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1. Einleitung

1.1 Sjogren-Syndrom

Das Sjogren-Syndrom ist eine chronisch verlaufende, autoimmune Systemerkrankung
aus dem rheumatischen Formenkreis der Kollagenosen und gehdrt zu den drei
haufigsten systemischen Autoimmunerkrankungen [1, 2]. Die Hauptsymptome sind
Keratokonjunktivitis sicca (Bindehautentziindung) und Xerostomie (Mundtrockenheit).
Daruber hinaus kommt es regelmalig zu systemischen Manifestationen mit Beteiligung

innerer Organe sowie des muskuloskelettalen Systems.

Man unterscheidet das primare Sjogren-Syndrom vom sekundaren Sjogren-Syndrom.
Die primare Form liegt zumeist als isolierte Erkrankung vor. Das sekundare Sjogren-
Syndrom tritt in Verbindung mit anderen Autoimmunerkrankungen, wie systemischem
Lupus erythematodes (SLE), systemischer Sklerose oder rheumatoider Arthritis auf [1,
3, 4]. Die Pravalenz des primaren Sjogren-Syndroms liegt weltweit bei 0,5 bis 1,0
Prozent. Aullerdem leiden daruber hinaus etwa 30% der Patienten mit einer anderen
entzundlich-rheumatischen Erkrankung am sekundaren Sjogren-Syndrom. Wie die
Verteilung zwischen diesen beiden Formen der Erkrankung aussieht, wird in der
Literatur unterschiedlich beschrieben. Die Prozentangaben flir den Anteil des sekun-
daren Sjogren-Syndroms reichen von 10% [5] bis zu 60% [3]. Als charakteristische
Organmanifestation beim Sjogren-Syndrom kommt es vor allem zu einer Beteiligung
und Zerstoérung der exokrinen Drlsen. Hiervon sind im Besonderen die Tranendrlisen
und Speicheldrisen betroffen, wodurch die Hauptsymptome der Erkrankung, die Xero-
stomie (Mundtrockenheit) und die Keratokonjunktivitis sicca (Bindehautentzindung),
bedingt sind. Etwa ein Drittel der Patienten leidet unter systemischen Manifestationen
[6]. Da Sicca-Symptome jedoch auch bei einer Vielzahl von anderen Erkrankungen

auftreten kdnnen, ist die Differentialdiagnostik des Sjogren-Syndroms komplex [3, 7].

FUr das Sjogren-Syndrom wird eine bestimmte genetische Pradisposition im Zusam-
menhang mit dem HLA DR2 und DR3 Genotyp angenommen [5]. Von der Krankheit
sind Uberwiegend Frauen betroffen. Das Verhaltnis von betroffenen Frauen zu betrof-
fenen Mannern liegt bei 9:1 [1, 3, 5, 6]. Es gibt zwei grof3e Manifestationsgipfel, die

zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr sowie nach der Menopause zwischen dem 50.



und 60. Lebensjahr liegen. Das Sjogren-Syndrom kann aber in allen Altersgruppen

auftreten, so auch bei Kindern und Jugendlichen [1, 6, 8].

Im Abschnitt 1.1.1 werden nun zunachst die bisher bekannten Fakten der Pathogenese
des Sjogren-Syndroms dargelegt. In den folgenden Abschnitten werden dann die
klinischen Manifestationen (1.1.2), die Diagnosestellung (1.1.3) und die heutige
Therapie (1.1.4) des Sjogren-Syndroms beschrieben.

111 Pathogenese des Sjogren-Syndroms

Die Pathogenese des Sjogren-Syndroms ist bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht
vollstandig geklart. Daher ist nur eine eher deskriptive Darlegung der pathologischen
Veranderungen beim Sjogren-Syndrom mdglich. Es scheint aber, dass die Erkrankung
und ihre Auspragung von vielen verschiedenen Faktoren beeinflusst werden, welche
hier naher beleuchtet werden sollen. Durch histologische Untersuchungen konnten
wichtige Erkenntnisse zu der Infiltration des Gewebes durch immunologische Zellen und

die inflammatorische Situation in den betroffenen Drlisen gewonnen werden.

Charakteristisch fur das Sjogren-Syndrom ist eine lokale Infiltration des Zielgewebes
durch hauptsachlich B- und T-Zellen sowie durch Makrophagen und dendritische Zellen.
Von den T-Zellen, die sich in CD4"- und CD8"-Zellen aufteilen lassen, sind hier die
CD4"-Zellen wesentlich starker beteiligt als die CD8"-Zellen [9]. 20% der infiltrierenden
Zellen sind jedoch B-Zellen [10]. Die starke Aktivierung von B- Zellen, getriggert Uber
CD4" T-Helferzellen, geht mit einer Hypergammaglobulindmie und einer Produktion von
Autoantikdrpern einher [1, 3, 6]. Diese Antikdrper teilen sich in organspezifische
Antikdrper sowie in nicht organspezifische Antikérper auf. Die organspezifischen
Antikorper sind hauptsachlich gegen die Ausfuhrungsgange der Speichel- und Tranen-
drusen gerichtet und in geringerem Umfang auch gegen andere exokrine Drisen wie
die Magenschleimhaut oder das Pankreas. Die nicht organspezifischen Antikorper bein-
halten den Rheumafaktor (RF) vom IgM-Typ sowie Antinukleare Antikdrper (ANA), die
charakteristischerweise in Antikorper gegen die RNA-Protein-Komplexe SS-A/Ro und
SS-B/La differenziert werden kénnen [1, 3, 6, 11].



Die genaue Ursache, die zu dieser Gewebsinfiltration flhrt, ist noch ungeklart. Als
mogliches auslosendes Ereignis wird eine Infektion diskutiert, wobei nicht klar ist, ob
diese viral oder bakteriell bedingt ist [1, 3, 5, 6]. Im Zuge dieses pathologischen Ausl6-
sers kommt es dann zu einer lokalen Entzindungsreaktion, die durch die oben be-

schriebene Infiltration und eine verstarkte Zytokinexpression gekennzeichnet ist.

Bei diesem erhohtem Zytokinvorkommen handelt es sich um eine bis zu 40-fach star-
kere Produktion an Boten-RNA (mRNA) von Interleukin (IL)-2, Interferon (IFN)-y und IL-
10 in den CD4"-T-Zellen der Speicheldriisen von Patienten im Vergleich zu peripheren
CD4*-T-Zellen oder zum Speicheldriisengewebe von Gesunden. Eine wahrscheinliche
Ursache hierfur ist die Prasentation von bestimmten Antigenen tber MHC-I Molekile an
der Oberflache von epithelialen Zellen der Ausfuhrungsgange [3]. Daruber hinaus
konnte in diesen Zellen bei Patienten eine Induktion der mRNA von IL-1a, IL-6 und
Tumornekrosefaktor (TNF)-a. nachgewiesen werden. Und ebenso waren die Chemokin
Liganden (CCL) CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B) und CCL5 (RANTES)
im Speicheldrisengewebe von Patienten signifikant erhoht, was wiederum zu einer
verstarkten Einwanderung von Lymphozyten in das Gewebe fuhrt. Diese Erhohung der
CCL konnte insbesondere in den Gangepithelien und vereinzelt in den Azini nach-
gewiesen werden [12, 13]. Im Speichel der Betroffenen fanden sich ebenfalls erhdhte
Werte von IL-1a, IL-6, IL-10, TNF-a und IFN-y [14].

Das Fas/Fas-Ligand (FasL)-System, welches im Zusammenhang mit der Apoptose von
Zellen steht, spielt ebenfalls eine Rolle in der Pathogenese des Sjogren-Syndroms. Es
konnte gezeigt werden, dass die mRNA von Fas, FasL, CTLA-4 und PD-1 im Gewebe
der Speicheldriisen von Patienten signifikant erhoht ist [15], was wiederum eine Folge

der lokalen Entzundungsreaktion ist, da die Expression von Fas und FasL durch IFN-y

und TNF-a stimuliert wird [16].

Wie man den oben beschriebenen Ergebnissen friherer Arbeiten entnehmen kann,
kommt es beim Sjorgren-Syndrom, infolge eines pathologischen Ereignisses zu einer
starken lokalen Immunantwort des Gewebes. Als wichtiger und friher Schritt dieser Im-
munantwort ist die Prozessierung und Prasentation von spezifischen Antigenen auf der

Zelloberflache von Epithelzellen der Drusengange Uber die MHC-I Molekile zu sehen.



Hierdurch wird die Immunantwort getriggert und verstarkt. Daher beschaftigt sich diese
Arbeit mit dem fur die Prasentation so wichtigen Zellbestandteil, dem Proteasom,

welches im Abschnitt 1.2 ,Das 20S bzw. 26S Proteasom® naher vorgestellt wird.

1.1.2 Klinische Manifestation des Sjogren-Syndroms

Die ersten Symptome des Sjogren-Syndroms sind zumeist unspezifisch, wobei unter
anderem Mudigkeit, Myalgien, Arthralgien und Raynaud-Symptomatik beschrieben
werden. Die Leitsymptome des Sjogren-Syndroms wie Xerostomie und Keratokonjunk-
tivitis sicca entstehen hauptsachlich durch einen fortschreitenden Untergang des Dru-
sengewebes der exokrinen Drusen, speziell durch die Zerstérung der Speicheldrisen
und Tranendrusen. Das Vollbild der Erkrankung bildet sich in der Uberwiegenden Zahl

der Falle erst nach Jahren aus.

Am Auge kommt es durch die fehlende Tranenflissigkeit zu einem erhdhten Reibungs-
effekt und damit zu brennenden Schmerzen, Rétung, Fremdkorpergefuhl, Juckreiz und
Photosensibilitat bis hin zur Zerstérung des Epithels der Kornea (Hornhaut) und der
Konjunktiva (Bindehaut). Dies fihrt dann zum Vollbild der Keratokonjunktivitis sicca [6,
17].

Im Mund entstehen flr den Patienten durch die Xerostomie (Mundtrockenheit) Pro-
bleme beim Kauen und Schlucken von fester bzw. trockener Nahrung sowie beim
Sprechen. Auch entstehen erhebliche Probleme bei der Pflege der Zahne, da die pro-
tektive Wirkung des Speichels fehlt. Die Folge fur die Patienten ist ein wesentlich erhoh-
tes Risiko, Karies zu bekommen [1, 2, 6, 1820]. Auch ist das Auftreten von Infektionen
durch Streptococcus mutans und Lactobazillen sowie von Candida-Infektionen erhdht
[21].

Das Sjogren-Syndrom fuhrt in etwa einem Drittel der Falle auch zu verschiedenen
extraglandularen Manifestationen [3, 22]. Diese werden unterteilt in nicht viszerale
Manifestationen wie an der Haut, an den Gelenken oder an der Muskulatur und in
viszerale Manifestationen, die zur Beteiligung der Lungen, des Herzens, der Nieren, des
Gastrointestinaltraktes, des endokrinen Systems und des zentralen Nervensystems

fihren konnen.
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Auf Grund der vielen verschiedenen Manifestationsformen, neben der typischen Sicca-
Symptomatik, ist eine aufwandige Differentialdiagnostik sehr wichtig. Die extraglandu-
laren Manifestationen ahneln sehr denen von anderen Kollagenosen, wie zum Beispiel
dem systemischen Lupus erythematodes (SLE) [3, 23]. Auf der anderen Seite kann
aber auch die Sicca-Symptomatik ohne eine autoimmune Beteiligung auftreten. Des
Weiteren ist mit dem Sjogren-Syndrom ein erhdhtes Risiko verbunden an einem B-Zell
Non-Hodgkin-Lymphom zu erkranken [24°28]. Daher sind regelmaflige Kontrolluntersu-

chungen der Patienten notwendig.

1.1.3 Kilassifikationskriterien des Sjogren-Syndroms

Die Differentialdiagnostik des Sjogren-Syndroms ist umfangreich, da die Sicca-Sympto-
matik medikamenteninduziert sein kann und durch verschiedene Ursachen wie zum
Beispiel eine virale Infektion (HCV, HIV), Altersregression, Strahlentherapie, Nephropa-
thien und Vitaminmangel hervorgerufen werden kann. Als international anerkannte
Klassifikationskriterien flr das Sjogren-Syndrom gelten die von der American-European
Consensus Group aufgestellten Kriterien [22]. Die sechs Hauptkriterien sind im Fol-

genden aufgelistet und ihre Anwendung kurz beschrieben.

subjektive okulare Symptome

subjektive orale Symptome

objektive okulare Symptome

histologische Befunde der Speicheldrisenbiopsie

objektive orale Symptome

2B

serologische Befunde der Antikorperdiagnostik

Die subjektiven Symptome werden durch Befragen der Patienten erhoben. Fir die Er-
fassung der objektiven Symptome stehen verschiedene Tests zur Verfugung. Die oku-
laren Symptome werden mit dem so genannten Schirmer-Test oder mit der Bengalrosa-
farbung erhoben. Der Schirmer-Test dient der Messung der sezernierten Menge an
Tranenflussigkeit. Mit der Bengalrosafarbung konnen Ulzerationen auf der Kornea sicht-

bar gemacht werden.

11



Die objektive Messung der Funktion der Speicheldrisen erfolgt Gber die Messung des
unstimulierten Speichelflusses (1,5 ml in 15 Minuten) oder anhand einer Szintigraphie
der Speicheldrisen. Zusatzlich erfolgt eine histologische Untersuchung von Biopsien
aus den gut erreichbaren kleinen Speicheldrisen im Lippengewebe. In diesen Biop-
saten wird dann die Infiltration durch Lymphozyten bestimmt. Die Infiltration der Lym-
phozyten wird objektiviert, indem man die Beurteilung zum einen durch einen
erfahrenen Pathologen durchflihren lasst und zum anderen an Hand einer definierten
Graduierung bewertet. Der Focus-Score bzw. die Graduierung nach Chisholm und
Mason ist in Tabelle 1 wiedergegeben [29]. Ein Focus wurde von Waterhouse und

Doniach als eine Ansammlung von ca. 50 Lymphozyten pro 4 mm? definiert [4, 29].

Tabelle 1: Focus-Score/Graduierung nach Chisholm and Mason

Grad Lymphozyten pro 4 mm? in der Speicheldriisenbiopsie
0 abwesend

1 leichte Infiltration

2 moderate Infiltration oder < 1 Focus

3 ein Focus

4 > ein Focus

Die serologischen Veranderungen beim primaren Sjogren-Syndrom sind in bis zu 70 %
der Falle gekennzeichnet durch Antikérper gegen die Proteine SS-A/Ro und SS-B/La,

sowie in bis zu 50 % der Falle durch das Vorhandensein von Rheumafaktor [30].

