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Abstrakt

Zusammenfassung

1. Abstrakt

1.1. Abstrakt in Deutsch

Einleitung: Patienten mit Systemischer Sklerose (SSc) besitzen funktionelle
Autoantikorper gegen den Angiotensin |lI-Rezeptor Typ 1 (ATiR) sowie gegen den
Endothelin-1-Rezeptor Typ A (ETaR). In den ausgewdahlten Publikationen werden die
Expression dieser Rezeptoren sowie die ihrer funktionellen Gegenspieler AT2R und
ETsR, deren Zusammenhang mit klinischen Manifestationen der SSc sowie die Uber

diese Rezeptoren vermittelten pathologischen Effekte der Autoantikdrper analysiert.

Methoden: Die Expression von ATiR, ATz2R, ETaR und ETsR von mononukledren Zellen
aus dem peripheren Blut (PBMC) von SSc-Patienten und Gesunden wurde mittels
Durchflusszytometrie bestimmt, mittels Realtime-PCR verifiziert und anschlie3end mit
den klinischen Daten der Patienten verglichen. Aul3erdem wurden PBMC von Patienten
und gesunden Spendern nach Bestimmung der Rezeptorexpression in vitro mit
Immunglobulin G von SSc-Patienten sowie von Gesunden stimuliert. Mittels Enzyme-
linked Immunosorbent Assay [ELISA] wurden anschlieBend verschiedene Zytokine wie
CCL18 im Uberstand der PBMCs bestimmt. Deren Konzentrationen wurden mit dem
klinischen Bild des jeweiligen 1gG-Spenders verglichen und mit der monozytaren

Rezeptorexpression korreliert.

Ergebnisse: PBMC der SSc-Patienten  préasentierten  eine  verédnderte
Rezeptorproteinexpression verglichen mit Gesunden sowie eine erhdhte ATiR/AT2R-
Ratio. Am Krankheitsbeginn bestand die héchste Rezeptorexpression. Die ETAR/ETsR-
Ratio war reduziert bei SSc-Patienten mit Lungenfibrose und zeigte eine negative
Korrelation mit dem die Fibrose wiederspiegelnden modifizierten Hautscore nach
Rodnan. Mit SSc-IgG stimulierte PBMC zeigten signifikant hohere 1L8- und CCL18-
Konzentrationen im Uberstand als die mit IgG von Gesunden stimulierten. Die Sekretion
der Zytokine wurde durch ATiR- und ETaR-Antagonisten reduziert. Die CCL18-
Konzentration korrelierte positiv mit der monozytaren AT1R/AT2R-Ratio sowie negativ mit
der ETAR/ETgR-Ratio. Dartiber hinaus war die CCL18-Sekretion statistisch abh&angig von
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vaskularen Komplikationen des IgG-spendenden Patienten und der Zeit seit Beginn

seiner Lungenfibrose.

Schlussfolgerung: Die Angiotensin- und Endothelin-Rezeptorexpression auf PBMC ist bei

Patienten mit SSc verandert und Kkorreliert mit verschiedenen Manifestationen der
Erkrankung sowie deren Dauer. Die funktionellen ATiR- und ETaR-Autoantikorper
vermitteln Uber diese Rezeptoren pathogene profibrotische Effekte wie die Sekretion von
Zytokinen wie IL-8 und CCL18. Eine besondere Bedeutung scheint auch das Verhaltnis
der Rezeptorsubtypen zu spielen. Hohe monozytare AT1R/AT2R- und niedrige
ETAR/ETsR-Ratios entsprachen der hochsten CCL18-Sekretion nach
Antikdrperstimulation, was auf eine Verbindung zwischen der Rezeptorexpression und
der monozytaren Funktion hinweist. Da Patienten mit Lungenfibrose und hohem
modifizierten Hautscore nach Rodnan eine reduzierte ETAR/ETsR-Ratio zeigten, konnte
die ATR- und ETR-Imbalance die Effekte der funktionellen Autoantikdrper in der
Systemischen Sklerose beeinflussen und somit als Marker fir Krankheitskomplikationen

und therapeutische Optionen dienen.

1.2. Abstrakt in Englisch

Objective: Patients with systemic sclerosis (SSc) present functional autoantibodies
against angiotensin Il receptor type 1 (AT1R) and endothelin-1 receptor type A (ETaR). In
the chosen papers the expression of the respective receptors as well as their functional
counterparts AT2R and ETsR, their correlation with clinical manifestations of SSc and the

autoantibodies’ pathological effects mediated through these receptors was analyzed.

Methods: The expression of ATiR, AT2R, ETaR and ETsR on peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) of SSc patients and healthy donors was measured by flow
cytometry, their expression verified by real-time PCR and then compared with clinical
data. Moreover, PBMC of healthy donors and patients with SSc were in vitro stimulated
with immunglobulin G (IgG) of patients with SSc and healthy donors upon detection of
receptor expression. Afterwards, different cytokines like CCL18 were quantified in the
PBMC supernatants by enzyme-linked immunosorbent assay [ELISA]. Their
concentrations were correlated with receptor expression and compared with the 1gG
donor’s clinical findings.
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Results: PBMC of patients with SSc presented a different receptor expression compared
to age- and sex-matched healthy donors as well as an increased ATiR /AT2R ratio.
Receptor expression was highest at disease onset. ETAR/ETsR was reduced in patients
with lung fibrosis and correlated negatively with the skin fibrosis representing modified
Rodnan skin score. PBMC stimulated with SSc-IgG showed significantly higher IL8 and
CCL18 concentrations in their supernatants than PBMC stimulated with 1gG of healthy
donors. Cytokine secretion was reduced by ATiR and ETaR antagonists. CCL18
concentration correlated positively with the monocytic AT1R/AT2R ratio and negatively
with ETAR/ETgR ratio. Moreover, high CCL18 secretion was associated to the vascular

complications and lung fibrosis onset of the IgG donor.

