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Einleitung

1 Einleitung

Die Rheumatoide Arthritis (RA) ist eine chronisch-entziindliche Gelenkserkrankung mit schub-
weisem Verlauf, die unbehandelt zu Gelenksdestruktion (Lee and Weinblatt 2001) und extraarti-
kularen, systemischen Manifestationen fiihrt (Mielants and Van den Bosch 2009). Trotz intensi-

ver Forschung ist die Atiologie bisher nicht zufriedenstellend erklarbar (Lee and Weinblatt 2001).

Die RA ist mit einer Pravalenz von etwa 1 % die haufigste Arthritisform in den westlichen Indust-
rielandern. Der Altersgipfel der Neuerkrankungen liegt zwischen dem 35. und 50. Lebensjahr,

wobei das Auftreten zwischen dem 30. und 80. Lebensjahr haufig ist (Renz-Polster et al. 2004).

Die Entzindung der Gelenksinnenhaut (Synovia) fuhrt bei fortschreitendem Krankheitsverlauf
durch eine Knorpel- und Knochendestruktion zu einem weitgehenden Funktionsverlust der
betroffenen Gelenke. In der Pathogenese sind sowohl immunologische als auch genetische
Faktoren von Bedeutung, wobei als wichtigste EinflussgréRe eine Fehlsteuerung des Immunsys-
tems anzunehmen ist.

Der chronische Entziindungsprozess wird von entzindungsférdernden (syn. proinflammatori-
schen) Zytokinen aufrechterhalten. Eine zentrale Rolle spielt das proinflammatorische Zytokin
Tumornekrosefaktor-o. (TNFa). Durch TNFa wird die Produktion weiterer proinflammatorischer
Zytokine angeregt und es wird die Freisetzung von matrixdestruierenden Enzymen, sogenannte
Matrixmetalloproteasen (MMP), stimuliert. Diese schadigen im Gelenk den Korpel und durch die

Aktivierung von Osteoklasten auch den Knochen (Choy and Panayi 2001).

Die Diagnostik der RA beruht auf der Klassifikation des American College of Rheumatology
(Arnett et al. 1988). Mit dem disease activity score (DAS28) gibt es ein standardisiertes Verfah-
ren zur Erfassung der klinischen Krankheitsaktivitdt (Fuchs 1993; Prevoo et al. 1995). Fur die
Uberwachung des gesamten Therapieverlaufs und des Therapieerfolgs werden die Remissions-

kriterien der European League against Rheumatism (EULAR) benutzt (van Gestel et al. 1999).

Zur Schmerzbehandlung kommen Medikamente der Gruppe der nicht-steroidalen Antirheumati-
ka (NSAR) zum Einsatz. Eine Behandlungsform zur unspezifischen Hemmung des Immunsys-
tems und des entzindlichen Prozesses sind neben Glukokortikoiden (Prednisolon) die soge-
nannten Basistherapeutika (Methotrexat und Leflunomid). Diese Behandlung verspricht langer-
fristig aber nur mafigen Erfolg und ist z.T. mit schweren Nebenwirkungen behaftet (O'Dell 2004;
Cronstein 2005).

Mit dem Einsatz der neuen biologischen Therapieverfahren (Interleukin-1- oder TNFa- Antago-
nisten) kann gezielt in die Pathogenese des chronischen Entzindungsprozesses eingegriffen

werden, um das Fortschreiten der Gelenkdestruktion aufzuhalten.



Einleitung

Die Gabe von TNFa-Antagonisten stellt seit ungefahr zehn Jahren eine erfolgversprechende
Therapieoption dar (Maini et al. 1999; Bathon et al. 2000; Weinblatt et al. 2003; Keystone et al.
2004; van de Putte et al. 2004).

Jedoch ist die Indikationsstellung zur Therapie mit TNFa-Antagonisten durch hohe Behand-
lungskosten und gravierende therapieassoziierte Nebenwirkungen, wie Infektionen, Herzinsuffi-
zienz, Autoimmunreaktionen, Hepatotoxizitat und Erkrankungen des erythropoetischen Systems,
limitiert (Bongartz et al. 2006).

Noch schwerer wiegt die Erkenntnis, dass in 30 - 40 % der Falle ein Therapieversagen bei der
Behandlung mit TNFa-Antagonisten auftritt (non-responder nach EULAR). Aus bisher ungeklar-
ten Grunden kann bei nur 60 - 70 % der mit TNFa-Antagonisten behandelten Patienten ein
Therapieansprechen (responder nach EULAR-Kriterien) festgestellt werden (Klareskog et al.
2004; Goekoop-Ruiterman et al. 2005; Breedveld et al. 2006).

Aus diesen Grunden sind fur den Einsatz von Biologika wie die TNFa-Antagonisten eine gute
und wissenschaftlich fundierte Indikationsstellung sowie ein valider Pradiktor fur einen Behand-
lungserfolg wichtig. DemgemaR ist es winschenswert, ein Versagen einer Anti-TNFa-Therapie

ex ante ausschlieflen zu konnen.

Es konnte aber bisher kein valider Pradiktor flr eine erfolgreiche Behandlung der RA mit TNFa-
Antagonisten identifiziert werden.

Die unterschiedliche Pharmakokinetik der Biologika, die Bildung von humanen Antikérpern
gegen das eingesetzte Biologikum und pharmakogenetische Faktoren wurden als mogliche

Ursachen fir ein Therapieversagen ausgeschlossen (Hyrich et al. 2006; Kooloos et al. 2007).

In dem vorliegenden Projekt ,Analyse prognostischer Faktoren fir die TNFoa-Antagonisten-
Therapie bei Rheumatoider Arthritis” wird die Veranderung des Proteinexpressionsmusters im
Serum von Patienten, die bei fortgeschrittener RA mit dem TNFa-Antagonisten Etanercept
(ETA) behandelt wurden, beschrieben. Daruber hinaus werden die Suche, der Einsatz und der

Nutzen von prognostischen Biomarkern thematisiert.

Ziel dieses Projekts ist es, spezifische Biomarker im Serum von RA-Patienten zu identifizieren,
die es ermdglichen, ein Ansprechen bzw. Nichtansprechen auf das Biologikum ETA - ein

I6sliches rekombinantes TNFo-Rezeptorfusionsprotein - vorherzusagen.

Im Folgenden werden die RA, das Forschungsgebiet Proteomics und die méglichen methodi-
schen Vorgehensweisen zur Biomarkerdetektion vorgestellt. Aufgrund der Methodenvielfalt im
Bereich der Proteomicsforschung besteht die Notwendigkeit, die hier getroffene Methodenwahl
zu erlautern. Im Anschluss folgen die Darstellung der Untersuchungsergebnisse und ihre

wissenschaftliche Einordnung.
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1.1 Die Rheumatoide Arthritis (RA)

Zu den Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises gehoren alle chronisch schmerzhaften
und mit dauerhaften Bewegungseinschrankungen verbundenen Stérungen des Bewegungs- und
Stltzapparates. Eine von diesen vielfaltigen Erkankungen ist die RA. In der internationalen
Klassifikation der Krankheiten (ICD) werden 450 verschiedene Erkrankungen des Muskel-
Skelett-Systems und des Bindegewebes differenziert, die sich in Beschwerdebild, Verlauf und
Prognose stark unterscheiden.

Laut Angaben des Deutschen Rheuma-Forschungszentrums konsultieren bis zu 15 % der
Bevolkerung mindestens ein Mal im Jahr wegen rheumatischer Beschwerden einen Arzt.
Uberdies verursachen Erkrankungen von Skelett, Muskeln und Bindegewebe etwa 15 % aller
verlorenen Erwerbsjahre. Damit haben Krankheiten des rheumatischen Formenkreises nicht nur
sozialmedizinische Bedeutung sondern stellen wegen ihrer atiologischen, pathogenetischen und

klinischen Heterogenitat eine diagnostische Herausforderung dar.
1.1.1 Pathogenese

Die wichtigsten Kennzeichen der systemischen Autoimmunerkrankung sind die lange Krank-
heitsdauer und die Vielzahl der betroffenen und entzindeten Gelenke. Daher wird die RA auch
chronische Polyarthritis bezeichnet.

Die aktuelle Erklarung zur Entstehung der RA basiert auf der Vorstellung, dass das Immunsys-
tem fehlgesteuert ist und korpereigene Gewebe, in diesem Fall vor allem die Gelenke, von
Zellen des Immunsystems angegriffen werden. Die RA wird spat erkannt und es ist unklar,
warum es zu dem aggessiven und chronischen Verlauf der Entzindung kommt. Es konnte
analog zur Lyme-Arthritis (Borreliose-assoziierte bakterielle Arthritis) eine Antigenperistenz im
Gelenk vorliegen. Dazu passen die konstant hohe Anzahl an T-Zellen in der Synovialmembran,
die vermehrte HLA-Expression (human leukocyte antigen) auf Synovialzellen und auf antigen-
prasentierenden Zellen (APC), sowie die stetige Aktivierung von Antikdrper produzierenden B-
Zellen (Muller-Ladner et al. 2000).

Es konnte auch der Einfluss eines viralen Infektes von Bedeutung sein. Der virale Stimulus kann
ein Grund dafur sein, dass die Expression von HLA-II-Molekilen auch auf nicht-antigen-
prasentierenden Zellen induziert wird. Dadurch waren diese dann auch Zielobjekte der Immun-
antwort. Bei dem neuen, dann immunogen wirkenden Epitop, kénnte es sich aber um ein
zelleigenes Protein handeln, welches bis zu diesem Zeitpunkt nicht in Erscheinung getreten ist
(verstecktes Epitop). Dieser Prozess wiirde ebenfalls die starke T-Zell-Infiltration im Gelenk und
die damit verbundenen Entziindungsvorgange erklaren (Depper and Zvaifler 1981).
Charakteristisch flr die Pathogenese der RA sind drei Phanomene: Hyperplasie der synovialen
Fibroblasten (SF), pathologische Immunphanomene und progressive Gelenkzerstérung.

Zur Erklarung der drei Phanomene lasst sich die Hypothese von Bernhard und Villiger in
Abbildung 1 heranziehen (Bernhard and Villiger 2001).
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Abbildung 1:  Zellulare Interaktionen und Zytokinausschittung bei RA.
Die Arbeitshypothese von Bernhard postuliert, dass ein unbekanntes Antigen auf dem Blutweg in die
Synovia gelangt (oder direkt dort entsteht) und von APCs aufgenommen wird. Das unbekannte Anti-
gen wird Uber das HLA-System den T-Lymphozyten prasentiert.
Im Endeffekt flihrt das unbekannte Antigen Gber Ausschiittung von Zytokinen (TNFa., Interleukin-1, In-
terferon-y) zu einem Entziindungsprozess, der die Autoantikdrperproduktion und Aktivierung des me-
senchymalen Gewebes ausldst (Bernhard und Villiger 2001, S. 180).

Durch die Interaktion von APC und dem passenden T-Zell-Rezeptor kommt es zur Aktivierung
von Immunzellen und zur klonalen Expansion spezifischer T-Zellen (CD4"-T-Zellen). Die CD4"-
Zellen exprimieren bei ihrer Aktivierung zusatzlich CD154, wodurch die Interaktion von T-Zellen
mit dem auf B-Zellen exprimierten CD40, aber auch mit Monozyten, dem Endothel und den
dendritischen Zellen mdglich wird. Zusatzlich fihren angiogenetische Faktoren wie VEGF zur
Proliferation von endothelialem Synovialgewebe. Es folgt eine verstarkte Angiogenese und die
Permeabilitdtsdnderung des Endothels. Daraus resultiert, dass vermehrt Entziindungszellen in
das Gelenk penetrieren und bei ihrer Aktivierung die proinflammatorische Zytokinkaskade
weiterhin unterhalten (Roudier 2006). Die Interaktion zwischen T-Zellen, APC und B-Zellen
aktiviert das Immunsystem im Allgemeinen. Genauer gesagt aktiviert sie Monozyten und
Makrophagen, erhéht die Sektretion von Interferon y (INFy), steigert die Apoptose-Resistenz und
die Produktion des Rheumafaktors in B-Zellen (1.1.3.2). Zentral fir die RA-Pathogenese ist die

Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNFa., Interleukin-1 und 6 (Brennan et al. 1998).

proinflammatorisch ‘ antiinflammatorisch

Abbildung 2:  Ungleichgewicht zwischen pro- und antiinflammatorischen Zytokinen bei der RA.
Durch die Aktivierung der verschiedenen Entziindungszellen ist das Gleichgewicht der Entziindungs-
kaskade auf die proinflammatorische Seite verschoben und gegenregulatorische Effekte sind weitge-
hend ineffektiv. Fir den Krankheitsverlauf der RA steht die Wirkung hoher TNFa-Spiegel im Mittel-
punkt der Pathogenese (Brennan et al. 1998, S. 139).
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1.1.2 Biologie von TNFa

TNFa gehoért zur TNF-Superfamilie. Dies ist ein Zytokinsystem, das eine wichtige Rolle bei der
Funktion der Immunantwort und Organogenese des Lymphsystems spielt. Es wurde entdeckt,
als bei Tumor- Mausmodellen unter TNFoa-Behandlung Tumorzellen starben (Loffler et al. 2007).
TNFa ist als pleiotroper, proinflammatorischer Signalstoff an lokalen und systemischen Entziin-
dungen, sowie an der Regulation der am Entziindungsort ablaufenden Prozesse (Apoptose,
Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Ausschittung weiterer Zytokine) beteiligt.

Das Zytokin wird hauptsachlich von Makrophagen (aber auch von Lymphozyten, Mastzellen,
Endothelzellen, Fibroblasten) produziert. TNFa hat Einfluss auf die Induktion von Fieber (durch
die Produktion von Pyogenen), auf den Fettstoffwechsel, die Blutgerinnung, Insulinresistenz und
Endothelfunktion. Auferdem induziert es in der Leber die Produktion von positiven Akut-Phase-
Proteinen und ist ein Phagozytosestimulus fir Makrophagen. TNFa fordert die Migrationsfahig-
keit von Granulozyten aus der Blutbahn in entzundliches Gewebe und induziert vor Ort die
Cyclooxygenase-Synthese (COX), was die Schmerzempfindungen der RA-Patienten erklart
(Beutler 1999; Loffler et al. 2007). Die TNFa-Wirkung im Zuge der Akut-Phase-Reaktion ist in
Abbildung 3 gezeigt (Dayer 2002).

- { @ TRF
— . P | pALB
4 APO-A1
/ : % REP
Liver
CRP
ORO
IL-1 entziind-

IL-6 licher
Makroph D Stimulus FIB
@ agenakti
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Abbildung 3:  Ablauf der natirlichen Akut-Phase-Reaktion bei Antigen-Stimulation.
Nach Makrophagenaktivierung und Zytokinspiegelanstieg werden in der Leber positive Akut-Phase-
Proteine gebildet. Die Produktion negativer Akut-Phase-Proteine nimmt ab (Dayer 2002, S.13).

In der Zirkulation gibt es I8sliches und membrangebundenes TNFa. Enzymatisch kann memb-
rangebundenes in freies TNFa umgewandelt werden. Fir freies TNFa existieren zwei Rezepto-
ren (R). Es gibt den TNFa-R1 mit einer Todesdomane (death domaine, p55R) und den TNFa-
R2 (p75R), wobei freies TNFa seinen grofiten Aktivtatsanteil Uber den TNFa-R1 bewirkt. Die
Wirkung von TNFa (sowohl am Rezeptortyp 1 als auch 2) miindet in den Signalweg des nuclear-
factor-kappa-light-chain-enhancer von aktivierten B-Zellen (NFkB). Der NFkB-Signalweg aktiviert
im Zellkern Gene zur Expression proinflammatorischer Zytokine. Ausschlie3lich Uber die Aktivie-
rung des TNFa-R1 kann durch Enzyminduktion von Caspasen eine Zellapoptose ausgeldst
werden. Der TNFa-R2 kann nur von membrangebundenem TNFa aktiviert werden. Von R2
ausgehend wird sowohl der Apoptoseweg aktiviert, als auch ber NFkB eine Entziindungsreak-

tion hervorgerufen (Beutler 1999; Loéffler et al. 2007).
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Bei der RA findet die Gelenkzerstérung vor allem in der Initialphase der Erkrankung statt. Eine
starke Aktivierung der Synovialzellen findet vor Manifestation der klinischen Symptome statt und
persistiert zusammen mit der Aktivierung von Entziindungszellen (Lambrecht et al. 2008). Im
frihen Stadium der RA kommt es im Rahmen der Entziindungsreaktion zu einer massiven
Verdickung der Synovia, es resultiert eine Verschmalerung des Gelenkspalts und es kommt
aufgrund einer erhdhten Osteoklastenaktivitat zur Demineralisation von Knochen (Takayanagi et
al. 1997).

Im Verlauf einer RA entwickelt sich im Rahmen einer Entziindungsreaktion eine starke Verdi-
ckung der Synovia (Pannusbildung). Durch die Aktivierung des mesenchymalen Gewebes
kommt es zu Knochenerosionen, Synoviaverlust und in der Folge zu Bewegungsunfahigkeit.

Die Zellen des Pannusgewebes (Pannuzyten) entwickeln eine Autonomie, aus der eine Art
Kontrollverlust des Immunsystems Uber die Entzindungskaskade entsteht. Sowohl beim Ge-
sunden als auch beim Kranken hat TNFa pleiotrope Wirkungen (Beutler 1999; Choy and Panayi
2001). Im spaten Stadium der RA ist die Bewegungsfahigkeit des Gelenks stark beeintrachtigt
und die Synovia aufgrund persistierender entzlindlicher Prozesse nahezu vollstandig abgebaut.
Abbildung 4 fokussiert die Effekte von TNFa.
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Abbildung 4: TNFa hat eine zentrale Rolle in der RA-Pathogenese.
Die RA-Hauptmanifestationen, die durch TNFa verursacht werden, auRern sich zusammengefasst in
einer Synovialitis und Pannusbildung, einer entziindlichen Destruktion von Gelenkknorpel und Kno-
chen, in lokalen Schmerzen durch die Induktion der COX und nicht zuletzt in systemischen Manifesta-
tionen (Anstieg der Akut-Phase-Proteine und systemischer Entziindungszeichen wie BSG und CRP).
Quelle: Online-Portal http://www.tiz-info.de/info/biologischetherapie/was-ist-tnf-alpha/ am 02.04.2010

1.1.3 Klinik und Diagnose

Die typische Symptomatik der RA sind symmetrische polyartikulare Schmerzen, Steifheit,

Uberwarmung und Schwellungen der Gelenke, wobei zunéchst die kleinen Finger- und Zehen-

gelenke, spater auch die groRen Gelenke betroffen sind. Besonders morgens ist die Beweglich-
12
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keit eingeschrankt (Morgensteifigkeit). Abbildung 5 zeigt ein flir die RA pathognomonisches Bild

einer Knochen- und Gelenkdeformationen der Hande.

Abbildung 5:  Klinisches Bild bei schwerer Verlaufsform der RA.

Bild A zeigt, dass es bei einer unbehandelten und schweren Verlaufsform der RA zu einer Uberstre-
ckung der Fingermittelgelenke und Beugestellung der Fingerendgelenke kommt (,Schwanenhalsde-
formitat). Bereits in friheren Stadien imponieren die Hande von RA-Patienten mit geschwollenen,
druckschmerzhaften und funktionsuntlichtigen Gelenken. Zudem sind in 20 % der Falle subkutane
Rheumaknoten an Fingern und Ellenbogen charakteristisch.

Bild B zeigt die typische Ulnardeviation im Spatstadium der RA, welche sich im Réntgenbild verifizie-
ren lasst (Renz-Polster et al. 2004, S. 1015).

Meistens ist der Ausbruch der RA nicht datierbar, denn die Schmerzen und Schwellungen
entstehen Uber Wochen und Monate. Unspezifische allgemeine Krankheitssymptome wie
Schwache, Leistungsabfall, Nachtschweil3, Anorexie oder Mudigkeit treten als Begleiterschei-
nungen auf. Durch die ungebremste und nicht behandelte Entziindungsreaktion sind allerdings
nicht nur die Gelenke betroffen, sondern auch innere Organe. Bei diesen sogenannten ,extraar-
tikuldren Manifestationen® kénnen

- die Augen (Skleritis, Episkleritis, Trockenheit, Sjogren-Syndrom)

- die Lunge (Pleuritis, Pleuraerguss, Lungenfibrose, subpleurale Rheumaknoten)

- die Haut (Rheumaknoten, Hautulzera, neutrophile Dermatitis),

- die Muskeln (Synovitis, Myositis, Vaskulitis),

- das Skelett (Osteopenie),

- die Niere (sekundare Amyloidose, Medikamententoxizitat),

- die Milz (Splenomegalie),

- das Herz (Perikarditis, Myokarditis),

- und das hamatologische System (Anamie, Leukozytose oder Trombozytose) betroffen

sein (Mielants and Van den Bosch 2009).

Die Krankheitsaktivitdt und Progredienz der RA werden mit dem DAS28, durch radiologische
Veranderungen und spezifische Laborparameter wie z.B. CRP, BSG, Anti-CCP und Anti-MCV
Uberwacht (Abschnitt 1.1.3.2).

1.1.3.1 Klinische Diagnostik

Fur die Diagnosestellung werden die typischen RA-Symptome, klinische Untersuchung, Labor
und Rdntgenbild genutzt. Bereits 1987 hat das American College of Rheumatology (ACR)
klinische Kriterien zur Diagnose von RA festgelegt, wobei mindestens vier von sieben auftreten

und mindestens sechs Wochen lang Bestand haben mussen (Tabelle 1).

13



Einleitung

Tabelle 1: ACR-Kriterien zur Diagnose der Rheumatoiden Arthritis
Mindestens vier ACR-Kriterien miissen fiir die RA-Diagnose erflillt sein (Arnett et al. 1988).
Morgensteifigkeit der Gelenke von mehr als einer Stunde
Arthritis an drei oder mehr Gelenken (Hand-, Ful3-/Fingergelenke, Ellenbogen, Knie, Sprunggelenk)
Arthritis an den Gelenken der Finger und des Handgelenks
Symmetrische Verteilung der betroffenen Gelenke
Subkutane Rheumaknoten
Positiver Rheumafaktor
Radiologische Veranderungen (Finger- oder Handgelenk)

N oo h WON -

Fur die Messung der Krankheitsaktivitat kommt eine Formel zum Einsatz, die anhand empiri-

scher Daten von RA-Patienten entwickelt wurde.

DAS28 = 0.56-/druckschmer zha fteGelenke+0.28-\/geschwolleneGelenke+0.70-In( BSG)+0.014- Krankheitszustand

In der sogenannten DAS28-Formel werden 28 definierte Gelenke in Hinblick auf Schwellung und

Schmerzempfinden beurteilt (Abbildung 6).

Abbildung 6: 28 Gelenke werden zur Erstellung des DAS28 untersucht und klassifiziert.
Besondere Aufmerksamkeit wird dabei den Gelenken der Finger und des Handgelenks zugemessen,
da diese Gelenke bei der RA haufig besonders schwer betroffen sind. Quelle: www.gp-
training.net/rheum/ra.htm am 02.04.2010

Zusatzlich zur Betrachtung der Anzahl geschwollener und schmerzhafter Gelenke werden die
Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und der subjektiv angegebene Gesundheitszustand des
Patienten in die Formel mit eingerechnet.

Die Veranderung des DAS28 wird auch zur Beurteilung der Therapiewirksamkeit benutzt. Ein
DAS28 von 0 bis 3.2 gibt eine geringe, ein DAS28 von 3.2 bis 5.1 eine mittlere und Werte von
5.1 bis 10 eine hohe Krankheitsaktivitat an.

Nach den Kriterien der EULAR liegt bei einer DAS28-Verbesserung von mindestens 0.6 ein
moderates Therapieansprechen vor. Bei Verbesserung um 1.2 liegt ein gutes Ansprechen vor
und der Patient wird als responder klassifiziert (van Gestel et al. 1999). Zusatzlich zur Beurtei-
lung der Krankheitsaktivitat mittels DAS28 werden Veranderungen im Rontgenbild festgehalten.

Aulerdem gibt es RA-spezifische Laborparameter zur Diagnose und Krankheitsiiberwachung.

1.1.3.2 Labordiagnostik

Fur die Diagnose der RA ist eine umfangreiche laborchemische Analyse des peripheren Blutes
wichtig. Es werden BSG, CRP sowie spezifische Autoantikdrper bestimmt. Die Qualitat eines
Markers wird durch Sensitivitat und Spezifitdt bestimmt. Dabei spiegelt die Sensitivitat den

prozentualen Anteil der ,richtig erkannten Patienten® wider, bei denen die RA tatsachlich vorliegt
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und die mit Hilfe der Marker detektierbar waren. Die Spezifitdt zeigt den Anteil der als ,gesund
zu erkennenden Untersuchten® (richtig-negatives Testergebnis).

Der erste rheumatologische Biomarker war der Rheumafaktor (RF). Seine Entdeckung und
Bedeutung zur Diagnosestellung begann im Jahr 1937 und seine klinische Anwendbarkeit wurde
viel untersucht (Rose et al. 1948; Waaler 2007). Es konnte gezeigt werden, dass es sich bei
Rheumafaktoren um Autoantikorper der Subklassen Immunglobulin M (IgM), IgG, IgA und IgE
handelt. Diese Immunglobuline richten sich gegen Epitope des F.-Fragment des korpereigenen
IgG (Bennett et al. 2008). Ein positiver RF ist bei vielen rheumatischen und nicht-rheumatischen
Erkrankungen messbar und deswegen kein Beweis fir die RA.

RA-spezifischer sind Antikdérper gegen citrullinierte Proteine (ACPAs). ACPAs sind gegen
Proteine gerichtet, bei denen das Enzym Peptidylarginindeiminase (PAD) die Aminosaure
Arginin zu Citrullin umgewandelt hat (Cantaert et al. 2006). Es handelt sich dabei um eine

posttranslationale Modifikation.

Ji /ﬁ\
HaN NH OH ——»  H;N NH OH
PAD
NH, NH,

Arginin Citrullin
Der Grund fiir die Citrullinierung von Proteinen und die folgende Produktion von Autoantikérpern
gegen citrullinierte Aminosauren ist bisher jedoch nicht gefunden worden. Im Zeitraum von 1964
bis 1995 wurden viele Forschungsvorhaben zur Nutzbarkeit von spezifischen Antikorpern gegen
RA-spezifische Proteinstrukturen unternommen. Alle Tests der neuen Antikorper wie z.B. die
Anti-perinukledaren-Antikdrper (APF) und Anti-Keratin-Antikorper (AKA) waren wenig sensitiv
(Nienhuis and Mandema 1964; Sondag-Tschroots et al. 1979; Scott et al. 1981).
1995 wurde nachgewiesen, dass sowohl der APF als auch der AKA citrulliniertes Filaggrin als
Epitop erkannten (Sebbag et al. 1995). Nun war es mdglich, die Analysen mittels Immunoblot
und enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) auf Basis eines Anti-Filaggrin-Antikérpers
durchzufiihren (Nogueira et al. 2001). Der ELISA-Test bot Vorteile in der Quantifizierung und
Reproduzierbarkeit und es gelang erstmalig der Nachweis in einer Studie, dass das Vorhanden-
sein von Citrullin fUr die Antigenitat und Autoimmunreaktion bei der RA verantwortlich ist.
Mit einem Fragment des Filaggrins wurden ab 1998 die Versuche ausgeweitet. Ein synthetisch
hergestelltes, citrulliniertes Peptid wurde in mehreren Schritten in seiner Antigenstruktur opti-
miert und die Peptidsequenz von Filaggrin zum cyclic citrullinated peptide (CCP) zyklisiert. Nach
zahlreichen Optimierungsschritten wurde die Sensitivitat der Peptide auf 80 % und Spezifitat auf
98-99 % erhoht. Dieser Test wurde CCP2-ELISA genannt (Fernandez-Suarez et al. 2005).

Die gemessenen CCP-Titer lielen eine Korrelation mit dem Krankheitsverlauf vermuten und
wiesen sogar auf einen Ausbruch der Erkankung hin, obwohl der Proband noch keine RA-

Symptome hatte (Rantapaa-Dahlqvist et al. 2003; Vencovsky et al. 2003; Agrawal et al. 2007).
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Zur Frihdiagnostik wurde der Antikérper gegen modifiziertes citrulliniertes Vimentin (Anti-MCV)
eingefiihrt. Anti-MCV-Antikérper wurden 1994 entdeckt, gehéren zur ACPA-Gruppe (Despres et
al. 1994) und erkennen als Antigen citrulliniertes Vimentin (Vossenaar et al. 2004). Der Anti-
MCV-Test korreliert besser als der CCP-Titer mit dem radiologischen Verlauf (Mathsson et al.
2008). Obwohl hohe Spezifitaten vorliegen und der Anti-MCV-Test sowie CCP1 und CCP2
Anwendung in der klinischen Routineanalytik finden, ist die Definition des Epitops, gegen
welches sich die Tests richten, weiterhin unklar. Es muss sich bei dem Epitop um modifizierte
Formen von Intermediarelementen des Zytoskeletts (Vimentin und Filaggrin) handeln. Warum
und an welchen Stellen der Zytoskelettproteine die Modifikationen stattfinden, ist genauso
ungeklart, wie ihr Einfluss auf die Pathogenese der RA.

Derzeit ist die RA-Diagnose durch klinische Tests, radiologische Befunde und die Labordiagnos-
tik (BSG, RF, Anti-CCP, Anti-MCV) zuverlassig und durch Studien hinreichend validiert.

Doch zur Vorhersage, ob eine Therapie mit TNFa-Antagonisten erfolgversprechend ist, sind die

bisher etablierten Antikorper und Laborparameter nicht nutzbar.
1.1.4 Therapie

Grundsatzlich kommen zur Schmerzbehandlung NSAR (lbuprofen, Diclofenac) zum Einsatz. Sie
bewirken Uber die Hemmung der COX, dass keine Prostaglandine synthetisiert werden (Analge-
sie). Des Weiteren kommen Glukokortikoide zum Einsatz, die immunsuppressive und entzin-
dungshemmende Wirkung haben. Sie hemmen die Synthese der proinflammatorischen Zytokine
(IL-1, TNFa) in Makrophagen und vermindern auch die Genexpression der COX. Aullerdem
vermindern Glukokortikoide die Synthese von IL-2 und damit die Selbstunterhaltung von Auto-
immunreaktionen (IL-2 gesteuerte T-Zellaktivierung, MHC-II-Expression). NSARs und Glukokor-
tikoide beeinflussen den Verlauf bzw. den Progress der RA nicht.

