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1. Einleitung

1.1.  Das Sjogren-Syndrom

1.1.1. Allgemeines

Das Sjogren-Syndrom ist eine chronische Autoimmunerkrankung. Autoimmunerkrankungen
sind Krankheiten, deren Prinzip darin besteht, dass das Abwehrsystem des Menschen eine
falsche Zielvorgabe erhalten hat: Anstelle der Bekd@mpfung pathogener Gewebe oder
einzelner pathogener Zellen werden korpereigene Gewebe oder Zellen ohne Krankheitswert
erkannt und bekdmpft. Dies fiihrt zu hdufig langandauernden Erkrankungen und nicht selten
zum Verlust von Organfunktionen oder sogar zum vorzeitigen Tod. Die genauen Ursachen
der einzelnen Autoimmunerkrankungen sind jedoch nur teilweise bekannt. Als wahrscheinlich
wird heute angesehen, dass ein #dufleres Ereignis das funktionierende Abwehrsystem
sirritiert”. Grundsitzlich konnen Autoimmunerkrankungen jedes Organ treffen. Diese
Erkrankungen sind multifaktoriell [1].

Das Sjogren-Syndrom ist durch das Auftreten von trockenen Augen sowie einem trockenen
Mund (Xerostomie) charakterisiert. Der Verlust der Trinenfliissigkeit bedingt eine
Keratokonjunktivitis sicca. Der Riickgang des Speichels fordert die Kariesentstehung,
Zunahme oraler Infektionen und kann zu Beschwerden beim Schlucken und Schmerzen im
Mundraum fithren [2]. Erste Untersuchungen dieser Erkrankung wurden 1898 von H.
Mikulicz durchgefiihrt, man nannte die Erkrankung zunichst Mikulicz-Syndrom. Bekannter
wurde die Erkrankung unter dem Namen Sjogren-Syndrom durch den schwedischen
Augenarzt Hendrik Sjogren, welcher erstmals 1933 das gleichzeitige Auftreten der trockenen
Augen (sogenannte Sicca-Symptomatik), des trockenen Mundes sowie einer fakultativen
rheumatoiden Arthritis beschrieb [3]. Eine zunehmende diagnostische Differenzierung von
verschiedenen Erkrankungen mit Sicca-Symptomen ist erst in jiingerer Zeit gelungen, welche
eine Anzahl internistischer und vornehmlich rheumatologischer Erkrankungen betrifft. Das
Sjogren-Syndrom als chronisch-progressive Autoimmunerkrankung der exokrinen Driisen
findet sich neben seiner primédren Form auch als sekundére Erkrankung bei einer Vielzahl
weiterer Autoimmunerkrankungen (siehe Abb.1). Dazu zihlen z.B. die rheumatoide Arthritis,
der systemische Lupus erythematodes, die progressive systemische Sklerodermie und deren
Uberlappungssyndrome, aber auch Patienten mit primér bilidrer Zirrhose und autoimmuner

Hepatitis, multipler Sklerose, Myasthenia gravis, autoimmuner Thyreoiditis u.a. Von



differentialdiagnostischer Bedeutung ist dabei die Abgrenzung zu einer ,,Sicca‘““-Symptomatik
bei weiteren Erkrankungen ohne erkennbare autoimmune Grundlage [4, 5], wie z.B. die
Fibromyalgie, Depressionen, die Sarkoidose sowie Infektionen mit dem HI- und Hepatitis-C-
Virus. Zugleich findet sich im Rahmen einer ,,Graft-versus-Host““-Erkrankung nach allogener
Knochenmarktransplantation héaufig eine Sicca-Symptomatik. Andere Ursachen einer Sicca-
Symptomatik sind bekannte Nebenwirkungen von mehr als 300 Medikamenten [4].

Die Patienten mit einem SS konnen zusitzlich an Entziindungen der Gelenke (Arthritis), der
Muskulatur (Myositis), der Nerven (Neuropathie), der Schilddriise (Thyroiditis), der Niere
(Nephritis) oder anderer Organe/ Gewebe leiden. Insbesondere kommt es hdufig zu einer
ausgepriagten Miidigkeit und Schlafstérungen bzw. Schlaflosigkeit. Man kann zwei Arten von

Miidigkeit und Abgeschlagenheit unterscheiden [2]:

1)  Die erste Form ist die spite Morgen- oder Mittagsabgeschlagenheit. Die Betroffenen
stethen morgens ausgeschlafen auf. Im Tagesverlauf kommt es mehrfach zu einem
Abfall der Leistungsfahigkeit. Als Ursache wird ein entziindlicher oder stoffwechsel-
bedingter Prozef3 vermutet. Die Patienten beschreiben ihre Abgeschlagenheit wie die
Symptome einer Grippe, welche auf der Freisetzung von bestimmten Entziindungs-
Hormonen beruht (sogenannte Interleukine = Entziindungsbotenstoffe). Um zu
bestimmen, ob die Abgeschlagenheit Folge von aktiven Entziindungen ist, werden
Bluttests unternommen. Die Bestimmung der Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), des

C-reaktiven Proteins (CRP) oder weiterer Laborparameter sind hierbei hilfreich.

2)  Eine zweite Form der Miidigkeit ist die frithmorgendliche Abgeschlagenheit. Hierbei
wacht der Patient am Morgen auf und fiihlt sich dennoch nicht ausgeschlafen. Er ist
weiterhin miide und nicht erholt vom zuriickliegenden Schlaf. Diese Form der
Schlafstorung kann auch zusammen mit der oben genannten Form auftreten. Die
Patienten haben in erster Linie Schlafstorungen aufgrund der Muskel- und
Gelenkschmerzen. Letztlich fithren auch Beschwerden aufgrund der Mund- und
Augentrockenheit zu Schlafstorungen. Da Sjogren Patienten am Tage meist viel trinken,
miissen sie nachts hdufig zur Toilette, wodurch der gesunde Schlaf unterbrochen wird.
Durch eine Optimierung der symptomatischen Therapie (mit Tridnen- oder
Speichelersatz sowie Luftbefeuchtern) sollte es zu einer Verbesserung des Schlafs
kommen. Dennoch kann es zu voriibergehenden Schlafstéorungen kommen. Es sollten

keine weiteren negativen Schlafgewohnheiten vorliegen.



Es erfolgte die FEinteilung in ein primdres (keine Assoziation mit einer anderen
Autoimmunerkrankung) und sekundéres Sjogren-Syndrom (Assoziation mit rheumatoider

Arthritis oder anderen rheumatologischen Erkrankungen, siehe Abb. 1).

Dermato/

Arthritis/

M. Bechterew /

Abb.1: Sekundires Sjogren-Syndrom in Verbindung mit anderen Autoimmunerkrankungen [4]

1.1.2. Epidemiologie

Das weibliche Geschlecht wird von der Erkrankung bei einem Geschlechtsindex von
neun Frauen zu einem Mann deutlich héufiger betroffen [5, 6]. Eine Zunahme der
Erkrankungsfrequenz im mittleren Alter ist zu beobachten, allerdings erlauben bessere
diagnostische Moglichkeiten zunehmend eine Diagnosestellung in jiingerem Alter. Obgleich
keine exakten Angaben zur Prdvalenz vorliegen, wird die Hiufigkeit des Sjogren-Syndroms
im Alter tiber 50 Jahre mit ein bis drei Prozent in Europa angegeben. Das Sjogren-Syndrom
ist in seiner primédren und sekunddren Form die zweithédufigste entziindliche rheumatische

Erkrankung nach der rheumatoiden Arthritis [5, 6].



1.1.3. Systemische Manifestationen

Klinisch stehen bei Patienten mit Sjogren-Syndrom die Mundtrockenheit mit reduzierter
Speichelproduktion sowie die Beschwerden einer Keratokonjunktivitis sicca im Vordergrund,
die 75 bis 90 % der Patienten angeben. Nicht in jedem Falle liegt eine Koinzidenz beider
Beschwerdekomplexe vor.

Die oralen Leitbeschwerden sind Mundtrockenheit, Brennen beim Kauen von trockenen
Speisen bzw. die Notwendigkeit, stindig etwas Fliissigkeit als Speichelersatz zu sich zu
nehmen. Begleitend kommt es zu Geschmacksstorungen und einer eingeschrinkten Fihigkeit,
iber lingere Zeit ununterbrochen zu sprechen. Von hoher diagnostischer Relevanz fiir ein
Sjogren-Syndrom sind Schlafunterbrechungen durch Trinken geringer Fliissigkeitsmengen
sowie charakteristische Durchschlafstorungen. Ausgeprigte und frithzeitige Karies sind
ebenfalls charakteristisch.

Eine Schwellung der Parotis in initialen Erkrankungsphasen (ca. 30 bis 50 %) wird von den
Patienten zumeist als wiederholte Mumpserkrankung des Erwachsenen fehlgedeutet. Die
Entziindungen der Parotis als auch der Submandibulardriisen erscheinen bilateral, sind
indolent und persistieren iiber lingere Zeit. Nur in ca. 10 % sind die exkretorischen Driisen
der Nasen-, Rachen-, Tracheal- sowie Vaginalschleimhaut in den Erkrankungsprozef
einbezogen. Reduzierte Driisensekretionen des Gastrointestinaltraktes (mit der Folge von
Mukosaatrophien des Osophagus, atrophischer Gastritis und subklinischer Pankreatitis), des
Genitaltraktes und der Haut konnen auftreten.

Extraglanduldre Manifestationen der Erkrankung treten in ca. 10 bis 15 % der Patienten mit
primidrem Sjogren-Syndrom auf [5-7]. Die Haufigkeit von systemischen Beschwerden von
Patienten mit einem Sjogren-Syndrom sind in Tabelle 1 aufgefithrt. In frithen
Erkrankungsphasen dominieren Arthralgien ohne Schwellungen der Metakarpophalangeal-
und proximalen Interphalangealgelenke sowie unspezifische Leistungseinschrinkungen, die
oftmals zunédchst auch aufgrund positiver Rheumafaktoren an eine rheumatoide Arthritis
denken lassen.

Allgemeinbeschwerden sind ausgeprigte Miidigkeit und Leistungsinsuffizienz, subfebrile
Temperaturen, Myalgien und Arthralgien bei nicht-erosiver Arthritis. 35 % der Patienten
klagen iiber eine Raynaud-Symptomatik, welche der Erkrankung um Jahre vorausgehen kann.
Selten sind manifeste Synovitiden oder gar Gelenkdestruktionen. Ca. 5 bis 15 % der
Patienten entwickeln im spiteren Krankheitsverlauf eine erosive Arthritis und erfiillen die

Kriterien einer rtheumatoiden Arthritis mit sekundidrem Sjogren-Syndrom. Bei ca. 25 % der



Patienten findet sich eine milde normochrome, normozytire Andmie; seltener treten isolierte
Thrombopenien auf. Vorrangig sind als extraglanduldre Organe die Lungen, Nieren,
BlutgefiBe, Muskeln und das retikuloendotheliale System betroffen. Dominierend tritt eine
diffuse interstitielle Lungenerkrankung auf. Die renale Beteiligung in Form einer
interstitiellen Nephritis wird klinisch durch Hyposthenurie und tubulédre Funktionsstorungen
(renale Azidose Typ I) in ca. 30 % manifest. Membrandse bzw. membranoproliferative
Glomerulonephritiden sprechen eher fiir das Vorliegen eines sekundédren Sjogren-Syndroms
bei systemischem Lupus erythematodes (SLE). Als GefdBmanifestation kann eine Vaskulitis
der kleinen und mittelgrolen Gefid3e auftreten, die als palpable Purpura sowie Vaskulitiden
der peripheren Nerven, der Lungen, der Nieren und des Gastrointestinaltraktes imponiert.
Eine Einbeziehung des ZNS in die Vaskulitis kann zu Hemiparesen, Querschnittsmyelitis,
hemisensorischen Defiziten, epileptischen Anfillen und zu motorischen Stérungen fiihren.
Als neurologische Manifestationen im Rahmen eines Sjogren-Syndroms finden sich oftmals
sensorische und ataktische Neuropathien, der multiplen Sklerose dhnelnde Erkrankungsbilder,

eine Myasthenie, Choreoathetosen, Guillian-Barre Syndrom und hiufig Depressionen.

Tab. 1: Haufigkeit extraglandulirer Manifestationen beim Sjogren-Syndrom [8]

Leistungsinsuffizienz 60 - 75 % Vaskulitiden 5-12%
Arthralgien/Arthritis 50-60 % Leberbeteiligung 5-10%
Raynaud-Phinomen 30-40 % Splenomegalie 5-10%
Lymphadenopathie 10-15 % Periphere Neuropathie 5-10 %
Lungenbeteiligung 15-25% Myositiden 1-5%
Interstitielle Nephritis 10 -20 % Lymphome 5-8%

1.1.4. Komplikationen und Risiken

B-Zell-Lymphome gelten mit einer Haufigkeit von 5 bis 8 % als typische Komplikation beim
primdrem Sjogren-Syndrom [9]. Weitere mogliche Komplikationen sind die o.g.
neurologischen Manifestationen sowie die Entwicklung einer Lungenfibrose. Das Risiko, die
Erkrankung von einem an das folgende Familienmitglied weiterzugeben, ist niedrig. Es
besteht ein leicht erhohtes Risiko fiir die Nachkommen der Patienten, diese Erkrankung zu

entwickeln. Schwangere Patienten sollten ihren Gynédkologen iiber die Erkrankung



informieren, da die Autoantikorper die Plazenta iiberwinden konnen und dadurch zu

Komplikationen beim Foten fithren konnen [2].
1.1.5. Diagnose und Differentialdiagnose

In den vergangenen Jahren wurden diese international anerkannten Kriterien fiir das Sjogren-
Syndrom etabliert, die eine ausreichende Sensitivitdat und Spezifitit aufweisen. Die Erfiillung
von vier der sechs Kriterien erlaubt die definitive Diagnose eines Sjogren-Syndroms (Tab.2)
und fordert zugleich die Abgrenzung einer Sicca-Symptomatik bei anderen Erkrankungen. Es
wird fiir die Diagnosestellung eine positive Histologie und/ oder der Nachweis spezifischer
Autoantikorper gefordert. Bei Patienten iiber 60 Jahre miissen die eingeschrinkte
Aussagekraft des Schirmer-I-Tests und des unstimulierten Speichelflusses beriicksichtigt

werden (*).
Tab. 2. Internationale Konsensus-Kriterien des Sjogren-Syndroms [10]

L Augensymptome: Eine positive Antwort auf eine der folgenden Fragen:
1. Leiden Sie tdglich an persistierenden trockenen Augen seit mindestens 3 Monaten?
2. Haben sie wiederholt Sand- bzw. Fremdkorpergefiihle in den Augen?

3. Verwenden sie mehr als dreimal tiglich Augentropfen zum Tridnenersatz?

IL. Orale Symptome: Eine positive Antwort auf eine der folgenden Fragen:
1. Haben Sie seit mehr als drei Monaten tidglich das Gefiihl, einen trockenen
Mund zu haben?
2. Haben Sie als Erwachsener wiederholt oder anhaltend geschwollene
Speicheldriisen?

3. Trinken Sie oft beim Essen, um trockene Speisen besser schlucken zu kénnen?

111 Augenbefunde: Ein objektiver Nachweis der Augenbeteiligung liegt vor, wenn
einer der folgenden Befunde erhoben werden kann:
1. Schirmer-I-Test positiv (5 mm / 5 min)*, siche Abb.2

2. Bengalrosa-Score positiv (van Bijsteveld-Score > 4)



IV.  Histophathologie: Nachweis eines Fokus-Score 31 in einer kleinen Speicheldriise.
Dabei ist ein Fokus als ein Agglomerat von 50 mononukleédren Zellen definiert;
die Anzahl der Foci innerhalb von 4 mm? glanduliren Gewebes ergeben den sog.

Focus-Score.

V. Speicheldriisenbefunde: objektiver Nachweis der Speicheldriisenbeteiligung
ist definiert durch mindestens einen positiven Befund bei den folgenden
Untersuchungen:

1. Speicheldriisenszintigraphie
2. Parotissialografie

3. unstimulierter Speichelflu3 (1.5 ml/ 15 min)

VI.  Autoantikorper: Serologischer Nachweis eines oder der beiden folgenden
Autoantikorper:
1. Antikorper gegen Ro(SS-A) bzw. La(SS-B)

2. Antinukledre Antikorper (ANA)

Abb. 2: Schirmer-Test [11]
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1.1.5.1. Klassifikationsprinzipien

Die Diagnose des Sjogren-Syndroms wird weltweit sehr unterschiedlich gestellt, da es bislang
keine einheitlichen Klassifikationskriterien der Erkrankung gibt. Eine iibliche Einteilung
beinhaltet die Erfiillung von vier aus sechs moglichen Kriterien (siehe 1.1.5.). Diese ist dann
indikativ fiir ein priméres Sjogren-Syndrom. Bei Patienten mit anderen Erkrankungen
autoimmuner Grundlage (z.B. andere entziindliche Bindegewebserkrankungen) wire das
Vorliegen von Symptomen der Gruppe I oder II sowie zwei der Befunde unter III bis V
indikativ fiir ein sekunddres Sjogren-Syndrom [12].

Bei dem Verdacht auf ein Sjogren-Syndrom miissen zunéchst objektive Tests zur Messung
der Mund- und Augentrockenheit erfolgen. Fiir die Messung der Tridnenproduktion hat sich
der Schirmer-Test (Abb. 2) bewihrt, bei dem den Patienten ein Filterpapier in die
Augenwinkel gehdngt wird. Nach 5 Minuten kann abgelesen werden, wie weit der Trianenfilm
in das Papier eingedrungen ist. Werte unter 5 mm/ 5 min gelten als krankhaft. Zur Messung
der Speichelproduktion erfolgen verschiedene Tests. Hiufig bevorzugt man wegen der
einfachen Durchfiihrung den Saxon-Test, bei dem die Patienten iiber 2 Minuten auf einem
Gaze-Schwamm kauen. Der Schwamm wird vorher und nachher gewogen. So kann die
Speichelmenge, die sich im Schwamm gesammelt hat, einfach bestimmt werden.

Wenn die Trédnen- und / oder Speichelproduktion vermindert ist und somit objektiv ein Sicca-
Syndrom vorliegt, sollten Labortests erfolgen. Die am haufigsten als Marker des Sjogren-
Syndroms verwendeten Autoantikorper gegen Ro/SS-A liegen bei bis zu 96% der Patienten
vor [13], haben aber nur eine Spezifitit von 14 % (siehe auch 1.2.). Anhand neuerer Studien
werden Antikorper gegen alpha-Fodrin bei 75 % der Patienten mit eindeutig gesichertem
primidrem Sjogren-Syndrom beobachtet [13]. Diese Antikorper sind zwar ebenfalls nicht
spezifisch fiir das Sjogren-Syndrom, eignen sich aber wegen ihrer relativen Haufigkeit als
Suchtest und korrelieren zudem mit der entziindlichen Aktivitéit der Erkrankung. Hier ist eine

Zusammenschau mit der Klinik bedeutsam.

1.1.5.2. Ausschlusskriterien

AusschluBkriterien sind prédexistente Non-Hodgkin-Lymphome (NHL), HIV-Infektion bzw.
AIDS, Hepatitis-C-Virus, Amyloidose, Sarkoidose, ,Graft-versus-host-disease® nach
allogener Knochenmarktransplantation, Hyperlipoproteinimie und bakterielle oder virale

Sialadenitis. AuBerdem haben ca. 300 Medikamente eine Reduktion der exokrinen
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Driisenfunktion als Nebenwirkung, vor allem Antidepressiva, Antihypertensiva, Neuroleptika,
und Parasympatholytika. Auch Depressionen konnen mit einem ,Sicca“-Syndrom
einhergehen, lassen aber auf Grund fehlender Entziindungen die Diagnose eines Sjogren-
Syndroms nicht zu [12].

Bei HIV-Patienten mit ,,Sicca-Symptomatik* entwickelt sich hiufig eine diffuse infiltrative
Lymphozytose (DILS) verschiedener innerer Organe, einschlieBlich der Speicheldriisen.
Obwohl das klinische Bild mit 85 % Xerostomie, 40 % Keratokonjunktivitits sicca, 90 %
bilaterale Parotisschwellung und pathologischem Sialogramm einem Sjogren-Syndrom dhnelt,
finden sich histopathologisch CD8+T-Zellfoci mit einigen Plasmazellen in der
Lippendriisenbiopsie. Neben diesem immunpathologischen Unterschied zu den CD4+ T-
Zellfoci beim klassischen Sjogren-Syndrom, sind die typischen antinukledren Antikorper
(ANA), Anti-Ro/ SS-A und Anti-La/ SS-B Autoantikérper bzw. Rheumafaktoren in der Regel

nicht nachweisbar.

1.1.6. Therapie

Die Erkrankung ist bislang nur symptomatisch zu behandeln. Spezielle Aspekte der augen-
und zahnérztlichen Behandlung der Patienten mit Sjogren-Syndrom schlieen die Verordnung
kiinstlicher Tridnen- und Speichelfliissigkeit ein, wobei die individuelle Vertrdglichkeit und
Akzeptanz eine grofle Rolle spielen. Als bester Speichelersatz hat sich Wasser erwiesen. In
Einzelfillen haben sich Bromhexin oral in hohen Dosen (3x 16 mg/d) oder die orale Gabe von
Pilocarpin (max. 4 x 5 mg/d) als effektiv erwiesen [4, 5]. Natrium-Fluorid-haltige Zahnpasten
sowie die Verordnung von Chlorhexidin als Zusidtze zur regelmiBigen Mundspiilung
unterstiitzen signifikant die Kariesprophylaxe.

Keine kontrollierte Studie belegt die Wirksamkeit von sog. Basistherapeutika beim Sjogren-
Syndrom. Als Allgemeinmafnahme ist der Aufenthalt an Orten mit niedriger Luftfeuchtigkeit
zu meiden. Es besteht keine Indikation fiir die systemische Gabe von Immunsuppressiva bei
Sjogren-Syndrom. Phasen hoher Krankheitsaktivitit mit ausgeprigter Vaskulitis,
himolytischer Andmie/ Thrombopenie sowie selten einer Pleuroperikarditis lassen sich gut
mit geringen Dosen Prednisolon kupieren (siehe auch Medikation der Patientengruppe).
Insgesamt sind Glukokorticoide und Immunsuppressiva fiir Schiibe von extraglanduldren
Manifestationen (schwere Lungenbeteiligung und Vaskulitiden) indiziert [4]. Dariiberhinaus

werden nichtsteroidale Antiphlogistika, darunter selektive Cyclooxygenase-Hemmer (COX-2-

12



Hemmer), zur Behandlung von Entziindungen und Schmerzen bei arthritischen
Begleitbeschwerden eingesetzt.

Zur Zeit laufen Studien, bei denen Patienten mit primdrem Sjogren-Syndrom mit einem
monoklonalem Anti-CD-22-Antikorper behandelt werden. Dieser wirkt gegen B-Zellen.
Medikamente mit CD-22-Antikorpern sind z.B. bei der Therapie mancher Non-Hodgkin-
Lymphome zugelassen [14].

