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1 Einleitung

1.1 Systemische Sklerodermie

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Der Begriff der Sklerodermie leitet sich von skleros (=hart) und derma (=Haut) ab.

Die systemische Sklerodermie (,,Systemic sclerosis®, SSc) ist eine chronisch-progrediente
Multisystemerkrankung, deren Atiologie nach wie vor noch nicht endgiiltig geklirt ist. Sie zihlt
zu den Kollagenosen und ist klinisch durch eine Verdickung der Haut charakterisiert, sowie
durch strukturelle und funktionelle Anomalien innerer Organe, wie Gastrointestinaltrakt, Niere,
Lunge und Herz.

Hervorstechende Merkmale der SSc stellen Gefaflschddigungen mit Intimaproliferation und
Mikrothromben, eine Aktivierung des Immunsystems (hier vor allem T-Zellen, Makrophagen,
Mastzellen und Eosinophile) sowie eine tiberméBige Produktion und Ablagerung extrazelluldrer
Matrix (hier vorwiegend Kollagen) dar.

Jéhrlich erkranken etwa 19 von 1 Million Menschen an SSc. Die Pridvalenz wird mit 19 -
75/100.000 Einwohnern angegeben [Harrisons Innere Medizin, 2005].

Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen dem dritten und fiinften Lebensjahrzehnt, wobei Frauen
etwa dreimal so héufig betroffen sind wie Ménner.

Es besteht eine gehdufte Assoziation bestimmter humaner Leukozytenantigene (sogenannte
HLA-Typen) mit dem Auftreten von SSc. So ist HLA-DRS mit der diffusen Verlaufsform
assoziiert, wihrend HLA-DRI1, 4 und 8 vorwiegend bei der limitierten Verlaufsform gefunden

werden.

1.1.2 Klassifikation

Eine Einteilung der SSc ist aufgrund ihrer Seltenheit, ihres variantenreichen Verlaufes und ihres
schwer zu diagnostizierenden Anfangsstadiums erschwert.

Die “American Rheumatism Association” (heute: ,,American College of Rheumatology’)

erarbeitete 1981 folgende Kriterien flir die Diagnose “Systemische Sklerodermie” [ARA, 1981]:
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Hauptkriterium:

Sklerodermie der Haut proximal der Metacarpophalangealgelenke

Nebenkriterien:

Sklerodaktylie

Digitale Ulzerationen
Verlust von Fingerendgliedern

Bibasilare Lungenfibrose

Die Diagnose kann gestellt werden, wenn entweder das Hauptkriterium oder aber mindestens

zwel Nebenkriterien erfiillt sind [Masi et al., 1980].
Trotz zahlreicher Uberschneidungen gibt es Bemiihungen, klinisch unterschiedliche Phinotypen
als Subtypen zu definieren. Hier ist das Modell nach LeRoy am besten akzeptiert und wird noch

heute zur Einteilung der Patienten herangezogen [LeRoy et al., 1988]:

Limitierte Systemische Sklerodermie (ISSc): symmetrische Hautverdickungen beschrinkt auf

distale Extremitéten bis Ellenbogen- oder Kniegelenk.

Diffuse Systemische Sklerodermie (dSSc): symmetrische Hautverdickungen iiber das

Ellenbogen- und Kniegelenk hinaus.

Spéter unterschied LeRoy zusétzlich bei der limitierten Sklerodermie zwei Formen [LeRoy and

Medsger, 2001]:

Die limitierte SSc (1SSc) (wie oben beschrieben) und

Die limitiert kutane SSc (IcSSc¢), bei welcher Haut, Subkutan- und Muskelgewebe jedoch ohne

eine systemische Beteiligung betroffen sind.

Dieses Modell ist jedoch sehr vereinfacht und beriicksichtigt viele Untergruppen der SSc nicht.
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1.1.3 Klinik

Eine Schiadigung kleiner Arterien, Arteriolen und Kapillargefde der Haut und innerer Organe
geht der charakteristischen Fibrose voran. So stellt das Raynaud-Phédnomen ein hiufiges
Erstsymptom der SSc dar. Hierbei kommt es zu episodischen Vasokonstriktionen vor allem der
Finger durch Kilteexposition, Vibration oder emotionalen Stress. Dies fiihrt zu einer
voriibergehenden Bldsse mit nachfolgender Roétung bei Wiedererwdrmung der betroffenen
Akren.

In der Frithphase der Erkrankung kommt es zusitzlich zu einer distal beginnenden und nach
proximal fortschreitenden Schwellung vor allem der Finger und Héinde (,.,puffy hands*). Diese
O0dematdse Phase kann Wochen bis Monate anhalten. Bei einer fortschreitenden Generalisierung
betreffen die Hautverdnderungen zunéchst die Extremititen, dann das Gesicht und den Stamm.
Hierbei handelt es sich um ein sogenanntes zentripetales Fortschreiten der Fibrose. Dieser
Prozess kann sich iiber einige Jahre ziehen.

Durch die Straffung der Haut ist eine volle Extension der Extremitidten hdufig nicht mehr
moglich. Es bilden sich schmerzlose Beugekontrakturen aus, wodurch die Beweglichkeit stark
eingeschriankt wird. Durch die Minderperfusion kann es zu Ulzerationen bis hin zu Nekrosen der
Fingerspitzen (sogenannte ,,Rattenbissnekrosen*) kommen (siche Abbildung 1). Der Befall des
Gesichts fiihrt charakteristischerweise zu einem Maskengesicht mit starrer Mimik (Hypomimie),
einem Kleinerwerden der Mundoffnung (Mikrostomie), sowie einer radidren Faltenbildung um
den Mund (,,Tabaksbeutelmund®). Arthralgien sowie Myalgien konnen ebenso auftreten. Bei
beiden Formen der SSc kommt es hdufig zu einer Beteiligung des Gastrointestinaltrakts. Hier
sind eine Sklerosierung des Zungenbédndchens (Skleroglosson) sowie eine Motilitdtsstorung des
Osophagus charakteristisch. Bei etwa zwei Dritteln der Patienten tritt eine Fibrosierung der
Lunge mit begleitender fibrosierender Alveolitis und daraus resultierender pulmonaler
Hypertonie auf, welche heutzutage die hdufigste Todesursache der SSc darstellt. Eine primére
Herzbeteiligung mit Perikarditis und Herzrhythmusstorungen ist ebenso héufig. Eine Beteiligung
der Nieren kann zu einer renalen Krise fiihren, welche bis zur Einfithrung einer Therapie mit
ACE-Hemmern die hdufigste Todesursache darstellte.

Eine hdufige Sonderform der 1SSc stellt das CREST-Syndrom dar. Hierbei handelt es sich um
das Vorkommen von Calcinosis cutis, Raynaud-Phédnomen, oesophageale Motilitétsstorung,

Sklerodaktylie und Teleangiektasien.
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Abbildung 1: Kutane Manifestationen an den Fingern bei SSc [aus Yamamoto, 2009].

1.1.4 Pathogenese

Das flihrende Merkmal der SSc stellt die tibermiBige Produktion an Kollagen und anderen
Bestandteilen der extrazelluliren Matrix dar (wie Fibronektin und Glykosaminoglykanen).
Dieser Fibrose geht hdufig eine Schiadigung kleiner Arterien oder Arteriolen der Haut und
innerer Organe voraus. Zunidchst kommt es zu einer Schidigung der Endothelzellen und der
Basallamina, welcher eine Intima- und Mediaproliferation mit perivaskuldrer Fibrose folgen.
Diese Verdnderungen fithren zu einer Einengung des GefaBBlumens und somit zu
Durchblutungsstorungen bis hin zur Nekrose. Neben dieser GefdBschidigung spielt die
zellvermittelte Immunitét eine zentrale Rolle in der Entwicklung der Fibrose bei SSc. Hier sind
T-Zellen, Makrophagen, Endothelzellen, sowie bestimmte Zytokine und Wachstumstaktoren
wichtige Mediatoren. So ist bereits im Anfangsstadium der SSc perivaskuldr ein mononukleéres
Zellinfiltrat aus aktivierten T-Helfer-Zellen und Makrophagen sichtbar. Diese Hyperaktivitét des
Immunsystems fiihrt zu erhohten Zytokinmustern bei SSc-Patienten. So sezernieren aktivierte
Makrophagen vermehrt Interleukin-6 (IL-6), eines der wichtigsten Interleukine in der
Pathogenese der SSc.

IL-6 ist ein multifunktionales Zytokin, welches eine zentrale Rolle bei der Abwehr von

Infektionen und bei Gewebeverletzungen spielt. Biologische Wirkungen von IL-6 beinhalten

10
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unter anderem die Immunglobulinbildung in B-Zellen, die Synthese von Akute-Phase-Proteinen
sowie Wachstum und Differenzierung von T-Zellen. Uber die Aktivierung von Kollagen- und
Glykosaminoglykanbildung wirkt IL-6 profibrotisch. So hat IL-6 sowohl auf Kollagensynthese
als auch auf das Immunsystem einen aktivierenden Effekt.

SSc-Patienten weisen einen erhdhten Serumspiegel an IL-6 auf. In vitro-Versuche konnten
zeigen, dass Fibroblasten von SSc-Patienten hohere Level an IL-6 im Vergleich zu Fibroblasten
gesunder Spender exprimieren [Feghali et al., 1994].

Zudem aktiviert dieses Zytokin einen weiteren pro-fibrotisch wirkenden Marker, ,,Monocyte
chemoattractant protein-1* (MCP-1).

Es konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Bleomycin die Level an MCP-1 deutlich
steigert und dass bei MCP-1-Knock-out-Méusen diese Fibrosierung ausbleibt [Ferreira et al.,
2006]. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass MCP-1 die Produktion von Kollagen erhoht
und so zur Fibrose flihrt [Yamamoto, Nishioka, 2003]. Patienten mit SSc weisen erhohte
Serumlevel an MCP-1 auf [Hasegawa et al., 1999]. So konnte eine deutlich erhéhte MCP-1-
Expression in der Haut von SSc-Patienten nachgewiesen werden, wohingegen in der Haut von
gesunden Probanden kein MCP-1 nachweisbar war.

Eine weitere Wirkung von IL-6 ist die Stimulation von Gewebsinhibitoren der
Metalloproteinasen (TIMP), was zu einer limitierten Aufspaltung und somit Akkumulation von
Kollagen fiihrt.

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) gehéren der Familie der Endopeptidasen an und sind
wesentlich am Umbau von extrazelluldrer Matrix beteiligt. Die Aktivitdt der MMP wird durch
ihre Inhibitoren (TIMP) kontrolliert.

SSc-Patienten weisen sowohl deutlich hohere Konzentrationen an MMP-9 und seinem
Gegenspieler TIMP-1 als auch eine hohere Ratio von MMP-9 zu TIMP-1 auf. Zudem sind die
Serum-Konzentrationen an MMP-9 beim diffusen Typ der SSc signifikant héher als beim
limitierten Typ. Der Serumspiegel an MMP-9 korreliert mit dem Schweregrad der
Hautbeteiligung und mit der H6he der Serumkonzentrationen an ,,fransforming growth factor
(TGF-B). In Zellversuchen exprimieren dermale Fibroblasten von SSc-Patienten deutlich hohere
Level an MMP-9 als Fibroblasten gesunder Spender [Kim et al., 2005]. Einer der wichtigsten
Aktivatoren von TIMP-1 stellt TGF-f dar.

TGF-B wird von aktivierten Makrophagen sezerniert und spielt eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der SSc. Dieser pro-fibrotische Faktor stimuliert die Fibroblastenproliferation sowie

die Synthese von extrazelluldren Matrix-Proteinen, wie Kollagen I, III, VI, VII, X, Fibronektin

11
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und Proteoglykanen. TGF-B wird sowohl von Fibroblasten selbst als auch von Endothelzellen,
Keratinozyten und Entzlindungszellen synthetisiert [Massagué, 1990].

TGF-pB aktiviert weiterhin CTGF, welches die DNA-Synthese von Kollagen, Fibronektin und
Integrin in Fibroblasten stimuliert.

PDGF wird ebenfalls durch TGF- aktiviert und wirkt chemotaktisch, vasoaktiv und
stimulierend auf die Synthese bestimmter inflammatorischer Zytokine.

Desweiteren konnte bei SSc-Patienten eine Uberexpression des TGF-B-Rezeptors nachgewiesen

werden [Kawakami et al., 1998].

Fir die Entstchung der SSc wird heutzutage ein multifaktorieller Pathomechanismus
angenommen (siche Abbildung 2). Obwohl die Atiologie nach wie vor nicht vollstindig geklirt
ist, werden zahlreiche Autoantikdrper mit der Pathogenese der systemischen Sklerodermie
assoziiert, wie beispielsweise Anti-Zentromer, Anti-Scl-70, Anti-RNA-Polymerase I/IlI, Anti-
Fibrillarin und Anti-PM/Scl [LeRoy and Medsger, 2001].

Zudem werden auch genetische Faktoren (wie beispielsweise HLA-Typ) mit Anfalligkeit und
Auspragung der SSc assoziiert.

Seit einigen Jahren wird zunehmend Mikrochimerismus als Trigger fiir die Entstehung der SSc
diskutiert [Adams et al., 2004; Jimenez et al., 2005]. Hierbei kommt es zu einer Persistenz fetaler
Zellen nach der Geburt. Dies ruft eine Immunreaktion im Korper hervor, welche sich
chronifizieren und letztlich bis hin zum Vollbild der SSc entwickeln kann. Dies steht im
Einklang mit der Beobachtung, dass hdufig Frauen nach der Geburt erkranken.

Doch gibt es bisher noch keine gesicherten Ergebnisse, dass Mikrochimerismus tatsdchlich in der

Pathogenese der SSc eine Rolle spielt.
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Abbildung 2: Algorithmus fiir die multifaktoriellen Pathomechanismen der systemischen Sklerose [aus Harrisons Innere
Medizin]

1.1.5 Therapie und Prognose

Die Prognose der SSc ist sehr variabel und abhingig von den einzelnen Subtypen. Beide
Untergruppen der SSc, sowohl die limitierte als auch die diffuse Form, sind mit einer erhdhten
Mortalitit assoziiert. Die limitiert kutane SSc (1SSc) hat generell eine gute Prognose. Doch auch
diese Erkrankung fiihrt in etwa 10 % der Fille zu einer pulmonalen Hypertonie. Wahrend die
Mortalitdt bei Patienten mit ISSc etwa zweifach erhoht im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung
gleichen Alters und Geschlechts ist, steigt sie bei der diffusen Form (dSSc) im Vergleich auf das
Acht- bis Zehnfache. Die 10-Jahresiiberlebensrate bei diffuser Verlaufsform betrigt etwa 70 %
[aus: Innere Medizin, Herold G und Mitarbeiter, 2009]. Die Todesursache der SSc ist hdufig auf
eine kardiale, pulmonale oder renale Beteiligung der Erkrankung zuriickzufiihren.

Aufgrund des komplexen Krankheitsbildes umfasst eine Therapie meist drei Bereiche:

Das Gefdflsystem, das Immunsystem und die Fibrose.

Doch kann mit einer medikamentdsen Behandlung keine Heilung der SSc erreicht werden. Die
Therapie richtet sich lediglich auf die Linderung der Beschwerden, die Verbesserung der
Organfunktion und lingeres Uberleben. So existiert bis heute keine kausale Therapie der SSc,
lediglich eine symptomatische Therapie dieser Erkrankung ist moglich. Hinzu kommt, dass
aufgrund der Seltenheit und des variablen Verlaufs der Erkrankung die Durchfiihrung

kontrollierter Medikamentenstudien erschwert wird.
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Die Inzidenz und Mortalitdt der vormals haufigsten Todesursache der SSc, des Nierenversagens,
konnte durch den Einsatz von ACE-Hemmern deutlich gesenkt werden [Steen, 2003].
Heutzutage stellt die pulmonale Hypertonie trotz neuer therapeutischer Ansétze, wie Endothelin-
Rezeptor-Antagonisten oder Phosphodiesteraseinhibitoren, die haufigste Todesursache der SSc
dar.

Bereits heute werden neben anderen Pharmaka ATi-Rezeptor-Antagonisten zur Prophylaxe bei
Raynaud-Phanomen eingesetzt.

Wihrend die immunologische Komponente der Erkrankung mit Immunsuppressiva behandelt
werden kann, gibt es bis heute kein befriedigendes Therapiekonzept zur Inhibierung der

progressiven Fibrose.

1.2 Das Renin-Angiotensin-System

Das Renin-Angiotensin-System (RAS) gehort zu den am lédngsten und genauesten untersuchten
hormonellen Systemen des Menschen. Bereits Ende des 19. Jahrhunderts wurde von Tigerstedt
und Bergmann eine in der Niere synthetisierte Substanz mit blutdrucksteigernder Wirkung
entdeckt. In den 40er Jahren des 20. Jahrhunderts begann die schrittweise Identifizierung des
gesamten Systems mit seinen verschiedenen Komponenten. Das RAS stellt eines der wichtigsten
Hormonsysteme des Korpers zur Regulierung des Salz- und Wasserhaushaltes und des
Blutdrucks dar.

Bei Blutdruckabfall oder Hypovoldmie wird Renin im juxtaglomeruldren Apparat der Niere
gebildet. Als Protease spaltet Renin das in der Leber gebildete Angiotensinogen im Plasma zu
Angiotensin I. Dieses wird wiederum durch das ,,Angiotensin-Converting-Enzyme* (ACE),
welches vorwiegend in Endothelzellen gebildet wird, zu Angiotensin II (Ang II), dem
bedeutendsten Effektorhormon dieses Systems, umgewandelt. Die wichtigsten heute bekannten
Rezeptoren dieses Oktapeptids sind der Angiotensin Typ 1 (AT1)- und der Angiotensin Typ 2
(AT2)- Rezeptor.

1.2.1 Der ATi-Rezeptor

Der ATi-Rezeptor (ATi) ist beim Erwachsenen der dominierende Rezeptortyp in vielen
Geweben.

Es handelt sich um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor mit sieben transmembraniren
Domiénen. Die Bindung von Ang II an diesen Rezeptor bewirkt eine Aktivierung der
Phospholipase C (PLC), welche wiederum zur Bildung von Inositoltriphosphat (IP3) und
Diacylgycerol (DAG) fiihrt. IP3 bewirkt einen Anstieg des intrazelluldren Calciums und
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resultiert in einer Kontraktion der glatten GefaBBmuskulatur und der Sekretion von Aldosteron
aus der Nebennierenrinde. Die durch DAG aktivierte Proteinkinase C bewirkt eine
Phosphorylierung der Schliisselproteine fiir GefaBkontraktion und Zellwachstum.

Die so iiber AT1 vermittelte Vasokonstriktion bewirkt einen direkten Anstieg des Blutdrucks,
wiahrend das freigesetzte Aldosteron in der Niere eine Retention von Wasser und Natrium
bewirkt und so indirekt zu einem Blutdruckanstieg fiihrt. In der Hypophyse fordert Ang Il {iber
AT die Freisetzung von antidiuretischem Hormon (ADH), welches ebenfalls eine verminderte
Wasserausscheidung iiber die Niere und so einen Anstieg des Blutdrucks bewirkt. Durch
negative Riickkopplung hemmen ein hoher Blutdruck, Ang II und Aldosteron die Renin-
Freisetzung aus der Niere.

Obwohl das RAS eines der am ldngsten erforschten Systeme darstellt, wurde erst kiirzlich eine
weitere Funktion des ATi nachgewiesen: Neben der Regulierung des Wasser- und
Elektrolythaushaltes wirkt Ang II {iber AT1 auch fordernd auf Zellproliferation und
-hypertrophie, die Synthese von extrazellulirer Matrix (EZM) und auf inflammatorische
Prozesse [De Gasparo et al., 2000].

Die Produktion von EZM durch Stimulation mit Ang II wird {iber den pro-fibrotischen Faktor
TGF-B vermittelt [Kagami et al., 1994; Weber et al., 1999; Ghiggeri et al., 2000].

