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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie

Das Goodpasture-Syndrom ist seit fast 90 Jahren bekannt. Der Pathologe Ernest W.
Goodpasture beschrieb 1919 erstmals zwei Fille mit auffilligem Lungenbefund
(hyaline Membranen in den Alveolen bei fehlendem mikorbiellen Befund). Beide
Patienten waren an der Influenza-Pandemie verstorben. Einer der beiden zeigte auch
Zeichen einer Systemerkrankung mit renaler Beteiligung (Salama et al, 2001b). Heute
versteht man darunter folgende Symptom-Trias: Eine rapid progrediente
Glomerulonephritis, die in der Biopsie die meisten Glomeruli erfasst, begleitet von
Lungenblutungen, sowie das Vorhandensein von Anti-GBM-Autoantikdrpern (Lerner et
al, 1967), (Wilson & Dixon, 1973). Neben der klassischen Form mit Nieren- und
Lungenbeteiligung existieren auch Verldufe mit alleinigem Nieren- (35 %) oder
Lungenbefall (<5 %) (Netzer et al, 1998a; Turner, 2001). Das Goodpasture-Syndrom ist
selten, die Inzidenz betrdgt nur 0,5-1 Fall pro Millionen Einwohner und Jahr in
GroBbritannien (Turner & Rees, 1991), in der asiatischen und afrikanischen
Bevolkerung sogar noch weniger. Betrachtet man alle Falle mit rapid progredienter
Glomerulonephritis, ist das Goodpasture-Syndrom bei 20 % die Ursache (Couser,
1988), bei allen Glomerulonephritis-Fillen liegt die Haufigkeit bei 1-3 % (Wilson &
Dixon, 1974). Die Erkrankung kann prinzipiell in jeder Altersklasse auftreten,
Haufigkeitsgipfel finden sich in der Gruppe der 20-30jdhrigen sowie bei den 50-
65jahrigen. Die Ursache des Goodpasture-Syndroms ist unbekannt. Jedoch scheint ein
Zusammenhang mit der Inhalation von toxischen Dampfen wie Benzin oder
intermittierenden viralen (Daly et al, 1996) oder bakteriellen Atemwegsinfekten (Rees
et al, 1977) zu bestehen. Die meisten Patienten erleiden nur einen Schub der
Erkrankung, in seltenen Féllen kommt es zu Riickfillen bis zu Jahren nach der
Erstdiagnose. Diese stehen oft in Zusammenhang mit fortgesetztem Rauchen (Levy et

al, 1996).



1.2 Klinischer Verlauf

Die Initialsymptome weisen in keine spezifische Richtung, grippedhnliche Symptome
mit Fieber, Schwiche und Miidigkeit treten auf (Merkel et al, 1994). Oftmals geht der
Lungenbefall dem Nierenbefall um Wochen bis Monate voraus (Briggs et al, 1979). Das
Spektrum des pulmonalen Befalls reicht von unproduktivem Husten und geringer
Kurzatmigkeit bis zu schwersten Hamorrhagien, die zur Beatmungspflichtigkeit fiihren.
Hamoptysen allein sind zur Einschitzung der Schwere der Lungenblutungen
unzureichend (Turner, 2001). Zur Sicherung bedarf es auf jeden Fall der radiologischen
Diagnostik. Fleckige oder diffuse alveoldre Verschattungen auf der Thoraxaufnahme
sind ein hiufiges Bild (Saxena et al, 1995). Schwere Blutungen konnen zur
transfusionspflichtigen Anémie fiihren.

Der Nierenbefall duBlert sich klinisch spéter, vor allem bei isoliertem Befall. Anfangs
bestehen oft Himaturie und Proteinurie. Das Serumkreatinin ist hdufig erhoht und dient
als Ausdruck fiir die beginnende Niereninsuffizienz. Daneben gilt es auch als
prognostischer Marker fiir das Wiedererlangen der Nierenfunktion (Merkel et al, 1994).
Hypertonie als Frithsymptom ist ungewohnlich, sie tritt meist nur im Rahmen des
Nierenversagens auf (Salama et al, 2001b). Im Verlauf kann die Nierenfunktion bedingt
durch die rapid progrediente Glomerulonephritis innerhalb von Tagen verloren gehen.

Ein rasches therapeutisches Eingreifen ist daher geboten.

1.3 Therapeutische Optionen

Unbehandelte Patienten erlangen nur zu einem kleinen Prozentsatz die Nierenfunktion
wieder, wihrend die Mehrheit eine bleibende Niereninsuffizienz entwickelt. Auch
besteht eine erhohte Mortalitdt insbesondere an pulmonalen Blutungen. Diese Tatsache
lasst sich durch dltere Publikationen belegen (Benoit et al, 1964).

Der Krankheitsverlauf lie3 sich durch die Einfithrung einer Kombinationstherapie aus
Immunsuppressiva und Plasmapherese in den 1970er Jahren erheblich verbessern
(Peters et al, 1982; Lockwood et al, 1977), sowohl in Hinsicht auf Lungen-
Himorrhagien, eine stabilere Nierenfunktion und eine hohere Uberlebensrate. Dieser
Therapieansatz hat bis heute seine Giiltigkeit bewahrt. Der alleinige Einsatz von

Glucocorticoiden hatte sich nicht bewihrt, da die Steroide zwar die Lungenblutungen



stoppen konnten, jedoch keinen Einfluss auf die Entwicklung der Nierenfunktion hatten
(Benoit et al, 1964).

Das am hiufigsten eingesetzte Protokoll besteht aus Prednisolon in einer Dosierung
von 1-2 mg/kg KG und Tag, Cyclophosphamid in einer Dosierung von 2-3 mg/kg KG
und Tag und so vielen Plasmapheresen, bis die Anti-GBM-Autoantikdrper nicht mehr
nachweisbar sind (Merkel et al, 1998). Trotzdem wird bei Patienten mit einem
Serumkreatinin von > 500 pmol/l nur selten eine Erholung der Nierenfunktion
beobachtet (Merkel et al, 1994; Herody et al, 1993). Deshalb ist eine friihzeitige
Therapieeinleitung von essentieller Bedeutung. Die Dauer der Therapie betrdgt in der
Regel 6-9 Monate, bis mindestens 3 Monate nach Verschwinden der Antikorper.
Patienten, die bereits bei Diagnosestellung ein irreversibles Nierenversagen haben, ohne
dass es je zu Lungenblutungen gekommen ist, konnen unbehandelt bleiben, da die
Nebenwirkungen der Behandlung dann {iberwiegen. Hier zu nennen wire vor allem das
Infektionsrisiko als allgemeine unerwiinschte Wirkung bei jeder Immunsuppression.
Eine spitere Nierentransplantation kann meist unproblematisch durchgefiihrt werden,
wenn zwischen dem Zeitpunkt der letzten Antikorper-Produktion und der

Transplantation 9-12 Monate liegen (Netzer et al, 1998a).

1.4 Pathogenese - Aufbau des Goodpasture-Antigens

In allen tierischen Organismen treten Basalmembranen auf. Sie bilden eine Form von
spezialisierter Extrazellularsubstanz, die in sehr vielen Korpergeweben vorkommt.
Basalmembranen liegen unter Epi- und Endothelien, umgeben Muskel-, Fett- und
Nervenzellen. Basalmembranen spielen eine wichtige Rolle fiir die strukturelle
Unterstlitzung von Geweben und die Bildung von Kompartimenten, sie haben
Filterfunktion fiir Makromolekiile und sie konnen das Wachstum, die Differenzierung
und die Migration von Zellen beeinflussen (Junqueira & Carneiro, 1996). Sie sind bis zu
1 um dick und haben einen vierschichtigen Aufbau: Lamina rara externa, Lamina densa,
Lamina rara interna, Lamina fibroreticularis. In Glomerulum und Lungenalveolen fehlt
die Lamina fibroreticularis. Die einzelnen Bestandteile werden von den umliegenden
Zellen aus Epi- bzw. Endothel sowie aus mesenchymalen Zellen synthetisiert. Es
existieren vier Hauptkomponenten: Glykoproteine wie Typ IV-Kollagen, Laminin und

Entactin sowie Proteoglykane wie Heparansulfat (Timpl, 1989). Die einzelnen



molekularen Bausteine (Protomere) lagern sich zu einem grof3en irreguliaren Netzwerk
zusammen (Timpl & Brown, 1996).

Kollagen Typ IV gehort zu der groBen Familie der Kollagene mit iiber 20 Subtypen, die
alle eine strukturelle Besonderheit aufweisen: die Tripelhelix (Myllyharju & Kivirikko,
2001). Drei helikale Polypeptidketten (a-Ketten) aus tiber 1000 Aminosdureresten treten
dabei zusammen. Dabei miissen die a-Ketten nicht homolog sein. Fiir die Stabilitdt der
Tripelhelix sorgen zahlreiche Glycinreste (Wiederholungssequenz Gly-X-Y). Am C-
und N-Terminus wird das Molekiil von globuldren (nichtkollagenen) Dominen
flankiert.

Sechs homologe, genetisch aber verschiedene a-Ketten sind bei Kollagen Typ IV
bekannt (al-06) (Zhou & Reeders, 1996). Aus evolutionsbiologischer Sicht kann man
diese in zwei Gruppen einteilen: al-artige (al,03, a5) und a2-artige (a2, a4, a6), wovon
o3 und a 4 die Altesten zu sein scheinen (Netzer et al, 1998b). Die verschiedenen o-
Ketten sind sehr variabel iiber die Gewebe verteilt. Die al- und o2-Kette kommt
ubiquitdr in allen Basalmembranen vor (Hudson et al, 1993b) und nimmt den
Lowenanteil des Kollagen Typ IV ein. a3, a4, a5 und a6 haben eine restriktivere
Verteilung.

Die a3-Kette, die fiir die Pathogenese des Goodpasture-Syndroms entscheidend ist,
kommt zumeist im Glomerulum und in den Tubuli semniferi vor, daneben auch in
Lunge, Auge, Innenohr und Plexus choroideus (Hudson et al, 1993b; Kahsai et al,
1997). Basalmembranen von Plazenta, Leber oder Haut enthalten hingegen kaum o3
(Kashtan & Michael, 1996).

In der Niere lieB sich durch immunhistochemische Studien folgende Verteilung
ermitteln: die glomeruldre Basalmembran enthilt die Ketten al-a5, die Bowman'sche
Kapsel die Ketten al, 02, a5 und a6. Im Mesangium kommen ebenfalls al- und a2-
Ketten vor (Ninomiya et al, 1995; Seki et al, 1998). Die Ketten a3, 04 (zusammen mit
a5) kommen ausschlielich in der glomeruldren Basalmembran vor, wahrend a6 seinen
Ursprung in der Bowmanschen Kapsel nimmt.

Jede Kette ist durch eine kollagene und zwei nichtkollagene Doménen charakterisiert.
Der kollagene Anteil besteht aus ca. 1400 Aminosdureresten mit oben beschriebener
Gly-X-Y-Sequenz. Er wird mehr als 20mal von kurzen, nichtkollagenen Abschnitten

durchbrochen, wodurch eine groflere Flexibilitit des Gesamtmolekiils resultiert. Am N-



Terminus befindet sich die 7S-Doméne mit einer Lange von 15-20 Aminosdureresten.
Der C-Terminus wird flankiert von ca. 230 Aminosdureresten der globuldren NCI1-
Doméne (nichtkollagen) (Hudson et al, 1989; Hudson et al, 1993b; Hudson et al,
1993a). Die genaue Aminosduresequenz der sechs Ketten ist bekannt.

Da die Tripelhelix aus 6 Ketten generiert werden kann, ergeben sich 56 mdgliche
Kombinationen von Monomeren (Gunwar et al, 1991a; Gunwar et al, 1991b; Hudson et
al, 1993a). Einige Tumore sezernieren al und a2 im Verhiltnis 2:1 (Wisdom, Jr. et al,
1992), daneben existieren jedoch nur wenige weitere Isoformen.

Die einzelnen tripel-helicalen Protomere treten in einem komplizierten Netzwerk
zusammen (Abb. 1). Uber Interaktionen am C-Terminus treten zwei Protomere durch
thre NC1-Doménen zusammen und bilden Dimere. Aufgrund der Interaktion von
jeweils drei NCI1-Abschnitten jedes Protomers kann man auch von einem NCI-
Hexamer sprechen. Am N-Terminus bilden sich aus vier Molekiilen ein Tetramer
(Timpl et al, 1981; Yurchenco & Furthmayr, 1984). Di- und Hexamere lagern sich dann
selbstindig zu einem unregelméfBigen, maschendrahtartigen Netzwerk zusammen. Vor

allem al- und a2-Ketten reagieren in der beschriebenen Weise.

Type IV Collagen Chains

R "-\‘Z‘:_\':.’E\‘.ﬂ*g
) ()
NC1 Trimer

Network Assembly

L -9
Protomer l

R &
Hexamer

Dimer

\ - al.a2 Network

Abb. 1 Schematische Illustration der supramolekularen Netzwerkbildung von Typ IV-Kollagen
(Sundaramoorthy et al, 2002)

A: Zusammenfiigen der sechs verschiedenen Ketten zu Protomeren
B: Beginn dieses Vorgangs an der NC1-Domine

C: Bildung eines Netzwerks



Daneben existiert in der glomeruldren Basalmembran ein davon abweichendes a3/04-
Netzwerk, das mittels unterschiedlichen Methoden beschrieben wurde (Boutaud et al,
2000; Gunwar et al, 1998). Dieses beruht auf zusétzlichen End-zu-Seit-Verbindungen.
Charakteristische Disulfidbriicken zwischen a3, a4 und a5 geben dem Molekiil eine
hohere Stabilitdt (Gunwar et al, 1998).

Die Bowman’sche Kapsel enthilt einen weiteren Netzwerk-Typus aus den Ketten al,
a2, o5 und a6 (Borza et al, 2002), der erstmals in der Basalmembran glatter
Muskelzellen beschrieben wurde (Borza et al, 2001).

