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Abklrzungsverzeichnis

Alle nicht in die Deutsche Sprache zu Ubersetzerd#iirzungen wurden aus dem englischen

Original ibernommen.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1  Autoimmunitat und Toleranz

Autoimmun bedingten Erkrankungen liegt eine komelestérung der Immunregulation zu
Grunde, bei der genetische, immunologische und en@d-aktoren zusammenwirken. Grol3e
Bedeutung kommt hierbei der Fahigkeit des Immumsystzu, gegen korpereigene Strukturen
tolerant zu sein. Eine Abnahme von Toleranz kamnBilidung von Autoantikérpern zur Folge
haben. Autoantikdrper sind bei rheumatischen Autoimerkrankungen wie z.B. dem
systemischen Lupus erythematodes (SLE) oder Sjégyadrom (SS) nachweisbar und gelten
als Parameter, mit denen Aussagen uber den Veuiadifdie Prognose dieser Erkrankungen
getroffen werden konnen. Autoantikérper kénnen gedroteine (intrazellulare Enzyme,
Rezeptoren, Strukturproteine), Glykoproteine (&t&lykoprotein 1), Nukleinsduren (DNA,
RNA), Phospholipide (Cardiolipin) oder Glykosphitigale (Ganglioside) gerichtet sein.
Daruber hinaus lassen sich Autoantikorper abhangig der zellularen Lokalisation gegen
nukledre Antigene (Ro/SSA, La/SSB, Doppelstrang-DMADNA], Sm, Scl-70, Fibrillarin),
zytoplasmatische Antigene (Jo-1, Keratin, Proteias sowie spezielle Zellorganellen
(Mitochondrien, Spindel- Apparat, Enolase) nacheseisVon besonderer Bedeutung ist das
Verstandnis der Mechanismen, die zur Induktion &atoantikbrpern fihren. Erkenntnisse, wie
und warum Autoantigene wie z.B. Ro/SSA bevorzugh vautoantikbrpern erkannt werden,
kénnen zur Klarung der bisher ungeklarten Pathageren Autoimmunerkrankungen beitragen.
Ro/SSA ist ein intrazellular lokalisierter Nukleingen-Proteinkomplex, der sich in fast allen
menschlichen Zellen nachweisen lasst. In dieserifnvird ein Konzept zur quantitativen
Bestimmung der mRNA-Expression von Ro/SSA52 in Bellen vorgestellt. Hieraus ergeben
sich neue Ansétze zur Entwicklung von Diagnostid 0 herapieverfahren fur Anti-Ro/SSA52-

vermittelte photosensitive HautmanifestationenlLlgius erythematodes.

1.2 Klinische Manifestationen, Diagnose und Pathogeneskes SLE

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) wirceimle Erkrankung aufgefasst, bei der viele
klinische Symptome in einem Krankheitsbild vereirsmd. Es ist eine nicht ansteckende, nicht

bosartige, nicht infektiose Erkrankung, welche &ogig Frauen (10:1) im gebarfahigen Alter



Einleitung

betrift und die durch eine gesteigerte Synthesen Wutoantikdrpern, zirkulierenden
Immunkomplexen und Entzindungen in verschiedenegam@n gekennzeichnet ist. Das
Auftreten der Autoantikdrper kann den klinischen nifl@stationen um Monate bis Jahre
vorausgehen. Besonders auffallig sind Unterschiadder Reaktivitat von Lymphozyten und
dendritischen Zellen (DC), die mit genetischen Yeegtungen verbunden sind. Zusatzlich treten
Abweichungen in der Synthese und Freisetzung votokityen auf' Neben genetischen
Veranderungen sind epigenetische Faktoren wie dethyierung von DNA sowie die

Modifizierung von Histonen von Bedeutufg

Der Lupus erythematodes lasst sich in verschiederenen klassifizieren. Die systemische
Form (SLE) wird von der hautassoziierten Form igdieieden. Zur letzteren werden der
diskoide Lupus (DLE), der durch Entzindungsrealdion und narbig abheilende
Hautmanifestationen gekennzeichnet ist, sowie dbalkut kutane Lupus gezahlt (SCLE). Bei
dem SCLE ist eine photosensitive chronische Hagirwiung charakteristisch, die meistens
ohne Narbenbildung abheilt. Zusatzlich treten Sdiodeen auf, zu denen der Medikamenten-
induzierte LE und der neonatale LE gezahlt wirde veltweite Erkrankungshaufigkeit fr den
SLE liegt bei 17-48/100.000 Personen, die HaufigikeEuropa betragt zwischen 12-64/100.000
Personen. Nach Schatzungen der Deutschen Rheumamfadie Pravalenz des SLE in
Deutschland bei etwa 40.000 Personen. Afroamerikame Asiaten sind haufiger (3:1) betroffen
als Personen kaukasischer Abstammurer SLE kann sehr viele Organe betreffen, so dass
klinische Bild variiert. Typisch ist das schmetiegsférmige Erythem im Gesicht, welches sich
durch Exposition von UV-Licht verstarkt manifeséarkanr’. Dariiber hinaus treten Symptome
wie Alopezie, Vaskulitiden der kleinen Gefal3e deutl Mundschleimhautentziindung oder das
Raynaud-Syndrom auf. Eine chronische Pleuritis, gmodliche Arthralgien der grof3en und
kleinen Gelenke mit Schwellungen und Luxationsaathien sowie Tenosynovitiden sind bei

SLE-Patienten haufig vorhanden.

Im Rontgenbild lassen sich auch nach jahrelangemawe keine (oder sehr geringe)

Veranderungen der angrenzenden Knochen, wie etwa dbe rheumatoiden Arthritis,

nachweisen. Ein wesentliches Kriterium bei der D@sg des SLE ist der Nachweis

antinuklearer Antikdrper (ANA) im Serum. Hierzu #&h Anti-Doppelstrang DNA-Antikorper

(Anti-dsDNA), Anti-Sm-Antikdrper (Anti-Sm), Anti-Poispholipid-Antikorper, Anti-Cardiolipin-

Antikorper, Anti-Histon-Antikorper sowie Antikbrpegegen Ro/SSA und La/SSB. Desweiteren
2
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finden sich haufig eine erhohte Blutsenkung und Biutbild Anamie, Leukozytopenie,
Thrombozytopenie sowie Erythrozyten-und Leukozyyéinder. Die Komplementfaktoren C3
und C4 sind beim aktiven SLE vermindert. Der Nadsw®n roten Blutkdrperchen und/oder
von Eiweild im Urin spricht fir eine LupusnephritBei Hautmanifestationen des SLE kdnnen
mittels Immunhistologie typische Ablagerungen vamiunkomplexen und Komplement in der

Grenzschicht der Epidermis, das Lupus-Band, naciegew werden.

1.2.1 Autoantikdrpernachweis bei SLE
1.2.1.1Antinukleére Antikorper (ANA)

Bei Autoimmunerkrankungen wird auf Grund einer gghiteten Ausrichtung des humanen
Abwehrsystems korpereigenes Gewebe fadsnd angesehen und bekampft. Dieser Prozess
besteht lebenslang und kann bis zur vollstandigerstd@rung der betroffenen Organe fihren.
Manche Autoantikdrper richten sich gegen bestim@tgane, andere wiederum sind nicht
organspezifisch und richten sich gegen bestimmliib&&tandteile. Zu diesen gehoéren die ANA,
die gegen Bestandteile des Zellkernes gerichtet i unter Verwendung von Hep-2-Zellen in
der indirekten Immunfluoreszenz nachgewiesen wer@sa weitere Differenzierung erfolgt
mittels ELISA-Verfahren, Line-Assays, Autoantikorpdikroarrays, Gelprazipitation oder
mittels Western-Blot. ANA sind bei mehr als 95% @iE-Patienten positiv. Extrem selten sind
ANA negativ, bei positivem Befund fir Anti-Ro/SSA@utoantikbrper. Der Nachweis von
ANA deutet nicht zwangslaufig auf eine Autoimmurrarkkung hin, da diese auch bei Gesunden
und bei Patienten mit nicht-rheumatischen Erkragkumn wie chronischen Hepatitiden,
Tumorerkrankungen und akuten Infektionskrankhe(®BIC, Malaria) vorhanden sein kénnén
Die klinischen Symptome missen immer in die Diagstslung mit einbezogen werden. Es
gilt, dass die Diagnose SLE gestellt werden daeipnvbei positiven ANA drei weitere Kriterien
nach Klassifikation der ACR zutreffend sifid

1.2.1.2Anti-DNA-Autoantikorper

Anti-DNA-Autoantikérper gelten als wichtiger Paratme(Marker- Antikorper) fur die Diagnose
des SLE du sind mit einer Nephritis assozitértAnti-DNA-Autoantikorper lassen sich in zwei

3
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Hauptgruppen, Doppelstrang (dsDNA)-und EinzelstrésgDNA)-Autoantikorper unterteilen.
SsDNA-Autoantikdrper gelten als nicht spezifischr fSLE, da diese in Patienten mit
verschiedenen rheumatischen Erkrankungen nachwessich DsDNA-Autoantikorper werden
abhangig von der Aktivitat der Erkrankung in Ub&&« der Patienten mit SLE detektiert. Die
Spezifitat eines positiven Befundes in Chritidiaaslomfluoreszenz-Tests betragt 95%, das diesen
Autoantikdrper zu einem Hauptparameter fir die B@asgstellung macht. Die Bedeutung von
Anti-dsDNA-Autoantikdrpern zeigt sich darin, dasstrazellulare DNA die Entstehung von
Immunkomplexen beglnstigt, welche im weiteren Kraitsverlauf zu ausgepragten
Organschaden fuhren. Das Auftreten von Anti-dsDNéteantikorpern wird durch
immunstimulatorische Eigenschaften von genomiscB&A von Bakterien erklart. Diese
beruhen auf immunstimulatorischen Oligonukleotidgyg-Oligonukleotiden (cpg-DNAJ®, die
u.a. die Proliferation von B-Lymphozyten induzier&enomische DNA von S&augetieren weist

keinecpgNukleotide auf und besitzt daher auch keine imrtiongdatorische Aktivitat™.

1.2.1.3Anti-Sm-Autoantikdrper

Anti-Sm-Autoantikorper werden als krankheitsspetzifi fir den SLE angesehen. Zwischen
einem positiven Test und der Auspragung von klimésc Symptomen des SLE besteht oftmals
ein Zeitintervall von ca. 1,5 Jahréh Autoantikorper gegen Sm-Proteine weisen mit 999 e
hohe Spezifitat, aber eine geringe Sensitivitdt &drumtiter werden auch bei Patienten mit
anderen Erkrankungen detektiert. Die Autoantikdrpiexd gegen mehrere Proteine gerichtet
(B/B’, D1, D2, D3, E, F, G), welche ein Teil klemem Zellkern lokalisierter Proteinkomplexe
(U-snRNP’s) sind. Unter diesen werden B/B’, D1, &8 haufigsten detektietf. Klinisch sind
Sm-Autoantikérper mit Nierenentzindung, Lungenfd@o Perikarditis assoziiert und weisen
unabhéngig vom Titer der dsDNA-Antikorper eine hoKerrelation zur Aktivitdt der
Erkrankung auf. Das zusatzliche Auftreten von Admdern gegen snRNP kann mit einer

Nephritis, Raynaud-Phanomen bzw. Myositiden veriearskin.
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1.2.1.4Anti-Ro/SSA-Autoantikorper

Anti-Ro/SSA-Autoantikérper werden in 25-60% (Tabelll) der Patienten mit SLE
nachgewiesen, bei Patienten mit der subakut kutkonem des SLE, dem neonatalen Lupus, bei
Lupus mit einem Mangel an Komplementfaktoren (C2) €owie dem SS treten diese in tber
90% der Falle auf®. Bei Letzterem ist eine Entziindung von Speichskeniitypisch, bei dem
Anti-Ro/SSA-Autoantikérper im Driisengewebe und daasfihrungsgangen der Drisen
nachgewiesen werden. Manifestationen aul3erhalbDdésen fuhren zu Lymphadenopathie,
Splenomegalie und Vaskulitis. Anti-Ro/SSA-Autoabtiger konnen mit typischen SLE-Markern
wie dsDNA-und Sm-Autoantikdrpern gemeinsam auftreteler dienen als Marker fur eine
gutartige Form des SLE (Ro/SSA-positiver SLE). ARt/SSAG60-Autoantikdrper gelten als
spezifischer als Anti-Ro/SSA52-Autoantikorper, datere separat bei elf Prozent der Patienten
mit SLE nachgewiesen werden. Als Nachweismethodam Autoantikérpern gegen Ro/SSA
haben sich die indirekte Immunfluoreszenz, die Imdiiflusion, Western-Blot (MOLT-4-
Extrakt) und ELISA-Verfahren etabliert. Anti-Ro/SSMutoantikorper sind mit Photosensitivitat,
interstitieller Pneumonie, Zytopenie sowie Hypergaaglobulindmie assoziiert und korrelieren
mit einer guten Prognose. Das Auftreten von AntIS&A-Autoantikdrpern zusammen mit Anti-
dsDNA-Antikorpern macht dagegen eine Beeintracimigder Nierenfunktion wahrscheinlich.
Der Nachweis von Symptomen des SS und des SLEalg@verlap-Syndrontbezeichnet. Diese
Patienten weisen Anti-Ro/SSA-und La/SSB-Autoanfiedy ein signifikant erhéhten HLA-DR3-
Genotyp, Trombozytopenie, Haut- und ZNS-Erscheienrauf’.
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Autoantikdrper

klinische Assoziation

Immunfluoreszenzbild

gegen
40-70% bei aktiven Fallen, .
dsDNA i o homogen, nukleéar
Nephropathie, ,ZNS- beteiligung,
Sm 15-30% der Félle, ZNS- epunktet, nuklear
Beteiligung, Nephropathie gep '
U1-RNP 30-40% der Fille, Raynaud- gepunktet, nuklear
Symptome, MCTD
25-60% der Falle fein gepunktet, nukleédr, auch ANA
Ro (SS-A) SCLE,NLE, C2/C4-Defizienz bis negativ maglich
90%
La (SS-B) 10-30% der Falle, ) .
. fein gepunktet, nuklear
75% bei NLE
95% medikament0ds induziert, bdi
Histone SLE 70%,

pulmonale Fibrose bei
Sklerodermie

homogen, nuklear

Phospholipide

25% bei unselektierten SLE-

Patienten, Thrombose, Aborte,
Thrombozytopenie, hamolytische
Anamie

negativ

Ku homogen, nukle&r und nukleolar
bei Polymyositis, Sklerodermie g
ssDNA 70% der aktiven Falle negativ
HSP 90

5-50% der Falle

nicht beschrieben

Tabelle 1

Ubersicht der mit SLE-assoziierten Autoantikorméehe auct®.

1.2.2 Die pathogenetische Bedeutung von Anti-Ro/SSA-Autodikdrpern bei LE

Das Ro/SSA52-Autoantigen wird 1969 als ein |oslechgtoplasmatisches Antigen beschrieben,

welches mit Seren von SLE-Patienten reagiéH. Clark et al definiert es alsRo-Partike]

abgeleitet vom Namen des Patienten, dessen Sersitiv@uf dieses Antigen reagiert.
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Ro/SSA-Autoantigene

‘ Western-Blot ‘ Indirekte Immunfluoreszenz zum
Nachweis von Ro/SSAS2

Ro/SS-A "
60 kDa — : v
52 kDa ™ —48kDa
La/S5-B
-
"e
-
A B
Abbildung 1 Die Detektion von Ro/SSA52 durch Anti-Ro/SSA-damtikdrper ist in Abbildung 1A

durch Western-Blot-Analyse, in Abbildung 1B durchdirekte Immunfluoreszenz erfolgt. Die intrazeltgla

Lokalisation von Ro/SSA52 (rechtes Bild) ist duesh feinkdrniges, granuléres Muster gekennzeichnet.

Bei Lupuspatienten ist das Auftreten von Autoaniiiein gegen Ro/SSA ungewdhnlich haufig
mit photosensitiven Hauterscheinungen assoZitért Diese konnen durch das Einwirken von
Sonnenlicht noch verstarkt auftreten, da epidermikratinozyten Hauptzielzellen bei
immunologisch bedingten Schéaden in der Haut sinrdathe des verstarkten Vorkommens von
Autoantikdrpern ist eine UVB-abhangige verstarkiaddng von Anti-Ro/SSA,-Anti-La/SSB,-
Anti-(RNP)-oder Anti-SmD-Autoantikérpern an Zellmbranen von Keratinozyten. Diese l&asst
sich sowohl bei Lupuspatienten wie auch bei gesuriRlsonen nachweiséfi*> Die Bindung
von Autoantikdrpern erfolgt auf Grund einer Trahksition von intrazellularen Autoantigenen auf
die Zelloberflache sowie einer erhthten Genexpoessi

Eine Vielzahl von Einflissen wie das weibliche Sskormon Ostrogen, virale Proteine und
proinfammatorische Zytokine sind an der Induktioler Genexpression von RO0/SSA in

Hautzellen beteiligt?’:

Morphologische Veranderungen von Zellen sind dahé&ufig
nachweisbar. Charakteristisch ist die Akkumulatron Ro/SSA-Autoantigenen in apoptotischen
Blebs. Diese Anreicherung fuhrt durch posttranstedlle Modifizierung (Phosphorylierung,

Methylierung oder Glykosylierung) zu strukturelleModifikationen der Proteine®
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Autoantikdrper koénnen dadurch an Epitope bindere giosttranslationell unverénderte
Ro/SSA52-und Ro/SSAG60-Proteine nicht aufweisen.gBhgierte Proteine aus apoptotischen
Zellen haben darliber hinaus eine 1000-bis 10000-fathere Potenz zur Generierung von
MHC-Komplexen, die in eine Aktivierung weiterer Sajwege resultiert>** Die Erkenntnisse
fuhren zu der Hypothese, dass die immunologischepf&mglichkeit von Hautzellen mit
Antikdrpern zu reagieren, durch exogene Faktorezinfiesst werden kann. Die Translokation
und/oder Induktion von Autoantigenen auf Zellmemmerawird als eine Moglichkeit angesehen,
Immunzellen zu aktivieren und unterschiedliche imoiogische Reaktionen hervorzuruféri®
Die auftretenden Autoantikdrper lagern sich in Inmkemplexen zwischen Epidermis und
Dermis ab*’

Die Bindung von Anti-Ro/SSA52-oder Anti-Ro/SSA60+4Aantikdrpern kann eine
Mediatorfunktion in immunologisch sensibilisiertdaut austiben, da Antikérper in Anwesenheit
von Effektorzellen zu einer zytotoxischen Lyse (ADC sowie zu einer gesteigerten
Opsonierung eingedrungener Mikroorganismen, Fretiedzetc. befahigt sind. Die Aktivierung
der ADCC in Keratinozyten wird durch PBMC, neutrdphGranulozyten oder &tural Killer
(NK)-Zellen vermittelt. Anti-Ro/SSA-Autoantikdrper koémm Ro/SSA-Proteine auf der
Oberflache lebender und apoptotischer Keratinozipieden, PBMC hingegen binden den Fc-
Teil von Immunoglobulinen. Zellkulturexperimenteigen, dass Zielzellen, die mit Antigenen
beschichtet waren, durch PBMC aus Anti-Ro/SSA-pa=it Seren zerstort werden. Die
experimentell ausgeldste zytotoxische Reaktiongnae Ahnlichkeit mit Gewebeschaden, die
in Hautlasionen von Lupuspatienten festgestelliderr®. In Zellen von SLE-Patienten tritt eine
starkere Zytotoxizitat sowie starkere Bindung vontiA/Ro/SSA-Autoantikbrpern auf als in
normalen Zellen®. Keratinozyten kénnen durch komplementvermitteligse und ADCC
zerstort werden, wobei die komplementvermittelterew&beschaden reversibel sind.
Gewebezerstérungen durch ADCC werden daher eineReged Bedeutung an der

Immunpathologie des photosensitiven Lupus erythedest zugeschrieb&f*

1.2.2.1Bedeutung von Keratinozyten als antigenprasentierate Zellen

Keratinozyten werden als semiprofessionelle anpggsentierende Zellen (APC) angesehen, da
sie durch Expression von Proteinen fur die Immueenking, MHC-1I-Proteinen, Antigene bzw.

