Aus dem Institut fur Immunologie der Universitat Rostock

(gesch. fuhr. Direktor: Prof. Dr. med. Hans-Jurgen Thiesen)

Vergleichende Proteomanalyse synovialer Gewebe von

Patienten mit rheumatoider Arthritis versus Osteoarthrose

Inauguraldissertation
zur
Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizin
der Medizinischen Fakultat

der Universitdt Rostock

vorgelegt von
Andreas Francke
geboren am 03.06.1977 in Rostock
aus Stuttgart

Rostock, 2008

urn:ubn:de:gbv:28-diss2008-0137-4



1. Gutachter: Prof. Dr. Michael O. Glocker Universitat Rostock

2. Gutachter: Prof. Dr. Jorn Kekow Otto v. Guericke Universitét
Magdeburg
3. Gutachter: Dr. Saleh. Ibrahim Universitat Rostock

Tag der 6ffentlichen Verteidigung: 17. Dezember 2008






Fur Tanja und Mattis



Inhaltsverzeichnis

1 EINLEITUNG ... s 1
1.1 Rheumatoide Arthritis............ueeiii i 1
1.1.1 Epidemiologie und Geschichte..............ccooiiie 1
1.1.2  Atiologie und PathOgENESE ...........cccoueeueiueeeeeeeeeeeee e 2
143 KINIK o 4
I I 01T =T o] [ PP 7

1 © 1= (= To Y= 1 ] {0 1] P 8
1.3  Proteom und ProteomanalySe...........ooiiiiiiii 9
1.4 ZIEISEIZUNG. ... e e e et e e e e e eaaraa 12

2 MATERIAL UND METHODEN ... s s s s s 13
2.1 Verwendete Materialien ............ooooriiiiiiiiie e 13
2.2 PrODEN .o a e eaanaa 15
2.3 Proteinextraktion ........oooooiiiiiii e 16
2.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford..............cccovviiiiiiiinee 17

24  Zweidimensionale Gelelektrophorese ............ooooiiiiiiiiiiiiiiicci e, 17
241 Isoelektrische Fokussierung - Die erste Dimension ..........ccccccvvvveeneen. 18
24.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese - Die 2. Dimension.................. 20

2.5 Farbung mit Coomassie Brilliant Blue R250...............ccoeiiiiiiiiiiiiiceeeee 22
2.6  Computergestitzte AUSWEITUNG .........uuumiimiiiiiiiiiiii 23
2.7  ProteinidentifiZierung......... ... 23
2.7.1 AT o701 0] 13 (] o [ URRPPPRR 23
2.7.2  Automatischer Verdau ... 24
2.7.3 Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Massenspektrometrie.....25
2.7.4  Computergestiutzte Proteinidentifizierung ............ccccccooiiiiiiiiiiiiiininnnns 28
2.8 IMMUNANAIYEK ... 28
2.81 WeSTErnDIOL........ooiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee e 29
2.8.2  SHAtISTIK .. 35

3 ERGEBNISSE..........o oottt 36
3.1 Globale ProteomanalySe..............ccuummiiiiiiii 36
3.2 Differenzielle Analyse rheumatoider Arthritis versus Osteoarthrose ........... 45



3.21 Heat-ShoCK-ProteinNe. . .....c.ooneeee e 49

3.2.2 Peptidasen ... ..o 54
3.2.3 Protein-Disulfid-Isomerasen...............cooiiiiiiiiiiiiiiiicee e 58
3.2.4  Zelluldres IMmMUNSYSIEM ......cooviiiiiiiieeeee e 61
3.2.5  Tetran@Clin ... 64

3.3 IMMUNANAIYEK ......eeeiiiiiii 66
3.4  Proteinstrukturcharakterisierung des Endoplasmins .............ccccccuvviiiiininnnnns 67

L 3 1 5 U 357 [0 74
4.1 Limitierungen der 2D-Gel-basierten Proteomanalyse ...........ccccccvvveeeeeennn. 74

4.2 Diskussion zu Funktion und Vorkommen der differentiell exprimierten

g 0] (1] USSR 75
4.2.1 Heat-Shock-Proteine...........coovviiiii e, 75
4.2.2 Peplidasen ... e 76
423 Protein-Disulfid-1SOMErasen...............uuuuuuueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeennees 78
424  Zellulares IMmUNSYSTEM .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 79
4.2.5 TetranECHiN ... 80
4.3 Validierung der Ergebnisse mit Hilfe der Immunanalytik............................. 81
4.4  ZuSammENFfaSSUNG.......uuuiiiieeeeeiiieiieeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeanans 82
E S I I = 3 N 1 ] 85
6 THESEN...... 93
7  ABKURZUNGSVERZEICHNIS........c.cceeeueiererneieseesesssessessssesssssssessessssessssssssens 96
8 SELBSTANDIGKEITSERKLARUNG. ........cccceeiermeirrennisaesnsessesnssessessssesssssnesns 98
9 WISSENSCHAFTLICHE PUBLIKATIONEN .........coorccccirnr e rrressssn s 99
10 DANKSAGUNG...... . e 101



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Rheumatoide Arthritis

1.1.1 Epidemiologie und Geschichte

Untersuchungen zur Haufigkeit der rheumatoiden Arthritis (RA) ergeben, dass
weltweit ca. 0,5 bis 1% der Bevdlkerung an dieser Krankheit leiden [1]. In
Deutschland rechnet man mit ca. 800.000 Erkrankten, wobei Frauen ca. 3 x haufiger
betroffen sind als Manner [2]. Auftreten kann die Erkrankung in jedem Lebensalter,
am haufigsten zwischen dem 35. und 50. Lebensjahr [3]. Sie ist bis zum heutigen
Tage nicht heilbar und hat eine schlechte Langzeitprognose. 80% der Betroffenen
sind nach 20 Jahren behindert und die Lebenserwartung ist um etwa 7 bis 10 Jahre

verklrzt [4].

Bei 800.000 Erkrankten allein in Deutschland hat die Erkrankung auch eine grol3e
volkswirtschaftliche Bedeutung. Eine Untersuchung der AOK-Niedersachsen und der
KV Niedersachsen kommt zu dem Ergebnis, dass die direkten Kosten pro Patient
und Jahr bei im Schnitt bei 3.815 Euro liegen. Dazu kommen noch einmal 8.358 Euro
pro Jahr und Patient durch Arbeitsunfahigkeit [5].

Nach Erkenntnissen der Paldontologen trat die RA erstmals ( > 1500 vor Christus)
bei Indianern auf, die am Green River, im westlichen Kentucky, westlich des
Tennessee Flusses und im Nordwesten von Alabama lebten. An den entdeckten
Skeletten wurden Verdnderungen gefunden, die typisch fir die RA sind [6]. Nach
einer interessanten Hypothese wurde die Krankheit durch eingewanderte Englénder,
Franzosen, Holldnder und Spanier danach in die angrenzende ,Neue Welt* und
spater in die ,Alte Welt“ gebracht. Diese Entwicklung lasst eine Ubertrdgergebundene
Verbreitung vermuten [7]. Gestltzt wird diese Hypothese dadurch, dass die RA bis
zum Ende des 18. Jahrhunderts in Europa véllig unbekannt war [8]. Im August 1800
beschrieb Augustin Jakob Lantré-Beauvais in seiner Dissertation ,Doit-on admettre
une nouvelle espéce de goutte sous la dénomination de goutte asthénique

primitive?“ eine Krankheit, die der heute bekannten RA entspricht [9].
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1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Erhebliche Anstrengungen wurden in den letzten Jahren unternommen, um die
Pathogenese der RA und der Faktoren, die dabei eine Rolle spielen, aufzuklaren.
Verschiedene Tiermodelle (Collagen-induzierte Arthritis, CIA) und neue
molekularbiologische Methoden haben zwar zu einem besseren Verstandnis der
Prozesse gefihrt, die fur die Entstehung der RA relevant sind, jedoch ist die Genese
auch bis heute noch weitgehend unbekannt [10].

Nach heutigen Vorstellungen handelt es sich bei der rheumatoiden Arthritis um eine
polyatiologische Erkrankung, bei der es auf Grundlage einer genetischen
Veranlagung im Zusammenhang mit exogenen oder endogenen Einflissen zu einer
dauerhaften Aktivierung des Immunsystems mit autoaggressivem Verhalten kommt.
Fur die Entstehung der Autoimmunitat wurden verschiedene Modelle entwickelt. Zum
einen werden als Ausléser Fremdantigene, wie Viren oder u. a. Mikroorganismen
diskutiert, deren  Oberflachenstrukturen ~ mit  k&rpereigenen  Antigenen
Strukturéhnlichkeiten  aufweisen und dadurch Kreuzreaktionen bedingen
(molekulares  Mimikry) [11]. Zum anderen kommen Autoantigene aus
Zellbestandteilen, Kollagen oder Immunglobuline als Ausldser in Betracht. Die Vielfalt
der atiopathogenetischen Mdglichkeiten kdnnte Vorraussetzung fir die Heterogenitat
der klinischen Verlaufsformen sein, so dass das &uflere Erscheinungsbild der
rheumatoiden Arthritis als die gemeinsame ,Endstrecke” aufgefasst werden kann
[12].

Nach derzeitigen Erkenntnissen sind fur die Auslésung einer rheumatoiden Arthritis
Stérungen in der immunologischen Verarbeitung von bislang nicht eindeutig
identifizierten exogenen oder auch endogenen antigenwirksamen Substanzen
verantwortlich. Diese fuihren bei Patienten mit aktiver rheumatoider Arthritis zu den
beobachteten pathologischen Veranderungen der Gelenke, die sich durch drei
Phanomene beschreiben lassen: a) synoviale Hyperplasie, b) Entziindung und c)
abnormale humorale und zelluldre Immunreaktionen. Diese Verdnderungen flihren
im Spatstadium oft zur vollstédndigen Zerstérung der betroffenen Gelenke. Wie dieser
Vorgang im einzelnen funktioniert, ist bis heute nur teilweise verstanden.

Eine der Moglichkeiten ware, dass ein unbekanntes Antigen, das tber die Blutbahn
in die Synovialis gelangt, durch antigenprasentierende Zellen, z.B. Makrophagen,

phagozytiert wird. Diese présentieren das Antigen Uber den MHC Il Rezeptor
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ortsstdndigen CD4+ T-Lymphozyten und filhren dartiber zu deren Aktivierung. Die
Gene der MHC-II-Rezeptoren befinden sich auf Chromosom 6 und werden in drei
Isotypen eingeteilt: HLA-DP, HLA-DQ und HLA-DR. Bestimmte Subtypen wie
DRB'0401, DRB'0404, DRB'0101 and DRB 1402 werden bei etwa 70% der Patienten
mit RA gefunden aber auch bei etwa 30% Gesunden sind diese HLA-Typen
nachweisbar. Damit ist das Vorhandensein dieser HLA-Merkmale der wichtigste
genetische Risikofaktor [13]. Diese HLA-Typen kodieren fur MHC-II-Rezeptoren
welche fir die Antigenprasentation zusténdig sind. In der dritten hypervariablen
Region der DR-Kette all dieser HLA-Molekile findet sich eine verwandte Sequenz
von 5 Aminosauren (Glutamin, Lysin, Arginin, Alanin, Alanin QKRAA oder QRRAA),
das sogenannte ,shared epitope®. Studien konnten zeigen, dass das Vorhandensein
des ,shared epitope” die Schwere und Progression der Gelenkzerstérung negativ
beeinflusst [14]. Die genaue Bedeutung des ,shared epitope” ist bis heute nicht
geklart. Eine Mdglichkeit besteht in der Beeinflussung der Antigenbindung und —
présentation des MHC-II-Rezeptors und damit der Aktivierung von T-Lymphozyten.
Da aber nicht alle Aminosauren zum antigenbindenden Teil des HLA-Molekils
gehoéren, ist die genaue Funktion fur die Antigenprasentation und damit die Initiation
autoreaktiver Prozesse unklar [15, 16].

Eine Analyse der Subpopulation der CD4+ T-Lymphozyten zeigt ein Vorherrschen
von Th1-Lymphozyten. Th1-Lymphozyten fihren mit ihrem proinflammatorischen
Zytokinspektrum aus Interleukin-2 und Interferon-y zu einer Aktivierung von
Makrophagen, B-Zellen und zytotoxischen T-Zellen. Die Aktivierung der B-Zellen
fuhrt zu einer Produktion von Antikdrpern, die zu einer Komplementaktivierung und
damit zu einer Chemokinfreisetzung fiihren. Dies fuhrt wiederum zu einem weiteren
Einwandern von Entziindungszellen in das Gelenk.

Das Zytokinmuster der Th2-Lymphozyten aus Interleukin-4 und Interleukin-10 hat
antiinflammatorische Eigenschaften. Die Th2-Zellen haben damit eine regulatorische
Funktion in der Immunreaktion [17]. Diese Erkenntnisse flihrten zu der Annahme,
dass T-Lymphozyten hauptsdchlich an der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis
beteiligt sind. Eine Untersuchung der Zytokinaktivitat zeigte erstaunlicherweise aber
relativ geringe Mengen an T-Zell-spezifischen Zytokinen wie Interleukin-2 oder
Interferon-y. Diese Ergebnisse verstarkten die Suche nach T-Zell-unabhangigen
Faktoren. Dadurch rickten die Zellen der Synovialmembran in den Fokus der

Forschung.
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Die Synovialmembran wird gelenkseits durch eine 1-2 Zellen dicke Schicht begrenzt.
Die Synovialzellen lassen sich aufgrund ihrer Oberflachenmarker und ihres
Zellinhaltes in Synovialzellen Typ A (makrophagendhnlich) und Typ B
(fibroblastenahnlich) unterscheiden. Unterhalb dieser Zellschicht, in der Subintima,
findet sich ein zellarmes Bindegewebe. Die RA flihrt zu spezifischen Veranderungen
der Synovialis. Im Rahmen der Entzindung kommt es zu einer Aktivierung und
Proliferation der A- und B-Synoviozyten, sowie zu einem Infiltrat von mononukleé&ren
Zellen, vor allem T- und B-Zellen, Makrophagen und Plasmazellen. Durch die
Ausschittung von bestimmen Stimulatoren der Angiogenese wie Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) kommt es zur Neubildung von GefaRen. Die
Synoviozyten sind durch die Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen wie
Interleukin-1 und TNF-a an der Aufrechterhaltung und Verstarkung der Synovitis
beteiligt. Gleichzeitig wird durch diese Zytokine die Ausschittung von
matrixabbauenden Enzymen wie Matrix-Metalloproteinasen oder Cathepsinen
geférdert. Die fibroblastenahnlichen Synoviozyten zeigen dariiber hinaus auch ein
autonomes invasives Wachstum. Dies =zeigt sich in einer Expression von
Adhasionsmolekilen und Hochregulation von verschiedenen Protoonkogenen, was
zu einer zytokinunabhangigen Proliferation und Invasion von Knorpel fuhrt [18]. Man
vermutet aktuell, dass eher die reduzierte Apoptose der synovialen Zellen fur die
Hyperplasie verantwortlich ist. Auch eine Mutation des Tumorsupressorgenes p53
wird diskutiert [19]. Diese Veradnderungen fihren zur Bildung des Pannusgewebes,
welches durch infiltratives Wachstum maligeblich an der Zerstérung der Gelenke

beteiligt ist.

1.1.3 Klinik

Die rheumatoide Arthritis, auch chronische Polyarthritis genannt, ist eine chronische
Systemerkrankung, die sich vor allem an den Gelenken manifestiert und durch eine
progressive Destruktion der betroffenen Gelenke charakterisiert ist. In der
deutschsprachigen Bezeichnung ,chronische Polyarthritis“ spiegeln sich wichtige
Charakteristika der Erkrankung wider. ,Chronisch® steht fur eine lange Zeitdauer der
Erkrankung, ,Arthritis“ bedeutet Gelenkentziindung und ,Poly“ eine Vielzahl von

(betroffenen) Gelenken.
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Die Erkrankung zeigt einen individuell unterschiedlichen Verlauf. Die RA beginnt oft
mit unspezifischen Allgemeinsymptomen wie Abgeschlagenheit und Mudigkeit.
Charakteristisch ist ein schubweiser Verlauf mit symmetrischem Befall der
proximalen Interphalangeal- und Metakarpophalangealgelenke sowie der
Handgrundgelenke. Der fortschreitende Verlauf fihrt durch Gelenkdestruktion zu
typischen Deformitdten wie Ulnardeviation, Knopfloch- und Schwanenhalsdeformitat.
Im weiteren Verlauf werden oft mehr und mehr Gelenke befallen.

Im Labor findet sich haufig neben einer beschleunigten Blutsenkung auch ein
erhdhter Gehalt an C-reaktivem Protein (CRP). Typisch fur die RA ist auch das
Auftreten von Rheumafaktoren (RF) und Rheumaknoten. Bei den RF handelt es sich
um Autoantikérper, die gegen das Fc-Fragment von Immunglobulin G gerichtet sind
und von B-Lymphozyten produziert werden. Nachgewiesen wurden sie erstmals
1940 von Waaler [20]. Sie gehéren allen Immunglobulinklassen an, besonders IgM
und 1gG, seltener IgA, IgE und IgD. RF finden sich bei 70-80% der Patienten aber
auch bei 5% der gesunden Bevélkerung oder Patienten mit verschiedenen
Infektionen oder mit anderen Autoimmunerkrankungen [21].

Neben den Rheumafaktoren gibt es eine weitere Anzahl von Antikdérpern, die mit der
rheumatoiden Arthritis in Verbindung gebracht werden. Dazu gehdren Antikdrper
gegen Heat-Shock-Proteine wie das 78 kDa glucose-regulated Protein, gegen
Kollagen oder antinukledre Antikérper. Von besonderem Interesse sind Antikérper
gegen zyclische citrullinierte Peptide (Anti-CCP). Dabei handelt es sich um
Antikérper gegen die seltene Aminosaure Citrullin, die durch Desaminierung von
Arginin entsteht und ein wesentlicher Bestandteil der antigenen Epitope ist.
Antikérper gegen CCP haben eine ahnlichen Sensitivitdt wie RF aber eine deutlich
besseren Spezifitdt. Sie liegt bei etwa 97%. Anti-CCP werden sehr frih im Verlauf
der Erkrankung beobachtet und haben einen hohen prognostischen Wert. Patienten
mit Anti-CCP entwickeln signifikant mehr radiologisch nachweisbare Gelenk-
schadigungen als Anti-CCP-negative Patienten [22]

Rheumaknoten sind derbe, verschiebliche Knoten, die sich subkutan, wahrscheinlich
durch vaskulitische Prozesse, an druckbelasteten Sehnen bilden kénnen. Meistens
treten sie an den Strecksehnen der Fingergelenke, Ellenbogengelenke und an der
Achillessehne auf.

Des weiteren kénnen extraartikulare Beteiligungen in Form von chronischer Anamie,

Herz-, Lungen-, Augen- und GefaRbeteiligung vorhanden sein. Aul’erdem existiert
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noch eine Vielzahl von Sonderformen. Beispielhaft seien das Felty-Syndrom und das
Still-Syndrom erwahnt, besonders schwere Verlaufsformen im Erwachsenen- bzw.
Kindesalter [21].

Der Verlauf der RA ist sehr variabel. Rund 15-20% der Patienten haben einen
intermittierenden Krankheitsverlauf mit Exazerbationen und einer relativ guten
Prognose. Meistens verlauft die RA jedoch, mehr oder weniger rasch, progredient.
Noch immer werden bei ca. 10% der Betroffenen maligne Verlaufsformen mit rascher
Progredienz, hoher Entziindungsaktivitat, extraartikularen Organmanifestationen und
starker Behinderung beobachtet. Die rheumafaktornegative RA hat haufigere
Remissionen und einen gilnstigeren Verlauf. Aligemein besteht ein Zusammenhang
zwischen der Krankheitsaktivitdt und der Entwicklung irreversibler Schédden am
Bewegungssystem [23].

