Wegener’sche Granulomatose: Untersuchungen zur Rolle zytoplasmatischer
Neutrophilen-Autoantikorper und deren Zielantigen Proteinase 3 sowie

Neutrophilen-Elastase bei Entziindungsprozessen in der Maus

Dissertation zur Erlangung des
naturwissenschaftlichen Doktorgrades

der Bayerischen Julius-Maximilians-Universitdt Wiirzburg

vorgelegt von

Heiko Pfister
aus

Tauberbischofsheim

Wiirzburg 2002



EINGET@ICHE Q1M ..ttt sttt ettt
Mitglieder der Promotionskommission:

Vorsitzender: Prof. Dr. Rainer Hedrich

Gutachter : Dr. med. habil. Dieter E. Jenne

Gutachter : Prof. Dr. Erich Buchner

Tag des PromotionsKOIOQUITMS: .........ccoviiiiieiiieiieiie ettt reesereebeeseneenneens

Doktorurkunde ausgehAndigt am: .........c.ccoieiiiiiiieiiieeieee e

- 11 -



Die Versuche zur vorliegenden Arbeit wurden in der Zeit von April 1998 bis August 2001 in der
Arbeitsgruppe von Dr. med. habil. Dieter E. Jenne, Abteilung fiir Neuroimmunologie am Max-Planck-

Institut fiir Neurobiologie in Martinsried durchgefiihrt.

Ich erkldre hiermit, diese Arbeit selbstindig und ausschlielich unter Verwendung der angegebenen

Quellen und Hilfsmittel angefertigt zu haben.

Die Arbeit wurde nach den alten Regeln der Rechtschreibung und Interpunktion verfaft.

Martinsried, den 12. Februar 2002

-1II -



Danksagung

Bedanken mochte ich mich bei Dr. Dieter Jenne fiir die Betreuung dieser Arbeit.

Herrn Prof. Dr. Erich Buchner sei fiir die Begutachtung und Betreuung dieser Arbeit seitens der

Universitat Wiirzburg gedankt.

Besonders bedanken mochte ich mich bei Dr. Monika Bradl fiir Ihr immer offenes Ohr und ihre
engagierte Diskussionsbereitschaft. Thr und Mark Hiibener sei iiberdies fiir die Ubernahme der

Aufgaben des Promotionskommittees gedankt.

Dr. Wolfgang Klinkert und Dr. Klaus Dornmair sei gedankt fiir die Hilfestellungen und Tips in der
Proteinchemie und FACS-Analysen. Dr. Antonio Iglesias danke ich fiir seine Tips im Bezug auf alles

was mit humoraler Immunitéit zu tun hat.

Monika Falkenberg und Beate Heuser danke ich fiir die Herstellung histologischer Praparate.

Prof. Dr. Markus Ollert und Prof. Dr. Ulrich Specks sei fiir die lange dauernde intensive

Zusammenarbeit gedankt.

Bedanken mochte ich mich auch bei Dr. Leticia Quintanilla-Fend fiir die ziigige Erstellung der

pathologischen Gutachten.

Herzlich gedankt sei allen Kollegen der Abteilung fiir Neuroimmunologie die hier namentlich nicht
aufgefiihrt wurden. Nicht zuletzt mochte ich mich bei allen Kollegen aus N136/N137 fiir die gute
(Labor)gemeinschaft bedanken, dies gilt im besonderen fiir Lisa Stegmann, Heike Reimann, Elke
Wilharm, Clara Hink-Schauer und Wolfgang Lasinger, dem hier gesondert noch einmal fiir die
Betreuung der Tiere und seine Hilfe beim Zellenzéhlen und der histologischen Auswertungen gedankt

sel.
Nicht zuletzt (und diesmal wirklich) sei einer merkwiirdigen, haarigen Gestalt aus einem fremden

Gebirgszug gedankt, die einen wesentlichen Beitrag zur Identitdtsfindung mit Hilfe von Teppichen,

Musikinstrumenten und ein wenig Gallerte (Collagen!) geleistet hat.

IV -



Stereobild der Kristallstruktur humaner PR3.

Um das Autoantigen der Wegener’schen Granulomatose 3-dimensional zu erschlieBen, bitte das Bild etwa 50 cm entfernt halten
und zwischen beiden Kristallmodellen ,,hindurchschauen®. Mit etwas Ubung ergibt sich nach einer Weile ein raumlich-plastischer
Eindruck der Kristallstruktur. Das Bild wurde mit dem pdb-viewer (Glaxo-Wellcome) hergestellt. Die C-terminale Helix ist rot-
braun, Faltblattstrukturen sind blau dargestellt. Cysteinreste (gelb) und die katalytische Triade (His-57, Asp-102, Ser-195) sind im
Detail wiedergegeben.
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Summary

Summary

Wegener’s granulomatosis (WG) is an autoimmune disorder typically characterized by chronic
inflammmation of the upper respiratory tract, vasculitis and glomerulonephritis. WG belongs to the
group of anti-neutrophil cytoplasmic autoantibody (ANCA) associated vasculitides with no or very
few immune complex deposits (“pauci-immune”) in affected organs. “Classic” ANCA (c-ANCA) that
produce a cytoplasmic staining pattern on neutrophils are a specific seromarker for this disease entity.
They recognize conformational epitopes of proteinase 3 (PR3) from azurophil granules of neutrophil
granulocytes. The correlation of PR3-specific antibody titers and disease course suggests that they are
an important pathogenic factor for this autoimmune disease. The hypothesis is supported by in vitro
experiments demonstrating an interaction of c-ANCA with cytokine primed neutrophils resulting in
full activation manifested by degranulation and respiratory burst. It has been shown that c-ANCA can
also directly induce the loss of endothelial barrier functions. However, direct evidence for the
pathogenic potential of c-ANCA in vivo has not been published yet. The central aim of this study is to
clarify the role of c-ANCA in WG.

Since antibodies directed against human PR3 do not crossreact with the murine homolog, mPR3-
specific antibodies were necessary to provide direct proof for c-ANCA mediated tisssue damage in a
murine disease model. Hence, sufficient amounts of recombinant murine PR3 (mPR3) were necessary
to generate mPR3 specific murine antibodies. Several attempts have been made to produce
recombinant PR3 in prokaryotic and eukaryotic host systems. But conformational epitopes recognized
by c-ANCA are not well preserved on recombinant PR3 derived from E. coli, P. pastoris, or
baculovirus-infected insect cells described in the literature so far. While recombinant human PR3
expressed in eukaryotes is well recognized by c-ANCA, the yield of both active human and murine
PR3 generated in eukaryotic expression systems is very low. To obtain sufficient amounts of correctly
folded recombinant murine proteinase 3 (rmPR3) for multiple immunizations of PR3/NE-deficient
mice, rmPR3 was produced as inclusion body material in E. coli as a catalytically inactive precursor
molecule. After in vitro refolding the N-terminal propeptide was removed by limited proteolysis with
the dipeptidylaminopeptidase cathepsin C yielding catalytically active enzyme. Due to its catalytic
activity that could be inhibited by the physiologic inhibitor of human PR3, al-antitrypsin, but not by
secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI), the recombinant material was assumed to harbour the

correct conformation after refolding.



Summary

To test, if anti-rmPR3 antibodies were sufficient to induce symptoms characteristic for WG, anti-PR3
antiserum was generated by immunization of PR3/neutrophil elastase (NE)-deficient mice with
recombinant, refolded mPR3 or its zymogen. Specificity of the obtained sera was confirmed by
ELISA, Western Blotting and indirect immunofluorescence. Moreover, antisera bound to the
membranes of primed murine neutrophils as determined by flow cytometry. The generated antisera
thus fulfilled the criteria defining c-ANCA positive sera of WG patients with respect to antigen
specificity.

If anti-PR3 antibodies are sufficient to induce symptoms characteristic for WG, transfer of antiserum
to wildtype mice should induce vasculitis and/or glomerulonephritis. By repetitive intravenous
injection of antiserum from immunized mice a persisting antibody titer was generated in naive wild
type mice over a treatment period of 10 weeks. Lung and kidney of these mice were analyzed
histologically but neither granuloma or vasculitis were found in the lungs nor glomerulonephritis or
vasculitis was observed in the kidneys. This result suggests that c-ANCA alone are not sufficient to
induce WG symptoms in the mouse.

Our initial observations were not surprising since the current hypothetical concept of c-ANCA-
induced vasculitis implies that a primary inflammatory stimulus provided by cytokines like TNFa is
required for the target antigen to be expressed on the plasma membrane of neutrophils. Exposure of
the target antigen enables the binding of c-ANCA and subsequently triggers neutrophil activation.
Consequently, this model, that was primarily deduced from in vitro experiments, was adapted to a
model of local inflammation in the mouse: A mild inflammation was induced by repetitive local
injection of TNFa into the skin. This inflammatory reaction increased significantly in the presence of
rmPR3-antibodies. Our experimental data thus confirm the current concept that ascribes a pathogenic
potential to c-ANCA.

A second aspect adressed in this work is the contribution of the two neutrophil serine proteases NE
and PR3 to the generation of inflammatory processes. With respect to the mechanisms involved in the
pathogenesis of WG, NE and PR3 may be of particular importance due to their ability to degrade
extracellular matrix proteins, induction of apoptosis in endothelial cells, and the regulation of
inflammatory processes by a variety of mechanisms. A local reverse passive Arthus reaction (RPA)
was chosen as a model of a type III hypersensitivity reaction to reveal quantitative differences of
inflammation in PR3/NE-deficient mice and congenic wild type mice. Wild type mice reacted
significantly stronger than PR3/NE-deficient mice as determined by examination of local edema and
hemorrhage intensity. It remains to be determined if the observed phenotype in vivo reveals a

concerted effect of both serine proteases or if deficiency of one of the proteases alone accounts already

-XI -



Summary

for this phenotype. Experimental data presented in this work are consistent with the hypothesis that
PR3 and NE may directly interact: When recombinant mPR3 was incubated with hNE, a cleavage of
rmPR3 was observed that is apparently associated with changes in enzymatic activity. The physiologic
relevance of this finding has to be defined in further studies. In summary, this work adds to the current
understanding of the role of PR3 in WG: PR3 is not only the relevant autoantigen whose interaction
with c-ANCA contributes to the fatal outcome of the disease but also contributes together with
neutrophil elastase to tissue damage by its lytic activity and pleiotropic effects on inflammatory

reactions.
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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Wegener’sche Granulomatose (WGQG) ist eine Autoimmunerkrankung, die sich typischerweise als
chronische Entziindung des oberen Respirationstraktes, Vaskulitis und Glomerulonephritis
manifestiert. WG gehort zur Gruppe der sog. “pauci-immunen” Vaskulitiden, die mit Anti-
Neutrophilen-Antikdrpern (ANCA, anti neutrophil cytoplasmic antibody) assoziiert sind. Mit Hilfe
der indirekten Immunfluoreszenz lassen sich ANCA im Serum der meisten WG-Patienten nachweisen.
Die mit WG assoziierten sog. ‘“klassischen” ANCA (c-ANCA) erkennen spezifisch
Konformationsepitope der Serinprotease Proteinase 3 (PR3), die in den azurophilen Granula
neutrophiler Granulozyten gespeichert wird. Die enge Korrelation PR3-spezifischer Antikdrperspiegel
mit dem Krankheitsverlauf 146t vermuten, dal3 sie bei der Pathogenese eine zentrale Rolle spielen
konnten. Diese Hypothese wird von Daten aus in vitro Experimenten gestiitzt: werden Zytokin-
stimulierte neutrophile Granulozyten mit Patientenserum oder isolierten c-ANCA inkubiert, erfolgt
eine Aktivierung der Neutrophilen, die sich durch Degranulation und Freisetzung von
Sauerstoffradikalen duflert. c-ANCA konnen so indirekt - aber vermutlich auch direkt - zur
Endothelschidigung beitragen. Jedoch konnte bisher kein direkter Beweis des pathogenen Potentials
von c-ANCA am Tiermodell erbracht werden. Um die Wirkung von c-ANCA an einem Mausmodell
zu testen, war zundchst ein murines Maus-PR3- (mPR3) spezifisches Antiserum notwendig. Da
humane c¢-ANCA nicht mit mPR3 kreuzreagieren, wurde fiir die Immunisierung von
PR3/Neutrophilen-Elastase (NE)-defizienten Mausen ein mPR3-Zymogen rekombinant in E. coli als
EinschluBkorpermaterial (IB, inclusion bodies) hergestellt. Nach Renaturierung des IB-Materials in
vitro wurde mit der Dipeptidylaminopeptidase Cathepsin C das N-terminale Propeptid abgespalten.
Das gewonnene Enzym besal} die fiir PR3 und NE spezifische katalytische Aktivitit, die durch den
physiologischen Inhibitor humaner PR3, al-Antitrypsin, inhibiert werden konnte. Es ist daher
anzunehmen, daBl das gewonnene rekombinante Material die korrekte Konformation durch
Renaturierung in vitro erhalten hatte.

Um nun die pathologische Wirkung von Anti-rmPR3-Antikérpern zu testen, wurden PR3/NE-
defiziente Miuse mit dem rekombinanten Zymogen (pro-rmPR3) oder der N-terminal prozessierten
Form (rmPR3) immunisiert. Die Spezifitdit der gewonnenen Antiseren wurde durch
Festphasenimmunoassay, Western Blotting und indirekte Immunfluoreszenzfiarbung {iberpriift.
Weiterhin konnte fluoreszenzzytometrisch die Bindung von Anti-mPR3-IgG an die Plasmamembran

Zytokin-stimulierter Granulozyten nachgewiesen werden. Die hergestellten Antiseren erfiillten somit
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die fir c-ANCA-positive Seren von WG-Patienten typischen Eigenschaften hinsichtlich der
Antigenspezifitit.

Wenn ¢-ANCA alleine hinreichend fiir die Induktion der fiir WG charakteristischen Symptome sind,
sollte der Antiserumtransfer auf Wildtyp-Mause WG-dhnliche Symptome in den Rezipienten
hervorrufen. Nach wiederholter intravenoser Injektion von Serum pro-rmPR3-immunisierter Méuse
lieB sich ein signifikanter Antikorperspiegel bei Verdiinnungen von 1:2000 {iber den gesamten
Behandlungszeitraum von 10 Wochen in den Rezipienten nachweisen. Der anschlieende
histologische Befund von Niere und Lunge ergab jedoch keine pathologischen Verdnderungen. Dieses
Ergebnis legt nahe, dal3 c-ANCA alleine keine Krankheitssymptome hervorrufen.

In dem gegenwirtigen Modell fiir c-ANCA-vermittelte Vaskulitis entfaltet sich die pathogene
Wirkung von c-ANCA vor allem dann, wenn neutrophile Granulozyten zusitzlich durch
proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktor o (TNF o) stimuliert werden. Erst die
Stimulation der Granulozyten ermdglicht die Bindung von c-ANCA an die Plasmamembran und deren
anschliefende Aktivierung. Deshalb wurde dieses Modell, das vorwiegend aus Ergebnissen von
Experimenten in vitro abgeleitet ist, auf ein lokales Entziindungsmodell der Maus iibertragen: Durch
wiederholte Injektion von TNFa in die Haut wurde eine leichte Entziindungsreaktion ausgelost. Diese
Entziindungsreaktion lie8 sich schlieflich durch intravendse Verabreichung von pro-rmPR3- oder
rmPR3-Antiserum verstirken. Dieser Befund ist ein wichtiger Beweis fiir die verbreitete Ansicht, dal3
c-ANCA nicht nur ein Epihdnomen der WG darstellen, sondern selbst ein pathogenes Potential
besitzen.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Beteiligung der beiden Serinproteasen NE und PR3
an der Entstehung inflammatorischer Prozesse untersucht. Im Hinblick auf die bei der Pathogenese der
WG beteiligten Mechanismen kdnnten PR3 und NE eine wichtige Rolle spielen. PR3 und NE kénnen
Proteine der extrazelluldren Matrix abbauen, Apoptose in Endothelzellen induzieren und sind an der
Regulation entziindlicher Prozesse iiber verschiedene Wirkmechanismen beteiligt. Um quantitative
Unterschiede bei Entziindungsreaktionen zwischen NE/PR3-defizienten Mausen und kongenen
Wildtyp-Tieren zu untersuchen, wurde als Modell einer Typ III Hypersensitivititsreaktion eine lokale
passive Arthus-Reaktion induziert. Wildtyp-Mause entwickelten dabei eine deutlich stirkere lokale
Entziindung als NE/PR3-defiziente Méuse. Weitere Studien sind ndtig um die Frage zu klédren, ob eine
der beiden Serinproteasen alleine oder in Kooperation mit der anderen diesen Phianotyp hervorruft. Fiir
einen direkten synergistischen Effekt sprechen indes die Ergebnisse eines in vitro Experiments mit

pro-rmPR3 und humaner NE: Bei Inkubation von pro-rmPR3 mit hNE wurde eine Spaltung des
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Proenzyms beobachtet, die mit einer Verstarkung der enzymatischen Bruttoaktivitidt einherging. Die
physiologische Relevanz dieser Beobachtung muf3 allerdings noch geklért werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stehen im Einklang mit den neuesten Erkenntnissen iiber die
Rolle der PR3 bei der Wegener’schen Granulomatose: PR3 diirfte sowohl aufgrund pleiotroper Effekte
auf entziindliche Reaktionen als auch wegen seiner lytischen Eigenschaften zur Gewebeschidigung
beitragen. Dariiberhinaus konnte eine pathogene Wirkung von mPR3-spezifischen Antikdrpern in der

Maus nachgewiesen werden.
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1 Einleitung

1931 berichtete Klinger als erster {iber GefdBBerkrankungen als Sonderform der Panarteriitis nodosa
[175]. Der Pathologe Friedrich Wegener grenzte die ,eigenartige rhinogene Granulomatose mit
besonderer Beteiligung des Arteriensystems und der Nieren“ von der Panarteriitis nodosa ab [333].
1954 schlieBlich fithrten Godman und Churg den Begriff Wegener’sche Granulomatose (WQ) ein,
dem die diagnostischen Kriterien der sog. Wegener’schen Trias Granulom, Vaskulitis und
Glomerulonephritis zugrunde lagen [120].

1982 wurden von Davies und Mitarbeitern zum ersten mal bei 8 Patienten mit segmental
nekrotisierender Glomerulonephritis zytoplasmatische, Anti-Neutrophilen-Antikdrper beschrieben
[75]. Van der Woude und andere schlugen 1985 schlieBlich als erste vor, das von Anti-Neutrophilen-
Antikorpern (zundchst bezeichnet als anti cytoplasmic antibody, ACPA, spater umbenannt in anti
neutrophil cytoplasmic antibody, ANCA) hervorgerufene diffus granuldre zytoplasmatische
Fluoreszenzmuster auf Neutrophilen als spezifisches diagnostisches Kriterium fiir die Wegener’sche

Granulomatose einzusetzen [345].

1.1 Klassifizierung systemischer idiopathischer Vaskulitiden

Vaskulitiden bilden eine auBerordentlich heterogene Gruppe entziindlicher BlutgefaBerkrankungen,
die sich klinisch in unterschiedlichster Weise manifestieren. Der Entziindungsprozef3 kann nahezu alle
BlutgefiaBBe betreffen und deshalb Auswirkungen auf fast alle Organe haben. Die Klassifizierung
idiopathischer Vaskulitiden beruht im wesentlichen auf der Grofe der primér betroffenen Geféle
(Abb. 1.1) [155].

Eine Untergruppe der priméren oder idiopathischen Vaskulitiden bilden die sog. ANCA-assoziierten

Vaskulitiden, zu denen unter anderem die Wegener’sche Granulomatose zu rechnen ist.
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Aorta (grole Arterie)
Arteria renalis (mittelgrofie Arterie)
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Churg-Strauss-Syndrom
= |

Purpura Schénlein-Henoch, Vaskulitis bei essentieller
Kryoglobuliniimie, Antibasalmembranglomerulonephritis

Abb. 1.1: Spektrum systemischer Vaskulitiden und die vorwiegend betroffenen Gefalitypen nach ihrer
GrofBe (hier dargestellt anhand der GefaBBtypen der Niere). Aus [272].

1.2 Antineutrophile zytoplasmatische Autoantikorper (ANCA)

ANCA sind vorwiegend gegen Enzyme gerichtet, die in den primédren oder azurophilen Granula
(Lysosomen) von neutrophilen Granulozyten lokalisiert sind. Auf Athanol-fixierten Neutrophilen
werden drei verschiedene Farbemuster in der indirekten Immunfluoreszenzfarbung unterschieden: c-
ANCA, p-ANCA und x-ANCA oder a-ANCA (Tab.1.1).

Die Methode der indirekten Immunfluoreszenzfirbung von Athanol- und Formaldehyd-fixierten
neutrophilen Granulozyten dient bis heute als wichtigstes differentialdiagnostisches Kriterium, und
wurde 1in neuerer Zeit durch Autoantigen-spezifische Festphasenimmunoassays erginzt. Die
Verwendung vernetzender Fixative (z. B. Paraformaldehyd, PFA) fiir die Priparation der Zellen fiihrt
zu einer Immobilisierung der ANCA-relevanten Antigene im Zytoplasma. Das p-ANCA-Muster stellt
hingegen ein artifizielles Firbemuster auf Alkohol-fixierten Zellen dar: die Athanol-Fixierung fiihrt zu
Verdnderungen in den Granula-Membranen, was eine ionische Wechselwirkung zwischen
kationischen Proteinen der Granula und der negativ geladenen Zellkernmembran ermdglicht. Die
kombinierte Anwendung beider Techniken erlaubt die Differenzierung von ANA (anti nuclear
antibodies), die gegen Bestandteile des Zellkerns, meist DNA oder DNA-assoziierte Proteine,
gerichtet sind, und p-ANCA und c-ANCA (ndheres hierzu s. Kap. 4.6.2 b).
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Akronym Subtyp Fluoreszenzmuster Zielantigen
c-ANCA Zytoplasmatische oder diffus granular, z. T. PR3 [154, 156],
,,classic ANCA zentral akzentuiert selten MPO [279]

p-ANCA perinukleire ANCA perinuklear MPO [95], NE [221, 59],
Cat G [134], Azu [352], LF
[61], Lysozym [140], BPI
[348], selten PR3 [157]

x-ANCA atypische ANCA homogen zytoplasmatisch ~ Lysozym [140], BPI [297]
a-ANCA mit Anfarbung der

perinukledren Zone

Tab. 1.1: ANCA Fiarbemuster in der indirekten Fluoreszenzmikroskopie und deren Zielantigene.
PR3, Proteinase 3; MPO, Myeloperoxidase; NE, Neutrophilen-Elastase; Cat G, Cathepsin G; Azu, Azurozidin; LF,

Laktoferrin; BPI, bakterizides Permeabilitdt steigerndes Protein.

ANCA sind jedoch kein spezifisches Merkmal ANCA-assoziierter Vaskulitiden. Sie wurden auch bei
Patienten mit verschiedenen rheumatischen Autoimmunerkrankungen wie rheumatoider Arthritis,
systemischem Lupus erythematodes, Sjorgens Syndrom und einigen anderen beschrieben [208]. Zwar
besteht bei rheumatischen Autoimmunerkrankungen ein erhohtes Risiko fiir Vaskulitis, die
Korrelation zu ANCA-Spiegeln wird bislang aber kontrovers diskutiert [61, 143]. Weiterhin wurden
ANCA bei Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen, Autoimmunhepatitis, chemisch
induzierten =~ Autoimmunerkrankungen  (z.  B.  Minozyklin-induzierte  Arthritis)  und
Infektionserkrankungen (z. B. Endokarditis) nachgewiesen (Zusammenfassung in [148]). Die stirkste
Krankheitsassoziation und hdochste Antigenspezifitit ist fiir c-ANCA bei der Wegener’schen

Granulomatose beschrieben (Tab. 1.2).
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Erkrankungen c-ANCA (PR3) [%] p-ANCA (MPO) [%]
Wegener’sche Granulomatose
-Initialphase 50 0
-Generalisation 95 <2
Churg-Strauss-Syndrom 10 20-60
Mikroskopische Polyangiitis 45 45
Pauci-immune RPGN' 25 25-65

Tab. 1.2: ANCA-Pravalenzen [223, 321, 164].
In den meisten Féllen sind c-ANCA PR3-spezifisch, p-ANCA MPO-spezifisch. In selteneren Féllen wurden andere
Spezifitdten beobachtet. Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Durchschnittswerte, die in verschiedenen
Publikationen z. T. erheblich voneinander abweichen.

'rapid progressive Glomerulonephritis
1.3 Wegener’sche Granulomatose

Die Wegener’sche Granulomatose ist eine recht seltene Erkrankung {iiber deren Héufigkeit,
insbesondere wegen der schwierigen Diagnosestellung, aufgrund der unspezifischen Beschwerden in
der Anfangsphase, wenig Angaben existieren. Die Schéitzungen schwanken zwischen 0,8 und 3 Féllen
pro 100000 in Nordamerika und Europa [329, 63]. Die mittlerweile verbesserten diagnostischen
Methoden lassen aber auf eine etwas hohere Inzidenz schliefen [51]. Die Erstdiagnose erfolgt hdufig
bei 40-60 jéhrigen Patienten, es sind jedoch auch zahlreiche Erkrankungen bei jiingeren Menschen und
Jugendlichen beschrieben worden [335, 147]. Méanner und Frauen sind von dieser Erkrankung etwa
gleich héufig betroffen [147].

Die Wegener’sche Granulomatose verlduft gewohnlich in zwei Phasen [128]: Zunichst treten im
oberen Respirationstrakt granulomatose Lisionen auf. Innerhalb weniger Wochen, oft auch erst nach
Monaten oder Jahren, erfolgt in den meisten Fillen der Ubergang zur generalisierten Form, die meist
durch Vaskulitis der kleinen Arterien, Kapillaren und Venen gekennzeichnet ist. Die Organbeteiligung
ist aber duflerst variabel: bevorzugt manifestiert sich die Erkrankung im Bereich der Nase und den
Nebenhohlen, gefolgt von Lungen und Nieren. Seltener sind Gelenke, Augen, Haut, Nervensystem,
Trachea, Herz, Leber und Gastrointestinaltrakt betroffen [99] (Abb. 1.2). Typischerweise tritt
segmental nekrotisierende Glomerulonephritis, Vaskulitis und Granulombildung in der Lunge auf

(Wegener-Trias).
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Hinweise auf die Atiologie der Erkrankung liefern unter anderem genetische Dispositionen: Triger des
Z-Allels von al-Antitrypsin (al1-AT), dem physiologischen Inhibitor von PR3, haben ein statistisch
erhohtes Risiko, das moglicherweise von einem Ungleichgewicht zwischen Protease und Inhibitor
verursacht wird [93, 87]. Vermutlich ist auch die offensichtlich genetisch determinierte, konstitutive

Expression von PR3 auf der Plasmamembran neutrophiler Granulozyten ein Risikofaktor [344, 116].

Episkleritis, Uveitis — ——~ @ o\ _ . _ ZNS-Granulome
Sinusitis, _ _ _ _ _ __ Rhinitis,
Protrusio bulbi Ulzerationen
Otis, _ _ _ . _ _ _ _ _ 7 _ — _ _ Subglottische
Parotisschwellung Stenose

Tracheal-/
~ Bronchial-
stenose

pulmonale
infiltrationen

Glomerulo-_ o
nephritis

Polyneuropathie — — ~— — —

— — — Myositis

_____ leukozyto-
.— kiastische

Vaskulitis

Abb. 1.2: Voll ausgeprigte WG im Generalisationsstadium

WG betrifft am hdufigsten den oberen Respirationstrakt, Lunge und Niere. Die klinische Symptomatik kann jedoch duflerst
variabel sein.

Rechts: oben: Lungenbiopsie eines WG-Patienten mit Mikroabszessen (Pfeile)

Mitte: Kleines BlutgefdB (Lunge) eines WG-Patienten mit Angiitis

Unten: typische Nierenbiopsie eines WG-Patienten mit segmental nekrotisierender Glomerulonephritis (zwischen den
Pfeilen)

Quellen: Abb links aus [125]. Fotos: Martha L. Warnock, M.D, Professor Emerita fiir Pathologie, University of California,
Californien, USA (Internet: http:/pathhsw5m54.ucsf.edu).
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Bis heute liegen keine experimentellen Beweise fiir das pathogene Potential von c-ANCA in vivo vor.
Zahlreiche in vitro Befunde lassen eine kausale Beziehung zwischen c-ANCA und der Pathogenese
von WG aber plausibel erscheinen (Zusammenfassung in [148]). Durch eine immunsuppressive
Therapie 148t sich denn auch oft eine dauerhafte Remission erreichen: Eine Kombinationstherapie mit
hochdosierten Kortikosteroiden (i. d. R. Prednisolon) und Zytostatika (i. d. R. Cyclophosphamid) fiihrt
meist zu einer deutlichen Besserung des klinischen Bildes [147]. Unbehandelt verlduft die Krankheit
nach dem Ubergang in die generalisierte Phase meist in kurzer Zeit tddlich. Eine medikamentdse
Langzeitbehandlung der Patienten ist trotz erheblicher Risiken, wie z. B. infektiose Komplikationen

und Tumorbildung, angezeigt. Die Entwicklung alternativer Therapieformen ist daher wiinschenswert.

1.4 c-ANCA in der Wegener’schen Granulomatose

Neben histologischen und radiologischen Befunden ist heute der Nachweis von c-ANCA wichtigster
Laborparameter bei der Diagnose einer WG. Die zentrale Frage seit der Entdeckung von c-ANCA bei
WG ist aber, ob c-ANCA ein pathogenes Potential besitzen oder ob sie lediglich als Epiphdnomen
auftreten. WG wie auch mikroskopische Polyangiitis (MPA) und Churg-StrauBB-Syndrom (CSS)
zdhlen zu den sog. ,,pauci-immunen® Autoimmunvaskulitiden, denn es lassen sich keine oder nur
duBerst wenige Immunkomplex- und Komplementablagerungen in den betroffenen Geweben
nachweisen. Auflerdem gibt es zwar eine enge Korrelation zwischen Krankheitsverlauf und c-ANCA-
Serumspiegeln, aber bei ca. der Hilfte der WG-Patienten lassen sich in der lokal begrenzten
Anfangsphase keine c-ANCA nachweisen [223]. Dieser negative Befund konnte durch die begrenzte
Sensitivitidt der Nachweismethoden bedingt sein oder darauf hinweisen, da3 c-ANCA zu Beginn der
Erkrankung keine Rolle spielen. Die Arbeit von Russell und Kollegen belegt, daB PR3-Zymogen-
spezifische c-ANCA enger mit dem Krankheitsverlauf korreliert sind als c-ANCA-Spiegel, die mit der
N-terminal vollstindig prozessierten PR3 ermittelt wurden [265]. Eine bessere Kenntnis des
Epitopspektrums von c¢-ANCA dirfte in Zukunft vielleicht zur Entwicklung sensitiverer
Nachweismethoden beitragen, die Verdnderungen des c-ANCA-Spiegels mit dem Krankheitsverlauf
noch besser in Einklang bringen.

Zahlreiche in vitro Befunde und klinische Beobachtungen lassen jedoch bereits jetzt die Beteiligung
von c-ANCA bei der Entstehung von Vaskulitis bei WG vermuten. Als Krankheitsausloser werden
exogene Stimuli wie Infektionen vermutet. Aber welcher oder welche pathologischen Mechanismen

werden durch c-ANCA ausgeldst oder verstarkt?
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1.

Das Zielantigen PR3 wird in den azurophilen Granula neutrophiler Granulozyten und Monozyten
gespeichert. Erst die Stimulation von Neutrophilen macht das Antigen fiir die zirkulierenden c-
ANCA zuginglich [65, 64]. Neutrophile Granulozyten und deren Aktivierungszustand sind
deshalb besonders genau untersucht worden. In vitro kénnen neutrophile Granulozyten und
Monozyten durch inflammatorische Mediatoren wie TNFa oder IL-8 stimuliert werden, was zur
Exposition lysosomaler Granulakomponenten wie PR3 auf der Plasmamembran fiihrt [64]. Ob
PR3 an spezifische Oberflaichenrezeptoren oder aufgrund seines kationischen Charakters (pI=9) an
die negativ geladene Zellmembran bindet, ist bislang ungeklért [46, 49, 183]. PR3-spezifische
ANCA konnen an das oberflichenexponierte Antigen binden und durch Vernetzung von noch
nicht identifizierten PR3-Rezeptoren (moglicherweise ein Mitglied der B,-Integrin-Familie) oder
F.-Rezeptoren eine vollstindige Aktivierung mit Degranulation und ,oxidativem Burst*
hervorrufen [96, 240, 177]. Die Freisetzung von PR3, NE und anderen Enzymen und die
Generierung zytotoxischer Sauerstoffintermediate fiihrt schlieBlich zur Gewebeschiddigung (Abb.
1.3).

Das pathogene Potential von c-ANCA wird wohl zusétzlich noch durch die vermehrte Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren verstirkt, die durch die Wechselwirkung der c-ANCA mit
Granulozyten und Endothelzellen direkt oder indirekt hervorgerufen wird:

c-ANCA-vermittelte Aktivierung von Neutrophilen fiihrt zur Freisetzung inflammatorischer
Mediatoren wie TNFa, IL-1, LTB4 [40, 124].

c-ANCA-vermittelte Aktivierung von Monozyten fiihrt zur Freisetzung von IL-8 [243].
Apoptotische neutrophile Granulozyten exprimieren auf ihrer Oberfliche ebenfalls das c-ANCA-
Antigen [118]. PR3-ANCA-opsonisierte apoptotische Neutrophile werden von Makrophagen
verstirkt phagozytiert, die dabei weitere proinflammatorische Mediatoren, vor allem TNFa,
freisetzen [213].

c-ANCA interferieren mit der Serinprotease-Serpin-Komplexbildung, was zu einem erhdShten

Spiegel zirkulierender, aktiver PR3 fiihrt [83, 144].

5. PR3 kann die Freisetzung von IL-8 aus Endothelzellen induzieren [23].

Tatsdchlich findet man bei WG-Patienten erhohte Spiegel verschiedener Zytokine [169]. Bei der

Pathogenese von WG spielen offensichtlich komplexe, positive Riickkopplungseffekte eine wichtige

Rolle. PR3 fungiert in der WG also nicht nur als Autoantigen, sondern kdnnte auch durch seine

proinflammatorischen  Eigenschaften selbst lokale Entziindungsreaktionen verstirken (zur

proinflammatorischen Wirkung von PR3 siehe Kap. 1.5). Auch die durch c-ANCA hervorgerufene

Storung der Serinprotease-Serpin-Komplexbildung und die damit verbundene hohere Serum-PR3-
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Aktivitdt konnte zu lokaler und systemischer Inflammation beitragen [144] als auch direkt durch ihre
enzymatische Aktivitdt zu Lisionen fiihren [8]. Die Inhibition enzymatischer Aktivitit durch c-ANCA
wurde ebenfalls beschrieben (=antiinflammatorisch?, s. auch folgendes Kapitel) [73]. Inwieweit diese
Faktoren pathophysiologisch eine Rolle spielen, ist jedoch noch voéllig offen. Die Ursache zur
Entstehung von Granulomen bei WG ist ebenfalls noch ungeklért, aber es werden hier Thl-Zellen

zumindest mitverantwortlich gemacht [196, 67].

<« ‘
\\v anti PR3
/.f,}x:'f“*»-..:

Z

Abb. 1.3:Hypothetisches Modell fiir die c-ANCA-vermittelte Endothelschiidigung.

Neutrophile (primed PMNSs) und Endothelzellen (Cytokine-activated ECs) werden durch eine primére Infektion und damit
verbundener Freisetzung inflammatorischer Mediatoren stimuliert. Die Stimulation fiihrt zu verstéirkter
Oberflachenexpression von Zelladhdsionsmolekiilen und der Translokation von Granulakomponenten auf die
Zelloberflache von Neutrophilen. C-ANCA induzieren schlieBlich die Aktivierung von Neutrophilen, was zur Freisetzung
reaktiver Sauerstoffverbindungen und lytischer Enzyme fiihrt, die das Endothel schadigen. Weitere Erlduterungen im Text.
PMN, polymorphonukledre Zelle; BPI, bakterizides Permeabilitit steigerndes Protein; LTB4, Leukotrien By; ELAM 1,
endothelial leukocyte adhesion molecule 1; VCAM 1, vascular adhesion molecule 1; ICAM 1, intercellular adhesion
molecule 1; LF, Laktoferrin; MPO, Myeloperoxidase. Aus [148].

Die Interaktion von Neutrophilen mit dem Endothel diirfte bei der Schidigung der Gefille eine

wichtige Rolle spielen. Die Aktivierung des Endothels ist dafiir Voraussetzung:

-8-



Einleitung

1. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dafl sog. AECA (anti-endothelial cell antibodies), die
bei verschiedenen Vaskulitiden nachweisbar sind und gegen unterschiedliche Oberflachenantigene
des Endothels gerichtet sind, an kultivierte Endothelzellen binden und sie daraufthin aktivieren.
Dies flihrt zu verstérkter Oberflichenexpression von Zelladhdsionsmolekiilen und Sekretion von
verschiedenen Zytokinen und chemotaktischen Faktoren [70, 77]. Ob dieser Mechanismus eine
pathologisch relevante Rolle bei WG spielt, ist jedoch bisher wenig untersucht [273].

2. Inkubation von kultivierten Endothelzellen mit TNFa und IL-1 fiihrt zur verstirkten Bindung von
PR3-Autoantikdrpern und damit zur weiteren Amplifizierung der Endothelzellaktivierung [204,
205, 36, 159, 282]. Ob Endothelzellen unter speziellen pathologischen Bedingungen PR3 selbst
exprimieren oder ausschlieBlich lokal von Neutrophilen freigesetzte PR3 binden, wird bislang

kontrovers diskutiert [203, 172, 230, 282, 308].

1.5 Wegener’s Autoantigen: Proteinase 3

Humane Proteinase 3 ist auf dem Chromosom 19 (19p13.3) tandemartig zusammen mit NE und AZU
in der selben transkriptionellen Orientierung lokalisiert [353]. Alle 3 Gene besitzen 5 Exons und
gehoren zu der Klasse 6 der Trypsin-Familie (Zusammenfassung in [152]). Das Maus-Homolog mPR3
ist auf Chromosom 10 zusammen mit NE angeordnet, murines AZU scheint aber nicht zu existieren
[21]. 3 Polymorphismen in der kodierenden Region des PR3-Gens sind beim Menschen beschrieben
(Vall19-1le, Alal25-Thr, Thr126-Ser, Chymotrypsinogennumerierung [31, 47, 301]), die aber
offensichtlich nicht mit WG assoziiert sind [116]. Gencik und Mitarbeiter vermuten aber, dal durch
einen krankheitsassoziierten Alanin/Guanin-Polymorphismus im PR3-Promotorbereich eine neue
Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor Sp1 entstehen konnte, der die Uberexpression von PR3
auf der Membranoberfliche von Neutrophilen erkldren wiirde [116]. Diese wurde von Witko-Sarsat
gehduft bei WG-Patienten beobachtet [344].

In der frithen Phase der Differenzierung myeloider Zellen fungiert PR3 als Wachstumsfaktor fiir
hidmatopoietische Vorlduferzellen [197]. Im myelomonozytiren und Myeloblastenstadium wird der
Hauptanteil an PR3 synthetisiert. Im Promyelozytenstadium erfolgt schlieBlich eine Niederregulierung
der PR3-Transkription, die eine Differenzierung zu Myelozyten bewirkt [31]. Es konnte gezeigt
werden, da3 PR3 im Promyelozytenstadium NF-kB und den Transkriptionsfaktor Sp1 schneiden kann
und das 28 kDa-Hitzeschockprotein, ein moglicher Bestandteil von Signaltransduktionskaskaden,
abbaut [104, 291, 249]. Wihrend der PR3-Biosynthese in dieser Phase werden auflerdem geringe

Mengen des Zymogens freigesetzt, das wiederum das Wachstum hédmatopoietischer Vorlauferzellen
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beeinflult [283]. PR3 besitzt dariiber hinaus ein duBerst pleiotropes Wirkungsspektrum und iibt

wichtige regulatorische Funktionen bei inflammatorischen Reaktionen aus (Tab. 1.3).

Synonyme [132] p29
Myeloblastin
AGP7

Wegeners Autoantigen

Biochemische neutrale Serinprotease
Eigenschaften MW: ca. 29 kDa
IEP": 9,1

228 AS, 54% Homologie mit NE

Funktionelle bakterizid, aktivitdtsunabhéngig gegen gram negative Bakterien [108, 47]
Eigenschaften Degradation extrazelluldrer Matrixproteine* und Basalmembranproteine®:
allgemein Elastin [168,48], Fibrinogen, Proteoglykane[226], Fibronektin, Laminin,

Vitronektin, Kollagen IV [246], auBBerdem Casein und Hamoglobin [47]
Modulation der Aktivitdt von Blutplattchen* und Endothelzellen* [254, 255]
Spaltung des Thrombin-Rezeptors [255]
induziert Emphyseme beim Hamster [168]
EinfluB} auf die Aktivierung von Neutrophilen* [185, 184]
Myeloidzelldifferenzierung [31], CML*-assoziiertes Antigen bei der GVL’-
Reaktion [212]
funktionelle Inaktivierung von Cl-Inhibitor [192], Aktivierung von membrangebundenem
Modulation pro-TNFa* [259, 58], Aktivierung von latentem TGFB* [66], IL-1B* [58] und
inflammatorischer IL-18 [98]. Inaktivierung von IL-6* [12], Konvertierung von IL-8* [229],
Mediatoren und Spaltung des IL-2-Rezeptors* und des IL-6-Rezeptors* [13]
deren Rezeptoren
EinfluB} auf induziert Zytolyse* [8] und Apoptose* [347]
Endothelzellen verstarkt [L-8-Synthese* [23]

Tab. 1.3: PR3 besitzt ein duBlerst pleiotropes biologisches Wirkungsspektrum, das teilweise mit dem von
NE iiberlappt*.
! isoelektrischer Punkt, > chronisch myeloische Leukimie, * graft versus leukemia
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PR3 wird als Priproenzym mit N-terminalem Signal- und Propeptid synthetisiert. Bei der
Translokation in das endoplasmatische Retikulum wird das Signalpeptid abgespalten. AnschlieBend
wird das Proenzym an zwei Positionen mit Mannose-Oligosacchariden glykosyliert, die im Golgi-
Apparat in komplexe Saccharidketten mit terminalen Sialinsdureresten konvertiert werden. SchliefSlich
wird das Propeptid Ala-Glu von einer noch unbekannten Cystein-Protease abgespalten. Zuletzt erfolgt
eine C-terminale Prozessierung durch eine Trypsin-dhnliche Protease oder Carboxypeptidase, die die
letzten 7 Aminoséduren abspaltet. Der Hauptanteil des synthetisierten Proteins wird in den azurophilen
Granula neutrophiler Granulozyten und Monozyten gespeichert [248, 112]. Der niedrige pH-Wert und
die Komplexierung mit der Proteoglykan-Matrix hilt das Enzym dabei in einem inaktiven Zustand,
der bei der Translokation in ein neutrales Milieu aufgehoben wird [7, 179]. Geringe Mengen PR3
wurden auch in den sekundiren Granula und sekretorischen Vesikeln nachgewiesen [130, 342].
Weiterhin wird PR3 auch konstitutiv auf der Plasmamembran neutrophiler Granulozyten exprimiert
[344].

Proteinase 3 gehort zur Familie der Trypsin-&hnlichen neutralen Serinproteasen. Der Name dieser
Familie leitet sich aus der hochkonservierten Struktur des katalytischen Zentrums ab, dessen sog.
katalytische Triade sich aus Histidin, Aspartat und Serin zusammensetzt. Nach Bindung des Substrats
tiber die Substratbindungsstellen greift die y-Hydroxylgruppe des Ser-195 nukleophil das
Carbonylatom der Peptidbindung des Substrats an. Dieser ProzeB wird durch die Ubertragung eines
Protons auf den Imidazolring des His-57 ermoglicht. Aspartat-102 neutralisiert dabei die positive
Ladung am Histidin. Das tetraedrische Zwischenprodukt wird durch Wasserstoffbriicken mit Gly-193
und Ser-195 stabilisiert. Der Carboxyteil erhdlt darauthin das Proton vom Imidazolring zuriick und
wird freigesetzt. Das resultierende Acylintermediat wird nach dem der Acylbildung analogen
Mechanismus hydrolysiert (Zusammenfassung in [180]).

NE und PR3 liegen als monomere Proteine mit 4 Disulfidbriicken vor. Die Aktivierung des Zymogens
folgt einem fiir Serinproteasen typischen Mechanismus, bei dem durch die Abspaltung des Propeptids
ein Konformationswechsel induziert wird. Der neue N-Terminus Isoleucin geht dabei eine ionische
Wechselwirkung mit Asp-194 (Chymotrypsinogennumerierung) ein, der die Orientierung von Lys-145
verdndert und die Ausbildung einer spezifischen Substratbindetasche erméglicht (Zusammenfassung
in [298]). Die Spezifitdt von PR3 wird durch die Reste Gly-189, Ile-190, Phe-192, Asp-213, Val-216
und Asp-226 bestimmt [29, 44]. Proteinase 3 der Maus diirfte ein dhnliches oder gleiches Substrat-
spektrum besitzen, da neben der allgemeinen hohen Homologie (69% identische Aminosduren) die
angefiihrten Reste identisch zur humanen PR3 sind [6]. Die Substitutionen Val-190 durch Ile und Ala-
213 durch Asp engen die S1-Tasche im Vergleich zu NE ein [107]. Dies erkldrt die Priaferenz fiir
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kleine aliphatische Aminosduren wie Alanin, Serin oder Valin an P1-Position [246, 44, 166]. Die
spezifischsten synthetischen Peptidsubstrate fiir NE und PR3 sind Tetrapeptidderivate mit der Sequenz
Ala-Ala-Pro-Val-wie z. B. Methoxysuccinyl-alanyl-alanyl-prolyl-valyl-paranitroanilid. Das Prolin in
der P,-Position beschrinkt die Spezifitdt des Substrats auf Serinproteasen [312, 313]. Aufgrund des
restriktiveren S1-Rests von PR3 im Vergleich zu NE sind PR3-spezifische synthetische Substrate, die
nicht von NE hydrolysiert werden, in der Literatur bislang nicht dokumentiert [166].

