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1  Einleitung

Das Proteasom als multikatalytische Einheit mit nukleidrer als auch zytosolischer Lokalisierung
iibernimmt eine Vielzahl von Funktionen wie vor allem den Abbau abnorm gefalteter oder
altersschwacher Proteine. Durch seine Involvierung in der Antigenprozessierung und Regulation

der Apoptose beansprucht es einen hohen Stellenwert in der Bedeutung fiir die Immunantwort.

Grundlage fiir die Anfertigung folgender Arbeit sind Untersuchungen von Egerer et al. 2002 (1),
in welchen die Seren von Patienten mit Autoimmunerkrankungen wie Lupus Erythematodes,
primdrem Sjogren Syndrom, Polymyositis/Dermatomyositis und Rheumatoider Arthritis
hinsichtlich der Konzentration an zirkulierendem Proteasom analysiert wurden und eine
signifikante Erhohung der Proteasomenkonzentration im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
ersichtlich wurde. In einer weiteren wegweisenden Arbeit von Mayo et al. 2002 (2) wurde eine
Untersuchung hinsichtlich einer Auspriagung antiproteasomaler Antikorper bei primidrem Sjogren
Syndrom, Vaskulitis, Sarkoidose, Morbus Behcet und Multipler Sklerose durchgefiihrt. Dabei
konnte beobachtet werden, daBl alle o.g. systemischen Autoimmunerkrankungen eine

Seropositivitit gegeniiber dem Proteasom bzw. proteasomalen Untereinheiten aufwiesen.

Diese Arbeit beschiftigt sich grundlegend mit der Frage, ob das Proteasom bzw.
antiproteasomale Antikorper im Serum als auch im Liquor neuroimmunologischer und
neurodegenerativer Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose, dem Guillain-Barré-Syndrom, der
Amyotrophen Lateralsklerose und der Alzheimerschen Demenz primir zu detektieren, ob im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe statistisch relevante Differenzen nachweisbar sind
und welche Bedeutung die gewonnenen Ergebnisse in der Pathogenese dieser Erkrankungen

erhalten konnen.

1.1 Das Proteasom

1.1.1 Die Struktur des 20S-Proteasoms

Das 20S-Proteasom ist ein sich im Zytosol bzw. auch im Kern eukaryoter Zellen befindlicher

hochmolekularer Proteasekomplex mit einem Durchmesser von 12 nm und einer Linge von



17 nm (3). Es handelt sich um ein ATP-abhéngiges proteolytisches System, das im Gegensatz
zum membranumschlossenen Lysosom frei vorliegt. Es besitzt einen tonnenartigen Aufbau
(Abb. 1) aus vier Ringen, wobei zwei Alpha- und zwei Beta-Ringe existieren, die wiederum aus
sieben verschiedenen Untereinheiten aufgebaut sind, so daf sich ein heterodimerer Komplex des
Typs a7 B7 B7 a7 bildet (4).

Die zwei angrenzenden Beta-Ringe umschlieBen die sogenannte Zentrale Kammer (CC), die
5 nm im Durchmesser mift und das aktive Zentrum beinhaltet.

Uber enge Verbindungen ist diese Zentrale Kammer verbunden mit einer weiter aufen gelegenen
Vorkammer (AC), welche gemeinsam durch eine Alpha- und Beta-Untereinheit geformt wird
(Abb. 2). Die an beiden Enden des tonnenformigen Proteasoms befindlichen Kanal6ffnungen

haben einen Durchmesser von 1,2 nm, wodurch somit nur entfaltete Proteine passieren konnen

(5).

Kanaldéffnung

ADD. 1: Struktur des 20S-Proteasoms 1 ADD. 2: Struktur des 20S-Proteasoms 2



20 S Proteasom

Abb. 3: Aufbau des 26S-Proteasoms

An das 20S-Proteasom konnen sogenannte Proteinaktivatoren (PA 700, PA 28) gebunden sein,
welche fiir das Erkennen und fiir die Schleusung der Proteine durch den 20S-Zylinder
verantwortlich sind — dadurch entsteht das 26S-Proteasom (Abb.3). Ein regulatorischer Partikel,
wie das PA700, besteht wiederum selbst aus zwei Untereinheiten — dem ,,LLid* (Deckel) und der
,,Base* (Basis) (6). Die Kombination des 20S-Proteasoms mit den Proteinaktivatoren erscheint
zudem nicht immer homolog — es existieren dabei Varianten dieser Kombinationen, wie Tabelle
1 veranschaulicht. Die sechs homologe ATPasen beinhaltende Basis realisiert die Entfaltung der
Proteine in Vorbereitung auf ihren Eintritt in die zentrale Kammer (7). Im Gegenzug besteht die
Aufgabe des ,,Deckels®, Polyubiquitinketten und die fiir den Abbau bestimmten Proteine als
solche zu erkennen und vom Substrat abzuspalten (8). Nach Einschleusung der Eiweile in die
zentrale Kammer des 20S-Proteasoms erfolgt dort die katalytische Spaltung: die mit &, MB-1
und Z bezeichneten drei Beta-Untereinheiten verfiigen iiber chymotrypsindhnliche (schneidet
nach hydrophoben Resten), trypsinidhnliche (nach basischen) und
peptidylglutamatpeptidspaltende Aktivitidt (nach sauren Residuen schneidend) (9).



Komplex Anteil [%]
20S-Proteasom 31+4
PA700 101
PA28 1510
PA28 —20S - PA28 157
PA700 — 20S — PA28 18+7
PA700 —20S — PA700 (26S-Proteasom) 11£2

Tab. 1: Verteilung der verschiedenen Proteasomkompositionen im Zytosol von HelLa-Zellen nach Tanahashi et al.

2000 (135)
1.1.2 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Proteine, die fiir den Abbau bestimmt sind, miissen vor ihrer Einschleusung in das Proteasom
markiert werden. Dieses wird durch die Anheftung eines relativ kleinen, aus 76 Aminoséauren
bestehenden Proteins, des Ubiquitins (Abb. 4 und 5), realisiert. Dieser Prozef3 zur Vorbereitung
auf die endgiiltige Proteinspaltung verlduft in mehreren Stufen unter ATP-Verbrauch (siehe Abb.
6), wobei sich Ubiquitin kovalent an die e-Aminogruppen mehrerer Lysinreste der zur Spaltung

vorgesehenen Eiweile bindet.
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Abb. 4: Struktur des Ubiquitins 1 Abb. 5: Struktur des Ubiquitins 2




Zunidchst entsteht das Acyl-AMP-Ubiquitin durch Aktivierung des carboxyterminalen
Ubiquitinrestes mittels ATP. Im weiteren Verlauf dienen drei Enzyme der kaskadenartigen
Anheftung des Ubiquitins an jedes Protein: ein ubiqitinaktivierendes Enzym oder El, ein
ubiquitinkonjugierendes Enzym oder E2 und eine Ubiquitin-Protein-Ligase oder E3. Ubiquitin
wird auf eine Sulthydrylgruppe eines Cysteinrestes von E1 unter Energieverbrauch iibertragen,
so dal} ein iiber einen Thioester verkniipftes kovalentes Zwischenprodukt entsteht. Als nédchstes
wird von diesem Zwischenprodukt aus das aktivierte Ubiquitin auf die Sulfhydrylgruppe des E2
transferiert. SchlieBlich katalysiert die Protein-Ligase (E3) die Ubertragung des Ubiquitins auf
eine e-Aminogruppe des Zielproteins. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Verkniipfung von
zwel oder mehreren Ubiquitinmolekiilen, so daf} regelrechte Ubiquitinketten enstehen, in denen
die Molekiile untereinander in Wechselwirkung treten. So wird das Signal fiir den Abbau

verstirkt und geht bei Abspaltung eines Ubiquitinmolekiils nicht verloren (10).
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Abb. 6: Ablauf der Ubiquitinkonjugation



1.1.3 Das Immunproteasom

Im Rahmen der Immunantwort kommt es zur Produktion verschiedener immunmodulatorischer
Zytokine, wie z.B. IFN-y, welches durch T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen als auch durch
Natiirliche Killerzellen sezerniert wird.

Durch Bindung der 11S-Regulatoreinheit (auch Proteasomaktivator 28, PA 28, genannt) an das
20S-Proteasom kommt es zu einer Vervielfachung und Beschleunigung des Proteinabbaus und
damit zu einer hoheren Generierung von Substraten fiir die MHC-I-Prisentation. Ein Hinweis
auf die Bedeutung der PA 28-Komplexe bei der Antigen-Prozessierung stellt die Beobachtung
dar, daB sie vor allem in immunkompetenten Zellen auftreten. Mit Influenza infizierte
Fibroblasten zeigten eine Uberexpression von PA 28, was zu einer erleichterten Erkennung
durch zytotoxischen T-Zellen fiihrte (11). Desweiteren konnen durch IFN-y einige Elemente des
Proteasoms hochreguliert werden. Es werden drei Beta-dhnliche Untereinheiten produziert,
welche die herkommlichen Beta-Untereinheiten innerhalb der zentralen, protealytisch aktiven
Kammer ersetzen. Es handelt sich dabei um das latente Membranprotein 2 und 7 (LMP2, LMP7)
sowie um den multikatalytischen Endopeptidasekomplex-1 (MECL-1) (siehe Abb. 7). Durch

dieses Ersetzen wird mehr Spezifitit zu den abzubauenden Substraten erreicht (12).

Abb. 7: Das Immunproteasom



1.1.4 Die Aufgaben des Proteasoms

Das Proteasom reprisentiert als multikatalytische Einheit in Zusammenhang mit der
Ubiquitinkaskade ein physiologisch katabolisches System fiir den Abbau von abnorm gefalteten,
alterschwachen, aber auch kurzlebigen und vielen langlebigen Proteinen (13), das in allen Zellen
strukturell und funktionell etabliert ist.Ein wichtiges Substrat, das durch den Ubiquitin-
Proteasom-Weg reguliert wird, ist der Transskriptionsfaktor NF-kB, der an sein Inhibitorprotein
IkB gebunden vorliegt. Beim Vorhandensein proinflammatorischer Stimuli (TNF-a) erfolgt die
Phosphorylierung und Ubiquitinylierung dieses Inhibitors und schlieBlich dessen Abbau durch
das Proteasom (14). NF-xB kann nun in seiner aktivierten Form im Zellkern auf die Expression
von Genen wirken, welche fiir verschiedene Zytokine, Chemokine, Immunrezeptoren, Akute-
Phase-Proteine, Wachstumsfaktoren und Oberflichenrezeptoren kodieren (15). In der
Immunantwort, Entziindungsreaktion als auch in der Transskription von antiapoptotischen
Genen kommt NF-«B iiber seine Induktion von IL-1 und TNF-a eine hohe Bedeutung zu. Zu
weiteren wichtigen Substraten des Proteasoms zdhlen Regulatoren der Zellzyklusprogression
(cyclin dependent kinase wie p21 bzw. p27), der Genexpression (c-jun, B-catenin, E2F1, IkB),
der Onkogeneses (p53, p27Kipl) (136) und des Stoffwechsels. Auch im Rahmen der
Immunantwort spielt das Proteasom eine zentrale Rolle durch die Beteiligung an der Antigen-
Prozessierung. Durch die Aufbereitung von korpereigenen als auch zellfremden Proteinen
entstechen  Peptidfragmente mit passenden Lédngen, die via MHC-I/-II-Pathway
immunkompetenten Zellen prisentiert werden konnen. Weiterhin konnten Egerer et al. 2002 (1)
zeigen, daB das zirkulierende Proteasom (freigesetztes 20S-Proteasom) assoziiert ist mit
Autoimmunerkrankungen wie dem Systemischen Lupus Erythematodes, Poly-/Dermatomyositis
und Rheumatoider Arthritis. Das zirkulierende Proteasom selbst fungiert dabei als Antigen und
wird zum Ziel der korpereigenen Immunabwehr. Schlielich ist das Ubiquitin-Proteasom-System
selbst in der Lage, auf verschiedenen Wegen auf den Programmierten Zelltod (Apoptose)

regulativ Einflu} zu nehmen, was im folgenden noch genauer beleuchtet werden soll.



1.2 Die Apoptose
1.2.1 Was ist Apoptose?

Der Programmierte Zelltod (Apoptose) dient als genetisch gesteuerter, hochkonservierter, aktiver
Prozess dem Uberleben des Individuums durch die Gewihrleistung einer normalen
artspezifischen embryonalen Entwicklung und sorgt durch regelméBige Deletion von kranken,
infizierten oder iiberfliissigen Zellen fiir die Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes der Gewebe
und Organe auch im adulten Organismus.

Im Gegensatz zur Nekrose findet man in der Umgebung apoptotischer Zellen keine
Entziindungsreaktion, sondern kann vielmehr typische morphologische Verdnderungen wie die
Schrumpfung der betreffenden Zellen, das Ausbilden von Bldschen und Ausstiilpungen an der
Zellmembran (membrane blebbing oder Zeiose) und eine Verdichtung des Chromatins
feststellen. Der Kern wird aufgebrochen und setzt die durch DNAsen fragmentierte genomische
DNA frei, die zusammen mit anderen Fragmenten und Partikeln membranumschlossene Vesikel

— sogenannte ,,apoptotic bodies* bildet (16).
1.2.2 Morphologie und Regulation der Apoptose

Im Zentrum des durch verschiedene extrinsische und intrinsische Mechanismen modulierbaren
Systems steht die Aktivierung eines kaskadenartig nacheinandergeschalteten Systems von
Kaspasen (cysteine-aspartate-specific proteases), die als Proteasen Proteine nach Aspartat in der
Position P1 spalten kdnnen (17).

Es sind bisher drei verschiedene Wege bekannt (siehe Abb. 8), wie dieses realisiert wird. Beim
extrinsischen Typ kommt es durch ein Andoggen der Todesrezeptorliganden (TNF-alpha, FasL,
Apo) an ihren zustdndigen Rezeptor an der Membranoberfliche der bestimmten Zelle zu einer
Aktivierung der Initiatorkaspasen (Kaspase-2, -8, -9, -10), die nun ihrerseits die exekutierenden
Effektorkaspasen (Kaspase-3, -6 und -7) ,,anschalten* (18).

Durch den proteolytischen Abbau von zelleigenen fiir DNA-Synthese und -reparatur
verantwortlichen Funktionsproteinen wird der irreversible Untergang der Zelle determiniert. Im
zweiten, mitochondrial regulierten Weg wird Cytochrom C aus der mitochondrialen Matrix ins
Zytoplasma freigesetzt, um sich dort an APAF-1 (Apoptotic protease activating factor-1) zu
binden. In Gegenwart von ATP bzw. dATP kann APAF-1 seine CARD-Domine (Caspase-

Rekrutierungs-Domine) exprimieren (20), iiber die die zytosolischen Pro-Caspasen 9 binden.



Dieser Komplex aus Cytochrom C, APAF-1 und Pro-Caspase 9 wird auch als ,,Apoptosom*
bezeichnet, wobel sich mehrere Pro-Caspasen 9 autokatalytisch zum biologisch aktiven Caspase-
O-Heterotetramer spalten, welches dann 1im nachgeschalteten Kaskadensystem die
Effektorkaspasen -3, -6 und -7 initiieren kann (19).

Neben der cytochromabhingigen Realisation der Apoptose kann durch verschiedene andere
mitochondrial freigesetzte Stoffe ebenfalls, zum Teil auch kaspasenunabhingig, die Apoptose
eingeleitet und/oder verstirkt werden, wie es z.B. fiir “smac” (second mitochondria-derived
activator of caspase) untersucht wurde (20). Diese Partikel binden Inhibierende-Apoptose-
Proteine (IAPs) und stellen damit den Ablauf der Kaskade sicher. Zum anderen veranlassen
Apoptose-Induzierende-Faktoren (AIFs) eine von Kaspasen autarke hochmolekulare
Fragmentation der genomischen DNA (21). Die Rolle der Mitochondrien im Regulationsprozef3
der Apoptose wird kontrolliert durch die Proteine der Bcl-2 Genfamilie, wobei funktionell zwei
Gruppen, namlich die der Apoptose-Antagonisten (bcl-2, bcl-xl, ccl-w, CED-9) und der
proapoptotischen Proteine (bax, bak, bok, bad, bcl-xs) unterschieden werden, die durch Einbau
von Poren in die Mitochondrienmembran das dortige Membranpotential andern und somit auch
ihre Aktivitit und EinfluBnahme auf die Apoptose (22).

P53 als Vertreter der Tumorsuppressorgene codiert fiir verschiedene der mitochondrialen
proapoptotischen Proteine (z.B. bax, NOXA, PUMA) und auch fiir verschiedene der Todes-
Rezeptor-Proteine, wie z.B. Fas (23).

Eine weiterer Weg der Initiierung der Apoptose, ebenfalls unabhéingig vom Todes-Rezeptor-
Signalweg und der mitochondrialen Steuerung, kommt dem endoplasmatischen Retikulum zu,
wo im Rahmen einer StreBantwort (verminderter oder gehemmter Proteinexport) und durch
Dysregulationen im empfindlichen Calciumhaushalt die Kaspase-12 aktiviert wird und damit

Apoptosesignale ausgeldst werden.

