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1. EINLEITUNG

1.1. Autoimmune Erkrankungen

Autoimmunerkrankungen sind gekennzeichnet durch das Auftreten von entzindlichen
Gewebsveranderungen und damit verbundenen Funktionsstérungen bei gleichzeitig
nachweisbaren autoreaktiven Antikdrpern bzw. autoreaktiven T-Zellen. Es handelt sich
um vielféltige, typischerweise chronisch-entziindlich verlaufende Krankheitsbilder. Bei
systemischen Autoimmunerkrankungen kann es durch die Aktivierung des
Immunsystems zu einer entzindlichen Schadigung innerer Organe kommen. Zu dieser
Gruppe gehbéren sowohl die haufig auftretenden entziindlichen Gelenkerkrankungen wie
die rheumatoide Arthritis, als auch seltenere Krankheitsbilder wie die Kollagenosen und
Vaskulitiden.

Die Atiologie der zugrunde liegenden komplexen Immunregulationsstérungen ist noch
nicht vollstdndig aufgeklart. Indizien weisen auf eine multifaktorielle Genese hin, bei der
wahrscheinlich genetische Faktoren, exogene Faktoren wie Infektionen oder
Medikamente und auch hormonelle Faktoren eine Rolle spielen.

Inwieweit Mechanismen wie molekulare Mimikry und ,Epitope-spreading”
(Schwimmbeck et al. 1987, Hengstman et al. 2004), fehlerhafte T-Regulator-Zellen
(Kronenberg und Rudensky 2005) oder die apoptose-spezifische Proteolyse (Targoff
2000) zur Durchbrechung der Toleranz beitragen, ist derzeit Gegenstand intensiver

Untersuchungen.

1.2. Rolle der autoreaktiven B-Zellantwort

In der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen spielen sowohl autoreaktive
zytotoxische T-Zellen eine Rolle (z.B. bei der Polymyositis; O"Hanlon und Miller 1995)
als auch die autoreaktive B-Zellantwort (z.B. bei der Dermatomyositis; Dalakas 1991).
Beschrieben worden sind Autoantikérper der Klassen IgA, IgM und 1gG, wobei IgG in
den meisten Fallen mengenmaBig deutlich dominiert (Lieu et al. 1988). Autoantikérper
sind der Untersuchung relativ leicht zuganglich und spielen auch aus diesem Grund
eine groBe Rolle in der Diagnostik der Autoimmunerkrankungen.

Ein klassischer Autoantikdrpersuchtest ist der indirekte Immunfluoreszenztest zum

Nachweis von antinukledren Autoantikbrpern (ANA), der bei Patienten mit Verdacht auf



Kollagenosen durchgefuhrt wird. Eine Vielzahl von Autoantigenen wird durch diesen
Screeningtest erfasst, manche produzieren ein typisches Fluoreszensmuster. In aller
Regel wird aber ein positives Testergebnis (ANA-Titer 1:160 oder hdher) in
spezifischeren Untersuchungen wie Immunoblots oder ELISA (enzyme linked
immunosorbent assays) weiter differenziert (siehe Abschnitt1.6).

Die Spezifitdt und Sensitivitat der Autoantikbrpernachweise variiert dabei betrachtlich
(von Mdhlen und Tan 1995). In vielen Fallen jedoch erméglichen Antikdrperprofil und
auch der Verlaufstiter genauere Diagnosen und Prognosen, was auch Auswirkungen
auf die Therapie hat. So kommt es bei Aktivitdtsschiben eines SLE in aller Regel zu
einem Anstieg der Anti-dsDNA-Antikérper (Hiepe et al. 1996).

Eine eindeutige pathogenetische Rolle ist bislang nur far wenige Autoantikérper
nachgewiesen worden, z.B. fur die mautterlichen Anti-Ro/Anti-La-Antikérper bei der
Entstehung des kongenitalen Herzblocks (Buyon et al. 2001). Auch die urséachliche
Beteiligung von Autoantikérpern bei der SLE-typischen entziindlichen Schadigung der
Nieren wurde in Tierversuchen demonstriert (Ehrenstein et al. 1995). Dabei steht nach
neueren Erkenntnissen nicht mehr die Reaktivitit gegen Doppelstrang-DNA im
Vordergrund, sondern die Reaktivitdt gegen Nierengewebsantigene (Deshmuk et al.
2006). Fir die Gewebeschadigung verantwortlich sind wahrscheinlich die durch die
Immunkomplexe ausgeldsten Entzindungsprozesse. Seit dem Nachweis von
penetrierenden Autoantikérpern in lebenden Zellen in vivo werden allerdings auch
direkte intrazelluldare Wechselwirkungen diskutiert (Ruiz-Arguelles und Alarcon-Segovia
2001).

Andere Autoantikdrper scheinen eher ein Nebenprodukt - ein sogenanntes
Epiphdnomen - der grundsatzlich gestérten Immunabwehr zu sein. Auch in diesen
Fallen kénnte jedoch die genaue Charakterisierung von Autoantigenen, beteiligten
Immunzellen und Prasentationswegen helfen, dem Kern der Immunstérung auf die Spur

zu kommen.

1.3. Enzymatisch aktive Autoantigene bei Kollagenosen

Eine Reihe von Autoantigenen, die bei systemischen rheumatischen Autoimmun-
erkrankungen identifiziert wurden, sind Bestandteil enzymatisch aktiver Protein-(RNA)-
Komplexe, die bedeutende Funktionen in Replikation, Transkription, Splicing und

Translation innehaben und gewebs- und organlbergreifend vorkommen. So sind



Autoantikdrper gegen die DNA-Topoisomerase |, auch bezeichnet als Scl70, spezifisch
fur Sklerodermie (Guldner et al. 1986). Das SLE und Sjégren-Syndrom assoziierte
Autoantigen Ro/SS-A 52 kD konnte als E3-Ubiquitinligase charakterisiert werden (Wada
et al. 2006). Beim Anti-Jo-1-Syndrom, einer Untergruppe der autoimmunen Myositis,
findet man Autoantikérper gegen die Histidyl-tRNA-Synthetase (Bernstein et al. 1984).
Fdr die Anti-Jo-1-Antikérper konnte in vitro eine Inhibition der Histidyl-tRNA-Synthetase
nachgewiesen werden (Targoff und Reichlin 1987).

Mit dem 20S-Proteasom wurde 1991 von Arribas et al. ein weiterer multikatalytischer

Proteinkomplex als Ziel einer Autoimmunreaktion entdeckt.

1.4. Das Proteasom

Das Proteasom ist ein hochkonservierter Proteasenkomplex, der in den Zellen aller
Eukaryonten und auch bei Archaebakterien und einigen Eubakterien vorkommt
(Baumeister et al. 1998).

Seine Funktion besteht darin, polyubiquitinierte Proteine abzubauen (Seufert und
Jentsch 1992). Dies dient nicht nur der Beseitigung alter und falsch gefalteter Proteine,
der stete Abbau ermdglicht auch erst die zeitlich begrenzte Wirkung von Proteinen wie
z.B. Cyclinen oder Transkriptionsfaktoren (z.B. c-Fos, c-Myc) und somit Zellzyklus und
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Abb.1: Proteine des Zytosols werden vom Proteasom zu Peptiden gespalten, die ber TAP-1
und TAP-2 ins endoplasmatische Retikulum gelangen, wo sie an MHC Klasse 1-Molekile binden
(nach Janeway et al. 2001).

Zelldifferenzierung.




Die Inhibition des Proteasoms induziert bei vielen malignen Zelllinien die Apoptose
(Pajonk und McBride 2001), klinisch werden Proteasomeninhibitoren bereits erfolgreich
in der Hamatologie/Onkologie, z.B. zur Behandlung des Plasmozytoms, eingesetzt.
Darlber hinaus spielen Proteasomen bei hdheren Wirbeltieren eine wichtige Rolle in
der Immunabwehr, indem sie den GroBteil der Peptidantigene herstellen, die von den
MHC-Klasse1-Molekilen prasentiert werden (Rock et al. 1994, Eggers et al. 1995). So
werden z. B. virale Proteine von Proteasomen zu Peptiden gespalten, welche dann
mittels spezieller Transportproteine (TAP-1 und TAP-2) ins endoplasmatische
Retikulum gelangen und dort an MHC-Klasse1-Molekile binden (siehe Abb.1).

+ —>
2 a-Ringe 2 B-Ringe 20-S-Proteasom

Abb. 2: Schematische Zeichnung des humanen 20S-Proteasoms.

Das humane 20S-Proteasom als Kern der Proteasenkomplexe ist aus 4 Ringen
aufgebaut, die eine Art Zylinder bilden. Jeweils zwei Ringe sind identisch: die beiden
auBeren Ringe, die aus jeweils sieben verwandten, aber nicht identischen a-Typ-
Proteinen bestehen, und die beiden inneren Ringe, die aus je 7 B-Typ-Untereinheiten
bestehen (siehe Abb.2 und Tab.1).

Die proteolytisch aktiven Zentren werden von den drei B-Untereinheiten Z (82), & (B1)
und MB1 (B5) gebildet, deren N-terminales Threonin katalytisch aktiv ist (Baumeister et
al. 1998). Die katalytischen Spezifitdten der aktiven Zentren unterscheiden sich
voneinander, & (B1) werden caspase-artige proteolytische Funktionen zugeordnet, Z
(B2) trypsin-artige und MB1 (B5) chymotrypsin-artige Eigenschaften (Kriger et al.
2003).

Die o-Typ-Proteine interagieren mit Regulatorproteinen wie dem 19S-Regulator oder
dem Proteasomenaktivator PA28 (auch 11S Regulator genannt). In Verbindung mit



PA28 kénnen Proteasomen bestimmte Peptide effektiver generieren (Groettrup et al.
1996), die Funktion des 19S-Komplex besteht dagegen im Entfalten Ubiquitin-
markierter Proteine (Hendil et al. 1998).

Proteasomale Untereinheiten

Nomenklatur  alte in SDS-PAGE  Molekular- Isoelektrischer
nach Groll’ Nomenklatur ~ geschatzte kD® gewicht (kD)®>  Punkt®
a6 Cc2 32,0 29,6 6,16
a3 c9 30,0 29,5 7,58
a7 C8 28,6 28,3 5,20
ab Zeta 28,4 26,4 4,69
ad C6 28,2 27,9 8,60
B2 Z 28,0 25,2 5,54*
ail lota 27,6 27,4 6,35
a2 C3 25,0 25,7 7,12
B4 Cc7 24,0 22,8 6,52
B7 N3 24,0 24,3* 5,47*
B6 C5 23,8 26,5 8,27*
B 1 Y/Delta 23,5 21,7* 4,91*
B5 X/MB1 21,4 22,5* 8,67*
B3 C10 n.b. 229 6,15
B5' LMP7 n.b. 22,6* 7,59*
B1' LMP2 n.b. 21,3* 4,80*
B2 MECLA1 n.b. 24.6* 6,07*

Tab. 1: Die Untereinheiten des humanen 20S-Proteasoms mit tatsachlichen Molekulargewichten
und Laufverhalten in der SDS-PAGE (°Groll et al. 1997, *Hendil et al. 1993, °Feist et al. 2000), in
der Reihenfolge, wie sie sich in der SDS-PAGE darstellen. AuBerdem angegeben sind die
isoelektrischen Punkte der einzelnen Untereinheiten.

' Untereinheiten des Immunoproteasoms *prozessierte Form

Das Immunsystem selbst wiederum reguliert das proteolytische Verhalten von
Proteasomen durch Interferon-y (Boes et al. 1994, Aki et al. 1994). In Anwesenheit von
Interferon-y werden drei alternative ,aktive® B-Typ-Proteine exprimiert und in das
Proteasom eingebaut (MECL1, LMP2 und LMP7 ersetzen Z, 6 und MB1), was Einfluss
auf Schneidemuster und Aktivitat der Proteasomen hat. Das solchermaBen veréanderte

Proteasom wird auch als Immunoproteasom bezeichnet.
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1.5. Autoantikorper gegen Proteasomen

Dass nun Proteasomen, die in der Immunabwehr eine zentrale Funktion haben, auch
ihrerseits Ziel einer Autoimmunantwort werden kénnen, wurde zuerst bei SLE-Patienten
entdeckt (Arribas et al. 1991). In nachfolgenden Arbeiten wurden auch andere
Patientengruppen, meist aus dem rheumatologischen Formenkreis, untersucht
(s.Tab.2).

Nachweis anti-proteasomaler Antikoérper

ELISA Immunoblot
systemischer 58 % (30/52)2 35% (15/43)
Lupus erythematodes 42 % (22/52)2
35% (35/100)/*
Multiple Sklerose 66 % (73/110)°
Priméres Sjogren- 33 % (14/43)3 33% (14/43)3
Syndrom 16 % (5/31)°

autoimmune Myositis | 62%  (21/34)2 47 % (16/34)2
19% (4/21)5

M. Behcet 19% (4/21)5
Sarkoidose 7% (1/13)°
Vaskulitis 0% (0/20)4
Primar biliare Zirrhose 0% (0/50)4
zﬂg}:rn;:(tli:rosmrende 0% (0/14)4
Autoimmunhepatitis 0% (0/10)2
Rheumatoide 2% (1/47)3 0% (0/47)3
Arthritis 0% (0/50)4
Tumoren 11% (2/19)3 0% (0/19)3
Gesunde 2 %* (2/112)2 0% (0/100)7
0% (0/80)3 0% (0/80)3

0% (0/160)4

Tab.2: Vorkommen anti-proteasomaler Antikérper in verschiedenen Krankheitsentitaten.
Zusammenstellung der ELISA- bzw. Immunoblot-Ergebnisse von 'Arribas et al. 1991, *Feist et al.
1996, °Feist et al. 1999, “Mayo et al. 2000 und *Mayo et al. 2002.

*im spezifischeren Sandwich-ELISA negativ

Die Erstbeschreiber fanden anti-proteasomale Autoantikdrper bei 35% der untersuchten
SLE-Patienten. Feist et al. (1996) gelang der Nachweis auch bei weiteren Kollagenosen
wie der Dermatomyositis (63%) und Polymyositis (62%), sowie - mit geringerer
Pravalenz - bei primarem Sjégren-Syndrom.
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Auch bei Autoimmunerkrankungen, die nicht zu den Kollagenosen zahlen, wurden
Autoantikérper gegen Proteasomen gefunden. Mayo et al. berichteten 2002 von einer
hohen Pravalenz (66%) in einem Patientenkollektiv mit aktiver Multipler Sklerose. Auch
im Liquor waren bei einem Teil dieser Patienten anti-proteasomale Antikérper
nachzuweisen.

Seltener wurden autoimmune Reaktionen gegen Proteasomen auch bei Patienten mit
Morbus Behget (19%), Sarkoidose (7%) und rheumatoider Arthritis (nur im ELISA, 2%)
festgestellt.

Bei anderen Autoimmunerkrankungen wie der priméren bilidren Zirrhose (PBC) und den
ubrigen systemischen Vaskulitiden wurden anti-proteasomale Antikérper dagegen
bisher nicht gefunden. Auch bei Tumorpatienten und gesunden Blutspendern waren sie
zumindest im Immunoblot nicht nachweisbar.

Die von den verschiedenen Arbeitsgruppen verdéffentlichten Zahlen weichen teilweise
erheblich  voneinander ab. In den Experimenten wurden Proteasomen
unterschiedlichster Herkunft verwendet (Maus-Proteasom und Rattenleber-Proteasom
bei Arribas et al., Proteasom aus humanen Erythrozyten bei Feist et al). Zudem
unterschieden sich die Untersuchungsmethoden (ELISA, Sandwich-ELISA und
Immunoblot).

1.6. Nachweis von Antikorpern mittels Inmunoassays: Charakteristika von ANA-
lIF, ELISA und Immunoblot

In der rheumatologischen Autoantikdrperdiagnostik haben sich vor allem der indirekte
ANA-Immunfluoreszenztest, der ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) sowie
der Immunoblot durchgesetzt. Andere Verfahren wie Agglutinationstests (Nachweis von
Rheumafaktoren), funktionale Tests, der Radio-Immunoassay (RIA) oder die Immun-
diffusion sind speziellen Fragestellungen vorbehalten.

