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Immunsystem und korperliche Integritat

Das Immunsystem dient der Aufrechterhaltung der korperlichen Integritat. Das Schutzprinzip
beruht im Grunde auf einer Selbst-Nicht-Selbst-Erkennung und bewahrt uns vor Infektionen
oder anderen Erkrankungen. Immuntoleranz gilt als Garant, dass korpereigene Substanzen
unversehrt bleiben. Bei fehlerhafter Unterscheidungsmadglichkeit und bei fehlerhafter
Regulation kann aber das Immunsystem zur Ursache der Entstehung von Krankheiten werden.

Wenn das Immunsystem korpereigene Bestandteile als fremd erkennt, dann entwickelt sich
eine Autoimmunreaktion, die je nach Ausmass zur Entziindung fuhrt. Bei chronischem
Verlauf bilden sich klinisch fassbare Autoimmunkrankheiten. Diese wiederum gehéren
zusammen mit den kardiovaskuldren und tumordsen Erkrankungen zu den am hdufigsten
vorkommenden Gesundheitsstérungen. Autoimmunkrankheiten kénnen alle Organsysteme
betreffen.

Unter physiologischen Bedingungen lassen sich neben den natirlich vorkommenden
Isoagglutininen gegen Blutgruppensubstanzen auch Antikérper gegen Autoantigene
nachweisen, deren Titer und Aviditat in der Regel jedoch niedrig sind und keine
pathologischen Reaktionen auslésen. Man muf} somit zwischen Autoreaktivitat und
Autoimmunerkrankung im engeren Sinne unterscheiden. Autoimmunkrankheiten liegen vor,
wenn bei Autoreaktivitat klinische Erscheinung von Gewebschéadigung auftreten. Sowohl
natlrliche als auch autoimmunbedingte Ablaufe unterliegen komplexen Steuerungen des
Immunsystems.

Das Immunsystem ist ein vielschichtiges Schutzsystem, das sich aus zellularen und
humoralen Komponenten zusammensetzt. Es besteht keine kompakte, gewebedhnliche
Organisation wie z.B. im Falle der Leber. Das Immunsystem ist vielmehr tber den ganzen
Korper verteilt und ist somit tiberall prasent. Zum Immunsystem zéhlen etwa 102 Zellen (vor
allem T- und B-Lymphozyten, Antigen prasentierende Zellen und Makrophagen) in
geweblicher (e.g. Thymus, Lymphknoten, Milz) und nicht-geweblicher Organisation sowie
ca. 10%° spezifische Molekiile (Antikérper und hormonéahnliche Signalstoffe). Eine
Besonderheit des Immunsystems ist seine Lernféhigkeit, d.h. es kann sich mittels seiner
»~Memory* Zellen an wechselnde Situationen anpassen und verfiigt somit {iber eine Art von
Gedéchtnis.

Das humane Genom, mit Milliarden von Bausteinen (Sequenzen aus Nukleotiden mit den
Basen Adenin, Guanin, Cytosin und Thymin), verteilt sich auf 23 Chromosomenpaare und
enthélt ca. 30000 bis 40000 funktionell aktive Gene. Die moglichweise um eine
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GroRenordnung dartber liegende erforderliche Anzahl von Antikorperspezifitaten wird nicht
durch einzelne, individuelle Gene sichergestellt. Fir die Antikorpervielfalt sind Transkriptom
und Proteom von Bedeutung, weil die alleinige Zahl der Gene im Genom nicht den Umfang
und die Funktion der Proteine bestimmt. Hierflr sind vornehmlich die zahlreichen
posttranskriptionellen und posttranslationellen Prozesse verantwortlich. Die Synthese eines
spezifischen Antikorpers ergibt sich aus einem ganzen Baukasten: Die verantwortlichen
Immunzellen enthalten sinnvollerweise keine fertigen Antikdrper-Gene, sondern einen Satz
von verschiedenen Genkomponenten, die wéhrend der Zellreifung im Rahmen eines ,,DNA-
Rearrangement® vielfaltige Kombinationsmoglichkeiten zulassen und dadurch eine praktisch
unendlich groBe Zahl von spezifischen Antikorper- und Rezeptormolekilen hervorbringen.

Abgesehen von spezifischen Antikérpern und Rezeptoren bendtigt das Immunsystem fur die
Erkennung antigener Strukturen auch bestimmte membranstédndige Oberflachenmolekiile, die
dem MHC-Komplex (Major Histocompatibility Complex) angehdren, dessen Gene auf dem
kurzen Arm von Chromosom 6 liegen. Fur die Auslésung einer Immunreaktion sind die
MHC-KIlasse | und die MHC-Klasse 1l Molekiile von besonderer Bedeutung. Sie fungieren
als Rezeptoren mit der Féhigkeit zur Bindung von Peptidfragmenten, die den T-Helferzellen
prasentiert werden.

e MHC-KIasse | Molekiile werden von allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Sie
bestehen aus einer schweren variablen Kette (44 kDa) und einer leichten Kette (12
kDa). Die leichte Kette ist identisch mit dem Beta-2-Mikroglobulin.

e MHC-KIasse Il Molekiile sind ebenfalls aus zwei Ketten aufgebaut, i.e. eine Alpha-
Kette (30 kDa) und eine Beta-Kette (35 kDa), sie kommen vornehmlich auf Zellen des
Immunsystems vor (Makrophagen und andere Antigen prasentierende Zellen).

Das von einer Antigen prasentierenden Zelle (APC) aufgenommene Antigen wird
intrazelluldr in Fragmente zerlegt und zusammen mit Determinanten des MHC-Klasse I1
Komplexes an seiner Oberflache prasentiert. Eine T-Helferzelle kann dann mit dem T-
Zellrezeptor und zusammen mit der Determinante des MHC-Klasse 11 Molekuls das
individuelle Epitop erkennen. Die Helferzelle wird erst aktiviert, wenn das Epitop auf den
Antigenrezeptor passt. Im Falle einer humoralen Immunreaktion aktiviert die Helferzelle
ihrerseits B-Lymphozyten, die das gleiche Antigen erkennen und aufnehmen. Daraufhin
durchlaufen solche B-Zellen eine klonale Expansion und Differenzierung. Es entstehen
Antikorper sezernierende Plasmazellen und sog. ,,Memory* Zellen. Letztere ermoglichen bei
einer erneuten Ausein-andersetzung des Organismus mit dem gleichen Antigen eine sehr viel
schnellere Immun-reaktion (s. Immunsystem - Grundlage von Integritat und Erkrankung).

Ursachen und Ausldser von Autoimmunitat

Der Organismus ist normalerweise durch das Prinzip der immunologischen Toleranz vor
Angriffen des eigenen Immunsystems geschutzt. Diese Fahigkeit lernt das Immunsystem
wahrend Ontogenese. Autoantikorper sind Teil des normalen Immunsystems und spielen eine
Rolle bei der Beseitigung alterierter Autoantigene und alternder Zellen. Sie sind meist
polyreaktiv und vom IgM Typ. Bei einer Aktivierung des Immunsystems kdnnen sie stark
stimuliert werden. Potente Induktoren findet man bei viralen, bakteriellen und parasitaren
Erkrankungen, aber auch bei chronisch entzindlichen Vorgangen unklarer Genese und bei
lymphoproliferativen Prozessen.

Die Ursachen fur Autoimmunitét sind polygen und multifaktoriell. Im Krankheitsfall kommen
immer mehrere Faktoren zusammen. Es liegen gesicherte Erkenntnisse vor, dass die Genetik
des Patienten und hierbei insbesondere genetisch bedingte Stérungen seines Immunsystems



im Zentrum der Ursachen stehen. Sowohl ethnische Untersuchungen als auch solche des
MHC-Komplexes weisen auf die hohe Bedeutung genetischer Signaturen flr die Entstehung
von Autoimmunerkrankungen. Genetische Ursachen betreffen die Funktionen des
Immunsystems in Form von zellularen Primardefekten (T-Zellen, B-Zellen, Zellen mit Fc-
Rezeptor) und humoralen Priméardefekten (Komplementbereich). Zirkulierende Auto-
antikorper sind nicht immer nachweisbar, z.B. bei den T-Zell vermittelten autoimmunen
Reaktionen.

Toleranzstérungen werden verstandlicherweise auch bei erworbenen Sekundardefekten
(humoral, zellul&r) wie z.B. bei HIV-Infektion, bei Lymphomen u.a. Erkrankungen zu
erwarten sein. Als Krankheits-Trigger mit auslésendem Charakter lassen sich hormonelle
Einflusse (Geschlecht, Schwangerschaft), und im weitesten Sinne sog. Umweltfaktoren (z.B.
UV-Licht, Stress, Toxine, Medikamente, Infektionen) aufzahlen.

