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1. Einleitung

1. Einleitung
1.1 Vorausgehende Betrachtungen

Die vorliegende Arbeit bezieht sich auf Ergebnisse, bei denen Antikérper gegen
Muskeloberflachenproteine bei Myositis hachgewiesen wurden (1). Dabei konnte
gezeigt werden, dass insbesondere Seren von Patienten mit Polymyositis (PM)
statistisch  signifikant mit Muskelzellmembranproteinen in einem speziell
entwickelten Zell-ELISA (Cell-Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay) reagierten,
der statt definierter Autoantigene intakte Zielzellen als Antigene (humane
Rhabdomyosarkomzellen, Zellinie TE671) verwendete. Durch diese Modifikation
gelang es ein System zu etablieren, mit dem man Muskelzell-spezifische
Antikdrperreaktivitaten gegen die Zellmembran und gegen intrazellulare Strukturen
beurteilen konnte. Dabei wurden zum einen, nicht fixierte lebende Zellen zum
Nachweis der Oberflachenantigene und zum anderen, mit Methanol/Eisessig
fixierte Zellen, zur Darstellung der intrazellularen Proteinreaktivitdten, benutzt.
Beim fixierten-Zell-ELISA, konnten im Vergleich zum nicht fixierten-Zell-ELISA,
signifikante verschiedene Serumreaktivititen gegen &uflRere und innere
Zellstrukturen differenziert werden. Beim fixierten Zell-ELISA wiesen 47% der
Polymyositis-Patienten Reaktivitaten auf (1). Dieser Befund korreliert deshalb
relativ mit den fur die Diagnostik erforderlichen Werten der Jo-1 Autoantikorper
Bestimmung. Der nicht fixierte ELISA erbrachte den Beweis, dass es
membrangebundene Antigene auf der Muskelzelle geben muss, die
maoglicherweise in die Antikérperbindung und Auslésung der Autoimmunitat
verwickelt sind (1). Das Wissen Uber die auslésenden Faktoren der Erkrankung ist
noch sehr unvollstandig. Fur eine mogliche virale Genese (Coxsackie-, HIV-und
Echoviren u.a.), gibt es in neueren Studien Hinweise. Man glaubt heute, dass eine
Autoimmunreaktion, bei der es Uber eine Lymphozytenaktivierung zu
Muskelnekrosen kommt, eine entscheidende Rolle spielt. Das auslosende Agens
ist dabei noch unbekannt, es wird u.a. aber auch auf der Muskelzelloberflache
vermutet und ist so dem immunologischem  System  zuganglich.
Autoimmunreaktionen konnen primar oder sekundar sein. Wahrend priméare
Reaktionen organspezifisch sind, treten sekundare Reaktionen im Rahmen von
Infektionen oder Malignomen auf und sind systemisch mit ubiquitér

vorkommenden Antigenen. Bei der Polymyositis (PM), der Dermatomyositis (DM),
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sowie der Einschlusskorperchen-Myositis (Inclusion Body Myositis, IBM), aber
auch bei der rheumatoiden Arthritis (RA) und beim systemischen Lupus
erythematodes (SLE), wird als pathogenetischer Faktor von einer Erkrankung des
Immunsystems, also der eigenen Kodrperabwehr gegen sich selbst
(Autoimmunitat), ausgegangen (2). Neben einer chronischen Entzindung im
Bereich der Synovia der Gelenke, wie bei der rheumatoiden Arthritis, kann es zu
entziindlichen  Erkrankungen des Muskels (Myositis) kommen. Die
Funktionsstérungen im Bereich der Muskulatur kdnnen zentral bedingt sein oder in
Hohe der Muskelzelle peripher liegen und endogen oder exogen bedingt sein (3).
Eine spezielle Gruppe der Autoimmunopathien stellen die Myositiden dar. Man
versteht darunter alle entziindlichen Erkrankungen des Muskels unterschiedlicher
Genese.

Je nach Genese, Auftreten im  Zusammenhang mit anderen
Autoimmunerkrankungen oder Malignomen, sowie entzindlicher Genese durch

Viren und Bakterien, werden die Myositiden in folgende Gruppen eingeteilt.

a) Polymyositis

b) Dermatomyositis

c) Einschlusskorperchen-Myositis

d) Myositiden mit sporadischer Form

e) Vererbliche (hereditéare) Myositiden

f) Myositis im Rahmen anderer Systemerkrankungen

g) Erregerbedingte Myositiden

1.1.1. Klassifikation der Myositiden nach Messner (4)

Es wird in funf Typklassen unterteilt.

Typ 1 Erwachsenen Polymyositis
Typ 2 Dermatomyositis
Typ 3 Mischformen von Dermato-und Polymyositis bei malignen

Erkrankungen
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Typ 4 Kindliche Polymyositis, die mit zusatzlichen Vaskulitiden, Fieber und
Arthralgien einhergehen kann und auch beim jungen Erwachsenen
anzutreffen ist

Typ 5 Begleitmyositiden, die im Zusammenhang mit anderen
Autoimmunerkrankungen, wie RA und SLE mit Muskelbeteiligung
auftreten, aber auch bei Kollagenosen mit Muskelbeteiligung

(Sklerodermie) oder in Form von sogenannten overlap syndroms

Das gleichzeitige Vorkommen von Eigenschaften von zwei unterschiedlichen
Autoimunerkrankungen wird als overlap syndroms oder als mixed connective
tissue disease (MCTD) bezeichnet (Polymyositis und Sklerodermie). Zur
diagnostischen Sicherung wurden diagnostische Kriterien aufgestellt, die sowohl
die Myositis als auch andere Organbeteiligungen wie Lungenbeteiligung,
Raynaud-Phanomen, geschwollene Hande oder Sklerodaktylie bertcksichtigen,
genauso wie der pathognomonische Antikérpernachweis von ribonukledren
Proteinen der Untereinheit U1l (Anti-U1-RNP).

1.1.2. Klassifikation der Myositiden nach Burmester (5)

Eine weitere Klassifizierung der Myositiden stellt die Einteilung nach Burmester
dar.
1) Idiopathische Polymyositis
a) Primare idiopathische PM
b) Primére idiopathische DM
c) DM oder PM im Kindesalter
d) DM oder PM in Verbindung mit Malignomen
e) DM oder PM in Verbindung mit anderen entztindlichen Erkrankungen
des rheumatischen Formenkreises
f) Okuléare Myositis
g) IBM
2) Interstitielle Myositis
3) Parasitare, bakterielle oder durch Pilze bedingte Myositiden

4) Myositiden bei generalisierten Virusinfektionen
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Unter der idiopathischen Polymyositis versteht man eine Entzindung der
Muskulatur, die ohne erkennbare Ursache auftritt.

Die interstitielle Myositis ist gekennzeichnet durch das Auftreten von
Entzindungsherden im Muskelinterstitium und tritt oft begleitend auch bei
Erkrankungen des entzundlich-rheumatischen Formenkreises auf.

Erregerbedingte Myositiden umfassen alle Entzindungen der Muskulatur, die
durch Erreger verursacht werden. Dazu zahlen Toxoplasma gondii und Trichinella
spiralis als Ausloser parasitar bedingter Myositiden.

Clostridium perfringens, Staphylokokken oder Streptokokken sind als Vertreter der
bakteriellen Ausloser zu nennen. Bei generalisierten Virusinfektionen, z.B. im
Rahmen einer Grippe oder HIV-Infektion, kdnnen ebenfalls begleitende Myositiden

beobachtet werden.

1.2. Atiologie und Pathogenese der Polymyositis, Dermatomyositis sowie

der Einschlusskérperchen-Myositis

Bei der Polymyositis ergaben immunpathologische Untersuchungen, das bei

zellularen Infiltraten zytotoxische T-Zellen (CD 8+ und von MHC | prasentiert) eine

grosse Rolle zu spielen scheinen, wahrend bei der Dermatomyositis vor allem

perivaskular ausgepragte B-Zell-und CD4+ T-Zellinfiltrate bei nahezu fehlenden

Muskelnekrosen vorkommen (6,7,8).

Der wissenschaftliche Nachweis eines oder mehrerer Autoantigene bzw.

Autoantikdrper ist bis jetzt noch nicht gelungen.

Eine mogliche genetische Disposition konnte eine Rolle fur die Ausbildung der

Erkrankung spielen. Es ist aufgefallen, dass Patienten mit Polymyositis verstarkt

die HLA-DR3 und HLA-B8 Molekile ausbilden und bei der Dermatomyositis eine

Assoziation mit HLA-B14 und HLA-B40 besteht.

Bei der Dermatomyositis sind offenbar die kleinen Geféalde im Muskel das Ziel des
Angriffs des Immunsystems. Dadurch kommt es zu Nekrosen und Thrombosen der
kleinen GefalRe (Kapillaren). Hieraus resultieren umschriebene
Durchblutungsstérungen mit Untergang und Verkleinerung von Muskelfasern
(9,10,11,12). Dabei wird der Angriff des Immunsystems nicht nur direkt Gber die

zellulare Immunreaktion vermittelt, sondern auch Uber humoral gerichtete
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Autoimmunantworten (Immunglobuline) und Uber Entzindungsproteine des
Komplementsystems. Entsprechend finden sich in den perivaskularen Infiltraten
(Ansammlung von Entziindungszellen um die Gefalde herum) B-Zell-und T-Helfer-
Zellinfiltrate (13,14,15). Dem gegenuber wird bei der Polymyositis und der
Einschlusskorperchen-Myositis eine direkte zellvermittelte Immunreaktion gegen
Muskelfasern angenommen. Dadurch handelt es sich bei den Infiltraten vorwiegend
um CD8+ -Zellen und Makrophagen (16,17,18).

Bei der Einschlusskdrperchen-Myositis dhneln die Einschlisse Bestandteilen von
Viren, so dass eine Auslosung der Erkrankung durch Viren diskutiert wird. Bislang
fehlen dazu jedoch die endgtltigen Beweise. Es wird auch hier von einem
maoglichen Autoimmunprozess ausgegangen. Eine primér degenerative Ursache

(Muskelfasernekrosen anderer Genese) muss ebenso erwogen werden.

1.3. Inzidenz und klinische Symptomatik der Polymyositis,
Dermatomyositis und der Inclusion Body Myositis

1.3.1. Klassifikationskriterien nach Bohan und Peter (19)

a) Kennzeichnend ist die symmetrische, proximale Muskelschwache, vor
allem ist die Muskulatur von Oberschenkeln, Oberarmen, Becken-und
Schultergirtel betroffen. Dazu gesellen sich muskelkaterartige Schmerzen
sowie Berihrungsschmerzen

b) Die histologisch gesicherten nebeneinander auftretenden
Muskelfasernekrosen, Phagozytose und Regeneration mit basophilen,
grol3en vesikuladren sarkolemmalen Kernen und prominenten Nukleoli sowie
die perifaszikulare Atrophie

c) Die Erhohung der muskeltypischen Enzyme im Serum, insbesondere der
Kreatininkinase aber auch der Aldolase, der GOT,GPT und LDH

d) Ebenso zahlt die elektromyographische Trias, bestehend aus kurzen,
feinen, polyphasischen Motoreinheiten, Fibrilationen und positiven,
scharfen Wellen sowie hochfrequenten wiederholten Entladungen zu den
Charakteristika

10
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e) Eine der charakteristischen Hauterscheinungen der Dermatomyositis, wie
die periorbitalen lividen Erytheme oder ein fliederfarbenes Exanthem
(heliotrop), dass vor allem im Gesicht, Dekolleté und Schulterbereich
auftritt, ebenso wie Odeme und eine erythemattse Dermatitis, Plaques
(Gottron-Zeichen) und rissige Haut an den Handinnenflachen (Mechanic
hands) zahlen zu den Einschlusskriterien. Weitere Hauterscheinungen
konnen Teleangiektasien und weil3e Gesichtsflecken sein, sowie
Exantheme im Bereich der Extremitatenstreckseiten, vor allem am

Handriicken und Kndchel, die dann eine tiefrote Farbung zeigen.

Gesichert ist das Vorliegen einer Polymyositis, wenn 4 Kriterien von Bohan und
Peter (19) erflllt sind. Die Dermatomyositis gilt bei Vorhandensein von 3 Kriterien
und den Hautveranderungen als gesichert (4,19,20,21).

Zusatzlich ist bei Beteiligung der Osophagusmuskulatur Dysphagie und Dyspnoe
bei Beteiligung der Atemmuskulatur mdéglich. Hierzu kénnen als unspezifische
Entzindungszeichen Fieber, Gewichtsverlust und Abgeschlagenheit kommen,
ebenso wie Konjunktivitis und eventuell auch eine Raynaudsymptomatik (22,23).
Bei der Einschlusskérperchen-Myositis sind die Schwéchen oft asymmetrisch
angeordnet. Es ergibt sich dabei ein einzigartiges Muster von selektiver
Muskelschwache, die die distalen und proximalen Muskeln (Unterarm-und
Oberschenkelmuskulatur stellen typische Manifestationsbereiche dar) umfasst. Bei
etwa 60% der Patienten werden Schluckstérungen beobachtet. Des Weiteren
kann eine sehr variable Gelenkbeteiligung vorhanden sein, die von flichtigen
Arthralgien bis zu distalen Arthritiden mit Synovitis reichen kann (5,24,25).

Bei einer vizeralen Beteiligung kann die kardiale Muskulatur im Sinne einer
interstitiellen Myositis betroffen sein, so dass es zu Reizleitungsstérungen,
Blockbildern bis zum moglichen Myokardinfarkt kommen kann.

Nicht vergessen sollte man den Zusammenhang zwischen dem Auftreten von
Dermatomyositis und im geringeren MalRe bei Polymyositis mit
Tumorerkrankungen im Sinne eines paraneoplastischen Syndroms. Die
Einschlusskorperchen Myositis ist dahingehend nicht mit dem Auftreten von
malignen Erkrankungen assoziiert.

Uber den 1. Fall einer Assoziation von Polymyositis und einer malignen
Erkrankung berichtete Sterz bereits 1916 (20,26). Im gleichen Jahr wurde

11
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ebenfalls Uber die Assoziation von Dermatomyositis und Malignitat, in dem Fall
Brustkrebs, berichtet (20,27).

In einer gro3angelegten Studie wurden 64 Patienten mit Polymyositis und 28 mit
Dermatomyositis Uber 30 Jahre beobachtet, wobei die Diagnose der Erkrankung
nach den Kriterien von Bohan und Peter erfolgte (19,20).

Von dem anfanglichen Kollektiv wurden schlielich 56 Patienten weitergehend
untersucht. Dabei hatten 2 Patienten von 37 untersuchten Polymyositis-Erkrankten
ein  Malignom (entspricht einer Haufigkeit von 3%), sowie 6 von 19
Dermatomyositis-Untersuchten (36%). Dieses Ergebnis reiht sich in die von
anderen Autoren berichteten Ergebnisse eines erhohten Malignitatsrisikos bei
Poly-und Dermatomyositis ein. Dies berichteten u.a. Sigurgeirson, Chow oder
Zantos (20). Wahrenddessen konnte bei alteren und kleineren Studien kein
signifikant erhdhtes Maligniatsrisiko festgestellt werden (25). Eine signifikante
Lokalisation fur den Primartumor konnte in dieser Studie nicht nachgewiesen
werden. Wahrenddessen wurde von Barnes berichtet, dass Brustkrebs die
haufigste Neoplasie sei (17,8% von 258 Dermatomyositis-Patienten) (20).

In einer weiteren Studie mit 750 Patienten fand Sigurgeirsson et al. (20,28), dass
die haufigsten Lokalisationen fur das Auftreten eines Tumors die Lunge und das
Kolon seien. Alle Krebserkrankungen wurden innerhalb von 4 Jahren nach
Erstdiagnose einer Polymyositis oder Dermatomyositis gestellt. Am haufigsten
gelang die Tumordiagnose innerhalb eines Jahres (20).

Ein weiterer Risikofaktor in unseren Breitengraden scheint das mannliche
Geschlecht zu sein (20). Uber ein erhdhtes Lebensalter als Risikofaktor gibt es
widerspruchliche Angaben. In der erwadhnten Studie erfolgte dahingehend kein
Nachweis. Wahrenddessen berichten Hochberg und Marie, unabhangig
voneinander, Uber ein erhohtes Mortalitatsrisiko mit zunehmendem Alter bei
Mannern tber 55 Jahren (20).

Die 5-Jahrestberlebensrate bei Polymyositis ohne maligne Erkrankung liegt
zwischen 60-80% (20,28,29,30), bei Dermatomyositis 73,6%. Mit begleitender
Krebserkrankung war die 4-Jahresiberlebensrate bei Polymyositis 0%. Bei
Dermatomyositis lebten nach 5 Jahren noch 10% der Erkrankten (20).

12
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1.3.2. Inzidenz

Die Inzidenz betragt bei der Polymyositis und der Dermatomyositis zwischen 5 bis
7:1 Mio. Erkrankte jahrlich, d.h. von 1 Mio. Einwohner erkranken finf bis sieben
Menschen an Polymyositis oder Dermatomyositis (31). Bei einer 20-jahrigen
Studie in den USA von 1963-82, ergab sich eine Inzidenz von 5,5 Erkrankten pro 1
Mio. Einwohner (24).

Frauen erkranken dabei im Vergleich zu Mannern in einem Verhaltnis von 2:1. Es
bestehen zwei Erkrankungsgipfel. Einmal bei den kindlichen Formen zwischen
dem 5. bis 15. Lebensjahr und zum anderen eine ausgepragtere Haufung jenseits
des 45. Lebensjahres (zwischen dem 45. bis 64. Lebensjahr). Zuverlassige Daten,
in bezug auf die Pravalenz der Erkrankung, sind sehr sparlich. Schatzungen aus
den USA und Japan gehen von einer Pravalenz bei der Poly-und Dermatomyositis
von 0,005 - 0,0063 aus (24).

Der Begriff der Inclusion Body Myositis (IBM) wurde 1971 gepragt. Zunéchst als
eine Sonderform der Polymyositis, stellt sie heute ein eigenstandiges
Krankheitsbild dar. Sie tritt meistens jenseits des 50. Lebensjahres auf, mit einer
Dominanz des weiblichen Geschlechtes in der Erkrankungswahrscheinlichkeit
gegentber dem méannlichen Geschlecht im Verhaltnis von 3:1 und einer Inzidenz
von 5-9 Erkrankte pro 1 Mio. Einwohner (25,32,33). Die klinische Symptomatik

kann weit gefachert oder aber nur auf eine muskulare Beteiligung begrenzt sein.