ANA-IIF, ELISA und Immunoblot haben einige Gemeinsamkeiten. Die drei
Immunoassays ermdglichen die Detektion von Antikérpern, die gegen bestimmte
Antigene gerichtet sind. Die Antigene liegen dabei in immobilisierter Form vor — beim
ELISA adsorbieren die Proteine an die Polystyrolwdnde der Mikrotiterplatten, beim
Immunoblot erfolgt nach der Auftrennung der Proteine durch eine Gelelektrophorese die
Uberfiihrung auf eine Membran. Beim ANA-IIF liegen auf Objekttragern fixierte HEp-2-

Zellen vor. Die Detektion der Antikérper erfolgt in allen Fallen mit Hilfe von markierten
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Zweitantikérpern, die spezifisch mit dem Fc-Anteil der zu messenden Antikdrper
reagieren (z.B. Kaninchen-Ak gegen Human-IlgG). Als Markierung werden
Fluoreszenzfarbstoffe (z.B. FITC beim ANA-IIF) bzw. Enzyme wie die Peroxidase
benutzt, die im letzten Schritt — nach Anregung der Fluoreszenz bzw. Zugabe eines
Substrates — eine Farbung auslésen (ELISA und Immunoblot).

Neben diesen Gemeinsamkeiten gibt es allerdings bedeutende Unterschiede (s.Tab.3).
Im ELISA wird das Antigen wie in einer ,black box“ mit den Antikérpern inkubiert, im
Gegensatz zu den beiden anderen Verfahren erfolgt keine weitere Charakterisierung
des Proteins. Daher ist eine moglichst reine Antigenpraparation erforderlich, um
unspezifische Reaktionen zu vermeiden.

Beim Immunoblot erfolgt zunachst eine Auftrennung der Proteine durch
Gelelektrophorese. Dies ermdglicht die Identifizierung eines Antigens entsprechend
einer abgrenzbaren Proteinbande. Die Ausgangspraparation des betreffenden Proteins
muss daher nicht unbedingt frei von jeglichen Verunreinigungen sein. Die SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE), die meist verwendet wird, trennt die
Proteine nach ihrer Molekilmasse. Bei SDS (sodium dodecyl sulfat) handelt es sich um
ein anionisches Detergens, das die hydrophoben Bindungen innerhalb der
Proteinstruktur abschwécht. Im Immunoblot liegen die Proteine daher in einer linearen,
denaturierten Form vor. Durch die Konformationsanderung ergeben sich Auswirkungen

auf die antigenen Eigenschaften und die Antikérperbindung.

ANA-IIF ELISA Immunoblot
Antigenstruktur teilweise denaturiert nativ denaturiert
Antikorperdetektion  quantitativ (Titerangabe) quantitativ (Units) semiquantitativ (+/-)
Zeit- und . . . :
Materialaufwand relativ hoch relativ gering relativ hoch
Sensitivitat sehr hoch sehr hoch sehr hoch
Spezifitat eher eingeschrankt, sehr hoch sehr hoch

abhangig vom Antigen

Tab.3: Charakteristika von indirektem ANA-Immunfluoreszenztest (ANA-IIF), ELISA
und Immunoblot nach SDS-PAGE
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Da beim ANA-IIF die Strukturen der fixierten HEp2-Zellen in etwa erhalten sind, ist es
maoglich, die erkannten Antigene Uber die Lokalisation in der Zelle zu charakterisieren.
Fir einige Autoantikdrper, z.B. fur die anti-Zentromer-Antikdrper, ergeben sich so
spezifische Fluoreszenzmuster. Andere Autoantikdrper produzieren zwar typische, aber
nicht spezifische Muster. Dies qilt auch flr die anti-proteasomalen Antikérper (Feist et
al. 2006). Neben einer teils filamentésen, teils feingranuldren zytoplasmatischen
Farbung mit Bevorzugung der perinukledren Regionen férben anti-proteasomale
Antikérper auch den Nukleus unter Aussparung der Nukleoli.

Da die Spezifitat des ANA-IIF nicht fir alle Antigene ausreichend ist, wird der Test
meistens als Suchtest eingesetzt und bei positivem Ausgang (ANA-Titer 1:80 oder
héher) mit den spezifischeren ELISA-und Immunoblot-Verfahren erganzt.

Alle drei Assays besitzen eine hohe Sensitivitat, fir den ELISA wird ein theoretischer
maximaler Wert von 10" bis 10" mol/l angegeben, fir den Immunoblot eine

Nachweisgrenze im Pico-bis Nanogrammbereich (Luttmann et al. 2004).

1.7. Reaktionsprofil von anti-proteasomalen Antikérpern

Bereits in den ersten Untersuchungen zum Nachweis von anti-proteasomalen
Antikérpern wurde eine Reaktion gegen verschiedene Untereinheiten des Maus-
Proteasoms im Immunoblot beschrieben. Bemerkenswerterweise reagierten die
Antikérper eines Patientenserums jedoch gegen hdchstens zwei proteasomale
Proteine. In weiterfiihrenden Untersuchungen konnten mehrere Untereinheiten als B-
Zellantigen identifiziert werden.

Systematische Immunoblotuntersuchungen zur Diversitdt der anti-proteasomalen
Antikdrper wurden bisher bei SLE- und Polymyositis-Patienten (Feist et al. 1996) sowie
bei Sjogren-Patienten (Feist et al. 1999) durchgeflihrt. Demnach wiesen anti-
proteasomale Antikdrper aus den Seren sowohl von PM/DM-Patienten als auch von
SLE-Patienten im Immunoblot ein bemerkenswert einheitliches Reaktionsmuster auf:
alle im Immunoblot positiven Seren reagierten mit einer Bande entsprechend einem
Molekulargewicht von etwa 30 kDa, die mittels zweidimensionaler Elektirophorese als
Untereinheit C9 (a3) identifiziert werden konnte. Die meisten Seren erkannten sogar
ausschlieBlich diese Bande (14 von 16 DM/PM-Seren, 19 von 22 SLE-Seren), wahrend
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die dbrigen Seren zusatzlich noch schwach gegen eine Untereinheit mit einem
Molekulargewicht von etwa 23 kDa reagierten.

Bei Sjogren-Patienten stellte sich die Situation komplexer dar. Die Haélfte der anti-
proteasomen positiven Seren (7/14) produzierte eine singulare Bande, die in vier Fallen
der typischen C9 (a3) - Bande entsprach. Bei der anderen Hélfte der positiven
Sjégrenseren wurden Reaktionen mit mindestens zwei Banden gesehen, in drei Fallen
sogar polyreaktive Anfarbungen fast aller proteasomaler Untereinheiten. Bei einem
Sjégren-Patienten wurde mit Z (B2) zum ersten Mal eine aktive Untereinheit als Ziel
antiproteasomaler Autoantikdrper nachgewiesen.

Bei stichprobenartigen Untersuchungen identifizierten Mayo et al. (2002) mit Hilfe
rekombinanter humaner Untereinheiten C2(a6), C5(B6), C8(a7) und C9(a3) als Auto-
antigene bei Patienten mit Multipler Sklerose.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eventuell krankheitsspezifische
Reaktionsmuster der anti-proteasomalen Antikérper bestehen. Jedoch konnte bislang
nur einem Teil der anti-proteasomalen Reaktionen konkrete Untereinheiten zugeordnet
werden (s. Abb. 3).

Abb.3: In Vorarbeiten identifizierte Zieluntereinheiten von anti-proteasomalen Autoantikdrpern
(Y): die zu den a-Untereinheiten gehérenden C2(a6), C8(a7) und C9(a3), sowie die B-
Untereinheiten Z(32) und C5(B6).
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2. PROBLEMSTELLUNG

Die bisherigen Untersuchungen zum Nachweis anti-proteasomaler AutoantikOrper bei
einzelnen autoimmunen Erkrankungen brachten teilweise deutlich voneinander
abweichende Ergebnisse in Bezug auf die Pravalenz der Antikorper. Diese
Abweichungen kénnten unter anderem dadurch bedingt sein, dass ein einheitliches
Testsystem bislang nicht existiert. Es werden unterschiedliche ELISA und Immunoblot-
Verfahren benutzt, die sich nicht nur in der Art der Immunoassays sondern auch in der
Herkunft des Antigens unterscheiden: wahrend die Arbeitsgruppe um Arribas und Mayo
(1991, 2000, 2002) hauptsachlich mit aus Rattenlebern und Mé&usen isolierten
Proteasomen arbeitete, wurden bei Feist et al. (1996) Proteasomen aus humanen
Erythrozyten verwendet.

Ein Ziel dieser Arbeit war daher zunachst die Untersuchung und Standardisierung der
methodischen Grundlagen der anti-proteasomalen Diagnostik. Die beiden Testsysteme
ELISA und Immunoblot zum Nachweis anti-proteasomaler Autoantikdrper der Klasse
IgG auf der Basis humaner Erythrozytenproteasomen sollten fiir die Routinediagnostik
weiterentwickelt und verglichen werden. Mittels der weiterentwickelten Methoden sollten
dann Patienten der rheumatologischen Abteilung der Charité mit Verdacht auf das
Vorliegen einer Autoimmunerkrankung prospektiv  untersucht werden, um
weiterfihrende Daten zu Pravalenz und klinischer Bedeutung der anti-proteasomalen
Antikérper zu erlangen.

Da es sich beim 20-S-Proteasom um einen Komplex aus 14 verschiedenen Proteinen
(betrachtet man nur die konstitutiven Untereinheiten) handelt, stellt sich die Frage,
welche Untereinheiten als Zielantigen dienen. Bisher gehen wenige Arbeiten Uber eine
stichprobenartige Analyse hinaus. Eine systematische Untersuchung mittels ein- und
zweidimensionalem Immunoblot wurde von Feist et al. (1996 und 1999) bei
Patientengruppen mit systemischem Lupus erythematodes (SLE), autoimmuner
Myositis und Sjégren-Syndrom durchgefihrt. Es ergaben sich Hinweise auf die
krankheitsspezifische Reaktion gegen einzelne Untereinheiten wie z.B. der haufige
Nachweis von C9 (a3) als Autoantigen bei SLE und autoimmuner Myositis. Sjégren-
Seren zeigten in diesen Untersuchungen auffallige polyreaktive autoimmune Antworten
gegen mehrere Untereinheiten gleichzeitig. Solche differenzierte Analysen liegen far

andere Kollagenosen und sonstige Autoimmunerkrankungen bisher nicht vor.
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Kenntnisse Uber die jeweiligen Zieluntereinheiten anti-proteasomaler Reaktionen
kénnten aber sowohl diagnostisch wichtig sein als auch zur Lésung bisher offener
Fragen beitragen. So ist bislang ungeklart, ob molekulare Mimikry oder intermolekulares
~Epitope-spreading“ bei der Entstehung der anti-proteasomalen Autoimmunreaktion
eine Rolle spielen. Auch die Frage nach einem eventuellen funktionellen Einfluss der
anti-proteasomalen Antikérper setzt eine Differenzierung der Autoantikbrper nach
Zieluntereinheiten voraus. In diesem Zusammenhang interessierte vor allem, ob neben
B2 (Z) auch andere proteolytisch aktive Untereinheiten Ziel einer Autoimmunantwort
werden.

Der zweite Untersuchungsschwerpunkt dieser Arbeit lag daher auf der
Charakterisierung der individuellen anti-proteasomalen Reaktionsmuster von
Patientenseren mit Hilfe ein- und zweidimensionaler Immunoblots. Hierzu sollte eine
gréBere Anzahl rheumatologischer Patienten verschiedenster Verdachtsdiagnosen
untersucht werden, um einen Uberblick (ber die antigenen proteasomalen
Untereinheiten zu erhalten und Hinweise auf mdglicherweise krankheitsspezifische

Zieluntereinheiten zu erlangen.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Seren

Es wurden Seren von insgesamt 451 Patienten der rheumatologischen Klinik und 133
gesunden Blutspendern im anti-proteasomalen ELISA und/oder Immunoblot untersucht.
Die Untersuchungen geschahen mit Einwilligung der Patienten und waren von der
Ethikkommission der Charité genehmigt worden. Da es sich um eine prospektive Studie
handelte, wurden die Diagnosen anschlieBend anhand der Arztbriefe ermittelt. Den
Diagnosen zugrunde gelegt wurden international festgelegte Kriterienkataloge wie die
ACR-Klassifikationskriterien flir den systemischen Lupus erythematodes (Tan et al.
1982) und die rheumatoide Arthritis (Arnett et al. 1988) sowie die europaisch-
amerikanischen Sjégren-Kriterien von 2002 (Vitali et al.).

3.2. Praparation von 20S-Proteasomen aus Erythrozytenkonzentraten
3.2.1. Lyse der Erythrozyten

Flr die Praparation humaner 20S-Proteasomen dienten Erythrozytenkonzentrate als
Ausgangsmaterial. Die Erythrozyten wurden zundchst zweimal mit PBS gewaschen
(Zentrifugation 20 min bei 800 xg , JLA 10.500) und anschlieBend durch Zugabe von
drei Volumen Lysepuffer lysiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis erfolgte eine
einstindige Zentrifugation mit 10.000 rpm (JLA 10.500).

PBS: 0,01M Na,HPO, (Merck, Darmstadt)
0,01M NaH,PO, (Merck, Darmstadt)
0,15M NaCl (Merck, Darmstadt)
pH 7,4

Lysepuffer: 1x TEA (s.u.)
1 mM DTT (Sigma-Aldrich, Steinheim)
0.1% NP40 (Sigma-Aldrich, Steinheim)
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3.2.2. Proteinanreicherung durch DEAE-Sephacel und Ultrafiltration

Der membranfreie Uberstand wurde mit ca.100 ml DEAE Sephacel-Gel (Pharmacia
Biotech, Uppsala, Schweden) inkubiert, welches zuvor in TEA &quilibriert worden war.
Die Inkubation zur Bindung der Proteine erfolgte eine Stunde lang bei 4°C auf dem
Flaschen-Roller, anschlieBend wurde das Gel auf einer G3-Fritte mit Puffer A
gewaschen, bis kein Hadmoglobin mehr nachweisbar war (Kontrolle durch Messung der
Absorption bei 280 nm). Die gebundenen Proteine wurden durch sechsmalige Zugabe
von 25 ml Puffer B eluiert. In den einzelnen Fraktionen wurde die proteolytische Aktivitat
bestimmt (siehe Abschnitt 2.2). Die aktiven Fraktionen wurden vereinigt und mit Hilfe
einer Amicon-Kammer (XM 100 Membran) gegen TEAD dialysiert (Endkonzentration
60-70 mM NaCl) und eingeengt.

TEA: 20 mM Tris, pH 7.2 (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim)
1 mM EDTA (Boehringer, Mannheim)
1 mM Azid (Merck, Darmstadt)

TEAD: 1 mM DTT in TEA-Puffer
Puffer A: TEAD/ 50 mM NacCl
Puffer B: TEAD/ 500 mM NaCl

3.2.3. Anionenaustauscherchromatographie (DEAE-TOYOPEARL)

Das Dialysat wurde auf eine 35 ml-S&aule mit TSK-Gel (DEAE-TOYOPEARL 650S von
Tosohaas, Tokyo).) aufgetragen (2 ml/min). Nach einem Waschschritt mit dem
funffachen Saulenvolumen Puffer A erfolgte die Eluierung durch einen NaCl-Gradienten
(s.unten). Nach Identifizierung der proteolytisch aktiven Fraktionen wurden diese
vereinigt und durch Dialyse auf ein Volumen von 6 ml eingeengt (Amicon, XM 100) bzw.
durch fraktionierte Ammoniumsulfatfallung (35- 70% Séttigung) geféllt und in 6 ml TEAD

wieder geldst.

Puffer A: TEAD/50 mM NaCl
Puffer B: TEAD/500 mM NacCl
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Gradient: 100%Puffer A - 70% Puffer B/30% Puffer A
365 ml (ca. 10 Saulenvolumen) insgesamt
1 ml/min Durchfluss
4 ml Fraktionen

3.2.4. Saccharose-Gradienten Ultrazentrifugation

Die Probe (jeweils 1 ml pro Gradient) wurde auf einen 10-40%igen Saccharose-
Gradienten (Saccharose in Puffer A) aufgetragen und 16 h bei 40 000 rpm zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Gradient in 0,6 ml Aliquots fraktioniert und die proteolytische
Aktivitat Gberprift.