Da NE groBere Seitenketten wie Ile oder Leu an der P1-Stelle toleriert, iiberlappt das Substrat- und
Inhibitorspektrum der NE nicht vollstindig mit dem der PR3. Der physiologisch wichtigste Inhibitor
fiir beide humanen Proteasen ist das Serpin (serine protease inhibitor) a1-Antitrypsin (al1-AT oder al-
PI, al-Proteinaseinhibitor) [246]. Die Spezifitit beruht auf der Ahnlichkeit der Primérstruktur der
reactive site loop mit proteasespezifischen Substraten (al-AT-Sequenz von P4 nach P4’:
AIPM1 SIPP) (Zusammenfassung in [269]). Wird das Gleichgewicht Serpin-Serinprotease gestort,
fiihrt unkontrollierte Proteolyse zu Gewebeschiden, wie sie zum Beispiel beim Lungenemphysem
auftreten [168]. Dieses Ungleichgewicht kann durch die Degradation des Inhibitors durch Proteasen
aus neutrophilen Granulozyten wie NE und Metalloproteasen hervorgerufen werden [325, 1]. Die
Oxidation des Methionin an der P1-Stelle z. B. durch Zigarettenrauch fiihrt zu einem erhéhten Risiko
fiir Lungenemphysem [50]. Verminderte al-AT-Spiegel kdnnen auch genetische Ursachen haben. So
haben Trager des Z-Allels des al-AT-Gens, das zu al-AT-Mangel flihrt, ein erhdhtes Risiko, an
Lungenemphysem, aber auch an Wegener’scher Granulomatose zu erkranken [93, 87]. Unter
normalen Bedingungen liegt ein deutlicher UberschuB an zirkulierenden Proteaseinhibitoren vor, so
dal} die zirkulierenden Serinproteasen mit einem Inhibitor komplexiert sind.

Weitere Inhibitoren von PR3 und NE sind Elafin, ein Inhibitor der vor allem in der Haut gefunden
wird und a2-Makroglobulin [246, 337]. Sehr unterschiedliche inhibitorische Wirkung auf die beiden
Serinproteasen {iben Eglin C und SLPI (secretory leukocyte protease inhibitor) aus: Im Gegensatz zu
NE wird PR3 von Eglin C nur schwach inhibiert. SLPI ist dagegen der einzige bekannte Inhibitor, der
zwischen NE (starke Inhibition) und PR3 (keine Inhibition) vollstdndig diskriminiert [246].

1.6 Gewinnung funktioneller, rekombinanter Proteine aus E. coli

Die Erforschung biologischer Funktionen und des pathogenen Potentials von PR3 wurde bisher durch
die Verfiigbarkeit des Enzyms limitiert. Die Gewinnung humaner PR3 aus neutrophilen Granulozyten
ist aufwendig und teuer. Die Herstellung muriner PR3 gestaltet sich aufgrund des geringen
Blutvolumens und des geringeren Anteils von Granulozyten in der Leukozytenpopulation der Maus

ungleich schwieriger (Mensch: ca. 60%, Maus: ca. 10-20%, Kap. 4.1.1). Zahlreiche Publikationen
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beschreiben verschiedene Expressionssysteme, mit denen diese Probleme behoben werden sollen. Das
rekombinante Material war aber entweder aufgrund seiner inkorrekten Faltung oder geringer
Ausbeuten nur bedingt einsetzbar (Kap. 5.4). Die rekombinante Expression in Prokaryoten wie E. coli
ist wegen hoher Expressionsraten und geringer Kosten im industriellen Mafistab einsetzbar. Die
zytosolische Synthese heterolog iiberexprimierter Proteine wird aber vor allem durch das Fehlen
posttranslationeller Modifikationen und Chaperon-vermittelter Faltung sowie dem reduzierenden
Milieu, das die korrekte Ausbildung von Disulfidbriicken verhindert, erschwert. Heterologe,
iiberexprimierte Proteine mit Disulfidbriicken liegen deshalb als unldsliche Proteinaggregate, sog.
EinschluBBkérperchen, vor (Zusammenfassung in [263]).

Das rekombinante Material mull deshalb solubilisiert und anschlieBend in die korrekte
dreidimensionale Struktur iiberfithrt werden (Abb. 1.4). Hierzu werden die EinschluBkorperchen in
hochmolaren, chaotropen Salzlosungen wie Guanidiniumchlorid denaturiert. Intermolekulare
Disulfidbriicken werden durch ein zugesetztes Reduktionsmittel reduziert. Durch rasche Verdiinnung
des Proteinsolubilisats wird dann der Riickfaltungsproze3 eingeleitet. Ein kritischer Parameter bei
diesem ProzeB ist die Proteinkonzentration: je niedriger die Konzentration, desto stirker wird das
Reaktionsgleichgewicht Richtung monomolekularer Faltung verschoben. Fiir die Ausbildung der
korrekten Disulfidbriicken hat sich bei Serinproteasen die Methode der Oxidation zu gemischten
Disulfiden bewéhrt [338]: Zunéchst werden die SH-Gruppen des denaturierten Polypeptids mit einem
UberschuB einer oxidierten Thiolkomponente (Gluthation, GSSG) modifiziert. Im anschlieBenden
Renaturierungsschritt wird die Ausbildung der Disulfidbriicken durch Zugabe einer reduzierten
Thiolkomponente katalysiert. Die korrekte Kombination der acht Cysteinreste wird durch die

minimale freie Energie begiinstigt (Zusammenfassung in [262, 194]).
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Abb. 1.4: Schematische Ubersicht zur Vorgehensweise der Gewinnung enzymatisch aktiven Materials
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Erster Schritt: rekombinante Expression in E. coli als EinschluBkérpermaterial. Das iiberexprimierte Protein liegt als
aggregierte Polypeptidketten unter teilweiser Ausbildung intermolekularer Disulfidbriicken im Zytosol vor (oben rechts).
Zweiter Schritt: das EinschluBkérpermaterial wird nach Bakterienlyse und Zentrifugation als unldsliches Material isoliert
(rechts, zweiter Schritt von oben).

Dritter Schritt: die Proteinaggregate werden solubilisiert, Cysteinreste durch oxidiertes Glutathion (GSSG) derivatisiert
(rechts, dritter Schritt von oben).

Vierter Schritt: Durch Anséuern werden die gemischten Disulfide stabilisiert und anschlieBend das Redoxsystem durch
Dialyse entfernt. Rasche Verdiinnung induziert die Faltung des Enzyms. Der Anteil aggregierter, nicht korrekt gefalteter
Polypeptidketten ist bei groBBerer Verdiinnung geringer, da Prozesse erster Ordnung iiber Aggregationsprozesse hoherer
Ordnung dominieren (unten rechts). Die Ausbildung intramolekularer Disulfidbriicken wird durch eine reduzierte

Thiolkomponente wie reduziertes Glutathion (GSH) oder Cystein katalysiert.
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1.7 Die Arthus-Reaktion

Die sog. Arthus-Reaktion gehort zu den Immunkomplex-vermittelten Hypersensitivititsreaktionen
vom Typ III nach Gell und Coombs. Grundsitzlich ermdglichen Antigen-Antikorper-Komplexe die
Beseitigung eines Antigens durch Phagozyten. Sehr groBBe Mengen von Immunkomplexen kénnen
aber zur Gewebeschadigung fiihren.

Man unterscheidet die lokale Arthus-Reaktion, wenn Immunkomplexe im Gewebe lokal begrenzt
abgelagert wurden, und die generalisierte Form, wenn groe Mengen des Antigens in den
Blutkreislauf gelangen und mit zirkulierenden Antikérpern Immunkomplexe bilden. Der
tiberwiegende Teil der Gewebeschidigung wird durch reaktive Sauerstoffintermediate und lytische
Enzyme aus aktivierten Neutrophilen hervorgerufen, die die Immunkomplexe zu phagozytieren
versuchen. FEin klassisches Beispiel einer generalisierten Typ III-Reaktion ist die sog.
»Serumkrankheit™: Bei Verabreichung von xenogenen Antitoxinseren (z. B. Anti-Tetanus) bildet der
Empfinger Antikorper gegen Proteine aus dem Fremdserum; diese Antikorper bilden bei erneuter
Serumgabe zirkulierende Immunkomplexe mit dem fremden Serumantigen aus [82]. Symptomatisch
duBert sich die Serumkrankheit meist mit Fieber, Odemen und einer generalisierten Vaskulitis.
Experimentell wurde eine lokale Typ III-Reaktion als erstes von Arthus beschrieben, der
hyperimmunisierten Tieren intradermal das entsprechende Antigen injizierte [4]. Sie ist
gekennzeichnet durch Odembildung, Neutrophilie, Himorrhagie und schlieBlich Gewebenekrose. Zum
Zwecke préziserer, quantitativer Auswertung einer experimentell induzierten TypllI-Reaktion wird
heute die reverse passive Arthus-Reaktion bevorzugt, denn sie ist nicht vom Erfolg der Immunisierung
abhiingig. In der reversen passiven Arthus-Reaktion (RPA) wird lokal ein UberschuB an Antikdrpern
vorgelegt und das entsprechende Antigen intravends verabreicht. Diese Vorgehensweise gewéhrleistet
im Hautmodell perivaskuldre Deposition von Immunkomplexen in der Dermis und 16st eine rasche
inflammatorische Antwort aus. Welche Faktoren die inflammatorische Kaskade auslosen und welche
Zellen beteiligt sind, ist jedoch bis heute ungekldrt. Neuere Arbeiten legen nahe, dafl die Arthus-
Reaktion nicht, wie bislang angenommen, durch eine einheitliche Reaktionskaskade definiert ist.
Vielmehr scheint die Beteiligung humoraler Faktoren wie Komplement und TNFa und verschiedener
Zelltypen wie Makrophagen und Mastzellen sowohl vom Ort der Immunkomplexablagerung (Haut,
Lunge, Peritonealhohle) als auch von der untersuchten Spezies abzuhéngen [351, 244, 304, 305, 142].
Im Hinblick auf die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhaltenen Daten, wird dieser Aspekt erst in

Kap. 5.2 ausfiihrlich diskutiert.
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1.8 Zielsetzung

Die Erforschung des pathogenen Potentials von c-ANCA wird im wesentlichen durch zwei Faktoren
limitiert:

1. Verfiigbarkeit des Antigens: Kommerziell erhiltliche humane PR3 wird aus grolen Mengen Blut
und in sehr aufwendigen und ineffizienten Arbeitschritten gewonnen. Weiterhin konnen
Kontaminationen mit verschiedenen Antigenen nie ganz ausgeschlossen werden [168, 192]. In der
Literatur sind verschiedene Expressionssysteme beschrieben, mit denen diese Probleme behoben
werden sollen. Das rekombinante Material war aber entweder aufgrund seiner inkorrekten Faltung
oder geringer Ausbeuten nur bedingt einsetzbar (Kap. 5.4). Da c-ANCA an Konformationsepitope von
PR3 binden, ist eine korrekte Sekundér- und Tertidrstruktur von entscheidender Bedeutung [25].

2. Fehlende Kreuzreaktivitit humaner c-ANCA mit muriner PR3: Um das pathogene Potential von c-
ANCA zu beweisen, sind Experimente am Tiermodell erforderlich. Sie waren bisher nicht moglich,
denn humane c-ANCA kreuzreagieren nicht mit dem Maus-Homolog [153].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte deshalb eine Methode etabliert werden, mit der sich
katalytisch aktive, d. h. korrekt gefaltete, murine PR3 herstellen 146t. In Kombination mit den zu
Arbeitsbeginn zur Verfiigung gestellten PR3/NE-defizienten Méusen sollten murine c-ANCA
hergestellt werden und deren pathogenes Potential an WT-Maiusen dargestellt werden. Ferner sollte
die Beteiligung der beiden Serinproteasen PR3 und NE an entziindlichen Reaktionen am Tiermodell
untersucht werden. Die Ergebnisse des Tiermodells sollten auBerdem duch die biochemische

Charakterisierung des rekombinanten Materials ergénzt werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien und Enzyme

Chemikalien und Reagenzien wurden von den Firmen Amersham-Pharmacia, New England Biolabs,
GibcoBRL, Dianova, Difco, Fluka, Merck, MWG Biotech, Novagen, Promega, Qiagen, Roth, Serva
und Sigma bezogen. Weitere Bezugsquellen sind im einzelnen in der Methodenbeschreibung

aufgefiihrt.

2.2 Gerite
Autoklav Varioklav (H+P Labortechnik)
Begasungsschrank BBD6220 (Heraeus)
Brutschrank Jouan
Computer
Hardware Macintosh Quadra 700 (Apple)
ThinSTAR Terminal (NCD)
Pentium PC (verschiedene)
Software Windows NT 4.0 (Microsoft)
Windows CE (Microsoft)
Word (Microsoft)
Excel (Microsoft)
Draw (Corel)

Elektrophoresekammern/Netzgerite
Elektrotransformationsanlage

Oligo (National Biosciences)

GCG-Package 9 (Wisconsin)

Bio-Rad, Amersham-Pharmacia, institutseigene Werkstatt
Bio-Rad

ELISA-Reader MR 4000 (Dynatech)

FACS FACScan, FACSCalibur (Becton-Dickinson)
Filme Hyperfilm ECL (Amersham-Pharmacia)
Filmentwickler X-Omat M35 (Kodak)

FPLC Amersham-Pharmacia, Econo-System (Bio-Rad)

Geldokumentationsanlage

Image Master VDS (Amersham-Pharmacia)

Heizblocke Thermomixer 5436 (Eppendorf)
Homogenisator RZR1 (Heidolph)
Kiihlinkubator Frigomix U2 (Braun)
Lyophilisator LYOVAC GT 2 (Leybold)
Magnetriihrer MR3003 (Heidolph)
Mikroskop Axioplan (Zeiss)
Mikrowellenofen Micromat (AEQG)

PCR-Thermocyler
pH-MeBgerit

Trio-Thermobloc (Biometra)
pH 537 (WTW)

Schiittelinkubatoren HT (Infors)
Spektrophotometer Gene Quant II (Amersham-Pharmacia), UV-160A (Shimadzu)
Sterilbank LaminAir HB 24728S (Heraeus)
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Taumler, Schiittler Frobel, Heidolph

Ultraschallgenerator Sonifier 450 (Branson)

Ultrafiltrationsgerét ProVario (Pall-Gelman)

Waagen Sartorius, PM 4800 Delta Range, PJ 300 (Mettler)
Wasserbadinkubator MAG6 (Lauda)

Zentrifugen 5417, 5415C (Eppendorf), RC-5A,RC-5B, RC-5C, RC-3B

(Sorvall), Biofuge pico, Varifuge 3.0R, Minifuge T (Heraeus),
L8-50 M/E (Beckman)

2.3 Bakterienstimme

Stamm Genotyp

DH5a F~, ®80dlacZAM15, A(lacZY A-argF)U169, recAl, endAl, hsdR17(rK_,mK ),
SUpE44,)\ ", tfi-1,gyrA, relAl

BL21(DE3) F, ompT, hsdSB(rB mB"), gal, dcm(DE3)

B834 (DE3) F~, ompT, hsdSB(rB mB"), gal, dcm, met (DE3)

BLR (DE3)pLysS  F, ompT, hsdSB(rB mB"), (DE3)gal, dcm, A(srl-
recA)306: :TnlO(tetR)pLys S(camR)
HMS174(DE3) F, recA, hSdR(rKlz'mK12+), RifR (DE3)

2.4 Mausstamme

Versuchstiere wurden unter konventionellen Bedingungen im institutseigenen Tierhaus gehalten. Fiir
experimentelle Arbeiten wurde der Inzuchtstamm 129/SV/EV verwendet. Kongene PR3/NE-defiziente
Maiuse wurden von Dr. Leopold Fréhlich zur Verfligung gestellt [105].

2.5 Rekombinante Plasmide und Vektoren

Plasmid (Herkunft) Beschreibung

pET24cHST (Daniel Pilat, Dissertation 1996) pET24c¢(+)-Derivat mit (His)g-Strep-tag in der
MCS

pcDNA3.1/PR3/6a (Heike Reimann) MPR3 ¢cDNA aus Knochenmark in pcDNA3.1

pHK ME/WT (Elke Wilharm, Dissertation1999)  pET24c-Derivat, hproGzmK mit N-terminalem
Propeptid ME, WT C-Terminus

mPR3 pET24c/3 (diese Arbeit) pET24c-Derivat, MPR3 mit N-terminalem
Propeptid ME (promPR3)
mPR3 pET24c/i2 (diese Arbeit) wie mPR3pET24c/3 mit einer deletierten Base

zwischen Ribosomen-Bindungsstelle des Vektors
und Startcodon von pro-mPR3, optimierte Codons
bis Alanin9

mPR3pET24¢/C-S (diese Arbeit) wie mPR3pET24c¢/i2 mit Cystein47 mutiert zu
Serin
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mPR3pET24c¢/F1 (diese Arbeit)

mPR3pET24¢/F2 (diese Arbeit)

mPR3pET24c/F3a (diese Arbeit)

mPR3pET24¢/F3b (diese Arbeit)

mPR3pET24c¢/F4 (diese Arbeit)

mPR3pET24c¢/F5a (diese Arbeit)
mPR3pET24¢/F5b (diese Arbeit)
mPR3pET24c¢/F5c¢ (diese Arbeit)
mPR3pET24c¢/F6a (diese Arbeit)

mPR3pET24¢/F6b (diese Arbeit)

2.6 Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz

wie mPR3pET24c/i2, Methioninl bis Glutamat49
durch homologe Sequenz aus pHK ME/WT
ersetzt

wie mPR3pET24c¢/i2, Tyrosinl6 bis Glutamat49
durch homologe Sequenz aus pHK ME/WT
ersetzt

wie mPR3pET24c/i2, optimierte Codons bis
Prolinl5

wie mPR3pET24c/i2, Methioninl bis Tyrosin16
durch homologe Sequenz aus pHK ME/WT
ersetzt

wie mPR3pET24c/F3a, N-Terminus: M-E-I-V-G-
G-K-E-V-S-P-H

wie mPR3pET24c/F3a, N-Terminus: M-E-I-V-G-
G-H-E-V-S-P-H

wie mPR3pET24c/F3a, N-Terminus: M-E-I-V-G-
G-H-E-A-S-P-H

wie mPR3pET24c/F3a, N-Terminus: M-E-1-V-G-
G-K-E-A-R-P-H

wie mPR3pET24c/F3a, N-Terminus: M-E-1-V-G-
G-H-E-V-R-P-H

wie mPR3pET24c/F3a, N-Terminus: M-E-I-V-G-
G-H-E-A-R-P-K

Verwendung

DJ168 5¢-CAC CCA GCA CCA CTG TCACAA G-3¢
DJ187 5°-CCG GCA TAG GAA GGT GAC CA-3
DJ845 5¢GCA GTC CAA TTA ATG GAA ATC GTG GGT

GGC CAC GAA GCG CGC CC-3¢

DJ978 5‘-GGA TAA GGG TAC CTT AGG GCT CT-3

DJ1201 5‘-GAT ATA CCA TAT GGA AAT CGT GGG CGG
C-3¢

DJ1360 5°TAC CCA CGC CGA AAC AAG-3
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Riickwirtsprimer fiir Amplifikation des 5°-
Fragments aus mPR3 pET24c/i2 fiir mPR3
pET24c/F3a und mPR3pET24c¢/F3b
Riickwirtsprimer fiir Amplifikation des 5°-
Fragments aus mPR3 pET24c/3 fiir mPR3
pET24c/i2

Vorwiértsprimer fiir promPR3 aus
pcDNA3.1/PR3/6a:Einfiihrung Ase I-Schnittstelle
Riickwirtsprimer fiir promPR3 aus
pcDNA3.1/PR3/6a:Einfiihrung Kpn I-Schnittstelle
Vorwirtsprimer fiir Amplifikation

des 5°-Fragments aus mPR3 pET24c/3 fiir mPR3
pET24c/i2

Vorwirtsprimer fiir Amplifikation

des 5°-Fragments aus mPR3 pET24c/i2 fiir
mPR3pET24c¢/C-S, mPR3pET24c¢/F1,
mPR3pET24¢/F3b und aus mPR3pET24c¢/F3a fiir
mPR3pET24¢/F4, mPR3pET24c¢/F5a,
mPR3pET24¢/F5b, mPR3pET24c¢/F5c,
mPR3pET24¢c/F6a, mPR3pET24¢/F6b



Material

DJ1378 5‘-GGT AAA CCG CTG CAG GCA GTG GGC T-3*  Riickwirtsprimer fiir Amplifikation des 5°-
Fragments aus pHK ME/WT fiir
mPR3pET24¢/F1 und mPR3pET24c¢/F2

DJ1379 5°-GAT GTC CTG CAG GCT GTG G-3* Riickwiértsprimer fiir Amplifikation des 5°-
Fragments aus mPR3 pET24c/i2 fiir
mPR3pET24¢/C-S

DJ1400 5‘“CGA AGC GCG CCC TCA CTC TCG TCC GTA  Riickwiértsprimer fiir Amplifikation
CGT AGC AT-3¢ des 5‘-Fragments aus mPR3 pET24c¢/i2 fiir mPR3
pET24c/F3a und mPR3pET24¢/F3b
D11477 5‘-AAA GAA GCG CGC CCT CAT TCC AGG ccA Vorwdrtsprimer fiir Amplifikation
TAT GTG GCC TCC CTC CAG-3 des 5°-Fragments aus mPR3 pET24c/i2 fiir
mPR3pET24c¢/F2
DJ1516 5‘-TAC TGG ATG GAG GCT TTA AAT GGC-3*  Riickwértsprimer fiir Amplifikation des 5°-
Fragments aus mPR3 pET24c/i2 fiir
mPR3pET24¢/F3b
DJ1551 5‘-GTA CGG ACG AGA GTG AGG AGA AAC TTC Riickwirtsprimer fiir Amplifikation
TTT GCC GCC CAC GAT TTC CA-3¢ des 5‘-Fragments aus mPR3 des
pET24c/F3a fiir mPR3pET24c/F4
DJ1579 5-GTA CGG ACG AGA GTG AGG AGA AAC TTC Riickwértsprimer fiir Amplifikation
GTG GCC-3¢ des 5‘-Fragments aus mPR3pET24c/F3a fiir
mPR3pET24c/F5a
DJ1580 5‘-GTA CGG ACG AGA GTG AGG AGA cGC TTC Riickwirtsprimer fiir Amplifikation
GTG GCC-3* des 5°-Fragments aus mPR3pET24c/3a fiir
mPR3pET24c¢/F5b
DJ1581 5‘-GTA CGG ACG AGA GTG AGG ACG cGC TTC Riickwértsprimer fiir Amplifikation
TTT GCC-3 des 5°-Fragments aus mPR3pET24c/3a fiir
mPR3pET24c¢/F5¢
DJ1635 5*-GTA CGG ACG AGA GTG AGG ACG AAC Riickwirtsprimer fiir Amplifikation
TTC-3¢ des 5°-Fragments aus mPR3pET24c/F3a fiir
mPR3pET24c/F6a
DJ1636 5‘-GTA CGG ACG AGA TTT AGG ACG cGc-3*  Riickwértsprimer fiir Amplifikation
des 5‘-Fragments aus mPR3pET24c/F3a fiir
mPR3pET24¢/F6b
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3 Methoden

3.1 Plasmidisolierung aus E. coli [26]

Praparationen kleinen Maflstabs (Miniprdparationen, max. zwei ml Kulturvolumen) erfolgten durch
alkalische Lyse nach Birnboim und Doly [26], jedoch ohne Phenol-Chloroform-Extraktion.
Préparationen mittleren und grofen Malstabs (Midi-/Maxipridparationen) wurden mit dem
,Plasmid/cosmid purification kit* und zugehorigem Protokoll der Firma Qiagen durchgefiihrt.

3.2 DNA-Amplifizierung (PCR)

Zur Klonierung der in dieser Arbeit beschriebenen Konstrukte wurde ausschlieBlich Pfu-Polymerase
(Stratagene) oder Elongase (Gibco) mit den vom Hersteller mitgelieferten Puffern verwendet. Alle
PCR-Reaktionen wurden mit einem Vorinkubationsschritt gestartet, um unspezifische Primerbindung
an die template-DNA und Elongation vor Programmstart zu verhindern (sog. HeiB3start, [57]). Hierzu
wurde vor dem ersten Denaturierungsschritt das Primergemisch in den auf 85°C vorgewirmten
Reaktionsansatz gegeben. Nach einem Denaturierungsschritt (5 Minuten 94°C) folgten sogenannte
»touchdown*-Zyklen: Sie erhohen die Spezifitit einer Amplifizierungsreaktion, da in den initialen
Zyklen durch allméhliches Anndhern an die spezifische Annealing-Temperatur der Primer nur
Sequenzen mit groBtmoglicher Homologie erkannt werden. Der ,,touchdown® wurde 14°C iiber der in
Kap. 3.8 angegebenen Annealing-Temperatur gestartet und fir je zwei Zyklen in 2°C-
Dekrementschritten durchgefiihrt. Nach Erreichen der Primer-Annealing-Temperatur folgten 30
Amplifizierungszyklen.

Reaktionsbedingungen (Zvklen):

Denaturierung: 94°C 45s

Annealing: primerspezifisch 45s
(Kap. 3.8)

Elongation: 68°C 1min/kb

Primerkonzentration (final): 0,2mM
dNTP-Konz. (final): 0,2mM

template-DNA: Sng pro 25ul-Ansatz

3.3 DNA-Restriktionsverdau

Der Restriktionsverdau von Plasmid-DNA erfolgte nach Standardprotokollen [270]. Die
Konzentration der eingesetzten Restriktionsenzyme wurde aus der spezifischen Aktivitit des Enzyms
(1U enspricht der Enzymmenge, die in einer Stunde unter optimalen Reaktionsbedingungen 1 pug A-
DNA schneidet) unter Verwendung der vom Hersteller mitgelieferten Puffer errechnet. In der Regel
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wurde je nach Stabilitdt und unspezifischer Aktivitét (,,star activity*) des jeweiligen Enzyms das zwei-
bis flinffache der errechneten Menge eingesetzt. Die Endkonzentration des Enzyms betrug wegen der
inhibitorischen Wirkung des im Enzymlagerpuffers verwendeten Glycerins nicht mehr als 1/10 des
Reaktionsvolumens. Bei Doppelrestriktionsverdau wurde, sofern kein Konsensuspuffer laut
Herstellerangaben verwendet werden konnte, zunédchst mit dem unter niedrigeren lonenbedingungen
schneidenden Enzym verdaut; vor Zugabe des zweiten Enzyms wurde der Reaktionsansatz auf die
optimalen Ionenbedingungen aufgepuffert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Auftragspuffer fiir
die Agarose-Gelelektrophorese oder durch thermische Inaktivierung der Enzyme gestoppt.

Die optimale Enzymkonzentration und Inkubationszeit fiir einen Partialverdau wurde zundchst im
analytischen Mafstab empirisch ermittelt und anschlieBend auf den préparativen MaBstab iibertragen.

3.4 Horizontale Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA nach Molekulargewicht erfolgte in horizontalen Agarosegelen unter
Verwendung von TBE und Ethidiumbromid nach einem Standardprotokoll [270]. Die
GroBenbestimmung wurde unter UV-Licht anhand eines Molekulargewichtsstandards (AHindIII, ®X-
174-Haelll und AHindIII/EcoRI; Amersham-Pharmacia, Geneo Bioproducts) durchgefiihrt.

Reagenzien: 25xTBE: 270g Tris
137,5g Borsaure
125ml 0,5M EDTA, pH 8,0

ad 11 HZO
Ethidiumbromidlosung: Img/ml
10x Auftragspuffer: 0,25% Bromphenolblau (Sigma)

0,25% Xylencyanol (Sigma)
50%  Glycerin

3.5 DNA-Isolierung aus Agarosegelen

Elektrophoretisch aufgetrennte DNA wurde mit einem Skalpell unter UV-Licht ausgeschnitten. Die
Eluierung und Reinigung der DNA erfolgte unter Verwendung des ,,QIAquick Gel extraction kit* und
zugehorigem Protokoll der Firma Qiagen.

3.6 Bestimmung von DNA-Konzentrationen

Die Konzentration von DNA-Losungen wurden mit dem Spektrophotometer ,,Genequant®
(Amersham-Pharmacia) bestimmt. Alternativ wurde die Konzentration anhand der Bandenintensitit
nach Elektrophorese in einem Agarosegel unter Verwendung eines geeigneten Mengenstandards
ermittelt.

3.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten erfolgte nach einem Standardprotokoll [5]. Insertionsfragmente
wurden mit geeigneten Restriktionsendonukleasen vorbehandelt und anschlieBend unter Verwendung
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des ,,QIAquick Gel extraction kit“ und zugehdrigem Protokoll der Firma Qiagen gereinigt. Der
Klonierungsvektor wurde mit dem gleichen Restriktionsenzym gedftnet (nicht notwendig bei
Klonierung von Fragmenten mit nicht kohésiven Enden) und gereinigt. In einem 20ul Ligationsansatz
wurden 50ng Vektor-DNA und Liganden-DNA in 2- bis 3-fachem molarem Uberschuf3 eingesetzt. Die
Ligation wurde unter Verwendung von T4-Ligase und zugehdrigem Puffer (Roche) iiber Nacht bei
16°C durchgefiihrt. Fiir die anschlieBende CaCl, vermittelte Transformation wurden 10ul, fiir die
Elektrotransformation 2pul des Ansatzes verwendet.

3.8 Klonierung der Expressionskonstrukte

Konstrukt Schnittstellen (5°,3°) Primer (5°,3°)  Target-DNA Annealing-
Temp. [°C]
mPR3pET24c¢/3 NdeI (PCR-Produkt:AseI)/Kpn1 DJ845/DJ978  pET24c/HST 58
mPR3 pET24c¢/i2 Nde DJ1201/DJ978 mPR3pET24c/3 58
mPR3pET24¢/C-S Xba 1/Sse8387 1 DJ1360/DJ1379 mPR3 pET24c/i2 56
mPR3pET24¢/F1 Xba 1/Sse8387 I (PCR-Prod.:Pst 1) DJ1360/DJ1378 mPR3 pET24c/i2 56
mPR3pET24c¢/F2 Vektor: BssHII partial/Sse8387 1  DJ1477/DJ1378 mPR3 pET24c¢/i2 57
PCR-Prod.: BssHII/Pst I
mPR3pET24c/F3a BssHII (Vektor partial), Sse8387 I DJ1400/DJ168 mPR3 pET24c/i2 58
mPR3pET24¢/F3b Vektor: Xba 1/SnaB I DJ1360/1516 ~ mPR3pET24c/F3a 56
PCR-Prod.: Xba I/Dral
mPR3pET24c¢/F4 Xba I/ShaB I (PCR-Prod. nur Xba I) DJ1360/DJ1551 mPR3pET24c/F3a 58
mPR3pET24c/F5a Xba I/ShaB I (PCR-Prod. nur Xba I) DJ1360/DJ1579 mPR3pET24c/F3a 58
mPR3pET24c¢/F5b Xba I/SaB I (PCR-Prod. nur Xba I) DJ1360/DJ1580 mPR3pET24c/F3a 58
mPR3pET24c¢/F5¢ Xba I/SaB I (PCR-Prod. nur Xba I) DJ1360/DJ1581 mPR3pET24c/F3a 58
mPR3pET24c/F6a Xba I/SaB I (PCR-Prod. nur Xba I) DJ1360/DJ1635 mPR3pET24c/F3a 58
mPR3pET24c¢/F6b Xba I/SaB I (PCR-Prod. nur Xba I) DJ1360/DJ1636 mPR3pET24c/F3a 58

3.9 DNA-Transformation

3.9.1 CaCl,-vermittelte Transformation [62, 69]

a) Herstellung transformationskompetenter Bakterien

Eine E. coli Ubernachtkultur (UNK) wurde zuniichst in LB-Medium verdiinnt (ODgonm <0,1). Unter
Schiitteln wurde bei 37°C inkubiert bis eine ODgoonm von 0,5 erreicht wurde. Nach 15-miniitiger
Inkubation auf Eis und 10-miniitigem Abzentrifugieren (35009, 4°C) wurde das Zentrifugat in 1/5
Volumen eiskalter 0,1M CaCl,-Losung resuspendiert. Nach weiteren 30-60 Minuten auf Eis wurde
noch einmal abzentrifugiert (35009, 10 Minuten, 4°C) und in 1/10 Volumen eiskalter 0,1M CaCl,-
Losung resuspendiert. Fiir die Lagerung der kompetenten Zellen bei -80°C wurde der CaCl,-Losung
20% Glycerin zugesetzt.

b) CaCl,-vermittelte Transformation

100ul kompetenter Zellen wurden mit 10ng Plasmid-DNA oder 10ul Ligationsansatz gemischt, 30
Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend fiir 2 Minuten auf 42°C erwarmt. Nach kurzem Abkiihlen
auf Eis wurde die Suspension in Iml LB-Medium inokuliert und fiir 60 Minuten bei 37°C geschiittelt.
Nach kurzem Abzentrifugieren (1700g) wurde das resuspendierte Zentrifugat auf Selektions-
Agarplatten ausplattiert und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Bei Transformationen, die eine hohe Effizienz erforderlich machten (z.B. bei geringen Mengen an
DNA oder Ligationen mit niedriger Effizienz), wurde die Methode der Elektroporation eingesetzt. Um
einen KurzschluB3 wihrend der Elektroporation zu vermeiden, wurden ausschlieBlich DNA-LSsungen
mit niedriger Salzkonzentration eingesetzt.

3.9.2 Elektrotransformation [136, 84]

a) Herstellung elektrotransformationskompetenter Bakterien

Eine E. coli Ubernachtkultur (UNK) wurde zundchst in LB-Medium verdiinnt (ODggonm <0,1). Unter
Schiitteln wurde bei 37°C inkubiert bis eine ODgponm von 0,5 erreicht wurde. Nach 30 mintitiger
Inkubation auf Eis wurde erneut zentrifugiert (35009,4°C) und anschlieBend in 50%, 20% und 10%
des Ausgangsvolumens 10% Glycerinlosung gewaschen. Die Zellen wurden in 2,5% des
Ausgangsvolumens 10% Glycerinlésung resuspendiert und bei -80°C gelagert.

b) Elektroporation

50ul Zellsuspension wurden mit 2ng Plasmid-DNA auf Eis gemischt und in gekiihlte 0,Icm-
Elektroporationkiivetten iiberfiihrt. Die Suspension wurde dann fiir 3-4 msec bei 25uF, 2,5kV, 200
Ohm gepulst. AnschlieBend wurde 1ml LB-Medium zugegeben und bei 37°C 60 Minuten geschiittelt.
Nach kurzem Abzentrifugieren (1700g) wurde das resuspendierte Zentrifugat auf Selektions-
Agarplatten ausplattiert und liber Nacht bei 37°C inkubiert.

3.10 DNA-Sequenzanalyse

Die Sequenzierungen von Plasmiden und PCR-Produkten wurden von der Firma Toplab (Martinsried)
unter Verwendung von fluoreszenzfarbstoffmarkierten Nukleotiden nach Sanger durchgefiihrt [271].

3.11 Rekombinante Proteinexpression in E. coli

Rekombinante Expression von mPR3 wurde in einem Expressionssystem der Firma Novagen
durchgefiihrt. In diesem System wird eine konstitutive Expression des Zielgens wéhrend der
Klonierung ausgeschlossen, indem die codierende Sequenz des zu exprimierenden Gens hinter den
T7lac-Promotor des Klonierungsvektors pET24¢c HST (ein Derivat des Originalvektors, Kap. 2.5)
kloniert wird. Da fiir die Klonierung der Expressionskonstrukte ein Bakterienstamm (E. coli DH50)
ohne chromosomal oder episomal codierte T7-Polymerase verwendet wurde, konnte eine negative
Selektion aufgrund bakteriostatischer oder bakterizider Effekte des zu exprimierenden Proteins
widhrend der Klonierung ausgeschlossen werden. Die durch Sequenzierung ausgewihlten
Expressionskonstrukte wurden dann in den Expressionsstamm E. coli B§34 (DE3) transformiert. In
diesem Stamm steht die chromosomal kodierte T7-Polymerase aus dem lysogenen Bakteriophagen
DE3 unter Kontrolle des lacUV5-Promotors. Konstitutive Expression wurde hier durch Zugabe von
2% Glucose als Katabolitrepressor zur UNK verhindert. Die UNK (100ml LB-Kanamycin, 2%
Glucose) wurde zentrifugiert (1700g, 5 Minuten) und in 121 LB-Kanamycin resuspendiert. Die
Bakterienkultur wurde bei 37°C so lange geschiittelt, bis eine ODgppnm von ca. 0,7-0,8 erreicht wurde.
Die Induktion der T7-Expression und damit der klonierten DNA erfolgte durch Zugabe von 1mM
IPTG. Der Verlauf der Proteinexpression wurde durch stiindliche Probenentnahme und anschlieBender
SDS-Gelelektrophorese kontrolliert, um eine optimale Inkubationsdauer zu ermitteln. Im allgemeinen
wurde eine maximale Proteinausbeute nach 4 Stunden Inkubation erreicht.

Wie die meisten zytoplasmatisch iiberexprimierten Proteine in E. coli lagen die im Rahmen dieser
Arbeit hergestellten Proteine in Form von unldslichen Aggregaten (,,inclusion bodies*) vor. Diese
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konnten durch Zentrifugation aus dem Bakterienlysat isoliert und anschlieend durch Waschen von
bakteriellen Proteinen und Membranfragmenten gereinigt werden.

3.11.1 Isolation der Einschlu3korperchen (,,inclusion body*“-Priparation)

Die Expressionskulturen wurden zentrifugiert (5000g, 30 Minuten) und anschlieBend einmal mit PBS
pH7,2 gewaschen. Die Bakterien wurden anschlieend in 100ml pro 51 Kulturvolumen Lysepuffer
resuspendiert. Nach 30 miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Bakterien mit
Ultraschall in 4 Zyklen jeweils 15 Minuten im Eiswasserbad bei 320 Watt aufgeschlossen. Das
Bakterienlysat wurde nach Zugabe von 1/3 Volumen Waschpuffer 1 bei Raumtemperatur eine Stunde
lang rotiert. Die unloslichen Proteinaggregate wurden durch Zentrifugation (200009, 20 Minuten, 4°C)
abgetrennt und in Waschpuffer 1 unter Verwendung eines elektrischen Potters resuspendiert. Nach
einstiindiger Rotation wurde nochmals zentrifugiert und anschlieBend dieser Waschschritt einmal
wiederholt. Danach wurden die gleichen Waschschritte mit Waschpuffer 2 wiederholt, die erste
Rotationsphase wurde jedoch iiber 24 Stunden ausgefiihrt. Das Zentrifugat wurde bei -20°C gelagert.

Reagenzien: Lysepuffer: 50mM Tris-HCI
10pg/ml DNase
2mM MgCl,
0,25mg/ml Lysozym
pH 7,2

Waschpuffer 1: 50mM Tris-HCI
60mM EDTA
1,5M NacCl
6% Triton-X-100
pH 7,2

Waschpuffer 2: 50mM Tris-HCI
60mM EDTA
pH 7,2

3.11.2 Solubilisierung der Proteinaggregate

Die Solubilisierung der Proteinaggregate wurde unter Verwendung von 6M Guanidiniumchlorid
durchgefiihrt. Das hiufig eingesetzte Denaturierungsmittel Harnstoff wurde nicht verwendet, um eine
Derivatisierung der Aminosduren (Carbamylierung) zu vermeiden. Um Aggregation wihrend der
spateren Riickfaltung zu verhindern, wurde dem Solubilisierungspuffer das Redoxsystem GSSG-GSH
(Glutathion in oxidierter und reduzierter Form) zugesetzt. Es fiihrt zur Bildung gemischter Disulfide,
die die Loslichkeit des Proteins wéihrend der Riickfaltung erh6hen.

Die gereinigten Aggregate wurden in minimalem Volumen Solubilisierungspuffer (ca. 1-2ml pro Liter
Expressionskulturvolumen) resuspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension im Eiswasserbad 3 mal
5 Minuten bei 320 Watt beschallt. Die Losung wurde dann fiir 24-48 Stunden bei Raumtemperatur
rotiert, zentrifugiert (3500g, 30 Minuten) und der Uberstand mit 1M HCI auf pH 5,0 eingestellt. Die
Entfernung von iiberschiissigem Glutathion und EDTA erfolgte durch dreimalige Dialyse fiir 24
Stunden gegen das 50-fache Volumen Dialysepuffer bei 4°C. Die Losung wurde schlieBlich filtriert
(0,2um) und sofort fiir die Renaturierung eingesetzt.
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Reagenzien: Solubilisierungspuffer: 6M Guanidiniumchlorid
100mM Tris-HCI
20mM EDTA
15mM GSH (Glutathion, reduziert)
150mM GSSG (Glutathion, oxidiert)
pH 8,0

Dialysepuffer: 6M Guanidiniumchlorid
pH 5,0

3.11.3 Renaturierung von solubilisiertem Protein

Die Renaturierung von solubilisiertem Protein erfolgte duch rasche Verdiinnung im
Renaturierungspuffer. Die geringe Proteinkonzentration im Riickfaltungspuffer minimiert die
Aggregation von ungefalteten Molekiilen und Faltungsintermediaten, so daf} der einer Kinetik erster
Ordnung gehorchende monomolekulare Faltungsprozef liber Aggregationsprozesse hoherer Ordnung
dominiert. Eine Untergrenze der Proteinkonzentration fiir maximale Renaturierungsausbeuten war
nicht zu erwarten, da Proteinase 3 natiirlicherweise als Monomer vorliegt. Weiterhin verringert im
allgemeinen die Einfiihrung gemischter Disulfide (bei der Solubilisierung) die Aggregation von frithen
Faltungsintermediaten, die hdufig bei Renaturierungsprozessen und gleichzeitiger Ausbildung von
Disulfidbriicken auftreten. Die korrekte Ausbildung von intramolekularen Disulfidbriicken wird durch
geringe Mengen von Cystein als reduzierte Thiolkomponente im Renaturierungspuffer katalysiert.

Zur Optimierung der Renaturierungsausbeuten wurde Arginin eingesetzt, das in der Literatur als
empirisch gefundener ,,Faltungsverstarker* beschrieben ist.

Wie sich im Verlauf dieser Arbeit herausstellte, mufiten die Renaturierungsbedingungen weiterhin
wegen der Instabilitit von rmPR3 in Puffern mit pH-Werten iiber 7 optimiert werden (ndheres zu
diesen Eigenschaften von rmPR3 sind in Kap. 4.4.2 beschrieben). Hierzu wurde die Inkubationszeit
wihrend der Renaturierung minimiert und die Puffertemperaturen entprechend angepalt.

Um eine moglichst effiziente Riickfaltung zu gewihrleisten, gleichzeitig aber Degradationsprozesse
der PR3 zu minimieren, wurde der Renaturierungspuffer auf ca. 15°C temperiert (durch Mischen von
2/3 Volumen Puffer mit Raumtemperatur und 1/3 Volumen auf 4°C vorgekiihltem Puffer). Das
Proteinsolubilisat (ca. 20-40ml, max. S5Smg/ml) wurde unter Rithren dem Renaturierungspuffer (mind.
100-faches Volumen der Solubilisats) tropfenweise zugemischt und anschlieBend ohne weitere
Agitation liber Nacht auf 4°C abgekiihlt. Der Riickfaltungsansatz wurde dann auf ca. 100-200ml durch
Ultrafiltration (ProVario, 10kDa-Filter, PallGelman) bei 4°C eingeengt und sofort dialysiert. Die
Ansitze wurden schlieBlich spektrophotometrisch quantifiziert und durch SDS-PAGE analysiert.

Reagenzien: Renaturierungspuffer: 50mM Tris-HCl
0,6M L-Arginin
20mM CaCl,
ImM EDTA
100mM NaCl
0,5mM Cystein
pH 8,5

Dialysepuffer: 100mM NacCl

50 mM NaOAc
pH 5.5
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3.11.4 Reinigung von renaturierter rmPR3 iiber FPLC

Aufgrund der hohen Hydrophobizitit von rmPR3 wurde als Chromatographie-Matrix Phenyl-
Sepharose (,,High-Performance®, Amersham-Pharmacia) eingesetzt. Die als HIC (,,hydrophobic
interaction chromatography) beschriebene Methode beruht auf der reversiblen, hydrophoben
Interaktion zwischen Protein und der Oberfliche des Chromatographiemediums.

Die Aufreinigung des renaturierten Zymogens erfolgte bei Raumtemperatur unter Verwendung der
FPLC-Anlage von Amersham-Pharmacia. Wegen der Instabilitdt (Kap. 4.4.2) von rmPR3 wurde die
Reinigung von aktivierter rmPR3 unter Verwendung des ,,Econo-System* von Bio-Rad bei 4°C
durchgefiihrt.

Die Proteinlésung wurde {iber eine der Auftragspumpen aufgetragen, nachdem das Sdulenmaterial mit
10 Sdulenvolumina 0,3M NaOAc pH 5,5 équilibriert wurde. AnschlieBend wurde die Sdule mit 5
Sdulenvolumina 0,05M NaOAc gewaschen. Die Elution des Proteins erfolgte iiber einen
Isopropanolgradienten mit 5 Séulenvolumina 0,05M NaOAc bis 0,05M NaOAc/30% Isopropanol
(Vol./Vol.). Die proteinhaltigen Fraktionen wurden gesammelt und 3 mal gegen 50mM
NaOAc¢/100mM NaCl bei 4°C dialysiert.

3.11.5 Aktivierung von rmPR3

Da die Expression von rmPR3 in E. coli als inaktives Zymogen mit dem Dipeptid Met-Glu als
Prosequenz erfolgte, wurde durch Abspaltung des Propeptids mit der Diaminoexopeptidase Cathepsin
C der reife N-Terminus generiert. Wie von Murakami und Mitarbeitern postuliert, konnen
Serinproteasen auch ohne spezifische Stopsequenzen (Arg/Lys an Position 1 des Dipeptids, Pro an
zweiter oder dritter Position) konvertiert werden, weil der nach der Abspaltung des Dipeptids
generierte N-Terminus Ile-16 eine Salzbriicke mit Asp-194 (Chymotrypsinogennumerierung)
ausbildet, die eine weitere sukzessive Abspaltung von Dipeptiden verhindert [218].

Da die renaturierten Proteinprdparationen nur wenig bakterielle Proteinkontaminationen aufwiesen,
wurden ohne weitere Aufreinigung 0,5U Cathepsin C (Sigma) pro mg der dialysierten Proteinlésung
bei Raumtemperatur zugesetzt. Um eine Oxidation des aktiven Zentrums der Cysteinprotease
Cathepsin C zu vermeiden, wurde die Reaktion in Anwesenheit von 1mM Dithioerythritol (DTE)
durchgefiihrt. Der Reaktionsverlauf wurde durch Messung der enzymatischen Aktivitit regelméBig
entnommener Proben verfolgt. Die Konvertierungsreaktion war nach 5-8 Stunden abgeschlossen.
AnschlieBend wurde 3 mal gegen 50mM NaOAc/100mM NaCl bei 4°C dialysiert. Die Aufreinigung
der konvertierten rmPR3 erfolgte iiber HIC wie unter Kap. 3.11.4 beschrieben. Der Erfolg der
Konvertierung wurde weiterhin durch N-terminale Proteinsequenzierung bestétigt.

3.12 Grofienbestimmung von Proteinen durch SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinauftrennung wurde nach Standardprotokollen [5] in Mini-Protean Apparaturen (Bio-Rad)
durchgefiihrt. Dem Probenauftragspuffer nach Laemmli wurden aufgrund der geringen Loslichkeit
von rmPR3-Aggregaten zuséatzlich 10% B-Mercaptodthanol und 2% SDS zugegeben.