Conclusion: Angiotensin and endothelin receptor expression is altered in patients with
SSc and high receptor expression is associated with disease manifestations and disease
onset. Functional autoantibodies against ATiR and ETaR mediate through their
respective receptors profibrotic and inflammatory effects like the secretion of cytokines
as CCL18 and IL8. The ratio of the receptor subtypes seems to play a crucial role. High
monocytic AT1R/AT2R and low ETAR/ETgR ratios corresponded to the highest CCL18-
secretion upon autoantibody-stimulation, which points towards a connection between
receptor expression and monocytic function. As patients with lung fibrosis and high
modified Rodnan skin score showed a reduced ETaR/ETeR ratio, ATR and ETR
imbalance might influence the effects of the autoantibodies in SSc and thereby serve as

a marker for disease complications and further therapeutic options.
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2. Einleitung

2.1. Systemische Sklerose
Die Systemische Sklerose (SSc) ist eine heterogene chronisch-entziindliche
rheumatische Erkrankung, die vor allem Frauen betrifft (Verhaltnis 4-14:1)!. Die haufigste
Erstmanifestation ist das Raynaud-Syndrom!. Neben einer Hautfibrose, die mittels
modifiziertem Hautscore nach Rodnan quantifiziert werden kann, zeigt die Mehrheit der
Patienten weitere Organ- und Gefal3manifestationen. So entwickeln mehr als 70% eine
pulmonale Beteiligung, die bis zu einer schwersten Lungenfibrose und pulmonal
arteriellen Hypertonie fuhren kann und heutzutage die haufigste krankheitsbedingte
Todesursache bei SSc-Patienten ist!2.
Drei wesentliche Prozesse scheinen die Pathophysiologie der Systemischen Sklerose zu
bestimmen: [I] eine Stérung der zellularen und humoralen Immunitat, welche mit der
Produktion von Autoantikdrpern einhergeht, [ll] eine mikrovaskulare Dysfunktion sowie
[I1] eine Uberproduktion von extrazellularer Matrix>3. Innerhalb dieser Trias aus
Autoimmunitat, Gewebsfibrose und Vaskulopathie scheinen Entziindungsprozesse vor
allem auch am Beginn der Erkrankung besonders wichtig zu sein und die nachfolgenden
Veranderungen zu initiieren3. Die mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC),
vor allem T-Zellen und Monozyten, von SSc-Patienten infiltrieren das betroffene Gewebe
und tragen somit zur Fibrose bei*. Hierbei differenzieren zirkulierende Monozyten zu
Makrophagen, Kollagen-produzierenden Fibroblasten und Myofibroblasten®®. Bereits die
zirkulierenden Monozyten weisen bei Patienten mit SSc einen fibrogenen, aktivierten
Phanotyp auf und liegen im Blut in erhohter Zahl vor®.
Einer der Marker fir die alternative Aktivierung der Monozyten ist der Chemokine(CC-
Motif)-Ligand 18 (CCL18)’. Dieser vermittelt als profibrotisches Zytokin, das vor allem
von alveolaren Makrophagen, aber auch von Monozyten produziert wird, eine gesteigerte
Kollagenproduktion®. Patienten mit Systemischer Sklerose haben erhohte CCL18-
Konzentrationen im Serum und in der mittels broncho-alveolaren Lavage (BAL)
gewonnenen Flussigkeit®. Hohe CCL18-Level im Serum von Patienten mit SSc sind mit
einer erhohten Inzidenz der interstitiellen Lungenerkrankung und Mortalitat assoziiert®.
Die Therapie der SSc wird dadurch erschwert, dass die genaue Pathophysiologie der
Erkrankung bislang unbekannt ist. Neben der klassischen immunsuppressiven Therapie
mit zum Beispiel Methotrexat oder Cyclophosphamid, wobei letzteres vor allem bei

pulmonaler Beteiligung zum Einsatz kommt, wird aufgrund der hohen Therapie-
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assoziierten Mortalitdt nur in schweren Einzelfdllen eine hamatopoetische
Stammzelltransplantation eingesetzt!®. AuRerdem erméglicht die Identifizierung von
Schlusselmolekilen und —prozessen zunehmend auch den Einsatz einer so genannten
Targeted Therapy, also zielgerichteten Therapie, wie in Form einer Endothelin-

Rezeptorblockade'®1!,

2.2. Angiotensin und Endothelin in der Systemischen Sklerose

Studien, die zeigen, dass Patienten mit SSc von vasoaktiven Therapien profitieren,
bestarken die hypothetische Bedeutung von Angiotensin und Endothelin in der
Pathophysiologie der SSc'®. So konnte durch eine friihzeitige Behandlung mit
Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmern (ACE-Hemmer) bzw. Angiotensin-Rezeptor-
Antagonisten (Sartane) die Mortalitat der Patienten durch renale Krisen deutlich
verringert werden. Endothelin-Rezeptor-Blocker wie Bosentan vermindern das Auftreten
neuer digitaler Ulzera und verbessern die Prognose und Hamodynamik von Patienten mit
pulmonal arterieller Hypertonie'®.

