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Verzeichnis verwendeter Abkirzungen

v-GT Gamma - Glutaryltransferase

AlH Autoimmune Hepatitis

Ak Antikorper

AMA antimitochondriale Antikorper

ANA antinukleare Antikdrper

AP Alkalische Phosphatase
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ATPase Adenosin-5"-triphophat Synthase
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kDa Kilodalton
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HLA human leucocyte antigen
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kDa Kilodalton

LKM Liver-kidney microsomes

LP Leber Pankreas Antigen
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Mb Morbus

MHC major histocompatibility complex
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PBC primar-biliare Zirrhose
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PSC primar-sklerosierende Cholangitis
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RT Raumtemperatur
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SDS sodium dodecyl sulfate

SLA Soluble Liver Antigen

SN Supernatant (engl.: Uberstand)

Tris Tris[hydroxymethyllaminomethane
WB Westernblot

WP Waschpuffer



1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Geschichtlicher Hintergrund

1950 beschrieb der schwedische Physiologe Jan Waldenstrom erstmals sechs
Patienten mit einer chronischen Lebererkrankung, die neben den Zeichen der
Leberzirrhose eine Hypergammaglobulindmie aufwiesen '°2. Die Mehrzahl der
Patienten waren Frauen mit einer Amenorrhoe. 1951 wurde die
Hypergammaglobulinamie bei jungen Frauen mit einer chronischen
Lebererkrankung unklarer Genese auch von Kunkel et al. beschrieben 2. Vier
Jahre spater entdeckten Joske und King eine Lupus erythematodes Zellreaktion
im Blut einer Patientin mit einer aktiven Hepatitis und einer

Hypergammaglobulindgmie .

Die Lupus Zellen, welche aus neutrophilen
Granulozyten mit basophilen Einschlusskorperchen bestehen, wurden 1948 als
Antigene einer Antigen/Antikdrper-Reaktion bei Patienten mit Lupus
erythematodes von Hargraves publiziert *°. 1956 wies |.R. Mackay * bei 6
Patienten mit chronischer, aktiver Hepatitis so genannte Lupus Zellen mit der
clotted-blot Methode °° nach. Ihm gelang dadurch erstmals der Nachweis von
antinuklearen Autoantikdrpern bei Patienten mit einer autoimmunen Hepatitis.
Mackay klassifizierte diese Form der autoimmunen Hepatitis daher als ,lupoide
Hepatitis®. Die Klassifikation wird heutzutage nicht mehr verwendet, da die AlH
nicht Teil einer Organmanifestation des Lupus erythomatodes ist und daher als
AIH Typ | definiert wird ™. 1965 und 1966 gelangen Johnson et al. und
Whittingham et al. der Nachweis von Autoantikorpern gegen glatte Muskulatur
bei Patienten mit autoimmuner Hepatitis °%'°°. 1960 filhrte Page die
immunsuppressive Therapie mit Steroiden, bei Patienten mit einer Form der
chronisch aktiven Hepatitis und begleitender Hypergammaglobulinamie ein.
Cooke et al. bzw. Murray-Lyon et al. bestatigten die Effektivitat dieser Therapie
bei der AIH 1971 bzw. 1973 in klinischen Studien mit Cortikosteroiden bzw.
Cortikosteroiden und Azathioprin 2;'"3;10¢,

1973 beschrieben Rizetto et al. mikrosomale Antikdrper bei Patienten mit

chronisch aktiver Hepatitis, welche als ,liver kidney microsomes® (LKM)
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Antikérper klassifiziert wurden und eine neue Subgruppe der AIH definierten '%°.
Fast zehn Jahre spater wurden von Berg et al. bei Patienten mit
Hypergammaglobulinamie und chronisch aktiver Hepatitis
komplementbindende, Leber-Pankreas spezifische Antikorper nachgewiesen 4,
1987 beschrieben Manns et al. bei Patienten mit autoimmuner Hepatitis, bei
denen sich keine antinuklearen Antikorper bzw. Anti-liver-kidney-microsome
(LKM) Antikorper nachweisen lieRen, das Vorkommen von Antikrpern gegen
ein Iésliches Leberantigen (SLA) . Im Jahre 1993 beschrieben Stechemesser
et al. ebenfalls eine Gruppe von Patienten mit AlH bei denen keine ANA bzw.
LKM Antikérper nachweisbar waren sondern lediglich Anti-LP-Antikérper 28,
Sieben Jahre spater konnten Wies et al. zeigen, dass die Anti-LP bzw. Anti-SLA
Autoantikdrper gegen das gleiche Antigen gerichtet sind. Der Gruppe gelang
die Klonierung des entsprechenden Proteins '*’. Die Antikdrper wurden als
LP/SLA Autoantikérper zusammengefasst. Durch Strassburg und Manns wurde
im Jahr 2002 schlieBlich vorgeschlagen, Patienten bei denen Autoantikorper
gegen LP/SLA, jedoch keine Antikdrper gegen ANA, SMA bzw. Aktin oder LKM
vorkommen, als autoimmune Hepatitis Typ Il zu klassifizieren *'.

Diese Klassifikation ist jedoch weltweit noch nicht anerkannt, da argumentiert

wird, dass sich die AIH Typ | klinisch nicht von der AIH Typ Il unterscheide 8,

1.2 Klinik und Vorkommen

Die Autoimmune Hepatitis ist eine chronische Erkrankung **, die weltweit
verbreitet ist und durch zunehmende Entzindung des Lebergewebes mit
fortschreitender Leberzellnekrose gekennzeichnet ist. Normalerweise geht die
Entzindungsreaktion mit einer Fibrose einher, welche bis zur Leberzirrhose und
schlussendlich zum Leberversagen filhrt. Wenn die diagnostischen Kriterien *
der Autoimmunen Hepatitis erflllt sind, geht diese Art der chronischen Hepatitis

7

mit einer Sechs-Monate Sterblichkeit groRer als 40 % einher 127 wenn nicht

frhzeitig eine adaquate Therapie eingeleitet wird. Das Vorkommen von
extrahepatischen Symptomen °%;°%:'% wie einer Autoimmunthyreoiditis, einer
rheumatoiden Arthritis und eines Diabetes Mellitus Typ-l, sowie das

Vorkommen von Autoantikorpern Zusammen mit einer
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Hypergammaglobulindmie %2

und das Ansprechen auf eine
immunsuppressive Therapie '*® unterstiitzen die Hypothese eines autoimmunen
Prozesses bei der Pathogenese der Erkrankung. Die Krankheit kommt gehauft
bei Frauen vor ° und ist immunophanotypisch mit dem gehauften Vorkommen
der Allele HLA A1-B8-DR3 und DR4 assoziiert *°.

Klinisch kann sich die Erkrankung sehr variabel manifestieren. Selten stellt sich
die AIH als akute Hepatitis dar '°®. Meist jedoch geht sie mit unspezifischen

Zeichen einer chronischen Lebererkrankung einher 43

. Ein unspezifisches
Frahsymptom ist haufig die Mdudigkeit. Meist verlauft die Erkrankung
schubweise und bei anikterischen Verlaufen wird sie oft erst bei
Spatsymptomen der Leberzirrhose, wie portokavalen Anastomosen, Aszites
und Encephalopathie klinisch auffallig. Histologisch kommen gehauft
lymphozytare, plasmazellulare Infiltrate in Periportalfeldern, sowie piece meal
Nekrosen vor 4.

Die AIH kommt mit einer Haufigkeit zwischen 0,1 und 1,9 Fallen pro 100 000
Einwohner in Westeuropa und Nordamerika in der weilen Bevodlkerung vor. In
Japan ist die Pravalenz mit 0,08 bis 0,015 pro 100 000 pro Jahr deutlich
geringer '7;1%9,

In Relation zu allen chronischen Lebererkrankungen der weil3en Bevolkerung in
Westeuropa und Nordamerika hat die AIH einen Anteil von ca. 20 %. In
Brasilien ist der Anteil mit 5 % bis 10 % nur halb so groR ?°. Eine mégliche
Ursache konnte das unterschiedliche Auftreten von HLA-Allelen darstellen. Wie
eingangs beschrieben kommen in Europa und Nordamerika gehauft die Allele
HLA-DR3 und DR4 vor, in Sudamerika kommt dagegen das HLA-Allel DR13

haufiger vor *°.
1.3 Pathogenese und Genetik

1.3.1 Untergang von Hepatozyten

Die Autoimmune Hepatitis ist eine Erkrankung, die durch die Zerstorung von

Leberzellen durch autoreaktive, CD8 positive, zytotoxische T-Zellen (Tc)

gekennzeichnet ist ">,
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Die Zerstérung von Hepatozyten stellt dabei einen zentralen Schritt der
immunologischen Reaktion gegen die Leber dar ™. Durch den Zelluntergang
werden inflammatorische Prozesse wie die Fibrosierung der Leber mit

Ausbildung einer Zirrhose, sowie immunologische Epiphanomene ausgeldst.

1.3.2 Bildung von Autoantikbrpern

Neben zytotoxischen T-Zellen sind Autoantikorper nachweisbar, die gegen
leberspezifische Proteine gerichtet sind ®;%:'. Dariiber hinaus treten
Autoantikdrper auf, die nicht leberspezifisch sind, aber mit dem klinischen Bild
einer autoimmunen Hepatitis assoziiert sind 3% 4;8¢;120,

Vergani et al. konnten 1987 zeigen, dass Immunglobuline auf der Oberflache
von Hepatozyten mit dem Untergang von Leberzellen assoziiert sind "°. Das
Vorkommen von Autoantikérpern ist aulder im Falle der Anti-LP/SLA Antikorper
jedoch weder krankheitsspezifisch, noch konnte bisher gezeigt werden, dass
Autoantikdrper bereits vor Zerstorung der Hepatozyten gebildet werden. Die
Autoantikdrper sind daher eher als Epiphanomene des Zellunterganges zu

betrachten.

1.3.3 Naturliche Killer Zellen

Eine Ursache flr die Zerstérung von Leberzellen mit Freiwerden von autologen
Proteinen konnten auch die Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) sein. Es konnte
nachgewiesen werden, dass in einem Mausmodell fir AIH (Concanavalin A

induzierte Hepatitis'®

, naturliche Killerzellen durch Interleukin 4 (IL4) aktiviert
werden und vermehrt Granzym B und Fas-Ligand exprimiert wird "2;"*°.

Der Fas-Ligand interagiert mit dem Fas-Rezeptor, einem Mitglied der TNF-
alpha Rezeptor Familie. Durch die Aktivierung des Fas-Rezeptors kann
Apoptose induziert werden 2. Durch eine gestdrte Apoptose z.B. aufgrund von
inhibierten Caspasen ';''® kann eine sekundare Nekrose ausgeldst werden, bei
der autologe intrazellulare Proteine frei werden. Diese Proteine kdnnen durch
die Granzym-B-Protease der NK-Zellen fragmentiert werden 2*. Die
Fragmentierung korpereigener, intrazellularer Proteine, kann somit zu Bildung
von Autoantigenen fiihren, die durch Antigenprasentierende Zellen (APC)

phagozytiert werden '23;'%4,
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1.34 Phagozytose und Prasentation von Autoantigenen durch
APC

Die Antigene werden dabei wie infektidse Epitope behandelt 3.

Normalerweise unterliegen die prasentierten Antigene der MHC-II-Restriktion
und aktivieren somit keine passenden zirkulierenden T-Zellen. Existieren jedoch
autoreaktive T-Zellen, die durch noch unbekannte Faktoren spezifisch fur Leber

Autoantigene sind und somit nicht der Selbsttoleranz unterliegen °;1%%;2°

kommt es zur Aktivierung von CD4 positiven T-Helferzellen mit Induktion der
TH1 oder TH2 Antwort .

Bei einer nicht Uberschiellienden Immunreaktion ist beim Kontakt der APC mit
einer spezifischen, autoreaktiven T-Zelle ein zweites Signal als so genannter
kostimulierender Faktor (B7-CD28) notwendig '*°. Beim Fehlen des B7-CD28
Signals fuhrt der Kontakt zwischen APC und T-Zelle zu einer Inaktivierung der
autoreaktiven T-Zelle. Somit fuhrt die Prasentation autologer Epitope zu einer
peripheren Toleranz autoreaktiver T-Zellen. Dieser Schutzmechanismus kann
aber durch bestimmte Ereignisse, die mit einer Hochregulation des
Immunsystems  einhergehen  (Viren, = Medikamente, Toxine), durch
Uberexpression von kostimulierenden Faktoren und Adhéasionsmolekiilen
aufgehoben werden 4. Somit kénnen autoaggressive Mechanismen mit Bildung
von zytotoxischen autoreaktiven T-Zellen entstehen 9%;'%,

Im Jahr 2008 ist es der Arbeitsgruppe Mix et al. gelungen, LP/SLA-Epitope von
CD4 positiven T-Zellen zu identifizieren. Sie immunisierten dazu transgene
Mause mit dem HLA Haplotyp DRB1-0301 mit LP/SLA Proteinen. Die
identifizierten Epitope lagen dabei in der Nachbarschaft der von humanen
Autoantikorpern erkannten Epitope. Es konnte also gezeigt werden, dass durch
den Kontakt des Immunsystems mit dem LP/SLA-Antigen CD4 positive,

spezifische T-Zellen entstehen kdnnen %,

1.3.5 Induktion einer Autoimmunreaktion durch Molecular Mimicry

Eine weitere Mdglichkeit zur Induktion autoimmuner Prozesse ist die Hypothese
des ,Molecular Mimicry“. Man geht dabei davon aus, dass verschiedene

infektiose Antigene Epitope besitzen, welche eine Sequenzhomologie mit
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autologen Peptiden besitzen. Durch die Ahnlichkeit kdrperfremder Epitope mit
autologen Peptiden kann die Toleranz gegenuber korpereigenen Antigenen
durchbrochen werden %%%'%,

Im Jahre 2002 konnte gezeigt werden, dass bei Proteinen des Herpes simplex
Virus 6 (HSV6) und des humanen Papillomavirus (HPV) und dem LP/SLA

Antigen Homologien vorkommen °’

. Die entsprechenden Peptide wurden
jedoch nicht durch Autoantikorper von AIH positiven Seren erkannt. Eine
weitere Homologie konnten Herkel et al. zwischen Peptiden des Bakteriums
Methanococcus jannaschii und dem LP/SLA Antigen nachweisen. Die Peptide
konnten jedoch nur sehr schwache Reaktionen im Western Blot hervorrufen *'.
Fur die AIH Typ Il konnten jedoch Kreuzreaktionen zwischen dem LKM1
Zielantigen CYP2Dg193212 und dem  HCVas5.2000 Antigen nachgewiesen

werden, was stark fur ein Molecular Mimicry bei Patienten mit AIH Typ Il spricht
75.144

1.3.6 MHC Il Molekiile auf Hepatozyten bei Patienten mit AlH

Hepatozyten von Patienten mit AIH exprimieren im Gegensatz zu Hepatozyten
gesunder neben HLA Klasse | Molekulen (HLA I) auch HLA Klasse Il (HLA II)
Molekiile ®'. Es kénnte sich dabei um eine weitere Mdglichkeit handeln, mit der
die periphere Selbsttoleranz durch Umgehung des typischen APC, MHC-

Klasse-ll-Weges durchbrochen wird °.