1.2.2 Der AT2-Rezeptor
Uber den AT2-Rezeptor (AT2) ist bis zum heutigen Zeitpunkt weit weniger bekannt. Mit Hilfe
selektiver Rezeptorliganden gelingt in zunehmendem Malle die weitere funktionelle
Charakterisierung dieses Angiotensinrezeptor-Subtyps. Bereits 1994 wies eine Sequenzanalyse
der Gene fiir AT2 eine Homologie von etwa 90% bei Mensch und Maus auf [Martin et al., 1994;
Tsuzuki et al., 1994]. Ang II bindet mit dhnlicher Affinitdt sowohl an AT: als auch an ATo2.
Dennoch unterscheiden sich diese beiden Rezeptorsubtypen hinsichtlich ihrer Gensequenzen
erheblich, sie weisen lediglich eine Aminosiduresequenzhomologie von etwa 34% auf. Obwohl
die Signaltransduktionswege des ATz bislang nur unvollstindig aufgeklirt sind, geht man heute
davon aus, dass es sich beim AT2 wie auch beim ATi um einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor
mit sieben transmembranidren Doménen handelt [Kambayashi et al., 1993; de Gasparo et al,.
2000; Kaschina and Unger 2003].
Es scheint drei wichtige Signaltransduktionswege durch Aktivierung des ATz zu geben:

1. Die Aktivierung verschiedener Protein-Phosphatasen, welche eine Protein-

Dephophorylierung bewirken,
2. Die Aktivierung des NO/cGMP-Systems und
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3. Die Stimulation von Phospholipase A2 mit einer nachfolgenden Freisetzung von
Arachidonséure.

[Nouet and Nahmias, 2000]

Wiéhrend Ang II tiber den vorwiegend dominierenden ATi pro-fibrotische und pro-
inflammatorische Eigenschaften besitzt, zeigt eine Stimulation des AT2 gegenteilige Effekte. Ein
antiproliferativer Effekt wurde erstmals von Stoll et al. in koronaren Endothelzellen in vitro
beobachtet [Stoll et al., 1995]. Zudem reguliert AT2 sowohl Natriurese, Korpertemperatur,
Blutdruck, Reproduktion, Embryonalentwicklung als auch Zelldifferenzierung, Gewebeheilung
und Apoptose [Steckelings et al., 2005].

Bei verschiedenen Gewebedefekten (wie beispielsweise Myokardinfarkt, Verletzungen der Haut
und andere) kann eine Uberexpression des AT2 beobachtet werden. Aufgrund seiner anti-
fibrotischen und anti-inflammatorischen Effekte werden dem ATz gewebeprotektive
Eigenschaften zugeschrieben [Wu et al., 2001; Suzuki et al., 2003; Min et al., 2004]. In gesunder
Haut wird der ATz in Epidermis und verschiedenen dermalen Strukturen, wie GefaBwanden oder
Talgdriisen, exprimiert [Steckelings et al., 2004]. Bei Hautwunden findet eine Uberexpression
des AT2 in der gesamten Dermis statt [Steckelings et al., 2005].

Auf funktioneller Ebene scheint ein negativer ,,Crosstalk™ zwischen AT1 und AT2 zu existieren.
So moduliert der AT2 verschiedene ATi-gekoppelte Effekte und zeigt eine protektive Wirkung in
defektem Gewebe [Unger, 1999].
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Abbildung 3: Das Renin-Angiotensin-System [modifiziert nach Unger et al., 1996]

1.2.3 Der ATi-Antagonist Candesartan

Candesartan gehort der Klasse der ATi-Blocker (ARB) an. Thre Wirkweise beruht auf einer
kompetitiven Hemmung des ATi und somit in einer Modulierung des RAS. Eine Therapie mit
ARBs ist allgemein gut vertrdglich und effektiv in der Behandlung von Bluthochdruck,
Herzinsuffizienz mit linksventrikuldrer Dysfunktion und der Pridvention einer Progression der
diabetischen Nephropathie. ARBs inhibieren das Fortschreiten der Fibrose in Niere, Herz und
Leber durch Hemmung der TGF-B-vermittelten Effekte und bewirken so eine verminderte
Produktion von extrazelluldren Matrixproteinen.

Candesartan ist ein hoch potenter, lang-wirksamer und selektiver ARB. Bereits 1998 wurde es
als Therapeutikum bei Bluthochdruck eingefiihrt. Seither wurde eine Reihe weiterer
Wirkqualititen von Candesartan experimentell und z. T. auch klinisch gezeigt. So konnte
beispielsweise ein Nutzen in der Behandlung von Schlaganfall, Herzinsuffizienz und
diabetischer Nephropathie gezeigt werden [Fujiyama et al., 2001; Cuntai et al., 2006; Meiko H et
al., 2006; Kintscher et al., 2008]. Candesartan verbesserte in der CHARM-Studie das Outcome
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bei Patienten mit Herzinsuffizienz im Vergleich zu einem Placebo [Pfeffer et al., 2003; Solomon
et al., 2004]. In der DIRECT-Studie konnte erst kiirzlich ein positiver Effekt von Candesartan
auf die diabetische Retinopathie nachgewiesen werden: blutdruckunabhingig konnte sowohl das
Auftreten einer diabetischen Retinopathie bei Typ-I-Diabetikern als auch ein weiteres
Fortschreiten dieser Erkrankung bei Typ-II-Diabetikern reduziert werden [Chaturvedi et al.,
2008; Sjelie et al., 2008].

1.2.4 Der AT2-Rezeptor-Agonist Compound 21

Compound 21 (C 21) ist der erste selektive, nichtpeptidische AT2-Agonist [Wan et al., 2004].
Compound 21 besitzt einen K; Wert von 0.4 nM fiir den AT2 und einen Ki-Wert von >10.000
nM fiir den ATi und ist somit hoch selektiv fiir den AT2. Es besitzt in der Ratte eine
Bioverfiigbarkeit von 20-30 % nach oraler Applikation bei einer Halbwertzeit um 4 Stunden.
Compound 21 ist von dem nichtselektiven ATi-/AT2-Agonisten L-162313 abgeleitet und wird
als sehr wertvolles Forschungswerkzeug fiir Studien {iber den AT2-Rezeptor sowie
perspektivisch als Pharmakon eingesetzt.

Erst kiirzlich konnte in Ratten eine signifikante Besserung des Outcomes nach induziertem
Herzinfarkt durch Therapie mit Compound 21 in vivo nachgewiesen werden [Kaschina et al.,
2008]: Compound 21 verbesserte signifikant die systolische und diastolische ventrikulédre
Funktion, verkleinerte die Grole der entstechenden Narbe und zeigte sowohl einen anti-
apoptotischen als auch einen anti-inflammatorischen Effekt. Zudem konnte erst kiirzlich eine
anti-inflammatorische Wirkung von Compound 21 durch Inhibition von Interleukin-6 gezeigt
werden [Rompe et al., 2010]. So scheint eine direkte Stimulation des AT2 einen neuartigen und

vielversprechenden Therapieansatz nicht nur bei Herzinfarkt darzustellen.

1.3 Die Haut

Die Haut ist — von auflen nach innen — aus drei Schichten aufgebaut:
e Epidermis
e Dermis

e Subkutis
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Auftbau der Haut

Poren Haarschaft
Hautoberfldche )
Schweillpore ¢ Epidermis
Kapillaren
Haarmuskel Talg Diéstiiia
Schweilidriise | driise
Venole o = ] Subkutis
Arteriole ELINSES oY . :
EEpE e, . Bindegewebe

Fettgewébe Nervenendigung

Abbildung 4: Morphologie der Haut [modifiziert nach http://www.infovisual.info/03/img_en/036 Cross section of skin.jpg]

1.3.1 Die Epidermis

Die Epidermis besteht aus einem mehrschichtigen Plattenepithel, welches zu etwa 90% aus

Keratinozyten besteht. Diese Zellen dienen der mechanischen Widerstandsfahigkeit. Zudem

finden sich Melanozyten zur Bildung von Melanin, Merkelzellen zur Vermittlung des

Tastempfindens, sowie Langerhans-Zellen und T-Lymphozyten zur zellvermittelten

Immunreaktion. Von basal nach apikal setzt sich die Epidermis aus fiinf Schichten zusammen:

1. Stratum basale

2 Stratum spinosum

3 Stratum granulsoum
4. Stratum lucidum

5 Stratum corneum

1.3.2 Die Dermis

Die Dermis enthdlt Gefile und Nerven zur Versorgung der Epidermis und ist durch ihre

reiBfesten und elastischen Eigenschaften fiir die mechanische Festigkeit der Haut verantwortlich.

Die Dermis gliedert sich in zwei Schichten:
1. Stratum papillare

2. Stratum reticulare
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Das subepidermale Stratum papillare besteht aus einem lockeren Geflecht diinner Kollagenfasern
und ist sowohl zell- als auch gefiaBreich, widhrend das Stratum reticulare ein zellarmes,

scherengitterartiges Netz aus Kollagenfaserbiindeln mit elastischen Fasern darstellt.

1.3.3 Die Subkutis

Die Subkutis ist regional unterschiedlich stark ausgebildet. Sie dient vorwiegend als
Wirmeisolation, mechanisches Schutzpolster und Energiespeicher. Zudem befestigt sie die Haut
auf ihrer Unterlage. Die Subkutis enthilt Fettgewebsldppchen, welche durch Bindegewebssepten
voneinander getrennt sind. Diese Septen bilden das straffe Grundgeriist und stellen die

Kommunikation mit der Dermis sicher. In ihnen finden sich Nerven und Gefal3e.

1.3.4 Kollagen

Biochemische Analysen haben gezeigt, dass in der Dermis zwei verschiedene Kollagentypen
(Typ I und III) vorherrschen. Das Verhéltnis dieser beiden Typen dndert sich im Laufe des
Lebens. So weist embryonale Haut 60 % an Kollagen Typ III auf, wihrend die Haut erwachsener
Individuen lediglich zu 20 % aus Kollagen Typ III besteht [Epstein, 1974]. 80 % der in der
erwachsenen Haut vorkommenden Kollagenfibrillen werden aus Kollagen Typ I gebildet.

Zudem konnen zwei morphologisch unterschiedliche Schichten in der Haut erwachsener
Individuen charakterisiert werden:

Zum einen das feine Geflecht der retikuldren Fasern, welche typisch fiir das Stratum papillare
sind, zum anderen die dicken, groben Kollagenbiindel, welche vorwiegend in tieferen Schichten
gefunden werden [Pinkus and Mehregan, 1981; Lever and Schaumburg-Lever, 1983].
Histochemische und elektronenmikroskopische Untersuchungen konnten nachweisen, dass
retikuldre Fasern diinne Kollagen Typ III-Fibrillen enthalten, wihrend Kollagenfasern aus dicken
Kollagen Typ I-Fibrillen zusammengesetzt sind [Montes et al., 1980].

Bei einer ausgeprigten Sklerosierung des Bindegewebes durch eine Uberexpression von
Kollagen durch Fibroblasten, wie es typisch flir die SSc ist, kommt es vorwiegend zu einer
Uberexpression von Kollagen Typ I. Hierdurch kommt es zu einer Verschiebung des
Verhiltnisses von Kollagen Typ I zu Kollagen Typ III [Ogbuihi and Zink, 1988]. Somit kann das
Verhiltnis dieser beiden Kollagene als Index zur Beurteilung fibrosierender Vorginge in

verschiedenen Organen verwendet werden.
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1.4 Das Renin-Angiotensin-System in der Haut

Neben dem in 1.2 beschriebenen systemischen RAS wurden in den letzten Jahren eine Reihe
sogenannter ,,lokaler RAS’s beschrieben. Dies bedeutet, dass ein Gewebe in der Lage ist, alle
Komponenten des Systems selbstdndig zu exprimieren, also unabhingig von der Versorgung mit
Komponenten aus dem systemischen Kreislauf ist und Ang II unter Einfluss lokaler
Regulationsmechanismen bilden kann. Diese ,,lokalen* Systeme wurden bereits fiir verschiedene
Organe - wie Herz, Niere, Gehirn und Leber - beschrieben [Lavoie and Sigmund, 2003].
Wihrend das systemische RAS vorwiegend fiir den Wasser- und Elektrolythaushalt zustindig ist
[Edling et al., 1995], sind die lokalen RAS’s fiir lokal begrenzte, gewebespezifische Effekte, wie
Narbenbildung nach einem Herzinfarkt [Weber et al., 1997] oder Regeneration von verletzten
Nerven [Lucius et al., 1998], verantwortlich. Kiirzlich konnte ein komplettes ,,lokales® RAS
auch in der Haut nachgewiesen werden, d.h. in der Haut konnen alle Komponenten des RAS
unabhingig vom groflen Kreislauf exprimiert werden: Angiotensinogen, Renin und ACE, sowie
die wichtigsten Angiotensin II Rezeptor-Subtypen ATi und AT2 [Takeda and Kondo, 2001;
Steckelings et al., 2004]. Das bedeutet, dass die Haut sowohl Quelle als auch Zielorgan fiir Ang
IT ist. Dieses lokale RAS ist von der Zirkulation von Renin und ACE unabhingig und 16st lokal
begrenzte Effekte aus, welche in verschiedenster Weise in die Hautphysiologie und -
pathophysiologie eingreifen [Urata et al., 1990; Urata et al., 1996; Karlsson et al., 1998;
Marshall et al., 2000; Richard et al., 2001; Nishimoto et al., 2001].

So konnte sowohl die Kollagensynthese als auch die IL-6-Expression in humanen dermalen

Fibroblasten durch Stimulation des AT1-Rezeptors induziert werden [Steckelings et al., 2004].

1.5 Das Renin-Angiotensin-System und Sklerodermie

Bereits heutzutage werden zahlreiche Inhibitoren des RAS erfolgreich zur symptomatischen
Therapie der Sklerodermie eingesetzt. So konnten ACE-Hemmer die Prognose der SSc durch
eine mogliche Behandlung der renalen Krise deutlich verbessern [Steen et al., 1990].

Ebenso wird zur Therapie des Raynaud-Phédnomens hdufig ein ATi-Rezeptor-Antagonist
eingesetzt, welcher durch eine Hemmung der Vasokonstriktion die bei diesem Phdnomen
auftretenden Vasospasmen deutlich reduzieren kann. Zudem senken ATi-Rezeptor-Antagonisten
die Serumlevel von N-terminalem Prokollagen-Propeptid, welches als Indikator fiir eine Fibrose
bei SSc dient [Dziadzio et al., 1999].

Ein weiterer Indikator fiir eine Beteiligung des RAS in der Pathogenese der SSc konnte erst
kiirzlich gezeigt werden. So weisen SSc-Patienten erhohte Serumspiegel an Ang II auf

[Kawaguchi et al., 2004].
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In in vitro-Versuchen verlangsamten ACE-Hemmer das Wachstum von Myofibroblasten,
wahrscheinlich iiber eine reduzierte Ang II-Produktion [Venkatesan et al., 1997; Ali et al., 1998]
und reduzierten die Fibroblasten-Proliferation [Uhal et al., 1998].

Mithilfe von spezifischen Antagonisten sowohl gegen ATi- als auch gegen AT2-Rezeptoren
konnte eine AT2-Rezeptor-vermittelte Hemmung der Prokollagen-Synthese in Fibroblasten von
SSc-Patienten erreicht werden [Kawaguchi et al., 2004].

Diese Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung des kutanen RAS an der Pathogenese der SSc hin.
Obwohl ein pro-fibrotischer und pro-inflammatorischer Effekt des ATi-Rezeptors gezeigt
werden konnte, fehlt bisher noch immer ein schliissiger, direkter Beweis fiir die Beteiligung von
Ang II an der fiir die Sklerodermie charakteristischen erhdhten EZM-Synthese und den
inflammatorischen Prozessen. Sowohl im Rahmen des Raynaud-Phdnomens als auch des
Nierenbefalls bei Sklerodermie hat sich bereits eine Hemmung des RAS als therapeutisches
Prinzip bewdhrt (sieche 1.1.6 Therapie und Prognose). Ebenso konnte im Tierversuch ein
therapeutisch giinstiger Effekt auf fibrotische Prozesse durch pharmakologische Hemmung des

RAS bei der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose gezeigt werden [Otsuka et al., 2004].

1.6 Versuchsmodell

Zur Untersuchung der Frage, ob eine pharmakologische Interferenz mit dem RAS einen
moglichen therapeutischen Ansatz zur Behandlung der SSc darstellen konnte, testeten wir das
therapeutische Potential eines ATi-Antagonisten und eines AT2-Agonisten in einem
experimentellen Modell der SSc. Bei diesem Modell, das von Yamamoto und anderen 1999
etabliert wurde, fithren lokale, subkutane Injektionen von Bleomycin zu Sklerodermie-dhnlichen
Verdanderungen der Haut [Yamamoto et al., 1999]. Dieses Modell ist zur Erforschung der SSc
allgemein anerkannt [Takagawa et al. 2003; Murota et al., 2003; Yamamoto and Nishioka,

2003].

1.6.1 Bleomycin

Bleomycin ist ein zytostatisch wirksames Antibiotikum, das aus dem grampositiven, obligat
aeroben Mikroorganismus Streptomyces verticillus gewonnen wird. Im Jahre 1965 konnte dieses
aus einer Gruppe basischer Glykopeptide bestehende Chemotherapeutikum erstmalig aus
Streptomyceskulturen isoliert werden [Umezawa, 1965]. Der zytostatische Wirkmechanismus
von Bleomycin besteht in einer Hemmung der Zellteilung, welche durch Blockierung der
Nukleinsduresynthese verursacht wird. Als klinische Hauptindikationen fiir Bleomycin gelten

insbesondere epitheliale Tumoren wie Plattenepithelkarzinome sowie maligne Lymphome,
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Hodentumoren und lokaltherapeutisch maligne Effusionen, wie Pleuraergiisse. Unerwiinschte
Nebenwirkungen der Therapie mit Bleomycin betreffen vorwiegend Haut und Lunge [Mountz et
al., 1983], da diese Organe das Zytostatikum selektiv anreichern bzw. vermindert metabolisieren.
Kutane wie auch pulmonale Gewebe weisen eine reduzierte Konzentration an Bleomycin-
Hydrolyse auf, welche das Peptid enzymatisch inaktiviert.

Neben der gefiirchteten, meist erst bei hohen Dosen auftretenden, u.U. lebensbedrohlichen
interstitiellen Lungenfibrose finden sich an Haut bzw. Schleimhaut v.a. Hyperpigmentierungen,
Hyperkeratosen, Exantheme, Alopezien, Ulzerationen oder Stomatitiden, selten infiltrierte
Plaques oder Knoten bis hin zu sklerodermiformen Indurationen der Haut [Finch et al., 1980].
Bleomycin gilt heute neben Vinylchlorid, Kunstharzen, Losungsmitteln, Kokainabusus, Silikon
(Adjuvanskrankheit), verunreinigtem Rapssamendl (,,Toxic-oil-syndrome*), Tryptophan
(Eosinophilie-Myalgie-Syndrom) und diversen Medikamenten wie D-Penicillamin als eine der
Substanzen, die Sklerodermie-artige Krankheitsbilder (Pseudosklerodermien) ausldsen oder eine

progressive systemische Sklerodermie (PSS) selbst induzieren kdnnen [Haustein et al., 1992].
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1.7 Fragestellung und Zielsetzung

Zielsetzung dieser Arbeit war die Gewinnung erster Erkenntnisse iiber eine mdgliche

therapeutische Wirksamkeit von einer Hemmung des ATi bzw. Aktivierung des AT: fiir die

Behandlung der SSc.

Es gibt einige Indizien fiir die Beteiligung des RAS an der Pathogenese der SSc, so

konnte das Vorhandensein eines lokalen RAS in der Haut nachgewiesen werden [Takeda
and Kondo, 2001; Steckelings et al., 2004],

konnte ein pro-fibrotischer und pro-inflammatorischer Effekt des ATi-Rezeptors gezeigt
werden [De Gasparo et al., 2000],

konnte eine AT2-Rezeptor-vermittelte Hemmung der Prokollagen-Synthese in
Fibroblasten von SSc-Patienten erreicht werden [Kawaguchi et al., 2004],

finden sich erhdhte Serumspiegel an Ang II bei SSc-Patienten [Kawaguchi et al., 2004].