Fur die Diagnose eines primaren Sjogren-Syndroms mussen nun vier von diesen sechs
Kriterien erfullt sein, mit der Bedingung, dass entweder ein positiver Nachweis der
Antikorper gegen SS-A/Ro bzw. SS-B/La oder ein eindeutiger histologischer Nachweis
in den Speicheldrisen zu finden ist. Als weitere Moglichkeit der Diagnosestellung gilt
der positive Nachweis von drei der vier objektiven Kriterien. Die Sensitivitat und
Spezifitat dieser Methoden liegen bei 93,5% bzw. 94% [22]. Das sekundare Sjogren-

Syndrom kann nachgewiesen werden, wenn entweder Kriterium 1 oder 2 vorliegt und
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weitere zwei der Kriterien 3, 4 oder 5 erfullt werden. Hier liegen die Sensitivitat bei
85,1% und die Spezifitat bei 93,5% [22].

Als Ausschlussbedingungen fur die Anwendung dieser Kriterien gelten die Radiothera-
pie von Kopf oder Hals, eine Hepatitis C-Infektion, AIDS, ein bereits existierendes
Lymphom, Sarkoidose, eine Graft-versus-Host-Erkrankung oder die Behandlung mit
anticholinergen Medikamenten [22].

11.4 Therapie des Sjogren-Syndroms

In der Behandlung des Sjogren-Syndroms stehen zunachst symptomatische Therapie-
ansatze zur Verfugung. Im Vordergrund der Behandlung stehen Ersatzstoffe fur Tranen-
flussigkeit und Speichel sowie die Verwendung von sekretionssteigernden Medi-
kamenten (Muskarinagonisten). Bei schwerer Manifestation werden auch autologe
Serumtropfen und Cyclosporin-A-Augentropfen eingesetzt. Aber auch allgemeine Mal3-
nahmen wie das Kauen von zuckerfreiem Kaugummi werden empfohlen. Bei akuten
Schuben einer Sialadenitis (Speicheldrisenentziindung), bei einer Beteiligung von
inneren Organen oder bei dem Bestehen eines Non-Hodgkin-Lymphoms werden auch
Glukokortikoide, Hydroxychloroquin, Methotrexat, Azathioprin oder Rituximab ein-
gesetzt. Kausale Therapiekonzepte liegen zurzeit leider nicht vor, da bisher nicht
bekannt ist, welche kausalen Ursachen und welche molekularen Pathomechanismen

hinter der Entstehung des Sjogren-Syndroms stehen.
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1.2 Das 20S bzw. 26S Proteasom

Das 20S Proteasom ist ein ubiquitar im Korper vorkommender, ATP-abhangiger multi-
katalytischer Komplex. Dieser Proteinkomplex liegt sowohl im Zytoplasma als auch
intranuklear vor. Die Aufgabe des 20S Proteasoms besteht in dem Abbau von Prote-
inen. Dabei werden polyubiquitinierte Proteine vom 20S Proteasom in kurze Peptide ge-
spalten [31, 32]. Das 20S Proteasom ist hiermit ein wichtiger Bestandteil von essen-
tiellen Vorgangen in der Zelle, wie Transkription, Apoptose, Zelldifferenzierung, Aktivie-
rung und Inaktivierung von Transkiptionsfaktoren wie NFkB [33] oder eben auch bei der
Immunantwort [34°40]. In diesem Zusammenhang kommt dem Proteasom eine beson-
dere Bedeutung bei der Prozessierung von Antigenen zu, die dann fir die Beladung des
MHC | Molekuls bendtigt werden [41°47]. Ein weiterer Beleg hierfur ist, dass bei einer
Reihe von Erkrankungen, wie Sepsis, starkem Trauma und Autoimmunerkrankungen
die Konzentration an zirkulierendem 20S Proteasom erhoht ist [48°51]. Hingegen konnte
auch in mehreren Arbeiten belegt werden, dass unter Verwendung von Proteasominhi-

bitoren die Bildung von Klasse | Antigenen in Zellen reduziert werden kann [52°56].

Das 20S Proteasom baut sich aus vier Ringen mit je sieben Untereinheiten auf. Die
Untereinheiten der beiden aufleren Ringe werden als a-Untereinheiten bezeichnet, die
Untereinheiten der beiden inneren Ringe als B-Untereinheiten [57]. An die a-Ringe
binden verschiedene aktivierende und regulierende Proteinkomplexe, wie zum Beispiel
die sogenannten 19S Regulationskomplexe, die den Zugang von Substrat flr den
proteolytischen Abbau bestimmen[58, 59]. Der Komplex aus dem 20S Proteasom und

dem 19S Proteasomregulator bildet das 26S Proteasom [31].

Abbildung 1: Darstellung des 20S Proteasoms. Aufden in griin die a-Ringe mit ihren sieben Untereinhei-
ten und in der Mitte in blau/rot die B-Ringe. Die drei katalytisch aktiven Untereinheiten sind in rot dar-

gestellt.
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Die a-Untereinheiten der beiden auf3eren Ringe sind katalytisch nicht aktiv. Von den je
sieben B-Untereinheiten der beiden inneren Ringe sind jeweils drei Untereinheiten kata-
lytisch aktiv. Diese drei aktiven, konstitutiven Untereinheiten heilen 1 (delta), B2 (Z)
und B5 (MB1) [31, 60762].

Wird der Proteasomkomplex nun durch Interferon-y (INF-y) stimuliert, kdnnen die
aktiven Untereinheiten 31 (delta), B2 (Z) und 5 (MB1) durch drei alternative, ebenfalls
katalytisch aktive, induzierbare Untereinheiten 31i (LMP2), 82i (MECL1) und B5i (LMP7)
ersetzt werden [6370]. Ein solchermalRen veranderter, aktivierter 20S Proteasom-
komplex wird auch Immunoproteasom genannt [71, 72]. Die Untereinheiten p1i (LMP2)
und B5i (LMP7) sind auf Chromosom 6 in der Region des MHC Il kodiert [73776],
wahrend die Untereinheit B2i (MECL1) auf Chromosom 16 in einem Cluster nicht
verwandter Gene verschlUsselt ist [77]. Der Einbau dieser induzierbaren Untereinheiten,
speziell von B5i (LMP7) erfolgt wesentlich schneller als der von konstitutiven Einheiten.
Allerdings ist auch die Halbwertszeit des Immunoproteasoms kurzer als die des
normalen Proteasoms. Auf diese Weise kann der Organismus gut auf akute Infektionen
reagieren [78]. Durch den Einbau dieser Untereinheiten wird die Prozessierung von
Antigenen und damit die Beladung der MHC | Molekile beschleunigt, was folglich zu
einer Optimierung der Prasentation dieser Antigene fuhrt [79]. Die Effektivitat der Im-
munantwort wird also erhoht [72]. Es konnte gezeigt werden, dass durch INF-y
Exposition die Schnittaktivitat der LMP-Untereinheiten verandert [80] und Uber diesen
Mechanismus die Peptidprasentation tber MHC | verstarkt wird [81]. Auch zeigten
Gewebe mit einem hoheren Anteil an Immunoproteasom eine gesteigerte Effizienz bei
der Produktion von MHC | Epitopen als Gewebe mit den konstitutiven katalytischen
Untereinheiten [82, 83].

Der Einbau der induzierbaren Untereinheiten des Immunoproteasoms folgt gewissen
Regeln [71]. Als erstes wird zumeist die Untereinheit B1i (LMP2) eingebaut. Diese
Untereinheit kann selbststandig und unabhangig von anderen Untereinheiten eingebaut
werden. Danach folgt der Einbau von 32i (MECL1). Der Einbau von B2i (MECL1) ist ab-
hangig von B1i (LMP2) und kann nur erfolgen, wenn eben diese Untereinheit schon
vorhanden ist. Relativ spat erfolgt dann der Einbau von B5i (LMP7) in den Enzym-

komplex. Diese Einheit ist aber essentiell fur die Funktion und Effektivitat des Immuno-
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proteasoms. B5i (LMP7) kann darUber hinaus nur eingebaut werden, wenn 31i (LMP2)
und B2i (MECL1) bereits eingebaut wurden [71].

Zusatzlich gibt es einen wichtigen Proteasom aktivierenden Faktor PA28, der ebenfalls
durch Interferon-y induziert wird [84]. Durch Bindung an die auleren Ringe des 26S
Proteasoms wird uber diesen Hybridkomplex die Produktion von einigen MHC | Anti-
genen nochmals gesteigert [85°88]. PA28 bildet eine Ringstruktur aus sieben Unterein-
heiten, die mit dem Proteasom interagiert und dartber den Ein- und Austritt von
Peptiden beeinflusst [89°91]. Die Bindung von PA28 flhrt zu einer erhdhten Vielfalt an
prasentierten MHC | Antigenen [46]. Es ist jedoch noch unklar Gber welchen exakten

Weg dies umgesetzt wird.

Diese entscheidende Rolle in der Antigenprozessierung und damit in der Beladung des
MHC-I Moleklls macht den Proteasomkomplex immunologisch interessant. Dieser
Mechanismus spielt relativ frih eine Rolle im Ablauf der Immunantwort. Wenn es in
diesem Bereich zu einer Fehlregulation der Peptidprasentation kommt, kann das dazu
fuhren, dass die folgende Immunantwort gar nicht oder zu stark getriggert wird.
Aulerdem begrinden die Einflisse des Proteasoms auf weitere wichtige Vorgange der
Zelle, nicht zuletzt auch auf die Apoptose, das gesteigerte Interesse an diesem Protein-

komplex.

Der erste Hinweis auf die Beteiligung des Proteasomkomplexes an dem Entstehen
autoimmuner Erkrankungen kam durch die Entdeckung von Antikorpern, die gegen
Teile des Proteasomkomplexes gerichtet sind [92°95]. Dies war zum Beispiel bei Pa-
tienten mit Multipler Sklerose (MS) [96] sowie bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ |
[97] der Fall. Ebenso wurden Antikorper gegen Untereinheiten des Proteasom aktivie-
renden Faktors PA28 bei systemischem Lupus erythematodus und beim Sjogren-Syn-

drom gefunden [98].

In anderen Arbeiten konnten weitere Hinweise auf die Involvierung des Proteasoms in
das Geschehen von Autoimmunerkrankungen gefunden werden. So konnte in friheren
Studien gezeigt werden, dass sich die relative Expression der induzierbaren Unterein-
heiten des Proteasoms bei Sjogren-Patienten von der bei gesunden Menschen in den

peripheren mononuklearen Zellen (PBMCs) unterscheidet [99, 100]. S. Krause konnte
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in ihrer Arbeit von 2006 [100], in der ebenfalls PBMCs von gesunden Kontrollen,
Sjogren-Patienten und Patienten mit verschiedenen anderen rheumatischen Erkrankun-
gen untersucht wurden, zeigen, dass die Expression der Untereinheiten $1i (LMP2) und
B2i (MECL1) auf mRNA Ebene bei Sjogren-Patienten im Vergleich zu gesunden Kon-
trollen signifikant erhoht war. Im Gegensatz dazu wurde fir B5i (LMP7) keine Steige-
rung der Expression auf mRNA Ebene gefunden. Gleichzeitig war aber die Untereinheit
B1i (LMP2) auf Proteinebene in der Gruppe der Sjogren-Patienten deutlich herunter-
reguliert. Es wurde nun vermutet, dass dies (a) an einem post-transkriptionalen Defekt,
(b) an einem gestdrten Translationsprozess oder (c) an einer verringerten Stabilitat des
B1i (LMP2) Proteins liegt. Dieses Phanomen wurde allerdings flir keine weitere Unter-
einheit gefunden. Als Einschrankung wurden in dieser Arbeit die PBMCs als eine
heterogene Gruppe zusammengefasst und nicht in die einzelnen Untergruppen
unterteilt. Es kann also nicht gesagt werden, ob diese beschriebenen Ergebnisse nur in

bestimmten Zellgruppen der PBMCs vorkommen oder in allen PBMCs zu finden sind.

In einer weiteren Arbeit von T. Egerer 2006 [99] wurden Ergebnisse veroffentlicht, die
ebenfalls eine veranderte Expression von Untereinheiten des Proteasomsystems auf
MRNA Ebene bei Sjogren-Patienten zeigen. In dieser Arbeit wurde Speicheldriisenge-
webe untersucht und die Expression der Untereinheiten im Gewebe analysiert. Hier
zeigte sich eine signifikante Hochregulation der Expression von B5i (LMP7) im Spei-
cheldrisengewebe von Sjogren-Patienten im Vergleich zu Patienten mit Sicca-Symp-
tomatik ohne autoimmune Sialadenitis. Doch auch in dieser Arbeit wurden keine
einzelnen Zelltypen untersucht, sondern es wurde eine heterogene Gruppe von Zellen

zusammengefasst analysiert.

Aufbauend auf diese Ergebnisse werden in der vorliegenden Arbeit nun die PBMCs in
CD4" und CD8" T-Zellen, CD19" B-Zellen, Monozyten und dendritische Zellen aufgeteilt
und es wird die Genexpression der Untereinheiten des Proteasomsystems in den

einzelnen Gruppen untersucht.
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2. Fragestellung

Das 20S Proteasomsystem spielt in der Regulation von Entzindungsprozessen und bei
der Prozessierung von antigenen Peptiden fur die Beladung der MHC | Molekule eine
entscheidende Rolle. Es wurde in mehreren Studien gezeigt, dass durch Veranderun-
gen im Aufbau des Proteasoms eine Veranderung der Prozessierung von Antigenen der
MHC Klasse | hervorgerufen wird [41°47]. Uber diesen Mechanismus leistet das Protea-
somsystem einen wichtigen Beitrag zur Erkennung der korpereigenen Zellen durch das
Immunsystem. Eine Fehlregulation in diesem System kann einen Einfluss auf das
Zusammenspiel von Koérperzellen und Immunsystem haben. Daher ist dieser Multien-
zymkomplex von besonderem Interesse in der Erforschung der Pathogenese von Auto-
immunerkrankungen. Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung des Proteasoms bei
Autoimmunerkrankungen war die Entdeckung von Antikdrpern, die gegen Unterein-
heiten dieses Multienzymkomplexes gerichtet sind [92°95]. Jedoch sind die genaue
Regulation und der Aufbau dieses komplexen Systems bei Autoimmunerkrankungen

noch wenig untersucht.

In friheren Arbeiten wurden erste Erkenntnisse Uber die Expression des Proteasom-
systems bei Autoimmunerkrankungen gewonnen [99, 100]. Dabei konnte unter
anderem gezeigt werden, dass es zu einer Fehlregulation einer Untereinheit des Im-
munoproteasoms beim primaren Sjogren-Syndrom kommt. Interessanterweise konnte
nachgewiesen werden, dass es bei Patienten mit Sjogren-Syndrom zu einer Hochre-
gulation der mRNA fur die katalytische Untereinheit LMP2 kommt [100]. Auf Protein-
ebene fand sich demgegenuber eine Defizienz der Untereinheiten, die auf eine Dys-
regulation hinweist. Jedoch wurden in der Arbeit nicht einzelne Zellpopulationen der in
den PBMCs enthaltenen Zellen getrennt untersucht, sondern alle PBMCs als eine

Gruppe behandelt.

