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Abstrakt 

Das proteasomale System spielt eine Schlüsselrolle bei der Kontrolle der 

Immunantwort, so dass sich die Frage nach einer möglichen Beteiligung des 

Proteasoms bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen stellt. Bei einer Reihe von 

Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises wurde das Expressionsprofil 

ausgewählter proteasomaler Gene in peripheren mononukleären Zellen aus 

menschlichem Blut (PBMC) im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen untersucht. 

Mit Hilfe der quantitativen Real-time RT-PCR wurde die mRNA-Expression der 

Untereinheiten des Proteasomaktivators PA28  alpha und PA28  beta und der 

konstitutiven Proteasom- sowie der Interferon-γ-induzierbaren Immunoproteasom- 

Untereinheiten in PBMC analysiert. Zugleich wurde auch die Proteinexpression 

ausgewählter Proteasom-Untereinheiten durch Immunoblots quantifiziert. 

Als wesentliches Ergebnis konnte erstmalig eine Hochregulation der 

Immunoproteasom-Untereinheiten LMP2 (beta1i), LMP7 (beta5i), MECL1 (beta2i) sowie 

auch der Proteasomaktivatoruntereinheit PA28 alpha bei dem überwiegenden Teil der 

untersuchten Autoimmunerkrankungen auf Proteinebene nachgewiesen werden. Die 

parallele Quantifizierung von mRNA- und Proteinexpression zeigte ein 

charakteristisches proteasomales Expressionsmuster beim primären Sjögren-Syndrom. 

Auf Transkriptebene waren die Interferon-γ-induzierbaren Untereinheiten LMP2 

(beta1i), MECL1 (beta2i) und die Proteasomaktivator-Untereinheit PA28  alpha deutlich 

hochreguliert. Auf Proteinebene fand sich jedoch eine LMP2 (beta1i)-Defizienz, die auf 

eine signifikante Deregulation der proteasomalen Expression beim primären Sjögren-

Syndrom hindeutet. In der direkten Sequenzanalyse des LMP2 (beta1i)-Promotors 

konnten keine genetischen Veränderungen nachgewiesen werden. 

Die vorliegende Arbeit zeigt eine Beteiligung des Proteasomsystems bei den 

entzündlichen Prozessen bei Autoimmunerkrankungen. Beim primären Sjögren-

Syndrom ergaben sich Hinweise auf einen molekularen Defekt in der Expression der 

proteasomalen Untereinheit LMP2 (beta1i), dem möglicherweise eine Bedeutung in der 

Pathogenese dieses systemischen Krankheitsbildes zukommt. 
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Abstract 

The proteasome system plays a pivotal role in the control of the immune response 

which raises the question of its possible involvement in the pathogenesis of 

autoimmune disorders. In the present study, we have focussed on expression profiling 

of selected proteasomal genes in human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in 

a variety of autoimmune diseases compared to healthy individuals.  

Using real-time quantitative RT-PCR, the mRNA expression pattern of the proteasome 

activator subunits PA28 alpha and PA28 beta and of constitutive proteasome and 

interferon-γ-inducible immunoproteasome subunits was analyzed in PBMC. 

Simultaneously, protein expression of selected proteasome subunits was quantified by 

immunoblotting. 

As expected, under systemic inflammatory conditions the proteasome subunits LMP2 

(beta1i), LMP7 (beta5i), MECL1 (beta2i), and PA28 alpha were expressed abundantly 

at the protein level in the vast majority of systemic autoimmune disorders. However, 

simultaneous mRNA and protein quantification revealed a characteristic proteasome 

expression signature in primary Sjögren’s syndrome. At the transcript level, the 

interferon-γ-responsive subunits LMP2 (beta1i), MECL1 (beta2i), and the proteasome 

activator subunit PA28 alpha were markedly upregulated. In contrast, LMP2 (beta1i) 

deficiency was evident at the protein level indicating deregulation of proteasome 

expression in Sjögren’s syndrome. Direct sequence analysis of the LMP2 (PSMB9) 

promoter region did not confirm any genetic alterations. 

The present study provides the first evidence for a regulatory, molecular defect in the 

proteasome system in human autoimmune disorders implicating a unique role of LMP2 

(beta1i) in the pathogenesis of primary Sjögren’s syndrome. 
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Abkürzungsverzeichnis 

CTL zytotoxischer T-Lymphozyt 

ΔCT Differenz der Schwellenzyklen (cycle threshold) bei der TaqMan PCR 

dH2O destilliertes Waser 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DRiPs defective ribosomal products 

DTT Dithiothreitol 

ECL enhanced chemoluminescence 

FCS fötales Kälberserum (fetal calf serum) 

FAM 6-Carboxyfluorescein 

HLA Humanes Leukozytenantigen 

HPLC Hochdruck-Flüssigkeits-Chromatographie (high performance liquid chromatography) 

HPRT Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase 

IFNγ Interferon-γ 

kDa Kilodalton (Einheit der Molekularmasse) 

LMP Low molecular weight protein 

MHC Major histocompatibility complex 

M-MuLV Moloney Murine Leukemia Virus 

MECL1 Multicatalytic endopeptidase-like 1 

NTC Kontroll-PCR ohne cDNA (non template control) 

OD optical density 

PA28 Proteasom-Aktivator, Molekularmasse 28 kDa 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBMC Mononukleäre Zellen aus peripherem Blut (peripheral blood mononuclear cells) 

PBS physiologische Salzlösung in Phosphatpuffer (phosphate buffered saline) 

PCR Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction) 

pSS primäres Sjögren-Syndrom 

RA rheumatoide Arthritis 

RPMI Medium für Leukozytenkulturen (entwickelt am Roswell Park Memorial Institute) 

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 

SLE Systemischer Lupus erythematodes 

TAMRA 6-Carboxy-N,N,N’,N’-Tetramethylrhodamin 

Tm Schmelztemperatur (melting temperature) 

TAP transporter associated with antigen presentation 
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1 GRUNDLAGEN 

1.1 Struktur und Funktion des Proteasoms 

Proteasomen bilden einen zentralen Teil des proteolytischen Systems der 

eukaryontischen Zelle (Rock et al., 1994) und spielen eine fundamentale Rolle beim 

Abbau von polyubiquitinierten zytosolischen, nukleären und membrangebundenen 

Proteinen zu kurzen Peptiden (Seufert und Jentsch, 1992; Plemper und Wolf, 1999). 

Der selektive, ATP-abhängige Proteinabbau ist essentiell für die Regulation basaler 

zellulärer Prozesse wie z. B. DNA-Reparatur, Transkription, Zellzyklus, Zell-

differenzierung oder die Entfernung fehlerhaft synthetisierter Proteine sowie auch 

komplexer Zellfunktionen. Hierzu gehören Apoptose, Stressantwort, zirkadianer 

Rhythmus, neuronale Morphogenese, Entstehung des Langzeitgedächtnisses und die 

Modulation der Immunantwort (Schubert et al., 2000; Kloetzel, 2001; Glickman und 

Ciechanover, 2002; Rock et al., 2002).  

 

 
Abb. 1 Aufbau des 20S Proteasoms. A Schematische Seitenansicht. B Stereoansicht des 
abgeschlossenen katalytischen Innenraums (Anschnitt). Proteolytisch aktive, aminoterminale 
Aminosäurereste katalytisch aktiver Untereinheiten (β1, β2 und β5) sind gelb dargestellt (aus Rechsteiner 
und Hill, 2005) 
 

Das 26S Proteasom, das für den selektiven intrazellulären Proteinabbau verantwortlich 

ist, besteht aus einem zylinderförmigen, katalytischen 20S Core-Komplex (Abb. 1), der 

an beiden Enden in Anwesenheit von ATP mit dem 19S Regulator-Komplex assoziiert 

ist (Abb. 2), der spezifisch polyubiquitinierte Proteinsubstrate bindet, zu ihrer Entfaltung 

beiträgt und sie in das proteolytische Kompartiment des 20S Core-Komplexes 

weiterleitet (Voges et al., 1999). Das 20S Proteasom besteht aus vier aufeinander 

gestapelten, heptameren Ringen. Die beiden äußeren Ringe setzen sich jeweils aus 

sieben verschiedenen, jedoch homologen α-Untereinheiten zusammen (α1- α7), die mit 
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regulatorischen Faktoren und Komplexen in Wechselwirkung treten und den Zugang 

zum Innenraum des Proteasoms kontrollieren (Groll et al., 1997; Kohler et al., 2001). In 

jedem der beiden inneren Ringe, die jeweils aus sieben verschiedenen β-Untereinheiten 

(β1- β7) bestehen, befinden sich drei katalytisch aktive Untereinheiten β1, β2  und β5 

(Groll et al., 1997). Der 20S Proteasom-Komplex ist normalerweise in einem 

proteolytisch inaktiven, dem sogenannten latenten Zustand (Groll et al., 1997; Groll et 

al., 2000), da der Eingang in das Innere durch die Aminotermini der α-Untereinheiten 

versperrt wird. Hierbei spielt insbesondere α3 (C9) eine zentrale Rolle durch 

Wechselwirkungen ihres Aminoterminus mit den Aminotermini der übrigen α-

Untereinheiten. 

 
Abb. 2 Modell der 20S Kernstruktur des Proteasoms und des 19S Regulatorkomplexes. Das 20S 
Proteasom besteht aus insgesamt 28 einzelnen (14 verschiedenen) Untereinheiten mit einer 
Molekularmasse von jeweils 21-31 kDa. Der 19S Regulator kann an einer oder an beiden Seiten mit dem 
Proteasom assoziiert sein. Drei alternative, proteolytisch aktive Untereinheiten werden nach IFNγ-
Exposition induziert. Diese sogenannten Immuno-Untereinheiten β1i (LMP2), β2i (MECL1) und β5i 
(LMP7) werden in de novo synthetisierte Immunoproteasomen eingefügt und ersetzen die 
entsprechenden konstitutiven Untereinheiten β1, β2 und β5 (aus Kloetzel und Ossendorp, 2004). 
 

Die Biosynthese des eukaryontischen 20S Proteasom-Komplexes beginnt nach dem 

gegenwärtigen Modell mit der kooperativen Bildung eines heptameren α-Rings, der als 

Matrix für die schrittweise Anbindung der β-Untereinheiten β2, β3 und β4 (13S 

Komplex) sowie nachfolgend β1, β5, β6 und β7 (16S Komplex) dient (Frentzel et al., 

1994; Schmidtke et al., 1996; Nandi et al., 1997). Mit Ausnahme von β3 und β4 werden 

alle β–Untereinheiten als Vorläuferproteine mit aminoterminalen Propeptiden 

synthetisiert. Zunächst werden die Propeptide der katalytischen β-Untereinheiten cis-
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autokatalytisch abgespalten und die aminoterminalen proteolytischen Aminosäurereste 

aktiviert. Die Propeptide der übrigen inaktiven Untereinheiten in trans von den 

benachbarten aktiven Untereinheiten entfernt (Chen und Hochstrasser, 1996; 

Schmidtke et al., 1996; Heinemeyer et al., 1997; Jager et al., 1999; Salzmann et al., 

1999). Es wird angenommen, dass dieser letzte Schritt der Proteasom-Reifung während 

der späten Stadien der Komplexbildung innerhalb von zwei zusammengelagerten 16S 

Komplexen vonstatten geht, die bereits funktionale Prozessierung von Proteinen zeigen 

(Chen et al., 1996; Schmidtke et al., 1996; Heinemeyer et al., 1997). An der 

Komplexbildung und –reifung sind während der Vorstadien zusätzliche Proteinfaktoren 

beteiligt, darunter Chaperone-Proteine und das Proteasom-Reifungsprotein 

Protoassemblin/POMP (proteasome maturation protein) (Witt et al., 2000; Burri et al., 

2000; Griffin et al., 2000). Für die weitere Reifung des Proteasomproteinkomplexes ist 

der kooperative Effekt mehrerer Chaperone-Proteine (PAC1-4) erforderlich (Hirano et 

al., 2006; Le Tallec et al., 2007). 

Das 20S Proteasom wurde in der Vergangenheit auch als multikatalytische Protease 

bezeichnet (Wilk und Orlowski, 1983), da die drei aktiven Zentren innerhalb eines β-

Rings verschiedene proteolytische Spezifitäten aufweisen. In vitro-Experimente mit 

kurzen Peptiden ergaben eine Chymotrypsin-ähnliche, eine Trypsin-ähnliche und eine 

Post-Glutamyl-Peptidyl-hydrolysierende (Caspase-ähnliche) Aktivität (Dahlmann et al., 

1986; Cardozo, 1993; Orlowski et al., 1993; Kisselev et al., 2003). Die tatsächlich 

bevorzugten proteolytischen Spaltstellen, insbesondere innerhalb eines längeren, 

physiologischen Peptids, sind offenbar entscheidend von den unmittelbar benachbarten 

und den umgebenden Aminosäureresten abhängig (Shimbara et al., 1997; Nussbaum 

et al., 1998). Daher kann fast jeder Aminosäurerest – neben bestimmten bevorzugten 

Stellen – als proteolytische Spaltstelle dienen, so dass die Qualität des 

Peptidrepertoires des Proteasom-Komplexes sehr flexibel ist (Kloetzel, 2001). Die 

entstehenden Polypeptide und Peptide umfassen 3-22 Aminosäurereste, wobei die 

mittlere Länge etwa 8-9 Reste beträgt (Kisselev et al., 1998; Toes et al., 2001; Rock et 

al., 2002). 

Das Proteasom wird durch Proteinkomplexe aktiviert, die an die endständigen 

heptameren Ringe binden, die aus α-Untereinheiten bestehen. Der am besten 

charakterisierte Proteinkomplex ist der 19S Regulator (PA700, Proteasomaktivator 

Molekularmasse 700 kDa), der sich aus zwei Subkomplexen, der sogenannten Basis 

und dem Deckel zusammensetzt. Die Basis besteht aus sechs verschiedenen ATPasen 
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der AAA-Familie (ATPasen assoziiert mit einer Vielzahl zellulärer Aktivitäten) und zwei 

weiteren Untereinheiten ohne ATPase-Aktivität. Der Basis-Subkomplex bindet an die 

äußeren α-Ringe, öffnet ATP-abhängig den Eingang des zylinderförmigen 20S 

Proteasoms, aktiviert damit die Proteolyse (Glickman et al., 2002) und unterstützt die 

Entfaltung von Proteinsubstraten (Braun et al., 1999; Strickland et al., 2000). Obwohl für 

diese Funktionen der Basis-Subkomplex ausreichend ist, spielt der Deckel-Subkomplex, 

der aus 10-11 Nicht-ATPase-Untereinheiten besteht, eine wichtige Rolle bei der 

Erkennung polyubiquitinierter Substrate und ist essentiell für ihren spezifischen Abbau. 

Er enthält Bindungsstellen für ubiquitinierte und nicht-ubiquitinierte Proteine sowie 

Enzyme für den Abbau und die Wiederverwertung von Ubiquitin-Ketten (Kloetzel, 

2004a). 

Der Proteasomaktivator PA28, der auch als 11S Regulator bezeichnet wird (Ma et al., 

1992; Dubiel et al., 1992), ist ein heptamerer 180-200 kDa-Komplex, der aus den IFNγ-

induzierbaren Untereinheiten PA28α und PA28β, wahrscheinlich in einer α3β4-

Anordnung besteht (Knowlton et al., 1997). PA28 bindet ATP-unabhängig an die 

äußeren α-Ringe des Proteasoms und verstärkt in vitro die Hydrolyse kurzer 

Peptidsubstrate, indem es mindestens einen 19S Regulator-Komplex ersetzt und zur 

Bildung des sogenannten Hybrid-Proteasoms führt (Hendil et al., 1998; Kopp et al., 

2001). Obwohl PA28 die proteolytische Spezifität unverändert läßt, kann es sowohl 

Qualität als auch Quantität des Peptidrepertoires beeinflussen (Groettrup et al., 1996; 

van Hall et al., 2000), wobei der Eintritt von Substraten oder der Austritt von 

prozessierten Peptidprodukten erleichtert wird (Stohwasser et al., 2000). Die ubiquitäre 

Expression von PA28 in allen Zelltypen höherer Eukaryonten läßt auf eine basale 

zelluläre Funktion schließen. Jedoch sind PA28 (PSME1 und PSME2)-Gen-defiziente 

Knock-out-Mäuse lebensfähig (Murata et al., 2001). Professionelle 

antigenpräsentierende Zellen zeigen eine hochgradige PA28-Expression in 

Übereinstimmung mit der beschriebenen Funktion dieses Proteinkomplexes bei der 

MHC Klasse I-Antigenprozessierung (Macagno et al., 1999). 

1.2 Proteasomen in der Aktivierung und Regulierung der Immunantwort 

Die Spezifität der adaptiven Immunantwort wird durch antigene Epitope bestimmt, die 

über MHC-Moleküle an der Zelloberfläche präsentiert werden. Es werden zwei 

unterschiedliche Antigenprozessierungs- und Präsentationswege unterschieden. 

Zytosolische, endogen synthetisierte Proteine (auch von allen Viren, einigen Bakterien 
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und Autoantigene) werden nach zytosolischer proteolytischer Degradation über MHC 

Klasse I präsentiert. Dagegen werden exogene Epitope, die hauptsächlich aus 

extrazellulären Erregern stammen, über Endo- bzw. Phagozytose internalisiert, im 

Phagolysosomen-System inaktiviert, durch lysosomale Proteasen zu Peptiden 

degradiert und im Austausch gegen die invariante Kette eingelagert in MHC Klasse II-

Moleküle an die Zelloberfläche transportiert. MHC Klasse II-Moleküle werden vor allem 

von professionellen Antigen-präsentierenden Immunzellen (APCs, antigen presenting 

cells) wie Makrophagen, dendritischen Zellen oder B-Lymphozyten exprimiert. Auch 

andere Zelltypen, insbesondere endotheliale Zellen, können nach Zytokininduktion 

(z. B. Interferon-γ) MHC Klasse II-Moleküle exprimieren. Ein Austausch von Antigenen 

zwischen beiden Prozessierungswegen wird als Kreuzpräsentation („cross 

presentation“) bezeichnet und stellt einen Schlüsselmechanismus in dendritischen 

Zellen dar, über den Fremdantigene präsentiert werden (Rock und Shen, 2005). 

Das Immunsystem bedient sich der Peptidprodukte des proteasomalen Proteinabbaus, 

um das Vorkommen von Viren und anderen intrazellulären Parasiten zu überwachen 

(Rock et al., 2002; Kloetzel, 2004a). Der MHC Klasse I-Antigenpräsentationsweg 

ermöglicht zytotoxischen T-Zellen (CTL), den Proteingehalt einer Körperzelle qualitativ 

in Form von kurzen Proteinfragmenten zu überprüfen, die über MHC Klasse I-Moleküle 

präsentiert werden (Shastri et al., 2002). MHC Klasse I-Moleküle werden auf der 

Oberfläche von allen kernhaltigen Zellen exprimiert, insbesondere auch auf 

spezialisierten antigenpräsentierenden Zellen. Die Präsentation antigener Peptide auf 

der Zelloberfläche durch MHC Klasse I ist die Voraussetzung für eine effiziente 

Induktion und Effektorfunktion zytotoxischer T-Zellen sowie für die Selektion des 

Repertoires zytotoxischer T-Zellen. Weniger als zehn MHC Klasse I-Peptidkomplexe an 

der Zelloberfläche, die durch spezifische, komplementäre T-Zell-Rezeptoren erkannt 

werden, können ausreichen, um eine Immunantwort der entsprechenden CTLs, die 

auch als CD8+ T-Zellen bezeichnet werden, zu aktivieren (Lehner, 2003). 

Eine repräsentative Gesamtheit der endogenen Peptide einer Zelle, die zur effizienten 

Oberflächenpräsentation über den MHC Klasse I-Komplex benötigt wird, entsteht in 

einem mehrstufigen Prozeß, der das Zusammenwirken mehrerer proteolytischer 

Systeme erfordert. Das Proteasom besitzt eine Schlüsselfunktion bei der Bereitstellung 

einer Vielfalt von Peptiden, von denen ein wesentlicher Teil aus neu synthetisierten 

Proteinen stammt, die als fehlerhaft synthetisierte Proteine, sogenannte DriPs 

(defective ribosomal products) rasch ubiquitiniert und der Proteolyse unterworfen 
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werden (Schubert et al., 2000). Der Anteil der DriPs an den neu synthetisierten 

Proteinen einer Zelle wird zwischen 25-30% veranschlagt. Die Proteinbiosynthese ist 

essentiell für die Erzeugung von MHC Klasse I-Epitopen, so dass die DriP-Hypothese 

bestätigt werden konnte (Princiotta et al., 2003). Durch den Abbau von DRiPs können 

nicht nur Proteine, die einem schnellen metabolischen Umsatz unterliegen, sondern 

auch Peptide, die aus selten vorkommenden, unterrepräsentierten oder metabolisch 

sehr stabilen oder kompartmentalisierten Proteinen stammen, für den MHC Klasse I-

Präsentationsweg bereitgestellt werden (Kloetzel und Ossendorp, 2004). Auch 

regulatorische Proteine, die für die Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase 

essentiell sind, unterliegen der proteasomalen Proteolyse. Das Proteasom erzeugt in 

der Regel den Carboxyterminus der meisten MHC Klasse I-Liganden. Am 

Aminoterminus ist jedoch noch häufig eine weitere Verkürzung durch Aminopeptidasen 

erforderlich, die sich im Cytosol oder im Endoplasmatischen Retikulum (ER) befinden 

(Beninga et al., 1998; Fruci et al., 2001; Knuehl et al., 2001; Fruci et al., 2003). 

Diejenigen Vorläufer-Peptide, die für den MHC Klasse I-Präsentationsweg bestimmt 

sind, d.h. eine passende Länge und Aminosäurezusammensetzung haben, binden an 

den Transporterkomplex TAP (transporter associated with antigen processing) in der 

Membran des ER und werden effizient in das Lumen des ER transportiert. Hier sind 

weitere Aminopeptidasen lokalisiert, die Vorläufer-Peptide verkürzen können (Kloetzel 

et al., 2004; Rock et al., 2004). Im ER erfolgt die Peptid-induzierte Stabilisierung und 

Komplexbildung von MHC Klasse I-Trimeren. Danach wird das mit einem Peptid 

beladene MHC-Molekül an die Zelloberfläche transportiert. Die Assoziation des 

antigenen Peptids mit dem MHC Klasse I-Molekül erfolgt über die Seitenketten der 

Aminosäurereste in Taschen innerhalb der Peptidbindungsstelle des MHC-Proteins 

(Madden, 1995). Die Spezifität dieser Wechselwirkung wird über sogenannte Anker-

Reste vermittelt, von denen sich einer sehr häufig am Carboxyterminus befindet, 

während ein oder zwei weitere Anker-Reste in der Nähe des Aminoterminus lokalisiert 

sind (Krüger et al., 2003).  