RA-Patienten sollten schnell nach Diagnosestellung mit sogenannten disease-modifying an-
tirheumatic drugs (DMARDs, z.B. Methotrexat als Folsdureantagonist) behandelt werden
(Newsome 2002). AuRRerdem kann Leflunomid eingesetzt werden was duch die Hemmung der
Pyrimidinbasensynthese die Proliferation aktivierter T-Zellen vermindert. DMARDSs greifen in den
Entzindungsprozess ein und kdbnnen den Progress der RA verlangsamen.

In der nachsten Behandlungsstufe kommen die genannten Biologika, z.B. TNFa-Antagonisten
wie Adalimumab, Infliximab und Etanercept, zum Einsatz. Es handelt sich um Molekile biologi-
schen Ursprungs, die auf die Wirkung des proinflammatorischen Zytokins TNFa Einfluss neh-
men. Dabei kommen Fragmente von rekombinanten humanisierten monoklonalen Antikérpern
(Adalimumab, Infliximab) oder aber Rezeptorantagonisten (Etanercept) auf Basis von rekombi-
nanten Proteinen zum Einsatz, welche durch kompetitive Bindung mit dem jeweiligen Liganden
(TNFa oder seinem Rezeptor) gezielt den TNFa- Spiegel senken. Ein weiteres Biologikum ist
Anakinra, ein IL-1-Rezeptorantagonist (Mertens and Singh 2009). Die Therapiemdglichkeiten
und deren Nebenwirkungen sind in Tabelle 2 dargestellt (Willburger et al. 2006).
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Tabelle 2. Pharmaka zur RA-Behandlung und deren Nebenwirkungen
(Deutsches Arzteblatt, Jan 2006, S. A51).

Pharmakon Haupt-Nebenwirkungen
Methotrexat Knochenmarkssuppression, Hepatotoxizitat, Alopezie, Pneumonie, Stomatitis, hamatologische
Erkrankungen
Sulfasalazin Knochenmarkssuppression
Leflunomid Diarrh6, Alopezie, Exanthem, Immunsuppression
Etanercept Immunsuppression (Infektion)
Infliximab Nur in Kombination mit MTX, siehe MTX, Immunsuppression, Lymphome
Adalimumab Immunsuppression (Infektion)
Anakinra Immunsuppression (Infektion)

1.1.4.1 Das Biologikum Etanercept

Das Biologikum Etanercept (ETA) ist ein gentechnologisch hergestelltes, I6sliches Rezeptor-
Fusionsprotein, das aus zwei Teilen besteht. Das Protein besteht aus einem Tragermolekdl, auf

das ein Antikorper gekoppelt ist (Abbildung 7).

*

TSLTNF-alpha

Abbildung 7:  Schematischer Aufbau des ETA-Molekills.
Das chimare Molekil besteht in der Basis (blau) aus dem konstanten F.-Teil des humanen IgG-
Proteins. An das Tragermolekil (produziert in den Ovarialzellen des chinesischen Hamsters), sind
zwei Bindungsdomanen (violett) fiir TNFo gekoppelt, die den natiirlichen p75-Rezeptoren nachemp-

funden sind. An dieser Domane bindet das im Blut zirkulierende TNFa (Wyeth 2009). 02.04.10
http://www.rheuma-online.de/medikamente/etanercept-enbrel/info/aufbau-von-etanercept.html

Da bei der RA erhdhte TNFa-Spiegel sowohl im Serum als auch in der Synovialflissigkeit zu
finden sind, ist das therapeutische Hauptziel, den TNFa-Uberschuss aus der Zirkulation und
vom Entziindungsort zu eliminieren (Nestorov 2005). Durch Bindung des zirkulierenden TNFo

wird die Auslésung der proinflammatorischen Kaskade in Zielzellen verhindert (Abbildung 8).

TNF-u

—_—
dockt an

léslicher Rezeptor
mit angedocktem TNF-a.

kein Signal

Abbildung 8:  ETAist ein zirkulierendes, synthetisches TNFo Rezeptor- Fusionsprotein.
ETA verhindert die Bindung von freiem TNFa an seinen naturlichen Rezeptor und verhindert somit die
Auslosung der Entziindungskaskade bei der RA. Quelle am 02.04.2010: http://www.rheuma-
online.de/medikamente/etanercept-enbrel/info/der-wirkmechanismus-von-etanercept.html
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1.2 Biomarker

1.2.1 Biomarkerdefinition

Ein Biomarker, der in der Klinik Anwendung finden soll, muss in Proben bestimmbar sein, die
leicht vom Patienten zu gewinnen sind. Viele Krankheiten gehen von einem bestimmten Organ
aus, so sind bei der RA besonders die Gelenke betroffen. Da in der Rheumatologie die patholo-
gischen Gelenksveranderungen im Mittelpunkt stehen, wird konsequenterweise neben dem
Serum auch Gewebe aus dem Gelenk intensiv in Studien untersucht (Lambrecht et al. 2008).

Die Probenentnahmen mittels Biopsie sind mit groRem Aufwand und hohem Infektionsrisiko
verbunden. Deutlich sicherer in der Entnahmetechnik ist die Gewinnung von Korperflussigkeiten
(Blut, Urin oder Speichel). Die klinische Routinediagnostik greift bereits seit Jahrzehnten auf das
Medium des Serums zurlick. Ein Biomarker in leicht zu erreichenden Medien wie Serum wére
wlnschenswert. Abbildung 9 zeigt das aktuelle Konzept der RA-Pathogenese und den ge-
wilnschten Einsatzort von Biomarkern. Im Fall der RA sollten Biomarker eine Entzindung

frihzeitig anzeigen und Hinweise auf die anzuwendende Therapieart geben (Pratt et al. 2009).

4: Early RA phenotype
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Abbildung 9:  Pathogenese und Einsatzmoment von Biomarkern bei RA.
Ein RA-Biomarker soll es ermdglichen, den Verlauf der RA abzuschéatzen. Er soll z.B. anzeigen, dass
eine Behandlung mit zytokinneutralisierenden Antikérpern Aussicht auf Erfolg hat (Pratt et al. 2009,
S.42). Von einem Biomarker wird erwartet, dass er objektiv messbar und schnell evaluierbar ist. Er
sollte als Indikator flr ein pharmakologisches Ansprechen auf eine Therapie nutzbar sein (Atkinson et
al. 2001).

Durch den enormen Wissenszuwachs und die schnelle Entwicklung im Bereich der Mas-
senspektrometrie (MS) ist die Biomarkerdetektion mittlerweile eines der Hauptaufgabengebiete
der klinischen Proteomics geworden. Dabei stellt die Analyse des Proteoms von humanen
Kérperflissigkeiten einen der aussichtsreichsten Ansatze bei der Entdeckung neuer, proteinba-

sierender Biomarker dar (Aebersold and Goodlett 2001).
1.2.2 Biomarkerdetektion mit Hilfe von Proteomics

Mit Hilfe etablierter proteomischer Methoden sollen im vorliegenden Projekt Serumproteine
identifiziert werden, um vor der ETA-Therapie zukinftige responder von non-respondern unter-
scheiden zu kénnen.
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Der Einsatz von Proteomics in der medizinischen Forschung fokussiert sich auf quantitative
Veranderungen von Proteinexpressionsmustern um Schlussfolgerungen fir Diagnostik, Thera-
pie, Medikamentenentwicklung und Therapieliberwachung zu erméglichen (Schrattenholz 2001).
Die systematische Analyse des Proteingehalts von Zellen, Geweben und Kérperflissigkeiten
steht bei Proteomics im Mittelpunkt. Das Proteinprofil wird als dynamisch und durch zahlreiche
intra- und extrazellulare Stimuli veranderbar beschrieben. Die proteomische Analyse stellt eine
vielversprechende und vor allem nicht-invasive, zukunftstrachtige Technik zur Betrachtung der
Veranderung des Proteoms dar und kann zur Diagnose- und Prognosestellung sowie flir das
Therapieiberwachung wertvolle Informationen liefern. Mit der Entdeckung krankheitsspezifi-
scher Proteine erhofft man sich neue Therapieziele im Sinne von Biomarkern flr Intervention,
Therapietberwachung und individuelle Interventionsstragegie zu finden. Es wird problematisiert,
dass durch weitere Verbesserungen und Standardisierung der Labormethoden ein Einsatz von
Proteomics im klinischen Alltag erst noch etabliert werden muss. Derzeit ist es mit Proteomics
zwar moglich Unterschiede bei vielen Erkankungen zwischen ,physiologisch® und ,pathologisch*
zu erkennen, die Lucke zur klinischen Anwendbarkeit in der Routinediagnostik sei aber noch zu
schliel3en (Muller et al. 2007).

Coombes und Morris definieren ein klares Ziel fur Proteomicsstudien. Es gehe darum mit den
verschiedenen Methoden Biomarkerprofile im menschlichen Proteom zu finden und diese
Proteine fir die Krankheitsiiberwachung oder sogar als therapeutisches Ziel nutzbar zu machen
(Coombes et al. 2005). Darlber hinaus formuliert die Arbeitsgruppe von Emilio Camafeita fir
den Einsatz von gelbasierten und gelfreien proteomischen Forschungsmethoden bei Erkrankun-
gen des rheumatischen Formenkreises das Ziel einer besseren Beschreibung des zugrunde
liegenden Krankheitsmechanismus und die Detektion von Biomarkern zur Vorhersage des
Ansprechens oder Nicht-Ansprechens auf spezifische medikamentdse Behandlungskonzepte
(Camafeita et al. 2009). Die Entdeckung eines Biomarkers mit den oben aufgezahlten Charakte-
ristika und der Eigenschaft differenzieren zu kédnnen welcher RA-Patient auf eine Therapie mit
ETA ansprechen und welcher nicht ansprechen wird, ware ein grol3er Erfolg fir Proteomics in
der Rheumatologie. Den Proteomicsansatzen gilt ein hohes Interesse in der Rheumatologie,
wobei die Verknupfung der gelfreien und gelbasierten proteomischen Methoden favorisiert wird
(Meri and Baumann 2001; Lambrecht et al. 2008; Tilleman and Deforce 2008).

1.2.3 Proteom

Das Proteom ist das dynamische Proteinexpressionsmuster auf Basis des Genoms. Es wird
durch zahlreiche Umweltbedingungen (Zellmilieu, Gewebeeigenschaften, Organismusstruktur)
verandert. Der Begriff Proteom bezieht sich immer auf eine Momentaufnahme des Proteinex-
pressionsmusters einer Zelle oder einer Korperflissigkeit zu einem bestimmten Zeitpunkt unter
genau definierten Bedingungen und schlief3t alle Proteinisoformen und Proteinmodifikationen mit

ein (Tilleman et al. 2005 a). Die umfassendere Definition des Begriffes Proteom berlcksichtigt
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besonders die Abhangigkeit des Proteinprofils von Umweltbedingungen und postuliert, dass das
alte Paradigma ,Ein Gen- ein Protein“ als Uberholt einzuschatzen ist. Das Genom ist eher als
statisches Gebilde zu beschreiben, wahrend das Proteom dynamische Eigenschaften hat

(Muller et al. 2007). Ein einfaches Beispiel, um die Bedeutung des Wortes Proteom auf den

Punkt zu bringen, ist die Metamorphose der Raupe zum Falter (Abbildung 10).

W)

.

Abbildung 10: Metamorphose von der Raupe zum Falter.
Beide haben ein identisches Genom, wahrend die Expression der Proteine (Proteom) véllig ver-
schieden ist. Bildquelle: http://www.proteincenter.rub.de/start.ntm am 02.04.2010

Das Genom und die codierende Sequenz sind lediglich die verhaltnismaRig Uberschaubare
Basis aller moglicher verschiedenartiger Proteome. Das Proteom unterliegt durch die posttrans-
lationalen Modifizierungen (PTM) wie Glykosylierung, Acetylierung, Phosphorylierung, Hydroxy-
lierung, Gammacarboxylierung, Citrullinierung uvm. einer groflen Variabilitdt. Es entstehen bis
zu 10 Mio. verschiedene Proteine (Meri and Baumann 2001; Schrattenholz 2001). Abbildung 11

zeigt schematisch die Vielfaltigkeit des Proteoms.
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Dimensionen von Genom und Proteom.

Das Proteom beschreibt die Gesamtheit aller Proteine zu einem bestimmten Zeitpunkt und unter be-
stimmte Bedingungen. Proteomics ist die Analyse des Proteoms, welches auf Basis des Genoms
ausgepragt ist (Wasinger et al. 1995). Die aktuelle Definition von Proteomics ist umfassender (1.2.3).
Aus den ungeféhr 22.000 ,statischen“ Genen, die durch Art und Abfolge von Nukleotiden definiert
sind, kdnnen in Abhangigkeit multipler Umweltparameter viele Proteine entstehen. Das Proteom ent-
steht durch das An- oder Abschalten von Genen, durch Variabilitat in der Translation, durch alternati-
ves splicing uvm. Auf Proteomebene kénnen zusatzlich durch > 300 verschiedene PTM bis zu
500.000 mégliche Proteincharakteristika (de Hoog and Mann 2004).
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1.2.3.1 Posttranslationale Modifikationen

Oligosaccharidketten eignen sich zur Kodierung biologischer Informationen, denn durch das
Hinzufligen einer Zuckerstruktur an ein Protein werden Proteineigenschaften und Funktionen
wie Faltung, Sekretionsvorgange, Serumhalbwertszeiten, Ligand- und Rezeptorinteraktionen,
Zell-Matrix-Wechselwirkungen, Proteinlokalisation und Signaltransduktion verandert (Gornik et
al. 2006). Die Proteinmodifikationen sind nicht im Genom kodiert, sondern entstehen wahrend
bzw. nach der Proteinbiosynthese. Es sind chemische Modifkationen, bei denen Zuckerstruktu-
ren durch kovalente Proteinbindungen addiert werden. Auch die Umwandlung einer Aminosaure
in eine Zweite ist eine PTM: so etwa die Umwandlung von einer proteinogenen Aminosaure
(Aspargin) in eine nicht-proteinogene (Citrullin) (Meri and Baumann 2001). An der Zelloberflache
dienen Zuckermolekile als Identifizierungsstrukturen. Sie markieren Zellen als ,selbst® oder
ofremd“ und machen es dem Immunsystem mdglich, potentiell bedrohliche Strukturen (z.B.

Bakterienlektine) zu erkennen und anzugreifen (Gornik et al. 2006).

Die Analyse von PTM enthiillt wichtige Proteineigenschaften, wie z.B. eine erhdhte Antigenitat,
die zur Entwicklung von Autoimmunreaktionen fihren kénnen. Die physiologischerweise beste-
hende Toleranz gegentber ,selbst-Protein“ kann durch PTMs gebrochen werden und flir Erkan-
kungen pradisponieren (Meri and Baumann 2001).

Zuckerstrukturen sind auch aus therapeutischer Sicht interessant, denn z.B. durch das Addieren
von Zuckerstrukturen (syn. glykosylieren) an rekombinates Erythropoetin (EPO) verlangert sich
seine Plasmahalbwertszeit, so dass es an der renalen Ausscheidung gehindert wird und in
glykosylierter Form biologisch aktiver ist (Gornik et al. 2006).

Ein Beispiel fur den Effekt einer dynamischen PTM ist die Methylierung oder Acetlyierung von
Histonprotein, was entscheidet, ob genetisches Material in der transkriptionell aktiven oder
inaktiven Form vorliegt. Durch eine Glykosylierung kann z.B. auch die Funktion von Zytokinen
und anderer extrazellularer Signalmolekule beeinflusst werden (Meri and Baumann 2001).

Die Glykosylierung ist die haufigste PTM und gilt als regulatorisch, weil durch sie die Faltung, die
Halbwertszeit, die Zell-zu-Zell Interaktionen und die Antigenitat von Proteinen beeinflusst wird
(Hamby and Hirst 2008). Oligosaccharide werden enzymatisch kovalent an Stickstoff (N)-Atome
in Proteinseitenketten gebunden, so dass co-translational mehr als 120 Varianten von Glykan-
ketten entstehen (Seo and Lee 2004). Glykanketten sind heterogen und komplex verzweigt und
enthalten als Oligosaccharide N-Acetylglukosamin, Galaktose und Sialsaure. Schon eine kleine
Veranderung der Glykoproteinstrukturen (Verlust von Sialsaure oder Galaktose) beeinflusst die
Proteinfunktion. Viele Krankheiten sind mit Veranderungen der Glykanstruktur assoziiert (Gornik
and Lauc 2008; Hamby and Hirst 2008).

Andert sich die Glykoproteinstruktur, verandert sich auch die Ladung eines Proteins und damit
seine Position im 2D-Gel. Sind viele Glykanketten vorhanden (starke Glykosylierung bedeutet

viel Sialsdure), kommt das Protein in der Gelelektrophorese in der Nahe der Anode im sauren
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Bereich zu liegen, da es viele negative Ladungen tragt. Weniger stark glykosylierte Proteine
wandern im elektrischen Feld eher in Richtung Kathode, da sie weniger negativ geladen sind als
stark glykosylierte Proteine.

Zusammenfassend liefert also die Proteomanalyse, im Gegensatz zur DNA/RNA Analyse, auch
Informationen Uber Proteinvariabilititen und bietet somit ein erweitertes Betrachtungs- und
Interpretationsspektrum bei der Erforschung von Erkrankungen.

Methodisch gibt es mehrere Ansatze zur Detektion von Biomarkern. Zentraler Bestandteil der
Analysen ist die massenspektrometrische Identifikation von Proteinen (Muller et al. 2007). Im

Folgenen werden gelfreie und gelbasierte Methoden mit ihren Vor- und Nachteilen dargestellt.
1.2.4 Uberblick iliber Proteomics-Methoden

In der Literatur werden hauptsachlich zwei methodische Untersuchungsansatze zur Analyse des

Proteoms thematisiert: die gelfreie und die gelbasierte Proteomforschung (Abbildung 12).

Strategien der Proteomanalyse ]

explarativ; explorativ:
Fokussierung auf Proteinidentifkation Fokussierung auf Hochdurchsatz
Gelbasiert Gelfrei
2D-5DS-PAGE SELDI
Vergleich der Vergleich von
Proteinmuster des Proteomprofils miz-Werten
1
1 1
{ Regulierte Proteine J ‘ MNicht regulierte Proteine ’
Trypsinverdau
{ \dentizierung mit MALDI J [ Mot i ’

Abbildung 12: Mdgliche methodische Vorgehensweisen bei der Proteomanalyse.
Bei der Biomarkersuche kann Serum mit gelfreien oder gelbasierten Methoden untersucht werden.
Die Erfolge gelbasierter und gelfreier Ansatze wurden in der Literatur miteinander verglichen. Es
wird hervorgehoben, dass beide methodischen Ansatze zu verfolgen sind, um ein gutes Ergebnis
bei proteomischen Analysen zu erreichen (Tilleman et al. 2005 a).

1.2.4.1 Gelbasierte Biomarkersuche

Die klassische Gelelektrophorese (2D-SDS-PAGE) mit anschlieRendem enzymatischen Verdau
der Proteine und ldentifizierung mittels Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Time-of-
Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS) wird erfolgreich zur Proteomanalyse eingesetzt.

Die physikalisch-technische Grundlage des gelbasierten Ansatzes und der Arbeit mit 2D-Gelen
beinhaltet die Trennung der Proteine nach ihrer charakteristischen Ladung (pl-Wert) und ihrer

molekularen Masse (M;), sowie ihre Charakterisierung und Identifikation (Muller et al. 2007).

Die klassische Variante der proteomischen Methoden ist die 2D-Gel-Elektrophorese. Sie wird als

anspruchsvoll beschrieben, hat aber wichtige Vorteile (Zimny-Arndt et al. 2009). Ein grundle-

gender Vorteil ist, dass mehr als 10.000 Proteinspots in einem Gel aufgetrennt werden kdnnen.
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2D-Gele haben also eine hohe Auflésungskraft, denn die Proteine liegen in den Formen vor, die
sie gerade in der Zelle oder Flissigkeit hatten.

Die 2D-Geltechnik bringt aber technisch verursachte Laufunterschiede von Proteinen bei
Einzelgelen mit sich. Laufunterschiede in 2D-Gelen, bei denen jeweils nur eine Probe aufge-
trennt wird, filhren dazu, dass die Proteinspots nur wenig vergleichbar sind und eine Quantifizie-
rung von Proteinregulationen nur mit geringer Signifikanz und hoher Standardabweichung
maoglich ist. In ein und demselben DIGE-Gel hingegen ist es moglich, zwei Proben gleichzeitig
auf Proteinregulationen zu untersuchen. Es ist eine gute direkte Quantifizierung der Proteinex-
pression und eine gute Ergebnisreproduzierbarkeit moglich. Proteine, die einen hohen Anteil
modifizierter Proteinseitenketten haben, unterscheiden sich in ihren Ladungseigenschaften. Das
bedeutet, dass PTM zu einem komplexen Proteinmuster im 2D-Gel fihren (Timms and Cramer
2008).

Die Starke der gelbasierten Proteomics ist die exakte Visualisierung von Proteinen und Proteini-
soformen, die sich nur gering in ihrer Ladung unterscheiden. Seit die besondere Rolle und
Bedeutung von PTM klar geworden ist, sind verschiedene Visualisierungsmdglichkeiten (Gelfar-
bungsmethoden) fur spezifische Phosphorylierungen oder Glykosylierung an Proteinen in 2D-
Gelen entwickelt worden (Tilleman et al. 2005 a). Der nachste klare Vorteil der gelbasierten
Variante ist, dass Proteine mit hoher Sensitivitat auch namentlich identifiziert werden kdnnen
(Zimny-Arndt et al. 2009).

Die 2D-Gele haben neben den genannten Vorteilen einen grofien Nachteil, der daran zweifeln
lasst, ob die Methode routinemaRig in Laboren zur Diagnostik genutzt werden kann. So wird
problematisiert, dass eine Idenfitikation von Proteinen mit 2D-Gelen methodisch zwar gut
maglich, jedoch wenig standardisiert und personal- und zeitintensiv ist (Muller et al. 2007).

Allen Positionen in der Literatur gemeinsam ist das Argument, dass bei dem zeitlichen Aufwand
fur die 2D-Gelerstellung zu wenig Proben analysiert werden kénnen um Einzug in die klinische
Routinediagnostik zu halten (Tilleman et al. 2005 a).

Aus methodischer Sicht lasst sich hinzufigen, dass die Auftrennung des humanen Serums
mittels 2D-Gelen auwendiges Unterfangen mit mehreren Arbeitsschritten ist. Das Blut Uber-
nimmt neben der Versorgung der Organe mit Sauerstoff auch den Transport von Nahrstoffen
und enthalt daher Lipide, Salze und freie Aminosauren. Die 2D-Gel-Methode birgt die Gefahr,
dass neben den zu untersuchenden Proteinen viele andere geladene und ungeladene Molekile

die elektrophoretische Auftrennung stéren.

1.2.4.2 Gelfreie Biomarkersuche

Unter den gelfreien Systemen der Biomarkerforschung ist surface-enhanced laser desorption
ionization (SELDI) ebenfalls eine wichtige Technik, die in den letzten Jahren ihre Anwendbarkeit

bei Studien mit hohen Patientenzahlen unter Beweis gestellt hat. Es handelt sich um eine
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Kombination von MALDI-TOF und der Anwendung chromatographischer Oberflachen auf
Tragern (chips), die durch verschiedene Liganden funktionalisiert wurden (Hutchens and Tai-
Tung 1993). Gebrauchliche Oberflachen sind Anionen- und Kationenaustauscher, hydrophobe
Liganden oder spezifische Antikorper, die auf die Oberflache gekoppelt sind. Komplexe Protein-
gemische wie Serum kdénnen mit SELDI in hoher Probenanzahl sehr schnell, genau und zuver-
lassig reproduzierbar analysiert werden. Dadurch, dass die Proteine aufgrund ihrer Struktur an
die Chipoberflache gebunden wurden, lassen sich mit SELDI die chemisch-funktionellen Eigen-
schaften der Proteine zeigen. Es kdnnen bekannte und unbekannte Proteine visualisiert werden,
die fir die Erkrankung relevant sind (Hutchens and Tai-Tung 1993).

Diese gelfreie MS-Technologie ermdglicht die Biomarkerdetektion direkt aus der einen halben
Mikroliter grolen Probe heraus, ohne vorherige Bearbeitung der Proben (Srinivas et al. 2001).
Dadurch, dass die Probenprazipitation und Konzentration in der Vorbereitung entfallt, kann mit
SELDI mit relativ geringem Aufwand eine hohe Analysezahl erreicht werden. SELDI hat deshalb
grolies Potential als automatisierte technische Analysemethode Einzug in die klinische Diagnos-
tik zu halten. Die SELDI-Technik hat aber den Nachteil, dass sie sehr teuer ist. Die SELDI-
Analyse braucht zudem eine sehr hohe Probenanzahl, um statistisch signifikante Ergebnisse zu
liefern. Ein weiterer Nachteil liegt darin, dass die in Biomarkerstudien mit SELDI ermittelten m/z-
Proteine nur als m/z-Werte angegeben werden, was die Einsetzbarkeit in der Routinediagnostik
einschrankt. Es bedarf aufwendiger Arbeitsschritte zur Proteinidentifizierung (Muller et al. 2007).

Beispiele fiir Biomarkerdetektion mit SELDI werden in Abschnitt 4.1.1 dargestellt.

1.2.5 Schlussfolgerungen fur Methodenwahl

Trotz der oben genannten Vorzige der gelfreien Proteomics gibt es Kritik gegenuber den
aktuellen SELDI-Studien, da die Kohorten bisher sehr klein und damit nicht zur Verallgemeine-
rung geeignet sind. Forscher suchen mit proteomischen Methoden nach Unterscheidungsmerk-
malen zwischen RA-Patienten und Gesunden und gehen davon aus, dass die ldentifikation
eines einzelnen Markers unrealistisch ist.

Die Detektion eines Biomarker-Sets gilt als wahrscheinlicher. Das Set sollte zur Patientenklassi-
fizierung und auch zur Uberwachung des Therapieerfolges nutzbar sein (Lambrecht et al. 2008).
Die Entwicklung von Proteomics zeigt den Trend, dass die proteomischen Techniken in Kombi-
nation zu benutzen sind, um mdglichst viel Gber biologische Systeme zu erfahren. Die These ist,
dass 2D-Gele und SELDI-Techniken komplementar zu betrachten sind (Zimny-Arndt et al.

2009). Daher kommen in diesem Projekt beide Verfahren zu Einsatz.

Unter dem Aspekt der kleinen Gruppengrofle von 13 Patienten zum Zeitpunkt der SELDI-
Analyse bot sich eine Untersuchung im orientierenden Sinne (Pilotstudie) an. Die Ergebnisse
mussen an einer groReren Kohorte validiert werden.

Der Fokus der Arbeit liegt auf der Analyse der Seren mit DIGE-Gelen.
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1.3 Zielsetzung

Das primare Ziel der vorliegenden Untersuchung ,Analyse prognostischer Faktoren flr die
TNFa-Antagonisten-Therapie bei Rheumatoider Arthritis* ist es, Anderungen des Serumpro-
teomprofils bei RA-Patienten unter TNFa-Antagonisten-Therapie mit Etanercept zu beobach-

ten, zu analysieren und Biomarker im Serum zu identifizieren.

Mit Hilfe eines prognostischen Proteinmarkers im Serum (moglicherweise in Kombination mit
anderen etablierten RA-Markern) soll es zukiinftig méglich sein, vor Therapiebeginn Patien-
ten zu bestimmen, die von einer ETA-Therapie profitieren werden. Mit Hilfe dieses Markers
kénnte ein Patient mit einer Blutentnahme und einer proteomischen Analyse bereits vor

Therapiebeginn als ETA-responder klassifiziert werden.

Zur Erreichung dieses Ziels werden zwei Wege verfolgt:

Im ersten Teil der Untersuchung wird nach Auftrennung der Seren in zwei Fraktionen (eine
Fraktion enthalt die 14 haufigsten Serumproteine, die andere Fraktion enthalt diese nicht)
mittels Immunaffinitdtschromatographie in 2D-Gelen, eine qualitative Serumanalytik von zwei
Gruppen (funf responder und finf non-responder), durchgefiihrt.

Die Visualisierung des Proteoms erfolgt mittels 2D-DIGE-Gelen.

Die Regulationsunterschiede zwischen den respondern und non-respondern auf Proteinex-
pressionsebene sind durch Anwendung des 2D-Delta Softwaretools analysierbar.

Er erfolgt die Darstellung des Proteoms mit DIGE-Gelen vor der Therapie mit ETA und unter
der Therapie (nach 12 und 24 Wochen)

Im zweiten Teil werden zur Ergebnisvalidierung die in den Serumgruppen als vermehrt
reguliert identifizierten Proteine mit Western Blot (1D und 2D) untersucht.

Erganzend zu den Western Blots werden selektive Spezialanfarbungen von auffalligen
Proteinmodifikationen (Glykosylierungen) in den Seren der responder und non-responder
durchgefiihrt.

Im dritten Untersuchungsteil wird im Sinne einer Pilotstudie nicht-depletiertes Serum mit der
gelfreien proteomischen Analysemethode SELDI auf das Vorliegen eines geeigneten Bio-

markers untersucht.

Im ldealfall lassen sich in allen Ansatzen (gleichartige) Proteine identifizieren, die es vor

ETA-Therapiebeginn ermoglichen responder von non-respondern zu unterscheiden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verbrauchsmaterialien

Alle Verbrauchsmaterialien wurden zur Sicherstellung von Sterilitdt und Reinheit als Einweg-
artikel verwendet. Falls nicht anders vorgegeben, wurden alle anderen Gerate bei einem

Wasserdampfdruck von zwei Bar bei 121 °C flr eine Stunde im Autoklaven sterilisiert.
2.1.1 Serum

In diesem Projekt wurden Serumproben analysiert. Das menschliche Serum ist eine Fraktion
des Blutes, denn dem Serum fehlen die korpuskularen Anteile und gerinnungsaktive Sub-
stanzen wie Prothrombin oder Fibrinogen. Albumin hat mit 67 % den grofiten relativen Anteil
am Serum, gefolgt von den Fraktionen der o4-, ay-, B-, y- Globuline. Serum hat eine Osmola-
ritdt von 281-297 mosmol/l und besteht zu 91 % aus Wasser, zu 7 % aus Proteinen und aus
Elektrolyten (2 %), Hormonen (1 %) und Nahrstoffen (Loffler et al. 2007).

Serum stellt ein schwierig zu analysierendes Proteingemisch dar. Serum enthalt eine sehr
grol’e Anzahl von Proteinen, die sich auch stark in ihren Konzentrationen unterscheiden. Die
reichlich vorhandenen (high abundant) Proteine Albumin, IgG und IgA, Transferrin, o-
Antitrypsin und Haptoglobin machen fast 75 % der im Serum befindlichen Proteine aus. Die
Konzentration allein von Albumin liegt bei etwa 35-50 mg/ml oder 35-50 x 10 ° pg/ml.