Autoantigene prasentieren. MHC-Proteine sind ka@igene Antigene auf der Zelloberflache
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von Korperzellen. Semiprofessionelle APC stehen plefiessionellen APC wie dendritischen
Zellen und Makrophagen gegenuber, die ihren Urgpausschliel3lich im Knochenmark haben.
Professionelle APC kénnen T-Lymphozyten ein praeetss Antigen mittels MHC-II-Proteinen
prasentieren. T-Zellen bendtigen fur die Aktiviegutie Bindung von MHC-II-Proteinen zum T-
Zellrezeptor (TCR/CD3-Komplex) sowie kostimulatche Molekile (B7-1 und B7-2) durch
Interaktion mit CD28". In Keratinozyten von gesunden Spendern werden NMH@lekiile
auf der Zellmembran exprimiert, die durch Stimuatmit Zytokinen wie IFNy *? oder UVB*
hochreguliert werden. Erst die durch Stimulatiorprerierten MHC-II-Proteine machen die
Aussendung kostimulatorischer Signale fur T-Zetwiglich.

An transgenen Mausen wurde die B7-1-ExpressionKauatinozyten bestétigt. Nach Kontakt
mit exogenen Antigen ist B7-1 an einer Verstarkutgy Immunantwort beteiligf*. Die
spezifische Bindung von Anti-Ro/SSA-Autoantikdrperm Ro/SSA-Proteine lasst sich in SCID-
Mausen zeigen, denen menschliche Haut transplamtigde. Die Injektion von Anti-Ro/SSA-
positivem Serum fuhrte nicht zu einer bevorzugtes#fldung von Ro/SSA-Immunkomplexen
im Blutkreislauf der Maus, sondern in der transpéten humanen Haut. Die Entstehung der
Immunkomplexe wird mit einer hoheren Verfugbarkeih Ro/SSA in der Epidermis gegentber
dem Blutkreislauf angesehen. Dieses Modell erklitspezifische Bindung von Anti-Ro/SSA-
Autoantikdrpern in der Epidermis, die in der Maui auch bei Patienten mit LE identisch

ablauft*,

1.3 Intrazellulare Transportwege von Ro/SSA-Ribonukleopoteinen (Ro-RNP)

Das Expressionsniveau der einzelnen Ro-RNP-KomRréSSA52, Ro/SSA60, La/SSB) wird
unterschiedlich bewertet. Die Molekiile des La/S3$8téins wurden pro Zelle 100-fach héher
gemessen als Molekille von Ro/SSA52 und Ro/SSKBIR0/SSAG0 wird mehrheitlich im
Zytoplasma, Ro/SSA52 dagegen im Kern von Zellerchm@sben. Ro-RNP sind zusammen mit
Y-RNA im Zytoplasma vorhandeft’. In Untersuchungen an Eizellen des Krallenfrosches
(Xenopus laevis) wird diese Verteilung bestatigei Baugetieren sind alle Zellen, in denen Y-
RNA vorhanden ist, mit Ro/SSA60-und La/SSB-Proteinad nur zu einem Teil mit Ro/SSA52
assoziiert*®° Im Zellkern existiert eine ungebundene Form vonSSA60 und La/SSB-
Proteiner’’, ungebundene Ro/SSA52-Proteine sind im Zytoplasmrizandert™.
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Der zytoplasmatische Transport von Proteinen undARN den Zellkern erfolgt Uber
Mikroporen, Nuclear Pore Complexe@NPC), die in der aul3eren Kernmembran lokaliserd.
Kleine Proteine konnen Uber Diffusionsprozesse deallkern erreichen, groRe Proteine
bendtigen zum Import oder Export Transportproteidie als Nuclear Localisation Signals
(NLS) bezeichnet werdetf. Im Zytoplasma der Zelle werden NLS durch Rezegtaerkannt,
welche Proteine zur au3eren Kernhiille transportides erfolgt anschlieRend die Bildung eines
Protein-Rezeptor-Komplexes, der durch die au3erariembran in das Nukleoplasma verlagert
wird. Auf Grund der Lokalisation der Ro-RNP konredle Proteinkomponenten in den Zellkern
eintreten. Die fur diesen Transfer bendétigte Ermergird durch eine GTPase (Ran/TC4)
bereitgestellt. NLS-Rezeptoren und Ran/TC4 sindhnBessoziation des Komplexes wieder

verwendbar und kénnen in das Zytoplasma zuriickketirg, ebenso wie hY-RNA®,

Analog zu Importvorgangen wird auch der Transfen WRroteinen in das Zytoplasma durch
Signalproteine gesteuert. Diese Blisclear Export Signal$NES) bezeichneten Proteine weisen
keine sequenzspezifischen Ahnlichkeiten mit NLS. @it Exportkapazitat von Proteinen ist
vom Ausmaf der nukledren Speicherung abhangidgrir den Export von RNA ist GroRe,
Ladung und Assoziation zu Proteinen von grof3er Beenhg, passive Exportmechanismen sind
sehr unwahrscheinlich®®® Die Geschwindigkeit, mit denen t-RNA und Y-RNA idas
Zytoplasma transportiert werden, ist unterschiédlBer Transport von 50% mikroinjizierter t-
RNA in das Zytoplasma dauert weniger als 30 Minufén dieselbe Menge an Y-RNA werden
mehr als 8 Stunden bendtigt. Verantwortlich hierifitr die starke Bindung von Y-RNA zum

La/SSB-Protein, durch das Ribonukleinsauren effizie Zellkern zuriickgehalten werd&h
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Oberfléiche

ﬁytoplasma

D )

B npe
& NS dmport T%
. -NLS (Exporf) Ro/SS-A
Abbildung 2 Modell der nukledren und zytoplasmatischen Vieirig von Ro- RNP’s in humanen

Keratinozyten. Modifiziert nach Pruijn et &f.

1.4  Biochemische Eigenschaften der Ro/SSA-Autoantigene

Das Ro/SSA-Autoantigen wird in verschiedenen Gewehle eine l0sliche zytoplasmatische
Komponente beschrieben, die eine Resistenz gegepiiiteolytischen Enzymen aufweist. Die
exakte Grol3e des Proteinkomplexes wurde zunéchsimem Molekulargewicht von 61,00 kDa
angegeberi*®2 1986 erfolgt der Nachweis eines Proteins von 52ki» ein Bestandteil des
Ro/SSA-Autoantigens. In mehr als 50% der untergrctRatientenseren werden Antikdrper
gegen Proteine mit einem Molekulargewicht von 52kldad 60kDa detektiert, 30% sind
ausschlieBlich Ro/SSA52 positiv, 2% sind Ro/SSA68itpv. Zusatzlich sind weitere Proteine
wie La/SSB oder Sm vorhandéh Affinitatsgereinigte Antikorper aus Patientensereagieren
spezifisch mit Ro/SSA52 und Ro/SSA60 sowie mit des'SSB-Protein. Das die Antikorper
keine Kreuzreaktivitat zeigen, wird mit der Existeron verschiedenen Epitopen begriindet, die
auf immunologisch nicht identisch vorliegenden FB#S2-und Ro/SSA60-Proteinen befttit

Ro/SSA-Proteine weisen im nativen Zustand Unteestshiauf: affinitditschromatographisch
gereinigte Anti-Ro/SSA60-Antikorper préazipitiereQkba-Proteine, Anti-Ro/SSA52-Antikdrper
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prazipitieren Proteine der GroRe von 52kDa und @&OkBlier ist demnach ein Teil von
RoO/SSA52-Protein mit dem Ro/SSA60-Protein assdziiél. Durch Isolierung und
Charakterisierung einer cDNA, die fur das gesamtgeih kodiert, wird Ro/SSA52 als separate
Struktur identifizier®®. Bedingt durch das Fehlen der Kreuzreaktivitat zhéscden Antikrpern
sowie dem Fehlen eines gemeinsamen proteaserésisté&egradationsproduktes ist das
Ro/SSA52-Protein kein Abbauprodukt von Ro/SSA60n&éminosauresequenz zeigt keine
Homologie mit Sequenzen des Ro/SSA60-und La/SSBe®®. Der Nachweis von Zink
Chelaten am NEEnde, auch alZink-Finger bezeichnet, und die zentral gelegen&uzin-
Zippersind firr die DNA-oder RNA-Bindungsfahigkeit von SS&A52 verantwortlichi’.

In humanen Zellen wurden vier Ro/SSA-spezifischeARMten nachgewiesen und sequenziert
(hY1, hY3, hY4 und hY5), die in einer Lange von B4 112 Nukleotiden vorliegeff. Wie
Abbildung drei zeigt, weisen hY-RNA-Molekile einéefformige Sekundarstruktur auf, an
deren Basis Ro/SSA-Proteine an eine proteasemggisiRegion binden. Der untere Teil des
Schaftes weist ein einzelndsauchig aufgeweitetes Nukleotid auf, das ein wesentliches
strukturelles Element von RNA-Protein-Bindungssteltiarstellf’. Die Bindung von Ro/SSA60
an das hY-RNA-Molekul 16st eine Konformationséndeyaus, die die Bindung des Ro/SSA52-
Proteins an den Ribonukleoproteinkomplex ermdgli€hé Anbindung von La/SSB an die hY-
RNA wird durch das Nukleosid Uridin beglnstigt umdrd nicht durch andere Proteine
beeinflusst. Eine Anbindung von Ro/SSA-Proteinerandere RNA-Spezies fuhrt zur Bildung
ahnlicher Protein-RNA-Komplex&.
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Abbildung 3 Schematische Darstellung des Ro/SSA-Ribonukt#emkomplexes, der aus 52kDa,-
60kDa-und 48kDa (La-Protein) Proteinen bestehtadieine hY-RNA gebunden sind.

1.5 Molekularbiologische Charakterisierung des Ro/SSA5Autoantigens

Die molekularbiologische Charakterisierung von F8AS2 ist durch die Isolierung und
Klonierung der vollstandig kodierenden cDNA erfofgf® Die cDNA wurde aus der humanen
T-Zell-Linie MOLT-4 und der hepatischen Tumorzelle HepG2 generiert. Nach Bestimmung
der Nukleotidsequenz des Proteins kann ein einzelmserahmen einer GrolRe von 475
Aminosauren identifiziert werden, der einer Molekuhasse von 54,1kDa entspricht (siehe
Abbildung 4). Am NH-Ende des Proteins sind zwegink-FingerDoméanen, im zentralen
Proteinabschnitt eiheuzin-ZippefAreal und am COOH-Ende mehrere rfp-Domanen loieatis
Die in Ro/SSA52 vorhandenedink-Finger zeigen keine typischen Sequenzhomologien mit
bekannterzink-FingerStrukturen, so dass der genaue Mechanismus ddeiNs&ure-Bindung
ungeklart ist’®. Das Leuzin-ZipperAreal von Ro/SSA52 (AS 211-232) befindet sich im
zentralen Proteinabschnitt und ist an der Formatam Protein-Dimeren sowie Protein-Protein-

Interaktionen beteiligt. Es ist maRgebend fir @irelung an DNA'.
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Nach Sequenzanalyse kdnnen drei Proteine idemtifizverden, die einen hohen Grad an
Homologie mit Ro/SSA52 aufweisen. Es handelt sichein regulatorisches Proteinegulatory
Protein T Lymphocyte-{rptl-Protein) der Maus, das humanetRransformingProtein (rex
sowie das Bt-Finger-Protein(rfp-Protein). Sequenzvergleiche ergeben eine éibstimmung
von 50% in der Aminosaureabfolge in den NEhden. In allen Proteinen sind die
Expressionsmuster von Zystein in démk-FingerArealen hoch konserviert. Das Ro/SSA52-
Protein weist eine hohere Ahnlichkeit zum rfp -bzptl-Protein auf als rfp-und rpt1-Proteine
untereinander. Proteindomanen von rfp und rptl eredbher als eine Art Subklasse \#&ink-

Finger-Proteinen aufgefas&t’?

Zink-Finger-Domine Leuzin-Zipper-Domine rfp-Dominen

Alpha -helical

NH?2 - E COOH

1 I 1 I 1 1
0 100 200 300 400 500

A PV Sy, B
VE C VG Kg
F G G
P H Q G
D s s s
L F I v
C C C C
1S £ q ES 4 a
c’/ “c 7 ¢
-~ 16 39 _—Css 54
Abbildung 4 Schematische Abbildung der Struktur von Ro/SSAR#e Grolle des Proteins

entspricht einem Leserahmen von 475 AminosaurensifitsZink-FingerRegionen (AS 1-135)L.euzin-Zipper-
Areale (AS 197-232) sowie Homologien mit desgulatory protein T lymphocyte-(tptl) der Maus und dem
humanenred finger protein(rfp) nachweisbar (AS 293-472). In A und B ist d@&mliche Konformation zweier

Zink-FingerAreale dargestelit.

Das Ro/SSA52-Protein wird durch ein einzelnes CGaatidet, das eine DNA-Molekilmasse von
10kB aufweist® und durch sieben Exons charakterisierf1t Das Gen befindet sich auf dem

kurzen Arm von Chromosom 11 Neben dem Volllange-Protein-Form) existiert eine alg-
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Form bezeichnete zweite Variante, die sechs Exofwgesst. Das Ro/SSAFR2Protein ist 45kDa
grof3 und ein Produkt alternativen mRN#plicingsvon Exon drei zum Exon funf. Bedingt durch
das Uberspringen von Exon vier fehléeuzin-ZipperAreale, welche fir die DNA/RNA-
Bindung wichtig sind. Alternativ vorhanden&ink-Finger ermdglichen funktionell die
DNA/RNA-Anbindung”.

Das Ro/SSA52-Protein wurde als Substrat fur Ubiylierung charakterisiert. Durch die im
zentralen Proteinabschnitt vorhandenen ringférmigeateinareale wird Ro/SSA52 als E3-
Ligase fur Ubiquitin beschrieben. Abzubauende Rmetaverden durch die Ubiquitinylierung
bevorzugt am Proteasom markiert und entsorgt. RAB3Sist demnach mit verringerter
Lebensfahigkeit und verzogerter Proliferation vorelleh assoziiert, dass sich durch
Uberexpression des Proteins in aktivierten B-Lyngytien (nach CD40-Stimulation) bestéatigen
lasst. Ro/SSA52 moduliert als E3-Ligase Gene, weeldie Induktion von Apoptose
beeinflussefl, dariiber hinaus ibernimmt das Protein Funktioneder Qualitatskontrolle von
Ribosomen. Urséchlich sind geringfiigige Anderunigeder Struktur von zahlenmaRig wenigen
Ribosomen durch abnorm gefaltete RNA, die zu dineilegung von bislang nicht zuganglichen
Determinanten (Strukturproteinen) filhré Als Folge davon wird die Entstehung von

Autoimmunitat gefordert.

1.6 TNF-a, TNF-a-Rezeptoren und systemische Autoimmunitét

Die proinflammatorisch wirkende Zytokin TNdF-wird unter physiologischen Bedingungen als
Antwort auf Infektionen und bei immunologischen &digungen produziert. Es beeinflusst die
zellulare Differenzierung, die Zellproliferation dirden Zelltod. Abweichungen in der TNF-
oder TNFea-Rezeptorsynthese flihren zu Stérungen des Immuemagstdie immunaktivierend
oder immunsuppressiv sein kénnen. Die homoostati&dlance des Immunsystems wird nach
Exposition von Antigenen durch die kontrollierte indhation von expandierenden
Zellpopulationen, wie T-und B-Lymphozyten oder APR&Lreicht. TNFe vermittelt den
immunstimulatorisch bedingten Zelltod, c#ivation Induced Cell Death(AICD) in T-
Lymphozyten’® sowie die FAS-L induzierte Apoptose in LymphozytBie Effekte von TNFa
werden Uber zwei verschiedene OberflachenrezeptdiéR-RI und TNF-RII vermittelt. In den

Abbildungen funf und sechs ist eine schematischestBilung dieser Rezeptoren und der
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jeweiligen Liganden dargestellt. TNF-RI und TNF-Rdind Transmembran-Rezeptoren, die
extrazelluléar reich an Zystein siffl Diese werden aufgrund der unterschiedlichen Siruik
zwei Subklassen unterschieden. Das Vorhandense@n@e¢ath DomainDD) definiert die erste
Gruppe, zu der TNF-RI und FAS gezahlt werden. NBetdung von Liganden werden DD-
assoziierte Signalproteine aktiviert, welche BMF Receptor Type |-associated Death Domain
Protein TRADD (fir TNF-RI) und ald-as-Associated Protein with Death Domd&ADD (fur
FAS) bekannt sind. Rezeptoren, die eine DD besgaahin der Abbildung vier grau umrahmt.
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Nature Reviews | Cancer

Abbildung 5 Graphische Darstellung voieath Receptors(griin) und ihrer Liganden (rot).

Rezeptoren, an die eif@ath Domain(DD) gebunden ist (grau unterlegtes Feld), sindizduktion von Apoptose
fahig.
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Abbildung 6 Schematische Darstellung der Induktion von ApopiasEeratinozyten, die zu einem

Verdau intrazellularer Substrate, zu Kernkondepgatind zu Kernfragmentation fuhrt.

Der Komplex aus TNF-RI und Signalproteinen fuhrt Rekrutierung und Aktivierung von
verschiedenen zellspaltenden Enzymen (Kaspasen)tams$kriptionsfaktoren widF-«B und

damit zur Induktion von Apoptog$&

Die zweite Gruppe von TNE-ahnlichen Rezeptorproteinen, zu der TNF-RII z&kttdirekt an

Bindungsproteine gekoppéit. Die Stimulation von TNF-RII induziert die Rekrmeiting von

Apoptose-inhibierenden Proteinemnhibitor of Apoptosis Protein 1,2c{AP1, c-IAP2).

Dieselben Proteine werden auch fur den (hauptsdchlproapoptotischen) TNF-RI-
Rezeptorsignalkomplex rekrutiert und vermitteln i@moptotische Effekte®”. Neben der

Hemmung von Apoptose ist TNF-RII an der Aktivierumgn proinflammatorisch wirkenden
Signalkaskaden beteiligt und fuhrt synergistischt MNF-RI zu einer Verstarkung der
Apoptos&®® Verschiedene Modelle dienen hierbei zur Erklareiey TNF-RIl-vermittelten

Apoptose®®®.

Homotrimerisches TNF liegt als Zusammensetzungedreionomerischer Rezeptorketten zu

einem Komplex vor, bei dem die zytoplasmatischemBioen nebeneinander angeordnet sind.
17



Einleitung

Die TNF-Rezeptorkomplexe werden in Abwesenheit gganden auf der Zelloberflache fir
den Zusammenbau vorbereitet. Die in vivo Aktivikadh TNF-RIl wurde in transgenen Mausen
nachgewiesen. Die Synthese des Rezeptors verkiuflaus und Mensch in ahnlich hohen
Konzentrationen, fuhrt aber in transgenen Mauseanderen Syndromen. Diese sind durch eine
erhohte NF-«B-Aktivitat und durch ein reduziertes B-Lymphozytenkpartment
gekennzeichnet. Der tddlich verlaufende inflammatbre Phanotyp der transgenen TNF-RII-
Rezeptormaus entfaltet sich unabhangig vom NachvaisTNFa, LT-a oder TNF-RI®, In
Experimenten miKnockoutMausen wird gezeigt, dass beide Rezeptoren atndektion von
Apoptose und an der nachfolgenden Entfernung vongemspezifischen T-Lymphozyten

beteiligt sind’#%%

1.7  Anti-TNF- a-Therapien bei rheumatischen Autoimmunerkrankungen

Bei der Behandlung von rheumatischen Autoimmunetuagen werden mehrere Medikamente
erfolgreich eingesetzt, die durch die Blockierureg dnflammatorischen Botenstoffs TNF eine
stark entzindungshemmende Wirkung besitzen. Ein ikdetent aus dieser Gruppe ist
Etanercept (Enbr€), das ein Fusionsprotein aus dem TNF-RII-Rezeptiordem Fc-Teil von
IgG1 darstellt. Es kann l6sliches TNFbinden, und somit verhindern, dass das Zytokin an
seinen membranstandig&ezeptorandockt. Entziindungsprozesse werden nicht melgehiss.
Zusatzlich bewirkt der Wirkstoff eine Blockierung@sl TNF-Rezeptors auf der Zelloberflache.
Infliximab (Remicad®) als ein weiteres Medikament ist eichimarer Antikdrper aus
menschlichem und tierischem Protein (Mensch/Mau3jeser verteilt sich schnell im
Gefal3system, wo er noch bis zu acht Wochen spatdweisbar ist. Der Antikdrper blockiert
die TNFa-gesteuerte Freisetzung von entziindungsauslosefytekinen und fihrt in vielen
Fallen nach zwei Wochen zu einer Reduktion der ltrdangen. Da Infliximab eighiméares
Produkt aus menschlichen und murinen Proteinerkistnen Uberempfindlichkeitsreaktionen

auftreten.