1.3.7 Entstehung autoreaktiver T-Zellen

Die Ursachen zur Entstehung von autoreaktiven T-Zellen °%;'%:'2° werden

kontrovers diskutiert. In erster Linie sollen genetische Polymorphismen in
Allelen wie dem HLA Molekul, dem T-Zellrezeptor (TCR) sowie der ,.B and T
lymphocyte attenuator® (BTLA/CD272) Region verantwortlich sein. BTLA
vermittelt ein inhibierendes Signal wahrend der T-Zell-Aktivierung bei sowohl
primar CD4 positiven T-Zellen als auch bei sekundar CD4 positiven bzw. CD8
positiven T-Zellen. Somit wird der BTLA vermittelten Inaktivierung von T-Zellen
eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der peripheren Selbsttoleranz

zugeschrieben ;112
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Genetische Polymorphismen im TCR kdénnen autoreaktive T-Zellen bilden,
welche MHC Il unabhangig mit leberspezifischen Proteinen reagieren und so zu
einer MHC unabhéngigen Zytotoxizitat fihren '°. Patienten in Europa und
Nordamerika mit den Haplotypen HLA DR3 und DR4 haben ein hoheres Risiko
an einer AlIH Typ | zu erkranken, als Patienten mit anderen HLA-Subtypen. Bei
Patienten mit AIH Typ Il pradisponiert der Haplotyp HLA DR3 und DR7 #%; 47:49,
Die genetischen Polymorphismen im MHC-Komplex, welche durch Austausch
einzelner Aminosauren phanotypisch werden, kdnnen dazu fuhren, dass sich
die dreidimensionale Struktur des Molekuls verandert. Die
Konformationsanderung hat Auswirkungen auf den antigenbildenden Charakter
des MHC-Komplex und die Interaktion mit dem TCR “%.

1.3.8 PD-1-Pathway und Entstehung von requlatorischen T-Zellen

In einer Studie von Kido et al konnte 2008 erstmals ein Mausmodell etabliert

werden, in dem eine AIH spontan, d.h. ohne den Einsatz z.B. von ConA

entstand 1%,

Knock out Mausen “°. Das ,programmed cell death 1 (PD-1,CD279) Gen ist
66

Dies gelang durch den Einsatz von thymektomierten PD-1(-/-)

Mitglied der Immunglobulin Gen Familie und codiert ein

Transmembranprotein

. Das Transmembranprotein kommt sowohl auf B-
Zellen, als auch auf T-Zellen vor . Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung
des entsprechenden Liganden Apoptose auslosen kann. Der PD-1 induzierten
Apoptose wird dabei eine regulatorische Rolle bei der Entstehung autoreaktiver
B- und T-Zellen zugeschrieben. Es gibt Hinweise darauf, dass Polymorphismen
im PD-1-Gen mit der Entstehung von klassischen autoimmunen Erkrankungen,
wie dem systemischen Lupus erythematodes, dem Diabetes mellitus Typ-1, der

rheumatoiden Arthritis und dem Sjorgren Syndrom assoziiert sind
80.87.107.110.117.147

Durch die Entfernung des Thymus und das Fehlen des PD-1 Gens entwickelten
die Mause im Gegensatz zu den nur thymektomierten bzw. den Mausen mit
Thymus aber ohne PD-1 Gen einen Verlust an regulatorischen T-Zellen (CD4
pos. CD25 pos. T-Zellen). Dadurch entwickelte sich eine ANA positive Hepatitis
mit einer Infiltration der Leber durch CD4/CD8 positive T-Zellen und lobularer

Nekrose .
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Fehlerhafte Apoptose autoreaktiver T-Zellen durch Polymorphismen im PD-1-
Gen, kann somit auch bei der AIH einen Schritt in Richtung Autoimmunitat

darstellen ®.

1.4 Diagnosekriterien und Einteilung

Autoimmune Erkrankungen der Leber stellen eine heterogene Gruppe dar, die
durch entzindliche Infiltration von Lebergewebe bzw. Gallengangsepithel
gekennzeichnet sind. Die Entziundungsreaktion beruht - wie im oberen
Abschnitt dargestellt - auf einem Verlust der Selbsttoleranz und ist durch die
Abwesenheit von infektiosen Erregern gekennzeichnet. Die AIH muss sowohl
von den Vviralen Hepatitiden, als auch von anderen autoimmunen
Lebererkrankungen wie der primar-billiaren Zirrhose (PBC) und der primar-
sklerosierenden Cholangitis (PSC) abgegrenzt werden.

Die Erkrankungen unterscheiden sich nicht nur in ihrem Kklinischen Bild,
sondern auch hinsichtlich des diagnostischen Vorgehens, der Behandlung und
der Prognose. Daruber hinaus gibt es Unterschiede in der Assoziation mit
weiteren immunologischen Erkrankungen und Symptomen, sowie der
Haufigkeit des Vorkommens von Malignomen.

Die PBC ist eine Erkrankung der Gallenwege mit Cholestase. Es sind

77

uberwiegend Frauen betroffen und die Erkrankung ist durch spezifische

antimitochondriale ~Antikérper (AMA) definiert '*°. Die Assoziation mit

extrahepatischen immunologischen Erkrankungen ist hoch und die Erkrankung

spricht nur schlecht auf immunsuppressive Therapie an %%,

Ursodesoxycholsaure flhrt zu biochemischer Remission und zur Verbesserung

klinischer Symptome. Ob ein Einfluss auf die Prognose oder die Histologie

besteht ist noch unklar °:8%:115,

Die PSC betrifft (iberwiegend jiingere Manner ?' und ist in 75 % der Falle mit
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen assoziiert °. Es kommen keine

spezifischen Autoantikdrper vor ®3. Die Diagnose wird durch den Nachweis

perlschnurartiger Verdnderungen der Gallengédnge in der Cholangiographie ;%°

und/oder Veranderungen der kleinen Gallengédnge in der Leberhistologie ;'

gestellt. In ca. 15 % der Falle kommt ein cholangiozelluldres Karzinom vor °';"8,
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seltener - meist in Begleitung einer Colitis ulcerosa -, ein kolorektales Karzinom
20.

Die immunsuppressive Therapie ist ebenso ineffektiv wie bei der PBC *°. Da die
AlH im Gegensatz dazu durch ein sehr gutes Ansprechen auf die
immunsuppressive Therapie gekennzeichnet ist 2%;'%;'" und nur die LP/SLA
Autoantikérper der AIH Typ Il krankheitsspezifisch sind "®, muss die Diagnose
nach Ausschluss anderer chronischer Lebererkrankungen erfolgen. Umso
wichtiger ist die Abgrenzung von den viralen Hepatitiden, toxischen
Lebererkrankungen (Alkohol, Medikamente, chemische Noxen) und heriditaren
Erkrankungen (Morbus Wilson, Hamochromatose, Alpha-1-Anti-
Trypsinmangel). Da es sich bei der AIH um eine schwierig zu diagnostizierende
Erkrankung handelt (vorkommen typischer Autoantikorper, jedoch keine
typische Histologie '°, wurden 1992 von internationalen Experten, der
internationalen AIH  Gruppe (IAIHG) in Brighton (Grof3britannien)
Diagnosekriterien festgelegt. Basierend auf diesen diagnostischen Kriterien
wurde ein Score gebildet, welcher 1999 von der IAIHG Uberarbeitet wurde *.
Dieser Diagnose Score ist in Tabelle 1 dargestellt. Eine weitere diagnostische
Herausforderung neben der Diagnose einer AIH ist die Diagnostik der so
genannten Uberlappungssyndrome. Beim Vorkommen von AlH-typischen
Autoantikorpermustern und dem Nachweis von AMA, oder einer
Hypergammaglobulindmie in Kombination mit AMA muss an ein AIH/PBC-
Overlap-Syndrom  gedacht  werden  %;"®°.  Werden  AlH-typische
Autoantikorperprofile in Kombination mit erhdohten Cholestasemarkern bzw.
perlschnurartigen Veranderungen der Gallengange in der Cholangiographie
nachgewiesen, muss an ein AIH/PSC-Overlap-Syndrom, welches haufiger bei
Kindern vorkommt, gedacht werden 46;4;74,143,1%8

Die Sensitivitat des Scores zur Diagnosestellung belauft sich auf 97,3% - 100%.
Die Spezifitat liegt bei Patienten mit einer Hepatitis C Infektion, bei denen
zusatzlich autoimmune Symptome vorkommen, zwischen 66,1 % und 92,0 %.
Dahingegen liegt die Spezifitat zur Abgrenzung gegen PBC und PSC nur bei
44.8 % bis 64,9 % 4;16;18;31;44;104;139_
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Parameter Score Parameter Score
Geschlecht Medikamentenanamnese
Weiblich +2 Positiv -4
Ménnlich 0 Negativ +1
Biochemische Parameter Alkoholkonsum (Mittelwert)
Alkalische Phosphatase / Aminotransferase <25¢g/Tag +2
<15 +2 > 60 g/Tag -2
Vorliegen anderer
1,56-3,0 0 +2
Autoimmunerkrankungen
> 3,0 -2 Leberhistologie
Immunglobuline, y-Globuline oder 1gG (Vielfaches
des oberen Normwertes) «interface» Hepatitis +3
>2 +3 Uberwiegend Lymphozyteninfiltrate +1
1,56-20 +2 | rosettierende Leberzellen +1
1,0-1,5 +1 keines der oben genannten Zeichen -5
<10 0 Gallengangsveranderungen -1
Autoantikérper (Titer im Immunfluoreszenztest an .
Andere Veranderungen -1
Gewebeschnitten) ANA, SMA oder LKM-1
> 1:80 Zuséatzliche Parameter
Seropositivitat fir andere definierte
1:80 +2 +2
Autoantikérper
1:40 +1
< 1:40 0 HLA-DRS3 oder DR4 +1
Antimitochondriale Antikérper Therapieresponse
Positiv -4 Vollstéandig +2
Virusmarker Rezidiv nach Therapie und Remission +3
Positiv -3
Negativ +3
Tab. 1.1: Score der ,International Autoimmunen Hepatitis Group® von 1999

(*) Darstellung der diagnostischen Kriterien mit den

entsprechenden Bewertungsfaktoren. Nach Erhebung der

Befunde erfolgt eine Addition der Parameterpunktwerte.

Interpretation AIH Score:
Vor Behandlung:
Nach Behandlung:

> 15: sichere AIH
> 17: sichere AlH

10-15: mdgliche AlH
12—-17: mogliche AlH
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1.5 Autoantikorper

Autoantikorper spielen bei der Diagnostik der AIH eine Ubergeordnete Rolle.
Beim Nachweis von typischen Autoantikorpern in Kombination mit einer
Hypergammaglobulinamie, sowie dem Ausschluss infektidser Ursachen kann
mit hoher Wahrscheinlichkeit vom Vorliegen einer AIH ausgegangen werden.
Als typische Autoantikorper fur die AlH gelten Antikérper gegen Kerne (ANA),
glatte Muskulatur (smooth muscle antibodies, SMA) und Leber-Nieren-

Mikrosomen (liver/kidney microsomal antibodies, LKM) (Tabelle 1.2.).

Tab. 1.2: Einteilung der AlH in drei durch den Nachweis von

Autoantikdrpern definierten Subtypen 32,

AlIH Typ Haufigkeit | Diagnostischer | Ziel Erste Publikation
Marker Autoantigen

AlH | 60 % SMA, ANA F-actin, 1950 Waldenstrém et al.

Lupoide Nucleoprotein 1951 Kunkel et al.

Hepatitis 1956 Mackay et al.

AlIH 11 10 % Anti LKM-1 Cytochrome 1973 Rizetto et al.

LKM + P4501ID6

Hepatitis

AlH 11 30 % Anti — LP/SLA 1981 Berg et al.

LP/SLA + 1987 Manns et al.

Hepatitis
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Anti-SLA/LP und SMA
nur Anti-Aktin; 36% 19%
: nur Anti-SLA/LP; 10%
ANAISMA nw
13% ANA; 15%

Anti SLA/LP (mit und ohne SMA)

ANA (mit und ohne SMA) 28% 2o

Anti-Aktin 36%

Abb. 1.1:  Einteilung der AlIH in drei Subgruppen und Haufigkeiten der

typischen Autoantikdrper. Nach Klein 1998 7, Stechemesser 1993
128

Neben den typischen Autoantikdrpern gibt es weniger haufige Antikorper, die
zusatzlich bestimmt werden konnen. Dies sind Antikorper gegen ein
zytosolisches Antigen (liver specific cytosolic antigen, Anti-LC-1) % und
Autoantikorper gegen ein Leberspezifisches Protein (LSP), sowie Antikorper
gegen den Asialoglycoproteinrezeptor (ASGP-R) ¢7;%%:1%" Diese Autoantikdrper

spielen jedoch in der Diagnostik der AIH eine untergeordnete Rolle.
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1.51 Antinukleare Antikorper (ANA)

Die Antinuklearen Antikorper kommen bei der AIH Typ | gehauft vor und werden
in Kombination mit den SMA Antikérpern mit Aktin-Spezifitat zur Diagnose
derselben verwendet. ANA sind nicht krankheitsspezifisch und kommen bei
einer Reihe weiterer Autoimmunerkrankungen vor. Die Autoantikorper sind
gegen Bestandteile des Zellkerns, der Kernmembran oder bestimmter Teile der
DNA gerichtet 37;%%;1%°,

Sie kommen ebenfalls beim Lupus erythematodes (LE), bei der progressiven
Sklerodermie (PS), dem CREST-Syndrom (Calcinosis cutis, Raynaud-Syndrom,
Osophagusbeteiligung, Sklerodermie und Teleangiektasien) vor. Darliber
hinaus kann man sie auch bei den weiteren autoimmunen Lebererkrankungen
PBC und PSC nachweisen.

ANA treten auch bei 30 % der gesunden Frauen und bei 10 % der gesunden
Manner auf. Sie kdnnen familiar gehauft auftreten und kommen medikamenten-
bzw. alkohol-induziert vor. *";%.

Die ANA werden bei den autoimmunen Lebererkrankungen durch den
Immunfluoreszenztest an  Rattenlebergewebe oder HepG2 Zellen

39

nachgewiesen “°. Es wurde bisher noch kein leberspezifisches nukleares

Zielantigen der Antinukledren Autoantikdrper entdeckt 3%;%8;%%;12°,

15.2 Antikorper gegen glatte Muskelzellen (SMA)

Anti-SMA-Antikdrper mit Anti-Aktin Spezifitdt kommen zusammen mit den ANA
gehauft bei Patienten mit AIH Typ | vor *;%%%. SMA mit Spezifitit gegen
weitere Cytoskelettbestandteile wie Tubulin, Vimentin, Desmin, Skeletin aber
auch gegen Aktin treten bei Erkrankungen wie der Myasthenia gravis oder
chronischen Virushepatitiden auf °;'°%;'%%. SMA sind damit nicht spezifisch fir
die AlIH, aber das Auftreten zusammen mit den ANA Antikérpern stellt einen
wichtigen Schritt zur Diagnose der AIH Typ | dar *. Der Nachweis von SMA
erfolgt ebenfalls durch einen indirekten Immunfluoreszenztest an

Rattenmagengewebe.
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Es konnte gezeigt werden, dass das Vorkommen der SMA Antikdrper mit den
Haplotypen HLA-A1-B8-DR3 assoziiert sind. Diese Patienten sind junger bei
Erstmanifestation der Erkrankung und haben eine schlechtere Prognose *°.

Bei knapp der Halfte der AIH Typ | Patienten aus Europa bzw. Nordamerika
kommen SMA-Antikorper zusammen mit ANA Antikérpern vor. In ca. 35 % der
Falle treten sie isoliert auf und in ca. 15 % der Falle treten nur ANA Antikdrper
auf *°. Die Antikorpertiter sinken unter immunsuppressiver Therapie, was aber

keine direkte prognostische Relevanz hat 2.