Saccharose (Merck, Darmstadt)
Rotor: SW40 (BECKMAN); 13 ml Saccharosel6sung/ Réhrchen + ca. 1 ml eingeengte Probe

3.2.5. FPLC- Chromatographie (MonoQ)

Die aktiven Fraktionen wurden gepoolt, mit Puffer C auf 50 ml verdinnt und auf eine
MonoQ-Anionenaustauschersaule (HR5/5, Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)
geladen. Die 20S-Proteasomen wurden mit einem NaCl-Gradienten (s.u.) eluiert und
zur Kontrolle abschlieBend noch auf enzymatische Aktivitat untersucht. Die
Quantifizierung der gewonnenen 20S-Proteasomen erfolgte Uber die Messung der UV-
Absorption bei 280 nm, wobei ein Extinktionskoeffizient von 1.0cm?mg angenommen

wurde.
Puffer C TEAD/100mM NaCl
Puffer D TEAD/1000mM NaCl

Auftragung erfolgte Uber den Superloop (max. 50 ml)

Gradient: 5 min 0-20% D
20 min  20- 35% D

2min 35-100% D

5 min 100% D

2min  100- 0% D

5 min 0% D
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FluBrate: 1ml/min, Fraktionen: 1mi
Proteasom eluiert bei 28-30% D.

3.3. Proteasomen- Aktivitaitsmessung

Die proteolytische Aktivitdt der aufgereinigten 20S Proteasomen wurde anhand eines
Assays bestimmt, in dem ein fluorogenes Peptid (Z-GGL-MCA) als Substrat diente.
Durch die Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat der Proteasomen wird MCA abgespalten.
Das freigesetzte MCA emittiert unter Anregung (lex 380 nm) Licht mit einem
Wellenlangenmaximum von 460nm. Zu 100 pl Assay-Puffer wurden 10 pl der Probe
pipettiert und der Ansatz 45 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde der

Fluoreszenzanstieg in einem Platten-Reader (SLT- Fluostar) bei 460 nm gemessen.

Assaypuffer : 50 mM Tris, pH 7.5
25 mM KCI (Merck, Darmstadt)
10 mM NacCl
20 uM Z-GGL-MCA

3.4. Anti-proteasomaler ELISA

Der in den vorausgehenden Arbeiten von Feist et al. (1996) verwendete ELISA wurde in
Grundzlgen beibehalten, aber in einigen Eckpunkten geandert. Die Inkubationszeiten
wurden gekirzt, um sowohl die Handhabbarkeit als auch die Spezifitdt der
Proteinwechselwirkungen zu verbessern.

Der bisher als Eichserum verwandte Kaninchen-Antikérper MP-3 bendtigte im
Gegensatz zu den untersuchten Patientenseren einen Anti-Kaninchen-Antikérper als
Konjugat. Die Verwendung zweier unterschiedlicher Konjugate innerhalb eines ELISA
ist nicht optimal, da Schwankungen der Konjugatmengen bzw. der Konjugatqualitat sich
auf Eichkurve und Testseren in unterschiedlicher, nicht kontrollierbarer Weise

auswirken koénnten. Daher erschien ein Humanserum als Eichserum geeigneter.

21



Ausgewahlt wurde das Serum 3647 einer Patientin mit V.a. Kollagenose, das sowohl im
Immunoblot als auch im ELISA eine starke Reaktion zeigte und in ausreichender Menge
zur Verfagung stand. In jedem ELISA-Ansatz wurde mittels sechs Verdinnungsstufen
dieses Eichserums eine Eichkurve aufgestellt, dem OD- Wert der niedrigsten
Verdinnung (1:100) wurde als relative Einheit 100 % zugeordnet. Als Positivkontrolle
wurde bei jedem ELISA das Serum Nr. 2170 mitgeflhrt.

Um mdogliche Reaktionen der Patientenseren mit Pufferbestandteilen auszuschlieBen,
wurde fir jedes Serum eine Negativkontrolle in unbeschichteten Kavitaten mitgefihrt.
Zum Ausschluss aus der Bewertung flhrte ein Negativkontrollwert von Uber 5% des
OD-Wertes der 1:100 Verdiinnung des Eichstandards.

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte des ELISA beschrieben und in Tab.4

zusammengefasst:

Beschichtung pro Kavitat 0,5 ug Proteasom.
Benetzung mit Proteasomenlésung in Carbonatpuffer pH 9,5
(10 pug Proteasom/ml), 3 h bei RT

Nicht beschichtet wurden die fir die Negativkontrollen vorgesehenen Kavitaten
(eine Kavitat pro Testserum).

Blocken mit 0,5% Magermilchpulver geldst in PBS pH 7,4 1 h bei RT auf Schattler
Spiilen 0,1% TWEEN 20 gel6st in PBS pH 7,4
Seren Verdliinnung 1:100, Inkubationszeit 30 min bei RT auf dem Schittler

Verdinnungsreihe des Serum 3647 als Eichkurve
(OD bei Verdiinnungsstufe 1:100 entsprach 100 relativen Einheiten)
Positivkontrolle: Serum 2110

Zweitantikérper  anti-human-lgG  Antikérper  (Peroxidase-markiert) 1:800 verdinnt (Imtec,
Wiesbaden). Inkubation 30 min bei RT auf dem Schiittler

Farbesubstrat TMB (Medipan, Dahlewitz/Berlin)
Stoplésung 0,5 M H,SO, (Medipan, Dahlewitz/Berlin)

Tab. 4: Beschreibung des weiterentwickelten anti-proteasomalen ELISA
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Immuno-Maxi-Sorb Platten (Firma Nunc, Wiesbaden) wurden beschichtet mit einer in
Carbonatpuffer (pH 9,5) verdinnten Proteasomenpraparation. In jede Kavitat wurden
50ul der Proteasomenverdinnung (Endkonzentration 10 ug/ml ) pipettiert, und fir 3 h
bei Raumtemperatur auf einem Schittler inkubiert.

Zum Blockieren wurden 100 pl einer 0,5% Milchpulver-PBS-L6sung pro Kavitat far 1 h
bei Raumtemperatur auf dem Schuittler inkubiert.

Daraufhin wurde dreimal mit 0,1% Tween 20-PBS gespult, nach dem Spilen wurden
tbriggebliebene Flissigkeitsreste sorgfaltig ausgeschlagen.

Die Testseren wurden zunachst mittels Vortexer gemischt und anschlieBend 1:100 in
Probenpuffer  (Milchpulver-PBS-Tween) verdinnt. Nach einer  30-minltigen
Prainkubation wurden jeweils 50 ul dieser Verdinnung pro Kavitat eingesetzt, wobei
immer Doppelwerte bestimmt wurden. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur far
30 min auf dem Schdttler.

Nach erneutem Spulen wurde der POD-markierte Zweitantikdrper (anti-Human-1gG,
IMTEC, Wiesbaden) aufgetragen. Dazu wurde eine 1:800-Verdinnung in Probenpuffer
hergestellt und 50 pl je Ansatz eingesetzt. Inkubiert wurde bei Raumtemperatur 30 min
auf dem Schiittler, anschlieBend wurde wie oben beschrieben gespllt.

Far die Farbreaktion wurden in jede Vertiefung 50 ul Farbel6sung (TMB) pipettiert, die
Platte wurde flr 8 min auf den Schuttler gestellt und die Reaktion dann durch Zugabe
von je 50 ul Stoplésung abgebrochen.

Die Auswertung erfolgte mit einem Photometer (Anthos 2001, Anthos, Krefeld) bei einer
Wellenlange von 450 nm.

Um die Hintergrundfarbung feststellen zu kénnen, wurden in zwei der Proteasomen-
beschichteten Vertiefungen keine Seren gegeben, der ermittelte Hintergrundwert

(»Blank®) wurde von allen OD-Werten abgezogen.

Carbonatpuffer: 0,1 M NaHCO;
0,1 M Na,COg
auf pH 9,5 einstellen

Magermilchpulver: Milasan 2 (Milasan, MaliB3)
TWEEN 20 (Serva, Heidelberg)
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3.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970)

Die eindimensionale Auftrennung der Proteasomenuntereinheiten erfolgte durch
Gelelektrophorese in einer Hoefer-Gelkammer (,mighty small®), wobei zusammen-
gesetzte Gele aus Trenngel (15%) und Sammelgel (3%) benutzt wurden.

Die 8 cm x 8 cm groBen Gele ohne Taschen wurden jeweils mit 40 ug Proteasomen-
aufreinigung gleichmaBig beladen. Dazu wurde die Proteasomenaufreinigung 1:1 mit
Probenauftragspuffer versetzt und die Mischung unmittelbar vor dem Auftragen 5 min
lang aufgekocht.

In einem Kontrollexperiment wurde rekombinantes a3 (C9) gelelektrophoretisch
aufgetrennt und far Immunoblots verwendet (freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von Carsten Urbanek). Die a3-cDNA humaner Herkunft wurde pQE31 als His-tag
Protein exprimiert und denaturierend mit Harnstoff gereinigt. Fir die Gelelektrophorese
wurden jeweils 0,5 pg der rek.C9-Préparation pro Tasche eingesetzt.

Waéhrend des Laufs durch das Sammelgel betrug die Spannung 80 Volt, anschlieBend
180 Volt. Die Elektrophorese wurde 15 min nach Herauslaufen der blauen Farbfront
beendet.

Trenngel (15%)

Aqua dest. 10 ml
Trenngelpuffer 7,5 ml
Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung 15 ml

SDS-Lésung (Serva, Heidelberg) 0,3 ml
APS-Lésung (Ferak, Berlin) 100 pl
TEMED (Gibco BRL, Paisley, USA) 10 pl

Sammelgel (3%)

Aqua dest. 3,15 ml
Sammelgelpuffer 1,25 ml
Acryl/Bisacrylamid-Lésung 0,5 ml
SDS-Lésung 50 pl
APS-Ldsung 50 pl
TEMED 3l
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Trenngelpuffer: 1,5 M Tris/HCI pH 8,8
Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris/HCI pH 6,8

Acrylamid/Bisacrylamidlésung: 30 g Acrylamid (Serva, Heidelberg)
0,8 g N,N-Methylenbisacrylamid (Serva, Heidelberg)
in 100 ml Aqua dest.

SDS-Lésung : 10% SDS in Aqua dest.
APS-Lésung:  10% Ammoniumpersulfat in Aqua dest.

Elektrodenpuffer 5x: 75,59 Tris
360 g Glycin (Serva, Heidelberg)
259 SDS
in51 Aqua dest.

Probenauftragspuffer: 2,25 ml Sammelgelpuffer
2ml Glycerin (Fluka, Neu-Ulm)
5,75 ml Aqua dest.
320 mg DTE (AppliChem, Darmstadt)
460 mg SDS
10 pl Bromphenolblau (10% w/v) (Serva, Heidelberg)

3.6. Western blot

Mittels der diskontinuierlichen Semi-Dry-Blot-Technik wurden die aufgetrennten
Proteine im AnschluB an die SDS-PAGE auf eine Nitrozellulosemembran (Schleicher
und Schall, Daren) bzw. bei zweidimensionaler Gelelekirophorese auf eine PVDF-
Membran (Millipore) transferiert.

Zunachst wurden die Membran und die Filterpapiere (Whatmanpapier von Schleicher
und Schdller) auf GelgréBe zugeschnitten und in den jeweiligen Blotpuffer gelegt:

2 Filterpapiere Anodenpuffer | (0,3 M Tris in 20% Methanol)

2 Filterpapiere, Nitrozellulose Anodenpuffer Il (0,025 M Tris in 20% Methanol)

4 Filterpapiere Kathodenpuffer (0,04 M e-Aminocapronsaure in 20 %
Methanol)
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Auf die Anode der Semi-Dry-Blotapparatur wurden in der angegebenen Reihenfolge
zunachst die in Anodenpuffer getrankten Filterpapiere blasenfrei geschichtet, dann die
Membran, darauf das Gel und zuletzt die in Kathodenpuffer getrankten Filterpapiere.
Der Transfer erfolgte mit einer Stromstarke von 400 mA (Zeitdauer 1 h).

War dem Western blot eine eindimensionale SDS-PAGE vorausgegangen, wurde die
Nitrozellulose nun mit Ponceau-Rot gefarbt, um die transferierten Proteine sichtbar zu
machen. Zur Vorbereitung des Immunoblots wurde die Nitrozellulose daraufhin mit
einem Skalpell in ca. 4 mm breite Streifen geschnitten. Ein Gel bzw. eine
Nitrozellulosemembran ergab 20 bis 25 Streifen (entspricht 1,6-2 ug
Proteasomen/Streifen).

Nach zweidimensionaler Auftrennung wurde das Proteinmuster auf der PVDF-Membran
mit Coomassieblau sichtbar gemacht und zum Vergleich mit spateren Immunoblots mit
einem digitalen Scanner aufgenommen. Die Entfarbung vor Durchfiihrung der
Immunoblots erfolgte mit 50% Methanol.

Methanol (Roth, Karlsruhe)
e-Aminocapronsaure (Calbiochem, La Jolla, USA)

3.7. Inmunoblot

Das von Feist et al. (1996) verwendete Immunoblot-Protokoll wurde erganzt durch die
Einfuhrung eines Humanserums als Referenzserum. Hierdurch sollte eine
semiquantitative Auswertung ermdglicht werden. Die ,inter-assay“-Unterschiede beim
Immunoblot kénnen bedeutend sein aufgrund der unterschiedlich effektiv Gbertragenen
Proteinmengen im Westernblot, sowie der eventuell schwankenden Konjugat-,
Entwickler- oder Belichtungsstarke. Der Bezug auf ein Referenzserum erlaubt
unabhéngig von diesen Schwankungen relative Aussagen Uber die Reaktionsstarke
einer Serumprobe.

Als Referenzserum ausgewahlt wurde das Serum einer SLE-Patientin (0441), welches
in der 1:100 - Verdinnung eine deutliche Reaktionsbande gegen eine Proteasomen-
untereinheit von ca. 30 kD produzierte. Die anti-proteasomale Aktivitat des Serums im
ELISA betrug 31,4 rel. Einheiten. Das Referenzserum wurde in jedem Versuchsansatz
in den zwei Verdinnungsstufen 1:100 und 1:200 aufgetragen. Bei einer Belichtungszeit
von 30 Sekunden war ein Signal der 1:200 Verdinnung des Referenzserums nur
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auBerst schwach zu erkennen. Seren, bei denen nach 30 Sekunden Belichtungszeit
kein Signal zu erkennen war, wurden als negativ gewertet. Die 1:200 Verdinnung der
Referenz diente damit als interner Cut-off. FUr die Analyse der Zieluntereinheiten im
zweiten Teil der Arbeit wurde mit langeren Belichtungszeiten gearbeitet, um auch sehr
schwache Reaktivitdten charakterisieren zu kénnen.

Die Bandenintensitat der reagierenden Testseren wurde zur Bandenintensitat der
Vergleichsseren in Bezug gesetzt. Dazu wurde die Bandenintensitat densiometrisch

erfasst mittels der ,NHI-image” Software (http:/rsb.info.nhi.gov/nhi-image/). Diese

Vorgehensweise ermdglichte eine semi-quantitative Einteilung der Reaktionsstarken

nach folgendem Schema:

Bandenintensitéat Reaktionsstérke

= 1:100 Verdinnung des Referenzserums +++ (positiv)

= 1:200 Verdinnung des Referenzserums + (schwach positiv)
keine Bande 0 (negativ)

bei einer Belichtungszeit von 30 Sekunden

Imunoblot-Protokoll: Nach Entfarbung der Nitrozellulose mit Aqua dest (bei Ponceau-
Farbungen) oder 60% Methanol (bei Coomassieblau) wurde 15 min mit Blockiermedium
auf dem Schuttler inkubiert und anschlieBend nach Wechsel des Blockiermediums tber
Nacht im Kudhlschrank blockiert. Am nachsten Morgen erfolgte erneut ein
Mediumwechsel und eine 15-minltige Inkubation auf dem Schittler.

Die Seren wurden 1:100 in Probenpuffer verdiinnt und 2 h auf dem Schuttler bei RT
inkubiert. Ungebundene Serumbestandteile wurden dann durch einen 30-minltigen
Waschvorgang, ebenfalls auf dem Schdttler, entfernt. Dabei wurde der Waschpuffer 4x
gewechselt.