1.2.3 Bedeutung der Apoptose fiir die Multiple Sklerose

Apoptose als Mechanismus des Organismus, Gewebe oder Zellen zu eliminieren, die einen
gestorten oder krankhaften Entwicklungsverlauf nehmen, konnte durch verschiedene
Experimente in der Vergangenheit demonstriert werden. So konnte bei der EAE (Experimentelle
Autoimmune Enzephalomyelitis), einer im Tierexperiment ausgeldsten, der MS sehr dhnlichen
Erkrankung, nachgewiesen werden, da3 die Inflammation im ZNS durch den Programmierten
Zelltod autoreaktiver T-Lymphozyten terminiert wird, wie auch Untersuchungen an Patienten
mit akuter disseminierter Enzephalomyelitis (ADEM) bestétigen: hier konnte man ein Drittel der

im ZNS etablierten T-Lymphozyten als apopoptotisch identifizieren (24).
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Der Apoptose scheint also nach wissenschaftlichen Ermittlungen iiber die Pathogenese der MS
eine sehr bedeutende, wenngleich auch sehr differenzierte Rolle zuzukommen. Schon Pender et
al. 1998 (25) duBerten den Verdacht, dal verschiedene Mechanismen einer gestorten Apoptose
mafgeblich zur Entstehung einer Multiplen Sklerose beitragen konnen, wobei man aber hierbei
verschiedene Wege diskutieren mufBl. Nach Lucchinetti et al.1996 (26) wurde eine
Klassifizierung der MS nach histopathologischen Kriterien vorgenommen. So beobachtet man
bei Typ I und Typ II eine antikorpervermittelte, T-Zell-mediierte Entmarkung, wihrend bei Typ
III und Typ IV eine Apoptose der Oligodendrozyten und der Verlust von Myelin-assoziiertem
Glykoprotein im Vordergrund steht, dieses also weniger die autoimmune Genese der Erkrankung
beschreibt, sondern vielmehr an eine virus- oder toxininduzierte Dystrophie denken 1463t.

Eine Ursache fiir die vermehrte Apoptose der Subtypen III und IV geht nach neueren
Untersuchungen auf eine Uberexpression des p53 Gens zuriick (27), welches durch einen Defekt
in seiner Transkription und Regulation zu einer vermehrten Produktion von proapoptotischen
Proteinen der bcl-Genfamilie fiihrt. Bei den Typen I und II geht man von einer Storung der
Apoptose der T-Lymphozyten aus, was heif3t, dass hier eine fehlerhafte Regulation der Apoptose
zu einer Persistenz autoreaktiver T-Lymphozyten fiihrt (28). Durch dieses Uberleben kann eine
weitere Zytokinsekretion und Immunzellrekrutierung ablaufen, welche das entziindliche
Geschehen am Laufen hilt. Auch die Antigenreaktivitit zu Bestandteilen der Myelinscheiden
wird dadurch aufrechterhalten und miindet final in einer Zerstdrung der Oligodendrozyten.
Ursachen einer gestorten T-Zell-Apoptose sieht man in einer erniedrigten Expremierung von
Liganden der Todesrezeptorfamilie (z.B. Fas) oder aber auch in einer abnormen Dimerisierung
des Todesrezeptors auf den T-Lymphozyten.

Auch durch eine vermehrte Expression antiapoptotischer und eine verringerte
Synthese/Aktivierung proapoptotischer Proteine, vor allem der bcl-2-Genfamilie, kann dieses
Szenario moglich sein. So konnte gezeigt werden, da} eine experimentelle Inhibition der
ligandenmediierten Apoptose via Komplement-Komplex C5b-9 zu einer Hemmung der
Effektorkaspase-3 fithrte und die TNF-alpha bedingte Apoptose verhindert werden konnte (29).
Soweit konnen die Apoptose modulierenden Mechanismen der Elemente des Kaspadensystems
beurteilt werden.

Es sind jedoch auch noch weitere immunologische Komponenten an der Erkrankungsentstehung
mit in Betracht zu ziehen. Inwieweit dem Proteasom eine Rolle als Modulator der
Immunpathogenese zugeschrieben werden kann, soll im folgenden Ubersichtskapitel erlidutert

werden.

11
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12



2 Neurodegenerative und -immunologische Erkrankungen

2.1 Multiple Sklerose

Einleitung
Die Multiple Sklerose ist eine chronisch entziindliche Erkrankung des Zentralnervensystems mit

unterschiedlichen Verlaufsformen, die zu einer Demyelinisierung der weilen Substanz und zum
axonalen Untergang fiihrt, wobei vor allem junge Erwachsene (Frauen hédufiger als Minner), im
Median 28 Jahre, betroffen sind (30).

Makroskopisch findet man periventrikulire Entmarkungsherde sowie Lasionen im Bereich des
Riickenmarks, der Nervi optici und auch der Kleinhirnstiele.

Im Zentrum des Geschehens steht der entmarkte Plaque, innerhalb dessen die Zerstdrung des
Myelins bzw. der die Markscheiden bildenden Zellen, der Oligodendrozyten, stattfindet mit

konsekutivem Verlust an Axonen und reaktiver Gliose.

Klinisches Krankheitsbild und Prognose

Die sich vor allem zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr manifestierende Erkrankung ist durch
einen sehr variablen Verlauf gekennzeichnet, bei dessen Beschreibung sich die klinische
Einteilung nach Lublin und Reingold etabliert hat (31) (Abb. 9).

Ca. 85% der Patienten zeigen zu Beginn der Erkrankung einen schubférmig-remittierenden
Verlauf (RR-MS) (32), wobei die neurologischen Ausfille mindestens 24 Stunden anhalten und
sich meist im Verlaufe weniger Wochen wieder komplett zuriickbilden.

Der erste Krankheitsschub stellt sich vor allem bei den jiingeren Patienten oft als eine Neuritis
nervi optici bzw. als Paristhesien dar, die am Anfang nahezu vollstindig riickldaufig sind. Bei
50% der Patienten, die zu Beginn eine isolierte Optikusneuritis zeigten, kann im Verlauf der
folgenden Jahre eine klinisch sichere MS-Diagnose gestellt werden (33).

Mit neurologisch schwerwiegenderen Dysfunktionen wie Paresen, sensiblen und autonomen
Ausfillen beginnt die Erkrankung héufig bei élteren Patienten.

Ist der spitere Verlauf der Erkrankung durch eine Progression unter kontinuierlicher Zunahme
der neurologischen Ausfille iiber mindestens sechs Monate ohne komplette Remission
gekennzeichent, spricht man von einem Ubergang der schubformigen in eine sekundir
progrediente (SP-MS) Verlaufsform.

Bei der primér progredienten Form der Multiplen Sklerose (PP-MS) verschlechtert sich das
Krankheitsbild von Beginn an kontinuierlich mit oder ohne zusitzliche Schiibe, jedoch ohne

Phasen der Remission - diese Patienten zeigen die schlechteste Prognose im Verlauf.
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Isoliertes newrologisches Defizit

I_ I

Schubfgrmig remittierender Verlauf Schubformig-remittierender Verlauf
mit kompletter Remission mit inkompletter B emission

Sekundir chroni sch progrediemnter W

WV erlauf ohne §chiibe Sekundér chromsch progredienter V erlauf
mit Schiiben

Y

Primdr chronisch progredienter V erlauf ohne Schiibe

L

Primdr chronisch progredienter Verlauf mit Schithen

Abb. 9: Verlaufsformen der MS nach Lublin und Reingold 1996 (31)
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Immunpathologie und Pathogenese

Bei der Erforschung der Pathogenese der Multiplen Sklerose konnten verschiedene
immunologische Mechanismen ermittelt werden, die zum Verlust der Markscheiden und zu
einem unterschiedlichen Betroffensein von Oligodendrozyten und
Oligodendrozytenvorlduferzellen fiihren.

Der Versuch, hieraus folgende Typisierung der Erkrankung abzuleiten, bleibt allerdings nicht

unwidersprochen.

Typl Makrophagen- und T-Zell-vermittelter Myelinabbau

Typ II Immunglobulin- und Komplement-mediierte Entmarkung

Typ I Apoptose der Oligodendrozyten und Verlust von Myelin assoziiertem Glykoprotein
TypIV  expansive Oligodendrozytenschidigung mit nukledrer Fragmentation in der

perildsionalen weiflen Substanz

Nach Lucchinetti et al. 1996 (26)

Die Erkrankung verlduft meist zweigipflig:

Initial kommt es durch eine hohe inflammatorische Aktivitit und v.a. durch periaxonale
Odembildung und Demyelinisierung zu einem Funktionsverlust und dadurch bedingtem
Herabsetzen der Nervenleitgeschwindigkeit, wobei sich jedoch nach geraumer Zeit durch das
Abklingen des Odems und durch eine partielle Remyelinisierung eine Riickbildung des
Funktionsverlustes einstellt (PP-MS).

Im weiteren Verlauf zeichnet sich die Erkrankung aus durch eine zunehmend verminderte
Regenerationskapazitit, und es folgt das Stadium der sekundédren Progression (SP-MS); hierbei
fithren wiederholte Schiibe zum Oligodendrozytenverlust und zur irreversiblen Destruktion des
axonalen Gewebes mit konsekutiver Ausbildung von Narbengewebe. Offensichtlich vollzieht
sich eine gewisse axonale Degeneration aber auch schon in der frithen Erkrankungsphase.

Zur Kldrung der Frage, wie sich derartig aggressive entziindliche Lédsionen im ZNS etablieren
konnen, dienen verschieden Entstehungsmodelle, die die Existenz von aktivierten T-
Lymphozyten voraussetzen, die in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren (34).

Man geht davon aus, da T-Lymphozyten im peripheren Immunsystem, beispielsweise im
Rahmen einer Infektion, aktiviert werden und durch ihre Freisetzung von Zytokinen, wie TNF-a

und y-IFN, die Blut-Hirn-Schranke aufgelockert wird.
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Weiterhin sezernieren sie Adhdsionsmolekiile fiir das Anhaften am Endothel und verschieden
Enzyme, z.B. Metalloproteinasen, die die Migration ins Zielgewebe erleichtern. Entlang des
aufgebauten Chemokingradienten folgen ihnen Makrophagen und Monozyten ins ZNS.

Diese T-Lymphozyten agieren als Entziindungsausloser, wenn sie dort auf ihr spezifisches
Antigen treffen und lokale HLA-Molekiile entsprechend exprimiert sind, welche man z.B. in
verschiedenen Gliazellpopulationen und perivaskuldiren Monozyten und in Astrozyten finden
kann (35) und die durch verschiedene unspezifische Reize und traumatischen Stress
hochreguliert werden kénnen (36).

Als potentielle Autoantigene, die als primédres Ziel der T-Zell vermittelten Immunreaktion
dienen, wurden verschiedene Bestandteile der Myelinscheiden diskutiert, wie das
Proteolipidprotein (PLP), das sich malgeblich fiir die Integritit der Myelinscheiden
verantwortlich zeichnet, als auch das Basische Myelinprotein (MBP), welches die ,,major dense
line* des Myelins bildet und fiir dessen Kompaktierung sorgt.

Andere bedeutsame, wenn auch weitaus seltener vorkommende Myelinproteine, wie das Myelin-
assoziierte Glykoprotein (MAG) und das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG)
konnen bei MS-Patienten zu einer dominanten T-Zell-Antwort fiihren (37).

Als weitere potentielle Antigene wurden auch das Protein S-100 (38) sowie die
Zyklonukleotidphosphodiesterase (CNPase) und andere identifiziert (Tabelle 2) (39).

Die Spezifitit der T-Lymphozten beschrédnkt sich jedoch nicht auf ein Antigen, sondern kann
sich innerhalb eines Krankheitsverlaufes auf verschiedene Antigene ausdehnen, ein Phianomen,
das als ,,epitope spreading* beschrieben ist. Es ist nicht selten, da3 T-Lymphozyten auf mehrere
Epitope gleichzeitig reagieren oder nach einem Infekt eine Kreuzreaktivitit mit ZNS-
Gewebeproteinen auftritt. Die Bedeutung der humoralen Beteiligung am komplexen Geschehen
zeigt sich am Nachweis oligoklonaler Banden als Folge klonaler Expansion der Immunglobulin
sezernierenden B-Zellen, die man nach Ansicht der gegenwirtigen Forschung vor allem in
aktiven MS-Herden vorfindet.

Die Thl bedingte Zytokinproduktion fiihrt zur Bildung reifer Plasmazellen und damit zur
Sekretion von Immunglobulinen, deren Antigenspezifitit noch nicht ausreichend gekléart ist.
Forschungen zeigen, daB3 die AntikOrper gegen das Myelin-Oligodendrozyten-Glykoprotein
(MOG) und das Basische Myelinprotein (MBP) als auch gegen Oligodendrozytenvorlduferzellen
gerichtet sind. Immunglobulinablagerungen locken weitere Entziindungszellen wie
Makrophagen an den Ort der Entziindung (40).

Aktivierte T-Lypmphozyten konnen also bei Kontakt mit dem geeigneten Antigen und
entsprechender lokaler HLA-Exprimierung eine Entziindungsreaktion auslosen, wobei durch die

Produktion und Interaktion von Zytokinen wie IL-2, y-Interferon und TNF-a eine Rekrutierung
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und Aktivierung von weiteren Entziindungszellen wie Makrophagen, Mikroglia und B-
Lymphozyten stattfindet und damit das Fortschreiten der Entziindung aufrechterhalten wird.
Durch eine weitere Freisetzung von Entziindungsmedatoren und Zytokinen sowie einer Myelin-
Antikorper-Komplementaktivierung folgt schlieBlich die Demyeliniserung und axonale
Schiadigung (41) - ein Prozess, der vom Organismus u.a. durch Apoptose der aggressiven T-
Lyphozyten schlieB3lich zum Stillstand gebracht wird.

Zum weiteren Verstidndnis der Pathogenese und der Immunologie der Multiplen Sklerose dienen
verschieden Tiermodelle, wie die EAE- Experimentelle Autoimmune Enzephalomyelitis:

Nach Immunisierung von Nagetier- als auch Affenstimmen mit Myelinantigenen wie MBP, PLP
oder MOG kann man MS-ihnliche Verinderungen im ZNS nachweisen. Bereits wenige Tage
nach der Vakzinierung fand man eine Proliferation der CD4+ Thl-Lymphozytenpopulationen,
die proinflammatorische Zytokine (y-IFN, TNF-a) produzieren, was auch im akuten Schub der
MS zu diagnostizieren ist, wihrend in Phasen der Remission eine Th2-dominierte Immunantwort
mit Sekretion antiinflammatorischer Zytokine (IL-4, TGF-beta) vorherrscht.

Doch leider spiegeln diese Experimente immer nur bestimmte Spektren der Immunogenese
wieder, denn so reichen die Manifestationen von einem monophasischen Verlauf mit starker
inflammatorischer Komponente ohne wesentliche Demyeliniserungsaspekte bei der Lewis-Ratte
tiber chronisch rezidivierende bis hin zu stark demyelinisierenden Verldufen mit Befall der
Sehnerven.

Wohl ist der Verlauf auch abhiingig von der Wahl des Antigens. So lieBen sich bei EAE-
resistenten Stimmen nach FEinbringen eines anderen Antigens durchaus MS-dhnliche
Veridnderungen induzieren. Es ist vorstellbar, da man fiir die Untersuchung der interindividuell
sehr unterschiedlichen Facetten der Immunpathogenese der MS diese EAE-Modelle gezielt
einsetzt.

Warum es beim MS-Patienten zu einer pathologischen Aktivierung bzw. zur Persistenz
autoreaktiver T-Zellen kommt, ist gegenwértig noch nicht vollends verstanden. Die weitere
Untersuchung regulatorischer Mechanismen der T-Zelle (Apoptose-Induktion, T-Zell-
Tolerierung, Entwicklung der T-Helfer-Zellsubpopulationen und T-Zell-
Rezeptorantigenspezifitit) (42) als auch die Klidrung der Bedeutung der verschiedenen Antigene
(MBP) (43) konnen in Zukunft mehr zum Verstindnis dieses komplexen Geschehens beitragen.
Zunehmend wird auch wieder eine infektiose Genese der Multiplen Sklerose diskutiert. So
konnten verschiedene Viren bei MS-Patienten isoliert werden (Tabelle 2). Allerdings kann nach
den bisher vorliegenden Daten eine direkte Auslosung einer MS durch Virusinfektionen nicht
belegt werden; jedoch scheint eine virale Infektion bei einer genetischen Disposition und dem

Zusammenwirken von anderen Umweltfaktoren die Erkrankungssuszeptibilitit zu steigern bzw.
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einen Schub zu triggern (44). Insbesondere dem Epstein-Barr-Virus scheint eine
dthiopathogenetische Rolle zuzukommen, wie verschiedene Studien in den vergangenen Jahren
belegen konnten. Epitopdhnlichkeiten zwischen Myelin- und viralen Bestandteilen (,,Molekulare
Mimikry*) begiinstigen die Sensibilisierung der autoreaktiven T-Lymphozyten und damit
letztlich die Entstehung einer iiberschieenden Entziindungsreaktion im ZNS (45).