Während die meisten Funktionen des Proteasoms Peptidspaltungsaktivität aber keine 

besondere proteolytische Spezifität erfordern, werden bei der Entstehung von MHC 

Klasse I-Liganden hochgradig spezifische Spaltstellen benutzt (Sijts et al., 2001). Unter 

dem Einfluß des proinflammatorischen Zytokins Interferon-γ (IFNγ) ändert sich die 

proteolytische Spezifität des Proteasoms entscheidend (Aki et al., 1994; Boes et al., 

1994; Nandi et al., 1997; Stohwasser et al., 1997). Die eukaryontische Zelle besitzt drei 
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fakultative, IFNγ-induzierbare katalytische Proteasomuntereinheiten, LMP2 (β1i), 

MECL1 (β2i) und LMP7 (β5i), die in neugebildete 20S Komplexe kooperativ integriert 

werden und somit die entsprechenden drei konstitutiven katalytischen Untereinheiten 

ersetzen (Fruh et al., 1994). Konservierte Interferon-stimulierte Aktivierungselemente 

(ISREs, interferon stimulated response elements) sind im Promotor aller drei 

induzierbaren Untereinheiten nachgewiesen worden. Antigene Peptide können sowohl 

von konstitutiven Proteasomen als auch von den sogenannten Immunoproteasomen 

produziert werden, die LMP2 (β1i), MECL1 (β2i) und LMP7 (β5i) enthalten. 

Allerdings scheint sich das Peptidrepertoire, das von Immunoproteasomen im Vergleich 

zu konstitutiven Proteasomen produziert wird, quantitativ und qualitativ zu 

unterscheiden, da sich proteolytische Spezifität und die Häufigkeit mit der bestimmte 

Spaltstellen benutzt werden nur teilweise überlappen (Cascio et al., 2001; Toes et al., 

2001). Diese Prozessierungsunterschiede können eine zytotoxische T-Zellantwort 

gegenüber infizierten Zellen oder Tumorzellen verstärken oder abschwächen (Morel et 

al., 2000; Schwarz et al., 2000; van Hall et al., 2000; Sijts et al., 2000a; Sijts et al., 

2000b; Chen et al., 2001).  

Zusammenfassend besteht aufgrund von genetischen, molekulargenetischen und 

biochemischen Daten gegenwärtig der Konsens, dass das proteasomale System für 

den größten Teil der MHC Klasse I-Liganden verantwortlich ist (Kloetzel, 2001; Rock et 

al., 2002; Kloetzel, 2004b). In besonderen Fälle können jedoch auch andere Proteasen 

wie etwa die Tripeptidylaminopeptidase II (TPPII), die Thimet-Oligopeptidase (TOP) und 

andere Metallopeptidasen antigene Peptide erzeugen (Goldberg et al., 2002; Levy et 

al., 2002; Saveanu et al., 2002; Rock et al., 2004; Saric et al., 2004). Aufgrund ihrer 

selektiven proteolytischen Spezifität können sie jedoch nur einen begrenzten Anteil zur 

Gesamtheit der MHC Klasse I-Peptide beitragen. 

1.3 Pathogenese von Autoimmunerkrankungen 

Die systematische Klassifizierung von Autoimmunerkrankungen hat sich als schwierig 

erwiesen, da vielfach die ätiologischen molekularen Pathomechanismen nicht 

abschließend geklärt sind. Dennoch werden zwei große Gruppen unterschieden, die 

organspezifischen und die systemischen Erkrankungen (Lipsky, 2001). Bei 

organspezifischen Autoimmunerkrankungen ist die Immunantwort gegen eine begrenzte 

Zahl gewebsspezifischer Autoantigene gerichtet, während bei systemischen 

Autoimmunerkrankungen eine globale Fehlregulation der Immunantwort angenommen 
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wird. Bei allen Autoimmunerkrankungen wird ein Zusammenbruch der immunologischen 

Toleranz gegen körpereigene Antigene beobachtet. Die Induktion und 

Aufrechterhaltung der Toleranz werden durch eine Vielzahl molekularer und zellulärer 

Wechselwirkungen reguliert (Marrack et al., 2001; Davidson und Diamond, 2001; 

Yasutomo, 2003). Die grundlegenden regulatorischen Mechanismen, die bei den 

einzelnen Autoimmunerkrankungen fehlgeleitet werden, sind bislang noch nicht 

vollständig aufgeklärt und Gegenstand intensiver Forschung (Yasutomo, 2003). 

Ein Schlüsselfaktor bei der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen ist das 

verfügbare T-Zellrepertoire, das durch Interaktionen mit autologen Peptid-MHC-

Komplexen im Thymus und in peripheren Geweben modifiziert wird (Ohashi, 2002). Es 

wird vermutet, dass Autoimmunität bei Defekten der regulatorischen T-Zellen, 

Störungen der peripheren T-Zell-Toleranz oder bei Antigenverwandschaft zwischen 

körpereigenen und bakteriellen bzw. viralen Proteinen (molekulares Mimikry) entsteht. 

Veränderungen der Komponenten der T-Zell-Signal-Transduktion, die inhibitorische T-

Zell-Signalwege oder das Überleben von T-Zellen beeinflussen, können die Entwicklung 

von Autoimmunität fördern. Auch professionelle Antigen-präsentierende Zellen wie 

Makrophagen und dendritische Zellen, sind an der Pathogenese der Autoimmunität 

beteiligt. Während reife dendritische Zellen die Entwicklung von T-Effektorzellen 

induzieren, scheinen unreife dendritsche Zellen die periphere Immuntoleranz 

aufrechtzuerhalten. Auch B-Zellen können eine entscheidende Rolle in der 

Pathogenese systemischer Autoimmunerkrankungen spielen, nicht nur durch die 

Autoantikörperproduktion, sondern auch bei der Zytokinsekretion. Die B-Zellantwort 

wird durch regulatorische Oberflächenmoleküle in der B-Zellmembran verstärkt oder 

abgeschwächt. Einer der stärksten positiven Regulatoren ist CD19, der eine wichtige 

Funktion bei der Signaltransduktion der B-Zelle besitzt. 

Der systemische Lupus erythemathodes (SLE) gehört zu den chronischen 

autoimmunen Systemerkrankungen, von der hauptsächlich junge Frauen betroffen sind. 

Die Erkrankung ist mit der Bildung einer Reihe von Autoantikörpern assoziiert, 

insbesonders mit antinukleären Antikörpern (ANA), die z. B. gegen DNA, Nukleosomen 

und Ribonukleoproteinkomponenten des Spleißosomenkomplexes gerichtet sind 

(Hochberg, 1997; Vyse und Kotzin, 1998; Wakeland et al., 2001). Komplementdefekte 

gehören zum größten genetischen Risikofaktor, SLE zu entwickeln, und korrelieren mit 

einer beeinträchtigten Phagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen in vivo 

(Taylor et al., 2000). Es wird angenommen, dass die Autoantigene bei SLE im 
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wesentlichen aus untergegangenen Zellen stammen. Eine unvollständige 

Komplementaktivierung gegen diese Zellen könnte auf einen ätiologischen 

Zusammenhang zwischen hereditärer Komplementdefizienz und der Pathogenese des 

SLE hindeuten. In einem Mausmodell mit fehlender c-mer Membran-Tyrosinkinase, 

entwickelt sich ein Phagozytosedefekt (Scott et al., 2001). Die Mäuse zeigen einen 

beeinträchtigten Abbau infundierter apoptotischer Zellen, der zu einem progressiven 

Lupus-ähnlichen Autoimmunsyndrom führt mit positivem Antikörpernachweis gegen 

Chromatin, DNA und IgG (Cohen et al., 2002). 

Das primäre Sjögren-Syndrom ist eine chronisch-inflammatorische autoimmune 

Erkrankung exokriner Drüsen, die vor allem die Speichel- und Tränendrüsen betrifft und 

zum funktionellen Epithelverlust, verminderter exokriner Funktion und schrittweisem 

Beginn von Keratokonjunktivitis sicca und Xerostomie führt (Sicca-Syndrom). Mehr als 

die Hälfte der Patienten entwickeln systemische Beschwerden mit Organschädigung 

von Lunge, Nieren, Leber, des blutbildenden Systems, der kleinen Gefäße oder der 

Haut (Venables, 2004). Bei etwa 5% der Patienten bilden sich Lymphome im Verlauf 

der Erkrankung (Voulgarelis et al., 1999). Charakteristisch ist die systemische 

Produktion antinukleärer Autoantikörper gegen die Ribonukleoproteinpartikel SS-A/Ro 

und SS-B/La (Fox et al., 2000). Zu den wichtigsten molekularen Mechanismen, die in 

der Ätiologie der Erkrankung diskutiert werden, gehören eine genetische Prädisposition 

durch HLA-Haplotypen (Reveille et al., 1991; Anaya et al., 2002), eine 

geschlechtsspezifisch veränderte Hormonregulation (Sullivan et al., 2002), 

Abweichungen im Proteinabbau über den Ubiquitin-Proteasom-Weg (Feist et al., 1999; 

Egerer et al., 2002; Fukuda-Kamitani und Kamitani, 2002), eine aberrante CD4+ T-

Lymphozytenaktivierung (Tsunawaki et al., 2002), eine fehlerhafte B-Zelldifferenzierung 

(Bohnhorst et al., 2002; Dörner et al., 2002; Leadbetter et al., 2002) und eine gestörte 

Regulation der Apoptose in exokrinen Zellen (Bolstad et al., 2003). Es wird allgemein 

angenommen, dass der Entwicklung von Lymphomen beim primären Sjögren-Syndrom 

ein mehrstufiger Prozeß zugrunde liegt, der in lymphoepithelialen Läsionen im Rahmen 

der Erkrankung seinen Anfang nehmen kann (Jaffe, 2002). Hierbei könnten die 

antigenbedingte B-Zell-Aktivierung und eine begleitende Onkogenaktivierung zur 

malignen Transformation lymphatischer Zellen beitragen (Masaki und Sugai, 2004). 

Die systemische Sklerose (SSc) oder auch Sklerodermie ist eine autoimmune 

rheumatische Multisystemerkrankung, die durch überschießende Kollagenablagerungen 

in der Haut und einer Reihe von inneren Organen, generalisierte Gefäßläsionen und 
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eine abnorme Lymphozytenaktivierung gekennzeichnet ist, die zur 

Autoantikörperproduktion und Zytokinsekretion führt (Furst und Clements, 1997). Im 

Tiermodell führt die konstitutive Aktivierung des CD19-Signalwegs bei Mäusen neben 

einer Hautfibrose zum Zusammenbruch der peripheren B-Zelltoleranz und zur 

spontanen Autoantikörperproduktion (Sato et al., 1996; Inaoki et al., 1997). Bei mehr als 

90% der SSc-Patienten finden sich antinukleäre Autoantikörper, z. B. gegen DNA-

Topoisomerase I , RNA-Polymerasen, U1 RNP, U3 RNP, Th/To und Histone (Okano, 

1996). Es wird angenommen, dass die Autoantikörper in engem Zusammenhang mit 

der Pathogenese der SSc stehen, da sie regelmäßig auftreten und klinisch spezifisch 

mit Untergruppen der Erkrankung sowie der Krankheitsaktivität korrelieren (Sato et al., 

2004). 

Die idiopathischen inflammatorischen Myopathien, zu denen die Dermatomyositis und 

die Polymyositis gehören, sind autoimmune, entzündliche Muskelerkrankungen. 

Typischerweise entwickelt sich über Wochen oder Monate eine proximale, oft 

symmetrische Muskelschwäche. Histologisch sind für die Dermatomyositis 

perivasculäre bzw. perifaszikuläre entzündliche Infiltrate pathognomonisch (Dalakas, 

2004). Die Aktivierung der Komplementkaskade führt zur Bildung des 

Membranangriffskomplexes in endomysialen Kapillaren mit nachfolgender osmotischer 

Lyse der Endothelzellen, Kapillarnekrose, Ischämie, Mikroinfarkten, Entzündung, 

endofaszikulärer Hypoperfusion und schließlich perifaszikulärer Atrophie der 

Muskelfasern (Dalakas und Hohlfeld, 2003). Bei der Polymyositis finden sich 

zytotoxische, endomysiale T-Zellen, die gegen autologe Myotuben in vitro reaktiv sind 

(Hohlfeld und Engel, 1994), die klonale Vermehrung autoinvasiver T-Zellen sowie eine 

Einschränkung der benutzten T-Zellrezeptorgene (Nishio et al., 2001; Hofbauer et al., 

2003), eine Erhöhung kostimulatorischer Moleküle (Behrens et al., 1998; Murata und 

Dalakas, 1999) und die Sekretion von Perforin-Granula durch autoinvasive CD8+ T-

Zellen, die die Lyse von Muskelfasern zur Folge haben (Goebels et al., 1996). Die 

Erhöhung von Cytokinen, Chemokinen und Zelladhäsionsmolekülen steigert die 

Transmigration von T-Zellen aus der Blutzirkulation in den Muskel (Figarella-Branger et 

al., 2003). Zusammenfassend wird die Polymyositis als eine MHC Klasse I-restringierte, 

T-Zell-vermittelte und durch ein Antigen oder mehrere Antigene aktivierte Erkrankung 

gesehen, bei der Muskelzellen zu antigenpräsentierenden Zellen werden (Wiendl et al., 

2003). Es ist jedoch nach dem gegenwärtigen Wissensstand noch unklar, welche 

Faktoren die Aktivierung der Komplementkaskade bei der Dermatomyositis auslösen 
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oder die T-Zellaktivierung bei der Polymyositis induzieren. Bei etwa 20% der 

Dermatomyositis oder Polymyositis-Patienten werden Autoantikörper gegen 

Ribonukleoproteine (tRNA-Synthethasen und Signal recognition particle) 

nachgewiesen. Obwohl diese Autoantikörper als myositisspezifisch gelten, sind sie 

weder pathogen noch gewebsspezifisch (Dalakas et al., 2003). Ein relevantes 

Autoantigen konnte bislang bei Myositiden nicht identifiziert werden, so dass auch 

verschiedene Tiermodelle keine schlüssigen Hinweise auf die molekulare Pathogenese 

der Erkrankung gaben. Eine experimentelle Myositis wurde in Mäusen durch die 

Immunisierung mit Myosin erzeugt. Histopathologisch fanden sich sehr ähnliche 

inflammatorische Zeichen wie bei der humanen Erkrankung. Die Tiere entwickelten 

zwar Myosin-spezifische T-Zellen, jedoch konnte auch im Verlauf der Erkrankung keine 

funktionelle Einschränkung der Muskelkraft nachgewiesen werden, die ein essentielles 

diagnostisches Kriterium der Myositiden beim Menschen darstellt (Nemoto et al., 2003). 

Die primären Vasculitiden umfassen eine große, heterogene Gruppe von Syndromen, 

denen immunreaktiv ausgelöste Gefäßentzündungen zugrunde liegen, die zur 

Schädigung der betroffenen Organe führen. Die Lokalisation und das Ausmaß der 

betroffenen Gefäße und Organe bestimmen das Spektrum der klinischen Symptome. 

Die Konstellation der klinischen Befunde, der Labordiagnostik, der Biopsie und der 

Angiographie – falls indiziert – erlauben meist die Diagnose eines spezifischen 

Syndroms. Nach der Klassifikation von 1994, Chapel Hill Consensus Conference 

(Jennette et al., 1994), werden die primären Vasculitis-Syndrome entsprechend der 

Größe der betroffenen Gefäße eingeteilt. Zu den Vasculitiden kleiner Gefäße gehören 

die Wegenersche Granulomatose, das Churg-Strauss-Syndrom, die mikroskopische 

Panarteriitis, die Purpura Schönlein-Henoch, die Vasculitis bei essentieller 

Kryoglobulinämie und die kutane leukozytoklastische Angiitis. Die Vasculitiden 

mittelgroßer Gefäße schließen die klassische Panarteriits und den M. Kawasaki ein. Die 

Vasculitis großer Gefäße umfaßt die Riesenzell-Arteriitis (Arteriitis temporalis) und die 

Takayasu-Arteriitis. Bei den primären Vasculitiden wird eine multifaktorielle 

Autoimmunpathogenese angenommen, wobei die genetische Prädisposition, 

Umweltfaktoren und immunregulatorische Mechanismen im Zusammenhang mit der 

Immunantwort gegenüber betimmten Antigenen eine wichtige Rolle spielen. Drei 

wesentliche pathogenetische Mechanismen werden diskutiert: Pathogene 

Immunkomplexbildung, antineutrophile cytoplasmatische Antikörper (ANCA) und eine 

aberrante CD4+ T-Zellantwort. 
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Die Rheumatoide Arthritis ist eine häufige chronisch-entzündliche Multisystem-

erkrankung mit einer Prävalenz von ca. 0,5 bis 1% in Mitteleuropa. Charakteristisch ist 

eine chronische Synovialitis, die zu Arthritis, Bursitis und Tendovaginitis führt, 

Knorpelschädigung und Knochenerosionen verursacht und meistens in einem 

symmetrischen Verteilungsmuster mehrere kleine, aber auch große Gelenke betrifft 

(Tran et al., 2005). In Familienuntersuchungen fanden sich Hinweise auf eine 

genetische Prädisposition im Zusammenhang mit bestimmten HLA-D Allelen des MHC 

Klasse II-Komplexes. Die Ätiologie der Erkrankung ist unbekannt. Die Rolle infektiöser 

Mikroorganismen wird zur Zeit kontrovers diskutiert. Die entzündlichen Infiltrate in der 

Synovia bestehen vor allem aus T-Lymphozyten, wobei die CD4+ T-Zellen gegenüber 

den CD8+ T-Zellen überwiegen, die sich oft in der unmitttelbaren Nähe von HLA-DR+ 

Makrophagen und dendritischen Zellen finden (Lundy et al., 2007). B-Zellen und 

Antikörper-produzierende Plasmazellen finden sich ebenfalls in den Infiltraten, die 

polyklonale Immunglobuline und Autoantikörper sezernieren und zur lokalen Bildung 

von Immunkomplexen führen. Auch aktivierte Mastzellen, die bei RA in die Synovia 

einwandern, tragen zur Entzündungsreaktion bei. Aktivierte synoviale Fibroblasten 

unterstützen die Zerstörung der Gelenksubstanz durch die Produktion von Proteasen, 

wie z. B. Collagenase und Cathepsine. Untersuchungen bei RA-Patienten und 

verschiedenen Tiermodellen, wie der Collagen-induzierten Arthritis (CIA) oder Mäusen, 

die ein humanes Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-α-Transgen exprimieren, haben gezeigt, 

dass die proinflammatorischen Zytokine TNF-α und Interleukin (IL)-1 eine Schlüsselrolle 

einnehmen (Keffer et al., 1991; Feldmann et al., 1996; Mori et al., 1996). Entscheidende 

Fortschritte in der Therapie der RA wurden in den vergangenen 10 Jahren durch den 

aggressiveren Einsatz von Basistherapeutika (DMARDS, disease modifying anti-

rheumatic drugs) und neu entwickelten Immuntherapien (Biologika) erreicht (Edwards, 

2005). Zu den bereits zugelassenen Biologika gehören TNFα-Blocker, IL-1-

Rezeptorantagonisten, anti-CD20-Antikörper und ein CTLA4-Ig-Co-Stimulationsblocker. 

 

1.4 Das Proteasom bei Autoimmunerkrankungen 

Das proteasomale System spielt eine zentrale Rolle bei der Aktivierung und 

Regulierung der Immunantwort. Daher kann eine Rolle in der Ätiologie oder der 

Pathogenese von Autoimmunerkrankungen, denen eine Fehlregulation des 

Immunsystems zugrunde liegt, angenommen werden. Nach derzeitigem Wissensstand 
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gibt es nur wenige, gesicherte Erkenntnisse über veränderte strukturelle und 

funktionelle Eigenschaften des Proteasoms bei Erkrankungen des rheumatischen 

Formenkreises. Untersuchungen von Arribas et al. (1991) ergaben erste Hinweise auf 

eine humorale anti-proteasomale Autoimmunantwort bei Patienten mit systemischem 

Lupus erythematodes (SLE). In neueren Studien konnten diese Ergebnisse bestätigt 

werden (Feist et al., 1996; Feist et al., 1999; Feist et al., 2000; Feist et al., 2003). 

Darüber hinaus fand sich bei Patienten mit SLE, primärem Sjögren-Syndrom und 

idiopathischer inflammatorischer Myopathie häufig eine humorale Autoimmunantwort 

(IgG) gegen bestimmte Proteasom-Untereinheiten. Bei diesen Erkrankungen war C9 

(α3), eine konstitutive α-Typ-Untereinheit, als Zielantigen von größter Bedeutung. 

Zusätzlich fanden sich beim primären Sjögren-Syndrom noch Autoantikörper gegen 

weitere α- und auch proteolytisch aktive β-Typ Untereinheiten (Feist et al., 2000). 

Verlaufsuntersuchungen der anti-proteasomalen Antikörpertiter zeigten bei SLE und 

autoimmun bedingter Myositis sogar eine positive Korrelation mit der Krankheitsaktivität 

(Feist et al., 2000). Autoantikörper gegen die Proteasom-Aktivatoruntereinheit PA28α 

fanden sich sowohl beim systemischen Lupus erythematodes als auch beim primären 

Sjögren-Syndrom (Matsushita et al., 2004). Beim Typ I Diabetes mellitus finden sich bei 

Erkrankungsbeginn nicht nur β–Zell-Antikörper, sondern auch Autoantikörper gegen das 

20S-Proteasom (Kordonouri et al., 2004). Zusammenfassend zeigte sich, dass das 

Proteasom ein häufig vorkommendes autoimmunes Zielantigen bei systemischen wie 

auch gewebsspezifischen Autoimmunerkrankungen darstellt. Die molekularen 

Mechanismen der Autoantikörperinduktion sind nicht vollständig geklärt. Es fanden sich 

jedoch Hinweise, dass die immunologische Toleranz durchbrochen werden kann durch 

Exposition gegenüber pathologisch freigesetztem Antigen, z. B. im Rahmen von 

Apoptose. 

Die Produktion von Autoantikörpern läßt nicht unmittelbar darauf schließen, dass das 

Zielantigen eine ätiologische Rolle in der Pathogenese oder im Krankheitsverlauf spielt. 

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Autoantikörperbildung ein 

Epiphänomen (bystander phenomenon) darstellt.  

Bei einer Vielzahl von Autoimmunerkrankungen wurden im Serum der Patienten 

erhöhte Spiegel von zirkulierenden Proteasomen nachgewiesen (Egerer et al., 2002), 

die sensitive Marker des autoimmunen Entzündungsprozesses sind und das Ausmaß 

der Gewebsschädigung reflektieren. Signifikant erhöht waren zirkulierende 

Proteasomen bei systemischen Autoimmunprozessen, insbesondere bei idiopathischer 
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inflammatorischer Myopathie, primärem Sjögren-Syndrom und Rheumatoider Arthritis, 

im Vergleich zu organspezifischen Autoimmunerkrankungen wie der Myasthenia gravis 

oder dem CREST-Syndrom.  

Bei der Pathogenese der Autoimmunthyreoiditis Hashimoto wird der mögliche Einfluß 

einer allelischen R60H Variante des LMP2 (PSMB9)-Gens diskutiert (Ding et al., 2002; 

Mishto et al., 2006). 

Immunhistochemische Analysen von Schilddrüsengewebe bei der Autoimmun-

thyreoiditis Hashimoto ergaben erste Hinweise auf eine verstärkte Expression von 

LMP2 (β1i) und LMP7 (β5i) (Vives-Pi et al., 1997). In vitro fand sich in humanen 

Endothelzellen eine Zytokin-abhängige Genregulation der Immunoproteasom-

Untereinheit LMP7 (β5i) (Loukissa et al., 2000). Bei Patienten mit unbehandelter 

juveniler Dermatomyositis fand sich - neben anderen IFNγ-induzierbaren Genen - eine 

signifikant erhöhte Genexpression der Immunoproteasom-Untereinheit LMP2 (β1i) 

(Tezak et al., 2002). In der NOD (non obese diabetic)-Maus, einem Tiermodell für das 

Sjögren-Syndrom und den Diabetes mellitus Typ I, unterliegen lymphoide Zellen 

vermehrt dem programmierten Zelltod, der Apoptose. Ein genetischer Defekt in der 

Promotorregion des LMP2 (PSMB9)-Gens wurde für eine verringerte Expression von 

LMP2 (β1i) verantwortlich gemacht, die zu einer beeinträchtigten Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors Nuclear factor-kappa B (NF-kappaB) führt, der die Zelle vor 

Apoptose schützt, die durch den Tumor-Nekrosefaktor-α (TNF-α) vermittelt wird 

(Hayashi und Faustman, 2003; Kuhtreiber et al., 2003). 