1.2. Das Immunsystem

Wenn man vom Immunsystem spricht, unterscheidet man zunéchst ein angeborenes bzw.
innates von einem erworbenen, adaptiven System. Das nicht adaptive Immunsystem bedeutet,
dass sich die Form der Abwehr nicht durch charakteristische Verdnderungen dem jeweiligen
Mikroorganismus anpasst. Die Komponenten dieses Abwehrsystems sind schon einsatzbereit,
noch ehe der Organismus mit pathogenen Mikroben in Kontakt gekommen ist. Seine
Fahigkeit, die einzelnen Erreger voneinander zu unterscheiden, ist noch nicht sehr ausgeprigt,
und seine Effizienz wird durch wiederholte Auseinandersetzungen mit dem gleichen Erreger
nicht verstirkt. Zusitzlich zu dieser einfach strukturierten Abwehr hat sich bei den
Vertebraten ein hochspezialisiertes und komplex reguliertes Abwehrsystem entwickelt, das
spezifisch auf jeden Erreger reagiert, und dessen Effizienz durch jeden neuen Kontakt mit
demselben Erreger verstirkt wird. Man nennt es daher erworbenes oder adaptives
Immunsystem.

Das Immunsystem setzt sich aus verschiedenen Zellen zusammen, die unterschiedliche Rollen
in der Abwehr von Antigenen spielen. Diese Zellen werden hauptsichlich im Knochenmark
gebildet und gelangen {iiber das periphere Blut in unterschiedliche Gewebe. Eine wichtige
Rolle in der Immunabwehr spielen antigenprédsentierende Zellen (APC), die Antigene
aufnehmen, zerkleinern und deren Bausteine an ihrer eigenen Zelloberfldche in Assoziation
mit dem Haupthistokompatibilititskomplex (MHC) den Lymphozyten vorfiihren.

Die T-Zelle dockt mit einem Rezeptor an den MHC-Rezeptor dieser Zellen an. Wenn ein
zweiter, variabler Rezeptorteil der T-Zelle das Antigen bindet, wird es als fremd erkannt und
beide Zellen werden aktiviert. Die spezifische Immunabwehr, die zu einem immunologischen
Gedichtnis fiihrt, wird angeworfen. Unter den Lymphozyten aktivieren Th-2 Zellen
(T-Helferzellen der Klasse 2) die B-Zellen. Von diesen vermehren sich daraufhin die wenigen
Zellen, welche spezifische Antikorper gegen die présentierten Strukturen produzieren. Die

ersten Antikorper passen noch ungenau, doch durch Feinabstimmung werden sie nach und
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nach hochaffin. Andererseits werden durch Th-1-Zellen zytotoxische Lymphozyten aktiviert,
vor allem die natiirlichen Killerzellen (NK), welche die eingedrungenen Bakterienzellen,
infizierten Wirtszellen oder die erkannten Tumorzellen abtéten. Das angeborene
Immunsystem verfiigt tiber kein immunologisches Gedichtnis, ist dafiir aber viel schneller als
das spezifische System, welches erst verzogert groBe Mengen des Antikorpers produzieren
kann. Die Granulozyten und auch die Makrophagen erkennen allgemeine Merkmale von
Bakterien und anderen Fremdkorpern und reagieren auf sie. Ein humorales
Komplementsystem erginzt die Immunantwort [1].

Die Aktivitit des gesamten Immunsystems wird durch bestimmte Botenmolekiile (z.B.
Interleukine) gesteuert, welche den Immunzellen mitteilen, ob sie aktiv oder inaktiv sein

sollen [2].

1.2.1. Monozyten

1.2.1.1. Allgemeines

Monozyten machen zwei bis acht Prozent der weilen Blutkdrperchen (Leukozyten) aus.
Unter diesen stellen sie mit 12 bis 20 um die groBten dar. AuBerdem sind sie unter den
weillen Blutkorperchen am besten in der Lage, Blutzellen, Bakterien und Gewebetriimmer zu
phagozytieren. Sie besitzen einen groBen, meist hufeisenférmigen, gebuchteten Kern [15]

(siehe Abb. 3).

—-'l--‘""

Abb. 3: Monozyt [16]

14



Monozyten bleiben zwei bis drei Tage im Blutkreislauf. Danach wandern sie in das
umgebende Gewebe ein, wo sie grofer werden und dann als Histiozyten oder
Gewebsmakrophagen bezeichnet werden. Dort leben sie Monate bis Jahre. Sie sind vor allem
in Lymphknoten, Lunge, Leber, Milz und Knochenmark zu finden. Gemeinsam mit den

basophilen Granulozyten vermitteln und fordern sie allergische Reaktionen [17, 18].

1.2.1.2. Bestimmung der Monozytenzahl im Blut

Monozyten werden im Differenzialblutbild bestimmt. Folgende Normal- bzw. Referenzwerte

gelten (Tab.3, geringe Schwankungen von Labor zu Labor sind moglich):

Tab. 3: Referenz-/ Normalwerte [15]

REFERENZ- / NORMALWERTE alte Einheit SI-Einheit

Erwachsene 285 - 500/ ul (3 -7 %) 0,03 - 0,07*

* Entspricht dem Anteil der Monozyten an der Gesamtleukozytenzahl

Eine Erhohung der Monozytenzahl (Monozytose) findet sich regelmiBig auf dem Hohepunkt
einer Infektion, der "monozytiren Uberwindungsphase". Das kann entweder die Wendung zur

Heilung ankiindigen, aber auch einen Riickfall bedeuten [15].

AuBerdem findet man eine Monozytose im Rahmen folgender Erkrankungen [16]:

e Bestimmte Bakterielle Infektionen: Tuberkulose, Entziindungen der Herzklappen
(subakute bakterielle Endokarditis), Syphilis, Brucellose, Typhus

¢ Erholungsphase nach akuten Infektionen

e FEinzeller und Rickettsieninfektionen: Rocky mountain spotted fever (Felsengebirgs-
fleckfieber), Malaria, Trypanosomiasis (Schlafkrankheit), Kala-Azar (Leishmaniase)

e Leberzirrhose

e Bosartige Erkrankungen des Blutes: monozytire Leukdmien, Morbus Hodgkin,
Non-Hodgkin-Lymphome, chronisch  myeloische  Leukdmie und andere
myeloproliferative Syndrome, multiples Myelom, maligne Histiozytose

e Verschiedene Tumoren: bes. Eierstock-, Magen- und Brusttumoren sowie Melanom
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e Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises: Lupus Erythematodes, Rheumatoide
Arthritis

¢ Granulomatose Erkrankungen: Sarkoidose, Colitis Ulcerosa, Morbus Crohn

¢ Chronische, hochdosierte Kortikoidtherapie

¢ Lipoidspeicherkrankheiten, Hand-Schiiller-Christiansche Erkrankung

e Medikamente: Manche Antibiotika

e Relative Erhohungen der Monozyten (angegeben in % der weillen Blutkorperchen)

entstehen natiirlich bei der Verminderung der anderen weiflen Blutkdrperchen

Dariiberhinaus kann die Monozytenzahl auch niedriger ausfallen (Monozytopenie). Folgende

Krankheiten bzw. Umstinde sind bekannt [16]:

e Haarzellleukidmie
e Aplastische Anidmie

e Relative Verminderungen der Monozyten

1.2.2. Das Monozyten-Makrophagen-System

Wenn es einem Fremdelement gelingt, die primédren protektiven Schutzmechanismen zu
tiberwinden und es in das darunterliegende Gewebe eingedrungen ist, stellt sich ihm die
zweite Reihe des Abwehrmechanismus entgegen: die phagozytierenden Zellen.

Die Funktionsweise dieser sehr heterogenen Zellfraktion ist einfach, sie nehmen unspezifisch
als fremd erkannte Zellen auf. Viele andere Zellen vermogen auf dhnliche Weise zu agieren,
Phagozyten jedoch konnen groBe Partikel verinnerlichen, z.T. zwei Mikrometer im
Durchmesser, oder sogar noch mehr. Sie haben einen ganz besonderen Mechanismus, mit
dem sie dies bewerkstelligen. Die Verinnerlichung kleiner Partikel wird gewohnlich
Endozytose, die groferer Partikel Phagozytose genannt. Zytologen unterscheiden bei der
Endozytose noch die Pinozytose, das Zelltrinken (unspezifische Aufnahme von kleinen
Tropfchen extrazelluldrer Fliissigkeit, ohne einen spezifischen Adhdsionsmechanismus), und
die rezeptorabhingige Endozytose, die einen Kontakt mit der duBleren Zellmembran, iiber
einen spezifischen Liganden, voraussetzt.

Der umgekehrte Proze3 der Endozytose ist die Exozytose, bei der Partikel von der Zelle
ausgestoBen werden. Beide Mechanismen, sowohl die Endozytose als auch die Exozytose,

setzen die Bildung von intrazelluliren Vesikeln voraus. Diese Vesikel haben, von ihrer

16



Funktion abhéngig, unterschiedliche Namen: Endosomen, Pinosomen, Phagosomen. Sowohl
die Bildung dieser Vesikel als auch ihre Dissolution funktionieren in einer Weise, dass zu
keinem Zeitpunkt der Inhalt der Vesikel mit dem Zytosol in Kontakt gerét (siche Abb. 4).
Zellen der Monozyten- bzw. Makrophagenlinie phagozytieren Bakterien iiber einen @hnlichen
Mechanismus. Monozyten/ Makrophagen tragen aufler den Fc- und CR1-Rezeptoren auch
Zuckerrezeptoren, z. B. fiir Mannose und Fucose. Da derartige Zucker Bestandteile u. a. von
Hefezellwinden sind, ist es wahrscheinlich, dass diese Rezeptoren ebenfalls an der
Phagozytose beteiligt sind. Bei der Entfernung von Keimen aus der Zirkulation spielen die
ortsstindigen Makrophagen, vor allem die der Leber, eine entscheidende Rolle: Antikorper-
und komplementbeladene Partikel werden aus dem durchstromenden Blut filtriert und entfernt
(“immune clearance”). Uber die Phagozytose hinaus haben Monozyten/ Makrophagen noch
weitere Funktionen. Fiir die Immunantwort entscheidend sind dabei die Antigenpridsentation
und die Produktion von Mediatoren, vor allem des Interleukin 1.

Monozyten bzw. Makrophagen synthetisieren eine Vielzahl von  Proteinen,
Arachidonsduremetaboliten und Sauerstoffradikale. Desweiteren sind sie zur extrazelluldren
Abtotung von Zielzellen befidhigt. Dieser Vorgang ist ebenfalls antikorperabhingig. Die
Abtotung wird wahrscheinlich durch freigesetzte Substanzen vermittelt. Der genaue
Mechanismus, iiber den Monozyten/ Makrophagen toxisch wirken, ist noch nicht vollstindig
aufgeklirt [19]. Die Phagozytose setzt die Bildung von Pseudopoden voraus, um grof3e
Partikel zu verinnerlichen. Die Pinozytose ist eine unspezifische Aufnahme extrazelluldrer
Molekiile. Die rezeptormediierte Endozytose ist die spezifische Aufnahme von

Makromolekiilen, die von Oberfldchenrezeptoren gebunden werden [19].

T
Zyfosol | Blasmaembran
)

b

Psaudopoden

Phagozytose

Pineazytos:

Endozylose

Rez. medierte
Endazytosa

Abb. 4: Die Phagozytose und die beiden Formen der Endozytose [19]
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1.2.2.1. Rolle der Monozyten/ Makrophagen

bei Autoimmunerkrankungen

Monozyten sind potentiell antigenpréisentierende Zellen (APCs). Somit sind sie in der Lage,
(Auto)-Antigene aufzunehmen, zu prozessieren und sie T- sowie B-Zellen zu prisentieren.
Dadurch kann eine (Auto)-Immunreaktion ausgelost werden. Makrophagen bzw. Monozyten
gelten — nicht nur bei rheumatoiden Erkrankungen - als TNFa Produzenten und stellen somit
Problem und Angriffpunkt in den Untersuchungen dar [20].

Bei Patienten mit Sjogren-Syndrom konnte gezeigt werden, dass Monozyten bzw.
Makrophagen in den kleinen Speicheldriisen des Lippengewebes akkumuliert auftreten [21-
25]. Deshalb wire es moglich, dass sie auch beim Sjogren-Syndrom eine Rolle in der
Pathogenese spielen konnten. Bei Patienten mit rheumatoider Arthritis konnte analog gezeigt
werden, dass in der Synovialfliissigkeit gehduft Makrophagen auftreten. Dieses gehiufte
Auftreten korreliert mit der chronischen Entziindung und Gelenkzerstorung bei dieser
Patientengruppe [26].

Weiterhin ist bekannt, dass Monozyten bei Patienten mit systemischem Lupus
erythemathodes eine verminderte Fahigkeit zur Phagozytose besitzen. Als Folge werden
apoptotische Zellen nicht vollstindig eliminiert. Dies konnte eine Ursache dafiir sein, dass
Antigene gehduft auftreten und dann zur Autoimmunitit beitragen [27-29]. Es konnte zudem
gezeigt werden, dass in Lymphknotenbiopsien von Patienten mit systemischem Lupus
erythemathodes (SLE) die Anzahl von Makrophagen, die apoptotisches Material phagozytiert
haben, verringert war. Gleichzeitig war die Zahl der apoptotischen Zellen erhoht. Dabei trat
das apoptotische Material direkt assoziiert mit follikuldren dendritischen Zellen auf.
Deswegen vermutet man, dass dadurch nukledre Autoantigene an diese follikuldren
dendritischen Zellen binden und damit aktivierend auf autoreaktive B-Zellen wirken konnten
[30].

Bisher wurden nur Monozyten von Patienten mit SLE, rheumatoider Arthritis u.a.
rheumatischen Erkrankungen untersucht, nicht aber von Patienten mit Sjogren-Syndrom.

Dasselbe gilt analog auch fiir Mausmodelle.
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1.2.3. Autoantikorper
1.2.3.1. Allgemeines

Von Abwehrzellen produzierte Antikorper konnen sich gegen eigene korpereigene
Bestandteile - sowohl einzelne Zellen als auch ganze Organe — richten [31]. Man nennt diese
Antikorper Autoantikdrper. Dazu gehoren auch die antinukledren Antikorper (ANA). Sie
richten sich gegen konservierte, d.h. in allen Zellen vorkommende, nukleédre Antigene [13].
Autoantikdrper im Serum sind vor allem bei Patienten mit Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises ein charakteristischer Befund. So kann man auch im Blut von Patienten mit
(primdrem) Sjogren-Syndrom diese Antikorper finden. Ein serologischer Nachweis von
antinukledren Antikorpern (ANA) oder Antikérpern gegen Ro/SS-A bzw. La/SS-B ist
moglich (siehe 1.2.3. und 1.2.4.).

1.2.3.2. Rheumafaktoren

Dies sind Antikorper die gegen die Fc-Region (konstante [Schwerketten-]Region) eines
anderen Antikorpers (Immunglobulin der IgG-Klasse) gerichtet sind. Diese lassen sich bei
fast 95% aller Sjogren Patienten nachweisen. Mit zunehmendem Alter lassen sich diese
Antikorper aber auch bei Gesunden nachweisen. Die pathogentische Rolle der

Rheumafaktoren beim Sjogren-Syndrom ist unklar [32].

1.2.3.3. Antikorper gegen Zellkerne - Antinukleire Antikorper (ANA)

Autoantikorper gegen Zellkerne im Serum sind vor allem bei Patienten mit entziindlichen
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, vor allem bei Kollagenosen, ein
charakteristischer Befund. Sie kommen aber auch bei Erkrankungen anderer Art vor.
Beispiele fiir Autoimmunerkrankungen und deren Privalenz zeigt die folgende Tabelle:

Wie aus Tabelle 4 ersichtlich, weisen rund 3 aller Patienten mit Sjogren-Syndrom
antinukledre Antikorper (ANA) im Serum auf. Der ANA-Test wird als Screeningtest
angesehen, wenn eine Kollagenose — wie also auch das Sjogren-Syndrom - vermutet wird [1].

Spezifisch ist dieser Test jedoch nicht.
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Tab. 4: Autoimmunerkrankung und Priivalenz von ANA [31]

Erkrankung (Assoziationsgruppe) Pravalenz
Medikamenten induzierter Lupus erythematodes 100 %
Mischkollagenose (MCTD, Sharp-Syndrom) 100 %
Systemischer Lupus erythematodes (SLE) aktiv 95-100 %
Systemischer Lupus erythematodes (SLE) inaktiv 80-100 %
Systemische Sklerose 85-95 %
Sjogren-Syndrom bis zu 96 %
Polymyositis und Dermatomyositis 30-50 %
Andere rheumatische Krankheiten 20-50 %
Chronisch-aktive Hepatitis 30-40 %
Rheumatoide Arthritis 20-40 %
Colitis Ulcerosa 26 %
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1.2.3.4. Ro/SS-A und La/SS-B

Ro-Ribonukleoproteine (RNPs) bestehen aus ein bis vier kleinen zytoplasmatischen RNAs
(Y1-Y5) und mindestens zwei Proteinen: Das 60kD-Protein Ro60 und das 48kD-
Phosphoprotein La [33, 34]. Ro60 und La gehoren zur Familie der RNA-bindenden Proteine,
die durch eine konservierte RNA-bindende Domine von ca. 80 Aminosduren charakterisiert
sind. Ein drittes Protein mit der molekularen Masse von 52kD (Ro52) ist ebenfalls an Ro-
RNPs gebunden. Dessen Assoziation daran ist jedoch noch nicht klar belegt [35-40]. Ro52
gehort zu einer Gruppe von Proteinen, bei denen man annimmt, dass sie an der
Zellaktivierung und —transformation beteiligt sind [41, 42]. Die Bindungsstelle von Ro60 an
Y-RNAs besteht aus einer hochkonservierten Struktur, die durch Basenbindung des 3°- mit
dem 5°-Ende zustande kommt. Fiir Ro52 dagegen konnte bisher noch keine Bindungsstelle
identifiziert werden. Es wird angenommen, dass eine Assoziation von Ro52 mit Ro-RNPs
iber die Interaktion mit Ro60 erfolgt [36]. Die Funktion des La-Proteins, das etwa 50-fach
hiufiger auftritt als die Ro-Proteine, ist teilweise bekannt. So konnte gezeigt werden, dass La
essentiell fiir eine korrekte RNA-Polymerase-III-Transkription ist [43-45]. Dem La-Protein
konnte auch eine Funktion in der Entspiralisierung von DNA und dsRNA [46, 47] sowie in
der Translation bestimmter viraler RNAs zugeschrieben werden [48-50]. La spielt demnach
eine Rolle in der Regulation der Translation (cytoplasmatisch) und in der Regulation der
Transkription (nukledr). Ro/SSA-Antigene sind Komplexe aus Ro-Proteinen und YRNAs und
konnen immunregulatorische Effekte ausiiben. In Transfektionsexperimenten konnte an
kultivierten PBMCs gezeigt werden, dass Y1-RNA vor allem in Monozyten die Expression
von IFN-a induzieren kann [51]. Es wird diskutiert, dass Immunkomplexe, die Y1-RNA
enthalten, somit mitverantwortlich sein konnen fiir die in SLE héufig beobachtete erhohte
IFN-a-Produktion IFN-a ist ein Typ-1-Interferon, dem eine bedeutende Rolle in der
Pathogenese ~ von  Autoimmunerkrankungen zukommt. Dem  Zytokin  werden
immunregulatorische Effekte zugeschrieben, die z.B. das Uberleben, Differenzierung und die
Funktion von Immunzellen in der Immunantwort beinhalten. Dariiberhinaus begiinstigen Typ-
I-Interferone die Expression von MHC-I und MHC-II Molekiilen und regulieren die
Zellmigration durch die Induktion der Expression verschiedener Zytokine [52, 53] und sogar
SLE-assoziierter Autoantigene [54]. Sjogren-Patienten weisen ein aktiviertes Typ-1-
Interferon-System auf. So wurden in den Speicheldriisen dieser Patienten sowohl IFN-a-
produzierende Zellen [55] als auch IFN-a Expression [56] nachgewiesen, die durch RNA-

haltige Immunkomplexe hervorgerufen wird. Ro ist im Cytoplasma und im Nukleus
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lokalisiert, wobei eine Assoziation mit Y-RNAs nur im Cytoplasma zu finden ist [57-59].
Strukturanalysen von Ro identifizierten es als ein Mitglied Zink-Finger-Protein-Familie, die
im allgemeinen eine Fahigkeit zur DNA-Bindung oder zur Gen-Regulation besitzen. Es
wurde daher spekuliert, dass Ro als Transkriptionsfaktor fungiert [60-63]. Weiterhin gibt es
Hinweise darauf, dass Ro52 im Ubiquitin-Singalweg involviert ist. Ubiquitin ist ein 76-
Aminosduren gro3es Polypeptid, das evolutiv hoch konserviert ist. Seine aktivierte Form wird
mit Hilfe der E3-Ubiquitin-Ligase kovalent an Lysin-Reste von Zielproteinen gebunden [64].
Ro52 enthilt eine RING-Finger-Domine an seinem N-terminalen Ende, wodurch Ro52 als
E3-Ligase die Ubiquitinierung von Proteinen steuern kann [65]. Poly-ubiquitinierte Proteine
werden in den Proteasomen in ATP-abhiéngiger Weise degradiert [64]. Demzufolge kann dem
Ro52-Protein eine kritische Rolle in vielen biologischen Prozessen zugeschrieben werden.

Es konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass Ro52 sich in vivo selbst ubiquitiniert, wobei es
als U3-Ubiquitin-Ligase fungiert [66, 67]. Ro52 liegt in vivo hauptsdchlich mono-
ubiquitiniert vor, aber auch die poly-ubiquitinierte Form von Ro52 wurde nachgewiesen [68].
Eine Poly-Ubiquitinierung reguliert die proteasomale Erkennung und Degradation von
Proteinen, wohingegen eine Mono-Ubiquitination Prozesse wie z.B. Membrantransport und
Transkription steuert [69]. In Seren von SS-Patienten wurden Autoantikdrper gegen beide
Formen von ubiquitiniertem Ro52 gefunden, wobei die meisten Seren jedoch auf die mono-
ubiquitinierte Form reagierten [67]. Eine neuere Studie zeigt, dass Ro52 in PBMCs von
Sjogren-Patienten im Vergleich zu Normalspendern stirker expremiert wird und, abhingig
von der RING-Domine, bei Sjogren-Patienten direkt fiir die Induktion von Apoptose

verantwortlich sein kann und damit die Autoimmunitét fordern konnte [68].

1.2.3.4.1. Antikorper gegen Ro/SS-A und La/SS-B

Gegen Ro/SS-A und La/SS-B werden bei Kollagenosen — wie dem priméren Sjogren
Syndrom oder systemischen Lupus erythemathodes (SLE) — Antikorper gebildet [70].