Als Konjugat wurde ein POD-markierter anti-Human IgG-Antikérper (Imtec, Wiesbaden)
in einer Verdinnung von 1:10000 (in Probenpuffer) verwendet. Die Inkubationszeit
betrug 2 h auf dem Schuttler bei RT. Daraufhin erfolgte ein erneuter Waschvorgang.
AbschlieBend wurden die Nitrozellulosestreifen mit einem Chemoluminiszenz
auslésenden Agens (ECL, Boehringer Mannheim) 1 min inkubiert und spezielle ECL-
geeignete Filme belichtet (Kodak X-Omat DS).
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Blockiermedium: 3,5% Trockenmilchpulver (Milasan) in PBS mit 0,3 M NaCl,
zum Lésen auf 50 C ° erhitzt

Probenpuffer:  Blockiermedium mit 0,1% Tween
Waschpuffer:  0,1% Tween in 0,3 M NaCl-PBS

ECL (enhanced chemoluminiscence) (Boehringer, Mannheim)
Ponceau-S (Serva, Heidelberg)

Coomassie brilliant blue R-250 (Serva, Heidelberg)

3.8. Zweidimensionale Gelelektrophorese
(non equilibrium pH gradient electrophoresis, NEPHGE)

Zur besseren Auftrennung eines Proteingemisches aus Proteinen &hnlicher
Molekulargewichte erfolgt bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese zunachst eine
Trennung nach dem jeweiligen isoelektrischen Punkt. Dies erreicht man durch einen
pH-Gradienten in einem Kapillargel, der durch eine Mischung sogenannter Ampholyte
(Polyamino-polycarbonsauren) aufgebaut wird. Nach Beendigung der pH-Gradienten-
Elektrophorese wird das Kapillargel auf ein konventionelles SDS-Gel aufgelegt, so dass
die Proteine in dieses einwandern kénnen. Die Auftrennung nach Molekulargewicht

verlauft also senkrecht zur vorherigen isoelektrischen Fokussierung.

1. Dimension

Far die Auftrennung nach Ladungseigenschaften wurden Kapillargele (s.u.) in Saulen
mit einem Innendurchmesser von 3 mm gegossen (O Farrell et al. 1977). Die Proben
(60 ng 20S-Proteasom) wurden mit verdinnter Trichloressigsaure gefallt
(Endkonzentration 10% TCE, 20 min auf Eis) und zentrifugiert (30 min, 14.000 rpm,
4°C). Die Pellets wurden erst mit 70% Ethanol und anschlieBend mit Aceton gewaschen
und nach dem Trocknen in 100 ul NEPHGE-Probenpuffer aufgenommen (unter
mindestens dreistindigem Schutteln). Die Proben wurden auf die Kapillargele
aufgetragen und mit 30 ul Overlaypuffer Uberschichtet. Die Auftrennung erfolgte bei 400
V Uber 4 h. Nach Beendigung des Laufes wurden die Gele aus der Kapillare
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herausgedrtckt und 45 min in Equilibrierungspuffer inkubiert, wobei der Puffer mehrfach

gewechselt wurde.

2. Dimension

Far die Auftrennung in der zweiten Ebene wurde eine konventionelle SDS-
Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) durchgeflhrt (siehe Absatz 3.4). Dazu wurde
auf das fertige Sammelgel eine Schicht Agarose gegossen und die equilibrierten
Kapillargele in die noch flissige Agarose luftblasenfrei eingebettet. Fir den Durchlauf
durch das Sammelgel (5% Acrylamid) wurde eine Spannung von 60 V angelegt, beim
Durchlauf durch das Trenngel (15% Acrylamid) wurde die Spannung auf 200 V erhdht
(insgesamt 1200Vh).

Kapillargel: 15,5 M Harnstoff, 7,4% Acrylamid, 0,3% NP40,
8,5 vol% Ampholine 3-10 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden)
in Aqua dest.

NEPHGE-Probenpuffer: 9,5 M Harnstoff, 2% NP40, 5 vol% Ampholine 3-10,
5 vol% B-Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen), 0,3% SDS
in Aqua dest.

Overlaypuffer: 9 M Harnstoff, 2,5 vol% Ampholine 3-10
in Aqua dest.

Anodenlésung (oben): 0,01 M H3PO,
Kathodenlésung (unten): 0,02 M NaOH (Serva, Heidelberg)

Equilibrierungspuffer: 10 vol% Glycerol, 10 vol% B-Mercaptoethanol,
2,3% SDS, 0,062 M Tris pH 6,8, in Aqua dest.

Einbettagarose: 10 vol% Gilycerol, 10 vol% B-Mercaptoethanol,

2,3% SDS, 0,062 M Tris pH 6,8, 1% Agarose,
in Aqua dest.
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3.9 Statistische Methoden

Beim anti-proteasomalen ELISA wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt und der
ELISA-Ergebnisse
Patientengruppen wurde der nicht-parametrische U-Test nach Mann-Whitney benutzt.

Mittelwert verwendet. Zum Vergleich der verschiedener
Eine Irrtumswahrscheinlichkeit unter 5% wurde als statistisch signifikant betrachtet. In
den Abbildungen wurden die Medianwerte angezeigt, wenn nicht anders angegeben.
Zur Berechnung der Korrelation zwischen den Ergebnissen der beiden Testsysteme

ELISA und Immunoblot wurde das Spearman r berechnet.

3.10 Bezugsquellen und Geratenachweis

a) Chemikalien, Verbrauchsmaterialien
Die Herkunft der verwendeten Chemikalien ist im Text beschrieben. Alle Lésungen

wurden in voll entsalztem H,O angesetzt, das zusatzlich Uber eine Filteranlage von

Millipore gereingt wurde.

b) Gerate

Gerate

Hersteller

Amicon-Ultrafiltrationskammer

JLA 10.500 Rotor

Kuhlzentrifuge RC24

Mighty small Elektrophoresekammern
MonoQ-Austauschersaule HR5/5
Nitrozellulosemembran

Photometer Anthos 2001
Plattenreader SLT-Fluostar
Roéntgenfilmentwickler Hyperprocessor
Semi-dry Blotkammer

SW40 Rotor

Tischzentrifuge

Millipore Deutschland, Schwalbach

Beckman Coulter Deutschland, Krefeld
Beckman Coulter Deutschland, Krefeld

Hoefer Pharmacia Biotech, San Francisco, USA
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Schleicher und Schdill, Diren

Anthos, Krefeld

SLT, Crailsheim

Amersham Pharmacia Biotech Deutschland, Freiburg
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Beckman Coulter Deutschland, Krefeld
Heraeus, Osterode
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4. ERGEBNISSE

4.1. Standardisierung und Validierung der anti-proteasomalen Testverfahren
ELISA und Immunoblot

Zur Standardisierung der von Feist et al. (2006) etablierten ELISA- und Immunoblot-
Protokolle wurden humane Seren als Eichserum und Positivkontrolle statt der vorher
verwendeten Kaninchen-Antikérper eingefihrt. Dies ermdglichte zudem eine
semiquantitative Auswertung des Immunoblots (Einteilung in stark positive, schwach
positive und negative Reaktionen), wie im Methodenteil beschrieben. Weitere
Anderungen betrafen vor allem den ELISA. Zum AusschluB von unspezifischen
Reaktionen gegen das Blockiermedium wurden Negativkontrollen mitgefuhrt (siehe
nachsten Abschnitt). Die Inkubationszeiten wurden aus praktischen Erwagungen
gekdrzt.

4.1.1. Untersuchung zum Einfluss unspezifischer Reaktionen im anti-

proteasomalen  ELISA

Gerade bei einem Testsystem wie dem ELISA besteht die Mdglichkeit, dass positiv
getestete Seren nicht nur mit dem untersuchten Antigen reagieren, sondern auch
andere Bestandteile des Systems erkennen. Eine unspezifische Reaktion kann gegen
Verunreinigungen des Antigens oder gegen die benutzten Platten und Puffer bzw.
Lésungen gerichtet sein.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss der verwendeten Lésungen und Platten
bzw. die Antigenspezifitdt der Antikérperreaktion im anti-proteasomalen ELISA
untersucht werden. Dazu wurden Multititerplatten mit unterschiedlichen Konzentrationen
des Proteasoms als Antigen benetzt (Oug/Kavitat bis zu 2ug/Kavitat). Auf diesen Platten
wurden acht bekannte Patientenseren (vier mit vorher starker Reaktion, vier mit
schwacher bis negativer Reaktion im ELISA) mit dem sonst unveranderten ELISA-
Protokoll getestet. Nur bei einer spezifischen Reaktion gegen Proteasomen wurde ein
proportionaler Anstieg der Reaktionsstarke mit steigender Benetzungskonzentration

erwartet.
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Gleichzeitig sollte mit dieser Testanordnung festgestellt werden, welche
Proteasomenkonzentration zur Beschichtung bei den geénderten Testbedingungen

optimal ist.

Serum Nr.

2761

6022
3647

0968

OD 450 nm

2110
5820
1285
2820

T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
ng Proteasom/ Kavitat

Abb.4: Untersuchung zur Antigenspezifitdt des anti-proteasomalen ELISA. Mit acht
Patientenseren wurden Tests mit unterschiedlichen Benetzungskonzentrationen durchgefiihrt
(0,0ug; 0,05 pg; 0,10 pg; 0,25 ug; 1,00 ug und 2,00 ug Proteasomen/Kavitat).

Die Ergebnisse sind in Abb. 4 zusammengefasst. Wie schon in den Vorversuchen
zeigten vier der Seren eine starke Reaktion gegen Proteasomen. Die Reaktivitat dieser
Seren stieg mit zunehmenden Proteasomenkonzentrationen in  Form einer
Sattigungskurve an, mit beginnendem Plateau bei einer Konzentration von etwa
1ug/Kavitat. Bei fehlender Beschichtung mit Proteasomen lagen die OD-Werte aller vier
Seren nahe Null.

Die vier weiteren Seren reagierten wie erwartet schwacher. Die OD-Werte der Seren
Nr. 71285 und Nr. 2820 blieben im Wesentlichen von der Proteasomenkonzentration
unbeeinflusst und stiegen nur leicht Gber den Ausgangswert ohne Beschichtung mit
Proteasomen an. Dagegen zeigten die Werte fir Serum Nr. 2770 einen deutlichen,
wenn auch relativ geringen Anstieg. Eine unspezifische Wechselwirkung mit
Lésungsbestandteilen wie z.B. Milchpulver konnte hiermit auch fir dieses Serum

ausgeschlossen werden.
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Bei Serum Nr. 5820 lag schon der Ausgangswert ohne Proteasomenbenetzung weit
héher als bei den anderen Seren, die OD stieg bei geringer Proteasomenkonzentration
noch leicht an und fiel dann bei steigenden Proteasomenkonzentrationen wieder
geringflgig ab. Somit kann dieses Serum als nicht reaktiv gegen 20S-Proteasomen
eingeordnet werden. Es ist eine unspezifische Reaktion anzunehmen, da schon beim
ELISA ohne Proteasomenbenetzung eine relativ hohe OD gemessen wurde. Dass die
OD-Werte bei ganz geringer Proteasomenkonzentration zundchst ansteigen, um dann
bei h6heren Konzentrationen wieder zu sinken, Iasst sich ohne genaue Kenntnisse der
Proteinwechselwirkungen nicht erklaren.

Um Seren mit derartigen unspezifischen Reaktionen zu identifizieren, ist es nétig, fur
alle untersuchten Seren Kontrollwerte auf unbeschichteten Kavitdten bei sonst
identischer Handhabung des ELISA zu bestimmen.

Die hier dargestellten Versuchsreihen sollten auch Aufschluss darlber geben, welche
Proteasomenkonzentration optimal fir die Benetzung der Multititerplatten geeignet ist.
Wichtig fir eine gute Differenzierbarkeit zwischen positiven und negativen Seren ist ein
madglichst groBer Abstand der entsprechenden OD-Werte voneinander. Eine maximale
Auftrennung wurde hier bei Benetzungen von mindestens 1 pg/Kavitat beobachtet. Aber
auch eine Konzentration von 0,5 pg/Kavitat zeigt bereits eine gute Auftrennung.
Darlber hinaus liegen die Messwerte bei dieser Konzentration noch im ansteigenden
Bereich der Kurve, was fur die Messgenauigkeit ebenfalls von Bedeutung ist. Daher
wurde im Folgenden eine Beschichtungskonzentration von 0,5 pg/Kavitat gewahit.

4.1.2. Vergleich beider Testsysteme

Nach Optimierung des anti-proteasomalen ELISA und des Immunoblots wurde der
Frage nachgegangen, in welchem AusmaB die Ergebnisse der beiden Testsysteme
korrelieren.

Insgesamt 115 Seren wurden mit beiden Verfahren auf proteasomale Antikérper
untersucht, darunter 63 zufallig ausgewahlte Seren von Patienten der Charité im
Rahmen der prospektiven Studie sowie 52 Seren von gesunden Blutspendern. Die
Ergebnisse sind in Abb.5 und Tab.5 zusammenfassend dargestellt.

Der Median der ELISA-Ergebnisse fir die im Immunoblot negativen Seren lag bei 4,5
relativen Einheiten (rel. Einheiten). Demgegeniber betrug der Median fur die stark
positiven Seren 32,6 rel. Einheiten. Die Gruppe der 16 Seren, die im Immunoblot
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schwach positiv waren, nimmt eine Zwischenstellung ein, was auch der Median von
17,6 rel. Einheiten anzeigt. Die Berechnung der Rangkorrelation nach Spearman
bestatigt eine positive Korrelation der Immunoblot- und ELISA-Daten (r=0,64;
p<0,0001).

Das Referenzserum, mit dessen Hilfe die Reaktionsstérken im Immunoblot definiert
wurden, erreichte im anti-proteasomalen ELISA einen Wert von 31,4 rel. Einheiten in
der Verdinnung 1:100. Theoretisch sollte ein Serum mit einem positiven
Immunoblotergebnis also im ELISA einen Wert von =231,4 rel. Einheiten erreichen, ein

Serum mit einem negativen Immunoblotergebnis einen Wert von <15,7 rel. Einheiten.

100+

lg —‘7

§ 1 T

©

£

W~ 50+

o W

2

T

E) 25+

0 — 1

heg. + +++
n=87 n=16 n=12

Reaktionsstarke im Immunoblot

Abb.5: Vergleich der beiden Testsysteme zur Bestimmung von anti-proteasomalen
Antikdrpern. Insgesamt 115 Seren (52 gesunde Blutspender, 63 Patienten der
Rheumatologischen Station der Charité) wurden sowohl im ELISA als auch im
Immunoblot untersucht. Abhéngig von der Starke der Reaktion im Immunoblot wurden die
Seren in drei Gruppen aufgeteilt, auf der y-Achse wurden die Resultate des anti-
proteasomalen ELISA aufgetragen. Die Rechtecke umfassen die Werte zwischen der 25.
und 75. Perzentile, als Querstrich markiert ist der Median. Die Arme zu beiden Seiten
zeigen den hochsten bzw. niedrigsten Wert an.

Entsprechend sollten die ELISA-Werte fir schwach positive Seren zwischen 15,7 und
31,4 rel. Einheiten liegen (s. Abschnitt 3.6.).
Inwieweit die einzelnen Seren in beiden Testsystemen Ubereinstimmende Ergebnisse

produzierten, ist aus Tab. 6 zu entnehmen.
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Die Mehrheit der Seren (98/115; 85%) zeigte ein Ubereinstimmendes Verhalten in den

beiden Testsystemen.

IB negativ IB schwach positiv IB positiv
ELISA >31,4 rel.E. 1 3 7
n=11
ELISA <31,4 rel.E. 2 7 3
>15,7 rel.E.
n=12
ELISA <15,7 rel.E. 84 6 2
n=92

Tab. 5: Gegendiberstellung der ELISA- und Immunobilot (IB)-Testergebnisse von 115 Seren, die
mit beiden Methoden auf anti-proteasomale Antikérper untersucht worden waren. Das
Referenzserum fiur die semi-quantitative Einteilung der Immunoblotergebnisse (siehe Abschnitt
1.2.) hatte in der Verdinnung 1:100 einen ELISA-Wert von 31,4 rel. Einheiten. Fett
hervorgehoben sind die Ubereinstimmenden Ergebnisse.

Von den 87 im Immunoblot negativen Seren lagen 84 Seren im ELISA unter dem
rechnerischen Grenzwert von 15,7 rel. Einheiten (96,6% Ubereinstimmung). Zwei Seren
lagen mit 15,7 und 16,1 rel. Einheiten knapp darlber, nur ein Serum wies mit 77,4 rel.
Einheiten einen erheblich h6heren Wert auf.

Bei den insgesamt 12 im Immunoblot stark positiven Seren zeigten sich im ELISA bei 7
Seren (58% Ubereinstimmung) die theoretisch erwarteten Werte (ber 31,4 rel.
Einheiten. Ein Serum lag knapp darunter (29,6 rel. Einheiten), vier Seren deutlicher.

Bei Seren mit schwachen Banden waren die Abweichungen der ELISA-Ergebnisse
ausgepragter, nur 7 von 16 Seren (44%) stimmten genau Uberein. Méglicherweise liegt
eine Ursache dafir in dem relativ eng gefassten Definitionsbereich dieser Kategorie.
Zusammenfassend wurden mittels ELISA-Verfahren bei 23 von 115 Seren mittelmaBig
bis stark reagierende anti-proteasomale Antikérper gefunden, wahrend im Immunoblot
28 Seren eine mittelgradige bis starke Reaktion zeigten.