Die Diagnose erfolgt anhand der Kriterien des American College of Rheumatology
(ACR), die die Klinik sowie radiologische und Ilaborchemische Befunde
bertcksichtigen [24]. Von sieben Kriterien (Tabelle 1) missen mindestens vier fur die
Diagnose einer RA erfillt sein, wobei die ersten vier seit wenigstens sechs Wochen

bestehen missen.

Abbildung 1-1: Diagnosekriterien der RA. Fur die Diagnose missen 4 der 7 Kriterien erfullt sein, die
Kriterien 1 bis 4 missen fur mindestens 6 Wochen bestanden haben.

Rheumatoide Arthritis, Diagnostische Kriterien

1. Morgensteifigkeit von wenigstens einer Stunde

2. Gelenkschwellungen an > 3 von 14 méglichen Gelenkregionen (rechte und linke
Fingermittel-, Fingergrund- und Handgelenke, Ellenbogen, Knie, obere
Sprunggelenke, Zehengrundgelenke)

3. wenigstens eine Schwellung im Bereich der genannten Handregionen

4. symmetrischer Befall von Gelenkregionen

5. Rheumaknoten

6. Rheumafaktor im Serum

7. typische radiologische Veranderungen im Bereich der Hande

(wenigstens unzweifelhafte gelenknahe Osteoporose)

Mit diesem Schema kann aber nur eine bereits etablierte RA sicher identifiziert

werden. Wie verschiedene Untersuchungen gezeigt haben, ist jedoch ein friihzeitiges

Erkennen und Behandeln der RA von entscheidender Bedeutung flr den weiteren
6
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Verlauf der Erkrankung. Die Diagnose einer Friharthritis erfolgt unabh&ngig von den
ACR-Kriterien. Ist die Diagnose einer Fruharthritis gestellt, sollte unverziglich mit der
medikamentdsen Therapie begonnen werden. Optimal sollte die Therapie spatestens

12 Wochen nach Symptombeginn beginnen [25].

1.1.4 Therapie

Die medikamenttse Therapie der rheumatoiden Arthritis stiitzt sich auf drei Gruppen
von Substanzen, die auf Grund ihrer Eigenschaften mit unterschiedlichen
Indikationen eingesetzt werden. Von entscheidender Bedeutung fiir die Prognose der
Erkrankung ist der frihzeitige Einsatz von DMARD’s (disease modifying
antirheumatic drugs), die als einzige Substanzen in der Lage sind, die durch die
Erkrankung drohende Gelenkzerstérung zu verhindern und eine Remission zu
erreichen. Zusatzlich kénnen nichtsteroidale Antiphlogistika zur Reduktion der
Gelenkschmerzen und zur Entzindungshemmung eingesetzt werden. Daneben
haben Glukokortikoide einen festen Platz in der Therapie der rheumatoiden Arthritis -
nicht nur in Akut- und Schubsituationen sondern auch in niedriger Dosierung in der
Langzeitanwendung [26].

Die Gruppe der DMARD’s ist eine heterogene Gruppe verschiedener Substanzen
u.a. Methotrexat (MTX), Sulfasalazin, Hydroxychloroquin, Leflunomid, Azathioprin,
Cyclosporin A, Mycophenolat, Cyclophosphamid und Tacrolimus. Neben ihrer
unterschiedlichen Potenz bezlglich der Hemmung der Aktivitat der RA und des
jeweils individuellen Nebenwirkungsspektrums weisen sie alle die Lang-
zeitimmunsuppression als Gemeinsamkeit auf. Der bedeutendste Vertreter aus
dieser Gruppe ist jedoch das MTX, das am haufigsten eingesetzt wird. Es ist der
,Goldstandard“ bei der Behandlung der aktiven rheumatoiden Arthritis. MTX
beeinflusst entziindliche Prozesse auf unterschiedliche Weise, wobei die Hemmung
der Lymphozytenproliferation durch Stérung des Folsaurestoffwechsels vermutlich
eine wichtige Rolle spielt. Aufgrund der Nebenwirkungen wie Blutbildverdnderungen
oder Anstieg von Leber- und Nierenwerten ist eine regelmaRige Kontrolle der
Laborwerte notwendig. Bei unzureichender Wirkung ist auch eine Kombination mit
anderen DMARD’s méglich oder eine Kombination mit einem ,Biological® indiziert.
Durch das zunehmend bessere Verstdndnis der Pathogenese der rheumatoiden

Arthritis konnte in den letzten Jahren eine Vielzahl neuer Medikamente entwickelt
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werden. Der Nachweis, dass Tumornekrosefaktors o (TNF-a) und Interleukin-1 (IL-1)
zu den wichtigsten proentziindlichen Zytokinen bei der RA gehéren, fihrte in den
vergangenen Jahren zur Einfihrung von ,biologischen“ Hemmstoffen gegen TNF-a
und IL-1.

Diese neuen, als Biologicals bezeichneten Medikamente, stellen eine neue Option in
der Therapie der rheumatoiden Arthritis dar. Die ersten Biologicals, die zur Therapie
der rheumatoiden Arthritis eingesetzt wurden, waren Hemmer des
Tumornekrosefaktors o. Die klinische Wirkung konnte in mehreren Studien belegt
werden, wobei vor allem die Kombination mit MTX zu einer deutlichen Hemmung der
Roéntgenprogression bis hin zu leichtem Knochenaufbau fuhrte [27]. Eine weitere
Option in der Modulierung der Zytokinaktivitat ist die Neutralisierung von Interleukin-
1b durch einen rekombinanten IL-1-Rezeptor-Antagonisten [28]. 2006 wurde das aus
der Lymphomtherapie bekannte Rituximab zur Therapie der rheumatoiden Arthritis
zugelassen. Dabei handelt es sich um einen Antikérper gegen CD20, der zu einer
passageren, in der Regel etwa ein halbes Jahr anhaltenden, Depletion der B-Zellen
im peripheren Blut fuhrt [29]. Weitere Ansétze sind die Neutralisation von IL-6 und IL-
15 sowie Co-Stimulations-Blocker, die die Aktivierung von T-Zellen bremsen und
somit die zerstérende Immunreaktion an den Gelenken hemmen sollen [30]. Eine
weitere Mdglichkeit bei therapierefraktarer rheumatoider Arthritis ist die Apherese.
Dabei wurde fir die Immunadsorption an Staphylokokkenprotein-A-Silikatgel
(Prosorba®) in einer Scheinapherese-kontrollierten Untersuchung bei therapie-
refraktarer rheumatoider Arthritis eine signifikante Entziindungshemmung und
Verbesserung der Schmerzfreiheit in Gelenken gefunden [31]. Diese Therapieform
wird jedoch derzeit nicht mehr angeboten. Weitere nichtmedikamentdse Verfahren

sind die Radiosynoviorthese sowie die Synovektomie [32, 33].

1.2 Osteoarthrose

Bei der Osteoarthrose (OA) handelt es sich um eine degenerative Gelenkerkrankung,
bei der es zu einer fortschreitenden Knorpel- und Knochendestruktion kommt. Sie ist
ein Resultat des Ungleichgewichts der physikochemischen Eigenschaften und der
mechanischen Belastung des Knorpels. Das fiihrt zu einem Versagen und einer
Zerstoérung der extrazelluldren Matrix als funktionales Element des Knorpels. Der fir

die Arthrose charakteristische Verlust an hyalinem Gelenkknorpel bildet sich
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radiologisch durch eine Gelenkspaltverminderung ab, wird von einer fibrotischen
Umwandlung der Synovialmembran, Sklerosierung des subchondralen Knochens
sowie der Ausbildung von Osteophyten an den Gelenkrandern begleitet und kann bis
zum vollstdndigen Funktionsverlust des Gelenks fluihren. Dabei scheinen
mechanischer Abrieb sowie die enzymatisch bedingte Degradation eine wichtige
Rolle im Krankheitsgeschehen zu spielen. Bei der OA handelt es sich wie bei der RA
um eine polyétiologische Erkrankung. Vermutet werden biomechanische und
biochemische Veradnderungen im Knorpel und im subchondralen Knochengewebe.
Im Blickpunkt der Arthroseforschung stehen die Chondrozyten. Sie sind fir den
Aufbau und Erhalt der extrazelluldren Matrix verantwortlich. In der Arthrose kommt es
zu einem Ungleichgewicht zwischen Matrixsynthese und Abbau, zur verstarkten
Produktion von matrixabbauenden Enzymen sowie zu einer Apoptose von
Chondrozyten. Daneben scheinen verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren in
der Pathogenese der Arthrose eine wichtige Rolle zu spielen.

Im Gegensatz zur RA findet sich der Ursprung der OA nicht in der entziindeten
Synovialmembran. Vielmehr ist die auftretende Begleitsynovitis ein sekundares
Phanomen in der OA. Durch die degenerative Erosion des Gelenkknorpels werden
Knorpelpartikel im Gelenk freigesetzt, die die Begleitsynovitis verursachen. Dies flihrt
zu einer Freisetzung von inflammatorischen Zytokinen und Proteasen, die wiederum

zu einer Verstarkung der Knorpeldestruktion fihren [34-36].

1.3 Proteom und Proteomanalyse

Der Begriff ,Proteom® wurde erstmals von Marc Wilkins und Keith Williams gepragt
und bezeichnet die Gesamtheit der Proteine, die von einem Genom, in Abh&ngigkeit
einer Umgebung und eines Zeitpunktes, exprimiert werden [37]. Damit stellt die
Proteomanalyse die eingefrorene Momentaufnahme eines aktuellen Stoff-

wechselzustandes dar.
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Abbildung 1-2: Am Beispiel des Schwalbenschwanz (Papilio machaon) sieht man den Einfluss der
Proteomverénderung sehr gut. Wahrend in beiden Auspragungen das Genom identisch ist, kommt es
aufgrund unterschiedlicher Proteome zu einer deutlich unterschiedlichen Morphologie. (Wikipedia)

Anders als das zeitlich konstante Genom ist das Proteom, in Abh&ngigkeit von
inneren und &dulleren Parametern, eine dynamische und flexible Grole. Es ist
bekannt, dass ein Gen haufig durch alternatives Spleillen der pra-mRNA fir viele
verschiedene  Genprodukte kodiert. Durch zusatzliche Einfihrung von
posttranslationalen Modifizierungen wie Phosphorylierungen, Glykosylierungen,
Acetylierungen, Methylierungen oder kontrollierter Proteolyse ergibt sich ein
komplexes Proteinmuster. Aus einem Gen kdénnen somit mehrere Proteine mit
verschiedenen Funktionen und strukturellen Formen entstehen. Ebenso lasst die
Menge der vorhandenen mRNA keine Rickschlisse auf die Quantitdt des
exprimierten Proteins zu, da diese nicht nur von der Proteinbiosynthese abhéngt,
sondern auch von der Degradation der jeweiligen Proteine [38]. Weiterhin kénnen
Proteine verschiedene funktionelle Komplexe bilden, die aufgrund der
unterschiedlichen Zusammensetzung viele verschiedenen Funktionen in der Zelle
Ubernehmen. Als Beispiel sei der Proteasomkomplex erwéhnt, welcher eine wichtige
Rolle beim Abbau von Proteinen spielt [39].

Im Gegensatz zum statischen Genom unterliegt das Proteom einer Vielzahl innerer
und dulerer Einflusse, die zu einer Veranderung des Proteoms filhren kénnen. Es
reicht demnach nicht zum Versténdnis der pathophysiologischen Vorgange aus, das
Genom eines Organismus zu kennen. Vielmehr missen auch die Proteine und ihre

komplizierten Interaktionsnetzwerke erfasst und verstanden werden.
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Abbildung 1-3: Verschiedene Einflussgrofien auf das Proteom. Im Gegensatz zum statischen Genom
unterliegt das Proteom einer Vielzahl innerer und duflerer Einflisse, die zu einer Veranderung des
Proteoms fihren kdnnen. (Proteom-Zentrum Rostock)

In der differenziellen Proteomanalyse ist es durch einen Vergleich verschiedener
Proteome von bestimmten Zustdanden eines Zelltyps, eines Gewebes oder eines
Organismus mdglich, wichtige Informationen (Uber das charakteristische
Proteinmuster des jeweiligen Zustands zu erhalten. So kénnen im Falle eines
Vergleichs des Proteoms von krankem und gesundem Gewebe direkt potenzielle
Zielproteine, die fur diese Krankheit spezifisch sind, detektiert werden. Aullerdem
kann der Einfluss aulRerer Parameter wie Medikamente auf das Proteinmuster der
Zelle ermittelt und dadurch hervorgerufene Veranderungen analysiert werden.

Eine der Schlisseltechnologien der modernen Proteomanalyse ist derzeit die
hochauflésende zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Sie wurde
erstmals 1975 von O'Farrell und Klose beschrieben und gehért heute zu den
Standardmethoden in der Proteomforschung [40, 41]. Sie kombiniert eine
isoelektrische Fokussierung in der ersten und einer SDS-PAGE in der zweiten
Dimension. Dabei werden die Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt und ihrer
Masse getrennt. Anschlieend kénnen die Proteine mit Hilfe verschiedener
Farbemethoden dargestellt werden. Mit Unterstiitzung von Computerprogrammen ist

ein semiquantitativer Vergleich der Proteinspots mdéglich. Zur Identifizierung werden
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die Spots aus dem Gel ausgeschnitten, einem tryptischen Verdau unterzogen und

die Peptidfragmente anschliellend mit Hilfe der Massenspektrometrie analysiert.

Durch den Abgleich der erhaltenden Fragmentmassen mit einer Proteindatenbank

kann der Proteinspot identifiziert werden.

1.4 Zielsetzung

Ziele dieser Arbeit waren:

1.

2.

3.

Identifizierung krankheitsassoziierter Unterschiede in der Proteinexpression
mit Hilfe der vergleichenden Proteomanalyse zwischen Pannusgewebe von
Patienten mit rheumatoider Arthritis und synovialem Gewebe von Patienten
mit Osteoarthrose

Analyse der differentiell exprimierten Proteine mit Hilfe der
Massenspektrometrie

Validierung eines Teils der Ergebnisse mit Hilfe der Immunanalytik
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

Chemikalien:

Acetonitril (ACN)

Acrylamid 30% Fertiglésung

Agarose

Ameisensédure

g-Aminocapronsaure
Ammoniumpersulfat (APS)

Bovine Serum Albumin (BSA)
Bromphenolblau

CHAPS

Complete Proteaseinhibitor Cocktail
Coomassie -Brilliant-Blue R250
a-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure (CHCA)
Dry Strip Cover Fluid

Dithiothreitol (DTT)

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Glycerol

Glycin

IPG-Puffer pH 4-7

Isopropanol

lodacetamid (IAA)

Methanol

Natriumorthovanadat (NazVOs)
Natriumchlorid (NaCl)

PAGE Ruler Prestained Protein Ladder
PAGE Ruler Unstained Protein Ladder
Phosphorsaure

Ponceau S

13

Sigma
Roth
Serva
Sigma
Sigma
Serva
BioRad
Sigma
Serva
Roche
Serva
Sigma
Pharmacia
Serva
Roth
J.T.Baker
Roth
Merck
Merck
Pharmacia
J.T. Baker
Merck
Roth
Sigma
Merck

MBI Fermentas

MBI Fermentas

Merck
Sigma
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Salzséaure (HCI)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Sulfosalicylsaure
TEMED
Thimerosal
Thioharnstoff
Trichloressigsaure
Trifluoressigsaure
TRIS

Trypsin

Tween 20

Harnstoff

Hilfsmittel und Geréate:
96-Wellplates
Blotkammer Trans-Blot SD

Einmalpipetten 10 ml

Elektrophoresekammer Hoefer DALT

Elektrophoresekammer PROT-RESOLV MINI-LC

Filterpapier

Flexys Proteomics Picker
Investigator ProGest Protein Digester
IPG DryStrip pH 4-7

IPGphor Strip Holder
IPGphor-Elektrophoresegerat
Massenspektrometer Reflex Ili

Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit
Microvials

Multiple Gel System

Paper Wicks

Pipetierroboter MAP 1l

Photometer Ultrospec 2000

Pipetten

PVDF-Membran
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Sigma
Serva
Sigma
Biorad
Sigma
ICN BIOMEDICALS
Roth
Roth
Roth
Promega
Merck
Merck

Genomic Solutions
BioRad

Greiner

Pharmacia

PHASE

Whatman
Genomic Solutions
Genomic Solutions
Pharmacia
Pharmacia
Pharmacia

Bruker

Pierce

Alltech

Hoefer

Pharmacia

Bruker

Pharmacia
Eppendorf, Gilson
Millipore
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Reaktionsgefale 1,5 ml; 2 ml Eppendorf
Scanner Mirage |l Umax

Schuttler Polymax 1040 Heidolph
Stahltarget Bruker
SuperSignal West Pico Chemiluminiscent Substrat Pierce
Vakuumzentrifuge Speed Vac Savant

Vortexer Heidolph, Vortex Genie
Zentrifugen Hettich, Heraeus
Antikérper:

Ly-GDI (sc-6047) Santa Cruz

Rho GDla (sc-360) Santa Cruz
GRP 94 (sc-11402) Santa Cruz

2.2 Proben

Die untersuchten Proben stammen aus dem Institut fur Pathologie der Universitat
Leipzig. Dabei handelt es sich um Operationsresektate der Synovialmembran von
Patienten, die an rheumatoider Arthritis bzw. Osteoarthrose leiden und sich einem
operativen Eingriff am Kniegelenk unterzogen haben. Die Resektate wurden durch
Prof. Dr. med. Stiehl histologisch untersucht und der RA bzw. OA zugeordnet.

Tabelle 2-1 Patientendaten der 4 untersuchten Patienten

Patienten- RA 1 (K55) |RA2 (K59) OA 1 (K57) OA 2 (K42)

Nummer

Diagnose RA RA OA OA

CRPinmg/l |17,4 49,5 <5 <5

Therapie Knieendopro- | Knieendopro- | Synovektomie | Knieendopro-
these these these

OP-Datum 06.08.96 12.12.96 26.08.96 27.03.96

Alter 57 Jahre 55 Jahre 55 Jahre 61 Jahre

Geschlecht | weiblich mannlich mannlich weiblich
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2.3 Proteinextraktion

Idealerweise sollte eine gelungene Probenvorbereitung fur die 2D-Elektrophorese
dazu fUhren, dass die Proteine des Ausgangsmaterials komplett gel6st, deaggregiert,
denaturiert und reduziert vorliegen. Des weiteren ist von Bedeutung, dass die
Aufbereitung mdglichst ohne Zerstérung von Proteinen durch freiwerdende Enzyme
geschieht. Dazu ist es wichtig, die Kuhlkette stets einzuhalten, um ein Auftauen der
Probe und eine Aktivierung von Enzymen zu verhindern. Zusatzlich kdnnen

Proteaseinhibitoren eingesetzt werden.

