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1 Einleitung 

1.1 Systemische Sklerose 
Die Systemische Sklerose (SSc) ist eine chronisch progrediente rheumatische 

Autoimmunerkrankung (AID), die dem Formenkreis der Kollagenosen zugeord-

net wird. Zu einer Fibrosierung des Bindegewebes, der Haut und der inneren 

Organe kommt es aufgrund einer Fibroblastendysfunktion. Zusätzlich spielen ne-

ben der Mikroangiopathie mit Hypoxämie auch eine Immunsystemdysregulation 

eine pathologisch-pathogenetische Rolle in der Entstehung der SSc [1]. Die SSc 

wird klinisch anhand von Autoantikörperprofilen, Symptomatik und Prognose in 

die limitierte kutane Form (lcSSc), die diffuse kutane Form (dcSSc) und die limi-

tierte Systemische Sklerose (lSSc) eingeteilt [2]. Ferner werden auch die Sclero-

sis sine scleroderma und das Sklerodermie-Overlap-Syndrom der SSc zugeord-

net, wobei es zu Mischformen von SSc mit weiteren rheumatischen Erkrankun-

gen, beispielsweise dem Sjögren-Syndrom (SS) und dem Systemischen Lupus 

erythematodes (SLE), kommt [3].  

1.1.1 Historie des Begriffs 
Der Begriff ‚Sklerodermie‘ setzt sich aus den zwei griechischen Wörtern ‚skleros‘ 

(‚hart‘) und ‚derma‘ (‚Haut‘) zusammen, welche übersetzt ‚harte Haut‘ bedeuten 

[4]. 

Bereits in der Antike beschrieb Hippokrates (460–370 v. Chr.) in seinem Werk 

„De Epidermidis“ einen Patienten, dessen Haut so hart war, dass es nicht möglich 

war, diese in Falten zu legen. Konkreter wurde es im Werk „De sanitate tuenda“ 

von Galen (131–201 n. Chr.) dargelegt. In diesem Werk beschrieb Galen eine 

Haut, die weiß und verdickt ist und bei starker Arbeit nicht schwitzt [4]. Weitere 

Berichte von Oribasius (325–403 n. Chr.), Aetius von Amida (6. Jh. n. Chr.), Pau-

lus Aegineta (625–690 n. Chr.) und Avicenna (980–1036 n. Chr.) enthalten Dar-

stellungen von Hautkrankheiten, die mit dem Systemkomplex der SSc vereinbar 

sind [5]. Eine definitive Zuordnung zur SSc anhand der Schriften ist jedoch ange-

sichts der eher ungenauen Beschreibungen schwierig, wenn nicht sogar unmög-

lich [5]. 
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Im Jahre 1755 formulierte Curzio die erste überzeugende Beschreibung der SSc 

in seiner Arbeit [5], die aber inzwischen angezweifelt wird, da es sich wahrschein-

lich um eine Scleroedema adultorum handelte [6]. Thirial (1845) bezeichnete die 

SSc als ‚sclerème des adultes‘ und gilt damit heute als Erstbeschreiber der Er-

krankung. Im Jahre 1865 gab Koebner der Erkrankung den deutschen Begriff 

‚Sklerodermie‘ [4]. 

Duhring differenzierte im Jahre 1881 als erster die diffuse Sklerodermie von der 

zirkumskripten Sklerodermie. Nachdem festgestellt worden war, dass die Sklero-

dermie nur eine kutane Manifestation einer generalisierten Krankheit ist, sprach 

sich Goetz im Jahre 1945 für die Einführung des Terminus ‚Progressive Syste-

mische Sklerose‘ aus [5]. Dieser Begriff wird heute aufgrund der Annahme, dass 

eine dcSSc nicht in jeder Situation progressiv fortschreitet, nicht empfohlen [7]. 

Die Trennung zwischen lcSSc und dsSSc wurde im Jahre 1988 von LeRoy vor-

geschlagen und hat bis heute Bedeutung [8]. Zusätzlich differenzierten LeRoy 

und Medsger im Jahre 2001 die lSSc, eine frühe klinische Form der SSc [2].  

1.1.2 Klassifikation 
Anhand von Klassifikationskriterien werden fünf Verlaufsformen der SSc unter-

schieden. Die dcSSc und die lcSSc mit ihrer frühen klinischen Form der lSSc sind 

die zwei häufigsten Formen der SSc. Das Overlap Syndrome, die undifferenzierte 

Sklerodermie und die Sclerosis sine scleroderma sind deutlich seltener [9]. 

Im Jahre 1980 veröffentlichte das American College of Rheumatology (ACR) Kri-

terien zur Klassifizierung von Patienten mit etablierter SSc. Dabei gibt es ein 

Hauptkriterium und drei Nebenkriterien. Zur Diagnosestellung einer SSc müssen 

ein Hauptkriterium oder mindestens zwei Nebenkriterien erfüllt sein [10].  

Tabelle 1: Sklerodermie-Klassifizierungssystem aus dem Jahre 1980, entwickelt vom American Col-
lege of Rheumatology [10] 

Hauptkriterium Nebenkriterien 
Dermatosklerose proximal der Finger-

gelenke 

Sklerodaktylie 
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 Fingerspitzenulzera bzw. Verlust des 

Subcutangewebes der Fingerspitzen 

 bilaterale basale Lungenfibrose 

 

Aufgrund heterogener Verläufe der SSc wurde im Jahre 1988 ein weiteres Klas-

sifikationssystem von LeRoy eingeführt [8], das 2001 in Zusammenarbeit mit 

Medsger überarbeitet wurde [2]. Es differenziert zwischen lSSc, lcSSc, dcSSc, 

Sclerosis sine scleroderma und Overlap Syndrome anhand von Antikörperprofi-

len, Organmanifestationen und Krankheitsverläufen. Die lSSc ist eine frühe Form 

der lcSSc, bei der es unter Ausbleiben einer Hautsklerosierung zu SSc-typischen 

Symptomen wie dem Raynaud-Phänomen (RP) oder SSc-typischen Autoantikör-

perprofilen kommt. Die lcSSc ist definiert als eine sich auf das Gesicht und auf 

die Bereiche distal von Ellenbogen und Kniegelenk beschränkende Hautsklero-

sierung, wohingegen die Hautsklerosierung bei der dcSSc das Gesicht, den Kör-

perstamm und die Bereiche proximal von Ellenbogen und Kniegelenk betrifft. Die 

Sclerosis sine scleroderma wird anhand von SSc-typischen serologischen Para-

metern und Organmanifestationen, jedoch unter ausbleibender Hautsklerosie-

rung definiert. Patienten mit typischen Zeichen einer SSc und begleitenden rheu-

matischen Erkrankungen weisen laut LeRoy und Medsger das Overlap Syn-

drome auf [2]. 

Zur Verbesserung der Sensitivität und Spezifität von Klassifizierungssystemen, 

insbesondere in früheren Stadien der SSc, entwickelte die European League 

Against Rheumatism (EULAR) im Jahre 2013 zusammen mit dem ACR das 

EULAR-Klassifikationssystem, das weitere klinische Merkmale wie Teleangiek-

tasien, das Raynaud-Syndrom und die Kapillarmikroskopie beinhaltet. Die 

EULAR-Klassifikation ist jedoch nicht bei Patienten mit SSc-ähnlichen Verläufen 

oder bei nicht vorhandener Hautsklerose außerhalb der Finger anzuwenden. Die 

Gesamtpunktzahl der in Tabelle 2 aufgezählten Kriterien wird durch Addition des 

maximalen Scores in jeder Kategorie ermittelt. Patienten mit einem Gesamtscore 

von mindestens 9 wird eine SSc diagnostiziert [11]. 
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Tabelle 2: ACR/EULAR-Klassifikationskriterien zur Diagnosestellung einer SSc aus dem Jahre 2013 
[11]  

Item Sub-Item(s) Gewichtung 
Verdickung der Haut der Finger 

beider Hände, die sich proxi-

mal zu den Metacarpopha-

langealgelenken (MCP) er-

streckt (hinreichendes Krite-

rium) 

 9 

Hautverdickung an den Fin-

gern (nur die höhere Punkt-

zahl) 

geschwollene Finger 2 

Sklerodaktylie der Finger (dis-

tal zu den MCP, aber proximal 

zu den proximalen Interpha-

langealgelenken) 

4 

Läsionen an den Fingerspitzen 

(nur der höhere Score) 

digitale Geschwüre an der 

Fingerspitze 

2 

Lochfraß-Narben an den Fin-

gerspitzen 

3 

Teleangiektasie  2 

abnormale Nagelfalzkapillaren  2 

pulmonal-arterielle Hypertonie 

und/oder interstitielle Lun-

generkrankung (maximale 

Punktzahl: 2) 

PAH 2 

ILD 2 

RP  3 

SSc-bezogene Autoantikörper Anti-Centromer-Antikörper 3 

Anti-Topoisomerase-Antikör-

per 

 

Anti-RNA-Polymerase III  
Ab einem Gesamtscore von 9 Punkten kann eine manifeste SSc diagnostiziert werden [11]. PAH: pulmonal-

arterielle Hypertonie, ILD: interstitielle Lungenerkrankung, RP: Raynaud-Phänomen 
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1.1.3 Verlaufsformen 
Im Verlauf der dcSSc kommt es zur Hautsklerosierung am Körperstamm, im Ge-

sicht und in Bereichen proximal von Ellenbogen und Kniegelenken. Typische kli-

nische Merkmale der dcSSc sind der Nachweis von Sehnenabrieb und Kapillar-

destruktion im Bereich des Nagelfalzes. Neben generalisierten Ödemen und der 

Beteiligung innerer Organe ist ein rascher Progress charakteristisch. Definitions-

gemäß kommt es innerhalb eines Jahres nach dem Auftreten des RP zu einer 

stammbetonten Sklerose und Organbeteiligungen. Ein typisches Antikörperprofil 

der dcSSc ist das Vorhandensein von Anti-Scl-70-Antikörpern, die bei ca. 40 % 

der dcSSc-Patienten unter Abwesenheit von Anti-Centromer-Antikörpern (ACA) 

nachweisbar sind [8, 12-14].  

Die lcSSc ist durch eine Hautsklerose der distalen Extremitäten, Kopf und Hals 

charakterisiert und hat verglichen mit der dcSSc eine langsame Progression. Pa-

tienten leiden oftmals schon viele Jahre vor dem Auftreten einer Hautsklerose an 

einem RP. Früher wurde die lcSSc als ‚CREST-Syndrom‘ bezeichnet, da es häu-

fig zu Calcinosis cutis, RP, einer Ösophagusbeteiligung, Sklerodaktylien und Te-

leangiektasien kommt. Diese Nomenklatur wird jedoch nicht mehr empfohlen, da 

das CREST-Syndrom die lebensbedrohliche Komplikation der pulmonalen arte-

riellen Hypertonie (PAH), die bei 20 % der lcSSc-Patienten auftritt, nicht beinhal-

tet [7]. Kennzeichnend für die lcSSc ist neben den klinischen Symptomen und 

der langsamen Progression das Antikörperprofil. In diesem sind ACA unter Ab-

wesenheit von Anti-Scl-70-Antikörpern nachweisbar [8, 12-14]. 

Eine seltenere Unterform der Sklerodermie ist das Overlap Syndrome, das in der 

Literatur teilweise auch als ‚Mischkollagenose‘ bezeichnet wird. Charakteristisch 

ist eine SSc mit Symptomen einer weiteren rheumatischen Erkrankung wie Po-

lymyositis, M. Sharp, M. Sjögren und SLE. Anti-U1-RNP- und Anti-PM-SCL-Anti-

körper sind charakteristisch für diese Unterform der Sklerodermie [3, 14-16]. 

Die Diagnose einer undifferenzierten Sklerodermie (UndScl) wird bei Patienten 

gestellt, die typische Charakteristika einer SSc zeigen, die Kriterien einer SSc-

Diagnose jedoch nicht erfüllen [14, 17]. 
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Eine weitere Unterform der SSc ist die Sclerosis sine scleroderma. Bei deren 

Auftreten kommt es zu lcSSc-typischen Symptomen wie dem RP und der PAH, 

zudem können lcSSc-typische Autoantikörper (Aak) serologisch nachgewiesen 

werden. Eine Hautsklerose kann jedoch nicht nachgewiesen werden [8, 18]. Die 

Kategorisierung der Sclerosis sine scleroderma als eigenständige Unterform wird 

nicht einheitlich anerkannt, teilweise wird diese als eine Frühform der limitierten 

SSc beschrieben [18, 19]. 

1.1.4 Epidemiologie 
Die SSc ist eine seltene AID, die überwiegend Frauen betrifft. Aufgrund von ge-

schlechtsspezifischer, geographischer und ethnischer Variabilität kommt es regi-

onal zu unterschiedlichen Prävalenzen und Inzidenzen. Abhängig von methodi-

schen, genetischen und ethnischen Unterschieden wird die jährliche Inzidenz auf 

0,6 bis 19 Fälle pro eine Million Einwohner geschätzt [14, 20]. Die Prävalenzen 

schwanken zwischen 31 Patienten (1985–1986) pro eine Million Einwohner in 

West Midlands England [21] und 286 Patienten pro eine Million Einwohner in 

South Carolina (USA) [22]. Aus den Daten des Deutschen Netzwerks für Syste-

mische Sklerose (DNSS) ergibt sich eine Prävalenz von 22,5 pro eine Million Ein-

wohner für Deutschland [15]. Die Erstmanifestation geschieht in Deutschland in 

einem Alter zwischen 42 und 69 Jahren [14]. Männer sind zum Zeitpunkt der Di-

agnosestellung jünger (53,9 ± 12,4 Jahre) als Frauen (56 ± 13,9 Jahre) (siehe 

Tabelle 3) [14]. Das Risiko zu erkranken ist bei Frauen signifikant höher als bei 

Männern. Das Verhältnis schwankt regional zwischen 3 : 1 in Allegheny County, 

Pennsylvania (USA) [23] und 14 : 1 in Tokio (Japan) [24]. In Deutschland und 

Österreich ist die Prävalenz laut dem Deutschen Netzwerk für Rheumatologie bei 

Frauen ca. fünfmal höher als bei Männern [14].  

Neben geschlechtsspezifischen Prävalenzen sind auch ethnische Unterschiede 

bekannt: In der schwarzen Bevölkerung liegt die Prävalenz höher als in der wei-

ßen. Zudem ist das Durchschnittsalter bei der schwarzen Bevölkerung zum Di-

agnosezeitpunkt signifikant niedriger als bei der weißen. Verglichen mit der wei-

ßen Bevölkerung ist die Wahrscheinlichkeit, an einer dcSSc zu erkranken, für die 

schwarze Bevölkerung fast doppelt so hoch [25].  
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Eine positive Familienanamnese ist bis heute der stärkste Risikofaktor für eine 

SSc-Erkrankung. Studien haben gezeigt, dass 17,2 % der diagnostizierten SSc 

Patienten eine positive Familienanamnese aufweisen (siehe Tabelle 3). Das ab-

solute Risiko für Familienmitglieder, an einer SSc zu erkranken, liegt jedoch unter 

1 % [14]. Die Fünf-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit liegt bei 60 bis 80 % 

[15]. 

Tabelle 3: Epidemiologie der Unterformen der SSc [14]  

 lcSSc dcSSc Over-
lap-S 

UndScl ssScl 

Frauen 87,7 76,1 84,2 84,3 90,9 

Männer 12,2 23,9 15,8 15,7 9,1 

familiäre Historie 20,2 23,5 25,8 24,1 18,8 

Alter (Mittelwert) in 

Jahren 

58,5 

 ± 12,7 

54,1  

± 14,1 

50,9  

± 13,5 

54,7  

± 12,5 

54,1  

± 15,8 
Die Werte sind, abgesehen vom Alter, in Prozent dargestellt. lcSSc: limitierte kutane systemische Sklerose, 
dcSSc: diffuse kutane systemische Sklerose, Overlap-S: Overlap-Syndrome, UndScl: Undifferenzierte sys-
temische Sklerose, Sclss: Sclerosis sine scleroderma 

1.1.5 Ätiopathogenese 

1.1.5.1 HLA-Gene 

In Studien konnten Allele der HLA-Klasse II identifiziert werden, die mit der SSc 

oder mit SSc-typischen Aak-Profilen korrelieren. Assoziationen zwischen Allelen 

der HLA-Klasse I und der SSc oder deren Sub-Phänotypen wurden bisher nicht 

beschrieben [26]. Die Haplotypen der Klasse II DRB1*1104, DQA1*0501, 

DQB1*0301 und DQB1-Allele, die einen Nicht-Leucin-Rest an Position 26 kodie-

ren (DQB1 26 epi) sind am stärksten mit weißen und hispanischen SSc-Proban-

den assoziiert. Die Haplotypen DRB1*0701, DQA1*0201, DQB1*0202 und 

DRB1*1501 korrelieren negativ und sind möglicherweise schützend. Die Allele 

DRB1*0804, DQA1*0501 und DQB1*0301 kommen vermehrt bei schwarzen Pro-

banden mit der SSc vor [27]. Auch konnten Autoantikörperprofilen von SSc-Pati-

enten mit HLA-Haplotypen nachgewiesen werden. Der HLA-DQB1*0501/HLA-

DRB1*0101-Haplotyp ist mit der Bildung von ACA [27-29] assoziiert, die HLA-
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DRB1*1104-Haplotypen [28] und die HLA-DPB1*1301-Haplotypen sind mit der 

Bildung von Anti-Topoisomerase-I-Autoantikörpern (ATA) verknüpft [30]. 

1.1.5.2 Pathogenese 

Die Pathogenese der SSc ist bis heute nicht ausreichend geklärt. Dem Pathome-

chanismus der SSc werden jedoch eine Entzündungsreaktion, die Überproduk-

tion von Kollagen, die Schädigung von Gefäßen und eine Störung der Immunmo-

dulation zugeschrieben [31]. 