Patienten mit SSc haben erhéhte Serumlevel der vasoaktiven Peptide Angiotensin Il und
Endothelin-1, die ihre Effekte Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren vermittelni?13,
Angiotensin wirkt Uber die hochaffinen Rezeptorsubtypen ATiR und AT2R. Wahrend die
Bindung an ATiR zu Entziindung, Fibrose und Apoptose fiihren kann, werden dem als
funktionellen Gegenspieler betrachteten AT2R regenerative und das Gewebe schitzende
Effekte zugesprochen!®. Auch Endothelin-1 vermittelt seine Effekte Uber zwei
Rezeptoren!®, Die Stimulation von ETaR resultiert in einer Vasokonstriktion, ETsR
hingegen ist in der Lage, sowohl eine Vasodilatation als auch eine Vasokonstriktion zu
vermitteln®. Uber beide Endothelinrezeptoren scheint es zu einem Gewebsremodelling
tber Fibrose, Inflammation, Hypertrophie und Apoptose zu kommen?3. Die zum groRten
Teil gegensatzlichen tber die verschiedenen Rezeptorsubtypen vermittelten Wirkungen
fuhren dazu, dass Verdnderungen im jeweiligen Verhaltnis der Rezeptorsubtypen, also
der ATiR/AT2R- bzw der ETAR/ETsR-Ratio, in einer modifizierten Antwort auf eine
Stimulation bzw. einer veranderten Signaltransduktion resultieren'6.17,

Neben dieser allgemeinen Aktivierung der Angiotensin- und Endothelin-Achse besitzen
Patienten mit SSc erhohte Serumtiter von funktionellen Autoantikdrpern gegen
Angiotensin Il Rezeptor Typ 1 (AT1R) und Endothelin-1 Rezeptor Typ A (ETAR)!8. Dabei
sind hohere Antikorpertiter mit schwerwiegenden Krankheitsmanifestationen wie der
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pulmonal arteriellen Hypertonie, der Lungenfibrose und digitalen Ulzera sowie einer
erhéhten Mortalitat assoziiert!8.

2.3. Zielstellungen
Ziel der vorliegenden Publikationen war es, die Bedeutung der funktionellen
Autoantikorper, vor allem die gegen AT1iR und ETaR gerichteten, fur die Pathophysiologie
der Systemischen Sklerose weiter zu erforschen. Dazu wurde ein besonderes
Augenmerk auf die Expression der vaskularen Rezeptoren und die Uber diese
vermittelten Effekte gelegt.
Dabei war es die Zielstellung der Publikation 1 (Gunther et al, Arthritis Research and
Therapy 2014), zunachst die Expression von ATiR und ETaR auf den Immunzellen des
peripheren Blutes von Patienten mit SSc im Vergleich zu Gesunden sowie deren
Assoziation zu Organmanifestationen zu untersuchen. Des Weiteren sollte analysiert
werden, ob die Autoantikérper Uber diese Rezeptoren die zirkulierenden Immunzellen
aktivieren und welche Effekte eine derartige Stimulation bewirkt.
Neben den Autoantikérpern gegen AT1R und ETaR sind zahlreiche weitere Antikérper bei
Patienten mit Systemischer Sklerose beschrieben worden'®?9, Die Publikation 2
(Gunther et al, Seminars in Immunopathology 2015) sollte einen aktuellen Uberblick tiber
die, vor allem in der Forschung der letzten Jahre verstarkt im Fokus stehenden,
funktionellen Autoantikdrper und deren Bedeutung in der Pathophysiologie und
Krankheitsexpression der Systemischen Sklerose geben. Dartiber hinaus wurde
abermals die Expression der vaskuldren Rezeptoren in einer grof3eren Patientenkohorte
auf T-Zellen sowie den Einfluss von konventioneller immunsuppressiver Therapie wie
Cyclophosphamid und neueren therapeutischen Ansatzen wie der
Stammzelltransplantation auf die AT1R- und ETaR-Autoantikorpertiter untersucht.
In der Publikation 3 (Rademacher et al, Journal of Rheumatology 2016) wurde die
Expression der Angiotensin- und Endothelin-Rezeptoren auf Monozyten analysiert, da
diese, wie wir in der ersten Publikation und andere Gruppen zeigen konnten, die héchste
Rezeptorexpression verglichen mit anderen PBMC zeigen?!. Hierbei analysierten wir
neben ATiR und ETaR auch deren funktionelle Gegenspieler AT2R und ETsR sowie die
entsprechende Ratio an einer gréf3eren Patientenkohorte. AuRerdem untersuchten wir
die funktionelle Bedeutung dieser vier vaskuldren Rezeptoren bzw. deren Verhaltnis

zueinander anhand von Stimulationsexperimenten mit ATiR- und ETaR-Autoantikérpern.

10
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3. Methodik

3.1. Gewinnung und Isolierung der PBMC

In die Studien eingeschlossen wurden SSc-Patienten entsprechend der EULAR/ACR-
Klassifikation von 201322 sowie alters- und geschlechtsgematchte gesunde Spender.
Nach ausfuhrlicher Aufklarung und Einverstandniserklarung auf Grundlage der Vota
EA1/042/09, EA1/013/05 und EA1/160/10 der Ethikkomission der Charité wurde Blut
abgenommen. Das klinische Assessment der Patienten erfolgte nach den
EUSTAR(EULAR Scleroderma Trials and Research Group)-Standardprotokollen?3. Eine
Lungenfibrose wurde mittels hochauflosender Computertomographie diagnostiziert.

Anschliel3end wurden zunachst die mononukleéren Zellen des peripheren Blutes (PBMC)
mittels Dichtegradientenzentrifugation mit dem Trennmedium LSM 1077 (PAA

Laboratories, Osterreich) sowie einer Erythrozyten-Lyse isoliert.

3.2. Durchflusszytometrie

3.2.1. Extra- und intrazellulare Farbung

Um unspezifische Bindung der Antikdrper zu verhindern, wurden die isolierten PBMC
zunachst in 1:10 verdunntem Flebogamma, gepoolten humanen Immunglobulinen
(Grifolds, Spanien), inkubiert. Zwischen allen nun folgenden Schritten wurden die Zellen
jeweils mit den entsprechenden Puffern gewaschen. Je eine Million Zellen wurden dann
in 100ul der CD-Oberflachenantikdrper (Tabelle 3.) in PBS/BSA gefarbt.