Tab. 2: Mit einer MS-Erkrankung in Zusammenhang stehende potentielle Antigene und Viren
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2.2 Amyotrophe Lateralsklerose

Definition

Die erstmals vor iiber 125 Jahren von Charcot beschriebene Erkrankung bezeichnet einen
degenerativen Befall motorischer Nerven in Gehirn, Hirnstamm und Riickenmark ohne klar
ersichtliche Atiologie bzw. Risikofaktoren, die im Median nach drei Jahren zum Tode fiihrt (46).
Durch Ganglienzellschwund der spinalen bulbédren und/oder kortikalen Motoneurone kommt es
zu atrophischen Paresen, Faszikulationen und Muskelkrimpfen bzw. zu spastischen Liahmungen
sowie bulbdren Symptomen, wobei Sensibilitdt, Okulomotorik als auch Sphinkterfunktionen und
intellektuelle Fahigkeiten weitestgehend erhalten bleiben. Bei ca. 3-5% der Patienten tritt eine

fronto-temporal betonte Demenz auf.

Untergruppen

Man unterscheidet die progressive spinale Muskelatrophie (PMA), bei welcher zunédchst nur das
untere (spinale) Motoneuron betroffen ist und demnach vorwiegend atrophische Schwichen der
Muskulatur im Vordergrund stehen, und die primidre Laterasklerose (PLS), bei welcher
vorwiegend das erste (kortikale) Neuron betroffen ist, was sich in einem spastisch erhohten
Muskeltonus, Paresen als auch pathologischen Reflexen nach Babinski, Gordon, Oppenheim und
Trommner manifestiert.

Bei einem primidren Ausfall der motorischen Hirnnervenkerne im Bereich der Medulla
oblongata, gekennzeichnet durch das Betroffensein der Kau-, Sprech- und Schluckmuskulatur
(Dysphagie, Zungenatrophie, Heiserkeit, verwaschenen Sprache), mit anfinglichen Aussparung
der Arm- und Beinmuskulatur, spricht man von einer priméren Bulbérparalyse.

Etwa 60% der Patienten bieten eine klassischen ALS, bei welcher zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung Degenerationen des oberen als auch unteren Motoneurons auftreten — nur ca.
17% werden durch eine rein spinale Muskelatrophie, ohne spastische Zeichen, und ca. 16%

durch eine bulbdre Symptomatik auffillig (47).

Pathogenese und Immunologie, Erklirungsmodelle (siche Abb. 10)

In 90 bis 95% der Fille handelt es sich um die sporadische Form der Erkrankung ohne fa3bare
genetische Komponenten. Die verbleibenden 5-10% treten familidr mit einem zumeist
dominanten Erbgang auf und unterscheiden sich von den sporadischen Fillen weder klinisch
noch neuropathologisch. Es findet sich hier in 15-20% der Fille eine Mutation im Gen, das fiir
die Cu/Zn-Superoxid-Dismutase (SOD1) kodiert (48).
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SOD1 als ubiquitdres zytoplasmatisches Enzym katalysiert die Konversion freier
Sauerstoffradikale zu Wasser und dient somit wesentlich als Radikalfianger (49).

Durch Experimente mit transgenen mSODI1-Mausstimmen konnte gekldrt werden, dafl
Mutationen dieses Gens es mit neuen toxischen Eigenschaften ausstatten und damit den
Untergang motorischer Neurone hervorrufen (50). Am Ende der Kaskade von Ereignissen, die
zum SODI-mediierten Zelltod fiihren, steht die Apoptose. Bestitigung dieser ,,Apoptose-
Theorie* finden Untersuchungen hinsichtlich Verteilungsmuster antiapoptotischer Signalgeber
wie bcl-2 (51) und Uberexpression von proapoptotischen Kaspasen-1 und -3 (52) im
Riickenmark von mSOD1-Miusen. In weiteren Untersuchungen wurde die Rolle des oxidativen
Stresses auf die verstédrkte Apoptose von Motoneuronen beleuchtet. Man geht von einem Verlust
mitochondrialer Integritit durch oxidative Schiddigung aus, was schlieBlich die Apoptose-
Theorie stiitzt. Mitochondrien reagieren sehr vulnerabel auf oxidative Vorginge, z.B. mit
Aufblidhung, Vakuolenbildung oder mit Ruptur ihrer duleren Membran, was zu einer Freisetzung
von Cytochrom C fiihrt, welches wiederum die Aktivierung apoptoseinitiierender Kaspasen
bedingt (53).

Dieses Szenario konnte in neuropathologischen Studien an einigen transgenen FALS (familial
ALS) — Méusen (54) — nicht aber nach weiteren abschlieBenden Untersuchungen fiir alle ALS-
assoziierten SOD1-Mutationen beobachtet werden. Ein weiterer Mechanismus, der seit Jahren
schon in der Diskussion um die Pathogenese der ALS steht, ist der Einflul des exzitatorischen
Neurotransmitters Glutamat.

Storungen im Glutamat-Haushalt, bedingt durch intrazelluldre Transmitterfreisetzung bei
Zelluntergang oder durch eine selektive Reduktion des Glutamat-Transporter-Proteins EAAT?2,
(55) dienen als mogliches Erklarungsmodel fiir neuronalen Zelltod — als allein verantwortlicher
Primédrmechanismus kommt jedoch auch die Glutamat-Exzitotoxizitdt nicht in Frage. In das
Zentrum des Forschungsinteresses ist auch zunehmend die Frage nach der Bedeutung der
Gliareaktion bei der Genese der ALS geriickt. Man vermutet eine aktive Teilnahme von
Astroglia und Mikroglia an der Neurodegeneration durch Freisetzung von
immunmodulatorischen Zytokinen.

So konnte bei aktivierten Gliazellen im Riickenmark von mSOD1-Miusen vermehrt das Enzyym
iINOS (inducible nitric oxid synthase) gemessen werden, wodurch ein NO-mediierter oxidativer
Zellschaden zu beoabachten war (56). Deutlich erhohte Levels an an IL-6, Il-1beta sowie
Prostaglandin E2 im Liquor von ALS- Patienten stiitzen die Theorie einer entziindungsbedingten
Genese. Zudem triggert ein hohes Prostaglandin E2 die Freisetzung von Glutamat aus Astroglia,

was zu einer Verstirkung des exzitatorischen Stresses fiihrt (57).
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Abb. 10: Mogliche Pathomechanismen bei der Entstehung der ALS
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2.3 Guillain-Barré-Syndrom

Definition

Das Guillain-Barré-Syndrom GBS ist eine akut entziindliche, monophasisch verlaufende
demyelinisierende Erkrankung des peripheren Nervensystems. Die Axone der peripheren Nerven
konnen in unterschiedlichem Ausmal} betroffen sein. Die erstmals 1916 durch die franzosischen
Neurologen Georges Guillain, Jean-Alexandre Barré und André Strohl beschriebene Erkrankung
ist gekennzeichnet durch eine rasch progrediente, symmetrisch betonte Schwiche proximaler
und distaler Muskelgruppen bis hin zur Quadriplegie sowie Ateminsuffizienz — nicht selten sind
verschiedene Hirnnerven beteiligt.

Typischerweise kommt es zu einer Abschwichung der Muskeleigenreflexe mit begleitenden
sensiblen, zentripetal voranschreitenden Reiz- und Ausfallserscheinungen. Nach Moulin et al.
1997 (58) konnen in bis zu 90% der Fille ausgeprigte radikulédre, neuralgieforme Schmerzen
auftreten. Daneben finden sich sehr hédufig Storungen des autonomen Nervensystems (im Sinne
von Brady- und Tachykardien), kardialen Erregungsleitungsstdrungen als auch Dysregulationen

in der Darmmotilitdt und Schweillsekretion (59).

Epidemiologie

In tiber 50% der Fille stellt das GBS die hiufigste Ursache fiir akute generalisierte Lahmungen
in Nord- und Westeuropa dar (60) mit einer Inzidenz von 0,8-2/100 000, wihrend Ménner etwas
hdufiger erkranken (1,25:1 nach Hughes und Ress 1997).

GBS tritt in allen Altersgruppen auf, wobei Haufigkeit als auch Morbiditidt und Mortalitit mit
zunehmendem Alter linear ansteigen (61).

In 40% der Fille geht der Erkrankung ein Infekt der oberen Atemwege voraus, in ca. 20% ein
gastrointestinaler Infekt, wobei eine stattgehabte Infektion mit Campylobacter jejuni am
hiufigsten diagnostiziert wird (62).

Ein Zusammenhang mit einer Impfung und einem GBS lieBen sich fiir Influenza und einem
vormals verwendeten Tollwut-Vakzin evaluieren. Fiir weitere Impfstoffe, wie Polio-, Typhus-,
Cholera- oder Diphterie-Tetanus-Pertussis-Vakzine konnte ein erhohtes Erkrankungsrisiko nicht

stichhaltig bewiesen werden (61).
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Diagnostik
Zur Diagnosesicherung dienen neben den klinischen Zeichen einer progredient schlaffen Parese

mit Hypo- oder Areflexie und Progression iiber weniger als vier Wochen vor allem die
Elektrophysiologie und die Liquordiagnostik.

Im Liquor zeigt sich ab ca. der zweiten Krankheitswoche eine zytoalbuminire Dissoziation mit
isolierter Erhohung des Proteingehaltes bei normaler Zellzahl. Dieses kann bei 90% der
Patienten detektiert werden (63). Neurographisch manifestiert sich die Demyelinisierung in einer
verringerten Nervenleitungsgeschwindigkeit oder Leitungsblocken, verldngerter F-Wellen-
Latenz und motorischer Amplitudenreduktion (64).

Nach neueren Studienlagen gilt der Verlust des H-Reflexes in der Frithphase der Erkrankung (ab
dem 5. Krankheitstag) als das sensitivste Kriterium (65).

Krankheitsbilder

Man unterscheidet hinsichtlich klinischem Bild, Immunpathogenese und elektrophysiologischen
Befunden die akute inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie (AIDP), was dem
,Klassischen* Bild des GBS entspricht und in Westeuropa mit 85-90% vertreten ist, daneben die
akute motorische axonale Neuropathie (AMAN), die akute motorische und sensorische
Neuropathie (AMSAN) und das Miller-Fisher-Syndrom (MFS).

AIDP

Das klassische pathologische Bild des Guillain-Barré-Syndroms zeigt eine mononukleére
Zellinfiltration in den betroffenen Nerven, Plexus und Nervenwurzeln.

Man geht von einer systemischen Aktivierung von T-Zellen im peripheren Immunsystem aus.
Erhohte proinflammatorische Zytokinspiegel an IFN-gamma, TNF-alpha oder IL-6/IL-2 konnten
im Blut von GBS-Patienten detektiert werden (66). Durch Uberwindung der Blut-Nerven-
Schranke mittels Matrixmetalloproteinasen und Ioslichen Adhisionsmolekiilen, deren erhohte
Titer ebenfalls bei GBS-Patienten (67) zu detektieren waren, gelingt die Migration autoreaktiver
T-Zellen ins periphere Immunsystem. Nach Bindung an die passenden MHC-Molekiile erfolgt
die Aktivierung und klonale Expansion der T-Lymphozyten, welche ihrerseits wiederum
Zytokine freisetzen, um die im unteren Axonlemma ortsstandige Mikroglia zu aktivieren. Diese
aktivierten Makrophagen fithren zur Invasion der Schwannzell-Basalmembran und schlie3lich
zur Lyse des Myelins. In zentripetaler Richtung erfolgt die Zerstorung des Myelins auf
humoralem Wege durch Antikorperbindung auf der Oberflache der Schwannzellen, der Fixation

von Komplement und Destruktion der Schwannzellen mit Auflésung der Myelinscheide.
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In schweren Lasionen konnen auch die Axone in Mitleidenschaft gezogen werden im Sinne einer
,Bystander“-Reaktion auf die toxischen Enzyme und Radikale, die im Rahmen des
inflammatorischen Geschehens freigesetzt werden (68). Bei der v.a. in ldndlichen Gegenden
Chinas endemisch vorkommenden akuten motorischen axonalen Neuropathie (AMAN)
beobachtet man rein motorische Ausfélle mit nur milder autonomer Dysfunktion. Bei 76% dieser
Patienten kann eine Infektion mit Campylobacter jejuni nachgewiesen werden (69). Man
vermutet, daB durch bakterielle gangliosidihnliche Epitope B-Zellen stimuliert werden,
Antikorper zu produzieren, die kreuzreaktive axolemmnale Antigene opsonieren und zu einer
Komplementbindung fiihren. Dadurch werden ortsstindige Makrophagen veranlaflt, den
periaxonalen Raum/Ranvierschen Schniirring zu befallen, was zur Blockierung der
Nervenleitung oder zur direkten axonalen Schidigung fiihrt (70).

Bei der Atiologie der akuten motorischen und sensorischen Neuropathie (AMSAN) geht man
von einer dhnlichen Pathogenese wie der AMAN aus, wobei sich das entziindliche Geschehen
vor allem auf die dorsalen Spinalwurzeln ausdehnt (71). Das etwa 5% aller GBS-Fille
ausmachende Miller-Fisher-Syndrom ist durch die Trias Ophthalmoplegie, Ataxie und Areflexie
gekennzeichnet; eine motorische Schwiche fehlt in aller Regel. Einige Patienten zeigen
zusitzliche Hirnstammenldsionen im Sinne einer Bickerstaff-Enzephalitis. Die Pathologie bleibt
bisher unklar, da aufgrund eines eher milden und unkomplizierten Verlaufes nur einige wenige
Félle histopathologisch untersucht wurden: hier zeigt sich eine Inflammation und

Demyelinisierung der Spinalwurzeln und der Hirnnerven (72).

Pathogenese
Humorale und zelluldre Immunantworten gegen antigene Epitope auf Schwannzellen, Myelin

oder Axonen sind in der Pathogenese des Guillain-Barré-Syndroms involviert.In der frithen
Phase der Erkrankung wird vor allem das Komplementsystem als pathogenetischer Initiator der
immunmediierten Myelindestruktion vermutet (68). Weiterhin vermutet man eine T-Zell-
Beteiligung am entziindlichen Geschehen (mefB3bar erhohte Titer an aktivierten T-Lymphozyten,
l6slichem IL-2-Rezeptor) (73) und auch die histopathologisch erwiesene multifokalen
Lymphozyteninfiltration bei den meisten GBS-Fillen (74).

Neben der zelluldiren Immunitédt wird auch der humoralen Immunantwort eine grof3e Rolle in der
Pathogenese zugeschrieben, wofiir auch die Wirksamkeit der Plasmapherese beim GBS spricht.
Man geht von einer Kreuzreaktivitit, im Sinne eines molekularen Mimikrys, gegeniiber

bakteriellen Epitopen und korpereigenen Proteinen aus (75).
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Es werden vor allem Infektionen mit Campylobacter jejunii, aber auch Cytomegalievirus-und
Mycoplasma pneumoniae-Infektionen mit einer nachfolgenden GBS-Erkrankung in
Zusammenhang  gebracht. Es liegen  Epitopédhnlichkeiten = zwischen  bakteriellen
Lipopolysacchariden der Zellwand und humanen Gangliosiden und Myelinproteinen vor, die zu
einer moglichen Kreuzreaktivitit und damit zu einer Immunstimulation fiithren (76).

Die Experimentelle Autoimmunneuritis (EAN) spiegelt als tierexperimentelles Modell sehr eng
die Pathologie der akuten inflammatorischen demyelinisierenden Neuropathie (AIDP) wieder,
welche dem géngigen klinischen Bild des GBS entspricht. Hier konnte die Sekretion bestimmter
Antikorper gegen Myelinproteine wie PO, P1 oder PMP 22 isoliert werden (77). Gylocolipide
und Ganglioside identifizierte man als weitere Antigene, gegen die sich die Autoimmunitét vor

allem bei den verschiedenen GBS-Unterformen richtet (siche Tab. 3).

Antikorper

AIDP
(Akute inflammatorische demyelinisierende Polyradikuloneuropathie) PO, P1, PMP 22

AMSAN

(Akute motorische und sensorische Neuropathie) GM1, GMI1b, GDl1a

AMAN

(Akute motorische axonale Neuropathie) GalNac-GDla,
GM1, GM1b, GDla,

Miller-Fisher-Syndrome GQIlb, GT1a

Tab. 3: Klassifikation des Guillain-Barré-Syndroms und seiner typischen Antikdrpermuster, modifiziert nach
Hughes und Cornblath 2005 (78)
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2.4 Alzheimer Demenz

Definition

Der Morbus Alzheimer als eine Form einer neurodegenerativen Erkrankung stellt sich in seinem
Verlauf mit dem fortschreitenden Verlust kognitiver, mentaler und psychoaffektiver Fihigkeiten
dar. Die Alzheimer-Erkrankung umfal3t eine #tiologisch heterogene Gruppe von
neuropathologisch und klinisch sehr dhnlichen Krankheitsbildern. Man unterscheidet prisenile,
familidre (autosomal dominante) Formen (familial Alzheimer’s disease, FAD) von der Gruppe
der senilen, sporadischen Alzheimer-Demenz (senile Demenz vom Alzheimer-Typ, SDAT),
deren Manifestationsalter meist nach dem 65. Lebensjahr liegt (79).

Neuropathologisch kommt es zu einer, durch massiven Abbau von Neuronen bedingten
Hirnatrophie, die v.a. das limbische System und den cerebralen Kortex involviert.
Charakteristika bilden die intrazelluldren Ablagerungen aus verdndertem mikrotubuliassoziierten

Protein Tau (neurofibrillary tangles, NFT) als auch die extrazelluldiren Amyloid-Plaques (80).