Eine von inflammatorischen Mediatoren gesteuerte Dysregulation von Fibroblas-

ten führt zu einer überschießenden Produktion von extrazellulärer Matrix, was 

eine Fibrose und eine Organdysfunktion zur Folge hat [31]. Für eine Vielzahl von 

Mediatoren konnte eine profibrotische Wirkung auf Fibroblasten nachgewiesen 

werden. Dem Zytokin transforming growth factor beta (TGF-beta) wird eine ent-

scheidende Rolle in der Pathogenese der Fibrose zugeordnet. TGF-beta modu-

liert eine vermehrte Transkription von Kollagen Typ I und tissue inhibitor of MMP 

(TIMP). Ferner vermindert TGF-beta die Transkription von Matrixmetallopro-

teinase 1 (MMP-1), die als Mediator im Abbau von Kollagen wirkt und durch TIMP 

gehemmt wird, was die Fibrosierung zusätzlich verstärkt. Es wird angenommen, 

dass TGF-beta zusammen mit dem ‚connective tissue growth factor‘-Gen (einem 

TGF-beta-regulierenden Gen) und Endothelin-1 mit seiner vasokonstriktorischen 

Wirkung eine anhaltendende Aktivierung von Fibroblasten induziert [32, 33].  

Bereits im frühen Verlauf der SSc kommt es zu vaskulären Dysfunktionen, die 

auf das Ungleichgewicht zwischen Vasodilatation und Vasokonstriktion zurück-

zuführen sind. Gesteuert wird dies durch neuronale und endotheliale Mediatoren 

[31]. Aufgrund dieses Ungleichgewichts kommt es zur Hypoxie des Gewebes mit 

anschließender Reperfusions-Ischämie und oxidativem Gewebestress. Die Ver-

änderungen können zu einer erhöhten mikrovaskulären Permeabilität führen 

oder die Folge früherer pathologischer Ereignisse sein. Ausgehend davon kommt 

es zu einer verstärkten Leukozytenrekrutierung, die zu Endothelzellschädigung 

und Thrombosen führt. Durch die Freilegung subendothelialer Strukturen gegen-

über Thrombozyten werden diese aktiviert und setzen Mediatoren wie den plate-

let derived growth factor (PDGF) frei [31, 34]. PDGF ist ein Mediator, der an der 
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Rekrutierung von Fibroblasten und Perizyten und deren Transdifferenzierung zu 

Myofibroblasten beteiligt ist, was vermutlich zu einem fibroproliferativen Ereignis 

beiträgt [31, 33]. Es wird zudem vermutet, dass die Angiogenese bei der SSc, 

aufgrund einer Überexpression des vascular-endothelial growth factor (VEGF), 

durch eine verminderte Differenzierung von mesenchymalen Vorläuferzellen zu 

Endothelzellen und eine verminderte Funktion von Endothelvorläuferzellen be-

einträchtigt wird [31, 35, 36]. 

In histologischen Untersuchungen früherer SSc-Hautläsionen konnte gezeigt 

werden, dass der Entwicklung von Vaskulopathien und Fibrosen ein entzündli-

ches Infiltrat vorausgeht [37]. Interessanterweise war die Kollagensynthese von 

Fibroblasten in situ erhöht, wenn diese an Entzündungszellen grenzten [38, 39]. 

Dieser Ansatz führte zu der Hypothese, dass Entzündungszellen, insbesondere 

T-Zellen, zu einer zytokingesteuerten Stimulation von Fibroblasten führen [31]. 

Der Nachweis von regulatorischen- und CD8+ T-Zellen lässt darauf schließen, 

dass die Immunmodulation zur Pathogenese insbesondere in der Frühphase bei-

trägt [33]. In Studien wurden T-Zellen, die im Rahmen einer SSc in betroffene 

Organe eingewandert sind, analysiert. Dabei wurden T-Zellen mit unterschiedli-

chen Genexpressionsmustern für Mediatoren identifiziert [40, 41]. Die Heteroge-

nität der T-Zellen lässt sich möglicherweise auf unterschiedliche Phasen der 

Krankheitsentstehung zurückführen. Dennoch wird angenommen, dass überwie-

gend Interleukin-4-produzierende Th2-Zellen die Kollagenablagerung durch Fib-

roblasten stimulieren [42-44]. Weiterführend wurden im peripheren Blut und in 

der Haut von SSc-erkrankten Frauen Th2-orientierte männliche T-Nachkommen-

Zellen gegen mütterliche MHC-Antigene nachgewiesen. Dies lässt vermuten, 

dass Mikrochimärismus zur Pathogenese der SSc in Form einer Graft-versus-

Host-Disease-ähnlichen Erkrankung beiträgt [45]. Die Tatsache, dass in der 

weiblichen Bevölkerung nach der Reproduktionsphase die höchste Prävalenz an 

SSc Patienten zu finden ist, unterstützt die Hypothese des Mikrochimärismus zu-

sätzlich. Bis heute konnte dem Mikrochimärismus jedoch keine kausale Rolle in 

der Pathogenese zugeordnet werden [33].  
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Die Aufgaben der B-Zellen sind breit gefächert: B-Zellen präsentieren Antigene, 

produzieren Zytokine und Antikörper und dienen der lymphatischen Organoge-

nese. Außerdem induzieren sie die Differenzierung von T-Zellen, dendritischen 

Zellen und Makrophagen. Bei 90 % der SSc-Patienten sind Aak vorhanden, die 

mit krankheitsspezifischen Manifestationen korrelieren. Daher ist es naheliegend, 

dass Plasmazellen und ihre Vorläuferzellen, die B-Zellen, eine entscheidende 

Rolle in der Pathogenese der SSc spielen. Das breite Regulationsspektrum der 

B-Zellen und deren Kernrolle bei der Entstehung einer SSc legt nahe, dass nicht 

nur die Produktion von Aak, sondern auch weitere Mechanismen zur Induktion 

einer AID führen [46]. Tedder et al. (2005) konnten eine chronische Aktivierung, 

eine klonale Expansion und die vermehrte Antikörperproduktion von B-Zellen bei 

Patienten mit SSc nachweisen [47]. Auch wurden erhöhte Spiegel des B-Zell-

Aktivierungsfaktors im Plasma von SSc-Patienten festgestellt [48]. Verglichen mit 

gesunden Probanden (GP) konnte bei Patienten mit SSc eine signifikant höhere 

Expression von CD19 auf B-Zellen identifiziert werden [49]. Die Überexpression 

von CD19 wurde nicht nur bei naiven B-Zellen, sondern auch bei B-Gedächtnis-

zellen beobachtet [50]. Folglich kommt es zu einer chronischen Aktivierung der 

Gedächtniszellen mit erhöhter IgG-Produktion, was möglicherweise zur Bildung 

von Aak führen kann [46]. Zudem konnte gezeigt werden, dass aktivierte B-Zellen 

vermehrt TGF-beta produzieren und somit zur Induktion einer Fibrose beitragen 

[51]. Die beschriebenen Beobachtungen deuten auf eine chronische B-Zell-Akti-

vierung hin, die für die Entwicklung und das Fortschreiten der Erkrankung ent-

scheidend ist. 

Außerdem tragen funktionelle Aak gegen verschiedene Strukturen möglicher-

weise zum Pathomechanismus der SSc bei. Diese werden in Kapitel 1.1.8 näher 

beschrieben. 

1.1.6 Organmanifestationen 
Die SSc ist eine Erkrankung der Haut, die sich zusätzlich an inneren Organen 

manifestiert. Abhängig von der Verlaufsform sind unterschiedliche Organe ver-

mehrt oder zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Erkrankung betroffen. Die inne-

ren Organe, die am häufigsten betroffen sind, sind Lunge, Niere, Ösophagus und 
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Herz (siehe Tabelle 4). Die Patienten haben zudem ein erhöhtes Risiko für ma-

ligne Erkrankungen der Lunge, Leber und Blase sowie des blutbildenden Sys-

tems [52]. 

Tabelle 4: Anteil der Organbeteiligungen bei Unterformen der SSc [14] 

 lcSSc dcSSc Over-
lap-S 

UndScl ssScl 

Raynaud-Phänomen 96,3 94,2 95,9 89,3 95,5 

Hautbeteiligung 91,5 97,6 82,3 60 63,6 

PAH 14,9 18,5 8,2 4,1 13,6 

pulmonale Fibrose 20,8 56,1 30,6 18,2 59,1 

Ösophagus 59,2 69,3 61,2 35,5 72,7 

Magen 15,3 15,6 14,3 8,3 27,3 

Darm 6,1 5,3 5,4 7,4 18,2 

Niere 9,1 15,9 6,1 8,3 22,7 

Herz 12 23 10,2 8,3 13,6 

muskuloskelettales System 44,9 56,6 67,6 44,6 45,5 

Nervensystem 4,1 7,1 10,3 6,6 4,5 

Sicca-Syndrom 43,5 39,7 38,9 43,3 45,5 

Kauorgane 23,7 34,1 24,4 18,5 15 
Werte sind in Prozent angegeben. lcSSc: limitierte kutane Systemische Sklerose, dcSSc: diffuse kutane 

Systemische Sklerose, Overlap-S: Overlap-Syndrom, UndScl: undifferenzierte Systemische Sklerose, 
ssScl: Sclerosis sine scleroderma, PAH: pulmonale arterielle Hypertonie 

1.1.6.1 Lunge 

Die Lunge ist nach dem Gastrointestinaltrakt (GIT) das am zweithäufigsten in 

Verbindung mit der SSc befallene innere Organ [14]. Im Verlauf der Erkrankung 

kommt es zur interstitiellen Lungenerkrankung (ILD) und PAH. Eine Differenzie-

rung zwischen ILD und PAH ist aufgrund der hohen Kodominanz der beiden Er-

krankungen schwierig [53]. Ferner leiden SSc-Patienten aufgrund einer ösopha-

gealen Dysmotilität vermehrt unter Aspirationspneumonien und Bronchiektasen. 

Zudem geht die SSc mit einem erhöhten Risiko einher, an einem Lungenkarzi-

nom zu erkranken [53]. 
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Die SSc-assoziierte ILD steht in Zusammenhang mit einer schlechten Prognose 

und ist die häufigste Todesursache in Verbindung mit der SSc [54, 55]. Rund 

80 % der SSc-Patienten entwickeln im Verlauf ihrer Erkrankung eine ILD [55, 56]. 

Ursächlich dafür ist das Zusammenspiel aus chronischer Inflammation, Epithel- 

und Gefäßverletzung und einer Zunahme des Bindegewebes, was letztendlich 

eine Lungenfibrose zur Folge hat. Verglichen mit der idiopathischen ILD ist die 

SSc-assoziierte ILD durch eine höhere Dichte von Kollagenfasern im septalen 

Interstitium und elastischen Fasern entlang des septalen Interstitiums gekenn-

zeichnet [53]. Folglich leiden die Patienten unter einer restriktiven Ventilations-

störung mit einer verminderten Diffusionskapazität. Das vitale und das totale Lun-

genvolumen sind, wie auch die Lungenventilation, aufgrund einer verstärkten 

Lungenrestriktion vermindert. Klinisch zeigt sich dies in Form von Dyspnoe, Leis-

tungsminderung, Zyanose, Tachykardie und Rechtsherzinsuffizienz. Im weiteren 

Verlauf kommt es aufgrund der chronischen Hypoxie zu Trommelschlägelfingern. 

Risikofaktoren für die Entwicklung einer ILD sind die dcSSc und der Nachweis 

von Anti-Scl-70-Antikörpern [8, 57]. 

Eine mit SSc assoziierte PAH kann isoliert oder in Kombination mit einer ILD 

auftreten. Bei der PAH sind vor allem die kleinen Lungenarterien betroffen, was 

zu einem Anstieg des pulmonalen vaskulären Widerstandes führt. Im Verlauf lei-

den die Patienten unter einem Rechtsherzversagen, das schlussendlich zum Tod 

führt [58]. Die Ursachen einer SSc-assoziierten PAH sind noch nicht ausreichend 

geklärt. Störungen in den Signalwegen von Endothelin 1, NO und Prostazyklin 

konnten bislang als Ursachen identifiziert werden [53]. Die Prävalenz einer PAH 

lag in einer Studie von Hachulla et al. bei 7,85 % [58]. Klinisch zeigt sich eine 

PAH durch unspezifische Symptome wie Dyspnoe, Abgeschlagenheit, Ermü-

dung, Thoraxschmerzen, Ödeme und einen erweiterten Bauchumfang [59]. Se-

kundär kann eine PAH zusätzlich zu einer schweren Lungenfibrose, Nierenkrise 

oder Kardiomyopathie führen, was vermehrt bei Patienten mit dcSSc auftritt [60]. 

Eine SSc-assoziierte PAH weist verglichen mit einer idiopathischen PAH eine 

erhöhte Mortalität auf. Die geschätzte Ein-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit 

beträgt bei einer SSc-assoziierten PAH 55 %, bei einer idiopathischen PAH 
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84 %, was die Wichtigkeit einer frühzeitigen Diagnostik unterstreicht [61]. Die 

lcSSc und ACA sind Risikofaktoren in der Entwicklung einer PAH [57, 60]. 

1.1.6.2 Nieren 

Eine Nierenbeteiligung verläuft bei einer Vielzahl der SSc-Patienten asymptoma-

tisch [62]. Bei ca. 20 % der SSc-Patienten kommt es zu einer Nierenbeteiligung. 

Ursächlich für die Nierenschädigung sind progressive mikroangiopathische Ver-

änderungen in interlobulären Arterien und Arteriolen, die zu einer funktionellen 

Einschränkung der Niere führen [63]. Klinisch kommt es zu einer Hypertonie und 

einer renalen Krise. Weitere sekundäre Symptome sind die hypertensive Retino-

pathie, Enzephalopathie, Myokarditis, Perikarditis und Arrhythmien [63-65]. 

Durch die Einführung von Angiotensin-Converting-Enzyme-Hemmern konnte die 

Mortalität drastisch gesenkt werden [66]. Die Behandlung der SSc mittels D-Pe-

nicillaminen gilt heute als obsolet [67], da ca. 20 % der Patienten unter der The-

rapie eine reversible glomeruläre Nephritis und Proteinurie mit einer Mortalität 

von 40 % entwickelten [68, 69]. Risikofaktoren dafür sind der Nachweis von Anti-

Polymerase-III-Antikörpern, eine verstärkte Hautbeteiligung und die dcSSc, wo-

bei es aber auch bei der lcSSc zu einer Beteiligung der Nieren kommen kann 

[70].  

1.1.6.3 Herz 

Eine primäre Herzbeteiligung ist vermehrt mit der dcSSc assoziiert und hat eine 

Prävalenz von 23 % bei der dcSSc bzw. 12 % bei der lcSSc [14]. In einer Studie 

von Hunzelmann et al. aus dem Jahre 2008 konnte bei 50 % aller autopsierten 

SSc-Patienten eine Beteiligung des Herzens diagnostiziert werden [71]. Patho-

physiologisch induziert eine Fibrosierung des Endo- und Myokards eine einge-

schränkte linksventrikuläre Funktion, eine Erregungsleitungsstörung und eine 

verminderte diastolische Relaxation. Eine eingeschränkte diastolische Relaxa-

tion findet sich gehäuft bei SSc-Patienten mit PAH und korreliert mit einer erhöh-

ten Mortalität und Tod durch Rechtsherzversagen [71]. Häufige klinische Symp-

tome sind Belastungsdyspnoe, Palpitationen [71], Brustschmerzen und Synko-

pen [14]. Renale Krisen und eine PAH führen sekundär zu einer signifikanten 

kardialen Dysfunktion [72]. 
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1.1.6.4 Gastrointestinaltrakt 

Eine Manifestation des GIT ist eine der häufigsten Komplikationen und betrifft ca. 

75 bis 90 % der SSc-Patienten [73]. In 10 % der Fälle sind Gastrointestinale Be-

schwerden die ersten Symptome einer SSc [74]. Das Auftreten einer GI-Manifes-

tation ist nicht abhängig vom Subtyp der SSc. Jedoch kommt es bei der lcSSc zu 

einer späteren und milderen Manifestation des GIT als bei der dcSSc [71]. Eine 

Beteiligung des GIT hat weiterhin eine schlechte Prognose und führt in 6 bis 12 % 

der Fälle zum Tod [73]. Es kann zu Manifestationen an allen Abschnitten und 

Organen des GIT kommen, jedoch ist der Ösophagus das am häufigsten be-

troffene Organ, gefolgt von Anorektum und Dünndarm [75, 76]. Fibrotische Strik-

turen, Stenosen und ein verminderter Tonus des unteren Ösophagussphinkter 

führen symptomatisch zu Dysphagie und Reflux [73]. Kommt es zu einer chroni-

schen Refluxerkrankung kann diese zur Entwicklung einer Refluxösophagitis und 

einer Präkanzerose, dem Barett-Syndrom, beitragen. Die klinischen Symptome 

variieren je nach Lokalisation der Manifestation und reichen von GI-Blutungen 

der Teleangiektasien, Dyspepsie, Malabsorptions-Syndrom und intestinalen 

Pseudoobstruktionen bis hin zu einer anorektalen Beteiligung, die bei 50 bis 70 % 

der SSc-Patienten nachzuweisen ist [75]. Der innere Analsphinkter ist in den 

meisten Fällen betroffen, was sich in Symptomen wie Stuhlinkontinenz, Obstipa-

tion oder einem Rektalprolaps zeigt [77]. Aufgrund eines multifaktoriellen Kon-

strukts aus einer bakteriellen Überwucherung, einer Schädigung der Darm-

schleimhaut und eines veränderten Stoffwechsels von Nährstoffen leiden SSc-

Patienten vermehrt unter einer Malabsorptionsstörung [75, 78]. Deutlich seltener 

sind SSc-Patienten von einer Lebermanifestation mit klinischen Symptomen ei-

ner Leberfunktionsstörung betroffen [73]. 

