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Einleitung

1. Einleitung

Im Vordergrund der vorliegenden Arbeit steht die Frage, ob bei Patienten mit
Rheumatoider Arthritis (RA) eine GbermaRige Deiminierung (,Hypercitrullinierung”) von
Histonen in Granulozyten nachweisbar ist und dies eine Rolle in der Pathogenese der RA

spielen kénnte.

1.1. Rheumatoide Arthritis, deiminierte Proteine und Antikdrper gegen deiminierte
Proteine

Die RA ist eine systemische Autoimmunerkrankung bislang unklarer Genese. Sie ist die
haufigste entzilindliche periphere Gelenkerkrankung in den westlichen Industrienationen,
etwa 0,5-1% der erwachsenen Bevodlkerung sind betroffen (Scott et al. 2010). In
Deutschland wird die Zahl der Betroffenen auf etwa 800.000 geschatzt. Das
Manifestationsalter zeigt einen Haufigkeitsgipfel zwischen dem 35.- und dem 45.

Lebensjahr und tritt bei Frauen etwa zwei bis drei Mal haufiger auf.

Die RA ist eine schubweise, progrediente Erkrankung, die zu Gelenkschwellungen,
Versteifungen und Schmerzen mehrerer Gelenke fiihrt. Aulerdem geht sie mit einer
fortschreitenden Gelenkdestruktion, damit verbundener zunehmender Behinderung und
mit einer kirzeren Lebenserwartung der betroffenen Patienten einher (Pincus et al. 1984,
Mclnnes et al. 2011). Eine frihzeitige Behandlung hat fiir den einzelnen Patienten, wie fir
das soziookonomische System eine hohe Bedeutung (Huscher et al. 2006). Fiur die
Standatisierung der RA fir Studien wurden Klassifikationskriterien von dem American

College of Rheumatology (ACR, 1987) eingefiihrt.

Die Klassifikationskriterien von 1987 wurden 2010 von dem American College of
Rheumatology (ACR) und der European League Against Rheumatism (EULAR) erweitert,

um Patienten frihzeitiger diagnostizieren und damit schneller behandeln zu kdnnen.
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Diese neuen Klassifikationskriterien verlangen zur Stellung der Diagnose der RA
mindestens ein von Synovitis befallenes, geschwollenes Gelenk und zudem, dass die
Gelenkentziindung nicht besser mit einer anderen Erkrankung erklarbar ist. Sie arbeiten
mit einem Punktesystem, das fir Schwellung, bzw. Druckschmerz von Gelenken maximal
flinf Punkte, fiir die Serologie von Rheumafaktoren (Antikorper der Klasse M (IgM) gegen
den konstanten Teil (Fc) von Antikorpern der Klasse G (IgG) (Firestein et al. 2003, Mimori
et al. 2005)) und Antikorper gegen deiminierte (,citrullinierte“) Proteine (anti cyclic
citrullinated peptides, Anti-CCP) maximal drei Punkte, fir Akute-Phase-Marker, wie das C-

reaktive Protein (CRP) oder die Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG) und fir die Dauer der

Symptomatik jeweils maximal einen Punkt vergibt (s. folgende Tab. 1).

Tab. 1 Klassifikationskriterien zur Diagnosestellung einer RA der ACR und EULAR 2010

Kriterium

Punkte

Gelenkbeteiligung

1 groRes Gelenk

2 - 10 grolRe Gelenke

1 - 3 kleine Gelenke

> 10 Gelenke (mind. 1 kleines)

Serologie

Negative Rheumafaktoren und negative Anti-
CCP-Antikorper

ojnnwi—k|O

Leicht positiver Rheumafaktor oder Anti-CCP-
Antikorper

Hoch positiver Rheumafaktor oder Anti-CCP-
Antikorper

Akute-Phase-Reaktion

Normales CRP und BSG

Erhdhtes CRP oder erniedrigte BSG

Dauer der Symptome

< 6 Wochen

> 6 Wochen

RO~ |O

Ein Patient kann in dem o.g. Klassifizierungssystem maximal zehn Punkte erreichen. Bei

einem Patienten mit sechs oder mehr Punkten wird eine RA angenommen und die

Behandlung eingeleitet (Aletaha et al. 2010).
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1.1.1. Antikorper gegen deiminierte Proteine

Die neuen Klassifikationskriterien (ACR, EULAR 2010) sehen neben dem serologischen
Test auf Rheumafaktoren auch die Bestimmung der Serumkonzentration von Antikorpern
gegen deiminierte Proteine (Anti-CCP-Antikdrper) vor. Bis zu 80% der Patienten mit RA
zeigen serologisch Antikorper gegen deiminierte Proteine (Vossenaar et al. 2003,
Klareskog et al. 2008). Diese Patienten leiden haufiger an einer erosiven Form der RA

(Forslind et al. 2004, Vencovsky et al. 2003).

Anti-CCP-Assays werden heute routinemaBig in der rheumatologischen Diagnostik
eingesetzt. Diese Assays haben eine diagnostische Sensitivitdt von bis zu 67%, sowie eine
Spezifitdt von 95% (Nishimura et al. 2007) und haben damit einen wesentlichen Vorteil im
Vergleich zu den schon langer eingesetzten Assays fir Rheumafaktoren, die wesentlich
weniger spezifisch sind. Fir den Nachweis und die Quantifizierung der Anti-CCP-
Antikorper werden ELISA-Systeme (enzyme-linked immunosorbent assay) eingesetzt, die
als Antigene zirkuldre, Citrullin-haltige Peptide nutzen. An die zirkuldaren Peptide binden
gegen Citrullin gerichtete, fir die RA relativ spezifische Antikorper, die zusammenfassend
als Anti-CCP-Antikorper bezeichnet werden (Girbal-Neuhauser et al. 1999, Schellekens et
al. 2000, Schellekens et al. 1998, Yamada et al. 2005).

Studien an Blutspendern, die spater eine RA entwickelt haben, zeigten, dass die Anti-CCP-
Antikdrper schon mehrere Jahre vor Krankheitsbeginn nachweisbar sein kénnen (Nielen
et al. 2004, Rantap&da-Dahlqvist et al. 2003). Die Autoantikérper konnen demnach als ein
wichtiger friiher diagnostischer Marker angesehen werden, ihre Serumpravalenz ist
jedoch alleine nicht ausreichend, um eventuell zu einem spéateren Zeitpunkt eine aktive

RA nachzuweisen (Klareskog et al. 2008).

Weiter ist bekannt, dass das Auftreten einer RA mit Anti-CCP-Antikorpern durch

verschiedene genetische Pradispositionen getriggert werden kann.

So wurde eine bisher nur in der asiatischen Bevoélkerung nachweisbare genetische

Variante einer auffallend stabilen Peptidyl-Arginin-Deiminase (PAD) beschrieben, die sich
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durch eine langere Halbwertszeit auszeichnet (Suzuki et al. 2003, Ikari et al. 2005, Kang et
al. 2006, Vossenaar et al. 2004, Yamada et al. 2005). Die PAD Enzyme vermitteln die
Deiminierung von Arginin zu Citrullin  (Kapitel 1.3.3.). Die beschriebene
Aktivitatsverlangerung der PAD kann bei betroffenen Individuen zu einer vermehrten
Deiminierung von Argininresten, also zu einem vermehrten Auftreten von Citrullinresten
in Proteinen, wie z.B. Histonen fiihren, was wiederum einen Bruch der immunologischen

Toleranz bewirken konnte.

Als weitere wichtige genetische Komponente wird die starke Assoziation zwischen
bestimmten Allelen des HLA-DR4 (Humanes Leukozyten Antigen) und dem Auftreten von
Anti-CCP-Antikorpern beschrieben (Vossenaar et al. 2004, Wegner et al. 2009). Durch
dieses HLA-DR4-Allel wird ein Subtyp der HLA-Klasse Typ lI-Molekiile codiert, der in der
Literatur als ,shared epitope” bezeichnet wird (Laki et al. 2012, Bocker et al. 2008,
Gregersen et al. 1987). Die Assoziation zwischen einem bestimmten HLA-DR4-Allel und
dem Auftreten von Anti-CCP-Antikorpern lasst die Schlussfolgerung zu, dass die
Entstehung der RA oder zumindest der Anti-CCP-Antikorper durch die Prasentation eines
Antigens durch das HLA-DR4 getriggert wird. Dies fuhrt zu der Frage nach der Identitat

des auf dem HLA-prasentierten (Citrullin enthaltenen) Antigens.

Aullerdem werden in der Literatur weitere nicht-genetische pradisponierende Faktoren
fiir das Auftreten von Anti-CCP-Antikorpern diskutiert, unter anderem Parodontose durch
Porphyromonas gingivalis (Bright et al. 2015, De Pablo et al.2014, Konig et al. 2014,
Bartold et al. 2005), Rauchen (Lugli et al. 2015, Cartwright et al. 2014, Lee et al. 2014,
Willemze et al. 2011, Kallberg et al. 2011) und die Infektion mit Epstein-Barr Virus (Wulff
Westergaard et al. 2015).

Bislang ist allerdings unbekannt, welches deiminierte Protein als Antigen Uber welchen
pathophysiologischen Mechanismus die Bildung von Anti-CCP-Antikoérpern induziert (Van
Venrooij et al. 2014).
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1.1.2. Deiminierung von Argininresten in Proteinen

Citrullin ist eine nicht-proteinogene Aminosdure und kommt im menschlichen
Stoffwechsel in zwei unterschiedlichen Formen vor. Zum einen spielt Citrullin als freie
Aminosdure im Harnstoff-Stoffwechsel beim Abbau von Proteinen eine entscheidende
Rolle. Zum anderen kann es nach Deiminierung von Argininresten in Proteinen als
posttranslationale Modifikation (Klareskog et al. 2008) auftreten. Diese beiden Systeme
sind als voneinander getrennt anzusehen und beeinflussen sich nicht gegenseitig (Curis et

al. 2005).

Da es kein bekanntes Codon fiir den Einbau von Citrullin in menschliche Proteine gibt, ist
jeder Citrullinrest in einem Protein sekundar durch eine posttranslationale Modifikation
von Argininresten entstanden. Dieses geschieht durch enzymatische Deiminierung von
Argininresten durch das Enzym Peptidylarginin-Deiminase (PAD), wobei die positiv
geladene Aminogruppe des Arginins abgespalten wird (s. Abb. 1) (Rogers et al. 1977).
Diese Reaktion wird als Deiminierung oder auch Citrullinierung bezeichnet (Suzuki et al.

2007).
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Abb. 1 Enzymatische Deiminierung von Peptidylarginin zu Peptidylcitrullin durch die PAD (Abbildung

verdandert nach Chavanas et al. 2006 und Gyorgy et al. 2006)

Bisher wurden 5 Isoformen der PAD-Enzyme beim Menschen beschrieben (Ferrari-Lacraz
et al. 2012). Finf Gene codieren die humanen PAD-Isoformen, diese Formen werden als
PAD 1, 2, 3, 4 und 6 bezeichnet. Die Isoformen zeichnen sich durch ihre unterschiedliche
Gewebespezifitdt aus. Man findet PAD 1 hautsachlich in der Epidermis und im Uterus,
PAD 2 wird in Gehirnzellen, Gliazellen und Makrophagen synthetisiert, PAD 3 wird in der
Epidermis oder in Haarfollikeln exprimiert (Nachat et al. 2005), PAD 4 im Zellkern und im
Zytoplasma von Granulozyten (Kapitel 1.4.) (Nakashima et al. 2002), und PAD 6 in
Embryonen, in den Ovarien (Eizellen) und im Thymus (Esposito et al. 2007).

Normalerweise kommen die PAD-Enzyme intrazellular vor, da keine der Isotypen ein
sekretorisches Signal hat, wobei PAD 4 als einziges Enzym der Enzymgruppe zusatzlich

zum Zytoplasma im Zellkern vorkommt (Yamada et al. 2005).

Da eine hohere Kalzium-Konzentration nétig ist, als sie im intrazellularen Raum Ublich ist,

um die PADs in den aktiven Zustand zu Uberfiihren, liegen sie meist inaktiv vor. Durch z.B.
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inflammatorische Stimuli kann die Kalzium-Konzentration die zur PAD-Aktivierung notige
Hohe erreichen (Vossenaar et al. 2003), indem zunachst die Plasmamembran fir lonen,
unter anderem auch Kalzium, durchlassiger wird (Suwannalai et al. 2012), so dass durch

eine Verschiebung der Konzentrationen die nétigen Spiegel erreicht werden kénnen.

Das ,Ersetzen“ von Argininresten durch Citrullin kann erhebliche Folgen fiir Struktur,
Funktion und Schicksal eines Proteins haben. Es kommt zu einer wesentlichen
Ladungsanderung, wodurch auch Konformationsdanderungen resultieren konnen (Gyorgy
et al. 2006). Abhdngig von der Anzahl der deiminierten Argininreste kdénnen diese
Anderungen der Tertidrstruktur zu einer Auflockerung und somit zu einer weniger

organisierten Struktur bis hin zur Denaturierung des Proteins flihren (Tarcsa et al. 1996).

Die Deiminierung von Proteinen kann sowohl unter physiologischen Bedingungen als auch
unter pathologischen Bedingungen auftreten. (Bakaa et al. 2012). Unter physiologischen
Bedingungen ist sie unter anderem bei der Keratinisierung der Haut (Senshu et al. 1999),
im Chemokinsystem (Loos et al. 2009), in Astrozyten, Oligodendrozyten und
Mikrogliazellen (Nicholas et al. 2003) sowie in Histonen (Hagiwara et al. 2005)

beschrieben.

