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Der systemische Lupus erythematodes
(SLE) ist eine komplexe Multisystemer-
krankung, die durch Produktion von Auto-
antikorpern, wie z. B. Anti-dsDNA-Anti-
koérpern, gekennzeichnet ist. Interessante
pathogenetische Aspekte hat in den letzten
Jahren die Apoptoseforschung geliefert.
Apoptose (programmierter Zelltod), die
physiologische Form des Zelltods, ist er-
forderlich fiir die Zell-, Gewebe- bzw. Or-
ganhomoostase (Ubersicht bei [4]). Aktu-
elle Befunde deuten daraufhin, dass Sto-
rungen der Apoptose bei Autoimmun-
erkrankungen wie dem SLE sowie dem
Sjogren-Syndrom eine zentrale pathoge-
netische Rolle spielen konnten [1, 2, 30, 33].
Es gibt Hinweise, dass Autoantikdrper
apoptotisches Zellmaterial nicht nur er-
kennen kénnen, sondern sich von zirku-
lierenden, nichtphagozytierten apopto-
tischen Fragmenten (z. B. Nukleosomen)
herleiten lassen [18, 30, 33]. Apopto-
tisches Zellmaterial, das aufgrund ei-
ner gleichzeitig bestehenden verminder-
ten oder defekten phagozytotischen Ab-
rdumarbeit persistiert [29], scheint ei-
ne wesentliche Quelle fiir Autoanti-
gene und damit fiir eine Autoantikorper-
produktion zu sein [33]. Insbeson-
dere ist das PARP-Enzym (s. unten)
von Interesse, das zum Verstandnis der
kausalen Verkniipfung von Apoptose
und Autoantikorperproduktion beitra-
gen konnte.

Ziel der vorliegenden Ubersicht ist die
Darstellung der Schnittstelle von Apoptose
und Autoantikorpern anhand eines nuk-
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ledren Apoptosemarkers: des PARP-En-
zyms beim SLE.

Das PARP-Enzym

Ein wesentlicher Faktor der nukledren
Apoptose ist die Poly-(ADP-Ribose-)
Polymerase (PARP; EC 2.4.2.30). Sie liegt
als nukleéres Protein Chromatin-assozi-
iert vor. Funktion des Enzyms ist die ko-
valente Bindung und Elongation von Ho-
mopolymeren der Poly-(ADP-Ribose) an
verschiedene nukledre Proteine. Nikotin-
Adenin-Dinukleotid (NAD) dient als
Substrat. Das komplette PARP-Molekiil
hat eine Molekularmasse von 113 kD und
besitzt 2 Zinkfingermotive (F1 und F2).
Diese finden sich im 29 kD N-terminalen,
162 Aminosdure-(AS-)Reste umfassenden
Fragment und gestatten es dem Enzym,
an DNA-Doppel- oder Einzelstrangbrii-
che zu binden.

Die Zinkfinger-DNA-bindende Do-
mine von PARP erkennt spezifisch DNA-
Strangbriiche, die durch DNA-schidi-
gende (genotoxische) Einfliisse bei Eu-
karyonten entstanden sind. Es konnte ge-
zeigt werden, dass die Aktivierung durch
Einzelstrangbriiche beide Zinkfinger be-
notigt, wihrend Doppelstrangbriiche nur
den ersten, dem N-Terminus direkt be-
nachbarten Zinkfinger aktivieren [13].

Der Aufbau des PARP-Molekiils zeigt
Modulcharakter. Der C-terminale Ab-
schnitt ist mit dem N-terminalen iiber
eine kurze Zentralregion verbunden, die
zahlreiche Glutamatreste fiir die Auto-Po-

ly-(ADP-Ribosyl)ierung bzw. Automodi-
fikation enthlt. Mit Hilfe von Zellkultur-
systemen wurden zahlreiche biologische
Funktionen aufgezeigt, an denen PARP
beteiligt ist. Diesen ist allen gemeinsam,
dass sie mit dem Bruch bzw. der darauf-
hin initiierten Reparatur der DNA zusam-
menhéngen [13,37]. PARP wird proportio-
nal zur Zahl der Strangbriiche in der DNA
aktiviert. Die unmodifizierte Form der
Polymerase bindet fest an DNA-Strang-
briiche, darauthin erfolgt die Auto-Poly-
(ADP-Ribosyl)ierung des Enzyms (modi-
fizierte Form), die die Ablosung von der
DNA gestattet und damit den Reparatur-
prozess ermoglicht [37].