Es ist allerdings bekannt, dass die Aktivitat des Proteasomsystems in verschiedenen
Geweben und Zelltypen sehr unterschiedlich ist [31]. So ist die Aktivitat dieses Enzym-
komplexes in Geweben mit einem hohen Proteinumsatz, wie zum Beispiel in Leber-
zellen, wesentlich hoher als beispielsweise in Muskelzellen. Da auch bei einer Entzin-

dungsreaktion nicht alle immunologisch aktiven Zellen gleichermalen aktiviert sind,
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sollten im Rahmen dieser Arbeit die PBMCs in ihre verschiedenen Untergruppen aufge-

trennt werden, um so ein genaueres und aussagekraftiges Bild zu bekommen.

Des Weiteren ist auf die Arbeit von T. Egerer 2006 hinzuweisen, in der ebenfalls das
Proteasomsystem im Zusammenhang mit dem Sjogren-Syndrom untersucht wird. Hier
konnte ebenfalls eine Dysregulation in der Expression von einzelnen Untereinheiten des
Immunoproteasoms nachgewiesen werden. Hier wurde allerdings eine Veranderung in
der Untereinheit LMP7 festgestellt. Diese wurde hauptsachlich im Gewebe der
Speicheldrisen nachgewiesen. Doch auch hier wurden nicht die einzelnen immuno-
logisch aktiven Zellen betrachtet, sondern alle infiltrierenden und gewebestandigen

Zellen zusammen als eine heterogene Gruppe analysiert.

Daher war es das Ziel dieser Arbeit, die Genexpression der verschiedenen Unterein-
heiten des Proteasoms in Zusammenhang mit dem Sjégren-Syndrom naher zu unter-
suchen. Es wurde im Ansatz darauf geachtet, die einzelnen an der Immunreaktion
beteiligten Zellen aufzutrennen und miteinander zu vergleichen. Hierdurch ist es
mdglich zu untersuchen, welche Zellen eine Dysregulation in der Genexpression dieser
Untereinheiten aufweisen. Dieses Muster kann dann wiederum mit den Erkenntnissen
uber die aktivierten Zellen im entzindeten Gewebe beim Sjogren-Syndrom verglichen
werden. Hierdurch kdnnte ein weiterer Baustein im Verstandnis der Pathogenese des

Sjogren-Syndroms gefunden werden.
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3. Patienten, Materialien und Methoden

31 Patienten und Kontrollen

In die Studie wurden insgesamt 14 Patienten mit Sjogren-Syndrom und 13 gesunde
Kontrollen aufgenommen. Von den 14 Patienten wurde bei 12 Personen die Diagnose
eines primaren Sjogren-Syndroms gestellt und bei zwei Personen die Diagnose eines
sekundaren Sjogren-Syndroms. Alle Patienten erfullten die Klassifikationskriterien der
American-European Consensus Group fur das Sjogren-Syndrom [22]. Alle Patienten
waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme in der Abteilung fur Rheumatologie und
klinische Immunologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin in Behandlung und
wurden von hier rekrutiert. Die zustandige Ethikkommission hatte die Studie genehmigt
und es lag vor Blutentnahme eine schriftliche Einverstandniserklarung aller Teilnehmer

vor.

Unter den 14 untersuchten Patienten befanden sich 12 Frauen und 2 Manner. Das
durchschnittliche Lebensalter der Patienten betrug 57 Jahre (Standardabweichung (SD)
£12,5). Die 13 gesunden Kontrollen setzten sich aus 12 Frauen und einem Mann

zusammen. Hier lag das durchschnittliche Lebensalter bei 47 Jahren (SD £7,7).

Einige der Patienten zeigten nicht nur die Diagnose primares oder sekundares Sjogren-
Syndrom sondern auch andere Begleit- bzw. Hauptdiagnosen, die im Folgenden
aufgezahlt sind: Systemischer Lupus erythematodes (SLE) bei einer Patientin, undif-
ferenzierte Kollagenose bei einer Patientin, Osteoarthritis (= Polyarthrosis deformans)
bei einer Patientin, kutanes Immunozytom bei einem Patienten, kurierter Brustkrebs und
Zervixkarzinom bei einer Patientin, arterieller Hypertonus bei zwei Patientinnen,
metabolisches Syndrom bei einer Patientin, Diabetes mellitus Typ Il bei zwei Patien-
tinnen und Osteoporose bei einer Patientin. Drei Patienten wiesen keinerlei Nebendiag-
nosen auf. Weitere Erkrankungen waren zu diesem Zeitpunkt nicht bekannt. Von den
gesunden Kontrollen wies zum Zeitpunkt dieser Arbeit niemand eine akute oder

chronische Erkrankung auf.

Insgesamt funf Patienten wurden zum Zeitpunkt der Studie mit niedrig dosiertem

Prednisolon behandelt (Dosis <7,5 mg/d). Weitere systemische Therapien bestanden
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unter anderem bei einer Patientin aus L-Thyroxin, Clomifen, Choriongonadotropin und
Progesteron, bei einer weiteren Patientin aus Furosemid und ASS sowie bei einigen
weiteren ebenfalls aus NSAR. Es ist nicht bekannt, ob diese Medikamente in den
vorliegenden Dosierungen Einfluss auf die Expression oder die Aktivitdt der unter-
suchten Untereinheiten des Proteasomkomplexes haben. In der Tabelle 2 sind alle

Patienten mit Geschlecht, Alter, Diagnose, Nebendiagnose und Therapie aufgelistet.
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Tabelle 2: Ubersicht liber alle Patienten

Patient | Geschlecht | Alter | Diagnose | Nebendiagnosen Therapie
Nr. M/W pSS / sSS
1 w 67 pSS Metabolisches Syndrom, | lIsosorbiddinitrat; ASS;
Osteoporose, Furosemid; Allopurinol;
Verapamil; ACC log; Formoterol;
Budesonid; Risedronsaure;
Calcinogen; Spironolacton;
Hydroxychloroquinsulfat;
Ivofibrat; Oxycodon;
Prednisolon; Panthenol;
Esomeprazol;Diclofenac;
Magnesium;
2 M 49 pSS keine keine
3 w 71 pSS Polyneuropathie keine
4 w 52 sSS undifferenzierte Subreum; ASS;
Kollagenose, Etoricoxib b.B.
Z.n. Lyme Borreliose,
Antiphospholipidsyndrom
5 w 49 pSS keine Pilocarpin; Pantoprazol;
Levothyroxin; Azahtioprin
6 w 66 pSS Diabetes mellitus Typ 2 Hydroxychloroquinsulfat;
Pilocarpin;
Prednisolon;
Hypromellose Augentropfen;
Repaglinid; Metformin
7 w 33 sSS DD Systemischer Ibuprofen; Levothyroxin,
Lupus Erythematodes, Hormone: Clomifen,
Choriongonadotropin und
Progesteron
8 M 43 pSS kutanes Immunozytom Azathioprin; Methylprednisolon;
Carbomer; Hypromellose
9 w 52 pSS keine Prednisolon; Saliva
(Mundspray);
Augentropfen; Blutdrucktab.
10 w 74 pSS keine keine
11 w 44 pSS keine Hydroxychloroquinsulfat;
Prednisolon
12 w 63 pSS Z.n. Mamma-Carzinom, L-Thyroxin;
Zervix-Carzinom Clonidin; Systane
Benetzungstropfen n.B.;
Diclofenac; Omeprazol;
13 w 75 pSS Lymphozytopenie Prednisolon; Celecoxib;
Tramadol; Amitriptylin;
Lorsartan; Pankreatin;
Calcium-lon;
Pantoprazol;Carbomer
Augengel;
14 w 52 pSS keine Alendronsaure; Pilocarpin;

Ranitidin; Levothyroxin
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3.2 Blutentnahme

Von allen Patienten sowie den Kontrollen wurden je ca. 60 ml Blut entnommen. Die
Entnahme wurde mit Heparin beschichteten Réhrchen (Vacutainer®, Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland) durchgefuhrt. Nach der Entnahme wurden die Blutproben -
bis zur Weiterbearbeitung - bei Raumtemperatur belassen. Die Liegedauer bzw. die
Transportdauer zwischen der Abnahme des Blutes und der weiteren Aufbereitung im

Labor betrug maximal 30 Minuten.

3.3 Isolation der zellularen Untereinheiten des Blutes

3.3.1 Isolation der mononuklearen Zellen aus peripherem Blut

Die Bearbeitung der Blutproben und die Isolierung der mononuklearen Zellen aus dem
peripheren Blut (PBMC) wurden unter einer Laminar-Box (Glasvitrine mit laminarer Luft-
stromung) durchgeflihrt. Aus dem Blut wurden die PBMCs mittels Dichtegradientenzen-
trifugation isoliert. Zu diesem Zweck wurde das Blut auf zwei 50 ml Falcon Tube
(Falcon, Oxnard USA) verteilt und mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) (Sigma,

Taufkirchen, Deutschland) auf jeweils insgesamt 35 ml aufgefullt.

Danach wurde dieses Blut-PBS-Gemisch wiederum in je ein 50 ml Falcon Tube mit
Filterscheibe (Falcon, Oxnard USA) umgefullt. Diese wurden vorab mit 15 ml Trenn-
flissigkeit (,Ficoll lymphocyte isolation solution®, GE Healthcare Bio-Science, Miinchen,

Deutschland) und durch kurzes Zentrifugieren bei 2000 rpm vorbereitet.

Nun wurden die Rohrchen fur 20 Minuten bei 2000 rpm ohne Bremse zentrifugiert.
Nach dem Zentrifugieren haben sich die PBMC Uber dem Ficoll und der Filterscheibe
angesammelt. Zuerst wurde das Plasma/PBS-Gemisch, welches sich noch Uber den
PBMC befand, entnommen. Die Interphase mit den PBMC wurde im Anschluss
vorsichtig von oben her mit einer Pasteurpipette abpipettiert. Die PBMC wurden in je ein
neues 50 ml Falcon Tube gegeben. Hier wurden die Zellen in einem Gesamtvolumen
von 50ml mit PBS, versetzt mit 0,5% Albumin aus Rinderserum (BSA) (PBS/BSA,

Sigma, Taufkirchen, Deutschland), durch Zentrifugieren gewaschen.

Insgesamt wurden die PBMC dreimal fur je 10 Minuten gewaschen. Der erste Wasch-

gang erfolgte mit 1600 rpm. Der zweite und dritte Waschgang erfolgten dann mit je
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1000 rpm, um die mitgenommenen Thrombozyten auszuwaschen und die Reinheit der
PMBC zu erhdhen.

Nach der Isolation der Zellen wurden diese manuell mit der Neubauer Zahlkammer
(Fein-Optik, Bad Blankenburg, Deutschland) gezahlt. Es wurden aus jedem Réhrchen
10 pl entnommen und mit 990 pyl PBS verdunnt. Dies ergab eine Verdunnung von
1:100. Fdr jeden Probanden wurden nun vier Quadranten der Zahlkammer ausgezahilt.
Aus diesen vier Werten wurde der Mittelwert gebildet und in folgende Formel

eingesetzt:

absolute Zellzahl = (Mittelwert der Quadranten) x 10* x Verdiinnung (100) x Proben-

volumen in ml

Die eine Halfte der Zellen - von jedem Patienten bzw. jeder Kontrolle - wurde flr die
Isolation der dendritischen Zellen mittels magnetaktivierter Zellsortierung (“Magnet
Activatet Cell Sorting“ - MACS) benutzt. Die andere Halfte wurde zur Isolierung der T-
und B-Lymphozyten sowie der Monozyten mittels fluoreszenzaktivierter Zellsortierung

(,Fluoreszens Activatet Cell Sorting“ - FACS) verwendet.

Nach der Isolierung der PBMC wurden diese wahrend und zwischen der weiteren Bear-

beitung immer auf Eis gekuhlt.
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3.3.2 Isolation von T- und B- Lymphozyten sowie von Monozyten mittels
fluoreszenzaktivierter Zellsortierung

Um die T- und B-Lymphozyten sowie die Monozyten von den Ubrigen Zellen mittels

fluoreszenzaktivierter Zellsortierung (FACS) zu separieren, wurden zunachst die unspe-

zifischen Bindungsstellen mittels eines anti-Fc Antikérpers (Miltenyi Biotec GmbH,

Bergisch Gladbach, Deutschland) blockiert. AnschlieRend wurden die PBMCs bei 4° C

fur 20 Minuten mit den folgenden Antikorpern inkubiert, die gegen spezifische Ober-

flachenmolekule gerichtet und mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind:

1. Antikérper gegen CD3, markiert mit allophycocyanin -APC- (Klon SK 7),
2. Antikorper gegen CD14, markiert mit fluorescein-isothiocyanate —FITC (Klon
MZP9),
3. Antikorper gegen CD19, markiert mit phycoerithrin -PE- (Klon SJ25C1)
(alle drei Antikdrper von Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland),
4. Antikdrper gegen CD4, markiert mit PE-Cy5 (Klon S3.5),
5. Antikorper gegen CD8, markiert mit PE-Cy7 (Klon 3B5) ,
(beide Antikdrper von CALTAG Laboratories, Hamburg, Deutschland, heute

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland).

Um tote Zellen auszusortieren, wurde 4°,6-diamidino-2-phenylindol (DAPI, Molecular
Probes, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) direkt vor der Sortierung zu den einzelnen

Proben zugegeben.

Das verwendete Gerat war der FACS DiVa Flow Cytometer (Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland). Dieser wurde mit der entsprechenden FACS DiVa Software

der Firma bedient.

Fir die gleichzeitige Sortierung von den verschiedenen Subpopulationen wurde
folgende Strategie (Abbildung 2) angewendet: Im ersten Fenster werden die Zellen
nach GrolRe und Granularitat dargestellt. Im zweiten Fenster erfolgte die Trennung nach
lebenden und toten Zellen sowie nach CD3" und CD3" Zellen. Fiir das dritte und vierte
Fenster wurden dann nur die lebenden Zellen verwendet. Die CD3" Zellen wurden im
dritten Fenster in CD14" Monozyten und CD19" B-Lymphozyten aufgetrennt und aus
den CD3" Zellen wurden im vierten Fenster die CD4" und CD8" T-Lymphozyten-
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Subpopulationen isoliert. Die verschiedenen hier isolierten Subpopulationen wurden

noch im FACS-Zytometer auf ihre Reinheit gepruft und anschlieend gezahlt.

FACS

PBMCs

Oy

lebende
Zellen

FSC CD3

CD14+ CD19+ CD8+ CD4+

CD

14 CD8

Il“EDiQ

Abbildung 2: Hier ist die gleichzeitige Auftrennung der PBMC in die verschiedenen Subpopulationen
mittels FACS nach der oben genannten Strategie gezeigt. Das erste Fenster zeigt die Auftrennung nach
Granularitat und GréRe (SSC, FSC). Im zweiten Fenster, oben rechts, ist dann gezeigt, wie die Zellen in
lebende CD3"- und lebende CD3™-Zellen aufgeteilt werden und die toten Zellen aussortiert werden. Die
Fenster drei und vier geben die Trennung der CD3-Zellen in CD14™- bzw. CD19"-Zellen und die
Trennung der CD3"-Zellen in CD8"- bzw. CD4"-Zellen wieder.

