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Ets-1 induzierte Tissue Faktor Promotor Aktivierung durch
Auto - Antikorper bei systemischer Sklerose

Philine Wagner

Abstract (335 Worter, Limit 400)

Einleitung

Die systemische Sklerose (SSc) ist eine zu den Kollagenosen gehdrende Autoimmun-
erkrankung, die mit einer Fibrosierung der Haut und innerer Organe, immunologischen
Verdnderungen und Vaskulopathie einhergeht. Bekannt ist, dass agonistisch wirkende
Autoantikorper (AT;R/ETAR-IgG) gegen den Angiotensin II Typ 1 Rezeptor und den
Endothelin-1 Typ A Rezeptor eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie der SSc spielen und
mit einem erhohten Mortalititsrisiko assoziiert sind. Neben einer gesteigerten
Endothelzellproliferation und Fibrosierung begiinstigt eine endotheliale Dysfunktion die
Entstehung von in situ Thrombosen mit Ausbildung einer obliterativen Vaskulopathie, die vor
allem das mikrovaskuldre System betrifft. Dem prothrombotisch wirkenden Tissue Faktor (TF)
kommt dabei eine entscheidende Rolle beim Gerinnungsprozess in vivo zu.

Ziel dieser Arbeit war es, eine mogliche transkriptionelle Regulation des TF Promotors durch
Autoantikorper von SSc-Patienten als neuen Pathomechanismus der thrombotisch obliterativen
Vaskulopathie bei der SSc aufzukliren.

Methodik

Die Experimente erfolgten mit zwei Zelllinien: menschlichen embryonalen Nierenzellen
(HEK-293) und immortalisierten humanen mikrovaskuldren Endothelzellen (HMEC-1).

Zur Darstellung der transkriptionellen Regulation des TF wurden unterschiedlich groBe TF
Promotorfragmente in einen pGL4.10 [/uc] Vektor mit Firefly Luciferase-Gen kloniert und somit
rekombinante Plasmide hergestellt. Die Aktivierung des TF Promotors nach Stimulation wurde
mittels eines Dual-Luciferase Reporter Assays gemessen. Zur Stimulation wurden neben dem
AT R/ETAR-IgG die natiirlichen Liganden Angiotensin II (Ang II) und Endothelin-1 (ET-1)
sowie entsprechende spezifische AT;- und ETa -Rezeptorantagonisten zur Bestimmung einer
rezeptorabhéngigen Aktivierung eingesetzt.

Ergebnisse

Die Stimulationsexperimente zeigten, dass AT;R/ETAR-IgG und die natiirlichen Liganden Ang
IT und ET-1 zu einer Hochregulation des TF Promotors fithren. Diese Aktivierung konnte durch
spezifische AT; - und ETx -Rezeptorblocker inhibiert werden. Dariiberhinaus wurde gezeigt,

dass der TF eine hochspezifische Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor Ets-1 aufweist (-448



bis -441 bp), tiber den AT;R/ETAR-IgG und die natiirlichen Liganden Ang II und ET-1 den TF
Promotor aktivieren.

Schlussfolgerung

AT R/ETAR-IgG triagt AT R- und ETsR-abhingig tiber eine Aktivierung des
Transkriptionsfaktors Ets-1 und verstérkte TF Expression zur Pathogenese der obliterativen

Vaskulopathie bei der SSc bei. Hieraus ergeben sich neue Therapiemdglichkeiten.



Ets-1 induced Tissue Factor promotor activation by autoantibodies in systemic sclerosis
Philine Wagner
Abstract (word count 350, limit 400)

Background

Systemic sclerosis (SSc) is a multisystem autoimmune disease, which is characterized by skin
fibrosis and fibrosis of internal organs, vascular damage and autoimmunity. Functional
autoantibodies (AT|R/ETaR-IgG) against angiotensin II type 1 receptor and endothelin-1 type A
receptor play a central role in the pathogenesis of this disease and are associated with a higher
risk of mortality. Endothelial dysfunction triggers not only endothelial proliferation and fibrosis
but also in situ thrombosis, resulting in obliterative vasculopathy, especially of the microvascular
system.

Tissue Factor (TF), which initiates the blood coagulation cascade in vivo, plays a key role in
creating in situ thrombosis. As an underlying hypothesis, a transcriptional regulation of the TF
promoter by AT;R/ETAR-IgG is assumed for the purpose of this research.

Methods

The experiments were performed with two different cell lines:

Human embryonic kidney cells (HEK-293) as well as human microvascular endothelial cells
(HMEC-1). To illustrate the transcriptional regulation of the TF, different sizes of TF promotor
fragments were cloned in a pGL4.10 [luc] vector with a Firefly Luciferase-Gen and lead to the
production of recombinant plasmids. The TF promotor activation was measured by a Dual-
Luciferase Reporter Assay, which was proportional to the light emission by Firefly Luciferase.
Cells were stimulated with AT;R/ETAR-IgG and natural ligands Angiotensin-II (Ang II) and
Endothelin-1 (ET-1) and blocked with specific AT, and ET4 receptor blockers.

Results

It could be shown that AT|R/ETAR-IgG, isolated from patients with SSc, as well as the natural
ligands Ang I and ET-1 lead to an activation of the TF promoter in HMEC-1. This activation
could be abolished with specific AT; and ET4 receptor blockers. Furthermore, it could be proven
that the TF promotor includes a highly specific binding site for the transcription factor Ets-1
(-448 to -441 bp) which was induced by AT, R/ETAR-IgG and natural ligands.

Conclusion

In interaction with AT;R/ETAR-IgG, TF and Ets-1 are involved in the pathogenesis of
obliterative vasculopathy by SSc via activation of AT;R and ETAR. This finding has potential to

lead towards new therapy methods.



Einleitung

1 Einleitung
1.1 Systemische Sklerose - Uberblick

Die systemische Sklerose (SSc) ist eine Multiorganerkrankung, die durch Autoantikorper,
Fibrosierung der Haut und inneren Organe, Entziindung sowie eine schwere obliterative
Vaskulopathie charakterisiert ist. Haufig ist der Verlauf schwer mit einer mittleren 10-Jahres-
Uberlebensrate von 54-66% [1].

Die obliterative Vaskulopathie entsteht durch ein Zusammenspiel zwischen immunologischen
und vaskuldren Verdnderungen. Bei der SSc ist vor allem das mikrovaskuldre System betroffen,
eine makrovaskuldre Beteiligung wird jedoch auch beschrieben [2, 3].

In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe an Patientenkohorten mit SSc fanden sich
agonistisch wirkende Autoantikdrper (AT;R/ETAR-IgG) gegen den Angiotensin II Typ 1
Rezeptor (Anti-AT;R-Antikdrper) und den Endothelin-1 Typ A Rezeptor (Anti-ETAR-
Antikorper). Es konnte gezeigt werden, dass Anti-AT;R-Antikdrper und Anti-ETAR-Antikorper
eine zentrale Rolle bei der Pathophysiologie der SSc spielen und mit einem hdheren
Mortalitdtsrisiko assoziiert sind [4]. Anti-AT;R-Antikorper sind ebenfalls sowohl bei der
Praeklampsie, als auch bei der Nieren- und HerztransplantatabstoBung beschrieben worden [5, 6,
7].  Anti-ETAR-Antikdrper sind neben der systemischen Sklerose auch bei der
HerztransplantatabstoBung involviert [7]. Ein Zusammenhang zwischen Gefdfschadigung und
AT R/ETAR-IgG ist bereits bekannt. Im Gegensatz zu den natiirlichen Liganden Angiotensin II
(Ang II) und Endothelin-1 (ET-1), bewirken Anti-AT;R-Antikorper und Anti-ETAR-Antikorper
eine Endothelzellproliferation (Intimaproliferation) [8]. Durch eine Dysregulation des vaskuldren
Remodelings kommt es zu einer Endothelschddigung und endothelialen Dysfunktion, die zu
einer Intimaproliferation, Hypertrophie der Media, einem progredienten fibrotischen Umbau der
Media, Intima und Adventitia und in situ Thrombosen beitrdgt und in einem GefaBBverschluss,
der obliterativen Vaskulopathie, kumuliert [9, 10, 11]. Unter anderem kommt es dabei zu einem
Koagulationsstimulus und einer Aktivierung des Gerinnungssystems [12].

Eine zentrale Rolle spielt dabei der prothrombotisch und proinflammatorisch wirkende Tissue
Faktor (TF), der zusammen mit Prokonvertin den extrinsischen Pfad der Blutgerinnung bildet
[13, 14]. Es konnte gezeigt werden, dass Nierenbiopsien von Patienten mit
NierentransplantatabstoBung und Anti-AT;R-Antikdrpern eine erhohte TF Expression aufweisen
[6]. Bekannt ist, dass in der Pathogenese der NierentransplantatabstoBung das Gerinnungssystem

eine entscheidende Rolle spielt [6, 15].
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Einleitung

Ein moglicher Pathomechanismus erhohter TF Expression durch Autoantikorper konnte in einer
transkriptionellen Regulation des TF Promotors durch Ets-1 liegen.

Ets-1, zu der Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren gehorend, ist ein kritischer Regulator fiir
Ang II vermittelte entziindliche Prozesse an Gefdflen und ist unter anderem mit endothelialer
Zellproliferation und Angiogenese assoziiert [16, 17, 18, 19].

Die Aufdeckung dieser Pathogenese konnte neue Aspekte einer spezifischen Therapie in der SSc

begriinden.

1.2 Pathophysiologie der systemischen Sklerose

Die Atiologie der SSc konnte bisher nicht eindeutig geklidrt werden. Eine positive
Familienanamnese ist mit einem hiufigeren Auftreten assoziiert. Auch das Cytomegalievirus und
Parvovirus B19 sind als moglicher Ausldser der Autoimmunkrankheit in der Diskussion [20, 21].
Die SSc ist durch die Trias Fibrose, Autoimmunitit und Vaskulopathie gekennzeichnet [22]. In
der Haut entwickelt sich eine Fibrose mit Vermehrung der Kollagenfasern Typ I und III [23]. Bei
der vor allem das mikrovaskuldre System betreffenden Vaskulopathie kommt es neben einer
Intimaproliferation zu einem entziindlich fibrotischen Prozess mit in situ Thrombosen, die zu der
obliterativen Vaskulopathie fiihrt [10, 11] (vgl. Abb.1). Eine bedeutende Rolle spielen dabei
Autoantikorper, die bereits in grofBer Zahl identifiziert wurden und einen entscheidenden

Stellenwert als Biomarker bei dieser Erkrankung einnehmen [24].

Intima

Endothel

Media und glatte
Muskelzellen

Adventitia

Endothel-
Proliferation

Intimale und mediale”7”
Fibrose
A

Hypertrophie der
glatten Muskelzellen

Gefaltverdickung

Fibrose und In situ « ¢ In situ Thrombose

Thrombose
Fibrose

Abbildung 1: Pathogenese der obliterativen Vaskulopathie bei der systemischen Sklerose

[nach PAH-info.com].
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1.3  Kilinische Erscheinungsformen der systemischen Sklerose

Die SSc, zu den Kollagenosen gehdrend, ist ein Zusammenspiel von stimulierenden
Autoantikorpern, Vaskulopathie und Fibrose [4]. Die SSc ist im Gegensatz zu der auf die Haut
beschriankten Sklerodermie eine Multiorganerkrankung, die sich durch eine fortschreitende
Fibrosierung der Haut und inneren Organe auszeichnet. Der Haufigkeitsgipfel der Erkrankung
liegt zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr. Frauen sind héufiger betroffen als Ménner [25].

Die Erkrankung zeichnet sich durch eine Variabiltit im Verlauf und in der Organbeteiligung aus
[26]. Friih tritt neben einem verkiirzten unteren Zungenbandchen das Raynaud-Phdnomen als
Erstsymptom auf [26, 27, 28]. Im Verlauf kann man unter anderem verschmalerte Finger
(Madonnenfinger), eine Mikrostomie, ,,Rattenbissnekrosen‘ als Folge des Raynaud Phidnomens
und ein Maskengesicht beobachten [26, 27, 28]. Der Transforming Growth Factor (TGF-B) ist
ein profibrotisches Zytokin und wurde vermehrt in Hautproben von Patienten mit SSc gefunden
[29].

Die Klassifikation der SSc erfolgt nach den ACR-Kriterien, ACR/EULAR-KTriterien sowie nach
LeRoy [28]. Unterteilt wird die SSc in eine limitierte und diffuse Form, entsprechend der
Kriterien nach LeRoy [30, 31]. Die sich durch einen langsamen Progress auszeichnende
limitierte Form ist charakterisiert durch eine Fibrose distal der Ellenbogen- und Kniegelenke, ein
spites, aber hdufiges Vorkommen der pulmonalen arteriellen Hypertonie (PAH) sowie eine
gastrointestinale Beteiligung [30], die sich unter anderem in Refluxbeschwerden, Dysphagie,
Meteorismus, Diarrhoen und Obstipation duBlert [28]. Die diffuse Form ist durch einen raschen
Verlauf mit Fibrosierung am Stamm und an den Akren und einem frithen Organbefall
gekennzeichnet [30]. Bei der limitierten Form ist der Verlauf giinstiger, mit einer Fiinfjahres-
Uberlebensrate von 86% [30]. Selten ist die systemische Sklerose sine Sklerodermie (ssSSC), bei
der nur die inneren Organe betroffen sind [32]. Eine Sonderform der limitierten SSc nimmt das
CREST-Syndrom ein. Es setzt sich aus den Anfangsbuchstaben der folgenden Symptome
zusammen: Calcinosis, Raynaud-Syndrom, O(E)sophagusmotilititsstdrungen, Sklerodaktylie,

Teleangiektasie [33].

1.4  Folgen der systemischen Sklerose

1.4.1 Vaskulopathie

Die obliterative Vaskulopathie ist ein Hauptaspekt bei der SSc. Die vaskuldre Dysfunktion, die

zu den frithen Erscheinungen der Erkrankung gehort, geht mit einer Dysbalance zwischen
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Vasokonstriktion und Vasodilatation einher [11]. Eine endotheliale Dysfunktion ist auch bei dem
systemischen Lupus erythematodes und der Rheumatoiden Arthritis beschrieben und fiihrt durch
die ,,Response to injury* Hypothese zur Atherosklerose [34, 35].
Bei der SSc ist das vasokonstriktive Endothelin-1 deutlich iiberexprimiert, die Vasodilatatoren
wie Nitritoxid (NO) oder Prostaglandine sind stark vermindert [11]. Dieses Missverhiltnis
miindet in oxidativem Stress und einer vaskuldren Ischdmie [11, 36]. Endothelschiddigung,
Leukozytenrekrutierung mit T-Zell vermittelter Entziindung, Fibrose und in situ Thrombosen
sind die Folge [36]. Die endotheliale Apoptose in der SSc ist vor allem mit den anti-
endothelialen Antikdrpern (AECA) assoziiert. Bei human dermal microvascular endothelial
cells (HDMEC) wurde in vitro unter AECA positiven SSc-Seren eine endotheliale Apoptose
beobachtet [37].
Betroffen sind bei der SSc vor allem die kleinen Arterien und Kapillaren [11]. Das
angiographische Korrelat weist oft eine generalisierte Engstellung der Gefif3e auf. Es treten unter
anderem segmentale Stenosen und Verschliisse der Digitalarterien mit schlechter
Kollateralenbildung auf, die zu digitalen Ulzerationen fiihren [38]. Viele der Patienten mit SSc
weisen als Korrelat der mikrovaskuldren Schiddigung ein Raynaud Syndrom auf. Die
Vasospasmen des Raynaud Syndroms sind gekennzeichnet durch anfallsartige Weill- und
Blauverfarbungen der Finger und/oder Zehen [39].
Das Raynaud Syndrom verlduft meist dreiphasig (sogenanntes Tricolore Phdnomen) [39]:

1. Ischdmie durch Minderdurchblutung (Vasokonstriktion)

2. Zyanose durch Hypoxie

3. Reaktive Hyperdamie (Vasodilatation)
Bei lingerem Bestehen konnen Sekundérschidden der GefdBwinde mit Nekrosen und Gangran
auftreten [39]. Teleangiektasien, diese vor allem an Handinnenflichen und im Gesicht auftreten,
sind ebenfalls Ausdruck von Vaskulopathien [28]. Vasospastische Durchblutungsstérungen
konnen sich auch an den inneren Organen, wie Niere, Lunge, Herz und Magen-Darmtrakt
(,,Raynaud-Phénomen der inneren Organe*) darstellen [11, 28].
Der Gastrointestinaltrakt ist fast immer beteiligt und kann alle Abschnitte des Darmtraktes
befallen [28]. Die Beteiligung der Lunge ist neben der renalen Krise die hdufigste Todesursache
bei Patienten mit SSc [40]. Bei der Lungenbeteiligung kann man die Lungenfibrose und die
pulmonale arterielle Hypertonie (PAH) unterscheiden [40]. Die Lungenfibrose duflert sich in

einer restriktiven Ventilationsstérung mit Verminderung der Vitalkapazitit und dem totalen
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Lungenvolumen [41]. Neben der Mediahypertrophie kommt es hierbei zur Intimaproliferation
oder adventitiellen Fibrose [42]. Schwerwiegend ist ebenfalls eine vaskuldre Nierenbeteiligung.
Die skleroderma renal crisis (SRC), diese unter anderem mit einer Proteinurie, himolytischen
Andmie sowie einem schweren arteriellen Hypertonus einhergeht, kann ein oligurisches
Nierenversagen mit Dialysepflicht auslosen [43].  Histopathologisch ~ wird  eine
Intimaproliferation und Fibrose der Adventitia beschrieben [43, 44]. Aufgrund der vaskuldren
Verdnderungen und Fibrosierung wird eine, jedoch eher seltene, Herzbeteiligung ebenfalls

beobachtet [45, 46].