1.5.3 Antikorper gegen Leber- Nieren- Mikrosomen (LKM)

1973 wurden von Rizzetto et al. mikrosomale Antikorper bei Patienten mit
chronischer aktiver Hepatitis nachgewiesen '?°. Die Autoantikdrper wurden als
LKM-1-Antikdrper klassifiziert und definieren die zweite Subgruppe der AIH ©'.
Das Zielantigen der Autoantikérper ist das Cytochrom P450 2D6 (CYP 2D6) '°.
Die Autoantikorper gegen CYP 2D6 reagieren im Westernblot als 50 kDa
Determinante, verschiedene lineare Epitope konnten dabei identifiziert werden.
Bei der chronischen Hepatitis C kommen ebenfalls Anti-LKM Antikorper vor, die
jedoch mit anderen immundominanten Regionen reagieren als Seren von
Patienten mit AIH 1 "8;'%2,'% |n der Tabelle 1.3 sind die entsprechenden LKM-
Autoantikdrper mit ihren dazugehdrigen immundominanten Epitopen aufgeflhrt.
Die AIH Typ Il manifestiert sich vor allem bei jungen Frauen und Kindern. |hr
klinischer Verlauf ist meist progredienter als der einer AIH Typ | oder Typ Il
*3 In Nordamerika kommt die AIH Typ Il sehr selten vor, im Gegensatz dazu hat

sie in Nordeuropa einen Anteil von ca. 10 % an den autoimmunen Hepatitiden
32.36
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Tab. 1.3: Darstellung der verschiedenen Anti-LKM-Autoantikérper (nach
Berg, P. A. & Klein, R., Schweizerische Rundschau fir Medizin
Praxis, 2002,").

Subtypen Zielantigen Diagnostische Relevanz

Anti-LKM1 Cytochrom P450IID6: lineare | AlH Typ Il

Epitope 256269, 196-218

[Klein R 1999, Yamamoto

1993, ]

Anti-LKM2 Cytochrom P45011C9 Tienilinsdure-induzierte
[Homberg 1984] Hepatitis

Anti-LKM3 Uridindiphosphat- Hepatitis D

Glucuronosyl-
Transferase (UGT-1)
[Strassburg 1996]
Anti-LKMx Cytochrom P450I1ID6 Hepatitis C
(konformations-spezifisches
Epitop) [Klein R 1999,
Yamamoto 1993]

154 Antikorper gegen Leber- Pankreas Antigen/losliches Leberantigen
(Anti-LP/SLA)

Autoantikorper gegen Leber-Pankreas-Gewebe (LP) bei Patienten mit
Hypergammaglobulinamie und chronisch aktiver Hepatitis wurden, wie
eingangs dargestellt, 1981 von Berg et al. nachgewiesen '*. Sie reagieren im
Westernblot mit einem Zytoplasmaextrakt aus Rattenleber mit zwei
Determinanten bei 52 und 48 kDa. Sechs Jahre spater wurden von Manns et al.
bei ANA negativer/Anit-LKM negativer AIH Antikorper gegen Iosliches

Leberantigen (SLA) beschrieben %

. Im Jahre 2000 stellte sich heraus, dass
beide Autoantikorper gegen das gleiche Zielantigen gerichtet sind und somit die
gleiche Subgruppe von Patienten mit AIH definieren '*’. Die Anti-LP/SLA-
Antikdrper kommen mit einer Haufigkeit von bis zu 30 % bei Patienten mit
autoimmuner Hepatitis vor. In ca. 10 % Falle treten die Anti-LP/SLA-Antikorper
isoliert auf 2%;'?%:"%"_ Die Anti-LP/SLA Antikdrper sind als hochspezifisch fiir eine

AIH anzusehen 2%, Durch ihren Nachweis kann aus wissenschaftlicher Sicht
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eine dritte Subgruppe die AIH Typ Il definiert werden. Inwieweit sich die AlH
Typ Il von der AIH Typ | klinisch unterscheidet ist bisher noch nicht
abschlieBend geklart .

Das Zielantigen von Anti-LP/SLA ist das UGA-suppressor transfer RNA (tRNA)-
associated protein (tRNP(Ser)Sec) Protein, welches an der posttranslationalen
Modifikation von Selenozystein beteiligt zu sein scheint 2%;°8;1%"
Untersuchungen mit einem rekombinanten UGA-suppressor transfer RNA
(tRNA)-associated protein/LP/SLA-Antigen haben jedoch auch eine Reaktion

bei Patienten mit chronischer Hepatitis C gezeigt '*®.

1.6 Therapie und Verlauf

Die Autoimmune Hepatitis ist eine Erkrankung, die immunsuppressiv behandelt
wird. Die Prognose ist umso besser je fruher, das heil3t vor dem
Zirrhosestadium der Leber, behandelt wird. Durch die Unterdrickung des
Immunsystem mit Substanzen wie Prednisolon und Azathioprin kann die
entziindliche Infiltration der Leber zuriickgedrangt werden 2;%7;'3:1%  Dje
Autoantikdrperprofile im Serum konnen sich normalisieren, was jedoch nicht
immer mit der Krankheitsaktivitat korrelieren muss %’. Patienten mit histologisch
nachgewiesener Leberzirrhose sprechen ebenso gut auf die immunsuppressive
Therapie an wie Patienten ohne initiale Leberzirrhose %',

Wenn die AIH frih genug durch ein entsprechendes AutoantikGrperscreening
erkannt wird und die Therapie frih eingeleitet wird, kann die Progression der
Leberfibrose bis hin zur Zirrhose aufgehalten werden. Die Zehn-
Jahresiiberlebensrate liegt bei mehr als 90 % *2. Selten kann es bei der AIH
notwendig sein, eine Lebertransplantation in Betracht zu ziehen. Die orthotope
Lebertransplantation (OLT) stellt dabei die letzte therapeutische Mdglichkeit bei
Zirrhose bedingten Komplikationen dar 8';'%7.

Die Langzeitergebnisse von transplantierten AlH-Patienten sind mit einer Funf-
Jahresuberlebensrate von 92% gut. Ein Rezidiv nach Transplantation tritt in bis

zu 35 % der Falle auf '°,
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1.7 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das Immunpathologische Labor der Medizinischen Klinik [l des
Universitatsklinikum Tubingen ist eines von drei Laboratorien in Deutschland,
die auf die Diagnostik autoimmuner Lebererkrankungen spezialisiert sind. Es
werden jedes Jahr eine grol’e Anzahl an Patientenseren auf die diagnostisch
relevanten Autoantikorper, die bei der AIH vorkommen untersucht. Bei der
Testung von Patientenseren gegen einen 100 000g Uberstand der Rattenleber
im Westernblot auf Anti-LP/SLA-Antikdrper fielen in den letzten 10 Jahren
verschiedene Reaktionsmuster auf, die sich nicht den bekannten Banden bei 52
kDa und 48 kDa zuordnen lieen '?. In dieser Arbeit wurden 130 Seren, die mit
atypischen Mustern reagierten, ausgewahlt. Die Patientenseren wurden erneut
im Western Blot gegen einen 100 000g Uberstand der Rattenleber ausgetestet.
Ziel war es, bestimmte, sich wiederholende Determinanten zu identifizieren, die
Reaktionsmuster zu klassifizieren und eine mdglichst reine Antigenfraktion zu
isolieren. Mit Hilfe der aufgereinigten Antigenfraktion sollte das entsprechende

Zielantigen der beobachteten Autoantikorper isoliert werden.
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2 Probanden, Material und Methoden

2.1 Probanden

211 Patienten mit Autoimmuner Hepatitis (AIH)

Patienten mit unterschiedlichen Formen einer AIH wurden analysiert: Die erste
Gruppe bildeten Patienten mit klinisch, histologisch und serologisch gesicherter
AIH Typ IllI(Anti-LP/SLA 52 kDa positiv; Gruppe A, n=11).

Die meisten der untersuchten Patienten wurden gemafl® dem ,International
scoring system for diagnosis of autoimmune hepatitis* * als definitive AIH
eingestuft. Die Falle, in denen keine Histologie durchgefliihrt worden war,
wurden aufgrund der Ubrigen Datenlage bei entsprechender Klinik als
,hochgradig wahrscheinlich fur eine AIH" eingestuft. Die zweite Gruppe (Gruppe
B, n=27) bestand aus Patienten mit klinisch/histologisch hochgradigem
Verdacht auf AIH (Erhéhung von IgG-Globulinen, Ausschluss viraler und
toxischer Ursachen, erhohte Transaminasen [GPT > 20 U/l, GOT > 20 U/l]),
aber keinem eindeutigen Nachweis von Autoantikdrpern (ANA, Anti-Aktin, Anti-
LKM oder Anti-LP/SLA sowie antimitochondrialen Autoantikorpern). Geschlecht,
Alter und - Laborwerte sind in Tabelle 2.1 bis 2.4 dargestellt.

Tab. 2.1: Alters- und Geschlechtsverteilung bei Patienten der Gruppe A
(n=11). (AIH Typ IIl)

Anzahl Mittleres Alter (In Jahren) | Bereich (Jahre)
Gesamt 11 54,82 35-75
Frauen 8 55,4 35-75
Manner 3 51,0 41-64




19

Probanden, Material und Methoden

Tab. 2.2: Laborparameter bei Patienten der Gruppe A (n=11).
AP (IU) | y-GT (IU) | GOT (IU) | GPT (IU) | Bilirubin (mg%)
Mittelwert | 234,60 | 149,60 79,60 100,40 1,45
SD 196,75 | 175,89 80,82 101,49 1,44
Median | 166,00 | 123,00 55,00 85,00 1,00
Tab. 2.3: Alters- und Geschlechtsverteilung bei Patienten der Gruppe B
(n=27).
Anzahl Mittleres Alter (In Jahren) | Bereich (Jahre)
Gesamt 27 45,89 6-82
Frauen 23 42,32 6-82
Manner 4 41,50 30-66
Tab. 2.4: Laborparameter bei Patienten der Gruppe B (n=27).
AP (IU) | y-GT (IU) | GOT (IU) | GPT (IU) | Bilirubin (mg%)
Mittelwert | 168,54 | 299,19 77,27 93,21 1,86
SD 71,59 731,58 92,67 93,71 1,73
Median | 176,00 | 121,00 39,00 67,00 1,30

Ferner wurden Seren von 58 Patienten mit gesicherter autoimmuner Hepatitis
Typ | (ANA, SMA/Anti-Aktin, und erhdhten IgG Immunglobulinen) analysiert
(Gruppe C). Geschlecht, Alter und - Laborwerte sind in Tabelle 2.5 und 2.6

dargestellt.
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Tab. 2.5: Alters- und Geschlechtsverteilung bei Patienten der Gruppe C
(n=58) (Patienten mit AIH Typ I).
Anzahl Mittleres Alter (In Jahren) | Bereich (Jahre)
Gesamt 58 50,67 7-83
Frauen 42 50,81 7-83
Manner 16 50,31 22-76
Tab. 2.6: Laborparameter bei Patienten der Gruppe C
(n=58).
AP (IU) | y-GT (IU) | GOT (IU) | GPT (IU) | Bilirubin (mg%)
Mittelwert | 213,74 | 263,54 347,88 440,88 2,64
SD 146,35 | 223,81 298,42 417,18 2,69
Median | 169,00 | 236,00 241,00 256,00 1,55
21.2 Patienten mit primar-bilidrer Zirrhose (PBC)

Als Kontrollgruppe zu den AlIH-Patienten wurden Seren von sechs Patienten

mit klinisch, histologisch und serologisch (AMA/anti-M2 positiv) gesicherter PBC

getestet. Geschlecht und Alter sind in Tabelle 2.7 dargestellt.

Tab. 2.7: Alters- und Geschlechtsverteilung der Kontrollgruppe mit PBC.
Anzahl Mittleres Alter (In Jahren) | Bereich (Jahre)
Gesamt 6 47,17 30-61
Frauen 4 48 38-57
Manner 2 45,5 30-61
21.3 Kontrollgruppe gesunder Blutspender

Als Kontrollgruppe dienten Seren von gesunden Blutspendern.

Geschlechtsverteilung ist in Tabelle 2.8 beschrieben.

Die Alters- und
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Tab. 2.8: Alters- und Geschlechtsverteilung einer gesunden Kontrollgruppe
(n=35).
Anzahl Mittleres Alter (In Jahren) | Bereich (Jahre)
Gesamt 35 43,26 22-56
Frauen 21 42,19 22-56
Manner 14 44 .86 28-56

2.2 Materialien

2.2.1

Labormaterialien und Geréate

2.2.1.1 Materialien
Artikel

Beckman ultra-clear™ centrifuge
tubes
Blue Max™, 50 ml

Chromatography paper 3MM Chr

Cuvettes 10x4x45 mm
Deckglaser 0,13-0,17 mm
Hitplates

Hybond™-c-super; supported pure
nitrocellulose membrane

Immuno Plates Maxi Sorp™ Surface

®
PapPen Liquid Blocker

®
Pasteurpipetten Plastibrand
Reaktionsgefalle mit Deckel 1,5 ml

Bezugsquelle
Beckman, Palo Alto, CA, USA

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
USA

Whatman® Int., Maidstone, England
Sarstedt, NUumbrecht

R. Langenbrinck, Emmendingen
NUNC™ Brand Products, Roskide,

Dianemark

Amersham Biosciences, Little
Chalfont, Bucks, UK

NUNC™ Brand Products, Roskide
Danemark

SCI Science Services, Munchen
Brand GmbH, Wertheim

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
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Reaktionsgefalle ohne Deckel 1,5 ml
Super Frost Objekttrager
Test tubes 14/100

2.2.1.2 Gerate
Artikel

Apple MacBookPro mit Mac OsX und
Windows Xp

Branson Sonifier B-12

Drucker: HP Laserjet 1200 series
Electro-Eluter Model 422
Electrophoresis Power Supply EPS
500/400

Elisa-Reader: SLT Rainbow:
Easybase Software

Gel-Dokumentationsanlage BioDoc

Gieldvorrichtung fur Gele
Heat Sealer LKB Wallac

Lyophilisator Hetosicc FD 2.5

®
Mini Trans-Blot Cell
®
Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell

®
Mini-Protean Multi-Casting Chamber
Mixer Ultra turrax
MSE Zentrifuge

Greiner Bio-one GmbH, Frickenhausen
R. Langenbrinck, Emmendingen

Greiner-Bio one GmbH, Frickenhausen

Bezugsquelle
Apple, USA

Branson Sonic Power, Danbury,
Conn., USA

HP, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen

Pharmacia

SLT Lab Instruments, Osterreich

SLT Instruments, Crailsheim

®
Biometra , Gottingen

Amersham Biosciences Ltd. Uppsala,
Sweden

Wallac, Turku, Finnland

Heto Lab Equipment, Allerad,
Danemark

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen

Janke und Kunkel, Staufen
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pH-Meter

Pipetboy IBS

Scanner

Scanner, Laserbase MF 5750
Schuttler SM 25

Sorvall-Centrifuge RC-5-Superspeed
Refrigerated

Spectrophotometer Ultraspec Il
Ultracentrifuge TGA

2272 Reagenzien:

Artikel

AEC- (3-Amino-9-Ethylcarbazole-)
Tablets

Ammonium persulfate, analytical
grade

Ammoniumbikarbonat (NHsHCO3)

Bovines Serum Albumin

Bio-Beads SM2
Citronensaure-Monohydrat
(CeHsO7H20)

Coomassie® Brilliant Blue G-250

Dimethylformamid research grade

Essigsaure 100% wasserfrei

Wissenschaftlich-technische
Werkstatten

Integra Biosciences

HP, USA

Canon, USA

Edmund Buhler Laborgeratebau,
Tubingen

DuPont Instruments

Pharmacia LKB

®
Kontron Instruments

Bezugsquelle

SIGMA®-Aldrich Chemie GmbH
Steinheim

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

SIGMA®-Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim

PAA Laboratories GmbH, Pasching,

Osterreich

Bio-Rad, Hercules, CA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

SERVA Electrophoresis GmbH
Heidelberg

Merck, Darmstadt
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Glycerin 87% zur Analyse Merck, Darmstadt
Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Kaleidoscope Prestained Standards Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA
Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt
(KH2POy4)
Melon™ Gel IgG Spin Purification Kit, Perbio Science Deutschland GmbH,
Pierce Bonn

