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1 EINLEITUNG

1.1 HLA-KOMPLEX
1.1.1 DAS HLA-SYSTEM DES MENSCHEN

Die Entdeckung des Haupthistokompatibilitaitskomplexes (engl.: major histocompatibility
complex, MHC) héangt eng mit Untersuchungen zur Gewebetransplantation zusammen. Je hoher
der Grad der Verwandtschaft zwischen Spender und Empfénger ist, desto langsamer erfolgt die
AbstoBung des Transplantats. Vor rund 70 Jahren fand Peter A. Gorer heraus, dass dieses
AbstoBungsmuster den Mendelschen Gesetzen zur Vererbung folgt und von mehreren Genen
kontrolliert wird (Gorer, 1936). Jean Dausset beobachtete die Agglutination véterlicher
Leukozyten durch das Serum von Multiparae (Dausset, 1954) und definierte schlief3lich das erste
humane Leukozytenantigen als Mac-2, heute HLA-A2 (Dausset, 1958).

Die Funktion der humanen Leukozytenantigene geht jedoch weit Uber den Bereich der
Transplantation hinaus. Sie spielen eine bedeutende Rolle bei der Vermittlung von Selbst und
Nicht-Selbst im Rahmen des adaptiven Immunsystems; so obliegt ihnen z.B. die Prasentation
prozessierter Antigene, welche unerlasslich ist fur die nachfolgende antigenspezifische zellulére
Immunantwort. Eine Abwehrreaktion wird aber auch auf direktem Wege durch die Antigen-
Eigenschaften der HLA-Molekiile ausgelost.

Um verschiedene Peptidfragmente binden zu kénnen, existieren auch die HLA-Molekdle in
jedem menschlichen Organismus in diversen Varianten. Dies wird durch die Codierung der HLA-
Merkmale durch mehrere polymorphe Gene auf einem Chromosomenabschnitt gewahrleistet, der
als Major Histocompatibility Complex (MHC) bezeichnet wird.

1.1.2 STRUKTUR UND POLYMORPHISMUS DES MENSCHLICHEN MHC

Die Gene des HLA-Systems sind in einem Komplex auf dem kurzen Arm von Chromosom 6
lokalisiert (6p21.1 — 6p21.3); der Abschnitt umfasst etwa 3.500 bis 4.000 Kilobasenpaare
(Campbell, 1993). Unterschieden werden die HLA-Genloci im engeren Sinne, HLA-Klassen |
und II, sowie eine heterogene Gruppe von Genen, bezeichnet als Klasse Ill. Zu dieser Gruppe
gehoren auf der einen Seite Gene, deren Produkte Funktionen im Rahmen der kdrpereigenen
Abwehr besitzen (z.B. die Komplementfaktoren C2, C4A, C4B, Faktor B, Tumornekrosefaktoren
TNF-o und TNF-B, Hitzeschockproteine). Auf der anderen Seite finden sich hier aber auch die
codierenden Regionen fir nicht an immunologischen Abldufen beteiligte Proteine (z.B. die
Steroid-21-Hydroxylasen CYP21A/B, Valyl-tRNA-Synthetase).



DP DO DR
fo———

Chromosom 6
q-Arm p-Arm
Klasse Il Klasse Il Klasse |
LMP  TAP 2104 Bf TNF
C4 c2
-1 -l I-1-1 I
B C E A

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

ABBILDUNG 1: SCHEMATISCHE GENKARTE DES MENSCHLICHEN MHC AUF CHROMOSOM 6
(05.10.2008: WWW.MEDIZINISCHE-GENETIK.DE/INDEX.PHP?1D=1475)

Telomerwarts liegen die Gene der HLA-KIasse I, wahrend sich zentromerisch die HLA-Klasse
I1-Gene finden. Hierzu gehéren u.a. die polymorphen Gene HLA-DQAL und —-DQB1, die fiir die
a- und B-Proteinketten des HLA-DQ-Merkmals codieren. Es schlief3t sich der Bereich der HLA-
DR-Gene an, unter denen das nicht-polymorphe HLA-DRA-Gen fiir die a-Kette aller HLA-DR-
Merkmale codiert, wéhrend das polymorphe HLA-DRB1-Gen Vorlage fir die variable -Kette
ist.

1.1.2.1 HLA-KLASSE-I-GENE

Im Bereich der HLA-Klasse-1-Gene finden sich funktionelle und nicht exprimierte Gene. Drei
Genloci dienen als Vorlagen fir die klassischen, serologisch definierten Spezifitaten: HLA-A, -B,
-C. In diesen Bereichen finden sich viele Polymorphismen. Auch die Produkte der Genloci HLA-
E, -F, -G sind funktionell aktiv, weisen jedoch als sog. nicht-klassische HLA-KIlasse-1-Molekile
einige Unterschiede zu den klassischen HLA-Molekilen auf. So wird HLA-E auf nahezu allen
Kdorperzellen exprimiert und scheint eine Rolle bei der Aktivitatsregulation Natlrlicher
Killerzellen zu spielen. HLA-F konnte ebenso wie HLA-G auf extravillésen Trophoblastzellen
nachgewiesen werden, doch wéhrend die Funktion von HLA-G im Bereich der maternalen
Toleranz gegenuber dem semiallogenen Feten liegt, sind die Aufgaben von HLA-F noch
unbekannt. Von HLA-G sind membrangebundene und Iésliche Formen bekannt. Weitere Genorte
(HLA-H, -J, -K, -L, -N, -S, -X und —Z) imponieren als Pseudogene, bisher ohne nachweisbare
Genprodukte.

Das einzelne Gen der Klasse | besteht typischerweise aus acht Exons, die durch nicht-codierende
Introns voneinander getrennt sind. Dieser Aufbau spiegelt sich in den einzelnen Domanen des
HLA-Klasse-1-Molekiils wider (s.u.).
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1.1.2.2 HLA-KLASSE I-MOLEKULE

HLA-Molekile sind heterodimere Glykoproteine, die hauptséchlich an der Zelloberflache
exprimiert werden. Aufgrund ihrer Struktur werden sie zur Superfamilie der Immunglobuline
gezahlt. Die Unterscheidung von Klasse-I- und Klasse-I1-Molekiilen geht auf die unterschiedliche
Struktur und Funktion der HLA-Molekiile zurtick.

Molekile der Gruppe HLA-I bestehen aus einer schweren, polymorphen a-Kette (ca. 45 kDa)
und einer leichten, nicht polymorphen Kette (ca. 11,5 kDa), dem B,-Mikrogobulin. Das Gen fr
das B,-Mikroglobulin liegt auBerhalb des eigentlichen MHC, beim Menschen auf Chromosom 15.
Die glykosylierte a-Kette setzt sich aus drei extrazelluldiren Doménen (o, o und oz mit jeweils
etwa 90 Aminosauren), einer Transmembranregion und einem cytosolischen Anteil zusammen.
Die Rontgenkristallanalyse zeigt, dass die N-terminal gelegenen Doménen o, und o eine Grube
bilden, begrenzt durch a-Helix-Strukturen und antiparallele B-Faltblattabschnitte. Diese Grube
dient der Antigen-Bindung (Bjorkman, 1987); hypervariable Regionen der beiden Domaénen
sorgen fiir eine Vielzahl verschiedenartiger Bindungsstellen. Im Ubergangsbereich zwischen der
as- und der a-Doméne befindet sich der N-gebundene Kohlenhydratanteil. Die miteinander
assoziierten Molekiile az und 3, bilden eine die funktionell wichtige Konformation stabilisierende
Plattform.

Die klassischen HLA-KIlasse-I-Proteine werden ubiquitdr im Gewebe exprimiert, wahrend dies
nicht fiir die nicht-klassischen Formen gilt (auRer HLA-E).
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ABBILDUNG 2: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DES HLA-KLASSE-I-MOLEKULS (AUS DEM
JOURNAL FUR REPRODUKTIONSMEDIZIN UND ENDOKRINOLOGIE: JUCH H UND DOHR G, 2004; 1 (3):
165-170)



1.1.3 HLA-KLASSE |1

Zu dieser Klasse gehoren auf genomischer Ebene HLA-DP, -DQ und —-DR, welche zum Teil
hochgradig polymorph sind. Eine besondere Eigenschaft der HLA-DR-Region ist, dass die Zahl
der DRB-Gene auf einem Chromosom nicht konstant, sondern vom entsprechenden Haplotyp
abhéngig ist.

Weitere Genorte der HLA-Klasse-11-Region werden als DMA und DMB sowie DOA und DOB
bezeichnet.

Klasse-11-Molekiile sind Heterodimere aus einer a- und einer f-Kette, wobei jede Kette ihrerseits
aus zwei extrazelluléaren, einer transmembrandsen und einer cytosolischen C-terminalen Doméne
besteht. Die schwere a-Kette (ca. 33-35 kDa) besteht aus etwa 230 Aminoséduren, die leichte -
Kette hat ein Molekulargewicht von ca. 29 kDa. Die Gewichtsdifferenz erkléart sich durch
Unterschiede in der Glykosylierung. Die N-terminalen o4- und ;-Doménen bilden eine den HLA-
Klasse-I1-Molekiilen &hnliche, jedoch geringfiigig grél3ere und zu beiden Seiten hin offene Peptid-
bindende Grube (Brown, 1993). Auch hier sorgen variable Aminoséure-Muster fiir eine groRere
Anzahl an unterschiedlichen Bindungsstellen.

1.1.4 FUNKTION DER HLA-MOLEKULE

Zentrale Aufgabe der HLA-Molekile beider Klassen ist die Présentation von antigenen
Proteinfragmenten, welche die Reifung und Funktion von T-Lymphozyten steuert. Klasse-I- und
Klasse-11-Molekiile unterscheiden sich hinsichtlich der Art der présentierten Peptide und in ihrem
Expressionsmuster, doch das Interaktionsprinzip ist dasselbe: T-Zell-Rezeptor (TCR), HLA-
Molekll und das présentierte Peptidfragment bilden einen terndren Komplex, wodurch T-
Lymphozyten nicht nur das prozessierte Antigen erkennen, sondern gleichzeitig zwischen Selbst-
(autologen) und Nicht-Selbst- (allogenen) HLA-Molekilen unterscheiden konnen. HLA-Klasse-
I-Molekile werden dabei von CDB8-positiven cytotoxischen T-Zellen erkannt, wobei das
namensgebende CD8-Oberflachenantigen der T-Zell-Subpopulation spezifisch an die as-Doméne
des HLA-I-Molekdles bindet und so die Komplexbildung zusatzlich stabilisiert. HLA-Klasse-I1-
Molekile hingegen interagieren mit CD4-positiven T-Helferzellen, wobei das CD4-
Oberflachenantigen dieser T-Zell-Subpopulation das B,-Mikroglobulin der HLA-II-Molekiile
erkennt.



1.1.5 SONDERFORM HLA-G

HLA-G wurde vor ungeféhr 25 Jahren zum ersten Mal beschrieben, doch seine Bedeutung ist bis
heute nicht eindeutig erforscht. Es ist wie HLA-E und HLA-F ein nicht-klassisches MHC-
Klasse-I1-Molekdil, dessen Aufbau zundchst den klassischen Klasse-1-Molekiilen entspricht (s.0.).
Als Expressionsorte konnten bisher nur wenige Gewebe sicher bestimmt werden: Epithelzellen
des Thymus, extravilléser Zytotrophoblast und andere Zellen fetalen Ursprungs innerhalb der
feto-plazentaren Einheit (Kovats, 1990; Mallet, 1999; McMaster, 1995). Vermutet wird aulRerdem
die Expression in einigen Tumoren, die nicht trophoblastenartig differenziert sind, in Zellen des
Auges sowie auf Immunzellen wie Leukozyten und mononukledren Phagozyten (Amiot, 1998;
Mallet, 1999; Moreau, 1999; Pangault, 1999; Shukla, 1990; Yang, 1996).

HLA-G existiert in einer membrangebundenen und einer I@slichen Form; von der
membrangebundenen Variante (mMHLA-G) gibt es wiederum verschieden strukturierte Formen:
das B.m-assoziierte Dimer, das B,m-assoziierte Monomer und beide Formen auch ohne das [3»-

Mikroglobulin (Ishitani, 1992).

HLA-G unterscheidet sich in einigen wichtigen Eigenschaften von den klassischen Klasse-I-
Molekilen:

e Eine einzige Promotorregion

e Atypisches Splicingmuster mit Expression von sechs Isoformen, darunter zwei lésliche
e Verkiirzte intracytoplasmatische Domane

e Eingeschrankte Gewebeexpression

e Wenige Polymorphismen

1.1.5.1 PROMOTORREGION

HLA-G hat eine einzige Promotorregion im sog. 5"-URR-Bereich des Gens, der ein durch IFN
aktivierbares Responsives Element sowie X2- und Y-Boxen fehlen; weiterhin findet sich eine
modifizierte Enhancer-A-Regulationssequenz (Solier C, 2001). Infolgedessen kann HLA-G nach
bisherigen Erkenntnissen nicht mit den Mediatoren IRF1, NF-xB und dem Class-II-
Transaktivator CIITA interagieren.
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1.1.5.2 ALTERNATIVES SPLICING UND ISOFORMEN

Die grundsétzliche Organisation der HLA-G-Gene und —Expression ist ahnlich wie bei den
klassischen Klasse-1-Proteinen. Jedoch existieren mindestens sechs Isoformen von HLA-G
(HLA-G1 bis HLA-G6), die durch alternatives Splicing entstehen:

e HLA-GL1 ist den anderen Klasse-I-Molekilen sehr &hnlich: es stellt ein vollstandiges
Transkript mit allen a-Doménen dar und wird vermutlich als einzige der Isoformen an der
Zelloberflache exprimiert, wéhrend die anderen Varianten im Endoplasmatischen
Retikulum verbleiben (Bainbridge, 2000; Bainbridge, 2001; Hutter, 2002; Mallet, 2000).

e HLA-G2 zeichnet sich durch das Fehlen der a,-Domane aus, was auf eine Entfernung des
Exon 3 wahrend des Spleil3-Vorganges zuriickzufiihren ist. Es kann in der Folge kein f.m
binden und bildet Homodimere, die eher den Klasse-Il1-Molekiilen dhneln (Audus, 2002;
Ishitani, 1992).

e HLA-G1 und HLA-G2 existieren auch in einer loslichen Form (sSHLA-G1/2 bzw. HLA-
Gb5/6). Ursache hierfur ist ein SpleilRfehler, bei dem Intron 4 zundchst in der mRNA
verbleibt, jedoch ein Stopp-Codon vor den Abschnitten enthélt, die die Transmembran-
und Intrazellular-Domanen codieren. Verbliebene Reste von Intron 4 resultieren in einem
Zusatz von 21 Aminosduren an der os-Doméne von sHLA-G1 und sHLA-G2 (Fujii,
1994).

e HLA-G3 entsteht durch Heraussplicen von Exon 3 und 4 und besteht somit nur aus zwei
a,-Domanen.

e HLA-G4 ist aufgebaut aus einer os- und einer a,-Doméne, nachdem Exon 4 aus der
MRNA entfernt wurde.

Die mRNA aller Isoformen ist in der Plazenta der Friih- und Spat-Schwangerschaft und in
gezlchteten Trophoblasten nachweisbar (Hiby, 1999).
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ABBILDUNG 3: SCHEMATISCHE DARSTELLUNG DER HLA-G-ISOFORMEN (AUS DEM JOURNAL FUR
REPRODUKTIONSMEDIZIN UND ENDOKRINOLOGIE: JUCH H UND DOHR G, 2004; 1 (3): 165-170)

1.1.5.3 VERKURZTE INTRACYTOPLASMATISCHE DOMANE

Ein terminierendes Codon in Exon 6 fiihrt zu einem verkirzten cytoplasmatischen Anteil, der um
19 Aminosduren kurzer ist als die entsprechenden Abschnitte von HLA-A, HLA-B und HLA-C
(Geraghty, 1987). Diese strukturelle Variation taucht bei keinem anderen Klasse-I-Molekdl auf.
Die Funktion liegt moglicherweise in einer besonderen intrazelluldren Verarbeitung nach
Endozytose, was zu den spezifischen Effekten von HLA-G fiihren konnte (Davis, 1997; Park,
2001).

1.1.5.4 WENIGE POLYMORPHISMEN

Im Gegensatz zu den klassischen HLA-Klasse-I-Molekiilen zeigt die Gensequenz von HLA-G
nur eine geringe Anzahl von Polymorphismen (Hiby, 1999). Bisher sind nur vier Formen von
HLA-G beschrieben, die sich auch auf Aminosdure-Ebene unterscheiden: G*1011, G*0103,
G*0104 und G*105N (Le Bouteiller, 1999; Ober, 1997; Van der Ven, 2000). Des weiteren
richten einige Wissenschaftler ihr Augenmerk auf die 5"URR-Promotorregion und die 3'UTR
(Exon 8), in welchen Polymorphismen vorbeschrieben sind.

POLYMORPHISMEN IN CODIERENDEN REGIONEN
Auf DNA-Ebene lassen sich unter Einbezug von Exon 2, Exon 3, Exon 4 sowie der 5’"URR- und
der 3'UT-Region bisher Uber 15 HLA-G-Allele unterscheiden, die in verschiedenen
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Publikationen beschrieben wurden (Hviid, 2002; Kirszenbaum, 1999). Jedoch sind lediglich zwei
Polymorphismen in Exon 2, ein Polymorphismus in Exon 3 und ein Polymorphismus in Exon 4
bekannt, die auf Proteinebene zu unterschiedlichen Genprodukten fiihren, wahrend die anderen
bisher entdeckten SNPs sog. silente Mutationen sind.

Die auffalligste Veranderung des HLA-G-Proteins entsteht bei VVorliegen des Allels G*105N, des
sog. Null-Allels, bei welchem die erste Base des Codons 130 (Exon 3) bzw. die dritte Base des
Codons 129 wegfallt, wodurch sich eine Verschiebung des Leserahmens mit Entstehung eines
Stopp-Codons ergibt (Hviid, 1997; Ober, 1996) (s. Kap. 1.3.3). Bisher kann keine eindeutige
Aussage darliber gemacht werden, inwieweit die 0.g. Polymorphismen in den codierenden
Regionen des HLA-G-Gens Einfluss auf die Funktion des Molekiils haben (Hviid, 2006).

POLYMORPHISMEN IN NICHT-CODIERENDEN REGIONEN

In verschiedenen Studien wurden Polymorphismen in den nicht-codierenden Bereichen 5"URR
(Promotor) und 3"'UTR (Exon 8) identifiziert, die moglicherweise eine Rolle bei der Regulation
der Expression von HLA-G spielen (Harrison, 1993; Hiby, 1999; Hviid, 1999; Hviid, 2004b;
Ober, 2003). In der Promotorregion wurden bereits einige Polymorphismen gefunden, von denen
der C-G-Polymorphismus an Position -725 einer Studie von Ober et al. zufolge mit habituellen
Aborten assoziiert ist (Ober, 2003). Ein weiterer SNP liegt an Position -201 des Promotors und
damit im Bereich des Enhancer A, einer mit NF-kB2 interagierenden Regulationseinheit; sein
eventueller regulatorischer Einfluss auf die Interaktion des Enhancers mit NF-xB2 und auf die
Expression von HLA-G konnte jedoch bisher nicht geklart werden (Hviid, 1999; Solier, 2001).

Im 3"-warts liegenden nicht-translatierten Abschnitt des Exon 8 beschrieben Harrison et al. als
erste einen 14-bp-Insertions/Deletionspolymorphismus ab Position 3741 (Harrison, 1993),
welcher auf DNA- und Transskript-Ebene vorhanden ist. In der kaukasischen Bevélkerung sind
die Frequenzen der beiden Varianten beinahe gleich (14-bp-Insertion: ca. 45%, 14-bp-Deletion:
ca. 55%). Hviid et al. beschrieben eine geringere Konzentration von 14-bp-positiver mRNA im
direkten Vergleich mit der 14-bp-negativen mRNA in Trophoblastzellen heterozygoter
Schwangerer (Hviid, 2003), was zu vorangegangenen Untersuchungsergebnissen anderer Autoren
passt (Fujii, 1994; Hiby, 1999). Des weiteren wurden in 14-bp-positiven Proben zusatzliche
mMRNA-Formen detektiert, die in rein 14-bp-negativen Kontrollen nicht auftraten: mRNA-
Isoformen, denen die ersten 92 Basenpaare des Exon 8 fehlen (Hviid, 2003). Eine mogliche
Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen ist, dass die 14-bp-Insertion eine Signalsequenz fir
bestimmte Splicing-Vorgange darstellt. Es bleibt jedoch weiterhin unklar, ob der 14-bp-
Polymorphismus selbst ursachlich fur die differierenden mRNA-Level ist oder ob z.B. ein
Kopplungsungleichgewicht mit der Promotorregion vorliegt (Hviid, 2006).

