Sytems im
ganzen Immunsystem wieder.

Jedes Individuum besitzt zwei Chromosomen 6, wobei eines vom Vater und
eines von der Mutter vererbt wurde. Auf jedem HLA-Lokus liegt nun jeweils ein
charakteristisches Allel. Alle HLA-Allele, die serologisch oder
molekularbiologisch bei einem Menschen erfassbar sind, kennzeichnen den
spezifischen HLA-Phanotyp einer Person. Einzelne Allele eines HLA-Lokus sind
in der Population nicht gleich verteilt, so kennt man haufigere und seltenere
Allele. Dabei kann die Frequenz der Allele in ethnisch verschiedenen
Bevolkerungsgruppen extrem variieren'® (siehe Tabelle 1).

Die Allele verschiedener HLA-Loci werden auf den einzelnen Chromosomen 6
gekoppelt als Haplotypen vererbt. Jeder Mensch ererbt somit von Vater und
Mutter zwei Haplotypen, welche somit den individuellen Genotyp bestimmen'®.
Der MHC-Komplex wird Uberwiegend ,en bloc* vererbt, so wird z. B. das grol3e
Segment von HLA-B bis HLA-DQ [ beinahe immer als ganzes auf die nachste
Generation Ubertragen. Auch werden die den HLA-Genotyp bestimmenden
Gene kodominant korrespondierend exprimiert. Beide Allele tragen daher
gleichermalen zum exprimierten Phanotypen bei 8 7 1

Die theoretisch errechnete Zufallsfrequenz von Allelen auf jedem einzelnen
Lokus (Haplotypen) entspricht nicht den Beobachtungen in der Population.
Vielmehr lasst sich feststellen, dass bestimmte verschiedene Allele in
Haplotypen haufiger gekoppelt vererbt werden. Dieses Phanomen bezeichnet

man als Kopplungsungleichgewicht. Es wird als A-Wert angegeben & 7% 1,

Zur lllustration ein Beispiel:
Die HLA-Klasse | Antigene HLA-A1 und HLA-B8 werden bei Kaukasiern mit einer
Héufigkeit von 27,5% und 15,7% festgestellt. Statistisch wiirde man den Haplotypen

A1-B8 mit einer Haufigkeit erwarten, die dem Produkt der Genfrequenz entsprdche
(0.275 x 0.157 = 0.0432). Die beobachtete Haufigkeit liegt allerdings deutlich dartiber,
némlich bei 9.8%. Die Differenz A von 5.48% entspricht damit dem zu Grunde

liegenden Kopplungsungleichgewicht "
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HLA-Klasse-| Gene zeigen einen typischen Aufbau aus sieben Exonen
(kodierender Anteil), einer 3’ nicht translatierten Region, sowie acht Introns
(nicht kodierender Anteil). Die polymorphen Anteile der MHC-Klasse-I Gene
sind vor allem in Exon 2 und 3 lokalisiert, welche die Peptid-Bindungs-Doméanen
a1 und a2 kodieren®. Die als a3 bezeichnete immunglobulindhnliche Domane
wird von Exon 4 kodiert. Diese weist eine charakteristische Struktur auf, welche
erstmals bei Immunglobulinen beschrieben wurde®. Die a-Kettengene der HLA-
Klasse-Il Dimere bestehen aus vier Exons und vier Introns, die -Kettengene
hingegen aus funf Exons und funf Introns sowie jeweils einer 3’ nicht
translatierten Region '®.

Die Genprodukte des HLA-Komplexes besitzen Domanenstruktur und zahlen
somit zu den Molekulen der Immunglobulinsuperfamilie. Exon 2 und 3 der HLA-
Klasse-lI Gene, sowie Exon 2 und 3 der HLA-Klasse-Il Gene, kodieren fur
jeweils eine extrazellulare Domane von 90 Aminosauren. Wie in den Antikorper-
Molekulen werden diese Regionen Uber konservierte Cysteine in
Domanenstruktur gehalten. Obwohl die Sequenzhomologien zwischen HLA-
Klasse-I und HLA-Klasse-II Molekulen nur 50 bis 60 Prozent betragt, zeigen die
Réntgenstrukturanalysen beider Dimere grundsétzliche Ahnlichkeiten. Beide
Molekulgruppen weisen in ihren aullersten Anteilen Gruben auf, die am Boden

von B-Faltblattstrukturen und an den Seiten von a-Helices begrenzt werden '%.

Abb. 2: Réntgenstrukturanalyse der Antigen-Bindungs-Furchen des HLA-
DR1 Molekiils (links) und des HLA-A68 Molekiils (rechts).
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1.1.3 HLA-Klasse Il Antigene

Die HLA-Klasse-Il Antigene sind die Molekule der HLA-D Region und sind
ebenfalls Heterodimere. Sie bestehen aus je einer a- und einer f3-
Glykoproteinkette mit jeweils vier Domanen. Einer Peptid-Bindungs-Domane (a4
oder 1), einer immunglobulindhnlichen Domane (a, oder B;), einer
transmembrandsen Region und dem Zytoplasma-Anker (siehe Abbildung 3)"®
8 Der die allogenen Determinanten tragende extrazellulare Bereich beider
Ketten wird durch die Doméanen a4/a, und B+/B2 charakterisiert 2 ”°. Die beiden
Ketten des Heterodimers sind nicht kovalent miteinander assoziiert. Ihr
Polypeptid -geriist hat groRe Ahnlichkeit mit der Struktur der Klasse-I Molekiile
sowie der Immunglobuline ® . Die a-Kette besitzt ein Molekulargewicht von
31000-34000 Dalton, bei einer Lange von 229-233 Aminosauren, die B-Kette
mit ihren 225-238 Aminosauren ein Molekulargewicht von 26000-29000
Dalton®” . Klasse-l Antigene werden, bis auf Neuronen, Myokardzellen und
Zellen des exokrinen Pankreas, auf allen somatischen Zellen exprimiert. Die
Antigene der Klasse-Il hingegen nur auf bestimmten immunogenen Zellen > &
®_Zu den Antigen prasentierenden Zellen der Klasse-Il geh6ren B-
Lymphozyten, aktivierte T-Lymphozyten, Makrophagen, epidermale
Langerhansschezellen, Dendritischezellen und Thymusepithelzellen. In der
Gegenwart von Interferon-y kdnnen jedoch auch andere Zellen HLA-Klasse-I|

Molekiile exprimieren ® 78,

Alle HLA-Klasse-Il Antigene werden von verschiedenen Subregionen der HLA-
D-Klasse kodiert. Diese Subregionen tragen die Bezeichnung DR, DQ, DO, DM,
DN und DP 8 %137 Die Subregionen unterscheiden sich sowohl in der Art und
Anzahl ihrer jeweiligen Loci, welche die a-und p-Polypeptidketten des
Heterodimers kodieren, als auch in der Fahigkeit funktionelle Molekile zu
exprimieren (siehe Abb.1). Nur die Genregionen DR, DQ, DM, und DP sind in
der Lage beide Ketten der HLA-Antigene zu kodieren. Die bislang auf Zell -
oberflachen identifizierten HLA-Antigene stellen ausschlieRlich Produkte der
Subregionen DR, DQ, und DP dar ™ ™. Die Bezeichnung ihres Lokus auf

Chromosom 6 besteht aus drei Lettern. Der erste Buchstabe (D) steht fur die
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Klasse, der zweite (M, N, O, P, Q, oder R) fur die Familie. Der dritte Buchstabe
(A oder B) bezeichnet die a- oder B-Polypeptidkette. Nach diesem System
bezeichnet HLA-DRB1 ein Gen der Klasse-Il, welches der R-Familie angehort,
und flr die B-Polypeptidkette kodiert °. In der DR-Region kénnen je nach
Haplotyp mehrere B-Ketten Gene (z. B. DRB 1-5) vorliegen. In der DQ-Region
sind auf allen Haplotypen 2a und 2 8 Segmente bekannt. Allerdings konnte

bisher nur die Expression von DQB1 und DQA1 nachgewiesen werden.

Die Nomenklatur der HLA-Antigene erfolgt aufgrund historischen Ursprungs
,Zweigleisig“. Dem ursprunglichen, serologischen Bezeichnungssystem,
welchem die Bindung von Antikérpern zugrunde liegt, reichte die Kapazitat fur
den weitaus groReren Informations -gehalt der heute angewandten
Gensequenzierung nicht mehr aus . Die Differenzierung der jeweiligen,
individuellen Gene des HLA-Sytems erfolgt heute durch die Bezeichnung des
Genortes (z.B. DRB1) mittels Arabischer Ziffern. In der HLA-Klasse |l
spezifiziert die erste Zahl den Lokus, gefolgt von einem Stern, die folgenden
Nummern stehen fiir die diversen Allelvarianten des jeweiligen Gens ’°. Das
erste Zahlenpaar reprasentiert das Hauptmerkmal, die folgenden beiden Ziffern
die auf DNA-Ebene definierten Untermerkmale . Eine flinfte Ziffer wird
gelegentlich zur Bezeichnung von Allelen angehangt, wenn eine ,stumme*
Mutation vorliegt, die nicht zur Veranderung der Aminosauresequenz fuhrt
(DQB1*030301 und DQB1*030302)". Bereits heute werden haufig mehr als 6
Ziffern verwendet.

Die Bezeichnung HLA-DRB1*0401 bezeichnet demzufolge die Allelvariante
0401 des Gen DRB, mit dem Hauptmerkmal 04 und dem Untermerkmal 01.
Dieses ist ein Klasse-Il Gen, zur R-Familie gehdrend, und kodiert fur die B-Kette
eines HLA-Klasse-Il Molekdls ™.
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Abb. 3: Struktur der HLA-Klasse | und Klasse Il Molekiile”.

Klasse | Klasse ll Beta2-Mikroglobulin (82m) ist die leichte
Peptid - Bindung Kette der Klasse-I Molekiile. Die a-Kette
' der Klasse-I Molekiile hat zwei Peptid-

Bindungs-Doménen (a1 und a2), eine
immunglobulinéhnlichen Doméne (a3),
eine transmembranésen Region (TM) und
den Zytoplasma-Anker. Jede der beiden

Klasse-Il a und B Ketten hat vier

-----

Doménen. Eine Peptid-Bindungs-Doméne

(a1 oder B1), eine immunglobulindhnlichen

.....
-----------

Doméne (a2 oder 2), eine trans-
membranése Region und den Zytoplasma-
Anker.

1.1.3.1 HLA-DQ
Die HLA-DQ Subregion besteht aus den beiden Gen-Sets DQA1/DQB1 und

DQA2/DQB2. Das Paar DQA2 und DQB2 wird nicht exprimiert. Die DQa-Kette
und die DQB-Kette, welche jeweils von den Genen DQA1 und DQB1 kodiert
werden, bilden zusammen das DQaB-Molekil. Obwohl beide Ketten, sowohl die
DQoa-Kette als auch die DQB-Kette, polymorph sind, ist die DQB-Kette der
determinierende Faktor fiir das DQ-Antigen °. Eine Auflistung der bis 2004
bekannten HLA-DQ Allele und der dazugehdrigen serologischen DQ-
Spezifitaten zeigt die Tabelle 2. Zwischen der HLA-DQ Region und der HLA-DR
Region besteht ein starkes Kopplungsungleichgewicht '°. Dies bedeutet, dass
bestimmte DQ Antigene fast ausschliel3lich in Assoziation mit gewissen DR
Antigenen auf der Zelloberflache exprimiert werden, dies verdeutlicht auch
Tabelle 3.
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1.1.4 Funktion des HLA-Systems

Die HLA-Antigene besitzen durch ihre Prasentation von Peptiden aus antigenen
Strukturen eine zentrale Bedeutung bei der Antigenprasentation, sowie der
Ausreifung und Aktivierung von T-Zellen '®. Damit nehmen sie eine
SchlUsselposition in der Regulation von Immunreaktionen ein. Die unten
aufgefuhrte Abbildung zeigt die wesentlichen Aspekte des HLA-Systems im
Hinblick auf Antigenprozessierung und Prasentation. Der Funktion des HLA-
Systems ist im Anhang ein umfangreiches Kapitel gewidmet, worin die

einzelnen Komponenten und deren Interaktion explizit erlautert werden.

Abb. 4: Antigenprozessierung und Présentation”

Zytoplasma

II
Retikulum &

" HLA-Klasse-|
Molekiil o—Peptid

— a‘ Proteacsom

‘M“"""

Die Abbildung zeigt den prinzipiellen Reaktionsweg der Antigenprozessierung autologer und
viraler Proteine. Verbrauchte oder defekte Proteine werden im Cytosol durch Proteaosomen zu
Peptiden fragmentiert. Selektierte Peptide werden dann in das endoplasmatische Retikulum
transportiert, wo sie auf neu synthetisierte Klasse-I Molekiile geladen werden. Der so gebildete
HLA-Peptid Komplex wird danach (lber den Golgi-Apparat zu der Zelloberfliche exportiert. In
viral infiziertem Gewebe werden die viralen Partikel von der Zelle aufgenommen, ,uncoated”,
und die virale DNA oder RNA gelangt in den Nukleus, wo sie repliziert wird. Die virale
Jmessenger” RNA (mRNA) gelangt daraufhin ins Cytosol, wo sie in Proteine transkripiert wird.
Einige dieser frisch synthetisierten Proteine werden noch im Cytosol von Proteaosomen
fragmentiert, im endoplasmatischen Retikulum an HLA-Klasse-I Molekiile gekoppelt und auf der
Zelloberflache exprimiert.
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1.1.5 HLA-System und Krankheitsassoziationen

Erste Studien Uber die Assoziation von malignen Krankheiten mit dem HLA-
System wurden mit dem Ziel durchgefuhrt, mogliche genetische Faktoren im
Tumorgeschehen zu erfassen. Amiel et al. fanden in diesem Zusammenhang
bereits 1967 bei Patienten mit Morbus Hodgkin heraus, dass das Merkmal 4c
(den heutigen HLA-Antigenen B5, 35, 18, 15 entsprechend) im Vergleich zur
gesunden Bevdlkerung in seiner Frequenz erhdht war®. Die Autoren leiteten
damit eine Flut von Krankheitsstudien ein, deren Ergebnisse auf dem I.
Internationalen Symposium Uber HLA und Krankheiten 1976 in Paris
zusammengefasst und 1977 von Dausset und Svejgaard in der Monographie
“HLA and Disease” publiziert und ausgewertet wurden®. Die wichtigsten HLA-

Assoziationen sind in Tabelle 7 zusammengefasst (zitiert nach WaRmuth'?).

Die Starke der Assoziation wird als relatives Risiko angegeben, durch welches
ausgedruckt wird, um wie viel das Risiko eines Tragers eines bestimmten
Antigens erhoht ist, die entsprechende Krankheit im Vergleich zu einer Person
zu bekommen, die das Antigen nicht besitzt. Wahrend sich bei verschiedenen
Tumorpatienten in der Folgezeit dann keine oder nur sehr schwache
Beziehungen zum HLA-System nachweisen lie3en, Uberraschten die starken
HLA-Assoziationen bei Erkrankungen des rheumatischen und autoimmunen
Formenkreises. Das bekannteste und eindeutigste Beispiel ist der Morbus
Bechterew, der eine extrem starke Assoziation zum HLA-B27 Merkmal zeigt. In
den Jahren 2000 / 2001 konnte bei allergischer Rhinitis eine Assoziation mit
HLA-B40 und bei allergischem Asthma bronchiale mit HLA-B12 gefunden
werden®. Die Assoziation mit bestimmten HLA-Merkmalen ist fir die
verschiedenen Formen der Psoriasis unterschiedlich, was fur eine
Heterogenitat der Psoriasis-Phanotypen spricht. Dabei steht das Merkmal HLA-
Cwo6 in wesentlich starkerer Beziehung zur Psoriasis als HLA-B-Merkmale. Die
HLA-B Merkmale sind offenbar erhoht, da sie sich in einem starken
Kopplungsungleichgewicht mit HLA-Cw6 befinden und deswegen hochfrequent

mit HLA-Cw6 in einem Haplotyp (en bloc Vererbung) assoziiert sind™,

10
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Inzwischen sind bei einer vielzahl von Krankheiten, meist autoimmuner Natur
und unklarer Genese, HLA-Assoziationen bekannt geworden. Diese konnen fur
die Diagnostik allerdings nur bei besonders starker Assoziation eingesetzt
werden. Fir die Atiopathogenese dieser Erkrankungen kdnnen jedoch
Kenntnisse Uber die Struktur und Funktion der HLA-Antigene wichtige
Informationen liefern”. Fir das Zustandekommen der HLA-Assoziation von
Krankheiten gibt es verschiedene Hypothesen, die sich gegenseitig nicht
ausschliel3en: direkte Beteiligung der HLA-Antigene (T-Zell-Restriktion,
molekulares “Mimicry’, Ligand/Rezeptor-Interferenz, Klonale Deletion) und

indirekte Beteiligung.

HLA-Antigene als Marker von Suszeptibilitats (Anfalligkeit) bzw.

Resistenzgenen, T-Zell-Restriktion:

HLA-Molekule binden Peptide aus Fremdantigenen (z.B. Viren) und
prasentieren sie T-Zellen (biologische Funktion der HLA-Antigene). Dabei
binden unterschiedliche HLA-Molekdule ein bestimmtes, umfangreiches, jedoch
begrenztes Set an differenten Peptiden und bestimmen damit das Repertoire an
Erkennungsstrukturen von Mikroorganismen, das den T-Lymphozyten
angeboten wird. Die daraufhin ausgeloste Immunantwort induziert eine
Erkrankung mit bekannter HLA-Assoziation aus (immune response). In
Abhangigkeit von der Beziehung Empfanger-Parasit/Virus kann die Krankheit
durch Chronizitat der Infektion oder durch sekundare Autoimmunreaktion
(Autoantigene durch Modifikation korpereigener Zellen) entstehen. Einige HLA-
Molekule prasentieren dabei bestimmte Peptide den T-Zellen nicht, bzw.
derartig, dass eine Immunantwort nicht zustande kommt oder sogar unterdrickt
wird (immune suppression)'*. Damit kann es Mikroorganismen maoglich sein,
spezielle Zellschaden mit nachfolgenden Entzindungsprozessen

hervorzurufen.

11
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Molekulares “Mimicry”

Infolge einer molekularen Ahnlichkeit zwischen Epitopen von Mikroorganismen
und kérpereigenen Antigenen werden die ersteren nicht als fremd erkannt.
Toleranz der Fremdstruktur fuhrt zum Ausbleiben der Immunantwort und
nachfolgender Krankheit durch direkten Einfluss der Mikroorganismen.
Molekulares ,Mimicry“ kann aber auch zur Induktion von Immunreaktionen
gegen die Fremdstrukturen fuhren. Bedingt durch Kreuzreaktionen mit

Selbstantigenen fuhrt dies zur Schadigung kdrpereigener Zellen.

Ligand/Rezeptor-Interferenz

HLA-Antigene wirken als Rezeptoren flr Krankheitserreger, die dann auf diese

Art leichter in den Organismus gelangen kdnnen.

Klonale Deletion

Bei der zentralen Toleranz wird eine klonale Ausléschung bzw. Blockierung der
T-Zellen, mit potentieller Reaktion gegen Selbstantigene, vom HLA-System im
Thymus kontrolliert. Autoreaktive T-Zellen werden hierbei normalerweise
eliminiert. Infolge einer inkompletten klonalen Deletion im Thymus kann es zu

Autoimmunerkrankungen kommen.

Indirekte Beteiligung der HLA-Allele
Unbekannte Suszeptibilitatsgene kdnnten eng mit HLA-Genen gekoppelt sein,

welche durch die HLA-Assoziation indirekt als Kopplung angezeigt werden.
Zwar sind im HLA-Komplex zahlreiche Gene gefunden worden, die mit
bestimmten Abwehrfunktionen verbunden sind (C4, C2, Bf, TNF A und B,
Transporter-und Proteasen-Gene, Hsp 70), deren Rolle in der Pathogenese in
diesem Zusammenhang jedoch noch nicht eindeutig geklart ist. Vielfach wurden
Erkrankungen beschrieben, die nicht nur mit einzelnen HLA-Antigenen, sondern

in Kopplung mit anderen HLA-Molekulen vererbt werden.

12
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Nach dem heutigen Wissen uber die Struktur und Funktion der HLA-Allele ist fur
einen Grolteil der HLA-Assoziierten Erkrankungen in der Regel von einem
multifaktoriellen Krankheitsgeschehen auszugehen. Weitere Daten Uber das
HLA-System kénnen von Nutzen sein, die Mechanismen der Assoziationen zu
Krankheiten zu erfassen, deren Atiopathogenese zu verstehen und Verbindung
fur eine erfolgreiche Prophylaxe und Therapie HLA-Assoziierter Krankheiten zu
finden. Damit hat sich die Thematik HLA und Krankheiten zu einem fur
Genetiker, Immunologen und Kliniker gleichermalen interessanten
Forschungsgebiet mit grolRer Bedeutung fur die klinische Praxis entwickelt. In
der vorliegenden Arbeit soll insbesondere der Bezug des HLA-Sytems zur

Atiopathogenese der Zéliakie naher betrachtet werden.

13
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1.2 Die Zoliakie

1.2.1 Atiologie und Pathogenese

Die Zoliakie ist eine Autoimmunerkrankung, welche durch das in
Nahrungsmitteln enthaltene Protein Gluten ausgelost wird™".
Autoimmunerkrankungen besitzen typischerweise eine multifaktorielle
Atiologie'®, zu denen sowohl umweltbedingte Komponenten als auch diverse
genetische Faktoren gehéren — einschlieRlich der HLA-Gene '*°.

Dem historischen Ruckblick Uber die Entwicklungsgeschichte der Zdliakie ist im
Anhang, nebst Definition derselben, ein eigenstandiges, umfassendes Kapitel
gewidmet. Eine Ubersicht der historischen ,Meilensteine” der Zoliakiediagnostik
illustriert Tabelle 7.

Bei der Zdliakie handelt sich um ein Malabsorptionssyndrom, welches auf einer

t146

permanenten Unvertraglichkeit des Getreideproteins Gluten beruht™®, genetisch

determinierte Individuen entwickeln eine Entzindung der Dunndarmmukosa mit
Kryptenhyperplasie und villdser Atrophie® 1% ¢,

Das Protein Gluten ist ein fester Bestandteil von Weizen, Roggen, Gerste und
Hafer. Es ist als ,Klebereiwei“ fur die Bindeeigenschaften des Mehls
verantwortlich. Gluten kann in die alkoholléslichen, monomeren Prolamine und
die unléslichen, polymeren Glutenine differenziert werden''. Die Prolamine des
Weizens werden in a, B, y, und w Gliadine fraktioniert, was Molekulargewichten
zwischen 20,000 und 75,000 Dalton entspricht, sie enthalten viele repetitive
Prolin- und Glutamin Sequenzen™'. Die entscheidende glutentoxische Wirkung
wird in Bezug auf Zéliakie der Peptidfraktion A des a-Gliadins zugeschrieben®
"1 Peptide, welche diese a-Gliadin Epitope tragen, sind wegen ihres hohen
Anteils an Prolin sehr resistent gegentber intestinalen und pankreatischen
Verdauungsenzymen'. In vitro und in vivo Studien von L. Shan'® zeigen, dass
ein 33-mer Peptidfragment verbleibt'®, wenn Gliadin mit allen physiologisch
vorkommenden, digestiven Enzymen behandelt wird. Dieses Peptidfragment
stellt die antigene Determinante des a-Gliadins dar.

Unter physiologischen Bedingungen stellt das intestinale Epithel mit seinen
,tight junctions® eine nahezu undurchdringliche Barriere fur Makromolekule wie

Gluten dar. Es besteht jedoch fur eine quantitativ geringe, aber immunologisch

14
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signifikante Fraktion, der oben genannten Peptidfragmente die Mdglichkeit,
diese Membran mittels transzellularem oder parazellularem Transport zu
uberwinden® . Nach intrazellularer Prozessierung werden die a-Gliadin
Peptidfragmente dann mittels DQ2/DQ8- Molekiilen CD4" T-Zellen prasentiert.
Die ,Tissue Transglutaminase® (tTg)hat in Bezug auf die inflamatorische
Pathogenese der Zdliakie direkte und indirekte Effekte. Bei Patienten mit einer
aktiven Zoliakie wurden in der Mukosa vermehrt die Cytokine Interleukin 18 (lI-
18) und Interferon a (IFN-a) nachgewiesen. Diese Cytokine regulieren unter
anderem die T-Zelldifferenzierung und steigern die Freisetzung von Interferon y
(IFN-y), welches von den Gluten spezifischen T-Zellen in groen Mengen
produziert wird '"°, Pender'®' et al. zeigten, dass diese Cytokine zu epithelialem
Zelltod und zur Freisetzung von Matrix-Metalloproteninasen flihren. Das Modell
fir einen Autoimmunmechanismus wurde von Maki* et al. 1995 postuliert. Die
Gliadinpeptide bilden zusammen mit tTG einen Hapten ahnlichen Komplex.
Dieser wird von glutenspezifischen CD4" T-Lymphozyten an B-Lymphozyten
prasentiert, welche dann mittels IgA- und IgG-Antikdrpern eine
Autoimmunreaktion gegen tTg initiieren'®. Epidemiologische Studien beweisen,
dass Infektionen einen Risikofaktor fiir Zoliakie darstellen'?, da durch eine
oberflachliche Mukosalasion, wie beispielsweise bei einer Infektion, infolge der
beschadigten epithelialen Barriere vermehrt Gluten in tiefere Strukturen
gelangen kann. Als Erreger fur eine Darminfektion kommt das Adenovirus 12
E1b in Betracht, welches die Immuntoleranz gegen Darmstrukturen und Gliadin
aufheben soll. Gestutzt wird diese Vermutung durch die Endeckung einer
partiellen Aminosauresequenzhomologie des viralen Proteins E1b (54 kDA) mit
o-Gliadin™. Es gab viele Genomstudien zu potentiellen Suspekttibilitatsgenen
aulerhalb des MHC-Systems. Der Konsens zwischen den einzelnen Studien
ist allerdings sehr gering und es gibt bis auf den HLA-Komplex keine weitere
Genomregion mit einer deutlichen pradisponierenden Signifikanz fir die
Entwicklung der Zdliakie'®. Es gab zahlreiche Studien bezlglich eines
genetischen Einflusses des ,negative co-stimulatory molecule cytotoxic T-
lymphocyte antigen 4“ (CTLA4) ** ", aber der Effekt dieses Genes ist sehr

gering

"6 Momentan gibt es Studien zu einer weiteren Genregion aufierhalb
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des HLA-Komplexes, die in Zusammenhang mit dem Auftreten der Zoliakie
stehen konnte. Es handelt sich um einen Genbereich auf dem langen Arm von
Chromosom 5 (5q31-33) "> *°. Laut Sollid konnte diese Region ein ,heiler*
Kandidat unter den verdachtigen Genen sein, da sie Gene fur die Kodierung
verschiedener Cytokine und Interleukine (Tw2; CD-14, IL-12) enthalt und auch
in weiteren chronisch entzindlichen Erkrankungen, wie Morbus Crohn,Diabetes

Typ-1 oder Asthma, als mdgliche pradisponierende Region impliziert ist'*.

Abb. 5: Schema der Gluten induzierten Pathogenese der Zoliakie*®

./ o

o Darmiumen

Bumtensaumepnhet
b Mt -

L tTG
% @ %Mukosaepnhe |

s | CD4/T-Zella

deamidiertes
Peptid

A. Glutenpeptide werden im Darm sowohl von luminalen Enzymen, als auch von Enzymen des
Biirstensaumepithels fermentiert. Einige Peptide (iberstehen diese Digestion und werden als
Polypeptide durch das Mukosaepithel in die Lamina propria transportiert. Diese Peptide werden
dort von der Ltissue transglutaminase” deamidiert, welche sowohl extrazellular, in der
subepithelialen Region der intestinalen Mukosa, als auch im Blirstensaumepithel selbst,
vorhanden ist. In der Lamina propria vorkommende CD4" T-Lymphozyten erkennen bevorzugt
diese deamidierten Glutenpeptide, welche von HLA-DQ2/DQ8 Molekiilen auf der Oberflache
Antigenprésentierender Zellen (APC) présentiert werden'*. B.  Immunfluoreszenzbild des
Duodenums eines unbehandelten Zéliakiepatienten. HLA-DQ?2 (griin), tTG (pink), T-

Lymphozyten (lila)"*.
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1.2.2 Klassifikation und klinisches Erscheinungsbild

Die Zoliakie manifestiert sich klassischerweise zwischen dem 6. und 18.
Lebensmonat, nachdem der Saugling abgestillt ist und glutenhaltige
Getreideprodukte der Nahrung hinzugefugt werden. Bei Erwachsenen liegt das
Manifestationsalter zwischen dem 40. und 50. Lebensjahr bei Frauen, und
zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr bei Mannern®,

Zu ihren klassischen Symptomen gehoren chronisch rezidivierende Diarrhoen
mit massigen, unangenehm riechenden Fettstuhlen, ein geblahtes, stark
ausladendes Abdomen, Flatulenz und Meteorismus, Hypovitaminosen und
Elektrolytstdrungen infolge eines globalen Malabsorptionssyndroms, schwere
Anamien, Gewichtsverlust, Wachstums- und Entwicklungsstérungen. Patienten,
die unter Zoliakie leiden, sind zusatzlich haufig gereizt und depressiv
verstimmt®”'® ®_ In den vergangenen Jahren wurde in diversen Studien immer
haufiger von atypischen Verlaufen mit spat auftretendem Manifestationsalter
berichtet. Maki et al.*® berichteten als erste Uber eine Verschiebung des
Manifestationsalters um 5 — 6 Jahre. Weniger als 50% dieser Falle wiesen
dabei die klassischen gastrointestinalen Symptome auf. Studien aus
Schottland® und England’® untermauern diese Beobachtung.

Die subklinischen Formen der Zdliakie aul3ern sich haufig mit folgenden
Symptomen: Eisenmangelanamie®” *, Minderwuchs®, verzégerte Pubertat,
Amenorrhoe bis hin zur Infertilitdt>® und verfriihte Menopause,
Hypovitaminosen, vor allem Vitamin B4, — Mangel sekundare
Verkalkungsstérungen der Zahne und des Skeletts und verfriihte Osteoporose®

2231 Elektrolytstérungen oder Muskelhypotonie* %,

Diese atypischen Symptome werden als epidemiologischer Wandel im
Erscheinungsbild der Zéliakie gewertet und sind auf das gewachsene
Verstandnis hinsichtlich der Pathogenese, sowie der Dank modernster
Screeningverfahren verbesserten Diagnostik, zurickzufuhren. Serologische
Screeningmethoden, wie der anti-tTG Antikorpertest, besitzen eine Sensitivitat
von 98%, bei einer Spezifitat von 95%. Ein selektives serologisches Screening

von Risiko-Gruppen im Vorfeld der diagnostischen Dinndarmbiopsie kann dazu
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beitragen, Patienten mit silenter und latenter Zoliakie zu erkennen und durch
rechtzeitig eingefuhrte glutenfreie Diat malabsorptionsbedingten Langzeitrisiken
vorzubeugen® . Der diagnostische Goldstandard ist und bleibt jedoch die
Dunndarmbiopsie, welche heute endoskopisch durchgefiihrt wird. Die
gewonnen Biopsate werden mit Hamatoxin-Eosin gefarbt und unter
Lichtmikroskopie nach Marsh'® histologisch klassifiziert. Die perorale
Saugbiopsie wird als ein invasives, zeitaufwendiges und zudem teures
Verfahren eingeschatzt, das trotz Sedation flr den Patienten einen
unangenehmen Eingriff darstellt und zusatzlich mit einer Strahlenbelastung
verbunden ist ¥,

Das von der ESPGHAN 1969 erstellte und 1990 modifizierte Diagnoseprotokoll
fordert, dass hinsichtlich einer eindeutigen Diagnostik die beiden Kriterien der
flachen Dunndarmschleimhaut und der klinischen Remission unter glutenfreier
Diat erfillt sein missen'* "', Mittels der von Marsh postulierten histologischen
Merkmale (siehe auch Tabelle 12 im Anhang) und der von der ESPGHAN

geforderten Kriterien, Iasst sich die Zdliakie in folgende Gruppen klassifizieren.

