: Autoantikorper - Autoantibodies - Autoanticorpi

Prof. Dr. med. Hans-Peter Seelig - Dr. rer. nat. Claudia A. Seelig
Karlsruhe - Merano

Zentromeren-Autoantikorper - Ubersicht

Indikationen » CREST-Syndrom
» Systemische Sklerodermie (SSC)
» Primar biliare Cirrhose (PBC)

Siehe auch » Autoantikdrper bei entzindlichen rheumatischen Erkrankungen
» Autoantikorper bei Sklerodermie und CREST-Syndrom
» Autoantikdrper bei Erkrankungen der Leber

Ubersicht Autoantikdrper gegen die Zentromeren wurden erstmals in Seren von Patienten mit CREST-
Syndrom (Calcinosis cutis, Raynaud-Phanomen, Osophagus Dysmotilitat, Sclerodactylie, Tele-
angiektasien) nachgewiesen (Moroi et al. 1980). Bei Untersuchungen mit dem indirekten Im-
munfluoreszenztest fand sich in den Interphasenkernen der als Antigen eingesetzten HEp-2-
Zellen eine Fluoreszenz eigenstandiger, separater nukleoplasmatischer Granula und in mitoti-
schen Zellen eine punktuelle Farbung der einzelnen in der Metaphasenplatte kondensierten
Chromosomen (Abbildung 1). Bei Patienten mit CREST-Syndrom lag die Pravalenz der Zen-
tromeren-Antikorper bei 96 %. Sie lieBen sich ferner bei Patienten mit Raynaud-Phanomen (21
%), systemischem Lupus erythematodes (1,7 %), systemischer Sklerose (11,5 %) und Misch-
kollagenose (6,7 %) nachweisen (Fritzler et al. 1980; Tan et al. 1980).

Abbildung 1 Zentromeren-Antikérper mit dem indirek-
ten Immunfluoreszenztest nachgewiesen an Ace-
ton/Methanol fixierten HEp-2-Zellen (A) und an mit dem
Spindelgift Mitomycin behandelten Hela-Zellen (B, C).
Serumverdinnung 1 : 640, gebundene Antikdrper mit
FITC markiertem anti-human-lgG dargestellt. A: Die
Zentromeren erscheinen als distinkte separate Punkte
im Nukleoplasma der asynchronen Interphasekerne. In
A (Pfeile) 3 Zellen mit kondensierten Chromosomen in
der Metaphasenplatte. B und C: Zwei fluoreszierende
Punkte auf jedem der Chromosomen kennzeichnen die
Bindungsstellen der Autoantikérper an den Zentrome-
ren (Pfeile). In C Gegenféarbung mit DAPI.

ObjektivvergréBerungen: A: 40-, B und C: 100-fach.
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Tabelle 1 Antigenspezifitdten der mittels IIFT und/oder mit antigenspezifischen Methoden
nachweisbaren humanen Autoantikdrper gegen Zentromer-Proteine (CENP).

% Anteil bei

CENP-Proteine positivem IIFT Vorkommen MG Literatur
®Zentromeren-IIFT (globaler Suchtest) SSC, CREST, PBC, u. a. nicht antigenspezifisch
® CENP-A 70 SSC, CREST, PBC 18,0 3
® CENP-B > 95 SSC, CREST, PBC 80,0 3
® CENP-C 85 - 80 SSC, CREST, PBC 61,5 3
® CENP-D IgM, Kasuistik CREST 50,0 5,10
® CENP-E 437 CREST 312,0 16
® CENP-F nicht konstitutiv Carcinome, Lymphome 367,0 15
® CENP-G nicht konstitutiv unbekannt 95,0 8
® CENP-H 40 pSS 28,4 9
® CENP-| 5,7 SSC, UCTD, PBC 86,7 7
® CENP-J 11,4 SSC 153,0 19
® CENP-K unbekannt 31,6

® CENP-L unbekannt 38,9

® CENP-M (Isoform I) 11,4 SSC 19,7 19
® CENP-N unbekannt 39,5

® CENP-O 8,6 SSC 329 17
® CENP-P 343 SSC, pSS, PBC,SLE, RA 8815 19
® CENP-Q 28,6 SSC, pSS, PBC,SLE, RA 30,5 19
® CENP-R unbekannt 20,1