Angesichts der Ergebnisse dieser Vorarbeiten kann angenommen werden, dass das 

Proteasom eine unter pathologischen Bedingungen veränderte katalytische Spezifität 

zeigt, die aberrante, zelleigene Antigene erzeugen kann, die möglicherweise eine 

autoimmun-vermittelte, zytotoxische T-Zellantwort einleiten. Des weiteren kann 

gegenüber dem Proteasom selbst in bislang unbekannter Weise ein Toleranzverlust der 

systemischen, humoralen B-Zell-vermittelten Immunität ausgelöst werden, der sich in 

der Autoantikörperproduktion gegen Proteasom-Untereinheiten manifestiert.  
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2 PROBLEMSTELLUNG   

In der klinischen Praxis stellt die langfristige Therapie von Autoimmunerkrankungen, 

insbesondere von Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, oft eine schwierige 

Herausforderung dar. Autoimmunerkrankungen verlaufen fast immer chronisch-

progredient, führen zu einer oft irreversiblen Zerstörung der betroffenen Organe und 

sind im Fall einer systemischen Beteiligung häufig mit einem schwerwiegenden und 

lebenbedrohlichen Krankheitsverlauf verbunden. Während die akute 

Krankheitsmanifestation durch eine Kombination von immunsuppressiven und 

immunmodulatorischen Therapiestrategien ausreichend gut behandelt werden kann, 

bleibt der Therapieerfolg im mittelfristigen und langfristigen Verlauf unbefriedigend.  

Im Hinblick auf die klinische Relevanz von Autoimmunerkrankungen und ihre große 

gesundheitsökonomische Bedeutung ist ein tiefergehendes Verständnis der komplexen, 

molekularen Mechanismen essentiell, um neue, effiziente, krankheitsspezifische und 

zugleich nebenwirkungsarme Therapiestrategien zu entwickeln. Einen zentralen 

pathogenetischen und therapeutischen Ansatzpunkt bietet das Ubiquitin-Proteasom-

System.  

Das Proteasom erzeugt den überwiegenden Teil der immunogenen Peptide, die über 

den MHC Klasse I-Weg zirkulierenden T-Zellen präsentiert werden, die direkt oder 

indirekt eine Immunreaktion oder Immuntoleranz regulieren. Es kann davon 

ausgegangen werden, dass bei Autoimmunerkrankungen relevante Autoantigene 

überwiegend durch das Proteasom über den proteolytischen Abbau von endogenen, 

intrazellulären Proteinen generiert werden. Angesichts der bekannten Hochregulation 

proinflammatorischer Zytokine im Rahmen pathologischer Autoimmunität kann eine 

Induktion von Immunoproteasomen angenommen werden.  

2.1 Proteasomale Genexpression bei Autoimmunerkrankungen 

Systematische, experimentelle proteasomale Genexpressionsanalysen beim Menschen 

und insbesondere bei Autoimmunerkrankungen fehlen bislang. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurde ein Screeningverfahren entwickelt, das die Patienten kaum belastet, um 

die Expression ausgewählter Interferon-induzierbarer und konstitutiver Proteasom-

Untereinheiten in PBMC aus peripherem Blut zu quantifizieren. Die Genexpression von 

LMP2 (β1i), LMP7 (β5i), MECL1 (β2i), PA28α, PA28β, C3 (α2) und C9 (α3) wurde auf 

mRNA-Ebene bei Autoimmunpatienten und gesunden Kontrollspendern gemessen. 
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Nach statistischer Auswertung der Meßergebnisse soll folgenden Fragen 

nachgegangen werden: 

1. Läßt sich die Hypothese der „Hochregulation des Immunoproteasoms bei klinisch 

aktiver Autoimmunerkrankung“ bestätigen? 

2. Lassen sich differentielle, krankheitsspezifische Genexpressionsmuster erkennen? 

3. Gibt es Hinweise auf Regulationsdefekte der proteasomalen Genexpression bei 

Autoimmunerkrankungen? 

Die Untersuchung von Normalspendern soll zunächst Vergleichswerte zur (Immuno-) 

Proteasomexpression in PBMC bei Gesunden liefern, über die bislang keine 

systematischen Daten vorliegen. Falls sich Hinweise auf eine differentielle 

proteasomale Genregulation finden, können krankheitsspezifische Expressionsprofile 

erkannt werden, die bedeutsam für die Pathogenese sein könnten. 

2.2 Proteasomale Proteinexpression bei Autoimmunerkrankungen 

Die mRNA-Expressionsanalyse erlaubt keine sicheren Rückschlüsse auf das 

proteasomale Proteinexpressionsprofil. Deshalb soll parallell zur mRNA-Analyse eine 

Quantifizierung der gleichen Proteasomuntereinheiten wie in 2.1 auf Proteinebene bei 

Patienten und gesunden Kontrollspendern durchgeführt werden, um die folgenden 

Fragestellungen zu bearbeiten: 

1. Findet sich eine krankheitsspezifisch veränderte proteasomale Proteinexpression? 

2. Lassen sich bedeutsame Zusammenhänge oder Defekte bei der vergleichenden 

Beurteilung von Transkription und Translation erkennen? 

3. Gibt es Hinweise auf Überexpression von bestimmten Proteasomuntereinheiten? 

 

Mit Hilfe von Western Blot-Analysen soll geklärt werden, ob Immunoproteasom-

Untereinheiten bei Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises in PBMC 

exprimiert werden. Des weiteren sollen qualitative und quantitative Veränderungen in 

der Zusammensetzung der Proteasompopulation, insbesondere auch im Hinblick auf 

den Proteasomaktivator-Subkomplex PA28 in PBMC untersucht werden. 

Diese bislang neue Zusammenschau der relativen mRNA- und Proteinexpressions-

profile läßt interessante Erkenntnisse über die Regulation der Proteasom-Expression, 

insbesondere über einen möglichen Zusammenhang von Transkription und Translation 

der (Immuno-)Proteasom-Untereinheiten erwarten. 
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3 MATERIALIEN UND METHODEN 

3.1 Klinische Daten der untersuchten Patienten mit Erkrankungen des 
rheumatischen Formenkreises und einer repräsentativen Kontrollgruppe 

Die klinischen Untersuchungen der Patienten erfolgten in der Medizinischen Klinik mit 

Schwerpunkt Rheumatologie und Klinische Immunologie der Medizinischen Fakultät 

Charité - Universitätsmedizin Berlin. Die vorliegende Studie wurde von der lokalen 

Ethikkomission genehmigt. Die erforderlichen Blutentnahmen wurden im Rahmen der 

Routineblutentnahmen durchgeführt. Eine Einverständniserklärung wurde von allen 

Patienten eingeholt, die in die Untersuchungen eingeschlossen wurden: 26 Patienten 

mit systemischem Lupus erythematodes (23 weiblich, 3 männlich; Alter 25-70 Jahre, 

Durchschnitt 45,5 Jahre), 6 Patienten mit primärem Sjögren-Syndrom (alle weiblich; 

Alter 31-64 Jahre, Durchschnitt 56,3 Jahre), 4 Patienten mit Sklerodermie (3 weiblich, 1 

männlich; Alter 36-72 Jahre, Durchschnitt 57,5 Jahre), 4 Patienten mit Polymyositis, 1 

davon mit einem Antisynthetase-Syndrom (2 weiblich, 2 männlich; Alter 41-53 Jahre, 

Durchschnitt 46,0 Jahre), 2 Patienten mit ANCA-assoziierter primärer Vasculitis (beide 

weiblich; Alter 42 und 56 Jahre, Durchschnitt 49 Jahre), 3 Patienten mit Rheumatoider 

Arthritis (1 weiblich, 2 männlich; Alter 45 und 69 Jahre, Durchschnitt 61.0 Jahre). Die 

Diagnosestellung erfolgte nach den neuesten, gültigen Klassifizierungskriterien bei SLE 

(Tan et al., 1982; Hochberg, 1997), bei pSS (Vitali et al., 1996), bei SSc (Subcommittee 

for scleroderma criteria of the American Rheumatism Association Diagnostic and 

Therapeutic Criteria Committee, 1980), bei Polymyositis (Bohan und Peter, 1975a; 

Bohan und Peter, 1975b), bei RA (Arnett et al., 1988) und bei primärer Vasculitis 

(Jennette et al., 1994). Zum Zeitpunkt der Blutentnahme erhielten 15 SLE-Patienten 

eine immunsuppressive Therapie mit Azathioprin (n=10), Cyclophosphamid (n=1), 

Mycophenolatmofetil (n=1) bzw. Hydrochloroquin (n=3) zusätzlich zu Glukokortikoiden 

(12 Patienten mit niedrig dosiertem Prednisolon <10 mg/die, 2 Patienten mit 

Prednisolon <50 mg/die und ein Patient mit Methylprednisolon 750 mg/die). Die 

verbleibenden 11 SLE-Patienten und alle Sjögren-Patienten wurden mit niedrig 

dosierten Glukokortikoiden behandelt. Drei Sklerodermie-Patienten erhielten niedrig 

dosierte Glukokortikoide, einer davon in Kombination mit Azathioprin. Ein Sklerodermie-

Patient hatte keine Immunsupressiva. Zwei Polymyositis-Patienten erhielten zusätzlich 

zu niedrig dosiertem Prednisolon Azathioprin bzw. Cyclophosphamid. Alle RA-Patienten 
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erhielten niedrig dosierte Glukokortikoide. Patienten mit Vasculitis wurden mit einer 

Kombinationstherapie (Glukokortikoide und Cyclophosphamid) behandelt. 

Als gesunde Kontrollpersonen dienten 22 gesunde Blutspender aus der Blutbank, 

Institut für Transfusionsmedizin, Campus Virchow-Klinikum, Charité – 

Universitätsmedizin Berlin, von denen Buffy Coat verwendet wurde. Buffy Coat ist ein 

Lymphozytenkonzentrat, das man nach dem Abzentrifugieren von Vollblut erhält. 

 

3.2 Isolierung von mononukleären Zellen aus peripherem Blut 

Eine einfache und schnelle Methode, um mononukleäre Zellen aus peripherem Blut 

(PBMC, peripheral blood mononuclear cells) zu isolieren, ist die Ficoll-Hypaque 

Dichtegradienten-Zentrifugation, die die Dichteunterschiede zwischen mononukleären 

Zellen und anderen Blutbestandteilen ausnutzt (Kanof et al., 1996). Mononukleäre 

Zellen und Thrombozyten sammeln sich auf der Ficoll-Schicht während Erythrozyten 

und Granulozyten auf den Boden des Zentrifugenröhrchens sinken. Die Thrombozyten 

werden anschließend durch Waschschritte entfernt. 

Frisches Heparinblut wurde bei Raumtemperatur mit dem zweifachen Volumen an PBS 

verdünnt. In einem 50 ml-Zentrifugenröhrchen wurden 15 ml Ficoll-Lösung (Ficoll 

Separating Solution, isoton, Dichte 1.077g/l, Biochrom KG, Cat. No. L6115) mit 35 ml 

des verdünnten Bluts langsam überschichtet und 25 min bei 2,1 K rpm (Umdrehungen 

pro Minute, ca. 900 x g) mit ausgeschalteter Bremse bei Raumtemperatur zentrifugiert. 

Die obere Schicht, die Plasma und einen Großteil der Thrombozyten enthält, wurde 

entfernt und verworfen. Mit einer frischen Pipette wurde die Bande mit den 

mononukleären Zellen in ein neues 50 ml-Röhrchen überführt und das dreifache 

Volumen an PBS ohne Calcium oder Magnesium hinzugefügt. Nach Zentrifugation (25 

min bei 1,8 K, ca. 600 x g) wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet in 40 ml 

PBS aufgenommen. Vor der Zentrifugation (25 min bei 1,8 K, ca. 600 x g) wurde ein 

100 µl-Aliquot zur Bestimmung der Zellzahl entnommen, mit dem gleichen Volumen 

0,1% Trypanblau-Lösung versetzt und in einer Neubauer-Zählkammer gezählt. Der 

Überstand wurde wieder entfernt und das Pellet in 600-800 µl Einfriermedium (RPMI 

1640, 20% FCS, 10% DMSO) aufgenommen. Es wurden 3-4 200 µl-Aliquots 

schrittweise bei –80°C in einem isolierten Behältnis über Nacht gefroren und 

anschließend in flüssigen Stickstoff überführt. Die Gesamtausbeute betrug 1-6 x 107 

Zellen bei ca. 30 ml Heparinblut. 
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3.3 Interferon-γ-Stimulation von JOSK-M Kulturzellen zur Induktion von 
Immunoproteasom-Untereinheiten 

JOSK-M Zellen sind humane Zellen eines Patienten mit chronisch myeloischer 

Leukämie aus peripherem Blut [Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen, Braunschweig, DSMZ-Nummer ACC 30; (Ohta et al., 1986)]. Sie wurden in 

Suspension in RPMI 1640 mit 10% (v/v) fötalem Kälberserum kultiviert. Die Stimulation 

mit 20 bzw. 600 U/ml IFNγ erfolgte über 72 h. Die Zellen wurden als Pellets bis zur 

weiteren Verwendung zur RNA-Extraktion bei –80°C aufbewahrt. Sie dienten als 

Kontrollen bei der TaqMan PCR (s. 3.5.6). 

3.4 Immunoblot-Analyse von Proteasomuntereinheiten in Leukozytenlysaten 

3.4.1 Proteinisolation aus peripheren Blutmonozyten 

Die Proteinextraktion aus PBMC erfolgte parallel zur RNA-Extraktion mit dem peqGOLD 

TriFastTMFL-Kits (peQLab, s. 3.5.6) aus der Interphase nach den Angaben des 

Herstellers. Die Proteinpellets, die bis zur Verwendung in 100% Ethanol bei –20°C 

aufbewahrt worden waren, wurden nach Entfernung des Ethanol luftgetrocknet, in 

200 µl 1% SDS gelöst und 10 min unter Schütteln auf 95°C erhitzt. 

Die Proteinkonzentration wurde durch OD-Messung bei 280 nm bestimmt (Harlow und 

Lane, 1988). Eine Absorptionseinheit wurde mit einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml 

gleichgesetzt. 

3.4.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und Western Blot 

Die elektrophoretische Auftrennung von jeweils 30 µg PBMC-Gesamtprotein erfolgte in 

15% SDS-Polyacrylamidgelen (Minigele mit 7 cm Trennstrecke, MIDGET-System, 

Pharmacia). Die Proteine wurden anschließend im kontinuierlichen Semi-Dry-Blot-

Verfahren auf Nitrozellulose-Membranen transferiert. Die Blockierung der Membran 

erfolgte in PBS pH 7,4 mit 0,1% Tween 20 und 10% (v/v) Pferdeserum oder 5% (w/v) 

Magermilchpulver 1 h bei Raumtemperatur oder über Nacht bei 4°C. Das 

entsprechende primäre polyklonale Kaninchen-Antiserum wurde in den folgenden 

Verdünnungen 1 h bei Raumtemperatur mit den Nitrozellulose-Membranen inkubiert: 

anti-LMP2 (β1i), K864/A 1:1000, anti-LMP7 (β5i), K63 1:1000, anti-MECL1 (β2i), K65 

1:1000, anti-PA28α, K39/2 1:5000, anti-C3 (α2), #64569 1:500 und anti-C9 (α3), K20 

1:1000 jeweils in PBS mit 0,1% Tween 20 und 10% (v/v) Pferdeserum oder 5% (w/v) 
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Magermilchpulver. Anschließend wurde über 25 min gewaschen in PBS mit 0,1% (v/v) 

Tween 20 bei fünfmaligem Pufferwechsel. Der sekundäre Antikörper (Meerrettich-

Peroxidase-konjugiertes affinitätsgereinigtes Ziegen-anti-Kaninchen IgG Fc-Fragment, 

Dianova) wurde in der gleichen Lösung wie der primäre Antikörper 1:20 000 verdünnt, 

30 min inkubiert und die Membran wie oben gewaschen. Die gebundenen Antikörper 

wurden mit ECL (ECL Western Blotting Detection Kit, Amersham) detektiert nach den 

Angaben des Herstellers und eine Autoradiographie durchgeführt (Kodak X-OMAT AR 

Röntgenfilm). 

Als Standardprotein für eine spätere relative quantitative Analyse der 

Immunoblotsignale wurde in einer Versuchsreihe in jeder Gelspur auf jedem Blot die 

konstitutive Proteasomuntereinheit C3 (α2) gefärbt. Dazu wurden die Antikörper der 

vorherigen Färbung mit anti-LMP2 (β1i), -LMP7 (β5i), -MECL1 (β2i) oder -PA28α 

entfernt durch Inkubation in 6,25 mM Tris.Cl pH 6,7, 2% (w/v) SDS, 100 mM β-

Mercaptoethanol bei 55°C für 30 min und anschließendes Waschen mit großen 

Volumina PBS, 0,1% (v/v) Tween 20 bei Raumtemperatur für 60 min. Nach Blockierung 

wurde mit anti-C3 (α2)-Antikörper gefärbt wie oben beschrieben. 

3.4.3 Relative Quantifizierung der Immunoblot-Signale 

Die Röntgenfilme der ECL-detektierten Western-Blots wurden eingescannt (Hewlett 

Packard Flachbett-Scanner ScanJet II cx) mit dem Programm DeskScan II Version 2.1 

(Hewlett Packard 1991-94), Einstellungen: 300 dpi, Schwarz-Weiß-Photo. Die 

eingescannten Bilder wurden mit Adobe Photoshop D1-2.5.1 geöffnet und ohne 

Bildbearbeitung als TIFF-File (Macintosh) gespeichert. 

Die Quantifizierung erfolgte ebenfalls ohne Bildbearbeitung mit Hilfe des Freeware-

Programms NIH Image 1.61 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA, 

http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). In einem ausgewählten Rechteck (0,3x0,15 inch 

entsprechend 0,76x0,38 cm) wurde über jeder zu quantifizierenden Protein-Bande 

einschließlich Hintergrund die integrierte Dichte (integrated density) gemessen. Die 

integrierte Dichte wurde durch das Programm nach der folgenden Formel berechnet: 

Integrierte Dichte = Anzahl der Pixel in der Auswahl * (durchschnittlicher Grauwert in 

der Auswahl – Hintergrund), wobei der Hintergrund der modale Grauwert in der 

Auswahl ist (häufigster Pixel-Grauwert). 

Zur Auswertung wurde jeder Meßwert in Bezug gesetzt zu der parallel in jeder Gelspur 

gemessenen Signalstärke der konstitutiven Proteasom-Untereinheit C3 (α2). 
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3.4.4 Statistische Auswertung der Immunoblot-Signale 

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des WinSTAT 3.1 Statistikprogramms 

(Kalmia Company, Cambridge, MA, U.S.A.). Das Signifikanzniveau wurde für alle 

statistischen Tests bei α=0.05 festgelegt. Die Annahme der Normalverteilung der Daten 

wurde durch den Kolmogorov-Smirnov-Einstichprobentest überprüft. Bei 

normalverteilten Meßwerten wurde der parametrische, unabhängige t-Test eingesetzt, 

insbesondere der homogene t-Test bei homogenen Varianzen und der heterogene t-

Test im inhomogenen Fall. Für nicht-normalverteilte Meßwerte wurde der U-Test nach 

Mann-Whitney angewandt, ein nicht-parametrisches Testverfahren, das keine 

bestimmte Verteilungsform der Variablen voraussetzt. 
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3.5 Etablierung eines quantitativen Real-time Polymerase-Kettenreaktion-
Meßverfahren (TaqMan PCR) für die Genexpression von sieben 
ausgewählten Proteasomuntereinheiten 

3.5.1 Auswahl der Quantifizierungsmethode 

Zur relativen Quantifizierung von mRNA wurde das Prinzip der TaqMan Real-time PCR 

gewählt. Dies ist eine dynamische Meßmethode, die während jedes PCR-Zyklus die 

neu entstehenden Amplifikate durch den Anstieg eines Fluoreszenzsignals mißt. Die 

Messung im linearen Bereich der Reaktion erlaubt die quantitative Bestimmung der 

mRNA bzw. der cDNA im Ausgangsmaterial. 

3.5.2 Prinzip der TaqMan-PCR 

Die TaqMan-PCR beruht neben der Polymerase-Aktivität auf der 5‘-Nuklease-Aktivität 

der Taq-DNA-Polymerase. Die Reaktion erfordert eine fluorogene Sonde. Diese besteht 

aus einem Oligonukleotid, an das am 5‘-Ende ein Reporter- und am 3‘-Ende ein 

Quencher-Farbstoff gekoppelt ist. Durch die sterische Nähe des Quencher-Farbstoffs 

zum Reporter-Farbstoff kann die intakte Sonde aufgrund eines Fluoreszenz-

Energietransfers kein signifikantes Fluoreszenzsignal entsenden. Als Reporter-Farbstoff 

wurde FAM (nach Anregung Lichtemission bei 518 nm), als Quencher-Farbstoff wurde 

TAMRA verwendet, der nach Anregung Licht mit einer Wellenlänge von 582 nm 

emittiert. 

Während der PCR hybridisiert die Sonde an die Zielsequenz zwischen Vorwärts- und 

Rückwärts-Primer. Durch die voranschreitende DNA-Synthese während der PCR wird 

die hybridisierte Sonde durch die 5‘-Nuklease-Aktivität der Taq Polymerase hydrolysiert 

und in einzelne Nukleotide gespalten, so dass der Reporter-Farbstoff vom Quencher-

Farbstoff getrennt wird und das Fluoreszenzsignal des Reporter-Farbstoffs nach 

Anregung mit einem Argonlaser (488 nm) nicht mehr vom Quencherfarbstoff 

unterdrückt werden kann. Deshalb steigt die Fluoreszenz-Intensität des Reporter-

Farbstoffs mit jedem weiteren PCR-Zyklus proportional zur Menge der amplifizierten 

DNA an und verdoppelt sich im Idealfall in jedem PCR-Zyklus. Die Signalstärke ist auch 

proportional zur Ausgangsmenge der eingesetzten cDNA bzw. mRNA. Mit Hilfe eines 

bekannten, stabil und konstant exprimierten Gens (Haushalts-Gens), das jeweils in 
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einem Parallelansatz amplifiziert wird, kann die relative Genexpression eines neu 

untersuchten Gens berechnet werden. 

3.5.3 Auswertungsmethode der TaqMan-PCR (ΔCT-Methode) 

Da sich die experimentelle Konzeption und Durchführung der PCR-Analyse nach dem 

Auswertungsverfahren richtet, wurde dieses zunächst festgelegt. Der Vergleich von vier 

verschiedenen Auswertungsmethoden der TaqMan Real-time PCR ergab keine 

signifikanten Unterschiede der Endergebnisse, da gezeigt werden konnte, dass die 

Resultate der PCR-Analyse von Referenz- und Zielgen (1) in einem gemeinsamen oder 

(2) in zwei getrennten Reaktionsgefäßen oder (3) die Auswertung mit Standardkurven 

oder (4) mit der komparativen CT-Methode als gleichwertig betrachtet werden können 

(Livak und Schmittgen, 2001). 