Ursachen fiir Autoimmunitat

Stammzellen > Thymus (abnorme Selektion)
Primdrdefekte

T-Zellen > T-Supp. Subset, Treg, Veto-Zellen
Primar-/Sekundardefekte

B-Zellen > chronische polyklonale Aktivierung
(Zytokine, EBV-Viren)

Apoptose > Dysfunktion (FAS Genprodukt und
FAS-Liganden)

Komp'ement > Clq, C2, C4 Defekte

RES > C3b- und Fc-Rezeptor Defekte und

Polymorphismen

Multiple Stérungen des Immunsystems haben eine filhrende Rolle. Diese kénnen sich auf
verschiedenen Ebenen abspielen.

e Zentrale T-Zell-Toleranz: Stérungen der Thymusfunktion bezliglich negativer
Selektion (Deletion von self-reactive cells) und positiver Selektion (low affinity
binding to self MHC).

e Periphere T-Zell-Toleranz: Defekte bei den adulten T-Zellen und ihrer Subsets, z.B.
fehlende Down-Regulation von Rezeptoren der T-Zell-Aktivierung und
qualitative/quantitative Stérungen im Bereich der regulatorischen T-Zellen (Treg).

e B-Zell-Toleranz: fehlende Down-Regulation bei chronischer polyklonaler Stimulation
u.a. verursacht durch freigesetzte Nukleosomen, aberrante Zytokin-Synthese oder
Viren wie EBV (Wirkung wie durch aktive Transkriptionsfaktoren). Humorale
Immundefekte, insbesondere das IgA Mangelsyndrom, werden tiberproportional
h&ufig bei Kollagenosen festgestellt und sind wohl an der Entstehung von
Autoimmunitat beteiligt.

e Stdrungen des angeborenen Immunsystems: Dysfunktion durch aberrante Reaktionen
des Abwehrsystems (PAMPs, inflammatorische Zytokine, Rezeptoren) mit



Regulationsstérung von Entzlindung, Apoptose und unklaren Episoden systemischer
Entziindung.

Primdrdefekte im Komplementbereich: u.a. homozygote Defekte in Genen, die zu C1-,
C2- und C4-Mangel fiihren mit gestorter Bildung von zirkulierenden
Immunkomplexen und Stérungen bei der Entfernung von selbst-reaktiven B-Zellen.

Zentrale und periphere Apoptose: Fehlregulation des Ablaufs normaler Apoptose im
Thymus bei der T-Zell-Selektion und spéter im normalen Apoptose-Geschehen und im
Rahmen der Immunregulation. Genetische Fehler mit Abnormitaten im FAS-
Genprodukt und beim FAS-Liganden storen den reguléren kontrollierten Zelltod fur
die sichere Entfernung von ,,unphysiologischen* Zellen und Zellbestandteilen. Es
kommt zur Uberschwemmung des Korpers mit Nukleosomen.

Rezeptoren (RES): Defekte und Polymorphismen bei den Fc- und C3b-Rezeptoren in
Leber und Milz fihren zu gestorter Clearance von zirkulierenden Immunkomplexen.

Neben diesen grundsatzlichen Stérungen sind weitere Ursachen bekannt, die zum Bruch von
Immuntoleranz fithren konnen (,,Friendly Fire®).

Molekulare Mimikrie, Kreuzreaktivitat: Pathologische Folgeerscheinungen, wenn z.B.
Mikroorganismen und Korperzellen gleiche oder dhnliche antigene Epitope aufweisen.
Die gebildeten Antikdrper reagieren nicht nur gegen die verursachenden
Mikroorganismen, sondern auch mit den Selbstantigenen; ein zu beobachtendes
Phanomen beim rheumatischen Fieber. Allgemein ist Kreuzreaktion méglich, wenn
Epitope von zwei verschiedenen Antigenen eine ahnliche stereochemische
Konfiguration aufweisen, so dass die gebildeten Antikdrper mit beiden dhnlichen
Antigenen reagieren kénnen.

Alterierte Selbst-Antigene: Alterationen entstehen z.B. unter dem Einfluss von
Medikamenten, Toxinen und Infektionen. Sie gelten auch als Quelle fiir Auto-
immunitat mit Bildung unerwiinschter Antikdérper (Autoantikdoper).

Anti-Idiotypie: Wenn im Rahmen der normalen Immunregulation eine fehlerhafte
Idiotypie-Anti-Idiotypie-Regulation ablauft. Hier besteht modellhaft die Mdglichkeit
von Autoimmunitat, eine Art von Kreuzreaktivitat gegeniliber Selbst-Antigen.

Polyklonale Stimulation nattrlicher Autoantikérper: Nach Initiation einer
Autoantikorpersynthese kommt es zur Perpetuation durch eine chronische B-Zell-
Stimulation.

Die ektope Synthese von neuronalen Antigenen in Tumoren, die zur Antikorperbildung beim
paraneoplastischen Syndrom fuhrt, ist ein bemerkenswertes Beispiel fir autoimmune
Phé&nomene mit grossem diagnostischen Potential.



Ausloser von Autoimmunitat

Toleranzstérung ==» Bruch der Immuntoleranz

] °

,Friendly Fire“ °

Molekulare Mimikrie, Kreuzreakt.

Alterierte ,Selbst-Antigene”

o Anti-ldiotypie (Kreuzreaktivitit)
mit Selbst-Antigenen (dsDNS)

o Polykl. Stimulation natiirlicher

Auto-AK (Perpetuation)

Zur Vermeidung von Autoimmunitat kann der Korper auf verschiedene Schutzmechanismen
zuruckgreifen. Bereits in der friihen Ontogenese erfolgt die Grundsteinlegung fiir Toleranz im
Thymus. Wahrend der T-Zellreifung machen die noch naiven T-Lymphozyten Bekanntschaft
mit Selbst-Antigene und durchlaufen in Abhangigkeit von iherer Bindungsstérke mit den
Autoantigen-MHC-Komplexen (prasentiert durch Oberlachen von Thymuszellen) einen
negativen und enen positiven Selektionsprozess. Hierbei spielt die jeweilige Bindungsstérke
eine wesentliche Rolle, ob bei diesem als Lernprozess zu bezeichnenden Vorgang
autoreaktive T-Lymphozyten durch Apoptose deletiert werden. Der Deletionsvorgang ist in
der Regel nie komplett, so dass noch autoreaktive T-Zellen den Thymus verlassen (Escape)
und in die Zirkulation gelangen kénnen.

Grundsteinlegung der Toleranz

Deletion Escape
Ausschluss | Ortskontrolle [ Homd@ostase Regulation
Antigene ,,versteckt* T-Zellantwort T-Zell Pool T-Zellantwort ,,Selbst*

oder geniessen ein
Hmmunprivileg®

wird verhindert
(Zytokinmuster)

wird begrenzt
(Apoptose, TGF-Beta)

wird reguliert
(Treg. 1L-10, Anergie,

(Barriere/FasL) Zell-Zell-Interaktion)

Die hoheren Lebewesen verfugen liber weitere Kontrollmechanismen und Barrieren zur
Aufrechterhaltung von Selbsttoleranz.

e Ausschluss: Immunprivileg durch Ausschluss, d.h. viele Autoantigene bleiben durch
Barrieren vor dem Zugriff patrouillierender Lymphozyten verborgen. Beispiele fur
Orte mit begrenzter Immuniberwachung sind die Augenlinse oder Bereiche mit



naturlichen Schranken wie die Blut-Hirnschranke oder die Blut-Hodenschranke. Mit
Hilfe von Oberflachenmolekiilen (FasL) werden diese Bereiche vor einem zu
intensiven ,,Interesse* der zirkulierenden Lymphozyten geschiitzt, indem sie diese in
den apoptotischen Zelltod treiben.

e Ortskontrolle: Eine T-Zellantwort aktivierter Immunzellen wird durch Selbst-
Limitierung Uber komplexe Zytokinmuster verhindert.

e HomQ@ostase: Homoostatische Prinzipien begrenzen den T-Zell-Pool auf der
Grundlage von Apoptose und Wachstumsfaktoren (e.g. TGF-Beta).

e Regulation: Die T-Zellantwort gegen ,,Selbst™ wird durch Anergie reguliert. Dies wird
erreicht, wenn z.B. eine T-Zelle das passende Peptid/MHC auf nicht-professionellen
APC findet und dadurch kein zweites Signal (CD28) entsteht. Es wird ein Zustand
erreicht, bei dem autoreaktive Lymphozyten in funktioneller Inaktivitat verharren. Die
wichtige Rolle von Antigen prasentierenden Zellen (dendritische Zellen, DC) fir die
Toleranzinduktion tritt in den VVordergrund. Unreife DC in der Peripherie
phagozytieren zwar apoptotische Zellen, aber ohne eine Signal zur Ausreifung
induzieren sie IL-10 produzierende CD8"-Zellen und bewirken eine Anergisierung
von Antigen spezifischen T-Zellen. Unter besonderen Bedingungen (z.B. Infektionen
und Entziindungen) kénnen apoptotische Zellen die Ausreifung von DC stimulieren
und stellen dabei nicht nur Antigene sondern auch Ausreifungssignale zur Verfiigung,
so dass aus den tolerogenen DC immunogene DC entstehen.

e Selbst-Limitierung: Induktion eines besonderen Funktionszustandes von CD4, Th3,
Trl und CD8 Zellen mit Expression von spezifischen Molekilen. Es handelt sich um
natdrliche (aus dem Thymus stammende) und induzierte regulatorische T-Zellen
(Treg), auch regulatorische NKT Zellen. Sie exprimieren spezifische Molekiile, die als
essentiell fir die Differenzierung zur regulatorischen Funktion gelten. Hierzu gehoren
Molekiile wie CTLA-4, FoxP3 und IL-10; IL-10 inhibiert gleichzeitig die APC-
Funktion.