Insgesamt flinf Seren produzierten deutlich abweichende Ergebnisse in ELISA und

Immunoblot. In Tab. 6 werden diese Seren naher charakterisiert:
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Gesundheitsstatus  Alter IB Léngenbereich im ELISA
rel. Einheiten

Sicca-Symptomatik 65 Jahre neg. keine Bande 77,4
gesund 30 Jahre e+ 30 kD' 13,8
gesund <18Jahre  +++ 32 kD' 17,6
Arteriitis temporalis 72 Jahre +++ 25< Bande<30 kD? 17,0
Rheumatoide Arthritis 65 Jahre o+ 30 kD' 6,2

Tab. 6: Charakterisierung der Seren mit abweichendem Verhalten in ELISA und Immunoblot.
'eine einzelne Bande in den angegebenen Langenbereichen.
2zwei Banden im Bereich zwischen 25 und 30 kD.

Bei den Seren, die im ELISA im Gegensatz zum Immunoblotergebnis negativ waren,
lasst sich im Hinblick auf die erkannten Proteasomenuntereinheiten anhand des
Molekulargewichts der Banden kein einheitliches Muster erkennen.

4.2. Testscreening von Seren mit optimierten Immunoassays

4.2.1. Untersuchung von Blutspendern

a) im ELISA

Im ELISA untersucht wurden 133 Seren von gesunden Blutspendern. Bei 7 Seren
wurde eine zu hohe unspezifische Hintergrundreaktion gegen das verwendete
Blockierungsmedium festgestellt, so dass die Ergebnisse nicht bertcksichtigt wurden.
Auswertbar waren die Testergebnisse von 126 Seren (siehe Abb.6).

Der Mittelwert betrug 4,3 rel. Einheiten, der Median 3,6 rel. Einheiten. Die 75%-
Perzentile der ELISA-Werte lag bei 6,4 rel. Einheiten.

Ein Serum erreichte einen Wert von 46,3 rel. Einheiten und hob sich damit deutlich von
den anderen Ergebnissen ab. Somit kann dieses Serum als AusreiBBer betrachtet
werden und wurde fiir die Berechnung des Cut-off nicht berticksichtigt. Zum Mittelwert
der (Obrigen 125 Blutspenderseren (4,0 rel. Einh.) wurde die dreifache
Standardabweichung (3 x 4,5 rel. Einh.) addiert, es ergab sich daraus ein Cut-off von
17,5 rel. Einheiten.
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Abb.6: 126 Seren wurden im ELISA auf anti-proteasomale Antikdrper getestet. Der
Median der Ergebnisse lag bei 3,6 rel. Einheiten (durchgezogener Strich), die
unterbrochene Linie markiert den Cut-off bei 17,5 rel. Einheiten.

Von 126 Seren wiesen drei Seren einen Wert oberhalb des Cut-off auf. Klinische
Angaben zu den positiven Blutspendern lagen nicht vor. Bemerkenswert war, dass das
im ELISA stark positive Serum auch im anti-proteasomalen Immunoblot stark reagierte;
dagegen waren ANA nur im Titer1:80 nachzuweisen (feingranular, nukleolar).
Insgesamt waren 2,4% (3/126) der gesunden Kontrollgruppe im ELISA positiv fur anti-
proteasomale Antikdrper.

Bezogen auf das untersuchte gesunde Kontrollkollektiv betragt die Spezifitdt der anti-
proteasomalen Antikdrper somit 97,6% flr den ELISA.

b) im Immunoblot

Im anti-proteasomalen Immunoblot wurden 55 Seren gesunder Blutspender untersucht.
Bei einer Belichtungszeit von 30 Sekunden zeigten 50 Seren keine Reaktion (90,9 %).
Ein Serum reagierte stark positiv (1,8%), 4 Seren produzierten eindeutige, jedoch
schwacher ausgepragte Banden (7,3%). Als positive Ergebnisse wurden schwach
positive und stark positive Banden gewertet.
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Abb.7: 55 gesunde Blutspender wurden im Immunoblot untersucht, die Reaktion
gegen Proteasomen wurde im Vergleich mit einem Referenzserum in drei
Klassen eingeteilt (negativ, schwach positiv, stark positiv). Details zur semi-
quantitativen Auswertung siehe Abschnitt 3.6.

Die Verdinnung des Referenzserums, die im Immunoblot eine gerade noch sichtbare
Bande produzierte, hatte im ELISA einen Wert von 15,7 rel. Einheiten. Der Grenzwert
fur positive Seren liegt also im Immunoblot geringflgig unter dem Cut-off des ELISA
(dort 17,5 rel. Einheiten).

Die Spezifitdt des anti-Proteasomen-Immunoblots bezogen auf die gesunde
Kontrollgruppe liegt bei 90,9%.

4.2.2. Testscreening von rheumatologischen Patienten

Flr die prospektive Studie wurden Patienten mit unterschiedlichen Krankheitsbildern
aus dem entzindlich-rheumatischen Formenkreis und auch solche mit bloBem Verdacht
auf ein derartiges Krankheitsbild untersucht, um die Aussagekraft der anti-
proteasomalen Antikérperdiagnostik an einem Kollektiv zu Gberprifen, das der realen
klinischen Situation entspricht.

Die Untersuchung erfolgte bei stationdarer Aufnahme in die Charité oder bei ambulanter
Vorstellung. Bei mehrfach aufgenommenen Patienten wurde nur das erste Serum
berlcksichtigt. Insgesamt wurden 301 Seren im anti-proteasomalen ELISA und 217
Seren im Immunoblot untersucht (davon 67 Seren mit beiden Assays).
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Die Diagnosen wurden anhand der Arztbriefe ermittelt. Dem prospektiven Ansatz
entsprechend fanden sich bei der im nachhinein erfolgten Feststellung eine Vielzahl
unterschiedlicher Diagnosen und auch eine groBe Anzahl von Krankheitsbildern
unsicherer Genese. Bei den eindeutig diagnostizierten Erkrankungen dominierten die
Autoimmunerkrankungen (75%). Dabei handelte es sich groBtenteils um Kollagenosen
im engeren Sinne (54%), wie z.B. SLE, primares Sjogren-Syndrom, Poly- und
Dermatomyositiden, undifferenzierte Kollagenosen (UCTD), Sklerodermie inklusive
CREST-Syndrom sowie Mischkollagenosen (MCTD).

Die Ubrigen 25% der Erkrankungen waren nicht primar entzindlich-autoimmun bedingt,

wie z.B. degenerative Gelenkerkrankungen, Fibromyalgie oder Lyme Borreliose.

Im Patientenkollektiv kamen einige Krankheitsbilder mehrfach vor, so dass Subgruppen
auf die Pravalenz anti-proteasomaler Antikdrper untersucht werden konnten. Die
ELISA-Ergebnisse der sieben gréBten Patientengruppen sind in Abb.8 dargestellt.
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Blutspender SLE PSS  Myositis UCTD Vaskulitis RA Arthrose
n=126 n=31 n=19 n=17 n=11 n=13 n=13 n=10

Abb.8: Darstellung der ELISA-Ergebnisse bei Subgruppen der Patientenstichprobe. Die
Signifikanzangaben beziehen sich auf den Vergleich mit der Blutspendergruppe (nicht
parametrischer Mann-Whitney-Test). Angegeben sind die Bereiche zwischen 25. und 75.
Perzentile sowie die Mediane (Striche in den Kastchen) und die hdchsten bzw. niedrigsten
vorkommenden Werte (T-féormige Auslaufer). Die unterbrochene Linie markiert den Cut-off bei
17,5 rel. Einheiten.

Die Gruppen der Myositiden und der Vaskulitiden umfassten verschiedene

Krankheitsentitdten. Zu den Myositiden gezahlt wurden die primér idiopathische
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Dermatomyositis (n=9), die juvenile Dermatomyositis (n=1), die primar idiopatische
Polymyositis (n=2), das Antisynthetase-Syndrom (n=2), Myositis ossificans progressiva
(n=1) und zwei nicht genauer definierte Myositisfalle. Zur Gruppe ,Vaskulitiden®
zusammengefasst wurden folgende Krankheitsbilder: Arteriitis temporalis (n=2),
Polymyalgia rheumatica (n=3), M. Wegener (n=3), Arteriitis ohne nahere Definition

(n=1) und Vaskulitis ohne nahere Definition (n=4).

Die ELISA-Ergebnisse der verschiedenen Subgruppen weisen deutliche Differenzen
auf. Signifikant erhéht sind die Mediane bei SLE (6,3 rel. Einheiten; p = 0,0016),
primarem Sjégren-Syndrom (7,0 rel. Einheiten; p= 0,0339), undifferenzierter
Kollagenose (12,2 rel. Einheiten; p=0,0007) und bei den Vaskulitiden (7,5 rel. Einh.; p=
0,0149). Kein signifikanter Unterschied zur Werteverteilung bei Blutspendern besteht
bei den Patientenkollektiven mit Myositis, rheumatoider Arthritis und Arthrose
nichtentztindlicher Genese.

Die Pravalenz fur ELISA-positive Seren betragt bei SLE-Patienten 12,9% (4/31), flr das
primare Sjogren-Syndrom 5,3% (1/19) und far UCTD 45,5% (5/11). In der
Vaskulitisgruppe reagierten zwei Seren positiv (15,4%), die betreffenden Patienten litten
an M.Wegener bzw. an einer nicht weiter spezifizierten Vaskulitis. Auch bei den
Arthrosen gab es ein positives Serum von einem Patienten mit Spondylarthrose (10%),
das knapp Uber dem Cut-off lag. Kein positives ELISA-Ergebnis war bei Myositis und

rheumatoider Arthritis nachzuweisen.

Auch die im Immunoblot untersuchten Seren wurden nach Subgruppen getrennt
analysiert. Nur ein Teil dieser Seren ist auch im ELISA getestet worden ( z.B. 14/33
SLE-Seren). Dennoch ergibt sich ein ahnliches Bild (Abb.9):

Positive Reaktionen waren am haufigsten bei UCTD (42,9%), primdrem Sjbégren-
Syndrom (23,1%), Vaskulitiden (20%) und SLE (12,1%). In der Myositisgruppe waren
wie beim ELISA alle Seren negativ.

Im Gegensatz zum ELISA ergaben im Immunoblot alle Seren der Arthrosegruppe
negative Ergebnisse. Andererseits wies im Immunoblot auch eine Patientin mit
rheumatoider Arthritis eine positive Reaktion auf (1/7; 14,3%), interessanterweise war
dieses Serum im ELISA negativ. Stark positive Reaktionen waren nur bei SLE,
Vaskulitis und rheumatoider Arthritis zu beobachten.
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Abb.9: Zusammenstellung der Immunoblotergebnisse fiir verschiedene Subgruppen. Angegeben sind die
prozentualen Anteile der Seren mit stark positiver (schwarze Késtchen), schwach positiver (grau) und
negativer Reaktion (weil3).
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Die durch die beiden Immunoassays bestimmten Pravalenzwerte in den verschiedenen

Subgruppen sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

ELISA Immunoblot
SLE 12,9% 12,1%
pSS 5,3% 23,1%
Myositis 0% 0%
UCTD 45,5% 42,9%
Vaskulitis 15,4 % 20,0%
RA 0% 14,3%
Arthrose 10% 0%

Tab.7: ELISA- und Immunoblotergebnisse des Testscreenings.
Details siehe Abb. 8 und 9.
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4.3. Charakterisierung von Zieluntereinheiten antiproteasomaler Antikorper
mittels eindimensionaler SDS-PAGE

4.3.1. Beschreibung der Reaktionsmuster

Zur Charakterisierung der anti-proteasomalen Reaktionsmuster rheumatologischer
Patienten wurden die Immunoblotergebnisse der prospektiven Studie genauer
analysiert. Bei 85 der 211 untersuchten Patienten war eine Autoimmunerkrankung
diagnostiziert worden. Von diesen 85 Seren zeigten 46 Seren (54%) eine anti-
proteasomale Reaktion unterschiedlicher Intensitat. Die Reaktionsmuster der einzelnen
Seren variierten ebenfalls stark, sowohl in der Zahl der detektierten Banden pro Serum
als auch in der Héhe der Banden.

Von den 46 reagierenden Seren erkannten 32 Seren (69,6%) nur eine Bande, 11 Seren
(23,9%) zwei Banden und 3 Seren (6,5%) drei Banden. (siehe Abb.10).

Alle der zuletzt erwdhnten oligoklonalen Seren mit drei Banden zeigten eine sehr
schwache Reaktion (< 1.200 Verdinnung des Referenzserums, siehe Methoden
Abschnitt 3.6.).

c 100+
verschiedene Reaktionsmuster o
von Patientenseren = S 80+
! ! & 60-
o
£ 40+
©
— - - E 20_
- <
- 0
1 2 3
' Bande Banden Banden
‘ ‘ Bandenanzahl pro Serum
a) b)

Abb. 10: 46 von 85 untersuchten Seren von Patienten mit Autoimmunerkrankungen reagierten
im Immunoblot mit einer oder mehreren Banden des aufgetrennten 20S-Proteasoms.

a) exemplarischer Immunoblot mit dem polyklonalen anti-proteasomalen Kaninchenantikérper
MP1 ganz rechts b) Diagramm: Anzahl der Seren, die jeweils eine, zwei oder drei Banden
aufwiesen.

Um moglicherweise krankheitsspezifische Reaktionsmuster zu erkennen, wurde die
Anzahl der Banden in verschiedenen Subgruppen miteinander verglichen (Tab.8).
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Reaktionen mit mehr als zwei Banden sind in dieser Untersuchung bei SLE-, UCTD-
und pSS-Patienten nicht aufgetreten. Dagegen war in der Gruppe der Polymyositiden
bei drei Seren (von insgesamt sechs Seren) eine solche Reaktion zu beobachten.
Vergleicht man das Auftreten einer singuldren Bande mit dem Auftreten mehrerer
Banden, ergeben sich tendenzielle Unterschiede zwischen den Krankheitsentitaten.
SLE- und UCTD-Seren produzierten haufiger singulare Banden (80% bzw. 100%) als
pSS- und Polymyositiden-Seren (57% bzw.50%).

Bei den Myositiden gab es kein Serum, das genau zwei Banden erkannte, wie oben
beschrieben reagierten allerdings 50% der Seren mit drei Banden. Zu beachten sind

hierbei die teils geringen Fallzahlen.

Krankheit 1 Bande 2 Banden >2 Banden
SLE n=15 12 (80%) 3 (20%) 0

pSS n=7 4 (57%) 3 (43%) 0

PM/DM n=6 3 (50%) O 3 (50%)
UCTD n=4 4(100%) O 0

Tab. 8: Haufigkeit des Auftretens singularer Banden, Doppelbanden und oligoklonaler
Banden im anti-proteasomalen Immunoblot in verschiedenen Subgruppen der
prospektiven Studie. n= Anzahl der Seren mit erkennbaren Banden.

4.3.2. Verteilung der Banden im Immunoblot

Der erste Schritt zur Identifizierung der erkannten Untereinheiten war das Bestimmen
der ProteingréBe Uber die H6he der Banden. Da die Laufgeschwindigkeit im SDS-Gel
von der Proteingr6Be bestimmt wird und diese flr die humanen Proteasomen-
untereinheiten bekannt sind, gibt das Bandenmuster der SDS-Page gewisse Hinweise
auf die detektierten Untereinheiten. FUr die meisten proteasomalen Untereinheiten sind
zudem Untersuchungen Uber das Laufverhalten in der SDS-PAGE veréffentlicht (siehe
Einleitung, Tab.1).

Abb.11 zeigt das typische Proteinmuster nach Auftrennung der proteasomalen
Untereinheiten in der SDS-PAGE. AuBerdem dargestellt ist die Reaktion des
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polyklonalen antiproteasomalen Kaninchenantikbrpers MP1, der proteasomale
Untereinheiten im Bereich von 32 kD bis ca. 23 kD erkennt. Um im Immunoblot die
Zuordnung von Banden zu den jeweiligen Untereinheiten zu erleichtern, wurde in jedem
Ansatz auch ein Zellulosestreifen mit MP1 inkubiert.
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Abb. 11: a) Poinceaufarbung von gelelektrophoretisch aufgetrenntem 20S-Proteasom und
Molekulargewichtsmarker und b) Reaktionsmuster des polyklonalen anti-proteasomalen
Kaninchenantikdrpers MP1 im ECL-geféarbten Immunoblot des gleichen Westernblots.