Die Proteinextraktion der bei —80 °C tiefgefrorenen Gewebestiickchen erfolgte in
einem in flussigem Stickstoff stehenden Mdrser. Mit Hilfe eines Pistills wurden die
Gewebestlicke vorsichtig zerrieben. Je 50 mg Material wurden mit 500 ul Lysepuffer
TU2CD und 1x Complete als gefrorene Kugel vermischt. Anschlielend wurde das
Gemisch in ein in flussigem Stickstoff gekuhltes 1,5 ml Eppendorf-Gefal tberfuhrt.
Dann wurde die Probe unter haufigem Vortexen mdglichst schnell aufgetaut und mit
Hilfe eines Magnetrihrstadbchens fir 15 min. im Kihlraum bei 6 °C gemixt. Danach
wurde die Probe erneut fir 30 sec gevortext und in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Prozedur aus Auftauen und Mixen wurde noch einmal
wiederholt. Danach wurde das Gemisch 20 min. bei 13000 U/min und 4 °C
zentrifugiert. Am Ende bildete der Uberstand den Pannusextrakt fir die weitere
Analyse. Dieser wurde zu mehreren 100 ul Aliquots aufgeteilt und nach kurzem

Vortexen sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren [42].

Lysepuffer TU2CD:
- 2 M Thioharnstoff
- 8 M Harnstoff

- 2% CHAPS

-20 mM DTT

Proteaseinhibitor:

- Stammldsung 100 x Complete mit EDTA in Reinstwasser
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Geréte:

- Eppendorf-Gefalie 2 ml
- Zentrifuge

- Vortexer

- Morser

- Pistill

- Spatel

2.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Im Mittelpunkt des nach seinem Erfinder benannten Assays steht die Veranderung
des Absorptionsmaximums des blauen Saurefarbstoffs Coomassie-Brilliant Blue
R250. In Verbindung mit Proteinen und einem sauren Milieu kommt es zu einer
Verschiebung des Absorptionsmaximums von 465nm€m zu 595 nm. Diese
Verédnderung kann gemessen werden und ist proportional zur vorhandenen
Proteinmenge.

Fur die Bestimmung wurden 797 ul Reinstwasser und 3 ul Probenlésung miteinander
vermischt. AnschlieRend wurden 200 pl Bradfordreagenz hinzugegeben. Nach 5
Minuten Inkubationszeit erfolgte die Messung. Fir jede Probe wurde der Ansatz
zweimal hergestellt und vermessen. Die Umrechnung in mg/ml Protein erfolgte mit

Hilfe einer vorher angefertigten Eichkurve.

Bradfordreagenz:

- 0,01% Coomassie-Brilliant-Blue R250
- 5% Ethanol

- 10% Phosphorséaure 85%ig

Geréte:
- Einmalkivetten

- Photometer

2.4 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Polyacrylamid-Gelelektophorese ist eine leistungsstarke

analytische Methode zur Auftrennung von komplexen Proteingemischen. Dabei
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bedient man sich der Kombination aus zwei unterschiedlichen Trennverfahren. Zum
einen der isoelektrischen Fokussierung und  zum anderen der
Natrium(Sodium)dodecylsulfat -Polyacrylamid-Gelelektophorese (SDS-PAGE) [43].

2.4.1 lIsoelektrische Fokussierung - Die erste Dimension

In der ersten Dimension, der isoelektischen Fokussierung (IEF), werden die Proteine
in einem elektrischen Feld nach ihrem isoelektrischen Punkt (pl) aufgetrennt.
Entscheidend fur die Wanderung ist die Tatsache, dass Proteine aus Aminosduren
mit unterschiedlich geladenen Seitengruppen bestehen. Deren Ladungszustand ist in
wéssriger Losung pH-abhéngig. Das bedeutet zum Beispiel, dass bei niedrigem pH-
Wert die Carboxylgruppe der Aminosaure protoniert wird und somit ladungsneutral
ist. Die Aminogruppen dagegen sind im sauren Milieu protoniert, tragen also positive
Ladungen, so dass auch fir das Protein eine positive Nettoladung resultiert. Bei
Erhéhung des pH-Wertes dissoziiert das Proton von der Carboxylgruppe und auch
von der Aminogruppe. Die Aminogruppe ist nun neutral und die Carboxylgruppe
negativ geladen, woraus sich flr das Protein eine insgesamt negative Nettoladung
ergibt. Im elektrischen Feld wandern die Proteine aufgrund ihrer unterschiedlichen
Nettoladungen in einer Matrix mit einem bestimmten pH-Gradienten bis zu dem
Punkt, der dem fir sie charakteristischen pl-Wert entspricht. Nun erscheinen sie
nach auf3en neutral und ihre Wanderungsgeschwindigkeit betragt null.

Die pH-Gradienten werden durch sogenannte Ampholyte erzeugt. Das sind
Molekule, die positive und negative Ladungen besitzen. Kommt eine Mischung von
Ampholyten mit einem weiten Bereich von isoelektrischen Punkten in ein elektrisches
Feld, so verteilen sie sich in der gegebenen Matrix, und es entsteht der gewlinschte
pH-Gradient [44]. Leider sind so erzeugte pH-Gradienten nicht zeitstabil und
wandern in Abhéangigkeit von der Fokussierungszeit unter Platauausbildung in
Richtung der Kathode. Dies fiihrt nicht nur zum Verlust der basischen Proteine,
sondern zudem zum Verlust der Linearitat des pH-Gradienten. Diese von O’Farrell
verwendete Technik wurde Ende der 80iger Jahre durch die von Goérg et al.
entwickelte 2D-Gel-Elektrophorese mit immobilisierten pH Gradienten (IPG)
wesentlich verbessert [45] und hat die Reproduzierbarkeit deutlich erhéht. Dabei
handelt es sich im vorliegenden Fall um Polymere mit zahlreichen Amino- und

Carboxylgruppen. Diese Technik wird heute in weitaus gréoRerem Malde verwendet.
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Rehydratisierung

FUr die IEF wurden 18 cm lange IPG-Strips mit einem linearen pH-Bereich von 4-7
verwendet. Vor der eigentlichen IEF missen die IPG-Strips aber noch rehydratisiert
werden. Dazu wurden 400 pug Proteingemisch mit Rehydratisierungspuffer auf eine
Gesamtmenge von insgesamt 350 pl gemischt. Zuséatzlich wurden 1,8 ul IPG-Puffer
pH 4-7 und 2 pl Bromphenolblau dazu gegeben. Anschlieend wurde die Lésung
gleichmallig in die IPGphor Strip Holder pipettiert. Danach wurden die
rehydratisierten Gelstrips in die Lésung eingelegt und mit 1 ml Dry Strip Cover Fluid
bedeckt, um ein Austrocknen zu vermeiden. Zum Schluss wurde der IPGphor Strip
Holder noch mit einem Deckel verschlossen. Die |IPGphor Strip Holder wurden
nebeneinander und der Polung entsprechend auf das IPGphor-Elektrophoresegerat

gelegt. Die Rehydratisierung erfolgte fur 12 Stunden bei 30 Volt.

Isoelektrische Fokussierung

Vor dem Start der Fokussierung wurde angefeuchtetes Filterpapier (Paper Wicks
IPGphor™) an beiden Enden der Strips aufgelegt, um eventuell in den Proben

enthaltene Salze aufzunehmen.

Danach wurde die IEF nach folgendem Programm durchgefihrt:

Tabelle 2-2: Einzelne Programmschritte der IEF

Stufe Spannung in Volt | Zeit in Stunden Art

1 500 0,5 Gradient

2 500 0,5 Step-n-hold
3 2000 0,5 Gradient

4 2000 0,5 Step-n-hold
5 8000 1 Gradient

6 8000 4 Step-n-hold
7 50 12 Step-n-hold

Nach der IEF wurden die Streifen entweder sofort in die 2. Dimension Uberfiihrt oder
bei -80 °C gelagert.
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Rehydratisierunsgspuffer:

- 2 M Thioharnstoff

- 8 M Harnstoff

- 2% CHAPS

-20 mM DTT

- Proteaseinhibitor: Complete mit EDTA
- IPG-Puffer, pH 4-7

- Bromphenolblau

Geréte:

- IPGphor Strip Holder

- IPG DryStrips, pH 4-7

- IPGphor-Elektrophoresegerat
- Paper Wicks

2.4.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese - Die 2. Dimension

In der zweiten Dimension wird die Eigenladung der Proteine mit SDS ,maskiert”.

SDS ist ein anionisches Detergenz und tberdeckt die Eigenladung von Proteinen so
effektiv, dass Micellen mit konstant negativer Ladung pro Masseneinheit entstehen
[46]. Eine elektrophoretische Trennung der Polypeptide erfolgt nun ausschlief3lich
aufgrund der Siebwirkung der Polyacrylamid-Matrix, das hei3t nach Grélle bzw.
Molekulargewicht. Kleinere Proteine wandern durch die geringere Reibung schneller

als gréliere Proteine.

Aquilibrierung der Gelstreifen

Die Aquilibrierung der IPG-Strips erfolgte unmittelbar vor der SDS Gel-
Elektrophorese. Dazu wurden die IPG-Strips fur 10 Minuten in 15 ml
Aquilibrierungspuffer 1 (Reduktion der Proteine) &quilibriert. Dieselbe Prozedur
wurde dann mit dem Aquilibrierungspuffer 2 (Carboxamidomethylierung der Proteine)

wiederholt.
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Aquilibrierungspuffer 1:

- 6 M Harnstoff

- 30% Glycerol

- 2% SDS

- 50 mM TRIS/HCI, pH 8,8
-10 mM DTT

Aquilibrierungspuffer 2:

- 6 M Harnstoff

- 30% Glycerol

- 2% SDS

- 50 mM TRIS/HCI, pH 8,8
- 10 mM lodacetamid (IAA)

Gerate:
- Einmalpipetten 10 ml
- Schattler

SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Die fur die SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese bendétigten Gele hatten eine
Acrylamidkonzentration von 12,5%. Die Gele sind 25 cm breit, 20 cm hoch und
1,5 mm dick. Sie wurden in einem Hoefer DALT Multiple Gel System gegossen. Die
Gelldsung wurde moglichst luftfrei in das Hoefer System eingefiillt. Danach wurden
die Gele mit 1 ml Butanol Uberschichtet, um eine glatte Geloberflache zu erhalten.
Die Gele mussten mindestens 4 Stunden polymerisieren. Anschlieliend wurden die
aquilibrierten IPG-Strips mit Laufpuffer gespilt und horizontal auf die fertigen Gele
gelegt und danach mit 1%iger Agaroseldsung luftblasenfei Giberschichtet.

Die Glaskassetten mit den fertig vorbreiteten Gelen wurden in die Hoefer DALT-
Elektrophoresekammer gestellt. Vorher wurde die Elektrophoresekammer mit etwa
20 Liter 10 °C kaltem Laufpuffer gefullt. Die Elektrophorese erfolgte bei konstanter
Spannung von 100 Volt. Beendet wurde die Elektrophorese sobald die Lauffront,

sichtbargemacht durch Bromphenolblau, sich ca. 1 cm vor dem Trenngelende
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befand. Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die Gele aus den

Glaskassetten entfernt und fir 2 Stunden in Fotoschalen mit Fixierldsung gegeben.

Gellésung fir 12 Gele 12,5%:

- Acrylamid Stock 30% 513 ml
-1,5 M TRIS-HCI, pH 8,8 321 ml
- 10% SDS-L&sung 13 ml
- 10% APS-Lésung 13 ml
- TEMED 182 pl

Laufpuffer 2 Liter 10-fach konzentriert:
- 0,25 M TRIS Base

- 1,92 M Glycin

- 1% SDS

Aqgarose:
- 1% Low melting Agarose

- 100 ml Laufpuffer
- Bromphenolblau

Fixierlésung:
- 50% Ethanol

- 10% Essigsaure

Gerate:
- Hoefer DALT Multiple Gel System
- Hoefer DALT-Elektrophoresekammer

2.5 Farbung mit Coomassie Brilliant Blue R250

Coomassie Brilliant Blue ist ein organischer Farbstoff, der sich an basische und
aromatische Seitenketten von Aminosduren anlagert und die Proteine unspezifisch
anfarbt. Die Nachweisgrenze fur Proteine liegt bei etwa 100 ng [46]. Die zu

farbenden Gele wurden fiir 24 Stunden unter leichtem Schwenken in die Coomassie
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Farbelésung gegeben. AnschlieRend wurden die Gele in Reinstwasser gesplilt und
solange in der Entfarbelésung inkubiert, bis der Gelhintergrund farblos war. Die
Entfarbelésung wurde mehrfach gewechselt. Danach wurden die Gele in Folie

eingeschweil3t und bei 4 °C gelagert [43].

Farbelbsung:
- 50% Methanol

- 10% Essigsaure
- 0,1% Coomassie Brilliant Blue R250

Entfarbelésung:

- 5% lsopropanol

- 7% Essigséaure

2.6 Computergestiitzte Auswertung

Die Gele wurden nach der Farbung mit einem Umax Mirage |l Scannner und der
Software Magic Scan 4.3 eingescannt. Die Auflésung betrug 200 dpi bei einer
Farbtiefe von 16 Bit. Die Imagedateien wurden im TIF-Format gespeichert.

Die Auswertung der Gelbilder erfolgte mit der Software Phoretix 6.01. Zuerst wurde
eine automatische Spoterkennung durchgefiihrt. Da die Spoterkennung nicht alle
vorhandenen Spots eindeutig erkannte, wurden nicht erkannte Spots per Hand
hinzugefugt bzw. falsche gel6scht. Auch der anschlieRende automatische Vergleich
der unterschiedlichen Gele machte eine manuelle Nachbearbeitung notwendig. Mit
Hilfe der Software kann die optische Dichte der einzelnen Spots gemessen und
verglichen werden. Sie korreliert in einem gewissen Bereich mit der Menge an

Protein. So lassen sich Unterschiede in den einzelnen Gelen verifizieren [47].

2.7 Proteinidentifizierung

2.7.1 Spotpicking

Die zu analysierenden Spots wurden mit Hilfe des Flexys Proteomics Picker aus den

Gelen ausgestochen. Dazu wurde das zu untersuchende Gel aus der Folie
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entnommen und in eine Fotoschale gelegt und fir eine halbe Stunde in Reinstwasser
leicht geschuttelt. Danach wurde das Gel auf die Glasplatte des Flexys Proteomics
Picker gelegt. Mit Hilfe einer Kamera wird ein Bild des Gels erstellt. Nach Markierung
der zu analysierenden Spots, erfolgt die automatische Ausstechung der Spots. Die

gestochenen Spots wurden in rosa 96er Wellplates pipettiert.

Geréte und Material:

- Flexys Proteomics Picker
- 96-Wellplates rosa
- 2D-Elektrophoresegele

- Reinstwasser

2.7.2 Automatischer Verdau

Um die ausgestochenen Proteinspots weiter analysieren zu kénnen, missen sie
zuerst entfarbt und anschlieBend mit Hilfe von Trypsin in Peptide aufgespalten
werden. Trypsin gehért zu den Endopeptidasen und spaltet die Proteine spezifisch
nach Argenin und Lysin in Peptide. Diese Fragmente kdénnen dann im nachsten
Schritt mit Hilfe der Massenspektrometrie analysiert werden [43].

Die Entfarbung und der Verdau wurden automatisch mit Hilfe der Investigator

ProGest Protein Digest-Station durchgefthrt.

Geréte und Materialen:

- Investigator ProGest Protein Digest-Station

- Vakuumzentrifuge Speed Vac

- 96er Wellplate rosa mit ausgestochenen Proteinspots

- 96er Wellplate blau

- Solvent A: Acetonitril

- Solvent C: 50 mM Ammoniumhydrogencarbonat (NHsHCO3)

- Solvent D: 25 mM NH4HCO3

- Solvent E: 10% Ameisensaure

- Solvent F: 30 ml Reinstwasser

- Reagenz A: 10 mM DTT in 25 mM NH4HCO3; (15.4 mg DTT in 10 ml Puffer)
- Reagenz B: 100 mM IAA in 50 mM NH4HCO3 (185 mg IAA in 10 ml Puffer)
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- Enzym C: 1 Vial Trypsin (20 ug) + 300 pl Resuspensionspuffer
(= 50 mM Essigséure)

.

enzyme C reagent A reagent B

Abbildung 2-1: Bestlickung des Digesters mit den verschiedenen Lésungen

Am Ende des Verdauvorganges wurden die Peptide eluiert und in eine blaue 96er
Wellplate Uberfihrt. AnschlieRend wurden die Proben bei —80°C tiefgefroren und
danach mit einer Vakuumzentrifuge (Speed Vac®) lyophilisiert.

2.7.3 Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Massenspektrometrie

Die Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Massenspektrometrie (MALDI-ToF-
MS) ist eine Analysenmethode zur Bestimmung der Molekiimassen von lonen im
Hochvakuum. Dazu werden Probenmolekiile in eine Matrixsubstanz mit hohem UV-
Absorptionsvermdégen kokristallisiert (lblicherweise a-Cyano-4-hydroxy-zimtsaure
oder 2,5-Dihydroxy-benzoesaure). Durch gepulsten Laserbeschuss kommt es zur
Ubertragung der Lichtenergie von den Matrixmolekilen auf die Peptide der Probe,
die daraufhin in einem Schritt ionisiert und aus dem Kokristallisat desorbiert werden.
Beim Vorgang der Desorption/lonisation werden hauptsachlich einfach geladene
Molekilionen erzeugt, welche in die Gasphase Ubertreten. Die entstandenen lonen
werden in einem elektrischen Feld mit gleicher kinetischer Energie beschleunigt und
durchfliegen anschliel3end eine feldfreie Driftstrecke.

Nahezu alle kommerziell erhéltichen MALDI-Massenspektrometer  sind
Flugzeitmassenspektrometer (time of flight, TOF). Aus der lonenflugzeit zwischen
Quelle und Detektor lasst sich direkt die Masse des Analyten berechnen. Fir TOF-

Analysatoren gibt es zwei Konstruktionsprinzipien:
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e lineare TOF-Instrumente, bei denen die lonen nach ihrer Beschleunigung auf
einer geraden Flugbahn eine feldfreie Driftstrecke von der Quelle zum
Detektor durchlaufen.

o Reflektor-TOF (reTOF) Instrumente, bei denen die lonen auf ihrer Flugstrecke
in den Detektor (mindestens einmal) reflektiert werden.

Das Reflektorsystem fiihrt zu einer Fokussierung der lonen und somit zu einer
erhdhten Auflésung der Massenspektren (FWHM ca. 20.000), sowie zu einer

héheren Prazision der Massenbestimmung (< 50 ppm).[48]

Laser:
Nz: 337 nm, <5 ns
ER-YAG: 2,94 ym, 100 ns

¥

Attenuator

Monitor

ISEV lin.

Reflector

Conversion Dynode
+20/—8 kV SEV Refl.

O O 0o
o O 00O

Transient Recorder

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung eines Flugzeitmassenspektrometers. Der Laserimpuls
(roter Weg) desorbiert die Probe vom Probenteller und startet tber die Photodiode die Zeitmessung.
Die Videokamera erlaubt die optische Betrachtung des Targets (schwarzer Weg). Je nach Schaltung
kénnen die lonen (griner Weg) einmal im Linear-Modus (Detektor SEV lin.) oder im Reflektor-Modus
(Detektor-Modus: SEV Refl.) detektiert werden. SEV = Sekundarelektronenverstérker (Bioanalytik,
1998)

Targetpréaparation

Die Préaparation des Stahltargets erfolgte automatisch mit Hilfe eines
Pipettierroboters (MAP II). Dabei werden die lyophilisierten Proben aus dem Digester

zuerst resolubilisiert und anschliefend mit der Matrix rekristallisiert [42].