Epidemiologie

Alter ist der Hauptindikator fiir die Entwicklung einer Demenz. Man geht weltweit etwa von
24,3 Millionen Menschen aus, die an einer Demenz leiden, 4,6 Mio. neue Erkrankungen pro Jahr
kommen dazu. Die meisten Menschen mit einer Demenz leben aufgrund der demographischen
Situation in den entwickelten Lindern (60% im Jahr 2001, mit einem erwarteten Anstieg auf
71% im Jahr 2040).

Nach Schitzungen der WHO im World Health Report 2003 nimmt das Krankheitsbild der
Demenz die wichtigste Stellung in der Gesundheitsbeeintriachtigung der iiber 60-Jdhrigen ein.
Demnach fiihrt Demenz zu 11,2% der Jahre, die mit Behinderung gelebt werden, wihrend
Schlaganfille mit 9,5%, Riicken- und Gelenkbeschwerden mit 8,9%, kardiovaskulére

Erkrankungen mit 5,0% und alle Formen von Krebs mit 2,4% beteiligt sind (81).

Pathogenese
Der Nachweis von amyloidalen Ablagerungen (AB-Amyloid) gilt als Spezifikum fiir die

Alzheimer-Demenz, und ein vermehrtes Vorkommen scheint fiir den Abbau der intellektuellen
Fihigkeiten maBgeblich verantwortlich zu sein, wobei das Ausmal} der Ablagerungen eng mit
dem Grad der Demenz zu korrelieren scheint (82).

Ausgehend von AB- Proteinsequenzanalysen wurde deutlich, da3 die AB-Sequenz nur Teil eines
wesentlich groBeren Vorlduferproteins ist, dem mehr als 170 kb umfassenden APP-Gen
(Amyloid Precusor Protein) (83). Mutationen in diesem Gen fiihren zu einer Erhohung der AB-

Amyloid-Freisetzung um das fiinf- bis achtfache (84).
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Genetische Ursachen

Als genetische Ursache der familidren Alzheimer-Demenz (FAD) konnten neben dem APP-Gen
auf Chromosom 21 weitere Gene identifiziert werden, wie das Gen fiir Apolipoprotein (ApoE)
auf Chromosom 19, Presinilin 1 (PS1) auf Chromosom 14 und Presinilin 2 (PS2) auf
Chromosom 1, wobei vier dieser Gene an ca. 50% aller FAD-Fille beteiligt sind (83).

Sporadische Alzheimer-Form

Neben genetischen Ursachen wurden erstmals 1975 auch inflammatorische Prozesse in der
Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung vermutet (85).

Neuere immunhistochemische Untersuchungen zeigen, dal Zytokine, Wachstumsfaktoren,
Komplement-Proteine, Akute-Phase-Proteine und Adhésionsmolekiile mit der Plaquebildung
vergesellschaftet sind.Astrozyten und Mikroglia scheinen dabei selbst durch das Ap-Protein
aktiviert zu werden. Mikroglia, die mit AB-Protein und gamma-IFN behandelt wurden,
sezernierten neurotoxische Faktoren wie TNF-alpha als auch NO (86), wihrend Astrozyten
verstdrkt Zytokine und Wachstumsfaktoren freisetzten (87). Neurofibrillenverinderungen mit
hyperphosphoryliertem Tau-Protein spielen neben dem BA4-Proteinl-42 eine Rolle bei der
Pathogenese. Die neurofibrilldren Biindel finden sich bei der Alzheimer-Demenz hauptsédchlich
in den am stédrksten affektierten Arealen und Assoziationsgebieten. Die Fibrillen enthalten neben
Tau-Protein aber auch Tau-negative Einschliisse, die sich unspezifisch mit Ubiquitin-
Antikorpern anfarben lassen und im Zusammenhang mit einer Motoneuronbeteiligung zu stehen
scheinen (88). Diese Fakten miinden schliissig in der Hypothese des Ungleichgewichts zwischen
Bildung und Abbau bzw. sonstiger Entfernung von Amyloid (89). Weiterhin konnte man eine
erhohte Inzidenz an Alzheimer-Demenzerkrankungen nach Schidel-Hirn-Traumen feststellen
(90). Der EinfluB chemischer Noxen auf die Pathogenese wird kontrovers bewertet: ein
Zusammenhang wurde zwischen der Serum-Aluminiumkonzentration und der AD-Inzidenz
diskutiert (91). Ebenso existieren Hypothesen zur Bedeutung des oxidativen Stresses, wonach
die durch die mitochondriale Atmungskette anfallenden freien Sauerstoffradikale zu einer
Beeintrachtigung  der  antioxidativen = Enzyme  (Katalasen, = Superoxiddismutasen,
Gluthationperoxidasen) und damit zu einer Begiinstigung der Erkrankung in vulnerablen
Zelltypen fithren konnen (92). Am Ende der Entwicklung steht der durch Apoptose bzw.

Nekrose realisierte Zelluntergang.

27



Diagnostik

Beweisend fiir eine Alzheimer-Demenz sind die neuropathologischen Darstellungen der
Amyloid-haltigen Plaques und Neurofibrillenbiindel. Klinisch handelt es sich bei der Diagnose
Alzheimer immer um eine Aussschludiagnose, die in etwa 80% d.F. mit dem
neuropathologischen Befund iibereinstimmt (93).

Gemil ICD-10 folgt die Diagnosestellung nach folgenden Kriterien — siehe Tabelle 4.
Untersuchungen wie cCT oder MRT, PET oder SPECT konnen die Diagnose stiitzen (94). Tau-
Protein 1dBt sich bei den Erkrankten auch im Nervenwasser nachweisen: préaspektiv
moglicherweise ein sicherer Nachweistest zu Lebzeiten. Die diagnostische Treffsicherheit der
Liquoruntersuchungen kann durch eine Kombination der beiden Marker Tau-Protein und [-42-
Peptid verbessert werden. Das Tau-Protein kann inzwischen mit kommerziell erhéltlichen
ELISAs nachgewiesen werden. Hohes Tau-Protein/erniedrigtes [42-Peptid gelten heute als

wertvolle Biomarker fiir die sporadische (nicht erbliche) Alzheimerkrankheit (95).

Obligat

Demenz-Syndrom

®  Erfolgreicher  AusschluB  von: sekundire  Demenz-Syndrome, delirantes  Syndrom,

Bewultseinsstorung, psychiatrische Erkrankungen wie Depression, Schizophrenie

Unterstiitzend

®  Beginn zwischen 40. und 90. Lj. (meist nach 65. Lj.)

®  Schleichender Beginn und kontinuierliche Progression (auch passagerer Stillstand)

®  Kein plotzicher Beginn

® Keine frilhen fokalen Symptome (z.B. Hemiparese, Sensibilitdtsstorung, Gesichtsfelddefekt,
Koordinationsstérung, Gangstorung, Epilepsie)

®  Assoziierte Symptome wie Depression, Schlafstorung, Inkontinenz, Wahn, Halluzinationen,

Erregungszstinde, sexuelle Storungen, Muskeltonuserhchungen, Myoklonus, Gangstérungen (auch

Epilepsie im Verlauf)
®  Positive Familienanamnese

®  Progrediente Hirnatrophie in der Bildgebung, Unauffillige Liquor- und EEG-Befunde

Tab. 4: Klinische Kriterien fiir Alzheimer-Demenz (nach ICD-10, DSM-IV-TR und NINCDS-ADRDA)
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3  Ziel- und Fragestellung

Das Proteasom prisentiert als multikatalytische Einheit in Zusammenhang mit der
Ubiquitinkaskade ein physiologisch katabolisches System fiir den Abbau von abnorm gefalteten,
alterschwachen aber auch kurzlebigen und vielen langlebigen Proteinen (13), das in allen Zellen
strukturell und funktionell etabliert ist. Es spielt eine grole Rolle fiir die Regulation von
Stoffwechsel,  Transkription und Zellzyklus durch seine schnelle Degradation
geschwindigkeitsbestimmender Proteine, Transkriptionsfaktoren und regulatorischer Proteine.
Im Rahmen der Immunantwort kommt dem Proteasom eine hohe Bedeutung zu durch die
Beteiligung an der Antigen-Prozessierung.

Durch die Aufbereitung von korpereigenen als auch zellfremden Proteinen entstehen
Peptidfragmente mit passenden Lédngen, die via MHC-I/II-Pathway immunkompetenten Zellen
prasentiert werden konnen (11). SchlieBlich ist das Ubiqitin-Proteasom-System in der Lage, auf
verschiedenen Wegen auf den programmierten Zelltod (Apoptose) regulativ Einflufl zu nehmen.
(96, 97, 98, 99). In dieser Arbeit gingen wir der Frage nach, ob sich das zirkulierende Proteasom
(cProteasom) im Serum, aber vor allem auch im Liquor von Patienten mit neurodegenerativen
und neuroimmunologischen Erkrankungen nachweisen lat. Dazu sollten Serum-Liquor-Paare
von Patienten mit Multipler Sklerose, Amyotropher Lateralsklerose, Guillain-Barré-Syndrom
und Alzheimer-Demenz hinsichtlich Konzentration des zirkulierenden Proteasoms (cProteasom)
untersucht und die ermittelten Werte in einen Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe

gebracht werden.

Weiterhin sollte evaluiert werden, ob eine Korrelation der cProteasom-Level zwischen Serum
und Liquor besteht. Grundlage fiir diese Uberlegungen sind Studien von Egerer et al. 2002 (1).
Hier detektierte man in den Seren von Patienten mit verschiedenen Autoimmunerkrankungen
wie Systemischen Lypus Erythematodes (SLE), primdrem Sjogren Syndrom (pSS),
Polymyositis/Dermatomyositis (PM/DM) und Rheumatoider Arthritis (RA) signifikant erhohte
Konzentrationen an zirkulierendem Proteasom (cProteasom). Weitere Forschungen ziehen die
Moglichkeit in Betracht, da3 das Proteasom selbst zum Angriffspunkt der korpereigenen
Immunabwehr wird. Diese Vermutung konnte von Egerer et al. (1) bestétigt werden, wonach in
untersuchten Seren neben den Antikdrpern gegen freizirkulierende DNA auch Anti-Proteasom-
Antikorper bei 57% der Patienten mit SLE, bei 60% der Patienten mit PM/DM und bei 39% der
Patienten mit primédrem Sjogren Syndrom gefunden wurden. Auch Mayo et al. 2002 (2) lieferten
in ihrer Untersuchung evidente Aspekte auf die Pridvalenz antiproteasomaler AntikOrper bei

Autoimmunerkrankungen wie der Multiplen Sklerose. In einer weiteren Analyse der
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antiproteasomalen Antikorper im Serum und im Liquor der Patienten mit Multipler Sklerose
wollten wir diese Ergebnisse eruieren und eine mogliche Korrelation zu den erhobenen
cProteasom-Levels herausstellen. SchlieBlich sollten die gewonnen Ergebnisse in den Kontext

aktueller Forschungen zur Pathoimmunologie der jeweiligen Krankheitsbilder eingeordnet

werden.
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4  Material und Methodik

4.1 Patienten und untersuchte Medien

In die vorliegende Arbeit wurde eine Gruppe von 139 Patienten mit neurodegenerativen und
-immunologischen Erkrankungen: darunter 32 Patienten mit Amyotropher Lateralsklerose, 25
mit Guillain-Barré-Syndrom, 30 mit Multipler Sklerose und 52 mit Alzheimer Demenz sowie

eine Kontrollgruppe von 33 gesunden Probanden eingeschlossen (Tab. 5).

Erkrankung/Kontrolle ~ALS GBS MS AD Gesunde Probanden
Anzahl 32 25 30 52 33
Mainnlich 16 15 16 33 15
Weiblich 16 10 14 19 18

Tab. 5: Anzahl der in die Untersuchung eingeschlossenen Patienten

Es wurden jeweils 150 pg Patientenserum und -liquor fiir die Analyse aus Riickstellproben des
Liquorlabors der Klinik fiir Neurologie der Charité Berlin verwendet, um daraus die
Konzentrationen des zirkulierenden Proteasoms (cProteasoms) sowie der Proteasom-Antikorper
zu bestimmen.

Einverstdndniserkldarung (informed consent) lag vor der Untersuchung bei allen Patienten vor.

4.2 Methodik

4.2.1 Bestimmung des zirkulierenden Proteasoms

Mikrotiterplatten wurden iiber Nacht beschichtet mit dem polyklonalen Proteasom-spezifischen
AntiProteasom-Antikorper K42 1:1000 (Institut fiir Biochemie der Charité Berlin) in einer
Carbonatpuffer-Losung bei pH 9,6. Die verbleibenden Bindungsstellen wurden mit 0,5%-igen
fetalem Kilberserum (FCS) in Pufferlosung bei pH 7,4 geblockt.

Die humanen Plasmaproben, Verdiinnung 1:10, und die unverdiinnten Liquorproben wurden fiir
eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Eichkurven wurden erstellt unter Verwendung
von gereinigtem humanen Proteasom (Institut fiir Biochemie der Charité Berlin) in sechs
Verdiinnungsschritten von 1000 ng/ml bis auf 12,5 ng/ml. Nach der Reinigung wurde ein Biotin-

markierter monoklonaler Anti-Proteasom-Antikorper, HP 903 (10ug/ml) (Biogenes, Berlin), fiir

31



den Nachweis des Antigens (Verdiinnung 1:1000) appliziert und fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die gebundenen Biotin-markierten Antikorper wurden unter
Verwendung von Streptavidin-Meerettich-Peroxidase (Sigma, Verdiinnung 1:2000) mit
Tetramethylbenzidin als Substrat nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten nach Stoppen mit
Imol Schwefelsdure mittels Mikroplatten-Reader bei 450 nm nachgewiesen.

Der Referenzbereich (< 400 ng/ml) wurde berechnet unter Verwendung des Mittelwertes plus
2,5facher Standardabweichung, basierend auf der Analyse von 85 gesunden Probanden. Um die
Moglichkeit der nichtspezifischen Bindung auszuschlieBen, testeten wir verschiedene
Kontrollproteine (Rinderserumalbumin, FCS) anstelle des Proteasoms und konnten keine

positive Reaktion beobachten (1).

4.2.2 Bestimmung der Antikorper gegen das 20S-Proteasom

Multititerplatten wurde iiber Nacht mit 20S Proteasom in Carbonat-Puffer ph 9,6 inkubiert. Eine
Blockierung der verbleibenden Bindungsstellen erfolgte mit Rotiblock in Wasser 1:10. Serum
wurde 1:100 verdiinnt (PBS/Tween), Liquor wurde unverdiinnt eingesetzt. 50 ul der Proben
wurden 40 min bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert. AnschlieBend wurde ein anti-
human-IgG-POD-gekoppelter Antikorper zugegeben und 30 min. inkubiert. Nach den einzelnen
Schritten wurde jeweils 4x mit PBS/Tween gewaschen. Nach Zugabe von TMB und Stoppen mit
Imol Schwefelsiure wurde bei 450 nm gemessen. Die Konzentration wurde gegen eine
Eichkurve aus einem definierten Patientenserum bestimmt und die Konzentration in U/ml

angegeben. Der Cut-Off im Serum betrédgt < 25 U/ml.

4.2.3 Statistisch angewendete Tests und Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels deskriptiver Datenanalyse der absoluten
Konzentrationen, mit Angabe von Mittelwert, Standardabweichung sowie Median und Quartilen.
Der Vergleich der Signifikanzniveaus der einzelnen Krankheitsgruppen zur gesunden
Kontrollgruppe erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test. Fiir die graphische Darstellung wurden
Boxplots, Korrelations- und Streudiagramme sowie ROC-Kurven zur Veranschaulichung der
Sensitivitit des Nachweises des cProteasoms angewendet (SPSS fiir Windows: Release 11.01.1,
Copyright ® SPSS Inc. 1998 — 2001).
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5 Ergebnisse

5.1 Auswertung der ermittelten Konzentrationen an cProteasom im Serum und Liquor

der untersuchten Gruppen

5.1.1 Deskriptive Statistik

Erkrankung/Kontrolle

Konzentration

cProteasom Serum [ng/ml]

Mittelwert

Standardabweichung

Median

Minimum

Maximum

ALS

466,02
213,9
415,45
201,0

959,7

GBS

654,23
350,02
575,5

100,90

1272,50

MS

513,29
278,87
464,7

133,60

1136,60

AD

815,07
667,27
702,7
93,6

3463,10

Gesunde

Probanden

571,01
421,27
540,7
0,00

1978,40

Tab. 6: Gemessene Konzentrationen des zirkulierenden Proteasoms im Serum der einzelnen Gruppen

Erkrankung/Kontrolle

Konzentration

cProteasom Liquor [ng/ml]

Mittelwert

Standardabweichung

Median

Minimum

Maximum

ALS

20,52
15,64
17,29
0,38

68,93

GBS

9,51
6,48
8,01
0,00

23,18

MS

6,49
5,78
5,24
0,00

21,91

AD

17,37
5,85
16,2
8,10

32,50

Gesunde

Probanden

14,87
4,35
15,2
0,00

21,30

Tab. 7: Gemessene Konzentrationen des zirkulierenden Proteasoms im Liquor der einzelnen Gruppen

Die Konzentrationen im Serum zeigten im Median Bereiche von 415 ng/ml (ALS) bis 702 ng/ml

(Alzheimer Demenz), die im Median im Liquor Bereiche von 5 ng/ml (MS) bis 17 ng/ml (ALS).
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5.1.2 Boxplots — Graphische Darstellung der cProteasomenkonzentrationen
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Abb. 11: Boxplot cProteasomkonzentrationen aller Gruppen im Serum
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Abb. 12: Boxplot cProteasomenkonzentrationen aller Gruppen im Liquor

34



Zur genaueren Analyse der Konzentrationen des cProteasoms im Liquor der untersuchten MS-
Patienten wurde die Form der Multiplen Sklerose bzw. der Krankheitszustand mitbetrachtet
(Abb. 13). Von den 30 untersuchten MS-Fillen konnten 7 Patienten einem schubformig
remittierenden MS-Verlauf und 5 mit einem schubformig progredienten Verlauf zugeordnet
werden.Drei Patienten stellten sich mit einer Erstsymptomatik einer Neuritis nervi optici vor.