Nachdem die vier verschiedenen Zellsubpopulationen isoliert wurden, wurden diese
sofort mit RLT-Lysepuffer (Qiagen, Hildesheim, Deutschland) versetzt mit 2-Mercapto-
ethanol (2-ME) (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) lysiert. Im Anschluss wurde direkt
mit der RNA-Extraktion fortgefahren oder das Zelllysat bei -80°C bis zur Weiterverarbei-

tung eingefroren.
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3.3.3 Isolation der dendritischen Zellen mittels magnetaktivierter Zell-
sortierung

Die dendritischen Zellen wurden mittels magnetaktivierter Zellsortierung (MACS) aus
dem Blut der Probanden isoliert. Zu diesem Zweck wurde das ,Blood Dendritic Cell
Isolation Kit II“ (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) verwendet.
Alle im Folgenden erwahnten Reagenzien, bis auf den PBS/BSA-Puffer (Sigma,
Taufkirchen, Deutschland), sind in diesem Kit enthalten. Auch die verwendeten Saulen
(LD und LS Saulen) wurden von Miltenyi Biotec hergestellt und bezogen. Bei der Durch-
fuhrung wurde nach den entsprechenden Protokollen der Firma vorgegangen. Fur die
negative Selektion wurden LD Saulen und fur die positive Selektion LS Saulen

verwendet.

Die Selektion der dendritischen Zellen erfolgte Uber zwei Schritte. Im ersten Schritt
wurden durch positive Selektion die CD14" Monozyten und die CD19* B-Zellen aus-
sortiert. Der erste Schritt ist notwendig, da auf der Oberflache der B-Lymphozyten das
Oberflachenmolekil CD1c (BDCA-1) und auf den Monozyten BDCA-3 exprimiert wird.
Da diese aber fUr die Selektion der dendritischen Zellen als Marker bendtigt werden,
mussen solche Zellen vorab aussortiert werden, um die Reinheit der dendritischen
Zellen zu gewabhrleisten. Dies wird durch den Non-DC Depletion Cocktail ermdglicht, in
dem Antikorper enthalten sind, die CD14" Monozyten und CD19" B-Zellen mit kleinen
metallischen Partikeln markieren, so dass diese beim Fliellen durch ein Magnetfeld
festgehalten werden. Des Weiteren ist ein Antikdrper enthalten, der die CD1¢” (BDCA-
1") dendritischen Zellen mit Biotin markiert, was fiir den zweiten Schritt von Bedeutung
ist. Im zweiten Schritt wurde dann mit Hilfe des DC Enrichment Cocktail eine positive
Selektion der dendritischen Zellen durchgeflhrt. In diesem DC Enrichment Cocktail sind
Antikérper gegen die jeweils spezifischen Oberflachenmolekile enthalten, so dass die
BDCA-4" (Neuropilin-17) plasmatischen dendritischen Zellen, die BDCA-3" myeloischen
dendritischen Zellen und die im ersten Schritt mit Biotin markierten CD1¢* (BDCA-1")
myeloischen dendritischen Zellen mit kleinen metallischen Partikeln markiert und im

Magnetfeld isoliert werden.

27



Im Anschluss wurden die gewonnen dendritischen Zellen manuell mit der Neubauer

Zahlkammer (Fein-Optik, Bad Blankenburg, Deutschland) gezahlt.

Die einzelnen Schritte des MACS sind in Tabelle 3 dargestellt. Ein Beispiel der an-

schlielienden Analyse von den sortierten Zellen bietet Abbildung 3.

Tabelle. 3: Durchflihrung der magnetaktivierten Zellsortierung

Reagenz Menge Zeitprotokoll

FcR Blocking | je 100 pl | 15 Minuten inkubiert bei 4°C

Reagent, Non-DC

Depletion Cocktail

PBS/BSA 5-10 ml 10 Minuten zentrifugiert bei 1400 rpm, Uberstand ver-
worfen

PBS/BSA 500 pl Pellet resuspendiert

Suspension, Suspension durch LD Column laufen lassen, Saule mit
PBS/BSA gewaschen, Durchfluss mit DZ’s aufge-

PBS/BSA 2x 1 ml fangen

Durchfluss 10 Minuten zentrifugiert bei 1400 rpm, Uberstand ver-
worfen

PBS/BSA 400 pl Pellet resuspendiert

DC Enrichment | 100 ul 15 Minuten inkubiert bei 4°C

Cocktail

PBS/BSA 5-10 mi 10 Minuten zentrifugiert bei 1400 rpm, Uberstand ver-
worfen

PBS/BSA 500 pl Pellet resuspendiert

Suspension, Suspension durch LS Column laufengelassen, Saule
mit PBS/BSA gewaschen, Durchfluss verworfen

PBS/BSA 3x3ml

LS Column ausgedruckt und DZ’s aufgefangen
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Abbildung 3: FACS-Kontrollanalyse der sortierten Zellen nach magnetaktivierter Zellsortierung. Im ersten
Fenster wurden die PBMCs wieder nach Granularitat und Grofke definiert (SSC, FSC). Im zweiten
erfolgte die Auftrennung von lebenden und toten Zellen. Danach wurden in den nachsten drei Fenstern
die Subpopulationen der dendritischen Zellen kontrolliert nach deren Oberflichenmarkern BDCA1",

BDCA2", und BDCA3". Die einzelnen Populationen sind der Beschriftung zu entnehmen.

Auch die dendritischen Zellen wurden nach der Praparation direkt mit RTL-Lysepuffer,
versetzt mit 2-ME (Sigma, Taufkirchen, Deutschland), lysiert. Im Anschluss wurde sofort

mit der RNA-Extraktion fortgefahren oder das Zelllysat bei -80°C eingefroren.
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3.4 Gewinnung der RNA

Die RNA-Gewinnung erfolgte wie oben erwahnt direkt im Anschluss an die Sortierung
der PBMC in die einzelnen Zellfraktionen oder nach einer kurzen Zwischenlagerung bei
-80°C. Die Zellen wurden mit RLT-Lysepuffer (Qiagen, Hildesheim, Deutschland) ver-
setzt mit 2-ME (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) lysiert und auf Eis gekuhlt, um eine

Degradierung der RNA zu verhindern.

Zur Durchfuhrung der RNA-Gewinnung wurde das RNeasy Kit (Qiagen, Hildesheim,
Deutschland) verwendet. Es wurde strikt nach der Anleitung des Herstellers gearbeitet.
Die einzelnen Schritte der RNA-Gewinnung sind in Tabelle 4 wiedergegeben. Ergan-
zend wurde noch DNase | (Quiagen, Hildesheim, Deutschland) eingesetzt, um die DNA
zu degradieren und die Reinheit der RNA zu erhohen. Der RLT-Lysepuffer wurde vorab
mit 2-ME versetzt, wobei je 10 pl 2-ME zu 1 ml RLT-Puffer gegeben wurden. Das Lysat
wurde dann mit einer Spritze und einer 20 G Nadel homogenisiert. Im Anschluss wurde
das homogenisierte Lysat mit 70% Ethanol versetzt und auf eine RNeasy mini Saule
gegeben.

Im Anschluss an die Praparation wurde die Integritat der isolierten RNA mit Hilfe des
Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent, Waldbronn, Deutschland) kontrolliert. Gemessen
wurden RNA-Konzentration, rRNA-Ratio (28s/18s) und RNA Integritdt (RIN). Der
Bioanalyzer 2100 misst die auf einen Chip aufgetragenen RNA-Proben anhand von
laserinduzierter Fluoreszenz. Dies wird durch einen Farbstoff ermdglicht, der mit dem
Gel vermischt in die Kanale des Chips gebracht wird und sich direkt an die RNA
anlagert. Das Ergebnis dieser Messung wird dann, wie in Abbildung 4 zu sehen,
entweder in einem Diagramm oder in einer Elektrophoresedarstellung wiedergegeben.
Gemessen wird die ribosomale RNA. Wenn diese RNA nachgewiesen werden kann und
nicht degradiert ist, ist dies ein Beleg dafur, dass auch die Boten- (messenger-) RNA

intakt ist. Die so gewonnene RNA wurde dann bei -80°C gelagert.
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Abbildung 4: Beispielhafte Darstellung eines Ergebnisses des Agilent 2100 Bioanalyzer. Links die gra-

phische Darstellung der Messung der Fluoreszenz und rechts daneben die Elektrophoresedarstellung.

Jeweils markiert ist die ribosomale RNA.

Tabelle 4: Vorgehen bei der RNA-Isolierung

Reagenz Menge | Protokoll

Lysat 700 pl Saule bei 11000 rpm 15 s zentrifugiert, Durch-
fluss verworfen

RW1 Waschpuffer 350 pl 11000 rpm 15 s zentrifugiert, Durchfluss ver-
worfen

DNase |- incubation mix | 80 pl 15 min bei Raumtemperatur inkubiert

RW1 Waschpuffer 350 pl 11000 rpm 15 s zentrifugiert, Durchfluss ver-
worfen

RPE Puffer 500 pl 11000 rpm 15 s zentrifugiert, Durchfluss ver-
worfen

RPE Puffer 500 pl 11000 rpm 2 Min zentrifugiert, Durchfluss ver-
worfen
11000 rpm 1 Min zentrifugiert, Trocknen

RNase-free water 30 i 11000 rpm 1 Min zentrifugiert, eluierte RNA
aufgefangen
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3.5 Umschreibung der RNA zu komplementarer DNA

Um die RNA spater in der PCR naher zu untersuchen, ist in diesem Zusammenhang
eine Umschreibung der RNA in komplementdre DNA (cDNA) notwendig. RNA liegt
immer nur in einzelnen Strangen vor. Da man aber in der real time PCR die Fluores-
zenz eines Farbstoffes misst, der sich zwischen Doppelstrange lagert, kann RNA mit
dieser Methode nicht gemessen werden. Daher ist die Umschreibung in cDNA
erforderlich.

Diese Umschreibung der RNA wird mit Hilfe einer reversen Transcriptase durchgeflhrt.
In diesem Fall wurde Superscript || RT (Invitrogen, Carlsbad, USA) verwendet. Des
Weiteren bendtigt man fur die Umschreibung oligo(dT) Primer, welche am Poly(A)-
Schwanz der mRNA am 3’-Ende binden. Auch die verwendeten oligo(dT) Primer sowie
alle weiteren Reagenzien wurden uber Invitrogen bezogen. Fur die Umschreibung wur-
de das Protokoll von Invitrogen angewendet. Die einzelnen Schritte sind der Tabelle 5

zu entnehmen. Die gewonnene cDNA wurde bei -20°C gelagert.

Tabelle 5: RNA-Umschreibung in cDNA

Komponente Menge | Konzentration Protokoll
RNA- 22yl abhangig von der | alle Komponenten gemischt, 5 Min auf
Suspension Praparation 65°C erhitzt, auf Eis abgekuhlt und
Oligo(dt) Primer | 2 pl 500 pg/ml kurz zentrifugiert
dNTP Mix 2 ul jeweils 10 nM
5x First-Strand | 8 pl alle Komponenten zum Ansatz hinzu-
Buffer gegeben, 2 Min bei 42°C inkubiert
DTT 4 ul 0,1M
RNaseOut 2 ul 80 units
Superscript 1l | 2 yl 400 units zum Ansatz hinzugegeben, 50 Min bei
RT 42°C
die Reaktion gestoppt durch Erhitzen
auf 75°C far 15 Min
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3.6 Ansatz und Durchfiihrung Real-Time PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine molekularbiologische Methode, mit der
es moglich ist, Desoxyribonukleinsaure (DNA) oder Ribonukleinsaure (RNA) zu ver-
vielfaltigen. Das Prinzip der PCR beruht auf einer exponentiellen Vermehrung des
gewunschten DNA-Abschnittes. Dies wird ermoglicht durch ein wiederholtes Durch-
laufen eines definierten Zyklus, in dem immer wieder die Kopien aus dem vor-

hergehenden Zyklus zusatzlich als neues Ausgangsmaterial verwendet werden.

Das besondere an der Real-Time PCR besteht darin, dass nach jedem Zyklus die am-
plifizierte Menge an Doppelstrang-DNA (dsDNA) gemessen wird. Dies wird ermoglicht
durch Substanzen wie SYBR Green, die sich in Doppelstrang-DNA einlagern und dann
fluoreszieren. Mit zunehmender Menge des Produktes steigt somit auch die messbare
Fluoreszenz. Diese Zunahme an Fluoreszenz wird detektiert und in einem
Kurvendiagramm dargestellt. Dieses System setzt allerdings voraus, dass dsDNA

gebildet wird. Daher kann hier, wie oben erwahnt, keine RNA gemessen werden.

Am Anfang der Real-Time PCR erfolgte eine langere Phase der Denaturierung von 10
Minuten, um wirklich alle dsDNA zu denaturieren. Nach dieser anfanglichen Dena-

turierung wird ein vorher definierter Zyklus wiederholt durchlaufen.

Jeder Zyklus besteht aus drei Phasen: Denaturierung, Anlagerung der Primer an die
DNA (Annealing) und Aufbau eines komplementaren Stranges (Elongation). Die
Denaturierung bezeichnet das Losen der Wasserstoffbruckenbindungen zwischen den
DNA-Doppelstrangen und findet bei ca. 95°C statt. Beim Annealing handelt es sich um
die Bindung des Primers an die nun einzeln vorliegenden Strange der DNA. Dies
geschieht am effektivsten bei einer Temperatur, die ca. 2°C unter der Schmelztem-
peratur des Primers liegt. Hier ist die Bindungsfahigkeit des Primers am besten. Bei der
Elongation wird nun von den Primern ausgehend der DNA-Strang repliziert. Dies
geschieht mit Hilfe einer hitzebestandigen Polymerase. Die hier verwendete Tag-

Polymerase arbeitet bei einer Temperatur von 72°C am effektivsten.

Am Ende der Real-Time PCR, wenn die gewunschte Zykluszahl durchlaufen war, wurde
ein Dissoziationsprotokoll durchgefuhrt. Hierbei wurde das Produkt langsam erhitzt und

der Schmelzpunkt ermittelt. Jedes Produkt hat, je nach Lange und Sequenz, einen
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eigenen Schmelzpunkt. Man kann so feststellen ob wirklich nur das gewilnschte

Produkt amplifiziert wurde.