Das Gesamtkonzept der Immunregulation, sei es Verhinderung von Autoimmunitat,
Verhinderung Uberschiessender Reaktionen, Abschaltung von Immunantworten, Abstossung
eines Feten oder eines Transplantates, funktioniert nur durch intaktes Zusammenspiel von
Zellen und Signalstoffen. Welche Ursache der gestérten Immunregulation zugrunde liegt,
Autoimmunitat wird sicherlich durch Antigene getrieben. Das Konzept der molekularen
Mimikrie flr die Enstehung von Autoantikorpern als Ergebnis einer Immunantwort auf eine
exogene Struktur mit antigenen Epitopen, die identisch oder &hnlich sind mit der Zielstruktur
einer betroffenen Person, ist vorstellbar fiir Erkrankungen mit einer definierten Spezies von
Autoantikdrpern. In Fallen mit multiplen Autoantikérpern wie beim SLE ist aber diese Art der
Entstehung schwer vorstellbar.

Die Entwicklung einer Autoimmunerkrankung ist gekennzeichnet durch die Prasenz von
autoimmunreaktiven Zellen und der Bildung nennenswerter Mengen von Autoantikorpern.
Dariber hinaus kommen in der Regel auch Stérungen und Defekte des Komplementsystems
und der Komplementrezeptoren zur Wirkung, auf deren Grundlage sich Anderungen
(qualitativ und quantitativ) bei der Clearance von zirkulierenden Immunkomplexen abspielen.
Unphysiologische Ablagerungen finden sich vorzugsweise in kleinen Blutgeféassen die zu den
far Immunkomplexerkrankungen typischen Vaskulitiden fuhren und eine Vielzahl von
Organen betreffen kénnen.



Autoimmune Systemerkrankungen

Die wichtigste Gruppe der Autoimmunerkrankungen sind die systemischen Autoimmuno-
pathien, die sog. Multi-Systemerkrankungen, zu denen der Lupus erythematodes und andere
Krankheiten wie die rheumatoide Arthritis gehdren. Unter dem Begriff Kollagenosen werden
nach P. KLEMPERER et al. (1941, 1942) Krankheitsbilder zusammengefalt, die durch
Autoimmunprozesse bedingt sind und mit Bindegewebsveradnderungen einhergehen. Auf der
Basis pathogenetischer und pathophysiologischer Krankheitsprinzipien entsteht eine
chronische Bindegewebserkrankung mit Destruktion des Kollagengerdists, fibrinoider Nekrose
und Verquellung der Grundsubstanz. Auf dieser Beobachtung beruht die Bezeichnung
,»Kollagenose®. Das pathomorphologische Korrelat im entziindeten Gewebe ist allen
autoimmunen Systemerkrankungen gemeinsam. Eine Vielzahl von Organen kann betroffen
sein.

Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises

Rheuma
entziindlich degenerativ extraartikular para-rheum.
- Rheum. Arthritis - Monarthrose - Periarthropathien - Infektitse Arthritis
- Kollagenosen - Polyarthrose .- Tendomyopathien | - Arthropathie bei
- Vaskulitiden - Spondylose - Myopathien inn./neurol. Leiden
- Spondylarthropath. | - Chondrose . Engpass-Syndrome | - Kristallarthropath.

Kollagenosen sind entziindliche Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises. Klinisch
lassen sich verschiedene Entitaten unterscheiden, wobei der Lupus erythematodes als
Paradebeispiel fur ein klinisches Syndrom gilt. Der Lupus erythematodes (SLE) stellt kein
einheitliches Krankheitsbild dar. SLE Falle prasentieren sich vielmehr als eine heterogene
Gruppe von chronischen Erkrankungen mit Befall vieler Organe. Die Tatsache, dass sich der
Lupus erythematodes mit vielen Gesichtern zeigt, macht die Diagnostik schwierig.



Kollagenosen: Beispiele fiir klinische Entitdten

>  Lupus erythematodes (LE)
- subakuter kutaner LE
- neonatale Lupus-Syndrome (NLE, CHB)
- Medikamenten-induzierter LE
- sekundéres Sjogren-Syndrom
- sekundéres Anti-Phospholipid-Syndrom

Mischkollagenose (MCTD, Sharp-Syndrom)
Sjogren-Syndrom (primaéres)

Systemische Sklerose (diffuse Form), Sklerodermie
- Sklerodermie (limitierte Form, CREST-Syndrom)
- systemische Sklerose sine scleroderma

»  Polymyositis, Dermatomyaositis
- idiopathische Formen
- sekundére Formen
- zirkumskripte Sklerodermie

>  Polymyositis/Sklerodermie Uberlappungs-Syndrom

Fur autoimmune Systemerkrankungen ist ein phasenhafter Ablauf typisch, gepréagt durch
Klinische Aktivitat und Inaktivitat. Haufig wird eine Abhangigkeit von der Jahreszeit mit
einem Frihjahrsgipfel beobachtet. Bakterielle und virale Infektionen kénnen Uber eine
Immunstimulation zum Ausbruch oder zur Exacerbation einer Autoimmunerkrankung fuhren.
Schwangerschaft (hormonelle Umstellung) und immunologisch aktive Medikamente sind
bekannt fur die Auslosung oder Demaskierung einer Systemkrankheit. Organkomplikationen
treten haufig auf, eine renale Beteiligung ist besonders gefiirchtet.

Wichtige Autoantigene bei Kollagenosen

Seit Uber 60 Jahren haben antinukledre Antikorper eine zentrale Bedeutung fir die
Diagnostik, und Autoantikdrper sind ein Markenzeichen fir Autoimmunitét. Die wichtigsten
Antigene, die bei Kollagenosen zur Bildung von Antikérpern fuihren, sind Strukturen des
Zellkerns, weshalb der Begriff antinukledre Antikdrper (ANA) geprégt wurde. Der Begriff
ANA ist eher von historischer Bedeutung und heute nicht mehr zielfiihrend. Die traditionelle
Bezeichnung ,,ANA*“ bzw. ,,ENA* (fiir extrahierbare Kernantigene) erfasst nicht das ganze
Spektrum relevanter Autoantigene/Autoantikorper, so dass der Begriff ,,anti-zellulare
Antikorper zutreffender wire. Trotz dieses Einwandes bleiben die alten Begriffe ,,ANA* und
,ENA“ solange bestehen, bis sich ein internationaler Konsens zu einer neuen Nomenklatur
gebildet hat. Unter den alten Bezeichnungen werden Antikorper mit Spezifitét fur
verschiedene Zellkompartimente subsumiert, i.e.

— nukledre Bestandteile z.B. chromatin-assoziierte Antigene wie DNA, Histone,
Zentromer-Proteine, Enzyme (DNA-Topoisomerase) und nicht chromatin-assoziierte
Antigene wie U1-nRNP,

— zytoplasmatische Molekile z.B. ribosomale P-Proteine, Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen und zusétzlich nukledare Molekiile, die aufgrund eines nukleo-
zytoplasmatischen Austauschs auch im Zytoplasma nachweisbar sind,

— Strukturen des Mitoseapparates,

— Zytoplasmatische Organellen und Partikel (Ribosomen, SRP [Signal Recognition
Particle], Mitochondrien, Golgiapparat, Lysosomen),

— Zellmembranbestandteile.



Antigene Epitope befinden sich z.B. auf Polynukleotiden, Proteinen, Histonen und Enzymen.
Zahlreiche Antigene und deren korrespondierenden Antikorper wurden beschrieben und auch
anhand ihrer immunologischen und molekularen Eigenschaften sehr genau definiert. Einige
von ihnen haben eine hohe Bedeutung fur diagnostische und biologische Zwecke erlangt. Ein
positiver Antikorperbefund ist Hinweis auf Autoimmunitat, aber noch kein unmittelbarer
Hinweis auf eine manifeste Autoimmunerkrankung, weil Autoantikdrper bereits mehrere
Jahre vor dem Auftreten klinischer Zeichen nachweisbar werden kdnnen.

Fur die Serodiagnostik von Kollagenosen ist der Nachweis von antinukledren Antikdrpern

(ANA) von zentraler Bedeutung. Der ANA-IFT, ein indirekter Immunfluoreszenztest, gilt
nach wie vor als Standard-Suchtest.