Anti- | Fluoro- | Verdin- | Spezies | Klon | Hersteller Antikérper Verdiin- | Hersteller | Katalognr.
korper | chrom nung nung
CD3 APC 1:100 Maus UCHT1 | DRFZ AT1R polyklonal | 1:50 abcam ab124505
Cy5 1:300
CD4 APC- 1:200 Maus RPA- BioLegend AT1R polyklonal | 1:100 Santa Cruz | sc-1173
Cy7 T4
CD8 FITC 1:400 Maus GN11/ | DRFZ AT2R polyklonal | 1:250 Santa Cruz | sc-9040
134D7
CD19 |PE 1:50/ Maus BU12 DRFZ ETAR polyklonal | 1:100 Santa Cruz | sc-33535
1:200
CD14 | PE-Cy7 | 1:200 Maus HCD14 | BioLegend ETBR monoklonal | 1:250 abcam ab129102
Sekun- | CFL405 | 1:100 Ziege Sc- SantaCruz Isotyp 1 1:100 Santa Cruz | sc-3888
darer 362252 1:250
Isotyp 2 1:50 abcam ab27478
1:250
Tabelle 3.1 Fluorochrom-konjugierte Antikdrper Tabelle 3.2 Primare Antikorper, alle Hasen-1gG

Die oberflachenmarkierten PBMC wurden mit 4% Formaldehyd fixiert und mit 0,5%
Saponin permeabilisiert. Anschlieend wurden die intrazellularen unspezifischen
Bindungsstellen mit Flebogamma blockiert, bevor die PBMC zur intrazellularen Farbung

in 50ul des jeweiligen primaren Antikdrpers bzw. der Isotypenkontrollen (Tabelle 3.2) in

11
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PBS/BSA/Saponin 0,5% fur 1h bei 4°C inkubiert wurden. Dann wurde der sekundare
Antikorper (Anti-Hase-IgG) fur 45min ebenfalls bei 4°C inkubiert.

3.2.2. Durchflusszytometrie und Auswertung der Daten

Die Daten wurden an MACS Quant Duchflusszytometern (Miltenyi Biotec, Deutschland)

sowie dem FACS LSR Il ,Fozzie“ (BD Bioscience, USA) erhoben, die Auswertung erfolgte

mittels FlowJo 7.6.5. Software (Tree Star, USA). Zunachst wurde die Analyse auf die

verschiedenen Leukozytenpopulationen, die mittels direkter Immunfluoreszenz markiert

wurden, eingeschrankt. Das so genannte Gating erfolgte wie in Abbildung 3.1 dargestellt.

Somit konnten folgende Populationen getrennt analysiert werden: T-Zellen (CD3+

Lymphozyten) und die Subgruppen T-Helferzellen (CD4+) und zytotoxische T-Zellen
(CD8+), B-Zellen (CD19+ Lymphozyten) sowie Monozyten (CD14+).
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Abb. 3.1 Gating und Ermittlung der Rezeptordichte am Beispiel der Probe eines Patienten fur AT1R
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Die Proteinexpression der Rezeptoren wurde anschliel3end auf folgenden zwei Wegen
bestimmt: Zum einen analysierten wir die Rezeptordichte auf den Zellen Uber das
Verhéltnis der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFI) der rezeptormarkierten Probe zur
Isotypenkontrolle (Abb. 3.1). Zum anderen ermittelten wir die Frequenz der

rezeptorpositiven Zellen ebenfalls fur die einzelnen Leukozytenpopulationen (Abb. 3.2).

250K 250K
200K 200K
150K 150K
O 1 1
(D 4

w ] ]
100K 100K
50K 50K

1 Isotyp 2 Verdinnung 1:50 ] AT,R Verdunnung 1:50

0] 0
B 1' L 2' L 3' T 4' BRI 5' LA IR L I L I RLLLL L L
10 10 10 10 10 0 102 10° 10? 107

CFL405

Abb. 3.2 Ermittlung der Frequenz der Rezeptorpositiven Zellen am Beispiel des ATiR auf CD14+
Monozyten. FSC forward scatter, CFL405 Cruz Fluor™ 405.

3.3. PCR

Aus jeweils 5 Millionen zuvor isolierten PBMC wurde die RNA mittels NucleoSpin® RNAII-
Kit (Macherey-Nagel, Deutschland) extrahiert und anschlie3end durch die Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase (Promega, Deutschland) in cDNA
umgeschrieben. Mittels quantitativer Real-Time PCR (MxPro-Mx3005P (Stratagene,
Europe)) unter Verwendung der in Tabelle 3.1 aufgefiihrten Primer (designt mit Primer
Express Software (Applied Biosystems)) wurde die relative Expression der Rezeptor-
MRNA im Verhaltnis zum Housekeeper Gen des Eukaryotic translation elongation factor
l-alpha 1 (EF1A1) bestimmit.

Primer Sequenz Forward Sequenz Reverse gl:(rj%iu(lgti;)
AT1R (AGTR1) | 5TTC-AGC-CAG-CGT-CAG-TTT-CA% 5'GGC-GGG-ACT-TCA-TTG-GGT3’ 100
AT2R (AGTR2) | 5CAT-TGA-CCT-GGC-ACT-TCC-TT3’ 5'’AAA-CAC-ACT-GCG-GAG-CTT-CT3 115
ETAR (EDNRA) | 5CAC-AGA-GCT-CAG-CTT-CCT-GGT-TA3’ | 5GTA-ATT-TTA-GTC-TGC-TGG-GCA-ATA-G3 101
ETBR (EDRNB) | 5TTG-TGT-CCT-GCC-TTG-TGT-TC3’ 5’ GGA-TGT-CAA-TGA-CGA-TGT-GC3’ 150

EF1A1 5'GTT-GAT-ATG-GTT-CCT-GGC-AAG-C3’ 5'GCC-AGC-TCC-AGC-AGC-CTT-C3’ 144

Tabelle 3.1 Humane Primer. bp Basenpaare.
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3.4. In-vitro IgG-Stimulation