Bisher existiert kein befriedigendes Therapiekonzept zur Behandlung der SSc. Obwohl deutliche

Hinweise auf eine pathogenetische Rolle des RAS bei der SSc bestehen und eine RAS-Blockade

bei Teilaspekten der SSc (renale Krise, Raynaud-Phinomen) therapeutisch eingesetzt wird, ist

die pharmakologische Interferenz mit dem RAS als generelles Therapiekonzept bei der SSc noch

nicht getestet worden. Ziel dieser Arbeit ist daher mithilfe von in vivo-Experimenten sowohl

eine ATi1-Blockade als auch eine AT2-Stimulation als therapeutischen Ansatz im Sklerodermie-

Modell zu iiberpriifen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Chemikalien und Farbstoffe

Aceton

Acrylamide-Bis Solution

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Aqua ad injectabile

BCA Protein Assay Reagent A

BCA Protein Assay Reagent B

Bleomycin  sulfate  from  Streptomyces
verticillus crystalline, 1.5-2.0 units/mg solid
-Mercaptoethanol

Bromphenolblau Natriumsalz

BSA (Bovine Serum Albumin)

Candesartan

Chloroform reinst

Compound 21

DAPI, dilactate >98% (HPLC)

Direct Red 80

Donkey serum

ECL Western Blotting Detection Reagents
Entellan

Eosin-Losung

Ethanol absolut
Ethanol 96% (MEK)
Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Braun, Melsungen, Deutschland

Pierce, Bonn, Germany

Pierce, Bonn, Germany

Hexal AG, Holzkirchen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Thermo Scientific, Rockford, USA
Takeda Pharmaceutical Company, Osaka,
Japan

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Vicore Pharma, Goteborg, Schweden
Molecular Probes, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

Amersham, Miinchen, Deutschland

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Chroma-Gesellschaft mbH&Co.KG, Miinster,

Deutschland

J.T. BAKER, Deventer, Holland

Herbeta Arzneimittel, Berlin, Deutschland
Carl-Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe
Deutschland
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Formalinlosung 4% gepuffert
Glycerin

Glycin

Guanidin Hydrochlorid

Isofluran

Isopropanol

Mayers Hamalaun-Losung
Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid
Natriumchlorid-Losung
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)
Natriumhydroxid (NaOH)

Orange G

Page Ruler Prestained Protein Ladder
Phosphat-gepufferte Salzlosung (PBS pH 7.2)
Picric acid Solution

Power SYBR Green Master Mix
Primers

RNase Zap

Salzsdure

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Sodiumdodecylsulfat (SDS) 10%
Sucrose 30%

TEMED

Tissue Freezing Medium

Tissue Tek Kryomedium

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Baxter Deutschland GmbH, Unterschleilheim,
Deutschland

Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland
GIBCO invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Applied Biosystems, Foster City, USA
Operon Biotechnologies, Koln, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Leica Microsystems, Nussloh, Deutschland

Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niederlande
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Tris Acetate-EDTA (TAE) Buffer
Trizma base

Trizma hydrochloride

Trizol Reagent

Tween 20

Ultra pure water

Xylol

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

2.1.2 Verwendete Gerate
Elektrophorese-Apparatur
Power PAC 300

Entwicklermaschine

CURIX 60

Homogenisator

Polytron

Kryostat
LEICA CM 1900

Magnetriihrer

Magnetriihrer mit Heizplatte

Mikroskope
Lichtmikroskop Leica/DML

Mikroskop LEICA DM IRE2

Mikrowelle

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Agfa Graphics Germany GmbH & Co. KG,
Diisseldorf, Deutschland

Bachofer GmbH, Reutlingen, Deutschland

Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland

Kika-Werke, Staufen, Deutschland

Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar,
Deutschland
Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar,
Deutschland
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Ofen

DUO Therm Hybridization Oven OV5

PCR-Gerit
Stratagen Mx3000P

pH-Meter
pH-Meter

Scanner

UMAX PowerLook 2100XL

Schiittler
Unimax 1010

Spectrophotometer

NanoDrop ND-1000

Thermocycler
T3 Thermocycler

Vortexer

Vortex-Genie2

Waagen

Préazisionswaage TE

Analysenwaage TW

Material und Methoden

Robert Bosch GmbH, Gerlingen-Schillerhéhe,
Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Agilent Technologies Sales & Services GmbH & Co.
KG, Waldbronn, Germany

HANNA Instruments GmbH, Kehl am Rhein,
Deutschland

Umax Systems GmbH, Willich, Deutschland

Heidolph, Schwabach, Deutschland

PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland

Scientific Industries, Inc., New York, USA

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Sartorius, Gottingen, Deutschland
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Zentrifugen
Kiihlzentrifuge Mikro 22R

Mini-Zentrifuge
Centrifuge 5810R

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland
NeoLab, Heidelberg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Amersham Hybond-C extra

Deckglaser

Eppendorf-Gefille
Eppendorf-Spitzen
Falcon
Filterpapier

High performance chemiluminescence film

Kaniilen

Klebefolie, optisch klar
Liquid Blocker Super PAPPen
Parafilm

Rohren

Disposable Scalpel
SuperFrost Plus Objekttrager

Tissue Tek Kryogefal3
96 Well Multiply-PCR Plate

GE Healthcare Limited, Buckinghamshire,
England

Menzel GmbH+Co. KG, Braunschweig,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Munktell Filter AB, Falun, Schweden

GE Healthcare Limited, Buckinghamshire,
England

Braun, Melsungen, Deutschland

Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland

Daido Sangyo Co. Ltd., Tokyo, Japan
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland

Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japan
R. Langenbrinck Labor- u. Medizintechnik,
Emmendingen, Deutschland

Sakura Finetek, Zoeterwoude, Niederlande

Sarstedt, Niirnbrecht, Deutschland

2.2 Methoden
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2.2.1 Tiere
Die Versuche wurden an weiblichen C3/He] Maiusen von Charles River Laboratories GmbH,
Sulzfeld, Deutschland mit einem Ausgangsalter von 6 Wochen und einem Korpergewicht von

14-17 g durchgefiihrt.

Die Tiere wurden in Kéfigen zu jeweils fiinf Tieren bei kontrollierter, konstanter Temperatur
(2241 °C) und Luftfeuchtigkeit (555 %) im 12 Stunden Tag-Nacht-Rhythmus untergebracht.
Sie hatten freien Zugang zu Trinkwasser und standardisiertem Futter. Die Haltung erfolgte in
keimarmer (,,special pathogen free* [SPF]-) Umgebung mit Genehmigung und unter Aufsicht
des Landesamtes fiir Gesundheit und Soziales (LAGeSo) Berlin (G-0194/08) in der
tierexperimentellen Einrichtung des ,,Center for Cardiovascular Research* (CCR) der Charité -

Universitdtsmedizin Berlin, Campus Charité Mitte.

Die operativen Tétigkeiten erfolgten durch die Arbeitsgruppe Unger unter Supervision von Dr.

Steckelings, CCR, Campus Charité Mitte.

2.2.2 Versuchsaufbau

Jeweils 6 Tiere wurden einer der folgenden Gruppen zugeordnet:
- Kontrolle
- Bleomycin
- Bleomycin + Compound 21

- Bleomycin + Candesartan (3 verschiedene Dosierungen)

Zur Induktion sklerodermie-dhnlicher Verdnderungen der Haut wurde iiber einen Zeitraum von
28 Tagen jeden zweiten Tag 0,1 ml Bleomycin subkutan (s.c.) in ein mit Enthaarungscreme
enthaartes Hautareal am Riicken der Tiere injiziert.

Das Gewicht wurde alle 2 Tage kontrolliert. Die Hautverdnderungen wurden mittels Ultraschall
beobachtet. Es wurden jeweils 3 Messungen pro Tier durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Narkose
mit Isofluran eingeleitet und 0,1 ml Aqua ad injectabile s.c. injiziert, um die Subkutis von der
Epidermis zu trennen und deren Dicke vermessen zu konnen.

Die Kontroll-Tiere erhielten einmal tdglich 0,1 ml NaCl 0,9 %, da dies als Losemittel fiir

Bleomycin dient.
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Zur Untersuchung des therapeutischen Potentials einer pharmakologischen Beeinflussung des
RAS durch Blockade des ATi-Rezeptors oder Stimulation des AT2-Rezeptors wurde den mit
Bleomycin behandelten Tieren zusitzlich der ATiR-Antagonist Candesartan oder der AT2R-
Agonist Compound 21 s.c. injiziert.

Fiir die Behandlung mit Candesartan wurden 3 verschiedene Dosierungen eingesetzt
(Behandlungsschema und Dosierungen siche Abbildung 5).

Am Tag nach der letzten Behandlung wurden die Tiere getotet, die Haut um die Injektionsstellen

entnommen und fiir weitere Untersuchungen aufbereitet (siche 2.2.3).

C3/Hed

leomycin

f=4 £ £ =3 =4 f=4 =4 =4 =4 =4 = =3
] 1 > 3 4 “Wochen

Behandlung:

* Kontrolle (0.1 ml NaCl/Tag s.c.)

* Bleomycin (0.1 mg alle 2 Tage s.c.)

* Bleomycin + Candesartan (0.1, 1, 10 mg/kg/Tag s.c.)
* Bleomycin + Compound 21 (0.3 mg/kg/Tag s.c.)

Abbildung 5: Behandlungsschema

Verwendete Losungen fiir Tierversuch

Bleomycin 15 mg Bleomycin in 15 ml NaCl 0,9 % aufgelost

Candesartan 240 mg Candesartan (440.45 g * mol™) in 12 ml NaHCOs aufgeldst

Compound21 0,15 mg Compound 21 (497.6 g * mol™") in 2,5 ml Aqua ad
injectabile aufgelost

2.2.3 Aufbereitung der Gewebeblocke

Die 10 mm messenden Gewebeblocke wurden jeweils in vier Proben geteilt. AnschlieBend wurden
zwel der Gewebebldcke fiir die (Immun-) Histologie fiir 10 Minuten in 4 %-igem neutralgepufferten
Formalin immersionsfixiert. Nach der Fixierung wurden die Proben iiber Nacht in 30 %-iger Sucrose
inkubiert, in Tissue Tek Kryogefalen mit Freezing Medium eingebettet und bei -80°C autbewahrt.
Die anderen 2 Gewebeblocke fiir RNA- und Proteinisolation wurden direkt nach FEinfrieren in

fliissigem Stickstoff ebenfalls bei -80°C aufbewahrt.
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2.2.4 Histologische Untersuchungen

Mithilfe eines Kryostaten wurden bei -20 °C 5 (fiir Immunhistologie) bzw. 7 pum dicke
histologische Gefrier-Serienschnitte angefertigt (etwa 5 Schnitte pro Préparat). Die gefrorenen
Praparate wurden hierzu aus dem Kryogefall gelost und mit Tissue-Tek auf dem Préparatteller
befestigt. Die Schnitte wurden auf einen Objekttrager (4-6 Schnitte pro Objekttrager)
iibertragen, 30 Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und 10 Minuten in Aceton fixiert.
Anschlieend wurden die Schnitte mit Himatoxylin-Eosin (siehe 2.2.4.1) oder Picrosirius-Rot
(siehe 2.2.4.2) gefarbt.

Zudem wurden immunhistologische Untersuchungen durchgefiihrt (siehe 2.2.4.3). Die Schnitte

wurden mit 5x-Vergroferung unter dem Mikroskop beurteilt.

2.2.4.1 Himatoxylin-Eosin-Farbung
Die Féarbung erfolgte an Gefrierschnitten der Haut der Mause.

Verwendetes Protokoll:

15 Sekunden ddH20

30 Sekunden Hémalaun nach Mayer
30 Sekunden ddH20

30 Sekunden ddH20

15 Sekunden 70% Ethanol

5 Sekunden Eosin

15 Sekunden 95% Ethanol

15 Sekunden 95% Ethanol

15 Sekunden 100% Ethanol

1 Minute Xylol

Anschlieend wurden die Schnitte mit Entellan auf dem Objekttréger fixiert.
Das Ergebnis dieser Farbung ist lichtmikroskopisch zu bewerten und ergibt eine blaue Farbung

der basophilen Zellkerne, sowie eine Rotfiarbung des Zytoplasmas und der Kollagenfasern.

2.2.4.2 Picrosirius-Rot-Farbung

Zur Charakterisierung des Kollagens der Extrazelluldrmatrix in der Haut wurde die Picrosirius-
Rot-Féarbung nach John A. Kiernan angewandt.

Diese Methode beruht auf der doppelbrechenden Eigenschaft von Kollagen unter polarisiertem

Licht. Die Farbung resultiert aus der Interaktion von Sirius Rot mit Kollagen bei einem niedrigen
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pH-Wert (pH 2). Die anionischen Sulfonsdure-Gruppen des Farbstoffes reagieren hierbei mit
kationischen Gruppen des Kollagens und es resultiert eine Bindung von Sirius Rot an Kollagen
unter paralleler Ausrichtung der Langsachsen der Farb- und Kollagenmolekiile. Dies fiihrt zu
einer verstirkten Doppelbrechung der Kollagenmolekiile unter polarisiertem Licht. Diese
sichtbare Doppelbrechung ist spezifisch fiir Kollagen [Junqueira et al., 1979].

Die Féarbung erfolgte an Gefrierschnitten der Haut der Mause.

Zunichst wurden die Schnitte 1 Minute in 70 %-igem Ethanol inkubiert und anschlieBend fiir 10
Minuten unter laufendem Wasser gewaschen bevor sie mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur
mit 0.1 %-iger Sirius Rot Losung gefdarbt wurden. Im Anschluss wurden sie zweimalig in 0.01 N
Salzsdure gewaschen. Die Dehydrierung erfolgte in dreimaligem Schwenken in 100 %-igem
Ethanol. Nach einer kurzen Inkubation mit Xylol erfolgte die Einbettung in Entellan auf dem
Objekttrager.

In der Auflichtmikroskopie zeigt Kollagen nun eine rote Féarbung auf gelbem Hintergrund,
wiahrend unter polarisiertem Licht eine Differenzierung zwischen dicken und diinneren
Kollagenfibrillen moglich ist. Durch die Doppelbrechung der Fasern weist so Kollagen I eine

rot-gelbe Leuchtkraft auf, wohingegen Kollagen III griin-gelb erscheint.

Verwendete Losungen fiir Picrosirius-Rot-Firbung

1,2 % Pikrinsdure-Losung 12 g Pikrinsdure in 1000 ml ddH20, mit 10 N
NaOH auf pH 2

0.1 % Picrosirius-Rot-Féarbelosung 0,5 g Sirius Rot in 500 ml 1,2 % Pikrinsdure —
Losung

0,01 N Salzsdure 5 ml 0,1 N Salzsaure ad 1 1dd H20

2.2.4.3 Immunbhistologie

Zur spezifischen Darstellung von Kollagen Typ I in den Hautschnitten wurden zudem
immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt.

Hierzu wurde ein spezifischer Antikorper gegen Kollagen Typ I verwendet. Die Farbung wurde
in Feuchtkammern durchgefiihrt, um ein Austrocknen der Schnitte zu vermeiden.

Zunichst wurden die Schnitte dreimalig in PBS gewaschen (1 min — 5 min — 5 min). Mit einem
Liquid Blocker Stift wurden die Schnitte auf den Objekttridgern umrandet. Dies verhinderte das
Auslaufen der Reagenzien auf den Schnitten. Um eine unspezifische Hintergrundfarbung zu

vermeiden, wurden unspezifische Bindungsstellen eine Stunde mit 10 %-igem Esel-Serum
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geblockt. Im Anschluss wurden die Schnitte mit 75 pl des 1:100 verdiinnten Primérantikorpers
fiir 1 Stunde bei 4 °C inkubiert.

Anschlieend wurden die Schnitte erneut dreimalig wie oben beschrieben mit PBS gewaschen
und anschlieBend mit dem 1:200 verdiinnten Sekundirantikérper 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert.

Nach erneutem, wie oben beschriebenem Waschen mit PBS wurden die Schnitte zur Darstellung
der Zellkerne fiir 10 Minuten in 4°,6-Diamidin-2-phenylindol-dihydrochlorid (DAPI) inkubiert.
Diese Farbung erfasst hoch sensitiv einzelne Nukleinsdure-Molekiile und stellt selbst kleinste
DNA-Fragmente dar. Zum Schluss wurden die Schnitte erneut gewaschen, die Objekttriger mit

Deckglédsern abgedeckt und die Schnitte vor Licht geschiitzt aufbewahrt.

Verwendete Antikorper fiir Inmunbhistologie

Anti CollA1l Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
(goat anti-mouse polyclonal antibody) Deutschland

Polyclonal Rabbit Chemicon, Schwalbach, Deutschland
Anti-Goat Immunoglobulins/HRP

Verwendete Losungen fiir Immunhistologie

5 % Donkey Serum 0,75 ml Donkey Serum ad 15 ml PBS

Anti Coll1A1 1:100 30 pl Antikorper in 3 ml 5 % Donkey serum
Rabbit Anti-Goat IgG 1:200 15 pl Antikdrper in 3 ml 5 % Donkey serum
DAPI 10 ng DAPI in 1 ml 5 % Donkey serum

2.2.5 Molekularbiologie

2.2.5.1 RNA-Isolation aus Gewebeproben

Die RNA-Isolation erfolgte nach dem Standardprotokoll der Firma Invitrogen.

Hierzu wurden die bei -80 °C gelagerten Hautproben unter fliissigem Stickstoff mit einem
vorgekiihlten Mdrser zu feinem Pulver zermahlen und in Glasréhren gegeben.

Morser und Homogenisator wurden zwischen den einzelnen Proben mit ddH20 gewaschen, mit

96%-igem Ethanol desinfiziert und mit Rnase Zap gereinigt.
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Protokoll der mRNA-Isolation (nach Invitrogen)

e Zugabe von 1 ml TRIZOL-Reagenz zum Gewebe

e Inkubation fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur, um komplette Dissoziation

der nukledren Proteinkomplexe zu erreichen

Homogenisierung fiir 5 Minuten mit Polytron

Zugabe von 0,2 ml Chloroform und kraftiges Schiitteln fiir 15 Sekunden

Inkubation fiir 2-3 Minuten bei Raumtemperatur

Zentrifugation bei 12.000 x g fiir 15 Minuten bei 4 °C

Separation des Gemisches in untere Phenol-Chloroform-Phase (Proteine),

Interphase (DNA) und obere wissrige Phase (RNA)

e Abnahme der wiissrigen Phase und Uberfiihrung in ein neues
Reaktionsgefal3

e Aufbewahrung der unteren Phenol-Chlorophorm-Phase fiir Proteinisolation
bei -80 °C (s.2.2.5.4)

e Prizipitation der RNA aus der wissrigen Phase durch Schiitteln mit 0,5 ml
Isopropanol

e Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur und Zentrifugation bei
12.000 x g fiir 10 Minuten bei 4 °C

e Bildung eines gelartigen, weilllichen Pellets am unteren Rand des
ReaktionsgefiBles

e Verwerfen des Uberstandes und Waschen des Pellets mit 75 % Ethanol

e Vortexen und Zentrifugation bei 7500 x g fiir 5 Minuten bei 4 °C

e Trocknen des RNA-Pellets und Aufnahme in 20 pul ddH20

Die Konzentration der RNA wurde mithilfe eines Spektrophotometers gemessen.

Die Konzentrationsbestimmung beruht auf dem Absorptionsmaximum der aromatischen Pyridin-
und Pyrimidinringe der Nukleotide bei 260 nm.

Da Proteine aufgrund ihrer aromatischen Aminosdurereste ein Absorptionsmaximum bei 280 nm
aufweisen, kann anhand des Quotienten aus der Absorption bei 260 nm und 280 nm (Ratio) die
Qualitdt der RNA ermittelt werden. Bei einer kontaminationsfreien RNA-Ldsung sollte die Ratio
zwischen 1,6 und 2,0 liegen. Werte darunter weisen auf eine Verunreinigung mit Proteinen oder

Salzriickstinden hin.

2.2.5.2 cDNA-Synthese (reverse Transkription)
Die Synthese der cDNA erfolgte nach dem Standardprotokoll fiir SuperScript II von Invitrogen.
Hierzu wurde die gewonnene RNA auf eine Konzentration von 500 ng in 8 pl ddH20 verdiinnt

und ein vorausgehender DNase-Verdau durchgefiihrt.
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Zur Kontrolle der Reinheit der entstandenen Produkte wurde fiir jede dritte, zuféllig gewdhlte
Probe eine RT- durchgefiihrt.
Bei diesen RT- wurde der letzte Schritt, die Zugabe der Reversen Transkriptase ausgelassen und

so die Bildung von cDNA vermieden.