Was ist der ,,ANA-IFT“ ?

ANA Sammelbegriff fiir Antikorper gegen
nukledre Antigene (nicht gewebespez.)
ANA-IFT indirekter IFT, humane Kulturzellprap.
HEp-2 Zellen (Larynx-Karzinomzellen)
IFT-Muster Hinweise auf Antigenspezifitat
(DNA, nRNP, Sm, SS-A/B, PM-Scl
ANA-Titer Schwellenwert bei 1:80 bis 1:160

Achtung: altersabhdngige Pravalenz

ANA stellen eine heterogene Gruppe von Antikorpern dar. VVon der vagen Beschreibung der
"LE-Zelle" durch M.M. HARGRAVES (1948) bis zur biochemisch genauen Beschreibung der
zugrunde liegenden Antigenstrukturen war es ein langer Weg. Basierend auf umfassenden
immunologischen und molekularen Untersuchungen sind heute zahlreiche Zielantigene
bekannt, die immunhistologisch nukledren und zytoplasmatischen Strukturen zugeordnet
werden. Fir die Routine sind neben den Nukleotiden als Zielantigene insbesondere die als
ENA (extrahierbare nukleéare Antigene) bezeichneten Antigene relevant:

— U1-snRNP,

- Sm,

— SS-Aund SS-B,
— Scl-70,

- Jo-1.

Autoantikdrper gegen definierte Zellstrukturen sind charakteristisch fir bestimmte
Krankheitsbilder und haben diagnostische Markerfunktion erlangt.

e Nukleosomen: Struktureinheiten des Chromatins mit verschiedenen antigenen
Entitaten.

e U1-snRNP: kleine, Uridin reiche Ribonukleoproteinkomplexe (RNS Molekile und
Proteine), sog. SpeiRsosome.



e R0 scRNP: heterogene Ribonukleoproteinkomplexe mit der alternativen Bezeichnung
hyRNP (h = heterogen und y = zytoplasmatisch), die sowohl im Zellkern als auch im
Zytoplasma auftreten.

e U3-nRNP, andere RNP Partikel: verschiedene nukledre und nukleolare RNP Partikel,
z.B. Fibrillarin, ein basisches Protein in fibrillaren Strukturen der Nukleoli.

e Nukledre Enzyme: DNS-Topoisomerasen, Polymerasen u.a.

e Mitose-assoziierte Proteine: Antigene des mitotischen Spindelapparates (MSA),
NuMA-1,Centriol, Zentromer u.a.
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Abbildung: Hauptantigene beim SLE, Molekdlstrukturen nach J.A.HARDIN (The lupus
autoantigens and the pathogenesis of systemic lupus erythematosus, Arthritis Rheum 1986,
29:457-460). Das Nukleosom ist das wichtigste Kernantigen. Weitere wichtige Antigen-
komplexe sind U1snRNP (Spleifosom) und Ro scRNP (hyRNP) mit ihren Proteinen, siehe
Text.

Die Nomenklatur vieler Antigen-Antikorper-Systeme ist historisch bedingt und leitet sich teils
von den biochemischen Merkmalen ab und teils von den assoziierten Erkrankungen bzw. vom
Namen der Patienten, bei denen diese Antikorper erstmals beschrieben wurden.

Bei den Antikorpern gegen Polynukleotide unterscheidet man solche, die gegen dsDNS,
ssDNS, Histone und Nukleosomen gerichtet sein kénnen. Nukleosomen und dsDNS sind
beim systemischen Lupus erythematodes die ausschlaggebenden Antigenstrukturen, die beim
Patienten zur Antikorperbildung fiihren. Die DNS ist in einem Chromosom dicht gepackt. Bei
der Betrachtung eines ,,entknduelten” Chromatinfadens stellt sich der Feinbau dar. Das
Erbmaterial liegt dabei nicht als einfacher DNS-Doppelstrang vor, sondern er strukturiert sich
vielmehr aus kompakten Untereinheiten, die in ihrem Aufbau bei allen Eukaryonten gleich
sind. Diese Untereinheiten werden als Nukleosomen bezeichnet.

Nukleosomen reprasentieren die erste Verpackungsstufe der Erbsubstanz. Nukleosomen sind
Komplexe aus Histonen und dsDNS. Um ein Histon-Oktamer (Histonkern, auch Core-Partikel
genannt, bestehend aus vier Homodimeren H2A, H2B, H3 und H4) wickelt sich die dsDNS in
gleichférmigen Abschnitten, und jeder Abschnitt besteht aus 146 Basenpaaren. An jedem
Nukleosom hangt nach aussen noch ein Histon H1, dessen genaue Position und Bedeutung
noch nicht ganz aufgekléart ist. Benachbarte Nukleosomen werden (iber sog. Linker-DNS, das
sind 8 bis 114 Basenpaare, miteinander verbunden und bilden aneinander gereihte Strukturen
ahnlich wie Perlen auf einer Perlenkette.



Als Solenoid-Modell wickelt sich die ,,Perlenkette” in Form einer Spule weiter auf. Nach
neueren Untersuchungen kann die DNS-Eiweisskette vielféltige helikale Anordnungen
einnehmen, die sich z.B. in einer Zickzackstruktur aufwickelt und damit eine zweite
Verpackungsstufe darstellt. Die Bedeutung dieser Strukturform liegt einerseits in der
Komprimierung von DNS im Zellkern und andererseits kdnnen entfernt voneinder liegende
Gene sich nunmehr in raumlicher Nachbarschaft befinden. Steuerelemente (z.B. Proteine,
Enzyme) kdnnen somit entfernte Genorte gleichzeitig und in gegenseitiger Abhéngigkeit
beeinflussen.

Autoantikorper gegen native Nukleinséure, dsDNS, reagieren mit dem Desoxyribophosphat-
Gerlst des DNA-Molekuls und unterscheiden sich von Antikdrpern gegen einzelstrangige
denaturierte DNA (ssDNS), die an Epitope von Purin- und Pyrimidinbasen binden. Fur den
systemischen Lupus erythematodes (SLE) sind neben den Sm-Antikdrpern vor allem die
gegen Nukleosomen/native dsDNA gerichteten Antikdrper von prominenter Bedeutung.
Demgemal ist der Nachweis von pathologischen Antikérpertitern ein wichtiges Klassifika-
tionskriterium zur Diagnostik des SLE (American College of Rheumatology). Die Konzen-
tration der Antikorper korreliert haufig mit der Aktivitat der Erkrankung und kann eine
Therapiekontrolle begleiten. Die Antikorper gegen sSDNS werden auBBer beim SLE auch bei
vielen anderen Autoimmunerkrankungen festgestellt und sind fiir die Diagnose des SLE im
Wesentlichen Gberflussig.

Neben den Nukleosomen sind Ribonukleoprotein (RNP) Partikel als weitere wichtige
Antigene hervorzuheben, die friher auch unter der Bezeichnung ENA (extrahierbare nukleare
Antigene) gefuhrt wurden. Die Synthese der RNP-Komponenten findet im Zellkern und im
Zytoplasma statt, z.B. verlassen U-RNS Molekiile den Zellkern und werden im Zytoplasma
mit Proteinkomponenten komplettiert (Sm-Antigene). Andere Strukturelemente wie die
Proteine 68-70 kDa, A und C wandern vom Zytoplasma in den Zellkern und binden dort an
ihre Zielstruktur (RNP). Dieser nukleo-zytoplasmatische Shuttle erklart die nukleéren und
zytoplasmatischen Fluoreszenzmuster im ANA-IFT.

Von den verschiedenen nukledren RNPs sind insbesondere die U1-snRNP Partikel und die
hyRNP Partikel zu nennen. Diese RNP Partikel bestehen aus einstrangiger RNS und
definierten Proteinen, die bei bestimmten Autoimmunerkrankungen zur Antikdérperbildung
flhren.

U1snRNP Molekiile (SpleiBosome)

Spliceosom: (SpleiBosom)  1nm——=p> SNRNP Partikel
SNRNP : RNS Molekile  plus  Proteine (10 — 68 kDa)
U-RNS mmmmp>  Gruppen Ul- bis U6-

(Uridin-reich)
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U1snRNP: U1-RNS Molekile plus  Proteine (22/33/68 kDa)




U1-snRNP sind Uridin reiche (U-RNS) kleine nukledre RNP Partikel (small nuclear
ribonucleoproteins, SnRNP), die auch U-snRNP genannt werden (Uridin-rich small nuclear
ribonucleoprotein particles). Es handelt sich um Komplexe aus Boten-RNS (mRNA) und
Proteinen. Aufgrund ihres chromatographischen Verhaltens, bedingt durch die jeweilige
Menge an Uridin, werden U-RNS Molekiile in die Gruppen Uz bis Un eingeteilt. lhre
Funktion besteht im Ausschneiden von Introns und dem Zusammenfiihren der Exons fur die
Formation von mRNA.