Neben den high abundant Proteinen enthalt das Serum auch Proteine, die sich nur in Spuren
nachweisen lassen (low abundant). Im Vergleich zu Albumin ist das Zytokin IL-6 im Serum
im Bereich von 0-5 pg/ml messbar und steigt sensitiv bei Entziindungen an. Dieser Ver-
gleich zeigt, dass sich Proteine im Serum in ihrer Konzentration um den Faktor 10 ° unter-
scheiden kénnen (Anderson and Anderson 2002). Da bei Raumtemperatur ein Fortschreiten
enzymatischer Abbauvorgange zu befirchten ist, wurden durch Aliquotierung Auftau- bzw.
Einfrierzyklen reduziert. Nach der Blutentnahme wurden die Serumproben aliquotiert, d.h.
auf 100 pl Einheiten aufgeteilt, um das Serum in kleinen Mengen bereit zu halten. Von jedem
Patientenserum wurden 500 pl Serum genutzt. Zur Erstellung der Gruppen ,responder” und
~hon-responder® werden je 5 Seren a 500 pl vermengt. Die Gesamtmenge von 2,5 ml Serum
wurde auf 100 pl Aliquots aufgeteilt und zusatzlich von jedem Patientenserum ein Aliquot

(100 pl) fur die SELDI-Analyse eingefroren. Die Lagerung der Proben erfolgte bei - 80 °C.
2.1.2 Chemikalien und Losungen

Die Chemikalien wurden von den Firmen Merck KGaA (Darmstadt), Roche AG (Mannheim),
Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim) und Bio-Rad GmbH (Miinchen) bezogen. MEK Ethanol
stammte aus der Apotheke der Universitdtsmedizin Géttingen. Reinstwasser (Milli-Q) wurde

aus einer Reinstwasseranlage der Firma Millipore (Billerica, USA) bezogen.

26



Material und Methoden

Proteinbiochemische Losungen

Bradford-Reagenz
BSA-Standard
Rehydratationspuffer

Aquilibrierungspuffer | (DTT)

Aquilibrierungspuffer Il (IAA)

Ampholyte-Stammlésung

1,5 M Tris-HCI pH 8,8

0,5 M Tris-HCI pH 6,8

Rotiphorese Gel 30 (37,5 :1)
Reinstwasser

APS-Lésung

TEMED

5 x Tris-Glycin Elektrophoresepuffer
20 x MOPS-Puffer

Transferpuffer

TBS

TBS-T

ECI-Reagenz Western Lighning® Plus
Fixierldsung
Coomassie-Farbeldsung

Lysepuffer

Pro-Q 300 Stain Kit
Pro-Q Components A und B

Antikorper

Name

Anti-Hp antibody

Katalog-Nr. H8636
Anti-Apolipoprotein C3
Katalog-Nr. 18-271-81023
Anti-Apolipoprotein A2
Katalog-Nr. 18-511-245354
Anti-Vitamin-D-binding-Protein
Katalog-Nr. ab65636

Marker

Marker 1
(Immunoblot)
Marker 2
(Elektrophorese)

Chromatographie

Buffer A Equil/Load/Wash
Buffer B Elution

Massenspektrometrie

Procines modifiziertes Trypsin
Trypsinpuffer

Bio-Rad, Miinchen

Fermentas Vilnius

Bio-Rad, Miunchen

Sigma 1 mg/ml in Milli-Q

8 M Harnstoff, 1 % (w/v) CHAPS, 0,2 % Ampholyte pH 3-
10, DTT 15 mM, Bromphenolblau 5 pl

6 M Urea, 0,375 M Tris-HCI, pH 8,8 2 % (w/v) SDS, 20 %
(w/v) Glycerin, 2 % (w/v) DTT , 0,001 % Bromphenolblau
6 M Urea, 0,375 M Tris-HCI, pH 8,8 2 % (w/v) SDS, 20 %
(v/v) Glycerin, 2,5 % (w/v) lodacetamid , 0,001 % Brom-
phenolblau

Bio-Lyte® pH 3-10, Bio-Rad, Miinchen

Bio-Lyte® pH 5-8, Bio-Rad, Mlnchen

181,71 g/l Tris-HCI

60,57 g/l Tris-HCI

Carl Roth, Karlsruhe

Ampuwa®, Wasser fur Injektionszwecke

10 % (w/v) Ammoniumpersulfat

Sigma-Aldrich, Steinheim

125 mM Tris, 1,25 M Glycin, 0,5 % (w/v) SDS

Bio-Rad, Miinchen

25 mM Tris-HCI, 186 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol
20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7,4

TBS + 0,02 % Tween-20

Perkin Elmer, Waltham

40 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsaure

Roti®-Blue (5x Konzentrat)

9,5 M Urea, 4 % (w/v) CHAPS, 50 mM DTT

Emerald-Gel

Vorratsldsung, Oxidationslésung

Host Hersteller
rabbit Sigma
rabbit Genway
rabbit Genway
rabbit Abcam

Precision Plus Protein Kaleidos-
cope Standard

Page Ruler™ Unstained Protein
Ladder

11 Agilent 5185-5987
11 Agilent 5185-5988

Promega, Mannheim
1 mM HCI
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Verdaupuffer
Entfarbeldsung
Entwéasserung
Extraktionslésung
Matrix

2.1.3 Gerate

Klvetten

Photometer

Kihlbare Tischzentrifuge
Ultrafiltrationskonzentratoren

Isoelektrisches Fokussiersystem
IPG-Streifen

Elektrophoresesystem
20cm x 20 cm

13cmx 8 cm

8 cmx 6 cm

Fertiggele Criterion®

Immunoblotsystem
Immunblotmembran
Filterpapier
Temperiereinheit
Spannungsquellen

Gelfarbeschalen
Rotationsschuttler
Ungekihlte Tischzentrifuge
Kihlbare Tischzentrifuge

Geldokumentationssystem
pH-Meter

Chromatographie

HPLC-System
Shimadzu LC-10-Serie

Depletionssaule
Ultrafiltrationskonzentratoren 4 ml
Ultraschallbad

Massenspektrometrie

MALDI-TOF
Massenflugzeitanalysator

10m mM NH,HCOs, Ca**

50 % (v/v) ACN in H,O

100 % ACN

60 % (v/v) ACN, 0,1 % (v/v) TFA in H,O
gesattigte 2,5-Dihydroxybenzoesaurelésung
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sarstedt, Nimbrecht
Perkin EImer, Waltham
Sigma, Osterode
Sartorius Stedim,
Gottingen

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen
GE Healthcare
Bio-Rad,Miinchen
Uniequip, Meadowpine
Bio-Rad, Miinchen
Gibco, Karlsruhe
LBB, Uppsala
Pharmacia, Uppsala
Nalgene, Rochester
Nalgene, Rochester
Roth, Karlsruhe
GFL, Burgwedel
Eppendorf, Hamburg

Sigma, Osterode

Fuijifilm, Disseldorf
Sartorius, Goéttingen

Shimadzu, Duisburg

Agilent, Boblingen
Agilent, Boblingen

Bradelin, Berlin

Applied Biosystems

Halb-Mikrokuvetten

Lambda 25

Sigma1-15PK, Rotor12132H
Vivaspin 15 5000 MWCO
Vivaspin 4 5000 MWCO
Protean IEF Cell

Ready Strip™ IPG-Streifen
11cm, pH4-7 und pH3-10NL

Protean II®

Criterion®
Mini-Protean®

12 % Bis-Tris IPG

10 % Bis-Tris IPG

12 % Bis-Tris 18-well
Mini Trans Blot Cell
Immobilon-P5® Membran
Whatman, Standard
Unijet 2

Power-Pack 1000
Power Supply PS3002
2301 Macrodrive 1
ECPS 2000/300
22,5x22,5¢cm
12,5x12,5¢cm

14,3 x 10 cm

GFL 3005

Centrifuge 5415D
Rotor 14198

Sigma 1-15PK

Rotor 12132-H

Fuji FLA 5100

Basic pH Meter pB-11

LC-10 AS

SIL-10 A

FRC-10A

CTO-10A

CBM-10A

SPD-MC10A

Agilent Hu-14, 4,6 x 10 mm

Vivaspin 5 000 MWCO

Sonorex Super

Voyager-DE STR
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2.1.4 Software

Gelbearbeitung und Auswertung

Delta 2-D Version 3.4 Decodon AG, Greifswald
Image J National Institutes of Health
Adobe Photoshop Adobe Systems GmbH
Adobe lllustrator Adobe Systems GmbH

Delta 2-D Version 3.4 Decodon AG

GraphPad Prism GraphPad Software Inc.
Microsoft Excel Microsoft Deutschland GmbH

2.1.5 Patientenkollektiv

Auf der Grundlage des positiven Ethikvotums (Antragsnummer 14/12/07) wurden in der
rheumatologischen Ambulanz der Universitatsmedizin Goéttingen seit April 2008 bis zum
Beginn der Laborarbeiten im Marz 2009 RA-Patienten nach der Aufklarung und Einwilligung
in Studie ,Analyse prognostischer Faktoren fur die TNFa-Antagonisten-Therapie bei Rheu-
matoider Arthritis“ eingeschlossen. Dem Studienplan folgend (Tabelle 3) wurde zunachst
eine Anamnese erhoben und die Ein- und Ausschlusskriterien erfasst. Die klinischen Werte
(DAS28, Laborkontrollen) wurden vor der Studie in Woche 0, nach Woche 4, 8, 12 und 24
erhoben. Die Serumproben fur die Durchfihrung der Serumproteomanalyse wurden zu

Studienbeginn, in Woche 12 und Woche 24 unter ETA-Therapie gesammelt.

Tabelle 3 Studienplan fir den Ablauf der Studie
Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4 Visite 5 Visite 6
screening | baseline VO | 4. Woche 8. Woche 12. Woche V5 | 24. Woche V6
Anamnese X
Demographie X
Untersuchung X X X X X X
Begleitmedikation X X X X X X
Studienaufklarung X - -
Vitalparameter X X X X X X
DAS 28 X X X X X X
HAQ Score X X X X X X
Nebenwirkungen X X X X
Roéntgen Thorax* X
Elektrokardiogramm X
Schwangerschaftstest X
Tuberkulin Test (MM) X -
Labor ** X X X X X X
Serum Proteomics - X - - X X

* Rontgen Thorax gliltig bis zu 6 Monate vor Studienbeginn
** grofles Blutbild, klinische Chemie (CK, ALT, AST, yGt, Glukose, Gesamtprotein, Kalium, Natrium, Calcium, Kreatinin,
Harnstoff, Harnsaure, CRP), BSG, Immunologisches Labor (RF, anti-CCP-AK)

Fir die Teilnahme an der Studie mussten die Patienten folgende Einschlusskriterien erflllen:

Das Mindestalter fir eine Teilnahme an der Studie betrug 18 Jahre und bei Frauen unter 45
Jahren musste ein negativer Schwangerschaftstest vorliegen, bzw. wahrend der Studienteil-

nahme eine adaquate Empfangnisverhitung gewahrleistet werden. Die definitive Diagnose
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der RA musste seit mehr als 6 Monaten laut ACR-Kriterien bestehen und einer funktionellen
Klasse 1-3 zuzuordnen sein (Hochberg et al. 1992). Der Patient musste mehr als drei
druckdolente und geschwollene Gelenke bei der kdrperlichen Untersuchung angeben und
die globale Einschatzung der Krankheitsaktivitdt anhand der visuellen Analogskala musste
kleiner als 40 mm sein. Wichtigste zu nennende Voraussetzung ist, dass der Proband auf die
Behandlung mit mindestens 10 mg/Woche MTX und ein weiteres Basistherapeutikum als
konventionelle Basistherapie nicht abgesprochen hat. Die einzuhaltende Auswaschphase fiir
konventionelle Basistherapeutika (Gold, Sulfasalazin, Azathioprin, Cyclosporin A, Cyc-
lophosphamid) betrug vier Wochen und drei Monate bei einer Vorbehandlung mit Leflunomid
sowie mit anderen Biologika (Infliximab, Adalimumab, Abatacept).

Die Kortikoiddosis musste innerhalb der letzten vier Wochen vor Studieneinschluss mit max.

10 mg/Tag Prednisolon-Aquivalent stabil sein.

Ausschlusskriterien waren schwere systemische Infektionen (aktive oder Z.n. Tuberkulose),

hohe Infektneigung (Diabetes mellitus), schwere kardiovaskuladre Erkrankungen (Myokardin-
farkt innerhalb der letzten sechs Monate, Herzinsuffizienz ab NYHA °lll, Kardiomyopathie,
mechanischer Herzklappenersatz), schwere Lungenfunktionsstérungen (FEV,/FVC < 40 %)
sowie eine COPD mit pCO, >50 mmHg. Des Weiteren konnten Patienten mit schweren
Lebererkrankungen, chronischer Niereninsuffizienz (Kreatinin >130 % der Norm), mit schwe-
ren hamatologischen Erkrankungen (HB <9 g/dl, Hkt <27 %) oder einer Leukamie sowie bei
neurologischen Erkrankungen (Multiple Sklerose, Optikusneuritis, Myelitis) nicht in die Studie
eingeschlossen werden. Bei Vorliegen von Malignomen innerhalb der letzten funf Jahre vor
Studieneinschluss war eine Teilnahme nicht mdglich, wobei flr nicht-metastasierende
Hauttumoren eine Grenze von 12 Monaten galt. Grolie operative Eingriffe innerhalb von
sechs Monaten vor der Studie, Antikoagulation, vorbestehende Allergien gegen ETA oder
Enbrel®-Inhaltsstoffe, Drogen- und Alkoholabusus und Schwangerschaft sowie Stillzeit
schlossen eine Teilnahme an der Studie aus.

Des Weiteren flhrten Erkrankungen wie progressive systemische Sklerose, Psoriasisarthri-
tis, Ankylosierende Spondylitis, Dermatomyositis, Systemischer Lupus Erythematodes,
Rheumatisches Fieber, Gichtarthritis, akute infektiose Arthritis, Reiter-Syndrom, Polyneuro-
pathie, Sarkoidose, Multiples Myelom, Leukamie, Lymphome, Agammaglobulindmie oder der
funktionellen Klasse IV nach Hochberg zum Ausschluss aus der Studie. Ebenfalls stellten die
medikamentdsen Behandlungen mit anderen Basistherapeutika als MTX, eine Therapie mit
Leflunomid oder andereren Biologika innerhalb der letzten drei Monate vor dem Studienein-
schluss oder eine Therapie innerhalb des letzten Monats mit Azathioprin, Hydroxychloroquin
oder Sulfasalazin Ausschlusskriterien dar.

Die Dosierung und Applikation von 50 mg ETA erfolgte entsprechend den Herstellerangaben

einmal wochentlich subkutan.
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Die Begleittherapien des Patienten werden beziglich Indikation, Tagesdosis und Applikati-
onsart dokumentiert. Die Gabe von Analgetika, Kortikoiden und MTX war erlaubt, wenn
NSAR und COX-2-Inhibitoren in ihrer Dosis bis zu zwei Wochen vor Studienbeginn stabil
waren. Vor jeder Visite war eine zwolfstindige Pause der analgetischen Medikation einzuhal-
ten. Eine Dosissteigerung flhrte zur Einstufung als non-responder.

Bei den oralen Kortikosteroiden war eine Dosis von 10 mg/Tag oder 0,2 mg/kg Kérperge-
wicht pro Tag Prednison-Aquivalent zuléssig. Auch diese Dosis musste bis zu vier Wochen
vor Studieneinschluss und im Studienverlauf stabil sein.

SteroidstoRtherapien waren nicht zuldssig und flihrten ebenso wie die Dosissteigerung zur
Klassifikation als non-responder. Lokale intraartikulare Injektionen waren erlaubt, wobei das
betroffene Gelenk bei allen folgenden Visiten als schmerzhaft und geschwollen zu klassifizie-

ren war. Alle Daten wurden in anonymisierter Form dokumentiert.

Nachdem die Ein- und Ausschlusskriterien geprift und der Patient ausfihrlich tber den
Inhalt der Studie aufgeklart wurde (Patienteninformationsbogen), musste er eine Einwilligung

zur Teilnahme (Einverstandniserklarung) an der Studie unterzeichnen.

Zum Zeitpunkt der Untersuchungsdurchfiihrung im Marz 2009 waren insgesamt 18 Patienten
in die Studien eingeschlossen. Zwei Patienten schieden aus der Studie aus und sechs hatten
ihre Therapie noch nicht beendet.

Mit zehn Patienten, die sich mindestens in Woche 24 der Therapie befanden, fand die
Durchfuhrung der 2D-Gel-Analysen statt. Fir die DIGE-Gele waren die zehn Seren in zwei
Gruppen aufgeteilt worden. Finf Patienten waren der responder Gruppe und funf der non-

responder Gruppe zugeordnet worden, im Folgenden nur: responder und non-responder.

Im Western-Blot-Experiment wurden acht depletierte Einzelseren von respondern zum
Zeitpunkt VO und V6 und acht Seren von non-respondern zum Zeitpunkt VO untersucht.
Aulierdem wurden die vier Gruppen-Seren: responder V0, non-responder VO, responder V6,
non-responder V6 (siehe 3.2.3) analysiert.

Im der SELDI-Analyse wurden zu den Zeitpunkten VO, V5 und V6 sieben non-responder und
acht responder untersucht. Die Patientenrekrutierung soll solange fortgesetzt werden, bis ca.

100 Patienten in die monozentrische, prospektive Studie eingeschlossen sind.
2.1.6 Methodische Einfliisse auf die Analysen

Die Analysen wurden im Vorfeld durch die Patientenauswahl, Probenentnahme und die
anschlielenden Bearbeitungsschritte beeinflusst. Da einige Patienten die Studie nicht
beendeten oder zum Analysezeitpunkt noch nicht bei V6 angekommen waren, war die

Patientenauswahl eingeschrankt und lag bei zehn bzw. 16 geeigneten Probanden.
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Die HUPO (Human Proteome Organisation) verfasste eine Liste von praanalytischen Variab-
len, um proteomische Betrachtung von Serum oder Plasma zu standardisieren. Generell
sollten die Serum- und Plasmaproben aliquotiert werden und die Anzahl der Auf- und Abtau-
zyklen mdglichst gering gehalten werden. Protaseinhibitoren zur Verhinderung des enzyma-
tischen Abbaus kénnen in Betracht gezogen werden, doch diese interferieren mit der Mas-
senspektrometrie (Rai et al. 2005). Es wurden in dieser Arbeit keine Inhibitoren eingesetzt,
so dass trotz Minimierung der Auf- und Abtauzyklen die Ergebnisse u. a. durch unterschiedli-

che Standzeiten bei der Abnahme des Serums beeinflusst worden sein konnten.
2.1.7 Chromatographie

Wie bereits im Abschnitt 2.1 dargestellt, ist das menschliche Serum ein komplexes Bioge-
misch. Da die reichlich vorhandenen Proteine das Serum quantitativ dominieren, wurde der
Einsatz eines allgemeinen bioanalytischen Verfahrens zur Trennung von komplexen Sub-
stanzgemischen - die Chromatographie - nétig (Abbildung 13).

Das in dieser Arbeit angewendete chromatographische Verfahren Hu-14 von Agilent Techno-
logies® versprach 14 der haufigsten Proteine abzureichern und den Analysebereich im 2D-
Gel zu verbessern (Depletion). Der maskierende Effekt der high abundant Proteine wurde
durch die Depletion minimiert (Mrozinski et al. 2008).

Mit Hilfe der Immunoaffinitatschromatographie im HPLC-System (High Performance Liquid
Chromatography) wurde es maoglich, den Analysefokus auf die im Serum wenig konzentrier-
ten Proteine legen zu kdnnen.

Wichtigstes Chromatographieprinzip war die Interaktion der zu trennenden ,mobilen Phase®
mit einer definierten und funktionalisierten ,stationdren Phase“ auf einem beliebigen Trager-
material. Zu unterscheiden waren FlUssigkeits- von der Gaschromatographie, die Biogemi-
sche in ihre Bestandteile auftrennen konnten.

Auf der Trennsaule trat die zu trennende Mischung (Analyt) und das zugesetzte Laufmittel
(Puffer A als mobile Phase) in Wechselwirkung mit einer spezifisch definierten stationaren
Phase. Die stationare Phase war eine Trennsdule mit Tragermaterial (z.B. Cellulose). Auf
der Oberflache des Tragermaterials befanden sich kovalent gebundene funktionelle Gruppen
(Lottspeich and Zobras 1998). In diesem Fall waren die funktionellen Gruppen auf der
Trennsaule polyklonale Antikérper gegen die 14 high abundant Serumproteine (Mrozinski et
al. 2008). Beim Durchlaufen der mobilen Phase durch bzw. Gber die Trennsdule herrschte
ein hoher Druck. Durch molekulare Interaktion zwischen fllissiger und stationarer Phase kam
es zur Bindung der Zielmolekile Uber die Antikbrper an die Saule, so dass selektiv diese
Serummolekiile (namentlich genannt in Abbildung 13) vorerst zurlickgehalten wurden. Die
Durchlauffraktion (low abundant Proteine) passierte die Saule ungehindert, so dass die
Fraktionen voneinander getrennt wurden (Lottspeich and Zobras 1998).

Das Trennverfahren dauerte ungefahr 80 min.
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low & high
abundant
Proteine im
nativen
Serum

Tragersaule mit
polyklonalen Antikrpem
zur Proteindepletion

Puffer A (Durchlauffraktion) Puffer B (Elutionsfraktion)

low abundant Proteine ‘ ‘ ight abundant Proteine

Abbildung 13: Depletion von high abundant Proteinen mittels Affinitdtschromatographie.
Bei Bindung der high abundant Proteinfraktion tber polyklonalen Antikérper auf einem Tragerma-
terial wird die Gesamtproteinfraktion in zwei Teile getrennt. In der Durchlauffraktion finden sich die
Proteine, die im Serum in nur geringen Konzentrationen vorhanden sind. Die Liganden auf der
Saule halten zunachst die haufig vorkommenden Proteine zurlick und trennen das Serum in die
low- und high abundant Proteinfraktion (Lottspeich and Zobras 1998; Mrozinski et al. 2008).

2.1.7.1 Charakteristika der Immunoaffinitatssaule

Der Effekt der chromatographischen Depletion von Serum ist schematisch in Abbildung 14
dargestellt und basierte auf den Grundlagen der Immunaffinitdtschromatographie (Abschnitt
2.1.7). Im Fall der verwendeten Trennsaule (Human-14® 4,6 x 100 mm) von Agilent Techno-
logies wurden mittels hoch affinen polyklonalen Antikdrpern die 14 high abundant Proteine
aus dem Serum abgetrennt, so dass eine gute Darstellung und Analyse des Proteoms der

low abundant Proteinfraktion moglich war.
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Abbildung 14: Human-14-Immunoaffinitdtssdule zur Proteindepletion.
Mit Hilfe der Chromatographie wird die Anzahl an Serumproteinen reduziert. Es entstehen die
Proteinfraktion der low- und high abundant Proteine. Die low abundant Proteine (6 % der Gesamt-
serumproteine, hier griin) befanden sich im Durchlauf, weil sie nicht an die Saule gebunden ha-
ben. Sie sind nach der Depletion zur weiteren Analyse nutzbar (Mrozinski et al. 2009, S. 2).

Die Saule hatte eine Kapazitat fur 200 Laufe und konnte effektiv insgesamt 8000 pl Serum
depletieren. Zur Entfernung moglicher Préazipitate wurde das humane Serum zuvor im
Verhaltnis 1:5 mit dem Aquilibrierpuffer verdiinnt und durch einen 0,22 uym Filter gefiltert. Das

Injektionsvolumen des verdinnten und gefilterten Serums betrug 200 pl.
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Nach Spilung des Systems mit destilliertem Wasser, Puffer A und B, begann das Sammein
der low abundant Proteinfraktion (Durchlauffraktion). In dieser Zeit waren die high abundant
Proteine an die Saule gebunden. Nach 20 min erfolgte durch Puffer B das Auffangen der
Elutionsfraktion. D.h. die high abundant Proteine, die via Antilkérper an die Saule gebunden
hatten, wurden von der Saule geldst. Nach Neutralisation und Reaquilibrierung der Saule mit
Puffer A erfolgte anschlieRend der zweite Lauf um insgesamt 400 pl Serum Uber die Saule
zu depletieren. Die Proben wurden dann weiterverarbeitet.

Der Vergleich der 2D-Gele mit Nativserum und mit der low- und high abundant Fraktion

zeigte, dass sich die Depletion stark auf das Proteinmuster im 2D-Gel auswirkte (3.1.1).

2.1.8 Proteinbiochemische Methoden zur Vorbereitung der

2D-Gelelektrophorese

Aufgrund hydrophober Krafte und Wasserstoffbrickenbindungen wurden Proteine in ihrer
natlrlichen Teritidr- und Quartarstruktur gehalten. Durch Zugabe von chaotropen Substan-
zen (griech. "chaos" = Unordnung und "tropos") wurden diese hydrophoben Krafte (durch
welche z.B. Speisedl ,auf* dem Wasser schwimmt) aufgehoben. Die Ldslichkeit eines
Proteins in wassriger Lésung hing von der Zusammensetzung und Charakteristik der Amino-
saureseitenketten des jeweiligen Proteins ab. Lagen vorrangig hydrophobe, unpolare Seiten-
ketten vor, war die Ldslichkeit in wassrigen Losungen gering.

Bei polaren, hydrophilen Residuen war die Léslichkeit hingegen gut. Um eine gute Ldslich-
keit von Proteinen in wassrigen Lésungen zu erreichen, musste eine ausreichende Solubili-
sierung der Proteine erfolgen (Schrattenholz 2001).

Bei der Zugabe eines kurzkettigen, organischen Lésungsmittels (Methanol, Ethanol, Aceton,
u.a.) wurde die Hydratationskraft der wassrigen Ldsung herabgesetzt und die Proteine
konnten aufgrund ihrer freigelegten Seitenketten lber Van-der-Waals- oder elektrostatische
Krafte miteinander interagieren und aggregieren. Diese Aggregate sedimentierten bei
Zentrifugation zu einem Proteingemisch (Pelett), so dass die Proteine durch Dekantieren des

Uberstands von der wassrigen Lésung getrennt werden konnten.

2.1.8.1 Acetonfillung

Bei der Acetonfallung wurde die zu fallende Probe im Verhaltnis von 1:3 mit eisgekihltem
Aceton vermischt und bei -20 °C Uber Nacht inkubiert. Am Folgetag wurden die Proben mit
ca. 2 ml Volumen fir 45 min mit 5000 g und 4 °C zentrifugiert. Nach Ausbilden eines Peletts
am Boden des Eppendorfgefaes wurde der Uberstand dekantiert, das Pellet 30 min bei
Raumtemperatur getrocknet, anschlie®end in Lysepuffer gelést und bis zur spateren Verar-

beitung bei -20 °C gelagert.
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2.1.8.2 Ankonzentrierung und Entsalzung mit Harnstoff

Als Alternative zur Acteonfallung wurde Harnstoff eingesetzt. Nach dem Zugeben von 6 M
Harnstoff zur Serumprobe, wurde sie anschlieiend durch Zentrifugation mit Konzentratoren
auf ein Volumen von weniger als 100 pl eingeengt. Bei der Konzentratoren durch Vivaspin4®
Konzentratoren handelte es sich um eine Ultrafiltration Gber eine Membran. Durch die
Zentrifugalkrafte wurde das Serum durch die Membran gepresst, so dass eine Proteinlésung
entstand, die alle Proteine mit einem Molekulargewicht < 5000 Da enthielt. Durch sukzessi-
ves Addieren von Harnstoff konnte die Probe entsalzt und konzentriert werden. Die Entsal-
zung war eine weitere wichtige Voraussetzung fir die einwandfreie elektrische Fokussierung
der Serumproben, da Salzablagerungen im IPG-Steifen (immobilisierter-pH-Gradient) die
Leitfahigkeit und Spannung veranderten und somit die Auftrennung der Proteine storten
(siehe S. 49). In dieser Arbeit wurden die low und high abundant Fraktionen der Serumdeple-
tate unterschiedlicher Volumina mit 5000 g bei 4 C mit Vivaspin4d®- Konzentratoren und 6
molar Harnstoff auf weniger als 100 pl konzentiert. Je nach Probenbeschaffenheit und
Proteinkonzentration dauerte die Zentrifugation bis zu 4 Stunden.

Die Solubilisierung (L&slichkeitserhéhung) und Denaturierung von Proteinen war eine

wichtige Voraussetzung, um Proteine nach ihrer Ladung im 2D-Gel trennen zu kdnnen.

2.1.8.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Bevor die Proteinldsung zur isoelektrischen Fokussierung (IEF) auf die IPG-Streifen gegeben
werden konnte, musste die absolute Proteinkonzentration der Probe bestimmt werden. Die
Angabe der Proteinkonzentration erfolgte in [ug/pl]l. Um in unbekannten Lésungen die
Proteinkonzentration zu bestimmen, wurde sich photometrischer Techniken bedient und
davon profitiert, dass Proteine mit Coomassie® Brilliant Blau reagierten und somit semiquan-
titativ messbar wurden. Durch Verschiebung von Absorptionsspektren und mit Hilfe von
Eichkurven bekannter Protein-Wasser-Gemische wurden unbekannte Proteinkonzentratio-
nen bestimmbar. Dazu im Folgenden ein kurzer Einblick Uber die Grundlagen der Photomet-
rie und der Bradford-Methode zur Proteinkonzentrationsbestimmung (Bradford 1976).

Die Bestimmung der Konzentrationen geldster Molekile in Losungen beruhte darauf, dass
Molekule eingestrahles Licht einer bestimmten Wellenldange (monochromatisches Licht)
absorbieren. Diese Lichtabsorption war unter bestimmten Bedingungen (vollstdndige Losung
der Molekile und Vermeidung von Lichstreuung) proportional zur Konzentration der gelésten
Molekile. Die Intensitat von eintretendem Licht in eine Kivette nahm beim Durchgang durch
die vorgelegte Losung (welche eine vorher definierte Proteinmenge enthielt) ab.

Die Intensitat des austretenden Lichts ist die Transmission T (Probendurchlassigkeit). Fur
den negativen dekadischen Logarithmus der Transmission wurde der Begriff Extinktion (E)

eingefihrt. E ist die Verminderung der Lichtintensitat, die im Photometer gemessen wurde.
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Zur Berechnung der Konzentration kam dann das Lamber-Beer'sche Gesetz zur Anwen-
dung. Aulierdem wurden Extinktionskoeffizient (€), Wellenlange des Lichtes und der Tempe-
ratur bertcksichtigt.