PBMC von elf gesunden Spendern und zehn SSc-Patienten (Table 1, Publikation 3)
wurden wie unter 3.1 beschrieben unter sterilen Bedingungen isoliert. Je 5 Millionen
PBMC wurden fir RNA- und Durchflusszytometrie-Analysen verwendet. Die restlichen
PBMC wurden in Konzentrationen von 1,5 Millionen Zellen/mL in RPMI1640 Medium mit
Glutamax(Life technologies, USA), 1%IlgG freiem FCS, Penicillin 100U/mL und
Streptomycin ~ 100ug/mL  (alle PAA Laboratories, Pasching, Austria) in
feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare (5%CO2; 37°C) kultiviert. Unspezifische
Bindungsstellen wurden mit Flebogamma 1:10 blockiert. Die PBMC wurden mit 1mg/mL
gepooltem IgG von 9 SSc-Patienten oder 5 HD fur 8 Stunden stimuliert. Unstimulierte
PBMC von jedem Spender dienten als Kontrollen. Das IgG war zuvor per Protein-G-
Sepharose-Chromatographie und Dialyse aus Serumproben aufgereinigt worden und
enthielt Autoantikérper gegen ATiR und ETAR?. Aus den Zellkultur-Uberstanden der
PBMC wurden anschlieend mittels Sandwich-ELISA die Zytokine IL-8 (mit dem anti-
humanen IL-8 Capture-Antikbérper H8A5 und Biotin-gekoppelter Detektionsantikérper
EBN1 (beide BioLegend, USA)) und CCL-18 bestimmt (mit kommerziell erwerblichem
ELISA (R&D Systems, Minneapolis, USA). Die Adsorption wurde bei 450nm mittels
Spectramax190 Microplate Reader gemessen und mit der SoftMaxPro v5 Software
ausgewertet (beide Molecular Devices, USA).

3.5. Bestimmung der Autoantikdrpertiter
Die AT1R- und ETaR-Autoantikorpertiter der Seren von Patienten und Gesunden sowie
der isolierten, aufgereinigten lgG-Proben wurden von der Firma CellTrend GmbH
(Luckenwalde, Deutschland) im Rahmen einer bestehenden Kooperation mittles ELISA
(One Lambda, USA) ermittelt!s.

3.6. Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Prism5 Software (Graphpad Inc, USA). Da
die erhobenen Daten nicht der Gaul¥’'schen Normalverteilung entsprachen, wurden
Spearman Rangkorrelationen, Man-Whitney-U-Test und Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test verwendet. Ein p-Wert<0.05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung des Patientenkollektivs
Die Untersuchung der Rezeptorexpression von Patienten mit SSc und gesunden
Spendern erfolgte in zwei Studien, die jeweils andere Patientenkohorten betrachteten. In
der Publikation 1 wurden 18 Patienten und 14 alters- und geschlechtsgematchte
Gesunde untersucht. In die darauffolgende zweite Studie wurden 39 Patienten
eingeschlossen (Patientencharakteristik siehe Table 1, Publikation 3), von denen
zunéchst in der Publikation 2 eine Subgruppe von 29 Patienten analysiert wurde.

4.2. Analyse der Proteinexpression der vaskularen Rezeptoren
Die Proteinexpression von ATiR, AT2R, ETAR und ETsR auf den PBMC wurde mittels
Durchflusszytometrie quantitativ untersucht und die Rezeptorexpression der PBMC

mittels PCR verifiziert.

4.2.1. Vergleich der Rezeptorproteinexpression von Patienten und Gesunden

Wahrend die erste untersuchte Patientenkohorte eine im Vergleich zu gesunden
Spendern verringerte Expression von ATiR und ETaR auf T-Zellen, B-Zellen und
Monozyten zeigte (Figure 1, Publikation 1), hatten die in die zweite, grof3ere Kohorte
eingeschlossenen Patienten eine hohere Expression aller vier untersuchten Rezeptoren
auf T-Zellen (Figure 1, Publikation 2) und Monozyten (Supplementary Figure 2,
Publikation 3). Dartber hinaus konnten wir in der zweiten Kohorte das Verhaltnis der
beiden Angiotensin- und der Endothelin-Rezeptoren analysieren. Hierbei zeigten
Patienten mit SSc im Vergleich zu Gesunden eine h6here Ratio der AT1R/AT2R-positiven
Monozyten (Publikation 3, Figure 1A), wohingegen sich die ETaAR/ETsR-Ratio nicht

unterschied.

4.2.2. Publikation 1: Zusammenhang mit Alter, Geschlecht und Krankheitsdauer

Gesunde Spender zeigten anders als die Patienten zum einen eine negative Korrelation
der ATi1R-Expression auf Monozyten und B-Zellen sowie der ETaR-Expression auf B-
Zellen mit dem Alter. Zum anderen hatten gesunde Frauen eine hohere
Rezeptorproteinexpression als gesunde Manner. Bei den SSc-Patienten korrelierte die
Frequenz AT:iR-positiver Monozyten negativ mit der Zeit seit dem Beginn sowohl des
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Raynaud-Syndroms als auch seit dem Auftreten des ersten Nicht-Raynaud-Symptoms
der Erkrankung (Figure 2, Publikation 1).

