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1. Einleitung

Der Haupthistokompatibilitatskomplex (major histogmatibility complex, MHC) ist

ein evolutionar sehr alter, zusammenhangender Alitséim Genom der Saugetiere. Er
bestent aus einer Reihe gekoppelter Genloci. Diet #odierten Proteine, die
Leukozytenantigene sind an wichtigen Funktionen ld@sunsystems beteiligt — der
Unterscheidung von korpereigenen von korperfrembesteinen und dem Auslosen
einer Immunantwort. Den MHC des Menschen bezeichrat auch als HLA (human
leucocyte antigene)-System. Diese Zelloberflachetepre spielen eine wichtige Rolle
bei der T-Zell Erkennung. Bei der Transplantatiandssie fur eine eventuelle
Abstol3ungsreaktion verantwortlich. Die Gene des M@l dariber hinaus mit einer
Vielzahl von Erkrankungen assoziiert, mehr als jedwlere Region im humanen
Genom. Spezifische Allele sind assoziiert mit Kriagiken wie zum Beispiel Typ |

Diabetes, Narkolepsie, Psoriasis und rheumatisatiieriss. In vielen anderen Fallen
dienen HLA Moleklile aber auch als Marker, die bmesiie Risikohaplotypen

kennzeichnen kdnnen. Viele der HLA Gene sind holyimporph, wodurch sie auch fir
die forensische Anwendung, z.B. in komplizierten stdmmungsbegutachtungen
interessant sind. Daher ist die effiziente und assliche HLA-Typisierung ein

wichtiges Werkzeug in der Diagnostik und Forschung.

Chromosome 6
Tel Long arm Cen Short arm Tel

HLA region
6p21.1-21.3

Class |l Class Il Class |

| 1 B Il |

DP DM DQ DR C4 C2HspFOTNF B C E AGF

HHHHHH—

Gene map of the human leukocyte antigen (HLA) region
Expert Reviews in Molecular Medicine® 2003 Cambridge University Press

Abb. 1.1 — Schematische Ubersicht tiber die HLA-Begiuf dem kurzen Arm des Chromosom 6
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Pyrosequencing™ ist eine relativ neue Methode 2WAL3equenzierung. Der Vortell

des Pyrosequencings gegenuber der konventionelldA-8equnzierung nach dem
Kettenabbruch-Prinzip liegt in ihrer Schnelligkevpr allem bei der Analyse kurzer
Sequenzabschnitte. Auch die Auflosung heterozyg®esitionen ist haufig besser
gewahrleistet. Die Methode eignet sich zur Autosiatung und zum Einsatz in der
Hochdurchsatz-orientierten Genotypisierung.

In der Arbeit wurden Strategien entwickelt, wie diewendung der Pyrosequencing-
Technologie als neue Alternative bzw. Erganzung bestehenden HLA-

Typisierungsmethoden genutzt werden kann.

1.1 Das HLA-System

Versuche der Menschen Gewebe, Haut oder Organerpflanzen wurden schon vor
langer Zeit vorgenommen. So wird beispielsweiséch&st, dass im 3. Jahrhundert die
katholischen Schutzpatrone der Pharmazie, St. Cesmd St. Damian ein Bein eines
verstorbenen schwarzen Mannes auf einen weiRen Maampflanzt hatten. Im
17.Jahrhundert gab es Versuche, zerstérte mensehtaut durch tierisches Gewebe
zu ersetzen. Im 19. Jahrhundert fanden dokumentieiersuche von
Hauttransplantationen statt. 1902 versuchte siclCti@urg Emerich Ullmann in Wien
an einer Nierentransplantation im Tierversuch. mangplantierte eine Niere in den
Nackenbereich eines Hundes und fiihrte den Harnleiier der Haut entlang, um die
Harnproduktion dokumentieren zu konnen. Die Nies# so 5 Tage lang gearbeitet
haben. Nach mehreren wenig erfolgreichen Versuchen Nierentransplantationen
vom Tier auf den Menschen bzw. zwischen Menschedeinersten Hélfte des 20.
Jahrhunderts, gelang die erste erfolgreiche Orgafiasazung am Menschen 1954 in
Boston durch Dr. Joseph Murray. Die Nierentrandpléon erfolgte zwischen eineiigen
Zwillingen, also zwischen Menschen mit identiscké@webemerkmalen.

Dausset beschrieb 1958 das erste Leukozyten AntiyBXC”, spéater benannt mit
HLA-A2. Dies wird in der Literatur oft als die ,Edéckung des HLA-Systems*
bezeichnet. Diese Forschungserfolge erbrachten awwrh eine wissenschaftliche
Erklarung, warum die meisten Transplantationsvdrsubis dato tragisch enden
mussten. 1980 erhielten Benaerraf, Dausset und &aelNobelpreis fur Medizin fur
ihre Forschungen zu genetisch determinierten Sitraktauf der Zelloberflache, die die

immunologischen Reaktionen regulieren.
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Im Jahre 1964 fand der erste Workshop der InteynatiHistocompatibility Working
Group (IHWG) statt, bei dem unter anderem das ergiemeinsame
Gewebegruppensystem erstellt wurde, das die vedehen Modelle zur Beschreibung
der Antikorper wie ,Hu-1" (Dausset, Ivanyi), ,LA“@/mne, Bodmer) und ,Four“(van
Rood) zusammenbrachte und welches spéter den NahkhleA® bekam (Quelle:
http://www.ihwg.org/history/history.htm). In dieseRahmen wurden die Erkenntnisse
rund um den MHC bzw. das HLA-System von Wissengtdraf aus aller Welt
zusammengetragen. Bis heute wird dieser Wissenmksst@anHLA-Genorte, -Allele und
Typisierungstechniken standig erweitert. Eine véreitlichte Nomenklatur wird durch
das Nomenclature Commitee IHWG festgelegt und meliede danach benannt. Die
Allele der HLA-Loci werden in einer Datenbank (Ziffyr z.B. Uber
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mhc/MHC.cgi?cmd=ipit zusammengetragen und

regelmaliig auf den neuesten Stand gebracht.

Mit Hilfe der spezifischen HLA-Merkmale unterscheiddas Immunsystem zwischen
fremdem Gewebe und eigenem. Fremdes wird vom Imysie® abgestol3en, eine
gesunde Fahigkeit des Korpers, sich gegen Angreder aulen zur Wehr zusetzen.
Negative Auswirkungen konnen aber im Falle von $pdentationen oder aber bei
Autoimmunerkrankungen eintreten, wenn diese Faltigkieh gegen den eigenen
Korper, bzw. gegen transplantiertes Gewebe ricbietMHC-Region des Menschen ist
ca. 3800 kb lang. Die HLA-Genorte befinden sich aém kurzen Arm des
Chromosoms 6 in der zentromer nahen Region 6p2&. ®&ne werden in drei

funktionelle Klassen, welche auch den jeweiligeibi®gionen entsprechen, eingeteilt:

- Klassel mit den Loci HLA-A, -B und -C, die Kklassien
»1ransplantationsantigene“. Der Organismus des Bmgdrs erkennt von ihm
abweichende HLA-Antigenstrukturen des Spender-Gzgddiese Klasse-I-
Proteine sind auf jeder Zelle eines Saugetierehamaten. Innerhalb des
Immunsystems ist ihre Anwesenheit auf der Ober8aain Killer-T-Zellen fur
die zellulare Immunitat erforderlich. Die Klass&ulibregion enthalt auch die
Gene, welche fur die nicht-klassischen Klasse IdWdle HLA-E, -F und -G
kodieren. HLA-E und —F werden ebenfalls in den me@isseweben exprimiert.
HLA-G dagegen wurde bisher nur auf Cytothrophoklastder Plazenta,

mononuklearen Phagozyten und embryonalen Zellamgenh.




Pyrosequencing-Strategien zur HLA —Typisierung -7

- Klasse Il, auch als HLA-D bezeichnet, mit den LB&, DQ, DZ/DO und DP.
Die entsprechenden Proteine findet man auf depBeiflache von B-Zellen, in
aktivierten T-Zellen, dendritischen Zellen sowief ddakrophagen. Diese
Proteine wirken an der fur die Immunantwort notwged Zellkommunikation
mit und sind insbesondere fir die Funktion der ételi-Zellen erforderlich. In
der Klasse Il Subregion sind noch weitere Gene &tdidie in der
Prozessierung und beim Transport von Antigenen &mpode spielen, wie
LMP2, LMP7, TAP1 und TAP2. Aul3erdem befindet sinhdiesem Abschnitt
auch das Gen fur das HLA-DM Heterodimer, welchesdan Beladung von
Peptiden auf HLA Klasse Il Molekiile beteiligt ist.

- Klasse lll, kodieren die so genannten Komplemengme. Ihre Loci werden
auch als S-Region bezeichnet. Sie sind beteiligleanLyse von Fremdzellen
bei der humoralen Immunantwort durch Wechselwirlamgnit Antigen-
Antikdrperkomplexen. Die Klasse Il Subregion beli#g sich zwischen den
anderen beiden Abschnitten und beinhaltet die Géndiverse Proteine wie
den Tumornekrose Faktor (TNF) und Hitzeschock RretéHSP).

5 SP al a2 a3 ™ cP cP cP 3¢
{ o ——
Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6 Ex7 EXx8

Abb. 1.2 - Struktur der HLA Klasse | Gene. SP: Qigeptid, TM: Transmembrandomane, CP:
Cytoplasmatischer Teil. Die Polymorphismen sindridiegend in den Exonen 2 und 3 lokalisiert, Exon
1 und die Exone 4-8 bestehen liberwiegend aus koeden Sequenzen.

Die Gene fur die Klasse | verteilen sich Uber dRagion von mehr als 1700 kb. Daran
schlie3t sich ein etwa 550 kb langer Bereich ardam sich die Klasse Il Gene, wie

z.B. die fur TNFe und TNFB befinden. Auf die Komplementgene folgen dann cie d

Klasse Il (etwa 100 kb), in der Reihenfolge DR, I DP (Abb.1.1).

Alle MHC-Proteine sind Dimere, sie sind in die Pt@snembran eingelagert und ragen

in den extrazellularen Raum. MHC Klasse | und liHgene haben eine ahnliche
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Struktur, aber bestehen aus anderen KomponenterKlBsse | Antigene bestehen aus
einem Dimer der Klasse | Kette und eindd2-Microglobulin. Sie besitzen drei
extrazellulare Domanen. Im Exon 1 wird die Signglsmz kodiert, welche fir den
Transport durch die Membran ben6étigt wird und insénluss daran abgespalten wird.
Die Exone 2, 3 und 4 kodieren jeweils eine der drgrazellularen Domanen, wobei
das Exon 4 im Gegensatz zu den anderen beiden seatht konserviert ist. Diese
Domaéne ist mit denfi,-Microglobulin in Interaktion. Die Transmembrandameéwird
vom Exon 5 kodiert, in Exon 6 und 7 befindet sieln G@ode fir den cytoplasmatischen
Teil des Proteins (Abb. 1.2). Klasse Il Proteinsteken aus zwei Kettea,und und
bilden zwei extrazellulare Doménen aus. Die Vautejl der Regionen ist ahnlich wie
bei der Klasse | (Abb.1.3). Das Exon 1 enthaltsiaicht-translatierte Region und die
Leadersequenz fir den Membrantransport. Exon 23ubdden die externe Domaéne,
wobei das Exon 2 den grof3ten Teil der polymorphesiti®dnen beinhaltet. Das Exon 4
enthalt die Transmembranregion und manchmal auatnsteile der cytoplasmatischen
Region, welche sonst noch von den Exonen 5 unddékowird und schlief3lich auch

noch der 3’ nicht-translatierte Teil.

. SP Bl B2 ™ cP .
] et
Ex1 Ex2 Ex3 Ex4 Ex5 Ex6

Abb. 1.3 - Struktur der HLA Klasse Il Gene, hier rdg-Kette. SP: Signalpeptid, TM:
Transmembrandoméne, CP: Cytoplasmatischer Teil.PBlgmorphismen sind Gberwiegend im Exon 2
lokalisiert. Die anderen Exone bestehen tUiberwiegersdkonservierten Sequenzen.

1.1.1 Aufgaben der HLA-Molekile im Immunsystem

Bei der Immunabwehr von Pathogenen werden Fremeipmtn Peptide zerlegt und in
den Peptidbindungsgruben der HLA-Molekile gebundierdiesen Furchen liegen die
polymorphen Bereiche der MHC-Molekule und bildemtdipezifische ,Taschen®. Die

konservierten Bereiche bilden einerseits das Gebilden aber auch Anheftungspunkte

fur verbreitete Peptidmotive. Die Peptide in demdBingsfurchen der Klasse I
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Molekule sind insgesamt langer und heterogenerdialsler Klasse | Molekile. Jedes
MHC-Molekll kann so eine grol3e und charakterisgsBluswahl an Proteinen binden.
Die HLA-Molekule transportieren diese Peptide a@ delloberflache und prasentieren
sie dort den T-Zellen. Es gibt zwei Klassen von dlléh, die sog. Helfer-T-Zellen,
welche die Aktivitat anderer an der Immunantwortebrgter Zellen verstarken und die
cytotoxischen T-Zellen, welche infizierte Zellenrmiehten. Beide T-Zelltypen sind in
der Lage die Peptide zu erkennen, die durch diegieng der vollstandigen Antigene
innerhalb der Zelle entstanden sind. HLA-Klassedl@kiile binden endogene Antigene
(z.B. virale) und prasentieren sie den (CD8+) aytmichen T-Zellen. Die Klasse Il
Molekule erfassen exogene Antigene (z.B. bakteriédxine) und prasentieren sie den
(CD4+) Helfer-T-Zellen.

1.1.2 Diversitat des MHC

Die MHC Loci sind in Menschen, Mausen und vieledenen Saugetieren hochgradig
polymorph, die Heterozygotierate liegt normalerseiei 80-90%. Die Diversitat der
Antigen-prasentierenden Abschnitte hat sich (beeizMechanismen entwickelt,
einmal durch eine Ansammlung von Punktmutationegr &nen sehr langen Zeitraum
(evolutionar sehr alter Genomabschnitt) und andeier durch Genkonversion und
Rekombinationen. Die Punktmutationen finden nur selten statt und sind daher nicht
von so groRBer Wichtigkeit fur die hohe Zahl der eddl Genkonversionen,
Rekombination und Selektionsmechanismen scheineremlischeidenden Faktoren fur
die hohe Diversifizierung der HLA-Genorte zu seiBchaut man sich eine
Sequenzibersicht eines HLA-Locus an, sieht mardafis die unterschiedlichen Allele
aus verschiedenen Kombinationen der gleichen Mdtestehen. Diese Struktur scheint
durch rekombinierte Segmente entstanden zu sein. vigiterer Punkt, der die
Entstehung und vor allem Erhaltung der hohen Alelgitat begrindet, sind moégliche
Selektionsvorteile, von seltenen und heterozygot®fHC-Genotypen. HLA
heterozygote Individuen sind homozygoten Individuem Kampf gegen
Krankheitserreger tberlegen, weil sie ein gro3e&psktrum an Mdoglichkeiten zu
Bindung von Antigenen besitzen.

Beispiele fur den hohen Selektionsdruck auf den WMHG@urch spezielle
Infektionskrankheiten sind z.B. ,Mareks Disease” Hiuihnern (Briles, 1983) und
Malaria in Menschen (Hill et al., 1991). Weiterthaben sich heterozygote Genotypen
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in der Abwehr bestimmter Antigene als erfolgreicbexiesen, als homozygote, so sind
z. B. bestimmte heterozygote Genotypen bei HIVKtba (Carrington, 1999) und bei
Hepatitis B vorteilhaft fur den Krankheitsverladiursz, 1997).

Ein anderer Faktor, der zur Erhaltung der hoheneBitt des MHC bzw. HLA
beitragt, konnte in der MHC-basierten Auswahl destriers liegen. Verschiedene
Studien beschaftigten sich mit dem Zusammenhangschen HLA-Genotypen,
Korpergeruch und Partnerwahl, bzw. der Erkennung Verwandten und eigenen
Kindern. Die Grundlage fur den Mechanismus solirdéegen, dass Vertebraten den
MHC Genotyp ihres Gegenubers am Geruch erkennenekb(Boyse, 1983; Brown,
1987; Singh,1987) und so z.B. ihre Kinder und Verdtan ,erriechen* (Manning,
1992; Yamazaki, 1979, Brown, 1994). Mannliche,|l&eeénde Rhesus AfferM@acaca
mulatta) mit heterozygotem Mamu-DQB1 Typ zeugen signifikamehr Nachkommen,
als ihre Artgenossen mit homozygotem MHC Klass&énotyp (Sauermann, 2001).
Der Vorteil scheint dabei unabhangig vom tatsabhliorliegenden Genotyp zu sein.
Bei den Weibchen hatte ein homo- oder heterozyga@rotyp keine Auswirkung auf
die Anzahl der Nachkommen. Der Vorteil von NachkoenmMHC-verschiedener
Eltern liegt im oben erlauterten, erhbhten Schuizlmfektionskrankheiten durch MHC
Heterozygositéat.

Ein weiter Hintergrund der hohen Polymorphie der GlkBene findet sich in der
Uberlebensrate von Foéten, welche hoher ist, wearsish im MHC-Genotyp von der
Mutter unterscheiden. Eine Studie mit ungewollt deriosen Paaren ergab eine
signifikant niedrigere Erfolgsrate fur in vitro Fésationen, wenn die Paare einen
gemeinsamen HLA Genotyp besalRen (Ho, 1994). Imiadell fanden sich ebenfalls
Hinweise auf hohere Abort Raten bei Ratten mit hoygotem MHC Genotyp (Palm,
1974).
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1.1.3 Das Kopplungsungleichgewicht

Eine bemerkenswerte Eigenschaft des MHCs besteint, diass einige Kombinationen
von HLA-A, -B und —DR Allelen haufiger auftretensanan es ausgehend von ihren
Allelfrequenzen erwarten musste. Dieser Umstand d wivor allem durch
Selektionsmechanismen (Begovich, 1992, ThomsenA4)19tervorgerufen. Dieses
Phanomen, das allgemein auch als Kopplungsunglewaict (engl. Linkage
Disequilibrium, LD) bezeichnet wird, ist Quelle lgae Spekulationen. Eine Hypothese
besagt, dass bestimmte Haplotypen nicht rekomlgnidEine andere Theorie ist, dass
diese HLA Antigene bevorzugt rekombinieren nachegincross-over um einen LD
Haplotyp zu erzeugen. Diese Hypothesen wurden veamijtelen und seiner Gruppe
Uberprift (Termijtelen, 1995). lhre Resultate zaigdass die Anzahl der cross-over
durch LD Haplotypen nicht signifikant niedriger ,istls wenn die Rekombination
zufallig erfolgt. Auch die Anzahl der durch Rekomdiion erzeugten LD-Haplotypen
war nicht signifikant erhéht. Das Kopplungsunglgetvicht kann demzufolge nicht
durch selektive Rekombination erklart werden. DRekombinationsraten liegen im
Bereich von <0,2% zwischen HLA-DRB1 und HLA-DQBI1sHhi,3% zwischen HLA-
DRB1 und HLA-B.

1.2 Krankheitsassoziationen

HLA-Gene werden mit unterschiedlichen KrankheitenMerbindung gebracht. Auf
Grund der Funktion der HLA-Molekile ist es nichtrwanderlich, dass bestimmte
HLA-Typen ihre Trager fur spezielle Krankheiten &@hfer machen oder gegen
spezifische Erkrankungen besonders effizient semitzlan geht von einer Assoziation
aus, wenn die Allelfrequenzen von krankheitsbeggesten Antigenen bei

Krankheitsbetroffenen erhdht sind (bzw. protekéhregigene erniedrigt).

Bestimmte HLA-Allele sind assoziiert mit Krankheitewie Typ | Diabetes,

Narkolepsie, Psoriasis, Zdliakie und rheumatoideh#tis. Die Bestimmung der HLA-

Allele stellt z. T. ein diagnostisches Kriteriumr fliese Krankheiten dar. In vielen
anderen Fallen dienen HLA-Allele aber auch als Markdie bestimmte

Risikohaplotypen kennzeichnen kénnen. In der Tab&ll ist eine Auswahl an HLA-
assoziierten Krankheiten zusammen gestellt. Eine ade intensivsten untersuchten

HLA-assoziierten Erkrankungen ist Typ | Diabetesiafiztes mellitus). Andere




Pyrosequencing-Strategien zur HLA —Typisierung -42

spezifische HLA-Allele haben eine protektive Funktibei viralen Erkrankungen, wie
z.B. HIV. Die Rolle des MHC in der immunologisch diegten Anfalligkeit fur
Viruserkrankungen wurde erstmals beschrieben vokeZnagel und Doherty (1974).
Sie beschrieben, dass das Virus spezifische zytmiox T-Zellen, sowohl virale
Antigene, als auch MHC-Molekule erkennt. HLA Klasde Restriktion mit
zytotoxischen T-Zell Lymphozyten spielt eine Haopé& in der Immunantwort und der
Zerstorung von virusinfizierten Zellen. VerschiederStudien belegen auch die HLA
Assoziation von HIV. Die Auswirkungen sind untenschich. Es werden
unterschiedliche Geschwindigkeiten der Krankheggpession bei speziellen B-Allelen
beschrieben. Als potentiell protektiv gelten didefd HLA-B27, -B35 und -B57. Fur
andere Allele wird eine besonders schnelle Progrester Krankheit beschrieben. In
der Literatur findet man Bw4 (eine Teilstruktur vaihA-B-Antigenen) Homozygositat
assoziiert mit Protektion. In unterschiedlichen éiten und Studien, die verschiedene
Populationen betreffen, finden sich unterschiedié&ssoziationen. So wird einerseits

B35 (Bw6) als protektiv beschrieben, anderersdst®aschleunigend.

1.2.1 Autoimmunerkrankungen

Unter den HLA-assoziierten Erkrankungen befinderch siviele so genannte
Autoimmunerkrankungen, die darauf beruhen, dass lasunsystem koérpereigene
Strukturen als ,fremd" betrachtet und angreift. Beispiel dafir ist die rheumatische
Erkrankung Morbus Bechterew, die u.a. zu einersiéiung der Wirbelsaule fihrt.
Menschen mit einem HLA-B27 Allel haben ein starlh@tes Risiko, an Morbus
Bechterew zu erkranken. Gefahrdet ist allerdinghtnjeder HLA-B27-Trager. So ist
mit dem Allel B*2709 keine erhdhte Gefahr verbundenerkranken, wohl aber mit
dem Allel B*2705. Der Unterschied zwischen den baid\llelvarianten besteht in nur
einer einzigen Aminosaure im HLA-Molekul, die genauder Bindungsfurche liegt.
Dadurch kann ein koérpereigenes Peptid in besondeosem an das HLA-Molekil
gebunden werden. Bei Menschen mit der Variante B32({His116) geschieht dies in
konventioneller Weise und die T-Zellen reagieremadf nicht. Der Mensch bleibt
gesund. Bei Tragern der B*2705-Variante (Aspll@gsdie spezielle Aminosaure
dafur, dass hier das gleiche kérpereigene Peptahderer Weise gebunden wird und
damit in einer Konformation vorliegt, die von T-Kel als fremd eingestuft und
attackiert wird. Die Autoaggression hangt hier also einer einzigen Aminosaure ab
(Hulsmeyer et al., 2004).




Pyrosequencing-Strategien zur HLA —Typisierung

Tabelle 1.1 - Eine Auswahl von HLA-Klasse | asserzén Erkrankungen.

HLA-assoziierte HLA-Antigen Relatives Risiko*
Erkrankungen

Morbus Bechterew B27 69-87
Morbus Reiter B27 38
Akute vord. Uveitis B27 11
rheumatoide Arthritis B27 5
Psoriasis vulgaris Cwb6 8-33
Morbus Behcet B5 6
Myasthenia gravis B8, DR3 4
subakute Thyreoiditis Bw35 14
Idiop. HAmochromatose A3 8
Diabetis melitus DR3,DR 4 25
Pemphigus vulgaris DR4 14
Multiple Sklerose DR2, DQ6 2,7-5
Narkolepsie DR15/DQ6 130
Goodpasture-Syndrom DR2 13-16

* Das Relative Risiko gibt an, um welchen Faktore dkrankheit bei einem
Merkmalstrager haufiger auftritt als bei einem Nitkerkmalstrager
Quellen: J.L. Tiwari, P.I. Terasaki, 1985; E. Thiyrs1997

1.2.2 Sarkoidose

Sarkoidose ist eine entzundliche Erkrankung, dietiva 90% der Falle die Lungen
befallt. Es konnen aber praktisch auch alle andéwegane betroffen sein, haufig sind
auch Auswirkungen auf Haut, Augen oder Lymphknof@ie. Ursache der Erkrankung
ist unbekannt. Es stehen Autoimmunmechanismen, aben chemische Substanzen
oder Mikroorganismen im Verdacht an der Auslésurg iKrankheit beteiligt zu sein
(Luisetti, 2000). Verschiedene Studien (Rossmaf320egen nahe, dass HLA-Allele,
insbesondere HLA-DRB1 Allele mit der Erkrankung aseert sind. Ein SNP
Feinmapping der Region 6p21 ergab einen signifé&aitinweis auf eine ,Splicesite“-
Veranderung von BTNL2 durch den SNP rs2076530 (waleyte et al., 2005). Der
Genort BTNL2 liegt in der Subregion der HLA-Klad$&ene in Nachbarschaft (~ 200
kb) zu HLA-DRBL1.
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1.2.3 Alopecia areata

Alopecia areata ist eine Erkrankung des Immunsystemgeklarten Ursprungs, die sich
iIn einer Immunreaktion gegen die eigenen Haarfelliul3ert. Sie ist die haufigste
entzindliche Haarausfallerkrankung, von der ca. Mdlionen Menschen in
Deutschland betroffen sind. Die betroffenen Pagienteiden unter Haarausfall in
unterschiedlicher Starke. Typischerweise aul3efht die Erkrankung in kreisrunden,
kahlen Stellen am Kopf. Dieser Phanotyp der Erkuagkwird als ,patchy” Alopecia
bezeichnet. Der Haarausfall kann aber weiter faresten und dann zum Verlust aller
Kopfhaare (alopecia totalis, AT) oder sogar zum |M&r der kompletten
Korperbehaarung (alopecia universalis, AU) fuhréei Beispiele sind in Abb. 1.4
gezeigt. Die Ethiopathogenese der Krankheit idtdsisioch nicht geklart, verschiedene
Studien belegen aber einen Zusammenhang zwischagedéih und HLA. Dabei zeigt
sich, dass die assoziierten Allele zwischen untgesitichen Populationen differieren,
wie auch die Allelfrequenzen fur die unterschiduic Bevolkerungen sehr verschieden
sein kénnen. Fur verschiedene Populationen sadihalb nach speziellen assoziierten

Allelen gesucht werden.

Abb.1.4 - Beispiele fur die Erscheinungsformen ¥dopecia areata. Das erste Foto zeigt einen Patient
mit “patchy” Alopecia, das zweite Bild zeigt eineon Alopecia totalis betroffenen Patienten.
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1.3 HLA Typisierungsmethoden

Auf Grund der Bedeutung der HLA Typisierung fur dinwendung in der
medizinischen Praxis und in der Forschung, wurderschiedene Mdéglichkeiten zur
Typisierung mit unterschiedlich hohen Auflésungsigmra entwickelt. Grundsatzlich gibt
es Mdoglichkeiten zur HLA-Typisierung auf serolodisc und genetischer Ebene. Zur
Auswahl einer geeigneten Typisierungsstrategigesdle spezielle Anwendung und die
erforderliche Auflosung Dbericksichtigt werden. Unteiner niedrigen Auflosung
versteht man hier ein Untersuchungsergebnis, welche einer zweistelligen
Benennung des Allels (2-digit resolution) fuhrt,svader Allelgruppe entspricht und
welche durch die serologische Testung praktischigdr wird. Eine hoch auflésende
Typisierung, mit einer vierstelligen Allel- Bennamyg (4-digit resolution) bezeichnet
dann das Allel genauer — alle DNA-Sequenzen, méicger 4-stelliger Allel-
Bezeichnung werden in die gleiche AS-Sequenz UtatrseDie trotzdem
maoglicherweise unterschiedliche DNA Sequenz, kamrchd stumme Basenaustausche
zustande kommen und wird in der 6-stelligen AllelRBnnung beriicksichtigt (vergl.
Abb. 1.5). Das lasst sich noch ausweiten auf eatdstellige Bezeichnung, die dann
noch intronische Polymorphismen mit bertcksichtwgbbei die praktische Bedeutung
gering ist. Eine zusatzliche Bezeichnung ist nadh fir Nullallele (nicht exprimierte
Allele). Weitere Kriterien zur Methodenauswahl sitkit- und Personalbedarf,

Automatisierungsmoglichkeiten und die Kosten eMethode.