Verschiedene Studien lassen eine Assoziation zwischen dem 14-bp-Polymorphismus des Exon 8
und der Menge an l6slichem HLA-G vermuten. So konnten sowohl Hviid et al. als auch Rizzo et
al. in Serumproben von homozygoten 14-bp-positiven Frauen und Méannern kein sHLA-G1
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nachweisen (Hviid, 2004b; Rizzo, 2005a). Weitergehende Erforschungen eines Zusammenhangs
zwischen HLA-G-Allelen und Sekretionslevel der I6slichen HLA-G-Isoformen brachten jedoch
widersprichliche Ergebnisse hervor; hier sind weitere Untersuchungen mit einheitlicher
Methodik vonndéten (Hviid, 2006).

1.2 ALLGEMEINE IMMUNOLOGISCHE ASPEKTE DER SCHWANGERSCHAFT

Da der Fetus nicht nur maternales, sondern auch paternales Genmaterial enthdlt und
entsprechende Alloantigene ausbildet, wird er im Allgemeinen als Semi-Allotransplantat
bezeichnet (Medawar, 1953). Diverse Annahmen hinsichtlich der Grundlagen der mutterlichen
Akzeptanz des fetalen ,,Fremdlings®“ wurden im Laufe der Jahre aufgestellt und wieder
verworfen. Hierzu zahlen die Vermutungen Medawars, fetaler und maternaler Blutkreislauf
existierten separat und ohne Verbindung, die Plazenta besitze keine Antigen-Eigenschaften und
das mutterliche Immunsystem verhalte sich wéhrend der Graviditét starr. Alle drei Hypothesen
konnten widerlegt werden.

Chaouat und Mitarbeiter (1983) sowie Wegmann (1988) verglichen Trophoblastzellen mit
Tumorzellen, die vom maternalen Immunsystem nicht als schadigend erkannt werden; Clark und
Mitarbeiter (1999) postulierten ein Wirt-Parasit-Verhaltnis zwischen Mutter und Fetus. Auch
diese beiden Annahmen wurden bald wieder verworfen.

Muitterlicher und fetaler Blutkreislauf sind nicht vollstandig voneinander getrennt: es finden sich
sowohl kindliche Zellen im mdtterlichen als auch muitterliche Zellen im kindlichen Organismus
(Bianchi, 1994; Lo, 1996). Plazenta und Fetus besitzen Antigen-Eigenschaften: die Expression
von HLA-Molekilen auf fetalen Zellen und Trophoblast wurde nachgewiesen (Jones, 2002). Das
maternale Immunsystem verhalt sich wéhrend der Schwangerschaft nicht starr: im Blut der
Mutter wurden alloreaktive Zellen gefunden, und an der feto-maternalen Grenze findet eine
aktive Regulation der alloreaktiven Immunantworten der Mutter statt.

Welche Mechanismen sind es, die eine AbstolRung des Fetus verhindern? Wie und wodurch wird
das mitterliche Immunsystem angepasst? Was geschieht an der feto-maternalen Grenzzone?
Diese Fragen sind langst nicht zufriedenstellend beantwortet. Jedoch stehen in Teilbereichen der
Schwangerschaftsimmunlogie  einzelne Untersuchungsergebnisse zur Verflgung, die im
Folgenden kurz erldutert werden.
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1.2.1 NICHT-ZELLULARE FAKTOREN
1.2.1.1 ALLOANTIKORPER

An ihrer Oberflache exprimieren Trophoblastzellen HLA-Molekile, die vom maternalen
Immunsystem als Alloantigene erkannt werden. Die darauf folgenden Reaktionen der
miitterlichen Immunzellen unterscheiden sich von denen bei einer Erkennung ,echten®
Fremdmaterials und sind scheinbar essentiell fiir die Entwicklung der maternalen Immuntoleranz.
Zu diesen Schutzmechanismen gehort die Ausbildung verschiedener Alloantikorper (APCA,
Ab2, MLR-Bf), die zwar gegen das paternale HLA gerichtet sind, aber nicht zur Zerstérung der
das fremde HLA tragenden Zellen fiihren, sondern im Gegenteil diese vor cytotoxischen
Reaktionen maternaler Immunzellen schutzen (Ito, 1999; Mclintyre, 1989; Pandey, 2003). Die
Abwesenheit oder verminderte Produktion solcher Alloantikorper kann folgerichtig zu einer
Abstollung des Feten fiihren. Vergleiche des Auftretens einiger bekannter Alloantikorper im
Serum schwangerer Frauen mit und ohne habituelle Aborte (letztere mit unklarer Genese) zeigten
deutliche Unterschiede: APCA (anti-paternal cytotoxic antibodies) waren nur in 10% (Regan et
al., 1991) bzw. 8,5% (Agrawal, 2002) bei Frauen mit habituellen Aborten nachweisbar, wéahrend
32% bzw. 33-46% der normal fertilen Frauen diese Gruppe von Antikérpern aufwies. Ahnliches
gilt fir Ab2 (anti-anti-HLA antibodies): 30% der fertilen schwangeren Frauen waren positiv fiir
Ab2, jedoch keine der Frauen mit habituellen Aborten (Ito, 1999; Pandey, 2003).

Dem Alloantikérper MLR-Bf (mixed lymphocyte reaction-blocking factor) wurde in mehreren
Studien ebenfalls eine fetoprotektive Wirkung zugeschrieben. Tamura et al. (1998) zeigten eine
Positivitat fur MLR-Bf bei 82,4% der fertilen Frauen und bei lediglich 10% der Frauen mit
habituellen Aborten. Zudem scheinen die Konzentrationen von MLR-Bf im ersten Trimester der
Schwangerschaft am hochsten zu sein (Agrawal et al.,, 2002). Einige andere Studien
widersprachen hingegen dem postulierten Zusammenhang zwischen MLR-Bf und erfolgreich
verlaufender Schwangerschaft (Daher, 1997; Jablonowska, 2001).

1.2.1.2 INDOLAMIN-2,3-DIOXYGENASE (IDO)

Wenige Tage nach der Implantation beginnen plazentare Zellen mit der Produktion des Enzyms
Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO), mit dessen Hilfe die Aminoséure Tryptophan katabolisiert
wird (Munn, 1998). Weil aber aktivierte T-Zellen besonders viel Tryptophan bendtigen, fiihrt ein
gesteigerter Abbau dieser Aminosaure zu einer Hemmung der T-Zell-Aktivitdt und zu einem
Schutz des Feten vor maternaler cytotoxischer Immunreaktion. Eine Hemmung der IDO wéhrend
der Schwangerschaft fuhrt zu einer Abstollung des Feten, jedoch nicht in Muttern mit T-Zell-
Defizit.
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1.2.1.3 HAMOXYGENASE (HO) UND ALPHA-HAMOGLOBIN STABILISIERENDES PROTEIN
(AHSP)

Aufgabe des Enzyms Hamoxygenase (HO) ist die Katalysation der ersten Reaktion beim Abbau
von Ham, welches in freier Form direkt und indirekt gewebeschédlich ist. Hadm ist zentraler
Bestandteil der am Sauerstofftransport beteiligten Proteine Hamoglobin und Myoglobin sowie
weiterer Proteine wie Cytochrom P450, Cytochrom-Oxidase und anderer Cytochrome. Von der
Hamoxygenase sind bisher drei Formen beschrieben: die induzierbare Variante HO-1 mit
mehreren regulatorischen Domanen in der Promotorregion und die konstitutiv exprimierten
Formen HO-2 und HO-3. Eine Induktion der HO-1 erfolgt hauptsachlich durch Stress-Faktoren
wie inflammatorische Cytokine, Hitze, Schwermetalle und oxidativen Stress (Applegate, 1991;
Keyse, 1989; Maines, 1993; Terry, 1999). Jedoch zeigen einige Untersuchungen, dass auch die
vermeintlich konstitutive HO-2 in bestimmten Geweben wie der Plazenta und der Dezidua
induzierbar ist (Lindquist, 1988; Zenclussen, 2002). Uber die HO-3 ist bisher noch wenig
bekannt.

HO-1 wird eine wichtige Rolle bei der Akzeptanz eines Transplantates zugeschrieben, weshalb
die Vermutung naheliegt, dass es auch bei der Akzeptanz des Feten wahrend -einer
Schwangerschaft von Bedeutung ist. Die Expression von HO (HO-1 und HO-2) im Myometrium
schwangerer Frauen verglichen mit dem nicht-schwangerer Frauen wurde von Acevedo und
Mitarbeitern (Acevedo, 1998) als um das 16-fache erhoht beschrieben. Die Menge der HO
scheint dabei im Verlauf der Graviditat zu schwanken: HO-1 wird fortlaufend in recht geringer
Konzentration produziert, wahrend die Menge an HO-2 vor allem zu Anfang der
Schwangerschaft hoch ist und sich spéter verringert. Eine mdgliche Begriindung hierfir liegt
darin, dass beim Abbau von Ham durch die HO unter anderem Kohlenmonoxid (CO) entsteht,
welches einen positiven Effekt auf den Blutfluss in den Spiralarterien des Uterus und somit auf
die Ausbildung der Plazenta hat.

Es wurde beobachtet, dass bei Frauen mit Praeklampsie die HO-Aktivitat signifikant reduziert
war im Vergleich zu Frauen mit normal verlaufender Schwangerschaft; gleiches gilt fur Frauen,
deren Feten eine intrauterine Wachstumsretardierung (IUGR) aufwiesen (Ahmed, 2000; Barber,
2001; Wang, 2002). Eine ebenfalls erniedrigte Expression von HO-2 in invasiven
Trophoblastzellen, Endothelzellen und Synzytiotrophoblastzellen konnte bei Frauen mit
spontanen Aborten beobachtet werden (Zenclussen, 2003).

Auch das Alpha-Hamoglobin stabilisierende Protein (AHSP) dient dem Schutz v.a. des
Erythrozyten vor reaktiven Sauerstoffradikalen. Hierzu interagiert es mit freiem a-Globin und
hélt es in Losung, wodurch die hohe Zelltoxizitat dieses instabilen Monomers verringert wird
(Feng, 2004). In einer kleinen Studien stellten nun Emanuelli et al. ein signifikant vermindertes
Level an AHSP (mRNA und Protein) in Trophoblastgewebe von Frauen mit habituellen Aborten
in der Vergangenheit fest, verglichen mit fertilen Kontrollen (Emanuelli, 2008).
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1.2.1.4 FAS/FAS-L-INTERAKTION

Auf maternalen T- und NK-Zellen ist Fas oder CD95 (Typ-I-Membranprotein von 45 kDa) stark
exprimiert, wéahrend Fas-Ligand (Typ-l1-Membranprotein von 37 kDa) an der Oberflache von
Trophoblastzellen exprimiert wird (Hammer, 1999; Hunt, 1997; Nagata, 1994). Die Fas/Fas-L-
Interaktion fuhrt Gber mehrere Schritte zu einer Aktivierung von Caspasen und zur Apoptose von
aktivierten Immunzellen, was vermutlich ein weiterer Faktor ist, der zur Akzeptanz des Feten
durch den muitterlichen Organismus fiihrt (Perricone, 2003; Sakata, 1998; Smith, 1997). Zwei
Proteine sind an der Regulation des Fas/Fas-L-Mechanismus beteiligt: bcl-2 unterstitzt oben
beschriebenen Vorgang, bax hemmt ihn (Lea, 1997; Sakata, 1998). Entsprechende
Veranderungen der Expression von bcl-2 und bax sowie eine Reduktion von Fas oder Fas-L
konnen sich demnach negativ auf den Verlauf der Schwangerschaft auspragen, was einige
Studien unterstreichen (Kokawa, 1998; Lea, 1997; Lea, 1999).

1.2.1.5 HORMONAKTIVITAT

Einige Hormone, z.B. Relaxin, sind als Aktivatoren einer Th,-Zell-Antwort beschrieben worden,
die zum Abort fiihren kann (Piccinni MP, 1996). Das von der Plazenta produzierte Human
placental growth hormone (HPGH) konnte ebenfalls eine aktive Rolle bei der maternalen
Immuntoleranz gegenliber dem Feten spielen (Frankenne, 1987; Hennen, 1985). Der
immunmodulatorische Effekt von Progesteron ist moglicherweise auf die Induktion des
Progesteron-induzierten Blocking-Faktors (PIBF) zuriickzufiihren, der seinerseits Einfluss auf die
NK-Zell-Aktivitat und die Th,-Zell-Antwort nimmt (Szekeres-Bartho, 1990 und 1996).

1.2.2 ZELLULARE FAKTOREN
1.2.2.1 NATURLICHE KILLERZELLEN (NK-ZELLEN)

Natirliche Killerzellen (NK-Zellen) gehdren zu den Lymphozyten und exprimieren an ihrer
Oberflache verschiedene Rezeptoren (z.B. KIR = Kkiller cell ig-like receptors, KAR = killing
activating receptors, CD56 und CD16), Uber die sie u.a. mit HLA-Klasse I-Molekiilen auf
anderen Zellen interagieren konnen. So erkennen sie z.B. Virus-befallene oder entartete Zellen,
die nicht mehr das normale Muster an HLA-I an ihrer Zellmembran aufweisen, und zerstoren
diese durch Entleerung cytotoxischer Granula oder interagieren mit HLA-G-positiven Zellen wie
dem Trophoblast (Moffett-King, 2002). Auch die Sekretion von immunmodulatorischen
Cytokinen wie TNF-a und IFN-y gehort zu den Aufgaben der NK-Zellen. Letztere wird v.a.
durch die sog. CD56™9"-NK-Zellen wahrgenommen, welche sich durch eine groBe Menge des
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Oberflachenantigens CD56 auszeichnen (Rai, 2005). Cytotoxische Aktivitat besitzen hingegen in
erster Linie die CD56“™-NK-Zellen, die an ihrer Zelloberflache weniger CD56 exprimieren.
Diese Differenzierung ist auch in der Schwangerschaftsimmunologie von Bedeutung, denn
Untersuchungen von Koopman et al. zeigten, dass es sich bei den peripheren NK-Zellen
schwangerer Frauen in 90% um CD56%™ CD16"-NK-Zellen handelt, wahrend die uterinen NK-
Zellen schwangerer Frauen vorwiegend CD56°"9" CD16" sind (Koopman, 2003).

Periphere NK-Zellen sind im Normalfall wéhrend der Schwangerschaft supprimiert (Kwak JY,
1995), und einige Autoren stellten eine Koinzidenz von erhohten peripheren NK-Zell-Levels und
Aborten fest (Emmer, 2000; Ntrivalas, 2001; Yamada, 2003). Diese Beobachtung erscheint auch
angesichts der Tatsache logisch, dass Patientinnen mit einem Antiphospholipid-Syndrom erhohte
NK-Zell-Level und vermehrt Aborte aufweisen (Carbone, 2009). Auf der anderen Seite
kritisieren Rai et al. die Vorgehensweisen oben genannter Kollegen; so hénge beispielsweise das
Level peripherer NK-Zellen von der Tageszeit, von vorheriger korperlicher Aktivitat der
Probandin, von der Paritdt der Probandin und sogar von der Aufbewahrungsmethode der
Blutprobe ab (Plackett, 2004; Rai, 2005; Reichert, 1991). Zudem werden von verschiedenen
Autoren unterschiedliche Grenzwerte fir periphere NK-Zellen festgesetzt. Diese kontroverse
Diskussion lasst momentan noch keine eindeutige Antwort auf die Frage zu, ob das Level
peripherer NK-Zellen im Zusammenhang mit Aborten steht, und ob eine Testung dieses NK-Zell-
Levels schwangerer Frauen und eine eventuelle Behandlung vermeintlich erhohter Werte sinnvoll
ist.

Uterine NK-Zellen hingegen scheinen eine zentrale Rolle in der Pathogenese
schwangerschaftsassoziierter Erkrankungen (Praeklampsie, habitueller Abort, Intrauterine growth
restriction (IUGR)) zu spielen. NK-Zellen sind im Endometrium schwangerer Frauen die
vorherrschende Leukozytenfraktion; ihre Zahl steigt wéahrend der Sekretionsphase des weiblichen
Zyklus an und bleibt im Falle einer eintretenden Graviditat auf einem hohen Level, bevor sie
etwa ab der 20. SSW wieder sinkt (Trundley, 2004). Diese uterinen NK-Zellen mit
immunmodulatorischen Funktionen durch die Produktion verschiedener Cytokine (s.0.) nehmen
wahrscheinlich einen wichtigen Platz bei der Kontrolle der Trophoblasten-Invasion ins
Endometrium ein (Moffett-King, 2002).

1.2.2.2 T-HELFER-ZELL-BALANCE

T-Lymphozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Differenzierung zwischen Selbst und
Nichtselbst. Dabei interagieren die CD8*-T-Zellen (cytotoxische T-Zellen) mit HLA-I-Molekilen
und darauf prasentierten Antigenen, wahrend die CD4*-T-Helfer-Zellen HLA-1I erkennen und im
aktivierten Zustand Cytokine sezernieren kénnen. Anhand der Cytokin-Muster kann man die T-
Helfer-Zellen (Th-Zellen) in drei Gruppe einteilen: The-Zellen sind frisch aktiviert und befinden
sich im Ubergangsstadium zu entweder Th,- oder Th,-Zellen. Thy-Zellen zeichnen sich durch die
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Produktion pro-inflammatorischer Cytokine aus, zu denen Interferon-y (IFN-y), Interleukin-2 (IL-
2), Tumor-Nekrose-Faktor-o. (TNF-o) und Tumor-Nekrose-Faktor-B (TNF-B) gehoren. Hingegen
gelten die Cytokine der Thy-Zellen (IL-3, IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13) als anti-inflammatorisch
und auflerdem bedeutsam fir die humorale Abwehr, die Entstehung von Allergien und die
Abwehr von Parasiten (Mosmann, 1989). Der Mediator IL-4 ist ein wichtiger Faktor fur die
Differenzierung von Tho-Zellen zu Th,-Zellen. Ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen den
beiden Gruppen der T-Helfer-Zellen bzw. ein Ubergewicht der Th,-Cytokine (,,Th,-Phinomen*)
wird als notwendig fir die erfolgreich verlaufende Schwangerschaft postuliert.

Bei Frauen mit habituellen Aborten konnte ein Ungleichgewicht zugunsten der Th;,-Cytokine
beobachtet werden (Chaouat, 2004; Raghuphaty, 1997; Raghupathy, 2000; Saito, 2000). Dies
stimmt mit der Feststellung Uberein, dass Frauen mit habituellen Aborten ein hoheres Level an
IL-12 aufwiesen, welches begiinstigend auf die Sekretion von Thy-Cytokinen und hemmend auf
die Sekretion von Th,-Cytokinen wirkt (Hayakawa, 1999; Zenclussen, 2002). Die Th,;-Cytokine
stehen im Verdacht, auf direktem und indirektem Weg uUber die Aktivierung weiterer
Immunzellen die Plazenta zu schédigen, wohingegen den Th,-Cytokinen eine die Plazenta
schutzende Funktion zugeschrieben wird. IFN-y wird verdachtigt, die Sekretion von GM-CSF
(granulocyte macrophage colony stimulating factor) zu inhibieren, wodurch es zur Wachstums-
und Differenzierungsstérung beim Trophoblasten kommen kann (Perricone, 2003; Robertson,
1994). TNF-a hat moglicherweise einen stimulierenden Effekt auf die Uterusmuskulatur,
wodurch es zur Kontraktion und AbstolRung des Feten kommt, oder es verursacht eine Nekrose
des Embryos oder flihrt zu einer Behinderung des Blutflusses zum Fetus. Zusammen mit IFN-y
kann TNF-a bei Trophoblastzellen die Apoptose provozieren (Yui, 1994). Jedoch ist eine geringe
Menge an TNF-a an der feto-maternalen Grenzzone notwendig fiir die erfolgreiche Implantation
(Meisser A, 1999). Eine aktuelle Studie von Yang et al. zeigte signifikant erhohte
Konzentrationen von aktivierten T-Zellen (CD3* CD4* CD69* und CD3* CD4* CD154*) im Blut
von Frauen mit habituellen Aborten, verglichen mit Frauen ohne Aborte (Yang, 2010).

