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Kurzreferat und bibliographische Beschreibung 
  

Kurzreferat und bibliographische Beschreibung: 
 

Die Expression der humanen Leukozytenantigene (HLA) spielt eine essentielle Rolle 

im Rahmen der Immunantwort gegen infektiöse Agenzien und maligne Zellen. Assozia-

tionen einzelner HLA-Antigene oder HLA-Haplotypen mit verschiedenen Krankheiten 

sind bereits untersucht und Korrelationen zwischen HLA-Markern und Krebserkran-

kungen, wie z.B. Karzinomen der Cervix oder des Nasopharynx, beschrieben worden. 

In der vorliegenden Studie wurden die HLA-Antigenfrequenzen von 65 erwachsenen 

kaukasischen Patienten mit diagnostiziertem niedriggradigem, anaplastischem oder 

malignem Gliom (WHO Grade II-IV) mit denen von 157 asymptomatischen Kontrollindi-

viduen (Gelegenheitsblutspendern) aus derselben Population verglichen. Es wurden 

standardisierte serologische (NIH) und molekularbiologische (PCR-SSP) Techniken für 

die HLA-Typisierung angewandt. 

Unsere Resultate lassen eine positive Assoziation zwischen einzelnen HLA-Markern 

und dem Vorliegen symptomatischer zerebraler gliomatöser Erkrankungen vermuten. 

Verglichen mit der Kontrollpopulation, hatten HLA-A*25-positive Patienten ein 3.0fach 

erhöhtes Risiko (p=0.04), HLA-B*27-positive Patienten ein 2.7fach (p=0.03) und HLA-

DRB1*15-positive Patienten ein 2.2fach erhöhtes Risiko (p=0.03), an einer gliomatösen 

Neoplasie zu erkranken. Demgegenüber war HLA-DRB1*07 mit einem 0.4fach vermin-

derten Risiko einer Gliomerkrankung assoziiert. 

Das Vorkommen einiger HLA-Antigenkombinationen und geschätzter Haplotypen bei 

den Gliompatienten unterschied sich ebenfalls von dem der Kontrollprobanden. So war 

HLA-DRB1*15:DRB5*(51) in Kombination mit dem Auftreten von HLA-DRB1*11 mit ei-

nem 13.4fach erhöhten Risiko (p=0.01) und die Expression von HLA-Cw*06:DRB1*07 

mit einem 0.2fach verminderten Risiko (p=0.03), an einem Gliom zu erkranken, ver-

bunden. 

Folglich werden - im Vergleich zu den asymptomatischen Individuen - einzelne HLA-
Antigene und ihre Kombinationen und geschätzten Haplotypen signifikant häufiger oder 

seltener von Personen, die während ihres Erwachsenenlebens ein Gliom ausbilden, 

exprimiert. 
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Abkürzungen 
 
 

Abkürzungen: 
 

Abb.  Abbildung 

DNA  Desoxyribonukleinsäure (engl. de(s)oxyribonucleic acid) 

EGF  Epidermal Growth Factor (dt. Epidermaler Wachstumsfaktor) 

HLA  humanes Leukozytenantigen 

i.allg. im allgemeinen 

kD Kilodalton 

MHC  Haupthistokompatibilitätskomplex (engl. major histocompatibility com-

plex) 

MLCT  Mikrolymphozytotoxizitätstest 

NIH  National Institutes of Health 

n.s.  nicht signifikant 

n.v.  nicht verfügbar 

PBL  periphere Blutlymphozyten 

PBS  Phosphat buffered saline 

PCR-SSO Polymerase-Kettenreaktion - Sequenzspezifische Oligonukleotide 

PCR-SSP Polymerase-Kettenreaktion - Sequenzspezifische Primer 

RFLP  Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus 

RNA  Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid) 

RR  relatives Risiko 

s.(u.)  siehe (unten) 

syn.  synonym 

Tab.  Tabelle 

TCR  T-Zell-Rezeptor (engl. T-cell receptor) 

TGF  Transforming Growth Factor (dt. Transformierender Wachstumsfaktor) 

TNF  Tumor Necrosis Factor (dt. Tumornekrosefaktor) 

u.a.  unter anderem 

v.a.  vor allem 

WHO  Weltgesundheitsorganisation (engl. World Health Organization) 

ZNS  zentrales Nervensystem 
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1. Einleitung und Zielstellung 
 
Gliale Hirntumoren (low-grade [niedriggradige] Astrozytome, WHO Grad II;     

anaplastische Astrozytome oder Oligodendrogliome, WHO Grad III; maligne  

Gliome, WHO Grad IV) sind sehr schwer zu behandelnde, invasive Neoplasien. 

Trotz fortwährender Verbesserung therapeutischer Konzepte konnte in den  

letzten Jahrzehnten nur ein relativ geringer klinischer Fortschritt erreicht werden 

(95). Niedriggradige Gliome zeigen im Laufe der Zeit sehr häufig eine Progres-

sion zu höhergradigen Neoplasien und führen letztendlich zum Tod des betrof-

fenen Patienten. Anaplastische und maligne Gliome haben ein schnelleres und 

vielfältigeres Wachstumsmuster. Die durchschnittliche Überlebenszeit von Pa-

tienten mit einem malignen Gliom, dem Glioblastoma multiforme (GBM), beträgt 

lediglich 10 Monate (51). Die Entwicklung von Gliomen ist sehr variabel und 

schwer vorherzusagen, eine langfristige Heilung nicht möglich. Die Diagnose 

dieser primären Hirntumoren wird zumeist in einem späten Stadium der Erkran-

kung gestellt, nachdem der Tumor in einer klinisch asymptomatischen frühen 

Phase bereits Teile des ZNS unerkannt infiltrieren konnte (43). Oft erst zu die-

sem Zeitpunkt treten neurologische Symptome wie Krampfanfälle, Kopfschmer-

zen (auf Grund erhöhten intrakraniellen Druckes) oder psychische Alterationen 

(hirnorganisches Psychosyndrom) auf. 

Die Notwendigkeit, verläßliche Faktoren für eine Risikoabschätzung und pro-

gnostische Aussagen zu eruieren, wurde deutlich. Viele Autoren haben ver-

sucht, entsprechende Parameter zu finden, die auf eine besondere Anfälligkeit 

für gliomatöses Wachstum bzw. Veranlagung für molekular-immunologische 

Phänomene hinweisen, die Anlaß zum Verdacht auf ein symptomatisches 

intrazerebrales Gliom geben (13, 61, 82). 

Humane Leukozytenantigene (HLA, engl. human leukocyte antigens) sind auf 

der Zelloberfläche exprimierte Moleküle, die den T-Lymphozyten antigene Pep-

tide präsentieren und die Immunantwort gegen entzündliche und maligne Pro-

zesse modulieren, wobei bekannt ist, daß der HLA-Polymorphismus Krank-

heitsentstehung und -verlauf beeinflußt (7). Seit erstmalig eine Korrelation zwi-

schen HLA und Krankheit demonstriert werden konnte (rezensiert in 64 und 

101), wurden zunehmend Untersuchungen zum Einfluß einzelner HLA-Marker 

oder Haplotypen des HLA-Systems auf das Risiko der Krankheitsentstehung 
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durchgeführt (21, 49, 111). Einige starke Korrelationen zwischen HLA und 

chronischen Krankheiten, wie z.B. HLA-B27 und Spondylitis ankylosans, HLA-

DRB1*03 und HLA-DRB1*04 bei Diabetes mellitus oder HLA-DRB1*04 und 

HLA-DRB1*01 bei rheumatoider Arthritis, wurden beschrieben (rezensiert in 7 

und 64). Im Falle der Spondylitis ankylosans konnte bei mehr als 90% der Pa-

tienten eine Assoziation zwischen dem Vorhandensein von HLA-B27 und der 

Krankheit gefunden werden (93). Des weiteren wurden positive und negative 

Assoziationen zwischen verschiedenen HLA-DR- und -DQ-Antigenen oder -Ha-

plotypen beschrieben (28, 89, 103). 

Im Falle glialer Tumoren gab es nur wenige frühere Studien, die eine mögliche 

Assoziation zerebraler Gliome mit dem HLA-System untersuchten (36, 76, 102), 

jedoch wurden dabei lediglich serologische Typisierungstechniken angewandt. 

Die vorliegende prospektive Studie hatte zum Ziel, deutsche Patienten kauka-

sischer Abstammung aus Sachsen-Anhalt mit niedriggradigem, anaplastischem 

und malignem Gliom (WHO Grade II-IV) bezüglich ihrer HLA-Merkmale zu typi-

sieren und mit einer asymptomatischen Kontrollgruppe aus derselben Popula-

tion im Hinblick auf Assoziationen zwischen HLA und Krankheit zu vergleichen. 

Zusätzlich zur serologischen Typisierung unter Einsatz eines Antiserumsets 

wurden die HLA-Merkmale mittels niedrig-auflösender (low resolution) PCR be-

stimmt. 
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2. Theoretische Grundlagen 
2.1. Gliale Tumoren 
 
Die Neuroglia des Zentralnervensystems 

Wichtiger Bestandteil des menschlichen Nervensystems ist die Neuroglia. Glia-

zellen sind kleiner als Neurone und kommen ungefähr fünfzigmal häufiger vor. 

Die zwei Haupttypen der Gliazellen sind die Astrozyten und die Oligodendro-

zyten, die auch als Makroglia zusammengefaßt werden. 

Astrozyten sind „sternartige“ Zellen mit vielen Fortsätzen, über die Kontakte mit 

Neuronen und auch Kapillaren aufgenommen werden. Sie sind die größten   

Gliazellen. Es werden fibröse Astrozyten, die vor allem in Gebieten mit vielen 

Axonen (weiße Substanz) vorkommen, von protoplasmatischen Astrozyten 

unterschieden. Protoplasmatische Astrozyten, die kürzere, aber dickere 

Fortsätze ausbilden, sind v.a. in Gebieten mit Nervenzellkörpern und Synapsen 

zu finden (graue Substanz). 

Oligodendrozyten sind kleinere Gliazellen mit weniger Fortsätzen, die für die 

Bildung der Myelinscheiden myelinisierter Axone verantwortlich sind. Dabei bil-

det ein Oligodendrozyt Myelin für mehrere zentrale Axone. Im peripheren Ner-

vensystem entsprechen die Schwann-Zellen den Oligodendrozyten des ZNS. 

Weitere Gliazellen des ZNS sind die Ependymzellen, die den Zentralkanal des 

Gehirns und des Rückenmarks auskleiden, die Mikroglia, die bei pathophysio-

logischen Prozessen mobilisiert werden und der Entfernung zerstörten Gewe-

bes dienen (Phagozytose), und - in umschriebenen Gebieten - die Zellen des 

Plexus choroideus sowie die Pituizyten der Neurohypophyse. (2, 90) 

 

Funktion der Neuroglia 

Die Gliazellen tragen zur Strukturbildung bei; sie geben Nervenzellen Halt, 

trennen Gruppen von Neuronen und bedecken mit ihren Fortsätzen außerdem 

Kapillaren im ZNS. Durch die Myelinisierung von Axonen ermöglichen sie eine 

schnellere Impulsleitung. Sie puffern extrazelluläre Ionen, wie z.B. die bei Ner-

venzellaktivität freigegebenen K+-Ionen. Diese werden von den Gliazellen auf-

genommen und dann teilweise in Kapillaren abgegeben. Mittels spezieller 

Transportsysteme werden viele Transmitter, die in den Extrazellulärraum abge-

geben wurden, wiederaufgenommen. Einige Gliazellen sind für das Wachstum 
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und die Entwicklung der Lage von Neuronen verantwortlich. Die Regeneration 

von Neuronen kann von Gliazellen gefördert oder verhindert werden. Beispiels-

weise kann durch die Proliferation von Gliazellen im ZNS die Regeneration von 

Nervenzellen nach einer Zerstörung gehemmt werden. Des weiteren liefern   

Gliazellen im Rahmen ihrer Ernährungsfunktion auch metabolische Substrate 

an Nervenzellen. (2) 

 

Gliome 

Die überwiegende Mehrheit der hirneigenen Tumoren entsteht aus dem Hirn-

parenchym, hauptsächlich den verschiedenen Formen der Glia. Die Inzidenz 

beträgt 5-7 pro 100.000 Einwohner pro Jahr (61). Hierbei sind die von der 

Astroglia (Astrozyten) abgeleiteten Astrozytome führend, seltener die von der 

Oligodendroglia (Oligodendrozyten) ausgehenden Oligodendrogliome. Prinzi-

piell können diese Gliome überall im Großhirn auftreten, jedoch sind haupt-

sächlich die Großhirnhemisphären, seltener die Basalganglien oder der Hirn-

stamm betroffen. Als Sonderfall ist das pilozytische Astrozytom des juvenilen 

Lebensalters hauptsächlich infratentoriell lokalisiert. Erste Allgemeinsymptome 

sind Krampfanfälle, Kopfschmerzen, Übelkeit und Erbrechen sowie, meist von 

der Tumorlokalisation abhängig, Gangunsicherheit, Sehstörungen und Läh-

mungserscheinungen bis hin zu Wesensänderungen. Fast immer führen Hirn-

tumoren, v.a. bei Progression, zu einer Steigerung des intrakraniellen Druckes 

und somit zu direkter Wirkung auf die Funktionszentren. Durch Verlegung der 

Liquorpassage kann ein akut lebensbedrohlicher Hydrocephalus entstehen. 

Astrozytome werden histologisch nach der WHO-Klassifikation in vier Grade 

eingeteilt (61). Zur Graduierung werden Parameter, wie Zelldichte, Pleomor-

phie, Mitosehäufigkeit, Gefäßproliferation und Häufigkeit von spontanen Nekro-

sen, herangezogen. (113) 
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Benigne und semibenigne Astrozytome (Grad I und II WHO) 

Das Astrozytom Grad I WHO ist ausschließlich das pilozytische Astrozytom. Zu 

den Astrozytomen Grad II WHO, den sogenannten differenzierten, gehören das 

fibrilläre, das protoplasmatische und das gemistozytische Astrozytom. Diese 

langsam wachsenden Tumoren können manchmal scharf begrenzt sein und 

dabei anatomische Grenzen wie Sulci oder Fissuren respektieren. Im Hirn-

stamm ist eine diffuse, infiltrative und somit kaum behandelbare Wuchsform 

nahezu die Regel. Rezidive, mit denen selbst nach vollständiger Entfernung 

noch nach 7-10 Jahren zu rechnen ist, sind bei Grad I in 80%, bei Grad II-

Tumoren in 60% der Fälle höhergradig, oft anaplastisch (Grad III WHO) oder 

sogar zum Glioblastom (Grad IV WHO) entdifferenziert. (113) 

 

Höhergradige Astrozytome, Gliome Grad III und IV WHO 

Das anaplastische Astrozytom (Grad III WHO) und das Glioblastom (Grad IV 

WHO) sind rasch wachsende Tumoren. Sie gehen meist mit einem perifokalen 

Ödem einher, was  oft  zu  einer  erheblichen  Massenverschiebung  führt.  Eine 

rasche Besserung der entsprechenden klinischen Symptomatik läßt sich nahe-

zu immer mit hochdosierter Gabe von Glukokortikoiden erreichen. Trotz der 

häufig gut abgegrenzten Erscheinung im Computer- oder Kernspintomogramm 

wachsen maligne Gliome immer diffus infiltrierend. Die Tumorzellen zeigen eine 

hohe Migrationstendenz aus dem Tumorareal heraus. Selbst bei postoperativ 

durchgeführten tumorfreien Randbiopsien kommt es innerhalb weniger Monate 

bis zu einem Jahr zu einem Rezidiv. Die mittlere Überlebenszeit korreliert mit 

dem histologischen Grading, der Radikalität des chirurgischen Vorgehens, dem 

Alter des Patienten und dem erreichten Karnofsky-Index, mit dem die Lebens-

qualität erfaßt wird. (113) 
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2.2. Das HLA-System 
 