Der Extinktionskoeffizient des Farbstoff-Protein-Komplexes war sehr viel hoher als der des
reinen Farbstoffes. Also konnte mit hoher Empfindlichkeit durch die Bildung des Komplexes
gegen das freie Farbreagenz eine Zunahme der Absorption bei 595 nm gemessen werden.
Die photometrische Messung der Komplexbildung war ein Maf} fiir die Proteinkonzentration
der Losung, da bei konstanter Kuvettendichte die Extinktion einer Losung direkt proportional
zu der Konzentration des geldsten Stoffes war. Es wurden die Mittelwerte von Extinktions-
messungen von Proteingemischen herangezogen und in Beziehung zu der Eichkurve

gesetzt, um auf die Proteinkonzentration Riickschluss zu ziehen.

2.1.8.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Um die Proteinkonzentration im depletierten und konzentrierten Serum zu bestimmen, wurde
das Protokoll zur Proteinbestimmung nach Bradford angewendet.

Der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie Brilliant Blau G-250® bildete in saurer Ldsung
einen Komplex mit kationischen, nichtpolaren und hydrophoben Aminosaureseitenketten der
Proteine. Durch die Komplexbildung verschobt sich das Absorptionsspektrum des Farbstof-
fes von 470 nm zu 595 nm (Bradford 1976). Bei dieser Wellenlange wurden im Photometer
Extinktionsveranderungen gemessen und die Proteinkonzentration konnte berechnet wer-
den. Zuerst wurde im Verhaltnis 1:5 eine Farbeldésung angesetzt (10 ml Bradford-Reagenz
zu 40 ml Wasser). Dazu wurde zunachst in Halbmikro-Kivetten (10*5*45 mm von Sarstedt
Nurmbrecht) die Standardlésung nach folgendem Pipettierschema (Tabelle 4) mit einer
Stammldsung von Bovinem Serum Albumin (BSA) [1 mg/ml] versetzt, um eine Kalibrierungs-

kurve zu erstellen.

Tabelle 4: Bradford-Pipettierschema

BSA [ug/ul] | Farbeldsung [ul] Durch die Korrelation der Zunahme der Absorption des
0 1000 Protein-Farbstoffgemisches im Vergleich zur bekannten
2 998 Konzentration des Standardproteins konnte eine Kalib-
4 996 rierungskurve erstellt werden. Die Extinktionen des
6 994 Gemisches aus Standardreagenz und BSA wurden im
8 992 Photometer Lambda 2 (Perkin-Elmer&CoGmbH, Stutt-
10 990 gart) dreifach bestimmt. Mit Excel wurde fur jede Stan-

dardkurve eine Funktionsgleichung bestimmt. Anhand der Steigung der Geraden, durch die
gemessenen Extinktionen pro Probe, der Probenverdiinnung, dem Probenvolumen und dem
Standardwert des Proteinfarbgemisches errechnete sich die Konzentration der zu bestim-
menden Proteinprobe. Die errechnete Proteinkonzentration in [ug/ul] war flr das Erstellen

von Western Blots und 2D-Gelen notwendig. Bei der low abundant Fraktion war eine Ver-
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dinnung des Serums mit Wasser von 1:5 ausreichend, bei der high abundant Fraktion
wurden Verdinnungen von 1:50 eingesetzt. Das zur Messung verwendete Probenvolumen
betrug 3-5 ul. Nach der Berechung der Proteinkonzentration wurden Proben entweder direkt

verarbeitet oder bei -20 °C aufbewabhrt.
2.1.9 Elektrophoretische Methoden fiir die Gelektrophorese

Die zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese 2D-SDS-PAGE gilt als leistungs-
starkste analytische Methode zur charakteristischen Trennung von Proteingemischen. Das
Prinzip der Gelelektrophorese beruht auf der Eigenschaft geladener Molekile (hier in FlUs-
sigkeit geldoste Proteine) sich in einem angelegten elektrischen Feld durch eine definierte
Matrix zu bewegen und aufgrund ihrer Ladung ein unterschiedliches Wanderungsverhalten
im 2D-Gel zu zeigen (Schrattenholz 2001). Fur die Wanderung in polymeren Matrizes gelten

komplizierte GesetzmaRigkeiten, die im Folgenden vereinfacht dargestellt sind.

2.1.9.1 Ladungsunterschiede und pl-Wert

Grundsatzlich waren Proteine als Polyelektrolyte anzusehen, d.h. sie wiesen ein individuell
unterschiedliches Muster an geladenen Aminosaureresten auf. Die Ladung dieser Aminosau-
rereste war abhangig vom pH-Wert des umgebenden Milieus. Bei dem pH-Wert, bei dem das
Protein genau gleich viele positive wie negative Ladungen in den Seitenketten hatte, war es
ladungsneutral. Diesen Zustand bezeichnete man als isoelektrischen Punkt (pl-Wert) eines
Proteins (Westermeier 2004). Fir jedes Protein gab es genau einen charakteristischen pl-
Wert, welcher in Titrationskurven ermittelt wird.

Der pl-Wert war mafigebend fir die isoelektrische Fokussierung (IEF), bei der die Proteine
der zu untersuchenden Probe gemal ihrer Nettoladung aufgetrennt wurden. Die Nettoladung
eines Proteins setzte sich dabei aus dem relativen Gehalt saurer und basischer Aminosaure-
seitenketten und dem umgebenden pH-Wert zusammen. Die |IEF oder ,1. Dimension® wurde

auch nur als ,Fokussierung“ bezeichnet und wird in Abschnitt 2.1.9.5 beschrieben.

2.1.9.2 Massenunterschiede
Der zweite Parameter zur Proteintrennung war die molekulare Masse (M;). Durch verschie-
dene molekulare Massen hatten Proteine ein unterschiedliches Wanderungs- und Wechsel-

wirkungsverhalten in Matrizes. Die M, wurde in der ,2. Dimension® (Auftrennung nach
Molekulargewicht) genutzt und wird in Abschnitt 2.1.9.7 beschrieben (Schrattenholz 2001).

2.1.9.3 Chemisch-physikalische Unterschiede

Als drittes Charakteristikum nutzte die |IEF die adsorptiv-physikalischen Wechselwirkungen

(hypdrophob, hydrophil) von Proteinen mit Matrixmolekulen aus. Die charakterischen Amino-
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saurereste von Proteinen hatten ihre eigenen Affinitats-, Retentions- und Bindungseigen-
schaften und reagierten auf Chips, Matrizes und chromatographischen Oberflachen unter-
schiedlich und bestimmen vor allem die Zeit der Protein-Matrix-Wechselwirkung.

Des Weiteren war die rdumliche Struktur (Proteinkonformation) charakteristisch. Sie spielte
im Folgenden eine untergeordnete Rolle, denn die Proteine lagen nicht in ihrer natlrlichen
Konformation vor, da in der Probenvorbereitung mittels denaturierender Substanzen die

Proteine entfaltet wurden (Schrattenholz 2001).

2.1.9.4 Gelmatrix

Fur die Auftrennung nach pl und M, wurden Matrizes vorgelegt, welche aus porésen Polyme-
ren bestanden. Der pH-Gradient im IPG-Streifen wurde durch amphotere Substanzen
(bifunktionelle Immobiline mit mehreren positiven und negativen Ladungen) erzeugt, die
kovalent an die Gelmatrix gebunden waren (Westermeier et al. 1983). Die Gelmatrix war auf
eine Tragerfolie aufpolymerisiert und wurde im getrockneten und gefrorenen Zustand gelie-
fert (IPG-Streifen). Der vorgefertigte Gelstreifen der Firma Bio-Rad ermdglichte die Fokussie-
rung des Proteingemisches im Bereich von pH 4-7 oder auch 3-10.

Es handelte sich dabei um einen standardisierten pH-Gradienten, der fur alle Streifen gleich
war. Somit wurde Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der 1. Dimension sicherstellt.

In der 2. Dimension (SDS-PAGE) etablierte eine Acrylamidmatrix eine Art ,Gitternetz®, durch
das die Proteine je nach Grdlie schnell oder langsam durchwandern konnten.

In beiden Fallen lag eine Matrix mit inerten chemisch-adsorptiven Eigenschaften zugrunde
(Schrattenholz 2001).

2.1.9.5 Die 1. Dimension

Fur die Durchfiihrung einer der 2D-Elektrophorese wurden die Serumproben zuerst depletiert
(2.1.7), dann konzentriert, entsalzt und denaturiert.

Nach der Proteinbestimmung (2.1.8.4) wurde berechnet, wie viel pl Proteinprobe aufzutragen
waren, um 150 pg Protein auf den IPG-Streifen zur Fokussierung zu geben.

Die Differenz zu 175 pl wurde mit Rehydratationspuffer aufgefiillt, in einem Reaktionsgefal}
vermischt und in die Fokussierkammer gegeben. Nach luftblasenfreiem Auflegen des IPG-

Streifens zog die Losung 30 min bei Raumtemperatur in das Gel ein.

AnschlieRend wurden die Streifen zur Isolierung mit Mineraldl (Bio-Rad®) beschichtet, um
ein Austrocken der Streifen zu verhindern. Die Dauer der Fokussierung endete im Erreichen
von 50.000 Vh, meistens dauerte der Vorgang ca. 22,5 Stunden Tabelle 5.

Sowie eine Spannung an dem IPG-Streifen angelegt war, wanderte das Protein zu seinem

pl, wo es immobil wurde und sich anreicherte.
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Tabelle 5: Fokussierprogramm fiir die erste Dimension
Schritt Voltstarke [V] Gradient Zeit [h] | Funktion
- - 12 Rehydratation bei 20°c
1/5 500 Rapid 1 Proteineintritt
2/5 1000 Rapid 1 Proteineintritt
3/5 2000 Linear 1 Fokussierung
4/5 8000 Rapid 4-5 Fokussierung
5/5 500 rapid ~12h ~Stepp&hold*, fixiert die IEF bei 50 000 Vh

2.1.9.6 Aquilibrierung

Nach erfolgreicher isoelektrischer Fokussierung lie® man das Ol vom IPG-Steifen ablaufen.
Der Streifen wurde nun fiir jeweils 20 min in Aquilibrierpuffer | und Il inkubiert, um die Reoxi-
dation freier Sulfhydrylgruppen zu verhindern und die zur Solubilisierung eingesetzten Stoffe
zu entfernen.

Ohne eine Aquilibrierung konnte es zur Interaktion der Acrylamidmatrix mit den Proteinen
wahrend der Fokussierung und in der ,2. Dimension“ kommen. Der Aquilibrierpuffer | enthielt
100 mg DTT, welches die Cysteinreste der Proteinketten reduzierte.

Im Aquilibrierpuffer 1l war 400 mg lodacetamid (IAA) gel6st, wodurch die Proteinseitenketten
alkyliert wurden. Diese beiden Inkubationen waren notwendig, damit sich wahrend der ,2.

Dimension“ reduzierte Disulfidbriicken nicht wieder verbinden konnten.

2.1.9.7 Die 2. Dimension

Die SDS-PAGE war der nachste Schritt bei der Trennung von Proteinen im 2D-Gel. Wie in
der Einfuhrung erwahnt, konnten Proteine neben dem pl auch nach dem Molekulargewicht
(M;) im elektrischen Feld aufgetrennt werden. Dabei band das anionische Detergenz SDS
(welches stark denaturierend wirkte) die Proteine und Uberdeckte deren Eigenladung. Alle
Proteine lagen dann einheitlich negativ geladen vor.

Die Trennung im elektrischen Feld erfolgte ausschliellich nach der GroRe des Proteins
(Laemmli 1970). Durch Zugabe des reduzierenden Agens DTT wurden die Disulfidbricken
aufgespalten und die Sekundar- und Tertidrstruktur eines Proteins aufgebrochen. Alle
Proteine waren komplett denaturiert und entfaltet. Allein die Peptidkettenlange bedingte die

Wanderungsverhalten des Proteins und damit seine Position im 2D-Gel.

Proteine mit groRer molekularer Masse (M;) bildeten lange und negativ geladene Polypeptid-
ketten, die andersartig mit der Matrix wechselwirkten als kurze Ketten. Lange Ketten hatten
eine groflere Reibung und wanderten langsam durch das Gel, was zur Proteinablagerung im
oberen Gelbereich fiihrte. Leichte Proteine mit geringer M, wanderten schnell und weit auf

dem Gel. Sie lagerten sich im unteren Gelbereich ab (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der 2D-Gelelektrophorese.
Nach der Auftrennung der Proteine nach ihrem pl-Wert (links im Bild), erfolg in der SDS-PAGE
die Auftrennung nach molekularer Masse. Das Ergebnis ist ein 2D-Gel in dem die Serumproteine
nach Masse und Ladung aufgetrennt vorliegen.

Zur Auftrennung wurden die denaturierten Proben auf ein Gel aus Polyacrylamid aufgetra-
gen, woran eine Spannung angelegt wurde. Das Gel fungierte dabei als eine Art Sieb. Kleine
Proteine wanderten schnell durch die Matrix des Gels, wahrend groe Proteine langer
brauchten. Die Siebwirkung des Gels hing dabei mafigeblich von der Konzentration des
Acrylamids und dessen Quervernetzung ab.

Es wurden in dieser Arbeit fiir die 2D-Gele kommerziell verfiigbare Criterion®-Gele (13 cm x
8 cm, 12 % Bis-Tris Gele mit einer Vertiefung fir 11 cm lange IPG-Streifen) von Bio-Rad
verwendet. Als Marker kam der PageRuler™ Unstained Protein Ladder® von Fermentas zum
Einsatz. Criterion® Gele verfiigten {ber ein gelinternes Reduktionsmittel. Bei neutralen
GielRbedingungen (pH 6,5-pH 6,8) férderte dies die Protonierung der Cysteinresiduen und
verhinderte eine Reoxidierung (Graham et al. 2005). Die Laufzeit betrug etwa zwei Stunden
(15 min bei 100 V; 1,45 h bei 200 V).

2110 Farbungsmethoden fur 2D-Gele

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine im Gel sichtbar zu machen und einscannen
zu kdnnen, wurden die Spots in den Gelen mit verschiedenen Methoden angefarbt. Je nach
Proteincharakteristik (z.B. Protein-Zuckerstrukturen) kamen unterschiedliche Methoden zum

Einsatz. Die in der Arbeit verwendeten Farbungen sind im Folgenden dargestellt.

Flamingofarbung: Die Flamingo®- Farbung (Bio-Rad) war eine Methode zur fluoreszenzba-

sierten Proteinfarbung. Nach der Gelelektrophorese wurde das 2D-Gel in Fixierldsung fixiert
und anschlieRend fiir funf Stunden in der Flamingo®- Farbeldsung inkubiert (Dihazi et al.
20009).

Coomassiefarbung: Nach der 2D-SDS-PAGE wurde das Gel zwei Stunden in Fixierldsung

fixiert und anschlielliend zwei Mal ca. 20 min in H,O gewaschen. Anschlie3end erfolgte eine
Inkubation von mindestens 12 Stunden in der kolloidalen Coomassie-Farbeldsung. Die
Coomassiefiarbung kam im Anschluss an die Flamingo®-Farbung und dem Scannen der Gele

zum Einsatz, um Proteinspots auszuschneiden und zu identifizieren.
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Silberfarbung: Zur Silberfarbung lagerten die Gele Uber Nacht in Fixierlésung. Zu Beginn der

Farbung wurden die Gele zwei Mal 20 min mit 50 %igem Ethanol, danach ein Mal 20 min in
30 %igem Ethanol gewaschen. Die Silber-Sensibilisierung erfolgte fir nur 60 sec mit 0,02 %
Natriumkarbonat (Na,S,0,). Danach erfolgte ein dreimaliges Waschen mit H,O fiir 20 je sec.
Es folgte nun die Silberfarbung fir 20 min mit 0,2 % Silbernitrat (AgNO3) und 0,026 %
Formaldehyd (CH,0). Daran schloss sich wieder ein Waschschritt mit H,O (3 Mal 20 sec) an.
Bis zum gewinschten Ergebnis wurde die Silberfarbung nun mit 6 % Na,COj, 0,0185 %
CH,0 und 16 uM Na,S,0, entwickelt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 50 %igem
Methanol und 12 %iger Essigsaure gestoppt (Shevchenko et al. 1996). Direkt im Anschluss
erfolgte das Scannen und Ausschneiden der Spots, da sich die Gele immer weiter verfarbten

und spater flr eine Analyse nicht mehr zu verwenden waren.

Glykoproteinfarbung: Zur Farbung von Glykoproteinen kam Pro-Q® Emerald-Reagenz nach

dem mitgelieferten Protokoll zum Einsatz. Dieses spezielle Farbekit konnte in Western Blots
und 2D-Gelen spezifisch Proteinglykosylierungen sichtbar machen. Das Pro-Q® Emerald-
Reagenz reagierte mit oxidierten Kohlenhydratgruppen, in diesem Fall mit Periodat. Diese
Verbindung erzeugte ein fluoreszierendes Signal an Proteinen mit Glykosylierung. Die
Qualitat der Farbung hing besonders von der adaquaten Gelfixierung, dem Abwaschen von
SDS, sowie der Entfernung der Periodatreste nach der Oxidationsreaktion ab. Zuerst wurden
aus den gelieferten Komponenten des Emerald-Kits Stammldésungen erstellt. Die Stamml6-
sung bestand aus 6 ml DMF was zu dem Pro-Q Emerald®-Reagenz gemischt und bei -20 °C
gelagert wurde. Die Fixierlosung bestand aus 500 ml Methanol und 100 ml Essigsaure auf
einen Liter Wasser. Zum Waschen der Gele wurde eine Waschlésung aus 3 %igem Essig-
saure hergestellt. Zur Herstellung der Oxidationslésung benutzte man 250 ml der 3 %iger
Eisessiglosung und gab sie zur Periodsaure. Der Glykoproteinmarker (Candy Cane® Stan-
dard) wurde hergestellt aus 0,5 pl CandyCane®-Reagenz und 7,5 ul Probenpuffer. Dies
wurde vermischt und 4 min bei 95 °C gekocht. Zur Darstellung der Glykoproteinstrukturen
erfolgte eine normale 2D-Gelelektrophorese. Es folgte eine Inkubation des Gels in 100 ml
Fixierloésung auf dem Schiittler fir zwei Mal 45 min. Es musste sichergestellt werden, dass
alle SDS-Reste abgewaschen sind. Nach der Inkubation in Fixierlosung, wurde das Gel zwei
Mal 20 min bei leichtem Schiitteln im Waschpuffer inkubiert. Damit der Pro-Q®-Farbstoff an
die Glykoproteine binden konnte, mussten die Kohlenhydrate oxidiert werden. Dazu wurde
das Gel 30 min in 25 ml der Oxidationslosung bei leichtem Schutteln inkubiert und dann drei
Mal 20 min in 100 ml Waschlésung gewaschen. Aus der Stammlésung wurde frische Pro-Q®
Farbeldsung hergestellt (1 ml Stammlésung zu 50 ml des Farbereagenz zugeben). Je ein
Gel wurde mit 25 ml Farbeldsung fir 120 min inkubiert. Die Farbung erfolgte flir mindestens

90 min im Dunkeln. Das intensivste Fluoreszenzsignal wurde nach 120 min erreicht.
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2D-DIGE: Das Proteinexpressionsmuster des Serums konnte mit Hilfe der DIGE-Technik
(differential in-gel electrophoresis) quantitativ verglichen und analysiert werden. Die Proben-
vorbereitung erfolgt wie beschrieben (2.1.8.2). Vor der Gelelektrophorese wurden die zu
vergleichenden Proteinproben mit spektral voneinander trennbaren Fluoreszenzfarbstoffen
(Cy™ Dyes) gekoppelt. Dazu wurden das Protokoll und die Herstellerangaben von GE
Healthcare benutzt. Die Arbeitsschritte werden im Folgenden kursorisch beschrieben.

Die Kopplung der zu vergleichenden Proben erfolgte mit zwei Farbstoffen, die strukturell
ahnlich aufgebaut waren und trotzdem spektral voneinander trennbare Signale erzeugten.
Bei Detektion Uber einen Scanner ist eine Quantifizierung des Fluoreszenzsignals mdglich.
Die Farbstoffe durften das Laufverhalten der Proteine bei der elektrophoretischen Auftren-
nung nicht beeinflussen. Die Dyes hatten NHS-Esther-Gruppen, die mit der e-Aminogruppe
eines Lysinrests am Protein reagierten (nukleophile Substitution). Dabei kam es unter
Amidbildung zur kovalenten Bindung zwischen Protein und Farbstoff (Minden 2007; Timms
and Cramer 2008; Westermeier and Scheibe 2008).

Ziel der Farbung war, in ein und demselben 2D-Gel zwei Proben gleichzeitig nach pl und M,

aufzutrennen und direkt quantitativ miteinander vergleichen zu kénnen.

Nach der Depletion und Entsalzung der low abundant Proteinfraktion wurden die Proteine mit
dem Dye gekoppelt. Fir die Kopplungsreaktionen zwischen Protein und Farbstoff war ein
maximales Volumen von 10 pl vorgeschrieben, wobei die Proteinkonzentration der Proben
aber mindestens 5 ug/ul betragen musste. Das Probenvolumen wurde auf 50 ug Protein
hochgerechnet und die Differenz zum Maximalvolumen von 10 pl pro Kopplungsansatz mit
Lysepuffer aufgefllit.

Die Dyes waren in einer Stammldsung von 1 nmol/pl erhaltlich. Die Arbeitslésung des Dyes
setzte sich aus 4 ul Farbstoff und 6 pl DMF zusammen. Es ergab sich eine Farbstoffkonzent-

ration von 400 pmol/ul, die mit der Proteinlésung vermengt wurde, die 50 ug Protein enthielt.

Zum Dye und der Proteinprobe wurde noch 1 upl 1,5 M Tris-HCI pH 8,8 addiert und der
Ansatz 30 min auf Eis und im Dunklen inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1 pl
einer 10 mM Lysinlésung gestoppt. Nach 10 min wurden die Proben mit 90 ul Rehydratati-
onspuffer aufgefiillt, vermischt und in eine Fokussierwanne gegeben. Die nachfolgenden
Arbeitsschritte glichen denen einer regularen 2D-SDS-PAGE.

Die Digitalisierung der Gele erfolgte mit dem Fuji FLA-5100 Fluoreszenz-Laser-Scanner.
Dieser Scanner verfuigt Uber mehrere Laser mit unterschiedlichen Wellenlangen zur Detekti-
on der Signale der Fluoreszenzfarbstoffe. Es wurde ein digitales Bild des Fluoreszenz-
Signals generiert. Dieser Scan wurde im Anschluss mit dem Program 2D-Delta ausgewertet.
Dabei wurde von jedem Protein in dem Gel aus einer Vielzahl von Messparametern (relati-
ves Verhaltnis der normierten Spotintensitat, Standardabweichung und der Student’s t-Test)

errechnet, ob eine Proteinregulation vorlag oder nicht (Dihazi et al. 2009).
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2111 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie (MS) ist eine Technik, die zur chemischen Komponentenanalyse
benutzt wird, wobei das Messprinzip auf der Detektion der unterschiedlichen Masse-

Ladungs-Verhaltnisse von Molekilen beruht (Abbildung 16).

| Signalverarbeitung |

Abbildung 16:  Schematischer Aufbau eines Massenspektrometers.
Die Hauptbestandteile eines Massenspektrometers sind eine lonenquelle, die die Molekiile in
geladene lonen transformiert, ein Masseanalysator, der die lonen unter Einwirkung eines elekt-
rischen Feldes in ihre Massen aufteilt, und ein Detektor, der die lonen detektiert und in ein
messbares elektrisches Signal umwandelt

In dieser Arbeit wurde die Massenspekirometrie zur Identifikation von Proteinen mittels
peptide mass fingerprinting (PMF) durch Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Time-
Of-Flight Mass Spectrometry Analyse (MALDI-TOF-MS) genutzt. Diese Technik wurde von
Franz Hillenkamp und Michael Karas (Hillenkamp and Karas 1990) zur ldentifizierung von
Proteinen entwickelt und optimiert. Sie findet in heutigen Proteomanalysen Anwendung. Bis
zur ldentifizierung eines Proteinspots aus einem 2D-Gel waren viele Teilschritte abzuarbei-
ten, die im Folgenden dargestellt werden. Die Bearbeitungsschritte wurden auf das Minimum
gekilrzt, um Kontaminationen mit Keratin zu vermeiden. Das Verdauprotokoll mit Trypsin ist
im Folgenden dargestellt (Hellman et al. 1995; Dihazi et al. 2009).

21111 Trypsinverdau von Proteinen

Um Proteine aus 2D-Gelen identifizieren zu kdnnen, mussten sie als erstes genau aus dem
Gel ausgeschnitten werden. Dazu wurde die Spitze einer 100 pul-Pipettenspitze mit einem
Skalpell so abgeschnitten, dass die Spitze einen Durchmesser von 2 mm hatte. Die einzel-
nen Spots wurden mit dieser Hohlnadel aus dem Gel herausgestochen und in nummerierten
Eppendorfgefalen fir den anschlieRenden typtischen Verdau gelagert.

Fir den Verdau von Gel-Spots mit Trypsin zur Identifizierung waren mehrere Arbeitsschritte
wichtig: Zuerst musste das ausgeschnittene Gelstlick je nach Grad der Farbung mit Coo-
massie bis zu vier Mal mit jeweils 100 pl Wasser gewaschen werden. Zur Entfarbung des
Gelstuickes war es mit 15 pl 50 % (v/v) Acetonitril (ACN) fur mindestens 15 min zu inkubie-
ren. Durch die Zugabe von 15 pl 100 % ACN wurde das Gelstlick entwassert. Nach 60 min
wurde das ACN abgezogen, 10 pyl 100 mM Ammoniumbicarbonat fir 5 min und 10 pl 100 %
ACN fir 15 min pipettiert. Dann wurden die Proben fiir 60 bis 90 min in einer Vakuumzentri-
fuge getrocknet. Die Stammldsung fur den Trypsinverdau wurde aus porcinem Trypsin von
Promega hergestellt, wobei Trypsin in 1mM HCL auf eine Konzentration von 0,1 pg/pl
verdinnt war. Diese Stammlésung war bei -20 °C fir drei Monate lagerungsfahig. Fur den

Verdau wurden 12 pyl dieser Stammlésung mit 100 ul Trypsin Verdaulésung (970 uyl Wasser,
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25 yl Ammoniumbikarbonat und 5 yl 1 M Calciumchlorid) vermischt. Alle Gelstiicke wurden
mit 7 ul dieser Trypsinldésung Uberschichtet und es erfolgte eine Inkubation Gber Nacht bei 37
°C. Es folgte dann die Extraktion im Ultraschallbad, ein Mal 30 min mit 30 %igem, dann 30
min mit 60 %igem ACN (Hellman et al. 1995).

Abbildung 17 fasst die Schritte vom Protein aus dem 2D-Gel zum Peptidgemisch zusammen.

s

Abbildung 17: Erster Schritt zur Proteinidentifikation mit MALDI ist der Protein-Trypsinverdau.
Nach der SDS-PAGE und dem Ausschneiden der Spots erfolgte durch den Einsatz des Enzyms
Trypsin die Spaltung der Proteine aus dem Gel in einzelne Peptidstiicke. Die enzymatische Aktivi-
tat von Trypsin sorgte dafiir, dass immer nach basischen Aminosauren (Lysin und Arginin) eine
Peptidbindung geldst wurde. Daraus entstand dann ein Peptidgemisch, das fiir genau ein Protein
charakteristisch war und mit MALDI identifiziert werden konnte.

Im Anschluss wurde die fliissige Peptidprobe auf eine Metallplatte pipettiert (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Nach dem Trypsinverdau wurde die Peptidldsung auf eine Metallplatte pipettiert.
Es wurden 1,4 pl des Peptidextraktes und 0,7 pl einer gesattigten 2,5-Dihydroxybenzoesaure-
Losung (DHB) auf eine Metallplatte pipettiert und gut getrocknet. Es kam zur Kokristallisation
von DHB- Matrix und Peptiden. Die Tropfen mussten gut getrocknet sein, bevor die Platte im
MALDI-Gerat analysiert werden konnte.

21.11.2 Erfassung der Spektren und Proteinidentifikation

Die Messung der Peptidspektren erfolgte mit dem Voyager-DE-STR Massenspektrometer
der Firma Applied Biosystems. Es wurde im Positivmodus mit einer Beschleunigungsspan-
nung von 20.000 V gemessen (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Analyse von Peptiden im Flugzeitmassenspektrometer.
Durch Laserbeschuss wurden Peptide auf der Metallplatte ionisiert und im Flugrohr beschleu-
nigt. Die lonisierung funktionierte durch die Absorption der Laser-Lichtenergie durch die DHB-
Matrix. Gleichzeitig wurde ein Teil der Energie auf den Analyt (hier Peptide) Ubertragen. Beim
Energietransfer wurden entweder Protonen hinzugefiigt [M+H]" und der Analyt in ein geladenes
Teilchen Gberfihrt und beschleunigt.
Durch das Anlegen von Spannung wurden die von einem Laser ionisierten Peptide beschleu-
nigt. Der Fuhrungsdraht leitete die freigesetzten lonen und fihrte sie geblndelt auf einen De-
tektor. Pro Messung wurden mehrere Spektren akkumuliert. Uber das Flugrohr gelangen die
Peptide zum Detektor, wo die Peptidmasse im TOF-Analysator analysiert wird.
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Damit das lon detektiert und nicht durch den Zusammenprall mit einem anderen Teilchen
abgebremst wurde, musste die Flugbahn unter Vakuumbedingungen bereitgestellt werden
(Dihazi et al. 2009).

Nach der Messerung und Akkumulation mehrer Spektren eines Spots, erfolgt eine Verarbei-
tung der Daten in verschiedenen Datenbanken. Nach dem Prinzip des ,Peptid-
Fingerabdruck® (PMF) wurden im Datenbankabgleich (Swiss-Prot) aus den Spektren Protei-
ne identifiziert (Abbildung 20). Die Vorverarbeitung der Spektren ibernahm das halbautoma-

tische Programm Mascot Wizzard (Perkins et al. 1999).
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Abbildung 20: Parameter aus der MALDI-Analyse wurden mit Daten aus Swiss-Prot verglichen.
Um ein Protein zu identifzieren, wurden die Parameter der MS-Spektren mit den bereits vorhan-
denen aus der SWISS-Prot Datenbank verglichen. Ein Protein galt (bei einer Irtumswahrschein-
lichkeit von 0,05) als identifiziert, wenn die MOWSE Signifikanzgrenze von 55 tberschritten war.