® CENP-S unbekannt 15,8

® CENP-T 11,4 SSC 60,4 18,19
® CENP-U unbekannt 47,5

® CENP-V nicht konstitutiv 29,9

® CENP-W unbekannt 10,0

® CENP-X unbekannt 8,9

® Autoantigen p27 sehr selten SSC, pSS, M. Hodgkin * 21,0 12

* Zuordnung als Zentromer-Protein fraglich, eigene Beobachtung bei M. Hodgkin

® Hauptantigen bei rheumatischen Erkrankungen. Formenkreis Sklerodermie, CREST, PBC
® Hinweisend auf rheumatische Erkrankungen

® Hinweisend auf Karzinome

® Keine Antikorper bekannt
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Die Zentromeren kennzeichnen den Bereich der primaren Konstruktion der Metaphase-
Chromosomen in dem die beiden Chromatiden bis zum Zeitpunkt der Mitose vereint bleiben.
Erst zu Beginn der Anaphase werden die beiden Chromatiden in diesem Bereich getrennt.

Das Chromatin der Zentromer-Region ist dadurch gekennzeichnet, dass in zahlreichen Nuk-
leosomen das Histon H3 durch ein modifiziertes H3-Molekll, das Zentromer-Protein CENP-A
substituiert wurde (CENP: CENtromere Protein; Ernshaw und Rotfield 1985). An das in der Zen-
tromer-Region lokalisierte CENP-A koénnen sich weitere CENPs in Form eines Multiproteinkom-
plexes anlagern, welche die innere Schicht der Kinetochorplatte bilden (Abbildung 2). Es han-
delt sich um einen konstitutionellen Multiproteinkomplex (CCAN: constitutive centromere-
associated network), der wahrend des gesamten Zellzyklus an dem Zentromerenchromatin
angelagert bleibt. Dieser wurde auch eingeteilt in einen nukleosomen-assoziierten Komplex
(nucleosome associated complex, CENP-A-NAC) dem die Zentromer-Proteine CENP-A,
CENP-C, CENP-H, CENP-M, CENP-N, CENP-U und CENP-T zugeordnet wurden, welche phy-
sikalisch naher an CENP-A liegen, sowie in den CENP-A-CAD- (nucleosome distal), einen
Komplex, der von CENP-A raumlich weiter entfernt liegt und die Proteine CENP-I, CENP-K,
CENP-L, CENP-O, CENP-P, CENP-Q, CENP-R, CENP-S, CENP-W- und CENP-X enthalt.
CENP-B interagiert aufgrund seiner DNA-Bindungsdomane direkt mit 17-bp Sequenzen der a-
Satelliten DNA der Zentromeren (sog. CENP-B-Box). Es spielt eine wesentliche Rolle bei der
Ausbildung der Kinetochoren. CENP-B ist das haufigste Zielantigen der Zentromeren-
Autoantikorper beim CREST-Syndrom und anderen entzindlichen rheumatischen Erkrankun-
gen.

Abbildung 2 Schematische Darstellung der CENP-Proteine in der inneren Schicht des Kinetochors. CENP-A
substituiert in bestimmten Nukleosomen in der Zentromerenregion das Histon H3 und erméglicht die Anlagerung
des Multiproteinkomplexes (siehe Text, Ubersichten Musacchio und Salmon 2007, McCClelland et al. 2007, Perpe-
lescu und Fukagawa 2011).

Diese konstitutionellen CENPs verbinden die innere Kinetochorplatte mit der auBeren Platte
und den Mikrotubuli der Kernspindel, ihre Aufgabe besteht auch darin, die Komponenten der
auBeren Schicht der Kinetochorplatte, das KMN-Netzwerk (KMN-network) mit den Komponen-
ten KNL-1 sowie den Multiproteinkomplexen Mis 12 und Ndc80 zu rekrutieren.
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AuBerhalb ist das Kinetochor von einer fibrésen Corona umgeben in der auch die Zentromer-
Proteine CENP-E und CENP-F liegen, die ebenfalls autoantigene Eigenschaften aufweisen
kdnnen (Rattner et al. 1996) aber nicht zu den konstitutionellen Proteinen gehéren, da sie sich
nur zeitweise wahrend der Mitose mit dem Kinetochor assoziieren. Ein weiteres, fakultatives
Zentromeren-Protein ist das CENP-V, bei dem bisher noch keine autoantigenen Eigenschaften
festgestellt wurden.