Die NC1-Domaéne spielt bei vielen Schritten der Netzwerkbildung eine wichtige Rolle.
Zum einen initiiert die Interaktion zwischen den NC1-Doménen eines Protomers das
Verdrillen der drei kollagenen Dominen zur Tripelhelix (Dolz et al, 1988). Zum
anderen stellt die NCI1-Domine iiber Kopf-an-Kopf-Verbindungen den Kontakt zu
einem anderen Protomer her wie bereits beschrieben. Daneben vermag die NCI-
Doméne auch iiber besondere molekulare Erkennungssequenzen die Spezifitit der
einzelnen Ketteninteraktionen zu steuern. Dies betrifft sowohl die Kettenauswahl beim
initialen Zusammenfiigen der Protomere, als auch die Auswahl und Verbindung der
Protomere beim Erstellen des Netzwerks (Borza et al, 2001; Boutaud et al, 2000). Die
Bildung eines solchen Kollagen Typ IV-Netzwerkes ist essentiell fiir die Entstehung
von Gewebefunktion sowie deren Erhaltung. Eine Mutation in den Ketten a3, a4 oder
a5 fliihrt zum Verlust des Netzwerks, was die pathophysiologische Grundlage des
Alport-Syndroms ist (Boutaud et al, 2000) [progredienter Innenohr-Taubheit und
Niereninsuffizienz (Kashtan & Michael, 1996)].

Die NC1-Domine besteht aus zwei homologen Untereinheiten A am aminoterminalen
Ende und B am carboxyterminalen Ende, die sich zu 35 % entsprechen. Lange Zeit
gelang es nicht, die genaue rdumliche Struktur der NC1-Domaine darzustellen (Stubbs et
al, 1990). Ein Modell, basierend auf Computeranalysen und Vergleichen der
Primérstruktur verschiedener NC1-Molekiile (Netzer et al, 1998b), beschrieb als
Sekundérstruktur einen Kern aus 6 B-Faltblatt-Strukturen und einer o-Helix mit
hydrophobem Charakter. Inzwischen ist die Kristall-Struktur des [(al),02], —Hexamers
beschrieben (Sundaramoorthy et al, 2002). Da eine hohe Ubereinstimmung zwischen
den 6 NC1-Dominen besteht, miissen a3/a4/a5-Hexamere eine dhnliche Struktur haben.

Die oben vorgeschlagene Struktur kann hierdurch bestétigt werden. Die beiden NC1-



Trimere interagieren an der Grenzfliche nur iiber hydrophil-hydrophobe Anziehungs-
und AbstoBungskrifte und bendtigen keine zusétzlichen Disulfidbriicken.

Durch die Markierung mit ketten-spezifischen Antikdrpern ist inzwischen auch die
rdumliche Anordnung der a3-,-a4- und a5-Ketten und damit der Quartérstruktur
gelungen (Borza et al, 2002). Jedes Trimer besteht aus a3/a4/a5. Bei Bildung eines
Hexamers treten immer die beiden a4-NCl1-Dominen in Verbindung. Der
Aminoterminus der Untereinheit A von a3 reagiert mit dem carboxyterminalen Ende
der Untereinheit B von a5 (Borza et al, 2002).

Seit 1987 ist bekannt, dass das Goodpasture-Antigen auf der a3(IV)NCI-Domine
lokalisiert ist (Butkowski et al, 1987; Saus et al, 1988). Zwei Regionen sind hierbei
entscheidend: GP, und GPg (die Positionen 17-31 und 127-141 einnehmend; friihere
Bezeichnung En und Ep) (Netzer et al, 1999). Gegen diese ist 50-90 % der
Autoreaktivitit gerichtet. Die beiden Epitope gleichen sich stark: 7 Aminosiduren von
15 sind identisch und beide liegen an einer homologen Position auf den jeweiligen
Untereinheiten. Durch Faltung des Molekiils werden sie in rdumliche Ndhe zueinander
gebracht und bilden das diskontinuierliche Epitop GPag. Essentiell fiir die Struktur des
Epitopes sind vier Disulfidbriicken (Abb. 3). Gehen diese durch Reduktion verloren,
sinkt die Antikorperbindung rapide (Netzer et al, 1999). Die Goodpasture-Epitope
haben eine kryptische Natur. Antikorper konnen die a3(IV)NCI1l-Doméne nicht
erreichen, solange diese in Hexameren assoziiert ist. Erst nach Dissoziation der
Hexamere ist eine Bindung moglich (Borza et al, 2000; Wieslander et al, 1985). Da
wichtige Aminosdurereste in GP4 hydrophob sind, entstand die Idee, dass die Epitope
zwischen den interagierenden NC1-Doménen in Inneren des Hexamers liegen (David et
al, 2001). Nach den neuen Erkenntnissen liegen die Epitope nahe der Tripelhelix, aber
entfernt von der Oberfldche zwischen den Trimeren (Sundaramoorthy et al, 2002). GPa
liegt an der Grenzfliche zwischen den a3(IV)NCI1- und a5(IV)NCI1-Doménen. GPg ist
an der Grenzfliche zwischen den a3(IV)NCI- und o4(IV)NCI1-Domine lokalisiert
(Borza et al, 2002).



1.5 Pathogenese des Goodpasture-Syndroms - Rolle der B-Zellen

Das Goodpasture-Syndrom zéhlt zu den klassischen Autoimmunerkrankungen. Sie ist
B-Zell- und antikorpervermittelt und richtet sich gegen ein spezifisches Epitop
(a3(IV)NC1-Domaéne).

Dass die Autoantikorper eine entscheidende Rolle spielen, ldsst sich durch die
Ubertragbarkeit der Erkrankung auf Affen erhirten, denen Antikdrper von Goodpasture-
Patienten injiziert wurden (Lerner et al, 1967), sowie durch den therapeutischen Erfolg
der Plasmapherese. Die Autoantikorper konnen durch die direkte Immunfluoreszenz
dargestellt werden (Abb. 2). Es besteht eine pathognomonische lineare Ablagerung von
IgG entlang der glomeruldren und alveoldren Basalmembran. Diese korreliert dem

a3/04/a5-Kollagen-Netz, das nur dort existent ist.

Abb. 2 Lineare Ablagerungen von IgG in der glomeruldren Basalmembran bei Goodpasture-Syndrom

(Nizze & Bocker, 1997)

Die Menge der zirkulierenden Autoantikdrper korreliert mit dem gewebsgebundenen
Anteil (Kalluri et al, 1996a). Untersuchungen mittels Affinitdtschromatographie
ergaben, dass es sich bei 1 % des Gesamt-IgG von Patienten mit Goodpasture-Syndrom
um Autoantikérper handelt (Hellmark et al, 1997b). Die Autoantikorper sind auf alle
IgG-Subklassen verteilt, den Hauptanteil nehmen IgG1 ein. Manche Patienten haben
auch eine groB3e [gG4-Fraktion (Segelmark et al, 1990).

Die Autoantikdrper haben eine enge Spezifitit. Trotz der groBen Ubereinstimmung

zwischen den al-a6(IV)NCI-Doménen von bis zu 83 % (Borza et al, 2002) binden



85 % der Autoantikorper exklusiv an a3(IV)NCI. Lediglich eine geringe Anzahl an
Patienten besitzt daneben auch Antikorper gegen al(IV)NCI und a4(IV)NCI1 (15 und
3 %) (Kalluri et al, 1995).

Auch der kollagene Anteil der a3(IV)-Kette konnte als mdglicher Sitz weiterer Epitope
ausgeschlossen werden (Leinonen et al, 1999). Nicht alle der 15 Aminosduren von GPx
und GPjg sind fiir die Antikorperbindung gleich entscheidend. Eine Studie ergab, dass
rekombinante al(IV)NC1 mit nur 7 ersetzten Aminosduren aus a3(IV)NCI1 ebenfalls
erkannt wurden (Gunnarsson et al, 2000). Entscheidend fiir die Bindung von GP,4 sind
vier Aminosduren: Alanin 18, Isoleucin 19, Valin 27 und Prolin 28 (David et al, 2001).
Die Pathogenese des Goodpasture-Syndroms ist noch nicht vollstindig aufgeklért. Es
scheint durch toxische oder entziindliche Schéddigung der alveoldren Basalmembran
(und damit zur Schidigung des Netzwerkes) zur Freisetzung des normalerweise
kryptischen Antigens zu kommen, wodurch der Autoimmunprozess in Gang gesetzt
wird. Es erscheint paradox, dass die Autoantikdrper nun an native GBM binden
konnen, obwohl wegen der kryptischen Natur des Antigens dieses in Hexameren
assoziiert ist und somit nicht von Antikorpern erreicht werden kann. Ein Artikel (Borza
et al, 2000) bietet folgenden Losungsansatz: Auch unter physiologischen Bedingungen
kénnten a3(IV)NC1-Monomere existieren, die mit Hexameren ein Aquilibrium bilden.
Autoantikorper binden nun die Monomere und verschieben das Gleichgewicht. Resultat

ist ein Funktionsverlust.

1.6 Pathogenese des Goodpasture-Syndroms — Rolle der T-Zellen

Wihrend die Rolle der B-Zellen und der Autoantikorper beim Goodpasture-Syndrom
klar beschrieben ist, ist der Einfluss der T-Zellen auf das Krankheitsgeschehen noch
nicht so gut erfasst. Die B-Zell-Antwort steht unter der regulierenden Kontrolle durch
die T-Zellen. Ein gestorter Kontrollmechanismus kann B-Zell-Autoimmunphénomene
auslosen, was durch Berichte {iber die Myasthenia gravis belegt werden kann
(Drachman, 1994).

Frilhe Hinweise auf eine T-Zell-Beteiligung ergaben sich durch den Nachweis
vermehrter T-Zellen (CD4" und CDS8") in den Glomeruli von Patienten mit RPGN
(Neale et al, 1988).
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Auch die starke Assoziation von Goodpasture und HLA DR2, die 80 % der GP-
Patienten aufweisen (Fisher et al, 1997), legt die groe Bedeutung von T-Zellen nahe.
Besonders fiir HLA DRB1*15 und DRB1*04 besteht eine hohe Empfanglichkeit fiir das
Goodpasture Syndrom. Fiir HLA DRB1*07 hingegen bestand eine negative Assoziation
(Fisher et al, 1997).

Als T-Zell-Antigen wird auch die a3(IV)NC1-Domine erkannt. T-Zellen von Patienten
proliferieren, wenn sie mit a3(IV)NC1 inkubiert werden (Derry et al, 1995). Die
Hauptpeptide, die den T-Zellen in Abhédngigkeit von DR 15-Molekiilen préisentiert
werden, sind drei 9 Aminosduren lange Kernsequenzen, beginnend an Position 29, 38
und 169 der a3(IV)NC1-Doméne (Phelps et al, 1996; Phelps et al, 1998). Experimentell
konnte jedoch nachgewiesen werden, dass auch andere Abschnitte der a3(IV)NCI1-
Domine mit der gleichen bis hoheren Intensitdt vom DR15-Molekiil gebunden werden
als die natiirlich bevorzugten. Diese Tatsache deutet auf die Existenz weiterer
Prozessierungsfaktoren hin (Phelps et al, 1998).

Auch konnte 1996 der erste CD8" T-Zell-Klon isoliert werden, der natiirlich MHC
Klasse I restringiert ist (Merkel et al, 1996).

HLA DRB1*07 hat eine hohere Bindungsaffinitit zu der a3(IV)NC1-Doméne als HLA
DRB1*15. Demnach hat das HLA DRB1*07-Molekiil einen protektiven Effekt , weil es
wihrend der Prozessierung die von o3(IV)NCI1 stammenden Peptide abzufangen
vermag, bevor diese HLA DRBI*15 restringierte T-Zellen zu einer pathologischen
Antwort stimulieren konnen (Phelps et al, 2000).

Das Goodpasture-Antigen wird in der Medulla des Thymus expremiert, wo es sich in
der Néhe der Hassall'schen Korperchen befindet. Der Bezug zu diesen Strukturen
impliziert eine T-Zell-Apoptose und damit eine negative Selektion (Wong et al, 2001).
Einige T-Zellen scheinen jedoch der Deletion zu entgehen. In der akuten
Krankheitsphase steigt die Zahl der CD4'-T-Zellen stark an und fillt im Zeitverlauf
wieder ab. Dies kann als Hinweis auf eine wiedergewonnene Thymus-Kontrolle
interpretiert werden und damit das Ausbleiben von Riickféllen erkldren (Salama et al,
2001a). Des weiteren ist das Auftreten von CD25" Zellen beschrieben worden, die
erstmals drei Monate nach dem Ausbruch der Erkrankung auftraten und die Antwort
gegen das Goodpasture-Antigen unterdriicken konnten (Salama et al, 2003). Auch das

spricht flir das meist einmalige Auftreten der Erkrankung.
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Studien am Maus-Modell haben ergeben, dass die T-Zell-Antwort gegen a3(IV)NCI
iiber Thl-Zellen vermittelt wird. Diese sind nicht nur fiir die Antikorperproduktion

wichtig, sondern auch fiir die Steuerung des Entziindungsvorgangs (Kalluri et al, 1997).