Zur Auswertung wurde in dieser Arbeit die komparative CT-Methode (ΔCT-Methode) 

angewandt. ΔCT-entspricht der Differenz der Schwellenzyklen bei Zielgen und 

Referenz. Es ist möglich, diese Methode zu wählen, um auf Standardkurven während 

jeder einzelnen PCR-Analyse zu verzichten, wenn zuvor gezeigt werden kann, dass die 

Effizienz der Amplifikation von Referenzgen und Zielgenen näherungsweise gleich ist. 

Die Vorteile der ΔCT-Methode sind die Vermeidung des Einflusses von Pipettierfehlern 

bei den Standards sowie ein höherer Probendurchsatz in jedem PCR-Lauf, da keine 

zusätzlichen Proben für Standardkurven benötigt werden. 

Ein Nachteil der ΔCT-Methode ist die o. g. Optimierung der Effizienz (s. 3.5.8) im Vorfeld 

der PCR-Analyse, die v. a. durch die Länge des Amplicons und die Auswahl der Primer- 

bzw Sondenlänge und deren Basenzusammensetzung erreicht wird (s. 3.5.4). Des 

weiteren muß die optimale Primerkonzentration für jedes Amplicon zunächst 

experimentell ermittelt werden (3.5.7). 

Eine sensitive Methode zur Überprüfung, ob zwei Amplicons die gleiche Effizienz 

haben, ist die Untersuchung, ob ΔCT bei Template-Verdünnung konstant bleibt. Es 

konnte gezeigt werden, dass bei allen sieben Zielgenen [LMP2 (β1i), LMP7 (β5i), 

MECL1 (β2i), C3 (α2), C9 (α3), PA28α und PA28β] sowie dem Referenzgen HPRT 

(Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase) die Effizienz zwischen 0,884 und 0,998 lag 

(Tabelle 4). Eine Effizienz von 1,0 bedeutet, dass die DNA in jedem PCR-Zyklus exakt 

verdoppelt wird. 

Als Referenzgen wurde das Haushalts-Gen HPRT gemessen, das auf dem X-

Chromosom lokalisiert ist, konstitutiv in geringen Mengen exprimiert wird (Patel et al., 
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1986) und eine wichtige Rolle im Stoffwechselweg zur Wiederverwertung von Purinen 

(Salvage Pathway) in Säugerzellen spielt. Die Sequenzen von Primern und Sonde für 

das HPRT-System wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. med. H.-D. Volk 

(Institut für klinische Immunologie, Charité, Humboldt-Universität, Berlin) zur Verfügung 

gestellt. 

3.5.4 Auswahlkriterien für Primer und Sonden 

Das Amplicon soll 50-100 Basenpaare umfassen. Die Aufeinanderfolge identischer 

Basen wurde bei den Primern vermieden, insbesondere von vier oder mehr 

Guanosinresten. Die Schmelztemperatur der Primer lagt zwischen 58 und 60°C. Die 

letzten fünf Nukleotide am 3‘-Ende sollten nicht mehr als zwei Guanosin- oder vier 

Cytidinreste enthalten. Der Vorwärts- und der Rückwärts-Primer wurden möglichst nah 

der Sonde positioniert, jedoch ohne sie zu überlappen. 

Bei den Sonden wurde ebenfalls die Aufeinanderfolge identischer Basen, insbesondere 

von 4 oder mehr Guanosinrresten vermieden. Am 5‘-Ende wurde Guanosin wegen 

zusätzlicher Stabilisierung des Primer-Template-Hybrids vermieden. Die 

Schmelztemperatur lag mit 68-70°C über der der Primer. Da die Sonde mehr Cytidin- 

als Guanosinreste enthalten soll, wurde für LMP2 (β1i) und HPRT der nicht-codierende, 

für alle übrigen Sonden der codierende mRNA-Strang ausgewählt.  

Um die Amplifikation von genomischer DNA oder Pseudogenen auszuschliessen, 

überbrückte die Sonde stets eine Exon-Exon-Grenze (s. Tabelle 1). Die humane 

genomische DNA von PA28β,  C3 (α2) und C9 (α3) war jedoch nicht in Datenbanken 

verfügbar. Deshalb wurden bei PA28β die Exon1/Exon2-Grenze und bei C9 (α3) die 

Exon2/Exon3-Grenze in Analogie zu den entsprechenden murinen Genen (GenBank 

Acc. Nr. AB053120 und AF060093) festgelegt. Dieser Bereich ist in der cDNA bei Maus 

und Homo sapiens hochkonserviert. Die Exon2/Exon3-Grenze bei C3 (α2) wurde 

analog zum entsprechenden C. elegans-Gen angenommen (GenBank Acc. Nr. 

Z74030), das ebenfalls in der cDNA bei Mensch und C. elegans hochkonserviert ist. Bei 

MECL1 (β2i) wurde das Exon 1 bei der Auswahl von Primern vermieden, da alternatives 

Splicing dieses Exons beschrieben wurde (Le Texier et al., 2006). 

Bei der Auswahl und Überprüfung von Primern und Sonden wurde die PrimerExpress 

Software von Perkin Elmer Applied Biosystems verwendet.  
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3.5.5 Sequenzen der Primer und Sonden 

Protein/ 
GenBank 
Acc. Nr. 

Name Länge 
(bp) 

Tm 
(°C) 

%GC Exon-
Grenze Sequenz 

LMP2 (β1i) 
U01025 

2F 
2R 
2P 

22 
23 
22 

60 
59 
70 

50 
48 
68 

 
 
Ex2/Ex3

5‘-CGTTGTGATGGGTTCTGATTCC-3‘ 
5‘-GACAGCTTGTCAAACACTCGGTT-3‘ 
5´-FAM-CACCGCCTC|GCCTGCAGACACT-TAMRA-3‘ 

LMP7 (β5i) 
U17496 

7F 
7R 
7P 

18 
24 
30 

60 
60 
69 

67 
50 
53 

 
 
Ex2/Ex3

5‘-GCAGTGGATTCTCGGGCC-3‘ 
5‘-GCCAAGCAGGTAAGGGTTAATCTC-3‘ 
5´-FAM-AGCTGGGTCCTACATTA|GTGCCTTACGGGT-TAMRA-3‘ 

MECL1 (β2i) 
NM_002801 

MF 
MR 
MP 

19 
20 
25 

60 
60 
70 

63 
55 
64 

 
 
Ex7/Ex8

5‘-GCTGCGGACACTGAGCTCA-3‘ 
5‘-TGGTTCCAGGCACAAAGTGG-3‘ 
5´-FAM-CCACAGAGCCCGTGAAGAG|GTCTGG-TAMRA-3‘ 

PA28α 
U10360 

ALPHA-F 
ALPHA-R 
ALPHA-P 

19 
22 
26 

59 
60 
69 

53 
55 
58 

 
 
Ex6/Ex7

5‘-TCCTTCTGCAGCGCTTGAA-3‘ 
5‘-CTCAATCCGAGGTATCTGCAGC-3‘ 
5´-FAM-CAGCTCAACCTG|GTCACCACCTGGTT-TAMRA-3‘ 

PA28β 
D45248 

BETA-F 
BETA-R 
BETA-P 

15 
23 
26 

60 
61 
70 

80 
48 
58 

 
 
Ex1/Ex2

5‘-GTGCGCCTGAGCGGG-3‘ 
5‘-TCAGCCTCCTGGAAAAGATTCTG-3‘ 
5´-FAM-AAGCCCGCAAACAG|GTGGAGGTCTTC-TAMRA-3‘ 

C3 (α2) 
D00760 

3F 
3R 
3P 

25 
29 
28 

60 
60 
70 

40 
31 
46 

 
 
Ex2/Ex3

5‘-GATTGAATATGCTTTGGCTGCTGTA-3‘ 
5‘-GGATTTCTGTTTTTTCTCAGTTGCTAATA-3‘ 
5´-FAM-TCCGTGGGAATTAAAG|CTGCAAATGGTG-TAMRA-3‘ 

C9 (α3) 
D00763 

9F 
9R 
9P 

23 
24 
33 

59 
61 
69 

52 
42 
42 

 
 
Ex1/Ex2

5‘-GTGAGCAGTTGGTTACAGCACTG-3‘ 
5‘-CAGCCAATGTACAGCAATGAAACA-3‘ 
5´-FAM-CAAGCTTATACACAATTTGG|AGGAAAACGTCCC-TAMRA-3‘ 

HPRT 
NM_000194 

HPRT-F 
HPRT-R 
HPRT-P 

22 
25 
26 

59 
59 
70 

50 
44 
50 

 
 
Ex6/Ex7

5‘-GACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG-3‘ 
5‘-AGTCTGGCTTATATCCAACACTTCG-3‘ 
5´-FAM-TTTCACCAGCAAG|CTTGCGACCTTGA-TAMRA-3‘ 

Tabelle 1  Primer- und Sondensequenzen für die quantitative Real-time RT-PCR. Die Grenzen 
zwischen zwei aufeinanderfolgenden Exons sind mit einem vertikalen Strich markiert (|). Vorwärts-Primer 
(F), Rückwärts-Primer (R), Sonde (P). 

 

Die Primer wurden entsalzt über Metabion (Planegg-Martinsried, Deutschland) und die 

TaqMan Sonden HPLC- und Polyacrylamidgelelektrophorese-gereinigt über BioSource 

Europe (Nivelles, Belgien) bezogen. 

3.5.6 RNA-Präparation und cDNA Synthese 

Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des peqGOLD TriFastTMFL-Kits (peQLab, Erlangen) nach 

dem Protokoll des Herstellers aus peripheren Blutmonozyten (PBMC) isoliert, die über 

Ficoll-Gradienten gereinigt wurden (s. 3.2) oder aus Kulturzellen (s. 3.3). Die Integrität 

der RNA wurde elektrophoretisch durch Ethidiumbromidfärbung bestätigt. Die 

Konzentration der gereinigten Gesamt-RNA wurde spektrophotometrisch bei 260 nm 

bestimmt. Die RNA (4 µg) wurde in einem Reaktionsvolumen von 20 µl mit 10 U 

RNase-freier DNase I (Roche, Basel, Schweiz; 10 U µl), 7,5 U RNAguard RNase-

Inhibitor (25 U/µl, Amersham Biotech, Freiburg, Deutschland), 5 mM DTT und 4 µl 5x 

First Strand Buffer (GibcoBRL) für 30 min bei 37°C behandelt, um die die RNA-

Präparation kontaminierende genomische DNA zu verdauen. Es erfolgte eine 
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Inaktivierung der DNase I für 5 min bei 85°C mit anschließender unmittelbarer 

Eiskühlung der Probe. Es wurden jeweils 20 µl eines Enzym-Mixes hinzugegeben (4 µl 

5x First Strand Buffer, 4 µl 0,1 M DTT, 4 µl dNTPs, je 10 mM, 1 µl RNAguard, 1 µg 

oligo(dT), 400 U M-MuLV Reverse-Transkriptase (GibcoBRL, 200 U/µl) und dH2O ad 20 

µl) und der Ansatz (Gesamtvolumen 40 µl) zum Primerannealing 10 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Es folgte die reverse Transkription für 60 min bei 42°C und 

eine Enzyminaktivierung für 5 min bei 95°C. Die cDNA wurde bei –20°C gelagert. 

3.5.7 Primertitration 

Zur Effizienzmaximierung der PCR ist die experimentelle Ermittlung der optimalen 

Primerkonzentrationen für jedes Amplicon erforderlich, damit die Primermenge während 

der Amplifikation nicht limitierend ist. Für jedes Primerpaar wurden jeweils 9 PCRs mit 

den Konzentrationen 50, 300 und 900 nM durchgeführt in den Verhältnissen 50/50, 

50/300, 50/900, 300/50, 300/300, 300/900, 900/50, 900/300 und 900/900 nM. Als 

Template diente 2 µl Normalspender-cDNA (Oligo(dT)-Priming, s. 3.5.6). Es fanden sich 

die folgenden optimalen Konzentrationsverhältnisse: 

 
Protein Name Primerkonzentration (nM) 

LMP2 (β1i) 2F 
2R 

300 
50 

LMP7 (β5i) 7F 
7R 

50 
900 

MECL1 (β2i) MF 
MR 

50 
300 

PA28α ALPHA-F 
ALPHA-R 

300 
300 

PA28β BETA-F 
BETA-R 

300 
900 

C3 (α2) 3F 
3R 

900 
900 

C9 (α3) 9F 
9R 

300 
900 

HPRT HPRT-F 
HPRT-R 

300 
300 

Tabelle 2  Ergebnisse der Primertitration. Die optimale Kombination der Primerkonzentrationen wurde 
zur Effizienzmaximierung der TaqMan PCR experimentell ermittelt. 

3.5.8 Effizienzbestimmung 

Die Amplifikations-Effizienzen der acht Amplicons wurden mit Hilfe einer 

Verdünnngsreihe der Template-cDNA in einer Standardkurve experimentell ermittelt 

(Verdünnungsstufen: unverdünnt, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256 entsprechend 100 ng, 25 ng, 

6,25 ng, 1,56 ng bzw. 0,39 ng transkribierter Gesamt-RNA). 
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Zur Bestimmung der relativen Effizienz von Referenzgen- und Zielgen-Amplifizierung 

wurde die Kopienzahl gegen die entsprechenden ΔCT-Werte, also die Differenzen der 

CT–Werte von HPRT und dem jeweiligen Zielgen aufgetragen. Dabei sollte der Betrag 

der Steigung der sich ergebenden Trendlinie <0,1 sein, damit die ΔCT Methode zur 

Auswertung der TaqMan-Meßdaten angewandt werden konnte (s. 3.5.3). 

3.5.9 Durchführung der TaqMan PCR 

Für die TaqMan PCR wurden die folgenden Komponenten in der angegebenen 

Endkonzentration vorbereitet: 4,5 µl dH2O, 12,5 µl TaqMan Universal PCR Master Mix 

(P/N 4304437, Perkin Elmer Applied Biosystems), 1 µl FAM-TAMRA-Sonde (200 nM), 5 

µl Primerpaarmix in optimaler Endkonzentration (s. 3.5.7) und 2 µl cDNA (entsprechend 

250 ng transkribierter RNA) in einem Reaktionsvolumen von 25 µl. Die PCR-

Bedingungen waren 2 min bei 50°C, 10 min bei 95°C, 40 Zyklen bei 95°C für 15 sec 

und 60°C für 1 min. 

Bei jedem PCR-Lauf im ABI Prism 7700 SDS (Applied Biosystems) wurde die cDNA 

von jeweils fünf Patienten mit einer Kontrolle ohne cDNA (NTC, non template control) 

pro Primer gleichzeitig inkubiert. Die Amplifikation erfolgte stets in Doppelwerten. Somit 

ergaben sich 96 Proben bei jeder TaqMan PCR: (5 Patienten+1 NTC) x 8 Primerpaare 

x 2. Die gleichzeitige TaqMan Analyse aller Proteasomuntereinheiten zusammen mit 

dem Haushalts-Gen HPRT bei jedem Patienten sollte die größtmögliche Konsistenz der 

Ergebnisse gewährleisten. Daher wurde die Expression des Haushalts-Gens HPRT 

stets bei jedem einzelnen PCR-Lauf mitbestimmt. 

Doppelwerte wurden nur dann für die spätere Auswertung akzeptiert, wenn sie nicht um 

mehr als 0,5 Zyklen differierten, entsprechend einem Faktor von 20,5 = 1,41. Andernfalls 

wurde die Messung wiederholt. Von insgesamt 680 gemessenen Doppelwerten lagen 

der überwiegende Teil von 635 (93,4%) innerhalb der festgelegten Toleranzgrenze von 

≤0,5 Zyklen. Wenige Werte (6,6%) lagen außerhalb dieses Bereichs und wurden nur bei 

Mangel an Patientenmaterial in die Auswertung einbezogen. Die Differenzen der CT-

Meßwerte ergaben sich wie folgt und zeigen die hohe Pipettiergenauigkeit bei den 

Doppelbestimmungen: 

Differenz Doppelwerte 0-0,5 >0,5 >0,6 >0,7 >0,8 >0,9 >1,0 >1,1 >1,3 >1,5 >1,8 
Anzahl 635 16 9 5 5 2 3 2 1 1 1 

Tabelle 3  Differenzen der CT-Werte. Die meisten Doppelwerte (635 von 680 entsprechend 93,4%) 
differierten um nicht mehr als 0,5 Zyklen voneinander und lagen innerhalb der festgelegten 
Toleranzgrenze von 0 - 0,5 Zyklen bei der TaqMan-PCR. 
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Zur Auswertung der TaqMan-Daten wurde das arithmetische Mittel aus den 

gemessenen Doppelwerten gebildet. 

3.6 Variabilitätsuntersuchung der Expression der internen Referenzgene HPRT, 

C3 (α2) und C9 (α3) zur Bestimmung ihrer Genexpressionstabilität in 

peripheren Blutmakrophagen 

Die Bestimmung des Haushalts-Gens bzw. der konstitutiv exprimierten 

Proteasomuntereinheiten mit der größten Expressionsstabilität erfolgte mit Hilfe der 

Shareware-Anwendung geNorm (Vandesompele et al., 2002). Dieses Programm 

berechnet das Genexpressionsstabilitätsmaß M für ein internes Kontrollgen als die 

durchschnittliche paarweise Variation V für dieses Gen im Vergleich zu allen anderen 

Kontrollgenen. Schrittweiser Ausschluß desjenigen Gens mit dem höchsten M-Wert 

ermöglicht die Aufstellung einer Rangfolge nach der Expressionsstabilität. Ein niedriger 

M-Wert, d.h. eine niedrige Variabilität, bedeutet bei der Berechnung mit geNorm 

größere Stabilität. Das Programm geNorm erlaubt jedoch keine Aussage über die 

Stabilität einer individuellen mRNA in der Zelle, sondern ermöglicht lediglich die 

vergleichbare Einschätzung der Variabilität der mRNA-Expression mehrerer Gene in 

einem untersuchten Normal- oder Patientenkollektiv. 

3.7 Statistische Analyse der TaqMan-Daten 

Für das Interferon-γ-Stimulationsexperiment in JOSK-M-Zellen wurde die 

Normalverteilung der Expressionsdaten mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-

Einstichprobentests bestätigt (WinSTAT 3.1, Kalmia Company, Cambridge, MA, 

U.S.A.), so dass der t-Test, ein parametrischer Test, der normalverteilte Meßparameter 

vorrausetzt, zur statistischen Auswertung angewendet wurde. 

Bei den TaqMan-Analysen in PBMC konnte eine Normalverteilung der gemessenen 

Parameter im Kolmogorov-Smirnov-Einstichprobentest nicht bestätigt werden, so dass 

nicht-parametrische Tests für nicht-normalverteilte Stichproben verwendet wurden. 

Permutations- oder Randomisierungstests sind eine hilfreiche Alternative zu den 

parametrischen Standardverfahren, da sie keinerlei Annahmen über eine bestimmte 

Verteilungsform (z. B. Normalverteilung) der Meßdaten erfordern, dabei jedoch die 

gleiche statistische Teststärke aufweisen (Horgan und Rouault, 2000). Ein 

Randomisierungstest beruht auf der vielfach wiederholten und zufälligen Zuweisung der 

Meßwerte zu zwei Gruppen (Patienten- und Kontrollgruppe) und berechnet jedes Mal 
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einen offensichtlichen Effekt, d. h. in diesem Fall die Expressionsraten. Das Verhältnis 

dieser Expressionsraten ergibt den p-Wert des Tests.  

Das verwendete Randomisierungsverfahren, das Relative Expressions Software Tool 

REST© (Pfaffl et al., 2002), erlaubt den gleichzeitigen Vergleich der Genexpression 

zweier Gruppen mit bis zu 16 Doppelwerten für ein Referenzgen mit bis zu vier 

Zielgenen. Das mathematische Modell des REST-Programms zur Berechnung der 

relativen Expressionsraten beruht auf den PCR-Effizienzen (E), die zuvor ermittelt 

werden, und der Abweichung (Δ) des mittleren CT-Wertes zwischen der Patienten- und 

der Kontrollgruppe (Pfaffl, 2001). 

 
Expressionsrate = (EZielgen)ΔCTZielgen(Kontrolle-Probe)/ (EReferenz)ΔCTReferenz(Kontrolle-Probe) 

 

 

Die Ergebnisse der effizienzkorrigierten Expressionsraten von maximal vier 

Transkripten pro Rechensequenz werden durch einen Randomisierungstest (Pair Wise 

Fixed Reallocation Randomisation Test) auf Signifikanz getestet. Für jede Probe 

werden die ΔCT-Werte des Referenz- und Zielgens gemeinsam Kontroll- und 

Patientengruppe zugewiesen. Da insgesamt sieben Transkripte untersucht wurden, 

erfolgte zunächst die Auswertung von LMP2 (β1i), LMP7 (β5i), MECL1 (β2i) und 

PA28α. Danach wurden die verbleibenden drei Transkripte von PA28β, C3 (α2) und C9 

(α3) in einem zweiten Durchgang analysiert. 

 

3.8 Molekulargenetische Analyse des humanen LMP2 (PSMB9)-Promotors 

Genomische DNA wurde mit Hilfe von Standardmethoden aus humanen PBMC isoliert. 

Die LMP2 (PSMB9)-Promotorregion (GenBank Acc. Nr. X66401) wurde mit Hilfe der 

folgenden Primer mittels PCR amplifiziert (L1s-5’-TAGCCATTGGCACTCGGACG-3’ 

und L1a-5’-GGTCTCTGCATTCACTTCTCCGC-3’), Annealingtemperatur 58°C. Das 

spezifische Produkt (751 bp) wurde auf einem 1% Agarose/TAE-Gel fraktioniert, aus 

dem Gel ausgeschnitten, extrahiert und der direkten Sequenzanalyse unterworfen.  
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Etablierung eines quantitativen Real-Time Meßverfahrens für die mRNA-

Expression von LMP2 (β1i), LMP7 (β5i), MECL1 (β2i), PA28α, PA28β, C3 (α2), 

C9 (α3) und HPRT mittels TaqMan PCR aus humanen peripheren 

Blutmakrophagen (PBMC) 

Die lineare Amplifikation ist die Voraussetzung für die relative quantitative Messung von 

Patienten-cDNA mit variabler Ausgangskonzentration. Durch Titration von Kontroll-

cDNA (s. 3.5.8) wurde experimentell nachgewiesen, dass die TaqMan PCR-

Amplifikation bei jedem der acht Amplicons über einen Bereich von drei 

Größenordnungen (0,39–100 ng cDNA) linear erfolgt (s. Abb.  3). Der Pearsonsche 

Korrelationskoeffizient ist ein empirischer, dimensionsloser Index mit dem Wertebereich 

-1,0 ≤ r ≤ 1,0. Unter der Vorausetzung annähernd linearer Korrelation, ist r ein Maß für 

die Stärke des Zusammenhangs zwischen x und y. |r| nahe 1 bedeutet einen sehr 

engen Zusammenhang.  

Im Titrationsexperiment wurden gleichzeitig mit der Erstellung von Standardkurven die 

Effizienzen der einzelnen Amplicons bestimmt (s. Abschnitt 3.5.8 und Abb.  3). Die 

Effizienz E errechnet sich aus der Steigung der Standardkurve wie folgt: 

 
E = 10 exp -(1/Steigung) 

 

 

Bei den sieben Zielgenen [LMP2 (β1i), LMP7 (β5i), MECL1 (β2i), C3 (α2), C9 (α3), 

PA28α und PA28β] sowie dem Referenzgen HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-

transferase) ergaben sich Effizienzen zwischen 0,816 und 0,998. 