Klassische Zoliakie

Das Manifestationsalter liegt bei dieser Form zwischen dem 6. und 18.
Lebensmonat. Man beobachtet die oben beschriebenen klassischen
Symptome, mit einer damit verbundenen Wachstumsretardierung infolge der
Malabsorption. Die pathologischen Veranderungen sind im Duodenum und im
oberen Jejunum am ausgepragtesten. Das Ausmal} der Mukosalasionen ist
dahingehend allerdings sehr variabel und kann den kompletten Dinndarm
involvieren®. Die pathohistologischen Lasionen variieren, von stumpfen Zotten,
bis hin zur subtotalen oder totalen villdsen Atrophie mit Kryptenhyperplasie. Die
Mitoserate im betroffenen Gewebe ist signifikant erhoht, auch beobachtet man
eine Infiltration der Lamina propria mit Plasmazellen, sowie eine erhdhte Anzahl
der intraepithelialen T-Lymphozyten®. Durch GFD klingen die Symptome ab

und es kommt zur Remission der Mukosa mit Aufholwachstum?®.
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Abb. 6: Duodenumbiopsat eines Zdliakiepatienten im Vergleich zu einer

normalen Mukosa'*.

a. Histologische Aufnahme eines gesunden Duodenums, mit Villi (V) und Krypten (C). Die
Lamina propria (LP) ist stark vaskularisiert und enthélt ein ausgeprégtes Lymphsystem.

b. Die Abbildung zeigt eine charakteristisch, pathologisch verénderte Mukosa bei Zbliakie, mit
subtotaler Zottenatrophie, vergréBerten, hyperplastischen Krypten und gesteigerter Infiltration

von Lymphozyten in die Lamina propria146.

Subklinische Zoliakie

Bei den subklinischen, atypischen Formen der Zoliakie stehen weniger die

gastrointestinalen, als vielmehr die oben beschriebenen atypischen Symptome
im Vordergrund.

Bei der Latenten Zoliakie handelt es sich um beschwerdefreie Patienten mit

unauffalliger intestinaler Mukosa (trotz glutenhaltiger Ernahrung), die sich
jedoch zu einem friheren oder spateren Zeitpunkt, bei positivem
Antikdrpernachweis, auf charakteristische Weise verandert.*® '®. Diese
Patienten haben ein hohes Risiko, an Zoliakie zu erkranken bzw. es besteht die
Maoglichkeit des Rezidivs.

Bei der Silenten (asymptomatischen) Zdliakie zeigen die Patienten keine

gastrointestinalen Beschwerden und werden meist anhand von Screenings
diagnostiziert. Unter GFD wurde bei diesen Menschen eine gesteigerte

Gewichtszunahme, beschleunigtes Wachstum, gesteigerter Appetit,
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verbesserte physische und psychische Leistungen, sowie eine Verbesserung
des allgemeinen Wohlbefindens beobachtet®.

Die Zodliakie qilt als potentiell pramaligne Erkrankung. Das relative Risiko (RR),
im Vergleich zur allgemeinen Bevdlkerung, unter glutenhaltiger Kost ein
Malignom zu entwickeln, liegt bei RR=2, fur Non—Hodgkin-Lymphome sogar bei
RR=42.7%°. Unter GFD besteht allerdings kein erhohtes Risiko.

Allein dieses Beispiel zeigt, dass die Erkennung und Behandlung auch der
asymptomatischen Zdliakie von entscheidender praventiver Bedeutung ist. Es
gibt zahlreiche Erkrankungen, welche eine Assoziation mit der Zoliakie
aufweisen. Eine Ubersicht der mit Zéliakie assoziierten Erkrankungen, nebst
RR und Pravalenz, zeigt Tabelle 9 im Anhang.

1.2.3 Epidemiologie

In den vergangenen 50 Jahren wurden zahlreiche epidemiologische Studien
hinsichtlich der Zdliakie in Europa, mit auf den ersten Blick sehr kontroversen
Ergebnissen durchgefiihrt. Davidson® fiihrte 1950 die erste epidemiologische
Studie in Grol3britannien durch und postulierte eine Pravalenz in England und
Wales von 1:8000, in Schottland hingegen von ,nur 1:4000. Zu dieser Zeit
steckte die Zoliakieforschung noch in den Kinderschuhen und es wurden nur
Falle dokumentiert, welche die klassischen Symptome der Zdliakie, wie
Malabsorption, aufzeigten. Seit 1970 verbesserten sich die diagnostischen
Kriterien rapide. Damit wurde man auch auf oligosymptomatische Formen der
Zoliakie aufmerksam®’. Epidemiologische Studien richteten sich nun nicht mehr
nach der reinen Symptomatik, sondern Dank der DiUnndarmsaugbiopsie immer
mehr auch nach den von Marsh'® postulierten objektiven pathohistologischen
Befunden der Zdliakie. Mit jeder Neuerung hinsichtlich der Diagnostik, wie zum
Beispiel den serologischen Antikorpertests gegen Gliadin und Endomysium,
stiegen die Zahlen zur Pravalenz der Zoliakie in verschiedenen
Bevolkerungsgruppen.®® *""%8 Erstaunlicherweise wurden zum Teil sehr grofte
epidemiologische Differenzen zwischen angrenzenden Populationen wie
Schweden und Danemark oder deutschen und italienischen Kindern'?®
festgestellt. In einer danischen Studie von 1993 betrug die Pravalenz der

20



EINLEITUNG

Zoliakie, aufgrund diagnostischer Daten, 1:10000'. Im Nachbarstaat
Schweden wurden zur gleichen Zeit ebenfalls epidemiologische Daten
hinsichtlich der Zoliakie erhoben® '°. Es zeigte sich eine Pravalenz der Zoliakie
von 1:500 in Schweden®. Maki®" und Ascher” fiihrten dies darauf zuriick, dass
Sauglinge immer weniger gestillt wurden und glutenhaltige Babynahrung immer
friher zur Erndhrung der Sauglinge verwendet wurde. Studien von Lindberg®
bestatigen diese Beobachtung, er flhrte die kontroverse Pravalenz auf
unterschiedliche Ernahrungsgewohnheiten wie haufigeres und langeres Stillen,
Alter des Sauglings bei Glutenzufutterung, oder Art und unterschiedliche
Glutenmengen in der Babynahrung zurlck. Neueren Studien zufolge liegt die
tatsachliche Pravalenz, welche auch die milderen oder atypischen Formen
einschliel3t, zwischen 1:200 bis 1:300" " °, Siehe hierzu auch die im Anhang
aufgefuhrte Tabelle 10.

Die epidemiologischen Veranderungen in Bezug auf die Zdliakie
veranschaulicht das von Logan®' 1992 erstellte ,Eisberg-Modell“ (siehe unten
aufgefuhrte Abb.8). Die Pravalenz der Zéliakie kann der Gesamtgrof3e des
Eisbergs gleichgestellt werden, und wird primar durch die Frequenz der
pradisponierenden Genfaktoren in einer Population charakterisiert.

Die Dimension des Eisbergs hangt allerdings

auch davon ab, ob Individuen mit latenter
oder milder Enteropathie als erkrankt definiert
| werden missen®'. Die aus dem Wasser
ragende und daher sichtbare Spitze des
Eisbergs wird von den beiden
Patientengruppen mit klassischer Zéliakie

gebildet, die anhand der gegenwartigen

@ Iatente Zéha|de mar

VVEEEY  Diagnosekriterien zu erkennen sind. Es

handelt sich dabei um die Patienten mit

bekannter Zoliakie, bei denen unter GFD eine
klinische und bioptisch Remission festgestellt wurde. Unter der ,Wasserlinie®
verbergen sich zum einen eine grol3ere Patientengruppe mit klinisch stummer

Zdliakie und flacher Schleimhaut (Silente Zdliakie), zum anderen eine kleinere
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Gruppe beschwerdefreier Probanden mit unauffalliger Dunndarmmukosa (trotz
glutenhaltiger Ernahrung), allerdings positivem Antikorpernachweis (Latente
Zoliakie)®® *°.

Die Wasserlinie charakterisiert das Verhaltnis von diagnostizierten zu nicht
diagnostizierten Fallen und hangt von einer Vielzahl an Faktoren ab, wie
unterschiedliche serologische Sensitivitat oder Spezifitat der verwendeten
Antikorper, divergente Nachweisgrenzen, Laborausstattung oder
Diagnosekriterien®’. Aufgrund dieser Variablen ist die ,Wasserlinie“ weit
instabiler, als die gesamten Ausmale des Eisbergs. Dies erklart
moglicherweise die divergente Pravalenz der Zoliakie® .

Ein beeindruckendes Beispiel dafir, dass wir uns nur der Spitze dieses
,Eisbergs® bewusst sind, ist die bisher grofdte ,Screening” Studie der Zdliakie.
Aus allen Regionen ltaliens wurden 17 201 Schulkinder im Alter zwischen
sechs und 15 Jahren untersucht, dies entspricht 69% der in Frage kommenden
Population. Die Pravalenz war 1:184, und die unentdeckten zu diagnostizierten

Falle an Zoliakie standen in einem beeindruckenden Verhaltnis von 7:1.
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1.3 Zielsetzung

Fir die vorliegende Arbeit ergaben sich folgende Aufgaben:

1. HLA-DQ Typisierung von definierten Patienten der Tubinger
Kinderklinik mit bioptisch gesicherter Zdliakie, sowie einer Kontrollgruppe

mit bioptisch ausgeschlossener Zdliakie.

2. Analyse der sich anhand der Marsh-Kriterien'® ergebenden Gruppen
unter Validierung der diagnostischen Wertigkeit der HLA-DQ Typisierung
hinsichtlich Manifestationsalter, Geschlecht, EMA-Antikdrpern,

Pathohistologie und klinischer Symptomatik.
3. Validierung der diagnostischen Wertigkeit und des Stellenwertes der
HLA-DQ Typisierung hinsichtlich der serologischen und bioptischen

Diagnostik.

4. HLA-DQ Status bei DQ2 und DQ8 negativen Patienten mit bioptisch

gesicherter Zdliakie.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Patienten

Um die zwischen dem HLA-System und der Zoliakie bestehenden
Zusammenhange besser zu verstehen, wurden in der vorliegenden Arbeit
insgesamt 95 Personen untersucht. Es handelte sich hierbei um 69 Patienten
des Zoliakiezentrums der Universitatskinderklinik Tibingen und um 26
Probanden eines Kontrollkollektivs.

Zunachst werden allgemeine Merkmale der Proben und die der Studie
zugrunde gelegten Einschlusskriterien erlautert. Danach erfolgt die Einteilung

der Patienten in die entsprechenden Gruppen.

2.1.1 Allgemeine Charakterisierung der Patienten und
Einschlusskriterien

Die Tubinger Universitatskinderklinik ist ein Zentrum fur Zoliakie. Im Laufe der
letzten Jahre wurde bei einem umfangreichen Patientenkollektiv die Diagnose
Zoliakie gestellt. Dies erfolgte anhand der ESPGHAN-KTriterien.
Die haufigsten Indizien fur die Verdachtsdiagnose Zoliakie und die daraus
resultierende Antikorperbestimmung nebst Dunndarmbiopsie waren folgende
klinische Symptome:
- rezidivierende Gastroenteritiden mit massigen, tubel riechenden und
manchmal fettglanzenden Stiuhlen (Steatorrhoe).
- grol3es, vorgewdlbtes Abdomen, Flatulenz und Meteorismus
- Malabsorptionssyndrome mit Hypovitaminosen, Kalziummangel,
Elektrolytstorungen, Eisen- und Folsduremangel, und den daraus
resultierenden Symptomen wie Anamie, Gewichtsverlust,
Wachstums- und Entwicklungsstorungen, Muskelhypotonie,
Dystrophie und exsudative Enteropathie.
- verdrie3liche Stimmung der Kinder, welche haufig gereizt, depressiv

und antriebsarm sind.

24



PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

Eine detaillierte Auflistung moglicher klinischer Manifestationsformen der
Zoliakie zeigt Tabelle 11 im Anhang.

Neben diesen Patienten mit klassischen Symptomen betreut das Tubinger
Zoliakiezentrum auch Patienten mit subklinischer Zoliakie. Diese Patienten
wurden Uberwiegend anhand des Screenings bei an Zoliakie erkrankten
Verwandten ersten Grades entdeckt.

Bei entsprechender klinischer Symptomatik wurden die Patientenseren nach

dem Protokoll des gastroenterologischen Labors der Universitatskinderklinik

151 164

Tubingen™" basierend auf der von Wildfang et al. 1992 publizierten Methode
auf IgA-Endomysiumantikérpertiter (IgA-EMA) getestet. Bei positiver Klinik oder
aufgrund eines verdachtigen Screenings wurde im Anschluss eine
Dunndarmsaugbiopsie durchgefihrt.

Die Diinndarmsaugbiopsie mittels der padiatrischen Watsonkapsel™® ist und
bleibt das wichtigste diagnostische Kriterium der Zdliakie. Hierbei wurde den
sedierten Patienten unter Rontgenkontrolle eine Sonde bis zur Flexura
duodenojejunalis eingefuhrt und die Biopsie in der Gegend des Treitz-
Ligaments durchgefuhrt. Das gewonnene Biopsat wurde mit einem
Auflichtstereomikroskop lupenmikroskopisch und histologisch untersucht und
nach Marsh'® klassifiziert. Eine Ubersicht tiber die Marsh-Klassifikation zeigt

auch Tabelle 12 im Anhang.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrte Evaluation von insgesamt 95
Proben basiert also auf der Querschnittsuntersuchung einer Population von
Patienten mit gastrointestinaler Symptomatik, wobei eine Zdliakie anhand der
Trias Klinik, Serologie und Biopsie entweder ausgeschlossen oder gesichert
worden war. Die verwendeten serologischen und bioptischen Daten wurden

retrospektiv gewonnen.
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Um anhand der vorgegebenen Studienstruktur eindeutig positiv fur Zoliakie zu
sein, mussten die Patienten in der vorliegenden Arbeit folgendes Kriterium

eindeutig erflllen:

Schwere Lasion der Diinndarmschleimhaut mit einer nach Marsh'®
klassifizierten Totalen Zottenatrophie (TVA/ Marsh 3c), Subtotalen
Zottenatrophie (SVA/ Marsh 3b) oder einer Partiellen Zottenatrophie
(PVA/ Marsh 3a) unter glutenhaltiger Normalkost.

Siehe hierzu auch Tabelle 12.

Ein zusatzliches Kriterium, welches in die Studie mit aufgenommen wurde, sind
die positiven IgA-Endomysiumantikérper nach Stern™'. Da es jedoch Patienten
mit eindeutiger Zottenatrophie und negativen IgA-Endomysiumantikérpen, zum
Beispiel mit IgA-Mangel gibt, diente die Analyse des IgA-Status mehr zur
Validierung desselben im Hinblick auf den HLA-Status.

Fir die Typisierung der Patienten wurde den in Frage kommenden Patienten im
Zeitraum zwischen Dezember 2000 und Marz 2002 20 ml Blut abgenommen
und bei — 20° C gelagert.

Um ein moglichst unselektiertes Kollektiv zu erhalten, wurden samtliche Proben
typisiert, welche in dem oben genannten Zeitrahmen zur Verfigung standen
und die Voraussetzungen erfullten.

Insgesamt wurden in dieser Studie 95 Proben von verschiedenen Probanden
typisiert. Einen Uberblick tiber die GruppengroRe zeigt das unten aufgefiihrte

Diagramm.
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Geschlechtsspezifische Verteilung in den einzelnen Gruppen

Abb.8
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2.1.2 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv setzte sich insgesamt aus 69 Patienten zusammen, 46
weiblichen und 23 mannlichen Probanden, 2 Patienten waren monozygote

Zwillinge, 2 Patienten waren Geschwister und 3 Patienten wiesen einen IGA-

Mangel vor (siehe auch unter 3. Ergebnisse). Die restlichen Patienten waren

nicht miteinander verwandt.

Patientenkollektiv weiblich:

min. Alter max. Alter Median M-Wert S o

11 M 12 12 . 455M. [56,021M |[40,153 M. |5,9206 M.
Patientenkollektiv mannlich:

min. Alter max. Alter Median M-Wert S o

6 M 812 . 43 M. 4521 M 28,918 M. | 6,029 M.

Eine Ubersicht (iber das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Biopsie zeigt Abb. 10.

Abb. 9: Geschlechtsspezifische Altersverteilung der Patienten zum
Zeitpunkt der Biopsie.
Patienten - Weiblich
anzahl

B mannlich

2

Jahre

Die Altersverteilung der Patienten bezieht sich auf das Alter zum Zeitpunkt der Biopsie.
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Alle 69 Probanden erflllten die unter 2.1.1 aufgefuhrten Studienkriterien und
wurden anhand der Marsh'® Klassifikation und der IgA-EMA in zwei Gruppen
aufgeteilt. Die Altersangaben der Patienten bezogen sich auf das Alter zum
Zeitpunkt der Biopsie. Bei den pro Gruppe typisierten Proben handelte es sich
jeweils um Blutproben verschiedener Patienten. Auf eine weitere
Untergliederung der drei Patientengruppen (A, B, C) in altersabhangige
Untergruppen wurde verzichtet.

Dies geschah, da sich der ,molekularbiologische Fingerabdruck® eines
Individuums, der spezifische HLA-Typ, zeitlebens nicht andert. Wie sich die
einzelnen bioptisch definierten Gruppen hinsichtlich HLA-Verteilung, Klinik,
Manifestationsalter, Geschlechtsverteilung und Symptomatik unterschieden war
allerdings von grof3em Interesse und wurde im Diskussionsteil dieser Arbeit
analysiert.

Nach Aufteilung der 69 Probanden auf die einzelnen Patientengruppen ergab
sich die in Abb.10 dargestellte Verteilung.

Abb. 10: Verteilung der Probanden auf die einzelnen Subgruppen.

\

Patienten

TVA / SVA; gesamt: 69

61
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2.1.2.1

Gruppe A (TVA/SVA)

Zoliakiepatienten mit totaler oder subtotaler Zottenatrophie entsprechend

Marsh'® 3c bzw. 3b.

Diese Gruppe bestand aus insgesamt 61 Patienten, wovon 39 weiblich und 21

mannlich waren, 2 der Patienten waren Geschwister. Die restlichen Patienten

waren nicht miteinander verwandt.

Patientenkollektiv Gruppe A weiblich:

min. Alter max. Alter Median M-Wert S o

11 M 11 %12 g, 38 M. 47461 M [34,215M. |5478 M.

Patientenkollektiv Gruppe A mannlich:

min. Alter max. Alter Median M-Wert S o

6 M 8912, 36 M. 44,04 M 30,022 M. | 6,551 M.

Abb. 11: Geschlechtsspezifische Altersverteilung der Patienten mit TVA /

SVA bei Diagnose.
7
Patienten - 6
anzahl 5 Eweiblich

4 B mannlich
o Jahre

Die Altersverteilung der Patienten bezieht sich auf das Alter zum Zeitpunkt der Biopsie.
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2122

Gruppe B (PVA)
Zoliakiepatienten mit partieller Zottenatrophie entsprechend Marsh'® 3a.

Diese Gruppe bestand aus insgesamt 8 Patienten, wovon 6 weiblich und 2

mannlich waren, 2 der Patienten waren monozygote Zwillinge. Die restlichen

Patienten waren nicht miteinander verwandt.

Patientenkollektiv Gruppe B weiblich:

min. Alter max. Alter Median M-Wert S o
5412 12 M2 . 139 M. 119 M 35,327 M. | 15,798 M.
Patientenkollektiv Gruppe B mannlich:
min. Alter max. Alter Median M-Wert S o
412 512 . 575M. |575M 6,363 M. 4,5M.
Abb.12: Geschlechtsspezifische Altersverteilung der Patienten mit PVA bei
Diagnose.
Patienten - weiblich
anzahl B mannlich
- . : -

Die Altersverteilung der Patienten bezieht sich auf das Alter zum Zeitpunkt der Biopsie.
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Neben einer bioptisch gesicherten Zodliakie zeigten die Patienten zum Zeitpunkt
der Dunndarmbiopsie folgende, mit Zoliakie assoziierten, Erkrankungen:

Diagnosen Gruppe A | Gruppe B

IGA-Mangel
Diabetes Mellitus Typ |

Autoimmun Hepatitis

Neurodermitis

Karies

Atopie

Asthma

VSD

Morbus Perthes

Familiarer Kleinwuchs

Nahrungsmittelallergie

Al Al Al N =N D A D A AN
Ol O O O O O] O o | o o -~

Legasthenie

Mehrfach Nennungen méglich.
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2.1.3 Kontrollgruppenkollektiv
Das Kontrollgruppenkollektiv setzte sich insgesamt aus 26 Personen

zusammen, 8 weiblichen und 18 mannlichen Probanden. Alle Personen der
Kontrollgruppe waren nicht miteinander verwandt. Keiner der Probanden wies
einen IgA-Mangel auf. Die 26 Probanden waren anhand der Marsh'®
Klassifikation (s. Tabelle 12) und des IgA-EMA-Tests negativ fir Zoéliakie, und
erfullten so die unter 2.1.1 aufgefuhrten Studienkriterien nicht, was sie als

Kontrollkollektiv legitimierte.

Jede Dunndarmbiopsie ist fur den Patienten, neben der radioaktiven
Strahlenbelastung, mit eventuellen Risiken wie Blutungen, Infektionen oder
Dunndarmperforationen verbunden.

Bei Patienten mit Gberwiegend flr Zdéliakie atypischen klinischen Symptomen
und negativem IgA-EMA musste man die Risiken einer solchen diagnostischen
Intervention abwagen. Daher wurde nur in klinisch sehr auf Zoliakie

verdachtigen Fallen eine Dinndarmbiopsie durchgeflnhrt.

Um den ethischen Richtlinien der Medizinischen Fakultat der Universitat

Tubingen gerecht zu werden, wurde bereits in der Planungsphase der Studie ein
konkretes Studiendesign konzipiert und der hiesigen Ethik-Kommission
vorgelegt. Die vorgelegte Studie wurde gemal PromO § 3 unter dem Vorsitz von
Prof. T. Riesler am 15 Mai 2001 gepruft und genehmigt. Alle Probanden wurden
in einem Aufklarungsbogen uber die Studie informiert und attestierten ihre,
jederzeit widerrufliche, freiwillige Teilnahme an derselben mit inrem schriftlichen
Einverstandnis. Ein solcher Aufklarungsbogen ist im Anhang unter X-6

ersichtlich.

Die padiatrische Kontrollgruppe der Universitatskinderklinik Tibingen umfasste
aus oben genannten Grinden lediglich 6 Probanden, was uns flr eine
reprasentative Kontrollgruppe zu wenig erschien.

Nach Absprache mit Prof. Dr. M. Gregor (Leitender Direktor der Abteilung Innere
Medizin | der Medizinischen Klinik der Universitat Tubingen) war es uns moglich,
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aus der oben genannten Klinik, 20 Probanden zu rekrutieren. Es handelte sich
um Patienten mit rezidivierenden Gastroenteritiden bzw. mit gastrointestinalen
Symptomen unklarer Genese. Diesen Personen wurde im Rahmen einer
diagnostisch indizierten Gastroskopie eine Biopsie des Duodenums entnommen
und zur DNA -Typisierung zusatzlich 20 ml EDTA-Blut abgenommen, welches
bei — 20°C gelagert wurde. Bei den 20 Probanden aus der Medizinischen Klinik
handelte es sich um Erwachsene. Bei der Beurteilung wurde hinsichtlich von

Perzentilen Daten nur die padiatrische Kontrollgruppe (PK) berlcksichtigt.

2.1.3.1 Padiatrische Kontrollgruppe (PK)
Probanden mit nicht nachweisbarer Zottenatrophie und negativen IgA-EMA.

Diese Gruppe bestand aus insgesamt 6 Probanden, wovon 4 weiblich und 2

mannlich waren, alle Patienten waren nicht miteinander verwandt.

Probandenkollektiv padiatrische Kontrollgruppe weiblich:

min. Alter | max. Alter Median M-Wert [ o

1412 16 1912 . 26,5M. |67,75M 89,749 M. | 44,874 M.
Probandenkollektiv padiatrische Kontrollgruppe mannlich:

min. Alter | max. Alter Median M-Wert [ o

12 M. 5812, 40 M. 40 M. 30,597 M. |28 M.

Bei 5 Patienten mit ausgeschlossener Zodliakie wurde eine akute, virale

Gastroenteritis diagnostiziert. Die rezidivierenden gastrointestinalen

Beschwerden eines weiteren Patienten wurden auf eine Schrankenstorung bei

Neurodermitis zurickgefihrt. Keiner der 6 Probanden der Padiatrischen

Kontrollgruppe wies einen IgA-Mangel vor.
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Abb. 13: Geschlechtsspezifische Altersverteilung in der padiatrischen
Kontrollgruppe bei Diagnose.

Patienten - Hweiblich
anzahl B mannlich
Jahre

Altersverteilung der Patienten bezieht sich auf das Alter zum Zeitpunkt der Biopsie.
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2.1.3.2 Adulte Kontrollgruppe (AK)
Probanden mit nicht nachweisbarer Zottenatrophie und negativen IgA-EMA.

Diese Gruppe bestand aus insgesamt 20 Probanden, wovon 4 weiblich und 16

mannlich waren, alle Patienten waren nicht miteinander verwandt.

Probandenkollektiv adulte Kontrollgruppe weiblich:

min. Alter | max. Alter Median M-Wert [ o
54 Jahre 88 Jahre 71 Jahre | 71 Jahre 15,011 J 7,54

Probandenkollektiv adulte Kontrollgruppe mannlich:

min. Alter | max. Alter Median M-Wert [ o
18 Jahre 81 Jahre 57 Jahre | 51 Jahre 18,154 J 4,538 J

Abb.14: Geschlechtsspezifische Altersverteilung der adulten
Kontrollgruppe bei Diagnose.

Probanden -
anzahl

Hweiblich
B mannlich

Jahre

Altersverteilung der Patienten bezieht sich auf das Alter zum Zeitpunkt der Biopsie.
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Bei den Probanden der adulten Kontrollgruppe wurden folgende, unten
aufgeflhrte Diagnosen gestellt:

Diagnosen Diagnosen

Chronische Duodenitis

Chronische Gastritis

Barrett — Syndrom

Magenulkus mit H. pylori Infektion

Antrumgastritis

Schleimhautatrophie des Magens

Osophagusvarizen

Al Al Al NN W DN o

Gastritis mit Plattenepithelmetaplasie

37



PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

2.2 Material

2.2.1 Laborgerate

Gelkammer DNA Pocket Bloc, Biozym Diagnostik (Oldendorf)
Dispenser Eppendorf (Hamburg)
Eismaschine Ziegra (Isernhagen)
Elektropipetten PipetBoy Acu, Integra Biosciences (Fernwald)
Impact, Matrix Technologies (Wehrheim)
Gefrierschranke Liebherr (Ochsenhausen)
Bosch (Stuttgart)
Kirsch
Magnetruhrer Ikamag RCT, Bachhofer (Reutlingen)

Mikrowellengerat

Bosch (Stuttgart)

PCR-Gerate PTC-100 Programmable Thermal Controller,
MJI(Watertown,USA)
GeneAmp PCR-System 9600, Perkin ElImer (Rodgau)
Photometer Spektralphotometer, Dr. Lange (Dusseldorf)
Pipetten PreCision P10 O pyl—10 pl

P50 10 pl—50 pl
P100 10 pl—100 pl
P200 10 pl—200 pl
P1000 100 pl — 1000 pl, Biozym (Oldendorf)
Reference 10 ul =100 pl
100 pl — 1000 pl, Eppendorf (Hamb.)

Reinstwasseranlage

Seradest LFM 20, USF Culligan Seral (Ransbach)

Schuttelgerat

Rocky, Frobel Labortechnik (Lindau)

Sofortbildkamera

Polaroid MP-4 Land Camera, Polaroid (Offenbach)

Spannungsgerat

GIBCO BRL, Life Technologies (Karlsruhe)

Sterilbank

LaminAir HB 2448, Heraeus (Hanau)

Tischschuttler

Vortex Genie 2, Bender und Hobein AG (Zurich)

UV-llluminator

Bachhofer (Reutlingen)

Waage

Sartorius 600, Sartorius (Gottingen)
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Wasserbad GFL (Burgwedel)

Zentrifugen Omifuge 2.0 RS, Heraeus (Hanau)
Sigma 2 k 15, Sigma (Taufkirchen)
GS-6R Centrifuge (Beckmann)
Centrifuge 5402, Eppendorf (Hamburg)

2.2.2 GefaRe und Zubehor

Pipettenspitzen | Nucleic Acid + Nuclease free (filter tips)

- 0,5-10yl

- 10-100 pl

- 200 —-1000 pl, ART (San Diego, USA)
Combitips plus 0,5 ml, Eppendorf (Hamburg)
Matrix Tips 1250 pl, Matrix Technologies (Wehrheim)
Safe-Seal Tips, 10 ul, 100 ul, BiozymDiagnostik (Oldendorf)
Serologische Pipetten 25 ml, Costar (Corning, USA)

Pinzetten Aesculap (Tuttlingen)

Filme Polopan 667, Polaroid (Offenbach)

Glaswaren Erlenmeyerkolben 500 ml, Hirschmann (Eberstadt)
Messzylinder 250ml, 500 ml, 1000ml, Hirschmann
(Eberstadt)

Handschuhe Safeskin sortim plus L, Kimberley-Clark (Roswell, USA)
Nitra-Touch powder free L, Ansell Medical (Dothan USA)

Tubes Safe-Lock-Tubes 1,5 ml, Eppendorf (Hamburg)

Falcon Tubes 25 ml, Becton Dickinson (Le Pont Claix, F)
Falcon Tubes 50 ml, Becton Dickinson (Le Pont Claix, F)
QlAamp Spin Columns, Qiagen (Hilden)

Collection tubes 2 ml, Qiagen (Hilden)

EDTARGhrchen | S-Monovette® 20 ml, Sarstedt (Niimbrecht)
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2.2.3 Chemikalien

Agarose Seakem LE Agarose, Biozym (Oldendorf)
Tris Merck (Darmstadt)
Borsaure Merck (Darmstadt)
EDTA Merck (Darmstadt)
Ethanol Merck (Darmstadt)
EtBr Merck (Darmstadt)
NaCl Merck (Darmstadt)

AL Buffer Qiagen GmbH (Hilden)
Saccharose | Merck (Darmstadt)
TritonX-100 | Sigma (Taufkirchen)
MgCl, Merck (Darmstadt)
HCL Merck (Darmstadt)
AW1 Buffer | Qiagen GmbH (Hilden)
Aw2 Buffer | Qiagen GmbH (Hilden)
HCL Merck (Darmstadt)
PCR Buffer | Geno Vision (Wien)
Glycerol Geno Vision (Wien)
Kresolrot Geno Vision (Wien)
Gelatine Geno Vision (Wien)
KCL Geno Vision (Wien)
[EDTA] Nas | Merck (Darmstadt)
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2.2.4 Enzyme, Nukleotide und Bioreagenzien

Langenstandard | puc Mix Marker 8, MBI-Fermentas (St. Leon D)
Tag- Ampli Tag® DNA Polymerase 250 Units (5U/ul)
Polymerase Applied Roche Biosystems, (Mannheim)
Lachssperma Sigma, (Taufkirchen)

Proteinase K

Roth (Karlsruhe)

dNTP's
200 pM dATP
200 pM dCTP
200 pM dGTP
200 uM dTTP

Geno Vision (Wien)

2.2.5 Kommerzielle Reaktionssysteme

DNA-Isolierung | DNA Blood Mini Kit, Qiagen GmbH (Hilden)
SSP PCR Olerup SSP™ DQ low resolution Lot No.: F 35, GenoVision
Olerup SSP™ DQB1*02 Lot No.: F 42, GenoVision
Olerup SSP™ DQB1*03 Lot No.: H 14, GenoVision
Olerup SSP™ DQA1 Lot No.: F 89, GenoVision
GenoVision, (Wien)
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2.2.6 Losungen und Puffer
2.2.6.1 DNA-Isolierung

Red Cell Lysis Buffer (RCLB)

Stammldsung: 12,1 g TRIS
10,2 g MgCl,
5,8 g NaCl
Gebrauchslésung: 5 ml konzentrierte HCI auf 1 | aqua

dest. beipH=7,6

AW 1 Buffer® Qiagen GmbH (Hilden)
AW?2 Buffer® Qiagen GmbH (Hilden)
AE Buffer® Qiagen GmbH (Hilden)
gelagert bei 4°C.
2.2.6.2 PCR

Fur alle PCR’s wurde der kommerzielle PCR Master Mix der Firma Olerup SSP

verwendet, dessen Zusammensetzung unten aufgefuhrt ist:

PCR Buffer :
50 mM KCL
1,5 mM MgCl,
10 mM Tris-HCI [pH 8,3]
0,001% (w/v) Gelatine
Glycerol: Glycerol 5%
Kresolrot: 100 pg/ml

steril gelagert bei -20°C.
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2.2.6.3 Gelelektrophorese

Elektrophoreseld6sung (TBE)

Stammldsung: 108 g (0,9 M) Tris
55g (0,9 M) Borsaure
40 ml (0,5 M) EDTA mit pH =8,0
Tris-Basis und Borsaure in 700 ml Aqua dest. auflosen,
EDTA zugeben und mit Aqua dest. auf 1 | auffillen.