1.7 Goodpasture und andere Formen des renopulmonalen Syndroms

Neben dem Goodpasture-Syndrom existiert eine Vielzahl weiterer Erkrankungen
unterschiedlicher Pathogenese, die klinisch unter dem Bild eines renopulmonalen
Syndroms mit Himoptysen und Glomerulonephritis verlaufen konnen. Hierzu zéhlen
Kollagenosen wie SLE, viele Vaskulitiden wie Purpura Schonlein-Henoch, Morbus
Wegener, Panarteriitis nodosa, Mikroskopische Polyangiitis und weitere (Wilson,
1996). Die Bestimmung von Autoantikdrpern (Saxena et al, 1995) und der Bestandteile
des Komplementsystems kann bei der Diagnosestellung helfen. Das Goodpasture-
Syndrom und die systemischen Vaskulitiden besitzen beide normales Komplement,
weshalb eine Unterscheidung von Anti-GBM-Autoantikorpern und Anti-Neutrophilen-
Cytoplasmatischen-Antikdrper (ANCA) wichtig ist (Westman et al, 1997), beide
Populationen machen iiber 80 % der auftretenden Antikérper beim renopulmonalem
Syndrom aus (Saxena et al, 1995). Bei den ANCA unterscheidet man per
Immunfluoreszenz zwei Typen: C-ANCA (zentral) und P-ANCA (perinucleédr). Das C-
ANCA-Autoantigen besitzt eine Grofle von 29 kDa und entspricht der Proteinase 3
(Jenne et al, 1990). Das P-ANCA-Autoantigen ist variabler. Es entspricht meistens dem
Enzym Myeloperoxidase (MPO) (Falk et al, 1990), obwohl auch andere Neutrophilen-
Enzyme in Frage kommen, wie die humane Elastase, Kathepsin G oder Lactoferrin
(Kallenberg et al, 1994). Es wurde auch von Féllen berichtet, in denen MPO-ANCA
auch ein C-ANCA-Reaktionsmuster in der Immunfluoreszenz aufweisen (Segelmark et
al, 1994). Der Nachweis von ANCA ist assoziiert mit vaskulitischen Erkrankungen wie
Morbus Wegener und Mikroskopischer Polyangiitis (van der Woude et al, 1985; Falk &
Jennette, 1988). Der Nachweis von C-ANCA ist hoch charakteristisch fiir einen Morbus
Wegener. Diese Erkrankung weist folgende Kennzeichen auf: 1. Nekrotisierende
Vaskulitis der kleinen bis mittleren GefdBe (Kapillaren, Venolen, Arteriolen und
Arterien), 2. Granulomatose Entziindung im Respirationstrakt, 3. Nekrotisierende

Glomerulonephritis (Savage et al, 2000). Der obere Respirationstrakt ist zu 90 %
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befallen, die Niere zu 80 %. Daneben konnen alle Organsysteme generalisiert befallen
werden. Riickfille sind im Gegensatz zum Goodpasture-Syndrom nicht selten.

Mit dem Nachweis von P-ANCA geht die Mikroskopische Polyangiitis zu 70 % einher
(Braun, 1999). Auch hierbei sind kleinere und bisweilen auch mittlere Gefdfle von einer
nekrotisierenden Vaskulitis befallen. Es finden sich keine Ablagerungen von
Immunkomplexen in den GefaBwénden. Im Unterschied zum M. Wegener treten aber
keinerlei Granulome auf (Jennette et al, 2001). Nierenbefall mit RPGN ist sehr hdufig,
er kann auch isoliert bestehen. Lungenbefall kann ebenfalls auftreten.

M. Wegener und Mikroskopische Polyangiitis sind hdufigere Ursachen fiir das
kombinierte Auftreten von RPGN und Hémoptysen als das Goodpasture-Syndrom
(Andrassy et al, 1991).

Seit 1989 ist bekannt, dass einen Subpopulation von Patienten mit Anti-GBM-
Autoantikorpern auch positive ANCA aufweist (O'Donoghue et al, 1989). Seitdem
haben sich viele Studien mit dieser Koexistenz beschéftigt (Weber et al, 1992; Jayne et
al, 1990). 30 % der Patienten mit Anti-GBM-Autoantikdrpern hatten positive ANCA,
bei 8 % der Patienten mit ANCA-Titern lieen sich ebenfalls Anti-GBM-Antikdrper
nachweisen (Jayne et al, 1990). Eine andere Studie ergab, dass 22 % der Patienten mit
Anti-GBM-Autoantikoérpern nachweisbare ANCA besallen, die zumeist (74 %) gegen
die Myeloperoxidase gerichtet waren (Short et al, 1995).

1.8 Fragestellung

Sowohl beim klassischen Goodpasture-Syndrom, bei der isolierten Form der rasch
progredienten Nephritis (Anti-GBM-Nephritis), als auch bei ,,doppelt* positiven
Patienten mit ANCA-positiver Vaskulitis treten polyklonale Autoantikdrper gegen
a3(IV)NCI auf.

Zwei Epitope (GP, und GPp) sind fiir die Antikérperbindung relevant: die Aminoséduren
17-31 und 127-141. Mittels rekombinanter chimdrer Antigene (C2, C6 und C2.6)
konnen verschiedene Anteile des Antigens getrennt dargestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit soll die Frage beantwortet werden, ob unterschiedliche

klinische Verldaufe mit der Feinspezifitit der Autoantikdrper in Zusammenhang stehen.
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2 Methoden

2.1 Transformation

Bei der Transformation kamen 5 verschiedene DNA-Molekiile (Abb. 3) zum Einsatz:
zwei codierten die nativen Proteine a3 und al und drei die chimiren a3/al1(IV) NC1-
Molekiile C2, C2.6 und C6.

o] residues
* 3 residues

NHz

Abb. 3 Schematische Darstellung der al/a3(IV)NCI1-Chimiren. Die weilen Kreise entsprechen den al-
Resten, die schwarzen Kreise den ersetzten Abschnitten aus a3. Disulfidbriicken sind durch kurze Linien
dargestellt (Netzer et al, 1999)

Zur Erfolgskontrolle der Transformation wurde das Plasmid pUC18 verwendet.

100 pl einer Suspension kompetenter E.coli (Stratagene, Heidelberg, Deutschland)
wurden mit 0,85 pl B-Mercaptoethanol (25 mM) versetzt und unter gelegentlichen
Schiitteln auf Eis 10 min inkubiert.

Nach Zugabe von 50 ng DNA wurde erneut 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem
Hitzeschock von 42°C fiir 45 s und einer nochmalige Inkubation auf Eis fiir 2 min
wurde die Suspension unter Zugabe von 0,9 ml SOC-Medium fiir 1 h bei 37°C
inkubiert.

Zur Selektion wurden die Bakterien auf LB-Agar mit 100 pg/ml Ampicillin
ausplattiert.
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Die resistenten Klone wurden nach Ubernacht-Fliissigkultur mittels 200 mM NaOH
lysiert und die DNA im Miniprep (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach den Angaben des
Herstellerprotokolls aufgearbeitet.

Hierbei wurden zunichst storende Proteine aus dem Lysat durch den Zusatz von 3,0 M
Kaliumacetat bei 4 °C ausgefillt und bei 12.000 x g abzentrifugiert. Uber einen DNA-
bindenden Ionenaustauscher konnte die DNA aus dem Uberstand aufgereinigt und
eluiert werden. Durch Zusatz von Isopropanol wurde die DNA prézipitiert. Sie wurde
anschlieBend zur Kontrolle in einem 2 % Agarose-Gel bei 120 V aufgetrennt.

Fiir ein erstes Protein-Screening wurde die Plasmid-DNA, frei von Salzen, Ethanol und
Calcium-lonen, unter Zugabe von Methionin in ein In-vitro-Transkriptions-
/Translationssystem  aus  Kaninchen-Retikulozyten ~ (TnT®  Quick  Coupled
Transcription/Translation Systems, Promega, Mannheim, Deutschland) eingebracht. Pro
25 pl- Ansatz verwendet man 20 pl TnT®QuickMasterMix, 0,5 ul 1 mM Methionin,
2 ul DNA-Plasmid (0,5 pg/ul) sowie 2,5 ul nuclease-freies Wasser. Anschlielend
wurde flir 90 min bei 30 °C inkubiert (sieche Herstellerprotokoll). Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden 2 ul - Aliquots mit 20 pl 2 % - SDS-Puffer versetzt und fiir
2 min auf 100 °C erhitzt, um die enthaltenen Proteine zu denaturieren. Die Proteinlysate
wurden im Western Blot untersucht.

Nach positivem Ergebnis erfolgte ein Ansatz von 250 ml Fliissigkultur fiir jedes der 5
Plamide (LB-Medium mit Ampicillin) sowie die Aufarbeitung der Bakterienklone im
EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). Hierzu wurden die
Bakterien nach mehreren Waschschritten mit 50 mM Tris-Puffer pH 8,0 in 200 mM
NaOH mit 1 % SDS lysiert. Nach 5 min Inkubation erfolgt der Zusatz eines
Neutralisationspuffers (3,0 M Kaliumacetat pH 5,5) und eine 30 min Inkubation auf Eis.
Im Anschluss folgten mehrere Zentrifugationsschritte bei 20.000 x g sowie eine
Applikation des Uberstandes auf eine vorbereitete, dquilibrierte Qiagen-Siule nach
Angaben des Herstellerprotokolls. Die DNA wurde dann mittels QF-Puffer (1,25 M
NaCl, 50 mM Tris-Cl , pH 8,5 , 15 % Isopropanol, von Qiagen ) eluiert und unter
Zusatz von 70 % Isopropanol prézipitiert. Gleich darauf erfolgte eine weitere
Zentrifugation bei 15.000 x g und 4 °C fiir 30 min. Der Uberstand wurde abgegossen,

die prézipitierte DNA vorsichtig mit 70 % Ethanol gewaschen und erneut fiir 10 min
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unter obigen Bedingungen zentrifugiert. AnschlieBend wurde die luftgetrocknete DNA
in 250 pl TE-Puffer geldst und photometrisch bei 260/280 nm vermessen.

2.2 Transfektion

Da Bakterienkulturen die komplexe Struktur der a3(IV)NC1-Doméne (und damit auch
der Chiméren) nicht korrekt falten konnen, ist ein eukaryotisches Expressionssystem
notwendig. Hierflir haben sich humane embryonale Nierenzellen (HEK-293, ACC 305,
DSMZ, Braunschweig, Deutschland) bewéhrt und wurden auch in der vorliegenden
Arbeit eingesetzt. Die Zellen wurden in DMEM (Biochrom AG, Berlin, Deutschland)
mit 10 % FCS (FCS 585X / 605L, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) und 3 mM L-
Glutamin (PAA Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland) sowie
Penicillin/Streptomycin (50 mg/l) in unbeschichteten Zellkulturflaschen iiber mehrere
Tage kultiviert. Nach Erreichen einer ausreichenden Dichte konnten sie spéter in
Sechs-Lochplatten vereinzelt werden. 70-80 % konfuente Zellen wurden dann durch
Calcium Phosphat Koprizipitation transfiziert.

Am Vortag der Transfektion wurden die Zellen nochmals 1:2 gesplittet, um ein
gleichméBiges Monolayer zu erhalten. Drei Stunden vor dem Versuch wurden die
Zellen nochmals mit frischem Medium versorgt.

Zur Transfektion wurden zunichst 10 ug der durch den Maxiprep gewonnenen Plasmid-
DNA mit einem Zehntel des Probenvolumens 3 M NaAc-Losung (pH 5,2) versetzt und
mit dem 2,5fachem Volumen an 100 % Ethanol ausgefillt. Nach erneutem Losen in
70 % Ethanol und Abzentrifugieren wurde das Pellet in 450 pl 1/10 TE-Puffer
suspendiert.

Unter Zusatz von 50 pl einer 2,5 M CaCl,-Losung wurde die DNA tropfenweise zu
500 pl HBS-Puffer pH 7,12 gegeben. Sobald der Niederschlag erkennbar war, wurde
die Zellkultur mit der Losung bei 37 °C inkubiert.

Nach drei Stunden wurde das Kulturmedium aspiriert. Die Zellen wurden nun fiir 30 s
einem ,,Glycerol-Schock® (15 % Glycerol in PBS) ausgesetzt, bevor das Medium ersetzt
wurde.

Alle verwendeten Puffer kamen steril filtriert zur Anwendung.
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Nach 48 h begann die Selektion mit 250 pg/ml G418. Resistente Klone wurden isoliert
und der Kulturiiberstand bereits in diesen friithen Stadien per Western Blot auf die
Expression rekombinanter Proteine untersucht.

Klone mit entsprechender Expression wurden darauthin weiterkultiviert, bis sie in
zweistockigen 400 ml-Kulturflaschen (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) vermehrt
werden konnten. Der Uberstand mit dem sezerniertem Protein konnte nach 48 h Kultur
in serumfreiem Medium geerntet werden. Nach Zentrifugation (20 min bei 3000 g)
wurde der geklirte Uberstand mit EDTA (2 mM) versetzt und bei —20 °C eingefroren.
Die Zellkultur wurde danach fiir weitere 48 h mit serumhaltigem Medium versetzt,
bevor ein zweiter Ansatz mit serumfreiem Medium folgen konnte. Pro Zellkulturansatz

wurden insgesamt 800 ml proteinhaltiger Uberstand geerntet und weiter aufgearbeitet.

2.3 Affinitatschromatographie

Das zu untersuchende Protein wurde durch die nachfolgenden Schritte aus dem
Zellkultur-Uberstand isoliert und aufgereinigt.

Chromatographie-Siulen wurden zu diesem Zweck mit ANTI-FLAG®M2 AFFINITY
GEL (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) (Abb. 4 [1]) beschichtet. Das Agarose-Gel
enthdlt monoklonale Maus-IgG-Antikorper, die gegen das Flag-Epitop der
aufzureinigenden rekombinanten Proteine gerichtet sind. Die Sdulen wurden mit TBS-
Puffer pH 7,4 &quilibriert ohne das Gelbett aufzuwirbeln. Zur Regeneration wurden
dreimal 5 ml 0,1 M Glycin-HCI pH 3,5 auf die Sédule gegeben, dann folgte ein
Waschschritt mit 5 ml TBS pH 7,4, um den pH-Wert wieder anzuheben.