Gerate und Material:
- MAP II

- Vortexer

- Zentrifuge
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- CHCA

- 35% ACN/0.1% TFA Ldsung
- 60% ACN/0.1% TFA Lésung
- Kalibrantenmischung

- Stahltarget

- Microvials

Zur Herstellung der CHCA-L6sung wurde eine Spatelspitze HCCA in ein Eppendorf-
Gefaly gefillt und danach 1 ml einer 35% ACN/0,1% TFA-L6sung dazugegeben. Das
Gemisch wurde anschlieRend gevortext und fir 5 min in ein Ultraschalbad gestellt.
Danach wurde das Gemisch kurz abzentrifugiert, fur 15 min. stehengelassen und
dann fiir 3 min. abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml-Eppendorf- GefaR
Uberfuhrt. Fir den Pipettiervorgang wurden folgende L&sungen in Microvials

vorbereitet und in den Roboter gestellt:

1. 60% ACN, 0.1% TFA
2. CHCA

3. Kalibrantenmischung

Nach etwa 1 Stunde waren die Targets fertig und wurden anschlielRend sofort der

Massenspektrometrie zugefihrt.

Massenspektrometrie

Die massenspektometrische Untersuchung erfolgte mit Hilfe der MALDI-TOF-
Massenspektrometrie. Das verwendete Massenspektrometer war ein Reflex llI-
Instrument (Bruker). Das Gerat ist mit einem Stickstofflaser (A = 337 nm) und einer
lonenquelle mit verzégerter Extraktionstechnologie (,delayed extraction®)
ausgestattet. Die Analyse der Peptidgemische erfolgte im Reflektormodus. Die
Beschleunigungsspannung betrug 25 kV. Es wurden ausschlieRlich positiv geladene
lonen analysiert. Um das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis zu verbessern, wurden 100
bis 200 Einzelschussspektren aufsummiert. Die aufsummierten Spektren wurden

anschlie3end mit der Software Biotools (Bruker) vollautomatisch prozessiert [49].
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2.7.4 Computergestiitzte Proteinidentifizierung

Die gemessenen Massen der einzelnen Peptide sind spezifisch fir das
zugrundeliegende Protein (Peptide Mass Fingerprinting). Die experimentell
bestimmten Datensatze kénnen mit simulierten Daten aus Sequenzdatenbanken
verglichen und auf diese Weise die dazugehdrigen Proteine identifiziert werden.

Die Datenbanksuche erfolgte mit Biotools. Als Datenbanken dienten SwissProt und
MSDB.

Folgende Einstellungen wurden fur die Datenbanksuche verwendet:

taxonomy : Homo sapiens

enzyme : Trypsin

missed cleavage : 2

fixed modification : Carbamidomethyl (C)
variable modification : Oxidation (M)

peptide tolorance : 80 ppm

Eine positive ldentifizierung war erreicht, wenn der Score Uber 80 lag und die
meisten dominanten Signale zugeordnet werden konnten. Die Zuordnung und
Bezeichnung der Proteine (ID, Accesion-Nr.) erfolgten nach der SwissProt-
Datenbank.

2.8 Immunanalytik

Um die Unterschiede in den Expressionsmustern der Proteomanalyse zwischen RA
und OA zu validieren, wurden die Expressionsunterschiede mit Hilfe der
Immunanalytik untersucht. Dazu wurden zwei als unterschiedlich exprimiert ermittelte
Proteine erneut untersucht. Bei diesen Proteinen handelte es sich um Endoplasmin
und Rho GDP-dissociation Inhibitor 2.
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2.8.1 Westernblot

Western-Blotting ist eine hochempfindliche Methode zum Nachweis von Proteinen.
Mittels Gelelektrophorese aufgetrennte Proteine werden anschliellend Uber
Kapillartransfer oder Elektrotransfer auf einen geeigneten Trager, z.B. Nitrocellulose
oder Polyvinylidenfluorid (PVDF), Ubertragen. Hierbei wird eine Kopie des Gels
produziert, wobei die Proteine auf der Membran immobilisiert werden. Anschlie3end

kann man die transferierten Proteine mit geeigneten Antikérpern nachweisen. [50]

Herstellung des Proteinextraktes

Bei dem fur die Proteinextraktgewinnung verwendeten Material handelte es sich um
Synovia von Patienten, die sich einem operativen Eingriff am Knie oder Handgelenk
unterzogen haben. Die Proben wurden im Institut fir Pathologie der Universitat
Leipzig von Prof. Dr. med. Stiehl untersucht und eindeutig der RA bzw. OA
zugeordnet. Insgesamt wurden 8 Rheumpatienten und 8 Osteoarthrosepatienten
untersucht. Die Daten der einzelnen Patienten sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst:
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Tabelle 2-3: Patientendaten: Die schwarz unterlegten Proben wurden auch fir die Proteomanalyse
verwendet.

Ellajtir:;teern- j\:::ei: Geschlecht ?rr?ngII] Diagnose
K41 42 weiblich 76,8 RA
K48 55 weiblich 62,2 RA
K55 57 weiblich 17,4 RA
K59 55 ménnlich 49,5 RA
R46 46 mannlich 15,9 RA
R47 58 mannlich 24,9 RA
R48 23 weiblich 5,3 RA
R51 49 weiblich 4,7 RA
K40 69 weiblich 12,2 OA
K42 61 weiblich <5 OA
K54 65 mannlich <5 OA
K57 56 ménnlich <5 OA
R41 71 weiblich 7,2 OA
R42 81 mannlich 6,1 OA
R43 67 weiblich <5 OA
R44 65 mannlich <5 OA

Die Proteinextraktion der bei minus —80°C tiefgefrorenen Gewebestlickchen erfolgte
in einem in flissigem Stickstoff stehenden Mérser. Mit Hilfe eines Pistills wurden die
Gewebestlicke vorsichtig zerrieben. Pro 100 mg Gewebe wurden 0,6 ml Lysepuffer
dazugegeben. Der Gewebestaub wurde in 2 ml-Eppendorf-Gefal3e Uberflihrt und
0,1 g Stahlkigelchen dazugegeben. Danach wurden die Eppendorf-Gefélle fur 10
Sekunden in ein 90°C Wasserbad gehalten und anschlieBend gevortext. Diese
Prozedur wurde zweimal wiederholt und die Probe anschlieRend in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Dieser Vorgang wurde anschlieRend wiederholt. Dann
wurden die Proben fur 20 min bei 13000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Der im
Uberstand enthaltene Proteinextrakt wurde fir den Westernblot genommen. Zum

Schluss erfolgte die Proteinbestimmung mit dem Micro BCA™ Kit der Firma Pierce.
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Geréte:

- Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit
- Photometer

- Zentrifuge

- Morser

- Eppendorf Gefalke, 2 ml

Lysepuffer:
-10 mM TRIS pH7.4

- 2 mM NazVOq

- 1% SDS

-1 mM EDTA

- Proteaseinhibitor: Complete mit EDTA

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Fur die Elektrophorese wurden 60 ug Protein pro Patient verwendet. Pro Probe
wurden noch 28 ul Reinstwasser und 7 ul 5fach konzentrierter SDS-Probenpuffer
dazugegeben.

Fur die Elektrophorese wurde ein 10% SDS-Polyacrylamidgel verwendet. Zu den
Proteinen wurden zuséatzlich noch zwei Molekulargewichtsmarker aufgetragen.

Die Elektrophoresekammer (PROT-RESOLV MINI-LC) wurde mit einem Liter
Laufpuffer gefullt. Bei einer konstanten Stromstarke von 30 mA und einer Spannung

von 120 V wurden die Proteine im Gel aufgetrennt.

Tabelle 2-2: Zusammensetzung der Gele

| Trenngel (10%) Sammelgel (4.5%) |

Acrylamid 7 ml 1,5 ml
Reinstwasser 5ml 7 ml
TRIS/HCI, pH 6.8 - 1,25 mi
TRIS/HCI, pH 8.9 8 mi -

10% SDS 216 pl 100 pl
10% APS 160 pl 100 pl
TEMED 20 ul 10 pl
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Gerate:
- Elektrophoresekammer, PROT-RESOLV MINI-LC

Laufpuffer (10fach konzentriert):
-0,25 M TRIS pH 8,9

- 1% SDS

- 1,92 M Glycin

SDS-Probenpuffer (5fach konzentriert):
-312,5 mM TRIS/HCI pH 6.8

- 10% SDS

-325 mM DTT

- 0,08 g Bromphenolblau

- 50% Glycerin

Molekulargewichtsmarker:

- Page Ruler Unstained Protein Ladder

- Page Ruler Prestained Protein Ladder

Proteintransfer

Semi Dry Blot nach Kyse-Anderson [51]

Nach der Elektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt und fir 30 Minuten in e-
Puffer inkubiert.

Die Blotkammer bestand aus einer platinbeschichteten Anode. Auf diese wurden 6
Lagen mit High-TRIS (HT) Puffer angefeuchtetes Filterpapier gelegt. Darauf folgten 3
Lagen in Low TRIS (LT) Puffer angefeuchtetes Filterpapier. Dann wurde die PVDF-
Membran, die vorher mit Isopropanol und Reinstwasser inkubiert wurde, aufgelegt,
und danach das zu blottende Gel. Anschliel’end folgten noch einmal 3 Mal drei
Lagen Filterpapier die in e-Puffer befeuchtet wurden. Zum Schluss folgte die
Stahlkatode, und der Elektroblot konnte gestartet werden. Der Blot wurde 2 Stunden
bei einer Spannung von 25 Volt und einem Stromstérke von 200 mA durchgefihrt.
Nach Beendigung des Blottes wurde die PVDF-Membran mit Ponceau S gefarbt, um

das Blotergebnis zu Uberprtfen.
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e-Puffer (pH 9.4):

- 40 mM e-Aminocapronséure
-25mM TRIS, pH 9,4

- 20% Methanol

HT-Puffer:

-pH 10,4

-0,3 M TRIS

- 20% Methanol

LT-Puffer:

-pH 10,4

-25 mM TRIS

- 20% Methanol

Ponceau S:
- 2% Ponceau S
- 30% Trichloressigsaure

- 30% Sulfosalicylsaure

Gerate:

- Blotkammer, Trans-Blot SD
- Filterpapier

- PVDF-Membran

Immunféarbung

Die PVDF-Membran wurde Uber Nacht bei 4 °C mit Blocking-Puffer inkubiert, um
freie Proteinbindestellen abzublocken. Danach wurde die PVDF-Membran fur 2
Stunden mit dem primédren Antikérper inkubiert. AnschlieRend wurde die PVDF-
Membran fir 4 x 10 Minuten mit dem Waschpuffer gewaschen und dann fur 1 Stunde
mit dem sekundaren Antikérper inkubiert. Danach folgte ein zweiter Waschschritt von
4 x 10 Minuten. Nun wurde der tertidre Antikérper hinzugegeben und die Membran

eine Stunde lang inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt von 4 x 10 Minuten
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wurde das Chemiluminescence Substrat dazugegeben und fir 5 Minuten inkubiert.
Mittels Rontgenfilm wurde das entstehende Licht gemessen. Der entwickelte Film

wurde gescannt und mit der Software Phoretix 6.0.1 densitometrisch ausgewertet.

TBS:
-50 mM TRIS/HCI pH 7.4
- 150 mM NaCl

Waschpuffer:
-TBS

- 0.05% Tween 20
-0.1% BSA
- 0.02% Thimerosal

Blocking-Puffer:
-TBS

- 5% Milchpulver

- 1% BSA

- 0.02 % Thimerosal

Priméarer Antikérper gegen Rho GDP-dissociation Inhibitor 2 (1:200):
- Ly-GDI (sc-6047)
- Blocking-Puffer

Primérer Antikérper gegen Rho GDP-dissociation Inhibitor 1 (1:200):
- Rho GDla (sc-360)
- Blocking-Puffer

Primarer Antikoérper gegen Endoplasmin (1:200):
- GRP 94 (sc-11402)
- Blocking-Puffer
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Sekundérer Antikérper (1:20000)
- Biotin-goat anti-rabbit IgG

- Blocking-Puffer

Tertidrer Antikorper (1:10000):

- Streptavidin-Peroxidase

- Blocking-Puffer

Chemiluminescence Substrat:

- SuperSignal West Pico

2.8.2 Statistik

Der statistische Unterschied zwischen den einzelnen Proben wurde mit Hilfe des

Studentischen t-Test’s ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Globale Proteomanalyse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden, mit Hilfe der Proteomanalyse, die
Variationen der Proteinexpression bei einer hdufigen autoimmunen Erkrankung, der
rheumatoiden Arthritis (RA) untersucht. Als Vergleichskollektiv wurden Proben von
Patienten mit Osteoarthrose (OA) verwendet (siehe Abschnitt 2.1.).

FUr die Arbeit wurden Synovialgewebe von 4 Patienten untersucht. Je zwei Proben
stammen von Patienten mit rheumatoider Arthritis bzw. Osteoarthrose. Die Proben
stammen von OP-Resektaten aus Leipzig. Die Proben wurden von Prof. Dr. med.
Stiehl pathologisch untersucht und eindeutig der RA bzw. OA zugeordnet.

In den Rheumageweben war laut pathologischem Befund etwa 1/3
Synovialisoberflache exulceriert. Es war eine Vielzahl von Entzindungszellen wie
Lymphozyten, Makrophagen, Granulozyten und Plasmazellen nachweisbar. In der
synovialen Adventita fanden sich vermehrt Kapillaren sowie Primar-Lymphfolikel.

In den Osteoarthrosepraperaten war die synoviale Intima intakt. Es sind nur wenige
Entzindungszellen zu sehen, was fir eine leichte unspezifische Begleitsynovialitis
spricht.

Es wurden je zwei 2D-Gele pro Patientenprobe erstellt. Die Gele wurden mit

Coomassie Brilliant Blue R250 gefarbt. Pro Gel waren rund 800 Spots erkennbar.
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Abbildung 3-1: 2D-Gel von Proteinen aus Pannus eines Rheumapatienten, pH 4-7, Farbung:
Coomassie Blue R 250.

Von den insgesamt acht Gelen wurden 659 Proteinspots ausgestochen, einem
tryptischen Verdau unterzogen und die resultierenden Peptidgemische anschliel3end
massenspektrometrisch untersucht. Von den 659 Spots konnten in 565 Spots
Proteine mit Hilfe der MALDI-TOF-Massenspektrometrie identifiziert werden.

Ein Teil der 659 Spots stammte von identischen Spots aus verschiedenen Gelen.
Dadurch konnte das ,Matching“, also die Zuordnung von Spots in Uberlagerten
Gelabbildungen kontrolliert und festgestellt werden, dass Spots, die an derselben
Stelle, jedoch in unterschiedlichen Gelen auftraten, dasselbe Protein beinhalteten.
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IEF pH 4-7
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Abbildung 3-2: Referenzgel mit 336 markierten Spots. Die in diesen Spots identifizierten Protein sind
in Tabelle 3-1 gelistet.

Insgesamt ergaben sich so 336 unterscheidbare Spots, die in einem Referenzgel
(Abb. 3-2)

spektrometrische Proteinidentifizierungsergebnisse mit guter

zusammengefasst wurden und zu denen parallele massen-
Ubereinstimmung

vorliegen.

Insgesamt wurden 380 Proteine in den 336 Spots identifiziert. Da ein und dasselbe

Protein teils in mehreren Spots auftaucht, handelte es sich letztlich um 205

unterschiedliche, nicht-redundante Proteine. In 44 Spots war mehr als ein Protein

vorhanden.
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Tabelle 3-1: Liste der Spots mit den massenspektrometrisch identifizierten Proteinen und der
jeweiligen Accession-Nr.

Spot | Accession- | Proteinname Spot | Accession- |Proteinname
Nr. Nr. Nr. Nr.
1 P11142 Heat shock cognate 71 168 |[P07237 Protein disulfide-isomerase
kDa protein
P38606 Vacuolar ATP synthase
catalytic subunit A
2 P50990 T-Complex protein 1, 169 |[Q9Y3F4 Serine-threonine kinase
theta subunit receptor-associated protein
3 P01009 Alpha-1-antitrypsin 170 | P02675 Fibrinogen beta chain
P08670 Vimentin
4 P30101 Protein-disulfide- 171 P08107 Heat shock 70 kDa protein 1
isomerase A3
5 P14625 Endoplasmin 172 | P10909 Clusterin
6 P05091 Aldehyde dehydrogenase, | 173 | P14625 Endoplasmin
mitochondrial p
7 Q96KP4 Cytosolic non-specific 174 | P53004 Biliverdin reductase A
dipeptidase
8 P05218 Class | beta tubulin 175 [P09493 Tropomyosin alpha-1 chain
9 P02768 Serum albumin 176 | P11021 78 kDa glucose-regulated
protein
10 P02768 Serum albumin 177 |P78417 Glutathione transferase
; omega 1
P02768 ;
Serum albumin
11 P02768 Serum albumin 178 | P30040 Endoplasmic reticulum
protein ERp29
12 P06576 ATP synthase beta chain, | 180 |P08254 Stromelysin-1
mitochondrial
13 Q15084 Protein-Disulfid- 181 Q9ULZ3 Apoptosis-associated speck-
Isomerase A6 like protein containing a
CARD
14 P32391 Actin-like protein 3 182 | P20674 Cytochrome c oxidase
; ; subunit 5A
P02768 Serum albumin
15 Q8NBS9 Thioredoxin domain- 183 | P02768 Serum albumin
containing protein 5
16 P02768 Serum albumin 184 [P02768 Serum albumin
17 P02768 Serum albumin 186 | Q9H299 SH3 domain-binding
glutamic acid-rich-like protein
3
18 P02768 Serum albumin 187 | P02652 Apolipoprotein A-ll
19 P02768 Serum albumin 188 [P26447 Protein S100-A4
20 P31930 Ubiquinol-cytochrome C | 189 | P58546 Myotrophin
reductase
21 P08670 Vimentin 190 [P02768 Serum albumin
22 P02768 Serum albumin 191 P02647 Apolipoprotein A-|
23 P02768 Serum albumin 194 | P13073 Cytochrome-c oxidase
24 P02768 Serum albumin 195 | P02766 Transthyretin
25 P00738 Haptoglobin 197 | P06702 Calgranulin B
26 P06727 Apolipoprotein A-IV 198 | P55008 Allograft inflammatory factor
1
27 P13645 Keratin, type | 199 | P15090 Fatty acid-binding protein,