1.1.6.5 Haut und Gefäße 

Die überschießende Bildung von kollagenreicher extrazellulärer Matrix und die 

Entstehung von Ödemen führen zu Vaskulopathien und Sklerose der Haut. In 

über 90 % ist das sekundäre RP das Initialsymptom einer SSc [79]. Grund dafür 

sind verengte Lumina digitaler Arterien infolge einer Intimaproliferation und Fib-

rosierung, die 75 % der SSc-Patienten aufweisen [80]. Das RP tritt in schweren 
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Fällen plötzlich als Tricolore-Phänomen auf und ist durch eine plötzlich auftre-

tende Blässe einzelner Finger aufgrund einer verminderten Vaskularisierung der 

Fingerspitzen gekennzeichnet. Am Ende der Attacke folgt eine reaktive Hyperä-

mie mit Rotfärbung der Finger. In schweren Fällen entwickelt sich eine Ischämie 

mit Desoxygenierung der Finger, die sich folglich blau färben. Die Attacken kön-

nen wenige Sekunden bis zu 15 Minuten andauern [71]. Im Verlauf der Erkran-

kung kommt es zu perivaskulären Ödemen, der Apoptose von Endothelzellen 

und ischämischen Reperfusionsschäden [79], was zu Fingerspitzenulzerationen 

führt. Fingerspitzenulzerationen heilen im Verlauf der Erkrankung aus und ver-

narben. Die Narben der Ulzerationen werden als ‚pits‘ bezeichnet [71].  

Fast alle SSc-Patienten, außer denen mit einer Sclerosis sine scleroderma, lei-

den an einer Gewebefibrosierung [56]. Eine vermehrte Hautsklerosierung korre-

liert mit SSc-assoziierten Organmanifestationen [81]. Ursächlich dafür sind 

Ödeme und eine übermäßige Ansammlung von kollagenreicher extrazellulärer 

Matrix [82]. Die dcSSc ist charakterisiert durch eine im frühen Krankheitsstadium 

auftretende Hautsklerosierung, die zwischen dem 12. und 18. Monat nach Beginn 

der Hautverdickung den Höhepunkt erreicht und im späteren Verlauf langsamer 

fortschreitet [56]. Die Klinik der dcSSc und damit der stammbetonten Hautskle-

rose ist durch eine erschwerte Atmung, Bewegungseinschränkungen und eine 

Mikrostomie charakterisiert. Teleangiektasien treten zudem als Folge der Vas-

kulopathie im Gesichtsbereich, in Handinnenflächen und im GIT auf. Weitere 

Symptome sind Calciumablagerungen in der Haut (Calcinosis cutis) und eine Hy-

perpigmentierung der Haut [71]. 

1.1.6.6  Bewegungsapparat 

Die Beteiligung des Bewegungsapparates (BA) ist eine wichtige Komplikation, 

die häufig übersehen wird [56]. Zusätzlich ist zu beachten, dass ein Teil der SSc-

Patienten als Komorbidität häufig an einer rheumatoiden Arthritis mit Overlap 

Syndrome leidet, bei dem es zu Manifestationen des BA kommt. Die Prävalenz 

der Beteiligung des BA bei SSc-Patienten liegt zwischen 24 und 97 % und ist mit 

psychosozialen und wirtschaftlichen Belastungen bzw. Behinderungen assoziiert 

[83]. Klinisch zeigt sich eine BA-Beteiligung in Form einer proximalen 
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Gelenkschwäche, Gelenkkontrakturen, Steifigkeit, Arthritis und Sehnenreibun-

gen [83]. Leiden SSc-Patienten unter Muskelschwäche und Muskelschmerzen, 

kann eine Myositis vorliegen, die mit einem erhöhten Risiko einer Herzbeteiligung 

einhergeht [62]. 

1.1.7 Autoantikörper 
Aak sind ein wichtiger Marker in der Diagnostik einer SSc und bei mehr als 95 % 

der Patienten nachweisbar [57]. Bisher konnte keine ursächliche Beteiligung der 

Aak an der Pathogenese der SSc nachgewiesen werden; vielmehr dienen sie als 

Marker für klinische, genetische und ätiologische Patientenuntergruppen. SSc-

spezifische Aak werden als ‚antinukleäre Autoantikörper‘ (ANA) bezeichnet und 

richten sich überwiegend gegen spezifische Zellbestandteile, darunter Kine-

tochore-Proteine, ribonukleäre Proteine, Topoisomerase- und RNA-Polymerase-

Enzyme [57]. Studien haben gezeigt, dass bei 81,6 % der SSc-Patienten SSc-

spezifische Aak nachweisbar sind [16]. Mittlerweile ist eine Vielzahl von SSc-spe-

zifischen nukleären Aak bekannt, die der Einteilung und Diagnostik dienen. Fer-

ner sind einzelne Aak mit charakteristischen Organmanifestationen sowie cha-

rakteristischen demographischen und genetischen Manifestationen positiv oder 

negativ assoziiert und können somit diagnostische Hinweise auf Organmanifes-

tationen geben (siehe Tabelle 5) 

Studien haben gezeigt, dass unter den SSc-Patienten, bei denen ACAs nach-

weisbar sind, bis zu 88,7 % an einer lcSSc leiden. Umgekehrt wurden diese 

ACAs nur bei 46,7 % der lcSSc-Patienten identifiziert [84]. Die Prävalenz von 

ACAs ist bei Frauen höher als bei Männern. Dazu sind ACAs mit digitaler Gan-

grän und PAH assoziiert und ein positiver Prädiktor für Muskel- und Gelenkma-

nifestationen [57].  

Scl-70 (synonym zu Topoisomerase I) ist ein 70 kDa großes Protein, das mit 

Chromatin assoziiert ist [85]. Bei der dcSSc sind bei 15 bis 40 % der Patienten 

ATA (auch Anti-Scl-70-Autoantikörper) nachweisbar [16, 57, 86, 87]. ATA-posi-

tive Patienten haben eine schlechtere Prognose aufgrund eines erhöhten Risi-

kos, an einer pulmonalen Fibrose und damit assoziiertem Rechtsherzversagen 

zu erkranken [85, 88-90]. Ferner ist das Auftreten von ATA bei der SSc mit einer 
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Beteiligung des Mundes und der Entwicklung digitaler Ulzerationen verbunden 

[16]. 

Deutlich seltener sind Anti-RNA-Polymerase-III(POL3)-Aak bei der SSc nach-

weisbar. Interessanterweise finden sich epidemiologische Unterschiede im Auf-

treten von Anti-POL3-Aak. So konnten in Europa bei 4 bis 31,5 %, in Amerika bei 

10 bis 25 % und in Japan bei 5 bis 11 % der SSc-Patienten Anti-POL3-Aak sero-

logisch nachgewiesen werden [16]. Studien haben gezeigt, dass Anti-POL3-Aak 

häufiger mit der dcSSc (14,5 %) als mit der lcSSc (6 %) assoziiert sind [91]. Der 

Nachweis von Anti-Pol3-Ak ist mit einer Beteiligung von Haut, Gelenken und Nie-

ren verknüpft [16, 57, 91]. Eine Nierenkrise unter Nachweis von Anti-POL3-Aak 

wurde bei 14 % der SSc-Patienten diagnostiziert [91]. Prognostisch günstig sind 

Anti-POL3-Aak in Bezug auf eine pulmonale Fibrosierung und muskuloskelettale 

Manifestationen [57].  

Aak gegen Fibrillarin (U3-RNP) sind je nach Studie bei 1,4 bis 8 % der SSc-Pati-

enten nachweisbar. Anti-U3-RNP-Aak sind vermehrt mit der dcSSc assoziiert, 

liegen aber auch bei der lcSSc vor [16, 92, 93]. Anti-U3-RNP-Aak haben eine 

erhöhte Prävalenz bei männlichen, afroamerikanischen und hispanischen SSc-

Patienten [94, 95]. Verglichen mit Anti-U3-RNP-Aak-negativen SSc-Patienten er-

kranken Anti-U3-RNP-Aak-positive Patienten im Schnitt früher, erzielen signifi-

kant höhere Werte im Rodnan-Skin-Score (Hau), haben eine erhöhte Prävalenz 

an muskuloskelettalen Beteiligungen [16, 94] und weisen ein erhöhtes Risiko auf, 

an einer PAH zu erkranken [94]. Das Auftreten von GI-Beschwerden wie Ma-

labsorptionsstörungen und Pseudo-Obstruktionen sowie die Notwendigkeit einer 

Hyperalimentation waren signifikant häufiger bei Patienten mit Anti-U3-RNP-Aak 

[16]. 

U1-ribonukleäre Proteine (U1-RNP) sind wichtige Zellbestandteile und dienen 

dem Spleißen der Vorläufer-Boten-DNA [96]. Anti-U1-RNP-Aak haben eine Fre-

quenz von 11 % in dcSSc-Patienten und 10 % in lcSSc-Patienten [57], sind nicht 

SSc-spezifisch und somit auch bei weiteren Kollagenosen wie dem SLE und der 

Polymyositis nachweisbar [97]. Eine erhöhte Prävalenz von Anti-U1-RNP-Aak ist 

bei afroamerikanischen SSc-Patienten zu beobachten. Anti-U1-RNP-Aak-
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positive SSc-Patienten erkranken im Schnitt früher, haben die höchste Prävalenz 

einer Gelenkmanifestation und weisen eine verbesserte Überlebensrate auf, ver-

glichen mit Anti-U1-RNP-Aak-negativen SSc-Patienten [57]. 

Anti-Pm/Scl-Aak richten sich gegen einen Multiproteinkomplex in den Nukleoli. 

Die Funktion dieses Multiproteinkomplexes ist bis heute nicht ausreichend geklärt 

[98]. Anti-Pm/Scl-Aak haben eine Frequenz von 2 % bei dcSSc-Patienten und 

7 % bei lcSSc-Patienten [57]. Typischer ist der Nachweis von Anti-Pm/Scl-Aak 

beim Overlap Syndrome (Sklerodermie/Dermatomyositis), wo sie bei ca. 24 % 

der Patienten identifizierbar sind [16, 98]. Anti-Pm/Scl-Aak-positive SSc-Patien-

ten weisen verglichen mit Anti-Pm/Scl-Aak-negativen Patienten vermehrt eine 

Muskelentzündung und seltener Manifestationen der inneren Organe auf [16]. 

Außerdem ist der Nachweis von Anti-Pm/Scl-Aak mit einer verbesserten Krank-

heitsprognose trotz einer hohen Inzidenz einer ILD assoziiert [99]. 

Anti-th/to-Aak sind weitere Aak die vermehrt bei der SSc nachgewiesen werden. 

Autoantigene sind hier die mit Th/7-s- und To/8-2-RNAs-assoziierten Proteine. 

Die Prävalenz von Anti-th/to-Aak ist bei lcSSc-Patienten mit 24 % deutlich höher 

als bei dcSSc-Patienten mit 2 % [57]. Der Nachweis von Anti-th/to-Aak geht mit 

einer erhöhten Prävalenz von ILD, PAH und Myositis einher [100]. Studien haben 

gezeigt, dass Anti-th/to-Aak-seropositive SSc-Patienten die schlechteste Prog-

nose aufweisen [57]. 

Tabelle 5: Anteil der SSc-spezifischen Autoantikörper bei Organbeteiligung der SSc [7] 

 CenpB ATA POL3 Th/To U3-
RNP 

diffuses kutanes Muster 5 71 85 7 64 

Arthritis 60 86 88 60 89 

digitale Ulzera 61 63 42 29 58 

Myositis 1 9 4 6 18 

fibrosierende Alveolitis 6 23 7 16 24 

PAH 19 2 6 32 24 
Die Anteile sind in Prozent angegeben. 
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1.1.8 Funktionelle Autoantikörper  
Es wurden bereits diverse antinukleäre Aak zur Diagnose, Klassifizierung und 

Prognose identifiziert. Die pathogenetische Funktion dieser Aak ist jedoch wei-

testgehend unbekannt [101]. Funktionelle Aak tragen bei unterschiedlichen AIDs 

wie der Myasthenia gravis zum Pathomechanismus der Erkrankung bei. Definiti-

onsgemäß bindet ein funktioneller Antikörper nicht nur sein Target-Antigen – 

meist Rezeptoren oder Enzyme –, sondern wirkt auch stimulierend oder inhibie-

rend [102]. Im Zusammenhang mit der SSc konnten bereits mehrere funktionelle 

Antikörper gegen membranöse Rezeptoren und deren Pathomechanismus iden-

tifiziert werden [103]. 

In den folgenden Absätzen werden funktionelle Aak, für die eine pathogenetische 

Rolle in der Entstehung der SSc nachgewiesen wurde, genauer erläutert. In einer 

Studie konnten Aak gegen den plateled-derived growth factor receptor (PDGFR) 

nur bei SSc-Patienten nachgewiesen werden, jedoch nicht bei gesunden Proban-

den. Der PDGFR gehört zu den Tyrosinkinase-Rezeptoren, die auf der Plasma-

membran von Fibroblasten exprimiert werden [104]. In einer weiteren Studie 

konnte festgestellt werden, dass stimulierende Aak gegen den PDGFR den Ha-

RasERK1/2-Ros-Signalweg induzieren können. Dadurch kommt es zur verstärk-

ten Kollagen-Typ-I-Genexpression in Fibroblasten [104, 105]. Zudem induzierten 

Aak gegen den PDGFR eine Differenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten 

[105]. 

Aktuelle Daten deuten darauf hin, dass Aak gegen den muskarinischen Acetyl-

cholinrezeptor M3 (mAchR3) eine verminderte Acetylcholin-Wirkung an der glat-

ten Muskulatur, insbesondere im GIT, zur Folge haben. Somit tragen diese Aak 

zum pathogenen Mechanismus einer GIT-Beteiligung bei SSc-Patienten bei 

[106]. Bei 64 % der SSc-Patienten, die unter gastrointestinaler Pseudoobstruk-

tion und/oder Malabsorptionsstörungen litten, konnten Aak gegen den mAchR3 

nachgewiesen werden. Dies war nur bei 5 % der Patienten ohne die oben ge-

nannten Beschwerden der Fall [106]. Studien zeigen, dass der Transfer gereinig-

ter Immunoglobuline (Ig) aus Patienten mit SSc, die hohe Titer von antineurona-

len Antikörpern aufweisen, die myenterische elektrische Aktivität im Ratten-Darm 
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hemmt. Die Applikation von Ig gesunder Probanden hatte dagegen keine inhibie-

rende Wirkung [107]. Ferner konnte festgestellt werden, dass IgG von SSc-Pati-

enten die Wirkung des mAchR3-Agonisten Carbachol spezifisch hemmen, wäh-

rend andere myenterische Rezeptoren nicht inhibiert werden [108]. Aufgrund der 

Studienlage lässt sich annehmen, dass inhibitorische Aak gegen den mAchR3 

eine entscheidende Rolle im Pathomechanismus, insbesondere im GIT von Pa-

tienten mit SSc, spielen [103].  

Anti-Endothelzell-Antikörper (AEZAK) konnten nicht nur bei SSc, sondern auch 

bei weiteren rheumatischen Erkrankungen nachgewiesen werden. AEZAK haben 

abhängig von der Methodik eine Prävalenz von 25 bis 49,5 % bei SSc-Patienten 

[109, 110]. AEZAK von SSc-Patienten induzieren durch eine Hochregulation der 

Adhäsionsmoleküle vascular adhesion molecule 1 (VCAM-1), intracellular adhe-

sion molecule 1 (ICAM-1) und E-Selektin eine Endothelzellaktivierung [111]. In 

mikrovaskulären Hautzellen bewirkten AEZAK von SSc-Patienten eine Apoptose 

mittels der Induktion des Caspase-3-Weges [112] und der Expression von Fibril-

lin-1 [113]. Die Studienlage deutet darauf hin, dass AEZAK mit einer proinflamm-

atorischen Aktivierung von Endothelzellen zum Fortschreiten der Krankheit bei-

tragen [114].  