Reagenzien: Sammelgel (Sml): 3,6ml H,O
0,63ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid (29:0,8)
0,63ml 1 M Tris-HCI pH 6,8
0,05ml 10% SDS
0,05ml 10% Ammoniumpersulfat
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0,005ml TEMED

Trenngel (15%, 10ml): 2,3ml H,O
5ml 30% Acrylamid/Bisacrylamid (29:0,8)
2,5ml Tris-HCI pH 8,8
0,1ml 10% SDS
0,Iml 10% Ammoniumpersulfat
0,004ml TEMED

Laufpufter (10x): 248mM Tris
1,9M Glycin
1% SDS

Probenauftragspuffer (4x):  200mM Tris-HCI pH 6,8
40% Glycerin
30% B-Mercaptoédthanol
10% SDS
0,2% Bromphenolblau

Molekulargewichtsstandards wurden von Bio-Rad (low-range molecular weight standard) und Novex
(fir Western Blot, ,,SeeBlue Plus2 Pre-stained®) bezogen.

3.13 Proteindetektion
3.13.1 Proteinfirbung mit Coomassie-Brilliant-Blue [100, 209, 340]

Polyacrylamidgele wurden fiir eine Stunde in Férbelosung bei Raumtemperatur geschwenkt und
anschlieend solange in Entfdrbelosung inkubiert, bis ein moglichst groBes Signal-Hintergrund-
Verhiltnis erreicht war. Die Lagerung der Gele erfolgte in H,O.

Reagenzien: Firbelosung: 0,25% Coomassie Brilliant Blue
40% Methanol
7% Essigsdure
Entfarbelosung: 10% Athanol

7% Essigsdure

3.13.2 Proteinfirbung mit Silbernitrat [28]

Polyacrylamidgele wurden eine Stunde in Fixierlosung und anschlieBend 3 mal 20 Minuten in 50%
Athanol geschwenkt. Danach wurde eine Minute in Thiosulfatlosung, 3 mal 20 Sekunden in H,O, 20
Minuten in Silbernitratlosung unter Schwenken inkubiert und schlielich nach 3 mal 20 Sekunden
Waschen in H,0 wurden mit Entwicklerlosung die Banden detektiert. Die Reaktion wurde mit H,O
abgestoppt, dann fiir 10 Minuten mit 50% Methanol/12% Essigsdure und fiir 30 Minuten mit 50%
Methanol fixiert. Im Falle einer hohen Hintergrundfarbung wurde mit Farmers Losung inkubiert, bis
ein moglichst groBes Signal-Hintergrund-Verhéltnis erreicht war. Die Lagerung der Gele erfolgte in
H,O0.
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Reagenzien: Fixierer: 50% Methanol
12% Essigsédure
0,5ml/l 37% Formaldehyd

Thiosulfatlosung: 0,2g/1 Natriumthiosulfat5-hydrat

Silbernitratlosung:  2g/1 Silbernitrat
750ul/1 37% Formaldehyd

Entwicklerlosung: ~ 60g/l Natriumcarbonat
4mg/] Natriumthiosulfat5-hydrat
0,5ml/l 37% Formaldehyd

Farmers Losung: Losungl: 20% Natriumthiosulfat5-hydrat
Losung2: 1% Kaliumhexacyanoferrat
Gebrauchslosung: vor Gebrauch Losung 1 und 2 1:100 verdiinnt
und zu gleichen Teilen gemischt

3.13.3 Waestern-Blot Analyse von Proteinen [318, 39]

Die Proteinlésungen wurden - wie unter Kap. 3.12 beschrieben - elektrophoretisch aufgetrennt und
anschliefend mittels nassem Elektroblot auf eine ,,Hybond ECL* (Nitrocellulose)-Membran
(Amersham-Pharmacia) fiir ECL-vermittelte Antikorperdetektion oder auf ,,Immobilon-PSQ*
(PVDF)-Membranen (Millipore) fiir N-terminale Proteinsequenzierungen iibertragen. Fiir die
Proteinsequenzierung bestimmte Membranen wurden nach dem Proteintransfer direkt 20 Sekunden
mit Coomassie-Brilliant-Losung gefarbt, und mit 30% Essigsdure entfdrbt, bis ein moglichst grofes
Signal-Hintergrund-Verhéltnis erreicht war.

Durchfiihrung: Die Membran wurde zunéchst kurz in Transfer-Puffer dquilibriert und anschlieend fiir
eine Stunde bei 100V gekiihlt unter Verwendung der Bio-Rad Protean Blotting-Apparatur geblottet.
Die Membran wurde dann fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit TBS-T/5% Magermilchpulver
blockiert, kurz in TBS-T gewaschen und schlieBlich iiber Nacht bei 4°C mit dem priméren Antikorper
in TBS-T/2% Magermilchpulver (Antiseren soweit nicht anders angegeben 1:100 verdiinnt) unter
Rotation inkubiert. Nach 3-maligem 10-miniitigem Waschen in TBS-T wurde die Membran mit dem
sekunddren  Antikérper  (fiir  Maus-Antiseren:  Anti-Maus-Ig-POD, 1:1000  verdiinnt,
Boehringer/Roche) in TBS-T/2% Magermilchpulver 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
3 mal 10-miniitigem Waschen mit TBS-T wurde die ECL-Substratlosung nach Herstellerangaben
(Losung 1 zu gleichen Teilen mit Losung 2 gemischt) auf die Membran gegeben und nach Abtropfen
in Frischhaltefolie eingepackt. Die Exposition eines ECL-Films (Amersham-Pharmacia) erfolgte in
einer Expositionskammer je nach Signalstirke fiir 20 Sekunden bis 10 Minuten.

Reagenzien: Transferpuffer: 25mM Tris
200mM Glycin
20% Methanol
0,1% SDS

TBS-T: 20mM Tris-HC1
137mM NaCl
0,1% Tween-20
pH 7,6

-29 .



Methoden

3.14 Proteinsequenzierung [85]

Die N-terminale Ansequenzierung von aktivierter rmPR3 zur Uberpriifung der Vollstindigkeit der
Konvertierung und Identifizierung von Spaltstellen bei der rmPR3-Degradation wurde im Max-
Planck-Institut fiir Biochemie in Auftrag gegeben. Gereinigte Proteinlosungen wurden direkt nach der
Methode des Edmann-Abbaus analysiert, Proteinfragmente wurden zuvor aus PVDF-Membranen
eluiert.

3.15 Colorimetrische Proteinquantifizierung [234]

Proteinlosungen mit Konzentrationen von mindestens 100pug/ml wurden mit einer nach Lowry
modifizierten Methode quantifiziert. Je 50ul der Proteinlosungen wurden in einer Verdiinnungsreihe
mit Lowry-Reagenz (Sigma) gemischt und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurden 25ul Phenol-Reagenz nach Folin und Ciocalteu (Sigma) zugemischt und 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Farbentwicklung bei 730nm wurde mit dem ELISA-
Reader quantifiziert. Als Proteinstandards wurden hPR3 oder BSA in verschiedenen Verdiinnungen
verwendet.

3.16 Spektrophotometrische Proteinquantifizierung [189]

a) Proteinquantifizierung durch Bestimmung der Absorption bei 280nm

Die Bestimmung der Proteinkonzentration durch Messung der Absorption bei 280nm beruht auf der
Absorption von UV-Licht durch aromatische Aminoséduren, vorwiegend Tryptophan, Tyrosin und in
geringerem Maf3 Phenylalanin. Die Proteinkonzentration errechnet sich nach

5280 Xb

mit Ajgo=gemessene Absorption, MW=Molekulargewicht, €;sp=molarer Absorptionskoeffizient,
b=Schichtdicke.

Der molare Absorptionskoeffizient wurde anhand der Aminosduresequenz mit dem
Computerprogramm ,,Peptidesort” des ,,GCG-Package™ (Wisconsin) errechnet. Die Messungen
wurden in einer Quarzkiivette mit der entsprechenden Pufferlosung als Referenz in einem
Spektrophotometer (Shimadzu) durchgefiihrt. Da die Absorption nur in einem Konzentrationsbereich
von 200-3000pg/ml eine lineare Funktion der Proteinkonzentration liefert, wurden Proteinlosungen bis
50ug/ml nach Methode b) quantifiziert.

b) Proteinquantifizierung durch Bestimmung der Absorption bei 205nm

Die Bestimmung der Proteinkonzentration durch Messung der Absorption bei 205nm beruht auf der
Absorption durch Peptidbindungen. Da der molare Absorptionskoeffizient €,9s wesentlich héher als
€30 ist, konnen mit dieser Methode Proteinldsungen von 1-100pg/ml quantifiziert werden. Die in
dieser Arbeit verwendeten Proteinldsungen wurden aufgrund der Hydrophobizitit von rmPR3 meist
nicht tiber 50pg/ml konzentriert, weshalb die Konzentrationsangaben im wesentlichen durch diese
Methode abgeleitet wurden. OD,gs fiir rekombinante mPR3 wurde aus Messungen mit nicht
aufgereinigten Proteinlosungen hoherer Konzentration ermittelt.

Die Messungen wurden in einer Quarzkiivette mit 0,01% Brij35 (Sigma) als Referenz in einem
Spektrophotometer (Shimadzu) durchgefiihrt. Die zu messenden Proteinlosungen wurden mindestens
1:10 in 0,01% Brij35 verdiinnt.
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3.17 Bestimmung der enzymatischen Aktivitit von rekombinanter mPR3

Die Bestimmungen der enzymatischen Aktivitdt von hPR3/rmPR3/hNE wurden als chromogene Tests
in 96-Napf-Platten durchgefiihrt und im ELISA-reader quantifiziert. Als synthetisches, chromogenes
Substrat wurde ausschlieBlich N-Methoxysuccinyl-alanyl-alanyl-prolyl-valyl-p-nitroanilid (AAPV-
pNA, Enzyme Systems Products und Sigma) eingesetzt [220]. Die Abspaltung des Tetrapeptids durch
PR3/NE entldfit die Paranitroanilidgruppe, die durch einen hohen Absorptionskoeffizienten bei 405-
410nm (£=8800M'cm™) gekennzeichnet ist. Alle Tests wurden in 0,1M Tris-HCI pH 8,1, 100mM
NaCl, 10% DMSO, 1mM AAPV-pNA durchgefiihrt. Die eingesetzten Enzymmengen,
Inkubationszeiten und zugesetzte Additive sind in Kap. 4.5 bei den jeweiligen
Versuchsbeschreibungen aufgefiihrt. Um die Loslichkeit von rmPR3 im wissrigen Milieu zu erhdhen,
wurde dem Versuchsansatz 1% Octylglucosid oder 0,05% Triton-X100 zugesetzt.

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeiten wurde gefunden, dafl die gemessene enzymatische
Aktivitdt rekombinant hergestellter mPR3 in Puffern mit pH-Werten um 8 starken Schwankungen
unterworfen ist (Kap. 4.5.2). Um die Ursachen dieser Beobachtung zu analysieren, wurde rekombinant
hergestellte mPR3 und deren Zymogen in verschiedenen Konzentrationen mit unterschiedlichen
Reaktionspartnern (genaue Angaben hierzu im Kap. 4.5.2) inkubiert und die enzymatische Aktivitit
des Gemisches, wie beschrieben, ermittelt. Diese Experimente wurden ausschlieBlich in 0,1M Tris-
HCI pH 8,1/100mM NaCl/2mM EDTA in Abwesenheit von Detergenzien durchgefiihrt.

3.18 Kovalente Kopplung von hNE an Cyanogenbromid-aktivierte Sepharose

50mg Cyanogenbromid-aktivierte Sepharose (Amersham-Pharmacia) wurde 20 mal mit 500ul ImM
HCl in “Mobicol”’-ZentrifugengefiBen mit Filtereinsatz (Mobitec) gewaschen. Zwischen den
einzelnen Waschschritten wurde 1 Minute inkubiert. AnschlieBend wurde die Matrixsuspension in
250pul 50mM NaOAc resuspendiert. 10ul der Suspension wurde mit Sul hNE (1pg/ul, Calbiochem),
60ul 1M NaCl und 95ul 50mM NaOAc gemischt und iiber Nacht bei 4°C rotiert. Anschliefend wurde
fiir 2 Minuten zentrifugiert (20000g, 4°C), der Uberstand abgenommen und das Zentrifugat 5 Stunden
in 200ul 0,1M Tris-HCI pH 8,1 bei Raumtemperatur rotiert. Die Suspension wurde schlieflich in
“Mobicol”-Zentrifugengefdlen abwechselnd je 4 mal mit 0,1M NaHCO5/0,5M NaCl pH 8,3 und 0,1M
NaOAc/0,5M NaCl pH 4 gewaschen. Die Sepharosematrix wurde in 125ul 0,1M Tris-HCI1 pH 8,1
aufgenommen.

3.19 Strukturmodellierung von mPR3

Die Aminosduresequenz von muriner PR3 wurde mit der Sequenz der humanen Proteinase 3 und
anderer Serinproteasen, deren 3D-Strukturen bekannt sind, aliniert und daraus die dreidimensionale
Struktur abgeleitet. Hierzu wurde ein automatisiertes Verfahren angewandt, das iiber die
Internetadresse ,,http://www.expasy.ch® (Stand: 1.1.2001) angeboten wird. Der Strukturdatensatz
wurde iiber den Internet-Server ,,Swiss-Prot“ nach dem ,First-Approach*“-Modus erstellt und die
gewonnen Daten unter Verwendung des ,,Pdb-Viewer“-Programms (Glaxo-Wellcome Experimental
Research) dargestellt. Dieses Verfahren liefert eine Anndherung an die Kristallstruktur des
untersuchten Proteins, deren Genauigkeit sich mit zunehmender Sequenzhomologie erhoht [129].
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3.20 Tierexperimentelle Methoden

3.20.1 Tierhaltung

Als Versuchstiere wurden ausschlieSlich Méuse des Stamms 129/SV/EV aus eigener Nachzucht
verwendet, die separat homozygot gehalten wurden. Die Haltung erfolgte in temperierten, kiinstlich
beleuchteten Raumen des institutseigenen Tierhauses. Fiir Kreuzungen wurden in der Regel 2
weibliche Tiere mit einem Ménnchen gekreuzt. Die Nachkommen wurden nach ca. 3 Wochen von den
Eltern getrennt und gleichgeschlechtliche Tiere desselben Wurfes in Gruppen bis hochstens 5 bzw. 15
Tieren (je nach KaifiggroBe) gehalten. Stichprobenartig wurden den Méiusen Schwanzbiopsien
entnommen und mittels PCR genetisch charakterisiert.

3.20.2 Genetische Charakterisierung von Zuchtmiusen

Um PR3/NE-defiziente Méause von WT-Tieren zu unterscheiden, wurde genomische DNA mittels
PCR unter Verwendung geeigneter Sonden (Primer) hinsichtlich des PR3/NE-Lokus analysiert (Abb.
3.1). Der WT-Lokus wurde unter Verwendung zweier Sonden zwischen Exon 2 (DJ186, Maus-
Proteinase3, kodierender Strang) und Exon 4 (DJ187, Maus-Proteinase3, Gegenstrang) amplifiziert.
Der nach klassischer Technik [311] rekombinierte Lokus (Klon O198, [105]) wurde anhand des
Neomycin-Resistenzgens identifiziert (DJ104: Maus-Elastase-2, Exon 5, Gegenstrang und
DJ495:Neomycin-Resistenzgen, kodierender Strang). PR3/NE-defiziente Méause mit Cre-loxP-
vermittelter Deletion des Neomycinresistenzgens (Klon D48, [286, 105]) wurden unter Verwendung
der Primer DJ104 (Maus-Elastase-2, Exon 5, Gegenstrang) und DJ218 (Maus-Proteinase3, Intron 1,
codierender Strang) identifiziert. Die PCR-Produkte wurden anschlieBend mittels horizontaler
Gelelektrophorese untersucht (Kap. 3.4). Die Genotypen konnten dann aufgrund der unterschiedlichen
GroBen der PCR-Produkte ermittelt werden.

a) Priparation genomischer DNA aus Schwanzgewebe

PR3/NE-defizienten Méiusen wurden im Alter von ca. 3 Wochen ein etwa 2-3cm langes Stiick der
Schwanzspitze entnommen. Das Gewebe wurde iiber Nacht bei 55°C mit 500ul/ml Proteinase K in
600ul Puffer K inkubiert, 2 Minuten bei 20000g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Die im
Uberstand vorhandenen Proteine wurden durch Zugabe von 250ul 5M NaCl prizipitiert und
anschliefend 2 mal bei 20000g fiir 15 Minuten abzentrifugiert. Die DNA-Prézipitation erfolgte durch
Zugabe von 600ul 2-Propanol, kurzes Mischen und anschlieBender Zentrifugation fiir eine Minute bei
20000g. Das DNA-Zentrifugat wurde mit 800ul 70% Athanol gewaschen und anschlieBend fiir 15-30
Minuten bei 40°C getrocknet. Die DNA wurde schlieBlich in 50-100ul HyOyq, fiir 1 Stunde bei 40°C
und leichtem Schiitteln gelost.

Reagenzien: Puffer K: 50mM Tris-HCI
100mM EDTA
100mM NaCl
1% SDS
pH 8,0

b) Charakterisierung genomischer DNA mittels PCR

Die genomische DNA wurde vor Gebrauch 1:10 in H;Og44. verdiinnt. Fiir jede DNA-Préparation
wurden separat 2 Amplifizierungsreaktionen durchgefiihrt: eine Reaktion fiir die Amplifikation des
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Knock-out-Lokus, die zweite fir die Amplifikation des WT-Allels. Diese Vorgehensweise
ermdglichte die eindeutige Identifizierung von sowohl homozygoten als auch heterozygoten Tieren.
Alle Amplifikationsreaktionen wurden in 35 Zyklen unter Verwendung von Tag-DNA-Polymerase
und zugehorigen Puffern der Firma Qiagen laut Herstellerangaben verwendet. Zur Erhdhung der
Spezifitiat wurde zusitzlich das Additiv ,,Q-Solution* laut Herstellerangaben eingesetzt.

Reaktionsbedingungen: Amplifikation des rekombinanten O198-Allels:
Denaturierung: 94°C 1min
Annealing: Primer DJ104, DJ495, 60°C 1min
Elongation: 72°C 1min 45s
Amplifikation des rekombinanten D48-Allels:
Denaturierung: 94°C 1min
Annealing: Primer DJ104, DJ218, 58°C Imin
Elongation: 72°C 1min 30s
Amplifikation des rekombinanten Wildtyp-Allels:
Denaturierung: 94°C 1min
Annealing: Primer DJ186, DJ187, 60°C 1min
Elongation: 72°C 1min 45s
Primerkonzentration (final): 0,2mM
dNTP-Konz. (final): 0,2mM
template-DNA: 1 ul/Reaktion

Nukleotidsequenz der eingesetzten Primer:

DJ 104 5*-TCGGTCTTTGGGATGGGTAAG-3°
DJ 186 5°-CTCGGCCTTATGTGGCATCC-3¢
DJ 187 5°-CCGGCATAGGAAGGTGACCA-3¢
DJ 218 5°-AGCTCCCATGCTGTGTTTC-3*

DJ 495 5-CTGCTCTTTACTGAAGGCTC-3*
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Maus PR3/NE-Lokus:

a) Wildtyp-Allel

b) Rekombinantes Allel 0198: Durch die rekombinante Insertion des ,targeting vectors” sind die Exons 2-5 des PR3-Gens
(Prtn3) sowie Exons 1-3 des Neutrophilen-Elastase-Gens (Ela2) deletiert. Die Identifizierung des rekombinanten Allels
erfolgte durch Amplifikation mit den Oligonukleotiden DJ104 und DJ495.

¢) Rekombinantes Allel D48: Durch Cre-loxP-vermittelte Rekombination ist die Selektionskassette deletiert. Die
Identifizierung des rekombinanten Allels erfolgte durch Amplifikation mit den Oligonukleotiden DJ104 und DJ218.

Exons sind als schwarze Balken dargestellt, Primer sind als Pfeile skizziert; Adn, Adipsin; Restriktionsschnittstellen: B,
BamHI; Bg, Bglll; HIII, HindIlI; RI, EcoRI; Sp, Spel; Xb, Xba I. Abbildung verdndert aus [105].

3.21 Herstellung polyklonaler mPR3-Antiseren in PR3/NE-defizienten Miusen

3.21.1 Immunisierung

Wie in Kap. 4.6 beschrieben, konnte in Wildtyp-Méusen aufgrund von Toleranz kein Antiserum mit
ausreichenden Antikorperspiegeln generiert werden. Daher wurden PR3/NE-defiziente Méuse fiir die
Herstellung polyklonaler mPR3-Antiseren herangezogen. Die Autoantikorper (,,anti neutrophil
cytoplasmic autoantidodies®, ANCA) bei Wegener’scher Granulomatose sind durch ihre Spezifitét fiir
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Konformationsepitope der PR3 gekennzeichnet [25]. Aus diesem Grund wurde fiir Immunisierungen
ausschlieBlich renaturierte PR3 oder deren Zymogen eingesetzt.

Zundchst wurde den Madusen iiber die Schwanzvene ca. 200ul Blut entnommen, das als
Negativkontrolle bei der Uberpriifung des Immunisierungsverlaufs herangezogen wurde. Dann wurde
fiir jede Maus aus 5pug rmPR3 oder pro-rmPR3 (108ul bzw. 125ul) und dem gleichen Volumen CFA
(,,complete Freund‘s adjuvant®, Sigma) durch wiederholtes Pressen durch eine Schlauchverbindung
(Durchmesser 0,4mm, Merck Eurolab) zweier Spritzen eine Emulsion hergestellt. Diese wurde
subkutan in den dorsalen Schwanzwurzelbereich injiziert. Nach 2 Wochen wurde den Tieren, wie
oben beschrieben, eine Blutprobe entnommen. Um eine Immunreaktion gegen die in CFA enthaltenen
M. tuberculosis-Antigene zu minimieren, wurden alle folgenden Auffrischungsimmunisierungen mit
einer Emulsion aus Antigen und IFA (,,incomplete Freund‘s adjuvant®) durchgefiihrt. Die erste
Auffrischungsimmunisierung erfolgte subkutan im Genick ca. 3 Wochen nach der ersten
Immunisierung, die zweite folgte ca. 2 Wochen spéter in subkutan applizierten 50-60ul-Depots in den
Achselhdhlen. Weitere Blutproben wurden jeweils 12 Tage nach den Auffrischungsimmunierungen
entnommen. Um moglichst groBe Mengen an Antiserum zu erhalten, wurden die Miuse eine Woche
nach der letzten Blutentnahme unter Vollnarkose ausgeblutet (Volumen ca. 1ml). Die Quantifizierung
der Antikorperspiegel erfolgte durch Festphasenimmunoassays (ELISA, ,enzyme linked
immunosorbent assay*).

Die Herstellung von Kontrollserum erfolgte in gleicher Weise, jedoch wurden die Emulsionen aus
CFA bzw. IFA und 100mM NaCl/50mM Natriumacetat pH 5,5 hergestellt.

3.21.2 Herstellung von Serum

Frisch entnommene Blutproben wurden fiir 3 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, was eine
vollstdndige Koagulation erlaubt. AnschlieBend wurden die Proben iiber Nacht bei 4°C gelagert. Das
Serum wurde dann zunichst abpipettiert und der Blutkuchen fiir 10 Minuten bei 2700g zentrifugiert.
Das Serum wurde erneut abpipettiert und mit dem zuvor abgenommenen Serum vereint. Das Serum
wurde schlieBlich zwei mal zentrifugiert (2700g, 10 Minuten), portioniert und bei -20°C gelagert.

3.22 Passive Immunisierung von Wildtyp-Méusen

Da eine aktive Immunisierung von Wildtyp-Méusen mit dem Autoantigen rmPR3 aufgrund von
Toleranz nicht durchfiihrbar war, wurde autologes Immunserum, das in kongenen PR3/NE-defizienten
Maiusen hergestellt wurde, auf Wildtyp-Tiere iibertragen. Um eine ausreichende Menge an
standardisiertem Serum zur Verfligung zu haben, wurden von wenigstens 4 Tieren alle Serumproben
vereint, die 12 Tage nach der ersten Auffrischungsimmunisierung oder spiter gewonnen wurden. Die
Quantifizierung der Antikorperspiegel erfolgte durch Festphasenimmunoassays (ELISA, ,,enzyme
linked immunosorbent assay*).

Vor der ersten Ubertragung von Antiserum wurde den Miusen iiber die Schwanzvene ca. 200ul Blut
entnommen, das als Negativkontrolle bei der Uberpriifung des Immunisierungsverlaufs herangezogen
wurde. Danach wurde den Tieren {ber die Schwanzvene 250ul Serum verabreicht.
Auffrischungsimmunisierungen mit 100ul Serum erfolgten 14, 35 und 63 Tage nach der ersten
Injektion. Vor jeder Injektion wurde den Tieren etwa 100ul Blut entnommen.

3.23 Blutbildanalyse

Fiir Analysen des Differentialblutbildes wurde den zu untersuchenden Tieren ein Tropfen Blut iiber
die Schwanzvene abgenommen und auf einen Glasobjekttriger getropft. Mit einem zweiten
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Objekttriiger wurde der Tropfen durch kurzes Uberstreichen gleichmiBig verteilt. Die Priiparate
wurden luftgetrocknet und anschlieend mit Hematoxylin/Eosin gefdrbt. Hierzu wurden die Praparate
hintereinander jeweils 10 mal kurz in die Losungen 1 bis 3 des ,,Diff-Quik“-Férbesets (Dade
Diagnostika) getaucht, anschlieBend kurz mit H,04s abgespiilt und luftgetrocknet. Die Auswertung
erfolgte am Mikroskop (VergoBerung 630-fach in Immersionsol, Zeiss) durch zufillige Auswahl eines
zentral gelegenen Objektivfeldes. Unter vertikaler und horizontaler Verschiebung des Objektivfeldes
wurden 100 Leukozyten anhand ihrer Férbung als Neutrophile, Eosinophile, Basophile und
Lymphozyten identifiziert.

Zur Bestimmung von Zellzahlen pro Volumeneinheit wurden von den gleichen Tieren Blutproben
entnommen. Die Lyse von Erythrozyten erfolgte durch Inkubation von 2ul heparinisiertem (20U/ml,
Sigma) Vollblut mit 18ul Ammoniumchloridpuffer fiir 5 Minuten auf Eis. Die Zellsuspension wurde
in 80ul Tiirks Losung (Merck) verdiinnt und die Leukozytenzahl in einer Himozytometerkammer
(,,improved Neubauer chamber®, Brand) im Durchlichtmikroskop (Leica) bestimmt. Die Zellzahl pro
Volumeneinheit wurde aus Zellen/ml = durchschnittliche Zellzahl pro Zihlquadrat x 500000
errechnet. Fiir die Bestimmung von Neutrophilenzahlen pro Volumeneinheit wurden die Ergbnisse aus
dem Differentialblutbild, ausgedriickt als prozentualer Anteil, mit den Ergebnissen der
Hamozytometerzahlung multipliziert.

Reagenzien: Ammoniumchloridpuffer: ~ 150mM Ammoniumchlorid
2mM Kaliumhydrogencarbonat
0,ImM EDTA
pH 7,2-7,4

3.24 Gewinnung von neutrophilen Granulozyten aus der Peritonealhohle

Aufgrund des geringen Blutvolumens einer Maus (ca. 1-1,5ml) gestaltet sich die Isolation von
Neutrophilen aus Mausblut schwierig und erfordert eine hohe Zahl an Tieren. Eine wesentlich
einfachere Methode zur Gewinnung von neutrophilen Granulozyten stellt die Isolation von
infiltrierenden Neutrophilen aus der Peritonealhdhle nach Induktion einer Peritonitis dar. In der Regel
lassen sich ca. 2-7x10° Neutrophile pro Maus aus der Peritonealhdhle isolieren, das Blut einer Maus
liefert hingegen nur 0,5x10%-1x10° neutrophile Granulozyten [328]. Die physiologischen
Eigenschaften peritonealer Zellen konnen allerdings durch die Exposition mit inflammatorischen
Agentien verdndert sein [78, 5]. Die Induktion mit Casein liefert partiell aktivierte Zellen. Diese sind
deshalb fiir Analysen, die ruhende Zellen erfordern, nicht geeignet.

3.24.1 Gewinnung von Peritonealzellen

Zunichst wurde den Méusen intraperitoneal 1ml 9% Caseinlosung verabreicht (fiir den unter Kap.
3.13.3 beschriebenen Western Blot wurde am Vortag eine zusitzliche Casein-Injektion durchgefiihrt,
um die Anzahl der Neutrophilen im Exsudat zu erhéhen). Nach 3 Stunden wurde das Peritoneum
chirurgisch freigelegt und mit einer Spritze 3ml PBS/0,02% EDTA in die Peritonealhohle injiziert. Die
Peritonealfliissikeit wurde abgesaugt und der Spiilvorgang einmal wiederholt. Die gesammelte
Peritonealfliissigkeit wurde dann 10 Minuten bei 200g zentrifugiert und schlieBlich einmal mit PBS
gewaschen. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Reagenzien: 9% Caseinlésung: 9% Natrium-Casein
0,9mM Calciumchlorid
0,5mM Magnesiumchlorid
gelost in PBS pH 7,2
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3.24.2 Isolation von neutrophilen Granulozyten aus Peritonealfliissigkeit [90]

Peritoneale Granulozyten wurden iiber einen diskontinuierlichen Dichtegradienten von
kontaminierenden Zellen getrennt. Durch die Schichtung zweier Polysaccharoselosungen
unterschiedlicher Dichte konnen die Zellen entsprechend ihrer spezifischen Dichte aufgetrennt
werden. Mononukledre Zellen mit der geringsten Dichte finden sich nach Zentrifugation in der oberen
Plasmaphase wieder, Erythrozyten hingegen sammeln sich aufgrund ihrer hohen spezifischen Dichte
am Gefdfboden. Granulozyten mit einer spezifischen Dichte von ca. 1,1 konnen aus der Interphase der
beiden Polysaccharoseldsungen isoliert werden. Eine Trennung der neutrophilen Granulozyten von
anderen polymorphkernigen Zellen ist mit dieser Methode nicht moglich. Kontaminationen durch
Eosinophile und Mastzellen im Peritonealexsudat belaufen sich in der Regel auf nicht mehr als je 1%
[328, 5].

In einem 15ml-Polypropylengefil wurden 3ml Histopaquel077 (Sigma) vorsichtig auf 3ml
Histopaquel119 geschichtet. Das wie oben beschrieben hergestellte Peritonealexsudat wurde noch
zweil mal mit PBS gewaschen und anschlieend auf die obere Histopaque-Schicht gegeben. Die
Zellpopulationen wurden durch Zentrifugation (30 Minuten, 7009, ungebremst) aufgetrennt und die
Granulozyten aus der Interphase zwischen beiden Polysaccharoselésungen mit einer Pasteurpipette
abgesaugt. Danach wurden die Zellen 3 mal mit PBS gewaschen und die Zellzahl durch
Héamozytometerzdhlung (Kap. 3.23) bestimmt. Weiterhin wurde die Zellsuspension durch
Hiamatoxylin/Eosin-Férbung (wie flir Blut unter Kap. 3.23 beschrieben) auf kontaminierende Zellen
untersucht. Die Auszidhlung ergab einen Anteil von 95% polymorphkernigen Zellen.

3.24.3 Herstellung eines Lysats von neutrophilen Granulozyten fiir den Western Blot

Die Zellsuspension (2x10°-2x10°Zellen/ml) wurde in 500u1 Lyse-Puffer resuspendiert und 30 Minuten
auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden anschliefend 10 mal durch eine Spritzenkaniile gesaugt (23G,
0,6mmx25mm), um die genomische DNA zu scheren. Das Zellysat wurde schlieBlich 10 Minuten bei
10000g, 4°C zentrifugiert und der Uberstand portioniert bei -80°C gelagert. Die weitere
Vorgehensweise ist unter Kap. 3.13.3 beschrieben.

Reagenzien: Lyse-Puffer: 50mM Tris
150mM NacCl
0,5% Nonidet P40 (Ethylphenylpolyethylenglykol, United States
Biochemical)
0,5mM EDTA
75png/ml PMSF
2ug/ml Aprotinin
0,5ug/ml Leupeptin

3.25 Festphasenimmunoassay (“ELISA”, ”enzyme-linked immunosorbent assay”,

[91])

In dieser Arbeit wurde ausschlieBlich der ,,direkte ELISA* zur Quantifizierung von spezifischen
Immunglobulinspiegeln angewandt. Hierbei wurde das Antigen auf der Bodenoberfliche einer 96-
Napf-Platte immobilisiert. Nach Inkubation mit den Testseren wurde ein Maus-spezifischer alkalische
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Phosphatase (AP)-gekoppelter Antikdrper zur Detektion mit Substratpuffer verwendet. Die
Quantifizierung erfolgte im ELISA-reader bei 405nm, der die durch die alkalische Phosphatase
katalysierte Umsetzung des im Substratpuffer enthaltenen chromogenen p-Nitrophenylphosphats
(pNPP) mifBt. Die Versuchsanordnung fiir die Bestimmung von Antikorperspiegeln in rmPR3-
immunisierten M&usen ist von einem Protokoll abgeleitet, das im Rahmen einer internationalen Studie
zur Standardisierung von humanen c-ANCA-Tests entwickelt wurde [133].

Zunichst wurden die Vertiefungen von 96-Napf-Platten (Immulon4HBX, Dynex) mit 50ul Antigen
(fiir rmPR3, pro-rmPR3: 2,5ug/ml) in Beschichtungspuffer iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Platten wurden dann 3 mal mit Waschpuffer gewaschen und ungesittigte Bindungsstellen mit
200ul pro Napf Inkubationspuffer (eine Stunde RT) blockiert. Die Testseren wurden nach Dekantieren
des Inkubationspuffers mit 50ul der in Inkubationspuffer verdiinnten Testseren gefiillt und fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Die Seren wurden anschliefend dekantiert und die Platten 4
mal gewaschen (Inkubationszeit mit Waschpuffer bei jedem Waschschritt: 2 Minuten). AnschlieBend
wurde mit 100ul pro Napf eines AP-gekoppelten Ziege-Anti-Maus-IgG-Antikérpers (Southern
Biotechnology Associates), 1:1000 verdiinnt in Inkubationspuffer, fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden schlieBlich wie zuvor 4 mal gewaschen und mit 100ul
Substratpuffer gefiillt. Die Messung im ELISA-reader erfolgt in regelméfBigen Zeitabstéinden iiber
max. eine Stunde bei 405nm.

Reagenzien: Beschichtungspuffer: 0,01M Natriumcarbonat
0,04M Natriumhydrogencarbonat
0,02% Natriumazid
pH 9,6

Waschpuffer: 0,9% NaCl
0,05% Tween-20 (Polyoxyethylensorbitanmonolaurat,
Amersham-Pharmacia)

Inkubationspuffer: ~ 0,14M NaCl
3mM Kaliumchlorid
8mM Dinatriumhydrogenphosphat
ImM Kaliumdihydrogenphosphat
0,1% Natriumazid
0,05% Tween-20
2% BSA
pH 7.4

Substratpuffer:97mM Didthanolamin (Sigma)
0,02% Natriumazid
4mM Magnesiumchlorid
10mg/ml p-Nitrophenylphosphat (Sigma); Zugabe unmittelbar
vor der Verwendung
pH 9,8

3.26 Durchflufizytometrie

Die Durchflulzytometrie erlaubt die Detektion von zellspezifischen Oberflichenmolekiilen unter
Verwendung von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikdrpern. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese
Technik sowohl fiir die Identifikation von Zellen durch Detektion von zellspezifischen
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Oberflichenantigenen (z.B. Ly6G, ein neutrophilenspezifisches Antigen [193, 187]) verwendet als
auch fiir funktionelle und immunologische Untersuchungen des im Rahmen dieser Arbeit hergestellten
mPR3-/pro-rmPR3-Antiserums.

3.26.1 Durchflufizytometrische Identifikation von neutrophilen Granulozyten

Die zu untersuchende Zellsuspension wurde zunichst in FACS-Puffer resuspendiert (1x10°-5x10°
Zellen/ml) und pro Férbeansatz 25ul in die Vertiefungen einer 96-Napf-Platte vorgelegt. Danach
wurde mit 25ul eines Biotin-konjugierten Ratte-Anti-Maus-CD11b-Antikorpers (verdiinnt 1:200 in
FACS-Puffer, Pharmingen) 30 Minuten auf Eis abgedunkelt inkubiert (im Falle einer Einfachfarbung
mit Ly6G wurde dieser Schritt nicht durchgefiihrt). AnschlieBend wurde 2 mal mit FACS-Puffer
gewaschen (Zentrifugation 6 min, 250g, 4°C) und in 25ul FACS-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe
von 25ul eines Gemischs aus Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugiertem Ratte-Anti-Maus-Ly6G-
Antikorper (verdiinnt 1:100 in FACS-Puffer) und eines Streptavidin-Phycoerythrin-Konjugats
(verdiinnt 1:100 in FACS-Puffer; nur bei Doppelfiarbung; Pharmingen) wurde weitere 30 Minuten auf
Eis abgedunkelt inkubiert, 2 mal gewaschen und schlieflich in 100ul FACS-Puffer resuspendiert. Vor
der Messung mit einem Durchfluzytometer (FACScan, FACSCalibur, BectonDickinson) wurden
gegebenenfalls 25ul des DNA-Farbstoffs Propidiumiodid (1pg/ml) und weitere 100ul FACS-Puffer
zugegeben. Die Auswertung der Fluoreszenzintensitdt erfolgte mit der Software ,,CellQuest™ nach
Herstellerangaben fiir FITC bei 530nm, fiir Phycoerythrin bei 585nm und fiir den Ausschluf toter
Zellen iiber Fluoreszenz von Propidiumiodid bei 650nm.

Reagenzien: FACS-Puffer: 0,1% BSA
0,1% Natriumazid
in PBS pH7,0

3.26.2 Durchfluflizytometrische Detektion von membranstindiger PR3 auf partiell stimulierten

Neutrophilen

Zundchst wurden peritoneale Neutrophile, wie unter Kap. 3.24 beschrieben, gewonnen und
anschliefend weitere 2 mal mit PBS gewaschen. Die Zellkonzentration wurde auf 1x10’/ml eingestellt
und Iml mit 9ml Percoll-Losung gemischt. Nach 20-miniitiger Ultrazentrifugation (607009, 4°C)
wurde die mittlere Phase abgenommen, 10ml PBS zugegeben, 5 Minuten bei 200g (Raumtemperatur)
zentrifugiert, und danach mit 10ml Inkubationspuffer einmal gewaschen und auf 2x10° Zellen/ml mit
Inkubationspuffer eingestellt. Alle folgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt: Zur Minimierung
unspezifischer IgG-Bindung wurden je 25ul Zellsuspension mit 25ul Mausserum (1:10 verdiinnt) 30
Minuten inkubiert, einmal gewaschen und anschlieBend fiir 30 Minuten mit einem nicht konjugierten
Ziege-Anti-Maus-IgG-Antikorper (1:100 verdiinnt, Southern Biotechnology Associates) inkubiert.
Nach 2-maligem Waschen wurde mit einer 1:20-Verdiinnung des Anti-rmPR3- bzw. Anti-pro-rmPR3-
bzw. Kontrollserums (Kap. 3.21.1) in Inkubationspuffer fiir eine Stunde inkubiert. Nach zweimaligem
Waschen wurde mit 25ul Inkubationspuffer resuspendiert und mit 25 pl einer 1:50-Verdiinnung eines
FITC-konjugierten Ziege-Anti-Maus-IgG-Antikorpers (Southern Biotechnology Associates) fiir 60
Minuten auf Eis inkubiert. Nach zweimaligem Waschen wurde die Zellsuspension wie in Kap. 3.26.1
beschrieben verdiinnt, mit Propidiumiodid gefarbt und im DurchfluBzytometer analysiert.

Reagenzien: Inkubationspuffer: 1% BSA

0,1% Natriumazid
in PBS pH7,0
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Percoll-Losung: 9ml Percoll (Amersham-Pharmacia)
Iml 10xPBS, pH 7,2

3.26.3 Quantitative Analyse der Phagozytosekapazitiat von neutrophilen Granulozyten in

Vollblut

Die quantitative Bestimmung der Phagozytoseleistung neutrophiler Granulozyten wurde unter
Verwendung von Phagotest der Firma Orpegen Pharma, Heidelberg durchgefiihrt, der alle
erforderlichen Reagenzien enthélt. Gemessen wird die Aufnahme von FITC-markierten, opsonisierten
E. coli-Bakterien mittels DurchfluBzytometrie [17]. Mit dieser Methode lassen sich Defekte bei
Chemotaxis, Adhédsion und Phagozytose detektieren, die Opsonisierungsleistung sowie intrazellulére
Vernichtung durch sauerstoffabhingige und sauerstoffunabhidngige Mechanismen hingegen werden
nicht erfaf3t.

Zunichst wurde den zu testenden Médusen ca. 300ul Blut iiber die Schwanzvene abgenommen und auf
Eis mit verschiedenen Konzentrationen Heparin (s. Ergebnisteil) 10 Minuten inkubiert. Je 100ul Blut
wurde mit 20 pl eiskalter Bakteriensuspension (1x10’ Bakterien/ml) gemischt und 30 Minuten bei
37°C im Wasserbad inkubiert; Kontrollansitze wurden parallel auf Eis inkubiert. Die Reaktion wurde
danach auf Eis abgestoppt. Um adhérierte, jedoch nicht phagozytierte Bakterien von der spiteren
Messung auszuschlielen, wurde eine Fluoreszenzloschung (,,Quenching®) extrazelluldrer Bakterien
durch Zugabe von 100ul eiskalter ,,Quenchlosung® pro Ansatz durchgefiihrt. Sofort danach wurde 2
mal mit 3ml eiskalter Waschlosung gewaschen (Zentrifugation: 5 Minuten, 250g, 4°C) und die
Erythrozyten durch Zugabe von 2ml ,,lysing solution® (bei Raumtemperatur) lysiert. Bei Inkubation
fiir 20 Minuten (Raumtemperatur) erfolgt gleichzeitig die Fixierung der Leukozyten durch das in der
,lysing solution* enthaltene Formaldehyd. Die Proben wurden anschlieBend zentrifugiert und einmal
mit Waschpuffer gewaschen (Zentrifugation: 5 Minuten, 2509, 4°C) und nach Zugabe von 200ul
»DNA-Farbelosung® 10 Minuten auf Eis inkubiert. Die Messung am Durchflulzytometer erfolgte
innerhalb von 60 Minuten. Bakterienaggregate wurden aufgrund ihres geringeren DNA-Gehaltes von
Leukozyten durch Emission des DNA-Farbstoffs bei 650nm unterschieden.

Ausgewertet wurde der prozentuale Anteil der Zellen, die phagozytiert hatten (griin fluoreszierende
Zellen) und die Zahl der aufgenommenen Bakterien pro Zelle (Fluoreszenzintensitdt). Die
Granulozytenpopulation wurde iiber die Vorwirts- und Seitwirtsstreuung (,,FSC/SSC*-Diagramm)
identifiziert.

3.27 Reverse passive Arthus-Reaktion (RPA, [4])

Die lokal induzierte reverse passive Arthus-Reaktion stellt die umgekehrte Form einer
Hypersensitivititsreaktion des Typs III dar. Reaktionen dieses Typs sind durch die Deposition von
Antigen-Antikdrper-Komplexen in verschiedenen Geweben charakterisiert, die zu einer
Komplementaktivierung und einer darauffolgenden Entziindungsreaktion fiihren. Gewebsldsionen im
Entziindungsbereich werden vor allem durch neutrophile Granulozyten hervorgerufen, die iiber den
Komplementrezeptor I an die Immunkomplexe binden und durch Freisetzen verschiedener lytischer
Enzyme das umliegende Gewebe schiddigen [244]. Bei einer lokalen, kutanen Arthus-Reaktion kénnen
die durch die Entziindungsreaktion verursachten Schiiden des BlutgefdBsystems anhand von Odem-
und Erythembildung charakterisiert werden. Bei der reversen, passiven Arthus-Reaktion werden
Antikorper, die gegen ein irrelevantes Antigen gerichtet sind, lokal vorgelegt, das passende Antigen
wird gleichzeitig intravends verabreicht.
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3.27.1 Reverse passive Arthus-Reaktion in der Haut

Den zu testenden Mdusen wurden einen Tag vor Verabreichung des Antigens und der Antikorper
beidseitig ventrolateral mit einem handelsiiblichen Einmalrasierer (Pronto, Wilkinson) in einem etwa
I,5cm x 1,5cm groBen Areal die Fellhaare entfernt. Antikoper und Ovalbumin wurden vor ihrer
Verwendung 10 Minuten bei 200009 zentrifugiert, um eventuell in der Losung entstandene Aggregate
zu entfernen.

Den Méusen wurde auf einer Korperseite im rasierten Areal 50ul einer gereinigten IgG-Fraktion aus
Ziege-Anti-Ovalbumin-Serum (2mg/ml, Cappel) intradermal injiziert, auf der gegeniiberliegenden
Seite erfolgte eine Kontrollinjektion mit PBS oder Kontrollantikorpern (IgG-Fraktion aus normalem
Ziegenserum, 2mg/ml, Sigma). Sofort danach erfolgte eine intravendse Injektion von 20ug pro
Gramm Korpergewicht Ovalbumin (Grade V, Sigma) iiber die Schwanzvene. Bei Experimenten zur
Quantifizierung der Odembildung wurde dem Antigen auBerdem 0,1% Evans Blau (,,Direct Blue 53¢,
Sigma) zugesetzt. Fiir Kontrollexperimente wurde den Tieren statt Ovalbumin nur PBS intravends
injiziert.

Der Verlauf der Himorrhagie wurde 2 bis 6 Stunden nach Antigeninjektion stiindlich durch Inspektion
der rasierten Areale (einfach blind) verfolgt. Die Entwicklung des Odems wurde iiber die Blaufirbung
des rasierten Areals quantifiziert. In die Bewertung wurde sowohl Durchmesser als auch Intensitét der
Hémorrhagie bzw. Blaufarbung einbezogen und mit Werten zwischen 0 (keine Farbung/Purpura) und
4 (sehr starke Farbung/Purpura) angegeben. Eine abschliefende Bewertung der Reaktionsstirke wurde
an invertierten Hautbiopsien 6 Stunden nach der Antigeninjektion getroffen. Weiterhin wurden die
Hautbiopsien histopathologisch untersucht. Das experimentelle Vorgehen zur Herstellung
histologischer Hautpriparate ist in Kap. 3.31 beschrieben.