Proteine und RNS Molekiile bilden sog. Ribonukleoproteine (RNPs), die als Speilosome
wirksam sind. Fir die Diagnostik haben insbesondere die kleinen U1-RNPs eine hohe
Bedeutung (small nuclear RNP, U-snRNP). Auf diesen Molekiilen befinden sich neben den
Sm-Proteinen (die in den meisten U-snRNPs enthalten sind) die spezifischen U1-snRNP
Proteine, i.e. Protein A (33-34 kDa), Protein C (22 kDa) und das 68 kDa Protein. Als RNP-
Antigen im eigentlichen Sinne sind somit die mit U1-RNS komplexierten 68 kD, A- und C-
Proteine zu nennen (U1-snRNP). Antikorper gegen U1-snRNP sind gegen eines oder mehrere
der im U1-RNP Partikel vorliegenden 68-70 kD, A- und C-Proteine gerichtet und gelten als
Biomarker fir die Mischkollagenose (MCTD, Sharp-Syndrom); Antikorper mit dem
Sammelbegriff SnARNP-Antikorper.

Antikorper gegen andere Uridin reiche nukledre RNP Partikel (U2-RNP u.a.) haben bisher
keine diagnostische Bedeutung erlangt oder treten ggf. gemeinsam mit Antikdrpern gegen
U1-snRNP und Sm auf.

Im Gegensatz zu den Antikdrpern gegen U1-snRNP konnen Antikérper gegen Sm Antigene
mit einem Protein oder mit mehreren Proteinen der unterschiedlichen U-RNP Partikel
reagieren, i.e. den B, B¢, D, E, F und G Proteinen. Die Sm-Proteine (mit B, B’, C, D, E, F
und G bezeichnet) kommen praktisch in allen U1 bis U6 Partikeln vor, so dass Antikdrper
gegen Sm mit mehreren Proteinen (i.e. den B, B’, D, E, F und G Proteinen) der
unterschiedlichen U-RNP Partikel reagieren. Aus diagnostischer Sicht haben die B- und D-
Polypeptide die grosste Bedeutung, weil sie die hdufigsten Zielantigene der Sm Antikorper
sind.

Die A‘- und B*-Proteine haben wegen kreuzreaktiver Epitope auf B/B* und U1-snRNP
Proteinen (Proteine A und C) keine weitere Bedeutung. Aufgrund der hohen Spezifitat der D-
Proteine werden vor allem Assays mit rekombinanten SmD1-Protein oder SmD1- und SmD3-
Peptiden favorisiert. Durch den Einsatz von sehr sensitiven Nachweisverfahren (z.B.
Enzymimmunoassays) kann die diagnostiche Sensitivitat gesteigert werden. Bezliglich der
Spezifitat besteht allerdings der Nachteil, dass auch niedrigtitrige Antikrper ohne
diagnostische Relevanz erfasst werden.

Die dritte wichtige Gruppe von Kernantigenen wird durch Proteine der hyRNP Partikel
reprasentiert (h = heterogen und y = cytoplasmatisch), auch als Ro sScRNP bezeichnet. Bei
diesen RNP Partikeln handelt es sich um kleine Ribonukleoprotein Komplexe, bestehend aus
einzelstréangiger Uridin-reicher RNS (hY1-, hY3-, hY4-, hY5- RNA mit einer Lange von ca.
80-112 Basen) und Proteinkomponenten. Das wichtigste Protein ist das SS-A/Ro-60 kDa
Protein(Ro-Protein), das ein unmittelbarer Bestandteil der hyRNP Partikel ist und an der
Translation ribosomaler Proteine beteiligt ist. Ein zweites Polypeptid, das SS-A/Ro-52 kDa
Protein, ist Uber Protein-Protein Wechselwirkung mit dem SS-A/R0-60 kDa Protein
assoziiert. Ein anderer wichtiger Bestandteil der hyRNP Partikel ist SS-B/La, ein Phospho-
protein mit 48 kDa (La-Protein). SS-B/La besitzt Eigenschaften als Transkriptionsfaktor der
RNA-Polymerase 111 und ist beteiligt an der Termination der Transkription.



SS-A (Ro) und SS-B (La) kénnen aufgrund verschiedener Funktionszustéande der Zelle im
Sinne eines nukleozytoplasmatischen shuttle sowohl dem nukleéren als auch dem
zytoplasmatischen Raum zugeordnet werden. Dies erklart die variablen morphologischen
Muster im ANA-IFT. Das SS-A (Ro) Antigen ist ein kleines Ribonukleoprotein und besteht
aus einzelstragiger Uridin-reicher RNA (Y1-, Y-2, Y3-, Y4- oder Y5-RNA mit einer Lange
von ca. 80-112 Basen) und zwei Proteinen (Molekulargewichte von 52 und 60 kDa) gemaf
SDS-Elektrophorese. Das Polypeptid mit 60 kDa ist das wichtigste Protein. Es ist direkt an
die RNA gebunden. Das zweite Polypeptid von 52 kDa ist tiber Protein-Protein
Wechselwirkung mit dem SS-A/Ro 60 (60 kDa) Protein assoziiert.

Fur das Sjogren-Syndrom sind Antikérper gegen das SS-A/Ro 60 Protein diagnostisch
relevant. Verschiedene Autoren konnten zeigen, daR Epitope, die von Anti-SS-A/Ro 52
Antikdrpern erkannt werden, auf dem nativen SS-A/Ro Partikel nicht zugénglich sind. In
diesem Zusammenhang wird diskutiert, dal? solche Antikorper, die nur mit dem SS-A/Ro 52
reagieren (also nicht mit dem SS-A/Ro 60), folglich nicht mit den definierten Sjogren-
Syndrom assoziierten Anti-SS-A/Ro Antikorpern korrespondieren und demnach auch kein
relevanter Marker fir das Sjogren-Syndrom sind.

Antikdrper gegen SS-A/Ro 52 werden héufig in Seren von Patienten mit Myositis (z.B.
zusammen mit anderen Myositis typischen Antikorpern wie Anti-Jo-1 oder Anti-PM-Scl) und
verschiedenen anderen Erkrankungen nachgewiesen. Die isoliert auftretende positive Reak-
tion gegen SS-A/Ro 52 gilt sinngemaR wie zuvor beschrieben als nicht spezifisch fur das
primére Sjogren-Syndrom. Antikdrper gegen SS-A/Ro 52 sollen eher typisch fur das sekun-
dare Sjogren-Syndrom im Rahmen anderer Kollagenosen (z.B. Myositis) sein. Zur abschlies-
senden Bewertung stehen weitere Untersuchungen aus. Eine wichtige klinische Bedeutung
wird hingegen dem Auftreten von Antikorpern gegen SS-A/Ro 52 in speziellen Fallen zuge-
schrieben: Antikorper gegen SS-A/Ro 52 gelten als prognostische Marker fiir das neonatale
Lupus-Syndrom: bei Schwangeren mit SLE bzw. Sjogren-Syndrom stellen solche Antikorper
ein erhdhtes Risiko fur einen kongenitalen Herzblock beim Saugling dar.

Das SS-B (La) Antigen (Sjogren syndrome associated antigen B) ist ein Phosphoprotein mit
einem Molekulargewicht von 48 kDa und fungiert als Hilfsprotein der RNA-Polymerase 111.
Antikdrper gegen SS-B gelten als wichtiger Marker fiir das Sjégren-Syndrom, da sie auch bei
Patienten ohne Symptome auftreten.

Andere Autoantigene bei Kollagenosen

Zusétzlich zu den eben beschriebenen Zellstrukturen gibt es weitere, diagnostisch relevante
Auoantigene, von denen die wichtigsten Entitaten in einer Ubersicht skizziert werden
(ConRrAD K et al., Autoantikdrper bei systemischen Autoimmunerkrankungen, Pabst Science
Publishers, Lengerich, 2012).

Fibrillarin, ein basisches Protein mit einem Molekulargewicht von 34 kDa, ist in fibrill&ren
Strukturen der Nukleoli enthalten und Bestandteil eines RNP Partikels (U3-nRNP). Neben
Fibrillarin enthédlt U3-nRNP flnf weitere Proteine und ein Molekul Uridin-reiche nukleédre
RNA (U3-nRNS).

Antikorper gegen Histone (H2A/H2B, H3, H4) haben beim SLE eine hohe Pravalenz. Von
besonderer Bedeutung sind diese Antikdorper aber vor allem fir die Diagnose von Medika-
menten induzierten Lupus-Syndromen. Histone sind basische DNA-assoziierte Proteine mit
einem Molekulargewicht zwischen 11,2 und 21,5 kDa. Sie bilden als Strukturelemente des
Chromatins mit der DNA die hochorganisierten Nukleosomen.



PM-Scl (PM-1) ist vorwiegend im Nukleolus lokalisiert und besteht aus 16 Polypeptiden mit
Molekulargewichten zwischen 20 und 110 kDa. Im Western Blot werden nur zwei Proteine
mit dem Molekulargewicht 80 und 100 kDa gefarbt.