Methanol (CH3OH), reinst Merck, Darmstadt
Natriumacetat-Trihydrat (CH;COONa) Merck, Darmstadt
Natriumcarbonat (NaCO3) Merck, Darmstadt
Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3;)  Merck, Darmstadt
Seize® X Protein G Perbio Science Deutschland GmbH,
Immunoprecipitation Kit Pierce Bonn

2.2.3 Pufferansatze und andere selbst hergestellte Lésungen

0,2 M Bicarbonatpuffer, pH 9,6

1 M Trispuffer pH 6,8 (HCI)

10 %ige SDS-Lésung

10 mM Trispuffer pH 7,4

3 M Trispuffer pH 8,9 (HCI)

60 mM PBS, pH 7,4

BSA-Puffer (60 mM PBS, pH 7,4 plus 3% Rinderalbumbin (BSA))
0,1M Citratpuffer, pH 5,0

Coomassie — Blue Proteinfarbelosung 0,1%ig

Elektrodenpuffer pH 8,3 nach Laemmli (Laemmli 1970)
ELISA-Waschpuffer | (PBS, 60mM, pH 7,4) plus 0,5% BSA)
ELISA-Waschpuffer Il (WP | plus 0,2% Triton X 100)

Gel Entfarbeldsung (65% Aqua dest., 25% Methanol, 10% konz. Essigsaure)

Mercaptoethanolpuffer nach Laemmli (Laemmli 1970)
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Proteinelutionspuffer: 50 mM Ammoniumbicarbonatpuffer plus 0,1 % SDS
Transferpuffer pH 8,3 (Towbin 1979)

Westernblot Waschpuffer (60 mM PBS, pH 7,4 plus 0,25 % Rinderalbumin plus
0,25% Tween®-20)

0,5 M Natrium-Phosphat Puffer pH 7,0

2.3 Methoden

2.3.1 Antigengewinnung

Als Antigen zum Identifizieren von Seren mit atypischen Banden diente ein
100 000g Uberstand aus Cytoplasmaextrakt der Rattenleber '%;*"; %6:12% Dieses
Antigen wird auch zum Nachweis von Antikérpern gegen die 52 kDa bzw. 48
kDa Banden des LP/SLA Proteins im Westernblot eingesetzt '%°.

Die Lebern von getoteten Ratten werden reseziert und von umgebendem
Fettgewebe befreit. Die Organe werden zerkleinert und in 10 mM Tris-Puffer,
pH 7,4, gewaschen, die Aufarbeitung findet bei 4° in einer Kihlkammer statt.
Die aufgearbeiteten Lebern werden abgewogen und bis zur Weiterverarbeitung
bei -70° C eingefroren. Nach dem Auftauen des Gewebes werden etwa 2509
Gewebe mit je 500 ml Tris-Puffer versetzt und in einem Kichenmixer auf
hochster Stufe zerkleinert. Die verflussigte Rattenleber wird im Anschluss mit
1400rpm (560g) 5 Min. lang in der MSE Zentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand
wird dabei gesammelt und das Pellet verworfen. Der gesammelte Uberstand
wird in der Sorvall Zentrifuge erneut 15 Min. lang mit 8300rpm (7000g)
zentrifugiert. Erneut wird der entstandene Uberstand abgenommen und das
Pellet verworfen. Der Uberstand aus dieser Fraktion wird erneut bei 100 000g
Uber 30 Minuten zentrifugiert. Der 100 000g Uberstand wird nun als
Antigengemisch mit Bestandteilen des Lebercytoplasmas als
,Cytoplasmaextrakt der Rattenleber im Western Blot als Antigen verwendet. In
Abbildung 2.1 ist die Antigengewinnung des Cytoplasmaextraktes aus

Rattenleber wie von Berg 1967 beschrieben schematisch dargestelit.
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Zerkleinerung des Organs. Das
Schlachten der Ratte und Praparation Lebergewebe wird in 10mkd Tris Puffer
der Rattenleber. {pH 7 4) gewaschen. 2800 Gewehe
wierden mit je 500 ml Tris-Puffer versetzt.

V=1 =\

Zentrifugatione des Gewebes fir § Min bei  Erneute Zentrifugation des
Der Uberst;r?c?vnvi:firgéiggn%%elt und das UberStandrE?ﬂfL(j;JUEUBﬂ)m e Der Uberstnd wird bei 105 000g
AT Der Uberstand wird erneut Ober eine Stunde zentrifugiert
gesammelt und das Pellet
YEMWOITERN.

‘®
®°
Der 100 000 g Ukberstand
("Cytoplasmaextrakt der

Rattenleber") wird als Antigen im
Western BIot eingesetzt

Abb. 2.1:  Darstellung des Antigens ,,Cytoplasmaextrakt der Rattenleber®
12.41.96.128

t t t

2.3.1.1 Dichtegradientenzentrifugation mit Saccharose

Zur weiteren Auftrennung des ,Proteingemisches” Cytoplasmaextrakt der
Rattenleber wurde das Verfahren der Saccharose
Dichtegradientenzentrifugation verwendet. Dabei werden 10 verschiedene
Saccharoselosungen mit Konzentrationen zwischen 10% und 59% hergestellt
(Siehe Tabelle 2.9). Die Stammldsungen konnen bei -20°C gelagert werden.
Die verschiedenen Lésungen werden ihrem spezifischem Gewicht nach in
Reagenzglasern (Beckman ultra-clear™ centrifuge tubes), die in Eis eingebettet
sind, Ubereinander geschichtet (pro Schicht 1 ml). Dabei wird nach jedem
Pipettierschritt die jeweilige Schicht am Reagenzglas mit einem wasserfesten
Stift markiert. Nachdem vorsichtig die 10 verschiedenen Schichten
ubereinander pipettiert wurden, werden 1,5 ml Cytoplasmaextrakt als oberste

Schicht pipettiert. Nun folgt die Zentrifugation tGber 24 h bei +4°C und 100 000g
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(Schwingrotor Sw 40, Ultrazentrifuge RC-5.). Nach der Zentrifugation, wird
jeweils 1 ml pro Schicht anhand der Markierungen abpipettiert. Somit stehen 10
verschiedene Gradientenantigene zur Verfugung, (im Folgenden G1 — G10

genannt, G1= 1,04, G2=1,08, G3=1,10, G4=1,12, G5=1,14, G6=1,16, G7=1,18,
G8=1,20, G9=1,24, G10=1,28), die per Gelelektrophorese aufgetrennt werden
und im Western Blot mithilfe bekannt reagierender Seren auf ihre

Antigenreaktivitat untersucht werden.

Tab. 2.9: Spezifische Gewichte von wassrigen Saccharose-Losungen (4°C),
(Nach Lange, N.A. (Hrsg.),Handbook of Chemistry,Sandusky
(1956); und Hodgman et al. (Hrsg.), Handbook of Chemistry and
Physics, 1958/59, 40.Aufl.,Cleveland (1958).

Spezifisches Gewicht Gramm pro Liter Konzentration %
C12H22011

1,0341 103,8 10
1,0810 216,2 20
1,0990 263,8 24
1,1222 3254 29
1,1415 376,7 33
1,1612 429,7 37
1,1816 484,5 41
1,2025 5411 45
1,2406 645,1 52
1,2806 755,6 59

2.3.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmungen wurden nach der Bradford-Methode (') durchgefiihrt.

®
Als Reagenzl6ésung wurde das BIOQUANT -Reagenz verwendet. Alle Proben

wurden bei 595 nm in Plexiglaskivetten im Spectrophotometer Ultraspec Il
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gemessen. Die notwendige Eichkurve wurde mit Hilfe von Verdinnungsreihen

®
mit BSA erstellt. Es wurden jeweils 50 yl Probelésung und 2,5 ml BIOQUANT

Protein-Reagenz verwendet. Der Leerwert bestand aus 50 pl bidestilliertem

®
Wasser und 2,5 ml BIOQUANT Protein-Reagenz.

2.3.3 Gelelektrophorese und Immunoblotting

2.3.3.1 Gelelektrophorese

8 selbst

SDS-Polyacrylamidgele wurden nach der Methode von Laemmli
gegossen, wobei ein 3,7%iges Sammelgel und ein homogen 10%iges Trenngel
verwendet wurde. Es wurden dabei zwei verschiedene Systeme verwendet.
Das erste System, mit dem alle Ergebnisse erstellt wurden, hatte eine lange
Laufstrecke. Es basiert auf einer GieRvorrichtung von Amersham Biosciences
Ltd. Die gegossenen Gele hatten eine GroRe von 16 x 10 cm und eine Dicke

von 0,5 cm. Als zweites System mit einer kurzen Laufstrecke wurde das Mini-

Protean® 3 System von Bio-Rad verwendet. Je nach Versuch wurden 200 ug
Cytoplasmaextrakt, zwischen 1 yg und 100 pg Gradienten Antigen, 25 ug
Eluatantigen oder 5 -10 pyl Molekularmarker (SDS-PAGE Molecular Weight
Standards Low Range von Bio Rad) verwendet. Die SDS-Gele wurden
entweder direkt mit Coomassieblau G-250 angefarbt oder fir die Ubertragung
auf Nitrocellulosefolien weiterverwendet. Der Lauf der groRen Gele mit langer

Laufstrecke fand in einer Kiihlkammer bei 4 ° C statt.

2.3.3.2 Farbung der Gele

Die Gele wurden in 0,1 % Coomassie Blue Farbeldsung gelegt und Uber Nacht
bei Zimmertemperatur auf einen Ruttler gestellt. Am nachsten Tag wurden sie
ebenfalls bei Zimmertemperatur in  Entfarbelésung inkubiert. Die
Entfarberlosung wurde dabei mehrmals gewechselt, bis die Gele vollstandig
entfarbt waren. Alternativ wurde die Kolloidale Coomassie-Farbung Roti Blue

der Firma Carl Roth nach Protokoll verwendet.

2.3.3.3 Transferbedingungen

Die durch die Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden nach der Wet-
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Blot Methode auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen '*'. Die Gele wurden
mit den Nitrocellulosesheets nach der Sandwitchmethode Iuftblasenfrei
ubereinander geschichtet. Auf einer Halterung wurden die in Transferpuffer
getrankten Bestandteile nach dem Schema: Schwamm - drei Lagen Filterpapier
- Gel mit Nitrocellulosesheet - drei Lagen Filterpapier -zweiter Schwamm
aufgeschichtet. In einer Transferkammer wurden die Proteine aus dem Gel bei
1500 mA Uber 3 Stunden bei den Gelen mit langer Laufstrecke und bei 100 V
uber 1 Stunde bei den Gelen mit kurzer Laufstrecke auf die
Nitrocellulosemembran Ubertragen. Der Transferpuffer wurde bei beiden

Systemen umgewalzt und gekunhlt.

2.3.3.4 Inkubation und Anfarbung der Nitrocellulosemembranen

Zunachst wurden die Sheets mit BSA zum Blocken unspezifischer Bindungen
inkubiert.  Patienten- und  Kontrollseren wurden dann 1:50 mit
Serumverdinnungs-Puffer verdinnt. Danach wurden 6 ml der vorverdinnten
Patientenseren bzw. 3 ml der Kontrollseren mit jeweils einem Streifen
Nitrocellulosesheet bei Raumtemperatur (RT) Uber 45 min auf dem Rdttler
inkubiert. Im Anschluss wurden die Sheets jeweils dreimal 10 Minuten lang mit
Waschpuffer (60 mmol PBS plus 0,25% BSA plus 0,25% Tween®-20)
gewaschen. Danach folgte die Inkubation der Sheets mit 1:200 verdinnten IgG
und IgM-HRP Anti-Human-Antikérpern fur 30 Min. auf dem Rdttler bei RT.
Nach einem zweiten Waschschritt (5-mal je 7 Minuten) wurden die Membranen
mit 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol (AEC) angefarbt. Nach dem Sichtbarwerden der

Banden wurde die Reaktion mit 7% Essigsaure abgestoppt.

234 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

Mikrotiterplatten (Maxi-Sorp, Nunc) werden 16 Stunden bei +4°C mit in
Bikarbonatpuffer (0,2M, pH 9,6) verdinnten Antigenen inkubiert. Danach folgt
viermaliges Waschen Uber 15 Min. im ELISA-Waschpuffer (PBS, 60mM, pH

7,4 plus 0,5% Rinderalbumin (BSA)) zur Abdeckung noch freier Bindungsstellen
auf der Platte. AnschlieRend werden je Loch 100 pl Serumverdinnung pipettiert
und Uber 90 Min. bei RT inkubiert. Es folgt viermaliges Waschen Uber 15 Min. in
ELISA- Waschpuffer Il (WP | plus 0,2% Triton X 100). So werden nicht
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gebundene Proteine entfernt, zugleich verhindert Triton X 100 unspezifische
Bindungen. Peroxidase-konjugierte antihuman IgG- und IgM-Antikdrper der
Ziege werden mit WP Il 1:3333 und je 100 ul/Loch tber 60 Min. bei RT
inkubiert. Nach der Inkubation werden die Platten wie oben beschrieben in WP
Il gewaschen. Die Enzymreaktion wird durch Zugabe von o-Phenylendiamin
(geldst in Citratpuffer 0,1M, pH 5,0) mit Hilfe von Wasserstoffperoxid (H20>)
gestartet und nach guter Farbentwicklung der Positivkontrollen mit 25%iger
Schwefelsaure (H,SO4) abgestoppt. Die Absorptionen werden im ELISA
Einlesegerat (SLT rainbow) bei 450 nm gemessen (Easybase, SLT) und als
AA/Min. angegeben. Die zu testenden Seren wurden im Verhaltnis 1:500
verdunnt. Als Antigene wurden im ELISA entweder eluierte Banden aus der
Gelelektrophorese  oder  verschiedene Fraktionen des  Antigens
Cytoplasmaextrakt, welches durch  Saccharosegradientenzentrifugation
aufgetrennt wurde, verwendet. Alle Antigene wurden in einer Konzentration von

5 ug/ml verwendet.

2.3.5 Immunpréazipitation

Zur |dentifikation von Antigenen wurde zusatzlich zur Bandenelution die

Immunprazipitation eingesetzt. Zwei kommerzielle Kits der Firma Pierce wurden
verwendet. Mit dem Melon™ Gel IgG Spin Purification Kit wurden 1gG
Antikorperfraktionen aus Patientenseren aufgereinigt und mit dem Seize® X
Protein G Immunoprecipitation Kit wurde der eigentliche Immunprazipitations
(IP)-Ansatz durchgefuhrt. Beide Kits wurden nach den beiliegenden Protokollen

verwendet.

