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1 Zusammenfassung

Die Psoriasis ist eine verhdltnisméBig hiufige, chronisch entziindliche Systemerkrankung, die
sich bevorzugt mit typischen Hauteffloreszenzen manifestiert und mit teils schwerwiegenden
Komorbidititen besonders aus dem Symptomkomplex des Metabolischen Syndroms einher-
geht. Bei einem Teil der Patienten kommt es zu einer charakteristischen Beteiligung der Ge-
lenke, der Psoriasis-Arthritis, in deren Verlauf es zu mutilierenden Gelenkarosionen kommen
kann. Die wahrscheinlich auch autoimmunologisch unterhaltene Pathogenese und Atiologie
der Erkrankung ist bislang immer noch nicht in Génze aufgeklart und erschwert ein Verstiand-
nis addquater Diagnosestellung und Therapie. Besonders die in ihren Anfangsstadien oder bei
fehlender oder atypischer Hautbeteiligung oft unerkannte Psoriasis-Arthritis bedarf einer
rechtzeitigen Diagnostik, die heute im klinischen Alltag nur unzureichend systematisch durch-
gefiihrt wird. Die vorliegende Arbeit dient der Suche eines diagnostischen Werkzeugs, das
das Management der Psoriasis erleichtert, und wéhlt dazu einen hypothesenfreien Ansatz, die
Plasmaproteom-basierte Biomarkersuche mittels Massenspektrometrie. Dies stellt die Grund-
lage der Entwicklung klinisch nutzbarer Biomarker dar, an die sich verifizierende Unter-
suchungen anschliefen, um einen moglichst sensitiven und spezifischen Test fiir den medizi-
nischen Alltag zu etablieren.

Blutplasmen von sechs Psoriasis- und Psoriasis-Arthritis-Patienten sowie von sechs gesunden
Kontrollpersonen werden anhand bestimmter Probandendaten einander zugeordnet (,,ge-
matcht*), anschlieend in einem von unserer Arbeitsgruppe entwickelten Fraktionierungspro-
zess iiber GrofBenausschluss- und Anionenaustausch-Chromatographie aufgetrennt und in ei-
ner vergleichenden massenspektrometrischen Analyse identifiziert sowie semiquantitativ,
d. h. liber das Verhiltnis der Proteinmengen in korrespondierenden Fraktionen der Patienten
zu denen der Kontrollen, ausgemessen. Fiir die Auswertung der Daten werden drei unter-
schiedliche Methoden, basierend auf den drei Programmen SIEVE™, Proteome Discoverer™
sowie MetaboAnalyst, herangezogen. Eine zusammenfassende Betrachtung der einzelnen Er-
gebnisse daraus fiihrt zu einer Liste moglicher Biomarkerkandidaten, die fiir weitere Untersu-
chungen und nach ihrer Eignung als spezifischer Marker nochmals eingegrenzt wurden. Die
hier vorgestellte Liste an Biomarkerkandidaten der Psoriasis umfasst 25 Proteine, von denen
15 im Anschluss einer zielgerichteten Evaluierung an weiteren Plasmaproben von Erkrankten
sowie Gesunden durch Immuntests unterzogen wurden. Hierbei konnten wir auffillige Kon-
zentrationen der Proteine Zink-a-Glykoprotein, Komplement C3, polymeric immunoglobulin

receptor und Plasma-Kallikrein im Plasma der Psoriasis- bzw. Psoriasis-Arthritis-Patienten



gegeniiber den Kontrollpersonen nachweisen. Korrelationen der Biomarkerkandidaten unter-
einander und mit Patientendaten, wie dem PASI-Wert als Indikator der Schwere der Erkran-
kung, deuten auf ein pathologisches Muster der von uns identifizierten Biomarkerproteine hin,
die wir grob orientierend mit einer mathematischen Kombination mehrerer Biomarkerkandi-
daten festmachen konnten: 15 kombinierte Biomarkermuster wurden identifiziert, die die Spe-
zifitdt der Kandidatenproteine alleine iibersteigen und die wir fiir die weitere zielgerichtete

Verifizierung an groBeren Probandenkollektiven vorschlagen.

2 Einleitung

Psoriasis ist eine immunvermittelte, chronisch-entziindliche Erkrankung der Haut. Sie wird
hiufig als Volkskrankheit tituliert, die mit einer verkiirzten Lebenserwartung und bedeutsa-
men Komorbiditdten einhergeht. Eine meist um Jahre verzogerte weitere Manifestation der
Erkrankung ist die Psoriasis-Arthritis, die liber langdauerndes Entziindungsgeschehen im ge-
lenknahen Weichteilgewebe zu einer erosiven Gelenkdestruktion fithren kann. Die Diagnose
der Psoriasis wird heute beinahe ausschlieBlich anhand der klinischen Symptomatik, die Di-
agnose der PsA anhand der ,,classification of psoriatic arthritis“-Kriterien gestellt; insbeson-
dere letztere fiihrt v. a. in Friihstadien der Erkrankung bisweilen zu Fehldiagnosen. Daraus
und aus der zunehmenden Entwicklung hochspezifischer Therapiemoglichkeiten (z. B. mit
biologicals) resultiert ein Bedarf an objektiven und messbaren Biomarken fiir die Psoriasis,

wie sie fiir andere Erkrankungen bereits etabliert sind.

2.1 Krankheitsbild der Psoriasis
2.1.1 Epidemiologie

Bei einer weltweiten Pridvalenz von 2-3 % findet sich ein Gewicht auf der nordamerikani-
schen und europdischen Population. So steht einer Prévalenz in Kanada von 4,6-4,7 % eine
Erkrankungsrate von 0,4-0,7 % in afrikanischen, afroamerikanischen und asiatischen Popula-
tionen gegeniiber (Perera et al. 2012). In Deutschland schitzt man die Pridvalenz im Jahre
2010 auf 2,5 % (Augustin et al. 2010), vergleichbar der des Vorhofflimmerns in Deutschland
(Schnabel et al. 2012).



2.1.2 Komorbidititen

Assoziationen mit zahlreichen anderen Krankheitsbildern, teils aus dem Formenkreis der
chronisch-entziindlichen, immunregulatorischen Erkrankungen, teils Stoffwechsel- und Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, verschirfen die Schwere der heute als Systemkrankheit erachteten
Psoriasis: Symptome des ,,Metabolischen Syndroms®, d. h. Fettleibigkeit, Dyslipiddmie, Hy-
pertonie und Diabetes mellitus bzw. Insulinresistenz lassen sich bei Psoriasiskranken signifi-
kant haufiger diagnostizieren als bei gesunden, vergleichbaren Kontrollpersonen (Gottlieb et
al. 2008), ebenso Rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn und Colitis ulcerosa (Augustin et al.
2010). So iiberrascht es auch wenig, dass das Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse (wie etwa
ein Myokardinfarkt) bei Betroffenen vielfach als erhoht dargelegt wurde (Gonzalez-Gay et al.
2012, Horreau et al. 2013). Zudem lésst sich auch eine im Vergleich zur gesunden Kontrolle
signifikant hohere Prdvalenz von Depression, Angststorungen und Suizidalitét bei Psoriasis-
Patienten festmachen (Kurd ef al. 2010). Insgesamt geht die Psoriasis mit einer Lebensver-
kiirzung und einer bei schwerem Verlauf bis zu 50 % erhohter Mortalitdt gegeniiber Gesunden

einher (Gelfand et al. 2007).

2.1.3 Klassifikation nach Verlauf und Manifestationsalter

Seit Mitte der 80er Jahre klassifiziert man die Psoriasis anhand ihrer klinischen Symptomatik
und vor allem des Manifestationsalters in zwei Typen: einen weitaus hadufigeren, hereditéren
Typ mit friihem Manifestationsalter (<30 Jahre) und schwererem Verlauf sowie einen
selteneren mit spédterem Altersgipfel (Henseler und Christophers 1985); diese Beobachtungen
konnten in den letzten Jahren auch auf molekularbiologischer Ebene nachvollzogen werden,
indem den Typen unterschiedliche HLA-Cw*0602-Status (Typ I: positiv, Typ II: negativ)
zugeordnet werden konnten; allerdings erwies sich diese vereinfachte Zuordnung nicht kon-
sistent, vielmehr erlaubt die HLA-C-Typisierung eine genauere Einteilung der Krankheitsver-

laufe als die rein klinische Einteilung (Gudjonsson et al. 2006).

2.1.4 Klinisches Erscheinungsbild

Die typischen Effloreszenzen der Psoriasis vulgaris sind erythematosquamdse Plaques, Lési-
onen mit silbrig-weiler, trockener Hautschuppung und hyperdmischer Roétung unter der
Schuppung und iiber deren Begrenzung hinaus; ein Phdnomen, das auch als ,,Zeichen des zu
kleinen Deckels [der Schuppung iiber der Rotung]*“ bekannt ist. Pradilektionsstellen dieser
Hauteffloreszenzen sind die Streckseiten der Extremitéten und Gelenke, die behaarte Kopf-

haut — insbesondere der Haaransatz an der Stirn und hinter den Ohren — sowie die Sakralregi-
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on. Histologisch sind die erythematosquamdsen Plaques charakterisiert durch eine verdickte
Hornschicht mit superfiziellen, unausgereiften Keratinozyten (Hyperparakeratose), tief ausge-
zogene Reteleisten und Vermehrung der Zellreihen der Epidermis (Akanthose). In der Dermis
finden sich dagegen Leukozyteninfiltrate und zahlreiche, teils ektatische Kapillaren. Charak-
teristisch sind Infiltrate von neutrophilen Granulozyten in den oberen Schichten der Epider-
mis, die sog. Munro-Mikroabszesse (Perera et al. 2012).

Der psoriatische Nagelbefall imponiert klinisch als ,,Olflecknigel®, nicht-tastbare, Olfleck-
artige Farbverdnderungen, pathogenetisch am ehesten einem psoriatischen Herd unter dem
Nagel zuzuschreiben, oder als ,, Tiipfelndgel®, bei denen durch die Erkrankung die Nagelbil-
dung gestort ist und sich im instabilen Nagelmaterial tastbare Griibchen bilden.

Anhand der Morphe ihrer Hautldsionen ldsst sich die Psoriasis auch klinisch klassifizieren; so
schlagen Griffiths ef al. eine Einteilung primir nach lokal begrenztem vs. das gesamte Inte-
gument betreffendem Befall vor (Griffiths et al. 2007). Zu letzterem zéhlen beispielsweise die
Psoriasis guttata und die generalisierte pustulose Psoriasis. Die Psoriasis vulgaris, die héau-
figste Variante, findet sich unter den lokal begrenzten Formen, wobei sich diese auch in Ab-
hingigkeit von den betroffenen Hautarealen differenzieren ldsst. Neben den typischen Pradi-
lektionsstellen findet sich etwa ein Befall im Bereich von Hautfalten bei der intertriginosen
Psoriasis. Dazu kann auch unterschieden werden hinsichtlich Nagelbeteiligung, stabilem oder
instabilem Verlauf, GroB3e der psoriatischen Hautregionen usw.

Die charakteristische Morphe der Haut- und Nagelmanifestation der Psoriasis stellt heutzuta-
ge in der klinischen Praxis die Grundlage fiir ihre Diagnosestellung. Nur duflerst selten ist
eine bioptische Gewebsuntersuchung einer psoriatischen Plaque nétig (siehe dazu S3-Leitline

bei Nast et al. (2011)).

2.1.5 Psoriasis-Arthropathie
2.1.5.1 Epidemiologie, Komorbiditit, Abgrenzung zu anderen Arthritiden

Die Psoriasis-Arthritis (PsA) ist eine heterogene Arthropathie, deren Haufigkeit nur schwer
exakt einzuschitzen ist, da sich in der klinischen Praxis noch keine einheitlichen Diagnosekri-
terien etabliert haben und das Krankheitsbild durch seine Variabilitit und seine Uberschnei-
dung zu anderen Gelenkerkrankungen wie Spondyloarthritiden oder der Rheumatoiden Arth-
ritis in der Praxis hdufig zunichst fehldiagnostiziert wird. So finden sich Pravalenzangaben
von 5-42 % unter den Psoriasis-Patienten. Gewohnlich tritt die PsA ca. zwei Jahrzehnte nach
der Psoriasis-Hautmanifestation auf mit einem Altersgipfel bei 40-50 Jahren, allerdings geht
die PsA in etwa 15 % der Fille der Psoriasis-Hautmanifestation voraus, was die Diagnose der
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Erkrankung erheblich erschwert. Eine Geschlechterbevorzugung besteht nicht (Goldenstein-
Schainberg et al. 2012). Auch bei der PsA findet sich ein erhdhtes Risiko fiir kardiovaskulére
Komplikationen (Jamnitski et al. 2013) und eine Assoziation mit Adipositas (Russolillo ef al.
2013). Es handelt sich um eine seronegative Arthritis, d. h., im Serum der PsA-Patienten fin-
det sich in der Regel kein Rheumafaktor, wie er fiir die Rheumatoide Arthritis beschrieben ist.
Allerdings findet sich eine Assoziation mit dem HLA-B27-Allel, ein Charakteristikum der

Gruppe der Spondyloarthritiden aus dem Formenkreis rheumatischer Erkrankungen.

2.1.5.2  Symptomatik
Die PsA ist charakterisiert durch Schwellung, Schmerzen und Steifigkeit befallener Gelenke,
Synovitiden, Enthesitiden und Beteiligung des umgebenden Weichteilgewebes. Meist verlauft
sie schubformig mit akuten Entziindungsgeschehen und Remissionen. Im weiteren Verlauf
der Erkrankung kann es im Zuge eines gleichzeitigen Knochenauf- und -abbaus zu Gelenk-
destruktionen, osteophytirem Anbau und Arthrodesen kommen. Bevorzugt befallene Gelenke
sind Hand-, Finger- Ful3- und Zehengelenke (Metakarpophalangealgelenke, proximale und
distale Interphalangealgelenke), Wirbelgelenke, das Sakroiliakalgelenk und analog das be-
nachbarte Weichteilgewebe: Achillessehne, sakroiliakaler und vertebraler Bandapparat, pal-
mare und plantare Faszien. Klassisch ist das Bild der sog. ,,Wurstfinger*: infolge des Befalls
nacheinandergeschalteter Fingergelenke (,,im Strahl®) kommt es zur Auftreibung des gesam-
ten Fingers in Form einer Daktylitis; auch die Schwellung einzelner Zehen ist moglich. Je
nach Lokalisation der PsA werden klinisch fiinf verschiedene Typen unterschieden: Asym-
metrische Oligoarthritis, symmetrische Polyarthritis, distale Arthritis, Arthritis mutilans,
Spondyloarthropathie. Allerdings iiberlappen sich diese Formen in der Praxis oft und sind
auch innerhalb eines Krankheitsfalls tiber den Verlauf hinweg nicht konsistent (Goldenstein-

Schainberg et al. 2012).

2.1.5.3  Diagnostik

Die Diagnose der PsA fu3t heutzutage weitgehend auf den im Jahre 2006 formulierten C/AS-
sification of Psoriatic ARthritis (CASPAR)-Kriterien, die neben klinischen Punkten (ak-tuelle
oder anamnestisch gesicherte Psoriasis des Patienten oder seiner Familie, aktueller oder
anamnestischer psoriatischer Befall der Nagel, aktuelle oder anamnestisch gesicherte Daktyli-
tis) auch radiologische (in Bildgebung sichtbarer Knochenanbau) und Laborbefunde (Serum
Rheumaftaktor-negativ) abdecken (Taylor ef al. 2006). Zudem wird auch versucht, standardi-

sierte Fragebogen fiir eine hinreichend genaue Diagnose im Friithstadium der Erkrankung zu
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etablieren, beispielsweise der Psoriatic Arthritis Screening and Evaluation (PASE)-
(Dominguez et al. 2009) oder der Early ARthritis for Psoriatic patients (EARP)-Fragebogen

(Tinazzi et al. 2012), die ein kostengiinstiges und schnelles Screening ermodglichen sollen.

2.1.6 Atiologie: Genetik und Umweltfaktoren

Wie das unterschiedliche Verteilungsmuster der Psoriasis in verschiedenen Populationen
vermuten ldsst, wird eine Prédisposition zur Erkrankung polygen vererbt. So konnten schon
mehrere Suszeptibilitdtsloci auf unterschiedlichen Chromosomen ausgemacht werden, insbe-
sondere die psoriasis susceptibility (PSORS)-Regionen 1-10, deren Genprodukte bislang aber
nur unzuldnglich identifiziert werden konnten; darunter finden sich beispielsweise das HLA-
Cwo6-Allel in PSORSI1 und weitere major histocompatibility complex (MHC)-Gene, ferner
Gene, die in Zusammenhang mit der Differenzierung der Keratinozyten gebracht werden (wie
etwa der Transkriptionsfaktor RUNX1), Gene fiir Zytokine oder antimikrobielle Peptide
(AMP), bei denen sich als genetische Variante meist bestimmte Allele, aber auch etwa single
nucleotide polymorphisms (SNP) als pradisponierend herausstellten (Bowcock und Cookson
2004, Perera et al. 2012).

Neben der genetischen Komponente spielen auch Umweltfaktoren eine Rolle beim Zustande-
kommen der Krankheit; sie fungieren wahrscheinlich als Trigger fiir die Manifestation der
Psoriasis. Genannt werden Streptokokkeninfekte (Valdimarsson et al. 2009), physikalische
Traumata oder mechanische Alterationen, was klinisch auch als ,,Kdbner-Phidnomen* bekannt
ist (Raychaudhuri et al. 2008), bestimmte Medikamente wie etwa [-Blocker oder Lithium
(Basavaraj et al. 2010) sowie Nikotinabusus (Armstrong ef al. 2011).

2.1.7 Immunpathogenese

Die Psoriasis wird als systemische, multifaktorielle Erkrankung aufgefasst, die mit einer ge-
storten Immunantwort einhergeht. Die pathophysiologischen Prozesse sind nach wie vor noch
nicht in Génze verstanden, daher bedient man sich Modellen, basierend auf empirisch gewon-
nenen Erkenntnissen. Sabat er al. erarbeiteten eine Variante, die den zeitlichen Ablauf der
Pathogenese stirker gewichtet (Sabat et al. 2007) und in Abbildung 1 nachvollzogen werden

kann.
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Abb. 1: Schema zur Immunpathogenese der Psoriasis (aus Nestle ez al. (2009))
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Der Entziindungsprozess beginnt durch Trigger (,, Predisposing factors ), die zu einer Schidigung der
Epidermiszellen fiihren. Lokale dendritische Zellen werden aktiviert und begiinstigen die Ausreifung
von Thi- und Thl7-Zellen im Lymphknoten (,, Disease initiation ). Diese Effektorzellen wandern zum
Ort der Schidigung und unterhalten die Immunantwort durch Zytokine wie Interferon-y (IFN-y), TNF-
o, Interleukin (IL)-17A4, -17F, -22. Chemokine locken Makrophagen und neutrophile Granulozyten an.
Im entziindlichen Milieu exprimieren die Keratinozyten vermehrt antimikrobielle Peptide (3-
Defensine, S10047-9) und proinflammatorische Zytokine (IL-10 und p, IL-6, TGF-f5, TNF-a)

Zu Beginn der Erkrankung (Teil ,,Disease initiation* der Abb. 1) kommt es zu einer Sensibili-
sierung des Organismus gegeniiber einem Antigen, wobei bisher kein pathognomonisches
Antigen der Psoriasis identifiziert wurde. Mogliche Kandidaten, die in vitro eine Autoreakti-
vitdt bei T-Zellen aus psoriatischen Lédsionen hervorrufen, sind Streptokokken-M-Antigene,
die allerdings in der Psoriasis-Plaque selbst nicht nachgewiesen werden konnen. Vermutet
wird daher eine Kreuzreaktivitdt aufgrund einer molekularen Mimikry zwischen dem Strepto-
kokken-Protein und korpereigenem Typ-I-Kollagen, da insbesondere das Cytokeratin 17

strukturelle Ahnlichkeit zum M-Protein aufweist. Cytokeratin 17 findet sich in psoriatischen

Lésionen, aber nicht in unbetroffener Haut. Unter dieser Annahme verwundert auch der Trig-
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gereffekt eines Streptokokkeninfekts bei der Psoriasis nicht. Weitere mogliche Antigene um-
fassen beispielsweise freigewordene, teils gebundene Zellbestandteile aus Keratinozyten wie
etwa DNA oder DNA im Komplex mit AMP, die von lokalen dendritischen Zellen (DC) auf-
genommen und prozessiert werden. Speziell die sog. myeloiden DC (mDC) und die plasma-
zytoiden DC (pDC), die in der Lage sind, groBBe Mengen an IFN-a zu produzieren, scheinen
bei der Psoriasis eine entscheidende Rolle einzunehmen.

Nach Aufnahme und Prozessierung der Antigene findet ein Reifungsprozess statt: die DC ex-
primieren eine grofle Zahl an MHC-II-Molekiilen und Chemokinrezeptoren, die Aufnahme
weiterer Antigenmolekiile wird inhibiert. Via Chemotaxis gelangen die DC in die regionéren
Lymphknoten, in deren T-Zell-Region sie MHC-II-/Peptid-Komplexe an naive T-Zellen pra-
sentieren. Deren Aktivierung erfordert neben der Bindung des MHC-II-/Peptid-Komplexes an
den T-Zell-Rezeptor und Bindung entsprechender Corezeptoren auch ein bestimmtes Zytokin-
muster seitens der DC, die die funktionelle Ausreifung der T-Zelle bestimmt. Eine Ubersicht
der T-Zell-Differenzierung und der typischen exprimierten Zytokinmuster zeigt Abb. 2. Die
erst 2009 identifizierten Th22-Zellen, induziert in Gegenwart von IL-6 und TNF-a, sezernie-
ren grofle Mengen an IL-22 und spielen vermutlich eine wichtige Rolle beim Zustandekom-

men des klinischen Erscheinungsbildes der Erkrankung (Eyerich et al. 2009).

Abb. 2: Schema zur T-Helferzell-Differenzierung

induzierende Zytokine exprimiertes Zytokinmuster
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Lg Py
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In Anwesenheit unterschiedlicher Zytokine und bei Koaktivierung des T-Zellrezeptors differenziert
sich die naive T-Zelle in unterschiedliche aktive T-Helferzell-Populationen, die sich durch jeweils
charakteristische Zytokinmuster definieren
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Aktivierte T-Lymphozyten exprimieren Membran-Rezeptormolekiile durch Induktion der
prasentierenden DC und gelangen {iber die Blutbahn schlieBlich an den Ort der Entziindung,
fiir sie erkenntlich an induzierten Membranproteinen der Endothelien. Dort angekommen,
werden die T-Zellen von residenten immunkompetenten Zellen stimuliert, was letztlich zu
einer prolongierten Abwehrreaktion fiihrt (s. Abb. 1, Teil ,,Disease maintenance*). Diese Sti-
mulation erfolgt vornehmlich durch pDC via IFN-y oder Monozyten/Makrophagen via IL-23.
Bei der Psoriasis findet sich eine vermehrte Expression von IL-23 in betroffenen Hautarealen
(Lee et al. 2004) sowie eine starkere Antwort der T-Zellen auf Stimulation mit IFN-y (Eriksen
et al. 2005). Auch Keratinozyten selbst sind nach Aktivierung durch IFN-y in der Lage, T-
Zellen zu stimulieren, wenn sie bestimmte (Super-)Antigene auf induzierbaren Préisentati-
onsmolekiilen gebunden haben (Nickoloff et al. 1993). Nach Stimulation sezernieren Thl-,
Th17- und Th22-Zellen jeweils spezifische Zytokinmuster (s. Abb. 2). Quantitativ dominie-
rend sind hierbei IL-22 und IL-17. Weitere Immunzellen, etwa Monozyten und Makrophagen,
werden ebenfalls aktiviert (hauptséchlich liber IFN-y) und sezernieren ihrerseits Zytokine
(TNF-a, IL-6, IL-18, IL-19, IL-20, IL-23). Auch die Zahl an natiirlichen Killerzellen in pso-
riatischen Plaques ist erhoht (Dunphy und Gardiner 2011); die Ansammlung von neutrophilen
Granulozyten in der Hornschicht fiithrt zur Bildung der typischen Munro-Mikroabszesse. Da-
gegen scheinen die physiologischen Mechanismen der Limitierung der Entziindungsaktivitit
der T-Zell-Population tliber regulatorische T-Zellen bei der Psoriasis defekt (Sugiyama et al.
2005) — es entwickelt sich eine sich selbst unterhaltende, chronifizierende Immunantwort.
Physiologischerweise bilden die Keratinozyten die Epithelbarriere der Haut und durch Ver-
hornung, Lipide und den Saureschutzmantel einen Schutz vor physikalischen und chemischen
Einfliissen; die Differenzierung der epidermalen Basalzellen zu den superfiziellen, kernlosen
Korneozyten entspricht einer Keratinozyten-turnover-Zeit von ca. vier Wochen. Die Kera-
tinozyten sind dariiber hinaus in der Lage, Antigene zu prozessieren und zu présentieren, zu-
dem produzieren sie eine breite Vielzahl von AMP, sodass sie eine eminente Rolle bei adapti-
ver und auch angeborener Immunantwort spielen (Perera ef al. 2012).

Durch die freigesetzten Entziindungsmediatoren kommt es zu den typischen Verédnderungen
in der psoriatischen Haut: Hyperproliferation und Differenzierungsstérung der Keratinozyten
sowie aberrante Synthese unterschiedlicher Mediatoren (Zytokine IL-1a und 3, IL-6, TGF-3
und TNF-a in Abb. 1) und AMP (B-Defensine 1 und 2, SI00A7-9 in Abb. 1), zudem eine Hy-
pervaskularisierung mit Kapillarerweiterungen. Der stark beschleunigte Keratinozyten-
turnover resultiert unter anderem aus der Wirkung von TNF-a, welches Proliferation und

Wundheilung fordert (Schultz et al. 1987). Die Reifungsstorung der Keratinozyten geht einher
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mit einer gestdrten Expression von Molekiilen, die fiir die Aufrechterhaltung der Polarisation
und Bildung einer robusten Hornschicht unerlisslich sind; dazu zdhlen beispielsweise Filag-
grin, Keratine, Kallikrein. Eine down-Regulation dieser Genprodukte erfolgt etwa iiber 1L-22,
welches auch AMP wie B-Defensine und S100-Proteine sowie Matrix-Metalloproteinasen
(MMP) induziert (Wolk et al. 2004, Wolk et al. 2006). Sabat et al. vermuten eine dem IL-22
dhnliche Wirkung von IL-20 (Sabat et al. 2007).

Mediatoren fiir die GefaBneubildung, die sich in erhohter Konzentration in psoriatischen
Hautlédsionen finden, sind VEGF (aus Keratinozyten), Angiopoietin 1 (aus dermalen Stroma-

zellen) und 2 (aus Endothelzellen).

2.2 Biomarker
2.2.1 Begriffsklirung, Abgrenzung unterschiedlicher Markerarten

Die Biomarkers Definitions Working Group der US National Health Institutes definiert einen
Biomarker als ,,a characteristic that is objectively measured and evaluated as an indicator of
normal biological processes, pathogenic processes, or pharmacologic responses to a thera-
peutic intervention” und sieht seinen Nutzen in Diagnose- und Prognosestellung, Ab-
schitzung des Krankheitsverlaufs und der -schwere sowie der Kontrolle des eventuellen An-
sprechens auf eine Therapie (Biomarkers Definitions Working Group 2001). In ihrer diagnos-
tischen Wertigkeit lassen sich prognostische (therapieunabhingig, populationsabhingig), pré-
diktive (therapieabhingig), pharmakodynamische (reflektieren die Effekte medikamentdser
Therapie) und Surrogatmarker (korrelieren mit dem eigentlichen Endpunkt) differenzieren. In
der klinischen Praxis haben sich bereits einige Biomarker fiir bestimmte Erkrankungen, cha-
rakteristische pathologische Prozesse oder zur Therapie(erfolgs)kontrolle etabliert und kénnen
meist mit verfiigbaren Tests ausreichend genau gemessen werden, wie beispielsweise der Sur-
rogat-Parameter glykiertes Hidmoglobin A (HbAlc) bei der Kontrolle des Glu-
kosestoffwechsels oder C-reaktives Protein als Entziindungsmarker (Gosho et al. 2012).

Es konnen diverse Arten von biologischen Markern unterschieden werden: in-vivo-Marker
umfassen beispielsweise radiologische oder klinische Zeichen, in-vitro-Untersuchungen be-
dienen sich unterschiedlichen Probenmaterials und identifizieren hier Nukleinsduren, Protei-
ne, Lipide, aber auch Zellen als Biomarker, die prognostische Aussagekraft besitzen. Die Ge-
winnung des zu untersuchenden Probenmaterials bestimmt dabei die Invasivitdt des Verfah-
rens: Testung von Markern in Urin oder abgeschilfertem Hautgewebe gilt als nicht-invasiv.

Dieser Ansatz ist allerdings, bis auf vereinzelte Arbeiten (z. B. die Untersuchung von Material
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aus bestimmten Hautwaschungen (Portugal-Cohen et al. 2012) oder erhohte Neopterinkon-
zentrationen im Urin bei Erkrankten (Harland et al. 1992)) bei der Psoriasis-Markersuche bis-
lang zweitrangig. Wenig invasive Testung von Blut/Plasma/Serum und invasive Testung von
(Haut-)Biopsien und mittels Gelenkpunktion gewonnener Synovialfliissigkeit dominieren

dagegen und stellen den Standard in der aktuellen Literatur dar.

2.2.2 Biomarker in der Psoriasis-Forschung

Anhand des Krankheitsbildes der Psoriasis sollen einige, in der Fachliteratur berichtete Bio-
marker exemplarisch vorgestellt werden (Villanova et al. 2013).

Genetische Marker sind bei der Psoriasis unter dem Gesichtspunkt zu bewerten, dass es sich
um eine multifaktorielle und polygene Erkrankung handelt, d. h., einzelne Auffilligkeiten im
Erbgut erlauben wahrscheinlich kaum exakte Vorhersagen oder Diagnosen. Dennoch konnten
mithilfe von genome-wide association studies (GWAS) Genorte als Suszeptibilititsloci aus-
gemacht werden, deren Alteration mit der Psoriasis assoziiert ist (Tsoi ef al. 2012). Teilweise
konnten bereits einzelne Gene auf diesen Genorten identifiziert werden: die bereits erwéhnte
Genregion PSORS1 beherbergt das HLA-Cwo6-Allel aus der Familie der MHC-Klasse-I-
Molekiile, das als am stirksten mit der Erkrankung assoziiert erachtet wird. Weitere Gene
betreffen beispielsweise Epithelbarriere-Funktion der Haut, T-Zell-Aktivierung und Signal-
transduktionswege zur Regulation des Zellzyklus. Die meisten dieser Gene priddisponieren
auch fiir die PsA, allerdings wurden auch isoliert mit der PsA assoziierte DNA-Variationen
berichtet, dies betrifft z. B. die Assoziation von HLA-B27 mit dem Befall der Wirbelgelenke,
HLA-B38 und -B39 mit einer peripheren Polyarthritis. HLA-B22 konnte eine protektive Wir-
kung nachgewiesen werden (Duffin et al. 2008). Bestimmte SNPs und Polymorphismen wir-
ken sich auch auf das Ansprechen des erkrankten Organismus auf Therapiekonzepte, wie Im-
munsuppression oder Zytokinblockade, aus. Klinische Relevanz erlangen die immer noch
relativ kostenintensiven Gentests aufgrund ihrer geringen priadiktiven Aussagekraft allerdings
aktuell noch nicht.

Die Messung zirkulierender Zellpopulationen im peripheren Blut erscheint demgegentiber
in einer Durchflusszytometrie unkomplizierter durchfiihrbar und koénnte stirkere diagnosti-
sche Bedeutung erlangen: die Zahl der Th17-, Th22- und Thl-Zellen zeigte sich erhdht im
Blut von Psoriasis-Patienten (Kagami et al. 2010), die Zahl der Osteoklasten-Vorlduferzellen
erhoht bei PsA-Patienten (Fitzgerald und Chandran 2012).

Die Bestimmung der ortsstindig exprimierten Gene ist das Prinzip der Erstellung von Tran-

skriptomen, wozu sidmtliche mRNA einer Zelle isoliert und — meist mittels sog. Micro-arrays
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— in ihre Genprodukte ,,iibersetzt* wird, soweit die DNA-Sequenz (zur Synthese von Sonden)
bekannt ist. Eine Metaanalyse aus dem Jahre 2012 listet mehr als 1000 up- oder down-
regulierte Gene (Tian et al. 2012).