Bei zwei Patienten konnte ein akuter Schub diagnostiziert werden. Desweiteren wurden die
Unterschiede in der Liquorkonzentration an cProteasom unter dem Einflufl aktueller immun-
suppressiver Medikation dargestellt (Abb. 13). Von 17 untersuchten Liquores befanden sich 7
mit und 10 ohne immunsuppressive Therapie. Bei einem asymptotischen Signifikanzniveau von
p = 0,3 konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in den Konzentrationen dieser beiden

Gruppen ermittelt werden.

cProteasom [ng/ml]

ja nein

Immunsuppression

Abb. 13: Boxplot cProteasomenkonzentrationen der MS-Patienten mit und ohne aktuelle Immunsuppression

(Steroidapplikation)
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5.1.3 Korrelation und Streudiagramme

In der folgenden statistischen Auswertung wird der Zusammenhang zwischen den
Konzentrationen des cProteasoms im Serum und im Liquor analysiert. Wichtig hierbei war
herauszufinden, ob eine signifikante Korrelation zwischen beiden Werten zu beobachten war,
d.h., ob eine Anderung der Konzentration innerhalb des Serums sich auf die Hohe der
Konzentration im Liquor unmittelbar auswirkt. Das folgende Streudiagramm macht diese

Zusammenhinge bei den 172 untersuchten Patienten bzw. Probanden deutlich.

70 ==

504 +

cProteasom Liquor [ng/ml]

2000 3000 4000

cProteasom Serum [ng/ml]

Abb. 14: Korrelationsdiagramm cProteasomenkonzentrationen Serum/Liquor aller untersuchten Gruppen
Korrelation cProteasom Serum/Liquor:

Wie graphisch sichtbar (Abb. 14), konnte bei den Probanden und den meisten
Krankheitsgruppen kein relevanter Zusammenhang zwischen der Konzentration des cProteasoms
im Serum und der des cProteasoms im Liquor gefunden werden. Dies wurde mittels
Korrelationsanalyse nach Spearman auch rechnerisch bei allen untersuchten Gruppen bestitigt.
Bei allen 5 untersuchten Gruppen bewegten sich die Korrelationen in einem Bereich von 0,2 bis

0,5 auf einem Signifikanzniveau von a > 0,05.
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Lediglich bei der Gruppe ,,Alzheimer Demenz” (siehe auch Abb. 17) konnte ein signifikanter
Zusammenhang von 0,41 ermittelt werden. Damit wurde deutlich gemacht, daf es bei den
meisten Gruppen keinen Zusammenhang zwischen der Konzentration des cProteasoms im Serum

mit der im Liquor zu geben scheint.

Multiple Sklerose

30
+
20 4
— +
g
+
i) +
5 +
&
= 10+ + + +
— t,
E +
) +
3 + +
S + +
3 + + +
o + +
[a®
o 0 + | — = — = +
0 200 400 600 800 1000 1200

cProteasom Serum [ng/ml]

Abb. 15: Korrelationsdiagramm cProteasomenkonzentration Serum/Liquor bei Multipler Sklerose
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Guillain-Barré-Syndrom
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Abb. 16: Korrelationsdiagramm cProteasomenkonzentration Serum/Liquor bei Guillain-Barré-Syndrom

Alzheimer Demenz
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Abb. 17: Korrelationsdiagramm cProteasomenkonzentration Serum/Liquor bei Alzheimer Demenz
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Amyotrophe Lateralsklerose
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Abb. 18: Korrelationsdiagramm cProteasomenkonzentration Serum/Liquor bei Amyotropher Lateralsklerose

Gesunde Probanden

30
+
+ F
20| 4+ +H
= + ++
E +
& oo + +
k) ot
o +
o + +
= +
2 10l +
— + +
=
o
2]
<
2
£
o 0 - -
0 1000 2000 3000

cProteasom Serum [ng/ml]

Abb. 19: Korrelationsdiagramm cProteasomenkonzentration Serum/Liquor der Kontrollgruppe



5.1.4 Mann-Whitney-U-Test

Im Folgenden wurden die Konzentrationen des cProteasoms jeweils einer Krankheitsgruppe mit
der der Kontrollgruppe (Liquornormalbefund) mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen, um die
Konzentrationen vergleichen und statistisch beurteilen zu konnen. Fiir die Gruppe Amyotrophe
Laterasklerose ergaben sich keine statistisch signifikanten Unterschiede sowohl der Serum- als
auch der Liquorkonzentrationen (p-Wert von 0,49 bzw. 0,37).

In der Gruppe der Patienten mit Multipler Sklerose konnte kein signifikanter Unterschied der
Serumwerte im Vergleich zu denen der Kontrollgruppe ermittelt werden. Es zeigte sich jedoch
im Liquor eine sehr deutliche, wie im Boxplot graphisch sichtbare und auch statistisch
nachweisbare, Differenz (p-Wert < 0,001). Ebenso konnte bei der Gruppe der Patienten mit GBS
kein relevanter signifikanter Zusammenhang in der Serumkonzentration gesehen werden, wohl
aber im Liquor (Signifikanzniveau von 0,001). Die Analyse der Proteasomenkonzentrationen bei
Patienten mit Alzheimer Demenz zeigte weder in den Serumwerten (p = 0,005) noch in den
Liquorwerten (p = 0,124) eine statistisch relevante Abweichung zu den Konzentrationen aus der

Referenzgruppe.
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5.1.5 ROC-Kurven

Nachfolgende ROC-Kurven stellen die Sensitivitit der Untersuchung hinsichtlich der
Trennschérfe dar. Bei den Patienten mit Multipler Sklerose konnte die hochste Sensitivitit der
Untersuchung ermittelt werden. Im Liquor ist bei Patienten mit Multipler Sklerose eine

signifikant erniedrigte cProteasomenkonzentration von 87% gegeniiber gesunden Probanden
nachweisbar (Abb. 20).

Multiple Sklerose
1,0
8-
5
:§ 3]
2
2
@ 00 ‘ ‘ ‘
0,0 3 5 8 1,0
1 - Spezifitit

Abb. 20: ROC-Kurve bei Multiple Sklerose
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Guillain-Barré-Syndrom
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Abb. 21: ROC-Kurve bei Guillain-Barré-Syndrom

Fir die Gruppe der Patienten mit Guillain-Barré-Syndrom konnte eine Sensitivitit der
cProteasomenkonzentrationen im Liquor von 70% ermittelt werden (Abb. 21).
Bei den anderen drei untersuchten Gruppen (ALS, Alzheimer Demenz und Gesunde

Kontrollgruppe) konnten keine signifikanten Sensitivititen bzw. Spezifititen ermittelt werden.

5.2 [Ergebnisse der Analyse der Antiproteasom-Antikorper im Liquor und im Serum der

untersuchten MS-Patienten

In nachfolgenden Analysen wurde die Hypothese untersucht, wonach das Proteasom selbst zum
Angriffspunkt der korpereigenen Abwehr werden kann. Egerer et al.(1) beobachteten bei ihrer
Untersuchung von autoimmunologisch verursachten Erkrankungen (SLE, PM/DM und pSS)
Anti-Proteasom-Antikorper. Die signifikant erniedrigten Spiegel an cProteasom im Liquor der
untersuchten MS-Patienten gaben Anhalt zu einer weiterfilhrenden Untersuchung auf Anti-
Proteasom-Antikdrper im Serum und natiirlich im Liquor. 30 Serum-Liquor-Paare wurden
hinsichtlich der Konzentration an antiproteasomalen Autoantikdrpern analysiert und mit einer

erweiterten Kontrollgruppe von 33 + 15 weiteren Gesunden verglichen (Tab. 8).
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5.2.1 Deskriptive Datenanalyse

Erkrankung/Kontrolle
Anzahl

Minnlich

Weiblich

Multiple Sklerose
30
16
14

Gesunde Probanden
48
21
27

Tab. 8: Anzahl der auf Antikorper gegen das zirkulierende Proteasom untersuchten Probanden

Erkrankung/Kontrolle

Proteasom-Antikorper [U/ml]

Serum

Mittelwert
Standardabweichung
Median

Minimum

Maximum

Multiple Sklerose

44,94
36,45
34,52
14,96

160,5

Gesunde Probanden

32,7
23,9
26,58
8,99

125,48

Tab. 9: Gemessene Antikorpertiter im Serum der untersuchten MS-Patienten und der gesunden Kontrollen
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Multiple Sklerose Gesunde Probanden
Erkrankung/Kontrolle

Proteasom-Antikorper [U/ml]

Liquor

Mittelwert 0,19 0,07
Standardabweichung 0,16 0,06
Median 0,15 0,06
Minimum 0,01 0,01
Maximum 0,68 04

Tab. 10: Gemessene Antikorpertiter im Liquor der untersuchten MS-Patienten und der gesunden Kontrollen

Die Konzentrationen im Serum zeigten Bereiche von im Median 26,58 U/ml in der
Kontrollgruppe und Werte bis 34,52 U/ml in der Gruppe der MS-Patienten (Tab. 9). Im Liquor
rangierten die Werte innerhalb der MS-Gruppe im Bereich von 0,15 U/ml. Die Kontrollgruppe
zeigte MeBwerte von 0,06 U/ml (Tab. 10). Der Vergleich der Serumkonzentrationen an
Antiproteasom-Autoantikorper ergab zwischen beiden Gruppen keinen statistisch signifikanten
Unterschied (p = 0,075). Dem gegeniiber lagen die Werte der Antiproteasom-Antikorper bei den
untersuchten MS-Liquores im Mittel um das 2,5fache hoher als die der gesunden Kontrollen

(p < 0,001).

44



5.2.2 Boxplots — Graphische Darstellung der Antikorperniveaus
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Abb. 22: Boxplot Antiproteasom-Antikorper im Serum bei MS-Patienten und der Kontrollgruppe
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Abb. 23: Boxplot Antiproteasom-Antikorper im Liquor bei MS-Patienten und der Kontrollgruppe
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5.2.3 Mann-Whitney-U-Test

Die Konzentrationen der antiproteasomalen Antikorper der MS-Patienten werden im Folgenden
mit denen der Kontrollgruppe verglichen, um die Ergebnisse statistisch beurteilen zu konnen.
Der Vergleich der Serumkonzentrationen an Antiproteasom-Autoantikorper ergab keinen
signifikanter Unterschied (p = 0,075). Dem gegeniiber zeigte sich im Vergleich der
Liquorkonzentrationen ein erheblicher, statistisch signifikanter Unterschied (p < 0,001), wie
auch in der Graphik (s. Abb. 10) sichtbar wird.

5.2.4 Korrelationsanalysen

Die Beurteilung des Zusammenhangs zwischen den Konzentrationen des cProteasoms und der
antiproteasomalen Antikorper im Serum bzw. Liquor erfolgte mittels Korrelationsanalyse nach
Spearman. Graphisch stellen dies die folgenden Streudiagramme dar. Dabei zeigt Abbildung 24
den Zusammenhang im Serum zwischen cProteasomenkonzentration und Titer der
korrespondierenden Antiproteasom-Antikorper und Abbildung 25 den Zusammenhang im

Liquor der MS-Patienten.
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Wie graphisch schon sichtbar, konnte auch mittels Korrelationsanalyse kein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen den Serum-Liquor-Konzentrationen an cProteasom und
ihren korrespondierenden Antikorpertitern ermittelt werden (0,07 fiir Liquor und 0,18 im
Serum).

Die Analyse der Kontrollgruppe hinsichtlich einer Korrelation zwischen Antikorpertitern und
Konzentrationen an cProteasom, sowohl im Liquor als auch Serum, ergab ebenfalls keinen

signifikanten Zusammenhang (siehe dazu graphisch Abb. 26 und Abb. 27).
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Abb. 27: Antiproteasom-Antikorper-Korrelation im Liquor der Kontrollgruppe

Abschlieend wurde der Zusammenhang zwischen Antikorpertitern der korrespondierenden
Medien (Liquor-Serum) fiir die Patienten mit MS und fiir die Kontrollgruppe untersucht. Die
Analyse der Korrelation des Antikdrperniveaus zwischen Serum und Liquor erbrachte bei den
untersuchten MS-Fillen rechnerisch kein signifikantes Ergebnis (Korrelationskoeffizient von
0,57 auf einem Signifikanzniveau von o < 0,05), jedoch innerhalb der Kontrollgruppe
(Korrelationskoeffizient von 0,288 auf einem Signifikanzniveau von a < 0,05). Dieses wird auch

in nachfolgenden Streudiagrammen ersichtlich (Abb. 28 und Abb. 29).
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6 Diskussion

In vorliegender Arbeit wurde untersucht, inwieweit dem Proteasom bzw. den Anti-Proteasom-
Antikorpern eine Rolle in der immunologisch vermuteten Entstehung der Multiplen Sklerose und
in der Pathogenese weiterer entziindlicher (Guillain-Barré-Syndrom) bzw. neurodegenerativer
Erkrankungen (Amyotrophe Lateralsklerose, Alzheimersche Demenz) zukommen konnen. Im
Folgenden werden die ermittelten Ergebnisse jeder Krankheitsgruppe in Bezug auf eine
Kontrollgruppe gesunder Probanden interpretiert und im Kontext der aktuell beschriebenen

krankheitsspezifischen Pathomechanismen diskutiert.

6.1 Diskussion der MS-Ergebnisse

Die Multiple Sklerose ist eine Erkrankung des Zentralnervensystems, wobei bei der Erforschung
der Pathogenese nach allgemeiner Auffassung verschiedene autoimmunologische Mechanismen
ermittelt werden konnten (100). Wie bei anderen Autoimmunerkrankungen auch, spielen die
Aktivierung von Lymphozyten und verdnderte bzw. defekte Regulationsmechanismen der
Immunantwort eine ma3gebliche Rolle. Die Antigen- als auch Organspezifitidt werden durch die
Antigen-Prisentation und -Erkennung, durch den immunologischen Status und die Antwort des
Zielorgans vermittelt (101).

Bei der Multiplen Sklerose geht man davon aus, da} die im peripheren Immunsystem aktivierten
T-Lymphozyten nach Migration ins ZNS als Entziindungsausloser dienen kénnen, wenn sie dort
auf ihr spezifisches Antigen treffen.

Als potentielle Autoantigene wurden verschiedene Bestandteile der Myelinscheiden identifiziert,
wobei sich in den meisten Arbeitsgruppen das Hauptaugenmerk auf das MBP (Basische
Mpyelinprotein) und das PLP (Proteolipidprotein) legte. Aber auch seltener vorkommende
Myelinproteine wie das Myelinassoziierte Glykoprotein (MAG) oder das Myelin-
Oligodendrozyten-Glykoprotein (MOG) konnen bei MS-Patienten zu einer dominanten T-Zell-
Antwort fithren (37). Die humorale Seite des entziindlichen Geschehens ist gekennzeichnet
durch die Sekretion von Immunglobulinen als Folge der klonalen Expansion der Immunglobulin
sezernierenden B-Zellen, deren Antigenspezifitit noch nicht ausreichend geklart ist.
Forschungen zeigen, daf} sich die Antikdrper gegen besagte Myelinproteine wie MOG (102) als
auch gegen Ganglioside (103) richten. Aktivierte T-Lymphozyten konnen also bei Kontakt mit
den geeigneten Antigenen und entsprechender HLA-Expremierung eine Entziindungsreaktion
auslosen und durch eine zytokinabhingige Rekrutierung weiterer Entziindungszellen diese

Inflammation aufrechterhalten.
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Dieses Szenario wird vor allem im aggressiven Schub beobachtet und vom Organismus durch
Apoptose der aggressiven T-Lymphozyten schlieBlich zum Stillstand gebracht.

Warum es bei MS-Patienten zu einer pathologischen Aktivierung bzw. zur Persistenz
autoreaktiver T-Lymphozyten kommt, ist zum gegenwirtigen Zeitpunkt der Forschungen noch
nicht vollends verstanden.

Das Proteasom als immunologisch aktiver Partikel mit nukledrer als auch zytosolischer
Lokalisation spielt eine gro3e Rolle in der Initiierung und Modulation der Immunantwort. Durch
seine katalytische Funktion werden Peptidfragmente kreiert, die via MHC-I-Pathway
immunkompetenten Zellen Informationen iiber den Unterschied zwischen ,,selbst* und ,,nicht
selbst* liefern (104).