PARP-Spaltung im
Rahmen der Apoptose

Die Integritidt des PARP-Enzyms verhin-
dert die Degradation der genomischen
DNA. Eines der frithesten Apoptosesta-
dien ist gekennzeichnet durch die Akti-
vierung der PARP, Addition von Poly-
(ADP-Ribose) an nukleire Proteine [36]
und DNA-Reparatur. Ist die DNA-Repa-
ratur nicht in der Lage, den entstandenen
Schaden zu beheben, wird die irreversib-
le Phase der Apoptose eingeleitet [4]. Die
spezifische Proteolyse des PARP-Enzyms
kennzeichnet den irreversibler Punkt der
Apoptose und ist gleichzeitig ein Charak-
teristikum der Apoptose.

Erstmals wurde diese proteolytische
Spaltung von PARP bei der Chemothera-
pie-induzierten Apoptose nachgewiesen
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[20]. Dabei spaltet die Caspase 3 PARP

wihrend der Exekutionsphase der Apop-

tose in 2 stabile Fragmente:

== in die N-terminale 24 kD DNA-bin-
dende Domine (DBD) und

== in das 85 kD C-terminale Fragment
mit der katalytischen und Automodi-
fikationsdomine.

Dadurch verliert PARP seine katalytische
Aktivitdt. Zusitzlich wird die DNA-Re-
paratur durch eine irreversible Bindung
von DBD an die zahlreichen wihrend der
Apoptose entstehenden DNA-Strangbrii-
che gebunden [35]. Dies steht im Einklang
mit der Tatsache, dass die Expression der
DBD in lebenden Zellen mit der DNA-
Repair-Funktion der endogenen PARP
interferiert [25].

Da dieser Prozess charakteristisch
fiir die Apoptose ist, konnte darauf ba-
sierend ein hochsensitives Nachweisver-
fahren zur Detektion von DNA-Briichen
etabliert werden [35]. Durch Verwen-
dung eines rekombinanten biotinylierten
Peptids, das die DBD der PARP ent-
hilt, kann die Detektion in Kombinati-
on mit einem Streptavidin-konjugier-
ten Fluorochrom flowzytometrisch bzw.
fluoreszenzmikroskopisch erfolgen. Die-
se Methode ist ebenso sensitiv wie die
TUNEL-Reaktion, benétigt jedoch weni-
ger Arbeitsschritte. Aulerdem ldsst sich
das enzymatische 85 kDa PARP-Spalt-
produkt durch Fluorochrom-markierte
Antikorper nachweisen.

Welche Bedeutung hat PARP fiir
den Lupus erythematodes?

SLE-Patienten besitzen eine verminderte
DNA-Repair-Kapazitit und eine erhdhte
Ratean DNA-Strangbriichen [23,24,34, 41].
Diese Befunde im Zusammenhang mit ei-
ner gesteigerten Apoptoserate [1, 2, 3, 11]
weisen darauf hin, dass die PARP-Akti-
vitdt gestort sein konnte. In der Tat wei-
sen SLE-Patienten eine um 70% reduzierte
Poly-ADP-Ribose-Synthese auf [39]. Die-
se Verminderung blieb auch nach Zufii-
gen von Histonen oder DNase zum In-vit-
ro-System bestehen.

Die Untersuchung der PARP-Aktivitit
anhand des Einbaus von 3*P-NAD in Poly-
ADP-Ribose in periphere mononukleire
Blutzellen haben gezeigt, dass SLE-Pati-
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enten einen durchschnittlichen Wert von
225+147 pmol ADP-Ribose pro 10° Zellen
in 10 min aufweisen [6]. Messungen in
der Kontrollpopulation ergaben dagegen
einen Wert von 418+91 pmol ADP-Ribose
pro 106 Zellen in 10 min.