Gruppe, stille Mutation,
niedrige codierende
Genort Auflédsung Nukleotidsequenz

HLA- DRB1 {03 | 01 | 01 | O1

molekular Allel, Mutation im
genetisch entspricht AS- |ntronbereich
Sequenz

Abb. 1.5 - Nomenklaturschema zur Benennung von Hllalen




Pyrosequencing-Strategien zur HLA —Typisierung -416

1.3.1 Serologische Typisierung

Die klassische  serologische HLA  Typisierung, der  sa@enannte
Mikrolymphozytotoxizitatstest (LCT) (Terasaki, Malland, 1964), wird nach wie vor
in vielen Laboratorien eingesetzt. Dazu werdenle&itaymphozyten mit zytotoxischen
Antikdrpern und Komplement (Kaninchenserum) inkubieBefindet sich das
korrespondierende HLA-Antigen auf der Zelloberflachwerden die Lymphozyten
lysiert und nehmen Farbstoff auf. Nicht lysiertell@e bleiben ungefarbt. Die
Auswertung erfolgt mikroskopisch. Vor allem zur AHA und HLA-B-Typisierung
von Patienten vor Nieren-Transplantationen und Keamarkspendern ist der Test
eine schnelle und gunstige Methode zur Typisierlmagy. Vortypisierung. Dabei
konnen 63 Hauptantigene, Uber spezifische AntikOmeechgewiesen werden, nach
denen bereits eine Vorauswahl eines geeigneten d8penerfolgen kann. Zur
Bestimmung eines HLA-A, -B-Typs kommen kommerziederensets mit 72 bis 120
verschiedenen Antiseren zum Einsatz. Diese Metigid$ie einzige gebrduchliche, bei
der die tatsachlichen Interaktionen zwischen Zellemd Antikorpern beobachtet
werden. Daher wird sie auch weiterhin fur die Vagtichkeitstestung im
Zusammenhang mit Transplantationen und Transfusidne Einsatz bleiben. Die
Nachteile der serologischen Typisierung liegen rjardass nur eine grobe,
grundsétzliche Einteilung in die HLA-Hauptgrupperiolyen kann. Dazu sind viele
Seren notig und es kommt dazu, dass der Typisisaufalg deutlich von der Vitalitat
der Zellen abhéangt, was bedeutet, dass durch diehititat der Lymphozyten frisches
Blut in ausreichender Menge zur Verfiigung stehesanbamit ist die Methodik z.B.
fur die Anwendung in grof3eren und langerfristigémd&n ungeeignet.

1.3.2 Biochemische Verfahren

Eine Mdglichkeit zur Charakterisierung von HLA-Mkiden ist die isoelektrische
Fokussierung (IEF). Durch die unterschiedlichereliskirischen Punkte kénnen HLA-
Klasse | Molekile detektiert werden. Durch WestBtats in Verbindung mit poly-
bzw. monoklonaren Antikérpern kdnnen gezielt bestisn HLA-Molekile dargestellt
werden. Diese Verfahren werden fir Expressionsnaid®ewon HLA-Molekulen, z.B.

auf Tumorzellen eingesetzt.
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1.3.3 Molekularbiologische Verfahren

Die DNA basierten Typisierungsverfahren wurden zinsél fir die Klasse Il Genorte
entwickelt und dann auf die Klasse | Genorte auslyetd Sie haben gegen lber der
serologischen Untersuchung den Vorteil, dass dagend®laterial, die DNA der zu
untersuchenden Personen, auch langfristig gutfiggrist. Fur groRe Studien besteht
die Moglichkeit der Einrichtung von Zelllinien z@ewinnung von weiterer DNA. Die
Typisierung auf diesem Wege ist sehr viel sicharer hoher auflésend. Gangige DNA
basierte Typisierungsmethoden sind die sequenzfsohe Oligohybridisierung
(SSO0), die Sequenzierung (SBT) und das sequen#fispke Priming (SSP). SSO und
SSP sind aussagekraftige Methoden, wenn es darbtnbgkannte Sequenzmotive zu
detektieren. Es sind allerdings eine grol3e Mengmemwieder zu aktualisierende
Sonden und Primern nétig, um mit der wachsenden &@atAllelen Schritt zu halten.
Die SSO-Methoden beinhalten generische oder grigpezifische PCRs zur
Amplifikation des zu untersuchenden Abschnitts amschlieRender Hybridisierung der
spezifischen Sonden. Die Sonden sind normalerweigireifenform auf Membranen
immobilisiert. Es gibt inzwischen aber auch Entviicigen mit Sonden auf Chips oder
Mikrospharen. Die Auflosung der SSO-Analysen istttehin&Rig, erfordert relativ
wenig DNA und ist gut zu automatisieren (z.B. AW®A, Innogenetics). Bead-
basierte Methoden, wie z.B. ,LUMINEX" oder ,TEPNEIl€rlauben eine SSO auf der
Oberflache von Mikrospharen. Durch zwei untersditbd Untersuchungen der
Emissionen kdnnen verschiedene Typisierungsschiritteinem Durchgang erfolgen.
Die mit unterschiedlichen Nukleotidsonden beladerdikrospharen sind durch
verschiedene Farben unterscheidbar. Diese Methgiddmoch recht neu und erfordern
spezielle Gerate. Der Durchsatz lasst sich mitesiesmutomatisierten Verfahren jedoch

gut steigern.

Die PCR-SSP Methode besteht aus einer Reihe von -RR&@Rtionen mit
sequenzspezifischen Primern. Je nach Anzahl dereweleten Primer ist die Auflosung
von gering Uber mittel-hoch bis zu hoch steigerliie Analyse kann relativ schnell
und einfach erfolgen. Der DNA-Verbrauch ist alleigs sehr hoch und die verwendete
DNA muss von guter Qualitat sein. Auch durch Konalion von SSO mit SSP
Methode lassen sich hoch auflosende Typisierungbeaigse erzielen.

Der Vorteil der Typisierungsstrategien die auf DISAguenzierung basieren, ist die

Maoglichkeit neue Sequenzmotive zu entdecken. Dak &Brdert ebenfalls gute DNA
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Qualitat und einen recht hohen Aufwand. Die Aufligust hoch, jedoch muss auch
hier mit nicht auflésbaren Ambiguitaten gerechnetrden. Probleme konnen durch
Sequnzierartefakte und bei der Zuordnung heterdeygBositionen auftreten. Zur

eindeutigen Losung vieler Allelkombinationen sindB.z Verknipfungen von SSP

Methoden mit dem SBT notig, so dass eine alleiipeire Sequenzierung moglich

wird.

Wie schon im Abschnitt tber die Diversitat des HBEfstems erwahnt, bestehen die
Allele haufig aus verschiedenen Kombinationen deicgen Sequenzmotive. Das muss
bei der Typisierungsstrategie in so fern bertuckgithwerden, da nicht nur das

Vorhanden sein oder die Abwesenheit eines Sequenarentscheidend sind, sondern
auch die Anordnung der Motive zueinander (gleicBigang, anderer Strang, cis/trans).
Zur eindeutigen Klarung reichen die generischenidigpungsansatze oft nicht aus.
Dann werden allel- oder allelgruppenspzifische Afikaitionsverfahren benétigt, um

die Allele getrennt von einander untersuchen zunkén Eine recht neue Technik zur
Alleltrennung ist die haplotyp-spezifische ExtraktiHSE), an die sich dann wiederum

die unterschiedlichen Typisierungsverfahren aneeln kbnnen.
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Tabelle 1.2 - Ubersicht Giber die gangigen HLA-Bjgiungsmethoden

HLA-Typing Methoden Art Auflésung | Anwendung
Lymphozytotoxizitats- Test | serologisch niedrig Klasse | Antigene HLA-A, -B
(LCT) und —C
Klasse Il Antigene, HLA-DR
und -DQ
Spendersuche innerhalb der
Familie, Spenderregistrierung
KMT, Vertraglichkeitstestung
(Kreuztest)
Isoelektrische Fokussierung | biochemisch niedrig Expressionshachweise
(IEF)
Sequenz-spezifische molekular- niedrig bis| Klasse I und Il Genorte
Oligohybridisierung (SSO) genetisch mittel Spender-/Empfanger Auswahl
vor Nierentransplantation;
Spenderauswahl vor
Knochenmarkstransplantation
Sequenz-Spezifisches Primingmolekular- niedrig bis| Klasse I und Il Genorte
(SSP) genetisch hoch Spender-/Empfanger Auswahl
vor Nierentransplantation;
Spenderauswahl vor
Knochenmarkstransplantation,
Assoziationsstudien
Sequenzierungs—basierte molekular- hoch Klasse | und Il Genorte
Typisierung (SBT) genetisch Spenderauswahl vor
Knochenmarkstransplantation,
Assoziationsstudien
Mikrosateliten (MS) molekular- niedrig Assoziationsstudien
/Einzelnukleotidpolymorphism genetisch

en (SNP)
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1.4 DNA-Sequenzierung mit Pyrosequenchhg

Die ,klassische® DNA-Sequenzierung nach dem Didgkeenabbruchsystem, 1977
von Sanger entwickelt, wurde seit dem standig wetevickelt. Grol3e, oft per Hand
gegossene Elektrophoresegele wichen den handlicKepillaren, radioaktive
Markierungen wurden von chemischen abgel6ést undudistandliche Detektion mit
Filmen wurde durch die moderne LasertechnologietetrsTrotz der Verbesserungen ist
die Sequenzierung eines DNA-Abschnittes noch immérverhaltnismallig groRem
Aufwand verbunden. In den letzten Jahrzehnten wurdkernative Methoden zur
Analyse, insbesondere fir kurze Sequenzabschmitvdaakelt. Einer dieser Ansatze ist
das Pyrosequencing™ (Ronaghi et al., 1996; 19981 2Mie Methode wurde 1996
von Mitarbeitern des ,Royal Institute of Technolégy Stockholm entwickelt. Die
1997 in Uppsala gegrundete Firma ,Pyrosequencing Amwickelte die Methode
weiter und vermarktet sie kommerziell. Diese DNAjS@enzierungstechnik basiert auf
der Detektion des wahrend des Strangaufbaus fegiges Pyrophosphats. Durch eine
Kaskade enzymatischer Reaktionen wird Licht generi®ie Lichtintensitat ist
proportional zu der Menge jeweils eingebauter Natalie. Die Methode ist besonders
gut geeignet zur Analyse kurzer bis mittlerer DNég8enzabschnitte, wie SNP-
Genotypisierung oder Resequenzierung von spezidBenen. Die Sequenzierung
erfolgt im Gerat in “Echtzeit” und lasst sich so @&idschirm anhand der erfassten
Pyrogramme verfolgen. Das Reaktionsprinzip besaeist folgenden Schritten: An ein
einzelstrangiges PCR Produkt wird ein Sequenzimgarianhybridisiert. Dazu wird ein
Enzym-Substrat-Gemisch gegeben, wobei sich die DMdymerase an den Strang
anlagert. Nun wird ein Nukleotid angeboten — iskesplementar zu dem folgenden
Nukleotid auf der DNA-Vorlage, wird es von der DN?olymerase eingebaut. Durch
den erfolgreichen Nukleotideinbau wird eine projordle Menge Pyrophosphat (PPi)
freigesetzt. Dadurch wird die enzymatische Kaskgesdartet. Mittels ATP-Sulfurylase
und Pyrophosphat wird dADP zu dATP umgebaut. MihdATP wird in Anwesenheit
von Luciferase Luciferin zu Oxiluciferin oxidierDas dabei freiwerdende Licht wird
von einer CCD-Kamera (,charge-coupled device“fagst und die Lichtintensitat in
einem so genannten Pyrogramm dargestellt. UnvechtauNukleotide werden durch
Apyrase degradiert. Das nachste Nukleotid kann Imnzugegeben werden. Da das

zugegebene Nukleotid bekannt ist, kann die Segbestzmmt werden.




Pyrosequencing-Strategien zur HLA —Typisierung -21

Die Reihenfolge der Nukleotidzugabe wird fur jed@enzierreaktion zuvor festgelegt
und als ,Dispensationorder® bezeichnet. Die Disgpemeihenfolgen kdnnen fur
spezielle Untersuchungen von entscheidender Bedgusein. Durch verschiedene
Dispensierreinenfolgen konnen gleiche Sequenzererseitiedliche Pyrogramme
ergeben, insbesondere dann, wenn an heterozygtéts 3Nr eins der moglichen
Nukleotide bedient wird und somit einer der beid&mange nicht verlangert wird
(vergl. Abb. 2.3). FUr unbekannte Sequenzabschisitine rotierende Abfolge der vier

Basen moglich.

1.4.1. Enzymatische Reaktionskaskade

Die Enzymmischung fur die Pyrosequencingreakticdh&@hDNA-Polymerase (Klenow
Fragment, Escherichia coli DNA Polymerase 1) ATP SulfurylaseSgccharomyces
cerevisae) und Luciferase Rhotinus pyralis). Die Reaktionskette von der
Polymerisation bis zur Detektion des Lichtes daumst Raumtemperatur etwa 3-4
Sekunden. Beim Einsatz von einem pmol DNA in deroBgquencing Reaktion
entstehen bei der Polymerisation 6 ¥1@TP Molekiile, die in mehr als 6 x10
Photonen mit einer Wellenlange von 560 nm umgeseiden konnen. Diese
Lichtmenge wird von einer CCD-Kamera detektiert. UWen iterativen Einbau der
Nukleotide zu ermdglichen, missen die Ubrig geleleim Nukleotide aus der Reaktion
entfernt werden. Dies geschieht enzymatisch durol Apyrase. Das Enzym
hydrolisiert alle Deoxynukleosidtriphosphate mitgeféhr gleicher Rate. Aul3erdem
hydrolisiert es ATP um eine Anhéufung zwischen Bepensionen zu vermeiden. Der
Nukleotidabbau verlauft langsamer als der Nukleatidau durch die Polymerase. Der
Einsatz dieses Enzymschrittes ermoglicht den Vetzauf Waschschritte und die

Pyrosequencing Technik im ,single-tube” Verfahren.
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(ssDNA), + dXTP Polymerase~> (SSDNA).1 + PPi

PPi + APS ATP Sulfurylase— ATP + SQ*

ATP + Luciferin + Q -Luciferase— AMP + PPi + Oxiluciferin + C@+
Licht

ATP und dXTP Apyrase—> AMP und dXMP + 4 Pi

Abb. 1.6 - Ubersicht tiber die enzymatischen Reaktblaufe wahrend des Pyrosequncing

Zur Polymerisation wird kein dATP verwendet, somdeDesoxyadenosinalpha-
thiotriphosphat (dATRS). dATP ist ein Substrat der Luciferase, wahreAd RhS
zwar von der DNA-Polymerase erkannt wird, jedocbhhivon der Luciferase, was
falsche bzw. zu hohe Peaks vermeidet.

Die Enzymkinetik der Pyrosequencing-Reaktion kamm Hand der Pyrogramme
verfolgt werden. Der Kurvenanstieg ist bestimmtatiudie Aktivitat der Polymerase
und der Apyrase. Das Pyrophosphat (PPi) wird megmasinphosphosulfat (APS) durch
die ATP Sulfurylase umgesetzt zu ATP. Die Lichtgesreng erfolgt durch die
Luciferase. Die Reaktionen erfolgen in weniger a&l3 sec. Die Signalh6he ist
determiniert durch die Aktivitat der Luciferase. rDbfall der Kurve wird bestimmt
durch die Effizienz des Nuckleotidabbaus. Die Arfbdg von inhibitorischen
Substanzen Uber die Laufzeit reduziert die Effizider Luciferase und der Apyrase. So
inhibiert die Akkumulation von AMP und dAMFS die Aktivitdt speziell der
Luciferase. Die Aktivitat der ATP-Sulfurylase bleiwveitgehend konstant. Damit sind
die kritischen Reaktionen die DNA-Polymerisatiorufedeigende Kurve) und die
Nukleotid-Degradation (abfallende Kurve), die msaider konkurrieren. Kleine
Veranderungen in der Kinetik dieser Reaktionen hahee direkte Auswirkung auf die
Gute der Sequenzierreaktion.

In lAngeren homopolymeren Abschnitten kann manctreabachtet werden, dass die

Apyrase Nukleotide zu friih abbaut, bevor die Polysa¢ion dieser Strecken vollendet
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werden konnte. Eine erneute Dispensation des euspnden Nukleotids kann das
Problem |6sen. Parameter, die zu Problemen beetéangLeselangen fihren kdnnen,
sind die ineffizienter werdende Degradation durde don AMP und dAMRS
inhibierte Apyrase in fortgeschrittenen Zyklen uvdrdiinnungseffekte. Obwohl bei
jeder Nukleotid-Dispension nur etwa 0,22 pl dazgeipen werden, summieren sich
diese Mengen bezogen auf das geringe Gesamtvoluntefiihren zu einer deutlichen
Verdinnung. Dadurch kann nach langeren Leselangenverringerte Enzymeffizienz
beobachtet werden.

Der Hauptanwendungsbereich des Pyrosequencing iheger Genotypisierung von
Einzelnukleotidpolymorphismen (single-nucleotiddypaorphisms, SNPs) und in der
Kurzstreckensequenzierung. Inzwischen sind ferigsays (,Pyro-Mark®, Biotage,
Uppsalla, Schweden), z.B. fur verschiedene SNPs ind mikrobiologische

Typisierungen kommerziell erhéaltlich.

1.4.2 Instrumentation

Die automatisierte Pyrosequencing Maschine, zu rseime der Abbildung 1.7,
verwendet eine Tintenstrahl-Kartusche mit Kammerir fsechs verschiedene
Reagenzien zur Dispensation genauer Volumina i @&6er-Mikrotiterplatte. Die
Mikrotiterplatte wird im Gerat geschuttelt, um eihéchst mogliche Reaktionsrate zu
erreichen. Uber eine Anordnung von Linsen wird ldakt aus den einzelnen Wells auf
den Chip einer CCD-Kamera fokussiert. Die gekuiii€D-Kamera verfolgt die
Lichtentwicklung in den Wells der Platte jede Safkeinum den exakten Fortschritt der
Reaktion zu erfassen. Die Kontrolle Uber Dispemsikenfolgen und Darstellung der
resultierenden Pyrogramme erfolgt Uber eine sgdezigboftware an einem
Computerinterface. Weiterentwicklungen sind deroBgguencer MA96 und das HS-
System von Pyrosequencing, wobei“MA* fur ,multi-digation* und ,HS* fur ,high
sensivity* steht. Im HS-System sind die Plastikdtiachen, die nach mehrmaligem
Gebrauch weggeworfen werden mussen, durch Kartnselns Metall ersetzt. Die
Reaktion lauft in kleineren Volumina ab. Diesest8ysist aber fur die Anwendung in
der SNP-Typisierung limitiert. Sowohl im instrumeltén, als auch im Softwarebereich
wird an weiteren Verbesserungen der Pyrosequefaognik durch die Firma Biotage

gearbeitet.
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Abb. 1.7 - Pyrosequencer 96MA mit Kartusche. Deckel der Dispensationseinheit ist geoffnet, eine

gefillte Kartusche kann eingebaut werden. Darurgéindet sich die Prozesskammer.

1.5 Aufgabenstellung

In der Arbeit sollen Strategien entwickelt werdewje die Anwendung der
Pyrosequencing-Technologie als Alternative und Bzgag zu bestehenden HLA-
Typisierungsmethoden genutzt werden kann. Es solgmosequencing-basierte
Typisierungsstrategien fur die wichtigsten HLA-Lamtwickelt werden. Mit Hilfe der
zu den einzelnen Loci erarbeiteten Typisierungtsgran sollen Anwendungsbeispiele

untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

DNA Extraktionsroboter

PCR-Automaten
Deutschland

Zentrifugen

Deutschland
Vakuumzentrifuge

N.Y.
Elektrophoresekammern
Stromversorgung
UV-llluminationstisch
Polariod-Kamerasystem
Waagen

Thermomixer

Heizblock
Spektrophotometer
Vortexer
Pyrosequencer

DNA Sequencer
SSO-Automat

2.1.2 Chemikalien und Kits

Agarose electrophorese

DNA-Polymerasen:
AmpliTaq
AmpliTaqGold

GenoM-6, Genovision, Wierst&reich
GenoM-48, Quiagen, Hilden Deutschland
DNA Engine Dynal Biozym, Hess. Olitah,

fur Strips — Sarstedt, Nurnbrechtu3ehland
fur Einzelréhrchen - Eppendorf 5415D, Hamburg,

Speedvac SC100, Savant Instrisnérd. Farmiongdale,

MWG-Biotech, Ebersberg, élasd

Renner GmbH, Dannstadt, Deutsghlan
Hoefer, Heidelberg, Deutsaidia

Polaroid, Dreieich-Sprendimdeutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
TruTemp, Robbins Scientific, Sunnyva&ld,, USA
GeneQuant, Biochrom Ltd., Casigleri England
Jahnke & Kunkel, Staufen Deutschland

PSQ96 Pyrosequencing, Uppsallac8em
ABI, Applied Biosystems, BranchbWw§A
Auto-LIPA, Innogenetics/TECAN, Osgéch

Serva, Heidelberg, Deuwatsdhl

Applied Biosystems, Branchburg, USA
Applied Biosystems, Branchburg, USA
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PCR-Puffer:
GeneAmp 10X PCR Bufferll (100 mM Tris-HCL, pH 8 )0mM KCI)
Applied Biosystems, Branchburg, USA
10X PCR Buffer Invitek (1x Nhtreaction-buffer (16 mM (NSO, 50 mM
Tris-HCI (pH 8,8), 0,1% Tween-20) Invitek, BerliDeutschland

MgCl, Losung (25 mM MgG)) Applied Biosystems, Branchburg, USA
MgCl, Losung (50 mM MgG)) Invitek, Berlin, Deutschland

Nukleotide (dNTP-Mix, 10mM) Sigma, Seelze, Deutsacidl
One-Phor-All-Buffer PLUS, Amersham Bioscience

INNO-LIPA-HLA-DRB1/-DQB1/-B Innogenetics, Ghent, Bgen
HLA-Seq-Kits Atria Genetics, San Francisco, CA/AJS
Olerup SSP" OlerupSSP AB, Saltsjobaden, Schweden

PSQM96, SNP Reagent Kit, Pyrosequencing, Uppsala, Stémve
PyroGold Reagents, Biotage AB, Uppsala, Schweden

HaploPrep¥, HLA-B Kit, Genovision, Wien, Osterreich

MagAttract DNA Blood M96 Kit, Quiagen, Hilden Degtdand
GenoPrep Cartidge B 200, Genovision, Wien, Osfelrei

2.1.3 DNA-Proben

Genomische DNA wurde mit der vollautomatischen ®&H6-48 bzw. GenoM"-6
Arbeitsstation (GENOVISION, Wien, Osterreich; Queag Hilden, Deutschland) aus
Blut isoliert. Die Extraktionsmethode besteht aimere Zelllyse mit Hilfe chaotropher
Reagenzien, Bindung der DNA an mit Silikat Gberzegemagnetische Partikel gefolgt
von der Elution der gereinigten Nukleinsaure in svier Losung. Die Isolationen
erfolgten in den Arbeitsstationen, in Kombinatioit den dazu gehorigen Kits, fir den
GenoM™-48 mit dem ,MagAttract DNA Blood M96 Kit* und fiden GenoM"-6 mit
der ,GenoPrep Cartidge B 200" der Firma Qiagen.

Die DNA-Konzentration wurde photometrisch mit de@eneQuant” (Biochrom Ltd.,

Cambridge) bei 260 nm unter Abzug der Beads-Adsmorgdiei 320 nm bestimmt. Die
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DNA wurde in wassriger Losung bei 4°C gelagert. genfristig nicht benétigte Proben
wurden bei —20 bis —80°C aufbewabhrt.

Zur Etablierung und Optimierung der Pyrosequenéileghode wurden Standard-DNA-
Proben des Labors verwendet, deren HLA Genotyperkarbeg sind. Zu
Evaluierungszwecken wurden DNA Proben des Ringetisu,Deutscher Zell
Austausch” (DZA) 2002, 2003 und 2004 untersucht.itéviein wurden im Rahmen
dieser Arbeit DNA-Proben von Patienten (Alopeciggsunden Kontrollpersonen
(freiwillige Blutspender) und DNA-Proben von Bewann aus Papua Neuguinea

(PNG) vom Stamm der Roro untersucht.

Tabelle 2.1 — Verwendete DNA-Kollektive

DNA-Kollektiv Herkunft Beschreibung Anzahl

Familien-Trios Uni Kiel Trio-Platte, 90

Jochen Hampe 30 Familien

Alopecia Uni Antwerpen Alopecia-Patienten | 161
Bettina Blaumeiser Kontrollen 165

Roro Schiefenhével, Personen vom Stamm22
PNG der Roro, PNG

2.2 Methoden

2.2.1 HaploPre}y

HaploPrep™ (Genovision, Wien, Osterreich) ist eine Methode Separierung von
haploiden Sequenzabschnitten der HLA-Region ausorgesther, diploider DNA.
Bisher sind HaploPrep-Sonden fir die Genorte HLA4Ad HLA-B kommerziell
erhaltlich. Zur Durchfihrung der Haplotyp-spezifisa Extraktion (HSE) muf}
zumindest eine grobe Vortypisierung der zu untdrenden Probe vorangegangen sein.
Anhand der ermittelten Allelgruppen kdnnen speeifes Sonden ausgewahlt werden,
welche jeweils nur zu einem der beiden Allele kosnpéntar sind. Diese biotinylierten
Sonden hybridisieren an die denaturierte DNA. $@&nadin-beschichtete magnetische

Partikel werden zugegeben und lagern sich an diirBmarkierten Sonden an. Die
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HSE-Produkte  kénnen dann  anschlieBend in  versamstele HLA-
Typisierungmethoden eingesetzt werden.

Standard-Ansatz fur eine HaploPrep-Extraktion

15 pl HaploPrep Hybridisations-Puffer

8,5-13,5 ul  DNA in wassriger Loésung (mindesten@ 8§ DNA)
1,5 pl HaploPrep Extraktionssonde

ad 30ul HO (je nach eingesetztem DNA-Volumen)

Die Komponenten werden wie oben beschrieben inneidg5 ml Reaktionsgefal
zusammen pipettiert und gemischt. Zur Hitzedenatunig werden die Proben dann fir
15 Minuten bei 95°C inkubiert. In der Zwischenzagitd der GenoM-6 mit HaploPrep
Kartuschen bestlckt und gestartet. Dadurch wird ideagrierte Heizblock auf die
Hybridisierungstemperatur von 64°C vorgeheizt.ciNder Hitzedenaturierung werden
die getffneten ReaktionsgefalRe in den GenoM-6 lifeated der Lauf gestartet. Die
Proben werden im Gerat zunachst fir 20 Minuten 6#iC inkubiert, wobei die
biotinylierten Sonden an die entsprechenden DNAeRAhgte hybridisieren sollen. Im
Anschluss an diesen Schritt, werden die mit Stregita beschichteten magnetischen
Partikel dazugegeben. Es folgen mehrere Waschi&chfitm Ende des Laufes werden
die magnetischen Partikel mit nun gebundenen DNagienten in ein Reaktionsgefald
eluiert und kdnnen dem Gerat entnommen werden.sBierhaltene Suspension kann
nun direkt in einer anschlieBenden PCR eingesetardem, wobei das
Suspensionsvolumen maximal 20% des Reaktionsvolsirhetragen sollte. Alternativ
konnen die magnetischen Partikel nach einer zehitigegn Hitzedenaturierung bei
75°C abgetrennt werden. Dazu wird das Reaktion8gdifékt nach der Hitzeinkubation
an einen Magneten gestellt und der klare Uberstamd Einsatz in PCR Reaktionen

abgenommen.
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Abb. 2.1 - Geno M-6 Geréat zur vollautomatischenr&gion von DNA aus Blut und zur Anwendung der

Haplotyp-spezifischen Extraktion.

2.2.2 PCR-Reaktionen

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chairtimgd®CR) (Mullis, 1986) ist nach
nur knapp zwei Jahrzehnten seit ihrer ersten Eiktung und Erprobung zum praktisch
unverzichtbaren Standard in der molekulargenetisckRerschung und Diagnostik
geworden. Das Prinzip beruht darauf, dass ein iéefar Sequenzabschnitt durch
spezifische Oligonukleotide, die so genannten Rrimi@gegrenzt und dann mit Hilfe
einer hitzstabilen DNA-Polymerase vervielfaltigtraii Durch den wiederholten Umlauf

durch Denaturierungs-, Annealing- und Elongatiomgteratur erreicht man eine




Pyrosequencing-Strategien zur HLA —Typisierung -30

Anreicherung des gewinschten Sequenzabschnittedigonu einer Million aus der
eingesetzten DNA.

FUr jedes Primerpaar mussen die Bedingungen der R&tion optimiert werden.
Variable GroRen sind z.B. der verwendete Puffee, Alit der Tag-Polymerase, die
Magnesiumkonzentration aber auch das Temperaturgdesf PCR-Programms. Hierbei
unterscheidet man zwischen normalen Programmen, denen nach der
Denaturierungsphase immer wieder die gleiche Ammgi@mperatur angefahren wird
und sogenannten touch-down-Programmen, bei denedein ersten Zyklen hohe
Annealingtemperaturen angefahren werden, welcha daspateren Zyklen abgesenkt
werden. Fir bestimmte Anwendungen ist der Einsatz VaqGold sinnvoll. TaqGold
besteht aus einem Gemisch von DNA-Polymerase umeheinhibitor. Die durch die
Inhibitorbindung inaktivierte Tag-Polymerase mussurcth einen initialen
Denaturierungsschritt zu Beginn der PCR (95°C, lidutén) aktiviert werden. Die
genauen PCR-Bedingungen werden in den jeweiligeaciutten im Ergebnisteil

angegeben.