Tabelle 6: Darstellung des verwendeten PCR-Programms

PCR-Programm Dissoziationsprotokoll
Wiederholung | 1 Zyklus 40 Zyklen 1 Zyklus

Temperatur 50°C 95°C 95°C 63°C 72°C Start bei 60°C

Zeit 2 Min 10 Min | 15s 30s 30s 20 Min

Fur diese Arbeit wurde das ABI Prism 5700 Sequence Detection System (PE Applied
Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) verwendet. Die Proben wurden in 8-Well-
Streifen (8-well reaction optical tubes/stripes, PE Applied Biosystems, Weiterstadt,
Deutschland) mit einem Volumen von jeweils 25 pl angesetzt. Jeder Ansatz setzt sich
zusammen aus 12,5 pyl SYBR Green PCR Master Mix (PE Applied Biosystems,
Weiterstadt, Deutschland), 0,5 ul reverse Primer, 0,5 pl forward Primer (alle Primer von
TIB MOLBIOL, Syntheselabor GmbH, Berlin, Deutschland), 4 yl cDNA und 7,5 pl
sterilem Wasser. Die genaue Zusammensetzung eines 25 ul Ansatzes ist noch einmal

in Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: PCR Ansatz

PCR Ansatz 25 pl
Komponente Menge in pl
SYBR Green PCR Master Mix 12,5
forward Primer (0,1uM) 0,5
reverse Primer (0,1uM) 0,5
cDNA 4
steriles Wasser 7,5
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Die Proben wurden wahrend der ganzen Zeit der Vorbereitung auf Eis gestellt, um eine
Degradierung der DNA zu verhindern. Zuerst wurden die Primer zusammen mit dem
SYBR Green Mastermix in einem 10x Ansatz gemischt und anschlieend mit der cONA
versetzt. Dann wurde dieser Ansatz auf die entsprechenden Wells verteilt. Alle Proben
wurden in Dreierbestimmungen gemessen. Bei jedem Lauf lief fur jeden Primer eine
positiv und eine negativ Kontrolle mit. Die Wells wurden mit durchsichtigen Deckeln
(optical caps, PE Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) versehen und kurz
zentrifugiert, um Blasen zu entfernen und evtl. am Rand haftende Tropfen nach unten

ins Well zu bekommen.

Zur Beurteilung der relativen Expression der mRNA wird ein so genanntes Haushalts-
gen bendtigt. Man geht davon aus, dass diese Haushaltsgene weitestgehend unre-
guliert abgelesen werden und so das Produkt in immer gleicher Konzentration in einem
Gewebe oder einer Zelle exprimiert wird. Somit kann die Expression anderer Gene in
Relation zu der Expression dieser Haushaltsgene gesetzt werden. Bei der Wahl des
Haushaltsgens kommt es darauf an, aus welchem Gewebe die Probe gewonnen wurde.
In diesem Fall wurde das untersuchte Material aus PBMC isoliert. Hierfur hat sich -

Actin als gutes Haushaltsgen erwiesen [101].

3.6.1 Primerdesign und Effizienzpriifung

Die Primer wurden alle mit der Software Primer Version 0.5 (Whitehead Institute for
Biomedical Research) mit strengen Parametern entworfen. Es wurde darauf geachtet,
dass die Primer introntbergreifend sind, um sicher zu stellen, dass sie nur an cDNA
binden konnen. Weitere Vorgaben fur die Auswahl der Primer war die Produktgrof3e, die
zwischen 170 und 220 bp liegen sollte, sowie die Schmelztemperatur, die fur alle Primer
bei 60°C +/- 0,2°C festgelegt wurde. Alle verwendeten Primersequenzen sind in Tabelle

8 aufgelistet.

Bevor die Primer in der PCR verwendet wurden, wurde deren Effizienz ermittelt. Dazu
wurde eine Verdunnungsreihe angelegt und ein logarithmisches Kurvendiagramm
anhand der Ct-Werte erstellt. Der Ct-Wert stellt die Anzahl der durchlaufenen Zyklen
dar, bis die Menge der detektierten Fluoreszenz eine definierte Schwelle durchbricht.

Die Verdunnungsreihe startete mit einer Verdiinnung der cDNA von 1:4 und ging dann
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Uber 1:40 und 1:400 bis 1:4000. Mit Hilfe dieser Kurve konnte dann die Effizienz fir

jeden Primer mit folgender Formel errechnet werden:

E = 101/—Steigung

Mit Steigung ist hier der Anstieg der Kurve der nachweisbaren dsDNA im Laufe der
PCR gemeint. Der Wert fur die Effizienz sollte nach Maoglichkeit 2,00 erreichen. Dies
wulrde bedeuten, dass sich die Menge der dsDNA pro Zyklus verdoppelt. In diesem Fall
wlrde die PCR optimal arbeiten. Das heil3t aber auch, dass rein theoretisch keine
Effizienz Uber 2,00 existieren kann. Auf Grund von Messungenauigkeiten kann dies

aber vorkommen. Es wurde demzufolge ein Wert von 2,00 (+0,1) angestrebt.

Im durchgefuhrten Dissoziationsprotokoll konnte fur jeden Primer Uberpruft werden, ob
wirklich nur ein Gipfel zu sehen war und damit auch nur ein Produkt vorhanden war.
Wenn mehrere Produkte zu erkennen waren, musste die Sequenz dieses Primers

geandert werden.
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Tabelle 8: Darstellung der Primersequenzen und Effizienzen sowie die Gen Datenbank Acc.-Nr.

Untereinheit/ | Primersequenz GroRe des
Gen Daten- (5°-3) erwarteten
Bank Acc. Nr. Produktes
(bp)
B1 (Delta)/ F: CAA_GCT_GAC_ACC_TAT_TCA_CGA_C 177
NM_002798 R: CGG_TAT_CGG_TAA _CAC_ATC_TCC_T
B2 (Z2)/ F: ATC_GCT_GGG_GTG_GTC_TAT_AAG 176
NM_002799 R: AAG_AAA TGA GCT_GGG_TTG _TCA_T
B5 (MB1)/ F: GGC_AAT_GTC_GAA TCT_ATG_AGC 176
NM_02797 R: GTT_CCC_TTC_ACT_GTC_CAC_GTA
B1i (LMP2) / F: CAA_CGT_GAA_GGA_GGT_CAG_GTA 170
uo01025 R: AGA_GCA_ATA _GCG_TCT_GTG_GTG
B2i (MECL1)/ |F:AAT_GTG_GAC_GCA _TGT_GTG_AT 180
Y13640 R: CAT_AGC_CTG_CAC_AGT_TTC_CTC
B5i (LMP7)/ F: CAC_GGG_TAG_TGG_GAA CAC_TTA 180
U17497. R: ACT_TTC_ACC_CAA CCA _TCT_TCC
a3(Cc9)/ F: GGA_GCC_AAT_ACC_TTG_TGA _GC 171
NM_002789 R: CAT_CCC_CCG_TAA_TTT_CCA_C
B-Actin F: CTG_GAC_TTC_GAG_CAA_GAG_ATG 178

BC002409

R: TGA_AGG_TAG_TTT_CGT_GGA_TGC
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3.6.2 Analyse der Daten der Real-Time PCR

Zunachst wurden im Dissoziationsprotokoll die Schmelzpunkte der PCR Produkte und
somit deren Reinheit kontrolliert. Wie schon bei den Primern erwahnt, darf nur ein
grol3er Gipfel in der Kurve zu sehen sein. Wenn mehrere Gipfel zu sehen sind, spricht

dies flr mehrere Produkte und damit flr eine Verunreinigung der Probe.

Die Messung der Fluoreszenz der PCR Produkte wurde in einem Kurvendiagramm
dargestellt. Hier musste dann ein sogenannter Schwellenwert (Threshold) gesetzt
werden, der im Bereich des linearen Anstieges der Kurve zu positionieren ist. In diesem
Bereich arbeitet die PCR optimal. An der Stelle, an der dann die Kurve den Threshold
kreuzt, ist der entsprechende Ct-Wert zu dieser Probe abzulesen. Der Ct-Wert gibt die
Zahl der Zyklen an, die bendtigt wurden, bis die Kurve diese Schwelle Uberschritten hat.
Dies ist dann ein relatives MaR fir die Menge an cDNA, die zu Anfang der PCR in der
Probe war. Je hoéher der Ct-Wert, desto mehr Zyklen wurden bendtigt, um eine
bestimmte Menge an dsDNA zu produzieren, und desto weniger cDNA war zu Beginn
der PCR in der Probe. Das Programm listete dann alle Ct-Werte in einer Tabelle auf, so
dass diese zur Weiterbearbeitung in das Programm Microsoft Excel exportiert werden
konnten. Hier wurden zuerst die Ct-Werte der einzelnen Dreierbestimmungen ver-
glichen und dann wurde ein Mittelwert gebildet. Die Ct-Werte durften hierflr nicht mehr
als 0,5 Zyklen voneinander abweichen. Falls dies doch der Fall war, durften diese nicht

mehr zur weiteren Analyse genutzt werden.

Die Berechnung der relativen Expression der Untereinheiten erfolgte nun nach der ACt-
Methode. Da man die Expression sowohl fur B-Actin als auch fir alle untersuchten Un-
tereinheiten aus demselben Zelllysat bestimmt, kann hier die ACt-Methode angewendet
werden [102]. Dies geschieht, indem man den Ct-Wert des Haushaltsgens von dem Ct-
Wert des Zielgens - in diesem Fall der gebildete Mittelwert - subtrahiert (Ctzieigen) —
Ct(Haushaltsgen) = ACt) und anschlie3end in folgende Formel einsetzt:

27Ct = relative Genexpression

So wird die Genexpression der beobachteten Untereinheiten in Relation zur Genexpres-

sion des Haushaltsgens B-Actin bestimmt.
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3.7 Statistik

Die relative Expression der verschiedenen Gene wurde nun gruppenweise verglichen.
Hierfur wurden Mittelwerte, Standardabweichungen und P-Werte mit Hilfe des
Programms Graph Pad Prism Version 3.03 berechnet. Zur Berechnung der Werte
wurde der nichtparametrische Mann Whitney U-Test mit einem Konfidenzintervall von
95 % angewendet. Es wurde ein nichtparametrischer Test ausgewahlt, da die Anzahl
der Probanden relativ gering war und somit nicht zwangslaufig von einer Gaus-Normal-

verteilung ausgegangen werden konnte.
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4, Ergebnisse

41 Ergebnis der Zellisolation aus dem Blut aller Probanden

Die durchschnittlichen Zellzahlen, die aus 30 ml Blut eines jeden Probanden mittels

fluoreszenzaktivierter Zellsortierung gewonnen wurden, sind in Tabelle 9 aufgefuhrt:

Tabelle 9: Durchschnittliche Zellzahlen nach fluoreszenzaktivierter Zellsortierung

Population Zellzahl (x 10°) *+ Standardabweichung (x 106)
CD4+ 4,4 2,2
CD8+ 1,6 1,0
CD14+ 1,2 0,6
CD 19+ 0,9 0,7

Die durchschnittliche Zellzahl der mittels magnetaktivierter Zellsortierung aus 30 ml Blut

eines jeden Probanden isolierten dendritischen Zellen ist in Tabelle 10 aufgefuhrt.

Tabelle 10: Durchschnittliche Zellzahl nach magnetaktivierter Zellsortierung

Population

Zellzahl (x 10°)

+ Standardabweichung (x 10°)

DZ

0,3

0,2
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4.2 Ermittlung der Primereffizienz

Die Effizienzen der Primer wurden wie im Methodenteil dargestellt ermittelt. Alle ver-
wendeten Primer zeigten eine Effizienz von 1,91 bis 2,10. In Tabelle 11 sind alle
Primerpaare mit den ermittelten Effizienzen aufgefuhrt. Als Beispiel wird hier in Ab-

bildung 5 das Ergebnis fur die Effizienzprifung von [3-Actin gezeigt.

gemessene Fluoreszens
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Abbildung 5: Beispiel fir die Darstellung der PCR-Amplifikation bei der Effizienzprifung der verwendeten
R-Actin Primer. Auf der X-Achse sind die Ct-Werte und auf der Y-Achse sind die gemessenen Fluores-

zenzen aufgetragen. Zu sehen ist ein deutlicher Anstieg der Ct-Werte mit abnehmender Menge an cDNA.

An diesem Beispiel kann man deutlich sehen, wie der Ct Wert flr die unterschiedlichen
Konzentrationen mit abnehmender Menge an cDNA antiproportional zunimmt. Im Dia-
gramm (Abbildung 6) stellt sich dies dann als lineare Abhangigkeit zwischen Ct-Wert
und Konzentration dar.

Ct-Wert

25,00

20,00 E = 101/—Stelgung =1 ,99

15,00

10,00

5,00

0,00 : : ‘ ‘ Menge der cDNA in ng

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

Abbildung 6: Beispiel fur die Ermittlung der Effizienz der verwendeten B-Actin Primer. Auf der Y-Achse
sind die Ct-Werte aufgetragen und auf der X-Achse ist die eingesetzte Menge an cDNA (umgerechnet

aus der Menge an RNA) in ng abgebildet. Berechnet wurde die Effizienz nach der Formel: E = 10"S'®94"9,
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Ein weiteres wichtiges Kriterium fur die Gute der Primer zeigt das Dissoziationsprotokoll
in Abbildung 7 (wiederum stellvertretend [3-Actin). Wenn im Dissoziationsprotokoll nur

ein Gipfel zu sehen ist, ist die Reinheit des amplifizierten Produktes gegeben.

Anderung der Fluoreszenz
Dissocial tion Curve
7

— ]

Temperatur in °C

o0 [ 70 75 a0 £ a0 o5

Abbildung 7: Beispiel fiir ein Dissoziationsprotokoll nach Amplifikation eines 178 bp langen Fragmentes
aus dem B-Actin Transcript. Auf der X-Achse ist die Temperatur aufgetragen. Auf der Y-Achse die Ablei-
tung der Fluoreszenzveranderung. Der Gipfel der Kurve zeigt die Schmelztemperatur des Produktes.

Dass hier nur ein Gipfel zu sehen ist, Iasst darauf schlielen, dass nur das gewlnschte Produkt
amplifiziert wurde.

Tabelle 11: Ermittelte Primereffizienzen fur alle verwendeten Primerpaare

Primerpaar Effizienz Primer Effizienz
B1 (delta) 1,99 B1i (LMP2) 2,05
B2 (2) 2,00 B2i (MECL1) 2,10
B5 (MB1) 1,99 B5i (LMP7) 1,91
a3 (C9) 1,97 B-Actin 1,99
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4.3 Ergebnisse der Real-Time PCR

Die Ergebnisse der Real-Time PCR wurden ebenfalls, wie im Methodenteil beschrie-
ben, ausgewertet und interpretiert. In Abbildung 8 dargestellt ist das Ergebnis fur die
Real-Time PCR, welches, beispielhaft fur alle Proben, die Darstellung eines Kurvendia-
gramms des gemessenen dsDNA- bzw. Fluoreszenzzuwachses zeigt. Die gemessene
Probe stammt in diesem Fall von Patient Nr. 4. Bei den analysierten Zellen und verwen-
deten Primerpaaren handelt es sich um die CD8" T-Lymphozyten und die Primerpaare

fur die Untereinheit p1i (LMP2) sowie das Haushaltsgen B-Actin.