Im Speichel und im Serum von Patienten mit primdrem Sjogren-Syndrom wurden
anti-Ro/SS-A und anti-La/SS-B-Antikorper (Immunglobulin A [IgA] sowie Immunglobulin G
[IgG]) gefunden. Die Héufigkeit des Auftretens von IgA anti-Ro/SS-A-Antikorper, IgA anti-
La/SS-B-Antikorper, IgG anti-RoSS-A-Antikérper und IgG anti-La/SS-B-Antikorper im
Serum dieser Patienten lag bei 45%, 50%, 43% bzw. 21%; im Speichel waren es analog 31%,
33%, 40% bzw. 19%.. Diese Patienten wiesen signifikante Korrelationen von Serum- und

Speichelspiegeln  fiir IgA  anti-Ro/SS-A-Antikérpern und zwischen Serum- und
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Speichelspiegeln von IgA anti-La/SS-B-Antikorpern auf. AuBerdem lagen signifikante
Korrelationen zwischen Serum- und Speichelspiegeln von IgG anti-Ro/SS-A-Antikorpern und
zwischen Serum- und Speichelspiegeln von IgG anti-La/SS-B-Antikorpern bei den Patienten
mit primdrem Sjogren-Syndrom vor. Man geht von einer lokalen Produktion der
Autoantikorper sowie einer Beziehung zwischen lokaler und systemischer Antikdrperantwort
aus [71].

Anti-Ro/SS-A und anti-La/SS-B-Spiegel korrelieren sowohl mit den Rheumafaktor-Titern als
auch mit der Konzentration von Gesamt-Globulin, IgG, und IgA, aber nicht mit den IgM-
Konzentrationen. Eine weitere Korrelation besteht zwischen den ANA-Titern und den
Spiegeln von anti-Ro/SS-A. HLA-DR3-positive Patienten zeigen hohere Spiegel von
anti-Ro/SS-A und anti-La (SS-B [72].

Anti-Ro/SS-A-Antikérper haben neben dem Sjogren-Syndrom [73] klinische Assoziationen
zu folgenden Erkrankungen: Systemischer Lupus erythematodes (SLE) [74], Pneumonitis
[75], Lymphopenie [76], Purpura [72], Photosensitivitit [77], leukozytoklastische Vaskulitis
[78], subakuter kutaner Lupus erythemathodes (LE) [74], ANA-negativer SLE [79],
kongenitaler Herzblock [80-82], neonataler LE [83] sowie homozygoter C2- und C4-Mangel
[84].

Anti-La/SS-B-Antikorper werden ebenfalls mit Sjogren-Syndrom [80], SLE [85],
kongenitalem Herzblock [80], neonatalem LE [86], Photosensitivitit [77], subakutem
kutanem LE [74] und seltener mit Nephritis [73, 81] assoziiert.

Die Mechanismen, die zur Produktion von Autoantikdrpern gegen nukledre Autoantigene
fiihren, sind bis heute noch nicht genau bekannt. Man nimmt an, dass bestimmte
Stressfaktoren zur Translokation der Autoantigene auf die Zelloberfldche fithren konnen und
diese dann fiir das Immunsystem erkennbar werden [87]. Neuere Arbeiten gehen davon aus,
dass z.B. ein Defizit an Ostrogen zur Entstehung von pathogenen Autoantigenen beim
primédren Sjogren-Syndrom fiihren konnte. Der Mechanismus ist allerdings noch unklar [88].
Eine zentrale Rolle bei der Entstehung von Autoimmunitéit beim Sjogren-Syndrom wird der Apoptose
zugeschrieben [89], die einen aktiven und geregelten Prozefl des Zelltodes darstellt. Wahrend des
apoptotischen Prozesses werden intrazelluldre Molekiilein sogenannten apoptotischen Membranblasen
akkumuliert. So konnte in normalen apoptotischen Zellen z.B. auch nukledres 52 kD- Ro/ SSA in
apoptotischen Membranblasen nachgewiesen werden [90]. In Speicheldriisenzellen konnte gezeigt
werden, dass die Induktion von Apoptose zu einer Relokalisation von zelluldren Antigenen, u.a. 52

kD-Ro/ SSA, auf die Zellmembran fiihrt, was einen Mechanismus fiir die Autoantigenproduktion beim

Sjogren-Syndrom darstellen konnte [91].
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Beim Sjogren-Syndrom wird vor allem auch den Apoptose-begleitenden Modifikationen von
zelluldren Antigenen, z.B. durch proteolytischen Abbau und andere posttranslationale Mechanismen,
eine Rolle fiir die Entstthung von Autoimmunitdt zugeschrieben [92]. Im Zuge der Apoptose
durchlduft die Zellmembran charakteristische Verdnderungen, die essentiell fiir einen geregelten
Abbau der Zelle durch makrophagen sind. Defekte im Abbau des apoptotischen Materials fithren zum
Verlust der Membranintegritit und infolgedessen zueiner unkontrollierten Freisetzung intrazelluldrer
Molekiile in das umgebende Gewebe.Diese konnen das Immunsystem aktivieren und die Entstehung
eines Autoimmunitdt begiinstigen [93]. In Hautbiopsien von Patienten mit SLE konnte solch ein
defekter Abbau von apototischen Zellen nachgewiesen werden. Aulerdem zeigten Makrophagen, die
aus CD34-positiven SLE-Stammzellen generiert wurden, Defekte in ihrer Funktion [94]. Obwohl es
bisher keine vergleichbaren Studien fiir das Sjogren-Syndrome gibt, konnten dort #hnliche
Mechanismen zur Entstehung der Autoimmunitit angenommen werden.

Ein weiterer allgemein anerkannter Mechanismus, der zu Autoimmunitidt fithren kann, stellt die
Antigen-Proteolyse innerhalb des Endosom-Lysosom-Signalweges dar, bei dem Antigene prozessiert
werden, die tiber MHC-II-Molekiile prisentiert werden [95]. Bei strukturell verdnderten Antigenen
kann es zu einer verdnderten Hierarchie der Epitope kommen, die auf MHC-II-Molekiile geladen
werden, wodurch es zu einer Prisentation von Antigenen kommen kann, die vorher verborgen waren,
z.B. nukledre Antigene [92]. Dies wiederum wiirde zu einer Aktivierung autoreaktiver T-Zellen und
infolgedessen zu einer Aktivierung von Autoantikorper-produzierenden B-Zellen und wahrscheinlich

auch cytotoxischen Lymphozyten fiihren [89, 96].

Tab. 5: Differenzierung der ANA-Antigene Ro/SS-A und La/SS-B

sowie Priavalenz ihrer assoziierter Krankheiten [31]

Antigen Krankheit Privalenz
Ro/SS-A Sjogren-Syndrom 40-95 %
Systemischer Lupus erythematodes 20-60 %

Neonatales Lupus-Syndrom 100 %

La/SS-B Sjogren-Syndrom 40-95 %
Systemischer Lupus erythematodes 10-20 %
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1.24. Zytokine
1.24.1. Allgemeines

Zytokine sind Eiweilmolekiile, die von Immunzellen, aber auch von nicht immunologischen
Zellen gebildet und freigesetzt werden. Die Zytokine dienen den Immunzellen als
"Botenstoffe", iiber die sie miteinander "kommunizieren". Sie steuern und koordinieren so die
Abwehr von Krankheitserregern. Zytokine sind damit mitverantwortlich fiir den erfolgreichen
Ablauf einer Immunreaktion. Sie wirken dabei als Wachstumsfaktoren, aktivieren oder
deaktivieren Zellen und dienen als Schutz vor Gewebeschidigungen [97]. Zytokine miissen
nicht in die Zelle eindringen, um eine Wirkung zu erzielen, sondern sie docken lediglich an
einen so genannten Rezeptor an, der auf der Zelloberfldche sitzt. Durch diese Bindung werden

dann bestimmte biologische Reaktionen innerhalb der Zelle ausgelost und weitergeleitet.

Rezeptar

zytul«a:ih —|

T

Sytokinproduzierende
Zellen

Abb.5: Zytokine werden von Zellen gebildet (meist Immunzellen) und vermitteln ihre Wirkung
durch Bindung an Oberflichenrezeptoren. Diese konnen sich sowohl auf der
zytokinproduzierenden Zelle als auch auf anderen (Immun-)Zellen befinden [97].

1.2.4.2. Benennung und Einteilung der Zytokine

Die Zytokine haben keine einheitliche Namensgebung. Viele Zytokine werden als
Interleukine (IL-) bezeichnet und sind von 1 bis mittlerweile 33 durchnummeriert (es werden
immer wieder neue Zytokine entdeckt [98]). Andere Zytokine sind nach ihrer Funktion

benannt, wie z.B. Tumornekrosefaktor-alpha (TNF) [97].
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Die Einteilung von Zytokinen erfolgt meist nach ihren Effekten wihrend einer
Immunantwort. Hierbei unterscheidet man entziindungsférdernde und entziindungshemmende

Zytokine:

e Proinflammatorische Zytokine sorgen dafiir, dass bei Eindringen eines Erregers
Immunzellen zum Infektionsort gelockt werden, es zu verstirkter Durchblutung des
betroffenen Gewebes kommt und die Immunzellen aktiviert werden.

e Antiinflammatorische Zytokine dagegen sorgen dafiir, dass nach erfolgreicher
Bekampfung des Krankheitserregers die Entziindung wieder zum Erliegen kommt und
die aktivierten Zellen wieder abgeschaltet werden. Weiterhin reguliert das
Wechselspiel zwischen entziindungsfordernden und -hemmenden Zytokinen den

effektiven Ablauf der Immunabwehr.

Die entziindungsfordernden und entziindungshemmenden Zytokine sind bei einer
Immunreaktion in bestimmten Mengen im Korper vorhanden, sie befinden sich in einer
Balance. Diese Balance ist Voraussetzung dafiir, dass der Erreger effektiv bekampft wird,
aber auch dass die Immunreaktion wieder zum Erliegen kommt [97].

Wenn die Balance und damit das Zusammenwirken von entziindungsfordernden und
entziindungshemmenden Zytokinen gestort ist, kommt es zu schwerwiegenden Erkrankungen.
Entweder kann der Krankheitserreger nicht effektiv beseitigt werden oder die Immunreaktion
kommt nicht zum Erliegen, obwohl der Erreger nicht mehr vorhanden ist. Liegen z.B. die
Entziindungsreaktion fordernden Zytokine im Uberschuss vor bzw. sind zu wenig die
Entziindung hemmende Zytokine vorhanden, wird diese und mit ihr die Erkrankung
chronisch. Derartige Erkrankungen sind z.B. die rheumatoide Arthritis, das Sjogren-Syndrom,
der systemische Lupus erythemathodes, die Psoriasis oder der Morbus Crohn.

Zu den Zytokinen, die den Entziindungsprozess anregen (entziindungsfordernde Zytokine),
gehoren z.B. Tumornekrosefaktor (TNF)-a, IFN (Interferon)-y, IL-1, IL-2, IL-6, IL-12,
Makrophagen-Koloniestimulierender Faktor (M-CSF) und Granulozyten/Makrophagen-
Koloniestimulierender Faktor (GM-CSF). Zytokine, die hemmende Wirkung auf die
Entziindungsantwort haben (entziindungshemmende Zytokine), sind z.B. IL-10 und

transformierender Wachstumsfaktor (TGF)-§3 [97].
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Aus der Tabelle 6 geht hervor, dass vor allem die Zytokine IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 und
Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa) eine Rolle bei Monozyten/ Makrophagen-abhingigen
Immunantworten spielen. Man weil}, dass besonders TNFa eine besondere Bedeutung bei

Autoimmunerkrankungen spielt, z.B. auch beim Sjogren-Syndrom (siehe 1.2.5.).
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Tabelle 6: Wichtige Zytokine und ihre Rolle bei (Auto)-Immunprozessen [97]

Zytokin Produzierende Zelle Wirkung
Fieber, T-Zell-Aktivierung,
IL-1 Monozyten/Makrophagen o
Makrophagenaktivierung
IL-2 T-Zellen Wachstum von T-Zellen
IL-4 T-Zellen, Mastzellen B-Zell-Aktivierung, hemmt Ty1-Zellen
Wachstum und Differenzierung der
IL-5 T-Zellen, Mastzellen ) )
eosinophilen Zellen
Wachstum und Differenzierung von T-
Monozyten/Makrophagen, T- ) )
IL-6 und B-Zellen, Produktion von Proteinen
Zellen, Endothelzellen
der akuten Phase, Fieber
Monozyten/Makrohagen, i ) i
) Stérkster Chemotaxisfaktor fir
IL-8 Synoviozyten, Endothelzellen,
, Granulozyten
Fibroblasten
IL-10 Monozyten/Makrophagen, T- Entziindungshemmend, B-Zell
Zellen stimulierend
Aktiviert NK-Zellen, induziert
Monozyten/Makrophagen, B- ) )
IL-12 Differenzierung von CD4-T-Zellen zu
Zellen
Ty1-Zellen
Wachstum von B-Zellen, hemmt Ty1-
Zellen und die Produktion
IL-13 T-Zellen

inflammatorischer Zytokine durch
Makrophagen

IFN (Interferon)-y

T-Zellen, NK-Zellen

Aktivierung von Makrophagen, erhéhte
Menge von MHC-Molekiilen, hemmt
Ty2-Zellen

GM-CSF (Granulozyten/
Makrophagen-
Koloniestimulierender Faktor)

Monozyten/ Makrophagen, T-
Zellen

Stimuliert Wachstum der myeloiden
Vorlauferzellen, besonders der
dendritischen Zellen

M-CSF (Makrophagen-
Koloniestimulierender Faktor)

Monozyten/ Makrophagen

Stimuliert Wachstum und
Differenzierung der myeloiden

Vorlauferzellen

TNF (Tumornekrosefaktor)-a

Monozyten/Makrophagen, T-
Zellen, NK-Zellen

Lokale Entziindung, Endothelaktivierung

TGF (Transformierender
Wachstumsfaktor) -

Monozyten, T-Zellen

Hemmt Zellwachstum,

entzindungshemmend
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1.2.5. Tumornekrosefaktor-alpha (TNFo)

Der Tumornekrosefaktor-alpha gehort zur Gruppe der Immunmodulatoren oder Zytokine. Die
wichtigsten TNFa-Produzenten sind aktivierte Monozyten und Makrophagen. Aber auch eine
Reihe anderer Zellen (Lymphozyten, NK-Zellen, Neutrophile, Mastzellen usw.) kann zur
TNFa Produktion angeregt werden [99, 100]. TNFo spielt eine wichtige Rolle bei Immun-
und Entziindungsprozessen. Es aktiviert Makrophagen und erhoht die Zytotoxizitit von
Monozyten und NK-Zellen. TNFa induziert aber nicht nur eine Entziindungsreaktion,
sondern es bewirkt im weiteren Verlauf einer Entziindungsreaktion auch deren Limitierung,
indem TNFa unter anderem die Produktion von IL-10 induziert [101, 102]. Eine Aktivierung
von Monozyten zur TNFo Produktion erfolgt u. a. nach einer Stimulation durch bakterielle
Komponenten, wie LPS oder Superantigen [103]

TNFo spielt eine Rolle in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis. Eine Uberproduktion
dieses Zytokins vor allem durch Makrophagen sowie eine erhohte Expression der TNFa-
Rezeptoren wird im Synovium und in den Gelenken von diesen Patienten beobachtet.
Weiterhin behalten mononukleédre Zellen aus den Gelenken von Patienten mit rheumatoider
Arthritis in vitro ihre Fahigkeit zur Produktion von proinflammatorisch wirkenden Zytokinen
bei, so z.B. von TNFa aber auch IL-1, IL-8 und GM-CSF. Eine Neutralisierung mit
entsprechenden Antikorpern fiihrt dabei zu einer Reduktion dieser Zytokine [104, 105]. Die
Behandlung dieser Patienten mit TNFo-Blockern fiihrt zur klinischen Verbesserung und stellt
die Methode der Wahl dar.

TNFo spielt moglicherweise auch eine Rolle beim systemischen Lupus erythemathodes
(SLE). Es wird in der Haut unter dem Einflu3 von UV-Strahlung vermehrt aus Keratinozyten
und Mastzellen freigesetzt [106-111]. AuBerdem sind die TNFo-Spiegel im Serum von SLE-
Patienten erhoht [112]. Dies korreliert mit der Krankheitsaktivitit [113, 114].

Es wird auch angenommen, dass TNFo eine Bedeutung in der Pathogenese des Sjogren-
Syndroms spielen konnte. In in-vitro-Experimenten konnte gezeigt werden, dass TNFo eine
Hochregulation des Apoptoserezeptors Fas in Zellen der Linie HSG (humane
Speichelgangszellen) erzeugen kann. Daraus wurde geschlossen, dass bei Patienten mit
Sjogren-Syndrom TNFo die Fas-Expression und nachfolgend Apoptose in diesen Zellen
induzieren kann [115, 116]. TNFa wird in den Speicheldriisen von Patienten mit primédrem

Sjogren-Syndrom von infiltrierenden mononukleédren Zellen produziert [117].
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Desweiteren wurde bei Sjogren-Patienten in mehr als der Hélfte (33 von 60) der
Tranenproben TNFa detektiert. In den Tranenproben der entsprechenden Kontrollgruppe
ohne Sjogren-Syndrom wurde in keinem Fall TNFa gefunden [118].

Vaskulitiden sind meist Folge einer Storung des Immunsystems. Auch hier spielt TNFa eine
wesentliche Rolle: Die T-Zell-assoziierte Vaskulitis 1duft im Wesentlichen iiber die CD 4-
Lymphozyten ab. Sie ist Ausdruck einer spezifischen zelluldren Immunreaktion. Extravasale
Monozyten/ Makrophagen induzieren iiber TNFa oder Komplementfaktoren die Bindung von
T-Lymphozyten. Dabei konnen sich die Makrophagen zu Riesenzellen entwickeln und mit
den umgebenden T-Lymphozyten Granulome bilden [119].

Viele Zellen verfiigen iiber TNF-Rezeptoren, so dass TNF eine Vielzahl von biochemischen
Prozessen auslosen kann. Eine davon ist die Beeintriachtigung des Tumorwachstums durch die
Veridnderung der Bildung von Oberfldchenproteinen, u.a. von solchen, welche die Bindung an
andere Zellen sowie die Produktion von Wachstumsfaktoren bewirken. TNFa schidigt auch
die GefidBe von Tumoren, so dass mikroskopisch kleine Thrombosen entstehen und

Immunzellen in den Tumor eindringen konnen [120].

1.2.6. DNA-Polymorphismus / Bandenmuster

Das Genom des Menschen ist weitgehend sequenziert, und etwa 30 000 bis 40 000 Gene sind
identifiziert. Dies ist ein wichtiger Schritt, um molekularbiologische Abldufe im
menschlichen Korper besser zu verstehen. Fiir die Aufklidrung der erblichen Ursachen von
Krankheiten ist aber dariiber hinaus noch ein weiterer Aspekt von grofer Bedeutung: Die
Kenntnis der individuellen Unterschiede in der Erbinformation, der genetischen Variabilitit.
Sie stellt den Schliissel dar, mit dem sich jene genetischen Unterschiede aufspiiren lassen, die
bestimmte physiologische Abldufe verdndern und so zur Entstehung von Krankheiten
beitragen [121].

Polymorphismen der Erbinformation sind Varianten der Sequenz der Erbinformation, die es
erlauben z. B. Nachkommen ihren Eltern zuzuordnen. Jeder Mensch erhilt die Hilfte der
DNA von der Mutter und die andere Hilfte vom Vater. Alle Menschen besitzen daher zwei
Kopien jeder DNA-Sequenz, je eine Sequenz vom Vater und eine von der Mutter (Abb.6)..

Diese beiden DNA-Sequenzen sind meist unterschiedlich lang

30



a)

b B

vaterliches mitterliches
Chromosom Chromosom

Abb. 6: Die Korperzellen des Menschen sind diploid, enthalten also das Genom in
zweifacher Ausfithrung, wobei eine Kopie von der Mutter und eine vom Vater
stammt. Eine Person kann fiir eine Sequenzvariation, beispielsweise einen SNP
(single nucleotide polymorphism), welcher die beiden Allele A und G hat,
homozygot oder heterozygot sein. a und c¢) Das viterliche und das miitterliche
Chromosom tragen dasselbe Allel. Die Person ist fiir den SNP homozygot
(Genotyp A/A oder G/G). b) Das viiterliche und das miitterliche Chromosom
tragen jeweils ein unterschiedliches Allel. Die Person ist fiir den SNP heterozygot
(Genotyp A/G) [121].

1.3. TNFo-Promotorpolymorphismus

TNFoa-Promotorpolymorphismen scheinen sowohl eine Rolle in der Pathogenese als auch
beim Krankheitsverlauf verschiedener Autoimmunerkrankungen zu spielen, beispielsweise
bei der juvenilen idiopathischen Arthritis. Das TNF-308A Allel ist haufiger bei der
seropositiven, aber nicht in der seronegativen polyartikuldren juvenilen idiopathischen
Arthritis zu finden und konnte mit der Schwere der Erkrankung im Zusammenhang stehen,
wihrend das hdufige TNF-308G Allel dabei einen protektiven Einfluss haben konnte. Das
TNF-238A Allel ist dagegen mit der juvenilen Psoriasisarthritis assoziiert [122]. Es ist
bekannt, dass es bei Vorliegen eines Polymorphismus” in der TNFa- Promotorregion zu einer

Beeinflussung der Transkriptionsrate und der Freisetzung dieses Zytokins kommt. Dabei weil}
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man, dass das Vorliegen des Polymorphismus” an den Positionen —238 und -308 zu einer
erhohten Transkriptionsrate und einer verstiarkten TNFa- Freisetzung fiihrt [123].

Das Thema TNFo-Promotorpolymorphismus bei Patienten mit SLE wird kontrovers
diskutiert. Man geht davon aus, dass bei der kaukasischen Rasse eine Assoziation zum
TNFo -308-Allel vorliegt. Fiir die afroamerikanischen Rasse gilt dies nicht [124].

Es wird bereits im Rahmen der rheumatoiden Arthritis (RA) die Moglichkeit von
prognostischen und therapeutischen Moglichkeiten bei Vorliegen des Polymorphismus an den
Positionen -238 und — 308 diskutiert [125].

Bei Patienten mit Sjogren-Syndrom liegen derzeit keine Erkenntnisse iiber eine Verkniipfung

mit dem TNFa-Promotor-Polymorphismus vor.

32



1.4. Fragestellung

Fiir das Sjogren-Syndroms ist der serologische Nachweis von antinukledren Antikérpern
(ANA), speziell von Antikorpern gegen Ro/SS-A bzw. La/SS-B, charakteristisch. Die
Pravalenz von Autoantikorpern gegen Ro/SS-A beim primidrem Sjogren-Syndrom wird mit
bis zu 96% angegeben [13].