Unter pathologischen Bedingungen tritt die Deiminierung von Proteinen insbesondere bei
entzindlichen Prozessen auf (Makrygiannakis et al. 2006, Chapuy-Regaud et al. 2005). Sie
wurde beispielsweise in neutrophil extracellular traps (NET) Formationen (Li et al. 2010,
Wang et al. 2009), bei malignen Tumoren (Chang et al. 2006, Chang et al. 2009, Mohanan
et al. 2012), Psoriasis (Ishida-Yamamoto et al. 2000), Multipler Sklerose (Harauz et al.
2007, Moscarello et al. 2007) und der RA (van Venroji et al. 2014, Yamada et al. 2005)

beschrieben.
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1.1.3. Deiminierte Histone

Im Nukleus eukaryotischer Zellen liegt inaktive DNA komprimiert und organisiert durch
Histone als Chromatin vor (Kornberg et al. 1977). Das Nukleosom ist die kleinste Einheit
des Chromatins, es wird aus einem Oktamer von Histonen und DNA-Doppelhelix, die mit
146 Basen ein dreiviertel Mal um das Oktamer gewickelt ist, gebildet. Das Histonoktamer
wird aus jeweils zwei Kopien der Core-Histone H2A, H2B, H3 und H4 gebildet (Luger et al.
1997, Voigt et al. 2012). Histon 1 (H1) zahlt zu den Linker-Histonen. Es kommt nicht in
jedem Nukleosom vor, ist aber haufig damit assoziiert und stabilisiert den Komplex
zusatzlich (McGhee et al. 1980).

Lange wurde vermutet, dass Histone vor allem der statischen Komplexierung und
Stabilisierung inaktiver DNA dienen. Inzwischen konnte jedoch mehrfach gezeigt werden,
dass der Struktur der Histone und damit des Chromatins auch eine wichtige Rolle in der
Regulation der Genexpression zukommt (Rando 2012, Wang et al. 2008, Young et al 2010,
Jenuwein et al. 2001, Dieker et al. 2010).

Posttranslationale Modifikationen der Histone, wie Acetylierung (Lysin), Methylierung,
Deiminierung (Arginin) und Phosphorylierung (Serin, Threonin) vermitteln epigenetische
Informationen (,,epigenetischer Code”) (Beck et al. 2006). Sie finden besonders am N-
terminalen Ende des jeweiligen Histons statt und verursachen zum Beispiel Anderungen
der Ladung und damit auch der dreidimensionalen Struktur des Histons und der Adharenz
an den jeweiligen Abschnitt der DNA, was zur Folge haben kann, dass ein Abschnitt
verstarkt oder vermindert abgelesen wird (Garcia et al. 2001). Diese Modifikationen
kommen an vielen verschiedenen, aber jeweils spezifischen Stellen vor. AuBerdem
scheinen sich verschiedene Modifikationen sowohl untereinander im selben Protein zu
beeinflussen als auch die Interaktion mit anderen Proteinen und deren Kombinationen an

posttranslationalen Modifikationen (Jenuwein et al. 2001).

Histone zeigen auch eine unter physiologischen Bedingungen stattfindende, enzymati-
sche, posttranslationale Deiminierung von Argininresten, die durch die im Zellkern

lokalisierte PAD 4 eingeleitet wird (Hagiwara et al. 2002, Nakashima et al. 2002). Die
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Deiminierung von Histonen hat Uber die resultierende Ladungsanderung sowie durch das
Fehlen der umgewandelten Argininreste als Methylierungsstellen Einfluss auf den oben
beschriebenen ,Histoncode” (Thompson et al. 2006). So antagonisiert sie die
Methylierung von Argininresten, die i.d.R. eine verstarkte Ablesung des jeweiligen DNA

Abschnitts hemmt (Cuthbert et al. 2004).

1.1.4. Deimininierte Histone in Granulozyten

Granulozyten sind polymorphkernige Blutzellen, die mit Monozyten und Lymphozyten zu
den Leukozyten zdhlen. Sie werden in Neutrophile (50-70% aller Leukozyten), Basophile
(0-1%) und Eosinophile (4%) eingeteilt. Dabei unterscheiden sich die Granulozyten nicht
nur aufgrund ihres der Benennung zugrundeliegenden verschiedenen Farbeverhaltens,
sondern auch durch unterschiedliche Funktionen vor allem im Immunsystem des Korpers.
Im menschlichen Blut ist die prominenteste Gruppe der Granulozyten die der
Neutrophilen. Sie sind wichtige Immunzellen, die besonders an der Bekampfung von
Bakterien beteiligt sind, aber auch zahlreiche andere Immunprozesse beeinflussen. lhre

Lebensdauer im Blutkreislauf betragt ca. 1-5 Tage.

In Granulozyten tritt eine (bermaRige Deiminierung der Argininreste von Histonen
insbesondere unter proinflammatorischen Stimuli auf (Neeli et al. 2008). Deiminierte
Histone wurden auch als wichtiger Bestandteil der extrazellularen Fasern oder Neutrophil
Extracellular Traps (NETs) beschrieben, die von neutrophilen Granulozyten im Falle einer
Immunreaktion gebildet werden (Neeli et al. 2004, Neeli et al. 2008, Wang et al.2009, Liu
et al. 2012). Vor diesem Hintergrund werden deiminierte Histone aus Granulozyten auch

als moéglicher Induktor der Anti-CCP Antikorper diskutiert (Khandpur et al. 2013).

Deiminierung von Argininresten humaner Histone in Granulozyten unter physiologischen Bedingungen
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1.2. Fragestellung und Zielsetzung

Das Auftreten deiminierter Proteine ist grundsatzlich nicht ungewdhnlich. Theoretisch ist
die Annahme naheliegend, dass die Provokation einer Konformationsanderung durch den
Aminosaureaustausch zum Zusammenbruch der immunologischen Toleranz und damit
zur Bildung von Auto-Antikérpern fihren kann. Dennoch entwickeln (fast) ausschlieRlich
RA-Patienten Auto-AntikOorper gegen deiminiertes Protein, und zwar nicht selten bereits
Jahre vor dem Auftreten erster Beschwerden (Nielen et al. 2004, Rantapaa-Dahlqvist et
al. 2003).

Letztlich ist die pathogenetische Rolle deiminierter Proteine und der gegen sie
gerichteten Auto-Antikérper in der RA noch nicht ausreichend verstanden. Dies betrifft
sowohl die Frage nach der Entstehung von Autoimmunitat, als auch die Frage moglicher
unmittelbarer Folgen einer “Uberdeiminierung” von Proteinen, wie sie von einigen
Autoren diskutiert wurde (Wegner et al. 2009, van Gaalen et al. 2005, Cloos et al. 2004,
Utz et al. 2000).

Ein Problem fir das Verstandnis der diesbezliglich offenen Fragen ist die Unklarheit
darlber, Uber welche Antigene die Autoimmunitdt gegenliber deiminierten Proteinen
konkret ausgeldst wird. Als ,,Kandidaten-Autoantigene” werden deiminierte Formen von
Fibrin, Vimentin und Histonen diskutiert (Vossenaar et al. 2004), wobei die Deiminierung

von Histonen bei Patienten, die unter RA leiden, bislang noch nicht untersucht worden ist.

Vor diesem Hintergrund geht die vorliegende Arbeit im Wesentlichen der Frage nach, ob
in Granulozyten bei Patienten mit RA ungewodhnlich viele Citrullinreste in Histonen
(,Uberdeiminierung”) nachweisbar sind. Wenn das so wire, wire dieser Nachweis
moglicherweise ein wichtiger Beitrag zu der aktuellen Diskussion der Bedeutung

deiminierter Proteine in der Pathogenese der RA.
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2. Material und Methoden

Die Deiminierung von Argininresten humaner Histone (H1, H2a, H2b, H3 und H4) aus
Granulozyten wurde bei Patienten mit rheumatoider Arthritis (RA) mit Antikdpern gegen
deiminierte Proteine untersucht. Vergleichsdaten wurden durch Untersuchung von

Granulozyten gesunder Probanden gewonnen.

Der Grad der Deiminierung der einzelnen Histone wurde  mittels
Hochdruckflissigkeitschromatographie (HPLC = High Performance  Liquid
Chromatography) bestimmt. Zusatzlich wurde die Deiminierung durch Western Blot

Uberpruft.

Die folgende Abbildung 2 gibt einen schematischen Uberblick tiber die Methodik.
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Abb. 2 Schematische Darstellung der angewandten Methodik
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2.1. Das Untersuchungsmaterial: Blutproben Anti-CCP positiver RA-Patienten und
gesunder Probanden

Die Anti-CCP positiven Blutproben wurden von 22 Patienten mit rheumatoider Arthritis
der Poliklinik Rheumatologie des Universitatsklinikums Disseldorf mit deren
Einverstandnis nach Aufklarung gewonnen. Als Kontrollgruppe dienten 24 gesunde
Probanden, denen ebenfalls mit deren Einverstandnis nach erfolgter Aufklarung Blut

entnommen wurde.

Fir die Durchfiihrung der Untersuchung lag die Zustimmung der Ethikkommission vor
(Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitat

Disseldorf: Studiennummer 3931).

Den Patienten bzw. den Probanden wurden jeweils ca. 30 ml Venenblut entnommen. Die

Proben wiesen keine makroskopischen Veranderungen auf (wie z.B. Himolyse).

Die Patienten mit RA waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme zwischen 26 und 77 Jahre
alt mit einem Mittelwert von 56,1 Jahren. Es wurde das Blut von 21 weiblichen und einem
mannlichen Patienten untersucht: bei 14 Patienten lautete die Diagnose laut ICD- 10:
seropositive chronische Polyarthritis, nicht ndher bezeichnet (M05.9); bei fliinf Patienten:
sonstige seropositive chronische Polyarthritis, mehrere Lokalisationen (MO05.80); bei
einem Patienten: Vaskulitis bei seropositiver chronischer Polyarthritis, mehrere
Lokalisationen (MO05.2); bei einem Patienten: chronische Polyarthritis, nicht naher
bezeichnet (M06.9) und bei einem Patienten: sonstige nicht naher bezeichnete

chronische Polyarthritis (M06.8).

Alle Patienten zeigten Antikorper gegen deiminierte Proteine. Die Konzentration reichte
von 5 U/ml bis > 200 U/ml, wobei der Test nur Konzentrationen bis 200 U/ml erfasste. Der

Mittelwert der Konzentration der Antikorper lag bei 92,4 U/ml.

Die Krankheitsdauer war zum Zeitpunkt der Abnahme im Bereich zwischen einem Jahr
und 27 Jahren mit einem Mittelwert von 9,95 Jahren. Von 19 Patienten lag eine aktuelle

Blutsenkungsgeschwindigkeit vor, die ermittelten Werte lagen hier im Bereich von 2 bis
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80 mm/h mit einem Mittelwert von 18,7 mm/h. Die Serumkonzentrationen des C-
reaktiven Proteins waren bei 19 Patienten bekannnt und lagen zum Zeitpunkt der

Blutentnahme zwischen 0 mg/dl und 4,5 mg/dI, der Mittelwert bei 0,6 mg/dl.

Die gesunden Probanden waren im Alter von 20 bis 61 Jahren und im Mittel 36,5 Jahre
alt. Sie litten zum Zeitpunkt der Blutabnahme an keiner akuten oder chronischen
Erkrankung und es lagen insbesondere keine Hinweise auf chronische entziindlich-
rheumatische Erkrankungen vor. Es wurden Blutproben von sechs mannlichen und 18

weiblichen Probandinnen untersucht.
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2.2. Aufreinigung der Granulozyten

2.2.1. Gewinnung der Granulozyten

Die Gewinnung der Leukozyten (als sog. Buffy Coat) erfolgte nach einem modifizierten
Protokoll von Sigma Aldrich (Percoll). Alle Losungen, sofern nicht anders angegeben,
wurden bei Raumtemperatur verwendet. Die einzelnen Aufarbeitungs- und
Zentrifugationsschritte erfolgten ebenfalls, sofern nicht anders angegeben, bei

Raumtemperatur.

Die Blutproben der untersuchten Personengruppen wurden mit je vier 10 ml fassenden
ACD-Vakuum-Rohrchen (BD-Vacutainer®, 1,5 ml ACD-A, Acid-Citrate-Dextrose, 366645)
abgenommen. Unmittelbar nach der Entnahme wurde das Blut durch leichtes Schwenken
mit der im Rohrchen vorhandenen gerinnungshemmenden Losung vermischt. Bis zur
weiteren Verarbeitung wurden die Rohrchen bis zu maximal drei Stunden bei
Raumtemperatur gelagert. AnschlieBend wurden sie gepoolt und zusatzlich im Verhaltnis

3:1 mit PBS (a) aufgefillt und gemischt.

Ein 1,090 g/ml Dichte Gradient wurde mittels 12,96 ml Percoll-Lsung (Sigma, 77237, CAS
65455-52-9) und 7,04 ml 1,5 M Natriumchlorid-Losung (b) hergestellt. Die Lésung wurde
nach sorgfaltigem Schiitteln bei 20.000 g 20 min in einer Zentrifuge (Heraeus, Biofuge

Stratos, Rotor 3335) ohne Bremse zentrifugiert.

Das Blut-PBS-Gemisch wurde anschlielend vorsichtig mit einer Glaspipette auf den
Gradienten geschichtet, ohne dass Blut und Gradient sich vermischten. Die
Uberschichteten Blutproben wurden bei 650 rpm in einer Zentrifuge von Hettich (Typ
Rotina 420R) zehn Minuten ohne Bremse zentrifugiert. Nachfolgend wurden ca. 3 ml
Serum abpipettiert und verworfen. Danach wurde die Zentrifugation wie oben
beschrieben wiederholt. Nun war ein ,Blutgradient” mit den drei Fraktionen,
Erythrozyten, Buffy-Coat (Leukozyten) und Serum sichtbar. Das Serum wurde verworfen.

Die weillliche Schicht des Buffy-Coats mit der Zellfraktion wurde vorsichtig in ein neues
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Falkon-Rohrchen Gberfiihrt. Die so gewonnenen Leukozyten wurden erneut bei 1440 rpm

zehn Minuten zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen und das verbleibende Zellpellet vermischt. Von dem
entstandenen Zellgemisch wurden jeweils 7 pl fur ein Ausstrichprdparat abgenommen (s.

2.2.2.). Dies diente der Uberpriifung der Granulozytenisolation.