1.4.2 Intravaskulire Koagulation

Ein bedeutsamer pathogenetischer Faktor der obliterativen Vaskulopathie ist der Tissue Faktor
(TF). Aufgrund seiner groBen Sequenzhomologie in der Sekunddr- und Tertidrstruktur zum
Interferon-a-Rezeptor wird der TF der Familie der Klasse II-Zytokinrezeptoren zugeordnet [47].
Der TF wird im Rahmen einer einheitlichen Nomenklatur als Thromboplastin, Faktor III oder
CD 142 bezeichnet und ist ein an der Blutgerinnung beteiligtes Protein [48]. Als potentielle
Quellen gelten Leukozyten, Thrombozyten, glatte Muskelzellen und Endothelzellen [47]. Die
wichtigsten Mechanismen der Mikropartikel-Freisetzung aus diesen Zellen sind Zellaktivierung
und Apoptose [47, 49, 50]. Der Komplex aus TF und Proconvertin (Faktor VIIa) katalysiert die
Umwandlung des inaktiven Stuart-Prower-Faktors (Faktor X) in die aktive Form (Xa). Der TF-
VIla Komplex bildet den extrinsischen Pfad der Blutgerinnung, der zur Bildung von Thrombin
und schlieBlich von Fibrin fiihrt [51]. Neben seiner Funktion als Initiator des Gerinnungssystems
besitzt der TF eine wichtige Rolle als Modulator von Entziindungsreaktionen [52]. Er ist unter
anderem ein Zielgen fiir den bei entziindlichen Prozessen eine Rolle spielenden
Transkriptionsfaktor NF-kB [6]. Dieser kann durch anti-AT;R-Antikorper aktiviert werden [6].
Die Arbeitsgruppe um Osterud konnte zeigen, dass bei dem septischen Schock inflammatorische
Zytokine und angiogenetische Faktoren zu einer Expression von TF und somit zu einer
vermehrten Gerinnungsaktivierung fithren [53]. Die Serumspiegel der Zytokine TNFo und I1-6
sind bei Patienten mit SSc deutlich erhoht [54]. Dariiber hinaus ist der TF an der Pathogenese der
Atherosklerose und bei der Entstehung von Thrombosen beteiligt [14, 52, 55, 56]. Aufgrund
einer erhohten Aktivierung der Gerinnung, ist bei der SSc das Risiko fiir eine tiefe
Beinvenenthrombose und Lungenarterienembolie erhoht [57].

Ein Zusammenhang zwischen dem TF und Transkriptionsfaktoren ist beschrieben worden [18,
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58]. Die Arbeitsgruppe von Arderiu G. et al beobachtete eine TF induzierte Ets-1 Expression in
HMEC Zellen, die in TF inaktivierten Zellen signifikant reduziert war [ 18].

1.5  Die Rolle von Vasoregulatoren in der systemischen Sklerose

1.5.1 Angiotensin II

Ang II ist ein vasokonstriktorisch wirkendes Peptidhormon. Es spielt eine entscheidende Rolle
im Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS). Die Wirkung von Ang II umfasst
unterschiedliche Zielgewebe. Dazu gehoren v.a. die Nieren, Gefdle, glatte GefaBBmuskelzellen,
Hypophyse und das Myokard [59].

Angiotensinogen aus der Leber wird mit Hilfe von Renin aus den Juxtaglomeruldren Zellen der
Niere in Angiotensin I umgewandelt. Durch das Angiotensin Converting Enzyme (ACE) aus der
Lunge wird ein Dipeptid von Angiotensin I abgespalten, sodass daraus das Oktapeptid Ang II
entsteht [59, 60].

Natriummangel
Hypovoldmie
Verminderte Nierendurchblutung

Angiotensinogen (Leber)

Renin l

v

Juxtaglomerulédre Zellen aus der Niere
Angiotensin I

v

ACE l
Lunge: Angiotensin Converting Enzyme
Angiotensin II

l

Vasokonstriktion
Blutdrucksteigerung

Abbildung 2: Darstellung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) [nach Pulm
Circ 2014].

Das  Renin-Angiotensin-Aldosteron-System  stellt eine  wichtige Rolle bei der
Blutdruckregulation dar. Ang II wirkt {iber den AT;-Rezeptor als Vasokonstriktor
blutdrucksteigernd [60]. Bei Hypovolamie oder Natriummangel wird das RAAS durch Renin-

Ausschiittung gestartet [60]. Ang II ist ebenfalls als Mediator von Gefdllentziindungen und
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Remodeling bekannt [16]. Eine chronische AT;-Rezeptor-Stimulation durch Ang II fiihrt am
Herzen iiber den mitogenen Signalweg zu einer Herzmuskelhypertrophie [61, 62]. Uber AT,-
Rezeptoren wirkt Ang Il im Rahmen eines negativen Cross-Talks antiproliferativ [63, 64].

Ang II aktiviert tiber NF-kB in VSMCs unter anderem die Transkription von Tissue Faktor und
initiiert damit die prokoagulative Rolle des Tissue Faktors [6, 65, 66]. Neben NF-kB aktiviert
Ang II andere Transkriptionsfaktoren wie activator protein (AP-1), der in Zellproliferation und
Apoptose involviert ist [67]. Bei Patienten mit SSc ist das RAS {iberaktiviert. Patienten mit SSc
weisen erhohte Spiegel an Ang II und Renin auf [68, 69]. Im Serum von Patienten mit dcSSc

wurden hohere Ang II Spiegel gemessen als bei Patienten mit IcSSc [68].

1.5.2 Endothelin-System

Die drei Endotheline, ET-1, ET-2 und ET-3, und ihre beiden G-Protein gekoppelten Rezeptoren,
ETAR und ETgR, werden auch als Endothelinachse bezeichnet. Endothelin-1 (ET-1) zeichnet
sich durch eine besonders potente Wirkung im Herz-Kreislauf-System aus. Es wirkt {iber den
ETAR vasokonstriktorisch und fiihrt zu einer verstiarkten Zellproliferation [70].

Die vasokonstriktorische und damit blutdrucksteigendernde Wirkung von Endothelin ist
einhundertmal mal so hoch wie die des Noradrenalins. Vorrangig wird ET-1 in Endothelzellen
gebildet, in vitro aber auch in glatten Muskelzellen [71,72]. ET-2 wird in den Epithelzellen der
Niere, in Endothelzellen und Kardiomyozyten gebildet. ET-3 findet sich im Gastrointestinaltrakt
und im ZNS[73].

In einer Studie von Rossi et al. konnten in vitro an glatten Muskelzellen von Patienten mit
arterieller Hypertonie erhohte ET-1 Konzentrationen in mRNA und Proteinen gemessen werden
[74]. Bei der SSc ist die Lungenbeteiligung die haufigste Todesursache. Die Patienten
entwickeln eine Lungenfibrose, die im spateren Verlauf in eine PAH miinden kann [41]. Rubens
et al. konnte zeigen, dass bei Patienten mit PAH erhohte ET-1 Spiegel nachweisbar waren [75].
Bei Patienten mit SSc finden sich erhdhte ET-1 Spiegel bei Hautfibrosierung, PAH und renaler
Krise [76, 77, 78, 79, 80]. Die Arbeitsgruppe um Collados et al. stellte eine mogliche
Assoziation erhohter Spiegel von ET-1 und Tissue Faktor mit der PAH dar [81].

1.6 Anti-AT;R-Antikorper und Anti-ETsR-Antikorper vermittelte Vaskulopathien in

der systemischen Sklerose

Vaskulopathien sind primér nicht entziindliche GefdBBerkrankungen, die einen partiellen oder
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kompletten Verschluss eines GefiBles aufweisen [82]. Autoantikorper konnen héufig bei
Vaskulopathien eine Rolle spielen. In liber 90% sind Antinukledre Antikorper (ANA) bei den
Patienten mit SSc nachweisbar [83]. Topoisomerase I Antikorper (Anti-SCL-70) sind fiir die
diffuse Form typisch und in nicht wenigen Fillen mit einer interstitiellen Lungenerkrankung
assoziiert [84]. Zentromer-Antikorper sind bei der limitierten Form und dem CREST-Syndrom
in 30-90 % nachweisbar[84].

Erhohte Titer von Anti-AT;R-Antikdrpern und Anti-ETAR-Antikérpern wurden im Blut von
Patienten mit diffuser und limitierter SSc gemessen [4]. Eine Involvierung und Relevanz von
Anti-AT;R-Antikorpern und Anti-ETAR-Antikorpern bei der SSc wurde von Riemekasten et al.
dargestellt [4]. Patienten mit einem hohen Titer dieser Antikorper haben ein hoheres Risiko fiir
die Entwicklung von Komplikationen und damit héheren Wahrscheinlichkeit, zu versterben [4].
Wallukat et al. publizierte 1999, dass Patientinnen mit einer Praeklampsie, im Vergleich zu
gesunden Probandinnen, Anti-AT;R-Antikorper aufwiesen [5]. In einem neonatalen
Rattenkardiomyozyten-Modell fiihrte lediglich das isolierte IgG aus dem Serum von
Priaeklampsie-Patientinnen zu einer Steigerung der Kontraktionsfrequenz [5]. Ang II wirkt tiber
zwei G-Protein gekoppelte Rezeptoren, den AT;R und AT;R [61]. An den Nieren finden sich
mehr als 90 Prozent aller Rezeptoren vom AT;-Typ [61]. Dragun et al. konnte einen
Zusammenhang zwischen Anti-AT;R-Antikorpern der Subklassse IgG 1 und 3 und einer akuten,
therapierefraktdren, vaskuldren Nierentransplantatabstofung, verbunden mit arterieller
Hypertonie, zeigen [6]. Kill et al. beschrieb, dass Anti-AT;R-Antikorper und Anti-ETAR-
Antikorper bei der SSc in vitro und in vivo einen profibrotischen und proinflammtorischen Effekt
aufweisen [85]. Hiemann et al. stellte einen Zusammenhang zwischen erhdhten Spiegeln von
Anti-AT;R-Antikorpern, Anti-ETsR-Antikdrpern und Vaskulopathien bei Patienten nach
Herztransplantation dar [7]. LaMarca et al. publizierte 2009, dass bei der
schwangerschaftsbedingten Hypertension ein Zusammenhang zwischen Anti-AT;R-Antikdrpern
und Endothelin-1 besteht [86]. Endothelin wirkt liber die beiden G-Protein gekoppelten
Rezeptoren ET, und ETg. Die Stimulation von ETAR flihrt zu einer ausgeprigten
Vasokonstriktion der glatten GefaBmuskulatur, wiahrend ETgR vor allem auf dem Geféf3endothel
lokalisiert sind und zur Freisetzung von Vasodilatatoren wie NO und Prostacyclin fithren [73].
Nicht rezeptoraktivierende Autoantikdrper findet man beispielsweise bei dem zu den
Kollagenosen gehdrendem systemischen Lupus erythematodes. Hier bewirken Antiphospholipid-

Antikorper am GefdBBendothel unter anderem eine Hemmung des Prostacyclins und steigern
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somit das thrombogene Potential [87]. Antonioli et al. zeigte, dass bei 60 Sklerodermie-Patienten

unter 5 von 8 Thrombosefillen u.a. Cardiolipin-Antikorper nachgewiesen werden konnten [88].

1.7  Therapieformen der systemischen Sklerose

Die Behandlung der SSc fokussiert sich auf die Vielzahl der betroffenen Organsysteme wie
Lunge, Niere, Gastrointestinaltrakt und Herz. Pharmakologisch wird die Unterdriickung der
Autoimmunitdt durch Immunsuppressiva und die Verringerung der Folgen der Vaskulopathie
durch Rezeptorblockaden des Endothelin- und Renin-Angiotensin-Systems verfolgt. Ein Beispiel
fiir einen unselektiven ETA/ETg-Rezeptorblocker stellt Bosentan dar, der nach der Empfehlung
von EUSTAR Anwendung bei der PAH findet [89, 90]. Die Behandlung der renalen Krise
erfolgt mit ACE Inhibitoren [90]. Gema3 EULAR sind bei der SSc Calciumkanalblocker die
First-line-Therapie fiir das Raynaud Phdanomen und intravendse Prostanoide fiir aktive digitale

Ulcera [90].
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1.8  Fragestellung

Die systemische Sklerose definiert sich {iber die Trias Vaskulopathie, Fibrose und
Autoimmunitdt. Bei der systemischen Sklerose spielt die obliterative Vaskulopathie die fithrende
pathophysiologische Rolle. Sie ist gekennzeichnet durch eine Verdickung sowohl der Intima, als
auch der Media, Fibrosierung und in situ Thrombose, die letztendlich zum Gefdverschluss
fiihrt. Vorausgehend ist hier eine endotheliale Schadigung, die auf einem Ungleichgewicht von
vasoaktiven und vasokonstriktiven Faktoren, zugunsten der vasokonstriktiven Faktoren, beruht.
Bei diesen Mikrothrombosen, die als ein héufiges pathomorphologisches Korrelat der
Gefédfverdnderungen bei Patienten mit systemischer Sklerose zu werten sind, kommt es zu einem
Koagulationsstimulus und einer Aktivierung des Gerinnungssystems. Der Tissue Faktor ist dabei
massgeblich involviert. Parallel kommt es bei den Patienten mit systemischer Sklerose zu einer
Uberaktivierung des Renin-Angiotensin-Systems.

Bei einem groflen Teil der Patienten mit systemischer Sklerose kdnnen Anti-AT;R-Antikorper
und Anti-ETsR-Antikorper (AT R/ETAR-IgG) nachgewiesen werden. Sie wirken agonistisch an
den AT;R und ETAR, fiihren zu einer zusétzlichen Verstiarkung der Pathologie der systemischen

Sklerose und sind mit einem hdheren Mortalititsrisiko bei dieser Erkrankung verbunden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der transkriptionellen Regulation des
Tissue Faktors durch Stimulation mit AT;R/ETAR-IgG sowie den natiirlichen Liganden
Angiotensin II und Endothelin-1.

Die folgenden Fragestellungen wurden bearbeitet:

1. Definition der Verbindung und Interaktion zwischen den natiirlichen Liganden

Angiotensin II und Endothelin-1 und AT,R/ETAR-IgG

2. Rezeptorspezifitit der Interaktion zwischen Tissue Faktor und AT,R/ETAR-1gG

3. Definition und Charakterisierung des an der Regulation des Tissue Faktors beteiligten
Transkriptionsfaktors
4. Zelltypspezifitit der transkriptionellen Regulation
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zellkultur- und Verbrauchsmaterial

Deckgléser

Dialyseschlduche

Falcons 15 ml

Falcons 50 ml

Insulinspritze

Kryotubes
Neubauer-Zahlkammer

Parafilm

Pasteurpipetten

Petrischalen

Pinzette

Pipettenspitzen 0.5-10 pl
Pipettenspitzen 10-200 pl
Pipettenspitzen 200-1000 pl
Protein G Sepharose 4 fast flow Sdule
Rohrchen mit Deckel, steril

Safe Lock Tubes 0,5 ml

Safe Lock Tubes 1,5 ml

Safe Lock Tubes 2 ml
serologische Pipetten, steril 5 ml
serologische Pipetten, steril 10 ml
serologische Pipetten, steril 25 ml
serologische Pipetten, steril 50 ml
Sterilfilter 0,2 um

Sterilfilter 0,45 pm
Zellkulturflaschen 75 cm?
Zellkulturflaschen 175 cm’
Zellkulturplatten 6 Loch
Zellkulturplatten 12 Loch

Material und Methoden

Roth

Roth

BD Falcon

BD Falcon
Becton Dickinson S.A.
Roth

Optic Labor
Pechiney
Brand

Roth

Roth

Sarstedt
Sarstedt
Sarstedt

GE Healthcare
Sarstedt
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

BD Falcon

BD Falcon

BD Falcon

BD Falcon
Roth

Roth

Sarstedt
Sarstedt
TPP/BD Falcon
TPP/BD Falcon
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Zellkulturschalen 6 cm TPP/BD Falcon
Zellkulturschalen 10 cm TPP/BD Falcon
Zellkulturschalen 15 cm TPP/BD Falcon
Zellschaber Sarstedt
Zellzdhler Roth

2.1.2 Stimulanzien

Agonisten

Humanes Angiotensin II Sigma-Aldrich
Humanes Endothelin-1 Sigma-Aldrich
Humanes IgG (Kon-1gG) Sigma-Aldrich

Humanes Immunglobulin G wurde von der Firma Sigma-Aldrich bezogen. Es enthilt die 1gG
Subklassen in den Anteilen IgG; 66%, 1gG, 23%, 1gG; 7% und IgG4 4%. Es wurde bei -80°C
gelagert und diente als Negativkontrolle.

Humanes IgG (AT, R/ETR- IgG)

Die Patienten mit systemischer Sklerose wurden in der Rheumatologie und Immunologie der
Charité sowie der Abteilung fiir Nephrologie und internistische Intensivmedizin der Charité
Campus Virchow Klinikum akquiriert. Alle Patientenseren, die verwendet wurden, wiesen
positive Antikdrperkonzentrationen (Anti-AT;R-Antikorper, Anti-ETAR-Antikorper) von 20-25
Units auf. Durch die Firma CellTrend GmbH (Luckenwalde) konnte eine genaue
Titerbestimmung mittels eines validierten ELISA Tests erfolgen. Die Proben fiir die
Experimente dieser Arbeit wurden bei -80°C gelagert. Eine Zustimmung der Patienten fiir die

Nutzung der Blutbestandteile fiir die Forschung lag vor.