Der erste vollstandig humanisierte Antikorper gegeNF-o, Adalimumab, ist aus dem
Genmaterial menschlicher Lymphozyten hergestelitd uveist ein geringeres Potential

unerwinschter Nebenreaktionen im Vergleich zuxirfiab auf.
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1.7.1 Rheumatoide Arthritis (RA)

Von Etanercept, Infliximab und Adalimumab konntezegjgt werden, dass sie effizient
inflammatorische Prozesse und Gelenkdestruktiorendér RA unterdriicken kénnen und zu
einer Reduktion von Autoantikdrpern wie dem Rhewktdr (RF) oder zitrullinierten Peptid-
Autoantikérpern (Anti-CCP-Autoantikorper) filhréh®® Der Einsatz von Adalimumab erweitert

die Therapieoptionen der Rheumatoiden Arthritis wirdl in groRen Studien gepriift

1.7.2 Psoriasis-Arthritis (PsA)

Die Therapiestandards der Psoriasis-Arthritis (PsAJ &hnlich zu denen der RA und schliel3en
nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAID), Antirheuniktea (DMARD) und Immunsupressiva ein.
TNF-a wird aufgrund seiner regulativen Eigenschaftere giathogenetische Bedeutung bei der
PsA zugeschriebeff°® Doppelblindstudien zeigen, dass eine sechswocBieandlung mit
Infliximab zu einer signifikanten Verbesserung vGrreaktivem Protein (CRP), Blutsenkungs-
geschwindigkeit (BSG) sowie des Krankheitszustan@sgsicians Global Assessment, PGA)
fuhrt ¥’ Langerfristige Studien liegen hier v8r

1.7.3 Ankylosierende Spondylitis (AS)

Zur Therapie der ankylosierenden Spondylitis (A®yden NSAID, Sulfosalazin und DMARD
verwendet. TNFa-Serumspiegel korrelierten mit dem KrankheitsindBath Ankylosing
Spondylitis Disease Activity Ind¢BASDAI) °°. Der Erfolg einer Therapie mit Adalimumab ist
in klinischen Studien beledt.

Die langerfristige Anwendung von TN#Blockern ist mit einem erhohten Risiko fur
Nebenwirkungen verbunden. Hierzu zahlt die Induktvon Autoantikérpern, Lupus-ahnlichen
Symptomen und ein eigenes Krankheitsbild, Bierg-Induced Lupus Erythematos(BILE) *°*
Der genaue Mechanismus, wie Autoantikorper beirehmtéi-TNF-a-Therapie induziert werden,
ist unklar. Bedeutsam ist der Einfluss von TiFRuf die Typ I-FN-Synthese (IFN}, der durch

eine Anti-TNFa-Therapie unterdriickt wird. Die dadurch gesteigeAktivitat IFN-a-
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abhangiger Gene beginstigt die Entstehung von Atit@apern. TNFe-Blocker sollten
deshalb bei Patienten mit SLE zurtckhaltend soveigbegrenzt angewendet werddfine
strenge Indikation vorausgesetzt, hat die Anti-ToNFherapie bei Lupuspatienten mit

ausgepragter Nierenentziindung oder starken Hauesgationen positive Effekte gezef§t'®
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2 Fragestellung

Der systemische Lupus erythematodes stellt den ot einer systemischen
Autoimmunerkrankung dar, der durch vielfaltige Ongenifestationen und den Nachweis von
Autoantikdrpern gegen nukleare Antigene charakegtisist. Zu den haufig detektierten
Autoantikdrpern gehoren Anti-Ro/SSA-Antikorper, dieh insbesondere bei SLE-Patienten mit
sekundarem Sjogren-Syndrom oder mit photosensitieutmanifestationen nachweisen lassen.
Die Assoziation zwischen kutanen Manifestationed dan Anti-Ro/SSA-Autoantikorpern lasst
eine Rolle dieser Autoantikorper in der Pathogemwesmuten. In der Epidermis von entziindeter
und nicht-entziindeter Haut von SLE-Patienten sirgls-Ablagerungen einschlie3lich
Autoantikdrper gegen Ro/SSA vorhandé*®> Hierbei wird angenommen, dass UVB-
Exposition sowie proinflammatorische Zytokine wie NA-a durch Induktion der
Oberflachenexpression von Ro/SSA auf Keratinozya@nden Ablagerungen beteiligt sind.
Mittels Zell-ELISA lie3 sich eine TNBE-abhéangige, erhthte Membranexpression von
Ro/SSA52 auf Keratinozyten zeigen®®*®® durch die teilweise photosensitive
Hautmanifestationen bei Lupus erythematodes erk@rden kénnen, da eine UV-Exposition
wiederum die Freisetzung von TNF in Keratinozytem iMastzellen fordert®. Es ist bislang
noch nicht ausreichend beschrieben, wie sich di&lArBnd Proteinexpression des Ro/SSA52-
Autoantigens in Keratinozyten in Gegenwart des rgl@ammatorischen Zytokins TNE&-

verhalten.

Ziel dieser Arbeit ist es daher, eine quantitafN&R zur zu entwickeln, um die Effekte von TNF-
o auf die Transkriptionsrate des Autoantigens Rofs5/k Keratinozyten zu untersuchen und
mit den schon vorliegenden Daten zu der Expressmm Ro/SSA52 auf Proteinebene zu
vergleichen. Weitergehend soll geklart werden, &b seine eigene Freisetzung vermehrt
fordert sowie an der Freisetzung von sekundardanmhatorischen Zytokinen wie IL-6 und IL-
8 beteiligt ist. Die Bestimmung der Transkripticater von Ro/SSA52 wird durch die relative
Quantifizierung mittels externer Standards undHagshaltsgenes GAPDH ermittelt. Die TNF-
a-abhangige mRNA-Expression von Ro/SSA52 soll mit deRNA-Expression eines anderen
Autoantigens (Sm-D1) verglichen werden. Desweitesetl die Rolle der TNF-RI-und RII-
Rezeptoren bei der TNé-induzierten-Ro/SSA52-mRNA-Expression bestimmt weerdDie

Untersuchungen sollen letztlich dazu beitragen, Risle des proinflammatorischen Zytokins
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TNF-a in der Pathogenese von Anti-Ro/SSA52-assoziieHamtmanifestationen bei Lupus

erythematodes aufzuklaren.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Materialien fur zellbiologische Arbeiten

Zentrifugationsrohrchen 50ml (Corning Costar, USA)
Zentrifugationsrohrchen 15ml (Corning Costar, USA)

ReaktionsgefalRe 0,5ml (Eppendorf, Deutschland)
ReaktionsgefalRe 2,0ml (Eppendorf, Deutschland)
Reaktionsgefalie 1,5ml (Eppendorf, Deutschland)
automatische Pipettierhilfen (Hirschmann, Deutsutija
Pipetten (5/10/25ml) (Abimed, Deutschland)
Pipettenspitzen (Fisher Scientific; USA)

Sterilfilter (Millipore, USA)

Zellkulturflaschen 25c/mCorning Costar, USA)
Zellkulturflaschen 750ﬁ1(Corning Costar, USA)

Zellkulturflaschen 125cﬁ1(Corning Costar, USA)

Glaspipetten 5/10/25ml, steril (DRFZ, Berlin)
Biopure Safe- Lock-Tubes (Fisher Scientific, USA)
-1,5ml (DNAse -und RNAse frei)
-2,0ml (DNAse -und RNAse frei)

3.1.1.1Kulturmedien und Zuséatze
RPMI 1640-Kulturmedium (DRFZ, Berlin)

Keratinozytenmedium Epilifé(Tebu, Deutschland)

-CaCb, 60pM
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-EDGS (Epilife Defined Growth Supplement) beinhalWachstumsfaktoren, Insulin,

Glukocortikoide

Phosphatgepufferte Saline (PBS) (Biochrom, Deugsal

Fetales Kalberserum FCS (Sigma, Deutschland)
Trypsin/EDTA (Sigma, Deutschland)

Accutas® (PAA, Osterreich)

Penicillin (GIBCO, Schottland)

Streptomycin (GIBCO, Schottland)

3.1.1.27ellen

Es wurden humane transformierte Keratinozyten Ha[28®6] und priméare Keratinozyten von

gesunden Personen verwendet.

3.1.1.3Reagenzien fur den Nachweis von Apoptose
Annexin-V-FITC (Becton Dickinson, USA)

Inkubationspuffer (DRFZ, Berlin):
-Hepes-Puffer 1M
-CaCh 1M
-NaCl 5M

Propidiumjodid (PI), 50pg/ml (DRFZ, Berlin)

3.1.2 Materialien fr molekularbiologische Arbeiten

3.1.2.1Reagenzien fur die mRNA-Extraktion
Qiaprey Spin Miniprep Kit (Qiagen, Deutschland)
OligotexX’ Direkt mMRNA Mini Kit (Qiagen, Deutschland)
OligotexX’-Suspension (Qiagen, Deutschland)

RNAse-ZAP (Sigma, Deutschland)
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3.1.2.2Reagenzien fir die cDNA-Synthese und PCR-Amplifikabn

Erststrang-Puffer:

-Tris-HCI, 250mM (Invitrogen, Niederlande)
-KCl, 375mM (Invitrogen, Niederlande)
-MgCl,, 15mM (Invitrogen, Niederlande)

Oligonukleotide (Oligo-dt) 500ug/ml (Invitrogen, @éderlande)

First-Strand SynthesiKit fur die RT-PCR (Invitrogen, Niederlande)
-DTT 0,1M
-dNTP-Mix, 25mM

-Superscript I, 200 Unit/ml

DEPC-HO (Diethyldicarbonat) (DRFZ, Berlin)

BioTherm™ 10x-Puffer (Rapidozym, Deutschland)

Forward Primer, 10pM/ul

Reverse Primer, 10pM/ul

BioTherm™ Tag-Polymerase, 500U/ml (Rapidozym, Dehitnd)

3.1.2.3Amplifikationskits fur die Realtime-PCR

Fir die Expressionsanalysen der Zielgene und H#sgkae sind Reagenzien von Roche

Diagnostics (Deutschland) verwendet worden.

Light Cycle® RNA Amplifikation Kit Hybridisation Probes
Light Cycle® RNA Master Hybridisation Probes

Light Cyclef® h-R2MGHousekeeping Gene Set

Light Cycle® hHRPTHousekeeping Gene Set

Light Cyclef® hG6PDHHousekeeping Gene Set
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3.1.3 Puffer und Lésungen
3.1.3.1elektrophoretische Trennung von DNA
3.1.3.1.1 TAE-Puffer

TAE-Puffer50x: Tris, 40mM

-EDTA, 1ImM

Der pH-Wert wurde mit Eisessig auf 7,8 eingestalkty Puffer fir 30min autoklaviert und
anschlieBend bei Raumtemperatur gelagert.

3.1.3.1.2 DNA-Ladepuffer

DNA-L&ngenstandard, Marker VI (Roche Diagnosticsindheim)
DNA-Ladepuffer 5x: Tris-Acetat 100mM, pH 7,5
-EDTA, 50mM
-Ficoll (Biochrom, Berlin, Deutschland)
-SDS
-Bromphenolblau (Invitrogen, Heidelberg, Deutschlian
-Xylencyanol (Invitrogen, Heidelberg, Deutschland)
Der DNA-Ladepuffer wurde fir 30min autoklaviert urahschlieRend bei Raumtemperatur

gelagert.

3.1.3.1.3 Ethidiumbromid

Ethidiumbromid (EtBr), 0,7mg/ml

3.1.3.2ZKlonierungen

Luria Bertani Medium (LB-Medium)
-Trypton, 1,0g/100ml
-Hefeextrakt, 0,5g/100ml
-NacCl, 0,5g/100ml

Fir die LB-Agarplatten wurde hinzugefugt:
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-Agar, 1,5g/100ml
Das LB-Medium wurde fir 20min autoklaviert und t@r Zugabe von Ampicillin (100pg/ml)
auf 50°C gekdhilt.
Ampicillin 50mg/ml (Sigma, Deutschland)

3.1.4 Laborgerate

CASY-Zellzahler (Scharfe-System GmbH)

Durchflusszytometer FACS Calibur (Becton DickinstigA)
Zellsortierer FACS LSR (Becton Dickinson, USA)

Heraeus Brutschrank BR 6000 (Heraeus Instrumergst{ddhland)
Herasafe Sterilbank (Heraeus Instruments, Deutsdhla

Heraeus Biofuge F-161621 (Heraeus Instruments,dobland)
Heraeus Megafuge 1.0-Zentrifuge (Heraeus Instrusp&eutschland)
Heraeus Multifuge 3 S-R (Heraeus Instruments, blasd)

Light Cyclef®-Instrument (Roche Diagnostics, Deutschland)
Spektralphotometer UV-12 (Shimadzu, Japan)
Video-Graphic-Printer UP890CE (Intas Science ImggDeutschland)
Agarose Gelkammern (Biorad, Deutschland)
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3.2  Methoden
3.2.1 Zellkultivierung humaner Keratinozyten

Primare Keratinozyten wurden aus klinisch unauffégdi Epidermis gesunder Personen
gewonnen (Bauchdecken-und Mammareduktionen). Diépdration der Haut und die
Herstellung der Kulturen wurden in Kooperation riitau Dr. Christa Johnen, Klinik fur
Allgemein-,Viszeral-und Transplantationschirurgier dCharité, Universitatsmedizin Berlin,
durchgefuhrt. Die Startkultur stellte die Kultivierg der frisch aus der Epidermis isolierten
primaren Keratinozyten dar. Nach dem DoppelverdauDispas€ und Trypsin/ETDA wurden
50.000 Zellen in 75cfiZellkulturflaschen pipettiert und mit dem Kulturdiem Epi-Life®
(sowie EGDS, Penicillin und Streptomycin) bei 371®d finf Prozent C®Gehalt im

197 erfolgte analog zu den

Brutschrank kultiviert. Die Kultivierung von HaC&Eellen
Primarzellen in 75cfKulturflaschen mit RPMI-1640-Zellkulturmedium urlisatz von 10%

FCS, Penicillin und Streptomycin.

Vor der Passagierung wurden priméare Keratinozyt#rPBS gewaschen und mit 5ml Accut3se
(bei HaCaT-Zellen mit 5ml Trypsin/EDTA-L6sung) albig. Die Zugabe einer zehnprozentigen
PSB/FCS-L6sung diente der Inaktivierung der Acaftaszw. Trypsin. Nach dem zentrifugieren

wurde das Zellpellet in Kulturmedium resuspendigrd in neue Kulturflaschen ausgesat.

3.2.2 Nachweis von Apoptose

Eine frihzeitig messbare Veranderung apoptotiscAetien ist die Translokation von
Phosphatidylserin (PS) von der Innenseite auf di@ehseite der Zellmembrdff Durch die
gleichzeitige Anfarbung der Keratinozyten mit Flesceinisothiocyanat (FITC)-markiertem
Annexin-V und Propidiumjodid (PJ) konnte die Velnag der Zellen auf frihe und spate Phasen
des Zelltodes bestimmt werden. Spate Phasen deptég® sind durch Auflésung der
Zellmembran in einzelne Bestandteile, durch Fragireemg des Zellkerns und durch den

Abbau intrazellularer Substrate gekennzeichnet.
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3.2.2.1Quantifizierung der Apoptose durch Annexin-V und Propidiumjodid (PJ)

0,5x10 Keratinozytenzellen wurden in 400p! Annexin-Puffaifgenommen und mit FITC-
markiertem Annexin-V fir 10min inkubiert. Die Farmuder Keratinozyten mit PJ erfolgte fir
30 Sekunden kurz vor der Analyse am FACS-Calibuci#eter.

3.2.2.2Annexin-V-Zellsortierung

Nach dem Ablésen primarer Keratinozyten von dent€gefalien erfolgten eine Filterung und
die Farbung mit Annexin-V, die im vorigen Kapiteedzchrieben wurde. Die Analyse und
Sortierung wurde mittels Fluozytometer LSR Il duefiihrt. Annexin-V-negativ und Annexin-
V-positiv gefarbte Zellen wurden gewaschen unddiér Extraktion von mRNA in Lyse-Puffer

aufgenommen.

3.2.3 RNA-Extraktion aus Zellen

Die mRNA aus Keratinozyten wurde auf direktem WagRNAse-freier Umgebung gewonnen.
Die Gerate, Arbeitsflachen und Plastikmateriali@ipéttenspitzen) wurden dafir mit RNase-
ZAP® behandelt.

3.2.3.1Extraktion von mRNA aus Keratinozyten

Zur Extraktion wurde der Oligotex-mRNA-direkt-KiQ{agen) genutzt, die mRNA nach den
Angaben des Herstellers aus primaren Keratinozyteh HaCaT-Keratinozyten extrahiert. Die
Methode beruht auf einer Hybridisierungsreaktionisziven Poly-ATails eukaryotischer

mRNA-Molekiile und von Oligomeren einer Festphaserim#Oligotex®-Suspension). Nach
Extraktion wurde mit einem Spektralphotometier= 260nm) die Konzentration der mRNA

bestimmt'®®, das Probenmaterial bei -30°C tiefgefroren.
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3.2.4 Umschreibung (Reverse Transkription, RT) von RNA incDNA

Die Reaktion erfolgte mit der RNA-abhangigen DNAWPoerase Reverse Transkriptase, das
Reaktionsprodukt ist eine zur eingesetzten RNA-Matkomplementare Einzelstrang-DNA
(cDNA). Zur Umschreibung zu cDNA wurde die Molon®urine Leukemia Virus Reverse
Transkriptase (MMLV-RT) nach Angaben des Herstsllemgesetzt. Nach der Synthese der

cDNA wurde das RNA-Template zur Vermeidung von Seléustrukturen denaturiert.

3.2.4.1DNA-Gelelektrophorese

Hierzu wurde 1,5%ige Agarose mit TAE-Puffer in dédikrowelle erhitzt, nach dem Abkuhlen
mit einer 1%igen Losung von Ethidiumbromid versetzt in eine Gelkammer gegossen. Nach
20min regelieren wurde die DNA fur 45min bei 75Vigairennt. Als Laufpuffer wurde TAE-
Puffer verwendet, als Langenstandard fur den Blerean 154 - 2176 bp diente der DNA-
Marker VI (Roche Diagnostics). Die Detektion der ®Nrfolgte mittels UV-Durchlichtlampe

mit angeschlossener CCD-Kamera.

3.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase GHaeaction, PCR} werden selektiv
Abschnitte der DNA exponentiell amplifiziert. E€R-Zyklus besteht aus drei Schritten:

1. Hitzedenaturierung der Doppelstrang-DNA, dabei widid DNA in Einzelstrange
aufgespalten.
2. Anlagerung von PrimernApinealing)an die DNA-Einzelstrange bei einer spezifischen
Temperatur.
3. Synthese des komplementaren DNA-DoppelstrangegiiExin).
4. Finale Denaturierung.
Den Zyklen wird eine Denaturierungsphase von 3mamangestellt, die die vollstandige
Denaturierung der Target-DNA (Matrizen-DNA) gewdstet.
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PCR-Bedingungen Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 94°C 3min
Denaturierung 94°C 1min
1.-3.| 35 Zyklen Annealing 57 - 59°C 0,5min
Extension 72°C Imin
4. Finale Denaturierung 72°C 10min
Schluss 4°C Endlos
Tabelle 2 PCR-Protokoll zur Amplifizierung von Ro/SSA52 aaBNA von HaCaT-Keratinozyten.

