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1. Einleitung und Problemstellung
1.1 Einleitung

Das Immunsystem des Menschen dient der Abwehr korperfremder oder pathogener Strukturen.
Dringen derartige Substanzen in den Organismus ein, so werden sie als solche erkannt und in
einer Vielzahl von Reaktionsketten eliminiert oder eingeddimmt. Am Anfang vieler
Immunreaktionen steht zundchst eine unspezifische Abwehrreaktion, erst spéter entwickelt sich
eine gezielte Abwehr. Diese ist durch das Antikdrper- Antigenprinzip gekennzeichnet, in dem ein
Antikorper eine spezifische Struktur der korperfremden Substanz, das Epitop, zu erkennen und
sich an diesem zu binden vermag. Strukturen, die ein Epitop aufweisen, heilen Antigene. Hat
sich der Antikorper an das Epitop gebunden, so kann der Antikorper- Antigen- Komplex
wiederum von zellgebundenen Rezeptoren erkannt und mittels eines Rezeptors in die Zelle
internalisiert werden. Die in der unspezifischen Reaktion in die Zelle phagozytierten Antigene
konnen dann durch zelleigene Mechanismen unschéddlich gemacht werden. Aus den
Bruchstiicken des Antigens, die dabei in der Zelle entstehen, kann eine spezifische und
wiederholbare Immunantwort in Form der Antikorper- Produktion aufgebaut werden. Diese
Antikorper stehen dem Organismus bei erneutem Kontakt bereits zur Verfligung, so dass die
Abwehr der Fremdproteine zu einem fritheren Zeitpunkt stattfinden kann (67).

Obwohl das Immunsystem dem Kdrper hilft, sich vor schiadlichen EinfliiBen zu schiitzen, konnen
sich iiberschieBende Reaktionen des komplexen Systems gegen den eigenen Organismus richten.
Dieses Phdanomen ist auch als Autoimmunreaktion bekannt. Doch auch unterschiedliche Formen
einer vom Korper selber produzierten Struktur konnen als fremd gedeutet und entsprechend
bekdampft werden. So fiihren transplantierte Organe und Blutprodukte, die denen des Organismus
nicht vollstidndig gleichen, zu Immunreaktionen. In der Schwangerschaft konnen iibergetretene
Strukturen des Kindes- in den miitterlichen Organismus eingetreten- ebenfalls zur
Antikorperbildung der Mutter gegen kindliche Antigene fiihren.

Das Immunsystem ist kein starres Konstrukt, sondern ist immer im Wandel begriffen.
Anderungen in dem System dienen der Anpassung des Organismus an sein duBeres Milieu und
helfen ihm, sich dort zu behaupten. So kommt es vor, dass eine Grundstruktur infolge kleinster
Veridnderungen auf genomischer Ebene in verschiedenen Zustandsformen auftreten kann. Diese
differenten Zustandsformen eines Gens werden als Allele bezeichnet. Die Entwicklung von
Allelen erfolgte im Laufe der Evolution, das Beibehalten einer neuen Struktur ist meist durch
eine bessere Anpassung an die Umwelt begriindet.

Die auf Granulozyten lokalisierten Neutrophilen Antigene (NA) stellen ein System dar, welches
eine derartige allelische Varianz aufweist. Aufgrund dieser Tatsache sind granulozytére
Antikorper fiir eine Vielzahl von Immunreaktionen verantwortlich zu machen, so fiir die
Neonatale Isoimmune Neutropenie (NIN) (74), die Autoimmunneutropenie (AIN) (1o; 17; 18; 20; 76)
und die Transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz (TRALI) 3; 118; 154). Obwohl
granulozyten- spezifische Antikorper als Ausloser immunologischer Erkrankungen schon seit
1960 bekannt waren (74, konnten Werner et al. erst 1986 das Neutrophilen- spezifische Antigen
A (NA) auf dem FcyllIb- Rezeptor lokalisieren (148). Nach der Entschliisselung der Sequenz einer
Copy- DNA (cDNA) des FCGR3- (Fcylll) Gens @11y wurden auch die fir den NA-
Polymorphismus verantwortlichen Basenaustausche identifiziert (101; 102). Neben dem HNA-la
(NA1), -1b (NA2) Polymorphismus gibt es noch eine dritte allelische Zustandsform des FeyIllb-
Rezeptors, das sogenannte ,FCGR3B*3- (SH) Allel“ 6. Die Zusammensetzung der
Auftretenshiufigkeit der genannten drei allelischen Varianten des Fcylllb- Rezeptors ist



populationsabhingig. So zeigen sich erhebliche Unterschiede beziiglich der Verteilung von
HNA-la (NA1l), HNA-1b (NA2) und HNA-1c (SH), wenn beispielsweise Populationen aus
Afrika mit Proben von in Taiwan beheimateten Chinesen verglichen werden (69). Unterschiede
der regionalen Verteilung der Allele sind in den zeitlich versetzten Wanderungsbewegungen der
afrikanischen Urbevolkerung zu suchen, die nach derzeitigem Forschungsstand den Grundstein
fiir unsere heutige Bevolkerung lieferte.

In letzter Zeit werden zunehmend mehr Mutationen oder verdnderte Zustandsformen der
FCGR3B*1- (NA1), -*2- (NA2), -*3- (SH) Allele des Fcylllb- Rezeptors nachgewiesen; meist
betreffen sie nur wenige Individuen 7). Sie sind jedoch ein geeigneter Anzeiger, um
regionalspezifische Verdnderungen von Populationen und ihren jeweiligen Anpassungen an ihre
Umgebung zu dokumentieren.

Alle drei Allele des HNA- Systems, das FCGR3B*1 (NA1l)-, FCGR3B*2 (NA2)- und
FCGR3B*3 (SH)- Allel, werden kodominant vererbt, d.h. ein Individuum, welches ein
FCGR3B*1 (NA1)- und ein FCGR3B*2 (NA2)- Allel tragt, weist die phdnotypischen Merkmale
beider Allele auf. Gleiches gilt auch fiir das FCGR3B*3 (SH)- Allel. Eine Besonderheit zeigt
sich beit HNA-1a/ -1b- und HNA-1c- positiven Individuen. Sie konnen Triger dreier FCGR3B-
(FcyRIIIB) Gene sein, die die Allele FCGR3B*1 (NA1), FCGR3B*2 (NA2) und FCGR3B*3
(SH) aufweisen (71). Anhand von Familienstudien wurde kiirzlich die Hypothese aufgestellt, das
FCGR3B*3(SH-) Allel werde in Kombination mit dem FCGR3B*1 (NA1)- Allel vererbt. (129).
Seit 1999 besteht eine neue Nomenklatur der Neutrophilen Antigene NA1, NA2 und SH (),
welche die vorherige Nomenklatur von Lalezari ablost (75; 122). Dabei entsprechen nun NA1—
HNA-la, NA2— HNA-1b und SH— HNA-Ic. lhre auf dem FCGR3B-(FcyRIIIB)- Gen
gelegenen Allele entsprechen NA1— FCGR3B*1, NA2— FCGR3B*2 und SH— FCGR3B*3.
Im Folgenden wurden das System der Neutrophilen- Antigene nach der neuen Nomenklatur
bezeichnet.

1.2  Problemstellung
Im Mittelpunkt der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit standen folgende Themen:

Die regionale Verteilung der drei Allele FCGR3B*1 (NA1), FCGR3B*2 (NA2) und FCGR3B*3
(SH) des HNA- Systems sollte in noch unbekannten Bevolkerungen untersucht werden. Die
gewonnenen Daten sollten dann mit schon vorhandenen HNA- Typisierungen verschiedener
Populationen verglichen und in einen Kontext zur Entwicklung und regionalen Verteilung der
erwidhnten Allele gebracht werden. Die Ergebnisse wurden im Hinblick auf die
Evolutionsgeschichte =~ des ~ Menschen  ausgewertet. =~ Weiterhin  sollten = mdgliche
Populationsunterschiede fiir HNA-1c (SH)- positive Trager dreier FCGR3B (FcyIlIB)- Gene
aufgedeckt werden.

- Untersuchung von DNA- Proben als Populationsstudie aus Bangladesch, Papua- Neu
Guinea, Ghana, Simbabwe, und Chinesen aus Taiwan sowie von Siidafrikanern
asiatischer Herkunft, farbigen Stidafrikanern und Amerikanern afrikanischer Herkunft mit
einer sequenzspezifischen PCR auf ihre FCGR3B*1-, -*2-, -*3- Allelzugehorigkeit.

- Bestimmung der Anzahl von FCGR3B (FcyIlIB)- Genen in ausgesuchten HNA-1c (SH)-
positiven Proben der Populationsstudie sowie vier HNA-1c- positiver Patienten mit einer
Sequenzanalyse und sequenzspezifischer PCR.



Anhand von Familienstudien sollte der Vererbungsmodus des FCGR3B*3 (SH)- Allels

untersucht werden, um zu klaren, ob das FCGR3B*3 (SH)- Allel nur an das FCGR3B*1 (NA1)-

Allel gekoppelt ist oder ob es auch als eigenstidndiges Allel weitervererbt werden kann.

- Analyse des Vererbungsmodus des FCGR3B*3 (SH)- Allels anhand von
Familienstammbaumen mittels Sequenzierung und sequenzspezifischer PCR.

FEine quantitative PCR unter der Verwendung der Light- Cycler Technik sollte Aufschluss

dariiber geben, ob die Kinder von Miittern, die ein vollstindiges Fehlen des FCGR3B- Gens

aufweisen, auch tatsidchlich nur ein FCGR3B- Gen besitzen. Dieses setzt voraus, dass der Vater

Trager von zwei FCGR3B- Genen ist.

- Quantifizierung der Anzahl von FCGR3B (FcyRIIIB)- Genen mit dem Light- Cycler in
Familien mit FcyRIIIb- defizienten Miittern.

Im Rahmen bereits vorbekannter Mutationen des FCGR3B (FcyRIIIB)- Gens, welche zu einer

Neonatalen isoimmunen Neutropenie des Kindes fithren konnen, sollte anhand zweier

Patientinnen das mogliche Auftreten einer neuen Mutation iiberpriift werden. Bei den Kindern

beider Patientinnen war es zu einer NIN gekommen, ohne, daf} eine der bisher als ursdchlich

bekannten Mutationen gefunden wurde.

- Sequenzanalyse des FCGR3B (FcyRIIIB)- Gens zweier Patientinnen, deren Kinder eine
NIN aufwiesen.

SchlieBlich sollte das Intron III des FcyRIIIb- Rezeptors sequenziert werden, um bei bekannter
Struktur Primer in das Intron legen zu kdnnen und so womdglich einen neuen Ansatzpunkt in der
Diagnostik der HNA- Typisierung zu schaffen.

- Sequenzanalyse des Intron III, FCGR3B (FcyRIIIB)- Gen.

2. Literaturibersicht

2.1 Granulozyten und ihre Membranproteine

2.1.1 Die Fc- Rezeptoren (FcR)

Fc- Rezeptoren sind Glykoproteine der Zelloberflache, die das Fc- Stiick von Antikdrpern zu
binden vermogen. Der eigentliche Antikorper setzt sich zusammen aus einem genetisch variablen
Anteil, Fab, der bei der Bindung eines Antigens von entscheidender Bedeutung ist und einem
genetisch wenig verdnderlichem Anteil, dem Fc- Stiick. Das Fc- Stiick dient unter anderem der
Internalisierung des Antigen- Antikdrper- Komplexes in eine zur Phagozytose befdhigten Zelle,
wenn es an einen entsprechenden Fc- Rezeptor gebunden ist (67). Es gibt drei Hauptgruppen von
Fc- Rezeptoren, die nach dem Antikorper benannt werden, zu dem sie eine spezifische Affinitét
haben. So bindet der Fca- Rezeptor IgA, der Fce- Rezeptor IgE und der Fcy- Rezeptor IgG (13s;
150).



2.1.2 Die Fcy- Rezeptoren (FcyR)

Die Fcy- Rezeptoren gehoren, mit Ausnahme des Fcylllb- Rezeptors, der Familie der Multichain
Immune Recognition Rezeptoren (MIRR) an, zu der auch die B- und T-Zell- Rezeptoren gehdren
36). Sie werden in drei Unterklassen eingeteilt (Tab. 2.1), erstens dem FcyRI (CD64), zweitens
dem FcyRII (CD32) und drittens dem FcyRIII (CD16) e¢; 46). Diese drei Rezeptoren binden mit
einer variablen Affinitit an den Fc- Anteil von monomerem oder komplexiertem IgG (149) und
sind auf dem langen Arm von Chromosom 1, Bande q 23- 24, kodiert (112). Fast alle Fcy-
Rezeptoren sind hetero- oligomere Komplexe, bestehend aus einer Liganden- bindenden a.-
Kette, deren extrazelluldre Regionen Disulfidbriicken aufweisen und eine immunglobulinartige
Doménen aufweisen. Weiterhin besitzen sie eine aus -, y-, und C- Ketten zusammengesetzte
Signalkomponente 36), wobei die y- - Komponente fiir die Signaltransduktion eine wichtige
Rolle spielt 68). AuBBer dem Fcylllb- Rezeptor, der lediglich durch eine Glycophosphoinositol
(GPI)- Struktur an die Zellmembran verankert ist (124), kommen alle Fcy- Rezeptoren in einer
transmembrandr verankerten Form vor. Die Funktion der Fcy- Rezeptoren besteht hauptsachlich
in der Beseitigung zirkulierender Immunkomplexe. Weiterhin férdern sie die Phagozytose von
IgG- beschichteten Partikeln durch Makrophagen (145, die Antigen Prisentation durch
immunkompetente Zellen 86) sowie die Elimination von IgG- beladener Zellen (Antibody
dependant Cellular Cytotoxity /ADCC) (107; 42). In Natiirlichen Killerzellen fiihrt eine Aktivierung
und Quervernetzung der Fcy- Rezeptoren zur Mobilisierung intrazelluldrer Calciumspeicher (ss),
in deren Folge eine vermehrte Zytokin- Produktion auftritt. Fcy- Rezeptoren konnen in zwei
Zustandsformen auftreten, zum einen als zellgebundener Rezeptor, zum anderen in einer gelosten
Form (soluble) (34; 53).

Die Fcy- Rezeptoren spielen in der Pathophysiologie einer Vielzahl von Krankheiten eine
entscheidende Rolle (144). So ist fiir Patienten mit Multipler- Sklerose (MS) eine verminderte
Anzahl von Feylll- Rezeptoren auf der Zelloberfliche von Granulozyten nachgewiesen worden,
die vermutlich mit einer verdnderten Phagozytosefdahigkeit von Immunkomplexen einhergehen
32; 41). Eine verringerte Phagozytosefdhigkeit der Granulozyten liegt auch bei Patienten mit
paroxysmaler nichtlicher Himoglobinurie (PNH) vor (s8). Bei dieser Erkrankung liegt ein Defekt
der Phosphoinositolverankerung vor, so dass in diesem Falle der phosphoinositolgebundene
Feylllb- Rezeptor auf den Granulozyten stark vermindert ist (19; 58). Jedoch kann auch das
Vorkommen verschiedener Allelkombinationen des Fecylllb- Rezeptors den Verlauf von
Krankheiten beeinflussen, so zum Beispiel bei der MS. So zeigen Studien an MS- Patienten, die
HNA-1a (NA1)- Homozygotie fiir den FcyRIIIb aufweisen, dass der Krankheitsverlauf weniger
schwerwiegend ist als der HNA-1b (NA2)- homozygoter MS- Patienten (9).

FcyRI (CD64) FcyRII (CD32) FcyRIII (CD16)
Molekulare Masse 72 kDa 40 kDa 50- 80 kDa
Affinitét fiir [gG (Ka) |Hoch (108-10° M) Niedrig (<107 M 1) I1Ia: Mittel
(~3x107 M 1)
IIIb: Niedrig
(<107M™
Rezeptor- v- Kette IIa: y- Kette [Ia: y- Kette, &- Kette, B-
Untereinheiten Kette
Verteilung, CD34+ myeloische Monozyten, IITa: Makrophagen, NK
grundsitzlich Vorstufen, Monozyten, M?krophagen, B-'Zellen, Zellen, Monpzyten
Makrophagen, Plattchen, basophile-, (Subpopulation), T Zellen




dendritische Zellen neutrophile-, eosinophile | (Subpopulation)
Induziert Neutrophile (IFN-y, G- Granulozyten, Langerhans | IIIb: Neutrophile
CSF) Zellen, Endothel Zellen
(Subpopulation), T- Zellen
(Subpopulation),
dendritische Zellen

[la: Monozyten (TGF-f)

Modulation T G-CSF, IFN-y, IL-10 | {: IL-4 T TGF-B
4 IL-4, 1L-13 d:IL-4

Affinitét

Murines IgG 2a=3>>>1,2b 1,2b>>2a 2a>2b>>1

Humanes IgG 3>1>4>>>2 3>1* 1=3>>>2.4

(Tab. 2.1:) Kurze Zusammenfassung der Fcy- Rezeptoren nach Deo et al. (36). *= Die drei Subklassen des FcyRII haben
unterschiedliche Affinitdten fiir humanes IgG: FcyRIla-R131, 3>1>>2,4; FeyRIla-H131, 3>1=2>>>4; FcyRIIb1, 3>1>4>>2

2.1.2.1 Der Fcy- Rezeptor I (FcyRI)

Mit einem Molekulargewicht von 72 kDa bindet der stark glycosylierte FcyRI (10s) monomere
IgG- Molekiile mit hoher Affinitit (5). Drei Formen von cDNA sind beschrieben worden (3), die
alle eine extrazellulire Region von 292 AS kodieren. Diese enthilt drei immunglobulinartige
Domaénen (149), eine transmembranédre Region von 21 AS, sowie eine cytoplasmatische Domine
von entweder 61 oder 31 AS. Der FcyRI ist auf Monozyten, Makrophagen und dendritischen
Zellen lokalisiert und bewirkt unter anderem auch die Generation von Superoxiden als auch die
Sekretion von TNFa, IL-1 und IL-6. Seine Expression auf neutrophilen Zellen wird insbesondere
durch IFNy induziert (36; 138; 150).

2.1.2.2 Der Fcy- Rezeptor II (FcyRII)

Das 40kDa groB3e FcyRII- Molekiil bindet komplexierte IgG- Molekiile mit niedriger Affinitat.
Der Rezeptor wird ebenfalls in drei Untergruppen eingeteilt, dem FcyRIla (zwei allotypische
Formen R131 und H131), dem FcyRIIb (Unterformen -b1, -b2, -b3) und dem FcyRIlc (109). Der
extrazellulire Anteil des FcyRII beherbergt nur zwei immunglobulinartige Doménen (140). Er ist
auf fast allen immunhidmatologischen Zellen zu finden, so auch auf Monozyten, Makrophagen,
B- Zellen, Subpopulationen von T-Zellen, Thrombozyten, Granulozyten, Endothelzellen als auch
dendritischen Zellen (36). Die Funktionen des FcyRII gleichen weitgehend denen aller Fcy-
Rezeptoren, lediglich der FcyRIIbi und der FcyRIIb2 dienen einer Minimierung und
Desaktivierung von B- Lymphozyten. Die kodominant vererbten Allotypen des FcyRlIla
unterscheiden sich durch einen Austausch einer einzigen Aminosdure (Arg—His) in der Position
131 (146). Der Austausch von Arg—His liegt in einer fiir die Bindung von IgG- relevanten Region
und fiihrt so zu einer verdnderten Reagibilitdt mit bestimmten Isoformen von murinem oder
humanem IgG. Triger der Histidin enthaltenden Alloform FcyRIla H131 werden als ,,High
Responder* bezeichnet, entsprechend die der Arginin enthaltenden Form FcyRIla R131 als ,,Low
Responder* (2; 135).
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2.1.2.3 Der Fcy- Rezeptor III (FcyRIII)

Die Gruppe der 50- 70kDa groBen, als Glykoproteine klassifizierten 3) Feylll- Rezeptoren
unterteilt sich in zwei Untergruppen, dem Fcyllla- Rezeptor und dem Fcylllb- Rezeptor 3s; 111).
Beide sind niedrig- affine Rezeptoren fiir komplexiertes IgG und besitzen wie die FcyRII nur
zwei  immunglobulinartige  extrazellulire = Doménen. Dabei  scheint die zweite
immunglobulinartige Doméne des FcylIll- Rezeptors wichtig fiir die Bindung der Fc- Region des
IgG zu sein (56). Der FcyRIIIb ist im Gegensatz zum transmembrandren FcyRIIla (111) ein mit
Glykophosphoinositol (GPI) an die Zelloberfliche verankertes Protein (ss; 119; 123), dessen
intracytoplasmatischer Anteil aus vier Aminosduren besteht (111). Entscheidend fiir die
Ausbildung der GPI- Bindung des Fcylllb- Rezeptors ist eine T—C Mutation in Position 641 des
Rezeptors, wodurch die im FcyRIIla enthaltene Aminosdure Phenylalanin in Serin umgewandelt
wird (72). Die zytoplasmatische Doméne des FcyRIIla ist um 21 Aminoséuren lédnger als die des
FeyRIIb 11; 119). Aufgrund einer T—>C Substitution im Stoppcodon TGA (Position 733) des
Fcylll- Rezeptors kommt es zu unterschiedlichen Mechanismen der Verankerung in der
Zellmembran. Es entsteht anstatt des mRNA- Transkriptes UGA des FcyRIIIb das Transkript
CGA, wodurch sich die Aminosduresequenz des Fcyllla- Rezeptors um weitere 21 Aminosiuren
verldngert (111). Eine aus der GPI- Bindung resultierende Besonderheit des FcyRIIIDb ist seine hohe
Mobilitit innerhalb der Zellmembran 99), welche ihn insbesondere zur Beseitigung von
Immunkomplexen beféhigt.

Insgesamt unterscheiden sich der FcyRIIla und FcyRIIIb durch 10 unterschiedliche Basenpaare
voneinander, wobei nur 5 der Austausche auch zu einer unterschiedlichen Aminosduresequenz
fithren (Tab. 2.2).

Rezeptor bp 141 AS36 |bp 147 AS 38 |bp227 AS 65 |bp277 AS 82
FeyRIlla AGG Arg CTC Leu AGC Ser GAC Asp
FcyRIIb/ HNA-1a | AGG Arg CTC Leu AAC Asn GAC Asp
FcyRIIIb/ HNA-1b | AGC Ser CTT Leu AGC Ser AAC Asn
Rezeptor bp 349 AS 106 |[bp 473 AS 147 |[bp 505 AS 158 |bp 559 AS 176
FeyRIlla ATC Ile GGC Gly TAC Tyr TTT Phe
FcyRIIIb/ HNA-1a | GTC Val GAC Asp CAC His GTT Val
FcyRIIIb/ HNA-1b | ATC Ile GAC Asp CAC His GTT Val
Rezeptor bp 641 AS 203 |[bp 733 AS 234

FeyRIIla TTT Phe CGA Arg

FcyRIIIb/ HNA-1a | TCT Ser TGA Stop

FcyRIIIb/ HNA-1b | TCT Ser TGA Stop

(Tab. 2.2:) Austausche von Basen des FcyRIIla und FcyRIIIb, die zu einer verdnderten Aminosduresequenz fithren; nach
Watanabe et al. (147).

Der FcyRIII teilt sich insgesamt in 5 kodierende Abschnitte auf, den Exons, und 4 nicht
kodierenden Abschnitten, den Introns. Thre Anordnung ist im Folgenden anhand eines cDNA-
Abschnittes ndher erldutert. Das Exon 1 (5'UT/S1) erstreckt sich von bp1- 73, Exon 2 (S2) von
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bp 74- 94, Exon 3 (EC1) von bp 95- 352, Exon 4 (EC2) von bp 353- 611, Exon 5 (TM/C) von bp
612- 887 (109; 111) (Abb. 2.2). Der Fcylll- Rezeptor selbst liegt in enger Nachbarschaft zu den
Feyll- Rezeptoren auf dem Chromosom 1 (106; 109). Gerade diese enge Beziehung zueinander 1a63t
ein gemeinsames Entstehen aus einer Grundform vermuten (109).

*

— 1

5'UT S1 S2 ECI EC2 TCM 3'UT

FCGR3B (FcyRIIIB)

(Abb. 2.1) Die Exon-/ Intron- Grenzen des FCGR3B (FcyRIIIB)- Gens. 5 und 3 'stehen jeweils fiir das 5" beziehungsweise 3’
Ende des DNA-Stranges; UT entspricht untranslated, S entspricht Signal, EC entspricht extrazelluldr, TM entspricht
transmembrandr und C entspricht zytoplasmatisch. * zeigt den Beginn der Translation an. Kodierende Abschnitte sind als
gefiillte Rechtecke, transkribierte und uniibersetzte Regionen sind als offene Rechtecke dargestellt. (109)

Die FcyRIII sind auf Natiirlichen Killerzellen, Gewebsmakrophagen und Polymorphkernigen
neutrophilen Granulozyten (PMN) lokalisiert, auf denen sie in einer Kopienanzahl von etwa
100.000- 300.000 pro Zelle vorhanden sind (59). Nach Stimulation mit IFNy wird der FcyRIII
auch von eosinophilen Granulozyten exprimiert (s2). Werden die Rezeptoren aktiviert, so kommt
es unter anderem zur Expression von IL-2- und Transferrin- Rezeptoren, sowie der Ausschiittung
von [FNy und TNF ). Riickkoppelnd fiihrt IFNy selbst zu einer Hochregulation der Rezeptorzahl
auf den betreffenden Immunzellen. Es hat sich gezeigt, dass die auf den PMN gelegenen Fcylll-
und Fcyll- Rezeptoren bei der Zellaktivierung synergistisch miteinander wirken (is; 39; 97; 115).
Moglicherweise sind ebenfalls Komplementrezeptoren involviert 9; 132). FcyIll- Rezeptoren
konnen sowohl in einer membranstdndigen als auch in einer 16slichen Form vorkommen, die in
verschiedenen Korperfliissigkeiten, so zum Beispiel in Lymphe, Plasma und Aszites,
nachzuweisen ist. Die 16sliche Form des FcyRIIIb (sFcyRIIIb) entsteht durch proteolytische
Spaltung einer Serin- Protease von der Oberflidche aktivierter Neutrophiler Granulozyten (63) und
weist ebenfalls die allelischen Zustandsformen von HNA-la, HNA-1b und HNA-Ic auf.
Ihrerseits beeinflussen die HNA- Phénotypen den Gehalt an 16slichem FcyRIIIb im Plasma (70).
sFcyRIIIb vermag sich an das zytophile IgG auf B- Lymphozyten zu binden und beeinflufit so die
Produktion von IgG durch die B-Zellen @s). Huizinga formulierte daher, dass die Fc- Rezeptoren
womoglich eine Briicke im Immunsystem bilden, bei der sowohl die durch IgG induzierte
Zerstorung von Zielzellen als auch eine Regulation der IgG- Produktion ermdglicht wird (62).
Plasma- Konzentrationen des l6slichen FcyRIIIb sind abhidngig von ihrer Produktion durch
neutrophile Granulozyten (64). Die fiir den FcyRIIla nachgewiesene 16sliche Form stammt
vermutlich von NK- Zellen ab 4).

2.1.24 Der Fcy- Rezeptor I1la (FcyRIIIa)

Der FcyRIlIla weist zwei Allotypen auf, FcyRIIla-V158 (Val) und FcyRIIla-F158 (Phe), die durch
einen Austausch in der Position 158 der Aminosdurensequenz bedingt sind. Seine
Nucleotidsequenz gleicht bis auf wenige Basenaustausche dem des FcyRIIIb (Tab. 2.2). Der
heterooligomere Komplex des FcyRlIIla ist aus Homo-/ Heterodimeren zusammengesetzt, die die
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v- Untereinheit des FceRI und/ oder auf NK- Zellen die £- Untereinheit des T-Zell Rezeptors
(CD3) enthalten (68; 79; 80). Der FcyRlIIla ist hauptsdchlich auf Monozyten und Natiirlichen
Killerzellen zu finden (s8; 68; 79; 80; 119), auf letzteren er den einzigen Fc- Rezeptor darstellt und hier
fiir die ADCC verantwortlich zu machen ist.

2.1.3 Polymorphismen des Fcy- Rezeptor IIIb (FcyRIIIb)

2.1.3.1 Das HNA (NA)- System

Der Fcylllb- Rezeptor weist insgesamt drei allelische Zustandsformen auf, die durch
entsprechende Anderungen auf molekularer Basis erkldrt werden konnen. Die zwei zuerst
entdeckten Allele, als ,,neutrophiles Antigen 1“ (NA1) (74) und ,,neutrophiles Antigen 2 (NA2)
bezeichnet (75), kommen ausschlieBlich auf dem FcylIllb- Rezeptor neutrophiler Granulozyten vor.
Sie unterscheiden sich durch insgesamt flinf Basenaustausche innerhalb der Nucleotidsequenz
mit vier unterschiedlichen Aminoséduren voneinander (Tabelle 2.3). Folge dieser Basenaustausche
ist eine verdnderte Zahl N- gebundener Glycosylierungsstellen, deren Zahl bei HNA-1a (NA1)
vier und bei HNA-1b (NA2) sechs betrdgt. Fiir die zwei zusétzlichen Glycosylierungsstellen im
FCGR3B*2 (NA2)- Allel sind zum einen der Austausch Asparagin—Serin im Codon 65 der
Aminosduresequenz und der Austausch Asparaginsdure—Asparagin im Codon 82 verantwortlich
zu machen. Die derart verdnderte Aminosdure- Abfolge fiihrt zu erwéhnten
Glycosylierungsstellen (102) und damit einem unterschiedlichen Kohlenhydratanteil der Proteine.
Bemerkbar macht sich dieses in einem differenten Molekulargewicht, welches HNA-1a als ein
50- 65kDa, HNA-1b als ein 65- 80kDa schweres Protein im Western Blot erscheinen 1463t (60).
Weiterhin determinieren die Austausche der Aminosduren die Allelitdt des HNA- Systems, die
Aminosdure Seres determiniert das FCGR3B*2- Allel, dic Aminosdure Val'%® hingegen das
FCGR3B*1 (NA1)- Allel 111).

Basenaustausche in der Nucleotidsequenz

Positionen: (NC/ AS Sequenz) |bp141/Cd36  |bp 147/Cd.38 |[bp227/Cd.65 | bp277/Cd.82 | bp 349/Cd.106
HNA-1a AGG CTC AAC GAC GTC
Aminosduren Arg Leu Asn Asp Val
HNA-1b AGC CTT AGC AAC ATC
Aminosduren Ser Leu Ser* Asn* Ile

(Tab. 2.3:) Nucleotid- (NC) bzw. Aminosdurenaustausche (AS) im FeyIllb- Rezeptor, die zu dem Polymorphismus der HNA-
Antigene fithren. Die Basen, in denen sich HNA-la von HNA-1b unterscheidet, sind fett gedruckt;, zusdtzliche N-
Glycosylierungsstellen sind mit einem * markiert. Kursiv geschriebene Aminosduren zeigen die fiir das jeweilige Allel
determinierende Aminosdure an.

Eine weitere Konsequenz des HNA- Polymorphismus ist funktioneller Art und bewirkt eine
verdanderte Phagozytosefdhigkeit der PMN. So haben die PMN HNA-la- homozygoter
Individuen eine quantitativ hohere Phagozytosefdhigkeit als die HNA-1b- homozygoter
Individuen, welche nicht mit einer quantitativ unterschiedlichen Expression des FcyRIIIb zu
begriinden ist. Hingegen lédsst die FcyRIIIb unabhédngige Phagozytose von Immunzellen HNA-1a-
und HNA-1b- homozygoter Individuen keine Unterschiede erkennen, so dass erwihnte
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Differenzen der Phagozytose in einem intrinsichen Faktor der Fcylllb- Rezeptoren HNA-1a bzw.
HNA-1b tragender Individuen zu suchen sind (13; 114; 116).

Durch die allelische Varianz der Fcylllb- Rezeptoren konnen auch Immunreaktionen mit der
nachfolgenden Bildung von Allo- oder Autoantikdrpern ausgelost werden, hat sich ein
Individuum entsprechend sensibilisiert. Ein Beispiel dafiir ist die auf Unvertriglichkeiten des
HNA- Systems von Mutter und Kind beruhende Neonatale Immunneutropenie (NIN), bei der es
zur Bildung von Alloantikérpern durch die Mutter gegen HNA- Antigene des Kindes kommt.
Dabei kann es durch Mutationen innerhalb des FCGR3B- Gens der Betreffenden zu
Unvertriglichkeiten kommen (26).

Eine weitere klinisch relevante Immunreaktion, die sich bei Unvertraglichkeiten des HNA-
Systems ergeben kann, ist eine Transfusionsassoziierte akute Lungeninsuffizienz (TRALI). Diese
kann einerseits durch Inkompatibilititen der Empféanger Granulozyten mit im Blutprodukt des
Spenders enthaltenen, priaformierten granulozytiren Antikdrpern hervorgerufen werden.
Andererseits kann es aber auch zu Unvertrdglichkeiten zwischen den im Blutprodukt des
Spenders enthaltenen Granulozyten und granulozytiren Antikorpern, welche im Blut des
Empfangers vorhanden sind, kommen (23; 118; 154).

Die Verteilung der FCGR3B*1-, -*2-, -*3- Allele innerhalb der Weltbevilkerung weist starke
regionale Unterschiede auf. Trotz dieser Unterschiede lassen sich bestimmte Populations-
Kollektive ermitteln, die eine dhnliche Verteilung der FCGR3B* 1-, -*2-, -*3- Allele aufweisen.
Eine grobe Vereinfachung zeigt, dass das FCGR3B*2- Allel in kaukasischen und afrikanischen
Bevolkerungsgruppen ein hoheres Auftreten zeigt als in asiatischen oder von diesen hergeleiteten
Bevolkerungen, bei denen das FCGR3B*1- Allel dominiert (Tab. 2.4).

Population Genfrequenz von HNA-1a Genfrequenz von HNA-1b
Athiopier (139) 0.260 0.740
Spanier (136) 0.290 0.710
Asiatische Inder (54) 0.300 0.700
Spanier (95) 0.306 0.614
Aftikaner, USA (54) 0.310 0.690
Tunesier (1) 0.313 0.632
Franzosen (8) 0.322 0.645
Franzosen (44) 0.325 0.640
Kaukasier (81)* 0.334 0.666
Weile Amerikaner (8) 0.337 0.663
Deutsche (25) 0.350 0.650
Polen (51) 0.350 0.650
Norweger (139) 0.360 0.640
Dénen (129) 0.365 0.635
Norweger (110)* 0.367 0.633
Hollander (95) 0.374 0.625
Aftikaner, USA (81)* 0.402 0.598
Afrikaner, USA (69)* 0.410 0.590
Afrikaner, Ghana (69)* 0.426 0.500
Afrikaner, Siidafrika (69)* 0.444 0.545
Eingeborene Amerikaner (54) 0.550 0.450
Brasilianer (73) 0.580 0.420
Japaner (100) 0.651 0.302
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Indianer aus Amazonien (73) 0.670 0.210
Festland- Chinesen (82) 0.680 0.309
Chinesen aus Taiwan (69) 0.681 0.319

(Tab. 2.4:) Verteilung der HNA-1a- und -1b- Genfrequenzen in ausgewahlten Bevolkerungen. Die Anordnung der Populationen
ist fiir HNA-la mit ansteigenden, fiir HNA-1b mit abnehmenden Zahlenwerten verbunden. *Genfrequenzen sind aus den
angegebenen Zahlenwerten berechnet

Die Diagnostik der FCGR3B*1-, -*2-, -*3- Allele hat sich in den letzten Jahren zunehmend
vereinfacht und kann, inzwischen als PCR- Methode verfiigbar, eine schnelle Typisierung
innerhalb des klinischen Alltags ermodglichen (25). Daneben konnen die FCGR3B*1-, -*2-, -*3-
Allele auch durch Restriktions- Fragment Léngen- Polymorphismus (130) oder sequenzspezifische
Oligonucleotide (131) nachgewiesen werden. Die entsprechenden Phanotypen koénnen durch
Granulozyten- Immunfluoreszenz- und Agglutinations- Tests mittels HNA- spezifischen
Humanseren (s4) oder einem antigenspezifischen Enzymimmunassay (,MAIGA- Assay®) (1)
nachgewiesen werden. Die Phénotypisierung ist allerdings sehr zeit- und arbeitsaufwendig.