2.3.6 Molekulargewichtsbestimmung

Die Molekulargewichtsbestimmung erfolgte durch wiederholtes Zuordnen der
Bande gegentber dem SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Low Range
Molekulargewichtsmarker von Bio Rad. Als Referenzproteine dienten folgende
Marker: Myosin 200 000 d, B-galactosidase 116 250 d, Phosphorylase b 97 400
d, Serum Albumin 66 200 d, Ovalbumin 45 000, Carbonic anhydrase 31 000 d,
Trypsin inhibitor 21 500 d, Lysozyme 14 400 d, Aprotinin 6 500 d
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2.3.7 Antigenkonzentrierung, Antigenisolierung, Antigenaufarbeitung

Antigenidentifizierung

2.3.7.1 Antigenisolierung: Bandenexzision und Elektoelution

Mit Hilfe der im Westernblot auftretenden Reaktionen wurden in den mit
Coomassie Blue gefarbten Gelen Determinanten identifiziert, die den Banden
auf den Sheets zugeordnet werden konnten. Die Banden auf den Gelen wurden
dann mit einem Skalpell ausgeschnitten und in kleine Wurfel zerteilt (ca. 0,2 cm
x 0,2 cm). Die Proteine wurden im Bio-Rad Electro Eluter Modell 422 nach
Anleitung des  Herstellers unter Verwendung eines 50 mM
Ammoniumbikarbonatpuffers mit 0,1% SDS bei 60 mA Uber 4 Stunden eluiert.
Zur Verminderung der SDS-Konzentration im Eluat wurde, wie vom Hersteller
empfohlen, 30 Min. vor Ende der Elutionszeit der Elutionspuffer gegen SDS
freien Elutionspuffer (50 mM Ammoniumbicarbonatpuffer) ausgetauscht.
Jeweils 600 pl Antigeneluat wurden in 1,5 ml Reaktionsgefalien lyophilisiert und

danach mit ca. 100 yl Aqua dest. resuspendiert.

2.3.7.2 Antigenaufarbeitung

Die elektroeluierten Proteine sollten als Antigene sowohl im Westernblot als
auch im Elisa eingesetzt werden. Die Reaktionen der elektroeluierten Antigene
im Elisa waren jedoch unbefriedigend. Unter der Annahme, dass fur die
schlechten Reaktionen der Elisaansatze zu hohe SDS-Konzentrationen der
eluierten Antigene verantwortlich waren, wurde eine einfache und schnelle
Madglichkeit gesucht, um die SDS-Konzentrationen in den Antigenen zu senken.
Dabei wurde mithilfe der Bio-Beads® SM-2 (Bio-Rad, Hercules, CA), die als
makroporose Polystyrolkigelchen nicht polare hydrophobe Substanzen binden
sollen, versucht, freies SDS zu binden.

Die Methode wurde von Holloway eingefihrt, indem er SM2 Bio-Beads
benutzte, um Triton X-100 aus Proteinldsungen zu entfernen, um Interferenzen
des Detergenz bei Proteinassays zu vermeiden °°. Rigaud et al. untersuchten
die SM2 Bio-Beads systematisch und kam zu dem Schluss, dass dies eine
effektive und einfache Methode sei, sowohl anionische wie auch ionische

Detergenzien, unabhangig von ihrer kritischen mizellaren Konzentration (CMC),
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bei minimalem Proteinverlust zu binden 8. Lacapere et al. zeigten, dass auch
die Entfernung von SDS aus Protein-Fett-Detergenz-Lésungen maglich ist .
Bei der Elektroelution mit Hilfe des Bio-Rad Electro-Eluter 422 wurden 600 pl/
Antigen eluiert. Diesem wurden 24 mg beads zugegeben (40 mg beads pro ml
Antigen) %, die Mischung wurde bei 25°C iiber 4h auf dem Ruttler inkubiert '*°.
In einem zweiten Ansatz wurde den Eluaten unter der Vorstellung, dass
Phosphationen gebundenes SDS mobilisierten, zusatzlich zu den Beads 1 ml
0,5M Natrium-Phosphat Puffer zugegeben *°. Nach der Inkubation wurde die
Proteinldsung vorsichtig abpipettiert, lyophilisiert und bei -70°C zur weiteren

Verwendung eingefroren.

2.3.8 Antigenanalyse

Die Proteinidentifizierung wurde anhand von ,peptide mass fingerprints“ durch
die Massenspektrometrie (MALDI-TOF) freundlicherweise von der AG Prof.
Stevanovic (Interfakultares Institut far Zellbiologie, Abtl. Immunologie)
durchgefuhrt. Bei dieser Methode werden Comassie-blue-gefarbte
Proteinbanden aus SDS-Gel ausgeschnitten, entfarbt und drei Stunden lang
einem Verdau mit Schweinetrypsin ausgesetzt. Die Peptidmixturen werden
wiederum elektrophoresiert und mittels 1%iger Ameisensaure vom Gel
extrahiert. So werden mehrere ,Fingerabdriucke” eines Proteins angefertigt und
mehrere Fragmente des Verdaus in der Massenspektrometrie sequenziert. In
Kenntnis mehrerer Peptide kann Uber Protein-Datenbanken ein Molekidl mit

hoher Sicherheit identifiziert werden %,

2.3.9 Computergestitzte Auswertung der Western Blots

Die im Western Blot nachgewiesenen Determinanten wurden eingescannt und
computergestutzt mit der Software Lab Image der Firma Kapelan ausgewertet.

Dabei wurde jede Bande markiert und umfahren. Das Programm berechnete
das Integral der Helligkeit jedes Punktes der angegebenen Flache. Von den
gewonnen Werten wurde dann der zuvor festgelegte Hintergrundwert jedes

Sheets abgezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse von Seren von Patienten mit AlH lll und Patienten
mit hochgradigem Verdacht auf AIH im Westernblot unter
Verwendung eines 100.000 g Uberstandes aus Rattenleber

Bei der Testung der Seren von 11 Patienten mit AIH Typ Il (Gruppe A) im
Westernblot fanden sich neben der typischen 52 kDa sowie der ebenfalls
bereits bekannten 48 kDa Determinante zusatzliche Reaktionen bei 66 kDa, 60
kDa, 48 kDa, 45 kDa, 35 kDa und 30 kDa. Die haufigsten Muster bildeten die
Gruppen 66 kDa, 48 kDa und 35 kDa. Ahnliche Reaktionen — aufRer der 52 kDa-
Determinante — wurden bei Patienten der Gruppe B (hochgradiger Verdacht auf
AIH) beobachtet (Abb. 3.1.).
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Abb. 3.1:  Reaktion von Patientenseren mit AIH Typ Ill (h=11) und
Patientenseren mit hochgradigem Verdacht auf AIH (n=27) im
Westernblot mit einem 100 000g Proteinuberstandes aus der
Rattenleber (Beispiele anhand von 16 Patienten (Nr. 4-19); und

Seren von gesunden Kontrollen (Nr. 20-22), Coomassie-Farbung
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(Nr.1 Molekulargewichtsmarker, Nr.2 Gradient 1,14, Nr. 3

Cytoplasmaextrakt).

3.2 Aufreinigung und Spezifizierung der relevanten Antigene

Es wurden 2zwei Strategien zur weiteren Aufreinigung der Antigenfraktion
,Cytoplasmaextrakt der Rattenleber” verwendet. Als erstes wurde versucht, die
Reaktionen im Western Blot den entsprechenden Banden im Coomassie
gefarbtem Gel der Elektrophorese zuzuordnen. Vor allem die 66 kDa Bande
entsprach einer stark gefarbten, scharfen Bande im Coomassie-Gel (Abbildung
3.2). Die entsprechenden Banden wurden mit einem Skalpell aus dem
Coomassie-Gel ausgeschnitten. Die ausgeschnittenen Fragmente wurden dann
elektroeluiert, und das gewonnene Eluat wurde erneut als Antigen in der
Elektrophorese bzw. im Western Blot eingesetzt. Die elektroeluierten Proteine
ergaben aber nur sehr schwache Banden im Coomassie-Gel. Die

entsprechenden Westernblot Bilder lieferten dementsprechend auch keine

scharfen Determinanten (Siehe Abbildung 3.3.).

66 kDa
60 kDa

52 kDa
48 kDa
35 kDa

Abb. 3.2:  Coomassie-Farbung einer Gelelektrophorese mit dem Antigen

,Cytoplasmaextrakt der Rattenleber”.
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2 3 4 5 6 7 2 3 4 5 6 7
i

Lane 1: Bio Rad Molekulargewichtsmarker Lane 1: Bio Rad Molekulargewichtsmaker

Lane 2-3: 48 kDa Determinante Lane 2-3: 66 kDa Determinante

Lane 4-5: 52 kDa Determinante Lane 4-5: 35 kDa Determinante

Lane 6-7: 60 kDa Determinante Lane 6-7: 60 kDa Determinante

Abb. 3.3:  Elektrophorese mit den eluierten Banden bei 66, 60, 48 und 35
kDa (s. Abb. 3.2.)

In einem zweiten Schritt wurde versucht, die Eluate auch als Antigene im ELISA
einzusetzen. Die durch Elektroelution gewonnen Antigene lieferten im ELISA
aber keine verwertbaren Daten (Ergebnisse nicht dargestellt). Als zweite
Strategie wurde die Antigenfraktion ,Cytoplasmaextrakt der Rattenleber” mithilfe
der Gradientenzentrifugation weiter aufgetrennt. Die somit gewonnenen
Fraktionen wurden nebeneinander in der Gelelektrophorese als Antigene
eingesetzt; nach Elektrotransfer wurden die Sheets mit Hilfe hochpositiver
Seren im Western Blot ausgetestet. Dabei kamen drei hochpositive Seren mit
Reaktionen im Bereich 66 kDa und 60 kDa bzw. mit beiden Reaktionen gegen
die einzelnen Fraktionen des Gradientenantigens zum Einsatz (Abbildung 3.4
bis Abbildung 3.6). Die starksten Reaktionen waren gegen die Determinante im
Bereich von 66 kDa in der Fraktion 1,12 gerichtet.

In der Fraktion 1,14 war die Reaktion immer noch relativ stark. Zusatzlich fand
sich in dieser Fraktion eine gute Reaktion mit der LP/SLA-Determinante bei 52

kDa und eine Reaktion mit der 48 kDa Determinante, Die starksten Reaktionen
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gegen die 52 kDa und die 48 kDa Banden zeigten sich mit den Gradienten
1,20-1,28. Allerdings waren in diesen Bereichen keine deutlichen Reaktionen im
Bereich 66 kDa und 60 kDa darstellbar. Fur weitere Analysen wurde daher die

1,14 Fraktion des Gradientenantigens als Antigenfraktion ausgewahlt

66 kDa
48 kDa 52 kDa
48 kDa

Anti - LP - Kontrollserum

Abb. 3.4: Reaktionsmuster eines Anti-LP/SLA positiven Serums mit den
Sucrose-Gradientenfraktionen  1.04-1.28 eines 100.000 g
Uberstandes aus Rattenleber im Westernblot. Zu erkennen sind
positive Reaktionen mit einer 66 kDa Determinante in den
Gradienten 1,12 und 1,14. Daruber hinaus sieht man die 52 kDa
und 48 kDa Banden in den Gradienten 1,20-1,28. Die 48 kDa
Reaktion zeigt sich zusatzlich in den Gradienten 1,10-1,16.
CP=Cytoplasmaextrakt; GR=Gradient
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60 kDa 60 kDa
52 kDa 52 kDa
48 kDa

48 kDa

Anti - LP - Kontrollserum

Abb. 3.5: Reaktionsmuster eines Anti-LP/SLA positiven Serums mit den
Sucrose-Gradientenfraktionen  1.04-1.28 eines 100.000 g
Uberstandes aus Rattenleber im Western Blot. Zu erkennen sind
positiven Reaktionen mit einer 60 kDa Determinante in den
Gradienten 1.04-1.16 sowie 1.24. Daruber hinaus sieht man die 52
kDa und 48 kDa Banden in den Gradienten 1,12-1,28. Die 48 kDa
Reaktion zeigt sich zusatzlich in den Gradienten 1,08-1,10.
CP=Cytoplasmaextrakt; GR=Gradient
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52 kDa

48 kDa

* Anti - LP -Kontrollserum

Abb. 3.6:

Reaktionsmuster eines Anti-LP/SLA positiven Serums mit den
Sucrose-Gradientenfraktionen  1.04-1.28 eines 100.000 ¢
Uberstandes aus Rattenleber im Western Blot. Zu erkennen sind

positive Reaktionen mit einer 66 und einer 60 kDa Determinante
in den Gradienten 1,10-1,14. Daruber hinaus sieht man die 48 kDa
Bande in den Gradienten 1,20 bis 1,28. Das Serum reagiert nicht
mit der 52 kDa Determinanten, CP=Cytoplasmaextrakt;
GR=Gradient

In Abbildung 3.7 sind die Proteinbanden im Coomassie-Gel dargestellt. Zu

sehen sind die Elektrophoresemuster der einzelnen Fraktionen des

Gradientenantigens aufgetrennt in einem groRen Gel mit langer Laufstrecke.

Weiterhin ist Fraktion 1,14 aufgetrennt in einem Gel mit langer Laufstrecke und

in einem Gel mit kurzer Laufstrecke zu sehen

66 kDa
— 60 kDa

52 kDa
48 kDa
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CPE 1,04 1,081,101,121,14 1,16 1,18 1,20 1,24 1,28 CPE Fraktion 1,14 Fraktion 1,14

v oy v
66 kDa
60 kDa

Elektrophoresemuster des Gradientenantigens (Fraktion 1,04 - 1,28)
CPE = Cytoplasmaextrakt der Rattenleber

Abb. 3.7:

( ll

o IR——
Lange Laufstrecke, groRe Gele Kurze Laufstrecke,
kleine Gele

Elektrophoresemuster des Antigens ,100 000 g Uberstand der
Rattenleber (Cytoplasmaextrakt der Rattenleber = CPE) im
Vergleich zum Antigen ,Gradientenantigen Fraktion 1,14 bzw.
,Fraktion 1,04 — 1,28%. Markiert sind die beiden Determinanten 66
kDa und 60 kDa, welche als Proteinbanden im Western Blot
(Coomassiefarbung) anhand der Reaktion mit Patientenseren im
entsprechenden Sheet (Immunoblot) ausfindig gemacht wurden
(vergleiche Abb. 3.1 und Abb. 3.8) .

Dartber hinaus sind die unterschiedlichen Elektrophoresemuster
in Abhangigkeit der Laufstrecke im Gel dargestellt (1,14 Fraktion
des Gradientenantigens einmal im gro3en Gel mit langer und

einmal im kleinen Gel mit kurzer Laufstrecke aufgetrennt).

Die Abkurzung CPE steht dabei fur ,Cytoplasmaextrakt der
Rattenleber®, die einzelnen Gradientenfraktionen entsprechen den
Bezeichnungen GR 1,04-GR 1,28. MG steht fur den

Molekulargewichtsmarker.
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3.3 Austestung von Patientenseren gegen die
Gradientenfraktion 1.14

Far weitere Untersuchungen wurde der 1.14 Gradient als Antigenfraktion
ausgewabhlt, da er die relevanten Proteine bei 66, 60, 48, 45, 35 enthielt. In den
Reaktionsmustern der Gradientenantigene (Abb. 3.4 und Abb. 3.6) schien es
so als ob sich die 52 kDa Reaktion im Gegensatz zur 48 kDa Reaktion
schwacher darstellte. Die 52 kDa Determinante reagierte jedoch (wie in Abb.
3.5 gezeigt) auch mit 52 kDa positiven Seren in der 1,14 Fraktion deutlich.
Ebenso die 48 kDa Determinante (Siehe Abb. 3.6). Dies zeigte sich so auch in
der Auswertung der Reaktionsmuster der Gruppe A (Siehe Tab. 3.1).

Seren der Patientengruppen A-C sowie der gesunden Kontrollen wurden im
Westernblot gegen diese Antigenfraktion getestet. Ausgewahlte Beispiele sind
in Abb. 3.8. und 3.9. dargestellit.