Die Entdeckung der Haupthistokompatibilitätsantigene, die als sogenannte star-

ke Transplantationsantigene eine Transplantatabstoßung herbeiführen können, 

hatte ihren Ursprung in tierexperimentellen Untersuchungen zur Gewebeüber-

tragung bei Mäusen (46, 97). Diese starken Transplantationsantigene werden 

durch Gene innerhalb des 

Haupthistokompatibilitätskom-

plexes (engl. major histocom-

patibility complex, MHC) ko-

diert. In den 50er Jahren folgte 

die Beschreibung des ersten 

menschlichen Leukozytenanti-

gens Mac (später HL-A2 ge-

nannt, s. Abb. 1) durch Daus-

set (34, 35), van Rood (108) 

und Payne (78). Seitdem hat 

die Untersuchung des MHC, 

der ausschließlich bei Verte-

braten nachgewiesen werden 

konnte, tiefere Einblicke in die 

Abläufe immunologischer Ab-

wehrmechanismen und die  

Pathogenese verschiedener 

Autoimmunerkrankungen gegeben sowie auch Fortschritte auf dem Gebiet der 

Transplantationsmedizin ermöglicht. Durch ihre Funktion der Antigenpräsenta-

tion nehmen die MHC-Moleküle eine zentrale Rolle in der Erkennung und Un-

terscheidung von ‚Selbst‘ und ‚Nicht(Mehr)Selbst‘ (48, 79) sowie der Aktivierung 

spezifischer Abwehrmechanismen ein, indem sie neben nicht immunologischen 

Funktionen sowohl die Prägung des Immunsystems beeinflussen als auch ent-

scheidend an der Auseinandersetzung mit Proteinantigenen fremder (allogener) 

oder körpereigener (autologer) Herkunft beteiligt sind. Für die Auslösung einer 

antigenspezifischen Immunantwort ist die Aktivierung antigenspezifischer T-

Zellen notwendig. Diese erkennen Proteinantigene jedoch fast ausschließlich 

Abb. 1: Schematische Darstellung des HLA-A2-Moleküls gemäß 

kristallographischer Untersuchungen. Mit ∼1, ∼2 und ∼3 sind die ein-

zelnen Domänen des HLA-A2- Moleküls bezeichnet. Das ϒ2-

Mikroglobulin ist durch ϒ2m gekennzeichnet. (15) 
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nur, wenn sie durch antigenpräsentierende Zellen prozessiert und als Protein-

fragmente (Peptide) gebunden an MHC-Moleküle auf der Zelloberfläche darge-

boten werden. Dieses als MHC-Restriktion bezeichnete Phänomen der Anti-

generkennung wird durch einen ternären Komplex vermittelt, der aus dem 

MHC-Molekül, dem daran gebundenen Antigen und dem antigenerkennenden 

T-Lymphozyten-Rezeptor besteht. Dabei sind unterschiedliche MHC-Moleküle 

in der Lage, eine bestimmte Anzahl differenter Peptide zu binden, und bestim-

men damit das Repertoire an Antigenen, welches den T-Lymphozyten angebo-

ten wird (Abb. 2). Es findet also noch vor der Erkennung durch den TCR eine 

Determinantenselektion statt (4, 22, 47, 94). 

 

 

Abb. 2: Struktur und Funktion von MHC-Klasse I- und Klasse II-Molekülen (112) 
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Der menschliche HLA-Genkomplex 

Der MHC des Menschen wird als HLA-Komplex bezeichnet (engl. human leu-

kocyte antigen). Dieser ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 (6p21.1- 

6p21.3) lokalisiert und umfaßt einen Bereich von ca. 3.500 Kilobasenpaaren. 

Innerhalb dieses Komplexes liegen die HLA-Genloci im engeren Sinne (HLA-

Klasse I und -Klasse II) sowie die Loci einer heterogenen Gruppe von Genen, 

die historisch als Klasse III bezeichnet wird (s. Abb. 3). Diese umfaßt Gene, die 

sowohl Proteine mit Funktionen im Rahmen der immunologischen Abwehr (u.a. 

Gene für die Komplementfaktoren C2, C4A und C4B, den Properdinfaktor Bf, 

die Tumornekrosefaktoren TNF∼ und TNFϒ, die Hitzeschockproteine HSP70-1 

und -2) als auch Proteine ohne direkten Einfluß auf  immunologische Phäno-

mene (z.B. Steroid-21-hydroxylase CYP21A und CYP21B, Valyl-tRNA-

Synthetase) kodieren sowie zahlreiche andere Gene, deren Genprodukte teil-

weise noch unbekannt sind. 

 

Die Gene der HLA-Klasse II-

Moleküle liegen zentromerwärts. 

Ihnen schließt sich die Klasse III-

Region und telomerwärts die Re-

gion der HLA-Klasse I-Gene an. 

Die HLA-Klasse I-Region umfaßt 

neben den Genloci für die ∼-Ketten 

der klassischen HLA-Klasse I-

Merkmale HLA-A, -B und -C noch 

andere Genorte, von denen einige 

Pseudogene darstellen (112), die 

nicht exprimiert werden, wie z.B. 

HLA-H und -J. Andere wiederum 

kodieren für funktionell aktive Pro-

dukte (81), die nur in wenigen Ge-

weben nachweisbar sind (z.B. 

HLA-E, -F und -G). 

Innerhalb der HLA-Klasse II-Region können verschiedene Subregionen unter-

schieden werden. Neben den Subregionen für die antigenpräsentierenden HLA-

Abb. 3: Die HLA-Kopplungsgruppe mit Marker-
Genorten auf Chromosom 6 (73) 
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Merkmale HLA-DR, -DQ und -DP, die jeweils ein bzw. mehrere ∼- sowie ϒ-

Kettengene umfassen, liegen hier auch zahlreiche andere Gene, deren Gen-

produkte u.a. an der Assoziation von Peptid und MHC-Molekül (z.B. HLA-DM) 

oder der Antigenprozessierung beteiligt sind. Zu letzteren gehören die Genorte 

für Transporterproteine  (TAP1 und TAP2,  engl. transporter associated with  

antigen processing) sowie Proteasomgene (LMP2 und LMP7, engl. large 

multifunctional protease) (81). 

 

Aufbau und Funktion der HLA-Klasse I- und Klasse II-Moleküle 

HLA-Klasse I- und Klasse II-Moleküle unterscheiden sich trotz ihrer gemeinsa-

men Zugehörigkeit zur Immunglobulinsuperfamilie und großer äußerer Ähnlich-

keit sowohl hinsichtlich ihres Aufbaus als auch ihrer Gewebeverteilung und 

Funktion. 

HLA-Klasse I-Moleküle sind Heterodimere. Sie bestehen aus einer schweren 

polymorphen ∼-Kette (einem posttranslational glykosylierten transmembranären 

Protein von 45 kD), die mit einer leichten, extrazellulär liegenden nichtpolymor-

Abb. 4: Karte der menschlichen MHC-Region (54) 
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phen Kette mit einem Molekulargewicht von 11.5 kD, dem ϒ2-Mikroglobulin, 

nichtkovalent gekoppelt ist. Der Genort für das ϒ2-Mikroglobulin liegt außerhalb 

des MHC auf Chromosom 15. Der extrazelluläre Teil der ∼-Kette besitzt drei 

Domänen (∼1, ∼2, ∼3), die durch drei Exons kodiert werden. Während sich die 

Aminosäuresequenz der der Zellmembran nahe gelegenen ∼3-Domäne relativ 

konstant darstellt, weisen die ∼1- und ∼2-Domänen hypervariable Regionen 

auf, die für den Polymorphismus der Klasse I-Antigene verantwortlich und am 

Aufbau des HLA-Paratops (Bindungsstelle für antigene Peptide) beteiligt sind 

(Abb. 2). (15, 16, 105, Übersicht in 112) 

HLA-Klasse II-Moleküle sind ebenfalls posttranslational glykosylierte trans-

membranäre Proteine. Die von ihnen gebildeten Dimere bestehen aus zwei - 

vom MHC-Komplex kodierten - nichtkovalent gebundenen Polypeptidketten, die 

∼- und ϒ-Kette genannt werden. Sie weisen ein Molekulargewicht von ca. 28 kD 

bzw. 33 kD auf und besitzen jeweils zwei extrazellulär gelegene Domänen. So-

wohl an der ∼- als auch an der ϒ-Kette weisen die äußeren N-terminalen Do-

mänen (∼1 und ϒ1) hypervariable Abschnitte auf, die wie bei Klasse I-Molekülen 

für den Polymorphismus und die Bildung des Paratops verantwortlich sind. Die 

der Zellmembran nahen Domänen (∼2 bzw. ϒ2) zeigen dagegen nur eine gerin-

ge Variabilität (Abb. 2). (19, 105, Übersicht in 112) 

 

Die unterschiedliche Gewebeverteilung der Klasse I- und Klasse II-Moleküle 

deutet auf eine unterschiedliche Funktion hin. Klasse I-Moleküle (HLA-A, -B, -C) 

werden - in allerdings unterschiedlichem Ausmaß - auf allen kernhaltigen Zellen 

und Thrombozyten exprimiert (Ausnahmen bilden z.B. die Trophoblasten der 

Plazenta, Spermien und neuronale Zellen im Gehirn). Dagegen weisen Klasse 

II-Moleküle eine eingeschränkte Gewebeverteilung auf. Sie sind hauptsächlich 

auf B-Lymphozyten und aktivierten T-Lymphozyten zu finden. (32, 33, 42) 

Andere antigenpräsentierende Zellen, zu denen u.a. Zellen des Monozyten-

Makrophagen-Systems, dendritische Zellen, Langerhanszellen der Haut sowie 

einige Epithel- und Endothelzellen zählen, können durch externe Stimuli in der 

Expression von HLA-Klasse II-Molekülen moduliert werden (24, 31, 112). 

Klasse I-Moleküle präsentieren Peptide mit einer Länge von 8-13 Aminosäuren 

an CD8+ (CD8-positive) suppressorische bzw. zytotoxische T-Lymphozyten. 
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Diese Peptide stammen von zytoplasmatischen Proteinen der Zellen, zu denen 

Selbstpeptide und intrazellulär synthetisierte Fremdproteine (z.B. virale Gen-

produkte) gehören, und werden im Golgi-Apparat an die MHC-Moleküle gebun-

den. 

Klasse II-Moleküle dagegen präsentieren den CD4+-T-Helfer- bzw. -Inducer-

Lymphozyten Peptide mit einer Länge von 13-25 Aminosäuren. Die präsentier-

ten Peptide sind durch den Abbau von phagozytisch aufgenommenen Proteinen 

in Phagolysosomen entstanden und werden nach der Fusion mit Vesikeln des 

endoplasmatischen Retikulums an die MHC-Moleküle gebunden. (54) 

Die differente Antigenpräsentation über MHC-Moleküle verschiedener Klassen 

führt somit zu unterschiedlichen Effektormechanismen - einerseits der Klasse I-

restringierten Aktivierung zytotoxischer T-Lymphozyten, andererseits der Klasse 

II-restringierten Aktivierung von T-Helfer-Lymphozyten. (56) 

 

HLA-Polymorphismus und Kopplungsungleichgewicht 

Zu der außerordentlichen Variabilität des MHC trägt neben der kodominanten 

Vererbung und Expression sowie dem Vorhandensein jeweils mehrerer Genloci 

für Klasse I- und -II-Merkmale vor allem ein ausgeprägter genetischer Polymor-

phismus (multiple Allelie) bei. Dabei beschränkt sich die Variabilität zwischen 

den einzelnen Allelen im wesentlichen auf die hypervariablen Regionen, wäh-

rend die DNA- und Proteinsequenzen aller Genorte im übrigen eine eher aus-

geprägte Homologie aufweisen. Der oben aufgeführte allelische Polymorphis-

mus bleibt - im Gegensatz zur Immungenetik der Immunglobuline, die ihre Vari-

abilität und somit die Antigenspezifität im wesentlichen durch somatische   

DNA-Rekombinationsvorgänge und somatische Mutationen beibehalten - wäh-

rend der Lebenszeit eines Individuums unverändert, d.h. in seiner Keimbahn-

konfiguration erhalten. 

Die Gesamtheit der Allelausstattung an mehreren bzw. allen Genorten eines 

Chromosoms wird als HLA-Haplotyp bezeichnet. 
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Im Bereich der ∼-Kettengene der Klasse I-Merkmale gibt es auf einem Chromo-

som jeweils nur einen polymorphen Genlocus. 

Bei den HLA-Klasse II-Genen, die sich in die Regionen HLA-DR, -DQ und -DP 

mit jeweils ∼- und ϒ-Loci gliedern, gibt es nur innerhalb der HLA-DR-Region für 

die ∼-Kette (DRA) einen nicht-polymorphen Genort. Für letztere Region existie-

ren mehrere polymorphe ϒ-Kettengene (DRB1- DRB9). Je nach Haplotyp liegen 

dabei 1-4 ϒ-Kettengene auf einem Chromosom. Von den bisher bekannten ϒ-

Kettengenen beherbergen die Genorte DRB2 und DRB6-9 Pseudogene. Das 

DRB1-Gen, das auf allen Haplotypen vertreten ist, kodiert die Merkmale HLA-

DR1-18. Das DRB3-Gen kodiert die Merkmale der HLA-DR52-Gruppe, DRB4 

die Merkmale der HLA-DR53-Gruppe und DRB5 die der HLA-DR51-Gruppe.  

Alle DR-Merkmale besitzen dabei die gleiche DRA-Kette. 

Die HLA-DQ-Subregion enthält 5 Genorte. Nur die beiden polymorphen Gene 

DQA1 und DQB1 werden exprimiert. Die Gene DQA2, DQB2 und DQB3 stellen 

Pseudogene dar. 

Die HLA-DP-Region enthält 4 Genloci. Auch hier stellen zwei Genorte, DPA2 

und DPB2, Pseudogene dar. Die exprimierten DP-Moleküle werden von den  

polymorphen Genen DPA1 und DPB1 kodiert. 

Da im Bereich der HLA-DQ- und -DP-Merkmale sowohl die ∼- als auch ϒ-

Kettengene polymorph sind, können bei Heterozygotie durch cis- und trans-

Assoziationen zwischen den Genprodukten des väterlichen und mütterlichen 

HLA-Komplexes verschiedene Heterodimere gebildet werden, wodurch sich die 

Variabilität der HLA-Merkmale ebenfalls erhöht. 

 

Ein weiteres Merkmal des HLA-Komplexes ist die Existenz sogenannter Kopp-

lungsungleichgewichte (engl. linkage disequilibrium) zwischen den Allelen ver-

schiedener Genorte eines Haplotyps. Hierunter versteht man das Abweichen 

der beobachteten Häufigkeit des Auftretens gemeinsam vererbter Allelkombina-

tionen von einem Erwartungswert, der aus dem Produkt der Allelfrequenzen be-

rechnet werden kann. Die Differenz zwischen Beobachtungs- und Erwartungs-

wert wird als Maß für das Kopplungsungleichgewicht herangezogen und Delta 

(α) genannt. Das Vorzeichen des Deltawertes kennzeichnet ein positives oder 

negatives Kopplungsungleichgewicht. Diese treten sowohl im Bereich der Klas-



2. Theoretische Grundlagen 
  

13 

se I- als auch Klasse II-Genorte auf. Hervorzuheben ist hierbei das ausgespro-

chen starke Kopplungsungleichgewicht zwischen HLA-DR und -DQ. Die hier 

zugrundeliegenden Mechanismen, die zur Entstehung bzw. Aufrechterhaltung 

von Kopplungsungleichgewichten geführt haben, sind bisher noch unklar. Es 

konnte ebenso nicht geklärt werden, warum das Kopplungsungleichgewicht und 

damit die Rekombinationsfrequenz zwischen verschiedenen etwa äquidistanten 

Genorten innerhalb des HLA-Komplexes unterschiedlich ist. Vermutet werden 

aber z.B. durch Pathogene verursachte selektive Mechanismen (98). 

 

Die Nomenklatur des HLA-Systems 

In der Nomenklatur des WHO-Komitees, das die Benennung neuer Gene, Allele 

und serologischer Spezifitäten festlegt, spiegelt sich die Entwicklung der Typi-

sierungstechniken der HLA-Merkmale wieder. Die im folgenden aufgeführten 

aktuellen Angaben über die bekannten serologisch, zellulär und molekularge-

netisch definierten HLA-Merkmale beziehen sich auf die Veröffentlichung des 

WHO-Nomenklatur-Komitees für Faktoren des HLA-Systems aus dem Jahre 

1996 (17). 