Rnve Crcles

ﬁé .
B-Actin— Ct-Wert: 16,33

LMP 2— Ct-Wert: 20,14

Schwelle— 0,2

w/ /\/ Negativkontrolle
o

0,001

123456 701011213 141681517 15 19202122 232425 26 2728 20 30 313233 3436 30 97 8 30 40
Cyele Number

Abbildung 8: Beispielhafte Darstellung der dsDNA Amplifizierung in der Real-Time PCR. Auf der X-Achse
sind die Ct-Werte und auf der Y-Achse ist die Fluoreszenz aufgetragen. Dargestellt ist die Messung der
cDNA, die aus CD8" Zellen gewonnen wurde. Stellvertretend wurden die Primerpaare fiir die Untereinheit
LMP2 und das Haushaltsgen B-Actin ausgewabhlt. Dariiber hinaus ist die gewahlte Schwelle zu sehen,
deren Schnittpunkt mit den Messkurven die Ct-Werte ergibt. Die Messkurven der Negativkontrollen

Uberschreiten den Schwellenwert nicht.
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4.4 Relative Genexpression der Untereinheiten des Proteasoms

441 Relative Genexpression der konstitutiven Untereinheit a3 (C9) in der
Kontrollgruppe

Zuerst wurde die relative Genexpression einer konstitutiven, nicht austauschbaren

Untereinheit gemessen. In der Kontrollgruppe war die relative Expression dieser Unter-

einheit a3 (C9) in allen analysierten Zellpopulationen auf einem ahnlichen Niveau. Es

konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 9).

2-ACt
a3 (C9) in der Kontrollgruppe
0.15+
0.10+
0.05
0.00

CD4 CD8 CD 14 CD 19 Dz

Abbildung 9: Darstellung der relativen Genexpression der konsekutiven Untereinheit des Proteasoms in
der Kontrollgruppe. Die Y-Achse zeigt die relative Genexpression (2'ACt) und auf der X-Achse sind die
Subpopulationen der analysierten Zellen aufgetragen. Es waren keine signifikanten Unterschiede

zwischen den Zellpopulationen zu ermitteln. Zur Erstellung des Balkendiagramms wurden der Mittelwert
und die Standardabweichung verwendet.
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44.2 Relative Genexpression der konstitutiven Untereinheit a3 (C9) im
Patientenkollektiv

Im Gegensatz zu der Kontrollgruppe wurde im Patientenkollektiv eine signifikante

Induktion der relativen Genexpression von der konstitutiven Untereinheit a3 (C9) in

CD19" B-Zellen im Vergleich zu den dendritischen Zellen (P<0,01) sowie zu CD4"- und

CD8" T-Zellen (P<0,05, P<0,01) nachgewiesen (Abbildung 10).

2—ACt
a3 (C9) in der Patientengruppe
0.15+ *
* % —
* *

0.10
0.05
0.00

CD4 CD 8 CD 14 CD 19 DZ

Abbildung 10: Darstellung der relativen Genexpression der konstitutiven Untereinheit des Proteasoms in
der Patientengruppe. Die Y-Achse zeigt die relative Genexpression (2°2%") und auf der X-Achse sind die
Subpopulationen der analysierten Zellen aufgetragen. Die signifikanten Unterschiede sind durch Stern-
chen gekennzeichnet, wobei * = P-Wert< 0,05, ** = P-Wert< 0,01, *** = P-Wert< 0,001. Zur Erstellung des
Balkendiagramms wurden der Mittelwert und die Standardabweichung verwendet.
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443 Vergleich der Genexpression der konstitutiven Untereinheit a3 (C9)
zwischen dem Patientenkollektiv und der Kontrollgruppe

Beim Vergleich der relativen Genexpression der konstitutiven Untereinheit a3 (C9)
zwischen den Patienten- und den Kontrollgruppen konnte dann festgestellt werden,
dass die relative Genexpression der Untereinheit a3 (C9) im Patientenkollektiv in den
CD19" B-Zellen (P<0,01), den dendritischen Zellen (P<0,05) und den CD8" T-Zellen
(P<0,05) signifikant hoch reguliert war (Abbildung 11). Es ist anzumerken, dass auch
hier die CD19" B-Zellen den deutlichsten signifikanten Unterschied zwischen den

Patienten und Kontrollen aufwiesen.

a3 (C9)

2-ACt

,1s. CD4*  cD8* cD14* cD19* DZ
* *% *

0.104

0.054 T .
.
ih il 7 .

QO \& Q \&
) o )
@ ©

«

« Q’§\®
Abbildung 11: Darstellung der relativen Genexpression der konstitutiven Untereinheit a3 (C9) des Protea-
soms im Vergleich zwischen Patientengruppe und Kontrollgruppe. Auf der Y-Achse ist die relative Genex-

pression (272

) aufgetragen und auf der X-Achse die Gruppen bzw. Subpopulationen der isolierten Zel-
len. Signifikante Unterschiede sind durch Sternchen gekennzeichnet, wobei * = P-Wert< 0,05, ** = P-
Wert<0,01 und *** = P-Wert< 0,001. Zur Erstellung des Balkendiagramms wurden der Mittelwert und die

Standardabweichung verwendet.
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444 Relative Genexpression der konstitutiven, katalytischen Untereinheiten
B1 (delta), B2 (Z) und 5 (MB1) in der Kontroligruppe

Im Anschluss wurde die relative Genexpression der konstitutiven, katalytischen Unter-
einheiten B1 (delta), B2 (Z) und B5 (MB1) zwischen den analysierten Zellpopulationen
innerhalb der Kontrollgruppe verglichen. Die Genexpression der verschiedenen Unter-
einheiten lag in allen Zellpopulationen auf einem vergleichbaren Niveau. Dennoch gab
es signifikante Unterschiede zwischen den Zellpopulationen, welche insbesondere bei
den CD19" B-Zellen zu beobachten waren. Hier waren die konstitutiven Untereinheiten
im Vergleich zu den anderen untersuchten Zellpopulationen auf einem hoheren Niveau

exprimiert (Abbildung 11 a-c).

Die Untereinheit B1 (delta) war in den CD19" B-Zellen gegeniiber den dendritischen
Zellen signifikant hoch reguliert (P<0,01). In den anderen Zellpopulationen zeigte sich

keine Erhéhung der relativen Genexpression auf mRNA-Ebene (Abbildung 11 a).

Auch B2 (Z) war in den CD19" B-Zellen hoch reguliert, wenn man diese mit den dendri-
tischen Zellen (P<0,01), den CD14" Monozyten (P<0,01) oder den CD8" T-Zellen
(P<0,05) vergleicht (Abbildung 11 b).

Die relative Genexpression von B5 (MB1) war ebenfalls in den CD19" B-Zellen erhéht
(P<0,05) im Vergleich zu CD14" Monozyten. Tendenziell kann allerdings fur 5 (MB1)
eher ein relativ niedriges Niveau der Genexpression, im Vergleich zu den anderen
Untereinheiten, beschrieben werden (Abbildung 11 a-c). Es waren also einzelne Unter-
schiede zwischen den konstitutiven katalytischen Einheiten zu erkennen, welche sich

zumeist auf die CD19" B-Zellen bezogen.

47



11a
2%t B1 (delta) in der Kontrollgruppe

5 * *

CDh4 CDh8 CD 14 CD 19 Dz

11b

-ACt
2

e 05 B2 (Z) in der Kontrollgruppe

*

0.04

0.03

0.02

0.01 H

CD 4 CDh8 CD 14 CD 19 Dz

11c

2—ACt
0.05 - B5 (MB1) in der Kontrollgruppe

0.04
0.03 4

0.02 4

0.01+

0.00

CDh4 CDh8 CD 14 CD 19 Dz

Abbildung 11 a-c: Darstellung der relativen Genexpression der drei konstitutiven Untereinheiten des Pro-
teasoms in der Kontrollgruppe. Auf der Y-Achse ist die relative Genexpression (2
der X-Achse die Subpopulationen der isolierten Zellen (CD4" und CD8" T-Lymphozyten, CD14* Mono-
zyten, CD19" B-Lymphozyten und dendritische Zellen). Das Signifikanzniveau wurde durch Sternchen
gekennzeichnet: * = P-Wert< 0,05, ** = P-Wert<0,01, ** = P-Wert< 0,001. Zur Erstellung des

Balkendiagramms wurden, wie in allen folgenden Abbildungen, der Mittelwert und die Standard-

aufgetragen und auf

abweichung verwendet.
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4.4.5 Relative Genexpression der konstitutiven, katalytischen Untereinheiten

B1 (delta), B2 (Z) und 5 (MB1) im Patientenkollektiv
Auch in der Patientengruppe wurde die Genexpression der konstitutiven Untereinheiten
bei den verschiedenen Zellpopulationen verglichen (Abbildung 12 a-c). Im Ergebnis war
die relative Genexpression der konstitutiven Untereinheiten in den CD19" B-Zellen
signifikant hoher als in anderen analysierten Zellen. Die relative Genexpression auf
MRNA-Ebene der drei Untereinheiten 1 (delta), 2 (Z) und 5 (MB1) bei Patienten mit

Sjogren-Syndrom stellte sich im Detail wie folgt dar.

Die Untereinheit p1 (delta) war wie bei der Kontrollgruppe in CD19" B-Zellen signifikant
hoher exprimiert - im Vergleich zu den dendritischen Zellen (P<0,0001). Bei der Patien-
tengruppe, anders als bei den Kontrollgruppe, aber zusatzlich auch im Vergleich zu den
CD8" und CD4" T-Zellen (P<0,01 und P<0,001) (Abbildung 12 a).

Der relative Genexpressionslevel der Untereinheit B2 (Z) war sowohl in CD19" B-Zellen
als auch in CD4" T-Zellen erhéht (Abbildung 12 b). In den CD19" B-Zellen war die
MmRNA Expression von B2 (Z) verglichen mit dendritischen Zellen (P<0,01) sowie
verglichen mit den CD14" Monozyten (P<0,01) und den CD8" T-Zellen (P<0,01) sig-
nifikant erhoht. In den CD4" T-Zellen war die Expression von B2 (Z) gegeniiber den
CD8" T-Zellen (P<0,05), den CD14" Monozyten (P<0,05) und den dendritischen Zellen
(P<0,05) signifikant erhoht.

Im Vergleich zu den dendritischen Zellen war auch die relative Genexpression in den
CD19" B-Zellen (P<0,05) und den CD4" T-Zellen (P<0,01) von B5 (MB1) signifikant
erhoht (Abbildung 12 c). Interessant ist auch hier, wie in der Kontrollgruppe, dass die
Untereinheit 5 (MB1) tendenziell niedriger exprimiert wurde als die anderen beiden

konstitutiven Untereinheiten (Abbildung 12 a-c).
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Abbildung 12 a-c: Darstellung der relativen Genexpression der konstitutiven Untereinheiten des Protea-
soms in der Patientengruppe. Auf der Y-Achse ist die relative Genexpression (2°*“") aufgetragen und auf
der X-Achse sind die Gruppen bzw. Subpopulationen der PBMCs aufgetragen. Signifikante Unterschiede
sind durch Sternchen gekennzeichnet, wobei * = P-Wert< 0,05, ** = P-Wert<0,01 und *** = P-Wert<
0,001. Die Skala der Y-Achse ist zum besseren Vergleich einheitlich gewahlt. Zur Erstellung des Balken-

diagramms wurden der Mittelwert und die Standardabweichung verwendet.
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446 Vergleich der relativen Genexpression der konstitutiven Untereinheiten

B1 (delta), B2 (Z) und 5 (MB1) zwischen dem Patientenkollektiv und

der Kontroligruppe
Wenn man nun die einzelnen Level der relativen Genexpression bei Patienten und Kon-
trollen miteinander vergleicht, zeigen sich auch hier signifikante Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen. Von den drei konstitutiven, katalytischen Untereinheiten konnte
fur zwei ein signifikanter Expressionsunterschied zwischen Patienten und Kontrollen
nachgewiesen werden. Dabei waren die Untereinheiten B1 (delta) und B2 (Z) in der
Patientengruppe erhdht exprimiert (Abbildung 13 a+b). Dies konnte fur 1 (delta) in den
CD19" B-Zellen (P<0,01) (Abbildung 13 a) und fiir 2 (Z) in den dendritischen Zellen
(P<0,05) (Abbildung 13 b) nachgewiesen werden.

Im Bezug auf die konstitutiven Untereinheiten war im Allgemeinen festzustellen, dass
die Genexpression auf einem vergleichbaren Niveau erfolgte, wobei keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den Gruppen auszumachen waren. Eine Ausnahme stellten
jedoch die CD19" B-Zellen dar, wobei die relative Genexpression aller drei konstitutiven
Untereinheiten in den CD19" Zellen der Patienten tendenziell héher ausfiel als in der
Kontrollgruppe. Die relative Genexpression der Untereinheit 5 (MB1) war dabei im

Vergleich zu den anderen beiden konstitutiven Untereinheiten erniedrigt.
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Abbildung 13 a-c: Darstellung der relativen Genexpression der konstitutiven Untereinheiten des Protea-
soms im Vergleich zwischen Patientengruppe und Kontrollgruppe. Auf der Y-Achse ist die relative Genex-
pression (2'ACt) aufgetragen und auf der X-Achse sind die Gruppen bzw. Subpopulationen der PBMCs
sichtbar. Signifikante Unterschiede sind durch Sternchen gekennzeichnet, wobei * = P-Wert< 0,05, ** =
P-Wert<0,01 und *** = P-Wert< 0,001. Die Skala der Y-Achse ist zum besseren Vergleich einheitlich
gewahlt. Zur Erstellung des Balkendiagramms wurden der Mittelwert und die Standardabweichung
verwendet.
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4.4.7 Relative Genexpression der induzierbaren Untereinheiten p1i (LMP2), B2i
(MECL1) und B5i (LMP7) in der Kontrollgruppe

Die Genexpression der induzierbaren Untereinheiten, 31i (LMP2), p2i (MECL1) und B5i

(LMP7) wurden analog zu den konstitutiven Untereinheiten in der Kontrollgruppe unter-

sucht und zwischen den verschiedenen Zellpopulationen miteinander verglichen

(Abbildung 14 a-c).

Im Ergebnis konnte gezeigt werden, dass die relative Genexpression der induzierbaren
Untereinheit p1i (LMP2) in den CD14" Monozyten verglichen mit den CD19" B-Zellen
(P<0,05) und gegeniber der CD8" T-Zellen (P<0,05) signifikant erhéht war. Des
Weiteren konnte eine Erhdhung der relativen Genexpression fir f1i (LMP2) in CD8"
(P<0,001) und CD4" (P<0,05) T-Zellen sowie in CD19" B-Zellen (P<0,01) im Vergleich

zu den dendritischen Zellen festgestellt werden (Abbildung 14 a).

Die relative Genexpression von 32i (MECL1) zeigte sich in der Kontrollgruppe als stabil.
Hier gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Zellpopulationen
(Abbildung 14 b).

Im Gegensatz dazu war die Untereinheit p5i (LMP7) in den CD19" B-Zellen signifikant
hoch reguliert, verglichen mit den dendritischen Zellen (P<0,05) sowie mit den CD8" T-
Zellen (P<0,05). Interessanterweise war auch hier wieder die relative Genexpression
von B5i (LMP7) tendenziell niedriger im Vergleich zu den anderen beiden Unterein-
heiten. Dies entspricht den Beobachtungen, die auch bei dem konstitutiven Gegenstick
5 (MB1) gemacht werden konnten (Abbildung 14 c).