2112 Surface-Enhanced Laser Desorption lonisation

Die Proteomanalyse mit SELDI ermdglicht die selektive Absorption (Zurlickhaltung) von
Proteinen auf einer soliden chromatographisch beschaffenen Unterlage (Chip). In diesem
Fall wurde eine hydrophobe Vorlage als Bindungsflache verwendet (H50® Chips der Firma
Ciphergen). Durch die einheitliche Bindung der Proteine an die Bindungsflache entstand ein
reproduzierbares Signal.

Nach Bindung des nicht-depletierten Proteingemisches an den Chip und lonisierung der
Proteine wurde mittels MALDI-TOF die Detektion und Molekulargewichtsbestimmung des
Proteingemisches maoglich. Das Besondere an dieser Methode war die direkte Akquirierung

von Protein- und Peptidspektren (m/z-Zahlen) aus nicht vorbehandelten Seren.
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21121 Vorbereitung, Auftragen und Messung der Proben

Es wurde eine Proteinkonzentration von 70 - 80 ug/ul bendtigt. Die verwendete Waschlosung
war 1 % Trifluoressigsaure (TFA). Nach grindlicher Reinigung von Bioprozessor und Memb-
ran wurden die Chips zwei Mal 10 min mit 150 pl 1 % TFA unter Schitteln aquilibriert um die

chromatographische Oberflache zu aktivieren. Weitere Arbeitsschritte zeigt (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Schematische Auflistung der Vorbereitungsschritte zur Messung mit SELDI.
4 yl der Probe wurde mit 206 ul TFA vermischt und davon pro Spot 100 pl aufgetragen, wobei
keine Luftblasen zwischen Chipoberflache und Probe entstehen durften. Es wurde pro Probe eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt. In mehreren Waschschritten wurden ungebundene Proteine,
die die Messung stéren konnten, abgewaschen.
Die Inkubation auf dem Schiittler erfolgte flir 2 Stunden. In dieser Zeit banden die Proteine an die
Chipoberflache. Im Anschluss folgten drei Waschschritte mit 150 pl 1 % TFA und am Ende ein
Mal mit destilliertem Wasser.
Auf jeden Spot wurde nun Siapinsdure-Matrix aufgetragen (zweimal jeweils 1ul). Nachdem die
Proben und die Matrix eingetrocknet waren, konnte gemessen werden. Jedem Spot wurde mit
SELDI eine m/z-Zahl zugeordnet. Zur Messung der Spektren war es wichtig die Proben beim
Messen der Sprektren entsprechend der Gruppe (hier responder oder non-responder) zu benen-
nen, um sie bei der Auswertung und dem Gruppenvergleich beliebig miteinander vergleichen zu
kénnen. Quelle der Graphik am 04.04.2010: http://www.evms.edu/evms-virginia-prostate-
center/overview-of-the-seldi-system.html

21.12.2 Messung der Chips und statistische Auswertung

Die Messung eines SELDI-Chips dauerte ca. 15 min. Nach Akquirieren der SELDI-Spekiren
wurden die Spektren normalisiert und alle Peaks detektiert. Im Biomarker detection modus
wurden die Peaks aller Gruppen nach ihrer Peakintensitdt und dem m/z-Wert statistisch
ausgewertet (Hutchens and Tai-Tung 1993; Wright 2002). Im Modus Biomarkermuster
konnten sowohl graphische als auch eine tabellarische Ansicht der Peaks erstellt werden.
Alle Peakintensitaten die einen p-Wert kleiner 0,05 aufwiesen und im Spektrum gut erkenn-
bar waren, wurden in das Programm Prism importiert, auf ihre Signifikanz getestet und

graphisch dargestellt.
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2113 Western Blot

Den Transferprozess von Proteinen auf eine Membran unter Beibehaltung der relativen
Position und der Auflosung wird als Blotten bezeichnet. Der Begriff Western Blot (WB)
bezieht sich auf den Transfer von Proteinen aus einer Gelmatrix auf eine Tragermembran
(Towbin et al. 1992). Der Ablauf eines Western Blots ist im Folgenden dargestellt und
orientiert sich an dem gangigen Laborprotokoll (Dihazi et al. 2009).

Die high abundant Proteine des Serums wurden depletiert und die Proteinkonzentration mit
dem Bradford Assay bestimmt. 40 pg Proteinprobe wurde durch Zugabe von Wasser und
Probenpuffer auf ein einheitliches Volumen gebracht und bei 97 °C auf dem Schdttler fir 10

min gekocht.

Fur die Gelelektrophorese wurden eigene Gele gegossen, wobei ein Gel immer aus einem
Trenn- und einem Sammelgel bestand. Fir die WBs wurden 15 %ige Trenngele gegossen: 5
ml H,O, 5 ml 1,5 M Tris/HCI pH 8,8 und 10 ml Acrylamid wurden vermischt und entgast, um
Luftblasen im Gel zu vermeiden. Zum Start der Polymerisation zum Tenngel wurden zlgig
200 pl 10 % SDS, 100 pl 10 APS und 10 pyl TEMED zugegeben und die beginnende polyme-
risierende Losung zwischen die Glasplatten pipttiert.

Das 4 % ige Sammelgel setzte sich aus 15 ml H,0, 6,3 ml 0,5 M Tris/HCI pH 6,8 und 3,3 ml
Acrylamid zusammen. Zum Start der Polymerisation erfolgte die Zugabe von 125 pl 10 %
APS, 250 pl 10 % SDS und 25 pyl TEMED. In das sich polymerisierende Sammelgel wurde
ein Trennkamm eingesteckt, um 10 Geltaschen a 10 mm zu erzeugen. In eine Geltasche
wurde spater genau 20 pl der Serumprobe pipettiert.

Die Herstellung der Trenn- und Sammelgele erfolgte am Vortrag. Unter einem feuten Tuch in
Aulfolie gepackt, wurden die Gele bei 4 °C im Kuhlraum gelagert, um ein Austrocknen zu
verhindern.

Es erfolgte die Auftrennung der Proteinproben im Trenngel nach Molekulargewicht (1D-WB).
Die Proben wurden flir eine Stunde bei 180 V laufen gelassen, bis der mitlaufende Marker
den Unterrand des Gels erreichte.

Es wurden als WB-Variante auch 2D-WB erstellt, um auch Proteinisoformen genauer unter-
suchen zu kénnen. Durch den hohen Glykosylierungsanteil einiger Serumproteine ergaben
sich bei der 2D-SDS-PAGE oft keine einzelnen, klar abgrenzbaren Spots, sondern haufig

nicht scharf von einander trennbare Proteinkonglomerate.

Nach der Fokussierung von 40 ug Protein auf einem 7 cm IPG-Streifen (pH 4-7) wurde
analog zum 1D-WB eine Fokussierung in der zweiten Dimension (2.1.9.7) durchgefihrt. Im
2D-WB waren dann selektiv nur die Proteinisoformen eines Proteins zu sehen.

Bei Vorbereitung fir 2D-WB entfiel die Erstellung des Sammelgels, da die IPG-Streifen nach

der Fokussierung direkt auf die Geloberkante gelegt wurden.
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Das Auftragen einer Schicht Butanol ermdglichte die Herstellung einer geraden Gel-
Oberkante. Bei den 2D-WB handelte es sich um 12 %ige Gele.

Die Proteine lagen nach der Elektrophorese nach Molekulargewicht aufgetrennt in dem Gel
und die Arbeitschritte waren nun bei 1D und 2D-WB identisch. Die Proteine mussten Gber
einen Elektronentransfer auf eine Membran Ubertragen werden, wozu es vertikale

Elektrophoresekammern gab.

Filterpapier Gel
Filterpapier Membran

Abbildung 22: Elektronentransferprinzip im WB.
Bei Blotten werden Proteine in ihrer exakten Elektrophoreseposition der ersten Dimension auf ei-
ne PVDF-Membran Ubertragen.
Gel und Membran wurden zwischen zwei Filterpapiere und zwei Fliespapiere gelegt, die mit
Transferpuffer getrankt waren. Das erhaltene Paket aus Gel, Membran, Filterpapier und
Schwammen wurde in die Mini-Trans®-Blot Kammer eingesetzt, mit Transferpuffer aufgefillt und
eisgekuhlt Gber Nacht bei 40 V ,geblottet”.
Nach dem Ubertragen der Proteine ist die Membran zu trocknen und mit Milchpuffer abzusattigen,
um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Nicht gebundener Antikérper wurde anschlielend
durch Waschen mit Waschpuffer entfernt.
Es folgte eine Inkubation Gber Nacht mit einem gegen das nachzuweisende Protein gerichteten
spezifischen Erstantikrper (1. AK) im Kihlraum bei 4°C unter leichtem Schitteln.
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Abbildung 23: Kopplung des sekundaren Antikorpers.
Im Anschluss an die Inkubation mit einem fiir das Antigen spezifischen Erstantikorper, folgte die
Inkubation mit einem spezifischen Sekundéarantikrper, welcher an den 1.AK gebunden hat. Der
Sekundarantikorper war mit einer Peroxidase gekoppelt. In der Peroxidasereaktion erfolgte die
Umsetzung von Luminol unter Freisetzung von Licht.
Dadurch war ein Fluoreszenzsignal des nachzuweisenden Proteins im Scanner sichtbar und auch
quantifizierbar.
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3 Ergebnis

3.1 Vorbemerkung

Die Ergebnisse der Arbeit lassen sich in mehrere Teilbereiche gliedern: Zunachst werden die
Ergebnisse zur Methodenoptimierung dargestellt. Es folgen Angaben zu den zehn im DIGE-
Gel untersuchten Patienten, die vor Beginn der Laboranlaysen als responder und non-
responder klassifiziert wurden. Danach erfolgt die Vorstellung der in dieser Arbeit identifizier-
ten Proteine. Nach der statistischen Auswertung der Proteinregulation in den DIGE-Gelen

werden die Ergebnisse der Western Blots und der Glykoproteinfarbungen vorgestellt.
3.1.1 Optimierung der Gelqualitat

Da das Serum ein komplexes Biogemisch ist, wurden alle Serumproben vor der Proteoma-
nalyse vorbehandelt (depletiert). Dadurch erfolgt eine Reduktion der Proteinanzahl, um eine
gute Gel-Qualitat zu erreichen. Beim Vergleich der Proteinmuster elekrophoretisch aufge-
trennter Seren wurde deutlich, dass sich die 2D-Gele deutlich voneinander unterschieden, je
nachdem ob sie vorbehandelt (depletiert) wurden oder nicht (Nativserum).

Dies wird deutlich bei dem Vergleich der folgenden 2D-Gele (Abbildung 24 bis Abbildung
27). Die Albuminbanden bei 60 — 70 kDa (roter Kreis) dominierten das undepletierte Serum
(Abbildung 24). Es bestand ohne Depletion die Gefahr, dass high abundant Proteine (wie

z.B. Albumin) andere Proteine im 2D-Gel Uberlagern.
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Abbildung 24: Das 2D-Gel zeigt das Proteom eines nicht-depletierten Serums.
Auf einem 11 cm IPG-Steifen (pH 3-10, Bio-Rad) wurden 150 pg Protein nach pl-Wert aufge-
trennt. Nach der Fokussierung erfolgte die SDS-PAGE zur Auftrennung nach M.
In dem 2D-Gel sind vor allem die haufig vorkommenden Serumproteine zu sehen. Es ist dominiert
von den Banden des humanen Albumins (roter Kreis) oder von Immunglobulinen (roter Kasten).
Es besteht die Gefahr, dass die Sicht auf wenig vorhandene Proteine versperrt ist.
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Die nach der (in 2.1.7 beschriebenen) Trennung des Serums entstehenden low und high

abundant Proteinfraktionen sind in Abbildung 25 und Abbildung 27 dargestellit.
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Abbildung 25: Das 2D-Gel zeigt die high abundant Proteinfraktion von Serum.
Nach der Abtrennung der low abundant Proteinfraktion (Depletion) wurden 150 ug Protein der
high abundant Fraktion auf einem 11 cm IPG-Steifen (pH 3-10, Bio-Rad) nach pl-Wert aufge-
trennt. Im Anschluss erfolgte die SDS-PAGE zur Auftrennung der Proteine nach M,. Das obige
2D-Gel enthalt vor allem Albumin und Immunglobuline (high abundant Proteine). Durch ihre An-
wesenheit kdnnen kleine Proteine Uberlagert werden. Die Identifikation der nummerierten Protei-
ne erfolgte mit MALDI-TOF. Die Ergebnisse der Proteinidentifikation sind in der nachfolgenden
Tabelle aufgelistet.

/ Serotransferrin
»

opot owissProt 1D Protein Beschreibung  [Masse [Da] |pl [[] [MOWSE [-] |SC[%] | +-Da
101 HFPT HURMARN Haptoglobin 45661 B13 [VB 19 03
103 HFPT HURMARN Haptoglobin 45661 B13 [57 12 05
104 APOAT HUMAN [Apolipoprotein A-1 30753 556 (245 75 03
105 HPT HURAR Haptoglobin 45851 6,13 (RO 19 03
106 HFPT HURMARN Haptoglobin 45661 B13 [B3 17 05
108 TTHY HUMAM  |Transthyretin 15931 552 161 73 02
1083 TTHY HUMAM  |Transthyretin 15931 552 131 B5 05
109 ALBU HUMAN  [Serurm albumin 71317 5592 [130 25 05
110 HFPT HURMARN Haptoglobin 45661 613 [72 2B 04
111 ALBU HUMAN - [Serum albumin 71317 5592 2596 a0 05
112 IGHGET HUMAN [lg gamma-1 chain T regi| 36596 846 [BB 43 05
114 ATAGZ2 HUMAN |Alpha-1-acid glycoprotei) 23873 4593 (B0 23 04
117 HFPT HURMARN Haptoglobin 45661 B13 [B4 21 05
118 ALBU HUMAN - [Serum albumin 71317 5592 152 42 04
119 IGKC HUMAMN |15 kappa chain C 36556 7B 120 39 05
Abbildung 26: MADLI-Identifikation der high abundant Proteine.

Die in Abbildung 25 nummerierten Proteine wurden nach dem Trypsinverdau mit MALDI-TOF
(2.1.11) identifiziert. Nun ist die Zuordnung eines im 2D-Gel auffalligen spots zu einem Protein

moglich.

So wurde z.B. die groRRe Proteinbande mit der Nummer 118 als das high abundant Protein Al-
bumin identifiziert.
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Abbildung 27: Das 2D-Gel zeigt die low abundant Fraktion von Serum.
Nach der Gewinnung von low abundant Proteinen durch Depletion und der Fokussierung von 150
Mg Protein auf einem 11 cm IPG-Steifen (pH 3-10, Bio-Rad) und anschlieRender SDS-PAGE,
zeigt sich das Proteinmuster der low abundant Proteine. Die Verringerung der Proteinanzahl
durch die Abtrennung der haufig vorkommenden Proteine wie Albumin (urspriinglich dort vorhan-
den, wo im roten Kreis nun keine Proteine zu sehen sind) flihrt dazu, dass kleinere Proteine im
2D-Gel sichtbar wurden.

Der Vergleich der 2D-Gele zeigte, dass es sinnvoll war alle Seren vor der Proteomanalyse in
die zwei Fraktionen zu trennen (Depletion). Damit war es maoglich sich ein gutes Bild Gber
Proteinregulationen in der low abundant Proteinfraktion zu verschaffen. Zur weiteren Opti-
mierung der 2D-Gelqualitat wurde in dieser Arbeit die Konzentration und Solubilisierung von
Serumproteinen nicht mit Aceton sondern mit Harnstoff vorgenommen. In Vorexperimenten
mit Aceton-Proteinfallung gab es Probleme mit der Ldslichkeit der Proteinpellets im Lysepuf-
fer und es waren stérende Streifen im 2D-Gel sichtbar, die durch Salzverunreinigungen
entstanden waren (hier nicht gezeigt). Statt der Acetonfallung kamen zur Konzentrierung und

Solubilisierung der Proteine Vivaspind® Konzentratoren und Harnstoff zum Einsatz (2.1.8.2).
3.1.2 Patienten im DIGE-Gel-Vergleich

Die Klassifizierung der Patienten als responder und non-responder erfolgte anhand der
Verbesserung des DAS28 im Vorfeld der Analyse des Serumproteoms. Die funf im DIGE-Gel
untersuchten responder waren Frauen im Alter zwischen 47 und 71 Jahren (Mittelwert 59,4).
Die Patientinnen hatten sehr unterschiedlich hohe DAS28-Ausgangswerte: Die Werte lagen
vor der Therapie zwischen 3,67 und 7,54. Interessant ist, dass die Abnahme des DAS28 bis
zum Zeitpunkt V6 in allen Fallen deutlich grofier als 1,2 war, so dass bei den respondern
nach EULAR-Kriterien von einer ,guten“ Therapieananwort gesprochen werden kann. Die
funf im DIGE-Gel untersuchten non-responder waren zwischen 47 und 72 Jahren alt (Mittel-
wert 57,4). Die drei Frauen und zwei Manner lagen mit ihnren DAS28-Ausgangswerten sehr

dicht beeinander (zwischen 4,57 und 5,73). Sie blieben trotz ETA-Therapie groRer als 4,49.
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3.2 Uberblick iiber die Ergebnisse der Proteomanalyse

Bei der Suche eines Biomarkers fir das Ansprechen auf eine Therapie mit ETA sind mehre-
re Proteine bei der Proteomanalyse aufgefallen. Die Abbildung 28 dient als Uberblick Uber
die Ergebnisse der Proteomicsuntersuchung der Arbeit ,Analyse prognostischer Faktoren flr

die TNFa-Antagonisten-Therapie bei Rheumatoider Arthritis®.
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Abbildung 28: Ubersicht zu den Ergebnissen der Laborarbeiten.

In der vorliegenden Arbeit wurden gelfreie und gelbasierte Proteomicsmethoden zur Detektion ei-
nes Biomarkers benutzt. Im DIGE-Gel, im WB und in der SELDI-Analyse wurden Proteine detek-
tiert, die potentiell responder von non-responder unterscheiden kénnen.

In den 2D-DIGE-Gelen waren die Proteine Vitamin-D-binding Protein, Haptoglobin, Vitronektin,
a1-Antitrypsin und verschiedene Apolipoproteine bei den respondern vermehrt vorhanden.

Im 2D-WB zeigte sich ein charakteristisches Glykosylierungsmuster des Vitamin-D-binding Prote-
in.

Auflerdem war in der SELDI-Untersuchung zum Zeitpunkt VO das Protein mit dem Wert 28.718
m/z charakteristisch flir die non-responder.

In den nachsten Abschnitten werden zunachst zwei DIGE-Gele gezeigt (VO und V6), die zur
Analyse der Proteinregulation herangezogen wurden. Aus den DIGE-Gelen V5 und V6

wurden die Serumproteine mit MALDI identifiziert und werden hier vorgestellt.
3.2.1 Gelbasierte Proteomics

Die DIGE-Gele (Abbildung 29 und Abbildung 30) zeigen das Serumproteomprofil vor dem
Beginn der ETA-Therapie und am Studienende. Die Gele zeigen, dass sich das Proteompro-

fil unter ETA-Therapie verandert und dass bei Serumproteinen Regulationen vorliegen.
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Abbildung 29: Proteomprofil der responder und non-responder vor Therapiebeginn (V0).
Zur Erstellung des DIGE-Gels wurden 50 pg Protein mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt
und auf einem 11 cm IPG-Steifen (pH 4-7, Bio-Rad) fokussiert. Nach der SDS-PAGE und dem
Einscannen wurde ein Farbcode festgelegt: In dem DIGE-Gel sind die Proteine der responder
grun, die non-responder rot und gleich viel vorhandene Proteine gelb dargestellt.
Es sind einige griine Proteine im 2D-Gel auffallig, die nur bei den respondern vorhanden sind.
Diese Auffalligkeit vor dem Beginn der ETA-Therapie zeichnet die responder aus.

Im Vergleich zum Analysezeitpunkt vor der ETA-Therapie zeigte das DIGE-Gel in Woche 24
der Therapie (V6) ein anderes Proteomprofil (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Proteomprofil der responder und non-responder unter ETA-Therapie (V6).
Zur Erstellung des DIGE-Gels wurden 50 pg Protein mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt
und auf einem 11 cm IPG-Steifen (Bio-Rad, pH 4-7) fokussiert. Nach der SDS-PAGE und dem
Einscannen wurde ein Farbcode festgelegt: In dem DIGE-Gel sind die Proteine der responder
griin, die non-responder rot und gleich viel vorhandene Proteine gelb dargestellt.
Zum Zeitpunkt V6 sieht das Proteinmuster anders aus als vor der ETA-Behandlung. Es sind bei
den respondern sowohl neue Proteine vermehrt, als auch einige Proteine weniger vorhanden.
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Es gab folgende Unterschiede zwischen den Analysezeitpunkten VO und V6:

Es gab Proteine, die bei den respondern und non-respondern gleichmaflig vorhanden waren.
Sie erschienen im DIGE-Gel gelb und boten vor der ETA-Therapie keine Mdglichkeit die
beiden Gruppen zu unterscheiden. Im Verlauf der Therapie war dann das Protein aber bei

den respondern vermehrt vorhanden und bot nun die Moglichkeit die responder zu erkennen.

Es gab auch die Variante, dass ein Protein bereits vor der ETA-Behandlung vermehrt bei
den respondern vorhanden war und somit zur Unterscheidung von respondern und non-
respondern nutzbar war. Im Verlauf der Therapie blieb die Proteinregulation bestehen oder

nahm ab.

Um die regulierten Proteine konkret benennen zu kénnen, wurden die Proteine aus den
DIGE-Gelen identifiziert.

Es folgt zunachst die Darstellung der Proteinidentifikation und dann die statistische Auswer-
tung der Proteinregulation.

Der Begriff ,spot® steht fir ein aus dem 2D-Gel ausgeschnittenes und identifiziertes Protein.

Ein Teil der Proteinidentifikation erfolgte am MALDI-TOF Gerat der Proteomics AG im UMG
und nach Protokoll der Proteomics AG (Dihazi et al. 2009).

Nach einem anderen Protokoll wurden aufRerdem zur Verfizierung der Identifizierungsergeb-
nisse die Proteine aus drei DIGE-Gelen im Max-Planck Institut Géttingen identifiziert (Jahn et
al. 2006).

3.2.2 Identifizierung der Serumproteine mit MALDI

Anschaulich sind Proteinregulationen (verstarkt oder vermindert) in einem unterschiedlichen
Proteinmuster in 2D-DIGE-Gelen. Die DIGE-Gele wurden zur Visualisierung des Prote-
omprofils eingescannt, in einem dreifarbigen Farbcode digitalisiert und eine quantitative

Auswertung der normierten Spotintensitaten mit 2D-Delta durchgefiihrt.

Nach der Erstellung von 2D-Gelen (z.B. das 2D-Gel in Abbildung 31) erfolgte die mas-
senspektrometrische Identifikation der Proteine mit MALDI-TOF (2.1.11).

Aus sechs DIGE-Gelen und zwei Gelen mit Flamingofarbung wurden insgesamt 229 Protei-
ne identifiziert. Es wurden 35 verschiedene Proteine gefunden. Nicht alle Identifikationser-

gebnisse werden in dieser Arbeit gezeigt.
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Abbildung 31: Proteinidentifikation der Proteine aus dem DIGE-Gel VO mit MALDI-TOF.

Zur Erstellung des DIGE-Gels wurden 50 pg Protein mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt
und auf einem 11 cm IPG-Steifen (pH 4-7, Bio-Rad) fokussiert. Nach der SDS-PAGE und dem
Einscannen wurde ein Farbcode festgelegt: Die vermehrt vorhandenen Proteine der responder
erscheinen griin, wahrend die gleichmaRig vorhandenen Proteine schwarz angefarbt sind.

Die einzelnen Proteine wurden zur Identifikation nummeriert und mit MALDI identifiziert. Tabelle 6
zeigt die |dentifikationsergebnisse.

Es ist auffallig, dass die Proteinnummern 1-5a alle das Ergebnis Vitamin-D-binding Protein erga-
ben, obwohl die Spots im Gel an unterschiedlicher Position aufzufinden waren. Auch die Protein
9-11 (Kinninogen) und 6-8 (a.i-Antitrypsin) ergaben gleiche Identifikationsergebnisse. Es handelt
sich hierbei um Proteinisoformen, die sich nur minimal in ihrem pl-Wert unterscheiden. Sie ent-
stehen wenn Proteine posttranslational modifiziert werden und unterschiedlich geladene Protein-
seitenketten haben. Es andert sich dann die Ladung des Proteins, wahrend das Molekulargewicht
gleich bleibt (Seo and Lee 2004).

Speziell bei den Isoformen des Vitamin-D-binding Proteins handelt es sich um Unterschiede im
Grad der Proteinglykosylierung.

Aufgrund von Proteinisoformen wurden insgesamt mehr Proteine mit MALDI analysiert als ver-
schiedene Proteine identifiziert werden konnten.

Tabelle 6: Identifizierung der Proteinspots.

Ein MOWSE-Wert >55 zeigt Proteinidentitat an.
Spot SwissProt ID Protein Beschreibung Masse [Da] pl [[] [MOWSE [-]
VO 5 HPT_HUMAN Haptoglobin 45177 6,13 |75
VO 6 HPT_HUMAN Haptoglobin 45177 6,13 |103
V07 HPT_HUMAN Haptoglobin related 38983 6,13 |59
V012 APOA4 HUMAN |Apolipoprotein A4 45371 5,28 (830
V014 CLUS_HUMAN Clusterin 52461 6,02 |91
V024 SAA HUMAN Serum Amyloid A Protein 13524 79 |37
V026 HPT_HUMAN Haptoglobin-related 38983 6,13 |74
V028 HPT_HUMAN Haptoglobin-related 38983 6,13 |99
V029 HPT HUMAN Haptoglobin-related 38983 6,13 |87
V030 SAA HUMAN Serum Amyloid A Protein 13524 6.28 41
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Spot SwissProt ID Protein Beschreibung Masse [Da] [pl[-] [MOWSE[-] |SC[%]
1 VTDB_HUMAN Vitamin-D-binding Protein 54526 54 |68 24
2 VTDB_HUMAN Vitamin-D-binding Protein 54526 54 |58 21
3 \VTDB_HUMAN Vitamin-D-binding Protein 54526 54 |98 23
4 \VTDB_HUMAN Vitamin-D-binding Protein 54526 54 [198 51
5 \VTDB_HUMAN Vitamin-D-binding Protein 54526 54 128 39
5a \VTDB_HUMAN Vitamin-D-binding Protein 54526 54 [101 26
6 A1AT_HUMAN o-1-antitrypsin 46878 5,37 [144 48
7 A1AT_HUMAN o-1-antitrypsin 46878 5,37 212 63
8 A1AT_HUMAN o-1-antitrypsin 46878 5,37 |95 30
9 KNG_HUMAN Kininogen-1 72996 6,34 (94 22
10 KNG_HUMAN Kininogen-1 72996 6,34 |60 22
11 KNG_HUMAN Kininogen-1 72996 6,34 (90 27
12 ALBU_HUMAN Serum Albumin 71317 592 [176 49
21 ALBU_HUMAN Serum Albumin 71317 592 |164 43
22 ALBU_HUMAN Serum Albumin 71317 592 [195 47
27 APOC2_HUMAN  |Apolipoprotein C-2 11277 4,72 |72 59
28 APOC3_HUMAN  |Apolipoprotein C3 10845 5,23 (32 27
29 VTNC_HUMAN Vitronektin 54271 55 107 25
105 HPT_HUMAN Haptoglobin 45861 6,13 |60 19
110 HPT_HUMAN Haptoglobin 45861 6,13 (72 26
112 IGHG1_HUMAN |lg gamma-1 chain C region C (36596 8,46 |66 43
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Abbildung 32 zeigt ein DIGE-Gel zum Zeitpunkt V6. Aus diesem Gel wurden 60 Proteinspots
ausgeschnitten und im MPI Géttingen nach Protokoll von Jahn et al. 2006, S.94ff identifiziert.
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Abbildung 32: DIGE-Gel zur Identifizierung der Proteinspots zum Zeitpunkt V6.
Zur Erstellung des DIGE-Gels wurden 50 ug Protein mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt
und auf einem 11 cm IPG-Steifen (pH 4-7, Bio-Rad) fokussiert. Nach der SDS-PAGE und dem
Einscannen wurde der Farbcode so festgelegt, dass die vermehrt vorhandenen Proteine der
responder blau dargestellt sind. Gleichmafig vorhandene Proteine sind schwarz dargestellt. Die
MPI-Ergebnisse bestatigen die eigenen Identifikationen. Es zeigten sich erneut Proteinisoformen
des Vitamin-D-binding-Protein. Dies liegt bei den respondern stark vermehrt vor und gibt ein tief
blaues Signal. Die Identifkationergebnisse zeigt Tabelle 7.
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Tabelle 7:

V6 Spots 1-60 Reck 2, $40

Identifikationsliste fiir die Proteine aus Abbildung 32.

number _|Protein name Gene name |UniProtkB|Swiss-Prot Mass CPI PMF-Score |PMF SC|MS/MS Score |MS/MS SequPeptides
1 Beta-2-glycoprotein 1 APOH P02749  |APOH HUMAN 39584 [8.34 119 65 109 il 2
2 Beta-2-glycoprotein 1 APOH P02750  |APOH_HUMAN 39584 |8.34 105 61 1 15 3
3 Beta-2-glycoprotein 1 APOH P02751  |APOH _HUMAN 39584 |8.34 133 62 172 15 3
4 Beta-2-glycoprotein 1 APOH P02752  |APOH HUMAN 39584 [8.34 168 64 173 15 3
5 Vitamin D-binding protein | GC P02774 [WVTDB_HUMAN (54526 |54 288 68 161 10 2
6 Vitamin D-binding protein | GC P02774 |VTDB_HUMAN |[54526 |54 301 68 289 14 4
7 Vitamin D-binding protein | GC P02774 [WVTDB_HUMAN (54526 |54 316 68 335 14 4
il Vitamin D-binding protein | GC P02775 [WVTDB_HUMAN (54526 |54 322 70 197 10 3
9 Vitamin D-binding protein | GC P02776 |WVTDB_HUMAN (54526 |54 195 68 169 14 3
10 Alpha-1-antitrypsin SERPINAT [P0O1009 |ATAT_HUMAN 48878 |537 213 56 266 12 3
1 Alpha-1-antitrypsin SERPINAT [P0O1009 |ATAT_HUMAN |46878 |5,37 247 63 194 9 2
12 Alpha-1-antitrypsin SERFINAT [P01009 |ATAT_HUMAN |48878 |5.37 196 51 131 9 2
13 Alpha-1-antitrypsin SERPINAT [P0O1009 |ATAT_HUMAN |48878 |5.37 175 51 178 il 3
14 Kininogen-1 KNG1 PO1042 [KNG1_HUMAN |72996 |6,34 140 26 35 6 3
15 Kininogen-1 KNG1 PO1042  [KNG1_HUMAN |72996 |6,34 116 27 134 7 2
16 Kininogen-1 KNG1 PO1042 [KNGT_HUMAN |72996 |6.34 114 26 111 4 2
17 Hemaopexin HPX PO02790 |HEMO_HUMAN [52385 6,55 246 59 226 12 4
18 Hemaopexin HPX P02790 |[HEMO_HUMAN |52388 |6,55 235 58 194 8 3
19 Apolipoprotein C-ll APOC3 PO2656 |APOC3_HUMAN 10845 5,23 176 27 2
20 Apolipoprotein C-Il APOC3 PO2656 |APOC3_HUMAN [10845 5,23 125 27 2
21 uncertain