 

Amplicon LMP2 (β1i) LMP7 (β5i) MECL1 (β2i) PA28α PA28β C3 (α2) C9 (α3) HPRT 

Effizienz E 0,816 0,986 0,845 0,938 0,995 0,934 0,936 0,998 
Korrelations-
koeffizient r 0,9979 0,9877 0,9992 0,9989 0,9985 0,9974 0,9803 0,9927 

Tabelle 4  Effizienzen und Pearsonsche Korrelationskoeffizienten der TaqMan PCR 
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Abb.  3 Standardkurven zum Nachweis der Linearität der TaqManPCR-Amplifikationssysteme und 
zur Effizienzbestimmung der acht Amplicons. 0.39-100 ng cDNA wurden jeweils amplifiziert. Die 
Effizienz E errechnet sich aus der Steigung der Standardgeraden [E = 10 exp –(1/Steigung)], 
r  Pearsonscher Korrelationskoeffizient. 
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Idealerweise entspricht die Effizienz E = 2 einer exakten Verdopplung eines Templates 

in jedem PCR-Zyklus. Die experimentell bestimmten PCR-Effizienzen zeigten, dass 

näherungsweise eine Verdopplung pro Zyklus stattfindet und alle neu etablierten und 

durch Primertitration (s. Abschnitt 3.5.7) optimierten TaqMan-Amplifikationssysteme 

linear sind und für die exakte und verläßliche Quantifizierung von Transkripten 

eingesetzt werden können. Für die anschließende statistische Auswertung werden die 

einzelnen Effizienzen der Amplifikation berücksichtigt, um größtmögliche Genauigkeit 

und Vergleichbarkeit der Messungen zu gewährleisten. 

4.2 Relative mRNA-Expression ausgewählter Immunoproteasom- und 
Proteasomaktivatoruntereinheiten in Kulturzellen nach Interferon-γ-
Stimulation in vitro 

IFNγ kann in Kulturzellen die Expression der Immunoproteasom-Untereinheiten LMP2 

(β1i), LMP7 (β5i), MECL1 (β2i) induzieren (Fruh et al., 1994; Groettrup et al., 1997). Die 

neu etablierte mRNA-Quantifizierung mittels TaqMan PCR wurde für alle o. g. 

Proteasomuntereinheiten in einem konventionellen Zellkultursystem getestet, das mit 

ansteigenden IFNγ-Konzentrationen stimuliert wurde, um die Linearität der 

Quantifizierungsmethode für ein Leukozyten-Zellsystem zu bestätigen, um eine 

unerwartete Variabilität der erhaltenen PCR-Amplifikationsdaten auszuschließen und 

um die Ergebnisse der Quantifizierung in humanen peripheren Blutmakrophagen von 

Kontrollspendern und Autoimmunpatienten zu verifizieren. 

In JOSK-M Zellen, einer humanen chronisch myeloischen Leukämie-Zelllinie, wurde die 

mRNA-Expression im proteasomalen System nach IFNγ–Stimulation gemessen, die für 

72 h mit 20 bzw. 600 U/ml IFNγ erfolgte (Abb.  4). Als Kontrollen dienten unbehandelte 

JOSK-M-Zellen, in denen die basalen Expressionsspiegel der untersuchten Proteasom-

Untereinheiten gemessen wurden. Die mRNA-Expression von LMP2 (β1i), LMP7 (β5i), 

MECL1 (β2i), C3 (α2), C9 (α3), PA28α, und PA28β wurden bestimmt. Die Expression 

der Hypoxanthinphosphoribosyltransferase (HPRT) wurde als Kontrollgen gemessen, 

das in keinem regulatorischen Zusammenhang mit dem proteasomalen System steht 

(Fruh et al., 1994). Die Daten (ΔCt-Werte) wurden nach Normalisierung auf das 

entsprechende Haushalts-Gen in eine lineare Form konvertiert unter Berücksichtigung 

der PCR-Amplifikationseffizienz jedes einzelnen Amplicons. 
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Abb.  4  Real-time RT-PCR-Analyse von Proteasom und Proteasom-Aktivatoruntereinheiten nach 
IFNγ-Induktion in JOSK-M Zellen in vitro. JOSK-M Zellen wurden mit IFNγ über 72 h behandelt (20 
U/ml, weiße Säulen, 600 U/ml graue Säulen). Unbehandelte JOSK-M Zellen dienten als Kontrolle 
(schwarze Säulen). Das nicht-proteasomale Haushalts-Gen HPRT (A) sowie die konstitutiven 
Proteasomuntereinheiten C9 (α3) (B) und C3 (α2) (C) wurden als Referenz verwendet. Die relativen 
Expressionswerte wurden mit Hilfe der Amplifikationseffizienz E der einzelnen Amplicons berechnet. Die 
Meßwerte (EΔCt) sind als Mittelwerte der relativen mRNA-Expression ± Standardfehler des Mittelwerts 
(S.E.M.) dargestellt. Statistische Signifikanz wurde mit dem zweiseitigen Student t-Test berechnet 
(*p<0.05, **p<0.001). 
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In guter Übereinstimmung mit zuvor publizierten Daten (Fruh et al., 1994) fand sich 

nach IFNγ–Stimulation ein signifikanter Anstieg der induzierbaren Immunoproteasom-

Untereinheiten LMP2 (β1i), LMP7 (β5i) und MECL1 (β2i) im Vergleich zu unbehandelten 

Zellen, während die Expression der konstitutiven Untereinheiten im wesentlichen 

konstant blieb. Es zeigte sich, dass 20 U/ml IFNγ bereits ausreichen, um einen 

signifikanten Anstieg der mRNA-Expression für die Immunoproteasom-Untereinheiten 

und die beiden Proteasom-Aktivatoruntereinheiten zu bewirken.  

Die mRNA-Expression dieser Untereinheiten konnte durch Zugabe von 600 U/ml im 

Vergleich zu 20 U/ml nur noch gering gesteigert werden. Die untersuchten konstitutiven 

Untereinheiten C3 (α2) und C9 (α3) blieben im wesentlichen konstant. Frühere 

Untersuchungen zum Einfluß von IFNγ auf die Expression des proteasomalen Systems 

(Fruh et al., 1994) konnten somit durch die Quantifizierung der entsprechenden mRNAs 

in der Real-time TaqMan PCR bestätigt werden. 

Durch die Auswahl der Primer und der Sonde wurde sichergestellt, dass die beiden 

alternativen Transkripte, die verschiedene Isoformen der LMP2 (β1i)–Untereinheit 

kodieren, quantifiziert werden konnten. Im Vergleich zu Variante 1 wird bei Variante 2 

eine alternative, im Leseraster liegende Spleißstelle in der 5’-kodierenden Region 

benutzt (Martinez und Monaco, 1993). Dies führt zu einem kürzeren, veränderten N-

Terminus der Variante 2. Die zusätzlichen Aminosäurereste in Variante 1 entsprechen 

exakt dem Exon 1 des LMP2 (PSMB9)-Gens. Aus beiden Isoformen entsteht nach der 

posttranslationalen proteolytischen Prozessierung die gleiche reife Immunoproteasom-

untereinheit LMP2 (β1i). 

Das humane LMP7 (PSMB8)-Gen kodiert ebenfalls zwei alternativ gespleißte mRNA-

Varianten, die sich nur in ihrer N-terminalen Prosequenz unterscheiden (Fruh et al., 

1992). Bei der relativen mRNA-Quantifizierung wurden die Primer und die Sonde so 

gewählt, dass beide alternativen LMP7 (β5i)-Transkripte amplifiziert und gemessen 

werden konnten. 

Als Haushalts-Gene wurden HPRT und die beiden konstitutiven Proteasom-

Untereinheiten C3 (α2) und C9 (α3) ausgewählt und in jedem Real-time PCR-Ansatz 

parallel gemessen. Die relativen Expressionsdaten wurden in Bezug auf alle drei 

Haushalts-Gene berechnet, die im wesentlichen gleiche relative Genregulation zeigten. 

Alle drei Haushalts-Gene zeigten in JOSK-M Zellen in vitro stabile Expression nach 
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IFNγ-Stimulation und erwiesen sich bei der Auswertung der TaqMan-Daten als 

gleichwertige Referenzgene. 

 

4.3 Werte der gemessenen Expressionsparameter in humanen PBMC 

Die mRNA-Expression von (Immuno-) Proteasomuntereinheiten in humanen PBMC war 

bislang nicht quantitativ untersucht worden, so dass keine Normalwerte bekannt waren. 

Daher wurden zunächst Referenzbereiche für PBMC von 22 gesunden 

Kontrollpersonen ermittelt. Tabelle 5 gibt die Mediane und die 25%- und 75%-

Perzentilen aller gemessenen Parameter in der Kontrollgruppe und den sechs 

Patientengruppen wieder. 

 

 Kontrolle 
(n=22) 

SLE 
(n=26) 

pSS 
(n=6) 

PM 
(n=4) 

SSc 
(n=4) 

Vasc 
(n=2) 

RA 
(n=3) 

LMP2 (β1i) 
5,52 

(5,42- 6,13) 

6,10 

(5,70-6,72) 

6,27 

(6,06-6,70) 

5,44 

(5,30-5,59) 

5,93 

(5,57-6,21) 

5,41 

(5,28-5,54) 

5,48 

(5,05-5,66) 

LMP7 (β5i) 
2,86 

(2,46-3,27) 

2,94 

(2,37-3,22) 

3,09 

(2,88-3,55) 

2,99 

(2,80-3,22) 

3,15 

(2,84-3,29) 

2,72 

(2,48-2,97) 

2,52 

(2,39-2,78) 

MECL1 
(β2i) 

8,46 

(7,80-9,12) 

8,93 

(7,67-9,61) 

10,13 

(9,38-10,46) 

7,26 

(6,95-7,61) 

8,76 

(8,53-8,89) 

7,52 

(7,47-7,57) 

9,77 

(8,84-9,97) 

PA28α 
7,02 

(6,76-7,45) 

6,68 

(6,40-7,06) 

7,53 

(6,68-7,98) 

6,35 

(6,11-6,63) 

6,43 

(6,13-6,62) 

6,41 

(6,25-6,56) 

7,24 

(6,50-7,28) 

PA28β 
5,70 

(5,09-5,88) 

6,50 

(5,88-7,15) 

5,94 

(5,62-6,85) 

6,09 

(5,81-6,74) 

6,63 

(6,39-7,14) 

6,12 

(5,57-6,67) 

5,60 

(4,89-7,16) 

C3 (α2) 
2,24 

(1,52-2,73) 

2,09 

(1,70-2,57) 

1,97 

(1,71-3,89) 

2,35 

(1,56-3,22) 

2,04 

(1,87-2,28) 

2,79 

(2,36-3,22) 

2,17 

(1,87-3,55) 

C9 (α3) 
3,98 

(3,72-4,23) 

3,06 

(2,51-3,68) 

3,85 

(3,24-4,89) 

2,64 

(2,41-3,06) 

3,17 

(3,10-3,31) 

2,80 

(2,75-2,84) 

3,86 

(3,06-3,95) 

Tabelle 5  Mediane sowie 25%- und 75%-Perzentile der relativen mRNA-Expression in PBMC in den 
sechs Patientengruppen und der Kontrollgruppe normalisiert auf HPRT (ΔCT-Werte).  
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4.4 Die mRNA-Expression konstitutiver, Immunoproteasom- und Proteasom-
regulator-Untereinheiten in PBMC unterliegt bei Autoimmunerkrankungen 
einer differentiellen Regulation 

Die relative Genexpression wurde in PBMC gemessen, die von Patienten mit 

systemischen Autoimmunerkrankungen in einer Phase hoher Krankheitsaktivität 

stammten:  

Systemischer Lupus erythematodes (n=26), primäres Sjögren-Syndrom (n=6), 

Polymyosits (n=4), Rheumatoide Arthritis (n=3), systemische Sklerose (n=4) und 

primäre Vasculitis (n=2). PBMC von gesunden Blutspendern dienten als Kontrollen 

(n=22).  

Die relative mRNA-Expression wurde bestimmt für die konstitutiven Proteasom-

Untereinheiten C3 (α2) und C9 (α3), die Immunoproteasom-Untereinheiten LMP2 (β1i), 

LMP7 (β5i) und MECL1 (β2i), die Aktivator-Untereinheiten PA28α und PA28β und das 

Haushalts-Gen HPRT. Die mittlere relative mRNA-Expression jeder Patientengruppe ist 

in Abb.  5 - Abb.  7  dargestellt.  

Beim primären Sjögren-Syndrom fand sich auf mRNA-Ebene gleichzeitig eine deutliche, 

signifikante Hochregulation der IFNγ-induzierbaren Untereinheiten LMP2 (β1i) (Abb.  

5A) und MECL1 (β2i) (Abb.  5C). Auch bei Sklerodermie wurde MECL1 (β2i) leicht 

erhöht gemessen. 

Die Genexpression von LMP2 (β1i) war in PBMC von Patienten mit SLE, Polymyositis, 

Sklerodermie, Vasculitis und Rheumatoider Arthritis im Vergleich zu gesunden 

Kontollpersonen nicht signifikant verändert. 

Interessanterweise zeigte sich bei allen untersuchten Diagnosegruppen keine 

signifikante Regulation der Immunoproteasom-Untereinheit LMP7 (β5i) auf 

Transkriptebene (Abb.  5B). Die MECL1 (β2i)-Expression war bei SLE-, Polymyositis- 

und Vasculitis-Patienten nicht signifikant verändert (Abb.  5). MECL1 (β2i) war das 

einzige IFNγ-induzierbare Transkript, das bei Rheumatoider Arthritis erhöht beobachtet 

wurde (Abb.  5C und Tabelle 6). 
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Abb.  5  Das Genexpressionsprofil der IFNγ-induzierbaren Proteasomuntereinheiten in PBMC bei 
Autoimmunpatienten. Mit Hilfe der Real-time RT-PCR wurde die mRNA-Expression von LMP2 (β1i) (A), 
LMP7 (β5i) (B) und MECL1 (β2i) (C) quantifiziert, die an SLE (n=26), pSS (n=6), PM (n=4), SSc (n=4), 
RA (n=3) und primärer Vasculitis (n=2) erkrankt waren. Gesunde Blutspender passenden Alters und 
Geschlechts dienten als Kontrollen (C; n=22). Ausschließlich signifikante Hochregulation ≥ 1,6fach wurde 
bei der Auswertung und der Diskussion berücksichtigt. Wegen kleiner Fallzahlen wurden die Vasculitis- 
und RA-Patienten nicht in die statistische Auswertung einbezogen. Die Meßwerte sind als Mittelwerte der 
relativen mRNA-Expression ± Standardfehler des Mittelwerts (S.E.M.) dargestellt. Bei ausreichend 
großen Fallzahlen wurde der zweiseitige U-Test nach Mann-Whitney zur Überprüfung der statistischen 
Signifikanz eingesetzt (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).  
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Die Genexpression der Proteasomaktivatoruntereinheit PA28α fand sich nur bei 

Sjögren-Patienten hochsignifikant erhöht (Abb.  6A). Alle anderen untersuchten 

Patientengruppen (SLE, Polymyositis, Vasculitis und Rheumatoide Arthritis) zeigten 

keine signifikant veränderte Genregulation von PA28α in PBMC. Dagegen war die 

relative mRNA-Expression von PA28β insbesondere bei Patienten mit SLE, primärem 

Sjögren-Syndrom, Polymyositis und Sklerodermie signifikant erhöht (Abb.  6B). Bei 

Vasculitis- und RA-Patienten fanden sich auch Hinweise auf eine Hochregulation des 

PA28β-Transkripts, die jedoch wegen der geringen Fallzahlen nur eingeschränkt 

bewertet werden können. 

Die mittlere relative Genexpression normalisiert auf HPRT wurde bei PA28α zwischen 

75-170fach und bei PA28β zwischen 50-160fach gemessen und lag damit bei den 

beiden Proteasomaktivatoruntereinheiten in der gleichen Größenordnung (Abb.  6). 
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Abb.  6  Das Genexpressionsprofil der Proteasomaktivatoruntereinheiten PA28α und PA28β in 
PBMC bei Autoimmunpatienten (s. a. Legende zu Abb.  5). 
 

 

Die konstitutive Proteasom-Untereinheit C3 (α2) war auf mRNA-Ebene bei SLE, 

primärem Sjögren-Syndrom, Polymyositis und Sklerodermie signifikant erhöht (Abb.  

7A). Auch bei Vasculitis- und RA-Patienten fanden sich Hinweise für eine 

Hochregulation der C3 (α2)-Transkripte (Abb.  7A und Tabelle 6). Die andere 

untersuchte konstitutive Untereinheit C9 (α3), wurde bei SLE, primärem Sjögren-

Syndrom, Vasculitis und Rheumatoider Arthritis im Vergleich zu den Kontrollen nicht 

signifikant verändert gemessen.  
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Abb.  7  Das Genepressionsprofil der konstitutiven Proteasomuntereinheiten C3 (α2) und C9 (α3) 
und des Kontrollgens (Haushalts-Gens) HPRT in PBMC bei Autoimmunpatienten (s. a. Legende zu 
Abb.  5). 
 

Bei Polymyositis und Sklerodermie zeigte C9 (α3) eine signifikante leichte Reduktion 

der Genexpression (Abb.  7B). Die C3 (α2)- und C9 (α3)-Transkripte waren - 

normalisiert auf die HPRT-Expression - in der gleichen Größenordnung reguliert. 

Mit Ausnahme der Rheumatoiden Arthritis (n=3) zeigte sich bei dem Referenzgen 

HPRT in PBMC stabile Expression, wenn die Rohdaten der quantitativen RT-PCR 
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(Mittelwerte der Ct-Werte) der einzelnen Patientengruppen mit den gesunden 

Kontrollpersonen verglichen wurden (Abb.  7C).  

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der Genregulationsanalysen zusammengefaßt. Bei der 

Darstellung wurden nur Expressionsunterschiede ≥1,6fach berücksichtigt. Das 

Signifikanzniveau ist jeweils angegeben. 

 

 LMP2 
(β1i) 

Quotient/ 
p-Wert 

LMP7 
(β5i) 

Quotie / nt
p-Wert 

MECL1 
(β2i) 

Quotie / nt
p-Wert 

PA28α 
 

Quotie t/ n
p-Wert 

PA28β 
 

Quotie / nt
p-Wert 

C3 
(α2) 

Quotie / nt
p-Wert 

C9  
(α3) 

Quotie / nt
p-Wert 

SLE 
n=26 

_ _ _ _ 2,6            

0,0010 

2,4            

0,0010 
_ 

pSS 
n=6 

2,2            

0,0010 
_ 3.9            

0,001 

2,2            

0.0075 

2,1            

0,0030 

2,5            

0,0010 
_ 

SSc 
n=4 

_ _ 1,7            

0,016 
_ 3,3            

0,0025 

1,6            

0,0035 

1,8            

0,0035 

PM 
n=4 

_ _ _ _ 2,4            

0,0075 

1,9            

0,0095 

1,8            

0,0010 

Vasc 
n=2 

_ _ _ _ _ 2,5           

0,0060 
_ 

RA 
n=3 

_ _ 2,9            

0,0025 
_ _ 2,9            

0,0035 
_ 

 
Tabelle 6  Zusammenfassung der Ergebnisse der quantitativen Real-time RT-PCR-Analysen. 
Die relative mRNA-Expression proteasomaler Gene ist als Quotient der Expression in der jeweiligen 
Patientengruppe versus Normalkontrollgruppe angegeben. Als Referenzgen diente Hypoxanthin-
phosphoribosyltransferase (HPRT). Die Auswertung erfolgte nach Pfaffl et al, 2002. Es wurden nur 
Änderungen der relativen mRNA-Expression ≥1,6 in der Auswertung berücksichtigt. 
 

4.5 Die Hochdosis-Glukokortikoidtherapie zeigte bei SLE-Patienten keinen 
signifikanten Einfluß auf die Genexpression in PBMC 

Glukokortikoide beeinflussen die Genexpression von Proteasom-Untereinheiten (Du et 

al., 2000). Es konnte nicht ausgeschlossen werden, dass die Genexpression im 

Proteasom-System in PBMC bei den untersuchten Autoimmunpatienten durch die 

individuelle immunsuppressive Therapie, insbesondere durch eine additive 

Immunsuppression zusätzlich zur Corticoidtherapie, verändert ist. Deshalb wurden die 

Real-time RT-PCR-Daten im Hinblick auf einen möglichen Therapieeinfluß untersucht. 

Innerhalb der Diagnosegruppe mit der größten Fallzahl, den SLE-Patienten (n=26), 

wurden 11 Patienten mit einer niedrig-dosierten Kortikoid-Therapie mit Patienten 
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verglichen, die eine additive immunsuppressive Therapie erhielten. Es fanden sich bei 

keiner der untersuchten Proteasom-Untereinheiten signifikante Expressions-

unterschiede im Vergleich zwischen den beiden Therapiegruppen (Abb.  8). 
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Abb.  8  Die Genexpression von Proteasomuntereinheiten in PBMC bei SLE-Patienten (n=26) wird 
nicht signifikant von additiver immunsuppressiver Therapie beeinflußt. 11 Patienten mit niedrig-
dosierter Kortikosteroidtherapie (LDS) wurden mit 15 Patienten mit additiver immunsuppressiver Therapie 
verglichen (LDS+). Die Meßwerte sind als Mittelwerte der relativen mRNA-Expression ± Standardfehler 
des Mittelwerts (S.E.M.) dargestellt. Um die statistische Signifikanz zu überprüfen, wurde der zweiseitige 
U-Test nach Mann-Whitney eingesetzt. 
 

4.6 Regulation der Proteasom-Proteinexpression bei Autoimmunerkrankungen 

In einer weiterführenden Reihe von Experimenten wurde untersucht, ob sich in PBMC 

bei Autoimmunerkrankungen die nachgewiesene differentielle Regulation auf 

Transkriptebene (vgl. 4.4) in der Expression der konstitutiven oder der 

Immunoproteasom-Untereinheiten auf der Proteinebene widerspiegelt. Die 

Proteinexpression wurde in unfraktionierten PBMC-Gesamtlysaten (30 μg 

Gesamtprotein) von allen Autoimmunpatienten analysiert, deren mRNA-Expression 

zuvor untersucht und quantifiziert worden war (s. 4.4). C3 (α2), C9 (α3), LMP2 (β1i), 

LMP7 (β5i), MECL1 (β2i) und PA28α wurden mit Hilfe der Western-Blot-Technik 

analysiert. Repräsentative Immunoblots zeigen die LMP2 (β1i)-Proteinexpression 

(Abb. 9). Das LMP2 (β1i)-Signal war - mit Ausnahme der Mehrzahl der Patienten mit 

primärem Sjögren-Syndrom - bei allen 22 gesunden Kontrollpersonen und den 
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untersuchten Autoimmunpatienten ähnlich. (Abb.  9 und Daten nicht dargestellt). Der 

Immunoblot wurde bei den pSS-Patienten gezielt überexponiert (Gelspur 8-13), um die 

relative Reduktion der LMP2 (β1i)-Expression zu verdeutlichen. 
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Abb.  9  Immunoblot-Analyse des Proteinexpressionsprofils von LMP2 (β1i) in PBMC-
Gesamtprotein-Lysaten bei Autoimmunerkrankungen. Repräsentative Daten sind für SLE (n=7, 
Spuren 1-7), pSS (n=6, Spuren 8-13), SSc (n=4, Spuren 14-17 ), PM (n=4, Spuren 18-21), und gesunde 
Kontrollpersonen (n=6, Spuren 22-27) gezeigt. Die PBMC-Lysate wurden auf 30 μg Gesamtprotein 
normalisiert, mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese fraktioniert, und im Westernblot mit Antikörpern 
gegen LMP2 (β1i) und die konstitutive humane Proteasomuntereinheit C3 (α2) analysiert. Die Spuren 8-
13 wurden gezielt überexponiert, um zu verdeutlichen, dass das LMP2 (β1i)-spezifische Signal bei der 
Mehrzahl der pSS-Patienten reduziert ist. 