2.2.3 Gesamtgenom Amplifikation

Die DNA Amplifikation des Gesamtgenoms (engl.. wdhojenome amplification,
WGA) dient dazu, geringe Mengen DNA zu verviel@@n und so die Anzahl
durchfihrbarer Untersuchungen bei eingeschranktermg&ngsmaterial zu erhdhen.
Dazu gibt es verschiedene Methoden, die als Kits wmoterschiedlichen Herstellern
bezogen werden konnen. Die bekanntesten Strategmneh DOP-PCR (,degenerate
oligonucleotide-primed PCR"), PEP (,primer extemsipreamplification”) und MDA
(,multiple displacement amplification”) (Dean et,a002). Das hier verwendete Kit
-,REPLI-g“ (Quiagen) arbeitet nach der ,multiple pligcement amplification“ (MDA).
Diese Methode beruht auf einer ,rolling-circle“-Afifixation zu der exonuklease-
stabile Zufallshexamere als Primer up29 DNA Polymerase eingesetzt wird. Dabei
entstehen DNA Kopien mit ca. 10-70 kb Lange unceeumiformen Verteilung tber

das gesamte Genom.

Das REPLI-g Kit besteht aus den Komponenten REPRDNA Polymerase, ,4x Mix"
mit Primern und Puffer und der ,Solution B* welcien Denaturierungsschritt stoppt.
Weiter wird die so genannte ,Solution A* zur Dam&rung bendtigt, welche immer
frisch aus 40 pl 5M KOH, 10 pl 0.5M EDTA (pH 8) udd0 pul dBHO hergestellt
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werden soll. Zur Durchfihrung werden die zu vef@légenden DNA Proben in
Cycler-Strips vorgelegt und mit TE Puffer (10 mMsIHCI, 1 mM EDTA, pH 7,5) auf
ein Volumen von 2,5 ul aufgefullt. Der empfohlengudt liegt bei ca. 10 ng DNA. Die
Solution A wird 1:8 in dHO verdiinnt und es werden jeweils 2,5 ul zu der elegien
DNA pipetiert und 3 Minuten bei Raumtemperatur denart. Die Solution B wird
1:10 in HO verdinnt und nach Ablauf der 3 Minuten Denatuner werden 5ul zur
Reaktion gegeben, um die Lésung zu neutralisielBar. Amplifikations-Master Mix

setzt sich aus REPLI-g 4x Mix, REPLI-g DNA-Polymssaund Wasser zusammen.

Zu der denaturierten DNA wird 40 pl

Reagenz pl fur 1 Probe
DNA N TE 25 Master-Mix gegeben, so dass ein
Solution A (1.8) 55 Endvolumen von 50 pl erreicht wird. Das
- ReaktionsgefalR wird in einen Heizblock
Solution B (1:10) 5 g
oder Cycler gestellt und fur 8-16 h bei
dHO 27
_ 30°C inkubiert. Dann wird die
REPLI-g 4x Mix 12,5 Master-
. enzymatische  Reaktion durch ein
REPLI-g DNA- 0,5 Mix
Aufheizen auf 65°C fur 3 min beendet.
Polymerase
Die resultierende REPLI-DNA-LOsung
total Volumen 50
soll etwa 900 ng/ul DNA enthalten und

sollte wie genomische DNA bei 4°C oder im Tiefkiitdelagert werden.

2.2.4 Pyrosequenciny

Das Prinzip des Pyrosequencing wurde schon in mieitting ausfihrlich beschrieben.
Es handelt sich um eine DNA-Sequenziermethode, Hder entlang eines
einzelstrangigen PCR Produktes der als Vorlagetdider komplementare Strang
aufgebaut wird.

Zunachst muf3 das PCR-Produkt aufgereinigt und ksinaegig gemacht werden. In
einer 96well-Platte werden dazu 33ul 2x BW Pufig@ngM Tris-HCI (pH 7,6), 2 mM

NaCl, 1 mM EDTA, 0,1% Tween-20) + 8ul Streptavidieschichtete ,Dynabeads”
vorgelegt. Dazu wird 20-25ul PCR Produkt gegebesh die Platte flir 15 Minuten bei
65°C inkubiert, dabei erfolgt die Anlagerung deotlmylierten PCR-Produkte an die
Beads. Mit dem ,Pyrosequencing Sample Prep Toolfera Werkzeug mit 96

magnetischen Stabchen, Gber die ein passendek®tassil gestilpt wird, konnen die

magnetischen Dynabeads mit den angelagerten PCHRulRem aus der ersten
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Inkubationsplatte entnommen werden. Die DNA-belateBeads werden so in eine
zweite Platte Uberfihrt, welche je 50ul 0,5 M NaOétung enthalt. Dort werden sie
etwa 1 Minute lang unter leichtem Ratteln inkubiend das PCR Produkt denaturiert.
Danach werden die Beads auf dem gleichen Weg wEr@t@ommen und in eine Platte
mit 100ul AB Puffer (20 mM Tris (pH 7,6), 5 mM Magsiumacetat Tetrahydrat
[(CH3COO0)2Mg 4HOQ]) uberfihrt und so gewaschen. Nun werden sieelsittles
~Sample Prep Tools" in eine vierte Platte mit 438 Puffer und 5ul Sequenzierprimer
(10-20 pmol) Gberfuhrt und fur 2 bis 5 Minuten 88°C inkubiert. Nach Abkihlung
auf Raumtemperatur wird die Platte in den Pyrosecgregestellt. Eine Kartusche wird
mit Nukleotiden, Enzym-Mix und Substrat befullt uimddie entsprechende Vorrichtung
im Pyrosequencing Gerat eingebaut. Uber die Geeitesingssoftware werden die
Einzelheiten des Laufes, wie Probennamen und geshtmsDispensierreihenfolgen
eingegeben und der Lauf gestartet. Das Gerat Mkeriei alle Wells der zu
untersuchenden Platte nun zunéchst 5,5 pl Enzyrd-Substratiosung. Dann werden
die Nukleotide, in jedem Schritt 0,22ul, entsprecheder vorher festgelegten
Dispensationsreihenfolge (néheres unter 3.1) dapettiert. Der Fortschritt der
Reaktion lasst sich anhand der Pyrogramme am Bildean Echtzeit verfolgen. Nach
Abschluss des Laufes kdnnen die Pyrogramme ausgedmd ausgewertet werden.
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Abb. 2.2 - Pyrosequencing Aufreinigungszubehorkkidas ,Sample Prep Tool* mit 96 magnetischen
Stabchen zur Separation der Dynabeads aus der ¢.t=aits die Halterung fur die vier Platten.

Modifikationen des PCR-Produktes durch Blockierdeg 3'-Endes

Eine Mdglichkeit die Formierung von Template-Loapshrend des Pyrosequencing zu
vermeiden, ist die Blockierung des 3’-Endes des #@dtiuktes (Utting, 2004). Dazu
wird das einzelstrangige PCR-Produkt mit Terminaleansferase (TdT, terminal
deoxynucleotedyl transferase) behandelt und einedigynukleotid am 3’ Ende
eingebaut. Dieser Schritt erfolgt gegebenenfaltshrder Denaturierung der DNA. Die
beladenen Dynabeads werden in 50ul Reaktionsmigcaus 1x One-Phor-All-Buffer
mit 0,5 mM ddCTP und 2,5 U TdT fur 30 Minuten I38°C inkubiert. Dann werden
sie wiederum in 100ul AB-Puffer gewaschen und weitie oben beschrieben fir das
Pyrosequencing eingesetzt.
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Herangehensweise bei der Erarbeitung einer spazdirsPyrosequenzierung

Die Sequenzierprimer werden so gelegt, dass skeisieinem konservierten Bereich
befinden, ihr 3’-Ende aber kurz vor einer zu unieh&nden polymorphen Position
liegt. Bei der Auswahl der Sequenzierprimer wurdes dProgramm ,SNP primer
design“ von Pyrosequencing benutzt (SNP primer giiesPyrosequenciny AB,
Version 1.0.1., online). Zur Erstellung der Disgengihenfolgen muissen alle
maoglichen Kombinationen von Allelen beriicksichtigerden. Sie wurden zunachst
ohne die Hilfe eines Computerprogramms erstellt.der Abbildung 2.3 werden
Beispiele fur die theoretischen Pyrogramme von Hetgerozygoten Sequenzmotiven
gezeigt. Die zu untersuchende Sequenz ist G (TV&) (CCAG. Um zu verdeutlichen
wie wichtig die Dispensierreihenfolge ist, sind zurergleich die Pyrogramme der
gleichen Sequenzkombinationen in den beiden Abbddn mit zwei unterschiedlichen
Dispensierreihenfolgen (Basenreihenfolge vertagstdugestellt. Eine Veranderung in
der Reihenfolge kann, wie im Beispiel gezeigt, da#uen, dass die unterschiedlichen
Strange verschieden verlangert werden. So kdénnenSdiquenzierungen ,aus der
Phase” geraten, der Strangaufbau eines Alleleghdem des anderen zurlck bleiben
und so das Pyrogramm nicht mehr oder nur schwexextlsar machen. Zur besseren
Auswertbarkeit, werden in die Dispensierreihenfalgdeshalb bewusst ,Null-
Positionen” eingefiigt, also Basen dispensiert, eel@an der betreffenden Stelle

bekanntermaflen nicht vorkommen.




Pyrosequencing-Strategien zur HLA —Typisierung

-35

sl I« 0 o o0

il I T

cr I HHH

G (T/C) (T/A) cC A G

gﬁﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

GTA
cet [l . o 0 1 = 0

GTT

s 10 U m @B & =

Abb. 2.3 — Oben - Die drei unterschiedlichen Korationen der Sequenzmotive
erzeugen drei deutlich unterschiedliche Pyrogranibie.Nukleotidstrénge werden
gleichmafig verlangert. Unten - Oberste Kombinat{@TA/GTT): Die Strange
werden ungleichméRig verlangert. Wahrend der GTargt schon die vierte und
finfte Position eingebaut hat, ist der GTA-Stramgf @n der dritten Basenposition.
Mittlere (GTA/GCT) und untere Kombination (GTT/GCTEs wird nach der
Dispensation der Cs kein T angeboten. Der GCT-8travird nicht weiter

verlangert.
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Die zu Beginn der Arbeit verflighare Software denfa Pyrosequencing, war nicht in
der Lage, Vorschlage fur eine gegebene Sequenzmmelitr als einer polymorphen

Position zu machen (nur fur dialleleische SNPs grest). Daher wurden die

Dispensierreihenfolgen alle ohne Computerunterstigzerstellt. Die inzwischen

aktualisierte Softwareversion PS96MA 2.1.1 erlaubt die Eingabe von mehreren di-,
tri- und tetra-allelischen SNPs. Die Anzahl der SNRir die eine geeignete

Dispensationsorder und die zugehdrigen theoretisétistogramme berechnet werden
kann, ist durch die Rechenleistung des Computegsehet. Erfahrungsgemal kénnen
in angemessener Zeit die Kombinationen fur bis zpolymorphe Basenpositionen

berechnet werden. So wurden im Nachhinein die nianuerstellten

Dispensierreihenfolgen nochmals tberpriuft und tige verandert.

2.2.5 HLA-Typisierungsmethoden

Zur Uberprufung von Ergebnissen der HLA-Typisierumgtels Pyrosequncing von
unbekannten Proben wurden verschiedene kommermikHltliche Typisierungskits
eingesetzt. Je nach gewinschter Auflésung und Et@geng wurden eine oder mehrere

der hier genannten Methoden benutzt.

INNO-LiPA-SSO

Die Typisierung mit Sequenz-spezifischer Oligohgisierung mit INNO-LiPA-Kits
beginnt mit der Amplifikation der zu untersuchendexone mittels PCR-Mastermix,
wobei biotinylierte Amplifikate entstehen. Dieserden chemisch denaturiert und mit
spezifischen Oligonukleotidsonden hybridisiert, dieh als parallele Banden auf
Membanstreifen befinden. Die Hybridisierungsreaktidie anschliel3enden stringenten
Waschschritte und die Farbereaktion mittels alkbhks Phosphatase und einem
Chromogen erfolgen im Auto-LiPA-Gerat. Die Auswerguder Bandenmuster erfolgt
durch einscannen der Membranstreifen und Evaluatimoh das zugehdrige Programm
LIRAS™.

Sequenzierung-basierte Typisierung (SBT)
Zur Sequenzierung wurden die allele SEQR HLA Semundits der Firma Atria
Genetics benutzt. Die zu untersuchenden Genabtshwérden mit einer PCR-

Amplifikationsmischung im Thermocycler vermehrt.Damplikon wird durch Zugabe
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von Exonuclease und alkalischer Phosphatase (ExdBAP behandelt, um
Uberschussige Primer und dNTPs zu entfernen und dieschlieRend als Vorlage bei
der Sequenzierreaktion mit speziellen Sequnzimgm und BigDy&" Terminatoren.
Anschlie3end erfolgen eine Ethanolféallung und éwegektion im automatischen DNA-
Sequncer. Die Auswertung erfolgt Uber eine speziSibftware zur Allel-Typisierung
(Assign SBT, Conexio Genomics).

Sequenz-spezifisches-Priming (SSP)

Die ,Olerupp SSP“Kits enthalten, vorgefertigte RERtten, in denen die
verschiedenen spezifischen Primermixe bereits petpert vorliegen. Mastermix, Taq-
Polymerase und DNA werden in die Platte pipettiertt nach Herstellerangaben im
Thermocycler inkubiert. Die PCR-Reaktionen sollezi passendem Primer positiv
verlaufen, bei nicht passendem Primer negativ. P@&R-Produkte werden auf ein
Agarosegel aufgetragen. Dadurch entsteht auf derh eBe Bandenmuster. Die
Interpretation erfolgt Uber das Auswerteprogramnic| MIBERG-SCORE", wobei die

positiven und negativen Reaktionen eingegeben werde

2.3 Statistische Berechnungen

In so genannten Fall-Kontroll-Studien (,case-cohstudies”) werden Patienten mit
einer bestimmten Erkrankung oder einem bestimmta@né&yp mit Kontrollpersonen
verglichen, welche nicht von der Erkrankung bzwndehanotyp betroffen sind. In der
speziellen Anwendung im HLA-Bereich werden die HGRnotypen der Probanden
ermittelt und dann die entsprechenden Allelfreqeenm den beiden Gruppen mit
einander verglichen. Der statistische Vergleich seiwen Patienten und Kontrollen
erfolgt mit einer “Vierfeldertafel-Analyse”, flr ¢es untersuchte Antigen. Dabei
werden Werte fir die Starke der Assoziation und datistischen Signifikanz
berechnet. Die Starke wird beschrieben durch @detive Risiko (Kreuzprodukt
Quotient). Dieser Risikowert beschreibt, um wiel W&l haufiger die Krankheit bei
Personen auftritt, die das entsprechende AntigeitzZe®, als bei denen, die es nicht
haben. Ist ein Antigen prasent bei allen, odertfekl bei allen Patienten, wird das

relative Risiko so nicht berechenbar, man verweddah die ,Haldanes Modifikation“.
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Anzahl der Individuen
Kontrollen Patienten Total
HLA-XY positiv a b a+b
HLA-XY negativ C d c+d
Total a+c b+d N=a+b+c+d

Relatives Risiko:

Woolf x = ﬂ
bc

(a+ 1)@+ 1)
(b+ 1)+ 1)

Haldanesx =

Die statistische Signifikanz einer Assoziation kaaum Beispiel tUber Fishers exakten
Test oder den Chi-Quadrat Test bewertet werden.HBdrer Test ist ein Mal3 fur die
Wahrscheinlichkeit, Unterschiede zwischen den Werntee den ermittelten oder groRRer
zu finden. Er ist aber nur zuverlassig, wenn eiee dahlen in der Vierfeldertafel
kleiner als funf ist, kann aber flir gré3ere Proloeahlen angepasst werden. Sind die
ist der @i&drat Test ausreichend.
Gelegentlich wird die Yates Korrektur fir Diskontditdt verwendet in dem man den
Nenner durch (J[ad — bc] — N/2)2N ersetzt. Dieseti§Kkeitskorrektur fir Chi-

zu erwartenden Zahlen groRer als funf

Quadratwerte empfiehlt sich vor allem flr kleinéecBproben, da nur ganze Zahlen in
die Vierfeldertafel eingetragen werden. Bei Wentem 100 macht die Abweichung um

1 nur etwa 1% aus, bei einem Wert von 5 macht Almeeichung von 1 aber 25% aus.
In der Literatur finden sich unterschiedliche Angapunter welcher Stichprobengrol3e
sie verwendet werden sollte. Fir die Berechnungediaser Arbeit wurde sie immer

verwendet, wenn einer der Werte der Vierfeldertkligiher oder gleich 5 war (nach den
Empfehlungen von Tevfik Dorak, Workshop, BSHI 20@&eting).
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Signifikanz, Fishers exakter Test:

o alblcid!N!
(a+b)l(c+d)!(a+c)(b+d)

Chi Quadrat (mit einem Freiheitsgrad)

- (ad —bc)2N
A @rb)c+d)@+o)o+d)

Chi Quadrat mit Yates Korrektur

(ad —bc)2N
([ad- bc]- N/2)2N

2 —

Die Testung einer Signifikanz ist wichtig, weil dadative Risiko hoch sein kann, aber
wenig signifikant (bei geringer Anzahl Patienterdiader Kontrollen) und umgekehrt,
bei einer groRen Probenanzahl kann ein Risikowelcher nur relativ wenig
Abweichung zeigt, hochsignifikant sein.

Oft werden Studien dahin gehend konzipiert, dassAdizahl der Kontrollen genauso
grof3 ist wie die Anzahl der Patienten. In vielefidfaist es aber auch angezeigt, eine
maoglichst hohe Anzahl von Kontrollen zu haben, o @&ine genauere Berechnung der
normalen Allelfrequenzen in der Bevélkerung erlaubt die statistische Signifikanz
einer Assoziation erhéhen kann. So kénnen popusspezifische Marker erkannt und
eingeordnet werden.

Werden in einer Studie mehrere Loci an Patiented Kontrollen untersucht und
verglichen kann schnell zufallig eine ,signifikah#&bweichung am 5%-Wert an einem
der Loci auftreten, obwohl kein wirklicher Untergsth besteht. Dieses Phanomen,
welches auch als Typ | oder Alpha-Error bezeichwiet, kann umgangen werden, in
dem man die P-Werte mit der Anzahl der untersuchten multipliziert.

P-Werte konnen nach folgendem Schema gewertet werde

0,05>P>0,01 eventuell signifikant
0,01>P >0,001 signifikant
P < 0,001 hoch signifikant
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Ein P-Wert von 0,05 bedeutet, dass die beobaclbteeichung in einem von 20
Zufallstests gefunden werden wirde, obwohl es keiiessammenhang gibt und ,eins
von zwanzig“ ist kein seltenes Ereignis. Folge- @vekitstudien sind ein guter Weg
Assoziation zu bestéatigen oder auszuraumen.

Zur Berechnung der statistischen Werte wurde dasgf&ldertafel-Skript der Universitat
Munster verwendet, zu finden unter:
http://medweb.uni-muenster.de/institute/imib/lebkepte/biomathe/bio/vierf.html

In die Eingabemaske werden die entsprechenden Zagetragen, die Berechnung

der Werte erfolgt dann mit Hilfe eines Javaskriptes

¥ Javascript -- Vierfeldertafel-Analyse - Mozilla Firefox _[s]x]
Datei Bearbeiten Ansicht Gohe Lesezeichen Exras  Hilfe o

- - &) 2 [ nttp:smecweb,ni-musrster. I/ lehre ek fhiml =] © o [Clesrt

2 dbMHC Sequence Alignment Viewer | | Javascript — Vierfeldertafel-A... | a

Vierfeldertafel-Analyse

Ende | Neustart | Hiffel

-

ielereignis - nein|Ziclereignis - ja|  Summe

Risiko Faktor - ja
b, Test positiv

[Risilcofaletor - nein.

[ 40 [

39 126 165
o Tosbusgaie | |

|Summe B 166 |3

Loschen

|Chi-Quadeat ohne Yates Korrektr| FG | p-Went
[rses5 [ [ooousa
[Chi-Quadrat mit Yates-Korrekbr| FG | p-Wert
[1o15974 [ Joooras
[Exalcter Ficher-Test jp-Wert

0.00124

Wert [95% Kl umten|95% Kl oben |
0.37518 1[| 20050 0.70103
sko [17175 [ses08  [neaser

Por pesd Wer: [TE05E [T o
[Neg prad. Wert [123636 [oi73e0 | [o3nees
Sensitivirat [0:24008 [017s07 foaz

Sperifitat [osa1e7 [i-4z00a Jo.eze75

=
| Fertig
aistart] @ & & @ Posteingang fiir... [[@ Javascript - ... | & http:fwww.nch... | SIH:\# ALT\Patric. .| ) ArbeitEinleitng .. | #) Alopeciapapert.. | [% FIVE 12:54

Abb. 2.4 - Screenshot der online Applikation ,Veddertafel-Analyse” der Universitat Minster

! Dieses Javascript (ohne den exakten Fisher-Tesgmnst von Prof. J.C. Pezzullo,

http://members.aol.com/johnp71, Georgetown UniterddSA. Die englische Originalversion ist unter
der folgenden URL zu findenhitp://members.aol.com/johnp71/ctab2x2.htnie relativ ungenaue
Approximation zur Berechnung des p-Werts fir eingegebenen Chi-Quadrat-Wert mit einem
Freiheitsgrad (Quadrat der Standardnormalverte)lumgrde durch ein Javascript von William Knight,
University of New Brunswick - Canada fiir die Normateilung ersetzt. In der Originalversion sind die
Ergebnisse fur Sensitivitat/Spezifitat und PositiNegativer Pradiktiver Wert vertauscht. Dies wurde
korrigiert. Die Konfidenzintervalle fir Odds Ratiend Relatives Risiko werden nach der iterativen
Methode von Gart/Cornfield berechnet. Eine Darstejl dieser Methode befindet sich im Buch von
Fleiss, JL. Statistical Methods for Rates and Priigus. Wiley 1981. In der Originalversion wird dee
Methode falschlicherweise auch zur Berechnung darfidenzintervalle fir die Sensitivitdt, Spezifitat
Positiver und Negativer Pradiktiver Wert benutzir Werechnen stattdessen fir diese GroRen daseexakt
Konfidenzintervall fir binomialverteilte Anteilswier. Das Javascript zur Berechnung des exaktenirFishe
Tests stammt von @yvind Langsrud, MATFORSK, Norwegi Food Research Institute,
http://www.matforsk.no/ola. Der Link zur englischerOriginalversion befindet sich hier
(http://www.matforsk.no/ola/fisher.hfmDie deutsche Version stammt von Wolfgang Képcke
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, geeignete PyrosequenrSingtegien fir die Typisierung von
hochpolymorphen HLA-Genorten zu entwickeln. Beganmweurde mit dem Genort
HLA-DQB1, da dieser Lokus mit rund 60 bekanntenefdh im Vergleich zu anderen
wichtigen funktionelen HLA-Loci der mit der gerirtga Polymorphie ist. Der deutlich
komplexere Genort HLA-DRB1 schloss sich an. Didssus ist mit Uber 400 Allelen
wesentlich polymorpher und durch die Vielzahl varwandten funktionellen Genen
sowie Pseudogenen komplizierter zu analysieren Sespuenzstruktur erlaubt aber eine
recht Gbersichtliche Gruppeneinteilung. Abschliel3@urde der polymorphste HLA-
Genort, der Klasse | Genort HLA-B bearbeitet, fienduber 700 Allele in der
Datenbank zu finden sind. Die Entwicklung einerd®gguencing basierten Strategie
fur den Klasse | Locus HLA-A wurde im Rahmen eirigiplomarbeit bearbeitet.
Begonnen wurde fur jeden der Loci jeweils damigigeete PCR-Primer zu erstellen
und praktisch zu testen. Parallel dazu wurden Semesprimer in konservierten
Sequenzbereichen erstellt und geeignete Dispeesienfolgen fir das Pyrosequencing

formuliert.

3.1 HLA-DOQB1-Typisierung

Die Prozedur besteht aus den folgenden Stufen:

1. Generische Amplifikation der DQB1-Exon 2-Region
Aufreinigung und Denaturierung der amplifizierteafplate DNA zur ssDNA
Pyrosequenzierung verschiedener polymorpher Bezeich

Auswertung der Pyrogramme

ok~ 0N

Gegebenenfalls zusatzliche Amplifikation des Exam@8 Pyrosequenzierung

Fur die Amplifikation des Exon 2 des Genortes HL®B1 wurden verschiedene
Vorwarts- und Ruckwartsprimer getestet. Die Komborader Primer DQB-AmpB-F
und DQB-Amp-INT-R ergaben PCR-Produkt von 260 bmdei welches in der
nachfolgenden Sequenzierung zu intensiven Pyrosemge Signalen fuhrt. Das
Amplifikat wird in 5 Pyrosequencing Schritten seqguiert. Zusatzlich besteht die
Moglichkeit das Exon 3 zu amplifizieren und mittedsvei Sequenzierschritten zu
untersuchen. Ein weiterer Sequenzierprimer im Exéann im Falle der Amplifikation

mit alternativen, im Intronbereich liegenden Primereingesetzt werden.
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2DQBAmp-B-F DQBEXx3-F
DQBAMp-INT-F —— —
e DQBEX3-R
DQB-AMP-INT-R2

| PCR-Produkt 260 bp | |_PCR-Produkt 199 bp |

&> Pyrosequncing &> Pyrosequncing
S-119* S-500*
S-159 S-599*
S-201
S-229
S-294
S-346

Abb. 3.1 - Schematische Darstellung der Pyrosedng#masierten Typisierungsstrategie fir die
polymorphem Regionen Exon 2 und 3 des HLA-DQB1l Gmso Die mit Sternchen markierten
Sequenzierprimer werden nur in bestimmten FallerUniersuchung benétigt.

In der Abbildung 3.1 sind diese Schritte schemhtidargestellt. Zur Auswertung der
Typisierung wurden die Pyrogramme mit den bekanAfégisequenzen verglichen. Zu
diesem Zweck wurden Auswertebdgen mit den Sequemzémpolymorphen Positionen
erstellt. Durch die Auswertung des Pyrogramms agi8nzierprimers S-346 lasst sich
eine grobe Einteilung der DQB1-Allele in Gruppenrnehmen. Um dann die Allel-
Gruppen genauer aufzulésen, werden die Information@us weiteren
Pyrosequencingschritten einbezogen (siehe Abb. 38123 den Sequenzinformationen
werden die in Frage kommenden Allele ausgewahithtnpassende Allele werden
ausgeschlossen. Die meisten Allelkombinationen &traurch die Analyse des Exon 2
erfolgreich untersucht werden. Nur zur Auflésung édlele HLA-DQB1*0201 und
*0202 und HLA-DQB1*0301 wund *0309 liegen entscheide polymorphe
Informationen im Exon 3, so dass eine Amplifikataes Exon 3 notig ist.

Die Sequenzierprimer wurden so gelegt, dass skemservierten Regionen der DQB1
Region liegen, ihr 3'-Ende aber kurz vor einem ztetsuchenden Polymorphismus
liegt. Bei der Erstellung der Dispensationsreihéggn wurden alle Kombinationen der
bis dato bekannten DQB1-Allele berticksichtigt.
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HLA-DOB1 Typing Scheme D NA

PCR HLA-DQB1
(EXON 2)

4

PCR Product 260 b*

Pyro
DQB1-S-346

DQB1*05 DQB1*02/*03/*04 DQB1*0601-03 DQB1*0604-09

) ! !

Pyro DQB1- S-159 A c G Pyro DQB1- S-159/ Pyro DQB1- S-159/
Base position 159 DQB1*02 DQB1*04 DQB1*03 S-294 S-228

' | '

Pyro DQBI1- S-229 Pyro DQB1-S-159
DQB1*0501, *0502, *0503 Base position 164
DQB1*0401 T
DQB1*0402 G

v
PCR Exon3 Pyro DQB1-
Pyro DQB1-S-500 S-159/5-229

Abb. 3.2 - HLA-DQB1-Schema. Durch den Sequenziessobritt mit dem Sequenzierprimer DQB-S-
346 lasst sich eine Zuordnung des untersuchtersAteeine der 4 DQB1-Gruppen vornehmen. Durch

die weiteren Sequenzierschritte wird weiter aufgelo

3.1.1 HLA-DQB1-PCR-Bedingungen

Zur Amplifikation des Exon 2 wurden drei Vorwartend drei Ruckwartsprimer
(Tabelle 3.1) in 5 verschiedenen Kombinationen gjete(Tabelle 3.2). Das beste
Produkt mit den intensivsten Signalen ergab sichdan Primern DQB-AmpB-F und
DQB-Amp-INT-R (,Kombi5*). Nachteil dieser Primer-Kobination ist, dass der
Vorwartsprimer bereits im Exon 2 liegt, so dassedRegion von 49 Basen Lange nicht
durch Pyrosequenzierung untersucht werden kann. wesden 5 polymorphe
Basenpositionen nicht abgefragt, wobei zwei davemdn Aminosdure Austausch
hervorrufen. In Fallen, in denen fir eine bestimmimgestellung dieser Bereich
entscheidend sein kdnnte, mul3 eine weitere PCRusdtzlichen Primern durchgefuhrt

werden, die im Intronbereich liegen (,Kombi3*).
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Tab. 3.1 - PCR-Primer fur die HLA-DQB1-Typisierung
Name Position Funktion Sequenz Markierung
Ex2
2DQBAMP-B-F 135 - 155 | PCR-Primer-F CATGTGCTACT TCACCAACGCG
Ex2
2DQBAMP-B-R 328-348 | PCR-Primer-RCTGGTAGT TGTGTCTGCACAC 5'-Biotin
Ex2
DQB-AmpF-PYRO 127 - 150 | PCR-Primer-FTTTAAGGGCATGTGCTACTTCACC
Intl -14 —
DQB-AMP-INT-F Ex2 115 |PCR-Primer-F| ATTCCTCGCAGAGGATTTCG
Ex2 265 bis
DQB-AMP-INT-R Int2 +15 | PCR-Primer-RGGCGACGACGCTCACCTC 5'-Biotin
Int 2
DQB-AMP-INT-R-2 42-59 PCR-Primer-RCTCCTGGCGCAGAGACT T 5'-Biotin
DQBEXx3-F Ex3 44-63 | PCR-Primer{FCAACCACCACAACCTGCTGG
DQBEx3-R Ex3 224-242 PCR-Primer{RCACGT GGCAGGT GTAGACG 5'-Biotin

Tab. 3.2 - Getestete Primer Kombinationen fir D@bn2

Kombil Kombi2 Kombi3 Kombi4 Kombi5
2DQBAMP-B-F X
2DQBAMP-B-R X X X
DQB-AmpF-PYRO X
DQB-AMP-INT-F X X
DQB-AMP-INT-R X
DQB-AMP-INT-R-2

Die optimalen Primerkombinationen sind grau untgriiargestellt.