3.27.2 Reverse passive Arthus-Reaktion in der Peritonealhéhle

Vor Verwendung wurden Antikdper und Ovalbumin 10 Minuten bei 20000g zentrifugiert, um
eventuell in der Losung entstandene Aggregate zu entfernen. Den Miausen wurde schlieSlich 800ul
einer gereinigten IgG-Fraktion aus Ziege-Anti-Ovalbumin-Serum (1mg/ml, Cappel) bzw. eine
Kontrollinjektion mit PBS oder Kontrollantikorper (IgG-Fraktion aus normalem Ziegenserum,
2mg/ml, Sigma) intraperitoneal injiziert. Sofort anschlieBend erfolgte eine intravendse Injektion von
20pg pro Gramm Korpergewicht Ovalbumin (Grade V, Sigma) iiber die Schwanzvene. Nach 6
Stunden erfolgte wie in Kap. 3.24.1 beschrieben die Gewinnung von Peritonealexsudat, Lyse von
Erythrozyten und quantitative Bestimmung von neutrophilen Granulozyten durch ,Diff-Quik®-
Farbung und Auszdhlung sowie mittels Durchfluzytometrie. Zur Bestimmung des TNFa-Spiegels im
Peritonealexsudat wurde der durch Zentrifugation (10 Minuten, 250g, 4°C) gewonnene Uberstand
portioniert und bis zur Messung (Kap. 3.29) bei -80°C gelagert.

3.28 Induktion einer lokalen inflammatorischen Reaktion in der Haut durch

Injektion von TNFa

Eine Reihe von Studien belegt die Rolle von TNFa bei der Ausbildung lokaler Entziindungsreaktionen
in der Haut, deren Verlauf ciner Schwartzmann Reaktion &hnlich ist [215, 280, 178]. Um den
chronischen Verlauf einer inflammatorischen Reaktion in Anwesenheit von c-ANCA experimentell
darzustellen, wurde durch die wiederholte, lokale Injektion von TNFa eine leichte dermale
Entziindungsreaktion iiber mehrere Tage aufrechterhalten.
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Zunéchst wurde den Midusen einen Tag vor Verabreichung von TNFa und Antikorper-Seren beidseitig
ventrolateral mit einem handelsiiblichen Einmalrasierer (Pronto, Wilkinson) in einem etwa 1,5cm x
1,5cm groBlen Areal die Fellhaare entfernt. Am néchsten Tag wurde iiber die Schwanzvene 100ul einer
rmPR3-/pro-rmPR3-Antiserumverdiinnung (1:2 bzw. 1:4 in PBS) verabreicht. AnschlieBend wurde
liber einen Zeitraum von 4 Tagen tédglich auf der einen Seite 40ul TNFa (die injizierten Dosen sind in
Kap. 4.7 angegeben; Roche), auf der anderen Seite 40ul PBS/0,1%BSA intradermal appliziert. In
einigen Experimenten wurde am fiinften Tag nach der ersten Injektion ein zweites Mal intravends
100ul einer rmPR3-/pro-rmPR3-Antiserumverdiinnung (1:2 bzw. 1:4 in PBS) verabreicht und die
Behandlung weitere 4 Tage fortgefiihrt. 24 Stunden nach der letzten Injektion wurden von beiden
Seiten Hautbiopsien entnommen und histologisch analysiert (Kap. 3.31).

3.29 Quantitative Bestimmung von TNFa

Die quantitative Bestimmung von TNFa-Spiegeln im Peritonealexsudat erfolgte unter Verwendung
des ,,Factor-Test-X Mouse TNFa ELISA Kit*“ der Firma Genzyme (Cambridge, USA). Er beruht auf
der sog. ,sandwich-ELISA“-Technik: Eine mit monoklonalen Anti-Maus-TNFa-Antikdrpern
beschichtete 96-Napf-Platte bindet zundchst das TNFa der Testfliissigkeit bzw. der TNFa-
Standardldsung an den GefdBboden. Gebundenes TNFa wird durch Zugabe eines Peroxidase-
gekoppelten polyklonalen Anti-Maus-TNFa-Antikdrpers quantifiziert, der an das durch den
monoklonalen Antikoérper immobilisierte TNFa bindet. Nach erneutem Waschen wird mit
Substratlosung inkubiert und die Peroxidase-vermittelte Farbreaktion bei 450nm im ELISA-reader
quantifiziert. Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Zunéchst wurden 50ul Waschpuffer pro Napf vorgelegt und anschlieBend in Duplikaten 50ul der zu
analysierenden Peritonealfliissigkeit zugemischt. Fiir jede Messung wurden parallel folgende
Verdiinnungen der mitgelieferten TNFa-Standardldsung als Bezugsgrofle gemessen: 2240pg/ml,
560pg/ml, 140pg/ml, 35pg/ml und Waschpuffer als Negativkontrolle. Nach 2 Stunden Inkubation bei
37°C wurde die Platte 4 mal mit Waschpuffer gewaschen und danach mit 100ul pro Napf des HRP
(horseradisn peroxidase)-konjugierten Anti-Maus-TNFa-Antikorpers fiir eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Die Platte wurde erneut 4 mal gewaschen und anschlieBend mit 100ul pro Napf
Substratpuffer gefiillt. Die Farbreaktion wurde nach 10 Minuten durch Zugabe von 100ul Stoplésung
beendet. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des ELISA-readers bei 450nm. Die TNFa-
Konzentrationen im Peritonealexsudat wurden anhand der Standardwerte ermittelt.

3.30 Transfer von Knochenmarkszellen Ovalbumin-immunisierter NE/PR3-

defizienter Mause

Im Rahmen dieser Arbeit wurde alternativ zu der in Kap. 3.22 beschriebenen Methode versucht,
mPR3-Antikorper mit Hilfe Antikorper-sezernierender Plasmazellen aus dem Knochenmark
immunisierter NE/PR3-defizienter Méuse auf kongene Wildtypmiuse zu iibertragen. Als Kontrollen
sollten Knochenmarkszellen von Ovalbumin-immunisierten Méusen herangezogen werden. Diese
Technik erlaubt es, unabhingig von der Prisenz des spezifischen Antigens, Antikorperspiegel in
naiven Rezipienten zu erzeugen [199, 200, 284].
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3.30.1 Immunisierung von Spenderméiusen mit Aluminiumhydroxid-adsorbiertem Ovalbumin

2ml einer 10%-igen KAI(SO4),*12H,0-Losung (Sigma) wurden mit 4,56ml 0,25N NaOH unter
stindiger, intensiver Agitation tropfenweise gemischt. Nach 10 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur wurde 10 Minuten bei 1000g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Zentrifugat in 50ml H,044, gewaschen (Zentrifugation: 10 Minuten 1000g). Das Zentrifugat wurde
dann mit 0,9% NaCl auf 2ml Gesamtvolumen resuspendiert und mit 1,2ml einer Ovalbuminldsung
(Img/ml) vermischt. Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Suspension 10
Minuten bei 1000g zentrifugiert und der Uberstand colorimetrisch (nach Lowry, Kap. 3.15) auf nicht
adsorbiertes Ovalbumin gepriift. Wenn der Uberstand nicht mehr als 0,05 mg/ml Ovalbumin enthielt,
wurde das Zentrifugat in 1,2ml PBS resuspendiert und 100ul pro Maus intraperitoneal injiziert. 4
Wochen spiter wurde in gleicher Weise eine Auffrischungsimmunisierung durchgefiihrt. Die
Antikorperspiegel wurden in Abstdnden von ca. 4 Wochen analog zu der in Kap. 3.25 beschriebenen
Methode untersucht. War kein weiterer Anstieg der Antikorperspiegel mehr zu beobachten, jedoch
nicht eher als 3 Monate nach der Auffrischungsimmunisierung, wurde, wie unter Kap. 3.30.2
beschrieben, verfahren.

3.30.2 Isolation von Knochenmarkszellen und Transfer auf naive Mause

Die immunisierten Méuse wurden zunidchst getotet und beide Oberschenkelknochen chirurgisch
freigelegt. Die Kniekapsel und der Oberschenkelhals wurden mit einer Schere abgetrennt und das
Knochenmark mit Sml komplettem IMDM (Iscove’ s modified Dulbecco’s medium) unter Verwendung
einer 26G-Kaniile (0,45mmx23mm) herausgespiilt. Die Zellen wurden dann durch langsames
Ansaugen durch eine 23G-Kaniile (0,6mmx30mm) vereinzelt und anschlieBend 10 Minuten bei 2009
zentrifugiert. Anschliefend wurden sie 2 mal mit komplettem IMDM gewaschen (Zentrifugation: 10
Minuten 200g) und mit komplettem IMDM auf 2,5x10’ Zellen/m] verdiinnt. Die Zellen wurden dann
mit 50pg/ml Mitomycin C (Sigma) 20 Minuten im Begasungsschrank (37°C, 10% CO,, Heraeus)
inkubiert, 3 mal mit komplettem IMDM gewaschen (Zentrifugation: 10 Minuten 200g) und schlieflich
in PBS resuspendiert. Es wurden dann zwischen 5,7)(106 und 1,2x107 Zellen in 100ul PBS intravends
iiber die Schwanzvene an naive Rezipienten verabreicht. 80ul der Zellsuspension wurde auerdem fiir
die Quantifizierung von Anti-Ovalbumin-Immunglobulin-sezernierenden Zellen mittels ,,ELISPOT*
verwendet, wie unter Kap. 3.30.3 beschrieben.

3.30.3 Quantifizierung spezifischer Immunglobulin-sezernierender Plasmazellen (,, ELISPOT*,

enzyme linked immunospot assay [68, 278])

Die ,,ELISPOT*“-Technik bedient sich prinzipiell der gleichen Verfahren wie die ,,ELISA“-Technik,
allerdings werden hier nicht Antikorperspiegel in Losungen quantifiziert, sondern die Zahl Antikoper-
sezernierender Plasmazellen in einer Zellsuspension: Ein Gemisch von Zellen wird in einer Antigen-
beschichteten = 96-Napf-Platte inkubiert und die Plasmazellzahl, nach Waschen und
Antikorperdetektion analog zur ,,ELISA“-Technik, anhand der Zahl der Farbpunkte auf dem Boden
der Népfe quantifiziert. Eine geeignete Verdiinnung der Zellzahl ist hier Voraussetzung, um die sich
um die Plasmazellen am Boden der Nipfe bildenden ,,Hofe* hoher Antikorperkonzentrationen
eindeutig erkennen zu konnen.

Beschichtung der 96-Napf-Platte mit Antigen: Eine 96-Napf-Platte mit Nitrozelluloseboden (MAHA
N-45, Millipore) wurde liber Nacht bei 4°C mit je 100ul pro Napf einer Ovalbuminldsung (50pg/ml in
Beschichtungspuffer) oder Beschichtungspuffer (Negativkontrolle) inkubiert. AnschlieBend wurde die
Platte 3 mal mit PBS gewaschen und mit 100ul PBS/5% FCS pro Napf (30 Minuten 37°C) abgesittigt.
AnschlieBend wurde die Losung dekantiert.
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Zellinkubation und Antikorperdetektion: Zunichst wurden, wie unter Kap. 3.30.2 beschrieben,
Knochenmarkszellen isoliert und anschlieBend zwei mal in komplettem IMDM gewaschen
(Zentrifugation: 10 Minuten 200g). Jeweils 100ul pro Napf verschiedener Verdiinnungen (1x10°,
5x10°, 1x10%ml in komplettem IMDM) wurden iiber Nacht bei 37°C und 10% CO, im
Begasungsschrank inkubiert und anschlieBend 3 mal mit Waschpuffer gewaschen. Danach wurde jeder
Napf mit 100ul einer Verdiinnung eines alkalische Phosphatase konjugierten Ziege-Anti-Maus-Ig-
Antikorpers  (1:800 verdiinnt in PBS/0,1%BSA, Southern Biotechnology Associates) bei
Raumtemperatur fiir 3 Stunden inkubiert. Dann wurden die Népfe 2 mal mit Waschpuffer und
anschlieBend einmal mit PBS gewaschen. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe von 50ul
Substratlosung pro Napf gestartet und nach ca. 10 Minuten durch Spiilen mit Leitungswasser
abgestoppt. Die Auswertung erfolgte am ndchsten Tag durch Auszédhlen der Farbpunkte unter dem
Mikroskop (VergroBerung 300-fach, Zeiss). Die Zahl Ovalbumin-spezifischer Immunglobuline
sezernierender Plasmazellen wurde aus den durchschnittlichen Zahlwerten aller auswertbaren
Verdiinnungen errechnet (Kap. 4.6.5).

Reagenzien: komplettes IMDM
(Iscove' s modified Dulbecco’ s medium): IMDM (GibcoBRL)

5% FCS (fotales Kélberserum, inaktiviert fiir eine
Stunde bei 56°C)
2mM L-Glutamin
50uM 2-Mercaptodthanol
100U/ml Penicillin
100pg/ml Streptomycinsulfat

Beschichtungspuffer: 45,3mM Natriumhydrogencarbonat
18,2mM Natriumcarbonat
pH 9,6
Waschpuffer: PBS
0,05% Tween-20 (Amersham-Pharmacia)
pH 7,0
Substratpuffer: 0,15mg/ml BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-
(Komponenten sind in indolylphosphat)
Sgma Fast BCIP/NBT substrate 0,3mg/ml NBT (Nitroblau Tetrazolium)
tablets von Sigma enthalten) 100mM Tris-HCI
5mM MgCl,
pH 9,8

3.31 Herstellung von Organ- und Hautpriparaten fiir histologische Analysen

Die Wegener’sche Granulomatose ist in der generalisierten Phase neben systemischer Vaskulitis auch
durch granulomatdse Verdnderungen der Lunge und Glomerulonephritis gekennzeichnet. Daher wurde
eine histopathologische Untersuchung der Niere, der Lunge und zusitzlich der Leber von mPR3-
Antikorper-behandelten Méusen durchgefiihrt. Bei lokal induzierten Entziindungsreaktionen in der
Haut (Kap. 3.28) wurden auflerdem Hautbiopsien der betroffenen Stellen entnommen und
histopathologisch untersucht. Ein Teil der Organpraparate wurde im Institut fiir Pathologie des GSF-

-44 -



Methoden

Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit GmbH, Neuherberg (Dr. Leticia Quintanilla-Fend),
Hautpriaparate wurden an der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie der
Technischen Universitdt Miinchen (Beate Heuser) hergestellt. Das pathologische Gutachten wurde von
Dr. Fend erstellt. Die Auswertung der histologischen Hautpriparate erfolgte in Zusammenarbeit mit
Prof. Dr. M. Ollert am Institut fiir Allergie und Umwelt an der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie
und Allergologie der Technischen Universitit Miinchen. Weiterhin wurden einige Haut- und
Organpréparate von der institutseigenen Histologieservicegruppe (Monika Falkenberg) hergestellt.

3.31.1 Organentnahme und Fixierung

Die Méuse wurden mit Kohlendioxid getdtet. AnschlieBend wurde die Peritonealhdhle und der
Brustkorb chrirurgisch gedffnet. Entnommen wurden die gesamte Leber, beide Nieren und beide
Lungenfliigel. Eine Leberhélfte bzw. eine der beiden Nieren und Lungenfliigel wurden dann in ca. 2-
Smm grofle Stiicke geschnitten und in 4% Paraformaldehyd/PBS mindestens 24 Stunden bei 4°C
fixiert. AnschlieBend wurden die Organe in Intervallen von 24 Stunden 2 mal in frisches PBS
iiberfiihrt und bei 4°C gelagert. Der andere Teil der Organe wurde ebenfalls zerkleinert, in Kryor6hren
(Nunc) in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Mit Hautbiopsien wurde auf die
gleiche Weise verfahren.

3.31.2 Herstellung von Gefrierschnitten

Zunichst wurden Glasobjekttrager (Menzel) mit Gelatine beschichtet, um eine zuverldssige Anheftung
des geschnittenen Materials zu gewdhrleisten. Hierzu wurde Gelatine in H,O4 bei 60°C gelost
(Konzentration: 0,5%), wenige Kornchen kristallines KCr(SOs), (Merck) zugegeben und die
Objekttrager kurz eingetaucht. AnschlieBend wurden die Objekttriger abgetropft und bei
Raumtemperatur getrocknet.

Die Organe wurden mit ,, Tissue Tek* (Blossom) auf den Halteblock des auf -18°C vorgekiihlten
Kryostaten aufgebracht und in Scheiben mit 18um Dicke geschnitten. Die Organschnitte wurden mit
einem Pinsel auf den Objekttrager iiberfiihrt und bei Raumtemperatur getrocknet.

3.31.3 Farbung von Gefrierschnitten mit Himalaun/Eosin

Die Préaparate wurden kurz gewissert und anschliefend fiir 10-60 Minuten in saure Himalaunldsung
iiberfithrt. AnschlieBend wurden die Schnitte zwei mal eine Minute in Leitungswasser gebldut und
danach 1-10 Minuten in Eosinlosung gefdarbt. Die Prdparate wurden danach eine Minute in 70%
Athanol, Athanol abs. und schlieBlich zwei mal in Xylol {iberfiihrt und in ,,Entellan (Merck) fiir die
Mikroskopie eingedeckt.

Reagenzien: saure Hamalaunlosung: 0,1% Héamatoxylin
0,02% Natriumjodat
5% Kalialaun
nach Auflosen der kristallinen Komponenten Zugabe von
5% Chloralhydrat

0,1% Zitronensiure

Eosinldsung: 1% Eosin in 96% Athanol
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3.32 Detektion von Anti-Neutrophilen-Antikorpern mit Hilfe indirekter

Immunfluoreszenzfirbung [345]

Die Methode der indirekten Immunfluoreszenzfirbung von Athanol-fixierten neutrophilen
Granulozyten wird in Kombination mit einem Festphasenimmunoassay (ELISA) als diagnostisches
Kriterium fiir die Wegener’sche Granulomatose eingesetzt [345, 250]. In der vorliegenden Arbeit
wurden Formaldehyd-fixierte Granulozyten bevorzugt, da diese Methode eine bessere Darstellung der
primdren Granula erlaubt. Weiterhin war keine Differenzierung zwischen verschiedenen ANCA-
Klassen (c-ANCA, p-ANCA) erforderlich.

Zunichst wurde bei einer WT- und einer PR3/NE-defizienten Maus eine Casein-vermittelte Peritonitis
induziert und anschlieBend wurden die infiltrierenden Zellen isoliert (Kap. 3.24.1). Die Zellen wurden
in 50ul PBS resuspendiert und je 0,5ul davon auf einen Glasobjekttriger aufgebracht. Die
Zellsuspension wurde mit einer Pipettenspitze auf dem Objekttrager punktférmig auf ein Areal von ca.
Icm wverteilt und bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Die Zellen wurden dann in 4%
Paraformaldehyd/PBS fiir 5 Minuten auf Eis fixiert, danach kurz in PBS gewaschen und schlielich
luftgetrocknet. Die Lagerung erfolgte bei 4°C fiir maximal eine Woche bis zur Antikorperinkubation.
Vor der Antiseruminkubation wurden die Zellen fiir 10 Minuten mit 0,05% Triton X-100/PBS
permeabilisiert und anschlieBend 3 mal 2 Minuten in PBS gewaschen. Dann wurden je 30ul pro
Ausstrich des zu testenden Serums geeigneter Verdiinnung (Kap. 4.6.2) aufgetragen und bei
Raumtemperatur fiir 30 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert. Die Objekttriger wurden danach
2 mal fiir je 5 Minuten in PBS gewaschen und schlieflich fiir 30 Minuten mit einer 1:200-Verdiinnung
eines Cy3-konjugierten Ziege-Anti-Maus-IgG-Antikérpers (Jackson ImmunoResearch) in einer
feuchten Kammer inkubiert. Schlielich wurden die Priparate 2 mal fiir 5 Minuten in PBS gewaschen
und danach in Mowiol eingedeckt. Die Auswertung erfolgte am Immunfluoreszenzmikroskop (Zeiss)
unter Verwendung eines 450-490 nm-Emissionsfilters.

Reagenzien: Mowiol: 50ml Glycerin AR (Merck)
2,4g Mowiol (Polyvinylalkohol 4-88, Fluka)
6ml H,Oq4, gemischt und bei RT 2 Stunden inkubiert
12ml 0,2M Tris-HCI pH 8,5 zugegeben, bei 53°C geldst
Zentrifugation (50009, 20min), Uberstand portioniert
bei -20°C gelagert

3.33 Quantitative Bestimmung des Aktivierungszustandes neutrophiler

Granulozyten

Eine wichtige Eigenschaft von Anti-Neutrophilen-Antikorpern ist die Fahigkeit, Zytokin-stimulierte
neutrophile Granulozyten zu aktivieren [96]. Ein wichtiger, mefBbarer Parameter dieses
Aktivierungsprozesses ist die Freisetzung reaktiver Sauerstoffintermediate (,,ROI*, reactive oxygen
intermediates). Die intrazelluldre Synthese der ROI kann unter Verwendung von Dihydrorhodamin als
fluorogenes Substrat durch FluBzytometrie bestimmt werden: Die passiv von den neutrophilen
Granulozyten aufgenommenen Dihydrorhodamin-Molekiile werden unter dem EinfluB von
Sauerstoffradikalen zu fluoreszierendem Rhodamin oxidiert. Die daraus resultierende
Fluoreszenzintensitét spiegelt den Aktivierungsstatus wieder [89, 261].

Freigesetzte O, -Molekiile lassen sich durch die Reduktion von Ferrizytochrom C (Fe’") zu
Ferrozytochrom C (Fe’") quantifizieren. Dabei wird vom Superoxidmolekiil ein Elektron auf
Zytochrom C tibertragen, das dadurch sein Absorptionsmaximum verdndert. Aus der Zunahme der
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Absorption bei 550nm 148t sich so die Konzentration von Superoxidmolekiilen im Medium
bestimmen. Da andere Reduktanten im Medium zur Zytochrom C-Reduktion beitragen konnen, wird
parallel ein Referenzexperiment mit Superoxiddismutase (SOD) durchgefiihrt. SOD katalysiert die
Umsetzung von Superoxid zu Wasserstoffperoxid und molekularem Sauerstoff. Diese Kontrolle
korrigiert die Effekte anderer Reduktanten, indem die Werte der Referenz von den gemessenen
Werten des Versuchs subtrahiert werden.

3.33.1 Quantitative Bestimmung intrazelluliirer, oxidativer Sauerstoffverbindungen

Da in der Regel 0,5-1ml Blut nétig waren, wurden WT- bzw. NE/PR3-defiziente Mause ausgeblutet
und das Blut sofort auf Eis mit einer Heparinlosung gemischt (20U Heparin/ml Blut; Sigma). Zur
Anreicherung von Granulozyten und Depletion von Erythrozyten wurde das heparinisierte Blut dann
mit gleichem Volumen PBS/3%Dextran T-500 (Amersham-Pharmacia) gemischt und fiir 20 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert [35]. Die Plasmaphase wurde abgenommen und 10 Minuten bei 2359
zentrifugiert. Danach wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen (8 min Zentrifugation bei 235Q)
und in 250ul PBS resuspendiert. Nach 5-miniitiger Abkiihlung auf Eis wurden die Zellen mit 2,5ml
eiskalter 0,2x PBS verdiinnt, 30 Sekunden auf Eis inkubiert und anschlieend die Isotonizitdt durch
Zugabe von 2,5ml kalter 1,8xPBS wiederhergestellt. Nach zweimaligem Waschen mit eiskalter PBS
(10 min Zentrifugation bei 2509, 4°C) wurde die Zellsuspension mit PBSG auf 2x10° Zellen/ml
eingestellt und in 130ul-Portionen verteilt. Jeder Ansatz wurde flir genau 15 Minuten bei 37°C mit
2ng/ml TNFa (Roche) inkubiert und sofort anschlieBend wurde 1,3ul 200uM Dihydrorhodamin 123
(2mM Stocklésung in PBS vorverdiinnt; Molecular Probes) dazugemischt und 5 Minuten bei 37°C
inkubiert. Danach wurde 2,6ul Serum (Anti-rmPR3, Anti-pro-rmPR3, Kontrollserum) dazugemischt.
Es wurden vor Serumzugabe und danach alle 30 Minuten 25ul-Proben entnommen, in 150pul eiskalter
PBS/0,1% BSA verdiinnt und sofort fluBzytometrisch bei 530nm Emissionswellenldnge analysiert.

3.33.2 Quantitative Bestimmung freigesetzten Superoxids [206]

Zunichst wurden wie unter Kap. 3.24 und 3.26.2 beschrieben, stimulierte Peritonealgranulozyten
gewonnen. Die Zellsuspension wurde auf 1x10°/ml eingestellt. In einer 96-Napf-Platte wurde jeweils
in Duplikaten vorgelegt: 140,8ul PBSG, 10ul 1,5mM Zytochrom C (in PBSG, Sigma), 4 ul SOD
(3mg/ml in H,O, Sigma), 40ul Zellsuspension. Nach 5 Minuten Inkubation bei 37°C wurde 5,2ul
PMA (8ug/ml) als Positivkontrolle oder Testserum/TNFa (Serumverdiinnung 2,5-fach in 200ng/ml
TNFa) zugegeben. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde die optische Dichte bei 550nm im ELISA-
reader gemessen und dazwischen unter leichtem Schwenken bei 37°C inkubiert.

Reagenzien: PBSG: 0,9mM Calciumchlorid
0,5mM Magnesiumchlorid
7,5mM Glukose
in PBS pH 7,2

3.34 Statistische Auswertung

Experimentelle Daten wurden auf ihre statistische Signifikanz unter Verwendung des Mann-Whitney
U-Tests tiberpriift. Die Berechnung des U-Wertes der einzelnen Stichprobenserien erfolgte nach der
Formel:
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mit n,= Stichprobengrofle der Serie x und Ry= Rénge der Stichprobenserie x.

Die Nullhypothese (d. h. beide Stichprobenserien sind wahrscheinlich nicht verschieden) wurde bei p<
0,05 verworfen. Eine Transformation auf Wahrscheinlichkeiten erfolgte unter Verwendung des
Programms WinSTAT (R. Fitch Software). Fiir die Berechnung des Wertes p wurde eine zweiseitige
Verteilung angenommen.
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4 Ergebnisse

Die pathologischen Mechanismen der Wegener’schen Granulomatose (WG) konnten bis heute nicht
vollstindig aufgeklart werden. Das folgende von Gross und Mitarbeitern [126] entwickelte und
allgemein anerkannte Modell ist im wesentlichen auf in vitro-Befunde gestiitzt: Zundchst 16sen
bakterielle Infekte eine zytokinvermittelte Stimulierung neutrophiler Granulozyten aus, was zu einer
verstarkten =~ Oberflachenexpression ~ von ~ ANCA-Antigenen  auf  Neutrophilen  und
Zelladhésionsmolekiilen auf den Granulozyten und Endothelzellen fiihrt. C-ANCA binden an die nun
auf der Oberfldche der Zellen befindliche PR3 und 16sen eine F.-Rezeptor-vermittelte Aktivierung der
neutrophilen Granulozyten aus. Dies flihrt zur Freisetzung von reaktiven Sauerstoffverbindungen
(,ROS*) und lysosomalen Proteinen und schlieBlich zu Vaskulitis. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde zum einen untersucht, welche Auswirkungen eine Defizienz der Neutrophilen-Enzyme
PR3 und NE auf die Entwicklung von Entziindungsreaktionen und die Funktion von Neutrophilen der
Maus hat. Zum anderen wurde versucht, die pathogene Wirkung von c-ANCA im Mausmodell zu

beweisen.

4.1 Phanotypische Charakterisierung PR3/NE-defizienter Mause

Nach dem in Kap. 1.4 beschriebenen Modell ist PR3 nicht nur als Autoantigen an der Pathogenese der
Wegener’schen Granulomatose beteiligt, sondern trigt auch gemeinsam mit Neutrophilen-Elastase
und anderen lysosomalen Enzymen durch seine proteolytische Aktivitit zur Schidigung von Gefédllen
und Organen bei [285, 160, 8]. Weiterhin belegen zahlreiche Arbeiten die Modulation
inflammatorischer Reaktionen durch beide Serinproteasen [192, 229, 259, 66, 255, 12, 13, 58]. Mause
vom Wildtyp sind von kongenen PR3/NE-defizienten Mausen hinsichtlich Entwicklung, Verhalten,
Fertilitdt und Infektanfélligkeit nicht zu unterscheiden [105]. In der vorliegenden Arbeit konnte aber
an PR3/NE-defizienten Mdusen gezeigt werden, daf3 beide oder eine der beiden Serinproteasen bei der
Entwicklung einer experimentell erzeugten lokalen reversen passiven Arthus-Reaktion beteiligt sind.
Im folgenden wurden auBlerdem PR3/NE-defiziente Méiuse hinsichtlich Neutrophilenzahl in

peripherem Blut und Phagozytoseleistung von Neutrophilen untersucht.
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4.1.1 Bestimmung der Anzahl von neutrophilen Granulozyten in peripherem Blut
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Abb. 4.1: Die Anzahl der verschiedenen Zelltypen in der Leukozytenpopulation unterscheidet sich
zwischen WT- und PR3/NE-defizienten Miiusen nicht.

a) Differentialblutbild: In einem zuféllig gewéhlten Bereich von jeweils 10 ,Diff-Quik“-gefirbten Blutausstrichen von
WT- und PR3/NE-defizienten Mausen wurden 100 Zellen gezdhlt. Die unterschiedlichen Zelltypen wurden morphologisch
und anhand ihres Farbemusters bestimmt. Die Neutrophilenzahlen lagen fiir Blutproben des Wildtyps zwischen 5% und
27%, fiir PR3/NE-defiziente Proben zwischen 8% und 23%. Alle Angaben sind Durchschnittswerte in %.

b) Im Hamozytometer wurde die Leukozytenzellzahl pro Milliliter Blut bestimmt und die Zahl der verschiedenen
Zelltypen pro Volumeneinheit aus a) errechnet. Die Zahlenwerte unterhalb der Grafiken geben die Durchschnittswerte von
jeweils 10 analysierten Blutproben wieder. Vertikale Balken zeigen die Standardabweichung der erhaltenen Werte an.
Unterschiede zwischen PR3/NE-defizienten und Blutproben des Wildtyps sind hinsichtlich der Neutrophilenzahl statistisch
nicht signifikant (Mann-Whitney U-Test: Differentialblutbild segmentkernige Neutrophile: p=0,806, stabkernige
Neutrophile: p=0,063. Neutrophile/ml Blut: p=0,288).
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Studien mit humanen Leukdmie-Zellinien zufolge spielt PR3 nicht nur im ,angeborenen
Immunsystem* eine wichtige Rolle, sondern ist auch an der Proliferationsregulation
granulopoietischer Vorlduferzellen beteiligt [31, 291, 283]. Weiterhin ist beim Menschen die erbliche
zyklische Neutropenie mit einem monoallelischen Defekt des Neutrophilen-Elastase-Gens (Ela2)
assoziiert [149]. Um diese Befunde hinsichtlich der Entwicklung neutrophiler Granulozyten in der
Maus zu tberpriifen, wurde die Anzahl neutrophiler Granulozyten in peripherem Blut PR3/NE-
defizienter Mduse mit kongenen Wildtyp-Tieren verglichen. Hierzu wurde das Differentialblutbild von
insgesamt 10 WT- und 10 PR3/NE-defizienten Méusen im Alter von 2 bis 5 Monaten an
Hématoxylin/Eosin-gefarbten Blutausstrichen untersucht und aus den gewonnenen Daten und der
Zellzéhlung im Hamozytometer die Anzahl der einzelnen Zellen pro Volumeneinheit errechnet. Es
wurden keine signifikanten Unterschiede der relativen und absoluten Zellzahlen zwischen WT- und
PR3/NE-defizienten Leukozyten gefunden (Abb. 4.1). Die Ergebnisse des Differentialblutbildes
wurden weiterhin durch fluoreszenzzytometrische Identifikation neutrophiler Granulozyten iiber
Myeloid- und Neutrophilen-spezifische Oberflichenmolekiile (Macl/Ly6G-Doppelfiarbung) bestétigt
(nicht gezeigt).

Offensichtlich hat die PR3/NE-Defizienz auf die Zahl neutrophiler Granulozyten im peripheren Blut
keinen EinfluB8. Dariiberhinaus lieBen sich keine morphologischen Anomalien PR3/NE-defizienter

Granulozyten im Lichtmikroskop erkennen (nicht gezeigt).

4.2 Vergleichende, quantitative Bestimmung der Phagozytoseleistung

neutrophiler Granulozyten von Wildtyp- und PR3/NE-defizienten Miusen

Der Phagozytoseprozel kann in mehrere Phasen eingeteilt werden: Chemotaxis, Anlagerung von
Partikeln an die Zelloberfliche, Phagozytose und Vernichtung von Bakterien durch
sauerstoffabhéngige wund sauerstoffunabhingige Mechanismen. Das pleiotrope Dbiologische
Wirkungsspektrum der beiden Serinproteasen PR3 und NE erschwert die Analyse der einem Phanotyp
zugrunde liegenden funktionellen Defekte bei PR3/NE-defizienten Mé&usen in vivo. Denkbar ist
sowohl ein EinfluB auf die extravasale Zellmigration durch lokale Proteolyse extrazellulérer
Matrixproteine als auch die Modulation von Chemotaxis und Aktivierung von Neutrophilen und

Monozyten (Kap. 1.5).
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Abb. 4.2: Datenerhebungsmethode zur fluoreszenzzytometrischen Bestimmung der

Phagozytosekapazitit neutrophiler Granulozyten.

Beispiel einer vergleichenden Messung von Blutproben einer WT- und einer PR3/NE-defizienten Maus (2000U/ml

Heparin; Durchschnittswerte s. Tab. 4.1).

a) Im Streulichtdiagramm lassen sich Granulozyten (Kasten) anhand ihrer Grofie (Parameter auf der x-Achse ,,FSC*,
Vorwirtsstreulicht) und ihrer Granularitét (Parameter auf der y-Achse ,,SSC*, Seitwartsstreulicht) innerhalb der
Leukozytenpopulation identifizieren.

b) Um Bakterienaggregate von der Datenerhebung auszuschlieBen, wurden die Zellen mit DNA-Farbstoff angefarbt.
Anhand ihres hoheren DNA-Gehaltes (rote Fluoreszenz; ,,FL-2) lassen sich die Leukozyten von Bakterien
unterscheiden.

Die Bestimmung der Phagozytoseaktivitit erfolgte nur fiir die Zellen, die beide Kriterien erfiillten (Streulichtcharakteristik

wie im markierten Bereich in a) und DNA-Gehalt wie im markierten Bereich (,,M1%) in b)

¢) Negativkontrolle: die Probe wurde bei 0°C bis zur Messung gelagert; der Griinfluoreszenzparameter (,,FL-1°) wurde
so eingestellt, dal max. 5% der Zellen im positiven Bereich (horizontaler Balken) lagen

d) Bestimmung der Phagozytoseaktivitit von Wildtyp-Granulozyten

e) Bestimmung der Phagozytoseaktivitit von PR3/NE-defizienten Granulozyten

Anhand der Negativkontrolle wurde zunichst der Schwellenwert (griine Fluoreszenz; ,,FL-1=8) fiir Phagozytoseaktivitit

festgelegt (horizontaler Balken). Die im markierten Bereich liegenden Zellen wurden als aktiv phagozytierend bewertet

und der prozentuale Anteil zu nicht phagozytierenden Zellen (,,FL-1<8) bestimmt.
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Mit Hilfe der fluoreszenzzytometrischen Quantifizierung der Phagozytoseaktivitit 146t sich gezielt
untersuchen, ob quantitative Unterschiede bei der Chemotaxis und Aktivierung existieren, die
unabhéngig von der Wechselwirkung von Neutrophilen, Endothelzellen und extrazelluldrer Matrix
sind. Hierzu wurde die Aufnahme fluoreszenzfarbstoffmarkierter Bakterien in heparinisiertem
Vollblut fluoreszenzzytometrisch gemessen (Abb. 4.2). Um Opsonisierungsunterschiede
auszuschlieBen, wurden mit gepooltem Serum bereits voropsonisierte Bakterien verwendet. Da die
Phagozytosekinetik von dem Verhéltnis Leukozyten zu Bakterien bestimmt wird, wurden Bakterien in
10-fachem UberschuB eingesetzt. GemilB der Arbeitsanweisung des Herstellers der Reagenzien
(,,Arbeitsanweisung Phagotest* Version 7/96, Orpegen Pharma, Heidelberg) werden nach 10 Minuten
bei ca. 75% aller neutrophilen Granulozyten Aufnahme von Bakterien beobachtet. Dieser Wert erhoht
sich bei weiterer Inkubation nur noch schwach. Diese Werte wurden mit humanem Blut bestimmt. Da
der Anteil neutrophiler Granulozyten in der Leukozytenpopulation der Maus nur ca. 20% betrigt
(beim Menschen ca. 60%; Kap. 4.1.1), wurde im hier beschriebenen Experiment die Inkubationszeit
von 10 Minuten (fiir humane Zellen) auf 30-50 Minuten verléngert.

PR3/NE-defizienten Méusen und kongenen Wildtyp-Tieren wurde aus der Schwanzvene Blut
entnommen und dieses mit unterschiedlichen Konzentrationen Heparin versetzt. AnschlieBend wurde
es mit FITC-markierten E. coli 30-50 Minuten bei 37°C inkubiert und anschlieBend die
Fluoreszenzintensitdt von neutrophilen Granulozyten bestimmt.

Wihrend in den Ansdtzen mit 36-80 U/ml Heparin nach 30-miniitiger Inkubation kein signifikanter
Unterschied zwischen PR3/NE-defizienten und Wildtyp-Zellen zu detektieren war, wurden bei
Konzentrationen ab 2000U/ml nach 50 Minuten Inkubation deutlich weniger phagozytierende
PR3/NE-defiziente Granulozyten als WT-Granulozyten beobachtet (Tab. 4.1). Mit steigender
Heparinkonzentration (50 Minuten Inkubation) verringerte sich der Anteil phagozytierender
Granulozyten beider Genotypen. Wiahrend jedoch bei 6000U/ml Heparin die Phagozytose PR3/NE-
defizienter Zellen nahezu vollstindig blockiert war, waren etwa die Hilfte der WT-Granulozyten
weiterhin phagozytotisch aktiv. Signifikante Unterschiede bei der Anzahl aufgenommener Bakterien
phagozytotisch aktiver Graulozyten (dargestellt durch die Fluoreszenzintensitdt) wurden dagegen nicht

beobachtet.
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Z.

Genotyp Anteil phagozytierender Fluoreszenzintensit:it
(Anzahl der getesteten Granulozyten [%] phagozytierender Heparin-
Maiuse) (Standardabweichung) Granulozyten konzentration
(Standardabweichung) [U/ml]
Wildtyp (3) 83,4 (14,5) 651,4 (199,1)
PR3/NE-defizient (3) 85,4 (8,1) 700,6 (83,1) 200
N N YN YY)
Wildtyp (3) 79,4 (12,9) 636,3 (178,3)
PR3/NE-defizient (2) 81,2 (13,4) 791,3 (56,1) 80
Wildtyp (7) 83,4 (4,5) 1039,2 (313,1)
PR3/NE-defizient (7) 49,9 (13.5) 1150,2 (209,8) AN
Wildtyp (2) 88,05 (5) 887 (59,5)
PR3/NE-defizient (2) 35,85 (28,1) 548,83 (341) 2500
I Y Y YY)
Wildtyp (2) 40,7 (10,8) 2467.9 (928)
PR3/NE-defizient (2) 4.4 (6,1) * 4000
Wildtyp (2) 51,2 (6,2) 1419,3 (127,3)
PR3/NE-defizient (2) 0,6 (0.8) * S0y

Tab. 4.1: Quantitativer Vergleich der Phagozytosekapazitit in vitro von Granulozyten PR3/NE-
defizienter Miuse und kongener Wildtyp-Tiere in Vollblut.

Der prozentuale Anteil phagozytierender Granulozyten nimmt mit steigender Heparinkonzentration bei beiden
Mausstimmen ab. Der Anteil phagozytierender Granulozyten ist bei Konzentrationen ab 2000U/ml bei PR3/NE-
defizienten Méausen jedoch deutlich geringer als bei kongenen Wildtyp-Tieren. Statistisch signifikante Unterschiede der
mittleren Fluoreszenzintensitét (proportional zur Anzahl aufgenommener FITC-markierter Bakterien pro Zelle) waren
zwischen den beiden Genotypen nicht zu beobachten (Mann-Whitney U-Test: p=0,827 bei 36U/ml Heparin, p=0,277 bei
2000U/ml Heparin). Wegen der unterschiedlichen Phagozytoseaktivititen wurden die MeBwerte bei niedrigen
Heparinkonzentrationen (36-80U/ml) nach 30 Minuten Inkubation erhoben, ab 2000U/ml wurde 50 Minuten inkubiert.

* Eine Auswertung ist aufgrund der niedrigen Zahl phagozytierender Zellen nicht moglich.

Angaben in Klammern der linken Spalte bezeichnen die Anzahl der getesteten Blutproben. Angaben der beiden mittleren
Spalten stellen Mittelwerte der erhaltenen Daten dar (eingeklammerte Werte bezeichnen deren Standardabweichung). Die
Unterschiede der Anteile phagozytierender Granulozyten bei 36U/ml sind statistisch nicht signifikant (Mann-Whitney U-
Test: p=0,827), bei hohen Heparinkonzentrationen ist der Unterschied hingegen signifikant (Mann-Whitney U-Test:
p=0,0017 bei 2000U/ml Heparin).
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4.3 Reverse, passive Arthus-Reaktion

Die Arthus-Reaktion ist ein klassisches in vivo-Modell fiir Immunkomplex-vermittelte akute
inflammatorische Gewebeschiadigungen [4]. In der reversen, passiven Arthus-Reaktion (RPA) wird
lokal ein UberschuB3 an Antikorpern vorgelegt und das entsprechende Antigen intravends verabreicht.
Auf die Haut angewandt, gewihrleistet diese Vorgehensweise perivaskuldre Deposition von
Immunkomplexen in der Dermis und l0st eine rasche inflammatorische Antwort aus. Sie ist
gekennzeichnet durch Odembildung, Neutrophilen-Akkumulation, Himorrhagie und schlieBlich
Gewebenekrose. Neuere experimentelle Ergebnisse legen nahe, da3 die inflammatorische Kaskade in
der intradermalen RPA durch F.-Rezeptor-vermittelte Aktivierung von Mastzellen ausgelost wird
[304, 305] und durch Aktivierung der Komplementkaskade iiber den klassischen Weg verstarkt wird
[244]. Neben F.-Rezeptor-vermittelter Aktivierung von Mastzellen und Komplementaktivierung kann
eine Arthus-Reaktion auch iiber einen dritten Weg induziert werden: Eine Immunkomplexperitonitis
wird vorwiegend iiber F.-Rezeptor-vermittelte Aktivierung von Makrophagen ausgelost [142].

Eine Immunkomplexperitonitis ist immer von einem transienten systemischen und lokalen Anstieg des
TNFa-Spiegels begleitet. Es existieren aber widerspriichliche experimentelle Daten beziiglich einer
TNFa- vermittelten Rekrutierung von Neutrophilen [351, 142]. Von Zhang und Mitarbeitern wurde
bereits 5 Minuten nach der Deposition von Antikdrpern in der Peritonealhohle ein rascher Anstieg des
TNFa-Spiegels in derselben beobachtet, der nach weiteren 5 Minuten wieder abfiel. Ein zweiter,
wesentlich stirkerer Anstieg wurde schlielich nach 6 Stunden beobachtet. Bei Mastzell-defizienten
Miusen wurde der erste Anstieg nicht beobachtet und der zweite war wesentlich schwécher
ausgeprigt als bei WT-Tieren. Die Autoren schluf3folgerten, dal der zweite Anstieg des TNFa-
Spiegels durch infiltrierende neutrophile Granulozyten hervorgerufen wird. Dieser Befund erschien im
Hinblick auf die Fahigkeit von PR3, membrangebundenes TNFa zu spalten, besonders wichtig [259,
58].

PR3/NE-defiziente Méuse boten sich daher in idealer Weise an, um die Beteiligung der beiden
Serinproteasen an der Entwicklung einer Immunkomplex-vermittelten Immunreaktion in vivo zu

untersuchen.
4.3.1 Reverse, passive Arthus-Reaktion in der Haut

Wie von Frohlich bereits gezeigt wurde, lassen sich in Hautbiopsien von WT-Méusen 8 Stunden nach
der Induktion einer dermalen Arthus-Reaktion dichte Infiltrate von polymorphonukledren Zellen an

der betroffenen Stelle nachweisen [105]. Wihrend bei heterozygoten PR3/NE-defizienten Méusen
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schon deutlich weniger infiltrierende Zellen zu beobachten waren, wurden bei homozygoten Tieren

interstitiell kaum polymorphonukledre Zellen gefunden.

D & Wildtyp (n=5)
DDD O PR3/NE-defizient (n=6)
[

O

relative Intensitat
N

Abb. 4.3: Quantifizierung der lokalen Odeme 60 Minuten nach einer experimentell induzierten dermalen
reversen passiven Arthus-Reaktion.

a) Unterseite des Hautareals einer WT-Maus

b) Unterseite des Hautareals einer PR3/NE-defizienten Maus

Aus den BlutgefiBen ausgetretenes Plasma ist durch intravends injiziertes Evans Blau sichtbar gemacht. Die Odeme bei
Wildtyp-Tieren zeichnen sich durch einen groeren Durchmesser und/oder stirkere Farbintensitét aus. Die Doppelpfeile
skizzieren die horizontalen und vertikalen Ausmafe der Odeme.

c) Die Datenpunkte zeigen die durchschnittliche Odemintensitit einzelner Tiere an, die von 3 Beobachtern unabhiingig
unter einfachen Blindbedingungen ermittelt wurde. Horizontale Balken markieren den Median.

Die Unterschiede zwischen den beiden Genotypen sind statistisch signifikant (Mann-Whitney U-Test: p=0,0055).
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Um diesen Befund quantitativ zu lberpriifen, wurde an PR3/NE-defizienten und WT-Maéusen eine
vergleichende dermale Arthus-Reaktion durchgefiihrt. Das Ausmall der Reaktion wurde iiber die
GroBe und Intensitit der resultierenden Odeme und Héimorrhagien abgeschitzt. Da fiir die Ausbildung
einer deutlichen Hamorrhagie hohere Antikorperkonzentrationen erforderlich waren, wurde die
quantitative Abschidtzung der beiden Entziindungsparameter in getrennten Experimenten durchgefiihrt.
Quantifizierung der Odeme:

Die Quantifizierung der Odeme diente insbesondere dazu, die Beteiligung der beiden Serinproteasen
PR3 und NE am Entziindungsprozef3 zeitlich enger eingrenzen zu konnen. Ist lediglich die extravasale
Migration bei PR3/NE-defizienten Neutrophilen gestort, sollte sich dieser Effekt nicht bereits bei der
Odembildung bemerkbar machen.