Gebrauchslosung: (1x TBE): 50 ml Stammldsung + 975 ml Aqua dest.
steril filtriert und bei Raumtemperatur gelagert.

Ethidiumbromid-Farbebad:

500 ml Aqua dest.

50 pl Ethidiumbromidlésung [10 mg/ml]
2.2.7 Software
Prism 3.0 GraphPad Inc.
Word 2002 Microsoft Corp.
MS-Paint Microsoft Corp.
HyperSnap-DX™ Hyperionics
Photostudio 2000 ArcSoft
JMP 5.0 Demoversion SAS, Inc.
SCORE™ W. M. C. Helmberg 1997 - 2000
SPSS 11.0 Prentice Hall International
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2.3 Methoden

2.3.1 DNA-Extraktion uber Salzfallung
Sowohl EDTA- bzw. Zitratblut, leukozytenhaltige Gradientenflissigkeit als auch

isolierte und resuspendierte Zellen aus Gewebe (Milz, Lymphknoten, Tonsillen)
sind zur Gewinnung von DNA geeignet. Es gibt verschiedene Methoden zur
DNA-Extraktion, wie z.B. die Chloroform-Triethylammoniumbromid (CTAB)-
Methode, oder die Phenol-Chloroformreinigung. In der vorliegenden Arbeit
wurde die DNA aus 10 ml EDTA-Blut gemafl dem QlAamp® Mini Blood Kit
Protokoll der Firma Qiagen prapariert.

Die bei — 20° C gelagerten Proben wurden zunachst auf dem Schttler bei
Raumtemperatur erwarmt und durchmischt. Zur DNA-Isolierung wurde daraufhin
in einem 50 ml Falcon jeweils 10 ml EDTA-Blut mit 40 ml RCLB versetzt und
erneut fur 10 Minuten auf den Schuttler gelegt. Der Lysierung von roten
Blutzellen folgte fir 10 Minuten eine Zentrifugation bei 460 g (1500 U/min). Der
Uberstand wurde mittels einer Wasserstrahlpumpe und einer Pipette abgesaugt

und das so gewonnene Zellpellet resuspendiert.

Abb. 15: Bildserie QIAamp® DNA Blood Mini Kit System von QIAGEN®

_— In einem 1,5 ml Eppendorfcup wurden anschlie3end 200 pl
des sedimentierten kernhaltigen Zellpellet mit 20 ul Protease-
1 Lésung und 200 ul AL-Puffer gut durchmischt und bei 56° C
fur 30 Min im Wasserbad inkubiert. Danach wurde die

lysieren | | sung mit 200 pl Ethanol (96%) suspendiert und erneut mit

dem Vortexgerat gut durchmischt.

‘ Die gesamte Mixtur wurde daraufhin auf eine steril verpackte
QIAamp-Saule® mit Collection Tube pipetiert und bei 15.000
E tinden | U/Min fur 2 Minuten zentrifugiert.
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Die QlAamp-Saule® wurde in ein neues Collection Tube

h uberfuhrt, mit 500 yl AW1 Puffer aufgefullt und wiederum bei
Wa
[Elﬂ:rcﬁ.mi 12.000 fur 2 Minuten zentrifugiert. Das Filtrat wurde

verworfen.

Waschen
(Butter AWZ

Saule® erneut in ein frisches Collection Tube Uberfuhrt, mit
500 ul AW2 Puffer aufgefullt und bei 15.000 U/min far 2
Minuten zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen.

Dieser Reinigungsschritt wurde mit dem AW2 Puffer
% wiederholt. Dazu wurde die jeweils verwendete QIAamp-
Abschlief3end wurde die jeweilige QlAamp-Saule® auf ein
@% Euieren | mit den Patientendaten beschriftetes 1,5 ml Eppendorf Cup
-+ gesteckt, die an das Tragermaterial der Saule gebundene
-@ DNA mit 200 ul Aqua bidest flr 10 Min eluiert und bei

10.000 U/min zentrifugiert.

Im Anschluss an die DNA-Isolierung folgte mittels Spektrometer die Bestimmung
des Reinheitsgrades der in 200 pl Aqua bidest geldsten DNA.

Die Ermittlung der DNA-Konzentration erfolgte dabei gleichzeitig durch eine
Messung der optischen Dichte (OD) am UV/VIS-Spektrometer. Die Extinktion
der DNA-Proben wurde bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt, wobei ein
Wert von 1,0 einer Konzentration von 50 ug/ml doppelstrangiger DNA entsprach.
Eventuelle Verunreinigungen durch stérende Proteine wurden bei einer
Wellenlange von 280 nm gemessen und mit der optischen Dichte der DNA bei
260 nm ins Verhaltnis gesetzt.

Der Reinheitsindex der DNA (OD260/0D280) musste grofRer als 1,8 sein. Zur
DNA-Typisierung wurde die DNA auf eine Konzentration von 80 ng/ul eingestellt.
Die vermessene DNA wurde fur einen spateren Gebrauch bei einer Temperatur
von — 20 °C gelagert, wodurch bei Bedarf eine spatere oder wiederholte DNA-

Typisierung mdglich war.
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2.3.2 Prinzip der molekularbiologischen HLA-Typisierung mittels PCR

Durch die molekularbiologischen Methoden wurde eine spezifische und
reproduzierbare Typisierung von HLA-Merkmalen auf genetischer Ebene
moglich. Auf diese Weise kdnnen die Ergebnisse der serologischen
Typisierungstechnik abgesichert und aufgrund der héheren Auflésung dieses
Verfahrens, insbesondere fur die HLA-Cw- und die HLA-DR/DQ-Merkmale,
verfeinert werden. Die molekulargenetische Analyse der HLA-Merkmale wurde
auf Basis der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgefuhrt.

Mullis und Faloona' sowie Saiki'®’

et al. fihrten diesbezuglich erste
Experimente mit der PCR durch, um in vitro DNA-Molekdle in einer
Kettenreaktion zu amplifizieren. Die PCR-Methodik lehnt sich eng an das
naturliche Prinzip der DNA-Replikation an. Durch diese Technik wurde es
mdglich, die gewlnschten DNA-Sequenzen sehr effektiv zu vervielfaltigen
(Amplifikation). Im wesentlichen sind dabei drei, sich zyklisch wiederholende
Prozesse zu nennen, die zur Amplifikation der DNA fuhrten:

1. die Denaturierung der DNA

2. die Primeranlagerung (Annealing)

3. die Polymerisation (Extension)

Die Denaturierung der DNA erfolgte durch Temperaturerhéhung auf 95°C
("schmelzen"), wobei sich der DNA-Doppelstrang in seine zwei Einzelstrange
auftrennte. Durch schnelles Abkuhlen auf z.B. 55 °C wurde ein Anlagern der
spezifischen Primer (synthetisierte einstrangige Oligonukleotide, die als
Starternukleotide fir die DNA-Polymerasen dienen) an die komplementaren
Sequenzen der Matrizen-DNA ermoglicht. Diesen Anlagerungsschritt des
Primers bezeichnet man als Annealing (Anlagerung). Dazu war je nach Lange
und Aufbau der Primer (Art der Nukleotidbasen) eine spezifische Temperatur
(z.B. 55 °C) erforderlich. Die DNA-Polymerase synthetisierte dann in Gegenwart
von freien Desoxyribonukleosidtriphosphaten (ANTP) einen komplementaren
DNA-Strang. Fur diese Reaktion wurde eine Temperatur von 72 °C benétigt
(Extension). Eine n-fache Wiederholung dieses zyklischen Prozesses von

Denaturierung, Annealing und Extension entsprach einer 2n fachen Amplifikation
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der Matrizen-DNA. Nach mindestens 25 Zyklen wurde im Allgemeinen eine
millionenfache Kopie erreicht.

Da Proteine bei hohen Temperaturen denaturiert werden, wurde eine
thermostabile DNA-Polymerase eingesetzt, die aus dem in heilRen Quellen
lebenden Bakterium Thermus aquaticus gewonnen wurde (Tag-Polymerase).
Durch die Thermostabilitat dieser Polymerase wurde vermieden, dass nach
jedem Zyklus erneut Polymerase zugegeben werden musste. Die PCR war von
Vorteil, da durch sie eine Automatisierung der HLA-Typisierung moglich wurde.
Zur Untersuchung der HLA-Merkmale wurde fur die prasentierte Arbeit das
Verfahren der PCR-SSP (SSP: sequenzspezifische Primer) benutzt, d.h. die
HLA-Allele bzw. Allelgruppen wurden Uber die Bildung von sequenz-spezifischen
PCR-Produkten differenziert, wobei eine Amplifikationsreaktion nur bei
Komplementaritat zwischen dem 3‘-Ende des Primers und der Zielsequenz
ablief'"*. Das bedeutete, dass der Differenzierungsschritt bereits auf der Ebene
der Amplifikation geschah. Es wurden spezifische HLA-Primer eingesetzt, die
entsprechend ihrer Sequenz nur in Anwesenheit eines bestimmten Allels ein
PCR-Produkt bilden konnten. Nach Beendigung der PCR wurden die Amplifikate

elektrophoretisch im Agarosegel nachgewiesen (siehe Abb. 20)
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2.3.3 PCR-Amplifikation mit sequenzspezifischen Primern (PCR-SSP)

Nach Praparation der DNA des zu untersuchenden Probanden wurde diese der
Polymerase-Kettenreaktion zugefuhrt. Fur die Amplifikation mittels PCR-SSP
wurden kommerzielle Primerkits der Firma GenoVision (Wien/Osterreich)

eingesetzt.

Es handelt sich hierbei um folgende Primer-Kits:

Olerup SSP™ DQ low resolution Lot No.: F 35, GenoVision
Olerup SSP™ DQB1*02 Lot No.: F 42, GenoVision
Olerup SSP™ DQB1*03 Lot No.: H 14, GenoVision
Olerup SSP™ DQA1 Lot No.: F 89, GenoVision

Die flr den Reaktionsansatz notwendigen Materialien wurden im so genannten
Mastermix zusammengefuhrt. Dieser hatte flr alle vier Primerkits der Firma
GenoVision die gleiche Zusammensetzung (s. 2.2.5.2 PCR).

Der Primermix enthielt hingegen jeweils das spezifische Primerpaar, durch das
die Amplifikation von DNA-Abschnitten bestimmter HLA-Allele bzw. Allelgruppen
induziert wurde, und ein Kontroll-Primerpaar, durch das mittels Bindung an
nichtallelische Gensequenzen die Wirksamkeit der PCR angezeigt werden
sollte. Die Primersets mit der entsprechenden HLA-Spezifitdt waren, nebst dem
positiven Kontroll-Primerpaar, bei den verwendeten Primerkits der Firma
GenoVision bereits in die entsprechende Kavitat vorpipetiert. In jedes ,well
wurden daraufhin 10 ul der individuellen Probandenlésung pipetiert, welche sich
aus Mastermix, DNA und Taq Polymerase zusammensetzte.

Die Menge an Mastermix wurde von der Anzahl der Testansatze bestimmt und
divergierte dahingehend in den einzelnen Primerkits. Die genaue

Zusammensetzung war bei den jeweiligen Kits angegeben.
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2.3.3.1 DQB1 ,low resolution®

Zunachst wurden alle Probanden mittels des Olerup SSP™ low resolution
Typisierung-Kits analysiert. Fur die Primerkits der Firma GenoVision wurde eine
optimale DNA-Konzentration von 30 ng/ul vorgegeben. War die Konzentration
daruber bestand das Risiko unspezifischer Amplifikationen, welche das Ergebnis
verfalschen konnten. Der Typisierungs-Kit setzte sich aus 8 Primermixen
zusammen. Diese waren nebst der integrierten Positivkontrolle bereits in die

entsprechenden ,wells” vorpipetiert.

Die individuelle Probandenlosung fur 10 Testansatze setzte sich bei dem Olerup
SSP™ low resolution-Kit* wie folgt zusammen:
10 x 2 pl = 20 yl DNA (30 ng/ul)
10 x 3 pl = 30 yl Master Mix ohne Taq
0,8 ul Taqg Polymerase (5 Units/pl)
10 x 5 pl — 0,8 pl = 49,2 ul Aqua dest.

Diese Lésung wurde auf Eis pipetiert und gevortext. Im Anschluss daran wurden
pro ,well“ jeweils 10 pl der individuellen Probandenlésung zu den bereits
vorpipetierten Primern hinzugegeben. Zu der Sequenz der verwendeten Primer
kénnen leider keine Angaben gemacht werden, da diese von der Firma
GenoVision urheberrechtlich geschitzt und nicht publiziert sind.

Die Amplifikationsreaktion wurde mit dem programmierbaren Thermocycler
PTC-100 Programmable Thermal Controller, MJI (Watertown, USA) wie folgt
durchgefuhrt:

1. zweiminutige Vorinkubation bei 94 °C

2. 10 Zyklen mit jeweils 10 sec bei 94 °C (Denaturierung) und 60 sec bei
65 °C (Annealing und Extension)

3. 20 Zyklen von jeweils 10 sec bei 94 °C (Denaturierung), 50 sec bei
65 °C (Annealing) und 30 sec bei 72 °C (Extension).
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Die PCR-Amplifikate wurden mittels der unter 2.3.4 aufgefihrten
Gelelektrophorese untersucht und anschlief3end per Translumination
dokumentiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Helmberg SCORE™ —
Software, indem die positiven Amplifikate (Banden) in das
Datenverarbeitungsprogramm eingegeben wurden und mittels des Programmes
der Allel-Typ basierend auf der DQ low resolution-Spezifitaten-Tabelle, bestimmt

wurde.

Tabelle: 13 Olerup SSP™ DQ ,low resolution* Typisierungs-Spezifitaten.

Primer | Lange des Lange der DQ-Serologie | Amplifizierte DQB1
Mix spezifischen | Kontrollbande Allele
PCR
-Produktes
1 220 bp 515 bp 5 05011-0504
2 220 bp 430 bp 6 06011-0617
3 205 bp 430 bp 2 0201-0203
4 130, 145bp | 430 bp 2,8,3 0201, 0202, 0302,
0305, 0307, 0308
5 135 bp 515 bp 3,7 03011, 03012, 0304,
0309, 0310
6 125,140 bp | 430 bp 8,93 0302, 03032, 03033,
0305, 0306-0308
7 125 bp 515 bp 2,7,9,3 0203, 03011,
03012, 03032,
03033, 0306, 0309,
0310
8 195 bp 430 bp 4 0401, 0402
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Abb.16: Gelelektrophorese DQ ,low resolution®,
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Links: Langenstandard puc Mix Marker 8 von MBI-Fermentas;
Rechts: Nachweis der PCR-Amplifikate mittels Gelelektrophorese:
Spur LS; verwendeter Langenstandard (LS)
Spur 1-8; Probanden DNA, mit interner Positivkontrolle mit 515 bp
bzw. 430 bp.
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2.3.3.2 DQB1*02

Nachdem alle Probanden zunachst mittels des Olerup SSP™ ,low resolution-Kit
analysiert worden sind, wurden diejenigen, welche fur DQB1*02 positiv waren,
mit dem Olerup SSP™ DQB1*02-Kit subtypisiert. Fiir die Primerkits der Firma
GenoVision wurde eine optimale DNA-Konzentration von 30 ng/ul vorgegeben.
Lag die DNA-Konzentration dariber bestand das Risiko unspezifischer
Amplifikationen, welche das Ergebnis verfalschen konnten. Der Typisierungs-Kit
setzte sich aus 4 Primermixen zusammen. Diese waren nebst der integrierten
Positivkontrolle bereits in die entsprechenden ,wells® vorpipetiert.

Die individuelle Probandenlosung fur 6 Testansatze setzte sich bei dem Olerup
SSP™ DQB1*02 Kit wie folgt zusammen:

6 x 2 pl =12 ul DNA (30 ng/ul)
6 x 3 pl = 18 ul Master Mix ohne Taq

0,5 ul Taq Polymerase (5 Units/pl)
6 x5 ul-0,5 ul =29,5 yl Aqua dest.

Diese Lésung wurde auf Eis pipetiert und gevortext. Im Anschluss daran wurden
pro Testansatz in den Microtubes jeweils 10 pl der individuellen
Probandenldsung zu den bereits vorpipetierten Primern hinzu gegeben. Zu der
Sequenz der verwendeten Primer kdnnen leider keine Angaben gemacht
werden, da diese von der Firma GenoVision urheberrechtlich geschutzt und
nicht publiziert sind.
Die Amplifikationsreaktion wurde mit dem programmierbaren Thermocycler
PTC-100 Programmable Thermal Controller, MJI (Watertown, USA) wie folgt
durchgefuhrt:
1. zweiminutige Vorinkubation bei 94 °C
2. 10 Zyklen mit jeweils 10 sec bei 94 °C (Denaturierung) und 60 sec bei
65 °C (Annealing und Extension)
3. 20 Zyklen von jeweils 10 sec bei 94 °C (Denaturierung), 50 sec bei
65 °C (Annealing) und 30 sec bei 72 °C (Extension).
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Die PCR-Amplifikate wurden mittels der unter 2.3.4 aufgefihrten
Gelelektrophorese untersucht und anschlief3end per Translumination
dokumentiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Helmberg SCORE™ —
Software, indem die positiven Amplifikate (Banden) in das
Datenverarbeitungsprogramm eingegeben wurden, und mittels des Programmes
der Allel -Typ, basierend auf der DQB1*02-Spezifitaten-Tabelle, bestimmt

wurde.

Tabelle: 14 Olerup SSP™ DQB1*02 Typisierungs-Spezifititen

Primer | Lange des Lange der Amplifizierte DQB1*02
Mix spezifischen Kontrollbande | Suballele
PCR-Produktes
1 120 bp 515 bp 0201,0202
2 85 bp 430 bp 0203
3 145 bp 515 bp 0201, 05011-0504, 06011-
0617, 03011-0310, 0401-0402
4 140 bp 430 bp 0202, 0203
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Abb.17:

bp

116
883
£92
501
489
404
331

242
190

147

m
110

Links:
Rechts:

Gelelektrophorese DQB1*02

Langenstandard puc Mix Marker 8 von MBI-Fermentas.

Nachweis der PCR-Amplifikate mittels Gelelektrophorese:

Spur LS; verwendeter Langenstandard (LS)

Spur 1-4; Probanden DNA, mit interner Positivkontrolle mit 515 bp
bzw. 430 bp.
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2.3.3.3 DQA1

Nachdem alle Probanden zunachst auf inren DQB1-Lokus untersucht worden
waren, folgte anschliel3end die Analyse des DQA1-Lokus. Innerhalb der
serologischen DQ2 Spezifitat waren primar alle Probanden von besonderem
Interesse, welche DQA1* 0501 aufwiesen. In der vorliegenden Arbeit wurden
aber auch alle Probanden, welche daflr in Frage kamen, auf das Vorliegen der
zur serologischen Spezifitdt DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302) assoziierten DQB1
bzw. DQA1 Allele untersucht.

Fur die Primerkits der Firma GenoVision wurde eine optimale DNA-
Konzentration von 30 ng/pl vorgegeben. Lag die Konzentration dartber bestand
das Risiko unspezifischer Amplifikationen, welche das Ergebnis verfalscht
hatten. Der Typisierungs-Kit setzte sich aus 24 Primermixen zusammen. Diese
waren nebst der integrierten Positivkontrolle bereits in die entsprechenden
~wells“ vorpipetiert.

Die individuelle Probandenlosung fur 28 Testansatze setzte sich bei dem Olerup
SSP™ DQA1- Kit wie folgt zusammen:

28 x 2 pl = 56 pl DNA (30 ng/ul)
28 x 3 ul = 84 ul Master Mix ohne Taq

2,2 ul Taq Polymerase (5 Units/pl)
28 x5 pl — 2,2 pl = 137,8 pl Aqua dest.

Diese Losung wurde auf Eis pipetiert und gevortext. Im Anschluss daran wurden
pro Testansatz jeweils 10 ul der individuellen Probandenldsung zu den bereits
vorpipetierten Primern hinzu gegeben. Zu der Sequenz der verwendeten Primer
kénnen leider keine Angaben gemacht werden, da diese von der Firma
GenoVision urheberrechtlich geschitzt und nicht publiziert sind.

Die Amplifikationsreaktion wurde mit dem programmierbaren Thermocycler
PTC-100 Programmable Thermal Controller, MJI (Watertown, USA) wie folgt
durchgefuhrt:
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1. zweiminutige Vorinkubation bei 94 °C
2. 10 Zyklen mit jeweils 10 sec bei 94 °C (Denaturierung) und 60 sec bei
65 °C (Annealing und Extension)
3. 20 Zyklen von jeweils 10 sec bei 94 °C (Denaturierung), 50 sec bei
65 °C (Annealing) und 30 sec bei 72 °C (Extension).
Die PCR-Amplifikate wurden mittels der unter 2.3.4 aufgefihrten
Gelelektrophorese untersucht und anschlief3end per Translumination
dokumentiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Helmberg SCORE™ —
Software, indem die positiven Amplifikate (Banden) in das
Datenverarbeitungsprogramm eingegeben wurden und mittels des Programmes
der Alle I-Typ, basierend auf der DQA1-Spezifitdten-Tabelle, bestimmt wurde.

Abb. 18: Gelelektrophorese DQA1
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Links: Langenstandard puc Mix Marker 8 von MBI-Fermentas.
Rechts: Nachweis der PCR-Amplifikate mittels Gelelektrophorese:

Spur LS; verwendeter Langenstandard (LS)
Spur 1-24; Probanden DNA, mit interner Positivkontrolle mit 515 bp
bzw. 430 bp.
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Tabelle: 15 Olerup SSP™ DQA1 Typisierungs-Spezifitaten.

Primer | Lange des Lange der Amplifizierte DQA1 Allele
Mix spezifischen Kontrollbande
PCR-Produktes

1 145 bp 515 bp 01011, 01012, 01041, 01042,
0105

2 170 bp 515 bp 01011, 01012, 01021, 01022,
01041, 01042, 0105, 0106

3 145 bp 430 bp 01021, 01022, 0103, 0106

4 170 bp 430 bp 0103

5 220 bp 430 bp 01041, 01042, 0105

6 100 bp 430 bp 01041, 01042

7 95 bp 430 bp 0106

8 65 bp 430 bp 01011-0103, 0106, 0201-06012

9 175 bp 430 bp 0201

10 185 bp 430 bp 03011, 0302, 0303

112 215 bp 430 bp 0302

12° 225 515 bp 0302, 0303

13 225 bp 430 bp 01011-03011, 0401-06012

14 120 bp 430 bp 0401, 05011, 05012, 0502-0505

15 165 bp 430 bp 05011, 05012, 0502-0505

16 90 bp 430 bp 0502

17° 200 bp 430 bp 05011, 05012, 05027, 0504,
0505

18° 200 bp 430 bp 05027, 0503, 0504,

19 205 bp 430 bp 05011, 05012, 0502, 0503, 0505

20 130 bp 430 bp 0504

2123 1110 bp 430 bp 05012°, 05027, 05047, 0505

22" 110 bp 515 bp 06011, 06012

232 1 85bp 430 bp 0401, 06011, 06012
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24 240 bp 430 bp 01011-0106, 0201, 03011,0302-
05011, 05012,0502, 0503, 0504,
06011, 06012

"Kiirzere, spezifische PCR-Fragmente sind weniger scharf und intensiv abgebildet als langere
PCR-Fragmente.

Die Primermischungen 11, 12, 17, 18, 21 und 23 kdnnen unspezifische Amplifikationen
verursachen.

*Die Primermischung 21 flihrt zu weniger spezifischen PCR-Produkten als die anderen DQA1-

Primermischungen.

Bei der Auswertung der Banden ergab sich das Problem, dass Bande Nummer
21 immer positiv war. Dahingehend war es nicht moglich, die Allele 05011 und
05012 eindeutig zu differenzieren. Nach Rucksprache bestatigte die Firma
GenoVision, dass dieses spezifische Problem des Kits bekannt ist und die
Bande 21 stark zu unspezifischen Amplifikationen neigt, im Zweifelsfalle sollte
die Bande 21 als negativ gewertet werden.

Da die meisten Zdliakiepatienten den DR3-DQ2 Haplotypen (den DRB1*0301 —
DQA1*0501 — DQB1*0201 Haplotyp) aufweisen, wurde auf eine
Subspezifizierung zwischen 05011/05012 verzichtet und diese Allele als 0501
gewertet, was laut ESPGHAN fur die Diagnose der Zdliakie als hinreichend
genau erachtet wird14°.

Es sei noch erwahnt, dass die restlichen Zoliakiepatienten DR5 — DQ7 und DR7
— DQ2 heterozygot sind (das heil3t sie haben meistens den DRB1*11/12 —
DQA1*0505 — DQB1*0301 und DRB1*07 — DQA1*0201 — DQB1*0202
Haplotypen.) 103, 154, 153

Die DQ a-Kette der DQA1*0501 oder DQA1*0505 Allele unterscheidet sich
lediglich im Eton 1, die fir das Peptid kodiert."*®. Zum genaueren Verstandnis

siehe auch Kapitel 1.2.2 ,Atiologie und Pathogenese® sowie Abbildung Nr. 5.
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2.3.3.4 DQB1*03

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Probanden, welche in der DQB1 ,low
resolution” Typisierung DQB1*03 positiv waren subtypisiert. Dadurch war es
madglich, die serologisch assoziierten spezifischen DQ8 Allele
(DQA1*0301/DQB1*0302) weiter zu differenzieren. Alle Probanden mit
DQA1*0301 und mit DQB1*03 wurden daher, mittels des Olerup SSP™
DQB1*03-Kit subtypisiert. Fur die Primerkits der Firma GenoVision wurde eine
optimale DNA-Konzentration von 30 ng/ul vorgegeben. Lag die Konzentration
daruber bestand das Risiko unspezifischer Amplifikationen, welche das Ergebnis
verfalscht hatten. Der Typisierungs-Kit setzte sich aus 8 Primermixen
zusammen. Diese waren nebst der integrierten Positivkontrolle bereits in die
entsprechenden ,wells” vorpipetiert.

Die individuelle Probandenlésung setzte sich bei dem Olerup SSP™ DQB1*03

Kit wie folgt zusammen:

10 x 2 pl = 20 yl DNA (30 ng/pl)
10 x 3 pl = 30 ul Master Mix ohne Taq

0,8 ul Taqg Polymerase (5 Units/pl)
10 x 5 pl — 0,8 pl = 49,2 ul Aqua dest.

Diese Lésung wurde auf Eis pipetiert und gevortext. Im Anschluss daran wurden
pro Testansatz jeweils 10 ul der individuellen Probandenlésung zu den bereits
vorpipetierten Primern hinzu gegeben. Zu der Sequenz der verwendeten Primer
konnen leider keine Angaben gemacht werden, da diese von der Firma
GenoVision urheberrechtlich geschitzt und nicht publiziert sind.

Die Amplifikationsreaktion wurde mit dem programmierbaren Thermocycler
PTC-100 Programmable Thermal Controller, MJI (Watertown, USA) wie folgt
durchgefuhrt:
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1. zweiminutige Vorinkubation bei 94 °C

2. 10 Zyklen mit jeweils 10 sec bei 94 °C (Denaturierung) und 60 sec bei
65 °C (Annealing und Extension)

3. 20 Zyklen von jeweils 10 sec bei 94 °C (Denaturierung), 50 sec bei
65 °C (Annealing) und 30 sec bei 72 °C (Extension).

Die PCR-Amplifikate wurden mittels der unter 2.3.4. aufgefuhrten
Gelelektrophorese untersucht und anschlief3end per Translumination
dokumentiert. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Helmberg SCORE™ —
Software, indem die positiven Amplifikate (Banden) in das
Datenverarbeitungsprogramm eingegeben wurden und mittels des Programmes
der Allel -Typ, basierend auf der DQB1*03-Spezifitaten-Tabelle, bestimmt

wurde.

Tabelle: 16 Olerup SSP™ DQB1*03 Typisierungs-Spezifititen

Primer | Lange des Lange der | Amplifizierte DQB1 Allele
Mix spezifischen Kontrollban
PCR-Produktes de

1 100 bp 515 bp 03011-03012, 0304, 0309

2 80 bp 430 bp 03011-03012, 03032-03033,
0309,0310

3 135 bp 515 bp 0302, 0307, 0308

4 130 bp 515 bp 0302, 03032-03033, 0306-0308

5 100,135 bp 430 bp 0304, 0310

6 130 430 bp 03051-03052

7 115, 135 430 bp 0306, 0308, 0309

8 150 430 bp 0307
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Abb. 19: Gelelektrophorese DQB1*03
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Links: Langenstandard puc Mix Marker 8 von MBI-Fermentas.
Rechts: Nachweis der PCR-Amplifikate mittels Gelelektrophorese:
Spur LS; verwendeter Langenstandard (LS)
Spur 1-8; Probanden DNA, mit interner Positivkontrolle mit 515 bp
bzw. 430 bp

2.3.4 Auftrennung der PCR-Amplifikate mittels Gelelektrophorese

Die PCR-Amplifikate wanderten als negativ geladene Makromolekule (Anionen)
beim Anlegen einer elektrischen Spannung in einem entsprechenden Laufpuffer
mit einem pH-Wert von 7,2. Die Wanderungsgeschwindigkeit war dabei von der
Grole der DNA-Fragmente abhangig. Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese
konnten die PCR-SSP-Produkte daher nach ihrer Gréfie aufgetrennt werden.
Damit war in kurzer Zeit nachzuweisen, ob eine Amplifikation stattgefunden
hatte. Ein PCR-Produkt musste dabei in dem zu erwartenden GroRenbereich
liegen. Dadurch waren spezifische und unspezifische Ergebnisse (falsch
positive) PCR-Produkte unterscheidbar. Durch weiterhin parallel mit den PCR-
Produkten aufgetragene Langenstandards aus DNA-Fragmenten bekannter
Grolde bzw. durch den Vergleich der Laufweite der verschiedenen Amplifikate
wurde die Ermittlung der Grof3e der PCR-Produkte erméglicht. Zur Herstellung
der Agarosegele mussten 3 g Agarose in 100 ml 1 x TBE-Laufpuffer durch
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Erhitzen in einem Mikrowellenapparat gelost werden. Noch vor dem Erstarren
wurden Kamme in das Agarosegel getaucht, welche die Vertiefungen (24“slots®
pro Kamm) fur die Aufnahme der Amplifikate nach dem Festwerden der Gele
bildeten. In das erstarrte Agarosegel wurden dann in die einzelnen ,slots* die
Amplifikate aus den jeweiligen ,PCR-Tubes” der Reihe nach mittels einer
Eppendorf-Pipette eingeflllt. Es musste darauf geachtet werden, dass in das
erste ,slot* ein Langenstandard bekannter Grofe eingeflllt wurde. Nachdem alle
,Slots“ mit den jeweiligen Amplifikaten gefullt waren, wurde die gesamte
Gelkammer mit 1x TBE-Laufpuffer aufgefullt. Die anschlieRende Elektrophorese
wurde mit einer Spannung von 80 V bei 240 mA fur ca. 25 Minuten durchgeflhrt.
Das fertige Gel wurde anschlieend vorsichtig enthommen und in einer
Ethidiumbromidlésung zur Anfarbung der PCR-Produkte flr 10 Minuten
inkubiert.