Das Autoantigen Ro52 — die 52 kD-Komponente von Ro/SS-A — ist primédr zumeist im Kern
lokalisiert. Allerdings scheint eine Translokation auf die Zelloberflaiche in Folge
verschiedener Stre3faktoren moglich, sodass es fiir das Immunsystem erkennbar wird [87].
Ro52 ist eine Interferon-induzierbare E3-Ligase, die den Transkriptionsfaktor IRF-8
ubiquiniert und die Zytokinexpression in Makrophagen erhthen kann (Kong HJ et al. J
Immunol 179: 26-30, 2007).

Monozyten konnten als potentielle Antigen-priasentierende Zellen (APCs) eine Schliisselrolle
in der Pathogenese des Sjogren Syndroms einnehmen. So lassen sich Monozyten und
Makrophagen gehduft im entziindeten Speicheldriisengewebe von Sjogren-Patienten
nachweisen [126-129]. In ihrer Funktion als APCs konnten sie in diesen Geweben
Autoantigene aufnehmen und diese im weiteren Verlauf der Immunreaktion T- und B-Zellen
priasentieren. Somit konnten Monozyten an der Induktion und Aufrechterhaltung einer

Autoantikdrperantwort beteiligt sein.

Monozyten sowie Makrophagen gelten dariiber hinaus als Hauptproduzenten des
proinflammatorischen Zytokins TNFa. Dieses spielt bei chronisch-entziindlichen
Autoimmunerkrankungen eine grofe Rolle. In in vitro Experimenten induzierte TNFa den
Apoptose-Rezeptor Fas in Speichelgangszellen, die dadurch eine erhohte Apoptose zeigten
[115, 116]. Man nimmt an, dass dies zu einer erhohten Freisetzung von Autoantigenen fiihrt.
TNFo wurde auch vermehrt in der Tridnenfliissigkeit [118] und im Speicheldriisengewebe
[117] von Sjogren-Patienten gefunden.

Desweiteren zeigte eine Arbeit unserer Gruppe, dass eine in vitro Behandlung mit TNFa
eine zeitabhingige transiente Hochregulation der Ro52-mRNA-Expression in Keratinocyten
von gesunden Spendern bewirkt, die nach vier Stunden Inkubationszeit das Maximum der
Expression erreicht. Die Hochregulation von Ro52-mRNA wird von einer Erhohung der
Ro52-Protein-Expression begleitet, die 20 bis 24 Stunden nach der Behandlung messbar ist.
Die TNFa induzierte Erhohung der Ro52-mRNA und des Proteins ist abhingig von der
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Bindung des Zytokins an die Untereinheit TNF-RI des TNFo Rezeptors. TNF-RII spielt eine
inhibitorische Rolle bei der TNF-RI-vermittelten Erhohung der Ro52 Expression [130].

In verschiedenen Autoimmunerkrankungen konnte eine Assoziation mit einem DNA-
Polymorphismus an den Positionen —238 und -308 in der Promotorregion des TNFo-Gens
beobachtet werden. Dieser DNA-Polymorphismus kann zu einer erhdhten Transkriptionsrate
und einer verstarkten Freisetzung von TNFa fiithren [123].

Ausgehend von der Literatur und den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde die Rolle der
Monozyten in der Pathogenese des Sjogren Syndroms untersucht, wobei folgende Fragen zu

beantworten waren:

1. Welches basale Expressionsniveau zeigen monozytire TNFo- und Ro52-mRNAs von
Patienten mit primdrem Sjogren-Syndrom im Vergleich zu einer Gruppe von

Normalspendern ?

2. Korreliert das Expressionsniveau von monozytirer TNFoa-mRNA mit dem der

Ro52-mRNA ?

3. Wie hoch sind die Plasmaspiegel von TNFa und anderer ausgewihlter Zytokine (IL-18,
IL-6, IL-8 und IL-10) bei Patienten mit Sjogren-Syndrom im Vergleich zu Gesunden ?

4. Besteht eine Korrelation zwischen den TNFo-Plasmaspiegeln und der Expression

monozytirer TNFo-mRNA ?

5. Weisen Patienten mit primdrem Sjogren-Syndrom einen DNA-Polymorphismus in der
TNFo-Promotoregion (Positionen —238 und —308) auf und gibt es einen Zusammenhang

zu ihren TNFa-Plasmaspiegeln bzw. ihrer TNFo-mRNA-Expression ?
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2. Material und Methoden

2.1. Patientengruppe und Kontrollgruppe sowie deren Medikation

Insgesamt wurden 79 Blutproben 4 30 bis 40 ml aufgearbeitet, davon 51 unterschiedliche
Proben von Patienten mit primédrem Sjogren-Syndrom und 28 Proben von Kontrollspendern.
Die Diagnose der Patienten mit primdrem Sjogren-Syndrom war klinisch, laborchemisch bzw.
entsprechend den europidischen Klassifikationskriterien gesichert (siehe unter 1.1.5.). Es
wurde heparinisiertes Blut von 42 weiblichen und acht ménnlichen Patienten verwendet.

Die Patienten erhielten - in Abhéngigkeit vom subjektiven Wohlbefinden und ihren

Begleitbeschwerden - folgende Medikationen:

Celexoxib* 200 mg/d - 3 von 50 Patienten (1 von 3 Patienten zum Zeitpunkt der
Blutentnahme nicht mehr therapiert)
Predinisolon* 5 mg/d - 8 von 50 Patienten (5 von 8 Patienten zum Zeitpunkt der

Blutentnahme nicht mehr therapiert)

Andere Immunsuppresiva oder Antimalaria-Medikamente kamen nicht zum Einsatz.

Die Kontrollgruppe setzte sich aus zwei weiblichen und vier minnlichen Spendern
zusammen. Alle Spender waren gesund und nahmen zum Zeitpunkt der Untersuchung bzw.
im ndheren Zeitraum davor keine Medikamente ein. Zur Etablierung des Systems wurden

diesen sechs Spendern insgesamt 28 Blutproben abgenommen.

2.2.  Isolierung humaner mononukleirer Zellen aus peripherem Blut

Periphere mononukleédre Zellen (B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen, T-Zellen, Thrombozyten),
kurz PBMC’s, konnen mit Hilfe von Ficoll-Paque bei Raumtemperatur durch eine
Dichtegradientenzentrifugation von Erythrozyten, Granulozyten und toten Zellen getrennt
werden [131]. Ficoll ist ein ungeladenes Saccharose-Polymer, dessen Dichte (1,07 g/ml) so
gewihlt ist, dass Erythrozytenaggregate und tote Zellen die Ficollschicht passieren konnen,
Granulozyten in die Ficollphase eindringen und Lymphozyten, Monozyten sowie
Thrombozyten sich in der Interphase ansammeln (siehe Abb. 7). Der Uberstand besteht aus

Plasma und PBS.
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Zur Gewinnung der PBMC’s wurden zunichst 15ml Ficoll-Paque™ (Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg) durch Zentrifugation itiber 20 Sekunden bei 1000 rpm unter die
durchldssige Trennscheibe (biologisch inertes Polyethylen) der 50 ml Leucosep®—R6hrchen
(Greiner GmbH, Frickenhausen) positioniert. Danach wurden jeweils ca. 30 bis 40 ml
antikoagulierten humanen Vollblutes 1:2 mit PBS verdiinnt und auf die Trennscheibe der
Leucosep®—R6hrchen gegeben. Im Anschluf} erfolgte die Zentrifugation bei Raumtemperatur
fiir 20 Minuten mit 1800 rpm im Ausschwingrotor ohne Bremsassistenten.

Der Uberstand aus Plasma und PBS wurde fiir spitere immunometrische Assays (siehe 2.8)
und die magnetische Zellsortierung (siehe 2.3.) abgesaugt und bei - 20 °C eingefroren.
Danach wurde die Interphase in ein 50 ml Falcon®Tube (Becton Dickinson Bioscience,
Heidelberg) mittels einer 5 ml-Pipette iiberfiihrt, auf 50 ml mit PBS aufgefiillt und
anschliefend fiir 10 Minuten bei 1500 rpm und 4 °C gewaschen. Nach Verwerfen des
Uberstandes und Resuspension des Zellpellets wurde dieser Vorgang wiederholt und eine

Zellzéhlung mittels Neubauer-Zihlkammer vorgenommen.

Abb. 7: Isolierung von mononukleiiren Zellen aus dem Vollblut mittels

Leucosep®-R6hrchen (Greiner) vom Befiillen bis zur Entnahme

Folgende Schichtung ergibt sich nach der Zentrifugation (von oben nach unten):

a) Plasma b) angereicherte Zellfraktion (Interphase aus Lymphozyten / PBMC’s)
¢) Ficoll d) porose Trennscheibe aus biologisch inertem Polyethylen

e) Ficoll f) Sediment aus Erythrozyten und dariiber Granulozyten
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2.3. Magnetische Zellsortierung

Zur Isolierung verschiedener Zellen wurde das magnetische Zelltrennungssystem MACS®
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) verwendet. Bei diesem System werden sehr
kleine, supermagnetische Partikel (ca. 50nm) eingesetzt, die nicht viel groBer als Antikorper
sind. Die Antikorper konnen #hnlich wie Fluorochrome auf verschiedene Weise mittels
monoklonaler Antikorper spezifisch an bestimmte Zellen gebunden werden. Die Bindung
kann direkt tiber Antikorper-Magnetpartikel-Konjugate erfolgen oder indirekt iiber Anti-
Antikorper-Magnetpartikel-Konjugate. Die Trennung spezifisch markierter Zellen von
unmarkierten Zellen erfolgt in einem Hochgradienten-Magnetfeld, das durch Insertion einer
aus ferromagnetischen Stahlpartikeln bestehenden Siulenmatrix in das Magnetfeld eines
Hochleistungspermanentmagneten erzeugt wird. Wird die Zellsuspension iiber die Siule
gegeben, bleiben die magnetisch markierten Zellen an den Stahlkiigelchen hingen, wihrend
die unmarkierten Zellen die Sdule durchlaufen und als negative Fraktion aufgefangen werden.
Die markierten Zellen lassen sich durch Ausspiilen der Sédule auBerhalb des Magnetfeldes
gewinnen (Elution). Das MACS®—System kann zur Anreicherung oder zum Ausschluf} einer
Zellpopulation (Depletion) aus einer Gesamtzellpopulation eingesetzt werden. Zur Kontrolle
der Separation werden Originalfraktion, negative oder positive Fraktion anschliefend
durchfluBzytometrisch analysiert. Fiir die Monozytenisolierung wurde der ,,monocyte
isolation kit* (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) verwendet. Es handelt sich um
eine negative Sortierung [132]. Zunidchst wurde das Zellpellet aus der Ficoll-Aufreinigung in
ein 2 ml Eppendorf-Tube (Eppendorf AG, Hamburg) iiberfithrt und mit Patientenpuffer
aufgetfiillt. Der Puffer (50 ml) bestand aus 90 % PBS (phospate buffered saline; pH 7,4), 10 %
autologem Serum, 0,5 % BSA (bovine serum albumin, Karlsruhe) und 2 mM EDTA
(Ethylendiamintetraessigsdure, Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden). Es erfolgte eine
Zentrifugation bei 4 °C mit 2000 rpm fiir 8 Minuten. AnschlieBend wurde der Uberstand
verworfen, das Pellet in 60 ul Puffer/ 10’ Zellen resuspendiert und 20 pl FCR-Blocking-
Reagenz/ 10" Zellen und sowie 20 ul Hapten-Antikorper-Mix/ 107 Zellen (hapten-
konjugierte Antikorper gegen CD3, CD7, CD19, CD 45RA, CD56 und anti-IgE) zugegeben.
Zusiitzlich wurden 20 pl CD15 MicroBeads/ 107 Zellen (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach) hinzugegeben, da spitere Reinheitsiiberpriifungen zu groe Granulozyten-
populationen im Eluat ergeben haben. Dann wurden die Reagentien verwirbelt, bei 4 °C fiir
10 Minuten dunkel inkubiert und die Zellen zweimal gewaschen. Dazu wurde jeweils mit

Patientenpuffer auf 2 ml aufgefiillt und bei 4 °C mit 2000 rpm fiir § Minuten zentrifugiert.
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Jetzt wurden 20 pl FCR-Blocking-Reagenz/ 10" Zellen und - um die Zellen zu
magnetisieren — 20 ul MACS-Anti-Hapten-MicroBeads/ 10’ Zellen zugegeben.

Nun wurden die Raegentien erneut verwirbelt, bei 4 °C fiir 15 Minuten dunkel inkubiert und
die Zellen mit Patientenpuffer gewaschen. Nach Verwerfung des Uberstandes wurde das
Pellet in 500 pl Patientenpuffer resuspendiert und auf eine MACS®-Column LS iiberfiihrt.
Spiter wurden in drei Schritten jeweils 3 ml des Patientenpuffers auf die Sdule gegeben. Das
Eluat wurde in ein 15 ml Falcon—Tube (Greiner GmbH, Frickenhausen) aufgefangen und mit
PBS aufgefiillt und bei 4 °C mit 1500 rpm fiir 10 Minuten gewaschen.. Es wurde ein Aliquot
von ca. 200.000 Zellen zur nachfolgenden durchfluBzytometrischen Reinheitsiiberpriifung am
FACS® (Becton Dickinson Bioscience, Heidelberg) abgenommen und die iibrigen

depletierten Zellen zwecks mRNA-Priparation weiterverarbeitet.

2.4. Durchflusszytometrische Untersuchung des Probenmaterials

Die aus der magnetischen Zellsortierung gewonnenen Zellen wurden auf ihre Reinheit
beziiglich Monozyten mit Hilfe der Technik der DurchfluBzytometrie untersucht. Die
Messungen erfolgten an einem FACS®-Durchflufzytometer (Fluorescence Activated Cell
Analysis) mit Argon-Laser (Becton Dickinson Bioscience , Heidelberg).

Die Methode der Durchfluzytometrie ermdoglicht die Analyse und Charakterisierung
einzelner Zellen aufgrund ihrer fluoreszierenden und lichtstreuenden Eigenschaften. Dazu
werden Zellen in Suspension durch spezielle Vorrichtungen des Durchflulzytometers in
einem diinnen Fliissigkeitsstrahl wie Perlen einer Perlenkette aneinandergereiht
(;,hydrodynamische Fokussierung*) und passieren so einzeln einen Laserstrahl. Physikalische
Zelleigenschaften wie Grofle und Granularitit bestimmen die charakteristische Streuung des
Laserlichtes. Die Streuung entlang des Laserlichtstrahls in Vorwiértsrichtung gibt Auskunft
tiber die Grole der Zelle, d. h. je groBer die Zelle, desto grofler ist die Streuung in
Vorwirtsrichtung. Der Parameter fiir die Vorwértsstreuung wird als FSC (forward scatter)
bezeichnet. Desweiteren erfolgt eine von der Granularitit abhéngige Streuung im rechten
Winkel zum einfallenden Licht. Diese Seitwirtsstreuung wird auch SSC (sideward scatter)
genannt und ist umso hoher, je groBBer die Granularitét der Zelle ist.

Die Zellen konnen auch mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden. Diese
Fluoreszenzfarbstoffe werden vom Laserlicht angeregt, d.h. ihre Elektronen werden auf ein
hoheres Energieniveau gehoben. Beim Zuriickfallen der Elektronen auf ihr urspriingliches
Energieniveau emittieren sie Lichtenergie, die als Fluoreszenz sichtbar wird. Durch den

Energieverlust wihrend des Strahlungsiiberganges besitzt das energiedrmere emittierte Licht
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stets eine groere Wellenldnge als das energiereichere absorbierte Licht. Die Absorption des
Lichts ist abhingig vom Laser, der Licht einer bestimmten Wellenldnge emittiert, und vom
Fluorochrom, dessen Absorbtionsspektrum im selben Wellenldngenbereich liegen muf3. Bei
Markierung von Zellen mit mehreren Fluoreszenzfarbstoffen muf3 beachtet werden, dass sich
die Absorbtions- und Emissionsspektren voneinander unterscheiden.

Die gewonnenen Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften werden von speziellen Detektoren
erfasst und verstirkt (sogenannter Photomultiplier, PMT). Uber spezielle Computer-Software
werden die verschiedenen Parameter der Zelle gespeichert und analysiert.

Die Vorteile der Durchflulzytometrie liegen in der Moglichkeit mehrere verschiedene
Parameter einer Zelle simultan zu erfassen. Zusitzlich konnen innerhalb von Sekunden
mehrere Tausend Zellen erfasst werden, wodurch eine aussagekriftige Statistik ermoglicht
wird.

Die Aufnahme der Zellparameter erfolgte mit Hilfe der Software CellQuest® Version 3.0
(Becton Dickinson Bioscience, Heidelberg) und die Auswertung mittel FCS—Express®
Version 2.0 (De Novo, Ontario, Kananda).

Fiir die durchflusszytometrische Untersuchung von Oberflichenmolekiilen der Zellen wurden
diese mit spezifischen, monoklonalen Maus-Antikorpern markiert. Es wurden nur
direktmarkierte Antikorper verwendet. Die Antikorper wurden zuvor an PBMC’s austitriert
und die geeignete Konzentration fiir die folgenden Féarbungen eingesetzt: Anti-CD14-FITC
1:50 (Deutsches Rheumaforschungszentrum, Berlin) und anti-CD45-PE 3:50 (Pharmingen,
San Diego, Kalifornien, U.S.A.). Pro Firbung wurden ca. 200.000 Zellen verwendet, die in 50 ul
PBS (phosphat buffered saline; pH 7,4) resuspendiert wurden. Nach Antikdrperzugabe wurde
bei 4 °C fiir 25 Minuten im Dunkeln inkubiert, anschlieBend mit 2 ml PBS gewaschen und
zentrifugiert. Danach wurden die Zellen in 200 pul PBS aufgenommen, Propidiumiodid
zugegeben (1pug/ ml) und im Durchflusszytometer analysiert.

Bei der Auswertung der Messungen wurden die Regionen R1 sowie R2 (sieche Abb. 11)
gesetzt, um tote bzw. apoptotische Zellen auszuschliessen. Mit Hilfe der Region R1 wurden
die toten/ apoptotischen Zellen anhand ihrer Grée und mit der Region R2 aufgrund der
Propidiumiodid-Negativitat diskriminiert. Apoptotische Zellen schrumpfen und ihre Membran
wird fiir Propidiumiodid zunehmend durchlissig.

Die lebende Population wurde in einem neuen Diagramm dargestellt, indem die
Fluoreszenzen der zugegeben AntikOrper gezeigt wurden. Dabei entspricht Fluoreszenz 1
(FL1) CD14 und Fluoreszenz 2 (FL2) CD45 (siehe Abb.8).

Eine Weiterverwendung der analysierten Zellpopulation erfolgte nur, wenn deren Reinheit

beziiglich monozytirer Zellen > 85 % war.
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Abb. 8: Durchfluzytometrische Analyse von Monozyten am FACS®

Apoptotische Zellen werden durch das Setzen der Regionen R1 (Streulichteigenschaft)und R2
(Propidiumiodidaufnahme) diskriminiert. Das jeweils dritte Bild zeigt die lebenden Zellen,
die sich in R1 und auBlerhalb von R2 befinden. Fluoreszenz 1 zeigt die Expression von CD14 und
Fluoreszenz 2 die Expression von CD45. Die Monozyten befinden sich im oberen rechten Quadranten
des Punktdiagramms. A) FACS-Kontrolle nach Einsatz des monocyte isolation kit (Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach) mit starker Granulozytenverunreinigung. B) FACS-Kontrolle nach
Einsatz des monocyte isolation kit sowie zusdtzlicher Markierung mit CD15 MicroBeads (Miltenyi

Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) und minimierter Leukozytenverunreinigung
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2.5. mRNA-Priparation aus Monozyten

Fiir die Extraktion von Messenger-RNA aus Monozyten wurde der OligotexTM mRNA Mini
Kit (Quiagen GmbH, Hilden) verwendet. Die Extraktion erfolgte aus Monozyten, die zuvor
durch Ficoll-Aufreinigung und die magnetische Zelltrennung MACS® (Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach) isoliert wurden (siehe unter 2.1. und 2.2.). Es war darauf zu
achten, dass moglichst RNAse-frei gearbeitet wurde (Reinigung der Arbeitsplatte,
Handschuhe, Redeverbot, Verwendung von RNAse-freien Eppendorf Safe-Lock Tubes).

Zunichst wurden die Zellen in zwei 2 ml Eppendorf Safe-Lock Tubes (Eppendorf AG,
Hamburg) tiberfithrt und mit Hilfe eines Lysepuffergemisches aus 1 ml Lysepuffer OL1 und
30 ul Mercaptoethanol (Sigma, Taufkirchen) lysiert. AnschlieBend wurde das Lysat — um die
Zellen noch besser aufzuschlie3en — iiber eine 2 ml Spritze und eine 0,7 mm Kaniile mehrfach
angesaugt und durchgespritzt sowie fiir zirka 30 Sekunden verwirbelt. Nun erfolgte die
Abzentrifugation der Zelltriimmer fiir 15 Minuten bei 13000 rpm mit anschlieBender
Absaugung des Uberstandes in zwei frische 2 ml Eppendorf Safe-Lock Tubes unter
Verwerfung des Pellets. Dem klaren Uberstand wurden bei 36 °C jeweils 20 ul Oligotex -
Suspension zugesetzt und fiir 3 Minuten bei 36 °C sowie fiir weitere 7 Minuten bei
Raumtemperatur unter gelegentlichem Durchmischen inkubiert. Nach der Zentrifugation fiir
8 Minuten bei 13000 rpm wurde der Uberstand abgesaugt, das Pellet in je 200 ul Puffer OW1
resuspendiert und auf zwei Oligotex ™ mRNA Spin-Columns iiberfiihrt. Jetzt wurde fiir 40
Sekunden bei 13000 rpm zentrifugiert, das Oligotex ™-Pellet in je 150 ul Puffer OW2
resuspendiert und auf einer neuen Spin-Column vereinigt. Anschlieend erfolgte wieder eine
Zentrifugation fiir 40 Sekunden bei 13000 rpm, der Waschpuffer wurde aus der Spin-Column
entfernt und erneut in 300 pl Puffer OW2 resuspendiert. Der Einsatz der Spin-Column mit
dem Oligotex ™-Pellet wurde in ein neues Tube umgesetzt, nachdem fiir 40 Sekunden bei
13000 rpm zentrifugiert wurde. AbschlieBend wurde bei 72 °C zweimal mit je 50 ul OEB-
Elutionpuffer resuspendiert und jeweils fiir 40 Sekunden bei 13000 rpm zentrifugiert. Das

gesammelte Eluat wird nun - wie unter 2.6. beschrieben — photometrisch quantifiziert.

2.6. Photometrische Konzentrationsbestimmung

Mittels photometrischer Bestimmung der Absorption bei 260 nm und 280 nm wurden die
Konzentration und die Reinheit der Nukleinsduren untersucht (SHIMADZU UV-1202, UV-
VIS Spectrophotometer, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan). Zunichst erfolgte bei 260 nm

41



ein Nullabgleich, nachdem 80 ul RNAse-freies Waseer in die Kiivette positioniert wurden.
Dann wurden 8 pl des Wassers entnommen und im Gegenzug 8 pl des Eluats der mRNA-
bzw. DNA-Priéparation hinzugefiigt.