5 WT- und 6 PR3/NE-defizienten Maiusen wurde intravends 20pg Ovalbumin pro Gramm
Korpergewicht verabreicht (der Antigenlésung wurde auflerdem 0,1% Evans Blau als Serumfarbstoff
beigemengt, um den Austritt von Plasma aus den Blutgefd3en in den interstitiellen Raum sichtbar zu
machen) und sofort anschlieBend 10pg Ziege-Anti-Ovalbumin-Antikorper (gereinigte IgG-Fraktion
aus Antiserum) intradermal an einer frei rasierten Stelle der ventrolateralen Bauchhaut injiziert. Als
Kontrolle wurde je 3 Méusen intradermal Ziegen-IgG gleicher Konzentration oder PBS intravends
verabreicht. Nach 60 Minuten wurde von den betroffenen Stellen eine Hautbiopsie entnommen. Die
Intensitit und der Durchmesser der Blaufarbung wurde auf der Innenseite gemil3 einer Skala von 0
(keine Férbung) bis 4 (sehr starke Firbung) beurteilt. Die Auswertung wurde von mindestens 3
Beobachtern unabhéngig voneinander unter einfachen Blindbedingungen vorgenommen.

Bei WT-Miusen wurde eine deutlich stirkere Blaufirbung als bei PR3/NE-defizienten Miusen
beobachtet (Abb. 4.3). Bei Kontrolltieren konnte hingegen keine Farbung festgestellt werden (nicht
gezeigt). Die erhaltenen Daten beweisen somit, da3 PR3 und/oder NE bereits in der Frithphase der
dermalen Arthus-Reaktion einen verstirkenden Einflu3 ausiiben.

Quantifizierung der Himorrhagien:

4 WT- und 4 PR3/NE-defiziente Maéuse erhielten intravends 20pg Ovalbumin pro Gramm
Korpergewicht und sofort anschlieBend 50pg Ziege-Anti-Ovalbumin-Antikdrper (gereinigte IgG-
Fraktion aus Antiserum) intradermal an einer zuvor frei rasierten Stelle der ventrolateralen Bauchhaut.
Als Kontrolle wurde je 2 Méusen intradermal Ziegen-IgG gleicher Konzentration oder PBS intravends
verabreicht. Nach 6 Stunden wurde von den betroffenen Stellen eine Hautbiopsie entnommen. Die
Intensitdt und der Durchmesser der Himorrhagie wurde auf der Innenseite geméal3 einer Skala von 0
(keine Purpura) bis 4 (sehr starke Purpura) beurteilt. Die Auswertung wurde von mindestens 3

Beobachtern unabhéngig voneinander unter einfachen Blindbedingungen vorgenommen. Aus Abb. 4.4
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geht hervor, dal auch die hdmorrhagischen Verianderungen bei Hautbiopsien von Wildtyp-Tieren
deutlicher ausgeprégt waren als von PR3/NE-defizienten Tieren. Bei Negativkontrollen wurden keine

Hamorrhagien gefunden (nicht gezeigt).

a) b)

z [
& Wildtyp (n=4)

O PR3/NE-defizient (n=4)

relative Intensitat
N

Abb. 4.4: Quantifizierung der lokalen Himorrhagien 6 Stunden nach einer experimentell induzierten
dermalen reversen passiven Arthus-Reaktion.

a) Unterseite des Hautareals einer Wildtyp-Maus

b) Unterseite des Hautareals einer PR3/NE-defizienten Maus

¢) Die Datenpunkte zeigen die durchschnittliche Intensitit der Purpura einzelner Tiere an, die von 3 Beobachtern
unabhéngig unter einfachen Blindbedingungen ermittelt wurde. Horizontale Balken markieren den Median. Biopsien von
WT-Maiusen zeichnen sich durch eine deutlich stirkere Purpura aus

Die Unterschiede zwischen den beiden Genotypen sind allerdings aufgrund der geringen Fallzahl geringfiigig unterhalb des
Schwellenwertes fiir statistische Signifikanz (Mann-Whitney U-Test: p=0,058).
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4.3.2 Immunkomplexperitonitis

4 PR3/NE-defizienten Méusen und 4 Wildtyp-Kontrolltieren (jeweils 2 Mannchen und 2 Weibchen)
wurde zundchst 20ug Ovalbumin pro Gramm Korpergewicht intravends injiziert und anschlieBend
800ug Ziege-Anti-Ovalbumin-Antikorper (gereinigte IgG-Fraktion aus Antiserum) intraperitoneal
deponiert. Als Kontrolle wurde je 2 Médusen pro Genotyp PBS intravends bzw. intraperitoneal
verabreicht. Nach 4 Stunden wurde die Peritonealhdhle mit PBS gespiilt und die Zellzahl des Exsudats
im Hédmozytometer bestimmt. Die differentielle Identifizierung der verschiedenen Zelltypen erfolgte
durch mikroskopische Auswertung ,,Diff-Quik“-gefdarbter Ausstriche. Weiterhin wurde unter
Verwendung eines TNFa-spezifischen Festphasenimmunoassays die Konzentration von TNFa im
Uberstand ermittelt. Ein weiteres Experiment wurde unter identischen Bedingungen durchgefiihrt, die
Inkubationsdauer wurde jedoch auf 6 Stunden verldngert.

4 Stunden nach Induktion der peritonealen Arthus-Reaktion konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Genotypen in Bezug auf die Anzahl infiltrierender Granulozyten festgestellt werden
(Abb. 4.5, a), linke Hélfte). Bei WT-Tieren konnte jedoch mehr TNFa im Peritonealexsudat als bei
PR3/NE-defizienten Mausen nachgewiesen werden (Abb. 4.5, a), rechte Hailfte). Allerdings geht aus
den erhaltenen Daten auch hervor, daB3 die Infiltration bzw. TNFa-Spiegel nicht alleine durch
Immunkomplexe induziert wurden, da intraperitoneale Kontrollinjektionen von Ovalbumin-
Antikorpern alleine ebenfalls Neutrophileninfiltration und TNFa-Sekretion hervorriefen.
Bemerkenswerterweise lagen die TNFa-Spiegel auch in diesem Fall bei Wildtyp-Méusen hoher als
bei PR3/NE-defizienten Tieren.

In einem weiteren Experiment wurden 6 Stunden nach Induktion der Arthus-Raktion sehr heterogene
Ergebnisse erhalten. Wihrend sich wiederum hinsichtlich der Anzahl infiltrierender neutrophiler
Granulozyten zwischen beiden Genotypen kein signifikanter Unterschied ausmachen liel3, hatten sich
die Verhéltnisse der Zytokinspiegel nahezu umgekehrt: Wéhrend die TNFa-Konzentrationen bei WT-
Tieren wieder auf Kontrollwerte zuriickgegangen waren, wiesen 2 der 4 getesteten PR3/NE-

defizienten Méuse einen deutlich erhohten TNFa-Spiegel auf (Abb. 4.5, b).
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Abb. 4.5: Peritoneale reverse, passive Arthus-Reaktion.
Es wurde die Zellzahl neutrophiler Granulozyten und der TNFa-Spiegel im Peritonealexsudat ermittelt und die erhaltenen

Werte fiir jede Maus einzeln im Diagramm dargestellt. Als Kontrolle wurde nur Ovalbumin-Antikérper bzw. nur

Ovalbumin injiziert.

a) Die Anzahl neutrophiler Granulozyten im Peritonealexsudat (linke Hélfte des Diagramms) 4 Stunden nach der
Antikorperinjektion unterscheidet sich nicht zwischen den beiden Genotypen (Mann-Whitney U-Test: p=0,773). Die
Konzentration an TNFa (rechte Hélfte des Diagramms) ist bei Wildtyp-Tieren jedoch signifikant hoher als bei
PR3/NE-defizienten Miusen (Mann-Whitney U-Test: p=0,021). Der Antikdrper alleine induziert ebenfalls eine

inflammatorische Reaktion (siche Text).

b) 6 Stunden nach Induktion der Arthus-Reaktion unterscheidet sich die Anzahl der Neutrophilen im Peritonealexsudat
nicht (Mann-Whitney U-Test: p=0,375). Bei 2 der 4 getesteten PR3/NE-defizienten Mausen ist der TNFa-Spiegel aber
deutlich erhoht. TNFa-Konzentrationen der Wildtyp-Mause sind dagegen wieder auf Kontrollwerte zuriickgegangen.

In den meisten Fillen war die Neutrophilenzahl mit dem TNFa-Spiegel korreliert (Verbindungslinien).
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4.4 Herstellung rekombinanter mPR3

Voraussetzung zur Herstellung eines Antiserums mit Anti-mPR3-Aktivitdt war die Verfiigbarkeit des
Antigens. Deshalb wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit ein Verfahren zur rekombinanten
Expression von mPR3 in E. coli entwickelt. Es ist an ein Verfahren angelehnt, das bereits fiir andere
Serinproteasen erfolgreich eingestzt worden war [338]. Die in der Literatur beschriebenen Verfahren
zur Expression von humaner PR3 in eukaryotischen Zellen sind sehr ineffizient und wurden deshalb
nicht gewdhlt [290, 307, 138]. Andere prokaryotische Expressionssysteme hingegen lieferten nur
teilweise korrekt gefaltete Fusionsproteine [138]. Expression muriner PR3 wurde lediglich in einem
eukaryotischen System beschrieben, das nach Aufreinigung nur geringe Mengen an aktivem Enzym

liefert [153].
4.4.1 Rekombinante Expression von pro-mPR3 in E. coli

Murine PR3 wurde unter Verwendung eines Expressionssystems der Firma Novagen zytoplasmatisch
in E. coli B834 (DE3) exprimiert (eine genaue Beschreibung dieses Systems findet sich in Kap. 3.11).
Zunichst wurde wie in Kap. 3.8 beschrieben, die fiir mPR3 kodierende ¢cDNA mit N-terminaler
Extension (fiir das Propeptid Met-Glu kodierend) in den Vektor pET24cHST (Kap. 8) kloniert. Hierzu
wurde die Nde I-Schnittstelle der MCS (multiple cloning site) verwendet, um einen optimalen Abstand
zwischen rbs (ribosome binding site) und dem Startkodon ATG zu gewahrleisten. Um eine hohe
Ausbeute zu erzielen, wurde zuvor mittels Primer-Mutagenese die kodierende Sequenz hinsichtlich
der Kodonpriferenz fiir E. coli bis Kodon 9 (ausgehend vom Startkodon) optimiert (Kodon-Priferenz
Klasse Il nach [71]). Das Gesamtzell-Lysat lieferte nach Induktion jedoch keine erkennbare Bande bei
ca. 25kDa in Coomassie-Blue-gefarbtem SDS-Polyacrylamidgel (nicht gezeigt). Im folgenden wurden
verschiedene Strategien verfolgt, um durch Abwandlung des Ausgangskonstrukts eine Expression von
pro-mPR3 zu realisieren.

Bei der Klonierung des Expressionskonstrukts wurde fiir die 5’-terminale Schnittstelle der pro-mPR3-
cDNA statt Nde I fiir den Restriktionsverdau Ase I verwendet (die Ase I-Schnittstelle wurde bei oben
erwdhnter Primer-Mutagenese ebenfalls in die cDNA-Sequenz eingefiihrt). Ase 1 lieferte zwar
kompatible, kohdsive Enden zur Nde I- Schnittstelle des Vektors, fiihrte aber gleichzeitig zur Insertion
eines Nukleotids zwischen rbs und Startkodon. Bei der bakteriellen Translation spielt die
Sequenzlidnge stromabwirts der rbs aber fiir die Anheftung des Initiationskomplexes eine wichtige
Rolle [275]. Aus diesem Grund wurde zundchst ein weiteres Konstrukt hergestellt, bei dem das
inserierte Nukleotid entfernt wurde. Aber auch hier konnte keine pro-mPR3 im Bakterienlysat

detektiert werden (Abb. 4.6, Spur A: mPR3 pET24c/i2).
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Abb. 4.6: Gesamtzellysate der Expressionskulturen; die Lyse erfolgte in modifiziertem Laemmli-Puffer wie in
Kap. 3.12 beschrieben; Coomassie-Blue-gefdrbtes SDS- Polyacrylamidgel; die erwartete Migrationsfront von mPR3 (25
kDa) ist durch einen Pfeil angedeutet; Balkendiagramme symbolisieren schematisch die Zusammensetzung des N-
Terminus von Ile-16 bis Glu-60 (Chymotrypsinogennumerierung) der Expressionskonstrukte aus Sequenzen von mPR3
(blau) und hGzmK (griin, Details hierzu auf Seite 65).

A: mPR3 pET24c/i2 B: mPR3pET24¢/C-S
C: mPR3pET24c/F1 D: mPR3pET24c¢/F2
E: mPR3pET24c/F3b F: mPR3pET24c/F4
G: mPR3pET24c/F5a H: mPR3pET24c/F5b
I: mPR3pET24¢/F5¢ J: mPR3pET24c/F3a*
K: mPR3pET24c/F3a** L: mPR3pET24c/F3a*** M: Molekulargewichtsstandard ~ N: mPR3pET24c/F3a****
O: mPR3pET24c/F6a P: mPR3pET24c/Fé6b

* Zellen wurden verdiinnt und wiederholt aufgekocht
** Zellen wurden nur einmal aufgekocht, ohne zusétzliches SDS/B-ME

*** wie J, jedoch Wirtsbakterien E. coli BL21 ***% Zellen fiir die Lyse nicht verdiinnt
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Es wurde aullerdem in Betracht gezogen, dal3 bakterizide oder bakteriostatische Eigenschaften der

PR3 die Expression in E. coli behindern [47] oder wihrend der Expressionsphase einen negativen

Selektionsdruck auf stark exprimierende Bakterienklone ausiiben konnten (weshalb sich bakterizide

oder bakteriostatische Eigenschaften des rekombinanten Proteins nicht zwingend {iber die Ermittlung

der Wachstumsrate nachweisen lassen). Um diese Hypothese zu {iiberpriifen, wurde zunéchst in

Proteindatenbanken (Swiss-Prot) nach bakteriziden Proteinen mit hoher N-terminaler Homologie zu

mPR3 gesucht. Das humane antimikrobielle Protein CAP 37 aus Neutrophilen-Granula (cationic

antimicrobial protein of molecular mass 37kDa, Synonym: Azurocidin) weist eine sehr hohe

Sequenzhomologie zu Neutrophilen-Serinproteasen auf (z. B. 45% Homologie zu humaner

Neutrophilen-Elastase, [238]). Aber insbesondere die bakterizide Doméne (AS 33-60) zeigte eine hohe

Ubereinstimmung mit der Primérstruktur von mPR3. Pereira und Mitarbeiter konnten zeigen, da3 ein

synthetisches Peptid, welches die Aminosduresequenz der bakteriziden Doméne umfalit, eine

antibakterielle Wirkung gegen gram-negative Bakterien entfaltet [232, 239]. Die bakteriziden

Eigenschaften konnten jedoch vollstindig getilgt werden, wenn eines der beiden Cystein-Reste (s.

Abb. 4.7) durch Serin ersetzt wurde. Diese Ergebnisse legten zweierlei Strategien fiir die weitere

Optimierung des Expressionskonstrukts nahe:

1. Austausch eines Cysteinrestes im Bereich der putativ bakeriziden Doméne der mPR3. Die fiir die
antibakteriellen Eigenschaften essentielle Disulfidbriicke kann nicht mehr ausgebildet werden.

2. Austausch der gesamten Sequenz der putativ bakteriziden Doméne durch den homologen
Sequenzabschnitt aus hGzmK, einer nahe verwandten Serinprotease, die, wie bereits erwihnt,
erfolgreich im gleichen Expressionssystem generiert wurde.

Die Umsetzung dieser Strategie erfolgte durch die Herstellung von 3 verschiedenen

Expressionskonstrukten (Chymotrypsinogennumerierung):

- mPR3pET24c/F1: Methionin (erste Aminosdure des Propeptids) bis Glutamat-60 durch homologe

Sequenz aus hGzmK ersetzt (Austausch des gesamten N-Terminus bis AS 60).

- mPR3pET24¢/F2: Tyrosin-29 bis Glutamat-60 durch homologe Sequenz aus hGzmK

ersetzt (Austausch der putativ bakteriziden Domine).

- mPR3pET24¢/C-S: Cystein-58 mutiert zu Serin.

Mit Hilfe dieser Konstrukte war es moglich, gezielt zu untersuchen, ob die putativ bakterizide Doméne

allein verantwortlich fiir die fehlende Expression ist oder ob benachbarte N-terminale Sequenzen

ebenfalls involviert sind.
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CAP 37 33 -NQ------=--- € RHFCEGARI-HARFEGFMT-BRR-SCFQ 60
hCat G 33 -1-Q----S-P-Al6QSRCEGFRV-REDFNL-T-RRAHCWG 60
hNE 33 -L-Ro-cmmcnmnn- eGHFCEATRI-APNEYEMSRARHCV-A 60
hGznK 33 -1-Q------ v-cerHHv-cEecVv-Mi-DP-QWEL-T-AB HC QY- 60
PR3 33 -L-QL-SRFPlesHFclecTRI-HPREGL-T-BBRHCL-Q 60

Abb.4.7: Aminosduresequenzvergleich im Bereich der bakteriziden Domiine von CAP37 mit humanen
Neutrophilen-Serinproteasen und mPR3.

Schwarze vertikale Balken zeigen Ubereinstimmung in allen, graue Balken bei mindestens einem der alinierten Proteine
an.

Die bei Serinproteasen und CAP37 hochkonservierte Disulfidbriicke ist gelb skizziert.

Aminoséduren, die beim Austausch der putativ bakteriziden Domédne von mPR3 durch die homologe Sequenz von hGzmK
ersetzt oder deletiert wurden, sind fett kursiv dargestellt.

CAP37, humanes CAP37; hCatG, humanes Cathepsin G; hNE, humane Neutrophilen-Elastase; hGzmK, humanes
Granzym K.

Es erschien auBerdem moglich, daB3 wihrend der Wachstumsphase vor Induktion in Abwesenheit des
katabolischen Repressors Glukose bereits geringe Mengen pro-mPR3 translatiert wurden und folglich
eine negative Selektion stattfindet. Daher wurde das Expressionskonstrukt mPR3 pET24c/i2 alternativ
in das Wirtsbakterium E. coli BLR (DE3) pLysS transformiert. Dieser kommerziell erhiltliche
Bakterienstamm (Novagen) ist mit dem Vektor pACYCI184, der eine schwache, konstitutive
intrazelluldre Expression von T7 Lysozym bewirkt, kotransfiziert [55]. T7 Lysozym kann unter
anderem an T7 RNA Polymerase binden und so die Translation der unter der Kontrolle des T7
Promotors stehenden pro-mPR3 inhibieren [300]. Eine Negativselektion vor der Induktion konnte auf
diese Weise nahezu ausgeschlossen werden. Im Bakterienlysat induzierter Zellen lief sich pro-mPR3
jedoch im Coomassie-Blue-gefarbten SDS-Polyacrylamidgel nicht nachweisen (nicht gezeigt).

Die Analyse des Gesamtzellysats induzierter Bakterienkulturen der oben beschriebenen Klone lieferte
indes den Beweis, daf} nicht die putativ bakterizide Doméne eine Expression verhindert, da weder eine
Coomassie-Blue-gefiarbte Bande korrekter Grofe im Zellysat mPR3pET24c/F2-transfizierter noch
mPR3pET24c/C-S-transfizierter Bakterien zu detektieren war. Fiir das Expressionskonstrukt
mPR3pET24c¢/F1 hingegen wurde eine starke Expression beobachtet, die als prominenteste Bande im
Zellysat sichtbar war (Abb. 4.6, Spur D, B, C). Der fiir die Fragestellung entscheidende Bereich muf3te
also im Abschnitt der ersten 16 Aminosduren zu finden sein, was sich durch die Analyse eines
weiteren  Expressionskonstrukts mit einem homologen Sequenztausch bis Tyrosin-29
(mPR3pET24c¢/F3b, Abb. 4.6, Spur E) bestitigte. Um das zu exprimierende Fusionsprotein moglichst
stark an die Primérstruktur der nativen mPR3 anzundhern, wurden insgesamt 6 Expressionskonstrukte

hergestellt, bei denen wenige Aminoséuren in diesem Bereich ausgetauscht wurden. Es zeigte sich,
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dal} der Austausch bestimmter einzelner Aminosiuren hinreichend war, um rekombinantes Protein im

Zellysat nachzuweisen. Uberraschenderweise war dies bei ausgesprochen konservativen Mutationen

der Fall: Austausch einer basischen Aminosiure gegen eine basische (Konstrukte mPR3pET24c¢/F5c

und mPR3pET24¢/F6b Histidin getauscht gegen Lysin, Abb. 4.6, Spur I und P) und Tausch einer

hydrophoben Aminosdure gegen eine andere hydrophobe (Konstrukt mPR3pET24c/F6a, Alanin-22

getauscht gegen Valin, Abb. 4.6, Spur O). Hingegen hatte der Austausch Arginin-23 gegen Serin keine
Auswirkung auf die Expressionseffizienz (Konstrukt mPR3pET24c/F5b, Abb. 4.6, Spur H).

N-terminale Aminosduresequenz der Expressionskonstrukte von Ile-16 bis Glu-60 (Chymotrypsi-

nogennumerierung, die bakterizide Doméne ist rot unterlegt. Die Herkunft der Aminosiuresequenz ist

durch blaue (mPR3) bzw. griine (hGzmK) Unterlegung gekennzeichnet. Die von der natiirlichen

mPR3-Sequenz abweichenden Aminosduren sind schwarz dargestellt. Kodonoptimierte cDNA-

Sequenzen sind durch Unterstreichung der entsprechenden Aminoséuren angedeutet ):

mPR3pET24c¢/i2:

mPR3pET24c¢/F1:

mPR3pET24c¢/F2:

mPR3pET24c¢/C-S:

mPR3pET24c/F3a:

mPR3pET24c¢/F3b:

mPR3pET24c/F4:

mPR3pET24c/F5a:

mPR3pET24¢/F5b:

mPR3pET24c/F5c:

mPR3pET24c/F6a:

mPR3pET24c/F6b:

16-

16-

16-

16-

16-
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16-
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Alternativ wurde ein weiteres Expressionskonstrukt generiert, bei dem nur sog. ,,stille Mutationen*
eingefiihrt wurden (Konstrukt mPR3pET24c/F3a). Die kodierende Sequenz wurde dadurch
hinsichtlich der Kodonpréferenz fiir E. coli bis Kodon 15 (ausgehend vom Startkodon) optimiert.
Auch mit diesem Konstrukt konnte zunéchst keine Expression beobachtet werden.

Weil einerseits der Austausch einzelner homologer Aminosduren erfolgreich war, andererseits eine
Kodonoptimierung im selben Bereich keine Auswirkungen hatte, wurde vermutet, da3 das Fehlen der
Expression mit dem optimierten Konstrukt mPR3pET24c/F3a durch physikochemische Eigenschaften
des exprimierten Proteins hervorgerufen wurde. Zytoplasmatisch iiberexprimierte heterologe Proteine
in E. coli liegen in den meisten Fillen als sog. EinschluBkorperchen (inclusion bodies), also in
Aggregatform, vor [201]. Es wurde vermutet, dal pro-rmPR3 aufgrund seiner Hydrophobizitit, die
aufgrund fehlender Glykosilierung besonders stark ausgeprigt sein konnte, moglicherweise besonders
schwer I6sliche Aggregate bildet. Aus diesem Grund wurden Bakterienkulturen in verschiedenen
Verdiinnungen und unter wiederholtem Abkiihlen und Aufkochen in modifiziertem Laemmli-Puffer
(Kap. 3.12) aufgeschlossen. Auf diese Weise lie sich schlieBlich fiir das Konstrukt mPR3pET24¢/F3a
eine Coomassie-Blue-gefarbte Bande im SDS-Polyacrylamidgel mit einem Molekulargewicht von ca.
25kDa nachweisen.

Die durch Coomassie-Blue-Fiarbung sichtbar gemachten Proteinbanden der einzelnen Expressionen
lassen somit nicht direkt auf die Expressionseffizienz schliefen. Die Unterschiede der
Bandenintenstitét beruhen vermutlich teilweise oder vollstdndig auf der unterschiedlichen Loslichkeit
der Polypeptidketten in Laemmli-Puffer. Da die Aminosiduresequenz von rmPR3 im Konstrukt
mPR3pET24c¢/F3a der natiirlichen mPR3-Sequenz entspricht (mit der Prosequenz ersetzt durch M-E),

wurde es fiir alle folgenden Schritte eingesetzt.
4.4.2 Solubilisierung und Renaturierung von pro-rmPR3

Das als EinschluBkorpermaterial im Zytoplasma von E. coli vorliegende Protein wurde als
Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung korrekt gefalteter rmPR3 bzw. pro-rmPR3 herangezogen. Hierzu
muflite zundchst das unlosliche Protein gewonnen und von bakteriellen Kontaminationen wie
Membranproteinen durch Detergens unter Hochsalzbedingungen gereinigt werden. Mit dieser
Methode wurde pro-rmPR3 bereits stark angereichert, jedoch nicht vollstindig von Kontaminationen
befreit (Abb. 4.8).

Da leichte Verunreinigungen den Renaturierungsprozess kaum beeintrachtigen [263], wurde das
gewonnene Material unmittelbar in hochmolarem Guanidiniumchlorid solubilisiert. Zusétzlich wurde

ein Glutathion-Redoxsystem zur Derivatisierung eingesetzt. Um eine vollstdndige Solubilisierung des
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Abb. 4.8: Coomassie-Blue-gefirbtes SDS-
die Ein-
schluBBkorperpriparation ist bereits mit pro-

Polyacrylamidgel; gewaschene
mPR3 angereichert

M, Molekulargewichtsstandard;

A, Gesamtzellysat;

B, EinschluBkdrper- (IB-) Préparation.

Die Position von mPR3 ist durch einen Pfeil

angedeutet.

EinschluBBkorpersuspension

im

Das solubilisierte Material wurde durch rasches Verdiinnen in physiologischem Puffer bei pH 8,5

renaturiert. Zunichst wurde das Solubilisat (max. Smg/ml) in 3 Pulsen bei 4°C jeweils 1:100 in

Renaturierungspuffer verdiinnt, eingeengt und iiber hydrophobe Interaktionschromatographie (HIC)

aufgereinigt. In den Elutionsfraktionen wurden jedoch 3 unterschiedliche Proteine von jeweils 25kDa,

20 kDa und 5kDa detektiert (Abb. 4.9, Spur A/B).

A B
T T |
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144

Durch aminoterminale

Abb. 4.9:

Silbergel: FPLC-gereinigte pro-rmPR3.
A und B: frithe (A) und spéte (B) Fraktion des
Elutionspeaks; neben intakter pro-rmPR3 (Pfeil)
enthédlt das Eluat 2 Spaltfragmente von ca.
20kDa (*) und 5kDa (**); die Spaltfragmente
gehen eine schwichere hydrophobe
Wechselwirkung mit der Chromatographie-
matrix ein und eluieren deshalb frither als

intaktes Protein

C: das abgednderte Riickfaltungsprotokoll
(siche Text) erzielt nahezu ungespaltenes
Enzym, mnach der FPLC sind keine

Kontaminationen detektierbar.

Proteinsequenzierung konnten die beiden kleineren Produkte

als

Spaltfragmente von pro-rmPR3 identifiziert werden. Als Spaltstelle wurde durch N-terminale

Aminosduresequenzierung  die

Peptidbindung
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trypsinogennumerierung) identifiziert. Als Nebensequenz wurde eine zweite Spaltstelle zwischen Gly-
189 und Ile-190 nachgewiesen. Aufgrund der beobachteten Instabilitit des Enzyms wurde die
Vorgehensweise zur Renaturierung angepalit. Wie in Kap. 4.5.2 dargestellt ist, beruht die beobachtete
Instabilitdt vermutlich auf einer spezifischen (mdglicherweise autokatalytischen?) Spaltung. Da mPR3
maximale katalytische Aktivitdt in schwach alkalischen Puffern aufweist, wurde die Inkubationszeit
im Renaturierungspuffer (pH 8,5!) auf 12 Stunden verkiirzt. Um Verluste durch unvollstindige
Riickfaltung zu minimieren, wurde die Verkiirzung der Inkubationszeit durch Erhohung der
Reaktionstemperatur kompensiert. Die Proteinlosung wurde auflerdem sofort anschlieend auf ca. 1/10
des Ausgangsvolumens eingeengt und gegen sauren Acetatpuffer (pH 5,5) dialysiert. Nach
Aufreinigung iiber HIC wurde die Proteinldsung mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und
anschlieBender Coomassie-Blue-Fiarbung analysiert. Es konnte gezeigt werden, da3 sich der Anteil der
Spaltfragmente mit der genannten Methode reduzieren 1463t. Der verbleibende Anteil an
Abbaufragmenten wurde anhand der Bandenintensitit fiir manche Priparationen auf max. 5%
geschitzt; Abb. 4.9 (Spur C) zeigt eine Préparation ohne detektierbare Spaltfragmente. Nach Dialyse
gegen Acetatpuffer wurden die Proteinlosungen fiir enzymatische Tests und Immunisierungen
eingesetzt. Eine weitere Volumenreduktion durch Ultrafiltration wurde nicht durchgefiihrt, da sie
aufgrund der Hydrophobizitidt von pro-rmPR3 bzw. rmPR3 mit hohen Verlusten durch Préizipitation
und Adsorption verbunden war. Detergenzien zur Verlustminimierung wurden nicht eingesetzt, da sie
die hydrophobe Wechselwirkung zwischen Protein und Chromatographiematrix beim folgenden

Aufreinigungsprozef3 beeintrachtigen.
4.4.3 Konvertierung von pro-rmPR3 zu katalytisch aktiver rmPR3

In vivo werden Granula-assoziierte Serinproteasen im rauhen endoplasmatischen Retikulum als
Proenzyme synthetisiert und anschlieBend in zwei Schritten prozessiert: Zundchst wird das
Signalpeptid abgespalten und anschlieBend erfolgt die Entfernung des Propeptids wéhrend des
Transports in die Granula. Die Abspaltung des Propeptids wird bei fast allen Serinproteasen myeloider
und lymphoider Granula durch Cathepsin C (Dipeptidypeptidase 1) vermittelt [207, 236]. Es spaltet
sukzessive Dipeptide vom N-Terminus ab. Die rekombinante Expression von mPR3 in der
vorliegenden Arbeit erfolgte ebenfalls zundchst als Proform, da der bei Serinproteasen
hochkonservierte N-Terminus Isoleucin nicht unmittelbar generiert werden kann. Deshalb wurde die
erste Aminosdure Methionin der translatierten Sequenz, die vom Startkodon ATG kodiert wird, in das
Propeptid inkorporiert, gefolgt von einem Glutamatrest. Dieses Dipeptid wird in vitro sehr effizient

von bovinem Cathepsin C abgespalten [338]. Der Verlauf der Konvertierungsreaktion konnte direkt
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durch Messung der enzymatischen Aktivitidt verfolgt werden (Abb. 4.10). Weiterhin wurde die
Vollstindigkeit der Konvertierungsreaktion durch N-terminale Proteinsequenzierung, die
ausschlieBlich die Sequenz Ile-Val-Gly-Gly ergab (entspricht dem nativen N-Terminus von mPR3),
bestitigt. Diese Ergebnisse zeigen, da3 die rekombinant hergestellte mPR3 ihre aktive Konformation
unter Bildung der Salzbriicke zwischen Ile des reifen N-Terminus mit Asp-194
(Chymotrypsinnumerierung) einnehmen kann und keine kleineren Spaltprodukte {iiber den

konservierten N-Terminus hinaus entstehen.
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Abb. 4.10: Beispiel einer Konvertierungsreaktion von pro-rmPR3 zu katalytisch aktiver rmPR3

Dem Reaktionsgemisch aus pro-rmPR3 und bovinem Cathepsin C (hier:16ng/pg pro-rmPR3) wurde zu regelméfBigen
Zeitpunkten eine Probe (entsprechend 500ng zu konvertierender pro-rmPR3) entnommen und mit dem Substratpuffer 30
Minuten inkubiert.

Das synthetische, chromogene Substrat MeOSuc-AAPV-pNA wird nicht von pro-rmPR3 hydrolysiert (Zeitpunkt 0). Nach
Zugabe von Cathepsin C 14Bt sich liber die steigende Absorption, die durch die Abspaltung der Nitroanilidgruppe
hervorgerufen wird, eine zunehmende Aktivitdt beobachten. Nach 2 Stunden ist pro-rmPR3 fast vollstindig konvertiert.
Spéter erfolgt eine Abnahme der Bruttoaktivitét, die vermutlich von einer Reduzierung der Disulfidbriicken der aktiven
rmPR3 und folgender Destabilisierung der Struktur durch im Konvertierungspuffer enthaltenes DTE (1 pM) herriihrt. Bei

einigen praparativen Konvertierungsansitzen wurde bis zu 8 Stunden eine Zunahme der Aktivitdt beobachtet.
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4.5 Biochemische Charakterisierung von pro-rmPR3 bzw. rmPR3

4.5.1 Konvertierte pro-rmPR3 ist katalytisch aktiv

Zur Bestimmung der katalytischen Aktivitit von rekombinant hergestellter mPR3 wurde das
synthetische, chromogene Tetrapeptid N-Methoxysuccinyl-Alanyl-Alanyl-Prolyl-Valyl-paranitroanilid
(AAPV-pNA) verwendet. Es ermoglicht die quantitative Bestimmung der enzymatischen Aktivitét
Elastase-dhnlicher Serinproteasen, indem die enzymvermittelte Abspaltung der chromogenen Gruppe
spektrophotometrisch bestimmt wird. Dieses Substrat vereint groBtmogliche Spezifitdt mit hoher
Sensitivitdt flir Elastase-dhnliche Serinproteasen. Die hohe Sequenzhomologie zu Neutrophilen-
Elastase (NE) im Bereich der Substratbindungsstellen verhindert aber eine Diskriminierung der beiden
Serinproteasen beziiglich ihrer Esterase-Aktivitdt gegen dieses Substrat: PR3 wie auch NE spalten
bevorzugt Substrate mit kleinen aliphatischen Aminosduren an der P;-Stelle wie Alanin, Serin oder
Valin [246]. Das Prolin in der P,-Position begrenzt die Spaltbarkeit des Substrats auBerdem auf
Serinproteasen [312, 313]. Es konnte gezeigt werden, da3 der wichtigste physiologische Inhibitor
humaner PR3, al-Antitrypsin, die Hydrolyse des Substrats durch rmPR3 inhibiert (Abb. 4.11). Die
gefundenen Ergebnisse lassen vermuten, dafl das rekombinant hergestellte Protein korrekt prozessiert

und gefaltet ist und somit nativer mPR3 funktionell entspricht.

Abb. 4.11: Die enzymatische
AKktivitit rekombinanter mPR3
wird durch bovines a1-AT
inhibiert.
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4.5.2 Pro-rmPR3 und rmPR3 wird von humaner Neutrophilen-Elastase gespalten

PR3 ist eine von drei katalytisch aktiven Serinproteasen in azurophilen Granula neutrophiler
Granulozyten: Cathepsin G und Elastase werden neben PR3 als prozessierte, katalytisch aktive
Enzyme gespeichert und nach Aktivierung der Granulozyten freigesetzt [248, 112]. Durch Spaltung
oder limitierte Proteolyse konnen sie die Eigenschaften anderer, gleichzeitig freigesetzter Proteine
modulieren. Unter anderem konnen sie z. B. nach Degranulation eine proteolytische Kaskade
auslosen, die zur Aktivierung latenter Matrix-Metalloproteasen fiihrt [231, 326, 266, 101]. Elastase
kann zudem durch enzymatische Abspaltung von Propeptiden die antibakterielle Doméne von
Cathelicidinen (Bactenezinen) aktivieren [277] (Zusammenfassung zum Thema Cathelicidine in
[349]). Die proteolytische (oder autolytische) Regulation der Aktivitit von Serinproteasen durch
andere Serinproteasen ist zudem ein weit verbreiteter Mechanismus (z. B. in der

Blutgerinnungskaskade [72, 202]).

-71 -



Ergebnisse

Omin S5min 10min 20min 30min 45min 60 min M K1 K2

-66,2-

-45-

31 -

21,5

-14.4-

1.4
/0
- W
1
= —— hNE+pro-rmPR3
S 08 —A— hNE
< pro-rmPR3
9 06 1 ¥ B mPR3
04 | Puffer
A
0.2
0 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Inkubationszeit [min]

Abb. 4.12: pro-rmPR3 wird von hNE gespalten

Ein Gemisch aus 20pg/ml pro-rmPR3 und 10pg/ml hNE wurde bei 37°C inkubiert und zu den angegebenen Zeiten Proben
entnommen. Im Verlauf der Inkubation wird pro-rmPR3 in ein ca. 20 und SkDa-Fragment gespalten; im Gemisch 148t sich
aulerdem eine erhohte enzymatische Aktivitit nachweisen, die deutlich {iber der von hNE liegt. Da sich mit dem
verwendeten Substrat PR3- und NE-Aktvitdt nicht unterscheiden 14Bt, besitzt das Gemisch zum Zeitpunkt 0 bereits
Aktivitdt, die aber ausschlieBlich von hNE herriihrt. Als Kontrollen wurden hNE ohne pro-rmPR3 (K1) und pro-rmPR3
ohne hNE (K2) 60 Minuten bei 37°C inkubiert.

Oben: reduzierende 15% SDS-PAGE, Silbernitratfarbung; hNE (K1) ist aufgrund seiner schlechteren Anfarbbarkeit und
der geringeren Konzentration nicht erkennbar, die sichtbaren Banden représentieren daher ausschlieBlich pro-rmPR3;
M=Molekulargewichtsstandard

Unten: Dem Inkubationsgemisch entnommene Proben (200nM pro-rmPR3/100nM hNE) wurden mit ImM AAPV-pNA
quantitativ auf ihre Bruttoaktivitit untersucht; als zusitzliche Positivkontrolle wurde 200nM rmPR3 verwendet;
Messungen der optischen Dichte (OD) erfolgten in Triplikaten bei 405nm; die Fehlerbalken zeigen die

Standardabweichung der Messung an.
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Da rekombinant exprimierte mPR3 auch als Zymogen gewonnen wurde, konnte gepriift werden, ob
auch fiir Serinproteasen azurophiler Granula vergleichbare Wechselwirkungen existieren.

Hierzu wurde zunichst pro-rmPR3 im molaren Verhéltnis 2:1 mit hNE (ICN Biochemicals) bei 37°C
inkubiert. In regelméBigen Intervallen wurden Proben entnommen und im Silbergel analysiert.
Weiterhin wurde die Bruttoaktivitit des Gemisches mit dem synthetischen, chromogenen Substrat
MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-pNA bestimmt. Bereits nach 5 Minuten konnten im Silbergel neben pro-
rmPR3 zwei zusitzliche Banden bei ca. 20kDa und ca. 5kDa detektiert werden. Die Bandenintensitit
nahm im Verlauf der Inkubation weiter zu, wihrend gleichzeitig die pro-rmPR3-Bande schwicher
wurde (Abb. 4.12). Die GroBBe dieser Banden entprach den in Kap. 4.4.2 entdeckten Spaltprodukten.
Nach 5 Minuten war aullerdem ein sprunghafter Anstieg der Bruttoaktivitit des Gemisches mefbar.
Die Koinkubation von rmPR3 mit pro-rmPR3 resultierte ebenfalls in einer deutlichen Verstirkung der
Bruttoaktivitit, Spaltfragmente konnten allerdings nicht detektiert werden (nicht gezeigt). Weiterhin
wurde gefunden, dal hPR3 weder von hNE gespalten wird, noch konnten vergleichbare
Schwankungen der Bruttoaktivitét eines Gemischs aus hNE/hPR3 festgestellt werden (nicht gezeigt).
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Abb. 4.13: rmPR3 wird von hNE gespalten

Der Versuchsablauf ist identisch zu dem im Abb. 4.12, es wurde jedoch pro-rmPR3 durch rmPR3 ersetzt. Ahnlich wie pro-
rmPR3 wird auch rmPR3 von hNE in Fragmente von ca. 20kDa und ca. 5kDa gespalten. Wihrend des
Inkubationszeitraums verringert sich die Bruttoaktivitit des Gemisches rmPR3/hNE nur schwach, hingegen fillt die
Aktivitdt von rmPR3 in Abwesenheit von hNE deutlich ab. Als Kontrollen wurden hNE ohne rmPR3 (K1) und rmPR3
ohne hNE (K2) 90 Minuten bei 37°C inkubiert.

Oben: reduzierende 15% SDS-PAGE, Silbernitratfarbung; K1, hNE; K2, rmPR3; M, Molekulargewichtsstandard

Unten: Dem Inkubationsgemisch entnommene Proben (200nM rmPR3/100nM hNE bzw. 200nM rmPR3 ohne hNE)
wurden mit ImM AAPV-pNA quantitativ auf ihre Bruttoaktivitit untersucht; die Aktivitdt von hNE nimmt wéhrend des
Versuchzeitraums schwach ab; Messungen der optischen Dichte (OD) erfolgten in Triplikaten bei 405nm; die Fehlerbalken

zeigen die Standardabweichung der Messung an.
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Es konnte weiterhin gezeigt werden, dal auch rmPR3 innerhalb von 90 Minuten von hNE nahezu
quantitativ in Produkte derselben Grofe gespalten wurde. Wéahrend das Gemisch rmPR3/hNE {iber
den gesamten Zeitraum nahezu gleichbleibende Aktivitit aufwies, ging die Inkubation von rmPR3
alleine mit einem deutlichen Aktivitdtsverlust innerhalb der ersten 10 Minuten einher (Abb. 4.13, der
Aktivitatsverlust von rmPR3 allein in Testpuffer liel sich jedoch in weiteren Kontrollexperimenten
nicht immer in gleicher Weise reproduzieren).

Durch N-terminale Aminosduresequenzierung beider Spaltprodukte wurde bei rmPR3 und pro-rmPR3
die Peptidbindung zwischen Ala-187 und Ala-188 (Chymotrypsinogennumerierung) als Spaltstelle
identifiziert (Nebensequenzen, die von hNE herriihren konnten, wurden nicht gefunden). Um zu
priifen, ob die Spaltung von pro-rmPR3 oder rmPR3 auf Serinproteasen mit Elastase-dhnlicher
Substratspezifitdt beschrankt ist, wurde pro-rmPR3 mit humanem Cathepsin G (Calbiochem), der
dritten Serinprotease azurophiler Granula, getestet. Es konnten jedoch keine Spaltfragmente detektiert
werden (nicht gezeigt; ein Aktivitétstest wurde nicht durchgefiihrt).

Die erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, da3 die gespaltene Form von rmPR3 und auch dessen
Zymogen katalytisch aktiv ist. Da mit den handelsiiblichen chromogenen Substraten die katalytische
Aktivitit von PR3 und NE nicht unterschieden werden kann, wurde hNE kovalent an feste
Sepharosematrix gekoppelt, um sie nach erfolgter Inkubation aus dem Reaktionsgemisch entfernen zu
konnen. Die Sepharosesuspension wurde schliefSlich eine Stunde mit pro-rmPR3 inkubiert (hierzu die
Sepharosesuspension zu gleichen Teilen mit pro-rmPR3 (8,6pg/ml) in 0,1M Tris-HCI pH8,1, 50mM
NaCl gemischt) und anschlieBend abgefiltert. Im Uberstand lieB sich nach Inkubation iiber Nacht mit
Substratpuffer schwache katalytische Aktivitit nachweisen (durchschnittliche ODggsnynm des
Uberstandes: 0,179; Pufferkontrolle: 0,069; Messung jeweils in Triplikaten des 1:4 in Substratpuffer
verdiinnten Reaktionsansatzes, Standardabweichung 0,002 bzw. 0,004).

In einem Kontrollexperiment wurde gezeigt, dal diese Aktivitdt nicht von hNE herriihrt, die sich
wihrend der Inkubation eventuell von der Sepharosematrix ablosen konnte. Hierzu wurde hNE-
gekoppelte Matrix wie oben beschrieben aber ohne pro-rmPR3 inkubiert. Wihrend der Nachweis
enzymatischer Aktivitit der immobilisierten hNE mit Substratpuffer gelang (Ergebnis wurde nicht
quantitativ ausgewertet), lie} sich im Uberstand keine Aktivitdt messen (ODy4gsnm des Uberstandes:
0,070; Pufferkontrolle: 0,069). Da3 eine mogliche Verunreinigung von hNE mit Cathepsin C fiir die
Zymogen-Aktivierung verantwortlich ist, ist unwahrscheinlich: Der eingesetzte Inkubationspuffer
besall einen pH-Wert von 8,1, bei dem Cathepsin C kaum Dipeptidyl-Peptidase sondern vorwiegend
Transferase-Aktivitdt besitzt [219]. Zudem weist Cathepsin C in Abwesenheit von reduzierenden

Sulfhydryl-Verbindungen nur geringe katalytische Aktivitét auf [327].
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Die geringe katalytische Aktivitdt des Zentrifugationsiiberstandes 146t vermuten, daf3 die Effizienz der
hNE-vermittelten Aktivierung in diesem Versuchssystem offenbar niedrig ist. So konnten im SDS-
Polyacrylamidgel auch keine Spaltfragmente im Reaktionsiiberstand nachgewiesen werden (nicht
gezeigt). Eine Optimierung der Versuchbedingungen ist deshalb notwendig, wurde im Rahmen der

vorliegenden Arbeit aber nicht durchgefiihrt.

4.6 Generierung eines mPR3-Antikorperspiegels in Wildtyp-Miusen

Um einen hinreichenden mPR3-Antikorperspiegel unter Umgehung der immunologischen Toleranz in

WT-Maiusen zu erzeugen, wurden zwei verschiedene Strategien verfolgt:

1. Transfer von Antikorper-sezerniernden Zellen von immunisierten PR3/NE-defizienten Miusen auf
kongene WT-Tiere.

2. Transfer von Antiserum immunisierter PR3/NE-defizienter Mause auf kongene WT-Tiere.

Zu diesem Zweck wurden zundchst PR3/NE-defiziente Miuse mit rmPR3 oder pro-rmPR3

immunisiert und der Erfolg durch eingehende Analyse des gewonnenen Antiserums kontrolliert (Kap.

4.6.1, 462, 46.3). In Kap. 4.6.5 sind die alternativen Vorgehensweisen zur Ubertragung der

Immunitit von PR3/NE-defizienten Méusen auf Wildtyp-Tiere dokumentiert.