Western-blot-Analysen von Enzym-
proteinlevel, Kinetikstudien der PARP-
Aktivitdit und Analysen der Polymer-
groflenverteilung lassen vermuten, dass
der Mechanismus der Poly-ADP-Ribose-
Synthese in SLE-Zellen nicht gestort ist,
dass aber die Zahl aktiver PARP-Molekiile
reduziert ist [6]. Die Ursache dieses Pha-
nomens ist unklar. Moglicherweise spie-
len Anti-PAR-bzw. Anti-PARP-Antikér-
per eine Rolle (s. unten).

Auflerdem sei darauf hingewiesen, dass
von einigen Arbeitsgruppen eine Assozia-
tion mit bestimmten PARP-Allelen beim
SLE nachgewiesen werden konnte [10, 12,
27, 43], wahrend andere Wissenschaftler
diese Assoziation nicht fanden [7].

PARP-Spaltung, Antikorperprofil
und Leukozytopenie

Autoantikorperproduktion und Leukozy-
topenie scheinen bei LE-Patienten kausal
miteinander verbunden zu sein [2]. Un-
klar ist die Fahigkeit verschiedener Au-
toantikdrperspezies zur Apoptoseinduk-
tion und zum Zellverlust. Absolute Zah-
len peripherer Leukozyten, Lymphozyten,
T-Zellen, CD3*CD4" und CD3*CD8*
Zellen sind bei LE-Patienten im Ver-
gleich zu gesunden Kontrollpersonen
signifikant vermindert [3]. In der Gegen-
wart von antinukledren (p=1,2x107" bis
p<o0.0008) oder Anti-dsDNA-Antikor-
pern (p=2,9x10*2 bis p<0.007) sind die
0. g. Zellpopulationen signifikant vermin-
dert [3]. Anti-La/SSB-Antikorper waren
dagegen mit signifikant erh6hten Leuko-
zytenzahlen verbunden (p<o0.02).

Das PARP-Spaltprodukt (85 kDa)
fand sich vorzugsweise in Zellkernen
von PBMC solcher Patienten, die anti-
nukledre bzw. Anti-dsDNA-Autoanti-
korper im Serum aufwiesen [3]. Die-
se Befunde deuten darauf hin, dass ge-
gen nukledre Epitope gerichtete Auto-
antikorper zur Apoptose mittels PARP-
Spaltung fithren und zum Verlust von
peripheren weiflen Blutzellzahlen fiih-
ren, wihrend gegen Ro/SSA bzw. gegen

La/SSB gerichtete Autoantikorper diese
Aktivitdt nicht im gleichen Mafle zu be-
sitzen scheinen [3].

Anti-PAR- und
Anti-PARP-Antikorper

Da zu Beginn der Apoptose PARP
aktiviert wird, entstehen unter dem Ein-
fluss dieses Enzyms im Kern Poly-(ADP-
Ribosyl)ierte Proteine, die nach dem
apoptotischen Zerfall der Zelle als Anti-
gene fungieren konnen. Auflerdem fiihrt
die Spaltung von PARP zur Entfernung
der regulatorischen Doméne und initiiert
eine unregulierte ADP-Ribosylierungs-
aktivitat [38]. Anti-Poly-(ADP-Ribose-)
Antikorper (Anti-PAR-Antikorper) sind
schon langere Zeit bekannt. 1977 berichte-
te Kanai erstmals {iber natiirlich entstan-
dene Anti-PAR-Antikorper bei SLE-Pati-
enten [17]. Wenig spiter fand eine andere
Arbeitsgruppe Anti-PAR-Antikérper fast
ausschliefllich bei Patienten mit SLE und
vertrat daher die Auffassung, dass diese
spezifischer fiir die Diagnose eines SLE
sind als Anti-dsDNA-Antikorper [32].

Untersuchungen, die spiter durchge-
fithrt wurden, zeigen, dass 73% der SLE-
Patienten und 58% der Patienten mit er-
hohter dsDNA-Bindungskapazitit Anti-
PAR-Antikorper aufweisen [26]. Schlief3-
lich zeigte sich, dass Antikorper gegen
PAR nicht krankheitsspezifisch sind und
aufler bei SLE-Patienten auch bei anderen
Autoimmunerkrankungen sowie infekti-
6sen Krankheiten auftreten konnen [21].