 

Die spezifischen Proteinbanden wurden densitometrisch quantifiziert und auf die C3 

(α2)-Protein-Expression unter der Annahme normalisiert, dass die Spiegel der 

konstitutiven Untereinheit C3 (α2) eine gute Einschätzung der Menge an funktionellen 

Gesamtproteasomen in einer Zelle erlauben. Für die einzelnen Patientengruppen 

wurden die Mittelwerte der Proteinexpression in PBMC für LMP2 (β1i) (Abb.  10A), 

LMP7 (β5i) (Abb.  10B), MECL1 (β2i) (Abb.  10C) und PA28α (Abb.  10D) auf C3 (α2) 

normalisiert dargestellt. Die densitometrische Quantifizierung bestätigte, dass die LMP2 

(β1i)-Proteinspiegel bei bei 5 von 6, d. h. der überwiegenden Mehrzahl der Sjögren-

Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollspendern signifikant reduziert waren, 

jedoch nicht bei den anderen 39 untersuchten Autoimmunpatienten (Abb.  9, Abb.  10A 

und Daten nicht dargestellt). Bei SLE-, PM- und SSc-Patienten fand sich eine signifikant 

erhöhte LMP2 (β1i)-Proteinexpression (Abb.  10A). LMP7 (β5i) war bei SLE-, pSS, PM- 

und SSc-Patienten ebenfalls signifikant erhöht (Abb.  10B). 
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Abb.  10  Quantifizierung der relativen proteasomalen Proteinexpression bei 
Autoimmunerkrankungen. PBMC-Lysate aller untersuchten Autoimmunpatienten (n=45, 
Aufschlüsselung der Fallzahlen s. Abb.  5) und Normalkontrollen (n=22). Die mittlere Expression wurde 
normalisiert auf C3 (α2) und logarithmisch dargestellt ± Standardfehler des Mittelwerts (S.E.M.) 
dargestellt. Das C3 (α2)-Expressionsniveau entspricht dem Wert 0 auf der Ordinate. Wegen sehr kleiner 
Fallzahlen wurden die Vasculitis- und die RA-Patienten nicht in die statistische Auswertung einbezogen. 
Signifikante Änderungen (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test) sind im Vergleich zur Normalkontroll-
Gruppe angegeben (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). 

 

Die MECL1 (β2i)-Proteinexpression zeigte nur bei Polymyositis-Patienten eine leichte 

sigifikante Hochregulation (Abb.  10C). PA28α war bei SLE, primärem Sjögren-

Syndrom, Polymyositis und Sklerodermie signifikant erhöht (Abb.  10D). Alle drei IFNγ-

induzierbaren Proteasomuntereinheiten und PA28α waren auch bei Vasculitis- und RA-

Patienten vermehrt exprimiert. Aufgrund sehr kleiner Fallzahlen wurden diese Patienten 

jedoch nicht in die statistische Auswertung einbezogen. Die Proteinexpression von 

LMP2 (β1i), LMP7 (β5i) und PA28α war in humanen PBMC normalisiert auf C3 (α2) in 

einer vergleichbaren Größenordnung reguliert. Bei den gesunden Kontrollpersonen 

fanden sich Mittelwerte zwischen ca. 7-60% C3 (α2), bei den Autoimmunpatienten 

wurden Mittelwerte zwischen ca. 40-2000 gemessen (Abb.  10A, B und D). Dagegen 
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war die MECL1 (β2i)-Expression in PBMC auf wesentlich niedrigerem Niveau reguliert 

(Abb.  10C). Bei Kontrollspendern lag die mittlere MECL1 (β2i)-Proteinexpression in der 

gleichen Größenordnung wie die Expression von LMP2 (β1i), LMP7 (β5i) und PA28α 

(ca. 35 %C3). Außer bei Polymyositis-Patienten zeigte sich keine signifikante 

Regulation (Mittelwerte 35-110% C3).  

 

4.7 Vergleich der relativen proteasomalen mRNA- und Proteinexpression 

Die proteasomale Genexpression und Proteinexpression zeigten sich in PBMC nicht 

gleichsinnig reguliert. Die LMP2 (β1i)-Untereinheit wird auf Proteinebene beim 

systemischen Lupus erythematodes, Polymyositis und Sklerodermie signifikant 

hochreguliert, was sich nicht auf Transkriptebene nachweisen läßt. Interessanterweise 

zeigt sich bei Patienten mit primärem Sjögren-Syndrom eine signifikante Erhöhung der 

LMP2 (β1i)-mRNA, wohingegen LPM2 (β1i) auf Proteinebene signifikant vermindert 

nachgewiesen wird. 

Bei LMP7 (β5i) zeigt sich auf mRNA-Ebene bei keiner der Patientengruppen eine 

signifikante Veränderung. Dagen findet sich eine LMP7 (β5i)-Proteinerhöhung bei allen 

untersuchten Patientengruppen in PBMC. 

Auf Transkriptebene findet sich bei MECL1 (β2i) ein hochsignifikanter Anstieg beim 

primären Sjögren-Syndrom, und eine geringerer signifikante Erhöhung bei Sklerodermie 

während MECL1 (β2i)-Protein nur bei Polymyositis-Patienten geringfügig signifikant 

erhöht ist.  

Allein beim primären Sjögren-Syndrom ist die PA28α–mRNA-Expression 

hochsignifikant um den Faktor 2,2 erhöht, was sich auch in hochsignifikant erhöhter 

PA28α–Proteinexpression widerspiegelt. Bei allen andern untersuchten Patienten-

gruppen bleibt die PA28α–mRNA-Expression in der gleichen Größenordnung wie bei 

der Kontrollgruppe. Dagegen findet sich bei allen untersuchten Patientengruppen eine 

erhöhte PA28α–Proteinexpression. 
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4.8 Molekulargenetische Analyse des LMP2 (PSMB9)-Gens beim primären 
Sjögren-Syndrom 

 

In einem bekannten Tiermodell für eine autoimmune Exokrinopathie ähnlich dem 

Sjögren-Syndrom beim Menschen, der NOD (non obese diabetic)-Maus, unterliegen 

lymphoide Zellen vermehrt dem programmierten Zelltod, der Apoptose (s. 1.4). Bei 

diesem Mausmodell fand sich eine verminderte LMP2 (β1i)-Genexpression. 

Ein molekulargenetischer Defekt in der Promotorregion des LMP2 (PSMB9)-Gens 

wurde ursächlich im Zusammenhang mit der verringerten Expression von LMP2 (β1i) 

gesehen (Hayashi et al., 2003; Kuhtreiber et al., 2003).  

Da sich in der vorliegenden Studie ebenfalls eine verminderte Genexpression der LMP2 

(β1i)-mRNA bei Sjögren-Patienten zeigte, wurde unter der Arbeitshypothese einer 

analogen genetischen Veränderung der gesamte 5’-untranslatierte Bereich des LMP2 

(PSMB9)-Gens einschließlich der Promotor-Region sowie des ersten Exons inklusive 

der flankierenden Intron-1-Sequenz mittels PCR amplifiziert und durch direkte 

Sequenzierung auf genomischer Ebene untersucht.  

 

In Abb.  11 ist die Lokalisation des Exon 1 des LMP2 (PSMB9)-Gens und des Exon 1 

des unmittelbar benachbarten TAP1-Gens dargestellt. Die Genregulation von LMP2 

(PSMB9) und TAP1 erfolgt über einen gemeinsamen bidirektionalen Promotor.  

Die zur PCR-Amplifikation verwendeten Primer L1a und L1s sind in der entsprechenden 

Richtung eingezeichnet. Regulatorische Elemente wie GC-Boxen und eine 

Bindungsstelle für den Transkriptionsfaktor NF-κB sind nach Wright et al. (1995) 

bezeichnet. Die doppelte Linie markiert ein potentielles Initiationselement, der 

gepunktete Rahmen zwei zusätzliche GC-Boxen und der gestrichelte Rahmen eine 

Homologie zum Interferon-stimulated response element (ISRE). 
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L1s Primer

L1a Primer

24241   tggctgctac aggcgacctc cctgcgctcc cgttggtctc tgcattcact tctccgcgcg

24301   cgcttccagg gtcccctggc cgctgcatct cctccacccc tctgccaacc ctcaagccca

24361   gacccattac cccggtgtgg acttctcccg cccggggtaa gtccccggtt ggtgctcccg

24421   cccgcagcat ccctgcaagg caccgctctc ctcgccgcct ggggcactgg tttccaacct

GC-Box
24481   gggacagcgc acaacgcgca gccgacagcc ccgccccttc gcggcgccgc caggaggcgc

24541   ctgggtgctg cggggctgct ttgcgcgcgg cgctaacgtg tgtagggcag atctgccccg

24601   agacaagtga cgaggcagcc ccgccctgag gctggggtgg gaaaactggt gcaagtggaa

24661   aggcaggagg cagggagagg cgagaagggt gtgcgtgatg gagaaaattg ggcaccaggg

24721   ctgctcccga gattctcaga tctgatttcc acgcttgcta ccaaaatagt ctgggcaggc

24781   cacttttgga agtaggcgtt atctagtgag caggcggccg ctttcgattt cgctttcccc

NF-κB
24841   taaatggctg agcttctcgc cagcgcagga tcagcctgtt cctgggactt tccgagagcc

GC-Box GC-Box
24901   ccgccctcgt tccctccccc agccgccagt aggggaggac tcggcggtac ccggagcttc

24961   aggccccacc ggggcgcgga gagtcccagg cccggccggg accgggacgg cgtccgagtg

25021   ccaatggcta gctctaggtg tcccgctccc cgcgggtgcc gctgcctccc cggagcttct

 
Abb.  11  Auszug aus der genomischen Sequenz der 5’-untranslatierten Region (UTR) des 
humanen LMP2 (PSMB9)-Gens (GenBank Acc. Nr. X664101) einschließlich Exon 1 und flankierender 
Intronsequenz. Das Exon 1 des LMP2 (PSMB9)-Gens und des unmittelbar benachbarten TAP1-Gens 
sind unterstrichen. Das Start-Codon des LMP2 (PSMB9)-Gens befindet sich an der Nukleotid-Position 
24430-24428 und des TAP1-Gens an Position 25024-25026. Die verwendeten Primer sind in der 
entsprechenden Richtung eingezeichnet. Die Genregulation von LMP2 (PSMB9) und TAP1 erfolgt über 
einen gemeinsamen bidirektionalen Promotor. Die entsprechenden regulatorischen Elemente sind nach 
Wright et al. (1995) bezeichnet. Die doppelte Linie markiert ein potentielles Initiationselement, der 
gepunktete Rahmen zwei zusätzliche GC-Boxen und der gestrichelte Rahmen eine Homologie zum 
Interferon-stimulated response element (ISRE). 
 

 



4  Ergebnisse 

 

47 

Die genomische DNA wurde aus PBMC von Patienten und gesunden Kontrollpersonen 

isoliert und der entsprechende Genabschnitt mittels PCR amplifiziert. In der 

Gelelektrophorese fand sich ein spezifisches PCR-Produkt mit der korrekten 

errechneten Länge von 758 bp, so dass die Effizienz und die Spezifität der PCR 

bestätigt werden konnte (Abb.  12).  
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Abb.  12  PCR-Amplifikation der 5’-untranslatierten Region (UTR) des humanen LMP2 (PSMB9)-
Gens einschließlich Exon 1 und flankierender Intronsequenz (IVS1). Das PCR-Produkt mit einer 
erwarteten Länge von 758 bp wurde auf einem 1%-Agarose/TAE-Gel aufgetrennt. 
 

 

In der direkten Sequenzanalyse fand sich bei allen untersuchten Sjögren-Patienten kein 

Hinweis auf molekulargenetische Veränderungen in der Promotor-Region des LMP2 

(PSMB9)-Gens. 
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5 DISKUSSION 

In der vorliegenden Studie wurde die Expression ausgewählter Proteasom-

Untereinheiten bei Autoimmunpatienten sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene 

untersucht. Die Untersuchungen wurden in Makrophagen aus peripherem Blut 

durchgeführt, das nach Einverständniserklärung durch die Patienten im Rahmen von 

Routineblutanalysen entnommen wurde, um die Belastung und den Aufwand für die 

Patienten so gering wie möglich zu halten. Es wurden quantitative Verfahren zur Gen- 

und Proteinexpressionsanalyse etabliert. In einem Zellkultursystem mit lymphoiden 

Zellen wurde die Sensitivität und Spezifität der neu entwickelten relativen mRNA-

Quantifizierungsmethode erfolgreich bestätigt. Da IFNγ die Expression von 

Immunoproteasomuntereinheiten induziert, wurden Analysen vor und nach IFNγ-

Stimulation durchgeführt. Erwartungsgemäß konnte ein Anstieg der 

Immunoproteasomuntereinheiten LMP2 (β1i), LMP7 (β5i) und MECL1 (β2i) sowie der 

Proteasomaktivatoruntereinheiten PA28α und PA28β nach IFNγ-Induktion in der 

Zellkultur nachgewiesen werden. Es konnte also davon ausgegangen werden, dass die 

relative mRNA-Quantifizierung auch für die Genexpressionsstudien in humanen 

Blutmakrophagen geeignet ist. 

Um die Ergebnisse der Genregulationsanalysen gleichzeitig mit einer zweiten 

unabhängigen Methode zu verifizieren, wurde eine semiquantitative Proteinanalyse in 

humanen PBMC basierend auf der Immunoblot-Technik durchgeführt. 

Bei Autoimmunpatienten fanden sich eine Reihe von Hinweisen auf eine veränderte 

Expression im proteasomalen System, teilweise sogar charakteristische 

Expressionsprofile wie etwa bei SLE, primärem Sjögren-Syndrom, Sklerodermie und 

Polymyositis, was gegen eine unspezifische Induktion der untersuchten Untereinheiten 

im Rahmen einer systemischen Inflammation bei Erkrankungen des Rheumatischen 

Formenkreises spricht. 

 

5.1 Auswahl der Quantifizierungsmethode zur Analyse der Genexpression im 
proteasomalen System 

Die Real-time RT-PCR wird zur quantitativen Analyse der Genexpression zunehmend 

angewandt wegen ihrer hohen Sensitivität, der guten Reproduzierbarkeit und des 

breiten linearen Meßbereichs. Darüber hinaus ist sie die sensitivste Methode, um auch 
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gering exprimierte Transkripte messen zu können (Pfaffl und Hageleit, 2001; Pfaffl et 

al., 2002), insbesondere in Geweben mit niedriger mRNA-Konzentration (z. B. 

Knochenmark bzw. Fettgewebe) oder bei sehr kleinen Gewebeproben, z. B. Biopsien 

bzw. Einzelzellen (Lockey et al., 1998; Steuerwald et al., 1999), oder um sehr geringe 

Veränderungen der mRNA-Expressionsrate zu erfassen (Wittwer et al., 1997; Pfaffl et 

al., 2001; Pfaffl et al., 2002). Nachteile des Verfahrens, das mehrere konsekutive 

Schritte umfaßt, sind die relativ komplexe Technik mit möglichen Fehlerquellen bei der 

RNA-Präparation, der reversen Transkription und der TaqMan PCR, die eine hohe 

Pipettiergenauigkeit erfordert. 

Bei der Real-time RT-PCR können zwei verschiedene Quantifizierungsmethoden 

angewendet werden, die absolute und die relative Quantifizierung. Bei der absoluten 

Quantifizierung wird die absolute Kopienzahl der mRNA durch Vergleich mit externen 

Kalibrierungskurven bestimmt. Der Vorteil der absoluten Quantifizierung ist die 

Möglichkeit des direkten Vergleichs der Expressionsdaten zwischen verschiedenen 

Labors oder an verschiedenen Tagen, da eine Kalibrationskurve eine unveränderliche, 

verläßliche Datenbasis bietet. 

Die relative Expression errechnet sich aus der Expressionsrate eines Zielgens 

gegenüber einem nicht-regulierten Referenzgen und ist für die meisten Analysen 

geeignet, bei denen physiologische Veränderungen der Expressionsrate untersucht 

werden. Daher wurde die relative Quantifizierung in dieser Arbeit zur Analyse der 

Genexpression im proteasomalen System verwendet. Ein Vorteil der relativen 

Quantifizierung ist sogar die Tatsache, dass Trendvorausagen besser erklärt werden 

könnnen, wobei die Ergebnisse sehr stark von der verwendeten Normalisierungs-

methode und dem ausgewählten Referenzgen abhängen (Pfaffl et al., 2002). 

Das REST©-Programm, das zur statistischen Analyse verwendet wurde, bietet eine 

Reihe von Vorteilen wie die integrierte Real-time PCR-Effizienzkorrektur und die 

Normalisierung auf einen endogenen Standard. Damit werden Variationen von Probe zu 

Probe in der Qualität der RNA-Präparation, Variationen der Effizienz der reversen 

Transkriptions-Reaktion oder Variationen in der Menge der in die PCR eingesetzten 

cDNA kompensiert. Deshalb sind die Reproduzierbarkeit und die Effizienz der reversen 

Transkription ebenso wie die RNA-Präparationsmethode oder die verwendete reverse 

Trankriptase nicht von Bedeutung. Pfaffl et al. (2002) konnten zeigen, dass Variationen 

der eingesetzten cDNA-Menge keinerlei signifikante Änderungen der relativen 

Expressionsraten ergaben, die durch das REST©-Programm errechnet wurden. 
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REST© verwendet für die statistische Signifikanzanalyse ein Randomisierungsverfahren 

(Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test©), das keinerlei Annahme über die 

Verteilung der gemessenen Daten voraussetzt, die ohnehin bei relativen 

Genexpressionsraten fragwürdig wäre. Zudem sind Randomisierungsverfahren 

anpassungsfähiger als nicht-parametrische Rangtests (z. B. U-Test nach Mann-

Whitney) und sinken im Vergleich zu parametrischen Tests (z. B. t-Test) nicht in ihrer 

Teststärke (Horgan et al., 2000; Pfaffl et al., 2002). 

 

5.2 Identifizierung geeigneter Haushalts-Gene zur quantitativen Analyse der 
Genexpression im proteasomalen System 

Die korrekte Normalisierung der Genexpression ist eine entscheidende Voraussetzung 

für die Validität der Ergebnisse, die Schlußfolgerungen auf pathophysiologische 

Mechanismen erlauben, insbesondere wenn nicht ausgeschlossen ist, dass die 

Expression in engen Grenzen reguliert sein kann und mögliche Unterschiede bei 

Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen gering sein können. Zur 

Normalisierung der mRNA-Expressionsdaten wurde HPRT als internes Kontrollgen 

ausgewählt, da es die größte Expressionsstabilität aufwies. Dieses Resultat stimmt mit 

einer früheren Untersuchung an zehn Haushalts-Genen überein, in der HPRT unter den 

stabilsten exprimierten humanen Haushalts-Genen in primären Fibroblasten, im 

Knochenmark, in Neuroblastomzellen und einem Normal-Gewebepool rangiert 

(Vandesompele et al., 2002). Die konstitutiv exprimierte Proteasomuntereinheit C3 (α2) 

erwies sich als ungeeignet zur Normalisierung der TaqMan-Daten, da die C3 (α2)-

mRNA-Expression sowohl bei gesunden Kontollpersonen als auch bei den 

untersuchten Patientengruppen eine im Vergleich zu HPRT und C9 (α3) wesentlich 

größere Streubreite zeigte (s. a. Abb.  7).  

Die Induktion der konstitutiven Untereinheit C3 (α2) wurde im humanen 

Skelettmuskelgewebe bei septischen Patienten beschrieben (Tiao et al., 1997). 

Übereinstimmend mit diesen Daten wird C3 (α2) mRNA auch bei anderen 

Autoimmunerkrankungen einschließlich Bindegewebserkrankungen und systemischer 

Vasculitis hochreguliert. Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine differentielle 

Regulation von C3 (α2) nicht ausgeschlossen werden kann. Auch nach 

Glukokortikoidexposition konnte eine erhöhte C3 (α2)-mRNA-Expression festgestellt 
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werden, die wahrscheinlich durch eine Störung der Genregulation durch NF-κB (nuclear 

factor kappaB) zu erklären ist (Du et al., 2000). Ein alternativer Induktionsmechanismus 

der C3 (α2)-Genexpression ist zu vermuten, da die große Mehrheit der in dieser Studie 

untersuchten Patienten eine Immunsuppression mit Steroiden erhielt. In der größten 

untersuchten Diagnosegruppe, den SLE-Patienten, konnte auf mRNA-Ebene keine 

immunsuppressive Therapie mit der Expression einer der untersuchten Proteasom-

untereinheiten korreliert werden (Abb.  8). 

 

5.3 Genregulation von LMP2 (β1i) 

Es wurde eine alternative Variante der LMP2 (β1i)-Untereinheit beschrieben, die durch 

alternatives Spleißen erzeugt wird und deren Funktion bislang noch unbekannt ist 

(Singal et al., 1995). Die Varianten unterscheiden sich nur in der Sequenz des 

Propeptids (GenBank Acc. Nr. NM_148954), so dass die reife Form des Proteins 

identisch ist. In der vorliegenden Studie wurden die Amplifikationsbedingungen bei der 

relativen mRNA-Quantifizierung so gewählt, dass beide alternativen Transkripte 

gemessen werden konnten. Um die Relation beider Transkripte zu bestimmen und eine 

Aussage zu treffen, ob eines der alternativen Transkripte bevorzugt gespleißt wird, wäre 

eine sequenzspezifische mRNA-Quantifizierung erforderlich. Es kann nicht 

ausgeschlossen werden, dass sich hinter alternativ gespleißten Propeptidsequenzen 

ein regulatorisches Prinzip für die Bildung und Reifung des Proteasoms verbirgt. Die 

LMP2 (β1i)-mRNA war nur in PBMC beim primären Sjögren-Syndrom signifikant 

hochreguliert (Abb.  5). Die Genexpression von LMP2 (β1i) wird zusammen mit TAP1 

(Transporter assoziiert mit Antigenprozessierung) von einem gemeinsamen, 

bidirektionalen Promotor reguliert (Abb.  11), in dem sich eine Bindungsstelle für NF-κB, 

mehrere GC-Boxen und eine homologe Sequenz des Interferon-stimulated response 

element (ISRE) befinden. Die koordinierte basale und induzierte Genregulation von 

LMP2 (β1i) und TAP1 konnte experimentell bestätigt werden und weist auf eine 

essentielle Funktion der beiden Gene in der MHC Klasse I-Antigenpräsentation hin 

(Wright et al., 1995). Es fanden sich Hinweise für eine differentielle Regulation durch 

genspezifische, cis-aktive regulatorische Sequenzelemente (Schmidt et al., 1993). Es 

ist denkbar, dass bekannte cis-aktive Regulatorelemente in PBMC beim primären 

Sjögren-Syndrom für die Hochregulation der LMP2 (β1i)-mRNA verantwortlich sind. 
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Allerdings fanden sich in der direkten Sequenzanalyse keine genetischen 

Veränderungen bei Patienten (s. 3.8). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass 

neben NF-κB und IFNγ bislang noch unbekannte Transkriptionsfaktoren die LMP2 (β1i)-

mRNA-Expression beim primären Sjögren-Syndrom verstärken. In Zellen neuronalen 

Ursprungs ist die LMP2 (β1i)-mRNA durch den Transkriptionsfaktor Zif268 hochreguliert 

(James et al., 2006). 