4.2.3. Publikation 2: Zusammenhang mit der Klinik der SSc-Patienten

In der Publikation 2 wurde die Rezeptorexpression auf den T-Zellen der Patienten
untersucht. Hierbei zeigten auch die Patienten der grof3eren Kohorte wie in Publikation 1
eine negative Korrelation mit der Krankheitsdauer (AT1R-Expression auf T-Helferzellen
mit der Zeit seit Erstdiagnose sowie ETaR-Expression auf T-Killerzellen mit der Zeit seit
Beginn des Raynaud-Syndroms, Figure 2C,D, Publikation 2). Die AT2R und die ETaR-
Expression unterschieden sich signifikant zwischen den Patienten mit verschiedenen
Formen der SSc, wobei Patienten mit limitierter kutaner SSc einen geringeren
prozentualen Anteil von rezeptorpositiven T-Zellen als Patienten mit diffuser kutaner SSc
hatten (Figure 1D, Publikation 2). Auch Patienten mit zum Zeitpunkt der Untersuchung
aktiver Krankheit (gemessen mit einem EUSTAR-AKktivitatsindex?® von mindestens 3)
zeigten einen statistischen Trend fur eine hdhere AT:i-Rezeptordichte (Figure 1C,
Publikation 2).

4.2.4. Publikation 3: Monozytare Rezeptor Imbalance

Im Fokus dieser Publikation stand das Verhaltnis der jeweiligen funktionellen
Gegenspieler ATiR und AT2R bzw. ETAR und ETsR. Die Monozyten der SSc-Patienten
mit Lungenfibrose zeigten eine erhdhte ETsR-Expression und eine reduzierte ETAR/ETsR
Ratio verglichen mit den Patienten ohne diese Organmanifestation (Figure 1C,
Publikation 3). AufRerdem korrelierte die ETAR/ETsR-Ratio negativ mit dem modifizierten

Hautscore nach Rodnan (mRSS, Figure 1D, Publikation 3).

4.3. Autoantikorper-Wirkung auf PBMC
PBMC von Gesunden und Patienten mit SSc exprimieren AT:R und ETaR sowie ihre
funktionellen Gegenspieler. Aufgereinigtes IgG von Patienten mit SSc besteht u.a. aus
Autoantikdrpern gegen diese vaskularen Rezeptoren, was Uber eine Bestimmung der
jeweiligen Antikorper-Titer im Rahmen der Kooperation von Celltrend, Luckenwalde,
verifiziert wurde'®. Um die Wirkung dieser stimulierenden Autoantikérper auf die PBMC

zu untersuchen, wurden die Zellen in vitro mit IgG von Patienten und Gesunden stimuliert.

16



Ergebnisse

4.3.1. Publikation 1: Rezeptorvermittelte CCL18-Sekretion

Die Stimulation von PBMC gesunder Spender mit IgG von SSc-Patienten fuhrte zu einer
signifikant hoheren Sekretion der profibrotischen Zytokine CCL18 und IL8 als eine
Stimulation mit IgG von gesunden Spendern (Figure 4 D,E, Publikation 1). Die Sekretion
wurde durch die Rezeptorantagonisten Valsartan (AT1R-Blocker) und Sitaxsentan (ETaR-
Blocker) jeweils signifikant reduziert, fur CCL18 um 29% durch Valsartan und 65% durch
Sitaxsentan (Figure 5, Publikation 1). Die Konzentrationen der Zytokine in den
Uberstanden der PBMC korrelierten mit bestimmten klinischen Manifestationen der SSc-
Patienten, aus deren Serum das jeweilige zur Stimulation verwendete 1gG aufgereinigt
wurde. So zeigte sich fur die CCL18-Konzentration eine negative Korrelation mit der Zeit
seit Beginn der Lungenfibrose der IgG-Spender (Figure 7A, Publikation 1). Aul3erdem
induzierte IgG von den Patienten mit vaskularen Komplikationen, also Digitalen Ulzera,
pulmonal arterieller Hypertonie und oder renaler Krise, eine hthere CCL18-Sekretion
(Figure 7B, Publikation 1).

4.3.2. Publikation 3: Rezeptor Imbalance beeinflusst CCL18-Sekretion

PBMC sowohl von gesunden Spendern als auch von SSc-Patienten lie3en sich mit IgG
von Patienten (SSc-lgG) zu hodherer CCL18-Sekretion stimulieren als mit 1gG von
Gesunden (HD-IgG). Bei der Stimulation mit SSc-IgG sezernierten PBMC von Gesunden
wiederum hohere CCL18-Konzentrationen verglichen mit PBMC von Patienten,
wohingegen es bei HD-1gG keinen Unterschied gab (Figure 1B, Publikation 3).

Auch die Expression und das Verhaltnis der Rezeptor-Subtypen auf den Monozyten
hangen offenbar mit der tber die funktionellen Autoantikérper vermittelten Sekretion von
CCL18 zusammen. Die Ratio der ATiR- zu den AT2R-positiven Monozyten korrelierte
positiv mit den CCL18-Konzentrationen der PBMC-Uberstande nach Stimulation sowohl
mit HD-IgG als auch mit SSc-lgG. Im Gegensatz dazu ergab sich eine negative
Korrelation zwischen der CCI18-Konzentration und der Ratio aus ETaAR- und ETsR-

positiver Monozyten (Figure 2, Publikation 3).

4.4. Therapieeffekte auf Autoantikodrpertiter
Die therapeutischen Optionen zur Behandlung der SSc sind vielseitig und deren
Auswirkung auf den Titer der pathogenen Autoantikorper weitestgehend unbekannt.

Cyclophosphamid-Boli beeinflussten die ATiR- und ETaR-Autoantikdrper der einzelnen
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behandelten Patienten nicht signifikant. Allerdings hatten die von der Therapie
profitierenden Patienten bereits zu Therapiebeginn niedrigere Antikorpertiter als die Non-
Responder (Figure 3, Publikation 2). Auch 11 SSc-Patienten, die eine hamatopoetische
Stammzelltransplantation erhielten, wurden hinsichtlich ihrer Autoantikérpertiter
untersucht. Nur bei 4 dieser 11 Patienten fielen die Titer nach der Therapie ab (Figure 4,
Publikation 2).