Die Berechnung der mRNA-Konzentration, gemessen bei 260 nm und einer Verdiinnung von
1:10, erfolgte folgendermallen: Dilutionfaktor fiir RNA gleich 40 mal Verdiinnungsfaktor 10
ist gleich einem Gesamtfaktor von 400. Somit entspricht einer Absorption von 0,001 ein
mRNA-Gehalt von 0,4 ng/ul. Bei der Berechnung der DNA-Konzentration wurde analog
verfahren.

Durch die Bestimmung des Quotienten der bei 260 nm und 280 nm gemessenen Absorption
(A260 : A280) erhilt man eine Information iiber die Reinheit der Nukleinsdurepriparation.
Liegt der Quotient fiir RNA im Bereich zwischen 1,9 und 2,0, handelt es sich um eine reine
Préaparation. Bei niedrigeren Quotienten kann man eine Verunreinigung durch Proteine und/
oder andere Stoffe erkennen. Eine genaue Bestimmung der Nukleinsduremenge ist dann nicht

moglich.

2.7. Polymerasekettenreaktion (PCR) mittels LightCycler®

2.7.1. Prinzip der LightCycler® -Technologie

Mittels der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) - Amplifizierung ist es moglich geworden,
aus kleinsten Mengen von Nukleinsdurefragmenten zuverldssig DNA nachzuweisen. Die
bisherige Moglichkeit einer Analyse mittels konventionellen PCR erfolgte semiquantitativ.

Mit der LightCycler®Technologie bietet Roche Diagnostics (Mannheim) neuerdings
Echtzeit- oder realtime-PCR-Technologie in Deutschland an. Das Prinzip des LightCyclers®
stellt dabei ein neu entwickeltes Gerite- und Analysensystem dar (sieche Abb.9 und 10), das
nicht nur sehr schnelle Cyclingzeiten fiir die PCR, sondern auch die gleichzeitige online und
realtime Detektion der Reaktionskinetik erlaubt. Die ultraschnellen Cyclingzeiten zeigen sich
z.B. in 30 PCR-Zyklen in weniger als 30 Minuten. Dies wird durch effiziente Aufheiz- und
Abkiihlungsprozesse erreicht, die durch wechselnde Zufuhr von heiller Luft und Luft mit
Umgebungstemperatur  gekennzeichnet sind. Der Einsatz von Glaskapillaren als
Reaktionsgefidle und deren giinstigem Verhiltnis von Oberfliche zu Volumen stellt die
gewiinschte Temperatur im Reaktionsansatz innerhalb von Millisekunden ein. Die
Glaskapillaren dienen aber auch als optisches Element zur Sammlung von Licht, d.h. zur

Echtzeit-Fluoreszenzmessung der Probe. Echtzeit- oder online-Detektion bedeutet die
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Wahrnehmung eines Fluoreszenzsignals wihrend jedem PCR-Zyklus und dessen
Visualisierung auf dem Monitor.

Im Syerreen®— Format wird das Signal am Ende der Elongationsphase gemessen, wenn die
groBBte Menge an doppelstringiger DNA vorliegt. Im sogenannten ,,Hybridisation Probe
Format® wird in der Ubergangsphase zwischen ,,Primer annealing“ und ,Elongation*
detektiert. Dies ist die Temperatur, bei der die Hybridisations-Proben vollstindig gebunden

haben und der Fluoreszenz-Energietransfer (FRET) mit maximaler Effizienz abliuft [133].

Abb. 9: LigtCycler® (Roche)
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Abb. 10: Schemazeichnung des LightCyclers® (Roche)
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2.7.2. Prinzip der quantitativen PCR

Das PCR- Reaktionsprofil ist in 3 Segmente unterteilt:

® in eine frithe ,,Background- Phase®,
® cine exponentielle Wachstumsphase (log- Phase) und

e cine Plateauphase.

Die ,.Background-Phase* dauert, bis ein Signal des PCR-Produktes groBer als das
»Background-Signal*“ des Systems ist. Die exponentielle Wachstumsphase beginnt mit der
Detektion von ausreichend amplifiziertem PCR-Produkt (Akkumulation) oberhalb des
,Background-Signals* und endet mit dem Abfall der Reaktionseffizienz mit Eintritt in die
Plateauphase. Wihrend der Log-Phase kann die Amplifikation durch folgende Gleichung

beschrieben werden [133]:

T, entspricht der Menge von Target (Produkt) bei Zyklus n;
T,= To(E)" T, entspricht der initialen Menge von Target (Produkt) und

E bezeichnet die Effizienz der Amplifikation.

Die maximal mogliche Effizienz der quantitativen PCR ist 2: Jedes PCR-Produkt wurde in
jedem Zyklus repliziert.

Der minimale Wert betrdgt 1: Dies ist mit einer Null-Amplifikation gleichzusetzen ist.

Eine exponentielle Amplifizierung ist nicht immer mit einer quantitativen Analyse
gleichzusetzen. Geringe Unterschiede in der Amplifikationseffizienz konnen zwischen zwei
Proben, die iiber 40 Zyklen vervielfiltigt werden, zu groBen Unterschieden fiihren. Die
Nichtbeachtung dieser Tatsache fiihrt zu der Gefahr von Fehlern - vor allem in Bezug auf
Analyse und Bewertung der Messergebnisse. Die Frage, warum sich die Anwendung der
quantitativen PCR trotzdem weiter entwickelt hat, liegt in der um Groenordnungen hoheren
Sensitivitidt gegeniiber den besten Blotting-Verfahren und einem etwa zehnfach grofleren
dynamischen Messbereich. Die hervorragende Sensitivitit und ihr groler Messbereich haben

die Etablierung einer quantitativen PCR-Methode lohnenswert gemacht.
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Abb. 11: Typische realtime PCR-Graphen bei einer LightCycler®-Anwendung von

Proben bekannter Konzentration in unterschiedlicher Verdiinnung (Roche)

Der PCR- Zyklus, bei dem jede Reaktion sich iiber das Backround-Signal des Systems erhebt,
ist abhidngig von der Menge an Transkriptionsprodukten, die zu Beginn der Reaktion
vorhanden sind. Nach der obigen Gleichung 18t sich folgendes ableiten: Wenn 10® Kopien zu
Beginn der Reaktion vorliegen und die Reaktion eine Effizienz von 1,9 aufweist, wird das
erste spezifische Signal bei Zyklus 8,4 sichtbar werden. Wenn die Reaktion mit 10° Kopien
beginnt, wird das entsprechende Signal bei Zyklus 24,6 (sieche Abb. 11, hellblaue Kurve)
erscheinen. Wenn die Reaktion mit einer einzelnen Kopie ablaufen wiirde miisste fiir ein
spezifisches Signal bis Zyklus 36 gewartet werden. Eine entsprechende Negativkontrolle, z.B.

destilliertes Wasser, sollte nicht iiber das Hintergrundrauschen hinaus sichtbar sein (siehe

Abb. 11, gelbe Kurve).

2.7.3. PCR- Monitoring mit Hybridisationsproben

Das Hybridisationsprobenformat ist fiir Detektion und Quantifizierung von DNA geeignet
und liefert eine maximale Spezifitit fiir die Produktidentifikation. Zusétzlich zu den fiir die
konventionelle PCR-Reaktion bendtigten Komponenten werden zwei speziell synthetisierte,
sequenzspezifische, fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide fiir die Detektion bendtigt. Diese
erlauben einen hochspezifischen Nachweis von Amplifikationsprodukten. Die Spenderprobe
ist am 3’- Ende mit Fluoreszin gekoppelt und absorbiert das von der Licht-Emittierenden-

Diode (LED) des Light Cyclers® ausgestrahlte Licht. Die daneben befindliche
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Empfiangerprobe absorbiert die von der Spenderprobe abgestrahlte Resonanzenergie. Die
Empfingerprobe ist mit einem Fluoreszinfarbstoff, dem LC® Red 640, gekoppelt. Ein
Fluoreszenzsignal der Empfangerprobe wird nur ausgestrahlt, wenn beide Proben an dem
Einzelstrang des Amplifikationsproduktes gebunden haben. Der Prozess des Energietransfers
von einem zum anderen Farbstoff wird Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET)

genannt (Abb.12).

N

Prime Donor Akzentor
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Abb. 12: Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (Roche)

2.7.4. Relative Quantifizierung iiber externe Standards (,,Kinetische PCR*)

Die Idee einer relativen Quantifizierung iiber externe Standards ist einfach, aber mit der
traditionellen ,,Endpunkt-PCR* eine grofle Herausforderung. Um quantitative Informationen
aus vier bis fiinf exponentiellen Zyklen von 40 PCR-Zyklen zu erhalten, werden sehr viele
Versuchsansitze benotigt oder die Versuchsergebnisse sind schon vor dem Experiment
gesichert.

Mit der realtime-PCR kann die exponentielle Phase der Reaktion leicht identifiziert werden:
Mit den Daten iiber die Konzentration des PCR-Produktes (Molekiilzahl) aus jedem Zyklus
kann der Untersucher den exponentiellen Bereich nach Beendigung der PCR sehr einfach

festlegen.
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2.7.5. Standardkurven

Abbildung 11 zeigt eine Standardkurve von Datenpunkten. Diese kann wie folgt interpretiert
werden: Es gilt die Annahme, dass ein einzelner Punkt der Amplifikationskurve immer
dieselbe Menge an PCR-Produkt in jeden Graphen reprisentiert. Dieser Datenpunkt wird mit
dem Begriff ,,Crossing Point“ (CP) belegt. Wenn die Anzahl der Kopien eines PCR-
Produktes am CP als K und die Zykluszahl als CP bezeichnet werden, gilt nach Gleichung
[133]

K= To(E)“* oder linearisiert gilt: LogK=1logTy +(Cp x logE).

Die initiale Konzentration des Standards (To) ist benutzerdefiniert vorgegeben, die
Zykluszahl am CP ist die Messgrofle. Die Umstellung der Gleichung in die Form y=mx+b
ergibt:

CP=-(1/1ogE) x logT, + (logK/logE)

Diese Gleichung beinhaltet den Logarithmus der initialen Templatekopien, die auf der x-
Achse dargestellt sind sowie die Zykluszahl am CP auf der y-Achse.
Der Slope des Graphen ist der negative reziproke Wert des Logarithmus der Effizienz (E)

bzw.
E=-10 1/slope
5 077 = _
E 257 .
=
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Abb. 13: Lineare Regressionsgerade von Verdiinnungsserien
Es gibt keinen einfachen Weg, mit dem die Effizienz einer realtime PCR kontrolliert werden

kann. Es ist aber moglich, die Effizienz von Proben im Bereich der Target-Konzentration

konstant zu halten und eine durchschnittliche Effizienz zweier Proben zu ermitteln.
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Die graphische Darstellung des CP und des Logarithmus der Target-Konzentration von
Verdiinnungsserien der Proben ermdglicht einen Vergleich der durchschnittlichen Effizienz

(siehe Abb. 13).

Fiir die Ermittlung der Verlagerung des Crossing Points (ACP) im Hinblick auf die in dieser

Arbeit durchgefiihrten Analysen wurde die folgende Gleichung verwendet:

ACP = Mittelwert Normalspender (verschiedene 3-fachansitze) — Patient x (3-fachansatz)

Um den Faktor der Expressionverinderung zu ermitteln, wurde entsprechend der

exponentiellen Amplifizierung ACP als Exponent eingesetzt:

Faktor = 2°CF

2.7.6. Realtime Multiplex-PCR

Fiir die Reaktionsansitze wurden der LightCycler® RNA Amplification Kit, das LightCycler®
h-B2M Housekeeping Gene Set (beide Roche, Mannheim) und Primer sowie Sonden von
TIB® MOLBIOL (Berlin) verwendet.

Zur Minimierung von Fehlern wurden Mastermix-Ansitze — entsprechend der Anzahl der zu
messenden Proben - hergestellt, deren einfache Zusammenstellung folgendermallen lautete

(entsprechend Protokoll Roche, Mannheim):

B2-Mikroglobulin-Mix (1x)

7,4 ul Aqua (RNAse frei)
3,2 ul MgCl,

4,0 ul LC-Puffer

2,0 ul Primer-Hybrid

0,4 ul Enzym

17 pl gesamt
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TNFo-Mix Ro052-Mix

6,4 ul Aqua (RNAse frei) 6,4 ul Aqua (RNAse frei)

3,2 ul MgCl, 3,2ul MgCl,

4,0 ul LC-Puffer 4,0 ul LC-Puffer

1,0 ul TNFo-LC 1,0 ul Ro-LC

1,0 ul TNFo-FL 1,0 ul Ro-FL

0,5 ul Primer forward (0,41uM) 0,5 pl Primer forward (50pM/ul)
0,5 ul Primer reverse (0,41uM) 0,5 ul Primer reverse (50pM/ul)
0.4 pl Enzym 0.4 pl Enzym

17 pl gesamt 17 pl gesamt

Folgende Primer sowie Sonden von TIB® MOLBIOL (Berlin) wurden verwendet [61, 134]:

Primer TNFou: hu TNF« sense 5-TTCTCCTTCCTgATCgTggC
hu TNFa antisense  5°- gCgTTTgggAAggTTggAT

Synthesemalstab 0,2 umol; Kondition 127,3 pmol

Primer R052: Ro52F 5- sgCAgCAAAAAAACTTCCTggTTg
Ro52 A 5’- gAgCTgTggCACCTTCgATC

Synthesemalstab 0,02 umol; Kondition 5 nmol

Sonden TNFou: TNFa LC Red 640 57 - CCACTggAgCTgCCCCTCAgCT

TNFo FL Red 640  5°- gCATTggCCCggCggCgeTTC

beide 2,0 uM

Sonden Ro52: Ro52 FLRed 640  57°- gCCTCTTTCTCCCCCAggATTCTCAgC
Ro52LCRed 640  5°- CTCCCTCTCATCCTTCTCCAgCTCCTgC

beide 2,0 uM
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Jeweils 17 ul aus dem entsprechenden Mix wurden in die Glaskapillaren gefiillt und um die
Menge von 20 ng mRNA der Monozyten (siehe 2.5) erginzt. Das System wurde zuvor auf
20 ng mRNA austitriert.

Um einen Anhaltspunkt fiir die Genauigkeit der Ergebnisse zu haben, wurden zum einen
Dreifach-Ansitze angestrebt, zum anderen wurden die Titrationen 1:10° bis 1:10° von Proben
mit bekanntem RNA-Gehalt (Roche, Mannheim) zum Vergleich mitlaufen gelassen. Nach der
Funktionsiiberpriifung des LightCyclers® im sogenannten Self-Test wurden neben der
Definition der Proben und Farbausgabe die folgenden Einstellungen (laut Protokoll Roche,

Mannheim):fiir die PCR vorgenommen (Tab. 7 bis 9):

Tab. 7: P2-Mikroglobulin

Zyklen | Zieltemperatur | Inkubationszeit | Temperatur-Transitions-
in °C in min:sec Rate in °C / sec
Reverse
Transkription: 1 56 20:00 20,00
mRNA =>cDNA
Denaturierung 1 95 00:30 20,00
Amplifikation:
Strangaufweitung 45 95 00:01 20,00
Primerbindung 59 00:15 20,00
Elongation 72 00:15 02,00
Inaktivierung: 1 40 01:00 20,00
Tab. 8: TNFa
Zyklen | Zieltemperatur | Inkubationszeit | Temperatur-Transitions-
in °C in min:sec Rate in °C / sec
Reverse
Transkription : 1 56 17:00 20,00
mRNA =>cDNA
Denaturierung: 1 95 00:30 20,00
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Zyklen | Zieltemperatur | Inkubationszeit | Temperatur-Transitions-
in °C in min:sec Rate in °C/ sec
Amplifikation:
Strangaufweitung 45 95 00:01 20,00
Primerbindung 59 00:20 20,00
Elongation 72 00:20 2,00
Inaktivierung: 1 40 01:00 20,00
Tab. 9: Ro 52
Zyklen | Zieltemperatur | Inkubationszeit | Temperatur-Transitions-
in °C in min:sec Rate in °C / sec
Reverse
Transkription: 1 56 17:00 20,00
mRNA =>cDNA
Denaturierung: 1 95 00:30 20,00
Amplifikation:
Strangaufweitung 45 95 00:01 20,00
Primerbindung 59 00:24 20,00
Elongation 72 00:25 02,00
Inaktivierung: 1 40 01:00 20,00

2.8. Immunometrischer Assay fiir Tumornekrosefaktor alpha (TNF),

Interleukin 1 beta, Interleukin 6, Interleukin 8 und Interleukin 10

Im Blutplasma von Spendern mit primédrem Sjogren-Syndrom und gesunden Kontrollspendern
wurden in vitro quantitativ Tumornekrosefaktor alpha (TNFa), Interleukin 1 betall (IL-18),
Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 8 (IL-8) und Interleukin 10 (IL-10) bestimmt (Immulite®,

sequentieller immunometrischer Assay, DPC-Biermann GmbH, Bad Nauheim).

51




Wichtig fiir die Analyse war es, dass keine (Fibrin)-Gerinnsel in den Serumproben vorliegen,
da diese zu fehlerhaften Analyseergebnissen fiihren. AuBlerdem durfte eine Lagerzeit des

Probenmaterials (Plasma) von sechs Monaten bei — 20 °C nicht iiberschritten werden.

2.8.1. Immunometrischer Assay fiir Tumornekrosefaktor alpha (TNFa)

Jedes TNFa-Testrohrchen enthielt eine mit monoklonalem anti-TNFo Antikorper
beschichtete Kugel aus Polystyrol, die vor Beginn der Inkubation auf Raumtemperatur
gebracht wurde. Der zugesetzte TNFa-Assay-Mix bestand aus mit alkalischer Phosphatase
(Rinderkalbsdarm) konjugiertem polyklonalem anti-TNFo (Hase) in Pufferlosung,
lyophilisiertem TNFa in einer nichthumanen Serum-Puffermatrix und destilliertem Wasser.
Es wurde solange durchmischt, bis das lyophilisierte Material vollstindig aufgelost war.

Die Probentriager wurden mit jeweils 100 ul Plasma sowie 250 ul TNFo-Assay-Mix befiillt.
Ebenso wurden zur Qualitdtskontrolle Poolseren mit IL-1B eingesetzt. Die anschlieBende
Inkubation erfolgte iiber 60 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur. Die Ergebnisse
wurden vom Test-Geriit Immulite® (Immulite® Random Access Analyzer DPC-Biermann

GmbH, Bad Nauheim) in Pikogramm je Milliliter ausgegeben [135].

2.8.2. Immunometrische Assays fiir IL-1p, IL-6, IL-8 und IL-10

Die weiteren Messungen fiir IL-8, IL-6, IL-8 und IL-10 erfolgten analog zum Assay fiir
TNFa; jedoch gab es Unterschiede sowohl in der Zusammensetzung als auch in der Menge
der entsprechenden Ausgangsreagentien (Immulite® DPC-Biermann GmbH, Bad Nauheim)

sowie bei den notwendigen Inkubationszeiten. Diese sahen im einzelnen folgendermallen aus:

Interleukin-1 beta: - IL-1f-Testréhrchen, enthilt mit monoklonalem
Anti-IL-1B-Mausantikorper beschichtete Kugel
- 75 ul Serum
- 100 ul IL-1pB-Assay-Mix aus mit alkalischer Phosphatase
(Rinderkalbsdarm) konjugiertem polyklonalem anti-IL-1f (Hase)
in Pufferldsung, lyophilisiertem IL-6 in einer nichthumanen

Serum-Puffermatrix und destilliertem Wasser + Inkubation: 60 min
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Analog waren die iibrigen Ausgangsreagentien fiir IL-6, IL-8 und IL-10 zusammengesetzt.
Diese waren jeweils mit dem entsprechenden monoklonalen Anti-Interleukin-Antikorper
versehen. Die Inkubationszeiten waren mit 2x 30 Minuten (IL-6), 1x 30 Minuten (IL-8) und

1x 60 Minuten (IL-10) verschieden lang.

2.8. Polymorphismusanalyse der Promotorregion
des TNFo-Gens auf DNA-Ebene

Die Analyse von Polymorphismen der Promotorregion, Positionen — 238 und — 308, des
TNFo-Gens auf DNA-Ebene wurde in Kooperation mit der Abteilung fiir Molekularbiologie
am Institut fiir Humangenetik der Charite, Campus Virchow Klinikum, durchgefiihrt.

Folgende Techniken wurde zur Polymorphismusanalyse eingesetzt:

Priparation von DNA aus Vollblut
Polymerasekettenreaktion (PCR)

1

2

3. Agarosegel-Elektrophorese
4 Enzymatische Aufreinigung
5

Sequenzierung

2.9.1. Priparation von DNA aus Vollblut

Fiir die Extraktion von DNA wurde der QIAamp® DNA Blood Maxi Kit (Quiagen GmbH,
Hilden) verwendet. Die Extraktion erfolgte aus 10 ml heparinisiertem Vollblut.

Zunichst wurden 500 pl Protease und das Blut in ein 50 ml Falcon-Tube (Greiner GmbH,
Frickenhausen) gegeben und kurz gemixt. Dann wurden 12 ml Buffer AL hinzugeben,
dreimal fiir zirka fiinf Sekunden gevortext und zehn Minuten bei 70 °C inkubiert.

Jetzt wurden 10 ml 98-prozentiges Ethanol (Merck, Darmstadt) dazugegeben, verwirbelt und
anschlieBend vorsichtig die Hilfte auf die Membran einer QIAamp Maxi column gegeben. Es
erfolgte die Zentrifugation fiir drei Minuten bei 3000 rpm. Nach Verwerfung des Filtrats und
Uberfithrung des QIAamp Maxi column - Einsatzes in ein neues 50 ml Falcon-Tube, wurde
mit der zweiten Hilfte analog verfahren und der Einsatz wiederum in ein frisches 50 ml

Falcon-Tube tiberfiihrt.
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Nun wurden 5 ml Buffer AW1 — ohne den Rand zu befeuchten — hinzugegeben und fiir eine
Minute bei 5000 rpm zentrifugiert. Im zweiten Waschschritt wurden 5 ml Buffer AW2
dazugegeben und fiir 15 Minuten bei 5000 rpm zentrifugiert sowie der Einsatz in ein neues
50 ml Falcon-Tube tiberfiihrt.

Fiir die abschlieende Elution wurde 1 ml Buffer AE direkt auf die Membran gegeben und fiir
fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der fiinfminiitigen Zentrifugation bei
5000 rpm wurde erneut 1 ml Buffer AE auf die Membran gegeben und analog inkubiert sowie
zentrifugiert. Die Menge an Elutionspuffer AE kann halbiert oder auch verdoppelt werden; je
nach dem, ob man einen gré3eren oder kleineren Gehalt an DNA pro Mikroliter wiinscht. Auf
den Gesamtgehalt an DNA hat diese Variation keinen Einflu. Die Konzentration und die

Reinheit wurden danach photometrisch tiberpriift (sieche Abschnitt 2.6.).