Protokoll der cDNA-Synthese (nach Invitrogen)
e Dnase-Verdau mit 1 ul Dnase und 1 ul Dnase-Puffer
Inkubation fiir 30 Minuten bei 37 °C
Zugabe von 1 ul STOP-Losung
Inkubation fiir 10 Minuten bei 65 °C
Zugabe von 0,5 ul Random Primer (500ug/ml) und
1 pl ANTP-Mix (je 10mM)
Inkubation fiir 5 Minuten bei 65 °C
e Abkiihlung fiir 1 Minute auf Eis und kurze Zentrifugation zum Sammeln des

Ansatzes
e Zugabe von 4 ul 5 x - Puffer
2ul 0,1 MDTT
1 ul Rnasin
Inkubation fiir 2 Minuten bei 25 °C
Zugabe von 1 ul SuperScript II RT

Gesamtansatz von 20 ul

Auf- und Abpipettieren zum Mischen des Ansatzes

Inkubation fiir 10 Minuten bei 25 °C

Inkubation fiir 50 Minuten bei 42 °C

Inkubation fiir 15 Minuten bei 70 °C zur Inaktivierung der Reaktion
e Aufbewahrung der cDNA bei -20 °C

Verwendete Materialien fiir cDNA-Synthese

Set of dATP,dGTP,dCTP,dTTP (je 100 mM) Promega, Mannheim, Deutschland
SuperScript II Reverse Transcriptase Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
SuperScript II RT (200 U/ul)
5 x First-Strand Buffer
0,1 M DTT
RQ1 RNase-free Dnase Promega, Mannheim, Deutschland
Dnase
Dnase-Puffer
STOP-Losung
Rand.-Hex.-Primer Promega, Mannheim, Deutschland

Rnasin Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul) Promega, Mannheim, Deutschland
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2.2.5.3 Quantitative Real-Time PCR
Die hier genutzte Real-Time RT-PCR ist eine spezielle Form der PCR. Sie stellt eine
Vervielfaltigungsmethode von DNA bekannter Nukleotidsequenz dar und bietet zusétzlich die
Moglichkeit der Quantifizierung mittels Fluoreszenz-Messungen am Ende bzw. wihrend eines
PCR-Zykluses (daher auch ,,Real-Time*).
Eine PCR-Reaktion besteht aus vier kinetischen Stufen:
* In der lag-Phase findet eine Amplifikation des PCR-Produktes ohne messbares
Fluoreszenzsignal statt.
* Thr folgt die log-Phase mit exponentieller Zunahme des PCR-Produktes, in welcher sich das
Produkt von Zyklus zu Zyklus verdoppelt.
* In der sich anschlieBenden Verzogerungsphase verlangsamt sich die Reaktion aufgrund der
Ansammlung von PCR-Produkten und einem Substrat- und Enzymmangel.
* In der stationdren Phase findet keine weitere Bildung von PCR-Produkten statt.
Um die Zunahme der PCR-Produkte wéhrend der PCR in Echtzeit verfolgen zu kénnen, wird
dem PCR-Ansatz der Farbstoff SYBR Green® zugesetzt, der nach Einlagerung in
doppelstrangige DNA fluoresziert. Die Zunahme des PCR-Produktes korreliert daher mit der
Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus. Der ,,Threshold-Cycle* (= Schwellenwert-
Zyklus, Cr) beschreibt denjenigen PCR-Zyklus, in welchem das Fluoreszenzsignal erstmalig
signifikant die Hintergrundfluoreszenz iibersteigt. Diese Schwelle liegt in der exponentiellen
Amplifikationsphase. In welchem Zyklus diese Schwelle erreicht wird, ist abhidngig von der
initialen Menge an Ziel-DNA im Reaktionsansatz. Uber den Cr-Wert der einzelnen Proben
lassen sich so vergleichende quantitative Aussagen iiber die Ausgangsmenge der Ziel-DNA
treffen.
Der interkalierende Farbstoff SYBR Green®™ erméglicht jedoch keine Unterscheidung zwischen
Produkt und eventuell auftretenden Nebenprodukten, wie Primerdimeren oder unspezifischen
Amplifikationsprodukten. Aus diesem Grund wird eine Schmelzkurvenanalyse nach
abgelaufener PCR durchgefiihrt. Dabei werden die farbstoffmarkierten doppelstringigen DNA-
Fragmente bei langsam und kontinuierlich ansteigender Temperatur in Abhédngigkeit vom
spezifischen Schmelzpunkt voneinander getrennt. Durch die Trennung der Fragmente wird der
Farbstoff freigesetzt und es kommt zu einer Abnahme der Fluoreszenz. Bei der
Schmelzkurvenanalyse wird die erste Ableitung der Fluoreszenzabnahme (ARn) iiber der
Temperatur aufgetragen. Bei spezifischen Primern tritt ein Maximum (Peak) bei vollstandiger
Trennung der beiden Strange auf, weitere Maxima flir unspezifische Nebenprodukte sollten nicht

auftreten.
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2.2.5.3.1 Primer

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Primer wurden von Operon erworben.

Verwendete Primer fiir quantitative Real-Time PCR, alle Primersequenzen von 5’- 3" aufgelistet

' Annealingtemp
Gen sense antisense
eratur [°C]

18S ACCTGGTTGATCCTGCCAG TTAATGAGCCATTCGCAGT 60

rRNA TAG TTC

IL-6 TAGTCCTTCCTACCCCAAT TTGGTCCTTAGCCACTCCT 60
TTCC TC

MMP-9 GACAGGCACTTCACCGGCT CCCGACACACAGTAAGCA 60
A TTCTG

2.2.5.3.2 Durchfiihrung der Real-Time PCR

Pro ,,well*“ wurden 15 ul PCR-Mastermix (siehe 2.2.5.3.3) auf eine 96 Well-Platte pipettiert und
10 pl der auf 2 ng/ul verdiinnten cDNA zugegeben. Anschlieend wurde die Platte mit einer
durchsichtigen Folie beklebt und fiir 1 Minuten bei 1000 x g und 4 °C zentrifugiert. Nach dem
Positionieren der Wellplatte in dem PCR-Gerét, wurden das PCR-Programm gestartet und die

Cr-Werte automatisch mit einer Software detektiert.

Komponenten des Real-Time PCR Mastermix mit kommerziellem Power SYBR Green® Mastermix

Komponente je Probe [ul]

Power SYBR® Green Mastermix 12,5

Primer foreward (10 uM) 0,6
Primer reverse (10 uM) 0,6
ddH20 1,3
cDNA (2 ng/pl) 10

38



Material und Methoden

Temperaturprofil der Real-Time PCR

Schritt Zeit Temperatur
Aktivierung der Polymerase 10 Minuten 95 °C
Denaturierung* 15 Sekunden 95°C
Annealing* 1 Minute Primerabhéngig (s. 2.2.5.3.1)
Elongation” 15 Sekunden 72 °C
Dissoziationskurve 30 Sekunden 55°C
30 Sekunden 95 °C
" 40 Zyklen

2.2.5.3.3 Auswertung der Real-Time PCR mit der 2"**“"-Methode

Die geldufigsten Methoden zur Analyse von Real-Time PCR-Daten stellen die absolute und die
relative Quantifizierung dar.

Die absolute Quantifizierung bestimmt die eingesetzte Kopienzahl an Molekiilen durch
Vergleich des PCR-Signals mit einer Standardkurve.

Die relative Quantifizierung benétigt eine interne Kontrolle. Die 24“"-Methode stellt eine
effektive relative Quantifizierung der Real-Time PCR-Daten dar. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Methode nach Livak und Schmittgen herangezogen [Livak and Schmittgen, 2001]:

Cr, probe = Cr, 185 rnA = ACT

Als Referenzgen wurde 18S rRNA verwendet und die Differenz aus den Cr-Werten von Probe
und Referenz gebildet.

Als Standard ACp-Wert wurde ein charakteristischer ACp-Wert der Kontroll-Gruppe
herangezogen

ACr - Standard ACr, kentrolle = AACt

Der Betrag des Zielgens wurde 2% gesetzt.

Aus diesen Betragen wurde fiir jedes Tier ein Mittelwert gebildet.

Der Mittelwert der Betrdge eines Tieres wurde durch den Mittelwert der charakteristischen
Kontrolle (= Standard-Mittelwert) dividiert und somit ein normalisierter Mittelwert der Proben
ermittelt.

MW.aacT, Probe/ MWstandard * 100 = normalisierter MW

Aus diesen normalisierten Mittelwerten jedes Tieres wurde ein Mittelwert flir jede Gruppe

gebildet und die Standardabweichung errechnet.
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Die Ermittlung der Cr-Werte erfolgte in einer Dreifachbestimmung. Das Expressionsniveau

wurde jeweils relativ zur Kontrolle angegeben.

Abbildung 6: Beispiel fiir
charakteristisches Temperaturprofil
und Amplifikationskurve

einer Real-Time PCR

[modifiziert nach
http://agilenttechnologies.gene-quantification.info/]

2.2.5.4 Semiquantitative RT-PCR

Da MCP-1 nur in der Bleomycin-Gruppe nachweisbar war, konnte in diesem Fall keine Analyse
der durchgefiihrten quantitativen RT-PCR vorgenommen werden. Daher wurde hier eine
semiquantitative RT-PCR mit anschlieBender Gelelektrophorese durchgefiihrt. Zur
Durchfiihrung der semiquantitativen PCR wurde das Standardprotokoll von Invitrogen

verwendet. Das Protokoll wurde weitestgehend dem der quantitativen RT-PCR angepasst.

Komponenten fiir sSPCR
Komponente je Probe [ul]
10x Buffer 2,5
MgCl2 (50mM) 0.75
dNTP (10mM) 0.5
Primer foreward (10 uM) 0,25
Primer reverse (10 uM) 0,25
Platinum Taq 0.2
ddH20 1
cDNA (2 ng/pl) 10
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Verwendete Primer fiir sPCR, alle Primersequenzen von 5°- 3" aufgelistet

' Annealingtemp
Gen sense antisense
eratur [°C]

18S ACCTGGTTGATCCTGCCAG TTAATGAGCCATTCGCAGT 55

rRNA  TAG TTC
MCP-1 TCTCTCTTCCTCCACCACCA GCTTCTTTGGGACACCTGC 55
T

Temperaturprofil der Real-Time PCR

Schritt Zeit Temperatur

Aktivierung der Polymerase 2 Minuten 94 °C

Denaturierung* 30 Sekunden 94 °C

Annealing* 30 Sekunden Primerabhéngig (s. 2.2.5.3.1)
Elongation” 1 Minute 72 °C

" 34 Zyklen

Zur Detektion der entstandenen PCR-Produkte wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt.

Aufgrund des negativ geladenen Phosphat-Riickgrates ist die Auftrennung von DNA-
Fragmenten mit Hilfe eines elektrischen Feldes moglich. Hierbei ist die Laufgeschwindigkeit der
DNA im Wesentlichen von der Fragmentgroe abhidngig. Grofere Fragmente bewegen sich
langsamer als kleinere, bedingt durch die Siebstruktur der Agarose, deren Poren kleineren
Fragmenten weniger Widerstand bieten. Durch das Versetzen der Gellosung mit Ethidiumbromid
- einem Farbstoff, der in die doppelstrangige DNA interkaliert - wird die nachfolgende Detektion
der DNA-Fragmente durch Bestrahlung mit UV-Licht ermdglicht. Die DNA-Proben werden mit
einem 10x Ladepuffer versetzt und in die im Gel vorhandenen Taschen pipettiert. Zur
GroBlenbestimmung des zu analysierenden Fragmentes wird ein Groflenmarker mit aufgetrennt.
Der Gelelektrophoreselauf wurde in einer horizontalen Gelelektrophoresekammer bei einer

Spannung von 100 V in 1x TAE-Puffer fiir 25 Minuten durchgefiihrt.

Verwendete Losungen fiir sSPCR

1,5 % Gel 0,75 g Agarose + 50 pl TAE-Puffer + 0,5 pl
EtBr
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2.2.5.5 Protein-Isolation
Die Protein-Isolation erfolgte nach dem Standard-Protokoll von Invitrogen.
Hierzu wurden die unter 2.2.5.1 beschriebenen, bei -80 °C aufbewahrten Proben aufgetaut und

wie untenstehend weiter aufbereitet.

Protokoll der Protein-Isolation (nach Invitrogen)

e Prizipitation der DNA in der Interphase durch Zugabe von 0,4 ml 100 %
Ethanol und Mischen durch Schwenken

e Inkubation fiir 2-3 Minuten bei Raumtemperatur

e Zentrifugation bei 2000 x g fiir 10 Minuten bei 4 °C

e Uberfiihrung des Phenol-Ethanol-Uberstandes in neues ReaktionsgefiB

Prizipitation der Proteine durch Zugabe von 2 ml Isopropanol und

Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur

Zentrifugation bei 12.000 x g fiir 10 Minuten bei 4 °C

Bildung eines Pellets am unteren Rand des Reaktionsgefilies

Verwerfen des Uberstandes

Dreimaliges Waschen des Proteinpellets mit 2 ml 0,3 M

Guanidinhydrochlorid, Inkubation fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur,

Zentrifugation bei 7500 x g fiir 5 Minuten bei 4 °C und Verwerfen des

Uberstandes

e Nach dem letzten Waschen Vortexen des Proteinpellets in 2 ml 100 %
Ethanol und Inkubation fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur

e Zentrifugation bei 7500 x g fiir 5 Minuten bei 4 °C

e Trocknen des Proteinpellets fiir 5-10 Minuten bei Raumtemperatur

e Losen des Pellets in 0,5 ml 1 % SDS, hierzu Inkubation in Thermoschiittler
bei 50 °C iiber Nacht, Auf- und Abpipettieren und Vortexen zum
vollstindigen Losen

e Zentrifugation bei 10.000 x g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur um
unldsliche Bestandteile abzusetzen

e Uberfiihrung des Uberstandes in neues Reaktionsgefdl und Aufbewahrung
bei -20 °C

2.2.5.6 Proteinmessung

Die Proteinkonzentration wurde mittels Spektrophotometer und BCA (Bicinchoninsdure)
gemessen. BCA enthélt zweiwertiges Kupfer, welches in alkalischem Milieu mit Proteinen zu
einwertigem Kupfer reagiert (Biuret-Reaktion) [Smith et al., 1985]. Eine Komplexbildung mit 2
BCA-Molekiilen fithrt zu einem sichtbaren Farbumschlag von griin zu violett und zu einer
photometrisch messbaren Absorption bei 562 nm, welche sich linear zur ansteigenden
Proteinkonzentration verhélt. Im Unterschied zur Proteinbestimmung mithilfe von Coomassie-

Blau weist diese Methode eine relativ geringe Storanfalligkeit sowie eine hohe Sensitivitdt auf.
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Zunichst wurde eine Kalibriergerade mit BSA als Standard erstellt. Diese wurde mithilfe einer
BSA-Verdiinnungsreihe (lineare Verdiinnungsreihe von 20 pg/ml - 0 pg/ml) angefertigt. Der
Protein-Standard wurde in absteigender Konzentration in einer 96 Well-Platte pipettiert.
Daneben wurde je 1 ul der Proben unbekannter Konzentration gegeben und jeweils 20 pul BCA-
Reagenz hinzugefiigt. Die Platte wurde mit einer durchsichtigen Folie beklebt, vorsichtig
gevortext und kurz zentrifugiert. AnschlieBend wurde die Platte flir exakt 30 Minuten bei 37 °C
auf einem Schiittler inkubiert und danach auf Eis gekiihlt. Nun konnte die Konzentration bei 562

nm bestimmt werden.

Bei einer 1:20-Verdiinnung ist bei dieser Methode die Detektion einer Konzentration von 0,2

mg/ml bis 8,0 mg/ml moglich.

Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte in einer Dreifachbestimmung. Proben von 5 der

6 Tiere enthielten ausreichend Protein zur Durchfiihrung des Western Blots.

Verwendete Losungen fiir Protein-Isolation

0,3 M Guanidinhydrochlorid 1142,8 mg geldst in 40 ml 96 % Ethanol
1 % SDS 0,5 g gelost in 50 ml ddH20
BCA-Reagenz 1 ml BCA-Reagenz A + 20 ul BCA-Reagenz B

2.2.5.7 Western Blot
Die Durchfiihrung des Western Blots erfolgte in Anlehnung an die Methode nach Laemmli
[Laemmli, 1970].

2.2.5.7.1 SDS-PAGE

Bei der SDS-PAGE (,,sodium dodecyl polyacrylamid gel electrophoresis®) erfolgt eine
Auftrennung der aufgetragenen Proteine nach ihrem jeweiligen molekularen Gewicht.

Hierzu wurden die Proben mit 6 x Probenpuffer und Wasser bis zu einer Protein-
Gesamtkonzentration von 20 pg/ul verdiinnt und bei 95 °C fiir 10 Minuten denaturiert. Durch
das im Probenpuffer enthaltene SDS (Natriumdodecylsulfat) werden die Proteine entsprechend
thres Molekulargewichts negativ geladen und eine Auftrennung im elektrischen Feld ist somit
moglich. Nach der Zentrifugation bei 1000 x g fiir 1 Minute wurden die Proben bis zum Beladen
des Gels auf Eis gekiihlt.

Fiir die Auftrennung wurde 4 %-iges Sammelgel und 12 %-iges Trenngel verwendet. Hierzu

wurden zwischen zwei mit Ethanol gereinigten Glasplatten zwei Abstandshalter (I mm Tiefe)
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eingefiigt. Diese wurden in einem Gelhalter fixiert und in einen GelgieBstand eingespannt. Das
Trenngel wurde bis 2 cm unterhalb des Randes der Glasplatten gefiillt. Zum Glétten und zum
Luftabschluss erfolgte eine Uberschichtung mit Isopropanol. Nach der Polymerisation (etwa 30
Minuten) wurde die Isopropanolschicht vorsichtig wieder abgenommen, die Gelkante mit ddH20
gespiilt und vorsichtig mit einer Filterpapierkante getrocknet. AnschlieBend erfolgte die
Uberschichtung mit dem vorher angemischten Sammelgel und dem sofortigen Einfiigen des
Kammes. Nach der Polymerisation (etwa 15-20 Minuten) wurden die Kdimme entfernt, das Gel
in die Elektrophoresekammer geklemmt und die Innenkammer (Kathodenkammer) mit 1 x
Elektrophoresepuffer aufgefiillt. Die Taschen wurden mit 5 pl eines vorher bei 40 °C fiir eine
Minute aktivierten Léngenstandards und je 36 pl Probe beladen. AnschlieBend wurde auch die
AuBlenkammer (Anodenkammer) mit 1 x Elektrophoresepuffer aufgefiillt. Die Elektrophorese
erfolgte zundchst bei 80 V fiir 30 Minuten (Auffangen der Proteine im Sammelgel) und
anschlielend fiir etwa 90 Minuten bei 120 V (Wandern der Proteine durch das Trenngel). Nach
der Auftrennung wurden die Gele aus der Halterung gelost, das Sammelgel vorsichtig abgetrennt

und das Trenngel fiir weitere Analysen in Blotting-Puffer autbewahrt.

2.2.5.7.2 Immunoblot

Die Proteine auf dem Gel wurden mittels Nassblotverfahren auf eine Nitrocellulose-Membran
iiberfiihrt. Zum Schutz vor Verunreinigung wurde diese nur mit Pinzetten angefasst. Die
Membran wurde kurz in Methanol aktiviert und anschlieBend in Blotting-Puffer geschwenkt. Die

Blotting-Kassette wurde wie folgt nach dem ,,Sandwich-Prinzip* vorbereitet:

Schwamm
Filterpapier
Gel
Membran

Filterpapier

Schwamm

Hierbei war darauf zu achten, dass keine Luftblasen entstehen.
Aufgrund der Wanderung der negativ geladenen Proteine in Richtung Anode war die
Ausrichtung der Gelseite zur Kathode und der Membranseite zur Anode in der Blotting-

Apparatur wichtig. Diese wurde mit einem Kiihlaggregat in eine Blotting-Kammer gegeben und
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mit Blotting-Puffer aufgefiillt. Nach dem Proteintransfer bei 100 V fiir 1 Stunde wurde das Gel

verworfen und die Membran zum Schutz vor Austrocknung in 1 x TBST aufbewabhrt.

2.2.5.7.3 Immundetektion

Die Immundetektion der Proteine erfolgte mithilfe von enzymgekoppelten Antikérpern und
ECL-Reagenz (siche Abbildung 7).

Hierbei bindet ein Primirantikorper spezifisch an ein Protein auf der Membran. An dessen Fc-
Region bindet wiederum ein polyklonaler Sekundérantikorper, welcher an das Enzym HRP
(Meerrettichperoxidase) gekoppelt ist. Dieses Enzym katalysiert die Umwandlung von in ECL-
Reagenz befindlichem Luminol in seine oxidierte Form, dessen Chemilumineszenz als

Schwirzung auf einem Rontgenfilm detektierbar ist: Proteinbanden werden sichtbar.

-, 4
24, O
’

—

Ligitnisicl
2°%Ab
1°Ab Licht

PP IS LT T T T

Membran

Abbildung 7: Funktionsweise der Immundetektion

Blocken
Nach der Ubertragung wurden die Membranen 1 Stunde bei Raumtemperatur in 5 %-iger

Milchlosung unter leichtem Schwenken inkubiert. Hierdurch werden unspezifische
Bindungsstellen der Antigene blockiert und somit eine unspezifische Bindung des
Primérantikdrpers vermieden.