Die Immunisierung von Csy/black-
Miusen mit PAR fihrt zur Bildung von
spezifischen Anti-PAR-Antikorpern, in-
teressanterweise aber auch von Anti-
DNA-Autoantikorpern [40]. Die Kreuz-
reaktivitit von Anti-PAR-Antikérpern
mit ssDNA wurde zeitgleich von anderen
Autoren beschrieben [42]. Oligo-(ADP-
Ribose) assoziiert mit Histonen scheint
das natiirliche Antigen zu sein, das bei Pa-
tienten mit SLE Anlass zur Bildung von
Anti-PAR-Antikérpern gibt [17]. Aufler-
dem lassen sie sich medikament6s durch
Phenobarbital, Phenytoin, Valproinsiure
und Procainnamid induzieren.

Der Titer dndert sich parallel zur Krank-
heitsaktivitit [21]. Anti-PAR-Antikorper
reflektieren die Krankheitsaktivitat besser
als Anti-dsDNA-Antikérper [26]. Parallel
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zu Antigen-Antikorper-Komplexen der
dsDNA-Antikoérper fanden sich auch
Poly-(ADP-Ribose-)Anti-Poly-(ADP-Ri-
bose-)Immunkomplexe [32]. Auflerdem
haben sie bei Schwangeren eine wesent-
liche diagnostische Bedeutung. Zunichst
konnte diese Bedeutung am Tiermodell
aufgezeigt werden. Bei graviden MRL/
Mp-lpr/lpr-Mausen mit zahlreichen Feten
wurde ein niedriger Titer an Anti-PAR-
Antikorpern dhnlich wie bei nichtgravi-
den Miusen gefunden, wihrend Tiere mit
wenigen Feten hohe Titer dieser Autoan-
tikérper aufwiesen [14]. Diese Befunde
entsprechen denen schwangerer SLE-Pa-
tientinnen: Die Anwesenheit dieses An-
tikorpers ist ein Zeichen fiir ein Abort-
risiko bzw. ein miitterliches Risiko [14].
Anti-PAR-Antikérper sind ein Indikator
fir Komplikationen bei Schwangeren mit
SLE: Abort oder ,.fetal distress” [19].

Fast 20 Jahre spiter wurden Anti-PARP-
Antikorper entdeckt [28]. Anti-PARP-Anti-
korper konnten bei SLE, rheumatoider
Arthritis (RA), progressiver systemischer
Sklerodermie (PSS), Sjogren-Syndrom (SS),
Sarkoidose und kryptogener fibrosierender
Alveolitis nachgewiesen werden [9, 15, 31].
Sie finden sich bei etwa 35% der SLE-Pa-
tienten, 42% der Patienten mit primérem
Sjogren-Syndrom und 56% der Patienten
mit sekunddrem Sjégren-Syndrom [28].
Andere Untersucher fanden Anti-PARP-
Antikérper in 26/68 Seren von SLE-Pati-
enten [22]. Insgesamt waren diese Auto-
antikorper signifikant haufiger beim SLE
als bei gesunden Spendern anzutreffen
(0/76; 38,2% Vvs. 0%, P<0,00001).

Anti-PARP-Antikorper lieflen sich sel-
ten in Seren von Patienten mit RA nach-
weisen (1/50) [22]. Bei anderen Autoim-
munerkrankungen, wie z. B. Sjogren-
Syndrom, Polymyositis/Myositis war die-
se Autoantikorperspezies nicht vorhan-
den. Statistische Analysen zeigten, dass
die Anwesenheit von Autoantikorpern ge-
gen PARP invers mit einer Pleuritis kor-
relierte [22]. Anti-PARP-Antikorper pro-
duzieren auf HEp2-Zellen ein spezifisches
Fluoreszenzmuster: Sie reagieren inten-
siv mit Nukleoli und Metaphasechromo-
somen und diffus mit der tibrigen Kern-
struktur [44].

Die Zinkfingermotive F1und F2 repri-
sentieren die Epitope, die von IgG-Anti-
PARP-Antikérpern bei Patienten mit SLE

und anderen Autoimmunerkrankungen
erkannt werden [8, 9].