Ursprünglich wurden (und werden noch immer) serologische Untersuchungs-

techniken zum Nachweis  exprimierter  HLA-Merkmale auf der Zelloberfläche  

vitaler Zellen verwendet (Mikrolymphozytotoxizitätstest). Die hierbei mit Hilfe 

spezifischer Antikörper nachgewiesenen Merkmale können in Haupt- und Fein-

spezifitäten (Splits) gegliedert werden. Das bedeutet, daß ein HLA-Merkmal ne-

ben seiner höchsteigenen (engl. „private“) Antigenstruktur (Feinspezifität), die 

nur bei diesem Merkmal auftritt und durch einen spezifischen Antikörper erkannt 

wird, eine zweite, allgemeine (engl. „public“) Antigenstruktur (Hauptspezifität) 

tragen kann, die es mit anderen HLA-Molekülen teilt. Außerdem gibt es im Be-

reich der HLA-B-Merkmale einen dritten antigenen Bereich („supertypische“  

Determinante), der mit den HLA-B-Merkmalen entweder als Bw4 oder als Bw6 

auftritt. 

Das WHO-Nomenklatur-Komitee nennt 1996 für das HLA-Klasse I-System 28 

HLA-A, 61 HLA-B und 10 HLA-Cw Spezifitäten (17). Die Klasse II-Merkmale 

weisen serologisch einen geringeren Polymorphismus auf. Bisher konnten sero-

logisch 21 HLA-DR und 9 HLA-DQ Spezifitäten unterschieden werden. Die 
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Merkmale DR51, DR52 und DR53 bilden assoziierte supertypische Determi-

nanten. 

Neben den serologisch definierten HLA-Merkmalen können mit Hilfe der ge-

mischten Lymphozytenkultur (MLC= mixed lymphocyte culture) (5, 6, 65) De-

terminanten der HLA-D-Region, die sich zum Teil mit den HLA-DR-Spezifitäten 

überschneiden, als HLA-Dw-Merkmale (T-Zell-definierte HLA-D-Spezifitäten) 

nachgewiesen werden (71, 110), wobei die verantwortlichen Antigenstrukturen 

jedoch nicht mit den durch Antikörper definierten Merkmalen der HLA-DR-

Merkmale übereinstimmen. Sowohl HLA-DR- als auch -DQ-Moleküle tragen zu 

den Dw-Spezifitäten bei. 26 Dw-Spezifitäten sind bekannt. Über das ‚primed 

lymphocyte typing‘ (PLT), eine Form der MLC, bei der HLA-DR- und HLA-Dw-

idente Zellen miteinander kultiviert werden, können 6 HLA-DPw-Allele identifi-

ziert werden, die nur bedingt den auf DNA-Ebene ermittelten HLA-DPB-Allelen 

zugeordnet werden können. Durch den Einsatz der Polymerase-Kettenreaktion 

(PCR) (72, 88) für molekulargenetische HLA-Typisierungstechniken (RFLP, 

PCR-SSP,  PCR-SSO,  Sequenzierung)  wurde der Nachweis der einzelnen   

Allele auf der DNA-Ebene möglich (77). 

Diese Methoden haben unabhängig von der Verfügbarkeit vitaler Zellen mit ih-

rer Reproduzierbarkeit und Genauigkeit eine höhere Differenzierung bekannter 

Allele und die Beschreibung neuer Allele ermöglicht. 

Im Bereich der Nukleotidsequenz sind (Stand 1996) 83 HLA-A-, 186 HLA-B- 

und 42 HLA-Cw-Allele definiert, außerdem die Sequenz von 2 HLA-DRA-, 184 

HLA-DRB1-, 11 HLA-DRB3-, 9 HLA-DRB4- und 12 HLA-DRB5-Allelen, 18 HLA-

DQA1- und 31 HLA-DQB1-Allelen sowie von 10 HLA-DPA1- und 77 HLA-

DPB1-Allelen (17). 

 

Die klassischen serologisch definierten HLA-Merkmale werden durch den Na-

men ihres Genortes und die Nummer ihrer Spezifität benannt (z.B. HLA-A9), 

ebenso ihre Splits (z.B. HLA-A24). Die Bezeichnung eines Allels setzt sich aus 

dem Namen des Genortes und einer Allelnummer, beides durch ein Sternchen 

(*) getrennt, zusammen. Hierbei geben die ersten beiden Ziffern der Allelnum-

mer die Hauptgruppe, die nachfolgenden beiden Ziffern die Nebengruppe an 

(z.B. DRB3*0101). Eine fünfte Ziffer wird angefügt, wenn sich dieses Allel von 
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den anderen seiner Gruppe nur durch eine stumme Mutation unterscheidet, die 

nicht zu einer Änderung der Aminosäuresequenz führt (z.B. DRB3*01011). 

In der vorliegenden Arbeit wird außerdem auf die Kombinationen der HLA-

Antigene und auf geschätzte Haplotypen (engl. estimated haplotypes) einge-

gangen. Bei Kombinationen sind die Gene, welche die entsprechenden Spezifi-

täten verschlüsseln, auf verschiedenen Chromosomen des Chromosomen-

paares 6 lokalisiert. Zwischen die Bezeichnungen der HLA-Merkmale wird dann 

ein Komma (,) eingefügt (z.B. HLA-A*03,A*25). Zur Darstellung von geschätz-

ten Haplotypen werden die Bezeichnungen der HLA-Merkmale durch Doppel-

punkte (:) verknüpft (z.B. Cw*07:DRB1*15:DQB1*06). Auch die Anwendung von 

Komma und Punkt in einem Haplotyp ist möglich. Beispielsweise drückt der 

Term HLA-DRB1*15:DRB5*(51),DQB1*07 aus, daß DRB1*15 und DRB5*(51) 

auf dem einen Chromosom lokalisiert sind und DQB1*07 auf dem anderen. 

 

 

2.3. HLA und Gliome - Immunologische Aspekte 
 

Krebs, eine der drei häufigsten Todesursachen in den industrialisierten Län-

dern, wird durch das progressive Wachstum der Nachkommen (Klone) einer 

einzigen transformierten (neoplastischen) Zelle verursacht. Durch molekular-

biologische Untersuchungen konnte die Existenz sogenannter Protoonkogene 

experimentell belegt werden (99). Diese stellen kritische Wirkungsorte in der 

zellulären DNA dar. Zelluläre Protoonkogene dürften eine zentrale Rolle bei der 

Embryonalentwicklung sowie bei Regenerations- und Wundheilungsprozessen 

einnehmen und daher absolut lebensnotwendig sein. Zur Erfüllung ihrer Funk-

tion scheint entscheidend, daß sie intakt sind und zur rechten Zeit am rechten 

Ort ein- bzw. wieder abgeschaltet werden. Darüber hinaus können sie durch Vi-

ren und Karzinogene als auch Amplifikation oder Rearrangierung aktiviert wer-

den. Die Entstehung eines malignen Phänotyps erfolgt wahrscheinlich in Teil-

schritten oft unter Beteiligung und Wechselwirkung verschiedener Onkogene 

bzw. Onkogenproteine. Die im Zellkern lokalisierten (nukleären) Onkogene (wie 

z.B. myc, myb, p53, E1A) können dabei in den Zellzyklus, d.h. Zellproliferation 

und Differenzierung, eingreifen. Zytosolische Onkogene (wie z.B. H-ras, N-ras, 

src, abl) können zur morphologischen Zelltransformation führen. Wiederum an-
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dere produzieren Produkte, die ähnlich Wachstumsfaktoren wirken und das  

zelluläre Verhalten von außen über die Signalkette beeinflussen. (91) 

Eine weitere Voraussetzung für die Karzinogenese ist die Abwesenheit bzw. 

das Nichtfunktionieren von sogenannten Tumorsuppressorgenen (z.B. Rb-1 

und p53), die ebenso regulierende Funktionen bei z.B. Zellproliferation, Diffe-

renzierung, Signaltransduktion, Angio- oder Embryogenese besitzen und be-

reits in erblich bedingten Tumoren wie dem Retinoblastom oder dem Wilms-

Tumor nachgewiesen und lokalisiert werden konnten. Ständig mehren sich die 

Hinweise, daß auch die häufigeren, nicht erblich bedingten Krebsarten, wie 

Karzinome von Lunge, Brust oder Dickdarm, offensichtlich durch eine schritt-

weise Akkumulation von Mutationen entstehen, die sowohl die Onkogene wie 

auch die Tumorsuppressorgene beeinflussen. (86, 87, 91) 

 

Die Fähigkeit des Immunsystems, Tumorzellen aufzuspüren und zu zerstören, 

wird als Immunüberwachung (engl. immune surveillance) bezeichnet. Viele 

Wissenschaftler sind überzeugt, daß Tumorzellen Antigene exprimieren, die 

durch das Immunsystem erkannt werden könnten. Eine Erkrankung entsteht 

demnach in dem Fall, wenn die Immunreaktion gegen diese Antigene ausbleibt 

oder dadurch der Tumor nicht beseitigt werden kann. Allerdings ist es schwierig 

zu zeigen, daß Tumoren tatsächlich immer einer Immunüberwachung unterlie-

gen, denn Krebs ist eine weitverbreitete Krankheit und die meisten Tumoren 

scheinen einer immunologischen Kontrolle nicht zu unterliegen bzw. haben sich 

dieser bereits frühzeitig entziehen können. Bei Mäusen, die keine Lymphozyten 

besitzen, unterscheidet sich die Tumorhäufigkeit kaum von der normaler Kon-

trolltiere (70, 107). Andererseits deutet das gehäufte Auftreten von Tumoren bei 

z.B. AIDS-Patienten oder immunsupprimierten Menschen darauf hin, daß das 

Immunsystem bei der Kontrolle des Tumorwachstums eine bedeutende Rolle 

spielt und somit progressiv wachsende Tumoren scheinbar in der Lage sind, 

sich der Zerstörung durch das Immunsystem zu entziehen. Auf dem Gebiet der 

Tumorimmunologie wurde versucht, solche Mechanismen aufzudecken und 

therapeutische Ansätze zu entwickeln. (55) 

Tumoren können sich auf verschiedene Art und Weise der Immunüberwachung 

entziehen (Abb. 5). Zum einen können Tumoren nur eine geringe immunogene 

Wirkung besitzen. Einige weisen dabei keine mutierten Peptide auf, die in MHC-
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Molekülen präsentiert werden, andere haben ein oder mehrere MHC-Moleküle 

verloren oder präsentieren keine kostimulatorischen Moleküle. Bekannt sind 

diese Phänomene z.B. vom Dickdarmkrebs, wo der Verlust von HLA-Klasse I-

Molekülen beschrieben wurde (20), aber auch von anderen soliden Tumoren 

(23, 29, 45). Ein weiterer Mechanismus besteht darin, daß anfangs exprimierte 

Antigene, die vom Immunsystem erkannt werden, durch antikörperinduzierte 

Aufnahme in die Zelle oder auf Grund antigener Variation verlorengehen. Des 

weiteren kann durch immunsuppressive Cytokine wie TGF-ϒ oder IL-10, welche 

die Reaktion inflammatorischer CD4+-T-Lymphozyten hemmen, die Immun-

antwort direkt unterdrückt werden (Abb. 5). (55) 

 

 

Maligne Gliome scheinen sich zum einen durch eine Glucosaminoglycan-

Schutzschicht der Immunabwehr entziehen zu können, zum anderen können 

die Zellen die Aktivität von T-Zellen durch Sekretion von Transforming Growth 

Factor ϒ2 (TGF-ß) hemmen. Des weiteren scheint auch die Expression mancher 

Onkogene eine Toleranz gegenüber der Immunabwehr zu vermitteln. So soll 

beispielsweise die Expression von erb-B2 die zelluläre Empfindlichkeit gegen-

über TNF∼ senken (113). Das erb-B-Onkogen kodiert ein dem EGF-Rezeptor 

Abb. 5: (55) 
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entsprechendes transmembranales Protein, dem jedoch die für die Hormonbin-

dung relevanten Abschnitte fehlen (74 statt 83 Aminosäuren). Deshalb ist die 

von erb-B kodierte Tyrosinkinase, als die der Rezeptor fungiert, der Regulation 

durch EGF entzogen. 

Weitere mögliche Mechanismen, durch die sich maligne Gliome einer suffi-

zienten Immunabwehr entziehen können, sind Gegenstand verschiedener Stu-

dien gewesen. Woiciechowsky et al. beschreiben eine verminderte mono-

zytische HLA-DR-Expression und ex vivo Zytokinsekretionskapazität (TNF∼, IL-

1ϒ, IL-10) als Zeichen monozytischer Deaktivierung bei Glioblastompatienten 

(115). Für Astrozytompatienten konnte dies nicht bestätigt werden. In einer chi-

nesischen Studie wurde vermutet, daß die HLA-DR-Expression durch Hirntu-

morzellen selektiv CD8+-Lymphozyten hemmt, welche in situ an einer Immun-

reaktion gegen Hirntumoren beteiligt sind (116). 

 

HLA-Moleküle sind eng mit der Regulation der Immunantwort verbunden. Die 

Bedeutung des HLA-Systems bezüglich der Krankheitsanfälligkeit und der Tu-

morentwicklung in einer wachsenden Zahl neoplastischer Vorgänge wird zu-

nehmend deutlicher. HLA-Klasse I-A, B und C-Moleküle, die von beinahe allen 

kernhaltigen Zellen exprimiert werden, präsentieren den CD8+ zytotoxischen T-

Lymphozyten endogenes Antigen, während durch die HLA-Klasse II-DR, DQ 

und DP-Moleküle, die von antigenpräsentierenden Zellen exprimiert werden, 

den CD4+-T-Helferzellen exogenes Antigen präsentiert wird. Die während der 

Entwicklung verschiedener Tumoren auftretende sogenannte „down-regulation“ 

(regulativer Verlust) der HLA-Klasse I-Expression konnte in verschiedenen 

menschlichen Tumoren, wie z.B. dem malignen Melanom (41), Karzinomen der 

Brust (57), Cervix (60) und Lunge (62) sowie dem Burkitt-Lymphom (52), beob-

achtet werden. Darüber hinaus wurde ebenso die Induktion von HLA-Klasse II-

Expression bei einigen Malignitäten wie dem Brustkrebs berichtet (66). Bei 

HLA-assoziierten Krankheiten scheinen bestimmte HLA-Allele für die Krank-

heitsentwicklung notwendig zu sein. Jedoch entwickelt nicht jeder Träger 

krankheitsassoziierter HLA-Allele auch zwangsläufig eine solche. Dies legt na-

he, daß andere Faktoren notwendig sind, die in Kombination oder auch unab-

hängig vom HLA-Typ zum Ausbruch der Erkrankung führen. Hierbei könnte es 

sich um infektiöse Agenzien, Kanzerogene oder auch individuelle Unterschiede 
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im Immunstatus handeln. Des weiteren ist zu berücksichtigen, daß sich ein pri-

mär identifizierter krankheitsassoziierter HLA-Locus im Kopplungsungleichge-

wicht mit einem anderen HLA-Locus oder einem Gen einer anderen MHC-

Region befinden kann und gerade hierdurch ein nachteiliger Effekt für eine Im-

munantwort entsteht. So sollten individuell auch erweiterte Haplotypen berück-

sichtigt werden, um einen primär mit einer Krankheit assoziierten HLA-Locus 

mit Sicherheit zu identifizieren. (7) 

Eine direkte Assoziation einer Krankheit mit einem bestimmten HLA-Allel sug-

geriert, daß sich die Funktion des HLA-Moleküls, welches durch jenes Allel ko-

diert wird, signifikant von Molekülen, die durch alternative Allele kodiert werden, 

in ihrer Fähigkeit, T-Lymphozyten Antigen zu präsentieren, unterscheidet. Die-

ses zeigt die Bedeutung, die Funktion des HLA-Systems bei der Krankheitsent-

stehung und mögliche Assoziationen von HLA-Markern mit einer Krankheit auf-

zudecken. 
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3. Material und Methoden 
3.1. Patienten und Kontrollgruppe 
 
In  diese  Studie  wurden  im  Zeitraum von  September 1994  bis  März 1999 

65 Astrozytompatienten (26 weiblich, 39 männlich) der Klinik und Poliklinik für 

Neurochirurgie der Medizinischen Fakultät der Martin-Luther-Universität Halle-

Wittenberg nach Aufklärung und Unterzeichnung der Einverständniserklärung 

aufgenommen und auf ihre HLA-Merkmale untersucht. Die katamnestischen 

Daten der Patienten sind in Tabelle 1 aufgeführt. Alle Patienten waren kaukasi-

schen Ursprungs und Einwohner des Bundeslandes Sachsen-Anhalt. Für die 

HLA-Typisierung wurde vor der Operation peripher-venöses Blut entnommen. 