22 Antithrombin-Il| SERPINC1 [P01008 |ANT3_HUMAN |53025 6,32 99 43 61 2 1
23 uncertain

24 Antithrombin-lll SERPINC1 |PO1008 |[ANT3_HUMAN 530256 6,32 111 40 99 10 2
25 Antithrombin-ll SERPINCY |PO1008 |ANT3_HUMAN 53025 6,32 143 43 109 5 2
26 Serotransferrin IF P02787 |TRFE_HUMAN |79280 |6.81 241 44 36 4 1
27 Serotransferrin TF P02787 [TRFE_HUMAN |79280 |6,81 266 56 58 2 1
28 Serotransferrin TF P02787 |[TRFE_HUMAN |79280 |6.81 260 45 64 3 1
29 Seratransferrin TF Fo2787 |TRFE_HUMAN (79280 |6.81 314 50 46 4 1
30 Plasminogen PLG PO0747 |[PLMN_HUMAN |93247 |7.04 375 60 130 5 3
H Apolipoprotein A-IV APOA4 PO6727 |[APOA4_HUMAN |45371 |5,28 361 57 173 13 4
32 Apolipoprotein A-IV APOA4 POB727 |APOA4_HUMAN (45371 |5.28 313 66 307 13 4
33 Apolipoprotein A-IV APOA4 PO6727 |APOA4_HUMAN (45371 |5.28 278 61 292 13 4
34 Haptoglobin HP POO738  |HPT_HUMAN 45861 6,13 74 27 64 5 2
35 Zinc-alpha-2-glycoprotein |AZGP1 P25311  |ZA2G_HUMAN (34079 |557 159 51 94 12 2
36 Hemaopexin HPX P0O2790 |HEMO_HUMAMN [52385 6,55 139 51 61 4 2
37 Zinc-alpha-2-glycoprotein |AZGP1 P25311 |ZA2G_HUMAN |34079 |5.57 132 58 22 11 0
38 Zinc-alpha-2-ghycoprotein |AZGP2 F25311  |ZA2G_HUMAN (34079 |5.57 84 42 55 7 1
39 Alpha-2-HS-glycoprotein |AHSG P02765 [FETUA_HUMAM |40098 |543 85 38 247 9 2
40 Alpha-2-HS-glycoprotein |AHSG P02765 [FETUA_HUMAM 40088 |5.43 83 38 237 9 3
41 Alpha-1-antichymotrypsin |[SERPINA3  [P01011  |AACT_HUMAN (47792 |5.33 207 45 20 10 3
42 Alpha-1-antichymotrypsin |SERPINA3  [P01011  |AACT_HUMAN [47792 |5,33 146 47 204 10 4
43 Alpha-1B-glycoprotein A1BG PO4217  |AIBG_HUMAN 5,58 151 49

44 uncertain

45 Apolipoprotein Al APOA1 P02647 |APOAT_HUMAN (30753 |55 201 63 255 18 4
46 Apolipoprotein Al APOA1 P02647 |APOAT_HUMAN (30759 |55 186 61 187 16 4
47 Apolipoprotein A-l APOA1 P02647 |APOAT_HUMAN (30753 |55 200 64 206 16 4
48 Haptoglobin HP PO0738  |HPT_HUMAN 45861 6,13 67 18 30 6 1
49 Haptoglobin HP PO0738  |HPT_HUMAN 45861 6,13 123 18 1
50 uncertain

1 uncertain

52 Beta-lactoglobulin GN=LGB |P02754 |LACB_BOVIN 20263 |4.93 114 73 157 12 2
53 Beta-lactoglobulin GN=LGB |P02754 |LACB_BOWVIN 20269 4,93 96 i 191 23 2
54 Apolipoprotein Al GN=APOA1|P02647 |APOAT_HUMAN |30759 |65 200 65 177 12 3
65 Complement factor | GMN=CFI P05156 |CFAI_HUMAN 68071 7,72 98 29 75 6 2
56 Complement factor | GM=CFI P05156 |CFAI_HUMAN 68071 7,72 79 27 132 27 2
57 Complement C4-A GN=C4A 1618 CO4A_HUMAN  |194247 (6,65 69 13 96 2 2
58 uncertain

29 uncertain

60 uncertain

Es wurde unter den 229 identifizierten Proteinen bei elf Proteinen eine vermehrte Proteinex-

pression gefunden. Davon waren sieben Proteine um mindestens das Doppelte mehr im

Serum der responder vorhanden.
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3.2.2.1 Proteomanalyse zur Biomarkeridentifikation vor Beginn der
ETA-Behandlung (VO0)

Die DIGE-Gele vor Behandlungsbeginn (V0) zeigten Proteinexpressionsunterschiede bei
Vitamin-D-binding Protein (DBP), Haptoglobin, Vitronektin (VTN)- und Apolipoprotein C3-
Fragmenten (Abbildung 33).
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Abbildung 33:  Analyse des Serumproteoms zum Zeitpunkt VO im DIGE-Gel.
Zur Erstellung des DIGE-Gels wurden 50 pg Protein mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt
und auf einem 11 cm IPG-Steifen (pH 4-7, Bio-Rad) fokussiert. Nach der SDS-PAGE und dem
Einscannen wurde der Farbcode so festgelegt, dass die responder griin, die non-responder rot
und gleich stark vorhandene Proteine gelb dargestellt sind. Die Spotnummerierung bezieht sich
auf Abbildung 31 auf S. 55.
Es sind die normierten Spotvolumen von respondern und non-respondern graphisch aufgetra-
gen. Das Verhaltnis (R) bezieht sich auf den Quotienten der beiden Mittelwerte und gibt die re-
lativen Expressionsunterschiede an. Als Kriterium fir eine signifikante Proteinregulation galt ein
Quotient der normierten Spotintensitaten (< 0.5) bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von min-
destens 0.05.
Die Patientengruppe responder zeigte beim Vitamin-D-binding Protein eine zweifache Zunahme
der Regulation mit einem Verhalinis (R) von 0.47 (p= 0,001). Das bedeutet, dass das Vitamin-
D-binding Protein bei den respondern doppelt so viel vorhanden ist.
AuBRerdem vermehrt vorhanden sind bei den respondern folgende Proteine: Vitronektin-
Fragment (R= 0.38), Apolipoproteinfragment C3 (R= 0.4), Haptoglobin-a.1-Kette (R= 0.25), Hap-
toglobin-az-Kette (R= 0.47).
Es fielen im DIGE-Gel auch Proteinfragmente von Apolipoprotein A2 und C2 bei den respon-
dern auf, welche aber in der statistischen Auswertung nicht signifikant reguliert waren.
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3.2.2.2 Proteomanalyse zur Biomarkeridentifikation unter ETA-
Behandlung (Woche 12, V5)

Das Proteomprofil veranderte sich seit dem Therapiebeginn. Nach 12 Wochen ETA-Therapie

(V5) zeigten sich im unteren Gel-Bereich keine Proteinregulationen mehr (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Analyse des Serumproteoms zum Zeitpunkt V5 im DIGE-Gel.
Zur Erstellung des DIGE-Gels wurden 50 ug Protein mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt
und auf einem 11 cm IPG-Steifen (pH 4-7, Bio-Rad) fokussiert. Nach der SDS-PAGE und dem
Einscannen wurde der Farbcode so festgelegt, dass die responder griin, die non-responder rot
und gleich stark vorhandene Proteine gelb dargestellt sind.
Die Nummerierung bezieht sich auf Abbildung 31 auf S. 55.
Es wurden die normierten Spotvolumen von respondern und non-respondern graphisch aufgetra-
gen. Das Verhaltnis (R) bezieht sich auf den Quotienten der beiden Mittelwerte und gibt die relati-
ven Expressionsunterschiede an. Als Kriterium fur eine signifikante Proteinregulation galt ein
Quotient der normierten Spotintensitaten (< 0.5) bei einer Irtumswahrscheinlichkeit von mindes-
tens 0.05.

Zum Zeitpunkt V5 zeigte sich keine statistisch signifikante Regulation beim Vitamin-D-binding
Protein (R= 0.75).

Das Protein a1-Antitrypsin liegt auf der Regulationsgrenze (R= 0.544). Es erscheint als neues auf-
falliges Protein bei den respondern.

Im unteren Gelbereich sind keine Proteine mehr auffallig. Die noch in VO dort vorhandenen Prote-
ine sind nicht mehr nachweisbar, was an einer Abnahme der Proteinregulation liegt.
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3.2.2.3 Proteomanalyse zur Biomarkeridentifikation unter ETA-
Behandlung (Woche 24, V6)

Im DIGE-Gel unter ETA-Therapie (V6, Abbildung 35) stellt sich das Proteomprofil wiederum
verandert dar. Im unteren Gel-Bereich sind wieder signifikante Proteinregulationen sichtbar
und es kommt mit dem Protein o4-Antitrypsin ein neues charakteristisches Protein bei den

respondern dazu.
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Abbildung 35: Analyse des Serumproteoms zum Zeitpunkt V6 im DIGE-Gel.

Zur Erstellung des DIGE-Gels wurden 50 ug Protein mit fluoreszierenden Farbstoffen gekoppelt
und auf einem 11 cm IPG-Steifen (pH 4-7, Bio-Rad) fokussiert. Nach der SDS-PAGE und dem
Einscannen wurde der Farbcode so festgelegt, dass die responder griin, die non-responder rot
und gleich stark vorhandene Proteine gelb dargestellt sind. Die Nummerierung bezieht sich auf
Abbildung 31 auf S. 55.

Es sind die normierten Spotvolumen von respondern und non-respondern graphisch aufgetragen.
Das Verhaltnis (R) bezieht sich auf den Quotienten der beiden Mittelwerte und gibt die relativen
Expressionsunterschiede an. Als Kriterium fiir eine signifikante Proteinregulation galt ein Quotient
der normierten Spotintensitaten (< 0.5) bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von mindestens 0.05.
Zum Zeitpunkt V6 waren die Proteine DBP (R= 0.313), Haptoglobin a,-Kette (R= 0.029) und (R=
0.136), Haptoglobin B-Kette (R= 0.06) und a-Antitrypsin (R= 0.269) bei den respondern vermehrt
vorhanden. Das Protein a-Antitrypsin kommt als neues reguliertes Protein bei den respondern
dazu und charakterisiert die responder.

Im unteren Gelbereich waren keine signifikanten Regulationen zu verzeichnen, wie das Verhaltnis
(R) aus der statistischen Auswertung anzeigte: Apolipoprotein A1 (Spot 104, R= 0.9), Apolipopro-
tein A2 (Spot 86, R= 0.95), Apolipoprotein C2 (Spot 27, R= 0.83), Apolipoprotein C3 (Spot 28, R=
0.7). Vitronektin (Spot 29) ist gar nicht mehr nachweisbar.
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Zusammenfassend zeigt Abbildung 36, dass die Proteinregulation der zu unterscheidenen-

den Patienten vor der Therapie unterschiedlich ist und sie sich unter der Therapie verandert.
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Abbildung 36: Darstellung der Regulation elf im Therapieverlauf regulierter Proteine.

Auf der x-Achse sind die Proteine zu den drei Zeitpunkten VO, V5 und V6, auf der y-Achse die
jeweilige Ratio der Proteinregulation aufgetragen. Als Regulationsgrenze ist der Wert 0.5 mit ei-
ner strichelten roten Linie eingetragen. Liegt ein Protein oberhalb der Linie, ist es weder bei den
respondern noch bei den non-respondern vermehrt vorhanden. Es fallen besonders Vitamin-D-
binding Protein, Haptoglobin und a.4-Antitrypsin bei den respondern auf. Der Quotient von DBP
liegt in VO und V6 unterhalb der Regulationsgrenze, d.h. DBP ist bei den respondern konstant in
héheren Konzentrationen als bei den non-respondern vorhanden. Die Hp-Ketten sind bei den
respondern sowohl vor als auch unter der Therapie auffallig und im Serum vermehrt vorhanden.

Zur Verifizierung der Proteinregulation wurden die im DIGE-Gel regulierten Proteine in 1D-
und 2D-WB Experimenten untersucht (3.2.3).

3.2.3 Ergebnisse der 1D-Western Blot

Nachdem im DIGE-Gel bei den respondern die Proteine Haptoglobin, Vitamin-D-binding
Protein und Fragmente von Apolipoproteinen und Vitronektin vermehrt vorhanden waren,
wurden Analysen mit 1D-WB durchgefiihrt. Mit spezifischen Antikorpern gegen die regulier-
ten Proteine wurden zunachst die depletierten Seren der responder und non-responder zu
den Zeitpunkten VO und V6 auf die Wiederholbarkeit der Proteinregulation im WB getestet.
Diese responder/non-responder Proben sind die identisch mit den im DIGE-Gel verwendeten
Seren. Zusatzlich wurde danach jedes einzelne Serum im WB analysiert. Da aus techni-
schen Grinden in einem WB immer acht Proben getestet werden konnten wurde zunachst
die Einzelseren der Patienten 2, 4, 6 und 9 (responder) und 1, 3, 5 und 7 (non-responder)
untersucht. Zur Validierung erfolgte dann das Hinzuziehen ,neuer” Patienten, die noch nicht
im DIGE-Gel enthalten waren: 10, 11, 16, 18 (responder) und 8, 13, 15, 17 (non-responder).
Jedes Serum wurde vor dem WB depletiert, um gleiche Voraussetzungen wie bei den DIGE-
Gelen zu schaffen. Pro WB wurden drei Wiederholungen zur Auswertung gemacht. Die

statistische Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit der Software ImagedJ.
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3.2.3.1 Untersuchung der Seren mit Anti-Haptoglobin-Antikorper

Bei den WB von respondern und non-respondern mit dem Anti-Haptoglobin-Antikérper zeigte
sich im 1D-WB (Abbildung 37) fir Haptoglobin ein ahnlicher Regulationsverlauf in VO und
V6, wie es in den DIGE-Gelen zu sehen war.

Die Durchfihrung des WB erfolgte nach Protokoll (Dihazi et al. 2009). In der Gruppe respon-
der sind Seren der Patienten 2, 4, 6, 9 enthalten. Die non-responder Gruppe setzt sich aus

Seren der Patienten 1, 3, 5, 7 zusammen.
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Abbildung 37: WB responder (R) und non-responder.
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Es erschlieRt sich ebenso eine Zunahme der Hpo-Kette in V6 bei den respondern. In diesem
Sinne bestatigt der WB die Proteinregulation von Haptoglobin aus dem DIGE-Gel.

Bei der Untersuchung der einzelnen Seren mit dem Anti-Haptoglobin-Antikérper konnte der

obige Verlauf bei einigen (nicht aber bei allen) Patienten gefunden werden (Abbildung 38).
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Abbildung 38: WB zum Vergleich von Einzelseren.
Auch hier wurden 40 ug Protein in die Geltaschen pipettiert, nach Molekulargewicht aufgetrennt
und auf eine Membran Ubertragen (geblottet).
Links im Bild ist die Intensitat der Hp-Ketten zum Zeitpunkt VO bei den respondern 6 und 9 und
den non-respondern 1, 3, 5, 7 zu sehen. Rechts im Bild sind Seren der responder 6 und 9 zum
Zeitpunkt V6. Dieser WB zeigte, dass die Bandenintensitat der Hpa-Kette bei den Patient 6 und
9 von V0 bis V6 zunimmt. Das korreliert mit einer Zunahme des Proteins im Serum.
Die non-responder lassen sich WB nicht von den respondern durch eine verminderte Intensitat
der Hpa2-Kette unterscheiden, denn auch bei den non-respondern ist die Hpa2-Kette vorhanden.

63



Ergebnis

Die ,neuen” Patienten 10, 11, 16, 18 (responder) und 8, 13, 15, 17 (non-responder) zeigten
auch keinen einheitlichen Verlauf des Proteins, so dass keine allgemeingultige Aussage Uber
die Hp-Regulation unter ETA-Therapie getroffen werden kann.
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Abbildung 39: WB zum Vergleich von VO responder mit V6 responder bei weiteren Einzelseren.
Es wurden 40 ug Protein nach Molekulargewicht aufgetrennt und geblottet.
In diesem WB war ersichtlich, dass die responder 10, 11, 16, 18 eine starke Expression der Hp-
ao- Kette aufweisen. Eine Zunahme der Bandenintensitat von VO bis V6 ist aber nur bei Patient 10
eindeutig erkennbar.

Bei den Patienten 6, 9, 10, 11 und 18 war aufgrund des WB eine Zunahme der Bandeninten-
sitat von Hp-a, zu vermuten. Die statistische Auswertung zeigt nur bei Patient 9 und 10 eine

statistisch signifikante der Zunahme der Bandenintensitat.
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Abbildung 40: Statistische Auswertung der Bandenintensitaten von der Hpoo-Kette.

Die Auswertung zeigt eine Zunahme der Proteinregulation der Hpa,-Kette von VO bis V6 bei den
respondern 6, 9, 10, 11 und 18.

Ingesamt fiinf aller 16 analysierten Seren zeigten eine Zunahme der Intensitat der Hpao,-Kette,
wobei nur bei Patient 9 und 10 die Steigerung der Expression signifikant war.
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Im DIGE-Experiment war ein Abfall der Hpa1- Kette im Therapieverlauf zu beobachten. Es

sollten im WB Hinweise gesucht werden, ob sich dieser Regulationsverlauf bei Einzelseren

bestatigt.
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Abbildung 41: Regulation der Haptoglobin a.4- Kette bei den respondern im Therapieverlauf.
Der WB zeigt, dass Haptoglobin a-Kette vor der Therapie bei den Patienten 2 und 4 vorhanden
war. Im Verlauf der Therapie verliert die Band an Intensitat und ist im Serum von Patient 2 und 4
weniger vorhanden. Auch in der statistischen Auswertung zeigte sich eine statistisch signifikante
Abnahme der Signalintensitat im WB. Die Beobachtung deckt sich mit dem Verlauf von des Hap-
toglobin a1 Proteins im DIGE-Gel.
Auch bei Patient 16 lie sich ein signifikanter Abfall von der Haptoglobin-a.1-Kette zeigen.
Dieser Nachweis gelang jedoch nicht bei weiteren Seren. So Iasst sich keine verallgemeinernde
Aussage zum Rickgang der Proteinregulation der Hpa- Kette treffen.

Fur die Proteinketten des Haptoglobin (a4, o) lasst sich zusammenfassend bei einzelnen
Patienten der Verlauf des DIGE-Gels zeigen, jedoch ist eine Verallgemeinerung nicht
moglich. Es ergab sich aber der Hinweis, dass bei den 16 untersuchten Seren die Haptoglo-
bin-Phanotypen charakteristisch verteilt waren und sich den respondern oder non-

respondern zuordnen liefsen (Abbildung 42).
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Abbildung 42:  Verteilung der Hp-Phanotypen bei 16 Patienten.
Bei 16 untersuchten Patienten war auffallig, dass es bei den non-respondern haufiger den Hap-
toglobin Phanotyp 2-1 gibt. Keiner der Untersuchten hat den Phanotyp Hp1-1.

Der genetische Polymorphismus fur die Haptoglobin-o-Ketten macht es interessant, die

Phanotypen und Regulation der Patienten in einer grofien Kohorte zu untersuchen.

65



Ergebnis

Im DIGE-Gel sind auch die Proteine Apolipoprotein A2, Vitronektin und Apolipoprotein C3
aufgefallen.

Es wurden alle Seren der verschiedenen Patienten im WB mit spezifischen Antikérpern (Anti-
Apolipoprotein C 3 und A 2, Anti-Vitronektin-Antikdrper) auf Proteinregulationen und Unter-

scheidungsmerkmale untersucht.

Mit dem Anti-Apolipoprotein A 2 Antikdrper wurden die respondern in VO und V6 untersucht,
wobei bei zwei responder Seren (2, 9) das Protein eine intensive Bande zeigte. Die Banden-
intensitat fiel im Verlauf der Therapie bis (V6) ab. In der statistischen Auswertung war der

Abfall der Regulation jedoch nicht statistisch signifikant.

Der WB mit dem Anti-Vitronektin-Antikérper zum Nachweis einer Regulation dieses Proteins
konnte nicht durchgefiihrt werden, da der Antikérper das Fragment bei 10 kDa nicht detek-

tierte, sondern nur das intakte Protein im Bereich von 55 kDa.

Als ein weiteres auffalliges Protein im unteren Bereich des DIGE-Gels, wurde ein Fragment
von Apolipoprotein C3 im WB mit dem spezifischen Antikdérper untersucht. Im WB der
responder und non-responder konnte auch zu Beginn der Therapie ein quantitativer Unter-
schied im C3 Fragment nachgewiesen werden. Die Abnahme der Regulation bei den

respondern war im WB zu sehen, aber nicht statistisch signifikant belegbar.

Alle WB-Ergebnisse der Proteine im unteren Gelbereich waren statistisch nicht signifikant

und lassen keine allgemeinglltige Aussage zu (dazugehdrige WB hier nicht gezeigt).
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3.2.4 Vergleich der DBP-Isoformen im 2D-Western Blot

Vitamin-D-binding Protein und seine Proteinglykosylierungen wurden im 2D-WB untersucht.
Abbildung 43 zeigt den Vergleich der responder und der non-responder zum Zeitpunkt VO.
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Abbildung 43: Vergleich der DBP-Isoformen der responder und non-responder (V0) im 2D-WB.
50 pg Proteinprobe wurde auf einem 7 cm IPG-Streifen mit pH 4-7 (Bio-Rad) fokussiert. Nach
der Fokussierung wurde eine Auftrennung nach Molekulargewicht durchgefiihrt und dann dem
WB-Protokoll gefolgt (Dihazi et al. 2009).
Die responder und non-responder unterscheiden sich in der Anzahl an DBP-spots. Die respon-
der haben einen funften prominenten DBP-spot, der den non-respondern fehlt.

Der 2D-WB der non-responder zum Zeitpunkt V6 sieht identisch aus wie zum Zeitpunkt VO
(Bild hier nicht gezeigt), d.h. das DBP-Muster der non-responder veranderte sich wahrend
der ETA-Therapie nicht.

Beim Vergleich der responder zu den Zeitpunkten VO und V6 fallt eine Veranderung des
DBP-Musters auf, denn die Intensitat und Grofie des Proteins nimmt zu (Abbildung 44).
pH4 pH7

Der flinfte DBP-spot der respon-
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Abbildung 44:  Vergleich der DBP-Isoformen der responder (VO und V6).
50 pg Proteinprobe wurde auf einem 7cm IPG-Streifen mit pH 4-7 (Bio-Rad) fokussiert. Nach
der Fokussierung wurde eine Auftrennung nach Molekulargewicht durchgefiihrt und dann dem
WB-Protokoll gefolgt. Es zeigt sich eine Zunahme der Intensitat des funften DBP bei den
respondern. Das Protein ist groRer und intensiver als vor Therapiebeginn.
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3.2.4.1 Glykosylierungsfarbungen

Es zeigten sich im 2D-WB Unterschiede in der Anzahl der DBP-spots und in ihrer Gel-
Position, was auf einen Unterschied im Grad der Proteinglykosylierung hinweisen kénnte.
Dieser Unterschied der Proteinkonfiguration kann es mdglich machen responder und non-
responder voneinander zu unterscheiden.

Um verschiedene Glykosylierungsmuster des DBP im 2D-Gel zu zeigen, wurden sie erst mit
einer speziellen Glykoproteinfarbung und dann zur Spotzuordnung mit Flamingo gefarbt.

Die Proteine in Abbildung 45 sind unterschiedlich signalintensiv angefarbt. Das zeigt, dass
es moglich ist unterschiedlich stark glykosylierte Proteine voneinander zu differenzieren.
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Abbildung 45: Die Glykoproteinfarbung zeigt das Glykosylierungsmuster der responder in VO.
Stark glykosylierte Proteine haben einen hohen Anteil an Sialsdure und damit viele negative La-
dungen und bleiben somit in der Elektrophorese weiter bei der Anode (=links im Gel) liegen. Hier-
von ist bei den respondern nur ganz links ein spot zu sehen (gestricheltes Oval). Bei Verfolgung
der DBP-Isoformen nach links (Richtung Anode), nimmt die Intensitat der Glykoproteinfarbung zu.
Das korreliert mit der Zunahme der Proteinglykosylierung (gestricheltes Oval).

Der flunfte DBP-spot der responder, welcher im 2D-WB auffiel, ist in der Glykoproteinfarbung
nicht zu sehen (rotes oval in Abbildung 45). In dieser Glykoproteinfarbung erscheint der
responder-spot nicht, weil er keine starke Glykosylierung hat.

In der Flamingofarbung des identischen Gels ist der charakteristische funfte DBP-spot der
responder an seiner zu erwartenden Position jedoch zu sehen (rotes Oval in Abbildung 46).
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Abbildung 46: Flamingofarbung des 2D-Gels der responder vor der Therapie (VO0).
150 pg Proteinprobe wurde auf einem 11cm IPG-Streifen mit pH 4-7 (Bio-Rad) fokussiert und
die SDS-PAGE durchgefiihrt. Nach der Gelfarbung mit Flamingo, ist der fliinfte DBP der respon-
der eindeutig an der zu erwartenenden Gel-Position zu sehen.
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Das responder-DBP (mit weniger Glykosylierungen) liegt ndher an der Kathode, da es
weniger negativ geladene Sialsaure aufweist.

Das DBP der responder ist insgesamt positiver geladen als glykosyliertes DBP. Daher ist zu
schlussfolgern, dass bei den respondern wenig Glykosylierungen am DBP vorhanden sind

und damit die geringe Glykosylierung ein Charakteristikum der responder ist.
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Abbildung 47:  Glykosylierungsmuster der non-responder vor der Behandlung (V0).
150 g Proteinprobe wurde auf einem 11 cm IPG-Streifen mit pH 4-7 (Bio-Rad) fokussiert und
die SDS-PAGE durchgefiihrt. Nach der Glykoproteinfarbung sind nur vier glykosylierte DBP bei
den non-respondern zu sehen.

In der Glykosylierungsfarbung der non-responder sind vier Spots dem DBP zuzuordnen. Sie
sind im sauren Gelbereich lokalisiert, signalintensiv und damit stark glykosyliert. Diese stark
glykosylierten Vitamin-D-binding Proteine kénnen zum Makrophagen-aktivierenden Faktor
deglykosyliert werden. Diese Deglykosylierung kann einige interessante Effekte im Rahmen
der RA haben (4.1.3.2).
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3.3 Gelfreie Proteomics

Es konnten im SELDI-Experiment, in dem sieben Seren von non-respondern und acht Seren
von respondern miteinander verglichen wurden, Unterschiede zum Zeitpunkt VO detektiert
werden. Die Gruppe der non-responder lief3 sich statistisch signifikant durch ein Protein bei
28.718 m/z von den respondern unterscheiden (Abbildung 48).
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Abbildung 48: Die Auswertung der Proteinintensitaten im SELDI-Experiment.
Das Protein mit dem m/z-Wert 28.718 ist bei den non-respondern vermehrt vorhanden und
charakterisiert diese Gruppe.

Die vermehrte Intensitat des fir die non-responder charakteristischen Proteins bei 28.718

m/z lasst sich eindrucksvoll in Form eines Elektrophorese-Gels darstellen (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Geldarstellung des SELDI-peak bei 28.718 m/z.
Es lasst sich ablesen, dass das Protein in diesem Gelbereich eine vermehrte Intensitat bei den
non-respondern hat.
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4 Diskussion

In der Diskussion werden zunachst beispielhaft Biomarker vorgestellt, die mit proteomischen
Methoden bei verschiedenen Erkrankungen gefunden wurden. Im Bereich der onkologischen
Forschung wurden bereits viele Studien mit Proteomics durchgeflihrt. Aus dem Bereich der
proteomischen Biomarkerforschung bei der RA liegen hingegen nur wenige Daten vor. Unter
Einbeziehung der Bedeutung posttranslationaler Proteinmodifikationen und im Hinblick auf
die Atiologie der RA, erfolgen im zweiten Abschnitt die Charakterisierung der in dieser Arbeit
gefundenen Proteine und Uberlegungen zu deren Nutzbarkeit als Biomarker fiir das Anspre-

chen auf eine Anti-TNFa-Therapie.
4.1 Gelbasierte Proteomics

In den folgenden zwei Abschnitten wurden Ergebnisse von Studien ausgewahlt, die mithilfe
der 2D-Gel-Technik Biomarker flir verschiedene Erkrankungen nachgewiesen haben. Die
Ergebnisgrundlage zur Biomarkerdetektion ist bei onkologischen Proteomicsstudien ausfiihr-
licher als im Bereich der RA. Bei den vorhandenen Studien geht es vor allem um Biomarker
zur Fruherkennung der RA vor Erkrankungsausbruch.

Die Proteomicsanalyse dieser Arbeit hat aber das Ziel, einen geeigneten Biomarker zur

Prognoseeinschatzung der Wirksamkeit einer Anti-TNFa-Therapie bei RA zu detektieren.
4.1.1 Biomarker bei Karzinom- und Autoimmunerkrankungen

Wie in Abschnitt 1.2.2 eingefihrt, ist der Einsatz von Biomarkern zur Friherkennung von
Krebserkrankungen essentiell fir einen friihen Behandlungsbeginn und damit zur Prognose-
verbesserung. Bei der 2D-Gel-Untersuchung des Proteoms von Tumorzellen wurde als
Marker flir den prognostisch schlechtesten Erkrankungsverlauf beim bronchialen Adenokar-
zinom die Phosphoglycerinkinase 1 gefunden (Chen et al. 2003).