2132  Das FCGR3B*3 (SH)- Allel

Ein weiterer, auf dem FcyRIIIb gelegener Polymorphismus ist das FCGR3B*3 (SH)- Allel,
welches erstmals bei der Untersuchung von vier Fillen einer NIN entdeckt wurde. Er ist durch
eine Punktmutation Cytosin—>Adenin in der Position 266 des FCGR3B*2- Allels des FCGR3B-
Gens charakterisiert. Hieraus resultiert ein Austausch der Aminosdure Alanin—Asparagin im
Codon 68 der Aminosiuresequenz (26). Da sich das FCGR3B*3- Allel in nur einer Base von dem
FCGR3B*2- Allel unterscheidet, ist die Tragerschaft dieses Allels immer mit dem Phinotyp
HNA-1b korreliert. Genotypisierungen HNA-Ic- positiver Proben weisen daher immer den
Phianotyp HNA-1b auf, wenn sie nicht mit einem fiir das FCGR3B*3- Allel- spezifischen
Primerpaar untersucht werden.

Eine weitere Besonderheit ergibt sich daraus, dass genotypisch HNA-1a/ HNA-1b- heterozygote
Individuen, die zusitzlich HNA-Ic besitzen, auch Triger dreier FCGR3B- Gene sind. Sie
besitzen je einen FCGR3B- Gen fiir das FCGR3B*1-, -*2- und -*3- Allel. Diese Genduplikation
ist vermutlich Folge eines ungleichen Crossing- Over in der Meiose, wodurch zwei Gene auf
einem Chromosom zu liegen kommen (71). Kiirzlich wurde anhand von Familienstudien die
Hypothese aufgestellt, dass das FCGR3B*3- Allel eng an das FCGR3B*1- Allel gekoppelt ist
und als derartige Einheit weiter vererbt wird (129).

Das FCGR3B*3- Allel kann ebenfalls fiir die Entstehung von Allo- und Autoantikdrpern
verantwortlich gemacht werden. Bislang sind aber Unvertraglichkeiten des FCGR3B*3- Allels
nur im Zusammenhang mit einer NIN beschrieben worden (26).

Auch in der regionalen Verteilung des FCGR3B*3- Allels zeigt sich, ahnlich dem HNA- System,
eine unterschiedliche Frequenz innerhalb verschiedener Bevolkerungen. In asiatischen oder von
diesen abstammenden Populationen ist das FCGR3B*3- Allel bislang noch nicht nachgewiesen
worden, hingegen zeigen afrikanische Bevdlkerungen eine mitunter sehr hohe Frequenz des
FCGR3B*3- Allels an. Kaukasische Populationen nehmen eine Mittelstellung ein (Tab. 2.5).

Population Haufigkeit des FCGR3B*3 Allels (%)
Afrikaner, Stidafrika (69) 38.38
Afrikaner, USA (81) 25.00
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Afrikaner, USA (69) 23.21
Afrikaner, USA (55) 22.50
Afrikaner, Ghana (69) 22.22
Inder (55) 15.90
Athiopier (139) 15.60
Polen (51) 14.67
Brasilianer mit Sichelzellandmie (73) 11.60
Brasilianer (73) 10.60
Stichprobe aus Milwaukee, USA (55) 10.00
Deutsche (26) 5.0
Kaukasier (55) 4.5
Kaukasier (81) 3.8
Eingeborene Amerikaner (55) 1.1
Norweger (139) 1.1
Indianer aus Amazonien (73) 0
Chinesen aus Taiwan (69) 0
Koreaner (55) 0

(Tab. 2.5:) Verteilung des FCGR3B*3- Allels in ausgewéhlten Populationen.

2.1.3.3 Die FcyRIIIb- Defizienz

Im Zusammenhang mit einer NIN ist auch das Auftreten von Individuen mit einem vollstdndigen
Fehlen eines FCGR3B (FcyRIIIB)- Gens beschrieben worden, ein sogennanter ,,NA- Null“
Phino- und Genotyp @3s; 61; 143). Es wird angenommen, dass die Deletion des FCGR3B- Gens
Folge eines ungleichen Crossing- Over zwischen den zwei Genen nach einer Fehlpaarung der
homologen Chromosomen wihrend der Meiose ist. Beim Crossing- Over kommt es zur
Uberkreuzung homologer Chromosomen, die zum Bruch und anschliessend zum
Wiederanwachsen der vertauschten Stiicke fiihrt. Beim ungleichen Crossing- Over hingegen
kommt es zu einer Fehlpaarung der beiden FCGR3B- Gene auf einem Chromosom, wodurch das
korrespondierende Chromosom leer bleibt (61). Individuen, denen der Fcylllb- Rezeptor fehlt,
weisen zusdtzlich ein Fehlen des Fcyllc- Rezeptors auf, welches sowohl durch die enge Lage als
auch durch die Homologie beider Rezeptoren mitbedingt sein diirfte 35). Miitter, denen der
Fcylllb- Rezeptor fehlt, bilden bei Sensibilisierung Antikorper gegen den Fcylllb- Rezeptor des
Kindes aus @3s; 61; 90; 134). Es wird angenommen, dass Kinder FcyRIIIb- defizienter Miitter nur das
FCGR3B- Gen des Vaters tragen, der andere Genort hingegen ist ,,leer”. Schitzungen bestimmen
die Vorkommenshdufigkeit NA- Null hemizygoter Individuen in der kaukasischen Bevdlkerung
bei 3%, das der vollstindigen FcyRIIIb- Defizienz mit einer Haufigkeit von 0,1% @4).
Afrikanische Bevdlkerungsgruppen dagegen zeigen ein weitaus hoheres Vorkommen des
Genotyps NA- Null (Tab. 2.6). Obwohl ein Fall von aplastischer Andmie im Zusammenhang mit
einer FcyRIIIb- Defizienz berichtet wurde (137), sind die meisten Individuen mit dem Phéinotyp
NA- Null klinisch unauffallig 3s5). Auch tritt nicht bei jeder Schwangerschaft einer FcyRIIIb-
defizienten Mutter eine NIN auf (10s).
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Population Genotypfrequenz von NA- Null
Stamm der Ami, Taiwan 31) 0.280

Spanier (95) 0.080

Afrikaner, Ghana (69) 0.070

Japan (100 0.047

Afrikaner, Stidafrika (69) 0.010

Franzosen (s; 44) 0.001-0.028

USA (134 0.000

Chinesen aus Taiwan (69) 0.000

Festland Chinesen (s2) 0.000

(Tab. 2.6:) Verteilung des Phdnotyps NA- Null (FcyRIIlb- Defizienz) in ausgewdhlten Populationen mit Angabe der
Genotypfrequenzen.

2.2 Die Neonatale Isoimmune Neutropenie (NIN)

Die Neonatale Isoimmune Neutropenie ist eine Folge miitterlicher Alloimmunisierung gegen
viterlichen Granulozytenmerkmale, die beide auf den Granulozyten des Kindes exprimiert
werden. Eine Erstbeschreibung dieser Krankheit findet sich bei Slobody et al (126). Luhby und
Slobody, 1956 (3s), als auch Payne und Rolfs, 1960 (104, vermuteten, dass ein immunologisches
Geschehen hinter dieser Erkrankung steht.

Es kann bei Ubertritt fetaler Granulozyten iiber die Plazenta in den maternalen Blutkreislauf zu
einer Alloimmunisierung kommen. Dabei wird die Bildung von IgG, welches die Plazenta zu
passieren vermag, seltener von IgM- und IgA-Antikorpern induziert (74; 142). Die AntikOrper
gelangen iliber die Plazenta wieder in den fetalen Blutkreislauf. Weitaus seltener kann die
Ubertragung miitterlicher Autoantikdrper zu einer NIN fiihren (12s; 141. Nach der Geburt des
Kindes duBert sich die NIN in einer erhohten Infektanfilligkeit desselben, da es vor der Geburt
durch den maternalen Organismus vor Infektionen geschiitzt wurde. Bux und Mitabeiter (1)
geben die Haufigkeit fiir eine NIN in Deutschland mit unter 0,1 % an. Die Letalitdt der NIN wird
mit ungefdhr 5% angegeben (75). Viele Neutropenien bleiben jedoch klinisch unerkannt (125).

Eine weitere Ursache fiir die Entstehung einer NIN ist die Bildung sogenannter Isoantikorper.
Diese konnen bei Individuen auftreten denen eine bestimmte Struktur fehlt, die normalerweise
auf den Granulozyten exprimiert wird. Kommen sie beispielsweise durch eine Schwangerschaft
oder eine Transfusion in Kontakt mit der ihnen fehlenden Struktur, so werden Antikorper gegen
das ihnen unbekannte Antigen gebildet. Dieses Phidnomen ist seit kurzem bei klinisch
unauffilligen Frauen mit einer FcyRIIIb- Defizienz der Granulozyten bekannt (28; 61; 134).

Die Zerstorung der antikorperbeladenen Granulozyten im Rahmen einer antikdrperinduzierten
Neutropenie geschieht vermutlich im retikuloendothelialen System durch Phagozytose 9), da die
meisten im Rahmen einer NIN gefundenen Alloantikorper kein Komplement aktivieren (7s).
HLA-Antikorper scheinen die Granulozytenzahl nur wenig zu beeinflussen. Zum einen filtert das
an HLA-Merkmalen reiche Plazentagewebe Antikorper heraus, zum anderen greifen die HLA-
Antikorper nicht spezifisch die Granulozyten an, sondern verteilen sich im Fetus auf alle HLA-
tragenden Organe (77).

Die serologische Diagnose einer NIN erfordert den Nachweis von Antikoérpern im maternalen
Serum, welche nur mit den Granulozyten des Kindes und des Vaters reagieren. Eine Reaktion des
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maternalen Serums mit autologen Zellen sollte nicht auftreten. Durch Typisierungen der Eltern
oder Austestung des Antikorpers an typisierten Zellreihen 148t sich gegebenenfalls die Spezifitit
des Antikorpers ermitteln. In der Therapie der NIN ist die gezielte antibiotische Behandlung der
Infektionen vorrangig. Der Einsatz von humanen i.v. Immunglobulinen kann, wie bei der
Autoimmunen Neutropenie, Erfolge erzielen (i6).

2.3 Die Evolution des Menschen

Die Evolution des modernen Menschen (Homo sapiens) ist bislang nur in hypothetischen
Modellen ansatzweise erklirt worden wund trotz zahlreicher Fossilienfunde und
molekularbiologischer Mutationsmodelle zum grofiten Teil immer noch unklar. Viele der
formulierten Vermutungen lassen sich jedoch in zwei Haupthypothesen unterbringen, zum einen
die ,,Out of Africa“- Theorie (133), zum anderen die Theorie der ,,Multiregionalen Entwicklung*
auch ,,Multiregionale* Theorie genannt (153). Faktoren, die fiir die Entwicklung und regionale
Verteilung des Menschen von Bedeutung sind und bei erwdhnten Theorien eine tragende Rolle
spielen, sind Mutation und Selektion. Mutationen sind zufillig auftretende Ereignisse auf Ebene
der Nucleotide. Uber das Fortbestehen einer Mutation in einem Organismus entscheidet jedoch
die Selektion, die eine Auslese der Individuen bewirkt. Nur erfolgreiche Mutationen, die dem
Organismus ein besseres Uberleben in seiner Umwelt ermdglichen, werden im Genpool belassen.
Gut dokumentiert ist dieses Phidnomen am Beispiel der in Afrika vorkommenden
Sichelzellandmie, bei dem eine Punktmutation T—A in der fiir die - Kette des Himoglobin A
kodierenden Sequenz zu einem Austausch der Aminosdure Glutamin—Valin in der Position 6
fiihrt. Heterozygote Trager des entstandenen Hdmoglobin- S weisen eine hohere Resistenz gegen
den von der Anopheles- Miicke iibertragenen Parasiten Plasmodium auf 33). Die hochste
Genfrequenz ist in Zentral-, West- und Ostafrika zu verzeichnen, in Nigeria sind bis zu 30% der
einheimischen Bevolkerung entsprechende Gentrager (120).

2.3.1 Die Entwicklung des Homo sapiens

Die frithesten Formen der Hominoidea erscheinen in Afrika in der Basis des mittleren Miozén
(Tabelle 2.7) in Form der Dryopitheciden. Nachdem die Afrikanische Platte vor ca. 20 Mio.
Jahren mit der Europdischen Platte kollidierte, ist anzunehmen, dass Wanderungsbewegungen
nach Europa stattfanden, wie ungefdhr 16 Mio. Jahre alte Funde nahelegen. Aus den
Dryopitheciden entwickelten sich sehr wahrscheinlich die Ramapitheciden, deren fossile Funde
aus Afrika bis zu 17 Mio. Jahren zuriickreichen. Erst sehr viel spéter erscheinen die hoher
entwickelten Australopitheciden in Afrika (Tab. 2.8). Dem Australopithecus afarensis
zugeordnete Funde lassen sich nach derzeitigem Forschungsstand bis auf ca. 3.8 Mio. Jahre
zuriickdatieren. Die Australopitheciden lebten bis vor ungefdhr 1.2 Mio. Jahren, der letzte ihrer
Art war der Australopithecus boisei, ein in Nordafrika beheimateter Hominide. Fast zeitgleich
mit dem Riickgang der Australopitheciden entstand der Homo habilis, dessen fossile Funde bis
zu 2 Mio. Jahre alt sind. Wenig spéter treten schon die ersten Frithformen des Homo erectus auf,
dessen erstmaliges Erscheinen mit mindestens 1.6 Mio. Jahren angenommen wird. Homo erectus
entwickelte sich urspriinglich in Afrika, breitete sich jedoch sehr schnell in Europa und China aus
und gelangte sogar bis nach Java. Seine dlteste in Europa gefundene Form ist der Homo
heidelbergensis, der vor ungefdhr 400.000- 600.000 Jahren gelebt haben diirfte (127). Etwa
300.000 Jahre spiter erfolgten weitere Auswanderungen, in diesem Falle nach Siidafrika. Im
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mittleren Pleistozén, traten gegen Ende der Holstein- Warmzeit die ersten Homo sapiens Formen
auf. Auch die als Homo neanderthalensis bezeichnete Form 146t sich am Ende des mittleren
Pleistozédn nachweisen (14). Viele Funde deuten darauthin, dass sowohl Homo sapiens als auch
Homo neanderthalensis zeitgleich nebeneinander existierten. Es wird angenommen, daf3 der Typ
des Homo neanderthalensis bis vor etwa 35.000 Jahren existent war. Neuere Radiokarbon-
Datierungen jedoch verlegen diesen Zeitpunkt in die Weichsel- Kaltzeit zuriick (127), die vor
ungefahr 70.000 Jahren anfing (14).

Homo sapiens breitete sich rasch auf der Erde aus. Vor ca. 150.000 Jahren fingen die ersten
Wanderungsziige aus dem Gebiet um Athiopien und Kenya nach Siidafrika an. Weitere
Wanderungsbewegungen in Richtung Europa traten vermutlich erst 50.000 Jahre spiter auf und
fanden erst vor ca. 40.000 Jahren mit dem Erreichen der spanischen Westkiiste ein Ende.
Zeitgleich brachen weitere Gruppen nach China auf. Es wird vermutet, dal diese Wanderungen
sich vor etwa 60.000- 30.000 Jahren {iber das Indonesische Archipel nach Australien fortsetzten.
Erst sehr viel spiter, vor ca. 35.000- 15.000 Jahren, folgten weitere Wanderungen des Homo
sapiens iiber die Behring Strae nach Amerika (8s). Neueren Hypothesen zufolge, gelangten
einige Homo sapiens- Formen aus Spanien, iiber den Atlantik nach Amerika (57). Nach dieser
Theorie wire die amerikanische Urbevolkerung aus spanischen und asiatischen Anteilen
zusammengesetzt (57).

ZEITTAFEL
Zeitalter (Jahre, in Zeitalter (Jahre, in
Millionen) Millionen)
Quartar
Kénozoikum
Holozidn 0.0103- heute
Pleistozin 1.8-0.0103
Tertidr 1.8 Pliozén 5.3-1.8
\J
23
\2
65
Neogen Miozén 23-5.3
Oligozéin 37-23
Paldogen Eozén 53-37
Paleozén 65- 53

(Tab. 2.7:) Zeittafel des Kédnozoikum bis heute (127).

Zeitalter Jahre, in Millionen Vorherrschende Hominidenart
Pleistozidn Holozén 0.0103-heute Hs
Hs
Jung 0.14-0.0103 Hn |Hs
Hn |Hs
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Mittel 0.2-0.14 He |Hn |Hs
Pliozén 5.3-1.8 He Hs
Alt 0.8-0.2 Hh |[He
Rp |Ap |Hh
Altest 1.8- 0.8 Rp |Ap |Hh
Rp

(Tab. 2.8:) Zeittafel des Pleistozdn und vorherrschende Art der Hominiden. Modifiziert nach Brinkmann (14). Rp:
Ramapithecus; Ap: Australopithecus; Hh: Homo habilis; He: Homo erectus; Hn: Homo neanderthalensis; Hs: archaische Form
des Homo sapiens, Hs: Homo sapiens.

Allerdings ist immer noch umstritten, aus welchen Frithformen sich Homo sapiens entwickelt hat.
Zwar weisen alle fossile Funde eine Zeitkontinuitit auf, jedoch sind die verwandtschaftlichen
Beziehungen der jeweiligen Formen unklar und lassen sich in mannigfaltiger Form auslegen.

2.3.2 Hypothesen zur Herkunft und Entwicklung des modernen
Menschen

Es ist anzunehmen, dass sich vor 4 Mio. Jahren die Australopitheciden aus den Ardipitheciden
entwickelt haben. Der erste ihrer Art war der Australopithecus afarensis, von der wohl die 1974
in der Steinwiiste Athiopiens gefundene ,Lucy* der bekannteste Vertreter sein diirfte. Die
Australopitheciden beschritten einen weiteren Entwicklungsgang. Die folgenden Arten der
Australopitheciden, also Australopithecus aethiopicus, Australopithecus robustus und
Australopithecus boisei, bilden sehr wahrscheinlich jeweils eigene Gattungen. Aus den
Australopitheciden entwickelte sich die Gattung Homo, wobei Unklarheit dariiber besteht, ob nun
die Form des Australopithecus afarensis oder die Form des Australopithecus africanus direkter
Vorfahr des Homo ist. Sicher ist, dass Homo rudolfensis der erste Vertreter der Gattung Homo
war und damit direkter Vorfahr des Homo erectus ist. Homo rudolfensis divergierte vor ca. 2
Mio. Jahren in zwei Arten, den Homo habilis und etwas spéter in den Homo erectus. Aus diesem
entstand iiber eine noch sehr umstrittene Zwischenform, dem Homo antecessor, der
fritharchaische Homo heidelbergensis. Man geht davon aus, dass dieser nach Europa auswanderte
und sich dort vor ca. 100.000 Jahren in den Homo neanderthalensis weiterentwickelte. In Afrika
entstand jedoch aus dem Homo heidelbergensis, iiber den spidtarchaischen Homo sapiens, der

anatomisch moderne Mensch, der sich von hier aus iiber die ganze Welt ausbreitete (ss) (Abb.
2.3).
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moderner Homo sapiens
Heute | | @)

Spétarchaischer Homo sapiens Homo neanderthalensis

Fritharchaischer Homo sapiens/
Homo heidelbergensis

Homo antecessor (?)

1 Mio. Jahre
Homo erectus
Homo habilis
Homo rudolfensis
2 Mio. Jahre
Australopithecus afarensis/
Australopithecus africanus (?)
3 Mio. Jahre
Australopithecus anamensis
4 Mio. Jahre
Ardipithecus ramidus
5 Mio. Jahre

(Abb. 2.2:) Vermutete Entwicklung des modernen Menschen. Fragliche oder strittige Entwicklungsgdinge sind mit einem (?)
sowie einer gestrichelten Linie markiert. Modifiziert nach Meister (88).

2.3.2.1 Die ,,Out of Africa*“- Theorie der menschlichen Evolution

Die ,,Out of Africa“- Theorie oder auch ,,Garten Eden“- Hypothese besagt, dass alle heute
lebenden Menschen urspriinglich von Homo sapiens- Gruppen abstammen, die in mehreren
Schiiben aus Afrika ausgewandert sind. Allerdings zerféllt die Theorie in zwei separate
Hypothesen eines afrikanischen Ursprungs (s3): Die erste Hypothese geht von dem ,,African
Hybridization and Replacement Model“ oder Modell des afrikanischen Ursprungs mit
Hybridisierung aus (12) .Der zweiten Hypothese liegt das Modell eines rezenten afrikanischen
Ursprungs ohne Hybridisierung zugrunde (133). Ob eine Verdringung oder eine Hybridisierung
mit den archaischen Populationen in Europa und Asien stattfand, bleibt dabei offen.

Dem ,,African Hybridization and Replacement Model*“ zufolge soll sich der moderne Homo
sapiens im spaten Mittelpleistozén {iber Zwischenformen aus dem fritharchaischen Homo sapiens
in Ost- und Siidafrika entwickelt haben. Bereits im Jungpleistozédn (Tab. 2.7) soll er weite Teile
Afrikas besiedelt haben, von denen aus Populationen nach Europa, dem Nahen Osten und Asien
auswanderten. Einwandernde Gruppen haben dann zunehmend die archaische Bevdlkerung
verdriangt, so dass ihr Einfluf auf den Genpool des heutigen Menschen als verschwindend gering
einzuschéatzen ist (12; 53).
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Das Modell eines rezenten afrikanischen Ursprungs ohne Hybridisierung hingegen besagt, dass

Afrika die Urheimat des modernen Homo sapiens ist und somit alle heute lebenden Menschen

genealogisch auf einen monogenetisch afrikanischen Ursprung zurlickzufithren sind.

Voraussagen des Migrationsmodelles ohne Hybridisierung sind (s3; 133):

— Der anatomisch moderne Mensch ist eindeutig zu definieren. Er unterscheidet sich von
Frithformen durch einen einzigartigen Merkmalssatz, der in den Bevolkerungen aller
Regionen nachzuweisen ist;

— Ubergangsformen sind lediglich auf Afrika beschriinkt;

— Die ersten modernen menschlichen Populationen miissen in Afrika gelebt haben und weisen
eindeutig afrikanische Merkmale auf, bevolkerungsspezifische Merkmale treten erst sehr viel
spéter in der Entwicklung auf.

2.3.2.2 Die ,,Multiregionale“ Theorie der menschlichen Evolution

Im Gegensatz zur ,,Out of Africa“- Theorie setzt die ,,Multiregionale* Theorie der menschlichen

Evolution eine kontinuierliche Entwicklung des Homo sapiens aus Frithformen an verschiedenen

Orten der Welt voraus (153). Demnach wéren alle regionalspezifischen Merkmale als Folge einer

ortspezifischen Evolution und Anpassung zu werten. Grundziige der Theorie beinhalten im

wesentlichen (s3; 121):

— Es gibt keine einzige morphologische Definition des modernen Homo sapiens, die auf die
Bevdlkerungen aller Regionen gleichermaBlen anwendbar ist;

— Ubergangsformen archaischer Homo sapiens Formen werden in den meisten Regionen der
Welt erwartet;

— Regionale, populationsspezifische Merkmale treten bereits sehr frith in der menschlichen
Evolution auf.

2.4 Introns und Hypothesen zu ihrer Funktion

Introns entsprechen nicht kodierenden Abschnitten eines Genoms, welche zwischen den
funktionstragenden Exons interponiert sind. Uber Ursprung und Aufgabe der Introns ist bislang
noch wenig bekannt, seit ihrer Entdeckung im Jahre 1977 haben sich dariiber zwei Theorien
entwickelt.

Die erste Theorie wird als ,,introns early” oder auch ,,exon theory of genes“bezeichnet. Sie
postuliert, dass Introns bei der Zusammensetzung friihzeitlicher Gene beteiligt waren (37; 47; 43).
Die ersten Gene, so nimmt man dabei an, setzten sich aus ca. 15- 20 Aminosduren- langen
Fragmenten zusammen und wurden durch Introns unterbrochen. Eine derartige Aufteilung
ermoglicht eine effektivere Rekombination der Exon- Anteile und dadurch eine grossere
Auswahl an verfiigbaren Protein- Strukturen. Mit der Zeit wurden die Exon- Fragmente unter
Verlust von Introns zu groferen Stiicken fusioniert, ohne dabei die Proteinstruktur zu verdndern.
In diesem Modell sind die Introns wesentlich an der heutigen Vielfalt der Proteine beteiligt.
Organismen wie Prokaryoten, die unter einem hohen Replikationsdruck stehen, entfernten die
Introns vollstindig aus ihrem Genom, da diese fiir sie unnotiges genetisches Material darstellten.
Nur die Eukaryoten, in ihrer Replikationszeit vergleichsweise langsamer, behielten die alt-
evolutiondren Strukturen bei.
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Die zweite Theorie, die sogenannte ,,introns late theory* besagt dagegen, dass Introns das
Produkt einer willkiirlichen Insertion in einen kontinuierlichen DNA- Strang sind (29; 103). Thre
Herkunft, so wird angenommen, resultiert aus einer Coevolution von Gruppe II-
selbstspleissenden Introns mit eukaryotischen Proteinen. Diese Coevolution fand nach der
Abtrennung von Pro- und Eukaryoten statt, so dass das Vorkommen von Introns lediglich auf die
Eukaryota beschrénkt ist. Vertreter der ,,introns late“- Theorie lehnen die Hypothese der ,,introns
early“- Theorie, nach der Introns im Laufe der Evolution verloren gingen, strikt ab, mit der
Schlussfolgerung, dass Introns verwandter Proteine, die an unterschiedlichen Stellen gelegen
sind, nicht homolog sind.

3. Material und Methoden

3.1 Material und Bezugsquellen

3.1.1 Geriite

- Analysenwaage AE 100 Mettler, Gieflen

- Autoklav Melag, Typ 23 Kahlensee, Gie3en

- Elektrophorese Gerite Keutz; Reiskirchen

- Feinwaage Mettler AE100 Mettler, Gieflen

- Light Cycler™, Rapid Thermal- Cycler Roche, Mannheim

- Magnetrithrer IKA MAG- RET IKA, Staufen

- PCR- Maschine ,,Trio Thermoblock* Biometra, Gottingen

- PCR- Maschine ,,Thermal- Cycler Modell 2400 Perkin Elmer, Weiterstadt

- PCR- Maschine ,,Thermal- Cycler Modell 9600 Perkin Elmer, Weiterstadt

- PCR- Maschine Hybaid, ,,PCR Express* Hybaid, Middlesex, England

- Pipetten, Eppendorf Typ 4710; 0.5ul -10pl; Eppendorf/ Netheler- Hinz
10ul- 100ul; 100ul-1000ul GmbH, Hamburg

- Schiittelwasserbad Julabo Kahlensee, Gieflen

- Sequenzierer Abi Prism 310, Genetic Analyser Perkin Elmer, Weiterstadt

- Spektralphotometer ZEISS PM 4 Zeiss, Stuttgart

- Tischzentrifuge, Biofuge A Heraeus, Osterode

- Tischzentrifuge, Biofuge 22R Heraeus, Osterode

- UV Transilluminator IBI, New Haven, USA

- Vortex Schiittler VM3 Witeg Electric, Staufen
IKA

- Wirmeschrank Heraeus, Osterode

- Wasserbad (bis 100°C) GFL Kahlensee, Giellen

- Wasserstrahlpumpe Kahlensee, Gie3en

- QIAvac 6S Manifold Qiagen GmbH, Hilden

- Zentrifuge, Rotixa A Hettich, Tuttlingen



3.1.2 Kits

- Extra Gene, Kit zur Isolierung von DNA BAG, Lich
- Gene Amp®, XL- PCR Kit Perkin Elmer Applied
Biosystems, USA
- Light- Cycler™, DNA Master SYBR® Green | Roche, Mannheim
- Puregene DNA- Isolation Kit Gentra Systems, Inc.,
USA
- QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen GmbH, Hilden
- Roti© Quick Kit zur RNA Isolierung Carl Roth GmbH, Karlsruhe
3.1.3 Kleinmaterial
- Glaspipetten (5, 10, 20ml) Brand, Wertheim
- Isolierband Klinikumsapotheke, Giessen
- Light- Cycler™ Capillaries Roche, Mannheim
- Microcentrifuge Tubes, Safe seal, 1.7ml Sorenson Bio Science, Inc.,
USA
- Parafilm© American Can Company
USA
- Pasteurpippetten Kahlensee, Gieflen
- PCR- Tubes, 0.2 ml, nonsterile Robbins Scientific
Corporation, USA
- PCR- Tube Caps, nonsterile Robbins Scientific
Corporation, USA
- Pipettenspitzen, autoklavierbar Eppendorf, Hamburg
fiir weille, blaue und gelbe Spitzen
- Pipettenspitzen steril, gestopft fiir ARTO Molecular Bio Products
0.5-10ul, 10-100ul, 100-1000pul USA
- Poly- Réhrchen Sarstedt
- Sample Tubes, 0.5 ml for Genetic Analyser, Perkin Elmer Applied
Abi Prism Biosystems, CA, USA
- Septa for 0.5ml Sample Tubes, Abi Prism Perkin Elmer Applied
Biosystems, CA, USA
- Skalpelle, steril Feather Industries LTD,
Japan
- Sofortbild Polaroid Typ 667 Sigma, Deisenhofen
- Vacutainer Blutréhrchen Becton Dickinson, USA

(EDTA und Heparin), 5 ml
- Wigepapier, 100x100mm Schleicher und Schnell, Dassel



3.14 Reagenzien

- Ammoniumchlorid Lésung

- Agarose (Biozym DNA Agarose)

- Aqua ad injectabila
- Big Dye®

- Bromphenolblau

- Chloroform

- DEPC (Pyrokohlensdurediéthylester)

- Dextran 200 Pyrogen free,
Mr 200.000- 300.000

- dNTP Set ,,Ultrapure 100mM

-DTT, 0.1M

- Ethylendiamintetraacetat
- Essigsdure, 98%

- Ethanol absolut

- Ethanol 70%

- Ethidium Bromide Solution, Ultra Pure

- Ficoll Paque

- 5x First Strand Buffer
- Glucose

- HCI, IN

- Isopropanol

- Isopropanol

- Loading Buffer

- Mineralol

- Molecularweight- marker VI,
- Molecularweight- marker VII
- 100bp DNA Ladder

- Natriumacetat

- PBS ohne Calcium u. Magnesium

- Proteinase K

- Rnase H

- Rnase Inhibitor

- Seakem™ GTG Agarose
- Superscript™II RT

- TAE- Puffer, 50x (Tris- Acetat EDTA)

- Taqg DNA Polymerase Amplitaq Perkin Elmer

und Inkubationspuffer 10x

- Template Suppression Reagent, Abi Prism

8.3g NH4Cl, 1.0g KHCO3,
0.037g Na2EDTA Titriplex,
dd H20 ad 11

Biozym, Hessisch Oldendorf
Braun, Melsungen

Perkin Elmer, USA

Biorad, Miinchen

Merck, Darmstadt

Aldrich, Steinheim

SERVA, Heidelberg

Pharmacia Freiburg
Gibco BRL©O, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Gibco BRL©O, Eggenstein
Pharmacia, Freiburg
Gibco BRL©O, Eggenstein
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Riedel de Haen, Seelze
Merck, Darmstadt

40% (w/v) Saccharose
0.25% (w/v) Bromphenolblau
0.05M EDTA

Sigma, Deisenhofen

Boeringer, Mannheim
New England Biolabs
Merck, Darmstadt

Gibco BRL©O, Eggenstein
Boeringer, Mannheim
Gibco BRL©O, Eggenstein
Gibco BRL©O, Eggenstein
Biozym, Hess. Oldendorf
Gibco BRL©O, Eggenstein
2M Tris, 1M Essigséure
100mM EDTA, pH 8.0
Uberlingen

Perkin Elmer, Applied
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Biosystems, USA

- TE- Puffer 10mM TRIS/HCI pH 8.0; ImM
EDTA

- TRIzol- Reagenz Gibco BRL©O, Eggenstein

3.1.5 Oligonucleotide und Primer

- Primerbestellungen, Oligo MWG, Biotech,
Sequenzspezifische Primer Ebersdorf

3.2 Methoden

3.2.1 Isolierung von DNA aus Vollblut

Das Prinzip der DNA- Isolierung (modifiziert) aus kernhaltigen Zellen in antikoaguliertem
Vollblut beruht auf einem von Miller et al. entwickelten Prinzip 89). Dabei werden die im
Vollblut enthaltenen Erythrozyten selektiv lysiert und verbleibende Protein- und
Hamoglobinreste, die den PCR- Vorgang hemmen konnen, durch Aussalzen entfernt.
Mogliche Kontaminationen der gDNA mit unerwiinschten Fremdstoffen (zum Beispiel RNA
oder DNasen) werden durch Zusatz von Rnasen und Enzymen, die die DNasen in ihrer
Aktivitdt einschrinken, eliminiert. Soll die extrahierte DNA fiir eine PCR verwandt werden,
so sollte als Antikoagulans fiir das Vollblut EDTA oder Citrat eingesetzt werden, da Heparin
die PCR zu stark hemmen wiirde.

Durchfiihrung:

Fiir die Isolierung von DNA aus Granulozyten wurden sowohl das Puregene® DNA- Isolation
Kit als auch das Extra Gene Kit angewandt.