Die pathologische Diagnose und der Grad der Differenzierung des Tumors wur-

den mittels Evaluation in Parrafin gebetteter Tumorproben, welche während der 

Operation gewonnen wurden, unter dem Lichtmikroskop erhoben. 

Die Patientengruppe wurde mit einer Kontrollgruppe aus demselben Bundes-

land, bestehend aus 157 gesunden HLA-typisierten Testblutspendern (94 weib-

lich, 63 männlich) des Interdisziplinären HLA-Labors, verglichen. 

Beide Gruppen wurden auf chronische Krankheiten, wie Diabetes mellitus, Po-

lyarthritis, Spondylitis ankylosans und Multiple Sklerose, klinisch untersucht. 

Abgesehen von einer mitunter diabetischen Stoffwechsellage bei Gliompatien-

ten - therapeutisch hervorgerufen durch hochdosierte Steroidgaben - konnte 

keine der oben aufgeführten Krankheiten weder bei der Patienten- noch bei der 

Kontrollgruppe diagnostiziert werden. Ebenso lagen bei den Kontrollprobanden 

weder Symptome für gliale Hirntumoren vor noch entwickelten sie solche in der 

folgenden Zeit von mehr als drei Jahren, womit das zu diesem Zeitpunkt noch 

unentdeckte Bestehen eines Glioms praktisch ausgeschlossen werden kann, da 

diese normalerweise relativ schnell wachsen und in weniger als einem Jahr 

Symptome verursachen würden (13, 51, 95). 
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3.2. Serologische Untersuchung der HLA-Klasse I-Antigene 
3.2.1. Methodik der Typisierung der HLA-Antigene 
 
Die serologische Bestimmung der HLA-Antigene erfolgte auf der Basis des Mi-

krolymphozytotoxizitätstests (MLCT) nach Terasaki und McClelland (104), 

standardisiert nach dem National Institute of Health (NIH, Bethesda/USA). 

Mit diesem Test werden mononukleäre Zellen des Blutes (mehr als 95% Lym-

phozyten) mittels Antikörper verschiedener Anti-HLA-Spezifität auf ihre 

Merkmale getestet. Lymphozyten haben sich auf Grund ihrer guten Vitalität, 

Stabilität und Inertheit in der Suspension (relativ hohe Lebensdauer, Robustheit 

und Suspensierbarkeit), vor allem aber auch dank ihrer hohen Dichte an HLA-

Antigenen auf der Zelloberfläche als Indikatorzellen hervorgetan. 

Mittels Dichtezentrifugation werden die Lymphozyten aus dem peripheren Blut 

isoliert und zur Bestimmung der HLA-Klasse I-Merkmale direkt dem MLCT zu-

geführt. 

Für die Bestimmung der HLA-Klasse II-Merkmale wäre eine weitergehende 

Separation der B-Lymphozyten erforderlich, da die Klasse II-Merkmale auf B-

Lymphozyten und Monozyten exprimiert werden, nicht jedoch auf ruhenden T-

Lymphozyten des peripheren Blutes. 

Mit der serologischen HLA-Typisierung konnten 23 HLA-A-, 51 HLA-B- und 8 

HLA-Cw-Merkmale unterschieden werden. 

 

 

3.2.2. Isolierung von Lymphozyten aus peripherem Blut 
 
Für die Gewinnung der peripheren Blutlymphozyten (PBL) wurde jedem Pro-

banden 20 ml venöses Blut entnommen und mit gerinnungshemmendem Natri-

umzitrat versetzt (Monovetten Fa. Saarstedt, 9 NC/10 ml). 

Die Lymphozytenpräparation erfolgte nach dem Prinzip von Böyum (18). 

Dazu wurde das Blut mit isotonischer Pufferlösung (PBS, Fa. Bica, Frankfurt/O.) 

im Verhältnis 3:7 verdünnt und nachfolgend im Verhältnis 1:1 auf eine Gra-

dientenflüssigkeit mit der Durchschnittsdichte der Lymphozyten (Eigenherstel-

lung FICOLL-Urographin, Dichte = 1,076 g/cm3,  pH= 7,2 bzw. Lymphoprep,  

Biotest AG, Dreieich) überschichtet, welche in 15-ml-Glaszentrifugenröhrchen 
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zu jeweils 4 ml vorgelegt wurde. Die anschließende Zentrifugation erfolgte für 

20 Minuten bei 3200 U/min [Bremsstufe 5] (Rotanta-Zentrifuge AP, Typ 4302, 

Fa. Hettich, Tuttlingen). Auf Grund ihrer spezifischen Dichte befinden sich die 

mononukleären Zellen als weißlich-trübe erscheinende Schicht („Ring“) in der 

Interphase zwischen  Überstand und Gradientenflüssigkeit,  während die  Ery-

throzyten auf Grund ihrer hohen Dichte (hoher Eisengehalt) auf den Boden der 

Röhrchen sedimentieren. Die benötigten PBL sind hauptsächlich im „Ring“ zu 

finden.  Außerdem  sind die  Monozyten, z.T. Thrombozyten  und  zwischen    

1-10% Granulozyten enthalten. Dieser „Ring“ wurde dann mit einer Pasteurpi-

pette abgesaugt, in ein weiteres Röhrchen überführt und dieses mit 10 ml PBS 

aufgefüllt. Zur Rückgewinnung der Lymphozyten aus der Suspension erfolgte 

eine niedrigtourige Zentrifugation bei 900 U/min für 10 Minuten („Waschen“), 

wobei die Thrombozyten zu größerer Zahl im Überstand verblieben. Der Über-

stand wurde dekantiert, das Zellpellet mit PBS resuspendiert und aufgefüllt. 

Nach wiederholtem Waschvorgang und Dekantieren des Röhrchens wurden die 

Zellen in ca. 100 µl PBS resuspendiert. 

 

Im Anschluß daran mußte die Zellsuspension auf Vitalität und Zellzahl überprüft 

werden. Dazu wurde 1 µl der Zellsuspension in eine leere Kavität der Mikrotest-

kammer getropft. Nach Zusatz von 2 µl Ethidiumbromid/Acridinorange-

Färbelösung (s. Anlage 9.1.) und 2 µl Hämopath (s.u.) sowie 3minütiger Inku-

bation bei Raumtemperatur erfolgte die Begutachtung der Zellen im inverten 

Fluoreszenzmikroskop (s.u.). Zur Überprüfung der Vitalität wurde die Anzahl der 

lebenden Zellen mit der der toten Zellen verglichen. Bei einer Vitalität von min-

destens 90% wurden die Zellen auf ca. 2000-3000 Zellen/µl eingestellt (Schät-

zen der Zellzahl). 

Die auf diese Weise vorbereiteten Lymphozytensuspensionen waren der Typi-

sierung der HLA-Klasse I-Merkmale zugänglich. Für eine HLA-Klasse II-

Typisierung würde sich eine weitere Zellseparation zur Gewinnung der B-

Lymphozyten anschließen (109), jedoch wurden in der vorliegenden Arbeit aus-

schließlich molekularbiologisch typisierte HLA-Klasse II-Merkmale ausgewertet 

(s. 3.3.). 

 



3. Material und Methoden 
  

23 

3.2.3. Typisierung der HLA-Klasse I-Merkmale 
 
Prinzip des Mikrolymphozytotoxizitätstests 

Vitale Lymphozyten als Träger der HLA-Merkmale werden mit Anti-HLA-

Testseren und Komplement inkubiert. Diese Testseren enthalten zytotoxische 

Antikörper, welche im Hinblick darauf selektiert wurden, bestimmte HLA-

Merkmale erkennen und binden zu können. Durch die Bildung eines Antigen-

Antikörper-Komplexes auf der Zelloberfläche wird Komplement aktiviert, was 

zur Perforation der Zellmembran und folgend zur Lyse der Zelle führt (zyto-

toxische Reaktion). Der anschließend zugegebene Farbstoff kann in die lysierte 

Zelle eindringen und die Zelle färben (positive Reaktion). Tragen hingegen die 

Lymphozyten das HLA-Merkmal nicht, gegen welches der spezifische Antikör-

per gerichtet ist, findet keine Antigen-Antikörper-Reaktion statt, es wird kein 

Komplement aktiviert, die Zelle durch Perforation der Zellmembran nicht zer-

stört und die Zelle folglich nicht angefärbt (negative Reaktion). (104) 

 

Testdurchführung der HLA-Klasse I-(A,B,C)-Typisierung 

Die Typisierung der Klasse I-Merkmale erfolgte mit Hilfe von Typisierungskam-

mern, die ein Anti-HLA-Serum-Set enthalten, nach einer Methode von Terasaki 

und McClelland (104). Pro Kavität lagen 1 µl des Testserums vor. Um ein Ver-

dunsten zu vermeiden, waren die Seren mit jeweils 5 µl Paraffinöl überschich-

tet. Die Testkammern wurden tiefgefroren bei -60 °C aufbewahrt, vor der Be-

nutzung mindestens für 1 Tag bei -24 °C zwischengelagert und vor Testbeginn 

20 min bei Raumtemperatur aufgetaut. 

Benutzt wurden die kommerziell erworbenen HLA-Typisierungssets der Firmen 

Biotest AG, Dreieich (Italia-ABC 144), BAG Lich (BAG-ABC 144) sowie One 

Lambda, Krefeld (BmT-C). Diese Kammern enthielten je nach Fragestellung ein 

Set von 30-144 standardisierten HLA-Klasse I-Antiseren, wobei jede HLA-

Spezifität durch mindestens zwei Antiseren vertreten war. 

Ein multispezifisches Antilymphozytenserum diente für diesen MLCT als positi-

ve Kontrolle, ein antikörperfreies, nichtzytotoxisches AB-Serum als negative 

Kontrolle. 
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Mit Hilfe eines Dispensers (PB 600 Dispenser, Fa. Hamilton, Bonaduz AG, 

Schweiz) wurden jeweils 1 µl der nach 3.2.2. vorbereiteten Lymphozytensus-

pension in das jeweilige unter dem Paraffinöl befindliche Antiserum einer jeden 

Kavität übertragen. Anschließend waren die Kammern für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur (23 °C) zu inkubieren (Inkubator WTC Binder, Tuttlingen). Mit 

einem Mehrfachdispenser (Terasaki Dispenser, Fa. Hamilton, Bonaduz AG, 

Schweiz) wurden daraufhin pro Kavität 5 µl Kaninchenkomplement (wird mit 

dem HLA-Typisierungsset mitgeliefert) zugesetzt und für weitere 60 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Hiernach war der MLCT abgelaufen, und es konnte 

die Färbung der Testkammern erfolgen (92). 

 

Zur Färbung der Kammern wurde Ethidiumbromid/Acridinorange-Lösung in 

PBS (s. Anlage 9.1.) verwendet. Ethidiumbromid als „Letalfarbstoff“ diffundiert 

in die zerstörten Zellen und färbt die DNA. Mittels UV-Licht werden Elektronen 

des an der DNA interkalierten Ethidiumbromids angeregt und auf ein höheres 

Energieniveau gebracht. Beim Rücksprung auf das ursprüngliche Niveau wird 

rotes Licht emittiert, so daß zerstörte und folgend gefärbte Zellen im inverten 

Fluoreszenzmikroskop rot erscheinen.  

Acridinorange als Vitalfarbstoff wird per Pinozytose von den vitalen Zellen auf-

genommen und reichert sich intrazellulär an. Nach UV-Anregung emittiert die-

ser Farbstoff grünes Licht, das heißt lebende Zellen erscheinen im inverten  

Fluoreszenzmikroskop grün. 

Pro Kavität wurden 2 µl Ethidiumbromid/Acridinorange-Färbelösung zugesetzt 

sowie 2 µl Hämoglobin (Hämopath, Pharma Dessau) zur optischen Abdunke-

lung des Hintergrundes. Diese Färbungsschritte erfolgten mittels eines Mehr-

fachdispensers (Hamilton, s.o.). 

 

Bewertung der Reaktion 

Die Auswertung der einzelnen Reaktionen erfolgte am inversen Fluoreszenz-

mikroskop (CK2, Fa. Olympus, Hamburg; Okular CWHK 10x/18L, Objektiv A 10 

PL [10x]) unter Auflicht mit Fluoreszenzanregung bei ↔ = 509 nm unter Benut-

zung eines entsprechenden Anregungs-, Sperr- und Wärmefiltersystems. 

Die Reaktionsstärke wurde für jede Kavität aus dem Verhältnis der zerstörten 

Zellen (positive Reaktion) zu den vitalen Zellen (negative Reaktion) ermittelt. 
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Dazu unterscheidet man verschiedene Reaktionsstufen (Score-Werte), die sich 

gemäß des Internationalen Histokompatibilitäts-Workshop-Standards prozentu-

al folgendermaßen darstellen: 

 

% lysierter Lymphozyten Score 

(Reaktionsstärke) 

Bedeutung der Reaktion 

0-10 1 negativ 

11-20 2 fraglich negativ 

21-50 4 fraglich positiv 

51-80 6 positiv 

81-100 8 stark positiv 

? 0 nicht ablesbar 

Bewertungsschema der Reaktionsstärken im MLCT 

 

Die Score-Werte 4, 6 und 8 wurden als positiv bewertet. 

Die Positivkontrolle dient zum Vergleich der Testergebnisse, entspricht also 

100% lysierter Lymphozyten (12). 

Die Testergebnisse wurden auf vorgefertigten Worksheets (s. Anhang 9.2.)  

protokolliert und ausgewertet. Dabei gilt bei positiver Reaktion ein HLA-Merkmal 

eines jeweiligen Genlocus als nachgewiesen, wenn bis auf das bei Heterozygo-

tie zweite zu erwartende HLA-Merkmal alle anderen HLA-Merkmale gleichzeitig 

ausgeschlossen werden konnten und negativ waren. 

 

Die HLA-Klasse II-Merkmale betreffend, wurden die Probanden in der vorlie-

genden Arbeit - wie bereits erwähnt - nicht mit den serologischen, sondern aus-

schließlich den PCR-SSP-Klasse II-Typisierungsergebnissen ausgewertet. Die 

entsprechenden molekularbiologischen Grundlagen werden nachfolgend be-

schrieben. 
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3.3. Molekularbiologische Untersuchung der HLA-Antigene 
3.3.1. Prinzip der molekularbiologischen HLA-Typisierung 
 
Durch den Einsatz molekularbiologischer Methoden ist es möglich, eine spezifi-

sche und reproduzierbare Typisierung von HLA-Allelen auf genetischer Ebene 

durchzuführen. Es können die Ergebnisse serologischer Typisierungstechnik 

abgesichert und auf Grund der höheren Auflösung dieses Verfahrens präzisiert 

werden, insbesondere für die HLA-Klasse II-Merkmale. 

Grundlage für eine molekulargenetische Analyse der HLA-Merkmale ist die Po-

lymerase-Kettenreaktion (PCR). Mullis und Faloona (72) sowie Saiki et al. (88) 

führten erstmals Experimente mit der PCR durch, um DNA-Moleküle in vitro zu 

amplifizieren. 

 

Die Methodik der PCR ist eng an das natürliche Prinzip der DNA-Replikation 

angelehnt. Mit Hilfe dieser Technik ist es möglich, bestimmte DNA-Sequenzen 

hochgradig zu vervielfältigen. 

Im wesentlichen sind es drei sich zyklisch wiederholende Prozesse, welche zur 

Amplifikation der DNA führen: die Denaturierung der DNA, die Primerhybridisie-

rung (Annealing) und die Polymerisation (Extension). 

Die Denaturierung der DNA erfolgt durch Temperaturerhöhung auf 95 °C (Hitze-

denaturierung), wobei der DNA-Doppelstrang in seine Einzelstränge aufge-

trennt wird und diese in ihre Primärstruktur „aufgerollt“ werden. Ein schnelles 

Abkühlen auf ca. 55 °C verhindert eine Reassoziation der Einzelstränge. Nun 

können sich spezifische Primer (synthetisierte einsträngige Oligonukleotide, die 

als Starternukleotide für die DNA-Polymerasen dienen) an komplementäre Se-

quenzen der Matrizen-DNA anlagern. Dieser Schritt - als Annealing (Anlage-

rung) bezeichnet - erfordert je nach Länge der Primer und Art der Nukleotidba-

sen eine spezifische Temperatur. In Gegenwart freier Desoxyribonukleosid-

triphosphate (dNTP, =Nukleotide) synthetisiert die DNA-Polymerase dann ein 

Stück des komplementären Stranges. Durch die Verwendung zweier Primer, die 

das gewünschte DNA-Fragment flankieren, läuft die DNA-Synthese doppelt ab. 