13
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1.4. Diagnosesicherung
1.4.1. Elektromyographie, Muskelbiopsie und Histologie

Die Elektromyographie (EMG) ist diagnostisch, obwohl unspezifisch, von hohem
Wert, da sich eine typische Trias, bestehend aus polyphasischen, motorischen
Potentialen mit positiven scharfen Wellen, Fibrillationspotentialen und spontanen
pseudomyotonen Entladungsserien ergibt. Dieses Bild erleichtert die Abgrenzung
zu anderen Muskelkrankheiten, ebenso wie von chronischen
Denervationsprozessen. Auch bei anderen Myopathien kann sich das EMG mit
verkurzten polyphasischen Potentialen motorischer Einheiten myopathisch
verandert darstellen. Das Ausmald der pathologischen Spontanaktivitat ist ein
Indikator fir die Krankheitsaktivitat. Gemischt myopathisch und neurogen
veranderte Potentiale bei chronischem Verlauf, konnen Ausdruck von
Muskelfaseruntergang und Regeneration sein.

Die wichtigsten Hinweise zur Diagnosesicherung einer Poly-/Dermatomyositis,
erhalt man durch die histologische Begutachtung einer durch Muskelbiopsie
gewonnenen Probe. Die  Myositiden besitzen  als  histologische
Hauptgemeinsamkeiten die chronische Inflammation von Lymphozyten und
Makrophagen im Muskel, die Fibrose und der Verlust von Muskelfasern durch
Nekrose, Phagozytose und hyaline Degeneration von Muskelfasern, aber auch
Zeichen von Regeneration von Muskelfasern. In dem entsprechenden Muskel
ergibt sich dabei ein Nebeneinander von Degeneration und Regeneration,
Nekrosen, Phagozytose und mononukledren interstitiellen Infiltraten. Diese
Veranderungen im Sinne einer entzundlichen Parenchymreaktion kénnen nach
einer Glukokortikoidtherapie oder im Spéatstadium der Erkrankung fehlen.
Muskelbiopsien von PM und IBM zeigen zuféllig verteilte nekrotische Fasern und
regenerierte Fasern, sowie als weiteres gemeinsames Merkmal endomysiale
inflammatorische Infiltrate. Der elektronenmikroskopische Nachweis der IBM,
gelingt durch Darstellung von tubulofilamentésen Einschlissen im Zellkern oder im
Zytoplasma (31,34).

Bei der Polymyositis und méglicherweise bei der Inclusion Body Myositis, wird der
Krankheitsbeginn durch eine Aktivierung von CD-8 positiven T-Zellen gesehen, die
das endomysiale Parenchym erreichen um Muskelantigene, prasentiert von MHC

lI-komplexen, zu erkennen. Immunhistochemisch kann man bei der Polymyositis

14
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CD8-positive Lymphozyten in den muskularen Infiltraten, sowie eine erhohte
Expression von HLA-Klasse-I-Antigenen auf den Muskelzellen nachweisen
(35,36).

Bei der Dermatomyositis ergibt sich eine endomysiale Inflammation und eine
Muskelfaserdestruktion durch vorangehende Aktivierung des Komplementsystems
und mikrovaskulare Ablagerungen von C5b-9 und den membranolytischen Attack
complex (MAC) auf den endomysialen Kapillaren, die immunreaktive
Mikrothromben bilden. Perifaszikulare und perivaskulare Infiltrate, als Hinweis auf
eine begleitende Vaskulitis, treten bei der Dermatomyositis auf, wobei CD4-
positive T-Lymphozyten und Makrophagen im Vordergrund stehen. Es kommt so
zur Ausbildung von Vaskulitiden, regionalen Muskelinfarkten und perifaszikularen
Atrophien, die auf das Vorliegen einer Dermatomyositis in der histologischen

Begutachtung hinweisen.

1.4.2. Labordiagnostik

Kennzeichnend ist bei etwa 90% der Patienten mit Poly-oder Dermatomyositis
eine erhdhte Kreatinkinase (CK), ein Enzym, das in Muskelfasern vorkommt und
bei Erkrankungen und Schadigungen der Muskelfaser unterschiedlicher Genese
vermehrt ins Blut abgegeben wird. Bei Poly-und Dermatomyositis kann das Enzym
um das Funf-bis Funfzigfache erhoht sein. Wahrenddessen ergibt sich bei der
Einschlusskorperchen-Myositis eine nur maRig erhéhte Kreatinkinase (Drei-bis
Funffache). Aber auch nicht an einer Myositis Erkrankte, kénnen erhdhte
Muskelenzyme aufweisen. So sind CK, Myoglobin und Aldolase bei
Ausdauersportlern erhdht, ohne pathologischen Wert. Auch nach Muskeltraumen,
wie Quetschung oder im Rahmen von Infarktgeschehen werden diese
Muskelenzyme durch die Zerstérung der Muskelzelle abgegeben. Bei starker
Freisetzung nach akuter massiver Zerstorung des Muskels, kann es durch das
freigegebene Myoglobin zu einem intrarenalem Nierenversagen (Crush-Niere)
kommen. Die Hohe der Kreatinkinase muss nicht mit der Krankheitsschwere
korrelieren, vor allem nicht in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung, in denen
der Muskel schon nekrotisiert ist und die noch verbleibende Muskelmasse zu

gering fur eine signifikant erhdhte Freisetzung der Kreatinkinase ist.
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Weiterhin kann man bei PM und DM eine Erh6hung von Aldolase und Myoglobin,
sowie der bei Zerstbrung freigesetzten intrazellularen Enzyme Glutamat-
Oxalacetat-Transaminase (GOT), Glutamat-Pyruvat-Transferase (GPT),
Laktatdehydrogenase (LDH) und als Entziindungsparameter die gesteigerte
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) beobachten, die bei 2/3 der Erkrankten mit
IBM keine Erhéhung aufweist (4,24,25,32,37).

Nicht zu vergessen ist der Nachweis von Jo-1 Antikdrpern, der bei bis zu 30% der
Polymyositis-Erkrankten und 15% bei Dermatomysitis nachweisbar ist, als weitere
Moglichkeit der diagnostischen Sicherung. Zusatzlich stehen der Nachweis von
Anti-MI-2 und Anti-SRP-Antikorpern zu Verfigung, um einen weiteren Hinweis auf
das Vorliegen einer PM zu erlangen. Auch die unspezifischen ANAs kdnnen
Hinweise fir eine rheumatoide Erkrankung liefern.

Zu unterscheiden sind bei den Myositiden vorkommende Autoantikdrper in
Myositis spezifische Autoantikorper (MSA) und Myositis assoziierte Autoantikorper
(MAA).

In einer grofRen europaischen Studie wurden 417 Patienten aus 11 européaischen
Landern mit Polymyositis (198 Erkrankte), Dermatomyositis (181 Erkrankte) und
Einschlusskorperchen-Myositis (38 Erkrankte), zur Bestimmung vom Antikdrpern
untersucht (18).

1.4.3. Myositis spezifische Autoantikérper

In dieser Studie konnten bei 56% der Erkrankten Autoantikbrper nachgewiesen
werden, wobei davon 38% Myositis spezifische Antikdrper waren. Insgesamt
gelang bei 62% der PM-Erkrankten, 54% der DM-Erkrankten sowie 32% der IBM-
Erkrankten der Nachweis von Autoantikbrpern (38). Im Rahmen einer
hollandischen Studie mit 125 Patienten, davon 31 mit Dermatomyositis, 41 mit
Polymyositis, 28 mit IBM, 19 Patienten mit anderen rheumatischen Erkrankungen
mit Muskelbeteiligung, 3 mit Myositis assoziierten malignen Erkrankungen und 3
mit IIM, ergaben sich ahnliche Ergebnisse mit Nachweis von MSA bei 32% der
Erkrankten (39).

Ein wichtiges Ziel der Myositis-spezifischen Autoantikorper ist die Aminoacyl-d-

RNA-Synthetase sowie die nukleare Helikase. Diese Enzyme sind Bestandteile
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der Translation, wobei jedes Enzym die Veresterung von einer Aminosaure
katalysiert (40). In dieser hollandischen Studie konnte bei 20% der Erkrankten der
Anti-Jo-1-Antikorper nachgewiesen werden, wahrend der Anti-MI-2-Antikdrper nur
bei 6% vorkam (39).

Ein weiterer Myositis spezifischer Antikorper ist der Anti-SRP, der bei 4% der
Myositis-Erkrankten in der hollandischen Studie nachgewiesen wurde (39). Das
SRP-Antigen besteht aus einer 7-SLRNA Untereinheit und 6 Proteinen mit einem

spezifischen Molekulargewicht von 9, 14, 19, 54, 68 und 72KDa (41,42).

Tabelle 1 Darstellung des prozentualen Vorkommens von Myositis spezifischen
Autoantikdrpern (38,39)
Antikorper Haufigkeit Haufigkeit Haufigkeit Haufigkeit | Antigenitéat
gesamt bei bei bei bei gegentuber
Myositiden Polymyositis Dermatomyositis IBM
(%) (%) (%) (%)
Histidyl-t-
Anti-Jo-1 18-25 22 16 RNA-
Synthetase
MI-2-beta-
. Untereinheit
Anti-MI-2 6-14 9 21 8 mit NM-
Fragment
RNA-
Anti-SRP 4-5 10 3 Po'yrﬂf_rase'
Transkriptase
Anti-t-RNA-
Synthetasen
-Anti PL12 ca. 3-6 Alanin
-Anti EJ Glycin
-Anti OJ Isoleucin
-Anti ISS Asparagin
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1.4.4. Myositis assoziierte Autoantikdrper

Unter den Myositis assoziierten Antikdrpern versteht man all diejenigen Antikorper,
die nicht spezifisch fur Myositis sind, da sie auch bei anderen rheumatischen

Erkrankungen ohne Zeichen einer Myositis vorkommen.

Tabelle 2 Darstellung der prozentualen Haufigkeit von Myositis assoziierten Antikdrpern bei
Autoimmunerkrankungen (38,39)

Anti- Haufigkeit = Vorkommen bei Vorkommen bei = Vorkommen bei = Antigen
kdrper | gesamt bei PM, DM, IBM Auto- anderen
Myositiden isoliert Immunopathien Erkrankungen
(%) (%)
. SLE
AngéRo 25 Systemische ir?nA;n
Sklerose (27%) 9
AntiPM/Scl . 0 Nukleéres
Anti 100: 6 Skleradermie 2-3% 100KDa
PM/Scl  Anti PM/Scl i Auto-
) 24-50% :
75:3 antigen
PM: 3 Autoimmun- Birijltljﬁ- .
Anti-Mas- ) DM: 1 hepatitis rotei%
Antikorper In IBM: Athyltoxische P
kein Nachweis Rhabdomyolyse von
42KDa
. Meistens bei
Anti- RNP-
uisnRnp 01 Overlapp- P70KSE
Syndromen
Assoziiert mit SLE SS-A-
Anti-Ro60 5-15 und Sjogren- .
Antigen
Syndrom
Anti-La- SLE-10%
Antikérper 5 Sicca-Syndrom U3-RNA
1.4.5. Nachweis von Autoantikorpern mit Hilfe von Mikroarrays bei

rheumatoiden Erkrankungen

In einer anderen Studie erfolgte die Durchfiihrung von Mikroarrays mit Antigenen
in unterschiedlichen Konzentrationen zum Nachweis verschiedener Autoantikérper
(43). Dabei wurden zur Untersuchung Doppelstrang-DNA und Einzelstrang-DNA-
Antigene und Sm-Antigene (Smith-Antigen) verwendet. Ebenso wie
Rheumafaktoren und Cyclic Citrullineted Peptide (CCP). Bei PM-Erkrankten
wurde zum Nachweis das Jol Antigen, bei der Sklerodermie die Topoisomerase |
(Scl 70), das Centromer Protein B (CENP-B) beim Crest-Syndrom, sowie die SSA-
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52 KDa-Antigene, SSA-60 RDA-Antigene und die SSB-Antigene beim Sjogren-
Syndrom verwendet. Weiterhin erfolgte die Untersuchung von Cytokeratin 19
Antigen, von ANAs (antinukledre Antikoérper) und U1SnRNP.

Tabelle 3 Darstellung des prozentualen Vorkommens von Autoantikdrpern bei
Autoimmunerkrankungen mit Hilfe von Protein-Mikroarrays (43)

Antikdrper Haufigkeit Haufigkeit Haufigkeit Haufigkeit Haufig-
bei bei bei bei Sjogren- keit
Polymyositis  rheumatoider | systemischer Syndrom bei
Arthritis Sklerose SLE
(%) (%) (%) (%) (%)
SSA-60-
Antikdrper 66 80 48
Jo-1 71
Rheumafaktoren 60
CCP-Antikorper 41
Ds-DNA-
Antikdrper 22 42
Scl 70-Antikorper 42
SSA-52-
Antikdrper 33 40 54
CENP-B-
Antikdrper 28 50
SSB-Antikdrper 30
SS-DNA-
Antikdrper 49
26% bei RA
ANA Insgesamt zw. 79-100% bei SLE, PM,

syst.Sklerose, Sjogren Syndrom

Ein weiterer Antikorper, der mittels Immunelektrophorese bei
Bindegewebserkrankungen 100% nachweisbar war, ist der sogenannte Anti-Ku-
Antikorper. In einer 7-Jahresstudie bis 1996 konnte der Antikorper bei 80%
nachgewiesen werden. Bei Polymyositis/Sklerodermie Overlap-Syndromen
konnten bei 50% der Untersuchten Anti-Ku-Antikorper nachgewiesen werden
(44,45,46,47). 80% der Anti-Ku-positiv Erkrankten wiesen Symptome eines
Raynaud-Syndroms auf, 86% Arthralgien, 50% Myositiden und 35%
Osophagusmotilitatsstorungen. Auffallig war des Weiteren der hohe ANA-Titer,
ohne oder in Kombination mit Anti Ro-Antikérpern und Anti-Ku-Antikdrpern
(48,49,50,51). Bei Patienten mit amyopathischer Dermatomyositis konnte bei 55%
der Untersuchten ein Antikérper gegen das CADM-140KDa-Protein nachgewiesen
werden (52,53,54).
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Ein weiterer mittels Zell-ELISA darstellbarer Antikorper ist gegen das
Peptidylarginin Deiminase 4 (PAD4) gerichtet. 45% der an rheumatoider Arthritis
Erkrankten, 23% der Polymyositis/Dermatomyositis Erkrankten und 9% der an

Lupus erythematodes Erkrankten, wiesen diesen Antikérper auf (55,56).

1.5. Therapie und Prognose

Eine kausale Therapie der Myositiden hat sich bislang noch nicht etabliert. Die
derzeit angewandten medikamenttsen Optionen sind empirisch oder basieren auf
kleinen klinischen Therapiestudien. Dermatomyositis und Polymyositis werden in
der Regel primar mit Kortison-Préaparaten behandelt. Hierbei beginnt die Therapie
mit 1-2mg/kg Korpergewicht Gber zwei bis vier Wochen, mit langsamer Reduktion
der Dosis entsprechend der Klinik. Die Besserung setzt bei einigen Patienten in
Tagen, bei anderen erst nach vier bis sechs Wochen ein. Die zunachst hohe Dosis
wird im Verlauf meist nur langsam reduziert (57,58). Zur Beurteilung der
Krankheitsaktivitat sollte neben laborchemischen Parametern, wie die Abnahme
der Kreatinkinase-Werte, auch funktionelle Tests hinzugezogen werden. Dazu
zéhlen neben Tests zur Verbesserung der Muskelkraft, Fragebtgen Uber
korperliche  Fahigkeiten in  Alltagssituationen, sowie  Fragen nach
Krankheitsmanifestationen auf3erhalb der Skelettmuskulatur.

Bei einigen Patienten fiihrt aber die Behandlung mit Kortison-Praparaten auch in
anhaltend hohen Dosierungen nicht zur Remission. Gelingt es nicht auf Dauer, die
Dosis unter die Cushing-Schwelle zu senken, ist in diesen Féllen der Einsatz von
Immunsuppressiva (das Immunsystem schwéchende Substanzen) zu erwégen.
Wichtige Vertreter sind die Zytostatika Azathioprin, Methotrexat als
Folsdureantagonist, Cyclophosphamid oder Cyclosporin. Mit Azathioprin in einer
Dosierung bis zu 3mg/kg/KG, beginnt man haufig die Kombinationstherapie mit
den Kortikoiden. Obwohl der Wirkungseintritt von Methotrexat friiher einsetzt, hat
es aufgrund seiner héheren Toxizitat gegentber Azathioprin nicht den Vorzug. Die
Anfangsdosis betragt 7,5mg/Woche mit Steigerung nach 3 Wochen um 2,5mg bis
zur Zieldosis von 10-25mg/Woche, entsprechend der Klinik. Cyclosporin, ein
Inhibitor der T-Zell-Aktivierung, kann in Dosierungen von 2,5-5mg/kg

Korpergewicht, entsprechend seines Plasmaspiegels und der Klinik angewandt
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werden.  Anwendungseinschrankungen  stellen  Nierenerkrankungen  bei
Nephrotoxizitat, sowie arterieller Hypertonus dar. Neuere Studien erbrachten gute
Ergebnisse mit Mycophenolate mofetil bei therapieressistenten Myositiden. In
einer Dosierung von 2g/d inhibiert es die Purinsynthese in Lymphozyten (59). Es
stellt bereits eine Alternative zu Azathioprin in der Transplantationsmedizin dar.
Seine therapeutische Wirksamkeit und Relevanz bei Myositiden missen weitere
Studien klaren.

Es gelingt dabei oft eine Remission zu erreichen und die notwendige
Glukokortikoiddosis deutlich zu reduzieren (60,61,62). Aufgrund dieser
Immunsuppression, kommt es geh&auft zu bakteriellen und viralen Infektionen,
besonders im Bereich der Atemwege (Bronchopneumonien), so dass die
Prognose insgesamt reduziert ist. Die meisten Erkrankungen kénnen Dank der
beschriebenen Therapie gunstig beeinflusst werden, mit oft kompletten
Remissionen bei den kindlichen Formen und einer insgesamt giinstigen Prognose.
Weitere neuere Therapieoptionen mit TNF-a-Rezeptor-Antagonisten, wie
Infliximab, Adalimumab oder Etanercept, Interferon-R-1la und T-Zell-
Signaltransduktion-blockierenden Substanzen, wie Tacrolimus/ FK 506 missen in
ihrer Wirksamkeit erst noch in kontrollierten klinischen Studien evaluiert werden.
TNF-a-Rezeptor-Antagonisten konnen bei weiterem Vorliegen einer aktiven
Erkrankung eingesetzt werden, d.h. nach Versagen von zwei konventionellen
Basistherapeutika, wovon eines Methotrexat ist, Uber einen Zeitraum von 6
Monaten in adaquater Dosierung (63,64).