2.9.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion ist eine in vitro Methode, um einen definierten Bereich der
DNA innerhalb kiirzester Zeit millionenfach zu amplifizieren. Mehr zum Thema PCR unter

2.7. (Erklirung der LC-Technologie). Eine Ubersicht liefert die Abbildung 14:
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(1) Schmelzen bei 96 °C. (2) Anlagerung bei 68 °C.

(3) Verlidngerung bei 72 °C (P = Polymerase). (4) Der erste Zyklus ist beendet

Abb. 14: Schema der Polymerasekettenreaktion (Magnus Manske, Diplombiologe, K6ln)

Folgender Ansatz wurde verwendet:

3,0 ul 10x PCR- Puffer 0,3 ul dNTP’s / 10 mM
0,3 ul 50 pmol / ul Forward-Primer 0,2 ul Amplitaq
0,3 ul 50 pmol / ul Reverse-Primer 22,0 ul  Aquadest

Folgende Primer-Sequenzen wurden verwendet (MWG Biotech AG, Ebersberg):

Primer TNFa-Forward: ctcteectcaaggactcage

Primer TNFa-Reverse: aaccagcggaaaacttcctt
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Nach der PCR lagen die amplifizierten Abschnitte noch verunreinigt mit Primern und anderen
Ausgangsstoffen der Reaktion vor. Das entstandene Produkt wurde deswegen im zweiten

Schritt enzymatisch aufgereinigt.

2.9.3. Agarosegel-Elektrophorese

Zur Kontrolle der PCR-Produkte wurde eine Agarosegel-Elektrophorese durchgefiihrt. Hierzu
wurden zweiprozentige Agarosegele mit TBE-Puffer (90 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA, Roth,
Karlsruhe) verwendet. Die Agarose-Gel-Elektrophorese ist die einfachste und effektivste
Methode, DNA-Fragmente von 500 bis 25.000 Basen Linge voneinander zu trennen und zu
identifizieren.

Das Prinzip der Agaroegel-Elektrophorese ist folgendes: Man 16st Agarose in
Elektrophoresepuffer durch Erhitzen und giefit daraus mit Hilfe eines Kammes ein Gel. Die
Kammzinken bilden nach dem Gelieren Taschen, in welche die DNA-L6sung pipettiert wird.
Darauthin wird dieser dreidimensionalen Gelmatrix eine Spannung angelegt. Durch die
Ladungseigenschaften der DNA (DNA ist negativ geladen) wandert diese im elektrischen
Feld vom Minus-Pol zum Plus-Pol und trennt sich der GroBe nach auf, da die Gelmatrix die
Molekiile je nach GroBe unterschiedlich bremst. Kleine Molekiile wandern schneller durch
das Gel, sehr groBe dagegen bewegen sich nur sehr langsam von minus nach plus. Ist die
DNA ausreichend weit gewandert, so fiarbt man das Gel und betrachtet es unter UV-Licht.
Zum Vorbereiten der Proben und Beladen des Gels werden auf einem Streifen Parafilm
viermal 3 ul Proben-Puffer vorgelegt und danach die gleiche Menge der Probe zugegeben.
Mit der Pipette wird nun vorsichtig vermischt (durch Auf- sowie Absaugen) und dann
langsam in die Taschen pipettiert. Jeweils rechts und links von den vier Proben werden 2 pl
DNA-GroBenmarker mitlaufen gelassen. Mit hochauflosenden DNA-Gelen lassen sich
Sequenzen voneinander trennen, die sich lediglich um nur ein Nukleotid unterscheiden. Daher
146t sich die Sequenz, ausgehend von dem kleinsten Fragment - der Bande, die am weitesten
gelaufen ist - durch Vergleiche der vier parallelen Bahnen miteinander ermitteln, indem man
der Reihenfolge nach die Banden von klein nach grof3 durchnummeriert und den Nukleotiden

zuordnet. Nachfolgend eine schematische Darstellung einer Gelelektrophorese:
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Das Agarosegel mit 3 Slots (S).
Einspritzen von DNA-Leiter in den ersten Slot.

DNA-Leiter ist aufgetragen. Proben 2 und 3 werden aufgetragen.

e

Eine Spannung wird angelegt. Die DNA wandert zur positiv geladenen Anode, weil sie
negativ geladen ist (Phosphatreste im "Riickgrat" der DNA).

5. Kleine DNA-Fragmente wandern schnell, grofle langsam durch das Gel. Die DNA ist
wihrenddessen normalerweise nicht sichtbar. Daher wird der Fortschritt an der Farbfront
abgelesen, die sich mit einem DNA-Fragmente bestimmter Linge auf gleicher Hohe durch das
Gel bewegt (je nach Farbstoff und Agarose-Konzentration unterschiedlich).

6. Anhand der Farbfront wird abgeschitzt, wann die Elektrophorese beendet und

ausgewertet wird.

Abb. 15: Schematische Darstellung einer Gelelektrophorese

In einem althergebrachten Gel mit radioaktiver Markierung wiirden die Banden nicht sichtbar
sein. Heutzutage wird die Markierungsreaktion allerdings nicht mehr radioaktiv (wie frither
iiblich), sondern mit Hilfe von fluoreszierenden Farben durchgefiihrt. Jedes dNTP erscheint
dabei in einer anderen, fiir sich charakteristischen Farbe. Diese Methode bringt zwei grofie

Vorteile mit sich:
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1. Vermeidung einer Exposition mit radioaktiven Strahlung
2. Die vormals vier separat durchgefiihrten Sequenzierreaktionen mit anschlieBender

Gelelektorphorese reduzieren sich auf ein Reagenzglas und eine Gelbahn.

Entsprechend konnen Sequenzierroboter zur gleichen Zeit 96 Sequenzierungsreaktionen

durchfiihren.

2.94. Enzymatische Aufreinigung der PCR-Produkte

Nun wurde die enzymatische Aufreinigung durchgefiihrt, um insbesondere die noch
vorhandenen Primer — welche die Sequenzierung beeinflussen konnten — aus dem PCR-

Produkt zu entfernen. Dazu wurde folgender Versuchsansatz verwendet:

x1
0,50 ul 10x Exo I Puffer [Exo I/Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP)]
0,05 pl 10 U/ pl Exo I Enzym
0,50 pl 1 U/ul SAP
3,50 ul Aqua dest.
0,45 pl Dephosphorylationspuffer
5,00 pl

Zu diesem Ansatz wurden nun jeweils 5 pl des PCR-Produkts gegeben und fiir 45 Minuten

bei 37 °C sowie fiir weitere 15 Minuten bei 80 °C inkubiert.

2.9.5. Sequenzierung

Es wurde eine DNA-Sequenzierung nach der Methode von Sanger durchgefiihrt [136]. Die
Sequenzierungsreaktion wurde mit Big dye Terminatoren (Applied Biosystems, Weiterstadt)
durchgefiihrt. Die Auftrennung der Produkte der Sequenzier-Reaktion wurden mit einem
Mikrokapillargerdt, dem DNA-Sequenzierer ABI 3100 (Applied Biosystems, Weiterstadt),

aufgetrennt.
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Hier wurde folgender Reaktionsansatz (10 ul) verwendet:

2,0 ul  Big dye mix

1,0l Primer (5 uM)

3,0ul  Aquadest

4,0 ul  Aufgereinigte PCR-Produkte (aus 2.9.4.)

Bei der enzymatischen Sequenzierung wird die zu sequenzierende DNA in einer

Synthesereaktion vervielfaltigt.

Die Methode spaltet sich in zwei Teilschritte auf:

- Markierungsreaktion zum  Erstellen einer  markierten  Ausgangsprobe

- Terminationsreaktion in der die Synthese der aus der ersten

Reaktion hervorgegangenen Teilstiicke beendet wird.

Bei der Markierungsreaktion wird anhand einer DNA-Sequenz als Matrize in einem
Reaktionsansatz mit einem Primer, einem Puffer, DNA-Polymerase, den drei Nucleotiden
dTTP, dCTP, dGTP und einem *S-Schwefel-markierten dATP ein kurzes Stiick neue
(komplementidre) DNA synthetisiert. Der *S-Schwefel ist ein radioaktives Isotop und dient
spater als Nachweis der jeweiligen synthetisierten Fragmente iiber eine Autoradiographie.
Der Markierungsansatz wird anschlieend auf vier getrennte neue Reaktionsansitze fiir die
Terminationsreaktion aufgeteilt, die zusitzlich zu den oben genannten Komponenten noch
eine andere Art von Nucleotiden enthilt. Dieser Art von Nucleotiden (Didesoxyribonucleosid-
Triphosphate) fehlt eine essentielle Gruppe, dadurch kann das Verkniipfen mit anderen
hinzukommenden Nucleotiden nicht stattfinden. In getrennten Reaktionsansétzen wird jeweils
eine dieser Nucleotidarten (ddATP, ddGTP, ddCTP oder ddTTP, zusammen als ddNTPs
bezeichnet) zusitzlich eingesetzt und konkurriert mit seinem normalen Gegenstiick.
Wird ein solches "modifiziertes" Nucleotid in die neue Sequenz eingebaut, kommt es hier zu
einem Kettenabbruch, da es das Anfiigen des nichsten Nucleotids verhindert. Die
Verhiltnisse der ANTPs zu ddNTPs (normalerweise 1- 4% ddNTP's) sind so gewihlt, dass die
markierten Stringe bis zu mehreren hundert Basen lang sind. Dabei endet jeder neue DNA-
Strang an einem zufillig ausgewihlten A, C, T oder G. Es entstehen unterschiedlich lange

Fragmente.
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Die Auswertung erfolgte iiber die Software Chromas Version 2.24 (Technelysium Pty Ltd.,
Tewantin, Australien). Man erhielt an der Position, an welcher der Polymorphismus vermutet
wurde, entweder das Buchstabenkiirzel fiir die jeweilige Base (homozygot) oder den
Buchstaben N, wenn zwei verschiedene Basen existierten (hetereozygot). Um welche Basen
es sich handelte, konnte man anhand der Farbe und der Hohe der Amplitude bestimmen (siehe

Abbildung 16).

B¥ chromas - 050702C_A1Z_ Forward_D85.ab1 - 10| x|
File Edt Options Help
= i1 Pl | o Ll :
Cpen | Save | Export| Prnt | Find | Hext | | | [ |SE|IIIP1E. 89 |
328 338 348 358 368

"GCATTCAAATTCAGGCCATCACTGTCAAGGCTCTGGGTCAGTGTEGTGETELE!

th W, Jﬂ I\ m 1 Auhxuuhld_a i

Abb. 16: Sequenzdarstellung durch die Chromas-Software (Technelysium Pty Ltd., Australien)

Nachfolgend die Sequenz fiir das TNFo-Gen mit Promotorregion [137]:

61
121
181
241
301
361
421

aaacacaggc
ggactcagct
ggaagttaga
ttgaggggca
ccagaagacc
tgcttgtgtg
gaaggtgcag
agtwttccgce

ctcaggactc
ttctgaagce
aggaaacaga
tggggacggg
cccctcggaa
tccccaactt
ggcccactac

tggttgaatg

aacacagctt
cctcccagtt
ccacagacct
gttcagcctc
tcggagcagg
tccaaatccc
cgcttcctcc

attctttccc

60

ttccctceccaa
ctagttctat
ggtccccaaa
cagggtccta
gaggatgggg
cgcccccgcg
agatgagctc

cgccctecte

cccegtttte
ctttttcctg
agaaatggag
cacacaaatc
agtgtgaggg
atggagaaga
atgggtttct

tcgcece

tctccctcaa
catcctgtct
gcaataggtt
agtcagtggc
gtatccttga
aaccgagaca

ccaccaagga



3. Ergebnisse

3.1. Verwendbarkeit der Proben von Spendern mit primérem

Sjogren-Syndrom und der Proben der Kontrollspender

Insgesamt wurden 79 Blutproben aufgearbeitet, davon 51 Proben von Patienten mit priméirem
Sjogren-Syndrom und 28 Proben von Kontrollspendern (siehe 2.1.).

Von 51 Patientenproben waren 35 Proben verwertbar zur mRNA-Priparation und weitere
29 Proben zur Weiterbearbeitung (PCR) am LightCycler®.

Weiterhin waren von 28 Kontrollproben 21 Proben verwertbar zur mRNA-Préparation und
weitere 17 Proben zur Bearbeitung (PCR) am LightCycler®.

Der EinfluB von Medikamenten konnte weitgehend ausgeschaltet werden, da nur eine
medikamentds beeinflusste Probe (Patient zuvor mit 5mg Prednisolon und 200mg Celebrex®
behandelt) analysiert wurde. Alle anderen Patientenproben, bei denen zuvor eine Behandlung
stattfand, fielen aufgrund von Problemen bei der Reinheit (erste Proben) oder anderer

technischer Probleme aus der Analyse heraus.

3.2. Optimierung der Anreicherung von Monozyten

Eine groBe Reinheit beziiglich Monozyten wurde durch die Aufgabenstellung gefordert. Die
Ergebnisse der FACS-Analyse zur Uberpriifung der Reinheit der Zellen in Bezug auf

Monozyten zeigte folgende Ergebnisse:

1. Die Reinheit der Proben nach Anwendung des ,,Monocyte Isolation Kits* (Miltenyi
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) nach einem Durchlauf durch die MACS® Column
LS brachte nicht zufriedenstellende Werte beziiglich der Monozytenfraktion zwischen
25 und 39 %, wobei insbesondere die Fraktion der ebenfalls kernhaltigen
Granulozyten mit Frequenzen zwischen 22 und 38 % deutlich zu hoch lag. Zunéchst
wurde iiberpriift, ob die Kontamination durch eine andere Handhabung in den Griff zu
bekommen ist. Das Ergebnis war weiterhin eine unzureichende Reinheit (siehe

Abb. 17):
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Abb. 17: DurchfluBzytometrische Analyse von Monozyten am FACS® I

Apoptotische Zellen werden durch das Setzen der Regionen R1 (Streulichteigenschaft) und
R2 (Propidiumiodidaufnahme) diskriminiert. Das jeweils dritte Bild zeigt die lebenden Zellen,
die sich in R1 und auBerdem nicht in R2 befinden. Fluoreszenz 1 zeigt die Expression von CD14
und Fluoreszenz 2 die Expression von CD45. Die Monozyten befinden sich im oberen rechten
Quadranten des Punktdiagramms. FACS-Kontrolle nach Einsatz des monocyte isolation kit (Miltenyi

Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) mit starker Granulozytenverunreinigung.

2. Erst nach Anwendung des Monocyte Isolation Kit und zusitzlicher Inkubation mit
20 pl CD15 MicroBeads / 10" Zellen (beide Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach) wurden Reinheiten der Monozytenfraktion zwischen 87 und 96 % mit
deutlich weniger Kontamination durch Granulozyten (CD15 MicroBeads depletieren
u.a. Granulozyten) gesehen, die nur noch zwischen zwei und sieben Prozent lagen

(sieche Abb. 18):
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Abb. 18: DurchfluBzytometrische Analyse von Monozyten am FACS® II
FACS-Kontrolle nach Einsatz des monocyte isolation kit sowie zusdtzlicher Markierung mit CD15

MicroBeads (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) und minimierter Leukozytenverunreinigung
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Diese Ergebnisse hatten zur Folge, dass fiir die Monozytengewinnung aus peripherem Blut
zum einen nur noch die Kombination des Monocyte Isolation Kits mit den CD15 MicroBeads
verwendet wurde. Aulerdem wurden isolierte Zellen, deren Reinheit 85 % beziiglich der
Monozytenfraktion unterschritten, nicht fiir die der mRNA-Pridparation und der sich daran

anschlieBenden PCR weiterverwendet.

3.3. Quantitit und Qualitit der mRNA-Priiperation

Neben der Ermittlung der Konzentration der Proben an mRNA nach der Priparation,
entschied die photometrische Analyse auch iiber die Weiterverwendung fiir die nachfolgende
PCR am LightCycler®.

Von 35 Sjogren-Proben, die sich zur mRNA-Priparation laut FACS-Analyse eigneten, waren
29 Proben zur Weiterbearbeitung am LightCycler® zu verwerten. Die Proben wiesen einen
Gehalt an mRNA zwischen 1,6 und 10,4 ng/ul auf. Die mRNA lag in jeweils 72 bis 92 ul
Elutionspuffer vor. Von den 21 Kontrollproben (fiinf verschiedene Spender), die sich zur
mRNA-Priparation laut FACS-Analyse eigneten, waren 17 Proben zur Weiterbearbeitung am
LightCycler® zu verwerten. Die Proben wiesen einen Gehalt an mRNA zwischen 2,0 und 10,4
ng/ul auf und lagen ebenfalls in jeweils 72 bis 92 ul Elutionspuffer vor. Somit waren von
anfanglich insgesamt 79 aufgearbeiteten Blutproben 46 mRNA-Proben zur Weiterbearbeitung
am LightCycler® einsetzbar, also rund 60 Prozent. Durch Titrationen wurde die Menge der
einzusetzenden mRNA festgelegt. Dabei war darauf zu achten, dass die einzusetzende Menge
an mRNA moglichst gering ausfillt, da Dreifachansitze fiir alle Bestimmungen angestrebt
wurden und im Regelfall nur recht geringe Gesamtmengen vorlagen.. Eine Menge von 20 ng
mRNA erwies sich dabei als noch gut amplifizierbar und wurde deswegen standardmifBig

eingesetzt.

3.4. Ergebnis der Polymerasekettenreaktion mittels

LightCycler® -Technologie
Aufgrund von technischen Problemen bei der LightCycler®—Techn010gie — wie spiter in den
Auswertungen ersichtlich sein wird (3.4.2. bis 3.4.6.) — konnten nicht alle Proben fiir jede

Analyse (Haushaltsgen, Ro52 und TNF) eingesetzt werden.
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Die Probleme waren dahingehend charakterisiert, dass einerseits geridtetechnische Probleme
vorlagen. Dies konnte anhand eines gezackelten Kurvenverlaufs festgestellt werden.
Andererseits gab es Probleme bei der Amplifikation selbst, sodass keine verldssliche
Auswertung der Daten moglich war.

Nur ein sigmoidaler Verlauf, wie er in Abbildung 19 gezeigt ist, stellte zusammen mit dem
Kurvenverlauf der industriell gefertigten Standards und der Negativkontrolle in Form von
destilliertem Wasser einen Garanten fiir eine fehlerfreie Analyse dar und zeigte damit auch

eine sichere quantitative Aussage fiir die gemessenen Parameter.
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Abb. 19: Typischer sigmoidaler Kurvenverlauf, Lauf fiir 2-Mikroglobulin (Haushaltsgen)

3.4.1. Analyse der Haushaltsgene

Um zu testen, ob es fiir alle Proben ein Haushaltsgen gibt, das nur geringste
Expressionsunterschiede aufweist, wurden zunichst drei Haushaltsgene (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase, Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, Beta2-Mikroglobulin) mit
Hilfe der Light-Cycler®-Technologie an monozytirer nRNA getestet.
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Dabei erwies sich einzig B2-Mikroglobulin als geeignetes Haushaltsgen. Hier lagen die
Abweichungen nur im Bereich von ca. +/- 1,5 Crossing Points. Dabei entsprechen 3,33

Crossing Points einem Faktor 10 (=> 233

, exponentielle Amplifizierung) beziiglich Gehalt
bzw. Expression Die Abweichung der Expression fiir das Haushaltsgen p2-Mikroglobulin
liegt also nur bei einem Faktor von ca. /- 2,8 (=> 21’5). Diese Konstanz stellt letztlich auch
einen Beleg fiir eine saubere methodische Arbeit dar. Das bedeutet, dass immer mit einer

konstant gleichbleibenden mRNA-Konzentration gearbeitet wurde.

Expression von B2-Mikroglobulin ( = Haushaltsgen ) auf mRNA-Ebene von Monozyten
Normalspender ( grau ) versus Patienten mit S jogren-S yndrom ( schwarz )

20,00
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L T L T kil bs.
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Probennummer

Abb. 20: Mittelwerte und Standardabweichungen der Liufe fiir f2-Mikroglobulin;
Normalspender grau, Spender mit primirem Sjogren-Syndrom schwarz;

Mittelwert aller als gepunktete Linie

3.4.2. Auswertung der PCR fiir die Bestimmung der Expression

von monozytiarer Ro52- und TNFa -mRNA

Es kann bei jeder neuen Messung geringe Schwankungen beziiglich der Amplifikation geben,
die einerseits technisch bedingt sind und andererseits auf minimale Unterschiede bei der

Zusammenstellung der Reaktionsansitze zuriickzufiihren sind.
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Zur genaueren Analyse der Expressionsniveaus fiir Ro52 wurden deswegen fiinf
Dreifachansitze von fiinf unterschiedlichen Normalspendern gemittelt. Fiir TNFa waren es

ebenfalls fiinf verschiedene Normalspender (jeweils Dreifachansitze).

3.4.3. Expression von Ro52-mRNA in Monozyten von

Patienten mit primirem Sjogren-Syndrom

In Monozyten von Patienten mit primidrem Sjogren-Syndrom zeigte sich im Mittel ein hoheres
Expressionsniveau von Ro52-mRNA als in den Monozyten der Normalspender. Das bedeutet,
dass der sigmoidale Kurvenverlauf frither sichtbar wird und die entsprechenden Crossing
Points einen kleineren Wert annehmen. Dies war bei 14 der 28 Patientenproben der Fall.
Sieben dieser Proben wiesen eine bis zu zehnfach erhohte Expression auf, weitere sechs
Proben eine bis zu 47-fach erhohte und eine Probe sogar eine 129-fach erhdhte Expression
(Probe 6).

Dariiberhinaus gibt es 14 Proben von Patienten mit Sjogren-Syndrom, die im gleichen Niveau
wie die Normalspender lagen (gepunkteter Bereich, Standardabweichung von fiinf
Dreifachansitzen unterschiedlicher Normalspender).

Im Mittel zeigten die Proben von Patienten mit primdrem Sjogren-Syndrom eine ca. 11-fach
hohere Expression fiir Ro52-mRNA gegeniiber dem Mittel der Normalspender (siehe
Abb.21).