Im Rahmen eines immunologischen Geschehens werden proinflammatorische Zytokine wie
gamma-IFN und TNF-alpha durch immunkompetente Zellen wie T-Helfer- und zytotoxische T-
Zellen freigesetzt, die zur Bildung des ,Immunproteasoms* fithren, das durch Ersatz der
homologen konstitutiven Beta-Untereinheiten durch LMP2, LMP7 und MECL-1 zu einem Boost
in der katalytischen Aktivitit und damit zu einer gesteigerten Antigenprozessierung fiihrt (105).
In einer Arbeit von Egerer et al. 2002 (1) wurden unter anderem die Seren von Patienten mit
verschiedenen Autoimmunerkrankungen wie Lupus Erythematodes, primdrem Sjogren Syndrom,
Polymyositis/Dermatomyositis und Rheumatoider Arthritis hinsichtlich der Konzentrationen an
zirkulierenden Proteasom (cProteasom) untersucht. Hierbei konnten auch die ersetzten,
immunologisch aktivierten Untereinheiten LMP7 in den Samples detektiert werden, was den
Hinweis auf ein autoimmunologisches Geschehen stiitzt. Da sich die meisten Forschungen
vorwiegend mit der Untersuchung immunologischer Marker im Serum beschéftigten, wollten wir
nicht nur im Serum, sondern vor allem am Ort des entziindlichen Geschehens — im Liquor —

Folgendes evaluieren:

1. Ist das cProteasom im Liquor iiberhaupt nachweisbar und wenn ja, in welchen Bereichen
rangiert es?

2. Gibt es signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe?

3. Liegen im Liquor auch Antiproteasom-Antikdrper vor, und wenn, in welchen Bereichen
rangieren sie?

4. Bestehen signifikante Korrelationen im Antikdrperniveau bei der Multiplen Sklerose zwischen
Serum und Liquor?

5. Wie stiitzen die ermittelten Werte die These einer immunologisch vermittelten Pathogenese,
und wie fiigen sich diese Ergebnisse ein in den Rahmen der bisher erfolgten

Forschungsergebnisse zur Pathogenese der Multiplen Sklerose?
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Wir untersuchten die Serum-Liquor-Paare von 30 Patienten mit klinisch und serologisch
gesicherter MS auf ihre Konzentrationen an freiem, zirkulierendem Proteasom (cProteasom) und
verglichen dies mit der Analyse von 33 Serum-Liquor-Paaren einer gesunden Kontrollgruppe. In
unseren Untersuchungen rangierten die Konzentrationen an cProteasom fiir die gesunden
Kontrollen in einem Bereich von 571,01 ng/ml im Serum, wihrend Egerer et al. 2002 in ihrer
Arbeit (1) Werte von 221,41 ng/ml im Mittel fiir die gesunde Kontrollgruppe ermittelten. Diese
Abweichung sehen wir in der Anzahl der untersuchten Fille begriindet: wahrend Egerer et al. 85
gesunde Serumkontrollen zur Analyse brachten, liegt in vorliegender Untersuchung eine Fallzahl
von 33 MS-Serumproben vor. Diese untersuchten Werte im Serum lagen bei den MS-Patienten
im Mittel bei 513 ng/ml, womit sich kein signifikanter Unterschied zu unseren Kontrollanalysen
ergab. Bei Bestimmung der cProteasom-Konzentrationen im Liquor rangierten die Level an
cProteasom der Gesunden im Mittel bei 14,87 ng/ml. Die Analyse der Liquorkonzentrationen der
MS-Gruppe zeigte Werte von 6,49 ng/ml. Diese Differenz konnte auch rechnerisch als

signifikant (p < 0,001) beschrieben werden.

Weitere Hypothesen ziehen die Moglichkeit in Betracht, dal das Proteasom selbst zum
Angriffspunkt der korpereigenen Immunabwehr wird. Diese Vermutung konnte bestitigt werden
in o.g. Arbeit von Egerer et al. (1), wo in Seren von Patienten mit Systemisch Lupus
Erythematodes (SLE) neben Antikorpern gegen freizirkulierende DNA auch Antiproteasom-
Antikorper bei 57% der Patienten mit SLE, bei 60% der Patienten mit
Polymyositis/Dermatomyositis und bei 39% der Patienten mit primdrem Sjogren Syndrom
gefunden wurden.

Um herauszufinden, ob auch bei der Multiplen Sklerose dieser Mechanismus zur Pathogenese
beitragen kann, haben wir o.g. 30 Serum-Liquor-Paare hinsichtlich der Konzentration an
antiproteasomalen Autoantikorpern analysiert und mit einer erweiterten Kontrollgruppe von 33 +
15 Gesunden verglichen. Der Vergleich der Serumkonzentrationen an Antiproteasom-
Autoantikdrpern ergab zwischen beiden Gruppen keinen statistisch signifikanten Unterschied
(p = 0,075). Dem gegeniiber lagen die Werte der Antiproteasom-Antikorper bei den untersuchten
MS-Liquores im Mittel um das 2,5fache hoher als die der gesunden Kontrollen (p < 0,001), was
die These einer moglichen Autoreaktivitit gegeniiber dem Proteasom bei der Multiplen Sklerose

stiitzt.
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Die erste Beschreibung einer humoralen Antiproteasom-Antwort erfolgte durch Arribas et al.
1991 bei Patienten mit Systemischen Lupus Erythematodes, dem Prototyp der systemischen
Autoimmunerkrankung, wobei in 35% der Fille eine Seropositivitit detektiert werden konnte
(106). In einer weiteren Arbeit von Mayo et al. 2002 (2) wurde die Untersuchung hinsichtlich
antiproteasomaler Antikorper auf andere Autoimmunerkrankungen, u.a. primidres Sjogren
Syndrom, Vaskulitis, Sarkoidse und Morbus Behcet und die Multiple Sklerose augedehnt. Dabei
konnte beobachtet werden, da} alle o.g. systemischen Autoimmunerkrankungen eine
Seropositivitit gegeniiber dem Proteasom bzw. proteasomalen Untereinheiten aufwiesen, aber
die Pridvalenz von Antiproteasom-Antikdrpern bei MS-Patienten signifikant hoher lag: bei 110
untersuchten MS-Patienten konnte hier eine Seropositivitit von 66% beobachtet werden, im
Liquor wurden 80% positiv gestestet auf Antiproteasom-Antikorper (2).

In unserer Untersuchung konnte sowohl im Liquor als auch im Serum eine Privalenz von 100%
von Anti-Proteasom-Antikorpern gefunden werden (30 von 30). Ebenso konnten bei unseren
gesunden Kontrollen Antiproteasom-Antikorper ermittelt werden, in signifikant erniedrigten
Bereichen gegeniiber den untersuchten MS-Proben, jedoch auch mit einer Privalenz von 98% im
Serum (48 von 49) und 100% im Liquor (49 von 49), was die Vermutung nahelegt, dal} eine
natiirliche Autoreaktivitit gegeniiber Proteasom auch im nicht entziindlich verdnderten Gewebe
vorzukommen scheint. Weiterhin beschrieben Mayo et al. (2) in dieser Arbeit, da3 keine
Korrelation zwischen der neurologischen Involviertheit und der Seropositivitit besteht, was wir
auch in unseren Analysen bestitigen konnten. Von den 30 untersuchten MS-Féllen konnten 7
Patienten einem schubformig remittierenden MS-Verlauf und 5 einem schubformig
progredienten Verlauf zugeordnet werden. 3 Patienten stellten sich mit einer Erstsymptomatik
einer Neuritis nervi optici vor. Bei 2 Patienten konnte ein akuter Schub diagnostiziert werden.
Innerhalb der untersuchten Gruppen fanden sich weder im Serum noch im Liquor statistisch
signifikante Unterschiede in der Hohe der antiproteasomalen Antikorper. Auch konnte kein
statistisch  relevanter Zusammenhang beziiglich der immunsuppressiven Medikation
(Steroiapplikation) und Hohe der Autoantikdrper beobachtet werden. Natiirlich muf3 man diese
Ergebnisse kritisch bewerten, da aufgrund der geringen Fallzahlen nur eine eingeschrinkte
Validitdt der MeBwerte zu ermitteln war, was die Notwendigkeit nahelegt, diese
Zusammenhidnge zwischen Antikoprerniveau und neurologischem Status der MS in weiteren
Studien mit entsprechender Fallzahl zu verfolgen. Ein weiterer Faktor, der in die Uberlegungen
zur Pathogenese der Multiplen Sklerose mit einbezogen werden mul3, sind die Hinweise auf eine
virale Beteiligung. So konnten verschiedene Viren bei MS-Patienten isoliert bzw. hohere Ak-
Titer detektiert werden (Epstein-Barr-Virus, Humanes Herpesvirus 6A, Humanes T-Zell

Lymphotropes Virus I). Allerdings konnte bisher eine direkte Auslosung einer MS durch eine
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Virusinfektion nicht belegt werden. Vielmehr scheint eine virale Infektion bei vorhandener
genetischer Disposition und beim Zusammenwirken anderer Umweltfaktoren die
Erkrankungssuszeptibilitidt zu steigern und ein Schub durch eine akute Infektion getriggert
werden zu konnen (44). Die Wirksamkeit von antiviralen Wirkstoffen, wie Interferon-beta, in der
Therapie der MS wurde als Hinweis auf eine virale Beteilung an der Immunpathogenese
diskutiert. Gerade das korpereigene Interferon-System trigt in der Frithphase einer viralen
Infektion, noch vor beginnender humoraler Aktivierung, zur Elimination der Viruspartikel bei,
vornehmlich realisiert durch endogenes Interferon-alpha und -beta (107).

Ubersichtsarbeiten von Arnason und Reder 1994 (108) sowie N eighbour et al. 1981 (109) fanden
eine allgemein verminderte IFN-Antwort bei MS-Patienten, wohingegen auch dies widerlegende
Arbeiten von Tovell et al. 1983 (110) existieren.

Wandinger et al. 2001 (137) konnten in ihren Untersuchungen zur funktionellen
Beeintrichtigung des endogenen Interferonsystems bei MS-Patienten deutlich machen, da3 die
Fahigkeit zur IFN-beta-Synthese als Antwort auf virale Stimuli in Blutleukozyten von Patienten
mit Multipler Sklerose eingeschrinkt ist, im Sinne einer priméren Beeintrachtigung der Typ-I-
assoziierten IFN-Genexpression.

Die bei einem entziindlichen Geschehen freigesetzten Interferone bedingen eine ubiquitire
Aktivierung des korpereigenen Immunsystems, so auch des Proteasoms. Bei Anwesenheit von
proinflammatorischen Stimuli wie Interferon-gamma bzw. TNF-alpha im Rahmen eines viralen
Infektes reagiert das Immunsystem mit Bildung des Immunproteasom auf den nun erhdhten
Bedarf der Antigen-Prozessierung von Antigenen zur Prisentation via MHC. Somit kénnen
mittels zytokinabhingiger Induktion des Proteinaktivators PA 28 und durch den Ersatz der
homologen Beta-Untereinheiten durch LMP7, LMP2 und MECL-1 die katalytischen
Eigenschaften des 20S-Proteasoms verdoppelt und damit die Generierung von dominanten T-
Zell-Epitopen optimiert werden (105). Vorausgesetzt man geht von einer primir labilen IFN-
Antwort bei Patienten mit Multipler Sklerose aus, so wire es durchaus denkbar, dafl die daraus
resultierende verminderte Immunstimulation auch zu einer verminderten Prédsenz des
Immunproteasoms fiihrt. Dieses bedeutet weniger antivirales Potential des Korpers und eine
erhohte Suszeptibilitit gegeniiber einer viralen Infektion, welche eine MS zu begiinstigen
scheint.

In unserer Hypothese fiihrt demnach ein IFN-Mangel auch auf Ebene des Proteasoms zu einer
Abwehrschwiche und kann somit eine MS begiinstigen. In Kongruenz damit sehen wir daher

auch die meBbar erniedrigten Proteasomtiter.
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Aber: wir messen ausschlielich cProteasom und haben hierbei keine Differenzierung zwischen
Immunproteasom und konstitutivem Proteasom vorgenommen. Das wirft die Frage nach
Untersuchungen der Zusammensetzung des cProteasoms auf. Bisher fanden nur Mayo et al. 2002
(2) bei MS-Patienten in Epitopmappingstudien die Pridsenz von spezifischen Autoantikdrpern
gegen die Untereinheiten C2/C5/C8 und C9 des konstitutiven Proteasoms. Zu Untersuchungen
hinsichtlich der Priasenz von Untereinheiten des Immunproteasoms liegen Arbeiten von Egerer et
al. 2002 (1) vor, der die Immunproteasomuntereinheit LMP7 bei Patienten mit Systemischen
Lupus Erythematodes, dem Prototyp der Autoimmunerkrankung, und priméren Sjogren Syndrom
identifizierte. Feist et al. 1999 (112) fanden die alpha-Untereinheit HC9 des konstitutiven
Proteasoms als Hauptantigen bei SLE und Autoimmunmyositis. Sie detektierten zudem noch
weitere alpha-Untereinheiten wie HC8 und HC2 als auch Beta-Untereinheiten des
Immunproteasoms (MECL-1, LMP7). Die Seren von MS-Patienten dienten in dieser
Untersuchung als Kontrollgruppe — es waren keine Antikorper gegen besagte Untereinheiten
meBbar (112).

In bisherigen Studien ist man davon ausgegangen, dal das Immunproteasom notwendig ist fiir
eine hinreichende Viruselimination. Bei Infektion einer korpereigenen Zelle mit einem Virus
wird der gesamte Immunapparat stimuliert und iiber die damit einhergehende Zytokinfreisetzung
(IFN-gamma, TNF-alpha) auch vermehrt das Immunproteasom exprimiert. Nussbaum et al. 2005
vermuteten durch ihre Untersuchungen hinsichtlich der Viruselimination bei LMP7/LMP2-
Knockout-Méusen, daf} das primére Ziel des Immunproteasoms ist, nicht nur mikrobielle Epitope
zu generieren, sondern zusitzliche Epitope, die aus dem viel langeren Wirtsproteom stammen
(113). Somit wiirde das Immunproteasom dazu beitragen, eine korpereigene Zelle als ,,infiziert®,
,tumords* oder aber anderweitig ,,fehlerhaft zu markieren und sie damit als ,,attakierbar* dem
korpereigenen Immunsystem zu prisentieren. Dieses kann zu einer vermehrten Anwesenheit
selbst-spezifischer CD8+ T-Zellen fiihren, die wiederum helfen konnten in der Bekdmpfung
einer akuten Infektion durch Erkennen der neuen, IFN-gamma-abhéngigen Selbst-Epitope.

Nach durchlaufener Infektion konnten, so Nussbaum et al., einige dieser Zellen in die
Gedichtnisphase treten und damit Schutz vor einer Vielzahl anderer Virusinfektionen bieten.

In o.g. Arbeit wird folgende Theorie postuliert: Das Immunproteasom fordert die Generierung
von CD8+ Memory Zellen, welche nicht virus-, sondern inflammationsspezifisch sind. Das
bedeutet, daBl die Ubertragung des Schutzes gegeniiber anderen viralen Infekten nicht, wie bisher
angenommen, auf dem Erkennen von Epitopgemeinsamkeiten beruht, sondern auf dem Erkennen
des inflammatorischen Stimulus, der durch immer wiederehrende kongruente Zytokinmuster zu
einer Aktivierung der CD8+ Memory Zellen fiihrt. Das Immunsystem reagiert also nicht auf den

viralen Agressor selbst, sondern im Folgenden auf das ,,Echo®, das die vorausgegangene
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Infektion im Zytokinmuster hinterlassen hat. Diese Ergebnisse und Schlullfolgerungen fiigen
sich in die Tatsache, dall bei Exposition von MS-Patienten mit IFN-gamma, ohne Anwesenheit
eines viralen Stimulus, die Erkrankung exazerbiert (114). Diese Beobachtungen und Theorien
finden mit den in unseren Analysen gemachten signifikant erniedrigten Proteasomtitern eine
Bestitigung, obschon hinsichtlich des komplexen Zytokinsytems vorerst offen bleibt, inwiefern
sich Zytokinstatus und Proteasomausstattung gegenseitig bedingen und beeinflussen. Eine
allgemein verminderte IFN-Antwort bei MS-Patienten sowie eine signifikante Abschwéchung in

der proteasomalen Ausstattung legen die Vermutung nahe, daf ein Zusammenhang besteht.