Der Nachweis bestimmter Molekiile direkt im Gewebe der psoriatischen Lésion, d. h. histo-
logischer Biomarker, konnte unter Umstdnden in Zukunft auch pathognomonische Bedeu-
tung erlangen. Zum Einsatz kommen hier probengebundene Methoden wie In-situ-Hybridi-
sierungen und Immunhistologie oder Ansétze nach Prozessierung des Probenmaterials wie
Immunoassays oder Kombinationen aus Chromatographieverfahren und Massenspektro-
metrie. Die verdnderte lokale Biosynthese proapoptotischer Proteine und AMP im Gewebe
psoriatischer Plaques lésst sich so nachweisen (Kocgak et al. 2003, de Jongh et al. 2005).
Potenzielle losliche Biomarkermolekiile im Blut stellen bei einer Systemerkrankung ein
zwar invasives, aber dennoch verhédltnismaBig praktikableres und aussagekréftiges Diagnos-
tikinstrument dar; Aberrationen in Abhédngigkeit von der Krankheitsschwere erlauben bei-
spielsweise auch intraindividuelle Verlaufskontrollen anstatt einer statischen Erhebung mittels
Genanalyse. Bisher berichtete 16sliche Marker bei der Schuppenflechte lassen sich verschie-
denen funktionellen Gruppen zuordnen. Eine orientierende Listung von Biomolekiilen, deren
Konzentration in Blutproben im Zusammenhang mit der Psoriasis/PsA bereits als auffillig
berichtet wurde, zeigt nachfolgende Tabelle 1.

Tab. 1: Biomolekiile mit berichteten Aberrationen in Blut-, Plasma- oder Serumproben

Zytokine

TL-17, IL-2%, TL-4, IL-5%, IL-6% 356, IL-8% %3, IL-10%%*6, IL-12%%5, IL-15%, IL-17"2%5, IL-
18%45 1L-21%, IL-22%4, IL-23%4, IL-1 receptor antagonist (IL-1ra)* >, soluble 1L-2 receptor (sIL-
2R)*3 ¢ TFN-a*, IFN-y" %43 TNF-o**° TNFSF14/LIGHT’

Wachstumsfaktoren

TGF-B24 EGF!, VEGF'2, soluble VEGF receptor 1 (sVEGFR1)"2, platelet-derived growth factor
bb (PDGFbb)', macrophage colony stimulating factor (M-CSF)* ¢

AMP

S100A8', ST00A9', S100A 123, B-Defensin 2!

Entziindung

Erythrozyten-Sedimentationsrate (ESR)"* ¢, C-reaktives Protein' %3 %5 ¢ Fibrinogen* °, Haptoglob-
in* 3, Pentraxin 32, Neopterin?

Gerinnung

Fibrinopeptid A3, Prothrombin-Fragment 1 + 25, D-Dimer°, Protein C°, Plasminogen®, a2-
Antiplasmin®

Neuropeptide

Prolaktin'-?, vasoaktives intestinales Peptid (VIP)!

Marker von oxidativem Stress

Superoxid-Dismutase'- 2, Serum-Katalase! #, Glutathionperoxidase*, Malondialdehyd" > 4, Methylgly-
oxal?, 8-Hydroxy-Guanosin®, oxidiertes low-density lipoprotein (oxLDL)** 3, Autoantikorper gegen
oxLDL (auAb-oxLDL)**
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Adipokine

Leptin® %3, Resistin'* %3, Lipocalin’, Adiponektin®°, Ghrelin? (unsichere Datenlage), Visfatin?, Omen-
tin?, retinol binding protein 4?

Serumlipide

Gesamtcholesterin' >, LDL-Cholesterin'-°, Triglyceride'°, high density lipoprotein (HDL)-
Cholesterol® >, apoAl!, apoB!, apoC3!, apoE!

Knorpel-/Knochenstoffwechsel, Bestandteile der extrazelluliren Matrix (ECM)

Hyaluronsdure®, RANKL" 7, MMP-3"367 COMP! 7, Osteoprotegerin®’, CPII: C2C-Ratio"’, Pro-
kollagen I1I?

Weitere

Neutrophilen-Elastase?, E-Selektin?, P-Selektin®, soluble ICAM-1 (sSICAM-1)?, Adenosin-Deaminase?,
miRNA-12662, platelet factor 4>, Hydrogensulfat’>, DKK-1°, Anti-Calpastatin-Antikdrper*

Datenquellen: Reviews von ' Enerbiick (2011), > Coimbra (2014), ° de Viam et al. (2008), * Rashmi et
al. (2009), ° Villanova et al. (2013), ° Bogliolo et al. (2012) sowie " Chandran et al. (2010). Da die
Richtung der Konzentrationsabweichung (erhéht oder erniedrigt) oft nicht eindeutig iiber mehrere
Studien gleichsinnig zu reproduzieren ist, wurde auf diese Angabe verzichtet

2.2.3 Prozess der Biomarkersuche

Prinzipiell unterscheiden sich géngige Biomarker-Studiendesigns in einer hypothesenfreien
oder einer hypothesengebundenen Herangehensweise. Zu letzteren gehdren Experimente,
deren Werkzeuge auf Basis bereits gewonnener Erkenntnisse ausgewéhlt wurden, etwa in
einer Literaturrecherche iiber pathophysiologisch bedeutsame Biomolekiile, wie es Chandran
et al. bei der Auswahl der genutzten Immuntests fiir ihre serologischen Untersuchungen der
PsA verfolgen (Chandran ef al. 2010). Eine vereinfachende, allerdings dadurch schon in ihrer
Spezifitit eingeschrinkte Strategie ist eine Orientierung an in ihrer Pathologie dhnlichen Er-
krankungen wie der Rheumatoiden Arthritis und anderer Osteoarthritiden, der atopischen Der-
matitis usw.

Hypothesenfreie Studiendesigns umfassen die ,,Omics“-Technologien (Genomik, Transkripto-
mik, Proteomik, Metabolomik), die einen gesamtheitlichen Ansatz implizieren. Sie stehen
typischerweise am Anfang des Prozesses einer de-novo-Biomarkersuche und stellen unvorein-
genommene, semiquantitative und komparative Untersuchungen dar. Ein Schema (Abb. 3)
zeigt den Ablauf einer Biomarkersuche mit den fiir die jeweiligen Stufen geeigneten Strate-
gien und Probenmaterialien. Speziell proteomische Untersuchungen sehen sich hierbei auf-
grund der Komplexitit der Analytenanzahl (grofe Zahl der Serumproteine), interindividueller
Variabilitit und des Fehlens einer zuverldssigen Serumproteom-Datenbank einer grofen Da-
tenflille gegeniibergestellt, weshalb die Entdeckung von mdglichen Biomarkern in einer ge-

ringen Stichprobenanzahl begonnen wird. Mit der sich anschlieBenden Qualifizierung, Verifi-

18




zierung, Validierung und zuletzt der Entwicklung klinischer Assays steigt die Zahl untersuch-

ter Proben bei einer sinkenden Menge infrage kommender Markeranalyten (Rifai et al. 2006).

Abb. 3: Schema zum Prozess der Biomarkersuche, modifiziert nach Rifai et al. (2006)
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zu': ,, Goldstandard “-Plasma bezeichnet komparative Plasmaproben idealisierter Patienten und Kon-
trollen, die sich lediglich durch das Vorliegen der Erkrankung unterscheiden und sonst keine interin-
dividuellen Unterschiede zeigen. Da es sich hierbei um eine idealisierte Modellvorstellung handelt,
bedient man sich in der Praxis z. B. einander in Alter, Geschlecht usw. entsprechenden Patienten und
Kontrollen

2.3 Ziel der Arbeit

Zwar prasentieren sich die meisten Fille der Psoriasiserkrankungen als typische Plaque-Typ-
Verlaufsform und ermdglichen durchaus eine schnelle Blickdiagnose nicht nur durch den be-
handelnden Dermatologen. Atypische Lokalisationen (Beugeseiten bei Psoriasis inversa,
Hautfalten bei intertrigindser Psoriasis) oder morphologische Subtypen wie die Psoriasis gut-
tata und pustulose Verlaufsformen konnen allerdings mit anderen Hauterkrankungen ver-
wechselt werden, wie etwa Ekzemen, diskoidem Lupus erythematodes, einer Dermatophyten-
infektion oder einem kutanen T-Zell-Lymphom (Cohen et al. 2012). An dieser Stelle fehlt es
in der dermatologischen Praxis bislang an einer verldsslichen Diagnostik, was die wirksame
Therapieeinleitung verzdgern oder gar verhindern kann.

Auf das unberechenbare Auftreten der PsA — vor einer Manifestation an der Haut oder in ei-
ner weiten Zeitspanne nach Erkrankungsbeginn — wurde bereits hingewiesen, was die richtige
und zeitige Diagnose erschwert. In der Tat legen Erhebungen aus dermatologischen Praxen
und Kliniken in Deutschland nahe, dass eine Vielzahl an PsA-Erkrankten unter den Psoriasis-
Patienten nicht oder fehldiagnostiziert und damit nicht addquat behandelt bleibt (Radtke et al.

2009). Mit der Erkenntnis, dass es sich bei der Arthropathie um einen erosiven, fortschreiten-
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den und teils mutilierenden Prozess handelt, ergibt sich die Notwendigkeit einer effektiven
Therapie zum frithestmoglichen Zeitpunkt, um schwerwiegende Verldufe zu verhindern
(Olivieri et al. 2009). Durch die Entwicklung der zielgerichteten Biologika, im Speziellen
TNF-a-blockierender Molekiile, steht bereits heute ein zunehmend breiteres und effektives
Spektrum an medikamentdsen Therapeutika zur Verfligung, sodass aktuell eine friihe und
korrekte Diagnose diese préizise Bewdltigung der PsA ermdglichen sollte. In der Praxis haben
sich die CASPAR-Kriterien als Diagnoseinstrument vielerorts noch nicht durchgesetzt; zu-
dem bieten sich oft nicht die zeitlichen Ressourcen oder instrumentellen Voraussetzungen
(z. B. MRT-Untersuchungen) und stehen einem Screening von Patienten im Wege. Bisweilen
zeigen sich auch radiologische Befunde nicht verlésslich bei der Diagnose (Palazzi et al.
2010). Vom Patienten auszufiillende Fragebogen (z. B. PASE, EARP) sind wenig objektivier-
bar oder interindividuell vergleichbar und dienen damit eher einem orientierenden Screening.

Es ergibt sich also eine diagnostische Liicke, die mit laborchemischen Biomarkern
eventuell zu erschlieBen wire; diese Aufgabe haben sich viele Arbeitsgruppen, darunter auch
die Arbeitsgruppe Proteomics am Institut fiir Biochemie I des Universitdtsklinikums Jena,
zum Ziel genommen. Da die Pathophysiologie der Erkrankung nicht vollstindig aufgedeckt
ist, bietet sich ein gesamtheitlicher, hypothesenfreier Ansatz in Form einer Proteomunter-

suchung an.

2.4 Aufgabenstellung

Die hypothesenfreie Suche nach potenziellen Kandidaten fiir kiinftige Blut-Biomarker der
Psoriasis/PsA soll mittels umfassender Proteomanalyse von EDTA-Plasma erkrankter Perso-
nen und gesunder Kontrollpersonen erfolgen. Durch den semiquantitativen Vergleich der Pro-
teome werden Verdnderungen in den Proben der Betroffenen deutlich und kénnen nachfol-
gend genauer evaluiert werden.

Fiir die vorliegende Arbeit soll Blutplasma fraktioniert und nachfolgend die massenspektro-
metrische Analytik aller relevanten Fraktionen fiir den o. g. Vergleich genutzt werden. Dazu
soll die im Institut fiir Biochemie entwickelte und etablierte Mikrotiterplatten-basierte, native,
mehrdimensionale Proteom-Separation verwendet werden (Wendler et al. 2013). Hierbei sol-
len mindestens zwei orthogonale chromatographische Trennverfahren, die Grofenauschluss-,
die Anionenaustausch- und optional eine Lektin-Affinitdtschromatographie eingesetzt wer-
den. AnschlieBend sollen die Fraktionen massenspektrometrisch analysiert und verglichen

werden. Aus den wiederholt gefundenen Veridnderungen sollen Biomarkerkandidaten abgelei-
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tet, anschlieBend mittels Immuntests evaluiert und fiir eine nachfolgende klinische Validie-

rung vorgeschlagen werden.

3 Material und Methode

3.1 Materialien

3.1.1 Blutentnahme

e Venenpunktionsbesteck (Safety Multifly® 21 G x %, 85.1638.205, SARSTEDT AG
& Co, Niimbrecht, Deutschland)
e EDTA-Monovette (9ml, 02.1066.001, SARSTEDT AG & Co)

3.1.2 Fraktionierung

e Akta purifier™ system (GE Healthcare, Miinchen, Deutschland)

e HiLoad Superdex™ 200 column (16/60, GE Healthcare)

o 96-well deep-well-Mikrotiterplatten (Deepwell Plate 96, 1.1ml, Polypropylen, 701350,
BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, Deutschland)

e TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) (108382, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland)

e HCI (Salzsédure rauchend 37%, ROTIPURAN®, 4625, Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland)

e NaCl (Natriumchlorid > 99,8%, 9265, Carl Roth)

e EDTA (E-9884, Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)

e 96fach-Dialysekammern (WO03/049841A1, Eigenentwicklung der Arbeitsgruppe)
mit Membran 0,025um, white VSWP14250 (Merck Millipore, Billerca, MA, USA)

e 96 well UV-Star® Microplates (655801, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland)

e 384-well UV-Star® Microplates (781801, Greiner Bio-One GmbH)

e SpectraMax Plus*** (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)

e automatisierte Analyseplattform CyBi®-Robospense: Pipettierer CyBi®-Well, Ro-
boterarm SCARA (Selective Compliance Assembly Robot Arm) (CyBio AG, Jena,
Deutschland)

e Chromatographiesdulchen mit Toyopearl DEAE-650M (Tosoh Bioscience GmbH,
Stuttgart, Deutschland), Eigenentwicklung der Arbeitsgruppe
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Chromatographiesdulchen mit Toyopearl AF-Tresyl 650M (Tosoh Bioscience GmbH)
Methyl-a-Mannopyranosid (M6882, Sigma-Aldrich)
GlcNAc (N-Acetyl-D-glucosamin, 8993, Carl Roth)

3.1.3 Tryptischer Verdau

96-well twin.tec PCR-Mikrotiterplatten (0030128.648, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

Guanidin-HCI (Guanidin-Hydrochlorid, Fluka, 50940, Sigma-Aldrich)
Thermocycler (TB1 Thermoblock, Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland)
Dithiothreitol (20710, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland)
Jodacetamid (26710, SERVA)

Ammoniumbicarbonat (NH4HCO3, 7094, Carl Roth)

Mikrodialysekammern (Micro Dialyzer MD 100 GridKit48, 40840, scienova GmbH,
Jena, Deutschland)

Trypsin (T1426, Sigma-Aldrich)

Ameisensdure (1.00264, Merck KGaA)

3.1.4 LC-HESI-MS/MS

H>O (ROTISOLV® LC-MS-Grade, AE72, Carl Roth)

Acetonitril (ROTISOLV® HPLC Gradient Grade, 8825, Carl Roth)

1-Propanol (>99,5 %, zur Synthese, 9169, Carl Roth)

automatisierter Probengeber Accela™ Autosampler (60057-60020, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, US)

Pumpe Thermo Scientific™ Accela 1250 (60057-60111, Thermo Fisher Scientific)
HPLC-Séule Thermo Scientific Hypersil GOLD, 50 x 1 mm (Thermo Fisher Scien-
tific)

LTQ Orbitrap™ Discovery (Thermo Fisher Scientific)

3.1.5 ELISA-Kits

KCl (Kaliumchlorid, 104936, Merck Millipore)
NaxHPOj4 (di-Natriumhydrogenphosphat, S-7907, Sigma-Aldrich)
KH>PO4 (Kaliumdihydrogenphosphat, 104873, Merck Millipore)
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Human Desmoplakin (DSP) Elisa kit (BlueGene Biotech, Shanghai, China), Katalog-
Nr.: E01D0059

Human haptoglobin (Hpt/HP) ELISA Kit (CUSABIO Biotech Co., Ltd., Wuhan, Chi-
na), Katalog-Nr.: CSB-E08584h

Human S100 Calcium Binding Protein A7 (S100A7) Elisa kit (BlueGene Biotech),
Katalog-Nr.: E01S0037

Human Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) Elisa kit (BlueGene Biotech),
Katalog-Nr.: E01C0205

Human Vitamin D-binding protein, DBP ELISA Kit (NOVATEINBIO, Cambridge,
MA, USA), Katalog-Nr.: NB-E10771

Human N-acetylmuramoyl-L-alanine-amidase ELISA Kit (WUHAN EIAAB SCI-
ENCE Co., Ltd., Wuhan, China), Katalog-Nr.: E15019h

Human Complement C3 ELISA Kit (Assaypro LLC, St.Charles, MO, USA), Katalog-
Nr.: EC2101-1

Human zinc-alpha-2-glycoprotein (AZGP1) ELISA Kit (CUSABIO Biotech Co.,
Ltd.), Katalog-Nr.: CSB-EL002479HU

Human Kallikrein-8, hK8 ELISA Kit (WUHAN EIAAB SCIENCE Co., Ltd.), Kata-
log-Nr.: E0690h

Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Profilin 1 (PFN1) (Cloud-Clone Corp.,
Houston, TX, USA), Katalog-Nr.: SEC233Hu

Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Junction Plakoglobin (JUP) (Cloud-
Clone Corp.), Katalog-Nr.: SEC196Hu

Enzyme-linked Immunosorbent Assay Kit For Polymeric Immunoglobulin Receptor
(PIGR) (Cloud-Clone Corp.), Katalog-Nr.: SEBO74Hu

Human Haptoglobin (Hpt/HP) ELISA Kit (CUSABIO Biotech Co., Ltd.), Katalog-
Nr.: CSB-E08584h

Human Protein FAM83H (FAMS83H) ELISA Kit (CUSABIO Biotech Co., Ltd.),
Katalog-Nr.: CSB-EL008346HU

Human plasma kallikrein (KLKB1) ELISA Kit (CUSABIO Biotech Co., Ltd.), Kata-
log-Nr.: CSB-E1433%h

Human Cytokeratin 17 (Elabscience Biotechnology Co., Ltd., Wuhan, China), Kata-
log-Nr.: E-EL-H2071
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3.1.6 Software

e  Windows (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA)

e CyBio® Composer (CyBio AG)

e SoftMax® Pro (Molecular Devices)

e UNICORN™ Control Software (GE Healthcare)

e Xcalibur® 2.1(Thermo Fisher Scientific)

e SIEVE™ 2.0 (Thermo Fisher Scientific)

e Proteome Discoverer™ 1.3 (Thermo Fisher Scientific)

o  MetaboAnalyst 2.0 (http://www.metaboanalyst.ca)

e Microsoft Excel, Microsoft Word (Microsoft Corporation)

e [BM® SPSS® Statistics, Version 22 (International Business Machines Corp., Ar-
monk, NY, USA)

3.1.7 Charakterisierung der massenspektrometrisch analysierten Probanden

Die Studie wurde durch das Votum (1940-01/07) der Ethikkommission der Friedrich-Schiller-
Universitdt Jena genehmigt. Alle Patienten stimmten der Verwendung ihrer Blutproben in
einer Einverstdndniserkldrung vor der Blutentnahme zu. Blutproben von sechs Patienten (zwei
weibliche, vier mannliche Patienten, Alter im Mittel 47,5 Jahre [SD 9,7]) mit der Diagnose
Psoriasis (Patient 5) bzw. PsA (Patienten 1 — 4 und 6) wurden jeweils entsprechenden Ver-
gleichsproben von hinsichtlich Schuppenflechte und muskuloskelettalen Beschwerden anam-
nestisch gesunden Kontrollpersonen (zwei weibliche, vier ménnliche Kontrollpersonen, Alter
im Mittel 47,0 Jahre [SD 8,7]) gegeniibergestellt. Letztere wurden dafiir hinsichtlich Alter,
Geschlecht und, soweit moglich, nach Korpergrofle und -gewicht bzw. BMI einander passend
zugeordnet (,,gematcht). Zusétzlich wurden weitere Parameter, wie Komorbiditdten oder
weitere Erkrankte im familidren Umfeld, erfasst (s. Tab. 2).

Die Paarung der Patienten- und Kontrollproben blieb wéhrend des gesamten Versuchs- und
Analyseverlaufs gewahrt; d. h., die Aufarbeitung der Blutproben, ihre Fraktionierung und
schlieBlich ihre Analyse im Massenspektrometer erfolgte stets parallel, um fiir ein Probenpaar
jeweils moglichst gleiche Versuchsbedingungen zu erzielen.

Das Patientenkollektiv entstammte der Klinik fiir Dermatologie am Universitdtsklinikum Je-
na. Die Diagnose der Psoriasis wurde anhand anamnestischer Angaben sowie der klinischen
Inspektion gestellt; simtliche Patienten prisentierten die Vulgaris-Form der Schuppenflechte

in leicht- bis mittelgradigen Schweregraden der Erkrankung, gemessen mithilfe des Psoriasis
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Area and Severity Index (PASI)-Scores, der als rein klinisches Instrument aus der Ausbreitung
und der Morphe der Hautverdnderungen errechnet wird. Hierbei gelten Werte < 10 als leichte,
hohere Werte als mittelgradige und schwere Auspriagung bei maximal mdglichen 72 Punkten.
Die subjektive Einschitzung aus Patientensicht wurde iiber den Dermatology Life Quality
Index (DLQI), eines spezifisch dermatologischen Patientenfragebogens fiir dessen Lebensqua-
litét, erfasst und zeigt eine breiter gefacherte Aufstellung von leichter (2-5) tiber moderater (6-
10) bis zu schwerer (11-20) Beeintrachtigung der Patienten bei maximal erreichbaren 30
Punkten (Finlay und Khan 1994). Die Diagnose einer PsA wurde zum einen anhand klinischer
Symptome (Gelenkbeschwerden), zum anderen apparativ mithilfe fluoreszenzoptischer Bild-
gebung (fluorescence optical imaging, FOI) gestellt. Diese Untersuchung wurde realisiert an
einem Xiralite® X4 -System (mivenion GmbH, Berlin) und von einem unabhingigen Arzt be-
fundet, der mit den klinischen Angaben der Patienten nicht vertraut war. Die FOI ist eine zwar
unspezifische, aber sehr sensitive Methode, bei der durch Detektion eines intravends appli-
zierten Farbstoffes (Indozyanin-Griin) entziindliche Gelenkprozesse an beiden Hénden nach-
gewiesen werden konnen, die sich in krankheitstypischen Anreicherungsmustern &ufern
(Werner et al. 2012). Weitere Gelenke werden bei der FOI nicht berticksichtigt.

Vier der sechs Patienten waren mit einem BMI von > 25,0 iibergewichtig, zwei davon mit
einem BMI > 30,0 sogar leichtgradig adipds. Ein Patient war mit einem BMI von 15,15 stark
untergewichtig. An Komorbiditdten, die im Rahmen der Psoriasis erwdhnenswert erscheinen,
fanden sich eine Depression, eine aufgrund ihrer Haufung bei Psoriasis-Patienten oft in der
Literatur berichteten Komorbiditit (Kurd ef al. 2010), ebenso ein Vitamin D-Mangel (Gisondi
et al. 2012) sowie Erkrankungen aus dem Formenkreis des Metabolischen Syndroms, d. h.
Hypertonie und Hypercholesterindmie neben der bereits erwéhnten Adipositas.

Als Kontrollpersonen konnten Erwachsene zwischen 27 und 53 Jahren rekrutiert werden, die
hinsichtlich Hauterkrankungen klinisch gesund imponierten und auch familienanamnestisch
iiber keine Psoriasiserkrankungen berichteten. Bei zwei Patienten fanden sich medikamentos
behandelte Vorerkrankungen; zum einen ein Bluthochdruck, zum anderen ein Lymphodem.
Ahnlich zu den Patienten lag bei vier der Kontrollpersonen gemessen an ihren BMI-Werten

ein Ubergewicht, bei einer Adipositas vor.
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Tab. 2: Charakterisierung der Probanden

Paar 1 Paar 2 Paar 3 Paar 4 Paar § Paar 6
Diagnose! PsA Kon- PsA Kon- PsA Kon- PsA Kon- Ps Kon- PsA Kon-
trolle trolle trolle trolle trolle trolle
Geschlecht W W m m W W m m m m m m
Alter [J]? 53 53 48 48 49 50 29 28 57 53 49 50
Beginn Haut- 22 / 15 / 19 / 6 / 26 / 34 /
ver-anderung
[LIT?
Beginn 51 / 35 / 47 / k. A. / 47 / 49 /
Gelenkbe-
schwerden [LJ]
PAST* 3,5 / 48 / 12,6 / 14,5 / 8,4 / 18,8 /
DLQP 19 / 20 / 4 / 14 / 13 / 10 /
Psoriasis in der | Ja / Nein / Ja / k. A. / Ja / Ja /
Familie
Komorbiditidten | Hyper- Lymph- | Herz- / Herz- / / / Hyper- Hyper- /
tonie, 6dem rhyth- klappen- tonie choleste-
Depres- mussto- fehler, rindmie
sion rung Koxar-
throse,
Vit. D-
Mangel
Rauchen® 20 NR 20 NR 5-10 NR 13 NR NR NR NR 20
Alkohol’ 1 1 3 1 1 3 2 2 1 2 2 2
Medikation Antide- | Diuretika / / Metho- / / Schmerz | Antihy- / /
pressiva trexat, medika- | pertoni-
Folsaure, tion bei kum
Vit. D Bedarf (ACE-
Hem-
mer)




LT

Paar 1 Paar 2 Paar 3 Paar 4 Paar § Paar 6
Grofie [m] 1,65 1,63 1,78 1,75 1,72 1,64 1,76 1,83 1,73 1,76 1,70 1,78
Gewicht [kg] 86 100 48 72 81 69 72 88 97 88 79 70
BMI? 31,59 37,62 15,15 23,51 27,38 25,65 23,24 26,28 32,41 28,41 27,34 22,09
Protein total 78,25 74,26 83,6 78,29 88,89 70,28 69,11 74,04 61,39 73,83 75,31 70,54
[mg]’
Protein- 120,39 114,25 128,61 120,45 136,76 108,13 106,32 113,91 94,45 113,59 115,86 108,52
Konzentration
[mg/ml]'°

k. A.: keine Angabe

L. PsA: Psoriasis-Arthritis, Ps: Psoriasis

2. J: Jahre

3 LJ: Lebensjahr

*: PASI: Psoriasis Area and Severity Index, <10 leichtgradig, >10 mittel- und schwergradig

7 : DLQI: Dermatology Life Quality Index, 0-1 keine, 2-5 leichte, 6-10 moderate, 11-20 schwere, 21-30 sehr schwere Beeintrichtigung
5. Angabe als Anzahl der Zigaretten pro Tag. NR: Nichtraucher

7., 1% kein regelmdfpiger Konsum oder nur zu Anléissen; ,,2*: Konsum ein- bis zweimal pro Woche eine Flasche Bier oder ein Glas Wein, ,,3*: tiglich

% : BMI: Body Mass Index, Kérpergewicht (kg)/Kérperlinge (m)’
, " : Daten spektrometrisch gemessen aus den Serumproben im Institut fiir Biochemie nach Wendler et al. (2013)
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3.1.8 Proben fiir die Evaluierung mit Immuntests
Fiir die Immuntests wurden EDTA-Plasmaproben von bis zu 73 Probanden (davon je 25 Kon-
trollen und Psoriasis-Patienten [in den ELISA-Tests abgekiirzt mit ,,Ps*“], 23 PsA-Patienten)

verwendet (s. Tab. 3). Dabei wurde jedes Sample in einer Zweifachbestimmung getestet.

Tab. 3: Ubersicht der fiir die ELISA-Tests verwendeten Proben

Kontrollen Ps PsA
Gesamt (davon weiblich, w) 25 (15) 25 (8) 23 (11)
Lebensjahre — Mittelwert (SD) | 42,6 (11,3) 44,2 (13,7) 51,0 (10,1)
Lebensjahre — Median 46 47 51
Desmoplakin (w) 25 (15) 25 (8) 23 (11)
S100A7 (w) 11 (5) 11(5) 11(4)
COMP (w) 25 (15) 25 (8) 23 (11)
Vit-D-bind. Protein (w) 8(3) 8(2) 8(3)
NAAA (w) 24 (15) 24 (8) 22 (10)
C3 (w) 11 (5) 11(5) 11(4)
Zn-a-GP (w) 23 (15) 23 (8) 21 (9)
Kallikrein 8 (w) 8(3) 8(2) 8(3)
Profilin 1 (w) 11(5) 11(5) 11(4)
Plakoglobin (w) 8(3) 8(2) 8(3)
PIGR (w) 11(5) 11(5) 11(4)
Haptoglobin (w) 8(3) 8(2) 8(3)
FAMS3H (w) 11(5) 11(5) 11(4)
Plasma-Kallikrein (w) 11 (5) 11 (5) 11 (4)
Cytokeratin 17 (w) 11(5) 11(5) 11(4)
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3.2 Methode: Workflow zur Proteomuntersuchung

Einen Uberblick iiber die im Folgenden genauer beschriebenen Arbeits- und Analyseschritte

gibt das Schema in Abb. 4.

Abb. 4: Schematische Darstellung der Probenaufarbeitung mittels zwei- bzw. dreidimensionaler
chromatographischer Fraktionierung

| Arbeitsschritt | ‘ Analyseverfahren |

size exclusion chromatography (SEC)
eine Saule, 96 Fraktionen

UV-Absorbanzmessung
Proteinkonzentrationen der Fraktionen,
Verunreinigung/Falschmessung

Dialyse |
v

anion exchange chromatography (AEC)

96 Chromatographiesdulchen

4128 Fraktionen in 11 Mikrotiterplatten

N

‘ UV-Absorbanzmessung

N

Selektion weiter zu analysierender homologer
Fraktionen (hit picking) bei Paar 1-3,
schachbrettmusterartige Selektion jeder zweiten
Fraktion bei Paar 4-6

v

evtl. 3D-Lektin-Affinitdtschromatographie (LAC) |

v

| Tryptischer Verdau |

LC-HESI-MS/MS
vorangeschaltete Fliissigchromatographie,
Doppelbestimmung

3.2.1 Probengewinnung, -aufarbeitung und -lagerung
Die Blutentnahme erfolgte standardisiert mittels peripherer Venenpunktion vormittags am
nlichternen Patienten bzw. Kontrollprobanden. Fiir die vorliegende Fragestellung wurde in
eine EDTA-Monovette Blut abgenommen, dessen Plasma nach zeitnaher Zentrifugierung
(10 min bei 1500 g) aliquotiert in mehreren, fiir weitere Untersuchungen handlicheren 1,5-
2 ml-tubes bis zur weiteren Probenaufarbeitung in fliissigem Stickstoff eingefroren und gela-
gert wurde. Vor der 1D-Trennung wurde die Plasmaprobe 10 min im Wasserbad bei Raum-
temperatur aufgetaut. Die Probe wurde nach dem Auftauen erneut 10 min bei 10000 rpm zen-

trifugiert, um Schmutzpartikel und aggregierte oder denaturierte Proteine zu entfernen; im
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Anschluss wurden 1,3 ml Plasma mit 700 ul Puffer A (10 mM Tris/HCI, 150 mM NaCl,
1 mM EDTA, pH 7,4) verdiinnt.