1. Waschen

AnschlieBend wurde die Membran viermalig mit 1 x TBST fiir jeweils 10 Minuten unter

leichtem Schwenken gewaschen.
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Inkubation mit Primérantikorper
Nach dem Waschen wurde die Membran uber Nacht auf einem Schiittler bei 4 °C mit dem

Primdrantikérper inkubiert. Hierzu wurden jeweils 10 ml der unterschiedlich verdiinnten
Antikorper in 5 %-iger Milchlosung auf die Membranen gegeben (Anti-Coll Al 1:10000, Anti-
TGF-B 1:500, Anti-IL-6 1:500, Anti-B-Actin 1:1000 in 5 %-iger Milchlosung).

2. Waschen

Erneut wurde die Membran viermalig mit 1 x TBST fiir jeweils 10 Minuten unter leichtem
Schwenken gewaschen.

Inkubation mit Sekundirantikorper
Die Membran wurde eine Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken mit dem

Sekundirantikorper inkubiert. Hierzu wurden jeweils 15 ml der verdiinnten Antikorper in 2 %-
iger Milchlésung auf die Membran gegeben (1:1000).

Da dieser Antikorper lichtempfindlich ist, war besondere Vorsicht im Hinblick auf den Schutz
der Membran vor Licht geboten.

3. Waschen

Die Membran wurde erneut viermalig mit 1 x TBST fiir jeweils 10 Minuten unter leichtem
Schwenken gewaschen und anschlieBend entwickelt.

Entwicklung
In einer Dunkelkammer wurde die Membran eine Minute mit 2 ml ECL-Reagenz inkubiert und

nach vorsichtigem Entfernen der Losung in einer Kassette mit Folie wasserdicht fixiert. Die
Membran belichtete in der Fotokassette einen Rontgenfilm, welcher nach einer bestimmten
Belichtungszeit entwickelt und fiir weitere Analysen im Computer eingescannt wurde.

Stripping
Nach dem Entwickeln konnte die Membran erneut verwendet werden. Hierzu wurde die

Membran wie oben beschrieben mit 1 x TBST gewaschen und anschlieBend mit 10 ml Stripping-
Puffer fiir 15 Minuten bei 55 °C auf dem Schiittler inkubiert.

Nach erneutem Waschen mit 1 x TBST konnte die Membran wie oben beschrieben geblockt und
mit den Antikorpern inkubiert werden.

Dieser Vorgang konnte bis zu drei Mal an einer Membran durchgefiihrt werden, doch nimmt die
Hintergrundfarbung mit der Anzahl der Anwendungen zu.

Densitometrische Auswertung

Die Filme mit den einzelnen Blots wurden eingescannt und als tiff-Datei gespeichert. Die 265
Grau-Skalen wurden mittels NIH ImageJ 1.41 (National Institute of Health, USA) analysiert.
Aus den Unterschieden in der Intensitdt der Pixel entstanden Histogramme und die Flidche

unterhalb dieser wurde kalkuliert (AUC). Die Werte wurden gegen [3-Actin gemessen.
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Anti CollAl

(rabbit anti-mouse polyclonal antibody) (200

pg/ml)
Anti IL-6

(goat anti-mouse polyclonal IgG) (200 pg/ml)

Anti TGFp-1

(rabbit anti-mouse polyclonal IgG) (200 pg/ml)

Anti B-Actin (rabbit anti-mouse polyclonal

antibody)

(100 pg/ml)

Polyclonal Rabbit

Anti-Goat Immunoglobulins/HRP
Polyclonal Swine

Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP

Acris Antibodies, Hiddenhausen, Deutschland

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
Deutschland
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
Deutschland
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg,
Deutschland

Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland

Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland

Verwendete Puffer und Losungen fiir Western Blot

ECL-Reagenz

5 % Milchlosung
2 % Milchlosung
4 x Trenngel

4 x Sammelgel-Puffer

1 ml Detection Reagent 1 + 1 ml
Detection Reagent 2

1 g Milchpulver in 20 ml 1 x TBST
0,6 g Milchpulver in 30 ml 1 x TBST
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8

0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

Blockpuffer 5 %

Milchpulver 2g

1 x TBST 40 ml
Blotting-Puffer

Tris-Base 303 ¢
Glycin 144 ¢
Methanol 200 ml

10 % SDS 5ml
ddH20 ad 1000 ml
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1x Elektrophoresepuffer

Tris Base 303g
Glycin 144 ¢

10 % SDS 10 ml
ddH20 ad 1000 ml
Probenpuffer

Tris Base 1,514 ¢
10 % SDS 4¢g
Glycerin 20 ml

1 % Bromphenolblau 200 ul
ddH20 ad 80 ml
Sammelgel

ddH20 6.1 ml

4 x Sammelgel-Puffer 2.5ml

10 % SDS 100 pl
Acrylamid-Bis 1.3 ml

10 % APS 100 pl
TEMED 12 pul
Insgesamt 10 ml
Stripping-Puffer

Tris Hel 49¢

10 % SDS 50g
ddH20 ad 500 ml
B-Mercaptoethanol 3,6 ml
Mit HCI pH 6,7

10 x TBS pH 7.6
Tris Base 242 g
NaCl 80 g
ddH20 ad 1000 ml
1 x TBST

10 x TBS 100 ml
Tween 20 1 ml
ddH20 ad 1000 ml
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Trenngel 12%

ddH20 5.0 ml
4 x Trenngel 3.75 ml
10 % SDS 150 pl
Acrylamid-Bis 6.0 ml
10 % APS (Ammoniumpersulfat) 75 ul
TEMED 7.5 ul
Insgesamt 15 ml

2.2.6 Statistik

Bei den angegebenen Werten handelt es sich um arithmetische Mittelwerte (MW) =+
Standardabweichung der Mittelwerte (SEM). Die gewonnenen Ergebnisse wurden in mindestens
drei unabhédngig voneinander durchgefiihrten Experimenten verifiziert. Statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San
Diego, USA) mittels einfaktorieller ANOVA (,,Analysis of Variance*) mit Post Hoc Test
(Bonferroni) ermittelt, gefolgt von Student’s t-Test flir unverbundene Stichproben. Das Ergebnis
eines statistischen Tests wurde als signifikant erachtet, sofern die Irrtumswahrscheinlichkeit
unter 5 % lag (p < 0,05). Bei p < 0,01 wurde das Ergebnis als hochsignifikant erachtet. Die
Normalverteilung der Stichprobenmenge und die Varianzhomogenitit der Daten sind
notwendige Bedingungen sowohl fiir ANOVA als auch fiir den Student’s t-Test. Fiir diese
Untersuchung wurden der Kolmogorov-Smirnov-Test und nach Transformation der Werte der

Bartlett-Test herangezogen.
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3 Ergebnisse

3.1 Histologische Untersuchungen der Hautpriparate

Durch die wiederholte subkutane Injektion von Bleomycin konnten im Mausmodell eine
Fibrosierung der Haut sowie eine inflammatorische Reaktion induziert werden. Dieses Modell ist
bereits gut etabliert und wird zur Erforschung der SSc erfolgreich eingesetzt. Die hierdurch
hervorgerufenen pathologischen Verdnderungen sind den Verdnderungen bei Vorhandensein
einer SSc sehr dhnlich und erlauben daher wertvolle Schlussfolgerungen bei der Erforschung der
Pathogenese der SSc als auch Aussagen iiber mdgliche neue therapeutische Ansétze zur
Behandlung dieser Erkrankung [ Yamamoto et al., 1999].

Nach der Induktion Sklerodermie-dhnlicher Verdnderungen in der Haut durch wiederholte
subkutane Injektionen mit Bleomycin wurden die aufgearbeiteten Hautabschnitte sowohl von
Kontroll- als auch von behandelten Tieren fiir weitere histologische Untersuchungen aufbereitet,
zugeschnitten und aufbewahrt. Zur Ermittlung des Ausmalles der induzierten Fibrose wurden
sowohl histologische als auch immunhistochemische Untersuchungen an den Hautschnitten

durchgefiihrt.

3.1.1 Feststellung der Fibrosierung und Hautbeschaffenheit mittels Himatoxylin-Eosin-
Farbung (HE)

Die Hématoxylin-Eosin-Farbung dient der Darstellung und Unterscheidung von Zellkernen mit
blauer Farbung und Zytoplasma mit Kollagenfasern, welche sich rot anférben.

Diese Firbung erlaubt einen ersten Uberblick iiber die Beschaffenheit der Haut und mdgliche
stattgefundene Zellproliferationen, Fibrosierungen oder die Bildung entziindlicher Infiltrate.

In der Gruppe der mit hoher Candesartan-Dosis (10 mg/kg) behandelten Tiere kam es zu
spezifischen Verdnderungen in der Haut (siche Abbildung 8). Es handelt sich um eine von einer
Kapsel umbhiillte Ansammlung von Zellen oder organisches Material mit umgebender massiver
Infiltration und Fibrose. Dies kann als eine Fremdkorperreaktion als Folge einer Akkumulation
von Candesartan in der Haut gedeutet werden. Auch die Tiergruppe, welche mit einer
Candesartan-Dosis von 1 mg/kg behandelt wurde, zeigte dhnliche Hauterscheinungen, so dass
diese beiden Gruppen von weiteren Untersuchungen ausgeschlossen wurden. Weitere
Bezeichnungen der Gruppe Bleomycin + Candesartan beziehen sich ausschlieBlich auf die mit

einer Candesartan-Dosis von 0.1 mg/kg behandelte Gruppe.
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Abbildung 8: HE-Firbung 7 pm dicker Hautschnitte der mit
Bleomycin und Candesartan 10 mg/kg behandelten Gruppe. Gezeigt
ist eine reprisentative Erscheinung in der Haut mit kapsulér
abgegrenzter Verinderung mit umgebender Infiltration und Fibrose
im subkutanen Gewebe.

In der durchgefiihrten HE-Férbung der Hautschnitte der anderen vier Gruppen zeigte sich eine
deutliche Zunahme der Extrazelluldrmatrix (EZM) in der allein mit Bleomycin behandelten
Gruppe sowohl in der Dermis als auch in der Subkutis im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (siche
Abbildung 9). Dies wurde an der intensiven Rotfirbung der Prdparate deutlich. Die Dermis
erscheint in der mit Bleomycin behandelten Gruppe sehr viel kompakter und dichter, die
Subkutis ist vermehrt von Bindegewebssepten durchsetzt und reicher an EZM. Zudem wird hier
ein deutliches inflammatorisches Infiltrat in der Subkutis sichtbar und auch eine perivaskulére
Fibrose tritt deutlich hervor. Diese Verdnderungen sind in den Priparaten der Kontroll-Gruppe
nicht sichtbar.

Diese Zunahme an EZM ist sowohl in der zusitzlich mit Candesartan als auch in der mit
Compound 21 behandelten Gruppe deutlich reduziert. In der mit Candesartan behandelten
Gruppe ist eine deutliche Verringerung der EZM sowohl in der Dermis als auch in der Subkutis
sichtbar. Die Dermis erscheint hier sehr viel aufgelockerter im Vergleich mit der Bleomycin-
Gruppe. Auch die Subkutis ist weniger dicht an EZM und frei von Infiltraten. Perivaskulére
Fibrosen sind in der mit Candesartan behandelten Gruppe nicht sichtbar. Auch die mit
Compound 21 behandelte Gruppe zeigt eine weniger dicht gepackte und aufgelockerte Dermis
im Vergleich zur mit Bleomycin behandelten Gruppe. Obwohl auch hier die Subkutis weit
weniger reich an EZM als in der mit Bleomycin behandelten Gruppe ist, ist hier ein kleines
Restinfiltrat sichtbar. Perivaskuldre Fibrosen zeigen sich in der mit Compound 21 behandelten

Gruppe nicht.
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Abbildung 9: HE-Féirbung 7 pm dicker Hautschnitte: a) Kontrolle, b) Bleomycin, ¢) Bleomycin + Candesartan, d)
Bleomycin + Compound 21. Gezeigt sind représentative Schnitte fiir jede Behandlungsgruppe von je n = 6 Tieren.
Deutliche Zunahme der Extrazelluliirmatrix, sichtbare Infiltration und perivaskulédre Fibrose in Bleomycin-Gruppe im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Deutliche Reduktion dieser pathologischen Verinderungen in der Candesartan- und
Compound 21-Gruppe, in Candesartan- deutlicher als in Compound 21-Gruppe. In Compound 21-Gruppe ist ein kleines
Rest-Infiltrat in der Subkutis sichtbar.
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3.1.2 Spezifische Darstellung von Kollagen mittels Picrosirius-Rot-Firbung

Zur spezifischen Darstellung von Kollagen in der Haut wurde eine Picrosirius-Rot-Farbung
durchgefiihrt. Diese Methode féarbt spezifisch Kollagenfibrillen durch Bindung an dessen
Sulfatgruppen.

AnschlieBend wurden die gefarbten Hautschnitte sowohl mittels Lichtmikroskopie (siehe
Abbildung 10), unter welchem Kollagen rot auf gelbem Hintergrund erscheint, als auch - zur
genauen Bestimmung des Kollagens - unter polarisiertem Licht ausgewertet (siche Abbildung
11). Kollagen besteht aus doppelbrechenden Fasern, so dass unter polarisiertem Licht dicke
Kollagenfibrillen, wie Kollagen I, eine rot-gelbe Leuchtkraft aufweisen, wihrend diinnere,
weniger stark verkniipfte Kollagenfibrillen, wie Kollagen III, griinlich-gelb leuchten.

In diesem Versuch zeigte sich unter dem Lichtmikroskop in den mit Picrosirius-Rot gefarbten
Hautschnitten eine deutliche Zunahme von Kollagen in der mit Bleomycin behandelten Gruppe
im Vergleich zur Vehikel-behandelten Kontroll-Gruppe. Sowohl in Dermis und Subkutis als
auch perivaskuldr findet sich hier eine deutlich verstirkte Rotfarbung des Priparates, d.h. hier
wurde vermehrt Kollagen gebildet. Somit bestitigt die Picrosirius-Rot-Farbung die in der HE-
Féarbung sichtbare vermehrte Kollagenbildung in der Haut in der mit Bleoymcin behandelten
Gruppe. In den zusétzlich mit Candesartan bzw. mit Compound 21 behandelten Gruppen wird
auch hier eine deutliche Reduktion des Kollagens sichtbar. In der mit Candesartan behandelten
Gruppe stellen sich sowohl Dermis als auch Subkutis nur schwach rosa dar, so dass hier von
einer stark reduzierten Bildung von Kollagen ausgegangen werden kann. Die in der mit
Compound 21 behandelten Gruppe sichtbare deutlich reduzierte Rotfirbung im Vergleich zur
mit Bleomycin behandelten Gruppe ist weniger stark ausgeprigt als in der mit Candesartan

behandelten Gruppe. Die Subkutis erscheint auch in dieser Gruppe aufgelockert.
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Abbildung 10: Picrosirius-Rot-Farbung 7 pm dicker Hautschnitte unter Lichtmikroskopie: a) Kontrolle, b) Bleomycin, c)
Bleomycin + Candesartan, d) Bleomycin + Compound 21. Gezeigt sind reprisentative Schnitte fiir jede
Behandlungsgruppe von je n = 6 Tieren. Deutliche Zunahme des Kollagens sowohl in Dermis als auch in Subkutis in der
Bleomycin-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe, deutliche Reduktion des Kollagens sowohl in der Candesartan- als
auch in der Compound 21-Gruppe.
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Unter polarisiertem Licht ist die erhohte Leuchtkraft des Kollagens in der mit Bleomycin
behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe deutlich sichtbar. In dieser Gruppe ist
somit eine erhohte Konzentration an Kollagen vorhanden. Die Dermis ist in der mit Bleomycin
behandelten Gruppe dichter gepackt und weist eine erhohte Konzentration an Kollagen auf. Da
es sich hierbei liberwiegend um eine Zunahme von Kollagen mit rot-gelber Leuchtkraft handelt,
kann man in der mit Bleomycin behandelten Gruppe auf eine erhohte Konzentration von
Kollagen Typ I schlieBen. In der zusidtzlich mit Candesartan behandelten Gruppe liberwiegt
Kollagen mit vorwiegend griinlich-gelber Leuchtkraft. In diesen Priparaten werden vorwiegend
diinne, nicht dicht gepackte Kollagenfibrillen, wie Kollagen Typ III, sichtbar. Kollagen mit rot-
gelber Leuchtkraft ist in dieser Gruppe deutlich reduziert. In der zusitzlich mit Compound 21
behandelten Gruppe iiberwiegt wieder Kollagen mit rot-gelber Leuchtkraft. Im Vergleich zur mit
Bleomycin behandelten Gruppe besitzt das Kollagen in dieser Gruppe jedoch deutlich sichtbar
weniger Leuchtkraft. Die Dermis weist hier weit weniger Kollagen I auf als in der mit

Bleomycin behandelten Gruppe und auch die Subkutis ist im Vergleich deutlich aufgelockert.
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Abbildung 11: Picrosirius-Rot-Fiarbung 7 pm dicker Hautschnitte unter polarisiertem Licht: a) Kontrolle, b) Bleomycin,

¢) Bleomycin + Candesartan, d) Bleomycin + Compound 21. Gezeigt sind reprisentative Schnitte fiir jede
Behandlungsgruppe von je n = 6 Tieren. Deutliche Zunahme an Kollagen Typ I (rot-gelb) in Dermis und Subkutis in der
Bleomycin-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Deutliche Reduktion von Kollagen Typ I in der Compound 21-
Gruppe im Vergleich zur Bleomycin-Gruppe. In der Candesartan-Gruppe kaum rot-gelb leuchtendes Kollagen Typ I
nachweisbar, hier vorwiegend griinlich-gelb leuchtendes Kollagen Typ III sichtbar.
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3.1.3 Spezifische Darstellung von Kollagen mittels Immunfluoreszenz

Zur Durchfiihrung der Immunfluoreszenz wurden spezifische Antikérper gegen Kollagen Typ 1
und zur Darstellung der Zellkerne DAPI-Farbung verwendet (siche Abbildung 12).

Das Signal des Antikorpers, welcher spezifisch an Kollagen Typ I gebunden hatte, wurde durch
Verwendung eines HRP-gekoppelten Sekundérantikdrpers rot dargestellt, das Signal der Farbung
der Zellkerne wurde blau hinterlegt. Je mehr Antikorper spezifisch binden, desto intensiver ist
das abgegebene Signal und desto intensiver ist die rote Leuchtkraft des Préaparates.

Mithilfe von Negativkontrollen konnte eine unspezifische Bindung und somit ein unspezifisches
Signal des zweiten Antikorpers ausgeschlossen werden.

In der mit Bleomycin behandelten Gruppe ist sowohl in der Dermis als auch in der Subkutis ein
deutlich stédrkeres rot-leuchtendes Signal im Vergleich zur Kontroll-Gruppe sichtbar. Die Dermis
scheint dichter gepackt und die Subkutis weist vermehrt Bindegewebssepten auf. In der mit
Bleomycin behandelten Gruppe ist also vermehrt Kollagen Typ I nachweisbar. In der zusétzlich
mit Candesartan behandelten Gruppe ist sowohl in der Dermis als auch in der Subkutis nur ein
auBerst schwaches rotes Signal zu erkennen, widhrend die Féarbung der Zellkerne deutlich
sichtbar ist. In dieser Gruppe ist Kollagen Typ I nur sehr schwach nachweisbar. In der mit
Compound 21 behandelten Gruppe ist das Signal in der Subkutis im Vergleich zur mit
Bleomycin behandelten Gruppe deutlich schwécher. Die Konzentration an Kollagen Typ I ist

hier deutlich reduziert.

57



Ergebnisse

.

Abbildung 12: Kollagen Typ I Immunbhistologie S pm dicker Hautschnitte: Kollagen Typ I-Expression wurde mithilfe
von polyklonalen anti-Kollagen I-Antikorpern dargestellt: a) Kontrolle, b) Bleomycin, ¢) Bleomycin + Candesartan, d)
Bleomycin + Compound 21. Gezeigt sind reprisentative Schnitte fiir jede Behandlungsgruppe von je n = 6 Tieren.
Deutliche Zunahme von Kollagen Typ I in der Subkutis in der Bleomycin- Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe.
Nur sehr schwaches Signal von Kollagen Typ I sowohl in Dermis als auch in Subkutis in der Candesartan-Gruppe.
Deutliche Reduktion von Kollagen Typ I in der Compound 21-Gruppe im Vergleich zur Bleomycin-Gruppe.
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3.2 Expression von Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) ist ein pro-inflammatorisch und pro-fibrotisch wirkendes Zytokin. Bei SSc-
Patienten sind die IL-6-Serum-Levels im Vergleich zu gesunden Probanden deutlich erhéht und
korrelieren mit dem Schweregrad der Erkrankung. Zur Bestimmung der IL-6-Expression wurden
sowohl eine quantitative RT-PCR als auch ein Immunoblot durchgefiihrt.