MW W
kDa . Immunoblots
(kba)  § = (kDa)
d Bl
66 o .- { 66
|
b | E 60
' . 4 52
45 L - B 4
— ? k ] e 45
.‘ ; ¢ 55
31 R o E g, 30
- - ; 4
i : - 4 E & f B ©
I o g | E E B |
| { : ; 4| :
21 - . . H 1 B ‘ L
i By, il 1 =% : ; I E#
el I_. = B = k B 4 '
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Abb. 3.8: Reaktionen von Seren von Patienten der Gruppe A und B sowie

von gesunden Kontrollen mit dem 1,14 Gradienten im Westernblot
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Fortsetzung Legende Abb. 3.8

Nr. 1 Molekulargewichtsmarker, Coomassie-Farbung

Nr. 2 1,14 Fraktion des Gradientenantigen, Coomassie-Farbung
Nr. 3 Cytoplasmaextrakt der Rattenleber, Coomassie-Farbung

Nr. 4-7 Seren mit Reaktionen im Bereich der 66 kDa Bande,

Nr. 8-10 Seren mit Reaktionen im Bereich der 60 kDa Bande

Nr. 11 positives Anti LP/SLA Serum mit einer Reaktion bei 52 kDa
Nr. 12-16 Seren mit Reaktionen im Bereich 48 / 45 kDa

Nr. 17-19 Seren mit Reaktionen im Bereich 35 kDa

Nr. 20-22 Seren von gesunden Blutspendern

Die Reaktionen oberhalb der bekannten 52 kDa Bande des LP/SLA Antigens im
Bereich 66 kDa bzw. 60 kDa bildeten die haufigste Gruppe. Im Bereich der 52
kDa Bande kamen auch Reaktionen bei ca. 50 kDa vor, welche aber aufgrund
der Nahe zur bekannten 52 kDa Bande nicht sicher als Anti-LP/SLA negativ
gewertet werden konnten. Daher wurde diese Reaktion nicht gesondert
ausgewertet. Unterhalb der 52 kDa Banden kamen Determinanten im Bereich
45 kDa vor. Am haufigsten wurde dabei eine Reaktion in Hohe von 48 kDa
beobachtet, welche mithilfe 48 kDa positiver Anti-LP/SLA-Seren '?® zugeordnet
werden konnten. Eine weitere Reaktion konnte auf Hoéhe von 35 kDa
beobachtet werden. Die Determinanten wurden dabei im Bereich 30 kDa bis 40

kDa zusammengefasst.
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Abb. 3.9: Reaktionen von Seren von Patienten der Gruppe A-C sowie von

gesunden Kontrollen mit dem 1,14 Gradienten im Westernblot

Nr. 1 Molekulargewichtsmarker, Coomassie-Farbung

Nr. 2 1,14 Fraktion Gradientenantigen, Coomassie-Farbung

Nr. 3 Cytoplasmaextrakt der Rattenleber, Coomassie-Farbung

Nr. 4 Serum mit Reaktion im Bereich der 66 kDa Bande,

Nr. 5 Seren mit Reaktionen im Bereich der 60 kDa Bande
Nr. 6 positives Anti LP/SLA Serum mit einer Reaktion bei 52 kDa

Nr. 7 Seren mit Reaktionen im Bereich 48 / 45 kDa
Nr. 8 Seren mit Reaktionen im Bereich 35 kDa
Nr. 9-10 Seren von gesunden Blutspendern

Nr. 11-12 Seren von Patienten mit AIH Typ |

Nr. 13-16 Seren von gesunden Blutspendern, sichtbar sind hier
schwache Reaktionen der 52 kDa, 66 kDa und 35 kDa Bande.
Nr. 17-20 Seren von Patienten mit AIH Typ I, sichtbar sind hier
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ebenfalls schwache 52 kDa, 66 kDa und 35 kDa Banden

3.4 Auswertung der Reaktionen im Westernblot

Die Reaktionen im Immunoblot wurden mit Hilfe des Computerprogramms
Labimage ausgewertet. Von jeder Bande wurde die optische Dichte des Scans
bestimmt. Schwache Reaktionen, die auch in den Kontrollgruppen gesunder
Blutspender oder bei Patienten mit AIH Typ | vorkamen, wurden ebenso
bestimmt (siehe Abbildung 3.11). Es wurde dabei ein Cut off festgelegt, der
dem Mittelwert der Reaktionen der Kontrollgruppe plus der zweifachen
Standardabweichung entsprach. Alle Werte unterhalb des Cut off wurden als
nicht positiv gewertet, so dass sehr schwach positive Seren nicht ausgewertet
wurden. Der Cut-off-Wert lag bei 30 Intensitatspunkten. In Abbildung 3.10 und
3.11 sind die Haufigkeiten positiver Reaktionen mit den jeweiligen

Determinanten bei den verschiedenen Patientengruppen dargestellit.
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66 kDa

60 kDa

52 kDa
48 kDa
45 kDa

35 kDa

L1l

Abb. 3.10

0,
O — 515 %
8,6 %
9 %
s 18.5 %

s 100 %
45 %

I 0%
_/"w“%
7 % ?
36 %
35 9% 37 %

mmmm  Gruppe A. Patienten mit AIH Typ lll (n =11)

mmmm  Gruppe B. Patienten mit AIH bzw. hochgradigem Verdacht auf AIH (n =27)
Gruppe C, Patienten mit AIH Typ | (n = 57)

Analyse von Seren von Patienten mit AIH (Gruppe A-C) im
Westernblot unter Verwendung des 1.14 Gradienten. Dargestellt

sind die Haufigkeiten positiver Reaktionen in Prozent
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66 kDa

60 kDa

52 kDa
48 kDa
45 kDa

35 kDa

meessssssm——— 33 % (n = 2)

s 16,7 % (n=1)
0 %

52 kDa 0 %

%
48 kDa 0 %
%

{57 O =1
0% 6,7% (n=1)

e 16,7 % (N =1)
0%

mmmm  Kontrollgruppe mit Primér Biligrer Zirrhose (PBC) (n = 6)
mmmm  Kontrollgruppe mit gesunden Probanden (n = 35)

Bei dem PBC Serum mit den Reaktionen:

66 kDa, 60 kDa, 45 kDa, 35 kDa pos. besteht der Verdacht
auf ein Overlap Syndrom mit einer AIH Typ |.

(IgG erhot, AMA + SMA/Aktin pos., M4, M9 pos.)
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Abb. 3.11: Analyse von Seren von Patienten mit PBC und gesunden
Kontrollen im Westernblot unter Verwendung des 1.14 Gradienten.
Dargestellt sind die Haufigkeiten positiver Reaktionen in Prozent

3.5 Analyse der Reaktionen gegen den 1.14 Gradienten im
Westernblot bei verschiedenen Patientengruppen

Wie bereits im Abschnitt 3.4 graphisch dargestellt, ergaben die Analysen der
Reaktionsmuster, dass Seren von Patienten der Gruppe A in dem 1.14
Gradienten neben der 52 kDa (52 kDa positive Seren von Patienten mit AlH
Typ lll) weitere Determinanten bei 48 kDa, 66kDa und 35 kDa erkannten. Die
Haufigkeit ist in Tab. 3.1 und 3.2 dargestellt.

Tab. 3.1: Gruppe A, Patienten mit AIH Typ lll (n = 11).

Es lassen sich neben der 52 kDa Bande weitere Determinanten nachweisen.
Die wesentlichen Reaktionen sind die 48 kDa, 66kDa, 35 kDa Band.
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Tab. 3.2: Haufigkeit der Reaktionen von Seren von Patienten der Gruppe A

(n=11) mit verschiedenen Proteinen im 1.14-Gradienten

Bei der Analyse von Seren von 27 Patienten mit hochgradigem v.a. AlH ohne
Nachweis der 52 kDa Reaktion (Gruppe B) ergab sich ebenfalls eine Haufung
der Reaktionen mit den Determinanten 48, 66 und 35 kDa (Tab. 3.3, 3.4)

Tab. 3.3: Reaktionsmuster von Seren von Patienten der Gruppe B (n=27)

mit dem 1.14 Gradienten
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Die wesentlichen Determinanten in dieser Gruppe waren die 48kDa, 66kDa und
35kDa Bande.

Tab. 3.4: Haufigkeit der Reaktionen von Seren von Patienten der Gruppe B
(n=27) mit verschiedenen Proteinen im 1.14-Gradienten

Von den 58 Patienten mit AIH | (Gruppe C) hatten nur 5 (9 %) Antikdrper gegen
die 66, 45 oder 35 kDa Determinante, Reaktionen mit der 52 oder 48kD Bande
wurden — per definitionem — nicht beobachtet (Tab. 3.5, 3.6).

Tab. 3.5: Reaktionsmuster von Seren von Patienten der Gruppe C (n=58)

mit dem 1.14 Gradienten
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Tab. 3.6: Haufigkeit der Reaktionen von Seren von Patienten der Gruppe C

(n=58) mit verschiedenen Proteinen im 1.14-Gradienten

Neben den drei Gruppen von Patienten mit autoimmuner Hepatitis wurden
Seren von Patienten mit primar-bilidrer Zirrhose, sowie Seren von gesunden
Blutspendern als Kontrollen gegen den 1,14 Gradienten im Westernblot
getestet. Von den 6 PBC-Patienten hatten zwei (33%) Antikorper gegen den
1.14 Gradienten, Seren der gesunden Kontrollen waren negativ (Tab. 3.7, 3.8;
Abb. 3.11)

Tab. 3.7: Reaktionsmuster von Seren von Patienten mit PBC (n=6) mit dem
1.14 Gradienten
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Tab. 3.8: Haufigkeit der Reaktionen von Seren von Patienten mit PBC (n=6)
mit verschiedenen Proteinen im 1.14-Gradienten
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3.6 Verlaufsuntersuchungen

Von einigen AlH-Patienten standen mehrere Seren im Verlauf der Erkrankung
zur Verfugung. In Abb. 3.12 ist der Verlauf der AntikOrperreaktionen gegenuber
verschiedenen Proteinen des 1.14 Gradienten bei einem Patienten mit AlH Il

dargestellt.

Verlauf der Intensitat der Banden im Western Blot bei einem Patienten mit AIH Typ
[}
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Abb. 3.12: Verlauf der Antikérperreaktionen gegenuber verschiedenen
Proteinen in dem 1.14 Gradienten im Westernblot bei einem
Patienten mit AIH Il Gber 4 Jahre

Sechs Seren des Patienten standen im Zeitraum 2000 bis Ende 2004 zur
Verfiigung. Die Reaktionsmuster im Westernblot wurden mit dem gleichen
computergestutzten System (Lab image, Kapelan GmbH, Cut Off Wert bei einer
Intensitat von 30), ausgewertet. Initial hatte der Patient hochtitrige Antikorper
gegen die LP/SLA-spezifische 52 kDa Determinante. Die 48 kDa Bande war im
Jahr 2000 noch nicht als positiv zu werten. Zusatzlich war eine Reaktion des
Serums mit der 66kDa Determinante zu beobachten. Im Jahre 2001 anderte
sich das Reaktionsmuster, Die Reaktion mit der 48kDa Bande nahm zu,
wahrend die mit der 52 und 66 kDa Bande schwacher bzw. negativ wurde. Im
Jahre 2003 waren zusatzliche Reaktionen im Bereich 66 kDa, 45 kDa und 35
kDa nachweisbar. Die 52 kDa Reaktion war weiterhin negativ. Die nachste
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Untersuchung wurde unter einer immunsuppressiven Therapie (Steroide plus
Azathioprin) durchgefihrt. Mit allen Determinanten aul’er der 66kDa Bande
fielen die Reaktionen auf Werte unterhalb des Intensitatsbereiches von 30 ab.

3.7 Ergebnisse der Inmunprazipitation

Nach Auswertung der Reaktionsmuster der Seren gegen das 1.14-
Gradientenantigen wurde - wie eingangs beschrieben — versucht, das
Antigengemisch weiter aufzureinigen. Die Elektroelution von ausgeschnittenen
Banden im Coomassie-Gel war wie in Abb. 3.2 gezeigt nicht erfolgreich. Als
alternative Strategie wurde daher versucht, die 66 kDa Bande mit Hilfe der
Immunprazipitation weiter aufzureinigen. Dazu wurde ein Serum ausgewahlt,
welches stark mit der 66 kDa Determinante reagierte ohne dabei weitere

Reaktionsmuster im Westernblot zu zeigen (Abb. 3.13).
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.

Abb. 3.13: Nachweis einer Reaktion bei 66 kDa im Westernblot unter
Verwendung des 1,14 Gradienten mit einem hochpositiven Serum
aus der Gruppe B (hochgradiger Verdacht auf AIH n=27). Das
Serum zeigt eine isolierte starke Reaktion gegen die 66 kDa

Determinante.

Aus dem hochpositiven Serum (Vergleiche Abb. 3.13) wurden mithilfe des
Melon™ Gel IgG Spin Purification Kit die IgG-Globuline isoliert und diese mit
dem passenden Immunprazipitationskit Seize ® X Protein G
Immunoprecipitation Kit an eine Séule gebunden. Uber diese Saule wurde nach
dem entsprechenden Protokoll eine verdinnte Probe des 1,14-Gradientens
gegeben und das gebundene Antigen durch drei Waschschritte (E1-E3)
wieder entfernt. Diese Eluate E1-E3 wurden anschlieBend im Westernblot
ausgetestet. In der Abbildung 3.14 sind die entsprechenden Ergebnisse im

Coomassie-Gel bzw. im Westernblot dargestellt.
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A. B.
Darstellung des von der Saule eluierten Darstellung der gleichen Bande in der
66kDa Antigens im Gel mit Hilfe der entsprechenden Westernblot Reaktion.

Coomassie-Farbung.

97 kDa
66 kDa

45 kDa
31 kDa

21 kDa

14 kDa

Abb. 3.14: Ergebnisse der Immunprazipitation mit einem AlH-Serum mit Antikdrpern
gegen die 66 kDa Determinante . E1-E3 sind die Eluationsfraktionen der
Saule. MG = Molekulargewichtsmarker

Die in der Abb. 3.14 A. dargestellte 66 kDa Bande wurde mit dem Skalpell aus
dem Gel ausgeschnitten und einer massenspetrometrischen Untersuchung

unterworfen (s.u.).

3.8 Massenspektrometrische Untersuchungen der
verschiedenen Antigendeterminanten

Die Reaktionen im Immunoblot des Gradientenantigens der Fraktion 1,14 (Abb.
3.8) wurden den entsprechenden Determinanten im Coomassie-Gel
zugeordnet. Die Banden wurden wie fur die Elektroelution mit dem Skalpell
ausgeschnitten. Die in der Abb. 3.14 gezeigte Reaktion gegen eine mithilfe der
Immunprazipitation aufgereinigten fur die 66 kDa Determinante spezifischen

Antigenfraktion wurde ebenfalls aus dem Coomassie-Gel mit dem Skalpell
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ausgeschnitten. Die Gelsticke wurden dann zur MALDI-TOF Analyse
eingeschickt. Leider konnten aus keiner der ausgeschnittenen Banden - weder
aus dem 1,14-Gradienten-Ansatz noch aus dem Immunprazipitationsansatz -

verwertbare Aminosauresequenzen abgeleitet werden.

3.9 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse sind zusammenfassend nochmals in Tab. 3.9. dargestellt.
Antikorper gegen die ,neuen’ Determinanten bei 66 kDa, 48 kDa und 35 kDa
kommen vor allem bei Patienten mit AIH Typ Ill (Anti-LP/SLA-Reaktion bei 52k
kDa im Western Blot) und bei Patienten, bei denen ein hochgradiger Verdacht
auf eine autoimmune Hepatitis besteht vor. Seren von Patienten mit AIH Typ |
zeigen sehr selten Reaktionen gegen die beschriebenen Banden im Western
Blot, Seren von gesunden Kontrollen sind negativ. Ein Patient mit PBC hat
Antikoérper gegen die 66 kDa Determinante, ein zweiter gegen die Proteine bei
66 kDa, 60 kDa, 52 kDa, 48 kDa, 45 kDa und 35 kDa. Bei beiden Patienten liegt
Wabhrscheinlichkeit ein  Overlap-Syndrom
PBC/AIH vor (erhdhte Gammaglobuline, ANA, Anti-SMA-, Anti-LP/SLA, Anti-
M2, Anti-M4 positiv).

klinisch/histologisch mit hoher

Tab. 3.9: Ubersicht (iber die Haufigkeitsverteilung der verschiedenen
Reaktionen gegenuber der 1.14 Gradientenfraktion im Westernblot
bei Patienten mit AIH, PBC und gesunden Probanden.