cytoskeletal 10

adipocyte
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28 P11021 78 kDa glucose-regulated | 201 Q01469 Fatty acid-binding protein,
protein epidermal
29 P11142 Heat shock cognate 71 203 | P61769 Beta-2-microglobulin
kDa protein
30 P02768 Serum albumin 204 | P68871 Hemoglobin subunit beta
31 P02675 Fibrinogen beta chain 205 [P01024 Complement C3
32 P02675 Fibrinogen beta chain 206 [P01009 Alpha-1-antitrypsin
33 P02675 Fibrinogen beta chain 207 | P00738 Haptoglobin
34 P14625 Endoplasmin 208 | Q99497 Protein DJ-1
35 P26038 Moesin 209 |P07203 Glutathione peroxidase 1
36 P02675 Fibrinogen beta chain 210 |[P22352 Plasma glutathione
peroxidase
37 P14625 Endoplasmin 212 | 075947 ATP synthase D chain
38 P11142 Heat shock cognate 71 213 | P02753 Plasma retinol-binding
kDa protein protein
39 P06748 Nucleophosmin 214 | Q04760 Lactoylglutathione lyase
40 P06748 Nucleophosmin 215 | P07355 Annexin A2
41 P61421 Vacuolar proton pump 218 | 014950 Myosin regulatory light chain
subunitd 1
42 P06468 Tropomyosin beta chain  |220 | P28065 Proteasome subunit beta
type 9
43 P05388 60S acidic ribosomal 221 P83916 Chromobox protein homolog
protein PO 1
44 P20774 Osteoinductive factor 222 | Q9UBQ5 Eukaryotic translation
; ; initiation factor 3 subunit K
P07910 Heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins C1/C2
45 P14625 Endoplasmin 223 | P31946 14-3-3 protein beta/alpha
46 Q9UBR2 Cathepsin Z 224 | P61981 14-3-3 protein gamma
47 P29692 Elongation factor 1-delta {225 [P07237 Protein disulfide-isomerase
48 P62879 Guanine nucleotide- 226 | P00738 Haptoglobin
binding protein
G(I)/G(S)/G(T) subunit
beta-2
49 P29692 Elongation factor 1-delta [227 [Q9D8Y0 EF-hand domain-containing
protein 2
50 P07195 L-lactate dehydrogenase (229 |[0O43396 Thioredoxin-like protein 1
B chain
51 P07437 Tubulin beta-1 chain 230 | P55735 Protein SEC13 homolog
52 P47755 F-actin-capping protein 232 [P08670 Vimentin
subunit alpha-2
53 P52907 F-actin-capping protein 233 [P13489 Ribonuclease inhibitor
subunit alpha-1 ; ;
P08670 Vimentin
54 P09525 Annexin A4 234 | P30084 Enoyl-CoA hydratase
55 P08758 Annexin v 235 | P40121 Macrophage-capping protein
56 P12324 Tropomyosin, cytoskeletal | 236 | P60709 Actin
type
57 P07226 Tropomyosin, fibroblast 237 | QY9UBR2 Cathepsin Z
non-muscle type
58 Q9UL46 Proteasome activator 238 | 000764 Pyridoxine kinase
complex subunit 2
59 P62258 14-3-3 protein epsilon 239 |P15531Z Nucleoside diphosphate
kinase A
60 P07339 Cathepsin D 240 |P61978 Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K
61 000299 Chloride intracellular 241 P02774 Vitamin D-binding protein

channel protein 1
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62 P47756 F-actin-capping protein 242 | P02774 Vitamin D-binding protein
subunit beta
63 Q06323 Proteasome activator 243 | P54920 Alpha-soluble NSF
complex subunit 1 attachment protein
64 P27348 14-3-3 protein theta 244 | P01009 Alpha-1-antitrypsin
65 P40261 Nicotinamide N- 245 | P10809 60 kDa heat shock protein
methyltransferase
66 P63104 14-3-3 protein zeta/delta |246 | O75368 SH3 domain-binding
glutamic acid-rich-like protein
68 P63104 14-3-3 protein zeta/delta | 247 | P0O0738 Haptoglobin
69 P04632 Calpain small subunit 1 248 |[P14618 Pyruvate kinase isozymes
M1/M2
70 P02743 Serum amyloid P- 249 | P00738 Haptoglobin
component
71 Q13162 Peroxiredoxin-4 250 | P02679 Fibrinogen gamma chain
P02768 Serum Albumin
72 075489 NADH-ubiquinone 251 P48637 Glutathione synthetase
oxidoreductase
73 P02768 Serum Albumin 252 [ Q14697 Neutral alpha-glucosidase
AB
74 P04792 Heat shock protein beta-1 {253 [P12110 Collagen alpha-2(VI) chain
75 P04792 Heat shock protein beta-1 | 254 | Q03252 Lamin-B2
76 P02768 Serum albumin 255 | P02768 Serum Albumin
P00738 Haptoglobin
77 P02647 Apolipoprotein A-I 257 | Q96FW1 Ubiquitin thioesterase
OTUBH1
78 P02647 Apolipoprotein A-| 259 | P02679 Fibrinogen gamma chain
79 P52565 Rho GDP-dissociation 260 |[Q32P28 Prolyl 3-hydroxylase 1
inhibitor 1
80 P02768 Serum albumin 261 Q14974 Importin subunit beta-1
81 P09211 Glutathione S-transferase |262 |P02768 Serum Albumin
P ; ;
P06396 Gelsolin
82 P52566 Rho GDP-dissociation 263 | Q9P2E9 Ribosome-binding protein 1
inhibitor 2
83 P30048 Thioredoxin-dependent 264 | P08670 Vimentin
peroxide reductase , ; ;
mitochondrial P04217 Alpha-1B-glycoprotein
84 P07858 Cathepsin B 265 |[P07226 Tropomyosin, fibroblast non-
muscle type
85 P32119 Peroxiredoxin 2 266 [P08670 Vimentin
86 P13693 Translationally-controlled |267 |P78371 T-complex protein 1 subunit
tumor protein ; beta
P50395 ;
Rab GDP dissociation
inhibitor beta
87 P00738 Haptoglobin 268 | P02675 Fibrinogen beta chain
88 P02794 Ferritin heavy chain 269 | P01009 Alpha-1-antitrypsin
89 P00441 Superoxide dismutase 270 | P36955 Pigment epithelium-derived
[Cu-Zn] ; factor
P02768 ;
Serum albumin
90 P02792 Ferritin light chain 271 P50395 Rab GDP dissociation
inhibitor beta
91 P02768 Serum albumin 272 | 060664 Mannose-6-phosphate
receptor-binding protein 1
92 P09382 Galectin-1 273 Q96D15 Reticulocalbin-3;
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93 P10599 Thioredoxin 274 | P25311 Zinc-alpha-2-glycoprotein
P04196 Histidine-rich glycoprotein
94 P31949 Protein S100-A11 275 | Q9BXN1 Asporin
95 P26447 Protein S100-A4 276 | Q9NYL9 Tropomodulin-3
96 P06703 Protein S100-A6 277 | Q9P1BO Glutaredoxin-3
97 P02679 Fibrinogen gamma chain (278 [P50213 Isocitrate dehydrogenase
P02768 Serum albumin
98 P02679 Fibrinogen gamma chain (279 [P20774 Osteoinductive factor
99 P12109 Collagen alpha 1(VI) 280 |P01009 Alpha-1-antitrypsin
chain
100 |P12109 Collagen alpha 1(VI) 281 P02452 Collagen alpha-1(l) chain
chain
101 |P12109 Collagen alpha 1(VI) 282 |P20774 Osteoinductive factor
; chain ; ;
P01009 ; P02649 Apolipoprotein E
Alpha-1-antitrypsin
102 | P02679 Fibrinogen gamma chain |[283 |[P02461 Collagen alpha-1(lll) chain
103 | Q14764 Major vault protein 284 [P08758 Annexin V
104 |[P02679 Fibrinogen gamma chain |285 |P23396 408 ribosomal protein S3
105 | P14625 Endoplasmin 286 |[P25786 Proteasome subunit alpha
type-1
106 [ P02679 Fibrinogen gamma chain | 287 | P35232 Prohibitin
107 | Q9Y4L1 Hypoxia up-regulated 288 | 095336 6-phosphogluconolactonase
protein 1
108 | P55072 Transitional endoplasmic |289 |P15374 Ubiquitin carboxyl-terminal
reticulum ATPase hydrolase isozyme L3
109 |Q9Y4L1 Hypoxia up-regulated 290 | P30041 Peroxiredoxin-6
protein 1
110 |[P02768 Serum albumin 291 P09936 Ubiquitin carboxyl-terminal
; ; hydrolase isozyme L1
P06396 Gelsolin
111 [ P0O7900 Heat shock protein HSP  |292 | P28070 Proteasome subunit beta
90-alpha type-4
112 [P08238 Heat shock protein HSP | 293 | P02647 Apolipoprotein A-|
90-beta
113 [P21980 Protein-glutamine 294 | P28072 Proteasome subunit beta
gamma- type-6
glutamyltransferase 2
114 [(P14317 Hematopoietic lineage 295 Q04760 Lactoylglutathione lyase
; cell-specific protein
P51884 ;
Lumican
115 | P14317 Hematopoietic lineage 296 | P07339 Cathepsin D
; cell-specific protein
P51884 ;
Lumican
116 [ P34932 Heat shock 70 kDa 297 | P05452 Tetranectin
protein 4
117 [ P04217 Alpha-1-B-glycoprotein 298 | P02794 Ferritin heavy chain
118 |[P04217 Alpha-1-B-glycoprotein 299 | P00738 Haptoglobin
P08670 Vimentin
119 [P02790 Hemopexin 300 |P29373 Cellular retinoic acid-binding
protein 2
120 | P08670 Vimentin 301 P26447 Protein S100-A4
121 |[P08670 Vimentin 302 |P24844 Myosin regulatory light chain

2, smooth muscle isoform
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122 |(P08107 Heat shock 70 kDa 303 | P63241 Eukaryotic translation
protein 1 initiation factor 5A-1
123 | P20700 Lamin-B1 304 | P63241 Eukaryotic translation
; ; initiation factor 5A-1
P08670 Vimentin
124 | P08670 Vimentin 306 |P30101 Protein disulfide-isomerase
A3
125 |P02768 Serum albumin 307 | Q16555 Dihydropyrimidinase-related
protein 2
126 | P02545 Lamin-A/C 308 |P13797 Plastin-3
P49368 T-complex protein 1
subunit gamma
127 [P08670 Vimentin 309 |P02768 Serum albumin
128 | Q16555 Dihydropyrimidinase- 310 | Q9BXN1 Asporin
; related protein 2
P02545 ;
Lamin-A/C
129 |P08107 Heat shock 70 kDa 311 P51570 Galactokinase
; protein 1
P13797 ;
; Plastin-3
P13796 ;
Plastin-2
130 |[P13796 Plastin-2 312 | Q9UQ80 Proliferation-associated
protein 2G4
131 |P13796 Plastin-2 313 [000495 26S proteasome non-
ATPase regulatory subunit
11
132 |P61978 Heterogeneous nuclear 314 | P06733 Alpha-enolase
ribonucleoprotein K
133 [P02768 Serum albumin 315 | P38919 Eukaryotic initiation factor
4A-Ill
134 |P02768 Serum albumin 316 [Q07960 Rho GTPase-activating
protein 1
135 |P02768 Serum albumin 317 | P02768 Serum albumin
P02790 Hemopexin
136 |[P30153 Serine/threonine protein | 318 | P02675 Fibrinogen beta chain
phosphatase 2A
P08670 Vimentin
137 |[P55072 Transitional endoplasmic [319 | P55809 Succinyl-CoA:3-ketoacid-
reticulum ATPase coenzyme A transferase 1
138 | P14625 Endoplasmin 320 | P02749 Beta-2-glycoprotein |
139 |P07237 Protein disulfide- 321 P02749 Beta-2-glycoprotein |
isomerase ; ;
P02675 Fibrinogen beta chain
140 |[PQO7237 Protein disulfide- 322 | P26641 Elongation factor 1-gamma
isomerase ; ;
Serotransferrin
P02787
141 [P08670 Vimentin 323 | P02768 Serum albumin
142 [ Q71U36 Tubulin alpha-1A chain 324 | P02545 Lamin-A/C
143 | P08670 VIMENTIN 325 | P02545 Lamin-A/C
Q71U36 Tubulin alpha-1A chain
144 | P08670 Vimentin 326 |P02787 Serotransferrin
P14625 Endoplasmin
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145 | P01009 Alpha-1-antitrypsin 327 | P02545 Lamin-A/C
P26038 Moesin
146 | P08670 Vimentin 328 [P02545 Lamin-A/C
P07237 Protein disulfide- P26038 Moesin
isomerase
147 [(P0O1009 Alpha-1-antitrypsin 332 | P02787 Serotransferrin
P08670 | Vimentin
148 |P01009 Alpha-1-antitrypsin 334 | P12110 Collagen alpha-2(VI) chain
P08670 | Vimentin
149 | P02768 Serum albumin 335 | Q14764 Major vault protein
150 |[P01009 Alpha-1-antitrypsin 336 | P02790 Hemopexin
151 | Q13885 Tubulin beta-2A chain 337 | P34932 Heat shock 70 kDa protein 4
152 | P02768 Serum albumin 338 ([P01009 Alpha-1-antitrypsin
i308670 ,\/imentin
153 | Q13561 Dynactin subunit 2 339 | P01009 Alpha-1-Antitrypsin
i308670 ,\/imentin
154 [P17980 26S protease regulatory |340 [014579 Coatomer subunit epsilon
subunit 6A
155 |[P50502 Hsc70-interacting protein | 341 Q9Y696 Chloride intracellular channel
protein 4
156 |[060664 Mannose-6-phosphate 342 | P09493 Tropomyosin alpha-1 chain
receptor-binding protein 1
157 | P08670 Vimentin 344 | P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein
158 |P08670 Vimentin 345 [P08670 Vimentin
P02765 Alpha-2-HS-glycoprotein
159 | P06727 Apolipoprotein A-IV 346 P30101 Protein disulfide-isomerase
: ; A3
P60709 Actin
160 |P60709 Actin 347 | P23381 Tryptophanyl-tRNA
synthetase
161 | Q9UBS4 DnaJd homolog subfamily |349 |P02768 Serum albumin
B member 11
bQBXN1 Asporin
162 |[P08865 40S RIBOSOMAL 350 |P60900 Proteasome subunit alpha
PROTEIN SA type-6
163 | P01024 Complement C3 352 [P02768 Serum albumin
164 |[P02768 Serum albumin 353 | P30041 Peroxiredoxin-6
P02647 Apolipoprotein Al
165 |[P08107 Heat shock 70 kDa 354 | P61088 Ubiquitin-conjugating
protein 1 enzyme E2 N
166 | P40121 Macrophage-capping 355 ([P30626 Sorcin
protein
167 |[P40121 Macrophage-capping

protein
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3.2 Differenzielle Analyse rheumatoider Arthritis versus Osteoarthrose

Die Proteomanalyse zwischen RA und OA wurde mit je zwei Patienten pro Gruppe
durchgefiihrt. Fir den Vergleich der Proteinexpression wurden insgesamt 8 Gele
erstellt, 2 pro Patient. Da ein Gel von Osteoarthrosepatient OA 2 qualitativ deutlich
schlechter ausgefallen war, wurde dieses Gel nicht fur die differenzielle Analyse
verwendet.

Mit Hilfe der Software Phoretix wurden die Gele miteinander verglichen, um die
Bereiche mit unterschiedlich exprimierten Proteinspots zu finden. Um die
Vergleichbarkeit zwischen den Gelen zu verbessern, wurden nur die normalisierten
Volumina der einzelnen Spots miteinander verglichen. Das Volumen des einzelnen
Spots als normalisiertes Volumen wurde berechnet, indem man es ins Verhaltnis zur
Summe des Volumens aller Spots des Gels setzte. Dieses normalisierte Volumen ist
unabhangig von individuellen Abweichungen des Gels in Farbeintensitat etc.

Um die Unterschiede in den Expressionsmustern zu ermitteln, wurde der
Durchschnitt der normalisierten Volumina der gematchten Spots zwischen RA und
OA errechnet. Spots, deren Abundanz sich um den Faktor 4 unterschied, wurden als
differentiell exprimiert betrachtet und weiter analysiert. Weiterhin wurden nur solche
Spots in die Analyse einbezogen, in denen nur ein Protein identifiziert wurde, da eine
Quantifizierung zwischen den einzelnen Proteinen innerhalb eines Spots nicht
mdglich ist. Weitere Einschlusskriterien waren, dass erstens der Spot in allen Gelen
der jeweiligen Patientengruppe vorhanden sein musste, zweitens Ubereinstimmend
in der ganzen Patientengruppe fehlen musste und drittens in beiden
Patientengruppen vorhanden, aber unterschiedlich stark (oder schwach) ausgepragt
sein musste. Wenn mehr als ein Spot pro Protein gefunden wurde, wurden die

Durchschnittswerte aller zugehdérigen Spots berilicksichtigt.
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Abbildung 3-3: 2D-Proteinmuster eines Rheumapatienten. Die farblich markierten Regionen zeigen
die Bereiche, in denen Unterschiede in der Proteinexpression im Vergleich der Gele der RA-Gruppe
mit der OA-Gruppe gefunden wurden.

Insgesamt 26 Proteinspots (14 Proteine) erfillten die oben genannten Bedingungen.
Diese sind geordnet nach ihren Eigenschaften bzw. Funktion in Tabelle 3-2
zusammengefasst. Von den 14 Proteinen sind in der rheumatoiden Arthritis 13

starker und eines schwacher exprimiert worden.

46



Ergebnisse

Tabelle 3-2: Auflistung der unterschiedlich exprimierten Proteine. Die schwarz unterlegten
Spotnummern sind fiir den Vergleich verwendet worden. In den nicht unterlegten Spots war mehr als

ein Protein vorhanden.

Proteinname Gelregion |Spot Nr. | Verdanderung | Funktion/Zuordnung/
RA/OA Eigenschaft
78 kDa glucose- v 28,176 (22,8 Heat-Shock-Protein 70
regulated Protein Familie
Hypoxia up-regulated I 107, 109 | In OA nicht zu | Heat-Shock-Protein 70
Protein 1 finden Familie
Heat shock cognate v 1,29, 38 (7,2 Heat-Shock-Protein 70
71 kDa Protein Familie.
Endoplasmin v 5, 34, 4.4 Heat-Shock-Protein 90
37, Familie
45, 105,
138,144,
173
Cathepsin Z Vv 46, 237 |18 Peptidase C1 Familie
Cathepsin B Vi 84 9,4 Peptidase C1 Familie
Stromelysin-1 11 180 In OA nicht Peptidase M10A
vorhanden Familie
Protein-Disulfid- 1 13 4.4 Protein-Disulfid-
Isomerase A6 Isomerase Familie
Thioredoxin domain- 1]l 15 5.1 Protein-Disulfid-
containing Protein 5 Isomerase Familie
Calgranulin-B VIii 197 In OA nicht S-100 Familie
vorhanden
RHO GDP- VI 82 4,5 Rho GDI Familie
dissociaton Inhibitor 2
Hematopoietic I 114, 115 | In OA nicht Antigenrezeptor
lineage cell-specific vorhanden Signalkaskade
Protein
Tetranectin VIl 297 0,1 Plasmaprotein
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Nach ihren Eigenschaften konnten die Proteine bestimmten Funktionen bzw.
Gruppen zugeordnet werden (Tabelle 3-3). Nachfolgend werden die differentiell
exprimiert gefundenen Proteine geordnet nach Funktion bzw. Gruppenzugehérigkeit

einzeln aufgefihrt.

Tabelle 3-3: Einordnung der unterschiedlich exprimierten Proteine in funktionelle Gruppen

Funktion Proteinname Accession-Nr.
Heat-Shock Protein |- 78 kDa glucose-regulated Protein P11021
- Hypoxia up-regulated Protein 1 Q9Y4L1
- Heat shock cognate 71 kDa Protein P11142
- Endoplasmin P14625
Peptidase - Cathepsin Z Q9UBR2
- Cathepsin B P07858
- Stromelysin-1 P08254
Protein-Disulfid- - Protein-Disulfid-Isomerase A6 Q15084
Isomerase - Thioredoxin domain-containing Protein 5 Q8NBS9
Zellulares - Calgranulin B P06702
Immunsystem - Rho GDP-dissociation Inhibitor 2 P52566
- Hematopoietic lineage cell-specific Protein  |P14317
Plasmaprotein - Tetranectin P05452
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3.2.1 Heat-Shock-Proteine

Heat-Shock-Proteine sind hochgradig konservierte Proteine. Sie kommen ubiquitér
vor und werden durch eine Vielzahl von Stress- bzw. Umweltstimuli neu oder
vermehrt synthetisiert. [52] |hnen werden mehrere Funktionen zugeordnet. Die
wichtigsten sind Faltungshilfe, Reparatur, Assistenz bei der Bildung von
Proteinkomplexen, beim Proteintransfer zwischen Kompartimenten und beim
Proteinabbau. Als molekulare Chaperone (engl. chaperone, Anstandsdame)
verhindern sie falsche und férdern korrekte Faltungsschritte. Es gibt mehrere
Gruppen von Heat-Shock-Proteinen, die nach der Molekilmasse ihrer haufigsten

Vertreter benannt werden [53].