Die PCRs wurden in einem Mal3stab von 25 pl durcligef Die Amplifikationen

wurden in Bezug auf Annealingtemperatur und Magmakonzentration optimiert. Die

Zusammensetzungen der Reaktionsmischungen sinehiidg
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PCR: Kombi5 ul
DNA 2-20 ng/pl 3
Puffer Gene Ampl10xPCR-Bufferll, Applied Biosystemg,5
Magnesiumchlorid| 25 mM, Applied Biosystems 1,5
dNTPs je 2mM, Sigma 1
Primer-F 10 mM,DQB-AmpB-F 0,5
Primer-R 10 mM, DQB-AMP-INT-R-2 0,5
Tag-Polymerase 5U/ul, Applied Biosystems 0,1
ddH,O Aqua ad iniectabilia, Braun 15,9
Gesamtvolumen 25

PCR-Cycler-Programm: Denatrurierung bei 95°C filiButen, 40 Zyklen mit 95°C

fur 30 Sekunden, Annealing Temperatur von 56°Gfli6ekunden und
Elongationsschritt bei 72°C fur 90 Sekunden une einschliel3ende Elongation von 10
Minuten bei 72 °C.

PCR: Kombi3 ul
DNA 2-20 ng/ul 3
Puffer Gene Ampl0xPCR-Bufferll, Applied Biosystemg&,5
Magnesiumchlorid| 25 mM, Applied Biosystems 3
dNTPs je 2mM, Sigma 1
Primer-F 10 mM,DQB-Amp-INT-F 0,5
Primer-R 10 mM, DQB-AMP-INT-R 0,5
Tag-Polymerase 5U/ul, Applied Biosystems 0,1
ddH,O Aqua ad iniectabilia, Braun 14,4
Gesamtvolumen 25

PCR-Cycler-Programm: Denatrurierung bei 95°C filiButen, 40 Zyklen mit 95°C

fur 30 Sekunden, Annealing Temperatur von 60°Gfli6ekunden und
Elongationsschritt bei 72°C fur 90 Sekunden une einschliel3ende Elongation von 10
Minuten bei 72 °C.

PCR: Exon 3 ul
DNA 2-20 ng/pl 3
Puffer 10x NH-Buffer, Invitek 2,5
Magnesiumchlorid| 50 mM, Invitek 1
dNTPs je 2mM, Sigma 1
Primer-F 10 mM, DQB-Ex3-F 0,5
Primer-R 10 mM, DQB-Ex3-R 0,5
Tag-Polymerase 5U/ul, Applied Biosystems 0,1
ddH,O Aqua ad iniectabilia, Braun 16,4
Gesamtvolumen 25

PCR-Cycler-Programm: Denatrurierung bei 95°C filiButen, 40 Zyklen mit 95°C

fur 30 Sekunden, Annealing Temperatur von 60°Gfli6ekunden und
Elongationsschritt bei 72°C fur 30 Sekunden une einschliel3ende Elongation von 10
Minuten bei 72 °C.
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3.1.2 Pyrosequencing von HLA-DQB1

Die speziellen Dispensierreinenfolgen sind in TEbe3.3 dargestellt. Nach der
Amplifikation des PCR-Produktes erfolgt ein ersByrosequencing Schritt mit dem
Sequenzierprimer S-346. Durch das Ergebnis diesasittes ist bereits eine grobe
Einteilung der vorhandenen Allele in 4 Gruppen nabglZur Auflésung der Allele sind
dann maximal 4 weitere Pyrosequencing Schrittegn@bb.3.2). Die Unterscheidung
der Allele DQB1*0201 und DQB1*0202 ist nur an Haekhes Sequenzabschnitts im
Exon 3 mdglich. Das gleiche gilt auch fir die Disknierung zwischen DQB1*0301
und DQB1*0309. Das Vorkommen des Allels DQB1*03@9 in der europaischen
Population jedoch extrem selten, lediglich im siidsiatischen Raum wird es mit einer
Frequenz von 0,006 in der Datenbank genannt
(www.ncbi.nlm.nih.gov/mhc/MHC.cgi?cmd=init). So vd& die Untersuchung des
Exon 3 nur fur die DQB1*02 Typisierung eingesetzt.

Zur Optimierung des Pyrosequencing schlossen saB¢he an, bei denen die Menge
der eingesetzten Dynabeads, die Menge des einggseRLCR-Produktes und der
Einsatz von Single-Stranded-Binding-Protein (SSBjiiert wurden. Dieses Protein
bindet an einzelstrangige DNA-Strange und stabitisie, so dass das Anhybridisieren
des 3-Endes verhindert wird. Auch verschiedene hdeéen der Aufreinigung und
maogliche Modi der Software wurden getestet. Edtstsich heraus, dass bei schwachen
Pyrogrammen wie beiden PCR-Produkten mit den Iptiarern (Kombi 3), durch die
Erh6hung der PCR-Produktmenge auf 45 pl und eihélitmg der Dynabeads Menge
von 8 auf 12-15 ul bessere Ergebnisse erzielt wekdanten. Die Nutzung des SQA-
Modus (Sequenziermodus der Pyrosequencing-Softwama, fir homozygote
Sequenzen vorgesehen) im Zusammenhang mit eirept&tidin-beladenen Sepharose
zur Aufreinigung ergab keine Verbesserung der Brigse.
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Tab. 3.3 - Sequenzierprimer und Dispensierreihgefofiur die HLA-DQB1

Typisierung

Sequenzierprimer | Primer Sequenz (5’-3') | Dispensierreihenfolgen

DQB-S-119* CGCAGAGGATTTCGT TGTAGCAGTAGCAT

DQB-S-159 CTTCACCAACGGGAC CAGCAGCGCGTGCGTGTCTGTGAGCAGAGCTA

DQB-S-201 CATCTATAACCGAGA AGAGTATCGTCAGC

DQB-S-229 TCGACAGCGACGTG CGAGCTAGTATCGCAGCTGAGTGACGCTGCATGCT
CGCTAGTC

DQB-S-294 GGAACAGCCAGAAGGA | TCATGTCTGAGAGACGAGCAGTCGTGACACGAGTA

DQB-S-346 TGCAGACACAACTAC GCAGTGCAGCTACATCGCACGATCTGCAGACGAC

DQB-Ex3-S-500 GGTGGTTTCGGAATG TAGCAGA

DQB-Ex3-S-599 AATGACTCCCCAGCA TGCAGACG

Insgesamt wurde das HLA-DQB1 Typing fur 20 laboesig DNA Standard-Proben
erfolgreich durchgefuhrt. Des Weiteren wurde dasfafeen an jeweils 20 DNA-
Proben der Ringversuche des DZA aus den Jahren 20822003 evaluiert. Die
Resultate stimmten mit den Ergebnissen der Ringebes auf dem 4 Stellen Niveau
vollig Uberein. Insgesamt wurden zu Evaluierungskea etwa 50 DNA-Proben
typisiert und mit friiheren Typisierungsergebnisaederer Methoden verglichen. Dabei
wurden 14 verschiedene HLA-DQB1-Allele in verscl@edn Kombinationen blind
typisiert, was bei Betrachtung auf vierstelligem vé&iu 78% der hé&ufigen
(Allelfrequenz > 0,1% in der europdaischen, weil3endkerung) Allele entspricht.

Die Methode wurde in der Vertffentlichung ,New s$égies for efficient typing of
HLA class-Il loci DQB1 and DRB1 by using Pyroseqcieg ™ (Entz et al., 2005)
zusammen gefasst dargestellt.




(o]
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3.2 HLA-DRB1-Typisierung

Der DRB1-Genort ist nicht nur deutlich polymorphals der DQB1-Genort, dazu
kommt, dass die HLA-DR-Subregion zusatzliche Gené&mnlich DRB2 bis 9 und DRA
enthalt, die je nach Haplotyp in unterschiedlichezahl vorliegen kbnnen (Abb. 3.3).
So besitzt wohl kein Individuum alle 10 Loci, abedte den DRA-Genort und eine
variable Zahl an DRB-Genorten. Bei DRB2, 6, 7, 8 ud handelt es sich um
Pseudogene. Bei der Primerauswahl muss berlckgiciirden, dass sich diese Gene
von ihrer Sequenz z.T. stark dhneln. Die Erarbgitder Pyrosequencing Strategie fur
den HLA-DRB1 Genort gestaltete sich daher ansprgiles, als fur den HLA-DQB1-

Genort.

HLA-D Region

HLA-DP | |HLA:DQ | |HLA‘:DR |

Haplotyp
DR02-Haplotyp Cora >
DRY03:, 05, 06- Cora >
aplotyp

3

DR*08-Haplotyp —oRBL D p—
DR*04-, 07-, 09-

Abb. 3.3 - Organisation der DR Subregion. Je naahlétyp ist eine unterschiedliche Anzahl von DR-
Genorten prasent. Die nicht exprimierten Pseudogankheller gefarbt dargestellt. DRB9 ist mit @ine
»?" gekennzeichnet, wenn der Haplotyp das Pseudogeht in allen Fallen enthélt (nach Tsuiji et. al.,
1991).
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Die erarbeitete Strategie beinhaltet folgende &ehri

Allelgruppenspezifische Amplifikation zur Vortypesiung
Spezifische Amplifikation der einzelnen Allelgruppe
Aufreinigung und Denaturierung des amplifiziertesniplates zur sSSDNA

Pyrosequenzierung der polymorphen Bereiche

ok~ 0N R

Auswertung der Pyrogramme

Aufgrund der Problematik der hohen Alleldiversidg#s DRB1-Genortes wurde die
Sequenzierung mit einer gruppenspezifischen PCPRpgeHt. Dazu wurden bereits
mehrfach in der Literatur evaluierte Primerkombioa¢n auf ihre Eignung innerhalb
der Pyrosequencing-Strategie gepriift. Die zu untéresnde DNA-Probe wird mit acht
verschiedenen Forward-PCR-Primern (Wu et al., MdbecDiagnosis 1996, siehe
Tabelle 3.5) amplifiziert. Das Vorhandensein bzvichttVorhandensein der PCR-
Produkte wird dann in einer Gelelektrophorese UtbérpAlternativ dazu kann diese
Uberprifung auch nicht-elektrophoretisch mittelsd@®reen Messung (Hampe et al.,
2004) erfolgen. Durch die PCR erhalt man entwedesi Zragmente aus verschieden
Gruppen, oder ein einzelnes PCR-Produkt, wenn bé&ildde des Individuums in der
gleichen Gruppe liegen oder das Individuum homot¥igoden HLA-DRB1 Lokus ist.
Je nach Allelgruppe erfolgen dann 1 bis 7 Pyrosecjng Reaktionen (Abb. 3.5). Die
Anzahl der Pyrosequencing Schritte, die notwend@geguenzierlange und die damit
untersuchten polymorphen Reste sind je nach Grupperschiedlich (siehe Tabelle
3.6).
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DRB1-Ampl-F

DRB1-Amp2-F
DRB1-Amp3-2-F
DRB1-Amp3-3-F

DRB1-Amp4-F

DRB1-Amp7-F

DRB1-Amp9-F

DRB1-Amp10-F DRB1-Amp03-F DRB1-Ampll*-F
ey e e

Exon 2

+“—e

l 2DRBAMP-B

DRB1-Amp03-R

| Allelgruppen spezifische PCR-Produkte 122-272 bp

&> Pyrosequencing

Abb. 3.4 - Schematische Darstellung der Pyrosedung+ttrategie fir HLA-DRB1

HLA-DRB1 Typing Scheme DNA
|
PCR Ampl PCR Amp2 PCR Amp3 -2 PCR Amp3-3 PCR Amp4 PCRAmp7 PCR Amp9 PCR AmplO
PCR Amp03 PCR Ampll
08 *
DRBl*Ol DRBl*15 *1 *Dl'?lgi 08, 11 DRB1*04 DRBl*O7 DRBl"OQ DRBl*lO
most DRB1*0: most DRB1 *1
alleles aIIeles
*03, *13, *14 exept for
- * -
Pyro DRB1- Pyro DRB1. 1404 Pyro DRB1 Pyro DRB1-
S-159 $159 S160 S-160 Pyro DRB1-
S-220 S-220 Pyro DRB1- Y
S-220 S-256 S-286
o286 S-256 S-256 o296 S-256
2339 5-286 5-286
$-339 $-339
Pyro DRB1- Pyro DRB1-
S-159 S-159
S-220 S-220
S-256 S-256
S-286 S-286 Pyro DRB1-
S-339 S-339 S-286
S-339

Abb. 3.5 - HLA-DRB1 Typing Schema. Durch die PCRPSBerden die Allele vortypisiert und in die
entsprechenden Gruppen sortiert. Die Pyrosequetid@adtionen sind spezifisch auf die jeweilige
Allelgruppe angepasst. Fett gedruckte Sequnziegsribezeichnen die Schritte, die nétig sind, um

mindestens die in der europaischen Population géunfAllele zu typisieren. Weitere Sequenziersdahritt
kénnen zu einer héheren Auflésung fihren.
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3.2.1 HLA-DRB1-PCR - Allelgruppenspezifische Amgidtionen

Die Amplifikationen wurden in einem Mal3stab von 28 durchgefuhrt. Die
allelgruppen-spezifischen PCR-Reaktionen wurden imHinblick auf
Magnesiumkonzentration und Annealingtemperatumaigtit. Im Falle des Primerpaars,
welches zur Amplifikation der DRB1*09-Allele benutavird, wurde auf Grund
schwacher Amplifikate die normale Tag-PolymerasecliluTagGold-Polymerase
ersetzt. Die Zusammensetzung der PCR-Ansatze iStabelle 3.4 aufgelistet. Die
Amplifikation erfolgte mit dem folgenden Cycler-Byramm: Denaturierung bei 95°C
fur 5 Minuten. Fur den Ansatz mit dem DRB1-Amp9rRer mit TaqGold-Polymerase
muss der erste Denaturierungsschritt auf 10 Minuggtingert werden. Dann folgen 40
Zyklen mit jeweils 30 Sekunden Denaturierung beP,9Bnnealingschritt fur 30
Sekunden und Elongation fir 1 Minute 30 Sekunderr®¥C. Fir die PCR mit DRB1-
Ampl-F liegt die optimierte Annealingtemperatur Bér, fir alle anderen Primer bei
60°C. Es folgt eine abschlieRende Elongation b&C7Rr 10 Minuten.

Tab. 3.4 - Optimierte DRB1-SSP-PCR-Ansatze:

[un Ampl Amp2 Amp3-2 | Amp3-3 | Amp4 Amp7 Amp9 Ampl0
DNA

(mind. 2 ng/pl) 3 3 3 3 3 3 3 3
Taq Polymerase

(5 U/pl) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
dNTP’s

(10 mM each) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
Mg* Invitek

MgCl, (50 mM) 2,5 1,5 2,5 2,5 25 1 1,5 2,5
Primer-F

(10 mM) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
2DRBAmMpB

(10 mM) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
10xNH,;-Reaction-

Buffer Invitek 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
ddH,O 15,6 16,6 15,6 15,6 15,6 17,1 16,4 15,
Gesamtvolumen 25 25 25 25 25 25 25 25
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Tab. 3.5 - Primer zur Amplifikation von HLA-DRB1

Primer Name Position Sequenz (5'-3") Lange | Spezifitat*

DRB1-Amp?? 6-25 TTCTTGTGG(C/G)AGCTTAAGTT | 261bg *01

2DRBAMP-B

DRB1-Amp2?’ 6-26 TTCCTGTGGCAGCCTAAGAGG 261bp *15, *16

2DRBAMP-B

DRB1-Amp3-» [3-25 CGTTTCTTGGAGTACTCTACGGG | 264 bp *08 auBer 0820,

2DRBAMP-B *12, *1105, *1317,
*1404/11/15/28/31

DRB1-Amp3-3 [3-25 CGTTTCTTGGAGTACTCTACGTC | 264 bp *03, *0820, *aliRer 1105/22/30,

2DRBAMP-B *13 auRer 1317,
*14 auRer 1404/10/11/15/28/31/39

DRB1-Amp4’ 4-24 GTTTCTTGGAGCAGGTTAAAC 263 bp| *04, *1410, *122

2DRBAMP-B

DRB1-Amp7t 8-27 CCTGTGGCAGGGTAA(G/A)TATA | 259 bp *07

2DRBAMP-B

DRB1-Ampd* -6-12 CCCAACCACGTTTCTTGA 272bg  *09

2DRBAMP-B

DRB1-Ampl® [-4-15 AGACCACGTTTCTTGGAGG 270bg  *10

2DRBAMP-B

2DRB-AMP-BY | 247 - 266 CCGCTGCACTGTGAAGCTCT alle

DRB1-Amp03-F) | 75 - 96 TACTTCCATAACCAGGAGGAGA | 151 bp | *03 auRer *0304/09/11/14/15/17

DRB1-Amp03-F | 207 - 225 | TGCAGTAGTTGTCCACCCG

DRB1-Amp3-3 [3-25 CGTTTCTTGGAGTACTCTACGTC |222bp | DRB1*0301-*0310,*0312,

DRB1-Amp03-R | 207 - 225 | TGCAGTAGTTGTCCACCCG DRB1*0313,*0316,*0318-*0323,
*0325 , *1107

DRB1-Amp03-F |75 - 96 TACTTCCATAACCAGGAGGAGA | 191 bp | DRB1*0301-*0303, *0305 -*0308,

2DRB-AMP-B 247 - 266 *0310 - *0318, *0319 -*0320, *0324
*1109, *1116, *1120, *1140, *1301,
*1302, *1305, *1306, *1309, *1310,
*1315, *1316, 1318, *1320, *1326 -
*1329,*1331,*1332,*1334,*1335,*1
336, *1339-
*1343,*1351,*1353,*1402,
*1403,*1406,*1409,*1412,*1413,*1
417, *1418, *1419,
*1421,*1424,*1427, ¥1429, *1430,
*1433

DRB1-Ampll1*F [144-161 |CTGGGGCGGCCTGATGAG 122 bg all *11, *0308, *0415, *¥01411

2DRB-AMP-B 247 - 266

"Spezifitaten Stand 2003.
Y Primersequenz aus Wu et aP Primersequenz aus Olerup et &l.Primersequenz aus dem IHWG
X1"™Workshop Protokoll
Die Ruckwartsprimer sind 5’ biotinyliert.
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3.2.2 Pyrosequencing von HLA-DRB1

Die Aufreinigung, Denaturierung und das Pyrosequngnerfolgte wie im Methodenteil
beschrieben. Zur Optimierung von Pyrosequencingfeeen, bei denen Pyrogramme
entstanden, die einen starken Hintergrund aufwiesende zur Qualitatsverbesserung
Single-Stranded-Binding-Protein (SSB) zugesetztldnLiteratur (Ronaghi, Analytical
Biochemestry, 2000) wird eine Menge von 500 ng elgih. Zur Optimierung der
SSB-Menge wurden Versuche mit unterschiedlichen -B8Bzentrationen
vorgenommen (siehe auch Abb. 3.6). Es wurden Memgpen450 bis 2250 ng SSB-
Protein pro Ansatz untersucht. Es zeigte sich, flasdiese spezifische Anwendung das
Optimum im Bereich von 900 ng SSB pro Ansatz li€ge Reaktionen fur die die SSB-
Protein Zugabe empfohlen wird, sind in der Tabglleentsprechend gekennzeichnet.

Tab. 3.6 — Sequenzierprimer fur HLA-DRB1

Seqgenzierprimer | Position Sequenz (5’-3)

DRB1-S-160 146-158 GGACGGAGCGGGT

DRB1-S-220 206-219 TCGACAGCGACGTG

DRB1-S-256 243-255 GCTGGGGCGGCCT

DRB1-S-286 270-285 GAACAGCCAGAAGGAC

DRB1-S-339 322-338 TGCAGACACAACTACG(

[p)




Pyrosequencing-Strategien zur HLA —Typisierung - 54

a)
15
104
54
0

[l
1=
o
—
e
o
e
—
e
o
1=
o4
—
1=
e
—
[l
1=
e
1=
[l
1 -
1=
o4
1=
o4
o4
e
1=
—
o4
e
— 4
e

c)

2.1

11

I:I1 T T T 1T 1T r T TTTrrTr T 11T 1T TT 1T 1T T T 1T 17T"7T T 1T T T T T T"1
GAGTCGCTCGAGTACTGACA CAGAGAGCATGCT
GA CGCT GAGTACTGGAACAGCCAGAAGGA CA T CCT

Abb. 3.6 - Beispiel fur die Unterdriickung des Higteindes mit SSB-Protein in verschiedenen Dosen.
Amplikon DRBAmMp2, amplifiziertes Allel DRB1*1501, inSequenzierprimer S-256, ohne SSB-Protein
(a), mit 450 ng SSB-Protein (b) und mit 1350 ng $8Btein (c) pro Ansatz.
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Tab. 3.7 - Dispensierreihenfolgen Pyrosequencinmgi¥bA-DRB1

Gruppe Sequenzierprimer | Dispensationsreihenfolge SSB

Ampl DRB1-S-159 |TGC GTGCTGAGATGCATCT ATACAGAGAGTACGT -
DRB1-S-220 |CAGCAGTA
DRB1-S-286 |GCAGTCTGAGCTACGAGCGCGCGCGCTGACACTGACTCG
DRB1-S-339 |AGCTCGTGCAGAGCTCA

Amp2 DRB1-S-159 | TGCGTCTGACAGATCGACTCTATATCTAGAGAGTACTG
DRB1-S-220 |CGAGTATCGAGTCGTCTGACGAGCT
DRB1-S-256 | TGAGTCGCTCGAGTACTGACAGCAGAGAGCATGCTC +
DRB1-S-286 |CATCTGAGCACGAGCAGCGCGCGCGCTGTGACACTACTGCA +
DRB1-S-339 |GAGTGTGAGAGC

Amp3-2 DRB1-S-159 | CGCGTACTGAGCAGATCACTCTATACAGAGAGTGCATCGT +
DRB1-S- 220 | CAGAGTATCGCGTGACAGAGCT +
DRB1-S-256 |CGACGTCTGCGAGTCACTGACA
DRB1-S-286 | GCATCTGAGACAGCGCGCTGTGACAC +
DRB1-S-339 |CGCTGTGAGAGCTCACAGTGCAGCG

Amp3-3 DRB1-S-159 |CGCAGTACTGAGCAGATACTCTATACGAGAGAGTAGCATCGT | +

CTG

DRB1-S-220 |TCGTAGTACTGCGTGACGAGCTGC +
DRB1-S-256 | CGAGCTCACGAGCTACTGA +
DRB1-S-286 |TCAGTCTGAGCAGAGCGCAGTGACACTACTGC +
DRB1-S-339 |CGCTAGTGAGAGCTCACAGTGCAGCG

Amp3-3 DRB1-S-159 |TGCGTAGCTGACGCA

Amp03-R

Amp03-F DRB1-S-339 |CGTGTGCA

2DRBAMP-B

Amp11 DRB1-S-286 |TCAGTCTGAGCAGAGCGCAGTGACACTACTGC
DRB1-S-339 |GCTGTGAGAG

Amp4 DRB1-S-159 |TGCGTCTGACAGATACTCTATCATCGACGAGCAGTATCGTGCA +

GCTCGAC

DRB1-S-220 |CGGAGCGTATCGCTCGTGACTCGAGCT
DRB1-S-256 |GAGTCGACGTCGAGTCACATGACTGACA +
DRB1-S-286 |CATCTGAGCAGCAGAGA
DRB1-S-339 |CGTGTGCA

Amp7 DRB1-S-159 | TGCAGTCTGAGTAGCTCTC
DRB1-S-256 |GATCTAGCGCAGTACATGACAGCAGCAGAC
DRB1-S-286 |ATCTGAGACAGCGCAGTGACATACGTGTGCAGA

Amp9 DRB1-S-256 |CGTATCGCTCGAGTACGTG

Amp10 DRB1-S-286 |GCTCTGAGCGAGCGTCTGCGCGT -

Wie schon im Abschnitt 2.2.4 beschrieben, ist dieilhBnfolge der Basenzugabe

wichtig, um ein aussagefahiges Pyrogramm zu ernallée Dispensationsreihenfolgen

wurden fur jede Allelgruppe speziell erstellt, apgsst an die entsprechenden

polymorphen Positionen. Die optimierten Dispensiéenfolgen sind in Tabelle 3.7 zu

finden.

Die Auswertung der

Pyrogramme erfolgte nspeziell

erstellten

Auswertungsboégen. ein Beispiel ist in Abb. 3.7 ggizd-0r jede Allelgruppe sind dort

die zu erwartenden Sequenzen mit variablen Positia@rfasst. Durch Vergleich mit
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den Pyrogrammen wurden die vorliegenden Sequenmsgewertet und mit den

bekannten Allelsequenzen aus der Datenbank veeglich

Auswertebogen fir DRB-1 — Amp4
DNA-Nr.:

Datum PCR:

Datum Pyro:

Gruppen laut PCR:

Amp4 *04, *1410, *1122 |
S-160 | GCGGTTCCTGGACAGATACTTCTAAT(A/C)ACC(A/G)AGA(G/A)GAGT/A)A/CIT)ICGTGC(
GIA)(CIG)TTCGAC

$220 | GGGGA(G/C)T(AIT)CCGGG(C/T)GGTGA(C/T)GGAGCT

S-256 | (G/A)(AIG)(T/C)(GIA)(CIAIG)(CITIG)(GIC)AG(T/C)ACTGBACA

S-286 | (CIAIT)TCCTGGA(A/G)(G/C)(A/G)(C/G)(AIG)(GIA)(GIA)

$-339 | GG(T/C)TG(G/T)(T/G)GAGAG(C/A) TTCACA

Abb. 3.7 - Auswertebogen fur die Pyrogramme von Afikpten der Allelgruppe DR4

Um die spezielle Vorgehensweise der Feintypisiermngrhalb einer Gruppe und der
Auswertung genauer zu dokumentieren, ist in AblifgB.8 das Typing-Schema
innerhalb der Gruppe DRB1*04 dargestellt. Hier wind Hilfe des Sequenzierprimers
DRB1-S-256 das Sequenzmotiv an den Basenpositidh6f259 untersucht. Wahrend
die Motive ,GAC" und ,AGC" bereits eine genaue @lituordnung zu lassen (,AGC*
nur unter dem Gesichtspunkt, dass nur die hauifdkete in Betracht gezogen werden,
ansonsten sind noch 11 weitere DRB1*04er Alleledigsem Motiv in der Datenbank),
erfordert der Fall ,GAT" weitere Pyrosequencing &ogisse zur Allelidentifizierung.

Die nachste wichtige Basenposition ist die 286,chel mit dem Sequenzierprimer
DRB1-S-286 untersucht wird. Ein ,A* an dieser Stalleutet auf das Allele *0402 und
vier weitere Moglichkeiten, welche aber zu denesadh Allelen gehdren). Wird an der

Position ein ,C* detektiert, ist eine Sequenzigyuns zur Base 308 erforderlich und
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zusatzlich die Information aus der Pyrosequené&legktion mit dem Sequenzierprimer
DRB1-S-339, um die weiteren Allele differenzieram kbnnen. Sollte an der Position

286 ein , T* sein, kommen nur vier seltene *04erefdl in Frage.

HLA-DRB1
PCR-Product
Amp4

Pyro
DRB1-S-256

[ |

Base position 256-258
GAT

Base position256-25:
GAC

Base position 256-25F

!

DRB1*040302

!