Die 4-wochige lokale Behandlung mit Bleomycin fiihrte im Vergleich zur Kontroll-Gruppe zu
einem hochsignifikanten Anstieg der Expression von IL-6-mRNA (siehe Abbildung 13).

Die gleichzeitige Therapie mit Candesartan oder Compound 21 fiihrte zu einer hochsignifikanten

Senkung dieser erhdhten IL-6-Expression im Vergleich zur Bleomycin-Gruppe (p<0.01).
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Abbildung 13: Vergleich der IL-6-mRNA-Expression (n=6): Kontrolle, Bleomycin, Bleomycin + Candesartan und
Bleomycin + Compound 21: Gezeigt ist 1 reprisentativer von 3 unabhingigen Versuchen mit MWz SEM der relativen
IL-6-mRNA-Expression gemessen gegen 18SrRNA in %. Die Bleomycin-Gruppe zeigt einen hochsignifikanten Anstieg
von IL-6 im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Sowohl in der Candesartan- als auch in der Compound 21-Gruppe konnte

die IL-6-Expression hoch signifikant gesenkt werden (* *p<0.01).
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Auch der durchgefiihrte Immunoblot konnte eine gesteigerte Expression von IL-6 in der mit
Bleomycin behandelten Gruppe zeigen (siche Abbildung 14).

Gezeigt sind sowohl IL-6-Dimere mit einem spezifischen Gewicht von 43 kDa als auch IL-6-
Monomere mit 21-28 kDa Gewicht. IL-6-Monomere lagern sich hdaufig zusammen und bilden so
Polymere. In der mit Bleomycin behandelten Gruppe sind deutlich stirkere Banden bei 43 kDa
als in der Kontroll-Gruppe sichtbar. Auch IL-6-Monomere zeigen in der allein mit Bleomycin
behandelten Gruppe ein stdrkeres Signal als in der Kontroll-Gruppe. Sowohl in der zusétzlich
mit Candesartan als auch in der mit Compound 21 behandelten Gruppe zeigt sich eine deutliche
Reduktion dieser iiberméfBigen Expression von IL-6. In der mit Candesartan behandelten Gruppe
sind deutlich schwichere Banden der IL-6-Dimere und -Monomere im Vergleich zur mit
Bleomycin behandelten Gruppe sichtbar. In der mit Compound 21 behandelten Gruppe sind die
Banden sowohl der IL-6-Dimere als auch der -Monomere nur sehr schwach sichtbar. Die IL-6-
Expression wurde im Vergleich zur allein mit Bleomycin behandelten Gruppe deutlich gesenkt,

hier sogar unter das Niveau der Kontroll-Gruppe.
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Abbildung 14: Vergleich der IL-6-Expression mittels Immunoblot (gezeigt ist 1 reprisentativer von 3 unabhingigen
Versuchen): Kontrolle, Bleomycin, Bleomycin + Candesartan, Bleomycin + Compound 21: Gezeigt sind sowohl IL-6-
Dimere von 43 kDa als auch IL-6-Monomere von 23 kDa Grofie. Deutliche Zunahme der IL-6-Expression in der
Bleomycin-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Senkung der iibermiifligen IL-6-Expression sowohl in der
Candesartan- als auch in der Compound 21-Gruppe. In der zusiitzlich mit Candesartan behandelten Gruppe ist bei der
rechten Probe die sehr intensive Anfirbung am rechten Rand der IL-6-Dimer-Bande als Artefakt zu betrachten.
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3.3 Expression von Monocyte chemoattractant protein (MCP) -1

MCP-1 ist ebenfalls ein pro-inflammatorisch und pro-fibrotisch wirkendes Chemokin. Es
beeinflusst sowohl indirekt als auch direkt die Funktion der Fibroblasten z.B. im Hinblick auf die
Kollagen Typ I-Synthese. Fiir fibrotische Prozesse ist eine erhohte MCP-1-Expression typisch.
Zur Bestimmung der MCP-1-mRNA-Expression wurde eine quantitative RT-PCR durchgefiihrt.
In der ermittelten Schmelzkurve wurde ersichtlich, dass MCP-1-mRNA nur in der mit
Bleomycin behandelten Gruppe exprimiert wurde. In den anderen Gruppen war kein oder nur ein
sehr niedriger Produktpeak sichtbar. Da fiir die Auswertung der RT-qPCR aber eine Kontrolle
als Referenz notwendig ist, war in diesem Fall eine Analyse der quantitativen PCR nicht
moglich. Aufgrund dieser Tatsache wurde hier eine semiquantitative PCR mit anschlieender
Gelelektrophorese durchgefiihrt.

In Abbildung 14 wird die alleinige Expression von MCP-1 in der Bleomycin-Gruppe deutlich.
Sowohl die Kontrolle als auch Candesartan- und Compound 21 zeigen bei einem spezifischen
Gewicht von 207 bp keine Bande (sieche Abbildung 15). Dies wurde durch die Bestimmung der

relativen optischen Dichte mittels ImageJ bestétigt.
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Abbildung 15: Vergleich der MCP-1-mRNA-Expression (n=3): Kontrolle, Bleomycin, Bleomycin + Candesartan und

Bleomycin + Compound 21: Gezeigt ist 1 repriisentativer von 3 unabhiingigen Versuchen mit MWSEM der relativen
MCP-1-mRNA-Expression gemessen gegen 18SrRNA. MCP-1 ist allein in der Bleomycin-Gruppe nachweisbar, wihrend
Kontroll- und Compound 21-Gruppe kein Signal zeigen. In der Candesartan-Gruppe ist eine geringe MCP-1-Expression

detektierbar. (* p<0,05).
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3.4 Expression von TGF-

TGF-p spielt eine Schliisselrolle in der Pathogenese der Sklerodermie.

Durch seine chemotaktische Wirkung auf Fibroblasten und die Induktion der Kollagen Typ I-
und III-Bildung fiihrt TGF- zu einer erhdhten Ablagerung von Extrazelluldrmatrix und damit
zur Fibrose.

Es wird angenommen, dass die fibrotische Wirkung von Bleomycin auf der Induktion der TGF-
B-Expression beruht.

Zur Detektion der Expression von TGF-B in den einzelnen Gruppen wurden Immunoblots mit
spezifischen anti-TGF-B1-Antikorpern durchgefiihrt (siehe Abbildung 16).

Gezeigt ist TGF-B1 mit einem spezifischen Gewicht von 26 kDa im Vergleich zur B-Actin-
Expression.

Es konnte gezeigt werden, dass TGF-f lediglich in der mit Bleomycin behandelten Gruppe
nachweisbar ist. Sowohl Kontroll-Gruppe, als auch zusitzlich mit Candesartan und mit
Compound 21 behandelte Gruppen weisen kein spezifisches Signal von TGF-3 bei 26 kDa auf,

wohingegen [-Actin in allen Gruppen gleichmiBig exprimiert wurde.
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Abbildung 16: Vergleich der TGF-B-Expression (gezeigt ist 1 reprisentativer von 3 unabhiingigen Versuchen): TGF-3-
Expression wurde mithilfe von anti-TGF-B1-Antikérpern dargestellt: a) Kontrolle, b) Bleomycin, ¢) Bleoymcin +
Candesartan, d) Bleomycin + Compound 21. Gezeigt ist die Expression von TGF-f relativ zu B-Actin. Nachweis von TGF-
B-Expression nur in der Bleomycin-Gruppe, aber nicht in der Haut der Kontroll- bzw. der Candesartan- oder Compound
21-Gruppe.

62



Ergebnisse

3.5 Expression von Kollagen Typ I

Desweiteren wurde die Expression von Kollagen Typ I im Immunoblot mithilfe von anti-
Kollagen Typ I-Antikorpern untersucht (siche Abbildung 17).

Gezeigt sind sowohl das Pra-Pro-Kollagen mit einem spezifischen Gewicht von 130-140 kDa als
auch das verkniipfte Kollagen Typ I mit einem spezifischen Gewicht von 70-90 kDa im
Vergleich zur B-Actin-Expression. Die gleichmiflige Beladung des Gels wurde durch Farbung
des ,,housekeeping*‘-Gens [-Actin nachgewiesen.

Die lokale Behandlung mit Bleomycin fiihrte zu einer deutlich gesteigerten Expression von
Kollagen Typ I im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. So sind in der mit Bleomycin behandelten
Gruppe deutlich stirker gefarbte Banden sowohl des Pri-Pro-Kollagens als auch des verkniipften
Kollagen Typ I sichtbar. Die zusétzlich mit Candesartan behandelte Gruppe zeigt nur eine sehr
geringe Expression von Kollagen Typ I. Es sind nur &ufBerst schwache Banden des Pri-Pro-
Kollagens und des verkniipften Kollagen Typ I sichtbar. Die Expression von Kollagen Typ I
liegt hier sogar unter dem Niveau der Kontroll-Gruppe. In der zusitzlich mit Compound 21
behandelten Gruppe kam es ebenfalls zu einer Reduktion der iiberméfBigen Kollagen Typ I-
Expression im Vergleich zur mit Bleomycin behandelten Gruppe, jedoch in geringerem Male als
mit Candesartan.

Dies wird in der densitometrischen Auswertung des Western Blots bestitigt (siche Abbildung
18). Unter der Behandlung mit Candesartan kam es zu einer hochsignifikanten Reduktion der
Bleomycin-induzierten Uberexpression von Kollagen Typ 1. Wihrend die Behandlung mit

Compound 21 zu einer signifikanten Reduktion von Kollagen Typ I fiihrte.
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Abbildung 17: Vergleich der Kollagen Typ I-Expression (gezeigt ist 1 reprisentativer von 3 unabhiingigen Versuchen):
Kollagen Typ 1-Expression wurde mithilfe von anti-Collagen Type I-Antikérpern dargestellt: Kontrolle, Bleomycin,
Bleomycin + Candesartan und Bleomycin + Compound 21. Gezeigt ist die Expression von Pri-Pro-Kollagen und
verkniipftem Kollagen Typ 1. In der Bleomycin-Gruppe ist eine deutlich gesteigerte Expression von Kollagen Typ I im
Vergleich zur Kontroll-Gruppe sichtbar. In der Candesartan-Gruppe ist nur ein fiuflerst schwaches Signal von Kollagen
Typ I sichtbar. Die Expression wurde unter das Niveau der Kontroll-Gruppe reguliert. In der Compound 21-Gruppe
kam es zu einer deutlichen Reduktion der Kollagen Typ I-Expression im Vergleich zur Bleomycin-Gruppe.
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Abbildung 18: Densitometrische Auswertung des in Abbildung 16 dargestellten Wstern Blots mittels Analyse durch
ImagelJ: gezeigt ist der Quotient der Signale von Kollagen TypIAl gegen b-Actin: Kontrolle, Bleomycin, Bleomycin +
Candesartan und Bleomycin + Compound 21. In der Bleomycin-Gruppe ist eine deutlich gesteigerte Expression von
Kollagen Typ I im Vergleich zur Kontroll-Gruppe sichtbar. In der Candesartan-Gruppe kommt es zu einer
hochsignifikanten Reduktion von Kollagen Typl. In der Compound 21-Gruppe kam es zu einer signifikanten Reduktion
der Kollagen Typ I-Expression im Vergleich zur Bleomycin-Gruppe (* p<0,05, ** p<0,01).
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3.6 Expression von MMP-9

Matrixmetalloproteinasen (MMP) konnen das Kollagen der Extrazelluldarmatrix degradieren.

Zur Bestimmung der MMP-9-mRNA-Expression wurde eine quantitative RT-PCR durchgefiihrt
(s. Abbildung 19).

Die 4-wochige lokale Behandlung mit Bleomycin fiihrte zu einem tendenziellen Anstieg der
MMP-9-mRNA-Expression im Vergleich zur Kontroll-Gruppe, was als Folge eines insgesamt
erhohten Turnovers der extrazelluldren Matrix betrachtet werden kann. In der zusétzlich mit
Candesartan behandelten Gruppe kam es zu einer hochsignifikant erhéhten Expression von
MMP-9-mRNA im Vergleich zur allein mit Bleomycin behandelten Gruppe (p<0.01) und auch
im Vergleich zu der mit Compound 21 behandelten Gruppe (p<0.05).

Die mit Compound 21 behandelte Gruppe zeigt eine tendenziell erhohte MMP-9-mRNA-
Expression im Vergleich zur mit Bleomycin behandelten Gruppe, welche jedoch nicht als

signifikant zu werten ist.
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Abbildung 19: Vergleich der MMP-9-mRNA-Expression (n=5-6): Kontrolle, Bleomycin, Bleomycin + Candesartan und
Bleomycin + Compound 21 (n=5): Gezeigt ist 1 reprisentativer von 3 unabhiingigen Versuchen mit MW+SEM der
relativen MMP-9-mRNA-Expression gemessen gegen 18SrRNA in %. Die Bleomycin-Gruppe zeigt einen Anstieg der
MMP-9-Expression im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. In der Candesartan-Gruppe kommt es erneut zu einem
hochsignifikanten Anstieg der MMP-9-Expression im Vergleich zur Bleomycin-Gruppe (*p<0.01). Die Compound 21-
Gruppe zeigt eine nicht-signifikante Erhohung der MMP-9-Expression im Vergleich zur Bleomycin-Gruppe.
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4 Diskussion

Die systemische Sklerodermie (SSc) ist eine zu den Kollagenosen gehdrende chronisch-
progrediente Multisystemerkrankung mit noch ungeklirter Atiologie. Gekennzeichnet ist diese
Erkrankung durch eine Aktivierung der Fibroblasten und damit einhergehender {iberschie3ender
Synthese von Kollagen. Die Hauptmanifestation dieser Erkrankung stellt eine zunehmende
Fibrosierung der Haut dar, welche zu einer deutlichen Bewegungseinschrinkung der betroffenen
Akren flihrt. Haufig sind jedoch auch andere Organsysteme - wie Niere, Herz und Lunge -
betroffen. Obwohl diese Erkrankung eine relativ geringe Prdvalenz aufweist (19-75/100.000
Einwohnern), stellt sie aufgrund der unzureichenden Therapiemoglichkeiten ein grof3es
medizinisches Problem dar. So existiert bis heute kein befriedigendes Therapiekonzept zur
Inhibierung der Fibrose. Die Mortalitit der sytemischen Sklerodermie betragt 4,3 — 12,2 %,
abhingig vom Subtyp der Erkrankung [Hiigle et al., 2010].

Neben zahlreichen anderen Faktoren scheint auch das Renin-Angiotensin-System (RAS) bei der
SSc eine pathogenetische Rolle zu spielen. So werden ATi-Blocker bei einigen Manifestationen
der SSc therapeutisch eingesetzt, wie beispielsweise bei der renalen Krise oder beim Raynaud-
Phianomen. Kawaguchi et al. konnten zudem erhohte Level an Angiotensin II (Ang II) im Serum
von Patienten mit SSc nachweisen [Kawaguchi et al., 2004].

Jedoch ist eine pharmakologische Interferenz mit dem RAS als generelles Therapiekonzept bei
der SSc noch nicht getestet worden.

2004 konnte ein lokales Renin-Angiotensin-System in der Haut nachgewiesen werden
[Steckelings et al., 2004], nachdem bereits seit 1987 sogenannte lokale RAS in anderen Organen
bekannt waren [Campbell, 1987]. Wéhrend das schon lange bekannte systemische RAS schnelle
Effekte vorwiegend auf Blutdruck und Elektrolythaushalt zeigt, sind lokale RAS zusténdig fiir
langsame, zundchst regional begrenzte, gewebespezifische Effekte, wie beispielsweise
Remodelling nach Myokardinfarkt [Weber et al., 1997].

Dermale Zellen, wie Melanozyten, Keratinozyten und Fibroblasten, exprimieren alle
Komponenten des RAS, einschlieBlich der Angiotensin-Rezeptoren Typ 1 (ATi) und Typ 2
(AT2). So ist die Haut unabhingig von einer Versorgung mit RAS-Komponenten aus dem
systemischen Kreislauf in der Lage Ang Il zu synthetisieren. Gleichzeitig stellt die Haut auch ein
Zielorgan fiir Ang II dar.

In anderen Organen konnte fiir Ang II {iber den ATi-Rezeptor ein pro-fibrotischer und pro-

inflammatorischer Effekt mit einer Zunahme der Synthese von extrazelluldrer Matrix
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nachgewiesen werden, wihrend eine Stimulation des AT2-Rezeptors gegenteilige Effekte zeigt
[Stoll et al., 1995; Nakajima et al., 1995; Huang et al., 1996; De Gasparo et al., 2000; Fujiyama
et al., 2001]. Erst kiirzlich konnte auch in der Haut eine ATi-vermittelte erhohte Kollagen-
Synthese nach Stimulation mit Ang Il nachgewiesen werden [Min et al., 2004].

In vitro-Versuche bestétigten den anti-inflammatorischen und anti-fibrotischen Effekt des ATz-
Rezeptors in dermalen Fibroblasten [Min et al., 2004; Rompe et al., 2010].

Da es also Hinweise auf eine pathogenetische Rolle des kutanen RAS bei Inflammation und
Fibrose im Rahmen einer SSc gibt, sollte in der vorliegenden Arbeit eine pharmakologische
Interferenz mit dem RAS sowohl mittels ATi-Blockade als auch mittels AT2-Stimulation als
generelles Therapiekonzept bei der SSc im Tiermodell getestet werden.

Hierfiir kam ein 1999 etabliertes Modell, in welchem wiederholte, lokale, subkutane Injektionen
von Bleomycin zu Sklerodermie-dhnlichen Verdnderungen in der Haut fithren, zur Anwendung
[Yamamoto et al. 1999]. Bleomycin wurde iiber einen Zeitraum von 4 Wochen subkutan
injiziert. Als Kontrolle dienten Injektionen von physiologischer Kochsalzlosung (NaCl), da in
diesen Versuchen Bleomycin in NaCl gelost wurde. Die Studie umfasste zwei
Behandlungsgruppen, wovon eine mit dem ATi-Antagonisten Candesartan (0.1, 1, 10 mg/kg
s.c.) und die zweite mit dem neu entwickelten selektiven AT2-Agonisten Compound 21 (0.3

mg/kg s.c.) behandelt wurde.

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit konnte das aus der Literatur bekannte Modell einer Induktion
Sklerodermie-dhnlicher Hautverdnderungen (inklusive einer Fibrose und einer begleitenden
inflammatorischen Reaktion) in der Maus durch subkutane Injektionen von Bleomycin
erfolgreich durchgefiihrt werden (siehe Abbildung 20).

So konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Bleomycin in der Haut zu einer
vermehrten Produktion von Extrazelluldrmatrix, insbesondere von Kollagen Typ I, zu einem
gesteigerten Turnover mit erhohter Expression von MMP-9 und zu einer Uberexpression von
pro-fibrotischen und pro-inflammatorischen Markern, wie IL-6, MCP-1 und TGF-, fiihrte.

Die Arbeitshypothese dieser Arbeit, die besagte, dass Sklerodermie-dhnliche Hautverdnderungen
mittels einer pharmakologischen Interferenz mit dem RAS giinstig beeinflusst werden konnen,
konnte sowohl flir die Blockade des ATi-Rezeptors als auch fiir die Stimulation des ATo2-
Rezeptors bestétigt werden. Sowohl der ATi-Rezeptor-Antagonist Candesartan als auch der ATz-
Rezeptor-Agonist Compound 21 zeigten einen deutlichen anti-fibrotischen und anti-

inflammatorischen Effekt. So wurde sowohl durch ATi-Blockade als auch durch ATo2-
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Stimulation die durch Bleomycin induzierte {ibermifBige Produktion an Extrazelluldrmatrix
deutlich reduziert, die Konzentration an Kollagen Typ I in der Haut verringert, die Degradierung
von Kollagen durch MMP-9 stimuliert und somit die Akkumulation von Kollagen verhindert.
Zudem fiihrte die Interaktion mit dem RAS in beiden Behandlungsansitzen zu einer deutlichen
Reduktion der fiir die SSc wichtigsten pro-fibrotischen und pro-inflammatorischen Marker IL-6,
MCP-1 und TGF-f.

Hierzu wurden sowohl histologische als auch molekularbiologische Untersuchungen der
gewonnenen Hautschnitte durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser Experimente werden im

Folgenden interpretiert und mit der Literatur verglichen.