Die 46 Seren rheumatologischer Patienten, die im Immunoblot gegen 20S-Proteasomen
reagierten, produzierten insgesamt 63 Banden, die sich wie folgt Gber den Bereich des
aufgetrennten Proteasoms verteilten:

a) b) Léngenbereich Anzahl der Banden
P MP1 32 kD 11 (17,5%)
30 kD 18 (28,6%)
______ 32kD
30 kD— - 30 kD <30 kD>25kD 29 (46,0%)
- 25kD 25 kD 3 (4,8%)
20 KD— <25 kD 2 (3,2%)
Banden insgesamt : 63

Abb.12: a) Einteilung des Reaktionsspektrums mit Hilfe des polyklonalen AP-Ak MP1 sowie
eines Molekulargewichtmarkers. Links die Banden des 20S-Proteasoms im mit Poinceau
gefarbten Westernblot, daneben der anschlieBende Immunoblot mit MP1 b) Verteilung der anti-
proteasomalen Banden von 46 Patienten der Charité mit der Diagnose einer entziindl.-rheum.
Erkrankung .
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Aus der Tabelle geht hervor, dass es keine einheitliche Reaktion gegen eine bestimmte
proteasomale Untereinheit gibt. Es werden Banden aus dem gesamten
Langenspektrum erkannt, bevorzugt im Bereich >25 kD. In diesem Bereich liegen 92%
aller Banden.

Die beiden Banden bei 32 kD und 30 kD werden zusammengenommen in ca. 46,1 %

aller Reaktionen erkannt, ebenso haufig der Bereich zwischen 30 kD und 25 kD (46%).

Da die verschiedenen Patientenseren unterschiedlich starke anti-proteasomale
Reaktionen zeigten, stellte sich die Frage, ob bestimmte Untereinheiten vielleicht
tendenziell eine besonders starke bzw. schwache Autoimmunantwort hervorriefen.

Von den insgesamt 63 Banden waren 20 als ,starke“ Reaktion (= 1:200 Verdinnung
des Referenzserums), sowie 43 als ,schwache® Reaktion (<1:200 Verdinnung des
Referenzserums) einzustufen. In Abb. 13 wird dargestellt, mit welcher Haufigkeit die
einzelnen Bandenbereiche in der schwachen und in der starken Gruppe erkannt

wurden.

Anzahl der Banden mit

Langenbereich starker Reaktion schwacher Reaktion
32 kD 1 (5%) 9 (21%)
30 kD 9 (45%) 10 (23%)
<30 kD>25 kD 9 (45%) 20 (47%)
25 kD 1 (5%) 2 (5%)
<25 kD 0 2 (5%)
Banden insgesamt 20 43

Abb.13: Vergleichende Darstellung der im anti-proteasomalen Immunoblot erkannten
Bandenbereiche bei starken Reaktionen (> 1:200 Verdiinnung des Referenzserums) und
schwachen Reaktionen (<1:200 Verdinnung des Referenzserums).

Der Vergleich der Banden von schwach reagierenden Seren mit denen von stérker
reagierenden zeigt deutliche Unterschiede. So wird die Bande bei 30 kD von starken
Seren haufiger erkannt (45% gegentiber 23 %), wahrend die 32 kD-Bande haufiger bei
schwachen Reaktionen vorkam. Es gab keine starken Reaktionen mit Banden unterhalb
25 kD.
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Auf der Suche nach mdglicherweise krankheitsspezifischen Antigenen wurden die
Immunoblotbanden nach Patientengruppen getrennt analysiert, zunachst unter
Einbeziehung auch der schwachen Banden (Abb.14a).

70 N
60
p ig [ SLE (n=18)
%3 30 M B rSS (n=10)
< 207 ] Polymyositiden (n=12)
10] o[l o [J UCTD (n=4)
32 30 >25 25 <25
kD kD <30 kD kD
kD
a) Verteilung von Banden aller Intensitaten
70 ] —
60
2 90
£ 40 O SLE (n=4)
2 301 O
< 201 pSS (n=4)
10] [] UCTD (n=3)
32 30 >25 25 <25
kD kD <30 kD kD
kD

b) Verteilung von starken Banden

Abb.14: Bei SLE- und Sjégren-Patienten wurden von stark reagierenden Seren (Reaktion >
1:200 Verdinnung des Referenzserums) bevorzugt die 30 kD-Bande erkannt, wahrend bei
Berlcksichtigung auch der schwéacheren Seren vor allem Banden im Bereich 25-30 kD erkannt
wurden.

In den wesentlichen Aspekten ahnelt die Verteilung in den einzelnen Patientengruppen
der Verteilung in der Gesamtgruppe. So kommen in allen vier vorgestellten Gruppen
hauptséachlich Banden >25 kD vor und die Reaktionen verteilen sich auf mehrere
Untereinheiten. Eine dominante Reaktion ist nur bei der Gruppe der UCTD-Patienten
angedeutet (75% der Banden liegen im Bereich zwischen 25 kD und 30 kD bei
allerdings kleiner Fallzahl).
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Dennoch bestehen tendenzielle Unterschiede zwischen den Patientengruppen.

Bei SLE-Patienten ist ein relativ geringer Anteil der 32 kD-Bande festzustellen, im
Gegensatz dazu wurde die 32 kD-Bande von den Myositis-Seren Uberdurchschnittlich
haufig erkannt (33%).

Die Verteilung der Banden bei den Patienten mit primarem Sjégren-Syndrom entspricht
annahernd dem Durchschnitt aller Patienten in Bezug auf die Banden >25 kD. Kleinere
Untereinheiten wurden in diesem Sjégren-Kollektiv nicht erkannt.

Das Bild verschiebt sich etwas, wenn man nur die Banden betrachtet, die eine starkere
Antikérperreaktion ausgeldst haben (Abb. 14Db).

Sowohl bei SLE als auch bei Sjégren-Patienten ist nun die 30 kD-Bande das haufigste
Antigen, wahrend bei der UCTD weiterhin der Bereich zwischen 25 und 30 kD

dominiert.

4.3.3. Untersuchung auf Assoziationen der Immunreaktionen gegen verschiedene

proteasomale Untereinheiten

In Tab.9 ist dargestellt, mit welcher Haufigkeit in dieser Untersuchung die
unterschiedlichen Banden allein oder aber gemeinsam mit anderen Banden auftraten.

Auftreten
Bande als singuldre Bande zusammen mit anderen Banden
32 kD n=3 n=8
30 kD n=11 n=7
<30 kD>25kD n=14 n=15
25 kD n=2 n=1
<25 kD n=2 n=0

Tab.9: Haufigkeit des Auftretens der unterschiedlichen Immunoblotbanden als alleinige
Bande bzw. gemeinsam mit anderen Banden.

Es konnte keine Bande identifiziert werden, die nur im Zusammenhang mit einer
anderen Bande zu beobachten ware. Ebenso gab es keine Bande, die ausnahmslos als
singulare Bande auftrat. Diese Aussagen kénnen allerdings mit Sicherheit nur fir die
gut abzugrenzenden Einzelbanden (32 kD, 30 kD und 25 kD) getroffen werden, da es
nicht méglich ist, die einzelnen Untereinheiten in den Bereichen zwischen 25 und 30 kD

sowie im Bereich <25 im eindimensionalen Immunoblot zu diskriminieren.
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Banden bei 30 kD traten etwas haufiger alleine auf, dagegen wurden die Banden bei 32
kD haufiger im Zusammenhang mit anderen Banden gesehen.

Desweiteren wurden die Reaktionsmuster mit mindestens zwei Banden daraufhin
untersucht, ob bestimmte Banden Uberproportional haufig gleichzeitig auftraten
(s.Abb.15).

Eine ausschlieBliche Assoziation zwischen zwei Banden wurde nicht gesehen. Vielmehr
entsprach die Verteilung der assoziierten Banden in etwa der in der Studie
festgestellten generellen Bandenverteilung. Ein gemeinsames Vorkommen von Banden
aus dem Bereich zwischen 25 und 30 kD und der 32 kD-Bande war jedoch etwas
haufiger als erwartet zu beobachten.

Die selten aufgetretene 25 kD-Bande wurde einmal gemeinsam mit einer anderen

Bande gesehen, es handelte sich dabei um die 32 kD-Bande.
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Co-reaktion mit Banden
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Abb.15: Ubersicht (iber das gemeinsame Auftreten von Banden im anti-proteasomalen
Immunoblot. Dunkle Balken geben an, wie haufig Banden der angegebenen Bereiche mit
der jeweiligen Bande assoziiert waren (in  Prozent). WeiBe Banden: die relative Haufigkeit der
Bandenbereiche im Gesamtkollektiv.
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4.4. ldentifizierung von proteasomalen Untereinheiten im ein- und

zweidimensionalen Immunoblot

Alle a-Typ-Untereinheiten laufen in der SDS-PAGE im Bereich oberhalb von 25 kD, so
dass man eventuell darunter laufende Untereinheiten dem B-Typ zuordnen kann.
Direkte Rlckschlisse vom Immunoblotergebnis auf eine konkrete Untereinheit kann
man allerdings nur im Falle der Banden bei 32 kD, 30 kD und 25 kD ziehen, die alle im
Bandenmuster eine gewisse Distanz zu den Nachbarbanden aufweisen und daher
relativ leicht zu identifizieren sind.

Nach den Untersuchungen von Hendil et al. 1993 (siehe Einleitung, Tab.1) entsprechen

diese Banden folgenden Untereinheiten:

32 kD-Bande => a6 (C2)
30 kD-Bande => a3 (C9)
25 kD-Bande => a2 (C3)

Diese Aussagen wurden im Immunoblot mit zweidimensional gelelektrophoretisch
aufgetrenntem Proteasom stichprobenartig bei einigen Seren Uberprift, die im
eindimensionalen Immunoblot jeweils eine der drei Banden aufwiesen (Abb.16).

Nr.0968
Nr.6922
Nr.1596

Abb. 16: Mit Hilfe des Reaktionsmusters des Antiserums MP1 kdénnen im eindimensionalen
Immunoblot drei Banden (32kD, 30kD, 25kD) direkt den jeweiligen proteasomalen Untereinheiten
zugeordnet werden. Serum Nr. 0968 (Sklerodermie) produzierte eine Bande bei 25 kD (a2), Serum
Nr. 6922 (SLE) reagierte mit der Bande bei 30 kD (a3), Serum Nr. 1596 (UCTD) mit der 32 kD-
Bande (06). Zweidimensionale Immunoblots der genannten Seren siehe Abb. 17. Rechts:
Referenzserum 1:100 (A) und 1:200 (B) verdiinnt, sowie polyklonales anti-proteasomales
Kaninchenserum (MP1).

50



Die Ergebnisse des zweidimensionalen Immunoblots sind exemplarisch
wiedergegeben in Abb.17a) fur die 32 kD-Bande, b) fir die 30 kD-Bande und c)

fur die 25 kD-Bande.
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Abb. 17a): Identifizierung der 32 kD-Bande. Im zweidimensionaler Immunoblot reagierte Serum
Nr. 1596 (Patientin mit UCTD) mit Untereinheit a6 (C2). Die Auftrennung in der ersten
Dimension erfolgte durch non-equilibrium-pH-Gelelektrophorese (NEPHGE).
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Abb. 17b): Identifizierung der 30 kD-Bande. Im zweidimensionaler Immunoblot reagierte Serum
Nr. 6922 (Patientin mit SLE) mit zwei Isoformen der Untereinheit a3 (C9). Das Signal darunter
konnte keiner proteasomalen Untereinheit zugeordnet werden.
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Abb. 17c): Identifizierung der 25 kD-Bande. Im zweidimensionaler Immunoblot reagierte Serum
Nr. 0968 (Patientin mit Sklerodermie) mit a2 (C3) und schwéacher mit a5 (Zeta).

Die Interpretation der betreffenden Banden als Untereinheiten a6 (C2), a3 (C9)

bzw. a2 (C3) wurde im zweidimensionalen Immunoblot bestatigt.

Als zusatzliche Kontrolle, um die Identititdt der Bande bei 30 kD abzusichern,
wurden Immunoblotuntersuchungen mit rekombinantem a3 (C9) auf der Basis
der humanen Sequenz durchgefiihrt (siehe auch Material und Methoden 3.5.).
Daflir wurden 13 Seren, die im Immunoblot gegen Gesamt-20S-Proteasom eine
Bande bei 30 kD aufwiesen, einem Immunoblot gegen rekombinantes a3 (C9)
unterzogen. Bei 8 Seren zeigte sich eine Reaktivitdt (exemplarische
Immunoblots siehe Abb.18). Die funf Seren, die keine Banden gegen das
rekombinante Protein produzierten, hatten auch im Immunoblot gegen das
komplette 20S-Proteasom nur sehr schwach reagiert. Das abweichende
Ergebnis konnte eine Folge unterschiedlicher Antigenkonzentrationen bzw.
Unterschiede in den antigenen Eigenschaften von natirlichem und
rekombinanten a3 (C9) widerspiegeln, wie z.B. sekundare Modifikationen, die

im bakteriellen System nicht erfolgen.
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Samtliche Negativkontrollen (11 Seren mit Banden von 32 kD oder <30 kD)
reagierten nicht mit dem rekombinanten C9-Protein.

a) b) %
o AZS-++D+-------C-++B
= A BC D
- - =
.= - -
20S-Proteasom rekombinante Untereinheit a3 (C9)

Abb. 18 : Immunoblot mit rekombinantem C9. (a) Die Seren A,B,C und D produzierten im
Immunoblot gegen komplettes 20-S-Proteasom eine starke Bande bei 30 kD und (b) reagierten
auch im Immunoblot gegen rekombinantes a3 (C9)-Protein. Auf dem rechten Blot aufgetragen
waren zusatzlich Seren, die schwacher mit der 30 kD-Bande reagiert hatten (+) und Seren, die
Banden mit anderen Molekulargewichten produziert hatten (-).

Zusammenfassend ist also durch einen einfachen eindimensionalen
Immunoblot eine Identifizierung der drei Untereinheiten C2, C9 und C3 mdglich.
Im Bereich zwischen 30 kD und 25 kD sowie im Bereich unter 25 kD ist ein
derartiges Verfahren nicht praktikabel, da die Banden sehr dicht Gbereinander
liegen.

Seren mit Banden in diesen Bereichen wurden im zweidimensionalen
Immunoblot getestet. Dafur wurden sowohl stark als auch schwach reagierende
Seren und auch Seren mit mehreren Banden ausgewahlt.

Die Ergebnisse sind in Abb. 19 — 24 gezeigt:
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Abb. 19: Serum Nr.4702 einer Patientin mit UCTD reagierte mit Untereinheit C8 (a7).
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Abb. 20: Serum Nr. 3838 (Patientin mit Diabetes mellitus Typ |) reagierte im zweidimensionalen
Immunoblot mit der proteasomalen Untereinheit B2 (Z). Die zweite, kleinere Markierung
entspricht am ehesten modifizierten Z-Proteinen, die im Coomassie-gefarbten oberen Bild im
Bereich der C8-Proteine lokalisiert sind und sich von diesen nicht abgrenzen lassen.
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Abb. 21: Serum Nr. 5382 (Patientin mit UCTD) reagierte im zweidimensionalen Immunoblot mit
der proteasomalen Untereinheit a1 (lota).
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Abb. 22: Serum Nr. 6022 (Patientin mit M. Wegener) reagierte im zweidimensionalen
Immunoblot mit der proteasomalen Untereinheit a5 (Zeta) und — allerdings sehr schwach — mit
a6 (C2).
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Abb. 23: Das oligoklonale Serum einer Patientin mit primarem Sjégren-Syndrom (aus dem
Patientenkollektiv sieche Feist ef al. 1999) reagierte im zweidimensionalen Immunoblot schwach
mit den proteasomalen Untereinheiten a5 (Zeta), 1 (Delta) sowie a1 (lota).

Bei der Untersuchung des Serums einer SLE — Patientin (siehe Abb.24) im
zweidimensionalen Immunoblot stellte sich heraus, dass die anti-proteasomalen
Autoantikdrper mit einer Untereinheit reagierten, die ein etwas geringeres
Molekulargewicht als B2 (Z) besaB. Mit Hilfe affinitatsgereinigter Antikdrper gegen
MECL-1 konnte gezeigt werden, dass es sich um die Immunountereinheit f2' (MECL1)
handelte.

In den Ubrigen verwendeten Proteasomenpraparationen lieB sich p2 ' (MECL1) und
auch die beiden anderen Immunountereinheiten p1' (LMP2) und p5' (LMP7) im Ubrigen

nicht nachweisen.