Rezeptorblocker

Valsartan Novartis

Sitaxentan Encysive Pharma Inc.
BQ 788 Alexis Biochemicals
PD 123,319 Sigma-Aldrich

2.1.3 Chemikalien

Agar BD

Agarose Serva
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BICIN

Bis-Tris

Borsédure

BSA

Chloroform
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
DMEM 4.5 g/

Dithiothreitol (DTT)
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
EGF

Endothel Basal Medium (EBM)
Ethanol (absolut)
Ethidiumbromid

Fetales Kélberserum

Gel Red

Gelatine

Glycerin

Glycin

Hydrocortison

Incidin

Isoamylalkohol

Isopropanol

Kaliumchlorid

L-Glutamin

Magermilchpulver

Methanol
Morpholinopropansulfonsdure (MOPS)
Natriumchlorid

PBS, steril (ohne Mg*" und Ca®")
Penicillin/Streptomycin 100x
Pepton

Phenol

Polyethylenglykol

Material und Methoden

Roth
AppliChem
Roth

Serva

Merck

Sigma

PAA
AppliChem
Roth
Sigma-Aldrich
PAA

Roth

Sigma

PAA

Roth
AppliChem
Roth

Serva
Sigma-Aldrich
Roth

Merck

Merck

Merck
Biochrom AG
AppliChem
Merck
AppliChem
Merck

PAA
Biochrom AG
MP Biomedicals
Roth

Roth
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Proteinmarker
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Tris

Trizol

Trypanblau

Trypsin/EDTA

Tween 20

Urea

Yeast

Material und Methoden

2.1.4 Molekularbiologische Produkte

1. Enzyme, Kits, Standards und Reagenzien

Ampli TagDNA Polymerase

dNTP’s

MgCl,

Mulv Reverse Transkriptase

Oligo d(T)6

PCR-Buffer 10x

PCR Mykoplasma Test Kit

Primer

Random Hexamers

RNase Inhibitor

RNaseZap

RNA-Isol Reagenz

T4 DNA Ligase

TurboFect™

MicroAmp Optical 96 well
Nucleobond Xtra Midi Plus Kit
PEQGold Gel Extraction Kit
GeneAmp RNA PCR Core Kit

Power Sybr® Green PCR Master Mix
Dual-Luciferase® Reporter Assay Kit

AppliChem
Roth

Roth
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Biochrom AG
AppliChem
Sigma

MP Biomedical

Applied Biosystems
Promega

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
AppliChem

Tib Molbiol
Applied Biosystems
Invitrogen

Sigma

5Prime

Promega

Invitrogen

Biozym Scientific
Machery-Nagel
Qiagen

Applied Biosystems
Applied Biosystems

Promega
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I1. Plasmide

pGL4.10 [luc?] Promega
pGL4 - 420

pGL4 - 666

pGL4 - 856

Renilla reniformis

GFP Clontech

11I. Restriktionsendonukleasen

Hindlll New England Biolabs
Kpnl New England Biolabs
Xhol New England Biolabs
Spel New England Biolabs

1V. Bakterien

Samtliche Arbeiten mit Bakterien wurden mit Escherichia coli (E.coli) entsprechend der
Richtlinien fiir GVO (Genetisch Verdnderte Organismen) durchgefiihrt. Dabei wurde der Stamm
E.coli DH5a mit dem Genotyp thuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 ¢80 A(lacZ)M15 gyrA96
recAl relAl endAl thi-1 hsdR17 eingesetzt.

2.1.5 Losungen, Medien und Puffer

Couting-Losung

0,2 %ige autoklavierte Gelatine

Vollmedium fiir HEK-293
500 ml DMEM, 2 mM Glutamin, 10% FCS, 10 mg/ml Streptomycin, 10 000 Units/ml Penicillin,
1 mM Pyurvat, 10 mM Hepes

Minimalmedium fiir HEK-293
500 ml DMEM, 2 mM Glutamin, 0,5% FCS, 10 mg/ml Streptomycin, 10 000 Units/ml
Penicillin, 1 mM Pyruvat, 10 mM Hepes

Vollmedium fiir HMEC-1
500 ml Endothel Basal Medium, 5 % FCS
10 nM Hydrocortison (100 pl vom 50 uM Stock)
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5 ml Penicillin/Streptomycin (100x Stock Streptomycin: 10 mg/ml, Penicillin: 10.000 Units/ml)
5 ml L-Glutamin 200 mM (final: 2mM), 10 ng/ml hEGF (200 pl vom 25 pg/ml Stock)

Minimalmedium fiir HMEC-1

500 ml Endothel Basal Medium, 1 % FCS

5 ml L-Glutamin 200 mM (final: 2mM)

5 ml Penicillin/Streptomycin (100x Stock Streptomycin: 10 mg/ml, Penicillin: 10.000 Units/ml)

5x Laemmli Puffer
250 mM Tris-HCI (ph 7,5), 500 mM DTT, 30% Glycerol, 5% SDS , 0,25% Bromphenolblau

LB-Medium
5g/l Yeast (Hefe), 10 g/l Pepton, 10 g/l NaCl, aqua dest, 100 pg/ml Ampicillin

LB-Medium mit Agar

15 g/l Agar, 5 g/l Yeast, 10 g/l Pepton, 10 g/l NaCl, aqua dest, 100 pg/ml Ampicillin

1x MOPS Puffer
50 mM MOPS, 50 mM Tris, 1 mM EDTA ph 8,0, 0.1% SDS
ph 7,7

1 x PBS
137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 9 mM Na,HPO,, 2,3 mM KH,PO,
ph 7,3

1x TBE-Puffer
89 mM Tris- Base, 89 mM Borsédure, 2 mM EDTA ph 8,0

1x TBS-Puffer
50mM Tris, 150 mM NacCl
ph 7,6-8,0
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1x TBS-T Puffer

50 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,1% Tween20
ph 7,6-8,0

1x Transferpuffer
25 mM BICIN, 25 mM Bis-Tris, | mM EDTA ph 8,0, 10% Ethanol

Puffer fiir DLRA

LAR Il Reagenz: Luciferase Assay Substrat in 10 ml Luciferase Assay Puffer II 16sen
Stop & Glo Reagenz: 1 Volumen Stop & Glo Substrat auf 50 Volumen Stop & Glo Puffer

Puffer fiir IgG-Isolation
Elutionspuffer (ph 2,7)
0,1 mol/l Glycin-HCI
Bindungspuffer (ph 7,0)
0,02 mol/l Na,HPO,

Neutralisationspuffer (ph 9,0)
1 mol/I Tris-HCl

Dialysepuffer (10 fach)
Losung 1: 8,9 g Na,HPO4 x H>O in 500 ml H,O 16sen

Losung 2: 3,45 g Na,HPO4 x H,O in 250 ml H,O 16sen
Losung 3: Losung 2 zu Losung 1, bis ph 7,2 erreicht
Losung 4: 45,0 g NaCl in 500 ml Losung 3 auflosen

2.1.6 Gerite

Blotdetektionseinheit Syngene Bio Imaging
DNA-Elektrophorese OWL Separationssystem
Einkanalpipette 0,5-1000 pl Brand

Eismaschine Ziegra

Elisa-Reader Thermo Scientific
Feinwaage Ohaus
Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss
Gefrierschrank — 20°C Liebherr

26



Material und Methoden

Gefrierschrank — 80 °C
Heizblock

Incubating Orbital Shaker
Inkubator
Kiihlzentrifuge
Laborwaage
Luminometer
Magnetriihrer
Megafuge
Mehrkanalpipette
Mikroskop

Minishaker (Vortexer)
Nanodrop

Peltier Thermal PTC-200
Perfusor

ph Elektrode Ag/AgCl
ph Messgerit
Proteinelektrophorese
Real Time PCR System
RNA-Elektrophorese
Rolltmischer
Schiitteltisch

Sterilbank
Stickstofftank

Thermal Cycler PX2
Thermocycler
Transferkammer
Wasserbad

Western Blot Medul

Heraeus

VWR

VWR

Thermo Scientific
Eppendorf

Sartorius AG

BMG Labtech

IKA Werke

Thermo Scientific
Brand

Carl Zeiss AG

VWR

Peqlab Biotechnologie
MJ Research

B. Braun

VWR

VWR

BioRad

Applied Biosystem 7500
VWR

VWR

Heidolph

Thermo Scientific
AirLiquide

Electron Corparation
Thermo Scientific
BioRad

Unitherm

Invitrogen

27



Material und Methoden
2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur (HEK-293, HMEC-1)

Die Experimente erfolgten mit zwei Zelllinien: menschlichen embryonalen Nierenzellen
(HEK-293) und immortalisierten humanen mikrovaskuldren Endothelzellen (HMEC-1).

Die HEK-293 Zellen stammen aus dem Labor von Frau Prof. Dr. med. Duska Dragun, die
HMEC-1 Zellen von Frau Prof. Dr. med. Gabriela Riemekasten. Beide Zelllinien exprimieren
den nativen ATR und ETaR. Sie stellen keine liberexprimierenden Zelllinien dar.

HEK-293 ist eine Zelllinie, die als Transformationsprodukt aus einer menschlichen embryonalen
Nierenzelle (Human Embryonic Kidney) mit Teilen des menschlichen Adenovirus 5 hervorging
und somit eine kiinstliche Krebszelle darstellt. Die HEK-293 Zellen sind hypotriploide
Epithelzellen, welche adhédrent wachsen und sich sowohl durch eine einfache Kultivierung als
auch eine effiziente Transfizierung auszeichnen.

HMEC-1 besitzen die morphologischen, phdnotypischen und funktionellen Eigenschaften von
normalen humanen mikrovaskuldaren Endothelzellen. Ursprung ist das menschliche Praeputium.
Sie sind mit dem SV40 T Antigen transfiziert und weisen somit die Charakteristika einer

immortalisierten und schnellwachsenden Zelllinie auf.

2.2.1.1 Kultivierung HEK-293

Die Kultivierung der HEK-293 Zellen erfolgte auf Zellkulturplatten, -schalen und —flaschen. In
einem Inkubator wurde bei 37°C mit 5% CO, Begasung inkubiert. Das DMEM Vollmedium und
Trypsin/EDTA wurden vor Gebrauch bei Raumtemperatur oder im Wasserbad auf 37°C
gebracht. Fiir die Passagierung der Zellen wurde Medium abgesaugt und einmal mit sterilem
PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit Trypsin/EDTA fiir 4 min bei 37 °C/5 % CO; inkubiert.
Die abgeldsten Zellen wurden in 5 ml Medium bei 1200 min™ pelletiert, anschlieBend in 15 ml
frischem Vollmedium resuspendiert und nach vorheriger Zahlung ausgesit (x Zellen/ cm?).
Stimulationsbedingungen: Stimulation fiir 2 h mit Angiotensin II (1 pmol/l) und Endothelin-1
(100 nmol/l) unter DMEM Minimalmedium. Stimulation fiir 2 h mit 1,5 mg/ml AT,R/ETAR-IgG
und 1,5 mg/ml Kontroll-IgG unter DMEM Minimalmedium .

2.2.1.2 Kultivierung HMEC-1

Die Kultivierung der HMEC-1 Zellen erfolgte auf zuvor mit 0,2% Gelatine beschichteten
Zellkulturplatten und — flaschen. In einem Inkubator wurde bei 37°C mit 5% CO; inkubiert. Das
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EBM Vollmedium und Trypsin/EDTA wurde vor Gebrauch auf Raumtemperatur oder im
Wasserbad auf 37°C gebracht. Fiir die Passagierung der Zellen wurde Medium abgesaugt und
einmal mit sterilem PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit Trypsin/EDTA fiir 4 min bei 37
°C/5 % CO, inkubiert. Die abgelosten Zellen wurden in 5 ml Medium bei 1200 min™ pelletiert,
anschlieBend in 15 - 20 ml frischem Vollmedium resuspendiert und nach vorheriger Zéhlung
ausgesit (x Zellen/ cm?),

Stimulationsbedingungen: Stimulation fiir 2 h mit Angiotensin II (1 pmol/l) und Endothelin-1
(100 nmol/l) unter EBM Minimalmedium. Stimulation fiir 2 h mit 1,5 mg/ml AT,R/ETAR-IgG
und 1,5 mg/ml Kontroll-IgG unter EBM Minimalmedium.

2.2.1.3 Kryokonservierung der Zellen

Um kultivierte Zellen einzufrieren, wurde nach Abnahme von Medium einmal mit PBS
gewaschen und fiir 4 min bei 37°C/5 % CO, trypsiniert. Die Zellen wurden in 8§ ml Vollmedium
aufgenommen und fiir 3 min bei 1200 min " zentrifugiert. Das Pellet wurde in 2,5 ml 10%
DMSO resuspendiert, in Kyrordhrchen tiiberfithrt und bei -80°C aufbewahrt. Beim Auftauen

wurden die Zellen schnell in frisches Vollmedium iiberfiihrt.

2.2.1.4 Mykoplasmentest

Um die Kontamination der verwendeten Zellen mit Vertretern der Klasse der Mollicutes

auszuschlieen, wurde nach Anleitung des Herstellers in regelmédfigen Abstinden eine PCR mit
einem Mykoplasmen-Detektions-Kit von Applichem durchgefiihrt. Der Zellkulturiiberstand
wurde 48 Stunden auf den Zellen belassen, bevor eine Menge von weniger als einem Milliliter
abgenommen, in ein steriles Reagenzgefal {iberfiihrt und bei 250 xg kurz zentrifugiert wurde,
um eukaryotische Zellen und Zellbestandteile zu pelletieren. Der Uberstand wurde anschlieBend
20 min bei 20 000 xg zentrifugiert, um die moglicherweise vorhandenen Mykoplasmen zu
zentrifugieren. Das Pellet wurde in 50 pl Fliissigkeit bei 99 °C fiir 5 min gekocht, um die
Bakterien aufzubrechen und die DNA fiir die Reaktion zugénglich zu machen. AnschlieBend
wurde entsprechend der Angaben des Herstellers die PCR-Reaktion vorbereitet und
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden mittels einer gelektrophoretischen Auftrennung der PCR-
Fragmente analysiert. Fiir kontaminierte Zellen bestand die Mdglichkeit einer Behandlung mit
Ciprofloxacin oder Primocin. 2 Wochen nach Antibiose wurde die PCR wiederholt. In allen

Experimenten wurden nur Zellen verwendet, bei denen die PCR negativ ausfiel.
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2.2.2 IgG-Isolation

Fir die Experimente wurden die Immunglobuline (AT;R/ETAR-IgG, Ko-IgG) iiber HiTrap
Protein G HP Séulen isoliert. Das Prinzip beruht auf der sogenannten Affinitidtschromatographie.
Die Séulen bestehen aus 5 ml Sepharose, die mit einem rekombinant hergestellten Protein G
gekoppelt ist. Das Protein G besitzt die Eigenschaft, eine hohe Affinitit zum Fc-Teil der 1gG-
Isotypen 1,2,3,4 zu haben. Die Eluierung der Immunglobuline erfolgte daher bei pH 2,7, da bei
geringem pH die Affinitdt des Protein G zum Fc-Teil sinkt und somit die Herauslosung der

Immunglobuline aus der Sdule moglich ist.

2.2.2.1 Patientenmaterial

Zur Isolation der Immunglobuline der Klasse G wurde sowohl das Plasma von Patienten mit
systemischer Sklerose, als auch das von gesunden Probanden (Kontrollgruppe) verwendet.

Aus dem Plasma der Patienten mit systemischer Sklerose wurden mittels eines Solid-phase
Assays von der Firma Cell Trend in Luckenwalde (Deutschland) die Titer der Anti-AT;R-korper
und Anti-ETAR-AntikSrper gemessen. Das Plasma wurde aufgetaut, fiir 20 min bei 3000 min™'
zentrifugiert und anschlieend mit einer Filtereinheit von 0,45 pum filtriert. Vor der Isolation

wurde das Plasma 1:1 mit Bindungspuffer verdiinnt.

2.2.2.2 Isolation von IgG aus Plasma

Fiir die Isolation wurden folgende Puffer verwendet: Bindungspuffer, Elutionspuffer und
Neutralisationspuffer. Alle drei Puffer wurden vor Gebrauch steril filtriert. Bis auf den
Elutionsschritt wurde die gesamte Isolation in einem Perfusor durchgefiihrt. Zunichst wurde die
Sdule mit 25 ml Bindungspuffer bei einer Maximalgeschwindigkeit von 99ml/h im Perfusor
dquilibriert. Danach wurde die Sdule mit 30 ml Plasma:Bindungspuffer beladen. Nach dem
ersten Durchlauf erfolgte ein zweiter Durchlauf und anschlieend ein Waschschritt mit 50 ml
Bindungspuffer. Die nachfolgende Eluierung der Immunglobuline (bezogen auf 15 ml Plasma)
wurde manuell und nicht mit dem Perfusor durchgefiihrt. Mit 15 ml Elutionspuffer (ph 2,7)
wurde das IgG aus der Saule eluiert. Dabei erfolgte eine Unterteilung in 3 Fraktionen. Die ersten
3 ml wurden verworfen (kein IgG enthaltend), die ndchsten 7 ml aufgehoben und die restlichen 5
ml ebenfalls verworfen. Das Eluat von 7 ml wurde sofort mit 700 ul Neutralisationspuffer

versetzt, um  die  Zersetzung der  Immunglobuline zu  verhindern.  Die
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Sdule wurde mit 50 ml Bindungspuffer redquilibriert. AnschlieBend konnte eine neue Probe
isoliert werden oder die Sdule wurde mit 10 ml 0,1 % NaN; und mit 15 ml 20% Ethanol
gewaschen. Sdulen, die stark in Gebrauch waren, wurden mit 5 mol/l Guanidin-Hydrochlorid

gewaschen. Die Lagerung der Sdulen erfolgte bei 4°C.

2.2.2.3 Dialyse

Fir die Dialyse wurde der Dialysepuffer 10-fach konzentriert verwendet. Nachdem die
Dialyseschldauche im Wasserbad erhitzt wurden, wurden die Schlduche in ein 2 Liter fassendes
Becherglas mit DMEM low glucose (ohne P/S und Glutamin) {iberfiihrt und das Eluat mit den
gewonnenen Immunglobulinen in die Schléuche gefiillt. Die Dialyse erfolgte im Kiihlraum bei 4
°C und dauerte circa 2 d. In dieser Zeit erfolgte alle 4-5 h ein Mediumwechsel. Nach der Dialyse
erfolgte die Messung der IgG-Konzentrationen im Zentrallabor der Charité Berlin (CVK) als
auch die Messung der Anti-AT;R-Antikorper und der Anti-ETAR-Antikdrper mittels eines Solid-

phase Assays durch die Firma Celltrend in Luckenwalde.

2.2.3 Quantitative Real Time-PCR (RTq-PCR)

Die Real Time-PCR ist eine Echtzeit PCR, die auf dem Prinzip der Polymerase —Kettenreaktion
(PCR) beruht und zur Nukleinsdurequantifizierung dient. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von
Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt und wird wéhrend der exponentiellen Phase des PCR-
Zyklus erfasst. Proportional mit der Fluoreszenz nimmt die Menge der Target-DNA zu. Fiir die
Real-Time PCR wurde der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green (Applied
Biosystems) verwendet. Entsprechend der Primeretablierung erfolgte der Mastermix-Ansatz. Die

Wassermenge wurde dem finalen Mastermix-Volumen von 13 pl angepasst.

Tabelle 1: allgemeiner PCR-Ansatz

Reagenz Menge [uM] Volumen [pl]
SYBR Green 6,75
sense-Primer 1,0/0,5/0,25/0,125 2,0/1,0/0,5/0,25
antisense-Primer | 1,0/0,5/0,25/0,125 2,0/1,0/0,5/0,25
cDNA 10 ng 1
a.dest ad 13 pl
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Tabelle 2: allgemeines RTq-PCR Protokoll

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min:sec] Zyklen
Initialisierung 50 2:00
Denaturierung 95 10:00
x 40
Annealing 60 00:15
Elongation 60 1:00

Ausgewertet wurde mittels der ACt-Methode, unter Verwendung des CT-Wertes (Cycle
Threshold), der den Zyklus beschreibt, an dem die Fluoreszenz erstmalig iiber die Hintergrund-

Fluoreszenz ansteigt. Das Housekeeping Gen GAPDH wurde dabei als Referenzwert genommen.