3.2.2 Fraktionierung
1. Dimension: size exclusion chromatography (SEC)
Die Separation nach TeilchengroBBe erfolgte an der fast performance liquid chromatography
(FPLC)-Anlage AKTA™ der Firma GE, die mit einer kommerziell hergestellten 16/60 Hi-
Load-Superdex™ 200-Séule bestlickt wurde, welche mit dem Puffer A &quilibriert wurde.
1 ml der verdiinnten Plasma-Probe wurde auf die Sdule aufgetragen. An Trennungsbedingun-
gen fanden sich folgende Spezifikationen: Flussrate 1 ml/min, (maximal anliegender) Druck
0,5 MPa. Das Siulenvolumen betrug 120 ml; die Sammlung der Fraktionen begann nach dem
Durchlaufen des Totvolumens von etwa einem Drittel des Sdulenvolumens. Die Fraktionie-
rung erfolgte in 1,1 ml-deep-well-Platten mit 96 wells, resultierend in einer Fraktionsgrof3e
von jeweils 0,75 ml.
AnschlieBend wurde eine erste Absorbanzmessung durchgefiihrt, indem von den erhaltenen
96 Fraktionen je Mikrotiterplatte zwischenzeitig 150 pl in eine 96er UV-Star™-Platte pipet-
tiert und bei 205, 215, 280, 340, 460 und 700 nm im Absorbanz-Reader SPECTRAmax
PLUS™ spektrometrisch gemessen wurden. Hierdurch konnte bereits ein Elutionsprofil er-
stellt, einzelne Proteinkonzentrationen mit den zugehorigen -groBBen abgeleitet und eventuell
verunreinigte oder anderweitige Falschmessungen festgestellt werden, indem bei 700 nm eine
Kontroll-Absorbanzmessung mit Ermittlung eines Blindwertes durchgefiihrt worden war.
Zwischenschritt: Dialyse
Zur Entsalzung der Proben aus der 1D-Chromatographie wurde eine Dialyse eingesetzt. Je-
weils zwei 180 pl-Aliquots aus jeder der 96 Fraktionen der einzelnen Mikrotiterplatte wurden
auf zwei eigens konstruierte Dialyseplatten aufgegeben. Diese bestehen aus mit 96 Bohrlo-
chern, analog zu den wells der 96er Mikrotiterplatten, versehenen Platten, an deren Boden
eine Dialysemembran angebracht wurde. Der untere Teil der Dialyseplatten taucht in die Dia-
lysatfliissigkeit ein, die in diesem Fall aus 1000 ml Puffer B (10 mM Tris/HCl, 25 mM NaCl,
pH 7,4) bestand. Die Dialyse wurde fiir eine Dauer von 2 Stunden durchgefiihrt, wobei der
Dialysepuffer nach einer Stunde komplett erneuert wurde. Somit blieb ein bestidndiges Kon-
zentrationsgefille fiir Salze iiber die Membran erhalten und die aus der 1D-Fraktionierung
resultierenden hohen NaCl-Konzentrationen der Proben konnten auf ausreichend kleine Kon-
zentrationen gesenkt werden, was fiir die nachfolgende weitere Separation essenziell war. Fiir

diese wurden die beiden getrennten 180 pl-Aliquots wieder in einer 500 ul-deep-well-Platte
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zusammengefiihrt.

2. Dimension: anion exchange chromatography (AEC)

Fiir die Proteinseparation nach Ladung kamen ebenfalls speziell konstruierte Instrumente zum
Einsatz. Es handelt sich um Arrays fiir 96 Chromatographiesdulen, welche in ihrer Anordnung
dem Muster herkdmmlicher Mikrotiterplatten entsprechen. Als Triebkraft fiir die Chromato-
graphie dient allein der hydrostatische Druck und die Kapillarkrifte, wobei ein mechanisches
Andriicken auf die Kartuschenblocke den Durchfluss anst6ft und begiinstigt. Die Toyo-
pearl™-Sdulen wurden dquilibriert mit Puffer B und besitzen ein Gelbett mit einem Volumen
von 100 pl. Die zum Sammeln der Eluate eingesetzten 384-well-Platten (s.u.) konnen ca.
110 pl pro well aufnehmen. Daher erfolgte die Aufgabe der jeweils 96 dialysierten Fraktionen
aus der 1D-Trennung in 3 x 95 pl-Schritten. Dies sowie alle weiteren Schritte der Elutions-
puffer-Aufgabe geschahen durch einen, u. a. mit 96 Pipettierspitzen ausgestatteten, automati-
sierten Roboter, dem CyBi™-Well-Roboter (CyBio AG), an einer Analyseplattform. Eluiert
wurde durch ansteigende Salzkonzentration, einen pH-Ansduerungsschritt und zuletzt Zugabe
von 1-Propanol nach dem in Tab. 4 dargestellten Elutionsschema. Diese zehn Elutionspuffer
wurden jeweils viermal mit einem Volumen von 95 pl auf die Sdulen aufgegeben. Gesammelt
wurde wie folgt in 384er UV-Star™-Mikrotiterplatten: drei 2D-Fraktionen resultierten aus der
(3 x 95 ul) Probenaufgabe, je Puffer (4 x 95 ul) wurden vier 2D-Fraktionen pro 1D-Fraktion
gewonnen, sodass flir jeden Elutionspuffer aus den 96 1D-Fraktionen 384 2D-Fraktionen ent-
standen, die genau einer 384-Mikrotiterplatte entsprechen. Das Ergebnis bestand in elf zu
messenden Mikrotiterplatten: eine Elutionsplatte 0 aus der Probenaufgabe sowie die Elutions-
platten 1-10 der jeweiligen Elutionspuffer. Parallel zur Applikation der Eluti-onspuffer fiihrte
die Analyseplattform die bereits erhaltenen 384er UV-Star™-Mikroplatten der Absorbanz-
messung im SpectraMax Plus*®*-Geriit zu, welche ebenfalls bei den Wellenlingen 205, 215,
280, 340, 460 und 700 nm erfolgte. Die AEC-Separation bestand zusammengefasst aus 43
vollautomatisierten Schritten, die flir bis zu vier 1D-Sétze in etwa 4-5 Stunden abgeschlossen
waren. Aus der 2D-Proteinseparation einer Serumprobe resultierten also 4 x 96 x 10 (Eluti-
onsplatten 1-10) + 3 x 96 (Elutionsplatte 0) = 4128 Fraktionen, die nach spektrometrischer
Ausmessung grafisch in einem Schema nach Grofe (1D), Ladung (2D) und ihrer Konzentrati-

on dargestellt werden konnten.
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Tab. 4: Elutionsschema 2D-Trennung

Elutionsplatte 2D-Fraktion Konzentration pH-Wert
Tris (mM) NaCl (mM) Propanol (%)
0 0-2 10 25 0 7.4
1 3-6 10 25 0 7.4
2 7-10 10 40 0 7.4
3 11-14 10 50 0 7.4
4 15-18 10 75 0 7.4
5 19-22 10 100 0 7.4
6 23-26 10 125 0 7,4
7 27-30 10 125 0 7,2
8 31-34 10 175 0 7,2
9 35-38 10 225 0 7,2
10 39-42 10 500 20 7,2

Auf Basis dieser Daten konnte auch eine Gegeniiberstellung von Patienten- und Kontrollprobe
angefertigt und die Quotienten der absorptiometrisch ermittelten Proteinkonzentrationen je-
weils einander entsprechender Fraktionen errechnet werden, was schnell einen Uberblick er-
moglichte tiber grobe Alterationen im Proteom im Plasma von erkrankten Versuchspersonen
(s. beispielhaft Abb. 5, die diesen Quotienten farbcodiert wiedergibt). Diese Analyse und die
absoluten Konzentrationen (> 0,03 mg/ml) hervorstechender Fraktionen bildeten die Grundla-
ge fiir die automatisierte Selektion der spiter massenspektrometrisch analysierten Fraktionen
(hit picking) durch den Pipettierer der Analyseplattform, welche anschlieBend einem enzyma-
tischen Verdau mit Trypsin unterzogen wurden. Nach Sichtung erster Ergebnisse nach Analy-
se zusdtzlicher Fraktionen in Paar 4 zeigte sich, dass sich Unterschiede in den Konzentratio-
nen diverser Serumpeptide nicht ausschlieBlich in den Fraktionen finden lieen, die sich in
der UV-spektrometrisch gemessenen Gesamtproteinkonzentration unterschieden, sondern
auch in augenscheinlich unauffélligen Fraktionen, die bei Patient und Kontrolle etwa diesel-
ben Proteingesamtkonzentrationen aufwiesen, da die UV-Absorbanzmessung ja keine Riick-
schliisse auf die Identitdt und Arten der Proteine in den Fraktionen erlaubt. Daher wurde die
Auswahl weiter zu analysierender Fraktionen mittels kit picking bei den Paaren 4, 5 und 6
verlassen und es erfolgte stattdessen die standardmifBige Analyse jeder zweiten Fraktion, die
sich schachbrettmusterartig auf das 1D-2D-Diagramm verteilten. Die Messung jeder zweiten
Fraktion bildete einen Kompromiss zwischen begrenzten Kapazititen des Massenspektrome-
ters und einer dennoch moglichst breit abdeckenden Analyse des Serumproteoms mit ausrei-

chender Auflosung.
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Abb. 5: Quotienten der Proteinkonzentrationen aller 2D-Fraktionen des Probenpaares 6 in einer
zweidimensionalen Matrix

Die Quotienten der Proteinkonzentrationen von Psoriasis-Patient zu Kontrolle sind sowohl als Zahl
als auch farbcodiert dargestellt (Konz. Patient / Konz. Kontrolle). Fraktionen mit absorptiometrisch
gemessenen geringeren Proteinkonzentrationen (< 0,03 mg/ml) sind von der Quotientenbildung aus-
geschlossen und erscheinen daher in der Matrix nicht

Lektin-Affinitits-Chromatographie (LAC)

Fraktionen der Paare 5 und 6 mit auffallend hohen Proteinkonzentrationen in der UV-Absor-
banzmessung nach der zweidimensionalen Fraktionierung wurden einem weiteren Auftren-
nungsschritt unterzogen, der Lektin-Affinitdtschromatographie (LAC). Konkret wurden dafiir
15 Fraktionen des Probenpaares 5 sowie 11 Fraktionen des Probenpaares 6 ausgewéhlt.

Das Prinzip der LAC beruht auf der unterschiedlich hohen Bindungsaffinitit der zu analysie-
renden Glykoproteine in der Probe an Lektine, welche die feste Phase der Trennsdulen dar-
stellt. Da keine fertigen LAC-Sdulen mit den hier geforderten Spezifikationen erhéltlich wa-
ren, erfolgte die Synthese eigener LAC-Sdulen im Institut auf Basis der Kopplung von Conca-
navalin A und Weizenkeim-Lektin an Toyopearls AF-Tresyl 650M (Tosoh Bioscience
GmbH)-Siulen (s. Wendler ef al. (2013)). Der Trennvorgang gliederte sich in vier Schritte,
die in vier 3D-Fraktionen pro aufzutrennender 2D-Fraktion resultierte: Nach Probenaufgabe
wurden durch die Spiilung mit dem Bindepuffer, in dem die Sédulen dquilibriert wurden, zu-
nichst Proteine ohne Lektin-Bindungsaffinitit aufgefangen (I). Die Elution, d. h. kompetitive
Verdriangung gebundener Proteine durch Zugabe von in Bindepuffer geldstem 0,5 M Methyl-
a-Mannopyranosid (IT) und anschlieBend 0,2 M GIlcNAc (III), trennte Proteine mit Mannose-
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reichen Glykanen (II) bzw. Glukose- und GlcNAc-reichen Glykanen (III). Die Elution mit
Regenerationspuffer (20 mM Tris/HCI, 500 mM NaCl, pH 8,0) 16ste zuletzt Proteine anders-
artiger Kohlenhydratmodifikationen mit hoher Lektinaffinitidt (IV). Das aufgefangene Volu-
men jeder 3D-Fraktion betrug ca. 400 ul, welches bedingt durch eine maximale Kapazitét der
wells der Mikrotiterplatten von 100 pl allerdings in vier Aliquots gesammelt und anschlieSend
vereinigt wurde.

Tryptischer Verdau

Zur Denaturierung der Proben wurden 75 ul der selektierten Fraktionen mit 25 ul 8 M
Guanidin-HCI-Losung in einer 96er PCR-Mikrotiterplatte gemischt, 20 min bei 90 °C in ei-
nem Thermoblock inkubiert und anschlieBend auf einem Eisbad abgekiihlt. Die Zugabe von
5 ul 210 mM Dithiothreitol-Losung und anschlieBende Inkubation fiir eine Stunde bei 37 °C
im Wasserbad diente der Reduktion der Disulfidbriicken. Um deren erneute Ausbildung zu
verhindern, wurden die freien Thiolgruppen (an der Aminosdure Cystein) irreversibel alky-
liert, indem 5 ul 1,1 M Jodacetamid-Losung zugegeben wurden. AnschlieBend wurde fiir
30 min bei Raumtemperatur und unter Lichtabschluss inkubiert. Es folgte eine Dialyse in 96
einzelnen, U-formigen Mikrodialysekammern (MD100) unter Riihren gegen 2 1 einer 20 mM
NH4HCOs-Losung fiir die Dauer von 60 min ohne Dialysepufferwechsel.

Fiir den eigentlichen Trypsin-Verdau wurden die vorbereiteten Fraktionen zunéchst wieder in
jeweils frische PCR-Platten tiberfiihrt und mit 1 mg/ml Trypsin-Losung (1 mg Trypsin auf
1 ml 20 mM NH4HCO:s) versetzt. Die zugegebene Trypsinmenge errechnet sich aus dem op-
timalen Verhéltnis von Trypsin zu Protein von 1:40. Es wurde fiir 16 Stunden bei Raumtem-
peratur inkubiert. Danach wurde der Verdau durch Zugabe von 5 pl 280 mM Ameisensdure

gestoppt und bis zur weiteren massenspektrometrischen Analyse bei -80 °C eingefroren.

3.2.3 LC-HESI-MS/MS
Die Probenaufbereitung fiir die massenspektrometrische Analyse erfolgte automatisiert mit-
tels eines Accela™-Autosamplers. Es erfolgte zunichst eine weitere Fliissigchromatographie
(high performance liquid chromatography, HPLC), um die Auflosung der Analyse zusitzlich
zu erhohen. Die fliissige Phase der Chromatographiesédule (Hypersil Gold™) bestand aus L6-
sungen aus Acetonitril und H,O, wobei die Acetonitril-Konzentration zur Elution schrittweise
gesteigert wurde (s. Elutionsschema Tab. 5). Eine Accela-1250-Pumpe generierte einen anlie-
genden Druck von maximal 1250 bar, was als Triebkraft der HPLC diente. Das injizierte und
damit analysierte Volumen betrug je Durchlauf 20 pl; jede Fraktion wurde dabei doppelt ge-

messen, d. h., insgesamt wurden 40 pl in das Massenspektrometer gegeben. Zwischen den
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einzelnen Zyklen wurde mit H,O gespiilt. Zur internen Kalibrierung bzw. Kontrolle der Chro-
matographiesdule wurden vier Positionen mit Transferrin bei der Messung mitgefiihrt (zu Be-
ginn und Ende sowie zweimal wihrend des Messdurchlaufs einer Platte).

Tab. 5: Trennbedingungen HPLC

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%] Flussgeschwindigkeit
[ul/min]
0-1 95 5 150
1-21 95-70 linear fallend 5-30 linear steigend 150
21-24 70-60 linear fallend 30-40 linear steigend 150
24-25 60-10 linear fallend 40-90 linear steigend 150
25-26 10 90 150
26-26,1 10-95 90-5 150
26,1-30 95 5 150

Eluent A: 0,1% HCOOH in H,O
Eluent B: 0,1% HCOOH in Acetonitril

Das Prinzip eines Massenspektrometers beruht auf der Detektion von ionisierten Analyten in
der Gasphase und deren Auftrennung und Identifikation anhand ihres Masse-zu-Ladungs-Ver-
hiltnisses (m/z-Ratio) in einem elektrischen Spannungsfeld. Das im Institut eingesetzte Mas-
senspektrometer, LTQ Orbitrap™ Discovery (Thermo Fisher Scientific), ist in Abb. 6 sche-
matisch dargestellt. Teil A) der Abbildung stellt die vorgeschaltete HPLC dar. Die lonisation
erfolgte im vorliegenden Fall mit positiven Ladungen durch eine sog. H-ESI (heated electro
spray ionisation, Teil B) in Abb. 6). Das verwendete Massenspektrometer ist ein Tandem-
Massenspektrometer (MS/MS), d. h., es finden sich zwei hintereinandergeschaltete Analysa-
toren flir tryptisch verdaute Peptide und deren Fragmente: eine ,,Voranalyse* in einer linearen
Ionenfalle (Thermo Scientific LTQ XL, Teil C) in Abb. 6) dient der Speicherung, gegebenen-
falls gezielten Selektion (nach Masse) und kontrollierten axialen Ausgabe der lonenpakete in
eine zwischengeschaltete gebogene lonenfalle (C-Trap, Teil D) in Abb. 6). Diese tiberfiihrt
die Ionen in den zweiten Analysator: die Orbitrap™ (Teil E) in Abb. 6). Erfasste Peptide la-
gen in einem Bereich von m/z-Ratios von 350,00 — 1 700,00. Nach der 7Topl0-Methode wur-
den die zehn signalintensivsten Ionen aus dem ersten Scanvorgang fragmentiert (collision-
induced dissociation) und einer hoherauflosenden Analyse unterzogen. Der Betrieb des Mas-
senspektrometers erfolgte liber die Software Thermo Xcalibur®, die die gewonnenen MS-
Daten als Rohdateien (.raw-Dateien) ausgab. Die gesamte Injektions- und Analysezeit eines

Zyklus des Massenspektrometers betrug ca. 30 min.
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Abb. 6: Schema des eingesetzten Massenspektrometers

A) HPLC; B) H-ESI; C) lineare lonenfalle; D) C-Trap; E) Orbitrap™

Die Identifikation und Zuordnung der m/z-Ratios der Peaks zu Protein-Sequenzen erfolgte
mithilfe der Software Proteome Discoverer™ der Firma Thermo Scientific. Die benutzte Da-
tenbank ,,HUMAN 3.fasta® ist online frei erhéltlich. Es wurde der Suchalgorithmus SEQU-

EST™ verwendet.
3.2.4 Auswertung der MS-Daten

3.24.1 SIEVE™
Die quantitative Auswertung der MS-Dateien der Probenpaare mit dem Programm S/IEVE™
(Thermo Scientific), Version 2.0, vergleicht zwei einander zugehdrige Fraktionen (Patient und
Kontrolle) gegeneinander (,,7wo Sample Differential Analysis*‘). Das Material fiir die rechne-
rische Auswertung bestand hierbei direkt in den .raw-Dateien aus dem Massenspektrometer.
Die gemessenen Fraktionen aus den 2D- oder 3D-Trennungen wurden einzeln ausgewertet,
d. h., es wurden je zwei Rohdateien (Doppelbestimmung) der Patienten- und Kontrollfraktion
importiert, auf ithre Kompatibilitit hin ,,gescannt” und ausgewertet. In einem ersten Schritt er-
folgte eine Angleichung der vier Chromatogramme (,,4/ignment‘‘), um messtechnisch beding-
te Varianzen zu minimieren. Anschlielend generierte die Software relative Werte (Ratio Pati-
ent vs. Kontrolle) auf Basis der einzelnen Peptidfragmente in homologen Abschnitten des
m/z-Ratio-Retentionszeit-Diagramms in Patient- und Kontrollsamples (sog. frames). Absolute
Werte sind bei dem Auswerteprotokoll ,,7wo Sample Differential Analysis* nicht mehr ein-
sehbar. Die Identifizierung der gefundenen Proteine ist zwar auch durch das Programm S/E-
VE™ moglich, wurde jedoch im vorliegenden Experiment ausgelagert zugunsten einer ex-
ternen Identifizierung mit dem Programm Proteome Discoverer™. Dazu wurden die vom
Proteome Discoverer™ im Vorfeld separat ausgewerteten Daten (.msf-Dateien) in das Pro-
gramm S/EVE™ implementiert. Zuletzt wurden die Daten auf Basis des p-Werts gefiltert, so-

dass nur statistisch signifikante Ergebnisse beriicksichtigt wurden (pvalue < 0.05).
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Die weitere, nun manuelle Auswertung der Daten erfolgte nach einem Export der Daten in das
Programm Microsoft Excel, was in je einer separaten Tabelle pro analysierter Fraktion eines
Probenpaares resultierte. Nun wurden die Ergebnisse nach ihrer Ratio kategorisiert: Quotient
Patient vs. Kontrolle >4 (Erh6hung), 2-4, 0,5-2, 0,25-0,5 (indifferent) sowie < 0,25 (Ernied-
rigung). Die Daten wurden in einer einzigen Tabelle zusammengefiihrt und nach der Pro-
teinidentitét (Protein-ID) sortiert, sodass die gefundenen Proteine in den einzelnen Fraktionen
nun gruppiert vorzufinden waren und eventuell ihr Vorkommen in mehreren Fraktionen er-
sichtlich wurde. Dies war die Voraussetzung fiir die Bildung von Clustern, d. h. von gleich-
sinnigen Abweichungen der Proteinkonzentrationen in benachbarten oder in Ndhe zueinander
lie-genden Fraktionen, die ihre Entsprechung in der zweidimensionalen Auftrennung mittels
2D-Chromatographieverfahren finden. Proteine, die nur in einer einzigen Fraktion nachgewie-
sen wurden, wurden daher ignoriert und als fehlerhafte Messung oder Identifizierung betrach-
tet. Um keine potenziellen Biomarkerkandidaten zu verlieren, wurde die Abgrenzung der
Cluster auf Basis ihrer Fraktionsspezifikation dynamisch variiert: je geringer die Zahl der
Fraktionen, in denen das Protein gefunden wurde, desto groBziigiger wurde ein Cluster ge-
fasst, insbesondere wenn sich iiber den Grofiteil der davon gefundenen Peptide eine eindeuti-
ge Tendenz des Verhéltnisses Patient zu Kontrolle abzeichnete. Anhand dieses Schemas wur-
den die Proteincluster weiter gesichtet. Hochverdéchtig fiir erkrankungstypische Plasmaaber-
rationen bestimmter Proteine erschienen ausschlieflich positive oder ausschlielich negative
Protein-Cluster. Gegenldufige Cluster einzelner Proteine oder abgrenzbare Cluster bei dane-
ben unein-deutigen, nicht zu Clustern zusammenfassbaren Fraktionen wurden in einer separa-
ten Tabelle gesammelt und gegebenentalls gegeniibergestellt.

Auffillige Protein-Cluster und damit mdgliche Biomarkerkandidaten konnten so erkennbar
gemacht und fiir die weitergehende Betrachtung selektiert werden. Somit konnte fiir jedes
Patient-Kontrolle-Paar eine Liste der auffilligen Protein-Cluster zusammengestellt werden.
Daran schloss sich der Abgleich dieser Listen unter allen sechs Paaren an, indem nach dem
jeweils in einem Paar auffélligen Protein auch in den Reports der anderen Paare gesucht wur-
de. Eine separate Tabelle enthielt dann eine Liste mit ausgewihlten Proteinen und ihrem je-
weiligen Verhalten in den sechs Probenpaaren und machte damit auch mogliche gleichsinnige
Abweichungen der Ratios eines Proteins in mehreren Paaren sichtbar. Diese Konstellation ist
von besonderem Interesse; da jedoch die Cluster oder einzelnen ,, Treffer* eines Proteins zwi-
schen den Paaren nicht gleichbedeutend untereinander vergleichbar waren, erfolgte zur Aus-
wahl einer Ergebnisliste zusitzlich eine Evaluierung der Proteine, die in einer Sichtung bereits

bekannter Information uber das betreffende Protein bestand.
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3.24.2  MetaboAnalyst

Eine rein mathematische, statistische Analyse der Daten erfolgte mithilfe der fiir Metabolo-
mik-Studien entwickelten Software MetaboAnalyst (Version 2.0). Es handelt sich um ein frei
verfiigbares, Web-basiertes Programm (www.metaboanalyst.ca/), das Daten aus einer Viel-
zahl von spektrometrischen Analysen (u. a. Massenspektrometrie) verarbeitet und auswertet.
Es ermoglicht dadurch schnelle statistische Ergebnisse der zumeist sehr gro3en Datenmengen
proteomischer oder metabolomischer Experimente. Nach einer ersten Integritdtspriifung und
Prozessierung der hochgeladenen und in das Programm importierten Daten erfolgt deren
Normalisierung und anschlieend die Auswertung; hierfiir stehen vor allem uni- wie multiva-
riate und Cluster-basierte Analysen zur Auswahl. Weiterhin bietet das Programm auch die
Moglichkeit der Einbindung von Biomolekiilen in Stoffwechselwege, um dem Anspruch ei-
nes Programms fiir metabolomische Studien gerecht zu werden (Xia et al. 2009).

Fiir die Auswertung der von uns generierten Daten wurden die .raw-Dateien mit dem Pro-
gramm Proteome Discoverer™ fiir eine multidimensionale Analyse aufbereitet und in sog.
MudPIT-Samples (Multidimensional Protein Identification Technology) umgewandelt. Hier
wurden die zahlreichen Messungen der einzelnen Fraktionen der Plasmaprobe zusammenge-
fiihrt und als eine Gesamtanalyse aller gemessener Fraktionen in einer einzigen Ergebnisdatei
ausgegeben. Es erfolgte eine Quantifizierung mithilfe des Programmmoduls ,,Precursor lons
Area Detector*: beriicksichtigt wurden dabei jeweils die signalintensivsten Treffer der einzel-
nen Proteine {iber alle Fraktionen hinweg in Form der area under the curve (AUC)-Werte; die
Akkumulation von ,, Treffern“ eines Peptids in benachbarten Fraktionen, also die Bildung von
Clustern, kam hier nicht mehr zum Tragen. Die so entstandenen MudPIT-Dateien waren als
Tabelle mit dem Programm Excel zu 6ffnen; hier erfolgte ein manuelles Aussortieren von
Variablen-Duplikaten, d. h. von mehreren verschiedenen Isoformen eines Proteins, die auf
lediglich ein zugrundeliegendes detektiertes Peptidfragment zuriickzufiihren waren, um eine
Uberreprisentation desselbigen zu vermeiden.

Die MudPIT-Samples der Patienten 1, 2, 3, 4 und 6 und der dazugehorigen Kontrollen wur-
den zur Auswertung mit dem MetaboAnalyst-Programm herangezogen; das Probenpaar 5
wurde hier ausgeschlossen, da beim Patienten keine PsA vorlag. Die zehn einzelnen MudPIT-
Dateien wurden, ebenfalls mit dem Programm Proteome Discoverer™, in eine einzige Daten-
tabelle im .csv-Format exportiert und fiir die Verarbeitung mit MetaboAnalyst vorbereitet. Bei
der folgenden Auswertung wurde die Zuordnung der Patienten zu ihren jeweils gematchten

Kontrollen allerdings nicht beibehalten, sodass nur eine Unterscheidung zwischen Patienten-
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und Kontrollgruppe aus je fiinf Samples mdglich ist. Die Parameter fiir die Auswertung mit

dem Programm wurden wie folgt gewéhlt:

Upload der Daten: Data type: Peak intensity table
Format: Samples in columns (unpaired)
Data Integrity Check: Automatically remove variables with > 60 (%) of missing values
Data filtering: Interquantile range
Data normalization: Row-wise procedures: none
Data transformation: none

Data scaling: Autoscaling

Variablen (Proteine) mit > 60 % Nullwerten (d. h. keine Detektion in 60% der Plasmaproben)
wurden von der Auswertung ausgeschlossen. Zusitzlich filterte die Software iiber Berechnung
des Interquartilsabstands automatisch einen festen Prozentsatz (im vorliegenden Fall 5 %) an
Variablen/Proteinen aus, die sich iiber die einzelnen Samples kaum unterschieden und daher
fiir unsere Aufgabenstellung von geringerem Interesse waren. In einer multivariaten Analyse,
der Partial Least Squares — Discriminant Analysis (PLS-DA) wurden diejenigen Proteine
identifiziert und in einem zweidimensionalen Koordinatensystem dargestellt, die am meisten
fiir die Unterscheidung der beiden Gruppen ,,Patient und ,,Kontrolle* verantwortlich waren,
d. h., die am ehesten zur Separation der Samples fiihrten und die gréfiten Abweichungen zwi-
schen den beiden Gruppen zeigten, was sie als potenzielle Biomarkerkandidaten priadestiniert.
Die PLS-DA gruppiert mehrere Variablen in sog. Components, fiir die eine Angabe getroffen
werden kann, zu welchem Anteil sie fiir die Gruppenseparation beitragen. In der von uns wei-
ter betrachteten Component 1 zusammengefasste Proteine wurden in einer weiteren Analyse,
der variable importance in projection (VIP), aufgefiihrt und hierarchisch nach ihren einzelnen
Anteilen zur Gruppendiskriminierung, gemessen in einem errechneten VIP-score, gelistet;
hier war auch die Abweichung der Proteinkonzentrationen in der Gruppe der Patienten und
der Kontrollen einsehbar. Diese tabellarische Darstellung war die Grundlage der Ergebnistab-
elle mit Biomarkerkandidaten, fiir die die 30 ersten Proteine dieser VIP-score-Liste aus der

Component 1-Auswertung ausgewahlt wurden.

3.2.43  Proteome Discoverer™
Eine weitere Auswertung der erhobenen Daten wurde mittels (manueller) Betrachtung der mit
dem Programm Proteome Discoverer™ prozessierten Ergebnisse vorgenommen. Tatséchlich
handelte es sich hierbei um dieselbe Aufbereitung der MS-Daten, die auch vorbereitend fiir
die Analyse mit dem MetaboAnalyst-Programm zur Anwendung gekommen war, namlich die
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MudPIT-Auswertung, die — neben der Identifizierungsfunktion der gefundenen Signale als die
jeweiligen Proteine — die Informationen der einzelnen untersuchten Fraktionen der 2D- oder
3D-Trennungen der Plasmaproben in einer einzigen Betrachtung zusammenfiihrte. Damit
wurden also auch hier die detaillierten Informationen der einzelnen Fraktionen zugunsten ei-
ner liberblickenden Betrachtung verlassen. Weiterhin wurden ebenfalls nur die Plasmapaare 1,
2, 3, 4 und 6 mit der Diagnose PsA untersucht.

Die quantitative Analysemethode der Software generierte eine Proteinliste, in der die Signale
in Form der maximalen AUC aus den Spektrogrammen als absolute Werte tabellarisch in fiir
das jeweils untersuchte Sample einzusehen waren. Damit waren sie einem direkten Vergleich
zwischen Patient und jeweils gematchter Kontrolle zuginglich. Dieser erfolgte iiber die Be-
rechnung der Ratios (max. AUC Patient / max. AUC Kontrolle) im Programm Excel. Hierauf
zeigten sich Proteine mit gleichldufiger Aberration ihrer Ratios iiber die einzelnen Patient-
Kontrolle-Paare hinweg als von Interesse, die in einer separaten Ergebnisliste gesammelt und
in vier Kategorien gegliedert wurden: Proteine, die in fiinf der Paare positiv reguliert waren,
Proteine, die vierfach positiv reguliert waren, Proteine, die fiinffach negativ reguliert waren
und Proteine, die vierfach negativ reguliert waren. Entscheidend war hierfiir also das Kriteri-
um, dass das betreffende Protein in vier bzw. fiinf Paaren gefunden wurde und dann auch je-
weils mit derselben Tendenz (hdher oder niedriger konzentriert) reguliert imponierte. Der
genaue Wert der errechneten Ratio spielte hierbei keine Rolle.

Zusitzlich stellt die Proteome Discoverer™-Software weitere Informationen {iber die gefun-
denen Proteine zur Verfiigung, wie etwa die Aminosduresequenz des eigentlich massenspek-
trometrisch detektierten Proteolysefragments des Proteins, Software-generierte Scores, die im
Rahmen der MS-Datenanalyse bei der Filterung und Verifizierung der Peptidpeaks erhoben
wurden und fiir das Protein, fiir das mehrere Peptide (mit jeweils einzelnen Scores) gefunden
werden, zu einem Protein-Score subsumiert werden, weiterhin Parameter iiber die Verlass-
lichkeit der richtigen Proteinidentifizierung (,,/dentity*, Angabe iiber die Konfidenz der Pro-
teinidentitédt in %). Weiterhin ist anzumerken, dass das Programm im Falle der Detektion ei-
nes Peptidfragmentes, das mehreren Proteinen (bzw. mehreren bekannten Isoformen eines
Proteins) zuzuordnen ist, auch alle diese Isoformen in den Resultaten auffiihrt. Dies ist zu
beachten, um einer augenscheinlichen Verzerrung der Resultate und einem Uberwiegen eines
Proteins und seiner Isoformen, die im Grunde auf lediglich ein gemessenes Peptidfragment

zuriickzufiihren sind, zuvorzukommen.
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3.2.44  Zusammenfassende Interpretation der Ergebnisse aus den drei ver-
schiedenen Auswertemethoden

Nach dem Zusammenfiihren der Daten aus den drei Ergebnistabellen (in Tab. 10, ,,Gesamtta-
belle proteomisch auffalliger Proteine*) stand die Erkennung gleicher, also auf mehr als einer
Ergebnisliste aufgefiihrter Proteine und ihre Wichtung im Vordergrund, um aus den vorge-
schlagenen Ergebnissen solide und plausible Biomarkerkandidaten herausfiltern zu kénnen —
eine Betrachtung der Funktion und Charakterisierung der Proteine erfolgte ja bei der Auswer-
tung mit MetaboAnalyst und der MudPIT-Analyse mit Proteome Discoverer™ bislang noch
nicht. Mithilfe eines vierdimensionalen Bewertungsschemas wurde weiter evaluiert, wobei
jedoch — aufgrund der unterschiedlichen Ausgabeformate und den damit verbundenen Zusatz-
informationen durch die drei Programme SIEVE™, MetaboAnalyst und Proteome Discove-
rer™ — nicht flir jedes Protein eine vollstdndige Erhebung der von uns vorgegebenen Katego-

rien moglich war. Die Kriterien gestalteten sich wie folgt:

Regulation Wie verhilt sich die Ratio des Proteins in den Je 1 Punkt fiir gleichsinnige
einzelnen Paaren iiber die drei Auswertemethoden | Regulation, -1 Punkt fiir eine
hinweg? gegensinnige Regulation

Literatur Wurde iiber dieses Protein bereits im Zusammen- | 1 Punkt fiir gefundene Evi-
hang mit Psoriasis berichtet? denzen, ansonsten 0

Datensicherheit | Wie verlésslich ist die Identitdt des Proteins, ba- Score 0-99: 0 Punkte
sierend auf dem Protein-Score, der in der Soft- Score 100-199: 1 Punkt
ware Proteome Discoverer™ ausgegeben wird? Score >200: 2 Punkte

Aus den hieraus verteilten Punkten wurde eine erste Zwischensumme gebildet; erst danach
erfolgte die separate Beurteilung mit dem vierten Kriterium, welches in der Frage bestand, ob
das betreffende Protein als Akute-Phase-Protein bekannt ist und somit dessen Krankheitsspe-
zifitdt mit Vorsicht interpretiert werden sollte. Gab es Daten iiber die Rolle eines Proteins als
typisches (positives oder negatives) Akute-Phase-Protein, so wurden der Zwischensumme
fiinf Punkte abgezogen (-5), ansonsten blieb das Ergebnis der Endsumme dasselbe wie das der
Zwischensumme. Einige Akute-Phase-Proteine, die in den proteomischen Daten auffielen,
wurden dennoch ausgewihlt, sofern die Abweichungsrichtung nicht der der typischen Akute-
Phase-Reaktion entsprach oder iiber die betreffenden Proteine bereits im Zusammenhang mit
der Psoriasis berichtet wurde. Dies betraf die unspezifisch erscheinenden Proteine Haptoglob-
in, Komplement C3 und C5, Antithrombin III, Ceruloplasmin und Faktor XII. Darauf basie-
rend wurden potenzielle Biomarkerkandidaten in einer eigenen Liste (Tab. 11, ,,Selektierte
Biomarkerkandidaten*) gesammelt; der Summenscore diente als Orientierung iiber die Rele-

vanz der Proteine. Auflerdem wurden Proteine besonders beriicksichtigt, zu dem andere Ar-
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beitsgruppen bereits im Zusammenhang mit der Schuppenflechte berichtet haben: diese, na-
mentlich Cytokeratin 17, SI00A7, Profilin 1, Kallikrein 8 und COMP, wurden weniger streng

bewertet und somit ebenfalls auf die Liste ibernommen.