Anzahl Reaktionen mit Antigendeterminanten bei
Patienten | 66 kDa | 52 kDa | 48 kDa | 52 kDa + 48kDa | 35 kDa
getestet Haufigkeit in Prozent

AlH Typ | 58 8,6 0 0 0 3,5

AlH Typ llI 11 45 100 45 45 55

v.a. AlH 27 81 0 37 0 37

PBC 6 33 0 0 16,7

Gesunde 35 0 0 0 0
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4 Diskussion

In der hier vorliegenden Arbeit wurden neue Antigen-Antikdrpersysteme
beschrieben, die sich im Westernblot unter Verwendung eines 100.000 g
Uberstandes aus Rattenleber nachweisen lassen und insbesondere eine
Subgruppe von Patienten zu charakterisieren scheinen, die alle
klinischen/histologischen/laborchemischen Kriterien einer AIH erfullen, bei
denen aber die bisher bekannten Autoantikdrper fehlen. Ausgangspunkt war,
dass bei einigen Patienten mit einer klassischen AlIH Il im Westernblot bei
routinemaligen Testungen neben der Anti-LP/SLA spezifischen Reaktion bei
52 kDa, zusatzliche Determinanten mit unterschiedlichen Molekulargewichten
beobachtet worden waren. Bei Nachtestung dieser Patienten konnten jetzt vor
allem Proteine mit Molekulargewichten von 48 kDa, 66 kDa und 35 kDa als
Targetantigene identifiziert werden. Dieselben Proteine wurden von Seren von
Patienten mit der oben genannten ,atypischen’ AlH in bis zu 81% erkannt, so
dass es sich hierbei moglicherweise um neue diagnostische Marker fir eine
AIH handeln konnte.

4.1 Diskussion der Methodik

Alle in dieser Arbeit angewendeten immunologischen Verfahren wie ELISA,
Gelelektrophorese und Westernblot wurden nach Protokollen durchgefihrt, die
seit Jahren in der Routinediagnostik des Immunpathologischen Labors
Tubingen angewendet werden. Bei anderen Methoden wie Elektroelution,
Lyophilisierung, Immunprazipitation wurde streng nach den Herstellerangaben
der verwendeten Gerate bzw. Kits gearbeitet. Die Ergebnisse der Elektroelution
waren nicht zu verwerten. Trotz einer Antigenkonzentrierung durch
Lyophilisierung war die Proteinkonzentration bei Messungen nach Bradford zu
gering. Ebenso stellten sich in der Gelelektrophorese keine ausreichend
gefarbten bzw. scharfen Banden in der Coomassie-Farbung dar (Siehe
Abbildung 3.4). Die massenspektrometrischen-Analysen verschiedenster
Proben ergaben aus unbekannten Grinden keine verwertbaren

Aminosauresequenzen.



57 Diskussion

Die Austestung der  verschiedenen Fraktionen 1,04-1,28 des
Gradientenantigens, der elektroeluierten Banden aus Gelen mit dem Antigen
Cytoplasmaextrakt und das Antigen ,Cytoplasmaextrakt der Rattenleber im
Elisa lieferten keine verwertbaren Ergebnisse. Es zeigte sich eine sehr grole
Streubreite der Grenzwerte sowie der positiven Reaktionen. Insbesondere gab
es auch keine Korrelation mit den im Western Blot beobachteten und dort sehr
gut reproduzierbaren Reaktionen. Es kann daher angenommen werden, dass
die oben verwendeten Antigene sich nicht fur den Nachweis von Antikorpern
gegen die 66 kDa, 60 kDa, 52 kDa, 48kDa, 45kDa und 35 kDa Proteine im
ELISA eignen. Bei den elektroeluierten Antigenen kdnnten - wie bereits im Falle
der Gelelektrophorese bzw. im Western Blot beschrieben - die niedrigen
Antigenkonzentrationen der Proben fur die grofle Streubreite bzw. die
fehlerhafte Korrelation von positiven Reaktionen verantwortlich sein. Eventuell
konnten durch eine weiter aufgereinigte Form des Zielantigens reproduzierbare
Ergebnisse im ELISA geliefert werden. Daruber hinaus kann spekuliert werden,
dass es sich bei den antigenen Epitopen der neu beobachteten Reaktionen um
lineare Antigene handelt. Das wirde bedeuten, dass die Epitope im Western
Blot durch die entsprechende Auftrennung flir eine Antigen-Antikérper-Bindung
zur Verfugung stehen, im Elisa aber, bedingt durch die weitere Faltung in eine

Sekundar oder Tertiarstruktur, nicht fur Antikdrper erreichbar sind.
4.2 Diskussion der Ergebnisse

421 Auswahl des Gradientenantigens

Zur weiteren Aufreinigung des Proteingemisches ,Cytoplasmaextrakt der
Rattenleber* (100  000g  Uberstand  '%%%,'%  wurde  die
Sucrosedichtegradientenzentrifugation eingesetzt (vgl. Kap. 3.12). In der
ausgewahlten 1,14 Fraktion des Gradientenantigen zeigten sich die bekannten
Reaktionen bei 52 kDa (100 % der Falle) und 48 kDa (45% der Falle), sowie
neue Reaktionsmuster gegen die wesentlichen ,neuen’ Determinanten bei 66
kDa und 35 kDa.
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422 Haufigkeit der neuen Determinanten

Elf Anti-LP/SLA Seren wurden gegen den 1,14 Gradienten im Westernblot
ausgetestet. Die Reaktionsmuster wurden mithilfe des Computerprogramms
Lablmage der Firma Kapelan vermessen (vgl. Kap 2.3.10). Als positiv wurden
Reaktionen gewertet deren Intensitat iber einem entsprechenden Referenzwert
lag, der sich aus schwachen Reaktionen der Kontrollgruppen ergab (vgl. Abb.
3.9 und Kap. 3.1.4). Die 66 kDa Bande fand sich bei 45% aller Anti-LP/SLA
Seren. Die 35 kDa Determinante trat bei 55% auf. Als weitere Gruppe wurden
Patienten getestet, bei denen klinisch/laborchemisch der hochgradige Verdacht
auf eine autoimmune Hepatitis bestand (vgl. Kap. 2.1.2). Die Seren zeigten
keine Reaktionen im Bereich der 52 kDa Bande und waren somit als Anti-
LP/SLA negativ einzustufen. In dieser Gruppe (n=27) kamen Reaktionen gegen
die 66 kDa Bande in 81% der Falle vor, die 48 kDa Determinante reagierte mit
einer Haufigkeit von 37%, die 35 kDa Bande stellte sich ebenfalls in 37% der

Falle positiv dar.

423 Nachweis der 66 kDa Reaktion durch Immunprazipitation

Da die Aufreinigung der untersuchten Antigene durch die Elektroelution wie
eingangs beschrieben nicht gelang, wurde eine Immunprazipitation zur
Isolierung des 66 kDa Proteins durchgefuhrt mit Hilfe eines Anti-66kDa
positiven AlH-Serums.

Der Vorteil des in dieser Arbeit verwendeten Kits bestand darin, dass der
verwendete Antikérper kovalent an die Protein G Sepharose in der Saule
gebunden wird. Somit kommt es zu keiner Verunreinigung des gewonnenen
Antigens durch Immunglobuline. Da in dieser Arbeit weder der Antikdrper noch
das Antigen bekannt sind, war die Durchfuhrung der Immunprazipitation
entsprechend erschwert. Es konnten mit dem Melon™ Gel IgG Spin Purification
Kit der Firma Pierce jedoch die Immunglobuline vom Typ IgG des Serums
isoliert werden. Diese wurden dann mit dem zweiten Kit an die
Immunprazipitationssaule gebunden. Als Antigen wurde der Gradient 1,14
verwendet. Das von der Saule eluierte Antigen konnte nach erneuter

Elektrophorese mittels Coomassie-Farbung bei 66 kDa sichtbar gemacht
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werden. Auch nach Transfer auf Nitrozellulose-Sheets konnte mit anti-66kDa
positiven Seren die entsprechende Reaktion nachgewiesen werden. Die
Abwesenheit anderer Reaktionsmuster des Serums, sowie anderer Banden in
der Coomassie-Farbung liel den Schluss zu, dass die 66 kDa Bande spezifisch

isoliert wurde.

424 Massenspekirometrische Analyse

Die Identifizierung von Zielantigenen durch eine entsprechende Sequenzierung
der Banden war bisher leider nicht moglich. Weder direkt ausgeschnittene
Determinanten aus Gelen, die durch den Einsatz von Cytoplasmaextrakt der
Rattenleber bzw. des 1.14 Gradienten gewonnen worden waren, noch das
mittels Immunprazipitation gewonnene Antigen lieferten - trotz scharfer Banden
in der Elektrophorese — verwertbare Ergebnisse in der Massenspektrometrie.
Es wurde von der ausfuhrenden Arbeitsgruppe vermutet, dass eventuell das
Gel-zu-Protein-Verhaltnis aufgrund der Dicke der Gele mit langer Laufstrecke
die Reaktion stéren konnte. Allerdings lieferte auch die direkt ausgeschnittene
Bande aus der Immunprazipitation keine Ergebnisse in der MALDI-TOF
Analyse obwohl hierfir ein Standardsystem zur Gelelektrophorese angewendet
wurde (Gele mit kurzer Laufstrecke, Bio Rad System). Letztlich bleibt unklar,

warum in den Proben keine Aminosauresequenzen identifiziert werden konnten.

4.3 Vergleich der beobachteten Antikorperreaktionen mit

bereits publizierten Daten

4.3.1 Asialoglycoproteinrezeptor Protein (ASGPR) als Bestandteil von

LSP einer Membranfraktion der Leber

1971 isolierte die Arbeitsgruppe von Meyer zum Buschenfelde erstmals eine
Antigenfraktion der Leber, die Membranbestandteile enthielt, mit der Seren von
Patienten mit chronischen Lebererkrankungen reagierten. Ausgangsmaterial
war ein I6slicher 150 000g Uberstand aus humanem Lebergewebe °%'%. Die
Methode wurde 1976 von McFarlane weiterentwickelt unter Verwendung eines

105 000g Uberstandes aus humanem Lebergewebe "°'.
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Spater konnte gezeigt werden, dass eines der Targetantigene in dieser LSP-
Fraktion das Asialo-Glycoprotein-Rezeptor-Protein war; dieses Antigen war
spezies-unspezifisch '%.

Dieses Protein von 45 kDa im Westernblot wurde aber nicht nur von Seren von
Patienten mit AIH erkannt, sondern auch von Seren von PBC-Patienten '*°.
Hubbard et al stellten 1983 eine Methode vor, mit der es moglich war, die
Plasmamembranfraktion aus Hepatozyten der Rattenleber anzureichern. Die
Autoren beschrieben eine Fraktion, die durch die Anreicherung von drei
Plasmamembranmarkern (5°'Nuclecotidase, Alkalische Phosphodiesterase,
ASGPR) charakterisiert war .

4.3.2 Autoantikdrper gegen Membranfraktionen der Leber bei Patienten

mit AIH Typ |

Swansons et al. beschrieben 1990 eine Reaktion von Seren mit ANA positiver

AIH Typ | mit Proteinen in einer Membranfraktion aus humanem Lebergewebe
bzw. gegen Lebergewebe der Maus mit einem Molekulargewicht von 66 kDa,
60 kDa, und 45 kDa. Die 45 kDa Reaktion wurde allerdings auch bei gesunden
Probanden nachgewiesen. Die Western Blots der AIH Seren gegen humanes
Lebergewebe und Aktin zeigten die gleiche Determinante bei 45 kDa. Es wurde
daher das Vorkommen von ,naturlichen Anti-Aktin-Autoantikérpern® vermutet
'3 In einer neueren Untersuchung von Tahiri et al *** wurde nach der Methode
von Hubbard et al ® aus der Rattenleber eine Plasmamembranfraktion
extrahiert. Aufgrund der eingangs gemachten Uberlegungen besteht die
Mdglichkeit, dass die isolierten Proteine der Plasmamembranfraktion auch im
100 000g Uberstand der Rattenleber zu finden sind. In der Untersuchung
wurden Determinanten im Bereich von 95 kDa, 70 kDa, 62 kDa, 52kDa, 50 kDa,
48 kDa und 38 kDa gefunden. Diese ahneln den in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Reaktionsmustern. Die Autoren konnten Uber eine MALDI-TOF-
Analyse der genannten Determinanten flr die 52 kDa Bande und die 48 kDa
Bande als Zielantigen Cytokeratin 8 (Swiss Prot Entry: Q80WH8_9MURI
Primary accession number Q80WH8) bzw. Cytokeratin 18 (Swiss Prot Entry:
P97598 RAT Primary accession number P97598) identifizieren '**. Cytokeratin

8 und Cytokeratin 18 wurden 1990 schon einmal als Zielantigen einer Reaktion
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gegen eine 52 kDa bzw. 48 kDa Bande im Western Blot beschrieben .

Damals wurde angenommen, dass Cytokeratin 8 bzw. Cytokeratin 18 das
Targetantigen der Anti-LP/SLA Antikorper sei. Diese Annahme wurde 1993
durch Stechenmesser et al und im Jahre 2000 durch Wies et al. widerlegt
128 157 '|m Rahmen der Untersuchungen von Wies et al an knock out Mausen
gelang es der Arbeitsgruppe, das Targetantigen der Anti-LP/SLA Antikorper als
UGA-suppressor transfer RNA-associated Protein zu identifizieren Der
Nachweis von Cytokeratin 8 und 18 durch Banden in Hohe von 52 kDa und 48
kDa bei Patienten mit AIH Typ | im Western Blot gegen eine Membranfraktion
der Rattenleber, kdnnte jedoch ein Hinweis darauf sein, dass der 100 000g

Uberstand gleiche Proteine enthalt wie die von Tahiri et al. verwendete Fraktion
64.134

Das Protein im Bereich 62 kDa wurde von Tahiri et al. als Epitop des Hitze
Schock Protein 60 (HSP 60, Swiss prot Entry: CH60_RAT Primary accession
number P63039) mit einem theoretischen Molekulargewicht von 60,9 kDa
identifiziert. Das Protein im Bereich 38 kDa, als ,Leber Arginase” (Swiss Prot
Entry: ARGI1_RAT Primary accession number P07824) mit einem
theoretischen Molekulargewicht von 35 kDa und das Protein bei 70 kDa als
Hitze Schock Protein 70 (ahnlich dem HSP 70 der Maus, Swiss Prot Entry:
HSP7C_MOUSE Primary accession number P63017). Die 95 kDa Reaktion
wurde als Hitze Schock Protein 90 (HSP 90 der Maus, Swiss Prot Entry:
Q91V38_MOUSE Primary accession number Q91V38 ) und als ,unnamed
protein product’, welches zu 99 % mit dem Valosin-containing Protein (VCP
Swiss Prot Entry: TERA _MOUSE Primary accession number QO01853)
Ubereinstimmt, beschrieben. Allerdings handelt es sich bei Antikérpern gegen
Hitzeschockproteine um naturlich vorkommende Antikdrper, die nicht spezifisch
sind fur die AlIH und bei einer Reihe von anderen Erkrankungen vorkommen.
Insofern durfte es sich bei Tahiri et al um andere Antigene handeln, als bei den
in dieser Arbeit beschriebenen Proteinen, gegen die ausschliel3lich bei AlH-
Patienten Autoantikorper zu beobachten waren, zumal das Ausgangsmaterial
zur Gewinnung der Antigene unterschiedlich war (Plasmamembranfraktion vs.