4.6.1 Immunisierung von PR3/NE-defizienten Miusen mit rmPR3

Da das Epitopspektrum des Zymogens und der reifen Form von humaner PR3 vermutlich nicht
identisch ist [302], wurden PR3/NE-defiziente Méduse mit der Proform und alternativ mit der N-
terminal prozessierten Form von rmPR3 immunisiert. Die Applikation von rekombinantem Protein
(jeweils ca. 5ug) erfolgte subkutan als Ol-Wasser-Emulsion. Um den Erfolg der Immunisierung zu
iiberpriifen, wurde den Maiusen vor der ersten Injektion ca. 100ul Blut aus der Schwanzvene
entnommen. Weiterhin wurde 12 Tage nach der ersten Auffrischungsimmunisierung und 12 und 19
Tage nach der zweiten Auffrischungsimmunisierung Blut entnommen. Das nach der Immunisierung
gewonnene Serum von 6-9 Tieren wurde gepoolt und dessen PR3-Antikorperspiegel mit Hilfe eines
Festphasenimmunoassays (ELISA) bestimmt. Mit dieser Methode wurden Seren mit einem rmPR3-
spezifischen Antikorperspiegel von ca. 1:7000 (pro-rmPR3-Antiserum) bzw. 1:300 (rmPR3-
Antiserum) hergestellt (Abb. 4.14). Beide Seren wiesen dhnlich hohe Reaktivitit gegeniiber pro-
rmPR3 auf (nicht gezeigt). Mit den gewonnenen Antiseren lieB3 sich also pro-rmPR3 und rmPR3 nicht
diskriminieren. Um beide Seren zu unterscheiden wird im folgenden der Terminus pro-rmPR3-
Antiserum trotz dessen starker Kreuzreaktivitit mit rmPR3 verwendet. Da fiir die Uberpriifung der

Spezifitidt der Antiseren in den folgenden Analysen nur PR3/NE-defiziente Méuse zur Verfiigung
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standen, wurde eine mdgliche Kreuzreaktivitit mit muriner NE unter Verwendung eines hNE-
spezifischen Festphasenimmunoassays getestet. Es wurde keine IgG-Bindung bei Verdiinnungen von
1:7000 (pro-rmPR3-Antiserum) bzw. 1:300 (rmPR3-Antiserum) beobachtet (nicht gezeigt). Murine
NE stand fiir diese Untersuchung nicht zur Verfligung, aufgrund der hohen Homologie zwischen mNE

und hNE kann aber eine Kreuzreaktivitit der Antiseren mit mNE nahezu ausgeschlossen werden.
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Abb. 4.14: Festphasenimmunoassay: Bestimmung des rmPR3-spezifischen Antikorperspiegels (IgG) der
gewonnenen Antiseren

Die Antiseren wurden in einer Verdiinnungsreihe von 1:50 bis 1:819200 (pro-rmPR3-Antiserum) bzw. von 1:5 bis 1:81920
(rm-PR3-Antiserum) in rmPR3-adorbierten 96-Napf-Platten gemessen. Der Wendepunkt des jeweiligen Graphen wurde
abgeschitzt und auf die x-Achse interpoliert (gestrichelte Linien); Der IgG-Antikorperspiegel wurde so fiir pro-rmPR3-
Antiserum auf 1:7000, der fiir rmPR3-Antiserum auf 1:300 geschétzt. Kontrollserum (Kap. 3.21.1) wurde als Negativprobe
eingesetzt. Die Detektion erfolgte durch Messung der optischen Dichte (OD) in Duplikaten bei 405nm.

Um zu priifen, ob immunologische Toleranz bei Wildtyp-Miusen auch gegeniiber rekombinant
hergestellter pro-mPR3 besteht, wurden diese in gleicher Weise mit pro-rmPR3 behandelt. Ein
signifikanter Antikorperspiegel konnte jedoch nicht detektiert werden (nicht gezeigt). Dieser Befund
weist darauf hin, dal das rekombinant hergestellte Zymogen ein dhnliches Epitopspektrum wie
natiirliche mPR3 aufweist.

Immunisierte PR3/NE-defiziente Maduse wurden selbst nicht auf Symptome der WG untersucht, da ein

spezifischer, pathologischer Befund nicht zu erwarten war.
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4.6.2 Bestimmung der Spezifitit des gewonnenen Antiserums

a) Western Blot-Analyse

Die fiir die Diagnose einer WG relevanten Laborparameter sind sowohl ein PR3-spezifischer
Antikorperspiegel von mind. 1:20 im Festphasenimmunoassay (ELISA) als auch ein positiver IFT
(Immunfluoreszenztest, Kap. 1.2). Patientenserum entzieht sich in der Regel allerdings aufgrund der

Labilitét konformationeller Epitope einer Analyse durch Western Blotting. RmPR3- und pro-rmPR3-

Antiserum erkennen hingegen auch lineare Epitope (Abb. 4.15).
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b) Indirekte Immunfluoreszenzfirbung

Die Methode der indirekten Immunfluoreszenzfiarbung von neutrophilen Granulozyten erlaubt in der

klinischen Anwendung die Diskriminierung von Autoantikdrpern, die gegen unterschiedliche

Abb. 4.15: Western Blot

Mit rmPR3-Antiserum (1:100 verdiinnt) 148t sich
mPR3 in Maus-Neutrophilenlysat (A unter
reduzierenden Bedingungen, B unter nicht
reduzierenden Bedingungen) nachweisen. In
PR3/NE-defizienten Neutrophilen fehlt die
entsprechende Bande (C reduzierend, D nicht
reduzierend). rmPR3 wird ebenfalls erkannt (E
reduzierend, F nicht reduzierend). Mit pro-
rmPR3-Antiserum wurde ein identisches Ergebnis
erzielt (nicht gezeigt). Die Position von mPR3 ist
durch einen Pfeil gekennzeichnet.

* (fir E/F) 20kDa Spaltfragment von rmPR3
(Beschreibung s.Kap. 4.5.2)

Bestandteile der Neutrophilen gerichtet sind. Sie werden aufgrund des Farbemusters auf Formaldehyd-

und Athanol-fixierten Neutrophilen-Priparaten identifiziert (Abb. 4.16).
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PFA-Fixierung Athanol-Fixierung
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Proteine (z.B. MPO) O oder neutrale Proteine
(z. B. PR3)

Abb. 4.16: Die Verwendung vernetzender Fixative (Paraformaldehyd links, Athanol-Fixierung rechts)
fir die Préiparation der Zellen fithrt zu einer Immobilisierung der ANCA-relevanten Antigene im
Zytoplasma.

Das p-ANCA-Muster stellt hingegen ein artifizielles Farbemuster dar: die Athanol-Fixierung fiihrt zu Verdnderungen in
den Granula-Membranen, was eine ionische Wechselwirkung zwischen kationischen Proteinen der Granula und der
negativ geladenen Zellkernmembran ermdglicht. Antikdrper gegen stark kationische Proteine liefern auf PFA-fixierten
Granulozyten ein zytoplasmatisches Farbemuster, auf Athanol-fixierten Zellen hingegen perinukleire Firbung. Mit PR3-
spezifischen Antikdrpern wird mit beiden Methoden zytoplasmatische Farbung erzielt. In der klinischen Diagnose wird
diese Eigenschaft zur Unterscheidung von PR3-Antikoérpern und Antik6érpern, die gegen Myeloperoxidase (MPO),
Cathepsin G, Lactoferrin und andere kationische Autoantigene gerichtet sind, genutzt. PFA-fixierte Zellen erlauben
hingegen eine Unterscheidung von ANCA und ANA (anti nuclear antibodies). ANA, die gegen Bestandteile des Zellkerns,
z. B. DNA gerichtet sind, rufen mit beiden Fixierungsmethoden eine Farbung des Zellkerns hervor. Abbildung verdndert
aus [148].

Eine eindeutige Bestimmung ist in der klinischen Diagnose unerldBlich, da unterschiedliche
Antikorperklassen (c-ANCA, p-ANCA, ANA) manchmal gleichzeitig auftreten [148]. Da die
unterschiedlichen Antikorperklassen verschiedenen Autoimmunerkrankungen zugeordnet werden, ist
deren Identifizierung und genaue Differenzierung wichtig fiir die Diagnose und Behandlung des
Patienten. Eine simultane Analyse des Firbemusters wurde fiir das pro-rmPR3- und rmPR3-Antiserum
nicht durchgefiihrt, da Athanol-fixierte und mit pro-rmPR3- bzw. rmPR3-Antiserum gefirbte Maus-
Neutrophile nicht das erwartete zytoplasmatische Férbemuster aufwiesen (nicht gezeigt).

Offensichtlich wird mPR3 bei der Fixierung durch Alkohol nicht ausreichend immobilisiert und bei
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den anschlieBenden Inkubationsschritten ausgewaschen (ebenfalls beobachtet von Specks, U.,

personliche Mitteilung). Mit pro-rmPR3-Antiserum-gefédrbte, Paraformaldehyd-fixierte neutrophile

Granulozyten der Maus zeigten indes eine deutliche, granuldr akzentuierte Farbung des Zytoplasmas.

Die Uberpriifung der Spezifitit erfolgte durch Firbung von mPR3/mNE-defizienten Zellen mit dem

gleichen Antiserum und Farbung von Wildtyp-Zellen mit Praimmunserum (Abb. 4.17). Mit rmPR3-

Antiserum wurde, vermutlich wegen des niedrigeren Antikorperspiegels, keine Farbung erzielt.

Geringere Serumverdiinnungen von 1:20 (gegeniiber 1:250 bei pro-rmPR3.Antiserum) fiihrten bereits

zu einer starken Hintergrundfarbung, die die eindeutige Identifizierung PR3-spezifischer Signale

verhinderte.

- 80 -

Abb. 4.17: Indirekte Immun-
fluoreszenzfirbung von Peri-
tonealzellen.

Peritonealexsudat mit {iberwiegend
neutrophilen Granulozyten, Sekun-
ddrantikorper: Ziege anti-Maus-Cy3;
alle getesteten Seren 1:250 verdiinnt;
640fach Originalvergroferung.

A: Wildtyp-Zellen, gefdarbt mit pro-
rmPR3-Antiserum; es sind stab-
kernige (Pfeilspitze) und polymorph-
kernige (Pfeil) neutrophile Granulo-
zyten zu erkennen; die zytoplasma-
tische Farbung erscheint granuldr, der
Kern bleibt ausgespart.

B: Wildtyp-Zellen, gefarbt mit
Prdimmunserum

C: PR3/NE-defiziente Zellen, gefarbt
mit pro-rmPR3-Antiserum

Die Zellpriparate B und C zeigen
keine Signale und beweisen somit die

Spezifitit der Farbung fiir mPR3.
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4.6.3 IgG aus pro-rmPR3- und rmPR3-Antiserum binden an oberflichenexponierte PR3-
Epitope

Eine nach dem vorgeschlagenen Modell (Kap. 5.5) fiir die pathogene Wirkung von PR3-Antikérpern
unerldBliche Eigenschaft ist die Spezifitit fiir PR3-Epitope, die auf der Oberfliche von stimulierten
Neutrophilen exponiert sind. Zur Gewinnung stimulierter Neutrophiler wurde bei einer WT-Maus und
einer PR3/NE-defizienten Kontrollmaus durch Injektion von Casein (i.p.) eine Peritonitis ausgelost.
Die infiltrierenden Zellen wurden isoliert, Granulozyten iiber einen kontinuierlichen Dichtegradienten
angereichert und die Bindung von mPR3-Antikérpern auf der Zelloberfliche mit Hilfe von
FluBzytometrie gezeigt. Die Spezifitit fiir mPR3 wurde durch Fiarbung mit Kontrollserum (Kap.
3.21.1) und Fiarbung von PR3/NE-defizienten Zellen mit dem gleichen Antiserum nachgewiesen (Abb.
4.18).
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Abb. 4.18: Durchflufizytometrischer Nachweis von Antikoérperbindung an oberfléichenexponierte PR3-
Epitope auf Maus-Granulozyten.

Unspezifische Bindung von Immunglobulinen wurde durch Priinkubation von Peritonealzellen mit Mausserum und
anschlieBend mit unmarkiertem Ziege-Anti-Maus-IgG (F(ab’),) reduziert. Danach wurden die Peritonealzellen mit den
Testseren (pro-rmPR3- bzw. rmPR3-Antiserum, Kontrollserum, 1:20 verdiinnt) eine Stunde auf Eis inkubiert und
gebundene IgG mit FITC-gekoppeltem Ziege-Anti-Maus-IgG (F(ab’),) detektiert. Tote Zellen wurden durch
Propidiumiodid-Gegenfarbung von der Messung ausgeschlossen.

a) (Wildtyp), ¢) (PR3/NE-defizient) Granulozyten wurden im Streulichtdiagramm identifiziert (Kasten R1).

b) Fluoreszenzintensitit (FL1-H) der Zellen aus R1 in a). Die erhohte Fluoreszenzintensitdt Antiserum-behandelter
Peritonealzellen gegeniiber Kontrollserum-behandelten Zellen beweist spezifische Bindung von IgG an Granulozyten.

d) Fluoreszenzintensitdt (FL1-H) der Zellen aus R1 in c). Auf PR3/NE-defizienten Peritonealneutrophilen ist keine IgG-

Bindung nachweisbar.
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4.6.4 Pro-rmPR3-Antiserum induziert keinen nachweisbaren “oxidativen burst” neutrophiler

Granulozyten

Eine wichtige Eigenschaft von PR3-spezifischen Antikorpern ist die Féhigkeit, Zytokin-stimulierte
neutrophile Granulozyten zu aktivieren [96]. Ein meBbarer Parameter dieses Aktivierungsprozesses
(“oxidativer burst”) ist die Freisetzung reaktiver Sauerstoffintermediate ("ROI", reactive oxygen
intermediates). Wihrend des “oxidativen bursts” reduziert die Plasmamembran-gebundene NADPH-
Oxidase molekularen Sauerstoff zu Superoxid, das wiederum als Edukt fiir eine Reihe verschiedener
reaktiver Sauerstoffverbindungen wie Wasserstoffperoxid, Hypochlorid und anderen dient. In das
Medium freigesetztes Superoxid kann durch die Reduktion von Zytochrom C experimentell
quantifiziert werden [206]. Der intrazelluldre Anteil oxidativer Sauerstoffverbindungen kann durch die
Oxidation des fluorogenen Farbstoffs Dihydrorhodamin quantitativ im Durchflulzytometer bestimmt

werden [86].

1. Messung von freigesetztem Superoxid aus neutrophilen Granulozyten

Stimulierte neutrophile Granulozyten wurden nach einer Casein-induzierten Peritonitis aus der
Peritonealhohle gewonnen und durch Percoll-Dichtezentrifugation angereichert. Die Zellen wurden
dann in einer Zytochrom C-Losung zusammen mit den Testseren inkubiert. Der Verlauf der
Aktivierung wurde durch wiederholte Messung bei 550nm in regelméBigen Intervallen iiber 2 Stunden
verfolgt. Als Positivkontrolle wurden PMA-aktivierte Zellen verwendet. Als Negativkontrollen
wurden NE/PR3-defiziente Zellen und Kontrollserum eingesetzt. Aus Abb. 4.19 geht hervor, dal3 die
Inkubation von Granulozyten mit rmPR3- oder pro-rmPR3-Antiserum nicht zu einer detektierbaren
Freisetzung von Superoxid fiihrt. Die Positivkontrolle beweist aulerdem, dal der Aktivierungsweg

iiber NADPH-Oxidase in NE/PR3-defizienten Zellen nicht gestort ist.
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Abb. 4.19: SOD-inhibierbare Reduktion von Zytochrom C

Pro-rmPR3-Antiserum fiihrt nicht zur Freisetzung von Superoxid aus neutrophilen Granulozyten. Wildtyp- und PR3/NE-
defiziente neutrophile Granulozyten setzen etwa die gleiche relative Menge Superoxid nach PMA-Stimulation frei. Die
relative Superoxidmenge ist auf der y-Achse als Differenz zwischen der optischen Dichte der gemessenen Probe und einer
SOD-inhibierten Referenzprobe dargestellt (s. auch Kap. 3.33.2). Die Messung erfolgte jeweils in Duplikaten.

Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der gemessenen Werte dar.

2. Quantitative Bestimmung intrazelluldrer oxidativer Sauerstoffverbindungen

Um das unerwartete Ergebnis des vorangegangenen Experiments zu iiberpriifen, wurde ein weiterer
Parameter des “oxidative burst” bestimmt: die intrazelluldren oxidativen Sauerstoffverbindungen, die
wiahrend der Aktivierung gebildet werden, oxidieren den passiv aufgenommenen fluorogenen

Farbstoff Dihydrorhodamin 123 zu fluoreszentem Rhodamin. Der Aktivierungsvorgang kann damit

fluoreszenzzytometrisch gemessen werden.
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Abb. 4.20: FluBzytometrische Quantifizierung intrazellulirer, reaktiver Sauerstoffintermediate in
neutrophilen Granulozyten

TNFa-stimulierte Leukozyten aus peripherem Blut wurden fiir 120 Minuten bei 37°C mit 2uM Dihydrorhodamin 123 und
Testseren (1:50 verdiinnt) inkubiert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und die
Fluoreszenzintensitdt von neutrophilen Granulozyten bestimmt.

Oben links: neutrophile Granulozyten wurden im Streulichtdiagramm identifiziert (Kasten).

Histogramme: die Fluoreszenzintensitit (FL1-H) neutrophiler Granulozyten nimmt im Verlauf der Inkubation zu, ein
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Testkombinationen war jedoch wihrend des gesamten
Beobachtungszeitraums nicht festzustellen. Als Positivkontrolle wurden PMA-stimulierte Zellen verwendet, die nach 60
Minuten wegen Autolyse nicht mehr meflbar waren (Abb. unten rechts WT-Zellen: gestrichelte Linie=Pufferkontrolle).

Weitere Erlauterungen im Text und in Kap. 3.33.
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Da im DurchfluBzytometer Granulozyten anhand ihrer Streulichtcharakteristik identifiziert werden
konnen, konnte dieser Versuch auch mit peripheren Blutzellen durchgefiihrt werden. Eine
Anreicherung der Granulozyten war nicht erforderlich.

Zunéchst wurde Wildtyp-Mausen Blut entnommen und die Leukozyten isoliert. Nach Stimulation mit
TNFa und nach Zugabe von Dihydrorhodamin 123 und pro-rmPR3- oder rmPR3-Antiserum wurden
in regelméfBigen Abstinden Proben entnommen und sofort im Durchfluzytometer analysiert. Als
Negativkontrollen wurde Kontrollserum (Kap. 3.21.1) mit Wildtyp-Zellen und pro-rmPR3-Antiserum
mit PR3/NE-defizienten Zellen eingesetzt. Es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied der
Fluoreszenzintensitét zwischen Negativkontrollen und der Testproben detektiert werden (Abb. 4.20).
Das gleiche Ergebnis wurde mit Peritonealzellen und mit rmPR3-Antiserum erzielt (nicht gezeigt).

Die Positivkontrolle mit PMA-aktivierten Zellen ist fiir die einzelnen Entnahmezeitpunkte nicht
dargestellt, da nach 60 Minuten PMA-Stimulation die Granulozytenpopulation anhand des
Streulichtdiagramms nicht mehr zu identifizieren war. Nach 30 Minuten wies die
Granulozytenpopulation eine durchschnittliche Fluoreszenzintensitit von ca. 10° auf (Abb. 4.20 unten
rechts). Dieses Ergebnis beweist die hohe Sensitivitidt des Testsystems. Angesichts der fiir humane
Granulozyten beschriebenen c-ANCA-vermittelten Aktivierungskinetik wére allerdings eine
schwichere und vor allem spéter einsetzende Aktivierung mit pro-rmPR3-Antiserum zu erwarten
gewesen [96]. Da aber in einem Beobachtungszeitraum von 120 Minuten keinerlei Unterschiede
zwischen Kontroll- und Testansdtzen zu erkennen war und bei gleicher Serumkonzentration IgG-
Bindung auf der Oberfliche von Neutrophilen nachgewiesen werden konnte (Kap. 4.6.3), findet

offensichtlich keine Aktivierung durch pro-rmPR3-Antiserum in vitro statt.

4.6.5 Ubertragung der Anti-mPR3-Immunitit von PR3/NE-defizienten Miusen auf kongene
Wildtyp-Tiere

In den folgenden Experimenten wurde auf PR3/NE-defiziente Mause als Serumrezipienten verzichtet,
da beide Serinproteasen inflammatorische Prozesse iiber verschiedene Wirkmechanismen (z. B.
Modulation der Aktivitidt von Zytokinen) stark beeinflussen konnen (Kap. 1.5, Zusammenfassung in
[11]). Die Ergebnisse aus Kap. 4.3 bestitigen, dal die Intensitit einer akuten inflammatorischen
Reaktion PR3/NE-defizienter Méuse nicht mit der von Wildtypmiusen vergleichbar ist. Fiir eine
geeignete Kontrolle miilite zudem gewéhrleistet sein, dal die bisher nicht aufgeklarten ANCA-

vermittelten Aktivierungswege auch bei PR/NE-defizienten neutrophilen Granulozyten intakt sind.
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1. Transfer von Antikorper-sezerniernden Zellen von immunisierten PR3/NE-defizienten Méusen auf
kongene Wildtyp-Tiere

Slitka bzw. Manz konnten durch den Transfer von Knochenmarkszellen Ovalbumin- bzw. LCMV

(lymphocytic choriomeningitis virus)-immunisierter Méuse auf naive Rezipienten zeigen, dal3

humorale Immunitit antigenunabhingig zwischen Individuen {ibertragen werden kann [200, 284]. Die

konstitutive Sekretion von Antikdrpern durch T-Zell-unabhédngige sog. ,,langlebige Plasmazellen* im

Knochenmark gewéhrleistet einen stabilen Antikdrperspiegel liber mehrere Wochen und Monate.

Abb. 4.21: ELISPOT

Bestimmung der Anzahl Ovalbumin-Antikorper-sezernierender Plasmazellen im Knochenmark Ovalbumin-immunisierter

Maiuse. Eine 96-Napf-Platte mit Nitrozelluloseboden, an den zuvor Ovalbumin adsorbiert wurde, wurde {iber Nacht mit
Knochenmarkszellen inkubiert. Antikérper, die an das immobilisierte Ovalbumin am Napfboden binden, wurden mit einem
AP-konjugierten Ziege-Anti-Maus-Ig-Antikorper sichtbar gemacht (Negativkontrolle ohne Ovalbuminadsorption, C).
Positive Signale sind durch ihre kreisrunde Form und gelegentlich durch ,Hofe* gekennzeichnet (A). Als weitere
Negativkontrollen wurden Knochenmarkszellen einer nicht immunisierten Maus (B) oder Puffer (D) eingesetzt.

Es wurden nur solche Punkte als positiv bewertet, wenn deren Form, Farbintensitdt und GroBe nicht mit Signalen in den
Negativkontrollen iibereinstimmte. Zur Berechnung der Plasmazellzahl wurden 100ul der Suspensionen in Verdiinnungen
von 1x10° bis 1x10"/ml (hier gezeigt: 1x107/ml) in Triplikaten eingesetzt und der Durchschnittswert berechnet. Die
Auswertung der gezeigten Népfe ergab 60 Plasmazellen in 10° Knochenmarkszellen. OriginalvergroBerung 30-fach.
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Andere Arbeiten zeigen aullerdem, daB3 sich durch Knochenmarkstransfer auch B-Zell-vermittelte
Autoimmunitédt auf Méuse tlibertragen 1dBt, die selbst keine Autoimmun-Helfer-Zellen besitzen [37,
176]. Die technische Durchfiihrbarkeit mit den gegebenen Mitteln wurde deshalb zundchst anhand
Ovalbumin-immunisierter Mause gepriift. Hierzu wurden PR3/NE-defiziente Méduse wie in Kap.
3.30.1 beschrieben mit 100pug Aluminiumhydroxid-adsorbiertem Ovalbumin immunisiert, der Erfolg
der Immunisierung mit Hilfe eines Ovalbumin-spezifischen ELISA (Kap. 3.25) {iberpriift und nach 3
Monaten femorales Knochenmark gewonnen (1x107-3,6x10” Knochenmarkszellen pro Maus). Die
Zellen wurden anschliefend mit dem Zytostatikum Mitomycin C behandelt, um die Proliferation von
transferierten Knochenmarkszellen im Rezipienten auszuschlieBen. Die im Knochenmark enthaltenen
Plasmazellen wurden unter Verwendung eines Ovalbumin-spezifischen ELISPOTs (enzyme linked
immunospot assay, Kap. 3.30.3, Abb. 4.21) quantifiziert. In zwei unabhéngigen Experimenten mit 4
bzw. 5 Spendermiusen wurden 20-80 Ovalbumin-Antikorper sezernierende Zellen in 10°
Knochenmarkszellen detektiert. In Experimenten von Slifka und Mitarbeitern [284] wurden fiir den
adoptiven Transfer von Knochenmarkszellen LCMV-immunisierter Méuse 1,5 x 10* antiviraler
Plasmazellen in 4 x 10’ Knochenmarkszellen eingesetzt. Die vergleichsweise geringe Zahl
Ovalbumin-spezifischer Plasmazellen (max. 1500 pro Maus) im gewonnenen Knochenmark der
vorliegenden Arbeit lieB daher vermuten, daB die Ubertragung ohne vorherige (partielle)
Knochenmarksdepletion durch Bestrahlung der Rezipienten keine oder nur sehr geringe spezifische
Antikorperspiegel hervorrufen wiirde. Dennoch wurden auf insgesamt 6 naive kongene Wildtyp-
Miuse Knochenmark mit 30 bis 600 Ovalbumin-Antikorper sezernierenden Plasmazellen iibertragen.
Es lieBen sich 3 Wochen spéter aber erwartungsgeméil bei keinem Rezipienten Ovalbumin-Antikorper
im Serum durch ELISA nachweisen (nicht gezeigt). Dieser methodische Ansatz zur Ubertragung von
rmPR3-Immunitit von PR3/NE-defizienten Méusen auf Wildtyp-Méduse wurde daher nicht weiter
verfolgt.

2. Transfer von Antiserum immunisierter PR3/NE-defizienter Mause auf kongene Wildtyp-Tiere
Richman und Kollegen konnten zeigen, daB die intravendse Injektion von Anti-Torpedo
Acetylcholinrezeptor-Antikorpern bei der Ratte Myasthenie-dhnliche Symptome hervorruft [258].
Dieses Beispiel zeigt, da sich manche Antikorper-vermittelte Pathomechanismen durch
Verabreichung autoreaktiver Immunglobuline im Tiermodell simulieren lassen.

Alternativ zur oben beschriebenen Methode wurde deshalb untersucht, ob sich durch regelmifBige

Gabe von rmPR3- oder pro-rmPR3-Antiserum von PR3/NE-defizienten Méiusen an kongene

- 88 -



Ergebnisse

Wildtypmiduse pathologische Verdnderungen wie Vaskulitis oder Glomerulonephritis induzieren
lassen.

Hierzu wurde wie in Kap. 3.22 beschrieben 6 Wildtyp-Maiusen iiber einen Zeitraum von 10 Wochen
wiederholt pro-rmPR-Antiserum intravends verabreicht. Zur Bestimmung des Antikorperspiegels
wurde den Tieren vor jeder Auffrischungsinjektion Blut entnommen (Abb. 4.22). Nach 10 Wochen
wurde die Niere, Lunge und Leber entnommen. Die pathologische Begutachtung der fixierten Organe
wurde am Institut fiir Pathologie der GSF in Neuherberg von Dr. L. Quintanilla-Fend an Himatoxylin-
Eosin-gefarbten Paraffinschnitten (10um) durchgefiihrt. Als Kontrolltiere wurden fiinf etwa

gleichaltrige unbehandelte Mause herangezogen.
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Abb. 4.22: Reaktivitit des Serums von 4 passiv immunisierten M:iusen gegen rmPR3 im
Festphasenimmunoassay, dargestellt als OD bei 405 nm

Jede Linie reprisentiert die MeBwerte fiir Anti-rmPR3-spezifische IgG-Spiegel einer einzelnen Maus.
Auffrischungsinjektionen (*) wurden 2 Wochen, 5 Wochen und 9 Wochen nach der ersten Injektion (Tag 0) verabreicht,
zuvor wurde jeweils eine Blutprobe entnommen. Der dargestellte Verlauf des Antikorperspiegels reprasentiert daher die
Minimalwerte iiber 9 Wochen (Ausnahme: Tag 2=“OD;*)). Uber den gesamten Behandlungszeitraum 1iBt sich ein
signifikanter Antikdrperspiegel (gepunktete horizontale Linie: zweifacher Wert iiber Hintergrund) bei einer Verdiinnung
von 1:2000 nachweisen. Die Zeitpunkte der Serumentnahme fiir die Halbwertzeitbestimmung sind unter der x-Achse
angegeben (OD,, OD,; Berechnung siche Text). Die Messungen erfolgten jeweils in Duplikaten, die eingezeichneten

Marken stellen den jeweiligen Durchschnitt beider Messungen dar.
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Wie in Abb. 4.22 gezeigt, lieB sich wihrend des gesamten Behandlungszeitraums ein signifikanter
rmPR3-Antikdrperspiegel bei einer Verdiinnung von 1:2000 nachweisen.

Die Elimination von Antikorpern gehorcht einer Kinetik erster Ordnung. Aus den gemittelten
MeBwerten von 4 behandelten Mausen von Tag 2 und Tag 14 lieB sich deshalb durch exponentiale
Regression die Plasmahalbwertzeit der transferierten Antikorper errechnen (Anmerkung: Da die in
Abb. 4. 22 dargestellten MeBpunkte fiir OD; im nicht linearen Bereich liegen, wurden fiir die
Berechnung Werte herangezogen, die mit dem gleichen Festphasenimmunoassay bei kiirzerer
Inkubationszeit gewonnen wurden. Zudem wurden die mit Priimmunserum erhaltenen Kontrollwerte
abgezogen. Die fiir die Berechnung zugrunde gelegten Durchschnittsnettowerte OD;=0,628 und
0D,=0,296 entsprechen daher nicht den in der Abbildung 4.22 gezeigten Me3werten).

Kinetiken erster Ordnung lassen sich durch die Beziehung y=Yo Ee_k[ﬂ
ausdriicken:

mit y= Konzentration zur Zeit t; yo= Anfangskonzentration;
k=Eliminationskonstante

Fiir die Halbwertzeit t;, gilt entsprechend: y2()= Yo @—k[ﬂl /2

Durch exponentiale Regression erhélt man aus den Werten

Yo ~0,0627M
OD; und OD, folgende Gleichung: 7=0,628@

Durch beidseitiges Logarithmieren erhélt man die In2 0,693

t; /5 =" = =111
Plasmahalbwertzeit der transferierten Antikorper: 127k " o,0627

Die berechnete durchschnittliche Halbwertzeit rmPR3-spezifischer 1gG (11,1 Tage *2,2) entspricht
recht genau den Werten, die von Slifka und anderen fiir passiv transferierte LCMV-spezifische IgG in
der Maus (11,7 Tage +0,5) gefunden wurden [284]. Dieser Befund deutete darauf hin, dal keine
spezifische Resorption von PR3-Antikorpern in den Rezipienten stattfand.

Die histopathologische Analyse der Organe lieferte keine eindeutigen Hinweise auf eine
autoantikOrperabhdngige, entziindliche Reaktion in Niere und Lunge. Im folgenden sind die

Einzelbefunde der untersuchten Méuse aufgefiihrt:
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unbehandelte Kontrollméuse:

Befund Lunge Befund Niere
1) Mikrogranulome normal
2) Granulome, fokale Vaskulitis fokale Proliferation
3) normal normal
4) Granulome normal
5) vereinzelt pleurale Granulome normal
pro-rmPR3-Antiserum-behandelte Méause:

Befund Lunge Befund Niere
1) normal normal
2) Granulome fokale Proliferation
3) normal fokale Proliferation
4) normal fokale Proliferation
5) normal fokale Proliferation
6) Granulome fokale Proliferation

Offensichtlich 16st die Belastung der Méuse mit externen Stimuli unter den gegebenen hygienischen
Haltungsbedingungen eine lokale Immunreaktion aus, da bei 4 von 5 unbehandelten Kontrollmausen
vereinzelte Granulome in der Lunge gefunden wurden. Bei rmPR3-Antiserum-behandelten Méusen
lieBen sich aber weder eine vermehrte Zahl von Granulomen noch Vaskulitis nachweisen (Abb. 4.23).

Bei 5 der 6 Antiserum-behandelten Méuse wurde eine vereinzelte Proliferation von Mesangiumzellen
oder Podozyten der Nierenglomeruli (,,fokale Proliferation* in obiger Tabelle) diagnostiziert, hingegen
wurde diese bei unbehandelten Mausen nur in einem Fall gefunden. Es konnte anhand der
histologischen Prédparate allerdings nicht vollstindig ausgeschlossen werden, da3 die beobachtete
Hyperzellularitét in den Glomeruli stattdessen von mononukledren Zellinfiltraten herriihrt. Da auch bei
einer unbehandelten Kontrollmaus pulmonale Granulome und fokale Proliferation in der Niere
diagnostiziert wurde, 148t sich nicht eindeutig bestimmen, ob bei Antiserum-behandelten Méusen eine
duBerst schwache Inflammation der Nierenglomeruli vorliegt. Unter den beschriebenen
experimentellen Bedingungen lieBen sich aber keine pathologischen Verdnderungen, die mit der

Wegener’schen Trias vergleichbar sind, nachweisen (Abb. 4.23).
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Abb. 4.23: Ausgewiihlte histologische Priparate von Lunge und Niere pro-rmPR3-Antiserum-

behandelter Miuse und unbehandelter Kontrollméause.

a) Lunge unbehandelte Maus Nr.3. Pfeil deutet auf ein BlutgefaB.

b) Niere unbehandelte Maus Nr.1. Pfeilspitzen deuten auf Glomeruli.

¢) Lunge Antiserum-behandelte Maus Nr.3. Pfeil deutet auf ein Blutgefdl3. Entziindliche Infiltrate sind nicht zu erkennen.

d) Niere Antiserum-behandelte Maus Nr.4. Pfeilspitze deutet auf Glomerulus. Segmentale Nekroseherde sind nicht zu
erkennen. Innerhalb des Glomerulus sind mehr Zellkerne angefarbt als bei dem Kontrollpréparat.

Farbung: Himatoxylin-Eosin, Schichtdicke: 10pm, Originalvergroferungen 400-fach.
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4.7 Murine c-ANCA (mc-ANCA) verstiirken eine lokale Entziindungsreaktion in
der Haut

Wie in Kap. 1.4 und 5.7 ndher erldutert, spielt die Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren,
ausgelost z. B. durch Primérinfektionen, bei der Wegener’schen Granulomatose vermutlich eine
wichtige Rolle. Ein primérer Stimulus wurde bei dem in diesem Kapitel beschriebenen Versuch in
Form von TNFa lokal appliziert. Wegen der einfachen Zugénglichkeit und der hdufigen Beteiligung
bei WG wurde die Haut als Zielorgan gewihlt. Eine Reihe von Studien belegt die Rolle von TNFa bei
der Ausbildung lokaler Entziindungsreaktionen in der Haut, deren Verlauf einer Schwartzmann-
Reaktion dhnelt [215, 280, 178]. Um den chronischen Verlauf einer inflammatorischen Reaktion in
Anwesenheit von c-ANCA experimentell nachzuahmen, wurde durch die wiederholte, lokale Injektion
von TNFa eine leichte Entziindungsreaktion in der Haut iiber mehrere Tage ausgelost.

Zunichst wurde Wildtyp-Mausen 25ul pro-rmPR3- oder 50ul rmPR3-Antiserum bzw. 50ul
Kontrollserum (Kap. 3.21.1) intravenos verabreicht und anschlieBend intradermal an einer zuvor frei
rasierten Stelle der dorsolateralen Riickenhaut 50ng murines TNFa injiziert. Auf der anderen
Korperseite wurde als Negativkontrolle PBS/0,1% BSA oder PBS appliziert. Die TNFa-Injektionen
wurden iiber einen Zeitraum von 4 Tagen téglich an der gleichen Stelle wiederholt. 24 Stunden nach
der letzten Injektion wurden Biopsien der behandelten Hautpartien entnommen, fixiert und fiir
histopathologische Untersuchungen prépariert.

Die Behandlung mit TNFa rief eine schwache, lokale subkutane Pannikulitis bei allen Kontrollserum-
behandelten Mausen hervor. Diese wurde wie folgt quantifiziert:

Alle Bereiche einer seriell geschnittenen Biopsie mit verdickten Septen (normalerweise stellen sich die
Adipozyten der subkutanen Fettschicht in histologischen Schnitten als diinne Gewebesepten dar, im
Falle einer Entziindung vergrofBert sich das scheinbare Volumen der Septen) wurden unter einfachen
Blindbedingungen bestimmt. An einem digitalisierten Bild der histologischen Pridparate wurde ein
Fenster angelegt, das dem Umfang des betroffenen Gewebes entsprach. Mit Hilfe des angelegten
Fensters wurde die Fliache des inflammatorischen Fokus in Abstinden von 40-60 pm vertikal zur
Schnittebene unter Verwendung des Bildanalyseprogramms KS 300 v3.0 (Zeiss) bestimmt (Abb.
4.24). Ein zuvor festgelegter Schwellenwert fiir Farbintensitét erlaubte die digitalisierte Identifikation
und Darstellung des Gewebes, das sich aufgrund seiner Firbung vom Hintergrund abhebt. In die

Adipozyten eingelagertes Fett wurde bei dieser Methode nicht als Flache miteinbezogen.
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Abb. 4.24: Schematische Darstellung der Quantifizierung eines inflammatorischen Fokus.

Die gesamte Hautbiopsie eines Versuchstieres wurde seriell (Schichtdicke Sum) geschnitten. Das auf einem Objekttriger
(grau dargestellt) aufgebrachte, geférbte Préparat (rosa) wurde mit einem Bildanalyseverfahren ausgewertet. Hierbei wurde
die Fldache des inflammatorischen Fokus (rot) pro Objekttriger bestimmt. Rechts ist beispielhaft die quantitative
Bestimmung der Fokusfliche eines Prédparates gezeigt. Zundchst wurde ein Fenster angelegt, das dem Umfang des
inflammatorischen Fokus‘ entsprach (Blutgefile wurden ausgespart). Innerhalb dieses Fensters wurde eine vom
Bildanalyseprogramm erstellte Maske (hier schwarz dargestellt) aufgelegt, die der Fliache des betroffenen Gewebes
entsprach. Die Flidche der aufgelegten Maske wurde berechnet und die 6-9 konsekutiven Objekttrager (entsprechend
300um vertikal zur Schnittebene) mit den Maximalwerten ausgewdhlt. Diese gingen in die Berechnung der
durchschnittlichen Fokusfldache ein (s. Tab. 4.2).

Der quantitative Vergleich TNFa-behandelter Hautbiopsien mit PBS- und BSA-behandelten
Kontrollbiopsien zeigte, dafl diese Methode einen verldlichen Parameter fiir die Quantifizierung des
lokalen inflammatorischen Fokus liefert. Signifikante Unterschiede zwischen BSA- und PBS-
behandelten Hautbiopsien waren nicht feststellbar (Tab. 4.2). Wie die vergleichende Auswertung der
Hautbiopsien von Antiserum- und Kontrollserum-behandelten Méusen ergab, ist die NettogroB3e (d. h.
TNFa-behandelte Seite minus Kontrollseite) des inflammatorischen Fokus der mc-ANCA-
behandelten Méuse signifikant groBer als der von Kontrollméusen (Abb. 4.25). Bei 8 von 9 rmPR3-
Antiserum-behandelten Tieren wurden hohere Werte ermittelt, als bei den zum jeweiligen Experiment
zugehorigen Kontrolltieren. Bei pro-rmPR3-behandelten Tieren war der Unterschied weniger deutlich
ausgeprigt. Allerdings liefern hier die Kontrolltiere einen weniger geeigneten Vergleichswert, da in
diesem Fall die intravends injizierten Serummengen bei beiden Gruppen nicht identisch waren (25ul

pro-rmPR3-Antiserum, 50ul Kontrollserum).
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pro-rmPR3- 3(A) 142,6 - 11,7
Antiserum

rmPR3-Antiserum

Tab. 4.2: Die lokale Injektion von TNFda in die Haut ruft eine subkutane Pannikulitis hervor.

Dargestellt sind die nach der in Abb. 4.24 beschriebenen Methode mit dem digitalen Bildanalyseverfahren KS300 (Zeiss)
ermittelten Werte. Signifikante Unterschiede zwischen den Kontrollseiten Antiserum- bzw. Kontrollserum-behandelter
Tiere sind nicht feststellbar. Bei den Kontrollserum-behandelten Tieren sind hohe Werte auf der Kontrollseite meist mit

hohen Werten auf der TNFa-behandelten Seite korreliert.
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Abb. 4.25: Eine lokale TNFa-induzierte, subkutane Pannikulitis wird durch systemische mc-ANCA
verstirkt.

Den Versuchstieren wurde Antiserum bzw. Kontrollserum intravends verabreicht und anschlieBend TNFa lokal auf einer
Korperseite dorsolateral in die Haut injiziert. An einer gegeniiber liegenden Stelle wurde als Kontrolle PBS oder PBS/0,1%
BSA (s. Tab. 4.2) injiziert. Die Flidche des durch TNFa hervorgerufenen inflammatorischen Fokus im subkutanen
Fettgewebe (s. F.) wurde mit einem digitalen Bildanalyseprogramm vermessen (s. Abb. 4.24).

Die in (c) gezeigten Datenpunkte stellen die durchschnittliche Nettofokusgrofe einzelner Tiere aus vier unabhingigen
Experimenten dar (die unterschiedlichen Symbole zeigen die Zugehorigkeit der einzelnen MeBwerte zu einem Experiment
an). Die NettofokusgroBen wurden durch Subtraktion der Fokusfliche der Kontrollseite von der Fokusfliche der TNFa-
behandelten Seite erhalten. Horizontale Linien zeigen den Medianwert an. Der Unterschied zwischen pro-rmPR3/rmPR3-
Antiserum-behandelten Tieren und Kontrollserum-behandelten Tieren ist statistisch signifikant (Mann-Whitney U-Test:
p=0,043).

Oben sind reprédsentative Biopsien (OriginalvergroBerung 200-fach) einer Kontrollserum-behandelten (a) und einer
rmPR3-Antiserum-behandelten (b) Maus abgebildet. Das dichte zelluldre Infiltrat im subkutanen Fettgewebe, bestehend
aus polymorphkernigen Zellen als auch aus Lymphozyten, ist von einer offensichtlichen, lokalen Zunahme des
Septenvolumens begleitet. In einigen Biopsien wurden dichte Infiltrate innerhalb des Panniculus carnosus (P. ¢.) und im
darunterliegenden Bindegewebe (Bg.) sowohl interstitiell als auch perivaskuldr beobachtet. Allerdings war der Unterschied

zwischen Antiserum- und Kontrollserum- behandelten Tieren in dieser Hinsicht weniger deutlich.
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Die  Anwesenheit  systemischer =~ mc-ANCA  kann  folglich  TNFa-induzierte lokale
Entziindungsreaktionen verstiarken. Mit dieser Versuchsanordnung lie3 sich aber nicht beweisen, ob
mc-ANCA die Entstehung von Vaskulitis fordern, denn auch bei Kontrollserum-behandelten Tieren
wurden (TNFa-bedingte) Gefdllentziindungen beobachtet. Auch Granulome wurden in keinem der
untersuchten Hautpriparate gefunden. Daher wurde durch Verlingerung der Behandlung und
Erhohung der TNFa-Dosis (9 mal tdglich 100ng TNFa) in 2 weiteren Experimenten mit insgesamt 5
rmPR3-Antiserum-, 2 pro- rmPR3-Antiserum- und 3 Kontrollserum-behandelten Méusen versucht,
eine WG-dhnliche Pathologie in der Haut zu erzeugen. 2 von 3 rmPR3-Antiserum-behandelten
Maiusen entwickelten in diesem Versuch entziindliche Verdnderungen an der TNFa-behandelten Stelle
(Abb. 4.26), die mit granulomatdsen Lisionen der WG Ahnlichkeiten aufweisen. Dagegen wurde
weder bei Kontrollserum- behandelten Mausen noch auf der Kontrollseite (PBS/0,1%BSA behandelt)
aller Tiere dhnliche Verdnderungen beobachtet. Bei den 2 pro-rmPR3-Antiserum-behandelten Médusen

wurden ebenfalls keine vergleichbaren Befunde erhalten.

Abb. 4.26: In Anwesenheit systemischer mc-ANCA konnen mit Hilfe von TNFa Lisionen induziert

werden, die WG-Granulomen dhneln.

Die Versuchstiere wurden wie in Abb. 4.25 behandelt, jedoch wurde die Behandlungsdauer auf 9 Tage verlangert und die

TNFa-Dosis verdoppelt. Zwei von fiinf Antiserum-behandelten Tieren entwickelten nach 10 Tagen Lasionen am

Injektionsort von TNFa. Die Zellinfiltrate setzten sich sowohl aus mononukleédren Zellen als auch aus polymorphkernigen

Zellen zusammen.

a) Im Bindegewebe sind zwei dichte Zellinfiltrate zu sehen (Pfeile). Sie sind von reaktivem, evtl. nekrotischem Gewebe
umgeben. Im Zentrum sind zum Teil verdichtete Bereiche mit Kernstaub lokalisiert. Das Infiltrat enthélt viele
Eosinophile. Diese Lésion dhnelt einem Mikroabszess (vgl. Abb. 1.2). Vergroferung 200-fach.

b) Die zweite Maus wies eine granulomatdse Verdnderung am Rande des Panniculus carnosus auf. Teilweise sind die
Zellen pallisadenférmig angeordnet (kleines eingeschobenes Bild, VergroBerung 400-fach), ein typisches Merkmal

von Granulomen bei WG-Patienten. VergroBBerung 100-fach.
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5 Diskussion

Die Neutrophilen-Serinprotease PR3 ist mutmaBlich in zweierlei Hinsicht in die Pathogenese der

Wegener’schen Granulomatose involviert: zum einen ist sie das Zielantigen von Anti-Neutrophilen

Zytoplasma-Autoantikdrpern (c-ANCA), zum anderen ist sie aufgrund ihres lysogenen Potentials an

der Gewebe- und Organschddigung wihrend des Krankheitsverlaufs aktiv beteiligt. Zahlreiche Studien

belegen auflerdem, dal PR3 und andere Granula-assoziierte Serinproteasen modulierend auf

Inflammationsprozesse einwirken konnen [192, 229, 259, 66, 255, 12, 13, 58] und Gewebe und

Organe synergistisch schadigen [168, 8, 347].

Ob c-ANCA bei der Pathogenese der Wegener’schen Granulomatose eine kausale Rolle spielen oder

ob sie lediglich epiphdnomenal auftreten, konnte bis heute nicht geklart werden.

Um beide Aspekte zu beriicksichtigen, wurden in der vorliegenden Arbeit zwei methodische Ansédtze

gewihlt:

(1) Funktionelle Charakterisierung der murinen PR3 mit Hilfe rekombinanter PR3 in vitro und
Untersuchung der Auswirkungen einer PR3/NE-Defizienz in vivo;

(2) Analyse des pathogenen Potentials von PR3-Antikdrpern in vivo

5.1 Phanotypische Charakterisierung PR3/NE-defizienter Mause

Wie bereits erwihnt, sind die Neutrophilen-Serinproteasen Proteinase 3 und Elastase fiir die Funktion
neutrophiler Granulozyten essentiell und sind an der Modulation von Immunreaktionen beteiligt (Kap.
1.5). Studien mit humanen Leuké&miezellinien zufolge ist PR3 auch an der Proliferationsregulation
granulopoietischer Vorlduferzellen beteiligt [31, 291, 283]. Beim Menschen ist die erbliche zyklische
Neutropenie iiberdies mit einem monoallelischen Defekt des Neutrophilen-Elastase-Gens assoziiert
[149].