3.2.5 ELISA-Immuntestdurchfiihrung
Zur Verifizierung der identifizierten Biomarkerkandidaten kamen kommerziell erhiltliche
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)-Kits, jeweils fiir Desmoplakin, Haptoglobin,
S100A7, COMP, Vitamin D-bindendes Protein, N-Acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidase
(NAAA), C3, Zink-a-Glykoprotein (Zn-a-GP), Kallikrein 8, Profilin 1, Plakoglobin, PIGR,
Protein FAM&3H, Plasma-Kallikrein und Cytokeratin 17, zur Anwendung. Probenvorberei-
tung und Durchfiihrung der Immuntests erfolgten geméf der Herstellerangaben; eine Verdiin-
nung der Proben, falls erforderlich, wurde mit 10 mM Phosphat-Puffer (136 mM NaCl,
2,7 mM KCIl, 10 mM Na;HPOq4, 1,8 mM KH>POs4, pH 7,2) oder dem jeweiligen Kit beigefiig-
ten Diluens vorgenommen. Die Absorbanzmessung erfolgte bei einer Wellenldnge von
450 nm am Gerit SpectraMax Plus®**; mittels Kalibrierung iiber eine Standardreihe wurde
unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors die Konzentration des Analyten berechnet.
Zunichst erfolgte die orientierende Untersuchung von lediglich acht Plasmaproben je Sub-
gruppe; bei Hinweisen auf auffillige Konzentrationen der Proteine zwischen den Gruppen
wurde, wenn moglich, die Analyse stufenweise auf eine Anzahl von bis zu je 25 Probanden-

plasmen erweitert.

3.2.6 Statistische Auswertung der mittels ELISA gemessenen Konzentrationen
Die statistische Auswertung der Daten wurde im Programm SPSS® (Version 22) vorgenom-
men. Hierfiir wurden die Mittelwerte der Doppelbestimmungen als Datengrundlage herange-
zogen. Es wurde zu Beginn ein Vortest auf Normalverteilung in Form eines Kolmogorow-
Smirnow-Tests sowie ein Test auf Varianzengleichheit in Form eines Levene-Tests durchge-
fiihrt. Bei Nicht-Normalverteilung der Variablen erfolgte eine Transformation der Daten
durch Logarithmierung (In), um auf diesem Wege eine Normalverteilung zu erreichen und die
Anwendung statistisch verldsslicherer Tests zu gestatten. Dies gelang bei den Variablen Zn-a-
GP, Profilin 1, Plasma-Kallikrein und Cytokeratin 17; die restlichen, nicht-normalverteilten
Variablen wurden untransformiert ausgewertet.
Zunichst wurden die drei Gruppen (,,Kontrolle®, ,,Ps“, ,,PSA*) in einer Varianzanalyse fiir
mehr als zwei ungepaarte Stichprobengruppen verglichen (,,Kontrolle* vs. ,,Ps* vs. ,,PsA®); je
nach Ergebnis des Normalverteilungs- und Varianzengleichheitstests erfolgte dies in Form

einer univariaten Varianzanalyse (parametrisch) und anschlieBenden post-hoc-Tests (Tukey-
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HSD-Test) bzw. eines Kruskal-Wallis-Tests (,,Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance
on Ranks*, nicht-parametrisch). AnschlieBend wurden mithilfe von Korrelationsanalysen
(nach Pearson und Spearman) potenzielle Zusammenhéinge zwischen den Konzentrationen der
jeweiligen Proteine und im Vorfeld erhobenen Patientendaten untersucht. Als interessante
unabhéngige Variablen wurden ausgewéhlt: Geschlecht, Alter, BMI sowie PASI als Indikator
der Erkrankungsschwere. In einem dritten Schritt erfolgten nun Korrelationsanalysen (nach
Pearson und Spearman) der jeweiligen Biomarkerkandidaten untereinander.

Ein mogliches Muster von gleichzeitigen Plasmaaberrationen mehrerer Biomarkerkandidaten
konnte die Spezifitit eines Tests erhdhen. Um mogliche distinkte Plasmaprofile aus mehreren
Biomarkerkandidaten grob zu identifizieren, wurde eine mathematische Kombinatorik der
Daten angeschlossen: nach einer manuellen Auswahl moglicher pathogenetisch in Zusam-
menhang stehender Proteine unserer Kandidatenliste und den Resultaten der Korrelationsana-
lysen erfolgte hierzu bei gleichsinniger Tendenz der Konzentration eine Multiplikation, bei
gegensinniger eine Division der ELISA-Messdaten. Die so generierte virtuelle Variable wurde
statistisch mithilfe eines Kruskal-Wallis-Tests und post-hoc in Form eines Bonferroni-korri-
gierten Dunn-Tests ausgewertet. Die kombinierten Variablen sind in Tab. 6 dargestellt.

Tab. 6: Kombinationen der Biomarkerkandidaten

gl g £ " = (=
'% ) E = el G E
T S el B < S| E|E| = 55| E
AR EHEEIRHE R EER
A2z S|ZI8|8|S|&lalE|S|a]d
Desmoplakin P |Q Q P P
Haptoglobin P PP |P |P |P P
S100A7 Q|P P |P |P |P P P
COMP P |P P |P |P Q P
Vit.D-bind. Protein | Q |P | P | P P | P P
NAAA P |P [P |P P P Q|Q
C3 P |P P |P |P P Q|P
Zn-0-GP P |P |P
Kallikrein 8 P P
Profilin 1 P |P
Plakoglobin P P
PIGR Q P P |P
FAMS3H P Q Q P P |P
Plasma-Kallikrein Q |P P Q
Cytokeratin 17 P |P P P P Q|P

P: Produkt, Q: Quotient
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Dazu kommen die Produkte Plakoglobin*Desmoplakin*FAM83H sowie
NAAA*C3*Cytokeratin 17.

4 FErgebnisse

4.1 Ergebnisse SIEVE™-Auswertung
Die Ergebnistabelle (Tab. 7) der MS-Daten mit der Software SIEVE™ beinhaltet die selek-

tierten Proteine und ist gruppiert nach den aus der Literatur bekannten charakterisierenden
Funktionen der Proteine (wie etwa ,,Akute-Phase-Proteine®). Die Spalte ,,Ratios* listet das
Verhalten des Proteins in den jeweiligen Patient-Kontrolle-Probenpaaren: je ein Pfeil repri-
sentiert den Quotienten (Konzentration des Proteins im Patientenplasma) / (Konzentration des
Proteins im Kontrollplasma) eines Probenpaars. Hierbei entspricht ein positiver Pfeil (1) einer
auffilligen oder gar ausschlielichen Konzentrationsaberration des Proteins von > 4 (entspre-
chend einem Anstieg im Patientensample gegeniiber der Kontrolle), ein negativer Pfeil (])
einem auffilligen oder ausschlieBlichen Konzentrationsquotienten von < 0,25 (entsprechend
einem Abfall im Patientensample gegeniiber der Kontrolle). Interessant prasentieren sich hier
besonders Proteine mit gleichsinnigen Ratios iiber mehrere Paare, wie beispielsweise Gelsolin

({1]), sowie Proteine, die sich in mehr als der Hélfte der Probenpaare identifizieren lielen

(z. B. Hemorphin [[ || ]]).

Tab. 7: Ergebnistabelle SIEVE™, Ein Pfeil entspricht dabei jeweils einem Patient-Kontrolle-
Paar

Protein-ID Protein Rseiiu‘l]ag;gqn
Akute-Phase-Proteine
J3QR68, Haptoglobin M1
G3V5I3 alpha-1-Antichymotrypsin Ll
P01009, alpha-1-Antitrypsin !
P01009-2
P01009-3
PODJI9-2 Serum-Amyloid A ™Ml
P02763 alpha-1- saures Glykoprotein T
P00450 Ceruloplasmin 1l
F5SH4W9 Paraoxonase/Arylesterase 1 Ll
Q5TOH9 Gelsolin Ll
P04196 Histidine-rich glycoprotein ™"l
P04003 C4b-binding protein 1
EZM / Knorpel
P02751-9 Isoform 9 of Fibronectin FN1 1
G3XAP6 Cartilage oligomeric matrix protein COMP !
Q16610-4 Isoform 4 of Extracellular matrix protein 1 GN=ECM1 l
Q92954-6 Isoform F of Proteoglycan 4 (PRG4) 1
I3L3D5 Profilin 1
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Regulation

Protein-ID Protein SIEVE™
P38567-2 Isoform 2 of Hyaluronidase PH_20 LT
Proteaseinhibitoren
F8W7L3 alpha-2-Makroglobulin T
P01023
E9PGN7 Plasma-Protease C1 Inhibitor 1l
Q5T985 Inter-alpha-Trypsin-Inhibitor (heavy chain H2) 1l
Barrierefunktion der Haut
HOYJV2 Serine palmitoyltransferase 2 1
P17405-4 Isoform 4 of Sphingomyelin phosphodiesterase !
Immunsystem
P01833 Polymeric immunoglobulin receptor "1
D6RD17 Immunoglobulin J chain (IGJ) T
Q6UXLO Interleukin-20-Rezeptor i
MOR2WS N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase (PGLYRP2) !
043866 CDS antigen-like CD5L Ml
POC7P3-2 Isoform 2 of Schlafen family member 14 1
Metabolisches Syndrom, Insulinresistenz, Adipositas
H7BZJ8 Zink-alpha-2-Glykoprotein L
131470 Pigment epithelium-derived factor 1
P10909-5 Clusterin i
HOYASS
andere Funktionen
P69905 Hemoglobin (subunits alpha, beta, delta) L
P68871
P02042
P02774-3 Vitamin-D-bindendes Protein LI
Q5JX83 HSP70 1
J3KPZ2 cGMP-gated cation channel alpha 1 !
B77359 Synaptophysin L
075157-2 Isoform 2 of TSC22 domain family protein 2 TSC22D2 WU
Q01484 Ankyrin 2 !
QINZ71-9 Isoform 9 of Regulator of telomere elongation helicase 1 (RTEL1) Lt
Q96PN6-2 Isoform 2 of Adenylate cyclase type 10 (ADCY10) 1
Q7ZANS-2 Isoform 2 of Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha 3 P4HA3 !
F8W6P5 Hemorphin W
HOYACI Plasma-Kallikrein 1

4.2 Ergebnisse MetaboAnalyst-Auswertung
Nach Spezifikation der Auswertekriterien resultierten insgesamt 226 Proteine, die vom Pro-
gramm MetaboAnalyst zur Analyse herangezogen wurden. Abb. 7 zeigt die Ergebnisse der
PLS-DA in einer ,,Score Plot*“-Darstellung: aufgetragen sind die zehn Probensamples anhand
des Verhaltens der Proteine der Component I und der Component 2 (d. h. dhnliche Konzentra-
tionen der Proteine in zwei Proben fithren zu einer riumlichen Nihe dieser Proben in der Gra-
fik). Durch die Farbcodierung (griin: PsA, rot: Kontrolle) wird eine Trennung der beiden

Gruppen mit nur minimalem Uberschneiden ersichtlich; die umgebenden Ellipsen stellen hier

45



grafisch das 95%-Konfidenzintervall dar. Die Proteine in der Component 1, auf denen diese
Separation beruht, tragen zu 8,9 % zur gesamten Unterscheidung der Gruppen ,,PSA* und
,,Kontrolle* bei.

Abb. 7: PLS-DA 2D Score Plot

Score Plot
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Trennung der Kontrollsamples (rot) und dZ;mlp’OZIe;lt';;tZ;;amples (griin) durch die in Component 1 und 2
subsumierten Proteine, die Ellipsen reprdsentieren grafisch das 95%-Konfidenzintervall

Sie sind, identifiziert durch ihre Protein-ID, als hierarchische Listung in der VIP-score-
Tabelle aufgelistet, die Konzentrationen in den beiden Gruppen sind als gradueller Farbum-
schlag ebenfalls angegeben. Tab. 8 zeigt ebendiese 30 Proteine aus der VIP-score-Liste mit
den zugehorigen Namen und einer Darstellung der Konzentrationsabweichung im Plasma der
Patienten gegeniiber den Kontrollen (Spalte ,,Regulation MetaboAnalyst*). Ein positiver Pfeil

(1) ergibt sich also aus einer hohen Konzentration, ein negativer Pfeil (|) aus einer niedrigen

Konzentration in der Patientengruppe gegeniiber der Kontrollgruppe.

Tab. 8: Ergebnistabelle MetaboAnalyst, basierend auf VIP-score-Liste. Regulation (1 oder |)
stellt die Plasmaabweichung der Patientengruppe gegeniiber der Kontrollgruppe dar

Regulation

Protein-ID Protein MetaboAnalyst

Q58A45 PAB-dependent poly(A)-specific ribonuclease subunit 3
P01833 Polymeric immunoglobulin receptor

F5GWPS Junction plakoglobin

P02774 Vitamin D-binding protein

Q04695 Keratin, type I cytoskeletal 17

QINZ71 Regulator of telomere elongation helicase 1

— > = > >
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Regulation

Protein-ID Protein MetaboAnalyst

Q9P2M7 Cingulin

Q5VYK3 Proteasome-associated protein ECM29 homolog
P08779 Keratin, type I cytoskeletal 16

P68871 Hemoglobin subunit beta

P69905 Hemoglobin subunit alpha

P02042 Hemoglobin subunit delta

Q15149 Plectin

P02533 Keratin, type I cytoskeletal 14

P13645 Keratin, type I cytoskeletal 10

Q9UHL3 Protein FAMI53A

Q14106 Protein Tob2

Q969T7-2 | 7-methylguanosine phosphate-specific 5'-nucleotidase, Isoform 2
P17014 Zinc finger protein 12

P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1

P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2

P04196 Histidine-rich glycoprotein

P05160 Coagulation factor XIII B chain

P00739 Haptoglobin-related protein

P00738 Haptoglobin

PO1610 Ig kappa chain V-I region WEA

P02749 Beta-2-glycoprotein 1

P01594 Ig kappa chain V-I region AU

B6ZDN3 Doublecortin domain-containing protein 1
P02654 Apolipoprotein C-1

—— o o e o D = > o —

4.3 Ergebnisse Proteome Discoverer™-Auswertung
Da bei der Auswertung mit dem Programm Proteome Discoverer™ keine absoluten Grenzen
fiir den Quotienten (Konzentration Patient) / (Konzentration Kontrolle) festgelegt und damit
keine Proteine a priori ausgeschlossen wurden, findet sich in der Ergebnistabelle (Tab. 9) eine
groflere Anzahl an Proteinen, die in allen (fiinf) oder den meisten (vier) untersuchten Proben-
paaren zu detektieren waren und hier zudem durchweg gleichsinnige Ratios présentierten. Als
besonders hervorstechend sind hier die Proteine im Tabellenabschnitt ,,5-fach positiv regu-
liert sowie ,,5-fach negativ reguliert* zu sehen, die sich liber die Paare hinweg konstant ver-
hielten. Eine Ordnung nach der Hohe der absoluten Konzentrationsabweichung ist jedoch

nicht moglich.

Tab. 9: Ergebnistabelle Proteome Discoverer™-Auswertung
Protein-ID Protein

5-fach positiv reguliert:

P02675 Fibrinogen beta chain

CIJPQ9 Fibrinogen gamma chain (Fragment)
C9JU00 Fibrinogen gamma chain (Fragment)
P01594 Ig kappa chain V-I region AU
P01599 Ig kappa chain V-I region Gal
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Protein-ID

Protein

P01605

Ig kappa chain V-I region Lay

4-fach positiv reguliert:

B7ZKJ8
P19652
P01023
P02749
J3QRN2
P13671
P98073
P02671
P02679
P01861
P23083
P01774
PO1777
P01779
P01593
P01600
P01607
P01609
P30362
P01610
PO1614
P06309
P06310
P01619
P01621
P01624
P01620
P01622
P04434
P01623
P06312
P06313
P01625
P01699
P04208
P80748
PO1717
Q16610-2
P02671-2
Q14624-2
P13646-2
Q96PD5-2
Q14624-3
P13646-3
P02679-2
F5GWPS
P13646
Q04695
Q96PD5
Q5VY30

35 kDa inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
Alpha-1-acid glycoprotein 2
Alpha-2-macroglobulin

Beta-2-glycoprotein 1

Beta-2-glycoprotein 1 (Fragment)
Complement component C6

Enteropeptidase

Fibrinogen alpha chain

Fibrinogen gamma chain

Ig gamma-4 chain C region

Ig heavy chain V-I region V35

Ig heavy chain V-III region POM

Ig heavy chain V-III region TEI

Ig heavy chain V-III region TUR

Ig kappa chain V-I region AG

Ig kappa chain V-I region Hau

Ig kappa chain V-I region Rei

Ig kappa chain V-I region Scw

Ig kappa chain V-I region WAT

Ig kappa chain V-I region WEA

Ig kappa chain V-II region Cum

Ig kappa chain V-II region GM607 (Fragment)
Ig kappa chain V-II region RPMI 6410

Ig kappa chain V-III region B6

Ig kappa chain V-III region NG9 (Fragment)
Ig kappa chain V-III region POM

Ig kappa chain V-III region SIE

Ig kappa chain V-III region Ti

Ig kappa chain V-III region VH (Fragment)

Ig kappa chain V-III region WOL

Ig kappa chain V-1V region (Fragment)

Ig kappa chain V-1V region JI

Ig kappa chain V-IV region Len

Ig lambda chain V-I region VOR

Ig lambda chain V-I region WAH

Ig lambda chain V-III region LOI

Ig lambda chain V-1V region Hil

Isoform 2 of Extracellular matrix protein 1
Isoform 2 of Fibrinogen alpha chain

Isoform 2 of Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
Isoform 2 of Keratin, type I cytoskeletal 13
Isoform 2 of N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase
Isoform 3 of Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4
Isoform 3 of Keratin, type I cytoskeletal 13
Isoform Gamma-A of Fibrinogen gamma chain
Junction plakoglobin

Keratin, type I cytoskeletal 13

Keratin, type I cytoskeletal 17
N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase

Plasma retinol-binding protein(1-182)
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Protein-ID Protein

P01833 Polymeric immunoglobulin receptor

J3KN16 Proteasome-associated protein ECM29 homolog
Q5VYK3 Proteasome-associated protein ECM29 homolog
P02753 Retinol-binding protein 4

H7C1X1 Uncharacterized protein (Fragment)

5-fach negativ reguliert:

P43652 Afamin

P02654 Apolipoprotein C-I

P02774-3 Isoform 3 of Vitamin D-binding protein

P02768 Serum albumin

K7ERI9 Truncated apolipoprotein C-1I (Fragment)
D6RF35 Vitamin D-binding protein

P02774 Vitamin D-binding protein

4-fach negativ reguliert:

Q7Z5M8 Abhydrolase domain-containing protein 12B
P01019 Angiotensinogen

BOYIW2 Apolipoprotein C-III

GS8JL8S Apolipoprotein L1

014791 Apolipoprotein L1

095445 Apolipoprotein M

HOY4AS8 Cingulin

Q9P2M7 Cingulin

P00748 Coagulation factor XII

D6R934 Complement C1q subcomponent subunit B
P02746 Complement C1q subcomponent subunit B
D6RAOS Complement C1q subcomponent subunit B (Fragment)
P02747 Complement C1q subcomponent subunit C
MORO0Q9 Complement C3 (Fragment)

P01031 Complement C5

P08185 Corticosteroid-binding globulin

P69905 Hemoglobin subunit alpha

P68871 Hemoglobin subunit beta

E7EWHS8 | Hydroxypyruvate isomerase

Q7Z5M8-2 | Isoform 2 of Abhydrolase domain-containing protein 12B
014791-2 | Isoform 2 of Apolipoprotein L1

095445-2 | Isoform 2 of Apolipoprotein M

QI9P2M7-2 | Isoform 2 of Cingulin

Q5T013-2 | Isoform 2 of Putative hydroxypyruvate isomerase
014791-3 | Isoform 3 of Apolipoprotein L1

Q5T013-3 | Isoform 3 of Putative hydroxypyruvate isomerase
Q5T013-4 | Isoform 4 of Putative hydroxypyruvate isomerase
P00747 Plasminogen

D6RA70 Probable ATP-dependent RNA helicase YTHDC2
D6RF50 Probable ATP-dependent RNA helicase YTHDC2
QI9H6S0 Probable ATP-dependent RNA helicase YTHDC2
A8MWQ6 | Protein FAMI153A

D6RF32 Protein FAM153A

Q9UHL3 Protein FAM153A

D6REX6 Protein FAM153A (Fragment)

D6RF84 Protein FAM153B

HOYMR7 | Protein FAM153B

POC7A2 Protein FAM153B



Protein-ID Protein

D6RF56 Protein FAM153C

Q494X1 Protein FAM153C

Q5T013 Putative hydroxypyruvate isomerase

FoUJY9 Putative hydroxypyruvate isomerase (Fragment)
HOYBI18 Putative hydroxypyruvate isomerase (Fragment)
HOYB70 Putative hydroxypyruvate isomerase (Fragment)
JOJIE9 Putative hydroxypyruvate isomerase (Fragment)
B4DPI12 Sarcosine dehydrogenase, mitochondrial
Q5SYV2 Sarcosine dehydrogenase, mitochondrial
QI9UL12 Sarcosine dehydrogenase, mitochondrial

P02787 Serotransferrin

H7C013 Serum albumin (Fragment)

C9JOES Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 2 (Fragment)
F8WE8VS Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 2

P11168 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 2

Q92922 SWI/SNF complex subunit SMARCC1
E9PHXS Tyrosine-protein kinase Mer

Q12866 Tyrosine-protein kinase Mer

H7C3L9 Tyrosine-protein kinase Mer (Fragment)

4.4 Gesamttabelle aller auffilliger Proteine der Proteomdaten
Die Zusammenfiihrung der drei einzelnen Ergebnistabellen ergibt nachfolgende Tab. 10, ,,Ge-
samttabelle proteomisch auffilliger Proteine®, und umfasst alle Proteine, die aus der Auswer-
tung der MS-Daten anhand ihres Verhaltens in den Probenpaaren als auffillig bewertet wur-
den. Die Proteine sind, soweit moglich, nach Funktion subsumiert. Dazu dargestellt sind die
Plasmakonzentrationsabweichungen in den drei Analyseprogrammen, falls das jeweilige Pro-
tein dort in der Ergebnistabelle identifiziert wurde. Fiir die Codierung in den drei Spalten
SIEVE™ MetaboAnalyst” und ,,Proteome Discoverer™ gelten dieselben Spezifikationen
wie in den separaten Tabellen:
WIEVE™: jeweiliges Protein weist in einem Patient-Kontrolle-Paar eine Konzentrationser-
niedrigung um den Faktor 0,25 (]) oder -erh6hung um den Faktor 4 (1) auf.
»MetaboAnalyst*: die 30 Proteine, die zum grofiten Teil fiir die Diskriminierung der Patien-
ten- von der Kontrollgruppe verantwortlich sind, werden mit ihrer jeweiligen Plasmakonzen-
trationsabweichung (1 oder |) dargestellt.
,Proteome Discoverer™*: jeder Pfeil steht fiir eine Plasmakonzentrationsalteration der Ratios
der Maximal-AUC-Werte der Proteine in je einem Patient-Kontrolle-Paar, der absolute Wert
der Ratio ist hierbei irrelevant.
Die Spalte ,,Gesamtregulation* summiert die Ergebnisse der drei vorhergehenden Spalten;
hierbei werden die Pfeile gegeneinander aufgewogen und die dominierende Abweichung als
Gesamtregulation angenommen. Hierbei ist zu beachten, dass bei der Auswertung mit S/E-
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VE™ sechs, bei den Auswertungen mit MetaboAnalyst und Proteome Discoverer™ fiinf Pro-
benpaare analysiert wurden, sodass diese Gesamtregulation der MS-Daten vielmehr orientie-
rend zu betrachten ist. In der Spalte ,,Weitere Evaluation* sind Angaben iiber eine eventuelle
Selektion und nachfolgende Quantifizierung mittels Immuntest aufgefiihrt. Die ausgewahlten

Proteine finden sich in der nachfolgenden Tab. 11 gesammelt wieder.
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Tab. 10: Ergebnistabelle ,,Gesamttabelle proteomisch auffilliger Proteine*; soweit moglich gruppiert nach Proteinfunktion und mit Aufschliisselung
der Ergebnisse der einzelnen Auswertemethoden und einer Gesamt-Regulation. Bedeutung der Pfeile: s. Text. Die Spalte ,,Weitere Evaluation® um-
fasst die Selektion (S) und mogliche anschliefende Evaluation mit Immuntests (I)

[4S

Proteome .
Protein-ID Protein SIEVE™ ]Zetabo- Discover- Gesam.t - Weltelze
nalyst o™ Regulation = Evaluation
Protease-Inhibitoren
Q5T985 Inter alpha_trypsin inhibitor heavy chain H2 1 - 1 l S
B77ZKIJ8 35 kDa inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 - - T 1 S
Q14624-2 Isoform 2 of Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 - - T 1 S
Q14624-3 Isoform 3 of Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 - - "M 1 S
G3VS5I3 Alpha 1 antichymotrypsin L - 1 l S
Oxidativer Stress
F5H4W9 Serum paraoxonase/arylesterase 1 1 - Tl | S
P00450 Ceruloplasmin 1 - T l S
P02787 Serotransferrin - - L !
P68871 Hemoglobin subunit beta ) l WL |
P69905 Hemoglobin subunit alpha WL l WL !
P02042 Hemoglobin subunit delta LIl l - l
J3QR68 Haptoglobin (Fragment) ™M1 - - 1
P00738 Haptoglobin - 1 - 1 S, I
P00739 Haptoglobin-related protein - 1 - 1
Binde-/Transportproteine
P0O8185 Corticosteroid-binding globulin (CBG) - - A l
P43652 Afamin 1 - LU l
Q5VY30 Plasma retinol-binding protein(1-182) - - "7 1 S
P02753 Retinol-binding protein 4 - - T 1 S
D6RF35 Vitamin D-binding protein T - LU l S, 1
P02774 Vitamin D-binding protein - l LU l S, I
P02774-3 Isoform 3 of Vitamin D-binding protein 1T - UL l S, I
P02763 Alpha-1-acid glycoprotein 1 ) 1 - VA
P19652 Alpha-1-acid glycoprotein 2 l 1 T 1



Pi .
Metabo- roteome Gesamt- Weitere

€S

Protein-ID Protein SIEVE™ Analyst Disc:;;er— A i | e reton
er

Zell-Zell-/Zell-Matrix-Kontakte, Zytoskelett, ECM-Bestandteile
Q04695 Keratin, type I cytoskeletal 17 - 1 "M 1 S, 1
P13646 Keratin, type I cytoskeletal 13 - - "M 1
P13646-2 Isoform 2 of Keratin, type I cytoskeletal 13 - - " 1
P13646-3 Isoform 3 of Keratin, type I cytoskeletal 13 - - T 1
P08779 Keratin, type I cytoskeletal 16 - 1 - 1
P02533 Keratin, type I cytoskeletal 14 - 0 - 1
P13645 Keratin, type I cytoskeletal 10 - 1 - 1
F5GWPS8 Junction plakoglobin - 1 "7 1 S, 1
P15924 Desmoplakin - - 1 1 S, 1
Q15149 Plectin - ! - l
HOY4AS8 Cingulin - - A l
Q9P2M7 Cingulin - l [ l
Q9P2M7-2 Isoform 2 of Cingulin - - LI l
Q16610-2 Isoform 2 of Extracellular matrix protein 1 - - T 1
G3XAP6 COMP (Cartilage oligomeric matrix protein) ! - ! l S, I
B4DKIJ3 COMP (Cartilage oligomeric matrix protein) - - ! l S, I
P49747 COMP (Cartilage oligomeric matrix protein) - - l l S, 1
Immunabwehr/AMP
P01833 Polymeric immunoglobulin receptor ™ 1 "M i S, 1
Q6UXLO Interleukin 20 receptor subunit beta 1 - - l
043866 CDS5 antigen like WUt - WUt 1
P31151 Protein S100-A7 (Psoriasin) - - 1 ) S, 1
Komplement
D6R934 Complement C1q subcomponent subunit B - - W l
D6RAO0S Complement C1q subcomponent subunit B (Fragment) - - W l
P02746 Complement C1q subcomponent subunit B - - W l
P02747 Complement C1q subcomponent subunit C - - W l
P01024 Complement C3 LI - T ! S, 1
MORO0OQ9 Complement C3 (Fragment) l - LI l



Pi .
Metabo- roteome Gesamt- Weitere

14

Protein-ID Protein SIEVE™ Analyst Dtsei:;;er- Regulation | Evaluation
MO0QXZ3 Complement C3 (Fragment) (A - - !
MOQYC8 Complement C3 (Fragment) 1 - - !

P01031 Complement C5 I - W ] S
P13671 Complement component C6 - - T T
E9PGN7 Plasma protease C1 inhibitor 1 - LT !
Blutgerinnung

P00748 Coagulation factor XII - - W ] S
P05160 Coagulation factor XIII B chain - 7 - )

P00747 Plasminogen - - Wi !

P02671 Fibrinogen alpha chain - - 11 )
P02671-2 Isoform 2 of Fibrinogen alpha chain - - "M )
P02671-2 Isoform 2 of Fibrinogen alpha chain 1l - Tl l

P02675 Fibrinogen beta chain T - M )

P02675 Fibrinogen beta chain ) - 1 !
D6RELS Fibrinogen beta chain W - - !

P02679 Fibrinogen gamma chain - - "M 1
P02679-2 Isoform Gamma-A of Fibrinogen gamma chain - - T 1
P02679-2 Isoform Gamma A of Fibrinogen gamma chain Ll - T l

C9JPQ9 Fibrinogen gamma chain (Fragment) - - M1 1

C9JU00 Fibrinogen gamma chain (Fragment) " - "M )

C9JU00 Fibrinogen gamma chain (Fragment) " - ) 1

P00734 Prothrombin ! - N l S
P01008 Antithrombin-III N - T ! S
Entziindungsmarker

P35542 Serum amyloid A-4 protein M1l - ™MLl 1
Q5VVP7 C reactive protein(1_205) ! - - l

P02768 Serum albumin ! - WL ]
H7C013 Serum albumin (Fragment) - - W !
Q5TOH9 Gelsolin Wi - - !
Q5TOHS Gelsolin ) - - !