Die Bedeutung des Proteasoms bei der Apoptose:

Apoptose als Mechanismus des Organismus, Gewebe oder Zellen zu eliminieren, die einen
gestorten oder krankhaften Entwicklungsverlauf annehmen, konnte durch verschiedene
Experimente in der Vergangenheit belegt werden. So konnte bei der EAE, einer im
Tierexperiment ausgeldsten, der MS sehr dhnlichen Erkrankung, nachgewiesen werden, daf die
Inflammation im ZNS durch den programmierten Zelltod autoreaktiver T-Lymphozyten
terminiert wird (115), wie auch Untersuchungen an Patienten mit akuter disseminierter
Enzephalomyelitis (ADEM) bestitigen: hier konnte man ein Drittel der im ZNS etablierten T-
Lymphozyten als apoptotisch identifizieren (24). Der Apoptose scheint also in der Pathogenese
der MS eine sehr bedeutende, wenngleich auch sehr differenzierte Rolle zuzukommen. Schon
Pender et al. 1998 (25) &duBerten den Verdacht, da}3 verschiedene Mechanismen einer gestorten
Apoptose maBgeblich zur Entstehung einer Multiplen Sklerose beitragen konnen. Nach
Lucchinetti (26) wurde eine Klassifizierung der MS nach histopathologischen Kriterien
vorgenommen: so beobachtet man bei Typ I und Typ II eine antikorpervermittelte, T-Zell-
mediierte Entmarkung, wéhrend bei Typ III und Typ IV eine Apoptose der Oligodendrozyten
und der Verlust von Myelin-assoziiertem Glykoprotein im Vordergrund steht, dieses also
weniger die autoimmune Genese der Erkrankung beschreibt, sondern vielmehr an eine virus-
oder toxininduzierte Dystrophie denken 146t. Eine Ursache fiir die vermehrte Apoptose der
Subtypen III und IV geht nach neueren Untersuchungen auf eine Uberexpression des p53 Gens
zuriick (116), welches durch einen Defekt in seiner Transkription und Regulation zu einer
vermehrten Produktion von proapoptotischen Proteinen der bcl-Genfamilie fiihrt.
Untersuchungen mit selektiven Proteasominhibitoren haben gezeigt, da3 nach Blockade des
Ubiquitin-Proteasom-Komplexes apoptoseverstirkende Proteine und Transkriptionsfaktoren wie
pS53 akkumulierten (98). Bei den Typen I und II geht man von einer Stérung der Apoptose der T-
Lymphozyten aus, was heit, daB3 hier eine fehlerhafte Regulation der Apoptose zu einer

Persistenz autoreaktiver T-Lymphozyten fiihrt (28).
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Einerseits fithrt eine verminderte oder fehlende Apoptose zur Persistenz autoreaktiver
myelinspezifischer T-Zellen. Andererseits kann die MS durch ein Ubermall an Apoptose Glia-
und Nervenzellgewebe zerstort werden und die Erkrankung exazerbieren (117).

Dal} das Ubiquitin-Proteasom-System Einfluf auf die Regulation intrazelluldrer Prozesse wie
Proteindegradation und Apoptose ausiibt, ist seit geraumer Zeit bekannt. Die Frage, was genau
passiert und welche Bedeutung es fiir das Uberleben und die Integritit von Zellen hat, konnte
bisher erst in Ansidtzen geklart werden. In einigen Modellen konnte untersucht werden,
inwieweit das Ubiquitin-Proteasom-System einen Einfluf auf das Ausmal} und die Regulation
des Programmierten Zelltodes nimmt. Durch die Beobachtung der Ecdyson-abhingigen
Muskelatrophie wihrend der Mauserung des Tabakschwirmers Manduca sexta durch Dawson
and Arnold et al. 1995 (118) konnte viel zum Verstindnis der Beteiligung des Ubiquitin-
Proteasom-Systems am programmierten Zelltod beigetragen werden. So war hier zu beobachten,
dal es zu einem massiven Anstieg im freien Pool als auch in der mRNA-Expression fiir
Ubiquitin kam, kurz vor dem Beginn der intersegmentalen Muskelfaseratrophie. Ebenso war eine
Zunahme der proteolytischen Aktivitit des Proteasoms um das 5-8fache zu messen, was durch
Umprogrammierung des  26S-Proteasoms  (Ersatz der Beta-Untereinheiten) zum
Immunproteasom erklédrt werden konnte. Die Identifizierung von verschiedenen Substanzen, die
selektiv die Proteasomfunktion inhibieren konnen, wie z.B. der natiirliche Streptomyces-
Metabolit Lactacystin als auch die synthetisch hergestellten Peptidaldehyde MG-132 und PSI,
haben sehr zum Verstindnis des Ubiquitin-Proteasom-Systems beigetragen (119). Durch
Interaktion mit der Beta-Untereinheit konnen die chymotrypsin-like Aktivitdt des Proteasoms
und damit die Gesamtproteolyse geblockt werden (11). Bei Untersuchungen an proliferierenden
Zellinien konnte durch eine selektive Blockade des 26S-Proteasoms mittels Lactacystin
Apoptose induziert werden (96), was die Vermutung stiitzt, da3 die Aktivitidt des Ubiquitin-
Proteasom-Systems wesentlich fiir die Integritit und das Uberleben von proliferierenden Zellen
verantwortlich zu sein scheint. Durch fehlende Degradation der fiir die Zellzyklusprogression
verantwortlichen Cyclin-abhingigen Kinase-Inhibitoren p27kipl verharrten die Zellen in der
Go/G1-Phase und aktivierten schlieBlich ihr Zelltod-Programm (97). Ebenso konnten weitere die
Apoptose verstirkende Proteine und Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die nach
Blockade des Ubiquitin-Proteasom-Komplex akkumulierten wie c-myc, p53, p21, E2F, c-jun als
auch IkB, wodurch NfkB nicht in den Nucleus translozieren konnte, um dort antiapoptotische als

auch proinflammatorische Gene zu induzieren (98).
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Im Kontrast dazu zeigten Sadoul und Fernandez et al.1996 (99), daB3 in terminal differenzierten
Zellen, wie sympathischen Neuronen und Makrophagen, Apoptose durch selektive
Proteasomblockade verhindert werden konnte. Man vermutet die Involvierung des
Proteasomkomplexes in der Aktivierung von Pro-Kaspase-3 als auch in einer Aktivierung von
IL-1 converting enzyme, was bei nichtproliferierenden Zellen zwangslaufig zur Apoptose fithren
wiirde und durch Proteasominhibitoren geblockt werden konnte. Wahrscheinlich spielt in diesem
Fall eine Stabilisierung von antiapoptotischen Signalgebern wie bcl-2 auch eine nicht
unwesentliche Rolle.

Hayashi und Faustmann 2001 (120) vermuteten eine unsaubere bzw. defekte MHC-I
Selbstpeptidprédsentation bei ihren Untersuchungen an Lymphozyten von sogenannten NOD-
Mausstimmen (Non Obese Diabetic) durch einen Defekt und/oder Mangel an der
proteasomealen Untereinheit LMP2. Weiterhin konnte festgestellt werden, daB3 die proteasomale
Prozessierung sowohl der NF-kB Prekursorproteine p105 und p100 als auch seines Inhibitors
IkB in diesen LMP2-defekten Lymphozyten stark beeintrichtigt sind. NF-kB kann
normalerweise im aktivierten Zustand in den Zellkern gelangen und dort aktiv an der Regulation
der Gentranskription fiir Zytokine, Lymphozytenreifung und antiapoptotische Signalgeber
teilnehmen (15). Ebenso wire die eingeschrinkte Degradation von apoptoseverstirkenden
Proteinen und Transkriptionsfaktoren wie p53, p21 oder c-myc eine Ursache fiir ein Ubermal an
Apoptose. Durch eine gestorte bzw. verminderte proteasomale Funktion wire eine Forcierung
des programmierten Zelltodes iiber diesen Weg denkbar. Demnach ist es plausibel, warum auch
beim Gesunden antigene Strukturen und MS-artige Inflammationszustinde lokal ablaufen, aber
niemals zu einer Persistenz der Autoreaktibilitidt und schlieBlich zur Demyelinisierung fiihren.

Es scheint, dal ein gezieltes, auf die aktuelle immunologische aktivierte Phase des Organismus
abgestimmtes ,,Auf und Ab*“ in der Apoptose notwendig ist, um Krankheitserreger zu
eliminieren, den Korper vor weiteren Infekten mit immunologischen Gedichtnis auszustatten
und gegebenenfalls eine iiberschieBende Immunaktivierung rechtzeitig zu terminieren. Und so
liegt der Verdacht nahe, dafl eine verminderte oder auch gestorte proteasomale Funktion diese
Mechanismen beeintrichtigt. Wie genau dies sich im Detail verhilt, bleibt weiteren gezielten

Untersuchungen vorbehalten.
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6.2 Diskussion Guillain-Barré-Syndrom

Das Guillain-Barré-Syndom als eine demyelinisierende Erkrankung des peripheren
Nervensystems zeigt in der Pathogenese gewisse Analogien zur Multiplen Sklerose. Man geht,
wie auch bei der MS, von einer gestorten T-Zell-Reaktivitit aus. Die im peripheren
Immunsystem, beispielsweise im Rahmen eines Infektes, aktivierten T-Lymphozyten kdnnen in
das periphere Immunsystem eindringen und dort bei Kontakt mit dem geeigneten Antigen die
Inflammationskaskade (mit Zytokinsekretion, B-Zell-Stimulation und Rekrutierung von
Makrophagen und ortsstiandiger Glia) in Gang setzen.

Um einen weiteren FEinblick in die pathoimmunologischen Mechansimen zu gewinnen,
untersuchten wir in vorliegender Arbeit die Rolle, die das Proteasom als immunologisch aktiver
Partikel in diesem Zusammenhang einnehmen kann. Hierbei analysierten wir das frei
zirkulierende Proteasom (cProteasom) im Liquor und im Serum von 25 Patienten mit klinisch,
elektrophysiologisch als auch liquorologisch gesichertem Guillain-Barré-Syndrom und
verglichen dies mit der Analyse von 33 Serum-Liquor-Paaren einer gesunden Kontrollgruppe.

In unseren Untersuchungen konnten wir im Serum keine statistisch relevanten Unterschiede in
der Hohe der cProteasom-Konzentrationen finden: die Konzentrationen an cProteasom fiir die
gesunden Kontrollen rangierten im Mittel in einem Bereich von 571,01 ng /ml im Serum. Die
GBS-Seren zeigten Werte von 654,23 ng/ml im Mittel. Die Untersuchung des Liquors dagegen
zeigte eine auch rechnerisch als signifikant anzusehende (p < 0,001) Verminderung der
proteasomalen Konzentrationen der Patienten mit Guillain-Barré-Syndrom im Vergleich mit der
gesunden Kontrollgruppe. Eine Untersuchung hinsichtlich Korrelation zwischen Serum- und
Liquorkonzentrationen erbrachte keine statistisch relevante Siginifikanz. Aufféllig bei den
Analysen waren die Analogien in den Proteasomkonzentrationen im Liquor zwischen den MS-
und den GBS-Patienten. So rangieren die Konzentrationen fiir die Patienten aus der GBS-Gruppe
im Mittel bei Werten von 9,51 ng/ml und die der MS-Patienten bei 6,49 ng/ml und zeigen damit
statistisch signifikante erniedrigte Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe (14,87 ng/ml) und zu
den beiden anderen untersuchten Gruppen (ALS: 20,52 ng/ml und AD: 17,37 ng/ml). Diese
Beobachtung konnte bedingt auch im Serum gemacht werden: Hier beliefen sich die
Konzentrationen an cProteasom fiir die GBS-Gruppe auf 654,23 ng/ml und die der MS-Gruppe
auf 513, 29 ng/ml. Im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Gruppe der Patienten mit ALS

konnte dies jedoch nicht als statistisch relevanter Unterschied ausgewiesen werden.
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Diese Analogien in der proteasomalen Konzentration im Liquor im Vergleich zu den Fillen von
Multipler Sklerose lassen auf die schon vermuteten Gemeinsamkeiten in der Pathogenese
schlieBen. Das Pendant zur Mirkoglia stellen im peripheren Nervensystem die residenten
Makrophagen dar. Sie fungieren als antigenpridsentierende Zellen und fiihren in
Inflammationszustdnden durch Sekretion von toxischen Metaboliten und proinflammatorischen
Zytokinen zu einer progredienten Schidigung der Markscheide. Eine Depletion von
Makrophagen, so Jung et al. 1993 (121), fiihrte zu einer deutlichen Reduzierung in der Schwere
der Erkrankung. Ebenso konnen sie durch eine Induktion von T-Zell-Apoptose, Sekretion
antiinflammatorischer Zytokine und Wachstumsfaktoren zu einer Remyelinisierung beitragen.

Erniedrigungen der proteasomalen Ausstattung konnten demnach einen Hinweis auf eine
dysbalancierte proteasomale Regulation dieser T-Zell-Apoptose liefern. Antigenspezifische T-
Zellen erkennen ihre Epitope durch hinreichende Présentation via MHC-I/MHC-II. Eine
unsaubere oder aber verringerte Préasentation via MHC-I durch einen Mangel oder Defekt an
Proteasom konnte auch beim GBS zu einer Expansion autoreaktiver T-Zellen fiihren. Die
selektiv im Liquor erniedrigten cProteasomspiegel konnten als Ausdruck einer gestorten
intrathekalen Antigenprédsentation sein, die im Falle der Infektabwehr eine Chronifizierung der
Entziindung begiinstigen wiirde. So ist es sinnvoll, im Verlauf weiterer Studien zu untersuchen,
wie sich bei der als ,,MS des peripheren Immunsystems® auch beschriebenen chronischen
Verlaufsform des GBS, der CIDP (chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuritis),

intrathekaler Proteasomenstatus und Erkrankungsverlauf bedingen.
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6.3 Diskussion Alzheimer Demenz

Beweisend fiir die Diagnose einer Alzheimer Demenz ist der Nachweis der Amyloid-haltigen
Plaques und Neurofibrillenbiindel im Hirnschnittpridparat. Klinisch handelt es sich bei der
Diagnose Alzheimer immer um eine Ausschluf8diagnose, die in etwa 80% d.F. mit dem
neuropathologischen Befund iibereinstimmen (93). Untersuchungen wie cCT oder MRT, PET
oder SPECT konnen die Diagnose stiitzen (94). Tau-Protein 146t sich bei den Erkrankten auch im
Liquor nachweisen. Die diagnostische Treffsicherheit der Liquoruntersuchungen kann durch eine
Kombination der beiden Marker Tau-Protein und [3-42- Peptid verbessert werden.

Die Beteiligung des UPS (Ubiquitin-Proteasom-System) an der Pathogenese der AD wurde
durch immunhistochemische Beobachtungen von ubiquitinilisierten Tau-Proteineinschliissen in
den Neurofibrildren Tangles festgestellt (122). Ebenso liefert eine verstirkte Prisenz des UPS
bei Anwesenheit proinflammatorischer Stimuli Hinweise auf eine neuroinflammatorische
Genese der Erkrankung. Es wurde vermutet, dal apoptotischer Zelltod durch die Toxizitédt der
pathologischen Proteineinschliisse oder aber auch durch eine beeintrichtigte Funktion des
Ubiquitin-Protesom-Apparates ausgelost werden kann (123). Dem Proteasom als
multikatalytischer Proteasekomplex kommt in erster Linie die Aufgabe der Degradation
falschgefalteter, zerstorter und auch kurzlebiger Proteinen zu. Wihrend Phasen eines erhohten
intrazelluldren Proteinturnovers (wie bei der Muskelatrophie, beim Fasten oder auch bei
degenerativen und inflammatorischen Prozessen) kann durch einen Neuzusammenbau des
Proteasoms der Proteinumsatz vervielfacht werden (118). Nun konnte in eine Studie von Adori
et al. 2005 (124) zur Bedeutung des Ubiquitin-Proteasom-Systems bei neurodegenrativen
Prozessen wie der Creutzfeld-Jakob- und der Alzheimerschen Erkrankung nachgewiesen
werden, daf die Verteilung des UPS nicht ubiquitir gleich ist, sondern Gebiete mit
unterschiedlichen Konzentationen vorliegen. In o.g. Arbeit wurden aus Hirnschnittpréparaten
von Patienten mit autoptisch gesicherter Alzheimer Demenz, Creutzfeld-Jakob-Erkrankung und
von Kontrollprdparaten immunhistochemisch die Verteilung von Ubiquitin, proteasomalen
Untereinheiten (S6a, S6b, und S10b, S4 und S7) und des Hitzeschockproteins Hsp 72 untersucht.
Gebiete mit einem schwicheren Immunlabeling korrespondierten mit den pathologisch
gesicherten affektierten Gebieten in Féllen von CJD und AD und zeigten mehr positive TUNEL-
Reaktion, also eine vermehrte Anfélligkeit gegeniiber Zelltod. Diese Ergebnisse unterstiitzen die
Theorie, da3 das Hitzschockprotein Hsp 72 eine prominente Antwort auf verschiedene Arten von
zellularem Stress (125) und in Kooperation mit dem UPS und molekularen Chaperonen ein

Bestandteil des Protein-Qualititskontroll- und Protektionssystems ist (126).
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Ein Uberladen des UPS mit unzerschneidbaren Subtraten, Mutationen oder aber starker
oxidativer Stref fiihren zur Akkumulation abnormaler Proteine und zur selektiven Degeneration
der Neurone (127). Das 26S-Proteasom, regulatorische ATPase subunits S6b und Hsp 72 wurden
in Neurofilamenttangles bei der Alzheimerschen Erkrankung als auch in Lewy-Bodies bei der
diffusen Lewy-Body-Erkrankung gefunden (128). Weitere Studien gehen von einer selektiven
Hemmung des UPS durch eine mutante Form des Ubiquitins (UB'" aus, welches selektiv in den
Gehirnen von Alzheimer-Patienten iiberexprimiert wird. Diese Variante selbst verhindert durch
Einbau in die Polyubiquitinketten deren normalen Abbau durch das 26S-Proteasom und fiihrt
damit zur Formation von Ubiquitineinschliissen, sogenannte ,,Aggresomen®, in kultivierten
Zellen. Weiterhin sind Priseniline, welche positiv auf die y-Sekretase-abhiingige Spaltung (Ap-
Generierung) des Amyloidprecursorproteins regulatorisch Einflul nehmen, ebenso Substrate des
UPS. Es ist daher moglich, da3 eine progressive, altersabhéngige Inhibition des 26S-Proteasoms
durch UB'*-Ubiquitinketten zur Pathogenese der AD beitragen konnte. SchlieBlich wiirde die
Inhibition des Proteasoms zu einer Verhinderung der Degradation von mi3gefalteten Proteinen
des Endoplasmatischen Retikulums fiihren, zum Anfallen zelluldrer toxischer Metabolite und

damit letztlich zum Untergang der betroffenen Zellen (129).