Der Angiotensin-II-Typ-1-Rezeptor (AT1R) und der Endothelin-Typ-A-Rezeptor 

(ETAR) werden auf der Zellmembran von Endothelzellen und auf Zellen des Im-

munsystems exprimiert (siehe Kap. 1.2), sodass eine Aktivierung eine Vielzahl 

zellulärer und systemischer Ereignisse auslöst. Anti-AT1R-Aak und Anti-ETAR-

Aak von SSc-Patienten induzieren in humanen mikrovaskulären Endothelzellen 

(HMEC-1) einen Anstieg des mRNA-Spiegels von VCAM1 und dem proinflamm-

atorischen Chemokin-Interleukin-8 (IL-8) [115]. VCAM-1 fördert die Adhäsion und 

Infiltration von Leukozyten in die Haut der Patienten [115, 116]. Die proinflamm-

atorische Aktivierung von HMEC-1 durch Anti-AT1R-Aak erhöht die Migration 

neutrophiler Granulozyten durch Endothelzellen und die damit verbundene Akti-

vierung von reactive oxygen species (ROS) [115]. In einer weiteren Studie konnte 

festgestellt werden, dass mit Anti-AT1R-Aak stimulierte HMEC-1 vermehrt TGF-

beta produzieren [117]. TGF-beta ist ein Zytokin, das Fibroblasten aktiviert und 
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deren Proliferation steigert. Dies könnte zu einer vermehrten Synthese von Kol-

lagen und extrazellulärer Matrix führen [118]. Zusätzlich haben Anti-AT1R-Aak 

einen negativen Einfluss auf die Endothelreparaturfunktion [115]. In peripheren 

mononukleären Blutzellen stimulieren Anti-AT1R-Aak und Anti-ETAR-Aak die 

Sekretion von Chemokin-Ligand 18, IL-8 und zusätzlich die T-Zell-Chemotaxis 

[119]. Die erhöhten Plasmaspiegel von IL-8, die bei SSc-Patienten vermehrt 

nachweisbar sind, aktivieren Phagozyten, neutrophile Granulozyten, Fibroblas-

ten und Endothelzellen und können ursächlich für eine inflammatorisch bedingte 

Gewebeschädigung sein [120, 121]. Der Nachweis von erhöhten Angiotensin-

II(ATII)- und Endothelin-1(ET-1)-Blutspiegeln bei SSc-Patienten führt angesichts 

ihrer vasokonstriktorischen, proinflammatorischen, proproliferativen und profibro-

tischen Funktionen zu der Hypothese, dass der AT1R und ETAR in die Pathoge-

nese der SSc involviert sind [117, 122, 123]. Aak von SSc-Patienten, die gegen 

den AT1R und ETAR gerichtet sind, erhöhen die Sensibilität des jeweiligen Re-

zeptors für ATII und ET-1 [124]. Dies könnte das Auftreten einer vermehrten Va-

sokonstriktion von Gefäßen bei der SSc erklären. Patienten mit SSc zeigen intrin-

sische Defekte des Renin-Angiotensin- und Endothelin-Systems, wie eine er-

höhte Prävalenz des Vasokonstriktors ATII gegenüber dem Vasodilatatoren An-

giotensin 1-7 zeigt [125]. Erhöhte Titer von Aak gegen den AT1R und ETAR sind 

bei ca. 85 % der SSc-Patienten nachweisbar [117, 124] und korrelieren mit PAH, 

ILD, digitalen Ulcera und SSc-assoziierter Mortalität [117, 124, 126].  

Therapeutische Ansätze wurden mittels ETAR-Antagonisten gefunden: So redu-

zieren ETAR-Antagonisten das Auftreten von PAH, einer der Haupttodesursa-

chen im Zusammenhang mit SSc [127]. Es konnte zudem festgestellt werden, 

dass der Transfer von AT1R -Aak in Mäuse eine Zellvermehrung von neutrophilen 

Granulozyten in der bronchoalveolären Lavage und zusätzlich strukturelle Ver-

änderungen in der Lunge hervorruft [115]. Durch die Zugabe von AT1R- und 

ETAR-Antagonisten konnten die durch Anti-AT1R-Aak und Anti-ETAR-Aak indu-

zierten Effekte reduziert werden [115, 125]. Anti-ETAR-Aak- und Anti-AT1R-Aak-

Titer von SSc-Patienten korrelieren miteinander und weisen eine Kreuzreaktivität 

mit dem jeweils anderen Rezeptor auf [117]. Nicht nur bei der SSc, auch bei wei-

teren rheumatischen Erkrankungen sind erhöhte Titer von Anti-AT1R-Aak und 
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Anti-ETAR-Aak nachweisbar und mögliche Pathomechanismen identifiziert wor-

den [128, 129].  

1.1.9 Diagnostik 
Die Diagnosestellung einer SSc ist aufgrund des oligosymptomatischen Krank-

heitsbeginns und der Vielzahl der betroffenen Organe anspruchsvoll [71]. Da die 

SSc ein heterogenes Krankheitsbild aufweist, benötigen die Erkrankten eine in-

terdisziplinäre Betreuung. Der Basisdiagnostik dienen weiterhin die Anamnese 

und das Erkennen von Symptomkomplexen. Bei Verdacht auf eine SSc wird die 

Diagnose mithilfe serologischer Untersuchungen gestützt. Eine weitere Differen-

zierung der ANAs wird aufgrund der Assoziation von Autoantikörperprofilen mit 

Organmanifestationen (siehe Kap. 1.1.7) empfohlen [16]. Zur weiteren Diagnos-

tik der mit SSc verknüpften Pathologien dienen diagnostische Untersuchungen 

der Rheumatologie, Dermatologie, Gastroenterologie, Pulmologie, Nephrologie 

und Kardiologie. Dies ermöglicht es, Organmanifestationen frühzeitig zu erken-

nen und zu therapieren [71]. Bei einem Großteil der SSc-Patienten verläuft die 

Erkrankung langsam progredient. Bei der dcSSc schreitet die Erkrankung jedoch 

rasch voran und es kommt zu einer starken Zunahme der stammbetonten Hauts-

klerosierung und zu früh auftretenden Organmanifestationen. Zusätzlich korrelie-

ren Organmanifestationen wie die PAH und eine rasch progrediente Hautfibro-

sierung mit einer erhöhten Mortalität, was die Wichtigkeit einer frühzeitigen Diag-

nosestellung unterstreicht [130, 131]. Ziel sollte es sein, Patienten mit einem 

rasch progredienten Verlauf schnellstmöglich zu identifizieren und einem rheu-

matologischen Zentrum vorzustellen [71]. 

1.1.9.1  Initialdiagnostik von Haut, Gefäßen und Bewegungsapparat 

Bei der klinischen Untersuchung von Haut und Gefäßen wird der Fokus auf SSc-

spezifische Symptome wie eine zunehmende Hautfibrosierung oder vaskuläre 

Veränderungen, die in Form eines RP symptomatisch werden oder mikrosko-

pisch erkennbar sind, gelegt. Zur Beschreibung der Aktivität und des Verlaufs der 

Hautfibrose dient der modifizierte Rodnan-Skin-Score (mRSS) [71]. Dazu werden 

17 definierte Hautareale durch klinische Palpationen beurteilt. Zur Untersuchung 

der Hautdicke wird die Haut des Patienten zwischen Zeigefinger und Daumen 
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eingeklemmt und es wird eine Hautfalte gebildet [132]. Anschließend werden 

Punkte zwischen 0 und 3 vergeben, wobei ein Score von 0 einer normalen, ge-

sunden Haut entspricht. Ein Score von 1 kennzeichnet eine milde Hautverdi-

ckung. In diesem Fall hat der Untersucher keine Schwierigkeiten, eine Hautfalte 

zu bilden. Ein Score von 2 definiert eine moderate Hautverdickung, bei der der 

Untersucher Schwierigkeiten hat, eine Hautfalte zu bilden. Ist es dem Untersu-

cher nicht möglich, eine Hautfalte zu bilden, wird ein Score von 3 vergeben, der 

auf eine schwerwiegende Hautfibrosierung hinweist [71, 132]. 

Vaskuläre Veränderungen können frühzeitig mittels Kapillarmikroskopie erkannt 

werden. Wegweisend für SSc-assoziierte vaskuläre Veränderungen sind Mega-

kapillaren zusammen mit vaskulären Arealen [133]. Bei klinischem Verdacht auf 

eine Kalzinose sollte eine Röntgenaufnahme des entsprechenden Hautareals er-

stellt werden [71]. Analog zur Haut- und Gefäßbeteiligung liegt bei der Untersu-

chung des Bewegungsapparates das Hauptaugenmerk auf der klinischen Diag-

nostik. Dabei sollte der Bewegungsapparat auf funktionelle Bewegungsein-

schränkungen, Kontrakturen, Synovitis, Sehnenreiben und Muskelschwäche un-

tersucht werden. Eine Magnetresonanztomographie kann zum Ausschluss einer 

Myositis dienen. Zudem kann die Bestimmung der Blutsenkungsgeschwindigkeit 

und Kreatinkinase zur frühzeitigen Diagnostik einer Myositis hilfreich sein [71].  

1.1.9.2 Initialdiagnostik innerer Organe 

Die im Folgenden beschriebenen Maßnahmen zur Initialdiagnostik von Organ-

manifestationen werden vom DNSS empfohlen. Die Diagnostik von SSc-assozi-

ierten Manifestationen der inneren Organe ist ein Zusammenspiel aus klinischen, 

anamnestischen und apparativen Untersuchungen. 

Die Diagnostik der gastrointestinalen Beteiligungen des oberen GIT konzentriert 

sich auf Verfahren der Ösophagusgastroskopie, Ösophagogastromanometrie 

und 24-Stunden-pH-Metrie. Die Ösophagusmanometrie kann Hinweise auf eine 

Schluckstörung oder eine eingeschränkte Funktion des unteren Ösopha-

gussphinkters geben. Zur Diagnostik eines nächtlichen oder asymptomatischen 

Refluxes dient die 24-Stunden-pH-Metrie. Die Ösophagusgastroskopie ermög-

licht Erkenntnisse über strukturelle Veränderungen und das Vorliegen eines 
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Barett-Syndroms aufgrund einer eingeschränkten Funktion des unteren Ösopha-

gussphinkters. Ein Atemtest zur Diagnosestellung von Unverträglichkeiten, unter 

denen viele Patienten leiden, kann bei unspezifischen gastrointestinalen Symp-

tomen von Nutzen sein [134]. Eine rektale Inkontinenz wird mittels anorektaler 

Manometrie und Elektromyographie diagnostiziert [71].  

Die Lunge ist bei 80 % der Patienten mit SSc betroffen. Daher sollten klinische, 

serologische, radiologische und funktionelle Untersuchungen durchgeführt wer-

den. Durch die Serologie können Antikörperprofile identifiziert werden, die mit 

Lungenmanifestationen assoziiert sind. Diese wurden bereits in Kapitel 1.1.7 be-

schrieben. Zur frühzeitigen Diagnostik einer ILD dienen Röntgenuntersuchungen 

und eine hochauflösende Computertomographie (h-CT) des Thorax. Eine Rönt-

genuntersuchung ist zur Ersterfassung von Patienten indiziert, die eine unauffäl-

lige Lungenfunktion aufweisen. Eine h-CT wird bei Patienten empfohlen, bei de-

nen dcSSc oder eine pathologische Lungenfunktion vorliegt [71]. Das Röntgen 

und die h-CT liefern Informationen über strukturelle Veränderungen, geben je-

doch keine Informationen über funktionelle Aspekte. Die Bodyplethysmographie 

zusammen mit der Bestimmung der Diffusionskapazität vermittelt Informationen 

über die Funktionalität der Lunge. Die Diffusionskapazität ist ein sensitiver Para-

meter, der genutzt wird, um eine klinisch unauffällige Lungenbeteiligung zu diag-

nostizieren. Eine eingeschränkte Diffusionskapazität weist in Zusammenhang mit 

einer normalen forcierten Lungenkapazität auf ein erhöhtes PAH-Risiko hin [71]. 

Zusätzlich können ein EKG, röntgenologische Untersuchungen des Thorax und 

klinische Symptome Hinweise auf eine PAH geben. Bei einem konkreten Ver-

dacht kann eine Echokardiographie mit Messung des systolischen pulmonal-ar-

teriellen Drucks weitere Hinweise auf eine PAH liefern [59, 135]. Zur Diagnose-

sicherung ist jedoch eine Rechtsherzkatheteruntersuchung erforderlich. Im Ver-

lauf können Laboruntersuchungen auf BNP/NTproBNP zu Hinweisen auf eine 

Rechtsherzbelastung infolge einer PAH führen [59]. 

Zur Überprüfung der Nierenfunktion sollte initial der Urin auf Sedimente, Ge-

samteiweiß und Albumin untersucht werden. Eine Serumkreatininbestimmung 

kann Hinweise auf eine verminderte glomeruläre Filtrationsrate geben. Anhand 
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einer Nierensonographie inklusive der Nierengefäße und einer Blutdruckmes-

sung ergeben sich strukturelle und funktionelle Informationen über die Niere [71]. 

Eine primäre oder sekundäre Herzbeteiligung sollte initial bei jeder diagnostizier-

ten SSc untersucht werden. Apparativ dienen EKG, Echokardiographie, Spiroer-

gonometrie und eine Blutdruckmessung über 24 Stunden der Diagnostik. Eine 

detailreiche klinische Untersuchung nach typischen Symptomen wie Angina pec-

toris, Palpitationen oder Dyspnoe sollte der apparativen Diagnostik zuvorkom-

men [71].  

1.1.9.3 Jährliche Verlaufsdiagnostik 

Neben der klinischen Diagnostik sollten bei allen SSc-Patienten die im Folgenden 

dargestellten Untersuchungen jährlich durchgeführt werden. Der Fokus der Ver-

laufskontrollen liegt auf den mit SSc assoziierten Organmanifestationen. Eine Bo-

dyplethysmographie zur Lungenfunktionsprüfung unter Bestimmung der totalen 

Lungenkapazität, forcierten Lungenkapazität und der Diffusionskapazität ist im 

jährlichen Verlauf oder bei Progredienz in drei- bis sechsmonatigen Intervallen 

empfohlen. Eine PAH induziert eine verminderte linksventrikuläre Ejektionsfrak-

tion, die im Verlauf zu einem Rechtsherzversagen führt. Dies unterstreicht die 

Wichtigkeit einer transthorakalen Echokardiographie zur Überprüfung eines er-

höhten pulmonal-arteriellen Drucks. Ebenfalls wird eine jährliche Spiroergometrie 

zur Überprüfung der kardiopulmonalen Limitation empfohlen. Eine halbjährliche 

laborchemische Überprüfung der Eiweißausscheidung dient dem Ausschluss ei-

ner Beteiligung der Nieren. Zusätzlich ist jährlich eine Kapillarmikroskopie durch-

zuführen. Die beschriebenen Maßnahmen werden vom DNSS empfohlen und 

dienen der jährlichen Verlaufsdiagnostik sowie dem frühzeitigen Erkennen begin-

nender Organmanifestationen [71].  

1.1.10 Therapie 
Die EULAR empfiehlt zur Behandlung einer SSc eine auf den Patienten opti-

mierte evidenzbasierte medizinische Behandlung. Zurzeit besteht noch keine 

standardisierte Behandlungsstrategie für die Therapie einer SSc [136]. Es konnte 

gezeigt werden, dass ein frühes Vorstellen von SSc-Patienten in interdisziplinä-

ren Zentren und eine konservative Therapie (Lymphdrainage, Ergotherapie) 
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wichtige Bestandteile einer erfolgreichen Therapie sind [134]. Dazu wird eine 

symptomorientierte und immunmodulierende Therapie angestrebt. Eine Verbes-

serung der klinischen, physiologischen und radiologischen Entwicklung der SSc-

bezogenen ILD kann durch eine Therapie mit intravenöser Gabe von Cyclophos-

phamid und hochdosiertem Prednisolon erzielt werden [137]. Die Therapie mit 

Glukokortikoiden sollte jedoch aufgrund des hohen Nebenwirkungsprofils nur eng 

gestellt und gut überwacht werden [136]. Eine Therapie mit Methotrexat führte in 

Studien zur Verbesserung der Hautbeteiligung, insbesondere im frühen Verlauf 

der dcSSc. Die Behandlung mit Methotrexat kann bei der dcSSc unter Aus-

schluss von Kontraindikationen in Betracht gezogen werden [138-140]. Das Ver-

meiden von Kälte und eine absolute Nikotinkarenz sind allgemeine Maßnahmen 

zur Behandlung digitaler Vaskulopathien wie dem RP und digitalen Ulzerationen.  

Laut Studien treten SSc-assoziierte RP durch den Einsatz von Nifedipin und 

Phosphodiesterase-5-Inhibitoren (PDE5I) seltener auf [141-143]. Die EULAR 

empfiehlt deshalb Nifedipin als Erstlinientherapie bei SSc-assoziierten RP [136]. 

Nach misslungener Therapie mit Nifedipin und PDE5I oder schweren Fällen ist 

Iloprost das Mittel der Wahl [136], das in Studien zu einer Verbesserung und 

Verringerung von SSc-assoziierten RP führte [144]. Iloprost und PDE5I ermögli-

chen eine Verbesserung digitaler Ulzerationen und werden daher von der EULAR 

empfohlen. Zur Prophylaxe digitaler Ulzera, insbesondere bei bereits vorhande-

nen Ulzerationen, ist eine ergänzende Therapie, neben der Therapie mit Cal-

cium-Kanal-Antagonisten, PDE5I und Iloprost, mit Bosentan induziert [136]. In 

Studien konnte das Auftreten neuer digitaler Ulzerationen mithilfe von Bosentan 

reduziert werden [145]. 

Zur Therapie einer SSc-assoziierten PAH werden ETAR-Antagonisten, PDE5I, 

Riociguat, Epoprostenol und Prostacycline empfohlen. Die Indikation für 

Epoprostenol sollte erst in einem späteren Stadium gestellt werden [136, 146, 

147]. In Studien konnten durch eine Kombinationstherapie mit den aufgeführten 

Substanzen das Überleben und die Leistungsfähigkeit von SSc-Patienten, die 

unter einer PAH litten, verbessert werden [134].  
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Protonenpumpeninhibitoren werden zur Therapie einer Refluxösophagitis und 

zur Prävention von Ösophagusulzerationen angewendet [148, 149]. Bei Vorhan-

densein einer GI-Dysmotilität sollte eine individuelle Therapie mit einem Proki-

netikum angestrebt werden [136]. 

Bei einer sich entwickelnden SSc-assoziierten renalen Krise wird eine sofortige 

hochdosierte Therapie mit ACE-Hemmern empfohlen. Die Therapie sollte lang-

fristig durchgeführt werden, solange die Möglichkeit einer Verbesserung der Nie-

renfunktion besteht [66, 136]. 

Neben den beschriebenen medikamentösen und invasiven Maßnahmen können 

allgemeine Maßnahmen wie Bewegungs- und Psychotherapien ein wichtiger Be-

standteil zur Bewältigung von Krankheitssymptomen sein.  