9

Proteome

. . Metabo- . Gesamt- Weitere
Protein-ID Protein SIEVE™ Analyst Dtsei:;;er- Regulation | Evaluation

Apolipoproteine

F8W696 Truncated apolipoprotein A_I W - !
P02647 Apolipoprotein A 1 W - !
ASMUN2 Apolipoprotein B_48 I - !
P02654 Apolipoprotein C-I - W !
K7ERI9 Truncated apolipoprotein C-I (Fragment) AN W !
BOYIW?2 Apolipoprotein C 111 l Wi !
G8JL8S Apolipoprotein L1 - Wil !
014791 Apolipoprotein L1 - Wil !
014791-2 Isoform 2 of Apolipoprotein L1 - Wi !
014791-3 Isoform 3 of Apolipoprotein L1 T Wi !
095445 Apolipoprotein M - Wi l
095445-2 Isoform 2 of Apolipoprotein M ! Wil !
P02749 Beta-2-glycoprotein 1 - M1 T
J3QRN2 Beta-2-glycoprotein 1 (Fragment) Tl 11 )
Immunglobuline

P01593 Ig kappa chain V-I region AG - "M 1
P01594 Ig kappa chain V-I region AU J 1111 T
P01599 Ig kappa chain V-I region Gal - 1111 T
P01600 Ig kappa chain V-I region Hau - 111 T
P01605 Ig kappa chain V-I region Lay - MM 1
P01607 Ig kappa chain V-I region Rei - "M 1
P01609 Ig kappa chain V-I region Scw - 111 T
P01610 Ig kappa chain V-I region WEA - 111 T
P80362 Ig kappa chain V-1 region WAT - 11 1
PO1614 Ig kappa chain V-II region Cum - 11 1
P06309 Ig kappa chain V-II region GM607 (Fragment) - MM 1
P06310 Ig kappa chain V-II region RPMI 6410 - M )
P04434 Ig kappa chain V-III region VH (Fragment) - 111 T
P01619 Ig kappa chain V-III region B6 - "M 1



Metabo- AT Gesamt- Weitere

9¢

Protein-ID Protein SIEVE™ Analyst Dtsei:;;er- Regulation | Evaluation

P01620 Ig kappa chain V-III region SIE - - MM 1

P01621 Ig kappa chain V-III region NG9 (Fragment) - - MM 1

P01622 Ig kappa chain V-III region Ti - - M1 1

P01623 Ig kappa chain V-III region WOL - - MM 1

P01624 Ig kappa chain V-III region POM - - MM 1

P01625 Ig kappa chain V-IV region Len - - M 1

P06312 Ig kappa chain V-1V region (Fragment) - - MM 1

P06313 Ig kappa chain V-IV region JI - - 111 1

P01699 Ig lambda chain V-I region VOR - - MM 1

P04208 Ig lambda chain V-I region WAH - - MM 1

P80748 Ig lambda chain V-III region LOI - - 1111 1

P01717 Ig lambda chain V-IV region Hil - - M1 1

P23083 Ig heavy chain V-I region V35 - - 1111 1

P01774 Ig heavy chain V-III region POM - - M 1

PO1777 Ig heavy chain V-III region TEI - - M 1

P01779 Ig heavy chain V-III region TUR - - 111 1

P0O1861 Ig gamma-4 chain C region - - M1 1

Protein FAM (family with sequence similarity), FAM83, FAM153

QY9UHL3 Protein FAM153A - ! Wil 1

ABMWQ6 Protein FAM153A - - Wil 1

D6RF32 Protein FAM153A - - WL l

D6REX6 Protein FAM153A (Fragment) - - LI 1

D6RF84 Protein FAM153B - - WL 1

POC7A2 Protein FAM153B - - Wi 1

HOYMR?7 Protein FAM153B - - WL l

D6RF56 Protein FAM153C - - 1L 1

Q494X1 Protein FAM153C - - 1L 1

Q6ZRV2 Protein FAM83H - - 1 1 S, I
J3KPS2 Protein FAM83H - - 1 1 S, 1



Pi .
Metabo- roteome Gesamt- Weitere

LS

Protein-ID Protein SIEVE™ Analyst Dtsei:;;er- Regulation | Evaluation
Profilin
K7EJ44 Profilin 1 _isoform CRA b 1 - ! 171
P07737 Profilin-1 - - ! | S, 1
13L3D5 Profilin 1 (Fragment) 1 - - 1
Weitere, nicht gruppierte Proteine
J3KN16 Proteasome-associated protein ECM29 homolog - - T )
Q5VYK3 Proteasome-associated protein ECM29 homolog - 1 111 1
H7BZJ8 Zinc_alpha 2 glycoprotein (Fragment) W - ! S, 1
P01023 Alpha 2 macroglobulin 1 - 1114 1
HOYFH1 Alpha 2 macroglobulin (Fragment) ) - - 1
P98073 Enteropeptidase - - (NN I
Q96PD5 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase 1 - 1110 1 S, 1
Q96PD5-2 Isoform 2 of N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase ! - M1 ) S, 1
H7C1X1 Uncharacterized protein (Fragment) - - 711 T
B4DPI2 Sarcosine dehydrogenase, mitochondrial - - W ]
Q5SYV2 Sarcosine dehydrogenase, mitochondrial - - LWL l
Q9UL12 Sarcosine dehydrogenase, mitochondrial - - LWL !
F8W8VSE Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 2 - - W !
P11168 Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 2 - - W !
C9JOES Solute carrier family 2, facilitated glucose transporter member 2 (Frag- - - L !

ment)

D6RA70 Probable ATP-dependent RNA helicase YTHDC2 - - Wil !
D6RF50 Probable ATP-dependent RNA helicase YTHDC2 - - W !
Q9H6S0 Probable ATP-dependent RNA helicase YTHDC2 - - LWL ]
E7EWHS Hydroxypyruvate isomerase - - LWL !
Q5T013 Putative hydroxypyruvate isomerase - - Wi 1
F6UJY9 Putative hydroxypyruvate isomerase (Fragment) - - W !
J9JIE9 Putative hydroxypyruvate isomerase (Fragment) - - W !
HOYBI18 Putative hydroxypyruvate isomerase (Fragment) - - W !
HOYB70 Putative hydroxypyruvate isomerase (Fragment) - - Wil !



Proteome

8¢

Protein-ID Protein SIgyE™ | Metabo- i ye. | Gesamt - Weitere
Analyst o™ Regulation | Evaluation
Q5T013-2 Isoform 2 of Putative hydroxypyruvate isomerase - - WL |
Q5T013-3 Isoform 3 of Putative hydroxypyruvate isomerase - - W l
Q5T013-4 Isoform 4 of Putative hydroxypyruvate isomerase - - A l
E9PHXS Tyrosine-protein kinase Mer - - WL |
H7C3L9 Tyrosine-protein kinase Mer (Fragment) - - L |
Q12866 Tyrosine-protein kinase Mer - - L |
P01019 Angiotensinogen 1l - LI l
Q7Z5M8 Abhydrolase domain-containing protein 12B - - WL l
Q7Z5M8-2 Isoform 2 of Abhydrolase domain-containing protein 12B - - WL |
Q92922 SWI/SNF complex subunit SMARCCI - - LWL l
P04196 Histidine rich glycoprotein Tl 1 - 1
P38567-2 Isoform 2 of Hyaluronidase PH 20 Wi - - l
P49959-2 Isoform 2 of Double_strand break repair protein MRE11A WUt - - 1
Q5SSB9 Ficolin (Collagen/fibrinogen domain containing) 3 (Hakata antigen) l - - l
Q58A45 PAB-dependent poly(A)-specific ribonuclease subunit 3 (PAN3) - l - l
QI9NZ71 Regulator of telomere elongation helicase 1 WUt ! l
Q969T7-2 7-methylguanosine phosphate-specific 5'-nucleotidase, Isoform 2 - 1 - 1
Q14106 Protein Tob2 - l - |
B6ZDN3 Doublecortin domain-containing protein 1 - ! - l
P17014 Zinc finger protein 12 - ! - l
HOYAC1 Plasma kallikrein heavy chain 1 - - 1 S, 1
060259 Kallikrein-8 - - - - S, 1

-



4.5 Ergebnistabelle selektierter Biomarkerkandidaten

Proteine, die wir anhand der Einzelergebnisse und der Gesamtregulation sowie nach Sicht
aktueller Literatur iiber die jeweiligen Spezifikationen oder Funktionen als mdgliche Biomar-
kerkandidaten fiir eine Evaluierung in Betracht ziehen wollen, wurden aus obiger Tab. 10
selektiert und in einer kompakteren Liste gesammelt (Tab. 11, ,,Selektierte Biomarkerkandi-
daten®). So finden sich neben Proteinen, die durch ihre hdufige Detektion und eindeutige Ra-
tio auffielen (z. B. polymeric immunoglobulin receptor), auch Kandidaten, die v. a. aufgrund
ihres empirischen Zusammenhangs mit der Psoriasis, basierend auf in der Literatur beschrie-
benen Funktionen oder bereits veréffentlichten Aberrationen des Proteins in jedweder Art bei
Erkrankung, ausgewihlt wurden. Zu letzteren zéhlen etwa S100A7, das sich in den MS-Daten
gegensinnig reguliert darstellte, jedoch wiederholt im Kontext der Psoriasis auffallend berich-
tet wurde, sowie Kallikrein 8, welches sich — im Gegensatz zu Plasma-Kallikrein — nicht in
den MS-Ergebnistabellen auffallend préisentierte, jedoch durch seine bekannte Expression in
der Haut eine pathomechanistische Verbindung zum betroffenen Organ der Psoriasis darstel-
len konnte. Keine Beriicksichtigung fanden hier simtliche Immunglobuline sowie Apolipo-
proteine, die im Hinblick auf Methodik und Zielstellung der Arbeit nicht als mdgliche Bio-
markerkandidaten geeignet imponieren. In der Spalte ,Immuntest” sind zudem diejenigen

Proteine markiert, die einer Evaluierung mittels Immuntests unterzogen wurden.

Tab. 11: ,,Selektierte Biomarkerkandidaten*. Spalte ,Immuntest“: Buchstabe ,,I* markiert die
Proteine, fiir die ein ELISA kommerziell verfiighar war und die so weiter evaluiert wurden

; : Regulation
Protein-ID Protein in N%S-Da ten Immuntest
H7BZJ8 Zn-alpha2-glycoprotein ! |
K7EJ44 Profilin 1 ! I
MO0QXZ3
i/?()l 8%{4(:8 Complement C3 ! I
MORO0Q9
F5GWPS Plakoglobin 1 I
IQ)(?\Z\S(% 0 Retinol-binding protein )

D6RF35

P02774 Vitamin D-binding protein ! I
P02774-3

JQ36KZI5$\;2 Protein FAM83H l I
P15924 Desmoplakin 1 I
P01833 Polymeric immunoglobulin receptor 1 I
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Regulation

Protein-ID Protein in MS-Daten Immuntest

J3QR68

J3QQI8

P00738 Haptoglobin 1 I

P00739

P00739-2

P01008 Antithrombin IIT !

P00734 Prothrombin !

P00450 Ceruloplasmin l

F5H4W9 Serum paraoxonase/arylesterase l

832582_2 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase 1 I

Q5T985 Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H2 l

Q14624-2 Isoform 2 of Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 1

Q14624-3 Isoform 3 of Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 1

B7ZKIJ8 35 kDa inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain H4 1

G3VS5I3 Alpha-1-antichymotrypsin !

HOYACI Kallikrein-8 (KLK-8) - I

G3XAP6

B4DKJ3 COMP (Cartilage oligomeric matrix protein) ! I

P49747

P31151 S100A7 (Psoriasin) /1 I

P00748 Coagulation factor XII !

P01019 Angiotensinogen !

P01031 Complement C5 !

P03952 Plasma-Kallikrein 1 I

Q04695 Cytokeratin 17 1 I
4.6 Ergebnisse ELISA

Eine iiberblickende Darstellung der Ergebnisse der ELISA-Tests zeigt Abb. 8. Gezeigt sind

die immunologisch gemessenen Proteinkonzentrationen in Form einer Boxplot-Darstellung,

aufgeteilt nach den drei untersuchten Gruppen ,,Kontrolle®, ,,Ps* und ,,PsA*“. Die ,,Boxen*

stellen hier den Interquartilsabstand zwischen der 25. und der 75. Perzentile dar, der Median

ist als Strich darin erkenntlich. Die Konzentrationen der untransformierten Variablen sind auf

der Ordinate in absoluten Werten aufgetragen. Die transformierten Daten (der Proteine Zn-o-

GP, Profilin 1, Plasma-Kallikrein und Cytokeratin 17) sind mit In-logarithmierten Werten

angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen (Signifikanzniveau p <0,05)

sind durch eine Klammer spezifiziert und markiert (,,**).
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Abb. 8: Uberblickende Ergebnisse der ELISA-Tests in Form einer Boxplot-Darstellung
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Dargestellt sind die Konzentrationen der jeweiligen Proteine im Plasma als Boxplot aufgeteilt nach

den drei Gruppen Kontrolle, Ps und PsA. Unterschiede zwischen Gruppen auf einem Signifikanzni-

veau von 0,05 sind markiert (*)

4.6.1 Multivariate Analyse: Unterschiede zwischen den drei Gruppen

Fiir die meisten der gemessenen Parameter konnte kein signifikanter Unterschied zwischen

den Probandengruppen gefunden werden. Lediglich vier Markerkandidaten, C3, PIGR, Plas-
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ma-Kallikrein (transformierte Daten) und Zn-a-GP (transformierte Daten) zeigten alleine auf-
fallige Ergebnisse auf einem Signifikanzniveau von p < .05.

Ein signifikanter Gruppenunterschied bei C3 sowie bei PIGR konnte im post-hoc-Test weiter
spezifiziert werden als ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte der Gruppe ,,Kontrolle*
gegeniiber der Gruppe ,,PsA“ (p=.024 [C3] bzw. p=.034 [PIGR]), allerdings nicht zwischen
den Gruppen ,,Ps* und ,,PsA*“ sowie zwischen den Gruppen ,,Kontrolle* und ,,Ps*.

Die Konzentrationen sowohl an Plasma-Kallikrein als auch an Zn-a-GP (jeweils transformier-
te Daten) unterschieden sich signifikant in der Gruppe ,,Kontrolle* gegeniiber der Gruppe
»Ps“ (p=.049 [Plasma-Kallikrein] bzw. p=.001 [Zn-a-GP]) sowie der Gruppe ,,PsA“ (p=.010
[Plasma-Kallikrein] bzw. p=.012 [Zn-a-GP]), jedoch nicht zwischen den Gruppen ,,Ps“ und
»PSA* (p=.779). Mittelwerte und Standardabweichungen bzw. Mediane und Interquartilsab-

stdnde sind der Tab. 17 im Anhang zu entnehmen.

4.6.2 Korrelation der Kandidatenproteine mit Probandendaten
Da die fehlende Signifikanz der meisten Markerkandidaten vermutlich durch die hohe Streu-
ung der individuellen Konzentrationen im jeweiligen Gruppenkollektiv zustande kommt (s.
Abb. 8), wurde gepriift, ob die Konzentrationen der gemessenen Proteine mit anderen Patien-
ten-bezogenen Daten korrelieren. Die Ergebnisse der Korrelationsanalysen (nach Spearman
oder Pearson) zeigt Tab. 12. Bei den Variablen ,,Geschlecht”, ,,Alter* und ,,BMI* dienten
sowohl erkrankte als auch gesunde Probanden als Testkollektiv, bei der Variable ,,PASI* er-
folgte die Analyse der Daten der Ps- und PsA-Patienten. Diese Variable ist nochmals nach
Subgruppen aufgeteilt dargestellt, um insbesondere signifikante Korrelationen (z. B. Desmo-
plakin) in den Gruppen ,,Ps* und ,,PsA*“ genauer beleuchten zu koénnen (z. B. Korrelation
Desmo-plakin in der Subgruppe ,,Ps®). Es ist zu erkennen, dass die Markerkandidaten Des-
moplakin, C3, PIGR und Cytokeratin (transformierte Daten) positiv mit dem PASI-Wert kor-
relierten, Plasma-Kallikrein (transformierte Daten) hingegen negativ. Korrelationen der Prote-
ine mit den Patientendaten Alter und Geschlecht sind, bei Reproduktion in weiteren Tests,
insbesondere im Hinblick auf den Einsatz in der Laborchemie zu beriicksichtigen, um kiinfti-
ge Referenzwerte anpassen zu konnen. Dies betrifft die Proteine Desmoplakin, S100A7,

COMP, Zn-a-GP, Kallikrein 8, Plasma-Kallikrein und Cytokeratin 17 (s. Tab. 12).
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Tab. 12: Signifikante Korrelationskoeffizienten und p-Werte der Markerproteine bei Pro-
bandendaten

. Ge- PASI PASI PASI
Protein schlecht | AT | BML | ppia | ps PsA
Desmoplakin n.s A, n.s =l e ol n.s
p S| p=038 S| p=034 | p=.024 S
r=.350,
S100A7 n.s. =046 n.s. n.s. n.s. n.s.
=313,
COMP n.s. =007 n.s. n.s. n.s. n.s.
Vit.D-bind. Protein n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
NAAA n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
3 s s =427, | =480, s r=.700
o o p=.015 | p=.038 o p=.036
=288,
Zn-o-GP_In =021 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
o =418,
Kallikrein 8 n.s. =042 n.s. n.s. n.s. n.s.
Profilin 1 n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Plakoglobin n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
=.565,
PIGR n.s. n.s. n.s. =012 n.s. n.s.
Haptoglobin n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
FAMS83H n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Plasma- =.505, s s r—-.638, | —.818 s
Kallikrein In p=.003 " " p=.003 | p=.004 o
. =-357, =.6906, =905
Cytokeratin 17 _In =045 n.s. n.s. =001 n.s. =002

n. s.. nicht signifikant, r: Korrelationskoeffizient, p: p-Wert. Griin hinterlegt sind positive, rotlich ne-
gative Korrelationen. Positive Korrelation mit dem Geschlecht bedeutet eine Assoziation mit dem
weiblichen, negative Korrelation eine Assoziation mit dem mdnnlichen Geschlecht

4.6.3 Korrelationen der Biomarkerkandidaten untereinander
Die Korrelationskoeffizienten (nach Pearson und Spearman) und dazugehorige Signifikanz-
werte zeigt nachfolgende Tabelle (Tab. 13). Positive Korrelationen bedeuten gleichsinnige,
negative gegensinnige Plasmakonzentrationsabweichungen. Es zeigten sich insbesondere po-
sitive Korrelationen des Proteins Cytokeratin 17 mit Desmoplakin, Vit.D-bind. Protein, C3
und PIGR. Die negativen Korrelationen zwischen NAAA und PIGR, FAMS&3H und NAAA
sowie Plasma-Kallikrein und C3 sind die Grundlage der divisorischen Kombination der Vari-

ablen in der anschlieBenden Analyse.
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Tab. 13: Korrelationen der Biomarkerkandidaten untereinander (n.s.: nicht signifikant, positive Korrelationen griinlich, negative rotlich hinterlegt)

o) l<\f A % < 55 .g E E < :q;) o >
= T .S d A2 = L o 5 = <) —
:2 S (2 |22 |3 |~ | |B |E |E% |B |E% |z |EE |:z
Ne |» O > & Z. &) N Moo | & B o | A T o) | A |08
=-.581 =-511 =427 =394
Sk <001 n.s. =011 n.s n.s. n.s. n.s n.s n.s =013 n.s n.s n.s. =026
r=-.581 =.645 r=-.430
S100A7 <001 n.s. n.s <001 n.s n.s. n.s n.s n.s n.s =036 n.s n.s n.s.
=-.348
COMP n.s n.s. n.s n.s n.s n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s =047 n.s n.s
Vit.D-bind. |r=.511 r=.529 =488
Protein =011 n.s. n.s. n.s n.s n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s =008 n.s =018
r=.645 =414 =-374
NAAA n.s p<.001 n.s. n.s n.s n.s. n.s. n.s n.s =018 n.s =035 n.s n.s.
n.s n.s. n.s. n.s n.s n.s. n.s. n.s n.s n.s n.s n.s g ER ol
C3 p=.024 | p=.003
71-0-GP n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
Kallikrein 8 n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s. n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
Profilin 1 n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
kel n.s n.s. n.s. n.s n.s. n.s n.s. n.s. n.s n.s n.s. n.s n.s n.s.
=427 =414 =362
PIGR =013 n.s. n.s. n.s =018 n.s n.s. n.s. n.s n.s. n.s. n.s n.s =042
r=-.430
Tepaddsn n.s =036 n.s. n.s. n.s. n.s n.s. n.s. n.s n.s. n.s n.s n.s n.s.
r=-348 | =529 | r=-374
FAMS3H n.s n.s. =047 | p.008 | p=035 n.s n.s. n.s. n.s n.s. n.s n.s. n.s n.s.
Plasma- =-.393 r—-.657
Kallikrein n.s n.s. n.s. n.s. n.s. =024 n.s. n.s. n.s n.s. n.s n.s. n.s <001
Cytokeratin | =.394 =488 =503 =362 =-.657
17 =026 n.s. n.s. =018 n.s. =003 n.s. n.s. n.s n.s. =042 n.s. n.s <001




4.6.4 Ergebnisse Kombinatorik

Aus den gut korrelierenden Biomarkerkombinationen wurde eine Vielzahl an Kombinationen
(s. Tab. 6) dahingehend gepriift, ob eine mathematische Verkniipfung der Plasmakonzentrati-
onen mittels Produkt- bzw. Quotientbildung Werte generiert, die besser zur Gruppendifferen-
zierung verwendet werden konnen als die Einzelparameter. Nicht alle theoretisch sinnvollen,
aber 15 Biomarkerkombinationen daraus erbrachten einen signifikanten Gruppenunterschied
in der statistischen Analyse. Diese sind grafisch als Boxplots, aufgeteilt nach den drei Pro-
bandengruppen, in Abb. 9 dargestellt. Da bei der Multiplikation bzw. Division der absoluten
Werte der Konzentrationen die Einheiten der einzelnen Variablen ignoriert wurden, ist der so
konstruierte Wert auf der Ordinate als einheitslos angegeben. Signifikante Unterschiede zwi-
schen den Gruppen (Signifikanzniveau p < 0,05) sind durch eine Klammer spezifiziert und
markiert (,,*).

Die exakten p-Werte der signifikanten Gruppenunterschiede im paarweisen Vergleich der

Subgruppen zeigt nachfolgend Tab. 14:

Tab. 14: Signifikante Gruppenunterschiede der Biomarkerkombinationen (Kruskal-Wallis-Test
und post- hoc Bonferroni-korrigierter Dunn-Test)

Kruskal- korr. Dunn-Test (p)
Wallis
HQ2)/p Kontrolle-Ps Kool Ps-PsA
PsA

Plasmakallikrein*PIGR 11,856 /.003 | .046 .003 n.s.
NAAA*C3 8,334/.015 .033 .038 n.s.
C3*Cytokeratin 17 6,188 /.045 n.s. n.s. n.s.
S100A7*C3 6,687 /.035 .032 n.s. n.s.
S100A7*Cytokeratin 17 7,124 /.028 .037 n.s. n.s.
Cytokeratin 17*Kallikrein 8 8,443 /.015 .037 .037 n.s.
Vit.D bind. Protein*C3 9,755 /.008 .022 .019 n.s.
Vit.D-bind. Protein*NAAA 6,495 /.039 n.s. n.s. n.s.
Vit.D bind. Protein*Cytokeratin 17 | 9,602 / .008 021 .024 n.s.
PIGR*FAMS3H 8,018/.018 | n.s. .034 n.s.
Haptoglobin*COMP 6,045/.049 | ns. n.s. .044
PIGR/NAAA 5,992 /.050 n.s. n.s. n.s.
FAMS3H/NAAA 6,569 /.037 n.s. n.s. n.s.
Plasmakallikrein/C3 11,489 /.003 | .046 .003 n.s.
NAAA*C3*Cytokeratin 17 13,216 /.001 | .004 .006 n.s.
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Abb. 9: Uberblickende Boxplot-Darstellung der Kombinatorik-Tests
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Dargestellt sind Biomarkerkombinationen, bei denen sich ein signifikanter Einfluss der Variable

,, Gruppe * zeigte. Unterschiede zwischen Gruppen auf einem Signifikanzniveau von p < 0,05 sind
markiert (*)

Mittelwerte und Standardabweichungen der kombinatorisch errechneten Variablen finden sich

in Tab. 18 im Anhang.
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5 Diskussion

5.1 Immunglobuline
In den von uns erhobenen Daten finden sich auch zahlreiche Konzentrationsschwankungen
von Immunglobulinen bzw. deren Varianten von insbesondere variablen Kettenabschnitten
zwischen jeweils den Patienten- und Kontroll-Plasmaproben. Die nach der Proteolyse erhalte-
nen Fragmente von Antikdrpern lassen mit unserer Methodenkombination keine Vorhersagen
iiber deren Spezifitit im intakten Immunglobulinmolekiil zu. Ob es sich um physiologische
Immunglobulinprofile oder mdégliche Komponenten von Autoantikdrpern handelt, ist also
nicht beurteilbar. Die Detektion moglicher pathophysiologisch bedeutender Antikorper bei
der Psoriasis ist damit, obwohl bedeutend, kein priméires Ziel der vorliegenden Arbeit und des
gewihlten Studiendesigns, daher soll hier auf anderweitige Studien mit dementsprechendem

Schwerpunkt verwiesen sein.

5.2 Apolipoproteine

Aberrationen von Serumlipiden und Lipoproteinen im Blut von Psoriasis-Erkrankten sind ein
vielfach beobachtetes und beschriebenes Phdnomen. Die Dyslipiddmie ist ein etablierter Risi-
kofaktor fiir koronare Herzkrankheit und kardiovaskuldre Ereignisse, die ebenfalls mit der
Psoriasis assoziiert sind und als deren Komorbidititen bekannt sind. Zudem gehdrt die Dysli-
piddmie zum Symptomkomplex des Metabolischen Syndroms, dessen Prévalenz bei Pso-
riasis-Patienten signifikant erhoht ist. Das Ausmal3 der Dyslipiddmie korreliert auch mit der
Schwere der Schuppenflechte bei Betroffenen, was einen Hinweis auf einen pathomechanisti-
schen Zusammenhang anstelle einer reinen Disposition oder iiberzufalliger Hiufung darstellt.

Die durchgefiihrte Proteomics-basierte massenspektrometrische Analyse erfasst die
Proteinanteile der Lipoproteine, d. h. Apolipoproteine. Da diese weitgehend in hochmolekula-
ren Plasmaproteinfraktionen gefunden wurden, kann aber indirekt auch auf Konzentrationen
der zugehdrigen Komplexe, der Lipoproteine, geschlossen werden. Fiir die vorliegende Frage-
stellung, die Biomarkersuche, sehen wir jedoch von der eingehenderen Analyse der Apolipo-
proteine ab, da sie, auch im Hinblick auf metabolische Komorbiditéten, nicht spezifisch genug
imponieren — wenngleich die Moglichkeit der Risikostratifizierung kardiovaskuldrer und me-
tabolischer Komplikationen ein mdgliches Einsatzgebiet dieser Biomolekiile darstellen konn-
te. Eine spezialisierte Auswertung der Apolipoprotein-Plasmakonzentrationen bei der Schup-
penflechte ist in diversen Reviews und Meta-Analysen einzusehen (s. beispielsweise Pietrzak

et al. (2010), Ma et al. (2013)).
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5.3 Charakterisierung der Biomarkerkandidaten

5.3.1 Strukturproteine: Desmoplakin, Plakoglobin, Cytokeratin 17

Alle als unter Psoriasis bzw. PsA im Blutplasma aufféllig erscheinenden Strukturproteine sind
vermutlich als Leakage-Komponenten bei erhohtem fokalen Zellumsatz, u. U. aus unzu-
reichend bzw. verdndert differenzierten Zellen anzusehen und werden entsprechend diskutiert.

Aktinfilamente und Intermediérfilamente bilden Teile des Zytoskeletts, die iiber die
Zellmembran mit Zell-zu-Zell- und Zell-zu-ECM (extrazelluldre Matrix)-Kontakten in Ver-
bindung stehen. Die Verankerung der intrazelluldren Filamente an die Membran und damit an
die Verbindungsstellen des Zellverbandes ist essenziell fiir die Gewebsarchitektur und wird
iber sog. submembrandse Plaques aus spezialisierten Adapterproteinen realisiert. Zellkontak-
te, die an solche Plaques gebunden sind, sind zum einen Desmosomen, denen intrazellulir das
Intermedidrfilament-Zytoskelett zugeordnet ist (Delva et al. 2009), zum anderen Junktions-
verbindungen der Zonula adhaerens, die an das Aktin-Zytoskelett ankniipfen (Meng und
Takeichi 2009). Strukturmodelle der subplasmalemmalen Plaques der Desmosomen gehen
heute von einem Aufbau aus, der einen dem Zytoplasma zugewandten Teil, die inner dense
plaque (IDP), und einen der Zellmembran zugewandten Teil, die outer dense plaque (ODP),
unterscheidet. An der IDP erfolgt die Verankerung intrazelluldrer Keratin-Intermedidrfilamen-
te an Desmoplakin, welches gleichzeitig die Briicke zur ODP darstellt, an welchem unter-
schiedliche Adapterproteine an den N-Terminus von Desmoplakin einerseits und andererseits
an die transmembranédren Cadherine binden. Letztere sind eine Gruppe von Glykoproteinen,
deren extrazellulire Komponenten iiber mehrere Bindungsdoménen mit Bestandteilen von
Nachbarzellen in Kontakt treten (Delva ef al. 2009, Meng und Takeichi 2009). Eine schemati-

sche Darstellung einer desmosomalen Struktur an der Zellmembran zeigt Abb. 10.
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Abb. 10 : Modell der Desmosomenstruktur (aus Delva et al. (2009))

N
%:-
Desmoglein

e e

Desmocollin

o)

\

ﬁ:-
IDP ODP

PM PM

KIF

Cadherine wie Desmoglein und Desmocollin erstrecken sich durch die Plasmamembran (PM) und
binden intrazelluldr an Linkerproteine wie Plakoglobin (PG) und Plakophilin (PKP) an der outer
dense plaque (ODP). Desmoplakin (DP) verbindet die ODP mit der IDP (inner dense plaque), an der
Elemente des Zytoskeletts, Keratin-Intermedidrfilamente (KIF), binden. C: Carboxyterminus, N: Ami-
noterminus des Proteins

Desmoplakin ist das quantitativ dominierende Protein der Desmosomen und das Schliis-
selelement bei der Vernetzung der Intermediérfilamente des Zytoskeletts mit der Plasmamem-
bran. Der aminoterminale ,,Kopf* bindet vornehmlich das Adapterprotein Plakoglobin
(Kowalczyk et al. 1997). Der carboxyterminale ,,Schwanz* bindet die Intermediérfilamente
des Zytoskeletts, beispielsweise Keratine in epithelialen Zellen (Kouklis et al. 1994). Fehl-
funktion des Desmoplakin-Proteins im Rahmen hereditdrer Defekte im Gen fiihren oft zu dhn-
lichen Symptomen wie ein Ausfall von Plakoglobin, was den Funktionsverlust der desmo-
somalen Zellkontakte als gemeinsame pathomechanistische Grundlage vermuten lédsst: die
palmoplantare Keratose der Haut und Syndrome wie das skin fragility-woolly hair syndrome
sind hierbei ein Zeichen der Hautbeteiligung bei Ausfallen des Proteins (Cheong et al. 2005).
Einen mdglichen Zusammenhang zu Pathomechanismen der Psoriasis kdnnte man in der of-
fensichtlichen Manifestation eines Gendefekts in einer Keratodermatose vermuten. Zusitzlich
berichten Wan et al. iiber eine keratinozytire Hyperproliferation nach Ausschalten der Des-
moplakin-mRNA-Translation durch siRNA-Interferenz (Wan et al. 2007).

Literaturdaten zu auffdlligen Desmoplakinmengen im Plasma, insbesondere bei Erkrankungen
der Haut wie der Schuppenflechte, sind uns nicht bekannt. In den von uns erhobenen Immu-
noquantitdten zeigt sich eine signifikante direkte Korrelation der Konzentration des Proteins
im Plasma mit dem PASI-Wert der Erkrankten, welche besonders in der Subgruppe ,,Pso-

riasis* wiederzufinden ist. Unter der Betrachtung der Bedeutung des Adapterproteins fiir die
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korrekte Funktionalitéit epithelialer Gewebe erscheint dieser Zusammenhang mit einer Er-
krankung, die durch eine gestdrte Hautarchitektur bzw. einen iibersteigerten Keratinozyten-
turnover gekennzeichnet ist, pathomechanistisch einleuchtend; allerdings kann nicht sicher
die betroffene Haut als Ursprung der Desmoplakinkonzentrationen angenommen werden.
Weiterhin zeigen sich signifikante positive Korrelationen des Proteins mit PIGR und Cytoke-
ratin 17 sowie ein negativer Zusammenhang mit dem Alter der Probanden. Letzteres konnte

eventuell physiologisch durch eine altersbedingte Atrophie der Haut zu erkliren sein.