Die Auswertung erfolgte unter UV-Licht-Bestrahlung auf einem Transilluminator.

Abb. 20: Trennung von DNA-Fragmenten mittels Gelelektrophorese™
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2.4 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der vorgelegten Arbeit wurde hinsichtlich der
Ubersichtlichkeit in die drei unten aufgefiihrten Statistiken unterteilt.

A. 2.4.2 Statistische Auswertung der HLA-DQ Allelfrequenzen

B. 2.4.3 Statistische Analyse der HLA DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2)
positiven Patienten hinsichtlich des Relativen Risikos in den
einzelnen bioptisch definierten Gruppen TVA & PVA

C. 2.4.4 Vergleichende Statistische Analyse des HLA-DQ Status in den
einzelnen bioptisch definierten Subgruppen TVA & PVA

Das rekrutierte Kontrollgruppenkollektiv umfasste aus den gegebenen ethischen
Richtlinien, welche bereits unter 2.1.3 naher erlautert wurden, lediglich 26
Probanden. Dies erschien uns fur eine wissenschaftliche Auswertung als

statistisch nicht reprasentativ. Daher wurde fur die Statistiken A und B eine 2003

publizierte Kontrollgruppe mit 236 kaukasoiden Probanden' verwendet. Es
wurden die gleichen Studienkriterien angewendet wie in der vorliegenden Arbeit,
das heildt bei allen Individuen wurde nach den Richtlinien der ESPGHAN eine
Zoliakie ausgeschlossen und alle Probanden wurden mittels PCR-SSP HLA-
typisiert "°. In der unten aufgefiihrten statistischen Analyse wurde diese Gruppe
mit n = 236 als Spanische Kontrollgruppe bezeichnet. Fur die Statistik C wurde
die von uns rekrutierte Kontrollgruppe mit n = 26 Probanden verwendet, diese
wird als Tubinger Kontrollgruppe bezeichnet.

FUr die statistische Auswertung der Statistiken A und B wurde als Testverfahren

der unter 2.4.1.1 aufgefiihrte Chi’>-Test sowie das unter 2.4.1.2 gezeigte Relative
Risiko (RR) verwendet. Die P-Werte wurden mittels Multiplikation der Anzahl der
Allele bzw. der Genfrequenzen korrigiert. Das Relative Risiko (RR) wurde nach
der Woolf-Haldane Methode'®* *® berechnet.

Fur die deskriptive Statistik wurde der Chi>-Wert, das Relative Risiko, der P-

Wert, sowie der 95% Konfidenzintervall bestimmt.
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FUr die statistische Auswertung der Statistik C wurde als Testmethode der unter
2.4.1.3 aufgefuhrte T-Test nach Student fur zwei unabhangige Stichproben

verwendet. Fur die deskriptive Statistik wurde der Cramers V-Wert bestimmt.

Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde fur alle Testverfahren jeweils mit p = 0,05
festgelegt. Die statistische Auswertung der Daten wurde mit dem Programm
SPSS 11.0 der Firma Prentice Hall International durchgefuhrt.
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2.41 Angewandte statistische Testmethoden

2411 Der Chi>-Test

Der Chi? - Test misst die Abweichung der Zellenhaufigkeiten in einer Tabelle von
der statistischen Unabhéngigkeit. Die Hohe des Chi>-Wertes sagt wenig iiber die
Starke des Zusammenhanges aus, da die Héhe von der TabellengréfRe und der
absoluten Fallzahl beeinflusst wird. In der vorliegenden Studie wurden
ausschlielich 4-Felder-Tabellen untersucht. Wichtig fur die Interpretation des
Chi’-Wertes ist dessen Signifikanz, die durch den Wert P gemessen wird. Ein P-
Wert < 0,05 bedeutet, dass der entsprechende Chi>-Wert signifikant ist, d. h.,
dass die Irrtumswahrscheinlichkeit (wonach der Unterschied zwischen den
Gruppen zufallig zustande gekommen sein konnte) < 5% ist. Liegt der P-Wert
uber 0,05, wurde die Zeile mit ,N. S.“ als nicht signifikant gekennzeichnet. Der
Chi?-Wert ist nicht aussagekraftig bzw. zu stéranfallig, wenn der Erwartungswert
in mehr als 25% der Zellen kleiner als 5 ist, was oft bei Allelen der Fall ist, die in
einer bzw. beiden Gruppen nicht oder nur selten vorkommen. In diesem Fall

wurde die Zeile grau hinterlegt.
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2.4.1.2 Das Relative Risiko (RR)

Das Relative Risiko (RR) ist das Quotenverhaltnis zwischen Patienten und
Kontrollgruppe hinsichtlich des Auftretens des jeweiligen Allels. Es misst den
Unterschied der Wahrscheinlichkeit einer falschen Diagnose zwischen den
Patienten und der Kontrollgruppe. Gut ist ein Wert von RR > 1, schlecht ist ein
Wert < 1. Es kann vorkommen, dass der Chi*>-Wert signifikant ist, RR aber unter
1 liegt. Dann unterscheidet sich die Verteilung des Allels in beiden Gruppen
zwar voneinander; die Tendenz der Verteilung ist aber in beiden Gruppen gleich
—d. h., in beiden Gruppen besitzt die Mehrheit ein Allel nicht. Die Abweichung
besteht im AusmaR des Uberhanges und diskriminiert nicht deutlich genug. Da
der Wert von RR ein Quotient ist, kann er nicht berechnet werden, wenn der
Wert unter dem Bruchstrich ,0“ betragt. Daher fehlt er bei Allelen, deren
Haufigkeit in einer der Gruppen ,0“ ist. Das Konfidenzintervall fir RR gibt an, in
welchem Bereich RR mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% liegt. Problematisch
ist, wenn die untere Grenze unter 1, die obere Grenze jedoch Uber 1 liegt, das
Konfidenzintervall also den Wert 1 umschlie3t (der ja als Grenzwert fungiert).
Dann kann man nicht annehmen, dass zwischen Faktor und Ereignis ein
Zusammenhang besteht, da der ,wahre Wert“ von RR innerhalb des 95%-

Konfidenzintervalles auch unter 1 liegen kdnnte.

2413 T-Test

Mit diesem Test kann fur einen Mittelwertunterschied zwischen zwei
voneinander unabhangigen Gruppen ein Signifikanztest durchgefuhrt werden.
(z.B. TVA versus PVA, Patientenkollektiv versus Kontrollgruppenkollektiv etc.)
Voraussetzung fur den T-Test ist neben dem metrischen Skalenniveau der
Variable die Annahme, dass deren Werte in beiden Gruppen normal verteilt sind.

Signifikanz liegt bei dem T-Test ab einem Level < 0,05 (= 5%) vor.
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2.4.2 Statistische Auswertung der HLA-DQ Allelfrequenzen.

2421 Statistische Auswertung der HLA-DQB1 Allelfrequenzen

DQB1 Patienten Tiibingen | Kontroligruppe Sp. Chi P RR 95% KI
Allele (n=138) (freq.) | (n=472) (freq.)

*0201 65 0,471 104 0,22 33,500 0,000 3,151 2,114 -4,695
*0202 2 0,0144 0 0 6,863 0,009 - -

*0301 46 0,3333 99 0,21 9,001 0,003 1,884 1,241 -2,860
*0302 4 0,0289 47 0,1 6,945 0,008 0,270 0,095-0,763
*0303 0 0 11 0,023 3,275 N.S. - -
*0304 1 0,0072 1 0,002 0,859 N.S. 0,348 0,214 -—55,32
*0305 0 0 1 0,002 0,293 N.S. - -
*0309 1 0,0072 0 0 3,426 N.S. - -

*04 0 0 6 0,013 1,772 N.S. - -

*05 5 0,0362 102 0,22 23,884 0,000 0,136 0,054 —0,342
*06 14 0,1014 101 0,214 8,839 0,003 0,415 0,229-0,752
Sum 138 0,9996 472 1,004

n: Anzahl P: P-Wert RR: Relatives Risiko  NS: Nicht Signifikant KI: Konfidenzintervall
grau = Chi? nicht anwendbar, da zu geringe Fallzahl in den Zellen

Die Allele mit deutlichen Unterschieden wurden in den Tabellen fett gedruckt.
Ein guter Wert fiir RR geht immer mit einem signifikanten Chi®-Wert einher, aber
nicht notwendigerweise umgekehrt. Ein deutlicher Effekt liegt dann vor, wenn die

gesamte Zeile fett gedruckt ist.

Wie aus der obigen Tabelle ersichtlich ist waren die Allele DQB1*0201 und
DQB1*0301 in unserem Patientenkollektiv mit Zdliakie gegenuber der gesunden

Kontrollgruppe signifikant erhoht.

DQB1*0201 RR: 3,151 Kl 95%: 2,114 —4,695.
DQB1*0301 RR: 1,884 KI 95%: 1,241 — 2,860
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2422 Statistische Auswertung der HLA-DQA1 Allelfrequenzen

DQA1 Patienten Tiibingen Kontrollgruppe Sp. Chi P RR 95% Cl
Allele  (n=138) (freq.) (n=472) (freq.)

*0101 2 0,0144 60 0,128 14,834 0,000 0,101 0,024 -0,419
*0102 13 0,0942 85 0,18 5,841 0,016 0474 0,255-0,878
*0103 5 0,0362 43 0,092 4,434 0,035 0,375 0,146 - 0,966
*0104 4 0,0289 8 0,016 0,802 N.S. 1,731 0,513-5,838
*0105 0 0 7 0,014 2,070 N.S. - -
*0201 31 0,224 63 0,134 6,808 0,009 1,881 1,164 -3,039
*0301 4 0,028 33 0,071 3,140 N.S. 0,397 0,138 -1,141
*0302 0 0 3 0,006 0,881 N.S. - -
*0303 2 0,0144 27 0,057 4,302 0,038 0,242 0,057 -1,032
*0401 1 0,0072 7 0,014 0,475 N.S. 0485 0,059-3,975
*0501 68 0,492 134 0,284 21,030 0,000 2,450 1,660 - 3,616
*0503 0 0 2 0,004 0,587 N.S. - -

*0601 8 0,0579 0 0 27,726 0,000 - -

Sum 138 0,9972 472 1

n: Anzahl P: P-Wert RR: Relatives Risiko  NS: Nicht Signifikant KI: Konfidenzintervall

grau = Chi’ nicht anwendbar, da zu geringe Fallzahl in den Zellen

Die Allele mit deutlichen Unterschieden wurden in den Tabellen fett gedruckt.
Ein guter Wert fiir RR geht immer mit einem signifikanten Chi®-Wert einher, aber
nicht notwendigerweise umgekehrt. Ein deutlicher Effekt liegt dann vor, wenn die

gesamte Zeile fett gedruckt ist.

Wie aus der obigen Tabelle ersichtlich ist waren die Allele DQA1*0201 und
DQA1*0501 in unserem Patientenkollektiv mit Zoliakie gegenltber der gesunden
Kontrollgruppe signifikant erhoht.

DQA1*0201 RR: 1,881 KI 95%: 1,164 — 3,039.
DQA1*0501 RR: 2,450 KI 95%: 1,660 — 3,616
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2.4.3 Statistische Analyse der HLA DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2)
positiven Patienten hinsichtlich des Relativen Risikos in den

einzelnen bioptisch definierten Gruppen TVA & PVA

2431 Statistische Auswertung des gesamten HLA DQA1*0501 -
DQB1*0201 (DQ2) Heterodimer positiven Patientenkollektives (TVA &
PVA) hinsichtlich des Relativen Risikos

Heterodimer + Heterodimer — Gesamt
n=(109) % | n=(196) %
Patienten 58 84,1 11 15,9 69
Kontrollen 51 21,6 185 78,4 236
Gesamt 109 35,7 196 64,3 305
Chi? = 90,66
P = 0.0000
RR =19,127

KI95% =9,354 — 39,107

Wie anhand der obigen Tabelle ersichtlich, war das HLA DQA1*0501 -
DQB1*0201 (DQ2) Heterodimer in unserem Patientenkollektiv mit Zdliakie
gegenuber der gesunden Kontrollgruppe mit einem RR von 19,127 signifikant
erhoht.
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2.4.3.2 Statistische Auswertung der HLA DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2)
positiven Patienten der Gruppe TVA

DQA1*0501 - DQB1*0201 DQA1*0501 - DQB1*0201 | Gesamt
(DQ2) + (DQ2) -
n=(103) % n=(194) %
Patienten 52 85,2 9 14,8 61
Kontrollen 51 21,6 185 78,4 236
Gesamt 103 33,7 194 66,3 297
Chi? = 86,648
P = 0.0000
RR = 20,952

KI95% =5,621- 36,92

Wie anhand der obigen Tabelle ersichtlich, war das DQA1*0501 - DQB1*0201
(DQ2) Heterodimer in der Subgruppe TVA gegenuber der gesunden

Kontrollgruppe mit einem RR von 20,952 erhoht. P war mit 0,000 kleiner als 5%,
somit war das Ergebnis signifikant.
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2433 Statistische Auswertung der HLA DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2)
positiven Patienten der Gruppe PVA

DQA1*0501 - DQB1*0201 DQA1*0501 - DQB1*0201 | Gesamt
(DQ2) + (DQ2) -
n=(57) % n=(187) %
Patienten 6 75,0 2 25,0 8
Kontrollen 51 21,6 185 78,4 236
Gesamt 57 18,7 187 81,3 244
Chi? = 12,319
P =0.015
RR =9,8421

KI95% =2,042-47,431

Wie aus der obigen Tabelle ersichtlich, war das HLA DQA1*0501 - DQB1*0201
(DQ2) Heterodimer in der Subgruppe PVA gegenlUber der gesunden
Kontrollgruppe mit einem RR von 9,8421 erhdht. Das Ergebnis war trotz der

geringen Fallzahl signifikant, da P mit 0,015 kleiner als 5% war.

Die statistische Analyse des HLA DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) Heterodimer
in den einzelnen bioptisch definierten Gruppen zeigte, dass das RR mit 19,127
im Patientenkollektiv gegenuber einer gesunden Kontrollgruppe signifikant
erhoht war. Betrachtete man die einzelnen pathologisch definierten Gruppen
TVA und PVA, so erkannte man, dass die HLA DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2)
positiven Patienten mit einer TVA gegenuber einem gesunden Kontrollgruppen-
kollektiv ein RR von 20,952 aufwiesen. Die HLA DQA1*0501 - DQB1*0201
(DQ2) positiven Patienten mit einer PVA hingegen, wiesen gegenuber einem
gesunden Kontrollgruppenkollektiv ein wesentlich geringeres RR von 9,8421 auf.

Eine statistische Auswertung der HLA DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQS8)
positiven Patienten hinsichtlich des RR konnte aufgrund der zu geringen Fallzahl

von 4 Patienten nicht durchgefuhrt werden.
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2.4.4 Vergleichende Statistische Analyse des HLA-DQ Status in den
einzelnen bioptisch definierten Subgruppen TVA & PVA

Fur die unten aufgefihrte statistische Auswertung der relativen Verteilung von
HLA-DQ2 und HLA-DQS8 in den einzelnen Subgruppen sowie der
Kontrollgruppe, wurde der T-Test nach Student fur zwei unabhangige

Stichproben verwendet.

SUBGRUPPE TVA

Patientenanzahl | Prozent. Anteil dieses DQ-
DQ - Status Typs am gesamten Patienten-

(n=61) (%) |kollektiv (TVA mit PVA)

DQ2 (DQA1*0501 - DQB1*0201) 52 85,2 82,5

DQ8 (DQA1*0301 - DQB1*0302) 3,3 100,0

DQ2 und DQS8 positiv 3,3 100,0

DQ2 und DQ8 negativ 5 8,2 17,9

Gesamt 61 100 64,2

SUBGRUPPE PVA

Patientenanzahl | Prozent. Anteil dieses DQ-
DQ - Status (n=8 (%) Typs am gesamten Patienten-
kollektiv (TVA mit PVA)

DQ2 (DQA1*0501 - DQB1*0201) 6 75 9,5
DQ8 (DQA1*0301 - DQB1*0302) 0 0 0

DQ2 und DQS8 positiv 0 0 0

DQ2 und DQ8 negativ 2 25 7.1
Gesamt 8 100 8,4
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TUBINGER KONTROLLGRUPPE

Patientenanzahl | Prozentualer Anteil des
DQ - Status Jjeweiligen DQ-Typs am
(n=26) (%) |gesamten Patientenkollektiv
(TVA mit PVA)
DQ2 (DQA1*0501 - DQB1*0201) 5 19,2 7,9
DQ8 (DQA1*0301 - DQB1*0302) 0 0
DQ2 und DQS8 positiv 0 0 0
DQ2 und DQ8 negativ 21 80,8 75
Gesamt 26 100 27,4
GESAMT
Patientenanzahl | Prozent. Anteil dieses DQ-
DQ - Status Typs am gesamten Patienten-
(n=95) (%) |kollektiv (TVA mit PVA)
DQ2 (DQA1*0501 - DQB1*0201) 63 66,3 100
DQ8 (DQA1*0301 - DQB1*0302) 2 2,1 100
DQ2 und DQS8 positiv 2 21 100
DQ2 und DQ8 negativ 28 29,5 100
Gesamt 95 100 100
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SYMMETRISCHE MARE
Wert Naherungsweise Signifikanz
Nominal- bzgl. Nominalmal} | Phi 0,703 0,000
Cramer-V | 0,497 0,000
Anzahl der gultigen Falle 95
A Die Null-Hypothese wird nicht angenommen.
B Unter Annahme der Null-Hypothese wird der asymptotische

Standardfehler verwendet.

In der oben gezeigten vergleichenden statistischen Analyse hinsichtlich des
jeweiligen HLA-DQ Status in den einzelnen bioptisch definierten Subgruppen
wurde die Tubinger Kontrollgruppe verwendet. Diese Statistik zeigt die jeweilige
Gruppendynamik aller auf HLA-DQ typisierten Personen.

Zwischen den einzelnen bioptisch definierten Gruppen (TVA, PVA und
Kontrollgruppe) bestand bezuglich des HLA-DQ Status eine starke statistische
Abweichung. Cramers V zeigte mit 0,497 eine hochsignifikante Divergenz
zwischen den einzelnen Gruppen. Signifikanz lag bei vorliegendem Test ab
einem Level < 0,05 (= 5%) vor. Da unsere Irrtumswahrscheinlichkeit 0,000 (0%)

betrug ist diese kleiner 5%, und somit eindeutig signifikant.
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3 Ergebnisse

Um die zwischen dem HLA-Sytem und der Zoliakie bestehenden
Zusammenhange besser zu verstehen, wurden in der vorliegenden Arbeit
insgesamt 95 Proben untersucht. Es handelte sich hierbei um 69 Proben von
Patienten des Zoliakiezentrums der Universitatskinderklinik Tibingen und um 26
Kontrollen.

Zunachst wurde die Allelfrequenzverteilung zwischen Patientenkollektiv und
Probandenkollektiv vergleichend betrachtet, danach wurden diese in den
einzelnen, klinisch definierten Subgruppen (TVA/PVA) genauer analysiert.

Das Patientenkollektiv bestand aus insgesamt 69 Patienten, wovon 67%
weiblich und 33% mannlich waren. Die Altersverteilung zum Zeitpunkt der
Biopsie lag zwischen 6 Monaten und 12"'? Jahren, mit einem Median von 45,5
Monaten (siehe hierzu auch 2.1.2.). Zoliakie im klassischen Sinne wiesen 52
(75%) Patienten auf, eine atypische Zdliakie hingegen 17 Patienten (25%).15
Patienten mit atypischer Zdliakie wurden durch Screeningmethoden erfasst, da
sie fur ihr Alter zu klein waren, 1 Patient mit Diabetes Mellitus Typ 1, aufgrund
eines Screenings bei Risikogruppen und eine weitere Patientin, da ihre
monozygote Zwillingsschwester an einer klassischen Zdliakie litt. Auer dem
monozygoten Zwillingspaar wurden in der Studie drei weitere Geschwisterpaare
untersucht, wovon alle an Zdliakie erkrankt waren. Neben einer bioptisch
gesicherten Zoliakie zeigten 19 Patienten (28%) zum Zeitpunkt der

Dunndarmbiopsie folgende mit Zdliakie assoziierten Erkrankungen:

75



ERGEBNISSE

Diagnosen

Gruppe A | Gruppe B

IgA-Mangel

Diabetes Mellitus Typ |

Autoimmun-Hepatitis

Neurodermitis

Karies

Atopie

Asthma

VSD

Morbus Perthes

familiarer Kleinwuchs

Nahrungsmittelallergie

Legasthenie

A Al Al N DN DR Al BN N
o O] O O O O O O] —=| O] O] =

Mehrfachnennungen méglich

76




ERGEBNISSE

3.1 Allelfrequenzverteilung DQA1 und DQB1

Basierend auf der unter 2.3.3. beschriebenen PCR-SSP Amplifikation und der
anschlieBenden Gelelektrophorese, wurden die vorliegenden Proben auf ihre
HLA-DQA / HLA-DQB Loci analysiert.

Das von uns rekrutierte Kontrollgruppenkollektiv umfasst aus den gegebenen
ethischen Richtlinien, welche bereits unter 2.1.3 naher erlautert wurden, lediglich
25 Probanden. Dies erscheint uns fur eine wissenschaftliche Auswertung als
statistisch nicht reprasentativ. Daher benutzen wir fur die folgende Analyse der
Allelverteilung, sowie fur die unter 3.3. aufgefihrte statistische Analyse, eine
2003 publizierte Kontrollgruppe mit 236 kaukasoiden Probanden'. Es wurden
die gleichen Studienkriterien angewendet wie in der vorliegenden Arbeit, das
heil3t bei allen Individuen wurde nach den Richtlinien der ESPGHAN eine
Zoliakie ausgeschlossen und alle Probanden wurden mittels PCR-SSP HLA-
typisiert'®.

In der unten aufgefuhrten Allelfrequenzverteilung wird diese Gruppe mit n = 236
als mitteleuropaische, kaukasoide Gesamtpopulation bezeichnet, die von uns

rekrutierte Kontrollgruppe mit n = 25 wird als Kontrollgruppe bezeichnet.

Die unten aufgefuhrten Diagramme zeigen die Allelfrequenzverteilung auf dem
DQB1,- und dem DQA1 Locus zwischen Patientenkollektiv, Probandenkollektiv
und der mitteleuropéaischen kaukasoiden Gesamtpopulation'.

Beim Vergleich der einzelnen Allelfrequenzen erkennt man, dass es trotz der
wesentlich geringeren Probandenanzahl zwischen der Kontrollgruppe und der

Populationsverteilung'® keine wesentlichen Differenzen gibt.
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Abb.21: Allelfrequenzverteilung DQB1
Allelfrequenzverteilung DQB1
Frequenz
B Zoliakie gesamt
0.5- ® Kontrollgruppe
’ O Populationsverteilung
0,4+
0,34
0,2
0,11
0_
N v N v » g &) ©
qu &9 8? 8? &Q 'to 'to viQ Allel
* * * * * % % @
P Q0 L L o §&F & §
o o o < Q Q Q
Q Q Q Q Q
DQB1 Patientenkollektiv Populationsverteilung | Kontrollgruppenkollekt.
Allele n =138 (%) n =472 (%) n =52 (%)
DQB1*0201 65 (0,471) 104 (0,220) 13 (0,25)
DQB1*0202 2 (0,014) 0 (0) 0 (0)
DQB1*0301 46 (0,333) 99 (0,209) 12 (0,23)
DQB1*0302 4 (0,0289) 47 (0,099) 1 (0,019)
DQB1*0304 1 (0,007) 1 (0,002) 0 (0)
DQB1*0309 1 (0,007) 0 (0) 0 (0)
DQB1*04 0 (0) 6 (0,013) 2 (0,038)
DQB1*05 5 (0,036) 102 (0,201) 12 (0,23)
DQB1*06 14 (0,101) 101 (0,213) 12 (0,23)
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Abb.22: Allelfrequenzverteilung DQA1
Allelfrequenzverteilung DQA1
| | | |
Frequenz B Zoliakie gesamt
0,9] m Kontroligruppe
0,45 : .
4 O Populationsverteilung
0,4 >
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DQA1 Patientenkollektiv | Populationsverteilung | Kontrollgruppenkollekt.
Allele n=138 (%) n =472 (%) n =52 (%)
DQA1*0101 2 (0,014) 60 (0,128) 3 (0,057)
DQA1*0102 13 (0,094) 85 (0,180) 18 (0,346)
DQA1*0103 5 (0,036) 43 (0,092) 5 (0,096)
DQA1*0104 4 (0,028) 8(0,016) 3 (0,057)
DQA1*0201 31 (0,224) 63 (0,134) 9 (0,173)
DQA1*0301 4 (0,029) 33 (0,071) 1 (0,019)
DQA1*0303 2 (0,014) 27 (0,057) 2 (0,038)
DQA1*0401 1 (0,007) 7 (0,014) 1 (0,019)
DQA1*0501 68 (0,492) 134 (0,284) 7 (0,139)
DQA1*0504 0 (0) 0 (0) 2 (0,038)
DQA1*0601 8 (0,058) 0 (0) 1 (0,019)
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3.2 Gen-Assoziationen von DQA1 und DQB1

3.2.1 Patientenkollektiv

Die zuvor in 3.1 betrachteten einzelnen Allelfrequenzen von DQA1 und DQB1
gaben Aufschluss Uber die Verteilung der jeweiligen Allele. Entscheidend fur die
molekularbiologische Diagnose der Zdliakie ist jedoch nicht nur deren Frequenz
als vielmehr auch deren Kombination. Auf dem DQA und dem DQB Locus
befinden sich jeweils 2 Allele. Die unten aufgefuhrte Tabelle 17 zeigt die
Kombinationen und Frequenzen der Allele DQA1*0501, bzw. DQB1*0201 mit
deren jeweiligem Partnerallel.

Von besonderem Interesse fur die vorliegende Studie war die Verteilung von
DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2), bzw. DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) in
unserem Patientenkollektiv. Die Angaben bezuglich der Pravalenz von
DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) bzw. DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) in einer
mitteleuropaischen Gesamtpopulation stammen aus der von Dr. Enczmann
geleiteten Knochenmarkspenderdatei®> von NRW. Es wurden alle in
Deutschland wohnenden Spender ausgewahlt, bei denen eine hochauflésende
DQA1- und DQB1-Typisierung vorlag (n=4067). Alle diese Spender wurden
initial durch das HLA-Labor des Universitatsklinikums Dusseldorf
niedrigauflésend fur HLA-DQA1 und HLA-DQB1 typisiert. Diese initiale
Typisierung wurde mittels PCR-SSOP oder Serologie ggf. erganzt durch PCR-
SSP oder PCR-SSOP durchgefuhrt. Die darauf folgende hochauflésende HLA-
Typisierungen dieser Spender wurden im Rahmen der Suche nach einem
unverwandten Spender mittels PCR-SSP und/oder DNA-Sequenzierung durch
unterschiedliche, in der Regel EFI- oder ASHI-akkreditierte Labore durchgeflhrt.
Somit wurden die analysierten Spender mindestens zweimal fur HLA-DQA1 und
HLA-DQB1 durch das HLA-Labor des Universitatsklinikums Dusseldorf sowie
durch andere Labore weltweit typisiert.
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Tabelle: 17 Kombinations-Frequenz von DQA1 und DQB1 Allelen im
Patientenkollektiv

Allelkombination DQA1 Locus Patientenkollektiv
n =69 (%)
DQA1*0501 / *0201 26 (38)
DQA1*0501 / *0102 14 (20,2)
DQA1*0501 / *0601 7 (10,1)
DQA1*0501 / *0501 5(7,3)
DQA1*0501 / andere’ 12 (17,4)
DQA1*x / x * 5(7,2)

1 DQA1*0501 Kombinationen mit weiteren Allelen die nicht *0201,*0102,*0601,*0501 entsprechen.

2 Allelkombinationen auf dem DQA-Locus wo kein einziges DQA1*0501 Allel vorhanden ist.

Allelkombination DQB1 Locus Patientenkollektiv
n =69 (%)
DQB1*0201 / *03 45 (65,2)
DQB1*0201 / *06 10 (14,5)
DQB1*0201 / *05 4 (5,8)
DQB1*0201 / *0202 3 (4,3)
DQB1*0201 / *0201 2(2,9)
DQB1*0201 / andere’ 1(1,4)
DQB1*x/ x * 5(7,2)
1 DQB1*0201 Kombinationen mit weiteren Allelen die nicht *0201,*0202, *03, *05, *06 entsprechen.
2 Allelkombinationen auf dem DQB-Locus wo kein einziges DQB1*0201 Allel vorhanden ist.
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DQ2 DQA1*0501 - DQB1*0201
DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) Patientenanzahl
Status n =69 (%)
Homozygot 2 (2,)9)
Heterozyqgot 58 (84.1)
Gesamt 60 (87
Pravalenz kaukasoide mittel-
europaische Gesamtpopulation'® DQ2 = 20,7%%

Von den 69 analysierten Patienten waren insgesamt 2 fir DQ2 Homozygot
(2,9%) und 58 Heterozygot (84,1%). Insgesamt waren somit 60 von 69
Patienten fur DQ2 positiv was 87 % entspricht. Die Pravalenz fur DQ2 in einer
kaukasoiden mitteleuropaischen Gesamtpopulation betragt DQ2 = 20,7%%.

DQS8 DQA1*0301 - DQB1*0302
DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) Patientenanzahl
Status n =69 (%)
Homozygot 0(0)
Heterozygot 4 (5,8
Gesamt 4(538)
Pravalenz kaukasoide mittel-
europaische Gesamtpopulation'® DQ8 = 9,1%%*

Von den 69 analysierten Patienten waren insgesamt 4 fur DQ8 Heterozygot,
dies entspricht 5,8%. Die Pravalenz fiir DQ8 in einer kaukasoiden

mitteleuropaischen Gesamtpopulation betragt DQ8 = 9,1%"°".
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DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) und DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQS3)

DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) & Patientenanzahl
DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) Status n =69 (%)
DQ2 & DQ8 Heterozyqgot 2 (2,)9)
Negativ sowohl fiir DQ2 als auch fiir DQ8 7(10)

Sowohl DQ2 als auch DQ8 positiv waren 2 Patienten, was 2,9% entspricht, DQ2
und DQ8 negativ waren insgesamt 7 Patienten, was 10% entspricht.

Bezlglich der Kombination von DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) und
DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) gab es in der Literatur fur eine
mitteleuropaische Gesamtpopulation, keinen Referenzwert auf den man

dahingehend Bezug nehmen konnte.