Bleomycin
Hautschadigung
Haut
e M_H"‘--_
'_,r-'fﬂd- Ll -\-\-\-H i
Effektorzellen Fibroblasten Endothelzellen

T-Zellen \\\. H‘I\:Iyoﬁbrotls che Verinderung Endothelin
B-Zellen h NO

Makrophagen | Cytokine/Chemokine Adhdsionsmolekille
Mastzellen 1

MMP

Apoptose EZM-Produktion

Reaktiver Sauerstoff
Autoimmunitat - ;_ .
Angeborene Immunitit? Fibrose/Sklerose

Abbildung 20: Schematische Darstellung der méglichen Pathogenese der Bleomycin-induzierten Sklerodermie

[modifiziert nach Yamamoto, 2010]

68



Diskussion

4.2 Interpretation der Ergebnisse und Vergleich mit der Literatur

4.2.1 Fibrose und Inflammation in der HE-Firbung

In der durchgefiihrten HE-Farbung fielen in der Gruppe der mit hoher Candesartan-Dosis
behandelten Tiere (1 mg/kg/d und 10 mg/kg/d) spezifische Verdnderungen in der Haut auf. Es
handelte sich um eine von einer Kapsel umbhiillte Ansammlung von Zellen oder organischen
Materials mit umgebender massiver Infiltration und Fibrose. Dies kann als eine
Fremdkorperreaktion als Folge einer Akkumulation von Candesartan in der Haut gedeutet
werden. Diese beiden Candesartan-Gruppen wurden daraufhin von weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen. Die Bezeichnung ,,Candesartan-Gruppe bezieht sich im Folgenden auf die

Dosierung von 0.1 mg/kg/d.

Die wiederholten Bleomycin-Injektionen in die Haut der Méuse fiihrten zu einer deutlichen
Fibrosierung sowohl in der Dermis als auch in der Subkutis. Ebenso traten eine inflammatorische
Reaktion und eine perivaskulédre Fibrose, welche typisch fiir die SSc ist, in Erscheinung.

Diese Verdnderungen wurden durch eine gleichzeitige Behandlung sowohl mit Candesartan
(ATi-Blocker) als auch mit Compound 21 (AT2-Agonist) deutlich reduziert.

Histologisch auffillig war ein besonders deutlicher Riickgang der Bleoymcin-induzierten
Extrazellulirmatrix in der mit Candesartan behandelten Gruppe. Dieser Effekt war auch in
mehreren unabhingig voneinander durchgefiihrten Farbungen gut reproduzierbar. Da es
technisch nicht moglich war, alle Schnitte in einem einzigen Arbeitsgang aufzuarbeiten und zu
untersuchen, wurde auf eine &uflerst exakte Arbeitsweise und moglichst konstante &uBere
Bedingungen geachtet um reproduzierbare Resultate zu erhalten. Um Unterschiede zwischen
einzelnen Arbeitsgdngen auszuschlieBen, wurden fiir jeden Arbeitsgang Schnitte der

verschiedenen Versuchsgruppen zusammengestellt, gefarbt und untersucht.

4.2.2 Fibrose und Kollagentypisierung in der Picosirius-Rot-Fiarbung

Die in der HE-Farbung festgestellten Verdnderungen konnten mittels Picrosirius-Rot-Farbung
bestétigt werden. Diese Féarbung stellt Kollagen spezifisch dar. Dariiberhinaus kann unter
polarisiertem Licht zwischen Kollagen Typ I und Typ III bzw. zwischen dickeren, dicht
gepackten und diinneren, weniger dicht gepackten Kollagenfibrillen unterschieden werden.

Hier zeigte sich in der mit Bleomycin behandelten Gruppe eine deutliche Zunahme an Kollagen
Typ I in Dermis und Subkutis im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Unter polarisiertem Licht

dominierte ein vorwiegend rot leuchtendes Kollagen Typ I. Dies steht im FEinklang mit
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Erkenntnissen von Yamamoto und anderen, welche eine erhdhte Bildung von Kollagen Typ I
nach Stimulation mit Bleomycin zeigten [Yamamoto et al., 2000]. Eine {iberméfBige Produktion
von Kollagen Typ I ist typisch fiir fibrotische Vorginge.

Auch in der Picrosirius-Farbung konnte die durch Bleomycin hervorgerufene Fibrosierung durch
gleichzeitige Behandlung sowohl mit Candesartan als auch mit Compound 21 deutlich reduziert
werden. Beide Gruppen zeigten ein deutlich aufgelockertes Interstitium. Wie in der HE-Férbung
fiel auch hier in der Auflichtmikroskopie ein deutlich geringerer Gehalt an Kollagen vor allem in
den Schnitten der Candesartan-Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen auf. Unter
polarisiertem Licht zeigte die Compound 21-Gruppe einen deutlich geringeren Kollagengehalt in
der Haut im Vergleich zur Bleomycin-Gruppe. Wie in den anderen Gruppen dominierte hier
ebenfalls das vorwiegend rot-leuchtende Kollagen Typ I. In der Candesartan-Gruppe dagegen
fiel eine iiberwiegende Griinfirbung der untersuchten Hautschnitte auf. Hier kdnnte es sich um
vorwiegend diinnere und weniger dicht gepackte Kollagenfibrillen, wie Kollagen Typ III,
handeln. Junqueira et al. fanden heraus, dass mit zunehmender Dicke der zu untersuchenden
Schnitte nicht nur die Intensitidt der Leuchtkraft zunimmt, sondern die Schnitte auch zunehmend
von griin iiber gelb bis rot erscheinen [Junqueira et al., 1982]. Diese mogliche Erklarung fiir die
Unterschiede in der dominierenden Farbung der Schnitte wurde durch ein exaktes Arbeiten und

eine einheitliche Dicke der Hautschnitte von 7 um ausgeschlossen.

4.2.3 Fibrose und Kollagentypisierung in der Immunhistologie

Die vermehrte Kollagen Typ I-Bildung unter der Behandlung mit Bleomycin konnte ebenfalls
durch immunhistologische Verfahren unter Verwendung von spezifischen Antikdrpern gegen
Kollagen1A1 bestdtigt werden. Auch hier war eine sichtbare Fibrosierung mit vermehrtem
Kollagen Typ 1-Gehalt sowohl in der Dermis als auch in der Subkutis der Bleomycin-Gruppe
nachweisbar. Ebenso lieB sich der in den histologischen Untersuchungen gezeigte anti-
fibrotische Effekt einer Behandlung mit Candesartan und Compound 21 bestdtigen. In der
Candesartan-Gruppe war auch hier das Signal fiir Kollagen Typ I duBerst schwach, wohingegen
die Farbung der Zellkerne die gleiche Intensitdt aufwies wie in den anderen Gruppen. Dies
spricht fiir einen geringen Kollagen Typ I-Gehalt in den Schnitten der Candesartan-Gruppe.

Um die in der Immunhistologie hiufig auftretenden Hintergrundfiarbungen moglichst gering zu
halten, wurden unspezifische Bindungsstellen blockiert. Dies wurde durch Inkubation der
Schnitte in 5 %-igem Esel-Serum in Pufferlosung erreicht. Zum Ausschluss einer unspezifischen
Bindung des sekundiren AntikOrpers wurden — unter Auslassung der Inkubation mit dem

primdren Antikdrper - in jedem Arbeitsgang Negativkontrollen angefertigt. Da diese Farbung der
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Schnitte sehr labil ist, wurde auf einen ausreichenden Lichtschutz der behandelten Préparate
geachtet sowie eine zeitnahe Untersuchung der Schnitte angestrebt. Auch hier wurden mehrere
Schnitte verschiedener Gruppen jeweils in einem Arbeitsgang aufbereitet, um vermeidbare
Fehler durch unterschiedliche Bedingungen zwischen den einzelnen Arbeitsgingen

auszuschlief3en.

4.2.4 Expression von IL-6

IL-6 ist ein Zytokin mit sowohl pro-inflammatorischer als auch pro-fibrotischer Wirkung.
Friihere Studien konnten zeigen, dass SSc-Patienten erhohte Serumlevel an IL-6 aufweisen. Die
Titer dieses Markers korrelieren mit dem Schweregrad der Erkrankung. Zudem produzieren
Fibroblasten von SSc-Patienten vermehrt IL-6 [Feghali et al., 1994].

In der vorliegenden Arbeit kam es durch die Behandlung mit Bleomycin im Vergleich zur
Kontroll-Gruppe zu einer hochsignifikanten Steigerung der IL-6-mRNA-Expression in den
betroffenen Hautarealen. Dies spricht fiir eine entziindliche Reaktion in der Haut als Reaktion
auf die Bleomycin-Behandlung.

Sowohl eine Behandlung mit Candesartan als auch mit Compound 21 konnte der Bleomycin-
induzierten Steigerung der IL-6-mRNA-Expression entgegenwirken und zeigte somit eine anti-
inflammatorische und anti-fibrotische Wirkung.

Diese Beobachtungen auf RNA-Ebene wurden im Immunoblot auf Proteinebene bestédtigt. In der
Bleomycin-Gruppe war eine deutlich hoéhere Proteinkonzentration von IL-6 in den
Hautpréparaten nachweisbar als in der Kontroll-Gruppe.

Auch die hemmenden Wirkungen von Candesartan und Compound 21 auf die IL-6-mRNA-
Synthese konnten auf Proteinebene bestétigt werden. Hier zeigte die AT2-Stimulation mit
Compound 21 eine stirkere Wirkung als Candesartan; die IL-6-Expression wurde hier sogar
unter das Niveau der Kontroll-Gruppe reguliert.

Dies steht im Einklang mit erst kiirzlich durchgefiihrten Studien, in welchen sowohl Candesartan
als auch Compound 21 im Herzinfarktmodell erfolgreich die IL-6-Expressionslevels senkten
[Kaschina et al., 2008]. Auch in einem Bleomycin-Modell — allerdings mit deutlich kiirzerer
Versuchsdauer als in der hier vorgestellten Studie (1 statt 4 Wochen) - konnte die

Uberexpression von IL-6 mittels AT2-Stimulation gesenkt werden [Rompe et al., 2010].
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4.2.5 Expression von MCP-1

MCP-1 gehort zur Familie der Chemokine und ist ein pro-inflammatorischer und pro-fibrotischer
Marker. MCP-1 aktiviert Monozyten und Makrophagen und fiihrt zu einer erhdhten Expression
von TGF-f und Kollagen [ Yamamoto amd Nishioka, 2003].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass MCP-1 ausschlieBlich in der Haut der
mit Bleomycin behandelten Tiere nachweisbar war.

Bei der zunéchst durchgefiihrten quantitativen RT-PCR war ein deutliches Signal von MCP-1 in
der Bleomycin-Gruppe sichtbar, wihrend die anderen Gruppen kein Signal oder nur sehr
niedrige Produkt-Peaks zeigten. Da aber die Kontrolle fiir die Analyse der quantitativen RT-PCR
als Referenz notwendig ist, konnte eine Analyse in diesem Fall nicht durchgefiihrt werden.
Aufgrund dieser Tatsache wurde eine semiquantitative RT-PCR mit anschlieBender
Gelelektrophorese durchgefiihrt, in welcher die Expression von MCP-1 ausschlieBlich in der
Bleomycin-Gruppe bestitigt werden konnte. Sowohl die Kontroll-Gruppe als auch die mit
Candesartan oder mit Compound 21 behandelten Tiere zeigten keine oder nur sehr schwache
Banden. ATi-Blockade sowie AT2-Stimulation hemmten also wirksam die Bleoymcin-induzierte
Expression von MCP-1.

Da MCP-1 die Expression von Kollagen induziert [Gharaee-Kermani et al., 1996], konnte die
Reduktion von MCP-1 ein Mechanismus sein, der fiir die in der Histologie nachgewiesenen
niedrigeren Konzentrationen an Kollagen in den beiden Behandlungsgruppen verantwortlich ist.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit einer Publikation von Yamamoto et al., in welchen eine
Bleomycin-induzierte Uberexpression von MCP-1 nach 3 Wochen Behandlung mit Bleomycin
gezeigt werden konnte [ Yamamoto and Nishioka, 2003]. Auch hier war in der Kontroll-Gruppe
kein spezifisches Signal von MCP-1 nachweisbar. Mithilfe von neutralisierenden Antikorpern
gegen MCP-1 konnte die Bleomycin-induzierte Fibrose wirksam gehemmt werden.
Dartiberhinaus zeigten MCP-1-Knock-out-Miuse eine fehlende pathologische Verdnderung der
Kollagenfibrillen mit einer deutlich geringeren Hautdicke nach Behandlung mit Bleoymcin im
Vergleich zu Wild-Typ-Maéusen [Ferreira et al., 2006].

So scheint MCP-1 eine entscheidende Rolle in der Bleomycin-induzierten Fibrose und
Inflammation zu spielen.

In der Haut von Patienten mit SSc konnte ebenfalls eine Uberexpression von MCP-1
nachgewiesen werden, wohingegen in der Haut von gesunden Probanden dieses Chemokin nicht

nachweisbar war [Hasegawa et al., 1999].
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4.2.6 Expression von TGF-$

TGF-B ist ein pro-fibrotischer und pro-inflammatorischer Faktor, welcher die
Fibroblastenproliferation und die Synthese von Kollagen und anderen Bestandteilen der
Extrazellularmatrix stimuliert [Kawakami et al., 1998].

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels Immunoblot eine erhohte Produktion von TGF- 8
durch die Behandlung mit Bleomycin nachgewiesen werden. Mehr noch, dieser Marker war
ausschlieBlich in der Bleomycin-Gruppe nachweisbar. Sowohl die Behandlung mit Candesartan
als auch mit Compound 21 konnten die Bleomycin-induzierte Uberexpression von TGF-B somit
wirksam hemmen.

Bereits in friiheren Studien konnte gezeigt werden, dass Bleomycin sowohl die TGF--mRNA-
Expression als auch die Proteinproduktion in der Haut stimuliert [ Yamamoto et al., 2000].

So stellt TGF-B einen der wichtigsten Mediatoren des fibrotischen Effektes von Bleomycin dar.
Es ist bekannt, dass TGF- als Transkriptionsfaktor wirkt. Auf dem Gen fiir pro-a1(I) Kollagen
konnte ein Promotor-Bindungsprotein fiir TGF-P identifiziert werden, welches verantwortlich ist
fiir die Aktivierung des pro-al(I) Kollagen-Promotors durch Bleomycin. Bei Fehlen oder
Fehlerhaftigkeit dieses Elementes zeigt eine Behandlung mit Bleomycin keinen fibrotischen
Effekt. Somit beruht der fibrotische Effekt von Bleomycin auf der Aktivierung dieses
spezifischen TGF-B-Promotor-Bindungsproteins [King et al., 1994]. Dies wird gestiitzt durch
den Nachweis einer zeitlichen Korrelation der TGF-B-Synthese mit der Kollagen-Produktion: die
Uberexpression von TGF-B-mRNA nach Behandlung mit Bleomycin erfolgt zeitlich vor einer
Erhohung der Prokollagen Typ I- und III-mRNA-Expression [ Westergren-Thorsson et al., 1993].
Eine Behandlung mit neutralisierenden Antikorpern gegen TGF-f verhindert die Entwicklung
einer Fibrose in der Haut [McCormick et al., 1999; Zhang et al., 2003]. Es ist sehr
wahrscheinlich, dass auch Ang II ein Aktivator dieser TGF-B-vermittelten Fibrose sein kann. So
erhohte die Stimulation mit Ang II in in vitro-Versuchen an Fibroblasten sowohl von SSc-
Patienten als auch von gesunden Spendern die Expression von Prokollagen Typ I und TGF-f
[Kawaguchi et al., 2004].

Dabei aktiviert Ang II nicht nur die TGF-B-Expression selbst, sondern stimuliert auch —
unabhingig von TGF-B - die Expression von TGF-B-Rezeptoren auf RNA-Ebene [Siegert et al.,
1999]. Zudem konnte im Rattenmodell der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose die
Uberexpression von TGF-B durch eine orale Behandlung mit den AT1-Antagonisten Candesartan

bzw. Losartan wirksam gehemmt werden [Otsuka et al., 2004; Yao et al., 2006].
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4.2.7 Expression von Kollagen Typ I

Bei der SSc findet eine Uberexpression von Kollagen in der Haut statt. Hierbei handelt es sich
vorwiegend um Kollagen Typ L.

In der vorliegenden Arbeit konnten mittels Immunoblot und Immunhistochemie die Ergebnisse
der histologischen Untersuchungen bestétigt werden. So fiihrte die Behandlung mit Bleomycin in
der Haut der Miuse zu einer deutlich erhohten Expression von Kollagen Typ I und seinen
Vorldufermolekiilen wie Pro-Kollagen.

Dies ist eine bekannte Wirkung von subkutan verabreichtem Bleomycin und spiegelt die
Verianderungen in der Haut von SSc-Patienten wider [ Yamamoto et al., 2000].

Auch hier konnte der anti-fibrotische Effekt sowohl von Candesartan als auch von Compound 21
gezeigt werden. In der Candesartan-Gruppe wurde die Kollagen-Expression sogar unter das
Niveau der Kontroll-Gruppe reguliert. Auch eine Behandlung mit Compound 21 zeigte einen
deutlichen anti-fibrotischen Effekt. Dieser lag allerdings unter der Wirkung von Candesartan.
Der anti-fibrotische Effekt von ATi-Antagonisten konnte bereits mehrfach nachgewiesen
werden. Die vorliegende Arbeit steht im Einklang mit mehreren Studien, in welchen bei Mausen
die orale Gabe (3, 9, 27 mg/kg/d) und bei Ratten die subkutane Injektion (20 mg/kg) des ATi-
Antagonisten Losartan eine Reduktion der Pro-Kollagen und Kollagen-Synthese sowie eine
Hemmung der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose bewirkten [Marshall et al., 2004; Yao et
al., 2006].

Im Gegensatz dazu steht eine weitere Studie, welche im Mausmodell eine unzureichende
Hemmung der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose durch den mit dem Trinkwasser
verabreichten ATi-Antagonisten Losartan (40-50 mg/kg/d oral) zeigte [Keogh et al., 2005].

Die Ursache fiir diese widerspriichliche Datenlange ist noch nicht geklart, kann aber
moglicherweise auf Unterschiede zwischen einzelnen Mausstimmen, unterschiedliche
genetische Hintergriinde und die verschiedenen Applikationsarten und Dosierungen der ATi-

Antagonisten zurlickgefiihrt werden.

4.2.8 Expression von Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9)

Matrixmetalloproteinasen gehdren der Familie der Endopeptidasen an und sind wesentlich am
Ab- bzw. Umbau von extrazelluldrer Matrix beteiligt. Die Aktivitit der MMPs wird durch ihre
Inhibitoren (TIMP: tissue inhibitor of metalloproteinases) kontrolliert. Anderungen in der
Komposition der extrazelluliren Matrix bzw. der Kollagen-Dichte sind daher also nicht nur
durch eine verdnderte Kollagen-Syntheserate moglich, sondern auch durch eine Modifikation des

Kollagen-Abbaus iiber Anderungen der Expression bzw. Aktivitit von MMPs und TIMPs.
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Es konnte gezeigt werden, dass SSc-Patienten im Vergleich zu Gesunden hohere MMP-9-
Serumspiegel aufweisen [Kim et al., 2005; Montagnana et al., 2007]. Bei Sklerodermie-Patienten
korrelieren die Serum-Konzentrationen von MMP-9 mit dem Grad der Hautmanifestation der
Erkrankung. Eine erhohte Expression von MMP-9 und TIMP-1 sind typisch fiir einen
fibrotischen Prozess und Zeichen des kontinuierlichen, erh6hten Turnovers. Auch in der Haut
von Mausen stellt MMP-9 eine wichtige Gelatinase dar.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression von MMP-9-mRNA in
der Bleomycin-Gruppe tendenziell iiber dem Wert der Kontrolle liegt. Dies konnte als Zeichen
eines kontinuierlich erh6hten Turnovers in den untersuchten Hautarealen gedeutet werden.

Die Candesartan-Gruppe zeigte eine hochsignifikant hdhere Expression von MMP-9 im
Vergleich zur Bleomycin-Gruppe, wiahrend eine Behandlung mit Compound 21 ebenfalls zu
einer Erhohung dieses Markers fiihrte, die jedoch statistisch nicht signifikant war. Das
Expressionsniveau der Candesartan-Gruppe lag signifikant iiber dem der mit Compound 21
behandelten Gruppe. Die Uberexpression von MMP-9 in den beiden Behandlungsgruppen
spricht fiir eine erhohte Degradierung von Kollagen in den untersuchten Hautprdparaten. Die
Ergebnisse bestdtigen die morphologisch sichtbaren Verdnderungen der Picrosirius-Rot-Farbung
sowie die Immunhistologie und den Western Blot fiir Kollagen Typ I: Mit allen drei
Analysemethoden war eine Reduktion von Kollagen Typ I in den mit Candesartan und den mit
Compound 21 behandelten Gruppen erkennbar. Die Candesartan-Gruppe, in welcher die MMP-
9-Expression am stdrksten erhoht war, fiel besonders auf durch vorwiegend diinne, locker
verkniipfte Kollagenfibrillen.