Als weitere Besonderheit - im Vergleich zu den konstitutiven Untereinheiten - ist neben
der hohen relativen Genexpression der drei induzierbaren Untereinheiten in den CD19*
B-Zellen auch die relative Genexpression der Untereinheiten B1i (LMP2) und B2i
(MECL1) in den CD14" Monozyten gegenlber allen anderen Zellpopulationen erhéht.
Hier ergibt sich jedoch zu anderen Zellpopulationen kein statistisch signifikanter
Unterschied (Abbildung 14 a+b).
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Abbildung 14 a-c: Darstellung der relativen Genexpression der drei induzierbaren Untereinheiten des Pro-
teasoms in der Kontrollgruppe. Auf der Y-Achse ist die relative Genexpression (2
der X-Achse die Subpopulationen der isolierten Zellen (CD4" und CD8" T-Lymphozyten, CD14"
Monozyten, CD19" B-Lymphozyten und dendritische Zellen). Das Signifikanzniveau wurde durch
Sternchen gekennzeichnet: * = P-Wert< 0,05, ** = P-Wert<0,01, *** = P-Wert< 0,001. Zur Erstellung des

Balkendiagramms wurden der Mittelwert und die Standardabweichung verwendet.

aufgetragen und auf
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448 Relative Genexpression der induzierbaren Untereinheiten p1i (LMP2), B2i
(MECL1) und B5i (LMP7) im Patientenkollektiv

Innerhalb der Patientengruppe ergaben sich beim Vergleich der Genexpression der

induzierbaren Untereinheiten signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen

Zellpopulationen (Abbildung 15 a-c).

Die Untereinheit p1i (LMP2) wurde in den CD19" B-Zellen sowie in den CD4"- und
CD8" T-Zellen auf einem signifikant hoheren Level exprimiert als in den dendritischen
Zellen (P<0,001, P<0,01, P<0,01). In den CD19" B-Zellen war die relative Genex-
pression von B1i (LMP2) auch gegeniber den CD4" T-Zellen (P<0,01) erhoht
(Abbildung 15 a).

Die relative Genexpression der Untereinheiten $2i (MECL1) und B5i (LMP7) war in den
CD19" B-Zellen der Patienten gegeniiber den dendritischen Zellen und den CD4" T-
Zellen (beide P<0,05) signifikant erhoht (Abbildung 15 b+c).

Die Untereinheit B5i (LMP7) wies dariiber hinaus auch in den CD14" Monozyten im
Vergleich zu den dendritischen Zellen (P<0,05) eine hoéhere relative Genexpression auf
(Abbildung 15 c).
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Abbildung 15 a-c: Darstellung der relativen Genexpression der drei induzierbaren Untereinheiten des Pro-
teasoms in der Patientengruppe. Auf der Y-Achse ist die relative Genexpression (Z'AC‘) aufgetragen und
auf der X-Achse sind die Subpopulationen der isolierten Zellen (CD4" und CD8" T-Lymphozyten, CD14"
Monozyten, CD19" B-Lymphozyten und dendritische Zellen) aufgetragen. Das Signifikanzniveau wurde
durch Sternchen gekennzeichnet: * = P-Wert< 0,05, ** = P-Wert<0,01, *** = P-Wert< 0,001. Zur Erstel-

lung des Balkendiagramms wurden der Mittelwert und die Standardabweichung verwendet.
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449 Vergleich der relativen Genexpression der induzierbaren Untereinheiten
B1i (LMP2), B2i (MECL1) und B5i (LMP7) zwischen dem Patientenkol-
lektiv und der Kontrollgruppe
Bei der anschlieBenden Untersuchung der relativen Genexpression der induzierbaren
Untereinheiten im Vergleich von Patientenkollektiv und Kontrollkollektiv ergaben sich
interessante Unterschiede. Insbesondere war die Genexpression von Proteasomunter-
einheiten in CD19" B-Zellen auffallig verandert, wobei vor allem die induzierbare
Untereinheit B5i (LMP7) deutliche Unterschiede aufwies.

Die drei induzierbaren Untereinheiten 1i (LMP2), f2i (MECL1) und B5i (LMP7) wurden
in den CD19" B-Zellen der Patientengruppe signifikant hdher exprimiert (alle P<0,05)
als in der Kontrollgruppe (Abbildung 16 a-c). Somit waren alle Untereinheiten, die zur
Assemblierung des Immunoproteasoms erforderlich sind, bei Patienten signifikant hoher

exprimiert.

Die relative Genexpression der Untereinheit 35i (LMP7) war daruber hinaus noch in den
dendritischen Zellen (P<0,01), den CD8" T-Zellen (P<0,05) und den CD14" Monozyten
(P<0,01) gegenuber der Vergleichsgruppe signifikant erhdht (Abbildung 16 c). Somit
war B5i (LMP7) in allen Zellpopulationen der Patientengruppe bis auf die CD4" T-Zellen

hoch reguliert.
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Abbildung 16 a-c: Darstellung der relativen Genexpression der induzierbaren Untereinheiten des Protea-
soms im Vergleich zwischen Patientengruppe und Kontrollgruppe. Auf der Y-Achse ist die relative
Genexpression (2'ACt) aufgetragen und auf der X-Achse sind die Gruppen bzw. Subpopulationen der
PBMCs zu sehen. Signifikante Unterschiede sind durch Sternchen gekennzeichnet, wobei * = P-Wert<
0,05, ** = P-Wert<0,01 und *** = P-Wert< 0,001. Die Skala der Y-Achse wurde hier zur besseren Darstel-
lung in Abbildung 16 b anders gewahlt als in den Abbildungen 16 a+c. Zur Erstellung des Balken-
diagramms wurden der Mittelwert und die Standardabweichung verwendet.
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4.5 Zusammenfassung der Real-Time PCR-Ergebnisse

Alle verwendeten Mittelwerte, Mediane und Standardabweichungen (SD) sind in Tabelle
12 a und 12 b dargestellt. In den Abbildungen (Balkendiagrammen) sind jeweils die Me-
diane mit den SD fur die Erstellung der Balken verwendet worden. Zusammenfassend
ist zu sagen, dass die Untereinheit B5i (LMP7) die deutlichsten Unterschiede in der
Genexpression aufwies, da diese in allen untersuchten Zellpopulationen bis auf die
CD4" T-Zellen erhoht war. Bei den CD19" B-Zellen war fiir alle induzierbaren Unterein-

heiten eine signifikante Hochregulation festzustellen.

In Tabelle 13 a und 13 b ist die x-fache Genexpression der einzelnen Untereinheiten
des Proteasoms in der Patientengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe gezeigt. Be-
sonders auffallig war hier die Untereinheit B1i (LMPZ2), die in der Patientengruppe in
den CD14" Monozyten und in den CD19" B-Zellen um mehr als das 2,5 fache hoher
exprimiert wurde als in der Kontrollgruppe. Bei der Interpretation der x-fachen
Genexpression ist zu beachten, dass der Proteasomkomplex alleine 1 % der

Gesamtmenge an Protein einer Zelle ausmacht.
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Tabelle 12 a: Darstellung der Mittelwerte, Mediane und Standardabweichungen aller Untereinheiten in

der Patientengruppe

Gruppe Untereinheit Zelltyp Mittelwert Median SD
Patienten B1 (delta) CD4 0,006 0,027 0,029
CD8 0,015 0,029 0,032
CD14 0,028 0,022 0,036
CD19 0,135 0,047 0,104
DZ 0,008 0,023 0,021
B2(2Z) CD4 0,009 0,028 0,026
CD8 0,010 0,020 0,020
CD14 0,032 0,014 0,024
CD19 0,020 0,037 0,040
DZ 0,006 0,017 0,018
B5 (MB1) CD4 0,003 0,008 0,008
CD8 0,003 0,006 0,006
CD14 0,005 0,004 0,007
CD19 0,021 0,012 0,018
DZ 0,002 0,004 0,005
B1i (LMP2) CD4 0,028 0,057 0,068
CD8 0,055 0,073 0,086
CD14 0,306 0,035 0,229
CD19 0,262 0,120 0,238
DZ 0,016 0,032 0,036
B2i (MECL1) CD4 0,026 0,051 0,055
CD8 0,064 0,071 0,077
CD14 0,056 0,024 0,050
CD19 0,213 0,104 0,192
DZ 0,028 0,042 0,050
B5i (LMP7) CD4 0,021 0,053 0,048
CD8 0,026 0,055 0,052
CD14 0,041 0,048 0,066
CD19 0,065 0,070 0,082
DZ 0,008 0,031 0,034
a3 (C9) CD4 0,016 0,030 0,026
CD8 0,013 0,026 0,025
CD14 0,031 0,019 0,030
CD19 0,070 0,042 0,065
DZ 0,012 0,020 0,023
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Tabelle 12 b: Darstellung der Mittelwerte, Mediane und Standardabweichungen aller Untereinheiten in

der Kontrollgruppe

Gruppe Untereinheit Zelltyp Mittelwert Median SD
Kontrollen B1 (delta) CD4 0,013 0,025 0,027
CD8 0,008 0,021 0,023
CD14 0,014 0,014 0,021
CcD19 0,011 0,029 0,032
DZ 0,010 0,015 0,019
p2(2) CD4 0,013 0,021 0,021
CD8 0,007 0,013 0,015
CD14 0,008 0,014 0,016
CcD19 0,010 0,026 0,028
DZ 0,004 0,011 0,010
B5 (MB1) CD4 0,006 0,007 0,008
CD8 0,005 0,005 0,006
CD14 0,003 0,004 0,004
CcD19 0,007 0,006 0,009
DZ 0,004 0,005 0,006
p1i (LMP2) CD4 0,043 0,048 0,061
CD8 0,031 0,062 0,073
CD14 0,319 0,027 0,147
CcD19 0,026 0,067 0,065
DZ 0,014 0,024 0,028
p2i (MECL1) CD4 0,052 0,068 0,077
CD8 0,024 0,052 0,058
CD14 0,223 0,026 0,151
CcD19 0,021 0,078 0,076
DZ 0,043 0,070 0,075
p5i (LMP7) CD4 0,022 0,040 0,045
CD8 0,021 0,025 0,029
CD14 0,014 0,024 0,025
CD19 0,040 0,054 0,066
DZ 0,006 0,025 0,023
a3 (C9) CD4 0,013 0,009 0,012
CD8 0,011 0,009 0,010
CD14 0,024 0,010 0,018
CD19 0,013 0,019 0,021
DZ 0,009 0,011 0,013
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Tabelle 13 a: X-fache Expression auf mRNA-Ebene der konstitutiven Untereinheiten des Proteasoms in

der Patientengruppe im Verhaltnis zur Kontrollgruppe.

X-fache Expression in der Patientengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
p1 B2 B5
CD4 1,1 1,0 1,3
CDs8 1,3 1,1 1,0
CD14 2,1 1,5 1,1
CD19 2,2 1,2 1,5
Dz 1,2 0,9 1,6

Tabelle 13 b: X-fache Expression auf mMRNA-Ebene der induzierbaren Untereinheiten des Proteasoms in

der Patientengruppe im Verhaltnis zur Kontrollgruppe.

X-fache Expression in der Patientengruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
B1i B2i B5i
CD4 1,2 0,7 0,9
CDs8 1,1 1,1 2,2
CD14 3,0 1,9 2,6
CD19 2,5 1,7 1,2
Dz 1,3 0,7 0,1
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal die Genexpression der drei konstitutiven kata-
lytischen Untereinheiten des Proteasoms und der alternativen, induzierbaren Unterein-
heiten in B- und T-Lymphozyten, Monozyten und dendritischen Zellen bei Patienten mit
Sjogren-Syndrom im Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen untersucht. Dabei sollte
geklart werden, ob eine vorhandene Hochregulation der Genexpression im Proteasom-
komplex beim Sjogren-Syndrom vorliegt. Bisher war nur bekannt, dass das konstitutive
20S Proteasom sowie das Immunoproteasom eine entscheidende Rolle in der Modu-
lation der Immunantwort spielen [71, 72]. Durch die Aktivierung des 20S Proteasom-
komplexes wird die Zusammensetzung und Funktion des Ubiquitin-Proteasom-Systems
modifiziert. Diese Umwandlung des Proteasoms zum Immunoproteasom wird durch
Mediatoren wie INF-y induziert. In der Folge kommt es zu einer effektiveren Prasen-
tation von Antigenfragmenten Uber die MHC-I Moleklle [66, 71, 72]. Dartber hinaus
spielt das Proteasom aber auch eine entscheidende Rolle in anderen Vorgangen der
Zelle, wie zum Beispiel der Zelldifferenzierung und der Apoptose [38, 39]. Es ist
bekannt, dass durch Proteasominhibitoren eine Zelle in einem bestimmten Zellzyklus
gehalten werden kann, und dass durch solche Inhibitoren Apoptose eingeleitet, aber
auch verhindert werden kann [38, 39, 58, 103"106]. Wenn Fehler in diesen Systemen
durch ein strukturell und funktionell verandertes Proteasom auftreten, kann es zu
erheblichen Folgen fur den intrazellularen Stoffwechsel aber auch fur die Immunantwort
kommen. Hier kann mdglicherweise ein Einfluss auf die Pathogenese des Sjogren-

Syndroms und auch anderer Autoimmunerkrankungen vermutet werden.

Bei der Untersuchung der konstitutiven Untereinheiten, 31 (delta), 5 (MB1) und B2 (Z),
innerhalb einer Probandengruppe, sind keine wesentlichen Unterschiede aufgefallen.
Die relative Genexpression der genannten Untereinheiten lag insgesamt auf einem
vergleichbaren Niveau (Abbildung 7 a-c und 8 a-c im Kapitel Ergebnisse). Diese Unter-
einheiten des nicht aktivierten 20S Proteasoms zeigten in der jeweiligen Gruppe nur in
den B-Zellen eine erhdhte relative Genexpression gegenuber den anderen Zellpo-
pulationen. Diese Veranderung war sowohl in der Kontrollgruppe, als auch in der
Patientengruppe festzustellen. Demnach fanden sich auch im Vergleich der Patien-

tengruppe mit der Kontrollgruppe wenige statistisch signifikante Unterschiede in der
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Genexpression der konstitutiven Untereinheiten. Dabei war eine deutliche Tendenz zu
einer Induktion von Proteasomuntereinheiten in der Patientengruppe erkennbar. Fur 31
(delta) und B2 (Z) ergab die statistische Auswertung einen signifikanten Unterschied in
der Expression. 31 (delta) war in der Patientengruppe in den B-Zellen und 2 (Z) in den
dendritischen Zellen verstarkt exprimiert. Einschrankend muss auf die relativ kleine
Gruppengrofle hingewiesen werden, die im Rahmen dieser Arbeit ausgewertet wurde.
Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass sowohl bei Patienten mit
Sjogren-Syndrom als auch bei gesunden Individuen die Genexpression des konstitu-
tiven Proteasomkomplexes in der jeweiligen Gruppe auf einem ahnlichen Niveau liegt.
Dabei war die relative Genexpression in der Patientengruppe tendenziell auf einem
hoheren Niveau als in der Kontrollgruppe. Dies wird auch durch das Ergebnis der Ana-
lyse der konsekutiven Untereinheit a3 (C9) bestatigt. Diese Untereinheit gehdrt zu den
aulleren a-Ringen und wird durch INF-y nicht in seiner Expression beeinflusst [107].
Dennoch wurde flir diese Untereinheit eine erhdhte Genexpression auch in den B-

Zellen im Gegensatz zu anderen immunologischen Zellen nachgewiesen.