Das Zellgemisch war durch die darin enthaltenden Erythrozyten leicht rétlich. Um die
verbliebenen Erythrozyten herauszuwaschen, wurde eine Lyse der Erythrozyten
angeschlossen. Hierflir wurden jeweils 45 ml 0°C kaltes Aqua bidest mit dem
Rohrcheninhalt vermischt. Dieses wurde 25 Sekunden inkubiert und die Erythrozytolyse
dann mit 5 ml 10x PBS (a) beendet. AnschlieRend folgte eine zehnminutige Zentrifugation
in der Zentrifuge von Hettich (Typ Rotina 420R) bei 2000 rpm und 4°C. Nach Dekantieren
des Uberstands wurde die Erythrozytolyse so oft wiederholt, bis das Pellet weiR war und

keine sichtbare rotliche Verfarbung mehr aufwies.

2.2.2. Kontrolle der Granulozytengewinnung im Ausstrichpraparat

Von jedem Patienten/Probanden wurde aus einem ca. 7 pl groRen Tropfen des
abgenommenen Blutes ein Blutausstrich angefertigt. Dieser wurde mindestens 2 Stunden

an der Luft getrocknet.

Um die Blutzellen differenzieren zu konnen, wurden die Blutausstriche mit einer
Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung) gefarbt. Zunachst wurden die Zellen mit
70%igen Ethanol funf Minuten fixiert. Die Blutausstriche wurden anschlieBend mit
Hamalaun-Losung (Merk, 1.09249.2500) drei Minuten gefarbt. Nach dem Abspiilen der

Farbelosung mit Leitungswasser wurden die Zellen mit Eosin (¢, Merk, 1.15935.0100) und
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zwei Tropfen Essigsaure (Merk, 100063.1000) fiir 30 Sekunden gefarbt. Nach Beendigung
der Farbung wurden die Blutausstriche erneut mit 70%igem Ethanol fixiert und mit

Entellan (Merck, 107961) eingedeckt.

Stichprobenweise wurden zwecks Kontrollen auch Ausstriche mittels der Naphthol-AS-D-
Chloracetat-Esterase-Farbung (d, Sigma-Aldrich, 91C-1KT) behandelt. Auch hier wurden
zunachst die Zellen auf dem Objekttrager an der Luft getrocknet. Worauf die Ausstriche
mit einer Citrat-Azeton-Formaldehyd (e) Losung fiir 30 Sekunden fixiert und danach mit
flieBendem Wasser gespilt wurden. Die Losungen der Naphthol-AS-D-Chloracetat-
Esterase-Farbung (d) wurden, wie im Kit beschrieben, gemischt und die Zellen der
Ausstriche damit 15 Minuten im Dunkeln inkubiert. Nach nachfolgender erneuter Spilung
wurden die Ausstriche mit Hamalaun-Losung (Merk, 1.09249.2500) fiir 2 Minuten
gegengefarbt. Nach Beendigung der Farbung wurden die Ausstriche erneut unter
flieRendem Wasser gespihlt und an der Luft getrocknet. Die Blutausstriche wurden mit
Hilfe eines Lichtmikroskopes des Typs DM 2000 von Leica mit angeschlossenem Kamera

und Bildbearbeitungsprogramm (Leica IM500) beurteilt und dokumentiert.

Des Weiteren wurden Ausstriche mit je 7 ul der Pellets nach der Gewinnung des Buffy-
Coats angefertigt, um das Granulozyten-/Erythrozyten-Verhaltnis vor den Hamolyse-
schritten zu bestimmen. Diese Ausstriche wurden in gleicher Weise behandelt wie die

Vollblutausstriche.
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2.3. Isolation der Histone

2.3.1. Fallung der Histone nach Kernlyse

Die Isolation der Histone erfolgte nach dem modifizierten Protokoll nach Young et al.
2001. Das aufgereinigte Granulozytenpellet wurde in Abhadngigkeit von dessen Volumen
mit der zweifachen Menge 0,375 M Salzsdure (HCI) (f) und 1/10 des HCI-Volumens an
Proteaseinhibitor (g) bei 4°C Gber Nacht geschittelt, um die Kerne aufzuschlieBen und die

Kernproteine in Losung zu bringen.

Am nachsten Morgen erfolgte eine erneute Zentrifugation iber 15 Minuten bei 3880 rpm
und 4°C in der Zentrifuge Hettich (Typ Rotina 420R). Der proteinreiche Uberstand wurde

in einem neuen 50 ml Falcon- Rohrchen aufgefangen und das Pellet verworfen.

Der Uberstand wurde mit 40 ml 4°C kaltem Aceton aufgefiillt. Die Histone wurden {ber
Nacht bei 4°C daraus gefallt. Eine erfolgreiche Histonisolation konnte an der Bildung eines

weiBlichen Niederschlags im R6hrchen nach einigen Stunden erkannt werden.

Am ndchsten Morgen erfolgte eine Zentrifugation fiir 15 Minuten bei 3880 rpm und 4°C.
Der Uberstand wurde verworfen und das Histonpellet in 1 ml Aceton resuspendiert, um

es in ein 2 ml fassendes Low- Bind- Eppendorf Gefald zu tGberfiihren.

Die Histonpellets wurden bei Raumtemperatur in einer Tischzentrifuge (Hettich, Mikro
200) bei 14000 g 8 Minuten zentrifugiert. Erneut wurde der Uberstand verworfen. Das
Histonpellet wurde anschlieBend bei Raumtemperatur getrocknet und bis zur weiteren

Verarbeitung bei -20°C aufbewahrt.
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2.3.2. Trennung der verschiedenen Histon- Subtypen mittels RP-HPLC

Die Histone wurden nach Young (Young et al. 2001) mittels RP-HPLC (Reversed Phase High
Performance Liquid Chromatography) auf einer FPLC (Fast Protein Liquid Chromatograph,
AKTA Explorer 900 von Amersham Biosiences) getrennt. Als Sdule wurde eine Jupiter C 18

Saule (5 u, 300 A, 250 x 10,00 mm der Firma Phenomenex®) verwendet.

Zur Trennung wurde das Histonpellet in 600 ml Eluent A (h) aufgenommen und gemischt.
Danach wurde es zehn Minuten bei 37°C auf einem Schttler bei 450 rpm inkubiert, um
die Proteine in Losung zu bringen. Die Probe wurde vorsichtig und unter Vermeidung von
Lufteinschliissen in eine Probenspritze aufgezogen und in die Probenschlaufe der RP-HPLC

injiziert.

Ausgegangen wurde von einem Mischungsverhaltnis von 65% Eluent A (h), der wassrigen
Komponente, und 35% Eluent B (i), der organischen, lipophilen Komponente. Der lineare
Anstieg des organischen Anteils trennte im Gradienten die einzelnen Histon-Subtypen auf
der Saule auf, der lineare Gradient erreichte nach einer Laufzeit von 70 Minuten eine

Konzentration der organischen Phase (Eluent B, i) von 70%.

Mit Hilfe einer UV-Lampe (UV- 900, Amersham Biosciences 900 Series) bei einer
Wellenldange von 214 nm wurden die Proteine detektiert. Mit einem Fraktionierer (Frac-
920, Amersham Biosciences 900 Series) wurden jeweils 500 ul des Eluats nach der
Trennung durch die Sadule in 1,5 ml Eppendorf GefdRen aufgefangen. Die Zuordnung
gelang mittels eines UV-Spektrums eines Histonstandards (Roche, Histonmix mit H1, H2a,
H2b, H3, H4 aus Kalbsthymus, 10 223 565 001), der in regelmaRigen Abstdnden in gleicher
Weise Uber die Saule getrennt wurde. Damit konnten die Histonpeaks bestimmt werden
und die darunter liegenden Fraktionen wurden in Low-bind-Eppendorf-Gefadlien
gesammelt. Die Fraktionen wurden (ber Nacht in einem Vakuum- Trockner (Speed-Vac)
getrocknet oder zunachst bei -80°C tiefgefroren und zu einem spadteren Zeitpunkt

getrocknet.
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Die getrockneten Proben wurden anschlieBend bei -20°C gelagert. In weiteren
analytischen Schritten wurden sie mit Hilfe von SDS-Gelelektrophorese, HPLC-Analytik

und Western-Blot nédher untersucht.

2.3.3. Kontrolle des Isolationsergebnisses mittels Gelelektrophorese

Um die Reinheit der Histone in den praparierten Proben (s. 2.3.2.) zu prifen, wurde bei
allen Proben vor der weiteren Analytik eine Gelelektrophorese angeschlossen, dafiir

waren folgende Schritte notig:

Die getrockneten Proben wurden in 50-100 pl Aqua bidest je nach Peak-Intensitdt im
FPLC-Spektrum gelost. Daraus wurde eine entsprechende Menge entnommen und mit
Probenpuffer (j), dessen Menge sich nach dem Volumen des jeweiligen Aliquots richtete,
versetzt und gemischt. AnschlieBend wurden die Aliquots fir finf Minuten bei 95°C

denaturiert und die Denaturierung unmittelbar im Anschluss bei -20°C gestoppt.

Pro Gel wurden sieben Proben, ein Molekulargewichtsmarker (SigmaMarkerTM, low
range, M.W. 6,500-66,000kDa) und zwei Aliquots eines Histonstandards (Roche,
Histonmix mit H1, H2a, H2b, H3, H4 aus Kalbsthymus, 10 223 565 001) vorbereitet.
Zusatzlich wurde ein Slot mit Hamoglobin (Fluka Analytical, Cat.: 51290, aus Rinderblut)

belegt, um eine potentielle Kontamination zu prifen.

Die Aliguots wurden zur Auftrennung der Histone auf ein SDS-Page-Gel (Sodium Dodecyl!
Sulfate) aufgetragen (k). Dieses setzte sich aus einem Sammelgel (5%ig, s. (k)), welches
die Slots fiir das einzelne Auftragen der Proben enthielt und dem Trenngel (16%ig, s. (k)),

in dem die Proben nach der Laufzeit angefarbt werden konnten, zusammen. Als
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Elektrophoresekammer diente das Model Mini- PROTEAN* 3 Cell von BIO-RAD, welches

mit Laufpuffer (1) gefullt wurde.

Die Elektrophoresekammer wurde auf 220 V, 60 mA und 9 W eingestellt bei einer Laufzeit
von ca. 55 Minuten. AnschlieBend wurden die beiden Gele 25 Minuten in Coomassie-
Losung (m) gefarbt und in einer Losung nach Schagger und Jagow [1987] (n) wieder
entfarbt. Damit konnte man die Banden, die die Proteine enthielten, selektiv sichtbar

machen und anschlieBend mit einem Gel- Imager (Intras) fotografieren.
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2.4. Detektion deiminierter Arginin- Reste in den aufgereinigten Histonen

2.4.1. Bestimmung des Verhaltnisses von Citrullin zu Arginin mittels HPLC

Mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC, high performance liquid
chromatography) (Agilent 1100 Series) wurden die Aminosduren nach saurer Hydrolyse
der Histone getrennt und das Verhaltnis Citrullin/Arginin bestimmt. Zur Trennung der
Aminosduren wurde eine Methode nach Kaufmann und Manley [1998], bzw. Heems et al.

[1998] modifiziert.

Zunachst wurden die getrockneten Histone mit 1ml einer 6N Salzsdure (o) versetzt und in
sauresaubere Rohrchen Uberfihrt. Die Proben wurden anschlieBend 24 Stunden bei
110°C im Heizblock hydrolysiert. Nachfolgend wurden diese unter Vakuum eingetrocknet

und bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert.

Die Hydrolysate wurden je nach Intensitdt des FPLC-Peaks (in mAU) in 20-100 pl
Probenpuffer (p) aufgenommen und in die ProbengefiRe der HPLC (iberfiihrt. Die Proben

wurden mit Hilfe eines Probengebers automatisch abgearbeitet.

Ein Aminosdurenstandard (q) diente der Prifung der Qualitat der Trennung und der

Identifikation der Aminosauren Uber ihre Retentionszeiten.

In der Methode wurde das Prinzip der Vorsdulenderivatisierung verwandt. Die primaren
Aminosauren wurden mit ortho-Phthaldialdehyd-Reagenz und 3-Mercaptopropionsaure
(Agilent Technologies, OPA und 3- MPA, 5061- 3335) in Borat-Puffer und die sekundaren
mit 9-Fluorenylmethylchloroformat (Agilent Technologies, FMOC, 6061337) in Acetonitril
derivatisiert. Die Vorsaulenderivatisierung erfolgte in der Probenkapillare des
Probenarms, welche zunachst 2 ul der Probe und dann jeweils 2,2 ul der

Derivatisierungsreagenzien aufgezogen hatte.

Als stationare Phase wurde eine C18-Saule (Thermo Scientific Typ BDS HYPERSIL C18, 150
x 4,6 mm, PartikelgroRe 3 um) verwendet. Die mobile Phase wurde aus einem Gradienten

aus Eluent A (r) und Eluent B (s) gebildet, der zunachst bei 90% Eluent A (r) und 10%
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Eluent B (s) startete und bei 30% Eluent A (r) und 70% Eluent B (s) endete. Bei einer
konstanten Flussrate von 1 ml/min eluierten die Aminosduren innerhalb von 70 Minuten
bei einer Saulentemperatur von 40°C. Der Fluoreszenzdetektor wurde fiir die primaren
Aminosdauren auf eine Anregungswellenldnge von A= 335 nm und eine
Detektionswellenlange von A= 440 nm eingestellt. Wobei die FMOC-Derivate (sekundare
Aminosauren) nach 35 Minuten mittels einer Anregungswellenlange von A= 260 nm und
Detektionswellenldnge von A= 315 nm analysiert werden konnten. Mit Hilfe der
Ubereinstimmungen der Retentionszeiten der Histonchromatogramme und des
Aminosaurenstandards (q) konnten die Aminosduren zugeordnet werden. Zur
Auswertung der Peaks wurde die Analysesoftware HP ChemStation benutzt. Mit ihrer
Hilfe konnten die Peaks des Arginins und des Citrullins integriert werden. AnschlieRend
wurden die Flachen zueinander ins Verhaltnis gesetzt, wobei die Flache unter dem
Argininsignal als interner Standard (= 100 %) definiert wurde. Jede Probe wurde auf diese

Weise mit Hilfe der Sdule zweimal getrennt.
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2.4.1.1. Deskriptive Statistik

Zur Ermittlung des Verhaltnisses von Citrullin zu Arginin wurden mittels der ChemStation-
Software die Integrale der beiden Peaks bestimmt und ins Verhaltnis gesetzt, woraus das
arithmetische Mittel aus den beiden Messungen gebildet und in der weiteren Auswertung

verwendet wurde.