Wiéhrend fiir die Haut keine Daten vorliegen, konnte bei der Bleomycin-induzierten
Lungenfibrose bereits eine erhohte Expression von MMP-2 und MMP-9 nachgewiesen werden
[Bakowska and Adamson, 1998, Corbel et al., 2001].

Fibrosierende Erkrankungen anderer Organsysteme, wie Lunge und Leber, gehen ebenfalls mit
erhohten MMP-9-Levels einher [Fukuda et al., 1998; Kossakowska et al., 1998; Hoshino et al.,
1999].

Die Ergebnisse dieser und vorhergehender Studien legen die Vermutung nahe, dass eine erhohte
MMP-9-Expression eng verkniipft ist mit fibrotischem Remodelling.

Fiir den Einfluss einer RAS-Blockade auf Serum-MMPs bzw. TIMP existieren ebenfalls
widerspriichliche Daten, die allerdings alle nicht an SSc-Patienten erhoben wurden. So konnten
durch orale Gabe von ACE-Hemmern oder ATi-Antagonisten die Serumlevels von MMP-9 bei
Patienten mit Hypertonie deutlich gesenkt und die Konzentration des MMP-9-Inhibitors TIMP-1
erhoht werden [Schieffer et al., 2004; Kassiri et al., 2009; Onal et al., 2009]. Im Gegensatz dazu
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stehen Studien, welche unter der Therapie mit ACE-Hemmern eine erhohte Expression von
MMP-1 und eine erniedrigte Expression von TIMP-1 im Serum von Patienten mit Hypertonie
zeigten [Laviades et al., 1998]. Allerdings existiert bisher keine Studie, welche den Einfluss
einer RAS-Blockade auf die MMP- oder TIMP-Expression in Geweben von Patienten untersucht
hat.

Eine mogliche Erkldrung fiir die erhohte Akkumulation von Kollagen in der Bleomycin-Gruppe
trotz erhdhter MMP-9-Konzentration wire die gleichzeitige Uberexpression von TIMP-1, dem
Inhibitor der enzymatischen Aktivitit von MMP-9. Eine erhdhte Expression von TIMP-1 sowohl
bei SSc-Patienten als auch bei einer Behandlung mit Bleomycin konnte durch andere Gruppen
bereits gezeigt werden [Kikuchi et al., 2002; Yamamoto and Nishioka, 2005]. Diese Erh6hung
an TIMP-1 fiihrt durch Hemmung des Kollagen-Abbaus durch MMP-9 zu einer verstirkten

Akkumulation von Kollagen und somit zur Fibrose.

4.3 RAS, Inflammation und Fibrose

Inflammatorische und fibrotische Prozesse sind eng miteinander verkniipft. So wird
beispielsweise MCP-1 von Zellen des Immunsystems gebildet und stimuliert die Produktion von
Kollagen [Gharaee-Kermani et al.,, 1996]. Desweiteren werden auch MMPs von
inflammatorischen Zellen gebildet. Pro-inflammatorische Zytokine, wie IL-6 oder MCP-1,
stimulieren Fibroblasten zur Synthese von MMPs, wobei MMPs selbst wiederum zu einer
inflammatorischen Reaktion fiihren konnen [Van den Steen et al., 2002; Kim et al., 2005]. Einer
der wichtigsten Mediatoren in diesem Regelkreis aus Inflammation und Fibrose ist, wie bereits
dargestellt, TGF-B. TGF-B wird vorwiegend von inflammatorischen Zellen, aber auch von
Fibroblasten selbst gebildet, wirkt chemotaktisch auf Fibroblasten und stimuliert die Synthese
von Kollagen [Westergren-Thorsson et al., 1993].

Es konnte gezeigt werden, dass ATi-Antagonisten im Bleomycin-Modell der Lungenfibrose die
Expression von TGF-§ hemmen [Otsuka et al., 2004].

Ein weiterer Hinweis auf die Beteiligung des RAS bei inflammatorischen und fibrotischen
Vorgingen konnte durch den Nachweis einer erhohten ATi-Rezeptor-Expression in
Alveolarzellen nach intratrachealer Verabreichung von Bleomycin erbracht werden [Otsuka et
al., 2004].

Bei der Chemotaxis inflammatorischer Zellen scheint Ang II ebenfalls eine entscheidende Rolle
zu spielen. So konnte fiir Candesartan ein hemmender Effekt auf die Akkumulation

inflammatorischer Zellen im Bleomycin-Modell der pulmonalen Fibrose nachgewiesen werden
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[Otsuka et al., 2004]. Auch in unserem Modell wurde sowohl durch Candesartan als auch durch
Compound 21 das inflammatorische Infiltrat in den Hautldsionen reduziert.

Beziiglich einer Reduktion der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose konnte bereits eine gute
Wirksamkeit des ATi-Antagonisten Candesartan und anderer ATi-Antagonisten, wie Losartan,
gezeigt werden [Otsuka et al., 2004; Marshall et al., 2004].

In dermalen Fibroblasten bewirkt Ang II tiber den ATi-Rezeptor eine erhdhte Expression von
Kollagen Typ I und III [Min et al., 2004]. Diese Angiotensin-induzierte Uberexpression von
Kollagen konnte mittels ATi-Antagonisten gechemmt werden. In der gleichen Studie konnte
gezeigt werden, dass eine Stimulation des AT2-Rezeptors in Fibroblasten von ATi-Knock-out-
Maiusen zu einer verminderten Expression von Kollagen fiihrt.

So konnte bereits mehrfach ein wirksamer Effekt der Therapie mit ATi-Antagonisten bei
inflammatorischen und fibrotischen Vorgingen in anderen Organsystemen nachgewiesen
werden. Die Wirksamkeit von ATi-Antagonisten und AT2-Agonisten wurde jedoch noch nie in

einem Modell der Sklerodermie getestet.

4.4 Wirksamkeit der pharmakologischen Interferenz mit dem RAS

Die vorliegende Studie konnte eine deutliche Reduktion der durch Bleomycin induzierten,
sklerodermiedhnlichen, kutanen Inflammation und Fibrose durch eine pharmakologische
Interferenz mit dem RAS zeigen. Beziiglich des anti-fibrotischen Effekts war die Blockade des
AT1-Rezeptors wirksamer als die Stimulation des AT2-Rezeptors.

Ob allerdings generell eine ATi-Blockade bessere Wirksamkeit aufweist als eine AT2-
Stimulation bleibt fraglich, da bis heute noch nicht bekannt ist, welche Dosis von Compound 21
aquivalent zu der in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Dosis von Candesartan ist. Hierfiir sind
weitere Untersuchungen notwendig.

Zudem wire es denkbar, dass die Bleomycin-Injektionen eine iiberméfige Aktivierung des RAS
in der Haut induzierten und in dieser Situation eine Hemmung der Ang IlI-vermittelten Effekte
via AT1-Rezeptor eine stiarkere Wirkung zeigt als die Stimulation seines Gegenspielers, des AT2-
Rezeptors. Eine Bleomycin-induzierte Aktivierung des kutanen RAS wire nachweisbar durch
Messung des intrakutanen Ang II.

In der vorliegenden Arbeit wurde auf die Bestimmung der Ang II-Level in der Haut der
behandelten Tiere verzichtet, da die Bestimmung von Ang II technisch du3erst anspruchsvoll ist.
Aber aufgrund der bereits mehrfach nachgewiesenen Wirksamkeit von ATi-Blockern bei der
Bleomycin-induzierten Lungenfibrose [Otsuka et al., 2004; Marshall et al., 2004] und der

Tatsache, dass in in vitro-Versuchen an Alveolarzellen eine zeitabhidngige, Bleomycin-induzierte
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Uberexpression von Angiotensinogen nachgewiesen werden konnte [Li et al., 2003], kann davon
ausgegangen werden, dass die Ang II-Level in den betroffenen Hautarealen erhoht waren.

Dies unterstreicht die Vermutung, dass die scheinbar bessere anti-fibrotische Wirksamkeit einer
ATi-Blockade in der vorliegenden Arbeit auf eine Hemmung des tibermiBig aktivierten RAS
und des somit ilibermdBig stimulierten ATi-Rezeptors zurlickzufiihren ist. Bei dieser
iiberméBigen Aktivierung des RAS konnte auBerdem eine ATi-Blockade zusitzlich zu einer
Stimulation des AT2-Rezeptors fiihren: Durch das Uberangebot an Ang Il und die Hemmung des
ATi-Rezeptors bindet Ang I vermehrt an den AT2-Rezeptor und aktiviert diesen. So wire es
denkbar, dass eine ATi-Blockade gleich zwei Effekte hat: einerseits die Hemmung der weiteren
Stimulation des pro-fibrotisch und pro-inflammatorisch wirkenden ATi-Rezeptors und
andererseits eine vermehrte Aktivierung des AT2-Rezeptors, welcher anti-fibrotische und anti-
inflammatorische Eigenschaften besitzt. Hierflir spricht ebenfalls, dass bei SSc-assoziiertem
Raynaud-Phdanomen eine ATi-Blockade eine scheinbar bessere Wirksamkeit im Vergleich zu
ACE-Hemmern (bei welchen keine indirekte AT2-Stimulation erfolgt) besitzt. So reduzierte eine
15-wochige Behandlung mit Losartan bei SSc-Patienten und bei Patienten mit Raynaud-
Phanomen die Haufigkeit der Attacken und den Schweregrad der Erkrankung, wéhrend eine
Langzeit-Behandlung mit dem ACE-Hemmer Quinapril keinen Effekt zeigte [Dziadzio et al.,
1999; Gliddon et al., 2007].

Trotz der in dieser Arbeit gezeigten therapeutischen Wirksamkeit einer pharmakologischen
Interferenz mit dem RAS im Modell der Sklerodermie, welche sowohl eine Hemmung der
Inflammation als auch der Fibrose umfasst, kann anhand der vorliegenden Arbeit nicht
entschieden werden, ob eine Aktivierung des kutanen RAS eine primére Ursache der SSc ist oder

ob dies nur ein sekundires Phianomen der Erkrankung darstellt.

4.5 Ubertragbarkeit des Modells

Eine weitere Frage ist die Ubertragbarkeit des angewandten Modells auf den Menschen. So stellt
dieses Sklerodermie-Modell nur eine Vereinfachung der sehr komplexen und teilweise noch
nicht verstandenen Pathomechanismen der SSc beim Menschen dar. Das Bleomycin-Modell ist
allerdings trotzdem eines der wenigen anerkannten Modelle einer experimentellen Sklerodermie
und ein Standardmodell zur Testung neuer Therapieansétze [Yamamoto et al., 1999; Murota et
al., 2003; Christner und Jimenez, 2004; Ferreira et al., 2006]

Auch zur Klirung der Frage einer Ubertragbarkeit dieses auf die Haut beschriinkten Modells auf

die systemische SSc sind noch weitere Untersuchungen notwendig.
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4.6 Ausblick

Obwohl die hier vorgelegte Arbeit also noch einige Fragen offen lésst, so zeigt sie doch erstmals
einen eindeutigen therapeutischen Effekt der pharmakologischen Interferenz mit dem RAS durch
ATi-Rezeptor-Blockade und durch AT2-Rezeptor-Stimulation im Modell der SSc. Die in dieser
Arbeit erhobenen Daten unterstiitzen also die Hypothese, dass eine pharmakologische Interferenz
mit dem RAS eine mogliche Therapieoption bei der SSc darstellen konnte. Dies gilt
insbesondere fiir die bereits seit vielen Jahren in der kardiovaskuldren Therapie eingesetzten
ATi-Antagonisten, die sich durch ein sehr giinstiges Risikoprofil auszeichnen und daher eine
gute Ergénzung oder Alternative zu den bisher hdufig bei Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises eingesetzten Pharmaka mit immunsuppressiver Wirkung darstellen kdnnten. Ob
ATi-Rezeptor-Antagonisten tatsdchlich bei der SSc des Menschen wirksam sind, miisste
natiirlich erst noch in klinischen Studien {iberpriift werden.

AT2-Rezeptor-Agonisten befinden sich zurzeit noch in der préaklinischen Entwicklung und bieten

sich daher als eine therapeutische Uberlegung erst fiir die Zukunft an.

Mithilfe der vorliegenden Arbeit konnten so erste Erkenntnisse iiber eine mogliche
therapeutische Wirksamkeit einer Hemmung des ATi- bzw. einer Aktivierung des ATa-
Rezeptors fiir die Behandlung der SSc gewonnen und mogliche neue Therapieansitze der SSc

aufgezeigt werden.
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5 Zusammenfassung

Die systemische Sklerodermie (SSc) ist eine generalisierte Erkrankung noch ungeklirter
Atiologie. Gekennzeichnet ist diese zu den Kollagenosen gehorende Multisystemerkrankung
durch eine Uberproduktion von Kollagen und damit einhergehender Fibrosierung.
Hauptmanifestationsort ist die Haut. Dariiberhinaus sind aber auch Affektionen innerer Organe,
wie Gastrointestinaltrakt, Lunge, Niere und Herz, zu finden. Aufgrund der bisher
unzureichenden Therapiemdéglichkeiten dieser seltenen Erkrankung stellt die SSc noch heute ein
grofles medizinisches Problem dar. Obwohl ATi-Blocker und ACE-Hemmer als Therapie der
ersten Wahl bei renaler Krise im Rahmen der SSc bereits heute therapeutisch eingesetzt werden,
ist eine pharmakologische Interferenz mit dem Renin-Angiotensin-System (RAS) als generelles
Therapiekonzept bei der SSc noch nicht getestet worden. Doch gibt es Hinweise, dass das RAS
sowohl an der fibrotischen als auch an der inflammatorischen Komponente dieser Erkrankung
beteiligt ist. Hierzu gehort die Erkenntnis, dass in der Haut ein lokales RAS existiert, welches
unabhingig von systemischen Einfliissen ist. Wéhrend Angiotensin II (Ang II) iiber seinen am
besten charakterisierten Rezeptor, AT, pro-inflammatorisch und pro-fibrotisch wirkt, zeigt eine
Aktivierung des AT2-Rezeptors gegenteilige Effekte.

Die vorliegende Arbeit beschéiftigt sich mit der Frage, ob eine pharmakologische Interferenz mit
dem RAS, entweder durch Blockade des ATi- oder durch Stimulation des AT2-Rezeptors, als
generelles Therapiekonzept der SSc wirksam ist und ob hierdurch die bei der SSc

charakteristische Fibrose und Inflammation effektiv gehemmt werden kénnen.

Hierzu kam ein etabliertes Modell zur Anwendung, in welchem wiederholte, lokale, subkutane
Injektionen von Bleomycin zu Sklerodermie-dhnlichen Verdnderungen in der Haut fiihren.
Bleomycin (0.1 mg) wurde weiblichen C3/HeJ Maiusen iiber einen Zeitraum von 4 Wochen
jeden 2. Tag subkutan (s.c.) injiziert, Kontrolltiere erhielten Injektionen des Vehikels (NaCl 0.1
ml). Die Behandlung der Tiere erfolgte tiglich entweder mit dem ATi-Rezeptor-Antagonisten
Candesartan (0.1 mg/kg Korpergewicht s.c.) oder mit dem AT2-Rezeptor-Agonisten Compound
21 (0.3 mg/kg Korpergewicht s.c.).

Compound 21 ist ein neuer, selektiver, nicht-peptidischer AT2-Agonist, welcher sich derzeit in

der préaklinischen Entwicklung befindet.
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Nach 28 Tagen Behandlung wurden die Hautareale im Bereich der Injektionen entnommen und
fiir weitere Untersuchungen aufbereitet. Ultradiinne Kryoschnitte der Hautproben wurden
(immun-) histologisch untersucht, die fibrotischen und inflammatorischen Marker per RT-PCR

und Western Blot analysiert.

Die nach 4 Wochen Behandlung mit Bleomycin aufgetretenen fibrotischen und
inflammatorischen Verdnderungen zeigten sich in den histologischen Analysen der HE-Fiarbung
durch eine deutliche Zunahme der Extrazelluldarmatrix mit begleitenden entziindlichen
Infiltraten. Auch die fiir die Sklerodermie typische perivaskuldre Fibrose konnte nachgewiesen
werden. Mithilfe der Picrosirius-Rot-Farbung und der Immunhistologie konnte insbesondere eine
Zunahme an Kollagen Typ I in der Bleomycin-Gruppe gezeigt werden. In der Candesartan- bzw.
Compound 21-Gruppe zeigte sich eine deutliche Reduktion an Extrazellularmatrix, insbesondere
an Kollagen Typ [; inflammatorische Infiltrate waren hier nicht nachweisbar. Die Behandlung
mit ATi-Antagonist bzw. AT2-Agonist zeigte also in den histologischen Untersuchungen einen
anti-fibrotischen und anti-inflammatorischen Effekt.

Die in den histologischen Untersuchungen nachweisbare anti-inflammatorische Wirkung einer
ATi-Blockade bzw. AT2-Stimulation konnte auf mRNA- und Proteinebene bestétigt werden. So
zeigte Interleukin-6 (IL-6) in der Bleomycin-Gruppe ein gesteigertes Expressionsniveau und eine
erhohte Proteinkonzentration im Vergleich zur Kontroll-Gruppe. Candesartan bzw. Compound
21 fiihrten zu einer signifikanten Hemmung der Bleomycin-induzierten Uberexpression und
vermehrten Proteinsynthese dieses in der Pathogenese der SSc so wichtigen Markers.

Der mittels semiquantitativer RT-PCR detektierte pro-fibrotische und pro-inflammatorische
Marker Monocyte-chemoattractant protein-1 (MCP-1) war allein in der Bleomycin-Gruppe
nachweisbar. Die Behandlung mit Candesartan bzw. Compound 21 konnte die Bleomycin-
induzierte Expression von MCP-1 komplett hemmen.

TGF-B, einer der wichtigsten pro-fibrotischen Mediatoren, war auf Proteinebene ebenfalls allein
in der Bleomycin-Gruppe nachweisbar, nicht jedoch in der mit Candesartan bzw. Compound 21
behandelten Gruppe. Auch hier konnte der anti-fibrotische Effekt einer AT1-Blockade bzw. ATa2-
Stimulation bestétigt werden.

Desweiteren konnte die in den histologischen Untersuchungen nachgewiesene Uberexpression
von Kollagen Typ I in der Bleomycin-Gruppe sowie der anti-fibrotische Effekt sowohl von
Candesartan als auch von Compound 21 auf Proteinebene unter Verwendung spezifischer
Antikorper gegen Kollagen Typ I bestdtigt werden. In den beiden Behandlungsgruppen zeigte

sich eine deutliche Reduktion der Kollagen Typ I-Proteinkonzentration.
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Da die reduzierte Expression von Kollagen Typ I sowohl auf einer reduzierten Syntheserate als
auch auf einem vermehrten Abbau beruhen kann, wurde neben der Expression von Kollagen I
und dem die Kollagen-Synthese fordernden TGF-B auch die Expression von
Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9) untersucht, einem Enzym, das fiir den Kollagen-Abbau
malgeblich verantwortlich ist. In der Bleomycin-Gruppe war eine tendenziell erhohte
Expression von MMP-9-mRNA im Vergleich zur Kontroll-Gruppe nachweisbar, wihrend die
Behandlung mit Candesartan bzw. Compound 21 zu einer weiteren, bei Candesartan
signifikanten, Erh6hung der MMP-9-Expression fiihrte.

Die erhohte Degradierung in der Candesartan-Gruppe konnte in den histologischen Schnitten
nachvollzogen werden; die Praparate dieser Gruppe fielen durch {iberwiegend diinnere, weniger

stark vernetzte Kollagenfibrillen, wie sie Kollagen Typ III aufweist, auf.

In der vorliegenden Arbeit konnte sowohl durch Blockade des ATi-Rezeptors als auch durch
Stimulation des AT2-Rezeptors eine deutliche anti-fibrotische und anti-inflammatorische
Wirkung im Rahmen Sklerodermie-dhnlicher Hautverdnderungen erzielt werden. Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit konnten neue Wege in der Therapie fibrotischer Erkrankungen, im
Besonderen der Sklerodermie, aufzeigen. So konnte eine pharmakologische Interferenz mit dem
kutanen RAS, entweder mittels ATi-Blockade oder mittels AT2-Stimulation, einen neuen
Therapieansatz zur Inhibierung der Fibrose und der Inflammation bei SSc darstellen.
Moglicherweise kann dieser Therapieansatz auch dariiber hinausgehend bei anderen

Erkrankungen mit dhnlichen Pathomechanismen Verwendung finden.
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