Somit konnten durch Immunoblotuntersuchungen mit zweidimensional aufgetrenntem
Proteasom neun Untereinheiten als Ziel einer autoimmunen Reaktion identifiziert
werden (s.Tab. 10).
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Abb. 24: Serum Nr. 7014 (Patientin mit SLE) reagierte im zweidimensionalen Immunoblot mit
der proteasomalen Untereinheit [.’)2i (MECL1). Die Identitadt der erkannten Untereinheit wurde
durch Immunoblot mit einem affinitdtsgereinigten anti-MECL1-Antikérper (Gabe von Christine
Knihl) verifiziert.

Serum Nr. Erkrankung identifizierte Untereinheit
Nr. 6922 SLE a3 (C9)

Nr. 1596 UCTD ab (C2)

Nr. 4702 UCTD a7 (C8)

Nr. 0968 Sklerodermie a2 (C3), a5 (Zeta)

Nr. 3838 D.mellitus Typ1 B2 (2)

Nr. 6022 M. Wegener a5 (Zeta), a6 (C2)

Nr. pSS-1 pSS al (lota), B1 (Delta), a5 (Zeta)
Nr. 5382 UCTD a1l (lota)

Nr. 7014 SLE 2' (MECL1)

Tab. 10: Ergebnisse der zweidimensionalen anti-proteasomalen Immunoblots mit Seren
rheumatologischer Patienten, welche im eindimensionalen Immunoblot Autoantikérper gegen
Banden des aufgetrennten 20S-Proteasoms aufgewiesen hatten.
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Wie in der Ubersichtsdarstellung (Abb. 25) gezeigt, wurden in dieser Arbeit
Autoantikbrper gegen alle Untereinheiten des a-Typs mit Ausnahme von o4
nachgewiesen. Es konnten jedoch auch drei B-Untereinheiten identifiziert werden,
gegen die Autoantikérper gerichtet waren. Interessanterweise gehéren diese drei zu
den aktiven Untereinheiten. MECL1 ist eine der interferon-induzierbaren aktiven
Untereinheiten. Da als Antigen Proteasom aus Erythrozyten verwendet wurde, das
keine LMP2/LMP7-Untereinheiten aufweist, konnte eine Aktivitdt gegen diese nicht
geprift werden.

Da bei weitem nicht alle Banden im Bereich <30 kD charakterisiert wurden, kann aus
der Tabelle nicht die relative Haufigkeit der Reaktion gegen die einzelnen
Untereinheiten abgelesen werden. Sie gibt aber einen Uberblick dariiber, welche
Untereinheiten nachgewiesenermafBen Ziel einer B-Zellantwort waren. Fir die o-
Untereinheiten a1 (lota) und a5 (Zeta), sowie fiir die B-Untereinheiten B1 (Delta) und p2'
(MECL1) ist dies der erste Nachweis einer gegen sie gerichteten autoimmunen
Reaktion.

Abb. 25: Zusammenstellung der in dieser Arbeit identifizierten proteasomalen Untereinheiten,
die durch anti-proteasomale Antikérper rheumatologischer Patienten erkannt wurden. Die
Charakterisierung erfolgte mittels ein- und zweidimensionalem Immunoblot sowie Immunoblot
mit rekombinantem C9. Im Kasten dargestellt sind die interferon-induzierbaren Untereinheiten.
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5. DISKUSSION

Optimierung der Tests zum Nachweis anti-proteasomaler Antikérper

Durch die Weiterentwicklung sowohl des anti-proteasomalen ELISA als auch des
Immunoblots fir die Analyse von Patientenseren wurde die Grundlage fir einen
langfristigen und reproduzierbaren Einsatz dieser Testsysteme geschaffen (s.
Ergebnisse 4.1.). Beim ELISA trug vor allem der Austausch des Standards (humanes
Serum statt Kaninchenserum) zu einer besseren Standardisierung bei, da dadurch mit
nur einem Konjugat gearbeitet werden konnte. Als interne Positivkontrolle wurde ein
weiteres Humanserum mitgefihrt sowie Negativkontrollen, um unspezifische
Reaktionen gegen Pufferbestandteile auszuschlieBen.

Die Antigenspezifitédt der anti-proteasomalen Reaktion wurde Uberdies in einem unter
Abschnitt 1.1.3. beschriebenen Versuch Uberprift, bei dem Seren einem ELISA mit
unterschiedlichen Proteasomenkonzentrationen unterzogen wurden. Alle vorher positiv
getesteten Seren zeigten einen Anstieg der OD bei steigenden proteasomalen
Benetzungskonzentrationen, so dass von einer spezifischen Reaktion gegen die
Proteasomenaufreinigung ausgegangen werden kann. Feist et al. (1996) hatten in
diesem Zusammenhang mit einem Sandwich-ELISA (1. Beschichtung: anti-
proteasomale Antikérper, 2. Beschichtung: Proteasomenpraparation) nachgewiesen,
dass sich die Immunantwort der Patientenseren im einfachen anti-proteasomalen
ELISA in 95% der Falle tatséchlich gegen den Proteasomenanteil der
Proteasomenpréaparation richtete.

Parallel zum ELISA wurde auch beim anti-proteasomalen Immunoblot zur
Standardisierung eine Positivkontrolle zum ansonsten tbernommenen Testaufbau von
Feist et al. (1996) hinzugefigt. Das Kontrollserum wurde jeweils in zwei
unterschiedlichen Konzentrationen aufgetragen und lieB somit eine semiquantitative
Einschatzung der Reaktionsstarke zu (Details s. Abschnitt 3.6.).

Der Vergleich von Immunoblot- und ELISA-Ergebnissen anhand von 115 mit beiden
Methoden untersuchten Seren ergab eine weitgehende Ubereinstimmung. Bei einer
semiquantitativen Einteilung der Ergebnisse in drei Gruppen (negativ, schwach positiv
und positiv) hatten 85% der Seren gleiche Resultate in beiden Testmethoden. Es gab
nur ein Serum, das eine starke Reaktion im ELISA zeigte und im Immunoblot Gberhaupt
keine Bande produzierte. Bei zwei Seren war hingegen bei negativem ELISA der
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Immunoblot stark positiv. Die insgesamt geringe Anzahl derartiger, deutlich voneinander
abweichender Ergebnisse lasst vermuten, dass der Uberwiegende Anteil anti-
proteasomaler Autoantikdrper lineare, nicht konformationsabhangige Epitope erkennt,
die auch in intakten 20S-Proteasomenkomplexen, wie sie unter ELISA-Bedingungen
vorliegen, gut zuganglich sind. Die weitgehende Ubereinstimmung der Ergebnisse
beider Assays ist darlber hinaus auch ein Indiz fir die Qualitdt des ELISA — die
Bestatigung von positiven Ergebnissen im Immunoblot spricht fir eine
proteasomenspezifische Antikdrperreaktion im ELISA.

In einer prospektiven Pilotstudie wurden die beiden weiterentwickelten Testverfahren
auf ihre Eignung zur klinischen Diagnostik bei rheumatologischen Patienten untersucht.
Trotz der Vielzahl an untersuchten Patientenseren (insgesamt 517) erreichten die
daraus resultierenden Subgruppen mit Patienten gleicher Erkrankungen relativ geringe
Fallzahlen, was dem prospektiven Aufbau der Untersuchung geschuldet ist. Mit dieser
Einschrankung kénnen dennoch einige Aussagen getroffen werden.

ELISA- und Immunoblot-Untersuchungen ergaben bei der Subgruppenanalyse in den
meisten Féllen ahnliche Pravalenzwerte, was die Ergebnisse der oben beschriebenen
vergleichenden Untersuchung stitzt. Nur beim priméren Sjégren-Syndrom reagierten im
Immunoblot erheblich mehr Seren positiv (3/13; 23,1%) als im ELISA (1/19; 5,3%). Die
durch Immunoblot bestimmte Prévalenz anti-proteasomaler Autoantikdrper beim
Sjégren-Syndrom entspricht in etwa den Literaturangaben ( Feist et al. 1999, Mayo et
al. 2002), wahrend der durch ELISA ermittelte Prozentwert unter dem bisher in der
Literatur beschriebenen (33%; Feist et al. 1999) liegt. Dabei wiesen zwei der im ELISA
untersuchten Seren Werte knapp unterhalb des Cut-offs auf, zudem kdénnte die relativ
geringe Zahl der untersuchten Seren fiir die Abweichung verantwortlich sein.

Erstmals untersucht wurde in dieser Arbeit das Auftreten von anti-proteasomalen
Autoantikdrpern bei einer kleinen Gruppe von Patienten mit undifferenzierter
Kollagenose. Fasst man die Ergebnisse beider Testsysteme zusammen, so betragt die
Pravalenz 38,5% (5/13 Seren). Dies Ubertrifft die Werte flr die anderen Kollagenosen in
dieser Untersuchung deutlich, aufgrund der relativ kleinen Fallzahl wére eine
Uberprifung dieses Ergebnisses in groBerem Rahmen aber sinnvoll. Eine
undifferenzierte Kollagenose wird haufig bei beginnenden Autoimmunerkrankungen
diagnostiziert, bei denen sich oft erst im weiteren Verlauf spezifischere
Autoimmunphanomene und Autoantikdrper ausbilden. Die Prasenz anti-proteasomaler
Autoantikdrper noch vor dem Auftreten anderer bekannter Autoantikérper koénnte
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Hinweise auf die pathogenetischen Prozesse geben. Bei den hier untersuchten UCTD-
Seren traten in der ANA-Floureszenzfarbung (auf HEp2-Zellen) bei 9 von 11
untersuchten Seren Titer von mindestens 1:640 auf. Eine Korrelation zwischen ANA-
Titer und anti-proteasomalem Titer lieB sich allerdings weder flur die UCTD-Gruppe
noch fir die Gesamtgruppe der untersuchten Patienten nachweisen (eigene Daten), so
dass die anti-proteasomalen Autoantikérper die antinukledre Immunfluoreszenz wohl
nicht entscheidend beeinflussen, sondern die gleichzeitige Existenz anderer
Autoantikérper angenommen werden muss.

Vergleicht man die bisher verdéffentlichten Ergebnisse anti-proteasomaler Assays
bezlglich gesunder Kontrollgruppen sowie rheumatologischer Patientengruppen mit
den Resultaten der hier getesteten Verfahren, so weisen beide Verfahren in dieser
Arbeit eine geringere Spezifitdt (vor allem der Immunoblot mit einer Spezifitdt von
90,9%) sowie eine ebenfalls geringere Sensitivitat auf.

So fiel z.B. der Anteil positiver Seren bei SLE geringer aus als nach den Vorarbeiten zu
erwarten war. Im Immunoblot waren 12,1% der Seren positiv. Arribas et al. (1991)
berichteten dagegen von 35% positiver Seren. Besonders auffallend ist das Fehlen
eines positiven Testergebnisses in der Gruppe der autoimmunen Myositiden bei
insgesamt 24 getesteten Patienten (in der Literatur Pravalenzen von 19% bis 62%,
siehe Einleitung Tab.2).

Diese Abweichungen von den Literaturangaben kdnnten zum einen durch statistische
Schwankungen bei relativ geringen Fallzahlen oder durch Unterschiede in den
jeweiligen Patientenkollektiven bzw. Kontrollgruppen bedingt sein. Charakteristisch fiir
das hier untersuchte Patientenkollektiv war zudem ein hoher Anteil an vorbehandelten
Patienten mit schon langer dauernder Krankengeschichte, die die Charité zu
Kontrolluntersuchungen oder wegen Komplikationen aufsuchten.

Auch methodische Ursachen fir die Divergenzen sind mdglich. Diese kénnen jeden
einzelnen Schritt der Assays betreffen, insbesondere die Proteasomenpréaparation, die
Zweitantikérper, die Inkubationszeiten, Waschschritte und das Blockierungsreagenz.
Als Blockiermedium wurde in dieser Studie Milchpulver verwendet. Bei immerhin 10,3%
der Testseren wurden im ELISA unzuladssig hohe Reaktionen der Negativkontrollen
festgestellt, bei denen die Kavitaten nur mit Blockiermedium beschichtet worden waren.
Dies kann bedingt sein durch Wechselwirkungen von Patientenantikbrpern mit
Milchpulverbestandteilen oder aber durch eine unzureichende Abblockung der
GefaBwande.
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Arribas et al. (1991) benutzten in ihren Immunoassays keine klassenspezifischen
Zweitantikérper, so dass sie nicht nur IgG-Autoantikérper (wie in dieser Arbeit) sondern
auch die Ubrigen Immunglobuline detektierten.

Desweiteren kénnten Verunreinigungen der Proteasomenpraparationen negative
Auswirkungen auf die Spezifitat, vor allem des ELISA, haben. Es ist bekannt, dass bei
Proteasomenaufreinigungen oft eine Verunreinigung mit heat shock-Proteinen (vor
allem Hsp90) gefunden wird und dass eine autoimmune Reaktion gegen diese Proteine
relativ haufig ist (Ludemann et al. 1993, Rea et al. 2001). Eine Erklarung fur die relativ
geringe Spezifitat des in dieser Arbeit entwickelten anti-proteasomalen Immunoblots
kann dies allerdings nicht sein, da sich die heat shock-Proteine durch ihr
Molekulargewicht von den proteasomalen Banden klar abgrenzen lassen.

Die Proteasomen, die Mayo et al.(2002) fir ihre Tests verwendeten, stammten aus
Rattenlebern, wahrend in dieser Arbeit und in den Untersuchungen von Feist et al.
(1996,1999) Proteasomen aus humanen Erythrozyten prapariert wurden. Proteasomen
aus unterschiedlichen Geweben bzw. Zellarten kénnen sich im Aufbau deutlich
unterscheiden: die sogenannten Immunoproteasomen, die die induzierbaren aktiven
Untereinheiten enthalten, werden z.B. regelmaBig in Lymphozyten und Milz angetroffen,
wahrend in  humanen Erythrozyten typischerweise nur die konstitutiven
Proteasomenuntereinheiten vorkommen (Claverol et al. 2002). In Proteasomen aus
Rattenlebern kénnen Immunountereinheiten nachgewiesen werden (Schmidt et al.
2006). Vor kurzem wurde eine zusatzliche Variante von B5 (B5t genannt) in positiv
selektionierenden Zellen des Thymus entdeckt (Murata et al. 2007). Unterschiede in
den Proteasomenpopulationen sind allerdings selbst bei Verwendung des gleichen
Zelltyps als Quelle nicht véllig auszuschlieBen, da es spenderabhangige Abweichungen
in der Zusammensetzung der Proteasomen zu geben scheint. So fand sich in einer aus
humanen Erythrozyten hergestellten Proteasomenpraparation, die in dieser Arbeit
verwendet wurde, eindeutig MECL1 (B2). Zudem kann auch die
Proteasomenpopulation in humanen Erythrozyten chromatographisch in bis zu sechs
Subpopulationen unterteilt werden, die sich wahrscheinlich durch Modifikationen (wie
z.B. Phosphorylierungen) einzelner Untereinheiten voneinander unterscheiden (Zoeger
et al. 2006, Froment 2005, Kuckelkorn et al. 2002, Dahimann et al. 2000). Inwieweit die
Anteile der einzelnen Subpopulationen individuell verschieden sind, ist noch nicht
bekannt. Aufgrund der  groBen Diversitat der  jeweils benutzten
Proteasomenprdparationen erscheinen die relativ groBen Schwankungen der
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Ergebnisse von anti-proteasomalen Immunassays verstandlich, zumal Autoantikdrper
gegen induzierbare Untereinheiten bei Kollagenosen nachgewiesen wurden (siehe
nachsten Abschnitt).

Um die hier verwendeten anti-proteasomalen Assays diagnostisch sinnvoll nutzen zu
kénnen, sollten Spezifitdt und Sensitivitat verbessert werden. Dazu sollten zum einen
methodische Anderungen wie die Einflihrung eines Blockiermediums mit weniger
ausgepragten antigenen Eigenschaften (z.B. das proteinfreie Roti-Block, Firma Roth),
verlangerte Blockierzeiten oder eine Erh6hung der Waschschritte getestet werden. Eine
entscheidende Rolle scheint allerdings die Herkunft sowie die Praparationsweise der
Proteasomen zu spielen. Auf lange Sicht ware daher die Verwendung rekombinanter
proteasomaler Untereinheiten im ELISA anzustreben, da so Schwankungen in der
Zusammensetzung der Proteasomenpraparation keinen Einfluss mehr hatten und auch
die Verwendung von induzierbaren Untereinheiten mdglich ware. Um eine sinnvolle
Auswahl an Untereinheiten treffen zu kénnen, die als Beschichtung eines ELISA in
Frage kommen (alle 14 bzw. 17 Untereinheiten zu exprimieren, ware sehr aufwandig),
sollte das Spektrum anti-proteasomaler Autoantikdrper genauer analysiert werden, wie
im zweiten Teil dieser Arbeit begonnen. Ein gut eingestellter anti-proteasomaler Test
mit verbesserter Sensitivitdt und Spezifitdt ware diagnostisch hilfreich vor allem bei
autoimmunen  Erkrankungen, die keine hohen Pravalenzen an sonstigen
Autoantikdrpern aufweisen, wie z.B. die Myositiden oder auch die undifferenzierten
Kollagenosen.