Zusätzlich ist auch die Rolle bislang noch unbekannter trans-aktiver regulatorischer 

Sequenzelemente zu diskutieren, die eine verstärkte Transkription bewirken und auch 

in sehr weit entfernten Sequenzabschnitten liegen können. 

Der erhöht gemessene LMP2 (β1i)-mRNA-Spiegel kann möglicherweise auch durch 

einen verminderten Abbau des Transkripts zustande kommen. In Analogie zur 

Regulation der mRNA-Stabilität bei Zytokinen ist in diesem Zusammenhang eine 

veränderte Stabilität des LMP2 (β1i)-Transkripts zu diskutieren. Der mRNA-Abbau kann 

nicht nur von cis-aktiven Sequenzelementen abhängig sein, die oft in der 3’-

untranslatierten Region des Transkripts vorkommen, sondern auch von einer Reihe von 

trans-aktiven Faktoren wie z. B. RNA-bindenden Proteinen (Seko et al., 2006). Auch 

Mechanismen der posttranskriptionellen Regulation von mRNA sind denkbar, wie etwa 

die Optimierung des Spleißvorgangs durch Spleißenhancer. Weiterführende 

molekulargenetische und biochemisch-funktionelle Studien sind erforderlich, um die 

Ursache des erhöhten LMP2 (β1i)-Tanskriptspiegels beim primären Sjögren-Syndrom 

zu klären. 

 

5.4 Genregulation von LMP7 (β5i) 

Das humane LMP7 (PSMB8)-Gen kodiert zwei alternativ gespleißte mRNA-Varianten, 

die sich nur in ihrer aminoterminalen Prosequenz unterscheiden (Fruh et al., 1992): Die 

nicht funktionsfähige LMP7-E1-Isoform und LMP7-E2, das in neu entstehende 

Immunoproteasomen integriert wird (Glynne et al., 1993; Yang et al., 1995). Es zeigte 

sich, dass die nicht funktionsfähige Isoform LMP7-E1 insbesondere bei bestimmten 

Tumor-Zelllinien exprimiert wird, wohingegen das LMP7-E1-Transkript in primären 

Zellen nicht nachgewiesen werden konnte (Heink et al., 2006). In der vorliegenden 

Studie wurden die Amplifikationsbedingungen bei der relativen mRNA-Quantifizierung 

so gewählt, dass theoretisch beide alternativen LMP7 (β5i)-Transkripte gemessen 
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werden konnten. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass die LMP7-E1-mRNA in PBMC 

eine wesentliche Rolle spielt, da es sich um primäre Zellen handelt. Gegen die 

Expression einer nicht-funktionellen LMP7 (β5i)-Isoform spricht auch die Beobachtung, 

dass LMP7 (β5i) auf Proteinebene in PBMC bei allen untersuchten Patientengruppen 

hochreguliert war (Abb.  10B). 

Die LMP7 (β5i)-mRNA zeigte in PBMC bei Normalkontrollen und allen 

Patientengruppen eine im wesentlichen stabile, vergleichbare Expression im Bereich 

einer ähnlichen Größenordnung. Es fand sich ein deutlich niedrigeres 

Expressionsniveau im Vergleich zu LMP2 (β1i) und MECL1 (β2i) nach Normalisierung 

auf das Referenzgen HPRT. Im Vergleich zu den gesunden Kontrollpersonen fanden 

sich keine signifikanten Genexpressionsunterschiede. Bei der Real-time RT-PCR-

Analyse von JOSK-M Zellen, einer humanen histiozytären Lymphomzelllinie, wurde vor 

IFNγ-Stimulation in der Zellkultur in vitro ebenfalls ein niedriges Expressionsnivau von 

LMP7 (β5i) nachgewiesen (Abb.  4A). Allerdings zeigte sich nach IFNγ-Stimulation eine 

signifikante, dosisabhängige Hochregulation der LMP7 (β5i)-mRNA, die im Vergleich 

zum Anstieg der LMP2 (β1i)- und MECL1 (β2i)-mRNA deutlich geringer ausfiel. Die 

unterschiedlichen Resultate der LMP7 (β5i)-Genregulation in humanen PBMC und dem 

JOSK-M-Zellkultursystem erklären sich möglicherweise durch Unterschiede der 

untersuchten Zellpopulationen oder des humoralen Milieus. Die JOSK-M-Zellen bilden 

eine homogene Zellpopulation, die der Monozytopoese entstammt. Dagegen findet sich 

im peripheren Blut eine Mischpopulation, in der die Differentialzytologie 

näherungsweise im Bereich der folgenden Referenzwerte liegt: Lymphozyten 25-40%, 

Monozyten 4-10%, Eosinophile 2-4%, Basophile 0-2% und Segmentierte 40-70%. Da 

davon ausgegangen werden kann, dass der Anteil der Zellen, die der 

monozytopoetischen Reihe entstammen, in humanen PBMC bei ungefähr maximal 10% 

liegt, lassen sich die Resultate aus den JOSK-M-Zellen nicht unmittelbar korrelieren. 

Zudem sind JOSK-M-Zellen maligne transformiert. Daher können auch Unterschiede in 

der Genexpression im Vergleich zu ausdifferenzierten PBMC vermutet werden. Des 

weiteren stellt die JOSK-M-Zellkultur ein vereinfachtes in vitro-System dar, das nach 

IFNγ–Stimulation nur einen einzelnen Aspekt der komplexen humoralen Zytokin-

Regulation im peripheren Blut zu simulieren vermag. Es ist denkbar, dass die 

Genexpression von LMP7 (β5i) in PBMC durch andere Zytokine differentiell reguliert 

wird. Möglicherweise ist auch die IFNγ–Stimulation im Zellkultursystem vergleichsweise 
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unphysiologisch hoch und über einen zu langen Zeitraum bei Konzentrationen von 20 

U/ml und 600 U/ml über 72 h, so dass die beobachtete Hochregulation der LMP7 (β5i)-

mRNA in vitro nicht die Situation im menschlichen Blut bei chronisch erkrankten 

Autoimmunpatienten widerspiegelt. Bei IFNγ–Exposition im Bereich von 600 U/l 

unterliegen nach 72 h die meisten Zellen der Apoptose. 

Interessanterweise zeigte sich - ähnlich wie in der vorliegenden Studie - in reifen 

dendritischen Zellen, die ausschließlich Immunoproteasomen exprimieren, nur eine 

sehr begrenzte Induktion der LMP7 (β5i)-und MECL1 (β2i)-mRNA während die 

Transkripte für LMP2 (β1i) sowie PA28α und PA28β mäßig erhöht waren (Macagno et 

al., 2001).  

Es gibt neben IFNγ alternative Induktionsmechansimen für Immunoproteasom-

untereinheiten. Endogenes Stickstoffmonoxyd (•NO) ist ein wichtiger zytoprotektiver 

Mediator, der Endothelzellen vor Oxidanzien-induzierter Apoptose schützt. Über den 
•NO/cGMP/cAMP-Signalweg wird der Transkriptionsfaktor cAMP-response element-

binding protein (CREB) phosphoryliert, die cAMP-response element-Promotoraktivität 

erhöht und die Genexpression von LMP2 (β1i) und LMP7 (β5i) induziert (Kotamraju et 

al., 2006). LMP7 (β5i) wurde auch bei langanhaltender renaler Ischämie und 

Inflammation in einem Tiermodell der Ratte im betroffenen Gewebe 

immunhistochemisch vermehrt gefunden, wobei LMP2 (β1i) kaum exprimiert war 

(Ostrowska et al., 2006). 

Die durch proinflammatorische Zytokine, wie z. B. IFNγ, induzierte Anpassung des 

Proteasomsystems ist eine dynamische, stringent regulierte und vorübergehende 

zelluläre Antwort. Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt beim de novo Aufbau des 

Immunoproteasoms wird u.a. durch LMP7 (β5i) entscheidend beeinflußt (Heink et al., 

2005). Es ist sehr gut mit diesen Daten vereinbar, insbesondere im Hinblick auf die 

Schlüsselfunktion von LMP7 (β5i), dass diese Untereinheit auf Transkriptebene in 

humanen PBMC auf sehr niedrigem relativen Niveau und in sehr engen Grenzen 

reguliert wird (Abb.  5 B). Dieses Regulationsmuster fand sich ebenso bei gesunden 

Kontrollpersonen wie auch bei allen untersuchten Kollektiven von Autoimmunpatienten. 

Interessanterweise ergibt die Expressionsanalyse auf Proteinebene ein anderes Bild. 

Die Proteinexpression von LMP7 (β5i) in PBMC war bei SLE-, pSS-, Polymyositis- und 

Sklerodermie-Patienten signifikant hochreguliert (Abb.  10B). Auch bei Vasculitis- und 

RA-Patienten zeigte sich diese Tendenz. Möglicherweise spielen bei 
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Autoimmunpatienten posttrankriptionelle Mechanismen eine wichtige Rolle. Es sind eine 

erhöhte Translationsrate, eine erhöhte Stabilisierung oder eine verminderte 

Degradationsrate von LMP7 (β5i) zu diskutieren. Dieses Regulationsmuster wurde in 

einer anderen Studie bestätigt, bei der sich eine vergleichbare, konstitutive Erhöhung 

der LMP7 (β5i)-Proteinexpression in dendritischen Zellen und einer T-Zell-

Lymphomlinie zeigte (Ossendorp et al., 2005). 

Einschränkend ist zu berücksichtigen, dass erhöhte LMP7 (β5i)-Proteinspiegel nicht 

notwendigerweise mit einem erhöhten Vorkommen von Immunoproteasomen 

gleichzusetzen sind. Die de novo Synthese von Immunoproteasomen erfordert als 

Kofaktor das Proteasom-Maturationsprotein (POMP), das zusammen mit LMP7 (β5i) 

entscheidend an der Reifung des Proteinkomplexes beteiligt ist (Heink et al., 2005). Bei 

der Proteinexpressionsanalyse fiel auf, dass LMP7 (β5i) in PBMC bei allen 

untersuchten Autoimmunpatienten-Gruppen erhöht war. Daher kann angenommen 

werden, dass LMP7 (β5i) in PBMC dieser Patienten kein limitierender Faktor bei der 

Biosythese des Immunoproteasom-Komplexes ist.  

Nach IFNγ-Stimulation fand sich auch POMP hochreguliert (Witt et al., 2000). Falls nun 

POMP zusammen mit LMP7 (β5i) in PBMC vermehrt exprimiert würde, wäre eine 

erhöhte Immunoproteasom-Biosynthese möglich. Diese Hypothese könnte durch eine 

quantitative und qualitative Analyse der Proteasomen, z. B. nach Immunopräzipitation 

oder durch Isolation der Proteasomen untersucht werden. 

Es konnte gezeigt werden, dass Defekte der Untereinheiten LMP7 (β5i) und auch LMP2 

(β1i) das zytotoxische T-Zell-Repertoire reduzieren und damit die Effizienz der 

Immunantwort schwächen (Chen et al., 2001; Toes et al., 2001).  

Es ist denkbar, dass eine Hochregulation von LMP7 (β5i) zu einer vermehrten 

Immunoproteasom-Biosynthese führt. Über MHC Klasse I würde ein modifiziertes 

Peptidrepertoire an der Zelloberfläche präsentiert werden. Zudem erhöht die 

Verfügbarkeit von Peptiden die MHC Klasse I-Expression (Benham und Neefjes, 1997). 

Es bleibt zu klären, ob die Deregulation des Proteasom-Systems möglicherweise das T-

Zellrepertoire so weit verändert, dass autoreaktive zytotoxische T-Zellen entstehen.  
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5.5 Genregulation von MECL1 (β2i) 

Der Promotor des humanen MECL1 (PSMB10)-Gens enthält zwei Interferon-stimulated 

response Elemente (Foss und Prydz, 1999). In Zellen außerhalb des Immunsystems 

zeigt sich oft eine sehr niedrige Expressionsrate von MECL1 (β2i), die durch IFNγ 

wesentlich gesteigert werden kann, während in bestimmten Zellen des Immunsystems 

(B-Zellen und Monozyten) MECL1 (β2i) hochgradig konstitutiv exprimiert wird und durch 

IFNγ nur wenig stimulierbar ist (Foss et al., 1998). Ähnlich wie die Immunoproteasom-

untereinheiten LMP2 (β1i) und LMP7 (β5i) wird MECL1 (β2i) in unreifen dendritischen 

Zellen hochreguliert (Li et al., 2001). In der vorliegenden Studie fand sich ebenfalls in 

PBMC von Sjögren-Patienten eine signifikante, deutlich erhöhte Genexpression von 

MECL1 (β2i) sowie etwas geringer bei Sklerodermie und Rheumatoider Arthritis. Bei 

den letztgenannten Erkrankungen ist auch die Proteinexpression entsprechend erhöht. 

Dagegen ist MECL1 (β2i) auf Proteinebene in PBMC bei Sjögren-Patienten im Bereich 

des gesunden Kontrollkollektivs reguliert. Diese Meßergebnisse sprechen für 

multimodale Regulationsmechanismen der MECL1 (β2i)-Expression und unterstreichen 

die Notwendigkeit der simultanen quantitativen Bestimmung und Auswertung von 

mRNA- und Proteinexpressionsdaten zur Einschätzung der differentiellen Regulation 

der Expression im proteasomalen System. 

Bei Polymyositis zeigte sich eine im Vergleich zum primären Sjögren-Syndrom 

gegensinnige Regulation von MECL1 (β2i) auf Transkript- und Proteinebene (Abb.  5C 

und Abb.  10C). Interessanterweise war die MECL1 (β2i)-Proteinexpression in PBMC 

von Polymyositis-Patienten (n=4) signifikant erhöht, tendenziell auch bei primärer 

Vasculitis und Rheumatoider Arthritis, nicht aber bei SLE- oder Sjögren-Patienten. 

Da die MECL1 (β2i)-mRNA in PBMC bei Polymyositis auf sehr niedrigem Niveau im 

Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen exprimiert ist, stehen möglicherweise bei der 

beobachteten erhöhten Proteinexpression posttranskriptionelle Mechanismen im 

Vordergrund. Hierzu zählen eine Stabilisierung der mRNA, eine verminderte mRNA-

Degradation, eine erhöhte Translationsrate oder eine reduzierte Proteinabbaurate. 

Untersuchungen an MECL1 (β2i)-Knock-Out-Mäusen zeigten, dass MECL1 (β2i) 

entscheidend an der Bildung des T-Zell-Repertoires beteiligt ist (Basler et al., 2006). 

Polymyositis, primäre Vasculitis und Rheumatoide Arthritis werden zu den 

systemischen, T-Zell-vermittelten Autoimmunerkrankungen gezählt. Es wäre also 
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denkbar, dass durch eine Deregulation der MECL1 (β2i)-Proteinexpression die 

katalytische Aktivität und Spezifität neu entstehender Immunoproteasomen in 

professionellen Antigen-präsentierenden Zellen verändert wird, so dass autoreaktive T-

Zellen verstärkt aktiviert werden könnten.  

Bei Polymyositis fanden sich neben MECL1 (β2i) auch die anderen beiden 

Immunoproteasom-Untereinheiten (und PA28) auf Proteinebene signifikant erhöht. In 

dendritischen Zellen ist auch die Hochregulation aller drei induzierbaren Untereinheiten 

über die Bindung eines Makrophagen-aktivierenden Lipoproteins (MALP-2) an den Toll-

like-Rezeptor beschrieben worden, das aus Mycoplasmen stammt, seine Funktion als 

Adjuvans entfaltet und die Antigenpräsentation verbessert (Link et al., 2004). In diesem 

Zusammenhang ist ein möglicher auslösender Einfluß von Infektionserkankungen im 

Intervall vor dem Ausbruch einer Autoimmunerkankung zu diskutieren.  

Die signifikant erhöhte MECL1 (β2i)-Proteinexpression bei der Polymyositis kann 

eventuell einen interessanten neuen Aspekt für die Labordiagnostik bieten und sollte in 

einem größeren Patientenkollektiv verifiziert werden. MECL1 (β2i) könnte einen 

spezifischen (Surrogat-) Marker in der Polymyositis-Diagnostik darstellen und wäre ein 

guter Parameter zur Verlaufsbeurteilung und Therapiekontrolle. Dies ist von besonderer 

diagnostischer Bedeutung, da bisher bei der Polymyositis zur Verlaufskontrolle der 

Krankheitsaktivität nur das Myoglobin sowie die Kreatinphosphokinase- und Aldolase-

Aktivität im Serum als spezifische Parameter zur Verfügung stehen. 

 

5.6 Genregulation des Proteasomaktivator-Komplexes 

Die beiden Untereinheiten des Proteasomaktivatorkomplexes werden zusammen mit 

den anderen Immunoproteasomuntereinheiten durch das immunmodulatorische Zytokin 

IFNγ induziert, das im Rahmen der Immunantwort von aktivierten Th1-Lymphozyten, 

CD8+ zytotoxischen T-Lymphozyten und natürlichen Killerzellen gebildet wird. Es 

bestätigte sich in den Vorversuchen mit JOSK-M Zellen, einer humanen myeloischen 

Zelllinie, dass die PA28α-mRNA mehr noch als die PA28β-mRNA nach IFNγ-Exposition 

in vitro erhöht gemessen wurde (Abb.  4).  

Dagegen war die Proteasomaktivatoruntereinheit PA28α auf Transkriptebene nur in 

PBMC beim primären Sjögren-Syndrom hochreguliert (Abb.  6A). Alle anderen 

Patienten zeigten eine ähnliche basale Genexpressionsrate wie das Kontrollkollektiv. 
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Dagegen war die Proteinexpression von PA28α in PBMC bei allen untersuchten 

Autoimmunerkrankungen deutlich erhöht (Abb.  10D). 

Ebenfalls signifikant erhöht fand sich die PA28β-mRNA bei allen Autoimmunpatienten 

(Abb.  6B). Unter der Annahme einer analogen Regulation in den hier untersuchten 

Zellen (JOSK-M und PBMC), liegt ein möglicher Erklärungsansatz für die beobachtete 

differentielle Regulation der α– und β–Untereinheiten des Proteasomaktivator-

komplexes. Sowohl in unreifen als auch in reifen dendritischen Zellen findet sich eine 

hohe basale PA28α-Proteinexpression (Macagno et al., 2001; Ossendorp et al., 2005). 

Dagegen ist die PA28β-Expression in unreifen dendritischen Zellen niedrig und in reifen 

dendritischen Zellen stark erhöht. Eine funktionelle NF-κB-Bindungsstelle konnte im 

Promotor des PA28β (PSME2)-Gens nachgewiesen werden, die im PA28α (PSME1)-

Promotor fehlt, so dass die PA28β-Expression zusätzlich von Transkriptionsfaktoren der 

NF-κB-Familie gesteuert werden kann (Ossendorp et al., 2005).  

Dieser Regulationsmechanismus könnte die erhöhten Transkriptspiegel von PA28β bei 

allen untersuchten Patientengruppen erklären und die vergleichsweise niedrigere 

mRNA-Expression von PA28α bei fast allen untersuchten Autoimmunerkrankungen mit 

Ausnahme des primären Sjögren-Syndroms (Abb.  6A und B). Hier könnten bislang 

unbekannte regulatorische Elemente auf DNA-Ebene oder nicht vorbeschriebene 

Transkriptionsfaktoren oder eine Stabilisierung des PA28α-Transkripts eine Rolle 

spielen. Es ist zu bedenken, dass die jeweils aktuell gemessene mRNA-Konzentration 

immer die Differenz aus mRNA-Synthese und -Degradation widerspiegelt. Die 

Bestimmung der Transkripte sagt noch nichts aus über die Geschwindigkeit der 

Transkription, die Halbwertzeit des Transkripts sowie mögliche posttranslationale 

Prozesse und Transportvorgänge. 

Eine Überexpression von PA28α allein war in vitro ausreichend, um die proteolytische 

Aktivität des Proteasoms zu steigern und ein bestimmtes virales Epitop zu erzeugen 

(Groettrup et al., 1996). Eine vermehrte Expression von PA28α induzierte die 

Oberflächenexpression von MHC Klasse I in einer Colonkarzinomzelllinie nach IFNγ-

Behandlung (Miyagi et al., 2003). 

Weitere Hinweise für eine differentielle, Zelltyp-spezifische Regulation des 

Proteasomaktivatorkomplexes liefert der Nachweis von PA28α, nicht aber PA28β im 

Hirngewebe, wobei über eine nicht-immunologische Funktion spekuliert wird 

(Rechsteiner und Hill, 2005). Es zeigte sich ein Zelltyp-abhängiges Proteinexpressions-
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niveau für PA28α und PA28β (Ossendorp et al., 2005), was auch die Unterschiede bei 

verschiedenen Autoimmunerkrankungen in den untersuchten PBMC erklären kann, die 

ja eine Mischpopulation darstellen. In murinen Thymusstroma-Zellen war der 

Proteasomaktivatorkomplex in allen untersuchten Subpopulationen unabhängig von der 

IFNγ-Stimulation konstitutiv exprimiert (Nil et al., 2004), womit diese Studie alternative 

Genregulationsmechanismen für PA28 bestätigt. Alternative Induktions- und 

Regulationsmechanismen können auch für die induzierbaren Immunoproteasom-

untereinheiten angenommen werden. 

Interessanterweise wurde die α–Untereinheit des Proteasomaktivatorkomplexes als 

Autoantigen beim SLE und primären Sjögren-Syndrom charakterisiert (Matsushita et al., 

2004). Eine B-Zell-vermittelte humorale Autoimmunität kann durch Überexpression 

eines Autoantigens gefördert werden (Kishimoto et al., 1996). Auch andere 

Autoantikörper gegen das 20S-Proteasom wurden bei Erkrankungen des 

rheumatischen Formenkreises nachgewiesen (Arribas et al., 1991; Feist et al., 1996). 

Bei Patienten mit SLE oder Myositis fanden sich vor allem Autoantikörper gegen die 

konstitutive Untereinheit C9 (α3) während sich beim primären Sjögren-Syndrom eine 

eher polyspezifische humorale Autoimmunantwort gegen das Poteasom zeigte (Feist et 

al., 1999). In vitro binden die humanen Autoantikörper an das Proteasom und 

blockieren die Proteasomaktivierung über den PA28αβ-Komplex, wobei die Bedeutung 

für die Zytopathogenese bei Autoimmunerkrankungen derzeit noch ungeklärt bleibt 

(Brychcy et al., 2006). 