In weiteren 2D-Gel-Untersuchungen mit Serum von Patienten mit verschiedenen Tumorer-
krankungen wurden die vermehrte Regulation von Proteinen wie a4-Antitrypsin und Hap-
toglobin (Hamrita et al. 2009), Serum Amyloid A (Camafeita et al. 2009), Apolipoprotein A1
und ein Fragment des Komplementfaktor C3 beschrieben (Steel et al. 2003). Das vermehrte
Vorhandensein von Haptoglobin fiel auch in 2D-Gelanalysen bei Autoimmunerkankungen
auf. Es wurde bei 2D-Gelanalysen, WB und ELISA im Serum von Patienten mit Transplan-
tatabstolungsreaktion (GvHD) nach Stammzelltransplantation entdeckt, dass Patienten mit
Phanotyp Hp2-2 dazu pradisponiert waren eine GvHD zu erleiden. Danach sind Hp-
Polymorphismen mit dem Auftreten einer GvHD assoziiert (McGuirk et al. 2009). Bei der
Autoimmunerkrankung Neuromyeltis Optica geht die Entziindung im Liquor mit einer im 2D-

Gel nachweisbaren vermehrten Regulation der Haptoglobin-a-Kette einher (Bai et al. 2009).
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Auch in dieser Arbeit kann die vermehrte Hp-Expression mit einer Autoimmunerkrankung in

Zusammenhang gebracht werden.
4.1.2 Bisherige Biomarkerdetektion bei RA

Bei gelbasierten RA-Proteomicsstudien wurden bisher sowohl synoviale Fibroblasten (SF)
und Synovialflissigkeit als auch Serumproben von RA-Patienten untersucht.

Das Proteinexpressionsprofil mononuklearer Zellen (PBMCs) von Gesunden und Erkrankten
wurde in 2D-Gelen analysiert, wobei 18 um das Doppelte regulierte Proteine (u.a. Fibrinogen
y, Hitzschockprotein 5A, Ribonuklein K) bei RA-Patienten gefunden wurden. Einige der

identifizierten Proteine spielen bei der RA-Pathogenese eine Rolle (Dotzlaw et al. 2004).

In der Synovialflissigkeit von RA-Patienten waren krankheitsspezifische Proteine wie
Fibronektin, Smephorin 7, GRB7, Galektin-1, Apolipoprotein A1 und Peroxiredoxin 2 Ube-
rexprimiert, das Protein Vimentin hingegen vermindert exprimiert (Kim et al. 2006). Auler-
dem fielen bei der Untersuchung von Synovialflissigkeiten signifikante Mengen Calcidiol (25-
(OH)D3), Calcitriol (25-(OH),D3) und Vitamin-D-binding Protein (DBP) auf. Eine lokale
Produktion von Vitamin D-Metaboliten oder ihre Diffusion aus dem Serum in die Synovi-

alflissigkeit konnte dies erklaren (Fairney et al. 1987).

Die Untersuchung von SF hingegen erwies sich in folgenden Arbeiten als geeignetes Verfah-
ren zur ldentifikation potentieller Biomarker: Zur Unterscheidung von Patienten mit RA oder
Osteoarthritis (OA) wurde im 2D-Gel das Protein Calgranulin A (syn. S100A8 oder MRP8) im
synovialen Gewebe Uberexprimiert gefunden. (Tilleman et al. 2005 b). Basierend auf diffe-
rentieller Proteomanalyse von SF und Plasma in 2D-Gelen wurden auch S100 Proteine
identifiziert, die RA- von OA-Patienten unterscheidbar machten.

Der Plasmaspiegel des Heterokomplex S100A8/A9 (MRP14) korreliert mit dem Spiegel in
synovialen Fibroblasten von RA-Patienten. Damit wiurde die Bestimmung des S100A8/9-
Plasmaspiegels dazu dienen, RA von anderen entziindlichen Gelenkserkrankungen und der
OA zu unterscheiden. AufRerdem diene der Serumspiegel von S100A8/A9 zur Wirksamkeits-
kontrolle bei Anti-TNFoa-Therapien (Drynda et al. 2004). In einer weiteren Arbeit zur Biomar-
kerdetektion war ebenfalls MRP14 bei RA-Patienten vermehrt vorhanden. Au3erdem waren
die Proteine Ubiquitin und SAA, Transthyretin und Apolipoprotein A1 bei RA-Patienten in
ihrer Regulation signifikant erhéht. Diese Proteine konnen bei der Pathogenese eine wichtige
Rolle spielen und ihre Bestimmung kénnte bei der Diagnose, Evaluation der Krankheitsaktivi-

tat und Identifikation neuer Therapieziele malgebend sein (An et al. 2005).

Die 2D-Gel-Untersuchung von Plasma vor und nach einer Akut-Phase-Reaktion (in diesem
Fall ausgeldst durch eine Typhus-Impfung) zeigte, dass sich das Proteomprofil von RA-

Patienten und Gesunden unterschied. Das Muster der Proteinregulation bei einer Typhus-
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impfung ahnelt dem Proteomprofil einer chronisch-entziindlichen Erkrankung. Nach Impfung
von RA-Patienten lag eine vermehrte Regulation der Proteine SAA, Hpa., -a4 und - vor. Die
Proteine Transthyretin, DBP, Apolipoprotein A1 und A4 waren bei geimpften RA-Patienten
weniger vorhanden (Doherty et al. 1998).

In einer anderen 2D-Gelanalyse wurde gezeigt, dass Autoantikdrper gegen a-Aldolase und
a-Enolase mit der RA assoziiert waren. Es wurde herausgearbeitet, dass die citrullinierte a-
Enolase als Autoantigen fungierte. Die Citrullinierung gilt als posttranslationale Modifikation
und kann den Verlust der Fahigkeit des Immunsystems zur Selbst- und Fremdunterschei-
dung ausgel6st haben. Es ist méglich, dass auch andere immunogene PTM Ausldser fur die
RA sind. Diese kdnnen mit Proteomics dargestellt und identifiziert werden (Lambrecht et al.
2008).

4.1.3 Gelbasierte Proteomics zur Biomarkerdetektion (DIGE)

Wie in der Einleitung thematisiert, ist die 2D-Gelelektrophorese und insbesondere die DIGE-
Technik ein aussichtsreicher Ansatz zur Analyse des Serumproteomprofils und zur Biomar-
kerdetektion. Es wurde im DIGE-Gel bei den respondern eine signifikante Regulation der
Proteine Haptoglobin (Hp) und Vitamin-D-binding Protein (DBP) festgestellt. Diese Proteine
wurden bereits in verschiedenen Zusammenhangen als Biomarker diskutiert (4.1.2) was
belegt, dass es grundsatzlich moglich ist, mit proteomischen Methoden einen Biomarker fir
das Therapieansprechen auf eine ETA-Therapie zu finden. Es folgt die Darstellung der

Funktionen von Hp, DBP und der Beeinflussung des Immunsystems durch PTM.

In dieser Arbeit lagen zum Zeitpunkt VO auch vermehrte Regulationen der Proteinfragmente
Vitronektin, Apolipoprotein C3 und a4-Antitrypsin vor. Diese Proteine werden nicht themati-

siert, da ihre Funktionen im Zusammenhang mit der RA von untergeordnetem Interesse sind.

4.1.3.1 Haptoglobin

Die hepatische Synthese des positiven Akut-Phase-Proteins Haptoglobin (Hp) wird durch die
proinflammatorischen Zytokine IL-6, IL-1 und TNFa induziert. Das von den drei Hauptallelen
Hp'S, Hp'" und Hp? auf Chromosom 16 kodierte Polypeptid wird als ganze Kette synthetisiert
und dann in zwei a-Ketten und eine B-Kette gespalten. Die B-Kette ist die Bindungsstelle flr
Hamoglobin (Hb) und konstant, weil sie von drei identischen Allelen codiert wird. Die o-
Ketten unterliegen einem genetischen Polymorphismus. Die Allele Hp'® und Hp'* (fast und
slow) unterscheiden sich nur in einer Aminosaure und kodieren fir die Hpo4-Ketten.

Ein Produkt aus nicht-homologen crossing over von Hp'" und Hp'S ist das Hp? Allel, welches
die Hpa,-Ketten kodiert. In 2D-Gelen bilden die Hpo,-Ketten drei (Hpos-Ketten ein bis drei)
Proteinspots, die sich etwas im pl unterscheiden und im unteren Bereich des 2D-Gels zu

sehen sind. Wegen der Sequenzahnlichkeit der Allele die drei Phanotypen (Hp1-1, 2-1, 2-2)
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unterschieden, die sich je nach Kettenzusammensetzung ergeben, wie Abbildung 50 zeigt
(Mikkat et al. 2004).

Hp 1-1 dimer Hp 2-1 polymers Hp 2-2 polymers
. . . -—\-'-"—o’ ,_H_ . —[H—O—H~]~
n=1,2 n=3,4,5

Abbildung 50: Hp-Struktur: Disulfidbriicken verbinden kovalent die einzelnen Hp-Ketten.
Durch die Kombination der Ketten entstehen drei mdgliche Polymere (Ye et al. 2003). o4-Ketten
haben ein Molekulargewicht von 8,9 kDa, a,-Ketten von 16 kDa (Langlois and Delanghe 1996).
Das Protein Hp war in dieser Untersuchung bei den respondern um mehr als das Doppelte
vorhanden. Dies war vor und auch am Ende der Therapie der Fall, wobei besonders die
verstarkte Regulation der Hpay-Ketten auffielen. Die responder kdénnten von den in der
Literatur beschriebenen und im Folgenden dargestellten positiven Hp-Effekten profitieren. Hp

konnte synergistisch zur ETA-Therapie zur klinischen Verbesserung der RA beitragen.

Die bekannteste Funktion von Haptoglobin ist die Bindung von freiem Hamoglobin (Langlois
and Delanghe 1996). Damit wird z.B. nach Hamolyse der renale Eisenverlust und eine
Schadigung der Glomerula verhindert, denn Hp-Hb-Komplexe werden nicht ausgeschieden
(Polticelli et al. 2008). Neben seiner Funktion als Hamolysemarker hat Hp durch die Komple-
xierung von Hb auch eine antibakterielle Funktion, denn Bakterien brauchen Eisen fur ihren
Stoffwechsel. DarUber hinaus wirde freies Eisen zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspe-
zies (ROS) beitragen, was Entzindungen verstarken und Zellschaden an Membranen durch
Lipidoxidation verursachen wirde. Bindet Hp an aktivierte Makrophagen wird die ROS-
Generierung und indirekt die TNFa-Produktion verhindert (Theilgaard-Monch et al. 2006).
Hb-Bindung und antioxidative Kapazitat sind abhangig vom Phanotyp und ist bei Hp2-2
durch ineffektive Hb-Bindung gemindert, so dass fiir Hp2-2 eine gréfiere Gefahr von oxidati-
vem Stress ausgeht (Gutteridge 1987; Langlois and Delanghe 1996).

Eine effiziente Angiogenese ist ein wichtiger Vorgang bei chronisch-entziindlichen Erkran-
kungen. Hp férdert GefaBRwachstum (proangiogenetische Wirkung) und vermindert dadurch
hypoxiebedingte Schaden. Hp2-2-Phanotypen mit einer guten Angiogenese konnen besser
auf Hypoxie reagieren (Cid et al. 1993; Langlois and Delanghe 1996). Hp hemmt die
Prostaglandinsynthese und damit Schmerzentstehung. Die Hemmung ist beim Hp1-1
Phanotyp am effektivsten (Beisembaeva et al. 1990).

Hp bindet und prazipitiert Proteine, die nach Hitze- und Gewebsschaden oder oxidativem
Stress fehlgefaltet sind und verhindert, dass defekte Proteine toxische Akkumulationen
bilden. Hp tragt dazu bei nach Entziindungen (lokal oder systemisch) die Gewebshomdosta-
se wieder herzustellen (Theilgaard-Monch et al. 2006; Polticelli et al. 2008). Hp hat durch die

Fahigkeit die Reaktivitdt von Lymphozyten zu hemmen (Lange 1992) und ihre Proliferation
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und funktionelle Differenzierung zu beeinflussen, auch immunoregulatorische Funktion und
tragt zum Erhalt der Homdostase bei antigeninduzierter Entzindung bei (Huntoon et al.
2008). Daruber hinaus kann bei dem Zerfall von Hp eine abnorme Funktion des Proteins
ausgelost werden. Die Hpo-Kette kann dann mit dem Immunsystem interferieren, weil sie
strukturelle Ahnlichkeit mit dem humanen 7S Ig aufweist. Dadurch kénnte Hpo. die zellulare
Immunantwort als potenter Immunosuppressor beeinflussen (Ye et al. 2003).

Diese Funktion kdme den respondern in Kombination mit ETA zugute, denn TNFa und die
Hpa-Kette unterdriicken Entziindungsreaktionen.

Auch auf die TNFa-Konzentration hat das Protein einen interessanten Effekt. Hp wird in
neutrophilen Granulozyten gespeichert. Bei der Bindung von TNFa wahrend einer Akut-
Phase-Reaktion an Neutrophile, wird konzentrationsabhangig eine Hp-Freisetzung ausge-
I8st: je mehr TNFo bindet, desto mehr Hp wird ausgeschuttet (Berkova et al. 1999).

Das wirde im Sinne eines negativen Feed-back Mechanismus die inflammatorischen Effekte
von TNFa begrenzen und somit synergistisch zu ETA wirken.

Die drei Hp-Phanotypen sind wichtig flr die biologische Funktion des Proteins und scheinen
fur bestimmte Erkrankungen zu pradisponieren. Die Hp-Polymorphismen sind assoziiert mit
der Pravalenz und klinischen Manifestationen von entzindlichen Erkrankungen (Wassell
2000). Besonders der Phanotyp Hp2-2 ist mit der Entwicklung inflammatorischer Erkrankun-
gen assoziiert (Lai et al. 2007). Der Einfluss der Hp-Phanotypen auf Immunoreaktivitat wird
aber unterschiedlich bewertet. Anfang der 80er Jahre war man noch der Auffassung, dass
Hp bei der aktiven RA zwar vermehrt in Serum und Synovialflissigkeit vorhanden ist, jedoch
die Phanotypen nicht auffallig verteilt waren (Sitton and Dixon 1983). Zwei Jahre spater
wurde ein Zusammenhang zwischen dem Hp?-Gen und Autoimmunerkrankungen beschrie-
ben, denn das Hp®Gen wurde haufiger in RA-Familien gefunden als das Hp'-Gen (Dahlqvist
and Frohlander 1985). Generell soll bei Autoimmunerkrankungen der Phanotyp Hp2-2
Uberreprasentiert sein, da er immunoreaktiver ist und PGE;, nicht effektiv gehemmt wird
(Langlois and Delanghe 1996).

Zusammengefasst wirkt Hp antioxidativ, proangiogentisch, antientzindlich und immunoregu-
latorisch (Langlois and Delanghe 1996; Dobryszycka 1997; Theilgaard-Monch et al. 2006;
Ogawa et al. 2007).

Diese Hp-Funktionen kdnnen Heilungsprozesse positiv beeinflussen. Es resultiert die
Hypothese, dass die responder von der vermehrten Hp-Expression in VO und unter ETA-
Therapie profitieren, da alle Hp-Funktionen der Wiederherstellung von Gewebshomdostase
dienen. Eine Hp-Phanotypisierung ist eine Méglichkeit um zu testen, welcher Phanotyp am
haufigsten in der RA-Kohorte reprasentiert ist und ob sich signifikante Haufungen bei respon-
dern oder non-respondern ergeben. Anhand einer Hp-Phanotypisierung ergabe sich ein

guter Biomarker zur Unterscheidung zwischen potentiellen respondern und non-respondern.
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4.1.3.2 Vitamin-D-binding Protein

Vitamin-D-binding Protein (DBP) war in den DIGE-Gelen dieser Arbeit bei den ETA-
respondern vor der Therapie vermehrt vorhanden. Dies war flir die responder auch unter
ETA-Therapie charakteristisch. Auflerdem fiel ein Unterschied im Grad der DBP-
Glykosylierung auf, denn das DBP der responder war weniger stark glykosyliert als das der
non-responder.

DBP, auch als Gc-Protein bezeichnet, ist ein Protein multifunktioneller Natur (White and
Cooke 2000) und gehort zur a>-Globulinfraktion. DBP hat abhangig vom Grad der posttrans-
lationalen Glykosylierung ein Molekulargewicht von 50 bis 52 kDa (Speeckaert et al. 2006).
Beim Gesunden liegt die Plasmakonzentration bei 300-600 ug/ml. Taglich werden hepatisch
ca. 10 mg/kg Koérpergewicht gebildet, wobei die Synthese wahrend der Schwangerschaft und
unter Ostrogentherapie gesteigert ist. Bei Leber- und Nierenerkrankungen sowie Malnutrition
findet sich aufgrund geringer Synthese und renalen Verlust eine erniedrigte DBP-
Plasmakonzentration.

DBP findet sich in vielen Geweben und unterliegt einem schnellen Proteinabbau (Plasma-
halbwertszeit 2,5 Tage). Der wichtigste Ligand ist Calcidiol (Halbwertszeit 12 Tage). Der
DBP-Calcidiol-Komplex wird in Leber, Lunge und Gastrointestinaltrakt sowie in Muskeln und
Knochen abgebaut bzw. renal ausgeschieden. Im Verlauf des Lebens hat DBP einen kon-
stanten Plasmaspiegel, ohne saisonalen Schwankungen zu unterliegen. Er ist im Serum gut
messbar, morgens mit niedrigeren Konzentrationen als abends. Die Konzentration wird
weder von einer Calcium- noch Vitamin-Ds-Substitution beeinflusst (Speeckaert et al. 2006).

Mit diesen Eigenschaften ist DBP grundsatzlich als Biomarker geeignet.

Der Genlokus von DBP auf Chromosom 4 ist polymorph. Drei dominante Allele codieren fir
DBP, namlich Ge1f (fast in der IEF), Ge1s (slow) und Ge2. Den drei verschiedenen Phanoty-
pen ordnen Forscher verschiedene Anfalligkeiten bzw. Widerstandsfahigkeiten gegeniber
Erkrankungen und unterschiedliche Proteinfunktionen zu (Hartwig et al. 1982; White and
Cooke 2000). Der Unterschied der Phanotypen beruht auf einzelnen Aminosauresubstitutio-
nen, die eine unterschiedliche Proteinladung bedingen. Auf die Unterscheidung der DBP-
Phanotypen wird nach der Beschreibung der Vitamin D- und Aktinbindungsfunktion Bezug
genommen.

DBP hat eine Bindungsstelle fiir Vitamin-Vorstufen und eine flr G-Aktin. Bei Zelluntergang
durch Lyse oder mechanische Einflisse fallt extrazellular freies G- und F-Aktin an.

DBP verhindert die unkontrollierte Polymerisation von G-Aktin in arteriellen GefalRen und
verhindert damit Aktin-Mikroembolien, welche zu Organdysfunktion fuhren koénnen. Die
Aktinbindung ist eine zentrale Aufgabe von DBP, wobei alle DBP-Phanotypen etwa gleiche
Bindungsaffinitdt haben (White and Cooke 2000; Head et al. 2002). Mit Zelluntergang bei
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Sepsis, Trauma oder Organdysfunktion geht ein Absinken der DBP-Konzentration einher, da
es freies Aktin bindet. Eine verminderte initiale DBP-Konzentration ist mit einer schlechten
Prognose flr Patienten assoziiert (Speeckaert et al. 2006). Das Fazit ist, dass bei Zellunter-
gang und gleichzeitig erniedrigtem Serum-DBP ein erhdhtes Risiko fir Aktinembolien und
vaskularen Schaden besteht (White and Cooke 2000).

Auch das Protein Gelsolin bindet freies Aktin, namlich F-Aktin. Es wurde gezeigt, dass die
Gelsolin-Plasmakonzentrationen bei RA-Patienten, bei akuter Verletzung und Entziindung
erniedrigt sind. Bei Sepsis und Verbrennungen im Tierversuch verbesserte sich die Progno-
se durch die Gelsolin-Gabe. Eine verminderte DBP-Konzentration in Kombination mit viel
freiem Aktin und Aktin-Gelsolin-Komplexen in synovialem Gewebe zeigte, dass das Bin-
dungsprotein im Gelenk ,aufgebraucht* wurde, es also protektiv und antiinflammatorisch
wirkt (Osborn et al. 2008).

Die responder haben in der vorliegenden Studie durch das vermehrt vorhandene DBP
potentiell eine hdhere Kapazitat zur Aktinbindung zum Schutz vor zu starker Aktinpolymeri-
sation und vaskular-embolischen Schaden. Die erhéhte DBP-Konzentration bei den respon-
dern tragt hypothetisch dazu bei, Schaden zu minimieren, die durch Zellnekrosen entstehen.

Diese Voraussetzung im responder-Proteomprofil unterstutzt die ETA-Wirkung.

Die namensgebende Hauptaufgabe von DBP ist Bindung, Solubilisierung und Transport von
Vitamin D-Metaboliten. Im Gegensatz zu anderen hydrophoben Hormonbindungssystemen,
ist DBP im Serum etwa 20-fach hdher konzentriert als seine Liganden. Diese fur Serumbin-
dungsproteine ungewdhnlich hohe Konzentration weist auf vielfaltige biologische Aufgaben
des DBP hin (White and Cooke 2000; Speeckaert et al. 2006).

Unter physiologischen Bedingungen liegen nahezu alle Vitamin D3;-Metabolite proteingebun-
den vor, was die Pharmakokinetik von Vitamin D stark beeinflusst. An DBP gebundene
Metabolite haben verminderten Zugang zu Zielzellen und sind dem hepatischen und renalen
Abbau nicht zuganglich. Dies verlangert die Vitamin D-Halbwertszeit, was die physiologische

Bedeutung des Vitamins und seines Bindungsproteins unterstreicht (Speeckaert et al. 2006).

Der Zusammenhang zwischen dem Spiegel des aktiven Vitamin Dz und der RA-Pathogenese
ist im Knochenstoffwechsel, in der Aktivierung des NFkB-Signalwegs und der Beeinflussung
des Immunsystems zu sehen.

Dabei ist wichtig, dass DBP den Transport von aktivem Vitamin D; und seinen Vorstufen zu
allen Effektorzellen sichert. Im Blut bindet DBP die Vitamin D3-Vorstufen und transportiert sie
zur Leber, wo sie in Calcidiol umgewandelt werden. Nach dem Transport zur Niere wird der
Calcidiol-DBP-Komplex im Glomerulum filtriert und in komplexierter Form Uber einen Mega-
lintransporter ins Nierenepithel zurtickresorbiert. Nicht an DBP gebundenes Vitamin D geht

im Urin verloren. Im Nierenepithel findet die enzymatische Aktivierung von Calcidiol zu
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Calcitriol statt. Fehlt DBP, ist die Ausscheidung von Vitamin-D-Vorstufen erhéht und der
Calcitriolspiegel sinkt. Das hat Auswirkungen auf die Calcium- und Phosphathomdostase
(Parathormonveranderung). Bei Vitamin D3;-Mangel kommt es zm Abfall des Calcium- und
Phosphatspiegels. Reaktiv steigt das Parathormon an und erhéht (durch Abbau von Kno-
chensubstanz) den freien Ca?'-Spiegel im Blut. Freies Calcium verstirkt den nfkB-

Signalweg, was wiederum zu ROS-Bildung und Entziindungsreaktion flhrt (Hock 2009).

Da Vitamin D3 durch Hemmung von TH4-T-Zellen auch die Ausschittung von IL-1, IL-6 und
TNFoa hemmt, kann Dj als kérpereigener Immunmodulator angesehen werden. Vitamin D3
und PTH sind aulerdem negativ mit der Krankheitsaktivitat korreliert, d.h. je héher der
Vitamin D3-Spiegel, desto geringer ist die Krankheitsaktivitat.

Niedrige Vitamin Ds-Level bei RA-Patienten filhren zu einer negativen Ca?*-Bilanz und
Hemmung des Knochenaufbaus. Ebenso beginstigen niedrige Vitamin D3;-Spiegel den
Progress der RA (Oelzner et al. 1998). Daher werden Therapien mit D-Hormonen (Alfacalci-
dol, Calcitriol) zur Behandlung von RA als Beitrag zur Krankheitsmodifizierung empfohlen
(Schacht 2000).

Zellstress, ROS, intrazellular erhdhtes Ca®* und erhdhte TNFa-Spiegel fuhren zur Aktivie-
rung der NFkB-Signalkaskade, welche zur Induktion von Entzindung und Zellapoptose fuhrt
(1.1.2). Ein ausreichender Vorrat an Calcidiol ist wichtig, um den durch NFkB aktivierten
Entzindungsprozess einzudammen. Zusatzlich hemmt aktives Vitamin D3 proinflammatori-
sche Enzyme und erhdht damit kdrpereigene antioxidative Reserven, fordert die Immuntole-
ranz und wirkt Autoimmunprozessen entgegen.

Bei chronischer NFkB-Aktivierung etabliert sich ein entziindliches Milieu mit viel freiem Ca?,
viel nitrosativ-oxidativem Stress, einer dauerhaft unglinstigen Verschiebung des Re-
doxgleichgewichts und hohen TNFa-Spiegeln, so dass es bei Vorhandensein entsprechen-
der Kofaktoren zur Entwicklung degenerativer, kardiovaskularer und rheumatischer Erkran-
kungen wie z.B. der RA kommen kann. Die negativen Folgen des NFkB-Signalwegs kénnen
durch die Gabe von Vitamin D3 und Ca** verhindert werden (Hock 2009).

Soweit lasst sich festhalten, dass DBP und Vitamin D3 den Knochenstoffwechsel, Immunsys-
temfunktionen und Entziindungsreaktionen positiv beeinflussen (Speeckaert et al. 2006). Die
hohen DBP-Konzentration und die daraus folgende hohe Vitamin D-Verfiigbarkeit kénnen
einen positiven Einfluss auf die responder haben, weil davon auszugehen ist, dass die gute
Transportkapazitat fur Vitamin D-Vorstufen bei den respondern eine gute Heilungsgrundlage

darstellt und DBP synergistisch mit ETA der RA entgegenwirkt.

Wie in den vorherigen Abschnitten angefihrt, beeinflusst DBP das Immunssystem und
postranslationale Modifikationen an diesem Bindungsprotein kdnnen immunogene Reaktio-

nen auslosen.
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Unter dem Aspekt, dass die RA wahrscheinlich durch autoimmunreaktive Vorgange ausge-
I6st wird ist es interessant zu prifen, ob die Glykosylierungen am DBP die responder (mit
Uberexprimiertem, aber weniger glykosylierten DBP) und die non-responder (stark glykosy-
liertes DBP) voneinander unterscheidbar machen und welchen Effekt posttranslationale

Modifikationen des Bindungsproteins auf das Immunsystem haben kénnten.

In der Literatur gibt es Hinweise, dass die Proteinglykosylierung eine Schllsselrolle bei der
Immunsystemregulation, d.h. bei der Entwicklung, dem Uberleben und der Reaktivitat von T-
Zellen, spielt (Seo and Lee 2004).

Am Beispiel vom IgG wird gezeigt, dass aufgrund von Proteinglykosylierung bzw. Deglykosy-
lierung das Immunsystem beeinflusst wird und eine erhéhte Anfalligkeit gegen Erkrankungen
anzunehmen ist. Die N-Glykosylierung von IgG ist essentiell flr seine Bindung an alle F.y-
Rezeptoren. So kann deglykosyliertes bzw. desialisiertes IgG in vivo keine Immunantwort
mehr auslésen. Damit haben Glykosylierung und Sialisierung des IgG-Proteins Auswirkung

auf die Effektivitat der Immunabwehr (antiinflammatorische Wirkung).

Um die Bedeutung von Proteinglykosylierungen fiir diese Arbeit hervorzuheben sei erwahnt,
dass bei RA-Patienten die F.-Fragmente des IgGs vermindert sialisiert und galaktosyliert
vorliegen, woraus eine unterschiedlich starke Interaktion mit dem (oft hochtitrigen) Rheuma-
faktor resultiert. Bereits im frihen Stadium der RA ist am 1gG keine Galaktose mehr vorhan-
den (GO-Status). RA-Patienten sind mit einem positiven pradiktiven Wert von 94 % anhand
eines positiven Rheumafaktors und GO-Status erkennbar.

Testpersonen mit normaler 1gG-Glykosylierung und negativem Rheumafaktor haben ein
geringeres Risiko an RA zu erkranken. D.h. die Deglykosylierung von IgG pradisponiert fur
die RA-Entstehung und ein verandertes Glykosylierungsmuster kann die Entstehung von
Autoimmunerkrankungen férdern und vorhersagbar machen (Gornik and Lauc 2008).
Ebenso bewirkt der vermehrte Ostrogeneinfluss bei einer Schwangerschaft, dass das IgG
physiologisch vermehrt glykosyliert vorliegt, was einen positiven Effekt auf die RA hat. Es
wurden unter Schwangerschaften RA-Remissionen beobachtet, was mit einem hohen Anteil
von Glykosylierungen am IgG (aufrecht erhalten eines antiinflammatorischen Milieus) zu tun
haben kdnnte. Demgegenuber gelten IgGs, die ihre Sialsdure verloren haben, als proinflam-
matorisch (Wubhrer et al. 2007).

Diese Studienergebnisse zur verminderten Proteinglykosylierungen geben Anlass zu Uber-
prufen, welche Auswirkungen die DBP-Glykosylierung haben kann und ob Veranderungen
der Glykosylierung einen Effekt auf das Ansprechen auf die ETA-Therapie haben kénnen.
Nicht nur die Tatsache, dass vermehrt DBP bei den respondern vorhanden ist spielt eine

Rolle, sondern auch, dass DBP bei diesen weniger stark glykosyliert ist.
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Grundsatzlich sind die DBP-Phanotypen Gc1 und Ge2 unterschiedlich stark glykosyliert. Es

wurde gezeigt, dass das enzymatische Abspalten von DBP-Zuckern (Deglykosylierung) zur

Entstehung des Makrophagen-aktivierenden-Faktors (MAF) fuhrt (Rehder et al. 2009).

Die humanen Gc1 Proteine haben eine O-Glykosylierung mit einem linearen Trisaccharid,

wobei die relevanten Strukturen Galaktose und Sialsadure sind (Abbildung 51). Aus dieser O-

Glykosylierung kann bei aktivierten T- und B-Zellen durch Deglykosylierung MAF entstehen.
:

v v

Gal— Ga!lNAc — GaIII\IAc =l GalNAc
SA SA
Gce1 protein or bDBP Macrophage activating
factor (MAF)
A-galactosidase
of B cells*
Gal— GalNAc M GalNAc
ol
Ge2 protein or mDBP Macrophage activating
factor(MAF)

Abbildung 51: Das Modell zeigt die enzymatische Deglykosylierung von DBP zu MAF.
Lauft eine Akut-Phase-Reaktion ab, werden T- und B-Zellen aktiviert. B-Zellen haben auf ihrer
Oberflache das Enzym B-Galaktosidase, welches Galaktose abspaltet. T-Zellen haben das En-
zym Neu1-Sialidase zur Abspaltung von Sialsdure (Yamamoto and Naraparaju 1996 ).
Liegt eine hohe Aktivitat der B- bzw. T-Zellen vor, wird viel glykosyliertes DBP (syn. Gc-precursor)
in MAF umgewandelt, was zum Effekt hat, dass die Makrophagenaktivitat weiter ansteigt.