Chromosomen werden durch das Centromer in zwei Arme gegliedert. Hier finden sich meh-
rere Proteine und bilden den Kinetochor (Anheftungsstelle fur Mikrotubuli). Die wichtigsten
im Zusammenhang mit einer Autoantigenitat stehenden Centromer-Proteine sind CENP-A
(17 kDa), -B (80 kDa), -C (140 kDa), -D (50 kDa). Zwischen CENP und dem centromeren
Heterochromatin humaner Chromosomen besteht eine enge Interaktion, seine Bindung an
alphoider Satelliten-DNA wurde beschrieben. Das Centromerprotein B (CENP-B) ist das
zur Zeit am besten charakterisierte humane Centromerprotein. Mit der indirekten Immun-
fluoreszenz wurde bei Anti-Centromer-positiven Patienten mit Raynaud-Symptomatik eine
100% Kaorrelation zum Anti-CENP-B Ergebnis im Western Blot erzielt.

Das antigene Target fur den Autoantikorper gegen Scl-70 wurde zundchst als ein 70 kDa
Chromatin-Antigen, spater dann mit der Immunoblot-Technik als Protein mit einem héheren
Molekulargewicht im Bereich zwischen 86 und 105 kDa, beschrieben. Es stellte sich schliess-
lich heraus, dall Anti-Scl-70-Antikdrper mit dem Enzym DNA-Topoisomerase | (basisches
Nicht-Histonprotein, 100 kDa) reagieren. Proteolytische Degradation, in Abhangigkeit von
Proteinase-Inhibitoren, ist fir die Entstehung des 70 kDa-Fragments verantwortlich. DNA-
Topoisomerse | ist im Nukleoplasma und im Nukleolus (in besonders hoher Konzentration)
lokalisiert. Mit HEp-2-Zellen wird eine beinahe homogene nukledre Immunfluoreszenz mit
betont sichtbaren Nukleoli beobachtet. Das Enzym ist an der Replikation und der Transkrip-
tion der DNA-Doppelhelix beteiligt.

Allgemein kénnen bei Kollagenosen neben den typischen ANAs auch Zytoplasma reaktive
Antikdrper beobachtet werden. Im Zytoplasma gibt es naturgemaR eine Vielzahl von Anti-
genen. Mit der indirekten Immunfluoreszenz kénnen unter Verwendung von HEp-2-Zellen
die korrespondierenden Antikorper im gleichen Testansatz wie ANA nachgewiesen werden.
Die Identifizierung der mit dem Zytoplasma reagierenden Antikorper ist oft nicht leicht, so
daf’ dann zusatzliche Testansatze mit anderen Methoden notwendig sind. Beispiele fir
diagnostisch relevante Antikorper sind solche gegen Jo-1 und ribosomale Antigene. Bei
Uberlappungs-Syndromen mit anderen Immunopathien kann die auf der HEp-2-Zelle
erkennbare charakteristische Immunfluoreszenz von Mitochondrien z.B. auf eine PBC
(primare biliare Zirrhose) hinweisen und somit Anlal fiir weitere Untersuchungen geben.

Bei Patienten mit Polymyositis (idiopathisch entziindliche Myopathie) sind die relevanten
Antikorper Gberwiegend im Zytoplasma lokalisiert. Es handelt sich um verschiedene Amino-
acyl-tRNA-Synthetasen, deren wichtigster Vertreter das als Jo-1 (Histidyl-tRNA-Synthe-
tase) bekannt gewordene Autoantigen ist. Den Autoantikdrpern gegen Aminoacyl-tRNA-
Synthetase kommt Markerfunktion fiir die Subgruppe der Myositiden mit Lungenbeteiligung
zu, die gekennzeichnet ist durch eine starke Assoziation zum HLA-DR3 und HLA-DRw52
Haplotyp.

Dariber hinaus kdnnen in geeigneten Praparaten von HEp-2-Zellen aufgrund charakteristi-
scher Fluoreszenzmuster Antikdrper gegen verschiedene Mitose-assoziierte Antigene identi-
fiziert werden. Der Nachweis derartiger Autoantikorper wird einerseits mit progressiver
Systemsklerose und andererseits mit dem Auftreten von proliferativen Erkrankungen disku-
tiert. Eine endgultige diagnostische Bewertung steht aber noch aus.



Autoantigen

Beschreibung

IFT-Muster

Fibrillarin 34 kDa Protein, Hauptkomponente | Nukleolus: granuléar-schollig
der U3-snoRNP Komplexe (small (clumpy); in Metaphase auch
nucleolar ribonucleoprotein); chromosomale Férbung
beteiligt an der Prozessierung und
der Methylierung von Pra-rRNA

Histone Basische Proteine: H1 (26.5 kDa), Nukleoplasma, Chromosomen:
H2A (14 kDa), H2B (13.8 kDa), homogen in Interphasekernen und
H3 (15.3 kDa), H4 (10.2 kDa); in der Chromatinregion wéhrend
Histone bilden mit der dsDNS das der Mitosephasen
Nukleosom

Jo-1 Histidyl-tRNA-Synthetase Zytoplasma: feingranular, diffus

(HRS), 50-52 kDa Protein

Ku (p70/p80)

DNS bindende Non-Histon-Pro-
teine (p70/p80 Heterodimer);
Bindeglied fir die katalytische
Untereinheit (p350) der DNS
abhéngigen Proteinkinase (DNA-
PK)

(a) Nukleoplasma: feingranular
dicht und/oder diffus, haufig auch
der Chromosomen

(b) Nukleolus: dicht feingranuldr,
weniger intensiv als Nukleoplasma

Nukledre Proteine mit Molekular-
gewicht zwischen 34 und 240 kDa
(unklar, ob individuelle Kompo-
nenten eines makromolekularen
Komplexes oder Degradationspro-
dukte oder unabhangige Antigene
mit Kreuzreaktion); Hauptantigen
ist das 235-240 kDa Protein (Heli-
case, dient dem ATP abhéngigen
Umbau von Nukleosomen)

Nukleoplasma: feingranuldr mit
(oft) ausgesparten Nukleoli

PCNA (Cyclin)

Proliferating cell nuclear antigen,
Helferprotein (36 kDa) der DNS-
Polymerase (Delta) mit Zellzyklus
abhangiger Expression

Nukleoplasma: charakteristische
pleomorphe, granulére Verteilung
entsprechend des Zellzyklus, i.e.
negativ in G1-Phase, schwach gra-
nulér in friher S-Phase, granular in
mittlerer S-Phase (ohne Nukleoli)
und granuldr mit Prominenz der
Nukleoli in spater S-Phase

Phospholipide
(verschiedene)

Anionische und neutrale Phospho-
lipide:

(a) Cardiolipin (Diphosphatidyl-
Glycerol)

(b) B2-Glykoprotein I (B-GP 1)

(c) Lupus-Antikoagulans

(d) andere Phospholipide, z.B.
Phosphatidylcholin, Phosphatidyl-
ethanolamin, Phosphatidylinositol,
Phosphatidylserin, Phosphatidséure

(a) Nachweis im Serum: relevante
Antikorper erfordern in der Regel
im Testansatz die Anwesenheit von
Kofaktoren: die grosste Bedeutung
hat hierbei ,-GP |

(b) Gerinnung: verlangerte Global-
tests durch Inhibition des intrinsi-
schen Gerinnungswegs

PM-Scl

Multiproteinkomplex (Exosom) aus
11-16 Proteinen zwischen 20 und
110 kDa, Hauptantigene sind PM-
100 und PM-75; Exoribonukleasen
im Rahmen des Spleissens von
mRNA und rRNA

Nukleolus: homogen, glatt begrenzt
oft kombiniert mit schwacher
Fluoreszenz des Nukleoplasmas

Ribosomale P
Proteine (PO, P1, P2)

Saure Phosphoproteine PO (38
kDa), P1 (19 kDa) und P2 (17
kDa) der 60 S Untereinheit des

Zytoplasma: feingranulér, wolkig;
ggf. Nukleoli homogen




ribosomalen RNP Komplexes

RNA Polymerase Untereinheiten der RNAPs (Poly- (a) Nukleoplasma (RNAP 11,
1, 11, 11 merasen); Multiproteinkomplexe RNAP [11): granular
(RNAP-I, RNAP-II, (a) RNAP-I: Protein IA (190 kDa) (b) Nukleolus (RNAP 1): granuldr-
RNAP-111) und Protein IB (126 kDa); Trans- punktiert, Nukleoli durch dunklen
kription von rRNA Hof abgegrenzt
(b) RNAP-I1I: Protein I1A (145-220
kDa); Transkription von mMRNA
(c) RNAP-III: Protein 1A (155
kDa) und 111B (138 kDa); Trans-
kription von 5S rRNA, tRNA u.a.
RNAs
Scl-70 DNA-Topoisomerase |, Helicase, (a) Nukleoplasma: feingranular bis

natives 100 kDa (70 und 86 kDa
Spaltprodukte); katalysiert das
Aufschneiden und die Entwindung
der superhelikalen DNS sowie die
Strangbruchkorrektur

homogen und Chromatin mitoti-
scher Zellen
(b) Nukleolus: ringférmig

SRP (SRP54)