DRB1*0405

Pyro
DRB1-5286

Base position 286
C

Pyro
DRB1-S-339

Base position 344/34!
GT

Base position 286
A

DRB1*0402

Base position 344/34]
TG

299 308 308
DRB1*0401 A ¢ DRB1*040301 A
DRB1*0407 G A DRB1#0404 c
DRB1*0408 G C

Abb. 3.8 - Auswerteschema fiir die Pyrogramme vorpiikaten der Allelgruppe DR4

In Abbildung 3.9 sind Beispiele fur Pyrogramme ddele DRB1*0401, *0402, *0404
und *0407 mit dem Sequenzierprimer S-286 zu sebea.Pfeile kennzeichnen die

polymorphen Basenpositionen.
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]

a) C T CCT GGA G C A BAG C GGGCCG C GGT

b) Cc T CCT GGAG C A B GGCGGGCCG A GGT

L T % I O 1
P T

— T T T T T T T T T T T T T T T 1T
cCA T ST G A G C G oo C oG oA O GT

4G A
¢ C T CCT GGA G C A 8GGCGGGCCG C GGT

— 4

L T T 1 T T T T T T T T 1
coT A GoCOA & G OC G C G A TG

—

c

A G G
d) A T CCTGGAAG A CG A GT

Abb. 3.9 - Pyrogramme verschiedener HLA-DRB1*04efdl bei der Sequenzierung mit dem Primer
DRB1-S-286. a) DRB1*0401, b) DRB1*0407, c) DRB1*@4@) DRB1*0402. Die Pfeile deuten auf die

polymorphen Positionen.

Mit der Pyrosequencing-Strategie fur HLA-DRB1 wurndeur Evaluation zunachst
Laborstandard DNA-Proben und 30 DZA Proben erfatdraypisiert. Weiter wurden
zwei Studien mit 418 DNA Proben durchgefihrt. Irssget wurden dabei ca. 30
verschiedene HLA-DRB1 Allele typisiert, das entepti77% der vierstelligen Allele,
die mit einer Haufigkeit von tber 0,1% in der eldigghen Bevdlkerung vorkommen.
Die Methode wurde in der Vertffentlichung ,New s$égies for efficient typing of
HLA class-1l loci DQB1 and DRB1 by using Pyroseqcieg ™ (Entz et al., 2005)

zusammengefasst dargestellt.
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3.3 HLA-B-Typisierung

Zur Typisierung von HLA-B mussen die wesentlichenlymorphen Regionen
untersucht werden, die in Exon 2 und 3 dieses Gesidiegen. Durch die Homologien
der Klasse | HLA-Genorte A, B und C war es problesth geeignete PCR-Primer zu
erstellen, die spezifisch nur HLA-B Exon 2 ampldizn und zugleich fur das
Pyrosequencing geeignete Templates vervielfaltiggn. Abgleich (BLAST — Basic
Local Alignement Tool) verschiedener Primer gegene eDatenbank mit HLA-
Sequenzen zeigte, dass ein Grof3teil der theoretistéllten Primer auch an homologe
Bereiche anderer HLA-Genorte binden konnen. Dadukohnten bei den PCR
Reaktionen auch andere Genomabschnitte mitvermetiden. Um dieses Problem zu
umgehen wurde hier die zweistufige ,nested* PCR&wdtv Zunachst wird dafir ein
groBerer Abschnitt vermehrt, der sich Uber den iBergon Exon 2 und 3 und die
umgebenden und dazwischen liegeneden Intronber@dteeckt (Abb.3.10). Dieses
erste PCR-Produkt wird dann als Vorlage zur Amigdifion der kiirzeren Abschnitte fur

die Pyrosequenzierung verwendet.

Das Exon 2 wird mit den Primern BEx2-76-F und BB42-R amplifiziert und dann in
10 bis 12 Pyrosequencing Schritten sequenziert. Bas 3 wird mit dem Primern
BEX3-F und BEx3-R vervielféltigt. Diese Primer leggin den das Exon 3 umgebenden
intronischen Bereichen. Es folgen 8-10 PyrosequenSichritte. Da die fur das Exon 3
gewahlten Primer keine unspezifischen Produkteliimsren, ist es auch maoglich,

eine direkte PCR unter Auslassung des ,nested" BERittes durchzufthren.
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Int1-57-F Ca. 1000 bp -
BEx2-76-F BEX3-F
— —
H Exon 2 H Exon 3 F
+—e +—e
BEx2-342-R l BEX3-R
| PCR-Produkt 266 bp | | PCR-Produkt 414 bp |
|l‘l> Pyrosequncing |l‘l> Pyrosequncing
S-103 S-353
S-141 S-379
S-161/164 S-407/8/9
S-190 S-461
S-201/204 S-499
S-241 S-527
S-256 S-559
S-269 S-599
S-271
S-298

Abb. 3.10 - Typingschema HLA-B: In einer ersten P@iRI ein Bereich von ca. 1000 bp mit Hilfe HLA-

B spezifischer Primer im Intronbereich vermehrtsPaodukt wird in den folgenden PCR Reaktionen als
Template eingesetzt. Das Exon 2 wird mit den PnnBfx2-76-F und BEx2-342-R und Exon 3 wird mit
dem Primern BEx3-F und BEx3-R amplifiziert. Diesgnter liegen in den das Exon 3 umgebenden
intronischen Bereichen. Die Rickwarts-Primer simdEnde Biotin markiert.

3.3.1 Erarbeitung der Typisierungsstrategie

Zur Typisierung der HLA-B Allele einer DNA-Probe sgen die Sequenzabschnitte
Exon 2 und Exon 3 untersucht werden. Zur Amplifiatdes Exon 2 wurde zunéchst
ein Primerpaar das alle HLA-B-Allele erfasst geteg;B-Ex2-F* und ,B-Ex2-R*).
Die Pyrosequencing Resultate waren jedoch nichtriedén stellend, d.h. die
Pyrogramme zeigten nicht die erwarteten Signalhpheéie daraus ermittelten
Sequenzen entsprachen nicht denen der vorliegeddiete. Daher wurden zur
Amplifikation des Exon 2 des HLA-B Genortes verscleéne Optimierungsversuche
unternommen. Die erste Idee war, das Exon von 8eBaus zu sequenzieren, um die
Schleifenbildung zu verhindern. Es wurden die dlercPrimer verwendet, nur mit dem
Unterschied, dass der entgegengesetzte Strandsnittein markiert und isoliert wurde
(,B-Ex2AmpF-bio“ und ,B-Ex2AmpR-0*). Die Pyrosequeimg Reaktion erfolgte dann
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mit einem entsprechend reversen Sequnzierpriméi6/Bev*. Aber auch dieser Ansatz
fuhrte nicht zu akzeptablen Resultaten.

Ein weiterer Versuch bestand darin, das Exon 2nai Zeilen zu amplifizieren. Dazu
wurden Primer im konservierten Bereich zwischen Basenpositionen 168 und 186
gelegt, einmal als Vorwarts- und einmal als RuchksvaPrimer (,B-Ex2_186-R“ und

.B-Ex2_168-R"). Die kurzen Amplifikate lie3en sidm Pyrosequencing aber nicht

zufrieden stellend untersuchen.

Tabelle 3.8 - PCR-Primer fir HLA-B, Primer der eilfiggen Methode sind gelb-

markiert.

Name Lokalisation | Position | Sequenz Markierung | aus

IHWG
HLA-B Int1-57-F | Intronl (36-57) GGGAGGAGCGAGGGGACCG/CCAG Protokoll 8-B

IHWG
HLA-B Int3-37-R| Intron3 (36-58) GGAGGCCATCCCCGGCGACCTAT Protokoll 8-B
BEx2-76-F Exon2 76-96 TCCCACTCCATGAGGTATTTC selbst erstellt
BEx2-342-R Exon2 323-342 | GGCCTCGCTCTGGTTGTAGT 5'-Biotin selbst erstellt
BAmMp08-F Exon 2 79-97 CACTCCATGAGGTATTTCG selbst erstellt
BAmMp27-F Exon 2 79-97 CACTCCATGAGGTATTTCC selbst erstellt
BAmMp35-F Exon 2 79-97 CACTCCATGAGGTATTTCT selbst erstellt
BAmMp35G-F Exon 2 79-97 CACTCCATGAGGTATTTGT selbst erstellt
B-Ex2-F Exon 2 74-93 GCTCCCACTCCATGAGGTAT selbst erstellt
B-Ex2-R Exon 2 322-343 | CGGCCTCGCTCTGGTTGTAG 5'-Biotin | selbst erstellt
B-CL1320G-R | Exon 2 320-339 | CCTCGCTCTGGTTGTAGTAGC 5'-Biotin | selbst erstellt
B-Ex2AMPR-0 | Exon 2 322-343 | CGGCCTCGCTCTGGTTGTAG selbst erstellt
B-Ex2AmpF-bio | Exon 2 74-93 GCTCCCACTCCATGAGGTAT 5-Biotin | selbst erstellt
BEX3-F Intron2 (169-188)| TTCAGTTGAGGCCAAAATCC selbst erstellt

Schaffer und
BEx3-R Intron3 (36-54) GCCATCCCCGG/CCGACCTAT 5'-Biotin | Olerup
B-Ex3-07-F Int2/Exon3 (-6)-357 GCCAGGGGTCTCACACCCTC selbst erstellt
B-Ex3-13-F Int2/Exon3 (-6)-357 GCCAGGGGTCTCACACTTGG selbst erstellt
B-Ex3-35-F Int2/Exon3 (-6)-355 GCCAGGGGTCTCACATCA selbst erstellt

Ein weiterer Optimierungsansatz war, durch unteesttithe Vorwartsprimer, die auf
Teill
Amplifikationsstrategie &hnlich der fur HLA-DRB1 arstellen. Die Primer BAmpO7-
F, BAmp08-F, BAmp13/15-F, BAmpl14-F und BAmp27-F Kombination mit dem

allgemein passenden Ruckwartsprimer BEx2-R amj@ren jedoch bis auf BAmp27-F

spezielle Sequenzmuster im vorderen des Exon passen, eine

auch unspezifische Allele.
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Eine weitere Madoglichkeit, die ausprobiert wurde,steédt in der Verwendung
Luniverseller”, nicht-human-kompatibler Primer (Agd2005). Die spezifischen Primer
fur HLA-B Exon 2 wurden durch einen ,universellen“Sequenzteil
(GTGACGTACTAGCAACG bzw. TAGCAGGATACGACTATC) verlayert, welcher
nicht auf humane DNA passt. Zur PCR werden zusditziu den verlangerten
spezifischen Primern die passenden universellemdPrzu gegeben, von denen einer
mit Biotin markiert ist. Da diese universellen Peimaus nicht human-komplementéaren
Sequenzen bestehen, soll die Gefahr geringer daas, sie innerhalb des PCR-Produkts
falschlich hybridisieren und somit wird die Gefader Schleifenbildung reduziert. Die
Pyrosequencing Reaktionen waren jedoch nicht zidriestellend. Die Intensitat der

Signale war zu gering, um die Pyrogramme auswetiekonnen.

Eine weitere Variante die zur Verbesserung der $&goencing Reaktionen getestet
wurde, war die Blockierung der 3' Enden mit ddNTBtihg, 2004). Diese Methode
soll eine Alternative zur Zugabe von SSB-Proteinstidlen. Dabei wird wie in
Abschlitt 2.2.4 beschrieben, das 3’-Ende des Pyueecing Templates mit einem
Didesoxynucleotid blockiert. Dadurch kann zwar mhicklas Anhybridisieren an eine
komplementare Stelle verhindert werden, aber digévigerung wird unterbunden, so
dass kein ,self-priming” stattfindet. Im Zusammenganit dem HLA-B Exon 2 wurde
diese Methode ausprobiert, wobei die Resultatet migfiieden stellen waren. So wurde
die auch sehr aufwendige Methode der Modifiziertingdie Anwendung in diesem

Zusammenhang wieder verworfen.

Fur die Typisierung von HLA-B Exon 3 wurden ebelsfalerschiedenen Méglichkeiten
der Amplifikation ausprobiert. Es wurde zuerst egrappenspezifische Amplifikation

mit drei verschiedenen Vorwartsprimern (siehe TaBdéB) getestet. Die generische
Amplifikation mit Primern in den Intronbereichenwaes sich jedoch als am besten

geeignete Methode.
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Die optimierte Pyrosequencing-Strategie zur Typisig von HLA-B besteht aus
folgenden Schritten:

1. Amplifikation eines Teils der HLA-B Region (IntrdizIntron 3)
2. Nested-PCR Exon 2

3. PCR Exon 3 (aus Amplikon 1 oder aus DNA)

4. Pyrosequnzierung der polymorphen Bereiche

5. Auswertung der Pyrogramme

3.3.2 Optimierte PCR-Bedingungen fur HLA-B

Wie schon eingangs des Kapitels 3.3 erwahnt, eresesich zur Untersuchung des
HLA-B Exon 2 am gunstigsten, den Bereich der Exéheaund 3 zuerst mittels
spezifischer, in den Intronbereichen liegende PrifpdLA-BInt1-57-F* und ,HLA-
BInt3-37-R*) zu amplifizieren. AnschlieBend wurdeittels eines weiteren Primer
Paares, das Exon 2 daraus amplifiziert. Die Pyrogra zeigen im Vergleich zu den
direkt aus DNA amplifizierten Proben deutlich weanddintergrund, was in diesem Fall
durch die hohe Spezifitat der auf3eren Primer drr&vard. In einer ersten PCR wird ein
Bereich von ca. 1000 bp mit Hilfe HLA-B spezifischBrimer im Intron 1 und 3
vermehrt (Abb.3.10). Ein so langes PCR-Produktjestoch als Template fur das
Pyrosequencing nicht geeignet. Dieses erste PCR4Rravird dann als Vorlage zur
Amplifikation der kiirzeren Abschnitte fur die Pyeggienzierung verwendet. Das Exon
2 wird mit den Primern BEx2-76-F und BEx2-342-R difigiert und dann in 10 bis 12
Pyrosequencing Schritten sequenziert. Das Exonr@ mit dem Primern BEx3-F und
BEX3-R vervielfaltigt. Diese Primer liegen in deasdExon 3 umgebenden intronischen
Bereichen. Es folgen 8-10 Pyrosequencing Schilitedie fir das Exon 3 gewahlten
Primer keine unspezifischen Produkte amplifizieishes auch maoglich, eine direkte
PCR unter Auslassung des ,nested* PCR-Schritteshdufthren.

Fur die Typisierung von HLA-B Exon 3 wurden ebelsfalerschiedenen Mdglichkeiten
der Amplifikation getestett. Es wurde zuerst eingpgenspezifische Amplifikation mit
drei verschiedenen Vorwartsprimern verwendet. Damegische Amplifikation mit

Primern in den Intronbereichen erwies sich jeddstbaste Methode.
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1. PCR ul
DNA 15-50 ng/ul 2
Puffer Gene Ampl0xPCR-Bufferll, Applied Biosystemg&,5
Magnesiumchlorid| 25 mM, Applied Biosystems 2
dNTPs je 2mM, Sigma 1
Primer-F 10 mM, B-Intl1-57-F 0,5
Primer-R 10 mM, B-Int3-37-R 0,5
Tag-Polymerase 5U/ul, Applied Biosystems 0,2
ddH,O Aqua ad iniectabilia, Braun 16,3
Gesamtvolumen 25

PCR-Cycler-Programm: Denaturierung bei 98°C fuS2@., 8 Zyklen 98°C flr 5 Sek.,
65°C fur 30 Sek., 72°C fur 2 Min.; 32 Zyklen 96°@ 6 Sek., 60°C fur 30 Sek., 72°C
fur 2 Min.; finale Elongation bei 72°C fur 10 Min.

2. PCR Exon 2 ul
PCR-Produkt 1 B Intron1-B Intron3 0,5
Puffer 10xPCR-Buffer, Invitek 2,5
Magnesiumchlorid| 50 mM, Invitek 2,5
dNTPs je 2mM, Sigma 1
Primer-F 10 mM, BEx2-76-F 0,5
Primer-R 10 mM, BEx2-342-R 0,5
Tag-Polymerase 5 U/ul, Applied Biosystems 0,2
ddH,O Aqua ad iniectabilia, Braun 17,3
Gesamtvolumen 25

PCR-Cycler-Programm: Denaturierung bei 95°C, 5 Maf. Zyklen 94°C fiur 30 Sek.,
60°C fur 30 Sek., 72°C fur 1 Min. 30 Sek., finalertgation 72°C fur 10 Min..

3. PCR Exon 3 ul

DNA bzw. PCR 1 | 15-50 ng/ul 2 /0,5
Puffer 10xPCR-Buffer, Invitek 2,5
Magnesiumchlorid| 50 mM, Invitek 1,5
dNTPs je 2mM, Sigma 1
Primer-F 10 mM, BEx3-F 0,5
Primer-R 10 mM, BEx3-R 0,5
Tag-Polymerase 5 U/ul, Applied Biosystems 0,2
ddH,O Aqua ad iniectabilia, Braun 17,3/18,8
Gesamtvolumen 25

PCR-Cycler-Programm: Denaturierung bei 95°C, 5 VB0. Zyklen 94°C fur 30 Sek.,
60°C fur 30 Sek., 72°C fur 1 Min. 30 Sek., finalerigation 72°C fur 10 Min..
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3.3.3 Pyrosequencing-Bedingungen von HLA-B

Die Sequenzierprimer und speziellen Dispensierrddigen sind in Tabelle 3.9

dargestellt. Die Pyrosequencing Reaktionen zur tdathung des HLA-B Genortes

wurden ohne Einsatz von zusétzlichem SSB-Protemchgeeflhrt. In der Abbildung

3.11 sind zwei Pyrogramme gezeigt. Das PCR-Prodekt Exon 3 wurde mit dem

Sequenzierprimer B-S-559 untersucht.

Tab. 3.9 - Sequenzierprimer und Dispensationsréligen

Sequenzierprimer

Primer Sequenz (5’-3’)

Dispensatitsreihenfolgen

B-5-103 GGTATTTCTACACC ATGTCGACTGTCGCTCTG

B-S.140 GAGCCCCGOTTCA TCAGTCAGTGACTACGTGACGAGC

B.5.141 CAGCCCCGCTTOAT CTAGTCACGTGCTACGTGACGAGC

B-S-161 CTEGGCTACGTGOACG TAGTCACGCATCGTCGCTGACAGTCGAGC

B-S-164 CCTACGTGGACGACA CGCATCGTCGCTGACAGTCGAGC

B-S-167rev GTCGAACCTCACGAAC CTAGCGCTGTCTG

B-5-190 AGGTTCGACAGCGAC TGCGATCGA
AGTCGAGAGAGATCGACGCGCGCGCGATG

B-S-197 AGCGACGCCGCGA ATAGA

B.S.201 CCGACGCOOCOAGTOE CGAGAGAGAGATCGACGCGCGCGCGATG

B-S.204 CCCGCCAGTCCGAG TAGAGATCGACGCGCGCGCGATGATGATAG

B-S-241 CATAGAGCAGGAGGGG CATGCAGCTATGACGCAGACGCA

B-S-256 CGGAGTATTGGGAC TGCGATCGTACA

B-5.260 CACCGGAACACACAGA ATCTATGTCAGACTAGCACAGCA

B.S.272 CACCOOAACACACAGATCT GCATCGAGACATACGACAGCAGACT
CGAGAGTCTCTACTGCGCATCATGCGCTGC

B-S-298 CACACAGACT(G/T)ACCGA GCT

B.S.353 ATCCGCGGTCTCACA ACATGCAGTAGCGTATGTACTCGCT

B.5.358.07 CATGAGGTATTTCTACACCTCCG | TCAGTAGCGTATGTACTCGCT

B.5.358.13 ATGAGG TATTTCTACACCGCCA | TCAGTAGCGTATGTACTCGCT

5.5.356.35 CACTCCATGAGG TATTTCT ATCAGTAGCGTATGTACTCGCT

B-S-379 GTAC/TGGCTGCGAC TGCATGCGAC

B.5.407 GGCGCCTCCTCCGCG CGCTGACTGACAGTATCATGCT

5.5.400 CGCCTCCTCCGCGGG GCTGACTGACAGTATCATGCT

55461 CCCTGAACGAGGACC CTGCATGCTCTGACGCGCGACACGCGC

5.5.499 GCGGCTCAGATC CATGCAGCGTCAGTGA

85507 GAGGCGGCCCGTG GATCGCGAGCAGCACTGAGAGCTA

55550 GCCTACCTGGAGGGC TGACTGTGCGTGAGTCGCT

CCTGGAGAACGGGA CAGACGACTGCTGCA

B-S-599
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Die Primer der gruppenspezifischen PCRs wurden awdh ,spezifische
Sequenzierprimer® getestet. Die resultierenden dhgrame waren von geringer
Qualitat, es erscheinen hohe Hintergrundsignale. dbar ablesbar ist, ob eine

Anlagerung erfolgt ist oder nicht, kdnnen sie fig Auswertung aussagekraftig sein.

Die optimierte Strategie fur HLA-B wurde an labdeémen Kontrollproben, an DNA-
Proben aus Ringversuchen gestestet. Nach der dfstdnation wurde die Strategie
benutzt, um eine HLA-B Typisierung von 22 Probem JRoros vorzunehmen. Die
erreichte Auflésung ist dabei sehr unterschiedlichden meisten Fallen kann eine

Typisierung mindestens auf serologischen Niveagiaht werden.

| crel 5]

o

1057 -

GIC AIT G T G C G GGA G T GGG C

Abb. 3.11 Beispiele fir Pyrogramme — HLA-B ExonggBenzierprimer B-S-559
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3.4 Anwendungen der Pyrosequencing basierten Bypisisstrategien

3.4.1 HLA-DRB1 Typisierung von Familien-Trios

Fur eine erste Anwendung der HLA-DRB1-Typisierunigéegie wurdne DNA Proben
von 90 Individuen untersucht. Dabei handelte els sim 30 Vater-Mutter-Kind-Trios.
Die Proben waren bereits mit einer generischen BSR-Methode in Kombination mit
der nicht-elektrophoretischen Auswertung auf Pie®arBasis (Hampe et al.,, 2004)
vortypisiert, so dass die Allelgruppen bekannt waf@ie Proben sollten nun mit der
Pyrosequencing Methode hoher auflosend untersuetdem. Es wurde fur die Proben
eine mindestens vierstellige Typisierung erreidhs, auf zwei Allele, welche wegen
fehlendem DNA-Material nicht ndher untersucht werd@nnten. In einigen Féallen
konnten sogar sechsstellige Ergebnisse ermittelieme Die Ergebnisse von 19 Proben
wurden mit etablierten HLA-Typisierungsmethoden rpbéft. Die Ergebnisse der
Pyrosequencing-basierten Untersuchung konntentlagstéerden.

In einem der Félle konnte mit der Pyrosequencinghblde eine unklare, zweideutige
Allelkombination  gelést  werden. Die  Kombination = DRB101/1104,
DRB1*1301/1302 lasst sich nur mit Hilfe einer ajjelppenspezifischen Amplifikation
eindeutig auflésen. In vielen kommerziellen SBTKiliegen die betreffenden Allele
aber in der gleichen Gruppe. Mit der PyrosequencMgthode lie3 sich die
Kombination auflésen. In Tabelle 3.10 sind alle déingisse zusammenfassend

dargestellt.
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Tab. 3.10 - HLA-DRBL1 Typisierungsergebnisse vorEB@rn-Kind-Trios. SSO bzw.
SBT Kontrollen sind in der letzten Spalte vermerkt.

Familie |Person Allel & Allel 29 SSO/SBT control
1 1 *15 [*150101 *13 *1302
2 *01 [*010101 *03 *0301
3 *15 [*150101 *03 *0301
2 1 *03 [*0301 *03 *0301
2 *12 [*120101 *13 *1301
3 *03 |[*0301 *13 *1301
3 1 *11 [*1101 *04 *040101
2 *13 [*1301/02 |*04 *040101
3 *11 [*1101 *04 *040101
4 1 *15 |[*1501 *07 *0701
2 *11 [*1101 *07 *070101 SBT: *070101
3 *11 [*1101 *07 *0701 SBT: *070101
5 1 *13 [*130202 *04 *040101
2 *11 |*1103 *14 *1401 SSO: *11,*14
3 *13 [*130202 *14 *1401 SSO: *13,*14
6 1 *03 |[*030101 *13 *110401 SSO: *03,*11/13, SBT
2 *03 |[*0301 *03 *0301 SSO: *03,*03
3 *03 |*030101 *03 *030101 SSO: *03,*03, SBT
7 1 *01 |[*010201 *04 *0404
2 *13 [*1301 *11 *1101
3 *01 |[*010201 *13 *1301
8 1 *01 [*010101 *16 *160101 SSO: *01,*16
2 *03 |[*030101 *03 *0301 SSO: *03,*03
3 *01 [*010101 *03 *0301
9 1 *13 [*130101 *07 *0701
2 *11 [*1101 *10 *100101
3 *07 |*070101 *10 *100101
10 1 *13 [*130101 *07 *0701
2 *13 |*130101 *15/*16 | *167
3 *13 |*130101 *15/*16 |?
11 1 *15 |[*1501 *04 *040101
2 *13 [*130201 *09 *090102
3 *15 [*1501 *09 *090102
12 1 *01 |[*010101 *03 *0301
2 *03 |[*030101 *13 *130101 SBT:*030101,*130101
3 *03 |[*030101 *03 *0301
13 1 *11 [*110101 *04 *0408
2 *12 |*1201 *13 *1301/02
3 *12 [*1201 *04 *0408
14 1 *03 |[*030101 *04 *040101
2 *15 |[*1501 *04 *040101
3 *03 |[*0301 *04 *040101
15 1 *01 [*010101 *11 *1101
2 *04 | *0404 *03 *030101
3 *03 |[*030101 *11 *1101
16 1 *11 [*1101 *15 *150101
2 *01 |[*0101 *13 *1301
3 *15 [*150101 *13 *1301
17 1 *01 |[*010101 *15 *1501
2 *13 [*130101 *13 *130301 SBT: *130101,*130301
3 *13 [*1301 *15 *1501
18 1 *12 [*1201 *13 *1301/02
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2 *13 | *1301 *11 *1101
3 *12 | *1201 *13 *1301
19 1 *01 |*010101 *16 *1601
2 *12 | *1201 *13 *130201
3 *13 [*1302 *16 *1601
20 1 *03 |*030101 *11 *110101 SSO0:*03,*11/13
SBT: *030101,*110101
2 *13 |*130101 *13 *130302 SSO: *13,*13
SBT: *130101,*130302
3 *13 |*130101 *11 *110101 SSO: *13,*11
SBT: *110101,*130101 or
*110401,¥130201
21 1 *03 |*0301 *15 *150101 SSO: *03,*15
2 *08 | *0801 *14 *1401
3 *08 | *0801 *03 *0301 SS0O:*08,*03
22 1 *11 |*1101 *15 *150201
2 *01 |[*010101 *01 *010101
3 *01 [*010101 *15 *150201
23 1 *14 |*1401 *13 *1302
2 *11 |*1101 *01 *010101
3 *11 |*1101 *14 *1401
24 1 *04 |*040101 *07 *0701
2 *04 |*040101 *03 *0301
3 *04 |*040101 *07 *0701
25 1 *08 | *080202 *14 *140101 SBT: *140101
2 *11 |*110101 *07 *0701 SBT: *110101
3 *08 |*080202 *11 *1101 SBT: *110101
26 1 *03 | *0301 *13 *130101
2 *03 | *0301 *04 *0404
3 *03 | *0301 *13 *1301
27 1 *01 |*010101 *12 *1201
2 *04 |*040701 *07 *0701
3 *07 | *0701 *12 *1201
28 1 *14 |*1401 *04 *0401
2 *15 | *1501 *04 *040101
3 *14 | *1401 *04 *040101
29 1 *03 |*0301 *03 *0301
2 *15 |*1501 *07 *0701
3 *15 |*1501 *03 *030102
30 1 *07 | *0701 *12 *1201
2 *15 |*1501 *04 *040101
3 *15 |*1501 *12 *1201

1) Es wurden nur Allele in die Auswertung mit einbegogderen Frequenz Uber
0,1% in der europaischen Bevolkerung liegt.

2) Nicht ausreichendes DNA Material, es konnte nue égrosequencing
Reaktion durchgefiihrt werden.

3) Nicht ausreichendes DNA Material, es wurde nur &iG&R-SSP-Analyse
durchgefunhrt.
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3.4.2 Fall-Kontroll-Studie “Alopecia areata”

Die Studie zum Thema Alopecia areata und HLA et®lgls Kooperation mit der
Universitat Antwerpen (Prof. Marcus Nothen, Dr.mBéttina Blaumeiser). Es wurden
161 unverwandte Patienten mit Alopecia areata (AAersucht. Die Patientenproben
wurden in zwei Dermatologischen Instituten, in Aatpen und Dusseldorf gesammelt.
Die klinischen Daten der Patienten wie der Alopéigra, das Ersterkrankungsalter und
der familidre Hintergrund wurden erfasst. Von defil 1Patienten hatten 74 die
Erscheinungsform ,patchy* Alopecia, d.h. sie wakem kreisrunden, kahlen Stellen
der Kopfhaut betroffen. 12 der Patienten littereatlopecia totalis (AT), dem vélligen
Verlust des Kopfhaares. 73 Patienten waren von éd@puniversalis (AU) betroffen,
was den Haarausfall des kompletten Korperhaaredhaket. Zwei Patienten litten unter
einer Mischform (AT/AU). 27 % der untersuchten Baten hatten Angehérige ersten
oder zweiten Grades, die ebenfalls von Alopeciaatarebetroffen waren. Die
Kontrollgruppe bestand aus 164 gesunden, unvensan@utspendern, die nach
Geschlecht und Alter entsprechend der Patientepgrapsgesucht wurden.