3.2.1.1 Puregene® DNA- Isolation Kit

Zu 300ul Vollblut in einem 1.7ml Eppendorf Tube werden 900ul Red Blood Cell Lysis
Solution hinzugefiigt und 10min. bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die Probe wird dann fiir
20sec bei 13.000-16.000 xg zentrifugiert, wodurch die lysierten Erythrozyten als
bodenstindiges Pellet zuriickbleiben. Zu dem nun abpipettierten Uberstand, der nur noch
weisse Blutzellen enthélt, werden 300ul Cell Lysis Solution hinzugefiigt und mehrmals durch
eine Pipettenspitze geschert. Dadurch werden die verbliebenen weissen Blutzellen vollstindig
lysiert. In der Losung vorhandene RNA- Reste konnen sich in nachfolgenden Reaktionen als
storend erweisen, deshalb wird dem Ansatz 5ul RNase A Losung hinzugefiigt, um die durch
enzymatische Losung verbliebenen RNA- Reste zu entfernen. Der Ansatz wird anschlieend
gut gemischt und fiir 15min. bei 37°C inkubiert. Nach Abkiihlen der Losung erfolgt die
Aussalzung von Proteinen mit der Protein Precipitation Solution. Erneutes Zentrifugieren der
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Probe bei 13.000-16.000 xg fiir 3min. ldsst die Proteinreste als Pellet zuriick. Der erhaltene
Uberstand wird in ein neues GefiB gegeben und mit 100%-igem Isopropanol vermischt. Nach
erneutem Zentrifugieren (Imin., 13.000-16.000 xg) wird die DNA als kleines, weilles Pellet
sichtbar. Das Pellet wird in absteigender Reihenfolge mit 100%- und 70%-igem Ethanol
gewaschen und am Ende des Vorgangs griindlich von dem Ethanol befreit. Je nach
gewiinschter Konzentration kann die DNA in 50-100pul sterilem Wasser geldst werden und
sollte zur vollstindigen Rehydrierung der DNA am besten iiber Nacht bei 4°C gelagert
werden. Sie kann jedoch auch bei 56°C fiir ca. Smin. inkubiert werden, um das Ldsen der
DNA mit dem Aqua dest. zu bewirken. Wéhrend des gesamten Arbeitsablaufes ist darauf zu
achten, dass nur sterile Pipettenspitzen gebraucht werden. Auch sollten Losungsmittel und
Enzyme nur mit dafiir vorgesehenen Pipetten bearbeitet werden. Die im Durchschnitt erreichte
Reinheit der DNA liegt im Bereich des Extinktionsverhédltnisses von OD 260/ OD280: 1.5-
1.6. Sollte das Extinktionsverhéltnis tiber dem Wert 2.0 liegen, so liegt eine Verunreinigung
mit RNA vor. Erneute Inkubation der DNA- Losung mit RNase A und anschlieBender Féallung
nach oben genanntem Prinzip beseitigt verbliebene RNA- Reste.

3.2.1.2 Extra Gene®© Kit

Das Prinzip der DNA- Isolation mit dem Extra Gene Kit gleicht in den meisten Punkten dem
des Puregene® DNA- Isolation Kit, allerdings wird bei diesem Kit auf eine Entfernung von in
der Losung verbliebenen RNA- Resten verzichtet.

0.5ul Vollblut werden in ein 1.7ml Eppendorf Tube mit 0.9ml Erythrozyten- Lyse- Puffer
versetzt und fiir 3min. bei 12.000-13.000Upm zentrifugiert. Erneutes Waschen des
Leukozyten- Sedimentes mit dem Erythrozyten- Lyse- Puffer erhoht die Reinheit des
Endproduktes indem alle Erythrozytenreste entfernt werden. Das Leukozyten- Sediment wird
nun in 235ul Aqua dest. resuspendiert, mit 120ul Extraktionspuffer und 15ul Proteinase K
versetzt und fiir 20min. bei 56°C inkubiert. In diesem Schritt werden die Proteinreste in der
Losung angedaut und sind damit leichter zu féllen. Eine nachfolgende Inkubation fiir 10min.
bei 96°C denaturiert die der Probe zugesetzten Enzyme. Nach Abkiihlen der Losung, gibt man
120ul Protein-Fallungs-Reagenz hinzu und zentrifugiert erneut bei 12.000-13.000Upm fiir
Smin. Der klare Uberstand wird nun vorsichtig vom Proteinpellet am Boden des Gefifes
abgehoben und in ein sauberes Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Es folgt das Waschen der Probe in
zwel Schritten mit 100%- und 70%- igem Ethanol. Die vom Ethanol befreite Probe wird in der
Folge mit 50ul Aqua dest. rehydriert und zum vollstdndigen Lésen der DNA {iber Nacht bei
4°C inkubiert.

3.2.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung der DNA

Die Konzentration der DNA kann durch Messung der optischen Dichte (OD) bei 260nm
bestimmt werden. Dabei gilt fiir gDNA, dass ein Wert von 1 bei einer OD von 260nm einer
Konzentration von 50ug/ml entspricht.
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Durchfiihrung:

Fiir die photometrische Bestimmung wurden 15ul der DNA- Proben mit 285ul Aqua dest.
versetzt, so dass eine Verdiinnung von 1:20 entsteht. Der Leer- oder Referenzwert wird in
einer Glaskiivette mit Aqua dest. bestimmt. Dazu werden von 300ul Aqua dest. die OD bei
260nm und 280nm gemessen und als Nullpunkt in das Photometer eingegeben. Bei der OD
von 260nm wird die Konzentration der in der Probe vorhandenen DNA ermittelt. Wird die
Verdiinnung der DNA- Proben beriicksichtigt, so ergibt sich fiir einen Wert von 1 bei der
OD260 eine Konzentration von 1000pg DNA pro ml Probe. Die Reinheit der DNA kann
durch das Verhiltnis der OD260/ OD280 ermittelt werden. Reine DNA sollte ein
Extinktionsverhédltnis zwischen 1.6- 2.0 aufweisen. Werte tlber 2.0 deuten auf eine
Verunreinigung mit RNA-, Werte unter 1.6 auf Kontamination mit Proteinresten hin. Nach
Messung jeder DNA- Probe ist die Glaskiivette griindlich mit Aqua dest. zu spiilen- daran
haftende DNA- Reste konnten die OD der nachfolgenden Proben verfilschen. Zu
Fehlinterpretationen der OD fiihren auch Verschmutzungen der Glaskiivette, deshalb sollte
diese nur mit trockenen und sauberen Handschuhen angefasst werden.

3.23 Fallung von DNA

Soll die Konzentration eines PCR- Produktes bzw. einer DNA erhoht werden, bedient man
sich einer Ethanolfdllung. Dazu werden 10ul Natriumacetat (pH 5.1, 3M), 90ul H20 und
250ul Ethanol absolut mit dem PCR- Produkt fiir 15 min. bei Raumtemperatur zentrifugiert
und anschlieBend mit 250ul 70%- igem Ethanol gewaschen. Das nach Entfernen des Ethanols
verbleibende PCR- Produkt wird mit der gewiinschten Volumenmenge an Losungsmittel
rehydriert. Als Losungsmittel konnen Aqua dest., HPLC Wasser, RNA- Losungen oder
Template Suppression Reagent verwendet werden.

3.24 Die Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die von Mullis et al. von der Firma Cetus, Kalifornien, USA im Jahre 1985 entwickelte
Methode zur in vitro- Amplifizierung von DNA- Abschnitten, kurz Polymerase Chain
Reaction (PCR), hat sich inzwischen in vielen klinischen Bereichen als eine effiziente
Vorgehensweise in der Diagnostik von Erkrankungen und Mutationen bewéhrt 40). Mit diesem
Prinzip der enzymatischen DNA- Synthese wird der in jeder Zelle stattfindende
Zellteilungszyklus auf durchaus einfache Weise imitiert.

Zunichst werden kleine Oligonucleotide (sogenannte ,,Primer*) als genomische Sonden in den
Bereich des interessierenden DNA- Abschnittes gelegt. Die Primer sind dem aufgetrennten
DNA- Abschnitt komplementir- ihre Lage bestimmt nachher die Grofle des DNA-
Amplifikates. Die Polymerase bindet an die Enden der Primer und synthetisiert aus den
beigefiigten Nucleotiden einen der DNA- Matritze komplementédren Strang. Jedoch kann die
Polymerase den DNA- Strang nur in der 5'—3" Richtung ablesen und verldngern. Bei der
Durchfiihrung der PCR sind einige Punkte zu beachten, damit die gewonnenen PCR- Produkte
moglichst spezifisch sind (92; 93; 94).
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Der Reaktionsablauf der DNA- Amplifikation folgt einem festgelegten Schema, in dem sich
die Schritte Denaturierung, Annealing und Prolonging zyklisch wiederholen. Zunichst wird
der Doppelstrang bei 95°C denaturiert, wobei die Wasserstoffbriickenbindungen, die den
DNA- Strang zusammenhalten, gelost werden. In dem nun folgenden Schritt, dem Annealing,
bindet der Primer an den einzelnen komplementiren DNA- Strang. Die Annealing- oder
Schmelztemperatur ist fiir jeden Primer spezifisch und ldsst sich aus seinem unterschiedlichen
Gehalt der vier Basen Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) und Thymin (T) berechnen. (Abb.
3.1) Dabei ist der errechnete Wert fiir die Tm lediglich ein Anhaltspunkt fiir die Annealing
Temperatur zu Beginn eines Versuches, sie kann 3°C- 12°C iiber dem errechneten Wert liegen
(98).

Formel zur Berechnung der Schmelztemperatur eines Primers:
[(Anzahl von A + T)x 2°C +(Anzahl von G + C)x 4°C]

(Abb. 3.1:) Formel zur Berechnung der Schmelztemperatur eines Primers/ Oligonucleotids (98).

Im letzten Schritt, dem Prolonging, werden die Primer bei 72°C verldngert. Ein Zyklus der
PCR umfafit alle drei Schritte, wobei die meisten PCR- Programme insgesamt 30 Zyklen
beinhalten. Innerhalb dieser 30 Zyklen entstehen am Ende der Reaktion ca. 2x10® Kopien des
gewiinschten DNA- Abschnittes.

Dem Reaktionsansatz werden Primer und Nucleotide im Uberschuss, DNA, welche die
Matritze darstellt, und Polymerase und Magnesiumchlorid als Puffer beigefiigt. Um mdogliche
Kontaminationen der Reaktionsansidtze mit Fremd- DNA zu erkennen, wird immer eine
Negativkontrollen mitgefiihrt, die anstatt genomischer DNA lediglich Aqua dest. enthélt. Um
das Vorhandensein einer Reaktion nachzupriifen, wird dem Reaktionsansatz eine interne
Positivkontrolle beigefiigt. Das haufig verwendete Primerpaar fiir das humane
Wachstumshormon (Human Growth Hormone= HGH) eignet sich hierfiir sehr gut, da es in der
menschlichen DNA {ibiquitir nachgewiesen werden kann.

Damit jedoch Kontaminationen des Reaktionsansatzes mit Fremd- DNA oder Plasmiden
vermieden werden, sollte nur mit autoklavierten Reagenzien und Geriten gearbeitet werden.
Es empfiehlt sich, den Reaktionsansatz an einer sterilen Werkbank anzusetzen und die DNA
anschliefend an einem gesonderten, dafiir vorgesehenen Ort hinzuzufiigen. Vor dem Ansetzen
sollten die Pipetten und Pipettenspitzen 15min. mit UV- Licht bestrahlt werden, um mogliche
anhaftende DNA zu entfernen. Insbesondere Plasmide neigen dazu, in der Luft Aérosole zu
bilden und sich dann an Gerdten und Reagenzien festzusetzen. Umgehen ldsst sich dieses mit
sogenannten gestopften Pipettenspitzen, die in ihrem Lumen einen Luftfilter aufweisen.

Die lyophilisierten Primer werden nach den Konzentrationsangaben der Firma Biotech
zundchst mit Aqua dest. auf 100pmol/ul verdiinnt. Fiir den unmittelbaren Gebrauch in der
PCR wird diese Losung noch einmal mit Aqua dest. auf 1:20, also eine Konzentration von
Sumol/l, verdiinnt. Die dNTPs werden in einer Konzentration von 12.5mM/ je Nucleotid
angesetzt. (3.2.4.1) Da hiufiges Auftauen den dNTPs schadet, wird die Losung anschlieBend
auf kleinere Portionen aufgeteilt und eingefroren.

Die gewonnenen PCR- Produkte werden nach der Reaktion wie in Kapitel (3.2.5) beschrieben
auf einem 1.5%-igem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und konnen nach Anfarbung
mit Ethidiumbromid unter einer UV- Lampe sichtbar gemacht werden.
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3.24.1 Ansatz fiir eine 5 x ANTP- Losung

-Adenin: 12.5ul
-Guanin: 12.5ul
-Thymin: 12.5ul
-Cytosin: 12.5ul
mit 950ul Aqua dest. auf insgesamt 1000ul ANTP- Losung auffiillen.

3.24.2 Reaktionsansatz fiir die HNA-1a/ -1b- spezifische PCR

Die PCR fiir die HNA-1a/ -1b- Typisierung wurde nach den von Bux et al. beschriebenen
Methoden durchgefiihrt (25). Dabei ist das Primerpaar SSP1/ SSP3 fiir HNA-1b, das Paar
SSP5/ SSP3 fiir HNA-1a- spezifisch.

Aqua dest. 8ul
Puffer Sul
dNTP 8ul
SSP1/ SSP5 Sul
SSP3 Sul
HGHI1 Sul
HGH2 Sul
TAQ Polymerase (1:10) 4ul

Testvolumen: 22.5ul +2.5ul genomische DNA; Gesamtvolumen: 25ul.

PCR- Programm:

Denaturierung : 95°C, 2min.
Denaturierung : 95°C, 30sec
Annealing : 57°C, 1min. } 30 Zyklen
Verldngerung : 72°C, 30sec
Verldngerung: 72°C, Smin.

3.24.3 Reaktionsansatz fiir die HNA-1c-spezifische PCR

Die PCR fiir die HNA-lc- Typisierung wurde nach den von Bux et al. beschriebenen
Methoden durchgefiihrt (26).

Aqua dest. Sul
Puffer Sul
dNTP gul
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VP 8 Sul
RP9 Sul
HGH1 Sul
HGH2 Sul
TAQ Polymerase (1:10) 4ul

Testvolumen: 22.5ul +2.5ul genomische DNA; Gesamtvolumen: 25ul.
PCR- Programm:

Denaturierung : 95°C, 2min.

Denaturierung : 95°C, 30sec
Annealing : 60°C, Imin. 30 Zyklen
Verldngerung : 72°C, 30sec
Verldngerung: 72°C, Smin.

3.244 Reaktionsansatz fiir den Nachweis von drei FCGR3B- Genen/
HNA-1b- spezifische PCR

Der Reaktionsansatz fiir die HNA-1b- spezifische PCR wurde nach einer von Steffensen et al.
beschriebenen Methode durchgefiihrt (129).

Aqua dest. 8ul
Puffer Sul
dNTP 8ul
SSP1 Sul
RP 14 Sul
HGHI1 Sul
HGH2 Sul
TAQ Polymerase (1:10) 4ul

Testvolumen: 22.5ul +2.5ul genomische DNA; Gesamtvolumen: 25ul.

PCR- Programm:

Denaturierung : 95°C, 2min.
Denaturierung : 95°C, 30sec
Annealing : 60°C, Imin. 30 Zyklen
Verldngerung : 72°C, 30sec

Verldngerung: 72°C, Smin.



3.24.5 Reaktionsansatz zur Amplifikation des FcyIIIb- Rezeptors

Aqua dest. 27ul
Puffer Sul
dNTP 8ul
VP492 2.5ul
RP1 2.5ul
Tag- Gold Polymerase (1:10) 4ul

Testvolumen: 49ul +1ul genomische DNA; Gesamtvolumen: 50pl.
PCR- Programm:

Denaturierung sowie reaktionseinleitende Schritte:

-98°C, 10 min.

-75°C, 3 min.

-45°C, 2 min.

-72°C, 40 min.
Denaturierung : 94°C, 1 min.
Annealing : 45°C, 1 min. 40 Zyklen
Verlédngerung : 72°C, 3 min.
Verldngerung : 72°C, 15 min.

3.2.4.6 Reaktionsansatz zur Amplifikation des Intron I1I

3.2.4.6.1 Reaktionsansatz zur Amplifikation des Intron III ohne Hotstart

Fiir die Amplifikation des Intron III wurde das Gene Amp®, XL- PCR Kit benutzt, mit dem
DNA- Fragmente hergestellt werden konnen, die >5- 40 kb lang sind. Die PCR- Reaktion
wurde in der Hybaid, ,,PCR- Express* (Hybaid, GB) durchgefiihrt.

Aqua dest. 12.6pl
Puffer, 33x 15ul
dNTP 4ul
SSP1 Sul
RP6 Sul
MgCl2 2.4ul
Taq— Polymerase Tul

Testvolumen: 45ul +5ul genomische DNA; Gesamtvolumen: 50pl.

PCR- Programm:
Denaturierung : 94°C, 2min.
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Denaturierung : 94°C, 15 sec
Annealing, 62°C, 5 min. 35 Zyklen
Verldngerung : 72°C, 10 min.

3.2.4.6.2 Reaktionsansatz zur Amplifikation des Intron III mit Hotstart

Ziel des Hotstart ist es, moglichst viele spezifische DNA- Produkte und wenige unspezifische
Oligonucleotide zu erhalten. Dazu wird die TAQ- Polymerase erst nach Denaturierung der
DNA zu der Reaktion hinzugefiigt, so dass alle PCR- Reaktionen zur gleichen Zeit beginnen.
Da die Reaktionspartner erst aufeinander treffen, wenn die Temperatur des Gemisches hoch
genug ist (55°C- 58°C), binden nur wenige Primer unspezifisch an falsche DNA- Sequenzen.
Die Reagenzien konnen entweder durch ein Wachskiigelchen oder Mineraldl voneinander
getrennt werden. Bei der entsprechenden Temperatur schmilzt die Trennschicht und
schwimmt aufgrund geringerer Dichte an die Oberfliche des PCR- Gemisches. Dadurch
werden beide Reaktionsgemische miteinander vermengt und die Amplifikation der Matrize
kann anfangen.

Durchfiihrung:

Zunichst werden alle Reagenzien mit Ausnahme der Polymerase und der DNA in sterile PCR-
Stripes pipettiert. Auf den Mastermix wird vorsichtig ein Tropfen Mineral6l geschichtet.
Dartiber kommt dann das Gemisch aus Puffer, XL- TAQ- Polymerase und DNA- Matrize.

Mastermix ohne Polymerase:

Aqua dest. 12.6ul
Puffer, 33x 6.0ul
dNTP (10mM) 4ul
SSP1 Sul
RP6 Sul
MgCl2 (25mM) 2.4pl

Testvolumen: 35.0ul.

TAQ- Polymerase und DNA- Matrize:

Puffer, 33x 9.0ul
TAQ, XL- Kit 1.0ul
DNA- Matrize 5.0ul

Gesamtvolumen: 35.0ul+ 15.0ul (bestehend aus DNA, Puffer und Polymerase)= 50pul
PCR- Programm:

Hotstart : 95°C, 5min.

Denaturierung : 95°C, 15sec

Annealing : 62°C, Smin. 35 Zyklen
Verlédngerung : 72°C, 10 min.
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3.2.5 Auftrennung der PCR- Produkte auf einem Agarosegel

Um die in einer PCR entstandenen Amplifikate nachweisen zu konnen, werden zunéchst die
PCR- Produkte in einer Gelelektrophorese aufgetrennt. Bei der Gelelektrophorese sind
folgende Kriterien von entscheidender Bedeutung, denen in der Auswahl von angelegter
Spannung und verwendeter Agarose Rechnung getragen werden muss. In der Elektrophorese
miissen die DNA- Fragmente durch die Poren des Agarosegels wandern, so dass sich
zwangsldufig eine geringere Wanderungsgeschwindigkeit fiir grofle Fragmente ergibt. Kleine
Fragmente wandern dementsprechend schneller. Je nach FragmentgroBe empfiehlt es sich,
eine fiir die geschitzte GroBle der aufzutrennenden Fragmente geeignete Agarose zu nehmen.
Eine weitere Moglichkeit, die Auftrennung von Fragmenten bestimmter Gréfe zu beeinfluflen,
ist die Konzentration des Agarosegels. Als Faustregel gilt, dass je groer das DNA- Fragment
ist, desto niedriger mul3 die Konzentration des Gels angesetzt werden. Ein 1.5%-iges
Agarosegel zum Beispiel trennt lineare DNA- Molekiile auf, deren Grofe 0.2- 3kb ist.
Ebenfalls wird die Wanderungsgeschwindigkeit der DNA durch die Zusammensetzung und
elektrische Leitfdhigkeit des Elektrophorese- Puffers beeinflusst. Fiir alle durchgefiihrten
Gelelektrophoresen wurde 1x TAE- Puffer gebraucht. Der 1x TAE- Puffer wurde aus einer
50x Stammldsung in einem Verhiltnis von 20ml 50x TAE- Puffer und 1000ml Aqua dest.
angesetzt. Auch die angelegte Spannung ist von grosser Bedeutung. Zwar nimmt die
Elektrophorese bei niedrig angelegter Spannung mehr Zeit in Anspruch, garantiert aber eine
bessere Auftrennung der Fragmente.

Damit spiter die aufgetrennten DNA- Fragmente sichtbar gemacht werden konnen, wird das
Gel mit Ethidiumbromid angefarbt. Ethidiumbromid interkaliert mit der doppelstringigen
DNA und sendet bei Bestrahlung mit UV- Licht Fluoreszenz aus. Das Arbeiten mit dem
Ethidiumbromid sollte an einem eigens dafiir vorgesehenen Platz erfolgen, um mdgliche
Verschleppung der mutagen und giftig wirkenden Substanz zu vermeiden. Auch auf
personlichen Schutz und dem anderer vor der Substanz muss geachtet werden. Alle mit
Ethidiumbromid in Kontakt gekommenen Gegenstinde werden in den Sondermiill gebracht.
Zu der elektrophoretischen Auftrennung der DNA- Fragmente wird auch ein Lingenmarker
mitgefiihrt. Die gebrauchsfertigen molekularen Langenmarker enthalten DNA- Fragmente
einer bekannten Grofle, die es einem ermdoglichen, die Grofle des eigenen Fragments durch
optischen Vergleich abschitzen zu konnen. Vielfach besteht fiir die Léngenmarker eine
Konzentrationsangabe der einzelnen Fragmente, so dass gleichzeitig die ungefihre
Konzentration des Produktes bestimmt werden kann.

Um wihrend der Elektrophorese die Wanderungsgeschwindigkeit der Fragmente beurteilen zu
konnen, wird dem PCR- Produkt noch eine optische Kontrolle in Form des
Auftragungspuffers (Loading- Buffer) Bromphenolblau beigemengt. So kann bestimmt
werden, ob die DNA- Fragmente weit genug gelaufen sind und das Gerét abgestellt werden
kann.

Durchfiihrung:
Herstellung eines 1.5%-igen Agarosegels
0.3g Agarose werden mit 25ml 1x TAE- Puffer in einem Erlenmeyerkolben unter stindigem

Riihren durch einen Magnetriihrer aufgekocht. Nach Abkiihlen der Agarose auf 70°C werden
2.5ul Ethidiumbromid beigefiigt und gut vermischt. In einen mit Kédmmen bestiickten
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Gelschlitten, der an den Seiten mit Isolierband abgedichtet wurde, wird die noch fliissige
Gellosung eingegegossen. Es ist darauf zu achten, dass sich keine Luftblasen im Gel gebildet
haben. Entstandene Luftblasen konnen mit einer Pipettenspitze entfernt werden. Nach ca.
15min. ist die Agarose erkaltet und auspolymerisiert, die Kimme konnen jetzt vorsichtig aus
der Agarose herausgelost werden. Dort, wo der Kamm die Agarose verdrdngt hat, sind nun
kleine Taschen entstanden, in die spéter das PCR- Produkt hinein pipettiert werden kann. Von
den in der PCR entstandenen Amplikons werden Sul mit 1ul Loading- Buffer versetzt und in
die Geltaschen pipettiert. 1ul des Langenmarkers wird mit 4ul Aqua dest. und 1l Loading-
Buffer vermischt und ebenfalls in eine Geltasche gegeben. Das Gel wird anschlieBend fiir
30min. bei 250 mA und 120 V elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend kann das Gel
unter einer UV- Lampe ausgewertet werden. Das Ergebnis kann mit einer Sofortbildkamera
festgehalten werden, die Belichtungszeit betrdgt 2sec, bei auf 11 eingestellter Blende.
Innerhalb von 45sec ist das Bild entwickelt.

3.2.6 Aufreinigung von DNA- Fragmenten

Die Aufreinigung von DNA- Fragmenten dient der Isolierung des gewiinschten PCR-
Produktes aus einem Verband von Zusatzprodukten. Es sollte dabei mit einer geniigend
groBen Menge an PCR- Produkt gearbeitet werden, da bei der Elution des Produktes aus dem
Agarosegel ein erheblicher Anteil der DNA verloren geht. Fiir die Aufreinigung wurde das
Qiaquick Gel Extraction Kit benutzt.

Durchfiihrung:

Zundchst wird das PCR- Produkt auf einem 1%-igem Seakem GTG Agarosegel (0.2g Seakem
Agarose +20ml TAE- Puffer) elektrophoretisch aufgetrennt. AnschlieBend wird das Gel unter
einer UV- Lampe ausgewertet und mit einem sterilen Skalpell die gewilinschte Bande
herausgeschnitten, deren Grofle und Lage mittels des mitgefiihrten Langenmarkers ermittelt
wird. Beim Arbeiten unter der UV- Lampe muf} fiir UV- Schutz unbedeckter Koérperpartien
gesorgt werden, da bereits nach wenigen Minuten ein Erythem die Folge ist. Die isolierten
DNA- Fragemente werden mit Hilfe der Qiavac 6s Manifold und dem Qiaquick Gel
Extraction Kit nach Angaben des Herstellers aus der Agarose eluiert und in 30-50ul Aqua
dest. gelost. Damit nach der Elution die Konzentration des DNA- Fragments bestimmt werden
kann, ldasst man 1yl des PCR- Produktes +1ul Loading- Buffer auf einem 1.5%-igem
Agarosegel  laufen. Fir den  mitgefiihrten  Langenmarker  bestehen  bereits
Konzentrationsangaben, so dass sich die Konzentration des isolierten PCR- Produktes durch
optischen Vergleich abschétzen 146t.

3.2.7 Die Priaparation von Granulozyten

Die Isolierung von Granulozyten erfolgt nach einer modifizierten Methode der urspriinglich
von Begyum im Jahre 1968 entwickelten Vorgehensweise (11). Granulozyten mit ihrer Fahigkeit
zur Exo- und Endozytose beherbergen eine Vielzahl von lytischen Enzymen. Werden
Granulozyten durch exogene Reize aktiviert, wie das schon bei der Blutentnahme der Fall sein
kann, so beginnt eine Kaskade enzymatischer Reaktionen innerhalb der Zellen, die
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letztendlich eine Zellyse zur Folge haben. Aufgrund dieser Tatsache sind Granulozyten nur fiir
kurze Zeit lagerbar und die Isolierung der Zellen aus dem Frischblut sollte eine Zeitdauer von
maximal anderthalb Tagen nicht iiberschreiten.

Ammoniumchloridlésung: -1.55 M NHaCl
-0.1 M KHCOs3
-1mM Na2-EDTA, pH 7.4
Dextran Losung: -10g Dextran T 250 ad 200ml
-PBS o. Ca2* und Mg?* pH 7.2
PBS o. Ca?* und Mg?* -10ml PBS Ca2* und Mg?* (10x) ad 1000ml H20
Durchfiihrung:

Zu einem Probenrdhrchen mit 10 ml Heparinblut (10ml Vollblut +100ul Heparin) werden
2.5ml einer 5%-igen Dextranlosung hinzugefiigt. Es folgt eine Inkubationszeit von 30 min. bei
37°C, wobei die Rohrchen schrig in einen Sténder gestellt werden. Die Dextranlésung bewirkt
eine Sedimentation der Erythrozyten, die Leukozyten hingegen bleiben im Plasma
suspendiert. Pro Probe werden je zwei Poly- Rohrchen mit 2.5ml einer Ficoll-Paque Losung
vorbereitet. Jetzt wird der leukozytenhaltige Uberstand vorsichtig mit einer Pasteur Pipette auf
das Ficoll-Paque geschichtet und fiir 20 min. bei 1200 U/min. zentrifugiert. Durch das
Zentrifugieren wird die Probe ihrer Dichte entsprechend in verschiedene Schichten unterteilt:
am Boden des Rohrchens liegt ein Pellet aus Erythrozyten, iiber diesem befinden sich
Granulozyten. Es folgt eine Schicht aus Ficoll, an die wiederum eine Schicht aus Plasma
angrenzt. Zwischen Ficoll und Plasma ist die sogenannte Interphase, die T- und B-
Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten enthilt. Nach Absaugen des Uberstandes wird
das verbleibende Granulozyten- und Erythrozyten- haltige Pellet mit 2ml einer
Ammoniumchlorid- Lésung versetzt und fiir Smin. in ein Eisbad gelegt. Die verbliebenen
Erythrozyten werden so lysiert. AnschlieBendes Waschen der Granulozyten in PBS ohne
Calcium entfernt dann verbleibende Erythrozyten und Proteinreste. Die Granulozyten konnen
nun in autoklavierte, silikonisierte 1.7ml Eppendorf Tubes iiberfiihrt werden.

3.2.8 Isolierung von RNA aus Granulozyten

Die Isolierung intakter DNA aus Granulozyten basiert auf der von Chomczynski im Jahre
1987 entwickelten Methode (30). Dabei wird Guanidinisothiocyanat hinzugefiigt, welches als
stark denaturierende Substanz die Degradation der RNA durch RNasen verhindert. Die
Isolierung selber erfolgt aus Granulozyten, die aus 10ml Heparinblut (10ml Vollblut + 100ul
Heparin) gewonnen wurden. Bei der RNA- Isolierung sollte darauf geachtet werden, dass an
einer sterilen Werkbank mit autoklavierten Gerétschaften gearbeitet wird, um mogliche
Kontaminationen mit RNasen oder Fremd- DNA zu vermeiden. Fiir die RNA- Isolierung
wurde sowohl eine Fillung mit Trizol als auch eine Féllung mit dem Roti©O- Quick Kit
vorgenommen.



3.2.8.1 Isolierung von RNA aus Granulozyten mit dem Roti ©- Quick
Kit

Pro 0.2g Zellmaterial werden 2.0ml Losungl (Gunanidinisothiocyanat) hinzugefiigt und zur
Lyse durch eine Pipettenspitze geschert. Nach diesem Schritt kann das Zellysat bei -70°C fiir
unbestimmte Zeit gelagert werden. Zu den Granulozyten werden nun im nichsten Schritt
2.6ml 4°C kalte Losung 2 (Phenol/ Chloroform- Suspension) hinzugefiigt und gut gevortext.
Dieser Schritt dient der Entfernung von im Lysat enthaltenen Proteinresten. Anschlieend
wird der Ansatz fiir 10min. auf Eis inkubiert und danach bei 10000rpm fiir 15min. bei 4°C
zentrifugiert. Die entstandene obere, wissrige Phase ist RNA- haltig. Sie wird abgehoben und
zum Fillen der RNA mit 2.0ml Losung 3 (Isopropanol) vermischt. Es folgt erneutes
Zentrifugieren bei 10000rpm fiir 15min. bei 4°C. Nach der Zentrifugation wird der Uberstand
verworfen und das RNA- haltige Pellet in je 600ul Losung 1 und 3 geldst. Der Ansatz wird fiir
30min. bei -20°C inkubiert. Um die RNA zu sedimentieren wird eine 30- miniitige
Zentrifugation bei 13000rpm und 4°C AuBentemperatur angeschlossen. Noch verbliebene
Proteinreste werden durch zweimaliges Waschen des RNA- Pellets mit 70%-igem Ethanol
entfernt. SchlieBlich sollte das RNA- Pellet griindlich vom Ethanol befreit und in 50ul DEPC
(Pyrokohlensduredidthylester) Wasser gelost werden. Die OD der gewonnenen RNA kann in
200pl sterilem Wasser mit dem Photometer bestimmt werden. Sie sollte nur kurzfristig bei -
70°C gelagert werden.

3.2.8.2 Isolierung von RNA aus Granulozyten mit Trizol

Fiir die Isolierung wurden Granulozyten genommen, die zuvor, wie in Kapitel (3.2.7)
beschrieben, prapariert wurden. Pro Eppendorf- Gefdll werden ca. 5- 10x 10® Granulozyten
gebraucht. Zu den auf Eis gelagerten Granulozyten wird 1ml TRIzol- Reagenz hinzugefiigt.
Durch mehrmaliges Scheren der Zellen durch eine Pipettenspitze werden diese lysiert und
anschlieend Smin. bei Zimmertemperatur stehengelassen. Um die RNA von anhaftenden
Proteinen zu befreien, werden zum Zellysat 200ul Chloroform hinzugegeben und gut
gevortext. Es folgt eine erneute Inkubation fiir Smin. bei Zimmertemperatur, nach der die
Losung fiir 20min. bei 12000rpm und 4°C zentrifugiert wird. Vorsichtig wird nun die
entstandene RNA- haltige, wiéssrige Phase in ein neues Eppendorf- Gefd3 umgefiillt. Dabei
sollte die DNA- haltige Interphase nicht beriihrt werden. Zur Fallung der RNA werden zu der
wassrigen Losung 0.5ml Isopropanol hinzugefiigt und fiir 10min. bei Zimmertemperatur
inkubiert. Nachdem die Losung fiir 10min. bei 4°C und 12000rpm zentrifugiert wurde, wird
der entstandene Uberstand vorsichtig vom prizipitierten Pellet abgegossen. Im zweiten
Waschschritt wird das verbliebene Pellet in 1ml 70%-igem Ethanol gelost, gut gevortext und
fiir 10 min. bei 4°C und 12000rpm zentrifugiert. Der verbliebene Uberstand wird vorsichtig
abgegossen und das RNA- Pellet bei gedffnetem Deckel 15min. im Eppendorf- Gefal3
getrocknet. Jetzt kann das Pellet in 20ul- 60ul TE- Puffer gelost bei -70°C kurzfristig gelagert
werden.
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3.2.9 Umschreibung von RNA in cDNA

Die Umschreibung von RNA in cDNA erfolgt mit dem Enzym Reverse Transkriptase (RT).
Das Enzym katalysiert die Bindung eines komplementidren DNA- Stranges an eine mRNA-
Matrize. Dazu bendtigt es als Startpunkt eine doppelstridngige Nucleinsdure, die in Form eines
synthetischen Oligonucleotids beigefiigt wird. Das Oligonucleotid besteht aus einer Kette von
15 Thymidinmonophosphatresten (Oligo- dT1s), die an den Poly (A)- Schwanz der mRNA
komplementér binden.

Durchfiihrung:

Zu 10ul RNA in einem sterilen Eppendorf- Gefal werden 2ul Oligo- dT NB2 und 8ul Aqua
dest. hinzugefiigt und fiir 10min. bei 70°C inkubiert. Dadurch wird eine Auflosung der
Sekundérstrukturen bewirkt. Nachdem die Losung abgekiihlt ist, werden

7ul Aqua dest.,
10ul Strang- Puffer (5x),
S5ul DTD
2ul RNAsin (80U)
3ul ANTP- Mix, mit 25mM eines jeden Nucleotids

dazugegeben. Der Ansatz wird fiir 2min. bei 42°C inkubiert. Anschlieend werden noch 3ul
Superscript hinzupipettiert. Die Reaktionslosung wird in folgender Temperatur Reihenfolge
inkubiert:

60min. bei 42°C, in diesem Schritt erfolgt die Polymerisationsreaktion;

10min. bei 50°C;

15min. bei 70°C, in diesem Schritt werden die Enzyme denaturiert.
Im letzten Schritt werden die Enzyme denaturiert. Nachdem die Losung abgekiihlt ist, werden
noch 1ul RNAse H hinzugefiigt und fiir 20min. bei 37°C inkubiert. Noch verbliebene RNA-
Reste werden in diesem Schritt entfernt. Die entstandene cDNA kann bei -20°C gelagert
werden.

