Berichte aus der Medizin

Karen Mahnf3

Analyse von Anti-Endothelzell-Antikdrpern sowie
vitronektin- und fibronektinhaltiger Imnmunkomplexe
bei den primaren systemischen Vaskulitiden
Wegener-Granulomatose und
Churg-Strauss-Syndrom

Shaker Verlag
Aachen 2000



Die Deutsche Bibliothek - CIP-Einheitsaufnahme

Mé&hni3, Karen:
Analyse von Anti-Endothelzell-Antikérpern sowie vitronektin-und
fibronektinhaltiger Immunkomplexe beiden priméaren systemischen Vaskulitiden
Wegener Granulomatose und Churg-Strauss-Syndrom/Karen Mahn(3.
Aachen: Shaker, 2000

(Berichte aus der Medizin)

Zugl.: Kiel, Univ., Diss., 2000
ISBN 3-8265-7754-X

Copyright Shaker Verlag 2000

Alle Rechte, auch das des auszugsweisen Nachdruckes, derauszugsweisen
odervollstandigen Wiedergabe, der Speicherungin Datenverarbeitungs-
anlagenund der Ubersetzung, vorbehalten.

PrintedinGermany.
ISBN 3-8265-7754-X
ISSN 0945-0890
Shaker Verlag GmbH « Postfach 1290 « 52013 Aachen

Telefon: 02407/9596-0 « Telefax: 02407/9596-9
Internet: www.shaker.de » eMail: info@shaker.de




Zusammenfassung

Die Ursachen der priméren systemischen Vaskulitiden Wegener-Granulomatose und
Churg-Strauss-Syndrom sind bislang unbekannt Es wird ein immunologischer Ursprung
vermutet, da sich i Serum dieser Patienten hiufig Autosntikérper finden, die gegen
Iysosomale Antigene aus neutrophilen Granulozyten gerichtet sind {(dmti Neutrophil Cell
Antibodies, ANCA). Die ANCA werden als diagnostisches Kriterium wnd zur
Veriaufskontrolie besonders des Morbus Wegener eingesetzt. Thr Beitrag zur Entstehung der
generalisierten Entziindung vor allem kieinerer BlutgefdBe ist jedoch immer noch unklar. So
ricckten AutoantikOrper, die sich gegen das Endothel selbst richten {dnti Endothelial Cell
Antibodies, AECA), in den Mittelpunkt. Diese konnter bel Bindung zn die Blutgefile
Effektormechanismen aktivieren, die eine Entzindung herbeifithren. Die zellulgren
Strukturen, an die die AECA binden, sind jedoch noch weitgehend unbekanmt,

In der vorliegenden Arbelt wurde mit zwei AnsBmzen versuchi, AECA-Autoantigene zu
analysieren. Einmal wurden monoklonale Antikérper gegen Endothelzellen der humanen
Nabelschnur (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC) hergestellt. Diese warden,
zusamamen mit kauflichen monokionalen Antikérpern gegen Antigene der extrazeliuldren
Matrix und bekannter endothelialer Antigene, in einem kooperativen Bindungstest eingesetzt.
Dabei wurden die monoklonalen AntikSrper als Fangantikdrper fir endotheliale Antigene
genutzt, Eipe Bindung von humanen Antkérpem an diese wurde durch enzymgekoppelte
Sekundirantikdrper nachgewiesen. Bel diesem Test fithrten vitronektin- und Hbronektin-
spezifische AntikGrper zu einer erhdhten Bindung von Antkérpem aus Patientenseren im
Vergleich zu Normaiseren. Eine Zugabe von Solubilisat aus Endothelzelien war dabei nicht
notwendig, so daB es sich um im Serum praformiert vorliegende Immunkomplexe handein
mufte. Vitronektin (VN} und Fibronektin (FN) seibst konnten als Antigene ausgeschlossen
werden. Der Vergleich der Konzentrationen dieser Immunkompiexe bei verschiedenen
Krankheiten zeigte, daB sie in geringerer Konzentration auch bei rheumatoider Arthritis,
systemischem Lupus erythemutodes und Sepsis aufiraten. Ein Vergleich mit den
Krankheifsakiivitaten der Vaskulitispatienten zum Zeltpunkt der Bestimmung erwies, daB die
Immunkomplexe den Verfinderungen folgten, wobei ihre Konzentrationen durch kurzfristige
Verlaufsanderungen jedoch weitgehend unbeeindruckt blishen. Dies macht die
Immunkomplexe moglicherweise zu einem diagnostischen Parameter, der cine langerfristige
Abschatzung des Risikos eines Rezidives ermoglicht. Weitere Untersuchungen zeigten, daf