Die Th,-Cytokine unterstiitzen die Akzeptanz des Feten u.a. durch die Induktion von
Alloantikérpern und die Hemmung von NK-Zell-Aktivitat (Hanna, 2000; Wegmann, 1993). Es
gibt allerdings auch einige Studien, die dem Status des Ubergeordneten Systems der Thy/Th,-
Balance widersprechen. Mause, die kein IL-10 und IL-4 produzierten, waren dennoch zu
normalen Schwangerschaften in der Lage (Svensson, 2001), gleiches gilt fir Mause, in denen die
Gene fir IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 deaktiviert wurden (Fallon, 2002). Frauen mit Spontanabort
wiesen verringerte Mengen an IL-12 verglichen mit fertilen Frauen auf, was folgerichtig zu einer
verminderten Aktivierung der Thq-Zellen flhren musste (Zenclussen, 2002). Weiterhin zeigten
Frauen mit habituellen Aborten eine verminderte IFN-y-Produktion (Bates, 2002). Nicht das
starre Th./Th,- und Cytokin-Gleichgewicht scheint in der Schwangerschaft von Bedeutung zu
sein, sondern die dynamische Balance abhéngig vom Zeitpunkt in der Graviditét.
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1.3 HLA IN DER SCHWANGERSCHAFT
1.3.1 MORPHOLOGISCHE GRUNDLAGEN

Die direkte Kontaktzone zwischen mutterlichem und fetalem Gewebe bildet die Plazenta mit
ihrem charakteristischen Aufbau. An verschiedenen Stellen treffen nun die zelluldren und nicht-
zelluléren Strukturen der beiden nicht identischen Organismen unmittelbar aufeinander: der
Synzytiotrophoblast, der embryonalen Ursprungs ist, kleidet den intervilldsen Raum der Plazenta
aus, welcher mit maternalem Blut aus den Spiralarterien gefillt ist. Nach au3en hin schlief3t sich
der extravillose Zytotrophoblast an, der in das deziduale Gewebe des Uterus ausgewandert ist und
nun Kontakt mit mdtterlichen Zellen, v.a. NK-Zellen, T-Lymphozyten und Makrophagen hat. Als
drittes ist der endovaskuldre Trophoblast zu erwéhnen, der das Endothel der uterinen
Spiralarterien ersetzt.

1.3.2 HLA-STATUS DER PLAZENTA

Alle vom Fetus ausgehenden Zelltypen der Plazenta haben eine interessante Eigenschaft: sie
exprimieren keine klassischen HLA-KIlasse-1-Molekile (HLA-A und —B), so dass eine regulére
Immunantwort tber T-Zellen wegféllt. Dahingegen konnte mHLA-G auf diversen plazentaren
Zellen nachgewiesen werden, so z.B. auf dem invasiven Cytotrophoblasten, der plazentaren
Riesenzelle, dem endovaskuléren Trophoblasten und der Chorionmembranzelle (Le Bouteiller,
1999; Morales, 2003), auf der Hofbauer-Zelle im mesenchymalen Kern der Chorionvilli (Chu,
1998; Yang, 1996) sowie auf der Endothelzelle in den Plazentazotten (Blaschitz, 1997; Dye,
2001; Urosevic, 2002). Es herrscht in Fachkreisen Einigkeit dartiber, dass der Haupttrager des
membrangebundenen HLA-G der invasive extravillése Cytotrophoblast ist. Dies stimmt mit
Studienergebnissen tberein, die demonstrieren, dass die Menge der produzierten HLA-G-mRNA
umso groRer ist, je ndher sich die entsprechende Zelle an der feto-maternalen Grenzlinie befindet
(Hunt, 1991).

Neben den membrangebundenen gibt es noch die l6slichen Formen des HLA-G, welche in der
Amnionflissigkeit und im maternalen Blut nachgewiesen werden kénnen (Fournel, 2000b; Hunt,
2000; Puppo, 1999; Rebmann, 1999). Der Synzytiotrophoblast produziert ausschlieRlich sHLA-
G, und alle anderen Subtypen des Trophoblasten produzieren wahrscheinlich ebenfalls die
I6slichen HLA-G-Isoformen (Chu, 1998; Ishitani, 2003; Kovats, 1990). Besonders interessant ist
in diesem Zusammenhang auch die Feststellung einiger Forscher, dass sich die sHLA-G-Level
schwangerer und nicht-schwangerer Frauen kaum voneinander unterscheiden wirden, was auf
eine Produktion von sHLA-G durch mutterliche Zellen schliel3en liele und weiterhin nahelegen
wurde, dass das vom Trophoblast gebildete sHLA-G wohl nicht in groen Mengen ins
mutterliche Blut gelangt (Hviid, 2004b; Pfeiffer, 2000; Puppo, 1999; Rebmann, 1999; Steinborn,
2003). Jedoch wiesen Hunt et al. nach, dass SHLA-G wéhrend der gesamten Schwangerschaft in
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einer etwa doppelt so hohen Konzentration wie bei nicht-schwangeren Frauen im mitterlichen
Blut zirkuliere (Hunt, 2000). Grund flr die sich widersprechenden Erkenntnisse kdnnten die
unterschiedlichen angewandten Messmethoden und Grenzbereiche sein.

Neben HLA-G wurden auf Trophoblastzellen der Plazenta auch geringe Mengen HLA-C sowie
HLA-E nachgewiesen (King, 2000a und 2000b), und vermutlich gilt dies auch fur HLA-F. Es
scheint, als konnten sich die drei HLA-Klasse-Ib-Formen gegenseitig beeinflussen und evtl. auch
ersetzen (Hviid, 2006).

1.3.3 FUNKTION VON HLA-G IN DER SCHWANGERSCHAFT

Die Hauptfunktion der membrangebundenen und l6slichen HLA-G-Proteine wéhrend der
Schwangerschaft liegt nach heutigem Wissensstand darin, das Semiallotransplantat Fetus direkt
an der feto-maternalen Grenze vor einer abwehrenden Immunreaktion des mitterlichen
Organismus zu schiitzen und den Erhalt der Schwangerschaft zu gewahrleisten. Vermutlich spielt
HLA-G schon wahrend der Implantation eine wichtige Rolle; so stellten mehrere Autoren durch
Messung der SHLA-G-Konzentration im Kulturmedium von zur in-vitro-Fertilisation
vorbereiteten Embryonen einen Zusammenhang zwischen sHLA-G-Positivitat und erfolgreicher
Implantation (d.h. spater klinisch nachweisbarer Schwangerschaft) fest (Jurisicova, 1996; Yie,
2005). Umgekehrt versagte die Implantation nach IVF mit Embryonen, die sHLA-G-negativ
waren, in den meisten Féllen (Fuzzi, 2002; Noci, 2005; Sher, 2004). Sher et al. wiesen anhand
von durch Intracytoplasmatische Spermien-Injektion (ICSI) gewonnenen Embryonen nach, dass
die Implantations- und Schwangerschaftsraten bei Transfer von mindestens zwei sHLA-G-
positiven Embryonen im Vergleich zu den Fallen, in denen ausschlieBlich sHLA-G-negative
Embryonen eingesetzt wurden, signifikant anstiegen (Sher, 2005). Jedoch ist die Nachweisbarkeit
von sHLA-G kein Garant flr eine erfolgreiche Implantation, zumal bisher in den verschiedenen
Untersuchungen keine einheitliche Methodik fir die Konzentrationsmessung des I6slichen HLA-
G verwendet wurde (Hviid, 2006).

Wie die obigen Ausfiihrungen zeigen, ist das l6sliche HLA-G nicht in allen Féllen in der
Umgebung des Embryos zu finden, und dasselbe gilt fir HLA-G-mRNA. Zudem héangt das
Vorhandensein von HLA-G-Produkten offenbar vom Entwicklungsstadium der befruchteten
Eizelle ab: so wiesen diverse Autoren die erste HLA-G-Expression zu unterschiedlichen
Zeitpunkten im 2-Zell- bis 16-Zell-Stadium nach (Fuzzi, 2002; Hiby, 1999; Jurisicova, 1996;
Noci, 2005; Sher, 2004; Yie, 2005; Zeng, 2005).

Zwei weitere Studien zeigen, dass das VVorhandensein von HLA-G1 und sHLA-G nicht unbedingt
notwendig fir eine erfolgreich verlaufende Schwangerschaft ist: sog. Null-Allel-Patientinnen,
also homozygote Trégerinnen des Allels G*0105N, existieren, obwohl sie als Feten offenbar kein
oder kaum HLA-G1 und sHLA-G produziert haben. Zusétzlich wurde beobachtet, dass ebendiese
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Frauen zwar haufiger durch Aborte belastet waren als Frauen ohne dieses Allel, jedoch konnten
sie Schwangerschaften erfolgreich austragen (Castro, 2000; Ober, 1998).

1.3.3.1 MOGLICHE WIRKMECHANISMEN

Hinsichtlich der Nicht-AbstoRung des Feten dominiert die Interaktion des HLA-G mit den
Leukozyten. AuBerdem wird die Beeinflussung des plazentaren Cytokin-Milieus in Richtung
einer nicht-inflammatorischen Umgebung i. S. einer Th,-Dominanz inzwischen als wichtige
Aufgabe von HLA-G angesehen. Die Konzentrationslevel an mHLA-G und sHLA-G scheinen
hierbei von Bedeutung zu sein.

Im Endometrium einer nicht schwangeren Frau befinden sich fir gewdhnlich zahlreiche B- und
T-Zellen, doch bei Eintritt einer Graviditat verringert sich diese Zahl betréchtlich (Préll, 2000).
Stattdessen sind in der Dezidua des graviden Uterus vermehrt NK-Zellen (30% der Leukozyten)
und Makrophagen (10-15% der Leukozyten) zu finden (Bulmer, 1995).

Leukozyten haben Rezeptoren fur HLA-Klasse I-Molekile, die wber Signalweiterleitung
entweder zur Aktivierung oder zur Inhibition der Immunzelle fihren (Long, 1999). Das bedeutet
in der Theorie, dass ein die Dezidua in Richtung Spiralarterie durchwandernder HLA-G-positiver
Cytotrophoblast in der Lage ist, unterwegs die abwehrende Funktion von NK-Zellen oder
Makrophagen zu beeinflussen. Auch HLA-E und HLA-F haben wahrscheinlich eine dhnliche
Féahigkeit, und bis jetzt ist der invasive extravillose Cytotrophoblast die einzige Zellart, die alle
drei HLA-KIlasse-1b-Formen exprimiert (Ishitani, 2003).

Zu den Rezeptoren, Uber die HLA-G seine hemmende Wirkung auf Immunzellen ausiibt, gehoren
die leukozyte Ig-like receptors LILR-B1 und LILR-B2, der killer cell Ig-like receptor KIR 2DL4,
die Ig-like transcript receptors ILT2 und ILT4, CD160 und CD8 (Colonna, 1999; Hunt, 2005;
O’Callaghan, 1998). Besonders wichtig scheint hierbei die hemmende Interaktion zwischen
HLA-G und LILR-B1 bzw. LILR-B2 auf Antigen-présentierenden Immunzellen, NK-Zellen
sowie T-Lymphozyten, wobei die Rezeptoren offenbar eine starke Affinitdt zu HLA-G (v.a. zu
den B,m-assoziierten Formen) haben (Shiroishi, 2003). Verschiedene Studienergebnisse lassen
vermuten, dass die ,m-freie Form des HLA-G selektiv mit LILR-B2 interagiert und auf diesem
Wege einen hemmenden Effekt auf Antigen-prasentierende Zellen ausubt (Gonen-Gross, 2005;
Shiroishi, 2006). Des weiteren vermag HLA-G die NK-Zell-vermittelte Zelllyse von solchen
Zellen zu verhindern, die nicht das klassische HLA-Muster auf ihrer Oberfléche tragen.

Makrophagen, auch in Dezidua und Plazenta, besitzen Ig-like transcript receptors ILT2 und ILT4,
und HLA-G wirkt hier v.a. Gber ILT4 aktivitats- und proliferationshemmend ein (Allan, 1999;
Petroff, 2000). Unklar bleibt hingegen, ob HLA-G-Dimere tatsachlich mit den Rezeptoren
KIR2DL4 und CD160 interagieren kdnnen (Yan, 2005).
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1.3.3.2 WIRKWEISEN DES LOSLICHEN HLA-G

Die l6sliche Form von HLA-G hat im Prinzip dieselben Funktionen wie die membrangebundene
Form, nédmlich die Verhinderung einer Abstolung des Fetus durch maternale
Immunzellreaktionen, jedoch bt sie diese in einem groReren und nicht lokal begrenzten Bereich
aus.

Uber Bindung an den CD8-Rezeptor der cytotoxischen T-Zellen kann sHLA-G diese zur
Apoptose zwingen, wobei das nur fur aktivierte T-Zellen gilt (Fournel, 2000; Le Gal, 1999).
Neben CD8 ist auch der Fas/Fas-L-Weg hierbei von Bedeutung. Diese gezielte Tétung von
Abwehrzellen geschieht z.B. im intervilldsen Raum und in der Dezidua. Lila et al. zeigten, dass
in einer ,,mixed lymphocyte reaction” bei Anwesenheit von sHLA-G auch eine Downregulation
der CD4-T-Helferzellen stattfindet (Lila, 2001); in Analogie hierzu stellten Marchal-Bras-
Goncalves et al. fest, dass auch die NK-Zell-gesteuerte Cytotoxizitat durch sHLA-G gehemmt
wird (Marchal-Bras-Goncalves, 2001).

Des weiteren herrscht inzwischen ein gewisser Konsens dartiber, dass SHLA-G Einfluss auf die
Subpopulationen der Leukozyten im Uterus hat: so steigt das Level der Th,-Lymphozyten und
der von ihnen produzierten Cytokine einerseits durch Progesteron und IL-10, aber auch durch
I6sliches HLA-G (Moreau, 1999; Szekeres-Bartho, 1996; s.u.).

1.3.3.3 BEEINFLUSSUNG DES CYTOKIN-MILIEUS

Wie oben bereits angefiihrt, nehmen mHLA-G und sHLA-G auch Einfluss auf das Muster der
Cytokin-Expression in der Plazenta, unter anderem durch Aktivierung und Hemmung von
Leukozyten-Populationen, wobei die genauen Mechanismen bisher nicht aufgeklart wurden. Die
Ergebnisse einiger Studiengruppen, die in vitro mHLA-G und/oder sHLA-G mit peripheren
und/oder uterinen Immunzellen zusammenbrachten, sind z.T. widersprichlich. Wurden mit
mHLA-G ausgestattete Zellen mit PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) kombiniert, so
sanken die Level der proinflammatorischen Th;-Cytokine TNF-a und IFN-y eindeutig, wéhrend
die Th,-Cytokine IL-10 und IL-4 anstiegen (Kanai, 2001a und 2001b; Maejima, 1997). Weniger
eindeutig waren die Ergebnisse bei Co-Kultivierung von mHLA-G und uterinen mononukleéren
Zellen (UMC) nicht schwangerer Frauen und decidualen mononukledren Zellen (DMC)
frihschwangerer Frauen: zwar sanken auch hier TNF-o und IFN-y in fast allen Fillen, jedoch
konnte keine Veranderung oder sogar eine Verminderung von IL-10 beobachtet werden (Kanali,
2001b und 2003; Rieger, 2002). Insgesamt legen die Erkenntnisse dieser Studien auRerdem nahe,
dass bei der Interaktion zwischen mHLA-G und PBMC bzw. UMC und DMC mdglicherweise
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Unterschiede bei schwangeren und nicht schwangeren Frauen bestehen. Weitere Untersuchungen
sind hier zur Klarung der Annahmen vonndten.

Hinsichtlich des Einflusses von sHLA-G auf die Cytokin-Expression peripherer und uteriner
Immunzellen brachten verschiedene Studien sehr widersprichliche Ergebnisse hervor, die jedoch
alle darauf hinweisen, dass die Konzentration an sHLA-G ausschlaggebend flr das Sinken oder
den Anstieg der Level von TNF-a, IFN-y und IL-10 ist (Kanai, 2001a und 2003; Kapasi, 2000;
Mclntire, 2004; Rizzo, 2005a). Steigende sHLA-G-Level (evtl. mit einem notwendigen
Minimum) scheinen die Sekretion der Th,-Cytokine TNF-a und IFN-y tendentiell zu hemmen,
und zwischen IL-10 und sHLA-G besteht moglicherweise eine wechselseitige Beziehung i.S.
einer negativen Rickkopplung, durch die bei fallenden sHLA-G-Werten die Produktion von IL-
10 ansteigt und umgekehrt. Dazu passt, dass IL-10 offenbar in der Lage ist, die Expression von
HLA-G zu aktivieren (Moreau, 1999). Es ist durchaus wahrscheinlich, dass auch die
Konzentration des membrangebundenen HLA-G eine Rolle fiir die exakte Cytokin-Produktion
spielt, jedoch gibt es dazu bisher kaum Forschungsergebnisse (Hviid, 2006).

1.3.3.4 BEEINFLUSSUNG DER ENDOTHELZELL-AKTIVITAT

Membrangebundenes HLA-G1 hemmt die transendotheliale Migration von NK-Zellen (Dorling,
2000), und die Expression von HLA-G in der Plazenta ist bei Frauen mit Praeklampsie deutlich
vermindert (Goldman-Wohl, 2000; Lim, 1997). Drittens konnte gezeigt werden, dass spezifische
Antikorper gegen HLA-G an Endothelzellen banden (Blaschitz, 1997; Dye, 2001; Urosevic,
2002). Le Bouteiller et al. konnten zudem demonstrieren, dass rekombinantes SHLA-G1 die
Proliferation und Migration von Endothelzellen in vitro herunterreguliert (Le Bouteiller, 2003).
Daraus ergibt sich, dass SHLA-G1 neben seinen immunologischen Funktionen auch eine Rolle
bei der vaskularen Umwandlung in der Plazenta und beim Ersatz von Endothelzellen durch
endovaskuldren Trophoblast in den Spiralarterien spielen kénnte (Kam, 1999; Zhou, 1997).

1.3.4 HLA-G UND HABITUELLER ABORT

Zwei deutsche Studiengruppen erkannten beim Monitoring von IVF-Patientinnen einen positiven
Zusammenhang zwischen sHLA-G1 und intakter Schwangerschaft: die im maternalen Blut
nachweisbare Menge des sHLA-G1 war bei Frauen mit Frihabort in den ersten 10
Schwangerschaftswochen deutlich geringer als bei Frauen ohne Abort (Pfeiffer, 2000; Rebmann,
1999). Interessant ist, dass auch die bereits vor Beginn der Schwangerschaft gemessene sHLA-
G1-Konzentration in gleicher Weise zwischen Frauen mit und ohne spateren Frihabort
differierte.
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Im weiteren Verlauf der Schwangerschaft erfahren deutlich mehr Frauen mit niedrigem sHLA-G-
Level eine vorzeitige Plazentalosung als Frauen mit hoherem sHLA-G-Level; so haben laut
Steinborn et al. (2003) Schwangere mit einem Wert unter 9,5 ng/ml ein relatives Risiko von 7,1,
eine vorzeitige Plazentaldsung mit der Gefahr eines Kindsverlustes zu erleiden.

Assoziationen zwischen HLA-G-Polymorphismen und detektierbaren HLA-G-Proteinen wurden
bereits in Kap. 1.1.5.4 erwéhnt. Habituelle Aborte, also mindestens drei aufeinander folgende
Aborte, konnten in einer Studie von Hviid et al. (Hviid, 2004a) in Zusammenhang gebracht
werden mit dem homozygoten Vorliegen der 14-bp-Insertion im Exon 8 der 3'UTR des HLA-G-
Gens, welche ja auch mit der Nicht-Nachweisbarkeit von s-HLA-G1 im maternalen Serum
assoziiert ist (Hviid, 2004b; Rizzo, 2005a); Ober et al. (2003) erkannten wie in Kap. 1.1.5.4
erwahnt ein signifikant erhohtes Risiko fir habituelle Aborte, wenn beide Partner einen
Polymorphismus an Position -725 des Promotors aufweisen. In mehreren Studien wurde das
Null-Allel G*0105N mit habituellen Aborten in Zusammenhang gebracht, und einzelne
Forschungsgruppen beschrieben einen solchen moglichen Zusammenhang auch fur die Allele
G*010103, G*0104 und G*0106 (Aldrich, 2001; Hviid, 2002; Pfeiffer, 2001; Yamashita, 1999).
Eindeutige Aussagen hinsichtlich Assoziationen zwischen bestimmten HLA-G-Polymorphismen
und habituellen Aborten, die hinreichend durch Ubereinstimmende Studien gesichert sind, kénnen
bis jetzt jedoch noch nicht gemacht werden (Hviid, 2006).

Auf &hnliche Weise wie beim habituellen Abort spielt HLA-G mit groBer Wahrscheinlichkeit
eine Rolle bei der Entstehung der Praeklampsie, einer Stérung der Spatschwangerschaft, die als
ubermafige inflammatorische Antwort des mditterlichen Organismus auf die Schwangerschaft i.S.
einer Thy-Reaktion beschrieben wurde (Darmochwal-Kolarz, 1999; Redman, 1999). Bisherige
Studien zu moglichen Assoziationen zwischen HLA-G-Polymorphismen und Praeklampsie
erbrachten jedoch widersprichliche Ergebnisse. So scheint lediglich der 14-bp-Insertions-
Polymorphismus in Exon 8 in gewisser Weise mit dem Entstehen einer Praeklampsie verbunden
zu sein, wohingegen die SNPs in Exon 2, 3 und 4 bei betroffenen Frauen nicht liberreprésentiert
waren im Vergleich mit Frauen, deren Schwangerschaft normal verlief (Hylenius, 2004; O Brien,
2001). Selbst das Null-Allel G*0105N scheint nicht mit der Praeklampsie in Verbindung zu
stehen (Hylenius, 2004). Die Konzentration an sSHLA-G im Blut praeklamptischer Schwangerer
wurde von Yie et al. (2004) als vermindert beschrieben, was bisher aber nicht weiter bestatigt
wurde. Zentrale Frage in diesem Zusammenhang ist, ob das verminderte HLA-G-Protein Ursache
oder Folge der gestorten Schwangerschaft ist.
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1.4 DER HABITUELLE ABORT
1.4.1 DEFINITION

Als Abort wird ein Verlust der Schwangerschaft vor der Lebensféhigkeit des Feten bezeichnet,
dies entspricht in etwa einem maximalen Geburtsgewicht von 500 Gramm und einer
Schwangerschaftsdauer von weniger als 20-24 Wochen.