Der PA28-Komplex interagiert direkt mit bestimmten Proteinabschnitten des Substrats 

und ist insbesondere nach verstärkter Expression unter proinflammatorischen 

Bedingungen (z. B. durch IFNγ) an der Prozessierung bestimmter Epitope beteiligt, so 

dass sich die Quantität und die Qualität der Antigene, die über den MHC Klasse I-Weg 

präsentiert werden, entscheidend ändern kann (Murata et al., 2001). Der 

Proteasomaktivatorkomplex PA28 spielt eine wesentliche Rolle in der optimierten, 

effizienten Prozessierung von MHC Klasse I-Epitopen (van Hall et al., 2000; Sijts et al., 

2002). PA28 scheint die proteolytische Aktivität des (Immuno-) Proteasoms nicht direkt 

zu beeinflussen, sondern bewirkt durch Bindung an die α-Untereinheiten des äußeren 

Rings des 20S-Proteasoms eine Konformationsänderung, die die Prozessierung 

bestimmter Substrate sowohl qualitativ als auch quantitativ begünstigt (Strehl et al., 

2005). 
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Unter Berücksichtigung der bekannten experimentellen Daten über den PA28αβ-

Komplex könnte eine deregulierte, langandauernde Expression - wie in der 

vorliegenden Studie gezeigt wurde - z. B. unter dem prolongierten Einfluß 

proinflammatorischer Zytokine, zur Prozessierung und Präsentation von endogenen 

MHC Klasse I-Epitopen führen, die beim Gesunden aufgrund der selbstlimitierenden, 

nur kurzzeitigen Induktion des Immunoproteasoms und des Proteasomaktivators nicht 

an die Zelloberfläche gelangen und keine autoreaktive Immunantwort auslösen können. 

 

5.7 Genregulation der konstitutiven Untereinheiten C3 (α2) und C9 (α3) 

Die relative mRNA-Expression der konstitutiven Proteasomuntereinheiten wurde 

gemessen, um eine Aussage über die basale Genexpression des proteasomalen 

Systems treffen zu können. In den Vorversuchen mit JOSK-M-Zellen bestätigte sich 

eine fehlende Induzierbarkeit von C3 (α2) und C9 (α3) nach IFNγ-Exposition (Abb.  4). 

Damit wäre sowohl C3 (α2) als auch C9 (α3) ein geeignetes Haushalts- oder 

Referenzgen zu betrachten. In JOSK-M-Zellen zeigten sich tatsächlich nach 

Normalisierung der Daten auf C3 (α2) oder C9 (α3) (Abb.  4B und C) keine 

wesentlichen Änderungen im Vergleich zu dem unabhängigen Haushaltsgen HPRT 

(Abb.  4A). Dagegen fand sich in humanen PBMC bei C3 (α2) mehr noch als bei C9 

(α3) eine signifikant veränderte Genregulation nach Normalisierung der Daten auf 

HPRT (Abb.  7A und B), die nicht durch eine relative Variation der HPRT-Expression zu 

erklären war (Abb.  7C). Im Vergleich zu C3 (α2) oder C9 (α3) zeigte sich das 

Expressionsniveau von HPRT sehr stabil und war bei allen untersuchten 

Autoimmunerkrankungen in der Größenordnung des gesunden Kontrollkollektivs (Abb.  

7C). Damit erwiesen sich C3 (α2) und C9 (α3) in PBMC als ungeeignete intrinsische 

Referenzgene des proteasomalen Systems zur Normalisierung der Genexpression. 

In der 5’-regulatorischen Sequenz des humanen C3 (PSMA2)-Gens wurden einige GC-

Boxen nachgewiesen und zusätzlich ein Silencer-Element, das die 

Transkriptionsaktivität des Promotors um das 5-10fache im Vergleich zum unmittelbar 

benachbarten Promotor des C5 (PSMB1)-Gens senkt (Tamura et al., 1994). 

Möglicherweise erklären sich die beobachteten Expressionsunterschiede der C3 (α2)–

mRNA durch den Effekt dieses Silencer-Elementes.  
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Auch im nicht-lymphatischen Gewebe ist eine Genregulation von konstitutiven 

Proteasomuntereinheiten beschrieben. Im Skelettmuskel war die Transkription von C3 

(α2) erhöht im Rahmen einer Sepsis (Tiao et al., 1997) sowie von C3 (α2) und C9 (α3) 

bei metabolischer Azidose (Bailey et al., 1996). Bei nicht-azidotischer Stoffwechsellage 

zeigte sich kein Einfluß auf die Expression konstitutiver Proteasomuntereinheiten 

einschließlich C3 (α2) (Cheung et al., 2005). Es fanden sich um das 2-4fache erhöhte 

mRNA-Spiegel für C3 (α2) und C9 (α3) sowie andere konstitutive Proteasom-

untereinheiten im Skelettmuskel von Krebspatienten (Williams et al., 1999). Im 

Tiermodell der Ratte zeigte sich unter Sepsis eine vermehrte mRNA-Expression für C3 

(α2) und C9 (α3) sowie eine gesteigerte Aktivität des 20S Proteasoms, jedoch keine 

erhöhte Proteinexpression von C9 (α3) (Hobler et al., 1999).  

Beim primären Sjögren-Syndrom stellt C9 (α3) eine wesentliche immunogene 

Komponente dar, die eine humorale Immunantwort hervorruft (Feist et al., 1996). In 

PBMC von Sjögren-Patienten fanden sich jedoch keine Hinweise auf eine signifikant 

erhöhte mRNA-Expression (Abb.  7). Ähnliche Resultate ergab eine Studie in 

dendritischen Zellen, die aus humanen PBMC isoliert wurden. In unreifen Zellen waren 

C9 (α3)-Transkripte sehr gering exprimiert. Allerdings erhöhte sich die C9 (α3)-mRNA-

Expression signifikant nach Reifung der dendritischen Zellen durch Lipopolysacharid- 

oder TNFα-Exposition, nicht aber nach TGF-β-Stimulation (Matsunaga et al., 2002). In 

den immunhistochemischen Untersuchungen von Speicheldrüsengewebe zeigte sich 

beim primären Sjögren-Syndrom in PBMC keine auffällige Erhöhung der C9 (α3)-

Proteinexpression (Egerer et al., 2006). Mögliche Ursachen, die C9 (α3) als 

Autoantigen im Sinne einer endogenen Immunisierung prädestinieren, können an einer 

erleichterten Präsentation eines immunogenen C9 (α3)-Peptids liegen, an einer 

Überexpression bzw. Freisetzung nach Apoptose aus einem noch unbekannten 

Herkunftsgewebe oder an einer posttranskriptionellen Regulation bzw. Stabilisierung 

des Genprodukts. 

Die C9 (α3)-mRNA-Expression war bei den meisten untersuchten Autoimmun-

erkrankungen in PBMC im Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv nicht signifikant 

verändert. Bei Polymyositis und Sklerodermie wurde jedoch eine signifikante 

Verringerung der C9 (α3)-Transkripte um den Faktor 1,8 relativ zur HPRT-mRNA-

Expression gemessen (Abb.  7). In humanen Endothelzellen zeigte sich eine Inhibition 

der C9 (α3)-Transkription im Zusammenhang mit der Exposition gegenüber 
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phenolischen Antioxidantien (Takabe et al., 2001). Diese und weiterführende 

Untersuchungen zeigten, dass die Genexpression von konstitutiven Proteasom-

untereinheiten - im Fall von C9 (α3) über ein Antioxidanzien-responsives Element im 

Promotor - durch Pharmaka moduliert werden kann (Takabe et al., 2006). In der hier 

vorliegenden Studie ist ein Einfluß der oben verwendeten Antioxidantien 

unwahrscheinlich. 

Es bleibt zu klären, ob sich die Proteinexpression von C9 (α3) ebenfalls ändert und ob 

sich funktionelle Kosequenzen für die Proteasom-Komplexbildung oder die katalytische 

Aktivität des Proteasomsystems in PBMC ergeben. C3 (α2) zeigte auf 

Proteinexpressionsebene im Vergleich zu C9 (α3) keine wesentliche Regulation, so 

dass C3 (α2) als internes Referenzprotein zur Normalisierung der Proteinexpressions-

daten herangezogen wurde (Abb.  9). 

 

5.8 Genregulation des Immunoproteasoms beim primären Sjögren-Syndrom 

Im Gegensatz zu den anderen untersuchten Autoimmunerkrankungen fand sich beim 

primären Sjögren-Syndrom auf mRNA-Ebene in peripheren Blutmakrophagen eine 

signifikant erhöhte Expression der IFNγ–induzierbaten Untereinheiten LMP2 (β1i), 

MECL1 (β2i) und PA28α. Die Proteinexpression von LMP2 (β1i) fand sich allerdings bei 

fast allen untersuchten pSS-Patienten stark abgeschwächt im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen und anderen Autoimmunerkrankungen. Ursächlich ist zum einen ein 

erhöhtes stabiles Niveau zu diskutieren, zum anderen eine erhöhte mRNA-Stabilität 

oder auch eine erhöhte Transkriptionsrate. Während bei den anderen untersuchten 

Autoimmunpatientengruppen eine erhöhte mRNA-Expression mit einer erhöhten 

Proteinexpression korreliert, ist die Regulation bei pSS umgekehrt. Als Referenzprotein 

bei den quantitativen Proteinanalysen wurde C3 (α2) aufgrund seiner sehr stabilen 

Expressionseigenschaften verwendet. Ein relativer Mangel der Untereinheit LMP2 (β1i) 

erklärt sich möglicherweise durch einen relativ erhöhten C3 (α2)-Spiegel. Dagegen 

spricht jedoch, dass die C3 (α2)-Proteinexpression bei pSS-Patienten nicht signifikant 

erhöht gemessen wurde. Ein verminderter LMP2 (β1i)-Proteinspiegel kann verursacht 

sein durch einen posttranskriptionellen Defekt der LM2 (β1i)-mRNA, eine Störung der 

Translation oder eine reduzierte Proteinstabilität der LMP2 (β1i)-Untereinheit. 
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Die funktionellen Konsequenzen einer verminderten Expression von LMP2 (β1i) wurden 

in einer T-Zell-Lymphomlinie untersucht. Spezifische Influenza-Virus-Antigene konnten 

nicht mehr über den MHC Klasse I-Weg präsentiert werden (Sibille et al., 1995). Damit 

zeigte sich, dass ein Fehlen der LMP2 (β1i)-Untereinheit sowohl die MHC Klasse I-

restringierte Antigenpräsentation als auch die MHC Klasse I-Oberflächenexpression 

direkt beeinflußt. 

 

5.9 Expressionsmuster bei anderen Autoimmunerkrankungen 

Die quantitative mRNA-Analyse der Immunoproteasomuntereinheiten lieferte bei SLE, 

Polymyositis, Sklerodermie, primärer Vasculitis und Rheumatoider Arthritis kaum 

richtungsweisende Resultate zur Regulation der Genexpression in PBMC. Hier ist die 

Proteinexpressionsanalyse überlegen und liefert Rückschlüsse auf den Pool an 

Proteasom-Untereinheiten, die in der Zelle zur Verfügung stehen. Interessanterweise ist 

LMP7 (β5i) auf Proteinebene bei allen untersuchten Patientengruppen hochreguliert 

und stellt im Rahmen seiner bekannten Schlüsselfunktion in der Biogenese von 

Immunoproteasomen keinen limitierenden Faktor dar (Heink et al., 2005). Eine 

Hochregulation von LMP2 (β1i) und MECL1 (β2i) auf Proteinebene in PBMC zeigte sich 

dagegen nicht bei allen untersuchten Patientengruppen. Es kann angenommen werden, 

dass in PBMC über die Biosynthese von Proteasom-Subtypen, die konstitutive 

Untereinheiten sowie Immunoproteasom-Untereinheiten in unterschiedlicher 

Stöchiometrie enthalten, eine Feinregulation der proteasomalen Spezifität und Aktivität 

erfolgen kann (Dahlmann et al., 2000), die möglicherweise die Generierung 

autoantigener MHC Klasse I-Liganden fördert. 

Bei Sklerodermie fand sich in dendritischen Zellen aus peripherem Patientenblut nach 

Stimulation mit einem Zytostatikum eine Umverteilung des SSc-Autoantigens 

Topoisomerase I (Scl-70) in nukleoplasmische Aggregate, die in der 

Immunfluoreszenzanalyse eine direkte Kolokalisation mit Proteasomen zeigten und 

einen funktionellen Zusammenhang mit einer veränderten proteasomalen 

Antigenprozessierung nahe legen (Chen und von Mikecz, 2005). 
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5.10  Einschränkende Aspekte der Expressionsanalysen  

Die quantitative mRNA-Analyse von PBMC ist eine leicht und schnell durchzuführende 

Screeninguntersuchung, die den Patienten nicht belastet. Es ist kritisch zu betrachten, 

dass in der vorliegenden Studie eine Mischpopulation von Blutzellen untersucht wurde. 

In diesem Zusammenhang ist beispielsweise zu berücksichtigen, dass in reifen 

dendritischen Zellen, die auch im peripheren Blut vorkommen, das Immunoproteasom 

konstitutiv hochreguliert ist (Macagno et al., 1999). 

Da keine Untersuchungen zum möglichen Einfluß der Zellpräparationsmethode auf die 

Gen- und Proteinexpression im proteasomalen System vorlagen, wurden die PBMC 

möglichst rasch verarbeitet und eingefroren, um die Einflüsse während der 

Zellpräparation zu minimieren und ein möglichst authentisches Bild der Genregulation in 

humanen peripheren Blutzellen zu erhalten. 

Eine Verifizierung der neuen Erkentnisse aus der PBMC-Analyse wird in denjenigen 

Zielgeweben erforderlich sein, die im Rahmen des jeweiligen Autoimmunsyndroms 

beteiligt sind und die der Biopsie im Rahmen der Routinediagnostik zugänglich sind, wie 

z. B. der Skelettmuskel bei der Myositis oder die Lippendrüsen beim primären Sjögren-

Syndrom, um die pathogenetische Relevanz der im peripheren Blut gemessenen 

Expressionsunterschiede auszuschließen oder zu bestätigen. 

Interessanterweise konnte die Dysregulation der LMP2 (β1i)-Expression, die beim 

primären Sjögren-Syndrom erstmals in der vorliegenden Studie entdeckt wurde (Krause 

et al., 2006), in einer prospektiven Untersuchung von Lippendrüsenbiopsien von 

Patienten mit Sjögren-Syndrom bestätigt werden (Scheffler S., Feist E., nicht publiziert). 

Weiterhin fand sich eine Hochregulation der LMP7 (β5i)-Untereinheit als 

gewebespezifische Veränderung in Lippendrüsenbiopsaten beim Sjögren-Syndrom 

(Egerer et al., 2006). 

Bei einem der insgesamt 6 Sjögren-Patienten fand sich auf Proteinebene nicht die oben 

diskutierte Abschwächung der LMP2 (β1i)-Expression (Abb.  9, Gelspur 8). Es bleibt in 

größeren Patientenkollektiven zu klären, ob dieser Fall eine Ausnahme ist, ob es eine 

Assoziation mit dem zeitlichen Verlauf der Erkankung gibt oder ob es innerhalb des 

Sjögren-Syndroms seltenere Subtypen gibt, denen möglicherweise andere 

Deregulations- und Pathogenesemechanismen zugrunde liegen. 

Es wäre eine Bestätigung der quantitativen RNA-Analysen durch unabhängige 

Methoden zu fordern, wie z. B. den Northern Blot oder die Dot Blot-Technik. Diese 
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Untersuchungen erschienen in der vorliegenden Studie nicht sinnvoll, da die teils 

geringen Expressionsunterschiede in der untersuchten Größenordnung technisch-

methodenbedingt schwer zu erfassen gewesen wären (Tabelle 6). 

Die molekulargenetischen Untersuchungen mit direkter Sequenzanalyse der 

Promotorregion des LMP2 (β1i)-Gens erbrachten keinerlei Hinweise auf genetische 

Veränderungen (s. 4.8), die möglicherweise die Funktion regulatorisch wichtiger 

Sequenzelemente stören könnten. Dennoch sind molekulargenetische Ursachen nicht 

vollkommen ausgeschlossen. Es ist denkbar, dass es andere regulatorische 

Sequenzelemente gibt, die das Expressionsmuster von Immunoproteasom-

untereinheiten differentiell beeinflussen können und möglicherweise auch weit 

außerhalb des untersuchten Sequenzbereichs liegen. In diesem Zusammenhang sind 

auch z. B. Enhancer-Elemente zu diskutieren, die die Transkriptionseffizienz 

unabhängig von ihrer Orientierung, ihrem Abstand oder ihrer Position zum Promotor 

regulieren (Hallikas et al., 2006). 

Als zusätzlicher pathogener Mechanismus wären auch Veränderungen der kodierenden 

Abschnitte von (Immuno-) Proteasomuntereinheiten und Proteasomaktivator-

untereinheiten zu berücksichtigen. Ein bekannter Polymorphismus im Codon 60 des 

LMP2 (PSMB9)-Gens ist bei Autoimmunerkrankungen wie der ankylosierenden 

Spondylitis, der juvenilen Rheumatoiden Arthritis, der Hashimoto-Thyreoiditis und dem 

insulinabhängigen Diabetes mellitus im Zusammenhang mit Veränderungen der 

Expression, der katalytischen Aktivität des Proteasoms und der intrazellulären 

Lokalisation beschrieben worden (Mishto et al., 2006). 

Bei der Biosynthese und Reifung des Immunoproteasomkomplexes spielen das 

Proteasom-Maturationsprotein (POMP) und LMP7 (β5i) eine Schlüsselrolle (Heink et al., 

2005). Um Rückschlüsse auf eine gesteigerte Immunoproteasom-Synthese zu ziehen, 

wäre die simultane Messung der Expression von POMP und LMP7 (β5i) auf mRNA- 

und Proteinebene erforderlich. Weiterhin sollten biochemisch-funktionelle 

Untersuchungen angeschlossen werden, um eine mögliche veränderte, spezifische 

katalytische Aktivität des Proteinkomplexes festzustellen. 

Die meisten signifikanten Ergebnisse zum Expressionsprofil der Immunoproteasom-

Untereinheiten und der Proteasom-Aktivatoruntereinheiten fanden sich bei größeren 

Patientenkollektiven. Die anderen Patientengruppen mit wesentlich kleinerer Fallzahl 

zeigten ebenfalls die Tendenz zur Regulation auf mRNA- oder Proteinebene. Diese 

Meßwerte lieferten wegen der relativ geringen Patientenzahlen keine statistisch 
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signifikanten Ergebnisse. Die Diagramme in Abb.  5 - Abb.  7 zeigen jedoch auch neben 

den signifikanten Daten den Median und den Streubereich der Meßwerte dieser 

Patienten, die den direkten Vergleich mit den Normalkontrollen erlauben, die jedoch 

insbesondere bei Sklerodermie, Polymyositis, primärer Vasculitis und Rheumatoider 

Arthritis an größeren Fallzahlen bestätigt werden sollten. 

Die Verlaufsuntersuchungen bei einigen Patienten deuten darauf hin, dass das 

Proteinexpressionsprofil im proteasomalen System eine komplexe Regulation zeigt, die 

in den meisten Fällen nicht durch eine einfache gleichsinnige Erhöhung oder 

Verminderung einer bestimmten mRNA und ihrem zugehörigen Translationsprodukt 

erklärt werden kann. Insbesondere kann die mRNA normwertig sein und das 

entsprechende Protein über die Norm reguliert sein und umgekehrt. Außerdem können 

Transkript und Protein einer bestimmten Proteasomuntereinheit, die zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten im Krankheitsverlauf gemessen werden, nicht 

gleichsinnig reguliert sein. Auch der Untersuchungszeitpunkt im Krankheitsverlauf kann 

die Meßergebnisse beeinflussen. Zusätzliche proteolytische Faktoren, die außerhalb 

des proteasomalen Systems eine wesentliche Rolle bei der Erzeugung antigener 

Epitope spielen wie z. B. die Tripeptidylaminopeptidase II (Kloetzel, 2004b), sollten in 

künftigen Expressionsstudien nicht vernachlässigt werden. 

Weiterführende funktionelle Genanalysen sowie Transkriptom-Proteom-Vergleiche an 

größeren Patientenkollektiven sind erforderlich, um die zugrunde liegenden molekularen 

Mechanismen besser zu verstehen und innovative, spezifische und nebenwirkungsarme 

Therapiestrategien zu entwickeln. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG 

Das proteasomale System spielt eine Schlüsselrolle bei der Aktivierung und 

Regulierung der Immunantwort und scheint auch in die Pathogenese von 

Autoimmunprozessen einbezogen zu sein. Bei einer Reihe von Erkrankungen des 

rheumatischen Formenkreises wurde das Genexpressionsprofil ausgewählter 

proteasomaler Untereinheiten in peripheren mononukleären Zellen aus menschlichem 

Blut (PBMC) im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen untersucht. 

Mit Hilfe der quantitativen Real-time RT-PCR wurde die mRNA-Expression der 

Interferon-γ-induzierbaren Immunoproteasomuntereinheiten, der Proteasomaktivator-

untereinheiten PA28α und PA28β sowie zweier konstitutiver Untereinheiten in PBMC 

analysiert. Gleichzeitig wurde auch die Proteinexpression ausgewählter proteasomaler 

Untereinheiten durch quantitative Immunoblot-Analyse gemessen, um die Regulation 

auf Transkriptom- und Proteom-Ebene eingehender zu verstehen. 

Die untersuchten Erkrankungen SLE, primäres Sjögren-Syndrom, idiopathische 

inflammatorische Myopathie, Slerodermie, Vasculitis und Rheumatoide Arthritis gelten 

als systemische Autoimmunopathien. 

Erwärtungsgemäß waren unter systemischer Inflammation die Proteasom-

Untereinheiten LMP2 (β1i), LMP7 (β5i), MECL1 (β2i) und PA28α bei dem 

überwiegenden Teil der untersuchten Autoimmunerkrankungen auf Proteinebene 

verstärkt exprimiert. Die parallele Quantifizierung von mRNA- und Proteinexpression 

zeigte ein charakteristisches proteasomales Expressionsmuster beim primären Sjögren-

Syndrom. Auf Transkriptebene waren die Interferon-γ-induzierbaren Untereinheiten 

LMP2 (β1i), MECL1 (β2i) und die Proteasomaktivator-Untereinheit PA28α deutlich 

hochreguliert. Auf Proteinebene zeigte sich jedoch eine LMP2 (β1i)-Defizienz, die auf 

eine signifikante Deregulation der proteasomalen Expression beim primären Sjögren-

Syndrom hindeutet. Hinweise auf genetische Veränderungen des LMP2 (PSMB9)-

Promotors fanden sich nicht. 

Bei SLE, Polymyositis, Sklerodermie, primärer Vasculitis und Rheumatoider Arthritis 

zeigte sich auf Transkriptebene keine wesentlich veränderte Regulation der 

Genexpression in PBMC. Dagegen sprechen die experimentellen Daten für signifikante 

Veränderungen der proteasomalen Proteinexpression. 

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass das proteasomale System bei 

systemischen Autoimmunerkrankungen in seiner Expression signifikant beeinflusst ist. 
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Dies kann im Wesentlichen durch die Induktion verschiedener (Immuno-) 

Untereinheiten unter den Einfluss von pro-inflammatorischen Zytokine erklärt werden. 

Auf Grund der zentralen Funktion des Proteasoms in der Regulation von Immunantwort, 

Apoptose, Zellzyklus und –homöostase ergibt sich daraus die begründete Annahme 

einer direkten Rolle in der Pathogenese dieser Krankheitsbilder. Von besonderem 

Interesse ist der Nachweis einer Deregulation der Immunoproteasomuntereinheit LMP2 

(β2i) beim primären Sjögren-Syndrom. Diese Arbeit bereitet somit die Grundlage für 

weiterführende Untersuchungen zu regulatorischen, molekularen Defekten im 

proteasomalen System bei Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises.  
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