Die so gewonnenen Daten wurden zunachst in Excel-Tabellen gesammelt und in
Diagramme transferiert. Zur besseren Veranschaulichung wurde in einzelnen
Diagrammen eine Trendlinie eingefligt. Diese Trendlinie errechnet sich durch
die Methode der kleinsten Quadrate aus der Punktwolke der gesammelten Daten. Die
jeweils tabellierten Prozentangaben (s. Ergebnisse) sind proportional zur Steigung der

berechneten Trendgeraden der altersabhdngigen Deiminierungsgrade.
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2.4.2. Detektion von Citrullin in Histonen mittels Western-Blot

In einigen, stichprobenartig ausgewahlten Histon-Proben wurde Citrullin in den Histonen

H1, H2a und H2b untersucht.

Zunachst wurde eine Gelelektrophorese wie in 2.3.3. beschrieben durchgefihrt. Zwei

SDS-Page-Gele wurden mit denselben Proben in der gleichen Reihenfolge versehen.

Auf dem Gel wurden je ein Molekulargewichtsmarker (SigmaMarker TM, Low Range,
M.W. 6,500-66,000 kDa), ein Prestained Marker (Fermentras SpectraTM, Multicolor Low
Range, M.W. 1,7-40 kDa), der jeweilige Histon-Einzelstandard (Histonstandard Roche 10
223 565 001, Gber FPLC getrennt) als Positiv-Kontrolle fiir den jeweiligen Anti-Histon-
Antikorper, und eine Postitiv-Kontrolle fir den Anti-Citrullin-Antikérper (Sigma,
Carboanhydrase aus bovinen Erythrozyten) und 2-3 Histon-Proben mitgefiihrt. Diese
wurden jeweils zweifach auf einem Gel aufgetragen, um spater das Signal des Anti-
Histon-Antikorpers mit dem Signal des Anti-Citrullin-Antikorpers vergleichen zu kénnen.
Dabei wurden die Proben so angeordnet, dass man die Blot-Membran teilen und beide

Seiten mit je unterschiedlichen Erstantikorpern weiter behandeln konnte.

Nach der Gelelektrophorese wurde das eine Gel wie in 2.3.3. beschrieben mit Coomassie-

Losung (m) gefarbt. Dieses gefarbte Gel diente nun als Vergleichskontrolle.

Das andere identische Gel wurde vor dem Blotten fiir 10 Minuten in Transferpuffer (t)
dquilibriert. Wahrenddessen wurde die PVDF-Membran (Bio Rad, PorengréRe 0,2 um,
162-0176) in die richtige GrofRe gebracht und fur 1 Minuten in Methanol (pur)
geschwenkt. Danach wurde sie sofort fiir 2- 5 Minuten in Transferpuffer (t) Gberfiihrt und
geschuttelt. Die in Transferpuffer (t) gewdsserten Filter, Schwammticher, Blotmembran
und Gel wurden luftblasenfrei in der Transferkassette geschichtet und fixiert. Als Blot-
Kammer wurde das Tankblot-System von BIO-RAD (Model No. Mini-PROTEAN 3 Cell)
verwendet. Dieses wurde nun mit 4°C kaltem Transferpuffer (t) aufgefillt und die

Transferkassette in die Kammer eingesetzt.
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H1 wurde bei einer konstanten Stromstarke von 350 mA und bei einer Spannung von 200
V drei Stunden geblottet, H2a und H2b wurden bei einer Stromstdarke von 250 mA
konstant bei 200 V ({iber vier Stunden geblottet. Alle folgenden Wasch- und

Inkubationsschritte der Blot-Membran wurden auf einem Schiittler durchgefihrt.

Die Membran wurde nach Beendigung des Blottens ohne Anzutrocknen 3x5 Minuten in
1x PBS (a) bei 37°C gewaschen. Das Gel wurde wahrenddessen zur Erfolgskontrolle des
Proteintransfers wie in 2.3.3. beschrieben in Coomassie-Losung (m) gefarbt und in einer
Losung nach Schagger und Jagow [1897] (n) wieder entfarbt. AuRerdem wurde der
Molekulargewichtsmarker, der sich nun auf der Blot-Membran befand, abgeschnitten und
fir die spatere Auswertung des Blots separat 20 Minuten in Amidoschwarz (u) gefarbt.

AnschlieBend wurden die Banden mit Amidoschwarz-Entfarber (v) sichtbar gemacht.

Der Blot wurde nun fiir eine Stunde in einer Blockier-Lésung (5% BSA, w) bei 37°C
geblockt. AnschlieBend wurde sie mit 1 x PBST (x) 5 x 5 Minuten bei 37°C gewaschen und

in frischem PBST (x) bei 4°C ca. zwolf Stunden gelagert.

Am ndchsten Morgen wurde der Blot zundchst 20 Minuten im Warmeschrank bei 37°C
aufgewarmt. Die Membran wurde anschlieBend geteilt, um den primadren Antikérper an
das jeweilige Histon bzw. Citrullin binden zu lassen. Im Folgenden wurden die beiden Teile
getrennt voneinander behandelt. Dem Citrullin-Blot, der die Carboanhydrase als Positiv-
Kontrolle fir den Nachweis einer Deimininierung von Arginin-Resten beinhaltete, wurde
ein polyklonaler Anti-Citrullin-Antikorper (Millipore, Rabbit, AB 5612) in einem Verhaltnis
von 1:2727 zu 0,5 %igem BSA (y) zugesetzt. Der Histon-Blot wurde mit dem jeweiligen

Histon-Antikorper inkubiert.

H1 wurde mit einem polyklonalen Antikérper (Novus Biologicals, Rabbit, NBP1-19299) in
einer Verdinnung von 1:3000 in 0,5 %igem BSA (y), H2a mit einem polyklonalen
Antikorper (Millipore, Rabbit, Cat. 07-146) und H2b mit einem polyklonalen Antikérper
(Millipore, Rabbit, AB1623) in einer Verdinnung von 1:1500 in 0,5%igem BSA (y)

detektiert.
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Die Antikorper wurden mit der Membran jeweils 2 Stunden bei 37°C inkubiert.

Nach der Primar-Antikérper-Bindung wurden die beiden Membranhalften erneut 5 x 5
Minuten bei 37°C mit 1x PBST (x) gewaschen. Als sekundarer Antikdrper wurde ein
polyklonaler Anti-Kaninchen-lgG-Antikorper (Millipore, Goat, AP132P) vorbereitet, der in
einem Verhidltnis von 1:2000 mit 0,5%igem BSA (w) verwendet wurde. Mit diesem
wurden die beiden Membranhalften getrennt voneinander fiir weitere 2 Stunden bei 37°C
inkubiert. Es folgten erneut flinf Waschschritte fir jeweils 5 Minuten in 1x PBST (x) bei

37°C.

Die Detektion erfolgte Giber Chemiluminescenz mit dem Substrat Super Signal® West Pico
(Thermo Scientific, 34077). Die beiden Phasen wurden erst unmittelbar vor dem
Auftragen auf die Membranen 1:1 gemischt, anschlieBend auf dem Blot verteilt und
danach eine Minute im Dunkeln inkubiert. Die Immunreaktion konnte so mit Hilfe eines
Imagers (FujiFilm, LAS-3000) in Abhangigkeit von der Signalstarke mit 5 Sekunden, 10

Sekunden und 15 Sekunden Belichtungszeit fotografiert werden.

AbschlieBend wurden die Membranen erneut 3 x 5 Minuten in PBST (x) bei
Raumtemperatur gewaschen. Zur Bandenidentifizierung und Erfolgskontrolle des Blot-
Vorgangs wurden die Membranen fir 20 Minuten mit Amidoschwarz (u) gefarbt und in
Amidoschwarz-Entfarbelosung (v) wieder entfarbt und zuletzt an der Luft getrocknet und

fotografiert.
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2.5. Eingesetzte LOsungen

2.5.1 Vorbereitung der Proben

a) Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) (10x), pH 7,2- 7,4 (1 1)

Natriumchlorid (NaCl): 80 g (1,37 M), Dinatriumhydrogenphosphat
(NaHPQy4): 11,5 g (81 mM), Kaliumchlorid (KCl): 2 g (27 mM),
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4): 2 g (14,7 mM) ad 1000 ml Aqua bidest
Fir die Herstellung von 1x PBS im Verhéltnis 1:10 mit Aqua bidest

verdinnen.

b) 1,5 M Natriumchloridldsung (NaCl) (1)

Natriumchlorid (NaCl): 87,4425 g (1,5 M) ad 1000 ml Aqua bidest

2.5.1. Kontrolle des Aufreinigungsergebnisses im Ausstrichpraparat

c) Eosin-Losung (100 ml)

1 g Eosin G (Merk) in 100 ml Aqua bidest

d) Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase-Farbung (Kit Sigma-Aldrich, 91C-1KT)

Natriumnitrit Losung (10 ml)

Fast Red Violet LB Base (10 ml)
Naphthol-AS-D-Chloracetat-Losung (10 ml)
Trizmal-Puffer ph 6,3 (50 ml)

Hemalaun Losung (Merk, 1.09249.2500)
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e) Citrat-Azeton-Formaldehyd Losung(CAF) (98 ml)

25 ml Citrat, 65 ml Azeton, 8 ml Formaldehyd (37%)

2.5.2. Fallung der Histone nach Kernlyse

f) 0,375 M Salzsaure (HCI)(1 1)

13,6725 HCL ad 1000 ml Aqua bidest

g) Proteaseinhibitor

45 ml 0,9% NaCl, 5 ml Proteaseinhibitor Stocklésung (+ 4°C), PMSF100 ul
(-20°C)

Proteaseinhibitor Stocklosung (100 mM) (50 ml)

Phenylmethanesulfonylfluorid (PMSF, C;H,FO,S): 0,871 g ad 50 ml Ethanol
absolut (C,HgO)

2.5.3.  Trennung der verschiedenen Histon-Subtypen mittels RP-HPLC

h) EluentA (1|
Trifluoressigsaure (TFA, C,HF305): 4 ml ad 1000 ml Wasser HPLC-grade
15 Minuten Ultraschallbad
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i) EluentB (1]
Acetonitril (C;H3N): 840 ml, Wasser HPLC-grade: 160 ml, TFA, C;HF30,: 4 ml
15 Minuten Ultraschallbad

2.5.4. Kontrolle des Isolationsergebnisses mittels Gelelektrophorese

j)  Probenpuffer-Ansatz (9,5 ml)

Aqua bidest: 3,55 ml, Tris-HCI (C4H11NO3): 0,5 M: 1,25 ml (pH 6,8), Glycerol
(CsHgO3): 2,5 ml, SDS 10%: 2,0 ml, Bromphenolblau (C;9H9BrsNaOsS) 0,5 %:
0,2 ml

Natriumdodecylsulfat (SDS) 10 % (100 ml)

Natriumdodecylsulfat (SDS, C1,H,5Na04S): 10 g ad 100 ml Aqua bidest

Probenpuffer (gebrauchsfertig) (1 ml)

Probenpuffer-Ansatz (s.0.): 950 ul, B-Mercaptoethanol (C;H1,0S): 50 ul

k) Pippetierschema fiir SDS-Page-Gel

Acrylamid A (100 ml)

Acrylamid (C3HsNO): 29,2 g, N'N’-bi-Methylenacrylamid (C;H;0N,0,): 0,8 g
ad 100 ml Aqua bidest

Trenngelpuffer (Tris-HCI, 1,5 M), pH 8,8 (450 ml)
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Tris-Base (C4H11NO3): 27,23g in 240 ml Aqua bidest [6sen, mit 6 N HCI auf pH
8,8 einstellen, ad 450 ml Aqua bidest

Sammelgelpuffer (Tris-HCI 0,5 M), pH 6,8 (300 ml)

Tris-Base (C4H11NOs): 12 g in 100 ml Aqua bidest 16sen, mit 6 N HCI auf pH
6,8 einstellen, ad 200 ml Aqua bidest

Ammoniumperoxidsulfat (APS) 10 % (1 ml)

Ammoniumperoxidsulfat (APS, HgN,0sS,): 0,1 g ad 1 ml Aqua bidest

Trenngel Sammelgel
Acrylamid A 2,65 ml 425 ul
Trenngelpuffer 1,25 ml
Sammelgelpuffer 625 ul
SDS 10 % (s. h) 25ul
Agua bidest 1,051 1,425 ml

Die Polymerisation des SDS-Page-Gels beginnt erst nach der Zugabe der

folgenden Substanzen:

APS 10 % 25 pl 12,5 pl
TEMED 2,5l 2,5l
(Tetramethylethylendiamin)
Laufpuffer (10x). pH 8,3 (1 1)
Tris-Base  (C4H11NO3): 30,3 (C2H5NO2): 144 g,

Natriumdodecylsulfat (SDS, C12H25 Na04S): 10 g, ad 1000 ml Aqua bidest

mit pH-Streifen kontrollieren, nicht mit Saure oder Lauge einstellen

Fir die Herstellung von 1x Laufpuffer im Verhaltnis 1:10 mit Aqua bidest

verdinnen.
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m) Coomassie-Farbeldsung (1 1)

Coomassie (C4s5H44N3Na0O+S;): 2,5 g, Methanol (CH40): 500 ml, Essigsaure
(CH405): 150 ml, ad 1000 ml Aqua bidest

Die Losung muss vor Verwendung filtriert werden.

n) Entfarber nach Schigger und Jagow (1987) (2,64 1)

Isopropanol (C3HgO): 500 ml, Essigsdure (C,H40;): 140 ml, ad 2000 ml Aqua
bidest

2.5.5. Bestimmung des Verhaltnisses von Citrullin zu Arginin mittels HPLC

o) 6N Salzsdure (HCL) (1 1)

Wasser HPLC-grade: 500 ml, konzentrierte Salzsdaure (12 N): 500 ml

p) Probenpuffer (200 ml)

0,1 M Salzsdure (HCI): 100 ml, Natriumazid (NaNs): 9,75 mg, ad 1000 ml
Aqgua bidest

g) Aminosadurenstandard (0,0234 nM) (50 ml)

Alanin 0,00445 g, Arginin 0,00871 g, Asparaginsdure 0,00666 g, Citrullin
0,00876 g, Glutaminsaure 0,00736 g, Glycin 0,00375 g, Isoleucin 0,00656 g,
Leucin 0,00656 g, Methionin 0,00746 g, Phenylalanin 0,00821 g, Serin
0,00526 g, Threonin 0,00596 g, Tyrosin 0,00906 g, Valin 0,00596 g ad 50 ml
Probenpuffer (s. p)
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r) Eluent A nach Kaufmann & Manley (1998) (pH 6,0) (2 1)

Natriumacetat (C,H3NaO,): 3,773 g, Natriumazid (NaNs): 0,195 g, Ethylen-
Diamintetraessigsdure (EDTA, CioH1sN,03): 0,750 g, ad 2000 ml Aqua bidest
mit 10 %iger Essigsaure (C,H40,) auf pH 6,0- 6,01 einstellen

s) Eluent B fiir Razemisierung nach Kaufmann & Manley (1998) (1,08 |)

Methanol (CH40): 1000 ml, Acetonitril (C;H3N): 83,4 ml
Da diese Substanzen beim Mischen eine Volumenkontraktion durchfiihren,

ist es wichtig, dass man beide getrennt voneinander abmisst und erst dann

mischt.