Plakoglobin, ein Adapterprotein in Desmosomen, verbindet die intrazelluldren Strukturen der
transmembrandren Cadherine und die N-Termini der Desmoplakin-Molekiile. Silencing des
Plakoglobin-Gens fiihrt zu verminderter Kohésion kultivierter Keratinozyten (Spindler et al.
2014); das Keratoderma ist eine Form der hereditdren Hyperkeratose und Akanthose, die an
Handfldchen und FuB3sohlen auftritt und im Tierexperiment auch beim isolierten Defekt von
Jup, dem Plakoglobin-Gen, selektiv in den Keratinozyten auftritt (Li ef al. 2012). In psoriati-
schen Plaques finden sich signifikant groBere Mengen unter anderem an ungespaltenem Pla-
koglobin (Simon et al. 2008), ein Anhalt auf eine verminderte (physiologische) Degradation
der corneodesmosomalen Strukturproteine als (Mit-)Ursache der iibermédfigen Verhornung.
Den Einfluss von IL-17 — bei Psoriasis lokal in den Plaques und im Serum in erhéhten Kon-
zentrationen vorzufinden — untersuchten Gutowska-Owsiak et al. und beobachteten eine ver-
minderte Transkription von diversen Adhédsions- und Verbindungsproteinen wie Plakoglobin
(Gutowska-Owsiak et al. 2012). Wir konnen hingegen anhand der semiquantitativen Ergeb-
nisse der Massenspektrometrie iiber erhohte Mengen des Proteins im Plasma der Patienten

berichten.

Keratine sind eine Gruppe von intrazelluldren Strukturproteinen und machen die Untergrup-
pen Typ I und II der Intermedidrfilamente aus. Sie bilden den grofiten Anteil des Intermediir-
filament-Zytoskeletts und sorgen durch ihre Interaktion mit Desmosomen und Hemidesmoso-
men fir die strukturelle Integritit und Polaritdt von Zellen in Gewebeverbdnden. Daneben
sind Keratine auch essenziell fiir Proliferation, Wundheilung, Gewebs-Remodelling und
Apoptose.

Cytokeratin 17, ein Typ [-Keratin, wird physiologischerweise in Epithelzellen komplexer
Gewebe wie dem Nagelbett und der Nagelmatrix, Haarfollikeln, Talgdriisen und ekkrinen
SchweiBdriisen exprimiert, jedoch nicht in gesunder Haut. Somit ist seine Hauptaufgabe in
der Differenzierung und Bildung epithelialer Hautanhingsel zu sehen (Jin und Wang 2014).

Friih wurde die — aberrante — Expression von Cytokeratin 17 in den suprabasalen Schichten
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betroffener Haut bei der Schuppenflechte berichtet und seit den 90er Jahren vielfach reprodu-
ziert. So riickte das Protein ins Licht der Psoriasis-Forschung als mdgliches pathomechanisti-
sches Schliisselelement der Erkrankung. Die pathophysiologisch bedeutendsten Zytokine der
Psoriasis, IFN-y, IL-17A und IL-22, sind potente Induktoren der Cytokeratin 17-Expression in
Keratinozyten (Shi et al. 2011, Zhang et al. 2012, Jin und Wang 2014). Dazu kommt die Rol-
le von Cytokeratin 17 als mogliches Antigen autoreaktiver T-Zellen bei der Psoriasis, das eine
Thl-Immunantwort in Form einer IFN-y-Freisetzung hervorruft. Besonders CD8"-T-Zellen
mit speziellen Homing-Rezeptoren fiir die Haut reagieren auf die Exposition mit Cytokeratin
17 (Johnston et al. 2004). Eine mogliche Erkldrung hierfiir sind die bereits erwahnten Struk-
turdhnlichkeiten des Proteins mit dem M-Protein, einem Virulenzfaktor der Streptokokken,
welches als mogliches Antigen diskutiert wird, da Streptokokkeninfekte der oberen Atemwe-
ge oftmals einen Schub der Psoriasis triggern konnen (Gudmundsdottir ef al. 1999).

Zentrale Bedeutung erlangt Cytokeratin 17 als Teil einer autoimmun bedingten, entziindlichen
Feedback-Schleife: es ist zur Initiation einer Immunantwort durch autoreaktive Th1-Zellen in
der Lage, welche darauthin durch IFN-y die Entziindungsreaktion amplifizieren — die freige-
setzten Zytokine selbst induzieren wiederum die Expression von Cytokeratin 17. Ein Durch-
brechen dieses Kreises konnte kiinftig vielversprechende Therapieoptionen darstellen, und in
der Tat konnten die Symptome der Psoriasis (Leukozyteninfiltrat, Parakeratose, Akanthose) in
vitro und in vivo gebessert werden, wenn Cytokeratin 17 therapeutisch angesteuert wurde (im
Mausmodell als experimentelle down-Regulation des Proteins, in Keratinozyten-Zelllinien
iiber Antisense- und RNA-Interferenz-Strategien) (Chang et al. 2011). Allerdings zeigen auch
aktuell in klinischer Anwendung befindliche Therapeutika Cytokeratin 17-blockierende Wirk-
mechanismen: Dithranol und Dimethylfumarat unterdriicken die IFN-y-induzierte Cytokeratin
17-Expression bereits in geringen Konzentrationen, was sicherlich einen Teil ihrer Wirksam-
keit bei der Behandlung der Schuppenflechte erklidrt (Bonnekoh et al. 2001). Auch Kortiko-
steroide und Retinoide hemmen die Cytokeratin 17-Transkription direkt. Zytostatika wie Ta-
crolimus und Ciclosporin A konnten durch eine Blockade intrazelluldrer Signalwege auch die
Cytokeratin 17-Induktion beeinflussen (Jin und Wang 2014).

Aufgrund dieser gewichtigen Bedeutung des Proteins bei der Psoriasis fand es auch besondere
Berticksichtigung in der Auswahl der von uns mittels ELISA evaluierten Biomarkerkandida-
ten. In der multivariaten Analyse zeigte sich zwar nur ein insignifikanter Anstieg der Cytoke-
ratin 17-Plasmakonzentrationen iiber die drei Gruppen Kontrolle, Psoriasis und PsA hinweg,
allerdings findet sich eine direkte Korrelation zwischen der Cytokeratin-17-Plasmaspiegel und

dem PASI-Wert. Dieses Ergebnis erscheint vor dem Hintergrund der Stellung des Proteins in
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(auto-)entziindlichen Vorgéingen an betroffener Haut schliissig: bei zunehmend inflammatori-
schem Geschehen an der Haut (gemessen als PASI) steigt die im Blut nachweisbare Konzen-
tration an Cytokeratin 17. Allerdings fand sich diese Korrelation mit dem PASI-Wert in be-
sonderem Mafle in der Gruppe der PsA-Patienten. Hierin konnte ein Korrelat einer stiarkeren
generalisierten Reaktion des Korpers bei der PsA vermutet werden, da also lokale Prozesse
systemisch sichtbar werden, wenn davon ausgegangen wird, dass die psoriatisch verdnderten
Hautareale der Ursprung der gemessenen Cytokeratin 17-Mengen sind. Wir finden daneben
auch eine positive Korrelation mit aktueller topischer Medikation der Patienten mit Vitamin
Ds-Analoga (r=.525, p=.015), was zunéchst in Analogie zur Cytokeratin 17-Repression durch
0. g. Therapeutika iiberrascht. Dennoch konnte diese dynamische Reaktion auf eine Behand-

lung das Protein als kiinftigen Indikator fiir ein Ansprechen der Therapie qualifizieren.

5.3.2 Regulatoren von Zytoskelett und ECM: Profilin 1, FAM83H, COMP

Profilin 1 ist ein ubiquitdr exprimiertes Protein, das an der Regulation des Aktin-Zytoskeletts
beteiligt ist. Es ist ein Rezeptor fiir freies, unpolymerisiertes Aktin und spielt damit eine Rolle
bei der Zellmotilitdt (Schliiter et al. 1997, Witke 2004).

Im bioptischen Material von betroffener Haut sowie im Plasma von Psoriasis-Patienten wurde
Profilin 1 ebenfalls in erhohten Konzentrationen detektiert, wenngleich nur wenige Daten
vorhanden sind (Plavina ef al. 2008, Williamson et al. 2013). Unsere MS-Daten zeigen hin-
gegen erniedrigte Plasmaspiegel, die bei der Evaluierung mit Immuntests nicht reproduziert

werden konnten.

FAMBS3H (family with sequence similarity 83 member H) ist ein wahrscheinlich ubiquitires
Protein, welches besonders bei der Entwicklung von extrazelluliren Strukturen wie dem
Zahnschmelz involviert zu sein scheint (Lee et al. 2008). Weiterhin ist es an der zytoske-
lettalen Keratinfilament-Organisation beteiligt und scheint die dynamische Stabilitdt der
Filamente via De-/Polymerisation zu kontrollieren, entscheidend fiir Migration von Zellen
beispielsweise bei der Wundheilung oder in Tumorzellen (Kuga ef al. 2013). Die MS-Daten
zeigen einen Abfall der FAM83H-Konzentrationen im Plasma bei Psoriasis-Patienten — eine
Tendenz, die sich auch optisch in den grafisch dargestellten Ergebnissen des ELISA wider-
spiegelt (Abb. 8), wenngleich sich der Abfall nicht signifikant demarkierte.

COMP (cartilage oligomeric matrix protein) ist ein verhdltnisméBig grofes Glykoprotein der
ECM des Knorpels. Es wird im adulten Knorpelgewebe von Chondrozyten synthetisiert und

territorial in die umgebenden Lakunen sezerniert (Koelling et al. 2006), ist aber in geringeren
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Mengen auch in Sehnen und Ligamenten nachzuweisen (Smith et al. 1997). Die Aufgabe des
Proteins besteht in der Organisation und Aufrechterhaltung der Knorpel-ECM (DiCesare ef al.
1995), wozu es eine Vielzahl von Bindungsstellen flir Bestandteile sowohl von Zellmembra-
nen, ECM als auch loslichen Molekiilen aufweist: Typ I- oder Typ II-Kollagen, Aggrecan,
Glykosaminoglykane, Fibronectin, Integrine, Vitamin D3, all-frans-Retinol und weitere hy-
drophobe Partikel sind Liganden des Proteins (Guo ef al. 1998, Acharya et al. 2014). Durch
seine spezifische Assoziation zu Knorpel und in geringerem Malle Sehnen und Biandern und
seine Dynamik bei Schiadigung und Umbauprozessen dieser Gewebe ist COMP mittlerweile
als ein vielfach berichteter Serum-Biomarker fiir arthritische und rheumatoide Erkrankungen
bekannt (Lotz et al. 2013).

COMP fungiert auch als Marker des Bindegewebsschadens bei der PsA (Bogliolo et al.
2012). Bei erfolgreicher Therapie mit Biologika verringern sich die COMP-Spiegel im Serum
signifikant (Cauza et al. 2006). Chandran et al. zeigten allerdings, dass COMP-Spiegel nicht
zur Unterscheidung zwischen einer rein dermalen Manifestation der Psoriasis und einer PsA
geeignet sind (Chandran et al. 2010); dhnliche Ergebnisse, bei Korrelation der COMP-Kon-
zentrationen mit dem Ausmalf} der Gelenk-Pathologie und des Entziindungsstatus der Erkrank-
ten, zeigen Skoumal et al. und vermuten eine bereits praklinische Beteiligung des periartiku-
laren Bindegewebes bei Patienten, bei denen alleinig eine Psoriasis diagnostiziert wurde, als
mogliche Erklidrung fiir die erhéhten COMP-Mengen im Serum im Vergleich zu gesunden
Probanden (Skoumal et al. 2008). Unsere ELISA-Daten bilden diese Berichte visuell ein-
driicklich ab: die COMP-Konzentrationen erscheinen isoliert erhoht bei PsA-Patienten. Je-
doch bleibt dieser Trend, sicher auch wegen der weiten Streuung der COMP-Mengen in die-
ser Gruppe, unter einem 0,05-Signifikanzniveau. Weiterhin berichten wir {iber eine positive

Korrelation der COMP-Plasmaspiegel mit dem Probandenalter.

5.3.3 Binde- und Transportproteine: RBP4, Vit.D-bindendes Protein,
Haptoglobin, Ceruloplasmin
Retinol-bindendes Protein 4 (RBP4) ist das Transportprotein fiir Retinol (Vitamin A;) im
Blut und liefert dieses von der Leber, dem Vitamin A-Speicher des Korpers, in die peripheren
Gewebe. Zudem wurde es auch als Adipokin identifiziert, das in nicht geringen Mengen von
reifen Adipozyten des viszeralen und auch subkutanen Fettgewebes produziert wird und bei
metabolischen Erkrankungen im Zusammenhang mit Insulin- und Glukosestoffwechsel Aber-
rationen zeigt (Kotnik et al. 2011). RBP4 wird als Korrelat-Marker des Metabolischen Syn-

droms diskutiert, das durch systemische und lokale unterschwellige Entziindungsvorgénge in
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endokrin aktivem weillen Fettgewebe gekennzeichnet ist (Lin ef al. 2009). Das Metabolische
Syndrom gilt als Komorbiditit der Schuppenflechte, dessen Prévalenz bei Psoriasis-Patienten
zwei- bis dreifach erhoht ist gegentliber dem Durchschnitt (Armstrong et al. 2013) — unter die-
sem Gesichtspunkt sind Beobachtungen von RBP4-Alterationen bei Erkrankten zu betrachten:
Romani et al. berichten iiber erhohte RBP-Serumspiegel bei Betroffenen und zusitzlich eine
Korrelation mit der Krankheitsschwere (gemessen mit dem PASI-Score) (Romani et al.
2013). Die Ergebnisse erhohter RBP4-Spiegel konnen wir orientierend mit MS-Daten repro-
duzieren. Eine Immunoquantifizierung steht noch aus. Allerdings berichten Rollman und
Vahlquist erniedrigte RBP4-Serumlevel bei Patienten mit schwerer Psoriasis (Rollman und

Vahlquist 1985).

Vitamin D-bindendes Protein (Vit.D-bind. Protein) ist ein in der Leber synthetisiertes
Transportprotein fiir Vitamin D im Blut und sorgt fiir die Aufrechterhaltung vergleichsweise
konstanter systemischer Speicher des Vitamins (Chun 2012). Vitamin D3 selbst wird entweder
mit der Nahrung aufgenommen oder in der Haut unter Sonneneinstrahlung gebildet und an-
schlieBend in der Leber, dann in der Niere jeweils einmal hydroxyliert, sodass aktives 1,25-
Dihydroxyvitamin D (1,25(OH)2D) (Calcitriol) entsteht, welches in die Korperzellen gelangt
und dort mit seinem Rezeptor in Verbindung tritt. Einem Risiko fiir einen Mangel an Vitamin
D sind vor allem Altere, Frithgeborene, Personen mit starker Hautpigmentierung oder niedri-
ger UV-Licht-Exposition, einer Adipositas oder Malabsorption ausgesetzt. Schwere Mangel-
zustdnde fithren zu Knochenmineralisationsstorungen. Bei Psoriasis-Erkrankten wurden eben-
so pathologische Vitamin D-Mingel berichtet, insbesondere in den Wintermonaten (Gisondi
et al. 2012). Allerdings macht man sich eine antiproliferative Wirkung von Vitamin D3 bei
der lokalen Therapie der Schuppenflechte zunutze (Lu et al. 2005), zur Anwendung kommen
Externa wie Calcitriol- oder Calcipotriol-haltige Salben. Alterationen in Vitamin D- oder
Vit.D-bind.-Protein-Plasmaspiegeln konnten daher auch Ausdruck einer Therapie mit Vitamin
D-Analoga sein.

In unseren Daten zeigte sich jedoch keine signifikante Korrelation zwischen der Applikation
dieser Externa und den Vit.D-bind. Protein-Konzentrationen (Daten nicht dargestellt). Unsere
Ergebnisse aus dem Proteomvergleich zeigen erniedrigte Vit.D-bind. Prot.-Spiegel bei an
Psoriasis Erkrankten, welche sich in den Evaluationstests nicht signifikant darstellten. Aller-
dings imponiert eine starke Streuung der Proteinkonzentrationen insbesondere bei den Pso-

riasis-Patienten gegeniiber den Gesunden.
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Haptoglobin ist ein tetrameres, von Hepatozyten produziertes Serumprotein, dessen biologi-
sche Funktion in der Bindung und damit Neutralisierung von freiem, potenziell zytotoxischem
Héamoglobin besteht. Es verhindert die Bildung von Sauerstoffradikalen durch freies Ham-
Eisen und wirkt als potentes Antioxidans (Alayash 2011). Haptoglobin zé&hlt zu den Akute-
Phase-Proteinen, daher zeigt seine Konzentration im Serum eine grof3e Spannweite (Baumann
et al. 1989). Massenspektrometrische Untersuchungen konnten im Plasma von Psoriasis-
Patienten verdnderte und heterogenere Glykosylierungsmuster nachweisen (Maresca et al.
2010). Haptoglobin von Psoriasis-Patienten zeigt verminderte Bindungskapazititen fir Ha-
moglobin und weitere seiner physiologischen Liganden, was eventuell in einer strukturellen
Aberration des zirkulierenden Haptoglobins bei der Psoriasis begriindet sein konnte (Cigliano
et al. 2008).

Li et al. zeigten, dass auch die epidermalen Keratinozyten der gesunden Haut Haptoglobin
exprimieren, bei dermatologischen Erkrankungen jedoch, unter anderem auch der Psoriasis,
signifikant hohere Mengen an Haptoglobin in den Keratinozyten translatiert werden (Li et al.
2005). Eine rein quantitative Analyse ergibt aber auch — unabhingig seines Glykosylierungs-
musters — signifikant erhdhte Haptoglobin-Serumspiegel bei Psoriasis-Patienten, wobei je-
doch keine Unterscheidung zwischen einem aktiven oder inaktivem Stadium der Erkrankung
moglich ist (Rocha-Pereira et al. 2004). Trotzdem berichten Kanelleas et al. liber eine signifi-
kant reduzierte Haptoglobinkonzentration nach erfolgreicher Therapie mit dem TNF-o-
Blocker Etanercept (Kanelleas et al. 2011). Unsere MS-Daten zeigen ebenfalls hohere Hapto-
globin-Konzentrationen bei Psoriatikern, was in den Immuntests jedoch nicht mehr nachzu-

vollziehen war.

Ceruloplasmin ist ein konstitutiv im Plasma vorkommendes, blduliches, Kupfer-bindendes
Protein. Es gehort zu den positiven Akute-Phase-Proteinen, dessen Serumspiegel sich dann
zwei- bis dreifach erhdht (Gitlin 1988). Freies Cu®" wirkt zytotoxisch iiber die Bildung von
Hydroxylradikalen aus Wasserstoffperoxid (H2O:), sodass die schnelle Elimination des Me-
talls, {iber Bindung an Ceruloplasmin, notwendig wird. Ceruloplasmin ist in der Lage, Fe** zu
Fe’" zu oxidieren und dadurch intrazellulire Eisenspeicher zu mobilisieren (Mzhel’skaya
2000). Neben der kupfer- und ferrooxidativen Aktivitét zeigt Ceruloplasmin weitere antioxi-
dative Effekte wie eine Glutathion-Peroxidase-Aktivitdt oder das Abfangen von reaktiven
Sauerstoff-Spezies (ROS) (Healy und Tipton 2007).

Im Plasma an Psoriasis Erkrankter finden sich teils signifikant (Rocha-Pereira et al. 2004,

Karabudak et al. 2008), teils insignifikant erhéhte oder unauffillige Ceruloplasmin-Spiegel
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(Kekki et al. 1966), allerdings erhohte Konzentrationen an freiem Kupfer (Basavaraj 2011),
die liberdies auch mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelieren. Allerdings berichten
Kanelleas et al. liber ein Absinken der Serum-Ceruloplasminspiegel nach erfolgreicher The-
rapie der Psoriasis-Patienten mit dem TNF-a-Blocker Etanercept (Kanelleas et al. 2011). Als
Index fiir den Kupferstatus des Organismus kann der Kupfer/Ceruloplasmin-Quotient dienen,
der analog erhoht vorgefunden wurde und ebenfalls als Marker fiir den Erkrankungsgrad die-
nen konnte (Rashmi et al. 2010).

Auch bei der PsA finden sich Serum-Ceruloplasminspiegel, die signifikant erhdht sind sowohl
gegeniiber gesunden Kontrollen, aber auch gegeniiber Patienten mit rein kutaner Manifestati-
on einer Psoriasis (Oriente et al. 1984, Dixon et al. 1988). Unsere Ergebnisse aus den MS-

Analysen legen hingegen erniedrigte Ceruloplasmin-Mengen nahe.

5.3.4 Gerinnung: Antithrombin III, Prothrombin, Faktor XII
Antithrombin III ist ein Serinprotease-Inhibitor und das wichtigste und effektivste antiko-
agulatorische Molekiil im Blutkreislauf des Menschen. Das systemisch zirkulierende Anti-
thrombin III stammt aus der Leber, die den Hauptsyntheseort des Proteins darstellt (Quinsey
et al. 2004). Seine Expression wird durch Zytokine wie IL-6 und IL-1p gehemmt, sodass An-
tithrombin III als negatives Akute-Phase-Protein anzusehen ist (Niessen et al. 1997). Zu den
Enzymen, die Antithrombin III als Substrat dienen, gehoren die Proteasen der intrinsischen
Gerinnungskaskade Faktor [Xa, Xa, XIa und v. a. Thrombin. Fiir die Aktivitit von Antithrom-
bin IIT ist allerdings ein Kofaktor, das Polysaccharid Heparin, vonndten (Mourey ef al. 1990).
Durch die Antikoagulation zum einen — Gerinnungsaktivierung ist ein proinflammatorischer
Zustand —, zum anderen auch durch direkte Wirkung des Proteins auf Zellen des Immunsys-
tems und Endothelzellen wirkt Antithrombin III entziindungshemmend (Wiedermann und
Romisch 2002). Karabudak et al. berichten iiber erniedrigte Antithrombin III-Serumspiegel
bei Psoriasis-Patienten (Karabudak et al. 2008) — ein Ergebnis, zu dem auch die hier durchge-
fiihrten MS-Experimente fiihren. Gisondi et al. konnten dies nicht bestétigen und berichten,
wie zuvor Marongiu et al., iber unauffillige Antithrombin III-Konzentrationen der Patienten

gegentiber gesunden Kontrollen (Marongiu et al. 1994, Gisondi et al. 2010).

Prothrombin gehort zu den Vitamin-K-abhidngig synthetisierten Gerinnungsfaktoren und
stellt das Zymogen der Serinprotease Thrombin dar. Die proteolytische Aktivierung wird ver-
mittelt durch den Komplex aus Faktor Xa, Ca?*, Faktor Va und Phospholipiden (d. h. in Kon-
takt mit Zellmembranen) und erzeugt das Fibrinogen-spaltende a-Thrombin, eines der bedeu-

tendsten Enzyme der Blutgerinnung. Durch eine Bindung an das transmembrandre Thrombo-
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modulin an Endothelzellen wird Thrombin in seiner Wirkung dahingehend veréndert, dass es
nun nicht mehr Fibrinogen spaltet, sondern Protein C und Protein S aktiviert, welches potente
Inhibitoren der Faktoren V und VIII sind. So wirkt Thrombin je nach umgebendem Milieu
einerseits stark thrombogen und andererseits gerinnungshemmend (Lancellotti et al. 2013).
Prothrombin wird hauptséchlich in der Leber synthetisiert, die durch die Sekretion des Pro-
teins die systemischen Spiegel an Prothrombin bereitstellt (Degen 1992). Friithe Studien konn-
ten Prothrombin nicht als ein Akute-Phase-Protein identifizieren (Koj et al. 1984). In unseren
MS-Daten findet sich iiberblickend eine erniedrigte Konzentration an Prothrombin im Plasma

der Psoriasis-Patienten.

Faktor XII oder auch Hageman-Faktor ist ein Zymogen an der Schnittstelle zwischen Ge-
rinnungs- und Kallikrein-Kinin-System (KKS). Zusammen mit Prékallikrein und high
molecular weight (HMW)-Kininogen kommt es auf negativ geladenen Oberfldchen zur sog.
Kontaktaktivierung, die in der Genese von aktivem Faktor XII und Kallikrein miindet. Aktive
Spaltprodukte von Faktor XII initiieren die proteolytische Aktivierung von Faktor XI, der den
intrinsischen Pfad der Gerinnungskaskade einleitet (Cochrane und Griffin 1979) und sind au-
Berdem zur Aktivierung der klassischen Komplementkaskade in der Lage (Ghebrehiwet et al.
1981). Citarella et al. konnten an kultivierten Hepatozyten zeigen, dass IL-6, das grofenteils
fiir die Induktion der Zytokine der Akute-Phase-Reaktion verantwortlich ist, die Expression
von Faktor XII reprimiert. Die Autoren schlieBen daraus, dass Faktor XII als negatives Akute-
Phase-Protein anzusehen ist (Citarella ef al. 1997).

Schopf et al. konnten zeigen, dass insbesondere Monozyten aus dem Blut von Patienten mit
einer Psoriasis eine erhohte prokoagulatorische Aktivitit aufweisen, die am ehesten auf die
Expression von Gewebsfaktor und Thromboplastin zuriickzufiihren ist und damit die extrinsi-
sche Gerinnungskaskade triggert. Die prokoagulatorische Aktivitidt im Blut der Betroffenen
korreliert dabei auch mit der Schwere der Erkrankungsphase, da eine erfolgreiche topische
Behandlung (mit Anthralin) die Gerinnungsaktivitdt normalisieren konnte (Schopf et al.
1993). In den von uns erhobenen MS-Daten scheinen die Faktor XII-Spiegel vermindert. Ob
es sich hier eventuell um den Effekt eines erh6hten Verbrauchs des Gerinnungsfaktors han-
deln konnte und damit Alterationen im Gerinnungsstatus der Betroffenen zu suchen sind,

kann aus diesem isolierten Ergebnis aber nicht geschlossen werden.

5.3.5 Komplement: C3, C5
Das Komplement-System ist ein Element der angeborenen, humoralen Immunabwehr und

besteht aus etwa 34 einzelnen Proteinen mit meist proteolytischer Aktivitdt. Es wird von zahl-
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reichen Regulatorproteinen im Plasma in Homoostase gehalten und kann iiber drei unter-
schiedliche Wege aktiviert werden: ein klassischer, ein alternativer und ein Lektin-pathway
miinden jeweils in die enzymatische Aktivierung des Komplementfaktors C3, der wiederum
(zusammen mit weiteren Faktoren) als C5-Konvertase dient, deren Spaltprodukt C5b mit C6,
C7, C8 und mehreren C9-Molekiilen den C5b-9-Komplex oder membrane attacking complex
(MAC) bildet, der eine Pore in Zellmembranen formt und so die Lyse der betreffenden Zelle
einleitet. Die zahlreichen entstehenden, enzymatisch abgespaltenen Komplementfragmente
haben chemotaktische und stimulatorische Wirkungen auf Immunzellen (Kotnik 2011). Fiir
die Synthese des systemisch aktiven Komplementsystems ist grofitenteils die Leber verant-
wortlich, die die Komplementproteine konstitutiv, aber insbesondere auf Zytokin-Stimuli wie

IL-6 bei einer Infektion des Organismus vermehrt synthetisiert und ins Blut sezerniert.

C3 ist das quantitativ bedeutendste Komplementprotein im Serum. Natives C3 ist ein multi-
funktionelles Protein mit Moglichkeit zur Bindung von iiber 25 loslichen oder membran-
gebundenen Partikeln. Durch die in der klassischen, Lektin- oder alternativen Komple-
mentkaskade gebildete C3-Konvertase C3bBb erfolgt die proteolytische Aktivierung von C3:
es entstehen C3b und das weitaus kleinere Fragment C3a. C3b ist zur Bindung weiterer Kom-
plementkomponenten befdhigt. In Abhédngigkeit von diesen Bindungspartnern und den Ober-
fla-chenstrukturen, an denen C3b angelagert ist, kommt es dann entweder zur Amplifikation
der C3-Konvertase und zur nachfolgenden Initiation des MAC oder zur Inaktivierung von
C3b. Das zur Gruppe der Anaphylatoxine gehorige C3a ist ein potentes Chemokin (Carroll
2004).

CS ist der Initiator der Effektorphase des Komplementsystems. Die Leber stellt den Haupt-
syntheseort von C5 fiir dessen systemische Verfiigbarkeit dar, lokal sind auch residente Ma-
krophagen zur Synthese befdhigt (Manthey et al. 2009). Sowohl die im klassischen oder Lek-
tin-pathway gebildete C5-Konvertase C4b2a3b als auch die C5-Konvertase C3bBb3b der al-
ternativen Komplementkaskade spalten die a-Kette des Proteins und generieren damit das
kleinere Fragment C5a und das groBBere C5b (Woodruff et al. 2011).
Das Anaphylatoxin C5a gilt als eines der potentesten Chemokine des Immunsystems: es sti-
muliert Aktivitdten der neutrophilen Granulozyten wie die Expression von Adhdsionsmolekii-
len und die Freisetzung von Enzymen und Zytokinen aus den Granula, begiinstigt die Pha-
gozytose, Chemotaxis und die Zytokinfreisetzung von Makrophagen und Monozyten, akti-
viert Mastzellen, kostimuliert T-Lymphozyten — eine Briicke zur adaptiven Immunitdt — und
erhoht die Endothelpermeabilitit.
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C5b ist das Schliisselmolekiil fiir die Bildung des MAC. Der Verlust von intrazelluliren Ener-
giesubstraten sowie ein massiver Ca*"-Einstrom mit nachfolgendem Zusammenbruch des mi-
tochondrialen Membranpotentials sind die Pathomechanismen der Lyse von Zellen durch Bil-
dung mehrerer MAC an der Zelloberfliche (multi-hit characteristics) (Tegla et al. 2011).
Humane Keratinozyten sind in der Lage, u. a. Faktor C3 teils konstitutiv, aber insbe-
sondere auf Zytokinstimuli wie TNF-a, IFN-y und IL-la hin zu produzieren (Pasch et al.
2000), die Synthese von C3 in Fibroblasten der Haut wird durch IL-6, TNF und IL-17 gestei-
gert (Katz et al. 1989, Katz et al. 2000). Immunhistochemisch konnten nahe des Stratum cor-
neum der psoriatischen Plaques granuldre Ansammlungen von C3b, in geringerem Ausmaf
auch C3a, nachgewiesen werden, nicht jedoch in der Haut Gesunder und nicht betroffenen
Hautarealen von Psoriasis-Patienten — ein Hinweis auf eine Aktivierung des Komplementsys-
tems in ldsionaler Haut (Ozawa et al. 2005). Pathogenetische Bedeutung erfahrt dieser Befund
dahingehend, als dass C3a als ein starkes Chemokin fiir DC wirkt, deren Rezeptor-besatz an
C3aR (C3a-Rezeptor) zuvor durch Interferon-Stimulation vermehrt wurde (Gutzmer et al.
2004), und da C3a und dessen Spaltprodukte selbst antimikrobielle Wirkung besitzen, dhnlich
den klassischen AMP der Keratinozyten (wie etwa Defensine, LL-37 oder Cathelicidine)
(Nordahl et al. 2004). Ahnlich kann auch C5a aus psoriatischen Plaques extrahiert werden
(Tagami 1992). Im Plasma und im Serum von Erkrankten fanden sich bisweilen signifikant
erhohte Spiegel an C3 und C3a (Kapp et al. 1985), weiterhin fanden sich erhohte Konzentra-
tionen an iC3b (inaktiviertes C3b) (Rosenberg ef al. 1990). Auch genetische Polymorphismen
fiir C3 bei Psoriasis wurden beschrieben (Acevedo und Hammar 1989).
Wir fanden in der multivariaten Analyse der ELISA-Daten einen signifikanten Anstieg der
C3-Konzentration im Plasma der PsA-Patienten gegeniiber den gesunden Kontrollen. Die
absoluten Mittelwerte lassen auch eine Tendenz zu héheren C3-Spiegeln bei der Ps-Gruppe
vermuten, welcher sich jedoch nicht signifikant (p <.05) darstellen lie. Mit diesem Resultat
konnen wir bereits berichtete C3-Spiegelaberrationen bestitigen. Zusétzlich zeigte sich eine
positive Korrelation jeweils mit den Variablen BMI und PASI — letzteres ist auf die Korrelati-
on in der Subgruppe PsA zuriickzufiihren —, was unter dem Gesichtspunkt der Funktion als
Akute-Phase-Protein des C3 zu sehen ist; aulerdem sei an den Zusammenhang zwischen in-
flammatorischen Zytokinen und der induzierten lokalen Produktion von C3 in Keratinozyten
erinnert. Der Ursprung der C3-Mengen im Plasma konnte unter Umstdnden auch zu geringen
Teilen aus dieser lokalen Synthese stammen und somit zu den von uns gemessenen C3-
Spiegeln beitragen.
Bei den C5-Konzentrationen berichten wir, basierend auf den Proteomvergleichen, iiber ten-
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denziell niedrigere Mengen bei Erkrankung. Da auch C5 zu den positiven Akute-Phase-
Proteinen zdhlt (Gabay und Kushner 1999), ist der tendenzielle Konzentrationsabfall in den
untersuchten Proben der Erkrankten eventuell als erhdhter Verbrauch des Proteins zu diskutie-
ren. So konnte eine zunehmende Spaltung und Transformation, welche aufgrund signifikant
erhohter Serummengen an C5b-9-Komplexen, den Endprodukten der Komplementkaskade,

vermutet werden kann (Fleming et al. 1996), die Detektion von nativem C5 maskieren.