Unterschieden werden Friih- und Spétaborte: bei einem Abort vor der 14. SSW spricht man von
einem Frihabort, ein Verlust der Schwangerschaft bis zur 20.-24. SSW bezeichnet man
entsprechend als Spéatabort (Hinney, 2007a). Die Grenzen sind hier allerdings nicht ganz
eindeutig definiert; ab der 24. SSW qilt ein Fetus theoretisch als lebensfahig, so dass dies eine
sinnvolle Obergrenze fiir die Definition des Abortes darstellt.

Seit einiger Zeit wird der Verlust der Schwangerschaft vor einer sonographischen
Nachweisbarkeit derselben, d.h. bei nur durch biochemische Verfahren bestatigter Graviditat, als
Friihestabort bezeichnet. Die Grenze zum Frihabort liegt etwa in der 5.-6. SSW.

Von habituellen Aborten spricht man nach WHO-Richtlinien im Vergleich zum Spontanabort
dann, wenn mindestens drei Fehlgeburten aufeinander folgen und nicht von einer erfolgreich
verlaufenden Schwangerschaft oder einer Friihgeburt unterbrochen werden. Man unterscheidet
weiterhin zwischen priméren und sekundéren habituellen Aborten: haben vor den drei oder mehr
Aborten bereits eine oder mehr Schwangerschaften mit Geburt stattgefunden, spricht man von
sekundarem, andernfalls von primarem habituellem Abort (Hinney, 2007a).

1.5.2 EPIDEMIOLOGIE

Die natirliche Abortrate hangt vom Alter der Patientin und der erreichten Schwangerschaftsdauer
ab: mit steigendem Alter der Frau steigt auch die Abortrate, sie sinkt aber mit fortschreitender
Schwangerschaftsdauer.

Von allen klinisch diagnostizierten Schwangerschaften enden 11-15% mit einem Abort (bezogen
auf Aborte bei Frauen unter 35 Jahren); das Risiko liegt fir 20-24j&hrige Frauen bei 10%, bei 30-
34jéhrigen Frauen bei 15%, bei 35-39jahrigen Frauen bei 25% und bei 40-44jahrigen Frauen bei
ca. 50% (Heffner, 2004). Bezieht man sich auf alle biochemisch nachgewiesenen
Schwangerschaften, so enden bis zu 50% mit einem Friihabort (Edmonds, 1982; Nybo Andersen,
2000). Angesichts des zunehmenden Alters erstgebarender Frauen in den Industrienationen hat
die Abortrate in den letzten Jahren zugenommen, ein weiterer Anstieg ist zu erwarten.

Von habituellen Aborten sind nur etwa 1% aller Frauen mit Kinderwunsch betroffen (Stirrat).
Dennoch liegt diese empirisch bestimmte Zahl deutlich Uber der errechneten Wahrscheinlichkeit
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fir drei Aborte in Folge von 0,34% (Hinney, 2007a; Wilcox, 1988). Dies ist ein wichtiger
Indikator dafiir, dass es sich beim habituellen Abort um ein eigenstandiges Krankheitsbild
handelt.

Die Abortwahrscheinlichkeit steigt mit der Anzahl vorangegangener Aborte: nach einem Abort
liegt das Risiko bei 12-24%, nach zwei Aborten bei 19-35% und bei drei Aborten bereits bei 25-
45% (Steck, 1997). Das Risiko fiir einen weiteren Abort liegt bei einer Patientin mit zehn oder
mehr Aborten in der Vergangenheit bei ber 80%. Dabei ist stets auch an die Abhéngigkeit der
Abortrate vom mutterlichen Alter zu denken.

1.5.3 ATIOLOGIE
1.5.3.1 GESICHERTE URSACHEN

Als Ursachen fiir den habituellen Abort werden ganz verschiedene Faktoren diskutiert. Hierbei ist
es sinnvoll, zwischen durch Studien hinreichend gesicherten und weniger gesicherten, vermuteten
Ursachen zu unterscheiden.

Das Ursachenspektrum unterscheidet sich stark bei den verschiedenen Formen des Abortes. So
spielen beim habituellen Abort andere Faktoren eine Rolle als beim sporadischen Abort, und auch
die Ursachen von Friih- und Spataborten sind verschieden.

GENETISCHE URSACHEN

Bei 50-70% der sporadischen Aborte kénnen Chromosomenanomalien als Ursache festgestellt
werden. An erster Stelle stehen hierbei mit ca. 65% die autosomalen Trisomien (am h&ufigsten
Trisomie 16 und 22), gefolgt von der Monosomie X, den Polyploidien und strukturellen
Chromosomenabweichungen wie der reziproken und der Robertsonschen Translokation. Mosaike
und Mehrfachtrisomien sind selten (Hinney, 2007a; Warren, 2008).

In 90% der Félle entstehen die chromosomalen Fehlverteilungen bei der ersten Reifeteilung der
Oozyte, nur in 10% liegt die Ursache in der paternalen Meiose (Voigt, 2005). Spontane Aborte
aufgrund von genetischen Stoérungen finden v.a. in der Frihschwangerschaft statt: so sind
entsprechende Ursachen bei einem Abort zwischen der 8. und 11. Schwangerschaftswoche in
50% der Falle zu finden, bei einem Abort zwischen der 16. und 19. Schwangerschaftswoche sind
es nurmehr 30% (Warren, 2008).

Die Rate von Chromosomenaberrationen im Abortgewebe sinkt mit zunehmender Zahl der
vorangegangenen Spontanaborte, d.h. nur in wenigen Féllen besteht durch eine im mutterlichen
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oder véterlichen Genom verankerte balancierte Chromosomenanomalie ein systematisches Risiko
fir chromosomale Stérungen beim Feten. Von einer balancierten Translokation (z.B. einer
Robertsonschen Translokation oder einer Inversion) sind etwa 4% aller Paare mit habituellen
Aborten betroffen, wahrend es in der Allgemeinbevolkerung nur ca. 0,2% sind (Warren, 2008;
Wieacker, 2005). 50-70% der Gameten der phé&notypisch unaufféalligen Trager einer balancierten
Translokation sind unbalanciert, die Abortrate liegt bei 50% (Hinney, 2007a). Numerische
Aberrationen mit Abweichung von der Gesamtzahl der Chromosomen sind spontane Ereignisse
und daher nur in seltenen Fallen zufallige Ursache fur drei oder mehr Aborte in Folge.

Mikrodeletionen und Veranderungen einzelner Gene beeinflussen ebenfalls den Verlauf einer
Schwangerschaft, wobei das Risiko fur derartige Ereignisse inshesondere bei
Blutsverwandtschaft der Eltern erhoht ist (Warren, 2008).

ORGANVERANDERUNGEN DES UTERUS

Unterschieden werden kann zwischen angeborenen und erworbenen Anomalien des Uterus.
Hierzu zéhlen die Hemmungsmissbildungen der Muller-Génge, intrauterine Synechien und
Asherman-Syndrom, Myome, Polypen und die Cervixinsuffizienz. Die Datenlage bezuglich des
Risikos der verschiedenen Anomalien fur habituelle Aborte ist allerdings uneinheitlich und
unzureichend und erlaubt keine suffiziente Risikobewertung.

Die Haufigkeit angeborener uteriner Anomalien in der weiblichen Bevolkerung wird mit
zwischen 2 und 37-38% angegeben (Hinney, 2007a; Rai, 2006). Das Risiko flr eine Fehlgeburt
ist allgemein bei uteriner Anomalie erhéht, jedoch hangt es entscheidend von Art und Schwere
der Anomalie ab (Grimbizis, 2001). Das hdchste Risiko fiir habituelle Aborte birgt demnach der
Uterus septus bzw. subseptus mit 26-94%, gefolgt vom Uterus unicornis (33-66%), vom Uterus
bicornis (28-44%), vom Uterus duplex (13-42%) und vom Uterus arcuatus (29%) (Steck, 1997).

Erklarungsansétze fir den Zusammenhang zwischen Uterusanomalie und Abortrisiko sind die
Minderdurchblutung anomaler Strukturen, z.B. eines Septums, mit entsprechender
Implantationsstérung bei eintretender Schwangerschaft und der eingeschrankte Raum flr Fetus
und Plazenta.

Aufgrund mangelhafter Datenlage kann das Abortrisiko bei erworbenen Uterusanomalien
schlecht beurteilt werden. Zweifellos kdnnen ein hochgradiges Asherman-Syndrom und grof3e
intracavitire Myome und Polypen zur Implantationsstorung oder zum Fruhabort flhren.
Dementsprechend steigt die Rate erfolgreich verlaufender Schwangerschaften nach einer die
Struktur des Uterus normalisierenden Operation; eine Auswertung von neun Studien ergab eine
Abortrate von 14-16% nach Resektion eines Uterusseptums (Grimbizis, 2001; Salim, 2003). Die
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Cervixinsuffizienz ist als potentielle Ursache von Spéataborten anzusehen. Die Bedeutung von
Uterusanomalien fur habituelle Aborte bleibt umstritten.

HAMOSTASEOLOGISCHE STORUNGEN

Fur die Entstehung und den Erhalt einer Schwangerschaft ist ein funktionierendes
Gerinnungssystem unerl&sslich. Zwischen Gerinnung und Gerinnungsauflésung besteht ein
dynamisches Gleichgewicht, mogliche Stérungen betreffen demnach sowohl die Forderung als
auch die Hemmung der Gerinnung. Gemeinsame Gefahr der meisten Gerinnungsstérungen sind
neben Thrombosen und Embolien im Allgemeinen letztendlich die Plazentainsuffizienz und der
Plazentainfarkt.

Auch hier lassen sich angeborene von erworbenen Stérungen grob unterscheiden, weiterhin sind
die eventuellen Folgen fur eine Schwangerschaft verschieden. Zu den angeborenen
Gerinnungsstorungen zéhlen die Faktor-V-Leiden-Mutation und die Prothrombin-Mutation
G20210A. Zur Kategorie der erworbenen Erkrankungen gehdren die APC-Resistenz, die
Hyperhomocysteindmie, das Antiphopsholipidsyndrom sowie ein Mangel an Antithrombin,
Protein C oder S und Faktor XII (Middeldorp, 2007). Bei erhohtem Homocystein-Spiegel ist die
Abortrate signifikant erhdht, die Ursache hierfr ist meist eine Mutation im MTHFR-Gen. Zwei
Polymorphismen im MTHFR-Gen spielen in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle: C677T
und A1298C (Goodman, 2006). Dabei scheint die compound-Heterozygotie C667T/A1298C mit
habituellen Aborten assoziiert zu sein, nicht jedoch die C677T- oder die A1298C-Homozygotie
(Goodman, 2006; Subrt, 2008). Fur die Therapie der nachgewiesenen plasmatischen
Homocystein-Erhéhung wird eine Substitution von Folsaure und eventuell Vitamin B6 und B12
empfohlen.

Das Antiphospholipidsyndrom (APS) zeichnet sich durch das Vorhandensein verschiedener
Antikorper gegen Membran-Bestandteile (Phospholipide) aus; hierzu zéhlen das Lupus-
Antikoagulanz und die Antiphospholipid-Antikorper mit der Untergruppe der Anticardiolipin-
Antikorper. Letztendlich fiihren diese AntikOrper auf verschiedene Weisen u.a. zu einer
Thrombophilie. Zu den Definitionskriterien fir die Autoimmunerkrankung zéhlt neben arteriellen
und venodsen Thrombosen das Auftreten von wiederholten spontanen Aborten; Frauen mit
habituellen Aborten wiesen in einigen Studien erhéhte Werte fur Anticardiolipin-Antikérper und
Antiphospholipid-Antikorper auf, ohne abseits einer Schwangerschaft klinische Anzeichen fir
ein APS zu zeigen (Aoki, 1993; Kwak, 1992). Mittlerweile wird das APS fir bis zu 15-20% der
habituellen Aborte verantwortlich gemacht (Empson, 2002). Eine Therapie ist mit Heparin und
ASS maglich.
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Bei nachgewiesener Gerinnungsproblematik ist im Allgemeinen eine Therapie mit Heparin (oder
ASS) maoglich, die Abortrate wird als verringert beschrieben. Die Patientin sollte jedoch streng
kontrolliert werden mit besonderem Augenmerk auf der Gefahr eines HIT-Syndroms.

ENDOKRINOPATHIEN

Genereller Risikofaktor bei einer Schwangerschaft ist ein schlecht eingestellter Diabetes mellitus
mit passageren Hyperglykamien; in diesen Fallen werden vermehrt Polyhydramnion,
Makrosomie und Anomalien des Fetus beobachtet. Dahingegen besteht keine erhohte
Abortwahrscheinlichkeit bei guter medikamentoser Einstellung der diabetischen Patientin
(Rosenn, 1994).

Viele Untersuchungen deuten auf einen Zusammenhang v.a. zwischen einer Hypothyreose und
(habituellen) Aborten hin. Dies ist besonders dann interessant, wenn Autoantikdrper gegen
Schilddriisengewebe vorliegen (Prummel, 2004). Es wird empfohlen, selbst latente
Hypothyreosen, die sich nur in grenzwertigen TSH-Erhéhungen zeigen, als Risikofaktor fur einen
Abort zu betrachten und entsprechend zu behandeln. Auch die Hyperthyreose wird als mogliche
Ursache von Aborten gehandelt.

Die Bedeutung einer Hyperprolaktindmie wurde besonders durch eine randomisierte Studie von
Hirahara et al. aus dem Jahr 1998 gestiitzt (Hirahara, 1998). Eine Therapie mit Bromocriptin bis
zur 9. SSW fuhrte hierbei zu einer Reduktion der Aborthdufigkeit auf 52% (unbehandeltes
Kontrollkollektiv: 85%). Unklar bleibt jedoch die genaue Pathogenese; moglicherweise wird
durch die Behandlung der Hyperprolaktindmie lediglich eine prolaktininduzierte Hypothyreose
ausgeglichen.

Als durch medikamentdse Therapieversuche weitgehend gesichert gilt die Bedeutung eines PCO-
Syndroms fur das Auftreten habitueller Aborte, wobei einige Autoren dies vor allem auf die
Adipositas der Patientin zurtckfiihren. Die Pathogenese rezidivierender Aborte bei PCO-
Syndrom st nicht abschlieRend geklart, doch eine Behandlung des PCOS mit Metformin und
Gewichtsreduktion fiihrt zu einer Verringerung der Abortraten (Cocksedge, 2008; Jakubowicz,
2002).

Die Lutealphaseninsuffizienz als Ursache habitueller Aborte wird kontrovers diskutiert.
Vorrangiges Problem ist hierbei die starke Variabilitdt der endokrinen Profile, wodurch es an
eindeutigen Richtwerten mangelt. Zwar wird bei Patientinnen mit Friihabort in 20-30% der Falle
eine inadaquate Lutealphase diagnostiziert, doch stellt sich die Frage, ob es sich dabei um
Ursache oder Folge der gestorten Graviditadt handelt (Ogasawara, 1997). Eventuell besteht ein
Einfluss der Progesteron-Konzentration auf das Immunsystem. Bisher gibt es keinen Beweis fiir
den Nutzen einer Substitutionstherapie, bei geringem Nebenwirkungsprofil wird eine generelle
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Behandlung aller Patientinnen mit Progesteron aber oft empfohlen (Oates-Whitehead, 2003;
Haas, 2008).

MATERNALE ERKRANKUNGEN

Seltene erbliche Erkrankungen sind mit einem erhohten Risiko fur Fehlgeburten
vergesellschaftet. Hierzu gehdren Gendefekte, die sich zumeist in verénderten Strukturproteinen
oder auf hdmatologischer Ebene manifestieren. Zu nennen sind hier das Marfan-Syndrom, das
Ehlers-Danlos-Syndrom, das Pseudoxanthoma elasticum sowie die Sichelzellandmie,
verschiedene Formen der Dysfibrinogendmie und der Morbus Wilson (Schagen van Leeuwen,
1991).

In die Kategorie der Autoimmunerkrankungen gehoren die bereits angeflihrten Erscheinungen
des Antiphospholipid-Syndroms und der Autoimmun-Thyreoiditis; fir die Mutter schédliche
(Auto-) Antikorper sind potentiell auch in der Lage, die Schwangerschaft zu storen.
Untersuchungen haben ergeben, dass Frauen mit habituellen Aborten eine erhdhte Inzidenz von
Antinukledren Antikérpern (ANA) aufweisen, die Zeichen fiir einen unterschwellig verlaufenden
Autoimmunprozess sein koénnen. Der Mechanismus, durch den ANA zu einem Verlust der
Schwangerschaft flhren konnen, ist jedoch noch ungeklart (Eroglu, 1996). Das Vorhandensein
von Schilddriisen-Antikorpern verdoppelt das Risiko flir einen gestorten Schwangerschaftsverlauf
(Bussen, 1997).

1.5.3.2 NICHT GESICHERTE URSACHEN
INFEKTIOSE URSACHEN

Jede schwere systemische bakterielle oder virale Infektion kann einen Abort auslésen, doch ist
dies als Ursache habitueller Aborte eher unwahrscheinlich. Als solche sind lediglich virale
reaktivierbare Infektionen denkbar (Cytomegalieviren, Herpes-simplex-Viren). Relevanter ist
hingegen die lokale bakterielle Infektion des Genitaltraktes mit moglicher Persistenz der Keime.
Unterschieden werden die bakterielle Vaginose und subklinische Infektionen mit Chlamydia
trachomatis, Ureaplasma urealyticum und Mycoplasma hominis. Die bakterielle Vaginose ist
zweifellos mdgliche Ursache eines vorzeitigen Blasensprunges und einer Cervixinsuffizienz bei
Spataborten, wéhrend verschiedene Autoren Chlamydia trachomatis, Ureaplasma ueralyticum
und Mycoplasma hominis als Ursache habitueller Frihaborte beschreiben. Andere Arbeiten
konnten dies jedoch nicht bestétigen. Ein Infektionsausschluss ist derweil trotzdem aufgrund der
Bedeutung von Infektionen fiir Spataborte anzuraten (Steck, 1997; Odland, 2001).
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GENUSSGIFTE UND UMWELTSCHADSTOFFE

Der Einfluss von Genussgiften und Schadstoffen in der Umwelt auf das Auftreten von Aborten ist
nicht eindeutig erwiesen und wird als eher gering eingeschatzt. Es leuchtet aber ein, dass ein
exzessiver Genuss von Alkohol, Nikotin, Koffein, Kokain und Opiaten durchaus schédliche
Auswirkungen auf die Gesundheit der Patientin und damit auf den Verlauf einer Schwangerschaft
haben kann. Bezlglich des moderaten Genusses dieser Mittel gibt es kontroverse Meinungen
(Steck, 1997).

PSYCHOLOGISCHE FAKTOREN

Zahlreiche Arten der emotionalen Belastung stehen im Verdacht, unter anderem durch eine
Beeinflussung der immunologischen Situation der Patientin das Risiko fiir einen Spontanabort zu
erhdhen. Eine besondere Untergruppe stellen hierbei die Paare dar, die bereits zwei oder mehr
Aborte erlitten haben und einer weiteren Schwangerschaft haufig mit groler Angst begegnen.
Eine Verminderung der Abortrate durch ,tender loving care*, d.h. engmaschige und
psychologisch fundierte Betreuung wéhrend der Schwangerschaft, konnte nachgewiesen werden
(Liddell, 1991).

IMMUNOLOGISCHE FAKTOREN

Fur die Mutter stellt der Embryo ein Semiallotransplantat dar, da seine genetische Ausstattung
zur Halfte vom Vater stammt. Eine erfolgreich verlaufende Schwangerschaft ist also nur dann zu
erwarten, wenn der mitterliche Organismus in der Lage ist, den Embryo als zwar fremdes, aber
nicht abzustofRendes Objekt zu erkennen. Die konsequente Schlussfolgerung daraus ist, dass
Mechanismen existieren mussen, die das mitterliche Immunsystem zum Schutz der Frucht
modifizieren.