2.5.6. Detektion von Citrullin in Histonen mittels Western-Blot

t) Transferpuffer, pH 8,2- 8,3 (21)

Tris-Base (C4H11NO3): 11,64 g (48 mM), Glycin (C,HsNO,): 58 g (386 mM),
Natrimdodecylsulfat (SDS, Ci,H5sNa04S) = 0,1 %: 20 ml 10 % SDS (s. (j)),
Methanol (CH40): 400 ml (20 %), ad 2000 ml Aqua bidest

Nur mit pH-Streifen kontrollieren, nicht mit Sdure oder Lauge einstellen

u) Amidoschwarz-Farbelosung (200 ml)

Amidoschwarz 10 B (C;,H14NgNa04S5): 0,2 g (0,1 %), Methanol (CH40): 90 ml
(45 %), Essigsaure(C,H40,): 14 ml (7 %), Aqua bidest: 96 ml
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v) Amidoschwarz-Entfarber (1 1)

Methanol (CH40): 700 ml (70 %), Essigsaure (CoH40,): 21 ml (7 %), Aqua
bidest: 279 ml

w) Blockier-Lésung, 5 % BSA (25 ml)

BSA (Sigma Aldrich, Bovines Serumalbumin): 1,25 g in 25 ml 1x PBS (1x) (s.

(a)) 16sen

x) Phosphatgepufferte Salzlésung mit Tween (PBST) (1 1)

Tween: 1 ml (0,1 %) in 1000 ml 1x PBS (s. (a)) l6sen

y) BSA fiir die Antikérperreaktion (25 ml)

BSA (Sigma Aldrich, Bovines Serumalbumin): 0,125 g in 25 ml 1x PBS (1x) (s.

(a)) l6sen
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3. Ergebnisse

3.1. Kontrolle der Qualitat der Isolation von Granulozyten im Ausstrichpraparat

Bei der Auswertung der Vollblutausstriche zeigten sich in den Praparaten physiologische
Zellzusammensetzungen. Die etablierte Aufreinigung der Granulozyten aus den
Vollblutproben fiihrte zu einer gut reproduzierbaren Ausbeute an Granulozyten. Bei den
lichtmikroskopischen Kontrollen waren nach dem Isolationsprozess die Granulozyten
mittels Standardfdarbung eindeutig erkennbar (Abb. 3), der Reinheitsgrad in den
Ausstrichen lag bei etwa 95%. Nur vereinzelt wurden andere Leukozyten, wie
Lymphozyten, Monozyten und Zellen, die nicht mehr eindeutig einer Zelllinie zugeordnet
werden konnten, gefunden. Die hier vorgenommene Standardfirbung lasst eine
aussagekraftige morphologische Beurteilung der Zellen zu, farbt aber die
unterschiedlichen Granulozytentypen nicht spezifisch an. Stichprobenweise wurden zu
Kontrollzwecken Ausstriche mit der fiir Granulozyten speziellen Naphthol-AS-D-
Chloracetat-Esterase gefirbt, die, wie bereits oben ausgefiihrt, die groRe Uberzahl an
Granulozyten in den aufgereinigten Proben zusatzlich bestatigte. Auf Grund der Kenntnis
der Zusammensetzung des Blutes und der kennzeichnenden morphologischen
Besonderheiten der Granulozyten und der anderen kernhaltigen Blutzellen konnte auf
diese aufwandige Kontrolle im weiteren Verlauf verzichtet werden. Wie bereits oben
erwahnt, wurden nur sehr vereinzelt auch andere kernhaltige Zellen wie Lymphozyten in
den Ausstrichen gefunden (etwa 5%). Da diese Zellen auch Histone besitzen, ist durch die
geringe Anzahl dieser Zellen jedenfalls theoretisch eine wenn auch sehr geringe

Beeinflussung in den weiteren Messungen und Untersuchungen nicht auszuschlielRen.

Im Blick auf diese nachweislich relativ geringe Verunreinigung mit anderen kernhaltigen
Zellen wurde die angewandte Aufreinigungsmethode unter der vorliegenden

Fragestellung als ausreichend zuverlassig beurteilt und in Folge eingesetzt.
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Abb. 3 Ausstrich einer Granulozytenfraktion nach Aufreinigung und vor der Lyse der

Erthrozyten (HE, 40x): Kein Hinweis auf Kontamination mit anderen Leukozyten

Eine weiterbestehende Kontamination des Aufreinigungsergebnisses mit Erythrozyten,
wie in der Abbildung 3 zu sehen, konnte vernachldssigt werden, da diese durch die
anschlieBRenden Erythrozytolyseschritte vollstandig herausgewaschen wurden. Dies zeigte
sich zum einen darin, dass sich das Granulozytenisolat von rétlich bis rosa nach der
Behandlung als makroskopisch weill darstellte. Zum anderen wurde durch den
anschlieRenden, erneuten lichtmikroskopischen Ausstrich das Fehlen der Erythrozyten
bestatigt. Auch in der spateren Gelelektrophorese der einzelnen Histone zeigte sich nur in
Ausnahmefillen eine Hamoglobinbande, diese Proben wurden in den weiteren
Analyseschritten jedoch nicht weiter berlicksichtigt, d.h. verworfen. AuRerdem enthalten

reife Erythrozyten keinen Kern und dementsprechend wenig bis keine Histone mehr.

Auch Thrombozyten konnten vereinzelt gefunden werden. Da diese jedoch keine Kerne
besitzen und dementsprechend Histone keine wesentlichen Bestanteile sind (Marcus et

al. 2002), wurden diese als nicht relevant angesehen und im Folgenden vernachlassigt.
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3.2. Trennung der verschiedenen Histonfraktionen mittels RP-HPLC

In der Abbildung 4 ist ein typisches RP-HPLC-Elutionsprofil einer isolierten Histonfraktion
aus Granulozyten eines Probanden im Vergleich mit dem RP-HPLC-Elutionsprofil eines

bovinen Histonstandards dargestellt.
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Abb. 4 Typisches RP-HPLC-Elutionsprofil einer granulozytdaren Histonfraktion (blau) im

Vergleich zu einem Elutionsprofil eines bovinen Histonstandards (rot).

Das Elutionsprofil der RP-HPLC zeigte eine sehr hohe Konstanz. Kleine zeitliche
Verschiebungen ergaben sich wahrscheinlich durch leichte Verunreinigung der Saule,
weswegen in regelmaligen Abstanden ein Leerlauf zur Reinigung erfolgte. Lediglich die

Ausbeute der Histone variierte, was sich in der Hohe der Signale bemerkbar machte.

Die jeweiligen Peaks des Elutionsprofils wurden mit Hilfe der Gelelektrophorese den

einzelnen Histontypen zugeordnet (s. Abb. 5).
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Zeigten sich Verunreinigungen durch Fremdprotein in der Gelelektrophorese, fanden die
betroffenen Proben keine Bericksichtigung in der weiteren Analytik. Auch eine zu geringe
Ausbeute konnte zum Ausschluss der Proben fir die weitere Bearbeitung fiihren. Dies
geschah insbesondere dann, wenn in der Gelelektrophorese die Banden zu schwach

waren, um eine ausreichend sichere Beurteilung zu erméglichen.
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Abb.5 Zuordnung eines typischen Elutionsprofils (obere Abbildung) einer aus Granulozyten
isolierten Histonfraktion zum gelelektrophoretischen Befund der eluierten RP-HPLC-
Fraktionen (untere Abbildung), S= Standard

Histon H3 eluierte auf der RP-HPLC zu zwei unterschiedlichen Zeiten von der Sdule mit
einem ersten Peak bei ca. 62 min und einem zweiten Peak bei ca. 69 min Laufzeit. Diese

Fraktionen wurden im Folgenden getrennt analysiert und mit der Bezeichnung H3-1 und
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H3-2 unterschieden. In der Gelelektrophorese zeigten die beiden Histonfraktionen ein
gleiches Laufverhalten und boten damit ein gleiches Bild, sodass in Abbildung 5 (unten)

beispielhaft nur eine H3 Bande abgebildet ist.

Insgesamt wurden von 56 Probanden (RA-Patienten und gesunde Probanden) alle
Histongruppen aus Granulozyten isoliert. Diese Histongruppen wurden anschlieRend in
der Gelelektrophorese auf Verunreinigung durch andere Proteine mit folgendem Ergebnis

Uberpruft:

Bei 96,4% der untersuchten H1-Proben wurde keine Verunreinigung gefunden. H2a-
Proben konnten in 43,6% ohne Verunreinigung isoliert werden, H2b-Proben in 78,2%, H3-

1-Proben in 94,5%, H3-2-Proben in 69,17% und H4-Proben in 80,0%.

Nur Proben ohne detektierbare Verunreinigungen wurden weiter analysiert.
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3.3. Analytik: Nachweis von Citrullin in Histonen

3.3.1. Qualitative Detektion von Citrullin in Histonen mittels Western-Blot

Exemplarisch wurde mittels Western-Blot nachgewiesen, dass die Histone H1, H2a und
H2b in den isolierten Proben vorlagen und Citrullin in allen Histonbanden nachweisbar
war. Die folgenden Abbildungen 6-8 zeigen beispielhaft flir das jeweilige Histon einen

solchen Nachweis.

3.3.1.1. Histon H2b
a) b)

Anti-Citrullin-AK [Anti-H2b-AK

|
‘
|
'

— | - —
M CA H2b H2b H2b M CA H2b H2b H2b
(Std.) (Std.)

Abb. 6 aund b: Qualitativer Nachweis deiminierter Histone H2b mittels Western-Blot; a: Blot
nach Proteinfarbung mit Amidoschwarz — es ergibt sich kein Anhalt fiir Fremdprotein;
b:Blot nach Immunreaktion (Anti-Citrullin-Antikérper und Anti-H2b-Antikorper) — die fir
Anti-H2b positive Bande wird auch durch den Anti-Citrullin-Antikérper detektiert. H2b:
Histonprobe einer gesunden, 52 j. Probandin, CA = Carboanhydrase (Positiv-Kontrolle des
Anti-Citrullin-Antikérpers), H2b (Std.) = Histon 2b-Einzelstandard (Positiv-Kontrolle des
Anti-H2b-Antikorpers)
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3.3.1.2. Histon H2a

a) b)

Anti-Citrullin-AK | Anti-H2a-AK

AT 4 | < K |
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M CA H2a H2a H M CA H2a H2a H
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Abb. 7 aund b: Qualitativer Nachweis deiminierter Histone H2a mittels Western-Blot; a: Blot
nach Proteinfarbung mit Amidoschwarz — es ergibt sich trotz Artefakte durch einen Knick
in der Membran kein Anhalt fiir Fremdprotein; b:Blot nach Immunreaktion (Anti-Citrullin-
Antikorper und Anti-H2a-Antikorper) — die flr Anti-H2a positive Bande wird auch durch
den Anti-Citrullin-Antikoérper detektiert. H2a: Histonprobe einer gesunden, 23 j.
Probandin, CA = Carboanhydrase (Positiv-Kontrolle des Anti-Citrullin-Antikorpers), H2a
(Std.) = Histon 2a-Einzelstandard (Positiv-Kontrolle des Anti-H2b-Antikorpers)
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3.3.1.3. Histon H1
a) b)

Anti-Citrullin-AK! Anti-H1-AK

,F._. o I

£z ¥

e

“ 1

M CA H1 H1 H1 H1 H1
(Std) (Std)

Abb. 8 aund b: Qualitativer Nachweis deiminierten Histons H1 mittels Western-Blot; a: Blot
nach Proteinfarbung mit Amidoschwarz — es ergibt sich kein Anhalt fiir Fremdprotein; b:
Blot nach Immunreaktion (Anti-Citrullin-Antikorper und Anti-H1-Antikérper) — die fiir Anti-
H1 positive Bande wird auch durch den Anti-Citrullin-Antikorper detektiert. H1
Histonprobe eines gesunden 20 j. Probanden CA = Carboanhydrase (Positiv-Kontrolle des
Anti-Citrullin-Antikorpers)
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3.3.2. Bestimmung des Verhaltnisses der Citrullin- zur Argininkonzentration
(Deimininierungsrate) in Histonen mittels HPLC

Mit Hilfe der HPLC konnten die einzelnen Aminosduren der Histone H1, H2a, H2b, H3-1,
H3-2 und H4 detektiert werden. In allen Histonen konnte Citrullin als Folge einer

posttranslationalen enzymatischen Deiminierung von Argininresten gefunden werden.