Eine weitere Therapiemoglichkeit stellt die intravendse Gabe von
Immunglobulinen (2g/kg Korpergewicht ein-bis zweimal pro Monat) dar, deren
Wirkmechanismus noch unklar ist. Es wird eine Wirkung lber antiidiotypische
Antikorper in den verabreichten Praparationen vermutet (65,66). In einer offenen
Pilotstudie mit Dermatomyositis-Erkrankten, fiihrte die Gabe von B-Zellen-
depletierenden monoklonalen Anti-CD20-Antikdrpern z.B. Rituximab, bei 6/7 der
Patienten zu einer deutlichen Symptommilderung (Levine 2005). Dies konnte
durch Darstellung einer signifikanten Besserung der Zytoarchitektur des Muskels,
mit Ruckgang der abnormen immunpathologischen Parameter in der
Muskelbiopsie objektiviert werden (65,66,67,68).

Zu ihrer Wirksamkeit bei Polymyositis existieren im Moment noch keine
kontrollierten Studien. Offene Studien erbrachten eine Besserung der muskularen
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Kraft (69,70). Als Therapie erster Wahl gegentiber der konventionellen Therapie,
ist eine Uberlegene Wirksamkeit nicht belegt. Bei Versagen der Standardtherapie
bzw. Auftreten von nicht tolerierbaren Nebenwirkungen, kann die Gabe von
Immunglobulinen versucht werden.

Bei Kindern mit juveniler Dermatomyositis erbrachte die Immunglobulintherapie
ein deutliches klinisches Benefit, mit Verbesserung der Muskelkraft und Reduktion
der konservativen Therapie. Eine primare Therapie ist in diesen Fallen in Hinblick
auf Nebenwirkungen und Toxizitat der konventionellen Therapie zu erwagen.

Im Gegensatz zu Poly-und Dermatomyositis, die in der Regel gut auf die
beschriebenen Therapieoptionen ansprechen, ist die  sporadische
Einschlusskorperchen-Myositis  (sIBM)  weitgehend therapierefraktar. Eine
doppelblinde, placebokontrollierte Cross-over Studie mit 19 s-IBM-Patienten mit
dem synthetisch produzierten Androgen Oxandrolon erbrachte bei 16 Patienten
eine Steigerung der Muskelkraft, v.a. im Bereich der oberen Extremitaten (57,63).
Im Gegensatz dazu konnte bei dem Einsatz von Interferon-3 1a, z.B. Avonex mit
60ug/Woche, intramuskular in einer placebo-kontrollierten Studie mit 30 s-IBM-
Patienten, keine signifikante Besserung gegenuber der Placebogruppe ermittelt
werden (57,62).

In einer weiteren placebokontrollierten Studie erbrachte die alleinige Gabe von 5-
20 mg/Woche Methotrexat bei 44 IBM-Patienten keinerlei Verbesserung
gegenuber der Placebogruppe. Es stellte sich aber eine Reduktion der
Kreaninkinaseaktivitat dar (57,62).

Im Gegensatz dazu konnte bei der Gabe von Methotrexat und Anti-Thymocyten-
Globulin bei 11 s-IBM-Patienten, eine gleichbleibende Muskelkraft gegentber der
Placebogruppe mit Darstellung einer Verschlechterung ermittelt werden. Die
Ergebnisse waren aber nicht signifikant (57,62).

Bei der IBM konnte eine Doppelblind-Studie des Friedrich Baur-Institutes mit 22s-
IBM-Patienten im Verlauf eines Jahres eine signifikante Besserung der Fahigkeit
das Alltagsgeschehen zu meistern von 11% bei gleichbleibender Muskelkraft nach
Gabe von Immunglobulinen erbringen (57). Eine Kombination der Immunglobuline
mit Steroiden erbrachte in einer Studie mit 36-IBM-Patienten keine Wirksamkeit
(57,62).

Bei den Formen im Rahmen einer malignen Erkrankung, nach der sich die

Uberlebensrate richtet, besteht die Therapie moglichst in vollstandiger Entfernung
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des Tumors, in deren Folge in der Regel eine komplette Remission der Poly-und
Dermatomyositis auftritt.

1.6. Systemischer Lupus erythematodes
1.6.1. Definition, Pathologie und Epidemiologie des Lupus erythematodes
3)

Der systemische Lupus erythematodes (SLE) ist eine chronisch entzindliche
Erkrankung, die durch eine Stérung der Immunregulation verursacht wird. Die
Immunregulation wird ihrerseits durch eine Kombination von genetischen-,
hormonellen Faktoren und Umweltfaktoren beeinflusst.

Die eigentliche Atiologie ist unbekannt. Eine mdgliche Virusinfektion bei
genetischer Disposition ist denkbar, die durch eine Stérung der Immunregulation
zu einer polyklonalen B-Zell Aktivierung mit verstarkter Antikdrperproduktion fuhrt
(71).

Uberwiegend erkranken Frauen zwischen 20 bis 50 Jahren im Verhaltnis
weiblich:mé&nnlich = 10:1 mit einer Pravalenz von 50/100000 (0,05%). Genetische
Einflusse werden vermutet, da 10 % der Patienten Verwandte 1. Grades haben,

die ebenfalls an Lupus erythematodes erkrankt sind.

1.6.2. Klinische Erscheinung des Lupus erythematodes nach den Kriterien

der American Rheumatism Association (4)

a) Ein Charakteristikum stellt das Schmetterlingserythem dar, dass sich tber
Wangen und Nasenricken ausbreitet mit der Tendenz die Nasolabialfalte
auszusparen

b) Ein weiteres Kriterium ist der diskoide Lupus (hyperkeratotische
Effloreszenzen mit anhaftenden Schuppen)

c) Das Auftreten von Hauteffloreszenzen als ungewdhnliche Reaktion auf

Sonnenlichtexposition wird als Photosensibilitat bezeichnet
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d) Orale Ulcera, eine nichterosive Arthritis von 2 oder mehreren peripheren
Gelenken, eine Serositis im Sinne von Pleuritis oder Perikarditis oder eine
Begleitmyositis, die bei bis zu 50% der Erkrankten vorkommt, sind weitere
Kriterien

e) Als Folgen der Nierenbeteiligung (oft Prognose entscheidend) kdnnen
persistierende Proteinurien vorkommen

f) Bei einer Beteiligung des zentralen Nervensystemes konnen Krampfanfélle
oder Psychosen, subtile Wesensveranderungen, Kopfschmerzen oder
Neuritiden von Hirnnerven oder periphern Nerven nachweisbar sein

g) Fur eine hamatologische Beteiligung spricht das Vorhandensein einer
hamolytischen-und /oder hypochromen Anamie mit Retikulozytose,
Leukozytopenie, Lymphozytopenie oder Thrombozytopenie

h) Immunologische Befunde sind das positive Lupus-Zell-Phanomen oder das
Vorhandensein von Autoantikbrpern gegen native Doppelstrang-DNA in
erhohten Titer (pathognomonisch), Antikbrper gegen Phospholipide
(Cardiolipin), Leukozyten, Thrombozyten sowie zirkulierende
Immunkomplexe aus Autoantikdrpern und korrespondierenden Antigenen
(in Glomerula und an Gefal3wéanden)

i) Antinukleare Antikorper (ANA) mit Vorhandensein eines erhdhten Titers in
der Immunfluroreszenz (Verdinnung 1:80) (71) oder in einen aquivalenten

Test, sind ein weiteres Kriterium fur das Vorliegen eines SLE

Diese von der American Rheumatism Association (ARA) aufgestellten Kriterien
erlauben eine gesicherte Diagnose des SLE mit einer Wahrscheinlichkeit von 96%
(4).

Eine gesicherte Diagnose liegt vor, wenn 4 von den oben genannten Kriterien

gleichzeitig zutreffen (4).
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1.7. Rheumatoide Arthritis und reaktive Arthritis
1.7.1. Definition und Atiologie der rheumatoiden-und reaktiven Arthritis
(4,72,73)

Die rheumatoide Arthritis ist eine entziindliche Systemerkrankung, deren Atiologie
unbekannt ist und die hauptséchlich durch eine chronische Entzindung der
Synovia der Gelenkhdhlen charakterisiert ist. Im Gegensatz hierzu treten reaktive
Arthritiden nach oder wéahrend einer primar extraartikularen bakteriellen Infektion
auf. Zu den verursachenden Bakterien zéhlen neben Yersinien auch Chlamydien,
Enterobakterien oder Shigellen, aber auch Borrelien und die Streptokokken der
Gruppe A.

Die Erstmanifestation der rheumatoiden Arthritis tritt am haufigsten in der 4. bis 5.
Lebensdekade auf, wobei Frauen haufiger betroffen sind (weiblich:mannlich =
3:1). Bei einer Erstmanifestation jenseits des 60. Lebensjahres betragt das
Geschlechterverhéltnis 50%. Die Pravalenz der Erkrankung liegt bei 0,1 bis 0,5%.
Die primare Ursache der Erkrankung ist unbekannt. Diskutiert wird auch eine
Beteiligung von Viren (EBV, Retroviren) und Bakterien (Mykoplasmen,
Mykobakterien) als auslésende Faktoren. Des Weiteren spielen vermutlich
genetische Faktoren eine Rolle. Die Konkordanz bei eineiigen Zwillingen ist
zehnmal héher als bei Zweieiigen (4).

AulRerdem besteht eine Assoziation mit den Histokompatibilitdts-Antigen (MHC 1)
HLA-DR4 und HLA-DR1. Wéhrend dessen sind die reaktiven Arthritiden haufig mit
HLA-B 27 assoziiert. Auch endokrine geschlechtsspezifische Faktoren werden
diskutiert. Ebenso ist Uber ein vermindertes Auftreten bei Einnahme von oralen
Kontrazeptiva berichtet worden. Die charakteristischen Rheumafaktoren sind
primar nicht als auslosender Faktor anzusehen. Sie spielen eine wichtige Rolle in
der Unterhaltung der chronischen Entzindung, z.B. bei der Aktivierung des
Komplementsystems. Ebenso sind T-Lymphozyten, die in hoher Anzahl in der
entzindeten Synovialmembran vorkommen, an der Perpetuierung der
chronischen Entzindung beteiligt. Monozyten des peripheren Bluts sind bereits
voraktiviert und sezernieren Entziindungsfaktoren (74,75,76).
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1.7.2. Klinik der rheumatoiden Arthritis nach der Klassifikation der American
Rheumatism Association (4,72)

a) Das Vorhandensein einer Morgensteifigkeit iber mehr als 6 Wochen von
mehr als 1 Stunde Dauer

b) Die Arthritis von mehr als 3 Gelenken tber einen Zeitraum von mehr als
6 Wochen im Sinne einer Synovialitis mit reversiblen Symptomen wie
Schmerzen und Schwellung

c) Der Befall von Hand-, Fingergrund-und Fingermittelgelenken im Sinne einer
Arthritis

d) Diese Arthritiden weisen in der Regel ein symmetrisches Befallsmuster auf

e) Es kommen subkutane Knoten im Sinne von Rheumaknoten bei 10 bis 20%
der Erkrankten vor, die von derber, schmerzloser Konsistenz sein kbnnen

f) Der Nachweis von Rheumafaktoren (Immunglobuline, die an konstanten
Fc-Teil von IgG-Antikdrpern binden) ist bei ca. 70 bis 90% der Erkrankten
gegeben

g) Der Nachweis von fir rheumatoide Arthritis typischen
Rontgenveranderungen an den Handen im Sinne von strukturellen
Veranderungen bei Gelenkdestruktionen wie Schwanenhals-und

Knopflochdeformitét ist ein weiteres Kriterium

Die Diagnose gilt als gesichert, wenn 4 von den 7 genannten Kriterien gleichzeitig
zutreffen. Die Kriterien 1-4 missen mindestens fur 6 Wochen bestehen.

Des Weiteren kénnen bei 10 bis 20% der Erkrankten Allgemeinsymptome, wie
Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit, Ermidbarkeit oder Parasthesien auftreten. Das
Vorkommen von Vaskulitiden auch innerer Organe und peripherer Nerven ist
moglich. Ebenso kénnen Perikarditiden, eine Pleuritis exudativa, Lungenfibrosen

sowie ein Sicca-Syndrom, eine Skleritis und Episkleritis vorkommen.
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1.7.3. Verlauf und Prognose der rheumatoiden Arthritis

60 bis 70% der Erkrankten zeigen einen schleichenden, schubweise oder rasch
zunehmenden Verlauf. 10% der Patienten weisen einen rapid verlaufenden
Krankheitsprozess auf mit therapeutisch schwer zu beeinflussender Aktivitat und
20% einen intermittierenden Verlauf, mit Perioden subjektiver und objektiver
Besserung (4,72,77).

Die Patienten mit chronischer Polyarthritis versterben ca. 10 bis 15 Jahre friher
als nicht an rheumatoider Arthritis  Erkrankte, vor allem an
Herzkreislauferkrankungen, bakteriellen Infektionen oder Blutungen bei

langfristiger Gabe von nicht steroidalen Antirheumatika (NSAR).
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2. Zielsetzung

Ausgehend von der Existenz der autoreaktiven membrangebundenen Antigene
auf der Muskelzelle, sollen die eigenen Untersuchungen dazu beitragen, die

folgenden Schwerpunkte exakter zu interpretieren:

1) Quantitatives Verteilungsmuster der membrangebundenen Proteine bei
a) Polymyositis/Dermatomyositis
b) anderen Autoimmunopathien

¢) und gesunden Kontrollen

2) Beurteilung der Reaktionsmuster nach der Auftrennung im Westernblot

nach erfolgter 2D-Elektrophorese

3) Bestimmung von Molekulargewichten und isolelektrischen Punkten der

reaktiven Proteine

4) Ermitteln des prozentualen Vorkommens eines spezifisches
Oberflachenproteins bei Polymyositis, rheumatoider Arthritis und dem

systemischen Lupus erythematodes

Weiterhin sollen im Rahmen der Untersuchungen Erkenntnisse gewonnen
werden, ob die Zellmembranpraparation zur Isolierung von Oberflachenproteinen

als geeignetes Verfahren zu betrachten ist.

Als weitere Kontrollen dienten neben gesunden Probanden, die nicht an einer
Autoimmunerkrankung erkrankt sind, auch Personen mit rheumatoider Arthritis,
juveniler-und reaktiver Arthritis und Lupus erythematodes. Diese Erkrankungen,
die ebenfalls zu den Autoimmunopathien zahlen, sind aufgrund ihrer
serologischen Befunde interessant. Hierzu z&ahlen neben den unspezifischen
ANAs, die auch bei Polymyositis nachweisbar sind, auch die Rheumafaktoren. Es
stellt sich die Frage, ob es trotz der unterschiedlichen klinischen Manifestationen
dieser Erkrankungen, Gemeinsamkeiten im Erscheinungsbild der

Membranproteine gibt.
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2. Zielsetzung

Ob es sich hierbei um eine Umverteilung von intrazellularen zu
Oberflachenproteinen im Sinne einer allgemeinen Entziindungsreaktion handelt,
ob es gemeinsame Antigene gibt oder ob es sich nur um unspezifische
Reaktivitaten handelt, soll diese Arbeit versuchen zu klaren.

Unser Anliegen ist es, neben einem gemeinsamen Muster der
Oberflachenreaktivitaten bei Polymyositis, die sich nach dem Western-Blot
darstellen, vielleicht ein oder mehrere Proteine zu isolieren, die in hoherer
prozentualer Haufigkeit vorkommen.

Ergeben sich solche Proteine bei Polymyositis, wollen wir diese mittels
Aminosauresequenzierung bestimmen lassen, um neue Hinweise im
Pathomechanismus der Polymyositis oder sogar neue Klinische Marker zu
erhalten.

Die bisher bekannten Antikorper, wie der intrazellulare Jo-1 oder Anti-MI-2 oder
Anti-RO-52 oder die unspezifischen ANAs, sind nur bei einem gewissen
Prozentsatz der Erkrankten nachweisbar.

Ein weiterer neuer klinisch nachweisbarer Marker, kénnte die Diagnose der
Polymyositis erleichtern oder sogar Hinweise auf den Pathomechanismus liefern.

Ebenso interessiert uns die Frage, ob diese spezifischen Proteine, die sich bei der
Polymyositis darstellen lassen, ebenfalls bei den anderen untersuchten
Autoimmunerkrankungen darstellbar sind.