3.2.5.1Primerdesign

Die Herstellung von Primern und die Auswahl der Hiyisationssonden fiir Ro/SSA52, TNk-
GAPDH und Sm-D1 wurden von der Firma TIB-MOLBIOLd#in, Deutschland) durchgefihrt.
Um die Spezifitat der Hybridisationssonden zu edmiind um eine mdogliche Amplifizierung
von genomischer DNA zu vermeiden, wurde die Lange 8onden und Primer groRer als die

Exon-Intron-Grenze gewahlt.

Aus den Herstellerangaben der kommerziellen Arnkplifonskits fur R32-MG undG6-P-DH

lieRen sich die Sequenzen von Primern und Hybtidisssonden nicht ersehen.
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Genbezeichnung

Primersequenz

Quantifizierung von Ro/SSA52,-TN&-Sm-D1-mRNA eingesetzt wurden.

RO/SSA52 Sense 5-AAgCTCCAggTggCATTAg
(1099bp) | Antisense 5'-CAgAgTTCATggggAAAAGA
Ro/SSA52 | Sense 5'-gAgTTggCTgAgAAQTTggAAgT
(598bp) Antisense 5-TgTCACATCTACCTCCCAQTAATg
Ro/SSA52 | Sense 5-gCAgCAAAAAAACTTCCTggTTy
(167bp) Antisense 5-gAgCTgTggCACCTTCQgATC
Ro/SSA60a | Sense 5-TCAAgAAggCAgAACCACAAAg
(1458bp) | Antisense 5-ggAgATTAgCTgggAAQTAQCTg
Ro/SSA60b | Sense 5-TCAAgAAggCAgAACCACAAAg
(1360bp) | Antisense 5-ACAgTTCCACCTgCACTCC
GAPDH Forward 5-ACAgTCAgCCgCATCTTCTTTTg
(960bp) | Reverse 5-ACgCCTgCTTCACCACCTTCT
GAPDH Forward 5’-gCAggggggAgCCAAAAg
(292bp) Reverse 5-AggCAgggATgATgTTCTggA
TNF-a Forward 5-CTCTggCCCAggCAgTC
(518bp) Reverse 5'-ggCgTTTgggAAggTTggAT
Sm-D1 Forward 5'-gCTAggATgAAgCTCgTgAgATTT
(220bp) Reverse 5'-CgAATACTCAQCgTTTCCAgC
LC-Sonden | FL 5-gCCTCTTTCTCCCCCAQgATTCTCAgQC
fur LC red 640 5-CTCCCTCTCATCCTTCTCCAgQCTCCTgC
R0/SSA52
LC-S"onden FL 5-CCCAgAAgACTgTCgATggCCCCTCC
fur LC red 705 5-AAACTgTggCgTgATggCCgCg
GAPDH
LC-Spnden FL 5'-gCATTggCCCggCggTTC
fur LC red 640 5'-CCACTggAgCTgCCCCTCAQCT
TNF-a
LC-Sonden | FL 5'-CTgACATCCACACCTQTgATTgTTCC
fur LC red 640 5-TggACCTgTgTTCCgTTCTTCAATTCA
Sm- D1
Tabelle 3 Auflistung von Primern und Fluoreszenzsonden, fédie die konventionelle undRealtime
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3.2.6 Klonierung und Transformation

Die Klonierung wurde mit dem TOPO™ TA Cloning K¥ersion H, (Invitrogen) mit Zellen
vom Stamm TOP 10F durchgefuhrt und erfolgte naem é&ngaben des Herstellers. Das
Verfahren beruht auf dem Prinzip einer Hybridisiegwzwischen den A/T-Uberhangen und der

nachfolgenden Integration des Inserts tiber die mygdne Topoisomeras¥.

In der nachfolgenden Transformation wurden dierRids in Bakterienzellen aufgenommen und
anschlieend Uber Vektor-kodierte Selektionsmagkdr einem entsprechenden N&hrmedium
kultiviert. Neben den Antibiotikaresistenzen wirdeii das lacZ-Gen, das fur die 3-Galaktosidase
kodiert, die sogenannte Blau/Weil3-Selektion ernobigliDie Expression dieses Gens wird durch
das Laktose-Analogon Isopropyl3-D-Thiogalactopysaio (IPTG) induziert. Die -
Galaktosidase spaltet 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylf&sBlaktopyranosid (X-Gal) in den blauen
Farbstoff 5-Brom4-Chlorindigo und in die Zuckerkoomente Allolaktose. Die Integration von
Fremd-DNA unterbricht hierbei den Leserahmen deg-@ens und fuhrt zur Inaktivierung der
3-Galaktosidase. Dadurch wird die Spaltung von Xa@ahindert und Klone mit Insert werden
nicht angefarbt, Kolonien, die den Ursprungsveldbne Insert aufgenommen haben, weisen
eine dunkelblaue Farbung auf. Pro Klonierung wurdehzwei LB Amp-Agarplatten je 40pul
IPTG (20mg/ml) und X-Gal (20mg/ml) ausplatiert. Didatten wurden fur 45min bei 37C°
inkubiert und mit 50 - 150ul des Transformationsdrss Giberschichtet. Die Inkubation erfolgte
fur 12 - 16h bei 37C°.

3.2.6.1FlUssigkulturen

Durch den Ansatz von Flussigkulturen wurden aubende Mengen an amplifizierter DNA
hergestellt. Einzelne Klone wurden mit autoklawgertPipettenspitzen von den Agar-Platten
abgenommen und in LB-Medium Uberfuhrt. Die Inkubatder Kulturen erfolgte flr 12 - 16h

und 220 rpm in einem Schuttel-Inkubator.

3.2.6.2solierung und Charakterisierung von Plasmiden

Die Isolation der Plasmide erfolgte mit dem Qiafréiniprep-Kit nach Herstellerangaben.

Durch alkalische Lyse und tber den Zusatz von RNAseurden die Bakterienzellen geoffnet.
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Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand aué éinionenaustauscher-Saule gegeben und
erneut zentrifugiert. Die Saule wurde mit ethankipeam Puffer gewaschen und in sterilem
Wasser 1min inkubiert. Nach Zentrifugation konnte Blasmid-DNA eluiert werden. Durch
Fallung liel sich die Plasmid-DNA in einem 1%igegafosegel (Spannung 90mV) auftrennen.
Rezirkularisierte TA-Kloning-Vektoren wurden aufu®d ihres héheren Molekulargewichts von

Plasmiden mit gréReren Insert unterschieden.

3.2.6.3Colony-PCR (CPCR) zur Charakterisierung von Inserts

Integrierte  Genabschnitte  werden  dieColony-PCR (CPCR) von  mdglichen
Klonierungsartefakten unterschieden. Ausgangsnadteler CPCR sind Bakterienzellen oder
angesetzte Flussigkulturen. Nach Aufnahme von 2@ulFlissigkultur in steriles B erfolgte
die PCR-Amplifizierung mit denselben Primern, die flie Ausgangs-PCR verwendet wurden.
Die PCR mit gereinigter DNA ist durch eine verlarnigeinitiale Denaturierungsphase sowie
durch eine Reduktion von Zyklus-Zahl und Extenskeitsgekennzeichnet. Endprodukte der

CPCR wurden anschlieRend auf einem 1%igen Agarbsefgetrennt.

Colony-PCR (CPCR)
Reagenzien Volumen pro Ansatz
H20 20,75ul
BioThern® 10x-Puffel 2,51

dNTP 2,5mM 0,2ul
Forward Primer (1L0pM/ml) 0,25ul
Reverse Primer (10pM/ml) 0,25pl
BioThern? Tag-Polymerase 1pl

Tabelle 4  PCR-Protokoll de€olony-PCR(CPCR)
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PCR-Bedingungen Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 94°C Smin
Denaturierung 94°C 1min
1.-3. | 30 zyklen Annealing 57 - 59°C 0,5min
Extension 72°C 1,5min
4. Finale Denaturierung 72°C 10min
Schluss 4°C endlos

Tabelle 5 PCR-Bedingungen d&olony-PCR(CPCR).

3.2.7 Durchfiihrung der quantitativen PCR mit dem Light Cy cler®-Instrument

Die Quantifizierung wurde mit dem Light Cyctef(Roche Diagnostics) durchgefiihrt. Das
Probenmaterial wurde dafiir in Kapillaren auf ein@robenkarussell umgefillt und deren
Position automatisch tGber dem Fluorimeter optimibie Fluoreszenzfarbstoffe wurden in den
Spitzen der Kapillaren durch eine LED angeregt. eEikombination von Spiegeln und

wellenlangenspezifischen Filtern leitete die emitd Fluoreszenzstrahlung zu Photohybriden

(530nm, 640nm, 710nm), welche die Signale digitait@rverarbeiten.

3.2.7.1Messprinzipien

Das Messprinzip beruht auf einem Energietrangt&rprescence Resonance Energy Transfer
(FRET), zwischen zwei fluoreszenzmarkierten Molekil (Hybridisationsproben). Nach
Bindung der Hybridisationsproben an DNA wird Energn Form von Licht von der ersten
Donor-Hybridisationsprobe auf die zweitdkzeptorHybridisationsprobe Ubertragen. Da die
Messung des Signals einmal pro Zyklus nach AaenealingPhase erfolgt, ist emittierte

Fluoreszenzintensitat direkt proportional der MeageDNA.
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1A 18
/7“&\_
g V
Donor- Akzeptor-
Forward-Primer Hybridisationprobe Hybridisationprobe Reverse-Primer
5 <
L ST .
DNA-Einzelstrang
Abbildung 7 Das Messprinzip der quantitativen PCR mit dem htigCyclef beruht auf einem

EnergietransfeiFluorescence Resonance Energy TrangleRET) zwischen zwei Fluoreszenzmolekilen, einer
Donor-Hybridisationsprobe und détkzeptorHybridisationsprobe, deren emittiertes Licht pdnal der Menge
von DNA ist.

3.2.7.2Quantitative Einschritt-PCR (Realtime-RT-PCR)

Bei Durchfiihrung der quantitativen Einschritt-PCele Abbildung 8) wird als erster Schritt
die cDNA-Synthese durchgefihrt, an die sich ohndlicdtee Unterbrechung die PCR-
Amplifizierung anschliel3t. Dieser Vorgang wird dardie bereits im Reaktionsgemisch
vorliegenden RNA-und DNA-Polymerasen mdglich.

[Frabe] _,. [miNa]__, [Na] __, [Froduid

Vorbereitung Isolation Detektion
reverse Transkription Amplifikation
o RoS2. TNE-o | 3—G40mm
5 — 0
@(\2 @ —_— GAPDH A=705nm L\
Abbildung 8 schematischer Ablauf einer quantitativen EindtRCR zur Bestimmung
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In Gegensatz zur konventionellen PCR sind bei dentitativen PCR Fluoreszenzkurven uber
der Zeit die mal3gebenden Grof3en. Das PCR-Profi, wiehe Abbildung 9, in eirgackground
Phase ohne signifikante Aktivitdt, in eine Wachstphase (Logarithmus-Phase) mit
exponentiellem Anwachsen von PCR-Produkt und €ila¢eauPhase, die das Ende der PCR-
Reaktion darstellt, unterschieden. Jede Kurvetstgle PCR-Reaktion dar und wird mit einer
Software vom ersten Zyklus bis zum letzten Zyklbsrivacht und analysiert. Das Auftreten von
falsch positiven Signalen (z.B. die Koamplifiziegumon genomischer DNA mit cDNA) wird

durch Verwendung von Intron-Exon-iiberspannenderridigationssonden verhindert.

28~

30- Ju
\ £ X}

24-

22+
20-lexponentielles Wachstum
18-
16~
1.4~
12-
1.0~

Hintergrund
0z-
08-

Fluoreszenzamplitude

0.4-
02-
00-

02~

PCR- Zyklus

Abbildung 9 Der Verlauf einer quantitativen PCR bei Verwerglwon Hybridisationssonden ist tber 45
PCR-Zyklen dargestellt. Das PCR-Profil ist durcheddackgroundPhase, eine exponentielle Wachstumsphase und

durch einePlateauPhase gekennzeichnet.
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3.2.7.3Relative Quantifizierung Uber externe Standards

Die Verwendung eines Referenzsystems war auf GvandAbweichungen in der Umschreibung

zu cDNA sowie auf Grund der komplexen PCR-Reakttmiwendig. Als Referenzsystem

wurden DNA-Plasmide mit bekannter Konzentrationdiéemnt und separat zu den Proben mit
unbekannter Konzentration amplifiziert. Nach Abssisl der PCR-Reaktion liel3 sich aus den
Verdinnungen der DNA-Plasmide eine Eichgerade lemsteaus der die Konzentration bzw. die
Molekilzahl von Ro/SSA52, GAPDH und Sm-D1 angegehemde. Die Bezugspunkte, bei

denen die Konzentration der Probe gegen die deerBafplasmide ermittelt werden, heil3en
crossing Point§CP) (LC- Notes 12/2000).

Die Abbildung 10 stellt schematisch die Quantifinieg Gber ein externes Referenzsystem dar.
Die Abbildung 11 zeigt Fluoreszenzkurven anhand ‘demdinnungsreihe eines Ro/SSA52-
Plasmids und die zugehorige Eichgerade.

log (F2IF1)

>

I
g

n
_>

log (F2F1)

> |
n log (copy number)

Crossing Point (Cycles)

Abbildung 10 Die Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgt dur die Verwendung eines
Referenzsystems.
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Abbildung 11 Die Festlegung von Bezugspunktemrrossing Points, in der exponentiellen

Wachstumsphase der quantitativen PCR (Darstellumks)l ermdglicht die Erstellung einer linearen
Regressionsgerade (Darstellung rechts).

Fir jede Verdinnung von Ro/SSA52-Plasmid-DNA lasish die Anzahl von Molekilen
angeben (Tabelle 6).

crossing Point (cP) 28,48 24,83 21,21 17,76 14,79 11,89
Molekile

Ro/SSA52-Plasmid- 5,86E+03 | 7,33E+04 9,11E+0% 1,03E+Q7 7,86E+07 5,08E+
DNA

Tabelle 6  Angabe der Molekiilzahlen fir jede Verdiinnungsstofe Ro/SSA52-Plasmid-DNA.

3.2.8 Zytokin-ELISA

Zum Nachweis von Zytokinen aus Uberstanden der tik@aytenkulturen wurde ein Zytokin-
ELISA (Biermann, Deutschland) genutzt, mit dem sigben der TNE-Proteinkonzentration
die Konzentrationen von IL-6, IL-8, IL-10 und IL-1fdessen lieRen. Von unbehandelten wie
auch von behandelten Zellkulturen wurden fir dieat@kterisierung 2ml Kulturiiberstand
abgenommen.
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3.2.8.1Nachweis von TNFa, IL-6, IL-8, IL-13 und IL-10

Zum Nachweis von TN, IL-6, IL-8, IL-1/3 und IL-10 wurden zytokinspezfihe, Antikbrper-

beschichtete  Kunststoffkugeln verwendet. Enzym-meaik Reagenzien und ein
chemilumineszierendes Enzymsubstrat ermdglichemplische Messung. Die Kugeln befinden
sich in einem Testréhrchen, welches als Reaktida8géir die Signalentwicklung dient. Die
Menge des gebundenen Enzyms wird mit Hilfe eines bs®ates, dem

Adamantyldioetanphenylphosphat (ADBP bestimmt. Der Zerfall instabiler ADP-Anionen
fuhrt zu einer Lichtemission, die Uber optischet&y®e zu Photohybriden weitergeleitet wird.

Uber die entsprechende Software lasst sich diefiainzentration in pg/ml angeben.
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4 Ergebnisse

4.1  Grundlage der Analyse

Die Analyse der differentiellen Genexpression voao'FSA52A wurde auf der Grundlage der
Kultivierung der Keratinozyten-Zelllinie HaCaT% durchgefiihrt. HaCaT-Keratinozyten
wachsen adhéarent, konfluent (siehe Abbildung 12isen eine hohe Proliferationsrate auf und
sind einfach zu kultivieren. Durch Anwendung von NRPL640-Kulturmedium (zusatzlich
Antibiose mit Penicillin/Streptomycin) liel3 sich nerhalb von zwei bis drei Tagen ein
vollstandig konfluentes Wachstum erreichen. Deifrdsén ist in Abbildung 12A und 12B 200-

fach vergroéRert zu sehen.

Abbildung 12 Zwei Beispiele fir den charakteristischen Zellregsen HaCaT-Keratinozyten bei 200-

facher VergréRerung.

4.2 Ro/SSA52-mRNA-Expressionsanalyse in  HaCaT-Keratingzen  mittels

konventioneller PCR

4.2.1 Untersuchungen der konstitutiven Expression von R&SA52

Verschiedene Varianten, wie stark Ro/SSA52 in Haellen exprimiert ist, waren nach
Durchfiihrung der PCR sichtbar. Wie Abbildung 13tzewvird fir Ro/SSA52 wird ein Fragment
der Lange von 1099bp amplifiziert. Als Vergleichrdvivon Ro/SSA60 ein Fragment der Lange
von 1485bp mitgefuhrt, fir GAPDH wird ein 960bp-8es Fragment vervielfaltigt. Um erste
Hinweise Uber eine mogliche Detektionsgrenze der RPQu erhalten, wurden

Doppelbestimmungen mit 10ng und 20ng cDNA durchigefi
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Ro/lSSAE0R

GAPDH

2176bp
1230bp
653bp

Abbildung 13

Ro/SSA6@ war in 2 Proben nachweisbar, Ro/SSB&Qurde nicht detektiert.

* H# ok #

* H

jeweils fiir 1-6
# 20ng cDNA

* 10ng cDNA

Doppelbestimmungen der mRNA-Expression von GAPRE/SSA52, Ro/SSAGD
Ro/SSA6@ in HaCaT-Keratinozyten. In vier von sechs Probél3 |sich Ro/SSA52-mRNA nachweisen,

Die Auswertung von sechs Proben aus der HaCaTualellbringt den Nachweis von Ro/SSA52-
MRNA (in vier von sechs Proben) und Ro/SSA60-mRMNAz(vei von sechs Proben). Es wird
deutlich, dass Ro/SSA52 und Ro/SSA60 unterschiedliark vorhanden sind. Ro/SSA52 ist in

den positiv detektierten Proben konstant exprimiad weist keine weiteren Nebenprodukte auf.

Bei Ro/SSA60 zeigen sich neben dem spezifischeduRtovon 1485bp mehrere Nebenprodukte
der Lange von 150bp, 300bp und 650bp, die in wéskaeh Abbauprodukte und Artefakte

darstellen. Die Schwankungsbreite im Nachweis de8$N60- Expression ist deutlich starker

ausgepragt. Der Nachweis der Zielmolekile gestalt#t bei so geringen Mengen wie 20ng

cDNA schwierig. Die verschiedenen cDNA-Praparatioaeigen, dass die initiale PCR fir eine
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Quantifizierung von Ro/SSA52-mRNA nicht empfindliddenug ist. Nach Halbierung der
Eingangskonzentration sind nur noch sehr schwaam®& von Ro/SSA52 nachweisbar oder
der Nachweis gelingt nicht mehr. Fir weitere, memdLight Cyclef durchgefiihrterPCR-
Experimente wurden die PCR-Bedingungen und das P@OR- auf Grundlage dieser

Ergebnisse verbessert.

4.2.2 Untersuchungen der TNFx-induzierten Expression von Ro/SSA52

Die Festlegung der Konzentration von 4ng/ml Télar die in vitro Stimulation erfolgte anhand
von Publikationen Uber die Konzentrationen versiémer Zytokine im Serum von SLE-
Patientert*>. Stimuliert wurde nach 1h, 2h, 4h, 8h und 24h.

| RofS5452

Il 0h  1h Zh 4h dh  24h

2167bp :
1§§0bp + Induktion der Roi55452-
2 mBMA durch THF oo
= keine RosfSS452- mRHA-

Expression zurm Zeitpurdt Oh
nachwreishar

| GAPDH

SR Oh 1h 2h 4h Bh 24h
12300p 3 g .
5330p : -— ) = . -

Abbildung 14 TNF-a induziert die Ro/SSA52-mRNA-Expression nach 1h, 8h und 24h. Der
Anstieg nach 1h fallt innerhalb der Messreihe delthuf.