3.2.10 Die Sequenzierung

Das von Sanger 1977 entwickelte Prinzip der Sequenzierung beruht auf dem der PCR (117). Bei
der  Sequenzierung  werden neben  dNTPs  sogenannte =~ dNTP-  analoge
Didesoxynucleosidtriphosphate (ddNTP), gebraucht. Da den ddNTPs die 3'- Hydroxylgruppe
fehlt, kann mit der 5’- Triphosphatgruppe des nachfolgenden Nucleotids keine
Phosphodiesterbindung hergestellt werden. Es kommt daher beim Einbau der ddNTPs in die
naszierende Kette zu einem vorzeitigen Kettenabbruch. Somit entstehen, je nach Zeitpunkt des
Einbaus, DNA- Fragmente unterschiedlicher GréBe. Jedes ddNTP ist mit einem Marker
versehen, der frilher aus einer radioaktiv markierten Base, heutzutage aus einem mit
Fluoreszenz versehenem Farbstoff besteht.

Anfinglich musste fiir jede der Basen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin eine getrennte
Sequenzierungsreaktion durchgefiihrt werden, die anschliessend manuell elektrophoretisch
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aufgetrennt wurde. Inzwischen bedient man sich unterschiedlich gefarbter Fluoreszein-
Farbstoffe, die eine Spezifitit fiir jede Base aufweisen. Damit kann die Sequenzanalyse in
einer Reaktion vollzogen werden.

Die handelsfertige Fluoreszenzlosung Big Dye® von ABI PRISM enthilt nebst Puffern und
Polymerase die vier unterschiedlich markierten ddNTPs. Nach erfolgter PCR- Reaktion
werden die Amplikons im Sequenziergerdt vollautomatisiert in einer Elektrophorese
aufgetrennt. Dabei wird das Polyacrylamidgel in eine diinne Glaskapillare aufgezogen und in
das Probengefdll eingefiihrt. Eine an die Kapillare angebrachte Spannung bewirkt eine
Auftrennung der Amplikons ihrer Grof3e nach. Anschliessend tastet der im Geridt enthaltene
Laser die Kapillare ihrer Lange nach ab und registriert die Signale der enthaltenen
fluoreszenzmarkierten Basen. An den Sequenzierer ist ein Computer angeschlossen, mit
dessen Software die ermittelten Signalausschldge verarbeitet und als zusammenhéingende
Sequenz widergegeben werden (4).

3.2.10.1 PCR- Ansatz und Programm fiir die Sequenzierung

Big Dye© Termination Ready Reaction Mix

(ANTP, ddNTP und Polymerase): 4ul

Primer (VP/ RP): 1l

PCR- Produkt: Menge je nach Konzentration des PCR-
Produktes

Aqua dest.: auf insgesamt 20ul Endprodukt
auffiillen

Der PCR- Ansatz wird in sterile PCR- Stripes pipettiert und sollte nach Mdglichkeit vor
LichteinfluB geschiitzt werden, um die Fluoreszenz der markierten ddNTP nicht zu
schwidchen. Die zu untersuchende DNA sollte eine Mindestkonzentration von 20ng/ul
aufweisen, da sowohl zu niedrige als auch zu hohe Konzentrationen der DNA zu Fehlern im
Ablesemechanismus fithren. Die Konzentrationsbestimmung kann sowohl im Photometer als
auch im optischen Vergleich mit einem Agarosegel bestimmt werden.

PCR- Programm fiir die Sequenzierung:

Denaturierung : 96°C, 10sec
Annealing : 45°C- 60°C, 5 sec 25 Zyklen
Verldngerung : 60°C, 4min.

3.2.10.2 Aufbereitung der Proben fiir die Sequenzanalyse

Nach der Sequenzierungs- PCR folgt eine Ethanolfdllung, wie bereits in Kapitel (3.2.3)
beschrieben. Die griindlich vom Ethanol befreiten Produkte werden anschlieend in 25ul
Template Suppression Reagent (TSR) gelost. Der TSR soll bei der Sequenzanalyse
auftretende Storfaktoren wie schlechte Fragmentauftrennung und Hintergrundfluoreszenz
minimieren. Unmittelbar vor der Sequenzierung fiir 2min. bei 95°C werden sie denaturiert und
fiir Smin. auf Eis abgekiihlt. Die zu sequenzierenden Produkte werden in eigens fiir den
Sequencer konzipierte Gefda3e umgefiillt und konnen dann in die Maschine gestellt werden.
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3.2.11 Der Light- Cycler

Mit dem Light- Cycler lassen sich sowohl quantitative als auch qualitative PCR- Analysen
durchfithren. Die Light- Cycler Technologie bietet zwei Vorteile, zum einen eine zeitliche
Verkiirzung des PCR- Prozesses durch sogenanntes ,,rapid thermal cycling®, zum anderen die
Moglichkeit, die Amplifikation der Produkte wihrend des eigentlichen PCR- Vorganges zu
verfolgen.

Rapid thermal cycling ermoglicht eine Amplifikation spezifischer DNA- Sequenzen innerhalb
von 10- 15min. Dabei wird die in dem Gerét erzeugte temperierte Luft mit einem Ventilator in
die zylindrische Probenkammer geleitet, wodurch eine gleichmissige Umgebungstemperatur
fiir die verschiedenen PCR- Schritte ermoglicht wird. Auch die als diinne Glaskapillare
konzipierten Gefdf3e tragen zu einem schnellen Temperaturiibergang zwischen den einzelnen
Reaktionsabldufen bei, da die Wéarmeiibertragung zwischen Umgebung und den in der
Kapillare enthaltenen Reagenzien erleichtert wird (151).

Das Prinzip des Light- Cyclers beruht aus der Emission von Fluoreszenz, welche von dem
Reaktionsstoff SYBR Green I abgegeben wird. SYBR Green [ ist ein dsDNA- spezifischer
Farbstoff, bei dem die Emission von Fluoreszenz durch Interkalierung mit doppelstrangiger
DNA verstarkt wird. Da die Menge an Fluoreszenz von der vorhandenen Konzentration an
dsDNA abhidngig ist, verstirkt sich die im Laufe des PCR- Prozesses gemessene
Signalintensitdt. Gemessen wird die Fluoreszenz, indem die Spitze der Kapillare mit
gefiltertem Licht der Wellenlidnge 450- 490nm bestrahlt wird. Von hier aus wird auch das vom
SYBR Green emittierte Licht aufgenommen. Nach jedem Annealing- Schritt wird die
Fluoreszenz bei einem vorgegebenen Temperaturplateau ermittelt (151; 152). Es hat sich gezeigt,
dass die Menge an gemessener Fluoreszenz von der Temperatur abhingig ist. Damit ist ein fiir
diesen Schritt angepasstes Temperaturmillieu unabdingbar ©1).

Ein an den Light- Cycler angeschlossener Computer zeichnet die Fluoreszenz (F1) in
Abhingigkeit von der Zahl der erfolgten PCR- Zyklen auf und wandelt sie in eine Graphik
um. Die Vermehrung der DNA- Amplikons verlduft ab einer bestimmten Zykluszahl
exponentiell, bis sie an ithrem Maximum angelangt, stagniert. Es resultieren typische
sigmaformigen Kurven, die in spiteren Zyklen in einem Plateau auslaufen. Je nach
vorhandener Menge findet bei einer hohen Konzentration an DNA das exponentielle
Wachstum der Kurven schon zu einem frithen Zeitpunkt der Reaktion statt, oder erst sehr spit,
wenn wenig DNA in der Probe vorhanden ist. Allerdings werden von dem Gerdt auch die
Lichtemissionen unspezifischer Produkte erfasst, die in Form von Oligonucleotiden und
Primerkomplexen (Primer- Dimer) vorhanden sein kénnen. Die Fluoreszenz unspezifischer
Produkte kann bei der Auswertung zu Fehlinterpretationen fiihren, wird sie nicht als solche
erkannt (151; 153).

Um zwischen spezifischen und unspezifischen Amplikons unterscheiden zu konnen, wird am
Ende der PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Die Schmelzkurve eines jeden
Amplikons ist von dessen GC/ AT- Verhéltnis, Linge und Sequenz abhingig. Wird ein
Amplikon auf 95°C erhitzt, so wird die Fluoreszenz bei Erreichen des fiir ihn spezifischen
Schmelzpunktes, welches mit seinem Zerfall in Einzelstringe gleichzusetzen ist, rapide
abnehmen. Es entsteht ein scharfer Knick in der Fluoreszenz- Kurve, die zumeist im Bereich
hoher Temperaturen liegt. Unspezifische Produkte hingegen weisen einen eher flachen
Kurvenverlauf auf, auch ist ihr Schmelzpunkt bei einer niedrigeren Temperatur erreicht.
Anschliessend werden die gewonnenen Ergebnisse durch die Light- Cycler Software
aufgearbeitet und die ermittelte Fluoreszenz als negative Ableitung in Abhéngigkeit zur
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Temperatur darstellt. Es ergeben sich die sogenannten ,,melting peaks®, die ein Maximum
ihrer Fluoreszenz in Hohe des flir das Amplikon spezifischen Schmelzpunktes aufweisen (113).
Grundlage einer quantitativen DNA- Analyse einzelner Proben bildet eine Verdiinnungsreihe,
die aus DNA- Standards hergestellt wurde. Diese Standards enthalten DNA einer bekannten
Konzentration und werden anschliessend in mehreren Potenzschritten verdiinnt. Anhand einer
Formel wird die zu erwartende Anzahl an DNA- Kopien in den Standards berechnet (Abb.
3.2).

Anzahl (Kopien/ul)= 6 x 1023 (Kopien/mol) x Konzentration (g/ul) x MW (g/mol)~"

(Abb. 3.2:) Formel zur Berechnung der zur erwartenden DNA- Kopienanzahl in einer DNA- Standardprobe.

Die errechneten Kopiezahlen werden als logarhytmische Funktion der vom Gerét gemessenen
Kopienzahlen aufgetragen. Aus der entstechenden Gerade werden dann durch die Software
Korrelationskoeffizient und Standardabweichung ermittelt. Standardkurven dienen der
Konzentrationsbestimmung noch unbekannter DNA- Proben. Je mehr Standards zur
Konzentrationsanalyse herangezogen werden, desto genauer wird das resultierende Ergebnis.
Ein Nachteil des Light- Cyclers ergibt sich aus der Titrierung und Verarbeitung der DNA.
Sowohl bei der photometrischen DNA- Konzentrationsbestimmung als auch bei
anschliessender Verdiinnung der Proben ergeben sich unweigerlich Pipettierfehler, die sich in
Schwankungen der DNA- Konzentrationen niederschlagen. Damit diese Fehler mdglichst
gering bleiben beziehungsweise vermieden werden, miissen die Proben vor jedem Versuch
griindlich gevortext werden, da sich die DNA bei langerem Stehen am Boden eines Gefdsses
absetzt. Ferner sollte darauf geachtet werden, dass keine Fliissigkeit an Pipettenspitze oder
Wand des Reaktionsgefdsses haften bleibt, da auch kleinste Konzentrationsdnderungen das
Ergebnis erheblich beeinflussen kénnen.

3.2.111 Beschreibung des Light- Cycler Ger:ites

Die Probenkammer des Light- Cyclers befindet sich im oberen, die Optik fiir die
Fluoreszenzmessung am unteren Anteil des zylindrisch aufgebauten Gerétes. Alle Proben
werden in einen drehbaren Aufsatz eingefiigt, wodurch sie abwechselnd iiber die Optik
gefahren werden konnen. Die Lichtquelle der Optik besteht aus einer Diode, welche blaues
Licht emittiert. Abgestrahltes Licht wird in meheren Schritten gefiltert und gebiindelt der
Spitze der Probenkapillare zugefiihrt, von wo es auch wieder gesammelt und an
Photoreteptoren weitergelenkt wird. Filter und Lichtquelle lassen sich individuell verstellen.
Ein mittig gelegenes Heizgerdt erzeugt temperierte Luft, die durch die vom benachbarten
Ventilator ausgehenden Zentrifugalkrifte gleichméssig iiber die Probenkammer verteilt
werden. An den Light- Cycler ist ein Computer angeschlossen, der mit einer auf das Gerit
zugeschnittenen Software betrieben wird. Gewonnene Informationen werden gesammelt und
anschliessend von der Software verarbeitet.



3.2.11.2 Bedienung der Software und Einstellungen am Computer

Zusammenfassend soll noch auf einige wichtige Punkte eingegangen werden. Die Messdaten-
Erfassung durch den Light- Cycler wird durch ,,Acquisition Mode* definiert. Es existieren
verschiedene Einstellungen, mit denen jede Kapillare entweder einmal oder kontinuierlich im
entsprechenden Programmsegment gemessen wird, letzteres wird bei Erstellung einer
Schmelzkurve benétigt. Vor dem PCR- Lauf werden unter ,,Analysis Modi* die Analysearten
der Reaktion festgelegt, wobei zwischen ,Quantification (Quantifizierung), ,,Melting
Curves* (Schmelzkurvenerstellung) oder ,,None“ (keine Analyse) gewihlt werden kann.
Weiterhin miissen unter ,,Fluorimeter Gains*“ die Verstirkungsfaktoren der Fluoreszenz
einzelner Messkanéle festgelegt werden. Die Verstarkungsfaktoren sind von den eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffen abhingig und kénnen dem jeweils verwendeten Kit entnommen
werden. Vor jedem Probenlauf miissen die berechneten Konzentrationen der Standards sowie
ihre Bezeichnung unter ,,Edit Samples in den Computer eingegeben werden.

Nach dem Lauf koénnen die quantifizierten Proben ausgewertet werden. Unter ,,Analysis* wird
die Quantifizierungsmethode der Proben ausgewéhlt. Die Methode ,,Fit Points* ist weitgehend
manuell, ,,Second Derivative Maximum* hingegen lauft vollautomatisiert ab. Prinzipiell gilt,
dass ,,Fit Points* fiir jede Art der Quantifizierung geeignet ist, wéhrend ,,Second Derivative
Maximum* besonders bei Proben mit Kopiezahlen von >1000 Kopien/ Ansatz eingesetzt
werden sollte. Bevor die Quantifizierung durchgefiihrt wird, sollte ein sogenanntes ,,Baseline
Adjustment” durchgefiihrt werden, um unspezifische Fluoreszenzemissionen, die als
Hintergrundrauschen auftreten, zu entfernen. Von den vier moglichen Optionen wird die
Einstellung ,,Arithmetic* fiir Experimente mit SYBR Green empfohlen.

Bei einer Quantifizierung mit der Fit Points- Methode kdnnen mit Hilfe eines sogenannten
»Noise Bands“ die Daten ohne Informationsgehalt, zum Beispiel ein Hintergrundrauschen,
manuell abgetrennt werden. Dabei wird nur noch der Teil der sigmoiden Kurve dargestellt, mit
dem quantifiziert wird, wéihrend Storfaktoren ausgeblendet sind. An den logarhytmisch-
linearen Bereich der Kurve wird nun eine nicht sichtbare Gerade angelegt. Der Schnittpunkt
dieser Geraden mit der x- Achse wird als ,,Crossing Point* bezeichnet. Unter ,,Number of
points* wird die Anzahl der Messpunkte festgelegt, die im logarhytmisch- linearen Bereich
verwendet werden, um die Gerade anzulegen. Die Vorgabe, mit der in der Regel gute
Ergebnisse erzielt werden, sind zwei Punkte. Zur Quantifizierung wird eine Standardkurve
erstellt. Dazu werden die ,,Crossing points® der Standardproben gegen die bekannten
Konzentrationen der Standardproben aufgetragen. Anhand dieser Standardgeraden werden die
unbekannten Proben quantifiziert. Die Giite der Standardgeraden wird charakterisiert durch
»Slope“, der Steigung der Geraden, ,,Intercept”, der Zykluszahl, bei der die Gerade die y-
Achse schneidet, ,,Error, dem Standardfehler als Summe des Quadrats der Fehler und ,,r*,
dem linearen Korrelationskoeffizienten. Die berechneten Werte werden unter ,,Calculated
Copies” in einer vom Computer erstellten Tabelle zusammen mit den Probennnamen
aufgelistet. Bei dem Analyse- Modus ,,Second Derivative Maximum® werden die ,,Crossing
Points*, die Standardkurve sowie die Konzentration weitgehend automatisiert mit Hilfe der
zweiten Ableitung der Fluoreszenzkurve ermittelt.
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3.2.11.3 Herstellung einer Verdiinnungsreihe

Als DNA- Standards dienten gereinigte als HNA-1b typisierte FcyRIIIb- Plasmide, die nach
einer von Bux et al. beschriebenen Methode hergestellt wurden (27). Dazu wurde aufgereinigte
cDNA mit Klenow DNA- Polymerase (Biolabs, Bad Schwalbach) gespiilt und anschliessend
in den EcoRV locus des Sdugetier Expressionsvektors pcDNA3 (Invitrogen, Leek,
Nederlande) subkloniert. Um eine regelrechte Insertion zu iiberpriifen, wurden die Konstrukte
mit der Endonuclease Kpn 1 verdaut und mit PCR und Restriktionsanalyse auf ihre
FCGR3B*1-, -*2- und -*3- Allele hin untersucht.

Ausgehend von der Stammldsung des FcyRIIIb- Plasmids, deren Konzentration 2ng
Plasmid/ul betrug, wurden Verdiinnungsreihen in Zehnerpotenz Abstinden hergestellt. Dazu
wurden 10pl Plasmid der Stammldsung mit 90ul Aqua dest. vermischt und iiber mindestens
2min. gevortext. Mit der entstandenen 0.2ng/ul haltigen Plasmidldsung wurde ebenso
verfahren, so dass am Ende eine Verdiinnungsreihe der Plasmidlésung von 2ng/ul bis hin zu
2x10~8ng/ul entstand.

3.2.114 Light- Cycler PCR- Ansatz, Programm und Einstellungen am
Gerit

Das  Programm  bestand aus einem  Denaturierungsschritt  sowie  vierzig
Amplifikationsschritten. Am Ende eines jeden Laufes wurde eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefiihrt. Nach jedem Zyklus der Amplifikationsphase wurde die Fluoreszenzmessung (F)
einmal gemessen, wihrend der Erstellung der Schmelzkurve hingegen wurde sie
kontinuierlich durchgefiihrt.

Segment 1, Denaturierung, (1x)
D: 95°C, 2min.; Temperaturiibergangszeit 20°C/sec

Segment 2, Amplifikation, (40x)

D: 95°C, Osec, Temperaturiibergangszeit 20°C/ sec
A: 58°C, 7sec, Temperaturiibergangszeit 20°C/ sec
P: 72°C, 10sec, Temperaturiibergangszeit 20°C/ sec
F: 82°C, S5sec, Temperaturiibergangszeit 5°C/ sec

Segment 3, Schmelzkurve, (1x)
D: 95°C, Osec, Temperaturiibergangszeit 20°C/ sec
70°C, 10sec, Temperaturiibergangszeit 20°C/ sec
F: 95°C, Osec, Temperaturiibergangszeit 0.2°C/ sec, kontinuierlich

PCR- Ansatz:
Aqua dest.: 11.6ul
MgClz, 4mM: 2.4pl

VP: Tl
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RP: Lul
Light- Cycler DNA

Master SYBR Green I: 2ul
Gesamtvolumen Mastermix: 18ul
Hinzugefiigte DNA: 2ul

Der Light- Cycler DNA Master SYBR Green I enthélt 1.25U Fast Start TAQ- Polymerase,
10x TAQ- Puffer, 2mM von jedem dNTP und 10x SYBR Green L.

PCR- Durchfiihrung

Der Mastermix wird griindlich gevortext und je 18ul an den Rand der Light- Cycler
Glaskapillare pipettiert. Die Kapillaren werden wihrend des Ansetzens in einem dafiir
vorgesehenen, auf 4°C vorgekiihlten Thermoblock gelagert. Das Ansetzen erfolgt unter einer
sterilen Werkbank. Anschliessend wird an einem gesondertem Ort die griindlich gevortexte
DNA hinzugefiigt, die Kapillaren mit einem Plastikstopfen versiegelt und bei 1000rpm fiir
30sec gefugt. Dadurch wird der Mastermix ausreichend mit der DNA vermengt und gelangt
durch die Zentrifugation in die tiefer gelegenen Anteile der Kapillare. Die Kapillaren werden
dann vorsichtig in den Rotor des Light- Cycler- Gerites eingebracht und der PCR- Lauf kann
gestartet werden. Wahrend Herstellung und nachfolgender Verarbeitung des Mastermix sollte
darauf geachtet werden, dass die Proben vor Licht geschiitzt sind.

4. Ergebnisse

4.1 Untersuchung der Verteilung von HNA-1a, HNA-1b und HNA-
1c¢ mit Hilfe einer sequenzspezifischen PCR in den Proben der
Populationsstudie

Die Untersuchung der Allelverteilung von FCGR3B*1, -*2 und -*3 erfolgte mit zufillig
ausgewahlten Rhesus- negativen DNA- Proben aus Bangladesch, Ghana, Papua- Neu Guinea,
Simbabwe sowie von in Siidafrika beheimateten Populationen asiatischen Ursprungs, farbigen
Spendern aus Siidafrika und Amerikanern afrikanischer Herkunft. Die in ihrer Menge 20ul
entsprechenden Proben waren von unterschiedlicher Konzentration und Reinheit. Sie wurden
uns freundlicherweise von Dr. G. Daniels, Bristol, England, zur HNA- Typisierung
iberlassen. Auflerdem wurden noch DNA- Proben von Chinesen aus Taiwan untersucht. Die
aus Taiwan stammenden Proben wurden uns freundlicherweise von Frau M. Lin, National
Health Research Institue, Taipei, Taiwan iiberlassen.

4.1.2 Sequenzspezifische PCR fiir HNA-1a, HNA-1b und HNA-1¢

Die HNA-la-, -1b- und HNA-Ic- Typisierung erfolgte mit Primern, die in ihrer
Zusammensetzung eine Spezifitét fiir die Allele FCGR3B*1, FCGR3B*2 und FCGR3B*3
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gewdhrleisten (Tab. 4.1). Die Vorwértsprimer SSP1 (HNA-1b) und SSP5 (HNA-1a) sind fiir
das jeweilige HNA- Allel spezifisch, der fiir die HNA-la- als auch fiir die HNA-1b-
Typisierung angewandte Riickwértsprimer SSP3 dagegen ist nur fiir den FcyRIII spezifisch.
Um die in der PCR gewonnenen Ergebnisse sichtbar zu machen, wurden die PCR- Produkte
auf einem

1.5%-igen Agarosegel aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid angefarbt. Unter UV- Licht
zeigten sich dann die fiir die jeweiligen Allele spezifischen Banden. Als interne
Positivkontrolle diente das HGH- Gen.

Primer Nucleotidsequenz, 5'—3" Position | Spezifitdit | Annealing

HNA-1a Primer, SSP5 | CAGTGGTTTCACAATGTGAA 208 —277 |FeyRIIIb/ | 57°C
HNA-la

HNA-1b Primer, SSP1 | CAATGGTACAGCGTGCTT 130147 |FeyRIIb/ | 57°C
HNA-1b

Riickwirtsprimer, SSP3 | ATGGACTTCTAGCTGCAC 348 —331 | FcyRlIlla, -b | 57°C

HNA-1c AAGATCTCCCAAAGGCTGTG 95-115 FcyRlIlIa, -b | 60°C

Vorwirtsprimer, VP9

HNA-1c ACTGTCGTTGACTGTGTCAT 285-266 | FcyRIIIb/ | 60°C

Riickwiértsprimer, RP8 HNA-1c

HGH 1 CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA HGH 1 57°C

HGH 2 ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC HGH 2 57°C

(Tab. 4.1:) PCR- Primer fiir die HNA-1a-, -1b- und HNA-1c- Typisierung mit sequenzspezifischen Primern (SSP). Basen, die
den HNA- Polymorphismus markieren, sind unterstrichen, Basen, welche zusdtzliche, beabsichtigte Fehlpaarungen markieren,
sind fett gedruckt.

4.1.2.1 Sequenzspezifische PCR fiir HNA-1a und HNA-1b

Um ein Individuum vollstdndig auf seinen HNA- Genotyp hin zu untersuchen, miissen zwei
getrennte Reaktionsansétze fiir HNA-la und HNA-1b, angesetzt werden. Das spezifische
PCR- Produkt fiir HNA-1a betrigt 141bp, das fir HNA-1b 219bp. Die Grofe der Bande des
als interne Positivkontrolle verwandte HGH misst 439bp.

Wird nun eine HNA-1a- homozygote Probe auf ihre Allelzugehdrigkeit hin typisiert, so zeigt
sich in dem HNA-la- spezifischen Reaktionsansatz sowohl das 141bp grofle, HNA-la-
spezifische Produkt, als auch die 439bp groBe Bande des HGH- Gens. In dem HNA-1b-
spezifischen Reaktionsansatz dagegen ist lediglich die Anwesenheit des HGH- Gens
nachzuweisen, die das Vorhandensein von DNA anzeigt, ein spezifisches Produkt jedoch
fehlt.

Eine HNA-1b- homozygote Probe hingegen zeigt in dem HNA-1b- spezifischen Ansatz die
fiir

HNA-1b typische 219bp groBBe Bande sowie die interne Positivkontrolle. In dem HNA-1a-
spezifischen Ansatz aber ist nur die interne Positivkontrolle nachweisbar. Dementsprechend
lassen sich fiir die HNA-1a/HNA-1b- heterozygote Probe in beiden Reaktionsansitzen die fiir
die jeweiligen Allele spezifischen Produkte als auch die Produkte des HGH- Gens nachweisen
(Abb.4.1).
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(Abb.4.1:) Auftrennung der PCR- Produkte von HNA-la- homozygoten, HNA-1a/ HNA-1b- heterozygoten und HNA-1b-
homozygoten Proben. In den Reihen 1, 4, 9 ist der Molekulare Lingenmarker VI von Boeringer- Mannheim mit den
entsprechenden Lingenabschnitten zu sehen; Reihe 2 zeigt das Ergebnis einer HNA-1a- homozygoten Probe mit dem fiir HNA-
la- spezifischen Primerpaar SSP5 und SSP3 sowie der internen Positivkontrolle fiir das HGH- Gen. Die HNA-1a- spezifische
Bande liegt bei ungefihr 141 bp, die der internen Positivkontrolle liegt bei 439bp. In Reihe 3 ist die gleiche HNA-Ia-
homozygote Probe mit dem fiir HNA-1b- spezifischen Primerpaar SSP1 und SSP3 und der internen Positivkontrolle fiir HGH
bearbeitet worden. Zu sehen ist nur das Produkt fiir das HGH- Gen. In den Reihen 5, 6, 7 und 8 sind die Produkte fiir ein HNA-
la/ HNA-1b- heterozygotes Individuum aufgefiihrt. Reihen 5 und 6 zeigen das HNA-1a- spezifische Produkt bei 141 bp. Reihen 7
und 8 zeigen das HNA-1b- spezifische Produkt bei 219bp. Die interne Positivkontrolle ist in allen Reihen zu sehen. Reihe 10
zeigt das HNA-1b- spezifische Produkt mit SSP1 und SSP3 bei 219bp, die interne Positivkontrolle ist ebenfalls zu sehen. In Reihe
11 ist das gleiche Individuum mit dem fiir HNA-1a- spezifischen Primerpaar SSP5 und SSP3 bearbeitet worden. Zu sehen ist
lediglich die interne Positivkontrolle.

4.1.2.2 Sequenzspezifische PCR fiir HNA-1¢
Die HNA-Ic- positive Probe zeichnet sich durch ein 191bp grof3es, spezifisches PCR- Produkt

aus, in der HNA-lc- negativen Probe ist nur die interne Positivkontrolle nachweisbar.
(Abb.4.2)

1 2 3 4

439

191

(Abb.4.2:) Auftrennung einer HNA-1c- positiven und zwei HNA-1c- negativen Proben. In Reihe 1 ist der Molekulare
Léingenmarker VI von Boeringer- Mannheim zu sehen. Reihe 2 zeigt eine mit dem Primerpaar VP9 und RP8 bearbeitete HNA-
1c- positive Probe mit der 191bp grofsen spezifischen Bande fiir HNA-Ic. Die interne Positivkontrolle fiir das HGH- Gen ist
bei 439bp zu sehen. Reihen 2 und 3 zeigen HNA-1c- negative Proben, in der lediglich das 439bp grosse Produkt fiir das HGH-
Gen nachzuweisen ist.



4.1.3 Verteilung der FCGR3B*1-, -*2- und -*3- Allele in den Proben
der Populationsstudie

Hinsichtlich der Haufigkeit der Allele FCGR3B*1, -*2 und -*3 ist die Verteilung derselben
abhingig von der Population, aus der die Proben entnommen wurden (Tab. 4.2 und 4.3). So ist
in Bevdlkerungsgruppen, die aus Afrika stammen (Ghana, Simbabwe, farbige Siidafrikaner,
Amerikaner afrikanischer Herkunft) oder sich mit Afrikanern vermischt haben (Siidafrikaner
asiatischer Herkunft), eine im Vergleich zu HNA-la hdhere Anzahl von Individuen zu
erkennen, die das FCGR3B*2- Allel entweder in homozygoter oder in heterozygoter Form
tragen. Die Genotypfrequenzen in Prozent betragen fiir Ghana 0.44 (HNA-la) und 0.44
(HNA-1b), fir Simbabwe 0.36 (HNA-la) und 0.64 (HNA-1b), fiir die Amerikaner
afrikanischer Herkunft 0.41 (HNA-1a) und 0.59 (HNA-1b) und fiir die farbigen Siidafrikaner
0.37 (HNA-1a) und 0.63 (HNA-1b). Die Proben der Siidafrikaner asiatischer Herkunft zeigen
ebenfalls eine hohere Frequenz des FCGR3B*2- Allels mit Genotypfrequenzen von 0.48
(HNA-1a) und 0.52 (NA2). In den Proben aus Ghana wurden vier Individuen gefunden, die
sich durch das Fehlen des FCGR3B- Gens auszeichnen. Bei Proben aus dem asiatischen Raum
oder entsprechender Herkunft (Chinesen aus Taiwan, Papua- Neu Guinea, Bangladesch) 14sst
sich dagegen eine hohere Frequenz des FCGR3B*1- im Vergleich zum FCGR3B*2- Allel
nachweisen. So waren die Genotypfrequenzen wie folgt verteilt: Papua- Neu Guinea 0.33
(HNA-1a) und 0.67 (HNA-1b), Bangladesch 0.57 (HNA-1a) und 0.43 (HNA-1b) sowie den
Chinesen aus Taiwan 0.68 (HNA-1a) und 0.32 (HNA-1b).

Hinsichtlich der Verteilung des FCGR3B*3- Allels 148t sich ein vermehrtes Vorkommen des
FCGR3B*3- Allels in den Proben afrikanischer Herkunft nachweisen. Keine der aus Papua-
Neu Guinea oder Taiwan stammenden Proben zeigte das Vorkommen des FCGR3B*3- Allels
an. Die Haufigkeit des FCGR3B*3- Allels in den Proben aus Bangladesch und denen der
Stidafrikaner asiatischer Herkunft ist anndhernd gleich und nimmt einen Mittelwert zwischen
den afrikanischen und taiwanesischen Proben ein. Die Verteilung des FCGR3B*3- Allels in
Abhidngigkeit von der Probenanzahl ist wie folgt: Ghana 7/34 (21.0%), Bangladesch 7/52
(13.5%), Siuidafrikaner asiatischer Herkunft 3/23 (13.0%), Simbabwe 6/14 (42.9%), farbige
Stidafrikaner 3/43 (6.9%), Amerikaner afrikanischer Herkunft 13/56 (23.2%). Die Verteilung
von HNA-Ic, entsprechend den verschiedenen Genotypen der HNA-1a/ -1b Verteilung, ist in
(Tab. 4.4) aufgefiihrt. In keiner mit dem Primerpaaren SSP1/ SSP5 und SSP3 untersuchten
Proben wurde ein HNA-1a- homozygoter Triger des FCGR3B*3- Allels gefunden.
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Population | (n) Anzahl der verschiedenen Genotypen
HNA-1a/HNA-1a |[HNA-1a/HNA-1b |[HNA-1b/HNA-1b| NA null

Papua- Neu Guinea 34 5 13 16 9,
Ghana 34 6 18 6 4
Bangladesch 52 16 27 9 %)
Stidafrikaner asiatischer 23 2 18 18 %)
Herkunft

Simbabwe 14 %) 10 4 %]
Farbige Siidafrikaner 43 1 30 12 %,
Amerikaner afrikanischer 56 13 20 23 %]
Herkunft

Chinesen aus Taiwan 138 63 62 13 %
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(Tab. 4.2:) Verteilung der Genotypfrequenzen HNA-la- homozygoter, HNA-1a/HNA-1b- heterozygoter und HNA-1b-
homozygoter Proben in den verschiedenen Bevdlkerungen. (n) gibt die Anzahl der bearbeiteten Proben an, die Zahlenwerte
unter den jeweiligen Genotypen zeigen die Menge der entsprechend der PCR- SSP typisierten Proben. Der Genotyp ,,NA- Null“
steht fiir das Fehlen des FcyRIIIb in dem dazugehdrigen Individuum, d.h. es konnte kein FcyRIIIb nachgewiesen werden. Das
Zeichen & bedeutet, daf3 das jeweilige Allel in keiner der untersuchten Proben der entsprechenden Bevilkerungsgruppe
gefunden wurde. Alle Proben wurden mit den von Bux (24) beschriebenen Primern SSP1, SSP5 und SSP3 untersucht, siehe auch
(Tabelle 4.1).

Population Héufigkeit der Genotypen in Prozent (%) Genotyp-Frequenzen
HNA-1a/ HNA-1a/ HNA-1b/ NA- null HNA-la | HNA-Ib
HNA-1a HNA-1b HNA-1b
Papua- Neu Guinea 14.7 38.2 47.0 %) 0.33 0.67
Ghana 17.6 52.9 17.6 11.7 0.44* 10.44*
Bangladesch 30.7 51.9 17.3 %) 0.57 0.43
Stidafrikaner asiatischer Herkunft | g 7 78.2 13.0 %] 048 0.52
Simbabwe %) 71.4 28.6 %) 0.36 0.64
Farbige Stidafrikaner 2.3 69.7 27.9 %) 037 ]0.63
Amerikaner afrikanischer Herkunft [ 23 2 35.7 41.1 %) 041 0.59
Chinesen 45.7 44.9 9.4 %) 0.68 [0.32

(Tab. 4.3:) Prozentuale Auswertung der in Tabelle (4.2) aufgefiihrten Genotypenhaufigkeit. Im rechten Teil der Tabelle sind die
Genotypfrequenzen fiir HNA-1a und HNA-1b angegeben. *Wird zu den aufgefiihrten Genotypfrequenzen von HNA-1a und HNA-
1b noch die Héufigkeit der FcyRIIIb- defizienten Proben hinzugerechnet, so erhdlt man den Ausgangswert (1.0).

des FCGR3B*3-Allels

HNA-1a/ HNA-1a/ HNA-1b/

HNA-1la HNA-1b HNA-1b
Papua- Neu Guinea %) %) %) (%)
Ghana 7/34 |21.0% %) 5 2
Bangladesch 7/52 [13.5% %) 3 4
Stidafrikaner asiatischer Herkunft | 3/23 13.0% %) 3 O
Simbabwe 6/14 |42.9% %) 4 2
Farbige Siidafrikaner 3/43 6.9% %) 2 1
Amerikaner afrikanischer Herkunft | 13/56 [ 23.29%, %) 5 Q
Chinesen aus Taiwan %) %) %) %) (%)

(Tab. 4.4:) Verteilung der Genotyp- Haufigkeiten der HNA-1c- positiven Proben. (n) gibt die Anzahl der bearbeiteten Proben
an, die Zahlenwerte unter den jeweiligen Genotypen zeigen die Menge der entsprechend der in der PCR mit den
sequenzspezifischen Primern typisierten Proben. Das Zeichen & bedeutet, dass das jeweilige Allel in keiner der untersuchten
Proben der entsprechenden Bevélkerungsgruppe gefunden wurde.