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob sich o.g. Storungen im Ubiquitin-Proteasom-
System auch in einer quantitativen Verdanderung der Proteasomkonzentrationen niederschlagen.
Unsere Uberlegungen zielten ab auf die Untersuchung der cProteasom-Levels im Liquor als auch
im Serum von Patienten mit klinisch diagnostizierter Alzheimer Demenz im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe. Hierbei fanden wir in der Gruppe der Alzheimer-Demenz
Konzentrationen im Serum an cProteasom im Mittel von 815,07 ng/ml. Die der Kontrollgruppe
rangierten bei 571,01 ng/ml im Mittel. Es konnte damit keine statistisch relevante Differenz
beschrieben werden (p = 0,005). Ebenso zeigte sich auch in den Liquores im Vergleich zur
Kontrollgruppe keine statistisch signifikanten Unterschiede (p = 0,124): das cProteasomlevel der
Patienten mit Alzheimer-Demenz rangierte im Mittel bei 17,37 ng/ml, das der Kontrollgruppe
bei 14,87 ng/ml. Hinsichtlich der Korrelation zwischen Serum- und Liquorkonzentrationen an
cProteasom konnte ein diskreter statistisch relevanter Zusammenhang (Korrelationskoeffizient
von 0,41) ermittelt werden. Die Hypothese einer quantitativen Beeinflussung des UPS bestitigte
sich in dieser Untersuchung nicht. In unseren Analysen konnten keine singnifikanten
Unterschiede in der Hohe der Proteasomenkonzentrationen im Vergleich zu der gesunden

Kontrollgruppe gefunden werden.
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Nun muf} der Tatsache Rechnung getragen werden, daf} aus dem Pool der untersuchten Liquores
nur klinisch die Diagnose Alzheimer Demenz gesichert werden konnte und ein EinfluB3 weiterer
dementieller Erkrankungen auf die Untersuchungsergebnisse nicht ausgeschlossen werden kann,
da keine neuropathologische Analyse stattfinden konnte. Und so werden weitere Studien
erforderlich sein, einen moglichen Zusammenhang zwischen Liquorkonzentrationen an

cProteasom und neuropathologischen Befund klar herauszustellen.
6.4 Diskussion Amyotrophe Lateralsklerose

Die erstmals vor 125 Jahren von Charcot beschriebene Erkrankung bezeichnet einen
degenerativen Befall motorischer Nerven in Gehirn, Hirnstamm und Riickenmark ohne klar
ersichtliche Atiologie bzw. Risikofaktoren, die im Median nach drei Jahren zum Tode fiihrt (46).
Man geht mittlerweile von einer multifaktoriellen Genese der Erkrankung aus. Diskutiert werden
bei der familidren Form der ALS Mutationen im Gen, das fiir die Cu/Zn-Superoxid-Dismutase
(SOD1) kodiert (48), es dadurch mit neuen toxischen Eigenschaften ausstattet und damit den
Untergang motorischer Neuronen hervorrufen kann (50). Am Ende der Kaskade von Ereignissen,
die zum SODI-mediierten Zelltod fiihren, steht die Apoptose. Bestitigung dieser ,,Apoptose-
Theorie* liefern Untersuchungen hinsichtlich der Uberexpression von proapoptotischen
Kaspasen-1 und -3 (52) im Riickenmark von mSODI-Miusen sowie des Verlustes
mitochondrialer Integritit durch oxidative Schiddigung. Dieses fiihrt zu einer Freisetzung von
Cytochrom C, welches wiederum die Aktivierung Apoptose-initiierender Kaspasen bedingt (53).
Weiterhin wurden Stérungen im Glutamat-Haushalt im Sinne eines toxischen Einflusses des
exzitatorischen Neurotransmitters beschrieben: intrazelluldre Transmitterfreisetzung bei
Zelluntergang oder eine selektive Reduktion des Glutamat-Transporter-Proteins EAAT2 (55)
dienen als mogliches Erkldarungsmodel fiir neuronalen Zelltod. Eine aktive Teilnahme von
Astroglia und Mikroglia an der Neurodegenration durch Freisetzung von immunmodulatorischen
Zytokinen und deutlich erhohte Levels an an IL-6, Il-1beta sowie Prostaglandin E2 im Liquor
von ALS-Patienten stiitzen die Theorie einer entziindungesbedingten Genese (57). Weitere
Uberlegungen zur Pathogenese der ALS gehen nach neueren Untersuchungen von einer
Beteiligung des Ubiquitin-Proteasom-Systems (UPS) aus. So ist bekannt, dal das UPS in einer
engen Verbindung zur Pathogenese von verschiedenen neurodegenerativen Prozessen steht.
Gestiitzt wird diese Theorie durch die Ubiquitin-positiven intraneuronalen Einschliisse (130) und
die Unfédhigkeit der Neuronen, akkumulierte Proteinaggregate abzubauen. Unter normalen
Bedingungen werden Ubiquitin und ubiquitinylierte Proteinaggregate sehr schnell abgebaut und

konnen deshalb in gesunden Zellen nicht akkumulieren.
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Fehler in dieser Elimination konnen daher riithren, daB eine Malfunktion des UPS vorherrscht
oder aber eine strukturelle Verdnderung von einigen Proteinen vorliegt, was sich in ihrer
Unzuginglichkeit zur Proteolyse darstellt (131).

In einer Studie von Mendoca et al. 2006 (132) zur Expression von Ubiquitin und Proteasom in
Motoneuronen und Astrozyten von ALS-Patienten wurde mittels Immunhistochemie eine enge
Korrelation zwischen Neurofilament-positiven affektierten Gebieten, Ubiquitin und Proteasom
detektiert. Dabei présentierten sich die Mehrzahl der iiberlebenden Neurone bei der ALS mit
einer intensiven Anfirbbarkeit fiir die Proteasomuntereinheiten Alpha und Beta, und auch die
quantitative Analyse zeigte, dal3 die Proteasomexpression in den Motoneuronen der Patienten
mit ALS im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht war. Interessanterweise konnte
diese Beobachtung auch in den Astrozyten gemacht werden, welche eine wichtige Rolle in der
Aufrechterhaltung des perineuronalen Mikroklimas spielen. Andere Untersuchungen wiederum
konnten demonstrieren, dal die Neuronen der sporadischen und familiiren ALS fiir das 20S-
Proteasom nicht positiv sind (130). Es scheint daher moglich, dall eine gewisse Dysfunktion
innerhalb der proteasomalen Untereinheiten vorliegt bzw. die Proteasomaktivitit per se affektiert
ist. Abnormale Proteinaggregate konnten die Levels an intrazelluldrer Proteolyse erhthen, was
eine erhohte Rekrutierung an zytosolischen Pool von Ubiquitin und Proteasom bedeutet.Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dal das UPS direkt oder indirekt (durch eigene Malfunktion oder
durch Uberladung mit Proteinaggregaten) in der Pathogenese der ALS involviert ist. Seine
Dysfunktion kann den Metabolismus der Neurone soweit verdndern, daf} sie im Zelltod miinden.
Diese Ergebnisse lassen vemuten, dafl die ALS eine Storung der Proteinaggregation aufweist, die
neuronale und auch nicht-neuronale Zellen (133) wie Astrozyten und Mikroglia affektiert (134).
Unsere Untersuchung beschéftigte sich mit der Frage nach der Pridsenz des Proteasoms im Serum
und Liquor von ALS- Patienten und dessen quantitativen Beschaffenheit im Vergleich zu einer
gesunden Kontrollgruppe. Hierbei analysierten wir eine Gruppe von 32 Patienten mit
sporadischer Amyotropher Lateralsklerose und eine Gruppe von 33 gesunden Probanden. Die
gemessenen Konzentrationen an cProteasom im Serum in unseren Analysen (Median
415,45 ng/ml) zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe (540,7 ng/ml) keine statistisch
signifikanten Unterschiede (p-Wert von 0,49). Ebenso konnte im Liquor der ALS-Patienten
hinsichtlich der Levels an zirkulierendem Proteasom (17,29 ng/ml im Median) im Vergleich zu
den gesunden Probanden (15,2 ng/ml im Median) keine relevanten Unterschiede detektiert
werden (p = 0,37). Hinsichtlich der Korrelation zwischen Konzentration an cProteasom im
Serum der im Liquor konnte keine Korrelation beschrieben werden (p > 0,32 auf einem

Signifikanzniveau von a > 0,05).
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Der lokale Nachweis des Proteasoms fand in den o.g. Arbeiten vor allem in affektierten Arealen
wie im motorischen Kortex und in den motorischen Hirnnervenkernen statt, und zwar durch den
Nachweis einer signifikant erhohten Proteasomexpression in den Motoneuronen der Patienten
mit ALS im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ein erhohter Bedarf an intrazelluldrer Proteolyse zum
Abbau abnormaler Proteinaggregate bedeutet eine erhohte Rekrutierung an zytosolischen Pool
von Ubiquitin und Proteasom (132). Ebenso gingen unsere Uberlegungen von einer gesteigerten
Apoptose von neuronalen Zellen aus und der damit vermehrten Freisetzung intrazelluldrer
Partikel wie des Proteasoms, welches sich dann messbar im Liquor niederschlagen konnte. In
unserer Untersuchung konnte diese Hypothese der quantitativen Beeinflussung des Levels an
cProteasom gegeniiber einer gesunden Probandengruppe nicht herausgestellt werden. Letztlich
besteht die Moglichkeit einer erhohten Apoptoserate in Verbindung mit einer Malfunktion oder
Minderprisenz des Proteasoms. Dieses wiirde nicht unbedingt zu mef3baren Verdnderungen in
der cProteasom-Ausstattung im Liquor fithren. Unsere Uberlegungen fanden hiermit AbschluB,
dal eine Beteiligung des Proteasoms, wie auch schon in oben genannten Arbeiten, an der
Pathogenese der ALS per se nicht ausgeschlossen werden kann. Es werden jedoch weitere
quantitative Analysen notwendig sein, um einen detailierteren Aufschlul iiber den
Zusammenhang zwischen intraneuronaler Beschaffenheit des Ubiquitin-Proteasom-Systems und

der Liquorkonzentration des Proteasoms zu gewinnen.
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7  Zusammenfassung

Das Proteasom présentiert als multikatalytische Einheit im Zusammenhang mit der
Ubiquitinkaskade ein physiologisch katabolisches System fiir den Abbau abnorm gefalteter,
altersschwacher sowie auch kurz- und langlebiger Proteine. Es existiert in allen Zellen des
Organismus und nimmt auch auf die Apoptose einen regulativen Einflu3. Durch die Beteiligung
an der Antigen-Prozessierung kommt dem Proteasom auch eine wichtige Bedeutung in der
Immunantwort zu. In dieser Arbeit wurde untersucht, ob das Proteasom sowohl im Serum als
auch im Liquor von Patienten mit neurodegenerativen und -immunologischen Prozessen wie der
Multiplen Sklerose, dem Guillain-Barré-Syndrom, der Amyotrophen Laterasklerose und der
Alzheimerschen Demenz nachweisbar ist, ob im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe
statistisch relevante Unterschiede detektierbar sind, und welche Bedeutung die gewonnenen
Ergebnisse in der Pathogenese dieser Erkrankungen einnehmen konnen. Dazu untersuchten wir
eine Gruppe von 139 Patienten mit neurodegenerativen Erkrankungen: 32 Patienten mit
Amyotropher Lateralsklerose, 25 mit Guillain-Barré-Syndrom, 30 mit Multipler Sklerose und 52
mit klinisch diagnostizierter Alzheimer Demenz sowie eine Kontrollgruppe von 33 gesunden
Probanden. Von diesen Patienten wurden jeweils 150 ug Patientenserum und -liquor fiir die
Analyse aus Riickstellproben des Liquorlabors der Klinik fiir Neurologie der Charité Berlin
verwendet, um daraus die Konzentrationen des zirkulierenden Proteasoms (cProteasoms) sowie
die Proteasomen-Antikdrper zu bestimmen.

Die Analyse der gesunden Kontrollgruppe erbrachte im Serum Konzentrationen an cProteasom
von 571,01 ng/ml im Mittel (SD 421,27 ng/ml), fiir die Gruppe der MS-Patienten 513,29 ng/ml
(SD 278,87 ng/ml). Patienten mit ALS zeigten Werte von 466,02 ng/ml (SD 213,9 ng/ml), die
Gruppe der GBS-Fille 654,23 ng/ml (SD 350,02 ng/ml), und bei den Patienten mit
Alzheimerscher Demenz rangierten die Levels an cProteasom im Serum im Mittel bei
815,07 ng/ml (SD 287,87 ng/ml). Eine Signifikanz zur Kontrolle bestand bei keiner der Gruppen.
Im Liquor hingegen fand sich eine signifikante Minderung bei den MS-Patienten auf 6,49 ng/ml
(SD 5,78) gegeniiber 14,87 ng/ml (SD 4,35) der Kontrollgruppe (p-Wert < 0,001). Auch im
Liquor der Patienten mit GBS konnte ebenfalls ein statistisch signifikanter Zusammenhang in
der Serumkonzentration gesehen werden (Signifikanzniveau von 0,001). Aufgrund dieser
relevanten Ergebnisse bei der Multiplen Sklerose vertieften wir in einer weiteren Analyse der

Serum-Liquor-Paare unsere Betrachtungen auf die Auspridgung von Antiproteasom-Antikdrpern.
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Die erste Beschreibung einer humoralen Antiproteasom-Antwort erfolgte durch Arribas et al.
1991 bei Patienten mit Systemischem Lupus Erythematodes, dem Prototyp der systemischen
Autoimmunerkrankung, wobei in 35% der Fille eine Seropositivitit detektiert werden konnte
(106). Durch Mayo et al. 2002 (2) wurde die Untersuchung hinsichtlich antiproteasomaler
Autoantikorper auf andere Autoimmunerkrankungen wie die Multiple Sklerose ausgedehnt. Bei
110 untersuchten MS-Patienten konnte hier eine Seropositivitdt von 66% beobachtet werden, im
Liquor wurden 80% positiv auf Antiproteasom-Antikorper gestestet (2).

In unserer Untersuchung konnte sowohl im Liquor als auch im Serum eine Privalenz von 100%
von Antiproteasom-Antikorpern gefunden werden (30 von 30). Ebenso konnten bei unseren
gesunden Kontrollen Antiproteasom-Antikorper ermittelt werden, in signifikant erniedrigten
Bereichen gegeniiber den untersuchten MS-Proben, jedoch auch mit einer Privalenz von 98% im
Serum (48 von 49) und 100% im Liquor (49 von 49), was die Vermutung nahelegt, dal} eine
natiirliche Autoreaktivitit gegeniiber Proteasom auch im nicht entziindlich verinderten Gewebe
vorzukommen scheint. Fiir die Antiproteasom-Antikorper fanden sich nur im Liquor signifikante
Differenzen der Mittelwerte: 0,19 U/ml (SD 0,16) fiir die MS-Patienten, 0,07 U/ml (SD 0,06) fiir
die Kontrollgruppe.

Es liegt nahe, da} die nachgewiesenen Abweichungen der Konzentrationen des Proteasoms und
der Antiproteasom-Antikorper eine Rolle sowohl in der Immunpathogesese der Multiplen
Sklerose als auch des Guillain-Barré-Syndroms spielen. So konnte die Verminderung des
Proteasoms im Liquor zu einer ungeniigenden Kontrolle aktivierter T-Lymphozyten fiihren.
Andererseits konnte auch das Proteasom selbst als Autoantigen in der Pathogenese der MS
Bedeutung haben (2). Eine unsaubere oder aber verringerte Priasentation via MHC-I durch einen
Mangel oder Defekt an Proteasom konnte auch bei dem GBS zu einer Expansion autoreaktiver
T-Zellen fiihren. Die selektiv im Liquor erniedrigten cProteasomspiegel konnten als Ausdruck
einer gestorten intrathekaler Antigenpridsentation sein, die im Falle der Infektabwehr eine

Chronifizierung der Entziindung begiinstigen wiirde.
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So ist es sinnvoll, im Verlauf weiterer Studien zu untersuchen, wie sich bei der als ,,MS des
peripheren Immunsystems® beschriebenen chronischen Verlaufsform des GBS, der CIDP,
intrathekaler Proteasomstatus und Erkrankungsverlauf bedingen. Durch diese diversen und noch
zu wenig verstandenen komplexen Funktionen, die das Proteasom hinsichtlich der Apoptose
tibernimmt, kann man schlu3folgern, daf} ein gezieltes, auf die aktuelle immunologisch aktivierte
Phase des Organismus abgestimmtes ,,Auf und Ab* in der Apoptose notwendig scheint, um
Krankheitserreger zu eliminieren, den Korper vor weiteren Infekten mit immunologischem
Gedichtnis auszustatten und gegebenenfalls eine iiberschieBende Immunaktivierung rechtzeitig
zu terminieren. Und so liegt der Verdacht nahe, dal eine verminderte oder auch gestorte
proteasomale Funktion diese Mechanismen beeintrachtigt. Wie genau dies sich im Detail verhilt,

bleibt weiteren gezielten Untersuchungen vorbehalten.
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