2.2.4 Western Blot

Proteinbestimmung: Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach Lowry mit dem D¢
Protein Assay Kit durchgefiihrt. Als Reaktionsgefdl wurde eine 96-Well Platte verwendet, in die
5 ul Lysis Puffer, je 5 pl einer Standardreihe aus BSA-Losung (0,25, 0,5, 1,5, 2,0 mg/ml) und 5
ul Probe vorgelegt wurden. AnschlieBend wurde in jedes Well 25 ul Reagenz AS (1 ml Reagenz
A und 20 pl Reagenz S) und 200 pl Reagenz B hinzugegeben. Nach 15 min Schiitteln erfolgte

die photometrische Auswertung in einem Spektrophotometer bei einer Wellenldnge von 690 nm.

Western Blot Analyse: Die Proteine wurden mit 1 x Lammli-Puffer und 20 mmol/l DTT
versetzt und bei 95°C fiir 5 min gekocht. Pro Gel wurde 5 pl eines Protein Markers eingesetzt.
Die Auftrennung erfolgte in SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese Gelen (5%iges Sammelgel
und 10%iges Trenngel). Die Geltaschen wurden mit 20-30 pg Protein beladen. Die
Elektrophorese erfolgte mit 150 V fiir 1,5 h. Das anschlieBende Blotten erfolgte bei 30 V und
wurde durchgefiihrt, um die Proteine von dem Gel auf eine Nitrozellulose-Membran zu
transferieren. Nach dem Transfer wurden die Membranen fiir 1 h in 5%-iger Milchpulverlsung
geblockt, um unspezifische Antikoérperbindungen zu verringern. Die Inkubation mit dem
Primérantikorper erfolgte iiber Nacht. Dem folgend wurde drei Mal fiir je 5 min mit TBST
gewaschen, anschliefend mit dem Sekundérantikérper 1 h lang inkubiert und nochmals fiir 10
min mit TBST gewaschen. Entwickelt wurde auf Rontgenfilmen mit dem

Chemilumineszenzverfahren (ECL).

32



Material und Methoden

2.2.5 Klonierung von Tissue Faktor Promotorfragmenten in den pGL4.10 [luc2] Vektor

CTGTGAGCCGAGCCGGTCACACCGTGGCTGACACCGGCATTCCCACCGCCTTTCTCCTGTGCGACCCGCTAAGGG
CCCCGCGAGGTGGGCAGGCCAGGTATTCTTGACCTTCGTGGGGTAGAAGAAGCCACCGTGGCTGGGAGAGGGCCCTGCTCACAGCCAC]
CCCGAGCTTCTGCCCCAGGTGGGCARAGCATCCGGGAAATGCCCTCCGCTGCCCGAGGGGAGCCCAGAGCCCGTGCTTTCTA
TTAAATGTTGTAAATGCCGCCTCTCCCACTTTATCACCAAATGGAAGGGAAGAATTCTTCCAAGGCGCCCTCCCTTTCCTGCCATAGACCTGCAR
CCCACCTAAGCTCACGTCGGAGTCGCGGGCCTGGGTGAATCCGGGGGCCTTGGGC IR EEORNNBAGABE CGCCTGCGTCCTCCAGGGCAGC
TCCGCGCTCGGTGGCGCGGTTGAATCACTGGGGTGAGTCATCCCTTGCAGGGTCCCGGAGTTTCCTACCGGGAGGAGGCGGGGCAGGGGTGTGGA
CTCGCCGGGGGCCGCCCACCGCGACGGCAAGTGACCCGGGCCGGGGGCGGGGAGTCGGGAGGAGCGGCGGGGGCGGGCGCCGGGGGCGGGCAGAG
GCGCGGGAGAGCGCGCCGCCGGCCCTTTATAGCGCGCGGGGCACCGGCTCCCCAAGACTGCGAGCTCCCCGCACCCCCTCGCACTCCCTCTGGCE
GGCCCAGGGCGCCTTCGCCCAACCTCCCCAGCCCCACGGGCGCCACGGAACCCGCTCGATCTCGCCGCCAACTG

Amplifikation der Inserts

Kpnl Xhol
FP-856 TGATCAGGTACCGAGCCAACTGACCCTCAGAC RP GTAGACATGGAGACCCCTGCCTCGAGACGGAC
rp-673 TGATCAGGTACCIINEENNNE
FP-420 TGATCAGGTACCEACCOCECOAACTAGATE

Ligation der Inserts

= =
SE=8_=2=2% MCS
=085 cBE=T
0132 §' S 8= i s QO cn.:‘i
Synthetic poly(A) M HwnnZ»©X@mmm
signal/transcriptional ~
pause site
(for background
reduction)
luc2
pGL4.10[luc2]
Amp* (4242bp) |
AN
"/
%JQ~__7 L
Sooon SV40 late poly(A) signal

Restriktion / Sequenzierung der rekombinanten Plasmide

Ets-1
Bindestelle

33



Material und Methoden

Abbildung 3: Klonierungsstrategie: Isolation von genomischer DNA aus HMEC-1 (A).
Amplifikation der Inserts mittels PCR (B) und Klonierung der Inserts in den
pGLA4.10[luc2] Vektor nach enzymatischem Doppelverdau mit Kpnl / Xhol (C).

(A),(B): Aus immortalisierten humanen mikrovaskuldren Endothelzellen (HMEC-1) wurde
genomische DNA isoliert, mittels einer PCR wurden die verschiedenen Tissue Faktor Promotor
Fragmente der GroBlen 856 bp, 673 bp und 420 bp amplifiziert. Die 5°-Deletionskonstrukte des
Tissue Faktor-Promotors der Grofe 856 bp (full length) und 673 bp enthalten eine relevante
Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor Ets-1. Das Fragment 420 bp enthilt keine Ets-1
Bindestelle im Promotor. In  Abbildung A ist die Ets-1 Bindestelle rot markiert, die
verschiedenen Bindungsstellen der Primer sind farblich hervorgehoben. Die Primer enthalten
Restriktionsschnittstellen: Die forward Primer weisen eine Kpnl-Schnittstelle, der reverse Primer
eine Xhol Schnittstelle auf (B). Die gelb markierten TGATCA-Sequenzen stellen zusitzliche
Nukleotide dar, die von grofer Bedeutung fiir die Effizienz der Restriktionsenzyme sind.
Ligation (C): Mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Xhol wurden sowohl die amplifizierten
Tissue Faktor Promotor Fragmente als auch der kein Insert enthaltende Leervektor pGL4.1[luc?2]
geschnitten. Mit Hilfe der DNA-Ligase entstanden rekombinante Plasmide mit unterschiedlichen
Fragmenten. Im Vektor pGL4.1 [[/uc?] ist dem Tissue Faktor Gen ein Firefly Luciferase Gen
[/uc?] nachgeschaltet. Bei einer Tissue Faktor Aktivierung wird das Luciferase Enzym gebildet
und es kommt unter Umwandlung von Luciferin zu Oxyluciferin zu einer Emission von Licht. Je
mehr Luciferase Enzym gebildet wird, um so mehr Licht wird emittiert. Das Fragment 420 bp
verfiigt nicht iiber eine Ets-1 Bindestelle, sodass es weder zu einer Tissue Faktor Aktivierung

noch Licht-Emission kommen kann.

2.2.5.1 Isolation von genomischer DNA aus HMEC-1 Zellen

Aus HMEC-1 Zellen wurde genomische DNA isoliert. Ziel-DNA waren die Tissue Faktor
Promotor Fragmente der Groflen 856 bp, 673 bp und 420 bp, mit denen alle Experimente
durchgefiihrt wurden. GeméiB dem 5Prime Protokoll wurde auf 100 mg abgeschabte Zellen 1ml
Isol-RNA Lysis Reagenz gegeben. Danach erfolgte eine komplette Homogenisierung (20-40 s)
und eine Inkubation bei Raumtemperatur (5 min). Auf das homogene Lysat wurde anschlieBend
auf 1 ml Lysis-Reagenz 200 ul Chloroform hinzugegeben. Das Gemisch wurde griindlich fiir 15s
gemischt und bei Raumtemperatur 2-3 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte fiir 15 min mit
12.000 xg bei 4°C die Zentrifugation, bei der 3 Phasen entstanden: die wéssrige, obere Phase, die

weille Zwischenphase und die rote, organische Phase.
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Die wissrige Phase wurde entfernt und 300 pul 100 % Ethanol zu der Zwischenphase und
organischen Phenolphase hinzugegeben. Die Probe wurde vorsichtig durch Inversion gemischt,
anschlieBend fiir 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert und fiir 2 min mit 2000 xg bei 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und zu dem DNA-Pellet 1 ml Natriumcitrat
hinzugegeben. Die Probe wurde fiir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend
vorsichtig fiir 5 min durch Inversion gemischt. Danach erfolgte die Zentrifugation fiir 5 min mit
2000 xg bei 4°C und die Verwerfung des Uberstandes. Der Waschschritt wurde zweimal
wiederholt. Das DNA-Pellet wurde mit 2 ml 75 % Ethanol vermischt und fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde vorsichtig fiir 5 min durch Inversion gemischt
und fiir 5 min bei 2000 xg bei 4°C zentrifugiert. Danach konnte der komplette Ethanol-
Uberstand entfernt und das DNA-Pellet fiir 5-15 min luftgetrocknet werden. Das getrocknete
Pellet wurde in 8 mM NaOH gelost und fiir 10 min mit 14.000 xg bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde fiir die Messung der OD (Optische Dichte) verwendet. Die isolierte DNA (500
ng) wurde auf ein 0,5%-iges Agarosegel aufgetragen und bei 100 Volt fiir 1h elektrophoretisch

aufgetrennt.

2.2.5.2 Messung der DNA-Konzentration iiber die optische Dichte

Der Uberstand aus der DNA-Isolierung wurde in ein neues ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Uber die
optische Dichte (Absorptionswert) wurde die DNA-Konzentration am NanoDrop Spektral-

photometer ND-1000 (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) bei 260 nm vermessen. Fiir die
Messung der DNA- Konzentration wurde 1 pl von der Probe verwendet. Die Reinheit der DNA

korrelierte mit dem Asg0/Azs0 nm Quotienten von 1,8 £0,2.

2.2.5.3 Amplifizierung der Tissue Faktor Promotor Fragmente 856, 673 und 420 bp
(konventionelle PCR)

Die Amplifizierung der genomischen DNA-Fragmente erfolgte mittels der konventionellen PCR
(Polymerase-Kettenreaktion). Der PCR-Prozess, in einem Thermocycler durchgefiihrt, wird
durch eine bestimmte Anzahl von Zyklen definiert, wobei jeder Zyklus aus drei Schritten
besteht. Der erste Schritt ist die Denaturierung, bei der die DNA-Doppelstringe der Original-
DNA (Template) bei 95°C aufgetrennt werden. Daran schlie3t sich die Anlagerung der Primer
(Annealing) an das Template an. Die Temperatur, die hierbei gewihlt wird, ist primerspezifisch.
Um die optimale Annealing-Temperatur fiir die Primer zu ermitteln, wurde eine Gradienten PCR

mit 40 Zyklen durchgefiihrt (Gradient: 50,1°C- 65,2°C). Im dritten Schritt erfolgt die Elongation
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(Amplifikation). Die DNA-Polymerase beginnt am 3'- Ende des Primers, folgt dem DNA-

Einzelstrang und bildet somit einen komplementdren DNA-Strang. Dies fiihrt zur Amplifikation

der Einzelstringe.

Die verwendeten forward Primer wiesen eine Kpnl-Schnittstelle, der reverse Primer eine Xhol

Schnittstelle auf. Als Polymerase wurde die AccuPrime™ Taq DNA Polymerase verwendet, da

es sich um GC-reiche Promotor Fragmente handelt.

Tabelle 3: Gradienten-PCR Ansatz mit dem AccuPrime™ 7ag DNA Polymerase System

Reagenz Volumen [pl]
10X AccuPrime™ PCR Buffer II | 2,5

Primer Mix (10 uM) 0,5

Template DNA (1-200 ng) 0,1-20
AccuPrime™ Taq DNA 0,5
Polymerase

ddH,O ad 25 pl

Tabelle 4: allgemeines PCR-Protokoll

Schritt Temperatur [°C] Zeit [min:sec] Zyklen
Denaturierung 94 2:00
Denaturierung 94 00:15-00:30
Annealing 65 00:15-00:30 x40
Elongation 72 1:00
Pause/Ende 4 o0

Tabelle 5: Primersequenzen

Gen Primer 5°-3’-Primersequenzen Annealing-T | Zyklen | Fragmentgrofie
[°C] (bp)
sense AGTCGGCACCAGGTGTATTT 60 36 211
ATiR antisense | ATCACCACCAAGCTGTTTCC
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sense TTCCCTTCCATGTTCTGACC 60 38 191
AT,R
| antisense | AAACACACTGCGGAGCTTCT
sense GATAGCCAGTCTTGCCCTTG 60 34 177
ETAR
A% | antisense | CAGAGGTTGAGGACGGTGAT
sense GCGAAACGGTCCCAATATC 60 38 161
ETgR
B | antisense | CCACGGAGGCTTTCTGTATG
sense ACCCAGCCTATCCAGAATCC 60 34 106
Ets-1
U | antisense | ATGAAGCTGGGCTCTGAGAA
sense TGAAGGATGTGAAGCAGACG 60 34 94
TF
antisense | TTCTCCTGGCCCATACACTC
sense GGATGTTTTTGGCAAGGACTTAC | 60 22 124
HTF
as antisense | CAGGATGATGACAAGGATGATG
sense CATCACCATCTTCCAGGAGCG 60 22 443
GAPDH
antisense | TGACCTTGCCCACAGCCTTG
sense GAGCCAACTGACCCTCAGAC 65 40 868
TF 856
antisense | GTAGACATGGAGACCCCTGC
sense ACGTTTACTTCGCTGCAGGT 65 40 685
TF
673 antisense | GTAGACATGGAGACCCCTGC
sense GACCCGGGAACTAGACC 65 40 432
TF 42
0 antisense | GTAGACATGGAGACCCCTGC

2.2.5.4 Elektrophoretische Auftrennung der DNA auf Agarose-Gelen mit anschlieffender

Fragmentelution

Um die DNA-Fragmentgrofle zu ermitteln, erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der

amplifizierten DNA in einem 1%-igen Agarosegel mit Ethidiumbromid in 1x TBE-Puffer.

AnschlieBend wurden die Fragmente aus dem Agarosegel nach dem Protokoll von peqGOLD

MicroSpin Gel Extraction (PEQLAB) extrahiert: Dafiir wurden unter langwelligem UV-Licht

die entsprechenden Ethidiumbromid gefarbten DNA-Banden herausgeschnitten. Die Gelstiicke

wurden gewogen, unter Zugabe von 500 pul GP-Puffer in ein frisches, vorgewogenes 2 ml

Reaktionsgefal3 {iberfiihrt und fiir 10 min bei 60°C unter mehrmaligem Mischen (alle 2-3 min)

inkubiert. Nach dem vollstindigen Ldsen der Agarose wurde, da der GP-Puffer eine rotliche

Farbe aufwies, 10 pl einer 2M Na-Acetat Losung (pH 5,2) unter Mischen hinzugegeben, sodass

ein Farbumschlag in gelb erreicht wurde. Nach Hinzufiigen von 250 pul GP-Puffer wurden 750 pl

der DNA/Agarose/GP-Pufferlosung auf eine PerfectBind MicroSpin-Zentrifugensdule pipettiert.
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Die Séule wurde anschlieBend in einem 2 ml Reaktionsgefdl fiir 1 min bei 10.000 xg
zentrifugiert und der Séulendurchfluss verworfen. Danach erfolgte ein zweimaliger Waschschritt
mit dem CG-Waschpuffer unter Verwerfen des Sdulendurchflusses. AnschlieBend wurde die
Sdule in dem geleerten 2 ml ReaktionsgefaB fiir 1 min bei 10.000 xg getrocknet. Die Elution
erfolgte in einem neuen 1,5 ml Reaktionsgefd unter Zugabe von 20 ul Elutionspuffer. Nach 2
min Inkubation wurde fiir 1 min bei 10.000 xg zentrifugiert. Der Elutionsschritt wurde
wiederholt. Uber die optische Dichte wurde die DNA-Konzentration am NanoDrop-
Spektralphotometer ND-1000 (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) bei 260 nm vermessen.

2.2.5.5 Restriktion der TF Promotorfragmente und des pGL4.1 Vektors mit anschlieffender
Ligation

Die nach gelelektrophoretischer Auftrennung aus dem Gel extrahierten Fragmente mussten in
den Zielvektor (pGL4.10 Vektor) eingefiigt und ligiert werden. Zunichst wurde eine Restriktion
mit Restriktionsenzymen durchgefiihrt. Diese DNA schneidenden Enzyme erkennen spezifische
Sequenzen aus 4-8 Basenpaaren und spalten in dieser Region eine Phosphodiesterbindung. Der
pGL4.1 Vektor wurde mit den Restriktionsenzymen Kpnl und Xhol geschnitten. Die Tissue
Faktor Promotorfragmente 856 bp, 673 bp und 420bp (Inserts) wurden mit den gleichen
Enzymen Kpnl und Xhol geschnitten. Dabei entstanden ,,blunt ends*. Der Ansatz wurde bei
37°C fiir 2 h im Thermocycler inkubiert. Die Uberpriifung der Restriktion erfolgte mit einem
1%-igen Agarosegel in 1x TBE-Puffer fiir 1 h bei 80 V.

Tabelle 6: Restriktionansatz

Reagenz Volumen
[ul]
ddH,O 9
10x Puffer 1 2
10x BSA 2
Kpnl 1
Xhol 1
DNA(50ng) |5
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Durch den Verdau konnten die Inserts in den Vektor integriert werden. Die Ligation wurde durch
eine T4-DNA-Ligase katalysiert. Bei der Ligation wird das 3'-Hydroxy-Ende mit dem 5'-
Phosphat-Ende der DNA-Segmente durch Ausbildung einer Phosphodiesterbindung verbunden,
sodass es zu einer kovalenten Bindung zwischen Vektor-DNA und Insert-DNA kommt. Die

Ligation wurde mit der T4- DNA-Ligase (Promega) nach folgendem Protokoll durchgefiihrt.