Glx

Ala
100 g g
LU &
80
Leu
60 1 Ad Ser Val ¢
8 Gly/His 5 ]
3 c g Arg 2

Thy E‘

SO — 23700
F*ovoa
l::-:o 205
(
——— 1]
E,. 33 607

Abb. 9 HPLC-Chromatogramm eines Aminosaurenstandards (g, rot) und einer Histonprobe
H1 (blau), der Citrullin und Arginin enthaltende Abschnitt wird in der folgenden Abb.
10 vergrofRert dargestellt

Abbildung 9 zeigt beispielhaft ein charakteristisches Aminosaurenspektrum eines Histons
H1 bei einer 57 jahrigen Patientin mit rheumatoider Arthritis im direkten Vergleich mit

einem Aminosaurenstandard.
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VergrofRerung des Citruliin und Arginin enthaltenen Abschnitts des HPLC-
Chromatogramms aus Abb. 9 (rot: Aminosaurenstandard, blau: Histonprobe H1)

In der obigen Abbildung 10 ist der aus Abb. 9 vergréRBerte Ausschnitt mit den Peaks von

Citrullin und Arginin dargestellt. In der Probe der Patientin waren somit 10,35 %

(Deiminierungsgrad) der Argininreste zu Citrullin deiminiert.
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3.3.3. Deiminierungsgrad in granulozytaren Histonen von RA-Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden

Die folgenden Abbildungen 11-16 fir die Histone H1, H2a, H2b, H3-1, H3-2 und H4
wurden anhand der aus den Elutionsprofilen ermittelten Citrullin- und
Argininkonzentrationsverhaltnisse (Deiminierungsgrad) erstellt. Dargestellt sind die bei an
RA erkrankten Patienten und gesunden Probanden ermittelten Deiminierungsgrade (=
prozentuales Verhéltnis der Citrullin- zur Argininkonzentration granulozytarer Histone) in

den verschiedenen Histongruppen in Abhangigkeit vom Lebensalter.

In den folgenden Tabellen 2-7 sind deskriptiv statistische Daten (Schwankungsbereich,
Mittelwert, Standardabweichung und Trend) aus den altersabhdngig gemessenen

Deiminierungsgraden angegeben.
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Abb. 11 Deiminierungsgrad als Quotient Citrullin-/Argininkonzentration (%) in granulozytdren
Histonen des Typs H1 in Abhangigkeit vom Alter: an RA erkrankte Patienten (blau),
gesunde Probanden (rot)

Tab. 2 Deskriptiv statistische Daten aus den in Abb. 11 dargestellten Deiminierungsgraden in

granulozytaren Histonen des Typs H1 (RA = an RA erkrankte Patienten; Gesund = gesunde
Probanden

Schwankungsbreite Mittelwert Standardabweichung | N
RA 4,217 %; 19,022 % 7,885 % 3,371 % 20
Gesund 4,085 %; 20,217 % 8,305 % 3,275 % 26
Differenz -0,42 %

p = 0,4646 (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test)
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3.3.3.2. Histon 2a
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Abb. 12 Deiminierungsgrad als Quotient Citrullin-/Argininkonzentration (%) in granulozytiren
Histonen des Typs H 2a in Abhdngigkeit vom Alter: an RA erkrankte Patienten (rot),

gesunde Probanden (blau)

Tab. 3 Deskriptiv statistische Daten aus den in Abb. 12 dargestellten Deiminierungsgraden in
granulozytdren Histonen des Typs H2a (RA = an RA erkrankte Patienten; Gesund = ge-

sunde Probanden
Schwankungsbreite Mittelwert Standardabweichung | N
RA 3,274 %; 16,570 % 8,867 % 3,873 % 13
Gesund 3,005 %; 11,628 % 8,500 % 1,973 % 13
Differenz -0,367 %

p =0,9795 (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test)
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Abb. 13 Deiminierungsgrad als Quotient Citrullin-/Argininkonzentration (%) in granulozytiren

Histonen des Typs H2b in Abhdngigkeit vom Alter: an RA erkrankte Patienten (blau),
gesunde Probanden (rot)

Tab. 4 Deskriptiv statistische Daten aus den in Abb. 13 dargestellten Deiminierungsgraden in

granulozytdren Histonen des Typs H2b (RA = an RA erkrankte Patienten; Gesund = ge-
sunde Probanden

Schwankungsbreite Mittelwert Standardabweichung | N
RA 2,639 %; 16,458 % 9,800 % 4,377 % 17
Gesund 3,558 %; 20,932 % 11,173 % 5,234 % 18
Differenz -1,373 %

p = 0,4051 (t-Test)
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3.3.3.4. Histon H3-1
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Abb. 14 Deiminierungsgrad als Quotient Citrullin-/Argininkonzentration (%) in granulozytiren
Histonen des Typs H3-1 in Abhangigkeit vom Alter: an RA erkrankte Patienten (blau),

gesunde Probanden (rot)

Tab. 5 Deskriptiv statistische Daten aus den in Abb. 14 dargestellten Deiminierungsgraden in
granulozytaren Histonen des Typs H3-1 (RA = an RA erkrankte Patienten; Gesund = ge-

sunde Probanden

Schwankungsbreite Mittelwert Standardabweichung | N
RA 2,826 %; 15,113 % 8,323 % 2,494 % 21
Gesund 4,489 %; 11,431 % 7,109 % 2,117 % 24
Differenz 1,214 %

p = 0,0621 (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test)
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3.3.3.5.

Histon H3-2
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Abb. 15 Deiminierungsgrad als Quotient Citrullin-/Argininkonzentration (%) in granulozytiren
Histonen des Typs H3-2 in Abhangigkeit vom Alter: an RA erkrankte Patienten (rot),

gesunde Probanden (blau)

Tab. 6 Deskriptiv statistische Daten aus den in Abb. 15 dargestellten Deiminierungsgraden in

granulozytdren Histonen des Typs H3-2 (RA = an RA erkrankte Patienten; Gesund =
gesunde Probanden

Schwankungsbreite Mittelwert Standardabweichung | N
RA 2,835 %; 9,784 % 6,583 % 1,968 % 13
Gesund 4,255 %; 13,245 % 6,990 % 2,059 % 17
Differenz -0,407 %

p =0,7220 (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test)
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3.3.3.6. Histon H4
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Abb. 16 Deiminierungsgrad als Quotient Citrullin-/Argininkonzentration (%) in granulozytiren
Histonen des Typs H4 in Abhangigkeit vom Alter: an RA erkrankte Patienten (blau),

gesunde Probanden (rot)

Tab. 7 Deskriptiv statistische Daten aus den in Abb. 16 dargestellten Deiminierungsgraden in
granulozytaren Histonen des Typs H4 (RA = an RA erkrankte Patienten; Gesund = gesunde

Probanden

Schwankungsbreite Mittelwert Standardabweichung | N
RA 2,001 %; 13,612 % 5,898 % 2,488 % 18
Gesund 2,234 %; 28,807 % 7,508 % 7,153 % 19
Differenz -1,61%

p = 0,4846 (Wilcoxon-Mann-Whitney-Test)
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Insgesamt zeigen die in den Abbildungen 11-16 dargestellten, gegen das Lebensalter
aufgetragene Deiminierungsgrade folgende Auffilligkeiten und Tendenzen (s. auch Tab.

2-7):

Bei Betrachtung fallt auf, dass die Schwankungsbereiche beider Gruppen insbesondere im
gleichen Altersbereich nahezu gleich sind. Prinzipiell kann man auch erkennen, dass die
Ergebnisse bei den an RA erkrankten Patienten eher zu einer mit steigendem Alter
zunehmendem Deiminierungsgrad (s. Trend in Tab. 2-7) und bei den gesunden Probanden

abhédngig von der Histongruppe zu abnehmenden Deiminierungsgraden tendieren.

Insbesondere in den Abbildungen 11 (H1), 13 (H2b) und 16 (H4) fallt auf, dass der
Deiminierungsgrad der Histone in der Gruppe der gesunden Probanden mit
zunehmenden Alter weniger streut, wohingegen die Werte der RA-Patienten mit

zunehmendem Alter eine héhere Streubreite aufweisen.

Insgesamt lasst sich allerdings bei keiner der untersuchten Histongruppen ein
signifikanter Unterschied zwischen den von RA-Patienten und den gesunden Probanden

ermittelten Daten erkennen.
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3.3.4. Deiminierungsgrad granulozytarer Histone an RA erkrankter Patienten in
Abhangigkeit von laborchemischen Parametern und klinischem Verlauf

Mit zunehmendem, zum Zeitpunkt der Blutentnahme bestimmtem Anti-CCP-Titer zeigt
sich in den folgenden Abbildungen 17-22 bei allen Histonen H1, H2a, H2b, H3-1, H3-2 und
H4 bei an RA erkrankter Patienten ein mehr oder weniger schwach ausgepragter, hier als
linear angenommener Anstieg des Deiminierungsgrades (nicht signifikant). Bei den
Histonen H2a und H2b (s. Abb. 18 und 19) zeigt sich dies von allen Histongruppen am

deutlichsten.

Auffallig ist dass sich durch die Verteilung der Titer zwei Kluster zu bilden scheinen. Das
erschwert die statistische Auswertung. Die Kluster werden jedoch als durch die relativ

geringe Fallzahl verursacht gewertet.
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3.3.4.1. Histon H1
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Abb. 17 Deiminierungsgrad (%) in Abhéangigkeit vom zum Zeitpunkt der
bestimmten Anti-CCP-Titer mit Trendgerade

Blutentnahme
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3.3.4.2. Histon 2a
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Abb. 18 Deiminierungsgrad (%) in Abhangigkeit vom zum Zeitpunkt der Blutentnahme
bestimmten Anti-CCP- Titer mit Trendgerade
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3.3.4.3. Histon 2b
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Abb. 19 Deiminierungsgrad (%) in Abhédngigkeit vom zum Zeitpunkt der Blutentnahme
bestimmten Anti-CCP- Titer mit Trendgerade
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3.3.4.4. Histon 3-1
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Abb. 20 Deiminierungsgrad (%)

bestimmten Anti-CCP- Titer mit Trendgerade

in Abhangigkeit vom zum Zeitpunkt der Blutentnahme
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3.3.4.5. Histon 3-2
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Abb. 21 Deiminierungsgrad (%) in Abhédngigkeit vom zum Zeitpunkt der Blutentnahme
bestimmten Anti-CCP- Titer mit Trendgerade
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3.3.4.6. Histon H4
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Abb. 22 Deiminierungsgrad (%) in Abhangigkeit vom zum Zeitpunkt der Blutentnahme
bestimmten Anti-CCP- Titer mit Trendgerade
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Die gleichzeitig ermittelten weiteren laborchemischen und klinischen Parameter wie die
Hohe der Blutsenkungsgeschwindigkeit, der CRP-Konzentration, die Krankheitsdauer, die
Krankheitsaktivitat (nicht dargestellt) ergaben keine weiteren, sicher nachweisbaren
Zusammenhdnge mit den ermittelten Deiminierungsgradenen der verschiedenen

Histongruppen.
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4. Diskussion

4.1. Methodenkritik

4.1.1. Qualitat der Aufreinigung der Granulozyten

Wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, konnte mit der angewandten Methode nach
einem Protokoll von Sigma Aldrich (Percoll) eine gut reproduzierbare Ausbeute an
Granulozyten gewonnen werden. Eine Verunreinigung mit anderen kernhaltigen Zellen
konnte auf diese Weise sehr gering (< 5 %) gehalten, jedoch nicht vollig ausgeschlossen
werden. Auch in der Literatur (Arnould et al. 1994, Conway et al. 1992) finden sich
vergleichbare Methoden, die zu ahnlichen Ergebnissen flihrten. So konnte die gut
reproduzierbare Aufreinigungsmethode unter der vorliegenden Fragestellung als

zuverlassig beurteilt und eingesetzt werden.

Verunreinigungen durch Thrombozyten wurden, wie in Kapitel 3.1. beschrieben,
vernachldssigt. Die Erythrozyten wurden lysiert und mit Hilfe der spater durchgefiihrten
Gelelektrophorese konnte eine mogliche Verunreinigung durch eine fehlende
Hamoglobin-Bande sicher ausgeschlossen werden. Aulerdem besitzen beide Zellreihen
im adulten Zustand keinen Zellkern, womit die verbleibende Histonmenge und damit die
Beeinflussung der Ergebnisse vernachldssigbar einzuschatzen ist (Marcus et al. 2002,

Kakhniashvili et al. 2004, McRedmond et al. 2004).

Um den hier schon sehr geringen verunreinigenden Anteil durch andere Zellen weiter zu
verringern, ware es ggfs. moglich gewesen, die Aufreinigung der Granulozyten z.B. Gber
eine Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting, FACS) durchzufiihren, bei
der die Zellen anhand ihrer Oberflachenantigene getrennt werden kdnnen. Dies war aber
aufgrund des schon sehr geringen Verunreinigungsgrades fir die vorliegende

Fragestellung nicht erforderlich.
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4.1.2. Qualitat der Aufreinigung der Histone aus den isolierten Granulozytenfraktionen

Die Histone wurden nach einem modifizierten Protokoll nach Young (Young et al. 2001)
isoliert. Das so gewonnene Histonpellet wurde Uber die RP-HPLC aufgetrennt. Hier
zeigten die Histonfraktionen ein konstant reproduzierbares, typisches Elutionsprofil (s.
Abb. 4), was sich mit Ergebnissen aus der Literatur deckt (Gurley et al. 1982,Strahl et al.
1999, Kurokawa et al. 1985, Hagiwara et al. 2005, Su et al. 2007, Garcia et al. 2007).
Hinweise auf spezifische Verdanderungen oder eine Beeinflussung der Elutionsprofile

durch die Erkrankung an RA oder durch das Alter der Probanden wurden nicht gefunden.