Diese als Extension (Verlängerungsphase) bezeichnete Reaktion läuft bei einer 

Temperatur von 72 °C ab. 
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Bereits nach dem 3. Zyklus entstehen DNA-Doppelstränge, die genau dem ge-

suchten DNA-Abschnitt entsprechen. Eine n-fache Wiederholung dieser Reak-

tion entspricht einer 2nfachen Amplifikation der Matrizen-DNA. Im allgemeinen 

reichen 25 Zyklen aus, um eine millionenfache Kopie zu erhalten. Um die bei 

den hohen Temperaturen je Zyklus erneute Zugabe einer hitzeinstabilen DNA-

Polymerase zu vermeiden, wird eine aus dem thermostabilen Bakterium Ther-

mus aquaticus isolierte DNA-Polymerase (Taq-Polymerase) verwendet. Diese 

ist bei den oben genannten Temperaturen beständig und ermöglicht die Auto-

matisierung der PCR. 

 

Im vorliegenden Falle wurde zur Untersuchung der HLA-Merkmale das PCR-

SSP-Verfahren (SSP: sequenz-spezifische Primer) genutzt. Hierbei werden 

HLA-Allele bzw. -Allelgruppen über die Bildung sequenzspezifischer PCR-

Produkte differenziert, wobei eine Amplifikationsreaktion nur bei Komplementa-

rität zwischen 3‘-Ende des Primers und der Zielsequenz abläuft (77). Das heißt, 

der Differenzierungsschritt geschieht bereits auf Ebene der Amplifikation. So 

werden Primer eingesetzt, die entsprechend ihrer Sequenz nur in Anwesenheit 

bestimmter Allele ein PCR-Produkt bilden. Nach abgelaufener PCR werden die 

Amplifikate gelelektrophoretisch nachgewiesen. 

 

 

3.3.2. Die DNA-Isolierung 
 
Für die Isolierung der DNA können sowohl Citratblut, der nach Lymphozyten-

präparation vorliegende Buffy Coat als auch Milzzellen herangezogen werden. 

Es werden verschiedene Methoden der DNA-Extraktion beschrieben, u.a. die 

Chloroform-Triethylammoniumbromid(CTAB)-Methode (74) oder die Phenol-

Chloroformreinigung (3). In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA-Präparation 

ausgehend von 10 ml Citratblut bzw. leukozytenhaltiger Gradientenflüssigkeit 

mit einer NaCl-Aussalzungsmethode (69) durchgeführt. 

 

Die zur DNA-Typisierung dienenden kernhaltigen Zellen aus dem Citratblut 

wurden durch 5minütige Zentrifugation bei 4000 U/min abgetrennt und der ent-

stehende  Plasmaüberstand  verworfen.  Die anschließende Zugabe von 45 ml 
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1 x RCLB (Red Cell Lysis Buffer; s. Anlage 9.1.) bewirkte eine Lyse vorhande-

ner Erythrozyten. Es folgte eine Zentrifugation für 10 Minuten bei 4000 U/min. 

Nach Verwerfen des Überstandes wurde den sedimentierten kernhaltigen Zel-

len nochmals RCLB zugesetzt und diese erneut zentrifugiert. Dieser Vorgang 

war noch ein- bis zweimal zu wiederholen, bis das Zellpellet keine Verunreini-

gungen mehr aufwies. Die gewaschenen kernhaltigen Zellen wurden in ein Ep-

pendorf Cap (Fa. Eppendorf, Hamburg) überführt, in 1 ml 1 x RCLB resuspen-

diert und bei 14000 U/min eine Minute lang zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge, 

Fa. Eppendorf, Hamburg). Nach Absaugen des Überstandes erfolgte zwecks 

„Aufknacken“ der Zellen und zum Proteinverdau die Zugabe von 200 ←l 0,5 x 

RCLB und 50 ←l Proteinase K-Lösung (Fa. Boehringer, Mannheim) zum Zell-

verdau. Des weiteren wurden als Detergenz 30 ←l SDS-Lösung (Sodium Dode-

cyl Sulfat 10%, Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg) zugegeben und das 

Zellpellet 1 Stunde lang bei 65 °C im Eppendorf Thermomixer inkubiert. Durch 

den Zusatz von 100 ←l gesättigter NaCl-Lösung (Wasserentzug durch Salze) 

und anschließender Inkubation für 30 Minuten bei 4 °C wurden die Proteine 

ausgefällt. Nach weiterer Zentrifugation für 1 Minute bei 14000 U/min wurde die 

im Überstand befindliche DNA in ein Saarstedt Cap mit 750 ←l vorgelegtem Iso-

propanol (Laborchemie Apolda GmbH) überführt und die DNA unter vorsichti-

gem Schwenken ausgefällt. Das nun als weißer Faden sichtbare DNA-Pellet 

wurde nochmals für 3 Minuten bei 14000 U/min zentrifugiert und nach Dekantie-

ren des Überstandes in 200 ←l Aqua dest. (Pharmacia & Upjohns AS, Hal-

den/Norwegen) resuspendiert. Nach abschließender Inkubation für 30 Minuten 

bei 37 °C konnte das DNA-Pellet für einen späteren Gebrauch bei einer Tempe-

ratur von -72 °C gelagert werden. Somit war also je nach Notwendigkeit eine 

spätere bzw. wiederholte oder auch detailliertere DNA-Typisierung möglich. 

 

Bei sofortiger Typisierung schloß sich der DNA-Präparation die Bestimmung 

des DNA-Gehaltes bzw. -Reinheitsgrades an. Die DNA-Konzentration wurde 

dabei über die Bestimmung der optischen Dichte (OD) am Spektrometer 

(UV/VIS-Spektrometer, Fa. Pharmacia) ermittelt. Hierzu wird die Extinktion der 

DNA-Probe bei einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt, wobei eine Extinktion 

von 1,0 einer Konzentration von 50 ←g/ml doppelsträngiger DNA entspricht. 



3. Material und Methoden 
  

29 

Verunreinigungen durch Proteine wurden berücksichtigt, indem deren Extinktion 

bei ↔ = 280 nm gemessen und mit der optischen Dichte der DNA bei ↔ = 260 

nm ins Verhältnis gesetzt wurde. Der so ermittelte Reinheitsindex der DNA 

(OD260/ OD280) sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Dieses vorausgesetzt, wurde 

die DNA auf eine Konzentration von 50 ng/←l eingestellt. 

 

 

3.3.3. PCR-Amplifikation mit sequenzspezifischen Primern (PCR-SSP) 
 
Nach Präparation der DNA war diese der Polymerasekettenreaktion zugänglich. 

Für die Amplifikation mittels PCR-SSP wurden kommerzielle Testkits verschie-

dener Firmen eingesetzt: für die Typisierung der HLA-Klasse I-Merkmale Pri-

mer-Kits der Firmen Deutsche Dynal AG (Hamburg) und CTS (Universität Hei-

delberg); für die Typisierung der 

HLA-Klasse II-Merkmale die Primer-

Kits HLA-DRB/-DQB1 der Firmen 

BAG (Lich) und One Lambda (Co-

naga, USA) sowie die Primer-Kits 

HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4, -DRB5 

und -DQB1 der Firma Deutsche Dy-

nal. 

Die für den Reaktionsansatz not-

wendigen Materialien sind im soge-

nannten Mastermix und Primermix 

enthalten. Der Mastermix besteht 

aus jeweils 3 ←l PCR-Lösung (mit 

dNTPs zu gleichen Anteilen; s. An-

lage 9.1.), 2 ←l der Proben-DNA mit 

insgesamt 100 ng DNA-Gehalt und 

0,1 ←l Taq-Polymerase (0,4 Units 

AmpliTaq, AGS, Heidelberg). Der Primermix enthält jeweils ein spezifisches 

Primerpaar, welches die Amplifikation von DNA-Abschnitten bestimmter HLA-

Allele bzw. -Allelgruppen gestattet, sowie ein Kontroll-Primerpaar, welches an 

Abb. 6: Schematische Darstellung eines PCR-Zyklus (114) 
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nichtallelische Sequenzen bindet. Pro PCR-Reaktion wurden aus einem Set 

verschiedener Primermischungen jeweils 5 ←l des Primermix einer entspre-

chenden HLA-Spezifität in einem Eppendorf Cap vorgelegt und weitere 5 ←l des 

PCR-Mastermix zugegeben. Die Amplifikationsreaktion fand in einem pro-

grammierten Thermocycler (Gene Amp 9600, Perkin Elmer, Weiterbach) ent-

sprechend den Firmenschemata statt. Folgendes Temperaturmodell wurde da-

bei durchlaufen: Nach 2minütiger Denaturierung bei 94 °C folgten 10 Zyklen mit 

jeweils 10 Sekunden bei 94 °C (Denaturierung) und 60 Sekunden bei 65 °C 

(Annealing und Extension). Dem schlossen sich wiederum 20 Zyklen an, die 

aus jeweils 10 Sekunden bei 94 °C (Denaturierung), 50 Sekunden bei 65 °C 

(Annealing) und 30 Sekunden bei 72 °C (Extension) bestanden (schematisch in 

Abb. 6). 

Da der Komplex aus Primer und Matrizen-DNA bei einer geringeren Temperatur 

stabiler ist, führt eine Verringerung der Annealing-Temperatur nach den ersten 

10 Zyklen zu einem größeren Gewinn an PCR-Produkten. 

 

 

3.3.4. Nachweis der Amplifikate mittels Gelelektrophorese 
 

Hier diente die Agarosegelelektrophorese der Detektion der PCR-SSP-

Produkte. Diese Methode erlaubt durch die Auftrennung der DNA-Fragmente 

nach ihrer Größe innerhalb kurzer Zeit den Nachweis, ob eine Amplifikation 

stattgefunden hat bzw. ob ein PCR-Produkt in dem zu erwartenden Größenbe-

reich liegt. Richtige Ergebnisse und unspezifische (falsch positive) PCR-

Produkte können so unterschieden werden. 

DNA-Moleküle sind negativ geladene Makromoleküle, die bei Anlegen einer e-

lektrischen Spannung in einem geeigneten Laufpuffer (pH = 7,2) in Richtung 

Anode wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist dabei u.a. abhängig von 

der Größe der DNA-Fragmente. Längenstandards aus DNA-Fragmenten be-

kannter Größe werden parallel mit den PCR-Produkten aufgetragen und ermög-

lichen so die Ermittlung der Größe der Amplifikate. Durch den Zusatz von Ethi-

diumbromid als DNA-Farbstoff zum Agarosegel ist eine anschließende Auswer-

tung der Elektrophorese unter UV-Licht möglich (Fluoreszenz unter UV-

Strahlung nach Interkalation von Ethidiumbromid an die DNA). 
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Zur Vorbereitung der Agarosegelelektrophorese wurden 3 g Agarose (Agarose 

N, Pharmacia, Uppsala) in 100 ml 1 x TBE-Laufpuffer (s. Anlage 9.1.) gelöst 

und in der Mikrowelle geschmolzen. Nach Abkühlen auf 60 °C wurden 100 ml 

des Gels 30 ←l Ethidiumbromid (10 mg/ml, Fa. Merck, Darmstadt) zugesetzt. 

Anschließend wurde das Gel in spezielle Gelträger unter Vermeidung von Bläs-

chen ausgegossen. Vor dem Erkalten wurden Kämme in das Agarosegel ge-

taucht, die Slots (12 Vertiefungen pro Kamm) für die Aufnahme der Amplifikate 

bildeten. 

Das erstarrte Agarosegel (mindestens für 30 min im Kühlschrank) konnte dann 

in die Elektrophoresekammer (Pharmacia Biotech, Fa. Biometra, Berlin) über-

führt werden. Diese war mit Puffer gefüllt und mit entsprechenden Elektroden 

versehen. Die DNA-Produkte wurden mit jeweils 2 ←l Blue-Ethidiumbromid-

Marker (s. Anlage 9.1.) versetzt und mit einer Pipette in die Slots des Agarose-

gels eingefüllt. Nun wurde die Elektrophorese mit einer Spannung von 100 Volt 

für ca. 15 Minuten durchgeführt. Die anschließende Auswertung erfolgte unter 

UV-Licht an einem Transilluminator (GelPrint 1000i+, MWG Biotech, Ebers-

berg). 

 

 

3.3.5. Differenzierungsgrad der HLA-Typisierung 
 
Je nach Auflösungsvermögen der eingesetzten Primer-Kits können HLA-

Merkmale mit der molekularbiologischen Typisierung unterschiedlich stark diffe-

renziert werden. So wird eine high-resolution- (hochauflösende) von einer low-

resolution- (niedrigauflösenden) Typisierung unterschieden. 

Mit Hilfe serologischer Techniken war es möglich, sowohl Haupt- als auch viele 

Feinmerkmale von HLA-Antigenen zu bestimmen. Auf Grund der begrenzten 

Spezifität der benutzten Antiseren war jedoch mitunter die Bestimmung einiger 

HLA-Merkmale nur im Ausschlußverfahren bzw. durch Kombinationen mit ande-

ren nachgewiesenen HLA-Antigenen eines bekannten Haplotyps möglich. Nicht 

alle Splits der HLA-Merkmale konnten aber serologisch nachgewiesen werden. 

Bei der Interpretation der Resultate mußten außerdem (i.allg. bekannte)   

Kreuzreaktionen zwischen verschiedenen Antiseren berücksichtigt werden. In 

der vorliegenden Arbeit sollten die serologisch erhaltenen HLA-A,B,C-
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Typisierungsergebnisse molekularbiologisch abgesichert bzw. präzisiert wer-

den. Hierzu wurden die HLA-Merkmale A, B, Cw, DR und DQ (mit Ausnahme 

der als HLA-Cwblank zusammengefaßten Merkmale) mit einer niedrigauflösen-

den (low-resolution) DNA-Typisierung molekulargenetisch überprüft. Dadurch 

konnten molekulargenetisch 20 HLA-A-, 40 HLA-B- und 15 HLA-Cw-Merkmale 

unterschieden werden. 

Bei den nur mit PCR-SSP untersuchten HLA-Klase II-Merkmalen konnten 14 

HLA-DRB1- und 9 HLA-DQB1-Merkmale niedrig aufgelöst werden. 

 

 

3.4. Statistische Methoden 
 
Um die Ergebnisse der HLA-Typisierung der Astrozytompatienten und der Kon-

trollgruppe vergleichen zu können und die Frage nach einer möglichen Asso-

ziation der Erkrankung mit einem Marker (z.B. HLA-Spezifitäten/Allele) klären 

zu können, wurden jeweils die Häufigkeiten (n) der untersuchten HLA-Merkmale 

gezählt und prozentual (Phänotypfrequenz) wiedergegeben. 

Die Berechnung der statistischen Signifikanz von positiv und negativ assoziier-

ten HLA-Merkmalen erfolgte über den Chi2-Heterogenitätstest (nach Pearson). 

Von einer Vierfeldertafel ausgehend wurde der jeweilige Chi2-Wert nach der 

Formel Chi2= π(O-E)2/E (O= observed [beobachtet]; E= expected [erwartet]) be-

rechnet. Da die so erhaltenen Chi2-Werte keine kontinuierliche, sondern eine 

diskrete Verteilung darstellen, d.h. nur eine Annäherung an die wahre Vertei-

lung wiedergeben, war eine Berichtigung der Werte mittels der Yates-

Kontinuitätskorrektur durchzuführen (py), um präzisere p-Werte zu erhalten (39). 

Dies gilt vor allem für kleinere Stichprobenumfänge. Allerding wird dieses Ver-

fahren von einigen Statistikern als zu konservativ angesehen - mögliche Asso-

ziationen könnten übersehen werden. Folgende Berechnungsformel wurde ein-

gesetzt: 

T=N(|ad-bc|-N/2)2/[(a+b)(c+d)(a+c)(b+d)] (85). 