Tabelle 7:

Vektor DNA | 100 ng
Insert DNA 17 ng

Ligase 1l
10xPuffer

T4-DNA- 0,I-1u
Ligase(weiss

units)

Nuclease freies | 10 pl

Wasser (Final)

Es erfolgte eine Inkubation bei RT fiir 3 h und eine Zwischenlagerung auf Eis vor der

nachfolgenden Transformation.

2.2.5.6 Transformation in den E.coli Stamm DH5a

Die Plasmide wurden in kompetente E.coli Bakterien des Stammes DHS5o eingebracht. Die
Transformation wurde mittels Elektroporation durchgefiihrt. Bei der Elektroporation wird die
Zellmembran durch einen kurzen elektrischen Impuls permeabilisiert, sodass die Zellen DNA
aus der Umgebung aufnehmen koénnen. Zu den elektrokompetenten Bakterien wurden 10 pl des
entsalzten Ligationsansatzes gegeben. Nach vorsichtigem Mischen wurde der Ansatz
luftblasenfrei in eine Elektroporationskiivette tiberfithrt. Die Elektroporation erfolgte mit 25 pF,
2,5 kV und 600 Q. Unter Zugabe von 1 ml gekiihltem LB-Medium (ohne Antibiotika) wurden
die transformierten E.coli Bakterien bei 37°C fiir 2 h unter Schiitteln inkubiert. Jeweils 100ul
und 900ul des Transformationsansatzes wurden auf Agarplatten ausplattiert und {iber Nacht bei
37°C kultiviert. Die Bakterien mit dem aufgenommenen Plasmid konnten auf dem mit
Ampicillin versetzten LB-Medium mit Agar iiberleben, da das Plasmid iiber ein Antibiotikum-

Resistenzgen verfiigt. Am nédchsten Tag wurden mit den auf den Selektionsplatten gewachsenen
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einzelnen Kolonien LB-Selektionsmedien angeimpft und iiber Nacht bei 220 rpm 37°C
inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die Isolation der rekombinanten Plasmide mittels Mini-

Priparation.

2.2.5.7 Mini-Prdparation der Plasmid-DNA

Die Mini-Préparation der rekombinanten Plasmid-DNA erfolgte mit dem peqGOLD Plasmid
Miniprep Kit II (PEQLAB). Die Ubernachtkultur wurde fiir 5 min bei 10.000 xg zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Das Bakterienpellet wurde mit 250 pl Losung I/Rnase A durch
sorgfiltiges Mischen resuspendiert. AnschlieBend wurde die Suspension in ein neues 2 ml
Reaktionsgefdf} iiberfithrt, mit 250 pl Losung II versetzt und 10 mal invertiert, bis ein klares
Lysat entstand. Zu dem aufgeklarten Lysat wurde 350 pl Losung III hinzugefiigt und 10 mal
invertiert, bis sich ein weilles, flockiges Prézipitat bildete. Danach erfolgte eine Zentrifugation
bei 10.000 xg fiir 10 min. Ein frisches 2 ml Reaktionsgefal wurde mit einer PerfectBind DNA —
Séule bestiickt und mit dem klaren Uberstand befiillt. Nach der Zentrifugation bei 10.000 xg fiir
1 min wurde der Sdulendurchfluss verworfen und der Vorgang wiederholt. Danach wurde die
Sdule mit 500 pl Plasmid-Puffer gewaschen und bei 10.000 xg fir 1 min zentrifugiert.
Anschliefend erfolgte ein zweimaliger Waschschritt mit 750 pl Wash-Puffer und eine
Zentrifugation bei 10.000 xg fiir 1min. Der Sdulendurchfluss wurde jeweils verworfen. Durch
eine nachfolgende zweiminiitige Zentrifugation bei 10.000 xg wurde die DNA getrocknet. Die
Elution erfolgte anschlieBend mit 80 pl Elution-Puffer. Dafiir wurde die Sdule in ein frisches 1,5
ml Reaktionsgefd3 iiberfiihrt und bei 5.000 xg fiir 1 min zentrifugiert. Um die Effizienz zu
steigern, wurde der Vorgang wiederholt. Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde am

NanoDrop Spektralphotometer bei 260 nm vermessen.

2.2.5.8 Restriktion

Nach der Mini-Priparation der Plasmid-DNA erfolgte die Restriktion mit den
Restriktionsendonukleasen Spel und Hind III, um die pGL-856, pGL-673 und pGL-420 bp
Konstrukte in Insert und Restvektor zu verdauen. Als Kontrolle wurde bei dem pGL4.1 Vektor
original (ohne Insert) ebenfalls eine Restriktion durchgefiihrt. Der Ansatz wurde bei 37°C fiir 2 h
im Thermocycler inkubiert. Anschlieend erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung in einem

1%-igen TBE-Agarosegel fiir 1 h bei 80 V.
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Tabelle &: Restriktionansatz

Reagenz Volumen [pl]
ddH,O 9
10x Puffer 2 2
10x BSA 2
Spel 1
Hind III 1
DNA (50 ng) 5

2.2.5.9 Verifizierung der Klone durch Sequenzierung

Durch die Sequenzierung konnte die Nukleotid-Abfolge in den Vektor-Insert-Konstrukten
bestimmt werden und erlaubte somit die Verifizierung der Klone. Die Sequenzierung erfolgte
nach der Kettenabbruchmethode (Sanger et al., 1977), die Auswertung mit dem Programm
Chromas. Hierflir wurden 700 ng Plasmid-DNA mit jeweils 20 pmol forward und reverse Primer
(1:10 verd.) gemischt und auf ein Finalvolumen von 7 pl mit ddH,O angepasst. Zur

Sequenzierung wurden die Proben in 0,2 ml Reaktionsgefiflen zu SEQLAB Goéttingen versandt.

2.2.5.10 Midi-Prdparation der Plasmid-DNA

Die Midi-Priparation erfolgte mit dem NucleoBond® Xtra Midi Kit der Firma Machery-Nagel.
Zuniichst wurde eine Ubernachtkultur angesetzt, indem in 100 ml LB-Medium ohne Agar (mit
100 pg/ml Ampicillin) eine einzelne Kolonie einer Agarplatte itiberfithrt wurde. Die Kultur
wurde auf einem Schiittler bei 37°C und 220 rpm iiber Nacht geschiittelt. Am ndchsten Tag
wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 4000 xg fiir 10 min bei 4°C pelletiert. Der Uberstand
wurde vollstindig entfernt. Das Zellpellet wurde in 8§ ml Resuspensionspuffer/RNase A
resuspendiert. AnschlieBend wurde 8 ml Lysis Puffer zu der Suspension gegeben. Die Mischung
wurde vorsichtig fir 5 min invertiert und fliir 4 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Zwischenzeitlich wurde eine NucleoBond® Xtra Sdule mit NucleoBond® Xtra Filter mit 12 ml
Aquilibrierungspuffer #quilibriert. Nach der Lyse wurde die Suspension mit 8 ml
Neutralisationspuffer neutralisiert und anschlieBend 10 — 15 mal invertiert. Danach erfolgte die
Beladung der Saule. Dafiir wurde die Suspension nochmals 3 mal invertiert und das geklérte
Lysat unmittelbar auf den aquilibrierten Filter gegeben. Nach diesem Schritt erfolgte das

Waschen der Siule und des Filters mit 5 ml Aquilibrierungspuffer. Der Filter wurde danach
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verworfen und die Séule anschlieBend mit 8 ml Waschpuffer gereinigt. Nun erfolgte die Elution
mit 5 ml zuvor bei 50°C erhitztem Elutionspuffer. Das Eluat wurde mit 0,7 Volumen
Isopropanol prézipitiert, griindlich gemischt und fiir 2 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Prizipitat wurde langsam durch eine Spritze mit einem NucleoBond® Finalizer gedriickt und der
Uberstand anschlieBend verworfen. Das Waschen des Prizipitats erfolgte iiber den Finalizer mit
2 ml 70%igem Ethanol. Getrocknet wurde, indem mehrmals Luft durch den Finalizer gepresst
wurde. Mit 500 pl TRIS Puffer erfolgte langsam die Elution der DNA {iber den NucleoBond®
Finalizer. Der Vorgang wurde zweimal wiederholt und anschlieBend die Konzentration der DNA

am Nano Drop bei 260 nm vermessen.

2.2.5.11 Herstellung von Glycerinkulturen

Die Konstrukte wurden in Glycerinkulturen fiir Midi Préparationen haltbar gemacht. Dafiir
wurden unter sterilen Bedingungen Kryotubes mit 320 pl 99% Glycerol und 480 pl
Bakteriensuspension gut vermischt, in fliissigem Stickstoff schockgeforen und bei -80°C

gelagert.

2.2.6 Transfektion
2.2.6.1 Etablierung der Transfektion mit GFP-Konstrukten

Die HEK- und HMEC- Zellen wurden mit peGFP (C1-C3, N1-N3)- Vektoren transfiziert, um die
geeignete DNA- und TurboFect™ Menge fiir die Transfektion mit den pGL-Konstrukten zu
etablieren. Die HEK-293 Zellen, ausgesét in 12-Well-Platten, und die HMEC-1 Zellen, ausgesit
in 6-Well Platten, wurden mit den peGFP-Vektoren transfiziert. Es wurden dabei zwei
verschiedene Transfektionsverhiltnisse untersucht: die DNA-Mengen 0,25 pg und 0,5 pg mit
den jeweiligen TurboFect™ Mengen 0,75 ul und 1 pl. Die Auswertung erfolgte unter

Zuhilfenahme eines Fluoreszenzmikroskopes.

Tabelle 9: Etablierung der Transfektion fiir HEK-293 Zellen mit GFP-Konstrukten

1:1 | 1,0 ul TurboFect 1,0 ul TurboFect 1,0 ul TurboFect
0,5ug peGFP-Cl1 0,5ug peGFP-C2 0,5ug peGFP-C3

1:3 | 0,75 pl TurboFect | 0,75 pl TurboFect | 0,75 pl TurboFect
0,25png peGFP-C1 | 0,25ug peGFP-C2 | 0,25ug peGFP-C3
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2.2.6.2 Transfektion der HEK-293 und HMEC-1 Zellen mit den pGL-Konstrukten

Transfektion der HEK-293 Zellen: Die Zellen wurden auf 150.000/ pl pro Well in einer 12 Well
Platte ausgeséit und 2 d unter DMEM Vollmedium mit einmaligem Mediumwechsel wachsen
gelassen. Die Transfektion mit den Konstrukten pGL-856, pGL-673 und pGL-420 erfolgte in der
Konzentration von 0,5 pg unter DMEM Minimalmedium fiir 3 h. Die TurboFect™ Menge
betrug jeweils 1 pl. Die Co-Transfektion erfolgte mit Renilla reniformis, einem Kontrollplasmid,
welches die Effizienz der Transfektion anzeigt. Eingesetzt wurde es ebenfalls in der
Konzentration von 0,5 pg, 1:10 verdiinnt. Uber Nacht wurden die Zellen mit Vollmedium
versetzt. Am ndchsten Tag erfolgte Mediumwechsel und die Zellen wurden unter
Minimalmedium mit den jeweiligen Stimulanzien fiir 2 h inkubiert. Bei Versuchen mit
Rezeptorblockern erfolgte eine Inkubation mit den Blockern 1 h vor der Inkubation mit den

Stimulanzien.

Transfektion der HMEC-1-Zellen: Die Zellen wurden auf 150.000/ pl pro Well in einer 6 Well
Platte ausgesit und 2 Tage unter EBM Vollmedium mit einmaligem Mediumwechsel wachsen
gelassen. Die Transfektion mit den Konstrukten pGL-856, pGL-673 und pGL-420 erfolgte in der
Konzentration von 1,25 pg unter EBM Minimalmedium fiir 3 h. Die TurboFect' ™ Menge betrug
jeweils 2,5 ul. Das Kontroll-Plasmid Renilla reniformis wurde ebenfalls in der Konzentration
von 1,25 pg, 1:100 verdiinnt, eingesetzt. AnschlieBend wurden die Zellen iiber Nacht mit
Vollmedium versetzt. Am nichsten Tag erfolgte Mediumwechsel und die Zellen wurden unter
Minimalmedium mit den jeweiligen Stimulanzien fiir 2 h inkubiert. Bei Versuchen mit
Rezeptorblockern erfolgte eine Inkubation mit den Blockern 1 h vor der Inkubation mit den

Stimulanzien.

2.2.7 Dual-Luciferase Reporter Assay

Der Dual-Luciferase® Reporter Assay bietet die Mdglichkeit, die Aktivitit von zwei Enzymen,
Firefly Luziferase (Photinus pyralis) und Renilla Luziferase (Renilla reniformis), nacheinander
im selben Ansatz zu messen. Die Firefly Luziferase aus dem Leuchtkéfer (Glithwiirmchen) hat
eine Molekularmasse von 61 kDa und besteht aus 550 Aminosduren. Firefly wandelt Luziferin
mit Hilfe von Mg>*, ATP und Sauerstoff zu Oxyluziferin und AMP um. Bei diesem Vorgang
wird Licht emittiert. Chemisch stellt die Reaktion eine oxidative Decarboxylierung dar. Die
Renilla Luziferase aus der Seequalle hat eine Molekularmasse von 36 kDa. Renilla wandelt

Coelenterazin mit Hilfe von Sauerstoff zu Coelenteramid und Licht um. ATP wird bei dieser
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Reaktion nicht bendtigt. Die Firefly Luziferase emittiert ein griingelbes Licht (550-570 nm), die
Renilla Luziferase ein bliuliches Licht (480nm). Der pGL4 Vektor, der fiir die Experimente
genutzt wurde, enthélt das Firefly Luziferase Gen als Reporter Gen. Das Kontrollplasmid enthélt
das Renilla Luziferase Gen. Die Lichtemission bei Ablauf der Reaktion ist der Aktivierung des

Luziferase Gens proportional.

Probenvorbereitung: Zunichst wurden die zu messenden Zellen 1x in PBS gewaschen,
abgeschabt und mit 100 pl 1:5 verdiinntem Passivem Lysis Puffer versetzt. Sie wurden fiir 15
min bei Raumtemperatur geschiittelt und anschlieBend fiir 5 min in fliissigem Stickstoff gelagert.
Weitere 5 min wurden die Proben bei 37°C inkubiert. Beide Schritte wurden wiederholt. Fiir die

Messung wurde der Uberstand nach Zentrifugation verwendet

Messung und Auswertung: Die Messung erfolgte am Luminometer (FLUOstar Optima von
BMG Labtech). Nachdem 20-30 pl des Lysats in das jeweilige Well der 96-Well-
Mikrotiterplatte pipettiert wurde, wurde 50 pl LAR II unter Mischen hinzugefiigt. Anschlie8end
erfolgte die erste Messung (innerhalb von 2-3 min), bei der die Aktivitit der Firefly Luziferase
gemessen wurde. Danach wurde 50 pl Stop & Glo Reagenz unter Mischen hinzugefiigt und die
zweite Messung erfolgte. Hierbei kam es zur Messung der Aktivitit der Renilla Luziferase als
Referenz. Die ermittelte Relative Luziferase Aktivitdt ergab sich aus dem Quotienten der
Relativen Lichteinheiten (RLU), die fiir die Firefly Luziferase und die Renilla Luziferase
gemessen wurden.

MW und SEM wurden graphisch dargestellt und anhand der Relativen Luziferase Aktivitét

konnte auf die Tissue Faktor Promotoraktivitit geschlossen werden.

2.2.8 Statistik
Die Ergebnisdarstellung erfolgte als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM), die
statistische Auswertung mittels One way Anova.

Eine statistische Signifikanz ergab sich ab einem Wert von p < 0,05.
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3 Ergebnisse

Ergebnisse

3.1  Ubersicht der verwendeten Patientenplasmen

Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5
Geschlecht o o
weiblich weiblich weiblich weiblich weiblich
Anti-AT,; R- 17,82 16,63 17,97 28,93 21,84
Antikorper
(Units)
Anti-ETAR- 19,21 21,51 20,65 18,19 22,6
Antikorper
(Units)
Beginn Raynaud | Vor 2006 2002 2010 2008 2001
Phinomen
Beginn Vor 2006 | 2003 2010 2001
Hautbeteiligung
Beginn Nieren seit | Leber und Hepatomegalie
Organbefall 2009, Lunge seit 2010
Osophagus | 2003
vor 2009
Lungenfibrose Ja Nein Ja (basal) Nein Ja
Hypertonie Nein Nein Nein Ja Ja (RR
>300
mmHg
systolisch)

3.2  Charakterisierung der HEK-293 und HMEC-1 Zellen

3.2.1 Angiotensin-und Endothelin Rezeptor Expression in HEK-293 und HMEC-1

Fiir die Anwendbarkeit der Hypothese, dass das Tissue Faktor Gen durch Anti-AT;R-Antikorper
und Anti-ETsR-Antikérper induziert wird, muflten die HEK-293 und HMEC-1 Zellen genau

charakterisiert werden. Dabei war es wichtig zu analysieren, ob die Zellen die entsprechenden

Rezeptoren exprimieren. Hierfiir wurden sowohl HEK-293 als auch HMEC-1 Zellen auf 6-Well

Platten ausgesit und bei einer Konfluenz von ca. 80 % isoliert. Nach der Isolation der RNA

erfolgte die Analyse der mRNA-Expression mittels qRT-PCR.
Sowohl in HEK-293 als auch in HMEC-1 konnte die Expression der AT,R, AT, R, ETAR und

ETgR nachgewiesen werden (vgl. Abb.4).
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Abbildung 4: AT;R und AT;R sowie ETAR und ETgR mRNA-Expression in HMEC-1 (A)
und HEK-293 (B). Die RNA der Zellen wurde mittels Isol-RNA Lysis Reagenz isoliert, 500 ng
RNA mittels Reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Die mRNA-Expression wurde
durch Real-Time PCR bestimmt und auf die GAPDH mRNA-Expression normalisiert.