Wie aus Abbildung 14 ersichtlich, induziert TNiFdie Ro/SSA52-mRNA-Expression nach 1h,
2h, 4h, 8h und 24h. Zum Zeitpunkt von Oh lasst dSRISSA52-mRNA nicht detektieren,
weshalb der Unterschied zwischen diesem Zeitpunkd @llen Stimulationszeitpunkten
innerhalb der gesamten Stimulationsreihe am déstén auffallt. Die Ro/SSA52-mRNA-
Expressionserhéhung nach 1h und nach 2h @MNgehandlung entspricht optisch dem
Expressionsniveau nach 8h und 24h. Nach 4h ist dmehte \erringerung des

Expressionsniveaus Ro/SSA52 nachweisbar, die abler eindeutig bewertet werden kann, da

43



Ergebnisse

zu diesem Zeitpunkt Schwankungen im Expressionaniweon GAPDH vorhanden sind. Die
Unterschiede in der Ro/SSA52-mRNA-Expression inakkrhvon 1h bis 24h sind nicht sehr
deutlich ausgepragt. Es ist deshalb nicht abzusehitum welchen Faktor die Expression
variiert. Mit der herkdmmlichen PCR ist die Detekisgrenze von Ro/SSA52 bereits erreicht, da

zum Zeitpunkt null Stunden keine Expression nachbaai ist.

4.3 Etablierung der quantitativen Realtime-PCR (qPCR)

Die Voruntersuchungen fiur die Etablierung der gP@iden an primaren Keratinozyten von
gesunden Personen durchgefihrt. Wie aus Abbild@ngrdichtlich, handelt es sich ebenso wie
HaCaT-Keratinozyten um adharent, konfluent wacheetellen.

Abbildung 15 Zwei Beispiele fur den charakteristischen Zskmavon priméare Keratinozyten bei 200-
facher Vergré3erung.

4.3.1 Plasmid-DNA wird als Referenzsystem fir der gPCR wsvendet

Ausgangspunkt der Herstellung von Plasmiden warADbh primaren Keratinozyten, die nach
der PCR-Amplifizierung in einen Vektor ligiert wwedin der folgenden Transformation wurden
Plasmide in E.coli-Bakterienzellen importiert undreh Stoffwechsel in einem Nahrmedium
aktiviert. Die Unterscheidung der Kolonien in Bezugf einen Einbau von DNA in das Plasmid
erfolgte durch den Umsatz eines blauen Farbstdisu/\Weil3-Selektion). Nach Aufnahme
weil3er Kolonien gickender Klone) wurden diese durch di@lony-PCR(CPCR) auf eingebaute
Plasmid-DNA von Ro/SSA52, GAPDH, TNi-und Sm-D1 untersucht. Die Abbildung 16A
44



Ergebnisse

zeigt anhand der spezifischen Bande, dass die ldomden Fragmente die richtige Gréle
aufweisen. Diese betragt fir Ro/SSA52 598bp, furPGA 292bp, fur TNFa 518bp und fir
Sm- D1 220bp.

Identifikation erfolgreich transformierter E. coli durch Colony-PCR

Rol35452 GAPDH SmD-1

© .

398bp-Fragment  292bp-Fragment  518bp-Fragment 220bp-Fragment

PCR-Screen weiller Klone ‘

Rol35452 GAPDH SmD-1

N LLL.

588bp-Fragment  292bp-Fragment  518bp-Fragment  220bp-Fragment

Nachweis ungeschnittener Plasmid-DNA ‘

Bof35452 GAFDH SmD-1

- -1

Abbildung 16 Aus erfolgreich transformierten E.coli-Bakteriemrde durch dieColony-PCRder kor-
rekte Einbau von DNA von Ro/SSA52, GAPDH, TFand Sm-D1 in den Klonierungsvektor bestatigt (Bir
PCR-Screen positiver Klone (B) beweist die korre&Re der eingeklonten Fragmente (B). Plasmid-OStA
durch die elektrophoretische Auftrennung sichti&r (

Das in Abbildung 16B gezeigte PCR-Screening erfolgtnochmaligen Kontrolle der Gro3e der
Fragmente und bestatigt den erfolgreichen EinbausDNA in den Ligationsvektor (Abbildung

16B). Die Plasmid-DNA wurde in der Gelelektroph@esifgetrennt (Abbildung 16C). Es sind
Nebenbanden sichtbar, die auf eine unterschiedk@r@ormation der Molekile hinweisen und

die fur Plasmid-DNA nicht ungewohnlich ist. Die K&llung von DNA-Plasmiden dient der
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spateren Mitfihrung in der gPCR, wodurch die Angabe Molekilzahlen pro Zelle mdglich

wird.

4.3.2 Expressionsprofile von Haushaltsgenen nach TNE-Stimulation

Die Messung der mRNA-Expression von GAPDH, G-6-Ptd 32-MG erfolgte in priméren

Keratinozyten zu verschiedenen StimulationszeitpemkAbbildung 17 zeigt die Angabe von
Molekulzahlen der Haushaltsgene. Diese Art der Aartamg wird als absolute Quantifizierung
bezeichnet. Die Expression bezieht sich bei almBationszeitpunkten auf eine einheitliche

Konzentration.
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=

1.00E+00
Oh lh 2Zh 4h 3h 24h Oh 1h 2Zh 4h Zh 24h Oh 1h 2h 4h 8h 24h
| GAPDH | 1] G6-P-DH | |
Abbildung 17 Expressionsprofile von 3 ausgewahlten Haushaltsgé TNFe-stimulierten priméren

Keratinozyten. GAPDH und 32-MG werden konstant UBéh exprimiert, G6-P-DH ist nach 8h nicht mehr
nachweisbar. Die Darstellung erfolgt tiber Molektilea. Die Experimente wurden in dreifachen Anséatzeindrei

verschiedenen Spendern durchgefihrt.

Bei den getesteten Haushaltsgenen bestehen Ub&ii2dischiede in der Starke und Kontinuitat
der Expression. GAPDH weist das niedrigste Expoessiiveau, 32-MG das hochste
Expressionsniveau auf. Nach Stimulation werden G&PDH und 2-MG Uber alle funf
Stimulationszeitpunkte nachgewiesen, G-6-P-DH igthn 8h nicht mehr nachweisbar. Die
Expression aller drei Haushaltsgene schwankt irallerider Stimulationsperiode, wobei die
geringsten Schwankungen b@2-MG auftreten. Abweichungen zwischen dem finf-und
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zehnfachen Wert der Kontrolle sind bei G-6-P-DH @WPDH nachweisbar (siehe Tabellen 7-

9).
1h 2h 4h 8h 24h
Oh
TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a
Molekilzahlen| 9,01E+03 2,50E+04 1,69E+(04  4,50E+04,30B+04 | 8,91E+04
GAPDH
Abweichung zu
Oh (x-vielfach) - 2.8 1.9 5 3.7 10
Tabelle 7  Die mMRNA-Expression von GAPDH wird durch Molekilzahlgargestellt. Es treten Schwankungen

Uber 24h auf, die zwischen vom 1,9-fachen bis zOrfathen der Kontrolle (Oh-Wert) variieren.

1h 2h 4h 8h 24h
Oh
TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a
Molekilzahlen| 2,06E+0§ 8,94E+0b  3,84E+(05 1,15E406 .n. n n.n.
G6-P-
DH Abweichung
zu Oh - 2,3 54 1,8 - -
(x-vielfach)
Tabelle 8 Die mRNA-Expression von G6-P-DH wird durch Molekilzahlgargestellt. Nach 8h ist die mRNA

vom G6-P-DH nicht mehr nachweisbar. Die gro3te Abtueng variiert um Faktor 5,4.

1h 2h 4h 8h 24h
Oh
TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a TNF-a
Molekulzahlen | 5,43E+06 1,27E+07 4,35E+06 7,92E+06,38B+06 3,81E+06
B2-MG Abweichung
zu Oh - 2,4 1,3 15 1,6 1,4
(x-vielfach)

Tabelle 9  Die mRNA-Expression vor32-MG wird durch Molekilzahlen dargestellt. Inneth&4h weist32-

MG die geringsten Schwankungen im Vergleich zur tkalle auf.
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4.3.3 Durchfiihrung einer Multiplex-gPCR mit dem Light Cyc ler®

Durch die Multiplex-PCR kdnnen mindestens zwei odeshr DNA-Abschnitte gleichzeitig
analysiert werden. Die Multiplex-Amplifizierung voR0o/SSA52 mit GAPDH wird mit der
Einzel-Amplifizierung beider Gene verglichen, ume dgunstigsten Bedingungen fur die
Quantifizierung von Ro/SSA52-mRNA zu bestimmen. Berfluss von unterschiedlich grof3en
DNA-Fragmenten auf die PCR-Bedingungen wird Uberbp6und 598bp grolle Ro/SSA52-
Fragmente und ein 292bp groRes Fragment von GAPmikersucht. Die gPCR wird tUber CP

definiert.

4.3.3.1Die Multiplex- Amplifizierung von Genfragmenten kleinerer GroR3e lauft stabil
ab

Die Abbildung 18 zeigt die gPCR-Reaktion bei Amigigrung &hnlich groRer PCR-Fragmente
(167bp Ro/SSA52, 292bp GAPDH). Die Abweichungerlém CP werden durch die Gleichung
2P erfasst. Die Zahl 2 bezieht sich dabei auf dieimakerreichbare Amplifikationseffizienz.

40 s
g 30 .
ke _
&~ 20 y — s
b . Do
E-I I ™ B | N I et
3 g S
S 1 i el
0 ki .
Einzelansatz  Multiplex Einzelansatz Ifultiplex
mit GAPDH mit GAPDH
Ros2- mEMNA GAPDH- mEMNA
Abbildung 18 Bei Verwendung eines 167bp groRen FragmenteRa8SA52 (schwarz dargestellt)

in einer Einzel-PCR und in der Multiplex-PCR mit 8BH (292bp, wei3 dargestellt) wird eine stabile
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Amplifizierung in allen Ansatzen erreicht. Dargdistesind drei Experimente mittels dreifachen Mesgem
(Mittelwert£SEM).

Es wird deutlich, dass die CP in allen Ansétzenliédhe Werte aufweisen. Die maximal
auftretenden Abweichungen liegen unterhalb desdfal2,7 (siehe Tab 10).

Amplifikation Ro/SSA52 Amplifikation GAPDH
(167bp-Fragment) (292bp-Fragment)
Einzelansatz Multiplex-Ansatz  Einzelansatz Multipkensatz
crossing Points CP 22,61 21,91 20,76 22,06
Faktor-Vielfaches (2 “P) 1,97 262
Tabelle 10 Nach Amplifikation zweier ahnlich groer PCR-Frante von Ro/SSA52 und GAPDH lassen

sich in der gPCR Unterschiede um den Faktor 2,6Rweisen.

4.3.3.2Die Multiplex-Amplifizierung von gréReren Genfragmenten lauft verzégert ab

In einem vergleichenden Versuchsansatz betragbi@e des Fragmentes fir Ro/SSA52 598bp,

die von GAPDH 292bp. In Abbildung 19 ist die Amgiérung dieser PCR-Fragmente
dargestellt.
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Abbildung 19

Einzelansatz

Ilultiplex Einzelansatz Multiplex
mit GAPDH mit GATDH
GAPDH mRIA |

Bei Verwendung eines 598bp groRen FragmentesRam8SA52 (schwarz dargestellt)

in einer Einzel-PCR und in der Multiplex-PCR mit BBH (292bp, weil3 dargestellt) treten groRere Unteesle in

der Amplifizierung auf. Dargestellt sind drei Exjpeente mittels dreifach Messungen (Mittelwert+SEM).

FUr Ro/SSA52 (schwarze Balken) besteht ein Untézdan den CP-Werten beider Reaktionen,
der Faktor 45 betragt. Die Amplifikation des Ro/S2A-ragmentes erfolgt damit in der

Multiplex-PCR 45-fach langsamer als im Vergleichr zHinzel-Amplifizierung, es wird

wesentlich weniger PCR-Produkt erzeugt. Die Amidifion von GAPDH verlauft dagegen

ausgeglichen (siehe Tabellel1l).

Amplifikation Ro/SSA52 Amplifikation GAPDH
(598bp-Fragment) (292bp-Fragment)
Einzelansatz Multiplex-Ansatz  Einzelansatz Multiplensatz
crossing Points CP 17,81 23,31 15,51 14,99
Faktor-Vielfaches (2* ©P) 45,25 1,43
Tabelle 11 Die Auswertung der Multiplex-PCR nach Amplifikatiovon zwei verschieden grolRen PCR-

Fragmenten (598bp Ro/SSA, 292bp GAPDH) zeigt eiimsedéig zu Lasten von Ro/SSA52 ablaufende PCR-

50



Ergebnisse

Reaktion, bei der 45-fache Unterschiede auftrebém Amplifikation von GAPDH verlauft in allen Ansn stabil.
Dargestellt sind 3 Experimente Uber dreifache Megso (Mittelwert).

4.3.3.3Zusammenfassung deRealtime-PCR-Evaluierung

Die Amplifizierung eines doppelt so gro3en Fragmsntvon Ro/SSA52 (598bp) wie des
Haushaltsgens GAPDH fuhrt dazu, dass von Ro/SSA5Zaeh weniger PCR-Produkt
vorhanden ist als von GAPDH. Die Vervielfaltigung@sdRo/SSA52-Fragmentes wird durch
kompetitive PCR-Bedingungen negativ beeinflusstmigetitive PCR-Bedingungen schlie3en
die Konkurrenz um Primer, Nukleotide und um Polyasen. Im Ergebnis sinkt die Effizienz der

Reaktion, da unspezifische Nebenreaktionen steigen.

Die Amplifizierung zweier gleich kleiner Fragmen{g300bp jeweils fir Ro/SSA52 und
GAPDH) lauft ausgeglichener ab, als die von unt@exich groBen Fragmenten. Die
Auswertung Uber CP zeigt eine stabile Amplifikatidmer der Zeit. Die Ergebnisse legen nahe,
dass PCR-Primer, die kleine DNA-Fragmente ampéfizn, fur weitere Experimente in einer
Multiplex-PCR verwendbar sind. Die Multiplex-PCR rka hierbei an Zellen der

Kerationzytenzelllinie HaCaT und priméren Keratiyken eingesetzt werden.

4.3.4 Molekilzahlen von Ro/SSA52 in Keratinozyten
4.3.4.1Molekulzahlen nach Amplifizierung von Ro/SSA52-cDNA

Nach Amplifikation von 20ng cDNA sind Molekulzahleon Ro/SSA52 (167bp) und GAPDH
(292bp) im Multiplex-PCR-Ansatz in Abbildung 20 #ef#lich. Von Ro/SSA52-mRNA
(schwarze Balken) wurden 3,2%1l0Molekiile detektiert, im Einzelansatz wurden 2,6x10
Molekile gemessen. Als Kontrolle wurden die Molekilzahlem v'@APDH (weild dargestellt)
mitbestimmt. Diese zeigt, dass das Molekiilniveau @&PDH um zwei Zehnerpotenzen starker

ausgepragt ist als das von Ro/SSA52.
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Abbildung 20 Nach Einsatz von 20ng cDNA wurden fiir Ro/SSA52 Multiplex-Ansatz 3,2x10

Molekille und 2,6x10Molekiile in der Einzel-PCR gemessen. Die Molekiilzzeon GAPDH weist ein hoheres

Expressionsniveau auf. Dargestellt sind 3 Expertméber dreifache Messungen (MittelwertxSEM).

4.3.4.2Molekilzahlen nach Amplifizierung von Ro/SSA52-Plasid-DNA

Die Amplifikation von Ro/SSA52-Plasmid-DNA erfolgts gleichbleibender Konzentration
zusammen mit GAPDH-Plasmid-DNA in verschiedenendWaenungsstufen. Von Ro/SSA52-
Plasmid-DNA liegen 384 pg/ml vor, von GAPDH- PladAiNA 320pg/ml. Wie in Abbildung
21 zu erkennen, wird fir Ro/SSA52 die 100-fached¥anung (3,84pg/ml), zusammen mit fanf
verschiedenen Verdiunnungsstufen von GAPDH-PlasnNéD(3,2ug/ml  bis 3,2ng/ml)
vervielfaltigt. Fir Ro/SSA52 lasst sich in allemfiAnséatzen eine konstante Molekllzahl von
durchschnittlich 8,8x10zeigen, fiir GAPDH tritt entsprechend der eingeeat¥erdiinnung eine
proportionale Verringerung auf. Die grol3e Stalilitdeziglich der Amplifizierung von
Ro/SSA52 beruht in wesentlichen auf der Wahl derim®&; mit denen Kkleine
Amplifikationsprodukte (<300bp) vervielfaltigt wued. Die Reproduzierbarkeit der Multiplex-

PCR-Reaktion zeigt sich damit unabhéngig vom Auggaraterial.
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Iolekilzahlen Plasmid- DA

Abbildung 21
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Die Multiplex-PCR-Reaktion von Ro/SSA52-und GAPDPHasmid-DNA lauft unter

ausgeglichenen PCR-Bedingungen ab. Primer, mitrdédeine PCR-Fragmente vervielfaltigt werden (<380b

erweisen sich zur Durchfiihrung einer Multiplex-P&IR geeignet. Dargestellt sind drei Experimente dbeifache

Messungen (Mittelwert+SEM).

4.4 gPCR zur Bestimmung der Ro/SSA52-mRNA-Expression iKeratinozyten

4.4.1 TNF-a-induzierte mRNA-Expression von Ro/SSA52 in HaCaT-kratinozyten

Die Bestimmung der Ro/SSA52-mRNA-Expression ertbigtHaCaT-Keratinozyten mit 4ng/mi
TNF-a nach 1h, 2h, 4h, 8h, 24h. Die mRNA-Expression WRoYSSA52 wird durch das
Verhéaltnis zum Haushaltsgen GAPDH angegeben. Di#o FR0o/SSA52 zu GAPDH ist durch

einen frlhen Anstieg und durch ein Maximum nachgékennzeichnet (Abbildung 22), dass

einer 300-fachen Erh6hung gegeniiber dem Normalnieasspricht. Bis 24h ist ein deutlicher

Abfall im Expressionsniveau zu verzeichnen, zu dem wesentlichen Teilen der Abbau

(Aufbrauch) der mRNA beitragt. Es wurden 3 Experiteemit jeweils dreifachen Messungen

durchgeflhrt.
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Abbildung 22 Der Verlauf der TNFa-induzierten mRNA-Expression von Ro/SSA52 in HaCaT-

Keratinozyten zeigt Anstiege nach 1h und 4h. DasitavMaximum entspricht einer 300-fachen Erhdhueg d
Transkriptionsprodukte, an die sich bis 24h einautlddhe Verringerung anschlie3t. Dargestellt sinckid

Experimente mittels dreifachen Messungen (MittetwSEM)

Die mRNA-Expression von Ro/SSA52 und GAPDH in Ha®a&Tatinozyten ist in einem
weiteren Diagramm dargestellt (Abbildung 23), das Molekulniveau Uber 24h angibt. Hierbei
werden nach 4h fiir Ro/SSA52 2X1Molekille gemessen. Bei der Zahl von 3XxZellen sind
das 667 Ro/SSA52-mRNA-Molekiile pro Zelle. Zum Zeitkt von 24h liegen noch 2,5X10

Molekdle vor, was einem Molekdl pro Zelle entsptich

Das Expressionsniveau von GAPDH liegt durchsclictittbei 5,25x10 Molekiilen. Auftretende
Schwankungen werden in Abbildung 23 deutlicher ialsder Abbildung 22. Die TNFe~
Behandlung fihrt in dem ersten 4h zu Abweichungedear GroRenordnung von Faktor zehn.
Erst im Verlauf von 4h bis 24h tritt eine Stab#iging ein. Da im Zeitfenster von 8h bis 24h kein
weiterer Messwert genommen wurde, kann zu Andemrggne Angabe gemacht werden.