Beim humanen Gc2 Protein gibt es nur eine Glykosylierungsstelle fiir ein Dissaccharid mit
Galaktose. Gc2 Proteine haben kein Trisaccharid gebunden und nur 10 % sind Uberhaupt
glykosyliert (Borges et al. 2008). 20% der Bevdlkerung ist vom Genotyp Gc2, bei dem eine
Mutation am Lysin vorliegt. Diese Mutation erklart, warum am Gc2 Protein kein O-
glykosydisch gebundenes Trisaccharid gebunden ist (Rehder et al. 2009).

Da im Disaccharid des Gc2 Protein keine Sialsaure enthalten ist, ist es weniger negativ
geladen und daher weiter im basischen Gelbereich lokalisiert (Yamamoto et al. 2009). Zur
Entstehung von MAF muss bei Gc2 Proteinen nur Galaktose abgespalten werden, also ist
nur die Aktivitat B-Galaktosidase noétig (Yamamoto et al. 1996).

Es gibt die Ansicht, dass G¢c2 Homozygote mit einem nicht-glykosylierten DBP (ber den
MAF-Mechanismus keine relevante Zahl an Makrophagen aktivieren kénnen (White and
Cooke 2000). Das Fehlen von Sialsaure beim Gc2 Phanotyp soll grundsatzlich die Bildung
von MAF ausschlielen. Danach gibt es fir Gc2 Phanotypen keine Makrophagenaktivierung
mit DBP (Haddad 1995).

Eine andere Hypothese besagt, dass bei Gc2 Phanotypen sogar noch schneller MAF

generiert werden kann, weil nur ein Enzym (B-Galaktosidase) nétig ist. (Abbas et al. 2008).

80



Diskussion

Sicher aber ist, dass beide Phanotypen uber die B- und T-Zell-Enzyme MAF bilden und
damit die Aktivitat von Makrophagen erhdhen kénnen. Die Kapazitat zur MAF-Bildung aber
scheint umso héher, je groRer die Menge an O-glykosydisch gebundenem Trisaccharid am
DBP ist.

Zusatzlich zum proinflammatorischen Effekt von MAF wurde beschrieben, dass DBP (wenn
es zu MAF deglykosyliert wird) auch antiangiogentische, antitumorése und antiproliferative
Wirkungen hat (Kanda et al. 2002).

Die Enzyme zur Deglykosylierung des DBP stammen — wie oben erwahnt - entweder von
wahrend der Akut-Phase-Reaktion aktivierten B- und T-Zellen oder sogar aus Zellen eines
Primartumors, der damit einen zweiten Tumor am Wachstum hindern kann. So konnen
Tumorzellen glykosyliertes und potentiell antitumoréses DBP inaktivieren, so dass kein MAF

mehr entstehen kann (Kisker et al. 2003).

Das DBP der responder hat in den Versuchen eine geringere Glykosylierung gezeigt,
wahrend das DBP bei den non-respondern starker glykosyliert war. Die Frage ist ob, sich die

Gruppen zuverlassig anhand des DBP-Phanotyps unterscheiden lassen.

Durch deglykosyliertes DBP bei den non-respondern konnte die proinflammatorische Wir-
kung von MAF im Vordergrund stehen und sich in einer verstarkten Makrophagenaktivitat
sowie konsekutiv erhdhtem TNFa-Spiegel dulRern. Wegen der dann bei den non-respondern
erhohten Entzindungsaktivitat ist ein schlechteres Ansprechen auf ETA mdoglicherweise
erklarbar. Die B- und T-Zell-Enzyme sind im RA-Entziindungsprozess aktiviert und spalten
das glykosylierte DBP zu MAF und unterhalten zusatzlich die ablaufende Entziindungsreak-
tion im Sinne eines positiven Feed-back Mechanismus.

Die zusatzliche Makrophagenaktivierung und die daraus folgende TNFa-Produktion, das
antiangiogentische und antiproliferative Milieu unterstitzen die RA-Persistenz bei den non-

respondern und wirken sich negativ auf den Behandlungserfolg mit ETA aus.

Um die Fragestellung dieser Arbeit nach einem Merkmal zur Unterscheidung der responder
und non-responder zu klaren, bietet es sich an, zu messen, wie gut aus glykosyliertem DBP
(DBP-precursor) MAF gebildet werden kann. Die Hohe der DBP-precursor Aktivitat ist GUber
die Superoxidgenerierung (nmol/min/10°Phagozyten) in einem Assay messbar und ist umso
hoher, je grélRer die Ge-precursor Aktivitat ist. Eine hohe Ge-precursor Aktivitat (wie bei den

non-respondern zu erwarten) ginge mit einer starken Superoxidproduktion einher.

Responder missten Uber geringe bis gar keine DBP-precursor Aktivitat verfigen, weil sie
wenig glykosyliertes DBP haben. Bei den respondern ist durch die verminderte Glykosylie-
rung eine weniger ausgepragte MAF-Entstehung wahrscheinlich und es konnten syner-
gistisch zur ETA-Therapie die positiven, therapieunterstitzenden Effekte von DBP essentiell

fur den Behandlungserfolg sein.
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Durch geringere MAF-Entstehung haben responder keinen weiteren Aktivierungsweg fir
Makrophagen und somit auch eine TNFa-Quelle weniger. Diejenige Patientengruppe, die vor
Therapiebeginn eine niedrigere Gc-precursor Aktivitat aufzeigt, kdnnte dann als responder
klassifiziert werden.

Aulerdem ware denkbar, direkt die Enzymaktivitat von B-Galaktosidase und Sialidase zu
bestimmen, um einen Rickschluss auf die Gruppenzugehdrigkeit zu ermdglichen. Die
Enzyme B-Galaktosidase und Sialidase mussten im Aktivtatsassay bei non-respondern eine

hohe Aktivitat zeigen, da viel MAF aus glykosylierten DBP gebildet werden kann.

Eine DBP-Phanotypisierung der RA-Kohorte ware interessant um zu analysieren ob DBP-
Phanotypen mit der Gruppe responder oder non-responder in der gesamten Studienkohorte
korrelieren.

Dass eine Zuordnung von DBP-Phanotypen zur Anfalligkeit gegentber chronischen Erkran-
kungen mdglich ist zeigt z.B., dass der DBP-Phanotyp mit Anfalligkeit und Schweregrad der
COPD (chronisch obstruktive Bronchitis) assoziiert ist. Es liegt eine verminderte Frequenz
von Gc2 Phanotypen bei COPD-Patienten vor und homozygote Ge1 Phanotypen sind starker
gefahrdet eine COPD zu entwickeln (Speeckaert et al. 2006). Die unterschiedlichen Phano-
typen mit ihrer unterschiedlichen Kapazitat zur MAF-Bildung scheinen entweder fir eine
chronische Erkrankung zu pradisponieren oder davor zu schutzen.

Bezogen auf die RA wurde festgestellt, dass sich das Gc2 Allel bei RA-Patienten etwas
haufiger findet als bei Kontrollgruppen, jedoch ohne statistische Relevanz (Papiha and Pal
1985; Kahl et al. 1989).

Es wurden Theorien vorgestellt die behaupten, dass z.B. der Gc2 Phanotyp (hier hypothe-
tisch die responder) wegen fehlender Trisaccharid-Glykosylierung per se kein MAF produzie-
ren kdnne. Somit ware durch eine Phanotypisierung eine gute Moglichkeit gegeben, um
responder zu identifizieren.

Dem widerspricht hingegen die Theorie, dass Gc2 Phanotypen (nur mit einer Galaktose
glykosyliert) zwar weniger Zuckerstrukturen haben, aber dennoch schneller als der Gc1
Phanotyp und mit nur einem Enzym zu MAF ungewandelt werden konnen. Hier kdnnte
erganzend zur Phanotypisierung eine Messung der Superoxid-Produktion (Gc-precursor

Aktivitat) zur Unterscheidung der Gruppen angeschlossen werden.

Bezogen auf DBP-Phanotypen und MAF-Produktion wurden Studien vorgestellt, nach denen
besonders der Gec1 Phanotyp effektiv MAF produzieren kann. Moglicherweise ist die Glyko-
sylierung von DBP bei den non-respondern auf die G¢c1 Konfiguration zurlickzuflihren, die
stark mit Di- und Trissacchariden glykosyliert sind. G¢c1 Phanotypen wirden nach dem hier
vorgestellten Konzept als non-responder gelten und haben aufgrund ihres Proteomprofils

geringe Chancen von einer ETA-Therapie zu profitieren.
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Zusammengenommen lasst sich die Hypothese formulieren, dass ETA nicht zum Therapie-
erfolg fiihren kdnnte, weil sich bei den non-respondern durch zusatzlich aktivierte Makropha-
gen und eine weitere TNFa-Quelle ein insgesamt hdéheres Entziindungslevel etabliert hat.
Die stark glykosylierten Vitamin-D-binding Proteine und ein niedriges Hp-Level wirken der
Entzindung weder entgegen noch synergistisch mit ETA, so dass die chronische Entzin-
dung durch Deglykosylierung von DBP endogen unterhalten wird. Erkennbar waren die non-
responder an einer hohen Kapazitat zur Superoxidproduktion und einem spezifischen Hp-

und DBP-Phanotyp, der an einer gréReren Kohorte zu bestatigen bleibt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es sich bei non-respondern um Gc1 Phanotypen
und/oder Hp2-1 Phanotypen handelt. Bei den respondern (potentiell Gec2 Phanotyp) herrscht
durch eine gute Aktinbindungskapazitat, gute Vitamin D-Verfiigbarkeit und die hohe Hap-
toglobinexpression ein antientziindliches, antioxidatives und angiogentisches [zumindest
nicht zusatzlich proinflammatorisches] Milieu, was die Wirkung von ETA unterstitzt.

Es konnte durch die Bestimmung des Gc- und Hp- Phanotypen zusammen mit den Enzy-

maktivitatsassays eine Voraussage auf die ETA-response moglich sein.
4.2 Gelfreie Proteomics

Die folgenden Abschnitte thematisieren bisherige Ergebnisse von Proteomicsstudien, die
mithilfe von gelfreien Techniken (SELDI) erzielt wurden. Es werden beispielhaft Biomarker

zur Karzinom- und RA-Friiherkennung vorgestellt, wobei die RA-Studienanzahl sehr klein ist.
4.2.1 Biomarkerdetektion bei Karzinomen

Bei Nierenkarzinompatienten wurden mit SELDI z.B. die Proteine SAA, Hp und ein unidenti-
fizierter Porteinpeak als krankheitsspezifisch beschrieben. Die Autoren der Studie sprechen
der SELDI-Technik grofRes Potential zu, Biomarker reproduzierbar und krankheitsspezifisch
zu detektieren (Tolson et al. 2004). Bei der Untersuchung von Patienten, die ein Prostatakar-
zinom hatten, wurde im SELDI-Experiment der peak bei 8.946 m/z mit einer hdheren Intensi-
tat im Serum gefunden und als Apolipoprotein A2 identifiziert (Malik et al. 2005). Im Bereich
der gynakologischen Tumoren wurde mit SELDI in Seren von Patientinnen mit Ovarialkarzi-

nomgruppe eine zweifache Uberexpression der Hpa,-Kette gefunden (Ye et al. 2003).
4.2.2 Bisherige Biomarkerdetektion bei RA

Mit einer SELDI-Untersuchung des Plasmas von RA-Patienten wurden die Proteine SAA und
Transthyretin als Marker zur Unterscheidung von aktiver und inaktiver RA identifiziert
(Naishiro et al. 2007). Aus Synovialflissigkeit von RA- und OA-Patienten wurden Proteinpro-
file mit SELDI untersucht, wobei als starkstes Signal bei RA-Patienten ein Protein bei 10.850

m/z detektiert wurde. Dieses Protein war bei RA-Patienten vermehrt vorhanden und wurde
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als MRP8 (S100A8) identifiziert. Hohe MRP8-Serumspiegel gelten bei RA als krankheitsas-
soziiert. Die Ergebnisse dienen als Beleg, dass SELDI gut zur Identifikation von Proteinen
nutzbar ist, die bei spezifischen Erkrankungen vermehrt vorhanden sind (Uchida et al. 2002).
Ebenfalls das Protein MRP8 wurde mit SELDI als ein Marker zum Aufdecken allgemeiner
entzundlicher Prozesse entdeckt. Dartber hinaus korreliert das Protein mit dem anti-CCP
Titer von RA-Patienten. Die Autoren bezeichnen nicht einzelne SELDI-Peaks, sondern eine

Kombination aus mehreren als realistische RA-Friihmarker (de Seny et al. 2005).

Ganz im Sinne einer Kombination von m/z-peaks fanden Liu et al. in einer SELDI-Analyse
von Serum vier verschiedene m/z-Werte zur Unterscheidung Gesunder und RA-Patienten
(Liu et al. 2008). S100A8 galt in vielen Studien als vielversprechender Biomarker. Alle S100
Proteine wurden als rheumatische Biomarker in verschiedenen Zusammenhangen identifi-
ziert und sind in verschiedenen autoimmun und entzindlich bedingten Erkrankungen von
Bedeutung. Die Autoren betonen aber, dass S100 Proteine als Biomarker flir rheumatische
Erkrankungen im Allgemeinen, nicht aber als spezifische RA-Marker zu verstehen sind
(Lambrecht et al. 2008).

Fur eine Behandlung der RA mit Medikamenten der traditionellen japanischen Medizin wurde
mit SELDI die Hpas-Kette als Plasmabiomarker fir die Klassifizierung als responder und
non-responder identifiziert (Ogawa et al. 2007).

Alle bisher gezeigten Studienergebnisse stellen aber keine Marker fur das Ansprechen auf
eine Anti-TNFa-Therapie dar. Es kommt nur die folgende Studie dem Interesse am nachs-
ten, einen pradikativen Biomarker zur Vorhersage auf den Erfolg einer ETA-Therapie zu
finden: Bei einer mit ETA behandelten RA-Patientengruppe, wurde ein Biomarker-Set mit 24
Proteinen detektiert, welches eine Vorhersage der response auf ETA erméglichte. Das Fazit
war, dass eine Kombination von Autoantikdrpern, Zytokinen und Proteinmarkern bei RA-

Patienten auf eine ETA-response oder non-response hinweisen (Hueber et al. 2009).
4.2.3 Ergebnisse der gelfreien Serumanalytik mit SELDI

Die SELDI-Untersuchung dieser Arbeit liefert den Hinweis, dass der Proteinpeak bei 28.718
m/z charakteristisch flir die untersuchten Seren der non-responder ist.

Wie die vorangegangen vorgestellten Studien belegen, ist es wahrscheinlicher im SELDI-
Experiment in einer ausreichend gro3en Kohorte eine Kombination mehrerer Proteine als
Biomarker zu definieren und nicht nur einen einzelnen Proteinpeak.

Aulerdem ist es aussichtsreicher, die gefundenen Proteine zusammen mit weiteren Markern

zu benutzen, um Patienten als responder bzw. non-responder zu klassifizieren.

Um eine valide Aussage zum pradiktiven Wert des Proteins bei 28.718 m/z machen zu
kénnen, bedarf es einer weiteren SELDI-Untersuchung zur Biomarkerdetektion an einer

ausreichend grof3en Patientenkohorte aus der vorliegenden Studie.
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5 Zusammenfassung

Die Rheumatoide Arthritis ist eine chronisch-entziindliche Autoimmunerkrankung, die unbe-
handelt zu Knochendestruktionen flhrt und mit einem Funktionsverlust der betroffenen
Gelenke einhergeht. Die Atiologie der Erkrankung ist unklar, wobei pathogenetisch am
wahrscheinlichsten eine Fehlregulation des Immunsystems anzunehmen ist. Mit 1 % Prava-

lenz ist die RA die haufigste Gelenkerkrankung in den westlichen Industrielandern.

Neben der symptomatischen Therapie mit NSAR, Kortikosteroiden und DMARDs gibt es seit
10 Jahren mit dem Einsatz von Biologika (TNFa- und IL-Antagonisten) eine spezifische
Therapie, um die Progression der RA zu stoppen. Dabei zeigten Studien eine gute Wirksam-

keit des TNFa-Antagonisten Etanercept.

Aus bisher ungeklarten Griinden kommt es jedoch bei 30 - 40 % der behandelten RA-
Patienten zu einem Therapieversagen (non-response).
Es ist bislang noch nicht gelungen responder und non-responder vor Beginn der nebenwir-

kungsreichen und teuren Biologikatherapie zu charakterisieren und zu identifizieren.

Die Studie hat zum Ziel, mithilfe proteomischer Methoden im Patientenserum das individuelle
Proteom zu analysieren und serologische Biomarker zu detektieren, die es moglich machen,

vor Therapiebeginn die potentiellen responder von den non-respondern zu unterscheiden.

Das Serum der RA-Patienten wurde in den zwei Gruppen (responder und non-responder) mit
2D-DIGE-Gelen vor dem Therapiebeginn und unter der Therapie in Woche 12 bzw. 24

analysiert und die Proteinregulation quantitativ ausgewertet.

Bei den insgesamt 229 identifzierten Serumproteinen ergaben sich insgesamt 35 verschie-
dene Proteine. Zu identischen Identifizierungsergebnissen kann es durch Doppelbestimmun-
gen und dem Vorhandensein von Proteinisoformen kommen. Bei Proteinisoformen liegt das
identische Protein mit nur geringen Modifikationen vor. Durch posttranslationale Modifikatio-
nen (wie z.B. die Glykosylierung) kommt es zu unterschiedlichen Ladungen von Proteinen

und damit zu unterschiedlichen Positionen im 2D-Gel.

In der Gruppe der responder fielen im DIGE-Gel zum Zeitpunkt VO elf Proteine auf, die eine
vermehrte Expression im Vergleich zur non-responder Gruppe aufwiesen.

Fur die responder war die Proteinregulation von Haptoglobin, Vitamin-D-binding Protein, a.1-
Antitrypsin, Vitronektin und Apolipoprotein C3 vor bzw. wahrend der ETA-Therapie charakte-
ristisch. Die genannten Proteine waren bei den respondern Uberexprimiert, bzw. ihre Regula-

tion veranderte sich im Therapiverlauf.
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Im gelfreien Untersuchungsansatz mit SELDI fiel zum Zeitpunkt VO bei den non-respondern
das Protein mit dem m/z- Wert 28.718 auf.

Haptoglobin und Vitamin-D-binding Protein stellten in dieser Untersuchung eine Moglichkeit
dar, responder von non-respondern zu unterscheiden, sodass weitere Untersuchungen
dieser Proteine mit Western Blot durchgeflihrt wurden. In diesen Versuchen zeigten sich flr
die Haptoglobin-Ketten uneinheitliche Proteinregulationen.

Der Haptoglobin Phanotyp hingegen kénnte eine Mdglichkeit zur Unterscheidung der Grup-

pen darstellen, da besonders der Hp2-1 Phanotyp bei den non-respondern gehauft auftrat.

Im 2D-WB und in Farbungen der Glykoproteinstrukturen von DBP ergaben sich Hinweise,
dass das DBP von respondern und non-respondern unterschiedlich stark glykosyliert ist.
Die non-responder wiesen ein vermehrt glykosyliertes DBP auf, das DBP der responder war

weniger stark glykosyliert.

Daraus ergibt sich die Hypothese, dass durch die verstarkte DBP-Glykosylierung und unter
den persistierenden, entzindlichen Bedingungen die bei den non-respondern vorherrschen,
eine vermehrte Deglykosylierung des DBP stattfinden kdnnte, was zu einer vermehrten
Makrophagenaktivierung fihrt und eine weitere TNFa-Quelle zur Unterhaltung des Entziin-
dungsprozesses darstellt.

Die Untersuchungsergebnisse zeigen, dass sich mit den gewahlten Methoden mehrere
Proteine nachweisen lassen, die bei respondern bzw. non-respondern charakteristisch

exprimiert sind.

Zusammenfassend kénnten der Hp-Phanotyp und der DBP-Phanotyp sowie die Glykosylie-
rungsstruktur von Vitamin-D-binding Protein eine Moéglichkeit darstellen, responder und non-
responder vor dem Beginn einer Anti-TNFa-Therapie voneinander zu unterscheiden.

Bei den non-respondern liegt eine starkere Glykosylierung des DBP vor und sie sind haufiger
vom Hp2-1 Phanotyp.

Die responder verfigen in ihrem Proteomprofil neben einem schwach glykosylierten, aber
daflr vermehrt vorhandenen DBP, Uber eine vermehrte Hp-Expression. Den respondern
kommen unter der ETA-Therapie die positiven Effekte von DBP und Hp zuséatzlich zur TNFo.-

Blockade zugute.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass eine Untersuchung des Serums einer
grofteren RA-Kohorte mit SELDI und DIGE-Gelen gute Moglichkeiten bietet, die hier disku-

tierten Proteine als Marker zu bestatigen und sogar weitere Biomarker zu finden.

Die Haptoglobin- und DBP-Phéanotypisierung dieser RA-Patienten-Kohorte hat das Potential,

als Biomarker zur ldentifikation von respondern und non-respondern zu dienen.
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6 Anhang: Messwerttabellen

Messwerttabellen der DIGE-Experimente

0107 09 Spotquantifizierung V0 DIGE Gel
PR — (R
1 2 3 4|mean median__ |rsd n 4|mean median_[rsd n [Ratio |Ratio|t-test |Spot/Idenfikation
119.0932| 145.8329| 150.2671| 136.613| 137.952| 141,2229| 6.6625| 4| 75.6254| 44.8247| 64,7528| 74.1805| 64.8955| 69.4666( 19.006| 4| 0.47| 2.12| 99.968|1 Vitamin D-binding
95.62067| 95.89965| 91.98577| 90.2142| 93.4301) 93.80322| 2 5846[ 4| 105,007| 105.52| 106.122| 107.716| 106.091| 105.821) 0.9592| 4| 1.136 99.984[10 Kininogen
131,2205| 127.4908| 144,988| 146,354| 137,513| 138,1043| 6,0196| 4| 61,6245| 59,3362( 71.1888| 71.1435| 65.8232| 66,384| 6.2096| 4| 0.479| 2.09| 99,998(105 Hp alphaz
112,1322) 110.3019] 108.1338| 109.219| 109.947| 109.7603) 1.3428| 4| 82.9054| 83.1133| 93.0904| 92.2373| B87.8366| 87.6753| 5.5071| 4| 0.799 99.972(110 Hp beta
93,31706| 92,85449| 92,14321( 91.7842| 92,5247) 92 49885 0,6463| 4| 108,809) 111,024| 106.127| 106.244| 108,051| 107,527| 1.8731] 4| 1.168| 0.86] 99,999|2 Vit D- binding
130,1525| 127.5578| 147,4285| 150,636| 138,944| 138,7905| 7.3364| 4| 63,8688| 64,0552| 67.8258| 66.6001| 65.5875( 656,3276( 25669 4| 0.472| 2.13| 99,998|28 V5 Apolipo C3
131.7672) 126.0144| 135.8989| 136.668| 132.587| 133.8331| 3.1886) 4| 60.2754| 60.9744| 73.5679| 76.5371| 67.8387| 67.2711] 10.752) 4] 0.512| 1.95[ 99.999|V0 29 Hapt alphai
139,8966| 1286795 174,2558| 155.218| 149 513| 147 5574 11.445| 4| 52,9705| 60,4985 51.4595| 655388( 57 6168( 56,7345| 9.9159| 4| 0.385| 26| 99,988(29 V5 Vitronectin
93,05613| B68,40052| 88,51094| ©84.348| 88,5789) 88.45573| 3.4786| 4| 122,352) 123,127| 106,544 116.169 117,048| 119,261| 5.6704| 4| 1,321 99.948[30 SAA
116,4884| 115.7405| 122,7769| 123.463| 119,617| 119,6327) 2.9436| 4| 76.7013| 74.3008| 82,6516 82.8607| 79,1286| 79,6764| 4.7091| 4| 0,662 99,999[58 Apolipoprotein A1
78.79111| 81.29985| 67.64452| 69.0731) 74.2021) 73.9321| 7.9941[ 4| 135.567| 130.919| 126.723) 122.414| 128.655| 128.321| 3.895| 4] 1.734 99.998[V0 6 Hapt
115,8249) 117.8477| 1216701 125.,687| 120,267| 119.7589| 3.137| 4| 79.7498| 75.9746| 83.2747| 80.978| 79.9943[ 80.3639( 3.3042) 4| 0.665| 1.49( 99.998|7 alphal-antitrypsin
128,071 97,20577| 132,2524| 134.402) 122,983| 130,1617] 12,242) 4| 78,3003| 126,637| 82,2326 77,8778| 91.262| 80,2664| 22.457| 4| 0,742| 1.35| 92,598(88 Vitronectin
140,9405) 131.6474| 134,1222| 136.144| 135713 135,133| 2.5143| 4| 44.2741| 49.54| 81,3032 77.6274| 63.1862| 63,5837| 26.013| 4| 0.466 99,971[??
162.89668) 139.5892| 170.8434| 256.675| 182.502| 166.6711) 24.294| 4| 16.1287| 42.6163| 53.9037| 14.4766| 31.7813| 29.3725| 53.381| 4| 0.174 99.848(777
140.6132) 129.5665| 167.4316) 158.95| 149.14| 149.7818| 9.9828) 4| 41.6734| 41.7963| 58.9627| 66.7881| 52.3051[ 50,3795 20.89) 4] 0.351 99.99|PX12
92,96054| 91,67393| 89.69925( 90.2742| 91.152| 90.97404| 1,3903| 4| 109.818| 112.546| 108.442) 106.795 109.4] 108.13[ 1.9269) 4] 1.2[ 0.83[ 99,999|V024 SAA
94 65018| 94,76266| 86.32965| 89,9663 91,9272 92 30821| 3.0884| 4| 107.02| 107.185| 109.402| 107.946| 107.888| 107.565| 0.8724| 4| 1.174| 0.85] 99.981|V0 5 Hp alpha2
140,945 135.4291| 150,5119| 148.365| 143,813| 144 655| 4.1737| 4| 49,7958| 49.686| 66,2971| 68,6247| 58,6009 58,0465 15.184| 4| 0.407| 2.4| 99,999|V07 Hp-related
152,9627) 146.4146| 1815301 185.989| 167 479| 167 2564| 10.822| 4| 37.6659| 36.4054| 49.3591| 48.7437| 43.0435| 43.2048| 14.005| 4| 0.257| 3.89| 99,997|V0 28 Hp alphatl
wenn Ratio > 2, dann R/MR —=bei R hochreguliert
wenn Ratio < 0.5 dann NR/R —=bei NR runterreguliert
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1 2 3: 4 mean median  rsd n mean median | rsd n Ratio ttest spotID
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9973944 99.47319 101,2978 99.242 9993813 9960631 0.80502 4 100.193 101,235 99.9378 101.1157 100,62 100,654 056047 4 1,01 72,57 10 |Kininogen
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1100851 1091155 114,385 112487 |111.5106 111.2858 1,83851 4 8615 859386 ©89.8201 89,218 |87.7817 87.684 |1.99582 |4 0.79 100 58  Apolipoprotein A1
127.9372 111,067 |151,0869 157,02 (136,7777 139512 134497 4 719616 87,2995 70,2365 68,21856 74429 71,099 [101411 4 054 99,84 5a=7 alpha-1-antitrypsin
92,0234  92,52703 |92.78181 94.7073 93.00987 9265442 109372 4 111.183 109,536 105378 103.6172 107.429 107457 2.84122 4 1,16 99.98 V012 Apolipoprotein Ad
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01 07 09
ﬁﬁmﬂww o ! _NWR
3 4 mean median  rsd n 2 3 mean median | rsd n Ratio ttest spotID
104‘3718 148.7794 108,3969 93,8595 (1138519 106.3844 183152 4 95,2598 52,7556 92,0326 102,9906 85,7621 |93.6512 22,6997 4 |0.75 861 1 Vitamin D binding Protein
99,73944 9947319 101,2978 99.242 99,93813 99,60631 0,80502 4 100,193 101,235 99.9378 101.1157 100,62 100,654 0.56047 4 1.01 7257 10 |Kininogen
106.1582 106.3965 107,984 112,376 |108.2286 107.1903 230539 4 92,7207 91972 93,8537 91,39199 924846 92,3464 0.99492 |4 0.85 99.99 104 Apolipoprotein A1
116,9694 1217249 1354866 (123475 (124414 (1226 546299 4 80,6056 (751777 77,6989 64,88156 79.641 792523 449887 4 0,64 9999 12  Albumin
9137459 91.77251 |89.33583 884069 9022246 9035521 154898 4 110,619 110,063 108,295 1068595 109459 109.461 0.84521 4 121 100 3 Vitamin D binding Protein
1100851 1091155 114,355 112,487 1115106 1112858 1,83851 4 86.15 85,9386 89,8201 89,218 |87.7817 67.684 1,99582 4 0.79 100 58  Apolipoprotein Al
127.9372 111,067 1510869 157.02 |1367777 139.512 13,4497 4 719616 B7.2995 70,2365 68,21856 74429 |71.099 (10,1411 4 0.54 89.84 5a=7 alpha-1-antitrypsin
92,0234 9252703 9278181 94.7073 93.00987 9265442 109372 4 111,183 109,536 105,378 1036172 107,429 107457 284122 4 116 99.98 V012 Apolipoprotein A4
101,5846 102,7626 100,9883 102207 1018857 101,896 0,65259 4 974214 954128 98467 9745331 97,1886 974373 114021 4 095 99.93 V014 Clusterin
12,3517 113,914 108,1138 | 118.049 1133571 (1131328 2,83596 4 84,5002 825862 96201 8950923 88,1992 87,0047 597083 |4 078 99.96 110 |Haptoglobin
Tabelle 8: Spotquantitaten der regulierten Proteine der DIGE-Gele VO, V5, V6.

Vergleich von depletiertem Serum der responder mit den non-respondern. 1,2,3,4 (Gelnum-

mer), mean (Mittelwert), median (Median), (rsd) Standardabweichung,

(Anzahl der einge-

rechnten Messerte), Ratio (Quotient der Mittelwerte der Vergleichsgruppen). Spotquantitaten

sind in Volumen-Prozent angegeben.
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