4.2 Frequenz von zwei oder drei FCGR3B- Genen in 37 HNA-1c-
positiven Proben bestehend aus 33 ausgesuchten HNA-1c-
positiven Proben aus der Populationsstudie sowie 4 als HNA-1c-
positiv typisierten Patienten

Es wurden 37 HNA-Ic- positive Proben nach der Anzahl ihrer FCGR3B- Gene hin untersucht.
Die Proben setzten sich aus 4 HNA-1c- positiven Patienten und 33 HNA-1c- positiven Proben
aus der Populationsstudie zusammen. Um die Anzahl der vorhandenen FCGR3B- Gene

bestimmen zu konnen, wurden sowohl eine Sequenzanalyse als auch eine sequenzspezifische
PCR (PCR- SSP) durchgefiihrt.

4.2.1 Sequenzierung der 33 ausgesuchten HNA-1c- positiven Proben
der Populationsstudie sowie den 4 als HNA-lc- positiv
typisierten Patienten

Die Sequenzierung der HNA-1c- positiven Proben erfolgte an einem DNA- Fragment des
FcyRIIIb, welches mit dem fiir die HNA-1b- Typisierung verwendeten Primern vervielfaltigt
wurde. Das 219 bp lange Fragment wurde anschlieBend unter der Zugabe von
Didesoxynucleotiden erneut amplifiziert. Als Vorwartsprimer fiir die Sequenzierungs- PCR
wurde der HNA-1b- spezifische Primer SSP1 und der Riickwirtsprimer SSP3 benutzt (Tab.
4.1). Nach entsprechender Aufbereitung der Amplikons konnten sie der Sequenzanalyse im
ABI- Prism 310 Sequencer zugefiihrt werden. Ob im betreffenden Fall zwei oder drei Gene
vorliegen, 148t sich anhand des Vorhandenseins von einem oder zwei Signalausschlige
(,,Peaks*) an der Stelle der HNA-Ic- Punktmutation 266bp, C—>A, FCGR3B) unter
Berticksichtigung des Genotyps bestimmen. Liegen drei FCGR3B- Gene vor, so zeigt sich an
der Stelle 266bp ein Peak sowohl fiir die Base Cytosin, die der Sequenz des FcyRIIIb/ HNA-
1b entspricht, als auch ein Peak fiir Adenin, dem Produkt der HNA-1c- Punktmutation. In der
Probe ist demnach ein Gen fiir FCGR3B/ HNA-1b und eines fiir FCGR3B/ HNA-Ic
vorhanden. Man nennt dieses Phinomen auch ,,Double peak®. Sind jedoch nur zwei Gene
enthalten, so 146t sich lediglich ein Peak fiir Adenin nachweisen, es liegt also ein ,,Single
peak* vor (Abb. 4.3).
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ACATGCCACA] B GACINTGICACAC

Single peak Double peak

(Abb. 4.3:) Darstellung eines ,,Single-,, bzw. ,,Double peaks* in der Folge einer Sequenzierung. Die Peaks sind mit einem
Pfeil gekennzeichnet. Die HNA-1c- Punktmutation ist unterstrichen. Im Falle des ,,Single peaks* ist nur die Base Adenin
gelesen worden. Beim ,,Double peak*“ ist der Signalausschlag fiir Adenin als auch fiir Cytosin gleich stark, so dass das
Sequenzierungsgerdt lediglich ein ,,N** (entsprechend ,,nicht lesbar ) ausgedruckt hat.

4.2.2 Unterscheidung zwischen den FCGR3B*2- und FCGR3B*3-
Allelen in HNA-1a/ HNA-1b/ HNA-1¢- heterozygoten Proben
mittels sequenzspezifischer PCR

Die sequenzspezifische PCR mit dem HNA-1b- spezifischem Vorwértsprimer SSP1 und dem
Riickwartsprimer SSP3 14t zwar eine genaue Genotypisierung von HNA-la/HNA-1b-
heterozygoten HNA-1c- negativen Proben zu, ist aber nicht spezifisch fiir die HNA-1c-
Punktmutation. Da die HNA-1c- Mutation innerhalb des Bereiches der angegebenen Primer
liegt und immer mit dem Phanotyp HNA-1b einhergeht, wird der sie umgebende Bereich in
einer PCR mit dem Primerpaar SSP1/ SSP3 amplifiziert und ldsst das FCGR3B*3- Allel als
vermeintlich HNA-1b- spezifisches Produkt in der PCR erscheinen. Eine eigentlich HNA-1c-
positive, aber HNA-1b- negative Probe wird so mutmaBlich als eine HNA-1b- enthaltende
Probe typisiert. Genotypisch ldge jedoch eine HNA-1b- negative, HNA-1c- positive Probe
vor. Um unterscheiden zu konnen, ob im Fall einer HNA-1a/ -1b- heterozygoten/ HNA-1c-
positiven Probe auch tatsdchlich Heterozygotie fiir HNA-1a und HNA-1b vorliegt, wurden die
von Steffensen et al. (1299 entwickelten sequenzspezifischen Primerpaare benutzt. Der
Vorwirtsprimer ist der fiir HNA-1b- spezifische SSP1, der Rickwértsprimer RP14 (bp266-
bp285) enthilt an seinem 3’- Ende ein Guanin, entsprechend der HNA-1b- Sequenz in
Position 266 des FcyRIIIb (Tab. 4.5). Damit wird der Fcylllb- Rezeptor, der die HNA-1c-
Punktmutation enthélt, mit diesem Primerpaar nicht amplifiziert. HNA-1a/ -1b/ -1c-
heterozygote Individuen werden also ein spezifisches Produkt fiir HNA-1b aufweisen; HNA-
la/ -1c- positive Individuen hingegen nicht. Das spezifische Produkt hat eine Lange von
191bp. Als interne Positivkontrolle wurde das Primerpaar fir das HGH- Gen genommen
(Tabelle 4.5). Das PCR- Produkt wurde auf 1.5%-igem Agarosegel aufgetrennt, mit
Ethidiumbromid angefarbt und durch UV Licht sichtbar gemacht (Abb. 4.4).
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Primer Nucleotidsequenz, 5'—3’ Position Spezifitit | Annealin
g

HNA-1b ACTGTCGTTGACTGTGTCAG [266 -285 |FeyRIIIb/ | 60°C

Riickwértsprimer, RP14 HNA-1b

HNA-1b CAATGGTACAGCGTGCTT 130147 | FeyRIIIb/ |57°C

Vorwértsprimer, SSP1 HNA-1b

(Tab. 4.5:) Der HNA-1b- spezifische Riickwirtsprimer RP14 mit seiner Nucleotidsequenz. Basen, die den HNA-
Polymorphismus markieren, sind unterstrichen; Basen, die im Vergleich zu HNA-Ic fiir HNA-1b spezifisch sind, sind fett

gedruckt.

1 2 3 4

439

191

(Abb. 4.4:) Auftrennung von DNA- Fragmenten, die mit den HNA-1b spezifischen Primern RP14 und SSP1 (129) amplifiziert
wurden. Mit dem Primerpaar RP14 und SSP1 kann das FCGR3B*2- Allel von dem Phdnotypisch als HNA-1b erscheinendem
FCGR3B*3- Allel unterschieden werden. In Reihe 1 ist ein molekularer Lingenmarker mit Banden im Abstand von 100bp
dargestellt. Die Proben von Reihen 2-4 sind alle als HNA-1c- positiv typisiert worden. In Reihen 2 und 3 ist eine HNA-1b-
spezifische Bande mit einer Grosse von 191bp sowie das HGH- Gen als interne Positivkontrolle (439bp) gezeigt. Beide Proben
enthalten sowohl ein FCGR3B*2- und FCGR3B*3- Allel. Reihe 4 zeigt eine HNA-Ic- positive Probe. Sie enthdlt kein
FCGR3B*2- Allel.

4.2.3 Verteilung und Auswertung der Anzahl von zwei oder drei

FCGR3B- Genen in den 33 ausgesuchten HNA-1c- positiven
Proben der Populationsstudie sowie den 4 HNA-lc- positiv
typisierten Patienten

In den 37 HNA-Ic- positiven Proben war mit dem Primerpaar SSP1/ SSP3 folgende
Genotypenverteilung zu erkennen: HNA-la- homozygote Proben: 0, HNA-la/HNA-1b-
heterozygote Proben: 21, HNA-1b- homozygote Proben: 16 (Tabelle 4.4). Wurden diese
Genotypisierungen aber mit den Sequenzierungsergebnissen und den Ergebnissen mit der
SSP- PCR mit SSP1 und RP14 verglichen, so zeigte sich folgende Verteilung: HNA-1a-
homozygote Proben: 8, HNA-1a/HNA-1b- heterozygote Proben: 14, HNA-1b- homozygote
Proben: 13. Unter den Proben waren zwei in denen sich nur HNA-1c¢ nachweisen liess (Tab.
4.6). Die Genotypenbestimmung der Proben mit den Ergebnissen der PCR- SSP mit RP14 und
SSP1 und den Sequenzierungsergebnissen erfolgte nach folgendem Prinzip: Proben, die
aufgrund der Genotypisierung mit SSP1/ SSP3 ein Produkt fiir HNA-1b und —1c¢ aufweisen,
miissen in der Sequenzierung ein ,,Double peak* und in der PCR- SSP mit RP14 und SSP1 ein
HNA-1b- spezifisches Produkt aufweisen. Findet sich aber in den beiden oben genannten



Analysen kein Hinweis auf ein spezifisches Produkt fiir HNA-1b, so wurde in der PCR mit
SSP1 und SSP3 lediglich HNA-1c amplifiziert und als vermeintliches FCGR3B*2- Allel
interpretiert. Die Proben AA754 und AA620 wurden zwar in der PCR mit SSP1/ SSP3 als
HNA-1b- homozygot typisiert, zeigten hingegen weder in der Sequenzierung noch in der
PCR- SSP mit RP14/ SSP1 ein spezifisches Produkt fiir HNA-1b. Daraus 146t sich folgern,
dass beide Proben nur ein einziges Allel enthalten, nimlich das FCGR3B*3- Allel. Die
Anzahl der FCGR3B- Gene eines HNA-Ic- positiven Individuums ist nach vollstindiger
Analyse der Sequenzierungs- und Genotypisierungsergebnisse wie folgt zu bewerten: HNA-
la/ HNA-1b- heterozygote Proben sind Triager dreier FCGR3B- Gene, HNA-1a- bzw. HNA-
1b- homozygote Proben enthalten zwei oder drei FCGR3B- Gene. Die genaue Anzahl der
FCGR3B- Gene ldsst sich hier nur durch eine quantitative PCR festlegen. Proben, in denen
nur HNA-1c¢ nachzuweisen war, konnen sowohl ein als auch zwei FCGR3B- Gene enthalten
(Tab. 4.7).

Genotypisierung mit Sequenzierung Genotypisierung mit
Proben- [HNA-1c- SSP1/5+ SSP3 ,Peak - Anzahl SSP1+ RP14
nummer | positive Probe
HNA-la | HNA-1b |Single Double Spezifisches
peak peak Produkt
1) Patient 1 %) + %) + +
2) Patient 2 + + %) + +
3) Patient 3 + + %) + +
4) Patient 4 + + % + +
5) B 433 + + + %) %)
6) B 435 % + %) + +
7) B 437 + + + %) %)
8) B 465 %] + %) + +
9) B 507 + + %) + +
10) G 555 + + %] + +
11) G 559 % + %) + +
12) G 560 + + %) + +
13) G 574 + + %) + +
14) G 577 %) + %) + +
15) SAA 593 + + + %) %)
16) SAA 594 + + %) + +
17) Z 406 + + %) + +
18) Z 409 %] + %) + +
19) 7412 + + + o o
20) 7413 + + + %) %)
21) Z 415 + + + %) %)
22) 7 420 %] + %) + +
23) SAC 599 % + %) + +
24) SAC 692 + + %) + +
25) SAC 743 + + %) + +
26) AA 614 + + %) + +
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27) AA 620 %) + + %, %,
28) AA 621 % + %) + +
29) AA 624 %) + %) + +
30) AA 668 % + %) + +
31) AA 670 + + %) + +
32) AA 719 + + + % %
33) AA 722 %) + %) + +
34) AA 723 % + %) + +
35) AA 754 %) + + %) %,
36) AA 759 % + %) + +
37) AA 760 + + + %) %)

(Tab. 4.6:): Ergebnisse der Sequenzierung und der PCR- SSP- Typisierung der 37 HNA-Ic- positiven Proben mit dem
spezifischen Primerpaar SSP1 und RP14 fir HNA-1b. Angegeben sind auch die Genotypisierungsergebnisse mit dem
Primerpaar SSP1/5 und SSP3, welche zwar fiir die FCGR3B*1-, -*2- Allele, jedoch nicht fiir die HNA-1c- Mutation spezifisch

sind. Positive Ergebnisse sind mit einem (+) markiert, negative Ergebnisse sind mit einem & markiert.

Proben- | HNA-Ic- positive Genotyp nach der Anzahl der FCGR3B- Gene
nummer | Probe Auswertung
1) Patient 1 HNA-1Db, -1c 2 oder 3
2) Patient 2 HNA-1a, -1b, -1c 3
3) Patient 3 HNA-1a, -1b, -1c 3
4) Patient 4 HNA-1a, -1b, -1c 3
5) B 433 HNA-1Ia, -1c 2 oder 3
6) B 435 HNA-1b, -1c 2 oder 3
7) B 437 HNA-1Ia, -1c 2 oder 3
8) B 465 HNA-1b, -1c 2 oder 3
9) B 507 HNA-1a, -1b, -1c 3
10) G 555 HNA-1a, -1b, -1c 3
11) G 559 HNA-1b, -1c 2 oder 3
12) G 560 HNA-1a, -1b, -1c 3
13) G 574 HNA-1a, -1b, -1c 3
14) G 577 HNA-1b, -1c 2 oder 3
15) SAA 593 HNA-1a, -1c 2 oder 3
16) SAA 594 HNA-1a, -1b, -1c 3
17) Z 406 HNA-1a, -1b, -1c 3
18) Z 409 HNA-1b, -1c 2 oder 3
19) Z 412 HNA-1a, -1c 2 oder 3
20) 7413 HNA-1a, -1c 2 oder 3
21) Z 415 HNA-1a, -1c 2 oder 3
22) 7 420 HNA-1b, -1c 2 oder 3
23) SAC 599 HNA-1b, -1c 2 oder 3
24) SAC 692 HNA-1a, -1b, -1c 3
25) SAC 743 HNA-1a, -1b, -1c 3
26) AA 614 HNA-1a, -1b, -1c 3
27) AA 620 HNA-1c 1 oder 2
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28) AA 621 HNA-1b, -1c 2 oder 3
29) AA 624 HNA-1b, -1¢c 2 oder 3
30) AA 668 HNA-1a, -1b, -1c 3

31) AA 670 HNA-1a, -1b, -1c 3

32) AA 719 HNA-1a, -1c 2 oder 3
33) AA 722 HNA-1b, -1¢c 2 oder 3
34) AA 723 HNA-1b, -1c 2 oder 3
35) AA 754 HNA-1c 1 oder 2
36) AA 759 HNA-1b, -1c 2 oder 3
37) AA 760 HNA-1a, -1c 2 oder 3

(Tab. 4.7:) Anzahl der FCGR3B- Gene einer jeweiligen HNA-1c- positiven Probe. Die aufgefiihrten Genotypen entsprechen
denen, die mit der PCR- SSP mit dem HNA-1b- spezifischen Primerpaar SSP1 und RP14 ermittelt wurden.

4.2.4 Verteilung der FCGR3B*1-, -*2- und -*3- Allele in den Proben
der Populationsstudie unter Beriicksichtigung der
Genotypenverteilung der HNA-1c- positiven Proben

Unter Berticksichtigung der Genotypisierungsergebnisse der HNA-1c- positiven Proben mit
RP14/ SSP1 ergibt sich folgendes Verteilungsmuster fiir die Proben der verschiedenen
Bevolkerungen (Tab. 4.8):

Population (n) Anzahl der Genotypen Allelfrequenzen
HNA- HNA- HNA- FCGR3B* | FCGR3B*
1a/HNA-1a | 1a/HNA-1b | Ib/HNA- | ?

1b

Papua- Neu Guinea 34 5 13 16 0.33 0.67

Ghana 34 6 18 6 0.44 0.44

Bangladesch 52 17 26 9 0.58 0.42

Siidafrikaner asiatischer Herkunft |23 3 17 3 0.5 0.5

Simbabwe 14 3 7 4 0.46 0.54

Farbige Siidafrikaner 23 2 18 3 0.37 0.63

Amerikaner afrikanischer Herkunft | 54 14 19 21 0.42 0.54

Chinesen aus Taiwan 138 |63 62 13 0.68 0.32

(Tab. 4.8:) Unter Beriicksichtigung der Genotypisierungsergebnisse der HNA-1c- positiven Proben (Kapitel 4.1.3) erneute
Auswertung der Allelfrequenzen. Fiir die Allelfrequenzen von HNA-la und HNA-1b findet fiir Papua- Neu Guinea, Ghana,
den Chinesen aus Taiwan und den farbigen Siidafrikanern keine Anderung statt.

An den Werten fiir Papua- Neu Guinea, Ghana, fiir die Chinesen aus Taiwan und fiir die
farbigen Siidafrikaner ist keine Anderung zu verzeichnen (Tab. 4.8). Fiir Bangladesch ist die
Allelfrequenz fiir FCGR3B*1 von 0.57 auf 0.58 gestiegen, fiir FCGR3B*2 von 0.43 auf 0.42

gesunken; flr die Stidafrikaner asiatischer Herkunft ist die Allelfrequenz von FCGR3B*1 von
0.48 auf 0.5 gestiegen, fir FCGR3B*2 von 0.52 auf 0.5 gesunken. Fiir die Werte aus
Simbabwe ist die Allelfrequenz von FCGR3B*1 von 0.36 auf 0.46 gestiegen, fiir FCGR3B*2
von 0.64 auf 0.54 gesunken. Die Allelfrequenz der Amerikaner afrikanischer Herkunft ist fiir
FCGR3B*1 von 0.41 auf 0.42 gestiegen, fiir FCGR3B*2 von 0.59 auf 0.54 gesunken. Hinzu



kommen hier noch 2 Individuen, deren Genotyp nur das Vorkommen von HNA-1c anzeigt, so
daB sich die Gesamtzahl der Allelfrequenzen auf (1.0) addieren 146t.

4.3 Vererbungsmodus des FCGR3B*3- Allels in einer
Stammbaumanalyse der Familien A, B, C und D

Es wurden vier in Deutschland beheimatete Familien (Familien A, B, C und D) auf den
Vererbungsmodus des FCGR3B*3- Allels hin untersucht. Eine der Familien (Familie D) war
wegen einer Neutropenie des Kindes nach der Geburt auffillig geworden. Die Neutropenie
resultierte aus einer Antikorperbildung der Mutter gegen das FCGR3B*3- Allel des Kindes.
Bei den anderen Familien war das Vorhandensein des FCGR3B*3- Allels bei einer
Typisierung zufillig entdeckt worden. Alle Proben sind mit den HNA-la/ HNA-1b-
spezifischen Vorwirtsprimern SSP1, SSP5 und dem Riickwértsprimer SSP3 zundchst
genotypisiert worden. Die HNA-Ic- Typisierung erfolgte mit dem HNA-1c- spezifischen
Primerpaar VP9 und RPS8. Als interne Positivkontrolle diente das Primerpaar fiir das HGH-
Gen.

4.3.1 Sequenzierung der Proben

Die Sequenzierung der HNA-1c- positiven Proben erfolgte mit dem HNA-1b- spezifischen
Vorwirtsprimer SSP1 und dem FcyRIII- spezifischen Riickwértsprimer SSP3. Bei der
Auswertung der Ergebnisse wurde auf das Vorhandensein von ,,.Double-,, bzw. ,,Single peaks*
geachtet.

4.3.2 Differenzierung zwischen den FCGR3B*2- und FCGR3B*3-
Allelen mit einer sequenzspezifischen PCR

Eine Differenzierung zwischen dem FCGR3B*2- und dem FCGR3B*3- Allel wurde mit Hilfe
des Primerpaares RP14 und SSP1 erreicht. Die komplementdre Sequenz des Primers zum
FCGR3B*2- Allel an der Position 266 des FcyRIIIb zeigt bei Vorhandensein des FCGR3B*2-
Allels ein spezifisches Produkt und 14Bt somit eine Unterscheidung zwischen dem
FCGR3B*2- und dem FCGR3B*3- Allel zu. Die PCR- Produkte wurden nach ihrer
Auftrennung auf 1.5%-igem Agarosegel mit Ethidiumbromid angefarbt und unter dem UV
Licht sichtbar gemacht.

4.3.3 Stammbaumanalyse

In Familie A ist der HNA-1a/ HNA-1b- heterozygote Vater Triager des FCGR3B*3- Allels,
die HNA-1b- homozygote Mutter hingegen ist HNA-1c- negativ. Von den Kindern ist nur die
Tochter Triagerin des FCGR3B*3- Allels. Beide, Vater und Tochter, haben drei FCGR3B-
Gene. Der Sohn ist wie die Mutter HNA-1b- homozygot. In Familie B ist sowohl die HNA-1c-
positive Mutter als auch der HNA-Ic- negative Vater HNA-1a/ HNA-1b- heterozygot. Die
Tochter ist eine HNA-1a- homozygote Trigerin des FCGR3B*3- Allels. Auch hier ist die
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HNA-1c- positive Mutter Trégerin von drei FCGR3B- Genen, die Tochter konnte zwei oder
drei FCGR3B- Gene haben.
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Stammbaum Familie A Stammbaum Familie B
HNA-1b HNA-1a, -1b, -1¢ HNA-1a, -1b, -1¢ HNA-1a, -1b
3 FCGR3B- Gene 3 FCGR3B- Gene
HNA-1a, -1b, -1c HNA-1b HNA-1a, -1c
3 FCGR3B- Gene 2/ 3 FCGR3B- Gene

(Abb. 4.5:) Vererbung des FCGR3B*3- Allels, welches in beiden Féllen an das FCGR3B*1- Allel gekoppelt ist. Die
Genotypen und die Anzahl der FCGR3B- Gene der HNA-1c Positiven Familienmitglieder sind unter jeder Person aufgefiihrt.

Die Mutter von Familie C ist eine HNA-1b- homozygote Tragerin des FCGR3B*3- Allels, der
HNA-1c- negative Vater ist HNA-1a/ HNA-1b- heterozygot. Beide Tochter sind HNA-1b-
homozygot und Trigerinnen des FCGR3B*3- Allels. Mutter als auch Tochter konnten
demnach zwei oder drei FCGR3B- Gene haben. Familie D weist einen HNA-Ic- positiven,
HNA-1b- homozygoten Vater sowie eine HNA-1a/ HNA-1b- heterozygote, HNA-1c- negative
Mutter auf. Das Kind ist HNA-1b- homozygoter Triager des FCGR3B*3- Allels. Sowohl Vater
als auch Kind kénnen demnach Trager zweier oder dreier FCGR3B- Gene sein.

Stammbaum Familie C Stammbaum Familie D
HNA-1b, -1c HNA-1a, -1b HNA-1a, -1b HNA-1b, -1c
2/ 3 FCGR3B- Gene 2/ 3 FCGR3B- Gene
HNA-1b, -1c HNA-1b, -1c HNA-1b, -1c
2/ 3 FCGR3B- Gene 2/ 3 FCGR3B- Gene 2/ 3 FCGR3B- Gene

(Abb. 4.6:) Vererbungsmodus, in dem nur das FCGR3B*3- Allel weitergegeben wurde. Die Genotypen und die Anzahl
der FCGR3B- Gene der HNA-1c- positiven Familienmitglieder sind unter jeder Person aufgefiihrt.

4.4 Quantitative Untersuchung zweier FcyRIIIb- defizienter
Patientinnen und ihrer Familien mit dem Light- Cycler

Die zu untersuchenden Proben kommen von zwei Familien, bei denen die Mutter als
FcyRIIIb- defizient im Rahmen einer NIN des Kindes diagnostiziert wurde. Familie 1 besteht
aus Vater, Mutter und einem Kind, entsprechend bezeichnet als MkV, MkM und MkK.
Familie 2 zeigt eine entsprechende Konstellation und wird als RuV, RuM und RuK
bezeichnet. Als Positivkontrolle diente eine HNA-1b- homozygote Probe, von der bekannt
war, dass ihr Triager 2 FCGR3B- Gene besitzt. Die Standards wurden aus einer Ldsung
hergestellt, die 2ng/ul FcyRIIIb/ HNA-1b- Plasmid enthielt. Sie wurden in Zehnerpotenz-
Schritten verdiinnt, die Kopienanzahl in jeder Probe wurde mit genannter Formel errechnet.




4.4.1 Verwendete Primer

Fiir die Analyse wurden FcyRIIIb- spezifische Primer gewéhlt, die ausserhalb der Loci von
HNA-1a, HNA-1b und HNA-Ic liegen. Diese Lokalisation beschrinkte die Analyse auf den
FcyRIIIb, auf enthaltene Allelvarianten musste keine Riicksicht genommen werden. Der
Vorwértsprimer FCGRIIIBVPI1 liegt in Position bp451- 473, das T in Position 1 vom 3° Ende
zeichnet die Spezifitit fiir den FcyRIIlb aus (5°- ACATATTTACAGAATGGCAAAGA-3°).
Die Spezifitit des von bp 580- 561 liegenden Riickwirtsprimers FCGRIIIBRP1 ist durch das
C in Position 1 des 3° Endes bestimmt (5°'- AAGACACATTTTTACTCCCAAC-3%). Beide
Primer umschliessen ein 130bp langes Fragment (Tab. 4.9).
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Primer Nucleotidsequenz, 5’ —3’ Position Spezifitit Annealing
Vorwirtsprimer ACATATTTACAGAATGGCAA 451 —473 | FcyRIlIb 60°C
FCGRIIIBVPI AGA

Riickwértsprimer AAGACACATTTTTACTCCCA | 580- 561 | FcyRIIIb 60°C
FCGRIIIBRP1 AC

(Tab. 4.9:) Vorwirts- und Riickwartsprimer die fiir die quantitative Genanalyse der FcyRIIIb- defizienten Patientinnen
und ihrer Familien gebraucht wurden. Fett gedruckte Basen zeichnen eine Spezifitit fiir den FcyIlIb- Rezeptor aus.

4.4.2 Ausgangskonzentrationen der DNA- Proben

Die Konzentrationen der verwendeten DNA- Proben wurden mit dem Photometer bestimmt.
Die Konzentration der FcyRIIIb- Stammlosung betrug 2ng/ul. Die Proben MkV, MkK, MkM
und Bu wurden alle auf den willkiirlichen Wert von 0.00925ng/ul titriert. Um eine
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei anderen Konzentrationen gewihrleisten zu konnen,
wurden die Proben RuV, RuK und RuM auf den willkiirlichen Wert 0.0346ng/ul verdiinnt.

4.4.3 Verdiinnungsreihe

Eine Optimierung der Reaktionsbedingungen der FcyRIIIb- PCR erfolgte an einer Reihe mit
neun Verdiinnungsstufen. Aus der Stammlosung wurden in absteigender Reihenfolge
Verdiinnungen in Zehnerpotenz- Schritten angefertigt. Als Positivkontrolle wurde eine HNA-
1b- homozygote Probe gewéhlt, von der angenommen wurde, dass sie von einem Individuum
mit zwei FCGR3B- Genen stammte (Abb. 4.7). Die Negativkontrolle bestand aus Aqua dest.
Die Ergebnisse der gemessenen Kopien sind neben den errechneten Werten in (Tab. 4.10)
angegeben. Schwankungen der gemessenen Kopiezahlen sind auf unvermeidbare Fehler beim
Pipettieren zurlickzufiihren. Es zeigt sich, dass jede Verdiinnung der Stammldsung um eine
Zehnerpotenz zu einem um vier Zyklen spdteren Anstieg der exponentiellen DNA-
Amplifikation fiihrt. In (Abb. 4.8) ist der Logarhytmus der Konzentration in Abhéngigkeit zur
Zykluszahl dargestellt, der Korrelationskoeffizient betragt 1.00, der systemische Fehler ist mit
0.276 gering. Die Auswertung der Proben erfolgte im ,,Second Derivative Maximum® Modus,
da hier Proben mit hoher DNA- Konzentration verwendet wurden. Bei der
Schmelzkurvenanalyse zeigten die spezifischen Produkte einen Temperaturgipfel bei 82°C an,




unspezifische Produkte in Form von Primer- Dimeren sind wenig vorhanden. Sie sind daran
zu erkennen, dass sie bei niedrigen Temperaturen ihren Schmelzpunkt haben und sich nicht als
scharf abgrenzbaren Peak darstellen lassen.( Abb.4.9).

(Abb. 4.7:) Standard DNA- Proben bestehend aus einem FcyRIIIb- Plasmid, einer Kontrollprobe und einer
Negativkontrolle. Die Kurven 1-8 stellen die FcyRIIIb- Plasmid Standardproben dar, die in Zehnerpotenz-
Schritten von einer Konzentration von 20000000 DNA- Kopien bis hin zu 20 DNA- Kopien herunter verdiinnt
wurde. Kurve 9 stellt eine Kontrollprobe dar, von der angenommen wurde, dass ihr Tréiger zwei FCGR3B-
Gene besitzt. Kurve 10 stellt die Negativkontrolle bestehend aus Aqua dest. dar.

_ Fluoréscence d(F1)/dT

‘Temperature °C)

(Abb. 4.9:) Schmelzkurven- Analyse der DNA- Produkte. Das Maximum der Melting- peaks liegt bei 82°C. Je nach
Konzentration ist die gemessene Fluoreszenz unterschiedlich hoch. Kurven 1-8 stellen die DNA- Standardproben
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bestehend aus einem FcyRIIIb- Plasmid dar. Kurve 9 ist die Kontrollprobe, Kurve 10 ist die aus Aqua dest.
bestehende Negativkontrolle.

FcyRIIIb Plasmid, Konzentration | Errechnete Kopienanzahl | Gemessene Kopienanzahl
10 2 20000000 22.340.000

103 2000000 1.727.000

107 200000 209.000

10~ 20000 19.080

107 2000 1.802

107 200 2472

1078 20 19,08

Bu, 0.00925ng/ul 7244

Aqua dest. %]

(Tab. 4.10:) Verdiinnungsreihe einer FcyRIIIb- plasmidhaltigen Stammlésung mit einer
Ausgangskonzentration von 2ng/ul in Zehnerpotenz- Schritten. Die erste Probe der Verdiinnungsreihe hat
eine Verdiinnung von 1072 der Ausgangslosung, entsprechend einer Konzentration von 0.02ng Plasmid/ul.

Alle weiteren Proben sind in absteigender Konzentration aufgelistet. Als unbekannte Probe wurde eine HNA-
1b- homozygote Probe gewdhlt, von der angenommen wurde, dass entsprechendes Individuum Trdger zweier
FCGR3B- Gene ist. Aqua dest. wurde als Negativkontrolle genommen. Angegeben sind sowohl errechnete als

auch gemessene Kopienzahlen. &= kein Nachweis von Amplikons.

4.4.4. Analyse der FcyRIIIb- defizienten Patientinnen und ihrer
Familien

Fiir die Analyse der FcyRIIlb- defizienten Familien 1 und 2 wurden Standards in einer
Verdiinnungreihe von 107" bis 107® gewihlt. Die Negativkontrolle bestand aus Aqua dest. In
der Optimierungs- PCR weist ein Individuum mit zwei FCGR3B- Genen mit einer
Probenkonzentration von 0.00925ng/pl eine Kopienanzahl von 724.4/ul auf. Deswegen
miissen in der Schlussfolgerung die Proben der Familienvéter von Familie 1 (MkV) und
Familie 2 (RuV) eine dhnliche Anzahl von FCGR3B- Genkopien aufweisen. Vernachlissigt
man den vorhandenen Pipettierfehler bei der Positivkontrolle, die ca. 100 Kopien betragt, so
ergeben sich Kopienzahlen von 2341 Kopien/ul fiir RuV, Probenkonzentration 0.0346ng/ul
und 619.2 Kopien/ul fiir MkV, Probenkonzentration 0.00925ng/ul. Die entsprechenden
Kinder hingegen weisen eine um die Hélfte verringerte Kopienanzahl auf, da ihnen nur ein
Gen vererbt wurde. Fiir das Kind von Familie 1 (MkK) wurde eine Konzentration von 360.4
Kopien/ul gemessen, fiir das Kind von Familie 2 (RuK) eine Kopienanzahl von 1352
Kopien/ul. Bei beiden Miittern von Familie 1 (MkM) und Familie 2 (RuM) konnte kein
spezifisches Produkt fiir den FcyRIIIb nachgewiesen werden(Tab. 4.11, Tab. 4.12 und Tab.
4.13). Alle Proben wurden im ,,Fit Points* Modus gemessen, da das bei den Experimenten
aufgetretene Hintergrundrauschen eine genaue Auswertung gestort hitte.
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FcyRI1Ib- Plasmid, Konzentration | Errechnete Kopienanzahl | Gemessene Kopienanzahl
101 200000000 236.400.000
102 20000000 18.380.000
1073 2000000 1.971.000
10 % 200000 156.600
105 20000 20.710

106 2000 2.304

Aqua dest. 1%

MKV (0.00925ng/ul) 619.2

MKK (0.00925ng/ul) 360.4

MKM (0.00925ng/ul) 1)

(Tab. 4.11:) Quantitative Untersuchung von Familie 1. FcyRIIIb- Plasmid Standards der Konzentration 10~! bis
1078 einer 2ng/ul Stammldsung. Quantitative Genanalyse der Familie 1 mit einer FcyRIIIb- defizienten Mutter.
Vater (MkV), Kind (MkK), Mutter (MkM); Aqua dest. diente als Negativkontrolle. @= kein Nachweis von

Amplikons.