Die Sdule wurde anschlieBend mit drei bis vier ml des Zellkultur-Uberstandes
iiberschichtet (Abb. 4 [2]) und das System geschlossen. 400 ml Uberstand (Abb. 4 [3]),
zur besseren pH-Stabilitdt mit 50 ml TBS pH 7,4 versetzt, flossen nur der Schwerkraft
folgend durch die Siule. Eine zweite Passage iiber Nacht erhohte die Proteinausbeute.
Im Anschluss wurde die Sédule mit 50 ml TBS gewaschen. Dabei war auf einen
vollstindigen Durchlauf des Puffers zu achten. Durch Zugabe von zweimal 2 ml
FLAG®PEPTIDE (Sigma) konnte das Protein kompetitiv aus der Bindung an die Sdule
verdrangt und in Fraktionen eluiert werden. Das 16sliche Peptid wurde dabei in einer

Konzentration von 100 pg/ml in TBS-Puffer eingesetzt.
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Nach dem Einsatz wurde die Sdule durch das Ansduern des pH-Werts mit dreimal 5 ml
Glycin-HCI pH 3,5 vom FLAG-Peptid befreit. Die folgenden Waschschritte wurden mit
TBS-Puffer unter Zusatz von 0,02 % Natium-Azid durchgefiihrt, um der bakteriellen
Besiedelung vorzubeugen. Die Sdule konnte dann mehrere Monate aufbewahrt und
wiederverwendet werden.

Alle beschriebenen Schritte wurden bei 4 °C durchgefiihrt.

Das Eluat wurde anschliefend bei 4 °C in TBS-Puffer pH 7,4 unter permanentem
Rithren dialysiert, um Protein und Reste des FLAG-Peptids zu trennen. Der erste
Pufferwechsel erfolgte nach vier Stunden, der zweite am néchsten Tag.

Danach wurden die Proteinlosungen durch Zentrifugation mit Centricon Plus-20-
Rohrchen konzentriert und photometrisch vermessen. Eine Extinktion von 1,6 OD bei
280 nm entsprach einer Proteinkonzentration von 1 mg/ml. Aliquots konnten bei 4 °C

fiir eine kiirzere Zeit, bei —20 °C fiir Monate aufbewahrt werden.

Abb. 4 Versuchsaufbau Affinitdtschromatographie. [1] Sdule mit ANTI-FLAG®M?2 AFFINITY GEL, [2]
dartiber geschichteter Zellkulturiiberstand, [3] aufzureinigender Zellkulturiiberstand (400 ml), [4] Eluat,
[5] ,,Auslaufschutz mit TBS-Puffer pH 7,4; [6] Silikonschlduche, bei den Waschschritten wurde das
System gedftnet, [7] Haltevorrichtung
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2.4 Waestern Blot

Die Patientenseren wurden mittels der Western Blot-Methode untersucht.
Probenvorbereitung:

Von den fiinf verschiedenen Proteinchimiren wurden jeweils 250 ng bzw. 500 ng pro
Spur aufgetragen.

Ein Volumenanteil des Proteins, der der oben angegebenen Menge entsprach, wurde im
Verhéltnis 1:2 mit Laemmli-Puffer versetzt. Danach wurden die Proben im Heizblock
bei 95 °C fiir zwei Minuten gekocht. Um ein weiteres Denaturieren des Proteins zu

unterbinden, wurde auf die Zugabe von 3-Mercaptoethanol verzichtet.

2.4.1 Gelelektrophorese

Zum Einsatz kamen SDS-Polyacrylamid-Gele mit einem Acrylamidgehalt von 15 %.
Das Gel wurde nach folgender Vorschrift angesetzt:

Trenngel:

1.40 % Acrylamid 1:37 3,75 ml

2.4X Lower Tris pH 8,8 2,50 ml

3.10 % SDS 0,10 ml
4. Aqua dest. 3,65 ml
5.10 % APS 60 pul

6. TEMED 4 ul
Sammelgel:

1. 40 % Acrylamid 1:37 0,2 ml
2. 4X Upper Tris pH 6,8 0,5 ml

3.10 % SDS 20 pl
4. Aqua dest. 1,5 ml
5.10 % APS 20 ul
6. TEMED 4 ul

Nach vorsichtigem Durchmischen wurde zuerst das Trenngel in die Gelkammer
eingefiillt, nach der abgeschlossenen Polymerisation das Sammelgel dariibergeschichtet
und der Kamm eingesetzt.

Nach dem Ziehen des Kammes wurde die Kammer mit Laufpuffer aufgefiillt.
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Die Proben (250 ng pro Spur) wurden repititierend nach folgendem Schema
aufgetragen: Protein-Standard, as, o, C2, C2.6, C6.

Bei den fiir die Testung von Patientenseren vorgesehenen Blots wurde noch eine Spalte
Rinderserumalbumin (BSA) in dquivalenter Proteinmenge zwischen dem Standard und
a3 eingefiigt.

Solange die Proben im Sammelgel konzentriert wurden, war das Netzgerét auf 100 V
eingestellt, um diesen Vorgang zu beschleunigen. Die Passage des Trenngels erfolgte
bei 20 mA pro Gel (Voltzahl automatisch eingestellt), um die Auftrennung zu

optimieren und bendtigte eineinhalb bis zwei Stunden.

2.4.2 Western Blot

Nach Ablauf der Gelelektrophorese wurde das Gel zusammen mit einer
Nitrozellulosemembran in die Blotkammer iibertragen.
Zuvor waren die Blotting-Pads in einer Losung aus 25 ml Transfer Buffer (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland), 100 ml Methanol, auf 500 ml mit Aqua dest. aufgefiillt,
eingeweicht worden, bis alle Luftblasen entwichen waren.
Die Schichtung in der Kammer erfolgte nach unten anschliefendem Schema von der
Kathode zur Anode:

1. Blotting Pad
Blotting Pad
SDS-Gel
Nitrozellulosemembran
Blotting Pad
SDS-Gel
Nitrozellulosemembran

Blotting Pad

o ® 2o kWD

Blotting Pad

Die Kammer wurde mit dem Transfer-Puffer (mit Methanol) gefiillt. Das Blotten
erfolgte bei 30 V fiir 90 min. Wahrend dieses Versuchschritts musste mit Eis gekiihlt
werden, um der Erwdrmung der Kammer entgegenzuwirken.

Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurde die Membran unmittelbar nach
dem Blotten fiir 30 min in eine Losung von 5 % Milchpulver in TBS-Puffer pH 7,4
eingelegt.
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Nach dem AbgieBen des Milchpulvers kamen die Membranen mit dem Primaér-
Antikorper in Kontakt. Hierzu wurden die Antikorper in 0,05 % Milchpulver in TBS
geldst und davon 3 ml zu jeder Membran gegeben. Der mit allen Chiméren in gleicher
Intensitét reagierende Anti-Flag-Antikorper (Abb. 5) wurde in einer Verdiinnung von
1:500 eingesetzt; er diente als Kontrolle fiir eine gleichméBige Proteinauftragung. Sonst
wurden Patientenseren, je nach Stirke der Farbreaktion 1:50, 1:100 oder 1:200
verdiinnt, als Primér-Antikdrper verwendet. Als Negativkontrolle dienten Seren aus
dem Normalkollektiv in gleicher Verdiinnung. Bei 4 °C wurden die Membranen unter
kontinuierlicher Rotation auf einem Rollenmischer iiber Nacht inkubiert.

Alle Antikorper-Losungen konnten in Abhdngigkeit des Titers drei- bis viermal
eingesetzt werden, sofern sie bei 4 °C gelagert wurden.

Am nichsten Tag erfolgten drei zehnminiitige Waschschritte mit 0,05 % Tween 20
(SIGMA) in TBS, bevor die Membranen mit dem Sekundir-Antikérper (Verdiinnung
1:5000 in 0,05 % Milchpulver in TBS) fiir eine Stunde inkubiert wurden. Als
Antikorper diente beim FEinsatz von Anti-Flag-Antikorpern ein Goat-anti-mouse-
Antikorper aufgrund des murinen Ursprungs, bei Verwendung von Patientenseren ein
Anti-Human-IgG+IgM-Antikorper. Beide Sekundér-Antikorper waren mit alkalischer
Phosphatase gekoppelt.

a3 al C2C2.6 C6

Abb. 5 Western Blot mit Anti-Flag-Antikorpern 1: 500 entwickelt. Dieser reagiert gleich stark mit o3, al

und den Chiméren

2.4.3 Detektion

Zur Detektion kam ein Farbsystem, basierend auf der enzymatischen Umwandlung
durch alkalische Phophatase, zum Einsatz.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Membran noch drei weitere Male, wie
bereits beschrieben gewaschen, um den nicht gebundenen Anteil an Sekundér-

Antikorper zu entfernen.



21

Dann folgte der Zusatz von 10 ml einer Substratlosung fiir das Enzym. Diese Losung
beinhaltete 65 pul BCIP und 65 pul NBT in AP-Puffer pH 9,5.

In Abhingigkeit von der Menge der gebundenen Antikorper zeigte sich nach einigen
Minuten auf der Membran eine charakteristische Blaufarbung (Abb. 5).

Nach dem Stoppen der Reaktion durch flieBendes Wasser war die Farbung stabil.
AnschlieBend konnten die gefdrbten Blots mit Hilfe eines speziellen Programms
(Quantity One Quantification Software, Biorad, Miinchen, Deutschland) analysiert

werden.

2.5 Proteinfarbung

Als weitere Nachweismethode diente die Proteinfirbung. Analog zum Western Blot
wurden die Proben vorbereitet, auf 15 % Acrylamid-Gel aufgetragen, die
Gelelektrophorese durchgefiihrt und im Anschluss mit Coomassie-Blau geférbt.

250 mg Coomassie-Blau wurden in 45 ml Methanol, 10 ml Eisessig mit Wasser, auf
100 ml aufgefiillt, geldst.

Das Gel wurde mit einem geeigneten Volumen Farblosung iiberschichtet und iiber
Nacht inkubiert.

Danach wurde die Losung abgeschiittet. Durch Waschen in der oben beschriebenen
Methanol-Eisessig-Wasser-Mischung iiber 3 h konnten iiberschiissige Farbreste entfernt
werden.

Da geférbtes Gel nicht stabil ist, wurde das Ergebnis eingescannt.
2.6 Patientenseren

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 23 Patientenseren untersucht. 14 Patienten waren am
Goodpasture Syndrom erkrankt, 7 an Morbus Wegener sowie zwei an mikroskopischer
Polyangiitis. Die Seren wurden aus verschiedenen immunologischen Einsendelabors
bezogen, mit denen eine Kooperation bestand.

Die klinischen Verlaufsdaten wurden von den jeweiligen Medizinischen Kliniken
zugesandt. Aus Griinden des Datenschutzes wurden die Daten mittels eines
standardisierten Fragebogens erfasst und den mit Nummern kodierten Seren zugeordnet.
Die Fragebogen enthielten neben Angaben zur Person den zeitlichen Verlauf der
Erkrankung unter getrennter Symptomerfassung (Allgemeines Krankheitsgefiihl,

Husten, blutiges Sputum, Lungenblutungen), die durchgefiihrten Therapien, das
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Outcome nach Therapieabschluss, sowie Laborparameter wie Kreatinin im Verlauf und

Hohe des Antikorpertiters.

2.7 Material

Neben bereits erwdhnten Produkten und Herstellern wurden folgende Substanzen

verwendet:
Tab. 1 Eingesetzte Materialien und Herstellernachweis

Bakterienkultur

Epicurian Coli® XL1-Blue superkompetent Stratagene, Heidelberg, Deutschland

cells

3-Mercaptoethanol Stratagene, Heidelberg, Deutschland

SOC-Medium Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Lennox L-Broth-Base-Medium Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

(20g auf 11 Wasser)

Ampicillin Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Isopropanol Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Ethanol J. T. Baker, Griesheim, Deutschland

Zellkultur

Dulbecco’s Medium (DMEM) Biochrom AG, Berlin, Deutschland

FCS (fetales Kélberserum) 605 L /585 X  Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Penicillin / Streptomycin PAA  Laboratories GmbH, Cdlbe,
Deutschland

L-Glutamin PAA  Laboratories GmbH, Codlbe,
Deutschland

Hepes (N-2-(Hydroxyethyl)-piperazin- Sigma, Deisenhofen, Deutschland
N’(2-ethansulfonsdure))
NaCl (Natriumchlorid) Merck, Darmstadt, Deutschland



CaCl,

Na,HPO4
Natriumazid

KCI (Kaliumchlorid)
HCl

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)

EDTA
Glycerol
G418 (Geneticin)

Affinititschromatographie

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Anti-Flag®M2AffinityGel
Flag®Peptide
Glycin 99 %

Western Blot

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Acrylamid 40 % 1:37
(Acrylamid/bisacrylamid)

SDS (Natriumdodecylsulfat)

APS (Ammoniumpersulfat) 98 %
TEMED
(N,N,N,N-tetramethylethylendiammin)
Tween 20
(Polyoxyethylensorbitanmonolaurat)
Methanol

TrisGlyTransferBuffer 25X
SeeBlueTM Pre-Stained Standard
BSA (Bovine Albumin Fraction V)
Nonfat dry milk

Anti-Flag®M2 F-3165

Alkaline phosphatase-conjugated
AffiniPure Goat-Anti-Mouse IgG (H+L)

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

J. T. Baker, Griesheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Carnation, USA

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Dianova, Hamburg, Deutschland
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Alkaline phosphatase-conjugated
AffiniPure Rabbit-Anti-Human IgG+IgM
Magnesiumchlorid (MgCl,)

BCIP
(5-Bromo-4-chloro-3-indolylphosphat)
NBT (Nitro blue tetrazolium)

DMF (N,N-Dimethylformamid)

Dianova, Hamburg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Eisessig (Essigsdure 98 %)

Coomassie-Blau

Verwendete Gerite und Materialien

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Zellkulturflaschen, klein und 6Loch
Zellkulturflaschen, zweistockig
Affinitdtschromatographie

Glass Econo-Column 1,0 X 10
Silikonschlauch 3,0 X 5,0 mm
SpectraPor® CE Cellulose Ester Membran
5.000