Die DRB1-Typisierung wurde nach der unter 3.2 basblenen Methode durchgefihrt.
FUr die Studie wurden zunéchst alle Proben mittetsPCR-SSP in die entsprechenden
DRB1-Allelgruppen eingeteilt. Ein Vergleich der @lirequenzen in Tabelle 3.11
zeigte, dass die gesunde Kontrollgruppe mit audfdbherer Frequenz positiv fur die
vom Primer ,DRB1-Amp3-3“ amplifizierten AllelgruppeDRB1*03, *11, *13, *14
war, wahrend unter den Patienten Allele der GrupiB1*04 haufiger gefunden
wurden. Daher wurden fur die zu diesen Gruppen m@geitén Proben weitere, hoher
auflosende Typisierungen vorgenommen. Die ,DRB1-8mMp positiven DNA-Proben
wurden auf die Zugehorigkeit zu den Gruppen DRB1B@®%. DRB1*11 mittels PCR-
SSP getestet. Dabei zeigte sich, dass die Allete Gleppe DRB1*03 unter den
gesunden Kontrollen deutlich haufiger vorkommen alger den Patienten. Die
Haufigkeit der Allele der Gruppe DRB1*11 weicht ®ehen der Patienten- und der
Kontrollgruppe nicht auffallig ab. Die DNA-Probernitmllelen der Gruppen DRB1*03
und *04 wurden dann mittels Pyrosequencing aufste#iigem Allelniveau typisiert.
Zur statistischen Auswertung wurden neben dem egé#asr Vergleich von allen
Alopecia areata Patienten mit der gesunden Kogtglpe folgende Gruppen
ausgewertet: Patienten mit ,patchy* Alopecia, Rdaga mit AT, Patienten mit AU,

Patienten mit einem Ersterkrankungsalter unter 2Batienten mit einem
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Ersterkrankungsalter Uber 20, Patienten mit fan@fi&seschichte von Alopecia areata
und Patienten ohne familiare Geschichte von Alapaceata (Tab. 3.12).

Tab. 3.11 - Frequenz von HLA-DRBL1 Allelen der Algmeareata-Patienten verglichen
mit gesunden Kontrollpersonen

Allele in Alleles in Chi- p-Wert
HLA-DRB1 Kontrollen % Patienten % Quadrat!
01 39 11,8 41 12,7 0,11 0,7
*15, *16 58 17,6 58 18,0 0,01 0,9
08, *12 20 6,1 16 5,0 0,40 0,5
*03, *11,*13, *14 140 42 .4 116 36,0 3,02 0,08
davon *03 45 13,6 24 7.5 6,72 0,009
*0301 37 11,2 22 6,8 3,90 0,05
*0302 1 0,3 0 0 0 1
*03XX? 7 2
davon *11 45 13,6 38 11,8 0,54 0,5
04 44 13,3 67 20,8 6,27 0,01
*0401 24 7,3 43 13,4 6,41 0,01
*0402 1 0,3 1 0,3 0 1
*0403 5 1,5 0 0 3,15 0,08
*0404 6 1,8 3 0,9 0,41 0,5
*0405 1 0,3 2 0,6 0 1
*0407 1 0,3 3 0,9 0,27 0,6
*0408 1 0,3 3 0,9 0,27 0,6
*04XX? 5 12
07 27 8,2 21 6,5 0,69 0,4
09 0 0 1 0,3 0 1
10 2 0,6 2 0,6 0 1
2n = 330 322

D Ohne Yates Korrektur fiir Werte > 5, mit Yates Kaor fir Werte< 5
2 DRB1*03- and DRB1*04-Subtyping nicht moglich, darne ausreichenden DNA-
Proben

Beim Vergleich zwischen Kontrollgruppe und Patenfallen die Frequenzen zweier
Allelgruppen als statistisch signifikant abweichemd. Demnach treten Allele aus der
Gruppe DRB1*03 bei Alopecia areata Patienten nméeFrequenz von ca. 7,5% auf, in
der gesunden Kontrollgruppe aber mit 13,6 % (p=8),0M@ie Allelfrequenz von

DRB1*04 ist mit 20,8% in Patienten eventuell siga@ht hoher als in Kontrollen mit

13,6% (p=0,01). Nach Unterteilung der Patientendia erwahnten Untergruppen,
werden die Werte fir verschiedene Falle noch dddti (Tabelle 3.12). 45% der

Patienten mit dem Phanotyp AU sind Tréager eines DRBer Allels, wahrend nur
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23,6% der Kontrollpersonen ein solches Antigen @radp=0,0008), was nach der
Klassifizierung (siehe Abschnitt 2.3) als hoch #igant einzustufen ist. Speziell das
Allel DRB1*0401 tritt bei den AU-Patienten bedeugthdufiger auf. Auch unter den
Patienten mit einem Ersterkrankungsalter bis 20el&t die Allelfrequenz der *04er
und speziell das Auftreten des Allels *0401 deutlerhoht. Sie liegt hier bei 16%
gegen uber 7% in der Kontrollgruppe (p=0,002). &dttet man andererseits die
Gruppen der Patienten mit einem hoheren Ersterkiraggalter als 20 findet man kaum
Unterschiede zwischen den Allelfrequenzen in Kdl@gnound Patienten. So ist hier fur
keine Allelgruppe ein statistisch signifikanter ©rdgchied zwischen den
Allelefrequenzen von Betroffenen und Gesunden kereren. Ahnlich verhélt es sich,
wenn man die Gruppe der Alopecia Patienten ohndifaenFalle mit den Kontrollen

vergleicht. Zwar ist hier die Allelfrequenz von DR®401 mit 11,5% gegen 7,3%
noch erhoht, aber nicht statistisch signifikant Q@d3. Die Ergebnisse dieser
Untersuchung werden in der Veroffentlichung ,Invgstion of the HLA-DRB1 locus

in alopecia areata” (Entz et &006 accepted) beschrieben.

Tab. 3.12 - Verteilung der Allele DRB1*0301 und DRB401 in den verschiedenen
Alopecia areata Untergruppen verglichen mit Korrol

Untergruppe DRB1- Anzah Chi- exakter
Allel| Personen Quadrat| p-Wer Fischer -Test

Kontrollen *0301 2(

(N =165 *0401 26
patchy AA *0301 1( 2.58 0.1 0.17

(N=74 *0401 14 0.78 0.4 0.44
AT *0301 ¢ 2.18 0.0 0.074

(N=12 *0401 1 0.03 0.9 1
AU *0301 12 1.11 0.3 0.38

(N=73 *0401 25 12.01  0.0005 0.00087
AA *0301 g 4.25 0.04 0.053
Erkrankungsalter 20

(N=79 2% 9.78 0.002 0.0033
AA *0301 13 1.46 0.2 0.24
Erkrankungsalter > 20

(N =82 *0401 1y 1.51 0|2 0.28
AA familiar *0301 2 6.19 0.01 0.0046

(N=44 *0401 16 10.68 0.001 0.0022
AA nicht-familiar *0301 2( 1.21 0.3 0.29

(N =117 *0401 26 2.7V 0.09 0.11
1 Ohne Yates Korrektur fir Werte > 5, mit Yates Kbtour fir Werte< 5
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3.4.3 HLA-B Typisierung der Roro-Proben

Mit Hilfe der Pyrosequencing Methode zur Typisiegwon HLA-B Allelen wurden

DNA-Proben aus einer Population aus Papua-Neuguirea Stamm der Roro
untersucht. Es wurden 22 DNA-Proben typisiert. [Begebnisse variieren in der
Qualitat der Auflésung, wie in der Tabelle 3.13 gjgz. Die zuvor fir 11 der Proben
bekannten Typisierungsergebnisse durch klassiseogiedzierung konnten nur zum
Teil bestatigt werden. In drei Féallen wurde eines ldeiden Allele bestatigt, in einem
Fall wurden zwei abweichende Allele typisiert. Die Mitteleuropa ausgesprochen
seltenen Allele B*4010 und B*4011 kamen in den suehten Proben je zwei Mal
vor, weitere Proben mit B*40 konnten nicht h6hefgalost werden. Bei einigen Roro-
Proben wurde versucht mit Hilfe der HSE-Methodememe hohere Auflosung zu
erreichen. In vielen Féllen, waren die PCR-Produsiteer zu schwach und die

Pyrogrmme nicht auswertbar.

Tab. 3.13 - HLA-B Typisierungsergebnisse der Roroben

HLA-B Pyrosequencing Ergebnisse| HSE/PyrosequencingHLA-B SBT-
Ergebnisse

RORO 1 B*5110/31,

B*5508/5601/02/04/07/08/09/11/14
RORO 2 B*4901/02/5001/02,

B*51/5306/5606/7801/02/03
RORO 3 B*27, 56 2704, 5602/04
RORO 4 B*51/53, 52 nicht auswertbar 1521, 40
RORO 5 B*27/40, 3515/31/33 Allele nicht getrennt
RORO 6 B*56, 40 4035, 5601 40, 5601
RORO 7 B*13, 15
RORO 8 B*4010 4010
RORO 9 B*13, 55/56 1301, 5602/04
RORO 10 | B*56, 27
RORO 11 | B*5601/02/04,4010
RORO 12 | B*5502/04/13/16/5610/12,

B*5508/5601/02/04/09/11
RORO 13 | B*15/35/56, 55/56
RORO 14 | B*13067?, 54/55/56/59 4004,5502 4006,550082
RORO 15 | B*40, 53 nicht auswertbar 4011, 5302/04
RORO 16 | B*13, 54/55/56/59 1301, 39
RORO 17 | B*15/54/55/56, ?
RORO 18 | B*47/4053, 40/4431 nicht auswertbar
RORO 19 | B*40, 54/55/56 nicht auswertbar 4011, 5602/
RORO 20 | B*54/55/56/59, 27/40/47 nicht auswertbar , 439
RORO 21 | B*55, 13/40/44/47 nicht auswertbar 40, 55
RORO 22 | B*4010
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3.4.4 Uberprufung von Haplotypspezifischen Extiahén

Die Methode der Haplotypspezifischen Extraktioreisie recht neue Methode, an deren
Optimierung weiter gearbeitet wird. Die Uberpriifugiger erfolgreichen Alleltrennung,
ohne eine komplette HLA-Typisierung ist eine pragiie Anwendung der
Pyrosequncing Methode. Sie ist gegentber der Tenpisg mit SSO oder SBT effizient,
weil verhéltnismalig wenig HSE-Produkt verbrauchtdwund die Durchfiihrung
schnell und vergleichsweise preiswert moglichEst.ist nur ein Pyrosequencing Schritt
notig, um an einer bekannten heterozygoten Posdem Erfolg der Alleltrennung zu
Uberprifen. In Abbildung 3.12, oben ist das Pyrograeiner heterozygoten Probe
dargestellt. Aus dieser DNA Probe wurden in zweEH®eaktionen die beiden Allele
extrahiert und anschlieRend die DNA mittels REPLggvielfaltigt. Das mittlere und
das untere Bild zeigen die entsprechenden Pyrogeamhen Proben. An den beiden
zuvor heterozygoten Positionen sind jeweils nuthndie homozygoten Konstellationen
zu erkennen.

Die Pyrosequencing Methode wird routinemaf3ig im sEbungsprojekt ,Forensic
Haplotyping“ zur Uberprufung der erfolgreichen Aftennung nach HSE eingesetzt.

:_.,J'LJLJLHJMMJ&L'L-@_J\.M“LJLL 508, 752

T T T T T T T T T
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Abb. 3.12 - Pyrogramme vor und nach HSE, PCR B-Bejuenzierprimer B-S-599. Oben:
Pyrosequencing Analyse einer heterozygoten DNA-€rolh den Allelen B*0801 und B*5201. Mitte

und unten: Pyrogramme der Einzel- Allele.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden Pyrosequencing-Strategién die Typisierung der HLA-

Genorte HLA-DQB1, -DRB1 und —-B erarbeitet. Die Amdengsmaoglichkeiten der
Methode liegen im Bereich von Krankheitsassozigiamd Populationsstudien. Diese
Studien erfordern in Abhangigkeit von der Fragdstej keine hoch auflésende
Typisierung, aber einen hohen Probendurchsatz radliohst guter Automation und

geringem DNA Verbrauch.

4.1 Sensitivitdt der Methode

Pyrosequencing wurde urspringlich zur Anwendung dar SNP-Typisierung

entwickelt, also zur Sequenzierung sehr kurzer DAb&chnitte mit weitgehend

bekannter Sequenz, die idealerweise nur an einsiti®®o Polymorphie aufweisen.
Beim Einsatz des Pyrosequencing zur Analyse lang®gquenzen mit mehreren
polymorphen Basenkonstellationen ergeben sich Sxlgkeiten, wie absinkende
Signalhéhen und aufkommender Hintergrund. Durch &&rdinnungseffekt, der
dadurch eintritt, dass immer wieder Nukleotid zegeswird, sind nach einer langeren
Sequnzierstrecke Enzym und Substrat nicht mehemudspringlichen Konzentration
im Reaktionsmix vorhanden, was sich negativ auf $ignalintensitat auswirkt. Die
Signalhéhen sind oft nicht mehr genau proportionai Anzahl der eingebauten
Nukleotide, was durch die Uberlagerung durch Hagmendsignale zu Stande kommen
kann. Durch sogenannte ,Schleifen” im Templategyaso wird das Anhybridisieren
des 3’-Endes an den Strang bezeichnet, kdnnenestaignale entstehen und die
Sequenzierung Uberlagern. Durch den Einsatz von|8&#n sich viele dieser Signale
reduzieren oder beseitigen (Ronaghi, 2000). Auchne eiVariation der

Dispensationsreihenfolge kann derartige Problemsend Die Leseldnge des
Pyrosequencing ist immer abhangig von der Qualdés Templates und der
Basenzusammensetzung der speziellen Region. Dighrdrfg zeigt, dass bei der
Analyse von unbekannten, heterozygoten Sequenzaea 80 Basen weit gelesen
werden kann, Sequenzinformation in weiter entfemt8ereich sollte skeptisch
betrachtet werden und nur unter Vorbehalt zur Tigpisig herangezogen werden. Bei
homozygoten Amplikons, die durch allelspezifisch€RP oder durch haplotyp-
spezifische Extraktion erreicht werden, kénnen ahech oft langere Abschnitte

zuverlassig gelesen werden.
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Zur Optimierung der Pyrosequencingreaktionen wurdesrschiedene Versuche
unternommen.  Variiert wurden die Menge der zur r@igung eingesetzten
Dynabeads, die Menge des PCR-Produktes und der eéMangzugesetztem SSB-
Protein. Die Verdopplung der PCR-Produktmenge, alster fiar die
Pyrosequencingreaktion zur Verfigung stehenden Tademenge war insbesondere bei
schwachen PCR-Produkten erfolgreich. Eine gréReengd Dynabeads ist dann
sinnvoll, wenn das PCR-Produkt besonders intensscheint und mehr ssDNA
wahrend der Aufreinigung extrahiert werden sollr Bensatz von SSB-Protein erwies
sich im Falle von starken Hintergrundsignalen d# hilfreich wie bei den DRB1-
Anwendungsbeispielen. Die Menge mufl3 allerdings dig jeweilige Anwendung
optimiert sein. Zu viel SSB-Protein verursacht irirle Signalhdhen.

Als Alternative zum SSB-Proteinzusatz wurde diedRlerung der 3’ Enden mit ddNTP
ausprobiert (Utting, 2004). Dabei wird das 3’-Emt#s Pyrosequencing Templates mit
einem Didesoxynucleotid blockiert. Dadurch kann zwaht das Anhybridisieren des
3’-Endes an eine komplementére Stelle verhindertlare aber die Verlangerung wird
unterbunden, so dass kein ,self-priming” stattfind@&nn. Das Verfahren ist zwar sehr
effizient und sicher gunstig in Fallen, in deneneeVariation der Primer nicht méglich
ist, aber zur routinemafigen Anwendung ist es 2wendig. Jedes PCR-Produkt muss
modifiziert werden, was einen weiteren Schritt heéde der grade in Betracht einer
Anwendung im Hochdurchsatz kompliziert wird. Im Zosmenhang mit dem HLA-B

Exon 2 wurde diese Methode als zu aufwendig eirgaszst

Bei der groRen Zahl an bekannten Allelen und desauwa resultierenden enormen
Anzahl an mdoglichen Allelkombinationen ist eine deatige hochauflésende
Typisierung nicht in allen Fallen mdglich. Bei deOptimierung der

Typisierungsstrategie wurden vor allem die in deopaischen Bevdlkerung haufigen
Allele berlcksichtigt, die mit einer Haufigkeit voiber 0,1% auftreten. Eine
Moglichkeit Ambiguitaten aufzulésen, sind Prozesdie, es ermdglichen, die Allele
getrennt von einander zu untersuchen, wie diesakaifische Amplifikation oder die

Anwendung der Haplotyp-spezifischen Extraktion. Ber Untersuchung unbekannter
DNA-Proben mit dem Ziel einer hochauflésenden Tigpisg sollten immer alle

maoglichen Sequenzierungsschritte durchgefuhrt werdie anderen Fragestellungen,
z.B. der genaueren Untersuchung spezieller Abgehnitach vorangegangener
Vortypisierung durch andere Methoden oder der Uliidnpg einer HSE kann es auch
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ausreichen, lediglich eine oder wenige speziellgu8ezierschritte durchzufihren, was
sowohl zeitlich, als auch 6konomisch gunstig ist\fiergleich zu einer ,kompletten®
Typisierung.

Der Probendurchsatz der HLA-Typisierung mittelsd3gquencing ist in erster Linie
durch die Auswertung limitiert. Die Auswertung dardie Pyrosequncing Software
beschrankt sich auf einen einzelnen SNP (alte So#)v bzw. auf maximal 7
polymorphe Positionen (neue Software), wobei eirauelle Uberprifung notig ist.
Der Schritt der Allelzuordnung, also der Vergleirliischen gefundenen Sequenzen
und bekannten Sequenzen in der Datenbank wird mighe Hand gemacht und ist
daher sehr zeitaufwendig. Die Entwicklung einer t8afe zur Unterstitzung der

Pyrosequncing-basierten HLA Typisierung steht nacs.

4.2 HLA-Klasse 1I-Typisierung

Die beiden HLA Klasse Il Loci DQB1 und DRB1 untemeaen sich wie schon
beschrieben sehr stark in ihrer Komplexitat. Zutdgsuchung des DQB1-Genortes, mit
derzeit 69 bekannten Allelen (Stand 11.01.2006)igerine generische Amplifikation
mit anschlieenden Pyrosequencing Schritten. Fi@& BRB1-Typisierung (429
bekannte Allele) wurden allelgruppenspezifische PE2Rritte vorangesetzt. Dadurch
wird einerseits eine Vortypisierung erreicht und vielen Fallen die homozygote

Sequenzierung des Alleles erreicht.

Fur die HLA-DQB1-Typisierung gilt, dass die hauimgallele der Gruppen DQB1*02,
DQB1*03 und DQB1*04 mit der Pyrosequencing Stragegenerell gut zu typisieren
sind. Die Differentierung der Gruppe *05, spezidie Unterscheidung zwischen
DQB1*0502 und DQB1*0503 und der Gruppe DQB1*06 spkzlie Unterscheidung
zwischen den Allelen DQB1*0604 bis DQB1*0609 erfertdsehr lange Leselangen von
Uber 40 Basen mit Sequenzierprimer DQB1-S-229. idisch mdgliche
Sequenzierprimer, welche sich néaher an den betiadfe variablen Resten befanden,
weisen eine starke Tendenz zum Mi3priming an amd&tellen des Amplikons auf.
Sollte in diesem Abschnitt eine hohere Auflésungareggt sein, z.B. beim Verdacht,
dass sich dort die Ursache fiir eine mogliche Asdmri befindet, schlagen wir in der
Veroffentlichung (Entz et al., 2005) eine weitel@RPund einen Sequenzierprimer zur

Sequenzierung des Abschnitts in 5-Richtung vor.t Milfe dieser zusatzlichen
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Untersuchung ware die spezifische Auflosung al@ymorphen Positionen in diesem
Bereich moglich.

Wenn die beiden Allele bei der HLA-DRB1 Typisierung unterschiedlichen
Amplifikationsgruppen liegen, verhédlt es sich sassl die Allele ,einzeln* im
Pyrosequencing untersucht werden koénnen. Diesei dqu@sozygoten Amplifikate
erzeugen Pyrogramme, welche lange Leseweiten etaubd gut auszuwerten sind.
Alle Allele mit einer Frequenz Uber 0,1% in der @piischen Population kénnen in
diesem Fall eindeutig typisiert werden. Gehoren ddeiAllele zur gleichen
Amplifikationsgruppe, mussen die Auswertungen dgo§ramme besonders sorgfaltig
erfolgen. Alle Mdoglichkeiten von Permutationen dagolymorphen Sequenzmotive

zwischen den beiden Allelen miissen dann in Betrgehbgen werden.

Bei der Anwendung der HLA-DRB1 Analyse in 30 Kemniéen, wurden zunéchst alle
bekannten Allele in der Auswertung mitgefuihrt. Dui¢ergleich der Sequenzen aus
den Pyrogrammen und den bekannten Allelen wurde Awschlul3verfahren
ausgewertet. Aus den sich ergebenden Allelen wukm die ,seltenen® Allele
ausgeschlossen, wodurch jeweils nur ein Ergebnigy tddieb. Durch die bekannten
Familienstrukturen ergab sich eine vererbungshasicontrolle. AuRerdem wurden 19

Proben zusatzlich mit konventionellen HLA-Typisiegsmethoden tberpruft.

Bei der Alopecia-Studie wurden die Patienten unaitkalen im ersten Schritt mittels
PCR-SSP typisiert und anschlieBend nur die stdistauffalligen Allelgruppen mit der
Pyrosequncing-Strategie hoher auflosend untersuEim. protektiver Effekt von

DRB1*03, der schon aus vorangegangenen Studienremd&beitsgruppen mit

polnischen (Broniarczyk-Dyla, 2002) und turkisché&atienten (Akar, 2002) berichtet
wurde, konnte bestatigt werden. Die Untersuchungtdokt auch die Hinweise aus
anderen Studien, mit Patienten aus Nordamerika kéismide), Grol3britanien,

Déanemark und der Ttrkei, dass das Allel DRB1*040Heér européischen Population
ein Risikofaktor fur AA darstellt (Frentz, 1986; @id, 1990; Duvic, 1991; Zhang,
1991; Colombe,1995, 1999; de Andrade, 1999; AKaD22. Besonders deutlich war der
Effekt in der Gruppe der Patienten mit Alopeciavensalis, mit einem p-Wert von

0,0005 zu erkennen.
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Auch bei den Patienten, bei denen die Erkrankungimem frihen Alter erstmals
auftrat (Ersterkrankungsalter bis 20 Jahre) trits d\llel *0401 deutlich haufiger auf
(p=0,002). Vergleicht man die Gruppe der Patientamt einem hdheren
Ersterkrankungsalter als 20 mit der Kontrollgrupfiadet man kaum Unterschiede
zwischen den Allelfrequenzen in Kontrollen und ©waten. Hier ist fur keine
Allelgruppe ist ein statistisch signifikanter Urdehied zwischen den Allelefrequenzen
von Betroffenen und Gesunden zu erkennen. Wenn dmranGruppe der Alopecia
Patienten ohne familidre Falle mit den Kontrolleergteicht, finden sich keine
statistisch signifikanten Assoziationen. FiUr anddemt Literatur maoglicherweise
assoziierte Allele wie DRB1*07, *11, *12, *13, *1415 und *16 konnten in dem hier
untersuchten Patientenkollektiv keine Hinweise gdén werden (Averbakh, 1986;
Frentz, 1986, Orecchia, 1987; @dum, 1990; Duvi®11Welsh, 1994; Colombe, 1995;
Colombe, 1999; de Anrade, 1999; Kavak, 2000; Broaik-Dyta, 2002). Das bestarkt
die Annahme, dass sich die krankheits-beginstigensliéele je nach Population

unterscheiden.

4.3 HLA-Klasse I-HLA-B

Eine Strategie zur Typisierung der HLA-Klasse I-Laa erarbeiten, erwies sich als
deutlich schwerer, als fur die Klasse II-Loci. Dieelfalt an Allelen ohne die glnstige
Clusterung der Polymorphismen, wie sie am DRB1 koatorliegt, und eine
Gruppenbildung durch allelgruppenspezifische Andiion ermdglicht, machten die
Entwicklung einer Typisierungsstrategie mittels ddaquencing wesentlich
aufwendiger. Die Vielzahl der Sequenzibereinstimgennmit anderen HLA-Loci und
die Problematik der repetitiven Sequenzmotive ihakr der HLA-B Exone stellten
hohe Anforderungen an das Primerdesign. Ausprobierten allelgruppenspezifische
Amplifikationen mit verschiedenen spezifischen Raim eine Amplifikaton des Exon 2
in zwei Teilen, die reverse Sequenzierung, eindavigerung der Primer durch einen
nicht-human-kompatiblen Teil und die Blockierungrd8 Enden mit einem
Didesoxynukleotid. Die Ergebnisse waren aber nmhfrieden stellend. Es wurden
unspezifische Abschnitte mit vermehrt oder es eesclein starker Hintergrund,
hervorgerufen durch Schleifenbildung des Templedags. Die auftretenden Probleme
konnten erst durch die Einfihrung einer ,nested-PG&0st werden. Dies bedeutet

zwar einen zusatzlichen Amplifikationsschritt, dsper zu qualitativ hochwertigen
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Pyrogrammen fihrt. Die Pyrosequencing Strategie HUA-B fuhrt anders als die
Strategien fur die Klasse Il Genorte nicht immerhmeh aufldésenden Ergebnissen. Im

Allgemeinen werden die Allele zweistellig typisiert

Bei der Untersuchung der Roro-Proben wurden firHh#dte der Allele (22 Proben)
mindestens zweistellige Ergebnisse erreicht. DisoBderheit der Proben liegt darin,
dass die Blutproben unter Feld-Bedingungen auf ayeuguinea gesammelt wurden
und bereits seit mehreren Jahren im Tiefkiuhlfaagferda. Daher ist die aus diesen
Blutproben gewonnene DNA zum Teil stark degradigmd nur noch bedingt flr
.Klassische* HLA-Untersuchungsmethoden einsetzbDarch die schlechte Qualitat der
Proben war eine friihere Untersuchung mit andereA-Rypisierungsmethoden fur 11
der 22 Proben ohne Ergebnis geblieben. Mit deo$®&guencing-Strategie konnten alle
22 Proben typisiert werden, allerdings nicht alleé gieicher Auflosung. Die zuvor
gewonnenen Ergebnisse aus der klassischen Sequemgiurden zum grof3en Teil
bestétigt. In einigen Fallen (Ro4, R09, Ro16 un@®owurden abweichende Allele
bestimmt. Auffallig ist, dass die in Mitteleuropa gut wie gar nicht vorkommenden
Allele B*4010 und B*4011 in den 22 Proben je zwealnerscheinen, weitere HLA-
B*40er Allele konnten nicht weiter aufgelost werdeWie in Tabelle 4.1 gezeigt
kommen B*40er Allele im asiatischen Raum eher ats,im europaischen. Speziell bei
den Ozeaniern sind die Allele B*4010 und B*4011 rebezutreffen, als in anderen

Populationen (Quelle: http://www.ncbi.nlm.nih.gondpects/mhc/ihwg.cgi).