78 kDa glucose-regulated Protein

Das 78 kDa glucose-regulated Protein gehdrt in die Heat-Shock-Protein 70 Gruppe.
Es wurden zwei Spots mit diesem Protein identifiziert. Der Spot 28 konnte in allen
Gelen gefunden werden, wahrend der Spot 176 nur in den Rheumagelen vorhanden
war. Der Quotient der normalisierten Volumina zwischen RA und OA betragt 22,8.

In der beispielhaften Detailansicht von Spot 28 in der Region IV ist der

Intensitatsunterschied zwischen RA und OA deutlich zu erkennen.

78 kDa glucose-regulated protein

1400
1200
1000

800 B Spot 176
600 @ Spot 28

norm. Volumen

400

200 -

RA 1 RA?2 OA1 OA2

Abbildung 3-4: Proteinexpression des 78 kDa glucose-regulated Proteins der RA- und OA-Patienten.
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Spot 28
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RA 1b RA 2b OA 1b

Abbildung 3-5: Detailansicht der Region IV in den verschiedenen Gelen, Spot 28 ist das 78 kDa
glucose-regulated Protein.

Hypoxia up-requlated Protein 1

Das Hypoxia up-regulated Protein 1 gehdért ebenfalls in die Heat-Shock-Protein 70
Gruppe. Es wurden zwei Spots mit diesem Protein identifiziert. Die beiden Spots
konnten nur in den Gelen der Rheumapatienten identifiziert werden. In den Gelen der
Osteoarthrosepatienten waren die Spots nicht vorhanden.

In der Detailansicht der Region | sind die beiden Spots in den Rheumagelen gut zu

erkennen, wahrend sie in den Gelen der Ostoeoarthrosepatienten fehlen.
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Hypoxia up-regulated Protein 1
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Abbildung 3-6: Proteinexpression des Hypoxia up-regulated Protein 1 der RA- und OA-Patienten.

Spot 107

Spot 109
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RA 1b RA 2b QA 1b

Abbildung 3-7: Detailansicht der Region | in den verschiedenen Gelen, Spot 107 und Spot 109
kennzeichnen das Hypoxia up-regulated Protein 1.

Heat-Shock cognate 71 kDa Protein

Das Heat-Shock cognate 71 kDa Protein gehdrt, wie der Name schon sagt, ebenfalls

zur Heat-Shock-Protein 70 Gruppe. Das Protein wurde in insgesamt 3 Spots

detektiert. In Spot 1 war aber noch ein zweites Protein nachweisbar, so dass Spot 1

nicht in die Auswertung miteinbezogen wurde. Das Heat-Shock cognate 71 kDa
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Protein war bei den Rheumapatienten im Vergleich zu den Osteoarthrosepatienten
um den Faktor 7,2 erhoht.

In der Detailansicht der Region IV sind die beiden Spots in den Rheumagelen gut zu
erkennen, wahrend sie in den Osteoarthrosegelen deutlich schwacher bzw. gar nicht

vorhanden sind.

Heat shock cognate 71 kDa Protein

600 -
500 -
400 -

B Spot 38
O Spot 29

norm. Volumen
N w
o o
o o
Il Il

100
0 I | I

RA 1 RA 2 OA 1 OA2

Abbildung 3-8: Proteinexpression des Heat-Shock cognate 71 kDa Proteins der RA- und OA-
Patienten.
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Abbildung 3-9: Detailansicht der Region IV in den verschiedenen Gelen, Spot 29 und 38

kennzeichnen das Heat-Shock cognate 71 kDa Protein.
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Endoplasmin

Das Endoplasmin gehért in die Heat-Shock-Protein 90 Gruppe. Es wurden insgesamt
8 Spots mit dem Protein gefunden. In Spot 144 wurde noch ein weiteres Protein
identifiziert, so dass dieser Spot nicht in die weitere Auswertung miteinbezogen
wurde. Das Endoplasmin war bei den Rheumapatienten im Vergleich zu den
Osteoarthrosepatienten um den Faktor 4,4 erhéht.

In der Deteilansicht der Region 1V ist der Spot 37 beispielhaft fir die anderen Spots

dargestellt. Der Unterschied in der Spotintensitat zwischen RA und OA ist deutlich zu

erkennen.
Endoplasmin
4000 -
3500 - W Spot 173
< 3000 - @ Spot 138
E 2500 B Spot 105
< 2000 | O Spot 45
£ 1500 - O Spot 37
2 1000 - - | B Spot 34
500 - g - O Spot 5
0
RA1 RA2 OA 1 OA?2

Abbildung 3-10: Proteinexpression von Endoplasmin der RA- und OA-Patienten.

Spot 37

i 1-*-.1 ;'_-il IMIFY N
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.o | e 8 T iy
RA 1a RA 2a OA1a QA2

.8 AR

R’lA’lb RA 2b OA1b

Abbildung 3-11: Detailansicht der Region IV in den verschiedenen Gelen, Spot 37 kennzeichnet

Endoplasmin.
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3.2.2 Peptidasen

Unter Peptidasen versteht man Enzyme, die Peptidbindungen unter Freisetzung
kleinerer Peptide oder Aminosduren hydrolytisch spalten kénnen. Dabei werden
Endopeptidasen, die eine Peptidbindung innerhalb einer Peptidkette spalten, von

Exopeptidasen, die sie endsténdig angreifen, unterschieden [54].

Cathepsin Z

Cathepsin Z ist eine ubiquitar vorkommende Cysteinpeptidase und gehért zur
Gruppe der lysosomalen Enzyme [53]

Es wurden zwei Spots mit dem Protein gefunden. Die gefundenen Spots waren
primar in den Rheumagelen vorhanden. Spot 46 wurde sehr schwach auch bei
einem Osteoarthrosepatienten | (OA 1) gefunden. Das Cathepsin Z war bei den
Rheumapatienten im Vergleich zu den Osteoarthrosepatienten um den Faktor 18
erhdht. In der Detailansicht der Region V ist Spot 46 exemplarisch dargestellt. In den
Rheumagelen ist der Spot gut zu erkennen, wéhrend er in den Osteoarthrosegelen

schwach bzw. gar nicht vorhanden ist.

Cathepsin Z

500 -
450
400 ~
350 +
300 +
250 +
200 +
150 -
100 ~
50
0 | —

RA 1 RA 2 OA 1 OA2

B Spot 237
@ Spot 46

norm. Volumen

Abbildung 3-12: Unterschied in der Proteinexpression von Cathepsin Z der RA- und OA-Patienten.
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Abbildung 3-13: Detailansicht der Region V in den verschiedenen Gelen, Spot 46 ist Cathepsin Z.

Cathepsin B

Cathepsin B ist ebenfalls eine ubiquitdr vorkommende Cysteinpeptidasen und gehort

in die Gruppe der lysosomalen Enzyme [53].

Es wurde ein Spot mit diesem Protein identifiziert. Das Cathepsin B war bei den
Rheumapatienten im Vergleich zu den Osteoarthrosepatienten um den Faktor 9,4

erhoht. In der Detailansicht der Region VI ist der Unterschied in der Spotintensitat

deutlich zu erkennen.

Cathepsin B
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288 | O Spot 84
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Abbildung 3-14: : Proteinexpression von Cathepsin B der RA- und OA-Patienten.
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Spot 84
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Abbildung 3-15: Detailansicht der Region VI in den verschiedenen Gelen, Spot 84 kennzeichnet
Cathepsin B.

Stromelysin-1

Stromelysin-1 (Matrix-Metalloproteinase-3) gehért in die Gruppe der Matrix-
Metalloproteinasen. Matrix-Metalloproteinasen ~ werden  von Fibroblasten,
Endothelzellen und anderen Zellen gebildet. Sie sind an Um- und Abbauvorgangen
der extrazellularen Matrix beteiligt [55].

Es wurde ein Spot mit Stromelysin-1 identifiziert. Die Peptidase ist nur in den
Rheumagelen gefunden worden. In den Osteoarthrosegelen fehlte der Spot.

Wie man in der Detailansicht der Region Ill erkennen kann, ist der Spot 180
insgesamt schwach exprimiert, aber in allen Rheumagelen zu erkennen. In den

Osteoarthrosegelen ist an dieser Stelle kein Spot zu sehen.
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Stromelysin-1

80
70 -
60
ig i @ Spot 180
30 -
20

10 -

0

RA 1 RA 2 OA 1

OA2

norm. Volumen

Abbildung 3-16: Proteinexpression von Stromelysin-1 der RA- und OA-Patienten.
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Abbildung 3-17: Detailansicht der Region Il in den verschiedenen Gelen, Spot 180 kennzeichnet
Stromelysin-1.
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3.2.3 Protein-Disulfid-lsomerasen

Protein-Disulfid-lsomerasen (PDIs) sind Enzyme, die spezifische Thiol-Gruppen
enthalten. Sie sind imstande, mit Disulfidbriicken anderer Proteine zu reagieren,
wobei gemischte Disulfide entstehen. Diese kdénnen unter Ausbildung neuer
Disulfidbricken im Protein und der Regenerierung der urspringlichen Form der
Protein-Disulfid-lsomerase umgelagert werden [55].

Protein-Disulfid-lIsomerase A6

Die Protein-Disulfid-lIsomerase A6 ist ein Protein im endoplasmatischen Retikulum
[56]. Neben der Bildung von Disulfidbriicken hat es auch eine Bedeutung bei der
Faltung von Proteinen[57].

Es wurde ein Spot mit diesem Protein bei allen Patienten identifiziert. Die Protein-
Disulfid-lsomerase A6 war bei den Rheumapatienten im Vergleich zu den
Osteoarthrosepatienten um den Faktor 4,4 erhdht. In der Detailansicht der Region |l

ist die unterschiedliche Spotintensitat gut zu erkennen.

Protein-Disulfid-Isomerase A6
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Abbildung 3-18: Proteinexpression der Protein-Disulfid-Isomerase A6 von RA- und OA-Patienten.
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Abbildung 3-19: Detailansicht der Region Il in den verschiedenen Gelen, Spot 13 kennzeichnet die
Protein-Disulfid-lsomerase A®G.

Thioredoxin domain-containing Protein 5

Das Thioredoxin domain-containing Protein 5 gehdrt ebenfalls zu den Isomerasen
und zu den Enzymen des endoplasmatischen Retikulums [58].

Es wurde ein Spot mit diesem Protein bei allen Patienten identifiziert. Das
Thioredoxin domain-containing Protein 5 war bei den Rheumapatienten im Vergleich
zu den Osteoarthrosepatienten um den Faktor 5,1 erhéht. In der Detailansicht der

Region | ist der Unterschied in der Spotintensitat gut zu erkennen.
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Thioredoxin domain-containing Protein 5
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Abbildung 3-20: Proteinexpression des Thioredoxin domain-containing Proteins 5 von RA- und OA-
Patienten.
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Abbildung 3-21: Detailansicht der Region Il in den verschiedenen Gelen, Spot 15 kennzeichnet das
Thioredoxin domain-containing Protein 5
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3.2.4 Zelluldres Immunsystem

Unser Immunsystem besteht aus frei beweglichen Immunzellen, I6slichen
Serumbestandteilen und den lymphatischen Organen, die ein immunologisches
Netzwerk im Organismus bilden.

Zu den Zellen des Immunsystems zahlen insbesondere Granulozyten, Makrophagen,
dendritische Zellen, natirliche Killerzellen sowie B- und T-Zellen [59].

Calgranulin B

Calgranulin B gehdért zu den S100 calcium-binding Proteinen. Zusammen mit
Calgranulin A bildet es Calprotectin. Calgranulin A und B werden primar von
zirkulierenden neutrophilen Granulozyten und Monozyten gebildet [60].

Es wurde ein Spot mit diesem Protein identifiziert. Primar war Calgranulin B nur bei
den Rheumapatienten zu finden. In der Detailansicht der Region VIII sind die
Calgranulin B Spots in den Rheumagelen gut zu erkennen, wé&hrend bei den
Osteoarthrosepatienten dieses Protein héchstens in OA 1a ansatzweise zu erkennen

ist.

Calgranulin B

250

200 +

150 -
O Spot 197
2 100 A

norm. Volumen

50

RA 1 RA 2 OA 1 OA2

Abbildung 3-22: Proteinexpression von Calgranulin B der RA- und OA-Patienten.
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Abbildung 3-23: Detailansicht der Region VIII in den verschiedenen Gelen, Spot 197 kennzeichnet
Calgranulin B.

Rho GDP-dissociation Inhibitor

Rho GDP-dissociation Inhibitor ist ein Regulator der Rho-GTPasen. Rho-GTPasen
gehéren zur Gruppe GTP-bindender Proteine. Rho GTPasen sind molekulare
Schalter, die eine Vielzahl wichtiger zelluldrer Funktionen steuern [61]. Rho GDP-
dissociation Inhibitor bindet bevorzugt an die GDP-gebundene Form der Rho-
GTPasen. Dadurch wird die Dissoziation des gebundenen GDPs gehemmt und die
Rho-GTPase bleibt inaktiv [62].

Rho GDP-dissociation Inhibitor 1 ist bei allen Patienten etwa gleich stark vertreten,
wahrend Rho GDP-dissociation Inhibitor 2 bei den Osteoarthrosepatienten deutlich
reduziert ist.

Die Detailansicht der Region V zeigt die beiden Spots in den verschieden Gelen.
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Rho GDP-dissociation Inhibitor 1 und 2
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Abbildung 3-24: Proteinexpression der Rho GDP-dissociation Inhibitoren 1 und 2 der RA- und OA-
Patienten.
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Abbildung 3-25: Detailansicht der Region VI in den verschiedenen Gelen, Spot 79 kennzeichnet den
Rho GDP-dissociation Inhibitor 1 und Spot 82 kennzeichnet den Rho GDP-dissociation Inhibitor 2.

Hematopoietic lineage cell-specific Protein

Das Hematopoietic lineage cell-specific Protein ist ein spezifisches Protein der
hamopoetischen Zellen [63].

Es wurden zwei Spots mit diesem Protein identifiziert. Die beiden Spots konnten nur
in den Gelen der Rheumapatienten identifiziert werden. In den Gelen der
Osteoarthrosepatienten waren die Spots nicht vorhanden.

In der Detailansicht der Region | sind die beiden Spots in den Rheumagelen gut zu

erkennen, wahrend sie in den Ostoeoarthrosepatienten fehlen.
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Hematopoietic lineage cell-specific Protein
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Abbildung 3-26: Proteinexpression des Hematopoietic lineage cell-specific Proteins der RA- und OA-
Patienten.
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Abbildung 3-27: Detailansicht der Region | in den verschiedenen Gelen, Spot 114 und 115
kennzeichnen das Hematopoietic lineage cell-specific Protein.

3.2.5 Tetranectin

Tetranectin ist ein plasminogen-bindendes Protein, welches sowohl im Plasma als

auch in der extrazellularen Matrix zu finden ist [64], [65].
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Es wurde ein Spot mit diesem Protein bei allen Patienten identifiziert. Das
Tetranectin  war bei den Osteoarthrosepatienten im Vergleich zu den
Rheumapatienten um den Faktor 10 erhéht. In der Detailansicht der Region VIII ist

der Unterschied in der Spotintensitat gut zu erkennen.
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Abbildung 3-28: Proteinexpression von Tetranectin der RA- und OA-Patienten.
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Abbildung 3-29: Detailansicht der Region VIII in den verschiedenen Gelen, Spot 297 kennzeichnet
Tetranectin.
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3.3 Immunanalytik

In der vergleichenden Proteomanalyse zwischen rheumatoider Arthritis und
Osteoarthrose wurden 14 Proteine als unterschiedlich exprimiert erkannt.

Um die Ergebnisse zu verifizieren, wurden zwei der 14 Proteine mit Hilfe der
Immunanalytik genauer untersucht. Bei den beiden Proteinen handelte es sich um
Endoplasmin und Rho GDP-dissociation Inhibitor 2. Zusammen mit dem Rho GDP-
dissociation Inhibitor 2 wurde auf’erdem noch der nicht unterschiedlich exprimierte
Rho GDP-dissociation Inhibitor 1 untersucht.

FUr die Immunanalytik wurde Synovialgewebe von je 8 Patienten mit rheumatoider
Arthritis  bzw. Osteoarthrose aufgearbeitet (s. Abschnitt 2.8). In diesen
Patientengruppen waren auch die Patienten der Proteomanalyse vertreten. Die
einzelnen Proben wurden elektrophoretisch getrennt und anschlielend auf eine
PVDF-Membran geblottet. Mit Hilfe der entsprechenden Antikérper konnten die
verschiedenen Proteine sichtbar gemacht werden.

Aufgrund eines nicht weiter erkennbaren Fehlers ist die Immunanalytik fir das
Endoplasmin nicht gelungen. Daher werden im Weiteren nur die Ergebnisse der Rho
GDP-dissociation Inhibititoren besprochen.

Die Immunanalytik der Rho GDP-dissociation Inhibitoren zeigte einen signifikanten
Unterschied (p = 0,013) in der Proteinexpression von Rho GDP-dissociation Inhibitor
2. Ein Unterschied in der Expression von Rho GDP-dissociation Inhibitor 1 wurde
nicht gefunden.

Diese Ergebnisse bestédtigen die Aussage der Proteomanalyse, in der ebenfalls ein

Unterschied in der Expression dieser Proteine festgestellt wurde.
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Abbildung 3-30: Western Blot Analyse der Proteinlevels von je 8 Patienten mit RA bzw. OA. Die
ersten acht Proben stammen von Patienten mit Osteoarthrose, die zweiten acht von Patienten mit
rheumatoider Arthritis. Im oberen Abschnitt wurde ein Antikérper gegen Rho GDP-dissociation
Inhibitor 2 verwendet und im zweiten Abschnitt ein Antikérper gegen Rho GDP-dissociation Inhibitor 1.
Die umrandeten Proben wurden auch fiir die Proteomanalyse verwendet.
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Abbildung 3-31: Durchschnittliches densitometrisch bestimmtes Volumen + Standardabweichung
der beiden Patientengruppen fir Rho GDI 1und Rho GDI 2. * p = 0,013

3.4 Proteinstrukturcharakterisierung des Endoplasmins

Bei der Identifizierung der Proteine fiel auf (s. Abschnitt 3.1), dass teilweise zu einem
Protein mehrere Spots in den Gelen gefunden werden konnten. Aufgrund der Lage
im Gel unterschieden sich diese Spots in ihrem isoelektrischen Punkt und in ihrer

Masse. Serum Albumin, beispielsweise, wurde in insgesamt 37 Spots identifiziert.
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Abbildung 3-32: 2D-Gel eines Rheumapatienten. Die farbigen Rechtecke zeigen die Bereiche, in
denen Endoplasmin gefunden wurde. Die Pfeile markieren die einzelnen Endoplasmin-enthaltenden
Spots.

Ein weiteres Protein, Endoplasmin, wurde in 8 Spots gefunden (s. Abb. 3-32). Mittels
der massenspektroskopischen Untersuchung konnten Ursachen fur das
unterschiedliche Migrationsverhalten der Proteinderivate gefunden werden.