Signal Recognition Particle; RNP
Komplex aus 6 Polypeptiden und
einem tRNA &hnlichen Molekul
(7SL RNA), Hauptantigen ist ein
54 kDa Protein; Transport von neu
gebildeten Proteinen in das endo-
plasmatische Retikulum

Zytoplasma: diffus granulér

Th/To RNP (Wa)

Nukleoldre Endonuklease; 40 kDa
Protein des 7-2/MRP RNP Kom-
plexes

Nukleolus: homogen

tRNA-Synthetasen, z.B.
Alanyl-tRNA-Synth.
(PL-12)
Glycyl-tRNA-Synth.
(EJ)
Histidyl-tRNA-Synth.
(Jo-1)

Isoleucyl -tRNA-Synth.
(0J1)
Threonyl-tRNA-Synth.
(PL-7)

Aminoacyl-tRNA-Synthetasen;
Synthetasen katalysieren die Bin-
dung der tRNA an entsprechende
Aminoséuren

Zytoplasma: feingranular, diffus

Zentromer

Zentromer assoziierte Proteine:
CENP-A (19kDa), CENP-B (80
kDa), CENP-C (140 kDa), CENP-
D (50 kDa), CENP-E (312 kDa),
CENP-F (367 kDa); haufigstes
Zielantigen ist CENP-B; verant-
wortlich fir die koordinierte
Trennung der Chromatiden
wahrend der Mitose

Nukleoplasma, Chromosomen:
charakteristische granulére Spots in
Interphasekernen entsprechend der
Anzahl der Chromosomen; in
Mitose liegen die Spots in der
Aquatorialebene

Zahlreiche Autoantigene — Proteine, Enzyme und partikukare Strukturen — haben biologische
Funktionen, die durch inhibitorische Eigenschaften der Autoantikdorper erkennbar sind: DNS
Replikation, DNS Transkription, Spleissen von pr&-mRNS, Amino-Acylierung von tRNS,
Zellteilung, Proteinsynthese und Proteintransport, um hier einige Funktionen zu nennen. Eine
kategorische Zuordnung der biologisch aktiven Antigenstrukturen zu definierten zelluléren
Bereichen (z.B. Zellkern, Nukleolus, Zytoplasma) ist flr das Verstandnis nicht unbedingt
erforderlich, obwohl wéhrend Zellwachstum und Zelldifferenzierung die biologische Aktivitat
tatsachlich bestimmten Kompartments zugeordnet werden kann.



Die diagnostische Bedeutung von Autoantikorpern gegen Zellkern- und Zytoplasmabestand-
teile ist heute anerkannt. lhre Rolle in der Pathogenese erfordert noch intensive klinische,
zell- und und molekularbiologische Arbeiten.

Pathogenese von systemischen Autoimmunerkrankungen

Fur eine Reihe von Erkrankungen gibt es deutliche Hinweise, dal® Autoantikorper bei der
Krankheitsentstehung ursachlich beteiligt sind. Die auftretenden Schaden werden als Folge
des Autoimmunprozesses angesehen. In welchem Zusammenhang Autoantikérper mit dem
Krankheitsprozess auch immer stehen mdégen, fur die Diagnose sind sie von grossem Wert,
ihr Nachweis ermdglicht die differentialdiagnostische Abklarung gegeniiber anderen
Krankheiten. Eine effektive und sensitive Diagnostik ist fur die frihzeitige Einleitung einer
Behandlung wichtig, ggf. dient der Nachweis von Autoantikérpern auch der Prognose.

Storung der Regulation ist der Anfang flr die Auslésung von Autoimmunerkrankungen. Der
Ubergang von Autoimmunphanomenen zur Autoimmunerkrankung ist flieRend und erfordert
mehr als die Sensibilisierung mit Autoantigen. Die eigentliche Autoimmunerkrankung
beginnt mit der Bildung von nenneswerten Mengen an zirkulierenden Autoantikorpern. Fir
die Auslosung der Krankheit sind, abgesehen von der Zuganglichkeit des Autoantigens fur die
immunologischen Effektoren, die Entziindungsreaktionen als immunpathologisches Prinzip
von Bedeutung; Mechanismen der kontinuierlichen oder schubweisen Selbstunterhaltung
fihren zur Chronizitéat der Erkrankung. Der systemische Charakter ist assoziiert mit
ausgepragten Bindegewebsreaktionen. Entstehende Arthralgien und Arthritiden sind ein
sensibler Indikator fiir die Generalisierung einer Autoimmunkrankheit, die bei Patienten im
fortgeschrittenen Lebensalter nicht auf degenerative Gelenkerkrankungen zurtckgefihrt
werden durfen.

Ungleichgewicht im Immunsystem verursacht Reaktionen, die klinisch klassifiziert und unter
dem Begriff Hypersensitivitatserkrankungen gefiihrt werden. Die Nomenklatur erfolgt nach
pathophysiologischen Gesichtspunkten, die unter Beriicksichtigung der Mechanismen der
Gewebeschadigung nach CoomBs und GELL (1963) vier Reaktionstypen (Uberempfind-
lichkeitsreaktionen) bezeichnet. Die systemischen Kollagenosen (z.B. Lupus) werden der
Immunreaktion vom Typ 11l zugeordnet.

e Typ I: Ausldser sind spezifische IgE Antikdrper und Mastzellaktivierung, z.B. bei der
allergischen Rhinitis.

e Typ Il: IgG Antikdrper und zell- oder matrixassoziierte Antigene. Zu den Effektoren
gehdren NK-Zellen, das Komplementsystem und Zellen mit Komplementrezeptoren.
Beispiele sind Medikamentenallergien.

e Typ llI: Zirkulierende Antikorper, l6sliches Antigen und die Entstehung von l6slichen
Immunkomplexen. Der Krankheitsablauf wird durch die Ablagerung in kleinen
Blutgefassen und der Aktivierung von Komplementfaktoren bestimmt. Die sog.
Serumkrankheit (Arthus-Phanomen) ist beispielhaft.

e Typ IV: Spezifische T-Zellen, I6sliche oder zellassoziierte Antigene. Der pathogene
Effekt lauft Gber Makrophagenaktivierung und Zytotoxizitat. Typische Beispiele sind
die Kontaktdermatitis und die Tuberkulinreaktion.

Bei der Typ Il Immunreaktion geht die immunpathologische Wirkung von den
zirkulierenden Immunkomplexen aus. Grundsatzlich sind Immunkomplexe als Produkte des
regularen Abwehrsystems anzusehen. Sie entstehen beispielsweise bei der Abwehr von



Krankheitserregern. Immunkomplexe wirken erst krankmachend, wenn ihre Bildung
uberschiessend ist und eine Stérung des Abbaus vorliegt. Im klassischen Fall einer
chronischen Autoimmunerkrankung entstehen standig zirkulierende Immunkomplexe. Die
krankmachende Wirkung ist auf Eigenschaften zurlickzufiihren, die mit der Grdsse der
Immunkomplexe und ihrer Clearance zusammenhéngen. Eine gestorte Clearance weist auf
Rezeptordefekte der verschiedenen beteiligten Zelltypen. Die Art der Immunkomplexe und
die lange Persistenz in der Zirkulation fuhren zur Bereitschaft einer Ablagerung in
Blutgeféssen.

Eine durch zirkulierende Immunkomplexe (CIC) ausgeldste Organschadigung beginnt mit
ihrer Ablagerung im Kapillarbett und in kleinen Blutgefassen. Grundsatzlich kénnen alle
Organsysteme bestroffen sein; Haut, Synovialis und Niere gelten als wichtige Zielorgane. Die
Ablagerungen lésen entziindliche Reaktionen aus und Organschaden sind die Folge.

e Aktivierung des Komplementsystems: Im Bereich der abgelagerten, meist
mittelgrossen Immunkomplexe kommt es zur Komplementbindung und zur
Komplementaktvierung.

e Freisetzung von Spaltprodukten: Wahrend der Kaskade einer Komplementaktivierung,
(bis zur Ausbildung des Membran attackierenden Komplexes, MAC), werden
leukotaktische und inflammatorische Spaltprodukte freigesetzt.

e Chemotaxis: Komplementspaltprodukte fiihren zur lokalen Ansammlung von
Leukozyten, die ihrerseits Entziindungsmediatoren freisetzen und vielfaltige
Entziindungsreaktionen auslosen.

e Weitere Mediatoren: Wahrend der einsetzenden Phagozytose werden weitere
Mediatoren mit eigenstandiger Bildung von Signalstoffen aus dem umgebenden
Gewebe generiert, die den VVorgang verstarken.