Die anfanglichen Erkenntnisse Uber den komplexen molekularen Aufbau des Kinetochors und
die daran beteiligten Proteine wurden durch die Verfugbarkeit humaner Autoantikdrper gegen
die Zentromeren nicht unerheblich gefordert. Inzwischen hat sich die Anzahl der bekannten, an
der Mitose beteiligten Proteine erheblich erweitert. Es wurden 754 Proteine in Zentrosmen, Ki-
netochor und Mittelkorper identifiziert, von denen 123 im Kinetochor lokalisiert sind (Zheng et
al. 2014). Parallel hierzu ist auch die Zahl der inzwischen bekannten Autoantikdrper gegen
CENP- und andere fakultative Zentromeren/Kinetochor-Proteine gestiegen. Zu den in Tabelle 1
angegebenen, fur die Zentromerproteine (CENP) spezifischen Antikérpern kommen noch sol-
che hinzu, die sich gegen Antigene richten, die nur passager mit dem Mitoseapparat assoziiert
sind wie z. B. Survivin, INCENP (inner centromer protein). Sie werden an anderer Stelle berlick-
sichtigt.

Die anfangs beschriebene Haufigkeitsverteilung der bei verschiedenen Erkrankungen anzutref-
fenden Autoantikdrper gegen Zentromer-Proteine (ACA, anti-centromere autoantibodies, IIFT,
Fritzler et al. 1985) gilt im Wesentlichen auch noch heute. Sie finden sich am haufigsten bei
dem sogenannten CREST-Syndrom, seltener bei der systemischen Sklerose, bei dem priméren
Sjogren-Syndrom (< 5 %), dem systemischen Lupus erythemathodes (2 - 11 %) und der
rheumatoiden Arthritis (3 %). Sie sind ferner auch bei autoimmunen Hepathopathien wie der
primare biliaren Cirrhose (18 - 26 %; Bernstein et al. 1984; Gao et al. 2008) sowie gelegentlich
bei malignen Tumoren zu finden, insbesondere solche Antikorper, die mit dem Zentromer-
Protein CENP-F (siehe unten) reagieren. Gelegentlich werden sie auch bei verschiedenen an-
deren Erkrankungen angetroffen, ohne dass ihnen hierbei eine wesentliche klinische oder dia-
gnostische Bedeutung zukéame ( siehe: anti-Zentromeren-IIFT).

Vorkommen CREST-Syndrom (70 - 90 %), progressive Sklerodermie (bis 20 %), Lupus erythematodes (bis
12 %), primar bilidre Zirrhose (bis 26 %). Anti-CENP-F wird gehéauft bei verschiedenen malignen
Tumoren angetroffen.

Nachweismethoden Zum Nachweis der Antikdrper im Serum oder Plasma werden neben dem indirekten Immunflu-
oreszenztest (IIFT) vor allem der ELISA und Western Blot eingesetzt.

Sofern Antikorper gegen Zentromeren mit dem heute noch vielfach verwendeten IIFT-Suchtest
an Kulturzellen mikroskopisch nachgewiesen werden, lassen sich keine Aussagen uber ihre
mogliche Antigenspezifitdt machen, ausgenommen die durch ein charakteristisches Fluores-
zenzmuster auszeichnenden Antikdrper gegen CENP-F. Bei der Verwendung rekombinanter
Zielantigene lasst sich die Antigenspezifitat der Antikdrper ermitteln. In solchen Assays werden
als Zielantigene vor allem rekombinante CENP-B, CENP-A und CENP-C oder Mischungen die-
ser Antigene eingesetzt, Antigene, gegen die sich auch der Uberwiegende Anteil der mit dem
IIFT nachweisbaren Antikorper richtet. Eine weitere Differenzierung der Antikdrperspezifitaten
scheint nach den bisherigen Erkenntnissen fur die Routinediagnostik keine wesentlichen Vortei-
le zu bringen. Nur in beschranktem MaBe lassen sich aus der Antikdrperspezifitdt Rlckschlis-
se auf den zugrunde liegenden Krankheitsprozess ziehen. Die Bestimmung der Subspezifita-
ten ist in der Regel Klinisch nicht relevant, abgesehen von den sehr seltenen und daher meist
Ubersehenen CENP-F-Autoantikérpern (Assoziation mit Karzinomen), deren Anwesenheit ein
geUbter Untersucher im Suchtest vermuten kann.
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