Tabelle 4.1 Allelfrequenzen von HLA- B*40-Allelen

Europaer Ozeanier Sud-Ost- | Nord-Ost- | Australier
Asiaten Asiaten

B*40 0,059 0,232 0,214 0,145 0,261
*4001 0,049 0,144 0,165 0,045 0,092
*4002 0,008 0,064 0,036 0,072 0,169
*4003 0 0 0 0,003 0
*4006 0,002 0,013 0,012 0,021 0
*4008 0 0,002 0 0 0
*4010 0 0,005 0,001 0 0
*4011 0 0,002 0 0,001 0
*4012 0 0,002 0 0 0
*4014 0 0,002 0 0 0
*4019 0 0 0 0,003 0

Quelle: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mhakiy.cgi
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4.4 Vergleich mit anderen HLA-Typisierungsmethoden

Die erarbeiteten Protokolle zur Pyrosequencingdrtesi HLA-Typisierung kénnen je
nach Fragestellung eine Erganzung oder eine Altigenau den herkdmmlichen HLA-
Typing Methoden darstellen. Ein Vorteil liegt in rd&chnelligkeit, grade fur die
Untersuchung kurzer Abschnitte ist die Pyrosequenbasierte Methode schneller in
der Durchfihrung und gunstiger, als die konventien®equenzierung. Im Unterschied
zu SSO- und SSP-Methoden liefert die Pyrosequammeechte Sequenzdaten und
konnte daher gegebenenfalls auch Mutationen inSkguenzen direkt erfassen. Der
DNA-Verbrauch fur die Typisierung ist verglichentndier SSP-Methode recht gering,
lediglich bei der HLA-DRB1 Typisierung ist er durclden vorgeschalteten
gruppenspezifischen SSP-Schritt vergleichbar, wdieeider reinen SSP-Typisierung
durch die Vielzahl an Primerkombinationen mehr DNA hoherer Konzentration
verbraucht wird, als bei der Pyrosequencing Stratdder Pyrosequencing-Ansatz flr
HLA-B ist andererseits durch den ,Nested-PCR“-Sthresonders sparsam im DNA-
Verbrauch. Der Vorteil der Pyrosequencing MethaaeMergleich zum SBT liegt in
den kurzen PCR-Produkten, so dass sich auch beategsadierte DNA noch zur
Typisierung verwenden lasst. Ein Nachteil der Pggoencing-basierten
Typisierungsmethode liegt derzeit in der AuswertuBge Pyrosequencing-Software
ermoglicht nicht die Auswertung langer, heterozggddequenzen, mit einer Vielzahl
polymorpher Positionen. Die manuelle Auswertung Bgrogramme dauert bei einer
kompletten Typisierung vergleichsweise lange umditstie zeitliche Limitierung dar.
Eine Zuordnung ermittelter Sequenzdaten zu den KAllalen wird ebenfalls manuell
vorgenommen. Je nach Laborausstattung ist ein &insa Hochdurchsatz maglich,
wobei die Auswertung mittels einer entsprechendstw@re Grundlage sein muss.
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5. Zusammenfassung

Der MHC ist durch seine Funktion eine fur die Diagtk und Forschung &auf3erst
wichtige Region im humanen Genom. Die Untersuchuog HLA-Genorten stellt
daher ein wichtiges Instrument in der molekulargeoben Praxis dar. Die
Pyrosequencing-Technik ist gut geeignet, um kurdAAbschnitte mit weitgehend
bekannter Sequenz schnell und effizient zu unteesucZiel dieser Arbeit war die
Entwicklung von Pyrosequencing-basierten Methodenr zHLA-Typisierung.
Exemplarisch wurden fir drei wichtige HLA-Genortentgrsuchungsstrategien
entwickelt. Die Vorgehensweise wurde jeweils aufe dBesonderheiten der
unterschiedlichen Genorte angepasst. Die polymorpgRegionen des Locus HLA-
DQB1 werden grundséatzlich aus einer generischen lifikgtion heraus mit funf
anschlieBenden Pyrosequencing Reaktionen erfaétich ist die Amplifikation und
Untersuchung des Exon 3 in speziellen Fallen vatges. Der Genort HLA-DRB1
wird mittels einer Kombination aus gruppenspezifest PCR-SSP und Pyrosequencing
untersucht. Je nach Allelgruppe sind ein bis sekBlysosequencing Schritte zur
Typisierung notwendig. Zur Untersuchung des GesdiieA-B ist eine ,nested PCR"-
Strategie erarbeitet worden. In einer ersten PCRIevedie wesentlichen polymorphen
Regionen umfassenden Exone 2 und 3 des HLA-B Geworals ein
zusammenhangender Abschnitt amplifiziert. In denddre nachfolgenden PCR-
Schritten werden dann die Exone 2 und 3 getrenmiifinrert. Zur Untersuchung des
Exon 2 schlieBen sich zehn, zur Untersuchung desn EX acht Pyrosequencing
Reaktionen an. Die Strategien wurden an Standapéprealidiert und in Kleinstudien
angewendet. Es wurde eine Fall-Kontroll-Studie kintersuchung einer mdoglichen
Assoziation zwischen HLA-DRB1 und Alopecia areatasowie eine
populationsgenetische Untersuchung mit Hilfe demwexkelten Typisierungsstrategie
durchgefuhrt. Fur die Haplotyp-spezifische Extraitistellt die Pyrosequencing-
Methode eine gute Madoglichkeit dar, die Alleltrengurschnell und glnstig zu
Uberprifen. Die Pyrosequencing Protokolle bietere eiehr effiziente Alternative und

Erganzung zu den bestehenden HLA-Typisierungsmethod




Pyrosequencing-Strategien zur HLA —Typisierung -83

6. Anhang

6.1 Links zu Webseiten

http://ncbi.nih.gov

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/imhc/MHC.cgi?cmd=init
http://ebi.ac.uk/imgt/hla/index.html
http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/align.html
http://techsupport.pyrosequencing.com/v2/index.asp
http://courses.washington.edu/bioinfo/BIR/
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/seq-util/seqhtil
http://dict.leo.org/

http://www.efiweb.org/links.html
http://medweb.uni-muenster.de/institute/imib/lebkeipte/biomathe/bio/vierf.html
http://geneva.unige.ch/tools/data_analysis/dahfa.ph
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_wwegi
http://rzblx1.uni-regensburg.de/ezeit/search.phiibid=MBCB
http://www.biotage.de

6.2 Abklirzungen

AA Alopecia areata

AS Aminosaure

AT Alopecis totalis

AU Alopecia universalis

BLAST Basic Local Alignement Tool

BSHI British Society for Histocombatibility & Immugenetics
(Bitische Gesellschatft fur Histokompatibilitdt ummdmungenetik)

CCD charge coupled device (ladungsgekoppeltes Yseréat

db database (Datenbbank)

DGI Deutsche Gesellschaft fir Immungenetik

DNA Didesoxyribonucleinsaure

DZA Deutscher Zellaustausch
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efi

Ex
HIV
HLA
HS
HSP
IEF
IHWG

LCT
LD
MHC

MS
PCR
PNG
PPi
SBT
SNP

SSO
SSP
TdT
TNF
WGA

European Federation for Immunogenetics (Eusié
Foderation fur Immungenetik)

Exon
Humanes Immundefizienz Virus
Humane Leukozyten Antigene

high sensitivity (hohe Empfindlichkeit)

Hitzeschockprotein

Isoelektrische Fokussierung

International Histocompatibility Working Grou@nternationale
Histokompatibilitats Arbeitsgruppe)
Mikrolymphozytotoxizitatstest

Linkage Disequilibrium (Kopplungsungleichgewight

Major Histocompatibility Complex (Haupt-Histokgatibilitats-
Komplex)

Mikosatellit

Polymerase Chain Reaction (Polymeraseketteimaak

Papua Neuguinea

Pyrophosphat

Sequenzierungs- basiertes Typing

single nucleotide polymorphism
(Einzelnukleotidpolymorphismus)

Sequenz spezifische Oligohybridisierung

Sequenz spezifisches Priming

Terminale Transferase

Tumor Nekrose Faktor

Whole genome amplification (Geamtgenom Ampétikon)
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6.5 Sequenzibersichten

Zur Orientierung sind jeweils die Sequenzen derfigdworkommenden Allele der
bearbeiteten Gen-Loci mit PCR-Primern und Sequemzieern dargestellt.

Die genauen Beschreibungen der Primer befindenisidirgebnisteil in den Tabellen
3.1, 3.3, 3.5, 3.6,3.8und 3.9.
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6.5.1 Haufig vorkommende HLA-DQB1 Allele

Exon2- >

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
DQB1* 0201 ACTCTCCCG A GGATTTCGTG TACCAGITTA AGGGCATGTG [CTACTTCACC AACGGGACAG AGCGCGTGCG TCTTGTGAGC AGAAGCATCT ATAACCGAGA
DQB1*050101 @ --------- R C--- mmmm e oo oo G ---------- GCG----C ---CA----- -—--—-------
DQB1* 050102 LR e il ol Crmmm mmmmmmmeen e G ceemmmeen- GG - --C - CAmmme e
DQB1*050201 @ --------- R Cmmm mmmmmmmmen oo G -------n-- GGG ----C ---CAr-cmm mmmmmmee e
DQB1* 050202 kkkkkkkkk Kk kkkkkkkk_ | _ _ ________ _____ @ G mememmms COG ----C -c-CArmmmm oo
EXBJ.*OSO"- khkhkkkhkkhkkhkkk Kk khhkhkhkhkhkhkkk _ _ _ _ ______ ____._ 2 G --c--mmmm- GG ----C ---TA---cn cmmmeeeao
DQB1*0202  --------- B e e e e e et e e et e e e e e e e et e et e emie eeeaaaoo-
DQB1*030101 --------- R U G - STA--- - - C m o TArmmme mmmeeeoo
DQB1* 030102 kkkkkkkkk Kk kkkkkkkk_ | _________._ (e e G mcmmmmms TA - - - - Lo, N
DB1*030201 --------- R e T G —-mmmmmme e C - -TAmmme cmmmee e
DQB1* 030202 REERFFFRK L Ll il il ill__. G e e C oo o TAmme oo
DQB1*0304  --------- R U G - “TA-- - - - C m o TArmmme mmmeeeoo
DQB1* 030501 REEEFFFH L Ll il il il G cmmmmmee- GG - -G s TAemme e
DQB1* 030502 K®RAERRAX L L Ll il il ... G e GG <~ --C oo TAmeo e e
DQB1* 030503 REERFFFRK L Ll il il iil__. G cmmmmmeee- GG - -G s TAemme e
DQB1*0401  --------- TR e R G ---T------ GG ----C ---TA---- oo
DQB1*0402 ~  -eee----- C e s C - GG ----C ~--TA-mmm mmmmmmmman
DQB1* 060101 --C----- R Cl-------- R S (S G - STA--- - - C ---TAmcoe cemeoo oo
DQ?)].*OGOJ.OZ @ S G -ccmmemman CTA----- C monTArmmmm e
DQB1* 060103 ceCme- e [of PN G S I G cemmmen- CTA---- P
DQB1*0602 o -------- s e B G cmmmmmmeee oo C e TAemme e
DQB1*0603 o -------- e e e eeeeee e e e G cememmeeee e AGC ---CAmmme e
DQB1*060401 --------- e e e e o G crmmmmmmme e AC ---CA --cn commmeooos
DQB1* 060402 LR e e e e e e G cememmeeee e AGC ---CAmmme e
DQB1*060501 --------- e e o G e e AC c - TAcmme oo
DQ31*060502 HAKKKKKKE Kk KKK XA Ak KRR A AR A KK h AA A A Ak hh ok Ak ok ok kkhhkx ko k k(3 oommmooooo oo AC - -TA-mcme mmmceeeaas
[x331*0607 khkkkhkhhkh K* KhXIKRKRKIKRE | _ L L L L L Ll et a2 - G mmmmmmmmme emeoos AGC ---CAommmm mmmmeeeaan
EX;B1*0608 R I T i G’ ________________ A'C' "'CA _______________
DQB1*0609 o c-------- el il il G e e A C c - TAcmme e
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210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
DQB1* 0201 AGAGATCGTG CGCTTOGACA GCGACGIGGG GGAGTTCOGG GOGGTGACGC TGCTGGGGCT GCCTGOOGOC GAGTACTIGGA ACAGCCAGAA GGACATCCTG
DQB1* 050101 G--TA === =m--sooii io-iioo-- R N N C-A---- G----- TTove mmmmmmmmon coiooiioo- TAG----
DQB1* 050102 R T C-A---- G----- ) I e AG----
DQB1* 050201 R R C-A---- Y S e AG----
DQB1* 050202 e S N C-A---- e J Y S e AG----
DQB1* 0504 e R C-A---- Y
DQBL* 0202 s mmmmmmmm e e e e e et e e e oo
DQB1* 030101 G--TA-CA ---cmmmmme e N Crmmmn- C----- Acmmm s oo e AG----
DQB1* 030102 G--TA -G wcmmmmmmme e N Commmn- C--n-- Acmmm oo e e AG----
DQB1* 030201 G --TA-CA --mmmmmem ceoa o S N Crmmmn- C o mmmmmmmmmn e oo - AG----
DQB1* 030202 G --TA-CA ~-cmmmmmee e S N Commmn- C o mmmmmmm e e e e AG----
DQB1* 0304 G--TA-CA ---mmmmmme e s Crmmmn- C o mmmmmmmme e e - AG----
DQB1* 030501 G--TA -G -mmmmmmee e S N Commmn- C o mmmmmmm e e e e AG----
DQB1* 030502 G--TA -G -mmmmmmmem e S N Crmmmn- C o mmmmmmmme e e - AG----
DQB1* 030503 G --TA-CA ~-cmmmmmee oo S N Commmn- C o mmmmmmm e e e e AG----
DQB1* 0401 G--TA -G -mmmmmmee ceoaoe S N Crmmmn- G- T--A-rm mmmmmmmn- A
DQB1* 0402 G--TA -G wmmmmmmee e S N C-mmnmn-- G- T- A mmmmmmemn- .
DQB1* 060101 R S N C-A---- G----- Acmmm e e e
DQB1* 060102 e S N C G-A---- G----- Ao oo e oo
DQB1* 060103 R S N C-A---- G----- Acmme e e o
DQB1* 0602 R B A N o C-A---- G----- N - AG ----
DQB1* 0603 G--TA -G -mmmmmmmme e S T--A--Coammmmemes C-A---- G----- A - AG----
DQB1* 060401 G--TA -G -mmmmmmmem e R C-A---- G----- TTome mmmmmmmmme meeeos - AG----
DQB1* 060402 G--TA -G wmmmmmme e coT--A--Coammmmmm s C-A---- G----- ) I e AG----
DQB1* 060501 G--TA -G -mmmmmmmee ceoeaoee N C-A---- G----- TTome mmmmmmmmme meeeeos - AG----
DQB1* 060502 G--TA -G -mmmmmmee e T C-A---- G----- A e AG----
DQB1* 0607 G--TA -G -mmmmmmmee ceoeaoee R Y o C-A---- G----- N - AG----
DQB1* 0608 R c T A --C e C-A---- G----- ) I - AG ----

DQB1* 0609 G--TA-C wrmmmmmcme meeeomaos . C-A---- G----- TTem mmmmmmmime e - AG----
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DQB1* 0201
DQB1* 050101
DQB1* 050102
DQB1* 050201
DQB1* 050202
DQB1* 0504

DQB1* 0202

DQB1* 030101
DQB1* 030102
DQB1* 030201
DQB1* 030202
DQB1* 0304

DQB1* 030501
DQB1* 030502
DQB1* 030503
DQB1* 0401

DQB1* 0402

DQB1* 060101
DQB1* 060102
DQB1* 060103

DQB1* 0602
DQB1* 0603
DQB1* 060401
DQB1* 060402
DQB1* 060501
DQB1* 060502
DQB1* 0607
DQB1* 0608
DQB1* 0609

Exon2 Exon3->

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
GAGAGGAAAC GGGCGECGGT GGACAGGGTG [TGCAGACACA ACTACCAGTT GGAGCTCCGC ACGACCTTGC AGCGGCGAG T GGAGCCCACA GTGACCATCT
---G-0CC ----- g G-G --CTA--- GG-T-C-- --A A = cmmmmmmme cmieaaa
---G-CCC ----- T---=- —----- A--- —m e oo o oo G-G --CTA--- GG-T-C-- --A--*%%* % xkkkkkkhkx *kkkkhkhkxx
---G-0CC ----- | Acme mmmmeeee ol G-G --CTA--- GG-T-C-- --A A = cmmmmmmm cmieaaa
---G-CCC ----- T---=- —----- A--- —m e oo m oo G-G --CTA---- GCG-T-C-- --A--Ax** * *xkkkkkkkk dkkkkkkkkx
___(BA_GC_ _____ T____ ____________________ _khkkkhkkhk khkhkkhkhkhkhkkhk khkhkkhkhkhkhkhkk khkhkhkhkhkkhkk Kk khkkhkkhkhkhkkk khkkkkkkkkk
------- 6
_______ CC mmmmmm A T- mmm e c G mm e m e e o e e e e e e e e e e e e e mmmme e memmmaao K RKKKKKRKKKK kKKK K KA KKK
------- T
_______ CC mmmccc A G mmmmea G mmm m e e o e e e e e e e e e e e e e mmmme e mmmmmaao K RKKKKKRKKKK KKK KKK KKK
------- T
------- 6
_______ CC mmmm e m A T- mmm o oG m mm m e e e e e e e e e e e e e e e e mmm e e mmem—aa kK Rkkk Rk kk Kk kK Rk kKA kk K
_______ CC mmmmmm A T- mmm e a G mm e mm e o e e e e e e e e e e e e e e e mmmme e memmmaao K KKKKKKRKKKK KKK K KA KKK
---GA-GC ----- ) S e oo
---GAGGC ----- Toeoe mmee- 6 e e
------- T €
_______ CC A - A T- mmmcaCrmmm mmmmo o kk kK KRR KKAKRKKE KK KKK KARKK KKK KRR K AT AXKK AR KKk AAKKAAKKAX KA AR KA Ak k%
------- T i Y ¢ S €
-G --CC ------ AT ----- Crmm mmmmmmmmee e G-G --CT----- GG -T----- Ce A A e e e
-G --CC ------ AT- ----- Cmmm e e G-G --CGT----- G -T----- ce A e A s e ool
------- CC ------AT ---e-Crm mmmeeeeeee =G -G -G TA--- GG -T-C-- --A A = mmmmmmmmee ceeeeeo
------- CC ------AT- =cc--Comm cmmmmccne coeaG -G --GTA--- G -T-C-- --A-A-s = mmmmmmeiae oo
------- CC ------AT ---e-Cm mmmeeeecee =G -G -G TA--- GG -T-C-- --A A = mmmmmmmmee ceeeee o
_______ CC m---o= A T- -----C-*** kkkkkkkkhk hhkhkhhhhdhk hhhhhhhhhd khkhkhhhkh khhkkhkhdhk * Khkhkhhkhhkk *hkhkkkhk*
_______ CC ------AT- -----C--- mcccmcccce =cc--GC -G --GCGTA---- CG-T-Cr**x xkxkxkkkx * *hkkkkkkkk Fkkkkkkrkx
---G--CC ------ A-T- ----- C - mmmmmmeeee aao - G-G --CGT----- GG -T--*** *kkkkkhhk & Fkkhhhrhhhd Fhkrhrhxxhhks*
------- CC ------AT ---e-Cm mmmeeeecee =G -G -G TA--- GG-T-C-- --A A = mmmmmmmmae oo
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DQB1* 0201

DQB1* 0202

DQB1* 030101
DQB1* 030102
DQB1* 030201
DQB1* 030202
DQB1* 0304

DQB1* 030501
DQB1* 030502
DQB1* 030503

DQB1* 0201
DQB1* 0202

DQB1* 030101
DQB1* 030102
DQB1* 030201
DQB1* 030202
DQB1* 0304

DQB1* 030501
DQB1* 030502
DQB1* 030503
DQB1* 0309

DQB1* 0201
DQB1* 0202

DQB1* 030101
DQB1* 030102
DQB1* 030201
DQB1* 030202
DQB1* 0304

DQB1* 030501
DQB1* 030502
DQB1* 030503
DQB1* 0309

410

420

430

440

CCCCATCCAG GACAGAGGCC CTCAACCACC ACAACCTGCT

kkkkkhkkkkhk*k

kkkkkkhkkkhk*k

kkkkkhkkkkk*k

*kkkhkkkkhkkkhk*k

kkkkkkhkkkhk*k

kkkkkhkkkkhk*k

kkkkkkhkkk*x

R S R

520

kkkkkhkkkkhk*k

*kkkhkkkkhkkkhk*k

530

ACACGCTGCECG TTGIGTCCAC

et AC---

Rk S

khkkkkkhkkk*x

e AGC---

kkkkkkhkkk*k

khkkkkkhkkk*x

e AGC---

khkkkkkhkkk*x

kkkkkkhkkk*x

kkkkkhkkkkhk*k

*kkkkkkhkkhk*k

*kkkhkkkkhkkkhk*k

kkkkkhkkkkhk*k

kkkkkkhkkk*k

Rk S I

kkkkkkhkkkk*k

Rk S S

khkkkkkhkkk*x

kkkkkkkkk*k

kkkkkhkkkkk*k

*kkkhkkkkhkkkk*k

kkkkkhkkkkk*k

*kkkhkkkkhkkkhk*k

_____ C---

650
GCCCCATCAC
Accmmmme -
*khkkkkkkkk*k
Ac-nmmn- T
*khkkkkkkkk*k
Acmmmmm oo -
Accemmn- T

kkkkkkkkhk*k

kkkkkhkkkkhk*k

kkkkkkhkkk*k

Rk S S

kkkkkkhkkk*k

R S S

kkkkkkhkkk*x

kkkkkkhkkk*k

470

480

490

500

TCTATCCAGC CCAGATCAAA GTCOGGIGGT TTCGGAATGA

kkkkkhkkkkhk*k

*kkkhkkkkhkkkhk*k

kkkkkhkkkkhk*k

*kkkhkkkkhkkkhk*k

*kkkhkkkkkkhk*k

kkkkkhkkkkk*k

kkkkkkhkkk*k

kkkkkkhkkk*x

580

kkkkkhkkkkk*k

*kkkkkkkkk*k

590

GIGATGCTGG AAATGACTCC

kkkkkkhkkk*k

khkkkkkhkkk*x

Rk S R

kkkkkkkkk*k

--------- G

kkkkkkhkkk*k

khkkkkkhkkk*x

600
CCAGCGTGGA

- ABATGACTCC

CCAGCA

kkkhkkkkkkk*k

kkkkkhkkkkhk*k

kkkhkkkkkkhk*k

kkkhkkkkkkhk*k

kkkkkhkkkkhk*k

R S S

kkkkkkhkkk*k

khkkkkkhkkk*x

kkkkkkhkkk*x
_kkkkkkk

L _kkkkkkk

Rk S S

kkkkkkhkkk*k
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6.5.2 Haufig vorkommende HLA-DRB1-Allele
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

DRB1*010101
DRB1*010102
DRB1*010201
DRB1* 010202
DRB1*0103

DRB1* 030101
DRB1* 030102
DRB1* 030201
DRB1* 030202
DRB1* 0304

DRB1* 040101
DRB1* 040102
DRB1* 0402

DRB1* 040301
DRB1* 040302
DRB1* 0404

DRB1* 040501
DRB1* 040502
DRB1* 040503
DRB1* 040504
DRB1* 040701
DRB1* 040702
DRB1* 040703
DRB1* 0408

DRB1*070101
DRB1*070102
DRB1* 080101
DRB1* 080102
DRB1* 080401
DRB1* 080402
DRB1* 080403
DRB1* 080404
DRB1* 0805

DRB1* 0806

DRB1* 090102
DRB1*100101
DRB1* 100102

CACGTTTCTT GTGGCAGCTT AAGTTTGAAT GICATTTCTT CAATGGGACG GAGCGGGIGC GGTTGCTGGA AAGATGCATC TATAACCAAG AGGAGTCCGT

kkkkkhkkkkk*k

kkhkkkhkkkkhkk*k

kkkkkkkkk*k

hokkkkok kK _ _
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DRB1*110101
DRB1*110102
DRB1*110103
DRB1*110104
DRB1*110105
DRB1* 1102

DRB1*1103

DRB1* 110401
DRB1* 110402
DRB1* 120101
DRB1* 120102
DRB1* 130101
DRB1* 130102
DRB1* 130103
DRB1* 130201
DRB1* 130202
DRB1* 130301
DRB1* 130302
DRB1* 1305

DRB1* 1308

DRB1* 140101
DRB1* 140102
DRB1* 1404

DRB1* 140701
DRB1* 140702
DRB1* 150101
DRB1* 150102
DRB1* 150103
DRB1* 150104
DRB1* 150105
DRB1* 150201
DRB1* 150202
DRB1* 150203
DRB1* 1503

DRB1* 160101
DRB1* 160102
DRB1* 160201
DRB1* 160202
DRB1* 1605

-GA-T-CIC- -GGG --G

C--n-- G
Cmnn-- G
Cmn-- G
Cmnn-- G
Cmn-- G
Cmnn-- G
(o G
C--n-- G
(o G
C-mn-- G
(o G
C--nn-- G
Cmnn-- G
C--nn-- G
-------- G
-------- G
-------- G
-------- G
-------- G
-------- G
-------- G
----- T--G
-------- G
-------- G
-------- G
-------- G
-------- G
-------- G
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DRB1*010101
DRB1*010102
DRB1*010201
DRB1* 010202
DRB1*0103

DRB1* 030101
DRB1*030102
DRB1* 030201
DRB1*030202
DRB1* 0304

DRB1* 040101
DRB1* 040102
DRB1* 0402

DRB1* 040301
DRB1* 040302
DRB1* 0404

DRB1* 040501
DRB1* 040502
DRB1* 040503
DRB1* 040504
DRB1* 040701
DRB1* 040702
DRB1* 040703
DRB1* 0408

DRB1*070101
DRB1*070102
DRB1* 080101
DRB1*080102
DRB1* 080401
DRB1* 080402
DRB1* 080403
DRB1* 080404
DRB1* 0805

DRB1* 0806

DRB1* 090102
DRB1*100101
DRB1* 100102
DRB1*110101
DRB1*110102

210

220

230

240

250

260

270

280

290

300
GCGCT[TCGAC AGCGACGTGG GGGAGTACCG GGBCGGTGACG GAGCTGGGEC GGCCTIGATGC CGAGTACTGG AACAGCCAGA AGGACCTCCT GGAGCAGAGG
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DRB1*110103
DRB1*110104
DRB1*110105
DRB1* 1102

DRB1*1103

DRB1* 110401
DRB1*110402
DRB1* 120101
DRB1*120102
DRB1* 130101
DRB1*130102
DRB1* 130103
DRB1*130201
DRB1* 130202
DRB1*130301
DRB1*130302
DRB1* 1305

DRB1*1308

DRB1* 140101
DRB1*140102
DRB1* 1404

DRB1*140701
DRB1* 140702
DRB1*150101
DRB1* 150102
DRB1*150103
DRB1* 150104
DRB1*150105
DRB1* 150201
DRB1*150202
DRB1* 150203
DRB1* 1503

DRB1* 160101
DRB1*160102
DRB1* 160201
DRB1*160202
DRB1* 1605

---AGC--
---AGC--
---AGC--
---AG CGA-
- - - AG CGA-
---AGC--
---AGC--
---AGC--
---AGC--
---AG CGA-
- - - AG CGA-
---AG CGA-
- - - AG CGA-
-- - AG CGA-
---AGC A
---AGC A

---AGC--
---AGC--
---AGC--
---AGC--
---AGC--
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DRB1*010101
DRB1*010102
DRB1*010201
DRB1* 010202
DRB1*0103

DRB1* 030101
DRB1* 030102
DRB1* 030201
DRB1* 030202
DRB1* 0304

DRB1* 040101
DRB1* 040102
DRB1* 0402

DRB1* 040301
DRB1* 040302
DRB1* 0404

DRB1* 040501
DRB1* 040502
DRB1* 040503
DRB1* 040504
DRB1* 040701
DRB1* 040702
DRB1* 040703
DRB1* 0408

DRB1*070101
DRB1*070102
DRB1* 080101
DRB1* 080102
DRB1* 080401
DRB1* 080402
DRB1* 080403
DRB1* 080404
DRB1* 0805

DRB1* 0806

DRB1* 090102
DRB1*100101
DRB1* 100102
DRB1*110101
DRB1*110102

CGGECCECEG TGGACACCTA (TGCAGACAC AACTACGGEGG TTGGTGAGAG CTTCACAGTG CAGCGGCGAG TTGAGCCTAA

310

320

330

340

350

C-TG----

360

370

380

Rk S

R S S
khkkkkkhkkk*x
kkkkkkhkkk*k
kkkkkkkkk*k
kkkkkkhkkk*x
kkkkkkhkkk*k
kkkkkkhkkk*x
kkkkkkhkkk*k
Rk S S
Rk S R
kkkkkkhkkk*k

-CCT---G

kkkkkkhkkk*k

kkkkkkhkkk*k
R S I
kkkkkkhkkk*k
khkkkkkhkkk*x

kkkkkkhkkk*x

390
GGTGACTGTG

*kkkkkkkkk*k

kkkkkhkkkkhk*k
*kkkkkkkkhk*k
kkkkkhkkkkhk*k
*kkkkkkkkk*k
kkkkkhkkkhk*k
kkkhkkkkkkhk*k
kkkhkkkkkkhk*k

kkkkkhkkkkhk*k

kkkhkkkhkkkkk*k
kkkkkkkkhk*k
kkkkkhkkkkk*k
kkkkkkhkkkhk*k

kkkkkhkkkkk*k

400
TATCCTTCAA

Rk S S

kkkkkkhkkkk*k

Rk S

kkkkkkkkk*k
Rk S S
kkkkkkhkkk*k
khkkkkkhkkk*x
kkkkkkhkkk*k
R S
khkkkkkhkkk*x

kkkkkkkkk*k

kkkkkkhkkkk*k
_kkkkhkkkkhkkk
kkkkkkkkk*k
khkkkkkhkkk*x
kkkkkkhkkk*k
Rk S S

kkkkkkkkk*k
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DRB1*110103
DRB1* 110104
DRB1* 110105
DRB1*1102

DRB1*1103

DRB1* 110401
DRB1*110402
DRB1*120101
DRB1*120102
DRB1* 130101
DRB1*130102
DRB1* 130103
DRB1* 130201
DRB1* 130202
DRB1* 130301
DRB1*130302
DRB1* 1305

DRB1*1308

DRB1* 140101
DRB1*140102
DRB1* 1404

DRB1* 140701
DRB1* 140702
DRB1* 150101
DRB1* 150102
DRB1* 150103
DRB1* 150104
DRB1* 150105
DRB1* 150201
DRB1* 150202
DRB1* 150203
DRB1* 1503