Es konnte gezeigt werden, dass neben dem kompletten Protein eine Vielzahl von C-
und N-terminalen Fragmenten auf den Gelen vorhanden sind. Diese Fragmente
haben eine unterschiedliche Masse und einen anderen isoelektrischen Punkt als das
urspringliche Protein. Diese Unterschiede erklaren die verschieden Positionen der

Fragmente auf den Gelen.
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Tabelle 3-4: Endoplasminspots und deren Eigenschaften

Spotnummer Eigenschaft

105 Komplettes Protein

5 N-terminales Fragment

138 N-terminales Fragment

144 N-terminales Fragment + Vimentin
34 C-terminales Fragment

37 C-terminales Fragment

45 C-terminales Fragment

173 C-terminales Fragment

Spot 105 ist der einzige Spot, der Endoplasmin in der vollen Lange enthalt. Mittels
massenspektrometrischem ,Peptide Mass Fingerprinting® konnte das Protein

eindeutig identifiziert werden und ein Grofteil der gesamten Sequenz abgedeckt

werden.
76 - 84
512 - 530
385 - 395
435 - 448
9q - 102
44 - 67
52 -67 6
117 - 135 562 -587
. J

Abbildung 3-33: Massenspektrum von Endoplasmin, Spot 105. Die dem Protein zugeordneten
lonensignale sind mit der dazugehérigen Sequenz gekennzeichnet.
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IKEDEDDKTV
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KNLGTIAKSG
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LDTIKNLVKK
AVEEEEEEKK
SFSKESDDPM
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RKKLVRKTLD
RFQSSHHPTD
KGYEVIYLTE
VEKEFEPLLN
IMKAQAYQTG
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ADDEVDVDGT
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Abbildung 3-34: Aminosauresequenz von Endoplasmin, Spot 105. Die rot markierten Bereich wurden
durch die Massenspektrometrie identifiziert. Die Sequenzabdeckung betrét 46%.

Bei den Spots 34, 37, 45 und 173 handelt es sich um C-terminale Fragmente. Mittels
Massenspektrometrie wurden ausschlie8lich lonensignale aus dem C-terminalen

Bereich von Endoplasmin gefunden.

512 - 530

684 - 690

548 - 557 709 - 724

1 1

598 - 605

547 - 557
562 - 587

1

W TR

1 L e L e | [

3000

("

L O e T N

2000 2500

[

1000

L N |

1500

Abbildung 3-35: Massenspektrum von Endoplasmin, Spot 45. Die dem Protein zugeordneten
lonensignale sind mit der dazugehérigen Sequenz gekennzeichnet.
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Abbildung 3-36: Aminosauresequenz von Endoplasmin, Spot 45. Die rot markierten Bereich wurden
durch die Massenspektrometrie identifiziert. Die Sequenzabdeckung betrat 14%.

Bei den Spots 5 und 138 handelt es sich um N-terminale Fragmente von
Endoplasmin. Die Auswertung der Massenspektren zeigte, dass die nachgewiesenen

lonensignale nur dem N-terminalen Teil von Endoplasmin zugeordnet werden

kénnen.
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Abbildung 3-37: Massenspektrum von Endoplasmin, Spot 5. Die dem Protein zugeordneten
lonensignale sind mit der dazugehdérigen Sequenz gekennzeichnet.
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Abbildung 3-38: Aminosduresequenz von Endoplasmin, Spot 5. Die rot markierten Bereich wurden
durch die Massenspektrometrie identifiziert. Die Sequenzabdeckung betrégt 21%.

Wie in Abschnitt 3.2 beschrieben, ist in der vergleichenden Proteomanalyse von RA
und OA Endoplasmin als unterschiedlich exprimiert erkannt worden. Im direkten
Vergleich war das Endoplasmin in der RA um den Faktor 4,4 héher exprimiert als in
der OA.

Mit der Erkenntnis der starken Fragmentierung des Endoplasmins war eine genauere
Analyse der Expressionsunterschiede zwischen den beiden Proteomen mdéglich.
Dabei zeigte sich, dass das Endoplasmin in der vollen Lange bei allen Patienten
etwa gleich stark vorhanden war (s. Abbildung 3-39).
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Abbildung 3-39: Proteinexpression von nativem Endoplasmin der RA- und OA-Patienten.
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Bei der alleinigen Betrachtung der Endoplasminfragmente ist der
Expressionsunterschied zwischen RA und OA hingegen noch deutlich starker
hervorgetreten. Wenn man allein die Fragmente des Endoplasmins betrachtet, ist

das Protein bei den Rheumapatienten sogar um den Faktor 8,6 erhdht.

Endoplasmin Fragmente
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Abbildung 3-40: Proteinexpression der Endoplasmin Fragmente

Das bedeutet, dass der Unterschied in der Proteinexpression des Endoplasmins

allein durch die unterschiedliche Menge an Fragmenten zustande kommt.

Man kann also abschliel3end postulieren, dass in den Proben der Rheumapatienten
im Vergleich zu den Proben der Patienten mit Osteoarthrose proteolytische Prozesse
vermehrt ablaufen. Diese Proteinabbauprozesse sind in den 2D-Gelen deutlich
sichtbar. Somit erlauben die 2D-Gelanalysen nicht nur deskriptive Aussagen Uber die
differentielle Abundanz einzelner Proteine, sondern dariberhinaus gehende
Ruckschlisse Uber funktionelle Unterschiede zwischen den Proben. Diese werden

im Anschluss im Kontext des Literaturwissens diskutiert.

73



Diskussion

4 Diskussion

4.1 Limitierungen der 2D-Gel-basierten Proteomanalyse

Eine Mdoglichkeit zur Identifizierung molekularer Prozesse im Krankheitsgeschehen
stellt die vergleichende Proteomanalyse dar. Wahrend das Genom eine statische
Grolde ist, hat das Proteom eine dynamische sich standig verdndernde Gestalt. Die
Proteinsynthese von Zellen und Geweben ist spezifisch und unterliegt sténdig
inneren und &uferen Einflissen, die zu einer Veranderung der Proteinsynthese
fuhren kdnnen.

Die Methode der Wahl zur Auftrennung komplexer Proteingemische stellt die 2D-
Gelelektrophorese dar. Mit ihr ist es maoglich, bis zu 10.000 Spots auf 46 x 30 cm?
groBen Gelen darzustellen [66]. Ein entscheidender Punkt fur eine gelungene 2D-
Elektrophorese ist, dass die Proteine des Ausgangsmaterials komplett geldst,
deaggregiert, denaturiert und reduziert vorliegen. Um die Komplexitdt nicht noch
weiter zu erhdéhen, wurde auf eine Extraktion der Membranproteine aus dem Pellet,
welches nach der Zentrifugation des Pannusextraktes Ubrig blieb, verzichtet.
Dadurch sind Vertreter dieser Gruppe schwerldslicher Proteine in dieser Arbeit
unterreprasentiert.

In der ersten Dimension der 2D-Gelelektrophorese folgt die Auftrennung des
Proteingemisches mit Hilfe der isoelektrischen Fokussierung (IEF). In dieser Arbeit
wurde fur die IEF ein pH-Bereich von 4-7 gewahlt. Proteine, die einen isoelektrischen
Punkt aufderhalb dieser pH-Werte haben, wurden nicht dargestellt. In der zweiten
Dimension werden die aufgetrennten Proteine auf ein SDS-Polyacrylamidgel
Ubertragen und nach ihrer Gré3e getrennt. Dabei besteht die Gefahr, dass ein Tell
der Proteine nicht Ubertragen wird und somit fur die weitere Analyse nicht zur
Verfligung steht.

Durch die anschlielende Farbung werden die Proteine in den Gelen sichtbar
gemacht. Als Standardmethoden gelten die Farbung mit Coomassie-Brilliant-Blue
oder die Silberfarbung. Ein Vorteil der Silberfarbung ist die groflere
Nachweisempfindlichkeit. So lassen sich Proteinmengen von 2-5ng mit einer
Silberfarbung visualisieren, wéhrend die Coomassie-Farbung eine Proteinmenge von
etwa 100 ng benétigt. Die Vorteile der Coomassie-Farbung liegen in dem grélieren

linearen dynamischen Bereich, der leichteren Anwendung und besseren
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Reproduzierbarkeit sowie in der guten Kompatibilitdt mit der Massenspektrometrie.
Aufgrund dieser Vorteile ist die Farbung der 2D-Gele mit Coomasie-Brilliant .Blue
durchgefiihrt worden [67].

4.2 Diskussion zu Funktion und Vorkommen der differentiell exprimierten

Proteine

4.2.1 Heat-Shock-Proteine

Heat-Shock-Proteine (HSPs) wurden erstmals 1962 von Ritossa beschrieben. Er
konnte zeigen, dass in den Riesenchromosomen der Speicheldriisen von Drosophila
hydei bei erhdhter Temperatur bestimmte Genloki verstarkte Aktivitat zeigen [68]
Heute weild man, dass HSPs durch eine Vielzahl von Stress- bzw. Umweltstimuli neu
oder vermehrt synthetisiert werden. Dazu gehdéren Hypoxie, zelltoxische Substanzen
wie Schwermetalle oder Alkohol, oxidativer und osmotischer Stress,
Chemotherapeutika, aber auch entziindliche Prozesse [69, 70] Die unterschiedlichen
HSPs werden nach ihrem Molekulargewicht in die funf Hauptfamilien HSP100,
HSP90, HSP70, HSP60 und sHSPs (small heat shock proteins ) eingeteilt [71]
Untersuchungen dieser Proteine bei anderen Organismen konnten zeigen, dass es
sich bei ihnen um eine hochkonservierte Gruppe von Genprodukten handelt, die bei
praktisch allen Organismen vorkommen. Sie assistieren bei der Faltung von
Proteinen, beim Transport zwischen den Kompartimenten, schiitzen Polypeptide vor
der Denaturierung, oder wirken auch beim Abbau von irreversibel geschadigten
Proteinen mit [72].

Im Rahmen einer Stressantwort kommt es zu einer starken Induktion von HSPs.
Diese binden an denaturierte oder beschadigte Proteine und helfen bei ihrer
Neufaltung oder bei ihrem Abbau mit [73].

Neben den beschriebenen zytoprotektiven Eigenschaften der HSPs ricken die
immunmodulierenden Effekte immer mehr in den Vordergrund.

In dieser Arbeit wurden vier verschiedene HSPs als vermehrt exprimiert bei der RA
identifiziert. Dieses Ergebnis deckt sich mit anderen Untersuchungen zur
rheumatoiden Arthritis [74, 75]. Dabei scheint die Uberexpression der HSPs keine

alleinige Reaktion auf die chronische Entziindung zu sein, sondern auch mit
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spezifischen Eigenschaften in der Pathogenese der rheumtoiden Arthritis zusammen
zu hangen.

Es konnte gezeigt werden, dass gegen HSPs, wie z.B. 78 kDa glucose-regulated
Protein Antikérper nachgewiesen werden konnten [76]. Aulerdem scheinen Heat-
Shock-Proteine auch eine wichtige Funktion in der Prozessierung und Prasentation
von Antigenen Uber MHC-I- und MHC-II-Rezeptoren zu haben [77, 78]. Neben den
intrazellularen Funktionen konnte weiterhin gezeigt werden, dass extrazelluldre
HSPs, welche im Rahmen von Zelluntergdngen entstehen, durch eine
rezeptorvermittelte Endozytose von antigenprésentierenden Zellen aufgenommen
werden kénnen [79]. Die intrazelluldren Peptide, die an das extrazellulare HSP
gebunden sind, werden weiter prozessiert und von MHC-I- oder MHC-II-Rezeptoren
auf den antigenprasentierenden Zellen prasentiert. Dies kann zur Aktivierung von
CD4+ und CD8+ T-Zellen gegen das an das HSP gebundene Peptid fihren (Cross-
Priming). Dieser Vorgang kénnte zu einer autoimmunen Reaktion der T-Zellen flihren
[80, 81].

Ein besonders interessantes HSP ist das Hypoxia up-regulated Protein 1, das in
dieser Arbeit als bei RA verstarkt exprimiert gefunden wurde. Im Zusammenhang mit
der rheumatoiden Arthritis ist nur sehr wenig bekannt. Bei Patienten mit Diabetes
mellitus Typ | konnten Antikérper gegen das Protein gefunden werden. Die Menge an
Antikérpern war im Vergleich zu gesunden Probanden erhéht und korrelierte auch
mit deren HbA1c-Wert [82]. Das Hypoxia up-regulated Protein 1 konnte in
verschiedenen Tumoren als vermehrt exprimiert identifiziert werden, z.B. in
Brusttumoren, in Prostatatumoren und in Tumoren der Blase [83-85]. Durch eine
Reduktion von Hypoxia up-regulated Protein 1 mit Hilfe von Antisens-cDNA konnte
die Angiogenese und die Tumorgrof3e bei Prostatatumoren reduziert werden [86].
Mdéglicherweise lassen sich durch diese Erkenntnisse auch neue Strategien in der
Pathogenese, Diagnostik und Behandlung der rheumatoiden Arthritis entwickeln [86,
87].

4.2.2 Peptidasen

Unter Peptidasen versteht man Enzyme, die Peptidbindungen unter Freisetzung
kleinerer Peptide oder Aminosduren hydrolytisch spalten kénnen. Dabei werden

Endopeptidasen, die eine Peptidbindung innerhalb einer Peptidkette spalten, von
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Exopeptidasen, die sie endstandig angreifen, unterschieden.[54]. Die proteolytische
Spaltung von Proteinen ist auch fir den Abbau von Fremdorganismen und die
anschlie3ende Prasentation auf der Zelle via MHC-II-Rezeptoren von entscheidender
Bedeutung.

Durch die Mdglichkeit der limitierten Proteolyse sind Peptidasen auflierdem in der
Lage, Proteine zu aktivieren und sind damit an einer Vielzahl von regulatorischen
Schritten beteiligt, wie z.B. Zellzyklus, Zellproliferation, Apoptose oder Immunantwort.
Neben den intrazelluldren Aufgaben haben Peptidasen auch wichtige extrazelluldre
Funktionen. Dazu gehdéren funktionelle aber auch pathologische Um- und
Abbauvorgédnge der extrazellularen Matrix im Rahmen des Geweberemodeling.
Daneben sind Peptidasen auch in der Tumorentwicklung und der Metastasierung
beteiligt [88].

Peptidasen sind hauptsachlich fir die Zerstérung der Gelenke bei Patienten mit
rheumatoider Arthritis verantwortlich [89]. Die Peptidasen stammen vor allem aus
synovialen Fibroblasten, Granulozyten sowie Osteoklasten. [18, 90].

In dieser Arbeit sind drei Peptidasen als verstarkt exprimiert bei der RA gefunden
worden. Dazu gehéren die Matrix-Metalloproteinase-3 (MMP-3) sowie Cathepsin B
und Z. In einer Untersuchung von Kekow et al. wurde die Peptidaseaktivitat in
synovialem Gewebe von Rheumapatienten mit dem von Osteoarthrosepatienten
verglichen (personliche Mitteilung). Dabei zeigte sich eine starkere Aktivitdt bei den
rheumatoiden Geweben. Eine genauere Untersuchung der Aktivitdt der Matrix-
Metalloproteinase 3 ergab ebenfalls eine deutlich erhéhte Aktivitdt in den Geweben
der Rheumapatienten.

Abgesehen von der erhdhten Aktivitdt von MMP-3 haben auch andere MMPs
destruktive Eigenschaften in der rheumatoiden Arthritis [91]. Bei MMPs handelt es
sich um Zinkproteasen, die von Fibroblasten, Endothelzellen und anderen Zellen
gebildet und als inaktive Proenzyme in den Extrazellularraum sezerniert werden, wo
sie durch limitierte Proteolyse aktiviert werden. Die Regulation der MMPs erfolgt
durch TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinase)[92].

Neben den MMPs haben auch die Cathepsine einen entscheidenden Anteil an der
Zerstérung des Gelenkes. Cathepsine gehéren zur Familie der lysosomalen
Proteasen und werden in Cystein-, Aspartat- und Serin-Proteasen unterschieden.
Neben Cathepsin B werden auch weitere Cathepsine wie Cathepsin K, L und S in

Verbindung mit der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis gebracht.[93, 94].
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Eine Sonderstellung scheint das Cathepsin Z einzunehmen. Uber die 1998 entdeckte
Peptidase ist bisher wenig bekannt. Sie wurde in verschiedenen Tumoren verstarkt
exprimiert gefunden. Eine besonders starke Expression findet sich in
immunkompetenten Zellen. Aufgrund dieser Verteilung kénnte man vermuten, dass
Cathepsin Z nicht am allgemeinen Proteinumsatz beteiligt ist, sondern eine
spezifische Funktion in diesen Zellen Gbernimmt [95-97].

Die Mdglichkeit einer gezielten Hemmung der Proteaseaktivitdt und damit einer
Verminderung der Gelenkdestruktion scheint ein vielversprechender therapeutischer
Ansatz zu sein. Die erfolgreiche Hemmung von Peptidasen fur therapeutische
Zwecke konnte mit den ACE-Hemmern demonstriert werden [88].

Ein weiteres neues Ergebnis dieser Arbeit war die Analyse von bestimmten
Peptidfragmenten des Endoplasmins. Hintergrund war die grof3e Anzahl von Spots
desselben Proteins an verschiedenen Stellen der 2D-Gele. Eine genauere
Untersuchung der Spots des Endoplasmins zeigte neben dem nativen Protein eine
Vielzahl von C-und N-terminalen Fragmenten. Es zeigte sich, dass der Unterschied
in der Proteinexpressipon von Endoplasmin durch die unterschiedliche Menge an
Peptidfragmenten zustande kommt. Die Menge an nativem Protein war in beiden
Patientengruppen gleich.

Eine Moglichkeit fur die stérkere Fragmentierung liegt in der beschriebenen starken
proteolytischen Aktivitat in der rheumatoiden Arthritis. Dies kann zu einer vermehrten
Spaltung des Endoplasmins fihren und die gezeigten Peptidfragmente erklaren.
Somit lassen sich mit der Proteomanalyse nicht nur Proteinmuster vergleichen,
sondern die Spotmuster lassen auch einen Ruickschluss auf funktionelle Vorgénge in

den Geweben zu.

4.2.3 Protein-Disulfid-lsomerasen

Zwei Protein-Disulfid-lsomerasen (PDls) wurden in dieser Arbeit unterschiedlich
exprimiert. Zum einen die Protein-Disulfid-lsomerase A6 und zum anderen das
Thioredoxin domain-containing Protein 5. Die Protein-Disulfid-lsomerase ist ein
ubiquitdr vorkommendes Protein, das erstmals 1963 von Goldberger et al.
beschrieben wurde [98]. Bis heute wurden 19 verschiedene Vertreter dieser im
endoplasmatischen Retikulum vorkommenden Enzymfamilie identifiziert. Mit Hilfe der

Thiolgruppen sind die PDIs in der Lage, Disulfidbriicken in Proteinen zu bilden und
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falsch gebildete Disulfidbriicken wieder zu 16sen und neu zu arrangieren. Damit sind
sie wichtige Enzyme in der korrekten Biosynthese von Proteinen [99]. Neben der
Redox-Isomerase-Funktion scheinen PDIs auch unabhangig ihrer eigentlichen
enzymatischen Funktion an der Faltung von Proteinen mitzuwirken. Damit haben sie
eine wichtige Funktion als Chaperone wie sie auch fur die HSPs beschrieben wurde.
In einer Arbeit von Mayer et al. wurde sogar die Interaktion von HSP70 und PDIs bei
der Prozessierung von Immunglobulinen gezeigt [100]. Weiterhin sind die PDIs an
der Antigenprozessierung beteiligt [101].