Spin Columns: Centricon Plus-20

Sarstedt, USA
Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland
A. Hartenstein, Wiirzburg, Deutschland

Spectrum Laboratories Inc., USA

Millipore, Eschborn, Deutschland

Western Blot

Nitrocellulose Membran Filter Paper Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sandwich

Blotkammer: Dual Gel Caster Mighty Hoefer, San Francisco, USA

Small SE 245

Gelelektrophorese-Kammer: Xcell 2 E Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
19001

Centrifuge 5417 C Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Zentrifuge Rotina 46 R Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Megafuge 1.0 R
Waagen: PM 6100 und AE 240
UV-Spektrometer Lambda 12

Heraeus, Hanau, Deutschland
Mettler, Ziirich, Schweiz

Perkin Elmer, Uberlingen, Deutschland



Puffer, selbst hergestellt:

TE pH 7,1: 1fach
1 mM Na,HPO4
10 mM Tris-HCl
1 mM EDTA

SDS- Laufpuffer 10fach
250 mM Tris

2 M Glycin

7 mM SDS

HBS pH 7,12 2fach
140 mM NacCl
25 mM Hepes

PBS pH 7,2-7,4 10fach
6.8 M NaCl

130 mM KCl

75 mM KH,PO4

500 mM Na,HPO4

NBT
50 mg/ml in 70 % DMF

25

TBS pH 7,4 1fach
50 mM Tris
150 mM NaCl

Laemmli-Puffer

200 mM Tris

6 % SDS

15 % Glycerol

10 mg Bromphenolblau

Lower Tris pH 8,8 4fach
750 mM Tris

Upper Tris pH 6,8 4fach
250 mM Tris

Alkalische Phosphatase Puffer (AP) pH 9,5

50 mM Tris
50 mM NaCl
1 M MgCl,

BCIP
26 mg/ml in DMF
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3 Ergebnisse

3.1 Anti-GBM-Seren reagieren unterschiedlich mit den Chiméiren

Zunichst wurden alle Patientenseren wurden mit einem Panel von drei Testantigenen
(C2, C6, C2.6) und zwei Kontrollantigenen (al als Negativkontrolle, a3 als
Positivkontrolle) getestet. Die a3—Kette entspricht dem nativen Antigen des Typ IV-
Kollagens. Auch al ist am Aufbau des Typ IV-Kollagens beteiligt. Es ist jedoch
immunologisch inert. Zwei Regionen der a3-Kette sind besonders wichtig fiir die
Antikorperbindung, da sie Disulfidbriicken enthalten, die fiir die sterische Struktur des
Antigens unerlésslich sind: die Aminosduren 17-31 und 127-141 (Netzer et al, 1999).
Fiir die Chimiren wurde die al-Kette so verdndert, dass sie jeweils unterschiedliche
Molekiilregionen von a3 expremiert. Die gereinigten Antigene hatten in der SDS-
Gelelektrophorese eine Grofle von 25-30 kDa.

Die Reaktivitdt gegeniiber a3 als dem nativen Antigen wurde 100 % gesetzt, die
Reaktivitit gegeniiber a1l wurde als unspezifische Kreuz-Reaktion (Netzer et al, 1999)
von allen anderen Werten subtrahiert. Von den chiméren Proteinen wies C2.6 die
hochste Reaktivitdt auf. Die anderen Chimiren reagierten schwicher, C6 dabei meist

stirker als C2 (Abb. 6). In nur zwei Féllen iiberstieg die Reaktivitdt mit C2 die von C6.

a3 ol C2 C2.6 C6

Abb. 6 Serum GP AH aus der Gruppe 3 als reprisentatives Beispiel fiir die Reaktion C2 < C6 = C2.6



27

Untersuchte Goodpasture-Patienten:

Bei den 14 untersuchten Goodpasture-Patienten lieBen sich anhand des Western Blots
drei Gruppen unterscheiden, die sich in ihrem Reaktionsmuster deutlich voneinander
abgrenzen (Abb. 7). Dabei war eine unterschiedliche Reaktivitdt mit den drei Chiméiren,
welche verschiedene Anteile des Goodpasture-Epitops repridsentieren, besonders
auffillig. Hieraus lassen sich Riickschliisse auf individuell verschiedene
Antikdrperpopulationen mit unterschiedlicher Bevorzugung einzelner Epitopregionen

ziehen. Besonders die komplexe sterische Struktur des Epitops ist dabei zu beachten.

- ‘ J Gruppe 3

a3 ol C2 C26 Co

Abb. 7 Verschiedene Reaktionsmuster gegeniiber den Chimédren. Gruppe 1: C2 > C6; Gruppe 2:
C2 < C6 << C2.6; Gruppe 3: C2 <C6 =C2.6

Bei allen drei Gruppen waren auflerdem Seren zu beobachten, bei denen die Reaktivitit
von den Chiméren C2.6 und teilweise auch der anderen C2 oder C6, die Reaktivitit von

a3 (und damit 100 %) iiberstieg,.

Die folgenden drei Abbildungen haben das Ziel, die drei verschiedenen Western Blot -

Gruppen néher zu charakterisieren:



28

129

€4

0z677%

€67 7

0ol
Dol

700

600

| Q |
j=] Q <
Ie] ~r [sp]

[26] 1EMAEDY

200

100

al C2 C2.6 C6

a3

GPH3 = GPSH|

Abb. 8 Reaktivitit der Seren der Gruppe 1: C2 > C6

08 |

9GS

OO0OO0O0O0O0O0O

700

o o o
o o o
L0 < (90]
[96] YeuANEaY

T
o
o
N

600 ~

al

‘IﬂﬂﬂﬂﬂﬂlGPHll 0 GPH6 B1GPHW EGPH10 OGPNI BGPH12 %GPHS‘

Abb. 9 Reaktivitit der Gruppe 2: C2 < C6 << C2.6



29

700

600

500

400

300 -

Reaktivitat [%]

200

[cloloNeNo)
[eleololoNe)
o

100 -

a3 al C2 C2.6 C6

O GPH5 BEGPH2 BGPH7 I GPAH IlﬂllﬂﬂllﬂlGPHli%‘

Abb. 10 Reaktivitdt der Gruppe 3: C2 <C6 = C2.6

3.1.1 Gruppel: C2>Cé6

Zur ersten Gruppe (Abb. 8) zédhlten nur zwei Seren: GP H3 und GP SH. Die Reaktivitit
gegeniiber der Chimire C2 lag um ein Vielfaches iiber der Reaktivitidt mit der Chimére
C6 (um das Vierfache hoher bei GP H3 und um das Zehnfache hoher bei GP SH). Diese
Tatsache unterschied diese Seren deutlich von den beiden anderen Gruppen.

Dieses Ergebnis deutet auf eine Bevorzugung der Epitopregion GPA hin. Des weiteren
erreicht C2.6 das Reaktivitits-Maximum. C2.6 représentiert die Gesamtheit der beiden
GP4 und GPg in ihrer sterischen Anordnung.

Bei beiden Seren ubertraf die Reaktivitdt von C2.6 die von 3.

3.1.2 Gruppe2: C2<C6<<C2.6

Die zweite Gruppe (Abb. 9) nahm mit 7 Seren den Lowenanteil ein. Das
charakteristische Merkmal dieser Seren war ihre geringere Reaktion mit C2 im
Vergleich zu der Chimire C6. Die Reaktivitét mit der dritten Chimére C2.6 {ibertraf die

von C6 stark, meist um das Zwei- bis Dreifache. Damit war die Reaktion dieser Seren
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eine vollig andere als die der ersten Gruppe. Hier gab es offenbar verschiedene
Kollektive von Seren mit unterschiedlicher Bevorzugung der beiden Epitope GP,
(entspricht C2 — Gruppel) und GPg (entspricht C6 — Gruppe 2).

Auffallend ist auch das inhomogene Verhalten der Seren gegeniiber C2.6 in Relation zu
a3. Wie bereits erwéhnt, ist die Reaktivitit von o3 als dem nativen Protein immer
100 % gesetzt. Bei drei der Seren lag die Reaktivitit von C2.6 als der am stirksten
reagierenden Chimére zwischen 55 und 91 % der von a3. Die anderen vier Seren
zeigten ein abweichendes Verhalten. Obwohl die Seren kréftig mit a3 reagierten, war
die Bindung der Autoantikérper an die Chiméren, besonders an C2.6 sowie in zwel
Féllen auch an C6 um ein Vielfaches hoher als die von a3 bei gleicher Proteinmenge.
Auch wiederholte Messungen der Seren mit verschiedenen Verdiinnungsstufen (Abb.
11) als auch mit anderen Methoden (Abb. 12) (siehe auch Abb. 13) erbrachten das
gleiche Ergebnis. Offenbar ermdglichte die al-Umgebung des Epitops eine bessere

Zuginglichkeit bestimmer antigener Strukturen bei einigen Autoantikdrpern.

g 50

10100

a3 al C2 C2.6 C6

Abb. 11 Verschiedene Verdiinnungen von GP H11
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BSA a3 al C2 C2.6 C6

Abb. 12 Proteinfarbung mit Coomassie-Blau. Eine Gleichverteilung von Protein der Spuren a3 bis C6 ist

erkennbar.

“"‘._-—-——-—_

a3 al C2 C2.6 C6

Abb. 13 Western Blot mit Anti-Flag-Antikdrpern 1: 500 entwickelt. Gleich starke Reaktion mit a3, al
und den Chimiren, da der Antikorper gegen das bei allen vorhandene Flag-Epitop gerichtet ist. Dies

deutet auf eine gleichméssige Verteilung der Proteinmenge hin.

3.1.3 Gruppe3: C2<C6=C2.6

Als dritte Gruppe (Abb. 10) konnten fiinf Seren beschrieben werden. Sie waren durch
ihre Reaktion C2 < C6 = C2.6 zu charakterisieren. Damit standen sie der zweiten
Gruppe ndher als der ersten. Im Unterschied zu Gruppe 2 bestanden hier nur geringe
Differenzen in der Reaktivitit mit C2.6 und C6. Die Chimire C6 wies durchgehend
rund 90 % der Reaktivitit von C2.6 auf.

Auch bei der dritten Gruppe trat das oben beschriebene Phdnomen der unterschiedlichen
Relationen von a3 und C2.6. Drei Seren lagen mit ihren Werten fiir C2.6 unter denen

von a3. Die anderen wiesen hohere Werte fur C2.6 auf.
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3.2 Anti-GBM-Autoantikorper bei Vaskulitis-Patienten erfassen
andere Epitope

Weiterhin wurden auch ANCA-positive Seren auf ihre Reaktivitit mit dem
Goodpasture-Antigen bzw. seinen antigenen Bestandteile untersucht, da haufig
verschiedene Autoantikdrper gemeinsam auftreten. Dabei handelte es sich um 7 Seren
von Patienten mit Morbus Wegener (C-ANCA-positiv) und um zwei Patientenseren mit
mikroskopischer Polyangiitis (P-ANCA-positiv). Diese zeigten ein anderes

Reaktionsverhalten (Abb. 14).

500
450 + §
400 - o
350 ]
S 300 - g
:‘§ 1~
'S 250 A
£ g
S 200 A R
r
150
100 ’ 8 3 S o
50 N g
07 [eNeoloNoNeNoloNeNa] OO%%*“‘D Ha‘f‘—c\—io o oo
a3 al C2 C2.6 C6
O C-anca Sw EP-anca 11 @ P-anca 14 C-anca4 B C-anca3
C-anca2 f C-ancall f# C-ancal7 M C-ancab5

Abb. 14 Reaktivitit der Vaskulitis-Seren mit den Goodpasture-Epitopen

a3 zeigte bei allen 9 Seren eine nachweisbare Bande. Keines der Seren reagierte mit
der Negativkontrolle al. Die Chiméren reagierten sehr unterschiedlich. Keines der
Seren reagierte mit C2. Drei der Seren (C-ANCA 5, 10 und 17) reagierten zwar mit a3,
wiesen aber keine nennenswerte Reaktion mit den Chiméren auf (maximal 4 %). Diese
Reaktion stimmt nicht mit den bei den Goodpasture-Seren beobachteten Gruppen

tiberein. Bei den Goodpasture-Seren trat zumeist die Reaktion C6 < C2.6 oder C6 =
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C2.6 auf. Dem gegeniiber wiesen nur 5/9 der untersuchten Vaskulitis-Seren eine
signifikante Reaktion mit den Chiméren auf.

Zwei Seren (C-ANCA 3 und 4) reagierten auller mit a3 fast ausschlieBlich mit C6
(73 % und 27 %). Zwei weitere banden an C6 und C2.6 (C-ANCA SW , P-ANCA 11),
zeigten jedoch keinen ,,Synergismus®, d.h. keine Steigerung der Reaktivitit durch die
Abbildung der beiden Epitope GPA und GPp in der Chimére C2.6.

Nur ein Serum (P-ANCA 14) reagierte ahnlich wie die Goodpasture-Seren: a3 > C2.6 >
C6 > C2.

Bei den Vaskulitis-Seren wiesen die zusétzlichen Anti-GBM-Autoantikorper eine
deutliche Variabilitit auf. Ein Teil dhnelte den Goodpasture-Seren, andere scheinen
nicht die gleichen Epitope zu erfassen, da ihr Chiméren-Reaktionsmuster von den

Goodpasture-Seren deutlich abweicht.
3.3 Auswertung der Patientendaten

3.3.1 Patientenseren mit Anti-GBM-Antikorpern

In diese Gruppe fielen 14 Patienten.

3.3.1.1 Allgemeine klinische Angaben

Die Diagnose ,,Goodpasture-Syndrom* griindete sich auf den histologische Nachweis
einer diffusen extrakapilldren Glomerulonephritis (klinisches Bild: rapid progrediente
Glomerulonephritis - RPGN) sowie auf das Vorhandensein von oben genannten
AntikSrpern.