FcyRIIIb- Plasmid, Konzentration | Errechnete Kopienanzahl | Gemessene Kopienanzahl
107 200000000 315700000
10 2 20000000 18580000
1073 2000000 1131000
104 200000 183900
10 20000 17940
10 2000 2926

Aqua dest. 1%

RuV (0.0346ng/ul) 2341

RuK (0.0346ng/ul) 1352

RuM (0.0346ng/ul) 0

(Tab. 4.12:) Quantitative Untersuchung von Familie 2. FcyRIIIb- Plasmid Standards der Konzentration 10~ bis
1078 einer 2ng/ul Stammldsung. Quantitative Genanalyse der Familie 2 mit einer FcyRIIIb- defizienten Mutter.
Vater (RuV), Kind (RuK), Mutter (RuM); Aqua dest. diente als Negativkontrolle. @= kein Nachweis von

Amplikons.
Probe |Gemessene Ausgangskonzentration | Gemessene Anzahl der FCGR3B- Gene
Kopienanzahl

Familie 1 | MkV  ]0.00925ng/pl 619.2 2
MKK  |0.00925ng/ul 360.4 1
MKM | 0.00925ng/ul @ 0

Familie 2 |RuV |0.0346ng/ul 2341 2
RuK  |0.0346ng/ul 1352 1
RuM |0.0346ng/ul 9] 0

(Tab. 4.13) Vergleich der gemessenen Kopienzahlen der Familien 1 und 2 sowie die Anzahl der FCGR3B- Gene
des entsprechenden Individuums. Die Ausgangskonzentrationen der DNA- Proben sind ebenfalls angegeben. Die
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Viiter der Familie 1 (MkV) und Familie 2 (RuV) weisen doppelt soviel gemessene Kopien auf als ihre Kinder
(MEK, RuK). In den Proben der Miitter (MkM, RuM) waren keine Amplikons nachweisbar.

Die enstandenen Amplikons wurden aus den Kapillaren herauszentrifugiert und durch
Sequenzanalyse bestétigt. Die Fluoreszenz des SYBR- Greens interagierte nicht mit dem
Sequenziervorgang.

4.5 Sequenzanalyse der FcyRIIIb- Rezeptoren von Patientin 1, Fall
1 und Patientin 2, Fall 2 aus cDNA

Aufgrund einer unklaren Neonatalen Isoimmunen Neutropenie (NIN) der Kinder zweier
Patientinnen sollte der FcyRIIIb der betreffenden Miitter vollstindig untersucht und nach
moglichen Mutationen hin abgeklirt werden. In beiden Fillen wurden Eltern und Kind mit der
PCR- SSP nach Bux @5 HNA-1a, -1b und —lc typisiert und ihr Serum auf granulozytére
Antikorper getestet. Dabei lag in beiden Féllen ein positiver Antikdrpernachweis seitens der
Miitter vor. Aus dem Frischblut der Patientinnen wurden deswegen Granulozyten isoliert, aus
denen in mehreren Arbeitsschritten c¢cDNA gewonnen wurde, die anschliessend einer
Sequenzanalyse unterzogen werden konnte.

Fallbeschreibungen:

Fall 1: Im ersten Fall konnte im Granulozytenimmunfluoreszenztest (GIFT) bei Mutter und
Kind eine schwache bis starke Reaktion der Granulozyten nachgewiesen werden, welches auf
das Vorhandensein von granulozytdren Antikorpern schlieen liess. Eine genaue Bestimmung
der Antikorperspezifitit wurde jedoch unterlassen, da sich die Neutropenie innerhalb von zwei
Monaten zuriickbildete.Die Ergebnisse der HNA-1a, -1b und —1c- Typisierung sind in (Abb.
4.10) aufgefiihrt. Fiir die HNA- Typisierung des Kindes war nicht mehr genligend Material
vorhanden. Aus einer Stammbaum- Analyse kann jedoch auf den Genotyp HNA-la/ -1b
geschlossen werden. Somit bestiinde eine mdogliche Inkompatibilitit zwischen den
granulozytiren Antikdrpern von Mutter und Kind.

Fall 2: In diesem Fall zeigte nur die Mutter das Vorhandensein granulozytirer Antikorper, ihr
GIFT reagierte stark positiv. Ein anschliessender Lymphozytenimmunfluoreszenztest (LIFT)
der Mutter fiel ebenfalls positiv aus, so dass ein Vorhandensein von HLA- Antikorpern, die
die NIN ausgeldst hatten, sehr wahrscheinlich ist. Hier bildete sich der Befund des Kindes
ebenfalls innerhalb von zwei Monaten zuriick. Es wurde deshalb ebenfalls auf eine weitere
Diagnostik verzichtet. In der HNA- Typisierung zeigte sich keine Inkompatibilitdt zwischen
den granulozytdren Antigenen von Mutter und Kind, beide haben den Genotyp HNA-1b.
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Patientenfamilie von Fall 1 Patientenfamilie Fall 2
Mutter Vater Mutter Vater
o ® <
HNA-la HNA-1b HNA-1b HNA-1b
Kind Kind
HNA- Typus nicht getestet HNA-1b

(Abb. 4.10:) Familienstammbaum der Patientenfamilien von Fall 1 und Fall 2. Das Kind aus der Patientenfamilie von Fall 1
wurde mangels an Probenmaterial nicht HNA-1a, -1b und —Ic typisiert, jedoch kann aus dem Stammbaum auf den Genotyp
HNA-1a/ -1b geschlossen werden.

4.5.1 Herstellung von cDNA

4.5.1.1 Isolierung von Granulozyten aus Frischblut

Zundchst wurden anhand der in Kapitel (3.2.7.) beschriebenen Arbeitsanleitung Granulozyten
aus EDTA- Frischblut isoliert und gewaschen. Die gereinigten Granulozyten wurden
anschlieend einer Zellyse unterzogen.

4.5.1.2 Extraktion von mRNA aus Granulozyten und Umschreibung in
cDNA

Aus den lysierten Granulozyten konnte mit dem Roth©- Quick Kit mRNA isoliert werden.
Die mRNA- Isolierung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Danach wurde mit einer
Reverse Transkriptase die mRNA in cDNA umgeschrieben.

4.5.2 Herstellung eines PCR- Produktes des FcyRIIIb aus cDNA

4.5.2.1 Amplifikation des FcyRIIIb aus cDNA

Bei den beiden Patientinnen (1 und 2) sollte der gesamte FcyRIIIb sequenziert werden, so dass
mit einem entsprechenden Primerpaar, das den gesamten Rezeptor umfalit, amplifiziert
werden musste. Dazu wurden der FcyRIII- spezifische Vorwértsprimer VP 492 und der
FcyRIIIb- spezifische Riickwirtsprimer RP1 ausgewihlt. Primersequenz und Lokalisation sind
in (Tab. 4.14) aufgefiihrt. Das von beiden Primern eingerahmte Stiick hat eine Lange von
831bp und wurde mit der TAQ Gold DNA- Polymerase amplifiziert, die sich fiir DNA-



Fragmente dieser GroBe gut eignet. Das fertige PCR- Produkt konnte nach seiner Auftrennung
auf 1.5%-igem Agarosegel mit Ethidiumbromid Féarbung unter einer UV- Lampe sichtbar
gemacht werden. Als Standard Langenmarker diente der MW VI von Boeringer- Mannheim.
(Abb. 4.11)

Primer Sequenz Position Spezifitit Annealing
VP 492 TCTTTGGTGACTTGTCCA 1- 17 FcyRIIT 43.0°C
RP 1 GCCACTGCTCTTATTACT 831-814 | FcyRIIIB 38.5°C

(Tab. 4.14:) Das zur Amplifikation des FcyRIIIb benutzte Primerpaar. Die Positionsangaben beziehen sich auf den FcyRIIIb.

1 2 3

1033 —»
653 —»

(Abb. 4.11:): Der aus cDNA mit dem Primerpaar VP 492 und RP 1 amplifizierte FcyRIIIb der Miitter von Fall 1 und Fall 2.
In der Reihe 1 ist der Standard Lingenmarker VI von Boeringer- Mannheim zu sehen. Reihe 2 zeigt das PCR- Produkt der
Patientin von Fall 1, Reihe 3 das PCR- Produkt der Patientin von Fall 2. Der aus cDNA amplifizierte FcyRIIID liegt in einer
Héhe von 831bp.

4.5.2.2 Aufreinigung des PCR- Produktes

Mogliche Unreinheiten des PCR- Produktes konnen in der Sequenzanalyse zu
Fehlinterpretationen fiihren, so dass die Aufreinigung des PCR- Produktes unerldflich war.
Nach Auftrennung des Amplifikates auf 1%-igem Agarosegel konnte die gewiinschte Bande
exzidiert und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit aus der Agarose eluiert werden. Das Eluat
wurde dann in 30pl Aqua dest. aufgelost.

4.5.3 Sequenzanalyse der FcyIIIb- Rezeptoren von Patientinl, Fall 1
und von Patientin 2, Fall 2

4.5.3.1 Fiir die Sequenzanalyse verwendete Primer

Die fiir die Sequenzanalyse verwandten Primer sind in (Tab. 4.15) aufgefiihrt. Beziiglich der
Qualitdt der abgelesenen Sequenzen zeigten sich erhebliche Unterschiede zwischen den
verschiedenen Primern, d.h. dass die DNA- Sequenzen mit manchen Primern schlechter oder
nur lber kiirzere Strecken lesbar waren. In solchen Fillen mussten die Primer in kiirzeren
Absténden zueinander gelegt werden.
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Primer Sequenz, 5'—3’ Position | Spezifitit Annealing
VP 7 AGCTGCTCCTCCCAACTG 41- 58 FcyRIII 58.2°C
SSP 1 CACCAAAGTGTTACTCTT 130- 147 | FcyRIIb/ HNA- |53.7°C

1b
SSP 5 CAGTGGTTTCACAATGTGAA 208- 277 |FcyRIIb/ HNA- |53.2°C

la
SSP 3 ATGGACTTCTAGCTGCAC 348- 331 |FcyRIII 53.7°C
VP 8 CCTCTCCACCCTCAGTGA 309- 326 | FcyRIII 47.2°C
RP 7 GGTACCCAGGTGGAGAGA 655- 338 | FcyRIIlb 58.0°C
RP 1 GCCACTGCTCTTATTACT 831- 814 |FcyRIIlb 38.5°C

(Tab. 4.15:) Fiir die Sequenzanalyse der FcyIlIb- Rezeptoren der beiden Patientinnen von Fall 1 und 2 verwendete Primer.

4.5.3.2 Sequenzanalyse der FcyllIb- Rezeptoren von Patientin 1, Fall 1
und von Patientin 2, Fall 2

Die Sequenzanalyse wurde mit dem Amplifikat als Matrize durchgefiihrt, welches mit dem
Primerpaar VP 492 und RP 1 gewonnen wurde. Zu der jeweiligen Sequenzierungs- PCR
wurden dann die entsprechenden Primer (Tab. 4.15) hinzugefiigt. Die Sequenzanalyse wurde
nach den bereits beschriebenen Methoden durchgefiihrt.

4.5.3.3 Ergebnisse der Sequenzanalyse

Nach vollstindiger Sequenzanalyse des FcyRIIIb beider Miitter (Patientinnen 1 und 2)
konnten keine Abweichungen vom Rezeptor in Form von Mutationen nachgewiesen werden.
Auch konnte der mit der PCR- SSP erhobene HNA-1a-, -1b- und —1c- Typisierungsbefund in
beiden Fillen bestétigt werden.

Bei der Patientin 1 von Fall 1 erstreckte sich die Lesbarkeit der Sequenz von Position 65-
Position 760 des FcyRIIlb; bei der Patientin 2 von Fall 2 war die Sequenz von Position 65-
Position 789 des FcyRIIIb lesbar. Die mit den Primern abgedeckten Strecken sind in (Tab.
4.16) aufgefiihrt, die vollstindige Sequenz des FcyRIIIb ist im Anhang aufgezeichnet.

Patientin 1, Fall 1 Patientin 2, Fall 2

Primer Position Position
VP 7 67- 290 67- 290

SSP 3 65-319 100- 300
RP 7 220- 590 130- 280
SSP 5 251-490 161- 380
VP 8 360- 740 310- 550
RP 1 530- 760 530- 789

(Tab. 4.16:) Von den Primern in der Sequenzierung abgedeckte Strecke des FcyRIIlb. Die Position gibt die Lokalisation
innerhalb des Rezeptors wieder (siehe auch Sequenz des FcyRIIIb, Anhang)
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4.6 Sequenzierung und Erschliessung des Intron I1I/ FcyRIIIb

Das zu dem Zeitpunkt noch unbekannte Intron III sollte in seiner Gesamtheit sequenziert
werden. Die Sequenzierungsarbeit wurde im September 1999 begonnen. Bis zu der
Publikation der Basensequenz des Intron III im Internet im Juli 2000 waren insgesamt 2350bp
sequenziert worden. Die betreffende Sequenz ist unter der Accessionnumber AC013305 im
BLAST® Programm des NCBI Homepage zu finden. Als Homo sapiens Clone RP11- 4M15
ist die von Birren et al. (vom Whitehead Institute, MIT Center for Genome Research,
Cambridge,USA) schon im September 1999 eingereichte Sequenz aufgefiihrt. In dem
angegebenen Klon sind auch die Sequenzen des Intron I, II und IV sowie die Sequenz des
FCGR3B- Gens enthalten.

4.6.1 Erstellung eines PCR- Produktes von Intron IIT

4.6.1.1 PCR- Reaktion

Die geschitzte Grofe des Intron III liegt bei etwa 3000bp. Mit den umgebenden
Exonfragmenten, die aufgrund der Lage der Primer mit amplifiziert werden, ergibt sich daraus
eine geschitzte Lange von ca. 3300bp. Da die iiblicherweise verwendete TAQ- Polymerase
von Perkin Elmer ein Fragment dieser Grof3e nicht mehr zu amplifizieren vermag, wurde auf
das XL- Kit von Perkin Elmer zuriickgegriffen. Das Kit ist speziell fiir die Vervielfachung
groBerer DNA- Fragmente konzipiert worden. Der PCR- Ansatz wurde den Angaben des
Herstellers entsprechend fertiggestellt. Als Primer wurden der HNA-1b- spezifische
Vorwirtsprimer SSP1 und der FcyRIII- spezifische Riickwértsprimer RP6 genommen (Tab.
4.17). Die GroBe des von dem Primerpaar vervielféltigten DNA- Fragmentes betrigt ohne das
Intron III 266bp, mit dem Intron III entsprechend ca. 3266bp. Da der Vorwirtsprimer SSP1
spezifisch fiir HNA-1b ist, wurden entsprechend nur HNA-1b- homozygote oder HNA-1a/
HNA-1b- heterozygote DNA zur Amplifikation verwendet. Damit mogliche Mutationen
innerhalb der Intronsequenz ausgeschlossen werden konnten, wurden DNA Proben
unterschiedlicher Individuen sequenziert und miteinander verglichen.

Primer Nucleotidsequenz, 5'—3’ Position | Spezifitit Annealing
HNA-1b CAATGGTACAGCGTGCTT 130 -147 | FcyRIIIb/ 57°C
Vorwiértsprimer, HNA-1b

SSP1

FcyRIII Primer, |[CTCCTTGAACACCCACCG 376 -393 | FcyRIII 58°C

RP6

(Tab. 4.17:) Primerpaar fir die Amplifizierung des Intron IIl. Basen, die den HNA- Polymorphismus markieren, sind
unterstrichen, Basen, welche zusdtzliche, beabsichtigte Fehlpaarungen markieren, sind fett gedruckt.

Um ein moglichst spezifisches Produkt zu erhalten, wurde zundchst die Annealing-
Temperatur optimiert und bei 62°C festgelegt. Eine Erhdhung der Verlidngerungszeit auf Smin.
gewihrleistete eine vollstandige Amplifikation des gesamten DNA- Fragmentes. Dennoch liel3
sich infolge der langen Verlidngerungszeit das Auftreten unspezifischer PCR- Produkte nicht



vollstindig vermeiden. Damit die Anzahl dieser unspezifischen DNA- Fragmente
vergleichsweise klein blieb, wurde die XL- PCR im Hotstart- Verfahren durchgefiihrt.
Anschliessend konnte das PCR- Produkt auf 1.5%-igem Agarosegel aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid angeférbt unter einer UV- Lampe sichtbar gemacht werden. Als molekularer
Langenmarker diente der MW VI von Boeringer- Mannheim (Abb. 4.12).

1 2 3

(Abb. 4.12:) Auftrennung des mit dem Primerpaar SSP1 und RP6 amplifizierten PCR- Produkts von Intron IIL. /n Reihe 1
ist der molekulare Lingenmarker VI von Boeringer- Mannheim zu sehen. In Reihen 2 und 3 ist das entsprechende PCR-
Produkt des Intron 111 zu sehen.

4.6.1.2 Aufreinigung des PCR- Produktes

Unspezifische Produkte fiihren in der Sequenzierung zu Uberlagerungsphinomenen mit dem
Resultat einer schlechteren Lesbarkeit der Sequenz. Eine Mdglichkeit unspezifische Produkte
von dem gewiinschten Produkt zu entfernen, ist die Aufreinigung der PCR- Amplifikate. Dazu
wurde die Bande, die Berechnungen nach dem Intron III entspricht, zundchst auf 1%-igem
Seakem Agarosegel aufgetrennt und anschliessend aus dem Gel exzidiert. Die Elution und
Aufreinigung der DNA- Fragmente aus dem Gel erfolgte mit dem QIAquick Gel Extraction
Kit nach Angaben des Herstellers. Nach Losung des aufgereinigten Produktes in 30ul sterilem
Aqua dest. wurde die Konzentration des DNA- Amplifikates durch optischen Vergleich
bestimmt.

4.6.2 Sequenzierung des Intron III

Fiir die Sequenzierungs- PCR des Intron III wurde das aus dem Primerpaar SSP1 und RP6
gefertigte Template als Matrize verwendet. Fiir die erste Sequenzierung wurde der
Vorwirtsprimer SSP1 benutzt. Danach wurden die Vorwértsprimer in die jeweils neu
erschlossenen Sequenz gelegt. Es zeigte sich, dass der Riickwértsprimer RP6 fiir eine
Sequenzanalyse ungeeignet ist und keine lesbaren Ergebnisse erbrachte. Vergleichbare,
FcyRIIIb- spezifische Primer liegen jedoch zu weit von der zu analysierenden Sequenz
entfernt, so dass auf einen Riickwértsprimer verzichtet wurde (Tab. 4.17).
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4.6.2.1

Fiir die Sequenzanalyse verwendete Primer

Die Wahl der Primer fiir die Sequenzierung richtete sich nach folgenden Kriterien. Zunachst
sollte im Primer ein moglichst ausgewogenes Verhéltnis zwischen den Basen Guanin, Cytosin,
Adenin und Thymin vorhanden sein. Je hoher der Gehalt an Guanin und Cytosin im Primer ist,
desto hoher ist auch seine Schmelztemperatur und folglich seine Spezifitit. Weiterhin sollten
sich Anfang und Ende des Primers nicht komplementir zueinander verhalten, um das
Auftreten von Primer- Dimeren zu verhindern, die als mogliche Storfaktoren beim Ablesen
der Sequenz auftreten konnten. Letzlich sollte die Lénge des Primers eine Anzahl von
mindestens 15bp nicht unterschreiten, um eine spezifische Bindung an die Matrize zu
gewihrleisten. Simtliche Primer stammen von der Firma Oligo MWG, Ebersberg (Tab. 4.18).
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Primer Nucleotidsequenz, 5'—3’ Position (bp) | Spezifitdt | Annealing
VP Int. ITI-1 TCCATATCGGTGAGTTGATG |Exon 3, 344- | FeyRIIIb/  |57.3°C

Intron 111, Intron 3

12; FcyRIIIb
VP Int. I1I-2 CTGTCAGACAGTAGATATAG |[178-197 Intron Il [ 53.2°C
VP Int. I1I-3 TGACCTCAGGTGATTCGC 545- 571 Intron 11l |56.0°C
VP Int. I1I-4 ACAATCTTACCACATAGGC  |938-953 Intron III [ 52.4°C
VP Int. I1I-5 GAAGGCAGGGGTCTT 971- 982 Intron III | 50.6°C
VP Int. I1I-6 GCATAAGGAGGTGGATCT 1082- 1099 |Intron IIT |53.7°C
VP Int. I1I-7 TCACTCTCCAGAGCTACAA 1190- 1209 |IntronIIT | 54.5°C
VP Int. I1I-8 TAAACTTCTGAGCAT 1423- 1437 |Intron III  |39.6°C
VP Int. I11-9 AGACAGGGTTTCACGGCATT |1701- 1720 |[IntronIII  |57.3°C
VP Int. I1I-10 GCTTGATGAAATATCAC 2029-2045 |IntronIIl |45.5°C
VP Int. ITI-11 GATATCTCTTAATAGGTAAT |2221-2240 |IntronIIl |47.1°C

(Tab. 4.18:) Fiir die Sequenzierung des Intron III verwendetet Vorwirtsprimer. Basen, die einen HNA- Polymorphismus
ausdriicken, sind unterstrichen. Die angegebenen Annealing- Temperaturen sind von den Herstellern iibernommen worden.
Die Positionsangaben beziehen sich auf den FcyRIIIb und die weiter unten aufgefiihrte Sequenz des Intron I11.

4.6.2.2 Sequenz des Intron III

Die durch eigene Sequenzierungsarbeit erschlossene Sequenz des Intron III ist in (Abb 4.13)
aufgefiihrt.

BP «Exon 3 bp3514 |{1bp Intron I BP

GAAGTCCATATC |ggtgagttga tgaaggggaa gaggaaaatc accaataaag |40
41 ggtgaaacaa agggtcctga aatacttggt aagagccaga gatgatattc ttagagataa 100
101 aagctaagat gagatgatgt gtggcccact gaatggtatc agagttgtag tcctagetcet 160
161 aagtaggtct tggcaaaatg tcaaagcctg tcagacagta gatataggac tgctgcattg 220
221 acaattccaa gaatcccata tggagtgcat acaatgtgaa tgtgtcatgt gaagttaggc 280
281 catggcatag atgctcaata atagttattt atttatttat tttcattttt cttaatttta 340
341 ttttttgaga cagagtatca ctctctcacc caggctggag ttgcaatgec ggcaatctca 400
401 gcttacttge aaccttctge ccccttgggt ttgaaggtga ttetcctgee ttaagectce 460
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401 gcttacttge aaccttctge ccecttgggt ttgaaggtga ttctcctgee ttaagectec 460

461 cgagtagctg agattacagg cacccgecac cacgeccage taattttgta tttttagtag 520

521 agacagggtt tcaccatgtt ggtcaagtct ggtctcaaac tcctgacctc aggtgattcg 580

581 cceggecttg gettcecaaa gtgetgggee tacaggegtg agecaccaca cctggggeca | 640

641 ataattttta taggaataaa ttaatgaatt tggtgttagg gacctcaatc tccttctege 700

701 tctcagacat gtaatgccct aagccacctc ccaaagcaat cctagtggec tagaatcata 760

761 tetttetgte tcctcatcaa tgctatactc aaacctataa ttaagcataa atttgggtaa 820

821 tgtgatagct cttcccatag aggcagatac atgttcagec tgcacattaa tcatgacatg 880

881 aaagtccttg gtgtactatt taacagaatt attaggacat cagaccacca ggtaggaaga 940

941 aatattttga aggcaggggt ctttcctggg tctgtgcctc atcttaccca tagectggte 1000
1001 cctgecagtgt cgecctgecaa acctaattct acttccacgg ctgttccatt catacaatgt 1060
1061 ttatgggtgg aacaagcttt gggggaagaa gggcataagg aggtggatct gcaagagage (1120
1121 tccatggaat tgggcctctg aaactgattt ttgtgggcte tttgggccte tgacagtacc 1180
1181 actcaactgg acatgggtct tcactctcca gagctacaag aagggtatgt ccatttctag 1240
1241 ctaggtaaga gatgccacct acaaccaaat aataatcgag cacggattac caagcagaaa | 1300
1301 gcagtagcat aatatcagct ctaggagtta gctacgttta gecttgaact tggcatctag 1360
1361 aaactggctt tagaagtcta gccaatcaag gctatattaa actgtgacca tgagaattag 1420
1421 cttcaccagt gtaaacttct gagcatcact ttattccttt aggacccatt tgacttatgt 1480
1481 cctectetga gaageacttt ttacttettt gtttgtttgt ttgtttttgt ttttgttttt 1540
1541 gagacagagt ttctctetgt cacccaaget ggagtgcagt ggegceaatet tggttcactg 1600
1601 caacctccac ctcccgggtt ccagegattc tcctgettca gectcccaac tagetgggac 1660
1661 tacaggtgea tgccaccacg cccggctaat tttttgtatt tttagtagag acagggttte 1720
1721 acggcattag ccaggatggt cttgatctcc tgactcgega tetgetactt catcctcecec 1780
1781 aagtactagg attacagatg tgagccaccg cgceccagect gceatttttta cttctttcag 1840
1841 gcagaatttc tttattccaa tctagtcgge cccgcagtee tttattctta gectgttgta 1900
1901 gcactcgteca tattgtattg tgattatttc tgaatattta tgtttctatg tctaggcetgt 1960
1961 agattctttg aggctgagaa ctatatgtcc catcatctgg gtatctccag tccacagtgt 2020
2021 gtcatacata gtgagtgett gatgaaatat cacttgaagg aatatacaca tgggcattca 2080
2081 ctgagtccat gacaggacag attcgaacaa gaatgttcct ccaaaggceca ccagactata 2140
2141 tactaaccat gactttatgc taataatgat tcatctcttt gctgaaaaag taagtggata 2200
2201 gataggcaca tggcttcttt tgataaatga tatctcttaa taggtaatga agattacttt 2260
2261 ctgtttggea aatctttgtg ttagagaatc atgaccaaca cacgtcctac caattttgtt 2320
2321 tagcatca 2380

(Abb. 4.13:) Sequenz des Intron IIl. Die zum Exon 3 gehorigen Basen sind GROSS-, die Basen des Intron Il sind
kleingeschrieben. Die Basen sind jeweils in Blocken von 10bp angeordnet. Die eigene Sequenz befindet sich in den mit
Positionsangaben markierten Spalten.
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5. Diskussion
5.1 Ergebnisse der HNA-1a-, -1b-, -1c- Typisierung der
Populationsstudie

Die Ergebnisse der HNA- Typisierung der verschiedenen Populationen zeigen eine gute
Ubereinstimmung mit bereits vorhandenen Typisierungsdaten.

Vereinfachend ldsst sich sagen, dass die Frequenz der Allele FCGR3B*1 und FCGR3B*2 in
afrikanisch stimmigen Populationen eine geringes Uberwiegen des FCGR3B*2- Allels aufweist.
In anderen Studien konnten Genfrequenzen von 0.59 (e9) fiir afrikanische Amerikaner, 0.50 bei
Ghanaern und 0.545 fir Sidafrikaner 9) nachgewiesen werden. In manchen afrikanischen,
beziehungsweise von ihr abstammenden Populationen, zeigt sich jedoch ein deutliches
Uberwiegen der Genfrequenzen fiir HNA-1b mit Werten von 0.69 (s4) fiir afrikanische
Amerikaner und 0.74 (139 fiir Individuen aus Athiopien. Die Hiufigkeit des FCGR3B*3- Allels
ist allerdings im Vergleich zu anderen Bevolkerungen erhoht. Sie liegt bei Werten zwischen
23.21% 69) und 22.50% s5) fur afrikanische Amerikaner und 22.22% bei Ghanaern (69). Ebenfalls
konnte ein erhohtes Vorkommen von FcyRIIlb- defizienten Individuen in einigen Proben
afrikanischen Ursprungs nachgewiesen werden (69).

In den kaukasischen Bevolkerungsgruppen ist die Frequenz des FCGR3B*2- Allels bei weitem
hoher als die von FCGR3B*1 und zeigt nicht die gleichméssige Verteilung beider Allele wie in
manchen afrikanischen Populationen. Vergleicht man bereits vorhandene Daten miteinander, ist
erkennbar, dass die Frequenz des FCGR3B*2- Allels in den kaukasischen Bevolkerungen
vorherrschend ist. In Spanien betrdgt diese 0.614 (95), in Frankreich 0.64 (44), in Deutschland 0.65
5), in Danemark 0.635 (129) und in Holland 0.625 (95). Jedoch ist die Frequenz des FCGR3B*3-
Allels mit Werten zwischen 4.5% (s5) und 5% (26) im Vergleich mit Werten aus Afrika als niedrig
anzusehen. Eine Mittelstellung nimmt die Héufigkeit der FcyRIIIb- defizienten Individuen ein.
Fromont fand bei seiner in Frankreich angesiedelten Studie eine Haufigkeit des Auftretens von
etwa 0,1% @4), Muniz- Diaz konnte dagegen Haufigkeiten des Auftretens von 0.8% in einem
spanischen Kollektiv nachweisen (95). Populationsstudien anderer kaukasischer Bevdlkerungen
konnten keine den Werten von Muniz- Diaz entsprechende finden, so dass- unter
Beriicksichtigung vorhandener Werte- zum jetzigen Zeitpunkt von einer geringen
Auftretenshiufigkeit des Phinotyps NA- Null in Europa ausgegangen werden muB.
Interessanterweise zeigen Proben aus Polen Besonderheiten beziiglich ihrer Allelverteilung auf.
Zwar ist die Verteilung ithrer FCGR3B*1- und FCGR3B*2- Allele durchaus mit der in
kaukasischen Populationen vergleichbar, allerdings ist die Haufigkeit des FCGR3B*3- Allels mit
14.67% fiir die polnischen Proben hoher, als die Verteilung in Europa erwarten liesse. In dem
Kollektiv konnten keine Individuen mit dem Phénotyp NA- Null gefunden werden (s1).

Asiatische Populationen hingegen zeigen eine Umkehrung der Allelverteilung, mit einem
erhohtem Vorkommen des FCGR3B*1- Allels. In Japan betrigt die Genfrequenz fiir HNA-1la
0.651 (100), in aus Taiwan stammenden chinesischen Populationen betrdgt sie bis zu 0.681 (69).
Eine Studie von Lin zeigt eine Genfrequenz mit Werten von ebenfalls 0.68 fiir Festland-
Chinesen (s2). Bislang wurden in den untersuchten asiatischen Proben keine Triger von HNA-1c¢
gefunden (ss; 69). Die Héufigkeit von Individuen mit dem Phénotyp NA- Null ist jedoch recht
unterschiedlich. Fiir Japan wurden Werte von 0.047 gefunden (95), in einem von dem chinesischen
Festland stammenden Kollektiv konnten jedoch keine FcyRIIIb- defizienten Individuen gefunden
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werden (82). Anders hingegen eine Studie von Chu et al. 31). Sie konnten in dem in Taiwan
endemischen Stamm der Ami eine Héufigkeit von 0.28 fiir das Fehlen des Fcylllb- Rezeptors
finden.

Die Untersuchung von Proben einer indischstimmigen Population zeigte ein Uberwiegen des
FCGR3B*2- Allels gegeniiber dem FCGR3B*1- Allel. Das FCGR3B*3- Allel ist mit einer
Haufigkeit von 15.90% vorhanden (s5). Bisher liegen noch keine Daten iiber die Verteilung der
FcyRIIIb- Defizienz vor.

Die bearbeiteten Proben der verschiedenen Populationen in dieser Arbeit entsprechen, mit
Ausnahme der aus Bangladesch stammenden, den bisher erhobenen Daten verschiedener HNA-
Typisierungen. Alle Proben, die afrikanischer Herkunft sind, weisen eine etwas erhohte
Genfrequenz des FCGR3B*2- Allels auf, mit Ausnahme der Proben aus Ghana und den
Stidafrikanern asiatischer Abstammung, bei denen die Genfrequenzen von HNA-1a und HNA-1b
gleich sind. Auch die Proben aus Papua- Neu Guinea zeigten ein Uberwiegen des FCGR3B*2-
Allels. In den Proben der Chinesen aus Taiwan und auch Bangladesch dagegen iiberwiegt das
FCGR3B*1- Allel. Hessner (s4) hingegen hatte in seiner Typisierungsstudie ein Uberwiegen des
FCGR3B*2- Allels in einem indischen Kollektiv gefunden, welches sich aus indischstimmigen
Individuen aus Milwaukee und Bangalore zusammensetzte (54).

Die Verteilung der Hiufigkeit des FCGR3B*3- Allels in den bearbeiteten Proben zeigte eine
vergleichbare Verteilung zu bereits erhobenen Daten. Am hoéchsten war die Haufigkeit des
FCGR3B*3- Allels in den Proben aus Simbabwe nachzuweisen, welches moglicherweise durch
die geringe Probenanzahl mitbedingt ist. Eine Mittelstellung zwischen der afrikanischen und der
kaukasischen Bevolkerung nimmt die Verteilung des FCGR3B*3- Allels in Bangladesch ein. In
den Proben der Chinesen aus Taiwan waren erwartungsgemdll keine HNA-lc- positiven
Individuen nachzuweisen. Ebenfalls konnte in der bearbeiteten DNA aus Papua- Neu Guinea
kein FCGR3B*3- Allel nachgewiesen werden.

Mit Hilfe dieser Daten konnen Riickschliisse auf die Verbreitung des Homo sapiens gezogen
werden. Geht man von der ,,Out of Afrika®- Theorie aus, wonach der Ursprung des modernen
Menschen in Afrika zu suchen ist, hitte sich die heutige Verteilung der Allele FCGR3B*1, -*2
und -*3 innerhalb der verschiedenen Populationen aus einer afrikanischen Grundgesamtheit
entwickelt. Voraussetzung fiir diese Annahme ist, dass sich die Allelformen in den jeweiligen
Bevoélkerungen erhalten haben.