Gleiches gilt fur auch Ro/SSA52 mMRNA-Expressionligsem Zeitraum.
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Abbildung 23 Das Maximum der Ro/SSA52-mRNA-Expression entsprax10 Molekiilen und wird

nach 4h erreicht. Das Molekiilniveau von GAPDH liggtDurchschnitt bei 5,25xIMolekiilen. Dargestellt sind 3
Experimente Uber dreifache Messungen (Mittelwert¥gE

4.4.2 TNF-a-induzierte mRNA-Expression von Ro/SSA52 in primara Keratinozyten

Abbildung 24 stellt die TNFx-induzierte mRNA-Expression von Ro/SSA52 an primére

Keratinozyten sechs gesunder Personen dar, diasfatas Haushaltsgen GAPDH bezieht.
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Abbildung 24 Ro/SSA52-mRNA-Induktion durch TNE&- in primaren Keratinozyten von sechs

gesunden Personen. Das Maximum der Expressionsergatird nach 4h erreicht und entspricht einema&thén
Anstieg. Der Erhhung folgt ein allméhlicher Abfais 24h. Das Ausgangsniveau wird nicht erreictig@be von

sechs Experimenten gesunder Probanden mittelsdneih Messungen (Mittelwerte +SEM)

Die Induktion beginnt nach 1h und erreicht nachedn Maximum, bei dem eine 20-fache
Erh6hung von Transkriptionsprodukten nachweistiaNach diesem Maximum tritt eine leichte
Verringerung ein, so dass auch nach 24h noch el mRNA-Expression von Ro/SSA52
nachweisbar ist. Der Expressionsanstieg wie auehEdpressionsverringerung von Ro/SSA52
fallen geringer aus als im Vergleich zu HaCaT-Kieayten.

Darstellung 25 gibt die Molekilzahlen von Ro/SSA%2d von GAPDH in primaren
Keratinozyten Uber 24h Stimulation mit TNFan. Aus dieser geht hervor, dass GAPDH vor der
Stimulation ein wesentlich hoheres Molekilniveau fwaist als Ro0/SSA52. Das
durchschnittliche Molekilniveau liegt bei 7,8X1Die TNF-a-bedingten Schwankungen in der
Expression verbleiben kleiner oder gleich FaktarffiDer Einfluss von TNFx auf Ro/SSA52
zeigt sich nach 4h durch die Induktion von 2,3xa0f 2,9x10 Molekiile (Faktor 100). Bei
2,5x10 geernteten Zellen weist das jeder Zelle 0,01 Mdtekon Ro/SSA52-mRNA zu. Bei
1,86x10 Molekillen nach 24h bedeutet das fiir jede Zell®D,Molekiile. Aufgrund dieses
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begrenzten Aussagewertes wird fur primare Keratitesz die Ratio Ro/SSA52 zu GAPDH als
maf3gebend erachtet.
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Abbildung 25 Darstellung der Molekilzahlen von Ro/SSA52 undREA-mRNA nach Messung an

Keratinozyten von sechs gesunder Personen: Natiagém von Ro/SSA52-mRNA 2,9x1Molekiile vor, nach 24h
1,86x1G.Molekiile. Fiir GAPDH liegen durchschnittlich 7,8%IMolekiile vor. Angabe von sechs Experimenten

gesunder Probanden mittels dreifachen Messungétteliverte +SEM)

Die Ro/SSA52-mRNA-Expression wurde in Keratinozytarier dem Einfluss von TN&-von
insgesamt zwolf gesunden Personen untersucht. Ralyge sich kein einheitliches Ansprechen.
Bei den verbleibenden sechs Personen (hier nialgedtellt) lie sich eine TNE&-abhangige
Regulation von Ro/SSA52 nachweisen, bei der derima® Anstieg der Ro/SSA52-mRNA
(Zeitpunkt von 4h) unter dem Faktor 1,5 verbliekrétinozyten von der Halfte der untersuchten

Personen waren fur die TNd=Behandlung wesentlich weniger empfanglich.
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4.4.3 TNF-RI-und RII-Rezeptoren sind an der Ro/SSA52-mRNAEXxpression beteiligt

Fur die Charakterisierung der Beteiligung von TNFdRd TNF-RII-Rezeptoren an der
Ro/SSA52-mRNA-Hochregulation diente ein funktioeelNeutralisationsassay. Dazu wurden
spezifische Antikérper gegen TNF-RI und TNF-RIl wendet'*, Die Experimente wurden an
Keratinozyten von funf gesunden Personen, die ndgritisch mit denen aus Abbildung 24 und
25 sind, durchgefihrt. Diese zeigen (Abbildung 2f3ss die Blockade von TNF-RI in einer
Reduktion der Ro/SSA52-mRNA-Expression um 40% testldie Ratio Ro/SSA52/GAP sinkt
von 4,9 auf 3,4). Die Blockade von TNF-RII fuhrt einer Erhdhung der Expression um den
Faktor 4 (Anstieg der Ratio von 4,9 auf 19,5). éerdbeide TNFax-Rezeptoren blockiert,
verringert sich die Ro/SSA52-mRNA-Expression vo® 4uf 0,2. TNF-RI-und TNF-RII-
Rezeptoren sind an der TNFinduzierten Hochregulation von Ro/SSA52-mRNA Hegei
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Abbildung 26 TNF-a induziert Ro/SSA52-mRNA nach 4h (1). Die Hochregjgin Gber TNF-RI lasst

sich durch einen neutralisierenden Antikorper bien (2). Durch die Blockierung von TNF-RII wircoFSSA52-
MRNA verstarkt exprimiert (3). Die Blockierung berdRezeptoren fiihrt zu einer Neutralisation derSS&52-
MmRNA-Expression (4). Angabe von 5 Experimenten,cdgefiihrt an gesunden Probanden mittels dreifachen

Messungen (Mittelwerte £SEM). Die Probanden sintidanen aus Abbildung 24 und 25 nicht identisch.
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TNF-a-Kontrolle Anti-TNF-RI Anti-TNF-RII Anti-TNF-RI,RII
Ratio
Ro/SSA52-
MRNA- 49 34 19,5 0,2
Induktion
Tabelle 12 Das Ro/SSA52-mRNA-Expressionsniveau ist im Vertigilzur internen Kontrolle dargestellt

und zeigt den Einfluss der neutralisierenden Ampkd gegen TNF-RI- und TNF-RII. Die Experimente dem an
primaren Keratinozyten von 5 gesunden Personerhdafthrt.

4.4.4 Die mRNA-Induktion von Ro/SSA52 erfolgt unabhangigvon Apoptose

Frihzeitig apoptotische und lebende Keratinozytenden durch Farbung mit Annexin-V und
anschlieBender Zellsortierung unterscheidbar. @diSung mittels des LSR II-Zellsortierers
ermdglicht die Separierung zweier Fraktionen (Anngositive-bzw. Annexin-negative Zellen),
die in Abbildung 27 dargestellt ist. Bei 10.000 geriommenen Zellen werden 90,41% als
Annexin-V-negativ detektiert, 9,59% sind Annexirp¥sitiv. Die fur die Quantifizierung
notwendige Extraktion der mRNA war in der Annexifpdsitiven Fraktion auf Grund der

geringen Zellzahl nicht erfolgreich.

Acquisition Dot Plot Acquisition Dot Plot
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Keratinozyten mit reguliarer Gréfbe und Annexin- V- Annexin- V-
Granularitat negative positive
Fraktion Fraktion
Abbildung 27 Die Zellsortierung am LSR Il nach Annexin-V-Farbuagndglicht die Unterscheidung

zweier Zellpopulationen. 90,41 % der aufgenommezelten werden als Annexin-negativ, 9,59% der Zekds

Annexin-positiv detektiert.
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Abbildung 28 zeigt Ergebnisse nach Auswertung debé&nh von finf gesunden Personen: In
primaren Keratinozyten erfolgt die TNd=nduzierte mRNA-Induktion von Ro/SSA52 nach 4h
sowohl in Zellen, in denen Apoptose auftritt alstain nichtapoptotischen Zellen. Hierbei ist in
der letzteren Zellfraktion die Induktion 1,5-faclemiger stark als im Vergleich zu der ersteren
Zellfraktion. Als Kontrolle wurde die mRNA-Expressi von TNFe in beiden Zellfraktionen
mit gemessen. Nach 4h Stimulation ergibt die Auswey &hnliche Resultate wie die fir
Ro/SSA52. Primare Keratinozyten, in denen keine pApge auftritt, weisen eine 1,5-fach
geringere  TNFa-mRNA-Expression auf, als apoptotische Keratinozyte Das

Expressionsniveau von TNiFist hierbei zehnfach hoher als das von Ro/SSA52.
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Abbildung 28 TNF-0 induziert die mRNA-Expression von Ro0/SSA52 in mégioptotischen

Keratinozyten. Ro/SSA52-mRNA ist 1,5-fach geringaprimiert als in nichtsortierten Zellen, die apmjsche

Zellen einschlielBen. Auch TN&&mMRNA wird in nichtapoptotischen Keratinozyten geer als reguliert als in
Zellen, in denen Apoptose auftritt. Die Abbildusigllt die Auswertung von finf Experimenten mittdteifachen

Messungen dar (Mittelwerte +SEM).
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4.4.5 TNF-a-Effekt auf die mRNA-Expression von Sm-D1 in primden Keratinozyten

Abbildung 29 zeigt Veranderungen der mRNA-Exprassion Sm-D1 nach 24h Inkubation mit
TNF-a . Nach 4h fihrt dies maximal zu einer 1,6-fachemtBung als im Vergleich zur
Kontrolle. Bis zum Zeitpunkt von 24h zeigt das mRIEApressionsniveau keinen weiteren
Anstieg. Die Experimente wurden an primaren Kewayten von drei gesunden Spendern
durchgefuihrt. Die parallel durchgeflhrte Analyse deRNA-Expression von Ro/SSA52 zeigt
allerdings, dass diese drei Spender auf BiNBHmulation nicht sensibel und sontion-
Respondersind. Der Aussagewert Uber den THNFEeinfluss auf SmD-1-mRNA ist daher in

diesen Experimenten begrenzt.
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Abbildung 29 Das Expressionsprofil von Sm-D1-mRNA &ndert sidch TNFe-Stimulation nur

geringflugig. Die Schwankungen betragen maximal ésfache des Ausgangswertes (oben). Eine Erhékiang
Ro/SSA52-mRNA durch TNIerléasst sich bei den untersuchten gesunden Persodenzeigen (unten). Angabe

von drei Experimenten mittels dreifachen Messun@dittelwerte +SEM)
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4.4.6 TNF-a induziert die eigene mRNA-Freisetzung nach 1h

Abbildung 30 zeigt den Einfluss von TNF-auf die eigene mRNA-Expression in primaren
Keratinozyten. Die Inkubation mit TN&-fuhrt zu einer frihzeitigen Hochregulation mit exim
Maximum nach 1h, bei dem 200-fach mehr Transkngjpwvodukte vorliegen. Der Verlauf
danach gestaltet sich uneinheitlich, da starkehsv8okungen auftreten: Nach 4h ist ein weiteres
Maximum messbar, danach erfolgt eine Verringeruisg2dh, ohne dass das Ausgangsniveau
wieder erreicht wird. Deutlich wird, dass ausgefgag/eranderungen innerhalb eines
Zeitintervalls von 8h auftreten. Es wurden Keratyten von funf gesunden Personen untersucht

und jeweils Doppelbestimmungen durchgefihrt.
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Abbildung 30 TNF-a induziert die eigene mRNA-Freisetzung in primarkeratinozyten. Das

Maximum der Expressionserhéhung wird nach 1h drtelach 24h Stimulation ist TN&mMRNA erhéht

nachweisbar. Angabe von funf Experimenten mitte¢ifdchen Messungen (Mittelwerte +SEM)

4.4.7 Nach 24h induziert TNF-a die eigene Proteinfreisetzung und die von IL6, IL8
und IL-10
Primare Keratinozyten von finf gesunden Personemlevufir die Testreihe untersucht. Die in

Abbildung 31 gezeigten Konzentrationen beziehem siaf die im Uberstand vorhandenen
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Proteinkonzentrationen nach Abzug der Stimulationgkntration von 4ng/ml. 24h Stimulation
mit TNF-a fuhren zu einer vermehrten Freisetzung der pramfhatorischen Zytokine IL-6 und
IL-8 sowie des antiinflammatorischen Zytokins IL-TDNF-a induziert dartber hinaus seine
eigene Proteinfreisetzung. Die TN#Proteinkonzentration wurde im Kulturiberstand i8¢k
hoher gemessen, gefolgt von IL-6 (vierfach hoh&rB (dreifach héher) und IL-10 (Faktor 2,5-
fach erhoht). Zur Freisetzung von I3-1kann keine Aussage getroffen werden, da die

Proteinkonzentrationen unterhalb der NachweisgrelezeTests lagen (<5pg/ml).
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Zytokinkeonzentration im Uberstand

24h THF-c-Etimulation (@ngiml)

O unbehandelt O 24h THF-c

Abbildung 31 24h TNF-a-Stimulation fihrt zu einer Induktion von IL-6-, 48- und IL-10. TNFe
induziert dartiber hinaus seine eigene Freisetzingabe von finf Experimenten mittels dreifachen $legen
(Mittelwerte +SEM)

Der Effekt von TNFe auf die Freisetzung sekundarer Zytokine wurde tzlish in einer Dosis-
Wirkungskinetik (siehe Abbildung 32) charakterisi¢tierzu wurden primare Keratinozyten mit
0,1ng/ml bis 100ng/ml TN fur 4h inkubiert. Der Zeitpunkt nach 4h wurde gelahm zu

klaren, ob die Proteinfreisetzung ein frihes odpéates Maximum aufweist (vergleiche
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Abbildung 31). Die Induktion von TNE; IL-6 und IL-8 nach 4h erfolgt dosisabhangig. Die
6-und TNFe-Proteinkonzentration steigt mit der steigenden INGtimulationskonzentration
an, fur IL-8 ist bei der TNF-Stimulationskonzentration von 100ng/ml ein Sattigseffekt

nachweisbar. Fur IL-10 und ILBllasst sich nach 4h keine erhéhte Freisetzung zeigen
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Abbildung 32 Die Induktion von TNFa, IL-6 und IL-8 erfolgt dosisabhdngig von 0,1ng/ivik

100ng/ml.  Die IL-6-und  TNFx-Proteinkonzentrationen  steigen mit der steigendefiNF-a-
Stimulationskonzentration an. Fir IL-8 ist ein athgseffekt nachweisbar.

Nach 4h Stimulation zeigt sich ein starkerer Effe@h TNFoa auf die Proteinfreisetzung der
sekundaren inflammatorischen Zytokine IL-6 und IlaB nach 24h Stimulation. Das IL-8-
Protein findet sich fast 20-mal mehr im Uberstamédhrend es nach 24h dreifach vermehrt
vorliegt. IL-6 wird nach 4h siebenfach héher nashigsen, nach 24h ist es vierfach erhéht. Der

Effekt von TNFa auf die IL-6 und IL-8-Freisetzuni@llt demnach nachh eindeutiger aus als
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nach 24h. Beziglich des TNi~Proteins gilt diese Aussage nicht, da TéFach 4h etwa 50-
fach starker nachgewiesen wird und bis 24h aufld¥sfache im Uberstand ansteigt. Ebenso
zeigt sich fur IL-10 erst nach 24h TNFStimulation eine erhdhte Freisetzung. IB-dpricht
weder nach 4h noch nach 24h auf Tiln.

45 FACS-Analysen
4.5.1 TNF-a vermittelte Effekte auf die Apoptoserate in primaren Keratinozyten

Der Einfluss von TNFx auf die Apoptoserate in primaren Keratinozyten deuzytometrisch
untersucht. Die FACS-Analyse zeigt, dass nach 4hnath 24h TNF-Stimulation weniger als
1% der Zellen frihzeitig apoptotisch, d.h. AnneXipositiv, sind. 15% - 18% der Zellen werden
als doppelt positiv, d.h. apoptotisch gemessemésibbildung 33). Die Stimulation mit TNé-
fuhrt nicht zu einer Erh6hung von doppelt positiégllen, sondern diese Population hat sich
nach 24h von 18,5% auf 15% verringert. Dieser Effakst sich in 4 Experimenten bestatigen,
so dass TNF eine antiapoptotische Wirkung in priméren Keratiten zugeschrieben werden
kann. Die rote Markierung der Keratinozyten in édabildung weist auf eine Kernpopulation

mit reguléarer Gré3e und Granularitat hin.

Nach Zellsortierung wird der Anteil frihzeitig apofpischer Zellen mit 9,6% (siehe auch
Abbildung 27) bestimmt. Der Unterschied zu dem Imeitels FACS-Analyse bestimmten 1%
kann als ein interindividueller Unterschied angenmmn werden, da die FACS-Analysen und die

Zellsortierung mit Zellen verschiedener Spendechigefihrt wurden.
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Oh 4h 24h
FSC-H FSC-H FSC-H
=
ANNEXIN-V
Abbildung 33 Annexin/PJ-Farbungen in priméren Keratinozyten:FItN induziert weder nach 4h

noch 24h Apoptose. Es lasst sich ein antiapoptatisEffekt nachweisen, der in vier Experimentertates wird.
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5 Diskussion

Unterschiedliche Untersuchungsmethoden haben seit Efstbeschreibung des RO/SSA-
Autoantigens 1967 dazu beigetragen, die biologisBedeutung, Eigenschaften, Grof3e und
Struktur  dieses Ribonukleoprotein-Komplexes zu aki@risieren. Anti-Ro/SSA52-
Autoantikdrper sind bei Patienten mit rheumatiscAetoimmunerkrankungen maf3geblich mit
photosensitiven Hautmanifestationen, Dermatitis skditis, mit pulmonaler und renaler
Beteiligung sowie Lymphopenie assoziieft, deren Auftreten zusammen mit klinischen
Manifestationen fiir eine Beteiligung an der Pathege des Lupus erythematodes spritht’

Die diagnostische Wertigkeit konnte fur das Sjogggndrom und dem kongenitalen Herzblock
gesichert werden'®. Detaillierte Mechanismen, warum Entziindungsrealen in bestimmten
Geweben ablaufen und welchen Einfluss dabei Autic@mter gegen Ro/SSA52 haben, sind erst

teilweise aufgeklart.

Die bei Lupus erythematodes mit positiven Anti-R&ASAutoantikdrpern tberdurchschnittlich
haufig auftretenden photosensitiven Hautmanifemtathn werden sowohl als Folge einer
erhohten UVB-vermittelten Autoantigenexpression RmiSSA als auch einer gesteigerten Anti-
Ro/SSA-vermittelten Zytotoxizitdt angesehen. Dudah Exposition von UVB-Licht, Radiologe
und adverbialer Infektion lasst sich eine erhohteei®&chlichkeit von Ro/SSA in humanen
Keratinozyten nachweisen, die auf einer Translokatoder Induktion von intrazelluldren
Proteinen beruht®® In humanen Keratinozyten wurde eine UVB-abhandigguktion des
Zytokins TNFa und der Interleukine IL-6, IL-8 beschrieben, wigch eine TNFa-abhéngige
Induktion von Granulozyten-spezifischer Proteinase8em Zielantigen fur Autoantikérper bei
der Wegener'schen Granulomato¥é Dariiber hinaus ist gesichert, dass durch die UVB-
bedingte Induktion von Apoptose Ro/SSA-und La/SSBeantigene in verschiedenen Arten
apoptotischer Strukturen akkumulieren, die einéletdr Bindung von Autoantikorpern zur Folge

hat®2

Ausgangspunkt dieser Arbeit waren UntersuchungenDorner et al., die mittels Zell-ELISA
nachweisen konnten, dass TMFStimulation in humanen Keratinozyten eine erhdhte
Membranexpression von Ro/SSA52 bewirkt. Die Arlstgilte die pathogenetische Bedeutung
von Ro/SSA52 heraus, durch die Hautmanifestatioreen Lupuspatienten durch eine erhdhte
Oberflachenbindung von Anti-Ro/SSA52-Autoantikompeaarklart werder®®. Ungeklart blieb,
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warum in 20% der untersuchten Personen keine Globdhexpression nachweisbar war und
welche Effekte eine Autoantikdrperbindung auf aptipthe Zellen hat. Als mogliche Ursachen
geben die Autoren eine unterschiedliche Empfindigthvon Rezeptoren und Unterschiede im
Zellzyklus an. In der hier prasentierten Arbeit deider Einfluss von TNE-auf die Induktion

von Ro/SSA52-mRNA in humanen Keratinozyten untdmsumd die Ubergeordnete Rolle von

TNF-a bei Anti-Ro/SSA52-Autoantikdrper-vermittelten Hm#nifestationen herausgestellit.