Am Ende der Reaktionskette entwickelt sich eine Immunkomplexkrankheit (Vaskulitis), die
als Hypersensitivitatsreaktion vom Typ Ill (hach CoomBs und GELL) bezeichnet wird. Eine
Chronizitét der Vorgange leitet in Organschadigung tber.

Die Krankheitsentstehung, bei der das Immunsystem im Sinne einer Hypersensitivitats-
reaktivitat massgeblich beteiligt ist, lasst sich vereinfacht skizzieren: Ohne Antigen gibt es
keine spezifische Immunantwort (z.B. Antikorper) und ohne Antigen-Antikorperreaktion
entwickelt sich kein klinisches Symptom. Die Prasenz von Antigen, Antikdrper und ihre
Interaktion lasst klinische Bilder entstehen, die in letzter Konsequenz durch Abldufe des
angeborenen Immunsystems gepragt werden.

e Adaptives Immunsystem: Die Antwort des adaptiven Immunsystems auf antigenes
Material ist der spezifische Ausléser fir die Bildung von Antikdrpern und Start fir die
Krankheitsentstehung.

e Angeborenes Immunsystem: Die reaktive Einbeziehung des angeborenen
Immunsystems mit der komplexen Kaskade entziindlicher Abldufe représentiert aus
immunologischer Sicht die sog. unspezifische Achse.

e Kilinik: Die Auswirkungen der spezifischen und unspezifischen Immunreaktionen im
Organbereich ergeben die klinischen Bilder.



Krankheit durch Hyperreaktivitdt des Immunsystems

Immunsystem < Antigen

Entziindung

\j

Organerkrankung

Erkrankung als Drei-Stufen-Modell

Fur die Diagnostik in der meist langen praklinischen Phase kommen vorwiegend
Autoantikdrper zur Anwendung. Fir eine Aussage zur Krankheitsaktivitat und fur die
Ansprechbarkeit auf Therapieformen sind diese in der Regel nur eingeschrankt nutzbar. Es
fehlen auch geeignete Marker flr eine sichere Friihdiagnostik und fir die Einschatzung der
Krankheitsprognose oder einer Organmanifestation. Aktuell beschrankt sich die
Labordiagnostik auf die Messung von Antikorpern (organtypische, organspezifische
Autoantikdrper) und Entziindungsparametern. Die Differentialdiagnose wird oftmals durch
eine Vielzahl von Autoantikdrpern erschwert, die zu verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der
Krankheitsentwicklung erscheinen.

Vor allem die systemischen Autoimmunerkrankungen zeichnen sich durch schubweisen
Verlauf aus und sind gepréagt durch klinische Subsets und Uberlappunsformen. Antikérper
kdnnen gegen ein Zielantigen eines bestimmten Organs gerichtet sein oder gegen
Molekiilkomplexe, die in verschiedenen Organen gleichermassen vorkommen und zu einer
generalisierten Erkrankung fiihren.

Zielorgane der organspezifischen Erkrankungen kénnen z.B. die Schilddriise, der Magen oder
die Nebenniere sein. Zu den nicht-organspezifischen Erkrankungen gehdoren die
Kollagenosen, die auch unter dem Begriff Systemerkrankungen zusammengefal3t und als
Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises bezeichnet werden. Haut, Gelenke, Muskeln
und innere Organe sind bevorzugt betroffen; haufig wird auch eine Beteiligung der Nieren
festgestellt.

Bei Verdacht auf eine Kollagenose sollte zuerst ein ANA-Immunfluoreszenztest (ANA-IFT
als Suchtest, indirekter Immunfluoreszenztest) durchgefiihrt werden. Bevorzugte
Standardtechnik ist der mikroskopische IFT mit humanen Epithelzellen (HEp-2-Zellen,
Zellkultur). Negative Testergebnisse konnen eine Erkrankung nicht ausschliessen, das weitere
Vorgehen hangt vom klinischen Bild des Patienten ab. Ein positiver ANA-Suchtest ist dann
Anlass flr weiterfihrende Untersuchungen, vgl. Antikérper der ANA-Gruppe bei
Kollagenosen (http://www.immunologie-labor.com/service_files/fach_kollagenose.pdf).



http://www.immunologie-labor.com/service_files/fach_kollagenose.pdf

Mit dem ANA-IFT Globaltest ermdglichen die Fluoreszenzmuster (z.B. homogen,
gesprenkelt, ringférmig, nukleoldr) Rickschlisse auf die reagierenden Antikdrper. Wenn
mehrere Antikorper-Spezifitaten gleichzeitig vorliegen, dann erschweren allerdings die
uberlappenden Muster eine Auswertung. Bei positiven Patientenproben sollten zusétzliche
Analysen zur Feststellung definierter Autoantikdrper angeschlossen werden. Hierzu zahlen
neben der klassischen Geldiffusionstechnik (Ouchterlony) und der Gegenstromelektrophorese
vornehmlich Immunoblot-Techniken, Enzymimmunoassays (ELISA) und Multiplex-
Analysen. Der Einsatz von nativen und rekombinant hergestellten Antigenen ist von grosser
Bedeutung flr Reproduzierbarkeit, Spezifitat und Quantifizierung der Analysen.

Bei homogenem IFT-Muster (mit positiver Reaktion der Chromosomenregion in mitotischen
Zellen) richtet sich das Augenmerk auf Antikorper gegen dsDNS, Nukleosomen, ssDNS, und
Histone. Selten ist ein einziges Testverfahren zielfiihrend, so dass zur Befundabsicherung
verschiedene Methoden eingesetzt werden sollten. Es ist wichtig, positive Testergebnisse im
Dialog mit dem behandelnden Arzt zu besprechen, um das weitere VVorgehen festzulegen.

Serologische Diagnostik

Verdacht auf SLE, Ausschluss anderer Kollagenosen
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Antigen Krankheitsbild Vorkommen (%o)
dsDNS Systemischer Lupus erythematodes (SLE) 60-95
Nukleosomen Systemischer Lupus erythematodes (SLE) 60-90
ssDNS Systemischer Lupus erythematodes (SLE) 70-95
Medikamenten-induzierter Lupus 60
Mischkollagenose (Sharp Syndrom) 20-50
Dermatomyositis, Polymyositis 40-50
Systemische Sklerose, Sjégren Syndrom 10-15
Histone Systemischer Lupus erythematodes (SLE) 30-80
Medikamenten-induzierter Lupus 60-100
Rheumatoide Arthritis 10-50
Sm Systemischer Lupus erythematodes (SLE) 10-30
PCNA Systemischer Lupus erythematodes (SLE) <1
U1-nRNP Mischkollagenose (Sharp Syndrom) 95-100
Systemischer Lupus erythematodes (SLE) 30-40
Rheumatoide Arthritis (Overlap) <5
SS-A (Ro) Sjogren Syndrom 60-100
Systemischer Lupus erythematodes (SLE) 30-60
Neonatales Lupus Syndrom 90-100
SS-B (La) Sjogren Syndrom 40-80
Systemischer Lupus erythematodes (SLE) 10-20
Ku Systemischer Lupus erythematodes (SLE) 5-10
Polymyositis/systemische Sklerose Overlap 5-25
Sjogren-Syndrom 5-20
Fibrillarin Systemische Sklerose 5-10
RNS-Polymerase Systemische Sklerose 5-20
1-111
Zentromer CREST-Syndrom (systemische Sklerose, limitierte 80-95
Form)
Scl-70 Systemische Sklerose 20-60
PM-Scl (PM-1) Polymyositis 5-10
Systemische Sklerose 5-10
Polymyositis/systemische Sklerose Overlap 20-30
To/Th Systemische Sklerose (limitierte Form, CREST) 4-10
Jo-1 Myositis, Polymyositis/Dermatomyositis 30-50
Aminoacyl-tRNA- | Anti-Synthetasen-Syndrome, idiopathische <3
Synthetasen Myositiden
Mi-1, Mi-2 Dermatomyaositis, Polymyositis 5-20
SRP Polymyositis <5
MAP-2 Systemischer Lupus erythematodes 60-80
(neuropsychiatrische
Form)
Phospholipide Systemischer Lupus erythematodes (sekundares 20-50
z.B. Cardiolipin, Anti-
Lupus-Antikoag. Phospholipid-Syndrom)
Ribos. P Proteine | Systemischer Lupus erythematodes (SLE) 10-30
(PO, P1, P2)

Es bleibt anzuwarten, wann und in welchem Umfang molekularbiologische Untersuchungen
im Rahmen sog. personalisierter Diagnostik moglich werden. Neben den rein technisch
erzeugten Sequenzdaten (einer NGS-basierten Genomanalyse) ist dann vor allem eine



kompetente bioinformatische Analyse mit medizinischer Befundung von nachgewiesenen
Genvarianten notwendig, um Markerfunktion fur prognostische und therapeutische
Entscheidungen zu erkennen.
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