Die Unterschiede sind jedoch nicht von statistischer Signifikanz (Mann-Whitney-

nichtparametrischer Test: p = 0,078; n = 29 [24 Sjogren-Patienten, 5 Normalspender]).
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Expression von Ro52 (Faktor zu Normalspendern)
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Proben von Patientin mit Sjogren Syndrom

Abb. 21: Ro52-Expression auf mRNA-Ebene von Monozyten von Patienten mit primérem
Sjogren-Syndrom; dargestellt ist der Faktor im Verhiltnis zum Mittelwert der
Normalspender; der gepunktete Bereich kennzeichnet die zweifache

Standardabweichung zum Mittelwert der Normalspender

3.4.4. Expression von Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFq) in

Monozyten von Patienten mit priméirem Sjogren-Syndrom

In Monozyten von Patienten mit primidrem Sjogren-Syndrom zeigte sich im Mittel ein
niedrigeres Expressionsniveau von TNFa-mRNA als in den Monozyten der Normalspender.
Hier wurde der sigmoidale Kurvenverlauf entsprechend spiter sichtbar und die Crossing
Points nahmen im Mittel einen groferen Wert. Dies betrifft mit 11 der 32 Patientenproben
etwa 34 %. Fiinf Proben (siehe Abb. 22) wiesen eine bis zu siebenfach erniedrigte Expression
auf; weitere sechs Proben eine bis zu 36-fach erniedrigte und eine Probe eine etwa 64-fach
erniedrigte TNFa-mRNA-Expression. Dariiberhinaus gibt es 16 Proben (50%) von Patienten
mit primidrem Sjogren-Syndrom, die im gleichen Niveau wie die Normalspender liegen

(gepunkteter Bereich, zweifache Standardabweichung von fiinf Dreifachansitzen der
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Normalspender). Bei nur einer Patientenprobe war die Expression von TNFa leicht erhoht
gegeniiber dem Mittel der Normalspender (3%).

Damit zeigten die Proben von Patienten mit primdrem Sjogren-Syndrom im Mittel eine ca.
achtfach niedrigere Expression von TNFa-mRNA gegeniiber dem Mittel der Normalspender.
Die Unterschiede sind jedoch nicht von statistischer Signifikanz (Mann-Whitney-

nichtparametrischer Test: p = 0,078; n = 29 [24 Sjogren-Patienten, 5 Normalspender]).
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Abb. 22: TNFa-Expression auf mRNA-Ebene von Monozyten von Patienten mit priméirem
Sjogren-Syndrom; dargestellt ist der Faktor im Verhiltnis zum Mittelwert der
Normalspender der gepunktete Bereich kennzeichnet die zweifache

Standardabweichung zum Mittelwert der Normalspender

3.4.5. Vergleich des Expressionsverhaltens von Ro52 zu TNFa

Die  Gegeniiberstellung der Expressionsniveaus von Ro052- und TNFo-mRNA von

Monozyten von Patienten mit primirem Sjogren-Syndrom zeigt Tabelle 10:
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Tab. 10:

Gegeniiberstellung der Expressionsniveaus von Ro52- und TNFo-mRNA

von Monozyten von Patienten mit priméirem Sjogren-Syndrom

4 Verinderung vorliegend, wenn sich der Faktor zum Mittelwert der

Normalspender um mehr als 2 Standardabweichungen unterscheidet

Probe Ro52-mRNA | Veridnderung® zum | TNFo-mRNA Verinderung®
(Faktor zu Mittelwert der (Faktor zu zum Mittelwert
Mittelwert der Normalspender Mittelwert der der
Normalspender) Normalspender) | Normalspender

S17 6,3 1 2,0 —

S21 15,3 1 -33,1 !

S22 129,3 1 1,4 —

S24 15,8 1 -1,2 —

S25 25,5 1 -2,6 —

S30 2,3 — 2,1 —

S31 -2,7 — 4,4 1

S32 -1,2 — 2,9 —

S33 1,4 — -6,2 l

S34 2,5 — -6,8 !

S35 6,6 1 -6,4 !

S36 46,6 1 -1.4 —

S37 1,9 — -36,4 l

S38 7,6 1 -4.4 l

S39 3.9 1 -7,0 l

S40 1,7 — -22.,8 !

S41 14,7 1 -4,6 !

S42 3,2 — -18,4 l

S43 -1,3 — -26,4 l

S44 2,3 — -11,4 l

S46 11,9 1 -4,8 !

S47 2,1 — -2,6 —

S48 1,4 — -1,9 —

S49 5,7 1 2,7 —
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Ist Ro52 erhoht (12 von 24), dann ist in keiner der Proben parallel auch TNFa erhoht.

Dieses liegt entweder im Niveau der Normalspender (6 von 24) oder ist geringer

exprimiert (6 von 24).

Liegt Ro52 im Bereich der Normalspender (12 von 24), dann ist TNFo in nur einer

der Proben parallel erhoht und zumeist erniedrigt (7 von 24) oder liegt im Niveau der

Normalspender (4 von 24).

Es besteht keine signifikante Korrelation zwischen der Expression der Ro52-mRNA und

TNFo-mRNA in Monozyten (Spearman-Regressionsanalyse: rs=0,04; p=0,08; n=28).

3.5.

TNF-alpha-mRNA

(crossing points)

35+
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17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0

Ro52-mRNA (crossing points)

Abb. 23: Crossing points Ro52-mRNA versus TNFo-mRNA

Ergebnis der immunometrischen Assays —

Blutplasmaanalyse der Zytokine

Zur Analyse der Plasmakonzentrationen von Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFa) sowie der

Interleukine IL-1 beta, IL-6, I1-8 und IL-10 von Patienten mit primdrem Sjogren-Syndrom,

wurden 16 Plasmaproben eingesetzt. Zwei der Proben waren Kontrollspendern aus der

Arbeitsgruppe (Proben 1 und 2) zuzuordnen; 14 Proben Patienten mit primidrem Sjogren-

Syndrom. Zu beachten war, dass alle Proben — aufgrund der Gewinnung im Rahmen der

Ficollaufreinigung - 1:2 mit PBS verdiinnt zur Analyse vorlagen.
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Tab. 11: TNFa-Konzentration im Plasma von Patienten mit primarem Sjogren-Syndrom und

Normalspendern (Proben 1 und 2); Werte in pg/ml, Seren 1:2 mit PBS verdiinnt

Probe TNFa IL-18 IL-6 IL-8 IL-10
1 258 <5 <2 <5 <5
2 659 <5 <2 <5 <5
3 > 1000 <5 <2 <5 <5
4 > 1000 <5 2,5 <5 <5
5 > 1000 <5 <2 <5 <5
6 > 1000 <5 <2 <5 <5
7 > 1000 <5 3,2 <5 <5
8 > 1000 <5 <2 <5 <5
9 4,5 <5 <2 <5 <5
10 > 1000 <5 <2 <5 <5
11 4,3 <5 <2 <5 <5
12 524 <5 <2 <5 <5
13 889 <5 <2 <5 <5
14 4,7 <5 <2 <5 <5
15 754 <5 <2 <5 <5
16 > 1000 <5 <2 <5 <5

Die Analyse fiir die Plasmakonzentration von TNFa zeigte in rund 2/3 der Fille (9 von 14)
Werte zwischen 889 pg/ml und mehr als 1000 pg/ml (> 2x Standardfehler). Drei der 14
Patientenproben (21%) wiesen dagegen nur sehr geringe Konzentrationen zwischen 4,3 und
4,7 pg/ ml fiir TNFa auf (< 2x Standardfehler). Die restlichen vier Proben, darunter beide
Proben aus der Kontrollgruppe, lagen mit Konzentrationen zwischen 258 und 754 pg/ml fiir
TNFo in einem mittleren Konzentratinonbereich (innerhalb des zweifachen Standardfehlers).
Die Plasmakonzentrationen der Interleukine lagen zumeist unterhalb des jeweiligen
Detektionsniveaus. Nur in zwei Proben (Proben 4 und 7) waren geringste Konzentrationen

von IL-6 nachzuweisen (siche Tab.11).
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3.6.  Vergleich des Expressionsverhaltens von TNFo auf mRNA-Ebene

von Monozyten zur TNFa-Konzentration im Blutplasma

Da zwei der Proben nicht zur LightCycler-Auswertung zur Verfiigung standen (siehe
Auswahlkriterien unter Material und Methoden), kann nur zu 14 Proben - darunter zwei

Normalspendern — eine Aussage getroffen werden (Tabelle 12):

e Beide Normalspender zeigten eine durchschnittliche Konzentration von TNFa im
Plasma und eine mittlere Expression von TNFo-mRNA auf Monozytenebene.
e 3 der 12 Patientenproben zeigten eine verminderte Konzentration von TNFa im

Plasma und gleichzeitig eine verminderte Expression von monozytirer TNFa-mRNA.

e Zwei der 12 Patientenproben zeigten eine mittlere Konzentration von TNFo im

Plasma und dazu eine verminderte Expression von monozytiarer TNFo-mRNA.

e 7 der 12 Patientenproben zeigten eine erhohte Konzentration von TNFo im Plasma.
Dabei zeigte eine dieser sechs Proben eine erhohte Expression von TNFa-mRNA, drei

eine verminderte und zwei eine mittlere Expression von TNFo-mRNA.

Tab. 12: Gegeniiberstellung der Plasmakonzentrationen von TNFo und der Expression von
TNFa auf mRNA-Ebene von Monozyten bei Patienten mit Sjogren S. (n=12) und

zwei Normalspendern

: Verinderung vorliegend, wenn sich die Konzentration zum Mittelwert
der Normalspender um mehr als 2x Standardfehler unterscheidet

b Veridnderung vorliegend, wenn sich der Faktor zum Mittelwert der

Normalspender um mehr als 2 Standardabweichungen unterscheidet

Probe TNFa. im TNFa im Plasma | TNFo-mRNA | Verinderung®
Plasma (Verinderung® zum | in Monozyten | zum Mittelwert
(pg/ ml) Mittelwert der (Faktor zum der
Normalspender) Mittelwert der | Normalspender
Normalspender)
Normalspender 1 258 — 1,45 —
Normalspender 2 659 — -2,1 —
S30 > 1000 1 2,1 —
S31 > 1000 0 4.4 1
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Probe TNFo im TNFo im Plasma | TNFoa-mRNA Ver'ainderungb
Plasma (Verdnderung® zum | in Monozyten | zum Mittelwert
(pg/ ml) Mittelwert der (Faktor zum der
Normalspender) Mittelwert der | Normalspender
Normalspender)
S32 > 1000 1 2.9 —
S33 > 1000 1 -6,2 !
S34 4,3 ! -6,8 !
S35 > 1000 1 -6,4 !
S36 4.3 ! -1,4 —
S37 524 — -36,4 |
S38 889 0 -4.4 !
S39 4,7 ! -7,0 !
S40 754 — -22.8 !
S41 > 1000 1 -4,6 !

3.7.  Ergebnis der Polymorphismusanalyse im TNFa-Promotor-Bereich

auf DNA-Ebene

Zur Analyse, ob im TNFa-Promotor-Bereich von Patienten mit primédrem Sjogren-Syndrom

Polymorphismen vorliegen (siche Material und Methoden 2.9.), wurden insgesamt 14 DNA-

Proben getestet.

Zwei der DNA-Proben (siehe Tab. 13, Probe 1 und Probe 3, blaue Schrift) waren dabei

Spendern aus der Kontrollgruppe zuzuordnen und 12 DNA-Proben Patienten mit primédrem

Sjogren-Syndrom.

Die Proben 13 und 14 stammten vom gleichen Spender mit primidrem Sjogren-Syndrom,

jedoch aus zwei verschiedenen DNA-Aufreinigungen. Hier handelte es sich um eine

Positivkontrolle (Tab. 13).
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Tab. 13: Ergebnis der Polymorphismusnalyse im TNFa-Promotor-Bereich auf
DNA-Ebene bei Patienten mit primirem Sjogren-Syndrom (n= 11) und zwei

gesunden Probanden

Probennummer | Position - 238 | Position- 308
1 =NS G/A G/G
2=NS G/G G/G

3 G/G G/A
4 G/G G/A
5 G/G G/G
6 G/G G/A
7 G/G G/A
8 G/G G/A
9 G/G G/G
10 G/G A/A
11 G/G G/A
12 G/G G/A
13=14 G/G G/A

Abbildung 24 zeigt das typische Bild bei Vorliegen eines Polymorphismus an Position 126
(im Chromatogramm), der Position —308 der Promotorregion im TNFo-Gen entsprechend
und tragt die Bezeichnung N fiir nicht eindeutig zuordnungsfihige Basen. Anhand der Farben
und anhand der Amplitude ist ablesbar, dass hier anstatt Guanin/ Guanin die heterozygote
Kombination Guanin/ Adenin vorliegt — also der gesuchte Polymorphismus (exemplarisch fiir
Probe 6 aus Tabelle 13, markiert durch Pfeil von unten in der Abbildung).

Dabei zeigte sich, dass an Position —238 keine der Proben aus der Patientengruppe eine
Abweichung von der homozygoten Basenkonfiguration Guanin/Guanin aufwies. Dagegen
zeigte die Probe von Spender 1, welcher der Kontrollgruppe angehorte, das Vorliegen eines
Polymorphismus mit der heterozygoten Konfiguration Guanin/Adenin.

Anders sah dagegen die Situation an Position —308 aus. Hier gab es bei neun von elf Spendern
eine Abweichung von der Basenkonfiguration Guanin/Guanin: Acht Spender zeigten an

dieser Position die heterozygote Variante Guanin/Adenin und ein Spender die homozygote
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Variante Adenin/Adenin. Die beiden Spender aus der Kontrollgruppe und zwei der elf
Spender aus der Patientengruppe wiesen dagegen die homozygote Form Guanin/Guanin auf.

Probe 14 zeigte sich identisch in Bezug auf das Ergebnis der Basenanalyse fiir Probe 13.
Damit wurde die korrekte Ergebnisfindung der Polymorphismusanalyse gestiitzt (siehe

Tabelle 13).

110 120 130 140 150 160 170 130 130
CAATAGGTTTTGAGGOSCATGH GG ADGGGETTCAGCCTOCAGGE TOCT ACACACA AL TCAG TCAG TGGOOCAG & AG AZCOCOCCTCGH

|
AL AR mmL b . AMML\ WLk JL RN

Abb. 24: Typisches Chromatogramm bei Vorliegen eines Polymorphismus (Chromas 2,24)

3.8. Vergleich des Expressionsverhaltens monozytirer TNFo—mRNA und

dem Vorliegen eines Polymorphismus im TNFo—Promotorbereich

der DNA

Zu dieser Betrachtung konnten insgesamt 10 der 14 Proben — darunter zwei Normalspender -

der Polymorphismusanalyse (siehe 3.7.) herangezogen werden (Tab 14).
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Tab. 14:

Expressionsverhalten monozytiarer TNFo—mRNA versus

Vorliegen eines Polymorphismus im TNFa—Promotorbereich der DNA

: Veridnderung vorliegend, wenn sich der Faktor zum Mittelwert der

Normalspender um mehr als 2 Standardabweichungen unterscheidet

Probe TNFo-Expression Verinderung® zum Polymorphismus
(Faktor zum Mittelwert der (-308)
Mittelwert der Normalspender
Normalspender)
Normalspender 1 1,45 — Nein
Normalspender 2 2.1 — Nein
S42 -18,4 ! Ja
S43 -26,4 ! Ja
S44 -114 ! Nein
S45 -4,8 ! Ja
S46 -4,5 ! Ja
S47 -2,6 - Ja
S48 -1,9 — Nein
S49 2,6 — Ja

Fiir die Daten der Tabelle 14 konnen zusammenfassend folgende Aussagen getroffen werden:

e Beide Normalspender weisen keinen Polymorphismus an Position —308 auf und haben

eine mittlere Expression von monozytiarer TNFo-mRNA.

e Von sechs Patientenproben, die den Polymorphismus an Position —308 besitzen,

zeigen vier Proben eine erniedrigte und zwei Proben eine mittlere Expression

monozytirer TNFa-mRNA.

e Zwei Patienten, die den Polymorphismus nicht besitzen, weisen je eine mittlere und

eine erniedrigte Expression monozytiarer TNFo-mRNA auf.
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4. Diskussion

Das Sjogren Syndrom ist eine Autoimmunerkrankung mit Manifestationen, die vor allem die
Speichel- und Trénendriisen betreffen und durch Mund- und Augentrockenheit charakterisiert
ist. Bei 50 bis 90% der Patienten mit Sjogren-Syndrom konnen Autoantikdrper gegen
Ro/SSA-Proteine im Serum nachgewiesen werden. Die Rolle der Autoantikorper fiir die
Pathogenese des Sjogren-Syndroms ist noch nicht eindeutig bewiesen. Allerdings kann man
beobachten, dass das Auftreten dieser Autoantikorper mit der Hiufigkeit der extraglandulédren
Manifestationen beim Sjogren-Syndrom korreliert [138]. Als Teil der histopathologischen
Entwicklung des Sjogren-Syndroms kann die Bildung von Lymphozyten-Ansammlungen um
die intralobulédren Ducti und in den umgebenden Driisenepithelien der kleinen Speicheldriisen
angesehen werden, die oft bereits auftritt, bevor eine Involvierung der groB3en Speicheldriisen
beobachtet werden kann [139]. Bei den infiltrierenden Lymphozyten handelt es sich
hauptsdchlich um T-Zellen. Es treten aber auch B-Zellen sowie IgG- und IgM- produzierende
Plasmazellen gehduft auf. Im entziindeten Speicheldriisengewebe von Sjogren-Patienten
konnten Zellen nachgewiesen werden, die Autoantikorper gegen 52 kDa-, 60 kDa-Ro/SSA
und gegen La/ SSB-Antigen produzieren [140], wodurch ihnen eine potentielle Beteiligung in
der autoimmunen Exokrinopathie zugeschrieben wird.

Monozyten sind Antigen-priasentierende Zellen, deren Funktion in der Aufnahme von
Antigen, dessen Prozessierung und schlieBlich dessen Présentation gegeniiber T- und B-
Zellen besteht. Damit stellen sie potentielle Mediatoren in der Aktivierung von
Autoantikorper-produzierenden Zellen und damit der Produktion von Autoantikérpern dar.
Zur Beteiligung von Monozyten oder Makrophagen als primédre Antigen-prasentierende
Zellen in der Pathogenese des Sjogren-Syndroms gibt es bisher jedoch noch keine Studien.
Daher befasste sich die vorliegende Arbeit mit der Untersuchung von Monozyten aus dem
peripheren Blut von Sjogren-Patienten hinsichtlich deren moglicher Rolle fiir die Pathogenese
des Sjogren-Syndroms.

Die vorliegenden Daten aus den durchgefiihrten Experimenten unterlagen einer kritischen
Auswahl. Besonders die Optimierung von - teils bestehenden - Methoden fiihrte zu einer
sicheren Ergebnislage. In erster Linie sollte mit Monozyten gearbeitet werden, die aus
Vollblut zu isolieren waren. Deswegen stand deren Reinheit im Mittelpunkt. Bereits leichte
Verunreinigungen hitten die Ergebnisse stark verfilschen konnen und in ihrer Aussagekraft

geschmailert. Nur minimale Reinheitsdefizite wurden geduldet.
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4.1. Bedeutung der Ro52-Expression in Monozyten beim Sjogren-Syndrom

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Monozyten von Normalspendern
sowie Patienten mit Sjogren-Syndrom Ro52-mRNA exprimieren. Die bei Patienten mit
primidrem Sjogren-Syndrom im Mittel um Faktor 11 erhohte und nur bei einem einzigen
Spender leicht verminderte Ro52-mRNA-Expression der Monozyten deuten darauf hin, dass
die Expression von Ro52 und die entsprechende Antikorperantwort beim priméren Sjogren-
Syndrom in Verbindung zum Monozyten-Makrophagen-System stehen konnte. Es kann
zusitzlich angenommen werden, dass diese ohnehin stark erhohte Expression (jeweils Einsatz
von 20ng mRNA zur Analyse) bei Patienten mit primdrem Sjogren-Syndrom in vivo aufgrund
einer verdnderten Monozytenzahl noch groere Gesamtmengen zur Folge hat, als dies durch
die stark erhohte Expression anzeigt wird. Derartig verdndert exprimierende Monozyten im
Blut von Patienten mit rheumatischen Erkrankungen werden durch die Literatur beschrieben
[16, 141] und konnten auch wihrend der Isolierung dieser Zellen beobachtet werden. Ferner
lie die erfolgreiche Behandlung der rheumatoiden Arthitis (RA) mit TNF-Blockern eine
Anderung des pathologischen Expressionsmusters der Blutmonozyten hin zum Muster von
Normalspendern erkennen [141].

Obwohl in Monozyten von Sjogren-Patienten eine tendenziell hohere Expression von Ro52-
mRNA beobachtet werden konnte als in Normalspendern, bestand fiir diesen Zusammenhang
keine statistische Signifikanz (p=0.07). Dies ist durch eine zu kleine Gruppe von getesteten
Normalspendern (n=5) zu erkldren. Die erhohte Expression der Ro52-mRNA in Monozyten
von Sjogren-Patienten konnte eine erhohte Expression des 52 kDa Ro/SSA-Proteins sowie
eine intrazelluldre Lokalisationsidnderung des Proteins zur Folge haben. So konnte das Ro52-
Autoantigen auf die Oberfliche der Monozyten gelangen und dort fiir das Immunsystem
sichtbar werden. Als Konsequenz einer Oberflachenexpression des Ro/SS-A-Antigens wiirde
eine Immunreaktion ausgelost werden, die eine Produktion von krankheitsassoziierten
Autoantikdrpern gegen Ro52 zur Folge haben konnte. Monozyten wiirden demnach durch die
verstirkte Expression und Prédsentation von nukledrem Ro52- Autoantigen zur Entstehung der
Autoimmunitit beim Sjogren-Syndrom beitragen. Unabhingig von der Lokalisation — ob im
Kern oder zytoplasmatisch — spielt das Ro/SS-A-Antigen wahrscheinlich eine Rolle in der
Regulation der Genexpression [42]. Desweiteren geht man von einer lokalen Produktion der
entsprechenden Autoantikorper sowie einer Beziehung zwischen lokaler und systemischer
Antikorperantwort aus [71]. Diese Annahme ist zunidchst rein spekulativ und muf3 durch

entsprechende weiterfithrende Experimente gestiitzt werden. In Speicheldriisenzellen von
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Sjogren-Patienten konnte in Abhédngigkeit von Apoptose eine Relokalisation verschiedener
nukledrer Autoantigene, darunter Ro/SSA aber auch La/SSB, vom Zellkern zur
Plasmamembran hin beobachtet werden. Man vermutet, dass dies einen Mechanismus fiir die
Induktion von Autoantikdrpern darstellt [91]. Es konnte auch gezeigt werden, dass die
Epithelzellen des Speicheldriisengewebes von Sjogren-Patienten als potentielle sogenannte
,hicht-professionelle* Antigen-préasentierende Zellen fungieren konnen, da sie neben HLA-
DR verschiedene kostimulatorische Molekiile exprimieren, wie z.B. CD80 und CD86, und
auch die Fahigkeit zur Aktivierung von allogenen Lymphozyten in vitro besitzen [142]. Eine
Hochregulation und Relokalisation von nukledren Autoantigenen auf der Ebene der
Monozyten im peripheren Blut konnte einen systemischen Mechanismus zur Autoantikorper-
Produktion reprédsentieren, der unabhingig vom beteiligten Gewebe beim Sjogren-Syndrom
ablduft. Da eine Autoantigen-Relokalisation im Speicheldriisengewebe von Sjogren-Patienten
mit dem Prozel der in diesem Gewebe auftretenden Apoptose der Zellen auftritt, konnte eine
Prisentation von Autoantigenen im Gewebe als sekundédre Reaktion angesehen werden. Dies
konnte bei einer Anwesenheit von bereits vorhandenen Autoantikérpern (die durch
Autoantigen-Priasentation durch Monozyten im peripheren Blut induziert wurden) zum
Zelltod z.B. durch die Induktion von ADCC (antibody-dependent-cell-cytotoxicity) im
Gewebe fiihren.