Identifizierung von Zieluntereinheiten anti-proteasomaler Antikorper

Bisher ist nicht bekannt, auf welcher Stufe der autoimmunen Dysregulation anti-
proteasomale Antikdrper entstehen. Treten sie erst nach Entwicklung der
Immunregulationsstérung als sogenanntes Epiphanomen auf, eventuell induziert durch
die Prasenz zirkulierender Proteasomen infolge autoimmuner Entzindungen bzw.
schwerer Erkrankungen (Egerer et al. 2002)? Oder sind sie von Anfang an
nachzuweisen, moglicherweise hervorgerufen durch Kreuzreaktionen mit bakteriellen /
viralen Antigenen, und pathogenetisch an der Entwicklung der Autoimmunstérung
beteiligt? Zur Aufklarung der Induktionsmechanismen ist die Kenntnis der
immunogenen proteasomalen Untereinheiten und der betreffenden Epitope notwendig.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Diversitat anti-proteasomaler
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Autoantikdrper gréBer ist als bislang bekannt war. Durch die Analyse von Seren
rheumatologischer Patienten im zweidimensionalen Immunoblot (NEPHGE) konnten 9
von 14 Proteinen des Kkonstitutiven 20S-Proteasomenkomplexes als Ziel anti-
proteasomaler Autoantikdrper identifiziert werden. Dabei handelt es sich um die «-
Untereinheiten C2 (a6), C9 (a3), C8 (a7), C3 (a2), lota (a1) und Zeta (a5) sowie die
zwei B-Untereinheiten Delta (1) und Z (B2). In einem zweidimensionalen Immunoblot
mit aufgetrenntem Proteasom, das MECL1 (B2) enthielt, konnte zudem mit MECL1
erstmals eine der interferoninduzierbaren Immunountereinheiten als Autoantigen
nachgewiesen werden (Scheffler et al., zur Verdffentlichung eingereicht). Mittlerweile
wurden von unserer Arbeitsgruppe auch Autoantikérper gegen die rekombinanten
murinen Immunountereinheiten LMP2 (B1) und LMP7 (B5) bei Patienten mit
Kollagenosen gefunden, die vermutlich - aufgrund der hohen Konservierung der
proteasomalen Proteine- auch mit den humanen LMP-Proteinen reagieren (Scheffler et
al., zur Veréffentlichung eingereicht). Immunreaktionen gegen LMP2 (81" und LMP7
(B5) konnten in der vorliegenden Arbeit aufgrund der Proteasomenpréparation aus
humanen Erythrozyten nicht detektiert werden. Zur Vervollstdndigung soll noch erwahnt
werden, dass Brychcy et al. 2006 Autoantikérper gegen a4 (C6) bei einem
Kollagenosepatienten fanden, so dass aktuell Autoimmunreaktionen gegen alle sieben
a-Untereinheiten sowie gegen drei B-Untereinheiten und die drei Immunountereinheiten
bekannt sind (siehe Abb. 26).

Abb. 26: Zusammenfassung aller bisher identifizierten proteasomalen Untereinheiten, die im
Rahmen von Autoimmunerkrankungen Angriffspunkt anti-proteasomaler Autoantikdrper waren.
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Bei dieser Vielfalt anti-proteasomaler Autoantikbrper ware es von Interesse, ,primar®
antigene Untereinheiten von eventuell durch Kreuzreaktionen erkannten Untereinheiten
abgrenzen zu kdnnen.

Kreuzreaktionen der Antikdrper gegenlUber &hnlichen Epitopen sind theoretisch
denkbar, da unter a-Untereinheiten Homologien von mindestens 20% bestehen (Coux
1994). Die Analyse der Reaktionsmuster im eindimensionalen Immunoblot (siehe
Abschnitt 4.3.1.) zeigte allerdings, dass die meisten anti-Proteasomen Antikérper-
positiven Seren nur eine singuldre Bande aufwiesen (69,6%). Bei diesen Seren
reagierten 23,9% mit zwei Untereinheiten. Oligoklonale bzw. polyklonale Reaktionen mit
mehr als drei Banden waren sehr selten und die jeweiligen Banden nur schwach
ausgepragt. Dies spricht dafir, dass die Epitope der anti-proteasomalen Autoantikdrper
in den meisten Féllen untereinheitenspezifisch sind und konservierte, a- oder B-typische
Sequenzen Uberwiegend nicht als Antigen dienen. Auch gab es keine Bande, die sich
nur im Zusammenhang mit anderen Banden fand. Allerdings traten Reaktionen mit der
Untereinheit C2 (a6) relativ selten als singulare Bande auf (C2: 27% singuléare Banden,
C9: 61%) und waren daruber hinaus eher schwach, so dass bei dieser Untereinheit der
Verdacht auf Kreuzreaktionen besteht (am ehesten mit a-Untereinheiten aus dem
Bereich zwischen 25 und 30 kD). Das Uberproportional haufige gemeinsame Auftreten
von Autoantikérpern gegen C2 (a6) und Autoantikdrpern gegen Untereinheiten des
genannten Bereichs kdnnte auch auf intermolekulares ,epitope spreading“ hinweisen.
Mit ,epitope spreading” wird eine Ausweitung der Immunreaktion auf ein raumlich eng
verknupftes Antigen/Protein durch gemeinsame Internalisierung bezeichnet. Topfer et
al. (1995) konnten diesen Mechanismus im Mausmodell fir die anti-Ro/anti-La
Immunantwort nachweisen. Die Analyse der Reaktionsmuster im eindimensionalen
Immunoblot ergab keine Anhaltspunkte fiir ein mogliches ,epitope spreading” bei
weiteren Untereinheiten.

Schon von Voruntersuchungen war bekannt, dass bestimmte proteasomale
Untereinheiten besonders haufig Autoantikdrper induzieren. Die Auswertung der
eindimensionalen Immunoblots von 46 Patienten mit entziundlich-rheumatischen
Erkrankungen zeigte, dass 96,8% aller Banden im Bereich 225kDa lagen, in dem sich
alle a-Untereinheiten sowie die B-Untereinheit z (32) befinden (siehe Ergebnisse 4.4.).
Die konstitutiven B-Untereinheiten spielen also eine eher untergeordnete Rolle als
Autoantigene, wahrend die a-Untereinheiten dominieren. Diese Ungleichverteilung
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kénnte durch die rdumliche Anordnung der Untereinheiten innerhalb des
zylinderférmigen 20S-Proteasoms bedingt sein (siehe Einleitung Abb.2), da die B-
Untereinheiten durch ihre Lage in der Mitte des Zylinders weniger Angriffsflache bieten.
20S-Proteasomen sind relativ stabil und zirkulieren selbst im Serum als vollstandiger
Proteinkomplex (Egerer et al. 2002, Zoeger et al. 2006), so dass viele B-Epitope
unzuganglich bleiben.

Die Untereinheit a3 (C9) wurde in dem untersuchten Patientenkollektiv Gberproportional
haufig erkannt. Insgesamt reagierten 45% der hochaffinen bzw. hochtitrigen Seren mit
diesem Protein, wahrend starke Autoimmunreaktionen gegen a2 (C3) und a6 (C2) nur
in jeweils 5% vorkamen. Fir die finf proteasomalen Untereinheiten, die wegen
mangelnder Abgrenzbarkeit im eindimensionalen Immunoblot zu einer Gruppe
zusammengezogen wurden (<30 kD>25kD), kénnen keine individuellen Prozentzahlen
angegeben werden. Immerhin 45% aller Banden lagen in diesem Bereich, der die
Untereinheiten C8 (a7), Zeta (a5), C6 (04), Z (B2) sowie lota (a1) umfasst.
Reaktionen gegen Untereinheiten dieser Gruppe kénnten durch Immunoassays mit
rekombinanten oder in Zellen Uberexprimierten Untereinheiten genauer quantifiziert
werden.

Im Laufe der prospektiven Untersuchung konnten kleinere Subgruppen von
proteasomen-reaktiven Patienten mit gleichen Diagnosen gebildet und somit nach
krankheitsspezifischen Reaktionen gesucht werden. Unter Bericksichtigung der
geringen Fallzahlen sind tendenzielle Unterschiede zwischen den Krankheitsgruppen
erkennbar, die an gréBeren Patientengruppen Uberprift werden missten. Bei den
Seren von Patienten mit UCTD fiel auf, dass sie keine Reaktion gegen C9 (a3) zeigten,
sondern C2 (a6) sowie Untereinheiten im Bereich <30kD>25kD erkannten. Bei
Patienten mit SLE war die Mehrheit (75% der Banden) der starken anti-proteasomalen
Reaktionen gegen C9 (a3) gerichtet, wie schon Feist et al. (1996) bei proteasomen-
reaktiven SLE-Patienten in noch gréBerem AusmaB gesehen hatten. Beim
Sjégrenkollektiv wurde C9 (a3) ebenfalls am haufigsten erkannt (50% der Banden).

Die Dominanz der Reaktionen gegen C9 (a3) lasst auf den ersten Blick vermuten, dass
diese Untereinheit zumindest bei Patienten mit SLE oder Sjégren-Syndrom in vielen
Féllen die anti-proteasomale Immunantwort induziert. Bei der Interpretation der
Ergebnisse ist jedoch zu beachten, dass die fur den eindimensionalen Immunoblot
verwendete Proteasomenpraparation keine induzierbaren Untereinheiten enthielt, und

daher mogliche Reaktionen gegen diese Immunountereinheiten nicht nachgewiesen
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werden konnten. Da aber in dieser Arbeit die Existenz von Autoantikérpern gegen
MECL1 (B2) belegt wurde und zwischenzeitlich auch Autoantikdrper gegen LMP2 (B1)
und LMP7 (B5) in bis zu 70% proteasomen-positiver Sjdgren- und SLE-Patienten
gefunden wurden (Scheffler et al., siehe oben), sollte in weiterfllhrenden
Untersuchungen auch die Frequenz von Autoantikérpern gegen MECL1 (B2') bestimmt
werden und dann nach eventuellen Kreuzreaktionen oder Assoziationen zwischen den
induzierbaren Untereinheiten und C9 (a3) gesucht werden. Dies kénnte am besten mit
ELISA oder Immunoblot-Tests geschehen, die rekombinante oder Uberexprimierte
Untereinheiten als Antigene enthalten. Der Verdacht auf bestimmte Kreuzreaktionen
kénnte durch Inhibitionstests bestéatigt werden, bei denen das Serum zunachst mit einer
der verdachtigen Untereinheiten vorinkubiert wird, bevor der Immunoassay mit der
anderen Untereinheit als Antigen durchgeflihrt wird. Sehr interessant waren auch
Verlaufsbeobachtungen an einzelnen Patienten, mit deren Hilfe eine Ausbreitung oder
Veranderung der Immunantwort nachweisbar wéare. Falls sich durch diese
Untersuchungen eine Untereinheit als Kandidat fur ein “primares® Antigen identifizieren
lieBe, kbnnten durch ,epitope-mapping“ mit unterschiedlich deletierten rekombinanten
Proteinen die erkannten Epitope charakterisiert werden und nach eventuellen
Kreuzreaktionen mit bakteriellen oder viralen Antigenen gezielt gesucht werden. Bislang
sind weder fur C9 (a83) noch fir die induzierbaren Untereinheiten derartige
Kreuzreaktionen oder Homologien bekannt. Der Verdacht auf eine Kreuzreaktion von
anti-proteasomalen Autoantikdrpern mit der E. coli protease EclpP bestatigte sich nicht
(Mayo et al. 2000).

Durch die Entdeckung von Autoantikdrpern gegen die induzierbaren proteasomalen
Untereinheiten stellt sich die Frage nach mdéglichen physiologischen Auswirkungen von
anti-proteasomalen Autoantikérpern neu. In bisherigen Untersuchungen an konstitutiven
Proteasomen konnte ein direkter Einfluss von anti-proteasomalen Autoantikbrpern auf
die proteolytischen Eigenschaften des 20S-Kernkomplexes in vitro nicht demonstriert
werden (Arribas et al. 1991, Brychcy et al. 2006). Es gelang aber der Nachweis, dass
Autoantikdérper gegen a-Untereinheiten in vitro die Interaktion mit dem Regulator PA28
inhibieren (Brychcy et al. 2006), mdglicherweise durch eine sterische Behinderung
dieser Interaktion. Insofern ist es interessant, dass die a-Untereinheiten die am
haufigsten erkannten Antigene von allen Untereinheiten des Kkonstitutiven 20S-
Komplexes sind, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde. Bei SLE- und Sjégren-Patienten
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wurden auch Autoantikbrper gegen die PA28-Untereinheiten PA28a und Ki
nachgewiesen (Matsushita et al. 2004), ein mdoglicher Effekt dieser Antikérper auf die
Proteasomenfunktion wurde bislang noch nicht untersucht.

Im Zusammenhang mit den nun nachgewiesenen Autoantikérpern gegen induzierbare
Untereinheiten, sollte ein méglicher Einfluss dieser Autoantikérper in Funktionsassays
mit Immunoproteasomen Uberprift werden.

Ob eine Beeinflussung des proteolytischen Verhaltens von Proteasomen auch in vivo
stattfindet, etwa durch in Zellen penetrierte anti-proteasomale Autoantikdérper, oder ob
anti-proteasomale Autoantikdrper eine physiologische Funktion bei der Eliminierung
zirkulierender, proteolytisch aktiver Proteasomenkomplexe ausutben, ist noch nicht

bekannt und sollte Gegenstand zukinftiger Forschung sein.
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ZUSAMMENFASSUNG

FOr die routinemaBige Untersuchung von Patientenseren auf anti-proteasomale
Autoantikérper wurden die Testsysteme ELISA und Immunoblot auf der Basis
humaner Erythrozytenproteasomen standardisiert und etabliert. Die Spezifitat bezogen
auf gesunde Blutspender betrug 97,6% flr den ELISA bzw. 90,9% fir den Immunoblot.
Vergleichende Untersuchungen von Seren mit beiden Immunoassays ergaben eine
Ubereinstimmung der Ergebnisse in 85% und deuten auf einen linearen Charakter der
meisten proteasomalen Epitope hin. In einem orientierenden Screening von
rheumatologischen Patienten mit den weiterentwickelten Testsystemen wurden bei
Patienten mit undifferenzierter Kollagenose (UCTD) in 38,5% der Félle anti-
proteasomale Antikdrper gefunden. Im Gegensatz dazu waren die Testsensitivitaten bei
anderen Kollagenosen geringer als in der Literatur beschrieben, der Anteil positiver
Seren im Immunoblot betrug beim primaren Sjégren-Syndrom 23,1%, bei SLE 12,1%
und bei autoimmuner Myositis 0%.

Die Charakterisierung der Immunoblotbanden von Patienten mit rheumatologischen
Erkrankungen zeigte eine groBe Diversitat der anti-proteasomalen Immunantwort mit
einer Dominanz der a-Untereinheiten, vor allem von a3(C9). Krankheitsspezifische
Reaktionsmuster konnten nur tendenziell festgestellt werden. Bei SLE-Patienten
richteten sich 75% der stark anti-proteasomalen Reaktionen gegen a3(C9), bei UCTD
dagegen wurde eine Reaktion gegen a3(C9) nicht beobachtet.

Durch zweidimensionale Immunoblotanalyse (NEPHGE) gelang die Identifizierung von
neun proteasomalen Untereinheiten als Autoantigen. Dabei handelt es sich um die
sechs a-Untereinheiten C2 (a6), C9 (a3), C8 (a7), C3 (a2), lota (a1) und Zeta (ab)
sowie die drei B-Untereinheiten Delta (B1), Z (2) und B2' (MECL1).

Flr die a-Untereinheiten a1 (lota), a2 (C3) und a5 (Zeta), sowie fir die B-Untereinheiten
B1 (Delta) und p2' (MECL1) ist dies der erste Nachweis einer gegen sie gerichteten

autoimmunen B-Zell-Reaktion.
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