Insgesamt waren n = 62 (90,2%) der gesamten Patientengruppe fur DQ2 bzw.
DQ8 positiv, lediglich n =7 (9,8%) waren DQ2 bzw. DQ8 negativ, wobei alle der
negativen Patienten zumindest ein DQA1/DQB1-Allel trugen, jedoch nicht die

zwingende Kombination. Die jeweiligen DAQ1 bzw. DQB1 Allele der DQ2 und
DQ8 negativen Patienten zeigt unten aufgefuhrte Tabelle 18.

Tabelle: 18 DQA1/DQB1-Status bei bioptisch gesicherten DQ2 & DQS8
negativen Patienten.
DQA1 DQB1
*0103/*0201 | *0201/*06
*0104/*0201 | *0201/*05
*0201/*0401 | *0201/*03
*0102/*0501 | *03/*06
*0103/*0501 | *03/*06
*0102/*0501 | *06/*06
*0103/*0501 | *03/*05
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3.2.2 Kontrollgruppenkollektiv

Tabelle: 19 Kombinations-Frequenz von DQA1 und DQB1 Allelen im
Kontrollgruppenkollektiv

Allelkombination DQA1 Locus Kontrollgruppenkollektiv
n =26 (%)
DQA1*0102 / *0201 5(20,8)
DQA1*0501 / *0102 4 (16,6)
DQA1*0501 / *0201 2(8,3)
DQA1*0102 / *0102 2(8,3)
DQA1*0104 / *03 2(8,3)
DQA1* andere / andere 9 (37,2)
Allelkombination DQB1 Locus Kontrollgruppenkollektiv
n =26 (%)
DQB1*0201 / *03 8 (33,3)
DQB1*05/ *06 3(12,5)
DQB1*05/*05 3(12,5)
DQB1*0201 / *06 2(8,3)
DQB1*0201 / *0201 1(4,1)
DQA1* andere / andere 9 (37,5)
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DQ2 DQA1*0501 - DQB1*0201
DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) Probandenanzahl
Status n =26 (%)
Homozygot _(0)
Heterozyqgot 5(19,2)
Gesamt 5(19,2
Pravalenz kaukasoide mittel-
europaische Gesamtpopulation'® DQ2 = 20,7%%

Von den insgesamt 26 Probanden des Kontrollkollektives waren insgesamt 5
DQ2 positiv (19,2%), was der Pravalenz in einer mitteleuropaischen
Gesamtpopulation (20,7%) recht nahe kam.

DQS8 DQA1*0301 - DQB1*0302
DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) Probandenanzahl
Status n =26 (%)
Homozygot 0(0)
Heterozygot 1 (3,8
Gesamt 1(3.8)
Pravalenz kaukasoide mittel-
europaische Gesamtpopulation'® DQ8 = 9,1%%*

DQ8 positiv war lediglich ein Proband, was mit 3,8%, wie auch schon beim
Patientenkollektiv (5,8%), unter der Pravalenz einer mitteleuropaischen
Gesamtpopulation (9,1%) lag.
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3.3 Phanotypen gegliedert nach EMA, klinischer

Prasentationsform, Geschlecht, und Zottenatrophie.

In der vorgelegten Studie wurden insgesamt 69 Patienten mit Zoliakie
untersucht. In der im Anhang aufgefuhrten Tabelle 20 A — D wurden diese jetzt
mittels retrospektiver Daten bezuglich ihrer Prasentationsform (klassisch,
atypisch, latent), ihrer Biopsie (TVA/SVA/PVA), ihres Geschlechts, ihres EMA-
Status und ihres neu erhobenen HLA-Status analysiert. Diese Fulle an Daten
veranschaulicht am einfachsten die oben erwahnte Tabelle 20 A - D, welche sich

am einfachsten von oben nach unten liest, &hnlich einem Stammbaum.

In der ersten Spalte ist die klinische Prasentationsform angegeben. Diese zeigt,
dass die klassische Prasentationsform mit 52 Patienten in unserem
Patientenkollektiv 2,5 mal haufiger vertreten war, als die insgesamt 17 Patienten
mit subklinischer Zoliakie.

Betrachten wir zunachst die klassische Prasentationsform mit 35 (67%)

weiblichen und 17 (33%) mannlichen Patienten. Bei beiden Geschlechtern fiel
auf, dass die Patienten mit einer ausgepragten Zottenatrophie (TVA/SVA)
wesentlich frequenter waren, als diejenigen mit einem geringeren Grad der
villésen Vorschadigung (PVA). Bei den weiblichen Patienten mit einem
Verhaltnis von 32/3 = 10,6 und bei den mannlichen Zadliakieerkrankten mit 16/1 =
16.

EMA war bei den Patientinnen mit SVA/TVA mit 23/9 = 2,5 positiv, bei den
mannlichen Patienten mit TVA/SVA hingegen mit 11/5 = 2,2. Bei beiden
Geschlechtern mit PVA war die EMA indessen zu 100% positiv (w=3/0, m=1/0).

Von den 32 weiblichen Zdliakiepatienten, mit gesicherter SVA/TVA, waren 2
DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) Homozygot, 25 DQ2 Heterozygot, 2
DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) positiv, 3 hatten auf dem A-Lokus eine double
dose (DQA1*0501/*0501) und 4 auf dem B-Lokus (DQB1*0201/*0201). Die 3
Patientinnen mit einer PVA waren lediglich DQ2 Heterozygot.
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Von den 16 mannlichen Zdliakiepatienten, mit gesicherter SVA/TVA, waren 15
DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) Heterozygot, einer DQA1*0301 - DQB1*0302
(DQ8) positiv, einer DQ2 und DQ8 positiv, zwei hatten auf dem A-Lokus eine
double dose (DQA1*0501/*0501) und 2 auf dem B-Lokus (DQB1*0201/*0201).
Der Patient mit der PVA war lediglich DQ2 Heterozygot.

Betrachten wir nun die subklinische Prasentationsform mit 11 (65%) weiblichen

und 6 (35%) mannlichen Patienten. Bei beiden Geschlechtern erkannte man
wiederum, dass die Patienten mit einer ausgepragten Zottenatrophie (TVA/SVA)
wesentlich frequenter waren, als diejenigen mit einem geringeren Grad der
Schleimhautschadigung (PVA). Bei den weiblichen Patienten mit einem
Verhaltnis von 8/2 = 4 und bei den mannlichen Zdliakieerkrankten mit 5/1 = 5.
EMA war bei den Patientinnen mit SVA/TVA mit 4/4 = 1 positiv, bei den
mannlichen Patienten mit TVA/SVA hingegen mit 4/1 = 4. Bei der PVA war das
Verhaltnis ahnlich. Bei den weiblichen Patienten mit 1/1 = 1 und bei den
mannlichen Zéliakiepatienten mit 1/0 = 1.

Von den 8 weiblichen Zdliakiepatienten, mit gesicherter SVA/TVA, waren
lediglich 7 DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) Heterozygot, keine war DQ2
Homozygot, DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) positiv oder trug auf dem A-/B-
Lokus eine Double Dose. Von den 2 Patientinnen mit einer PVA waren eine DQ2
Heterozygot und die andere DQ2/DQ8 negativ.

Von den 5 mannlichen Zdliakiepatienten, mit gesicherter SVA/TVA, waren 5
DQ2 Heterozygot, 1 DQ8 positiv, 1 DQ2 und DQ8 positiv. Der Patient mit der
PVA war DQ2 und DQ8 negativ.

Von den 17 Patienten mit subklinischer Zoliakie war lediglich einer DQ2 und
DQ8 positiv.

Einen Uberblick Uber die Heterozygotenfrequenz in den einzelnen, nach Klinik

und Biopsie definierten Gruppen, zeigt die unten aufgeflhrte Abbildung 23.
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Vergleich DQ-Heterozygotenfrequenz

Abb.23:

Vergleich DQ-Heterozygotenfrequenz
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3.4 Retrospektive Betrachtung der Klinik in Relation zu der

genetischen Analyse

Ein wesentliches Ziel der vorgelegten Studie, war die Korrelation der retrospektiv
gewonnenen, klinischen Parameter, mit dem neu analysierten, spezifischen
HLA-DQ2/DQ8-Status und einer dahingehenden Validierung. Die retrospektiv
erhobenen klinischen Parameter des Patientenkollektives entstammen allesamt
dem Zoliakiezentrum der Universitatskinderklinik Tubingen.

In der im Anhang aufgefuhrten Tabelle 21 wurden die einzelnen, mit Zdliakie
assoziierten genetischen Prasentationsformen, mittels retrospektiven, klinischen
Daten bezuglich ihres Geschlechts, ihres EMA-Status, des Alters beim Auftreten
der Erstsymptome, des Alters zum Zeitpunkt der Diagnose, des Intervall
zwischen Symptomausbruch und Biopsie, ihrer Prasentationsform (klassisch,
atypisch), ihrer Biopsie (TVA/SVA/PVA), ihrer GroRenperzentilen und ihrer
Gewichtsperzentilen korreliert.

3.4.1 Gesamtes Patientenkollektiv

Ingesamt 69 Patienten, wovon 23 (33%) mannlich und 46 (67%) weiblich waren,
wurden analysiert. Das Verhaltnis EMA positiv zu EMA negativ betrug 49/20 =
71%. Eine klassische Prasentationsform wiesen 52 (75%) der Patienten auf,
eine atypische hingegen 17 (25%). Bezuglich der Zottenatrophie hatten im
Patientenkollektiv 61 (88%) Patienten eine SVA und lediglich 8 (12%) eine PVA.
Die GroRRenperzentile betrug durchschnittlich 23 bei einer Gewichtsperzentilen
von 20,3. Das Alter beim Auftreten der Erstsymptomatik lag bei durchschnittlich
1376 Tagen (3'%"2 J). Das Alter zum Zeitpunkt der intestinalen Biopsie hingegen
bei durchschnittlich 1609 Tagen (4°'2 J). Der daraus resultierende Intervall
zwischen Erstsymptomatik und gesicherter Diagnose mittels Biopsie belief sich

somit auf 233 Tage.
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3.4.2 DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) Homozygot

Ingesamt 2 Patienten, wovon 1 (50%) mannlich und 1 (50%) weiblich waren,
wurden analysiert. Das Verhaltnis EMA positiv zu EMA negativ betrug 2/0 =
100%. Eine klassische Prasentationsform wiesen 2 (100%) der Patienten auf,
eine atypische hingegen niemand. Bezlglich der Zottenatrophie hatten bei den
DQ2 Homozygoten 2 (100%) Patienten eine SVA und 0 eine PVA. Die
Grolenperzentile betrug durchschnittlich 37,2 bei einer Gewichtsperzentilen von
42.5. Das Alter beim Auftreten der Erstsymptomatik lag bei durchschnittlich 891
Tagen (2°'2 J). Das Alter zum Zeitpunkt der intestinalen Biopsie hingegen bei
durchschnittlich 914 Tagen (2%'2 J). Der daraus resultierende Intervall zwischen
Erstsymptomatik und gesicherter Diagnose mittels Biopsie lag somit bei 23
Tagen.

3.4.3 DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) Heterozygot

Ingesamt 58 Patienten, wovon 20 (34%) mannlich und 38 (66%) weiblich waren,
wurden analysiert. Das Verhaltnis EMA positiv zu EMA negativ betrug 42/16 =
72%. Eine klassische Prasentationsform wiesen 43 (74%) der Patienten auf,
eine atypische hingegen 15 (26%). Bezuglich der Zottenatrophie hatten bei den
DQ2 Heterozygoten 52 (90%) Patienten eine SVA und lediglich 6 (10%) eine
PVA. Die GrofRenperzentile betrug durchschnittlich 22 bei einer
Gewichtsperzentilen von 19. Das Alter beim Auftreten der Erstsymptomatik lag
bei durchschnittlich 1211 Tagen (3*'? J). Das Alter zum Zeitpunkt der
intestinalen Biopsie hingegen bei durchschnittlich 1581 Tagen (4*'? J). Der
daraus resultierende Intervall zwischen Erstsymptomatik und gesicherter
Diagnose mittels Biopsie bei 370 Tagen.
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3.4.4 DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) Heterozygot

Ingesamt 2 Patienten, wovon keiner mannlich und 2 (100%) weiblich waren,
wurden analysiert. Das Verhaltnis EMA positiv zu EMA negativ betrug 2/0 =
100%. Eine klassische Prasentationsform wiesen 2 (100%) der Patienten auf,
eine atypische hingegen niemand. Bezlglich der Zottenatrophie hatten bei den
DQ8 Heterozygoten 2 (100%) Patienten eine SVA und keiner eine PVA.

Die GroRenperzentile betrug durchschnittlich 3 bei einer Gewichtsperzentilen
von 3. Das Alter beim Auftreten der Erstsymptomatik lag bei durchschnittlich
2796 Tagen (7% J). Das Alter zum Zeitpunkt der intestinalen Biopsie hingegen
bei durchschnittlich 2847 Tagen (7'%'? J). Der daraus resultierende Intervall
zwischen Erstsymptomatik und gesicherter Diagnose mittels Biopsie bezifferte
sich auf 78 Tage.

3.4.5 DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) & DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQS)
Heterozygot

Ingesamt 2 Patienten, wovon 2 (100%) mannlich und keine weiblich waren,
wurden analysiert. Das Verhaltnis EMA positiv zu EMA negativ betrug 2/0 =
100%. Eine klassische Prasentationsform wiesen 1 (50%) der Patienten auf,
eine atypische ebenfalls 1 (50%). Bezuglich der Zottenatrophie hatten bei den
DQ2 + DQ8 Heterozygoten beide (100%) Patienten eine SVA und keiner eine
PVA. Die GroRRenperzentile betrug durchschnittlich 3 bei einer
Gewichtsperzentilen von 7. Das Alter beim Auftreten der Erstsymptomatik lag
bei durchschnittlich 2518 Tagen (6'"'? J). Das Alter zum Zeitpunkt der
intestinalen Biopsie hingegen bei durchschnittlich 2542 Tagen (7 J). Der daraus
resultierende Intervall zwischen Erstsymptomatik und gesicherter Diagnose
mittels Biopsie also auf 24 Tage.

Bei einem Patienten bestand ein bekannter familiarer Kleinwuchs. Er wurde mit
einer atypischen Klinik bei besonders starkem Kleinwuchs auf EMA gescreent.
Bezlglich des bekannten familiaren Kleinwuchses ware es interessant alle

Familienmitglieder auf DQ2/DQ8 zu untersuchen.
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3.4.6 Negativ fiir DQ2 (DQA1%0501 - DQB1*0201) & DQ8
(DQA1*0301 - DQB1*0302)

Ingesamt 7 Patienten, wovon 2 (29%) mannlich und 5 (71%) weiblich waren,
wurden analysiert. Das Verhaltnis EMA positiv zu EMA negativ betrug 3/4 =
36%. Eine klassische Prasentationsform wiesen 4 (57%) der Patienten auf, eine
subklinische hingegen 3 (43%). Bezuglich der Zottenatrophie hatten bei den
DQ2 und DQ8 negativen 4 (57%) Patienten eine SVA und 3 (43%) eine PVA.
Die GroRenperzentile betrug durchschnittlich 23 bei einer Gewichtsperzentilen
von 23. Das Alter beim Auftreten der Erstsymptomatik lag bei durchschnittlich
1209 Tagen (3*'2 J). Das Alter zum Zeitpunkt der Diinndarmbiopsie hingegen
durchschnittlich bei 1361 Tagen (3% J). Der daraus resultierende Intervall
zwischen Erstsymptomatik und gesicherter Diagnose mittels Biopsie also auf
152 Tage.

Bei dieser Gruppe war eine Einzelanalyse von besonderem Interesse

Pat.Nr | Geschlecht | Patho- Klinisches Bild EMA | Besonderheiten

Status

34 m PVA klassische Zoliakie | pos.

46 w TVA klassische Zdliakie | neg.

72 w SVA atypische Zdliakie neg. | Pat. war zu klein,
durch Verdacht
erfasst und biopsiert.

74 w SVA klassische Zoliakie | pos. Mutter hat Zdliakie

81 w PVA atypische Zdliakie neg. | Enteropathie mit
starker psych.
Belastung in Familie

90 w TVA klassische Zdliakie | pos.

91 m PVA atypische Zdliakie pos. Pat. war zu klein,

durch Routine-
screening auf
EMA erfasst und
biopsiert. In der
Familie ist
congenitaler

Kleinwuchs bekannt.
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Pat.Nr. HLA-DQA1 HLA-DQB1
34 HLA-DQA1*0103/*0201 HLA-DQB1*0201/*06
46 HLA-DQA1*0104/*0201 HLA-DQB1*0201/*05
72 HLA-DQA1*0201/*0401 HLA-DQB1*0201/*03

74 HLA-DQA1*0102/*0501 HLA-DQB1*03/*06
81 HLA-DQA1*0103/*0501 HLA-DQB1*0103/*0501
90 HLA-DQA1*0102/*0501 HLA-DQB1*06/*06
91 HLA-DQA1*0103/*0501 HLA-DQB1*03/*05

Um einen eventuellen systemischen Fehler auszuschliel3en wurden diese DQ2
und DQ8 negativen Patienten noch einmal erneut typisiert. Diese zusatzliche
Kontrolle bestatigte allerdings das Ergebnis der ersten Typisierung. Die obige
Tabelle zeigt die jeweilige HLA-DQ Typisierung dieser 7 Patienten. Es ist zu
erkennen, das alle 7 Patienten zumindest ein Allel des DQ2-Heterodimers
aufwiesen. Diese Beobachtung ist auch in der Studie von Pena' beschrieben.
Die oben aufgefuhrten 7 Patienten wiesen somit klinisch und bioptisch eine
Zoliakie auf, waren aber definitiv DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) und
DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) negativ. Drei der DQ2 und DQ8 negativen
Patienten waren fur EMA negativ, wiesen aber keinen IgA-Mangel auf. Die
Daten bezuglich des EMA-Status sind retrospektiv, weswegen ein eventueller
falsch negativer Wert nicht ausgeschlossen werden konnte.

Des weiteren bestand bei den 7 oben genanten Patienten die Mdglichkeit, dass
ihre DUnndarmbiopsie bei der pathologischen Untersuchung als falsch positiv fur
Zoliakie diagnostiziert wurde. Heute werden alle Biopsate standardmallig

anhand der Marshkriterien'® (

s. auch Tabelle 12 im Anhang) in spezialisierten
Labors untersucht. Da diese Kriterien erst in den letzten Jahren eingeflihrt
wurden bestand die Mdglichkeit, dass altere Biopsien als falsch positiv gewertet
wurden.

Der ausfuhrlichen Diskussion eines negativen HLA-DQ2 und DQ8 Status bei
Patienten mit bioptisch gesicherter Zdliakie ist unter 4.4 ein eigenes Kapitel

gewidmet.
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3.4.7 Geschwisteruntersuchung

Bei genetischen Studien ist die Validierung von Geschwistern beztliglich Genetik
und Klinik immer von besonderem Interesse. In der Studie wurden insgesamt 8
Geschwisterpaare untersucht, wovon bei 6 Geschwisterpaaren der HLA-Status
rein routinemafig erhoben wurde, da ein Geschwister an Zdliakie erkrankt war.
Die 6 kongruenten Geschwister des jeweiligen Paares wiesen allerdings
keinerlei Symptome auf, waren EMA negativ und erfullten dahingehend nicht die
Auswabhlkriterien der vorgelegten Studie.

Die verbleibenden 2 Geschwisterpaare erflllten hingegen die definierten

Studienkriterien und wurden somit in die Studie aufgenommen.

Paar 1:

Es handelte sich um Patientin Nr.69 und Patientin Nr.70. Beide Geschwister
zeigten die typische Klinik einer atypischen Zéliakie in Form eines extremen
Minderwuchses (GroRenperzentile und Gewichtsperzentile war bei beiden 3 am
Tag der Biopsie). Die Madchen hatten einen Altersunterschied von 5 Jahren, als
das jungere von beiden ebenfalls ein  retardiertes Wachstum aufwies,
veranlasste der behandelnde Arzt ein Screening auf EMA, welches bei beiden
negativ ausfiel. Die DUnndarmbiopsie hingegen zeigte bei beiden Patientinnen,
mit atypischer Zdliakie, eine SVA. Die Untersuchung der Seren hinsichtlich DQA
und DQB zeigte bei Nr.69: DQA1*0201/*0501 — DQB1*0201/*0301
und bei Patientin Nr.70: DQA1*0104/*0501 — DQB1*0201/*0301
Der Vater der beiden Madchen war ebenfalls an einer bekannten Sprue

erkrankt.
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Paar 2:
Es handelte sich um Patientin Nr.83 und Patientin Nr.84, einem monozygoten

Zwillingspaar. Ein Geschwister zeigte die typische Klinik einer klassischen
Zoliakie in Verbindung mit einem retardierten Wachstum. Das andere Madchen
die einer atypischen Zdliakie, in Form eines Minderwuchses. (GroRenperzentile
bei beiden 25, und Gewichtsperzentile bei beiden 10 am Tag der Biopsie). Bei
beiden Zwillingen war die EMA positiv. Die Dinndarmbiopsie zeigte bei beiden
Patientinnen eine PVA. Die Untersuchung der Seren hinsichtlich DQA und DQB
zeigte bei Nr.83: DQA1*0102/*0501 — DQB1*0201/*06

und bei Patientin ~ Nr.84: DQA1*0102/*0501 — DQB1*0201/*06.
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4 Diskussion

Im klinischen Erscheinungsbild der Zoliakie hat sich ein epidemiologischer
Wandel vollzogen (vgl. 1.2.3). Wurde vormals tUberwiegend das klassische
Erscheinungsbild der Zdliakie beschrieben, so beobachtet man heute immer
mehr Patienten mit den silenten Prasentationsformen der Zoliakie.

Dies hat allerdings weniger mit einem Wandel der Krankheit per se zu tun, als
viel mehr mit der verbesserten Diagnostik — nicht zuletzt dank der Fortschritte

auf dem Gebiet der Screeningmethoden.

Mit jeder Neuerung hinsichtlich der Diagnostik, wie zum Beispiel den
serologischen Antikdrpertests gegen Gliadin und Endomysium, stieg die
Pravalenz der Zoliakie® 3" '8, Davidson® fiihrte 1950 die erste
epidemiologische Zdliakiestudie in GroRbritannien durch und postulierte eine
Pravalenz von 1:8000. Zu dieser Zeit steckte die Zoliakieforschung noch in den
Kinderschuhen und es wurden nur Falle dokumentiert, welche die klassischen
Symptome der Zéliakie aufzeigten. Catassi'® fihrte 1999 mittels neuer
serologischer Untersuchungsmethoden die bis dato umfassendste Screening-
Studie Europas durch. Aus allen Regionen Italiens wurden 17 201 Schulkinder
im Alter zwischen sechs und 15 Jahren untersucht. Dies entsprach 69% der in
Frage kommenden Population. Die Pravalenz war 1:184 und das Verhaltnis
zwischen undiagnostizierter und diagnostizierter Zoliakie betrug beeindruckende
7:1'®. Diese Zahlen sprechen fir sich.

Das familiar gehaufte Vorkommen von Zéliakie erhartete den Verdacht, dass
zwischen gewissen genetischen Risikofaktoren und der Klinik der Zdliakie ein
nicht von der Hand zu weisender pathogenetischer Einfluss besteht. Mearin'®
zeigte 1984 eine Korrelation zwischen HLA-DR Antigenen und der
Serumkonzentration von IgA-AGA. Dies war der initiale Startschuss fur eine
Anzahl von Genom-Studien mit dem bestandigen Ziel, ein fur die Pathogenese

der Zoliakie spezifisches HLA-Molekul zu analysieren, um so potentiell an
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Zoliakie erkrankte Patienten zu identifizieren und noch vor Manifestation
derselben zu therapieren.
Die vorgelegte Studie mochte mit HLA- Untersuchungen, einen kleinen Teil zum

Verstandnis der komplexen Genetik der Zoéliakie beitragen.

4.1 HLA -DQ2 & DQ8 Status

41.1 HLA -DQ2 & DQ8 als genetische Risikofaktoren fiir Zoliakie —
eine pathogenetische Retrospektive

Die genetischen Risikofaktoren fur die Manifestation der Zoliakie sind heute
unumstritten. Auf Familienstudien basierend waren McDonald et al.”" die ersten,
welche eine autosomale dominante Vererbung der Erkrankung mit inkompletter
Penetranz vermuteten. Sie stutzten ihre These auf eine gehaufte Inzidenz von
Zoliakie in speziellen Familien. Neuere Studien untermauern diese Vermutung
und verdeutlichen die starke genetische Komponente in Bezug auf die
Pathogenese der Zdliakie. So betragt das relative Risiko fur Geschwister eines
an Zoliakie erkrankten Patienten (As) 20%'** '* und die Konkordanz zwischen
monozygoten Zwillingen bis zu 75%"°".

Die primare genetische Assoziation der Zodliakie besteht mit dem HLA-Antigen
DQ2 (DQA1*05/DQB1*02). Dieser Typ wird bei bis zu 95%™" der Patienten
nach- gewiesen. Die verbleibenden Individuen weisen groltenteils das HLA-
Antigen DQ8 auf (DQA1*0301/DQB1*0302)'*. Eine ausflhrliche Auflistung der
vorangegangenen Studien bezlglich der Pravalenz von Zdliakie und HLA-DQ2
zeigt Tabelle 22.

Die meisten Zdliakiepatienten tragen entweder einen HLA-DR3-DQ2 Haplotypen
(den DRB1*0301 — DQA1*0501 / DQB1*0201 Haplotypen) oder aber sie sind
DR5 — DQ7 und DR7 — DQ2 Heterozygot (das heil3t sie haben den DRB1*11/12
— DQA1*0505 / DQB1*0301 und DRB1*07 — DQA1*0201 / DQB1*0202
Haplotypen.) 10 154 193,

Die DQ a-Kette der DQA1*0501 oder DQA1*0505 Allele unterscheidet sich
lediglich im Eton 1, die fiir das Peptid kodiert."®. Die DQR-Ketten der Dimere
hingegen werden entweder von DQB1*0201 oder DQB1*0202 kodiert, welche
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sich ebenfalls nur durch eine Base in der Zellmembran nahe gelegenen Domane
unterscheiden®. Laut Sollid ist es sehr unwahrscheinlich, dass diese
Unterschiede irgendwelche funktionellen Konsequenzen fur das Molekul, und
somit keine pathogenetische Relevanz fiir die Entstehung der Zéliakie, haben'®.
Zoliakiepatienten, welche diese DR-DQ-Haplotyp Kombinationen besitzen,
konnen dasselbe funktionelle DQ-Molekul auf der Zelloberflache exprimieren, da
dieses entweder von Genen in cis (DQA1*0501 / DQB1*0201 des HLA-DR3
Haplotypen) oder in trans (DQA1*0505 / DQB1*0202 der HLA-DRS5, DR7

Haplotypen) exprimierbar ist'’. Dies veranschaulicht auch Abbildung 24.

Abb.24: HLA Assoziation bei der Zéliakie™.

Die meisten Zébliakiepatienten

exprimieren das HLA-DQ2
HLA-DC2 Heterodimer in cis HLA-DCQ2 Heterodimer in trans

DR3-D02 —{ G201 H 1) H 3ot I— DR5-Da7 —I a3 H 0505 H ?‘rf"r.?I— Heterodimer (DQA1*05-

DQB1*02). Dieses HLA Molekdil

ist entweder in cis kodiert, bei
Dot Dadlt DRBT

1 1= O Menschen, die den DR3-DQ2
\ / Haplotyp aufweisen, oder in
beta-Kette

alpha-Kette trans, bei Individuen, welche

DR5-DQ7 und DR7-DQ2

heterozygot sind™®.

Halstensen® et al. zeigten mit in vitro Experimenten eine Aktivierung von CD4"
T-Zellen der Lamina propria durch Gluten in den Dinndarmbiopsien behandelter
Zoliakiepatienten, nicht aber in denen gesunder Probanden®. Diese of8 T-
Zellrezeptor (TCR) exprimierenden T-Zellen wurden isoliert und kultiviert. Eine
Schlusselbeobachtung war, dass diese T-Zellen spezifisch Glutenpeptide
erkannten, die von HLA-DQ2, - bzw. DQ8- Molekiilen prasentiert wurden® . Es
zeigte sich, dass die beiden HLA-Molekile DQ2 und DQ8, bevorzugt Peptide mit
negativen Ladungen in ihren Bindungstaschen anlagerten'®, wobei fiir HLA-
DQ2 die Positionen P4, P6, P7%" "¢ und fir HLA-DQ8 die Positionen P1, P4,
P9* # der Peptide wichtige Ankeraminoséauren darstellen. Allerdings enthielten
die untersuchten Glutenpeptide Uberwiegend positive Ladungen in den

genannten Positionen. Sjostrom lieferte daraufhin einen weiteren
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entscheidenden Baustein fur das Verstandnis der Bedeutung dieser Peptide in
der Pathogenese der Zdliakie. Er bewies, dass T-Zellen von Zdliakiepatienten

144 \Verantwortlich hierfUr ist

Uberwiegend deamidierte Glutenpeptide erkannten
das Enzym tTG. Molberg'” et al. haben in immunhistochemischen
Untersuchungen gezeigt, dass bei Zoliakie dieses Enzym in gro3en Mengen
sowohl im Burstensaumepithel des Darms, als auch in der subepithelialen
Region vorhanden ist. Bei der durch tTG katalysierten Reaktion wird das Gluten
deamidiert und dadurch negativ geladen. Deamidierte Glutenpeptide kdnnen
somit bevorzugt an HLA DQ2,- bzw. DQ8-Rezeptoren gebunden und T-Zellen

présentiert Werden107, 144, 146.

4.1.2 Allelfrequenzverteilung

Bei jeder Genomstudie ist es von essentieller Bedeutung, die Allelverteilung in
der jeweiligen untersuchten Gesamtpopulation zu kennen, da zwischen den
einzelnen ethnischen Gruppen, und selbst interregionar, starke Differenzen in
den jeweiligen Allelfrequenzen vorliegen. Im Rahmen von weltweiten
Screeninguntersuchungen wurde in zahlreichen Studien® °* 2% ¢ ® dje
Allelfrequenzverteilung untersucht, welche unter www.allelfrequencies.net
dargestellt wird. Da DQ2 und DQS8 in den meisten HLA-Datenbanken nicht

routinemafig erfasst wurden, liegen diesbezuglich fur die mitteleuropaische,

kaukasoide Population nur sehr marginale Daten vor. Um unsere Studie
systematisch zu strukturieren war es daher notwendig, die Allelfrequenzen
unserer beiden Kollektive mit denen der kaukasoiden Gesamtpopulation zu
vergleichen. Daher benutzen wir fur die unter 3.1 aufgefuhrte Analyse der
Allelverteilung, sowie fur die unter 3.3. aufgefihrte statistische Analyse, eine
2003 publizierte Kontrollgruppe mit 236 kaukasoiden Probanden'®. Es wurden
die gleichen Studienkriterien angewendet wie in der vorliegenden Arbeit, das
heil3t bei allen Individuen wurde nach den Richtlinien der ESPGHAN eine
Zoliakie ausgeschlossen und alle Probanden wurden mittels PCR-SSP HLA-

typisiert'®°.
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Anhand der unter 3.1 gezeigten DQA1 / DQB1-Allelfrequenzverteilung war
deutlich zu erkennen, dass bezuglich der einzelnen Allele zwischen dem
Patientenkollektiv, dem Kontrollgruppenkollektiv und der kaukasoiden
Gesamtpopulation, signifikante Differenzen bestanden. Dies ist am

eindruckvollsten anhand der Abbildungen 22 und 23. zu erkennen.