Sollten bei diesen Erkrankungen andere prozentual haufig vorkommende
spezifische Proteine existieren, konnten diese in weiteren Studien mittels

Amimosauresequenzierung nadher charakterisiert werden.
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3. Material und Methoden
3.1. Material

3.1.1. Gerate/Hilfsmittel
Brutschrank

Mikroskop

Sterilwerkbank

Tischzentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

Ultrazentrifuge

Wasserbad

Tischwaage

Multiphor 1l

Serologische Glaspipetten (5ml, 10ml)
Konisches Roéhrchen (falcon)
Zellkulturflaschen (750 ml)
Mikropipetten
Pipetierrohrchen

Schaber

Reagenzglas

Glaspotter

Wannen

Sterile Mikropipettierspitzen
Sharp JX - 330 Scanner A4

3.1.2. Biochemische Praparate

Fetal Calf Serum (FCS)
Penicillin (Verdinnung 1:50)
Streptomycin (Verdiinnung 1:50)
Zellkultur-Medium RPMI 1640
Zelllinie TE671

Anti-human IgG-Antikorper

Funktion line, Heraeus instruments Hanau
Typ DM/L, GF 12,5x120, Medizintechnik
Wetzlar

Typ Lamina-Flow, Heraeus instruments
Hanau

GS-6, Typ Beckmann, Roth Bielefeld
Biofuge 22R, Heraeus labware, Hanau
Typ J2-HS , Typ Beckmann, Roth Bielefeld
L 70, Typ Beckmann, Roth Bielefeld

Typ Haake, D1, Fa. UB.TK-Cottbus

Typ Sartorius basic, Sartorius Géttingen
Amersham Pharmacia Bioteck, Wien
Becton Dickinson Labware, Franklin lakes
Becton Dickinson Labware, Franklin lakes
Becton Dickinson Labware, Franklin lakes
Biomed Labordiagnostik Oberschleil3heim
Biomed Labordiagnostik Oberschleil3heim
Becton Dickinson Labware, Franklin lakes N
Kabe Labortechnik Stuttgart
Behr-Labor-Technik GmbH Dusseldorf
Becton Dickinson Labware, Franklin lakes
Biozym Diagnostik Oldendorf

Sharp AG, Niederlassung Miinchen

Biochrom AG Berlin
Biochrom AG Berlin
Biochrom AG Berlin
Biochrom AG Berlin
ATCC, Middlesex, UK
Biochrom AG Berlin
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3.1.3. Chemikalien

Biotin

Phosphate buffered saline (PBS)
tris-hydroxymethylaminomethan (TRIS)
TRIS-HCI,

Sachcharose

Acrylamid

Bis-Acrylamid

Milchpulver (5%)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
(TWEEN 20%, 0,1%ige Losung)
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
(TWEEN 20%, 0,05%ige L6sung)
konjugiertes Streptavidin
Ethylen-diamin-tetra-essigsaure (EDTA)
Nitro-blue-Tetra-zolium (NBT)
Alkalische Phosphatase |
Alkalische Phosphatase Il
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
Phosphatase (BCIP)

Methanol

Dimethylsulfoxid (DMS)

Ethanol

Essigsaure

Deionisiertes Wasser
Natriumacetat

Glutaraldehyd

Natriumthiosulfat

Silbernitrat

Formaldehyd

Natriumcarbonat

Thimerosal

Glycerin

Harnstoff (7M)

Servalyte IsoDalt

Sorbitol

Pierce chemicals Schwerte
Sigma-chemicals, Sigma-Aldrich Steinheim
Sigma-chemicals, Sigma-Aldrich Steinheim
Sigma-chemicals, Sigma-Aldrich Steinheim
Merck AG Darmstadt

Fisher scietific International INC Hampton
Fisher Scietific International INC Hampton
THC Pharm Frankfurt

Sigma-chemicals, Sigma-Aldrich Steinheim

Sigma-chemicals, Sigma-Aldrich Steinheim
PFL Fine chemicals Leverkusen
Sigma-chemicals, Sigma-Aldrich Steinheim
PFL Fine chemicals Leverkusen
Sigma-chemicals, Sigma-Aldrich Steinheim

Sigma-chemicals, Sigma-Aldrich Steinheim

Sigma-chemicals, Sigma-Aldrich Steinheim
Merck AG Darmstadt

Sigma-chemicals, Sigma-Aldrich Steinheim
Merck AG Darmstadt

Merck AG Darmstadt

Sigma-chemicals, Sigma-Aldrich Steinheim
PFL Fine chemicals Leverkusen

Dow Rheinmunster

Biochrom Berlin

PFL Fine chemicals Leverkusen

Merck AG Darmstadt

Merck AG Darmstadt

Sigma-chemicals, Sigma-Aldrich Steinheim
Industrie-Chemikalien Nordheim, Mainz
Merck AG Darmstadt

Biotrend Chemikalien Kdln

Merck AG Darmstadt
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3. Material und Methoden

Sodium dodecyl sulfat (SDS) Dow Rheinmunster

Bromphenol Blue PFL Fine chemicals Leverkusen
IPG-Puffer (IP 4-7, IP 3-10, IP 6-11) THC Pharm GmbH Frankfurt
Immobiline Drystrip Gels

(IP 4-7, 1P 3-10, IP 6-11) Dow Rheinmunster

3.2. Methoden

3.2.1. Patienten und Kontrollen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Seren von 19 Patienten mit PM (50 = 3
Jahre) und 20 Seren, die die Kontrollgruppe bilden im Western-Blot nach 2D-
Gelelektrophorese untersucht. Die Kontrollgruppe ist bestehend aus 6 Seren von
Patienten mit RA und gleichzeitiger Muskelbeteiligung (59 * 8 Jahre), 6 Seren von
Patienten mit SLE (45 % 6 Jahre), 2 Seren von Patienten mit reaktiver Arthritis (35
+ 7), 2 Seren von Patienten mit juveniler Arthritis (15 £ 2 Jahre) und 4 Seren von
gesunden Kontrollen (43 + 4 Jahre).

Die Patientenseren stammten vom Friedrich-Baur-Institut der Ludwig-Maximillian
Universitat Miinchen (Prof. Dr. D. Pongratz), dem Insitut fur klinische Immunologie
und Rheumatologie der Friedrich-Alexander Universitat Erlangen-Nurnberg (Prof.
Dr. J. Kalden) und aus der eigenen Klinik (Prof. Dr. F. Hiepe). Die Proben wurden
nach Genehmigung durch die zustandigen universitaren Ethikkommissionen in
EDTA-Serumréhrchen (1-2x 7,5 ml Blut) entnommen. Die Aufklarung der
Patienten erfolgte entsprechend den Vorgaben durch die Ethikkommissionen der
entsprechenden Universitaten freiwillig in den zustédndigen Kliniken vor Ort. Bis
zum unmittelbaren Gebrauch wurden die Seren portioniert in 2 ml Cryoréhrchen
bei -20°C gelagert.

Die nachfolgenden prinzipiell beschriebenen Arbeitsschritte, erfolgten auf der

Grundlage der vorliegenden internen Labor-und Arbeitsvorschriften.

32



3. Material und Methoden

3.2.2. Zellkultur von TE671 Rhabdomyosarkomazellen

Die unter Zugabe von DMS tiefgefrorenen Zellen der Rhabdomyosarkoma-Zelllinie
TE671 (Rhabdomyosarkomzellen), wurden bei 37°C schnell aufgetaut, sofort bei
1200g zentrifugiert, anschlieRend zweimal mit PBS gewaschen und in 2-3ml RPMI
1640 Medium (5,5g/I NaCl, 5mg/l Phenol, 2g/INaHCO3, 25mM HEPES, 0,532g/I N-
acetyl-L-alanyl-L-glutamine) mit 10% FCS aufgenommen. Danach wurden 5 x 10°
Zellen in jeweils 50ml RPMI mit 10% FCS, nach vorangegangener 30-minutiger
Inkubation bei 56°C im Wasserbad und 1% einer Penicillin und Streptomycin-
Losung (Verhéltnis 1:1) auf 2 bis 3 grof3e Zellkulturflaschen (750ml) verteilt. Die
anschlieBende Inkubation flr 2-4 Tage, bis zum konfluenten Zellwachstum bei
37°C, erfolgte in einem Brutschrank.

Nach diesem Zeitraum wurden die Flaschen aus dem Brutschrank entnommen,
das Zellndhrmedium mit einer Verfarbung von rot/orange zu hellrosa bei
Verbrauch als auch die Zellen selbst mit Ausschluss eines eventuellen
Pilzwachstums unter dem Mikroskop bei einer Vergro3erung von 40x begutachtet.
Bei intakten Zellkulturbedingungen ohne Nachweis von Pilzen und Bakterien
erfolgt der Austausch mit Pipetten und Hinzufligen einer frischen Zellkulturlésung
nach o.g. Technik. Um das Risiko von Infektionen mit Bakterien zu vermindern,
wurden samtliche Zellkulturarbeiten unter einer Sterilwerkbank durchgefihrt.
Zusatzlich erfolgte eine Antibiose, bestehend aus Penicillin und Streptomycin im
Verhéltnis 1:1, die dem Nahrmedium zugegeben wurde.

Nach mikroskopischem Nachweis des Zellwachstums, bei dem der Boden mit
konfluent wachsenden TE671 Zellen bedeckt ist (nach 5 bis 7 Tagen), erfolgt mit
der Erneuerung der Nahrlésung, die gleichzeitige Aberntung und Verteilung der
Zellen auf zusatzliche Flaschen.

Dabei wurde der Boden gleichméaf3ig abgeschabt. Die sich in Losung befindlichen
Zellen wurden abpipettiert und auf neue Zellkulturflaschen verteilt. Dieser Vorgang
wurde, wie oben beschrieben, solange wiederholt, bis die bendtigte Anzahl von
Zellen vorlag.

Die notwendige Zellenanzahl lag nach 7 Wiederholungen des oben beschriebenen

Prozesses vor.
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Die Zentrifugation nach dem Abernten erfolgte in einer Tischzentrifuge fur 10min
bei 1600U/min. Dieser Schritt wurde mit dem entstandenen und mit PBS-
Pufferlosung gereinigtem Uberstand noch zweimal wiederholt.

Die erhaltenen Zellen kénnen nun sofort weiterverarbeitet oder bei —80°C

tiefgefroren werden, bis zu einer moglichen erneuten Verwendung.

3.2.3. Zellmembranpréparation modifiziert nach Gates et all (78)

Die mit 4ml TRIS-Puffer versetzten und laut dem oben beschriebenem Verfahren
vorbereiteten Zellen, wurden mit einem Glaspotter mechanisch zerkleinert. Die
einzelnen homogenisierten Zellbestandteile wurden 10min bei 1700U/min in einer
Tischzentrifuge zentrifugiert. Mit dem gewonnenen Sediment, das noch
Membranen enthielt, wurde der Vorgang der mechanischen Zerkleinerung und
Zentrifugation noch einmal wie beschrieben wiederholt.

Die gebildeten Uberstande, die die Zellmembranen enthielten, wurden vereinigt
und auf Falkonréhrchen mit je 5ml verteilt und fir 1h bei 330009 zentrifugiert (80).
In der Zwischenzeit ist ein Saccharosedichtegradient bestehend aus 40%-iger,
17%-iger und 8,5%-iger Saccharose hergestellt worden. Hierflr verwendete man
fur die 40% Saccharoselésung 40ml PBS-Puffer mit 16mg Saccharose bzw.
6,8mg Saccharose bei 17% und 3,8mg bei 8,5% Saccharosekonzentration.

Fur den Dichtegradienten pipettierte man 2ml der 40%-igen Saccharoseldsung in
ein Zentrifugenréhrchen und fligte unter Herausbildung von 2 Schichten 2ml von
17%-iger Saccharose hinzu.

Das nach einstiindiger Zentrifugation entstandene Sediment, wurde nach
Verwerfung des Uberstandes, in der 8,5%-igen Saccharose geldst und auf den
schon vorhandenen Gradienten mit Herausbildung von 3 Schichten aufgetragen.
Die anschlieRende Ultrazentrifugation erfolgte bei 200000 g fur 1 Stunde.

Die gebildeten Interphasen zwischen 0-8,5%, 8,5 und 17% und 17-40% pipettierte
man jeweils einzeln ab und ultrazentrifugierte sie fir 1h bei 1500009.

Die Sedimente zwischen 17% und 40%-iger Saccharose mit den gewinschten
Zellmembranproteinen wurden ebenso wie die 0-8,5% und 8,5-17% Interphasen,
die als Kontrollen dienten, Uber eine eindimensionale (1D) SDS-oder uber eine

2D-Gelelektrophorese im elektrischen Feld nach Ladung und GroRRe aufgetrennt.
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3.2.4. 2D-Elektrophorese

Zunachst wird als erste Dimension die Giel3kasette, bestehend aus zwei
Glasplatten (B: 12,5cm, L: 26,5cm), einer Gelbondfolie in den Mal3en der
Glasplatten, einem U-formigen Gummi (d = 0,5mm) und acht Klammern montiert.
Hierzu werden die Glasplatten mit Repel-Silane silikonisiert und anschliel3end auf
einem nivellierten Tisch mit einer geringen Menge Wasserstoffperoxyd bidestilliert
benetzt, die Gelbondfolie blasenfrei, biindig zu den Randern aufgelegt und
Uberschissiges Wasser abgesogen.

Der U-formige Gummi wird auf der Gelbondfolie so orientiert, dass die Offnung
des Gummis nach vorn zeigt und die zweite Glasplatte auf dem U-férmigen
Gummi aufgelegt und mit Hilfe der Klammern fixiert. In die Giel3kassette wird, auf
einem Nivelliertisch stehend, die Gelldsung mit Hilfe einer Peristaltikpumpe bis ca.
0,5cm unter den oberen Rand eingefullt und mit ca. 200ul Isopropanol
Uberschichtet.

Die anschlieRende Polymerisationsdauer betragt bei Zimmertemperatur ca. 2h.
Nach erfolgreicher Polymerisation werden die Glasplatten entfernt und das auf der
Gelbondfolie haftende Gel drei mal 10min in Wasserstoffperoxyd bidestilliert
gewaschen. AnschlieBend wird das Gel dann fur 20min in 1,5% Glycerin inkubiert
und bei Raumtemperatur getrocknet.

Eine Lagerung des Gels in Folie muss bei -20°C erfolgen.

Nun erfolgt die Rehydration, in dem die Gelseite, nach unten zeigend, in eine
Schale mit Rehydratationslosung, bestehend aus 1ml Ampholyte, 2g Sorbitol, 8,49
Harnstoff und destilliertem Wasser (aufgefillt bis 20ml) luftblasenfrei in die Losung
eingetaucht wird. Wahrend der 2-stlindigen Rehydratation wird das Gel mehrmals
aus der Losung gezogen und anschliel3end wieder luftblasenfrei eingetaucht. Fur
die nun folgende isoelektrische Fokussierung, wird 1ml Kerosin auf den Kuhlblock
einer Multiphor Il Kammer pipettiert, dass Gel so luftblasenfrei aufgelegt und die
Uberschissige Rehydratationsléosung auf dem Gel vorsichtig mit Filterpapier
aufgesogen. 5ul einer 0,5%-igen Proteinldsung, die zuvor in 7M Harnstoff geldst
wurde, werden auf Filterpapier (Probenapplikator) aufgetragen. Fir jede zu
analysierende Probe werden zwei Spuren verwendet. Eine Spur wird nach

Trennung in der isoelektrischen Fokussierung (IEF entspricht der 1. Dimension)
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gefarbt, die andere Spur wird ausgeschnitten und nach Equilibrierung in der
zweiten Dimension (SDS) verwendet.

Die Elektroden, deren Abstand zueinander mindestens 9cm betragen soll, werden
auf das Gel gelegt. Die Fokussierung verlauft bei 14°C fur 2h mit 2000V, 14mA
und 14W. Nach 15min werden die Probenapplikatoren entfernt und die
isoelektrische Fokussierung fortgesetzt.

Nach Abschluss werden die vorher markierten Trennspuren (Strips)
ausgeschnitten. Die dabei gewonnenen isoelektrischen Fokussierungs-Strips
konnen bei -20 bis -70°C bis zur weiteren Verwendung gelagert werden.

Die prinzipiell beschriebene 2D-Gelelektrophorese erfolgte im Universitatsklinikum
Charité, Institut fir Laboratoriumsmedizin und Pathobiochemie, unter der Leitung

von Herrn Prof. P. Sinah.

3.2.5. Western-Blot

Beim Westernblot (Immunoblot) werden die Antigene nach Auftrennung in ihre
Komponenten durch die 2D-Elektrophorese auf eine Nylonmembran Tragermatrix
Ubertragen.

Nachdem die Blotmembranen fir 30sec in eine mit 50ml Methanol enthaltene
Wanne uberfuhrt wurden, bis sie hyalin-durchscheinend waren, erfolgte der
Waschschritt mit PBS-Puffer fir 5min in Falkonréhrchen. Die PBS-LOsung wurde
verworfen und der beschriebene Waschvorgang noch zweimal wiederholt.
Anschlie3end erfolgte die Blockung bei 20°C fur 1h in einer aus PBS + Milchpulver
(5%) + 0,1% TWEEN 20% (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat) bestehenden
Mischung, auf einer Rittelmaschine.

Nach 1h konnten die Blots in Falkonréhrchen uberfiihrt werden, wobei jedes
Rohrchen je 40ml PBS-LOosung, 0,05% TWEEN 20% und Serum entweder von
PM, DM, an SLE-oder an RA-Erkrankten, oder Gesunden in einer Konzentration
von 1:50 enthielten.

Nach Inkubation der Blots fur 2h bei 20°C mit dem Serum, erfolgte anschliel3end
dreimal der Waschschritt mit PBS-Puffer und 0,1% TWEEN 20% fur je 5min in

einem Falkonrohrchen.
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Anschliel3end konnten die Membranen in einer Wanne mit PBS + 0,05% TWEEN
+ Anti-human-1gG-Antikorper in einer Konzentration von 1:1000 fur 1 Stunde bei
20°C auf der Ruttelmaschine inkubiert werden, um schlie3lich je dreimal fir je
5min mit PBS und TWEEN 0,1% gereinigt zu werden.

Nach diesem Schritt erfolgte der Waschvorgang der Blots mit 80ml alkalischer
Phosphatase | (1 M TRIS, 3M Natriumchlorid, 100 mM Magnesiumchlorid) fur
10min, um sie dann in eine Mischung bestehend aus 50ml alkalischer
Phosphatase Il  (100mM  TRIS-HCL, 100mM  Natriumchlorid, 5mM
Magnesiumchlorid) und je 50ul NBT und BCIP zu uberfiihren. Nach ca. 5-10min
setzte eine blauliche Verfarbung ein, die durch Zugabe von 30ul EDTA beendet
wurde. AnschlieBend wurden die gefarbten Blotmembranen mit PBS fur 5min

gewaschen und dann luftgetrocknet.

3.2.6. Biotinylierung von Zellmembranproteinen

Bei der Biotinylierung macht man sich, um nur intakte Zellmembranproteine zu
markieren, die Intaktheit der Zellen aus der durchgefiihrten Zellkultur zu Nutze.
Biotin reagiert dabei mit der NHS-Gruppe der Proteine zu NH,-Gruppen (pH 7,4),
mit den Zellmembranproteinen bei vorhandener >95% Intaktheit und ebenso mit
intrazellularen Proteinen bei zerstdrten Zellen.

Ein Teil der durch Zellkultur gewonnenen Zellen der TE671 Zelllinie, wurden vor
der oben beschriebenen Membranpraparation mit 30ml PBS-Puffer mit einem pH-
Wert von 7,4 bei 1200g fur 6min abzentrifugiert. Das gebildete Sediment wurde
anschlieend 3-mal mit PBS gewaschen.