Autologe hämatopoetische Stammzelltransplantation bei SSc-Patienten 

Die Behandlung hämatologischer Malignome mit parallel bestehender AID mit 

Hochdosis-Chemotherapien und anschließender autologer hämatopoetischer 

Stammzelltransplantation (aHSZT) zeigt positive Effekte und bewirkt teilweise so-

gar die Remission der AID [150, 151]. Daher eignet sich dieses Behandlungs-

schema auch primär zur AID-Therapie [152]. Seit 1996 wurden aHSZT im Rah-

men mehrerer Studien zur Therapie therapierefraktärer und schwerer Fälle 

durchgeführt [153]. Die aHSZT ist zurzeit das wirksamste therapeutische Mittel 

zur Therapie der SSc [134] und sollte bei Patienten mit einer schlechten Prog-

nose vor Auftreten von Organmanifestationen durchgeführt werden [154]. In Stu-

dien konnte eine Verbesserung der Pulmonal- und Hautmanifestationen erzielt 

werden [155]. Das primäre Ziel einer autologen Stammzelltransplantation ist es, 

den Progress und die Krankheitsaktivität zu stoppen [156]. Ursächlich für den 

Erfolg einer aHSZT scheint ein Neustart des Immunsystems mit einer Eradikation 

autoreaktiver Lymphozyten zu sein. Die Reinfusion körpereigener Stammzellen 

soll die Bildung eines neuen antigennaiven Immunsystems aus eigenen hämato-

poetischen Stammzellen des Patienten induzieren. Erforderlich für die Rekon-

struktion des Immunsystems ist die adäquate Ausreifung einer neuen Generation 

nicht autoreaktiver (antigennaiver) T-Zellen [157]. Eine aHSZT wird in drei 
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komplexen therapeutischen Schritten durchgeführt, deren Ausführung in Kliniken 

und Studien variiert:  

1. Mobilisierung der Stammzellen mittels Granulozyten-Kolonie-stimulieren-

den Faktors und Cyclophosphamid 

2. Leukapherese und Selektion der CD34+-Stammzellen 

3. Konditionierung mit Cyclophosphamid, Antithymozyten-Globulin oder 

Ganzkörperbestrahlung mit anschließender Transplantation von CD34+-

Stammzellen 

Ziel der aHSZT ist es, Immunreaktionen, die zum pathologischen Prozess beitra-

gen, zu reduzieren oder zu eliminieren. Verglichen mit den Konditionierungssche-

mata für hämatologische Malignome besteht bei der SSc keine Notwendigkeit, 

die Stammzellpopulation im Knochenmark zu eliminieren. Die Zerstörung häma-

topoetischer Stammzellen wäre eine unerwünschte Nebenwirkung [157]. Eine 

Immunablation ohne myeloablative Nebenwirkungen wird durch lymphozyten-

spezifische Substanzen erreicht und zur Therapie der SSc verwendet [157]. 

Diese Substanzen führen wahrscheinlich zu einer erhöhten Rezidivrate, jedoch 

sind die Knochenmarkstoxizität sowie die therapieassoziierte Morbidität und Mor-

talität vermindert [158]. So konnte eine Studie zeigen, dass fünf Jahre nach der 

aHSZT das progressionsfreie Überleben von SSc Patienten 55 % betrug. Die 

transplantatabhängigen Mortalität lag bei 6,9 % [159]. Neben der Durchführung 

einer aHSZT in ausgewählten Zentren dient eine durch Experten vorgenommene 

ausführliche Bewertung des Nutzen-Risiko-Verhältnisses einer solchen aHSZT 

der Reduktion behandlungsabhängiger Nebenwirkungen und behandlungsab-

hängiger Mortalität [136]. 

1.1.11 Risikofaktoren und Mortalität 
Die Mehrzahl der Patienten, die an einer SSc erkranken, stirbt an dieser oder den 

mit der Krankheit assoziierten Folgen [134]. Elhai et al. analysierten Daten der 

European Sklerodermie Trials and Research Group, die Daten von 11 193 SSc-

Patienten in ihrem Register führt. Die Analyse ergab, dass innerhalb von zwei bis 

drei Jahren 9,6 % der Patienten starben, 58 % davon an den direkten Folgen der 

SSc [134, 160]. Die häufigsten Todesursachen sind die pulmonale Fibrose, die 
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PAH, Malignome und kardiale Pathologien [54, 160, 161]. Eine weitere Studie 

aus Frankreich zeigte, dass SSc-Patienten fünfmal häufiger an einer Infektion 

sterben als die gesunde Bevölkerung [160].  

Die Prognose wird durch unterschiedliche Faktoren beeinflusst. Riemekasten et 

al. beschreiben folgende Faktoren, die das Risiko erhöhen, an den Folgen einer 

SSc zu sterben [134]: 

• Alter 

• männliches Geschlecht 

• diffuse kutane SSc  

• erhöhtes CRP 

• NYAH < II 

• interstitielle Lungenerkrankung 

• niedrige Diffusionskapazität 

• Proteinurie 

• renale Krise 

• reduzierte linksventrikuläre Ejektionsfraktion 

• digitale Ulzera 

• Gelenkbeteiligung 

Patienten mit einem Nachweis von Anti-th/to-Aak bei der lcSSc und Anti-U3-

RNP-Aak bei der dcSSc haben die schlechtesten Überlebensraten verglichen mit 

Patienten mit SSc-assoziierten Aak [57]. Funktionelle Antikörper wie Anti-AT1R-

Aak oder Anti-ETAR-Aak sind mit schweren Organmanifestationen assoziiert und 

somit negative Prädiktoren [162]. 

1.2 Angiotensin II und Angiotensin-II-Typ-1-Rezeptor 
ATII ist der Agonist des AT1R und der Haupteffektor des Renin-Angiotensin-Sys-

tems und übt somit eine Vielzahl an Funktionen aus. Es vermittelt die meisten 

Effekte über den AT1R und weist verschiedene physiologische Wirkungen auf. 

So trägt es zu kardiovaskulären, renalen und endokrinen Funktionen bei und 

spielt nicht nur bei physiologischen Mechanismen eine Rolle, sondern auch eine 

pathologische Rolle in der Pathogenese der Hypertonie. Ferner hat ATII eine 
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Bedeutung als Wachstumsfaktor an Fibroblasten, Nebennierenrinden-, vaskulä-

ren Glattmuskel- und Herzmuskelzellen [163]. Auch ein Effekt auf die Angioge-

nese durch ATII konnte beobachtet werden [164].  

Der AT1R gehört zur Familie der Guanosintriphosphat-bindenden-Protein-gekop-

pelten Rezeptoren (GPKR) (siehe Kap. 1.3). Er besteht aus 359 Aminosäuren 

[165] und wird in unterschiedlichen Organen wie Nebennieren, Gehirn, Leber, 

Herz [163] und in peripheren mononukleären Blutzellen exprimiert, in denen er 

unterschiedliche Funktionen übernimmt. Nach Bindung von ATII ändert sich die 

Konformation des AT1R und wird aktiviert (siehe Kap. 1.3). Ein erhöhter intrazel-

lulärer Ca2+-Spiegel aktiviert die Zelle und verursacht abhängig vom Zelltyp un-

terschiedliche Mechanismen wie eine Kontraktion von Muskelzellen, eine renale 

Salz- und Wasserretention, eine Aldosteron- und Vasopressinfreisetzung oder 

auch eine Stimulation des Zellwachstums. Die aktivierte Proteinkinase C indu-

ziert zusammen mit Ca2+ die vermehrte Expression von wachstumsbedingten 

Transkriptionsfaktoren [163, 166]. Eine dauerhafte Stimulierung der Rezeptoren 

verursacht eine verminderte Expression. Dies konnte in peripheren mononukle-

ären Blutzellen von SSc-Patienten nachgewiesen werden [119]. 

1.3 Guanosintriphosphat-bindende-Protein-gekoppelte Rezeptoren  
Im Menschen wurden 420 unterschiedliche Guanosintriphosphat-bindende-Pro-

tein(G-Protein)-gekoppelte Rezeptoren (ausgeschlossen olfaktorische GPKR) 

identifiziert. Diese bilden die größte Gruppe der membranständigen Rezeptoren. 

Dazu wurden 16 781 Liganden ermittelt, die mit GPKR interagieren [167]. Die 

GPKR sind intramembranöse Rezeptoren, die durch sieben hydrophobe trans-

membranöse α-Helices sowie ein extrazelluläres N-terminales und ein intrazellu-

läres C-terminales Ende charakterisiert sind. Die α-Helices werden durch jeweils 

drei intrazellulär und drei extrazellulär liegende Schleifen miteinander verbunden. 

Namensgebend für den Rezeptor ist das membranständige intrazellulär bin-

dende G-Protein. G-Proteine sind heterotrimere Proteine, die sich aus einer α-, 

einer β- und einer γ-Untereinheit zusammensetzen. Durch Bindung eines Ago-

nisten oder aktivierenden Liganden kommt es zur Stabilisierung der Konforma-

tion des GPKR. Aufgrund der Konformationsänderung interagiert der GPKR mit 
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seinem gebundenen G-Protein, das an seiner α-Untereinheit GDP gegen GTP 

austauscht. Als Folge dessen kommt es zur Dissoziation der β- und der γ-

Untereinheit von der α-Untereinheit. Die α-Untereinheit (s) stimuliert die Ade-

nylatcyclase, was eine intrazelluläre Konzentrationssteigerung des cyclischen A-

denosinmonophosphats (cAMP) bewirkt. Der Gegenspieler ist die α-Untereinheit 

(i), die die Adenylatcyclase hemmt und die Konzentration von cAMP senkt.  

Ein anderer Signalweg des GPKR läuft über die G-Protein-α-q-Untereinheit, die 

eine Aktivitätssteigerung der Proteinkinase C induziert. Die Phospholipase C wie-

derum spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in Diacylglycerin und Inosi-

tol-1,4,5-trisphosphat. Diacylglycerin bleibt membranständig und aktiviert die 

Proteinkinase C, was zu einem Ca2+-abhängigen intrazellulären Ca2+-Anstieg 

durch membranständige Rezeptoren führt. Inositol-1,4,5- trisphosphat bindet an 

Rezeptoren des endoplasmatischen Retikulums und induziert eine Öffnung von 

Ca2+-Kanälen, was ebenfalls einen intrazellulären Ca2+-Anstieg der Zelle bewirkt. 

1.4 Assay zum Nachweis funktioneller Antikörper 
Funktionelle Assays sind aufwendig und schwer standardisierbar, weshalb sie für 

die Routinediagnostik nicht geeignet sind. ELISA-Assays, die Epitope aus dem 

funktionellen Bereich als Antigen verwenden, sind zwar gut standardisierbar, wei-

sen jedoch nicht unbedingt funktionell aktive Antikörper nach. Mit Zell-basierten 

Assays können die Zellproliferation, die Toxizität, die Produktion von Markern, 

die Motilität, die Morphologie und die Aktivierung von Signalwegen gemessen 

werden [168]. Um Informationen über eine Reaktion auf einen Stimulus zu erhal-

ten, müssen die Zellen vor Zugabe des Stimulus in ihrem normalen physiologi-

schen Zustand gehalten und untersucht werden [169]. 

In Studien wurden bereits Zell-basierte Bioassays durchgeführt, um die Funktio-

nalität von Aak oder Medikamenten auf ein bestimmtes Epitop zu überprüfen. 

Doronin et al. entwickelten einen Zell-basierten Bioassay zur Analyse der Aktivi-

tät von Anti-PD-1/PD-L1-Ak, der zur Therapie von Krebs eingesetzt wird. Somit 

konnte ein Bioassay entwickelt werden, der für die Entwicklung therapeutischer 

Wirkstoffe und Methoden nützlich sein kann [170]. Preuss et al. entwickelten ei-

nen Hochdurchsatz-Zell-basierten Bioassay zum zuverlässigen Nachweis von 
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inhibierenden und stimulierenden funktionellen Aak gegen den mAchR3 bei Pa-

tienten mit AID. Mit diesem neu entwickelten Assay können Autoimmunmecha-

nismen bei einer großen Serie von Patienten getestet und möglicherweise neue 

Therapieoptionen aufgezeigt werden [171].  

Zur Durchführung eines Zell-basierten Assay zum Nachweis funktioneller Aak 

dienen Zellen, die entweder das Zielepitop natürlicherweise exprimieren oder mit 

einem Plasmid, das für das Zielepitop kodiert, transfiziert werden und das Ziele-

pitop als rekombinantes Protein exprimieren. 

Durch die Verfügbarkeit empfindlicher und genauer Fluoreszenzsonden sind 

exakte Messungen zellulärer und subzellulärer Funktionen möglich geworden 

[169]. In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen mit einem Calcium-sensitiven, 

biolumineszenten Fusionsprotein, bestehend aus GFP (green fluorescence pro-

tein) und Aequorin, transfiziert. Nach der Aktivierung des AT1R durch den AT1R-

Agonisten ATII wird eine intrazelluläre Kaskade in Gang gesetzt und es kommt 

zu einem intrazellulären Ca2+-Anstieg. Ca2+ bildet mit Aequorin einen Komplex 

und führt durch eine intramolekulare Reaktion zur Oxidation von Coelenterazin-

h (Luciferin von Aequorin). Das angeregte Coelen-Teramid zerfällt in seinen 

Grundzustand und emittiert dabei blaues Licht (max. 470 nm). Das blaue Licht 

regt GFP an, sodass grünes Licht emittiert wird, das luminometrisch gemessen 

werden kann [172]. 

1.5 Zielsetzung 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zunächst einen Zell-basierten, zuverlässigen 

und leicht zu standardisierenden funktionellen Assay zum Nachweis inhibieren-

der oder stimulierender Anti-AT1R-Antikörper zu etablieren. Ferner sollen die Prä-

valenz und die Reaktivität von Anti-AT1R-Antikörpern bei Patienten mit SSc mit 

denen von Anti-AT1R-Antikörpern bei gesunden Probanden und Probanden mit 

anderen AID verglichen werden. Die getesteten AID umfassen weitere Kollage-

nosen (M.Sjögren, M.Sharp, SLE) sowie andere rheumatische Erkrankungen 

(z. B. rheumatoide Arthritis oder Riesenzellarteriitis) sowie verschiedene Leber-

erkrankungen (primär-biliäre Cholangitis (PBC), primär sklerosierende Cholangi-

tis (PSC), alkoholische Hepatitis, virale Hepatitis, autoimmune Hepatitis (AIH)). 
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Ferner soll der Einfluss einer aHSZT bei Patienten mit SSc auf das Verhalten 

funktioneller Anti-AT1R-Ak analysiert werden. Im weiteren Verlauf soll die Reak-

tivität zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach einer aHSZT mit dem Outcome 

nach der aHSZT verglichen werden, um mögliche prädiktive Marker für eine er-

folgreiche aHSZT zu erhalten. 

2 Patienten und Kontrollen 
In dieser Studie wurden Seren von 399 Patienten (siehe Tabelle 6) aus dem rheu-

matischen Formenkreis (SSc, SLE, mixed connective tissue disease (MCTD), 

SS, rheumatoide Arthritis (RA) und Polymyalgia rheumatica (PM)) untersucht. Ein 

Teil der SSc-Patienten (n = 28) hat im Rahmen einer Therapie eine aHSZT er-

halten. Zudem wurden Seren von Patienten mit autoimmunen Lebererkrankun-

gen ( PSC, PBC und AIH) und nicht autoimmunen (viralen, toxischen) Leberer-

krankungen untersucht. Als Kontrolle dienten gesunde Probanden. 

Die Patienten mit rheumatischen Erkrankungen sind in der Rheumaambulanz der 

Medizinischen Klinik II (Prof. Dr. Jörg Henes, Dr. Ann-Christin Pecher), die Pati-

enten mit chronischen Lebererkrankungen in der hepatologischen Ambulanz der 

Medizinischen Klinik I (Prof. Dr. Christoph Berg) in regelmäßiger Betreuung. 

Zu verschiedenen Zeitpunkten (Zp) wurden Patienten, bei denen eine autologe 

Stammzelltransplantation durchgeführt werden sollte bzw. worden war, Serum 

entnommen. 

- Zp0 (Zp0, vor der aHSZT): n = 25  

- Zp1 (5 bis 9 Monate nach aHSZT): n = 24 

- Zp2 (10 bis 17 Monate nach aHSZT): n = 19  

- Zp3 (18 bis 24 Monate nach aHSZT): n = 16  

21 Patienten hatten einen günstigen Verlauf nach der aHSZT, bei 7 Patienten 

war ein Relaps oder Progress nach der aHSZT zu beobachten [155]. 

Die Seren von gesunden Probanden stammen von Mitarbeitern des Immunpa-

thologischen Labors und Studenten. Die Seren wurden bei –20 °C gelagert. Die 

vorliegende Studie wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät 
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der Eberhard Karls Universität Tübingen mit der Nummer 647/2016B02 befür-

wortet. Zudem entsprach das Studienprotokoll den ethischen Richtlinien der Hel-

sinki Deklaration von 1975. 