DRB1* 160101
DRB1*160102
DRB1* 160201
DRB1* 160202
DRB1* 1605

Y o SR
i G e -
_____ T----
i G e -
_______ A -
_______ A -
_______ A -
_______ A -
_______ A -
i G e -
R o SRR
R o SRR

et TG - - -

et TG - - -

kkkkkkhkkk*k

R S o S

kkkkkkhkkkk*k

R S S I

kkkkkkkkhk*k

kkkkkkkkhk*k

kkkkkkkkhk*k

kkkkkkkkhk*k

kkkkkkkkk*k
khkkkkkhkkk*x

kkkkkkhkkk*k

kkkkkkhkkk*k

khkkkkkhkkk*x

kkkkkkhkkk*k
Rk S S

kkkkkkkkk*k

kkkkkkhkkk*k
Rk S S
kkkkkkhkkk*x
kkkkkkhkkk*k
Rk S R
kkkkkkhkkkk*k
kkkkkkhkkk*k

khkkkkkhkkk*x

kkkkkkhkkkk*k
kkkkkkhkkk*k

khkkkkkhkkk*x

kkkkkhkkkkhk*k
kkkhkkkkkkhk*k

kkkkkhkkkkhk*k

kkkkkhkkkkhk*k

*khkkkkkkkhk*k

kkkkkhkkkkk*k
khkkkkkkkhk*k

kkkkkhkkkkhk*k

kkkkkhkkkkk*k

kkkhkkkkkkhk*k

kkkkkkkkhk*k
kkkkkhkkkkk*k
kkkhkkkkkkhk*k

kkkkkhkkkkk*k

kkkkkhkkkkk*k
*kkkhkkkkhkkkhk*k

_kkkkkkkkk

kkkkkhkkkkk*k

kkkkkkhkkkhk*k

kkkkkkhkkkk*k
Rk S L

kkkkkkhkkkk*x

kkkkkkkkk*k
khkkkkkhkkk*x
khkkkkkhkkk*k
_kkkkkkkk*k
kkkkkkkkhk*k
khkkkkkhkkk*k

kkkkkkhkkk*k

kkkkkkhkkk*k
R S
Rk S S
kkkkkkhkkkk*k
khkkkkkhkkk*x
kkkkkkhkkkk*k
kkkkkkkkk*k
R S S

kkkkkkhkkkk*k

kkkkkkhkkk*k

Rk S S
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6.5.3 Haufig vorkommende HLA-B Allele

110

120

130

140

150

160

170

CCG GCTCCCA CTCCATGAGG TATTTCTACA COTCCGTGIC CCGBCCCGEC CGCGEEGAGC CCCGCTTCAT] CTCAGTGEEC TACGTGGACH ACACCCAGTT

[ Exon2

73 80 90 100
B*070201 e e e e
B*070202 e e e e
B*070203 o
B* 070204 e
B*0705 e e e e
B*0801 e e e G--
B* 0804 I G--
B* 0805 e G--
B*1302 e e et e
B*1401 R e
B* 1402 S e e e
B*15010101 e e et e
B*1503 e e et e
B* 1507 KKK e e eemee emmmme—ao-
B* 1508 e e et e
B* 1509 e e e e
B*1510 e e et e
B*15170101 e e et e
B*15170102 e e e e
B*1518 e e e e
B*180101 T G --
B* 180102 FEK L i oo C--
B*2702 T G --
B*2704 R C--
B* 270502 T G --
B* 270503 FRK L i oo C--
B* 270504 e e e eeeeee oo G --
B* 270505 e C--
B* 270506 KRR oo G --
B*350101 e e e e
B* 350102 KRK L i iee aeeeeeao--
B* 3502 e e e e
B*3503 e e e e
B* 3504 S e e e
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B* 3505 e e il B € U S
B* 3508 e e il € S
B* 3520 ARH Ll i aiiiioaos U S
B*3701 e o
B* 3801 U G-
B* 390101 A G-
B* 390103 e e e e e e e e oo G-
B* 390104 o G-
B* 3903 e e e e e e e e oo G-
B* 3905 A G-
B* 390601 e e e e e e e e oo G-
B* 390602 A G-
B*400101 e o € N o SR -G T---
B* 400102 e e o o N G S -G T---
B* 400103 ARH Ll i ioooa- Con -G Ammm s e oo N G S -G T---
B* 400104 ARH Ll i iooo.- 0 N G S -G T---
B* 4002 e 0 N G S -G T---
B* 40060101 e Gmm mmmmmmm e e oo N G S -G T---
B* 40060102 e 0 N G S -G T---
B*4101 e e e o < NG S -G T---
B* 4102 e el 0 N G S -G T---
B*4201 e e e e e e e e e oo
B* 44020101 e e il B € N o SR -G T---
B*44020102S e e i A N G S -G T---
B* 440202 e € N G S -G T---
B* 440203 ARH Ll i aiiiioaos U N G S -G T---
B* 440301 e e il € N G S -G T---
B* 440302 e e i U N G S -G T---
B* 4405 e e il € N G S -G T---
B* 4501 e e e o N G S -G T---
B*47010101 e € N G S -G T---
B*47010102 e U N G S -G T---
B* 4801 e
B*4901 e e e o € N o SR -G T---
B*5001 e e il 0 N G S -G T---
B*510101 e e i U 1
B*510102 e e il € S
B*510103 ARH Ll i aiiiioaos U 1
B*510104 e € 1
B*510105 e e i A 1
B*510201 e e il € 1
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B*510202 e e i g s
B*5109 RAK L il il e LI
B*520101 e e i B s
B*520102 e e il e LI
B*520103 RXK Ll i i B s
B*520104 RAK L il oo e LI
B*5301 e e i B s
B*5501 e e il e B -G
B* 5502 e e i g B S R
B*5601 e e il e B e G-- -
B*570101 e e i g s
B*570102 RAK L il oo e e
B*570301 e e i g s
B*5801 e e il e e

B* 7301 e e ol Cm mmmmmee e ) s
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B*070201
B*070202
B*070203
B*070204
B*0705
B* 0801
B*0804
B* 0805
B*1302
B*1401
B* 1402

B*15010101

B*1503
B* 1507
B*1508
B*1509
B*1510

B*15170101
B*15170102

B*1518
B*180101
B*180102
B*2702
B*2704
B* 270502
B* 270503
B* 270504
B* 270505
B* 270506
B*350101
B* 350102
B* 3502
B* 3503
B*3504
B* 3505
B*3508

180

190

200

210

220

CGTGAGGTTC GACAGCGACG CCGCGAGTCC GAGAGAGGAG CCBOGGEECGE. - v v v v vvv v v e veee e

230

240

250

C CGTGGATAGA GCAGGAGGRG OCGGAGTATT]
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B*3520  esees-eees sesaiasasn snaseseaas B €Yo S A e il
B*3701 m-eeeeemee mmmmeeeeee aeeaeeaas et GAG - Gt e il il
S <11« e il A ---
B*390101 -eemmmme mmmmeme eememee e e e i A ---
B*390103  --eemeemn memmme emeeeoeo e e e il A ---
B*390104  -mememme mmmmeme e e e e e C A -A---
<11 e il o A ---
B*3905  meemeeme mmememe e e e e i A ---
B*390601 eeemeemn memeee oeeeeoeo e e e il A ---
B*390602  -eememme mmmmmmee e e e e i A ---
B*400101 c-e-eeees coeeeeoo- N D A e il
B*400102 ~  s-emeeeees eeeeoeeee- R P A e .
B*400103  cce-emeeos emeoeoae- N e N e i i
B*400104 s-e-eeeees seeoeeee- R D A e .
B*4002  eseessaean seseaaeaes Y N T A e il
B*40060101 ----e-eos amoeoeoan- N e N A e
B*40060102 ----s-c-s cooeoooan- N e @A e N
B*4101 ~  eseessmeas semeaaeaas Y N D A e il
B*4102  ceemeeeeee eeeeeeeee- R P A e .
5 5 e e
B*44020101 cce-eeeeos emceoeoan- N N At i il
B*44020102S ~  -cceecc--n mmeeeoooo- ce A B oA e e
B*440202  --e-e-eees eeeoeoae- Y N P A e e
B*440203  c-eeceecee coeeoeeoo- Y N T A e e
B*440301  c-e-eeeeos emeoeoae- Y N D A e e
B*440302  c-eeceeee comeoeeoos Y N D A e e
B*4405  cemeeees aeoeooae- Y N D A e e
B*4501 eseessmeen semeas-aes Y N T Ao e il
B*47010101 ----=--os aooeoooae- Y N B N N
B*47010102 ----emeeos ameoeoae- N e N A e
BY4801  meememme mmememe e e e e i il
B*4901 eseessmean semeea-aas Y N ¢ A e il
B*5001 ceemeeeees seeeeeeee- R e A e .
B*510101  ---e-ees emmmeeo ciaoaoooo B Y Yo S A i il
B*510102  =---e-em-- mmmeeeee aeeaeeaa- et GAG - Gt A eeme e il
B*510103  ------eees emmeeeo ceeoaoooo CCiGAC s s Gt e il il
B*510104 =---s-em-n mmmmeeeeee aeeaeaaa- et GAG - Gt A eme e il
B*510105 ~  ------eees smemeeo ceaoooooo et GAG - e G A i il
B*510201 =---e-em-s mmeeeeeee aeeaeeaa- et GAG - Gt A eeme e il
B*510202  ---e-eees emmeemeo ceeoaoooo St GAG - e G A i il

B*5109  s-emememes mememeee oo S-sGAG--- -G R R
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B*520101 ------iees meeeoioos oo St GAG - s r G c A e
B*520102 = ------eien mememenenn oo e GAG - -G f A e oo
B¥*520103 = ----ec---- meeeoiiies ooi-ooooo e rGAG S e R e
B*520104 ------eien mmmememenn oo e GAG - -G f A e oo
B*5301 s-eseieies meieioioio ioooooo- -t GAG - -G e
B*5501  ceeeo s e e T R
B¥*5502  mmeme e e e e e f e eememenene ceeeeeaeas
B*5601 seemmee e e e e e el oo
B*570101 -----eees mmeeeeos oeoooooo S rCAT--C -m G c A e
B*570102 = -----e-eis mmeeiieos ieeio-oo- s CGAT--C -- G- A e
B*570301 = -----eiees mmeeeeos oo S rCAT--C s- G c A e
B*5801 --e-e-eien memeneee oo R € O R

= £ 2 e il il
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260 270 280 CA 290 T/G 300 310 320 330 340 343 350
[GGGAGCGGAA CACACAGATC TACAAGGOCC AGGCACAGAC TGACCGAGAG AGCCTGOGGA ACCTGOGCGG CTACTAC. . . AAC CAGAGCGAGG CCG GGTCTCA
04 1 e e e e
017072107 e e e e
5L 04 71 T e e e e
B*0705  mmmmmemmm e e e e e e oo e e e e
B*0801 e e N - e e e e
B*0804 = c-eeeeeeen ceeenenaen B e e S
B*0805 e e o NN . e e e e
B*1302 -------- G G-------- -C---A-A-CA------ S Ao G GCG-T-G ------- fe oo e -
B*1401 = meeeeeeeee eeeeeaaaan N e e S
B*1402 = ceeeeeceen meeeneneen B N e e S
B*15010101 -------- G G-------- G- -A-A-CA------ T e el il L. e e e e
B*1503 -------- G G--nmmn-- G ---A-A-CA------ e e e e e
B*1507 -------- G G-------- G- -A-A-CA------ T e el L. e e e e
1101 “T----A-A-CA------ e e e e e
B*1509  cemmeemme mmmeeoo -G ---A-A-CA------ A e e e e
B*1510 emmeeemme ammeeoo -G---A-A-CA------ e e e e e
B*15170101 -------- G G---G-A ATG----- TCOC-G---- =T-mcenm-- Ao T-GC--T-C ~------ e e S
B*15170102 -------- G G---G-A ATG----- TOC-G--mn =Tommmmm-- N T-GC--T-C ~-mm--- e e e e
B*1518 ~  cemmeemme ammeeoo “G---A-A-CA------ s e e e e
B*180101  c-meeemme aemmeeoo G- -A-A-CA------ A e e e e
B 180102 c--eeeemme ammeeao G ---A-A-CA------ e e e e e
B*2702 - G G-------- -G------ ) A - T-GC-T-CG ------- e e fee emia-
B*2704  -----a-- G G---m---- Y U A e i C---- T-C --nm--- e e S
B*270502 -------- G G-------- G- A s e [ N C---- T-C coemm-- e e e e
B*270503 -------- G G--nmmn-- G- A e oo GA- - C---- T-C cecme-- e e e e
B*270504  -------- G G-------- -G------ A -mmm e e GA-------- C---- T-CG ------- e eemeoooo-- et eeoeao-
B*270505 o -------- G G--mmmn-- G- A e oo GA- - C---- T-C cecme-- e e e T
B*270506 -------- G G-------- G- A s e GA- - C---- T-C cceme-- e e e e
B*350101 c--eeeemme ammeeao “T----A-A-CA------ o e e e e
B*350102 ~  c-mmeeemme mmmmeooo “T----A-A-CA------ A e e e e
B*3502  e-meeeemme ammeaoo “T----A-A-CA------ e e e e e
B*3503  cemmeeemme mmmeeoo “T----A-A-CA------ A e e e e
B*3504 0 c-eeeeeeen seeenenoen ~T----A-A-CA------ i e e S
B*3505 ~ cemmeeeeme mmmeeoo “T----A-A-CA------ A e e e e
B*3508  c-meeeemme ammeeao “T----A-A-CA------ e e e e e
B*3520  cemmeeemee mmmeeoo G- -A-A-CA------ A e e e e
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B*3701
B*3801

B* 390101
B*390103
B* 390104
B*3903

B* 3905
B*390601
B* 390602
B*400101
B* 400102
B*400103
B*400104
B*4002
B*40060101
B*40060102
B*4101
B*4102
B*4201
B*44020101
B*44020102S
B* 440202
B*440203
B*440301
B* 440302
B* 4405
B*4501
B*47010101
B*47010102
B*4801
B*4901
B*5001
B*510101
B*510102
B*510103
B*510104
B*510105
B*510201
B*510202
B*5109
B*520101

-------- G G----mc-- <C---A-A-CA------
-------------------- -G ---A-A-CA------
-------------------- -G ---A-A-CA---n--
-------------------- -G ---A-A-CA------
-------------------- -G---A-A-CA---n--
-------------------- -G ---A-A-CA------
-------------------- -G---A-A-CA---n--
-------------------- -G ---A-A-CA------
-------------------- -G---A-A-CA---n--
-------- G G------=- -C---A-A-CA------
-------- G G----nn-- <C---A-A-CA------
-------- G G------=- -C---A-A-CA------
-------- G G----nn-- <C---A-A-CA------
-------- G G------=- -C---A-A-CA------
-------- G G----nm-- <C---A-A-CA------
-------- G G----nn-- <C---A-A-CA------
-------- G G------=- -C---A-A-CA------
-------- G G----nm-- <C---A-A-CA------
-------- G G-----n-- <C---A-A-CA------
-------- G G------=- -C---A-A-CA------
-------- G G-------- <0G --A-A-CA------
-------- G G------=- -C---A-A-CA------
-------- G G----nc-- <C---A-A-CA------
-------- G G------=- -C---A-A-CA------
-------- G G----cc-- <C---A-A-CA------
-------- G G------=- -C---A-A-CA------
-------- G G----nn-- <C---A-A-CA------
-------- G G------=- -C---A-A-CA------
-------- G G----nn-- <C---A-A-CA------
-------- G G------=- -C---A-A-CA------
-------- G G----mc-- <C---A-A-CA------
-------------------- ~T----A-A-CA------
-------------------- ~T-e--A-A-CA--mn--
-------------------- ~T----A-A-CA------
-------------------- ~T----A-A-CA--mn--
-------------------- ~T----A-A-CA------
-------------------- ~T-e--A-A-CA--mn--
-------------------- ~T----A-A-CA------
-------------------- ~T-e--A-A-CA--mn--
-------- G G------=- -C---A-A-CA------
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B*520102
B*520103
B*520104
B*5301
B*5501
B*5502
B*5601
B*570101
B*570102
B*570301
B*5801
B* 7301

-C---A-A
-C---A-A
-C---A-A
“T----A-A
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B*070201
B*070202
B*070203
B*070204
B*0705
B*0801
B* 0804
B* 0805
B*1302
B*1401
B*1402

B*15010101

B*1503
B* 1507
B*1508
B* 1509
B*1510

B*15170101
B*15170102

B*1518
B*180101
B*180102
B*2702
B*2704
B* 270502
B* 270503
B* 270504
B* 270505
B* 270506
B* 350101
B* 350102
B* 3502
B*3503
B* 3504
B* 3505

[ Exon3
350

360

370

380

390

400

410

420

430

440

GGTCTCA CACCCTCCAG AGCATIGTACG GCTGOGAQGT GGGGCOGGAC GGACGOCTCC TCOGOGGACA TGACCAGTAC GOCTACGACG GCAAGGATTA

-CG----T-
T-G----T-
T-G----T-
e Gammm--
e S
e S
e Gammm--
e S
S o S
S o S
e S
e Gammm--
e S
“AT----- T-
“AT----- T-
“AT----- T-
“AT----- T-
“AT----- T-
“AT----- T-
“AT----- T-
-G ----T-
-G ----T-
-G ----T-
-G ----T-
-G ----T-

S N
A - -
S N
A - -
-A------ TA
A ----- T-
Sy N T-
________ C
________ C
________ C
________ C
A - -
CC---- G-
CC---- G-
________ C
________ C
________ C
CC---- G-
CC---- G -
CC---- G-
CC---- G -
CC---- G-
CC---- G -
CC---- G-
________ C
________ C
S N
________ T-
S N
________ C
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-111 -

B*3508 @ ------- --T-A---- B C ------ Cmm mmmm e meee eemeeeeaa
B*3520 @ ------- --T-A---- --G----T- - C ------ @
B*3701 @@ ------- DY M- S S o T-
B*3801 @@ ------- m-eeo----- S
B*390101 W ------- c-eeao--- S
B*390103 ------- ---------- S
B*390104 @ ------- meeaa--- S
500G 710 5
B*3905 0 c--eeee aeeea-- S
B*390601 ------- 1 1€ € ¢
B*390602 @ ------- N N 1C'C S ' c D
B*400101 ------- ---------- S
B*400102 ------- ---------- R € e e
B*400103 ------- ---------- S
B*400104 - ------ ---------- Rl € o I
010 e e e
B*40060101  ------- B 1 1€ € ¢ S
B*40060102  ------- Rl 1€ C o & € o P I
B*4101 @ ------- SRR 1 1€ C U DU
N 0 - e e e
B* 4201 = c e e mme e e e e mme e e e e e e e e e e mme e e e e
B*44020101  ------- --T-A---- € o e T-
B*44020102  ------- --T-A---- € T T T-
B*440202 ------- --T-A---- € o e T-
B*440203 ------- --T-A---- € T T T-
B*440301 «  ------- --T-A---- € o e T-
B*440302 ------- --T-A---- € o R e L T T-
B*4405 = ------- --T-A---- € o e T-
B*4501 @ ------- ---TTGG-- --G----T- -------- C ------ Cmm mmmmmmmeee e T-
B*47010101  ------- ---------- € I B T T-
B*47010102  ------- ---------- S o T-
10 i A I e
B*4901 @ ------- ---TTGG-- --G----T- -------- C ------ Cmm mmmmmmmeee e T-
B*5001 @@ ------- ---TTGG -- --G----T- -------- C ------ 2 T-
B*510101  ------- I 1€ € ¢ S
B*510102 ------- N N 1€ 'C Y ' c DU
B*510103 W ------- I 1€ € S
B*510104 ------- NS N 1C'C S ¢ U
B*510105  ------- B N 1€ € ¢ S
B*510201 «  ------- N N 1C'C Y ' c DU
B*510202 ------- B N 1€ € S

________ C
________ C
Ao T-
Ao T-
Ao T-
Ao T-
Y N T-
Ao T-
Y N T-
Ao T-
Y N T-
Y N
Y N
Y N
S N
S N
Y N
S N
Y N
Y N
Y N
_______ G -
_______ G -
_______ G -
_______ G -
_______ G -
_______ G -
Ao TA
CcC---- G-
CcC---- G-
Y N
Ao TA
Ao TA
Y N
Y N
Y N
Y N
Y N
S N
Y N
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B*5109 ------- SRS & (C'C YRR ' SRR N A
B*520101 ------- 1 1 G A m e e S N
B*520102 ------- Rl 1€ C R 0 € R e I A e e A
B*520103 ~  ------- 1 1 G A m e e S N
B*520104 ------- el 1€ € 0 € e e T A e e A
B*530101 ------- --T-A---- --G----T- mee- - C ------ Cmm s e oo G mmmmmmmmme eeeioo oo
B*5501 @ ------- ---TTGG-- -CG----T- -------- G mmm e e eiiee e Ao 17
B*5502 @ ------- ---TTGG-- -CG----T- -------- G mmm e e e A - TA o oo oo o
B*5601 @ ------- ---TTGG-- -CG----T- -------- G mmm e e eiiee e Ao 17
B*570101 ------- S T-A - 1 S G mmmm e e
B*570102 - ------- - T-A---- [ [0
B*570301 ------- --T-A---- ] e A e e ieiiiii eeliioo.
B*570302 ------- --T-A---- €] € S A e e e e e
B*5801 @ ------- --T-A---- --G----T- mmee- - C ------ Cmm s e e G mmmmmmmmme eeeio oo

B*7301  ------- e TTGG -~ ~CGmmm-Tr mmmmmmn- A smmmmme e e T A-o--- S SR
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- 113 -

450 460 470 480 490 500 510 520 530

CATCGCOCTG AACGAGGACT TGOGCTCCTG GACCGOCGOG GACACHGEOGG CTCAGATOAC CCAGOGCAAG TGAGAG. . . GOGG OCOGTGAGGC
B¥070201 < - m e e e i i il il il A
= 720 710 Ll il
= 0 20 710 .
= 20 710 S Ll il
BY0705  com e e e e e i il il il .
B¥0801 ~  c-e-meemee mmememe s eooos [ o L. T -
B*0804 ~  c-s-memee mmememe eaeaiaoo ool G- --me- Commm mmmmmme e oo e e T--- -
B*0805 ~  c-e-memee mmememe eeeaean eooo- G-n mmme- Cmom e e ool L. Too- -
B*1302 c-eememmee mmeemeeoa- N G- mnme- o S . Tooo .
B*1401 c-e-memmem emeemeoa- ce A o G- -ome- Commm mmmmmmmm e oo e e -
B*1402 ~  c-eememmee mmeemeoa- ce A o G- --me- Commm mmmmmmme e oo e
B*15010101 - -=--=--e- c-cooco-a- N e Ll il
B*1503  cecmemeeee emeeoa-- S N G m o e e i il .
B*1507 ~  ceecmeemee mmeemeoas N Gron s meen el il lll Ll il
B*1508 cccmemeeee emeeooa-- S N G m o e e i il .
B*1509 ceecmeemee mmeeoeooa- N e Ll il
B*1510 cecmemeeee emeeoa-- S N G m o e e il il .
B*15170101 - -=--=--em cocooooa- N e Ll il
B*15170102 - -=--=--e- c-ca-ca-a- N e il
BY1518 cecmemeeee emeeooa-- S N G m o e e i il .
B*180101 - ----s--e- ameaoooa- N G-n mmme- o L. T -
B*180102 - ----e-se- mmeemeoa- N G- e Comom et el ol . T .. .
B¥2702  cmeemeemee emeeeeoas e A e e il il il .. L. Too- -
B*2704  cmemeemee aeeeooa- A e e e e e o e e
B*270502  c-ec-eemee mmeemeoa- A e e il il il ol L. T -
SR (0170 1 SN A i il A momeeee e ool . T .. .
SR (01570 At e il il il ol L. Too- -
B*270505 ~  c-e--e-se- mmeemeooa- e A e e il i il Lol . T .. .
B*270506 - --c-e-mee mmeeoeooa- At e e il il il .. L. Too- -
B*350101 - -e--e-se- mmeemeoa- N G- e o . T .. .
B*350102 - -e--e--e- mmeeoe-a- N G-n mmme- Cmom e e ool L. Too- -
B*3502  c-e-ee-eee mmeemeeoa- N G- mnme- Comom et el ol . Tooo .
B*3503  c-e--emmen ameeoeooa- N G-n mmme- Cmom e e ool L. T .. .
B*3504  c-eemeemee eeeemeoa- ce A o G- m-me- Commm mmmmme e oo e e T--- -

B*3505 ~ ce--eees ceeooooe- S N Go- —omn- Croem e il . . Teen -
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B* 3508
B*3520
B*3701
B*3801

B* 390101
B*390103
B* 390104
B*3903

B* 3905
B*390601
B* 390602
B*400101
B* 400102
B*400103
B*400104
B* 4002
B*40060101
B*40060102
B*4101
B*4102
B*4201
B*44020101
B*44020102
B* 440202
B* 440203
B*440301
B* 440302
B* 4405
B*4501
B*47010101
B*47010102
B*4801
B*4901
B*5001
B*510101
B*510102
B*510103
B*510104
B*510105
B*510201
B*510202

______ S P
------ e Y Y0
______ S P
______ T
______ S P
______ T
______ S P
______ T
______ S P
______ T
e ) T-
s ) P T-
e ) T-
s ) P T-
______ T
______ S P
______ T
------ Y Yo
------ feee eeeeeiTee- -------GAC
------ Py Yo
------ feee eeeeeiTee- -------GAC
------ Y Yo
------ feee eeeeeiTee- -------GAC
------ see cie-TC- -------CGAC
______ T
______ S P
------ e Y Y0
------ iy Yo
______ T
______ S P
B ) P T-
______ R
______ .
______ R
______ .
______ R
______ .
______ R
______ .
______ R
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B*5109 cceee-meen eemeeooaa- SN [N o e el T-
B 520101 =-------- sommeo-oa- S N G-- -am-- Cme e e oo il il T-
B 520102 c--ee-men cmeeoooa- SN G- e o il .. T-
B*520103 ~  c------s- co-meo-oa- S N G-- -am-- Cme e e oo il T-
B 520104 c--e-men comeeo-aa- SN G- men-- o il .. T-
B*530101 =------e-- so-meo-oa- S N G-- -am-- Cmme e e .. . T-
B*5501  cceee-mee eeeeooaa- SN G- omen-- o il .. T-
B*5502  s--e-mee- sommeo-oa- N G- —mn-- Cmme e e .. . T-
B*5601 c-eee-meen eeeeooa- SN G- omen-- o e ol D T-
B 570101 =------e- smmmeo-oa- S N e . S T-
B*570102 c--ee-men eemeeooea- SN e e ol D T-
B*570301 c------e- sommeo-oa- S N e . S T-
B*570302  c--ee-men eomeeoooa- SN G- omen-- Aeme et i ol e ol D T-

B*5801 c-e--e-men emeemeoa- A e G- —on-- Crm e e e e e e Toe e T
= G 2< {0 e e S P T.
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B*070201
B*070202
B*070203
B*070204
B*0705
B*0801
B* 0804
B* 0805
B*1302
B*1401
B*1402
B*15010101
B*1503
B* 1507
B*1508
B* 1509
B*1510
B*15170101
B*15170102
B*1518
B*180101
B*180102
B*2702
B*2704
B* 270502
B* 270503
B* 270504
B* 270505
B* 270506
B* 350101
B* 350102
B* 3502
B*3503
B* 3504
B* 3505

550

560

570

580

590

600

610

619 0

AGAGCCTACC TGGAGCGOGA GTGCGTGGAG TGGCTCCGCA GATACCTGGA GAACGGGAAG GACAAGCTGG AGCGCGCTG A CCCCCCA. . . AAG

kkkkkkhkkhkkhkkkhk*k

khkkkkkhkkhkkhk*k

kkkkkkhkkhkkhkkkhk*k

khkkkkkhkkhkkhk*k

kkkkkkhkkhkkhkkkhk*k

khkkkkkhkkhkkhkx*k

R S I R

R S I R

630
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B* 3508
B*3520
B*3701
B*3801

B* 390101
B*390103
B* 390104
B*3903

B* 3905
B*390601
B* 390602
B*400101
B* 400102
B*400103
B*400104
B* 4002
B*40060101
B*40060102
B*4101
B*4102
B*4201
B*44020101
B*44020102
B* 440202
B* 440203
B*440301
B* 440302
B* 4405
B*4501
B*47010101
B*47010102
B*4801
B*4901
B*5001
B*510101
B*510102
B*510103
B*510104
B*510105
B*510201
B*510202
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B*5109 __________________ C'I' ____________________ __C _________________ __G_C____C _______ G_ * *hkkhkkkhkkkkkkkx
B 520101 c-----ce-- s--e--- o B -GG ---C - G - —-e----
B*520102 c-cec-eeon comeo-- o B -GG ---C - G - ceee-e-
B*520103 __________________ C'I' ____________________ __C _________________ __G_C____C _______ G_ * R IR I S I O
B*520104 __________________ C'I' ____________________ __C _________________ __G_C____C _______ G_ * *hkkhkkkkkhkkkkkx
B*530101 c-----ce-- s--e--- o -GG ---C - G - —-e----
B*5501  c-eec-eeon ameoe- o -GG ---C - G - ceeo-e-
B*5502 o c--e--een a-meo-- AC == mmmme e ol il -GG ---C - [CHE
B*5601 c-eecmeeen ameoe- o B Y Y ¢ S G - ceeooe-
B*570101 -------eo- a-me--- o e -GG ---Cemmmn- G - c-eo---
B*570102 __________________ C'I' ________________________________________ __G_C____C _______ G_ * *hkkkkhkkkkkkkx
B 570301 c-----ce-- m-meo-- o -GG ---C e [CHE
B*570302 c-cec-eeon ameon- o B Y Y ¢ S G - ceeo-e-
B*5801 o c--e-meeon a-eo-- o -GG ---Cnmmn- [CHE

B*7301  mmmeem mmmmeeen e oo B -G GC---Cammmnn- G - ce----
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