Die Immunologie der Schwangerschaft stellt einen umfangreichen und fiir die Fragestellung der
Arbeit wichtigen Bereich dar, weshalb sowohl Grundlagen als auch Erkenntnisse hinsichtlich
dem Zusammenhang zwischen Immunologie und Aborten in einem gesonderten Kapitel
besprochen wurden.
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2 FRAGESTELLUNG

Habituelle Aborte sind nicht nur fiir die medizinische Wissenschaft von Bedeutung, die sich an
ihrer bis heute wahrenden teilweisen Unerklarbarkeit reibt, sondern natirlich in erster Linie fir
die betroffenen Frauen und ihre Partner. Inmitten unserer Ubertechnisierten Welt erscheint es
womdoglich mehr denn je unfassbar und schrecklich, wenn einer Frau die F&higkeit zu
Schwanger- und Mutterschaft versagt bleibt. Sogar die zahlreichen beeindruckenden Wege der
Reproduktionsmedizin stellen bei den habituellen Aborten oftmals Sackgassen dar. Eine Therapie
oder ein Handling des Syndroms der habituellen Aborte ist erst dann gezielt moglich, wenn die
Ursachen bekannt sind. Einige wurden bereits entdeckt, und ihnen kann inzwischen erfolgreich
begegnet werden. Jedoch haben wir es mit einer vielseitigen Genese zu tun, und den Grol3teil der
Betroffenen vermdgen die Mediziner nicht mit einer klaren Diagnose zu versehen.

Zu den Kandidaten auf der langen Liste moglicher Ursachen habitueller Aborte z&hlt auch das
Zelloberflachenprotein HLA-G, welches an der feto-maternalen Grenzzone eine herausragende
Position einnimmt und mit groBer Wahrscheinlichkeit Teil der Entscheidung zwischen Akzeptanz
oder AbstoRung ist. Die dieser wissenschaftlichen Arbeit zugrunde liegende Annahme lautet also,
dass minimale Veranderungen im hoch konservierten genetischen Code fur HLA-G und seine
Isoformen sich Uber veranderte Proteine oder veranderte Proteinkonzentrationen auf den Verlauf
der Schwangerschaft auswirken kénnen. Drei codierende Abschnitte des HLA-G-Gens werden in
der vorliegenden Arbeit auf Polymorphismen untersucht: die Exone 2 und 3 (codieren fiir die
beiden extrazelluliren Domidnen o, und o), welche als eine funktionelle Einheit betrachtet
werden konnen, sowie das Exon 8 (codiert fir einen Teil der cytoplasmatischen Doméne).
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 PATIENTENGUT

Als Pool fiir zu untersuchende DNA standen Blutproben von derzeitigen und ehemaligen
Patientinnen der Endokrinologie der Universitats-Frauenklinik Bonn sowie von deren Partnern
zur Verfuigung, die zwischen 1995 und 2007 abgenommen und mit dem Antikoagulanz EDTA
versetzt worden waren.

Einschlusskriterien fur das Testkollektiv waren

- Drei oder mehr aufeinander folgende Aborte in der Vergangenheit

- Keine gesicherte Chromosomenanomalie, Uterusfehlbildung, Endokrinopathie,
Gerinnungsstérung oder vaginale Infektion der Patientin bzw. Abortgeschehen
trotz Therapie einer derartigen Vorerkrankung

- Kein Abort durch nachgewiesene Chromosomenanomalie des Fetus.

Zum Ausschluss oben genannter maoglicher Ursachen fiir Aborte wurden folgende
Untersuchungen standardmaéRig durchgefihrt:

- Karyotypisierung beider Elternteile
- Gerinnungsdiagnostik (Analyse auf das eventuelle Vorliegen einer Faktor-V-
Leiden-Mutation, Prothrombin-Mutation, APC-Resistenz,
Hyperhomocysteindamie, Plasminogen-Veranderung oder eines
Antiphsopholipidsyndroms)
- Feststellung der normalen Uterusanatomie per 3D-Sonographie und / oder
Hysteroskopie
- HLA-Typisierung der Patientin und ihres Partners
- Hormonanalysen:
o Ausschluss einer (latenten) peripheren Insulinresistenz mit Hilfe des
HOMA-Indexes (= Homeostasis Model Assessment)
Ausschluss einer Hyperandrogenamie
Ausschluss einer Hyperprolaktindmie
Ausschluss einer Lutealphaseninsuffizienz
o Ausschluss einer Hyper- oder Hypothyreose
- Mikrobiologische Untersuchungen der Vagina / Cervix und des Serums im
Hinblick auf subklinische Infektionen (Chlamydien, Ureaplasmen, Gardnerella
vaginalis, Pilze und Trichomonaden)

o O O



34

Hinsichtlich weiterer moglicher Risikofaktoren fur den Verlauf einer Schwangerschaft, wie z.B.
der Exposition gegeniber allgemeinen Umweltschadstoffen oder Genussgiften wie Nikotin,
wurde keine Differenzierung zwischen Test- und Kontrollkollektiv vorgenommen, so dass in
allen Gruppen von einer der Gesamtbevolkerung entsprechenden Verteilung auszugehen ist.
Nach eigenanamnestischen Angaben war keine der Frauen aus dem Test- und dem
Kontrollkollektiv wahrend der Schwangerschaften einer auffélligen korperlichen Belastung
ausgesetzt.

Es konnte ein zu untersuchendes Kollektiv aus 60 Patientinnen sowie deren Eheménnern bzw.
Partnern zusammengestellt werden.

Das Kontrollkollektiv bestand aus 35 Proben fertiler Frauen ohne habituelle Aborte, deren Blut
ebenfalls aus dem Archiv der UFK Bonn stammte (Durchschnittsalter bei Blutabnahme 32,21
Jahre).

Durchschnittsalter bei Abortgeschehen 30,66 Jahre
Primare habituelle Aborte 59,61 %
Sekundare habituelle Aborte 40,39 %
Durchschnittliche Anzahl der Aborte 3,56

n =60

TABELLE 1: DURCHSCHNITTLICHES ALTER, DURCHSCHNITTLICHE ANZAHL DER ABORTE PRO
PATIENTIN UND VERTEILUNG PRIMARE/SEKUNDARE ABORTE BEI DEN 60 IN DIE UNTERSUCHUNG
EINBEZOGENEN PATIENTINNEN MIT HABITUELLEN ABORTEN

Die Blutproben waren bei 4° C aufbewahrt worden; das zum Zeitpunkt der Untersuchung
vorhandene VVolumen schwankte zwischen 2 und 10 ml.

3.2 DNA-EXTRAKTION

Es wurde zundchst eine DNA-Extraktion aus dem peripheren Blut der Kollektiv-Teilnehmer
durchgefuhrt. Die verwendeten Materialien stammten aus dem QiAmp® DNA Mini Kit von

Qiagen.

Nachdem alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht worden waren, wurden 20 pl Qiagen
Protease in ein 1,5 ml fassendes Eppendorfgefal’ pipettiert. Dieser wurden 200 pl EDTA-Blut der
entsprechenden Probe hinzugefligt, bevor die Lésung nach Zugabe von 200 pl AL-Puffer fur 15
Sekunden auf dem Vortexer gemischt wurde. Anschliefend erfolgte eine ,,quick run“-
Zentrifugation der Losung: konstante Beschleunigung auf 10.200 Umdrehungen pro Minute und
unmittelbar folgende Verlangsamung bis zum Stillstand der Zentrifuge. Die Probe wurde dann im
vorgeheizten Inkubator (Techne DRI-Block DB 2A) bei 56°C 10 Minuten lang inkubiert. Nach
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erneuter ,,quick run“-Zentrifugation wurden 200 pl Ethanol zugegeben. Die L&sung wurde
zweimal 15 Sekunden lang auf dem Vortexer gut gemischt. Danach erfolgte wiederum eine
schnelle Zentrifugation.

Die gesamte Losung wurde anschliefend auf ein mit der Patientennummer vorbeschriftetes
QIAmp Spin Column pipettiert und 1 Minute lang bei 8.000 Umdrehungen pro Minute
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation konnte die Séule auf ein Waschréhrchen gesetzt und mit
500 pl AW1-Puffer versetzt werden. Es folgte die Zentrifugation fiir 1 Minute bei 8.000
Umdrehungen pro Minute. Die Saule wurde nun auf ein zweites, frisches Waschréhrchen gesetzt.
500 pl AW2-Puffer wurden vorsichtig hinzugegeben, bevor das Gemisch fir 4 Minuten bei
maximaler Drehzahl (13.000 Umdrehungen pro Minute) zentrifugiert wurde. Nach diesem Schritt
wurde die Sdule auf ein mit Patientennummer und Extraktionsdatum beschriftetes
Eppendorfgefal (1,5 ml) gestellt. Es wurden 200 pl AE-Puffer hineinpipettiert, dann wurde die
Losung fir 1 Minute bei Raumtemperatur stehen gelassen. Zuletzt erfolgte eine Zentrifugation
fir 1 Minute bei 8.000 Umdrehungen pro Minute, wonach die Séule verworfen und das
Eppendorfgefald mit dem Extraktat verschlossen und kihl gelagert werden konnte.

Die einzelnen Untersuchungen von Promotor, Exon 2 und 3 sowie Exon 8 werden im Folgenden
nicht entsprechend ihrer Reihenfolge im HLA-G-Gen erlautert, sondern aufgrund der steigenden
Komplexitéat der VVorgange in der Reihenfolge Exon 8 — Exon 2 und 3.

3.3 14-BP-INSERTIONS/DELETIONSPOLYMORPHISMUS (EXON 8)

Die zuvor extrahierte DNA aller Patientinnen des zu untersuchenden Kollektivs sowie deren
Partnern und der Kontrollen sollte nun auf das eventuelle Vorliegen einer Deletion von 14
Basenpaaren in der 3-UTR (Exon 8) des HLA-G-Gens untersucht werden (5°-
ATTTGTTCATGCCT-3"). Hierzu wurde der das Exon 8 tragende DNA-Abschnitt (155 bp ohne
Deletion) mit Hilfe von sequenzspezifischen Primern in einer Polymerase-Kettenreaktion
amplifiziert. Anschlielend erfolgte die Auftrennung der PCR-Produkte auf einem 2,5%-Agarose-
Gel (s. unten). Die um 14 bp verkirzte DNA lief unter Spannung schneller und zeichnete sich
nach Beendigung der Spannungszufuhr durch eine entsprechend weiter vom Startpunkt entfernte
Bande aus (141 bp). Heterozygotie flihrte zu zwei nebeneinander liegenden Banden (141 bp und
155 bp).

3.3.1 POLYMERASE-KETTENREAKTION

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR; Mullis, 1987) l&asst sich ein DNA-Abschnitt
enzymatisch in vitro vervielfaltigen. Zwei definierte Oligonukleotide lagern sich an
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komplementdre DNA-Regionen an und begrenzen dadurch den zu amplifizierenden Bereich.
Durch zyklische Wiederholung von drei Einzelreaktionen kommt es zur exponentiellen
Vermehrung des gewiinschten DNA-Abschnittes:

1. Denaturierung: Zerlegung der als Matrize (,,Template”) dienenden DNA in
Einzelstrange durch Erhitzen

2. Hybridisierung/Annealing: Anlagerung der Oligonukleotide (,,Primer*) an die
entstandenen  DNA-Einzelstrange,  dadurch  Flankierung  der zu
amplifizierenden Region

3. Polymerisierung: enzymatische Synthese komplementérer Kopien der
Einzelstrange, ausgehend vom 3"-Ende des jeweiligen ,,Primers® durch eine
DNA-Polymerase

Dieser Zyklus kann mehrmals ohne Unterbrechung ablaufen, da eine hitzestabile Tag- (Thermus
aquaticus-) Polymerase verwendet wird. Das bei jedem Zyklus neu entstehende Fragment dient
als zusatzliche Vorlage fiir die ndchste Reaktion, so dass es bei jedem Zyklus zu einer
Verdopplung des Produktes kommt. Demnach werden bei n Zyklen theoretisch 2 (= Amplikons)
gebildet. Unter optimalen Bedingungen erreicht man jedoch bei 30 Zyklen nur eine Anzahl von
etwa 10° Kopien (Saiki, 1988).

3.3.2 PCR-ANSATZ

Fur die Amplifikation wurden Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs), Primer und Tag-DNA-
Polymerase der Firma GE Healthcare (Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) verwendet. Zur
Herstellung der 5 mM dNTP-Stammldsung werden jeweils 12,5 ul der vier 100 mM dNTPs
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) mit 950 ul sterilen Wassers verdinnt.

Der Tag-Polymerase liegt ein 10x-Reaktionspuffer [500 mM KCI, 15 mM MgCl,, 100 mM Tris-
HCI; pH 9,0 RT] bei.

Zur Vereinfachung und Okonomisierung der Arbeitsablaufe wurde zunichst ein Mastermix
hergestellt:

Menge | Einheit | Substanz

0,15 ul 5 -Primer

0,15 pl 3"-Primer

4,0 ul dNTPs

2,5 pl 10x-Reaktionspuffer
0,5 ul Tag-Polymerase

TABELLE 2: MASTERMIX FUR EXON 8
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Grundlage der Amplifikation des Exon 8 beinhaltenden DNA-Abschnittes bildete folgender
Reaktionsansatz:

Menge | Einheit | Substanz
1,5 pl DNA
7,3 pl Mastermix

[5"-Primer, 3"-Primer, dNTPs,
10x-Reaktionspuffer, Tag-
Polymerase]

16,2 pl H,O

25,0 pl

TABELLE 3: PCR-REAKTIONSANSATZ FUR EXON 8

Die in Tab. 2 aufgelisteten Einzelvolumina wurden mit der Anzahl der zu analysierenden Proben
multipliziert, um anschlieBend zu einem ,Mix“ zusammengemischt zu werden. Die Taq-
Polymerase wurde dem Mastermix stets zuletzt beigefugt, um  unspezifische
Vorabamplifikationen zu vermeiden. DNA und steriles Wasser wurden in Einzelschritten in die
200 pl umfassenden Tubes der Firma Eppendorf pipettiert. Jedes Tube enthielt nun 25 pl des
PCR-Ansatzes (1,5 pl DNA, 16,2 ul H,0, 7,3 pl Mastermix). Zur Reinheitskontrolle der
verwendeten Reagenzien wurde jedem PCR-Lauf ein Ansatz mit sterilem Wasser anstelle von
DNA hinzugefiigt.

3.3.3 PRIMER

Fur die PCR wurden sequenzspezifische Oligonukleotid-Primer der Firma Sigma Genosys
verwendet, deren Konzentration bei 100 pmol/ul lag:

Primer Nukleotidsequenz
HLA-G x8/5" | 5’GTAGTGTGAAACAGCTGCCC3

HLA-G x8/3 3 AAGGAATGCAGTTCAGCATGAS’

TABELLE 4: PRIMER FUR DIE AMPLIFIKATION VON EXON 8
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3.3.4 PCR-PROGRAMM

Alle Amplifikationen wurden mit dem Thermozykler GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer
Cetus, Norwalk, USA) durchgefuhrt. Fir HLA-G, Exon 8 sah das Programm folgendermafen
aus: Denaturierung bei 94°C fur 3 Minuten, anschlieRend 30 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C
fur 1 Minute, Hybridisierung bei 62°C fur 50 Sekunden und Synthese bei 72°C flir ebenfalls 50
Sekunden. Zuletzt folgten einmalig 7 Minuten bei 72°C, bevor bis zur Entfernung der Proben aus
dem Thermozykler eine Temperatur von 4°C gehalten wurde.

3.3.5 VISUALISIERUNG DER AMPLIFIKATION MITTELS GELELEKTROPHORESE UND
TYPISIERUNG

Die DNA-Molekile wurden (ber horizontale submarine Agarose-Plattengelelektrophorese
aufgetrennt. Hierbei zeigte sich das Vorliegen der 14 bp-Deletion durch eine entsprechende
Bande im Bereich von 141 bp, wahrend die nicht verdnderte DNA im Bereich von 155 bp
angesiedelt war.

Die Grol3e des Gels von 15 cm Breite und 16 cm Lénge ermdglichte die Analyse von 32 Proben
pro Elektrophorese. Die Konzentration der Agarose betrug 2,5%: Es wurden 5 g Agarose (Biozym
LE Agarose) abgewogen, mit 200 ml 1XTAE-Puffer (Gibco BRL) gemischt und in der
Mikrowelle bis auf ca. 95° C erhitzt. AnschlieRend wurden der Mischung 20 ul 1%-ige
Ethidiumbromidldsung (Sigma Genosys) hinzugefugt, um die DNA auf dem Agarose-Gel zu
visualisieren (Ethidiumbromid lagert sich an DNA und leuchtet unter UV-Licht). Nach Abkihlen
der Agaroselésung auf Handwérme wurde sie in eine vorbereitete Elektrophorese-Kammer
gegossen. Zwei Plastikkdmme mit je 16 Zahnen hielten die Pipettierstellen frei und wurden nach
halbstiindiger Gelierung entfernt. Das PCR-Produkt wurde im Verhéltnis 5:1 mit je 2,5 pl 10x-
Blue Juice [12,5 g Ficoll, 0,125 g Bromphenol Blau, 0,125 g Xylen Cyanol, 5 ml 0,5 mM EDTA-
Losung] versetzt, bevor die jeweils 15 pl der Losung in die Geltaschen pipettiert wurden. Das Gel
wurde in die Flachbett-Gelkammer (Biozym) gesetzt, mit einfachem TAE-Puffer bedeckt und
unter eine Gleichspannung von etwa 70 V gesetzt. Die anionischen DNA-Molekile wanderten
entsprechend ihrer GroRe unterschiedlich weit. Nach etwa zweistlindigem Lauf konnte das Gel
unter Ultraviolettlicht betrachtet und die Amplifikate beurteilt werden. Die Identifizierung der
grolReren und kleineren Fragmente erfolgte durch den Vergleich mit einer sog. ,,Ladder*, die nach
den Vorgaben des Sigma PCR Low Ladder Set angefertigt worden und im Gel mitgelaufen war.
Die ,,Ladder” enthielt 10,5 ul H,O, 3,5 ul 6x Sample Loading Buffer [15% Ficoll, 0,06%
Bromphenol Blau, 0,06% Xylen Cyanol FF, 30 mM EDTA] und 2,5 pl Nukleotidfragmente von
100 bis 1000 Basenpaaren in 100er-Schritten. Anhand dieser Standardmarker mit gestaffelter
FragmentgroBe konnten die einzelnen DNA-Amplifikate durch die parallele Lage zu
Leitfragmenten mit bekannter GrolRe der Gruppe mit oder derjenigen ohne Deletion zugeordnet
werden.



39

ABBILDUNG 4: BEISPIEL FUR DIE VISUALISIERUNG DER AMPLIFIKATION VON EXON 8 MIT
ANSCHLIERENDER FOTO-DOKUMENTATION; LAUFRICHTUNG IST VON LINKS NACH RECHTS;
MITTIG IST DIE ,,LADDER“ MIT EXEMPLARISCHER VERTEILUNG DER UNTERSCHIEDLICH GROREN
FRAGMENTE ZU ERKENNEN, WAHREND SICH DIE AMPLIFIKATE DER 14 PROBEN JE NACH
VORLIEGEN DER 14-BP-DELETION ODER —INSERTION IM BEREICH 141/ 155 BP ANSIEDELN:
FRAGMENTE MIT DELETION SIND KLEINER (141 BP) UND LAUFEN IM ELEKTRISCHEN FELD
SCHNELLER, D.H. IN FESTGELEGTER ZEIT WEITER ALS SOLCHE MIT INSERTION (155 BP); DOPPELTE
BANDE BEDEUTET VORLIEGEN BEIDER FRAGMENTE, D.H. HETEROZYGOTIE

3.4 SEQUENZIERUNG VON EXON 2 UND 3

Beim zweiten Merkmal, auf das Testkollektiv und Kontrollkollektiv untersucht wurden, handelt
es sich um einen weiter 3"-warts liegenden Bereich im HLA-G-Gen, Exon 2 und 3. Beide Exons
werden in der Allelklassifikation und —nomenklatur von HLA-G als ein zusammenhangender
Abschnitt betrachtet. In dem insgesamt 546 Basenpaare umfassenden Bereich befinden sich 10
definierte Positionen, an denen Polymorphismen festgestellt wurden. Diese einzelnen
Basenaustausche sind entweder synonym, d.h. beide entstehenden Tripletts codieren dieselbe
Aminoséure, oder nicht synonym, wobei es bei der folgenden Translation zum Einbau einer von
der Ausgangsform differierenden Aminosdure kommt. Entsprechend der nach Abschluss der
Analyse vorliegenden Gesamtsequenz des Abschnittes Exon 2 und 3 kdnnen mindestens 13
verschiedene Allele bezeichnet werden:
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Allel |P.31 | P.35|P.54 |P.57 |P.69 | P.93 | P. P. P. P.
107 | 110 | 130 | 188
1011 | ACG | CGG | CAG |CCG | GCC |CAC |GGA |CTC |CTG | CAC
1012 | ACG | CGG | CAG |[CCA | GCC |[CAT | GGA |CTC |CTG | CAC
1013 | ACG | CGG | CAG |CCA |GCC |CAC |[GGT |CTC |CTG |CAC
1014 | ACG | CGG | CAG |CCG |GCT | CAC | GGA |CTC |CTG |2
1015 | ACG | CGG | CAG |CCG | GCC |CAC [GGT | CTC |CTG | CAC
1016 | ACG | CGG | CAG |CCG | GCC | CAC |GGA | CTC |CTG |CAT
1017 | ACG | CGG | CAG |CCA | GCC [CAT |GGT |CTC |CTG |CAC
1018 | ACG | CGG | CAG |CCA | GCC |CAC |GGA |CTC |CTG | CAC
1031 | TCG | CGG | CAG |CCG | GCC |CAC |GGA |CTC |CTG | CAC
1041 | ACG | CGG | CAG |CCA | GCC |CAC | GGA |ATC | CTG | CAC
1043 | ACG | CGG | CAG |CCG | GCC | CAC | GGA |ATC | CTG | CAC
104pb | ACG | CGG | CAG |CCA | GCC [CAT | GGA |ATC |CTG |2
105N | ACG | CGG | CAG |CCA | GCC |CAT | GGA |CTC [-TG |2

TABELLE 5: POLYMOPRHISMEN IM BEREICH EXON 2/3 (P = POSITION; ERSTER POLYMORPHISMUS
VON EXON 3 BEI P. 93) UND ALLELBEZEICHNUNGEN DER EINZELNEN KOMBINATIONEN VON
POLYMORPHISMEN

ACG | Threonin TCG | Serin
CTC | Leucin ATC | Isoleucin
CTG | Leucin -TG | -stop-

TABELLE 6:

NICHT SYNONYME BASENAUSTAUSCHE IM BEREICH VON EXON 2/3

CGG | Arginin CGA | Arginin
CCG | Prolin CCA | Prolin
GCC | Alanin GCT | Alanin
CAC | Histamin CAT | Histamin
GGA | Glycin GGT | Glycin

TABELLE 7: SYNONYME BASENAUSTAUSCHE IM BEREICH VON EXON 2/3

Aus den oben stehenden Tabellen ist abzuleiten, dass die Allele 1031, 1041, 1043, 104b und

105N mit nicht synonymen Basenaustauschen einhergehen.