100 000g Uberstand aus Rattenleber nach Entfernung der Plasmamembranen
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433 Autoantikorper gegen ein rekombinantes SLA-Protein (SLA-p35)

Volkmann et al. isolierten im Jahre 2001 ein rekombinantes 35 kDa Protein,
welches sie zuvor durch das Screenen einer humanen Leber cDNA Bank als
Untereinheit des LP/SLA-Antigens (UGA-suppressor transfer RNA (tRNA)-
associated protein (tRNP(Ser)Sec) Protein,'’ identifiziert hatten '*°. 75-85 %
der Anti-LP/SLA-Seren zeigten Reaktionen gegen dieses p-35 Protein.

434 Auftreten von neuen Banden im Western Blot von Anti-LP/SLA-
Seren mit einem 100 000g Uberstand der Rattenleber

In einer Publikation aus dem Jahre 2003 wurde einem Ansatz nachgegangen,
der dem dieser Arbeit ahnelt. Ballot et al. testeten Seren von 44 Patienten mit
Anti-LP/SLA positiver autoimmuner Hepatitis (AIH 1lI) gegen einen 100 000g
Uberstand der Rattenleber °. Neunundzwanzig Prozent dieser Seren reagierten
mit einem Antigen im Bereich von 58 kDa, 68 % mit einem 50 kDa und 9 % mit
einem 42 kDa Protein. Ebenfalls 29 % der AIH llI-Seren reagierten mit einer
Determinante im Bereich von 35 kDa und 36 % mit einer Bande zwischen 25
und 27 kDa. In dieser Publikation konnten also zwei Reaktionen (bei ca. 60 kDa
und 35 kDa), die auch in der hier vorgelegten Arbeit beobachtet wurden, bei
Patienten mit AIH Typ Il identifiziert werden.

In der hier vorgelegten Arbeit kam die Reaktion mit einer Determinante im
Bereich 60 kDa bei 9% und mit der Determinante bei 35 kDa bei 36% der 11
Patienten mit AIH Typ Ill vor. Die Haufigkeitsverteilungen gegen diese zwei
Banden lassen sich aufgrund verschiedener Faktoren nicht direkt vergleichen.
In der Studie von Ballot et al. wurde als Antigen der 100 000g Uberstand der
Rattenleber eingesetzt (Vergleiche Abschnitt 2.3.1). In der hier vorgelegten
Arbeit wurde der 100 000g Uberstand nur zum Screening und zur Uberpriifung
der Reproduzierbarkeit der neuen Banden eingesetzt. Die Ergebnisse beruhen
auf einer Austestung gegen die 1,14 Fraktion des Gradientenantigens. Die
Reaktion im Bereich von 60 kDa kommt bei Anti-LP/SLA-Seren die gegen die
1,14-Antigenfraktion des Gradientenantigens getestet werden seltener vor, als
bei Anti-LP/SLA-Seren die gegen einen 100 000g Uberstand der Rattenleber

(,Cytoplasmaextrakt der Rattenleber”) getestet werden. Die Reaktionen im
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Bereich von 35 kDa die in der hier vorgelegten Arbeit beschrieben wurden,
richten sich gegen einen Bereich von ca. 30 bis 40 kDa (Vergleiche Abschnitt
3.1.3). Die 35 kDa Determinante kommt daher in dieser Arbeit, im Gegensatz
zu der Publikation von Ballot et al., haufiger vor.

Ballot et al. konnten verschiedene Zielantigene der beobachteten Reaktionen
durch eine MALDI-TOF-Analyse identifizieren. Das 60 kDa Protein wurde als
Catalase (Swiss Prot Entry: CATA_RAT Primary accession number P04762)
identifiziert, das 35 kDa Protein als HAST-1 (Sulfotransferase, Swiss Prot Entry:
ST1C1_RAT Primary accession number P50237).

Zusatzlich wurde eine Reaktion im Bereich von 50 kDa beobachtet, welche als
alpha-Enolase (Swiss Prot Entry: ENOA_RAT Primary accession number
P04764) identifiziert wurde.

Die drei Arbeiten von Tahiri et al. 2008, Volkmann et al. 2001 und Ballot et al.
2003 stellten jeweils bei Patienten mit AIH Typ | bzw. Patienten mit AIH Typ Il
Reaktionen gegen bisher nicht ausreichend klassifizierte Determinanten im
Western Blot dar. Tahiri et al. verwendete in seiner Arbeit eine Membranfraktion
der Rattenleber als Antigen zur Austestung von Patienten Seren mit AIH Typ |,
die auch Anti-LP/SLA-Antikdrper enthielten "**. Unter Annahme der im Abschnitt
431 und 4.3.2 gemachten Uberlegungen, dass das Antigengemisch

,Cytoplasmaextrakt der Rattenleber* '%*' Proteine aus dem Antigengemisch

64 enthalten konnte bzw. unter der

,Membranfraktion der Rattenleber”
Annahme, dass eine isolierte Membranfraktion der Rattenleber gegebenenfalls
durch andere hepatische Zellorganellen verunreinigt sein konnte, konnen die
gefundenen Reaktionen mit den Ergebnissen dieser Arbeit in Bezug gesetzt
werden. Weitere Hinweise darauf ergeben sich aus den in der Publikation von
Tahiri et al. beschriebenen Zielantigenen. Die Reaktionen im Bereich 52 kDa,
50 kDa und 48 kDa, welche als Cytokeratin 8 und 18 identifiziert wurden, sind in
der Vergangenheit schon einmal bei Patienten mit AIH Typ lll, die gegen einen
100 000g Uberstand der Rattenleber ausgetestet wurden, beschrieben worden
1 Andere identifizierte Proteine wie die Leber Arginase und die Hitze Schock

Proteine sind bisher noch nicht als Membran-Assoziiert beschrieben worden,
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was fir eine eventuelle Verunreinigung der verwendeten Membranfraktion
durch Antigene aus anderen Zellkompartimenten sprechen konnte.

Es konnte sich daher bei der von Tahiri et al. beschriebenen 70 kDa (HSP 70)
Bande um die in dieser Arbeit beschriebene 66 kDa Reaktion handeln. Die von
Tahiri et al. dargestellte 60 kDa (HSO 60) Bande kdnnte mit der in dieser Arbeit
beschriebenen 60 kDa Reaktion Ubereinstimmen.

Das von Volkmann et al. gegen Anti-LP/SLA-Seren eingesetzte rekombinante
SLA-p35 Protein kdnnte darauf hinweisen, dass sich ein weiteres Epitop des
LP/SLA-Antigens, welches von Wies et al. im Jahre 2000 identifiziert wurde, in
einer Reaktion gegen eine 35 kDa Bande findet. Dies ware dann neben der von
Wies et al. identifizierten 52 kDa Reaktion und der von Stechemesser et al.
beschriebenen Reaktion gegen eine 48 kDa Bande, eine dritte Reaktion von
Anti-LP/SLA-Seren im Western Blot '28;'°0;1%7,

Die Ergebnisse von Ballot et al., welche am besten mit der hier vorgelegten
Arbeit aufgrund des ahnlichen Ausgangsantigens verglichen werden kénnen,
stimmen mit den beschrieben Banden in Hohe von 60 kDa, 35 kDa (berein °.
Das Zielantigen fir die 60 kDa Determinante, welches Ballot et al. als das
Enzym Catalase identifizieren konnte, steht damit im Widerspruch zu dem
Zielantigen HSP 60 welches in der Arbeit von Tahiri et al. fur die 60 kDa Bande
beschrieben wurde. Fir die 35 kDa Bande, welche weder in der Arbeit von
Tahiri et al., noch in der Arbeit von Ballot et al. beschrieben wurde, stimmen die
Ergebnisse der MALDI-TOF-Analyse ebenfalls nicht Uberein. Ballot et al.
beschreiben in ihrer Arbeit neben den identifizierten Banden eine weitere
Determinante die sich Uber einen Bereich von 25 kDa bis 27 kDa zu ziehen
scheint. Eventuell ist die Reaktion, welche fur die Anti-LP/SLA-Seren mit einer
Haufigkeit von 36 % angegeben wurde, Bestandteil der 35 kDa Bande aus
dieser Arbeit (vergleiche Abschnitt 3.2.1). Im Widerspruch dazu stehen aber die
Reaktionen der Patienten mit AIH Typ | bzw. die Reaktionen der gesunden
Probanden gegen die 35 kDa Bande. In der hier vorgelegten Arbeit reagierten
aus der Gruppe C 3,5 % der Seren mit der 35 kDa Determinante. Es zeigten

sich in der Gruppe der gesunden Blutspender Uberhaupt keine Reaktionen in
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diesem Bereich. Bei Ballot et al. reagierten 21 % der Kontrollgruppe mit einer
Bande im Bereich 25 kDa bis 27 kDa im Western Blot.

Tahiri et al. identifizierten als Zielantigen fur die 35 kDa Reaktion ein
Leberenzym, die Leber Arginase. Ballot et al. identifizierten ebenfalls ein
hepatisches Enzym, die Sulfotransferase (HAST1). Beides sind Enzyme die im
Zytoplasma der Leber vorkommen. Es konnte daher sein, dass diese
hepatischen Enzyme in dem Reaktionsbereich auf Hohe von 35 kDa im
Western Blot enthalten sind.

In der Zwischenzeit konnte aber ausgeschlossen werden, dass die in der
vorliegenden Arbeit vorgestellten Seren von Patienten mit hochgradigem
Verdacht auf AIH mit einem der von Ballot et al postulierten Antigen reagieren,
da die Verwendung der entsprechenden (kommerziell erhaltlichen)
rekombinanten Antigene im ELISA keine Korrelation mit den im Westernblot
beobachteten Reaktionen ergab (personliche Mitteilung Prof. Dr. Reinhild
Klein).

4.4 Bedeutung der Ergebnisse und Ausblick

Ein wichtiges Ziel weiterer Arbeiten ist die Identifizierung der in der hier
vorgelegten Arbeit beschriebenen Antigene auf molekularer Ebene, um
spezifischere Antigene einsetzten zu koénnen. Dies kodnnte Uber weitere
Aufreinigungen der Antigene, z.B. Uuber Saulenchromatographie oder
nochmalige Immunprazipitation und nachfolgende massenspektrometrische
Untersuchungen moglich sein. Auch der Einsatz einer 2D-Elektrophorese
kdénnte weiterfihren.

Wichtig ist aber auch die Uberprifung der Spezifitat der entsprechenden
Reaktionen im Westernblot oder mit spezifischen Antigenen fur die autoimmune
Hepatitis anhand zusatzlicher Teste bei einer groleren Anzahl an Patienten mit
autoimmuner Hepatitis, weiteren autoimmunen Lebererkrankungen wie PBC
und PSC, sowie weiteren autoimmunen Erkrankungen und gesunden
Probanden. Gerade die Anti-66 kDa Antikorper konnten dann mdglicherweise

zur Definition einer neuen Subgruppe einer AIH beitragen.
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Im Abschnitt 3 ist die Verlaufsbeobachtung eines Patienten mit AIH Typ I, bei
dem mehrere Messungen der neuen Determinanten durchgefiihrt wurden
(Vergleiche Abbildung 3.20) dargestellt. Die Persistenz der 66 kDa Reaktion
auch unter immunsuppressiver Therapie, kdnnte - sollte sich die Reaktion in
grolReren Kollektiven verifizieren lassen - ein Marker flr immunsuppressiv
anbehandelte Patienten darstellen.

Mit Hilfe der ,neuen’ Determinanten mit ihren entsprechenden Reaktionen im
Western Blot konnte daher kunftig eine Subgruppe von Patienten mit
chronischer Lebererkrankung unklarer Genese (kryptogen) eventuell als

L,autoimmun® klassifiziert werden.
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6 Zusammenfassung

In den letzten Jahren waren im Immunpathologischen Labor bei Patienten mit
AIH Typ Il Antikérper aufgefallen, die im Westernblot mit dem 100 000g
Uberstand aus Rattenleber neben dem LP-Antigen weitere Proteine erkannten.
Dieselben Reaktionsmuster wurden auch mit Seren von Patienten beobachtet,
bei denen klinisch/histologisch/laborchemisch die typischen Kriterien einer AlH
vorlagen, bei denen aber keiner der bisher bekannten AlH-relevanten
Autoantikorper nachweisbar waren. Ziel der vorliegenden Arbeit war daher,
diese Reaktionen besser zu klassifizieren und ihre Spezifitat fur die AIH zu
uberprifen.

Zwei Patientengruppen wurden gebildet: Gruppe A (n=11) bestand aus
Patienten mit AIH Typ Ill (n=11), die durch Autoantikbrper gegen das LP/SLA-
Antigen definiert wird (52 kDa Reaktion im Westernblot); Zu Gruppe B (n=27)
gehorten Patienten mit klinisch/laborchemisch hochgradigem Verdacht auf AlH
(Erhéhung von 1IgG-Globulinen, Ausschluss viraler und toxischer Ursachen,
erhohte Transaminasen [GPT > 20 U/, GOT > 20 U/]), aber keinem
eindeutigen Nachweis von ANA, SMA/Anti-Aktin, Anti-LKM oder Anti-LP/SLA,
sowie antimitochondrialen Autoantikorpern) . Als Kontrollen wurden Seren von
Patienten mit AIH Typ | (Gruppe C; n=58), PBC (n=6) und gesunden
Blutspendern (n=35) analysiert. Die Seren wurden im Westernblot gegen einen
100 000g Uberstand aus Rattenleber getestet. Dieser wurde zusétzlich Gber
Sucrosedichtegradientenzentrifugation weiter aufgetrennt.

Bei Verwendung des 100 000g Uberstandes aus Rattenleber reagierten Seren
der Patienten der Gruppen A und B haufig mit einer 66 kDa, einer 60 kDa, einer
48 kDa und einer 35 kDa Determinante. Uber Dichtegradientenzentrifugation
konnte eine Akkumulation der 66kDa, der 48 kDa und der 35 kDa Proteine in
der 1.14-Fraktion erzielt werden, die 60 kDa Determinante war dagegen kaum
nachweisbar. 45 % der Seren der Gruppe A- und 81 % der Seren der Gruppe
B-Patienten reagierten mit der 66 kDa Bande. In der Gruppe C kam die
Reaktion in 8,6 % der Falle vor. Gesunde Probanden zeigten keine
signifikanten Reaktionen. Zusatzlich kamen in der Gruppe A (45% bzw. 55%)
und der Gruppe B (37 % bzw. 37%) gehauft Reaktionen im Bereich 48 kDa und
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35 kDa vor. Das 66 kDa Protein wurde daraufhin mit einem hochpositivem
Serum mithilfe der Immunprazipitation gezielt isoliert. Trotz dieser
verschiedenen Reinigungs- und Isolierungsschritte war es aber bisher nicht
maglich, die relevanten Proteine mittels Massenspektrometrie zu identifizieren.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Untersuchungen zeigen, dass bei Patienten mit
AIH Typ Il neben den Anti-LP/SLA Antikérpern gegen das 52kDa Protein
weitere Antikdrper vorkommen, die insbesondere gegen Proteine bei 48, 66
und 35 kDa gerichtet sind. Da diese Antikorper auch in Seren von Patienten
beobachtet werden konnten, die klinisch, histologisch und laborchemisch die
typischen Kriterien einer AIH erfillten aber negativ fir die bisher bekannten
Autoantikorper waren, erlauben sie moglicherweise die Definition einer weiteren
Subgruppe einer autoimmunen Hepatitis und damit auch eine verbesserte
Diagnostik. Die Identifizierung der Targetantigene auf molekularer Ebene steht
noch aus, kdnnte aber zu einem verbesserten Verstandnis der Atiopathogenese

der Erkrankung fuhren.
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