3.2.2 TF und asHTF mRNA-Expression in HEK-293 und HMEC-1 Zellen

Die HEK-293 und HMEC-1 Zellen wurden auf Exprimierung des Tissue Faktors (TF) und des
Alternatively spliced Human Tissue Faktors (asHTF) auf mRNA Ebene untersucht. In einer
Zeitreihe wurden die beiden Zelllinien 1 h, 6 h und 12 h mit AT,R/ETAR-IgG (1,5 mg/ml)
stimuliert. Nach der Isolation der RNA erfolgte die Analyse der mRNA-Expression mittels qRT-
PCR. Abb. 5 zeigt, dass in beiden Zelllinien, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle, eine
signifikant erhohte TF und asHTF mRNA-Expression nach 1 h nach Stimulation mit
AT R/ETAR-IgG gemessen werden konnte. Nach 6 h und 12 h kam es bei HEK-293 und HMEC-
1 zu einer Herabregulierung der TF- und asHTF mRNA- Expression.
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Abbildung 5: Zeitabhiingige TF und asHTF Exprimierung in HMEC-1 (A) und HEK-293
(B) auf mRNA-Ebene. Die Zellen wurden 1 h, 6 h und 12 h mit 1,5 mg/ml AT ;R /ETAR-IgG
stimuliert. Die RNA wurde mittels Isol-RNA Lysis Reagenz isoliert und 500 ng RNA mittels
Reverser Transkription in cDNA umgeschrieben. Die TF und asHTF mRNA-Expression wurde
durch Real-Time PCR bestimmt und auf die GAPDH mRNA-Expression normalisiert. Die
statistische Auswertung erfolgte mit One Way Anova (*p < 0,05 vs Kontrolle, n=4).

3.3  Klonierung der Tissue Faktor Promotorfragmente

3.3.1 Isolation von genomischer DNA aus HMEC-1

Aus HMEC-1 Zellen wurde genomische DNA isoliert. Ziel-DNA waren die Tissue Faktor
Promotor Fragmente der Groen 856 bp, 673 bp und 420 bp. Der Tissue Faktor Promotor der
Fragmente 856 bp und 673 bp verfligt iiber eine Bindestelle fiir den aktivierenden
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Transkriptionsfaktor Ets-1. Das Fragment 420 bp enthélt keine Ets-1 Bindestelle im Promotor
(vgl. Abb.6).
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Abbildung 6: Isolation von genomischer DNA aus HMEC-1.

Die Isolation der genomischen DNA aus HMEC-1 (Kon 1-3 = drei verschiedene unbehandelte
HMEC-1 Schalen) erfolgte mit der 5 Prime-Isol-RNA Lysis Reagent. 500 ng der gereinigten
genomischen DNA wurde mit einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt (1 h bei

100V).

3.3.2 Optimierung der TF Promotorfragment Amplifikation mittels Gradienten PCR

Die Tissue Faktor Promotorfragmente 856 bp, 673 bp und 420 bp wurden mittels einer
konventionellen PCR amplifiziert. Fiir die Optimierung der Amplifikation wurde ein Gradient
von 50,1 °C — 65,2 °C gewihlt. Die verwendeten forward Primer verfiligten iiber eine Kpnl-

Restriktionsschnittstelle, der reverse Primer iiber eine Xhol- Schnittstelle (vgl. Abb.7).
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Abbildung 7: Amplifikation der TF Promotorfragmente mittels Gradienten PCR.

Fir die Amplifikation der TF Promotorfragmente wurden 20 ng genomische DNA aus
unbehandelten HMEC-1 eingesetzt. Dabei wurde ein Gradient zwischen 50,1°C und 65,2°C fiir
die Annealing Temperatur gewdhlt. Die elektrophoretische Auftrennung der Amplifikate erfolgte
mit einem 1%igen Agarosegel (1 h bei 80V).

3.3.3 Amplifikation der TF Promotorfragmente fiir die Ligation

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNA auf einem Agarose Gel erfolgte die
anschlieBende Extrahierung der Fragmente. Fir die Ligation wurden mit den
Restriktionsenzymen Kpnl und Xhol sowohl die amplifizierten Tissue Faktor Promotor
Fragmente als auch der Leervektor pGL4.1[/uc2?] geschnitten. Die komplementdren Enden
(“blunt ends”) von Vektor - und Insert-DNA wurden mit Hilfe der T4-DNA-Ligase miteinander
hybridisiert. Damit entstanden rekombinante Plasmide, die fiir die Transformation von E.coli

Bakterien des Stammes DH5a eingesetzt wurden (vgl. Abb.8).

Abbildung 8: Aufreinigung der TF Promotorfragmente.
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Nach Auftrennung in einem préparativen Gel wurden die Xhol / Kpnl geschnittenen Inserts und
der geschnittene pGL4.10[luc2] Vektor extrahiert (Ansdtze mit dem QIAquick Gel Extraction
Kit isoliert). Das aufgereinigte Plasmid pGL4.10[luc2] (4242 bp) wurde mit den verschiedenen
Inserts ligiert (856 bp, 673 bp und 420 bp) und fiir die Transformation von DH5a Zellen

eingesetzt.

3.3.4 Restriktionsverdau der rekombinanten Plasmide

Die aus DHS5a E.coli Bakterien isolierten positiven Klone wurden mit den
Restriktionsendonukleasen Spel und HindlIII in Insert und Restverktor verdaut. Dies diente zur
Uberpriifung der rekombinanten Promotor Plasmide. Die elektrophoretische Auftrennung
erfolgte in einem 1%igem Agarosegel. Als Kontrolle wurde der pGL4.1 original Vektor ohne
Insert ebenfalls verdaut. Die Amplikons der Insert positiven Plasmide wiesen nach Auftrennung
im Agarosegel die erwartete Hohe, bezogen auf den entsprechenden DNA-Ladder (1kb), auf
(vgl. Abb.9).

bp
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2000
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Abbildung 9: Restriktionsverdau der positiven Klone.

Die aus positiven DH5a E. coli Zellen isolierten Plasmide wurden fiir den Restriktionsverdau
eingesetzt. Zum Linearisieren der rekombinanten pGL4.10-Promoter Plasmide (Promega,
Mannheim) wurden 100 pg Plasmid-DNA mit den Restriktionsendonukleasen Spel / HindIII

verdaut. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem 1%-igen Agarosegel fiir 1 h bei

50



Ergebnisse

80 V. Das Produkt ohne Insert wurde bei 281 bp erwartet, Amplikons von Insert-positiven

Klonen bei 1124bp (pGL-856), 941bp (pGL-673) und bei 688bp (pGL-420).

3.3.5 Screening der positiven Plasmide mittels Sequenzierung

Mittels der Sequenzierung nach der Kettenabbruchmethode konnten die Klone verifiziert
werden, indem die Nukleotid-Abfolge der rekombinanten Plasmide pGL-856, pGL-673 und
pGL-420 bestimmt wurde. Mit der Sequenzierung sollte sicher gestellt werden, dass an der fiir

die Experimente entscheidenden Ets-1 Bindestelle keine Klonierungsfehler vorzufinden waren.

3.3.6 Optimierung der Transfektionseffizienz

Die Transfektion der HEK-293 und HMEC-1 Zellen erfolgte zunichst mit peGFP Konstrukten,
um die geeignete DNA- und TurboFect™ Menge fiir die Transfektion mit den pGL Konstrukten
zu etablieren. Abb. 10 stellt die Transfektionsoptimierung fiir die HEK-293 Zellen mittels der

Fluoreszenz Mikroskopie dar.

peGFP-CL:®,5pg PEGFP-C2: 05 g peGFP-C3? 0,5 ug
2 TurboFett: 1,0 pl 4 - TurboFect: 1,0 pl . 2 TurboFect: 1,0 pl
i ; oy =4 y

i o

s b o o ’ - s " ‘. < : B
_ peGFP-CL: 0,25 ug +* v peGFP-C2:0,25 ug peGFP<@3 : 0,25 ug
TurboFect: 0,75 yl Bed vt TurboFect: 0,75 pk j o TurboFect: 0,75 pl

a

Abbildung 10: Optimierung der Transfektionseffizienz fiir HEK-293 Zellen.

HEK-293 Zellen wurden in einer Dichte von 150.000 Zellen/Well in einer 12-Well ausgesit. Am
folgenden Tag wurden die Zellen zur Transfektion fiir 24 h mit den angegebenen Kombinationen
von peGFP-C1-C3 und TurboFect inkubiert. Aufnahmen erfolgten mittels der Fluoreszenz-
Mikroskopie.
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34 Induktion der Tissue Faktor Promotoraktivitiat bei HEK-293 und HMEC-1
3.4.1 Aktivierung des TF Promotors durch Ang II und ET-1

Die HEK-293 und HMEC-1 Zellen wurden sowohl mit dem Leervektor pGL4.10 [luc2] als auch
mit pGL-420, pGL-673 und pGL-856 fiir 3 h transfiziert. Nach 16 h wurde unter DMEM
Minimalmedium bzw. EBM Minimalmedium fiir 2 h mit den natiirlichen Liganden ET-1 und
Ang II stimuliert. Dabei wurde fiir ET-1 die Konzentration von 100 nmol/l und fiir Ang II die
Konzentration von 1 umol/l gewéhlt. Als Kontrolle dienten transfizierte, unbehandelte Zellen
(Basal). Die 5°-Deletionskonstrukte pGL-673 und pGL-856 verfiigen iiber eine Bindestelle fiir
den Transkriptionsfaktor Ets-1, das Konstrukt pGL-420 nicht.

In beiden Zelllinien fiihrten die Liganden Ang II und ET-1, im Vergleich zu der Kontrolle, bei
pGL-673 und pGl-856 zu einer signifkanten Aktivierung des Tissue Faktor Promotors. Die
Stimulation des Konstrukts pGL-420 und des Leervektors pGL4.10 bewirkte keine Aktivierung
des Tissue Faktor Promotors, sodass die RLU hier entsprechend auf Basalniveau liegt.

Die Aktivierung des Tissue Faktor Promotor Gens bewirkt eine Bildung des Firefly Luziferase
Enzyms und somit eine griingelbe Lichtemission. Die Relative Luziferase Aktivitit (vgl.
Abb.11) ist der Aktivitit des Tissue Faktor Promotors proportional und ergibt sich aus dem
Quotienten der Relativen Lichteinheiten (RLU) fiir die Firefly Luziferase und den RLUs der
Renilla Luziferase.

Da sich die hochste Promotoraktivitit nach Stimulation mit den Liganden bei pGL-673 zeigte,

wurde dieser fiir die nachfolgenden Versuche verwendet.
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Abbildung 11: Darstellung der Relativen Luziferase-Aktivitit in HMEC-1 und HEK-293 in
Abhiingigkeit von verschiedenen 5‘-Deletionskonstrukten des Tissue Faktor Promotors.

Die dargestellten Aktivititen reprdsentieren die Induktion der Expression, durch die drei
verschiedenen Promotorfragmente im Vergleich zu dem promotorlosen pGL4.10[/uc2] Vektor
und zu den Stimulationen mit ET-1 und Ang II. Die ermittelten Aktivititen ergeben sich aus
dem Quotienten der Relativen Lichteinheiten (RLU), die fiir die Firefly-Luziferase gemessen
wurden und den RLUs der Renilla-Luziferase. Die angegebene Nummerierung der schematisch
dargestellten Promotorbereiche entspricht dem 5°-Ende des jeweiligen TF Promotor-Konstrukts
in Relation zum Transkriptionsstartpunkt. Das 3°-Ende aller untersuchten Fragmente erstreckte
sich jeweils bis zur Position +136 (im Tissue Faktor Gen). Die Position der potentiell aktiven

Ets-1 Bindestelle an Position -448 bis -441 ist ebenfalls angegeben. Die dargestellten Werte
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entsprechen den gemessenen Aktivitdten aus drei voneinander unabhdngigen Experimenten, die
jeweils in Doppelbestimmung durchgefiihrt wurden. Stimuliert wurde mit den natiirlichen
Liganden Ang II (1 pmol/l) und ET-1 (100 nmol/l) fiir 2 h.

Die statistische Auswertung erfolgte mit One Way Anova (*p < 0,05 vs Kontrolle, n=2).

3.4.2 Messung der TF Promotor Aktivitit des Konstrukts pGL-673 nach Stimulation mit
natiirlichen Liganden und Inhibierung durch AT;R- und ET,R- Blocker

Die HEK-293 und HMEC-1 Zellen wurden im folgendem Experiment mit pGL-673 transfiziert.
Die Zellen wurden unterschiedlich behandelt. Bei der Hilfte der Zellen erfolgte die Stimulation
fiir 2 h jeweils mit den natiirlichen Liganden Angiotensin II (1 pmol/l) und Endothelin-1 (100
nmol/l). Der andere Teil der Zellen wurde fiir 1 h mit den Blockern Sitaxentan (ETsR-Blocker)
und Valsartan (AT, R-Blocker) prainkubiert. Die Blocker wurden in einer Konzentration von 10
uM eingesetzt. AnschlieBend wurden die mit Blockern priinkubierten Zellen ebenfalls fiir 2 h
jeweils mit Angiotensin II (1 umol/l) und Endothelin-1 (100 nmol/l) stimuliert. Als Kontrolle
dienten transfizierte, unbehandelte Zellen. Bezogen auf die unbehandelte Kontrolle, bewirkten in
beiden Zelllinien die natiirlichen Liganden Ang II und ET-1 eine signifikante Tissue Faktor
Promotor Aktivierung, die in beiden Zelllinien signifikant durch den AT;R-Blocker Valsartan
sowie ETsAR-Blocker Sitaxentan auf Kontrollniveau inhibiert werden konnte.

Die Zellen, die lediglich mit den Blockern inkubiert wurden, zeigten keine Tissue Faktor

Promotor Aktivitit und lagen auf Kontrollniveau (vgl. Abb.12).
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Abbildung 12: Darstellung der Relativen Luziferase-Aktivitit in HMEC-1 (A) und HEK-
293 (B) in Abhingigkeit von dem 5‘-Deletionskonstrukt pGL-673 des Tissue Faktor
Promotors.

Die dargestellten Aktivititen reprisentieren die Induktion der Expression, durch das
Promotorfragment im Vergleich zu dem promotorlosen pGL4.10[/uc2] Vektor und zu den
Stimulationen mit ET-1 und Ang II. Die ermittelten Aktivititen ergeben sich aus dem Quotienten
der Relativen Lichteinheiten (RLU), die fiir die Firefly-Luziferase gemessen wurden und den
RLUs der Renilla-Luziferase. Die dargestellten Werte entsprechen den gemessenen Aktivitdten
aus drei voneinander unabhidngigen Experimenten, die jeweils in Doppelbestimmung
durchgefiihrt wurden. Stimuliert wurde mit den natiirlichen Liganden Ang II (1 pmol/l) und ET-
1 (100 nmol/1) fiir 2 h. Prdinkubation fiir 1 h mit dem selektivem ET,R-Blocker Sitaxentan und
AT R-Blocker Valsartan in einer Konzentration von 10 pmol/l.

Die statistische Auswertung erfolgte mit One Way Anova (*p < 0,05 vs Kontrolle, n=2).

3.4.3 Regulation des Tissue Faktors durch AT;R/ETAR-IgG

Das Hauptziel der Arbeit war es zu untersuchen, ob Anti-AT;R-Antikorper und Anti-ETAR-
Antikorper positive IgG’s aus dem Blut von Patienten mit systemischer Sklerose zu einer Ets-1
induzierten Tissue Faktor Promotor Aktivierung fithren. Hierfiir wurden HEK-293 und HMEC-1
Zellen mit dem Konstrukt pGL-673 transfiziert und mit dem AT ;R/ETAR-IgG der
Konzentrationen 1,0 mg/ml, 1,5 mg/ml und 2 mg/ml fiir 2 h stimuliert. Das AT,;R/ETAR-1gG
fiihrte dosisabhéngig zu einer unterschiedlich hohen Promotor Aktivitit. Als Kontrolle dienten
transfizierte, unbehandelte Zellen.

Die signifikant hochsten Promotor Aktivitdten ergaben sich mit den AT;R/ETAR-IgG-
Konzentrationen von 1,5 mg/ml und 2,0 mg/ml, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (vgl.
Abb.13).

Fiir alle nachfolgenden Versuche mit HEK-293 und HMEC-1 Zellen wurde daher die
Konzentration von 1,5 mg/ml fiir AT, R /ETAR-IgG verwendet.
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Abbildung 13: AT{R/ETAR-IgG dosisiabhiéingige TF Promotorregulation in HMEC-1 (A)
und HEK-293 (B). Darstellung der Relativen Luziferase-Aktivitidt in HMEC-1 und HEK-293 in
Abhéngigkeit von dem 5°-Deletionskonstrukt pGL-673 des Tissue Faktor Promotors.
Stimulation fiir 2 h mit dem AT;R/ETAR-IgG der Konzentrationen 1,0 mg/ml, 1,5 mg/ml und 2
mg/ml.

Die statistische Auswertung erfolgte mit One Way Anova (*p < 0,05 vs Kontrolle, n=2).

3.4.4 Messung der AT;R/ETAR-IgG induzierten Promotor Aktivitit mit und ohne ATR-
und ETAR- Blocker

Die HEK-293 und HMEC-1 Zellen wurden mit dem Konstrukt pGL-673 transfiziert.

Am nachfolgenden Tag erfolgte bei einem Teil der Zellen eine Prdinkubation fiir 1 h mit den
Blockern Sitaxentan und Valsartan. AnschlieBend wurden die mit Blockern priinkubierten
Zellen fiir 2 h jeweils mit 1,5 mg/ml AT,R/ETAR-IgG und 1,5 mg/ml Kontroll-IgG stimuliert.
Bei dem anderen Teil der Zellen erfolgte lediglich eine Stimulation jeweils mit AT;R/ETAR-1gG
und Kon-IgG. Als Kontrolle dienten transfizierte, unbehandelte Zellen. In beiden Zelllinien
filhrte AT,R/ETAR-IgG zu einer signifikanten Aktivierung des Tissue Faktor Promotors und war
signifikant durch Valsartan und Sitaxentan auf Kontrollniveau inhibierbar. Das Kon-IgG aus
dem Plasma von gesunden Patienten fiihrte nicht zu einer Aktivierung des Tissue Faktor

Promotors (vgl. Abb.14).
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Abbildung 14: Darstellung der Relativen Luziferase-Aktivitit in HMEC-1 (A) und HEK-
293 (B) in Abhingigkeit von dem 5‘-Deletionskonstrukt pGL-673 des Tissue Faktor
Promotors. Stimulation fiir 2 h mit AT;R /ETAR-IgG (1,5 mg/ml) und Kon-IgG (1,5 mg/ml).
Prainkubation fiir 1 h mit dem selektivem ETaR-Blocker Sitaxentan und AT;R-Blocker
Valsartan in einer Konzentration von 10 umol/l.