Folgende Allele waren bei den untersuchten Zdliakiepatienten deutlich geringer

ausgepragt:
e DQA1*0101 -11,5%
e DQA1*0102 -12,6 %
e DQA1*0103 -52 %
o« DQA1*0301 -4,6 %
e DQB1*03 -71%

Folgende Allele waren bei den untersuchten Zdliakiepatienten deutlich starker

ausgepragt:
e DQA1*0201 +13,2 %
e DQA1*0501 + 23,8 %
e DQB1*0201 +29,8%

Die Allele DQA1*0201, DQA1*0501, DQB1*0201 und DQB1*0301 waren in
unserem Patientenkollektiv gegenluber der gesunden Kontrollgruppe statistisch
signifikant erhoht.

DQA1*0201 RR: 1,881 KI 95%: 1,164 — 3,039.
DQA1*0501 RR: 2,450 KI 95%: 1,660 — 3,616
DQB1*0201 RR: 3,151 Kl 95%: 2,114 — 4,695.
DQB1*0301 RR: 1,884 KI 95%: 1,241 — 2,860
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Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch Pena und Quintana'®, welche 118 an
Zoliakie erkrankte spanische Patienten auf inren HLA-Typ untersuchten.

DQA1*0201 RR: 1,88 KI 95%: 1,25 — 2,82.
DQA1*0501 RR: 2,00 KI 95%: 2,16 — 4,14
DQB1*0201 RR: 7,60 Kl 95%: 5,35 - 10,78
DQB1*0301 RR: 0,66 KI 95%: 0,43 — 1,00

Die meisten Zdliakiepatienten tragen entweder einen HLA-DR3-DQ2 Haplotypen
(den DRB1*0301 — DQA1*0501 / DQB1*0201 Haplotypen) oder aber sie sind
DR5 — DQ7 und DR7 — DQ2 Heterozygot (das heil3t sie haben den DRB1*11/12
— DQA1*0505 / DQB1*0301 und DRB1*07 — DQA1*0201 / DQB1*0202
Haplotypen.) 1% 1 193,

Die Allele DQA1*0501 und DQB1 *0201 sind die beiden Bausteine aus denen
das HLA-DQ2 Heterodimer besteht. Dies erklarte, warum diese beiden Allele bei
den Probanden vermehrt vertreten waren. Aus vorhergehenden Genomstudien
von Catassi'® ' war bekannt, dass zwischen dem DQA1*0501 - DQB1*0201
und dem DQA1*0201 - DQB*0202 Haplotypen ein starkes Kopplungsungleich-
gewicht bestand. Diese Feststellung war mit unseren Beobachtungen kongruent
und erklarte das mit 13,2 % gehaufte Vorkommen von DQA1*0201. Dies
bestatigte auch die Feststellung, dass bei dem Patientenkollektiv auf dem a-
Lokus die Allelkombinationen von DQA1*0501 mit 94 % eindeutig Uberwog.
(DQA1*0501/DQA1*0201 (38%), DQA1*0501/DQA1*0102 (20,2%)).

Vereinzelte Schwankungen zwischen der kaukasoiden Gesamtpopulation und
unserem Kontrollgruppenkollektiv erklarten wir uns mit der diesbezuglichen
Gruppengrofe von 26 Probanden, da diese somit nur als bedingt reprasentativ
betrachtet werden konnte.

Sollid'* erachtet Zoliakie als eine Erkrankung mit autoimmunogenem
Hintergrund. Diese Krankheiten besitzen typischerweise eine multifaktorielle
Atiologie, zu denen sowohl umweltbedingte Komponenten als auch diverse

genetische Faktoren gehdren — einschlieldlich der HLA-Gene.
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16, 17 50, 51

Diese Annahme untermauerten Catassi und Greco in vergleichenden,
epidemiologischen Studien. Sie zeigten, dass in Populationen mit einer
gesteigerten Frequenz von DQA1*0501 und DQB1*0201 auch eine gesteigerte

Pravalenz von Zo6liakie beobachtet werden konnte.

Dieser Aussage konnten wir uns mit der hier vorgelegten Studie anschlie3en.

4.1.3 Allelkopplungen von DQA1 und DQB1

Allele kdnnen als die einzelnen Bausteine der makromolekularen Proteine
erachtet werden. Bei den HLA-DQ Proteinen handelt es sich um Heterodimere,
entscheidend fur die molekularbiologische Diagnose der Zdliakie sind daher
weniger die zuvor betrachteten einzelnen Allelfrequenzen von DQA1 und DQB1,
als vielmehr deren Kombination. Die jeweiligen Ergebnisse bezlglich der
einzelnen DQA1 / DQB1 Frequenzen, sowie deren Kombination, sind in den
Tabellen 17 und 18 sowie unter 3.2 dargestellt.

Beim Vergleich des Patientenkollektives mit dem des Kontrollgruppenkollektives
konnte man im Bereich der einzelnen Allelfrequenzen (siehe Abb. 22 und 23)
und der Kombination der einzelnen Allele auf dem DQA1-Lokus bzw.DQB1-

Lokus, eine signifikante Diskrepanz erkennen.

Bei dem Patientenkollektiv Uberwog auf dem a-Lokus eindeutig die Assoziation
zu DQA1*0501. Insgesamt waren 94 % (65 Patienten) fir DQA1*0501positiv.
Die frequentesten Kombinationen waren DQA1*0501/DQA1*0201 mit 38% (26
Patienten) und DQA1*0501/DQA1*0102 mit 20,2% (14 Patienten).

Beim Kontrollgruppenkollektiv hingegen ergab sich ein vollig anderes Bild.
Trotz kleinerer GruppengrofRe ergab sich ein viel breiteres Spektrum an
Allelkombinationen, wobei DQA1*0102/DQA1*0201 mit 20,8% (5 Probanden)
und DQA1*0501/DQA1*0102 mit 16% (4 Patienten) die haufigsten waren.
DQA1*0501 positiv waren gerade mal 25% (7 Probanden).
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Auf dem B-Lokus ergab sich ein ahnliches Bild. Die Allelkombination
DQB1*0201/DQB1*03 war mit 65,2% (49 Patienten) im Patientenkollektiv
doppelt so haufig vertreten wie in der Kontrollgruppe 33% (9 Probanden). Das
Gleiche galt fur DQB1*0201 mit 94% positiven (65) Patienten, im Vergleich zu
45% (12) in der Probandengruppe.

Bezulglich der Pravalenz von DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2), in einer
mitteleuropaischen kaukasoiden Gesamtpopulation gab es in der Literatur recht
genaue Angaben. Fir den mitteleuropaischen Raum ergab sich eine Spektrum
von 19,4 %> — 21,2 % ', was darauf zuriickzufiihren war, dass die Studien in
unterschiedlichen europaischen Landern durchgefuhrt wurden, mit einer
gewissen dahingehenden Diskrepanz. Fur die Auswertung der Allelverteilung,
sowie flr die unter 3.3. aufgeflhrte statistische Analyse, benutzten wir eine 2003
publizierte Kontrollgruppe mit 236 kaukasoiden Probanden'®. Es wurden die
gleichen Studienkriterien angewendet wie in der vorliegenden Arbeit, das heif3t
bei allen Individuen wurde nach den Richtlinien der ESPGHAN eine Zdliakie

ausgeschlossen und alle Probanden wurden mittels PCR-SSP HLA-typisiert'®.

Far DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) hingegen lagen keine publizierten Werte
vor. Fur die Pravalenz von DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) in einer mittel-
europaischen Gesamtpopulation bezogen wir uns diesbezlglich auf die von Dr.
Enczmann geleitete Knochenmarkspenderdatei®® von NRW. Es wurden alle in
Deutschland wohnenden Spender ausgewahlt, bei denen eine hochauflésende
DQA1- und DQB1-Typisierung vorlag (n=4067). Siehe hierzu auch 3.2.1
Demnach liegt die Pravalenz fur DQ2 in der Gesamtpopulation in Deutschland
bei 20,7 % und fir DQ8 bei 9,1%.

Von den insgesamt 69 analysierten Patienten dieser Studie waren 2 fur DQ2
DQA1*0501/DQB1*0201 Homozygot (2,9%) und 58 Heterozygot (84,1%).
Insgesamt waren somit 60 von 69 Patienten fur DQ2 positiv, was DQ2= 87%
entsprach. Von den insgesamt 26 Probanden des Kontrollgruppenkollektives
waren insgesamt 5 DQ2 positiv (19,2%), was der Pravalenz in einer
kaukasoiden mitteleuropaischen Gesamtpopulation mit 20,7% recht nahe kam.
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Vier unserer Patienten waren fur DQA1*0301-DQB1*0302 (DQ8) Heterozygot,
was DQ8 = 5,8% entsprach, im Kontrollgruppenkollektiv lediglich einer (3,8%).
Von den 4 DQ8 positiven Patienten waren 2 fir DQ2 und DQ8 heterozygot,

DQ2 + DQS8 = 2,9%.

Man hatte nun argumentieren konnen, dass die Pravalenz fir DQ8 im
Patientenkollektiv mit 5,8 % deutlich unter dem der Gesamtpopulation mit 9,1%
lag. Dies mochte auf den ersten Blick stimmen, jedoch relativierte sich dieses,
wenn man es in absoluten Zahlen betrachtete (lediglich 2 Patienten). Wenn 87%
der Patienten bereits fur DQ2 positiv waren, so war die Wahrscheinlichkeit auf
eine hohe Pravalenz von DQ8 verstandlicherweise eher gering, was sich auch

126 und Houlston®' deckte. In der Kontrollgruppe

mit der Argumentation von Ploski
waren lediglich 3,8% fur DQ8 positiv, was sich mit der diesbezuglichen
Gruppengrofe von 26 Probanden erklaren lief3, die nur als bedingt reprasentativ

erachtet werden konnte.

Insgesamt waren 90,2 % der Patientengruppe fiir DQ2 + DQS8 positiv.

In Studien von Sollid"*°, Congia®, Ploski'?, Polvi'?* ' | Houlston®' und
Michalski'® wurden in verschiedenen européischen Landern beziiglich des DQ2
/ DQ8 Status bei Zdliakiepatienten bereits vergleichende Untersuchungen
betrieben, jedoch nicht in Deutschland.

Die DQ2 / DQ8 Frequenz bei an Zoliakie erkrankten Patienten lag bei diesen
Studien zwischen 84% und 99%. Wir befinden uns mit unseren 90,2% bezuglich
DQ2 / DQ8 also im Mittelfeld dieser Studien.

Eine ausflhrliche Auflistung der Pravalenz von Zéliakie basierend auf
epidemiologischen Screening-Studien in unterschiedlichen Landern zeigt
Tabelle 22 im Anhang.

Lediglich 7 der 69 Patienten waren fir DQ2 / DQ8 negativ = 9,8%, wobei alle

der negativen Patienten zumindest ein mit Zdliakie assoziiertes DQa1/DQf1

Allel trugen, jedoch nicht die zwingende Kombination, siehe Tabelle 18.
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4.2 Retrospektive Validierung der Klinik in Relation zu der

genetischen Analyse

Ein wesentliches Ziel der vorgelegten Studie war die Korrelation der retrospektiv
gewonnenen klinischen Parameter mit den neu analysierten, spezifischen HLA-
DQ2/DQ8-Status und einer dahingehenden Validierung.

Grundlage der vorliegenden Diskussion waren die bereits im Ergebnisteil
vorgestellten Tabellen 20 und 21.

Ausgehend von der klinischen Prasentationsform wurde das Patientenkollektiv
hierzu anhand der Marsh-Kriterien'® in einzelne Subgruppen unterteilt. Die
retrospektiv erhobenen klinischen Parameter des Patientenkollektives

entstammen dem Zdliakiezentrum der Universitatskinderklinik Tabingen.

Ingesamt 69 Patienten, wovon 23 (33%) mannlich und 46 (67%) weiblich waren,
wurden analysiert. Diese Art der Geschlechtsverteilung mit 1/3 mannlich und 2/3
weiblich korrelierte mit anderen, bereits vorgelegten Studien von Fasano®,
Greco®' oder Catassi'®.

Eine klassische Prasentationsform wiesen 52 (75%) der Patienten auf, eine
subklinische hingegen 17 (25%). Bezuglich der Zottenatrophie hatten im
Patientenkollektiv 61 (88%) Patienten eine SVA und lediglich 8 (12%) eine PVA.

Betrachten wir zunachst die klassische Prasentationsform mit 35 (67%)

weiblichen und 17 (33%) mannlichen Patienten. Bei beiden Geschlechtern fiel
auf, dass die Patienten mit einer ausgepragten Zottenatrophie (TVA/SVA)
wesentlich frequenter waren, als diejenigen mit einer eher blanden Biopsie
(PVA). Bei den weiblichen Patienten mit einem Verhaltnis von 32/3 = 10,6 und

bei den mannlichen Zoliakieerkrankten mit 16/1 = 16.
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Diese Relationen zeigten, dass bei den mannlichen Patienten mit klassischer
Zoliakie auch eine mehrheitlich schwerwiegende Atrophie vorzufinden war. Nicht
jedoch in diesem Malde bei den Patientinnen, was im Umkehrschluss bedeutete,
dass die ausgepragten klinischen Symptome bei den weiblichen
Zoliakiepatienten weniger mit der Zottenatrophie per se korrelieren. Balais’ und
Greco®' kamen bei ihren Studien zu ahnlichen Ansichten. Madchen erkrankten
demnach zwar doppelt so haufig an Zéliakie wie Jungen, jedoch wiesen diese
zum Zeitpunkt der Biopsie eine verstarkte Zottenatrophie auf (siehe auch

Tabelle 12, sowie Marsh-Kriterien'®).

EMA war bei den Patientinnen mit SVA/TVA mit 23/9 = 2,5 positiv, bei den
mannlichen Patienten mit TVA/SVA hingegen mit 11/5 = 2,2. Bei den Patienten
mit der klassischen Prasentationsform wiesen also 28% bzw. 31% der Patienten
trotz nachgewiesener Biopsie ein negatives EMA auf. Von allen 69 Patienten
waren lediglich 71% EMA positiv.
Anhand dieses Resultats muss man die Aussagekraft der EMA bezuglich
Zoliakie grundlich abwagen, insbesondere bei der subklinischen Form, wo die
Ergebnisse noch gravierender waren, hier herrschte ein nahezu ausgeglichenes
Ergebnis zwischen EMA positiven und EMA negativen Patienten.
Dies (iberraschte, zeichnet sich EMA nach Maki®*® doch gerade durch eine
Sensitivitat von 89% - 100% aus. Doch muss man sich bei dem zu Grunde
liegenden Patientenkollektiv vor Augen halten, dass die retrospektiv
gewonnenen Daten aus den letzten 12 Jahren stammen. So ergaben sich fur
einen eventuellen falsch negativen EMA-Status folgende Ansatzpunkte:
= Viele Patienten stammten aus peripheren Hausern mit unterschiedlichen
Laboren, Diagnostika und diesbezlgliche Kriterien, so waren
insbesondere altere Ergebnisse bezuglich einer Fehldiagnose kritisch zu
betrachten und somit eingeschrankt aussagefahig.
» Drei der Patienten hatten einen bekannten IgA-Mangel und zeigten somit

einen negativen EMA-Status bei positiver Biopsie.
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= Die Daten wurden bei der Erstaufnahme der Patienten ins Tubinger
Zoliakiezentrum erhoben und somit nicht unbedingt zum Zeitpunkt der
Biopsie. Insbesondere altere Ergebnisse sind dahingehend kritisch zu
betrachten, da zwischen dem initial negativen EMA-Test und der Biopsie
oft Jahre liegen konnten. Es ist moglich, dass ein Patient welcher initial
EMA negativ war, Uber Jahre vom Tubinger Zdliakiezentrum betreut
wurde. Wahrend dieser Zeit ist die Zodliakie fortgeschritten und zeigt sich
in der Biopsie anhand einer TVA / SVA entsprechend Marsh 3b / 3c. Bei
diesen Patienten ware es dulRerst aufschlussreich vor der Therapie den
EMA-Status zu wiederholen und diesen somit zu validieren.

4.2.1 Korrelation zwischen HLA-Status und Schweregrad der Klinik

Im Laufe der Studie kristallisierte sich mehr und mehr die Frage heraus, ob es
Patienten mit einem anhand des HLA-Status verifizierbaren genetisch erhdhten
Risikos gab an Zoliakie zu erkranken. Wir stellten uns die Frage, ob eine
Korrelation zwischen HLA-Status (Homozygotie / Heterozygotie) und
Schwereggrad der Klinik existierte. Aus anderen mit dem HLA-Komplex in
Verbindung stehenden Erkrankungen waren solche Studien bekannt® 8 79 109,
Als Patienten mit einem genetisch erhohten Risiko betrachteten wir jene, welche
DQA1*0501 - DQB1*0201 DQ2-Homozygot, DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8)
oder DQ2 & DQ8 positiv waren. All diese Patienten hatten genetisch gesehen
eine Pradisposition verstarkt an Zoliakie zu erkranken, wovon auch Sollid"*® und
Greco®' ausgingen.

Von den 48 Zoliakiepatienten mit klassischer Prasentationsform und mit
gesicherter SVA/TVA, waren 2 DQ2 Homozygot, 40 DQ2 Heterozygot, 3 DQS8
positiv und einer DQ2 und DQ8 positiv. Die Patienten mit einer PVA waren
lediglich DQ2 Heterozygot.

Von den 17 Zoliakiepatienten mit einer subklinischen Prasentationsform und mit
gesicherter SVA/TVA, waren 13 DQ2 Heterozygot, 1 war DQS8 positiv und keiner
war DQ2 Homozygot. Von den 3 Patienten mit einer PVA war einer DQ2
Heterozygot und die anderen beiden DQ2/DQ8 negativ.
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Alle Patienten mit einem erhohten genetischen Risiko wiesen eine klassische
Prasentationsform auf, mit auffallend ausgepragter Zottenatrophie. Dies
bedeutete, dass Patienten welche DQA1*0501 - DQB1*0201 DQ2-Homozygot,
DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) oder DQ2 & DQ8 positiv waren ein ungemein
erhohtes Risiko hatten an einer klassischen Zdliakie mit SVA/TVA zu erkranken,
als an einer eher subklinischen Form.

Von besonderem Augenmerk waren auch der Zeitpunkt der Erstsymptomatik
und das Intervall zwischen derselben und der intestinalen Biopsie. Die
Hypothese hinter dieser Betrachtung war, dass das Alter beim Auftreten der
Erstsymptomatik mit dem DQ-Status umgekehrt positiv korreliert. Dies bedeutete
konkret, dass ein DQ-Status mit erhdhtem Risiko zu einer friheren
Zottenatrophie flhrt, mit einer damit frGher assoziierten Erstsymptomatik. Ein
weiterer Aspekt in diesem Zusammenhang war der des Intervalls zwischen
Erstsymptomatik und intestinaler Biopsie mittels Watson-Kapsel'*®. Ein erhdhtes
genetisches Risiko mit einer dahingehenden friiheren Zottenatrophie bedingte
eine starkere Erstsymptomatik® mit daraus resultierender beschleunigter

Indikation zur Diinndarmbiopsie™ "** 1%,

Die Ergebnisse unserer Studie bestatigten diese Hypothese. Wie bereits unter
3.4 und in Tabelle 21 gezeigt, sprechen die Zahlen fur sich. Bei den Patienten
mit einem erhohten genetischen Risiko war die Prasentationsform durchweg

1'*3 und Klassifikation anhand der

klassisch. Die Biopsie mittels Watson-Kapse
Marsh-Kriterien'® ( siehe auch Tabelle 12) durchweg zumindest Marsh 3b /
SVA. Das Intervall zwischen Symptomausbruch und Biopsie war mit 23 Tagen
(DQ2/DQ2), 78 Tagen (DQ8), 24 Tagen (DQ2 & DQ8), entschieden geringer als
bei den DQ2 Heterozygoten mit 370 Tagen. Ein ahnliches Bild ergab sich bei der
Betrachtung der GrolRenperzentile und der Gewichts-perzentilen, wobei alle
Patienten mit risikoreicherem HLA-Status unter den Vergleichsdaten der DQ2

Heterozygoten lagen.
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Bei der vergleichenden Betrachtung der Zdliakiepatienten, welche ein genetisch
erhohtes Risiko aufwiesen, mit jenen welche DQ2 Heterozygot waren, gab es
interessante Resultate. Sie zeigten das klassische Bild, mit schwerer
Zottenatrophie, erkrankten allesamt friiher, zeigten ein perzentil retardiertes

Wachstum und wurden interessanterweise schneller diagnostiziert.

Die statistische Analyse des HLA DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) Heterodimer
in den einzelnen bioptisch definierten Gruppen untermauerte unsere Hypothese
ebenfalls. Diese zeigte, dass das RR bei den HLA DQA1*0501 - DQB1*0201
(DQ2) positiven Patienten mit einer TVA gegenuber einem gesunden
Kontrollgruppenkollektiv 20,952 betrug. Die HLA DQA1*0501 - DQB1*0201
(DQ2) positiven Patienten mit einer PVA hingegen, wiesen gegenuber einem
gesunden Kontrollgruppenkollektiv jedoch ein wesentlich geringeres RR von
lediglich 9,8421auf.

Betrachtete man das gesamte Patientenkollektiv, so zeigte sich ,dass das
Relative Risiko fur HLA DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) Heterodimer positive
Individuen an Zdliakie zu erkranken mit RR 19,127 (Kl 95% = 9,354 — 39,107)
gegenuber einer gesunden Kontrollgruppe signifikant erhoht war.

Je nach der zugrundeliegenden Verteilung von HLA-DQZ2 in der jeweiligen
ethinschen Gesamtpopulation unterliegt das RR an Zdliakie zu erkanken einem
gewissen Schwankungsgrad. So kommt Sollid"* in einer Studie aus Norwegen
auf ein RR von 18,749 (KI 95% = 8,763 — 41,381), Congia® in einer sardinischen
Studie auf ein RR von 21,02 (KI 95% = 6,854 — 37,438)und Houlston®' in einer
britischen Studie auf ein RR von 17,653 (KI95% = 9,103 — 34,761).
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Bei der vorgelegten Studie durfte man jedoch die eingeschrankte Gruppengrofie
nicht aus den Augen verlieren, die daher nur als bedingt reprasentativ betrachtet
werden konnte. Ein genetisch erhdhtes Risiko (DQA1*0501 - DQB1*0201 DQ2-
Homozygot, DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) oder DQ2 & DQ8 positiv) wiesen
24 % unserer Patienten auf, was immerhin ein Viertel aller Patienten war. Eine
breit angelegte, internationale Multi-Center-Studie, ware sicherlich ein sehr
interessantes Projekt. Die einzelnen Ergebnisse verschiedener Zdliakiezentren
kénnten zu einer grof3en, reprasentativen Studie geblndelt werden. Ein so
konzipiertes Studienprojekt mit einem groReren Kontingent an Patienten wirde
dazu beitragen, unsere Beobachtungen auf dem Gebiet eines mit einem
erhohten Risiko behafteten DQ-Status zu untermauern, um somit die

Pathophysiologie der diversen Manifestationen der Zdéliakie besser zu verstehen.
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4.3 Stellenwert der HLA-DQ Typisierung hinsichtlich der

serologischen und bioptischen Diagnostik

Kaum ein Thema hat in der padiatrischen Gastroenterologie in der letzten Zeit
fur so viel Verwirrung gesorgt, wie jenes der HLA-Typisierung unter

diagnostischen Gesichtspunkten.

Einzelne private labortechnische Institute werben unter dem Mantel der
Kosteneffizienz und preisen ihre jeweiligen Dienstleistungen zum Wohle des

167

Patienten an. In medizinischen Artikeln von Zimmer'’, Csizmadia®’ oder

Kaukinen” wird das Thema jedoch scharf kontrovers diskutiert.

Die gliltigen Empfehlungen der ESPGHAN" zur Zoliakiediagnostik bestehen
aus 1. Symptomatik, 2. Zoliakie-Serologie, 3. Duodenalbiopsie und 4. Remission
unter glutenfreier Erndhrung. Die moderne HLA-Diagnostik bezlglich DQ wird in
diesem Zusammenhang noch nicht bertcksichtigt.

In Studien von Sollid"*°, Congia®, Ploski'?®, Polvi'?® ' Houlston®' , Michalski'®
und Pena'®® wurden in verschiedenen europaischen Landern, beziiglich des
DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) / DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) Status bei
Zoliakiepatienten, bereits vergleichende Studien betrieben. Aus diesen Studien
ging hervor, dass die DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) / DQA1*0301 -
DQB1*0302 (DQ8) Frequenz bei an Zoliakie erkrankten Patienten zwischen 84%
und 99% lag. Eine ausfuhrliche Auflistung der vorangegangenen Studien
bezlglich der HLA-DQZ2 / DQ8 Frequenzen zeigt Tabelle 22.

Einzelne private labortechnische Institute machen sich diese Arbeiten zu nutze
und bieten Padiatern und besorgten Patienten bzw. Eltern eine fruhzeitige HLA-
Diagnostik an, um so die individuelle, genetische Pradisposition zu evaluieren.
Sie werben mit den offensichtlichen Vorteilen einer moglichst frihen HLA-

Typisierung im Zusammenhang mit Zdliakie, als da waren:

111



DISKUSSION

- Analyse der genetischen Pradisposition fur Zoliakie bei verdachtiger
Symptomatik.

- beschleunigte Diagnostik mit dahingehend effizienterer Therapie.

- Vermeidung von Malabsorption, retardiertem Wachstum und mit Zdliakie
assoziierten Sekundarerkrankungen.

- Wissenschaftliche Aspekte der DQ-Typisierung als Familienscreening mit
neuen Einblicken beziiglich Genetik und multifaktorieller Atiologie der
Zoliakie.

- Vermeiden von Risiken, wie Sie bei der DUnndarmbiopsie mittels Watson-

Kapsel'*

in Form von Narkoserisiko, Blutungen und Entzindungen
bestehen.

- Kosteneinsparung.
Diese Argumente scheinen primar fur sich zu sprechen, mussen jedoch kritisch
betrachtet werden.
Die heute kauflich zu erwerbenden HLA-DQ Typisierungs-Kits besitzen eine
Sensitivitat von 98 % bei einer Spezifitat von 98%’ ''2. Mit den propagierten
Typisierungs-Kits reagieren also 2 % der potentiellen Zdliakiepatienten HLA-DQ
falsch negativ. Aus den zuvor schon angesprochenen Studien von Sollid'®,
Congia?, Ploski'?, Polvi'® 2% Houlston®', Michalski'® und Pena'® ging hervor,
dass zwischen 84% und 99% der Zdliakiepatienten DQ2 positiv waren und die
restlichen DQ8 positiv waren. Kaukinen”, Csizmadia® und private
labortechnische Institute verwendeten dies fur ihre Argumentation.
Bezulglich der Pravalenz von DQ2 in einer mitteleuropaischen kaukasoiden
Gesamtpopulation gibt es in der Literatur recht genaue Angaben. Fur den
mitteleuropaischen Raum ergibt sich eine Spektrum von 19,4 %> — 21,2 % '*°',
was darauf zuruckzufuhren ist, dass die Studien in unterschiedlichen
europaischen Landern durchgefuhrt wurden, mit einer gewissen Diskrepanz.
Man kann also davon ausgehen, dass ca. 20% der mitteleuropaischen
Gesamtpopulation fir DQ2 positiv ist, ohne jedoch an Zoliakie zu erkranken™® **
41.51.187 Dje anderen Patienten, welche DQ2 negativ sind, sollen alle DQ8
positiv sein. Dies stimmt so aber nicht. Zoliakie ist eine multifaktorielle

Erkrankung'*®, von der man weil3, dass die (iberwiegende genetische
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Pradisposition auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 in der HLA-Region liegt®®
7914613 Eg gibt aber Zoliakiepatienten, welche EMA positiv sind, eine bioptisch
gesicherte Zottenatrophie aufweisen, jedoch DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQZ2)
und DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) negativ sind'® . Dies bedeutet, dass es
auch aullerhalb der bekannten HLA-Marker Regionen fur Zoliakie
pradispositionierende Allele gibt, welche jedoch nicht mit den kommerziellen
HLA-Kits diagnostiziert werden kdnnen. Von Seiten der viel propagierten
Kosteneffizienz belaufen sich die Kosten fur einen HLA-DQ Kit auf momentan 29

€ pro Patienten™ ™'

|143

, und die einer endoskopischen Untersuchung mittels
Watson-Kapsel'* , nebst histologischer Analyse, auf 224 € " pro Individuum. Die
falsch positiven und falsch negativen Resultate der HLA-Typisierung sind aber

zu bertcksichtigen.

Subsumiert man die oben dargelegten Argumente, so ist eine alleinige
Diagnostik der Zéliakie mittels HLA-DQ Typisierung abzulehnen'®’. Eine
lebenslange Gliadin freie Diat allein aufgrund eines positiven DQ-Status ist nicht
zu vertreten.

Betrachtet man die HLA-DQ Typisierung, neben Klinik und Biopsie, jedoch als
einen Baustein in der Zdliakie Diagnostik, so ist sie, insbesondere bei Patienten
mit einer subklinischen Prasentationsform und einer partiellen Zottenatrophie,
eine weitere Hilfsmethode™ °"*" % Die HLA-Diagnostik hat heute neben Klinik,
Biopsie und Serologie im Verbund ihren festen Platz in der Diagnostik'® % 16,
liefert sie doch ein weiteres Indiz fiir oder gegen die Diagnose Zéliakie. Maki®®
und Greco® sind sogar der Ansicht, dass die HLA-Diagnostik die Serologie in

naher Zukunft als diagnostisches Kriterium ersetzen wird'?® %
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4.4 HLA-DQ Status bei DQ2 und DQ8 negativen Patienten mit

bioptisch gesicherter Zoliakie

Die primare genetische Assoziation der Zoliakie besteht mit dem HLA-Locus
DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2). Dieser Typ wird bei 88%°% - 95%°" der
Patienten nachgewiesen. Die verbleibenden Individuen weisen gréfitenteils den
verwandten HLA-Typ DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8)'*°auf. Eine ausflhrliche
Auflistung der vorangegangenen Studien bezuglich der HLA-DQ2 Frequenzen
zeigt Tabelle 22.

Die meisten Zoliakiepatienten haben demnach entweder den DR3-DQ2
Haplotyp (den DRB1*0301 — DQA1*0501 — DQB1*0201 Haplotyp) oder aber
sind DR5 — DQ7 und DR7 — DQ2 Heterozygot (das heil3t, sie haben den
DRB1*11/12 — DQA1*0505 — DQB1*0301 und DRB1*07 — DQA1*0201 —
DQB1*0202 Haplotyp) '%* '** 153, Diese Thematik wurde unter 4.7.7 bereits
explizit erlautert und anhand von Abbildung 24 veranschaulicht.

Seit Lundin® 1993 HLA-DQ?2 als Marker-Gen fiir Zdliakie publizierte, wurde dies
in zahlreichen Studien verifiziert (siehe Tabelle 9). DQA1*0501 - DQB1*0201
(DQ2) wurde bei bis zu 95% der Zdliakiepatienten nachgewiesen, die restlichen
5 % galten als DQ8 positiv. Die wenigen verbleibenden Einzelfalle von Patienten
welche DQ2 / DQ8 negativ waren, mussten falsch negativ sein oder waren mit
sehr hoher Wahrscheinlichkeit gar nicht an Zoliakie erkrankt.

Mit den wachsenden Erkenntnissen Uber die multiplen Manifestationsformen der
Zoliakie, insbesondere der subklinischen Prasentationsformen, stieg auch die
Frequenz an DQ2 / DQ8 negativen, bioptisch verifizierten Zoliakiepatienten. Die
wenigen bis dato publizierten diesbezlglichen Arbeiten wurden in die
vorliegende Diskussion integriert.