Die chromatographischen Signalintensitdten zeigten eine Variabilitat, die auf die
unterschiedliche Ausbeute an isolierten Granulozyten aus den Vollblutproben und die
daraus resultierenden unterschiedlichen Mengen des jeweils extrahierten Histonpellets
zuriickzufihren ist. Der Reinheitsgrad der gewonnenen und getrennten Histonfraktionen
wurde durch die gelchromatographische Kontrolle der aufgereinigten Histonfraktionen

belegt.

In den Elutionsprofilen der Trennverfahren ergaben sich folgende Auffalligkeiten:

e Das Histon H1 stellte sich in der Gelelektrophorese immer als Doppelbande dar.
Dieses Phdanomen wird in der Literatur bereits mehrfach beschrieben (Parseghian
et al. 2001, Doenecke et al. 1997, Cole et al. 1987). Als Erklarung werden hier die
unterschiedlichen Subtypen der Histone herangezogen. Die Subtypen des Histon
H1 unterscheiden sich in ihrer Aminosaurensequenz von allen anderen
Histongruppen am stdarksten. Dieses wirkt sich bei einem Gemisch aus
verschiedenen Subtypen von Histon H1 in der Laufgeschwindigkeit im Gel aus.
Um zu Uberprifen, welche genauen Subtypen des Histons H1 im Einzelnen
untersucht  wurden, koénnte man zur Subtypen-Spezifizierung  z.B.

massenspektrometrische Untersuchungen durchfiihren.
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Bei der Interpretation der hier dargestellten Ergebnisse sind auch die Subtypen
des Histons H3 zu berlcksichtigen. Es sind drei verschiedene Subtypen von Histon
H3 beim Menschen bekannt. Zwei dieser Subtypen unterscheiden sich nur in
einer Aminosaure, der dritte Subtyp unterscheidet sich in fiinf bzw. sechs
Aminosauren von den anderen beiden. Bei der hier durchgefiihrten Trennung der
Histone mittels RP-HPLC eluierte H3 zu zwei unterschiedlichen Zeiten (bei
ungefahr 57 min und 69 min (s. Abb. 4). In der Literatur wird entsprechend
beschrieben, dass zwei der drei H3-Subtypen im ersten Peak und einer im zweiten
Peak eluieren (Gurley et al. 1982 an chinesischen Hamster CHO-Zellen, Hake et al.
2005 an Hela-Zellen). Jedoch liegen derzeit noch keine Daten vor, zu welchen
Anteilen die unterschiedlichen Subtypen von H3 in menschlichen Granulozyten
vorkommen. Auf Grund der hier vorliegenden Untersuchungsergebnisse kann
man nur davon ausgehen, dass mindestens zwei unterschiedliche Subtypen
vertreten sind. Ob in dem einen Peak jedoch wirklich beide beschriebenen
Subtypen enthalten sind, oder ob nur einer vorliegt, wurde nicht untersucht und
konnte durch massenspektroskopische Analysen geklart werden. Wie zu
Abbildung 5 beschrieben, laufen in der Gelelektrophorese die Subtypen in einer
Bande. Da es hier im Gegensatz zum Histon H1 (s. 0.) moglich war, die Peaks nach
der Trennung in der RP-HPLC einzeln zu fraktionieren, wurden sie in den weiteren
Analysen getrennt voneinander untersucht.

Die Histone H2a und H4 eluierten in der RP-HPLC hadufig gemeinsam in zwei
Peaks. Diese Beobachtung ist aus der Literatur bereits bekannt (Gurley et al.
1982, Hagiwara et al.2005, Zhang et al. 2002). Dafiir verantwortlich kdnnten nach
Zhang (Zhang et al. 2002) mehrfach acetylierte Isoformen der beiden Histontypen
sein. War es nur moglich, die beiden als Mischfraktion zu gewinnen, wurden sie
nicht in der weiteren Auswertung bertcksichtigt. Aus diesem Grund konnten zu
diesen beiden Histontypen weniger Werte erhoben werden als zu den anderen

Histonarten (vergleiche Abbildungen 11-16).
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Insgesamt ist bisher noch nicht naher spezifiziert, welche einzelnen Subtypen der
Histongruppen und in welchem Verhadltnis diese im humanen Granulozyten vorkommen.
Die einzige Ausnahme stellt dabei das Histon H1 da. Hier konnten die Subtypen H1.2,
H1.3, H1.4 und H1.5 in Granulozyten nachgewiesen werden (Olins et al. 2005). Fir eine
verlassliche Aussage (iber die Zusammensetzung der Subtypen der Histongruppen, die in
Granulozyten  vorkommen, konnten  massenspektroskopische  Untersuchungen

durchgefihrt werden.
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4.2. Deiminierung von Argininresten in Histonen

In der Literatur wurde die Deiminierung von Histonen der Gruppen H2a, H3 und H4 in HL-
60 Granulozyten aus Zellkulturen bereits mehrfach beschrieben (Hagiwara et al. 2002,
Hagiwara et al. 2005, Nakashima et al. 2002, Wang et al. 2004). Die Deiminierung von
Histonen der Gruppen H1 und H2b aus Herzmuskelzellen (Neufeind 2011), von Histonen
der Gruppe H1, H2a, H2b und H4 aus Granulozyten (H1: Dwivedi et al. 2014, H2a, H2b,
H4: Michele 2008, H4: Pratesi et al. 2013), sowie aller funf Histongruppen aus

Lebergewebe (Reckert 2014) wurden ebenfalls bereits untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurden nun die Histongruppen (H1, H2a, H2b, H3 (hier als ,,H3-
1“ und , H3-2“) sowie H4) aus Granulozyten aufgereinigter Blutproben isoliert und auf ihre
Citrullinkonzentration untersucht. Uber zwei verschiedene Methoden (Chromatographie
und Western-Blot) konnte in allen hier untersuchten Histongruppen Citrullin
nachgewiesen werden. Die hier gefundenen Ergebnisse stehen somit in Einklang mit den
bereits oben genannten Untersuchungsergebnissen fir diverse humane Gewebe und Blut

von Dwivedi (2014), Neufeind (2011), Michele (2008) und Reckert (2014).

Der Nachweis von Citrullin in den Histonen H1 und H2b aus Granulozyten steht dagegen
in Widerspruch zu anderen Arbeiten, die Citrullin nur in den Histongruppen H2a, H3 und
H4 beschreiben (Hagiwara et al. 2002, Hagiwara et al. 2005, Nakashima et al. 2002, Wang
et al. 2004). Diesen scheinbar widerspriichlichen Arbeiten ist gemeinsam, dass die
untersuchten Histonproben aus Zellkulturzellen isoliert wurden. Dagegen wurden die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Histone, wie oben bereits angegeben, aus
Granulozyten isoliert, die aus dem Blut lebender Probanden stammten. Auch die Proben
der Studien, deren Ergebnisse in Einklang mit den jetzt erhobenen Daten stehen (Dwivedi
et al. 2014, Michele 2008, Pratesi et al. 2013, Reckert 2014), wurden aus humanen
Gewebe bzw. Blut von Probanden isoliert. Sie wurden also postmortal (Herz-,
Lebergewebe) bzw. aus dem lebenden Organismus (Granulozyten) gewonnen, was heilst,
dass die untersuchten Zellen in ihrer Lebenszeit physiologischen und pathologischen
Stimuli und Stressfaktoren ausgesetzt waren, die sich sicher von den Faktoren

unterscheiden, denen in vitro kultivierte Zellen ausgesetzt sind.
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4.2.1. Deiminierung von Argininresten in Histonen bei gesunden Probanden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Citrullinkonzentration in Histonen
summarisch bestimmt, d.h. tber jeweils alle vorhandenen Argininreste. Das Ausmal} der
Deiminierung von Argininresten in Proteinen ist stark vom sterischen Umfeld der
Argininreste, d.h. von der Struktur des Proteins und der Position im Protein abhangig
(Tarcsa et al. 1996, Hidaka et al. 2005, Gyorgy et al. 2006). Es kann also Argininreste in
einem Protein geben, die nicht oder nur schwierig deiminiert werden, andererseits aber
auch Reste, die sehr stark von einer Deiminierung betroffen sind. Daher lassen die hier
jeweils Giber das Gesamthiston summarisch erhobenen Daten keine Riickschliisse auf den
Zustand der einzelnen Argininreste zu. Theoretisch kdnnte also z.B. positionsabhangig die
Deiminierung an einzelnen Argininresten deutlich hoher sein, als es die hier gemessene
Gesamtcitrullinkonzentration im Histon (proportional zum Deiminierungsgrad) impliziert.
Es ist daher durchaus vorstellbar, dass auch die Struktur und Ladung im Protein an hoch
,cCitrullinierbaren” Stellen wesentlich verandert sein konnte, was funktionelle

Auswirkungen haben kénnte (vgl. Abschnitt 1.1.2.).

Besonders interessant erscheinen in diesem Zusammenhang die flr Histon H1 erhobenen
Daten:

Summarisch lagen die Anteile deiminierter Argininreste an der Gesamtzahl der
Argininreste (Deiminierungsgrad) fur H1 im Bereich von 4,09% bis 20,22% bei den
gesunden Probanden (s. Abb. 11 und Tabelle 2). In der Literatur ist bisher diesbezliglich
beschrieben, dass unabhangig vom Subtyp des Histons H1 allein das Arginin an der Stelle
Arg 54 deiminiert wird (Christophorou et al. 2014). Die unterschiedlichen Histonsubtypen
des Histons H1 beinhalten je nach Subtyp drei bis sechs Arginine in ihrer
Aminosdurensequenz (Doenecke et al. 1988). Wenn lediglich ein einziger Argininrest
deiminiert wird, wirde das bei einem summarischen Deiminierungsgrad von 20,22%
bedeuten, dass das Arginin an der von Christophorou benannten Stelle Arg 54, abhangig
von der jeweiligen Subtypenzusammensetzung, dort nahezu vollstandig deiminiert sein

muss.
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4.2.2. Variabilitat des Deiminierungsgrades in Histonen aus Granulozyten gesunder
Probanden

Die ermittelten Deiminierungsgrade der untersuchten Histone zeigten bei den gesunden
Probanden in Abhdngigkeit vom Alter erhebliche Schwankungsbreiten (H1: 4,085% -
20,217%, H2a: 3,005% - 11,628%, H2b: 3,558% - 20,932%, H3-1: 4,489% - 11,431%,
H3-2:4,255% - 13,245% und H4: 2,234% - 28,807% (s. Abb. 11-16 und Tabellen. 2-7).

Fiir diese verhaltnismaRig breite Variabilitit der Deiminierungsgrade sind
unterschiedliche Erklarungsansatze denkbar. So ist bekannt, dass es genetisch
unterschiedliche Formen der Peptidylarginindeiminasen (PAD) gibt, die sich unter
anderem durch langere Lebensdauern auszeichnen. Enzymvarianten mit langerer
Lebensdauer konnen folglich langere Zeit aktiv sein (Kurko et al. 2013, Suzuki et al. 2003,
Ikari et al. 2005, Kang et al. 2006, Vossenaar et al. 2004, Yamada et al. 2005). Die bisher
bekannte Variante, die durch die langere Lebensdauer des Enzyms zu einer erhdhten
Enzymkonzentration und so zu héheren Deiminierungsgraden fiihrt, soll zur Entstehung
einer Anti-CCP-Antikorper-positiven RA beitragen konnen. Dieser Effekt wurde bisher
jedoch nur in der asiatischen Bevolkerung gefunden (Suzuki et al. 2003, Ikari et al. 2005,
Kang et al. 2006, Vossenaar et al. 2004, Yamada et al. 2005) (s. 1.1.1). Es ist bis jetzt zwar
noch keine vergleichbare Genvariante in der kaukasischen Bevolkerung nachgewiesen
worden, aber die Frage des Vorkommens weiterer solcher Varianten ist immer noch
Gegenstand der Forschung und ware eine mogliche Erklarung der hier beobachteten

Variabilitat der Deiminierungsgerade bei gesunden Probanden.

Eine weitere denkbare Ursache fir hohere Deiminierungsgrade ist die erhéhte Aktivitat
der PADs bei Entziindungsgeschehen (Makrygiannakis et al. 2006, Chapuy-Regaud et al.
2005). Die PAD arbeiten, wie in Kapitel 1.1.2. beschrieben, insbesondere unter sehr
hohen Kalziumkonzentrationen von ungefahr 1 uM, die intrazelluldr vor allem durch
Entziindungsprozesse erreicht werden kénnen. Unter physiologischen Bedingungen ist die

intrazellulare Kalziumkonzentration jedoch deutlich geringer bei ca. 200 nM, was
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bedeutet, dass die Enzyme in diesem Zustand inaktiv vorliegen dirften (Suzuki et al.

2007).

Die erhobenen Werte vermitteln den Eindruck, dass in der Gruppe der Gesunden die
Hohe des Citrullins am Argininanteil mit zunehmendem Alter deutlich weniger streuen,
dies deutet sich fur H1, H2b, und H4 an (s. Abb. 11-16 und 3.3.3.3.). Diese Feststellung
flhrt zu der Frage, ob das Enzym einer altersabhdngigen Kinetik folgt. In der Literatur gibt
es jedoch noch keine Analysen zu der Verdnderung der Enzymaktivitdit der PAD mit
zunehmendem Alter. Zur Bestatigung eines solchen altersabhdngigen Zusammenhangs
konnten z.B. weitere Untersuchungen mit groRBeren Fallzahlen ndhere Erkenntnisse

liefern.