Auch bei anderen Autoimmunerkrankungen wie dem photosensitiven SLE konnten
Erhohungen der Transkription von Ro52-mRNA sowie eine Erhohung der Proteinexpression
und eine Translokation des Autoantigens auf die Plasmamembran von UVB bestrahlten
Keratinocyten und dadurch der Zelltod durch ADCC induziert werden. Dies wird als
moglicher Pathomechanismus der bei SLE-Patienten beobachteten Hautmanifestationen, die
mit Anti-Ro/SSA-Antikorpern assoziiert sind, diskutiert [143]. Desweiteren zeigte eine Arbeit
unserer Gruppe, dass eine in vitro Behandlung mit TNFa eine zeitabhingige transiente
Hochregulation der Ro52-mRNA-Expression in Keratinocyten von gesunden Spendern
bewirkt. [130].

Ob eine Erhohung von Ro52 auf mRNA-Ebene in Monozyten von Sjogren-Patienten eine
erhohte intrazelluldre Proteinexpression sowie die Expression des Ro52-Antigens auf der
Zelloberflache der Monozyten zur Folge hat, und damit einen pathogenetischen Wert fiir die
Entwicklung des Sjogren-Syndroms besitzt, miisste jedoch noch untersucht werden. Durch in
vitro Kulturen konnte auBerdem gekliart werden, ob Monozyten von Sjogren-Patienten und

Normalspendern eine Ro52-abhingige T- oder B-Zell aktivierende Fihigkeit besitzen.
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4.2.  Relevanz der TNFo-Expression beim Sjogren-Syndrom

Obwohl die Mechanismen, die der Pathophysiologie des primidren Sjogren-Syndroms
zugrunde liegen, noch nicht vollstindig bekannt sind, gibt es Hinweise darauf, dass das
Zytokin TNF-o einen wichtigen Mediator in der Autoimmunantwort darstellt und auch
wesentlich fiir die Zerstdrung von Speicheldriisen- und Trinendriisengewebe verantwortlich
ist [144, 145]. Verschiedene Studien zeigten, dass Speicheldriisenzellen von Patienten mit
primidrem Sjogren-Syndrom eine erhohte Expression von TNFo-mRNA aufweisen [144,
146]. Aber auch im peripheren Blut von Patienten mit primdrem Sjogren-Syndrom ist ein
vermehrtes Auftreten von TNFa produzierenden Zellen beobachtet worden [147]. Ergebnisse
einer Studie aus dem Jahre 2001 zeigen auBBerdem, dass sich TNFa-Inhibitoren positiv auf die
Symptomatik des Sjogren-Syndroms auswirken konnen [8]. Da bekannt ist, dass Monozyten
bzw. Makrophagen die wichtigsten TNFa-Produzenten sind [99, 100], kam der
Expressionsuntersuchung der TNF-a-mRNA von Monozyten eine besondere Bedeutung bei.

Als Ergebnis der PCR mittels LightCycler®—Techn010gie zeigte sich, dass die TNFo-mRNA
von Monozyten im Vergleich zu der Gruppe der Normalspender geringer exprimiert ist
(durchschnittlicher Faktor im Vergleich zum Mittelwert der Normalspender: -8). Dennoch ist
anzunehmen, dass TNFo eine besondere Bedeutung in der Pathogenese des Sjogren-
Syndroms zukommt, da die Proben der Patienten mit primidrem Sjogren-Syndrom eine
mehrheitlich erhohte Plasmakonzentration dieses Zytokins aufweisen als es bei den
Normalspendern der Fall ist. Es konnte jedoch kein eindeutiger Zusammenhang zwischen der
monozytiren TNFa—mRNA-Expression und der TNFo-Konzentration im Blutplasma von
Sjogren-Patienten festgestellt werden. Ein moglicher Zusammenhang zwischen der TNFo
Proteinexpression in den Monozyten von Sjogren-Patienten und erhohten Zytokin-
Plasmaspiegeln miisste noch untersucht werden. Hier konnte man spekulieren, dass eventuell
nicht die Monozyten fiir die hohen TNFa-Plasmaspiegel bei Sjogren-Patienten verantwortlich
sind, sondern vielmehr andere Zellen als TNFo-Produzenten in Frage kommen und so zur
erhohten  Plasmakonzentration fithren. Entsprechende TNFo-Produzenten konnten
Lymphozyten, natiirliche Killerzellen (NK-Zellen), Neutrophile oder Mastzellen sein [99,
100]. Diese Zellen sind im Normalfall auch als Produzenten von TNFa bekannt, wenn auch
nicht in der Dimension wie es fiir Monozyten typisch ist. Monozyten von SLE-Patienten

zeigen in vivo nach entsprechender Stimulation eine geringere Sekretion von TNFa als

80



normale Monozyten [148]. Sie zeigen eine immunrgulatorische Storung. Dies konnte auch
beim Sjogren-Syndrom der Fal sein.

Als weitere Erkldarung fiir einen fehlenden Zusammenhang zwischen der TNFo-mRNA-
Expression in Monozyten und erhohten TNFo-Plasmaspiegeln konnte man anfiihren, dass
hier verschiedene Patientenproben zum beliebigen Zeitpunkt ihrer Erkrankung untersucht
wurden. In diesen unterschiedlichen Stadien der Erkrankung konnten Feedback-Reaktionen
eine Rolle spielen, die sowohl eine Hoch- als auch eine Downregulation der
TNFo—Expression erkldren wiirden. So wire es z.B. moglich, dass erhohte Zytokin-
Plasmaspiegel zu einem negativen Feedback der TNFo-mRNA-Expession auf monozytirer
Ebene fiihren.

Die in dieser Arbeit erbrachten Beobachtungen im Blut von Patienten mit primidrem Sjogren-
Syndrom stehen im Einklang mit Ergebnissen, die in SLE-Mausmodellen gefunden wurden.
Dort wurde gezeigt, dass die Makrophagen dieser Miuse einen Defekt in der
Zytokinproduktion besitzen. Dieser Defekt wird durch apoptotische Zellen getriggert.
Antigene von apoptotischen Zellen werden allgemein als Angriffsziel fiir Autoantikorper
angesehen. Dadurch konnten apoptotische Zellen einen Defekt der Zytokinexpression
induzieren und damit das Gleichgewicht zwischen Toleranz und Immunitit beeinflussen
[149]. Man konnte deswegen annehmen, dass die Monozyten von Patienten mit primédrem
Sjogren-Syndrom mit Autoantigen-haltigem apoptotischen Material in Kontakt gekommen
sind und deswegen eine verringerte Expression von TNFa-mRNA zeigen.

Es ist jedoch nicht auszuschlieen, dass beim primédren Sjogren-Syndrom die Monozyten
selbst die entscheidenden TNFa-Produzenten sein konnten. Eine verminderte mRNA-
Expression deutet nicht unbedingt auf eine verminderte Proteinexpression hin. Die
Proteinexpression von TNFa konnte in Monozyten von Sjogren-Patienten auf translationaler
Ebene so reguliert werden, dass eine hohe Produktion und Freisetzung des Zytokins moglich
ist. Eine genauere Untersuchung der Monozyten in Hinblick auf die intrazellulire TNFo—
Proteinexpression in Normalspendern und Sjogren-Patienten sollte in weiterfithrenden
Experimenten angestrebt werden. Damit konnte eine Aussage iiber die Monozyten als
verantwortliche TNFo-sezernierende Zellen beim Sjogren-Syndrom und damit die Rolle

dieser Zellen fiir die Pathogenese getroffen werden.
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4.3. Mboglicher EinfluB von TNFo auf die Expression von Ro52 in

Monozyten

Der Vergleich des Expressionsverhaltens von Ro52-mRNA gegeniiber dem von
TNFo—mRNA zeigt ein interessantes Ergebnis: Die Expressionsniveaus von TNFo sind -
aufler im Falle einer Probe — in ihrer mRNA-Expression erniedrigt oder liegen im Bereich der
Normalspender. Die monozytidre Ro52-mRNA ist bei Sjogren-Patienten im Durchschnitt um
Faktor 11 hoher exprimiert und die TNFa-Spiegel im Serum sind erhoht. TNFa, das im
Plasma von Sjogren-Patienten vermehrt vorliegt, konnte zu den in dieser Arbeit beobachteten
erhohten Ro52-Expressionen auf mRNA-Ebene von Monozyten fiihren. In diesem
Zusammenhang wire es also moglich, dass die hohen Ro52-Titer bei Patienten mit primédrem
Sjogren-Syndrom [150, 151] als Folge einer Stimulation der Ro52-Produktion durch TNFo
anzusehen sind. Obwohl die TNFa-Plasmaspiegel von Sjogren-Patienten im Mittel hoher
lagen als die der Normalspender, konnte bei der Gegeniiberstellung der Ro52-mRNA-
Expression und der TNFoa-Plasmaspiegel fiir die einzelnen Patienten kein eindeutiger
Zusammenhang dieser beiden Parameter in den Monozyten gefunden werden. Die in den
Monozyten von Patienten beobachtete erhohte Expression der Ro52-mRNA kann also nicht
durch die erhohten TNFo-Plasmaspiegel erkliart werden, obwohl in anderen Zellsystemen
bereits beschrieben wurde, dass TNFo einen EinfluB auf die Expression sowie die
intrazelluldre Lokalisation des nukledren Autoantigens haben kann. So ist z.B. bekannt, dass
TNFo eine Translokation von Ro/SSA-Protein mit Expression auf der Zellmembran von
primiren, humanen Keratinozyten induziert [87]. AuBerdem ergaben Untersuchungen in
unserem Labor, dass TNFa zur Hochregulation der intrazelluldren Expression von Ro52 in
humanen Keratinozyten fiihrt. Dieses Ergebnis wurde sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene gefunden [130]. Aber auch Zellen des Speicheldriisengewebes konnen als
Antwort auf eine Behandlung mit TNFa eine Relokalisation von nukledren Autoantigenen
wie Ro/SSA und La/SSB zur Zelloberfldche hin zeigen [91]. Es wird diskutiert, dass dies die
Basis fiir eine Prisentation und Prozessierung von Autoantigenen sowie fiir die Produktion
von Autoantikdrpern bilden konnte. Auch hier mufl jedoch beachtet werden, dass eine
Untersuchung der mRNA Expression nicht ausreichend ist, um eine Aussage iiber den Effekt
von TNFo auf die Ro52 Expression in Monozyten zu treffen. Es konnte in in vitro Kulturen
mit Monozyten gezeigt werden, ob eine TNFo-Stimulation zur hdheren Expression von

Ro052-mRNA bzw. Ro52-Protein fiihrt.
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Dies wiirde die Frage kldren, ob die bei Sjogren-Patienten beobachteten erhohten TNFa-
Plasmaspiegel einen Effekt auf die Autoantigenexpression in den Monozyten haben und die
Monozyten damit eine potentielle Rolle in der Pathogenese des Sjogren-Syndroms spielen.

Eine Gegeniiberstellung der Ergebnisse zur Expression der TNFo—mRNA zur Expression der
Ro52-mRNA zeigte, dass die TNFa-mRNA in 54% aller Fille geringer exprimiert wird,
wenn die Ro52-mRNA normal bis stark exprimiert ist. Das konnte bedeuten, dass eine
erhohte Ro52-mRNA-Expression keine erhohte TNFo-mRNA-Expression der Monozyten

zuldBt oder diese beiden Expressionsrichtungen zumindest nicht kombinierbar sind.

44. Nachweis eines DNA-Polymorphismus im TNFa

Promotorbereich - 308 beim Sjogren Syndrom

Von den elf untersuchten Sjogren-Patienten wiesen neun (81,8 %) einen Polymorphismus im
TNFo Promotorbereich -308 auf. Die zwei von uns getesteten Normalspender zeigten diesen
Polymorphismus nicht. Da in einer Metaanalyse dieser Polymorphismus im TNFo
Promotorbereich -308 bei nur 17,3 % beschrieben wurde (10 Studien, n = 1407), ist von
einem gehiduften Auftreten dieses Polymorphismus beim Sjogren Syndrom auszugehen. Es
handelt sich um eine Erstbeschreibung. Dagegen zeigte die Analyse an der Position -238 des
TNFo-Promotors keinen sichtbaren Zusammenhang mit dem Krankheitsbild des Sjogren-
Syndroms. Ein Polymorphismus an der Position -308, wie er bei den meisten Sjogren-
Patienten nachgewiesen wurde, konnte zu einer vermehrten Expression des Zytokins TNFa
bei den Patienten fithren. Der Zusammenhang zwischen dem Vorliegen eines TNFo-
Polymorphismus auf der Position -308 mit einer verstirkten Freisetzung von TNFa wurde
bereits beschrieben [123]. Allerdings zeigte sich in den durchgefiihrten Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit in keinem Fall eine erhohte TNFa-mRNA-Expression bei Vorliegen des
TNFo-Polymorphismus in Position -308 verglichen mit den Normalspendern. Trotzdem
konnte eine Korrelation zwischen dem Vorliegen des Polymorphismus und der Expression
von TNFa auf Proteinebene moglich sein. Dieser Zusammenhang wurde im Rahmen dieser
Arbeit jedoch nicht untersucht. Es wire auch interessant zu sehen, ob Patienten, die einen
TNFa-Polymorphismus tragen, erhohte TNFo-Spiegel im Plasma aufweisen. Tatsédchlich
wurden im Plasma der meisten der in dieser Arbeit untersuchten Patienten extrem hohe

TNFo-Konzentrationen gefunden (>1000 pg/ml in 6 von 12 Proben).
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Da die TNFo-Serumspiegel und die TNFo-Polymorphismenanalyse aus materialtechnischen
Griinden an unterschiedlichen Proben untersucht werden muflten, kann hier keine
Gegeniiberstellung erfolgen. Auch aus der Literatur ist bekannt, dass das Sjogren-Syndrom
mit erhohten TNFo Serumspiegeln assoziiert ist [117]. Ob dabei Monozyten als TNFo-
Produzenten die zentrale Rolle spielen und eine Assoziation mit dem Krankheitsbild des

Sjogren-Syndrom besteht, ist bisher jedoch noch unklar.

4.5. Ausblick

Zusammenfassend kann man aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit schlussfolgern,
dass die beobachteten erhohten Werte beziiglich der Ro52-mRNA Expression und der
verringerten TNFa-mRNA-Expression in Monozyten von Sjogren-Patienten Hinweise darauf
liefern, dass Monozyten eine Rolle in der Pathogenese des (priméren) Sjogren-Syndroms
spielen konnten. Die fehlenden statistischen Zusammenhinge deuten jedoch - unter dem
Gesichtspunkt einer beschriankten Probenanzahl - darauf hin, dass eine Untersuchung auf
mRNA-Ebene nicht ausreichend ist, um zuverldssige Angaben {iber derartige
Zusammenhédnge zu machen. Da auf translationaler Ebene noch regulative Prozesse
stattfinden konnen, die die tatsdchliche Expression eines Proteins beeinflussen, sollten die
Untersuchungen vielmehr auf die Proteinexpression von Ro52 sowie TNFo ausgeweitet
werden. Dabei wire es interessant, sowohl die intrazelluldre Expression als auch die Menge
sezernierten Zytokins und die mogliche Relokalisation des Ro52-Autoantigens zu
untersuchen. Dies konnte Hinweise auf die pathogenetischen Mechanismen geben, die zur
Autoimmunitdt beim Sjogren-Syndrom fiihren. Funktionelle in vitro Untersuchungen zur
Aktivierbarkeit von Immunzellen durch Monozyten von Sjogren Patienten im Vergleich zu
Normalspendern wiirden zur Klidrung dieser Fragestellung beitragen.

In diesem Zusammenhang konnte es auch von Belang sein, vor dem Einleiten einer Therapie
mittels TNFa-Blockern, den TNFo-Serumspiegel der jeweligen Patienten zu bestimmen.
Spiter konnte dann in einem ,follow up* kontrolliert werden, ob das Ausmal} des
Therapieerfolges zum einen von der initialen TNFa-Serumkonzentration abhéngig ist und ob
es andererseits zu einer Beeinflussung der Expression von monozytirer TNFa- sowie Ro52-
mRNA kommt. Da in Transfektionsexperimenten an kultivierten PBMCs gezeigt werden
konnte, dass Y1-RNA vor allem in Monozyten die Expression von IFNa induzieren kann [51]
und diskutiert wird, dass Immunkomplexe, die Y1-RNA enthalten, mitverantwortlich fiir die

beim systemischen Lupus erythematodes (SLE) hdufig beobachtete erhohte IFNa-Produktion
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sein kann [51], konnte die Expression von Ro52 und eine eventuell daraus resultierende
Induktion von IFNa in Monozyten fiir die Pathogenese rheumatischer Erkrankungen wie dem
Sjogren Syndroms oder SLE von Bedeutung sein. Somit erscheint eine Untersuchung im

Hinblick auf INFa bei Patienten mit priméarem Sjogren Syndrom sinnvoll.

4.6. 'TNFa als mogliches therapeutisches Target beim Sjogren-Syndrom

Bisher existieren nur wenige Studien, die effektive Medikationen zur Behandlung des
primdren Sjogren-Syndroms ausweisen. Dabei standen besonders Medikamente auf dem
Priifstand, die auch bei anderen Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises mehr oder
minder erfolgreich eingesetzt werden. Dies waren u.a. Interferon-alpha, Methotrexat (MTX)
und TNFa-Blocker. Wihrend mit Hilfe von Interferon-alpha und Methotreaxat (MTX) nur
jeweils eine — dennoch fiir den Patienten sehr entlastende — Teilverberbesserung im Rahmen
des gesamten Krankheitsbildes erreicht werden konnte [152, 153], zeigte einzig der Einsatz
von TNFa-Blockern eine Verbesserung in mehreren, wesentlichen Teilbereichen der
Symptomatik des primiren Sjogren-Syndroms. TNFo—Blocker sind sehr wirksame Biologika
zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis [152]. Eine erste Studie an 16 Patienten mit
Sjogren-Syndrom wurde im Jahre 2001 veroffentlicht [154]. Es wurde hierbei die gleiche
Dosis wie bei der rheumatoiden Arthritis gewihlt. Die Behandlung erfolgte iiber 6 Wochen.
Hierbei konnte eine Zunahme der Speichel- und Trinenproduktion, ein Riickgang der
Schmerzen und Miidigkeit sowie der BSG gezeigt werden. Die in der Rheumatologie derzeit
verwendeten Substanzen umfassen einerseits Produkte, die im Sinne einer TNFa-Blockade
wirken, namlich einen chimirischen (Mensch/Maus) monoklonalen Anti-TNFa-Antikorper
(Infliximab®), ein rekombinantes 16sliches TNF-Rezeptor-p75-Fusionsprotein (Etanercept®),
und einen vollstindig humanisierten monoklonalen Anti-TNFa-Antikorper (Adalimumab®).
Es muBl jedoch in Betracht gezogen werden, dass beim Sjogren-Syndrom das
Malignititsrisiko unter einer derartigen Therapie erhoht sein konnte, da beim Sjogren-
Syndrom ein erhohtes Risiko zur Entwicklung von Lymphomen bekannt ist. In den meisten
anderen Studien konnte kein eindeutiger Benefit gezeigt werden [155-157], wobei eine im
Vorfeld stattfindende Bestimmung von TNFa-Spiegeln moglicherweise die Wirksamkeit, wie
in der o.g. Studie aus dem Jahr 2001, erkldren konnte. Sollte sich heraustellen, dass
Monozyten eine Schliisselrolle in der Pathogenese des Sjogren-Syndroms spielen - sei es

durch ein vermehrtes Ausschiitten von proinflammatorisch wirkendem TNFo oder durch eine
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vermehrte Prdsentation von intrazellulirem Autoantigen wie Ro52 - so konnte diese

Zellpopulation als zukiinftiges therapeutisches Angriffsziel in Frage kommen.
S. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Rolle der Monozyten beim Sjogren-Syndrom untersucht, wobei die
Schwerpunkte auf die Expression des Autoantigens Ro52 und des proinflammatorischen
Zytokins TNFo gelegt wurden. Fiir diese Untersuchungen wurde die Isolierung der
Monozyten aus dem peripheren Blut mittels MACS-Technologie optimiert. Erst durch die
Kombination des ,,Monocyte Isolation Kit“ mit nachfolgender weiterer Entfernung von
Granulozyten durch ,,CD15 Microbeads® konnte eine Reinheit von {iiber 85% fiir die
Monozytenpridparationen erreicht werden. Weiterhin wurde die ,realtime PCR* fiir die
quantitative Bestimmung der mRNA-Expression des Autoantigens Ro52 und von TNFa in
Monozyten aufgebaut. So konnte mit Hilfe der ,realtime PCR* gezeigt werden, dass
tendenziell die mRNA des Autoantigens Ro52 in Monozyten von Patienten mit Sjogren-
Syndrom im Vergleich zu Gesunden vermehrt exprimiert ist. Die Mehrzahl der Sjogren-
Syndrom-Patienten (9 von 14) wiesen deutlich erhohte TNFa-Plasmaspiegel auf, wihrend die
mRNA-Expression von TNFa in Monozyten im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe
vermindert war. 9 von 11 untersuchten Sjogren-Syndrom-Patienten offenbarten einen
Polymorphismus im TNFa-Promotorbereich an Position -308, wihrend in einer
Normalpopulation dieser Polymorphismus mit einer deutlich geringeren Héaufigkeit von
17,3 % beschrieben wurde. Keine der Patientenproben zeigte an der Position -238 des TNFa-
Promotors einen Polymorphismus. Die Ergebnisse lassen auf eine wichtige Rolle von TNFa
in der Pathogenese des Sjogren-Syndroms schliefen. Moglicherweise profitieren Patienten
mit hohen TNFo-Spiegeln und hoher Entziindungsaktivitit von einer Therapie mit TNF-
Inhibitoren, wie es in der Pilotstudie aus dem Jahre 2001 gezeigt wurde [154]. Dies konnte
unter Umsténden auch fiir partielle Symtomreduktionen gelten [152]. Die vorliegende Arbeit
bildet die methodische Basis, um an einer groleren Zahl von Patienten mit einem Sjogren-
Syndrom die Bedeutung der Ro52-Autoantigenexpression in Monozyten, des
proinflammatorischen Zytokins TNFa sowie des -308-TNF-Promoter-Polymorphismus

untersuchen zu konnen.
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