Polvi'® wies 1998 in einer vergleichenden Studie zwischen finnischen und
spanischen Zoliakiepatienten als erster auf die Diskrepanz zwischen DQ2 / DQ8
negativem HLA-Status und bioptisch gesicherter Zdliakie hin. Von 15 % (13/84)
DQ2 negativen Probanden waren 8% (7/84) fur DQ8 positiv. Die verbleibenden
7 % (7/84) waren DQ2 und DQ8 negativ. Lediglich 0,7% (2 / 253) der Patienten
trugen bei der Studie von Polvi'® weder das DQA1*0501 noch das DQB1*0201
Allel. Unter der Federfiihrung von Karell”* kam eine diesbeziigliche, europaische
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Multicenterstudie zu ahnlichen Ergebnissen. Von 1008 Zdliakiepatienten waren
in dieser Studie 7 % (71/1008) DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) und
DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) negativ. Bei dieser Multicenterstudie waren
sogar lediglich 0,39% (4/1008) Patienten weder DQA1*0501 noch DQB1*0201
positiv.

Von den insgesamt 69 analysierten Patienten in unserer Studie waren
insgesamt 7 Patienten (2 mannliche und 5 weibliche) fir DQ2 und DQ8 negativ,
was 9,8% entspricht. Eine klassische Prasentationsform wiesen 4 (57%) der
Patienten auf, eine subklinische hingegen 3 (43%). Bezuglich der Zottenatrophie
hatten bei den DQ2 und DQS8 negativen 4 (57%) Patienten eine SVA und 3
(43%) eine PVA. Die GroRRenperzentile betrug durchschnittlich 23 bei einer
Gewichtsperzentilen von 23. Lediglich 3 der DQ2/DQ8 negativen Patienten
waren EMA positiv. Unter diesen Gesichtspunkten konnte, wie bereits unter 4.2
diskutiert, EMA bei DQ2 / DQ8 negativen Patienten nicht als diagnostisches
Kriterium gelten. Alle DQ2 /DQ8 negativen Patienten wurden nochmals komplett
typisiert, um einen eventuellen labortechnischen Fehler auszuschliel3en.
Allerdings bestand bei den 7 DQ2 /DQ8 negativen Patienten die Moglichkeit,
dass ihre DUnndarmbiopsie bei der pathologischen Untersuchung als falsch
positiv fur Zoliakie diagnostiziert wurde. Somit hatten wir den Fall einer falsch
positiven Dunndarmbiopsie bei einem richtigermalRen und zweimal kontrollierten
negativen DQ2/DQ8 Status. Heute werden alle Biopsate standardmaRig anhand

der Marshkriterien® (

s. auch Tabelle 12 im Anhang) in spezialisierten Labors
untersucht. Da diese Kriterien erst in den letzten Jahren eingefuhrt wurden
bestand die Mdglichkeit, dass altere Proben, wie oben erwahnt, als falsch positiv

gewertet wurden.

Eine detaillierte Einzelanalyse dieser Patientengruppe findet sich unter 3.4.6.
Wie aus dieser Einzelanalyse ersichtlich ist, wiesen alle DQA1*0501 -
DQB1*0201 (DQ2) und DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8) negativen Patienten,
die unterschiedlichsten Kriterien auf; klassische, subklinische Prasentationsform,
SVA, PVA, EMA positiv, EMA negativ und doch zeigten alle eine

Gemeinsamkeit.
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Alle 7 DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) und DQA1*0301 - DQB1*0302 (DQ8)
negativen Patienten zeigten zumindest ein Allel des DQ2 Heterodimers. Sie
waren somit alle entweder DQA1*0501 oder DQB1*0201 positiv.

Dies veranschaulicht auch Tabelle 18.

Wir kamen mit den Ergebnissen der vorgelegten Studie zu der Schluss-
folgerung, dass bei den DQ2/ DQ8 negativen Patienten bereits ein Allel des
DQ2-Heterodimers ausreichte, um die jeweilige Pradisposition fur Zoliakie

1128

1”2 und Polvi

vorzuweisen, wie zuvor auch von Karel
Auch kam unser Ergebnis mit 9,8 % (7/69 ) DQ2 / DQ8 negativen Patienten,
wenn man unsere eingeschrankte Gruppengrof3e von 69 Patienten betrachtete,

publiziert.

den Resultaten von Polvi'® mit 7 % (7/84) und denen von Karell”” mit 7 %
(71/1008) DQ2 /DQ8 negativen Patienten recht nahe.

Als Fazit der Diskussion des HLA-DQ Status bei DQ2 und DQ8 negativen
Patienten mit bioptisch gesicherter Zdliakie galt, dass die vorgelegte Studie die

Resultate der von Karell”? und Polvi'?®

in ihren, unabhangig voneinander
publizierten Studien bestatigte.

Bei dieser speziellen Patientengruppe ware es allerdings im Interesse der
Patienten gewesen ihren positiven Zoliakie-Status erneut zu validieren. Da ihr
negativer HLA-DQ2 / DQ8 Status sie nur eingeschrankt fur eine Zdliakie

pradispositionierte.

Eine erneute Untersuchung dieser 7 Patienten unter Glutenbelastung war daher

sehr zu empfehlen.

116



ZUSAMMENFASSUNG

5 Zusammenfassung

Im Kklinischen Erscheinungsbild der Zéliakie hat sich ein epidemiologischer Wandel
vollzogen (vgl. 1.2.3). Wurde vormals tberwiegend das klassische Erscheinungsbild
der Zoliakie beschrieben, so beobachtet man heute immer mehr Patienten mit den
silenten Prasentationsformen der Zoliakie. Dies hat allerdings weniger mit einem
Wandel der Krankheit per se zu tun, als viel mehr mit der verbesserten Diagnostik —
nicht zuletzt Dank der Fortschritte auf dem Gebiet der Screeningmethoden.

Aus vorhergehenden Studien ist bekannt, dass die primare genetische Assoziation der
Zoliakie mit dem HLA-Locus DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) bzw. DQA1*0301 -
DQB1*0302 (DQ8) besteht. Fur Deutschland lagen solche Daten bisher jedoch nicht
vor, weswegen wir ein reprasentatives Kollektiv des Tibinger Zoéliakiezentrums, nebst
Kontrollgruppenkollektiv, auf HLA-DQ2 und HLA-DQ8 hin analysierten.

Von den insgesamt 69 analysierten Patienten dieser Studie waren 2 fir DQ2
DQA1*0501 - DQB1*0201 Homozygot (2,9%) und 58 Heterozygot (84,1%).
Insgesamt waren somit 60 von 69 Patienten fiir DQ2 positiv, was DQ2= 87%
entsprach. Von den insgesamt 26 Probanden des Kontrollgruppenkollektives waren
insgesamt 5 DQ2 positiv (19,2%), was der Pravalenz in einer kaukasoiden
mitteleuropaischen Gesamtpopulation mit 20,7% recht nahe kam.

Vier unserer Patienten waren fir DQA1*0301-DQB1*0302 (DQ8) Heterozygot, was
DQ8 = 5,8% entsprach, im Kontrollgruppenkollektiv lediglich einer (3,8%). Von den 4
DQ8 positiven Patienten waren 2 fur DQ2 und DQ8 Heterozygot, somit also DQ2 und
DQS8 positiv 2,9%.

Insgesamt waren 90,2 % der Patientengruppe fiir DQ2 und DQ8 positiv.

Das HLA DQA1*0501 - DQB1*0201 (DQ2) Heterodimer war in unserem Patienten-
kollektiv mit Zdliakie gegenuber der gesunden Kontrollgruppe mit einem RR von
19,127 (KI 95% = 9,354 — 39,107) signifikant erhéht.

Lediglich 7 der 69 Patienten waren fir DQ2 und DQ8 negativ = 9,8%.

Alle 7 DQ2 und DQ8 negativen Patienten zeigten zumindest ein Allel des DQ2
Heterodimers, sie waren somit alle entweder flir DQA1*0501 oder DQB1*0201 positiv.
Wir kamen bei den DQ2/DQ8 negativen Patienten zu der Schlussfolgerung, dass bei
den DQ2/ DQ8 negativen Patienten bereits ein Allel des DQ2-Heterodimers ausreichte
um die Pradisposition flir Zéliakie vorzuweisen.

Bei der retrospektiven Validierung der Klinik in Relation zu der genetischen Analyse
konnten wir nachweisen, dass Patienten welche DQ2-Homozygot, DQ8 positiv oder
DQ2 & DQ8 positiv waren, eine verstarkte genetische Pradisposition hatten an Zdliakie
zu erkranken. Bei der vergleichenden Betrachtung zeigten alle Patienten mit einem
risikoreicheren DQ-Status die klassische Prasentationsform, mit schwerer Zotten-
atrophie (TVA / Marsh 3c). Sie erkrankten allesamt friiher, zeigten ein retardiertes
Wachstum und wurden interessanterweise schneller diagnostiziert.

Unter dem Gesichtspunkt des Stellenwertes der HLA-DQ Typisierung hinsichtlich der
serologischen und bioptischen Diagnostik zeigte sich, dass eine alleinige Diagnostik
der Zoliakie mittels HLA-DQ Typisierung nicht zu vertreten ist.

Betrachtet man die HLA-DQ Typisierung, neben Klinik, Biopsie und Serologie jedoch
als ein weiteres Indiz fur die Diagnose Zdliakie, so reprasentiert sie eine nitzliche
Hilfsmethode in der Diagnostik, insbesondere bei Patienten mit einer subklinischen
Prasentationsform oder beim Ausschluss einer Zoliakie.
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TABELLEN

7 Tabellen
Tabelle 1:  Allelfrequenzen des HLA-Komplexes in unterschiedlichen
Populationen nach Baur’ M. B. et al.

Allel | Kaukas. | Mongoloide | Negroide Allel | Kaukas. | Mongoloide | Negr.
A1 14.2 1.0 8.1 B55 1.6 2.1 0
A2 28.9 28.1 17.5 B56 1.1 1.5 0.3
A3 13.2 1.5 6.7 B57 2.9 0.7 2.9
A11 6.3 11.7 1.9 B58 1.8 1.9 10.7
A23 1.4 0.1 8.0 B59 0 1.2 0
A24 | 103 314 4.8 B60 3.8 6.5 2.3
A25 24 0 0 B61 2.1 11.7 1.5
A26 3.2 7.2 4.5 B62 6.1 9.6 2.6
A28 4.7 2.1 9.9 B63 0.7 0 1.9
A29 2.9 0.4 4.9 B64 1.1 0 1.3
A30 3.5 23 11.0 B65 2.6 0.2 1.6
A31 2.9 5.2 1.6 B67 0 0.1 0
A32 3.9 0.4 2.3 B71 0.1 0.4 0.8
A33 1.4 6.0 3.9 B72 0.3 0.5 71
A34 0.1 0.3 5.1 B73 0.1 0.2 0
A36 0.1 0.1 3.2 BX 4 5.9 1.5
A43 0 0 1.3

A66 0.2 0.5 0.3 Cwi1 3.3 16.3 1.0
AX 0.4 1.7 5.0 Cw2 4.1 1.0 11.9

Cw3 12.6 27.3 8.3

B7 11.5 4.7 12.1 Cw4 11.6 5.3 14.0
B8 9.6 0.2 5.5 Cw5 6.9 0.6 3.0
B13 2.9 3.8 1.6 Cwb 8.6 3.8 12.9
B18 5.5 0.3 4.2 Cw7 24.3 12.1 241
B27 34 1.6 1.9 Cw8 3.7 0.3 3.5
B35 10.5 10.2 71 CX 24.9 33.3 21.3
B37 1.6 0.6 1.3

B38 2.5 0.7 1.6 DR1 9.5 5.0 5.1
B39 2.0 0.4 0 DR2 15.8 15.1 15.1
B41 0.9 0.1 2.3 DR3 12.0 1.8 14.9
B42 0.2 0.5 5.8 DR4 12.7 21.8 7.6
B44 12.3 6.0 7.7 DR7 12.0 2.9 13.2
B45 0.4 0.1 2.3 DR8 3.0 7.3 0.8
B46 0.1 3.6 0 DR9 0.8 11.5 1.5
B47 0.2 0.4 0 DR10 0.8 0.5 2.3
B48 0 1.6 0 DR11 12.3 4.0 16.5
B49 1.8 0.3 2.3 DR12 2.0 7.2 3.4
B50 1.1 0.3 0.6 DR13 5.4 2.9 3.8
B51 6.2 7.8 1.9 DR14 5.8 6.8 10.7
B52 2.0 7.3 0.6 DRX 7.9 13.2 5.1




TABELLEN

Tabelle.2:

nach Bodmer et al.”>.

HLA-DQ-Antigene

Auflistung der bis 2004 bekannten HLA-Antigene und Spezifitdten

HLA-Allele ser. | frihere HLA-Allele ser. | frlhere
HLA | Bezeichnung HLA | Bezeichnung
Spz Spz
DQA1*010101 - DQA1.1,1.9 DQB1*0304 DQ7 | DQB1*03HP,
*03new
DQA1*010102 | - DQA1*0101 DQB1*030501 DQ8 | DQB1*03KC
DQA1*010201 - DQA 1.2, 1.19, | DQB1*030502 | - -
1.AZH
DQA1*010202 | - - DQB1*0306 DQ3 | DQB1*MAT
DQA1*0103 - DQA 1.3, 1.18, | DQB1*0308 - -
DRw8-DQw1
DQA1*010401 - - DQB1*0309 - DQ3 Var
DQA1*010402 | - DQA1*new DQB1*0310 DQ8 | DQB1*03new
DQA1*0105 - - DQB1*0311 - -
DQA1*0106 - 183DQA1 DQB1*0312 - -
DQA1*0201 - DQA 2, 3.7 DQB1*0313 - -
DQA1*030101 - DQA 3, 3.1, DQB1*0401 DQ4 | DQB 4.1, Wa
DQA1*0302 - DQA 3, 3.1, DQB1*0402 DQ4 | DQB 4.2, Wa,
DR9-DQw3 E1448
DQA1*0303 - - DQB1*050101 DQ5 | DQB 1.1,
DRw10-
DQw1.1
DQA1*0401 - DQA 4.2, 3.8 DQB1*050102 DQ5 | DQB1*05COT
DQA1*050101 - DQA 4.1, 2, DQB1*050201 DQ5 | DQB 1.2, 1.21
dJ93N13
DQA1*050102 | - DQA 4.1, 2 DQB1*050202 | - -
DQA1*0502 - - DQB1*050301 DQ5 | DQB 1.3, 1.9,
1.3.1
DQA1*0503 - - DQB1*050302 DQ5 | DQ@B 1.3, 1.9,
1.3.2
DQA1*0504 - DQA1*05YD, DQB1*0504 DQ5 | DQB 1.9
DQAO5MC
DQA1*0505 - DQA 4.1, 2 DQB1*060101 DQ6 | DQB 1.4, 1.12
DQA1*06010 - DQA 4.3 DQB1*060102 DQ6 | DQB1*0601v
a
DQA1*060102 | - - DQB1*060103 DQ6 | DQO6W649R
DQB1*0201 DQ2 | DQB 2 DQB1*0602 DQ6 | DQB 1.5,1.2
DQB1*0202 DQ2 | DQB 2 DQB1*0603 DQ6 | DQB 1.6, 1.18
DQB1*0203 DQ2 | DQB1*02DL, DQB1*060401 DQ6 | DQB 1.7, 1.19
DQB1*GHA30
DQB1*030101 DQ7 | DQB 3.1, DQB1*060402 DQ6 | DQB1*0604
DQO0301W515
DQB1*030102 DQ7 | DQB1*03GPT DQB1*060501 DQ6 | DQB 1.8,
DQBSLE,
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1.19b, 2013-

24
DQB1*0302 DQ8 | DQB 3.2 DQB1*060502 | DQ6 | DQB1*MDvVR-

1
DQB1*03032 DQ9 | DAB 3.3 DQB1*0606 - DQB1*WA1

DQB1*03033 DQY9 | DQB1*03New

Tabelle 3:

DQ

assoziierte DR-Antigene

DQ1

DR1, DR2, DR6, DR10

DQ2

DR7, DR17

DQ3

DR5, DR, DR4 (meist)

DQ4

DR8, DR4 (selten)

Assoziationen zwischen DR- und DQ-Antigenen nach Kiefel”.
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Tabelle 4:

Serologisch definierte supertypische und subtypische

Charakteristika von HLA-A, HLA-B und HLA-C Antigenen nach
Kiefel™.

supertypische | subtypische supertypische | subtypische

Merkmale Merkmale Merkmale Merkmale

A1 A11

A2 A19 A29, A30, A31, A32,
A33, A74

A203 A28 A68, A69

A210 A36

A3 A43

A9 A23, A24 A80

A10 A25, A26, A34, A66

supertypische | subtypische supertypische | subtypische

Merkmale Merkmale Merkmale Merkmale

B5 B51, B52 B46

B7 B47

B703 B48

B8 B5102

B12 B44, B45 B5103

B13 B53

B14 B64, B65 B59

B15 B62, B63, B75, B76, B77 B67

B16 B38, B39 B70 B71, B72

B17 B57, B58 B73

B18 B78

B21 B49, B50 B81

B22 B54, B55, B56 Bw4

B27 Bw6

B2708

B35 Cwi1

B37 Cw2

B3901 Cw3 Cw9, Cw10

B3902 Cw4

B40 B60, B61 Cwh

B4005 Cwb

B41 Cw7

B42 Cw8
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Tabelle 5:  Wichtige kreuzreagierende Gruppen der HLA-A und HLA-B
Antigene nach Kiefel”.

CREG Assoziierte Genprodukte

1C A1, 3,9, 10, 11, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 43
2C A2, 28,9, B17

28C A28, 33, 34, 26

5C B5, 53, 35, 18, 70, 15, 17, 21

12C B12, 21, 40, 13, 41

7C B7, 22, 27, 40, 13, 42, 47, 48

22C B22, 16, 67, 42

8C B8, 14, 18, 59, 16, 51

Tabelle 6:  Zuordnung der ,breit” reagierenden Determinanten Bw4 und Bw6
zu HLA-A und HLA-B Antigenen nach Kiefel”.

HLA- | HLA- HLA- HLA- HLA- | HLA- HLA- HLA-
Bw4 | Bw6 Bw4 Bwb6 Bw4 Bwb6 Bw4 Bw6
B5 B41 B58 B76
B7 B42 B59 B77
B8 B44(12) | B45(12) B60(40) B78
B13 B46 B61(40) B81
B14 B47 B62(15)
B17 B48 B63 A9
B18 B49(21) | B50(21) B64(14) A23(9)
B22 B51(5) B65(14) A24(9)
B27 B52(5) B67 A25(10)
B35 B53 B70 A2403
B37 B54(22) B71(70) A32(19)
B38 | B39(16) B55(22) B72(70)
B40 B56(22) B73
B57(17) B75(15)
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Tabelle 7:  Ausgewéhlte Beispiele von HLA-Assoziationen mit Erkrankungen

nach WaBmuth'®.

HLA-assoziierte HLA- HLA-Antigen-Frequenz (%)

Krankheiten Merkmal | bei Erkrankten bei Gesunden relatives
Risiko

Rheumatologie

Morbus Bechterew B27 90% 9% 91

Morbus Reiter B27 79% 9% 38

Akute vord. Uveitis B27 52% 9% 11

rheumatoide Arthritis B27 42% 9% 11

Dermatologie

Psoriasis vulgaris Cwb 74% 26% 35

Morbus Behcet B51 41% 10% 8

Neurologie

Myasthenia gravis DR3 50% 28% 4

Endokrinologie

subaktive Thyreoditis B35 70% 15% 18

Gastroenterologie

idiop. A3 76% 28% 8

Hamochromatose

relatives Risiko = Anzahl der Patienten mit dem assoziierten HLA-Merkmal x Anzahl
HLA-negativer Kontrollen / Anzahl Patienten ohne x Anzahl Kontrollen mit dem

assoziierten HLA-Merkmal.
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Tabelle 8:
Zobliakiediagnostik.

Historischer Riickblick liber die ,Meilensteine” der

Erster Bericht einer Malabsorptionsstérung, ahnlich der

Aretaeus von

heutigen Zdliakie. Kappadochia 2
Jahrhundert AD'*?,
Erster detaillierte klinische Beschreibung der Zéliakie. Gee"
1888
Erste Beschreibung der charakteristischen Mukosalésion | Benecke"
der Zoliakie. 1910
Erste erfolgreiche Diat bei Zéliakie, bestehend aus Haas>
Frichten, Gemise und Milchpulver. 1924-1932
Weizen und verwandte Cerealien als Trigger der Zdliakie. | Dicke™
1950

Identifikation von Gluten als toxisches Agens der Zéliakie.

Van de Kramer™®
1953

Villdse Atrophie und Kryptenhyperplasie als Paulley™
pathognomonische Lasion der Zoliakie: 1954
Zdliakie und die nicht tropische Sprue haben die gleiche Rubin'®
Pathogenese, Einsatz der Watson-Kapsel zur Biopsie. 1960
Genetische Assoziation der Zoliakie McDonald ™’
1965
Gliadin triggert die Cytokinfreisetzung bei Zdliakie. Ferguson®
1975
Zéliakie im Zusammenhang mit HLA-D. Howell®
1986
HLA-DQ2 ist in Bezug zu Zéliakie in cis oder trans kodiert. | Sollid™’
1989
Intraepitheliale y / 3-T-Zellen sind charakteristisch fiir Spencer™®
Zoliakie . 1989
Postulierung der fiinf Phasen der Mukosa-Progression. Marsh'®
1992
Isolation von Gliadin spezifischen HLA-DQ2 T-Zellen aus | Lundin®
der intestinalen Mukosa von Patienten mit Zdliakie. 1993
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Tabelle 9:
und Préavalenz.

Ubersicht der mit Zéliakie assoziierten Erkrankungen, nebst RR

1. Erkrankungen mit gesicherter Assoziation (vielfach belegt).

Erkrankung Pravalenz (P), bzw. | Literaturangaben
relatives Risiko
(RR)
Dermatitis herpetiformis 124, 140
Insulinpflichtiger Diabetes mellitus P: 0,0 — 5,6% 31,43,127,139,65
IgA-Mangel RR: 10 — 20% 20, 105,
P:7,7%
Verwandte ersten Grades P:1,9-18,0% 14, 150, 98, 70

2. Erkrankungen mit wahrscheinlicher Assoziation (mehrere Studien, die ein
statistisch signifikant erhéhtes Risiko belegen).

Down Syndrom P:1,6 -16,9% | 138,43
Minderwuchs P:2,6 -8,3% 81, 149
Autoimmunthyreoditis RR: 2 21
Asthma oder atopische Erkrankungen RR:1-5,8 21
Epilepsie und zerebrale Kalzifikationen 45
3. Erkrankungen mit moéglicher Assoziation (Fallberichte).

Morbus Addison 21
Dementia 7
Sarkoidose 77
chronische Lebererkrankungen 57
rheumatische Erkrankungen P:0,4-25% 21, 86




TABELLEN

Tabelle 10: Prévalenz der Zébliakie, basierend auf epidemiologischen
Screening-Studien, oder anhand der klinischen Diagnose.

Geographisches Gebiet Pravalenz anhand Pravalenz anhand
der klinischen Diagnose® | der Screening-Daten
Brasilien® ? 1:400
Danemark'® 1:10,000 1:500
Finnland™ 1:1000 1:130
Deutschland® 1:2300 1:500
Italien™® 1:1000 1:184
Niederlande™ 1:4500 1:198
Norwegen® 1:675 1:250
Slowenien ? 1:550
Schweden® 1:330 1:190
GroRbritannien® 1:300 1:112
USA* 1:10,000 1:111
Welt (Durchschnitt)'® 1:3345 1:266

a: klassische gastroenterologische Symptome.
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Tabelle 11:
Fasano®’

Madgliche klinische Manifestationsformen der Zdliakie nach

Chron. Diarrhoe _ IDDM

Meteorismus Sideropenische Anamie Autoimmune
Thyreoditis
Flatulenz Kleinwuchs Autoimmune
Hepatitis
Malabsorptionssyndrome | Osteopenie Sjogren-Syndrom
Hypovitaminosen Rekurrente Aborte Morbus Addison

Gedeihstérungen

Hepatische Steatosis

Down Syndrom

VerdriefRlichkeit

Rekkurente abdominelle

Autoimmune

Beschwerden. atrophische
Gastritis
Flatulenz Turner Syndrom
Kongenitale
: Herzfehler
Dermatitis herpetiformis Williams Syndrom
Zahnschmelz-Hypoplasie IGA-Mangel

Ataxie

Alopezie

Primare Billiare Zirrhose

Hypertransaminasen

Rekkurente aphtose
Stomatitis

Myasthenia gravis

Recurrente Pericarditis

Psoriasis

Polyneuropathie

Epilepsie

Vasculitis

Dilatative Kardiomyopathie

X-10
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Tabelle 12: Klassifikation der Diinndarmmukosa nach Marsh'®, modifiziert
nach Oberhuber'.

Zotten Krypten IEL'
Marsh O Normal Normal <40
Marsh 1 Normal Normal >40
Marsh 2 Normal Hyperplasie > 40
Marsh 3 a PVA? Hyperplasie > 40
Marsh 3 b SVA3 Hyperplasie >40
Marsh 3 ¢ TVA* Hyperplasie >40

'[EL — intraepitheliale Lymphozytenzahl/100 Enterozyten
’PVA — partielle Zottenatrophie

*SVA — subtotale Zottenatrophie

*TVA - totale Zottenatrophie

Tabelle 20:

Phanotypen gegliedert nach klinischer Prasentationsform,
Geschlecht, EMA und Typus der Zottenatrophie.

Tabelle A: Klassische Prasentationsform weiblich.

Tabelle B: Klassische Prasentationsform méannlich.

Tabelle C: Subklinische Prasentationsform weiblich.

Tabelle D: Subklinische Prasentationsform mannlich.

X-11
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X-12

Tabelle: A
Klassische Prasentationsform
weiblich
SVA/TVA PVA
(32) (3)
EMA pos. EMA neg. EMA pos. EMA neg.
(23) 9) 3) (0)
DQ2 Homozygot —— DQA1*0501 — DQB1*0201(2)
(DQA1/DQB1) -
DQ2 Homozygot keine
(DQA1/DQB1)
DQA1*0201/*0501 — DQB1*0201/*03(11)
DQA1*0601/*0501 — DQB1*0201/*03 (4)
DQA1*0101/*0501 — DQB1*0201/*05 (1)
DQ2 Heterozygot DQA1*0102/*0501 — DQB1*0201/*03 (1)
(DQA1/DQB1) DQA1*0102/*0501 — DQB1*0201/*06 (2)
DQA1*0104/*0501 — DQB1*0201/*03 (1)
DQA1*0201/*0501 — DQB1*0202/*03 (1)
DQA1*0201/*0501 — DQB1*0201/*02 (1)
DQA1*0303/*0501 — DQB1*0201/*03 (1)
DQA1*0501/*0501 — DQB1*0201/*03 (1)
DQA1*0601/*0501 — DQB1*0201/*02 (1) DQA1*0102/*0501
- DQB1*0201/*06
Gesamt: 25 DQA1*0201/%0501
- DQB1*0201/*03
DQ2 Heterozygot DQA1*0303/*0501
(DQA1/DQB1) -DQB10201/%03
DQ2 + DQ8 keine
Gesamt: 3
DQ8 5
DQ2 + DQ8 keine
negativ
DQA1*0103/0201-DQB1*0201/*06 (1)
DQ2/DQ8 DQA1*0104/0201-DQB1*0201/*05 (1) coine
negativ DQA1*0201/*0401-DQB1*0201/03 (1) | DQ8 !
Gesamt: 3
DQ2 + DQ8 keine
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X-13

Tabelle: B
Klassische Prasentationsform
mannlich
SVA/TVA PVA
(16) (1)
EMA pos. EMA neg. EMA pos. EMA neg.
(11) (5) (1) (0)
DQ2 Homozygot keine
(DQA1/DQB1) :
DQ2 Homozygot keine
(DQA1/DQB1)
DQA1*0201/*0501 - DQB1*0201/*03 (5)
DQA1*0501/*0501 - DQB1*0201/*03 (2)
DQA1*0102/*0501 - DQB1*0201/*05 (1)
DQ2 Heterozygot DQA1*0102/*0501 - DQB1*0201/*06 (1)
(DQA1/DQB1) DQA1*0103/*0501 - DQB1*0201/*06 (1)
DQA1*0201/*0501 - DQB1*0201/*02 (2)
DQA1*0301/*0501 - DQB1*0201/*03 (1)
DQA1*0601/*0501 - DQB1*0201/*03 (2)
Gesamt: 15
DQA1*0102/*0501
DQ2 Heterozygot - DQB1*0201/*06
(DQA1/DQB1)
DQ2 + DQ8 1
DQ8 1
DQ2 + DQ8 keine
negativ
DQ2/DQ8 DQA1*0102/*0501 - DQB1*03/*06(1)
negativ -
DQS8 keine
DQ2 + DQ8 keine
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Tabelle: C
Subklinische Prasentationsform
weiblich
SVA/TVA PVA
(8) (3)
EMA pos. EMA neg. EMA pos. EMA neg.
(4) (4) (2) (1)
DQ2 Homozygot keine
(DQA1/DQB1) .
DQ2 Homozygot keine

(DQA1/DQB1)

DQA1*0201/*0501 - DQB1*0201/*03 (5)
DQA1*0601/*0501 - DQB1*0201/*03 (1)
DQA1*0104/*0501 - DQB1*0201/*03 (1)

DQ2 Heterozygot

(DQA1/DQB1) Gesamt: 7
DQA1*0102/*0501
- DQB1*0201/*06
DQA1*0101/*0501
- DQB1*0201/*03
DQ2 Heterozygot Gesamt: 2
(DQA1/DQB1)
DQ2 + DQS8 keine
DQ8 ;
keine
DQ2 + DQ8 keine
negativ
DQ2/ DQ8 DQA1*0103/*0501 -DQB1*03/*06 (1)
Negativ DQ8 keine
DQ2 + DQ8 keine

X-14
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Tabelle: D
Subklinische Prasentationsform
mannlich
SVA/TVA PVA
(5) (1)
EMA pos. EMA neg. EMA pos. EMA neg.
(4) (1) (1) (0)
DQ2 Homozygot keine
(DQA1/DQB1) .
DQ2 Homozygot keine
(DQA1/DQB1)

DQA1*0101/*0501 - DQB1*0201/*03 (1)
DQA1*0102/*0501 - DQB1*0201/*03 (2)
DQA1*0102/*0501 - DQB1*0201/*06 (1)
DQ2 Heterozygot DQA1*0301/*0501 - DQB1*0201/*03 (1)

(DQA1/DQB1) Gesamt: 5
DQ2 Heterozygot keine
(DQA1/DQB1)
DQ2 + DQ8 1
DQ8 1 DQA1*0103/*0501
DQ2 + DQS8 1
negativ - DQB1*03/*05
DQ2 / DQ8 keine
Negativ DQ8 keine
DQ2 + DQ8 keine

X-15
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Tabelle: 21 Retrospektive Klinik in Relation zur genetischen Analyse.
Gesamt DQ2/DQ2 DQ2 DQ8
Heterozygot
Geschlecht (J/2) 23/46 1/1 20/38 0/2
EMA (pos./neg.) 49/20 2/0 42/16 2/0
Alter beim Auftreten | 1376 T 891 T 1211 T 2796 T
der Symptome = 310/12 J = 2 5/12 J = 3 4/12 J = 7 8/12 J
Alter zum Zeitpunkt | 1609 T 914 T 1581 T 2847 T
der Diagnose =412y =212 =442 =72
Intervall zwischen 233 T 23T 370 T 78T
Symptomausbruch
und Biopsie
Prasentationsform 52/17 2/0 43/15 2/0
(klassisch/atypisch)
Perzentile GroRe % 23 37,25 22 3
Perzentile Gewicht % | 20,3 42,5 19 3
Biopsie (SVA/PVA) 61/8 2/0 52/6 2/0
Gruppengrofe 69 2 58 2
DQ2 + DQ8 | DQ a DQ B DQ2 + DQ8
double dose | double dose | negativ
Geschlecht (J/9) 2/0 1/2 2/2 2/5
EMA (pos./neg.) 2/0 1/2 31 3/4
Alter beim Auftreten | 2518 T 2065 T 1237 T 1209 T
der Symptome = 6 11/12 J = 58/12 J = 3 5/12 J = 3 4/12 J
Alter zum Zeitpunkt | 2542 T 2305T 1706 T 1361 T
der Diagnose =7J =62y =497 =392y
Intervall zwischen 24T 240 T 469 T 152 T
Symptomausbruch
und Biopsie
Prasentationsform 2/0 3/0 2/2 4/3
(klassisch/atypisch)
Perzentile GroRe % 3 10 3 23
Perzentile Gewicht % | 7 8 3 23
Biopsie (SVA/PVA) 2/0 3/0 4/0 4/3
GruppengroBe 2 3 4 7
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Tabelle 22: Frequenz und RR von Zdliakie bei HLA-DQ2 positiven Kaukasiern.