7 der Patienten zeigten eine pulmorenale Verlaufsform des Goodpasture-Syndrom (50
%), 6 Patienten wiesen nur eine Anti-GBM-Nephritis ohne Lungenbeteiligung auf (43
%), ein Patient hatte nur eine pulmonale Symptomatik. Einer der Patienten erlitt bereits
drei rekurrente Schiibe.

Das Verhiltnis von Ménnern zu Frauen betrug 8:6. Das Alter der untersuchten Gruppe
lag zwischen 24 und 74 Jahre, 5 der Patienten waren zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung zwischen 24-32 Jahre alt. Ein weiterer Haufigkeitsgipfel lag bei 55-66
Jahren (6 Patienten).

10 der Patienten zeigten allgemeine Krankheitssymptome wie Gewichtsabnahme,

Schwiche und trockenen Husten (Tab. 2) bereits mehrere Wochen bis Monate vor
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Diagnosestellung. Bei 8 Patienten konnten Hadmoptysen festgestellt werden. Diese
verliefen meist mild, ein Patient jedoch wurde beatmungspflichtig.

9 der Patienten wiesen bei Diagnosestellung eine begleitende Hypertonie auf, die bei
den meisten jungen Patienten (n=3) nach Therapie wieder sistierte.
Laboruntersuchungen ergaben bei 10 der Patienten eine Andmie mit einem
durchschnittlichen Hamoglobin von 8,2 mg/dl. Der Urin zeigte in 12 Fillen eine
Proteinurie (0,9-3,0 g pro Tag) sowie in 10 Féllen eine Hématurie (meist
Mikrohdmaturie). 13 Patienten wiesen ein erhohtes Serumkreatinin auf (durchschnittlich
5,4 mg/dl bei Streuung der Werte von 1,6-12,5 mg/dl).

Die Antikorper-Titer lagen im Mittel bei 1:80 (Streuung 1:40-1:320). Ein Patient wies
neben einem anti-GBM-Titer (1:160) auch einen positiven Titer gegen C-ANCA auf
(1:80 bei GP HW).

Anamnestisch konnte ermittelt werden, dass 9 der Patienten Raucher waren.

Tab. 2 Symptome bei Diagnosestellung bei Goodpasture-Patienten

Anzahl Prozent

Allgemeinsymptome 10 71
Husten 9 64
Héamoptysen 8 57
Andmie 10 71
Proteinurie 12 85
Hématurie 10 71
erhohtes Serumkreatinin 13 93
- mit terminaler Niereninsuffizienz 7

- ohne terminale Niereninsuffizienz 6

Hypertonie 9 64

3.3.1.2 Therapie und Outcome

Alle Patienten erhielten eine Kombination aus Plasmapherese und Immunsuppressiva.

Die Dauer der Plasmapherese lag zwischen 3 und 12 Tagen.
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Die medikamentdse Therapie bestand aus Steroiden (Methylprednisolon oder
Prednison) und Cyclophosphamid (in drei Féllen Umstellung auf Ciclosporin A (n=2)
bzw. Azathioprim wegen Leukopenie).

Das Steroid wurde in einer Konzentration von 250-500 mg Methylprednisolon {iber drei
Tage appliziert, dann in einer Konzentration von 1 mg/kg KG pro Tag weitergegeben.
Drei Patienten erhielten eine Cyclophosphamid-StofStherapie mit einer monatlichen
Dosis von 1000 mg i.v., die anderen 11 Patienten bekamen eine orale Therapie mit 1-
2 mg/kg KG Cyclophosphamid pro Tag.

Die durchschnittliche Therapiedauer nach Remissionseinleitung betrug 9 Monate.

7 Patienten bekamen ein Nierenversagen und mussten intermittierend dialysiert werden.
Das Ausgangs-Serumkreatinin lag zwischen 5,6 und 12,5 mg/dl. Die Anzahl der
Dialysen betrug 4 bis 9.

Tab. 3 Outcome hinsichtlich klinischer und serologischer Daten

normale CNI CNI
Nierenfunktion ohne Dialysepflicht mit Dialysepflicht
(n=7) (n=4) (n=3)
Alter 24,29,30,32, 55,56,57,66 31,65,74
39,48,55
Lungenbefall 5 1 2
Geschlecht (m/w) 5/2 1/3 2/1
Initial-Kreatinin
<2 mg/dl 5
< 6 mg/dl 2 3
> 6 mg/dl 1 3
Anti-GBM- 1:80 1:80 1:160

Antikorper- Titer

Bei 11 Patienten konnte die Nierenfunktion verbessert werden. 7 Patienten (Tab. 3)
hatten nach Therapieabschluss eine normale Nierenfunktion (Serumkreatinin 0,9-1,0
mg/dl). Davon lag das Kreatinin vor Therapiebeginn bei 5 Patienten bei < 2 mg/dl, bei 2

Fillen bei < 6 mg/dl. 4 Patienten befanden sich nach Therapieende im Stadium I der



36

chronischen Niereninsuffizienz mit erhohtem Serumkreatinin (1,4-2,3 mg/dl). Das
Ausgangskreatinin dieser Patienten lag hier bei 3 Fillen bei > 2 mg/dl und bei einem
Patienten > 6 mg/dl.

Bei drei Patienten konnte die Nierenfunktion nicht wieder hergestellt werden, diese
verblieben dialysepflichtig. Einer der Dialysepatienten verstarb drei Monate nach
Therapiebeginn an einer Sepsis.

Alle Patienten der Altersgruppe 24-32 Jahre (n=4) erlangten eine normale
Nierenfunktion wieder. Das Ausgangskreatinin lag deutlich niedriger (durchschnittlich
1,6 mg/dl) als bei den é&lteren Patienten (zwischen 55-74 Jahren), die héaufiger
niereninsuffizient blieben (Ausgangskreatinin rund 6,9 mg/dl). Auch waren die
jingeren Fille nicht durch eine gleichzeitig bestehende Hypertonie belastet.

Die anti-GBM-Titer waren nach einem Zeitraum von vier Wochen bis drei Monaten

nach Therapieeinleitung nicht mehr nachweisbar.

3.3.2 Patienten mit Vaskulitis

Zu dieser Gruppe zihlten 9 Patienten.

3.3.2.1 Allgemeine klinische Angaben

7 Patienten litten an Morbus Wegener, bei zweien wurde die Diagnose -einer
mikroskopischen Polyangiitis gestellt. Die Diagnosesicherung erfolgte mittels des
Nachweises von C-ANCA (M. Wegener) bzw. P-ANCA (mikroskopische Polyangiitis)
sowie durch die Histologie (Nachweis einer granulomatdsen/nekrotisierenden
Vaskulitis).

Alle Patienten wiesen eine renale Beteiligung im Sinne einer Glomerulonephritis auf, 4
Patienten hatten daneben eine pulmonale Beteiligung. AuBBerdem waren bei 5 Patienten
noch andere Organsysteme, z.B. Nervensystem, in Mitleidenschaft gezogen. Bei 3
Patienten trat ein weiterer Schub der Erkrankung auf, ein Patient erlitt zwei Rezidive.
Der Zeitpunkt der Erstdiagnose lag durchschnittlich 5 Jahre zuriick (zwischen 1-14
Jahren).

Die Altersverteilung lag zwischen 27 und 74 Jahren, die meisten Patienten (n=5)
standen im sechsten Lebensjahrzehnt und damit dem zweiten Altersgipfel der

Goodpasture-Patienten nahe. Alle Betroffenen waren ménnlichen Geschlechts.
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Tab. 4 Symptome bei Diagnosestellung bei Vaskulitis-Patienten

Anzahl Prozent

Allgemeinsymptome 8 89
Héamoptysen 4 44
Anémie 3 33
Proteinurie 7 78
Hématurie 5 56
erhohtes Serumkreatinin 9 100

- mit terminaler Niereninsuffizienz 0

- ohne terminale Niereninsuffizienz 9

Hypertonie 8 89

8 Patienten wiesen allgemeine Krankheitssymptome (Tab. 4) auf (Gewichtsabnahme,
Myalgien, Fieber, Husten) bereits mehrere Wochen bis Monate vor Diagnosestellung
auf. Bei 4 Patienten traten Hamoptysen auf, die jedoch in keinem Fall zu
Beatmungspflicht fiihrten.

Hypertonie als begleitendes Symptom trat bei 8 Fillen auf.

Laborchemisch zeigte sich bei drei Patienten eine Andmie (Hb = 9,0 mg/dl). Die
Nierenfunktion aller Patienten prédsentierte sich mit einem anfdnglich erhdhten
Serumkreatinin von durchschnittlich 2,4 mg/dl (Streuung 1,2-4,6 mg/dl und damit
niedriger als bei den Goodpasture-Patienten gleichen Alters) sowie mit Hadmaturie
und/oder mit Proteinurie (zwischen 1,1 und 3,2 g/d).

Die Antikorpertiter lagen im Durchschnitt bei 1: 2560 (1:320-1:10240).

3.3.2.2 Therapie und Outcome

Analog zu den Goodpasture-Fillen wurde allen Vaskulitis-Patienten eine
Kombinationstherapie aus Steroiden (anfangs 250-500 mg pro Tag, dann Reduktion)
und Cyclophosphamid verabreicht. Cyclophosphamid wurde gepulst in einer Dosierung
von 1000-1200 mg alle 4 Wochen iiber einen Zeitraum von 6 Monaten appliziert,
danach oral in einer Dosis von 2 mg/kg KG weiter gegeben (Dauer 12-18 Monate). Die

Rezidivpatienten erhielten entweder eine weitere Kombinationstherapie (n=3), ein
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Bei Betrachtung der obigen Abbildung (Abb. 15) fillt vor allem eine relativ gleiche
Verteilung der Fille mit pulmonaler Mitbeteiligung und isoliertem Nierenbefall {iber
alle ermittelten Gruppen auf. 8 Félle haben Lungen- und Nierenbefall, 6 Félle ein rein
renales Krankheitsbild.

Bei den Seren mit C2 < C6 << C2.6 (Gruppe 2) waren es drei Fille von 7 insgesamt mit
einem Vollbild des Goodpasture-Syndroms, bei den Seren mit dem Charakteristikum
C2 < C6 = C2.6 (Gruppe 3) hatten drei der fiinf Fille eine pulmonale Beteiligung— GP
H2, GP H7 und GP H13. Die beiden Seren mit dem Kennzeichen C2 > C6 (Gruppe 1)
wiesen beide Lungen- und Nierenbeteiligung auf.

Dem stehen vier Fille mit ausschlielichem Nierenbefall in Gruppe 2 gegeniiber, zwei
Fille in der dritten Gruppe.

Das Verhiltnis von pulmorenal Erkrankten zu rein renal betroffenen Patienten liegt
demnach bei Gruppe 2 bei 40 : 60 und bei Gruppe 3 bei 60 : 40. Jedoch erscheint dieser
Umstand aufgrund der kleinen Anzahl der getesteten Seren nicht als signifikant.
Interessant ist der Umstand, dass beide Seren der ersten Gruppe von Patienten mit dem
Vollbild des Goodpasture-Syndroms stammten. Ob das auch bei einer groBBeren Anzahl
von untersuchten Seren der Fall ist, konnte Gegenstand einer weiterfiihrenden
Untersuchung sein.

Insgesamt scheint sich das Befallsmuster des Goodpasture-Syndroms nicht in
verschiedenen Antikorperpopulationen mit unterschiedlichen Spezifititen fiir Lunge

und Niere niederzuschlagen.

3.3.4 Die Nierenfunktion eines Patienten am Therapieende korreliert nicht mit

unterschiedlichen Antikérperpopulationen

Da sich Lungenverdnderungen besser als eine eingeschrinkte Nierenfunktion
zuriickbilden und somit der Nierenbefall entscheidend fiir die Prognose eines Patienten
ist, stellte sich im Verlauf dieser Arbeit auch die Frage, ob bestimmte
Antikorperpopulationen mit einer unterschiedlichen Regeneration der Nierenfunktion -

dem Outcome - korrelieren.
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Anzahl der Patienten

)

normal eingeschrankt Dialyse

EWB 1 EWB2 EWB 3

Abb. 16 Vergleich der Autoantikdrper - Reaktivitdt und der Nierenfunktion (Outcome) am Therapieende:
Gruppe 1 (n=2), Gruppe 2 (n=7), Gruppe 3 (n=5). Gut erkennbar die dhnliche Verteilung von Nieren

gesunden, Patienten mit eingeschriankter Nierenfunktion und Dialysepatienten bei den Gruppen 2 und 3.

Die obige Abbildung zeigt die Beziehung zwischen der Reaktivitdt der Autoantikdrper
und dem Outcome der jeweiligen Patienten. Auch hier zeigten sich kaum Unterschiede
in der Reaktivitit mit den verschiedenen Chimiren und der Nierenfunktion am
Therapieende .

7 Patienten erlangten eine normale Nierenfunktion wieder, 4 hatten Einschrankungen,
drei blieben dialysepflichtig.

Sowohl unter den Patienten mit eingeschrinkter Nierenfunktion, als auch unter den
dialysepflichtigen Patienten waren die Western Blot - Gruppen 2 und 3 vertreten. Die
Nierengesunden dagegen rekrutierten sich aus allen drei bestehenden Western Blot -
Gruppen. Aus der Gruppe C2 < C6 << C2.6 waren drei Patienten nierengesund (=~ 40
%), jeweils zwei waren eingeschrankt bzw. dialysepflichtig. Von den 6 Patienten der
Gruppe C2 < C6 = C2.6 hatten zwei Patienten eine voll funktionierende Niere (40 %),

bei zwei Féllen mit Einschrankung und einem mit Dialyse.
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Interessanterweise stammen beide Patienten mit C2 > C6 (Gruppe 1) — GP SH und
GP H3 - aus der Gruppe der Nierengesunden. Da es sich hierbei nur um Einzelfille
handelt, ldsst sich hieraus keine allgemeingiiltige Aussage ableiten.