Tabelle 6: Übersicht über die verwendeten Patientenseren 

Diagnose  Anzahl Altersmedian 
(Jahre) 

Streuung 

(Jahre) 
Geschlecht 

(w : m) 
SSc ohne aHSZT 73 56 17–78 5,6 : 1 

SSc mit aHSZT 28 42 19–58 1,2 : 1 

Systemischer Lupus erythe-

matodes (SLE) 

21 32 15–59 9,5 : 1 

mixed connective tissue dis-

ease (MCTD) 

25 40 10–69 2,6 : 1 

Sjögren-Syndrom (SS) 24 46 18–84 23 : 1 

rheumatoide Arthritis (RA) 24 61 33–80 3 : 1 

Polymyalgia rheumatica 

(PM) 

16 17,5 9–85 1 : 1 

autoimmune Lebererkran-

kungen (PBC, PSC, AIH) 

95 47 17–78 2,2 : 1 

nicht autoimmune Leberer-

krankungen (viral, toxisch) 

57 52 20–81 0,6 : 1 

gesunde Probanden (GP) 36 25 20–69 1 : 1 

gesamt 399    
 

In Tabelle 7 sind die klinischen Daten der 73 SSc-Patienten aufgeführt 

Tabelle 7: Klinische Parameter der 73 SSc-Patienten 

Klinische Parameter  

Alter zum Zeitpunkt 

der ersten Manifes-

tation (Jahre) 

Mittelwert + SD 54 + 13 

Median 56 

Range 17–78 
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Geschlecht  weiblich: Anzahl (%) 62 (85 %) 

 männlich: Anzahl (%) 11 (15 %) 

Dauer der Erkran-

kung (Jahre) 

Mittelwert + SD  9 + 6 

Median 7 

Range 0,5–26 

Unterform der SSc lcSSc: Anzahl 52 

 dcSSc: Anzahl 21 

mRSS Mittelwert + SD  7,6 + 7,9 

 Median 5 

 Range 0–30 

Organmanifestationen  

Gesamt (Anzahl) Mittelwert + SD  3,1 + 1,8 

Median 3 

Range 0–7a) 

Hautmanifestation: Anzahl 62 

 Calcinosis: Anzahl 6 

 digitale Ulzera: Anzahl 29 

Lungenbeteiligung: Anzahl 40 

 PAH: Anzahl 14 

Ösophagus: Anzahl 39 

Muskeln (Myositis): Anzahl 8 

Nieren: Anzahl 4 

Herz: Anzahl 9 
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exokrine Drüsen (Sicca-Syndrom): Anzahl 14 

Antikörper gegen Scl70 (Immundiffusion) 22 (30 %) 

 Topo I (ELISA) 26 (36 %) 

 Zentromere (ACA; IFT) 19 (26 %) 

 Nukleoli (Fibrillarin; IFT) 24 (33 %) 

a) Vier Patienten hatten keine Organmanifestationen und litten nur an einem Raynaud-Syndrom. Fünf wei-
tere Patienten wiesen zusätzlich eine PBC auf, was sich anhand von cholestatischen Enzymen und dem 
Vorhandensein anti-mitochondrialer Antikörper vom Anti-M2-Typ, die mit PDC-E2 reagierten, zeigte. Zwei 
Patienten erhielten eine Leberbiopsie, die eine PBC im Stadium I/II bestätigte. 
 
Die Patientendaten wurden retrospektiv anhand von Arztbriefen und Befunden 

des Immunpathologischen Labors erhoben. 

3 Material und Methoden 

3.1 Materialien 

3.1.1 Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial Hersteller 
Eppendorf Safe-Lock Tubes, 2,0 ml Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-

land 

Centrifugal Filter Units 100 kDa Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Zellkulturflasche Nunclon Delta 

Surface, 75 cm2  

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

Zellkulturflasche Nunclon Delta 

Surface, 175 cm2	 
Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

USA 

Falcon, 50 ml Corning Incorporated, Corning, NY, 

USA 

Zellkultur Microplatte, 96 Well, PS, F-

Boden, Schwarz Cellstar® 

Greiner Bio One, Kremsmünster, Ös-

terreich 

Zellkultur Microplatte, 96 Well, PS, F-

Boden, Weiß Cellstar® 

Greiner Bio One, Kremsmünster, Ös-

terreich 
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Proteinkit Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

3.1.2 Geräte 

Gerätename Hersteller 
Pipetboy 2 Integra Bioscience GmbH Biebertal, 

Deutschland 

Centrifuge 5402 Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-

land 

MicroBeta2 LumiJET Microplate 

Counter inclusive injector 

PerkinElmer, Waltham, MA, USA 

Multipette plus Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-

land 

Odyssey 9120 LI-COR, Lincoln, NE, USA 

12-Kanal-Pipette, 10–100 µl Brand GmbH, Wertheim, Deutschland 

pH-Meter pHenomenal TM VWR International GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Waage Mettler H 20 T, 0,01–160 g Mettler-Toledo GmbH, Gießen, 

Deutschland 

Waage Sartorius, 5–820 g Sartorius AG, Göttingen 

Wasserbad Köttermann, Uetze/Hänigsen, 

Deutschland 

Neubauer-Zählkammer Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sond-

heim vor der Rhön, Deutschland 

SORVALL LYNX 4000 Centrifuge Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

SORVALL LYNX Ultra 90 Centrifuge Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

Pipette ‚Eppendorf Research plus‘, 

10 µl 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-

land 

Pipette ‚Eppendorf Research plus‘, 

100 µl 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-

land 
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Pipette ‚Eppendorf Research plus‘, 

1000 µl 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-

land 

8-Kanal-Pipette Biohit, Helsinki, Finnland 

Rollenmischer 348  Assistent, Sondheim vor der Röhn, 

Deutschland 

Photometer (T70/UV/VIS Spektrome-

ter) 

PG Instruments Ltd., Leicestershire, 

United Kingdom 

 

3.1.3 Computerprogramme 

Programm Hersteller 
GraphPad Prism 8 GraphPad Software, San Diego, CA, 

USA 

Excel (Version 16.44) Microsoft, Redmond, WA, USA 

Expression Atlas EBML-EBI, Hinxton, Cambridgeshire, 

United Kingdom 

3.1.4  Chemikalien und Reagenzien 

3.1.4.1 Chemikalien für den funktionelle AT1R-Assays 

Substanz Hersteller 
Coelenterazin-h Bioton Hayward, CA, USA 

Angiotensin II Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

FuGene 6 Promega, Madison, WI, USA 

ViaFect Promega, Madison, WI, USA 

Melon™Gel IgG Spin Purification Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

Reagenz ‚ONE-Glo Luciferase Assay‘ Promega, Madison, WI, USA 

Glucose Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

HEPES-Puffer AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Deutschland 

Kaliumchlorid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid VWR Chemicals, Radnor, PA, USA 
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Magnesiumsulfat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Calciumchlorid Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

0,4%-Trypanblaulösung Lonza, Walkersville, MD, USA 

Natriumhydroxid Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-

land 

Losartan Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 

3.1.4.2 Immunglobulinpräzipitation aus Patientenseren 

Substanz Hersteller 
MelonTM Gel IgG Spin Purification Kit Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

Ammoniumsulfat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

 

3.1.4.3 Proteinbestimmung (Bradford-Methode) 

Substanz Hersteller 
Proteinkit Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

 

3.1.4.4 SDS-PAGE / Westernblots 

Substanz Hersteller 
Rotiphorese Gel 30 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-

land 

3-Amino-9-ethylcarbazole SIGMA ALDRICH, Steinheim, 

Deutschland 

Ammoniumpersulfat 10 % SERVA, Heidelberg, Deutschland 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan SIGMA ALDRICH, Steinheim, 

Deutschland 

Natriumdodecyl-Sulfat (SDS) SIGMA ALDRICH, Steinheim, 

Deutschland 

Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-

land 

Methanol Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
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N,N,N’,N’,-Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

SERVA, Heidelberg, Deutschland 

Dimethylformamid SERVA, Heidelberg, Deutschland 

Tween 20 Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Bovines Serum Albumin (BSA) PAN Biotech, Aidenbach, Deutsch-

land 

Isopropanol 70 % Liquid Production GmbH, Flintsbach 

am Inn, Deutschland 

2-Mercaptoethanol SIGMA ALDRICH, Steinheim, 

Deutschland 

Triton ® X-100 SERVA Electrophoresis GmbH, Hei-

delberg, Deutschland 

Glycerin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-

land 

Nitrocellulose-Membran LI-COR, Lincoln, NE, USA 

Precision Plus Protein™ Dual Xtra 

Prestained Protein Standards 

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkir-

chen, Deutschland 

Bromphenolblau Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-

land 

Formaldehyd 37 % Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

3.1.5 Plasmide 
Das GFP-Plasmid wurde freundlicherweise von Prof. Stefan Offermanns, MPI für 

Herz- und Lungenforschung, Bad Nauheim zur Verfügung gestellt. 

Das AT1R-Plasmid wurde freundlicherweise von Dr. Beate Preuß, Immunpatho-

logisches Labor, Uniklinik Tübingen zur Verfügung gestellt. Hierbei ist die Se-

quenz für den Full-Length-AT1R in den Vektor „pc DNA 3.1/V5-His TOPO TA“ 

(Thermo Fisher Scientific) einkloniert. Zur Verifizierung wurde das AT1R-Insert 

sequenziert (Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland). 
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Das pGL3-NFAT Luciferase Plasmid wurde freundlicherweise von Jerry Crabtree 

zur Verfügung gestellt (Addgene Plasmid # 17870; 

http://n2t.net/addgene:17870;RRID:Addgene_17870). 

Plasmid Hersteller 
pGL3-NFAT-Luciferase-Plasmid Addgene, Watertown, MA, USA 

 

3.1.6 Antikörper für die Westernblots 

Antikörper Hersteller 
primäre Antikörper  

Angiotensin-2-Typ-1A-Rezeptor-Anti-

körper 

Bioss, Woburn, MA, USA 

sekundäre Antikörper  

IRDye 800CW (donkey) anti-rabbit 

IgG  

 

LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, 

USA 

 

3.1.7 Zellen  

Zelllinie Hersteller 
Huh-7  CLS Cell Lines Service, Eppelheim, 

Deutschland 

TFK-1 DSMZ, Braunschweig, Deutschland 

CHO-K1 DSMZ, Braunschweig, Deutschland 

 

3.1.8 Zellkulturmedium bzw. -reagenzien  

Substanz Hersteller 
Gibco Hanks Balance Salt Solution 

(HBSS) 

Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

Gibco DMEM Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 
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Gibco F-12 Medium Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

Gibco Trypsin-EDTA Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

Gibco FCS Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

GlutaMAX (100x) Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA 

G418 Sulfat Biochrom, Berlin, Deutschland 

Penicillin Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Steptomycin Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Refobacin 80 mg (Injektionslösung) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

cOmplete Mini (Protease-Inhibitor) Roche Diagnostics, Mannheim 

Deutschland 

RPMI 1640 Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland 

 

3.2 Puffer und Lösungen 

3.2.1 SDS-PAGE 

• Trenngel (12 % Polyacrylamid für vier Gele) 

o 13,8 ml Aqua dest. 

o 16,8 ml Rotiphorese Gel 30 

o 10,5 ml Tris (1,5 M; pH 8,8) 

o 420 µl 10%ige SDS-Lösung 

o 420 µl 10%ige Ammoniumpersulfat-Lösung 

o 42 µl TEMED 

• Sammelgel (5 % Polyacrylamid für vier Gele) 

o 13,2 ml Aqua dest. 

o 3,3 ml Rotiphorese Gel 30 

o 2,5 ml Tris (1 M; pH 8,8) 

o 195 µl 10%ige SDS-Lösung 

o 195 µl 10%ige Ammoniumpersulfat-Lösung 
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o 19,5 µl TEMED 

• Elektrodenpuffer 

o 5 g SDS 

o 30,25 g Tris 

o 112,5 gGlycin 

o Ad 5 l Aqua dest. 

• SDS-Puffer (zweifach konzentriert)  

o 0,485 g Tris 

o 2 g SDS 

o 5 ml Mercaptoethanol 

o 10 ml Glycerin 

o 1 ml Bromphenolblau (1 %, w/v) 

o Ad24 ml H2O 

3.2.2 Odyssey-NIR-Westernblot 

• Transferpuffer 

o 2 g SDS 

o 6,06 g Tris 

o 28,82 g Glycin 

o Ad 1,2 l Aqua dest. 

o Ad 2 l mit Methanol 

• PBS-Puffer pH 7,4 

o 43,83 g NaCl 

o 44,49 g Na2HPO4 

o 6,81 g KH2PO4 

o Ad 5 l Aqua dest. 

• Blockierlösung (BL) 

o 3 % (w/v) BSA in PBS 

• Antikörper-Verdünnungspuffer (AKV) 

o PBS mit 3 % (w/v) BSA und 0,2 % (v/v) Tween-20  

• Waschpuffer (WP) 

o PBS mit 0,1 % (v/v) Tween-20 
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3.2.3 In-Zell-Westernblot 

• Fixing-Solution 

o PBS (siehe Kap. 3.2.2) 

o PBS mit 3,7 % (v/v) Formaldehyd  

• Permeabilization-Solution 

o PBS mit 0,1 % (v/v) Triton X 

3.2.4 Zellkulturmedien 

• CHO-K1-Zellkulturmedium 
o Ham’s F-12  
o 10 % (v/v) fetales Kälberserum (FCS) 
o 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin (100-fach) 
o 300 µg/ml G418 Sulfat 

• HUH-7-Zellkulturmedium 
o DMEM 

o 10 % (v/v) FCS 

o 1 % GlutaMAX 

o 0,16 mg/ml Refobacin 

• TFK-1-Zellkulturmedium 
o 500 ml RPMI 1640 

o 10 % (v/v) FCS 

o 0,16 mg/ml Refobacin 

3.2.5 AT1R-Assay 

• HBSS mit und ohne Ca2+ 

o 120 mM NaCl 

o 5,4 mM KCl 

o 0,8 mM MgSO4 

o 10 mM Glukose 

o 10 mM Hepes  

o (2 mM CaCl2) 

o Lösung mit NaOH auf pH 7,4 einstellen 
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3.3 Methoden 

3.3.1 Zelllinien 
Um die Effekte funktioneller Aak auf den AT1R zu untersuchen, wurden Versuche 

mit drei Zelllinien (CHO-K1, Huh-7, TFK-1) durchgeführt. Die Ovarialzellen des 

chinesischen Hamsters (CHO-K1) sind stabil mit einem GFP/Aequorin-Plasmid 

transfiziert. Die Huh-7-Zellen entstammen einem humanen hepatozellulären Kar-

zinom und exprimieren auf ihrer Oberfläche den AT1R [173]. Die TFK1-Zellen 

stammen aus einem humanen biliären duktalen Karzinom und exprimieren weder 

den AT1R noch GFP. 

3.3.1.1 CHO-K1 

Bei den Ovarialzellen des chinesischen Hamsters handelt es sich um eine Zell-

reihe, die im Jahre 1957 von Theodore Puck aus den Eierstöcken eines chinesi-

schen Hamsters isoliert wurde. Nach Auftauen der Zellen wurden diese in einer 

75 cm2 großen Zellkulturflasche in CHO-K1-Medium angezüchtet. Die Zellen 

wurden bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Das Medium wurde alle zwei bis drei 

Tage gewechselt. Ab einer Zelldichte von ca. 90 % wurden die Zellen passagiert. 

Dazu wurde das Medium entfernt und die Zellen wurden mit Hanks-Balance-Salt-

Solution (HBSS) gespült sowie mithilfe von EDTA-Trypsin abgelöst. Die Zellen 

wurden im Verhältnis 1 : 4 bis 1 : 6 auf neue Zellkulturflaschen verteilt. 

Zur Kryokonservierung der Zellen wurden diese mit HBSS und EDTA-Trypsin ab-

gelöst und abzentrifugiert (360 g, 10 min). Danach wurden die Zellen in Einfrier-

medium (40 % Ham’s F-12, 50 % FCS, 10 % DMSO) aufgenommen und mit ei-

ner Zelldichte von ca. 1 x 106 Zellen/ml bei –80 °C eingefroren. 

Zum Auftauen wurden die Zellen rasch in einem Wasserbad bei 37 °C aufgetaut 

und in eine mit Medium befüllte Zellkulturflasche überführt. Nach 4 bis 24 Stun-

den wurde ein Mediumwechsel durchgeführt, da das DMSO das Zellwachstum 

negativ beeinflusst. 
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3.3.1.2 Huh-7 

Huh-7 sind eine Zelllinie, die aus einem hepatozellulären Karzinom eines 57 

Jahre alten männlichen Japaners im Jahre 1982 gewonnen wurde [174]. Huh-7 

exprimieren den AT1R, jedoch kein GFP [173]. 

Die Zellen wurden nach dem Auftauen auf einer 75 cm2 großen Zellkulturflasche 

mit DMEM-Zellkulturmedium (siehe Kap. 3.2.4) bei 37 °C und 5 % CO2 herange-

zogen. Das Medium wurde alle drei bis vier Tage gewechselt und ab einer Zell-

dichte von ca. 80 % bis 90 %, wie in Abbildung 1 zu sehen, wurden die Zellen auf 

mehrere Zellkulturflaschen separiert. 

 

Abbildung 1: Huh-7-Zellen mit einer Konfluenz von ca. 80 %, durch das Mikroskop fotografiert 
(Quelle: Eigene Darstellung). 

Die Kultivierung und das Auftauen der Zellen wurden analog zu den CHO-K1 

(siehe Kap. 3.3.1.1.) mit Huh-7-Medium (siehe Kap. 3.2.4) durchgeführt. 

3.3.1.3 TFK-1-Zellen 

Die TFK-1 Zellen wurden aus einem extrahepatischen cholangiozellulären Karzi-

nom eines 64 Jahre alten Japaners isoliert. Die Zellen wurden mit RPMI-1640-

Medium (siehe Kap. 3.2.4) kultiviert. Die TFK-1-Zellen exprimieren weder GFP 
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noch den AT1R und dienten als Kontroll-Zellreihe. Die Zellen wurden analog zu 

den CHO-K1 kultiviert (siehe Kap. 3.3.1.1). 

3.3.2 Präzipitation von Immunglobulinen aus Patientenseren mit-
tels Ammoniumsulfat und MelonTM Gel IgG Purification Kit 

Die Isolierung von Immunglobulinen aus Patientenseren wurde über Ammoni-

umsulfat(AS)-Präzipitation oder mit dem MelonTM Gel Purification Kit durchge-

führt. Die isolierten Immunglobuline wurden in den funktionellen Assays verwen-

det. Die Ergebnisse beider Verfahren wurden miteinander verglichen. 