5. Diskussion
Die Immunzellen des peripheren Blutes von Patienten mit Systemischer Sklerose und
gesunden Spendern exprimieren ATi- und ETa-Rezeptoren sowie ihre funktionellen
Gegenspieler AT2R und ETsR. Die Rezeptorexpression korreliert dabei mit
verschiedenen Krankheitsmanifestationen. Gegen ATiR und ETaR gerichtete
Autoantikorper vermitteln Uber diese Rezeptoren Effekte wie die Sekretion des
profibrotischen Zytokins CCL18. Diese sind wiederum abhangig vom Verhéltnis der

jeweiligen Rezeptoren untereinander, also der Ratio aus AT1R/AT2R und ETAR/ETsR.

5.1. Angiotensin- und Endothelin-Rezeptorexpression

In den untersuchten Kohorten unterschied sich die Rezeptorexpression von SSc-
Patienten und Gesunden. Die Patienten der ersten Studie zeigten eine niedrigere
Expression als alters- und geschlechtsgematchte gesunde Spender, die Patienten der
grofReren Kohorte hingegen eine hohere Expression. Hierbei wiesen diejenigen Patienten
die hochste Rezeptorexpression auf, die sich am Beginn ihrer Erkrankung befanden, eine
Lungenfibrose, eine schwerere Hautfibrose oder eine besonders aktive Erkrankung
hatten. Somit kdnnte der Unterschied zwischen den beiden Kohorten darin begriindet
sein, dass die zweite Studie mehr Patienten mit aktiver Krankheit (mittlerer EUSTAR-
Aktivitatsindex?® von 1,2 gegenuber 0,3 in der ersten Studie) und schwerwiegenden
Organmanifestationen wie der Lungenfibrose (59% der Patienten versus 39%)
einschloss.

Tinazzi et al hingegen beobachteten in der von ihnen untersuchten Kohorte keine
Unterschiede in der Endothelin-Rezeptorexpression auf Immunzellen zwischen Patienten
mit SSc und Gesunden?®, was ebenfalls durch die Heterogenitat der Krankheit begriindet
sein konnte. Auch andere Gruppen beschrieben eine veranderte Angiotensin und

Endothelin-Rezeptorexpression in der Systemischen Sklerose. So wurde Uber eine
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erhohte Anzahl von ATiR- und ATz2R-positiven Zellen in Lungen von SSc-Patienten mit
aktiver Lungenfibrose berichtet?’. In Haut- und Lungengewebe von Patienten mit SSc
wurden ebenfalls eine erhdhte Endothelin-1-Rezeptorexpression verglichen mit
Gesunden beschrieben?8:2°,

Die Rezeptorexpression war auf3erdem von der klinischen Manifestation der SSc und der
Krankheitsdauer abhangig. Die hohe Rezeptorexpression, vor allem von ATiR und ETAR
zu Krankheitsbeginn und ebenso von ETsR zu Beginn der Manifestation einer
Lungenfibrose konnte Zeichen eines hohen Aktivierungspotentials durch die
entsprechenden Autoantikérper sein.

Die Rezeptor-Hochregulation ware somit ein Merkmal von friher sowie aktiver

Erkrankung und schwerwiegenden Organmanifestationen.

5.2. Imbalance der Angiotensin- und Endothelin-Rezeptorisotypen
Unterschiede in der Expression der beiden Endothelin-Rezeptoren sowie deren
Verhéltnis zueinander beeinflussen die Effekte von Endothelin-17-3°, Wie wir in der
Publikation 3 zeigen konnten, verandern sie auf3erdem auch die Antwort der Monozyten
auf eine Stimulation mit den gegen diese vaskularen Rezeptoren gerichteten
funktionellen Autoantikbrpern. In Lungengewebe von SSc-Patienten mit aktiver
Lungenfibrose wurde eine hohere totale Endothelin-Rezeptor-mRNA-Expression
gefunden, wobei die ETAR-mRNA-Level reduziert, die ETsR-mRNA hingegen deutlich
erhoht waren?®, Dies entspricht unserer Beobachtung einer erhdhten ETsR-Expression
und einer reduzierten ETAR/ETeR Ratio bei Patienten mit einer Lungenfibrose (Figure
1C, Publikation 3). Des Weiteren korrelierte die ETAR/ETsR-Ratio negativ mit dem
modifizierten Hautscore nach Rodnan (mRSS, Figure 1D, Publikation 3).

Patienten mit SSc prasentierten eine Imbalance der Angiotensin-Rezeptoren auf
Monozyten, verglichen mit Gesunden hatten sie eine hthere ATiR/AT2R-Ratio (Figure
1A, Publikation 3). Das Uberwiegen des AT:iR, welcher profibrotische Effekte wie eine
Angiogenese, die Rekrutierung von Entzindungszellen, eine allgemeine zellulare
Proliferation sowie die Produktion von extrazellularer Matrix vermittelt, gegeniiber dem
eher gewebsprotektiven AT2R als funktionellem Gegenspieler konnte zur SSc-
assoziierten Fibrose beitragen3'. Daflir spricht auch die positive Korrelation des
sezernierten CCL18 mit der monozytaren AT1R/AT2R-Ratio (Figure 2A,B, Publikation 3).
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5.3. Rezeptorvermittelte Effekte der Autoantikorper

Immunglobulin G von SSc-Patienten, das ATiR- und ETaR-Autoantikbrper enthalt,
stimulierte PBMC zu einer signifikant héheren Sekretion von Zytokinen wie IL-8 und
CCL18 als IgG von Gesunden (Figure 4D,E, 1.Publikation). Die jeweilige IgG-Stimulation
fuhrte bei PBMC von gesunden Spendern zu einer hoheren CCL18-Konzentration in den
Uberstanden als bei PBMC von SSc-Patienten (Figure 1C, Figure 3, Publikation 3). Dies
kénnte darin begrindet sein, dass die Zellen der Patienten mit SSc bereits in vivo von
zirkulierenden Autoantikdrpern der jeweiligen Patienten stimuliert werden und es somit
zu einer Desensibilisierung der Rezeptoren kommt. Auch konnten die Zellen der
gesunden Spender eine hohere Menge bereits gespeicherten CCL18 besitzen, welches
sie dann auf den ungewohnten Stimulationsreiz sezernieren, fir den sie zusatzlich auch
vulnerabler sind'®7. Dies ware auch eine mégliche Erklarung daftr, warum die jeweiligen
CCL18-Konzentrationen eine starkere Korrelation zu der monozytaren Angiotensin- und
Endothelin-Rezeptor-Ratio von Gesunden als derjenigen von SSc-Patienten zeigten.