 

Einen Freiheitsgrad vorausgesetzt, entspricht ein Chi2-Wert >3.84 einer Irr-

tumswahrscheinlichkeit <0.05. In diesem Fall wurde das Bestehen der Null-

hypothese angezweifelt und die Assoziation als statistisch signifikant bewertet. 
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Für den Fall, daß eine der erwarteten bzw. beobachteten Häufigkeiten in der 

Vierfeldertafel 5 war, wurde zur Berechnung des p-Wertes Fisher‘s Exact Test 

verwendet (1, 39). Die Berechnung erfolgte mit Hilfe eines entsprechenden 

Computerprogramms (96). 

Soweit eine Assoziation eines HLA-Merkmals mit Astrozytomen nicht aus frühe-

ren Studien bekannt war, mußte mit Hilfe der Bonferroni-Ungleichheitsmethode 

korrigiert und eine durch multiple Vergleiche innerhalb eines HLA-Locus ent-

stehende zufällige Assoziation möglichst ausgeschlossen werden. Hierzu wur-

den die jeweils erhaltenen p-Werte mit der Anzahl der pro Locus untersuchten 

HLA-Spezifitäten (HLA-A: 14; HLA-B: 29; HLA-Cw: 14; HLA-DRB1: 13; HLA-

DRB3/4/5: 4; HLA-DQB1: 7) multipliziert (pb) (39). 

Da zu untersuchende Haplotypen nicht mittels Familienanalyse bestimmt wer-

den konnten, werden phänotypische Kombinationen von Antigenen, welche auf 

verschiedenen Loci liegen, hier als geschätzte Haplotypen (engl. estimated 

haplotypes) bezeichnet und als zwei- und drei-Locus-Kombinationen ermittelt 

(9, 68). Die statistische Analyse wurde entsprechend den oben beschriebenen 

Methoden durchgeführt. 

In der vorliegenden Studie werden nur jene p-Werte aufgeführt, die nach An-

wendung der konservativsten (stringentesten) statistischen Korrekturmethode 

noch signifikant waren. 

Darüber hinaus wurde zur Beurteilung der Stärke einer Assoziation zwischen 

Krankheit und HLA-Antigenen das relative Risiko über die Formel RR= ad/bc 

berechnet. Die Werte entstammen der bereits aufgeführten Vierfeldertafel. Für 

Häufigkeiten <5 wurde die nach Haldane modifizierte Formel RRh= 

(2a+1)(2d+1)/(2b+1)(2c+1) angewandt (106). Ein relatives Risiko >1 deutet auf 

eine positive, ein relatives Risiko <1 auf eine negative Assoziation hin, wobei 

angegeben wird, um wievielfach höher bzw. niedriger das Risiko für einen Trä-

ger des entsprechenden Antigens im Vergleich zum Nicht-Antigenträger ist. Ein 

relatives Risiko von 1 entspricht einer fehlenden Krankheitsassoziation. 
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4. Ergebnisse 
 

Frequenz der einzelnen HLA-Merkmale 

Eine Übersicht gefundener HLA-Einzelspezifitäten ausgewählter HLA-Loci ist in 

Tabelle 2 zusammengefaßt. In der Gruppe der Patienten war - verglichen mit 

der Kontrollgruppe - die Häufigkeit folgender HLA-Antigene erhöht: HLA-A*25 

(pc=0.04), HLA-B*18 (p=0.04), HLA-B*27 (pc=0.03), HLA-DRB1*15 (pc=0.03), 

HLA-DRB5*(51) (p=0.04). Demgegenüber war die Frequenz von HLA-DRB1*07 

bei den Gliompatienten im Vergleich zu den Kontrollen statistisch signifikant 

verringert (pc=0.02). Jedoch behielt keine der gefundenen Differenzen ihre sta-

tistische Signifikanz nach Anwendung der stringenteren Bonferroni-Korrektur 

(Tab. 3). 

Es konnten außerdem Unterschiede in der HLA-Antigenverteilung zwischen 

Männern und Frauen gefunden werden. Hierbei wurden aus der Kontrollgruppe 

nur die gesunden Probanden des jeweilig passenden Geschlechtes zum Ver-

gleich herangezogen, beispielsweise wurden die männlichen Patienten nur mit 

den männlichen Kontrollprobanden verglichen. So hatten einerseits Gliompa-

tientinnen signifikant erhöhte Frequenzen von HLA-DRB5*(51) (pb=0.02), HLA-

DRB1*15 (pc=0.01) und HLA-B*27 (p=0.02), wogegen die Erhöhung dieser An-

tigene bei den männlichen Patienten nicht statistisch signifikant war (Tab. 4). 

Andererseits traten bei den letzteren die Merkmale HLA-A*25 und HLA-B*18 

(beide pf=0.03) statistisch signifikant häufiger auf. Die Häufigkeit von HLA-B*18 

war hingegen für Frauen in beiden Gruppen identisch. 

 

Häufigkeit des Auftretens von HLA-Antigenkombinationen und geschätzten 

Haplotypen 

Die Kombination einzelner HLA-Antigene miteinander betreffend, konnte eine 

signifikant erhöhte Häufigkeit (pc=0.01) der Kombination HLA-A*03,A*25 in der 

Patientengruppe gefunden werden (Tab. 5). In einigen geschätzten Haplotypen 

wurde bei den Gliompatienten HLA-A*25 ebenfalls in erhöhter Frequenz expri-

miert, so z.B. in HLA-A*25:B*18 (pf=0.04), HLA-A*25:Cw*12 (pc=0.01), HLA-

A*25:Cw*12:B*18 (pc=0.04) und HLA-A*25:Cw*12: DRB1*15 (pc=0.04) (Tab. 5). 

Darüber hinaus waren die Frequenzen der Kombinationen HLA-Cw*02,Cw*07 
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(pc=0.009), HLA-DRB1*01,DRB1*15 (pf=0.04) und - besonders hervorzuheben - 

HLA-DRB1*11,DRB1*15 (pb=0.01) signifikant erhöht (Tab. 5). 

Des weiteren war im Vergleich zur Kontrollgruppe bei Patienten eine erhöhte 

Frequenz der geschätzten Haplotypen HLA-A*25:DRB1*15 (p=0.04), HLA-

B*07:DRB1*15 (pc=0.01), HLA-B*18:DRB1*15 (pc=0.04), HLA-Cw*07:DRB1*15 

(pc=0.02), HLA-Bw*6:DRB1*15 und HLA-DRB1*15:DRB5*(51) (beide pc=0.03) 

sowie des erweiterten geschätzten Haplotyps HLA-

DRB1*15:DRB5*(51):DQB1*06 (p=0.03) zu finden. 

Im Gegensatz dazu kamen Patienten mit dem Klasse II-Merkmal HLA-DRB1*07 

signifikant weniger häufig vor, als nach der Normalverteilung zu erwarten wäre 

(pc=0.02). Gemessen an den Kontrollprobanden waren die Frequenzen der ge-

schätzten Haplotypen HLA-Cw*06:DRB1*07 (pc=0.03), HLA-Bw4:DRB1*07 

(pc=0.006), HLA-DRB1*07:DRB4*(53) (pc=0.02), HLA-DRB1*07:DQB1*02 

(pc=0.03) und HLA-DRB1*07:DRB4*(53):DQB1*02 (pc=0.04) bei den Patienten 

ebenfalls verringert. 

Weiterhin konnte im Vergleich zur Normalverteilung eine erhöhte Frequenz von 

Gliompatienten mit den geschätzten HLA-Haplotypen 

Cw*07:DRB1*15:DQB1*06 (pc=0.04), Cw*07:DRB1*15,DQB1*07 (pc=0.01), 

DRB1*15:DRB5*(51),DQB1*07 (pc=0.03) und Cw*06:DQB1*05 (pc=0.01) fest-

gestellt werden (Tab. 5). 

 

Lediglich bei den weiblichen Patienten konnte eine statistisch signifikante Erhö-

hung der Kombinationen HLA-A*03,A*25 (pf<0.05) und HLA-Cw*02,Cw*07 

(pc=0.03) nachgewiesen werden. Bei den männlichen Patienten waren diese 

Unterschiede statistisch nicht signifikant (Tab.6). Die Kombination HLA-

DRB1*11,DRB1*15 hingegen war - verglichen mit der jeweils entsprechenden 

Kontrollgruppe - in beiden Gruppen erhöht mit pf=0.03 für die männlichen 

(RRh=6.6) und pf<0.05 für die weiblichen Patienten (RRh=19.3). Es konnte au-

ßerdem eine signifikant höhere Anzahl von Patientinnen mit den geschätzten 

Haplotypen HLA-Cw*07:DRB1*15:DQB1*06 (pc=0.004) und HLA-

B*07:DRB1*15 (pc=0.001) gefunden werden. Für die männlichen Patienten 

konnte dies nicht bestätigt werden. Der geschätzte Haplotyp HLA-

Cw*06:DQB1*05 war in der Gruppe der Gliompatientinnen ebenfalls erhöht 

(Tab. 6). 
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Zusätzlich konnte gezeigt werden, daß andere Variationen dieser erweiterten 

geschätzten Haplotypen, wie z.B. HLA-DRB1*15:DRB5*(51):DQB1*06, in höhe-

rer Frequenz bei den weiblichen Patienten vorkamen (pc=0.01). Bei den männ-

lichen Probanden hingegen konnte kein statistisch signifikanter Unterschied der 

Frequenzen dieser geschätzten Haplotypen gefunden werden (Tab. 6). 

 

In der Verteilung der Homozygotiefrequenzen unterschieden sich Gliompa-

tienten und Kontrollprobanden weder in den Gesamtgruppen noch in den nach 

Geschlecht unterteilten Gruppen. 

 

Sowohl bezüglich der Frequenzen der einzelnen HLA-Merkmale als auch der 

Häufigkeiten des Auftretens von HLA-Antigenkombinationen und geschätzten 

Haplotypen wurden männliche und weibliche Gliompatienten miteinander ver-

glichen, jedoch gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen bei-

den Studienkollektiven. 

 

Zum Ausschluß zufälliger Assoziationen wurde neben der Yates-

Kontinuitätskorrektur die unter 3.4. beschriebene Bonferroni-Korrektur als strin-

genteste statistische Korrekturmethode durchgeführt. Die hierfür verwendeten 

Faktoren entsprachen der Anzahl der untersuchten bzw. ermittelten HLA-

Marker, -Kombinationen und -Haplotypen. Bei den HLA-Loci für HLA-

DRB3/4/5/blank war er beispielsweise ‚4‘, bei HLA-A ‚14‘ und bei der Kombina-

tion der beiden HLA-DRB1-Loci bereits ‚74‘; bei den geschätzten Zwei-Locus-

Haplotypen HLA-A,B immerhin schon ‚232‘ bis hin zu ‚446‘ für die geschätzten 

Drei-Locus-Haplotypen für HLA-Cw,DR,DQ und gar ‚767‘ für die geschätzten 

Haplotypen HLA-A,Cw,B. Hieraus ist auch ersichtlich, daß die auf Grund der 

Komplexität des HLA-Systems anfallenden Datenmengen nur mit Hilfe entspre-

chender Computerprogramme zu erfassen und zu verarbeiten sind. 
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5. Tabellen 
 
Tabelle 1: Katamnestische Patientendaten. n.v. – nicht verfügbar (keine Sterbefälle in dieser Unter-
gruppe zu Studienschluß) 

 
Tumortyp WHO 

grading 

Anzahl 

Patienten 

Frauen Männer Durchschnittsalter 

(Jahre) 

Überlebenszeit 

(Monate) 

Glioblastom G IV 41 20 21 59.4�2 12.1�2 

anaplastisches 
      Astrozytom 

 
G III 

 
17 

 
5 

 
12 

 

48.8�3 

 

  36.4�15 

niedriggradiges 
       Astrozytom 

 
G II 

 
7 

 
1 

 
6 

 

41.7�6 

 
n.v. 

Gesamt:  65 26 39      55.1�13.1 - 
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Tabelle 2: Frequenzen gefundener HLA-Einzelmerkmale ausgewählter HLA-Loci (in %). H- Anzahl 

Homozygoter Gesamt. Berechnet wurden Phänotypfrequenzen (π=200%). 
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DR K
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n 
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DQ K
on

tro
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n 

P
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1 31.9 26.2  1 21.0 9.2  7 21.0 29.2  1 19.8 29.2  2 41.4 29.2 

2 48.4 49.2  2 8.9 13.9  8 21.7 13.9  4 22.9 20.0  4 8.9 6.2 

3 25.5 35.4  3 8.3 18.5  13 9.6 7.7  7 28.0 12.3  5 28.0 38.5 

11 8.3 9.2  4 26.1 16.9  14 5.1 9.2  8 9.6 6.2  6 44.0 46.2 
23 4.5 0.0  5 8.9 12.3  18 7.6 16.9  9 0.6 1.5  7 41.4 49.2 

24 19.1 16.9  6 23.6 21.5  27 7.6 18.5  10 0.6 0.0  8 15.9 12.3 

25 5.7 15.4  7 49.7 61.5  35 18.5 15.4  11 24.2 32.3  9 8.3 6.2 

26 10.8 4.6  8 5.1 9.2  37 5.7 3.1  12 4.5 1.5  H 12.1 12.3 

28 11.5 10.8  12 12.1 15.4  38 7.6 3.1  13 29.9 20.0     
29 5.1 4.6  13 0.6 0.0  39 5.7 6.2  14 3.8 6.2     

30 4.5 3.1  14 1.9 3.1  41 0.6 1.5  15 17.8 32.3     

31 3.8 4.6  15 7.0 1.5  44 15.9 15.4  16 3.8 3.1     

32 5.7 6.2  16 5.1 6.2  45 1.9 0.0  17 24.8 21.5     
33 1.3 3.1  17 0.6 0.0  47 1.3 3.1  H 9.6 13.9     

H 14.0 10.8  H 19.8 10.7  49 1.9 1.5         

        50 1.9 3.1         

        51 11.5 7.7         
        52 0.6 3.1         

        53 0.6 0.0         

        55 3.2 0.0         

        56 1.9 6.2         

        57 7.6 1.5         
        58 1.9 3.1         

        60 9.6 3.1         

        61 3.2 1.5         

        62 15.3 16.9         
        63 1.3 1.5         

        73 0.0 1.5         

        75 0.6 0.0         

        H 8.9 6.2         
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Tabelle 3: Frequenzen von HLA-Antigenen bei Gliompatienten verglichen mit Kontrollprobanden. 

n.s.- nicht signifikant; f- Fisher’s Exakter Test; c- Yates Kontinuitätskorrektur; b- Bonferroni Korrektur; 
RR-relatives Risiko. RR wurde nur für statistisch signifikante Werte berechnet. Kursiv gedruckte 

HLA-Antigene sind lediglich zum Vergleich mit anderen Studien aufgeführt. HLA-DRB1*13/14 be-

steht aus den zwei Einzelantigenen und entspricht HLA-DRw6 (36). 

 

HLA- 

 

Kontrollen (%) 

(n=157) 

Patienten (%) 

(n=65) 

p-Wert RR 

A*24 19.1  17.0   n.s. - 
A*25 5.7  15.4   0.04c 3.0 
B*18 7.6  16.9   0.04 2.5 
B*27 7.6  18.5   0.03c 2.7 
B*35 18.5  15.4   n.s. - 
B*61 3.2  1.5   n.s. - 
DRB1*01 19.8  29.2   n.s. - 
DRB1*07 28.0  12.3   0.02c 0.4 
DRB1*13/14 33.8  26.2   n.s. - 
DRB1*15 17.8  32.3   0.03c 2.2 
DRB5*(51) 22.3  35.4   0.04 1.9 
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RR 

  - 
  - 
3.7 
3.6 
3.6 

n.s. 
n.s. 
0.02 
0.01c 
0.02b 

p-Wert 

  

Patienten (%) 

(n=26) 

11.5 
7.7 

23.1 
42.3 
46.2 

 

Frauen 

Kontrollen (%) 

(n=94) 

6.4 
7.5 
7.5 

17.0 
19.2 

 

 

 

RR 

4.0h 
3.5 
  - 
  - 
  - 

0.03f 
0.03f 
n.s. 
n.s. 
n.s. 

p-Wert 

  

Patienten (%) 

(n=39) 

18.0 
23.1 
15.4 
25.6 
28.2 

 

Männer 

Kontrollen (%) 

(n=63) 

4.8 
7.9 
7.9 

19.1 
27.0 

Tabelle 4: Geschlechtsspezifische HLA-Antigenfrequenzen bei Gliompatienten und Kontrollprobanden. n.s.- nicht signifikant; f- Fisher’s 

Exakter Test; c- Yates Kontinuitätskorrektur; b- Bonferroni Korrektur; RR-relatives Risiko; RRh- Haldane Methode. RR(h) wurde nur für 

statistisch signifikante Werte berechnet. 