Fur die Regulation der Immunantwort ist das aktivierte 20S Proteasom, das so
genannte Immunoproteasom, von besonderem Interesse. Beim Vergleich zwischen den
beiden Gruppen konnte eine deutliche Aktivierung in der Patientengruppe nachgewie-
sen werden. Interessanterweise konnte eine Induktion von einzelnen Proteasom-
untereinheiten, vor allem in den B-Zellen beobachtet werden. Die Genexpression der
drei aktiven, induzierbaren Untereinheiten [1i (LMP2), 85i (LMP7) und p2i (MECL1)]
des Immunoproteasoms war in den B-Zellen der Patienten — im Vergleich zum
Kontrollkollektiv - signifikant hoch reguliert. Diese Beobachtung ist mit der bekannten B-
Zell-Aktivierung beim Sjégren-Syndrom vereinbar. Diese Uberaktivierung der B-Zellen
ist belegt durch die Tatsachen, dass die Patienten eine Hypergammaglobulinamie
aufweisen und Autoantikorper bilden [1, 3, 6]. DarUber hinaus spricht auch die
Tatsache, dass bis zu 20 % der infiltrierenden Zellen B-Zellen sind [3], fur eine grolke

Bedeutung der B-Zellen in der Pathogenese des Sjogren-Syndroms.
In Analogie zu den B-Zellen wirde man auch in den antigenprasentierenden Zellen wie

Monozyten und dendritischen Zellen eine verstarkte Aktivierung des Immunoprotea-

soms erwarten. Uberraschenderweise war aber die gemessene relative Expression der
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induzierbaren Untereinheiten in den CD14" Monozyten und den dendritischen Zellen im
Vergleich zu den B-Zellen relativ gering. Im Vergleich der CD14" Monozyten zwischen
der Patientengruppe und der Kontrollgruppe war jedoch eine deutlich erhdhte relative
Genexpression der induzierbaren Untereinheiten in der Patientengruppe zu sehen. In
diesem Zusammenhang muss berucksichtigt werden, dass bei der Zellsortierung die
dendritischen Zellen nicht in ihre verschiedenen Subpopulationen aufgetrennt wurden,
sondern als gesamte Masse gemessen wurden. Auf Grund dieser Tatsache kann die
vorliegende Arbeit keine Aussage zu den Subpopulationen der dendritischen Zellen als
antigenprasentierende Zellen treffen. Weiterhin ist zu berlcksichtigen, dass die
aktivierten dendritischen Zellen primar in den sekundaren Lymphorganen fiur die
Antigenprasentation zustandig sind und daher im peripheren Blut evtl. nicht adaquat

reprasentiert sind.

Ein weiterer interessanter Aspekt aus den vorliegenden Ergebnissen ist die in fast allen
untersuchten Zellpopulationen nachgewiesene erhohte Genexpression der Untereinheit
BS5i (LMP7) bei Patienten mit Sjogren-Syndrom gegenuber der Kontrollgruppe. Eine
Besonderheit ergab sich dabei in den B-Zellen, in denen auch die anderen beiden
induzierbaren Untereinheiten B1i (LMP2) und p2i (MECL1) verstarkt exprimiert wurden.
Daraus konnte eine insbesondere in den B-Zellen zu erwartende erhohte Menge an
funktionellem, aktiviertem Immunoproteasom resultieren. Da B5i (LMP7) essentiell fur
die Funktion des Enzymkomplexes ist [71], und die Expression dieser Untereinheit in
CD4" T-Zellen bei Patienten nicht signifikant héher war als in der Kontrollgruppe, kann
fur diese Zellpopulation eine geringere Menge an Immunoproteasom angenommen
werden. Es ist bisher bekannt, dass es eine gewebeabhangige Erhohung von B5i
(LMP7) gibt, die charakteristisch fur das Sjogren-Syndrom ist [99]. Im Rahmen dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass dies auch in den CD8" T-Lymphozyten, den B-
Zellen, den Monozyten und den dendritischen Zellen aus dem peripheren Blut der Fall

ist.

Diese Ergebnisse fur die induzierbare Untereinheit 5i (LMP7) sind deshalb von
besonderem Interesse, weil sie eine zentrale Rolle in der Funktion und Effektivitat des
Immunoproteasoms spielt. Des Weiteren ist zu erwahnen, dass der Einbau der induzier-

baren Untereinheiten des Immunoproteasoms bestimmten Regeln folgt [71, 108]. So ist
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fur den Einbau der Untereinheit B5i (LMP7) in den Proteasomkomplex die Anwesenheit
der Untereinheiten B1i (LMP2) und B2i (MECL1) eine notwendige Voraussetzung. Des
Weiteren wird die Untereinheit B5i (LMP7) erst sehr spat in den Proteasomkomplex
eingebaut. Dies konnte erklaren, warum B5i (LMP7) in der jeweiligen Probandengruppe
eine tendenziell eher niedrige Expression gegenuber den ubrigen induzierbaren Unter-
einheiten aufwies. In diesem Kontext ist es dann auch verwunderlich, dass 5i (LMP7)
in den Zellen des Patientenkollektivs in vier von finf Subpopulationen eine signifikante
Erhéhung der relativen Genexpression aufwies, wahrend die beiden anderen induzier-
baren Untereinheiten B1i (LMP2) und B2i (MECL1) nur in den B-Zellen signifikant
héhere Werte aufwiesen. Trotz des spaten Einbaus und der Abhangigkeit von den bei-
den anderen induzierbaren Untereinheiten, ist aber gleichzeitig der Einbau von B5i
(LMP7) fir die Funktionalitat und die Effektivitdt des Immunoproteasoms von ent-
scheidender Bedeutung [71, 108, 109]. Erst mit dem Einbau der Untereinheit P5i
(LMP7) wird das Proteasom zum Immunoproteasom und damit auch als solches kata-
lytisch aktiv [71].

Allgemein kann gesagt werden, dass die hier beobachtete Regulation der Expression
bestimmter Gene des Proteasomsystems mit der bisherigen etablierten Vorstellung der
Aktivierungswege des Proteasoms uUbereinstimmen [72, 107°109]. Infolge der Aktivie-
rung von Lymphozyten und Makrophagen werden proinflammatorische Zytokine wie
Tumornekrosefaktor (TNF)-a oder Interferon (INF)-y in hohem Mafe bei Autoimmun-
erkrankungen freigesetzt. Diese Zytokine induzieren dann den Umbau des Proteasoms
zum so genannten Immunoproteasom [72, 107]. Hierbei ist die erwahnte Tatsache
uberraschend, dass anscheinend die B-Zellen in wesentlich hdherem Mal3e beeinflusst
werden als andere immunologische Zellen, obwohl zu vermuten ware, dass besonders
die antigenprasentierenden Zellen eine Erhéhung der relativen Genexpression zeigen
wirden. Warum besonders B-Zellen im Vergleich zu anderen Zellen beeinflusst werden
und welche molekularen Mechanismen hinter dieser Beobachtung stehen, ist zurzeit

nicht bekannt und bietet damit ein interessantes Thema fur weitere Forschungsprojekte.
Es ist also festzuhalten, dass in der von uns untersuchten Kohorte von Patienten mit

Sjogren-Syndrom das 20S Proteasom starker aktiviert war als bei Gesunden. Diese

Tatsache kann unter Berucksichtigung der autoimmunen Entzindungsprozesse erklart
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werden, da beim Sjégren-Syndrom eine spezielle Interferonsignatur im betroffenen
Gewebe vorliegt [110]. Diese Erkenntnisse bestatigen auch schon fruher erhobene
Daten in Bezug auf die Genexpression der verschiedenen Untereinheiten des Protea-
somsystems bei Autoimmunerkrankungen. In diesen Studien wurde zum einen die rela-
tive Expression im Gewebe gemessen [99, 111] und zum andern in den gesamten
PBMCs [100], und es konnte gezeigt werden, dass einzelne, induzierbare Untereinhei-
ten des Proteasoms verstarkt exprimiert werden. Als neue Erkenntnis aus der
vorliegenden Arbeit ergibt sich eine wesentliche Beeinflussung von B-Zellen auf
Proteasomebene. Die Details dieser Regulationsvorgange sollen in weiteren Studien
genauer untersucht werden, bevor hieraus weitere Rickschllisse auf die Proteasom-
regulation gezogen werden konnen. Auch musste noch mal genau untersucht werden,
ob nicht die Medikamente, die die Probanden eingenommen haben, einen Einfluss auf

die Genexpression des Proteasomsystems haben.

Generell muss gesagt werden, dass die Ergebnisse dieser Arbeit lediglich die Genex-
pression auf mMRNA-Ebene widerspiegeln und nicht ohne weiteres auf die Proteinebene
Ubertragen werden konnen. Die oben genannten Ergebnisse der erhdhten relativen
Genexpression zeigten sich in anderen Autoimmunerkrankungen auch auf der Protein-
ebene wieder. Interessanterweise war dies fur p1i (LMP2) bei einigen Patienten mit
Sjogren-Syndrom nicht der Fall [100]. Dabei wurde bei einer erh6hten Genexpression
dieser Untereinheit eine reduzierte Nachweisbarkeit auf Proteinebene festgestellt [100,
111]. Dieser Umstand konnte einen weiteren wichtigen Schritt zum Verstandnis der

Pathogenese des Sjogren-Syndroms darstellen.

Diese Annahmen bediirfen einer experimentellen Uberpriifung und kénnten Ausgangs-
punkt fur weitere Forschungsprojekte sein. Bei unserem gegenwartig limitierten
Kenntnisstand bleibt jedoch unklar, ob das Proteasomsystem durch die Erkrankung des
Patienten verandert ist, oder ob dies durch die Aktivierung im Immunsystem im Rahmen
des Autoimmunprozesses bedingt ist. Eine Differenzierung dieser Zusammenhange ist
jedoch durch den schleichend progredienten Verlauf eines Sjogren-Syndroms erschwert

und erfordert Untersuchungen im Frihstadium der Erkrankung.
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6. Zusammenfassung

Das Sjogren-Syndrom ist eine chronisch verlaufende, autoimmune Systemerkrankung
aus dem rheumatischen Formenkreis der Kollagenosen und gehdort mit zu den drei

haufigsten autoimmunen Systemerkrankungen [1, 2].

Die Pathogenese dieser Erkrankung ist noch weitestgehend ungeklart. Doch es gibt
einige Hinweise, dass das 20S Proteasom eine Rolle in der Entstehung dieser Krank-
heit spielt [99, 100].

In friheren Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass eine Dysregulation im 20S Proteasom-
komplex beim Sjogren-Syndrom vorliegen kann [99, 100, 111]. Im Rahmen meiner
Arbeit wurden nun zum ersten mal die PBMCs von Sjogren-Patienten und gesunden
Kontrollen in CD4" und CD8" T-Lymphozyten, CD14" Monozyten, CD19" B-Lympho-
zyten und dendritische Zellen aufgetrennt, separat analysiert und miteinander
verglichen. In diesen Zellen wurde dann die Genexpression von den drei enzymatisch
aktiven Untereinheiten B1 (delta), B2 (Z), und B5 (MB1) und deren durch INF-y
induzierbaren Gegenstucken B1i (LMP2), B2i (MECL1), B5i (LMP7) untersucht sowie

von der enzymatisch nicht aktiven, konstitutiven Untereinheit a3 (C9).

Die Genexpression der enzymatisch aktiven, konstitutiven Untereinheiten des 20S
Proteasoms war auf mRNA-Ebene in beiden untersuchten Gruppen auf einem ahn-
lichen Niveau. Jedoch ist zu bemerken, dass die relative Expression der konstitutiven
Untereinheit a3 (C9) in den CD8" T-Lympozyten, den dendritischen Zellen und am
starksten in den CD19" B-Lymphozyten der Sjégren-Patienten signifikant erhoht ist.
Diese Untereinheit ist gleichermalRen im konstitutiven Proteasom wie im Immuno-

proteasom vertreten.

Die Genexpression der induzierbaren, katalytisch aktiven Untereinheiten zeigte jedoch
signifikante Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen und Zellpopulationen.
Am deutlichsten war dies aber fur die induzierbaren Untereinheiten des Proteasom-
systems in den B-Zellen nachzuweisen, da deren Genexpression signifikant h6her war

als in den B-Zellen der Kontrollgruppe. Hiermit konnte gezeigt werden, dass die Aktivitat
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des 20S Proteasomsystems in den B-Zellen der Sjogren-Patienten gegeniber der
Kontrollgruppe erhoht war. Bemerkenswerterweise war die Genexpression der induzier-
baren Untereinheiten in den klassischen antigenprasentierenden Zellen gegenuber der
Genexpression in anderen Zellpopulationen nicht signifikant erhéht. Jedoch findet sich
im Vergleich zwischen Sjogren-Patienten und der Kontrollgruppe fur einige induzierbare

Untereinheiten eine signifikant erhohte Genexpression.

Daruber hinaus kann eine signifikante Erh6hung der relativen Genexpression der indu-
zierbaren Untereinheit 5i (LMP7) in CD8" T-Lymphozyten, CD14" Monozyten, CD19"
B-Lymphozyten und dendritischen Zellen in der Patientengruppe gegenuber der
Kontrollgruppe festgestellt werden. Dies ist ein interessantes Detail, da diese

Untereinheit fur die Effektivitat des Immunoproteasoms von grof3er Bedeutung ist.

Die Zellpopulation der CD19" B-Zellen war die einzige der untersuchten Zellpopula-
tionen, in der ein signifikanter Unterschied in der relativen Expression aller drei induzier-
baren Untereinheiten auf mMRNA-Ebene nachzuweisen war. Diese war in der Patienten-
gruppe gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erhoht. Dieses Ergebnis spricht fur

eine besondere Einbeziehung der B-Zellen in die Pathogenese des Sjogren-Syndroms.

Anhand der vorgestellten Ergebnisse kann eine deutliche Aktivierung des Proteasom-
systems bei Patienten mit Sjogren-Syndrom und hier in besonderem Male in den B-
Zellen angenommen werden. Es bleibt gegenwartig jedoch noch unklar, ob diese Er-
gebnisse mit der Proteinexpression korrelieren, da in dieser Arbeit lediglich die Genex-
pression auf mRNA-Ebene untersucht wurde. Eine mogliche Erklarung fur die erhobe-
nen Ergebnisse kdnnte die Interferonsignatur beim Sjégren-Syndrom ergeben, da diese
zur Aktivierung des Proteasomsystems beitragt. In weiterfihrenden Forschungs-
projekten sollte geklart werden, warum sich dies insbesondere in einigen Zellpopu-
lationen widerspiegelt und auf welche Weise diese Proteasomaktivierung in der

Pathogenese des Sjogren-Syndroms einbezogen ist.
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