Hohere AT1R/AT2R- sowie im Gegensatz dazu niedrigere ETaAR/ETsR-Ratio entsprachen
den hochsten CCL18-Konzentrationen in den Uberstanden der mit I1gG stimulierten
PBMC. Dies kénnte auf einen Zusammenhang zwischen dem Rezeptorungleichgewicht,
wie wir es bei Patienten mit SSc bzw. mit Lungen- und Hautfibrose beobachteten, und

der monozytaren Funktion hinweisen.

5.4. Funktionelle Autoantikdrper in der Systemischen Sklerose

Neben Autoantikbrpern gegen ATiR und ETaR besitzen Patienten mit Systemischer
Sklerose weitere gegen verschiedenste Strukturen gerichtete Antikdrper. Wahrend einige
wie die antinukle&ren Autoantikdrper (ANA) zur Diagnosestellung und Differenzierung der
verschiedenen Formen und Organmanifestationen genutzt werden, scheinen andere
Autoantikérper zur Entstehung der Erkrankung beizutragen?. Einige dieser so
genannten pathogenen Autoantikdrper sind auf3erdem funktionell, wenn sie nach unserer
Definition (Publikation 2) durch direkte Interaktion mit ihnrem Antigen zu einer, auf3erdem
im experimentellen Setting reproduzierbaren, Stimulation oder Inhibierung eines
nachgeschalteten molekularen Signalweges fuhren. In der Systemischen Sklerose ist
dies beschrieben fir Autoantikdrper gegen den Platelet-derived Growth Factor-
Rezeptor(PDGFR), gegen den Ostrogen-Rezeptor(ER), Muskarinrezeptor Typ 3(MzR),
gegen Endothelzellen(AECA), gegen Fibroblasten(AFA) und gegen den ATiR und ETaR
(Publikation 2). Weder Cyclophosphamid- noch Stammzelltherapie hatte einen
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signifikanten Effekt auf die AT1R und ETAR-Auoantikorpertiter, allerdings zeigten die
Responder auf eine Cyclophoshamidtherapie bereits vor Therapiebeginn eine niedrigere
Rezeptorexpression, die Unterschiede waren jedoch — vermutlich der niedrigen Anzahl
geschuldet — nicht signifikant. Jedoch kdnnten Autoantikodrpertiter eventuell helfen, das
Therapieansprechen vorauszusagen, falls weitere Analysen und Uberprifungen diese
Assoziation bestatigen.

5.5. Limitationen und Ausblick

Die wesentlichen Limitationen unserer Studien sind die niedrige Anzahl der
eingeschlossenen Patienten, vor allem der Patienten mit aktiver Erkrankung, sowie die
Tatsache, dass die Messungen der Rezeptorexpressionen nur an jeweils einem Zeitpunkt
erfolgten. Es ware nun interessant, den Verlauf der Rezeptorexpressionen einzelner
Patienten zu analysieren. So kdénnte untersucht werden, ob die negative Korrelation der
Rezeptorexpression mit der Krankheitsdauer sowie der Zusammenhang mit der
Entwicklung bestimmter Organmanifestationen sich ebenfalls im einzelnen Patienten
wiederfinden l&asst. Daraus konnte sich gegebenenfalls eine prognostische Wertigkeit der
Rezeptorexpression ergeben. Auch ware es interessant, die Effekte von verschiedenen
Therapien auf die Rezeptorexpression zu analysieren analog zu den Untersuchungen
deren Effekte auf die Autoantikdrpertiter in der Publikation 2.

Die Korrelation der CCL18-Sekretion mit der jeweiligen Rezeptorratio lasst neben einem
Wechsel- und Zusammenspiel von AT1R und AT2R sowie ETAR und ETsR, wie ihn andere
bereits beschrieben'?32, auch eine gegenseitige Regulierung zwischen den Angiotensin-
und den Endothelin-Rezeptoren in der Systemischen Sklerose vermuten. Derartige
Interaktionen zwischen den beiden Systemen und ihren Rezeptoren wurden u.a. von
Rossi et al bereits 1999 beschrieben33. Neben einer Kolokalisierung dieser Rezeptoren
konnten auch ATiR/ETsR Heterodimere in einem Rattenmodell fur Hypertension
nachgewiesen werden3*. Ob auch die beobachteten Phanomene der veranderten
Angiotensin- und Endothelin-Rezeptorexpression auf PBMC von Patienten mit SSc auf
eine reziproke Stimulation oder gar Heterodimerbildung zurtickzufihren sein kénnten,
sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Unsere Daten unterstreichen die Bedeutung von Angiotensin- und Endothelin-
Rezeptoren sowie die gegen diese gerichteten Autoantikorper fur die Pathogenese der
SSc. Es scheint somit wichtig, therapeutische Strategien, die gezielt auf diese Systeme

wirken, wie die bereits erfolgreich eingesetzte Blockade eben dieser Rezeptoren, aber
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auch die Beeinflussung der Antikérperproduktion z.B. durch B-Zell-depletierende
Therapien weiter zu erforschen. Gegebenenfalls konnten die Rezeptorexpression oder
die jeweiligen Antikorpertiter dabei helfen, Patienten, die auf diese Therapien

ansprechen, sowie die optimalen Zeitpunkte dieser zu identifizieren.
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