Um die einzelnen Abort-Patientinnen, deren Partner und die Kontroll-Patientinnen hinsichtlich
der Polymorphismen in Exon 2 und 3 von HLA-G untersuchen und sie in die verschiedenen
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Allelgruppen einordnen zu konnen, wurden Exon 2 und Exon 3 jeweils in separaten
Arbeitsepisoden sequenziert und die eventuell vorhandenen Basenaustausche identifiziert.
Hierbei wurde der synonyme Polymorphismus an Position 188 bei teilweise schlechter
Auswertbarkeit der Sequenziergele nicht in die Auswertung einbezogen.

3.4.1 SCHRITT 1: AMPLIFIKATION

Die DNA-Sequenzierung ist ein mehrschrittiger Prozess und wird im Folgenden ausfihrlich
erlautert.

Exon 2 und 3 wurden zunachst mittels PCR amplifiziert. Hierzu wurden locusspezifische Primer
verwendet.

3.4.1.1 PCR-ANSATZ

Fur die Amplifikation wurde wiederum Material der Firma GE Healthcare verwendet:
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs), Primer und Tag-Polymerase. Der der Tag-
Polymerase beiliegende 10x-Reaktionspuffer wurde ebenfalls eingesetzt. Die dNTP-
Stammldsung wurde wie unter 3.3.2 geschildert hergestellt.

Es bot sich auch in dieser Versuchsreihe an, zuerst einen Mastermix entsprechend der
gewinschten Probenzahl herzustellen, der dann auf die einzelnen Tubes mit DNA und sterilem
Wasser verteilt wurde. Die Tag-Polymerase wurde im letzten Schritt zugefugt, um unspezifische
Vorabamplifikationen zu vermeiden. Der Mastermix setzte sich wie folgt zusammen:

Menge | Einheit | Substanz

0,3 pl 5 -Primer

0,3 ul 3 -Primer

8,0 ul dNTPs

5,0 ul 10x-Reaktionspuffer
1,0 ul Tag-Polymerase

TABELLE 8: MASTERMIX FUR DIE AMPLIFIKATION VON EXON 2/3

Fir den PCR-Ansatz wurde folgendes Schema umgesetzt:
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Menge | Einheit | Substanz
3,0 ul DNA
14,6 pl Mastermix

[5”-Primer, 3"-Primer, dNTPs,
10x-Reaktionspuffer, Tag-
Polymerase]

32,4 ul H,O

50,0 ul

TABELLE 9: PCR-REAKTIONSANSATZ FUR EXON 2/3

Die Ansatzprotokolle waren fiir Exon 2 und 3 identisch bis auf die unterschiedlichen Primerpaare
(s. Abschnitt 3.4.1.3). DNA und steriles Wasser wurden in Einzelschritten in die 200 pl fassenden
Reaktionsgefale pipettiert. Jedes Tube enthielt zuletzt 50 ul des PCR-Ansatzes. Ein DNA-freier
Leerwert zur Reinheitskontrolle der verwendeten Reagenzien wurde mitgefuhrt.

3.4.1.2 PRIMER

Folgende Oligonukleotid-Primer der Firma Sigma Genosys wurden fiir die Amplifikation von
HLA-G, Exon 2 und Exon 3 verwendet:

Exon Primer Nukleotidsequenz
Exon2 | HLA-G2I5/5 5 GAGGGTCGGGCGGGTCTCTAACY

HLA-G Cs513/3" | 33GCATGGAGGTGGGGGTCGTGAS’
Exon3 | HLA-G Cs615/5" | 5GACCCTCTACCTGGGAGAACCCCA3’

HLA-G Cs413 /3" | 3¥CCTCCACTCCCTCAGAGACTTCATCY

TABELLE 10: PRIMER FUR DIE AMPLIFIKATION VON EXON 2/3

Die Primer lagen in einer Konzentration von 100 pmol/ul vor.
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3.4.1.3 PCR-PROGRAMM

Das PCR-Programm (Thermozykler: iCycler, Bio-Rad) fur die Amplifikation von HLA-G, Exon
2 und Exon 3 sah wie folgt aus: Denaturierung bei 94°C fur 2 Minuten, anschliefend 35 Zyklen
mit Denaturierung bei 94°C fir 1 Minute und kombinierter Hybridisierung und Synthese beli
68°C flr 2 Minuten, zuletzt einmalig 7 Minuten bei 72°C und konstante Temperatur von 10°C bis
zur Entfernung der Proben.

3.4.1.4 VISUALISIERUNG AUF AGAROSE-GEL

Im Gegensatz zur Elektrophorese der PCR-Produkte von HLA-G, Exon 8, die gleichzeitig zur
Kontrolle der Amplifikation und zur Auswertung diente, sollte in diesem Arbeitsabschnitt
lediglich die erfolgreiche Amplifikation von Exon 2 und 3 nachgewiesen werden. Anschlie3end
wurden die PCR-Produkte weiter verarbeitet.

Es wurde nun ein 1%-Agarose-Gel produziert. Hierzu wurden 2 g Agarose (Biozym LE Agarose)
mit 200 ml 1XTAE-Puffer (Gibro BRL) gemischt und in der Mikrowelle auf ca. 95°C erhitzt.
Darauf folgten die Zugabe von 20 pl Ethidiumbromidldsung und die Abkuhlung des fliissigen
Gels auf Handwarme, bevor es in die vorbereitete Kammer gegossen werden und dort aushérten
konnte. Auch hier hielten zwei Plastikkdmme mit jeweils 16 Zahnen die Taschen fur die Proben
offen und wurden nach Aushartung des Gels vorsichtig entfernt. Auf diese Weise konnten pro
Lauf 32 Proben untersucht werden.

Da die Elektrophorese nur zur Amplifikationskontrolle diente, wurden jeweils nur 8 ul des PCR-
Produktes mit 2 pl 10x-Blue Juice gemischt (Verhéltnis 4:1) und in die Geltaschen pipettiert.
Nach ca. einstundigem Lauf bei 80 V wurde unter Ultraviolettlicht festgestellt, ob die
Amplifikation korrekt stattgefunden hatte: eine Bande im Bereich von 270 bp (Exon 2) bzw. 276
bp (Exon 3) wurde sichtbar. Eine ,,Ladder” lieferte eine Orientierung an DNA-Fragmenten
unterschiedlicher Grof3e (s. oben).

3.4.2 SCHRITT 2: AUFREINIGUNG DER PCR-PRODUKTE

Nachdem durch die Visualisierung auf Agarose-Gel bestatigt worden war, dass die Amplifikation
gelungen war, konnten die PCR-Produkte mit Hilfe des MicroSpin Columns-Kits der Firma GE
Healthcare aufgereinigt und so von Resten der zuvor verwendeten Substanzen
(Desoxyribonukleinsauren, Proteine) befreit werden. Hierzu wurden die im Kit enthaltenen
Reinigungsséaulen (Sephacryl S-200 HR resin, TE-puffer, pH 7,6) zunéchst in ebenfalls enthaltene
Reagenzgefale von 1,5 ml Volumen gesetzt, ihre Deckel durch eine halbe Drehung gelockert und
fir 1 Minute bei 3.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Die Gefdlle mit der
abzentrifugierten Pufferlosung wurden verworfen und die Saulen auf frische, sterile und
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beschriftete Eppendorfgefalle gesetzt. Das PCR-Produkt — nach Abzug der 8 ul fir die
Amplifikationskontrolle blieben noch 42 pl — wurde nun vorsichtig auf die Saule pipettiert, bevor
eine zweite Zentrifugation fur 2 Minuten bei 3.000 Umdrehungen pro Minute erfolgte. Zuletzt
wurde die Sdule entfernt und die weiter zu verwendende Ldsung im Eppendorfgefal? verschlossen
und kahl gelagert.

3.4.3 SCHRITT 3: SEQUENZIERUNG

Das momentane Standardverfahren zur Sequenzierung der DNA, die die genauesten
Informationen ber die Basenfolge liefert, ist die sog. Didesoxymethode nach Sanger. Das
Prinzip dieser enzymatischen Methode besteht darin, in einer modifizierten PCR (Sequenzier-
PCR) durch den Einsatz von markierten Didesoxytriphosphaten (ddNTPs) Kettenabbriiche
waéhrend der Amplifikation herbeizufiihren, so dass viele verschieden lange Amplifikate
entstenen. Dem Ansatz wird nur ein sequenzspezifischer Primer hinzugeflgt, der an
einzelstrangige Matrizen-DNA bindet. Hiervon ausgehend synthetisiert eine DNA-Polymerase
den komplementéaren Strang mit dNTPs, der abbricht, sobald eines der beigefugten ddNTPs
eingebaut wird: die ddNTPs besitzen keine 3"-Hydroxylgruppe, welche fir die weitere
Strangverlangerung nétig ware. Der Einbau der ddNTPs erfolgt nach den Gesetzen der Statistik,
so dass DNA-Fragmente entstehen, deren Lange sich jeweils durch ein Nukleotid unterscheidet.
Je nach Base sind die vier ddNTPs mit spezifischen Fluoreszenz-Farbstoffen markiert, und so
liegt am Ende der PCR ein Gemisch dieser DNA-Molekiile vor, an deren Ende sich stets eine
bestimmte, markierte Base befindet.

Nach Ethanol-Aufreinigung der DNA-Fragmente werden diese mittels Kapillarelektrophorese
aufgetrennt und mit einem Laser zur Fluoreszenz angeregt. Ein Detektor erkennt die
unterschiedlichen Farben, und ein Chromatogramm gibt schlieBlich die Sequenz der Basen im
verwendeten DNA-Abschnitt wieder. Diese letzten Schritte nach Ethanol-Aufreinigung
ubernimmt heute ein Computer, der mit den gereinigten Proben, geldst in einem speziellen
Puffer, bestiickt wird und nach Trennung und Detektion die Sequenz darstellt (s. unten).

Die einzelnen Vorgénge werden im Folgenden detailliert erlautert.

3.4.3.1 SEQUENZIERUNGS-PCR

Fur diese PCR wurden Reagenzien der Firma Beckman Coulter eingesetzt, da die hierdurch
gewonnenen Substratlésungen kompatibel mit dem Sequenzierer derselben Firma sind. Der PCR-
Ansatz war fir Exon 2 und Exon 3 hinsichtlich der bendtigten Volumina identisch, die PCR-
Programme unterschieden sich jedoch geringftigig.
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SEQUENZIER-PCR-ANSATZ

Der Ansatz flr eine Probe setzte sich zusammen aus 7,0 pul H, O, 8,0 ul DTCS Quick Start
Master Mix (Beckman Coulter, Fullerton, USA), 2,0 ul Primer und 3,0 pl des PCR-Produktes.
Die Primer lagen in der Konzentration 5 pmol/ul vor und sind unten aufgefiihrt. Es entstand ein
Ansatz von insgesamt 20 ul. Eine Vormischung analog zum oben beschriebenen Mastermix
wurde nicht angelegt, jeder Ansatz wurde stattdessen in Einzelschritten zusammenpipettiert. Dies
verringerte die mogliche Kontaminationsgefahr der Substrate und eventuelle Vorabreaktionen.
Ein Leerwert oder eine Kontrolle wurde nicht mitgefihrt.

PRIMER

Exon Primer Nukleotidsequenz
Exon 2 | HLA-G 215 5 GAGGGTCGGGCGGGTCTCTAACY
Exon 3 | HLA-G 313 3 TCTGTGGAGCCACTCCACGCACGTS

TABELLE 11: PRIMER FUR DIE SEQUENZIER-PCR VON EXON 2 UND 3

Die Primer der Firma Sigma Genosys lagen zunéchst in einer Konzentration von 100 pmol/ul vor
und wurden mit sterilem Wasser auf 5 pmol/pl verdunnt.

SEQUENZIER-PCR-PROGRAMME

Auch diese Amplifikationen wurden mit dem Thermozykler iCycler der Firma Bio-Rad
durchgefuhrt.

Fur Exon 2 sah das PCR-Programm wie folgt aus: Initialisierung bei 96°C fur 20 Sekunden,
anschliefend 30 Zyklen aus Denaturierung bei 69°C fir 1 Minute und kombinierter
Hybridisierung und Synthese bei 60°C fur 4 Minuten, zuletzt Reaktionsbeendigung und
Aufbewahrung bei 4 °C.

Das Programm fiir Exon 3 unterschied sich etwas von dem fur Exon 2: Initialisierung bei 96°C
fiir 20 Sekunden, dann 30 Zyklen aus Denaturierung bei 69°C fiir 20 Sekunden und kombinierter
Hybridisierung und Synthese bei 69°C fur 4 Minuten, zuletzt ebenfalls Reaktionsabschluss und
Aufbewahrung bei 4 °C.
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3.4.3.2 ETHANOL-AUFREINIGUNG

Nach der Sequenzier-PCR wurde jede Probe mit Ethanol in mehreren Schritten aufgereinigt, um
anschlieBend die PC-gesteuerte Sequenzierung zu durchlaufen. Zuerst wurde eine Féallungsldsung
angesetzt, die pro Probe 2 pul 3 M Natriumacetat (pH 5,2), 2 ul 100 mM EDTA (pH 8,0), 1 ul
Glykogen und 10 pl steriles Wasser enthielt. Das Glykogen wurde von der Firma Beckman
Coulter mitgeliefert und war auf 20 mg/ml konzentriert. Von der Fallungslésung wurden je 15 pl
in ein Eppendorfgefd? von 1,5 ml Volumen pipettiert und um 10 pl des Sequenzier-PCR-
Produktes ergédnzt. Es folgte die Beigabe von 60 pl 95% Ethanol (aufbewahrt im Gefrierschrank
bei -20°C). Die Ldésung wurde grindlich gemischt und anschlieBend fir 15 Minuten bei einer
Temperatur von 4 °C und 14.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation hatte sich ein Pellet am Boden des Reaktionsgefélies gebildet, und der
Uberstand wurde sorgfaltig abpipettiert und verworfen. 200 pl 70% Ethanol (aufbewahrt im
Gefrierschrank bei -20°C) wurden hinzugefligt. Nach erneuter Zentrifugation fur 2 Minuten bei
4°C und 14.000 Umdrehungen pro Minute konnte der Uberstand wieder abpipettiert werden.
Diese drei letzten Schritte (Ethanol — Zentrifguation — Abpipettieren) wurden einmal wiederholt.
Anschlielend trocknete das Pellet 10 Minuten lang in der Vakuumzentrifuge (Eppendorf,
Concentrator 5301; ohne Temperaturregelung, max. Rotation 1.400 rpm). Danach wurde es in 40
pl Sample Loading Solution (SLS, Firma Beckman Coulter; aufbewahrt im Gefrierschrank bei -
20°C) resuspendiert und in die entsprechende Vertiefung der 96er-Platte (Beckman Coulter)
gegeben. Mit je einem Tropfen Mineral-Ol (Beckman Coulter) wurden die Proben abgedeckt.
Nun wurde die Pufferplatte vorbereitet, indem jede Vertiefung zu % mit CEQ Separation Buffer
(Beckman Coulter) gefillt wurde. Probenplatte und Pufferplatte — beide an den beftllten Reihen
markiert — wurden in den Sequenzierer gestellt.

3.4.3.3 AUFTRENNUNG UND SEQUENZIERUNG

Die auf die Ethanol-Aufreinigung folgende Auftrennung der Amplikons durch
Kapillarelektrophorese und Laserbestrahlung zur Identifizierung der verschieden markierten
Molekil-Enden wurde in einem zusammenhangenden Prozess vom automatischen Sequenzierer
CEQ 2000 XL DNA Analysis System durchgefuhrt. Hierzu wurde nach Start des Computers der
im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrte Kapillarentrdger vorsichtig eingesetzt. An einem Ende
befinden sich acht Kapillaren, die spéter in die acht Vertiefungen der Probenplatte eintauchen und
die Losung ansaugen. Des weiteren wurde im unteren Bereich des Sequenzier-Gerates eine
Gelspritze eingesetzt, die zu Anfang 10 ml Genome Lab™ Separation Gel LPA I (Beckman
Coulter; beinhaltet Harnstoff in gepufferter Siebmatrix und Polyacrylamid) enthielt. Das Gel wird
ebenfalls bei 4°C gelagert.
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Nachdem die Proben- und die Pufferplatte platziert wurden, wurde ein virtuell abgebildetes
Schema der Probenplatte am PC mit Probennummer und Datum beschriftet. Der
Sequenziervorgang wurde gestartet und dauerte fir acht Proben ca. 60 Minuten. Nach Abschluss
desselben konnten die entstandenen Konzentrationskurven flr die vier verschiedenen Basen am

Computer abgelesen und interpretiert werden.

90299092

o9

990052250
990999938 | O
902088099 |

003003800

99902200

ABBILDUNG 5: SCHEMA WICHTIGER BESTANDTEILE FUR DIE SEQUENZIERUNG MIT DEM SEQ 200
XL DNA ANALYSIS SYSTEM VON BECKMAN COULTER: PROBENPLATTE (1) MIT 12 X 8
VERTIEFUNGEN FUR DAS AUFGEREINIGTE SEQUENZIER-PCR-PRODUKT; SOG. WETTING TRAY (2)
MIT DEST. WASSER ZUR REINIGUNG DER KAPILLAREN WAHREND DES SEQUENZIERVORGANGES;
KAPILLARENTRAGER (3) MIT ACHT KAPILLARSPITZEN; GELSPRITZE (4); LASER-LICHTQUELLE (5)
UND EMPFANGER FUR DIE FLUORESZENZSIGNALE (6)
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4 ERGEBNISSE

4.1 ERGEBNISSE DER INSERTIONS-DELETIONSANALYSE (EXON 8)

4.1.1 UBERBLICK

In die Deletionsanalyse wurden von den 60 Paaren alle Proben einbezogen, was je einer
Allelsumme von 120 (Frauen) und 120 (Manner) entspricht. Zudem wurden die insgesamt 70
Allele von den 35 weiblichen fertilen Kontrollen untersucht.

del ins Gesamt p-Wert
Frauen 79 41 120

65,8 % 34,2 % 100,0 % 1,000
Manner 76 44 120

63,3 % 36,7 % 100,0 % 0,740
Fertile Kontrollen 46 24 70

65,7 % 34,3 % 100,0 % -
Gesamt 201 109 310

64,8 % 35,2 % 100,0 % -

TABELLE 12: ERGEBNISSE DER DELETIONANALYSE VON EXON 8: BERECHNUNG DER ALLEL-
HAUFIGKEITEN DER DELETION BZW. INSERTION IN DEN EINZELNEN UNTERSUCHUNGSGRUPPEN
SOWIE DER P-WERTE (POSITIV ASSOZIIERT), ERRECHNET MIT DEM EXAKTEN TEST NACH FISHER
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del/del | ins/ins | del/ins | Gesamt | p-Wert
Frauen 27 8 25 60

450% | 13,3% | 41,7% | 100,0% | 0,918
Manner 28 12 20 60

46,7% | 20,0% | 33,3% | 100,0% | 0,381
Fertile Kontrollen 15 4 16 35

429% | 11,4% | 45,7 % | 100,0 % -
Gesamt 70 24 61 155

452 % | 155% | 39,3% | 100,0 % -

TABELLE 13: GENOTYPENFREQUENZEN FUR DEN DELETIONS- BZW.
INSERTIONSPOLYMORPHISMUS IN DEN DREI UNTERSUCHUNGSGRUPPEN FRAUEN MIT ABORTEN,
MANNER UND FERTILE KONTROLLEN SOWIE DIE P-WERTE (POSITIV ASSOZIIERT), ERRECHNET
MIT DEM EXAKTEN TEST NACH FISHER

Kombination Anzahl p-Wert

(HWG)
del?/del? 12 1,000
del?/insdel 20 1,000
del?/ins2 11 0,807
insdel? 8 1,000
ins?/insdel 9 0,790
ins2/ins? 0 0,500

TABELLE 14: ANZAHL DER TATSACHLICH AUFTRETENDEN KOMBINATIONEN VON GENOTYPEN
BEI DEN 60 PAAREN (FRAUEN MIT HABITUELLEN ABORTEN UND IHRE PARTNER) UND P-WERTE
AUS DER UBERPRUFUNG DES HARDY-WEINBERG-GLEICHGEWICHTES

4.1.2 BESCHREIBUNG

Bei der Allelauszahlung von Exon 8 zeigt sich, dass bei den Frauen mit habituellen Aborten das
Allel ,,del* mit 65,8% deutlich hiufiger ist als das Allel ,,ins* mit 34,2%. Jedoch besteht dieselbe
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Allelverteilung bei den fertilen Kontrollen (p=1,000), sodass hier von der naturlichen Verteilung
in der Bevolkerung ausgegangen werden muss. Auch die Allele der Manner zeigen keine
wesentlichen Unterschiede hierzu (63,3% ,,del*; 36,7% ,,ins*; p=0,74).