5.3.6 Proteaseinhibitoren: Inter-a-Trypsin-Inhibitor, a-1-Antichymotrypsin
Inter-o-Trypsin-Inhibitor (Ial) ist ein Serumprotein mit Proteinase-Inhibitoraktivitdt und
ein Regulatorprotein der ECM. Trotz seiner konstitutiv relativ hohen Serumspiegel tragt es
nur zu etwa 5% zur gesamten Protease-Inhibitor-Kapazitit des Serums bei (Bost et al. 1998).
Hepatozyten stellen den Hauptsyntheseort fiir die im Blut vorzufindenden Ial-Mengen dar.
Akute Entziindungsreaktionen bzw. deren Effektorzytokine IL-1 und IL-6 fithren zu einer dif-
ferenzierten Induktion und Repression der einzelnen Proteinkomponenten (den schweren Ket-
ten, H): es erfolgt eine Repression von H2/ITIH2, andererseits aber zu einer Induktion von
H3/ITIH3 und H4/ITIH4 (Salier et al. 1996). In den letzten Jahren konnte sich ITIH4 dadurch
als eigenstindiges positives Akute-Phase-Protein etablieren (Pifieiro et al. 1999).

Eine weitere, wohl physiologisch bedeutendere Funktion des Ial, die ausschlieBlich von den
schweren Ketten nach deren Abspaltung vom lal-Komplex vermittelt wird, ist die kovalente
Bindung an Hyaluronsdure, ein bedeutendes Makromolekiil der ECM. Der dadurch gebildete
Komplex ist robuster gegeniiber freien Radikalen, bindet bevorzugt andere ECM-Molekiile
und induziert damit die Aggregation groBerer, makromolekularer Strukturen — die ECM wird
also stabilisiert und deren weiterer Aufbau gefordert. Bei chronisch entziindlichen Erkrankun-
gen sind die gebildeten Hyaluronsdure-Schwerketten-Komplexe auffillig vorzufinden, wie
etwa in der Gelenkfliissigkeit sowie im Serum bei der Rheumatoiden Arthritis (Zhuo et al.
2004).

In der vorliegenden Arbeit berichten wir, dem beschriebenen unterschiedlichen Transkripti-
onsmuster der Peptidketten nach Zytokinstimulation entsprechend, iiber aufféllige Konzentra-
tionen von drei ITIH4-Spaltprodukten (Protein-ID B7ZKJS8, Q14624-2 und Q14624-3) und
einem ITIH2-Spaltprodukt (Protein-ID Q5T985). Erstere sind auch unter dem Gesichtspunkt
der Induktion durch ein chronisch-entziindliches Milieu bei der Psoriasis zu betrachten, letzte-
res, ITIH2, zeigt eine verminderte Transkription nach Exposition mit den Initiatorzytokinen
der Akutphase IL-1 und TNF-a (s. 0.). Ein Anhalt fiir eine diagnostische Aussagekraft bei der

PsA konnte die berichtete Assoziation von Iol mit der Rheumatoiden Arthritis bieten.
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al-Antichymotrypsin (auch SERPINA3J) ist ein Plasma-Serinprotease-Inhibitor. Die stérks-
te Expression zeigen Hepatozyten, die den Serumpool an al-Antichymotrypsin produzieren.
al-Antichymotrypsin ist ein typisches Akute-Phase-Protein, dessen Serumspiegel durch eine
IL-1-, IL-6-getriggerte Induktion in der Leber sich stark vervielfacht (Baker ef al. 2007). Als
Serummarker der aktuellen Krankheitsaktivitidt bei der Rheumatoiden Arthritis wurde al-
Antichymotrypsin bereits 1988 vorgeschlagen (Chard et al. 1988).

Einen moglichen pathogenetischen Zusammenhang zu entziindlichen Hauterkrankungen wie
der Psoriasis zeigen Han et al. in ihrer Studie iiber die spezifische Inhibitoraktivitit von al-
Antichymotrypsin auf MMP-9 in entziindeter Haut, welches von Keratinozyten und dermalen
Fibroblasten auf Zytokinstimuli hin synthetisiert wird. Akut entziindete Haut (in der Studie
durch Brandblasen induziert) zeigt erhohte Mengen an al-Antichymotrypsin, welche durch
die Inhibition der ECM-degradierenden MMP-9 die Wundheilung zu unterstiitzen scheinen.
In chronischen Wunden jedoch findet sich vermehrt fragmentiertes und inaktives al-Antichy-
motrypsin und eine nachfolgend erhohte Aktivitit an MMP-9, welche fiir die Wundheilungs-
storung mitverantwortlich sein kénnten (Han et al. 2008). MMP-9, aber auch MMP-1 und -2
zeigen erhohte Transkriptionsraten in psoriatisch verdnderter Haut (Lee und Lew 2009).
Entgegen dem Verhalten des Proteins bei akuten Entziindungsgeschehen legen die massen-
spektrometrisch erhobenen Daten in vorliegender Arbeit erniedrigte ol-Antichymotrypsin-

Spiegel nahe, u. U. ein Korrelat der inaktiven Proteinmengen bei chronischer Entziindung.

5.3.7 Immunabwehr: NAAA, S100A7, PIGR
N-Acetylmuramoyl-L-Alanin-Amidase (NAAA), auch peptidoglycan-recognition protein 2
(PGLYRP2), ist ein hochkonserviertes Serum-Glykoprotein der angeborenen Immunabwehr
mit antibakteriellen und inflammatorischen Funktionen. Es ist zur Hydrolyse von Peptidogly-
kanen, den Bestandteilen der bakteriellen Zellwinde, befdhigt und wirkt auch immunstimula-
torisch (Dziarski und Gupta 2010).

Neben der konstitutiven Synthese durch Hepatozyten kann die NAA A-Expression auch in Ke-
ratinozyten induziert werden. In gesunder Haut ist es nicht nachweisbar; eine Stimulation
durch Antigene Gram-positiver wie -negativer Bakterien bewirkt jedoch eine starke Induktion
der NAAA-Expression in den Keratinozyten, die zugleich mit einer Expression von keratino-
zytdren Differenzierungsmarkern wie Zytokeratinen einhergeht (Wang et al. 2005, Li et al.
2006). Park et al. konnten im Mausmodell zeigen, dass ein Fehlen von NAAA zu einer ver-
stirkten, psoriasiformen Entziindung der Haut nach experimentell induzierter Irritation fiihrt

(Park et al. 2011). Daher scheint NAAA zum Schutz vor psoriasiformen Hautverdnderungen
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beizutragen und riickt damit ins Interesse der vorliegenden Arbeit. Die massenspektrometri-
schen Proteomvergleiche zeigen erhohte NAAA-Konzentrationen bei der Schuppenflechte.
Im angeschlossenen Immuntest ist der Anstieg in der grafischen Darstellung nachzuvollzie-

hen, wenngleich sich dieser als nicht signifikant erwiesen hat.

S100A7 (Psoriasin) ist ein AMP, das erstmals in den frithen 90er Jahren aufgrund seiner star-
ken Expression in Keratinozyten aus psoriatisch verdnderter Haut identifiziert wurde, worauf
sein Name zuriickzufiihren ist (Madsen et al. 1991). Es ist eines von mittlerweile tiber 20
Mitgliedern der S100-Familie, niedrigmolekulare, Calcium-bindende Proteine (Schifer und
Heizmann 1996), die in einem Gencluster auf dem g-Arm von Chromosom 1 codiert sind; es
handelt sich bei diesem Genort (mit der Bezeichnung ,.epidermal differentiation complex*)
um einen von mehreren Psoriasis-Suszeptibilititsloci, die durch Genomanalysen bei heredité-
ren Psoriasisfillen identifiziert wurden (die geschitzte Erblichkeit der Psoriasis liegt bei etwa
70-90 %). Allerdings finden sich (noch) keine typischen Mutationen/Polymorphismen des
S100A7-Gens, die mit der Erkrankung assoziiert sind (Semprini et al. 1999). Die Expression
von S100A7 ist gewebsspezifisch und ausschlieBlich auf Epithelzellen der Brustdriise und
Keratinozyten beschrénkt; hierbei zeigt sich eine direkte Abhdngigkeit vom Alter
(Wittersheim et al. 2013), die wir mit unseren Daten reproduzieren konnten. Seine Transkrip-
tion in der Zellkultur kann durch Retinsdure induziert werden (Watson et al. 1998, Gliser et
al. 2011) — hierzu ist anzumerken, dass Derivate der Retinsdure (Retinoide) systemisch und
auch lokal bei der Therapie der Psoriasis zum Einsatz kommen (Van De Kerkhot 2006).

Seine wichtigste Aufgabe erfiillt SIO0A7 als antimikrobielles Agens bei der angeborenen Im-
munabwehr. In vivo- und in vitro-Analysen haben es als das Schliisselmolekiil bei der immu-
nologischen Haut- und Schleimhautbarriere und der Wundheilung der Haut identifiziert, da es
fiir die effiziente Abtotung von Mikroorganismen verantwortlich ist. Ein Mechanismus der
bakteriziden Aktivitét ist die Fahigkeit des Proteins zur Porenbildung in den Membranen der
pathogenen Organismen (Michalek et al. 2009), ein weiterer potenziell zytotoxischer Effekt
konnte in der S100A7-bedingten Induktion von ROS in epithelialen und endothelialen Zellen
liegen (Shubbar et al. 2012); hierbei ist zu ergéinzen, dass auch S100A7 selbst durch ROS in-
duzierbar ist (Carlsson et al. 2005). Hierzu kommt eine chemotaktische Aktivitdt des Proteins,
besonders auf Lymphozyten und Granulozyten (Wolf ef al. 2008). Johnston et al. konnten
zeigen, dass 1L-17C, die quantitativ bedeutendste Unterform von IL-17 in psoriatisch verén-
derter Haut, zur Induktion u. a. von S100A7 in Keratinozyten sowie bei einer keratinozytdren

Uberexpression im Tierversuch zu einer psoriasiformen Hautverdnderung fiihrt (Johnston et
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al. 2013). Auch IL-22, in psoriatischen Plaques und im Serum von Psoriasis-Patienten in er-
hohten Spiegeln vorzufinden, induziert u. a. die Transkription der AMP S100A7, aber auch
Calgranulin A (S100A8) und B (SI00A9) (Wolk et al. 2006).

Die starke Aberration des Proteins bei der Schuppenflechte und seine hinreichende Gewebs-
spezifitit pradestinieren es als einen Biomarker fiir die Krankheitsentitdt. Als Gewebsmarker
ist es zuverldssig in Hautbiopsien aus klinisch auffélligen Arealen erhoht nachweisbar, was
zur nachfolgenden Priifung von S100A7 als moglicher Serumbiomarker gefiihrt hat
(Williamson et al. 2013). In der Tat zeigten sich bei Patienten mit kutaner Psoriasis signifi-
kant erh6hte Serumspiegel gegeniiber gesunden Kontrollpersonen sowie gegeniiber Patienten
mit PsA. Weiterhin korrelierten die S100A7-Serumspiegel mit dem PASI-Score und zeigten
auerdem eine unabhingige Assoziation mit dem Vorhandensein einer Adipositas der Patien-
ten (Salama et al. 2013). Es sei an dieser Stelle ergéinzt, dass auch andere AMP, namentlich
S100A8/9 (Calgranulin A/B) und besonders B-Defensin, in den Seren von Psoriasis-Patienten
in erhohten Spiegeln nachzuweisen waren (Enerbick 2011). Allerdings ist eine Alteration der
S100A7-Expression auch bei weiteren Hauterkrankungen und akuten und chronischen Wun-
den bekannt (Gléser et al. 2011), sodass SI00A7 eher einen symptomspezifischen Marker fiir
eine Hyperproliferation und inflammatorische Veranderung der Haut darzustellen scheint als
einen Psoriasis-typischen Marker.

Uneinheitliche Plasmaspiegelaberrationen zeigen sich sowohl in den von uns vorgestellten
MS-Daten als auch im angeschlossenen ELISA. Dessen grafisch dargestellte Ergebnisse er-
moglichen allerdings eine potenzielle Erklarung hierfiir: wihrend sich die SI00A7-Mengen in
der PsA-Gruppe eher unauffillig prisentieren, zeigt die Psoriasis-Gruppe eine Tendenz zu

hoheren und variableren Plasmaspiegeln.

Der polymeric immunoglobulin receptor (PIGR) ist ein Transmembranprotein, das von Mu-
kosa-Epithelzellen, insbesondere im Intestinum, dem Respirations- sowie dem Urogenital-
trakt, exprimiert wird. In seiner Funktion, Immunglobulin A (IgA) zu binden, spielt es eine
entscheidende Rolle in der Aufrechterhaltung der immunologischen Schleimhautbarriere des
Menschen: die Zellmembran der auf der Basalmembran aufsitzenden Epithelzellen wird durch
kranzformig um die sdulenartige Zelle verlaufende Zell-zu-Zell-Verbindungen, den sog. tight
Jjunctions, in eine basolaterale und eine apikale Seite getrennt. Die tight junctions verhindern
einen Transfer von Membranproteinen zwischen beiden Membrankompartimenten. Neu syn-
thetisierter PIGR gelangt zunichst an die basolaterale Zellmembran. Dort bindet er dimeres

IgA (zwei IgA-Molekiile, die durch eine verbindende J-Kette gekoppelt sind), das von Plas-
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mazellen in der subepithelialen Lamina propria der Schleimhéute sezerniert wird, an der J-
Kette und wird daraufhin endozytiert. Das Endosom verschmilzt schlielich mit der apikalen
Zellmembran. Der nun membranstidndige IgA/PIGR-Komplex wird von einem bisher nicht
genauer identifizierten Enzym gespalten, sodass ein Komplex aus dem dimeren IgA, der J-
Kette und einem Bruchstiick des PIGR (der sog. sekretorischen Komponente) freigesetzt wird,
das sekretorische IgA (sIgA) (Kaetzel 2005, Asano und Komiyama 2011). Dieses ist elemen-
tarer Bestandteil der Mukosabarriere und schiitzt den Organismus vor mikrobiellen Pathoge-
nen (Brandtzaeg 2013). Die Regulation der Expression von PIGR wird in besonderem Malle
von Zytokinen beeinflusst. IFN-y, IL-1B, IL-4 und TNF-a fordern die PIGR-Expression
(Piskurich et al. 1997, Blanch ef al. 1999, Bruno und Kaetzel 2005). Auch korperfremde Mo-
lekiile, sog. microbial-associated molecular patterns wie etwa Lipopolysaccharide oder Dop-
pelstrang-RNA, sind in der Lage, die Produktion von PIGR in den Epithelzellen zu stimulie-
ren (Johansen und Kaetzel 2011). Jaffar et al. beschrieben die starke Korrelation zwischen der
Infiltration des Lungengewebes mit Th17-Zellen sowie dem Vorhandensein von IL-17 und
der dortigen verstiarkten Expression von PIGR (Jaffar et al. 2009); zu dhnlichen Ergebnissen
kamen auch Cao et al. im intestinalen Epithel (Cao et al. 2012), was auf eine bedeutende pa-
thomechanistische Rolle von PIGR in Th17-Zell-mediierten entziindlichen Erkrankungen der
Lunge und des Gastrointestinaltrakts hinweist.

Nihei et al. konnten in vitro die gesteigerte Expression der sekretorischen Komponente des
PIGR in Keratinozyten-Zelllinien, die von Psoriasis-Patienten stammten, nach Stimulation
mit [FN-y nachweisen (Nihei et al. 1996). Dieselbe Arbeitsgruppe zeigte auch die regulatori-
schen Effekte von freier sekretorischer Komponente auf Keratinozyten: es wirkt als Inhibitor
von IFN-y, indem es dessen Effekte, die Hochregulation von ICAM-1 und HLA-DR auf der
Keratinozytenoberfldche, supprimiert (Nihei et al. 1995). Dies suggeriert antiinflammatori-
sche Effekte der sekretorischen Komponente in entziindlichen Hauterkrankungen.

Unsere Ergebnisse zeigen signifikant geringere PIGR-Plasmaspiegel der PsA-Patienten ge-
geniiber den Kontrollprobanden. Eine dhnlich abfallende Tendenz zeigt sich auch in den Wer-
ten der Psoriasis-Patienten. Dieses Resultat erscheint angesichts der Induktion des Proteins
durch inflammatorische Zytokine in Epithelzellen und Keratinozyten iiberraschend. Aller-
dings beschrianken sich die Literaturberichte auf die Untersuchung isolierter Zellverbande und
Gewebe, sodass liber die Konzentrationen von PIGR in Kdorperfliissigkeiten wie Plasma keine
definitiven Aussagen getroffen werden konnen. Vielmehr zeigt sich eine vermehrte Transzy-
tose von PIGR (mit gebundenem IgA) auf Stimulation durch IFN-y und IL-4 in Epithelien

(Amin et al. 2007), d. h., es erfolgt ein Transport des Proteins nach intraluminal bzw. extra-
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korporal, wodurch es sich einer Detektion im Blutplasma natiirlich entzieht und so verminder-
te Blutkonzentrationen trotz Expressionsinduktion erkldrt werden konnten. Zum anderen ist in
Erwigung zu ziehen, dass sich die berichteten Ergebnisse auf die sekretorische Komponente
des PIGR beziehen, was somit nur einen — prozessierten — Teil des Proteins darstellt und zu
anderen Ergebnissen in einem Sandwich-ELISA fiihren konnte als das komplette Protein.
Allerdings beobachten wir auch einen direkten Zusammenhang zwischen der PIGR-
Konzentrationen im Plasma und dem PASI-Wert — eventuell ein Korrelat der up-Regulation
des Proteins bei zunehmend entziindlichem Milieu im Korper (gemessen als Ausmall und

Schwere des Psoriasis-Hautbefalls im PASI).

5.3.8 Kallikreine: Plasma-Kallikrein, Kallikrein 8

Das Kallikrein-Kinin-System (KKS) ist ein Netzwerk unterschiedlicher multifunktioneller
Enzyme bzw. Zymogene in Blut und Gewebe des menschlichen Organismus. Vereinfacht
lassen sich die effektorischen Kinine von den diese spaltenden und damit aktivierenden Kalli-
kreinen unterscheiden. Ein Effektormolekiil des KKS ist das HMW-Kininogen-Spaltprodukt
Bradykinin, welches vasodilatierende und fibrinolytische Wirkungen hat.

Plasma-Kallikrein wird von Hepatozyten als Prikallikrein in das Blut sezerniert, dort an sein
kiinftiges Substrat HMW-Kininogen gebunden und erst durch enzymatische Spaltung in seine
reife Struktur transformiert (Chung et al. 1986). Aktives Kallikrein ist beteiligt an der en-
zymatischen Aktivierung des bereits erwdhnten Faktor XII und stellt damit ein Bindeglied
zwischen KKS und Gerinnungssystem dar (Schmaier 2000). Es ist weiterhin ein potentes
Stimulans fiir neutrophile Granulozyten und fiihrt zu einer Aggregation und Aktivierung des
oxidative burst, also der Freisetzung antimikrobiell wirksamer ROS (Schapira et al. 1982)
sowie der Freisetzung der Neutrophilen-Elastase (Wachtfogel ef al. 1983). Auch die dem Kal-
likrein in der Zymogenkaskade nachgeschalteten HMW-Kininogen-Spaltprodukte haben im-
munmodulatorische Funktionen und triggern beispielsweise die Freisetzung von Zyto- und
Chemokinen aus Monozyten (Khan et al. 2006).

Diese immunmodulatorischen Effekte des KKS erlangen pathophysiologische Bedeutung bei
inflammatorischen Krankheitsbildern. Bei entziindlichen Gelenkerkrankungen wie der Rheu-
matoiden Arthritis stimulieren vermehrt generierte Kinine die Freisetzung proinflammatori-
scher Zytokine und Effektorstoffe (darunter Prostaglandine, Leukotriene, Histamin) im Ge-
lenk (Sharma 1991), Plasma-Kallikrein selbst ldsst sich in der Synovialfliissigkeit entzlindeter
Gelenke bei Rheumatoider, psoriatischer und Osteoarthritis nachweisen (Rahman et al. 1995).

Allerdings konnte Plasma-Kallikrein auch schon frith aus psoriatischen Plaques iso-
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liert werden (Toshihiko et al. 1988). Plasma-Prékallikrein wurde in artifiziell erzeugten Bla-
sen der nicht-ldsionalen Haut in signifikant hoheren Konzentrationen nachgewiesen als bei
gesunden Kontrollprobanden (Thomas et al. 1992). Kolosovsky beschreibt erhohte Serum-
spiegel an Kallikrein und Prikallikrein bei Psoriasis-Patienten (Kolosovsky 1994).

Wir berichten iiber signifikant niedrigere Plasma-Kallikrein-Konzentrationen im Blut von
PsA- und Psoriasis-Patienten gegeniiber Gesunden und konnen damit die Ergebnisse von Ko-
losovsky nicht reproduzieren. Uns ist keine Arbeit bekannt, die {iber eine explizite Expressi-
onsinduktion von Plasma-Kallikrein bei der Psoriasis berichtet. Eine Erniedrigung der Plas-
makonzentration kdnnte also grundsitzlich auf eine Repression der Expression oder einen er-
hohten Abbau zuriickzufiihren sein. Einen Anhaltspunkt fiir eine mogliche Erkldrung der er-
niedrigten Plasma-Kallikrein-Mengen in der chronisch-inflammatorischen Systemerkrankung
Psoriasis finden wir in der Tatsache, dass sich der Abbau von Plasma-Kallikrein durch Rezep-
tor-vermittelte Endozytose in der Leber wihrend der Akute-Phase-Reaktion einer Entziindung
beschleunigt (Martins et al. 1992) — so konnten verminderte Plasmaspiegel durch verbesserte
Clearance des Blutes resultieren. Die ebenfalls von uns identifizierte negative Korrelation mit
dem PASI, speziell in der Gruppe der Psoriasis-Patienten, konnte hier ihre Entsprechung fin-
den, wenn der PASI-Wert vereinfachend als Marker der Entziindungsaktivitdt der Erkrankung

angesehen werden kann.

Gewebskallikreine sind phylogenetisch mittel- bis hochgradig konservierte Serinproteasen.
Fiir die vorliegende Arbeit interessieren die Kallikreine in der Haut. Quantifizierung der ein-
zelnen Kallikreine zeigten dort die relativ hochsten Mengen an den Gewebskallikreinen 7, 8
und 11, gefolgt von 5, wihrend die Gewebskallikreine 10, 14, 6 und 13 in sehr geringen Men-
gen nachzuweisen waren (Komatsu et al. 2005b).

Kallikrein 8 (Genname KLK&) ist ein Kallikrein, das von seiner Expression in der Haut und
im zentralen Nervensystem bzw. den diese Organe betreffenden Krankheitsbildern bei einem
Defekt von Kallikrein 8 geprigt ist (Yoshida 2010). Bestandteile der ECM (z. B. Typ IV-Ke-
ratin) und Fibronectin dienen als Substrate fiir Kallikrein 8 (Kishi ef al. 2006). In der Haut ist
die Kallikrein 8-Sekretion auf Keratinozyten beschriankt, weder Melanozyten noch dermale
Fibroblasten sind im gesunden Gewebe dazu in der Lage. Die Sekretion zeigt eine Abhédngig-
keit vom Reifungsstatus der epidermalen Keratinozyten und nimmt zur terminalen Ausdiffe-
renzierung hin zu (Eissa ef al. 2011). Bei der Regeneration der Haut nach Entziindung oder
der Wundheilung erfolgt eine Hochregulation von Kallikrein 8 in der Epidermis (Kirihara et

al. 2003). Dies legt einen mdglichen pathophysiologischen Zusammenhang zur Psoriasis be-
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reits nahe. In der Tat zeigen sich immunfluoreszenzanalytisch in Hautbiopsien aus psoriati-
schen Plaques signalintensive Ablagerungen von markiertem Kallikrein 8 im Stratum spino-
sum und granulosum. Nicht betroffene Haut von Psoriasis-Patienten hingegen zeigte nur
schwache Signale, entsprechend der niedrigen physiologischen Expression in gesundem, adul-
tem Gewebe. Allerdings zeigte sich, wenngleich in geringerem Ausmaf, ein dhnliches Ergeb-
nis bei anderen Hauterkrankungen, die mit einer Hyperkeratose einhergehen, wie der sebor-
rhoischen Keratose, dem Lichen planus, der atopischen Dermatitis oder dem verhornenden
Plattenepithelkarzinom (Kuwae et al. 2002, Komatsu et al. 2005a, Komatsu et al. 2007). Kal-
likrein 8 ist besonders in die terminale Differenzierung der Keratinozyten involviert; somit
scheint sich seine Spezifitit als Gewebsmarker auf hyperkeratotische Zustinde einzuschrén-
ken (Kuwae ef al. 2002). Kishibe et al. zeigten im experimentell induzierten Psoriasis-Maus-
modell eine starke Hochregulation der Expression von KLK8 und in dessen Abhdngigkeit
auch von KLK6 und KLK7. KIk8—/— -knockout-Mause hingegen zeigen kaum Mehrexpressi-
on der Kallikreine 6 und 7 und imponierten mit epidermaler Hypoproliferation und einer para-
keratotischen Verhornungsstérung. Ein moglicher zugrundeliegender Mechanismus konnte
die ausbleibende Aufspaltung von corneodesmosomalen Adhédsionsmolekiilen durch die drei
induzierten Kallikreine sein (Kishibe et al. 2007).

Eissa et al. konnten erhohte Konzentrationen an Kallikrein 8 zum einen in der Synovialfliis-
sigkeit betroffener Gelenke bei PsA, zum anderen aber auch im Serum von Psoriasis-
Patienten zeigen. Die Serumspiegel erlaubten jedoch keine Unterscheidung zwischen Patien-
ten mit rein kutaner Psoriasis und solchen mit PsA, dafiir korrelierten sie, unabhédngig von Al-
ter, Geschlecht oder Krankheitsdauer, mit dem PASI-Score; ein Anhalt auf einen kutanen Fo-
kus als Quelle. Von einer moglichen Verwendung von Kallikrein 8 als Biomarker fiir die PsA
sehen die Autoren daher ab, ziehen es dafiir aber als Mdglichkeit zum Monitoring der Krank-
heitsaktivitit und des Therapieerfolgs der kutanen Psoriasis und der PsA in Betracht (Eissa et
al. 2013).

Aufgrund dieser vielversprechenden Berichte {iber das Protein wurde es von uns mit einem
ELISA im Plasma quantifiziert, obwohl die MS-Daten keine Informationen tiber Kallikrein 8
gewidhren konnten. Mit den immunologischen Daten kdnnen wir in unserem Probandenkol-

lektiv keine auffdlligen Plasmaspiegelschwankungen des Proteins ausmachen.

5.3.9 Nicht funktionell gruppierte Proteine
Zink-o-Glykoprotein (Zn-0-GP) ist ein den MHC-I-Molekiilen strukturverwandtes Mitglied

der Immunoglobulin-Superfamilie, welches von diversen Driisen des menschlichen Korpers,
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Adipozyten und einigen Tumorzelllinien produziert und in Korperfliissigkeiten sezerniert
wird. Im Serum vorzufindendes Zn-o-GP wird von den Hepatozyten in das Blut abgegeben.
Seine Expression wird vornehmlich von Androgenen und Progestagenen reguliert; Glukokor-
tikoide induzieren besonders die Zn-a-GP-Synthese in Adipozyten. Trotz derzeit noch nicht
sicher gekldrter Funktion des Proteins gilt Zn-o-GP als ein multidisziplindres Biomolekdil.
Ahnlich den strukturverwandten MHC-I-Molekiilen ist auch Zn-a-GP zur Bindung von bei-
spielsweise RNA oder RNA-Abbauprodukten befahigt und konnte auch eine Rolle bei der Im-
munregulation spielen. Seine klinisch bedeutsamste Funktion liegt jedoch am ehesten in sei-
ner Aktivitdt auf den Fettstoffwechsel: es induziert in Adipozyten sowohl in vitro als auch in
vivo die Lipolyse (Hassan et al. 2008). Beim Menschen finden sich signifikant reduzierte Se-
rum-Zn-a-GP-Spiegel in adipdsen Versuchspersonen im Vergleich zu Gesunden (Ceperuelo-
Mallafre et al. 2009), allerdings finden sich bei Yeung et al. erhohte Plasmaspiegel an Zn-a-
GP in Assoziation mit dem Vorhandensein von Symptomen des Metabolischen Syndroms
(Yeung et al. 2009).
Die Bedeutung von Zn-a-GP in der Haut ist bislang kaum definiert. Lei ef al. konnten seine
Expression in Epidermiszellen und auch seine Assoziation mit einer zunehmenden Differen-
zierung der Keratinozyten zeigen (Lei ef al. 1997). Eine Beschreibung des Proteins im Zu-
sammenhang mit nicht-neoplastischen Erkrankungen der Haut zeigte sich in einer {iber-
blickenden Literaturrecherche nicht. Allerdings erscheint die Bedeutung von Zn-a-GP auf den
Fettstoffwechsel auch im Hinblick auf die Psoriasis insofern erwéhnenswert, da Symptome
des Metabolischen Syndroms eine gut bekannte Komorbiditit der Erkrankung darstellen.
Es zeigten sich in der vorliegenden Arbeit signifikante Erniedrigungen der Zn-a-GP-
Plasmaspiegel in Psoriasis- und PsA-Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden. Zwar
konnte eine Parallele zu den Ergebnissen erniedrigter Zn-o-GP-Spiegel bei adipdsen gegen-
iiber normalgewichtigen Personen, d. h. unabhingig von einer zusitzlich vorliegenden Hau-
terkrankung, gezogen werden, allerdings zeigte sich bei den von uns erhobenen Daten keine
Korrelation der Zn-a-GP-Konzentrationen mit dem BMI der Probanden, was diesen als mog-
liche Kovariate in den Hintergrund treten ldsst. Allerdings zeigte sich ein Zusammenhang mit
dem weiblichen Geschlecht der Patienten (Tab. 12) — eventuell findet sich hier das Korrelat

eines bei Frauen physiologisch hoheren Korperfettanteils.

Angiotensinogen (SERPINAS) ist ein Plasma-Glykoprotein und bildet das systemische Re-
servoir fiir Angiotensin I, das aus seiner Spaltung gebildet wird. Die Leber ist der Hauptpro-

duktionsort fiir Angiotensinogen, welches sie nach Synthese komplett sezerniert. Die Plasma-
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spiegel von Angiotensinogen steigen in der Akute-Phase-Reaktion auf bis das Fiinffache an,
was auf die Induktion durch IL-1 und TNF in den Leberzellen zuriickzufiihren ist; Angio-
tensinogen gehort daher zu den positiven Akute-Phase-Proteinen (Morgan et al. 1996). Die
Spaltung von Angiotensinogen ist in vivo dem Renin vorbehalten, einer Protease der Zellen
des juxtaglomeruldren Apparats in der Niere. Diese enzymatische Reaktion ist der erste und
zugleich geschwindigkeitslimitierende Schritt des Renin-Angiotensin-Systems. Da Angioten-
sinogen (bzw. dessen aktive Fragmente) seine Hauptaufgabe bei der Blutdruckregulation er-
fiillt, erscheint es auch einleuchtend, dass es in hypertensiven Konditionen pathophysiolo-
gisch beteiligt ist: Jeunemaitre et al. berichten aus Geschwister- und Populations-basierten
Studien iiber die Assoziation bestimmter Genotypen und Varianten des codierenden Angio-
tensinogen-Gens mit der Privalenz eines Hypertonus und teils erhdhten Serum-Angiotensino-
genspiegeln (Jeunemaitre et al. 1992). Bei dem Krankheitsbild der arteriellen Hypertonie
kommt auch eine lokale Produktion von Angiotensinogen durch das subkutane Fettgewebe
zum Tragen: Die Aktivitdt von Angiotensin/Angiotensinogen im Fettgewebe wurde, in Ab-
grenzung zum plasmatischen Renin-Angiotensin-System, als lokales Renin-Angiotensin-
System bezeichnet, obwohl es neben seiner auto- und parakrinen Effekte auf die Adipozyten
auch systemisch wirksam ist: knockout der fettgewebsspezifischen Angiotensinogen-Expres-
sion fiihrt zu um 25 % reduzierten Serum-Angiotensinogenspiegeln, eine Uberexpression hin-
gegen zu etwa 30 % erhohten Serumspiegeln, Hypertonie und einer Insulinresistenz im Maus-
modell (Kalupahana und Moustaid-Moussa 2012b). Letztere schldgt die Briicke zwischen
Angiotensinogen, entziindlich aktivem Fettgewebe, einer metabolischen Dysbalance des Glu-
kosestoffwechsels und einer Adipositas (Kalupahana ef al. 2012, Kalupahana und Moustaid-
Moussa 2012a).

