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Grundlagen der HLA Typisierung I.
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Grundlagen der HLA Typisierung Il.
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Im Menschen werden HLA-A, B, C, DQ, DR, und DP sowohl von vaterlichen und
mutterlichen Kromosomen gleichzeitig exprimiert - Viele MHC Typen auf den Zellen.



Erblichkeit der HLAS

* Polygen: Mehrere Gene kodieren MHC | und MHC Il Molekdile. (z.B. HLA-A, B und C
Typ | MHCs und DP, DQ und DR Typ Il MHCs)

 Polymorph: Es gibt viele verschiedene Allele fir jedes Gen in der Bevolkerung,
deswegen ist es sehr variabel.

e Kodominant: Beide (mutterliche und vaterliche) Allele werden gleichzeitig
exprimiert. l

Jeder Mensch hat einen Charakteristischen MHC Pool mit verschiedenen Peptidbindenden
Fahigkeiten.

HLA Typisierung
(Bestimmung des MHC Pools einer Person)
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Kodominante Expression
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HLA Serotyp vs Genotyp

 HLA Serotyp: MHC Molekiile werden anhand ihrerer Antigenitat unterschieden. Z.B.:

S N |

A

Anti-HLA-B27 HLA-B27 HLA-A2
Antikorper

 HLA Genotyp: MHC Molekiile werden durch die Identifizierung kodierenden HLA
Allele unterschieden. Ein anderer Genotyp bedeutet nicht zwangslaufig einen
anderen Serotyp, es gibt mehr Allele als HLA Serotypen. (6959 HLA Allele waren
2010 bekannt, aber es werden jedes Jahr mehr. - Polymorphismus)



HLA Nomenklatur

2. Locus (Al = kodiert alpha Kette, B1= kodiert beta Kette)

3. Zu welcher serologischen Gruppe gehort die Kette?
(05 = Allele resultieren in einer o Kette)

HLA-DQA1:05:

1. Welcher MHC Typ wird kodiert?
z.B.: A, B, C, DQ, DR, DP

* MHC | hat nur 1 Kette, z.B.: HLA-B*27:01 - B Typ MHC | der serologischen Gruppe 27
*MHC Il ist ein Heterodimer mit 2 Ketten. Beispiel:

Im Fall der DQ Typ MHCs wird die Antigenitat durch die Beta Kette bestimmt, DQ2 ist ein
DQ Typ MHC Il mit einer B2 Kette, deswegen:

Benotigt HLA-DQB1*02 Allelgruppe

Mehrere Subtypen existieren abhangig von der alpha Kette, z.B.: oS

HLA-DQA1*05:01 + HLA-DQB1*02:01 = HLA-DQ2.5 >

HLA-DQA1*02:01 + HLA-DQB1*02:02 = HLA-DQ2.2

Wichtig! Die Folie dient nur der lllustration, wir stellen keine Fragen zur HLA Nomenklatur.



Methoden der HLA Typisierung

Serologische Methoden:
— Mikrozytotoxizitats Assay (MCA)
— Gemischte Lymphozytenkultur (MLC)

Molekular biologische Methoden: (- siehe molekulare Zellbiologie)
— Restriktionsfragment Langenpolymorphismus (RFLP)
— Sequenzspezifische Oligonukleotid Sonden (SSOP) - DNA Hybridisierung
— Sequenzspezifische Primer - SSP-PCR
— DNA-Sequenzierung

Die Molekularbiologischen Methoden werden bevorzugt da sie ... sind:

Spezifischer (klar definierte Sonden werden genutzt)
Flexibler (Neue oligonukleotid Sonden oder Primer kdnnen entwickelt werden

sobald ein neues Allel beschrieben wird)
Zuverlassiger (Brauchen keinen spezifischen Zelltyp und sind weniger abhangig

vom Zustand des Patienten)



Mikrozytotoxizitats Assay (MCA)
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Gemischte Lymphozytenkultur
(Erinnerung)

Lymphozyten Lymphozyten

des Empfangers des Spenders

+ [3H]-thymidine
Anwendung:

Um immunologische Inkompatibilitat des
Transplantationen zu Gberprifen.

Inaktivierung (mit
Strahlung oder
Mitomycin C)

Im Fall der HLA inkompatibilitat
(spater) erkennen die getesteten
Lymphozyten die inaktivierten Zellen
als fremd, aktivieren sich und
proliferieren. Die proliferierenden
Zellen bauen das markierte
Thymidin in ihre DNA ein.