Betrachtet man die Frequenzen der Genotypen in den drei Gruppen, so zeigt sich die ,,del*/*“del*-
Homozygotie-Variante bei Frauen und Mannern am h&ufigsten (45,0 % bzw. 46,7 %), wahrend
die fertilen Kontrollen mit 45,7 % am haufigsten heterozygot fir das Merkmal sind. Dennoch ist
sowohl zwischen Frauen und fertilen Kontrollen (p=0,918) als auch zwischen Mannern und
fertilen Kontrollen (p=0,381) kein signifikanter Unterschied bei der Verteilung festzustellen. Es
fallt lediglich ins Auge, dass 20,0 % der Minner homozygot fiir die ,,ins“-Variante sind,
wohingegen es nur 13,3 % der Frauen und 11,4 % der fertilen Kontrollen sind (s.u.).

Auch wenn ein Vergleich der beiden Testgruppen mit den fertilen Kontrollen bereits eine
Aussage daruber macht, ob die Verteilung der Genotypen regelhaft ist oder nicht, wurde bei der
Auswertung zusatzlich noch das Hardy-Weinberg-Equilibirum Gberprift. Dieses zeigt mdgliche
Differenzen zwischen der anhand der Allelfrequenzen erwarteten und der tatsachlichen Genotyp-
Haufigkeiten. Im Bereich des Exon 8 ergab die Uberprifung des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts keine Auffélligkeiten bei den Frauen mit Aborten (p=0,572) und bei den fertilen
Kontrollen (p=1,000). Jedoch liegt bei den Méannern mit p=0,029 ein signifikanter Unterschied
zwischen erwarteten und tatséchlichen Genotypfrequenzen vor. Bei genauerer Betrachtung der
einzelnen Genotypen fallt eine Verschiebung der H&ufigkeiten zugunsten der homozygoten
Varianten auf, wobei vor allem die ,,ins“/“ins“-Version mit beobachteten 20,0 % gegeniiber
erwarteten 13,4 % aus dem Rahmen fallt.

Die Betrachtung der Paarkonstellationen zeigte keine Auffélligkeiten i. S. von vom Hardy-

Weinberg-Gleichgewicht abweichenden Haufigkeiten von Kombinationen; ein Zusammentreffen
von zwei Partnern mit Homozygotie fiir das Merkmal ,,ins* kam nicht vor (s. Tab. 19).

4.2 ERGEBNISSE DER SEQUENZIERUNG VON EXON 2 UND 3
4.2.1 UBERBLICK

4.2.1.1 FREQUENZEN DER EINZELNEN POLYMORPHISMEN

Die folgenden Tabellen 19 bis 27 stellen die Ergebnisse der Auszahlung von Polymorphismen an
den einzelnen Positionen P. 31 bis P. 130 im Bereich von Exon 2 und 3 dar.
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ACG TCG Gesamt | p-Wert
P.31 Frauen 118 2 120
98,3 % 1,7% 100,0 % 0,532
Manner 118 2 120
98,3 % 1,7% 100,0 % 0,532
Fertile Kontrollen 70 0 70
100,0 % 0% 100,0 % -
Gesamt 306 4 310
98,7 % 1,3% 100,0 % -
CGG CGA | Gesamt | p-Wert
P.35 Frauen 120 0 120
100,0 % 0% 100,0 % 1,000
Manner 120 0 120
100,0 % 0% 100,0 % 1,000
Fertile Kontrollen 70 0 70
100,0 % 0% 100,0 % -
Gesamt 310 0 310
100,0 % 0% 100,0 % -
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CAG CGG | Gesamt | p-Wert
P. 54 Frauen 120 0 120
100,0 % 0% 100,0 % 1,000
Manner 120 0 120
100,0 % 0% 100,0 % 1,000
Fertile Kontrollen 70 0 70
100,0 % 0% 100,0 % -
Gesamt 310 0 310
100,0 % 0% 100,0 % -
CCG CCA | Gesamt | p-Wert
pP.57 Frauen 63 57 120
525% 47,5 % 100,0% | 0,452
Manner 62 58 120
51,7 % 48,3 % 100,0% | 0,369
Fertile Kontrollen 41 29 70
58,6 % 41,4 % 100,0 % -
Gesamt 166 144 310
53,5% 46,5 % 100,0 % -
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GCC GCT | Gesamt p-Wert
P. 69 Frauen 120 0 120
100,0 % 0% 100,0% | 1,000
Manner 120 0 120
100,0 % 0% 100,0% | 1,000
Fertile Kontrollen 70 0 70
100,0 % 0% 100,0 % -
Gesamt 310 0 310
100,0 % 0% 100,0 % -
CAC CAT | Gesamt | p-Wert
P.93 Frauen 88 32 120
73,3 % 26,7 % 100,0% | 0,620
Manner 84 36 120
70,0 % 30,0 % 100,0 % 1,000
Fertile Kontrollen 49 21 70
70,0 % 30,0 % 100,0 % -
Gesamt 221 89 310
71,3 % 28,7 % 100,0 % -
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GGA GGT | Gesamt | p-Wert
P.107 Frauen 111 9 120
925 % 75 % 100,0% | 0,540
Manner 114 6 120
95,0 % 50% 100,0% | 1,000
Fertile Kontrollen 67 3 70
95,7 % 43 % 100,0 % -
Gesamt 292 18 310
94,2 % 5,8 % 100,0 % -
CTC ATC | Gesamt | p-Wert
pP.110 Frauen 94 26 120
78,3 % 21,7 % 100,0 % 0,081
Manner 99 21 120
825 % 17,5 % 100,0 % 0,301
Fertile Kontrollen 62 8 70
88,6 % 114 % 100,0 % -
Gesamt 255 55 310
82,3% 17,7 % 100,0 % -
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CTG -TG Gesamt | p-Wert
P. 130 | Frauen 120 0 120
100,0 % 0,0% 100,0 % 1,000
Manner 118 2 120
98,3 % 1,7 % 100,0 % 0,532
Fertile Kontrollen 70 0 70
100,0 % 0,0% 100,0 % -
Gesamt 308 2 310
99,4 % 0,6 % 100,0 % -

TABELLE 15-23: ERGEBNISSE DER SEQUENZIERUNG VON EXON 2 UND 3: AUFLISTUNG DER
HAUFIGKEITEN VON POLYMORPHISMEN AN DEN NEUN EINZELNEN POSITIONEN (PM 31-130) BEI
FRAUEN, MANNERN UND FERTILEN KONTROLLEN SOWIE DER P-WERTE (POSITIV ASSOZIIERT),

ERRECHNET MIT DEM EXAKTEN TEST NACH FISHER

4.2.1.2 GENOTYPEN-FREQUENZEN

Im Anschluss an die Auszdhlung der einzelnen Polymorphismen in den drei
Untersuchungsgruppen (Allelfrequenzen) wurden die H&ufigkeiten der jeweils drei mdglichen
Paarungen von Allelen in einem Individuum bestimmt (Genotypfrequenzen). Die Ergebnisse sind
in den folgenden Tabellen 28-32 dargestellt; Positionen, die in allen drei Gruppen zu 100 %
dasselbe Allel aufweisen, sind hierbei nicht mehr beachtet.
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ACG/ACG | ACG/TCG | TCGI/TCG | Gesamt p-Wert
P. 31 | Frauen 58 2 0 60
96,7 % 3,3% 0,0% | 100,0% | 0,275
Manner 58 2 0 60
96,7 % 3,3% 0,0% | 100,0% | 0,275
Fertile 35 0 0 35
Kontrollen
100,0 % 0,0% 0,0% | 100,0% -
Gesamt 151 4 0 155
97,4 % 2,6 % 0,0% | 100,0% -
CCG/CCG CCG/CCA CCA/CCA Gesamt p_Wert
P.57 | Frauen 18 27 15 60
30,0 % 45,0 % 250% | 100,0 % 0,668
Manner 21 20 19 60
35,0% 33,3% 31,7% | 100,0% 0,213
Fertile 12 17 6 35
Kontrollen
34,3 % 48,6 % 17,1% | 100,0 % -
Gesamt 51 64 40 155
329% 41,3 % 258% | 100,0 % -
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CAC/CAC | CAC/ICAT | CATICAT | Gesamt p-Wert
P. 93 | Frauen 33 22 5 60
55,0 % 36,7 % 8,3% | 100,0% 0,822
Manner 33 18 9 60
55,0 % 30,0 % 150% | 100,0% 0,377
Fertile 17 15 3 35
Kontrollen
48,6 % 42.8 % 8,6 % | 100,0% -
Gesamt 83 55 17 155
53,5 % 35,5% 11,0% | 100,0 % -
GGA/GGA | GGA/GGT | GGT/GGT Gesamt p-Wert
P. Frauen 51 9 0 60
107
85,0 % 15,0 % 0,0% | 100,0 % 0,363
Manner 54 6 0 60
90,0 % 10,0 % 0,0% | 100,0% 0,819
Fertile 32 3 0 35
Kontrollen
91,4 % 8,6 % 0,0% | 100,0 % -
Gesamt 137 18 0 155
88,4 % 11,6 % 0,0% | 100,0 % -
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CTCICTC | CTC/IATC | ATC/IATC | Gesamt p-Wert
P. Frauen 42 10 8 60
110
70,0 % 16,7 % 13,3 % | 100,0 % 0,197
Manner 44 11 5 60
73,3 % 18,3 % 8,3% | 100,0 % 0,222
Fertile 30 2 3 35
Kontrollen
85,7 % 57 % 8,6 % | 100,0 % -
Gesamt 116 23 16 155
74,8 % 14,8 % 10,3 % | 100,0 % -
CTG/CTG | CTG/-TG -TG/-TG Gesamt p-Wert
P. Frauen 60 0 0 60
130
100,0 % 0,0 % 0,0% | 100,0% 1,000
Manner 58 2 0 60
96,7 % 3.3% 0,0% | 100,0% 0,275
Fertile 35 0 0 35
Kontrollen
100,0 % 0,0 % 0,0% | 100,0% -
Gesamt 153 2 0 155
98,7 % 1,3% 0,0% | 100,0% -

TABELLEN 24-28: ERGEBNISSE DER SEQUENZIERUNG VON EXON 2 UND 3: AUFLISTUNG DER
GENOTYPFREQUENZEN AN DEN POSITIONEN P. 31, P. 57, P. 93, P. 110 UND P. 130 BEI FRAUEN,
MANNERN UND FERTILEN KONTROLLEN SOWIE DER P-WERTE (POSITIV ASSOZIIERT), ERRECHNET
MIT DEM EXAKTEN TEST NACH FISHER
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Kombination Anzahl p-Wert

(HWG)
CTC?/CTC? 32 0,855
CTC?CTCATC 14 0,833
CTC?/ATC? 8 0,799
CTCATC? 3 0,619
ATC?/CTCATC 1 0,619
ATCYATC? 2 1,000

TABELLE 29: ANZAHL DER TATSACHLICH AUFTRETENDEN KOMBINATIONEN VON GENOTYPEN
AN DER POSITION 110 BEI DEN 60 PAAREN (FRAUEN MIT HABITUELLEN ABORTEN UND IHRE
PARTNER) UND P-WERTE AUS DER UBERPRUFUNG DES HARDY-WEINBERG-GLEICHGEWICHTES

4.2.2 BESCHREIBUNG
4.2.2.1 FREQUENZEN DER EINZELNEN POLYMORPHISMEN

An den Positionen 35, 54 und 69 im Bereich von Exon 2 wies keine Frau mit habituellen Aborten
einen Polymorphismus auf, gleiches gilt fur die Mé&nner. Auch die fertilen Kontrollen zeigten zu
100% die CGG-Variante (P. 35), die CAG-Variante (P. 54) und die GCC-Variante (P. 69). Damit
verbleiben die sechs Lokalisationen P. 31, P. 57, P. 93, P. 107 und P. 110.

An der Position 31 im Bereich von Exon 2 wiesen nur 2 Patientinnen des weiblichen
Testkollektivs den Polymorphismus TCG auf (1,7%), ebensoviele waren es bei den Mannern. In
der Kontrollgruppe zeigte keine Probandin den TCG-Polymorphismus. Der Unterschied zwischen
den Frauen mit habituellen Aborten bzw. den Mannern einerseits und den fertilen Kontrollen
andererseits ist nicht signifikant, was auch auf die geringe absolute Zahl zuriickzufiihren ist
(p=0,532 bei Frauen und Mannern). Eine noch geringere Haufigkeit des zweiten Merkmals zeigt
sich an Position 130, wo es sich nur bei 2 von 120 Allelen der Ménner um die -TG-Variante
handelt (1,7 %). Dementsprechend besteht auch hier keine signifikante Differenz zu den fertilen
Kontrollen (p=0,532), zumal die niedrige absolute Zahl eine weitergehende Interpretation kaum
moglich machen wiirde.

Eine beinahe gleichmaRige Verteilung der zwei Triplett-Varianten zeigte sich im weiblichen
Testkollektiv an Position 57. Hier wiesen 52,5% das Triplett CCG auf, wéhrend der CCA-
Polymorphismus in 47,5% der Falle vorhanden war. Die Zahlen der M&nner unterscheiden sich
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hiervon kaum (51,3% CCG; 48,7% CCA). Bei den fertilen Kontrollen war das CCG-Allel mit
58,6% zwar nicht signifikant (p=0,452), dennoch deutlicher als bei den Frauen mit habituellen
Aborten dem CCA-Polymorphismus Gberlegen.

An der Position 93 ist bei den Frauen mit habituellen Aborten der CAT-Polymorphismus in
26,7% der Allele nachweisbar (CAC in 73,3%), wahrend genau 30% der fertilen Kontrollen den
CAT-Polymorphismus aufwiesen. Damit liegt auch hier kein signifikanter Unterschied vor
(p=0,620). Die Manner zeigen ebenfalls zu 30% das CAT-Allel und zu 70% das CAC-Allel
(p=1,000).

An der Position 107 wiesen 7,5% der Allele des weiblichen Testkollektivs den Polymorphismus
GGT auf, bei den fertilen Kontrollen waren es 4,3% und bei den Mannern 5%. Auch hier liegen
demnach keine signifikanten Unterschiede zwischen Frauen und Kontrollen (p=0,540) sowie
zwischen Mannern und Kontrollen (p=0,823) vor.

Der ATC-Polymorphismus an Position 110 im Bereich von Exon 3 stellte sich in dieser
Untersuchungsreihe als der interessanteste heraus, da er bei den Frauen mit habituellen Aborten
in 21,7% nachweisbar war, bei den fertilen Kontrollen hingegen nur in 11,4%. Zwar liegt auch
hier keine Signifikanz vor, jedoch kann man von einer starken Tendenz sprechen (p=0,081). Die
Héufigkeit des ATC-Polymorphismus bei den Ménnern liegt mit 17,5% zwischen denen der
beiden weiblichen Gruppen und ist verglichen mit den fertilen Kontrollen nicht signifikant anders
(p=0,262). Betrachtet man die Paarkonstellationen an der Position 110, so ergeben sich keine
Auffalligkeiten i. S. einer Uberzufélligen Haufung von z.B. ATC-Homozygotie bei beiden
Partnern, welche dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht nicht entspréache (s. Tab. 34).

4.2.2.2 GENOTYPEN-FREQUENZEN

Die Positionen 35, 54 und 69 von Exon 2/3 weisen jeweils nur ein Allel auf, weshalb sich die
Bestimmung von Genotypen eriibrigt. An den Positionen 31 und 130 sind in allen drei
Untersuchungsgruppen entweder 100,0 % oder 96,7 % homozygot fur die ACG- bzw. die CTG-
Variante; an Position 31 sind lediglich je 2 Frauen und Manner heterozygot, an Position 130 sind
es nur 2 Méanner. Eine Homozygotie fiir das zweite Merkmal (TCG an P. 31 bzw. —-TG an P. 130)
kommt dagegen nicht vor. Signifikante Unterschiede zwischen Frauen bzw. Mannern und fertilen
Kontrollen bestehen demnach nicht (p=0,275 fir beide Gruppen an P. 31; p=1,000 fur die Frauen
und p=0,275 flr die Manner an P. 130).

An Position 57 zeigen Frauen, Manner und fertile Kontrollen jeweils eine dhnliche Haufigkeit des
Genotyps CCG/CCG mit durchschnittlich 32,9 % (Frauen 30,0 %, Méanner 35,0 %, Kontrollen
34,3 %). Sowohl bei den Frauen als auch bei den fertilen Kontrollen ist die heterozygote Variante
mit 45,0 % bzw. 48,6 % am haufigsten, wéahrend von den Mannern nur 33,3 % diesen Genotyp
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aufweisen. Entsprechend ofter vertreten ist dafiir bei den Mannern die zweite homozygote
Variante, CCA/CCA, mit 31,7 %. Die Frauen mit habituellen Aborten zeigen sie in 25,0 %, die
fertilen Kontrollen nur in 17,1 %. Obwohl insgesamt zwischen Mannern und fertilen Kontrollen
kein signifikanter Unterschied in der Genotypen-Verteilung vorliegt (p=0,213; Z=0,403), fallt
dennoch die Differenz gerade bei der homozygoten CCA/CCA-Variante ins Auge. Die Frauen
unterscheiden sich nicht signifikant von den fertilen Kontrollen (p=0,668; Z=0,432).

An Position 93 sind jeweils 55,0 % der Frauen und Ménner homozygot fiir das Triplett CAC, bei
den fertilen Kontrollen sind es 48,6 %. Letztere weisen wie auch die Frauen mit habituellen
Aborten die CAT/-CAT-Variante nur in knapp 8-9 % auf, wahrend es bei den Mannern 15,0 %
sind. Dies ergibt fur die Frauen p=0,822 im Vergleich mit den Kontrollen, fur die Mé&nner
p=0,377. Auch die Anwendung des Cochran-Armitage Trend Tests, welcher praziser bei der
Auswertung dreier mdglicher Genotypen ist, ergibt keine signifikanten Unterschiede.

An Position 107 kommt die homozygote GGT-Variante in allen drei Gruppen nicht vor. Die
homozygote GGA-Variante ist hier mit Abstand die hdufigste und macht bei den fertilen
Kontrollen 88,4 %, bei den Frauen 85,0 % und bei den Mannern 90,0 % aus. Es bestehen bei der
Verteilung der Genotyp-Haufigkeiten keine signifikanten Unterschiede zwischen Frauen und
fertilen Kontrollen (p=0,363) sowie zwischen Méannern und fertilen Kontrollen (p=0,819).

An Position 110 zeigen 85,7 % der fertilen Kontrollen die homozygote CTC-Variante, wahrend
es bei den Frauen mit habituellen Aborten 70,0 % und bei den Mannern 73,3 % sind. Der
Unterschied scheint sowohl zwischen Frauen und Kontrollen als auch zwischen Mannern und
Kontrollen aufféllig und setzt sich fir die heterozygote Variante CTC/ATC fort: 16,7 % der
Frauen, 18,3 % der Manner und nur 5,7 % der fertilen Kontrollen weisen diese auf. ATC-
homozygot sind 13,3 % der Frauen und jeweils 8-9 % der Ménner und fertilen Kontrollen. Bei
p=0,197 (im Trend-Test Z=0,156) fir die Frauen und p=0,222 (Z=0,355) fir die Manner liegt
wiederum keine Signifikanz fir die beschriebenen Differenzen vor, ein gewisser Trend ist
dennoch zu erkennen.