Ammoniumsulfat-Fällung 

Das Patientenserum wurde mit gesättigter AS-Lösung (756,1 g/l H2O) im Verhält-

nis 1 : 1 tropfenweise vermengt und über Nacht bei 4 °C gelagert. Die Probe 

wurde bei 5000 xg für 30 Minuten zentrifugiert und der Überstand wurde verwor-

fen. Das Präzipitat wurde zweimal mit 60%iger AS-Lösung (389,8 g/l H2O) gewa-

schen und jeweils bei 5000 X g für 15 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde 

jeweils verworfen. Das Pellet wurde in dem ursprünglichen Volumen an Patien-

tenserum in HBSS gelöst. Die isolierten Ig wurden bei –20 °C gelagert.  

MelonTM Gel Purification Kit 

Die Isolierung von Ig aus Patientenseren mittels MelonTM Gel Purification Kit 

wurde gemäß Herstellerangaben durchgeführt. Die gewonnenen Ig wurden mit 

HBSS auf ihr ursprüngliches Volumen aufgefüllt und bei –20 °C gelagert. 

3.3.3 Proteinbestimmung nach Bradford 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der mit AS gefällten Ig (siehe Kap. 

3.1.4.2) wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford gemäß Herstellerangaben 

durchgeführt.  

3.3.4 Funktioneller Angiotensin-II-Typ-1-Rezeptor-Assay 
Der funktionelle AT1R-Assay dient dem Nachweis stimulierender oder inhibieren-

der funktioneller Aak aus Patientenseren anhand einer schnellen Zellantwort in 

Form eines Ca2+-Anstiegs. Mithilfe einer chemischen Reaktion des Aequo-

rin/GFP mit Ca2+ wurde der Einfluss von Aak auf den AT1R luminometrisch 



58 
 
 

gemessen (siehe Abbildung 2). Der Assay wurde mit den Zelllinien CHO-K1, 

TFK-1 und Huh-7 durchgeführt.  

 
Abbildung 2: Skizze des Angiotensin-II-Typ-1-Rezeptor-Assay mit Huh-7-Zellen 
Die Huh-7-Zellen exprimieren den AT1R (hier rot dargestellt) auf ihrer Plasmamembran. Die Huh-7-Zellen 
wurden mit einem GFP/Aequorin-Plasmid transfiziert und anschließend für 24 Stunden inkubiert. Als die 
Huh-7-Zellen nun auch das GFP/Aequorin (hier grün dargestellt) exprimierten, wurde das Medium gewech-
selt. Zuerst wurde das alte Medium verworfen und Ca2+-freies HBSS zusammen mit Coelenterazin-h hinzu-
gegeben. Nach einer Stunde Inkubation wurde das Medium gegen HBSS mit Ca2+ und Immunglobulinen 
ausgetauscht und wiederum für eine Stunde inkubiert. Während der Zugabe von ATII wurde das emittierte 
Licht mittels Luminometer gemessen. Der Einfluss der Ig wurde anhand von Huh-7-Zellen bestimmt, denen 
keine Ig hinzugefügt wurden. 

3.3.4.1 Zellzahlbestimmung 

Die Zellzahl wurde mithilfe einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. 20 µl Zellsus-

pension wurden mit 20 µl Trypanblaulösung gemischt und auf die Neubauer-

Zählkammer aufgetragen. Die Auswertung erfolgte am Inversmikroskop (6,3-x-

Objektiv). Tote Zellen nehmen Trypanblau auf und erscheinen blau, lebende Zel-

len bleiben farblos. Für die Berechnung der Zellzahl pro ml gilt: 
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"
4 ∗ 2 ∗ 10

! = )*++*,
-+  

Formel 1: Ermittlung der Zellzahl pro ml 
x = Summe der ausgezählten Zellen in vier Großquadranten. Der Mittelwert wurde mit dem Faktor 2 multi-
pliziert, da die Zellsuspension durch Trypanblau um den Faktor 2 verdünnt wurde.  

3.3.4.2 Ausplattieren der Zellen auf eine 96-Well-Platte 

Die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 104 Zellen/Well auf eine Zellkultur-

Microplatte (96 Well, PS, F-Boden, weiß) ausplattiert. Die 96-Well-Platte wurde 

in Alufolie gewickelt und bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach 24 Stunden soll-

ten die Zellen für die Transfektion eine Zelldichte von ca. 80 bis 90 % erreicht 

haben. Dies wurde unter dem Mikroskop optisch begutachtet. 

3.3.4.3 Transfektion 

Die CHO-K1 wurden mit einem AT1R -Plasmid, die TFK-1 und Huh-7 mit einem 

Aequorin/GFP-Plasmid transfiziert. Die CHO-K1 wurden im Folgenden als 

‚CHOG5A‘ bezeichnet. 

Transfektion von CHOG5A mit AT1R-Plasmid 

Die Transfektion mit dem AT1R-Plasmid wurde gemäß Herstellerangaben (Pro-

mega) durchgeführt. Zur Bestimmung des optimalen Verhältnisses von FuGene 

6 zu Plasmid wurde die Transfektion mit mehreren Verhältnissen von FuGene 6 

zu Plasmid (6 : 1, 2 : 1 und 3 : 1 µl : µg) vorgenommen. Die transfizierten Zellen 

wurden in Alufolie eingewickelt und für 48 Stunden im Brutschrank bei 37 °C und 

5 % CO2 inkubiert. Die Zelldichte der 96-Well-Platte wurde unter einem Invers-

mikroskop nach 24 Stunden überprüft. 

Transfektion von TFK-1 mit Aequorin/GFP-Plasmid 

Die Transfektion dieser Zelllinie mit dem Aequorin/GFP-Plasmid wurde gemäß 

Herstellerangaben (Promega) durchgeführt. Es wurde ein FuGene-6-zu-Plasmid-

Verhältnis von 2 : 1 (µl : µg) gewählt. Die weiteren Schritte erfolgten analog zu 

denen der CHO-K1. 
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Transfektion von Huh-7 mit Aequorin/GFP-Plasmid 

Die Huh-7-Zellen wurden in einem Falcon-Röhrchen transfiziert. Zum Erstellen 

des Transfektionsansatzes wurde serumfreies DMEM mit FuGene 6 vermischt 

und 5 Minuten inkubiert. Aequorin/GFP-Plasmid wurde in SF DMEM verdünnt, 

zum Transfektionsansatz hinzugegeben und für 20 Minuten inkubiert. Das Ver-

hältnis von FuGene 6 zu DNA betrug 2 : 1.  

Der Transfektionsansatz wurde zur Zellsuspension (105 Z/ml) im Falcon-Röhr-

chen hinzugegeben und eine Stunde auf einem Rollenmischer inkubiert. Im An-

schluss wurden die Zellen mit einer Zelldichte von 104 Zellen/Well auf eine Zell-

kultur-Microplatte (96 Well, PS, F-Boden, weiß) ausplattiert (siehe Kap. 3.3.4.2). 

Zur Kontrolle wurden ebenfalls nicht transfizierte Zellen ausplattiert. Die Platte 

wurde in Alufolie gewickelt und für 48 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 

Die Zellen sollten nach 48 Stunden eine Zelldichte von 80 bis 90 % pro Well auf-

weisen. 

3.3.4.4 AT1R-Assay 

Der AT1R Assay dient dem Nachweis funktioneller Aak aus Patientenseren. Die 

Aktivierung des AT1R durch den Agonisten ATII induziert einen intrazellulären 

Calciumanstieg. Das freigesetzte Ca2+ induziert wiederum eine Konformations-

änderung von Coelenterazin-h zu Coelenteramid, das unstabil ist und durch eine 

Decarboxylierung wieder in seine ursprüngliche Konformation unter Abgabe ei-

nes Photons zerfällt. Das dabei entstandene Photon wird auf GFP übertragen, 

das ebenfalls in einen unstabilen Zustand übergeht. Sobald das angeregte GFP 

wieder in seinem Grundzustand zurückreagiert, wird grünes Licht mit einer Wel-

lenlänge von 509 nm emittiert [172]. Dieses grüne Licht wurde luminometrisch 

gemessen. 

Zur Messung wurde das Medium von der 96-Well-Platte entfernt und die Zellen 

wurden mit 5 µM Coelenterazin-h in HBSS ohne Ca2+ für eine Stunde, in Alufolie 

eingewickelt, bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Danach wurden die Platten aus-

geklopft und HBSS mit Ca2+ und AS-gefällten Patientenseren (Endverdünnung 

von 1 : 100) wurde zugegeben. Weiterhin wurde anstelle der Antikörper der 
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AT1R-Antagonist Losartan zusammen mit HBSS und Ca2+ zu den Zellen hinzu-

gefügt. Die Platte wurde erneut in Alufolie gewickelt und eine Stunde bei 37 °C 

und 5 % CO2 inkubiert.  

Während der Messung wurden nach einer Sekunde 10 µl einer 10-µM-ATII-Lö-

sung in HBSS mit Ca2+ pro Well injiziert und die relative Lichteinheit (RLU) wurde 

für 10 Sekunden pro Well luminometrisch gemessen [175]. 

3.3.5 Luciferase-Assay 
Der Luciferase-Assay wurde zum Nachweis stimulierender oder inhibierender 

Aak gegen den AT1R auf Grundlage der Arbeit von Alfredo Leaños-Miranda ent-

wickelt [176]. Anders als bei dem in Kapitel 3.3.4 beschriebenen Assay wurde 

hier nicht die schnelle Zellantwort in Form eines intrazellulären Ca2+-Anstieges 

gemessen, sondern die späte Zellantwort in Form von zellulärer Transkription. 

Das pGL3-NFAT-Plasmid, das von Jerry Crabtree zur Verfügung gestellt worden 

war (Addgene Plasmid #17870; http://n2t.net/addgene:17870; 

RRID:Addgene_17870), beinhaltete eine Dreifachkassette der NFAT(nuclear 

factor of activated T-cell)-Bindesequenz gefolgt von der Sequenz für Luciferase. 

Die Transkription des Luciferase-Gens wurde unter der Kontrolle des Promoters 

NFAT gesteuert [177]. In diesem Assay diente das pGL3-NFAT-Plasmid der Un-

tersuchung des Einflusses funktioneller AT1R-Antikörper auf die Signaltransduk-

tion des AT1R durch Ca2+, Calcineurin und NFAT. Mithilfe des One-Glow-Luci-

ferase-Substrates lässt sich die Luciferase-Aktivität am Luminometer messen. 

Eine Aktivierung oder Hemmung der Zellen durch Ig oder ATII induziert somit 

eine vermehrte oder verminderte Transkription des Luciferase-Plasmids. 

Der Luciferase-Assay wurde mit den Zelllinien CHO-K1 und Huh-7 durchgeführt. 

Die Ausführung war bis auf die Transfektion (siehe Kap. 3.3.5.2) bei beiden Zell-

reihen analog.  

3.3.5.1 Ausplattieren der Zellen auf eine 96-Well-Platte 

Die Zellen (CHO-K1 oder Huh-7) wurden mit einer Zelldichte von 104 Zellen/Well 

in eine Zellkultur-Microplatte (96 Well, PS, F-Boden, schwarz) ausplattiert und in 
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Alufolie bei 37 °C und 5 % CO2 für 24 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden nach 

der Inkubationszeit durch ein Inversmikroskop begutachtet. 

3.3.5.2 Transfektion 

Transfektion Huh-7 

Die Huh-7 exprimieren den AT1R, jedoch keine Luciferase, weshalb die Zellen 

mit einen pGL3-NFAT-Luciferase-Plasmid transfiziert wurden [173]. Dies ge-

schah gemäß Herstellerangaben mit FuGene 6 und dem pGL3-NFAT-Luciferase 

Plasmid in einem Verhältnis von 3 : 1 (FuGene 6 : pGL3-NFAT-Luciferase-Plas-

mid). Die 96-Well-Platte wurde in Alufolie gewickelt und für 5 Stunden bei 37 °C 

und 5 % CO2 inkubiert. 

Transfektion CHO-K1 

Die CHO-K1 exprimieren weder den AT1R noch Luciferase, weshalb die Zellen 

mit einem AT1R-Plasmid und pGL3-NFTA-Luciferase-Plasmid co-transfiziert wur-

den. Die Transfektion wurde gemäß Herstellerangaben mit FuGene 6 durchge-

führt. Die Zellen wurden mit einem FuGene-6-zu-Plasmid-Verhältnis von jeweils 

3 : 1 co-transfiziert. Analog zu der Transfektion der Huh-7-Zellen wurden die 

CHO-K1 inkubiert. 

3.3.5.3 Inhibition bzw. Aktivierung der Zellen 

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde Zellkulturmedium mit 20 % FCS hinzuge-

geben, wodurch sich die Endkonzentration von FCS im Well auf 12,5 % erhöhte. 

Die 96-Well-Platte wurde für 18 Stunden in Alufolie bei 37 °C und 5 % CO2 inku-

biert. Anschließend wurde das Medium gegen serumfreies Medium (SFM) aus-

getauscht und die 96-Well-Platte für 24 Stunden in Alufolie bei 37 °C und 5 % 

CO2 inkubiert.  

Nach 24 Stunden wurden die Zellen unter einem Inversmikroskop betrachtet. Je-

des Well sollte zu 80 bis 90 % mit Zellen bewachsen sein. AS-gefällte Ig aus 

Patientenseren wurden in einer Endverdünnung von 1 : 40 hinzugegeben und 

nach einer Stunde wurden 2 µM ATII-Lösung (verdünnt in HBSS mit Ca2+) 
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hinzugefügt. Zur Validierung des AT1R wurde in weiteren Versuchen Losartan 

nach ATII (ohne die Zugabe von Ig) ergänzt. 

Es folgte eine 24-stündige Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2. 

3.3.5.4 Messung 

Die Messung der Luciferase-Aktivität erfolgte gemäß Herstellerangaben des 

One-Glow-Reagenz-Lysis-Puffers. Die Zellen wurden mittels One-Glow-Rea-

genz-Lysis-Puffer lysiert. Nach 3 Minuten wurde die RLU jedes Wells für 10 Se-

kunden luminometrisch gemessen. Nicht transfizierte Zellen dienten als Kon-

trolle. 

3.3.6 Plasmamembran-Isolierung  
Der Nachweis der Expression von AT1R auf der Plasmamembran der Huh-7-Zel-

len erfolgte mit isolierten Plasmamembranen in einem In-Zell- und Odyssey Wes-

ternblot. Die abgelösten Zellen von drei konfluent bewachsenen 175-cm2-Scha-

len wurden bei 360 X g für 10 Minuten zentrifugiert, der Überstand wurde verwor-

fen und das Pellet wurde zweimal in HBSS gewaschen. Das Pellet wurde in eis-

kalten HBSS (mit Protease-Inhibitor) aufgenommen und zehnmal auf Eis gepot-

tert und anschließend sechsmal für 15 Sekunden sonifiziert. Die Lösung wurde 

für eine Stunde bei 4 °C und 100 000 X g zentrifugiert. Die gewonnene Plasma-

membran wurde in HBSS inklusive Protease-Inhibitor gelöst und bei –20 °C ge-

lagert.  

3.3.7 Westernblot-Analysen 
Der Westernblot dient dem Nachweis von Proteinen. Zunächst wurden die Pro-

teine mittels einer SDS-PAGE (siehe Kap. 3.3.7.1) dem Molekulargewicht ent-

sprechend aufgetrennt und dann auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. 

Unspezifische Bindungsstellen wurden mithilfe von BSA geblockt. Die spezifi-

schen Proteine wurden daraufhin mit einem Protein-spezifischen Primär-Ak und 

einen Primär-Ak-bindenden Sekundär-Ak sichtbar gemacht. 

In dieser Arbeit dienten der Odyssey- sowie der In-Zell-Westernblot der Validie-

rung des AT1R auf der Plasmamembran der Huh-7-Zellen. Im Odyssey-
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Westernblot wurden isolierte Huh-7-Plasmamembranen als Antigen verwendet, 

wohingegen beim In-Zell-Westernblot vitale Huh-7-Zellen genutzt wurden.  

3.3.7.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli 

Die SDS-PAGE ist ein biochemisches Verfahren zum Auftrennen von Proteinen 

nach ihrem Molekulargewicht, wobei die Proteine durch ein Polyacrylamidgel 

elektrophoretisch aufgetrennt werden.  

Die benötigten Trenngele wurden nach Rezept (siehe Kap. 3.2.1) angefertigt, mit 

Isopropanol beschichtet und für 15 Minuten auspolymerisiert. Im Anschluss wur-

den die Sammelgele hergestellt (siehe Kap. 3.2.1). Das Isopropanol wurde ent-

fernt und die Trenngele mit Aqua dest. gespült. Daraufhin wurde die Sammelgel-

lösung auf die Trenngele pipettiert. Die Kämme wurden eingesetzt und das fer-

tige Polyacrylamidgel für 15 Minuten auspolymerisiert.  

Die isolierte Huh-7-Plasmamembran (siehe Kap. 3.3.6) wurde in einem Verhält-

nis von 1 : 1 mit SDS-Ladepuffer (zweifach konzentriert) vermischt. Zum Ver-

gleich wurde ein Teil der Plasmamembran zusammen mit dem SDS-Ladepuffer 

für 4 Minuten im Wasserbad gekocht.  

Für den Elektrophorese-Lauf wurde das Polyacrylamidgel in die Elektrophorese-

kammer eingesetzt und die Kammer wurde mit Elektrophorese-Puffer (siehe 

Kap. 3.2.1) befüllt. In die erste Tasche des Polyacrylamidgels wurden 2 µl Mole-

kularmarker Precision Plus Protein Dual Color pipettiert. In die weiteren Taschen 

wurden 20 µl der vorbereiteten Huh-7-Plasmamembran gegeben. Es wurde eine 

elektrische Spannung von 50 V für 5 Minuten, von 100 V für 10 Minuten und von 

200 V angelegt, bis die Proteine zum Boden des Polyacrylamidgels gelaufen wa-

ren.  