Auflistung vorangegangener Studien.

Autoren Land Patientenanzahl | HLA-DQ2/DQ8 RR
mit Zoliakie pos.
Patienten mit
Zoliakie
n (%)
Sollid et al."™ | Norwegen 94 93*(99) 18,749
1989
Congia et Sardinien 66 57%(86) 21,102
al.® 1994
Ploski et al'®® | Schweden 135 130(96) NA
1996
Michalski et Irland 90 79(87) NA
al."® 1996
Polvi et al.™, | Finnland 45 45(100) 24,138
1996
Balais et al.”, | Spanien 212 210(99) NA
1997
Houlston et UK 78 70%(84) 17,653
al.’’ 1997
Polvi et al.’®, | Finnland 84 82(98) NA
1998
Polvi etal.,"® | Spanien 189 181(96) NA
1998

NA

*

keine Daten vorhanden

Nur HLA-DQ2 Frequenz untersucht

X-17




ANHANG

8 Anhang

X-1 HLA-Klasse-l Antigene

Die HLA-Antigene der Klasse-I sind Glykoprotein-Dimere, die aus zwei nicht
kovalenten Polypeptidketten betstehen. Das gebildete Dimer besteht aus einer
schweren a-Kette und einer leichten B-Kette (siehe Abb.X-1). Die schwere Kette
wird von Klasse-l Genen des HLA-Systems kodiert. Die leichte Kette hingegen,
das B2-Mikroglobulin, wird als einziges Protein des HLA-Systems von einem
Gen aulderhalb des MHC-Komplexes kodiert, welches sich auf Chromosom 15
befindet. Das B2-Mikroglobulin ist ein monomorphes Protein mit einem
Molekulargewicht von 11500 Dalton und einer Lange von 99 Aminosauren. Die
schwere a-Kette hingegen besitzt eine polymorphe Struktur, mit einem
Molekulargewicht von 44000 Dalton und einer Lange von ca. 350 Aminosauren.
Die a-Kette besteht aus funf Domanen und kann bezuglich ihrer Lage zur
Zellmembran in drei funktionelle Regionen unterteilt werden. Eine extrazellulare
Region, welche die allogenen Determinanten tragt, eine transmembrandse, die
der Verankerung des Moleklils in der Zellmembran dient, und eine
zytoplasmatische, welche eine wichtige Rolle bei der transmembranen
SignalUubertragung spielt. Die extrazellulare Region der schweren Kette ist in
drei Domanen a4, az, und as gegliedert. Die a4- und az- Domane bilden
gemeinsam eine Furche aus, die als Peptidbindungsstelle dient. An der as-
Domane findet die Interaktion zwischen B,-Mikroglobulin und der a-Kette statt®®
281.19 Die Klasse-l Antigene HLA-A, -B und - C sind die klassischen
Transplantationsantigene und werden auch als Klasse-la Antigene bezeichnet,
wohingegen HLA-E, -F, und -G der Klasse-Ib angehéren. Sie werden mit
quantitativen Unterschieden auf fast allen kernhaltigen Zellen exprimiert®%":7°,
Daneben existiert in der Klasse-I Region noch eine, von dem 1998

Nomenklatur-Komitee anerkannte, Gruppe von Pseudogenen™ 4%,
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Abb. X-1

Struktur der HLA-Klasse | und Klasse Il Molekiile™®.

Klasse Il

Beta2-Mikroglobulin (32m) ist die
leichte Kette der Klasse-lI Molekdle.
Die a-Kette der Klasse-I Molekule hat
zwei Peptid-Bindungs-Domanen (a1
und a2), eine immunglobulindhnliche
Domane (a3), eine transmembrandse
Region (TM) und den Zytoplasma-
Anker. Jede der beiden Klasse-II a
und B Ketten hat vier Doméanen. Eine
Peptid-Bindungs-Domane (a1 oder
B1), eine immunglobulindhnliche
Domane (a2 oder 32), eine
transmembrandse Region und den
Zytoplasma-Anker.
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X-2 HLA-DR

Die komplexe chromosomale Organisation der HLA-DR Gene ist durch ein
Nebeneinander von exprimierten Genen und so genannten Pseudogenen
gekennzeichnet'®. Die HLA-DR Subregion enthalt ein monomorphes Gen fiir
die a-Kette (DRA) und neun Gene fiir die B-Kette (DRB1-DRB9)"°. Von den
neun bekannten DRB-Loci ist HLA-DRB1 definitiv und HLA-DRBS sehr
wahrscheinlich funktionell. Es ist nicht klar ob HLA-DRB3 und HLA-DRB4
exprimiert werden, und wenn, dann nur sehr limitiert. Bei den restlichen Loci,
DRB2 und DRB6 bis DRB9 handelt es sich um Pseudogene**°.

Die DR-Region variiert je nach DR-Haplotyp in Bezug auf die Anzahl der
enthaltenen DRB-Gene zwischen zwei und funf der neun existierenden DRB-
Gene. Nach bisherigen Erkenntnissen bestehen funf prinzipiell verschiedene
Moglichkeiten fur den Aufbau der DR-Region eines Chromosomes,

80.79(sjiehe

hervorgerufen durch die strenge Kopplung bestimmter HLA-DR Allele
Abb X-2). Das Gen DRB1 ist Bestandteil aller funf, theoretisch moglichen DR-
Haplotyp Gruppierungen und weist mit mittlerweile 168 identifizierten Allelen,
den héchsten Polymorphismus innerhalb der HLA-D-Region auf®®®.
Zusammen mit den Genen DRB2-DRBS9 ergibt sich ein Kodierungssystem fur
die diversen serologischen DR-Spezifitaten®®’®. DRB1-Allele, welche die
Spezifitaten DR1, DR10 oder DR8 kodieren, sind mit den Pseudogenen DRB6
und/oder DRB9 gekoppelt, nicht aber mit weiteren aktiven Genen. DR-
Haplotypen dieser Kategorie exprimieren folglich nur eine Art von DR-Antigen.
DRB1-Allele, die fur die Kodierung der ubrigen Spezifitaten verantwortlich sind,
liegen in Assoziation mit den Pseudogenen DRB2, DRB6-DRB9 und jeweils
einem weiteren aktiven DRB-Gen, (DRB3, DRB4 oder DRB5) vor. Haplotypen
dieser Kategorie sind daher in der Lage, zwei Arten von DR-Antigenen zu

exprimieren®®’®.
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Abb: X-2  Organisation der HLA-DR-Region™.

DEA-Gruppe
(DR1, 10, 103)
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Pseudogene sind durch blaue Rechtecke dargestellt, exprimierte Gene durch rote

Rechtecke.

DRB51-Gruppe:

DRB52-Gruppe:

DRB53-Gruppe:

DRB1-Allele, welche die Spezifitaten DR15 und DR16
kodieren, liegen gekoppelt mit dem Gen DRBS5 vor. Dieses
Gen ist fur die Ausbildung der Spezifitat DR51

verantwortlich™.

DRB1-Allele, welche die Spezifitaten DR3, DR11, DR12,
DR13 oder DR14 kodieren, sind mit dem Gen DRB3
assoziiert. Dieses Gen kodiert die Spezifitit DR52"3.

DRB1-Allele, welche fur die Kodierung der Spezifitaten DR4,
DRY7 oder DR9 verantwortlich sind, werden mit dem Gen
DRB4 gekoppelt, dieses wiederum exprimiert die Spezifitat
DR53".
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X-3 Funktion des HLA-Systems

X-3.1 Antigenprozessierung und Prasentation

Die menschliche Zelle ist mit einem Uberaus effizienten Recyclingsystem
ausgestattet um den anfallenden Zellabfall abzubauen. Ein spezielles Molekdl,
Ubiquitin, markiert die nicht mehr bendtigten Proteine und startet damit die so
genante Prozessierung. Die Aminosaurensequenz eines Proteins bedingt seine
dreidimensionale Struktur. Spezielle Molekule, Chaperone, sind dafur
verantwortlich, dass die Tertiarstruktur der Proteine aufgeldst wird, das Molekdl
entfaltet sich sozusagen''’. Proteasomen, fassférmige molekulare Strukturen,
nehmen die verbleibenden Polypeptide in sich auf und verarbeiten sie zu
kurzen Fragmenten (Abb.X-3). Die so generierten Oligopeptide werden danach
entweder im Cytosol weiter zu Aminosauren degradiert oder direkt in das
endoplasmatische Retikulum abgegeben''’. Dies trifft fiir kdrpereigene Proteine
zu, mit extrazellularen Polypeptiden hingegen verfahrt der Korper divergent.
Diese werden in kleine Vesikel gepackt, von der Plasmamembran invaginiert
und gelangen so ins Cytoplasma. Die endozytierten Vesikel fusionieren danach
mit primaren Lysosomen, welche eine Vielzahl von proteolytischen Enzymen
beinhalten, zu Endosomen, wo die extrazellularen Proteine dann zu Peptiden
und terminal zu Aminosauren lysiert werden'"’. Dieses System der
Prozessierung korperfremder Proteine muss zu einem sehr friihen Zeitpunkt der
Evolution etabliert worden sein’®. Im Laufe der Evolution entwickelten die
Vertebraten einen neuen Mechanismus, indem sie die prozessierten, nicht
homologen Peptide gezielt zur korpereigenen Abwehr gegen pathogene
Organismen nutzen’®. Die kérperfremden Peptide, fir gewdhnlich von mikro-
biologischen Erregern, werden von Zellen phagozytiert, prozessiert und danach
auf der Zelloberflache exprimiert’® '’. Es ist ein raffiniertes System, um
infizierte Zellen zu markieren und anschlie3end zu zerstoren. Auller den
Vertebraten gibt es keinen Organismus, der zwischen Peptiden kdérpereigener
Proteine und Peptiden kdrperfremder Proteine zu unterscheiden vermag79.
Diese Differenzierung zwischen Fremd und Selbst kommt einem evolutionaren

Quantensprung gleich. In einer nicht infizierten Zelle fragmentieren die
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,2Hausmeister“ der Zelle, die Proteasomen, kontinuierlich korpereigene
Polypeptide. Einige dieser Bruchstlcke werden dann von speziellen Molekulen,
so genannten ,transporters associated with antigen processing“ oder TAPs,
aufgenommenm. TAP1 und TAP2 Proteine bilden zusammen einen Kanal in
der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) und fungieren so als
Transporter fiir die prozessierten Selbst Peptidfragmente’® """, Diese gelangen
so durch den Transportkanal aus dem Cytosol auf die luminale Seite des ER,
dort warten bereits, wie aufgereiht, HLA-Klasse-lI Molektle, um mit den
Peptiden beladen zu werden (Abb. X-3)"°. Die beiden Polypeptidketten des
HLA-Klasse-l Molekuls werden separat durch Ribosomen auf der cytosolischen
Seite des ER produziert. Die a-Kette und das 2-Mikroglobulin werden getrennt,
durch jeweils spezifische Transportmolekile, auf die luminale Seite des ER
geschleust”. Dort werden die beiden Prodimere von einem Komitee
molekularer Chaperone, - Calnexin, Calreticulin, ERp57, und TAP- binding
Protein -, in Empfang genommen’® """, Diese Molekiile gewéhrleisten, dass die
beiden Polypeptidketten an der richtigen Position zu einem Dimer
verschmelzen, und sich nicht schon vorzeitig falten. Das entstandene HLA -
Klasse | Molekul wird dann von dem TAP-binding Protein zu einem
entsprechenden TAP geleitet. Wenn nun ein passendes Peptid durch den TAP-
Kanal geschleust wird, dockt dieses an die Peptid-Bindungs-Spalte (Abb.X-3)
des wartenden HLA-Klasse | Molekiil an’®. Das so beladene Antigen 16st sich
von dem TAP-Komplex und wird auf der Zelloberflache exprimiert. Durch die
transmembrandse Region der a-Kette bleibt das HLA-Klasse-I Molekul mit dem
Zytoplasma verankert (Abb.X-3).
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Abb.X-3 Antigenprozessierung und Prasentation
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Die Abbildung zeigt den prinzipiellen Reaktionsweg der Antigenprozessierung autologer und viraler
Proteine. Verbrauchte oder defekte Proteine werden im Cytosol durch Proteaosomen zu Peptiden
fragmentiert. Selektierte Peptide werden dann in das endoplasmatische Retikulum transportiert, wo sie
auf neu synthetisierte Klasse-I Molekiile geladen werden. Der so gebildete HLA-Peptid Komplex wird
danach iiber den Golgi-Apparat zu der Zelloberfliche exportiert. In viral infiziertem Gewebe werden die
viralen Partikel von der Zelle aufgenommen, ,,uncoated*, und die virale DNA oder RNA gelangt in den
Nukleus, wo sie repliziert wird. Die virale ,,messenger RNA (mRNA) gelangt daraufhin ins Cytosol, wo
sie in Proteine transkripiert wird. Einige dieser frisch synthetisierten Proteine werden noch im Cytosol
von Proteosomen fragmentiert, im endoplasmatischen Retikulum an HLA-Klasse-I Molekiile gekoppelt
und auf der Zelloberfliche exprimiert.

Proteaosom

Die Prozessierung kérperfremder Virusproteine ist zum oben genannten
Mechanismus in einigen Aspekten divergent.

Wie die beiden Ketten der HLA-Klasse-lI Moleklle, werden jene der HLA-
Klasse-Il Molekule auf der cytosolischen Oberflache des ER separat produziert,
danach durch TAPs auf die luminale Seite des ER geschleust und ebenfalls mit
der Hilfe molekularer Chaperone zu einem Dimer verschmolzen®. Kontrar zu
den Klasse-| Dimeren werden die HLA-Klasse-II Antigene nicht im ER mit
Peptiden beladen, sondern assoziieren mit einem im ER produzierten Molekll,
dem ,invariant chain protein“ oder ICP’®. Dieses Molekill fungiert als Platzhalter,
indem es sich an die Peptid-Bindungs-Spalte andockt und somit eine vorzeitige

Peptidanlagerung verhindert”®. Eingeschlossen in membrandse Vesikel
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gelangen die Komplexe aus HLA-Klasse-Il Proteinen und ICP in das Cytosol,
wo sie mit exogenen Endosomen fusionieren’®. Dadurch werden endosomale
Proteasen aktiviert, welche die exogenen Proteine lysieren. Das ICP wird
daraufhin von spezialisierten HLA-Klasse-Il Molekulen (HLA-DM) aus der
Peptid-Bindungs-Spalte gelost und ein passendes, exogenes Peptid nimmt
dessen Position ein”®. Das somit mit kérperfremdem Peptid beladene HLA-
Klasse-Il Molekul wird daraufhin auf der Zelloberflache exprimiert.

Die Prozessierung korpereigener Proteine ist ein kontinuierlicher Ablauf, der bis
auf Neuronen, Myokardzellen und Zellen des exokrinen Pankreas, in allen
somatischen Zellen stattfindet, da zu jedem Zeitpunkt beschadigte oder
verbrauchte Selbst Proteine ersetzt werden miissen®” 2 ’°. Antigene der Klasse-
Il hingegen werden nur auf bestimmten immunogenen Zellen exprimiert® & 7°.
Zu den Antigen prasentierenden Zellen der Klasse-Il gehoéren B-Lymphozyten,
aktivierte T-Lymphozyten, Makrophagen, epidermale Langerhansschezellen,
Dendritischezellen und Thymusepithelzellen. In der Gegenwart von Interferon-y
kénnen jedoch auch andere Zellen HLA-Klasse-II Molekiile exprimieren’® 1%
Die meisten HLA-Molekule stellen somit Peptidrezeptoren dar, welche nur ein
spezifisches Peptid gebunden haben'®. Die Peptide kénnen dabei aus Fremd-,
Selbst-, und Alloantigenen stammen und werden durch oben genannte
intrazelluldre Prozessierung generiert'®. HLA-Klasse | Molekiile prasentieren
uberwiegend Peptide, die im Cytoplasma aus in der Zelle synthetisierten
Antigenen entstehen, HLA-Klasse-ll Antigene hingegen binden vor allem
Peptide, die aus Antigenen des extrazelluldren Raumes stammen'®.

Das Resultat der Proteinprozessierung ist eine mit Antigen gespickte
Zellmembran, mit annahernd 100,000 bis 300,000 Klasse-I oder Klasse-l|
Peptid-Komplexen, der exprimierten HLA-Loci’® '*2. Jede nicht infizierte Zelle
prasentiert somit hunderttausende von Selbst-Antigenen auf ihrer Oberflache’®.
Einige dieser Peptide sind zu Tausenden vertreten, andere hingegen werden
nur durch wenige Kopien reprasentiert. Jede einzelne Zelle prasentiert so ein
heterogenes Sortiment von Peptiden auf ihrer Zelloberflache™.

Es gibt supertypische Merkmale, die von Antikdrpern mit einem breiten

Bindungsspektrum, einer so genannten allgemeinen Spezifitat, erkannt werden
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und subtypische Charakteristika, welche durch Seren mit individueller Spezifitat
erkannt werden””, siehe auch Tabelle 4.

Dies ist dadurch zu erklaren, dass HLA-A, HLA-B und HLA-C Antigene mehrere
Determinanten aufweisen. So kann ein HLA-A9 tragendes HLA-Klasse-|
Molekul entweder fur das Antigen HLA-A23 oder fur HLA-A24 charakteristische
Determinanten tragen’®. Vor allem zwischen Alloantigenen innerhalb einzelner
Loci kommen zahlreiche Kreuzreaktionen vor. Solche Antigengruppen, gegen
die besonders haufig kreuzreagierende Antikorper gebildet werden, fasst man
auch in kreuzreagierende Gruppen zusammen®, dies zeigt auch Tabelle 5.

Die Merkmale Bw4 und Bw6 sind Determinanten, welche auf allen HLA-B
Antigenen und einigen HLA-A Antigenen nachweisbar sind”>. Dabei ist
entweder Bw4 oder Bw6 auf allen HLA-B kodierten schweren Ketten der HLA-
Klasse-I Antigene nachweisbar. AuRerdem ist Bw4 auf allen Molekulen von
HLA-A9, HLA-A25 und HLA-A32 nachweisbar’®. Die wichtigsten HLA-B
Assoziationen mit Bw4 und Bw6 sind in der Tabelle 6 aufgeflihrt.
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X-3.2 MHC Restriktion der Immunantwort

Jede humane Zellmembran hat eine charakteristische Struktur, gespickt mit
hunderttausenden von Peptid prasentierenden HLA-Antigenen. Die Zellen,
welche mit diesen Peptidrezeptoren direkt interagieren, sind die T-
Lymphozyten®® ”°. Fiir die Differenzierung von Vorlauferzellen zu T-
Lymphozyten sind neben epithelialen Thymuszellen vor allem der T-Zell
Rezeptor '°® und die CD4-CD8 Co-Rezeptoren ** verantwortlich. Der Ligand fiir
beide Rezeptoren ist der HLA-Peptid Komplex®" . Der T-Zell Rezeptor
interagiert direkt mit der Peptidbindungsfurche, wohingegen der CD4-CD8 Co-
Rezeptor auRerhalb derselben andockt®® ’°. Die heranreifenden T-Lymphozyten
exprimieren auf ihrer Oberflache sowohl CD4, als auch CD8 Rezeptoren, sie
sind daher CD4+CD8+°. Treten die T-Lymphozyten mit den HLA-Molekdilen in
Kontakt, so bedeutet dies die Down- beziehungsweise Up-Regulation des
diametralen Co-Rezeptors. Die adulten T-Zellen sind daher entweder
CD4+CD8- oder CD4-CD8+*". Welches der beiden CD-Molekiile die jeweilige
Zelle letztendlich exprimiert, wird vom T-Zell Rezeptor determiniert’®. Einige T-
Zell Rezeptoren interagieren bevorzugt mit HLA-Klasse-l, andere hingegen mit
HLA-Klasse-Il Molekulen, abhangig von der Spezifitat ihrer variablen (V)
Domane’®. Der T-Zell Rezeptor hat eine dimere Struktur, ahnlich den HLA-
Antigenen, bestehend aus jeweils einer a- und einer B-Kette®* ”°. Jede dieser
beiden Polypeptidketten besitzt eine variable und eine konstante Domane. In
der V-Domane weisen die Segmente CDR1, CDR2 und CDR3 die hochste

Variabilitat an Aminosauren auf’®

. Die Nomenklatur dieser Regionen bezieht
sich auf die dreidimensionale Struktur ihrer Molekule. Diese bilden Schleifen
aus, welche nach dem Prinzip der raumlichen Komplementaritat, sich wie die
Finger einer greifenden Hand auf den HLA-Peptid-Komplex projizieren’. Die
Variabilitat von CDR3 wird groRtenteils wahrend der Maturation jeder einzelnen
T-Zelle generiert, wohingegen jene von CDR1 und CDR2 vererbt werden. Die
Diskriminanz des T-Zell Rezeptors ist sehr fein justiert, so kann der Austausch
einer einzigen Aminosaure in der Va-Region seine Spezifitat bezuglich der
beiden HLA-Klassen andern. Die a3 Domane der HLA-Klasse-| Peptidkomplexe

interagiert mit dem T-Zellrezeptor der CD8+ Lymphozyten und definiert diese
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somit als cytotoxische T-Zelle. HLA-Klasse-Il Peptidkomplexe hingegen,
assoziieren mit inrer a2 Domane an dem T-Zellrezeptor der CD4+ Lymphozyten
und charakterisieren diese somit als T-Helferzellen'®.

Die progenitorialen T-Zellen differenzieren sich auf ihnrem Weg durch den
Thymus dahingehend, dass jeder individuelle T-Zellklon seinen spezifischen T-
Zellrezeptor exprimiert*’. Im thymalen Kortex interagieren die juvenilen T-
Zellrezeptoren mit den zahlreichen HLA-Peptid-Komplexen der
Thymusepithelzellen. Die meisten Lymphozyten finden allerdings keinen zu
ihrem T-Zellrezeptor passenden Liganden und Apoptose tritt ein. Nur jene
Lymphozyten, deren T-Zellrezeptoren eine geringe Affinitat zu ihrem
spezifischen HLA-Peptid-Komplex aufweisen, erhalten das fur ihr weiteres
fortbestehen essentielle Signal und werden somit positiv selektiert*’. Am
kortikomedullaren Ubergang, und in der Medulla des Thymus selbst, treffen die
Lymphozyten auf zahlreiche HLA-Klasse-II prasentierende Dendritische-Zellen
und Makrophagen. Diese medullaren, Antigen prasentierenden Zellen sind
jedoch nicht nur passive HLA-Peptid-Komplexe. Sie exprimieren zusatzlich
auch Molekiile mit einem kostimulatorischen Effekt auf die reifenden T-Zellen®'.
Als Konsequenz entwickelt sich eine starkere Interaktion zwischen T-
Zellrezeptor und Ligand. Diese hohere Affinitat zwischen HLA-Peptid-Komplex
und Lymphozyt generiert ein spezifisches Signal, welches ebenfalls die
Apoptose einleitet, die Zellen werden negativ selektiert. Mit diesem Prinzip
entledigt sich der Korper der meisten autoreaktiven Zellen, die ansonsten eine
autoimmune Reaktion initiieren kénnten*’. Nur 1 % der primaren Vorlauferzellen
bestehen die positive und negative Selektion und verlassen den Thymus als
naive T-Lymphozyten. Im Falle einer Infektion binden die T-Lymphozyten mit
hoher Affinitat an einen Komplex aus HLA-Molekul und fremdem Peptid und
initiieren so eine Immunantwort’®. Ein einziger T-Lymphozyt besitzt (iber 10 000
Rezeptoren, wenn nun einige 100 dieser Rezeptoren per Ligand interagieren,
so wird die T-Zelle aktiviert. Der aktivierte T-Lymphozyt differenziert sich
daraufhin entweder in eine CD8+ zytotoxische T-Zelle (HLA-Komplex der

Klasse-I) oder in eine CD4+ T-Helferzelle (HLA-Komplex der Klasse-II)">°.

X -28



ANHANG

X-5 Definition der Zoliakie und historischer
Riickblick

Zoliakie; eine Krankheit mit vielen Namen, in der Literatur sind verschiedene
Termini gebrauchlich, intestinaler Infantilismus, nicht tropische Sprue,
gluteninduzierte Enteropathie, idiopathische Steatorrhoe, Herter-Heubnersche-
Krankheit, um nur einige zu nennen. Dem Londoner Arzt Samuel Gee
verdanken wir die an den Symptomen orientierte deskriptive Erstbeschreibung
der Zdliakie in seiner Publikation ,, On the coeliac affection® aus dem Jahre
1888. Er vermutete bereits damals einen ,Diatfehler” als Krankheitsursache mit
einer Affektion des Dickdarms (Coelia), woraus vermutlich die Bezeichnung
Zoliakie entstand*'. Medizingeschichtlich lasst sich das Vorkommen der Zéliakie
bis in die Zeiten Roms zurlckverfolgen, wo bereits Aretaeus von Kappadochia,
im zweiten Jahrhundert AD, das klinische Bild einer chronischen juvenilen
Malabsorptionsstérung beschrieb'? . Der deutsche Mediziner Haas fiihrte 1921
die Pathogenese der Zdliakie auf ernahrungsbedingte Faktoren zurlick und
kurierte die Krankheit 1924 mit einer strikten Bananendiat. Wahrend des
Zweiten Weltkrieges entdeckte der niederlandische Padiater Dicke eine
Beziehung zwischen Brotkonsum und Zdliakie. Die Hungersnot fuhrte bei vielen
Patienten zu einer Remission der Zodliakie und zu einem Rezidiv der Symptome
bei wiedererstarktem Brotkonsum nach Ende des Krieges32. In Zusammenarbeit
mit Van der Kramer demonstrierte Dicke 1950 eine Assoziation zwischen
Weizenproteiningestion und Fettmalabsorption'®®. Auf Dicke geht auch die bis
heute noch therapeutisch gultige glutenfreie Diat zurtck. Mit der beginnenden
per oralen, intestinalen Mukosabiopsie, durch Royer, Mitte der flnfziger Jahre
des 20 Jahrhunderts, wurde man auf die intestinalen Mukosalasionen
aufmerksam.

Dies fuhrte zu der Erkenntnis, dass die bis dahin als ,Kinderkrankheit*
deklarierte Zdliakie, das gleiche pathohistologische Charakteristikum aufwies,
wie die nicht tropische Sprue des Erwachsenen®’. Die pathognomonischen
Mukosalasionen gelten heute immer noch als Goldstandard dienende Methode
der Zoliakiediagnostik. Einen historischen Ruckblick uber die ,Meilensteine” der

Zoliakiediagnostik zeigt Tabelle 8.
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Studientitel: Untersuchung von HLA DQZ2 bei Zéliakie: Diagnostischer Nutzen
Blutentnahme zu wissenschaftlichen Zwecken

Sehr geehrte Damen und Herren

Die Universitéts-Kinderpoliklinik fiihrt in Zusammenarbeit mit der Medizinischen
Klinik eine Untersuchung mit dem oben genannten Titel durch.

Fiir diese wissenschaftliche Untersuchung bitten wir Sie um eine Blutspende von
insgesamt 10 ml Venenblut.

Da bei Thnen diese Krankheit eindeutig nicht vorliegt  dient Ihre Blutprobe
als Kontrolle fiir eine gesunde Bevolkerungsgruppe!!!

Diese Blutmenge wird im Rahmen einer medizinisch notwendigen Routine-
Blutentnahme einfach zusitzlich entnommen, das heilit Sie werden nicht zusétzlich
gestochen, es wird nur 1 Rohrchen zusétzlich abgenommen.

Daher ist die Blutspende fiir Sie mit keinem zusétzlichen Risiko oder
Nebenwirkungen verbunden. Die Daten werden nur in anonymisierter Form
ausgewertet, der Datenschutz ist gewihrleistet.

Ich habe den Aufklirungsbogen gelesen und bestiitige meine freiwillige Teilnahme
an der Studie. Mit der Blutspende von 10ml fiir die ,,Untersuchung von HLA DQ2 bei
Zoliakie: Diagnostischer Nutzen“ bin ich einverstanden.

Datum:

Unterschrift:
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10 Lebenslauf

Personliche Daten
= Name
=  Geburtsdatum

=  Geburtsort

Schulausbildung

= 1983 - 1987

= 1987 — 1993

= 1993 - 1996
Zivildienst

= 01.10.1996 — 31.10.1997

Hochschulausbildung

= 01.04.1998
= 29.03.2000
= 12.04.2001
= 07.04.2004
= 19.05.2005

Bernd Dreher
20. Oktober 1976
Albstadt

Stetten a. k. M.

Sigmaringen

Grundschule
Liebfrauenschule
Technisches Gymnasium Sigmaringen

Abschluss: Allgemeine Hochschulreife

Klinik fur Allgemein- und Viszeralchirurgie,
Kreiskrankenhaus Sigmaringen

Immatrikulation an der Medizinischen Fakultat

der Eberhardt Karls Universitat Tubingen.
Arztliche Vorprifung

1. Abschnitt der Arztlichen Priifung

2. Abschnitt der Arztlichen Priifung

3. Abschnitt der Arztlichen Priifung
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Auslandsstudien & Famulaturen

07 — 10/ 2001 Famulatur in Padiatrie am Mount Sinai
Hospital Medical School. New York / USA

= 12/2001-02/2002 Tropenmedizinisches Malaria-Forschungs-
Projekt mit der DFG am Hépital-Albert-

Schweitzer. Lambarene / Gabun

= 03-09/2002 EU — Auslandsstudium ,ERASMUS" an der

Universitat Padua. Padua / Italien

= 09-10/2002 Famulatur in Anasthesie / HNO am General
Hospital St. Helier. Jersey / Channel Islands

= 12/2002-09/2003 Stipendium & Studium an der Brown

University Medical School.

Providence, Rhode Island / USA

Belegte Electives: - Medicine RI General Hospital
- Accident &
Emergency Rl General Hospital

- Plastical Surgery Rl General Hospital

= 09-10/2003 Famulatur in Plastischer Chirurgie
Bodenseeklinik Lindau Prof. Dr. W. Mang
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Praktisches Jahr

04/2004 — .08/2004

08/2004 — 12/2004

12/2004 — 03/2005

Arztliche Titigkeit

07/2005 — 07/2006

07/2006 -

HNO-Universitatsklinik Tubingen
HNO (Wahlfach) bei Herr Prof. Dr. Zrenner

Alpines Notfallzentrum & Regionalspital

Interlaken. Schweiz

Innere Medizin bei Dr. med. H. Schaad

BG-Unfallklinik Tibingen
Chirurgie bei Prof. Dr. K. Weise

Assistenzarzt als Senior House Officer in
Orthopedics and Trauma sowie Cardiology im
Jersey General Hospital

Jersey Chanel Islands

Assistenzarzt in der Herzchirurgie

SANA Herzchirurgische Klinik Stuttgart
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