Im Chi—Quadrat-Test erwiesen sich die Unterschiede zwischen den drei Gruppen als
nicht signifikant (p = 0.72).

Unterschiede im Outcome lassen sich daher nicht auf unterschiedliche

Antikdrperspezifititen zuriickfiihren.

Auch hinsichtlich der Hohe des Antikorpertiters unterschieden sich Patienten mit
normaler bzw. eingeschrinkter Nierenfunktion nur gering (Abb. 17). Der Titer bei den
Patienten mit normaler Nierenfunktion betrug durchschnittlich 1:80, der
durchschnittliche Titer der Patienten mit eingeschriankter Nierenfunktion betrug 1: 100.
Bei den Fillen mit normaler Nierenfunktion bestand allerdings eine hohere Variabilitit
als bei denen mit eingeschrinkter Nierenfunktion. Dieser Unterschied erscheint
aufgrund der relativ geringen Datenmenge nicht als signifikant.

Lediglich die dialysepflichtigen Félle hatten einen hoheren Titer (durchschnittlich
1:190), was auf eine Bedeutung der Antikorpertiterhohe fiir den Verlauf hindeuten

konnte.

1:320 _| °
< 1:190
= 1160 — ° ° ] o

1:100

g 1:80
€ 1:80 — ° ° ° ° ° L
<
g
E 140 - ° °

120 - L4

normale NF eingeschrankte NF Dialyse

Abb. 17 Haufigkeit verschiedener Antikorpertiterhdhen je nach Outcome



Tab. 5 Ubersicht iiber klinische und serologische Daten aller Patienten

42
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GPSH 48 w Lunge, Niere ja 8,1 8,9 ja ja 1:40 N 0,9 1
GPH3 39 m Lunge, Niere ja 2,0 9,8 ja ja 1:20 N 1,0 1
GPH8 29 m nur Niere nein 1,6 7,0 ja ja 1:160 N 0,9 2
GP H12 32 m Lunge, Niere  nein 1,8 7,5 nein nein 1:80 N 1,0 2
GPH6 55 w  nur Niere ja 3,0 10,0 ja ja 1:160 N 1,0 2
GP H10 56 w  nur Niere nein 2.4 129 ja ja 1:80 E 2,2 2
GP HW 55 m Lunge, Niere ja 5,8 8,2 ja nein 1:160 E 1,3 2
GPNI 74 w nur Niere ja 7,3 9,0 ja ja 1:80 D 7,3 2
GP HI11 31 m Lunge, Niere ja 11,9 8,1 ja ja 1:320 D 11,6 2
GPH7 30 m nur Lunge nein 1,0 11,5 nein nein 1:80 N 0,9 3
GP H13 24 m Lunge, Niere  nein 2,0 8,8 ja nein 1:40 N 1,0 3
GP AH 66 w  nur Niere ja 6,7 10,0 ja ja 1:80 E 1,7 3
GPHS5 57 w  nur Niere ja 5,6 6,5 ja ja 1:80 E 1,6 3
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GPH2 65 m Lunge, Niere ja 12,5 8,2 ja ja 1:160 D 11,4 3
C*2 27 m Lunge, Niere ja 1,6 7,9 ja ja 1:320* N 1,0 \"
C*4 52 m Lunge, Niere ja 1,3 10,2 ja nein  1:2560%* N 1,0 A%
C*5 32 m Lunge, Niere ja 2,3 11,3 ja ja 1:640* N 0,9 A%
C*10 33 m nur Niere nein 1,9 12,1 ja ja 1:1280%* N 1,0 A%
C*SW 52 m  nur Niere ja 4,6 8,9 ja ja 1:10.240* E 3,2 \"
C*3 51 m nur Niere ja 4,2 8,5 ja ja 1:1280* E 1.4 A%
C*17 65 m Lunge, Niere ja 2,3 13,2 ja nein  1:1280* E 1,6 v
P** 11 74 m nur Niere ja 1,3 12,8 ja ja 1:10.240** N 1,1 \Y
P** 14 66 m Lunge, Niere ja 2,2 10,0 ja ja 1:640** E 2,7 V, wie GP

* NF: Nierenfunktion,

e N:normal

e E: eingeschrinkt, aber nicht dialysepflichtig

e D: dialysepflichtig

*@G: Geschlecht

*C: C-ANCA, auch bei Antikdrper-Titern
**P: P-ANCA, auch bei Antikorper-Titern

V: Vaskulitis-Seren siehe weiter vorn
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Autoantikdrper verschiedener Patienten -
Goodpasture-Syndrom bzw. M. Wegener (C-ANCA positiver Vaskulitis) hinsichtlich
ihrer Reaktivitdt mit den verschieden Epitopen des Goodpasture-Autoantigens.

Es wurde die Hypothese gepriift, ob ein Zusammenhang zwischen Antikdrperspezifitit

und klinischen Besonderheiten hergestellt werden kann.

4.1 Feinspezifitit der Autoantikorper

Alle 14 untersuchten Goodpasture-Seren reagierten stark mit der a3 (IV)NC1-Domine,
die in der allgemeinen Literatur als Sitz des Autoantigens beschrieben ist (Butkowski et
al, 1987; Hudson et al, 1993b; Kalluri et al, 1995; Saus et al, 1988). Ubereinstimmend
zeigten alle Seren eine nur sehr schwache Reaktivitit mit der al-Kette, die als
immunologisch ,,inert“ anzusehen ist (Dehan et al, 1996). Chimédre C2.6, die die
Goodpasture-Epitope GP5 und GPg enthilt, hatte die hochste Reaktivitdt mit den Seren.
Bis auf zwei Fille reagierten die Seren starker mit C6 als mit C2. Dies steht in Kontrast
zu fritheren Untersuchungen (Netzer et al, 1999), in denen die untersuchten Seren
starker mit C2 als mit C6 reagierten. Um eine Verwechslung auszuschlieen, wurde in
der vorliegenden Untersuchung die Identitit der Chimédren durch eine Sequenzierung
der DNA aus den HEK-293 sowie aus den Plasmiden nachgewiesen. Bei zwei der
Western Blots (GP SH und GP H3) lag das Ergebnis C2 > C6 vor, was sich mit der
oben genannten Beobachtung deckt. Darliber hinaus wurden Untersuchungen an vier
kommerziell erhiltlichen Seren der Wieslab AG (Lund, Schweden) durchgefiihrt.
Interessanterweise reagierten zwei der Seren mit C2 stirker als mit C6, die anderen
beiden zeigten den umgekehrten Fall. Sowohl in der vorliegenden Arbeit als auch in der
oben erwdhnten Studie wurden nur relativ kleine Fallzahlen untersucht (8 Seren bei
Netzer et al., 1999 und 14 Seren in der vorliegenden Arbeit), wobei sich schon
abzeichnet, dass die Seren individuell unterschiedlich mit den Chimiren C2 (enthéilt
Epitop GPs) und C6 (enthdlt Epitop GPg) reagieren. Es bestehen methodische
Unterschiede zwischen den beiden Arbeiten, die dies teilweise erkldren konnten. In

(Netzer et al, 1999) wurden fiir die Western Blots 200 ng Protein pro Spur aufgetragen
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und die Seren 1:100 verdiinnt. In der vorliegenden Arbeit wurden 250-500 ng Protein
pro Spur aufgetragen und die Seren meist 1: 50 verdiinnt.

Ferner wurde fiir die vorliegende Arbeit ein mitteleuropédisches Patientenkollektiv
rekrutiert. Da bei der Auslosung des Goodpasture-Syndroms Viren als
epithelschdadigende Faktoren eine Rolle spielen (Daly et al, 1996), konnten hierbei
Unterschiede zwischen den Kontinenten angenommen werden.

Als mogliche Ursache fiir das Auftreten verschiedener Antikorperpopulationen GPa,
GPg und GPap wird ein gemeinsamer Ursprung und nachfolgende Affinitétsreifung der
Autoantikdrper mit geringer Variation der Epitopspezifitit (Borza et al, 2000)
angenommen.

Beim Goodpasture-Antigen scheinen in der Gesamtschau der eigenen und in der
Literatur (Hellmark et al, 1999a; Kalluri et al, 1996b; Neilson et al, 1993; Netzer et al,
1999; Ryan et al, 1998) verdftentlichten Resultate mehrere Areale (insbesondere GPj,
GPp) fiir die Bindung der Autoantikdrper bedeutsam zu sein. Im hier untersuchten
Kollektiv erwies sich GPg in den meisten Fillen als immunodominant.

Auffillig war die Tatsache, dass einige Seren um ein Mehrfaches stirker an die Chimére
C2.6 (GPap) als an a3, das native Antigen, binden.

a3(IV)NC1 nimmt eine Sonderstellung unter allen a-Ketten ein. Obwohl eine grof3e
Ubereinstimmung in den Sequenzen besteht, ist nur die a3-Kette in der Lage, ein
Goodpasture-Syndrom auszuldsen. So 16st die Ubertragung rekombinanter a3(IV)NC1-
Doménen im Tierversuch ein Goodpasture-Syndrom aus, die der al(IV)NCI1-Doméne
jedoch nie (Sado et al, 1998). Auch untersuchte Patientenseren reagierten mit Abstand
am starksten auf a3(IV)NC1, einige auch schwach mit anderen a-Ketten, jedoch keine

mit der al-Kette (Dehan et al, 1996).
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Abb. 18 Vergleich der Sequenzen von o3 und al. Die differierenden Aminosiuren sind in Clustern

gelegen und beinhalten auch die Bindungsorte fiir die Anti-GBM-Autoantikorper (Netzer, 1999)

Zwischen der a3(IV)NC1-Domine und der al(IV)NCI1-Doméne besteht eine 71 %ige
Sequenzhomologie (Morrison et al, 1991) (Abb. 18). In den Molekiilen sind 6
hochkonservierte Disulfidbriicken enthalten. Demzufolge ist eine &hnliche
Tertidrstruktur anzunehmen (Netzer et al, 1998b), was sich im Rahmen der
Strukturaufkldrung durch Rontgendiffraktionsanalyse (Sundaramoorthy et al, 2002)
bestitigen konnte. Geringfiigige Unterschiede in der nidheren Umgebung des Epitops
verursachen ein verdndertes Bindungsverhalten. Die al-Umgebung der chimiren
Epitope konnte zu einer besseren Zuginglichkeit fiir die Autoantikdrper fithren. Hierbei
ist besonders die rdumliche Faltung der nach ihrer Primérstruktur getrennt liegenden
Epitope zu beachten. Auch miissen Autoantikdrper verschiedener Individuen nicht

gegen absolut identische Regionen determiniert sein (Abb. 19).
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o3.a4.05 NC1 hexamer

Abb. 19 Darstellung des Goodpasture-Epitops. Die Abschnitte GP, und GPg liegen in rdumlicher Nihe
zueinander im Inneren des Molekiils an der Grenzfliche zwischen den Untereinheiten. Die

Autoantikdrper binden an den Regionen GP,, GPg oder GP4p (Borza et al, 2000; Borza et al, 2002)

Hellmark et al. beschrieben hingegen den Gewinn von Antigenitit (,,gain of function®)
fiir das rekombinante Protein, wenn in die al-Kette Aminosduren von a3 eingefiigt
wurden, und einen Funktionsverlust beim umgekehrten Vorgehen (Hellmark et al,
1999a; Hellmark et al, 1999b), wobei die ausgetauschten Aminosduren nicht
hundertprozentig mit denen der vorliegenden Arbeit {ibereinstimmten.

Auch in der vorliegenden Untersuchung reagierte keines der Seren in nennenswertem

Umfang mit der nativen al-Kette.

4.2 Keine Korrelation zwischen Qutcome und Autoantikorper-

spezifitiat bei Goodpasture Syndrom

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen dem Outcome eines
Patienten hinsichtlich seiner Nierenfunktion und den bei ihm vorhandenen
Autoantikdrper-Subgruppen untersucht.

Am Ende verteilten sich nierengesunde Patienten ebenso wie Patienten mit
eingeschrinkter Nierenfunktion bzw. Dialysepflicht ohne signifikanten Unterschied auf
die ermittelten Westernblotgruppen (Abb. 16). Dies spricht gegen eine mit den

vorliegenden Fallzahlen zu ermittelnde Korrelation.



48

Eine Publikation der Universitdt Lund, die ebenfalls mit rekombinanten Proteinen die
Autoantikdrper verschiedener Goodpasture-Patienten untersuchte, kam ebenfalls zu dem
Ergebnis, dass Spezifitit und Affinitdt der Autoantikdrper keinen Einfluss auf das
Ausmal} des renalen Schadens (und damit auf die Prognose) eines Patienten haben
(Segelmark et al, 2003). Die Hohe des gemessenen Antikorpertiters hatte in dieser
Veroftentlichung (Segelmark et al, 2003) eine Korrelation mit der Nierenfunktion. Ein
niedriger Titer wies auf ein besseres renales Uberleben hin. Frithere Publikationen
fanden ebenfalls einen Zusammenhang zwischen der Hohe des Antikorpertiters und
dem Ausmal} des renalen Schadens (Herody et al, 1993; Unanue & Dixon, 1967,
Savage et al, 1986).

Auch in der hier vorliegenden Arbeit schien der Trend in diese Richtung zu weisen. Die
dialysepflichtigen Patienten hatten im Mittel hohere Titer als solche mit normaler bzw.
leicht eingeschriankter Nierenfunktion.

Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen von Merkel et al, 1994, die keinen
Zusammenhang zwischen Autoantikorpertiter bei Diagnosestellung und dem Outcome
fanden.