 

HLA- 

 

A*25 
B*18 
B*27 
DRB1*15 
DRB5*(51) 
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Tabelle 5: Frequenzen ausgewählter HLA-Kombinationen und geschätzter Haplotypen bei Gliompa-
tienten und Kontrollprobanden. n.s.- nicht signifikant; f- Fisher’s Exakter Test; c- Yates Kontinuitäts-
korrektur; b- Bonferroni Korrektur; RR-relatives Risiko; RRh- Haldane Methode. RR(h) wurde nur für 
statistisch signifikante Werte berechnet. Kursiv gedruckte HLA-Antigene sind lediglich zum Vergleich 
mit anderen Studien aufgeführt. 
 

HLA- 
 

Kontrollen (%) 
(n=157) 

Patienten (%) 
(n=65) 

p-Wert RR 

A*03, A*25 0.6     7.7   0.01c   9.5h 
Cw*02, Cw*07 2.6  12.3   0.009c   5.0h 
DRB1*01,DRB1*15 1.9     7.7   0.04f   4.0h 
DRB1*11,DRB1*15 0.6  10.8   0.01b 13.4h 
Bw*4:DRB1*07 24.8     7.7   0.006c  0.3 
Bw*6:DRB1*15 16.6  30.8   0.03c  2.2 
Cw*06,DQB1*05 1.9  10.8   0.01c   5.7h 
B*35:DRB1*01 6.4    9.2   n.s. - 
B*07:DRB1*15 11.5  26.2   0.01c  2.7 
Cw*06:DRB1*07 14.7     3.1   0.03c   0.2h 
DRB1*07:DRB4*(53) 27.4  12.3   0.02c  0.4 
DRB1*15:DRB5*(51) 17.8  32.3   0.03c  2.2 
DRB1*07:DQB1*02 20.4     7.7   0.03c  0.3 
A*25:Cw*12 0.6     7.7   0.01c   9.5h 
A*25:B*18 1.9     7.7   0.04f   4.0h 
A*25:DRB1*15 0.6     4.6   0.04   5.8h 
Cw*07:DRB1*15 13.4  27.7   0.02c  2.5 
B*18:DRB1*15 0.6     6.2   0.04c   7.6h 
A*25:Cw*12:B*18 0.6     6.2   0.04c   7.6h 
A*25:Cw*12:DRB1*15 0.0     4.6   0.04c 17.6h 
Cw*07:DRB1*15:DQB1*06 13.4  26.2   0.04c  2.3 
Cw*07:DRB1*15,DQB1*07 1.3     9.2   0.01c   6.8h 
DRB1*15:DRB5*(51):DQB1*06 17.8  30.8   0.03  2.1 
DRB1*15:DRB5*(51),DQB1*07 2.6  10.8   0.03c   4.4h 
DRB1*07:DRB4*(53):DQB1*02 19.8     7.7   0.04c  0.3 
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RR 

19.3h 
  7.4h 
19.3h 
 3.6 
 5.9 

  9.3h 
 4.7  

0.05f 
0.03c 
0.05f 
0.01c 
0.001c 
0.04c 
0.004c  

p-Wert 

  

Patienten (%) 

(n=26) 

  7.7
15.4
  7.7
42.3
38.5
11.5
38.5

 

Frauen 

Kontrollen (%) 

(n=94) 

  0.0
  2.1
  0.0
17.0
  9.6
  1.1
11.7

 

 

 

RR 

- 
- 

6.6h 
- 
- 
- 
- 

n.s. 
n.s. 
0.03f 
n.s. 
n.s. 
n.s. 
n.s. 

p-Wert 

  

Patienten (%) 

(n=39) 

  7.7
10.3
12.8
23.1
18.0
10.3
18.0

 

Männer 

Kontrollen (%) 

(n=63) 

1.6
3.2
1.6

19.1
14.3

3.2
15.9

Tabelle 6: Geschlechtsspezifische Frequenzen ausgewählter HLA-Kombinationen und geschätzter HLA-Haplotypen bei Gliompatienten und Kontrollprobanden.

n.s.- nicht signifikant; f- Fisher’s Exakter Test; c- Yates Kontinuitätskorrektur; b- Bonferroni Korrektur; RR-relatives Risiko; RRh- Haldane Methode. RR(h) wurde

nur für statistisch signifikante Werte berechnet. Kursiv gedruckte HLA-Antigene sind lediglich zum Vergleich mit anderen Studien aufgeführt. 

 

HLA- 

 

A*03,A*25 
Cw*02,Cw*07 
DRB1*11,DRB1*15 
DRB1*15:DRB5*(51):DQB1*06 
B*07:DRB1*15 
Cw*06,DQB1*05 
Cw*07:DRB1*15:DQB1*06 
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6. Diskussion 
 

In der vorliegenden Studie konnten statistisch signifikante Korrelationen einzel-

ner HLA-Antigene mit symptomatischen glialen Hirntumoren bei erwachsenen 

kaukasischen Patienten nachgewiesen werden. So könnten Individuen, die die 

HLA-Antigene A*25, B*18, B*27 oder DRB1*15 exprimieren, ein höheres Risiko 

besitzen, ein Gliom zu entwickeln (RR: 3.0, 2.5, 2.7 bzw. 2.2), wohingegen das 

relative Risiko HLA-DRB*07 exprimierender Individuen verringert zu sein 

scheint (pc=0.02, RR=0.4). Innerhalb der nach Geschlecht getrennten Gruppen 

traten einige der Ergebnisse sogar noch ausgeprägter zu Tage. Die Frequenz 

von HLA-A*25 war bei den männlichen Patienten höher, was in einem höheren 

relativen Risiko resultierte (RR=4.0). Für HLA-B*18 konnte ein 3.5fach erhöhtes 

Erkrankungsrisiko berechnet werden. Letzteres Phänomen könnte mit dem 

Kopplungsungleichgewicht zwischen HLA-A*25 und HLA-B*18 erklärt werden 

(10), d.h. auf Grund der erhöhten Frequenz von HLA-A*25 würde auch HLA-

B*18 mit erhöht auftreten. Entsprechendes könnte auch für die noch folgend 

aufgeführten erweiterten geschätzten Haplotypen gelten. Bei weiblichen Pa-

tienten war HLA-B*27 signifikant erhöht und mit einem 3.7fachen Erkrankungs-

risiko assoziiert (p=0.02), ebenso wie HLA-DRB1*15 (pc=0.01, RR=3.6) (Tab. 3 

und 4). 

Einige HLA-Kombinationen und geschätzte Haplotypen könnten bei solchen Pa-

tienten vorherrschend sein, die während ihres Erwachsenenlebens ein zere-

brales Gliom entwickeln. Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten Daten lassen 

vermuten, daß es einzelne HLA-Antigene gibt, die für einen für diese Krankheit 

anfälligen Phänotyp kodieren und daß das relative Risiko für das Eintreten die-

ser Erkrankung steigt, wenn diese Antigene mit bestimmten Haplotypen asso-

ziiert sind. So ergab sich bei einer Kombination von HLA-DRB1*15:DRB5*(51) 

und HLA-DRB1*11 ein stark erhöhtes relatives Risiko für Gliome (RRh=13.4). 

Des weiteren war das gleichzeitige Auftreten von HLA-A*03 und HLA-A*25 

(HLA-A*03,A*25) bei einem Individuum mit einem 9.5fach erhöhten Gliomrisiko 

(RRh) verbunden. Bei den weiblichen Patienten betrug das relative Risiko (RRh) 

für beide Kombinationen 19.3 (pf=0.05) (Tab. 5 und 6). Diese beiden Kombina-

tionen waren aber in keinem Falle gleichzeitig bei ein und demselben Patienten 

anzutreffen, d.h., daß Patienten, die HLA-DRB1*11 und HLA-DRB1*15 nie 
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HLA-A*03,A*25 zur gleichen Zeit exprimierten. Zusätzlich konnte die Kombina-

tion HLA-Cw*02,Cw*07 signifikant häufiger bei weiblichen Patienten als bei den 

weiblichen Kontrollen gefunden werden (RRh=7.4). Filterte man die HLA-

DRB1*11 und HLA-DRB1*15 positiven Probanden heraus und untersuchte aus-

schließlich diese bezüglich der Häufigkeit vorhandener einzelner HLA-Marker 

und auch Haplotypen, konnten keine signifikanten Differenzen festgestellt wer-

den. Allerdings war für eine Analyse der sehr komplexeren erweiterten Haplo-

typen die Zahl der Probanden recht klein, weshalb lediglich Trends vermutet 

werden konnten. Ein größeres Probandenkollektiv wäre für diese Betrachtung 

nötig. 

Die hier aufgeführten einzelnen HLA-Antigene mit abweichenden Frequenzen 

waren in verschiedenen geschätzten Haplotypen signifikant erhöht, z.B. HLA-

A*25:B*18; HLA-A*25:Cw*12; HLA-A*25:DRB1*15; HLA-B*18:DRB1*15 (RRh: 

4.0, 9.5, 5.8 bzw. 7.6). Wie bereits erwähnt, könnte auch hier das Kopplungs-

ungleichgewicht für ein erhöhtes Auftreten von HLA-B*18 verantwortlich und 

somit ein Einfluß von HLA-B*18 auf die Krankheitsentstehung fraglich sein. Al-

lerdings war dieses Merkmal bereits im Zusammenhang mit dem Kaposi-

Sarkom (58), kolorektalem Karzinom (27) sowie Leukämie (83) und deren Be-

handlungsaussichten (30) auffällig, jedoch auch als sogenannter Resistenz-

Marker (75). 

Die folgenden erweiterten geschätzten Haplotypen kamen bei Patienten signifi-

kant häufiger vor als bei den Kontrollprobanden: HLA-A*25:Cw*12:B*18 

(RRh=7.6); HLA-A*25:Cw*12:DRB1*15 (RRh=17.6); HLA-

Cw*07:DRB1*15,DQB1*07 (RRh=6.8) und HLA-DRB1*15:DRB5*(51),DQB1*07 

(RRh=4.4). Die entsprechenden p-Werte können der Tabelle 5 entnommen 

werden. Das Vorhandensein von HLA-Cw*06:DQB1*05 bei Patientinnen ent-

sprach einem 9.3fach erhöhten Risiko (RRh) einer Gliomerkrankung (pc=0.04). 

Andererseits könnten das Vorhandensein von HLA-Cw*06:DRB1*07 (RRh=0.2) 

und HLA-DRB1*07:DRB4*(53):DQB1*02 (RR=0.3) das relative Risiko einer  

Gliomerkrankung vermindern (Tab. 5). Auch hier sollte wiederum betont wer-

den, daß bezüglich der aufgeführten erweiterten geschätzten Haplotypen die 

gefundenen Resultate auf Grund der geringen Stichprobenumfänge mit Vorsicht 

zu interpretieren sind. 



6. Diskussion 
  

45 

Trotzdem  deuten die ermittelten  Daten darauf hin, daß die Anfälligkeit für    

Gliomerkrankungen mit sowohl HLA-Kombinationen und HLA-Haplotypen als 

auch einzelnen HLA-Antigenen assoziiert sein kann. 

 

HLA und solide periphere Tumoren 

Assoziationen von HLA-Markern mit soliden Tumoren, wie z.B. dem kolorekta-

len Karzinom, Nasopharynx- oder Schilddrüsenkarzinom, sind zurückliegend 

bereits beschrieben worden (21, 25, 27, 100). Wie in dieser Studie vornehmlich 

bei männlichen Patienten (Tab. 3 und 4) wurde HLA-B*18 bei malaiischen Pa-

tienten mit Pharynxkarzinom (pc=0.0027; RR=4.4) (25) und in einer grie-

chischen Studie bei Patienten, die mit einem kolorektalen Karzinom diagnosti-

ziert wurden, (p<0.025; odds ratio=2.3) (27) signifikant erhöht gefunden. Roma-

no et al. (84) fanden eine signifikante Assoziation zwischen HLA-DR7 (heute 

bekannt als HLA-DRB1*07) und einer geringeren Anfälligkeit gegenüber Lun-

genkrebs, was den Befunden der vorliegenden Arbeit entspricht (Tab. 3 und 5). 

Demgegenüber zeigten Sridama et al. (100) eine signifikante Erhöhung der 

HLA-DR7-Expression bei Patienten mit Schilddrüsenkrebs auf (pc<0.004). In ei-

ner Studie zum Nierenzellkarzinom fanden Kantor et al. (59) erhöhte Frequen-

zen der Einzelmerkmale HLA-DR8 und HLA-Bw44 sowie des Haplotyps HLA-

A3B7DR2 (HLA-DR2 heute die HLA-Splits DRB1*15 und DRB1*16). 

In einer weiteren der noch verhältnismäßig wenigen Studien, in der auch er-

weiterte Haplotypen betrachtet wurden, beschrieben Hildesheim et al. (49) im 

Gegensatz zur vorgelegten Studie eine negative Assoziation von HLA-

DRB1*1501:DQB1*0602 mit Neoplasien der Cervix (RR=0.21). Andere Studien 

hingegen (63, 89), die ebenso Neoplasien der Cervix auf mögliche Assozia-

tionen mit spezifischen HLA-Markern untersuchten, ergaben ähnlich den 

Schlußfolgerungen bei den hier untersuchten Gliompatienten, daß HLA-

DRB1*1501 und HLA-DQB1*0602 das Risiko von Erkrankungen der Cervix    

eher erhöhen können. 

Es ist ersichtlich, daß es hier noch keinen wirklichen Konsens gibt, ob es eine 

zweifelsfreie Korrelation spezifischer HLA-Marker mit soliden Tumoren gibt, 

obwohl die Autoren überzeugt sind, daß das HLA-System einen Einfluß auf die 

Anfälligkeit gegenüber Tumoren bzw. auf die Entwicklung solider Tumoren aus-

übt. Über eine eventuelle Einbeziehung des HLA-Typs zu diagnostischen und 
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prognostischen Zwecken kann derzeit keine endgültige Aussage gemacht wer-

den. Zur Zeit ist die Interpretation und der Vergleich von Ergebnissen - zumin-

dest teilweise - auf Grund der geringen Anzahl von Studien und der darin unter-

suchten Patienten und Kontrollprobanden noch schwierig. 

 

Wie in der Einleitung aufgeführt, wurden bereits zu vielen - auch nichtneo-

plastischen - Erkrankungen Untersuchungen zum Einfluß des HLA-Systems auf 

Entstehung, Verlauf und Prognose durchgeführt. An dieser Stelle sollen noch 

die Narkolepsie und die Multiple Sklerose erwähnt werden. Obwohl auf Grund 

verschiedener Beobachtungen von einer multifaktoriellen Genese ausgegangen 

werden muß, konnte in einer Studie zur Narkolepsie (80) bei spanischen Pa-

tienten eine positive Assoziation mit dem HLA-Haplotyp DRB1*1501-

DRB5*0101-DQA1*0102-DQB1*0602 gefunden werden, während der Haplotyp 

DRB1*0701-DRB4*01-DQA1*0201-DQB1*02 bei den Patienten verringert war. 

Diese zwei Ergebnisse traten auch in der vorliegenden Arbeit auf, allerdings auf 

Ebene der low-resolution-Typisierung. Und auch bei der Multiplen Sklerose 

wurde mehrfach ein möglicher Einfluß des HLA-Merkmals DRB1*15 diskutiert 

(26, 40). 

 

HLA und gliale Tumoren 

Nitta et al. (76) untersuchten eine Gruppe japanischer Gliompatienten (42 

Probanden) und berichteten von einer signifikant erhöhten Frequenz an HLA-

A24(A9) (heute bekannt als HLA-A*24) bei diesen Probanden (p<0.05). Dem-

gegenüber konnte in unserer Untersuchung eine erhöhte Frequenz von HLA-

A*24 nicht bestätigt werden (Tab. 3). Auch in einer anderen japanischen Pa-

tientengruppe (35 Probanden), die von Takai et al. untersucht wurde (102), 

konnte ein vermehrtes Auftreten von HLA-A24 im Rahmen einer gliomatösen 

Erkrankung nicht bestätigt werden. Jedoch fanden diese Autoren eine erhöhte 

HLA-B61-Expression (pc<0.064), welche wiederum nicht in der anderen japa-

nischen Patientengruppe gefunden werden konnte. In der vorliegenden Arbeit 

war die Frequenz von HLA-B61 (heute bekannt als HLA-B*40) bei Gliompa-

tienten tendenziell eher verringert (Tab. 3). Des weiteren beschreiben Takai et 

al. das Fehlen von HLA-DRw6 (heute als die Splits HLA-DRB1*13 und HLA-

DRB1*14 bekannt) (pc<0.04) bei den von ihnen untersuchten Patienten. In der 
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vorliegenden Studie war diese Korrelation statistisch nicht signifikant (Tab. 3). 