Zu den so vorbereiteten Zellen wurden 0,5mg Biotin/ml Reaktionsvolumen
hinzugefigt und 30min inkubiert. AnschlieRend wurden die markierten Zellen je
dreimal mit je 30ml PBS-Puffer (pH 7,2) gereinigt und fir je 6min bei 1700 U/min
in einer Heraeus Tischzentrifuge zentrifugiert, um danach in der

Membranpréparation weiterverarbeitet zu werden.
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3.2.7. Nachweis biotinmarkierter Zellmembranproteine

Nach der erfolgten 2D-Elektrophorese der biotinylierten Proteine wurde ihr
Nachweis durch das nachfolgende Verfahren erbracht, um dadurch die
methodische Eignung der Membranpraparation beurteilen zu kdnnen.

Nach vorangegangener Vorbereitung der Blots in einer mit 100ml Methanol
geflllten Wanne fiir 30sec, erfolgte der Waschgang in PBS-Pufferlésung fir 5min.
Nach Uberfiilhrung der Blots in Falkonréhrchen, wurde der beschriebene
Waschvorgang noch zweimal fir je 5min wiederholt. AnschlieRend konnten die
Blots fir 1h bei 20°C in einer Loésung aus 100ml PBS + 5g Milchpulver 5% und 0,1
ml TWEEN 0,1% auf einer Ruttelmaschine geblockt werden.

Nach diesem Vorgang erfolgte die Inkubation der Blotmembranen in 200ml PBS +
0,05% TWEEN und 1:1000 AP-konjugiertem Streptavidin fur 1h bei 20°C.
Anschliessend wurden die Blotmembranen dreimal fir je 5min mit PBS + 0,1%
TWEEN gewaschen. Nachfolgend wurden die Membranen fur 10min in alkalische
Phosphatase uberfuhrt, die aus 1M TRIS (entspricht 100 ml) + 3 M NaCl
(entspricht 33,25 ml) und 100 mM MgCI; (entspricht 50ml fir eine 1000ml Lésung)
besteht. Die Farbung erfolgte in 20ml PBS mit jeweils 20ul NBT (Endkonzentration
50mg/ml) und BCIP (Endkonzentration 20mg/ml) geflllten Wanne und wurde
durch Zugabe von 40ul EDTA (50 mM) gestoppt.

Die Blots wurden entnommen, unter flieBendem Wasser gereinigt, an der Luft

getrocknet und in Alufolie aufbewahrt, um einen Farbverlust zu vermindern.

3.2.8. Proteinfarbung mit Silbernitrat

Nach erfolgter 2D-Elektrophorese wurden die Gele in Plastikschalen transferiert
und Uber 24h auf der Rittelmaschine in der Fixierungslosung mit Ethanol 50%,
Essigsaure 10% und deionisiertem Wasser 40% geschdttelt. Anschliel3end wurde
die Loésung durch die Inkubationslosung, bestehend aus 30% Ethanol, 0,5M
Natriumacetat, 0,5% Glutaraldehyd und 0,2% Natriumthiosulfat ersetzt. Unter
Schwenken erfolgte die Inkubation der Gele fur 2h. Es schloss sich dreimal ein
Waschgang mit deionisiertem Wasser fur jeweils 20min an. Fur 20min erfolgte die
Farbung in der Silberlésung (0,1% Silbernitrat und 0,01% Formaldehyd).
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Anschliel3end wurden die Gele erneut fur 30sec mit deionisiertem Wasser gespdilt.
Daran schloss sich die Entwicklung in einer Mischung aus 3,5% Natriumcarbonat,
0,06mM Natriumthiosulfat und 0,01% Formaldehyd (pH 11,3) an. Je nach
gewinschter Intensitat verblieben die Blots ca. 10min in dieser Losung. Durch
Uberfiihren der Gele in die EDTA-und Thimerosallésung, wurde die Reaktion
gestoppt. Nach 15min Verbleiben in der Stopp-LOsung erfolgte entweder ihre
Erneuerung, so dass die Gele hier gelagert werden kénnen oder die Lufttrocknung

der gefarbten Gele.

3.2.9. Aminosauresequenzierung

Die Aminosauresequenzierung und Auswertung erfolgte nach tryptischen Verdau
der ausgestochenen Proteinspots Uber Matrix Assisted Laser
Desorption/lonisation-Time of Flight (MALDI-TOF)-Massenspektrometrie in der
Arbeitsgruppe fur funktionelle Proteomanalyse unter der Leitung von Frau Dr. M.

Schnoélzer am Deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg.
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Ergebnisse
4.1. Uberprifung der Eignung der Membranpréparation durch

Biotinylierung

Ein weiterer Punkt, der untersucht werden sollte, war die Eignung der
verwendeten Membranpraparation zur Gewinnung von Zellmembranproteinen. Zur
Beantwortung dieser Frage, wurde nach erfolgter Zellkultur und vor der
Membranpréparation bei einem Teil der Zellen, die Biotinylierung durchgefihrt, bei
der man sich um nur intakte Zellmembranproteine zu markieren, die Intaktheit der
Zellen aus der Zellkultur zu Nutze gemacht hat. Biotin reagiert dabei mit der NHS-
Gruppe der Proteine zu NH,-Gruppen, mit den Zellmembranproteinen bei
vorhandener Intaktheit und ebenso mit intrazellularen Proteinen bei zerstdrten
Zellen.

Nach erfolgter 2D-Elektrophorese erfolgte der Biotinnachweis mit Hilfe von
konjugiertem Streptavidin-alkalischer Phosphatase und anschlieBender Farbung,
mit Darstellung der biotinmarkierten Proteine in Abbildung 1.

Der Vergleich erfolgte durch Silberfarbung im Gel nach 2D-Elektrophorese der
biotinylierten Proteine in Abbildung 2.

Betrachtend fallt auf, dass ein &hnliches Reaktionsmuster nachweisbar ist.

Die Membranpréaparation wird somit als geeignetes Verfahren zur Gewinnung von

Zellmembranproteinen betrachtet.

Abbildung 1 Biotin-Nachweis mit Streptavidin-AP auf der 2D-Nylonblotmembran
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Abbildung 2 Silbernitratfarbung der biotinylierten Plasmamembranproteine nach der
2D-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

4.2. Darstellung der Gesamtreaktivitaten bei Polymyositis, rheumatoider
Arthritis, Lupus erythematodes, juveniler-und reaktiver Arthritis,

sowie der gesunden Kontrollgruppe

Der Nachweis der vermuteten Oberflachenproteine nach Membranpraparation und
2D-Elektrophorese, bei der die Proteine in der ersten Dimension nach Ladung und
in der zweiten Dimension nach Molekulargewicht aufgetrennt wurden, erfolgte
durch den Western-Blot.

Untersucht wurden insgesamt 19 Polymyositis-Seren. Die Kontrollgruppe stellte
sich aus 20 Patienten zusammen, wobei 6 SLE-Erkrankte, 6 an RA-und 2 an
reaktiver Arthritis-Erkrankte, 4 Gesunde und 2 an juveniler RA-Erkrankte
einbezogen wurden.

Die untersuchten Seren stammten vom Friedrich-Baur-Institut der Ludwig-
Maximillian Universitat Minchen (Prof. Dr. D. Pongratz), dem Insitut fur klinische
Immunologie und Rheumatologie der Friedrich-Alexander Universitat Erlangen-
Nurnberg (Prof. Dr. J. Kalden) und aus der eigenen Klinik (Prof. Dr. F. Hiepe).
Abbildung 3 stellt die reaktiven Oberflachenproteine bei einem an Polymyositis
Erkrankten nach durchgefihrtem Western-Blot dar. Hierbei werden die
Oberflachenproteine auf der Abszisse nach ihrem pH-Wert und anschlie3end nach

ihrem Molekulargewicht auf der Ordinate zweidimensional aufgetrennt. Es ergab
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4. Ergebnisse

sich hierbei bei den Einzelnen an Polymyositis und rheumatoider Arthritis
Erkrankten das Bild einer starken Reaktivitat im Bereich eines mittleren bis

hoéheren Molekulargewichtes von 55-110KDa und einem pH zwischen 4,5-8.

200 - pH

e | | | | I
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Abbildung 3 Darstellung der reaktiven Oberflachenproteine bei Polymyositis nach erfolgtem
Western-Blot und nach vorausgehender Auftrennung in der 2D-Elektrophorese
nach pH-Wert auf der Abszisse und Molekulargewicht (MG) in Kilodalton auf der
Ordinate

Bei der gesunden Kontrollgruppe zeigen sich in dem Bereich 100-130KDa und
einem pH zwischen 8-9 die starksten Reaktivitdten mit einer verminderten

Hintergrundaktivitat (Abbildung 4).

Abbildung 4 Darstellung der reaktiven Oberflachenproteine bei gesunden Kontrollen

42



4. Ergebnisse

Zur besseren Beurteilung der Quantitat der reaktiven Membranproteine sowie der
Verteilung der nach dem Western-Blot nachweisbaren Oberflachenproteine,
erfolgte die Darstellung der Gesamtreaktivitaten der einzelnen Erkrankungen. Es
wurden alle reaktiven Proteine der einzelnen Experimente auf einem Gesamtblot

zusammengefasst.

Hierflr wurde folgendermaf3en vorgegangen:
a) Auftrennung der Proteine nach ihrem pH-Wert auf der Abszisse
b) Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht auf der Ordinate
c) Koordinative Ubertragung der Reaktivitaten der Einzelblots in den
Gesamtblot

d) Verwendetes Grafikprogramm: CorelDraw 8.0

Die Abbildungen 5 bis 11 stellen dabei die zusammengelegten
Gesamtreaktivitaten der Oberflachenproteine von Polymyositis, rheumatoider
Arthritis, Lupus erythematodes, juveniler-und reaktiver Arthritis dar.

Zum anderen erfolgte nach demselben oben beschriebenen Prinzip die
Darstellung aller reaktiven Oberflachenproteine der gesamten Kontrollgruppe,
welche die Gesunden, an rheumatoider Arthritis, an Lupus erythematodes und an
juveniler-und reaktiver Arthritis Erkrankten umfasste (Abbildung 5). Es ergibt sich
das Bild einer starken Reaktivitat bei Polymyositis, bei rheumatoider Arthritis und
bei Lupus erythematodes. Diese Autoimmunerkrankungen, weisen neben der
ausgepragten Darstellung von Oberflachenproteinen, auch ein, zunachst

oberflachlich betrachtet, ahnliches Reaktionsmuster auf.
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Abbildung 5

Darstellung aller reaktiver Oberflachenproteine der untersuchten Kontrollgruppe,
bestehend aus an RA-und SLE-Erkrankten, Gesunden, sowie an reaktiver Arthritis

und an juveniler Arthritis Erkrankter

Im Vergleich mit der Polymyositis waren bei der rheumatoiden Arthritis die
Bereiche zwischen 55 bis 100KDa (Quadranten B und C) mit einem pH 5-8 mit

relativ hoher Reaktivitat auffallend. Wahrenddessen zeigten die Proteine mit

kleinem Molekulargewicht zwischen 10-50KDa und einem saurem bis neutralen

pH geringe

Abbildung 6

Reaktivitaten,

wie

in

Abbildung 6 mit
Gesamtreaktivitaten bei der rheumatoiden Arthritis ersichtlich ist.

Darstellung der

Darstellung aller nachweisbaren reaktiven Oberflachenproteine mit Seren von

Patienten mit rheumatoider Arthritis
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Auch das Reaktionsmuster der Polymyositis stellt sich insgesamt gesehen mit
einem vermindertem Vorhandensein reaktiver Oberflachenproteine in dem oben
beschriebenem Bereich dar. Bei stark ausgepragter Gesamtreaktivitat fallt ein
grof3er Reaktivitatsbereich zwischen 50-110KDa und einem pH zwischen 4,0-8,0
bei PM auf. Die meisten nachweisbaren Oberflachenproteine scheinen dabei ein
mittleres bis héheres Molekulargewicht (60-100KDa), bei saurem bis neutralem
pH, nach der Auftrennung in der 2D-Elektrophorese, zu besitzen, was Abbildung 7

veranschaulichen soll.

A P Co ooty D
e,
et
e < %
£
= ®
-'
= H |

Abbildung 7 Darstellung der gesamten nachweisbaren reaktiven Oberflachenproteine der
untersuchten Polymyositis-Erkrankten

Abbildung 8 gibt die Gesamtoberflachenreaktivitditen beim Lupus erythematodes
wieder. Hierbei ergibt sich im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe eine starkere
Aktivitat, die aber geringer ausgepragt ist, als bei der Polymyositis und der
rheumatoiden Arthritis. Eine Gemeinsamkeit zwischen Lupus erythematodes,
Polymyositis und rheumatoider Arthritis ist der schon beschriebene verminderte
Nachweis von Oberflachenproteinen mit geringem Molekulargewicht. Das
Reaktivitdtsmaxium liegt nach erster Betrachtung, d&hnlich wie bei der
rheumatoiden Arthritis, bei mittlerem Molekulargewicht und einem neutralen bis

schwach basischen pH (Quadranten D und J).
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Abbildung 8

Darstellung der Gesamtoberflachenreaktivitdten beim Lupus erythematodes

Andererseits zeigt die gesunde Kontrollgruppe nur geringe Reaktivitdten. Die

nachweisbaren reaktiven Membranproteine befinden sich vorwiegend im schwach

sauren pH-Bereich mit einem Molekulargewicht von 80-100KDa (Quadranten B

und C, Abbildung 9).

Abbildung 9

Gesamtdarstellung der Oberflachenproteine in der gesunden Kontrollgruppe
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Die Reaktivitditen der nachweisbaren Oberflachenproteine bei reaktiver Arthritis
und juveniler Arthritis (Abbildungen 10 und 11), sind bei sehr kleiner Fallzahl
geringer ausgebildet, im Vergleich zu rheumatoider Arthritis, Lupus erythematodes
und Polymyositis. Jedoch mit hoherer Gesamtreaktivitdt als die gesunde
Kontrollgruppe. Im Vergleich mit der rheumatoiden Arthritis zeigen sie ein
ahnliches Reaktionsmuster, bei der Lokalisation der Bereiche mit hoherer
(Quadranten B und C) bzw. mit geringer Aktivitat (Quadranten E, G und H).

Abbildung 10  Darstellung der Gesamtreaktivitaten bei juveniler Arthritis

Zum Nachweis spezieller Unterschiede in der Aufteilung der nachweisbaren
Oberflachenproteine, erfolgte die Einteilung der Blots in die Teilflachen von A bis
J. Hierbei werden die Flachen durch die Koordinatenpunkte des
Molekulargewichtes von 200 bis 10KDa auf der Ordinate und des pH-Wertes von
3,0-11,0 auf der Abszisse begrenzt (Abbildung 11).
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Abbildung 11  Darstellung der gesamten nachweisbaren Oberflachenproteine bei reaktiver

Arthritis. Aufteilung des Blots mit seinen Reaktivitéten in die Teilflachen A-J mit
Begrenzung der Flachen nach den Koordinaten Molekulargewicht auf der Ordinate
und des pH-Wertes auf der Abszisse

Hierbei wurden die Teilflachen wie folgt definiert (grafische Darstellung in
Abbildung 11).

Tabelle 4 Koordinative Darstellung der Teilflachen

Bezeichnung der Ordinate Abszisse
Teilflachen Molekulargewicht (KDa) pH
Teilflache A 200-25 3,0-4,25
Teilflache B 200-55 4,25-6,5
Teilflache C 200-55 6,5-8,25
Teilflaiche D 200-65 9,25-11,0
Teilflache E 55-25 4,25-6,0
Teilflache F 65-30 8,25-11,0
Teilflache G 25-0 3,0-6,0
Teilflache H 55-0 6,0-8,25
Teilflache | 30-0 8,25-11,0
Teilflache J 200-65 8,25-9,25

48



4. Ergebnisse

4.3. Verteilungsmuster der Gesamtreaktivitaten in definierten Bereichen
bei Polymyositis, Gesunden, rheumatoider Arthritis, Lupus

erythematodes und juveniler-und reaktiver Arthritis

In diesen oben beschriebenen definierten Bereichen, erfolgte die Auszéhlung der
Reaktivitdten bei den einzelnen untersuchten Erkrankungen, sowie der gesunden
Kontrollgruppe. Die erhaltenden Angaben in den einzelnen Bereichen, wurden in
bezug auf die Gesamtreaktivitdt bei den einzelnen Erkrankungen in Prozent
umgewandelt und entsprechend den einzelnen Bereichen in den Abbildungen 12-
17 dargestellt. Bei Betrachtung der Blots mit Darstellung der gesamten
Reaktivitaten der einzelnen Gruppen, fallt in bezug auf die festgelegten Bereiche
insgesamt gesehen auf, dass die Hauptaktivitaten bei fast allen Gruppen in den
Bereichen A-C, F und J liegen. In diesen Bereichen befinden sich zwischen 67-
88% der Reaktivitaten bei PM, SLE, RA, reaktiver Arthritis und juveniler Arthritis.
Im Gegensatz dazu ergaben sich bei den Normalspendern in diesen Bereichen
nur Aktivitaten von 53% bezogen auf die Gesamtreaktivitat.

Abbildung 12 stellt die Verteilung der Oberflachenreaktivitaten in den einzelnen
Flachen, bezogen auf die Gesamtreaktivitat bei Polymyositis, dar. Auffallig ist das
Maximum der Reaktivitaten bei der Polymyositis in den Bereichen B, C und F mit
52% bezogen auf die Gesamtreaktivitat. In den Ubrigen Bereichen mit Ausnahme

von E befinden sich je zwischen 7-10% der nachweisbaren Reaktivitaten.

Polymyositis
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Abbildung 12  Darstellung der Reaktivitatsanteile in Prozent innerhalb der Teilflachen bei
Polymyositis
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Die Abbildungen 13-15 stellen die prozentuale Verteilung der Reaktivitaten der
einzelnen Teilflaichen, bezogen auf die Gesamtreaktivitat bei rheumatoider
Arthritis, juveniler-und reaktiver Arthritis dar. Es fallt hierbei ein &hnliches
Reaktionsmuster in den Teilbereichen bei rheumatoider Arthritis, sowie trotz
geringer Fallzahlen bei reaktiver-und juveniler Arthritis, auf. 72-74% der
Reaktivitaten befinden sich in den Bereichen B und C sowie F und J, den
Bereichen mit mittleren bis héheren Molekulargewicht bei leicht sauren bis
basischen pH. Bei den Arthritiden konnten nur zwischen 15-17% der Reaktivitaten
in den Bereichen D sowie den Bereichen mit kleinem Molekulargewicht bei sauren
bis basischen pH (G bis I) nachgewiesen werden.