Anti-PAR- bzw. Anti-PARP-Antikor-
per inhibieren die Funktion des Enzyms
[6, 39] und kénnen zur verminderten
DNA-Repair-Kapazitit beitragen. Insbe-
sondere unter genotoxischen Einfliissen
(z. B. UV-Strahlung) treten beim SLE im
Vergleich zu gesunden Kontrollpersonen
vermehrt apoptotische Zellen und folg-
lich apoptotisch bedingte Antigene auf
[24, 33, 34, 41]. Diese Antigene persis-
tieren aufgrund einer eingeschrinkten
Phagozytosekapazitit und induzieren
wiederum die Autoantikérperproduktion
[29, 33]. Auf diese Weise wird sehr wahr-
scheinlich ein Circulus vitiosus aufrecht-
erhalten, der letztendlich den Prozess der
Autoimmunitit ausmachen diirfte [33].

Zusitzlich zur Beeintrachtigung der
Enzymaktivitit gibt es Hinweise dafiir,
dass Anti-PARP-Antikérper die Apop-
tose sowohl in positivem als auch in
negativem Sinne zu beeinflussen vermo-
gen. Gegen PARP F2 gerichtete Autoan-
tikorper inhibieren effizient die Caspase-
3-mediierte PARP-Spaltung in vitro und
verldngern damit das Uberleben apopto-
tischer Zellen [9]. Andererseits sind Anti-
PARP-Antikorper in der Lage, eine PARP-
Spaltung zu induzieren. An unbehandel-
ten Maus-LTA-Zellen konnte gezeigt wer-
den, dass wahrend der Erforschung von
Immunoblots mit C-2-10 monoklonalen
Anti-PARP-Antikorpern Fragmente von
89 kD nachweisbar waren [5].

Bislang wurden Anti-PARP- bzw. Anti-
PAR-Antikorper nur vereinzelt im Rah-
men spezieller Studien bei Patienten mit
SLE und anderen Autoimmunerkranku-
gen analysiert. Aufgrund ihrer Bedeutung
als mogliche Indikatoren der Krankheits-
aktivitit einerseits und als Apoptoseinhi-
bitoren bzw. -promotoren andererseits,
ist es von Interesse, diese Autoantikorper-
spezies routinemiflig bei SLE-Patienten
zu bestimmen.
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Das Apoptose-Markerenzym
Poly-(ADP-Ribose-)Polymerase
(PARP) beim systemischen
Lupus erythematodes

Zusammenfassung

Das Enzym Poly-(ADP-Ribose-)Polymera-

se (PARP) findet sich im Zellkern und kataly-
siert die DNA-Reparatur. Im Rahmen des pro-
grammierten Zelltods (Apoptose) wird PARP
enzymatisch gespalten. Der Nachweis die-
ser Spaltprodukte zeigt Apoptose an. Bei Pa-
tienten mit systemischem Lupus erythe-
matodes (SLE) ist der geordnete Ablauf der
Apoptose gestort. Bei SLE-Patienten ist die
Aktivitat von PARP reduziert. PARP-Spaltpro-
dukte finden sich beim LE hauptséchlich in
Assoziation zu antinukledren und Anti-dsD-
NA-Antikorpern. SchlieBlich lassen sich im
Serum beim LE, aber auch bei anderen Auto-
immunerkrankungen, Anti-PAR- und Anti-
PARP-Autoantikorper nachweisen.

Schliisselworter

Apoptose - Autoantikorper - DNA-Reparatur -
Leukozytopenie - Systemischer Lupus erythe-
matodes (SLE) - PARP

The apoptosis marker

enzyme poly-(ADP-ribose)
polymerase (PARP) in systemic
lupus erythematosus

Abstract

The enzyme poly-(ADP-ribose) polymerase
(PARP) is localized within the cell nucleus and
catalyzes DNA-repair. During programmed
cell death (apoptosis), PARP is enzymatical-
ly cleaved. Detection of the cleavage prod-
ucts is characteristic for apoptosis. In patients
with systemic lupus erythematosus (SLE), the
highly ordered signal transduction cascade of
apoptosis is disturbed. SLE patients show re-
duced PARP activity . PARP cleavage products
are mainly found in association with either
antinuclear and/or anti-dsDNA antibodies. In
addition, serum samples from SLE patients
and other autoimmune diseases display anti-
PAR and anti-PARP autoantibodies.

Keywords

Apoptosis - Autoantibodies - DNA-repair -
Leukocytopenia - Systemic lupus erythemato-
sus (SLE) - PARP
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