Im Zusammenhang mit der Psoriasis — neben der Verbindung zum Metabolischen Syndrom —
konnten Vaskl et al. zeigen, dass bestimmte Angiotensinogen-Genotypen mit dem Erkran-
kungsrisiko und einer positiven Eigenanamnese fiir ein oder mehrere Tonsillitiden (in der
Kindheit) assoziiert ist (Vaski et al. 2000). An eine molekulare Mimikry der Streptokokken-
antigene, welche durch Infektion mit Streptokokken — typischerweise in Form einer solchen
Tonsillitis — moglicherweise eine Psoriasis in priddisponierten Personen triggern kann, sei in
diesem Zusammenhang verwiesen. Unsere MS-Daten zeigen orientierend allerdings ernied-

rigte Angiotensinogen-Konzentrationen im Plasma der Erkrankten.

Paraoxonasen (PON) sind eine Gruppe von Enzymen, die fiir die Hydrolyse von Organo-

phosphaten und anderen Xenobiotika zustindig sind. Ein kleiner Teil der von den Hepatozy-
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ten synthetisierten Serum-Paraoxonase (PON1) wird auch in das Blut sezerniert. Neben der
Hydrolyse aktiver Metaboliten von Organophosphat-basierten Insektiziden und Nervengiften
hat es auch eine bedeutende physiologische Aufgabe fiir endogene, korpereigene Substrate: es
inhibiert die Oxidation von LDL- sowie HDL-Partikeln und fordert die Clearance von bereits
oxidiertem LDL oder HDL. Damit scheint PON1 eine essenzielle pathomechanistische Rolle
bei kardiovaskuldren Erkrankungen zu spielen, da es vor oxidierten Lipoproteinen, besonders
oxLDL, die entscheidend mit der subintimalen Ansammlung von Schaumzellen und Genese
arteriosklerotischer Plaques in Verbindung gebracht werden, zu schiitzen scheint (Costa et al.
2005). Vielfach berichtet ist die Assoziation von PON1 mit kardiovaskuldren Erkrankungen,
insbesondere der Arteriosklerose, daher ist PON1 bzw. seine Aktivitdt im Serum bereits als
moglicher Biomarker fiir die Schwere einer koronaren Herzkrankheit in Diskussion (Zhou et
al. 2013).

Bei der Psoriasis fanden Ramadan et al. erniedrigte PON1-Mengen in Biopsien betroffener
Haut sowie in der vendsen Blutprobe (Ramadan et al. 2013). Letzteres bestitigen auch Ferret-
ti et al. (Ferretti et al. 2012) sowie unsere eigenen Resultate der MS-Proteomanalyse. Die
reduzierte PON1-Aktivitdt wird durch das zusdtzliche Vorhandensein einer Adipositas der
Patienten noch verstirkt (Usta et al. 2011). Toker et al. berichten hingegen tliber erhohte
PONI1-Spiegel und -Aktivitdt im Blut von Psoriasis-Patienten bei zugleich unauftélligen Se-
rumlipidprofilen gegeniiber Gesunden (Toker ef al. 2009).

5.4 Ergebnisse der Kombinatorik: Biomarkermuster
Durch die Kombination mehrerer Biomarkerkandidaten konnen wir weitaus spezifischere
Parameter présentieren, die die Diskriminierung zwischen den Gruppen Kontrolle, Psoriasis
und PsA augenscheinlich besser ermoglichen. Schon bei den relativ kleinen Stichprobenzah-
len der vorliegenden Arbeit zeigten sich hier 15 Kombinationen zweier bzw. dreier Kandida-
tenproteine mit signifikanten Gruppenunterschieden. Fiir die Diskriminierung der Zustdnde
»gesund®, ,,Psoriasis® und ,,PsA* ist die Aussagekraft der Biomarkermuster hinsichtlich signi-
fikanter Unterschiede in einem paarweisen Vergleich erforderlich. Wir konnen iiber elf Bio-
markerprofile berichten, die hier zu einer hinreichenden Abgrenzung einzelner Gruppen in der
Lage sind und mit ihren jeweiligen signifikanten Subgruppenunterschieden nochmals verein-

facht in Tab. 15 dargestellt sind:
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Tab. 15: Biomarkerkombinationen und signifikante Subgruppenunterschiede (dargestellt als x
entsprechend p-Werten <0.05)

Kontrolle — Ps Kontrolle — PsA Ps — PsA

Plasmakallikrein*PIGR X X

NAAA*C3 X

S100A7*C3

S100A7*Cytokeratin 17

Cytokeratin 17*Kallikrein 8

Vit.D bind. Protein*C3

HOp R R | X

Vit.D bind. Protein*Cytokeratin 17

el Rl NN

PIGR*FAMS3H

Haptoglobin*COMP X

Plasmakallikrein/C3

NAAA*C3*Cytokeratin 17

Diese Muster konnten sich fiir jeweilige Fragestellungen eignen, wie etwa die Abgrenzung
der Psoriasis gegen gesunde Kontrollen durch die Kombinationen S100A7*C3 und
S100A7*Cytokeratin 17. Da wir den Ursprung der detektierten SI00A7- und Cytokeratin 17-
Mengen in der psoriatisch betroffenen Haut vermuten und zudem sowohl Cytokeratin 17 als
auch C3 positiv mit dem PASI-Wert korrelieren, erscheinen uns diese beiden Biomarkermus-
ter als mogliche Indikatoren der Schwere der Hautbeteiligung.

Ebenso auffallend prisentiert sich die Kombination Haptoglobin*COMP, durch die die Ab-
grenzung der PsA von Psoriasis-Erkrankten ohne Arthritis gelang und die eventuell bei der
Diagnostik unklarer Gelenkbeschwerden bei Psoriasis-Patienten Anwendung finden konnte,
um eine PsA gegeniiber anderen Arthritiden ausschlieen oder frithzeitig detektieren zu kon-
nen.

Eine weitere Biomarkerkombination erscheint uns in besonderem Mafle erwdhnenswert:
PIGR*FAMS3H zeigt eine signifikante Unterscheidung zwischen PsA-Patienten und Gesun-
den. Hierin liegt kiinftig die Mdglichkeit, die PsA unabhéngig von einer vorherigen Diagnose
einer Psoriasis der Haut zu detektieren, d. h., dermatologisch gesund erscheinende Patienten
mit Gelenkbeschwerden konnten gezielt auf eine mogliche Manifestation einer PsA ohne vor-

herige Manifestation an der Haut untersucht werden.

5.5 Methodenkritik

5.5.1 Auswertung der MS-Daten
In unserem sehr breit aufgestellten Ansatz einer hypothesenfreien Suche nach Biomarkerkan-
didaten kam die von der AG Proteomics entwickelte Probenautbereitung der zwei- bzw. drei-

dimensionalen, chromatographischen Proteinseparation zum Einsatz. Da die Konzentrationen
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der im Plasma vorzufindenden Proteine in Dimensionen von bis zu Faktor 10!° schwanken
konnen und eine einzelne massenspektrometrische Analyse dieses Spektrum nicht hinreichend
umfassen kann, erfolgt eine prizise Probenprozessierung und Separation in viele, zwischen
verschiedenen Proben vergleichbare Einzelfraktionen. Damit wird versucht, auch niedrigkon-
zentrierte Biomolekiile noch detektieren zu konnen, die sonst moglicherweise unter der Re-
dundanz und Signalsuppression ,typischer*, hochkonzentrierter Plasmaproteine unentdeckt
bleiben (Jacobs et al. 2005). Die Automatisierung der Sampleprozessierung in dieser Art und
Weise hat bereits zu vielversprechenden Biomarkerkandidaten gefiihrt (Baum et al. 2008,
Pohl et al. 2013), ist allerdings dennoch neu und eine noch selten genutzte Methode, fiir die
iibliche Auswerteprogramme nicht konzipiert wurden. Aus diesem Grund stellte sich die Fra-
ge einer moglichst geeigneten Auswertemethode der von uns erhobenen Daten, die ja in ihrer
Menge aufgrund der feingliedrigen Fraktionierung das Ausmal} {iblicher massenspektro-
metrischer Analysen weit tibersteigen. Ein Analyseprogramm, das alle Informationen in den
einzelnen Fraktionen und zugleich die Informationen, die die Fraktionen in ihrer Beziehung
zueinander (Clusterbildung) und ihrer Lokalisation in der 2D-Matrix (GréBe, Ladung als Ver-
halten in SEC und AEC) beriicksichtigt, ist uns bislang nicht bekannt, daher sollte die Aus-
wertung unserer Daten durch mehrere verschiedene Programme parallel erfolgen, die sich in
thren Schwerpunkten moglichst ergédnzen und deren Schwichen im Umgang mit den vorlie-
genden Datenmengen damit mdglichst minimiert werden sollen. Es wurden die drei Pro-
gramme SIEVE™, MetaboAnalyst und Proteome Discoverer™ gewihlt. Deren Auswerteme-
chanismen sind bereits schematisch beschrieben worden; eine stichpunktartige Charakterisie-
rung der Methoden zeigt nachfolgende Tabelle (Tab. 16).

Tab. 16: Methodencharakterisierung der Auswertung der MS-Daten

SIEVE™

MetaboAnalyst

Proteome Discoverer™

e FErhalt der Information tiber
Masse, Ladung, Glycosylie-
rung, mogliche Proteinclus-
ter und damit verldsslichere
Interpretation der Daten als
bei Einzelfraktion-Werten

e manuelle Auswertung (Clus-
terbildung) stark untersu-
cherabhingig und schwer
reproduzierbar

o e¢s erfolgt bereits eine zielge-
richtete Sichtung der Protei-
ne (Information in Literatur)

e massive Datenreduktion

e keine Abhingigkeit vom
auswertenden Untersucher,
reproduzierbar

e Verlust der Vorteile der 2D-
/3D-Chromatographie und
Verlust der Information iiber
Proteincluster (nur maximale
AUC einer Fraktion)

keine Untersucherab-
hingigkeit, reproduzierbar
Moglichkeit der Nutzung
weiterer massenspektro-
metrischer Informationen des
Programms iiber die detek-
tierten Peptide

Verlust der Information iiber
Proteincluster (nur maximale
AUC einer Fraktion)
Ausgabe eines detektierten
Peptidfragments als mehrere
Isoformen moglich
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Durch die Kombination und parallele Auswertung der Daten durch diese drei Programme und
der anschlieBenden zusammenfiihrenden Evaluation der Ergebnisse durch ein viertes Scoring-
System erreichen wir die uns derzeit bestmogliche Auswahl von Biomarkerkandidaten. Den-
noch ist nicht von der Hand zu weisen, dass keine der drei Optionen optimal auf die Auswer-
tung der fraktionierten Daten ausgelegt ist und deren jeweilige Einzel-Ergebnistabellen mit
Bedacht zu interpretieren sind. Die mit unseren Verfahren vorgeschlagenen Biomarkerkandi-
daten sind daher das dominierende Resultat aus sehr komplexen Analyseverfahren. Mdéglich-
erweise wurden trotz der groBBtmoglichen Plausibilitdt wertvolle Biomarkerkandidaten iiber-
sehen, weil sie durch die notgedrungenermallen angewandte Software-Kombination nicht
redundant genug aufgefallen sind. Fiir kiinftige Studien mit &hnlichem Design wiirde sich also
eine primir komplementidre Analysemethode, die insbesondere die Fraktionierung des Plas-
maproteoms und der darin zu findenden Proteincluster beriicksichtigt, empfehlen. Zu diesem
Zweck befindet sich die AG Proteomics derzeit bereits in Zusammenarbeit mit Entwicklern
der X-CASE GmbH, um eine auf die Detektion von Biomarkern und Plasmaproteomaberrati-
onen spezialisierte Software zu erstellen, die dann den umfangreichen Auswerteprozess ver-

einfachen und automatisieren soll.

5.5.2 Design der gematchten Patient-Kontrolle-Paare
Die Plasmaproben wurden paarweise analysiert mit jeweils zu den Patientenprofilen ge-
matchten Kontrollplasmen. Dieser Ansatz wurde von uns gewahlt analog zu vorangegangenen
Proteomics-Studien der Arbeitsgruppe (Baum et al. 2008, Pohl ef al. 2013). Mit der ange-
strebten Zuordnung von Patienten und Kontrollpersonen nach den Kriterien Geschlecht, Alter,
Grofle, Gewicht und BMI sollen physiologische, interindividuelle Aberrationen der Plasma-
proteine, die durch diese Groflen beeinflussbar wiren, weitgehend minimiert werden. Trotz-
dem sind, wie aus unseren und Ergebnissen anderer Studien (Alsaif et al. 2012) bereits er-
sichtlich, individuell voneinander abweichende Plasmaproteom-Profile, unabhéingig vom
Vorhandensein einer Erkrankung, zu erwarten (Horn et al. 2006). Daher erfolgte die Interpre-
tation der Ergebnisse von unserer Seite aus unter dem Schwerpunkt der Abweichungen in
mehreren Paaren (SIEVE™ und Proteome Discoverer™) bzw. der Unterscheidung der Patien-
ten- und Kontrollgruppe (MetaboAnalyst); stark variable Blutproteine, wie etwa die Fraktion
der y-Globuline, treten in den Hintergrund. Durch die Tatsache, dass viele der gefundenen
Proteine in den jeweiligen Isoformen mit spezifischer Protein-ID nicht in allen gematchten
Samples zu finden waren, wird eine mogliche Vergleichbarkeit der einzelnen Plasma-Paare

erschwert; wir versuchten diese Problematik durch das Scoring am Ende der Auswertung aller
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drei Alternativen auszugleichen.

Ein moglicher Ansatz, die personenbezogenen Variabilitdten zu umgehen, wire eine intraindi-
viduelle Analyse, wie sie bereits von der AG Proteomics durchgefiihrt wurde im Rahmen der
Untersuchung temporérer Proteinalterationen bei schwerer Entziindung/Sepsis (Baum et al.
2008). Jedoch ist diese Option fiir die Betrachtung einer lebenslangen Systemerkrankung wie
der Psoriasis nicht aussagekriftig; ferner ergibt sich die Schwierigkeit der Identifizierung von
dermatologisch unauffélligen, noch nicht diagnostizierten Patienten ohne klinische Sympto-
matik oder die mit einer isolierten Gelenkproblematik, d. h. einer Manifestation einer PsA vor
der Psoriasis an der Haut, imponieren, deren Plasmaproteom dann als Referenz fiir im Krank-
heitsstadium gewonnene Plasmaproben dienen soll. Alternativ kdnnte ein Pooling mehrerer
entnommener Plasma-Samples erfolgen, um die interindividuellen Schwankungen durch Mit-
telung zu eliminieren. Dies wiirde den Analyseaufwand zwar erheblich reduzieren, aber auch
kleine Konzentrationsénderungen in nur einem Teil der Proben maskieren. Wir sahen deshalb
in der vorliegenden Arbeit von dieser Moglichkeit ab. Da sich die Patienten zudem in ihrer
Krankheitsaktivitdt und teils auch in ihrer Diagnose (Psoriasis + PsA bzw. Psoriasis alleine)
unterscheiden, besteht die Gefahr, dass durch ein Poolen mogliche ,,Ausreifler fehlinterpre-
tiert werden. Fiir zukiinftige Studien mit dem Fokus auf der Suche nach Biomarkerproteinen
wiirde sich also ein Design empfehlen, das ein Pooling einer groeren Stichprobenanzahl mit

moglichst homogenem klinischen Erkrankungsstatus umfasst.

5.5.3 Anmerkungen zu der Interpretation der MS-Ergebnisse

Wir schlagen eine Liste von Proteinen als mogliche Biomarkerkandidaten fiir die Psoriasis
und im Besonderen die PsA vor, die durch komparative Proteomanalysen erarbeitet wurde.
Speziell die Gruppe der Protease-Inhibitoren, der Proteine im Zusammenhang mit oxidativem
Stress, der Binde- und Transportproteine, das Komplement- sowie das Gerinnungssystem
zeigen sich in den Patienten-Plasmaproben wiederholt auffallig.

Wir fanden auch Proteine, iiber die durch andere Autoren bereits im Zusammenhang mit der
Psoriasis berichtet wurde. Dabei fillt ins Auge, dass die von uns massenspektrometrisch er-
hobenen Daten nicht immer den in der Literatur vorherrschenden Trend reproduzieren konn-
ten. Dafiir gibt es mehrere mogliche Griinde, die sowohl durch das jeweils verfligbare Pro-
bandenkollektiv als auch durch methodische Unterschiede bedingt sein konnen. Die von uns
gewihlte Methode der Massenspektrometrie ist ein semiquantitatives Verfahren, bei dem rela-
tive Abweichungen zwischen Probanden(kollektiven) im Mittelpunkt stehen anstatt einer ab-

soluten Quantifizierung der Plasmakonzentrationen. Zum anderen ist zu beriicksichtigen, dass
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mogliche Alterationen in der Struktur der Proteine, die auf pathologische Prozesse zuriickzu-
fiihren sein konnten, wie etwa abweichende Glykosylierungen oder Aminosdure-Sequenzen,
zu einem verdnderten Verhalten der Proteine in der Probenaufbereitung fithren konnen. Das
kann dazu fithren, dass Alterationen einer Fraktion eines Proteins bei unverinderter Konzent-
ration des Hauptteils desselben Proteins iiberbewertet werden. Andererseits liegt darin auch
eine potenzielle Stirke des Verfahrens, die zu einer genaueren Diagnostik unter Nutzung sol-
cher Fraktionen fiihren konnte, die jedoch aus Kapazititsgriinden in dieser Arbeit bisher nicht
tiefergehend analysiert werden konnte. Krankheitsbedingte verdnderte posttranslationale Mo-
difikationen von Proteinen konnen auch deshalb unentdeckt bleiben, weil sie oft zu einer alte-
rierten Suszeptibilitét fiir die proteolytische Spaltung mit Trypsin fiihren, sodass es zu einem
scheinbaren Uberwiegen der aus den physiologischen Normvarianten gebildeten Fragmente
kommen kann. Daher ist es wichtig, dass die von uns vorgestellten Ergebnisse der MS-
Analyse noch einmal gesichtet und mit dafiir spezifischeren Tests zuverldssiger und absolut
quantifiziert werden.

Einige der von uns gelisteten Proteine sind typische Akute-Phase-Proteine (z. B. C3, Serum-
Protease-Inhibitoren) und damit augenscheinlich wenig geeignet als ein ,,spezifischer” Bio-
marker, die jedoch von anderen Autoren im Kontext mit der Erkrankung beschrieben wurden.
Da es sich bei der Psoriasis um eine schubartig verlaufende, chronisch entziindliche Erkran-
kung handelt, sind Aberrationen dieser Proteine im Plasma zwangslaufig zu erwarten und
daher nicht vollkommen zu ignorieren bzw. zumindest ein Beweis fiir die Verlésslichkeit un-
seres Verfahrens. Wir stellen diese Proteine, mit gesicherter Dynamik ihrer Plasmakonzentra-
tionen wahrend inflammatorischer Prozesse, also ebenso dar.

Von besonderem Interesse fiir das vorliegende Krankheitsbild der Schuppenflechte sind die
Proteine, die im Zusammenhang mit Bestandteilen der ECM, den Zytoskelettsystemen und
Zell-Zell-/Zell-ECM-Kontakten stehen, da diese ja im pathomechanistischen Modell bei der
Genese der typischen Psoriasis-Plaques eine zentrale Rolle spielen. Insbesondere Keratine als
Zytoskelett-Element und — bei Ausdifferenzierung der Keratinozyten — Bestandteil der Horn-
schicht des Stratum corneum riicken in den Fokus bei der Betrachtung einer Hauterkrankung.
Dennoch bewerten wir die Aberrationen der Keratinproteine in den gewonnenen Daten zu-
riickhaltend: aus vorhergehenden massenspektrometrischen Experimenten unserer Arbeits-
gruppe ist bekannt, dass die hochsensitive Analyse auch Kontaminationen durch die Proben-
aufbereitung erfasst. Trotz konsequent kontaminationsarmer Arbeitsweise sind Verunreini-
gungen durch beispielsweise abgeschilferte Hautschiippchen nicht vollstindig zu vermeiden

und erlangen durch die kleinen Volumina der Mikrotiter-wells Relevanz. Um diese Fehlmes-
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sungen als solche erkennen zu konnen, eignet sich die Beriicksichtigung der 2D-Trennung
und der Lokalisation der detektierten Keratine, d. h. in der Zuordnung zu Fraktionen bestimm-
ter Nummerierung. Treten die Konzentrationsabweichungen eines Keratinfragments in einem
Cluster in benachbarten Fraktionen auf, ist die Wahrscheinlichkeit einer experimentell be-
dingten Kontamination geringer als bei vereinzelt auftretenden Keratin-Aits. Diese Betrach-
tung ist in den von uns gewéhlten Auswerteoptionen nur in der SIEVE™-basierten Methode
moglich, wo sich der grofte Teil der detektierten Keratine als ebensolche definierte, verunrei-
nigte Messungen herausstellte. Die Programme MetaboAnalyst und Proteome Discoverer™
basieren auf einer Fraktionen-unabhdngigen Auswertung; hier hilft die Wahl alternativer Ana-
lysen, um die gefundenen Aberrationen zu relativieren.

Im Unterschied dazu hat sich das auch immunoquantifizierte Cytokeratin 17, sowohl isoliert
als auch in Kombination mit anderen Biomarkerkandidaten, als gut Gruppen-diskriminierend
erwiesen. Dies steht in Ubereinstimmung mit Befunden anderer Autoren, die dieses Protein

als pathogenetisch bedeutsamen Spieler bei der Schuppenflechte ausweisen.

5.5.4 Methode ELISA-Kits

Bei den von uns zur Evaluierung der vorgeschlagenen Biomarkerkandidaten eingesetzten
ELISA-Kits handelt es sich zwar um kommerzielle Tests, deren Validitit der Ergebnisse bei
fachgerechter Anwendung durch den Hersteller sichergestellt wird. Die genaue Epitop-Spezi-
fitit und auch eine eventuelle Kreuzreaktivitit ist jedoch durchweg nicht offengelegt. Ein
grober Anhaltspunkt tiber die Validitdt des Verfahrens fiir den Anwender stellen nur die Da-
ten zur internen Kalibrierung und die Prédzision der Doppelbestimmungen dar. Auffallend sind
die oft starken Varianzen der ermittelten Konzentrationen innerhalb der jeweiligen Proban-
dengruppen. Wir fiihren dies auf das relativ heterogene Probandenkollektiv sowie die kleine
Stichprobengrofle zuriick. So wurde stets mit acht zufillig ausgewéhlten Probensamples pro
Gruppe (Kontrolle, Ps, PsA) begonnen, ehe groflere Analysenzahlen anvisiert wurden. Dabei
konnen theoretisch auch wertvolle Biomarkerkandidaten bereits ungewollt ausgeschlossen
worden sein. Diese Restriktion ist ein Nachteil, jedoch in Anbetracht der erforderlichen Dop-
pelbestimmung der Proben, der Limitation der Probenanzahl je Kit (40-44 Proben pro Kit),
des begrenzten Probenvolumens, der Vielzahl der eigentlich zu evaluierenden Parameter und
der finanziellen Ressourcen der Arbeitsgruppe nicht zu umgehen.

Eine mogliche Schwiche der kommerziellen ELISA-Kits ist deren unsichere Spezifitit bei der

Detektion molekular verdnderter Zielproteine, wie etwa von Aminosdurenaberrationen, Spalt-
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produkten oder Modifizierungen am Protein. Bis zum gegenwértigen Stand der Validierung

konnte dies nicht iiberpriift werden, wird aber in Folgeuntersuchungen berticksichtigt.

6 Ausblick: Verifizierung der Biomarkerkandidaten

In der vorliegenden Proteom-Studie ist es gelungen, aus massenspektrometrisch analysierten
Plasmaproteomen von an Psoriasis- und PsA-Erkrankten potenzielle Biomarkerproteine zu
identifizieren und teilweise mittels Immuntests zu evaluieren. Dabei kdnnen wir einerseits
bereits berichtete Ergebnisse bestétigen; dies betrifft die teils signifikanten Plasmakonzentra-
tionsaberrationen von COMP, RBP4, Antithrombin III, C3, SIO0A7 und Serum-Paraoxonase
sowie die Korrelation von Cytokeratin 17 mit dem PASI-Wert. Andererseits stehen unauffal-
lige Plasmamengen von Cytokeratin 17, Profilin 1, Haptoglobin, Kallikrein 8 und erniedrigte
Konzentrationen an Ceruloplasmin, C5 und Plasma-Kallikrein — letzteres signifikant — im Wi-
derspruch zu Befunden vorhergehender Verdffentlichungen, deren Ergebnisse also nicht re-
produziert werden konnten. Die in dieser Arbeit vorgestellten, massenspektrometrisch gemes-
senen Plasmaspiegel an Plakoglobin, Prothrombin, Faktor XII, Ial, a-1-Antichymotrypsin und
Angiotensinogen sind neue Erkenntnisse, zu denen bei Fertigstellung dieser Arbeit noch keine
publizierten Daten vorlagen. Hierzu kommen ebenfalls die Resultate der Immunoquantifizie-
rungen: der tendenzielle Abfall an Vit.D-bind. Protein und der Anstieg an NAAA, weiterhin
signifikant erniedrigte Mengen an PIGR und Zn-a-GP, die hier somit als mogliche Kandida-
ten fiir neue Plasmabiomarker besonders der PsA zur Evaluierung vorgeschlagen werden. Wir
berichten weiterhin iiber Zusammenhinge der Konzentrationen der Markerkandidaten mit
dem PASI-Wert, einem Maf3 der Erkrankungsschwere, sowie der Kandidatenproteine unterei-
nander. Zusitzlich stellen wir bereits erste Ergebnisse von Biomarkermustern vor, die aus
einer Kombination mehrerer Kandidatenproteine entstehen und hinsichtlich ihrer Diskrimina-
tion zwischen Gesunden und in verschiedenem Mafe Erkrankten spezifischer imponieren als
einzelne Markerproteine. Um diese charakteristischen Profile zusammenhédngender Marker-
kandidaten hinsichtlich ihrer Tauglichkeit, diagnostischen Sensitivitdt und Spezifitit in unter-
schiedlichen Stadien oder anderen morphologischen Erscheinungsformen der Psoriasis zu
validieren, sind nun zielgerichtete, quantitative Tests mit einer erheblich groBeren Stichpro-
benzahl erforderlich. GroBBe Probandenkollektive konnten in Subgruppen auch Einfliisse von
Therapie, Komorbiditidten oder Zusammenhinge zu weiteren laborchemisch oder apparativ
erhobenen pathologischen Befunden beleuchten. Zudem sind Konsistenz oder Nutzbarkeit

PsA-spezifischer Biomarkermuster, Haptoglobin*COMP und PIGR*FAMS3H, in anderen
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arthritischen Krankheitsbildern zu eruieren, um deren Krankheitsspezifitét zu priifen.

Wir konnen hier die Ergebnisse der ersten Schritte einer hypothesenfreien Biomarkersuche
bei der Psoriasis bzw. PsA vorstellen, an dessen Ende ein praktikabler, schneller und mog-
lichst kostengiinstiger (Immun-)Test stehen sollte, der eine Anzahl mehrerer krankheitsspezi-
fischer Plasmaproteinaberrationen kombiniert detektieren kann. Ein solcher Test kann im kli-
nischen Einsatz, im stationiren oder ambulanten Bereich, frithzeitige korrekte Diagnosestel-
lungen und damit adaptierte therapeutische Interventionen, besonders bei der PsA, erleichtern,
den Erfolg einer Therapie abbilden oder der Abschitzung des Schweregrades oder der Prog-

nose der Krankheit dienen.
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8 Anhang

Tab. 17: Wertetabelle der mittels Immuntests gemessenen Plasmakonzentrationen der Kandida-

tenproteine
Kontrolle Ps PsA
Desmoplakin Mittelwert [ng/ml] 0,401 0,280 0,509
Standardabweichung 0,409 0,395 0,886
S100A7 Mittelwert [ng/ml] 0,186 0,274 0,200
Standardabweichung 0,090 0,154 0,117
COMP Mittelwert [ng/ml] 1,020 0,699 2,534
Standardabweichung 1,550 1,054 3,724
Vit.D-bind. Protein Mittelwert [ng/ml] 6,42 11,49 12,31
Standardabweichung 0,42 8,76 14,69
NAAA Mittelwert [ng/ml] 0,276 0,420 0,477
Standardabweichung 0,195 0,305 0,451
C3 Mittelwert [ug/ml] 331,40 410,55 441,51
Standardabweichung 79,25 98,32 99,19
Kallikrein 8 Mittelwert [ng/ml] 9,196 9,270 9,435
Standardabweichung 0,724 1,207 1,047
Plakoglobin Mittelwert [ng/ml] 6,177 6,296 6,295
Standardabweichung 1,031 0,819 0,819
PIGR Mittelwert [pug/ml] 56,49 41,69 39,75
Standardabweichung 16,24 12,75 15,46
FAMS3H Mittelwert [pg/ml] 180,56 134,17 130,34
Standardabweichung 66,75 68,52 84,11
Haptoglobin Mittelwert [pg/ml] 5866,0 4255,2 7870,2
Standardabweichung 3182,7 2615,6 5574,6
Plasma-Kallikrein_In Median 9,518 9,278 9,103
Interquartilbereich 0,43 0,47 0,29
Zn-a-GP_In Median 11,300 10,400 10,696
Interquartilbereich 0,63 0,94 0,93
Profilin 1 In Median 4,645 4,814 4,608
Interquartilbereich 3,15 2,55 2,33
Cytokeratin 17 In Median 1,172 1,679 1,932
Interquartilbereich 0,40 1,36 1,59

Tab.18: Wertetabelle der errechneten Kombinationsvariablen der Kandidatenproteine

Kontrolle Ps PsA
Plasma-Kallikrein Mittelwert 810785,7 417704,7 367976,6
*PIGR Standardabweichung 311590,8 135058.7 156642,3
NAAA Mittelwert 85,66 201,39 217,75
*C3 Standardabweichung 56,80 129,73 159,43
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Kontrolle Ps PsA
C3 Mittelwert 1099,3 2819,2 3195,6
*Cytokeratin 17 Standardabweichung 486,6 23482 2149,0
S100A7 Mittelwert 57,38 112,11 81,36
*C3 Standardabweichung 21,96 76,76 31,06
S100A7 Mittelwert 0,533 1,850 1,121
*Cytokeratin 17 Standardabweichung 0,203 1,830 0,683
Cytokeratin 17 Mittelwert 4,126 4,621 28,345
*COMP Standardabweichung 5,427 4,397 37,021
Cytokeratin 17 Mittelwert 34,03 86,17 75,37
*Kallikrein 8 Standardabweichung 9,92 67,86 33,89
Vit.D-bind.Protein Mittelwert 2330,7 44433 5551,6
*C3 Standardabweichung 484,3 2331,6 5956,4
Vit.D-bind.Protein Mittelwert 1,321 6,458 3,348
*NAAA Standardabweichung 0,469 9,489 2,199
Vit.D-bind.Protein Mittelwert 23,68 113,17 122,21
*Cytokeratin 17 Standardabweichung 6,22 117,26 179,54
PIGR Mittelwert 10254,8 5179,8 5558,3
*FAMS3H Standardabweichung 5692,0 2870,7 4680,7
COMP Mittelwert 0,364 0,360 1,508
*NAAA Standardabweichung 1,028 0,680 2,700
Haptoglobin Mittelwert 4915,6 2314,6 276242
*COMP Standardabweichung 4629,5 2014,4 28970,3
PIGR Mittelwert 286,9 122,6 150,1
/NAAA Standardabweichung 179,2 83,0 156,3
FAMS83H Mittelwert 987,4 396,7 586,1
/NAAA Standardabweichung 757,5 404.9 994,5
Plasma-Kallikrein Mittelwert 45,48 27,72 24,89
/C3 Standardabweichung 16,71 12,26 17,41
NAAA Mittelwert 252,6 1499,7 1073,9
*C3 *Cytokeratin 17 Standardabweichung 124,0 2039,6 811,0
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