UBERPRUFUNG DES HARDY-WEINBERG-GLEICHGEWICHTS

In der folgenden Tabelle sind die p-Werte fir den Vergleich zwischen erwarteten und
tatsachlichen Genotyp-Haufigkeiten in den drei Untersuchungsgruppen fiir die einzelnen
Positionen angegeben.
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Frauen Manner Kontrollen
P.31 1,000 1,000 1,000
P. 57 0,446 0,010 1,000
P. 93 0,740 0,031 1,000
P.107 | 1,000 1,000 1,000
P.110 | 0,0003 0,010 0,001
P.130 | 1,000 1,000 1,000

TABELLE 30: P-WERTE FUR DEN VERGLEICH ZWISCHEN ERWARTETEN UND TATSACHLICHEN
GENOTYPEN-FREQUENZEN AN DEN 6 INTERESSIERENDEN POSITIONEN VON EXON 2/3 BEI FRAUEN,
MANNERN UND FERTILEN KONTROLLEN

Wie aus der oben stehenden Tabelle deutlich wird, befinden sich die Genotypen-Frequenzen in
allen drei Untersuchungsgruppen an den Positionen P. 31, P. 107 und P. 130 im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht, d.h. die tatsachliche Verteilung der Genotypen entspricht der anhand der
bestimmten Allelhdufigkeiten erwarteten.

An den Positionen 57 und 93 sind die die fertilen Kontrollen ebenfalls im Gleichgewicht,
wahrend die Frauen mit Aborten davon abweichen, jedoch in dieser Abweichung keine
Signifikanz erreichen (p jeweils > 0,05). Anders stellen sich die Manner dar: an beiden
Positionen entspricht ihre Genotypen-Verteilung nicht der erwarteten, sie liegen auBerhalb des
Hardy-Weinberg-Gleichgewichtes.

Sehr auffallig sind die p-Werte fiir alle drei Gruppen an Position 110: hier liegt nach den
vorliegenden Untersuchungen kein Ergebnis im Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Auch die
Genotypen-Frequenzen der fertilen Kontrollen, von denen eine Widerspiegelung der allgemeinen
Verteilung angenommen wird, weichen stark von den erwarteten Werten ab.
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5 DISKUSSION

In den letzten Jahrzehnten beschéftigten sich diverse Studiengruppen mit der mdglichen
Verbindung zwischen Polymorphismen und Variationen im HLA-G-Gen und StOrungen des
Schwangerschaftsverlaufes. Bisher konnten jedoch keine eindeutigen Aussagen dariiber gemacht
werden, ob und wenn ja, in welcher Weise Veranderungen im HLA-G-Gen von Mutter und / oder
Vater Einfluss auf die Akzeptanz oder AbstoRung des Feten haben.

Da nicht das Genom des Feten selbst zur Verfugung steht, sich in diesem jedoch die
Informationen fir die brisanten HLA-G-Molekiille im fetomaternalen Grenzbereich befinden,
kénnen nur indirekte Aussagen Uber eventuelle Zusammenhénge zwischen genetischen
Variationen und erhdhtem Risiko fir den gestorten Verlauf einer Schwangerschaft durch die
Daten von Mutter und Vater gewonnen werden.

5.1 EXON 8

Bei Exon 8 handelt es sich um einen nicht-translatierten Abschnitt des HLA-G-Gens. 1993
entdeckte Harrison hier einen 14-bp-Insertions-/Deletionspolymor-phismus ab Position 3741, der
auf DNA- und Transskript-Ebende vorhanden ist (Harrison, 1993). Die hier vorliegenden
Ergebnisse zeigen in allen drei Gruppen eine sehr &hnliche Verteilung der Allele, wobei diese
von den bisher angenommenen Werten (,,del* in 55 %, ,,ins* in 45 %) abweicht: im Durchschnitt
handelt es sich in 64,8 % der Allele um die ,,del“-Variante (Frauen 65,8 %, Manner 63,3 %,
fertile Kontrollen 65,7 %), wahrend das Allel ,,ins* nur 35,2 % (Frauen 34,2 %, Ménner 36,7 %,
fertile Kontrollen 34,3 %) ausmacht. Eine mdogliche Ursache hierflr ist die vergleichsweise
geringe Grole der drei Untersuchungsgruppen.

Im direkten Vergleich der mRNA-Konzentrationen von 14-bp-positiver und 14-bp-negativer
MRNA in Trophoblastzellen heterozygoter Schwangerer beschrieb zuletzt Hviid eine Differenz
zugunsten der 14-bp-negativen mRNA sowie das Erscheinen zusétzlich verklrzter mRNA-
Formen bei homozygoten 14-bp-positiven Probandinnen (Hviid, 2006). Dies l&sst — unter
Vorbehalt eines moglichen Kopplungsungleichgewichtes mit der Promotorregion — darauf
schlieRen, dass das Vorhandensein des 14-bp-Abschnittes eine verminderte Transkription zur
Folge hat, z.B. durch Signalcodes fir Splicing-Vorgange. Homozygote Tréager(innen) der 14-bp-
Insertion weisen also verminderte Level an entsprechender mRNA auf. In einer solchen Gruppe
konnte von mehreren Forschern kein sHLA-G1 nachgewiesen werden (Hviid, 2004b; Rizzo,
2005a). Ubertragt man diese Uberlegungen auf die Schwangerschaft, so konnte es bedeuten, dass
sich ein homozygoter 14-bp-positiver Fetus durch die geringe Menge sHLA-G1 nicht in
ausreichendem MalRe gegen die Immunreaktion der Mutter schiitzen kann (s. Einleitung),
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wodurch wiederum mit gréferer Wahrscheinlichkeit eine AbstoBung erfolgt. Zwei deutsche
Studiengruppen haben nach einigen Untersuchungen eine Verbindung zwischen sHLA-G1-Level
und intakter Schwangerschaft postuliert (Pfeiffer, 2000; Rebmann, 1999); Hviid brachte 2004 die
Homozygotie fur die 14-bp-Insertion mit habituellen Aborten in Zusammenhang (Hviid, 2004a).
Damit aber der Fetus homozygot sein kann, mussen entweder beide Eltern heterozygot sein (25
% Wahrscheinlichkeit) oder einer von ihnen homozygot (50 % Wahrscheinlichkeit) oder aber
beide homozygot fir das gefragte Merkmal (100 % Wahrscheinlichkeit). Spiegelt sich dies
womdglich in den vorliegenden Daten wider, gibt es also bei Frauen mit habituellen Aborten und
deren Partnern mehr Homozygotie fiir das Allel ,,ins* verglichen mit den fertilen Kontrollen?

Signifikante Unterschiede zwischen Frauen und Kontrollen bzw. Maénnern und Kontrollen
bestehen nicht, wobei dennoch bei den Mé&nnern der recht hohe Wert von 20,0 % flr das
Vorliegen von ,,ins“/“ins* auffallt (Frauen 13,3 %, fertile Kontrollen 11,4 %). Er liegt zudem im
Hardy-Weinberg-Ungleichgewicht (p=0,029). Nahme man jedoch hier einen Zusammenhang mit
dem Auftreten habitueller Aborte an, bliebe die Frage offen, warum die Frauen keine vermehrte
Homozygotie fir die Insertion zeigen. Auch die direkte Untersuchung der Paare ergibt keine
Auffalligkeiten in der Verteilung der Kombinationen; ein vollkommen ,,ins“-homozygotes Paar
kommt nicht vor. Das heifit abschlieend, dass durch die gewonnenen Daten eine eventuelle
positive Assoziation zwischen der 14-bp-Insertion und habituellen Aborten nicht hergestellt
werden kann. Um das vermehrte Vorkommen ,,ins“-homozygoter Manner zu kléren, bedarf es
weiterer Untersuchungen mit einer gréfReren Zahl an Probanden.

5.2 EXON 2 UND 3

Wie bereits in Kap. 3.4 geschildert, handelt es sich bei Exon 2 und 3 um einen verglichen mit
Exon 8 weiter 3"-waérts liegenden Abschnitt im HLA-G-Gen, der in der giltigen
Allelklassifikation und —nomenklatur als ein zusammenhangender Bereich betrachtet wird. Der
Bereich umfasst 546 Basenpaare mit 10 definierten Positionen, an denen Polymorphismen
beschrieben wurden. Von diesen gehen jedoch lediglich vier mit nicht-synonymen
Basenaustauschen und entsprechend verénderter Proteinstruktur einher, wahrend die restlichen
Sequenzvarianten sich nicht auf Proteinebene wiederfinden und so nach aktuellem Verstandnis
keinen Einfluss auf ein mdgliches pathologisches Geschehen um HLA-G-Formen haben.

Die interessierenden Polymorphismen sind die an den Positionen P. 31, P. 54, P. 110 und P. 130.
An drei Positionen fuhrt der Polymorphismus zum Einbau einer anderen Aminoséure (s. Tab. 5);
an P. 130 entsteht durch die Deletion einer Base mit Verschiebung des Leserahmens ein Stopp-
Codon, das zum Abbruch der Translation an dieser Stelle und damit zur Bildung eines nicht
funktionstiichtigen Molekils fihrt. Fir homozygote Tragerinnen dieses sog. Null-Allels
(G*0105N) wurde in mehreren Studien ein signifikant erhdhtes Risiko flr habituelle Aborte
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beschrieben (Hviid, 2006; Ober, 1998), jedoch war eine erfolgreiche Schwangerschaft trotz z.T.
stark verminderter Expression von HLA-G1 und sHLA-G nicht unmdglich. Noch unklarere
Ergebnisse lieferten die wenigen bisher durchgefiihrten Studien zur Bedeutung der
Polymorphismen an den drei anderen Positionen (Hviid, 2006).

In den fir diese Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen fand sich der Polymorphismus an
Position 54 in keinem Fall, wahrend die drei anderen in unterschiedlichen H&aufigkeiten vertreten
waren. Das Null-Allel konnte nur in 2 Féllen im ménnlichen Testkollektiv nachgewiesen werden,
wéhrend die Frauen mit habituellen Aborten und die fertilen Kontrollen es gar nicht aufwiesen.
Auch an Position 31 fanden sich vernachléassigbar kleine Zahlen von Polymorphismen bei den
Frauen und Mannern, so dass hier ein Zusammenhang mit habituellen Aborten nicht
wahrscheinlich erscheint; eventuell sind Studien mit gréeren Testgruppen erforderlich. Einzig
an Position 110 im Bereich von Exon 3 zeigten sich auffallige Werte fiir das Vorkommen des
ATC-Polymorphismus: die Allelfrequenz bei den Frauen mit habituellen Aborten lag bei 21,7%,
wéhrend sie bei den fertilen Kontrollen nur 11,4% betrug (Manner: 17,5%). Die Analyse der
Genotypen-Frequenzen zeigte ebenso zwar nicht signifikante, dennoch auffallige Werte: 13,3%
der Frauen mit habituellen Aborten, 8,3% der Manner und 8,6% der fertilen Kontrollen wiesen
die homozygote ATC-Variante auf, wahrend die ATC/CTC-Heterozygotie bei Frauen mit
Aborten und Mannern deutlich haufiger und die homozygote CTC-Form in den beiden Gruppen
deutlich seltener war als bei den fertilen Kontrollen. Diese Ergebnisse gewinnen noch an
Bedeutung, wenn man das Hardy-Weinberg-Gesetz Uberpriift: hiernach sollten in der Gruppe der
Frauen mit Aborten lediglich 4,7% und in der Gruppe der Manner lediglich 3,1% homozygot fiir
ATC sein, die Unterschiede sind signifikant. Unklar bleibt aber, warum auch die fertilen
Kontrollen mit den tatséchlichen Genotypen-Frequenzen nicht im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht liegen (s. Tab. 33); womdglich spielt hier wiederum die zu kleine KollektivgroRe
eine Rolle. Die Betrachtung der Paarkonstellationen ergab keine statistischen Signifikanzen i. S.
einer Uberzuféllig haufigen Paarung von ATC-Homozygoten. Trafe das oben beschriebene
Hardy-Weinberg-Ungleichgewicht nur auf Frauen und Manner zu, so kénnte man eher einen
kausalen Zusammenhang zwischen ATC-Homozygotie und Abortrisiko herstellen; angesichts der
hier vorliegenden Daten ist ein behutsamer Umgang mit Interpretationen angezeigt.

Das Triplett ATC fiihrt zum Einbau von Isoleucin statt Leucin; beide Aminosauren zahlen zu den
verzweigtkettigen und essentiellen Aminosduren und sind Konstitutionsisomere. Letztere zeigen
aufgrund der unterschiedlichen réaumlichen Strukturen Unterschiede in chemischen und
physikalischen Eigenschaften wie z.B. der Reaktivitdt. Das heiflt, dass ein Protein, welches
Isoleucin enthélt, sich in seinem organischen Milieu anders verhdlt als ein Protein, welches
Leucin enthalt. Konkret kdnnte dies bedeuten, dass ein derartig verandertes HLA-G-Molekil mit
Isoleucin im Bereich der a,-Domdéne (die von Exon 3 codiert wird) sich evtl. seinen
Bindungspartnern gegentiber anders verhélt als die Leucin-Form, was wiederum mit einer
Verminderung der protektiven Wirkung des HLA-G-Molekiils am fetomaternalen Ubergang
einhergehen koénnte — vielleicht auch dann, wenn die veradnderte Aminosaure selbst nicht im
Bindungsbereich des Proteins liegt. Bei diesen Uberlegungen handelt es sich bisher jedoch nur
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um theoretische Erklarungsansatze, die durch weitere entsprechende Untersuchungen bestatigt
oder widerlegt werden mdissen. In der bis heute zum Thema HLA-G und habitueller Abort
veroffentlichten Literatur finden sich noch keine entsprechenden Ergebnisse.

Ob auch ein Polymorphismus mit der Folge eines synonymen Basenaustausches Einfluss auf das
spatere Protein haben konnte, ist unklar, erscheint jedoch sehr unwahrscheinlich. Die
durchgefuhrten Untersuchungen zeigen fur die entsprechenden Positionen (P. 35, P. 57, P. 93 und
P. 107) keine wesentlichen Auffalligkeiten; lediglich bei den Mé&nnern ist an den Positionen P. 57
und P. 93 jeweils der seltenere homozygote Genotyp (CCA/CCA bzw. CAT/CAT) haufiger als
bei den Frauen und den fertilen Kontrollen und liegt zudem nicht im Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht. Eine Bedeutung kann diesen Ergebnissen nach aktuellem Wissensstand nicht
beigemessen werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Dieser Arbeit zugrunde gelegt wurde die Annahme, dass angesichts der wahrscheinlichen und
zum Teil bereits wissenschaftlich nachgewiesenen Funktionen des Zelloberflachenmolekiils
HLA-G im Rahmen der Akzeptanz des semiallogenen Feten durch seine Mutter VVerédnderungen
auf der genetischen Ebene, sprich Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) von HLA-G Einfluss
auf den Verlauf einer Schwangerschaft nehmen kénnen, sei es durch eine verdnderte
Konzentration oder eine dysfunktionale Struktur des Molekils auf den fetalen Zellen der
Plazenta. Einige Studiengruppen haben sich in den letzten Jahren mit ahnlichen Fragestellungen
beschaftigt, doch bisher besteht kein Konsens dartber, inwieweit ein Zusammenhang zwischen
HLA-G-Polymorphismen und der Schwangerschaftserkrankung der habituellen Aborte besteht.
Es zeigen sich einige Tendenzen hin zu vereinzelten Polymorphismen und entsprechenden
Haplotypen im mutterlichen und véterlichen HLA-G-Gen, die offenbar ein erhdhtes Risiko fir
Aborte mit sich bringen.

Das Augenmerk lag in dieser Arbeit auf drei codierenden Regionen des HLA-G-Gens, den Exons
2, 3 und 8. Die ersten beiden werden in Fachkreisen als funktionelle Einheit betrachtet und
weisen an bisher neun definierten Positionen Polymorphismen auf, von denen jedoch nur drei zu
einem Aminosdureaustausch im Protein flhren. Die beiden Varianten von Exon 8 unterscheiden
sich durch das Vorhandensein oder die Abwesenheit eines 14 Basenpaare langen Abschnittes,
wobei einige Studien darauf hinweisen, dass die Insertion des Abschnittes mit einem erhéhten
Risiko flr Aborte verbunden ist. Exon 2 und 3 wurden fir die Untersuchungen amplifiziert und
sequenziert, fur die Differenzierung der zwei Formen von Exon 8 reichten Amplifikation und
Auftrennung per Gel-Elektrophorese aus.

Eindeutige Erkenntnisse hinsichtlich eines mdglichen Zusammenhangs zwischen bestimmten
HLA-G-Polymorphismen in Exon 2, 3 oder 8 kdnnen zu diesem Zeitpunkt nicht formuliert
werden. Dennoch fanden sich in den durchgefuhrten Untersuchungen einige Auffélligkeiten, die
durch weitere Experimente mit gréReren Testgruppen verifiziert werden miissen. Dazu zéhlen das
in Kombination mit habituellen Aborten signifikant vermehrte Auftreten des Insertions-
homozygoten Genotypes fur Exon 8 bei den Mannern und die in allen Untersuchungsgruppen
sehr auffallige Haufigkeit des ATC-Polymorphismus an Position 110 von Exon 3, welcher mit
dem nicht-synonymen Basenaustausch Leucin zu Isoleucin und damit einer verénderten
Proteinstruktur einhergeht (s.0.).
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7 ANHANG

7.1 MATERIALIEN, GERATE UND STAMMLOSUNGEN

Verwendete Materialien Firma

6x Sample Loading Buffer Beckman Coulter
AE-Puffer Quiagen Inc.
Agarose Biozym
AL-Puffer Quiagen Inc.
AW1-Puffer Quiagen Inc.
AW2-Puffer Quiagen Inc.

Bromphenol Blau

Sigma Genosys

CEQ Separation Buffer

Beckman Coulter

ddH,O / Ampuwa

Fresenius Kabi

Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs)

GE Healthcare

DTCS Quick Start Master Mix

Beckman Coulter

EDTA-L8sung

Sigma Genosys

Ethanol Merck
Ethidiumbromid Sigmy Genosys
Ficoll Sigma Genosys

Genome Lab™ Separation Gel LPA

Beckman Coulter

KCI

Sigma Genosys

MqgCl, Sigma Genosys
Mineral Qil Beckman Coulter
NaCl Sigma Genosys

Oligonukleotidprimer

GE Healthcare

Oligonukleotidprimer

Sigma Genosys

Qiagen Protease

Quiagen Inc.

QiAmp® DNA Mini Kit

Quiagen Inc.

rTag-DNA-Polymerase

GE Healthcare

Sample Loading Solution

Beckman Coulter

Sigma PCR Low Ladder Set

Sigma Genosys

TAE-Puffer Gibro BRL
Tag-Polymerase GE Healthcare
Tris-HCI Sigma Genosys

Xylene Cyanol FF

Sigma Genosys
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Verwendete Gerate

Firma

Flachbett-Elektrophorsegelkammer

Biozym

Inkubator Techne DRI-Block DB 2A

Barloworld Scientific

MicroSpin Columns-Kits

GE Healthcare

Pipetten und Pipettenspitzen (mit und ohne | Eppendorf
Filter)
QIAmp Spin Columns Quiagen Inc.

Sequenzierer CEQ 2000 XL DNA Analysis

Beckman Coulter

System

Spannungsquelle Pharmacia Biotech
Thermozykler GeneAmp PCR System 2400 Perkin Elmer
Thermozykler iCycler Bio-Rad

Tubes 200 pl, 500 pl und 1 ml Eppendorf
Vakuumzentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf

Vortex Genie 2™

Scientific Industries

Stammldsungen

10x-Reaktionspuffer

500 mM KClI
15 mM MgCl,
100 mM Tris-HCI (pH 9,0 RT)

10x-Blue Juice

12,5 g Ficoll

0,125 g Bromphenol Blau
0,125 g Xylen Cyanol

5ml 0,5 mM EDTA-LGSsung

dNTP-Stammldsung

je 12,5 pl der vier 100 mM dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

950 pl ddH,0

Ethanol 70%

700 ml Ethanol
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ad 1000 ml ddH,0O
Ethanol 95%
950 ml Ethanol

ad 1000 ml ddH,0O

Einfacher TAE-Puffer

1 Volumen 50-fach-TAE (GibcoBRL) auf 49 Volumen ddH,O

Ethidiumbromidstammldsung

1 g Ethidiumbromid auf 100 ml ddH,O

0,5M EDTA

186,1 g EDTA auf 1000 ml ddH,0O

Agarose-Gel 1%

1 g Agarose auf 100 ml Einfach-TAE-Puffer
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