Da hier jedoch kaukasische Patienten aus Deutschland untersucht wurden, 

könnten rassische Unterschiede bei den HLA-Assoziationen für die Diskrepan-

zen im Vergleich zu den japanischen Gruppen verantwortlich sein (11). Ebenso 

ist in den beiden japanischen Untersuchungen das Studienkollektiv nicht in 

männliche und weibliche Probanden unterteilt worden. 

Wie in der vorliegenden Studie untersuchten De Moerloose et al. (36) eine kau-

kasische Gruppe von Schweizer Gliompatienten und fanden eine erhöhte Fre-

quenz von HLA-Bw35 und HLA-DRw1 (heute bekannt als HLA-B*35 und HLA-

DRB1*01), zwischen denen ein Kopplungsungleichgewicht bekannt ist (8) und 

daher vermutet wurde, daß der HLA-Haplotyp Bw35:DRw1 als Ganzes eine 

Rolle bei Gliomerkrankungen spielen könnte. Jedoch blieben die p-Werte nach 

Korrektur nicht länger im signifikanten Bereich. Bei der Untersuchung der Ver-

teilung beider HLA-Antigene bezogen auf Alter bei Diagnosestellung, Blutgrup-

pe und Grad der Malignität konnte keine klare Assoziation gefunden werden. 

Lediglich bei Unterscheidung der Geschlechter war HLA-Bw35 bei 44.7% der 

männlichen und nur 21.2% der weiblichen Patienten zu finden (p<0.05). In der 

vorliegenden Studie konnte - verglichen mit den Kontrollprobanden - kein signi-

fikanter Unterschied der Frequenzen von HLA-Bw35 (HLA-B*35) und des ge-

schätzten Haplotyps HLA-B*35:DRB1*01 bei den Patienten gefunden werden 

(Tab. 3 und 5). Unabhängig davon wurde in der Studie von De Moerloose et al. 

entsprechend gängiger Literatur ein Überwiegen männlicher Patienten (47 vs. 

33 Frauen (1.4:1) (117) sowie ein Durchschnittsalter von 51 Jahren registriert 

(14, 51, 113) - zwei Charakteristika glialer Tumoren (14, 50). In der vorliegen-

den Studie wurden 39 Männer vs. 26 Frauen (1.5:1) untersucht sowie ein 

Durchschnittsalter von 55 Jahren ermittelt (s. Tab. 1). 
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Einige der in dieser Arbeit aufgeführten HLA-Antigene bzw. geschätzten   

Haplotypen zeigten lediglich bei männlichen oder weiblichen Patienten einen 

signifikanten Unterschied in der Frequenz. Geschlechtsspezifische Unterschie-

de bei HLA-Assoziationen sind auch von anderen Krankheiten bekannt, wie z.B. 

der Psoriasis, der Leukämie oder rheumatischen Krankheiten (37, 53, 67). Die-

se Unterschiede könnten durch den Einfluß des HLA-Komplexes auf die Kon-

zentration von Geschlechtshormonen (53) und deren mögliche Beeinflussung 

der Tumorentstehung erklärt werden (38, 44). 
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7. Zusammenfassung 
 

Gliale Hirntumoren stellen schwer zu behandelnde, invasive Neoplasien dar, 

und trotz fortwährender therapeutischer Verbesserungen konnte in den letzten 

Jahrzehnten nur ein relativ geringer klinischer Fortschritt erreicht werden. Im 

Rahmen der Immunantwort gegen infektiöse Agenzien und maligne Zellen 

spielt die Expression humaner Leukozytenantigene eine essentielle Rolle. Un-

tersuchungen zu Assoziationen einzelner HLA-Antigene oder HLA-Haplotypen 

mit verschiedenen Krankheiten haben u.a. Korrelationen zwischen verschiede-

nen HLA-Markern und Krebserkrankungen aufgezeigt. Bisher gibt es jedoch 

erst wenige Untersuchungen zu Assoziationen zwischen dem HLA-System und 

glialen Tumoren. Obwohl klinisch noch nicht unbedingt verwendbar, sind sie ein 

notwendiger Beitrag zum Verständnis der Mechanismen der Karzinogenese. 

 

In der vorliegenden Studie wurden 65 deutsche Gliompatienten kaukasischer 

Abstammung bezüglich der Verteilung ihrer HLA-Klasse I- und -Klasse II-

Merkmale untersucht und mit einer vergleichbaren Gruppe gesunder Kontroll-

probanden der gleichen Region verglichen. Die Typisierung erfolgte mittels se-

rologischer und molekulargenetischer Methoden; die Diagnose wurde gemäß 

WHO-Standards gestellt. 

 

Nach statistischer Auswertung konnten in der vorliegenden Studie signifikante 

Korrelationen sowohl einzelner HLA-Antigene als auch von HLA-

Antigenkombinationen und geschätzten erweiterten HLA-Haplotypen demon-

striert werden. So könnten Individuen, die die HLA-Antigene A*25, B*18, B*27 

oder DRB1*15 exprimieren, ein höheres Risiko besitzen, ein Gliom zu entwik-

keln, wohingegen das relative Risiko HLA-DRB*07 exprimierender Individuen 

verringert zu sein scheint, also einen protektiven Faktor darstellt. 

Besonders beim Auftreten einer Kombination von HLA-DRB1*15:DRB5*(51) 

und HLA-DRB1*11 schien das relative Risiko, an einem Gliom zu erkranken, 

stark erhöht. Darüber hinaus war das gleichzeitige Auftreten von HLA-A*03 und 

HLA-A*25 bei einem Individuum mit einem erhöhten Gliomrisiko verbunden. 

Zusätzlich konnte die Kombination HLA-Cw*02,Cw*07 signifikant häufiger bei 

den Patienten als bei den Kontrollprobanden gefunden werden. Ebenso kamen 
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die folgenden erweiterten geschätzten Haplotypen bei Patienten signifikant häu-

figer vor als bei den Kontrollen: HLA-A*25:Cw*12:B*18; HLA-

A*25:Cw*12:DRB1*15; HLA-Cw*07:DRB1*15,DQB1*07 und HLA-

DRB1*15:DRB5*(51),DQB1*07. 

 

Besonders bei HLA-DRB1*15 als einzelnem Merkmal als auch in Kombination 

bzw. als geschätzter HLA-Haplotyp mit anderen HLA-Markern waren die Unter-

schiede innerhalb des weiblichen Studienkollektivs ausgeprägter bzw. aus-

schließlich dort vorhanden, was darauf schließen ließe, daß das Geschlecht 

Einfluß auf die Tumorentstehung ausübt. 

Aus der Arbeit ergeben sich auch Hinweise darauf, daß nicht unbedingt nur 

Einzelspezifitäten des HLA-Systems ausschlaggebend für die Tumorgenese 

sind, sondern eher das Auftreten bestimmter Kombinationen von HLA-Markern 

oder -Haplotypen hierfür verantwortlich ist. 
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9. Anlagen 
9.1. Chemikalien 
 

Ethidiumbromid/ Acridinorange-Färbelösung: 

Stammlösung: 50 mg Ethidiumbromid (No. 11615, Fa. Merck, 

Darmstadt), 15 mg Acridinorange (No. 15931, Fa. 

Merck, Darmstadt), 49 ml 10% EDTA-Lösung (Carl 

Roth GmbH, Karlsruhe) in isotonischem Puffer (PBS, 

Fa. Bica, Frankfurt/O.) 

Gebrauchslösung: 1 ml Stammlösung+ 9 ml PBS (kühl und dunkel 

gelagert) 

 

Red Cell Lysis Buffer: 

Stammlösung: 12,1 g TRIS (Sigma Chemical Co., St. Louis), 10,2 g 

MgCl2 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), 5,8 g NaCl (Fa. 

Merck, Darmstadt), 5 ml konzentrierte Salzsäure auf 

1 l Aqua dest. bei pH= 7,6 

Gebrauchslösung: (1 x RCLB): Stammlösung 1:10 mit Aqua dest. 

verdünnen 

 

Elektrophoreselösung: 

Stammlösung: 108 g (0,9 M) TRIS (Fluka AG, Buchs SG, Schweiz), 

55 g (0,9 M) Borsäure (Pharmacia Biotech, Uppsala, 

Schweden), 40 ml (0,5 M) EDTA mit pH= 8,0 (20 mM 

EDTA, Carl Roth GmbH, Karlsruhe); 

Tris-Basis und Borsäure in 700 ml Aqua dest. 

auflösen, EDTA zugeben und mit Aqua dest. auf 1 l 

auf-füllen 

Gebrauchslösung:  (1 x TBE): 50 ml Stammlösung+ 975 ml Aqua dest. 
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Blue-Ethidium-Marker: 

Ethidiumbromid-Lösung: 1 g Ethidiumbromid (No. 11615, Fa. Merck, 

Darmstadt) in 100 ml PBS (Fa. Bica, Frankfurt/O.) 

Blue Marker: 2 mg Bromphenolblau (Fa. Merck, Darmstadt) in 10 

ml Ficoll (Dichte= 1,076 g/cm3) (Pharmacia, Uppsala, 

Schweden) 

Blue Marker und Ethidiumbromid-Lösung im Verhältnis von 10:1 

 

PCR-Lösung: 

500 ←l 10 x PCR-Puffer (Applied Biosystem, Weiterstadt): 500 mM KCl, 15 mM 

MgCl2 (Carl Roth GmbH, Karlsruhe), 100 mM Tris-HCl (pH= 8,3), 0,01% w/v 

Gelatine 

250 ←l Glycerol (99%, Endkonzentration 5%, Fa. Sigma Chemical Co., St. 

Louis) 

350 ←l autoklaviertes Aqua dest. (Pharmacia & Upjohn GmbH, Heidelberg) 

je 100 ←l dATP, dCTP, dGTP, dTTP (je 10 mM, Endkonzentration 200 ←M,    

Applied Biosystems, Weiterstadt) 
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9.2. Auswertungsbögen/ Worksheets 
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10. Thesen 

 

1. Gliale Hirntumoren sind sehr schwer zu behandelnde, invasive Neoplasien, 

die letztlich zum Tod des betroffenen Patienten führen. Trotz fortwährender 

Verbesserung therapeutischer Konzepte konnte in den letzten Jahrzehnten 

nur ein relativ geringer klinischer Fortschritt erreicht werden. 

 

2. Durch ihre Funktion der Antigenpräsentation nehmen die HLA-Moleküle eine 

zentrale Rolle im Rahmen der individuellen Immunantwort und somit auch 

der Tumorentstehung ein. Seit erstmalig eine Korrelation zwischen HLA und 

spezifischen Krankheiten demonstriert werden konnte, wurden zunehmend 

Untersuchungen zum Einfluß einzelner HLA-Merkmale oder HLA-

Haplotypen auf das Risiko der Krankheitsentstehung durchgeführt. 

 

3. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Gruppe von 65 Gliompatienten aus 

dem mitteldeutschen Raum serologisch (MLCT) und molekulargenetisch 

(PCR-SSP) HLA-typisiert und die Verteilung der HLA-Klasse I- und Klasse 

II-Merkmale mit der einer Gruppe von 157 klinisch gesunden 

Kontrollprobanden aus derselben Region verglichen. 

 

4. In der Gruppe der Patienten war - verglichen mit der Kontrollgruppe - die 

Häufigkeit der folgenden HLA-Antigene erhöht: HLA-A*25, HLA-B*18, HLA-

B*27, HLA-DRB1*15 und HLA-DRB5*(51). Demgegenüber war die 

Frequenz von HLA-DRB1*07 bei den Gliompatienten statistisch signifikant 

verringert. 

 

5. Bei Kombination der einzelnen HLA-Antigene miteinander ergab sich in der 

Patientengruppe, verglichen mit den Kontrollprobanden, eine signifikant er-

höhte Häufigkeit der Kombination HLA-A*03,A*25. Darüber hinaus waren 

die Frequenzen der Kombinationen HLA-Cw*02,Cw*07; HLA-

DRB1*01,DRB1*15 und HLA-DRB1*11,DRB1*15 signifikant erhöht. Es 

konnten jedoch keine Unterschiede in der Verteilung der Homozygotiefre-

quenzen zwischen Gliompatienten und Kontrollprobanden gefunden werden. 
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6. Anhand von Kopplungsanalysen konnten verschiedene HLA-Merkmale zu 

Haplotypen zusammengefaßt werden. Einige geschätzte Haplotypen, in 

denen die oben erwähnten Einzelmerkmale zum Teil vertreten waren, 

wurden bei den Gliompatienten in erhöhter Frequenz gefunden, so z.B. 

HLA-A*25:B*18, HLA-A*25:Cw*12, HLA-A*25:Cw*12:B*18 und HLA-

A*25:Cw*12:DRB1*15, des weiteren die geschätzten Haplotypen HLA-

A*25:DRB1*15, HLA-B*07:DRB1*15, HLA-B*18:DRB1*15, HLA-

Cw*07:DRB1*15, HLA-Bw*6:DRB1*15 und HLA-DRB1*15:DRB5*(51) sowie 

der erweiterte geschätzte Haplotyp HLA-DRB1*15:DRB5*(51):DQB1*06. 

Verringert waren u.a. die Frequenzen der geschätzten Haplotypen HLA-

Cw*06:DRB1*07 und HLA-DRB1*07:DRB4*(53):DQB1*02. 

 

7. Es wurden - verglichen mit dem jeweiligen Geschlecht der Kontrollgruppe - 

Unterschiede in der HLA-Antigenverteilung zwischen weiblichen und 

männlichen Individuen aufgezeigt. Die Gliompatientinnen hatten statistisch 

signifikant erhöhte Frequenzen der HLA-Merkmale DRB1*15, DRB5*(51) 

und B*27. Die Erhöhung dieser Merkmale war bei den männlichen Patienten 

nicht statistisch signifikant. Bei diesen traten im Gegensatz zu den Frauen 

die HLA-Merkmale A*25 und B*18 statistisch signifikant häufiger auf. 

 

8. Die Kombination HLA-DRB1*11,DRB1*15 war in beiden 

geschlechtsspezifischen Gruppen erhöht. Es konnte außerdem eine 

signifikant höhere Anzahl von Patientinnen mit den geschätzten Haplotypen 

HLA-Cw*07:DRB1*15:DQB1*06 und HLA-B*07:DRB1*15 gefunden werden. 

 

9. Bezüglich der Frequenzen der einzelnen HLA-Merkmale als auch der 

Häufigkeiten des Auftretens von HLA-Antigenkombinationen und 

geschätzten Haplotypen gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen 

den männ-lichen und weiblichen Gliompatienten. 
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10. Es konnte gezeigt werden, daß - im Vergleich zu den asymptomatischen 

(klinisch gesunden) Individuen - einzelne HLA-Antigene und ihre Kombina-

tionen und geschätzten Haplotypen signifikant häufiger oder seltener von 

Personen, die während ihres Erwachsenenlebens ein symptomatisches  

Gliom manifestieren, exprimiert werden. 

 

11. Aus der Arbeit ergeben sich auch Hinweise darauf, daß nicht unbedingt nur 

Einzelmerkmale des HLA-Systems ausschlaggebend für den Einfluß auf die 

Tumorgenese sind, sondern eher das Auftreten bestimmter Kombinationen 

von HLA-Markern oder -Haplotypen hierfür verantwortlich ist. Auf Grund der 

Komplexität des HLA-Systems und der hieraus resultierenden kleinen 

Zahlen absoluter Häufigkeiten sowie auf Grund der relativ geringen, jedoch 

statistisch signifikanten Assoziation können sichere Aussagen endgültig nur 

mit Hilfe von größeren Patientenkollektiven bzw. durch Bestätigung in 

weiteren Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen erbracht werden. 
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