Juvenile rheumatoide Arthritis

1
i

Haufigkeit (%

Abbildung 13 Darstellung der Reaktivitatsanteile in Prozent innerhalb der Teilflachen bei juveniler
Arthritis
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Rheumatoide Arthritis

Héaufigkeit

Abbildung 14 Darstellung der Reaktivitatsanteile in Prozent innerhalb der Teilflachen bei der
rheumatoiden Arthritis

Reaktive Arthritis

Haufigkelt

Abbildung 15 Darstellung der Reaktivitatsanteile in Prozent innerhalb der Teilflachen bei
reaktiver Arthritis

Beim SLE fallt bei Betrachtung der Reaktivitaten, dargestellt in Abbildung 16 auf,
dass ahnlich wie bei den anderen Autoimmunerkrankungen, das
Reaktivitdtsmaximum in den Bereichen mit mittleren bis hoheren Molekulargewicht
B, C, F und J liegt. Zusatzlich stellt sich eine starke Verteilung von
Oberflachenproteinen, anders als bei den Arthritiden, aber ebenso wie bei der

Polymyositis, im Bereich mit kleinem Molekulargewicht bei basischen pH (Bereich
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H) dar. Ein geringer Nachweis von Oberflachenproteinen mit kleinem
Molekulargewicht (12-50KDa) stellt sich grafisch im Abbildung 16 dar. In den
entsprechenden Bereichen E, G und | befinden sich nur 5% der
Gesamtreaktivitditen, was mit den Befunden der rheumatoiden Arthritiden mit

Vorkommen von 10% der Reaktivitaten, in diesen Bereichen anndhrend korreliert.

Systemischer Lupus erythematodes

Haufigkeit (%

Abbildung 16  Darstellung der Reaktivitédtsanteile in Prozent innerhalb der Teilflachen bei Lupus
erythematodes

Dahingegen féllt in Abbildung 17 mit Darstellung der Reaktivitaten in den
einzelnen Bereichen, bezogen auf die Gesamtreaktivitat in der gesunden
Kontrollgruppe, ein anderes Verteilungsmuster auf. Es befinden sich hierbei die
starksten Reaktivitdten in den Bereichen mit mittlerem bis sehr hohem
Molekulargewicht bei basischem pH (Bereiche D und I) mit 43% bezogen auf die
Gesamtreaktivitdten. Ein groRerer Anteil der nachweisbaren Proteine liegt ahnlich
wie bei den untersuchten Autoimmunerkrankungen, in den Bereichen mit einem
mittlerem bis hoherem Molekulargewicht, aber bei insgesamt bestehender
geringerer Hintergrundaktivitat im Vergleich zur Polymyositisgruppe. Ahnlich wie
die untersuchten Autoimmunerkrankungen mit Ausnahme der Polymyositis, liegen
in den Bereichen mit geringem Molekulargewicht und saurem pH (Bereiche E und

G), auch bei der gesunden Kontrollgruppe die geringsten Reaktivitaten.
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Abbildung 17 Darstellung der Reaktivitédtsanteile in Prozent innerhalb der Teilflachen bei
gesunden Probanden

4.4. Grafische Darstellung der prozentualen Haufigkeit der reaktiven
Proteine in den einzelnen Teilbereichen bei Polymyositis,
rheumatoider Arthritis, Gesunden, Lupus erythematodes, sowie

juveniler-und reaktiver Arthritis

Zur besseren Ubersichtlichkeit der Unterschiede in den Reaktivitatshaufigkeiten,
erfolgte die Darstellung der prozentualen Haufigkeit der reaktiven Proteine in den
einzelnen Flachen bei den untersuchten Gruppen in den Abbildungen 18-23.
Hierbei gibt Abbildung 18 die prozentuale Haufigkeit der reaktiven Proteine
bezogen auf die Gesamtreaktivitat in Flache A wieder.

Die untersuchten Arthritiden weisen mit Vorliegen zwischen 12,3-16,2% der
Proteine die meisten Reaktivitaten auf. Wahrenddessen befinden sich nur 8,9%
der Proteine bei Polymyositis in diesem Abschnitt. Die SLE-Erkrankten und die
gesunde Kontrollgruppe befinden sich mit 10,4% bzw. 11,2% der reaktiven
Proteine im Bereich vom geringen bis zum hohen Molekulargewicht bei saurem

pH (Bereich A) zwischen den Arthritiden und der Polymyositis.
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Abbildung 18 Darstellung der Reaktivitédtsanteile in Prozent innerhalb der Teilflache A bei den
untersuchten Gruppen

Bei Darstellung der prozentualen Haufigkeit der reaktiven Proteine in der Flache B
(Abbildung 19) fallt auf, dass zwischen 23-33% der Reaktivitaten von Polymyositis,
rheumatoider Arthritis, sowie juveniler-und reaktiver Arthritis, in diesem Bereich
liegen. Dahingegen befinden sich nur 13% bzw. 17,9% der Proteine bei Gesunden
bzw. bei an Lupus erythematodes Erkrankten im Bereich eines mittleren bis

hohem Molekulargewichtes bei saurem pH (Flache B).

Flache B
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Abbildung 19 Darstellung der Reaktivitatsanteile in Prozent innerhalb der Teilflache B bei den
untersuchten Gruppen
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Ein ganz anderes Ergebnis ergibt sich bei Auswertung der Reaktivitaiten im
Bereich D, dargestellt in Abbildung 20. Auffallig ist das uberdurchschnittliche
Vorkommen von Oberflachenproteinen von 24,85% bezogen auf die
Gesamtreaktivitdt bei Gesunden im Bereich mit mittlerem bis hohem
Molekulargewicht und basischem pH (Bereich D). Wahrenddessen weisen die
Autoimmunerkrankungen nur Haufigkeiten ihrer nachweisbaren Reaktivitaten
zwischen 0% bei rheumatoider Arthritis und 7,9% bei Polymyositis bezogen auf

die Gesamtreaktivitat in diesem Abschnitt auf.
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Abbildung 20 Darstellung der Reaktivitatsanteile in Prozent innerhalb der Teilflache D bei den
untersuchten Gruppen

Die Abbildungen 21 und 22 sollen die prozentualen Haufigkeiten der
Oberflachenreaktivitditen in den Bereichen mit geringem Molekulargewicht bei
leicht saurem bis basischem pH (Flachen F und H) bei den einzelnen
Erkrankungen, die in der Legende der einzelnen Abbildungen aufgelistet sind,
grafisch darstellen. Bei Abbildung 21 ist augenscheinlich ein gleiches Vorkommen
von Reaktivitdten im Bereich F bei den Autoimmunerkrankungen zwischen 10,1-
13.3% nachweisbar. Die gesunde Kontrollgruppe liegt hierbei mit ca.7% etwas
niedriger als die Erkrankungen bei den Proteinen mit geringem Molekulargewicht
und basischem pH.
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Flidche F
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Abbildung 21  Darstellung der Reaktivitatsanteile in Prozent innerhalb der Teilflache F bei den
untersuchten Gruppen

Auffallig in Abbildung 22 ist das teilweise sehr geringe Vorkommen von
Reaktivitaten zwischen 1,7-ca. 4% im Bereich bei neutralem pH und geringem
Molekulargewicht (Bereich H) bei den Gesunden, sowie den drei untersuchten
Arthritiden.

Dahingegen befinden sich ca. 10% der Proteine bei Polymyositis und beim Lupus
erythematodes in diesem Abschnitt.

Flache H
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Abbildung 22  Darstellung der Reaktivitatsanteile in Prozent innerhalb der Teilflache H bei den
untersuchten Gruppen
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Bei dem Vorkommen von Oberflachenproteinen im Bereich | mit sehr geringem
Molekulargewicht bei basischem pH, dargestellt in Abbildung 23, ergibt sich, das
ca.1l6% der nachweisbaren Proteine bezogen auf die Gesamtreaktivitat bei
Gesunden sich in diesem Bereich befinden. Die Autoimmunerkrankungen weisen
in diesem Abschnitt eine prozentuale Haufung ihrer Oberflachenproteine zwischen
2,3% beim Lupus erythematodes, bis 10,3% bei rheumatoider Arthritis auf.

Flache |
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Abbildung 23  Darstellung der Reaktivitéatsanteile in Prozent innerhalb der Teilflache | bei den
untersuchten Gruppen
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Im Bereich J konnten zwischen 5,9-7,3% der Oberflachenproteine, bezogen auf
die Gesamtreaktivitdt bei den Gesunden, bei Polymyositis sowie rheumatoider
Arthritis nachgewiesen werden (Abbildung 24). Die Reaktivitaten beim Lupus
erythematodes und der juvenilen-bzw. der reaktiven Arthritis, in dem Bereich mit
mittlerem bis hohem Molekulargewicht und leicht basischem pH, war prozentual
gesehen bei Werten zwischen 10,5-14,5% deutlich hoher.

Fliche J

8V = Bl
P - | .
p | .
N B
0

RA Juv. RA Reakt SLE Gesunde PM
RA

1
1

Haufigkeit (%

Patienten und Ko

Abbildung 24  Darstellung der Reaktivitédtsanteile in Prozent innerhalb der Teilflache J bei den
untersuchten Gruppen

58



4. Ergebnisse

4.5. Prozentuale Haufigkeit einzelner spezifischer Oberflachenproteine

bei der Polymyositis und der Kontrollgruppe

Weiterhin sollte ermittelt werden, ob es bei den einzelnen untersuchten
Erkrankungen und der gesunden Kontrollgruppe, spezifische, nur bei diesen
entsprechenden Erkrankungen vorkommende Oberflachenproteine gibt. Die
Reaktivitdten ~ wurden entsprechend ihres pH-Wertes und ihres
Molekulargewichtes verglichen.

Bei der Polymyositis wurden hierfur die Bereiche mit den starksten Reaktivitaten in
die Teilbereiche Al, B1, B2, C1, C2, H1, H2 und J1 unterteilt, dargestellt in
Abbildung 25.

Zur besseren grafischen Veranschaulichung ergibt sich in Abbildung 26 die

vergroRerte Darstellung der in Abbildung 25 markierten Teilbereiche.
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Abbildung 25 Darstellung der Teilflachen A1, B1, B2, C1, C2, H1, H2, J1 der fur die weiteren
Betrachtungen relevanten Detailbereiche bei der Polymyositis
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Abbildung 26 Darstellung der vergrof3erten relevanten Detailflachenbereiche
Al, B1, B2, C1, C2, H1, H2, J1 aus Abbildung 12 bei Polymyositis
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Die spezifischen Proteine der in Abbildung 25 markierten Bereiche wurden
entsprechend ihres Molekulargewichtes und pH-Wertes ausgezahlt und ihr
Vorkommen prozentual zur Gesamtzahl der untersuchten Polymyositis Erkrankten
in Abbildung 27 dargestellt. Hierbei spiegelt das Saulendiagramm das spezifische
Protein definiert durch sein Molekulargewicht auf der Abszisse und des pH-Wertes
auf der Ordinate wieder. Die prozentuale Haufigkeit dieses spezifischen Proteins
ergibt sich linear zu der sekundaren Ordinate.

Die Proteine mit einem Molekulargewicht von 45KDa und einem pH zwischen 6,0
bis 8,0 sowie mit einem Molekulargewicht von 105KDa und pH von 5,5
(entsprechend der Bereiche H1 und B2) bei der Polymyositis konnten bei ca. 32 %
der Erkrankten nachgewiesen werden. Im Bereich A1 konnte das dort befindliche
Protein mit einem Molekulargewicht von 65KDa und einem pH von 4,5 bei 26%
der Polymyositis Erkrankten dargestellt werden. Es folgen mit je 21% der
Reaktivitaten die Proteine mit einem Molekulargewicht von 80KDa bzw. 85KDa mit
einem pH von 7,5 bzw. 6,0 (entspricht den Bereichen C1 und B1).

Polymyositis

45 65

moooe ph —O— % Molekulargewicht (KDa)

35

Haufigkeit (%"

80 85 105

Abbildung 27 Darstellung der spezifischen Proteine als Sdulendiagramm mit Molekulargewicht
auf der Abszisse und pH-Wert auf der priméaren Ordinate. Die Haufigkeit des
spezifischen Proteins wurde linear zu der sekundéaren Ordinate aufgetragen
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Zum Vergleich wurde neben der gesunden Kontrollgruppe ebenso die
rheumatoide Arthritis herangezogen. Auch bei diesen Gruppen wurden die
Bereiche mit der starksten Reaktivitat zur besseren Veranschaulichung in den
Abbildungen 28 und 29 in farbige Teilbereiche unterteilt. Bei insgesamt deutlich
geringerer Gesamtreaktivitat in der gesunden Kontrollgruppe, ergeben sich die
Proteine in den markierten Bereichen bei geringer Fallzahl ohne auffallige
prozentuale Haufung. Hierbei ergibt sich héchstwahrscheinlich mit dem Bereich
C1 mit Proteinen eines Molekulargewichtes von ca. 95KDa und einem pH um 6,5-
7,0 das entsprechende Korrelat bei der Polymyositis in dem Bereich B2, aber
ohne prozentuale Haufung bei den Gesunden. Ebenso ist der Bereich um 85 KDa
bei pH um 6,5 (Bereich B2 in Abbildung 28) bei der gesunden Kontrollgruppe bei
Polymyositis in dem Bereich B1 (siehe Abbildung 25) wiederzufinden.

Bl| _ = C1

B2

Abbildung 28 Grafische Darstellung der fir die weitere Betrachtung relevanten Teilflachen bei
der gesunden Kontrollgruppe

Die RA hingegen stellt sich ahnlich wie die PM mit einer ausgepragten Reaktivitat
dar.

Es scheint hierbei der Bereich Al bei der rheumatoiden Arthritis mit Proteinen
eines Molekulargewichtes um 70KDa ihr Korrelat in dem entsprechendem Bereich
Al bei der Polymyositis zu finden, aber ohne die prozentuale H&aufung im

Vorkommen der spezifischen Proteine (Abbildung 29).
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Im Gegensatz dazu stellt sich bei der Polymyositis der Bereich um den pH 7,0 und
das Molekulargewicht um 60KDa (Bereich C2 bei der RA) nicht dar. Dahingegen
scheinen die Bereiche B1 und B2 neben der rheumatoiden Arthritis auch bei der
Polymyositis vorzukommen. Im Gegensatz dazu scheint der Bereich C1 bei der
rheumatoiden Arthritis kein Korrelat bei Polymyositis Erkrankten zu finden.

Die Bereiche H1, H2 und J1 (Abb. 25) sind augenscheinlich nur bei der
Polymyositis, aber nicht bei der gesunden Kontrollgruppe oder der rheumatoiden
Arthritis anzutreffen.

Die markierten Abschnitte mit einer ausgepragten Hintergrundaktivitat lassen aber

keine relevante prozentuale Haufung erkennen.
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Abbildung 29 Grafische Darstellung der fir die weitere Betrachtung relevanten Teilflachen bei
rheumatoider Arthritis

Zwei Proteine, die bei der rheumatoiden Arthritis bei 50% der Untersuchten
vorgekommen sind, aber ohne starke Hintergrundaktivitat einhergehen und
deshalb nicht besonders gekennzeichnet wurden, sollen erwéhnt werden.

Zum einen handelt es sich um ein Protein mit einem Molekulargewicht von
ca.45KDa und einem pH von 3,5. Zum anderen erfolgte der Nachweis eines
ca.50KDa Proteins mit einem pH von 9,5.

Des Weiteren ergibt sich noch mit einer prozentualen Haufung von 33% bei

rheumatoider Arthritis ein Protein von ca. 10KDa und einem pH von 10,0.

63



4. Ergebnisse

Diese Proteine finden bei der Polymyositis, aber auch bei der gesunden
Kontrollgruppe keine Entsprechung. Bei der rheumatoiden Arthritis liegen die
Proteine mit einem hoéheren prozentualen Vorkommen eher in den Bereichen mit
einem geringen bis mittlerem Molekulargewicht, im Vergleich zur Polymyositis-
Gruppe.

Der systemische Lupus erythematodes besitzt ahnlich wie die rheumatoide
Arthritis, die Proteine mit hoherem prozentualem Vorkommen in den Bereichen
eines kleineren bis mittleren Molekulargewichtes, bei eher neutralen bis basischen
pH. Auffallend beim SLE sind zwei Proteine mit einem Molekulargewicht von
55KDa bzw. von 70KDa bei einem pH von 9,0 bzw. von 6,5, die bei 50% der
untersuchten Proben nachgewiesen werden konnten. Des Weiteren ergibt sich
noch mit einem Vorkommen von 33% ein Protein mit 60KDa und einem pH von
10,0.

Bei der juvenilen Arthritis und der reaktiven Arthritis ergibt sich bei sehr kleinen
untersuchten Gruppen kein Hinweis auf eine mégliche prozentuale Haufung eines

spezifischen Proteins.

4.5.1. Charakterisierung der reaktiven Proteinspots durch

Aminosauresequenzierung

Die reaktiven Proteine, die bei der PM auffallend waren, wurden aus dem 2D-Gel
ausgestochen und im Deutschen Krebsforschungszentrum Heidelberg in der
Arbeitsgruppe Dr. M. Schnolzer durch Aminosauresequenzierung charakterisiert.
Bei den sequenzierten Proteinen handelt es sich um die prozentual am haufigsten
vorkommende Proteine bzw. die Proteine mit der starksten Hintergrundaktivitat bei
Polymyositis, die in den Abbildungen 26 und 30 markierten spezifischen

Einzelbereichen Al bis H2 dargestellt sind.
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Abbildung 30 Darstellung der relevanten Teilflachen A1, B1, B2, C1, C2, H1, H2, J1 bei der
Polymyositis

Hierbei handelt es sich in den Bereichen Bl und B2 um die Chaperonin
containing proteine TCP1 mit der subunit 5 mit Molekulargewichten von 74 KDa
bzw. 109 KDa. Des Weiteren gelang der Nachweis eines ribosomalen Proteins PO
im Bereich H1 mit einem Molekulargewicht von 34 KDa. Der Bereich J1 umfasst
neben dem nonstructural assoziierten Protein (NS1) mit einem Molekulargewicht
von 63 KDa auch noch ein Protein von 54 KDa, dass als heterogenous nuclear
Ribonucleoprotein L (hnRNP) characterisiert wurde.