5.1 Immunologisches Konzept von Anti- Ro/SSA52-Autoankidrper-vermittelten

Hautmanifestationen

Eine Erklarung fur den Ablauf von Anti-Ro/SSA52-wettelten Hautmanifestationen bei Lupus
erythematodes kann eine UVB-induzierte Freisetatomg TNF-a aus Hautzellen sowie anderen
gewebestandigen Zellen wie Monozyten, Mastzelleer delbroblastert® sein, die an einer
Induktion von Ro/SSA in Keratinozyten beteiligt ginDie TNFa-induzierte Erhéhung der
Membranexpression von Ro/SSA52 betrifft neben agigathen Zellen auch lebende Zellen. Die
Anreicherung des Antigens auf Zellmembranen wirccduranslokation vermittelt. Diese stellt
einen spezifischen Proteintransfer auf Zellmembmager, welche durch eine erhdhte Bindung
von Anti-Ro/SSA-Autoantikdrpern zu einer gesteigarADCC und damit zur Auspragung von
kutanen Lasionen fuhrt. Keratinozyten von Patienta@h einer Lupuserkrankung weisen im
Vergleich zu gesunden Personen eine hohere Empfhkeit flr eine autoantikdrpervermittelte
Zytotoxizitat auf, so dass phototoxische Entziingueaktioner’® deutlich starker ausgepragt
sind.

Die Freisetzung von Ro0/SSA52 in die Dermis kann digfnahme des Proteins durch
professionelle APC zur Folge haben, die mit MHQAMekllen Ro/SSA52-Peptide T-und B-
Lymphozyten préasentieren. Die Prasentation deridepiuf APC beeinflusst die Aktivierung
von B-Lymphozyten, die zu einer simultanen Aufnahroa Antigenen sowie Bestandteilen der
Zellmembran fahig sind. Dieser als Trogozytosegoabnagen) bezeichnete Prozess ist ein
aktiver Transportmechanismus von Antigen in lebendellen** und nicht das Ergebnis der
Phagozytose oder von Apoptose der fiur T-und B-Lyoagten Uber zellspezifische

d122.

Antigenrezeptoren vermittelt wir Chemokine und Adhéasionsmolekile, die durch

proinflammatorische Zytokine freigesetzt werderuinieren die Migration von T-Zellen sowie
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pDC in die Dermis und Epidermi¥® Diese Annahme wird durch den Nachweis einer
verminderte Frequenz von pDC im Blut, verbunden eniter erhdhten Anzahl in peripheren
Geweben von Patienten mit LE gegeniiber gesundesofiaEr, gestiitzt?*. Die lokale
Produktion von Autoantikbrpern gegen Ro/SSA wareribdie Reifung von hautstandigen
Gedachtnis-B-Lymphozyten somit in Abhangigkeit volntigen mdoglich (Abbildung 36).
Erkenntnisse Uber die zellulare Zusammensetzungnfidtnierten Speicheldriisen von Patienten
mit SS stiitzen die Annahme einer lokalen Anti-Ré&@Sitoantikérpersynthes&>. Die lokale
Synthese von Autoantikdrpern in peripheren Gewasiein hohem Mal3e von weiteren Faktoren
abhéangig, die zum Uberleben der Autoantikorper-praetenden Plasmazellen beitradéh

A

G V=3
UV-Exposition _, O L
= v 4 Phagozytose

Epidermis

A Ro/SSA Autoantigen

k4 v
: A7 W
Hochregulation ind Oberfliichen- >
Dermis © Expression von Ro/SSAS?2 durch @
e I
© & » p 7  Bindung von Anti-
Immunkomplexe % -

Mastzellen 22 Ro/SSAS2
Aktivierung
von pDC C%
lokale Synthese }_

auf lebenden Zellen
von Anti- )__ }- g\ Gedéichinis- -.
Ro/SSAS2- B-Lymphozyt &
&=

Autoantikérpern autoreakiive
Plasmazellen

TNF-a

B\ CD4+ T-Lymphozyt

Abbildung 34 Keratinozyten als Zielzellen fur die Charaktenigieg von Anti-Ro/SSA-vermittelten
Hauterscheinungen bei Patienten mit photosensitivepus erythematodg&*?:*%
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Keratinozytenabhangige Chemokine und Zytokine sindEntziindungsreaktionen in der Haut
beteiligt. Die Thl-assoziierten Chemokine CXCL9, @X0, CXCL11 sowie der
korrespondierende Rezeptor CXCR3 gehdren zu dermdohsten regulierten Liganden bzw.
Rezeptoren bei Patienten mit kutanem LE. HumanatiKerzyten synthetisieren groRen Mengen
an CXCL10 sowie CXCL9. CXCR3 wird von der Mehrhdgr in die Haut infiltrierenden
Zellen, einschlieRlich pDC und CD4owie CD8-Gedachtnis T-Zellen produziert, so dass

CXCR3-Liganden optimal fiir ein Zusammenwirken dosiert sind“%.

Neue Kenntnisse der biologischen Funktion von RAEZSverweisen auf eine Ring-Box
(TRIM) im zentralen Proteinabschnitt, die auf Binden zu anderen Proteinen hindeutet.
Ro/SSA52 wird auch als TRIM 2*° bezeichnet, das eine Ligaseaktivitat aufweist, wrcll
Ro/SS52 andere Proteine durch Kopplung an Ubiqoitidifizieren kann. Diese werden an 26s-
Proteasomen markiert und lysosomal abgebaut. leneim vitro-Zellsystem von PBMC sind
Ro/SSA-Proteine mit verringerter Proliferationseitdit und Apoptose assoziiett. Durch die
Assoziation mit anormal gefalteter RNA, nachgewnese Xenopus laevis und in Stammzellen
der Maus, wird eine Funktion in der Qualitatskohéralieser Molekiile angenommért. Im
Mausmodell flhrt das Fehlen von Ro/SSA60 zur Ertliing von Autoimmunsyndromen mit
dem Auftreten von Anti-Chromatin,-und Anti-RibosomAntikbrpern  sowie einer
Glomerulonephritis78. Ro/SSA-Proteine konnen demnach auch als ein Ebemkfaktor in

entziindeten Epithelgeweben wirken.

5.2 Die konventionelle PCR im Vergleich zur Realtime-PCR-Technologie, um
Ro/SSA52-mRNA zu quantifizieren

Mit der konventionellen PCR-Methode lasst sich Bigression von Ro/SSA52 in Hautzellen
nur unzureichend darstellen. Die Ro/SSA52-gPCReistwickelt worden, um damit auch
geringfiigige Anderungen im Expressionsniveau egekektieren zu kénnen. Mit 10ng DNA ist
die Detektionsgrenze der konventionellen PCR dnte{@bbildung 13). Diese hangt von
verschiedenen Faktoren ab. Enzym-abhangige Uniedselin der Umschreibungseffizienz zu
cDNA machen bis zu 20% aus. SekundarstrukturemimRNA von Ro/SSA52 haben ebenfalls
Einfluss auf die Umschreibung, so dass bei gleicAesgangskonzentration erhebliche

Unterschiede im Detektionsbereich auftreten konivihder konventionellen PCR lasst sich nur
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schwer abschéatzen, um welchen Faktor die mRNA-Esgwa variiert, da die Starke der Banden
fur Ro/SSA52 subjektiv wahrgenommen wird (siehe ikhimgen 13 und 14). Die Verringerung
der Ro/SSA52- Expression nach 4h Stimulation (Ahbil 14) ist nicht eindeutig zu bewerten,
da auch Schwankungen in der Expression von GAPDehweisbar sind. Eine mdgliche
Ursache hierfur liegt in Unterschieden in der cDRA&paration. Es kann davon ausgegangen
werden, dass sich der Bereich der Expressionsiariafir GAPDH unterhalb einer
Logarithmus-Stufe bewegt. Fir weitere Experimenterde die PCR hinsichtlich der
Amplifikatgrof3e und des PCR-Profils Uberarbeitedsvsich in der verbesserten Effizienz durch
die Amplifizierung von kleineren DNA-Fragmenten widpiegelt. Mit der direkten Extraktion
von mRNA aus Keratinozyten wurde Zeit und Mategakpart, dariber hinaus kann in der
Einschritt-gPCR die Umschreibung zu cDNA und Amipidrung unmittelbar nacheinander
ablaufen, so dass kein neuer PCR-Ansatz vorbengéeden muss. Die Starke der Ro/SSA52-
Expression wird im Verhéltnis (Ratio) zu GAPDH destellt und es lassen sich zusatzlich
Molekulzahlen angeben. Die absolute Quantifizierutig Darstellung von Molekuilzahlen von
Ro/SSA52 wird durch die Mitfiihrung von DNA-Plasmidedglich. Durch die Einbringung von
Fremd-DNA in ein Plasmid wird die Moglichkeit gesdten, diese DNA in Bakterienzellen
stabil zu erhalten. Nach der Klonierung der cDNAsélnitte wurden Plasmide von Ro/SSA52
und GAPDH in verschiedenen Verdinnungsstufen aisries Standards verwendet (Abbildung
9) und so ein groRer dynamischer Messbereich ntfogkenacht. Ein Nachteil stellt die fehlende
Kontrolle der reversen Transkription dar, so daes #en Einsatz in den Untersuchungen
ausreichend Daten hinsichtlich Plasmid-Stabilitéd der ublichen RT-Effizienz vorhanden sein
sollten. Bei endogenen RNA-Standards (Aktin, G34}Dergeben sich Probleme mit
verschiedenen Amplifikationsprimern, variierendenerden und Schwankungen nach
Stimulation. Heterologe externe RNA-Standards sstabiler in der Expression, aber haufig
nicht homolog zur Zielsequenz und weisen eine soteedliche Amplifikationseffizienz als das
Zielgen auf. Ausgedehnte Sekundarstrukturen der Skdhdards beeintrachtigen die
Umschreibungseffizienz zu cDNA mehr als die Amplérung.

Ein weiterer Aspekt zur Etablierung dRealtimePCR stellt die Auswahl geeigneter interner
Kontrollen dar. Welches Haushaltsgen sich idealessvenit Ro/SSA52 koamplizieren lasst,
wurde Uber eine Expressionsanalyse der Haushaéisgé\PDH,[32-MG, G6-P-DH getestet.
Bei allen drei Haushaltsgenen bestehen Uber 24wéBtdtungen in der Expression. GAPDH

weist das geringste Expressionsnivl2sMG das hdchste Expressionsniveau auf. Das geringe
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Expressionsniveau von GAPDH ist als glnstig anzasehnachteilig ist die hohe
Schwankungsbreite von Faktor zehn innerhalb von PAé geringsten Abweichungen werden
bei B2-MG gemessen. G6-P-DH wird Uber 24h nicht konstgrimiert, es ist in primaren
Keratinozyten bis nur 8h nachweisbar (siehe auchildbng 17). Auf Grund des geringen
Expressionsniveaus von GAPDH in primaren Keratitezywurde eine Koamplifizierung mit
R0/SSA52 favorisiert, das alew abundanceGen charakterisiert wurdé”**3 Neuere Studien
zeigen, dass auch andere Haushaltsgene wie diesoritade Untereinheit S26 in
Expressionsstudien erfolgreich getestet wurd&h Daten tber eine Koamplifizierung mit
Ro/SSA52 gibt es bislang noch nicht.

Die Verwendung von zwei verschiedenen Farbstotf€hRed 640 und LC Red 705, machte ein
gleichzeitiges Ablaufen mehrerer PCR-ReaktionenMidtiplex-PCR mdglich. Bei dieser Art
der PCR treten haufig kompetitive Effekte auf, endn Primer, Polymerasen und Nukleotide
untereinander konkurrieren und dadurch unspez#isblebenreaktionen hervorrufen. In der
kompetitiven PCR unterscheidet sich die Effizieer @#CR-Reaktionen. Hierbei definiert der
Slopedas Verhéltnis der Amplifikationseffizienz von @at zum Referenzsystem. Optimal ist ein
Slope, der in allen Reaktionen gleich groR'fst*® Zur Vermeidung von kompetitiven PCR-
Bedingungen wurden daher kleinere DNA-Abschnitt& YRo/SSA52 und GAPDH (<300bp)
amplifiziert. Bei gréReren Fragmenten von 600btetrainerwinschte Effekte auf, die besonders
die Amplifizierung von Ro/SSA52 verzdgern. In Althihg 19 wird gezeigt, dass bei einem
doppelt so groRen Fragment von Ro/SSA52 wie von [BAHBie Multiplex-Reaktion wesentlich
langsamer ablauft. Im Ergebnis ist 45-fach weni@€R-Produkt von Ro/SSA52 nachweisbar.
Mit steigender GroBe des PCR- Fragmente nehmeibitohsche Einflisse auf die PCR-

Reaktion zu.

Die hier gezeigten experimentellen Vorarbeiten reacldleutlich, dass gPCR als eine sehr
sensitive Methode zur Bestimmung der mRNA-Expression Ro/SSA52 in Keratinozyten
anzusehen ist. Mit der Ro/SSABZaltimePCR lassen sich reproduzierbare Daten gewinnen.
Der Einsatz fluoreszenzmarkierter Primidybridisation Probesgrlaubt die Durchfiihrung von
Multiplex-PCR-Reaktionen, bei denen DNA-Abschnitequenzspezifisch nachgewiesen
werden. Der grol3e dynamische MessbereictRéaltimePCR ist anderen bislang verwendeten
Verfahren wie dem Northern-Blot oder der konvengiten PCR Uberlegen. Bei Stabilitat

entsprechender Standards kann sogar der Nachweis @nzelnen Molekils erfolgen.
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5.3 Die Effekte von TNF-a auf Ro/SSA52-mRNA in humanen Keratinozyten

TNF-a ist ein Makrophagen-abhéangiger Faktor, der einendnéhagischer Nekrose in
Tumorzellen der Maus, ebenso wie zytotoxische Edfék humanen Zelllinien auslost’ und
dessen Wirkung in der Regulation und Modulation unwlogischer Reaktionen beseht. Das
Zytokin vermittelt die Freisetzung inflammatorischgytokine und von Prostaglandinen; es
erhoht die  MHC-I-Expression auf T-Lymphozyten und egbnstigt die T-
Lymphozytenproliferation. Zudem ist TNi-als neutrophiler Degranulationsfaktor sowie als
Faktor in der B-Lymphozytenproliferation und Immiotgulinsynthese bekanrit®. Die durch
TNF-a vermittelten Entziindungen kdnnen sich in einersBi@her Krankheitsaktivitat sowohl
lokal als auch systemisch manifestieren. SLE-Ptgreweisen deutlich hthere Konzentrationen
an TNFa als gesunde Personen auf, zusatzlich sind Entngsgparameter wie das C-reaktive
Protein (CRP) erhoht'®. TNF-a induziert in primédren Keratinozyten eine transient
Hochregulation von Ro/SSA52-mRNA. Der TNFEffekt ist nach 4h am starksten und zeigt
eine langsame Abschwachung innerhalb von 24h (dbbd 24). Verschiedene gesunde
Personen sind dabei unterschiedlich empfindlichdafBehandlung mit dem Zytokin. Bei der
Halfte der untersuchten gesunden Personen (n=&)dé& eine Hochregulation zeigen, die 20-
fach Uber dem Normalniveau liegt. Diese geltenlatisrmediate Responddrei denen sich in
Keratinozyten mit dem vorliegenden qPCR-Profil Eeggionsdnderungen im Bereich von 600 -
700 Molekilen messen lassen. Bei einer Erweiteraieg Referenzbereichs um zwei
Logarithmus-Stufen wére der Nachweis von wenigerl&l Molekilen pro Zelle mdglich. Bei
den sechs verbleibenden gesunden Personen sindmilaxi der mRNA-Expression von
Ro/SSA52 messbar, die 1,5-fach Uber der Kontradgeh, so dass diese dlsew Responder

gelten.

In der zur Kontrolle des Effektes verwendeten huamailautzelllinie HaCaT lasst sich das
Expressionsprofil bestatigen: Ein Expressionsmarimwird auch hier nach 4h detektiert,
danach ist eine Verringerung bis 24h messbar (Abbi) 22). Die Zellen der Zelllinie weisen im
Unterschied zu primaren Keratinozyten ein viel héhd>eakund auch einen viel schnelleren
Ruckgang in der Expression auf. Anzunehmen iss desmRNA-Induktion von Ro/SSA52 auf
posttranskriptionellen Modifikationen beruht, dias 2nRNA-Molekilen mit verlangerter

Halbwertzeit fuhren. Dariiber hinaus ist eine Aldiing von TNF-RI- und TNF-RII-Rezeptoren
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an der mRNA-Regulation von Ro/SSA52 beteiligt. Emfluss genetischer Faktoren wie der
HLA-Region DRB1 und Promotorpolymorphismen des TiNBens (-308) werden als
wesentlich an der Ethiologie des SLE eracht®t*? Dieser Promotorpolymorphismus war bei
Patienten mit SLE mit einer hohen Promotoraktivitatl einem erhdhten TNé-Serumspiegel

assoziiert®,

Neben Faktoren, die die mRNA-Induktion verstarkesmd auch hemmende Einflisse von
Bedeutung. Eine Ursache der geringen Sensitivitit sechs gesunden Personen auf die
Stimulation mit TNFe ist durch die Aktivitat vorShedding-Proteinebedingt, die extrazellulare
Bereiche von membranstédndigen Proteinen spalteoieiRasen wie ADAM17 TNF-

a Converting Enzyme3ind mafigeblich an der Prozessierung von TNF uxdB-Rezeptoren
von der Zelloberflache beteiligf*. Ein weiterer Grund fiir die fehlende Ro/SSA52-mRNA
Induktion durch TNFa liegt in der langen Kultivierungszeit der Keratmyten (sieben Tage)

begriindet, die die Empfanglichkeit auf eine Stiiafareduziert haben kodnnte.

Ob die TNFea-abhangige Induktion von Ro/SSA52-mRNA einen spedien Effekt darstellt,
wurde durch Analyse der mRNA-Expression von Sm-Diersucht. Diese wird wesentlich
weniger durch TNFx beeinflusst wird als die von Ro/SSA52 (siehe adbbildung 29). Da
Sm-D1 einen aktiven Bestandteil I&plicingVorgdngen von Introns von pra-mRNA zu mRNA
darstellt, ist eine direkte Beteiligung an TNMFrermittelten Entzindungsprozessen
unwahrscheinlich. Weitere Kontrollexperimente simodtwendig, da Ergebnisse Uber die
Proteinexpression von Sm-D1 fehlen. Die bisheri&perimente lassen daher noch keine

abschlieRende Aussage zu dieser Frage zu.

Es wurde gezeigt, dass TNF-auch einen Effekt auf die Induktion des intrazélien
Ro/SSA52-Proteins aufweist’. Dieser erreicht nach 24h ein Maximum und fiihzujadass
Ro/SSA52-Proteine im Zellkern und Zytoplasma akklienen. Abhangig von der Verfugbarkeit
intrazellularer Transportproteine kann Ro/SSA52 dief Zellmembran von Zellen transferiert
werden und somit einen Einfluss auf die Synthese Vmansportproteinen austiben. Durch
Dissoziation von Proteinkomponenten (Ro/SSA52, B&f, La/SSB) und hY-RNA liegt
ungebundenes Ro/SSA52 in Zytoplasma vor und wird spezifischen Transportproteinen
erkannt. Fir RNA ist ein Transport zur Zellmembranwahrscheinlich, da diese durch
intrazellulare RNasen viel starker abgebaut wird.
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5.3.1 TNF-a-Rezeptoren sind an der Ro/SSA52-mRNA-Regulation baligt

Die Effekte von TNFa werden Uber 2 verschiedene OberflachenrezeptoMff;RI und TNF-II
vermittelt. Die DD definiert die erste Gruppe voazeptoren, die zur Aktivierung von Kaspasen
fuhren und mittels des Transkriptionsfaktors kE-die Induktion von Apoptose bedingt. Die
zweite Gruppe von Rezeptorproteinen, zu der TNFZRHIt, kann direkt an zytoplasmatische
Bindungsproteine bindef'. Die Stimulation von TNF-RII induziert die Rekreting von

Apoptose-inhibierenden Proteinen.