Die statistische Auswertung erfolgte mit One Way Anova (*p < 0,05 vs Kontrolle, n=2).

3.4.5 Einfluss von AT;R-Blockern und ETgR-Blockern auf die AT;R/ETAR-IgG
induzierte TF Promotor Aktivitit bei HMEC-1

Die HMEC-1 wurden mit pGL-673 transfiziert. Am nichsten Tag erfolgte bei einem Teil der
Zellen eine Prédinkubation fiir 1 h mit dem ETgR-Blocker BQ 788 und dem AT,R-Blocker

PD 123,319. AnschlieBend wurden die vorgeblockten Zellen fiir 2 h mit 1,5 mg/ml AT, R/ETAR-
IgG stimuliert. Bei dem anderen Teil der Zellen erfolgte lediglich eine Stimulation mit

AT R/ETAR-IgG. Da bei den vorangegangenen Experimenten kein Unterschied zwischen
transfizierten, unbehandelten Zellen und mit Kontroll-IgG stimulierten Zellen zu erkennen war,
wurden bei dem folgendem Experiment transfizierte, unbehandelte Zellen als Kontrolle
verwendet. AT,;R/ETAR-IgG fiihrte zu einer deutlichen Aktivierung des Tissue Faktor
Promotors. Sowohl der ETgR Blocker als auch der AT;R Blocker hatten im Vergleich zu dem
ETaR Blocker Sitaxentan und dem AT;R Blocker Valsartan keinen signifikant inhibierenden
Effekt auf das AT, R/ETAR-IgG (vgl. Abb.15).
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Abbildung 15: Einfluss von AT;R- und ETgR Blockern auf die AT{R/ETAR-IgG induzierte
TF Promotorinduktion in HMEC-1. Darstellung der Relativen Luziferase-Aktivitit in HMEC-
1 Zellen in Abhéngigkeit von dem 5°‘-Deletionskonstrukt pGL-673 des Tissue Faktor Promotors.
Stimulation fiir 2 h mit AT,R/ETAR-IgG (1,5 mg/ml). Priinkubation fiir 1 h mit dem ETgR-
Blocker BQ 788 und AT, R-Blocker PD 123,319 in einer Konzentration von 10 umol/l.

Die Statistische Auswertung erfolgte jeweils mit One Way Anova (*p < 0,05 vs Kontrolle, n=1).

3.5 Ets-1

Durch in silico Analysen konnte festgestellt werden, dass innerhalb des TF Promotors eine
hochspezifische Bindestelle fiir Ets-1 vorhanden ist, sodass die hdchste Wahrscheinlichkeit fiir

die Bindung eines Transkriptionsfaktors bei Ets-1 gesehen wurde.
3.5.1 Ets-1 Exprimierung der HEK-293 und HMEC-1 Zellen

Um die Hypothese einer Ets-1 induzierten Aktivierung des Tissue Faktor Promotor Gens durch
AT R/ETAR-IgG zu iiberpriifen, wurden HEK-293 Zellen und HMEC-1 Zellen auf eine
Exprimierung des Transkriptionsfaktors Ets-1 auf mRNA- und Proteinebene untersucht. In einer
Zeitreihe wurden die Zellen 1 h, 6 h und 12 h mit 1,5 mg/ml AT,R/ETAR-IgG stimuliert. Nach
der Isolation der RNA erfolgte die Analyse der mRNA-Expression mittels qRT-PCR und die
Analyse der Protein-Expression mittels Western Blot. Die signifikant hochste Ets-1
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Exprimierung, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle, erfolgte nach 1 h. Dies traf sowohl auf

beide Zelllinien als auch auf die mRNA — und Proteinebene zu (vgl. Abb.16).
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Abbildung 16: Zeitabhingige Ets-1 Exprimierung bei HMEC-1 und HEK-293 Zellen auf
mRNA-Ebene (A’) und auf Proteinebene (B’). Die Zellen wurden 1 h, 6 h und 12 h mit
AT R/ETAR-IgG (1,5mg/ml) stimuliert.
A’: Die RNA wurde mittels Isol-RNA Lysis Reagenz isoliert, 500 ng RNA mittels Reverser

Transkription in cDNA umgeschrieben. Die Ets-1 mRNA-Expression wurde durch Real-Time
PCR bestimmt und auf die GAPDH mRNA-Expression normalisiert.

B’: Die Ets-1 Protein-Expression wurde mittels einer Western Blot Analyse analysiert und auf

die GAPDH Protein Expression normalisiert.

Die Statistische Auswertung erfolgte jeweils mit One Way Anova (*p < 0,05 vs Kontrolle, n=3).
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4 Diskussion

Die systemische Sklerose (SSc), auch progressive systemische Sklerose (pSS) genannt, ist eine
Autoimmunkrankheit mit heterogenem Erscheinungsbild, die durch die Trias von
Autoimmunitdt, Fibrosierung von Haut und inneren Organen sowie einer obliterierenden
Vaskulopathie gekennzeichnet ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Annahme immunologisch bedingter
Gefdfverdnderungen durch autoimmune Rezeptoraktivierung bei Patienten mit systemischer
Sklerose zu bestitigen.

Hierfir wurde der Pathomechanismus der transkriptionellen Regulation des Tissue Faktor
Promotors untersucht. Dem Tissue Faktor kommt als Initiator des Gerinnungssystems eine
entscheidende Rolle bei der Pathogenese der obliterativen Vaskulopathie bei der systemischen
Sklerose zu.

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Stimulation mit AT;R/ETAR-IgG und den
natiirlichen Liganden Ang II und ET-1 zu einer Hochregulation des Tissue Faktor Promotors
fithrt und dass die Tissue Faktor Aktivierung transkriptionell reguliert wird.

Die Ergebnisse lielen sich an zwei unterschiedlichen Zellkulturmodellen bestétigen.

4.1 Zellkulturmodelle

4.1.1 Rezeptorexprimierung

In der vorliegenden Arbeit wurde an zwei Zelllinien, menschlichen embryonalen Nierenzellen
(HEK-293) und humanen mikrovaskuldren Endothelzellen (HMEC-1), untersucht, ob eine
transkriptionelle Regulation des Tissue Faktor Promotors durch AT,;R/ETAR-IgG und die
natiirlichen Liganden Ang II und ET-1 vorliegt. Beide Zelllinien sind immortalisierte
Zellkulturen.

Da Endothelzellen an Vaskulopathien mafgeblich beteiligt sind, eignete sich die HMEC-1
Zelllinie im Hinblick auf die Pathogenese der obliterativen Vaskulopathie bei der systemischen
Sklerose besonders fiir die vorliegenden Experimente [4, 7, 8, 91].

HMEC-1 Zellen wurden fiir die Experimente dieser Arbeit als valides Modell gewihlt, da hierbei
die Expression der AT;R und ETAR im Gegensatz zu einer Primérkultur iiber mehrere Passagen
stabil bleibt. Ein Wachstumsarrest in hoheren Passagen als héufiges Problem der
immortalisierten Zelllinie konnte in den Experimenten nicht festgestellt werden [92].

Bei dem AT,R/ETAR-IgG handelt es sich um agonistisch wirkende Autoantikdrper gegen den
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AT R und ETsR (Anti-AT;R-Antikorper und Anti-ETAR-Antikdrper). Die Rezeptoren stellen G-
Protein gekoppelte Rezeptoren dar. Autoantikdrper gegen G-Protein gekoppelte Rezeptoren sind
ebenfalls bei Patienten mit ideopathischer dilatativer Kardiomyopathie und bei Patienten mit
maligner Hypertonie bekannt [93, 94].

Eine Involvierung dieser Antikorper bei der systemischen Sklerose wurde von Riemekasten et al.
dargestellt [4]. Dabei wurden Serum Proben von 478 Patienten auf Antikorper gegen den AT;R
und ETsR mittels eines Solid Phase Assays getestet. Unter Verwendung dieses Assays konnten
in dem AT ;R/ETAR-IgG hohe Titer gegen den AT|R und ETAR nachgewiesen werden. Ebenfalls
konnte mittels Immunprézipitation gezeigt werden, dass AT |R/ETAR-IgG mit positiven Anti-
AT R-Antikoérpern und Anti-ETAR-Antikérpern im ELISA mit dem AT;R und ETaR
préazipitiert, wohingegen das IgG von Antikdrper-negativen gesunden Kontrollpersonen zu
keiner Immunprézipitation an den untersuchten Rezeptoren fiihrte [4].

Anti-AT;R-Antikorper und Anti-ETAR-Antikdrper sind nicht spezifisch flir die systemische
Sklerose. Erhohte Spiegel beider Rezeptoren findet man, im Vergleich zu gesunden Probanden,
auch bei anderen Erkrankungen aus dem ,,rheumatischen Formenkreis®, wie der Rheumatoiden
Arthritis oder dem priméren Sjogren Syndrom [4].

Anti-AT;R-Antikorper und Anti-ETsR-Antikorper spielen bei der systemischen Sklerose jedoch
eine zentrale Rolle bei der Pathophysiologie und sind mit einem hoheren Mortalitdtsrisiko
assoziiert [4, 24].

Fiir die Anwendbarkeit der Hypothese, dass das Tissue Faktor Gen durch Anti-AT;R-Antikorper
und Anti-ETAR-Antikorper induziert wird, wurden in der vorliegenden Arbeit die verwendeten
HMEC-1 und HEK-293 Zellen im Vorfeld genau charakterisiert. In initialen Versuchsreihen
wurde zunéchst untersucht, ob die verwendeten Zelllinien HEK-293 und HMEC-1 den AT R
und ETAR exprimieren. In beiden Zelllinien konnte eine signifikante mRNA-Rezeptorexpression
fiir AT,R und ETAR gemessen werden. Dies wurde dhnlich auch von anderen Arbeitsgruppen
bestitigt [85, 95]. Der Fokus der Arbeit liegt auf der Pathogenese der obliterativen
Vaskulopathie bei der systemischen Sklerose.

Dass Anti-AT;R-Antikorper und Anti-ETAR-Antikérper in Zusammenhang mit Vaskulopathien
stehen, ist bereits bekannt [6, 85, 96]. Kill et al. beschrieb, dass AT;R/ETAR-IgG’s bei
systemischer Sklerose in vitro und in vivo einen profibrotischen und proinflammtorischen Effekt
aufweisen [85]. In HMEC’s zeigte sich in Assoziation mit AT,R/ETAR-IgG neben erhohten
Spiegeln von II-8, eine Neutrophilen-Migration, Fibrose und reduzierte Wundheilung [85].

Dragun et al. bewies 2005 [6], dass Autoantikdrper der Klassen IgG 1 und 3 mit
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Bindungsfdhigkeit an den AT;R eine pathophysiologische Rolle in der akuten
therapierefraktdren, vaskuldren Nierentransplantatabstofung, verbunden mit arterieller
Hypertonie, spielen. Hierbei wurden neonatale Kardiomyozyten von Ratten verwendet, die den
AT, Rezeptor exprimieren. Nach Zugabe des IgG’s betroffener Patienten, die Anti-AT;R-
Antikorper aufwiesen, konnte in einem Bioassay eine erhdhte Kontraktionskraft (Beats/min)
gemessen werden, sowohl vor der Transplantation als auch zum Zeitpunkt der AbstoBung.
Mittels des AT;-Rezeptorblockers Losartan konnten diese Effekte geblockt werden [6]. In
nierentransplantierten Ratten konnte man 7 Tage nach einer Anti-AT;R-Antikorper Infusion nur
in diesen Nieren Anzeichen von Endarteriitis und intravaskuldrer Entziindung sehen, nicht aber
in den mit Kontroll-IgG behandelten Ratten [6]. Auch die Arbeitsgruppe um Hiemann stellte
einen Zusammenhang zwischen erhohten Spiegeln von Anti-AT;R-Antikorpern, Anti-ETAR-
Antikdrpern und Vaskulopathien bei Patienten nach Herztransplantation dar [7].

Eine Involvierung von Anti-AT;R-Antikérpern und Anti-ETgR-Antikorpern ist bei der
systemischen Sklerose bisher nicht beschrieben, jedoch erfolgte in dieser Arbeit vergleichend die
Untersuchung der Expression dieser Rezeptoren an beiden Zelllinien. Es konnte dargestellt
werden, dass ebenfalls der AT,R und ETgR exprimiert wird. Uber die physiologische Bedeutung
des AT, Rezeptors liegt bisher nicht viel vor. Er ist der vorherrschende Rezeptor am
menschlichen Herzen. An Endothelzellen von Koronararterien fiihrt die Aktivierung des AT,-
Rezeptors zu einer Wachstumshemmung, wéhrend durch AT;-Rezeptoren eine
Wachstumsstimulation vermittelt wird [97]. Die Stimulation von ET-Rezeptoren fiihrt zu einer
Vasokonstriktion von glatten Muskelzellen, wohingegen tiber ETg-Rezeptoren, vor allem von

Endothelzellen exprimiert, eine Vasodilatation vermittelt wird [73, 98].

4.1.2 Tissue Faktor Exprimierung

Von grofer Bedeutung fiir die Versuche war die Exprimierung des Tissue Faktors, die in beiden
Zelllinien nachweisbar war.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass auf mRNA-Ebene in HMEC-1
und HEK-293 durch Stimulation mit AT;R/ETAR-IgG die Tissue Faktor (TF) und alternatively
spliced Human Tissue Factor (asHTF) Exprimierung nach 1 h am stirksten induziert war. Die
Arbeitsgruppe um Mackman beschrieb ebenfalls in vitro eine erhohte Tissue Faktor
Exprimierung in Zellen, allerdings in COS-7 Zellen [99].

Um die transkriptionelle Regulation des TF besser zu verstehen, wurden die unterschiedlich

groBBen TF Promotorfragmente in einen pGL4.10 [/uc] Vektor kloniert und somit rekombinante
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Plasmide hergestellt. Dies erlaubte es, den Mechanismus der TF Promotoraktivierung durch

AT R/ETAR-IgG im Vergleich zu den natiirlichen Liganden exakt aufzukldren und damit eine
pathogenetische Rolle der autoimmunen Rezeptoraktivierung bei Patienten mit SSc néher zu
beschreiben.

Der TF ist ein proinflammatorisch und prothrombotisch wirkendes transmembranires
Glykoprotein, der zusammen mit Proconvertin den extrinsischen Pfad der Blutgerinnung bildet
[47]. Neben seiner physiologischen Funktion als Initiator des Gerinnungssystems in vivo besitzt
der TF eine wichtige Rolle als Modulator von Entziindungsreaktionen. Der TF ist ein Zielgen fiir
den bei entzilindlichen Prozessen eine Rolle spielenden Transkriptionsfaktor NF-kB, dieser durch
Anti-AT R-Antikorper aktiviert werden kann [6]. Er ist neben der Entstehung an der
Atherosklerose auch am Prozess der Thrombose beteiligt [55]. Unter pathologischen
Bedingungen, wie bei einer endothelialen Schidigung, kommt es zu einer erhohten Expression
von Tissue Faktor duch vaskuldre Zellen mit einer vermehrten Freisetzung von Tissue Faktor
positiven Mikropartikeln [100]. Somit kann dem Tissue Faktor eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der Thrombose zugesprochen werden, da in situ Thrombosen bei der systemischen
Sklerose neben der Endothelzellproliferation und Fibrosierung bei der obliterativen
Vaskulopathie zu finden sind [6, 100, 101]. Cerinic et al. zeigte, dass bei der systemischen
Sklerose als Folge einer Beeintrachtigung der Fibrinolyse auch Faktoren wie der von Willebrand
Faktor, PAI oder der gewebespezifische Plasminogenaktivator erhoht sind und somit die
Gerinnung starker aktiviert ist [ 12, 102].

Bei dem septischen Schock ist der Tissue Faktor ein kritischer Mediator bei der Entwicklung der
dissiminierten intravasalen Koagulation (DIC). Prozesse der Koagulation und Fibrinolyse sind

hierbei dysreguliert [53].

4.2  Tissue Faktor Promotor Aktivierung durch die natiirlichen Liganden

Ang Il und ET-1

In der vorliegenden Arbeit wurden die HEK-293 und HMEC-1 Zellen mit den pGL-Konstrukten
transfiziert und zunichst mit den natiirlichen Liganden Ang II und ET-1 stimuliert. Bekannt ist
im Rahmen der vaskuldren Dysfunktion, dass erhohte Spiegel von Ang II und ET-1 bei Patienten
mit systemischer Sklerose vorliegen [36, 68, 79].

Ang 1I ist als vasokonstriktorisches Peptidhormon bei Gefdllentziindungen, Hypertension und

Remodelingprozessen involviert [16], sodass eine Korrelation zu der obliterativen Vaskulopathie

63



Diskussion

bei der systemischen Sklerose anzunehmen ist. In dieser Arbeit konnte in beiden Zelllinien bei
pGL-673 und pGL-856 eine signifikante TF Promotor Aktivierung durch Stimulation mit Ang II
festgestellt werden. Die hochste TF Promotor Aktivitét zeigte sich bei dem Konstrukt pGL-673,
sodass dieses fiir die weiteren Experimente verwendet wurde. Hinsichtlich der Aktivitit des TF
fiihrte Ang II in beiden Zelllinien, vergleichend zu ET-1, zu einem stérkeren Effekt. Bekannt ist,
dass Ang II iiber den Transkriptionsfaktor NF-kB die Transkription von TF aktiviert und somit
die prothrombotische Eigenschaft des TF induziert [6, 65, 66].

ET-1 hat -ebenfalls vasokonstriktorische Eigenschaften und bewirkt eine verstérkte
Zellproliferation [70]. SSc Patienten entwickeln oft im Rahmen eines fibrotischen Umbaus der
Lunge eine PAH [41]. Bestitigt ist, dass bei einer PAH erhohte ET-1 Spiegel nachweisbar und
dass ET-1 und TF bei der PAH mdglicherweise miteinander assoziiert sind [75, 81]. In der
vorliegenden Arbeit konnte eine TF Aktivierung durch ET-1 gezeigt werden, allerdings in
weniger starkem Mafle als im Vergleich zu Ang II. Die TF Aktivierung konnte signifikant durch

den selektiven ETAR-Blocker Sitaxentan und AT;R-Blocker Valsartan inhibiert werden.