die beteifligten Immunglobuline polyklonalen Ursprungs sind und eine Kaltelabilitat zeigen.
So sank die Konzentration der Immunkomplexe bei 37 °C auf etwa 60 % der wspriingiichen
Werte. Die GroBe der Immunkomplexe wurde durch Grofenfraktionierung auf 650 bis
1200 kDa geschatzt, Die VN-haltigen Immunkomplexe enthelten keine Xomplement-
faktoren, wihrend bei den FiN-haltigen Immunkomplexen moglicherweise C3 beteiligt ist.
Die Immunkomplexe konnen mit dem Endothel wechselwirken, denn ihre Konzentrationen
konmen durch Inkubation mit HUVEC um 17 % (FN-haltige) bezichungsweise 38 % (VN-
haltige) vermindert werden: Eine FN-Depletion von vier Patientenseren fithrte umgekehrt zu
giner geringeren Bindung von AECA an HUVEC. Es liegen somit VN- und FiN-haltige
Immuskomplexe im Serum von Patienten mit primérer systemischer Vaskulilis vor, die in
der Lage sind, an Endothelzellen zu binden, wodurch eine Aktivienmg neutrophiler
Granulozvien und folgende Entzindungsreaktionen bewirkt werden kOnnten.

Der strukturellen Aufkisnung von ABECA-Antigenen leisteten oben beschricbene Versuche
keinen Beitrag Deshalb wurden Solubilisate von HUVEC, Epithelzelien sowie Nieten-
zellen einér anderen Spezies in einer SDS-Polvacrylamid-Gelelekirophorese der Grofe nach
aufoetrennt und auf eine Membran Uberiragen. Die Bindung humaner Antikdrper aus Seren
von Erkrankten und Cesunden an diese zelluldren Antigene wurde durch entsprechende
Sekundérantikérper untersucht. Hisrbel zeigte sich, daB Normal- und Patientenseren
gleichermaBen an eine Vielzahl zelluldrer Antigene banden, wobel aber kein Antigen
bevorzugt erkennt wurde. Alle Zellamen wurden zudem gleichermaBen erkannt, und
endothelzelispezifische Bindungen konnten im Western Blof nicht nachgewiesen werden.

Weiter wurde eine ¢DNA-Bibliothek aus HUVEC hergestellt. deren Produkte im Kapsid von
T7-Phagen exprimiert wwden. Durch Affinititschromatographie wurden Phagen
angereichert, die von AntikGrpern aus Patientenseren gebunden wurden. Diese wurden
tedoch trotz Voradsorption auch von Normalseren gebunden. Die einzige Ausnabme steliten
Poly-Lysin-haitige Phagen dar. Diese Daten werden dahingehend interpretiert, dabb im Serum
von Erkrankiten Antikérper vorliegen, die mit kationischen Proteinen wechselwirken, wie es
beispielsweise das B2-Glvkeprotein 1 oder Proteinase 3 und Myeloperoxidase - die
Hauptantigene der ANCA - sind. Kationische Proteine kdnnen an die negativ geladenene
Oberflache von HUVEC binden und so eine ABCA-Aktivitit vorthuschen Die Ergebmisse
jassen insgesamt an der Existenz von Autoantikdrpemn, die spezifisch mit Endothelzelien

reagieren, zweifeln.
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