Neben den Funktionen im endoplasmatischen Retikulum haben einige PDIs auch
Aufgaben aulierhalb dieses Kompartiments. So konnten PDIs auch auf der
Zelloberflache, im Zytosol und im Zellkern nachgewiesen werden. Uber die genauen
Funktionen in diesen Kompartimenten ist wenig bekannt [102]. Auch eine Assoziation
mit Tumoren konnte in verschiedenen Arbeiten gezeigt werden [103, 104].

Somit scheinen PDIs an einer Vielzahl von biologischen Funktionen beteiligt zu sein,
die auch in der Pathogenese der rheumatoiden Arthritis eine wichtige Rolle spielen

kénnten.

4.2.4 Zelluldares Immunsystem

Wie in der Einleitung beschrieben, sind die Vertreter des zelluldren Immunsystems
malfdgeblich an der Pathogenese der RA beteiligt. In der histologischen
Untersuchung der Gewebe durch Prof. Dr. med. Stiehl wurde ebenfalls in den RA-
Proben ein diffuses Infiltrat von Lymphozyten, Makrophagen und Plasmazellen
beschrieben.

In der Proteomanalyse wurden 3 Proteine differentiell exprimiert, die in Beziehung
zum zelluldren Immunsystem stehen. Dabei handelt es sich um Rho GDP-
dissociation Inhibitor 2, Calgranulin B sowie Hematopoietic lineage cell-specific
Protein.

Der Rho GDP-dissociation Inhibitor 2 ist ein Regulator der Rho-GTPasen. Rho-
GTPasen gehoéren zur Gruppe GTP-bindender Proteine. Rho GTPasen sind
molekulare Schalter, die eine Vielzahl wichtiger zellularer Funktionen steuern [61]. Es
sind drei Isoformen der Rho GDP-dissociation Inhibitors bekannt. W&hrend Rho

GDP-dissociation Inhibitor 1 ubiquitdr exprimiert wird, ist Rho GDP-dissociation
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Inhibitor 2 vor allem in Lymphozyten zu finden [105]. Der Rho GDP-dissociation
Inhibitor 3 wird vor allem im Gehirn und im Pankreas exprimiert [106].

Calgranulin B gehdért zu den S100 calcium-binding Proteinen. Zusammen mit
Calgranulin A bildet es Calprotectin. Calgranulin A und B werden primar von
zirkulierenden neutrophilen Granulozyten und Monozyten gebildet [60]. Ein Vergleich
der Synovialflissigkeit mit Hilfe der Proteomanalyse von Sinz et al. zeigt ebenfalls
eine Uberexpression von Calgranulin B im Vergleich zur Synovialfliissigkeit von
Osteoarthrosepatienten [43]. In einer weiterfihrenden Untersuchung konnten Drynda
et al. die Ergebnisse bestatigen. Zuséatzlich konnten sie zeigen, dass die
Plasmaproteinlevel von Calprotectin gut mit dem Erfolg einer Anti-TNFa-Therapie
korrelieren. Somit kdnnte Calprotectin nicht nur zur Diagnose, sondern auch zum
Therapiemonitoring benutzt werden [107].

Das Hematopoietic lineage cell-specific Protein ist, wie der Name schon sagt, ein
Protein, das vor allem in Zellen der Hamatopoese gebildet wird. Aus den
Stammzellen der Hamatopoese bilden sich alle zelluldren Bestandteile des Blutes,
unter anderem auch die Leukozyten. Diese sind bekanntermalen an der
Pathogenese der RA beteiligt. Das Hematopoietic lineage cell-specific Protein ist ein
wichtiges Substrat der Protein-Tyrosin-Kinase und damit in die intrazellulare

Signalverarbeitung nach Aktivierung von B- und T-Zellrezeptoren involviert [108].

4.2.5 Tetranectin

Tetranectin ist ein plasminogen-bindendes Protein, das urspringlich im Plasma
gefunden wurde. Tetranectin dient dabei als Kofaktor in der Aktivierung von
Plasminogen zu Plasmin durch den Gewebe-Plasminogen-Aktivator (tPA) [64].
Aulerdem konnte es in endokrinem Gewebe sowie epithelialen und mesenchymalen
Zellen wie Fibroblasten, Monozyten und neutrophilen Granulozyten nachgewiesen
werden [109-111]. Neben der plasminogen-bindenden Aktivitat scheint es auch eine
wichtige Funktion beim Geweberemodeling zu haben [112, 113].

Eine Anhdufung von Tetranectin im Stroma von verschiedenen Tumoren ist
beschrieben [114, 115]. Diskutiert wird dabei ein Zusammenhang mit der Invasion
und Metastasierung. Ob das Tetranectin dabei aus dem Plasma stammt oder von

den Zellen selbst gebildet wird, ist noch unklar. Interessant dazu ist, dass
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Untersuchungen, eine Korrelation von niedrigen Plasmalevel von Tetranectin bei
Tumoren mit einer schlechteren Prognose zeigen konnten [114, 116].

In dieser Arbeit ist die Menge an Tetranectin in der RA deutlich niedriger als in der
OA. Fir das invasiv wachsende Pannusgewebe hatte man aber eher héhere
Tetranectinmengen erwartet, &hnlich wie bei Tumoren. Mdglicherweise ist die
Tetranectinmenge im Pannusgewebe insgesamt so gering, dass sie durch die Menge
im Plasma tUberdeckt wird. Die starke Durchblutung des Pannusgewebes erklart das
Vorhandensein von Plasmaproteinen. Somit kénnte es sich bei der hier gemessenen
Tetranectinmenge vor allem um den Plasmawert handeln. Eine Untersuchung von
Kamper et al. zeigt ebenfalls niedrigere Plasmalevel von Tetranectin in RA im
Vergleich zu OA. Daruber hinaus zeigt sich eine negative Korrelation zwischen dem
Tetranectinlevel und Schwere der Erkrankung [117]. Damit kdnnte Tetranectin ein
mdglich Marker der Krankheitsaktivitat sein und somit mdglicherweise fur das

Therapiemonitoring genutzt werden.

4.3 Validierung der Ergebnisse mit Hilfe der Immunanalytik

Fur die vergleichende Untersuchung der Proteome von Patienten mir RA bzw.
Osteoarthrose wurden jeweils zwei Patientenproben untersucht. Dabei konnte fir
insgesamt 14 Proteine ein Unterschied in der Proteinexpression gezeigt werden.
Aufgrund der wenigen Patienten ist die Aussagekraft der Ergebnisse eingeschrankt.
Um die Aussagekraft dieser Ergebnisse zu verstdrken, wurde ein Teil der
unterschiedlich exprimierten Proteine mit einem zweiten Verfahren validiert.

Dazu wurden zwei Proteine erneut auf ihr unterschiedliches Vorkommen mit einem
zweiten Verfahren untersucht. Bei den Proteinen handelte es sich um die Rho GDP-
dissociation Inhibitoren 1 und 2.

Als Analysemethode wurde der Westernblot gewahlt, der ein Standardverfahren in
der Proteinanalytik darstellt. Zuséatzlich zu den bereits untersuchten Proben wurden
noch jeweils 6 Proben von RA- und OA-Patienten fir den Vergleich verwendet, so
dass insgesamt 8 Proben pro Patientengruppe untersucht wurden. Dabei zeigte sich
ein signifikanter Unterschied in der Proteinexpression von Rho GDP-dissociation
Inhibitor 2. Bei der Expression von Rho GDP-dissociation Inhibitor 1 gab es keinen

signifikanten Unterschied.
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Dieses Resultat unterstreicht die Aussagen aus der differenziellen Proteomanalyse.
Auch hier ist der Rho GDP-dissociation Inhibitor 2 bei Patienten mit RA verstarkt
exprimiert, wdhrend der Rho GDP-dissociation Inhibitor 1 in beiden Gruppen
gleichstark vertreten ist.

Die anderen, mit der Immunanalytik nicht untersuchten differentiell exprimierten
Proteine, zeigen zum Teil einen deutlich gréReren Unterschied in der
Proteomanalyse als Rho GDP-dissociation Inhibitor 2 oder sind bei OA-Patienten gar

nicht vorhanden.

4.4 Zusammenfassung

Die grofdte Gruppe der differentiell exprimierten Proteine in dieser Arbeit waren die
der Heat-Shock-Proteine. Weitere Gruppen sind die Isomerasen, die Peptidasen
sowie Proteine des =zellularen Immunsystems. Viele bekannte Aspekte der
Pathogenese der RA zeigen sich in der Proteomanalyse, wie z.B. der Einfluss des
zelluldren Immunsystems, hier erkennbar durch die vermehrte Expression
spezifischer Proteine. Auch die Bedeutung der Peptidasen an der Zerstérung des
Gelenkes ist hinreichend bekannt. Ein entsprechender Nachweis findet sich ebenfalls
in dieser Arbeit. Nicht nur die vermehrte Expression von Peptidasen, sondern auch
deren Aktivitét, hier durch das vermehrte Auftreten von Endoplasminfragmenten
gezeigt, spiegelt sich direkt im Proteinmuster wieder. Aber auch bis jetzt weniger
bekannte Aspekte der RA kommen zum Vorschein. So zeigt die zunehmende
Diskussion der HSPs an der Pathogenese der RA, dass es sich bei ihnen nicht nur
um Chaperone handelt, sondern ihre Funktionen weit dartber hinaus gehen. Vor
allem die Prozessierung von MHC-Molekilen sowie die Modulation des
Immunsystems durch extrazellulare HSPs ist dabei von besonderem Interesse.
Dabei ist die Hochregulation von Chaperonen wie HSPs und PDlIs nicht nur eine
Reaktion auf den Stress durch die Entziindung, sondern gleichzeitig ein Zeichen der
erhdhten Aktivitat verschiedener Zellen und deren Proteinsynthese im Rahmen der
Inflammation. Dies konnte in dieser Arbeit an der verstarkten Expression von
Peptidasen und verschiedenen Proteinen des zelluldren Immunsystems gezeigt
werden. Besonders interessant scheint dabei das Hypoxia up-regulated Protein 1,

welches bisher noch gar nicht im Zusammenhang mit der RA diskutiert wurde.

82



Diskussion

KIRZDLZ2

KIRZDL1

DNAJAZ

=y N Hseas

B2M

.._.,| POIAG
,;E,

3

S

HSPAS:
HSPADS:
PDIAG:

HYOU1:

HSP90B1:

Heat shock cognate 71 kDa Protein
78 kDa glucose-regulated Protein
Protein disulfide-isomerase A6

150 kDa oxygen-regulated Protein
Endoplasmin

PDIA4:
DNAJAS:
HLA-C:

HLA-DRA:

HLA class Il Antigen
Protein-Disulfid-lsomerase A4

DnaJ homolog subfamily A member 3
HLA class | Antigen

Abbildung 4-1: Interaktionsnetzwerk von HSPs und PDIs bei der Prozessierung von MHC-Molekilen.
Das Netzwerk wurde mit Hilfe der Datenbank STRING erstellt und stellt die verschiedenen Partner der
MHC-Prozessierung dar [118]. Dabei wird deutlich, dass die Synthese sowohl der MHC-I- als auch der
MHC-II-Rezeptor von der Interaktion verschiedener HSPs und PDIs abhangig ist. Die eingerahmten
Proteine sind in der RA verstarkt exprimiert worden. Die Dicke der blauen Linie korreliert mit dem

Confidence-Level der Interaktion.

Damit konnten mit Hilfe der differentiellen Proteomanalyse in dieser Arbeit eine

Vielzahl bekannter Erkenntnisse zur RA auf molekularer Ebene bestétigt und durch

neue Aspekte ergénzt werden.
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Einschrankend muss erwahnt werden, dass es sich bei den Ergebnissen aufgrund
der geringen Patientenzahl nicht um allgemeingultige Aussagen handelt, da nur fur
den Rho GDP-dissociation Inhibitor 2 das Ergebnis der Proteomanlyse mit einem
zweiten Verfahren und einer gréReren Pateintengruppe Uberprift und bestétigt
wurde. Es sollen lediglich Vorschlage fir eine weitergehende Untersuchung
differentiell  exprimierter Proteine zur Charakterisierung der jeweiligen

Patientengruppen gemacht werden.
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6 Thesen

Die rheumatoide Arthritis ist eine haufige chronische Erkrankung, an der weltweit
etwa 0,5 — 1% der Bevdlkerung leiden. In Deutschland rechnet man mit ca. 800.000
Erkrankten, wobei Frauen ca. 3 x haufiger betroffen sind als Manner.

Trotz erheblicher Fortschritte im Verstandnis der Pathogenese, ist die Ursache der
rheumatoiden Arthritis bis heute unklar. Nach heutigen Vorstellungen handelt es sich
bei der rheumatoiden Arthritis um eine polyéatiologische Erkrankung, bei der es auf
Grundlage einer genetischen Veranlagung im Zusammenhang mit exogenen oder
endogenen Einflissen zu einer dauerhaften Aktivierung des Immunsystems mit

autoaggressivem Verhalten kommt.

Eine Md&glichkeit zur Identifizierung molekularer Prozesse von Krankheiten stellt die
vergleichende Proteomanalyse dar. Wahrend das Genom eine statische Gréle ist,
hat das Proteom eine dynamische, sich stédndig verandernde Gestalt. Die
Proteinsynthese von Zellen und Geweben ist spezifisch und unterliegt sténdig
inneren und &uleren Einflissen, die zu einer Veranderung der Proteinsynthese
fuhren kdnnen. Mit Hilfe der 2D-Gelelektrophorese, einer Schlisseltechnologie der
Proteomanalyse, lassen sich komplexe Proteingemische auftrennen. Anschliel3end
lassen sich die Proteine durch Anfarbung sichtbar machen und mit der
Massenspektrometrie identifizieren. Durch den Vergleich der Proteinmuster der
verschiedenen synovialen Gewebe lassen sich Unterschiede in der
Proteinexpression der Gewebe erkennen und moglicherweise Riickschlisse auf die

Pathogenese ziehen.

Ziel dieser Arbeit war der Vergleich von synovialem Gewebe von 4 Patienten mit
Hilfe der Proteomanalyse. Zwei der Proben stammten von Patienten mit
rheumatoider Arthritis, zwei von Patienten mit Osteoarthrose. In einem weiteren
Schritt wurde ein Teil der Ergebnisse mit einem immunanalytischen Verfahren

(Western Blot) und einer gréieren Patientenzahl validiert.

93



Thesen

Daraus ergaben sich die zentralen Aufgaben dieser Arbeit:

. Erstellung von 2D-Gelen der verschiedenen synovialen Gewebe.

Vergleich der beiden Patientengruppen und Identifizierung von differentiell
exprimierten Proteinen.
Identifizierung der Proteinspots mit Hilfe der Massenspektrometrie.

4. Validierung eines Teils der Ergebnisse der Proteomanalyse mit Hilfe der

Western Blot Analyse.

Ergebnisse:

1.

In dieser Arbeit wurden pro Patient zwei 2D-Gele erstellt, auf denen je etwa
800 Proteinspots zu erkennen waren.

Es wurden insgesamt 659 Proteinspots von den verschiedenen 2D-Gelen mit
Hilfe der Massenspektrometie analysiert. Zusammengenommen handelte es
sich um 336 unterschiedliche Spots, die in einem Referenzgel
zusammengefasst wurden. Da ein und dasselbe Protein teils in mehreren
Spots auftauchte, handelte es sich letztlich um 205 unterschiedliche, nicht-
redundante Proteine.

Durch den Vergleich der verschiedenen synovialen Gewebe konnten 14
unterschiedlich exprimierte Proteine identifiziert werden. Dabei waren 13
Proteine in der rheumatoiden Arthritis starker und eines schwacher exprimiert.
Die Proteine konnten verschiedenen funktionellen Gruppen zugeordnet
werden, wobei die gréfdte Gruppe die der Heat-Shock-Proteine war. Weitere
Gruppen waren Peptidasen, Isomerasen, Proteine des zelluldren
Immunsystems sowie Plasmaproteine.

Viele bekannte Aspekte der Pathogenese der RA spiegeln sich in den
Ergebnissen der globalen Proteomanalyse wider, wie z.B. der Einfluss des
zelluldren Immunsystems oder die Bedeutung der Peptidasen an der
Zerstdérung des Gelenkes. Besonders interessant scheint das Hypoxia up-
regulated Protein 1, ein Heat-Shock-Protein welches bisher noch gar nicht im

Zusammenhang mit der RA diskutiert wurde.
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4. In einem zweiten Schritt wurde ein Protein, der Rho GDP-dissociation Inhibitor
2, aus der Gruppe des zelluldren Immunsystems mit Hilfe der Immunanalytik
auf seine Expression in den beiden Patientengruppen untersucht. Als
Analysemethode wurde der ,Western Blot“ gewahlt, der ein Standardverfahren
in der Proteinanalytik darstellt. Dabei zeigte sich eine signifikant starkere
Proteinexpression von Rho GDP-dissociation Inhibitor 2 in der Gruppe der
rheumatoiden Arthritis. Dieses Resultat bestéatigt das Ergebnis der

Proteomanalyse

Insgesamt kann man schliel3en, dass die Ergebnisse der molekularen Analyse der
Synovia bzw. Pannusgewebe mit Hilfe der globalen Proteomanalyse im Einklang zu
bislang bekannten Krankheitsgeschehnissen stehen. In Einzelfallen kbnnen, wie hier
gezeigt, mit der Proteomanalyse noch unbekannte Proteinfaktoren in den Kontext zur
Erkrankung gebracht werden. Diese Kandidaten kénnen fiir weitergehende
Untersuchungen vorgeschlagen werden. Somit eréffnet die Proteomanalyse
zusatzlich zum ,Hypothesen-getriebenen® einen ,Daten-getriebenen® Zugang zur

Charakterisierung von polygenen Erkrankungen.
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7 Abkirzungsverzeichnis

A

2D

A

ACN
AK
ACR
Anti-CCP
APS
BSA
CHAPS
CRP
Da
DMARD'’s
DTT
EDTA
Et al.
H.O
CHCA
FWHM
HCI
HLA
HSPs
HT

MALDI-TOF

Wellenlange

zweidimensional

Amper

Acetonitril

Antikérper

American College of Rheumatology
Antikérper gegen zyklisches citrulliniertes Peptid
Ammoniumpersulfat

Bovines Serum Albumin
3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-propansulfonat
C-reaktives Protein

Dalton

disease modifying antirheumatic drugs
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraacetat

et alteri

Wasser
a-Cyano-4-hydroxy-zimtséure

full width half maximum

Salzsaure

Human Leukocyte Antigen
Heat-Shock-Proteine

High TRIS

lodacetamid

isoelektrische Fokussierung
Immunglobulin

Interleukin

Immobilisierter pH-Gradient

Kilovolt

Low TRIS

Mol

Matrix assisted laser desorption/ionisation time-of-flight
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MHC

min

mi
MMP
MmRNA
MS
MTX
NaCl
NH4HCO;
NazVO,
nm

OA
PAGE
PDI

pl
PVDF
RA

RF
SDS
TEMED
TBS
TFA
TNF
TRIS
U/min
uv
VEGF

Major histocompatibility complex
Mikroliter

Minute

Milliliter

Matrix-Metalloproteinase
messenger Ribonucleic Acid
Massenspektrometrie
Methotrexat

Natriumchlorid
Ammoniumhydrogencarbonat
Natriumorthovanadat

Nanometer

Osteoarthrose
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Protein-Disulfid-lsomerase
Isoelektrischer Punkt
Polyvinylidenfluorid

rheumatoide Arthritis
Rheumafaktor

Sodium dodecyl sulfate
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
TRIS buffered saline
Trifluoressigsaure
Tumornekrosefaktor
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Umdrehungen pro Minute
ultraviolett

Vascular Endothelial Growth Factor
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