Bei PR3/NE-defizienten Mdusen liel sich aber weder eine erhohte Variation der Anzahl neutrophiler
Granulozyten in peripherem Blut nachweisen noch wichen die Durchschnittswerte von denen in
Wiltyp-Méusen ab. Bei 2 Méausen pro Genotyp wurde dariiber hinaus ein Gesamtprofil des Blutes
erstellt (analysierte Parameter: GPT, GGT, AP, CHE, LDH, CK, K, NA, CA, PHOS, Ca/Phos.-Q,
MG, BZ, HST, KREA, CHOL, TRI, BILIL, DBIL, IBIL, FE, EIW, GOT, ERY, HB, HK, MCV, MCH,
MCHC, THRO; Daten nicht gezeigt). Es wurden keine signifikanten Unterschiede der erfafiten

Parameter festgestellt. Eine Blutgerinnungsstorung wurde bei den zwei untersuchten PR3/NE-
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defizienten Tieren ebenfalls nicht festgestellt (Thromboplastinzeit (PTT): WT: 27,9s und 20,4s;
PR3/NE-defizient: 25,1s und 25,6s).
Wie von Belaaouaj und Mitarbeitern gezeigt werden konnte, fiihrt homozygote Elastase-Defizienz bei
Maiusen zu einer erhohten Infektanfélligkeit gegeniliber gram-negativen Bakterien [20]. Hingegen
zeigen Cathepsin-G-knock-out-Miuse keine Storungen der Neutrophilen-Funktion [198]. Allerdings
konnte eine erhohte Suszeptibilitdt gegeniiber Aspergillus fumigatus nachgewiesen werden, welche in
NE/CatG-defizienten Midusen noch gesteigert ist [314]. Dieser Befund 14t vermuten, daB3 sich
offensichtlich aufgrund funktioneller Redundanz ein Phénotyp bei Defizienz einer einzelnen Protease
hdufig schwer nachweisen 1dfit. Die Verwendung doppelt defizienter Méuse sollte folglich die
Wabhrscheinlichkeit, einen Phianotyp zu detektieren, erhéhen.
Die von Belaaouaj und Kollegen beobachtete gesteigerte Infektanfilligkeit NE-defizienter Méuse
gegeniliber gram-negativen Erregern beruht auf einer gestorten Elimination in den Phagosomen
neutrophiler Granulozyten. Wie spéter gezeigt werden konnte, spaltet NE das Membranprotein OmpA
(outer membrane protein A) gram-negativer Bakterien und stellt damit einen wichtigen Mechanismus
nicht-oxidativer Vernichtung von Erregern [20, 19] dar. Eine weitergehende Charakterisierung von
Maiusen mit einer Defizienz fiir eine der drei Serinproteasen Cathepsin G, Elastase und PR3 ist in der
Literatur aber nicht dokumentiert.
Aufgrund des breiten immunmodulatorischen Spektrums der beiden Serinproteasen erschien deshalb
die Analyse der PR3/NE-defizienten Mause anhand zweier Modellexperimente sinnvoll.
(1) Durch die quantitative Bestimmung der Phagozytoseleistung wurde eine Beteiligung von NE und
PR3 bei Chemotaxis und Phagozytose in vitro untersucht;
(2) Die reverse, passive Arthus-Reaktion wurde als Modell fiir eine akute, entziindliche,

Immunkomplexreaktion in vivo herangezogen.

Die Phagozytosel eistung PR3/NE-defizienter neutrophiler Granulozyten ist in Anwesenheit hoher
Konzentrationen Heparin stérker beeintrachtigt als bei Wildtyp-Zellen

Es wurde von verschiedenen Forschungsgruppen gezeigt, dafl Heparin eine inhibitorische Wirkung auf
die Phagozytoseaktivitit neutrophiler Granulozyten ausiibt [324, 186, 267]. Warum bei
Konzentrationen von >2000 U/ml (L700uM) die Phagozytosekapazitit NE/PR3-defizienter
neutrophiler Granulozyten stirker beeintrdchtigt wird, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
experimentell nicht geklart werden. Da die Phagozytoseexperimente in Vollblut durchgefiihrt wurden,

ist eine Interpretation besonders schwierig.
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Weil sich die Fluoreszenzintensitét, d. h. die Anzahl aufgenommener Bakterien pro phagozytierendem
Granulozyt, zwischen den beiden Genotypen nicht unterscheidet, scheint der Phagozytoseprozess
selbst nicht gestort zu sein. Die Ursache der beobachteten Unterschiede ist vielmehr wéhrend des
Vorgangs der Aktivierung bzw. Chemotaxis und/oder Anlagerung von Bakterien an die
Neutrophilenmembran zu suchen.

Verstirkt die Anwesenheit von Heparin einen subtilen Phénotyp der PR3/NE-defizienten Méuse?
Heparin konnte einen EinfluB auf ko-chemotaktische Faktoren im Plasma ausiiben. Es wurde zum
Beispiel gezeigt, dall das Vitamin D-bindende Protein (DBP, Gc-Globulin), das die chemotaktische
Aktivitit von C5a auf Neutrophile verstdrkt, iiber ein Chondroitinsulfatproteoglykan an die
Plasmamembran neutrophiler Granulozyten bindet [80]. Diese Bindung koénnte durch Heparin
teilweise kompetitiv gehemmt werden. Die Bindung von DBP wird zudem von NE reguliert [81].
Oder es konnten Chemokine, die aufgrund ihres kationischen Charakters an Heparin binden konnen,
an diesem Phidnomen beteiligt sein (Zusammenfassung in [109, 174, 137]). Es konnte von Webb und
Mitarbeitern gezeigt werden, da3 der durch Interleukin 8 (IL-8) induzierte Anstieg des intrazelluldren
Calciumspiegels neutrophiler Granulozyten in Anwesenheit von Heparin 4-fach verstarkt wird [330].
Diese Beobachtung konnte insbesondere deshalb von Bedeutung sein, da IL-8 von Cathepsin G und
PR3 in eine biologisch aktivere Form prozessiert werden kann [229]. Fehlt PR3 als konvertierendes
Enzym, lieBe sich dieser Effekt experimentell vielleicht zunichst nicht nachweisen. Heparin konnte
dagegen die biologische Wirkung von IL-8 amplifizieren, so dafl die hohere Aktivitit des
konvertierten IL-8 bei Wildtyp-Zellen deutlicher hervortritt.

Heparin hemmt die Inhibition von Cathepsin G durch al1-AT und al-Antichymotrypsin um den
Faktor 80000 [92]. AuBerdem kann die Aktivitdt der drei Serinproteasen PR3, NE und Cathepsin G
direkt oder durch eine verdnderte Wechselwirkung mit physiologischen Inhibitoren durch Heparin
moduliert werden [251, 97, 330]. In welcher Weise die biologische Aktivitit im
Phagozytoseexperiment dadurch beeinflut wird, 148t sich aufgrund der Komplexitit des
Phagozytoseprozesses und des breiten Wirkungsspektrums von Heparin kaum abschitzen. Die
modulatorische Wirkung von Heparin auf die Serinproteaseaktivitit konnte aber analog zu oben den
Phinotyp PR3/NE-defizienter Granulozyten hervortreten lassen, der aufgrund funktioneller
Redundanz bei niedriger Heparinkonzentration nicht nachweisbar ist. Zahlreiche Publikationen
belegen, daB3 PR3, NE und Cathepsin G in Chemotaxis- und Aktivierungsprozessen neutrophiler
Granulozyten involviert sind [292, 9, 185, 184, 45, 195] und die Komplementkaskade aktivieren
konnen [323, 227, 173] (weitere Diskussionspunkte zur Komplementkaskade im folgenden Abschnitt).
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Die vorgestellten Beispiele stellen sicher nicht erschopfend alle Moglichkeiten dar, da das biologische
Wirkungsspektrum von Heparin und den drei Serinproteasen dulerst weitgefachert ist (s. auch Kap.
1.5 und 5.2). Die hohe Heparinkonzentration im vorgestellten Experiment wirft auch die Frage nach
der biologischen Relevanz der Ergebnisse auf. Betrachtet man die im folgenden besprochenen
Ergebnisse der reversen, passiven Arthus-Reaktion, konnten die Befunde des Phagozytoseexperiments
aber an Bedeutung gewinnen: auf dem Endothel sind hohe Konzentrationen Heparansulfat und andere
Glukosaminglykane lokalisiert, die lokal einen dhnlichen Effekt in vivo ausiiben konnten wie Heparin
in diesem Experiment. Sie modulieren die Funktion einer Vielzahl von Proteinen und koénnen die

Zellmigration beeinflussen (Zusammenfassung in [222, 264]).

Bel PR3/NE-defizienten Mausen ist eine Immunkomplex-induz erte inflammatorische Typ I11-Reaktion

schwacher ausgepragt als bei kongenen Wildtyp-Tieren.

Welcher Vorgang 16st eine inflammatorische Antwort in einer Typ III-Hypersensitivitédtsreaktion aus?
Lange Zeit wurde die Immunkomplex-vermittelte Aktivierung des Komplementsystems iiber den
klassischen Weg als wichtigster Ausloser der Arthus-Reaktion angesehen:

Die Spaltprodukte C3a und C5a des Komplementsystems vermitteln ihre Effektorfunktion iiber
rezeptorvermittelte Aktivierung - Rezeptoren fiir beide Komponenten wurden auf allen Granulozyten
und Makrophagen (C5aR) und Mastzellen (C3aR) nachgewiesen. Deren Aktivierung fithrt zur
Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren, die erhohte vaskuldre Permeabilitdt, verstirkte
Expression von Zelladhdsionsmolekiilen und chemotaktische Rekrutierung inflammatorischer Zellen
induzieren (Zusammenfassung in [88]).

Neuere Ergebnisse legen jedoch eine kodominante Rolle von FcyR und C5aR in der Arthus-Reaktion
nahe [18]: bei der Immunkomplexperitonitis dominiert neben C5aR- die FcyRI-vermittelte
Aktivierung von Makrophagen, in der dermalen RPA die FcyRIII-vermittelte Aktivierung von
Mastzellen [304, 305, 142]. Allerdings scheint es signifikante Unterschiede sowohl zwischen
verschiedenen Spezies als auch zwischen verschiedenen Stimmen gleicher Spezies zu geben [18,
306]. Aufgrund der beschriebenen Unterschiede wird im folgenden die peritoneale RPA getrennt
diskutiert.

5.2 Reverse, passive Arthus-Reaktion in der Haut

Bei Entziindungsreaktionen wéhrend einer RPA in der Haut werden zwei Klassen von Mediatoren

postuliert, die vaskuldre Permeabilitit erhohen:
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1. Mediatoren wie Bradykinin oder Histamin wirken direkt auf das Endothel.

2. Mediatoren wie C5a, Leukotrien B, (LTB,), fMLP [331], PAF (platelet activating factor) [332]
und IL-8 [60, 233] iiben einen indirekten EinfluB aus, der von neutrophilen Granulozyten
vermittelt wird.

Die Beobachtung, dal3 bei PR3/NE-defizienten Mausen 8 Stunden nach einer RPA PMN primér

entlang der GefdaBwinde lokalisiert sind [105], interstitiell aber nur in geringer Zahl auftreten, konnte

durch die Modulation der Zellmigration und Adhdsion durch NE erkldart werden: die

Oberfldchenexpression von hNE ist invers proportional korreliert zur Adhasivitdt von PMN, au3erdem

fungiert NE als endogener Ligand von CD11b/CD18 [46]. Es wird vermutet, daf} diese Eigenschaft zur

Loslosung Integrin-vermittelter Zelladhédsion beitrdgt und so die Migration aus dem Gefdl ins

Interstitium ermoglicht. HNE kann zudem das Membranprotein CD43 auf Endothelzellen, das anti-

adhésive Eigenschaften besitzt, spalten und so die Adhédsion von Neutrophilen verstirken [253].

Einerseits konnte also PR3-Defizienz zu geringerer Adhésion von zirkulierenden Neutrophilen fiihren,

(keine Spaltung von CD43) andererseits wiirden adhirente Neutrophile nicht transendothelial

migrieren (keine kompetitive CD11b/CD18-Bindung). Neuere Studien legen nahe, da3 NE auch direkt

durch lokale Proteolyse extrazelluldrer Matrix zur transendothelialen Migration beitrdgt [53].

SchlieBlich koénnte auch das Fehlen von Serinprotease-01-AT-Komplexen die verminderte Reaktion

teilweise erkldren, denn Serinprotease-Serpin-Komplexe (SEC), die bei einer lokalen

Entziindungsreaktion entstehen, iiben einen chemotaktischen Reiz auf neutrophile Granulozyten aus

[163]. Fehlende Aktivierung von Matrix-Metalloproteasen durch PR3/NE ist als Ursache ebenfalls

denkbar [326].

In der vorliegenden Arbeit wurde bereits in der Initialphase der Arthus-Reaktion, quantifiziert anhand

der Odembildung innerhalb der ersten 60 Minuten, eine deutlich schwichere Antwort bei PR3/NE-

defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren beobachtet. Da die Intensitit der Himorrhagie
auch von der Intensitit des Odems bestimmt wird [304] und indirekte Mediatoren Auswirkungen bis
in die Himorrhagiebildungsphase hinein haben konnen (z. B. C5a: t,=95 Minuten im Kaninchen,

[331]), soll nun die Initialphase der Arthus-Reaktion diskutiert werden.

Wie eingangs bereits erwihnt, spielen neutrophile Granulozyten in der Odembildungsphase bei der

RPA eine entscheidende Rolle. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stiitzen diese Vermutung.

Doch welche Rolle spielen die Serinproteasen PR3 und/oder NE bei diesem Prozef3? Die Ergebnisse

der Phagozytoseexperimente legen nahe, dal PR3/NE unter den beschriebenen Bedingungen direkten

EinfluB (ohne Wechselwirkung mit Endothelzellen!) auf die Chemotaxis/Aktivierung von

Neutrophilen ausiiben. Grundsétzlich kdnnten die diskutierten Faktoren auch bei der RPA involviert
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sein. Zusétzlich muf} in vivo aber auch der Einflufl auf das Endothel und die Interaktion des Endothels
mit neutrophilen Granulozyten beriicksichtigt werden [317]. Die einfachste Erkldarung konnte die
Eigenschaft von NE liefern, vaskuldre Permeabilitét zellunabhéngig zu erhdhen [235].

Die Depletion von zirkulierenden Neutrophilen inhibiert sehr effektiv die RPA-induzierte
Extravasation von Albumin und Odembildung in der Haut von Kaninchen [296, 150]. In #hnlicher
Weise 148t sich Odembildung und Hiimorrhagie durch Anti-CD11/CD18-Antikérper oder durch einen
ICAM-1-Antikorper unterdriicken [217, 287]. Die Interaktion von Neutrophilen mit dem Endothel
konnte bei PR3/NE-defizienten Méusen gestort sein, denn NE kann sowohl selbst als Ligand von
CD11b/CD18 fungieren [46], als auch dessen endothelialen Liganden ICAM-1 proteolytisch spalten
[54]. Zusétzlich konnte auch die Aktivierung durch C3bi, dessen Rezeptor CD11b/CDI18 ist, gestort
sein.

Eine wichtige Rolle spielt bei der RPA das Komplementsystem, das vermutlich auch durch
lysosomale Enzyme wie PR3 oder NE aktiviert werden kann (Zusammenfassung in [88]). Die
Anaphylatoxine C3a, C4a und C5a erhohen indirekt die vaskuldre Permeabilitét, die vermutlich durch
Histamin aus Anaphylatoxin-aktivierten Mastzellen und Basophilen hervorgerufen wird [161, 121].
Andererseits aktiviert C5a neutrophile Granulozyten und stimuliert die Synthese von Prostaglandinen
und Leukotrienen (der EinfluB von Vasodilatatoren an der Odembildung in einer RPA wurde ebenfalls
nachgewiesen) [309]. Zudem stimuliert es Neutrophile und Endothelzellen zur verstirkten Expression
von Adhésionsmolekiilen [103]. An C5aR-defizienten Médusen wurde dessen zentrale Rolle bei der

RPA nachgewiesen [146].

5.3 Immunkomplexperitonitis

Die Peritonealhohle eignet sich besonders zur Bestimmung von lokalen Zytokinspiegeln bei der RPA.
Auf diese Weise 146t sich der Einflul von PR3/NE insbesondere auf TNFa-Spiegel zeigen.

Die Beteiligung von Komplement, TNFa und FcyR-vermittelter Aktivierung von Mastzellen und
Makrophagen bei der Initiation der RPA wird in der Literatur widerspriichlich dokumentiert. Neuere
Ergebnisse jedoch losen diese offensichtlich unvereinbaren Befunde: entgegen der lange Zeit gingigen
Annahme, daB3 der RPA ein einheitlicher Mechanismus zugrunde liegt, belegen die Arbeiten von
Heller und Mitarbeitern, Baumann und Mitarbeitern und Szalai und Mitarbeitern eine Stamm-
abhingige und gewebeabhdngige Beteiligung von Komplement, Mastzellen und Makrophagen [142,
18, 306]. Diese Arbeiten sind deshalb fiir die Evaluierung der in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse
von besonderer Bedeutung.

Die Interpretation ist dennoch nur in sehr begrenztem Umfang mdglich, denn
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(1) fiir den Inzuchtstamm 129/SV/EV sind keine Daten in der Literatur {iber die Reaktionskinetik und
beteiligte Faktoren bei der Immunkomplexperitonitis belegt,
(2) die erhaltenen Ergebnisse sind &duBerst heterogen und bediirfen zur Erzielung statistisch
signifikanter Aussagen weiterer experimenteller Bestitigung,

(3) die Negativkontrollen 16sten bereits eine signifikante Reaktion aus.

Die gewihlten MeBzeitpunkte (4 Stunden und 6 Stunden nach Injektion) sind den Befunden von
Zhang und Mitarbeitern entlehnt, die bet WWB6-Méusen einen maximalen TNFa-Spiegel 6 Stunden
nach Injektion beschreiben [351]. Bei BALB/c und C57BL/6 tritt das Maximum bereits nach ca. 2
Stunden auf, weitere 4 Stunden spéter 146t sich kein TNFa mehr im Peritonealexsudat nachweisen
[142]. Die Reaktionskinetik der in der vorliegenden Arbeit verwendeten 129/SV/EV-Miuse scheint
eher der letzteren zu dhneln, denn 6 Stunden nach Injektion war auch hier kein TNFa mehr
nachweisbar. Bei PR3/NE-defizienten Miusen scheint die RPA hingegen verzogert abzulaufen, denn
zumindest bei 2 der 4 getesteten Méause wurde ein duflerst starker Anstieg nach 6 Stunden beobachtet.
Die Anzahl der Neutrophilen im Exsudat unterschied sich dagegen nicht. Allerdings folgt die
Infiltration der Neutrophilen nicht ausschlieBlich einer Immunkomplex-vermittelten Reaktionskinetik,
denn die Kontrollinjektion von Antikdrper ohne Antigen resultierte beim WT ebenfalls in einer
starken Neutrophileninfiltration. Aufféllig ist die (beim 4 Stunden-Wert bei WT sogar etwa
proportionale) Korrelation von Neutrophilenzahl und TNFa-Spiegel. Hierbei unterscheiden sich WT
und PR3/NE-defiziente Tiere nach 4 Stunden deutlich: Bei vergleichbarer Neutrophilenzahl ist der
TNFa-Spiegel bet Wildtyp-Tieren deutlich hoher als bei PR3/NE-defizienten Mausen. Dieser Befund
entspricht den Ergebnissen von WBB6-Mausen, bei BALB/c und C57BL/6 hingegen liegt keine
Kopplung der beiden Parameter vor [244, 142]. Dieses Ergebnis konnte darauf hinweisen, daf3
PR3/NE an der Freisetzung von TNFa beteiligt sind. Da nach 6 Stunden bei PR3/NE-defizienten
Maiusen ein deutlicher Anstieg beobachtet wurde, erfolgt im Verlauf der Reaktion aber offensichtlich
auch eine PR3/NE-unabhdngige Liberation von TNFa. Im Hinblick auf die Ergebnisse aus dem
vorangegangenen Kapitel konnte also auch eine allgemein abgeschwichte oder verzogerte
inflammatorische Reaktion als Ursache fiir den niedrigeren TNFa-Spiegel in Frage zu kommen.

Das Vorldufermolekiil von TNFa wird auf Monozyten als 26kDa-Transmembranprotein exprimiert
[181]. AnschlieBend wird es durch die Matrix-Metalloprotease TACE (TNFa converting enzyme)
abgespalten [27, 214]. TNFa kann in lokalen, inflammatorischen Foki mit hoher Neutrophilendichte
alternativ von PR3 gespalten werden [259, 58]. Mdglicherweise riihrt der niedrigere TNFa-Spiegel bei
PR3/NE-defizienten Méusen im Peritonealexsudat 4 Stunden nach Induktion der RPA vom Fehlen der
durch PR3 gespaltenen TNFa-Molekiile her. Dies lieBe sich iiberpriifen, indem die TNFaQ-
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Serumspiegel parallel getestet wiirden. Heller und Mitarbeiter konnten zeigen, dal sich im peripheren
Blut ein Anstieg des TNFa-Spiegels noch vor dem in der Peritonealhdhle nachweisen 1a6t [142]. Sie
folgerten daraus eine Immunkomplex-vermittelte Aktivierung zirkulierender Monozyten und
Neutrophilen. Sollte der Serumspiegel bei PR3/NE-defizienten Méusen ebenfalls erniedrigt sein,
spriche das gegen eine PR3-vermittelte Spaltung von pro-TNFa, denn systemische PR3 sollte
aufgrund des hohen a1-AT-Spiegels im Blut seine proteolytische Aktivitit gegen membranstiandiges
TNFa kaum entfalten konnen. Der UmkehrschluB, d. h. gleicher TNFa-Spiegel bei beiden Genotypen
sprache fiir die Theorie, ist jedoch nicht zwingend.

Trotz signifikant verschiedener TNFa-Spiegel unterschied sich die Zahl peritonealer Neutrophiler
zwischen den untersuchten Genotypen nicht. Ob TNFa eine Rolle bei der Rekrutierung von
Granulozyten spielt, 146t sich aus den Ergebnissen nicht ableiten, denn PR3 und NE besitzen nicht nur
proinflammatorische sondern auch antiinflammatorische Eigenschaften: die Abspaltung von
membranstdndigem TNFa (proinflammatorisch) konnte durch die NE-vermittelte Abspaltung des
TNF-Rezeptors auf Neutrophilen (anti-inflammatorisch) kompensiert werden [241].

Die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente lassen eine eindeutige Zuordnung der Faktoren, die von
PR3/NE beeinflufit werden, nicht zu. Das Modellsystem sollte es jedoch in zukiinftigen Arbeiten
ermOglichen, die beteiligten Faktoren zu identifizieren. Da PR3/NE unerwartet in einer bereits sehr
frithen Phase einer akuten Entziindungsreaktion beteiligt sind, 148t sich der Kandidatenkreis jedoch
wie oben beschrieben einengen. Den beiden Serinproteasen konnte allerdings sowohl bei der Initiation
(z. B. Komplementaktivierung) aber auch im weiteren Verlauf aufgrund ihrer proinflammatorischen
(Erhéhung vaskulérer Permeabilitit, Komplementaktivierung, Modulation von
Zelladhdsionsmolekiilen) und anti-inflammatorischen Wirkung (Modulation von
Zelladhdsionsmolekiilen, Spaltung von Zytokinrezeptoren) eine zentrale Rolle zukommen. Zwar
duBert sich PR3/NE-Defizienz in dem vorgestellten Modell durch eine abgeschwichte oder verzogerte
inflammatorische Reaktion, deren Auswirkung diirfte jedoch eher als Dysregulation statt als

mangelhafte Initiation oder Amplifikation einer inflammatorischen Reaktion zu interpretieren sein.

5.4 Rekombinante Expression von mPR3

Kommerziell erhdltliche humane PR3 wird aus groen Mengen Blut und in sehr aufwendigen und
ineffizienten Arbeitschritten gewonnen. Fiir die Herstellung von mPR3 wurde diese Methode nicht in
Betracht gezogen, da pro Maus nur ca. 1 ml Blut isoliert werden kann. Weiterhin konnen

Kontaminationen mit anderen Antigenen nie ganz ausgeschlossen werden [168, 192].
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Zahlreiche Publikationen beschreiben verschiedene Expressionssysteme, mit denen diese Probleme
behoben werden sollen. Die Einsatzfahigkeit des rekombinanten Materials wird jedoch dadurch
eingeschrinkt, daB3 c-ANCA an Konformationsepitope der PR3 binden [25]. Die bisher beschriebenen
Expressionsysteme in E. coli liefern aber ein Produkt, das keine oder nur schwache Immunreaktivitit
mit c-ANCA-Seren aufweist [25, 114]. Witko-Sarsat und Kollegen exprimierten humane PR3 in
Insektenzellen, erhielten aber wie im E. coli-Expressionssystem kein oder nur geringe Mengen korrekt
gefalteten Enzyms [307, 343, 114]. Fir Histidin-markiertes rekombinantes Material aus Hefe (Pichia
pastoris) wurde zwar spezifische enzymatische Aktivitdt berichtet, das gereinigte Protein wurde
jedoch nur von 60% der getesteten Wegener-Seren gebunden, zudem schlug der Nachweis von
Immunreaktivitdt im direkten Festphasenimmunoassay fehl [138]. Einzig Specks und Jenne gelang es,
funktionelle, unmarkierte PR3 von Mensch und Maus rekombinant herzustellen [290, 153]. Die
rekombinante Produktion in eukaryotischen Epressionssystemen ist aber generell, wie auch in diesem
Fall, teuer und ineffizient.
Die Anforderungen an das rekombinante Protein umfassen fiir die vorliegende Arbeit zum einen
korrekte Faltung, Homogenitit und Reinheit, zum anderen muf3 das Herstellungsverfahren fiir
Immunisierungen ausreichende Mengen liefern. Um Immunreaktivitit gegen eine Histidin- oder
andere Markierung des gewonnenen Antiserums auszuschlieBen, wurde die Expression unmarkierter
mPR3 angestrebt. Diese Eigenschaften werden von rmPR3, die nach dem in dieser Arbeit
vorgestellten Verfahren generiert wurde, erfiillt.
Humane c-ANCA binden deglykosylierte PR3 und natiirliche PR3 aus Granulozyten gleichermalen,
die Antigenerkennung ist folglich glykosylierungsunabhéngig [343]. Das Fehlen von Zuckerresten der
rekombinant hergestellten mPR3 wurde daher nicht als nachteilig bewertet. Zwei wesentliche
Nachteile des prokaryotischen Expressionssystems muften allerdings beriicksichtigt werden:
(1) Heterologe, zytoplasmatisch iiberexprimierte Proteine bilden in E. coli meist Proteinaggregate
(EinschluBBkorperchen). Sie werden vor allem bei Proteinen mit Disulfidbriicken beobachtet [262].
(2) Der native N-Terminus von PR3 (Isoleucin) kann nicht direkt generiert werden, da das
Translationsstartkodon ATG fiir Methionin kodiert.
Diese Einschrdankungen und Probleme wurden auf folgende Weise gelost:
(1) Solubilisierung des EinschluBkdrpermaterials unter Oxidation der SH-Gruppen zu gemischten
Disulfiden und anschlieBender Renaturierung.
(2) Expression als Proenzym mit N-terminaler Extension und anschlieBender Abspaltung des

Propeptids durch Cathepsin C.
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Die Renaturierung von EinschluBkorpermaterial ist eine etablierte Methode zur Herstellung
rekombinanter Proteine in Milligramm-Mengen [262, 24, 263, 194]. Allerdings gibt es kein universell
einsetzbares Protokoll, das die optimale Pufferzusammensetzung und Riickfaltungsbedingungen fiir
jedes Protein angibt. Die optimalen Bedingungen muflten daher fiir mPR3 empirisch ermittelt werden.
Wihrend die Pufferzusammensetzung gegeniiber bereits beschriebenen Protokollen [262, 338] kaum
verdndert wurde, war es aufgrund der beobachteten Instabilitit von rmPR3 erforderlich, die
Riickfaltungsphase zu verkiirzen und das renaturierte Protein rasch in Puffer mit niedrigem pH-Wert
(pH 5,5) zu tiberfiihren.

Wie mit Hilfe der hGzmK-mPR3 Fusionskonstrukte gezeigt wurde, iiben einzelne Aminosduren des
N-Terminus bis AS 14 (Numerierung beginnend am reifen N-Terminus Ile) einen groBen Einflufl auf
die apparente Expressionseffizienz aus. Zunéchst konnte in der Expressionskultur, die in Laemmli-
Puffer lysiert wurde, kein rekombinantes Produkt gefunden werden. Uberraschenderweise waren
Expressionskonstrukte mit ausgesprochen konservativen Einzelmutationen effizient: Austausch einer
basischen Aminosdure gegen eine andere basische: Konstrukt mPR3pET24c/F5c¢ (Histidin durch
Lysin ersetzt) und Substitution einer hydrophoben Aminosdure gegen eine andere hydrophobe:
Konstrukt mPR3pET24c/Féa (Alanin durch Valin substituiert). Weiterhin wurde durch den simultanen
Austausch von Valin-17 gegen Isoleucin und Tyrosin-29 (Chymotrypsinogennumerierung) gegen
Phenylalanin eine weitere Steigerung der apparenten Expressionsausbeuten erzielt (Konstrukt
mPR3pET24c¢c/F3b). Insbesondere am N-Terminus auftretende, seltene Kodons verringern hiufig die
Ausbeuten bei rekombinanter Expression in E. coli [289, 350, 167, 334]. Die Verwendung 5’-terminal
kodonoptimierter Expressionskonstrukte macht einen Einfluf bakterienspezifischer Kodonpriferenzen
bei der Translation aber unwahrscheinlich. Weiterhin konnte anhand der Expressionskonstrukte
mPR3pET24¢/F2 und mPR3pET24c/C-S gezeigt werden, dafl die N-terminale, putativ bakterizide
Domine keinen EinfluB auf die Expressionseffizienz ausiibt. Bangalore und Mitarbeiter konnten
zeigen, daB3 das Peptid Ile-lle-Gly-Gly-Arg, das dem N-Terminus von Cathepsin G entspricht,
antibakterielle Eigenschaften besitzt [10]. Wurde das zweite Ile durch Val ersetzt, was einer
Anndherung an den N-Terminus von PR3 entspricht, reduzierte sich das bakterizide Potential. Dieser
Befund stiitzt die These, da3 Bakterizidie bei der zytosolischen Expression in E. coli keine Rolle

spielt.
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Mutation Oberfliche [A%]* Hydrophobizitit [OMH]"
V-17 - I* 1555175 0,91 51,25

H-20 - K* 195 5200 -0,64 - -0,67

A-22 L V* 1155155 -0,4 50,91

R-23-S 2255115 -0,59 - -0,55

Y-29 - F* 230210 1,67 -1,92

Tab. 5.1: Konservative Einzelaminosiureaustausche der Expressionskonstrukte.

Austausche, die die apparenten Expressionsausbeuten deutlich beeinflussen sind durch * gekennzeichnet. Angegeben sind
jeweils die Verdnderungen einiger physikochemischer Eigenschaften bei Einfiihrung der Mutation. Die entprechenden
Expressionskonstrukte sind in Kap. 2.5 aufgefiihrt.

* Oberflache der Aminoséure innerhalb einer Polypeptidkette [56]

b Hydrophobizitét in relativen Einheiten der OMH Skala nach Sweet und Eisenberg [303]; Daten aus [5].

Durch Abwandlung des Solubilisierungsprotokolls (Kap. 4.4.1) fiir die mPR3pET24c/F3a-
transformierte Expressionskultur konnte jedoch das im konventionellen Laemmli-Puffer nicht
detektierbare rekombinante Protein nachgewiesen werden. Dieser Befund weist darauf hin, daf3 die
apparente Expressionseffizienz, wie sie anhand der Bandenintensitidt in Coomassie-Blue-gefarbten
Polyacrylamidgelen bestimmt wurde, nicht der tatsdchlichen Expressionsrate entspricht. Die
unterschiedliche Bandenintensitdt wird vermutlich eher durch die unterschiedliche Loslichkeit des
Einschlukorpermaterials hervorgerufen. Warum die konservativen Mutationen zu derart
unterschiedlicher Loslichkeit des rekombinanten Proteins fiihren, ist aus den physikochemischen
Eigenschaften der einzelnen Aminosduren nicht klar abzuleiten (Tab. 5.1). Moglicherweise summieren
sich hier mehrere Effekte, die die Translationsinitiation (s. 0.), mRNA-Stabilitdt und -Struktur und
Loslichkeit des rekombinanten Materials beeinflussen [310, 191].

Ahnlich wie Neutrophilen-Elastase wird PR3 in vivo als Priproenzym synthetisiert und anschlieBend
prozessiert. Das einzige, in U937-Zellen durch [3H]Isoleucin—Markierung nachgewiesene
Prozessierungsintermediat beginnt mit der Sequenz Ala-Glu-Ile-Val-Gly-Gly. Das Propeptid Ala-Glu
wird durch eine noch nicht identifizierte Cysteinprotease abgespalten [207]. Es konnte von
verschiedenen Forschungsgruppen aber gezeigt werden, dall granulédre Serinproteasen durch Cathepsin
C-vermittelte Abspaltung des Propeptids aktiviert werden konnen [207, 288, 182, 236]. Defizienz von
funktionellem Cathepsin C ist beim Menschen mit PLS (Papillon-Lefévre-Syndrom) assoziiert, das

durch schwere Parodontitis und palmoplantare Hyperkeratose charakterisiert ist [316]. Es wird
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vermutet, dal} sich die Cathepsin C-Defizienz in einer gestdrten Immunreaktion gegen Bakterien in
den Zahnfleischtaschen manifestiert. Cathepsin C ist eine Exopeptidase, die sukzessive Dipeptide
unspezifisch vom Aminoterminus von Proteinen abspaltet. Ist die zweite oder dritte Aminosédure des
Proteins ein Prolin oder ist die erste Aminosédure ein Arginin oder Lysin findet keine Spaltung statt. Da
solche Stopsequenzen in den genannten Serinproteasen nicht vorkommen, mufl hier ein anderer
Mechanismus den Abbau iiber den reifen N-Terminus hinaus verhindern. Murakami und Mitarbeiter
postulieren, dall der Abbruch durch einen Konformationswechsel induziert wird, bei dem der freie N-
Terminus durch intramolekulare Verbriickung fiir die Exopeptidase nicht mehr zugédnglich ist [218].
Dieser Mechanismus 146t sich fiir die Generierung rekombinanter, aktiver Granzyme aus pro-
Granzymen in vitro nutzen [338]. Als Propeptid wurde fiir pro-rmPR3 Met-Glu eingesetzt. Methionin
ist als erste Aminosdure essentiell, da es vom Startkodon ATG kodiert wird, die zweite Aminosiure
Glu kommt héufig in natiirlichen Propeptiden von Serinproteasen (wie bei humaner PR3) vor. Dieses
Dipeptid wird effizient von Cathepsin C abgespalten. N-terminale Aminosduresequenzierung
bestitigte die quantitative Abspaltung des Propeptids, es wurden keine Nebensequenzen detektiert.
Konvertierte rmPR3 besitzt katalytische Aktivitét, die durch den physiologischen Inhibitor von hPR3,
01-AT inhibiert wird. Dieser Befund zeigt klar, da3 das rekombinante, renaturierte Material die native
Konformation besitzt und daher den oben genannten Anforderungen entspricht. Hinsichtlich der
Verwendung des rekombinanten Materials als Antigen zur Herstellung von mPR3-Antikérpern bleibt
zu bemerken, daf} native PR3 in vivo C-terminal prozessiert wird [32, 130]. Das rekombinante Enzym
entspricht in seiner Primérstruktur aber der nicht getrimmten Form. Die Prozessierung hat jedoch
keine Auswirkungen auf die katalytische Aktivierung nah verwandter Zymogene [268, 131].

Der ausgeprigte hydrophobe Charakter von PR3 wurde fiir die chromatographische Reinigung
genutzt. Diese Methode bedarf zur Steigerung der allgemeinen Ausbeute weiterer Optimierung:
Wihrend bis zu 2,5mg pro Liter Expressionskultur renaturierte pro-rmPR3 erhalten wurde, konnte nur
ein Zehntel der eingesetzten Menge aus dem Siulenmaterial eluiert werden. Die Hydrophobizitit des
Enzyms bedingt sowohl Aggregation in wassriger Losung als auch Adsorption (z. B. an Glas) [106,
343]. Diese Eigenschaften konnen durch den Einsatz von Detergenzien minimiert werden, die jedoch
die Interaktion mit der hydrophoben Chromatographiematrix behindern. Die Entwicklung alternativer

Reinigungsmethoden sollte daher deutlich hohere Ausbeuten ermdglichen.
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Wird die katal ytische Aktivitat von PR3 durch andere Serinproteasen moduliert?

Zymogenaktivierung und Modulation biologischer Aktivitit durch limitierte Proteolyse spielt bei
Serinproteasen eine zentrale Rolle (z. B. [29, 202, 299, 322]). Existieren ebenfalls Wechselwirkungen
zwischen den Serinproteasen neutrophiler Granulozyten Elastase, Cathepsin G und Proteinase 3, die in
etwa dquimolarem Verhéltnis in den azurophilen Granula gespeichert werden? Boudier und Kollegen
konnten zeigen, dafl Cathepsin G die elastinolytische Aktivitit von Neutrophilen-Elastase gegen
Elastin erhoht [33, 34]. Allerdings ist der Mechanismus umstritten [252], klar hingegen ist, dal3 dieser
Effekt nicht durch eine Verstdarkung der katalytischen Aktivitit von Elastase hervorgerufen wird. Stein
und Williams aber beschrieben sowohl eine tryptische Inaktivierung als auch Autolyse von
Neutrophilen-Elastase [295]. Die Befunde aus Kap. 4.5.2 der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin,
daB moglicherweise die Aktivitit sowohl des Zymogens als auch der aktiven Form von mPR3 durch
humane Neutrophilen-Elastase beeinfluflit wird. Zudem ist hNE in der Lage, pro-rmPR3 und rmPR3 zu
spalten. Unter reduzierenden Bedingungen lassen sich zwei Fragmente von ca. 20kDa und 5kDa im
Polyacrylamidgel detektieren. Diese besitzen dieselbe Grofle wie die bereits nach der Renaturierung
von pro-rmPR3 detektierten Fragmente (Kap. 4.4.2). Durch N-terminale Aminosiduresequenzierung
konnte = gezeigt werden, daB die  Spaltung zwischen  Ala-187 und  Ala-188
(Chymotrypsinogennumerierung) erfolgt. Anhand eines computergenerierten Strukturmodells von
mPR3 konnte diese Spaltstelle in einer sehr oberflichenexponierten und duflerst flexiblen Schleife
lokalisiert werden (Abb. 5.1). Solche Strukturmerkmale deuten hédufig auf putative, proteolytische
Spaltstellen hin (vgl. z. B. a-Thrombin oder Trypsin) [30, 322]. Da Neutrophilen-Elastase und PR3
bevorzugt nach kleinen, aliphatischen Aminosduren wie Alanin oder Valin spalten, deuten diese
Befunde auf eine spezifische, proteolytische Spaltung hin. In welcher Weise diese Spaltung Einfluf3
auf die katalytische Aktivitdt ausiibt, konnte nicht geklidrt werden. Auffillig ist jedoch, daf3 das
Auftreten von Spaltprodukten von pro-rmPR3 nicht direkt korreliert ist mit dem gemessenen Anstieg
katalytischer Aktivitidt. Es ist daher nicht auszuschlieBen, dal der initiale Anstieg katalytischer
Aktivitdt vom sog. ,,hysteretischen* Verhalten der PR3 herriihrt [7]. Diese Bezeichnung beschreibt das
Phinomen, daB bei schneller Anderung des pH-Wertes, d. h. beim Uberfiihren von saurem
Lagerpuffer in alkalischen Testpuffer, die Anderung der Konformation in eine aktivere Form mit einer
gewissen Latenz behaftet ist, die auch als ,,Proteingedichtnis™ bezeichnet wird [257]. Weiterhin kann
auch die Wechselwirkung mit Substraten einen solchen Konformationswechsel bewirken (induced fit)
[29, 7]. Moglicherweise wird PR3 auch nur durch hNE in der Losung stabilisiert. Zwar konnen all

diese Moglichkeiten nicht ausgeschlossen werden, als alleinige Erkldrung eignen sie sich jedoch nicht:
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(1) In Kontrollansitzen ohne PR3 wurde fiir hNE keine vergleichbare Anderung der Aktivitit
beobachtet. Im Falle von hNE-vermittelter pro-rmPR3-Aktivierung ist daher ein EinfluB des
,hysteretischen® Verhaltens von hNE auf das MeBergebnis unwahrscheinlich (,,hysteretisches*
Verhalten wird in der Literatur fiir hNE ohnehin nicht beschrieben). Fiir pro-rmPR3 alleine wurde
keinerlei Aktivitit nachgewiesen.

(2) Bei nahezu quantitativer Spaltung von rmPR3 wurde eine nahezu unverdnderte katalytische
Aktivitit beobachtet. Da die Bruttoaktivitit des Gemisches aus rmPR3 und hNE hoher war als die
von hNE alleine, muf} auch gespaltene rmPR3 zur gemessenen Aktivitit beigetragen haben. Die
Versuche mit matrixgekoppelter hNE stirken diese Vermutung.

Die beschriebene Spaltung fiihrt deshalb wohl nicht allein zu einer katalytischen Inaktivierung.

Moglicherweise konnte sie einen alternativen Aktivierungsmechanismus darstellen. Es bleibt

schlieBlich die Frage nach der biologischen Relevanz dieser Ergebnisse. Es wurde gezeigt, dal3

Cathepsin G nicht in der Lage ist, pro-rmPR3 zu spalten oder die Bruttoaktivitit zu beeinflussen (Kap.

4.5.2). Dies spricht fiir eine spezifische Interaktion von NE mit PR3. Andererseits konnte eine

Spaltung von hPR3 durch hNE nicht nachgewiesen werden, pro-hPR3 wurde allerdings nicht getestet.

Es ist deshalb unklar, ob die beobachteten Effekte nur fiir rekombinantes Material aus Prokaryoten

und/oder nur fiir mPR3 giiltig sind.

Das gespaltene Enzym konnte eine verdnderte Affinitét zu Inhibitoren oder Substraten besitzen. Diese

Vermutung ist insbesondere deshalb denkbar, da die Spaltung in der Ndhe der primdren Bindungsstelle

fiir Substrate erfolgt. Das zweite Proteinfragment, das moglicherweise durch einen sekundéren

Abbauprozess nach der hNE-vermittelten Spaltung entsteht und im préparativen Riickfaltungsansatz

bei der Proteinsequenzierung des SkDa-Fragments als Nebensequenz nachgewiesen wurde

(Kap.4.4.2), ist carboxyterminal von Gly-189 gespalten (AAG1ICF)! Wenn eine Spaltung nach Ala-

187 in vivo tatsichlich stattfindet, konnte ein sekunddrer Abbauprozess durch eine

Dipeptidylexopeptidase (z. B. Cathepsin C) zu dieser PR3-Form fiihren. Die Hypothese einer

sequentiellen Spaltung von PR3 ist der einer alternativen Spaltung vorzuziehen, da sich Gly-189 nicht

an der Molekiiloberfliche befindet und somit fiir eine direkte Interaktion mit einem spaltenden Enzym
nicht zu Verfiigung steht.

Dieser Mechanismus konnte z. B. bei membranassoziierter PR3 eine Rolle spielen, die fiir al-AT

nicht zuginglich ist [228, 49]. Dies konnte aber auch fiir die Wegener’sche Granulomatose von

Bedeutung sein: Der einzige physiologische Elastase-Inhibitor SLPI (secretory leukocyte protease

inhibitor), der PR3 nicht inhibiert, ist in besonderem Malle im oberen Respirationstrakt lokalisiert. Die

fehlende Inhibition von PR3 ist vermutlich auf das Leu in P1-Position des Inhibitors zuriickzufithren
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[245, 107], das von NE hingegen toleriert wird (siehe Einleitung). Bei einer spaltungsbedingten
Dislokation der S1-Tasche von pro-rmPR3 bzw. rmPR3 wird mdéglicherweise die Spezifitét fiir den
P1-Rest reduziert und damit PR3 im oberen Respirationstrakt durch SLPI inhibierbar.

Die Spaltung konnte durch c-ANCA-Bindung gestort werden (s. u.), was sowohl mit dem
Krankheitsverlauf (d. h. erste Manifestation im oberen Respirationstrakt) als auch mit der PR3-
Spezifitit in Einklang stiinde. Antigenitit einer Oberflachenstruktur eines Proteins ist direkt mit
Flexibilitdt und Exposition der Epitope korreliert [15, 117]. Die beschriebene Schleife konnte
demzufolge eine Bindungsstelle fiir c-ANCA darstellen, die moglicherweise die Regulation der
Aktivitdat durch NE behindern (Abb. 5.1). Tatsdchlich wurden in diesem Bereich iibereinstimmend in
allen Publikationen c-ANCA-Epitope lokalisiert (Epitop 3: NICTFVPRRK 1t AGIC aus [123, 122];
Epitop9: PRRK 1t AGI aus [339], Peptid 39/40 aus [115], Pfeile deuten die Spaltstelle in der homologen
Sequenz von rmPR3 an). Dariiber hinaus wurde das Peptid 40 (RKt AGICFGDSGGPLI) bei
Krankheitsrezidiven in einer Studie von van der Geld und Mitarbeitern als einziges aus einer Serie von
50 iiberlappenden Peptiden von c-ANCA-Seren signifikant besser gebunden als von Normalseren
[115].

Die einzige in der Literatur beschriebene enzymatische Spaltung einer der drei lysosomalen
Neutrophilen-Serinproteasen durch eine andere wurde fiir NE aus beige-Mausmutanten gezeigt: ein
latentes 46kDa-Vorlduferprotein von hNE wird durch eine Serinprotease in ein 29kDa-Produkt mit
enzymatischer Aktivitit gespalten [111, 52].