Spenders und Empfangers vor



RFLP

Blotting
DNA + Restriktions Elektrophorese

Endonuklease Nitrozellulose Filter

| Il 1l Puffer

Nachweis

Ungebundene Sonden warden durch waschen entfernt



PCR mit Sequenzspeifischen Primern
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Klinische Signifikanz der HLA Typisierung

 Prifen der immunologischen Kompatibilitat des Spenders und Empfangers vor
Transplantationen um AbstoRungsreaktionen zu verhindern.

« Weitere diagnostische Bestatigung einiger autoimmuner Krankheiten da
bestimmte HLA Typen haufiger bei Autoimmunen Stérungen zu finden sind z.B.:

— HLA-B27: Morbus Bechterew, Entziindliche Darmkrankheiten (IBD), Psoriasis
— HLA-DR1: Rheumatoide Arthritis, Colitis Ulzerosa

— HLA-DR3: Typ | Diabetes Mellitus, Myasthenia gravis, Hashimoto Thyroiditis
— HLA-DR4: Rheumatoide Arthritis, SLE

— HLA-DQ2: Zoliakie, Typ | Diabetes Mellitus

— HLA-DQ8: Zoliakie, Typ | Diabetes Mellitus



HLA Ubereinstimmung vor einer
Nierentransplantation

Das Uberleben des Grafts ist vor allem vom Grad der Ubereinstimmung von HLA-A, HLA-
B und HLA-DR Allelen abhangig, diese warden vor Transplantationen untersucht.
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Graft versus Host 1. (GVHD)

Kann sich nach allogener hamatopoetische Stammazellen Transplantation (HSCT)
bilden.

Die Spender-Immunzellen greifen die Wirtsgewebe an und beschadigen sie.
Hauptrisikofaktoren: HLA nicht ibereinstimmung zwischen Spender und
Empfanger.

Therapie: Steroide (Immunsuppression), Letalitat ist ca. 15%, aber
Steroidresistenter akuter GVHD hat eine Letalitat von 90%.

Schwere Haut GVHD Akute Intestinale GVHD
(endoskopisches Bild)



Graft versus Host 2. (GVHD)
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HLA und Krankheitsassoziationen 1.

* Morbus Bechterew (Ankylosierende Spondylitis, AS): HLA-B27
 (Ca.90% der AS Patienten sind HLA-B27 positiv.

e Pravalenz von HLA-B27 in der Kaukasischen Population ist 8%, in Skandinavien
erreicht es 24%.

 C(Ca.1,8% der HLA-B27 positiven Individuen entwickeln manifeste AS.
HLA-B27 positivitat erh6ht nur das Risiko der Krankheit, es ist allein nicht genug um de
Krankheit zu entwickeln! (Das gilt fiir alle HLA Assoziationen.)

Normal AS
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HLA und Krankheitsassoziationen 2.

e Zoliakie (Gluten-sensitive Enteropathie): HLA-DQ2 und HLA-DQS8

* Mindestens eins von beiden Allelen ist in 98% der Patienten. (Starkste bekannte
HLA Assoziation und am besten verstandene Rolle in der Pathogenese)

Pravalenz von HLA-DQ2 in der Kaukasischen Population ist 30%, aber Pravalenz der
Krankheit ist nur 1%. = Positivitat reicht nicht um die Krankheit zu entwickeln.

Diese zeigen eine hohere Affinitat fur Gliadin als andere MHC Typen, besonders
wenn sie deaminierte Formen binden.
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Positionen 4, 6 und 7 der Antigen- Negativ geladene

bindenden Kerbe des HLA-DQ2 Glutamatreste



HLA und Krankheitsassoziationen 3.

Typ | Diabetes Mellitus (IDDM): HLA-DR3, HLA-DR4
HLA-DR3-DQ2 - 3X Risiko

HLA-DR4-DQ8 - 10X Risiko

HLA-DR3-DR4 heterozygotes - 25X risk
HLA-DQ6.2 = 0,1X Risiko (protektiv)

Direkt IF: Humane Langerhans
Insel (Patient mit IDDM)
Griin: Insulin (fehlt)

Rod: Glukagon

Blau: Zellkerne
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