Hinsichtlich der Prognose des Goodpasture-Syndroms ist vor allem die Entwicklung der
Nierenfunktion relevant, da pulmonale Symptome durch die Corticosteroid-Therapie
besser riickbildungsfdhig sind. Obwohl iltere Publikationen eine hohe Sterblichkeit
aufgrund von pulmonalen Blutungen beschrieben (Benoit et al, 1964), ist heute der
pulmonale Befall fiir die Prognose eines Patienten im Vergleich mit isoliertem
Nierenbefall somit nicht mehr entscheidend (Herody et al, 1993). Die zuvor erwihnte
Untersuchung (Merkel et al, 1994) arbeitete einen Zusammenhang zwischen der
Prognose und der Hohe des Serumkreatinins (< 600 pmol/l bzw. > 600 umol/l) zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung heraus. Auch in (Savage et al, 1986; Herody et al, 1993)
ergaben sich eine Korrelation zwischen Serumkreatinin und Prognose.

Bei den hier untersuchten Goodpasture-Patienten verhélt es sich dhnlich. Keiner der 7
Patienten wies bei Diagnosestellung ein Serumkreatinin von > 6 mg/dl (= 600 umol/l)
auf.

Auch in der Langzeitbeobachtung spielt das initiale Serumkreatinin fiir den
individuellen Verlauf eines Patienten eine entscheidende Rolle. Levy et al. ermittelten

eine Fiinfjahresiiberlebensrate fiir den Patienten und fiir seine Nierenfunktion von
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jeweils 94 % bei Patienten mit einem initialen Serumkreatinin von < 500 pumol/l. Fiir
Patienten mit einem Serumkreatinin von > 500 umol/l bei Diagnosestellung lagen die
Daten bei 44 % und 13 % (Uberleben des Patienten und renales Uberleben) (Levy et al,
2001).

Das Alter des Patienten hatte ebenfalls einen Einfluss auf die Prognose. In der
vorliegenden Arbeit hatte von den jiingeren Patienten (24-32 Jahre alt) ein gréBerer
Anteil eine normale Nierenfunktion als von den der Gruppe 55-74 Jahre. Auch die
Studie aus Lund ergab eine schlechtere Prognose der Erkrankung fiir dltere Patienten
(Segelmark et al, 2003). Weiterhin wurde dieser Zusammenhang von anderen Studien
bestétigt (Levy et al, 2001; Savage et al, 1986).

Teilweise liegen die Griinde hierfiir sicherlich in dem mit zunehmenden Alter
hiufigeren Auftreten von Begleiterkrankungen, die die Niere vorschédigen kénnen und
weniger ,,Reserven® idlteren Patienten, sowie an der vielleicht schneller eingeleiteten

Spezialdiagnostik bei jiingeren Patienten.

4.3 Keine Korrelation zwischen Autoantikorperspezifitit und

klinischem Befallsmuster

In der vorliegenden Arbeit fand sich keine Korrelation unterschiedlicher klinischer
Befallsmuster mit den verschiedenen Reaktionsmustern der Goodpasture-Seren. In den
beiden gréferen mit dem Western Blot ermittelten Gruppen lag der Anteil an
pulmonalem Mitbefall bei 40 und 60 %.

Auch bei Segelmark et al lieB sich bei Patienten mit und ohne Lungenbefall kein
Unterschied hinsichtlich Spezifitit und Konzentration der Anti-GBM-Autoantikdrper
ermitteln (Segelmark et al, 2003).

4.4 Reaktion der Anti-GBM-Antikorper bei Vaskulitis-Patienten

Das Vorkommen von mehreren Antikdrperpopulationen bei einem Patienten ist keine
Seltenheit. Ungefdahr 30 % aller Patienten mit Anti-GBM-Autoantikérpern besitzen
zusitzliche ANCA (Bosch et al, 1991). Auch ein Teil der Patienten mit ANCA und dem
klinischen Bild einer Vaskulitis entwickeln Anti-GBM-Autoantikorper (Jayne et al,

1990). Die hier untersuchten Vaskulitis-Patienten fallen in die letztere Kategorie.
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Alle Seren reagierten analog zu den Goodpasture-Patienten mit der a3(IV)NCI-
Domaéne. Dies deckt sich mit anderen Untersuchungen, die belegen, dass Anti-GBM-
Antikorper bei ANCA-positiven Patienten auch gegen das Goodpasture-Autoantigen
gerichtet sind (Charytan et al, 2003; Hellmark et al, 1997a). Bisher sind noch keine
Untersuchungen iiber die Feinstruktur dieser Autoantikdrper erschienen. In der
vorliegenden Arbeit konnte klar gezeigt werden, dass nur ein kleiner Teil (n=3) der
Seren dhnlich den Goodpasture-Seren reagiert, der andere, weitaus grolere Anteil nicht
mit den chiméren Antigenen (GPa, GPg oder GPap) reagiert. Eine mogliche Erklarung
fiir diese Beobachten konnte ein unterschiedlicher Entstehungsmechanismus der
Autoantikorperbildung bei der Vaskulitis sein. Die Autoantikdrper sind auch gegen
andere Anteile der a3(IV)NCI1-Doméne gerichtet und reagieren dann nicht mit den
Chimédren. Weiterfiihrende Untersuchungen mit anderen Chiméren kdnnten dariiber
Aufschluss bringen. Auch die Entwicklung und Etablierung eines klinischen Tests zur
Erfassung dieser unterschiedlichen Autoantikdrperpopulationen bei Patienten, die an
Goodpasture Syndrom oder an einer Erkrankung aus dem vaskulitischen Formenkreis
leiden, erscheint von groBer Bedeutung, da diese Krankheitsbilder sich in ihrer
Prognose deutlich unterscheiden.

Die genaue Art der Beziechung zwischen ANCA und Anti-GBM-Autoantikérpern ist
noch ungeklirt. Eine Erkldrung ist, dass die Vaskulitis infolge ANCA Schéden an der
glomeruldren Basalmembran verursacht, welche dann zur Bildung von Anti-GBM-
Autoantikorpern pradisponiert (Serratrice et al, 2004). Auf der anderen Seite konnte die
Rekrutierung von Leukozyten beim Goodpasture-Syndrom auch zur Bildung von
ANCA anregen. Auch konnte das Immunsystem durch gemeinsame dtiologische
Faktoren zur Bildung von Autoantikdrpern per se angeregt werden, deren Spezifitit von
weiteren Faktoren abhéngt (z.B. MHC). Short et. al konnten nachweisen, dass beide
Autoantikdrperpopulationen nebeneinander existieren (Short et al, 1995).

Die Tatsache, dass das gleichzeitige Vorhandensein von ANCA und Anti-GBM-
Antikorpern als prognostisch gilinstiger anzusehen ist als nur Anti-GBM-Antikdrper
allein, ldsst sich durch mehrere Studien belegen (Bosch et al, 1991; Short et al, 1995;
Segelmark et al, 2003).

Ein abweichendes Resultat ergab sich beim Vergleich von im Durchschnitt jiingeren

Goodpasture-Patienten (durchschnittlich 37 Jahre alt) mit deutlich dlteren (im Mittel 70
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Jahre alt) ,,doppelt® positiven Patienten (mit mehr Beleiterkrankungen) (Saxena et al,
1995).

In einem weiteren Artikel (Charytan et al, 2003) wurde die Hypothese vertreten, dass
bei einem Vaskulitis-Patienten (z.B. Morbus Wegener) aufgetretene Anti-GBM-
Autoantikorper keine pathogenetische Bedeutung haben und das Krankheitsbild von
ANCA und der zelluliren Immunitdt maBgebend bestimmt wird. Auch in der hier
vorliegenden Untersuchung treten Unterschiede zwischen den Vaskulitis-Patienten und
den Goodpasture-Patienten hinsichtlich Schwere des Krankheitsbildes und des
Outcomes auf. Beim Vergleich identischer Altersgruppen hatten die Vaskulitis-
Patienten ein niedrigeres Serumkreatinin vor Therapiebeginn und eine bessere
Nierenfunktion bei Therapieende. Uber die schlechteste Nierenfunktion verfiigten
jedoch meist die Patienten, deren Autoantikorperreaktionsmuster dem von Goodpasture-
Patienten dhnelten.

Dies wirft die Frage auf, ob es sich bei diesen Patienten nicht primir um ein
Goodpasture Syndrom mit sekunddrer ANCA Bildung handelt. Auch legt diese
Beobachtung die Vermutung nahe, dass die Spezifitidt der Anti-GBM-Autoantikdrper
doch eine Bedeutung fiir den Krankheitsverlauf bei doppeklt positiven Patienten konnte,

im Gegensatz zu den zitierten Beobachtungen von Charytan et al. (2003).



52

5 Zusammenfassung

Das Goodpasture-Syndrom zéhlt zum Formenkreis von Autoimmunerkrankungen, die
klinisch unter dem Bild eines pulmorenalen Syndroms verlaufen.

Als  Goodpasture-Syndrom wird hierbei die Trias aus rapid progredienter
Glomerulonephritis, begleitenden Lungenblutungen und dem Auftreten von Anti-GBM-
Autoantikorpern bezeichnet.

Neben dieser klassischen Form existieren auch Verldufe, die nur die Nieren (35 %) oder
nur die Lunge (5 %) betreffen.

Die B-Zell-vermittelte Immunitét trdgt den Hauptanteil am Krankheitsgeschehen. Die
Autoantikdrper sind gegen die NCIl-Doméne der o3-Ketten des glomeruldren
Basalmembran Kollagen (Typ IV) gerichtet. In der indirekten Immunfluoreszenz sind
als Korrelat dafiir charakteristische lineare Ablagerungen von Immunkomplexen zu
sehen. Das  Goodpasture-Autoantigen ist  Bestandteil eines  speziellen
Kollagennetzwerkes, das nur in der glomeruliren und alveolaren Basalmembran
vorkommt.

Das Goodpasture-Autoantigen ist von diskontinuierlicher Struktur. Fiir die
Antikorperbindung sind vor allem die Aminosdureabschnitte 17-31 (GP4) und 127-
141 (GPg) von a3(IV)NCI1 verantwortlich. Sie werden durch Faltung des Molekiils in
raumliche Néhe zueinander gestellt.

Mit der vorliegenden Arbeit sollte die Frage beantwortet werden, ob unterschiedliche
klinische Verldufe mit verschiedenen Autoantikérperpopulationen korrelieren.

Versuche mit rekombinanten Antigenen zeigten die Existenz mehrerer moglicher
Autoantikdrpersubklassen. 12 der 14 Seren reagierten stirker mit der Chimire C6
(entspricht dem Epitop GPg) als mit C2 (entspricht dem Epitop GPa), die beiden
anderen Seren hatten ein umgekehrtes Reaktionsverhalten. Sie hatten eine hohere
Affinitdt zu C2 (GP,) als zu C6 (GPg). Von den 12 Seren mit der Reaktion C2 < C6
reagierten 5 Seren etwa gleich stark mit C6 und C2.6 (entspricht GPap). Bei dieser
Gruppe richtete sich die Affinitdt der Autoantikdrper hauptséchlich gegen das Epitop
GPg, das in beiden Chimiren enthalten ist. Sieben Seren hatten das Charakteristikum

C2 < C6 << C2.6. Hier hatten die Autoantikdrper die hochtste Affinitdt zu dem Epitop
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GPag als ,,Gesamtepitop®. Die einzelnen Epitopanteile GP, und GPg konnten allein
keine so starke Bindung erzeugen.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, den Zusammenhang zwischen der klnischen
Ausprigung des Goodpasture Syndroms und den Autoantikérpersubklassen zu
untersuchen.

In den beiden groBeren Gruppen (n=5 und n=7) waren Patienten mit und ohne
Lungenbefall eingeschlossen. Die beiden Seren mit C2 > C6 wiesen ebenfalls eine
Beteiligung von Lunge und Niere auf. Mit den vorliegenden Fallzahlen war keine
Korrelation zu den Autoantikorpersubklassen zu ermitteln.

Das Outcome hinsichtlich der Nierenfunktion wurde ebenfalls auf einen
Zusammenhang mit den Autoantikdrpersubklassen hin untersucht.

Auch hier ergab sich bei den untersuchten Fallzahlen keine Korrelation mit
verschiedenen  Autoantikdrpersubklassen. Das  initiale  Serumkreatinin  bei
Diagnosestellung und in gewissem Umfang auch die Hohe des Antikorpertiters waren
die entscheidenden Faktoren.

Der zweite Aspekt der vorliegenden Arbeit beschiftigte sich mit sogenannten ,,doppelt*
positiven Patienten mit pulmorenalem Syndrom.

Diese gehoren zu einer Untergruppe von Vaskulitis-Féllen, die neben ANCA auch Anti-
GBM-Autoantikorper vorweisen. Klinisch verlaufen diese Félle oftmals sehr &hnlich
wie ein Goodpasture-Syndrom.

Die neun untersuchten Patienten mit C-ANCA (n=7) bzw. P-ANCA (n=2) und Anti-
GBM-Autoantikorpern reagierten alle mit der a3(IV)NC1-Domine, jedoch reagierte nur
ein Serum Goodpasture-typisch. Die anderen 8 Seren zeigten entweder keinen
Synergismus (n=2) oder reagierten nur sehr schwach (< 16 %) mit den Chiméren (n=6).
Das legt die Schlussfolgerung nahe, dass die Anti-GBM-Antikorper bei Vaskulitis-
Patienten in der Regel nicht mit denen von einfach positiven Goodpasture-Patienten
ibereinstimmen, sondern gegen verschiedene Substrukturen der Epitope gerichtet sind.
Weiterfithrende Untersuchungen konnten in dieser Frage Klarheit verschaffen. Die
Ergebnisse konnten auch zur Entwicklung eines diagnostischen Tests flihren, der die

Differenzierung der Autoantikorper erlaubt und die Diagnosestellung erleichtert.
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Auch bei diesen Patienten fand sich keine Kopplung an den klinischen Verlauf.
Insgesamt hatten die ,,doppelt* positiven Patienten jedoch einen giinstigeren Verlauf als

gleich alte ,,einfach* positive Goodpasture-Patienten.
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