Es bleibt schlieBlich zu bemerken, daBl in dem beschriebenen Testsystem Enzyme verschiedener
Spezies eingesetzt wurden. Aufgrund der hohen Homologie von NE aus Mensch und Maus ist zwar
ein dhnliches Substratspektrum zu erwarten, zeigen liee sich das aber nur durch den Einsatz von
mNE, die jedoch kommerziell nicht erhéltlich ist. Wird als ,,Substrat pro-rmPR3 bzw. rmPR3
eingesetzt, befindet sich an P1-Position ein Alanin. Bei hPR3 befindet sich an der gleichen Stelle
hingegen ein Lysin (fett gedruckt, Nomenklatur nach [274]):

hPR3 als ..Substrat* pro-rmPR3 bzw. rmPR3 als ..Substrat
Arg-186A*  Arg-186B Lys-187 Arg-186A Arg-186B Ala-187
P3 Pz P] P3 P2 Pl

*Chymotrypsinogennumerierung

Die Préferenz von hNE fiir kleine, aliphatische Aminosduren an P; kdnnte daher erkldren, warum nur

pro-rmPR3 bzw. rmPR3 nicht aber hPR3 gespalten wird. Allerdings unterscheidet sich auch die
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Substratbindetasche von hNE und mNE: Ile-190 muriner NE ist beim Menschen durch Val ersetzt,
was groBBere Aminosduren in Pj-Position ermoglicht. Anhand der Strukturdaten 148t sich also nicht

vorhersagen, ob dieser Mechanismus in vivo relevant ist.

Abb.5.1: Uberlagerte Strukturmodelle von hPR3 (weifl) und mPR3 (blau)

Die Struktur von mPR3 wurde nach dem sog. ,,first approach“-Modus (Swiss-Prot) aus den Primérstrukturdaten von mPR3
und den Kiristallstrukturdaten von hPR3 erstellt [107]. Sie stellt lediglich eine Anndherung an die tatsdchliche
Konformation dar.

Die Seitenketten der katalytischen Triade von hPR3 sind griin, die Seitenketten der S;-Tasche sind rot dargestellt. Der rot
gezeichnete Bereich von mPR3 kennzeichnet fehlende Strukturdaten im Originaldatensatz von hPR3, vermutlich bedingt
durch die hohe Flexibilitédt der Schleife im Kristall (unterbrochene Hauptkette bei hPR3*).

Die Spaltung nach Ala-187 ist durch einen Pfeil angedeutet. Der weitere Abbau bis einschlieBlich Gly-189 (Pfeilspitze)
konnte vielleicht von einer (Dipeptidyl-) Exopeptidase katalysiert oder infolge der Instabilisierung des zuvor gespaltenen
Enzyms bedingt sein. Die Spaltung diirfte zu einer Erhhung der Freiheitsgrade von Ile-190 fiihren, das durch die Spaltung
zu einem zweiten, internen N-Terminus wird. Im ungespaltenen Enzym reduziert Ile-190 die GroBe der S;-Tasche und
bedingt so die Préaferenz von PR3 fiir kleine aliphatische Reste in Py [107].
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5.5 In PR3/NE-defizienten Méusen lassen sich murine c-ANCA generieren

Zur Herstellung von murinem c-ANCA-Serum wurde alternativ pro-rmPR3 und rmPR3 zur
Immunisierung eingesetzt. Zwar unterscheiden sich beide Antigene hinsichtlich ihrer Primérstruktur
nur um zwei Aminosduren, ihr Epitopspektrum tiberlappt aber nicht vollstdndig [302]. Zudem scheint
die Antikorper-Spezifitit fiir einzelne Epitope mit dem Krankheitsverlauf assoziiert zu sein [265]. Die
unterschiedliche Epitoppriasentation beruht wahrscheinlich auf der unterschiedlichen Konformation
von PR3 und dessen Zymogen [107, 302]. Mit den gewonnenen Antiseren liel sich in der
vorliegenden Arbeit jedoch pro-rmPR3 von rmPR3 nicht diskriminieren. Weitere Studien mit
monospezifischen Antikdrpern sind notwendig, um diesen Befund bei der Maus experimentell zu
bestitigen.

Bei Tieren, die mit pro-rmPR3 immunisiert wurden, konnte ein ca. 10 mal hoherer rmPR3-spezifischer

Antikorper-Spiegel detektiert werden, als bei rmPR3-immunisierten Méusen. Hierfiir gibt es

zahlreiche spekulative Erklarungen:

(1) pro-rmPR3 ist wesentlich thermostabiler, als rmPR3.

(2) PR3 konnte durch natiirliche Inhibitoren (z. B. a1-AT) komplexiert und rascher abgebaut werden.
Da pro-rmPR3 kein katalytisch aktives Zentrum besitzt, sollte es nicht von Serpinen gebunden
werden.

(3) Toleranz gegeniiber Epitopen beider Konformationen konnte unterschiedlich stark ausgeprégt sein.

Fehlende Kreuzreaktivitit von humanen c-ANCA-Seren mit murinen Neutrophilen fiihrte zu dem

SchluB3, dal3 ein PR3-Homolog in der Maus nicht exisitiert [ 126]. Es konnte aber 1997 von Jenne und

Kollegen gezeigt werden, daf3 ein Maus-Homolog exisitiert, das jedoch nicht von humanen c-ANCA

erkannt wird [153]. Tomer und andere beschrieben ein neues Konzept idiotypischer Dysregulation an

einem Mausmodell fiir Wegener’sche Granulomatose. Diese Ergebnisse wurden jedoch kontrovers
diskutiert, insbesondere weil Anti-Anti-idiotypische Antikorper, die durch Immunisierung mit

humanen c-ANCA generiert wurden, theoretisch nicht mit muriner PR3 kreuzreagieren diirften [281,

315, 188, 22]. Die hier vorgelegten Daten beweisen indes die Spezifitit der eingesetzten Antiseren fiir

murine PR3.

Es existieren zahlreiche Tiermodelle fiir verschiedene Formen systemischer Vaskulitis:

(1) ,,Serumkrankheit* durch Injektion heterologen Serums oder von Serumbestandteilen [82].
(2) Genetisch determinierter Lupus in (NZBxNZW)F1- und MRL Ipr/lpr-Miusen [ 145, 2].
(3) Infektionsassoziierte Vaskulitis [162, 76].

(4) Chemisch induzierte, ANCA-assoziierte Vaskulitis durch Quecksilberchlorid [242].
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Aber keines der genannten Beispiele ist als Modell fiir WG geeignet noch 1dBt sich damit das
pathogene Potential von c-ANCA experimentell beweisen. Brouwer und Kollegen konnten indes das
pathogene Potential von Anti-MPO-Antikdrpern an einem Rattenmodell belegen: Sie konnten nach
Immunisierung von Brown-Norway-Ratten mit humaner MPO Antikorper im Serum nachweisen, die
mit MPO der Ratte kreuzreagierten. Durch Perfusion der Niere dieser Tiere mit Neutrophilen-Extrakt
und Wasserstoffperoxid oder einer renalen Ischdmie wurde eine NCGN (necrotizing crescentic
glomerulonephritis) erzeugt, die bei nicht immunisierten Kontrolltieren nicht zu beobachten war. [41,
42]. Desweiteren konnten sie durch systemische Verabreichung von Neutrophilen-Extrakt an MPO-
immunisierte Mause eine Vaskulitis in der Lunge und dem Darm erzeugen [141]. Glomerulonephritis,
die bei Menschen stark mit p-ANCA assoziiert ist, konnte jedoch bei letzterem Modell nicht
beobachtet werden. Yang und Mitarbeiter stellten zudem fest, dall die induzierten Lésionen eher einer
Immunkomplex vermittelten Glomerulonephritis als einer ANCA-assoziierten Krankheit dhneln [346].
Weiterhin konnte aufgrund der aktiven Immunisierung mit MPO die Wirkung von p-ANCA nicht
direkt bewiesen werden.

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit hergestellte pro-rmPR3- oder rmPR3-Antiserum sollte
hingegen erlauben, das pathogene Potential von c-ANCA in vitro und in vivo zu analysieren. Durch
Western Blotting (Kap.4.6.2 a) und indirekte Immunfluoreszenzfiarbung von PFA-fixierten Maus-
Neutrophilen (Kap.4.6.2 b) wurde die Spezifitdt fiir murine PR3 der gewonnenen Antiseren belegt.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dafl das Serum Reaktivitit mit Epitopen aufweist, die auf der
Membran von stimulierten Neutrophilen exponiert sind (Kap. 4.6.3). Einzig der Nachweis eines c-
ANCA-Féarbemusters auf Alkohol-fixierten Maus-Neutrophilen gelang nicht. Die wahrscheinlichste
Ursache hierfiir ist die Nettoladung muriner PR3: unter der Annahme, dal3l mPR3 wie hPR3 C-terminal
prozessiert wird, besitzt mPR3 eine negative Nettoladung von -0,98 wihrend hPR3 eine positive
Nettoladung von +3,34 aufweist [6]. Murine PR3 diirfte deshalb vermutlich eine schwichere
Wechselwirkung mit der negativ geladenen Proteoglykanmatrix der Neutrophilen-Granula eingehen
und wird bei der milden Fixierung oder den folgenden Inkubationsschritten ausgewaschen. Im
Gegensatz zur Alkohol-Fixierung diirfte dieser Unterschied bei Verwendung eines stark
quervernetzenden Fixationsagens’ (Formaldehyd) keine Rolle spielen.

Auch die funktionelle Analogie zu humanen c-ANCA-Seren konnte durch Antiserum-induzierte
Aktivierung stimulierter neutrophiler Granulozyten nicht gezeigt werden. Die Konzentration von
Antikorpern, die oberflichenexprimierte PR3-Epitope erkennen, kdnnte nicht ausreichend sein, um
ihre aktivierende Wirkung in vitro nachweisen zu konnen. Gegen diese Vermutung spricht aber, daf3

die Bindung von PR3-spezifischen IgG fluoreszenzzytometrisch klar bestdtigt werden konnte.
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Zwischen dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten und den in der Literatur beschriebenen
Testsystemen besteht jedoch ein moglicherweise wichtiger Unterschied: humane c-ANCA-Seren
konnten auch Antikdrper-unabhingig zur Stimulation oder Aktivierung beitragen (z. B. durch hohere
Zytokinspiegel [169]). Zirkulierende Neutrophile von c-ANCA-positiven Patienten weisen bereits eine
erhohte Oberflichenexpression von Aktivierungsmarkern auf (s. u.). Dieser Aktivierungsstatus kann
nicht direkt durch c-ANCA hervorgerufen werden, da bei nicht stimulierten Neutrophilen das Antigen
PR3 nicht zugénglich ist. Diese Granulozyten-stimulierenden Faktoren in humanen c-ANCA-Seren
konnten den Aktivierungseffekt daher verstirken. Beim murinen c-ANCA-Serum diirften diese
Faktoren nicht vorhanden sein, da bei der Immunisierung PR3/NE-defizienter Maiuse keine
Autoimmunreaktion, d. h. keine systemische Entziindungsreaktion (Vaskulitis) hervorgerufen wird. Im
Vergleich zu aufgereinigten Antikorperfraktionen hat das Serum auch den Nachteil hoher al-AT-
Konzentrationen, das die c-ANCA-vermittelte Aktivierung von Neutrophilen hemmt [260]. Die
Verwendung aufgreinigter IgG-Fraktionen des pro-rmPR3- oder rmPR3-Antiserums konnte dariiber
AufschluBl geben. Eine Aufreinigung konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit aufgrund der

geringen Serummengen jedoch nicht durchgefiihrt werden.

5.6 Systemisch verabreichte mc-ANCA-Seren induzieren in Wildtyp-Mausen

keine Symptome der Wegener’schen Trias

Durch die wiederholte intravendse Injektion von mc-ANCA-Serum lief8 sich in Wildtyp-Miusen ein
iiber 10 Wochen persistierender mPR3-spezifischer IgG-Spiegel bei einer Verdiinnung von 1:2000
nachweisen. Pathologische Verdnderungen in der Lunge oder Niere konnten jedoch nicht festgestellt
werden. In den untersuchten Organen wurde auBerdem keine Vaskulitis beobachtet. Welche
SchluBifolgerung 148t sich daraus ziehen? Sind c-ANCA alleine, d. h. ohne einen weiteren, vielleicht
auch exogenen Faktor nicht pathogen? Das negative Ergebnis spricht zwar dafiir, allerdings fehlt fiir
den Beweis dieser Hypothese eine Positivkontrolle. Das Ausgangsmaterial, pro-rmPR3- bzw. rmPR3-
Antiserum, geniigt den bisher erforschten Charakteristika von c-ANCA (s. Einleitung), insbesondere
Bindung von IgG an oberflichenexponierte PR3-Epitope auf neutrophilen Granulozyten. Das Fehlen
von Symptomen der Wegener’schen Trias kdnnte aber durch das experimentelle Vorgehen bedingt

sein;:

B [st der mPR3-Antikorperspiegel hoch genug?
C-ANCA-Spiegel sind korreliert mit dem Krankheitsverlauf, oft lassen sich Rezidive durch einen

Anstieg vorhersagen. Antikorperspiegel von >1:20 gelten in der klinischen Diagnose bereits als
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Kriterium fiir WG. Wihrend der Initialphase der Erkrankung, d. h. im Stadium granulomatoser
Verdnderungen im oberen Respirationstrakt ohne Vaskulitis lassen sich bei ca. 50% der Patienten c-
ANCA nachweisen, in der generalisierten Phase bei ca. 95% [223].

Wie in Kap. 4.6.5 b gezeigt, lieen sich bei den passiv immunisierten Mausen wéhrend des gesamten
Behandlungszeitraums rmPR3-Antikérper bei einer Serumverdiinnung von 1:2000 nachweisen.
Anhand der Standardkurve in Abb. 4.14 1dBt sich am niedrigsten MeBwert ein minimaler
Antikorperspiegel zwischen 1:40 und 1:120 abschétzen. Der durchschnittliche Antikorperspiegel muf,
wie die in Abb. 4.22 dargestellten Daten zeigen, ein vielfaches davon betragen. Allerdings ist nicht
bekannt, in welchem Ausmal} eine kontinuierliche Clearance von c¢c-ANCA bei WG-Patienten
stattfindet.

Hattar und Mitarbeiter konnten zeigen, dal sehr niedrige c-ANCA-Konzentrationen zu einer erhdhten
Chemotaxis neutrophiler Granulozyten in vitro fiihrt [139]. Dieser Befund konnte vor allem in der
ersten Krankheitsphase von Bedeutung sein, wiirde er doch die geringe Assoziation von c-ANCA-
Spiegeln mit dem frithen Krankheitsbild erkldaren. Trife dies zu, sollten die transferierten

Antikorperspiegel im Mausmodell gentigen.

B Gibt es pathogene Epitope, die von mc-ANCA-Serum nicht erkannt werden?

Die Analyse des Epitopspektrums humaner c-ANCA mit synthetischen, iiberlappenden PR3-Peptiden
lieferte keine eindeutigen Hinweise auf ein einzelnes dominantes, pathogenes Epitop, das bei allen c-
ANCA-positiven WG-Patienten zu finden ist [115]. Auch iiber direkte biochemische Analysen lief3
sich eine Beeintrachtigung der funktionellen Eigenschaften der PR3 in Anwesenheit von c-ANCA
nicht zweifelsfrei nachweisen: es wurde vorgeschlagen, dal c-ANCA mit der Bildung von PR3-a1-
AT-Komplexen interferieren und die enzymatische Aktivitdt hemmen kdnnen [83, 73]. Diese Befunde
konnten von anderen aber nicht reproduziert werden [16].

Die wenigen gesicherten Erkenntnisse zu moglichen Pathomechanismen von c-ANCA weisen eher
darauf hin, da die Bindung von c-ANCA an die Plasmamembran PR3-exprimierender Zellen
(insbesondere neutrophile Granulozyten) zur aberranten Aktivierung derselben und von Neutrophilen
und/oder Makrophagen fiihrt [96, 282, 213]. In der vorliegenden Arbeit konnte die Bindung von (pro)-
rmPR3-Antikdrpern an stimulierte Neutrophile durch Fluoreszenzzytometrie nachgewiesen werden.
Ob fiir die Aktivierung der Neutrophilen schlielich bestimmte Epitope erkannt werden miissen, ist

bislang unklar.
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B Sind nur spezielle Antikorper-Isotypen pathogen?

C-ANCA sind gewohnlich vom Isotyp G (IgG), andere Isotypen wurden aber ebenfalls beobachtet
[165]. Ferner sind insbesondere IgG3-Spiegel mit dem klinischen Verlauf der Krankheit assoziiert
[151]. Es konnte gezeigt werden, dal bei der c-ANCA-vermittelten Aktivierung stimulierter
neutrophiler Granulozyten sowohl F.yRIla als auch F.yRIIIb beteiligt sind, die auf der
Plasmamembran konstitutiv exprimiert werden [240, 177]. Sie besitzen hohe Spezifitit fiir [gG1 und
IgG3, konnen aber auch andere Subisotypen mit geringerer Aviditit binden [341]. Eine genetische
Disposition fiir WG beziiglich F.yRIla- und F.yRIIIb-Polymorphismen liegt aber offensichtlich nicht
vor [320, 319].

Eine Subspezifikation der Ig-Isotypen der verwendeten Antiseren wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit nicht durchgefiihrt. Da es keine direkten Beweise beziiglich der Subisotypen (insbesondere bei
Mausen!) gibt, die fiir das pathogene Potential von c-ANCA zwingend sind, erschien eine weitere
Klassifizierung nicht sinnvoll. Nach dem aktuellen Wissenstand kann ohnehin nicht eine
ausschlieBlich Fcy-Rezeptor vermittelte Aktivierung gefolgert werden. Reumaux und Kollegen
konnten z. B. zeigen, daB [;-Integrine an der ANCA-vermittelten Aktivierung beteiligt sind [256].
Zudem deutet die Aktivierung von Neutrophilen durch Anti-PR3-F(ab’),-Fragemente zumindest neben
Fc-Rezeptor-vermittelter Aktivierung auch auf alternative AntikOrper-abhingige Aktivierungswege

hin [96, 170].

B Sind Méuse generell oder der verwendete Mausstamm resistent?

Die Erforschung des pathogenen Potentials von Anti-Neutrophilen-Antikdrpern wurde bisher
ausschlieflich am menschlichen System in vitro durchgefiihrt. Der vermutete Pathomechanismus der
ANCA-induzierten Vaskulitis, nidmlich die Aktivierung von Neutrophilen, Freisetzung von
zytotoxischen Sauerstoffradikalen und lytischer Enzyme, fiihrt zur Schidigung von Gewebe. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Neutrophilen-vermittelte Schadigung von Endothel im Maussystem
nicht experimentell nachgewiesen. Auch konnte die ANCA-induzierte Aktivierung von Neutrophilen
in vitro nicht belegt werden. Noch nicht erforschte, Maus-spezifische Schutzmechanismen (z. B. ein
zusitzlicher Regulationsmechanismus der PR3-Aktivitidt durch Elastase?, Kap. 5.4) sind zwar nicht
auszuschlieBen aber recht unwahrscheinlich. Speziesspezifische Unterschiede des Expressionsmusters
des NE-Inhibitors SLPI (secretory leukocyte protease inhibitor) zwischen Mensch und Maus sind
allerdings beschrieben worden: im Gegensatz zum murinen SLPI konnte dessen humanes Homolog
nicht in Makrophagen nachgewiesen werden [158]. Da SLPI aber bei Mensch und Maus im

Lungenepithel vorkommt, scheint diese Erkldrung eher unwahrscheinlich.
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Bleibt die Frage, ob bestimmte, genetische Faktoren beim Menschen fiir eine Pradisposition sorgen,
die im verwendeten Mausstamm nicht dargestellt werden kann. Die zwei wichtigsten, bekannten
genetisch determinierten Dispositionen sind

a) al-AT-Polymorphismus: Der Plasmaspiegel von al-AT wird durch kodominante Allele von PI
(proteinase inhibitor) kontrolliert. Heterozygote Trager des Z-Allels (heterozygot PiZ, homozygot
PiZZ) weisen nur etwa 50-60% des normalen Inhibitorspiegels auf [38]. Fiir sie wurde ein erhohtes
Risiko beschrieben, unter anderem an systemischer Vaskulitis zu erkranken [93, 87]. Ein
Ungleichgewicht von Inhibitor zu Serinproteasen wird als mogliche Ursache fiir das erhdhte
Risiko diskutiert.

b) Konstitutive Oberflichenexpression von PR3 [344]: Ob dieses Charakteristikum genetische
Ursachen hat, konnte bislang nicht zweifelsfrei geklart werden. Gencik und Mitarbeiter vermuten,
dal durch einen krankheitsassoziierten Alanin/Guanin-Polymorphismus im PR3-Promotorbereich
eine neue Bindungsstelle fiir den Transkriptionsfaktor Sp1 entsteht, der die Uberexpression von
PR3 auf der Membranoberflache von Neutrophilen erkliaren kénnte [116].

Detaillierte Studien zu a1-AT-Polymorphismen und PR3-Promotorpolymorphismen in verschiedenen

Mausstdammen sind in der Literatur nicht beschrieben. Da aber die beschriebenen Faktoren zwar die

Krankheitsentstehung begiinstigen, aber nicht notwendig sind, sollte WG auch im Mausmodell

darstellbar sein. Bisher nicht entdeckte Determinanten sind allerdings vorstellbar.

B War die Expositionsdauer lange genug?

Die Wegener’sche Granulomatose verlduft in zwei Phasen: die erste Phase ist lokal begrenzt und kann
iiber Monate oder manchmal Jahre anhalten [128]. Die auBerordentliche Variabilitit der
Krankheitsmanifestation macht eine Erstdiagnose vor allem in der Initialphase dulerst schwierig. Wie
im vorigen Abschnitt bereits erwihnt, ist auch die Korrelation zu c-ANCA-Spiegeln in der Frithphase
der Krankheit schwécher ausgeprigt. Erkenntnisse tiber c-ANCA-Spiegel vor dem Erstausbruch von
WG liegen nicht vor.

Ob und in welchem Zeitraum mc-ANCA unter konventionellen Haltungsbedingungen (Umweltkeime
konnten einen exogenen Stimulationsfaktor darstellen) Symptome der Wegener’schen Trias in der
Maus ausldsen, 148t sich deshalb nicht abschétzen. Die im folgenden Kapitel besprochenen Ergebnisse

legen nahe, daB3 durch Stimulation, z. B. mit LPS, die Expositionszeit verkiirzt werden kann.
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B Sind endogene Kofaktoren notwendig?

In den granulomatdsen Lésionen bei WG-Patienten findet man vor allem Zellen der
monomyelozytiren Linie zusammen mit Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten. Es wird
vermutet, dal Th1-Zellen fiir die Initiation und Aufrechterhaltung der chronischen inflammatorischen
Foki eine wichtige Rolle spielen [196, 67]. Allerdings ist der Mechanismus, der fiir die Polarisierung
in Richtung Th1 verantwortlich ist, unbekannt. Aulerdem konnten expandierte T-Zellpopulationen mit
einer erhohten Expression von Aktivierungsmarkern HLA-DR und CD25 nachgewiesen werden [119].
Moins-Teisserenc und Mitarbeiter beschrieben auflerdem eine Korrelation von genetisch
determinierter, verminderter Expression von HLA Klasse I Molekiilen bei Patienten mit Wegener-
dhnlichen Symptomen [211].

Granulome werden in zahlreichen Infektionskrankheiten wie Lepra beobachtet. Es wird vermutet, dal3
T-Zellen ein wichtige Rolle bei der Entstehung von Granulomen spielen, so auch bei WG. Es wurden
allerdings bisher keine PR3-Peptide identifiziert, die ausschlieBlich die Proliferation von T-Zellen von
WG-Patienten induzieren [113]. Murine c-ANCA konnten somit zwar notwendig aber nicht
hinreichend fiir die Induktion Wegener-dhnlicher Symptome in der Maus sein.

Verschiedene Studien legen nahe, dal c-ANCA Endothelzellen aktivieren konnen [204, 205, 36, 159,
282]. Ob nicht myeloische Zellen das relevante Autoantigen exprimieren, wird aber bislang kontrovers
diskutiert [203, 172, 230]. Sollten die Folgerungen von Mayet und Kollegen und Schwarting und
Kollegen zutreffen, d. h. Expression von PR3 in Endothelzellen und glomeruldren Epithelzellen
stattfinden, konnte dies einen fundamentalen Einflul auf die Pathogenese der WG ausiiben [276].

Entsprechende Untersuchungen in der Maus wurden aber bisher nicht durchgefiihrt.

B Findet eine c-ANCA-vermittelte Aktivierung von Neutrophilen in vivo statt?

Bei aktivierten Endothelzellen ist die Oberflichenexpression von Adhédsionsmolekiilen erhoht.
Adhérente Zellen konnen bei Patienten von c-ANCA aktiviert werden, was durch den Nachweis von
Wasserstoffperoxid-produzierenden Zellen in Nierenbiopsien von Vaskulitis-Patienten gezeigt wurde
[43]. Was die c-ANCA-vermittelte Aktivierung, d. h. verstirkte Oberflichenexpression von
Zelladhésionsmolekiilen, zirkulierender Neutrophiler betriftt, gehen die experimentellen Daten in der
Literatur auseinander [135, 216]. Muller-Kobold und Mitarbeiter postulieren eine partielle, nicht aber
vollstindige Aktivierung von zirkulierenden Neutrophilen in Patienten mit Wegener’scher
Granulomatose, da zwar verstirkte Oberflachenexpression von Aktivierungsmarkern (CD63, CD66b)
nicht aber von Zelladhdsionsmolekiilen beobachtet wurde [216]. Ein Nachweis von

Zelladhésionsmolekiilen erschien deshalb nicht sinnvoll; der Nachweis von Aktivierungsmarkern war
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nicht méglich, da Maus-spezifische Antikorper fiir CD63 und CD66b kommerziell nicht erhiltlich
waren. Der Nachweis aktivierter Neutrophiler in den Organen war ohnehin nicht mdglich, da keine
Neutrophileninfiltrate gefunden wurden.

Ob in vivo eine Aktivierung stattfindet konnte also experimentell nicht geklart werden. Einen Hinweis
liefert jedoch die Berechnung der Halbwertzeit der transferierten mPR3-spezifischen IgG: Fiande eine
Aktivierung statt, diirfte der PR3-spezifische Antikorperspiegel eine verkiirzte Halbwertszeit im Blut
aufweisen, da kontinuierlich Antikérper aus der Zirkulation durch Komplexbildung verschwinden

wiirden . Dies ist jedoch nicht der Fall.

B [st ein externer, auslosender Kofaktor notwendig?

Eine essentielle Voraussetzung fiir die Interaktion von c-ANCA mit dem Autoantigen PR3 ist die
Stimulation von Neutrophilen und die damit verbundene Translokation von PR3 an die Zelloberfliche.
Die Stimulation kann in vivo durch proinflammatorische Mediatoren erfolgen, die bei Infektionen oder
bei Gewebeschidigung freigesetzt werden. Primérinfektionen werden deshalb als auslosender Faktor
von WG angesehen [237]. Diese Vermutung wird durch zahlreiche klinische Beobachtungen gestiitzt.
Die meisten Patienten klagen vor dem Auftreten der ersten Symptome iiber Grippe-dhnliche
Beschwerden und die Behandlung mit Antibiotika fiihrt oft zu einer Verbesserung des klinischen
Bildes [94, 293]. Zudem wurde eine signifikante saisonale Variation fiir das Auftreten der ersten
Symptome von WG, vor allem in den Wintermonaten, beschrieben [94]. Stegeman und Kollegen
fanden weiterhin, daf eine chronische, nasale Infektion mit Staphylokokkus aureus einen Risikofaktor
fiir WG darstellt [294]. Dall c-ANCA alleine fiir den Ausbruch der Krankheit nicht hinreichend sind,
wird durch eine weitere klinische Beobachtung erhértet: In klinischen Studien wurden in der
Remission befindliche Patienten mit hohem c-ANCA-Spiegel beobachtet [247]. Die in Kap. 1.4
beschriebenen in vitro gewonnenen Daten fithrten zusammen mit den hier genannten Befunden zu der
These, daB als Ausloser fiir WG und fiir eine Exazerbation eine Primarinfektion notwendig ist [127].
Zur Darstellung der Wegener’schen Trias in der Maus konnte also eine Kostimulation, z. B. durch
Inhalation von LPS, notwendig sein. Sollten dann WG-Symptome auftreten, wire die Hypothese am
Mausmodell bewiesen. Eine Kostimulation wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit, wie im
folgenden Abschnitt beschrieben, in der Haut vorgenommen. Wegen der einfacheren Durchfiihrbarkeit
wurde dieses Modell dem ersteren vorgezogen. Zudem manifestiert sich WG in 35-50% der Fille auch

in der Haut [74].
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5.7 mc-ANCA verstirken eine lokale Entziindungsreaktion

Ziel dieses Versuches war es, durch die Induktion einer schwachen, lokalen entziindlichen Reaktion

ein lokales “priming” zu erreichen. Dieses “priming” sollte sowohl zirkulierende Blutzellen als auch

Endothelzellen einbeziehen. Durch die lokale Applikation eines schwachen Stimulus sollte es nach

dem bisherigen Kenntnisstand zu einer vermehrten Adhésion von Zellen, insbesondere neutrophiler

Granulozyten, als auch zur Stimulation des Endothels kommen. Gleichzeitig durfte der Stimulus selbst

nicht zur Aktivierung neutrophiler Granulozyten fiihren.

Die Haut wurde als Zielorgan einer lokalen Entziindungsreaktion gewéhlt, da sie leicht zugénglich ist

und weitere detaillierte, minimalinvasive Studien iiber die Auswirkungen systemischer c-ANCA auf

intra- und extravaskulédre Prozesse z. B. durch Intravitalmikroskopie erlaubt. Aulerdem ist bei der WG
in etwa der Halfte der Fille auch die Haut betroffen [74]. Eine direkte Korrelation charakteristischer

Hautldsionen mit dem Krankheitverlauf wurde ebenfalls beschrieben [14].

Als proinflammatorisches Agens wurde aus verschiedenen Griinden murines TNFa gewahlt:

1. TNFa fiithrt zur Oberflachenexpression des Zielantigens PR3 auf der Plasmamembran neutrophiler
Granulozyten [64]. Die Oberflichenexpression ermoglicht so die Interaktion mit c-ANCA, die zur
Aktivierung der Granulozyten fiihrt [96].

2. TNFa iibt chemotaktische Aktivitit gegeniiber Phagozyten aus und stimuliert deren Adhédsion an
das Endothel [110, 210]. Die Adhésion iiber Zelldhdsionsmolekiile an das Endothel diirfte ein
wichtiger Kofaktor fiir die c-ANCA-vermittelte Aktivierung von Neutrophilen sein [256].

3. Bei WG-Patienten ist der TNFa-Spiegel im Blut und in geschidigtem Gewebe erhoht [225].

4. Moosig und Mitarbeiter beobachteten auBerdem, dal die Phagozytose c-ANCA-opsonisierter
apoptotischer Neutrophiler von einer verstirkten TNFa-Freisetzung begleitet ist, die zur weiteren
Rekrutierung inflammatorischer Zellen beitragen konnte [213].

Sowohl experimentelle Daten als auch klinische Befunde sprechen also fiir eine Beteiligung von TNFa

an der Pathogenese bei WG. Welcher der genannten Mechanismen fiir die in dieser Arbeit gefundene

Verstiarkung der Pannikulitis verantwortlich ist, muf} in weiteren Studien untersucht werden.

Die vorgestellten Ergebnisse lassen vermuten, daB mc-ANCA generell zu einer Verstirkung einer

lokalen Entziindungsreaktion fiihren. Diese Folgerung konnte demnach erkldren, warum sich die

Krankheit in der initialen Phase an Organen mit starker Antigenexposition und hohem

Neutrophilenvorkommen (obere Atemwege, Lunge; der Verdaungstrakt ist dagegen offensichtlich

geschiitzt) manifestiert. Eine lokale Entziindungsreaktion konnte sich schlieSlich zu systemischer

Vaskulitis ausweiten, wenn steigende AntikOrperspiegel zu einer intravaskuldren Aktivierung

neutrophiler Granulozyten fiihren und/oder zur Aktivierung von Makrophagen und Freisetzung von
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proinflammatorischen Zytokinen beitragen. Dall TNFa ein wichtiger Faktor bei der Granulomgenese
bei z. B. Tuberkulose oder Bilharziose ist, ist seit langerem bekannt [171, 3]. Ein Modell fiir die
Granulomentstehung bei der WG wurde aber bis heute nicht vorgeschlagen. Inwieweit zudem c-
ANCA an der Induktion von Granulomen bei der Wegener’schen Granulomatose beteiligt sind, konnte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch nicht zweifelsfrei geklart werden. GefaBunabhingige,
granuloméhnliche Strukturen und 2 mikroabszessdhnliche Lédsionen, wie sie bei jeweils einer der
insgesamt 5 Antiserum-behandelten Méuse in Kap. 4.7 gefunden wurden, kénnten jedoch darauf
hinweisen, dal mc-ANCA und TNFa an der Entstehung von Granulomen bei WG beteiligt sind. Es
kann aber nicht ausgeschlossen werden, daf3 die beobachteten Lidsionen mechanisch hervorgerufen
wurden (Spritzengranulome!). Um diesen Befund statistisch abzusichern, wére eine grofere

Versuchstiergruppe erforderlich.

5.8 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde das pathogene Potential von Anti-PR3-Antikérpern am Tiermodell
dargestellt. Die erhaltenen Ergebnisse lassen auch erste vorldufige Schliisse zur Induktion der
Krankheit zu: offensichtlich reichen c-ANCA alleine nicht aus, um Wegener’sche Granulomatose
auszulosen. Entsprechend dem in der Literatur vorgeschlagenen Modell scheint tatsdchlich ein
exogener Reiz notwendig zu sein. Das Tiermodell scheint dariiberhinaus geeignet, der Pathogenese
zugrundeliegende Mechanismen genauer zu untersuchen. Die gute Zuginglichkeit des
Biopsiematerials (Haut) und die strikte Definierung des exogenen Initialreizes (TNFa) diirften hierbei
von groBBem Vorteil sein. Es lieBe sich der Versuchsautbau auch auf andere Hautbezirke (z. B. am
Ohr) erweitern, das dann die intravitalmikroskopische Untersuchung des betroffenen Areals
ermoglicht. Die geleisteten Vorarbeiten konnten zur Etablierung eines Mausmodells mit systemischer
Vaskulitis z. B. durch adoptiven Transfer von Immunzellen aus dem Knochemark oder der Milz
beitragen.

Die vorliegende Arbeit liefert iiberdies Hinweise, daB ein NE-vermittelter, alternativer
Aktivierungsmechanismus von pro-PR3 und/oder Modulation des PR3-Substrat- und/oder
Inhibitorspektrums existieren konnte. Wie in Kap. 5.4 ausgefiihrt, konnte dieser Mechanismus auch
fiir die Wegener’sche Granulomatose von Bedeutung sein. Lieen sich diese Befunde fiir humane PR3
bestitigen, konnte das zur Aufklarung der Pathogenese von WG direkt beitragen und die Entwicklung

alternativer Behandlungmethoden von Patienten erdffnen.
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Aufgrund der hohen Homologie von muriner und humaner PR3 diirfte sich das im Rahmen der
vorliegenden Arbeit entwickelte Protokoll zur rekombinanten Herstellung von muriner PR3, mit evtl.
geringen Modifikationen, auch auf dessen humanes Homolog iibertragen lassen. Dies diirfte auch fiir
die klinische Diagnostik hilfreich sein. Sie wire dann nicht mehr auf das teure und inhomogene
Material aus neutrophilen Granulozyten angewiesen. Dariliber hinaus diirfte nun die Kartierung von
pathogenen Epitopen der PR3 durch den Austausch einzelner oberflichenexponierter PR3-Epitope in
den Expressionskonstrukten moglich sein.

Die Studien an PR3/NE-defizienten Mausen beweisen die Beteiligung von PR3 und NE an der
Entwicklung einer immunkomplexvermittelten Hypersensitivititsreaktion. Durch Kombination dieses
Modells mit den im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Antiseren liele sich die Rolle der PR3 sowohl
als Autoantigen als auch dessen Beteiligung an der Gewebeschddigung genauer untersuchen. Die
Ergebnisse des Phagozytoseexperiments legen nahe, da3 unter bestimmten Bedingungen, vielleicht bei
einer Wechselwirkung zwischen Proteoglykanen von Endothelzellen und Neutrophilen, NE und/oder
PR3 die Phagozytoseleistung beeinflussen. Dieser Befund unterstreicht, dal PR3 und/oder NE bei der
Rekrutierung oder Aktivierung neutrophiler Granulozyten ohne direkte Wechselwirkung mit

Endothelzellen z. B. via Adhdsionsmolekiilen beteiligt sind.
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7 Abkiirzungen und chemische Formeln

A
ACPA

AECA

Ala
ANA
(c/p/a-) ANCA

AP
Arg
AS
Asp
Azu
al-AT
BCIP
Bg.
BPI

BSA

C

C&Clz

Cat (C/G)
CFA

CML
CO,
CSS

ELISPOT
FACS

FCS

FITC
fMLP
FPLC

g
g

Adenin

Anti-zytoplasmatischer Autoantikdrper (anti cytoplasmic
autoantibody)

Anti-Endothel Autoantikdrper (anti-endothelial cell
antibody)

Alanin

Anti-nukledrer Autoantikorper
(klassischer/perinukledrer/atypischer) zytoplasmatischer
Anti-Neutrophilen-Autoantikorper
((classic/perinuclear/atypical) anti neutrophil
cytoplasmic autoantibody)

alkalische Phosphatase

Arginin

Aminosédure

Aspartat

Azurozidin

o 1-Antitrypsin

5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat

Bindegewebe

Bakterizides, Permeabilitét steigerndes Protein (bacterial
permeability increasing protein)
Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
Cytosin

Calciumchlorid

Cathepsin (C/G)

komplettes Freunds Adjuvans (complete Freund's
adjuvans)

chronisch myeloische Leukdmie

Kohlendioxid

Churg-Strauss-Syndrom

Cystein

Dalton

Doppelt destilliert

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (deoxy ribonucleic acid)
Dithioerythritol

enhanced chemoluminescence

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsdure (ethylene diamine tetra
acetic acid)

endothelial leukocyte adhesion molecule 1
Festphasenimmunoassay (enzyme linked immunosor bent
asay)

enzyme linked immunospot assay
Fluoreszenzzytometer/-metrie (fluorescence activated
cell sorter/sorting)

Fotales Kilberserum (fetal calf serum)
Fluoreszeinisothiocyanat
Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin

fast protein liquid chromatography

Gramm

Gravitationskonstante
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G

Glu

Gly
GVL
Gzm
HC1

HIC

His
H>0(a)a)
HRP

IB
ICAM 1
IEP
IFA

Ig

IL

Ile
IMDM
IPTG
Kap.
kb

kDa
kV

1

LB
Leu
LF
LCMV
LPS
LTB,
Lys

M
MCS
ME
MeOSuc-AAPV-pNA

MgCIZ
min

ml
MPA
MPO
MW
pF

pl
NaCl
NaHC03
NaOAc
NBT
(h) NE
NF-kB
ng

nm

OD
PAGE
PBS

P.c.
PCR

Guanin

Glutamat

Glycin

graft versus leukemia

Granzym

Salzsdure

Hydrophobe Interaktionschromatographie
Histidin

Wasser ((doppelt) destilliert)
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
EinschluBkorperchen (inclusion body)
intercellular adhesion molecule 1
isoelektrischer Punkt

inkomplettes Freunds Adjuvans
Immunglobulin

Interleukin

Isoleucin

Iscoves modifiziertes Dulbeccos Medium
Isopropyl--D-Galaktosid

Kapitel

Kilobase(n)

Kilodalton

Kilovolt

Liter

Luria-Bertani (-Medium)

Leucin

Laktoferrin

Lymphozytédrer Choriomeningitisvirus
Lipopolysaccharid

Leukotrien By

Lysin

Mol

multiple cloning site
Mercaptoidthanol
Methoxysuccinyl-alanyl-alanyl-prolyl-valyl-
paranitroanilid

Magnesiumchlorid

Minute(n)

Milliliter

mikroskopische Polyangiitis
Myeloperoxidase

Molekulargewicht

Mikrofarad

Mikroliter

Natriumchlorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumacetat

Nitroblautetrazolium

(humane) Neutrophilen-Elastase
nuclear factor kappa B

Nanogramm

Nanometer

optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese

Phosphatgepufferte Salzlosung (phosphate buffered

saline)
Panniculus carnosus

Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction)
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PFA

pg

Phe

pl
PMA
PMN
PMSF
pNPP
POD
(r)(m) PR3
Pro
PVDF
rbs
RPA
RPGN
RT

S

S.

SDS

s. F.
Ser
SLPI
SOD
T

Tab.
TBS
TEMED
TGFPB
Thr
TNFa
Tris

U
UNK
Val
VCAM
v

WG
WT
ZNS

Paraformaldehyd

Pikogramm

Phenylalanin

isoelektrischer Punkt
Phorbolmyristatacetat
polymorphonukleére Zelle
Phenylmethylsulfonylflourid
p-Nitrophenylphosphat

Peroxidase

(rekombinante)(murine) Proteinase-3
Prolin

Polyvinylidenflourid
Ribosomenbindungsstelle

reverse, passive Arthus-Reaktion
rapid progressive Glomerulonephritis
Raumtemperatur

Sekunde

siche

Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
subkutanes Fettgewebe

Serin

secretory leukocyte protease inhibitor
Superoxiddismutase

Thymin

Tabelle

Tris-gepufferte Salzlosung (tris buffered saline)
N,N,N’,N’-Tetraethylmethylendiamin
transforming growth factor beta
Threonin

Tumornekrosefaktor o
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
unit

Ubernachtkultur

Valin

vascular adhesion molecule 1

Volt

Wegener’sche Granulomatose
Wildtyp

Zentralnervensystem

medizinische Kiirzel fiir das Gesamtprofil von Blut:

AP
BILI
BZ
CA
Ca/Phos.-Q
CHE
CHOL
DBIL
EIW
FE

HB
HK
HST
IBIL
KA
KREA

alkalische Phosphatase
Bilirubin gesamt
Glucose (Blutzucker)
Calcium
Calcium/Phosphor-Quotient
Cholinesterase
Cholesterin

Bilirubin direkt
Eiwei} gesamt

Eisen

Héamoglobin
Hématokrit

Harnstoff

Bilirubin indirekt
Kalium

Kreatinin
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MCH Himoglobin in Erythrozyten

MCHC Hiamoglobin-Konzentration in Erythrozyten
MCV mittleres Erythrozytenvolumen

MG Magnesium

NA Natrium

PHOS Phosphor

THRO Thrombozyten

TRI Triglyceride
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8 Anhang

o HI'—‘HH
— Q — o E 8 g
HQO,_‘ Q
, ZEZARESIS
Hind I1I

Not I
Eagl

EcoR 1

His Strep Tag |

BamH I
Nhe |
Nde I
Xba

pET-24c(+) His Strep Tag

5391 bp

Abb. 7.1: Schematische Darstellung des Expressionsvektors pET24cHST fiir die rekombinante

Expression muriner PR3 in E. coli.

Das dargestellte Konstrukt ist ein Derivat von pET24c¢ (+) (Novagen), dem zwischen den Restriktionsstellen ECOR 1 und
Hind III (fett gedruckt) zusitzliche Restriktionsschnittstellen und ein His-Strep-tag eingefiigt wurden (Daniel Pilat,
Dissertation 1996). Die Klonierung der Sequenz von mPR3 erfolgte zwischen den Restriktionsstellen 5°-Nde 1-3°-Kpn 1.
Die His-Strep-Sequenz wurde nicht translatiert.

Kan: Kanamycinresistenzgen, ori: Replikationsursprung (origin of replication) , lacl: lac-Repressor, MCS: multiple
cloning site.
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9 18 27 36 45 54

5" CA'T ATG GAA ATC GIG GGC GEC CAC GAA GCG CGC CCT CAC TCT CGI CCG TAC GTA
1 M E | v 6 G H E A R P H S R P Y V
63 72 81 90 99 108

GCA TCC CTG CAG CTG AGC AGG TTC CCT GGG AGC CAC TTC TGI GGT GGC ACC CTG
18 A S L Q L S R F P G S H F C G G T L

117 126 135 144 153 162
ATC CAC CCG AGA TTC GIG CTG ACA GCC GCC CAC TGC CTG CAG GAC ATC TCC TGG

36 | H P R F V L T A A H C L Q D | S W
171 180 189 198 207 216

CAG CTT GIG ACA GIG GIG CTG GGT GCC CAC GAC CTG CTG AGC TCG GAG CCT GAG
54 Q L v T Vv VvV L G A H D L L § S E P E

225 234 243 252 261 270
CAG CAG AAG TTC ACC ATC AGT CAG GTC TTC CAG AAC AAT TAC AAC CCC GAG GAG

72 Q Q K F T I S Q V F Q N N Y N P E E
279 288 297 306 315 324

AAC CTT AAT GAC GIG CTT CTC CTC CAG CTA AAC CGG CCA GCC TCC CTG GGC AAG
90 N L N D V L L L Q L N R P A S L G K

333 342 351 360 369 378
GAG GTG GCG GTG GCT TCT CTG CCC CAG CAG GAC CAG ACT CTG TCC CAG GGC ACC
108 E V A V A S L P Q Q D Q T L S Q G T

387 396 405 414 423 432
CAG TGC CTG GCC ATG GEC TGG GGI' CGC CTG GEC ACC CAA GCA CCC ACG cCC cGr
126 Q C L A M G W G R L G T Q A P T P R

441 450 459 468 477 486
GIG CTG CAG GAA CTG AAC GTC ACG GIG GIC ACC TTC CTA TGC CGG GAA CAC AAC
144 V L Q E L N V. T V V T F L C R E H N

495 504 513 522 531 540
GIG TGC ACG CTG GIG CCA CGG AGG GCA GCA GGC ATA TGC TTC GGA GAC TCG GGC

62 v C€C T L VvV P R R AXKA G | cC F G D S G
549 558 567 576 585 594

GGEC CCC TTG ATC TGC AAT GGC ATT CTT CAT GGA GIG GAC TCC TTC GIG ATC CGC
180 G P L | C N G | L H G v D S F V | R
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603 612 621 630 639 648
GAA TGC GCC TCC CTC CAG TTC CCT GAT TTC TTC GCC CGG GIG TCC ATG TAT GIG
198 E C A S L Q F P D F F A R V § M Y V

657 666 675 684
GAC TGG ATT CAA AAC GTG CTG CGG GGC GCA GAG CCC TAA GGT Ac:C 3
216 D W | Q N V L R G A E P *

Abb. 7.2: Nukleotid- und Aminosiuresequenz muriner PR3 in mPR3pET24c¢/F3a.

Die Aminosduresequenz ist im Einbuchstabencode dargestellt. Die im Zuge der Kodonoptimierung verédnderten Nukleotide
sind fett kursiv dargestellt. Pfeile (1) in der Nukleotidsequenz deuten die Schnittstellen der Klonierungsrestriktionsstellen
von NdeI (5’-Ende) und Kpn I (3’-Ende) an. Das N-terminale Propeptid des Zymogens ist fett dargestellt. Das Stopcodon
ist durch einen Stern (¥) angedeutet. Das Scherensymbol (<) in der Aminosduresequenz symbolisiert die in Kap. 4.5.2

beschriebene Spaltstelle.
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