Die Verwendung von neutralisierenden Antikérpermgege TNF-RI und TNF-RII bringt den
Nachweis, dass beide Rezeptoren an der @N#bhangigen Hochregulation von Ro/SSA52 in
primaren Keratinozyten beteiligt sind. Uber TNF-Rird Ro/SSA52-mRNA induziert, da der
Antikérper zu einer Reduktion der mRNA-Expressiaihrt. TNF-RII ist zusatzlich in die
Regulation eingebunden, da durch die Neutralisgrdes Rezeptors eine vierfache Erh6hung
von Ro/SSA52-mRNA nachweisbar ist (Abbildung 26)e DHochregulation spricht fur eine
inhibitorische Funktion dieses Rezeptors. TNF-Ritkivals ein negativer Regulator, der eine
unkontrolliert stark ablaufende Reaktion moduliédass durch die Blockade beider THF-
Rezeptoren die mRNA-Induktion von Ro/SSA52 fastlstahdig gehemmt wird, zeigt, dass
TNF-RI und TNF-RIlI wesentliche funktionelle Elemenan der Induktion von Ro/SSA52-
MRNA darstellen. Um die Beteiligung von TNF-Rezepto an der Ro/SSA52-mRNA-
Regulation weitergehend zu charakterisieren, isnetsvendig, downstreamder Rezeptoren
liegende Signaltransduktionswege wie die von TRA&tdnen (fir TNF-RIl) und
FADD/TRADD-Proteinen (fur TNF-RI) zu untersuchen.

Ein anderer Aspekt betrifft die positive Korrelatider Expression von Ro/SSA und La/SSB in
der Haut mit Anti-Ro/SSA-und La/SSB-Autoantikérpeim Serum von SLE-Patientetf®.
Mittels indirekter Immunfluoreszenz wurden in deaud von Lupuspatienten, unabhangig von
Alter bzw. Geschlecht bis zu 2000-fache Expressintesschiede von Ro/SSA und La/SSB
detektiert, ohne Angaben uber die zellulare Lokaiis zu machef®® Eine Therapie mit TNF-
a-Blockern geht nicht mit einer Anderung der Serundemtration von Anti-Ro/SSA-
Autoantikérpern einhef®®, da organbedingte Entziindungen durch die Anti-BNFherapie
positiv beeinflusst werden, Autoantikérper-Konzationen aber unbeeinflusst blieb&ii4°
Unabhangig davon sind Therapien, die TélRind/oder TNFa-Rezeptoren blockieren, mit
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Nebenwirkungen verbunden. Nachgewiesen sind dist&mning von antinukledren Antikdrpern,
Anti-dsDNA-und Anti-Kardiolipin-Antikdrpern sowie as Auftreten von Lupus-ahnlichen
Symptomen. TNF&-Blocker sollten deshalb bei Patienten mit SLE zlhaltend und zeitlich
befristet als anti-inflammatorische Therapie eiegets werden. Bei der Auswahl geeigneter
Patienten stehen die Lupusnephritis und ausgeprégigmanifestationen im \Vordergrund.
Bislang ist beim Menschen und im Mausmodell unggkigelchen Stellenwert TNE-in den
pathogenetischen Signalwegen von Immunkomplexen;Rdzeptoren und Zytokinen
einnimmt®1%2 Eine Erklarung der Entstehung von Autoantikorpemier der Anti-TNFa-
Therapie ist die gesteigerte Funktionalitat vonelkRezeptoren und die Wirkung von TNF-
als Uberlebensfaktor. Durch die Blockierung desoKyts erfolgt via Apoptose eine nukleare
Speicherung von Autoantigenen, die T-Zellen prasdantwerden. Eine verbesserte
Stimulierbarkeit von T-Zellen wirde zu einer efigkten T-Zell-Unterstitzung von B-

Lymphozyten fiihred®”.

5.3.2 Ro/SSA52-mRNA wird durch TNF-a unabhéngig von Apoptose induziert

Die UVB-Bestrahlung in vitro fuhrt in Keratinozytenu der Entstehung von apoptotischen
Blebs, in denen Ro/SSA- und La/SSB-Proteine akkigran. Die Akkumulation dieser Proteine
auf der Oberflache der Blebs fiihrt zu der verseirkBindung von Autoantikérperfr. Im
Gegensatz zu der Exposition von UVB wirkt TMFin Keratinozyten nicht proapoptotisch,
sondern antiapoptotisch. FACS-Analysen belegens desch 24h der Anteil apoptotischer
Keratinozyten von 18% auf 15% zurtickgeht (Abbild@&). Hierbei wurde der Anteil frihzeitig
apoptotischer Zellen mit unter 1% bestimmt. In eineweiten Verfahren wurden durch
Zellsortierung Kerationzytenzellen nach Annexin-&Bung in eine lebende und frihzeitig
apoptotische Zellfraktion separiert. Der Anteil delder Zellen betrdgt 90,4%, der Anteil
frihzeitig apoptotischer Zellen 9,6% (Abbildung 2Der Gegensatz zu dem durch FACS-
Analysen bestimmten Anteil von unter 1% (AbbilduBg8) wird als ein interindividueller
Unterschied gesunder Spender angenommen. Weitgridnartifizielle Membranschaden durch
das Ablosen der Zellen mit Proteasen zu berlckgmmt Primare Keratinozyten aller 12
untersuchten Personen wurden unterschiedlich lamge Accutas@ behandelt, um ein

vollstandiges Ablésen von der Kulturflasche zu iefren.
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Die RealtimePCR zeigt, dass Ro/SSA52-mRNA unabhéngig von Agseptnduziert wird. Die
Ro/SSA52-mRNA-Induktion lauft in vitalen Zellen ¥&ch schwacher als im Vergleich zu
Kontrollen ab, in denen spontan apoptotische Zeaihneingeschlossen waren (Abbildung 28).
Es ist daher wahrscheinlich, dass auf Grund deitéeim mRNA-Synthese vermehrt Ro/SSA52-
Proteine auf die Zellmembran intakter, lebenderleelgelangen. Der Proteinnachweis von
Ro/SSA52 auf lebenden Keratinozyten konnte biskmey nicht erbracht werden, so dass das es

notwendig ist, entsprechend sensitive Nachweishesfazu etablieren.

Fir weitere Zellsortierungs-Studien wirde es sihieten, dieRealtimePCR auf der Grundlage
von Gesamt-RNA durchzufiihren, das die Ausbeute RNAin frihzeitig apoptotischen Zellen
sehr gering war. Unterschiede in der mRNA-Expression Ro/SSA52 bei gesunden Personen
und SLE-Patienten konnten nicht in dieser Arbethhianalysiert werden, da die Kultivierung
von Keratinozyten von SLE-Patienten auf Grund eihehen Spontanapoptoserate nicht
erfolgreich verlief. Es ist denkbar, dass dieselefelaufgrund genetischer Unterschiede
empfanglicher fur eine TNEBE-induzierte Ro/SSA52-mRNA-und Proteinexpression dis
gesunder Personen sind. Durch eine verstarkte Merakpression ware auch eine Freisetzung
von Ro/SSA52-Autoantigen in den Extrazellularraurdghich. Zur weiteren Charakterisierung
werden daher Methoden bendtigt, die den NachweifRdESSA mMRNA- und Proteinexpression

auf Hautzellen von Patienten belegen.

5.4  Auswirkungen von Stérungen der TNFa-Funktion

Eine Minderung der Funktionalitdt im TNEHTNF-a-Rezeptorsystem kann ein aggressives
Autoimmunverhalten auslosen oder verstarken, sc dis Entwicklung eines spontanen
Krankheitsgeschehens beginstigt wird. Die Durchiwreg von Toleranz gegen nukleare
Antigene wird als Basis fur die Entwicklung von Aummunerkrankungen wie dem SLE
angesehen. Die enge Verbindung des TNKsens mit dem MHC-Gen sowie die Heterogenitat
der TNFa-Spiegel in Tiermodellen und bei Patienten mit SleHauben keine klare
Einschatzung der Rolle von TNE- In HLA-DR3-positiven SLE-Patienten und MRL-lpiip
sowie BxSB-Mausen® werden &hnlich hohe Titer des TNFProteins nachgewiesen.
Epidemiologische Untersuchungen bei Patienten i 8estétigen eine enge Bindung von

HLA-DR2- und HLA-DR3-Haplotypen. Da das TNi=Gen in der Region lokalisiert ist, die fur
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HLA-Gene kodiert, wirdlieses als ein genetischer Faktor in der Atiolatge humanen SLE
angeseheh®. HLA-DR2-positive SLE-Patienten weisen geringe Th#Serumkonzentrationen
auf und besitzen eine hohe Wahrscheinlichkeit zwsbMdung einer Lupusnephritis. Im
Gegensatz hierzu ist das Auftreten von Polymorpéisim der Promoterregion (308-A) von
TNF-a mit einer hohen Genaktivitat assoziittt Eine erhéhte Serum-Konzentration von TNF-
a ist mit der Krankheitsaktivitat korrelietf?. TNF-a-Promotorpolymorphismen (TNF2) sind
zudem mit einer erhdhten Anti-Ro/SSA-und Anti-LaABSAutoantikdrperproduktion sowie mit
einer erhdhten Frequenz von HLA-DR3 verburldes ist ungeklart, ob TNE- bei der
Entwicklung unterschiedlicher Autoimmunreaktionanldgische Effekte hervorbringt, oder ob
die TNFa-vermittelte Wirkung darin besteht, den Verlauf urtle Auspréagung von
Gewebeschaden zu modifizieren. In Bezug auf rheisoie Autoimmunerkrankungen gilt als
akzeptiert, dass ein Absinken der physiologischeéWF-&i-Synthese zu einem gestorten
Gleichgewicht des Immunsystems fihrt, das das Augftr von antinuklearen Antikérpern und

das Fortschreiten der Erkrankung verstarken kann.

Die Applikation von TNFet an vier Monate alte, nicht erkrankte (NZB/NZW)-Mé&uverursacht
eine Verzdgerung von Entziindungsprozessen in dereNider Krankheitsausbruch wird
verlangsamt. Eine Hyperreaktivitat von B-Zellen wide Autoantikdrperantwort sind hier selten
148 studien zeigen einen Konzentrations- und zeitadjigien Effekt von TNFx auf die
Pathogenese der renalen Erkrankung: Geringe Korazmmen von rekombinantem TNFhatte
bei jungen Mausen (2-4 Monate) keine eindeutigerswikungen auf den Verlauf der
vermehrten Proteinausscheidung, bei alteren Mabhsegegen fuhrt TNF zu einer Erhéhung
der Proteinausscheidungsrate sowie der Mortalitd. Die Beschleunigung der
Nierenfunktionsstérungen natlow DoseTNF-a-Gabe zeigt, dass TNé&-eine pathogenetische

Rolle furr die Entwicklung einer Nephritis einnimmit.

55 TNF-a induziert in Keratinozyten die Freisetzung der sekndaren

proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8

TNF-a wird als primares Zytokin bezeichnet, da es die Freisetzung anderer

proinflammatorischen Zytokine beeinflusst. Es induz die Synthese von sekundaren
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inflammatorischen Zytokinen, von Prostaglandinem Wdachstumsfaktoren. Diese Molekile
wirken als kostimulatorische Faktoren fir die Aléiing von Lymphozyten und APC sowie bei
der Aktivierung von akute-Phase-Entziindungsprotei@e Auswertung des Zytokin-ELISA
legt nahe, dass in Keratinozyten Entzindungsreadsicablaufen, die die Induktion der mRNA
von Ro/SSA52 begleiten. Das wird dadurch deutlidss TNFa in primaren Keratinozyten die
Freisetzung von IL-6, IL-8 und auch seine eiger@mehrte-Freisetzung induziert (Abbildung
31). Die Freisetzung der Proteine erfolgt zeitalgigirNach 4h ist der Effekt von TNé&-auf IL-

6 und IL-8 starker nachweisbar als nach 24h. ILi@wach 4h siebenfach héher nachgewiesen,
wahrend es nach 24h noch vierfach erhoht ist. Hir8let sich nach 4h 20-fach mehr im
Uberstand und liegt nach 24h noch dreifach vermebrt Die TNFa-Proteinfreisetzung
unterliegt einer Kinetik, bei der ein Anstieg biéh2messbar ist. Nach 4h ist das Protein 50-fach
erhoht, die Konzentration steigt bis 24h auf de®-fE@hen Wert der Kontrolle an. Neben
proinflammatorischen Zytokinen wird auch das afiaimmatorische Interleukin IL-10 durch
TNF-a induziert, dessen Hochregulation deutlich abemwsciher als die von IL-6 oder IL-8
ausfallt. In Expressionsstudien wurde gezeigt, d&85-a in der Haut von Patienten mit SCLE
wahrend einer immunsuppressiven Therapie erhdhiweisbar ist®! und der Hauptanteil des
von Keratinozyten produzierten TNF-n die Epidermis sowie die Dermis freigesetzt wird
Durch Behandlung mit TNE-Blockern lassen sich Hautmanifestationen bei Rtdre mit
photosensitivem Lupus erythematodes positiv baessén'®. Die hohen Konzentrationen von
IL-8, IL-6 und TNF& in dem Zeitfenster, in den auch Ro/SSA52-mRNA heghliert wird,
sprechen  flir ausgepragte Entzindungen bei Ro/S3Aa&&antigen-vermittelten

Immunreaktionen.
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nach 4h TNF-¢-Stimulation nach 24h TNF-¢-Stimulation

w IL-6
O IL-8
0 ———> TNF-a

0 :’> TNF-o.

TNF-(LQ
— ;

Epidermiz Dermis Epidermis Dermis

Basalmembran Bazalmembran

Abbildung 35 Die proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8 vden in primaren Keratinozyten
nach 4h, TNFa wird nach 24h maximal freigesetzt und sind in hoKenzentrationen in Kulturiberstanden von

Keratinozyten nachweisbar.

5.6 Zusammenfassung

Der systemische Lupus erythematodes ist eine kladssi Autoimmunerkrankung, die
unterschiedliche Organe betrifft und durch das Waorknen einer Vielzahl von Autoantikorpern,
die u.a. gegen nukledre und zytoplasmatische Atigggare gerichtet sind, gekennzeichnet ist.
Autoantikdrper gegen das nukleare Ribonukleoprd®a/SSA sind Uberdurchschnittlich haufig
mit photosensitiven Hauterscheinungen assoziiedt warden in 50% der Seren von Patienten
mit SLE sowie in mehr als 80% der Seren von Paientit Sjogren-Syndrom, subakut kutanem
Lupus sowie neonatalem Lupus detekti€ie dabei entstehenden Ro/SSA-Immunkomplexe
lassen sich insbesondere in der Epidermis von Sitiefiten nachweisel?*!%® zytokine wie
TNF-a sind an der Membranexpression des intrazellul&efSSA52-Proteins in humanen

Keratinozyten beteiligi®'% In dieser Arbeit wurde eine Methode zur quanti&tiBestimmung
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der Ro/SSA52-mRNA-Expression in humanen Keratirezytabliert. Durch diRealtimePCR
konnen mittels relativer Quantifizierung und interrkontrolle durch GAPDH hochsensitiv
Ro/SSA52-mRNA-Produkte detektiert werden. Das Maxim der Ro/SSA52-mRNA-
Expression wird in primaren Keratinozyten wie auohder humanen Keratinozytenzelllinie
HaCaT nach 4h erreicht. Die Keratinozyten versamed gesunder Personen sind hierbei
unterschiedlich empfindlich auf die Behandlung a@im Zytokin. In der HaCaT-Zelllinie lasst
sich eine deutlich héhere Ro/SSA52-mRNA-Expressignin primaren Zellen beobachten. Die
Induktion der Ro/SSA52-mRNA-Expression wird Uben ddNF-Rezeptor | vermittelt, wahrend
der TNF-Rezeptor Il die Uber den TNF-Rezeptor Ivbegerufene Expressionserhéhung von
Ro/SSA52-mRNA unterdriickt. TN&- induziert die Freisetzung von sekundéren
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und IL-8 veie die des antiinflammatorischen
Zytokins IL-10. DarUber hinaus fordert TNFin primaren Keratinozyten nach 24h Stimulation
seine eigene vermehrte Freisetzung und ist 100€daebht nachweisbar. IL-6 und IL-8 weisen
eine maximale Freisetzung schon nach 4h auf und siebenfach bzw. 20-fach erhoht

detektierbar.

Die RealtimePCR ist eine sehr sensitive Methode zur BestimmiergmRNA-Expression des
Ro/SA52-Autoantigens in Keratinozyten, die andeb&lang verwendeten Methoden wie der
konventionelle PCR oder dem Northern-Blot Uberleggn Die Effekte von TNFx auf die
Induktion von Ro/SSA52-mRNA zusammen mit schon pidgrten Daten zur Ro/SSA52-
Proteinexpressiorr®*?’ deutet auf eine bedeutende Rolle von TdNFbei Anti-Ro/SSA-
assoziierten, inflammatorischen Hautmanifestatidm&rPatienten mit Lupus erythematodes hin.
Der wesentliche pathophysiologische Einfluss de®kigs lasst den therapeutischen Einsatz
von TNF-a-Blockern bei photosensitiven, Anti-Ro/SSA-assattie kutanen Formen des Lupus

erythematodes vielversprechend erscheinen.

5.7 Ausblick

An der Induktion von Ro/SSA52-mRNA in Keratinozytkénnen unterschiedliche Signalwege
beteiligt sein. So sind neben einer TWNFRezeptoraktivierung auch posttranslationelle
Veranderungen maoglich, durch die Ro/SSA52-mRNA heghtliert wird. Ein Mechanismus, der

zu einer Verringerung in der mRNA-Expression fllsihd auf der Zelloberflache befindliche
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SheddingProteine, die extrazellulare Bereiche membranggg@ndroteinen spalten. Da in der
Halfte der untersuchten gesunden Personen die Bgiiikeit von priméren Kerationzyten fur
TNF-a sehr gering war, kann eine Analyse des TiN&enotyps auf Promotorpolymorphismen
wie an Position 308A weiteren Aufschluss liefermed2 sind bei SLE-Patienten mit hohen TNF-
o-Serumspiegeln und eine hohen Genaktivitat assozie kinftigen Studien werden damit
weitergehende Aussagen Uber die Empfanglichkeit Kematinozyten auf TN+ mdglich.
Darlber hinaus ist die Charakterisierung weiteign&proteine wie TRAF-Proteine (fir TNF-
RIl) und FADD/TRADD-Proteine (fir TNF-RI) in Bezuguf eine Beteiligung an der
Ro/SSA52-Regulation von wesentlicher Bedeutung. lidike Apoptoserate von Keratinozyten,
die aus Lupuslasionen von SLE-Patienten enthommardem, macht bislang eine stabile
Zellkultivierung unmoglich. Durch die Ko-Kultivieng mit feed-layefZellen wie z.B.
Fibroblasten besteht die Moglichkeit, diese Keayien zuverlassig in Kultur zu halten.
Perspektivisch kann hierdurch die Analyse der RAEZSExpression auf mRNA-und
Proteinebene aus beliebigen Hautarealen von Peatiesrfolgen. Dies wurde es ermdglichen,
dass der Effekt von TNE-und anderen mdglichen pathogenen Faktoren anikezgten von

SLE-Patienten im Vergleich zu Keratinozyten vors@alen untersucht werden kann.
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Abbildung 1 Die Detektion von Ro/SSA52 durch Anti-Ro/SSA-Aambikdrper ist in
Abbildung 1A durch Western-Blot-Analyse, in Abbildy 1B durch indirekte

Immunfluoreszenz erfolgt. Die intrazellulare Lolsaliion von Ro/SSA52 (rechtes Bild) ist

durch ein feinkdrniges, granuléres Muster geKemaast................cceeeeeviieeeiiiiineee e e 7
Abbildung 2 Modell der nuklearen und zytoplasmatischen \Viengj von Ro- RNP’s
in humanen Keratinozyten. Modifiziert nach Pruifra®. ............c.ccocovvvviiveeicreeee, 11.
Abbildung 3 Schematische Darstellung des Ro/SSA-Ribonukld¢emkomplexes,
der aus 52kDa,-60kDa-und 48kDa (La-Protein) Preieimesteht, die an eine hY-RNA
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Abbildung 4 Schematische Abbildung der Struktur von Ro/SSABR: Grolie des

Proteins entspricht einem Leserahmen von 475 Asdinen. Es sindink-FingerRegionen

(AS 1-135), Leuzin-ZipperAreale (AS 197-232) sowie Homologien mit deegulatory
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