Um die regionalen Verteilungen der Allele besser verstehen zu kdnnen, muss man auch ihre
Entstehung und Entwicklung beriicksichtigen. Die auf dem Chromosom 1 gelegenen Fc-
Rezeptoren entwickelten sich vermutlich aus einer Urform, die hier als ,,FcR* bezeichnet wird.
Im Laufe der Entwicklung konnten durch Genduplikation der FceRla, der FcyRI und die in enger
Beziehung zueinander stehenden FcyRII und FcyRIII (106) entstanden sein. Genduplikation und
Mutation hitten anschliessend die Formen Fcyllb und Fcylla” hervorgebracht. Nachfolgende
Rekombinationen des FcyRIII mit dem FcyRIIa” wiirden zu den heute vorliegenden Formen des
FcyRIlIIa und FcyRIIIb gefiihrt haben. Gestiitzt wird diese Hypothese durch die enge Beziehung
der FcyRII- und FcyRIII- Genloci zueinander. Das Gen des Fcyllla- Rezeptors ist eng mit dem
des Fcylla- Rezeptors verbunden, wihrend das Gen des Fcylllb- Rezeptors von denen des
FcyRIlaund FcyRIIb flankiert ist (109) (Abb. 5.1.).
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(Abb 5.1:) Hypothetische Entwicklung
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Vermutlich ist das FCGR3B*2- Allel als Grundform des FcyRIIIb anzusehen. Aus ihr hat sich im
Laufe der Zeit das FCGR3B*1- Allel entwickelt. Folgende Hinweise lassen diese Hypothese zu.
Lalezari konnte in HNA- Typisierungen bei Primaten nur das FCGR3B*2- Allel finden, weder
das FCGR3B*1- noch das FCGR3B*3- Allel liessen sich nachweisen (77). Die Familie des
Menschen, die Hominiden, entwickelte sich zwar nicht aus der Familie der modernen Affen, den
Pongiden, da beide Familien getrennten Entwicklungslinien folgten. Trotzdem ist nicht
auszuschliessen, dass die Hominiden und die Pongiden sich unabhingig voneinander aus einer
einzigen Familie primitiver Menschenaffen entwickelt haben. Es ist schwierig zu sagen, wann
der gemeinsame Vorfahr von Hominiden und Pongiden gelebt haben diirfte. Fossile Funde zeigen
das Vorkommen der Dryopitheciden, von denen man annimmt, dass sie die moglichen
gemeinsamen Vorfahren von Menschenaffe und Mensch sind, bereits an der Basis des Miozdns
(vor ungefdahr 23 Mio. Jahren) an (127). Zu diesem Zeitpunkt muss bereits ein dem FCGR3B*2-
Allel zumindestens dhnlicher Feylllb- Rezeptor vorgelegen haben. Die fiir das FCGR3B*2- Allel
kennzeichnenden Basenaustausche an den entsprechenden Stellen des FCGR3B- Gens scheinen
jedoch innerhalb beider Gruppen erhalten geblieben zu sein. Im Verlauf der Entwicklung
ereigneten sich vermutlich Punktmutationen, die letztendlich zur Entstehung des FCGR3B*1-
Allels beigetragen haben. Mutationen werden in der Evolution beibehalten, wenn sie dem
jeweiligen Organismus einen Uberlebensvorteil durch eine bessere Anpassung an die Umwelt
bieten. HNA-la- homozygote Individuen zeichnen sich durch eine verbesserte
Phagozytosefdhigkeit ihrer Granulozyten aus, bieten also einen besseren Schutz des Individuums
vor Infektionen. Weshalb trotz einer verbesserten Immunabwehr dennoch die Allelform
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FCGR3B*2 in den afrikanischen und kaukasischen Populationen vorherrschend ist, bleibt unklar.
Ein weiterer Hinweis auf die Entstehung des FCGR3B*1- Allels ist in den Ergebnissen einer
HNA- Typisierungsstudie von Matsuo et al, 2000 7) zu finden. Sie untersuchten zufillig
ausgewdhlte Spender aus afrikanischen, japanischen und europidischen Grundgesamtheiten
mittels PCR- und RFLP- Analyse. Dabei fanden sie verschiedene, noch nicht beschriebene
Polymorphismen des FCGR3B- Gens. Vier afrikanische Proben hatten FCGR3B*2- Allele mit
einer G—A Substitution in Position 227, sieben weitere, afrikanische Proben hatten eine A—G
Substitution in Position 277. Eine Probe aus Japan wies eine C—G Substitution in Position 141
sowie eine G—T Substitution in Position 227 auf. Adenin in Position 227, Guanin in Position
277 als auch Guanin in Position 141 entsprechen jedoch den spezifischen Nucleotidaustauschen
fiir das FCGR3B*1- Allel. Lediglich ein FCGR3B*1- Allel eines Afrikaners zeigte eine G—>A
Substitution in der Position 349, wobei das Adenin einen HNA-1b- spezifischen Basenaustausch
darstellt.

Die Tatsache, dass gerade das FCGR3B*2- Allel der afrikanischen Individuen im Vergleich zu
den aus Japan und Europa stammenden Proben derart viele Polymorphismen aufweist, mag durch
die ungleiche Stichprobenanzahl bedingt sein, bei der die Anzahl der aus Afrika stammenden
Proben ungleich hoher war, als die aus Japan und Europa. Ein Grofteil der hier gefundenen
Polymorphismen ist auf das FCGR3B*2- Allel beschriankt, dieses bildet mit den
Basenaustauschen ein chimérisches Produkt zwischen dem FCGR3B*2- und dem FCGR3B*1-
Allel. So konnte sich das FCGR3B*1- Allel graduell aus der Ursprungsform HNA-1b entwickelt
haben, die Uberginge dieser Entwicklung wurden in manchen Individuen konserviert.
Inzwischen sind weitere Polymorphismen in Form von Punktmutationen des FCGR3B- Gens
bekannt geworden, die oftmals nur in einer Populationsgruppe nachweisbar sind (100). In wieweit
noch andere regionalspezifische Mutationen des FCGR3B- Gens in anderen Populationen zu
finden sind, muss noch geklart werden. Da sie meist fiir die jeweilige Population spezifisch sind,
haben sie sich nach den Wanderungen entwickelt und sind, je nach Vermischungsgrad der
Bevolkerungsgruppe, auch nur in ihr nachweisbar. In gewissem Malle sind sie daher als
moglicher genetischer Marker zur Bestimmung von zeitlichen Abldufen anwendbar. Es ist gut
vorstellbar, dass nach dem Auftreten des FCGR3B*1- Allels in Afrika sich die Genfrequenzen in
einigen der afrikanischen Populationen einander anndherten. Die Verteilung der HNA- Allele in
den iibrigen Populationen wiirden sich durch die aus Afrika entspringenden Migrationsziige
erklaren. In dem folgenden Modell werden Faktoren wie Umweltbedingungen und Infektionen,
die zu einer Selektion der HNA- Veretilung gefiihrt haben kdnnten, aufer acht gelassen.
Wanderungsbewegungen von Gruppen aus Afrika {iber das heutige Russland nach Osten, bei
denen das FCGR3B*1- Allel vorherrschend vertreten war, wiirden dann zu der heute in Asien
dominierenden Verteilung fiihren. Getrennt davon miissen Ziige iiber Indien und nachfolgend zu
dem Indonesischen Archipel bis nach Papua- Neu Guinea gelangt sein. In threm Genpool muss
das FCGR3B*2- Allel stirker vertreten gewesen sein als in den Gruppen, die nach China und
Japan wanderten. Vorstellbar wire auch eine zeitlich versetzte Wanderungsbewegung als die
nach China. Sollte die australische Urbevolkerung sich aus Individuen entwickelt haben, die von
Papua- Neu Guinea nach Australien migriert sind, so miisste sie eine diesen vergleichbare
Allelverteilung aufweisen. Untersuchungen der HNA- Verteilung in Taiwan zeigten, dass hier
das FCGR3B*1- Allel iiberwiegt, in Papua- Neu Guinea hingegen das FCGR3B*2- Allel.
Hinweise auf eine mogliche Abstammung der Austronesier liefern HLA Klasse 1- Typisierungen
einheimischer Stimme aus Taiwan (s3). Dort leben sowohl einheimische ,,Urstimme®, deren
Existenz auf der Insel bis zu dem Zeitpunkt zuriickzuverfolgen ist, als Taiwan noch an das
chinesische Festland angebunden war. Diese Stdmme blieben durch ihre geographische und
soziokulturelle Lage isoliert und vermischten sich auch nicht mit den viel spiter einwandernden
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Festland- Chinesen, deren letzte groBere Migration im 17. Jahrhundert a.d. stattfand. Lin et al. (83)
konnten in ihrer Studie, entsprechend der Verteilung der HLA Klasse 1- Merkmalen, eine
Verwandschaft der einheimischen Taiwanesen zu Ozeanischen Volkern, so auch Maori,
Individuen aus Papua- Neu Guinea und Austronesiern nachweisen. So ist es moglich, dass
Wanderungen in besagte Gebiete iiber Taiwan stattfanden. Es zeigten sich auch
verwandschaftliche Beziehungen zu den Nordasiaten, also Japanern, Inuit und Mongolen.
Allerdings weisen die einheimischen Stimme wenig Gemeinsamkeiten zu den heutigen Han-
Chinesen auf. Damit scheint Taiwan mit einer Drehscheibe fiir insbesondere auf die
Kiistenregionen beschrinkte Wanderungen vergleichbar zu sein, die sowohl nach Siiden als auch
nach Norden gerichtet war, deren Individuen sich jedoch deutlich von der chinesischen
Bevolkerung abheben. In wieweit aber die verwandtschaftlichen Beziehungen der Taiwanesen zu
den in Papua- Neu Guinea lebenden Populationen reichen, ist allerdings schwierig zu sagen. Es
zeigt sich ndmlich eine deutliche Diskrepanz der Verteilung der HNA- Allele, mit einem
Uberwiegen des FCGR3B*1- Allels in Taiwan und einem Uberwiegen des FCGR3B*2- Allels in
Papua- Neu Guinea. Beiden gemeinsam ist das Fehlen der HNA-1c- Punktmutation. Letztendlich
wiirde nur eine umfassende Typisierung moglichst vieler Gruppen aus Papua- Neu Guinea,
Indonesien, den australischen Aborigines sowie benachbarter Populationen mehr Klarheit in die
Abstammungsfolge erbringen.

Bislang ist in den asiatischen Bevolkerungen noch kein FCGR3B*3- Allel nachgewiesen worden.
Somit miissen die Wanderungen vor dem Auftreten der HNA-1c- Punktmutation stattgefunden
haben, die sich dadurch anhand einer Zeitkarte eingrenzen lisst. Nach den Abwanderungen in
den asiatischen Raum muss sich die HNA-lc- Punktmutation in Afrika ereignet haben.
Individuen, die jetzt aus Afrika ausgewandert sind, weisen zu einem gewissen Prozentsatz das
FCGR3B*3- Allel auf. Spitere Migrationszlige nach Europa bildeten den jetzt vorhandenen
Anteil an HNA-1c- positiven Tragern. Dabei scheinen weniger HNA-1c- positive Individuen den
Grundstock des kaukasischen Genpools gebildet zu haben als es beispielsweise in Indien der Fall
gewesen ist. Eine mogliche Erkldrung wire in zeitlich versetzten Wanderungsbewegungen zu
suchen, die sich zu verschiedenen Zeitpunkten der Ausbreitung des FCGR3B*3- Allels
ereigneten. Die Wanderungen nach Europa fanden statt, als die Verteilung des FCGR3B*3-
Allels in der afrikanischen Urbevolkerung noch gering war. Erst spdter, nachdem sich die
Punktmutation weiter ausgebreitet hatte, gelangten erneut Individuen nach Indien und
vermischten sich mit womdoglich schon dort ansdssigen Homo sapiens, die sich in den friiheren
Ziigen nach Asien bereits dort niedergelassen hatten.

Geht man davon aus, dass in der asiatischen Bevolkerung das FCGR3B*3- Allel nicht auftritt, so
stellt sich die Frage nach der Herkunft des FCGR3B*3- Allels in der amerikanischen
Urbevolkerung. Dort findet sich eine Héufigkeit des FCGR3B*3- Allels von 1.1% in den DNA-
Proben. Bislang ist die Theorie weitverbreitet, dass Amerika vor ungeféahr 11000 Jahren wihrend
der Eiszeit liber die Behringstrasse von Nordasien aus bevolkert wurde (127). Vor kurzem wurde
hingegen die Hypothese aufgestellt, dass sich die amerikanische Urbevolkerung aus
verschiedenen Populationsanteilen zusammensetzt, die sowohl ihren Ursprung in Asien als auch
in Spanien haben (s7). Diese wéren dann vermutlich iiber den Atlantik nach Amerika gelangt.
Derartige Migrationsziige wiirden das Vorkommen besagter Punktmutation erkldren. Dieses
Modell setzt voraus, dass die untersuchten amerikanischen Indianer sich nur unter ihresgleichen
fortgepflanzt haben und keine Vermischung mit anderen Populationen stattfand.
Interessanterweise konnte bei den in Brasilien lebenden, einheimischen Xikrin- Kayapo
Indianern aus dem siidostlichen Amazonas Becken bislang noch kein FCGR3B*3- Allel
nachgewiesen werden. Sie haben sich nicht mit anderen Populationen vermischt wie ein Grof3teil
der brasilianischen Bevdlkerung, die sich aus Indianern, Afrikanern und Europédern
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zusammensetzt (73). Auch ist bei ithnen, wie auch bei den einheimischen Indianern Amerikas, ein
Uberwiegen des FCGR3B*1- Allels nachweisbar. Man nimmt an, dass die Besiedlung
Stidamerikas von Nordamerika aus erfolgte. Die Urbevolkerung Siidamerikas miiite sich daher
aus den Migrationsziigen zusammengesetzt haben, die aus Asien liber die Behringstrasse
eingewandert sind. Die spéter aus Spanien nach Amerika gelangten Individuen hétten sich dann
in Nordamerika niedergelassen und sich mit den aus Asien eingetroffenen vermischt. Man kann
davon ausgehen, dafl die HNA-1c- Punktmutation nach der Entwicklung des FCGR3B*1- Allels
aufgetreten ist (26).

Uber den Zeitpunkt des ersten Auftretens einer FcyRIIIb- Defizienz lassen sich wenig genaue
Aussagen machen. Kiirzlich wurde in einer von Chu et al. 31) durchgefiihrten Studie zur
Bestimmung der Allelfrequenzen von FCGR3B*1 und FCGR3B*2 in verschiedenen asiatischen
Populationen drei Individuen mit dem Genotyp NA- Null gefunden. Sie gehoren alle dem Stamm
der Ami an, der in Taiwan beheimatet ist. Insgesamt betrdgt die Genfrequenz FcyRIIIb-
defizienter Individuen in besagtem Stamm 28% 31). Damit scheint das Auftreten von NA- Null
schon zu Zeiten der ersten Wanderungen nach Asien stattgefunden zu haben. Auch Werte von
0.047 fiir die japanische Bevolkerung belegen ihr Auftreten in der asiatischen Bevolkerung (95).
Interessanterweise fanden Kuwano et al. in ihrer HNA- Typisierungsstudie der Amazonas
Indianer 11 von 92 Proben (~11%), die weder mit den fir HNA-la- noch fiir HNA-1b-
spezifischen Primern reagierten (73). Ob es sich bei diesen Individuen auch um solche mit einer
FcyRIIIb- Defizienz handelt, muss noch geklart werden. Schéitzungen der Genotypfrequenzen fiir
die kaukasische Bevoilkerung liegen bei 0.001 44) und 0.080 (95). Die Werte fiir unterschiedliche
afrikanische Gruppen liegen bei Werten von 0.010 bis hin zu 0.070. Bei der sehr hohen
Haufigkeit von 28% der FcyRIIIb- Defizienz im Stamm der der Ami, einer in Taiwan
endemischen Bevolkerungsgruppe, ldsst sich vermuten, dass dieser Stamm durch seine
abgeschottete Lage zu eben dieser Verteilung gekommmen ist. In Analogie dazu ist eine
Interpretation der variierenden Werte in manchen afrikanischen Gruppen zu sehen. Auch sie
konnten einer mangelhaften Durchmischung mit anderen Volksstimmen erlegen sein.
Zusammenfassend 148t sich sagen, da3 das Auftreten von Individuen mit dem Phéanotyp NA- Null
bereits vor dem Auftreten der HNA-lc- Punktmutation stattgefunden haben muBl bzw.
unabhingig von ihr stattgefunden hat.

Nach der Theorie der ,,Multiregionalen Entwicklung® des Menschen hétten sich die Allelformen
FCGR3B*1, -*2 und -*3 zeitgleich in verschiedenen Stimmen des Homo erectus entwickelt und
sich in der jeweiligen populationsspezifischen Verteilung bis zum Homo sapiens erhalten haben.
Die regionalspezifischen Verteilungen wiren demnach als eine Anpassung an die
vorherrschenden Umweltbedingungen zu werten. Allerdings wiren bei einer derartigen
Entwicklung mehr populationsspezifische Varianten des FcyRIIIb innerhalb der untersuchten
Bevolkerungen zu erwarten. Es ist kaum vorstellbar, dass im Laufe der menschlichen
Entwicklung, wie die ,Multiregionale Theorie es beschreibt, der Fcylllb- Rezeptor sich
innerhalb der verschiedenen Volker derart gut erhalten konnte und seine Struktur und Varianten
innerhalb der verschiedenen Populationen so gut vergleichbar sind. Die vorliegenden Daten
zeigen jedoch an, dass ein Zusammenhang der Bevolkerungen untereinander besteht. Die
Betrachtung der vorliegenden Ergebnisse 148t eher den Schluss einer Entwicklung des modernen
Homo sapiens entsprechend der ,,Out of Africa“- Theorie zu.
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5.2 Anzahl der FCGR3B- Gene in 33 ausgesuchten HNA-1c- positiven
Proben der Populationsstudie sowie 4 als HNA-lc- positiv
typisierten Patienten

Fast jede Zelle, mit Ausnahme der fiir die Fortpflanzung bestimmten Zellen, besitzt einen
gedoppelten Chromosomensatz, sie ist diploid (33). Dementsprechend besitzt fast jeder Mensch
auch zwei Gene fiir den Fcylllb- Rezeptor. Manche Menschen weisen aber drei Gene fiir den
FcyRIIIb auf. Wahrscheinlich infolge eines ungleichen Crossing- over in der Meiose entstanden
Individuen mit drei FCGR3B- Genen, ihre bislang am hiufigsten nachgewiesene Form des
Auftretens mit jeweils einem Gen fiir HNA-1a, HNA-1b und HNA-1c. Der Nachweis erfolgte
erstmalig durch Koehne et al. durch eine quantitative Southern Blot- Analyse (71). Erst kiirzlich
konnten Matsuo et al. in einer HNA- Typisierungsstudie zeigen, dass es ebenfalls HNA-1c-
negative Individuen mit drei FCGR3B- Genen gibt 87). Sie besitzen jeweils ein FCGR3B*1-,
FCGR3B*2- und einem FCGR3B*2- Allel mit einer G—>A Punktmutation in der Position 227.
Die ungefidhre Haufigkeit von Individuen mit drei FCGR3B- Genen ist nicht bekannt, im Licht
der Studie von Matsuo et al. muss man wahrscheinlich aber von einem verbreiteterem Auftreten
als bisher angenommen ausgehen 7). Inzwischen kann in vielen Féllen der Nachweis durch
Sequenzanalyse und sequenzspezifische PCR mit Primern nach Bux (25, 26) und Steffensen (129)
durchgefiihrt werden. Insbesondere die von Steffensen et al. entwicketen Primer erlauben eine
Unterscheidung zwischen dem FCGR3B*2- und dem FCGR3B*3- Allel, welches mit den bislang
vorhandenen Primern fiir die HNA- Typisierung nicht moglich war. Das FCGR3B*3- Allel tritt
zwingenderweise mit dem Phanotyp HNA-1b auf, so dass bei einer HNA- Typisierung ohne
Primer mit dem fiir HNA-1b- spezifischen Basenaustausch Cytosin in der Position 266 des
Feylllb- Rezeptors, das FCGR3B*3- Allel fdlschlicherweise als FCGR3B*2- Allel ausgelegt
wird. Mit dem fiir die HNA-1b- Typisierung verwendetem Primerpaar SSP1 und SSP3 werden
zwar HNA-1b- spezifische Basenpaare erfasst, diese umgeben jedoch die Region der HNA-1c-
Punktmutation, konnen also nicht zwischen dem FCGR3B*2- und FCGR3B*3- Allel
unterscheiden. Folge davon ist eine HNA- Typisierung mit der Annahme von mehr FCGR3B-
Genen, als eigentlich vorhanden sind. Die Auswertung von 33 zufillig aus der Populationsstudie
gewdhlten HNA-lc- positiven Proben sowie 4 HNA-lc- positiven Patienten zeigte nach
Bearbeitung derselben mit Sequenzanalyse, HNA- Typisierung nach Bux et al. 25) und den HNA-
1b spezifischen Primern nach Steffensen (129), dass bei der vorherigen HNA- Typisierung
erwahnter Trugschluss aufgetreten war. Von den 21 urspriinglich als HNA-la/ HNA-1b-
heterozygot typisierten Proben erwiesen sich acht als HNA-1a- homozygot. Die Proben zeigten
zwar in der HNA- Typisierung mit SSP1 und SSP3 ein vermeintliches FCGR3B*2- Allel an,
dieses stellte sich aber in einer Typisierung mit HNA-1b- spezifischen Primern als das
FCGR3B*3- Allel heraus. In der Sequenzanalyse war nur ein ,,Single peak® zu sehen, so dass es
sich um Individuen mit einem FCGR3B*1- und einem FCGR3B*3- Allel handeln muss. Auch
bei den HNA-1b- homozygoten Proben fielen zwei Individuen auf, bei denen lediglich das
FCGR3B*3- Allel nachweisbar war. Weder in der HNA-1b- spezifischen PCR- Analyse noch in
der Sequenzanalyse zeigten sich Hinweise auf ein HNA-1b- spezifisches Produkt. Daraus l4sst
sich schliessen, dass hier nur das FCGR3B*3- Allel vorhanden ist.

Genaue Aussagen beziiglich der Anzahl der FCGR3B- Gene einer jeden Probe lassen sich nur
mit Genauigkeit fiir die HNA-1a-/ HNA-1b-/ HNA-1c- heterozygoten Individuen machen. Hier
lassen sich alle drei Allele nachweisen, was auf drei Gene schliessen ldsst. Allerdings lassen sich
diese Schlussfolgerungen nicht fiir HNA-1a- oder HNA-1b- homozygote/ HNA-1c- positive
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Individuen ziehen. Da alle verwendeten Methoden qualitativer Natur sind, lassen sich nur die
Phéinotypen und daraus die Genotypen bestimmen, iiber die genaue Anzahl der Gene lédsst sich
nichts sagen. So konnte z.B. ein HNA-1a- homozygotes/ HNA-1c- positives Individuum ein
gekoppeltes oder ein ungekoppeltes FCGR3B*3- Allel tragen. Dieses wiirde zur Folge haben,
dass zwei oder gar drei Gene vorldgen. Bei Vorhandensein eines Genlocus, der kein FCGR3B-
Gen enthélt, wiirden in diesem Falle nie weniger als zwei Gene nachweisbar sein (Abb. 5.1).
Analog stellen sich dhnliche Kombinationsmdglichkeiten fiir HNA-1b- homozygote/ HNA-1c-
positive Individuen dar. Im Falle der beiden Proben, bei denen nur das FCGR3B*3- Allel
nachweisbar ist, lassen sich folgende Kombinationsmoglichkeiten konstruieren. Entweder es ist
nur ein einziges FCGR3B- Gen mit einem korrespondierendem leeren Genlocus vorhanden, oder
es liegen HNA-1c- homozygote Individuen vor. Die entsprechende Anzahl der FCGR3B- Gene
wiirde ein oder zwei betragen. Ahnliche Ergebnisse zeigen auch Studien von Lehrnbecher et al.
@n). In einer HNA-la-, HNA-1b- und HNA-Ic- Typisierungsstudie fanden sie 14
afroamerikanische Individuen und einen Kaukasier, in denen nur das FCGR3B*3- Allel
nachweisbar gewesen ist. Phanotypisch imponierten die Proben als HNA-1b, jedoch konnte in
einem Verdau mit der endonuclease SfaN1 nur ein HNA-1c- spezifisches Produkt nachgewiesen
werden (81).

Genaue Aussagen beziiglich der Anzahl der FCGR3B- Gene wiirde nur eine quantitative PCR-
Analyse, z.B. mit dem Light- Cycler erbringen, welches in dem vorliegenden Fall mangels
geniigendem Probenmaterial nicht mehr durchgefiihrt werden konnte.

Trotz einer Korrektur der HNA-1a- und -1b- Genotypen nach der HNA- Typisierung mit den von
Steffensen entwickelten Primern (129) hatten sich die Allelfrequenzen von HNA-1a und HNA-1b
nicht wesentlich verdndert und entsprechen noch den fiir die jeweilige Population zu erwartenden
Allelfrequenzen.

(Abb. 5.3:) Mogliche
Zusammenstellungen der FCGR3B-
Gene bei HNA-1a- homozygoten/
HNA- I c- positiven Individuen.
Beispiel A zeigt eine Koppelung mit
HNA-1a & HNA-la 4 HNA-Ic 4 HNA-la HNA-1a. In Abbildung B ist ein
ungekoppeltes FCGR3B*3- Allel
abgebildet; C zeigt hypothetisch

< HNA-Ic & HNa-lc | einen FeyRIIIb- defizienten
Genlocus, der andere Genlocus
enthdlt ein an HNA-1a gekoppeltes
FCGR3B*3- Allel. Die Anzahl der
A B C FCGR3B- Gene ist unter jedem
Beispiel geschrieben.

3 FCGR3B- Gene 2 FCGR3B- Gene 2 FCGR3B- Gene

5.3 Vererbungsmodus des FCGR3B*3- Allels

Uber den Vererbungsmodus des FCGR3B*3- Allels gibt es bislang unterschiedliche Hypothesen.
Man geht davon aus, dass es den HNA- Allelen entsprechend, also kodominant, vererbt wird.
Eine mogliche Koppelung des FCGR3B*3- Allels an das FCGR3B*2- Allel kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden (71). Steffensen et al. stellten 1999 entsprechend den von ihnen
durchgefiihrten Familienstudien die Hypothese auf, dass das FCGR3B*3- Allel nur in
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Kombination mit dem FCGR3B*1- Allel weitergegeben wird (129). Steffensen et al. hatten in ihrer
Studie Individuen gefunden, die entweder die Allele FCGR3B*1, -*2 und -*3 oder nur
FCGR3B*1 und -*3 trugen, jedoch keine mit der Allelkombination FCGR3B*2 und FCGR3B*3.
Bei einem ungleichen Crossing- over in der Meiose, so vermuteten sie, wiirde das FCGR3B*3-
an das FCGR3B*1- Allel gekoppelt und konne nur in dieser Kombinationsmoglichkeit
weitervererbt werden (129). In verschiedenen Populationsstudien (25; 51; 69; 73) wurden Proben mit
den Allelen FCGR3B*2 und FCGR3B*3 gefunden, so dass ein alternativer Vererbungsmodus zu
dem von Steffensen beschriebenen vorliegen muss. Anhand von vier Familienstudien konnte
dieser alternative Vererbungsmodus aufgezeigt werden 49). Bei zwei der vier Familien wird das
FCGR3B*3- Allel an das FCGR3B*1- Allel gekoppelt weitervererbt. Der HNA-Ic- positive
Elternteil beider Familien ist HNA-1a/ HNA-1b- heterozygot. In der ersten Familie (Familie A)
ist ein Kind Trager des FCGR3B*3- Allels und weist beide Allele FCGR3B*1 und FCGR3B*2
auf. Demnach stammt das FCGR3B*2- Allel vom HNA-1c- negativen Elternteil ab, das an das
FCGR3B*1- gekoppelte FCGR3B*3- Allel jedoch stammt von dem HNA-1c- positiven Triger
ab. Das entsprechende Geschwister ist jedoch HNA-1b- homozygot und hat je ein FCGR3B*2-
Allel von beiden Eltern. Ebenfalls deutlich tritt der gekoppelte Vererbungsmechanismus in der
zweiten Familie (Familie B) hervor. Das HNA-1c- negative Elternteil ist ebenfalls HNA-1a/
HNA-1b- heterozygot. Ihr Kind ist jedoch HNA-1a- homozygoter Triager des FCGR3B*3- Allels,
besitzt also das an das FCGR3B*1- gekoppelte FCGR3B*3- Allel und vermutlich auch das
FCGR3B*1- Allel vom HNA-1c- negativen Elternteil, trdgt demnach zwei oder drei Gene. Hier
haben die HNA-Ic- positiven, HNA-1a/ HNA-1b- heterozygoten Individuen insgesamt drei
FCGR3B- Gene.

Ein alternativer Vererbungsmodus ist die Weitergabe eines ungekoppelten FCGR3B*3- Allels,
wie aus den beiden anderen Familien ersichtlich wird. In der dritten Familie (Familie C) ist ein
Elternteil Triager des FCGR3B*3- Allels und HNA-1b- homozygot, der andere HNA-1c- negative
Elternteil ist HNA-1a/ HNA-1b- heterozygot. Beide Kinder des Elternpaares von Familie C sind
Trager des FCGR3B*3- Allels, welches von dem HNA-Ic positiven Elternteil weitervererbt
wurde und haben von dem anderen Elternteil ein FCGR3B*2- Allel {ibertragen bekommen. Eine
vergleichbare Konstellation liegt bei der vierten Familie (Familie D) vor. Obwohl anzunehmen
ist, dass hier die HNA-Ic- positiven Triager nur zwei FCGR3B- Gene besitzen, kann dieses nur
durch eine quantitative PCR belegt werden. Analog der Koppelung des FCGR3B*3- Allels an
FCGR3B*1 konnte auch eine Koppelung an FCGR3B*2 vorliegen, so dass auch hier Individuen
mit drei FCGR3B- Genen vorldgen.

Aus den oben beschriebenen Familienanalysen ldsst sich erkennen, dass das FCGR3B*3- Allel
sowohl an FCGR3B*1 gekoppelt weitervererbt werden kann, als auch als einzelnes Allel
iibertragen werden kann @9). Fiir das FCGR3B*3- Allel existieren demnach zwei verschiedene
Vererbungsmodi. Allerdings kann nur aus einer Genotypenanalyse mit sequenzspezifischen
Primern geschlossen werden, ob ein gekoppeltes oder ein ungekoppeltes FCGR3B*3- Allel
vorliegt. Ebenso kann iiber die genaue Anzahl von Genen bei den HNA-1b- homozygoten/ HNA-
lc- positiven Triger nur eine quantitative PCR Auskunft geben.

5.4 Quantitative Untersuchung zweier FcyRIIIb- defizienter
Patientinnen und ihrer Familien mit dem Light- Cycler

Eine ebenfalls quantitative Fragestellung findet sich auch bei den Familien 1 und 2, deren Miitter
als FcyRIIIb- defizient typisiert wurden. Das Entstehen einer FcyRIIIb- Defizienz wird durch ein
ungleiches Crossing- over zwischen zwei FCGR3B- Genen nach einer Fehlpaarung der
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homologen Chromosomen wéhrend der Meiose erklért (61). Insgesamt sind die H&ufigkeiten
FcyRIIIb- defizienter Individuen recht unterschiedlich, fiir die kaukasische Bevolkerung
schwankt sie zwischen 0.080 und 0.001 @4; 95). Schiatzungen gehen davon aus, dass die Anzahl
der hemizygoten Triger des FcyRIIIb- leeren Genlocus bei etwa 3% liegen 44). Im Falle der
betreffenden Familien geht man davon aus, dass die Viter dieser Familien Triger zweier
FCGR3B- Gene sind. Demnach konnen die Nachkommen dieser Familien lediglich ein
FCGR3B- Gen besitzen, da der von der Mutter vererbte Genlocus leer ist. Um die Aussagekraft
dieser Hypothese kliren zu konnen, wurden zwei Familien mit FcyRIIIb- defizienten Miittern mit
dem Light- Cycler quantitativ untersucht. In der quantitativen Auswertung miisste sich also ein
Mengenverhéltnis amplifizierter sequenzspezifischer DNA von 2:1:0 fiir jeweils Vater, Kind und
Mutter zeigen. Dazu mussten Primer konstruiert werden, die von den fiir die HNA- Allele
kennzeichnenden Basenaustauschen unabhdngig sind, um trotz unterschiedlicher HNA-
Genotypen eine Vergleichbarkeit der Proben untereinander gewihrleisten zu kénnen. Weiterhin
miisste ihre Spezifitit fiir den FcyRIIb gewihrleistet sein. Dazu wurden der Vorwérts- und
Riickwértsprimer so gelegt, dass die an ihrem Ende gelegene Base Spezifitit fiir den FcyRIIIb
zeigt. Im Falle des Vorwirtsprimers FCGRIIIBVP1 wurde die Spezifitit durch ein in Position
473 gelegenes T und fiir den Riickwirtsprimer FCGRIIIBRP1 ein in Position 561 gelegenes C
gewihrleistet. Ansonsten wire der FcyRIlla zusdtzlich amplifiziert worden und hétte die
quantitative Auswertung der Ergebnisse unmoglich gemacht. Nach entsprechender PCR-
Optimierung der Standardproben sowie der internen Positivkontrollen konnten die Familien
untersucht werden. Als interne Positivkontrolle wurde die DNA eines HNA-1b- homozygoten
Individuums genommen, von dem angenommen wurde, dass es Triger von zwei FCGR3B-
Genen ist. Betrachtet man nun das Verhéltnis der ermittelten Kopienanzahlen zueinander, so
zeigt sich, dass das erwartete Ergebnis eingetreten ist, ndmlich ein Mengenverhiltnis an
gemessenen DNA- Kopien von 2:1:0 fir Vater, Kind und Mutter. Es kann also davon
ausgegangen werden, dass Kinder von als NA- Null- typisierten Miittern nur ein FCGR3B- Gen
enthalten. Die Schmelzpunktanalyse der amplifizierten Produkte zeigt sequenzspezifische
Amplikons bei 82°C von Vater und Kind an, hingegen sind keine derartigen Amplikons in den
als NA- Null typisierten Proben nachweisbar. Hier kann von einem vollstdndigen Fehlen des
FCGR3B- Gens ausgegangen werden, da weder die im Anfangsteil des Fcylllb- Rezeptors
gelegenen Primer fiir die HNA- Typisierung , noch die im mittleren Teil des Rezeptors gelegenen
Primer fiir die quantitative PCR- Analyse zu der Amplifikation eines spezifischen Produktes
gefiihrt haben. Dieses Ergebnis liegt in Konkordanz mit den Ergebnissen von de Haas et al., die
bei ihrer Studie FcyRIIIb- defizienter Patienten ebenfalls keinen FcylIllb- Rezeptor nachweisen
konnten @35).

Der Nachweis von Individuen mit einem FCGR3B- Gen ist bereits durch de Haas et al. in einer
Southern Blot- Analyse gelungen @3s). Der Light- Cycler stellt jedoch eine schnelle Methode zum
quantitativen Gennachweis dar. Individuen mit nur einem FCGR3B- Gen fallen in einer
qualitativen PCR nicht als solche auf, da sie als homozygote Trager entweder des FCGR3B*1-
oder des FCGR3B*2- Allels klassifiziert werden. Obwohl angenommen wird, dass ungefahr 3%
der kaukasischen Bevolkerung hemizygoter Trager des FCGR3B- Gens sind @44), also jeweils ein
FCGR3B- Gen und einen leeren Genlocus tragen, diirfte die Dunkelziffer weitaus hoher liegen.
Sie diirften in den meisten Fillen ebenso klinisch inapparent bleiben, wie Personen, denen das
FCGR3B- Gen vollstandig fehlt 3s). Auch tritt nicht bei jeder Schwangerschaft einer FcyRIIIb-
defizienten Patientin eine NIN auf (108), welches die Erfassung betroffener Individuen und ihrer
hemizygoten Nachkommen und damit eine Schétzung der Vorkommenshdufigkeit betroffener
Individuen erheblich erschwert. Dementsprechend unterschiedlich kdnnen die gefundenen
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Haufigkeiten des Phénotyps NA- Null in Studien ausfallen. Torio fand in seiner in Spanien
basierenden HNA- Typisierungsstudie kein Individuum mit dem Phénotyp NA- Null (3s),
dagegen hat Muniz- Diaz eine Vorkommenshéufigkeit von 0.080 gefunden (95). Es zeigt sich also,
dass die Verteilung FcyRIIIb- defizienter Individuen noch nicht ausreichend untersucht ist und
weitere, umfassende Bevolkerungsuntersuchungen notwendig sind. Mit dem Nachweis von
Individuen mit nur einem Gen 35, werden die unter den HNA-lc- positiven Proben der
Populationsstudie sowie der 4 Patienten vorgestellten Kombinationsmoglichkeiten
wahrscheinlicher und verstidndlicher. Wenn bedacht wird, dass das Auftreten einer FcyRIIIb-
Defizienz durch ein ungleiches Crossing- over bedingt ist, so kann an die Nachkommen entweder
kein oder aber zwei FCGR3B- Gene weitergegeben werden. Der Chromosomensatz des
Menschen ist aus je einem maternalem und einem paternalen Anteil zusammengesetzt, also eine
jede Zelle, mit Ausnahme der Ei- und Spermazelle, ist diploid 33). Die Mdglichkeit, dass
Individuen mit drei FCGR3B- Genen vorliegen, ist bereits am Beispiel der HNA-1a/ HNA-1b-
heterozygoten/ HNA-1c- positiven Tragern gezeigt worden (71). Ebenso zeigte Matsuo in seiner
Studie Individuen auf, die ebenfalls drei FCGR3B- Gene tragen, das dritte Gen bestehend aus
einem HNA- Allel, welches eine Mutation enthilt 87). Bei dieser Betrachtung erscheint es
durchaus moglich, dass es weitaus mehr Individuen gibt, deren Anzahl von FCGR3B- Genen
sich, entgegen der bisherigen Annahme, auf mehr oder weniger als zwei belduft ).
Problematisch ist jedoch der Nachweis dieses Phdnomens. Hier ist der Einsatz einer quantitativen
PCR- Untersuchung durchaus gerechtfertigt (so).