Auffallend waren in allen Histongruppen Einzelfdlle mit relativ hohen Citrullin-
konzentrationen. Diese , erhéhten Werte” wurden sowohl in der Gruppe der Gesunden
als auch in der Gruppe der RA-Patienten, gesehen (s. Abb. 11-16). Bei Betrachtung der
Werte der einzelnen Probanden, die hinter den relativ hoch deiminiertenWerten stehen,
fallt auf, dass in fast allen Fallen bei diesen Probanden nicht nur ein Histontyp betroffen
war, sondern meist zwei, drei, vier oder sogar alle untersuchten Typen. Daraus ergibt sich
die Frage, ob es Menschen gibt, die grundsatzlich hohe Deiminierungsgrade aufweisen
(z.B. durch Enzymvarianten mit langer Halbwertszeit) oder ob jeweils nur in dem Moment
der Blutentnahme eine ,, Uberdeiminierung” der Histone vorlag, z.B. getriggert durch ein
akutes, subklinisches Entziindungsgeschehen. Zur weiteren Klarung dieser Frage konnten
auch hier entsprechende Untersuchungen z.B. an einer grofReren Zahl von Probanden und

zu unterschiedlichen Zeitpunkten moglicherweise nahere Erkenntnisse bringen.
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4.2.3. Deiminierungsgrad in Histonen bei an RA erkrankten Patienten

Die RA ist eine chronisch entziindliche Erkrankung. Wie bereits in den vorherigen Kapiteln
beschrieben, kann unter entziindlichen Bedingungen die o.g. noétige intrazelluldre
Kalzium-Konzentration von ca. 1 uM erreicht werden, um die PAD 4 zu aktivieren
(Vossenaar et al. 2003, Neeli et al. 2008). Dies fiihrt zu der Frage, ob die Erkrankung bzw.
die damit assoziierte Situation der (chronischen) Entzlindung zu héheren Citrullingehalten
in den Histonen flhren kann. Die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Untersuchungen am
Blut zeigten jedoch nur sehr geringe Unterschiede zwischen denen bei an RA erkrankten

Patienten und gesunden Probanden altersabhdngig ermittelten Deiminierungsgrade.

Als mogliche Grinde dafiir lassen sich insbesondere unter Bericksichtigung der

gewonnenen Erkenntnisse aus den durchgefihrten Untersuchungen diskutieren:

e Alle untersuchten Patienten waren zum Zeitpunkt der Probengewinnung
behandelt. Im Mittelpunkt des therapeutischen Regimens steht bei der RA die
Hemmung der Entziindungsreaktionen durch immunsuppressive Medikamente
(Smolen et al. 2010, Takakubo et al. 2013). Ist die Therapie also erfolgreich, ist
davon auszugehen, dass die entziindliche Aktivitat minimiert ist.

e Einen anderen moglichen Grund kdnnte man darin vermuten, dass eventuell am
Anfang der Therapie bei einem akuten, entziindlichen Geschehen vermehrt neue,
noch nicht deiminierte Granulozyten ins periphere Blut gelangen (Temme et al.
2014, Kolaczkowska et al. 2013, Summers et al. 2010).

e Durchaus und nicht zuletzt ware es auch moglich, dass die Histone der in der
Blutbahn zirkulierenden Granulozyten nur zu einem geringen Anteil deiminiert
sind und ihre Eigenschaft als mogliches Antigen erst im aktivierten Zustand in
granulozytaren, extrazellularen Netzen (NET) zeigen (Khandpuret al. 2013,
Dwivedi et al. 2014, Li et al. 2010, Neeli et al. 2008). Diese aktivierten
Granulozyten wiirden sich dann im Gewebe (bei einem akuten rheumatischen
Geschehen typischerweise im Gelenk) befinden, d.h. sie wiirden umgekehrt nur in

sehr geringer Konzentration ins periphere Blut gelangen und bei einer Analyse der

Deiminierung von Argininresten humaner Histone in Granulozyten unter physiologischen Bedingungen
und bei Patienten mit Rheumatoider Arthritis



78

Diskussion

aus dem zirkulierenden Blut aufgereinigten Granulozyten gar nicht erfasst

werden.

4.2.4. Deiminierungsgrad in Histonen bei an RA erkrankter Patienten in Relation zu
laborchemischen Parametern und klinischem Verlauf

Nachdem deiminierte Histone als mogliches Autoantigen beschrieben wurden (van
Venrooij et al. 2014), lag die Annahme nahe, dass die Deiminierung von granulozytaren
Histonen im Blut im Zusammenhang mit dem Anti-CCP-Titer stehen koénnte. Die
erhobenen Daten deuten auf einen, wenn auch nur geringen, jedenfalls nicht
signifikanten Zusammenhang zwischen dem Deiminierungsgrad aller Histone und dem

zum Zeitpunkt der Blutentnahme bestimmten Anti-CCP-Titer hin.

Bei den Histonen H2a und H2b ist dieser Trend deutlicher ausgepragt. Mit zunehmendem
Antikorpertiter steigt hier die Citrullinkonzentration deutlich starker als bei den Gbrigen
Histonen (s. Abb. 18 und 19). Die Tendenz war jedoch relativ schwach ausgepragt
(moglicherweise auch aufgrund der zu geringen Zahl sauber isolierter Histone (vgl.
4.1.2.)), um valide Rickschlisse auf einem Zusammenhang zwischen Anti-CCP-
Antikorpertiter und Citrullingehalt fiir diese beiden Histone treffen zu kdnnen. Dennoch
ist die beobachtete Tendenz interessant, weil sie die 0.g. Hypothese stiitzen wiirde, nach
der die Hohe des Anti-CCP-Titers in einen Zusammenhang zu der Ho6he des
nachgewiesenen Antigens (hier: citruilliniertes Histon) stehen wirde. Moglicherweise
spiegelt diese Tendenz im peripheren Blut auch das Vorhandensein aktivierter
Granulozyten (Khandpuret al. 2013, Dwivedi et al. 2014, Li et al. 2010, Neeli et al. 2008).
mit ,Uberdeiminierten” Histonen im entziindlich verdanderten Gewebe (bei einem akuten

rheumatischen Geschehen typischerweise im Gelenk) wieder.
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Fir alle weiteren untersuchten klinischen und laborchemischen Parameter CRP, BSG,
Krankheitsdauer und Krankheitsaktivitat lasst sich kein signifikanter Zusammenhang zu
den ermittelten Deiminierungsdaten der Histone feststellen, weshalb die ermittelten
Daten hier nicht dargestellt wurden. Damit ldsst sich auf dem Stand der hier gewonnenen
Erkenntnisse vermuten, dass die Deiminierung der granulozytdren Histone aus dem Blut -
wenn Uberhaupt — allenfalls nur in einer schwachen Beziehung zu Parametern, die den

klinischen Verlauf und die Krankheitsaktivitat beschreiben, steht.
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4.3. Schlussfolgerung

Nach den erarbeiteten Daten zeigen Histone aller untersuchten Typen in Granulozyten
eine teils erhebliche Deiminierung ihrer Argininreste. Der Nachweis von Citrullin auch in
den Histonen H1 und H2b von Granulozyten wurde bislang noch nicht gefiihrt. Er steht in
scheinbarem Widerspruch zu anderen Arbeiten, die Citrullin nur in den Histongruppen
H2a, H3 und H4 beschreiben (Hagiwara et al. 2002, Hagiwara et al. 2005, Nakashima et al.
2002, Wang et al. 2004), wobei sich diese Arbeiten aber auf Granulozyten aus Zellkulturen
beziehen. Diese scheinbare Diskrepanz ist z.B. darauf zurickfihrbar, dass die hier
untersuchten Granulozyten aus peripherem Blut von Probanden in ihrer Lebenszeit

anderen Stimuli und Stressfaktoren ausgesetzt waren als die in vitro kultivierten Zellen.

Die bei RA-Patienten festgestellten Deiminierungsgrade unterschieden sich nicht
wesentlich von denen der gesunden Probanden. Damit erbrachte die Untersuchung von
Granulozyten aus peripherem Blut keinen Anhalt fiir eine ,Uberdeiminierung” von

Histonen im Rahmen der RA.

Allerdings fiel die Tendenz zu héheren Deiminierungsgraden bei Patienten mit hohen
Anti-CCP-Titern auf. Diese war zwar nicht signifikant, kénnte aber als Indiz dafiir gewertet
werden, dass aktivierte, ,(berdeiminierte” Histone dennoch in Zusammenhang mit der
Bildung dieser Auto-Antikorper stehen, beispielsweise durch ihre Prasenz in von chronisch

entzindlichen Prozessen betroffenen Geweben (z.B. in Gelenken).

Letztlich lasst sich aufgrund der erhobenen Daten nicht belegen, dass deiminierte
Argininreste in Histonen das Auto-Antigen darstellen, das die Bildung von Anti-CCP-
Autoantikorpern induziert. Diese Moglichkeit lasst sich allerdings allein aufgrund der
Daten auch nicht ausschlieBen, weil die Daten nur Rickschllisse auf Granulozyten in

peripherem Blut zulassen.
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5. Zusammenfassung

Die rheumatoide Arthritis (RA) ist eine systemische Autoimmunerkrankung bislang
unklarer Genese. Antikorper gegen deiminierte Proteine gelten als wichtige spezifische
und sensitive serologische Marker flir die Diagnose der RA. Dabei ist nach wie vor
unbeantwortet, welches deiminierte Protein als Antigen die Bildung von Anti-CCP-
Antikorpern (ber welchen pathophysiologischen Mechanismus induziert. Bekannt ist,
dass sich diese Antikorper gegen deiminierte Argininreste, die als posttranslationale
Modifikation durch Deiminierung von sterisch exponierten Argininresten entstehen,

richten.

In der Literatur wird diskutiert, ob Histone das Auto-Antigen, das die Produktion von Anti-
CCP-Antikorpern provoziert, tragen bzw. prasentieren. Vor diesem Hintergrund geht die
vorliegende Arbeit der Frage nach, ob sich in aus Granulozyten des peripheren Bluts
extrahierten Histonen von an rheumatoider Arthritis erkrankten Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden unterschiedliche Konzentrationen von Citrullin zu Arginin (=

Deiminierungsgrad) nachweisen lassen.

Zur Klarung dieser Frage wurden Granulozyten aus peripherem Blut von 22 Patienten mit
rheumatoider Arthritis und 24 gesunden Probanden isoliert, deren Histone aufgereinigt

und die Deiminierungsgrade ihrer Argininreste mittels RP-HPLC bestimmt.

Die Histone der untersuchten Typen H1, H2a, H2b, H3 und H4 zeigten bei gesunden und
erkrankten Probanden eine teils erhebliche Deiminierung ihrer Argininreste. Der
Nachweis von Citrullin auch in den Histonen H1 und H2b von Granulozyten wurde bislang
noch nicht gefiihrt und steht in scheinbarem Widerspruch zu an Granulozyten aus
Zellkulturen erhobenen Daten, nach denen Citrullin nur in den Histongruppen H2a, H3
und H4 nachweisbar ist. Diese scheinbare Diskrepanz diirfte darauf zurlckzufihren sein,

dass die hier untersuchten Granulozyten aus perpherem Blut von Probanden in ihrer
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Lebenszeit anderen Stimuli und Stressfaktoren ausgesetzt waren als die in vitro kultivierte

Zellen.

Hinsichtlich der Deiminierungsgrade der Histone fanden sich zwischen den RA-Patienten

und den gesunden Pobanden keine wesentlichen Unterschiede.

Die Untersuchungsergebnisse sind letztlich nicht ohne weiteres geeignet, die These, dass
eine ,Uberdeiminierung” von Histonen in Granulozyten vorlige und diese fiir die
Entstehung der Auto-Antikdrper verantwortlich sein konnte, zu belegen. Allerdings
beziehen sich die Untersuchungsergebnisse ausschlieBlich auf Granulozyten des
peripheren Blutes und lassen keinen Riickschluss darauf zu, ob eine ,Uberdeiminierung”
der Histone von Granulozyten am unmittelbaren Ort der Entziindung, dem Gelenk,
vorliegt und eine Rolle bei der Entstehung von Auto-Antikorpern spielt. Als indirektes
Indiz darauf, dass dies zumindest nicht ausschlieBbar ist, konnte — mit groRter Vorsicht -
der Befund gewertet werden, dass die Deiminierungsgrade der Histone peripherer

Granulozyten von Patienten sich angedeutet proportional zu den Anti-CCP-Titern

verhielten.
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6. Abkirzungsverzeichnis

ACD Acid-Citrat-Dextrose

ACR American College of Rheumatology
Ala Alanin

amu atomic mass unit

APS Ammoniumperoxidsulfat

Arg Arginin

Asx Asparagin und/oder Asparaginsaure
BSA Bovines Serumalbumin

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit

CA Carboanhydrase (Positiv-Kontrolle des Anti-Citrullin-Antikorpers)
ccp cyclic citrullinated proteins/ peptides
Cit Citrullin

CRP C-reaktives Protein

DNA Desoxyribonukleinsdure

EDTA Ethylen-Diamintetraessigsaure

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
ESI electrospray ionisation

EULAR European League Against Rheumatism
FACS fluorescence-activated cell sorting

Fc konstanten Teil von Antikorpern
FMOC Fluorenylmethoxycarbonyl

FPLC fast protein liquid cromatograph

Glx Glutamin und/oder Glutaminsaure
Gly Glycin
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GPMAW General Protein/Mass Analysis for Windows

H Histon

H2b (Std.) Histon 2b-Einzelstandard (Positiv-Kontrolle des Anti-H2b-Antikdrpers)
HCI Salzsdure

HE-Farbung Hamatoxylin-Eosin-Farbung

His Histidin

HPLC High Performance Liquid Chromatography,
Hochdruckflissigkeitschromatographie

ICD-10 International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems

IgM Antikorper der Klasse M

IgG Antikorpern der Klasse G

lle Isoleucin

J Jahre

Leu Leucin

m Mannlich

Met Methionin

3-MPA 3-Mercaptopropionsaure

m/z Masse-/Ladungsverhaltnis

N-Terminus Amino-Terminus

NaCl Natriumchloridlésung

NET neutrophil extracellular trap
OPA Ortho-Phthaldialdehyd

PAD Peptidyl-Arginin-Deiminase
PBS Phosphatgepufferte Salzlosung
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Phe Phenylalanin

pmf peptide mass fingerprints
PMSF Phenylmethanesulfonylfluorid
PVDF polyvinylidene difluoride

RA rheumatoide Arthritis

RP-HPLC Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography

rpm revolutions per minute
S Standard

SDS sodium dodecyl sulfate
Ser Serin

Std. Standard

TEMED Tetramethylethylendiamin
TFA Trifluoressigsaure

Thr Threonin

Thy Tyrosin

Trp Tryptophan

Val Valin

w Weiblich
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