Zuséatzlich ergab sich in diesem Bereich noch ein Synaptotagmin bindendes
Protein (SYNCRIP) mit einem Moleklargewicht von 71 KDa.

Nachweise von spezifischen Proteinen in den anderen markierten Bereichen

gelangen nicht.
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5. Diskussion
5.1. Spezifische Oberflachenproteine bei Polymyositis oder

rheumatoider Arthritis im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe

Das Wissen uber die auslésenden Faktoren der Autoimmunerkrankungen ist noch
sehr unvollstandig. Man vermutet, dass bei den Myositiden eine
Autoimmunreaktion, bei der es Uber eine Lymphozytenaktivierung zu
Muskelnekrosen kommt, eine entscheidende Rolle bei der Genese der Erkrankung
spielt.

Das auslosende Agens ist dabei noch unbekannt. Es wird u.a. aber auch auf der
Muskelzelloberflache vermutet und ist so dem immunologischen System
zuganglich. Die bisher bekannten Autoantikérper wie Jo-1, der bei bis zu 35% der
Polymyositis—Erkrankten nachweisbar ist, ist ebenso wie der unspezifische
Autoantikdrper ANA hinsichtlich seines Titers ein intrazellulares Protein.

In den vorausgegangenen Untersuchungen konnte mit einem speziell entwickelten
nf-ELISA der Beweis erbracht werden, dass es membrangebundene Antigene auf
der Muskelzelle geben muss, die mdglicherweise in die Antikdrperbindung und
Auslésung der Autoimmunitat verwickelt sind.

Die Untersuchungen sollten zum einen die Ergebnisse des Zell-ELISA mit
Nachweis von Oberflachenproteinen bestatigen und zum anderen die Frage von
spezifischen Reaktionsmustern bei den verschiedenen Autoimmunerkrankungen
klaren.

Beginnend mit der Polymyositis ergeben sich hier bei allen nachweisbaren
Oberflachenproteinen nur einige wenige, die eine starke Oberflachenreaktivitat
und eine héhere Wahrscheinlichkeit des Vorkommens besitzen und die deshalb im
weiteren Verlauf durch Aminosauresequenzierung néher charakterisiert wurden.
Besonders zu erwahnen sind hierbei zwei Proteine mit einem Molekulargewicht
von 45 KDa und einem pH zwischen 6,0 bis 8,0, sowie mit ca. 105 KDa
Molekulargewicht und einem pH von 5,5 (Bereiche H1 und B2), die je bei 32% der
untersuchten Polymyositis-Erkrankten vorkommen. lhre Sequenzierung erbrachte
zum einen den Nachweis eines Chaperonin containing TCP1 Proteins mit einem
Molekulargewicht von ca. 109 KDa. Zum anderen ergab sich ein ribosomales
Protein PO. Das im Bereich B1 befindliche Protein von ca. 85KDa mit einem

Vorkommen von 21% bei Polymyositis stellte sich nach erfolgter
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Aminosauresequenzierung ebenfalls als Chaperonin containing TCP1 Protein dar.
Die Sequenzierung der Proteine mit 80KDa bzw. 60KDa und einem pH von 7,5
bzw. 4,5 (Bereiche Al und C1), die zwischen 21% bis 26% bei Polymyositis
nachweisbar waren, gelang nicht.

Des Weiteren konnte neben dem non struktural Parvovirusprotein B19 (NSE) auch
das heterogenous nuclear ribonucleoprotein (hnRNP) sequenziert werden. Beides
sind Proteine zwischen 55 KDa bis 63 KDa (Bereich J1).

Obwohl es fur eine mdgliche virale Genese (Coxsackie, HIV, Parvoviren B19 und
Echoviren u.a.) derzeitig keine ausreichenden Beweise gibt, konnte der nun
erfolgte Nachweis u.a. des non-structural Parvovirusprotein B19 auf der
Muskelzellmembran bei Polymyositis, in unseren Untersuchungen diese These
stitzen. Die Pathogenese der Autoimmunerkrankungen bleibt trotz allem weiter
unklar.

Akute Parvoviren B19-Infektionen gehen neben Allgemeinsymptomen wie Fieber
und dem charakteristischen Exanthem auch mit dem Bild von Myositiden einher.
Es kann dabei der Nachweis einer akuten Parvovirus B19-Infektion serochemisch
durch Nachweis von IgM-Antikérpern oder Nachweis des Virus mittels PCR
erbracht werden. Der Nachweis von Parvovirus B19 und seinem NSE in einem
Muskel gelang einer franzésischen Gruppe (79), im Rahmen einer erstmalig
dokumentierten Dermatomyositis. Ob NSE selbst oder ein Uber ihn getriggerter
Immunmechanismus die Muskelveranderungen auslosen, bleibt unklar. Es gibt
Studien, die eine verstarkte Apoptoserate der eukaryoten Zellen durch die
Kombination von TNFa und NSE nachgewiesen haben (79,80). Der Nachweis von
Antikdrpern gegen die VP1-und VP2-Epitope des Parvovirus B19 in 100% der
Untersuchten mit hamophiler Arthritis in einer kanadischen Studie, sowie der
Nachweis von NSE als Ausdruck einer persistierenden Entziindung, lassen die
Mitbeteiligung an dem Immunmechanismus fur maoglich erscheinen (81). Das
NSE-Glykoprotein wird in der infizierten Zelle produziert und stellt einen Co-Faktor
fur die virale RNA-Replikation dar. Nach seiner Translation im Endoplasmatischen
Retikulum, erfolgt sein Transport an die Zelloberflache. Hier akkumuliert es und
verursacht nach der Immunerkennung Zell-Lecks. An bisher uninfizierten Zellen
kann das NSE-Protein Uber Gag-Rezeptoren binden (82). Der nun erfolgte
Nachweis von NSE in der Aminosauresequenzierung bei Polymyositis lasst eine

maogliche Beteiligung in der Pathogenese offen. Zu diskutieren bleibt der fehlende
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Nachweis dieser Aminosauresequenz bei der rheumatoiden Arthritis. Es wurden
auch bei ihr Parvo B19-DNA in der Synovialmembran in friheren Studien
nachgewiesen. Bei sehr kleiner Patientengruppe ist der moégliche Nachweis mit
groReren Kollektiven zu wiederholen.

Die Rolle des ebenso nachweisbaren hnRNPs in der Pathogenese der
Polymyositis, liegt moglicherweise in einer Interaktion zwischen Zellkern,
Zelloberflache und dem Intrazellularraum. Entsprechend der Molekilmasse
unterscheidet man 21 Gruppen von A-U. Neben den Myositiden gelingt ihr
Nachweis auch bei Sklerodermie, Psoriasis und Overlap-Syndromen. Es ist
bekannt, dass u.a. ANAs mit den hnRNP-Proteinen reagieren (83). Ihre Bedeutung
bei der Translation und mdoglicher Replikation bei viralen Geschehen, u.a.
Piconarviren und Flaviviren, wird diskutiert (84). Studien konnten beweisen, dass
das hnRNP, welches eigentlich ein intranukleares Protein darstellt, an das N-
terminale Core-Protein des Hepatitis C-Virus, Uber dessen internal ribosomal entry
site (IRES) bindet (84). Sein Vorkommen korreliert direkt mit der H6he der
Translation der Virus m-RNA. Ein weiteres Mitglied der hnRNP Familie stellt das
Synaptotagmin-binding, cytoplasmatic-RNA-interacting Protein (SYNCRIP) dar. Es
ist ein intrazellulares cytoplasmatisches Protein, das mit Synaptogagminen, die
aus 12 Isoformen bestehen, der Zellmembran assoziiert ist. Das SYNCRIP bindet
dabei an die C2B-Domane Uber das C-terminale Ende des Synaptotagmins und
hat seine Bedeutung durch den Transport von m-RNA, wobei es eine Pravalenz
gegenuber poly(A)-RNA besitzt (85). Seine Bedeutung erlangt es durch
Stabilisierung der m-RNA. In einer Studie gelang sein Nachweis als Bestandteil
der m-RNA-Granula im Hippocampus von Ratten (86). In der bereits zitierten
Arbeit, konnte der Transport von SYNCRIP mit einer Geschwindigkeit von 0,05
pum/s vom Zellkérper in den Dendriten, mittels Fluoreszenz nachgewiesen werden
(86). Der Transport ist dabei abhangig von Mikrotubuli. Die m-RNA-Granula
enthalt neben Ribosomen und anderen Komponenten der Translation, auch m-
RNA-bindende Proteine wie z.B. hnRNPs, die flr die Stabilitat und Regulation der
Translation verantwortlich sind. Die Interaktion wird durch Bindung an die m-RNA-
Granula als Komponenten des Proteinkomplexes vermutet. Das SYNCRIP
stabilisiert wie bereits erwahnt, die m-RNA, womdglich auch wahrend des
Transportes (86,87). Ob ein solcher Transport von hnRNPs mit m-RNA u.a. von

Viren oder bisher unbekannten Proteinen, die als Antigene fungieren kénnen, tber
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Mikrotubuli an die Membranoberflache bei Polymyositis eine entscheidende Rolle
spielt, ist bei Nachweis von hnRNPs und SYNCRIP an der Membranoberflache
nach Aminosauresequenzierung demnach mdglich. Denn es ist bekannt, dass es
einen auf Vesikel basierenden Transport von m-RNA von dem ,Spender® entlang
des Zytoskeletts zum ,Empfanger” mit dort erfolgender Fusion der Vesikel mit der
Membran gibt (85). Hierfur spricht das ubiquitare Vorkommen der Isoformen VI-IX
des Synaptotagmins (85). Bedeutung erlangt es, Studien zufolge, nicht nur in der
Stabilisierung der m-RNA, sondern auch durch die Bindung an die IRES des Core-
Proteins des Hepatitis C Virus, wodurch es neben der Erh6hung der Translation
auch zur Replikationserh6hung der Virus m-RNA kommt (88). Neben der Bindung
an die IRES bei Hepatitis C, binden die Translation—initiation factors (ITAFs), zu
denen neben den hnRNPs aber auch die PTBs (polypyrimidine tract binding
protein) zahlen, an die CAT-1-IRES und lI6sen somit unter Stressbedingungen wie
Hypoxie oder viralen Infektionen, eine Erhohung der Cat-1-m-RNA Translation aus
(89). Diese ITAFs pendeln zwischen Kern und Zytoplasma und spielen
anscheinend eine grofRe Rolle in der Translation von m-RNA, da ein Riickgang der
Proteinsynthese mit einem Rickgang von hnRNP in der Zelle verbunden ist. Cat-1
(Cationic amino acid transporter) stellt dabei den Transporter fur L-Arginin und L-
Lysin dar. Neben Stress kénnen auch Wachstumsfaktoren und Hormone die
Expression modulieren (89). Eines dieser proinflammatorischen Zytokine stellt das
TNF-alpha dar, das als Mediator fur Zellproliferation, Differenzierung aber auch
Apoptose und Nekrose dient. Die Bedeutung kommt hierbei scheinbar dem s-TNF-
alpha zu, welches durch shedding von in der Membran verankerten TNF-alpha
entsteht (90). Die Erh6hung der shedding-Aktivitat von TNF-alpha zu sTNF-alpha,
wird hierbei durch Erhéhung der shedding Proteine, den Metalloproteasen ADAM
10 und TACE oder ADAM 17 (TNF-alpha-converting enzume) bedingt. Die
Regulation dieser Proteasen erfolgt durch sogenannte transcription factors AP1,
zu denen Jun B und c-Jun zadhlen. Diese aktivieren den sogenannten tissue
inhibitor of metalloproteinase-3 (TIMP-3), der wiederum einen Inhibitor der TACE
darstellt. So verursacht das Fehlen von JUN B und c-Jun Uber eine fehlende
Inhibierung der TIMP-3, eine steigende TNF-alpha Produktion und somit u.a.
Kachexie und Zelltod (90). Es fungieren TACE, aber auch ADAM 10 als Alpha-
Secretase und stimulieren die Bildung von APPs alpha ( amyloid precursor

protein), die man in APLP 1 und 2 einteilt (91). Dem wird eine Bedeutung in der
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Entwicklung u.a. von Morbus Alzheimer zugeschrieben. Bei ansteigenden TACE-
und ADAM 10-spiegeln, wird auch die Freisetzung von ldslichen APLP2 und
seines c-terminalen Fragments erhoht. Im Rahmen des Shedding durch u.a.
Proteinkinasen C entsteht das neuroprotektive Fragment von APP, das APPs
alpha (91). Fehlen APLP 1 und 2 kommt es zu Letalitdt des Organismus.

Neben ihrem intrazellularen Vorkommen, gab es bereits im Jahre 1994 Hinweise,
dass sich die hnRNPs auch in der Zellmembran nachweisen lassen (91). Die
Bedeutung dieses Nachweises als Oberflachenprotein, als madglicherweise
auslosendes Antigen bzw. als Trigger einer Autoimmunreaktion und ihr Auftreten
im Rahmen von Virusinfektionen bei dem Pathomechanismus der Polymyositis,
bleibt weiterhin unklar.

GroRRere Studien miussen neben ihrer Relevanz fur den Autoimmunprozess, die
gewonnenen Ergebnisse bestétigen.

Ob die Bedeutung von hnRNPs dabei lediglich im Sinne eines Transportproteins
u.a. auch fir virale RNA, oder zur Stabilisierung der m-RNA wahrend des
Transportes an die Membranoberflache dienen, wo sie von uns mittels
Aminosauresequenzierung nachweisbar waren oder ob sie als auslésendes
Antigen gesehen werden kdnnen, bleibt offen. Ebenso bleibt zu diskutieren, ob sie
durch Mitwirken an sogenannten ,shedding-Mechanismen® von Proteinen, deren
Antigenitat bedingen oder ob ihr Nachweis als Membranprotein lediglich Ausdruck
einer allgemeinen Entziindungsreaktion ist. In wie weit es durch Stdrung der
Regulationsproteine durch antigene Reaktionen zu einer erhéhten Expression von
hnRNPs kommt, die ihrerseits eine Erhdhung der Synthese bisher unbekannter
Proteine triggern, die in den Pathomechanismus der Myositiden verwickelt sind,
bleibt offen. Neben den verschiedenen hnRNPs, die Uber
Aminosauresequenzierung nachweisbar waren, spielen auch Chaperonine bei der
viralen Infektion eine Rolle. Chaperonine sind fur das Falten von Proteinen
besonders von Aktin und Tubulin im Endoplasmatischem Retikulum notwendig
(92,93). Es ist hierbei essentiell fir die Ausbildung eines Mitoseapparates.

Ihr spaterer Nachweis als Oberflachenprotein bei Polymyositis, aber auch bei der
rheumatoiden Arthritis als initial intraplasmatisches Protein, lasst eine Beteiligung
am Immunmechanismus moglich erscheinen. Vor allem in Anbetracht des

fehlenden Nachweises bei der gesunden Kontrollgruppe.
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Ein &hnliches Phanomen ergibt sich bei dem nachgewiesenen ribosomalen
Phosphoprotein  (PO) der Aminosduresequenzierung. Dieses eigentlich
intrazellular auf den Ribosomen lokalisierte Protein, das die Translokation von t-
RNA katalysiert, konnte mittels Immunofluoresenz auf der Oberflache von
Neuroblasten, Fibroblasten oder auch Leberzellen nachgewiesen werden (94).
Der Antikdrpernachweis gegen PO ist bei ca. 10-40% der europdaischen
Bevolkerung mit SLE mit zentralen Nervensystem-manifestationen (ZNS) méglich.
Mittels drei verschiedener Zell-ELISAs, ergab sich eine Ubereinstimmung
zwischen Nachweis von PO und des Krankheitsaktivitdtsscores. Keine
Ubereinstimmung dahingegen stellte sich zwischen der Hohe der Antikorper und
der prozentualen Haufigkeit der ZNS -beteiligungen dar (95). Drei von insgesamt
80 ribosomalen Proteinen wurden mit PO-P2 naher bezeichnet. Sie sind in der
grof3en ribosomalen Untereinheit lokalisiert, binden an ribosomale Proteine und
blockieren die Proteinsynthese. Beim SLE, so wurde in Studien berichtet, sollen
sie Apoptose auslosen konnen (95). Als Wirkungsort wird u.a. das Limbische
System beschrieben, so dass Depressionen haufig beobachtet werden (95).
Aufgrund dieser Tatsachen ist nun auch bei der Polymyositis die Rolle von PO im
maoglichen Immunmechanismus zu Uberlegen. Untersuchungen erbrachten, dass
der anti-PO-Antikdrper mit dem membrangebundenen Liganden des PO-Proteins
interagieren kann und nach erfolgter Bindung in die Zelle gelangt. Dort erreicht
dieser Komplex den auf den Ribosomen gebundenen P-complex. Bei Mausen
|6ste dieser Anti-PO-Antikdrper-Komplex Apoptose aus (96). Ob es sich dabei nur
um die Folge eines Autoimmunmechanismus handelt oder ob dieser durch das
PO-Protein und seines Antikorpers getriggert wird, bleibt zunéchst offen.

Beim Lupus erythematodes ergaben sich bei kleiner untersuchter Gruppe
signifikantere Ergebnisse. Mit einem Vorkommen von 50% beim Lupus
erythematodes ergeben sich 2 Proteine. Zum einen ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 70KDa und einem pH von 6,5 und zum anderen ein Protein
von 55KDa und einem pH von 9,0. Aul3erdem stellt sich mit 33% ein Protein mit
60KDa und einem pH von 10,0 dar. Bei sehr kleinen Fallzahlen, ist ein zufalliger
Faktor bei Vorliegen des Ergebnisses nicht sicher ausschliebar. GrofRere
Fallzahlen missen den Beweis erbringen, ob die entsprechenden Proteine wirklich
so signifikant beim Lupus erythematodes vorkommen. Ob sie in ihrem Vorkommen

nur Ausdruck einer allgemeinen Entzindungsreaktion sind oder spezifische
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Antigene, bleibt zunachst unklar. Erst weitere Studien kénnen Aussagen Uber
ihren Einfluss auf die Pathogenese des Lupus erythematodes erbringen.