5.5 Sequenzanalyse des FcyIllb- Rezeptoren von Patientin 1, Fall 1
und Patientin 2, Fall 2 aus cDNA

Varianten des FcyRIIIb, Inkongruenzen von maternalen und kindlichem Rezeptor oder das
Fehlen des Fcylllb- Rezeptors der Mutter mit nachfolgender Sensibilisierung kdnnen unter
anderem an der Entstehung einer Neonatalen Isoimmunen Neutropenie beteiligt sein (22; 26; 35; 61;
77; 134). Eine Charakterisierung des Fcylllb- Rezeptors der betroffenen Personen ist daher von
grosster Wichtigkeit, um eine mogliche Erklarung fiir das Auftreten dieses Phinomens geben zu
konnen. Man schitzt die Auftretenshaufigkeit der NIN mit ungeféhr 1 pro 2000 Neugeborenen
ein (143). NIN konnen durch verschiedene Mechanismen entstehen. Zum einen durch eine
Alloimmunisierung der Mutter gegen granulozytire Antigene des Kindes. Zum anderen kann die
Mutter an einer autoimmunen Neutropenie leiden und plazentagéingige 1gG- Antikorper auf das
Kind iibertragen (12s; 141). Letzteres ist aber ein seltenes Ereignis. Auch HLA- Antikdrper sind im
Zusammenhang mit einer NIN beschrieben worden. Sie scheinen jedoch die Granulozytenzahlen
nur missig zu beeinflussen, da sie auch diese nicht spezifisch angreifen, sondern sich
gleichmassig auf alle HLA- tragenden Organe des Foten verteilen (77).

Bei den Patientinnen 1 und 2 (Fall 1 und Fall 2), deren Kinder nach der Geburt eine NIN
aufwiesen, wurde mittels HNA- Typisierung und Sequenzanalyse eine Untersuchung des
FcyRIIIb auf eventuelle Mutationen hin durchgefiihrt. Beide Miitter zeigten im GIFT das
Auftreten granulozytdrer Antikorper an, im Fall der Patientin von Fall 1 waren diese auch beim
Kind nachweisbar. Die HNA- Typisierung zeigte fiir Fall 1, dass die Mutter HNA-1a-, der Vater
jedoch HNA-1b- homozygot ist. Leider konnte eine HNA- Typisierung des Kindes nicht
durchgefiihrt werden, da nicht geniigend Material zuginglich war. Ein FCGR3B*3- Allel konnte
bei beiden Eltern von Fall 1 nicht nachgewiesen werden. Bei den Proben von Fall 2 stimmten die
Genotypen von Mutter und Kind iiberein und wurden in beiden Fillen als HNA-1b- homozygot/
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HNA-Ic- negativ bestimmt. In der Auswertung der Sequenzanalyse der Fcylllb- Rezeptoren
beider Miitter von Fall 1 und 2 waren keine Mutationen nachweisbar, die Basensequenz der
Rezeptoren zeigten die fiir ihr jeweiliges Allel typischen Basenaustausche an den entsprechenden
Stellen. Bei den Proben von Fall 2 wurden HLA- spezifische Antikdrper der Mutter im LIFT
nachgewiesen. Es ist daher anzunehmen, dass die NIN des Kindes unter anderem darauf
begriindet ist. Die auslosende Ursache der NIN ist jedoch im Fall 1 anders. Obwohl keine
Variation des Fcylllb- Rezeptors der Mutter vorliegt, konnte dennoch eine
Unvertraglichkeitsreaktion die Ursache gewesen sein. Das Kind miisste den Genotyp HNA-1a/
HNA-1b- heterozygot aufweisen, da beide Eltern homozygot fiir das jeweilige Allel sind. Jedoch
konnte der Genotyp des Kindes auch HNA-1b homozygot sein. Bei dieser Konstellation miisste
die Mutter hemizygot fiir das FCGR3B*1- Allel sein, einer ihrer Genloci fiir das FCGR3B- Gen
wire also leer. Den leeren Genlocus hétte sie in der Folge an ihre Nachkommenschaft vererbt,
das FCGR3B*2- Allel des Kindes stammt vom Vater ab. In diesem Fall wire es also zu einer
Unvertraglichkeitsreaktion zwischen den Allelen FCGR3B*1- und -*2 gekommen, die durch die
Hemizygotie der Mutter beglinstigt wiirde. Eine durch Unvertriglichkeit des FCGR3B*1- und
FCGR3B*2- Allels bedingte NIN ist bereits von Bux et al. beschrieben worden (24). Dabei fiel das
Neugeborene einer Multipara ebenfalls durch eine NIN auf. In dem Serum der Mutter wurden
Antikorper mit einer Spezifitit flir HNA-1b nachgewiesen. Die Mutter war als HNA-la-
homozygot typisiert worden, der Vater als HNA-1a/ HNA-1b- heterozygot. Demnach miifite das
Kind entweder HNA-la- homozygot oder HNA-la/ HNA-1b- heterozygot sein. Die
Granulozyten des Kindes zeigten jedoch den Phianotyp HNA-1b auf. Bux et al. folgerten daraus,
dass die Mutter eine hemizygote Trigerin des FcyRIIIb (HNA-1a/ NA- Null) sein miisste, und
den FcyRIIIb- defizienten Genlocus an das Kind weitergegeben haben muss. Das vom Vater
stammende FCGR3B*2- Allel des Kindes jedoch 16ste bei der Mutter eine
Unvertrdglichkeitsreaktion mit Antikorperbildung aus (24).

5.6 Sequenzierung des Intron I11/ FcyRIIIb

Die Sequenzierungsarbeit und Erschliessung des Intron I1I/ FcyRIIIb, wurde im September 1999
angefangen und im Juli 2000 bei der Anzahl von 2350 Basenpaaren beendet. Gleichzeitig war im
Juli 2000 der von Birren et al. sequenzierte Homo sapiens- Klon RP11- 4M15, der die Sequenz
der Exon- Anteile des FcyRIIIb sowie die Basenfolgen der im Gen enthaltenen Introns LILIII und
IV beinhaltete, im Internet unter der NCBI Homepage zuginglich. Die Sequenz war am
September 1999 eingereicht worden. Vergleiche der im Rahmen dieser Arbeit ermittelten
Sequenz des Intron III und betreffender Sequenzabschnitte des von Birren et al. untersuchten
Klons zeigten eine 61% Ubereinstimmung beider Sequenzen. Dabei ist die Ubereinstimmung
beider Sequenzen in dem Anfangsteil am hdochsten, spéter jedoch zeigen sich deutliche
Inkongruenzen, die sich zum Teil liber Abschnitte einiger hundert Basenpaare belaufen. Obwohl
Introns als nicht kodierende Abschnitte nicht dem evolutiondren Druck der Exons unterliegen, ist
es dennoch unwahrscheinlich, dass sie innerhalb des Homo sapiens derartige Polymorphismen
aufweisen, insbesondere iiber derart lange Strecken. Welche der beiden Sequenzen beziiglich der
unterschiedlichen Abschnitte dem eigentlichen Intron III entsprechen, ist schwer zu definieren.
Allerdings muss bedacht werden, dass bei der Sequenzierung des Intron III im Rahmen dieser
Doktorarbeit die DNA unterschiedlicher Individuen benutzt wurde, um mogliche
interindividuelle Unterschiede erkennen zu kénnen. Dadurch werden auch Mutationen als solche
erkannt und der Fehler, diese als allgemeingiiltiger Bestandteil des Intron anzuerkennen, wird
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minimiert. Weiterhin wird der von Birren et al. sequenzierte Klon in seiner Rohfassung gezeigt,
d.h., dass auch Basen abgebildet werden, die vom Sequenzierungsgerit nicht erkannt wurden. Ein
weiteres Problem der Sequenzierung, welches ebenfalls zu beriicksichtigen ist, stellt die oft
schlechte Lesbarkeit von Sequenzen am Anfang und am Ende eines DNA- Fragmentes dar.
Gleiches Problem war auch bei der eigenen Sequenzierung aufgetreten und konnte oftmals nur
dadurch gelost werden, dass die Primer in kleineren Abstinden zueinander gelegt wurden. Diese
unvermeidbaren Fehlerquellen haben sehr wahrscheinlich zu den Inkongruenzen der eigenen und
der von Birren gefundenen Sequenz einiger Abschnitte des Intron III gefiihrt.

Die Sequenzierung des Intron III bezweckte sowohl dessen Erschliessung als auch die
Moglichkeit, innerhalb des Introns neue Primer fiir die Amplifikation oder Typisierung des
FcyRIIIb zu legen. Aufgrund der Grosse des Intron I1I eignen sich lediglich Anfang und Ende fiir
die Primerplanung. Obgleich es sehr unwahrscheinlich ist, dass sich das Intron III des FcyRIIIb
von dem des FcyRIIla unterscheidet, sollte dennoch eine Sequenzierung des Intron II1/ FcyRIIla
erfolgen, um mogliche rezeptorspezifische Unterschiede aufzudecken, die bei einem spiteren
Einsatz des Primers Probleme bereiten konnten.

Nicht destoweniger stellt sich die Frage nach der Funktion der Struktur. Auf diese Frage kann
noch keine Antwort gegeben werden, da bisher immer noch zu wenig tliber die Funktion der
Introns im Allgemeinen bekannt ist. Jedoch ist zu festzustellen, dass das Intron III innerhalb der
verschiedenen DNA- Proben keinerlei Unterschiede oder Mutationen zeigte. Obwohl die
Stichprobe mit fiinf Proben sehr klein ist, kann dennoch eine Konstanz der Sequenz angenommen
werden. Vergleiche mit anderen Arbeiten zeigen, dass sich die Introns verschiedener Tier- oder
Pflanzengruppen meist nur minimal voneinander unterscheiden. Sie haben sich demnach also
innerhalb der Entwicklung als relativ unverinderlich dargestellt, obwohl sie nicht von derartiger
Wichtigkeit sind wie die Exons.

6. Zusammenfassung

Ein Ziel der Doktorarbeit war es, die Verteilung der Allele FCGR3B*1, -*2 und -*3 mittels
sequenzspezifischer PCR anhand von Proben aus Bangladesch, Papua- Neu Guinea, Ghana,
Zimbabwe, sowie von in Siidafrika beheimateten Asiaten, Afrikanern aus Amerika und Chinesen
aus Taiwan zu untersuchen. Die gewonnenen Daten sollten in einen Kontext zur menschlichen
Entwicklung gebracht werden. Vergleiche mit bereits bestehenden HNA- Typisierungsstudien
zeigten eine gute Ubereinstimmung der Ergebnisse. Gegeniiberstellungen mit bereits bekannten
HNA-  Typisierungsergebnissen  weiterer  Populationen sowie  Einbeziehung von
Mutationsanalysen lassen Vermutungen zu, die der ,,Out of Africa“- Theorie der Entwicklung des
modernen Homo sapiens entsprechen, nach der sich dieser aus Afrika in mehreren Wanderungen
iiber die gesamte Welt verbreitet haben soll.

Es ist bekannt, dass HNA-1a/ HNA-1b- heterozygote/ HNA-1c- positive Individuen Tréger dreier
FCGR3B- Gene sein konnen. Um ihre Verteilung tiberpriifen zu konnen, wurden insgesamt 37
HNA-1c- positive Proben mit Sequenzanalyse und sequenzspezifischer PCR bearbeitet, um die
Anzahl der in den Individuen vorhandenen FCGR3B- Gene zu ermitteln. Die Untersuchung
ergab, dass insgesamt 13 der Proben drei FCGR3B- Gene enthalten, mit je einem Allel fiir
FCGR3B*1, -*2 und -*3. 8 Proben stellten sich als HNA-1la- homozygote, 14 als HNA-1b-
homozygote Trager des FCGR3B*3- Allels dar. Zwei Proben enthielten nur das FCGR3B*3-
Allel. Mit Ausnahme der HNA-1a/ HNA-1b- heterozygoten/ HNA-1c- positiven Proben kann in
den iibrigen die Genanzahl nur durch eine quantitative PCR bestimmt werden. Bei der
Untersuchung der HNA-1a- bzw. HNA-1b- heteroyzgoten/ HNA-1c- positiven Proben fiel auf,
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dass in 7 der 21 Proben das FCGR3B*3- Allel mit den fiir das FCGR3B*2- Allel gebrauchten
Primern amplifiziert worden war. Die zur Amplifikation des FCGR3B*2- Allels beniitzten
Primer berithren nicht die fiir das FCGR3B*3- Allel bezeichnende Punktmutation, so daf} hier
dennoch ein PCR Produkt entstanden ist, obwohl die Probe eigentlich kein FCGR3B*2- Allel
enthalt.

In dieser Arbeit sollte weiterhin der Vererbungsmodus des FCGR3B*3- Allels genauer
untersucht werden. Bislang wurde angenommen, dass das FCGR3B*3- Allel nur an das
FCGR3B*1- Allel gekoppelt weitergegeben wiirde. Eine Studie iiber vier Familien, in denen das
FCGR3B*3- Allel nachgewiesen wurde, aber konnte einen alternativen Vererbungsmodus
aufdecken. Die Studie konnte belegen, dass das FCGR3B*3- Allel auch in seiner einfachen
Form, dass heisst ungekoppelt, an die Nachkommenschaft vererbt werden kann.

Eine dhnliche Fragestellung lag auch bei der quantitativen PCR- Untersuchung zweier Familien
vor, in denen beide Miitter durch eine FcyRIIIb- Defizienz aufgefallen waren. Die
Nachkommenschaft miisste den Uberlegungen nach nur das FCGR3B- Gen des Vaters
aufweisen, der entsprechende miitterliche Genlocus wire leer. Beide Kinder wiirden demnach in
einer quantitativen PCR nur halb soviel DNA- Kopien aufweisen wie ihre Viter, bei beiden
Miittern wéren keine DNA- Kopien nachweisbar. Fiir diese Fragestellung wurde ein FcyRIIIb-
spezifisches Primerpaar konstruiert, welches ein 160 bp langes Fragment umschlieft. Mit Hilfe
einer quantitativen PCR- Analyse mittels Light- Cycler Technik konnte nach Ermittlung einer
Standardkopienanzahl einer Probe, von der angenommen wurde, dass sie zwei FCGR3B- Gene
enthilt, ein Kopienverhidltnis von Vater, Kind und Mutter als 2:1:0 belegt werden. Teile der
Ergebnisse sind in Tissue Antigens publiziert (50).

Ebenfalls sollte eine Sequenzanalyse des Fcylllb- Rezeptors zweier Patientinnen, deren Kinder
postpartal einen Neonatale Isoimmune Neutropenie entwickelt hatten, mdgliche neue Mutationen
des FcyRIIIb- Rezeptors offenlegen. In beiden Fillen konnten keine Mutationen gefunden
werden und die mit der PCR durchgefiihrten HNA- Typisierungen stimmten mit der
Sequenzanalyse {iberein.

Weiterhin sollte eine Sequenzanalyse des Intron III/ FeyRIIIb durchgefiihrt werden, um hier neue
Primer fiir die HNA- Typisierung in dieses Gebiet legen zu konnen. Das Intron III stellte sich in
der Gelelektrophorese als etwa 3300 bp lang dar. Es wurde bis zum bp 2350 sequenziert, als die
von Birren et al. publizierte Sequenz des Introns auf dem Homo sapiens- Klon RP11- 4M15 im
Internet zuginglich wurde. Vergleiche mit der Sequenz von Birren zeigten eine 61%
Ubereinstimmung mit der eigenen Sequenz.

Summary:

In this doctoral thesis the regional distribution of the alleles FCGR3B*1, -*2 and -*3 contained in
samples from Bangladesh, Papua New Guinea, Ghana, Zimbabwe as well as South African
Asians, African Americans and Chinese from Taiwan was to be evaluated by means of sequence-
specific PCR. The results were then to be asessed in context with different hypotheses of human
evolution. The data found were in good concordance to already existing studies, and, when
combined with results from mutation analyses, support the “Out of Africa”- theory, by which
modern Homo sapiens evolved from Africa.

HNA-1a/ HNA-1b- heterozygous/ HNA-1c- positive individuals are known to carry either two or
three FCGR3B- genes. Using a primer pair in which only one primer is specific for HNA-1b
often leads to misinterpretation of the alleles present. In order to determine the amount of genes
present in 37 HNA-1c- positive samples, these were processed in a PCR with sequence specific
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primers: thirteen samples had three FCGR3B- genes with one allele for FCGR3B*1, -*2 and -*3,
respectively. Eight samples were HNA-1a- homozygous, fourteen HNA-1b- homozygous carriers
of the FCGR3B*3- allele. Two samples only had the FCGR3B*3- allele. With exception of the
thirteen samples mentioned earlier on, the exact number of genes in the remaining samples can
only be ascertained by quantitative PCR.

The FCGR3B*3- allele is supposed to be linked to the FCGR3B*1- allele and to be inherited in
this manner. However, in a study of four families, an alternative mode of inheritance could be
ascertained, by which the FCGR3B*3- allele can be passed down on its own.

Two mothers, who had been determined to be deficient of the Fcylllb- receptor and their families
had been subjected to a quantitative PCR- analysis. After construction of a primer pair specific
for the FcyRIIIb and developement of a suitable programme in the Light- Cycler, quantification
showed the father to have two FCGR3B-genes, the child only one and the mother, as expected, to
have none. Some of the results have been published in Tissue Antigens (50).

Additionally, the Fcylllb- receptors of two mothers, whose children suffered from Neonatal
Isoimmune Neutropenia, were examined by means of sequence analysis for possible mutations
causing aforementioned illness. Both samples did not show any mutations.

Finally, a sequence analysis of Intron III/ FcyRIIIb was made, under the idea of possibly being
able to construct new primers within this site. Intron III comprises 3300bp; sequence analysis
was done up to bp2350. By this time, the full sequence was made public on the internet by Birren
et al. Own results showed a concordance of 61% with Birren's sequence.

7. Ausblick

Mit zunehmenden Anzahl der HNA- Typisierungsstudien verschiedener Populationen werden die
verwandschaftlichen Beziehungen einzelner Bevolkerungsgruppen untereinander immer besser
ersichtlich. Je mehr iiber die Verbreitung der Allele FCGR3B*1, -*2 und -*3 als auch ihrer
Varianten und Mutationen bekannt wird, desto eher ist es moglich, die Wanderungsbewegungen
des Homo sapiens abschdtzen zu konnen. Obwohl die Verfolgung der HNA- Typisierung
verschiedener Populationen nicht den Anspruch erheben kann, als einzelnes Teilstiick betrachtet,
die Entwicklung des modernen Menschen aufkldren zu konnen, so kann sie doch bereits
bestehende  Vermutungen  stiitzen. Dazu miissen weiterhin  umfassende = HNA-
Typisierungsstudien unterschiedlicher Populationen durchgefiihrt und miteinander verglichen
werden. Ein weiterer Schwerpunkt sollte auch auf die Erfassung regional- spezifischer
Mutationen des Fcylllb- Rezeptors gelegt werden.

Auch ist noch viel zu wenig iiber die Verteilung von Individuen mit drei FCGR3B- Genen
bekannt. Mit dem Light- Cycler kann die vorliegende Fragestellung einfach geklirt werden. Das
Problem ist lediglich die Beschaffung einer geniigend grossen Anzahl HNA-1c- positiver Proben.
Bei entsprechend optimiertem PCR- Programm konnte der Light- Cycler eine schnelle
Diagnosefindung einiger Krankheitsbilder ermdglichen, die auf Verdnderungen des FcyRIIIb
beruhen. Je nach verwendetem Primer wire so das Aufdecken FcyRIIIb- defizienter Miitter im
Rahmen einer Neonatalen Isoimmunen Neutropenie oder Verdnderungen innerhalb der HNA-
spezifischen Basenaustausche ein Vorgang von weniger als einer Stunde. Allerdings miissen
dazu geeignete PCR- Programme konzipiert werden, da im Augenblick die derzeit fiir den Light-
Cycler gebrauchten Arbeitsmethoden sich lediglich fiir die Grundlagenforschung als fiir den
Gebrauch innerhalb der Klinik eignen.
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9. Anhang

Abkiirzungen

A Adenin

ADCC Antibody Dependant Cellular Cytotoxity (Antikorper abhingige
Zellgebundene Zytotoxizitit)

AIN Autoimmune Neutropenie

bp Basenpaar

C Cytosin

DNA Desoxyribonucleicacid (Desoxyribonukleinsdure)

cDNA Complementary DNA (Komplementir DNA)

dNTP Dinucleotidtriphosphat

ddNTP Didesoxynucleotidtriphosphat

FcyRIIIb FcyllIb Rezeptor

FCGR3B FeyIllb Gen

FCGR3B*1, -*2, -*3 Allelform von HNA-1a, -1b, -1c; Vormals NA1, NA2, SH

G Guanin

G-CSF Granulocyte Colony Stimulating Factor (Granulozyten Kolonie
Stimulierender Faktor)

GIFT Granulozyten Immunfluoreszenz Test

GPI Glykophosphoinositol

HGH Human Growth Hormone (Humanes Wachstumshormon)

HLA Humanes Leukozyten Antigen

HNA-1a, -1b, -1c Human Neutrophil Antigen-1a, -1b, -1c¢; Vormals NA1, NA2,
SH

IFNy Interferon Gamma

IgA, IgD, IgG, IgE, IgM Immunglobulin A, D, E, G, M

11-4, -10 Interleukin -4, -10

kDa Kilo Dalton, Mal} fiir Molekulare Masse

LIFT Lymphozyten Immunfluoreszenz Test

mRNA Messenger RNA



MW
NAI, NA2
NA Null
NIN

NK

OD

PCR
PMN
RFLP
RNA

RT

sFcyR
SSP1, 3,5
T

TAQ
TNF
TRALI

Uv
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Molecular Weight (Moleculares Gewicht)
Neutrophiles Antigen 1, 2

FcyRIIIb Defizienz

Neonatale Isoimmune Neutropenie
Natiirliche Killerzellen

Optische Dichte

Polymerasechainreaction

Polymorphkernige Neutrophile Granulozyten
Restriktionsfragment Langenpolymorphismus
Ribonucleicacid (Ribonukleinsdure)
Raumtemperatur

soluble (I16slicher) FcyR

Sequenzspezifischer Primer 1, 3, 5

Thymin

Thermophilus Aquaticus

Tumornekrose Faktor

Transfusion Related Acute Lunginsufficency
(Transfusionsassoziierte Lungeninsuffizienz)
Ultraviolett
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FcyRIII- Basensequenz nach Ravetch und Perussia (111):

HNA-1a; IIIb:

HNA-1b; IlIb:

Ma:

HNA-1a ; I1lb:
HNA-1b; ITb:
IITa:

HNA-1a; IIIb:
HNA-1b; ITIb:
Ia:

HNA-1a; IIIb:
HNA-1D; IIIb:
[Ma:

HNA-1a ; IlIb:
HNA-1b; IIIb:
IITa:

HNA-1a; IIIb:
HNA-1b; IlIb:
IITa:

HNA-1a; IIIb:
HNA-1b; IIIb:
Ia:

HNA-1a; IIIb:
HNA-1b; IIIb:
IITa:

HNA-1a; Illb:
HNA-1b; IIIb:

IITa:

HNA-1a; IlIb:
HNA-1b; IIb:

IITa:

HNA-1a; IlIb:
HNA-1b; IIIb:

Ia:

HNA-1a; IIIb:
HNA-1b; IIIb:

IITa:

10 20 30 40 50 60 70

TCTTTGGTGACTTGTCCACTCCAGTGTGGCATCATGTGGCAGCTGCTCCTCCCAACTGCTCTGCTACTTCTAGTT

80 90 100 110 120 130 140 150
e I eI
TCAGCTGGCATGCGGACTGAAGATCTCCCAAAGGCTGTGGTGTTCCTGGAGCCTCAATGGTACAGCGTGCTTGAG
e I eI
160 170 180 190 200 210 220

AAGGACAGTGTGACTCTGAAGTGCCAGGGAGCCTACTCCCCTGAGGACAATTCCACACAGTGGTTTCAGAATGAG

230 240 250 260 270 280 290 300
A G
AGCCTCATCTCAAGCCAGGCCTCGAGCTACTTCATTGACGCTGCCACAGTCAACGACAGTGGAGAGTACAGGTGC
--A. G
310 320 330 340 350 360 370

G

CAGACAAACCTCTCCACCCTCAGTGACCCGGTGCAGCTAGAAGTCCATATCGGCTGGCTGTTGCTCCAGGCCCCT
A
380 390 400 410 420 430 440 450

CGGTGGGTGTTCAAGGAGGAAGACCCTATTCACCTGAGGTGTCACAGCTGGAAGAACACTGCTCTGCATAAGGTC

460 470 480 490 500 510 520

ACATATTTACAGAATGGCAAAGACAGGAAGTATTTTCATCATAATTCTGACTTCCACATTCCAAAAGCCACACTC
G —T

530 540 550 560 570 580 590 600

AAAGATAGCGGCTCCTACTTCTGCAGGGGGCTTGTTGGGAGTAAAAATGTGTCTTCAGAGACTGTGAACATCACC
C T
610 620 630 640 650 660 670

ATCACTCAAGGTTTGGCAGTGTCAACCATCTCATCATTCTCTCCACCTGGGTACCAAGTCTCTTTCTGCTTGGTG
T
680 690 700 710 720 730 740 750

ATGGTACTCCTTTTTGCAGTGGACACAGGACTATATTTCTCTGTGAAGACAAACATTTGAAGCTCAACAAGAGAC

C

760 770 780 790 800 810 820

TGGAAGGACCATAAACTTAAATGGAGAAAGGACCCTCAAGACAAATGACCCCCATCCCATGGGAGTAATAAGAGC
T G
830 840 850 860 870 880

AGTGGCAGCAGCATCTCTGAACATTTCTCTGGATTTGCAACCCCATCATCCTCAGGCCTCTC

(Abb. 9.1:) Die Basensequenz des Fcylll- Rezeptors, so wie sie von Ravetch und Perussia angegeben wurde. Zwischen den
Rezeptoren tibereinstimmende Basensequenzen sind lediglich durch Striche angegeben, HNA-1a oder HNA-1b allelspezifische
Basenaustausche sind in der entsprechenden Position mit der entsprechenden Base angegeben. Die Position der HNA-Ic
Punktmutation (Bp 266, C—A) ist unterstrichen.
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SSP1 :5"-CAA TGG TAC AGC GTG CTT-3’

SSP3 :5-ATG GAC TTC TAG CTG CAC-3

SSP5 :5-CAG TGG TTT CAC AAT GTG AA-3°

RP1 :5-GCC ACT GCT CTT ATT ACT-3’

RP6 :5-CTC CTT GAA CAC CCA CCG-3

RP7 :5-GGT ACC CAG GTG GAG AGA-3’

RP8 :5-ACT GTC GTT GAC TGT GTC AT-3°

RP14 :5-ACT GTC GTT GAC TGT GTC AG-3’

VP7 : 5"-AGC TGC TCC TCC CAA CTG-3’

VPS8 :5-CCT CTC CAC CCT CAG TGA-3’

VP9 :5'-AAG ATC TCC CAA AGG CTG TG-3°
VP492 :5-TCT TTG GTG ACT TGT CCA-3’

VP492* :5-TCT TTG GTG ACT TGT CCA CTC CAG-3’
10. Tabellen- und Abbildungsverzeichnis
Tabellen

(Tab.2.1), S.9 Kurze Zusammenfassung der Fcy- Rezeptoren nach Deo et al. 36)

(Tab.2.2), S.10
(Tab.2.3), S.12
(Tab.2.4), S.13/14

(Tab.2.5), S.14/15
(Tab.2.6), S.16

(Tab.2.7), S.18
(Tab.2.8), S.18/19

(Tab.4.1), S.44

(Tab.4.2), S.46/47

(Tab.4.3), S.47
(Tab.4.4), S.47
(Tab.4.5), S.50

(Tab.4.6), S.51/52

Austausche von Basen des FcyRIlIla und FcyRIIIb,die zu einer verdnderten
Aminoséduresequenz fithren;nach Watanabe et al. (147)

Nucleotid- (NC) bzw. Aminosdurenaustausche(AS) im FcyRIIIb-
Rezeptor ,die zu dem Polymorhismus der NA-Antigene fiihren.
Verteilung der HNA-1a- und -1b- Genfrequenzen in ausgewéhlten
Bevolkerungen.

Verteilung des FCGR3B*3- Allels in ausgewidhlten Populationen.
Verteilung des Phinotyps NA- Null (-FcyRIIIb-Defizienz)in ausgewihlten
Populationen mit Angabe der Genotypfrequenzen.

Zeittafel des Kdnozoikum bis heute (127).

Zeittafel des Pleistozdn und vorherrschende Art der Hominiden.Modifiziert
nach Brinkmannqa).

PCR- Primer fiir die HNA-1a-, -1b- und —1c¢- Typisierung mit
sequenzspezifischen Primern (SSP).

Verteilung der Genotypfrequenzen von HNA-1a-homozyter, HNA- 1a/
HNA-1b-heterozygoter und HNA-1b-homozygoter Proben in den ver-
schiedenen Bevdlkerungen.

Prozentuale Auswertung der in Tabelle (4.2) aufgefiihrten
Genotypenhéufigkeit.

Verteilung der Genotyp- Haufigkeiten der HNA-1c¢- positiven

Proben.

Der HNA-1b- spezifische Riickwirtsprimer RP14 mit seiner
Nucleotidsequenz.

Ergebnisse der Sequenzierung und der PCR- SSP- Typisierung der 37



(Tab.4.7), S.52/53

(Tab.4.8), S.53

(Tab.4.9), S.56

(Tab.4.10), S.58
(Tab.4.11), S.59
(Tab.4.12) ,S.59
(Tab.4.13), S.59

(Tab.4.14), S.62
(Tab.4.15), S.63

(Tab.4.16), S.63
(Tab.4.17), S.64
(Tab.4.18), S.66
Abbildungen
(Abb.2.1), S.11
(Abb.2.2), S.20
(Abb.3.1), S.28
(Abb.3.2), S.40
(Abb.4.1), S.45
(Abb.4.2), S.45
(Abb.4.3), S.49
(Abb.4.4), S.50
(Abb.4.5), S.55

(Abb.4.6), S.55
(Abb.4.7), S.57

(Abb.4.8), S.57
(Abb.4.9), S.57

(Abb.4.10), S.61
(Abb.4.11), S.62
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HNA-1c- positiven Proben mit dem Primerpaar SSP1 und RP 14 fiir
HNA-1b.

Anzahl der FCGR3B- Gene einer jeweils HNA-1c- positiv Probe.

Unter Berticksichtigung der Genotypisierungsergebnisse der HNA-1c-
positiven Proben (Kapitel 4.1.3) erneute Auswertung der Allelfrequenzen.
Vorwirts- und Riickwértsprimer die fiir die quantitative Genanalyse

der FcyRIIIb-defizienten Patientinnen und ihrer Familien gebraucht
wurden.

Verdiinnungsreihe einer FcyRIIIb- plasmidhaltigen Stammldsung mit einer
Ausgangskonzentration von 20ng/ul in Zehnerpotenz- Schritten.
Quantitative Untersuchung von Familie 1.

Quantitative Untersuchung von Familie 2.

Vergleich der gemessenen Kopienzahlen der Familien 1 und 2 sowie

die Anzahl der FCGR3B- Gene das entsprechenden Individuums.

Das zur Amplifikation des FcyRIIIb benutzte Primerpaar.

Fiir die Sequenzanalyse der FcyRIIIb-Rezeptoren der beiden Patientinnen
von Falll und 2 verwendete Primer.

Von den Primern in der Sequenzierung abgedeckte Strecke des FcyRIIIb.
Primerpaar zur Amplifikation des Intron III.

Fiir die Sequenzierung des Intron III verwendete Vorwértsprimer.

Die Exon/ Intron- Grenzen des FCGR3B (FcyRIIIB)- Gens.

Vermutete Entwicklung des modernen Menschen.

Formel zur Berechnung der Schmelztemperatur eines

Primers /Oligonucleotids (93).

Formel zur Berechnung der zur erwartenden DNA- Kopienanzahl in einer
DNA- Standardprobe.

Auftrennung der PCR- Produkte von HNA-1a- homozygoten,

HNAT1la/ HNA-1b- heterozygoten und HNA-1b- homozygoten Proben.
Auftrennung einer HNA-1c- positiven und zwei HNA-1c- negativen
Proben.

Darstellung eines “Single”- bzw. “Double peaks” in der Folge einer
Sequenzierung.

Auftrennung von DNA- Fragmenten, die mit dem HNA-1b spezifischen
Primern RP14 und SSP1 (129) amplifiziert wurden.

Vererbung des FCGR3B*3- Allels, welches in beiden Fillen an das
FCGR3B*1- Allel gekoppelt ist.

Vererbungsmodus, in dem nur das FCGR3B*3- Allel weitergegeben wurde.
Standard DNA- Proben bestehend aus einem FcyRIIIb- Plasmid, einer
Kontrollprobe und einer Negativkontrolle.

Darstellung des Logarhytmus der Konzentration der DNA- Standardproben
in Abhéngigkeit zur Zykluszahl.

Schmelzkurven- Analyse der DNA- Produkte.

Familienstammbaum der Patientenfamilien von Fall 1 und Fall 2.

Der aus cDNA mit dem Primerpaar VP492 und RP1 amplifizierte FcyRIIIb
der Miitter von Fall 1 und Fall 2.
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(Abb.4.12), S.65 Auftrennung des mit dem Primerpaar SSP1 und RP6 amplifizierten PCR-
Produkts von Intron III.

(Abb.4.13), S.66/67 Sequenz des Intron III.

(Abb.5.1), S.70 Hypothetische Entwicklung der Fc- Rezeptoren.

(Abb.5.2), S.70 Karte der Gen- Loci des FcyRII und FeyRIII.

(Abb.5.3), S.75 Mogliche Zusammenstellung der FCGR3B- Gene bei HNA-1a-
homozygoten/ HNA-1c- positiven Individuen.

(Abb. 9.1), S.96 Basensequenz des Fcylll- Rezeptors
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