4.3  Tissue Faktor Promotor Aktivierung durch AT;R/ETsR-IgG

In weiteren Experimenten erfolgte in beiden Zelllinien die Stimulation mit AT;R/ETAR-IgG. In
der vorliegenden Arbeit wurde mit IgG-Dosen von 1,5 mg/ml gearbeitet, da sich die signifikant
hochsten Promotor Aktivitdten mit den AT|R/ETAR-IgG Konzentrationen von 1,5 mg/ml und
2,0 mg/ml ergaben.

Im Vergleich zu der unbehandelten Kontrolle und dem Kontroll-IgG von gesunden Probanden
konnte eine signifikante Aktivierung des TF Promotors durch AT;R/ETAR-IgG festgestellt
werden, die durch den Einsatz des selektiven ETaR-Blockers Sitaxentan und AT;R-Blockers
Valsartan signifikant inhibierbar war. Valsartan fiihrt vor allem bei der renalen Krise bei der SSc
zu einem deutlich besseren Outcome [103].

An den HMEC Zellen wurde ebenfalls der inhibierende Effekt von ETgR und AT,R- Blockern
gepriift. Diese hatten jedoch keinen signifikanten hemmenden Einfluss auf die Tissue Faktor
Aktivierung. Dragun et al. beschrieb ebenfalls, dass lediglich der AT;R-Blocker Losartan in
AT R exprimierenden neonatalen Kardiomyozyten einen hemmenden Effekt hatte, der AT,R-
Blocker PD 123,319 dagegen nicht [6]. Dies bestitigt, dass Autoantikorper von Patienten mit
SSc iiber die Aktivierung der spezifischen AT|R und ETsR die TF Expression regulieren und
einen gleichen Wirkmechanismus wie die natiirlichen Liganden Ang Il und ET-1 besitzen [4].

Ein Zusammenhang zwischen Autoantikorpern, TF und Vaskulopathie wurde auch von Dragun
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et al. Dbeschriecben [6]. Biopsien aus Nieren bei Patienten mit vaskuldrer
NierentransplantatabstoBung wund dem Vorliegen von Anti-AT;R-Antikérpern wiesen eine
erhohte Expression von TF auf. Durch den AT R Blocker Losartan und Plasmapherese konnte
die TF Expression signifikant reduziert werden [6]. Dechend et al. zeigte, dass Anti-AT R-
Antikorper und Ang II bei Prieklampsie Patientinnen iiber eine AT;R Stimulation in der
Plazenta eine erhohte TF Expression bewirken, die zur Pathogenese der Praeklampsie beitragen

konnte [104].

4.4  Transkriptionelle Regulation des Tissue Faktor Promotors durch Stimulation mit

AT R/ETAR-1gG und den natiirlichen Liganden Ang II und ET-1

In dieser Arbeit wurde zudem erstmals eine direkte Bindung zwischen einem
Transkriptionsfaktor und dem TF Promotor untersucht, im Hinblick auf dessen Aktivierung
durch AT,R/ETAR-IgG und die natiirlichen Liganden Ang II und ET-1.

Bei der systemischen Sklerose wird eine dysregulierte Expression von mehreren
Transkriptionsfaktoren beobachtet. Das Fos related antigen 2 (Fra2), zu der Activator protein 1
(AP-1) Familie gehorend, wurde in vitro in SSc Fibroblasten durch Stimulation mit TGF- und
PDGF deutlich iiberexprimiert [ 105]. Die Arbeitsgruppe um Maurer et al zeigte, dass Fra2 in den
Hautbiopsien der Patienten mit systemischer Sklerose deutlich erhoht und neben den fibrotischen
Eigenschaften auch in Prozesse der Mikrovaskulopathie bei der systemischen Sklerose involviert
ist [106]. Auch der Transkriptionsfaktor Activating transcription factor 3 (ATF3) wird durch
TGF-B in SSc Fibroblasten iiberexprimiert [ 107].

Ein anderer Transkriptionsfaktor, Friend leukemia virus integration 1 (Flil), zu der Ets Familie
gehdrend, ist in Endothelzellen der Lunge bei Patienten mit systemischer Sklerose reduziert und
konnte somit aufgrund der Minderexpression mit den pulmonalen Komplikationen bei dieser
Erkrankung assoziiert sein [108]. Flil reguliert unter anderem die Angiogenese, sodass eine
Relevanz des Mangels von Flil bei der Vaskulopathie der systemischen Sklerose angenommen
werden kann [109]. Andere Transkriptionsfaktoren wie NF-kB konnen den Tissue Faktor
regulieren und zu tiefen Beinvenenthrombosen fiithren [66].

In der vorliegenden Arbeit konnte durch in silico Analysen festgestellt werden, dass innerhalb
des TF Promotors eine hochspezifische Bindestelle fiir den Transkriptionsfaktor Ets-1 vorliegt,
sodass in der Arbeit der Fokus auf diesem Transkriptionsfaktor liegt. Die TF Promotor

Fragmente der GroBen 856 bp und 673 bp enthalten eine Ets-1 Bindestelle, das Fragment der
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GroBe 420 bp jedoch nicht. Es konnte die exakte Bindestelle fiir den Ets-1 Transkriptionsfaktor
im TF Promotor festgestellt werden, die sich zwischen den Basenpaaren -448 bis -441 befindet.
Ets-1 ist ein Proto-Onkoprotein und gehdrt zu der Familie der ETS-Transkriptionsfaktoren. Ets-1
spielt bei rheumatoiden Erkrankungen, dem systemischen Lupus erythematodes und bei
Krebserkrankungen eine pathogenetische Rolle [110, 111, 112]. Da Ets-1 ebenfalls in Prozesse
endothelialer Zellproliferation und Angiogenese einbezogen ist, kommt ihm eine entscheidende
Schliisselrolle bei der obliterativen Vaskulopathie zu [19].

Um die Rolle von dem Transkriptionsfaktor Ets-1 in der Aktivierung des TF Promotor Gens
durch AT|R/ETAR-IgG zu verifizieren, wurden die HEK-293 Zellen und HMEC-1 Zellen im
Vorfeld auf eine Exprimierung von Ets-1 auf mRNA- und Proteinebene untersucht. Unter
Verwendung einer Zeitreihe konnte festgestellt werden, dass in beiden Zelllinien auf mRNA-
und Proteinebene nach 1 h die signifikant hochste Ets-1 Exprimierung stattfand. In einer anderen
Arbeit konnte gezeigt werden, dass in HMEC-1 die phosphorylierte (aktive) Form von Ets-1 im
Kern und die unphosphorylierte Form im Kern und im Zytoplasma nachzuweisen war. Nach
Stimulation mit AT;R/ETAR-IgG lieB sich die aktive Form im Kern und im Zytoplasma
nachweisen [8].

Die Arbeitsgruppe von Mackman et al. untersuchte ebenfalls den TF Promotor in Hinblick auf
eine Aktivierung durch Transkriptionsfaktoren in einem anderen Zelltyp. Hierbei wurden COS-7
Zellen transfiziert und die Transkriptionsfaktoren AP-1 und Spl untersucht. Sie fanden heraus,
dass die Region zwischen — 278 und + 121 am entscheidendsten war fiir die transkriptionelle TF
Promotor Aktivitat [99]. Wie entscheidend ein Transkriptionsfaktor fiir die TF Aktivierung ist,
wurde auch von anderen Arbeitsgruppen dargestellt. Dechend et al. beschrieb, dass es in
VSMC'’s, transfiziert mit Tissue Faktor Promotoren ohne AP-1 - und ohne NF-kB Bindestelle,
zu keiner TF Aktivierung kam, weder durch Ang II noch durch Anti-AT;R-Antikorper der
Priaeklampsie Patientinnen [104]. Miiller et al. zeigte in vitro und in vivo, dass eine ATR
Blockade AP-1 und NF-kB hemmt und somit die TF Exprimierung in vaskuldren Zellen
reduziert wurde [113].

Die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit zeigen eindeutig eine Ets-1 induzierte TF Aktivierung
durch AT,R/ETAR-IgG und die natiirlichen Liganden Ang I und ET-1.

Ein Zusammenhang zwischen dem TF und dem Transkriptionsfaktor Ets-1 ist zudem in anderen
Arbeiten dargestellt worden [58, 18, 114]. Die Arbeitsgruppe von Arderiu G. et al beschreibt

allerdings eine TF induzierte Ets-1 Expression in HMEC Zellen, diese signifikant reduziert ist in
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TF inaktivierten Zellen [18]. Eine andere Arbeitsgruppe bestdtigt ebenfalls in THP-1 Zellen eine
Korrelation zwischen Ets-1 und TF Promotor Aktivierung [114].

Ein Zusammenhang zwischen Ets-1 und SSc, wie hier in dieser Arbeit vorliegend, wurde von der
Arbeitsgruppe um Jinnin aufgezeigt. Erhohte Spiegel des hepatocyte growth factors (HGF)
bewirkten bei SSc-Fibroblasten iiber eine Ets-Bindestelle eine deutlich stirkere Hochregulation
von Ets-1 als bei normalen Fibroblasten [115].

Unsere Arbeitsgruppe konnte zusdtzlich in EMSA Experimenten eine spezifische Bindung von
Ets-1 an den TF Promotor zeigen, diese verstirkt wurde durch eine Stimulation von AT R und
ETAR durch AT |R/ETAR-IgG. Supershifts lieferten dabei einen eindeutigen Beweis flir eine
Bindung von Ets-1 an den TF Promotor. Ebenfalls wurde in einem ChIP Assay (Chromatin-

Immunprézipitation) ex vivo die Bindung von Ets-1 an den TF Promotor verifiziert.

4.5  Zusammenfassung und Ausblick

Die Vaskulopathie ist bei der systemischen Sklerose maf3geblich an der Pathogenese beteiligt.
Bei 80% der Patienten stellt das Raynaud-Syndrom das erste Symptom als Korrelat der
endothelialen Dysfunktion mit Vasokonstriktion dar. Die Vaskulopathie findet neben dem
Raynaud Syndrom und den digitalen Ulzerationen auch Ausdruck in Dysfunktionen des
Osophagus, renalen Krisen, einer Herzinsuffizienz und pulmonalen Hypertonie [90]. Die
proliferative obliterative Vaskulopathie bei der systemischen Sklerose basiert auf einer
vielschichtigen und komplexen Pathogenese. Uberwiegend ist das mikrovaskulire System
betroffen [90].

Bei der systemischen Sklerose liegt eine obliterative Vaskulopathie vor, die durch eine
Verdickung sowohl der Intima als auch der Media und eine Fibrosierung gekennzeichnet ist.
Vorausgehend ist hier eine endotheliale Schidigung, die auf einem Ungleichgewicht von
vasoaktiven und vasokonstriktiven Faktoren, zugunsten der vasokonstriktiven Faktoren, beruht
[11]. In Folge der Endothelproliferation, dem fibrotischen Umbau von Intima, Media und
Adventitia und in situ Thrombosen kommt es schlielich zum GefaB3verschluss, der obliterativen
Vaskulopathie. Entscheidend bei der Genese der in sifu Thrombosen ist die Involvierung des TF
[14, 53], dem eine bedeutende Rolle in vivo bei dem Gerinnungsprozess zukommt. Bei dem
Antiphospholipid Syndrom bewirken die Antiphospholipid-Antikorper auf Blut- und
Endothelzellen eine Hochregulation des TF und somit eine Hyperkoagulabilitidt und Forderung

von Thrombosen [116]. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte bei der systemischen Sklerose
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dargestellt werden, dass Endothelzellen (HMEC-1) den TF exprimieren und somit eine tragende
Rolle bei der obliterativen Vaskulopathie haben. Uber den ERK1/2/Ets-1 Signalweg fiihren Anti-
AT R-Antikorper und Anti-ETAR-Antikorper zu einer Endothelzellproliferation [§].

Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die natiirlichen Liganden Ang II und
ET-1, deren Spiegel bei der SSc erhoht sind [36, 68, 79], und AT,R/ETAR-IgG zu einer
Hochregulation des TF Promotors fithren. Diese Effekte konnten durch spezifische
pharmakologische Rezeptorblockaden des AT; - und ETa-Rezeptors inhibiert werden. Dies
beweist, dass die agonistisch wirksamen Anti-AT;R-Antikdrper und Anti-ETAR-Antikorper, die
bei der systemischen Sklerose mit einem hoheren Mortalitétsrisiko assoziiert sind [4], liber die
gleichen Rezeptoren wie die natiirlichen Liganden regulierend wirken.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestitigen ebenfalls einen direkten Link zwischen dem
Transkriptionsfaktor Ets-1 und TF. Es konnte dargestellt werden, dass der TF eine
hochspezifische Bindestelle fiir Ets-1 aufweist und dass eine Ets-1 induzierte TF Promotor
Aktivierung durch AT;R/ETAR-IgG und die natiirlichen Liganden vorliegt. Ets-1 ist ein
kritischer Regulator fiir die Ang II vermittelten entziindlichen Prozesse und
Remodelingvorgéinge an Gefdllen [16]. Neben dem prothrombotisch wirkenden TF kommt auch
Ets-1 somit eine wichtige Rolle in der obliterativen Vaskulopathie bei der systemischen Sklerose
zu, in Zusammenspiel mit Anti-AT;R-Antikoérpern und Anti-ETAR-Antikorpern.

Da bei der systemischen Sklerose Anti-AT;R-Antikdrper und Anti-ETAR-Antikorper eine
zentrale Rolle bei der Pathophysiologie spielen, kdnnen Rezeptorblocker wie Valsartan und
Bosentan eingesetzt werden. Wolf et al. stellte dar, dass Ang II den Transkriptionsfaktor NF-kB
iiber den AT|R- und AT,R aktiviert und somit proinflammatorische Effekte von Ang II
moglicherweise nicht allein durch AT;R Blocker zu inhibieren sind [117]. In einer anderen
Arbeit wird beschrieben, dass zwischen AT;R und ETAR ein Crosstalk bestehen konnte [118].
Dies wire von bedeutender Relevanz fiir die Therapie der obliterativen Vaskulopathie bei der
systemischen Sklerose.

Riemekasten et al. beschreibt, dass Anti-AT;R-Antikorper und Anti-ETAR-Antikorper bei der
systemischen Sklerose zu einer PAH {iber eine Induktion der pulmonalen Vaskulopathie fiihren
[119]. Bei der PAH findet Bosentan, ein dualer Endothelin Rezeptor Antagonist, Verwendung
und setzt an dem vasokonstriktiven ET-1 an, um damit der Dysbalance von vasokonstriktiven
und vasodilatativen Substanzen, die bei der systemischen Sklerose zugunsten der
vasokonstriktiven Faktoren vorliegt, entgegenzuwirken [120]. ACE-Hemmer oder Nitrate

werden nicht zur Behandlung der PAH eingesetzt, da sie unter Umstinden zu einer
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Verschlechterung beitragen konnen [121]. In der vorliegenden Arbeit wurder Sitaxentan als
selektiver ETAR-Antagonist eingesetzt, dieser vor allem bei der pulmonalen Hypertonie NYHA
III Anwendung fand. Das Produkt wurde allerdings nach drei damit assoziierten Todesféllen
Dezember 2010 vom Markt genommen.

Ein relativ neuer Therapieansatz bildet die autologe hdmatopoetische Stammzelltransplantation,
bei der danach unter anderem eine Kapillarneubildung beobachtet wurde, wobei diese nur
sinnvoll ist, wenn die systemische Sklerose noch nicht zu weit fortgeschritten ist [122].

In der vorliegenden Arbeit wurden keine Experimente mit Ets-1- oder TF- Blockern eingesetzt.
In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass ein Ets-1 Knockdown in HMEC-1 Zellen
die TF Protein Expression nach Stimulation mit AT;R/ETAR-IgG authob. Desweiteren konnte
dargestellt werden, dass eine 15-miniitige Pridinkubation mit einem TF blockenden Antikorper
die Endothelzellproliferation nach 1 h stiindiger Stimulation mit AT|R/ETAR-IgG unterdriickte
[101].

Inwiefern Ets-1 - und TF- Blocker in der Behandlung der systemischen Sklerose eine Rolle
spielen werden, ist aktuell nicht klar abzusehen. Dennoch ist das Wissen um eine Involvierung
von Ets-1 und TF in die Pathogenese dieser Erkrankung sehr bedeutend fiir weitere zukiinftige

Therapieansitze.
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S. Zusammenfassung

Die systemische Sklerose ist eine zu den Kollagenosen gehdrendene Autoimmunerkrankung, die
mit einer Fibrosierung, obliterativen Vaskulopathie und Autoimmunitét einhergeht.

In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe fanden sich an Patientenkohorten mit systemischer
Sklerose agonistisch wirkende Anti-AT;R-Antikérper und Anti-ETsR-Antikorper (AT R/ETAR-
IgQ), die eine zentrale pathophysiologische Rolle spielen und iiber den ERK1/2/Ets-1 Signalweg
zu einer Endothelzellproliferation fiihren.

In der vorliegenden Arbeit wurde die transkriptionelle Aktivitit des Tissue Faktors (TF) durch
den Transkriptionsfaktor Ets-1 untersucht. Der TF ist ein zur Blutgerinnung gehérendes Protein
und mafgeblich an der obliterativen Vaskulopathie der systemischen Sklerose beteiligt.

Die Versuche wurden an zwei Zelllinien, menschlichen embryonalen Nierenzellen (HEK-293)
und humanen mikrovaskulidre Endothelzellen (HMEC-1), durchgefiihrt.

Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die natiirlichen Liganden Ang II und ET-1 als auch
AT R/ETAR-IgG zu einer Ets-1 induzierten TF Promotor Aktivitdt fithren und diese mittels des
ET AR Blockers Sitaxentan und AT R Blockers Valsartan inhibierbar ist. Die ETgR Blocker und
AT,R Blocker hatten keinen inhibierenden Einfluss auf die TF Aktivierung, als Hinweis darauf,
dass bei Patienten mit systemischer Sklerose Anti-AT;R-Antikdrper und Anti-ETAR-Antikorper
in die Pathogenese der obliterativen Vaskulopathie involviert sind.

AuBerdem konnte dargestellt werden, dass die TF Aktivierung durch den Transkriptionsfaktor
Ets-1 induziert wird. Durch Promotoranalysen konnte die Ets-1 Bindestelle auf -448 bis -441 bp
eingegrenzt werden.

Da Ets-1 und der prothrombotische TF in die Pathogenese der obliterativen Vaskulopathie
involviert sind, ergeben sich hieraus neue Therapiemoglichkeiten fiir die systemische Sklerose,
die eine Multiorgankrankheit darstellt und trotz der vorherrschenden Therapiemoglichkeiten

noch viele ungeklarte Fragen aufwirft.
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