Bei der rheumatoiden Arthritis ergeben sich ebenfalls zwei Proteine mit einer
prozentualen Haufung von 50%. Dies ist zum einen ein Protein von 45KDa und
einem pH von 3,5 sowie zum anderen von 50KDa und einem pH von 9,5. Ein
weiteres Protein mit einem Molekulargewicht von 10KDa und einem pH von 10,0
konnte bei 33% der rheumatoiden Arthritis nachgewiesen werden.

Ob es sich bei dem Protein mit einem Molekulargewicht von 45KDa um das
ribosomale Protein PO handelt, muss eine Aminosduresequenzierung ergeben.
Auffallend ist bei der rheumatoiden Arthritis, dass die starksten
Oberflachenreaktivitaten nicht mit einer entsprechenden prozentualen Haufung
einhergehen. Es handelt sich so am wahrscheinlichsten um unspezifische
Reaktivitaten. Weitere Aussagen sind nur nach erneuten Versuchen mit grosseren
Gruppen mdoglich, die das dargestellte Reaktionsmuster und das prozentuale
Vorkommen bestatigen. Ahnlich wie bei dem Lupus erythematodes gelten auch
hier die bereits ertrterten Gegebenheiten. Aufféllig ist hingegen, dass die
Proteine, die mdglicherweise spezifisch fur die rheumatoide Arthritis sind und in
geringerem Ausmal? fur den Lupus erythematodes, ein kleineres Molekulargewicht
zu besitzen scheinen, als die ermittelten mdglicherweise Polymyositis-spezifischen
Proteine. Des Weiteren scheinen die mdoglicherweise Lupus erythematodes
spezifischen Proteine eher im basischen pH-Bereich zu liegen, wahrend bei der
Polymyositis sich der pH Uber die schwach sauren bis schwach basischen
Bereiche erstreckt.

Inwieweit die Proteine spezifisch fur rheumatoide Arthritis sind oder ob es
gemeinsame Proteine mit dem Lupus erythematodes gibt, bleibt ebenso offen, wie
die Frage ob ihr Vorkommen im Rahmen einer allgemeinen Entziindungsreaktion
oder im Rahmen von Kreuzreaktivitaten, gesehen werden kann. Ebenso ist die
Frage nach gemeinsamen Oberflachenreaktivitaten bei rheumatoider Arthritis
sowie juveniler-und reaktiver Arthritis noch nicht geklart. Aussagen tUber magliche
signifikante gemeinsame Proteine, sind aufgrund der sehr geringen Fallzahlen
nicht mdoglich. Gemeinsamkeiten einzelner Proteine mit Proteinen bei der
rheumatoiden Arthritis waren vorhanden. Bei der gesunden Kontrollgruppe fielen

keine spezifischen Oberflachenproteine auf.
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Uber den Einfluss von Kortikoiden auf die Expression dieser spezifischen
Oberflachenproteine konnen derzeitig keine Aussagen gemacht werden.
Interessant waren  weitere  Studien, welche die Expression der
Oberflachenproteine unter immunsuppressiver Therapie untersuchen. Kommt es
zu Anderungen bei bestehender Remission der Erkrankung oder im aktiven
Schub, waren weitere Ansatzpunkte folgender Studien mit dem Ziel ein
spezifisches Reaktionsmuster und Protein/Antigen zu Kklassifizieren, um die
Diagnostik aber auch die Therapie zu optimieren. Ebenso wie die Klarung des
Problems einer moglichen Umverteilung von intrazellularen Proteinen zu

Oberflachenproteinen.

5.2. Spezifische Reaktionsmuster bei den untersuchten

Autoimmunopathien

Bei den untersuchten Polymyositis-Erkrankten, ebenso wie bei den an
rheumatoider Arthritis Erkrankten, stellte sich eine hohe Anzahl von Reaktivitaten
dar. Im Gegensatz hierzu ergab sich bei héherer Anzahl an gesunden Spendern
im Vergleich zu der geringeren Anzahl an Erkrankten mit reaktiver Arthritis und
juveniler Arthritis, eine verminderte Anzahl von Reaktivitaten (Abbildungen 9,10
und 11).

Insgesamt  betrachtet ist erkennbar, dass es bei den untersuchten
Autoimmunerkrankungen Zu einer verstarkten Reaktivitat gegen
Oberflachenproteine im Rahmen einer allgemeinen Entziindungsreaktion kommt.
Ob nur eine erhthte Expression von Autoantigenen bzw. Antikorpern bei allen
untersuchten Autoimmunerkrankungen die Erklarung liefert, bleibt offen. Eine
Umverteilung von intrazellularen Proteinen zu erhdhter Darstellung von
Oberflachenmembranproteinen im Rahmen des Autoimmungeschehens, ist
ebenso denkbar. Ungeklart bleibt der Einfluss von Kortikoiden und
Immunsupressiva bei den einzelnen Erkrankungen auf die Expression von
Oberflachenproteinen.

Ob eine Umverteilung der Oberflachenmembranproteine bei den rheumatoiden
Arthritiden bei ihrer Auftrennung nach IP-Wert und Ladung, zu Gunsten zu

hoheren IP-Werten in der 2D-Gelelektrophorese eine Rolle spielt, bleibt offen.
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Auffallig ist, dass sich bei der rheumatoiden Arthritis sowie der juvenilen-und
reaktiven Arthritis und beim Lupus erythematodes, zwischen 69-80% der
Reaktivitaten in den Bereichen A-C und J, die dem pH zwischen 6,0-10,0
entsprechen, befinden. Bei den Gesunden, aber auch bei der Polymyositis,
konnten nur 48-54% der Reaktivitaten in diesen Abschnitten nachgewiesen
werden.

Das unterschiedliche Verteilungsmuster bei Gesunden und bei Personen mit
rheumatoiden Erkrankungen, trifft nicht spezifisch fir Polymyositis zu, sondern in
ahnlicher Weise auch fur andere Autoimmunerkrankungen.

Zur genaueren Klarung der Genese der verstarkten
Oberflachenmembranproteinexpression sind gro3ere Gruppen der einzelnen
Erkrankungen notwendig.

Bei Betrachtung der Blots mit Darstellung der gesamten Reaktivitaten der
einzelnen Gruppen, fallt in Bezug auf die festgelegten Bereiche auf, dass die
Hauptaktivititen bei fast allen Gruppen in den Bereichen A-C (zwischen 55-
200KDa und einem pH zwischen 3-8,5), F (30-65 KDa und pH zwischen 8,25-
11,0) und J (65-200KDa und pH zwischen 8,25-9,25) liegen. In diesen Bereichen
befinden sich zwischen 67-88% der Reaktivitaten bei Polymyositis, systemischer
Lupus erythematodes, rheumatoider Arthritis, reaktiver Arthritis und juveniler
Arthritis.

Im Gegensatz dazu, ergeben sich bei den Normalspendern in diesen Bereichen
nur Aktivitaten von 53%, bezogen auf die Gesamtanzahl. Anders als bei den
Autoimmunerkrankungen, befinden sich die nachweisbaren Proteine bei der
gesunden  Kontrollgruppe  vorwiegend im  Bereich eines  mittleren
Molekulargewichtes zwischen 80-100KDa und einem leicht saurem pH.

Ein zweiter Bereich ergibt sich mit Darstellung einer geringeren Anzahl von
Reaktivitdten im Bereich zwischen 20-40KDa und dem pH zwischen 9,0-11,0.
Auffallend bei den untersuchten Autoimmunerkrankungen ist der Bereich bis
55KDa bei einem pH zwischen 3,0-6,0, mit ganz geringer Darstellung von
Reaktivitaten. Ob hierbei die schon beschriebene mdgliche Umverteilung der
Oberflachenmembranproteine bei ihrer Auftrennung nach IP-Wert und Ladung zu
Gunsten hoherer IP-Werte in der 2D-Elektrophorese eine Rolle spielt, bleibt offen.
Dahingegen ergibt sich bei der gesunden Kontrollgruppe in Bezug auf die

maximalen Reaktivitaten ein anderes Bild. Es befinden sich hierbei die starksten
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Reaktivitdten in den Bereichen D und J mit 43% bezogen auf die
Gesamtreaktivitaten.

Die meisten nachweisbaren Oberflachenproteine besitzen ein geringeres bis
mittleres Molekulargewicht, zwischen 80-100KDa und 20-40KDa, im Vergleich zu
den Autoimmunerkrankungen, deren Proteine zum grol3tenteils ein mittleres bis
hoheres Molekulargewicht aufweisen.

Zusatzlich fallt bei der Auswertung der Reaktivitaten in den einzelnen
Teilbereichen ein &hnliches Reaktionsmuster bei rheumatoider Arthritis, sowie
trotz geringer Fallzahlen bei reaktiver-und juveniler Arthritis, auf. Sie haben, wie
bereits beschrieben, das Verteilungsmaximum der Reaktivitaten in den Bereichen
B und C sowie F und J.

Die Polymyositis weist Gemeinsamkeiten, aber auch Unterschiede im
Reaktionsmuster mit den untersuchten Arthritiden und dem Lupus erythematodes
auf. Gemeinsam haben die Autoimmunerkrankungen ihr Maximum an
Reaktivitaten in den Bereichen A-C, F und J. Ob es sich hierbei um eine
Umverteilung von intrazellularen Proteinen zu erhdhter Darstellung von
Oberflachenmembranproteinen im Rahmen eines allgemeinen
Entziindungsgeschehens oder um unspezifische Kreuzreaktivitditen handelt,
welches die Darstellung von Oberflachenreaktivitaten bei Gesunden erklaren
konnte, bleibt unklar.

Unterschiede stellen sich in den Bereichen D und G dar. Bei der rheumatoiden
Arthritis, der juvenilen-und reaktiven Arthritis, befinden sich in den Bereichen D
sowie G-I, nur zwischen 15-17% der Reaktivitaten.

Die Polymyositis verhalt sich gegenteilig. In den Bereichen D sowie G-I befanden
sich 32% der Reaktivitdten. Anders als die Arthritiden befinden sich ca. 8% der
Proteine im Bereich D bei der Polymyositis und damit liegt ein &hnliches Ergebnis
wie beim Lupus erythematodes mit ca. 7% der Proteine vor. Der Lupus
erythematodes liegt bei Nachweis von 22% der Reaktivitaten, in den Abschnitten
D sowie G-I, zwischen der Polymyositis und den Arthritiden.

Ganz anders dagegen verhalten sich die gesunden Kontrollspender mit Nachweis
von 49% der Reaktivitaten in diesen Bereichen. Allein 25% der Reaktivitaten
entfallen hierbei auf den Bereich D, der die Proteine zwischen 65-200KDa bei

einem pH zwischen 9,0-11,0 umfasst. Bereiche wie bei der rheumatoiden Arthritis
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oder juveniler Arthritis ohne Reaktivitaten, stellten sich bei der Polymyositis nicht
dar.

Im Bereich E, der den Bereich des Molekulargewichtes zwischen 25-55KDa
umfasst, liegen bei allen untersuchten Erkrankungen, aber auch in der
Kontrollgruppe, weniger als 5% der Reaktivitaten bezogen auf die Gesamtaktivitat.
Bei den drei untersuchten Arthritiden konnten bei Nachweis von 14-17% der
Reaktivitdten im Bereich A @hnliche Ergebnisse dargestellt werden.

Dahingegen befanden sich nur 8% der Reaktivitdten bei Polymyositis in diesem
Bereich. Die dargestellten Proteine bei der gesunden Kontrollgruppe und bei
Lupus erythematodes, befanden sich mit 10% und 12% zwischen den Werten der
Polymyositis und denen der Arthritiden.

Die Genese der bestehenden Unterschiede in der Ausbildung der Reaktivitaten
bleibt unklar. Ob es sich hierbei um wirkliche Antigene/Antikorper handelt oder ob
es sich um spezifische Eigenschaften der einzelnen Erkrankungen handelt,
missen grof3ere Studien klaren.

Derzeitig ergibt sich aus den bestehenden Oberflachenreaktivitaten, trotz
bestehender Gemeinsamkeiten und Unterschiede, kein spezifisches Bild fur die

Diagnose einer bestimmten Autoimmunerkrankung.
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6. Zusammenfassung

Uber die primaren pathogenetischen Faktoren, die an der Entstehung von
Polymyositis, rheumatoider Arthritis und systemischen Lupus erythematodes mit
beteiligt sind, herrscht noch Unklarheit. Neben genetischen, werden auch
hormonelle Faktoren in Betracht gezogen. Eine virale oder bakterielle Genese ist
ebenso denkbar. Unbestritten ist, dass sich bei diesen drei genannten
Erkrankungen das Immunsystem gegen den Korper richtet. Es kommt zu
perivaskularen Infiltraten, die zu Thromben und Muskelnekrosen bei der
Polymyositis fuhren. Auch bei der rheumatoiden Arthritis findet man
Lymphozytenansammlungen u.a. in der Synoivialmembran, die dann zu Arthritiden
fuhren kdénnen.

Aufgrund des geringen Wissens uber Pathogenese und mogliche Autoantikorper
dieser Autoimmunerkrankungen, sollte das Ziel dieser Arbeit sein, ein mogliches
Reaktionsmuster von  Oberflachenreaktivititen  oder ein  spezifisches
Oberflachenprotein/Antigen zu lokalisieren.

Bei bestehenden komplexen experimentellem Ansatz gelang der Nachweis mittels
Biotinylierung, dass die Membranpraparation als ein geeignetes Verfahren zur
Gewinnung von Oberflachenmembranproteinen zu betrachten ist.

Neben diesem Ergebnis waren insgesamt verstarkte Oberflachenreaktivitaten bei
den untersuchten Autoimmunerkrankungen, im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe, auffallig. Ob es sich hierbei um eine Umverteilung von
intrazellularen Proteinen bei Gesunden zu Oberflachenreaktivitaten im Rahmen
eines allgemeinen  Entzindungsgeschehens handelt, bedarf weiterer
Untersuchungen.

Der experimentelle Ansatz war erfolgreich, denn es ergaben sich Hinweise auf ein
unterschiedliches Reaktionsmuster bei Polymyositis, rheumatoider Arthritis und
Lupus erythematodes. Die einzelnen Erkrankungen wiesen Gemeinsamkeiten,
aber auch Unterschiede in der Ausbildung ihrer Reaktivitaten auf.

So besitzen die untersuchten Autoimmunerkrankungen ihre Hauptaktivitaten in
den Bereichen zwischen 50-100KDa und einem pH zwischen 5,0-8,0, sowie den
Bereichen mit geringerem Molekulargewicht zwischen 30-50KDa, in denen sich

zwischen 67-88% der Reaktivitaten befinden.
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Im Gegensatz dazu ergaben sich bei den Normalspendern in diesen Bereichen
nur Aktivitaten von 53%. lhre Hauptreaktivitaten befinden sich vorwiegend im pH-
Bereich von 8,0-10,0, bei mittlerem bis héherem Molekulargewicht bei 80-120KDa.
Unterschiede ergeben sich bei der Polymyositis im Vergleich mit den anderen
Autoimmunerkrankungen in den Bereichen D und G-I mit Reaktivitdten von 32%.
Bei der rheumatoiden Arthritis, der juvenilen-und reaktiven Arthritis befinden sich
in diesen Abschnitten nur zwischen 15-17% der Reaktivitdten. Der Lupus
erythematodes liegt bei Nachweis von 22% der Reaktivitdten in den Abschnitten
D, sowie G-I, zwischen der Polymyositis und den Arthritiden.

Ganz anders verhalten sich die gesunden Kontrollspender mit Nachweis von 49%
der Reaktivitaten in diesen Bereichen, wobei allein 25% der Reaktivitdten auf den
Bereich zwischen 10-50KDa bei sauren bis leicht basischen pH entfallen. In
diesem Abschnitt liegen nur zwischen 7-8% der Reaktivitdten bei der PM und beim
SLE, wahrend die Arthritiden Werte zwischen 0-2% aufweisen.

Der experimentelle Ansatz der Untersuchungen, erbrachte Erkenntnisse Uber
Gemeinsamkeiten und Unterschiede in den Reaktionsmustern bei den einzelnen
Gruppen und fuhrte zum Nachweis von einzelnen spezifischen
Oberflachenproteinen bei Polymyositis.

Hervorzuheben sind zwei Proteine von 45 KDa und 105 KDa bei einem pH von 8,0
bzw. 5,5 bei der Polymyositis, die bei ca. 32% der Erkrankten nachgewiesen
werden konnten. Des Weiteren gelang der Nachweis von spezifischen Proteinen
in Hohe von 50%, mit einem Molekulargewicht u.a. von 45KDa und 50KDa bei
rheumatoider Arthritis und 55KDa und 70KDa beim Lupus erythematodes. Dies
ebnet den Weg fiur weiterfihrende Studien den Nachweis zu erbringen, ob es sich
hierbei um Antigene oder um unspezifische Reaktivititen im Rahmen einer
unspezifischen Entzindungsreaktion handelt. Mit den darstellbaren spezifischen
Oberflachenreaktivitaten ergeben sich méglicherweise in Zukunft neue Biomarker,
zum Nachweis dieser Autoimmunerkrankung.

Hinweise fir eine mdgliche virale Genese und eine Beteiligung am
Immunmechanismus ergeben sich aus dem Nachweis von Chaperoninen in der
Aminosauresequenzierung dieser spezifischen Proteine bei Polymyositis.
Unterstutzt wird dieser Verdacht zuséatzlich durch Nachweis von NSE, hnRNP und
SYNCRIP in der erfolgten Aminosauresequenzierung der starksten Reaktivitaten

bei der Polymyositis. Die Beurteilung ihrer Bedeutung in der Pathogenese der
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Polymyositis als mdgliche Antigene selbst oder als Transportproteine fur antigene
Strukturen, auch viraler Bestandteile, vom Intrazellularraum an die Zelloberflache
bleibt offen.

Abschliel3end sei darauf hingewiesen, dass sich durch die Interpretation der
Ergebnisse ein weites Feld fur Zusatz-und weiterfihrende Untersuchungen ergibt.
So besteht nicht nur Klarungsbedarf in der Frage ihrer Relevanz in der
Pathogenese der untersuchten Autoimmunerkrankungen, sondern auch, ob es
sich  nur um eine Umverteilung von intrazellularen Proteinen zu
Oberflachenreaktivitditen im Sinne einer unspezifischen Entziindungsreaktion
handelt und ihre moégliche Verfiigbarkeit als Biomarker.
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