3.3.8 Odyssey-Westernblot 
Für den Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran wurde das Poly-

acrylamidgel zusammen mit einer Nitrocellulose-Membran, Filterpapieren und 

Transferschwämmen in eine Transferkassette eingespannt und in eine Transfer-

kammer eingebaut. Diese wurde mit Transferpuffer (siehe Kap. 3.2.2) befüllt und 

für eine Stunde mit einer Spannung von 100 V versetzt.  
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Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nitrocellulose-Memb-

ran eine Stunde lang in Blockierlösung (siehe Kap. 3.2.2) geschwenkt und an-

schließend mit einem primären AT1R-Ak (verdünnt mit AKV 1 : 500; siehe 

Kap. 3.2.2) eine Stunde lang inkubiert. Daraufhin wurde die Nitrocellulose-Memb-

ran viermal für je 5 Minuten in WP (siehe Kap. 3.2.2) gewaschen. Im nächsten 

Schritt wurde die Nitrocellulose-Membran in 5 ml des 1 : 1000 mit AKV verdünn-

ten IRDye-800CW-(Donkey-)Anti-Rabbit-IgG für eine Stunde lichtgeschützt inku-

biert. Die Nitrocellulose-Membran wurde erneut in WP viermal für je 5 Minuten 

gewaschen, in PBS geschwenkt und lichtgeschützt getrocknet. 

Die Nitrocellulose-Membran wurde mit einer Auflösung von 169 µm, einem Off-

set-Fokus von 0 mm und einer medium Qualität im Odyssey 9120 gemessen.  

3.3.9 In-Zell-Westernblot von Huh-7 mit Angiotensin-II-Typ-1-Re-
zeptor-Antikörpern 

Die Durchführung des In-Zell-Westernblots wurde gemäß Herstellerprotokoll ‚In-

Cell Western Assay‘ (LI-COR Bioscience) durchgeführt. Beide im Protokoll ge-

nannten Methoden zur Fixierung (Formaldehyd/Triton X-100 und Methanol) wur-

den angewendet. Zudem wurde ein Nativ-Versuch ohne Fixierung mit Formalde-

hyd/Triton X-100 und Methanol durchgeführt. 

Die Auflösung (169 µm), der Offset-Fokus (3 mm) und die Scan-Qualität (hoch) 

wurden zur Messung im Odyssey 9120 eingestellt. Es wurde bei einer Wellen-

länge von 800 nm gemessen. 

3.3.10 Statistische Auswertung 
In den funktionellen Assays wurden die zu analysierenden Patienten vierfach be-

stimmt. Die gemessenen RLUs wurden mit dem Ausreißer-Test nach Grubbs ge-

testet [178]. Die Ausreißer wurden nicht in die Berechnung des Mittelwertes ein-

bezogen. 

Zur Normalisierung der funktionellen Assays wurde der Anteil der gemessenen 

RLUs unter Zugabe von Ig in Bezug auf die RLUs ohne Zugabe von Ig als Pro-

zentsatz berechnet und als %RLU angegeben. 
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Um einen Normbereich im funktionellen AT1R-Assay zu bestimmen, wurde die 

Calciumfreisetzung als RLU unter Einfluss von Ig (Vierfach-Bestimmung) gemes-

sen und als Prozentsatz der RLU (%RLU) ohne zugesetzte Ig angegeben. Zur 

Bestimmung des Normbereich wurden die Ig von 36 gesunden Probanden ana-

lysiert und der Mittelwert der %RLU wurde berechnet. Die RLU von Patienten 

und Kontrollen wurde durch den Mittelwert der gesunden Probanden geteilt, um 

einen Faktor zu berechnen. Ein Faktor von mehr als 1,4 wurde als stimulierende 

Aktivität, ein Faktor kleiner als 0,6 als hemmende Aktivität definiert. 

Für die statistische Auswertung wurden GraphPad Prism 7 und Excel 16.44 ver-

wendet. Es wurden nicht parametrische Tests eingesetzt. Ungepaarte Daten wur-

den durch Mann-Whitney-U-Tests und gepaarte Daten durch Wilcoxon-Tests 

analysiert. Zum Vergleich der Prävalenz wurde der Exakte Fisher-Test verwen-

det. Der Spearman-Rank-Test für nicht parametrische Analysen wurde zur Be-

wertung der Korrelationen genutzt. Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert 

von unter 0,05 festgelegt. 

4 Ergebnisse 

4.1. Nachweis des AT1R auf Huh-7-Zellen 
Laut dem Uniprot-Eintrag für den humanen AT1R (Uniprot-ID P30556) exprimie-

ren Huh-7-Zellen den AT1R auf der Plasmamembran. Zur Überprüfung wurde ein 

Odyssey-Westernblot der isolierten Huh-7-Plasmamembran und ein In-Zell-Wes-

ternblot von Huh-7-Zellen angefertigt. 

4.1.1 Odyssey-Westernblot zum Nachweis des AT1R auf der Plas-
mamembran der Huh-7-Zellen 

Zum Nachweis der Expression des AT1R auf der Plasmamembran der Huh-7-

Zellen wurde ein Odyssey-Westernblot der Plasmamembran der Huh-7-Zellen 

wie in Kapitel 3.3.8 beschrieben durchgeführt. Es konnte eine Bande bei ca. 

48 kDa nachgewiesen werden. Dies entspricht den Westernblot-Analysen des 

Herstellers (Bioss) und weiteren Studien [179, 180]. Das Molekulargewicht des 

AT1R beträgt laut Uniprot 41 kDa (siehe Abbildung 3) [181]. Ebenfalls ist anhand 
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des Odyssey-Westernblots ersichtlich, dass die Probe, die nach dem Vermischen 

mit SDS-PAGE nicht gekocht wurde, ein besseres Signal aufweist als die ge-

kochte Probe. 

 
Abbildung 3: Odyssey-Westernblot mit Huh-7-Plasmamembranen und Anti-AT1R-Antikörper 
Spur 1: Molekularmarker Precision Plus Protein Dual Color; Spur 2: Huh-7-Plasmamembranen (4 Minuten 
gekocht); Spur 3: Huh-7-Plasmamembran mit SDS-PAGE (nicht gekocht); primärer AK: Anti-AT1R-Antikör-
per (Immunogen AS 101-200 des AT1R; Bioss); sekundärer Ak: IRDye-800CW-Donkey-Anti-Rabbit-Antikör-
per (LI-COR, Lincoln, NE, USA) 

4.1.2 In-Zell-Westernblot mit einem Angiotensin-II-Typ-1-Rezep-
tor-Antikörper (Biotec) 

Zur weiteren Validierung der Expression des AT1R auf den Huh-7-Zellen wurde 

ein In-Zell-Westernblot durchgeführt (siehe Kap. 3.2.3). Die Huh-7-Zellen wurden 

mit Methanol oder Formaldehyd fixiert und permeabilisiert. Es wurden auch na-

tive Huh-7-Zellen ohne Fixierung und Permeabilisation getestet. 

Formaldehyd- oder Methanol-fixierte Huh-7-Zellen führten zu spezifischen Sig-

nalen, wohingegen sich bei den Kontrollen keine Signale ergaben (siehe Abbil-

dung 4) 
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Abbildung 4: In-Zell-Westernblot mit unfixierten und Formaldehyd- bzw. Methanol-behandelten Huh-
7-Zellen 
AT1R-Signale sind in Methanol-behandelten Huh-7-Zellen (schwaches Signal) und FA-behandelten Huh-7-
Zellen (starkes Signal) messbar. Die Kontrollen (nur sekundärer AK) und die native Zelle zeigen keine Sig-
nale. 

4.2 Optimierung des AT1R-Assay mit CHOG5A-Zellen 
Der Assay wurde auf der Grundlage der Arbeit von Preuss et al. [171], in deren 

Rahmen der Einfluss funktioneller Aak gegen den Acetylcholin-M3-Rezeptor un-

tersucht wurde, optimiert und durchgeführt. In den nachfolgenden Optimierungs-

schritten wurden Variablen und Konzentrationen zum Nachweis funktioneller 

Anti-AT1R-Antikörper in Patientenseren variiert. 

4.2.1 Überprüfung der Vergleichbarkeit der Sensoren 
Der MicroBeta2 LumiJET besitzt zwei Detektoren, die unabhängig voneinander 

messen. Detektor 1 misst die Reihen A–D, Detektor 2 die Reihen E–H der 96-

Well-Platte. Zum Abgleich der beiden Detektoren wurden die RLUs des Assays 

miteinander verglichen. Die Überprüfung ergab keine relevanten Messunter-

schiede zwischen beiden Detektoren (siehe Abbildung 5). 
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Abbildung 5: Vergleich der zwei Sensoren des MicroBeta2 LumiJET  
Sensor 1 misst die Reihen A–D und Sensor 2 die Reihen E–H der 96-Well-Platte. Dargestellt sind die Ein-
zelmessungen und die Mittelwerte (Sensor 1 MW 6397 RLU ± 2160, Sensor 2 MW 6438 RLU ± 2707). 

4.2.2 Ermittlung der optimalen CHOG5A-Zellkonzentration pro Well 
Zur Ermittlung der für den Assay optimalen Zellkonzentration wurden CHOG5A-

Zellkonzentrationen zwischen 1563 Zellen/ml und 105 Zellen/ml verwendet (siehe 

Abbildung 11). 
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Abbildung 6: Ermittlung der optimalen Zellkonzentration im AT1R Assay mit AT1R-transfizierten 
CHOG5A-Zellen  
Es wurden Zellkonzentrationen zwischen 1563 Zellen/ml und 105 Zellen/ml im Assay verwendet. Jedes Sym-
bol entspricht der RLU eines Wells. Die gemessene RLU der transfizierten (t) Zellen wurde mit denen der 
nit transfizierten (nt) verglichen. (p** = 0,0013, ns = nicht signifikant, – = Median). 

Eine Zelldichte von 1*105 Zellen/ml (1*104 Zellen/Well) erreichte signifikant hö-

here RLUs verglichen mit der Kontrolle mit nicht transfizierten CHOG5A-Zellen 

der gleichen Zelldichte (siehe Abbildung 6). Des Weiteren führte eine Zelldichte 

von 1*105 Zellen/ml zu einer Konfluenz von ca. 80 bis 90 % im Well, die mit dem 

Mikroskop optisch bestimmt wurde. Geringere Zellkonzentrationen erzielten nied-

rige RLUs, wobei sich diese nicht signifikant von den jeweiligen nicht transfizier-

ten Kontrollen unterschieden. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden weitere 

Versuche mit einer Zellkonzentration von 1*105 Zellen/ml (1*104 Zellen/Well) 

durchgeführt.  

4.2.3 FuGene-6-zu-Plasmid-Verhältnis  
Laut Protokoll des Herstellers des Transfektionsreagenz wird ein Transfektions-

ansatz-Verhältnis von FuGene 6 zu Plasmid zwischen 6 : 1 und 1,5 : 1 empfoh-

len. Im vorliegenden Versuch wurden drei FuGene-6-zu-AT1R-Plasmid-
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Verhältnisse (FuAV) (6 : 1, 3 : 1, 2 : 1) getestet. Die Lumineszenz wurde unter 

Zugabe von ATII im MicroBeta2 LumiJET gemessen. Als Kontrolle der Transfek-

tion (n = 22) dienten nicht transfizierte CHOG5A-Zellen (siehe Abbildung 7). 

 
Abbildung 7: Ermittlung des FuGene-6-zu-AT1R-Plasmid-Verhältnisses 
Jedes Symbol entspricht den gemessenen RLUs eines Wells. Die RLUs aller FuAV unterschieden sich sig-
nifikant von den RLUs der Kontrollen (p**** < 0,0001; – = Median). 
 

Die RLUs der FuAV unterschieden sich signifikant von der RLU der Kontrollen 

(Kontrolle zu 6 : 1, 2 : 1 p < 0,0001, Kontrolle zu 3 : 1 p < 0,0009), weswegen von 

einer erfolgreichen Transfektion auszugehen ist. Mit einem FuAV von 2 : 1 wur-

den die höchsten RLU-Werte erzielt. Die weiteren Versuche wurden daher mit 

einem FuAV von 2 : 1 durchgeführt [175]. 

4.2.4 Validierung des Angiotensin-II-Typ-1-Rezeptors auf trans-
fizierten CHOG5A-Zellen mittels Losartan  

Zur Validierung des AT1R wurde Losartan in Endkonzentrationen zwischen 0 µM 

und 100 µM eine Stunde vor der Zugabe von ATII zu den AT1R-transfizierten 

CHOG5A-Zellen hinzugegeben (siehe Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Hemmung von AT1R-transfizierten CHOG5A-Zellen mittels Losartan 
Zur Validierung des AT1R-Assays mit AT1R-transfizierten CHOG5A-Zellen wurde Losartan (Endkonzentra-
tion: 0–100 µM) eine Stunde vor Zugabe von ATII hinzugefügt. Der Assay wurde nach Protokoll durchgeführt 
(siehe Kapitel 3.3.4). Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind angegeben. 
 

Bereits eine Losartan-Konzentration von 0,1 nM induzierte eine Hemmung der 

Calciumfreisetzung. Weitere Konzentrationssteigerungen führten zu einer ver-

mehrten Hemmung. Durch den selektiven kompetitiven Antagonisten Losartan 

konnte eine Hemmung der ATII-induzierten Wirkung auf den AT1R der CHOG5A-

Zellen erzielt werden. Diese Ergebnisse wurden bereits im Journal Frontiers in 

Immunology veröffentlicht [175]. 

4.3 AT1R-Assay mit GFP-transfizierten Huh-7-Zellen 
Nachdem im Odyssey-Westernblot (siehe Kap. 4.1.1) und In-Zell-Westernblot 

(siehe Kap. 4.1.2) der AT1R auf der Plasmamembran der Huh-7-Zellen nachge-

wiesen worden waren und die Ergebnisse der Assays ähnliche Ergebnisse gelie-

fert hatten, wurde für die weiteren Experimente die Zelllinie Huh-7 gewählt, da es 

sich bei dieser um eine humane Zelllinie handelt.  
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4.3.1 Validierung des AT1R auf der Plasmamembran GFP/Aequo-
rin-transfizierter Huh-7-Zellen mittels Losartan 

Ab einer Losartan-Konzentration von 10 nM wurde die Calciumfreisetzung deut-

lich gehemmt. Die weitere Steigerung der Losartan-Konzentration reduzierte die 

RLU auf 12 % (100 nM) bzw. 4 % (1 µM) ihres Ausgangwertes (siehe Abbildung 

9) [175]. 

 

Abbildung 9: Validierung des Angiotensin-II-Typ-1-Rezeptors auf Huh-7-Zellen mittels Losartan 
Dargestellt sind die Mittelwerte aus Achtfach-Bestimmungen und die Standardabweichung. Als Vergleichs-
wert dienten Huh-7-Zellen, die nicht mit Losartan inkubiert wurden.  

4.3.2 Vergleich von Melon-Gel- und Ammoniumsulfat-gefällten Se-
ren im AT1R-Assay mit Huh-7-Zellen 

Exemplarisch wurden Seren von gesunden Probanden (n = 4) und SSc-Patien-

ten (n = 7) jeweils mit Melon Gel (MG) und Ammoniumsulfat (siehe Kap. 3.3.2) 

gefällt. Die isolierten Ig wurden anschließend im AT1R-Assay mit Huh-7-Zellen 

(siehe Kap. 3.3.4.4) getestet. Dabei wurde untersucht, welches Verfahren der Ig-
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Isolierung sich besser für die Durchführung des Assays eignet. Um mögliche 

Messfehler auszugleichen, wurde jedes Serum vierfach bestimmt.  

Für die Darstellung in Abbildung 10 wurden die gemessene RLU der transfizier-

ten Huh-7-Zellen, die nicht Ig ausgesetzt wurden als 100 % definiert. Anteilig da-

ran wurden die Mittelwerte der RLU der Vierfach-Bestimmung der mit MG und 

AS gefällten Seren berechnet. Die MG-gefällte Seren erzielten Werte im Bereich 

zwischen 72 % und 102 %, AS-gefällte Seren Werte im Bereich zwischen 63 % 

und 99 %.  

 

Abbildung 10: Vergleich der Ammoniumsulfat- und Melon-Gel-gefällten Seren im AT1R-Assay 
Dargestellt sind die Mittelwerte aus je vier Einzelmessungen (Messwert ohne Ig-Zugabe = 100 %). Getestet 
wurden mit Melon Gel oder Ammoniumsulfat isolierte Igs von gesunden Probanden (grün, n = 3) und SSc-
Patienten (schwarz, n = 7). 

Beide Verfahren lieferten vergleichbare Ergebnisse. Da die Isolierung von Anti-

körpern aus Seren mittels AS kostengünstiger und weniger zeitintensiv ist, wur-

den die weiteren Versuche mit AS-gefällten Seren durchgeführt.  
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4.3.3 Optimierung der Immunglobulin-Konzentration im AT1R-As-
say mit Huh-7-Zellen 

Zur Ermittlung der optimalen Konzentration für die Diskriminierung inhibierender 

und stimulierender Immunglobuline wurden Verdünnungsreihen von AS-gefällten 

Seren in Endverdünnungen von 1 : 320, 1 : 160, 1 : 80, 1 : 40 und 1 : 20 getestet 

(siehe Abbildung 11).  

 

Abbildung 11: Ermittlung der optimalen Immunoglobulin-Konzentration im AT1R-Assay 
Der Mittelwert der Zweifach-Bestimmung wurde in ein Verhältnis zu den transfizierten Huh-7-Zellen ohne 
Zugabe von Ig (hier als 0 abgebildet) gesetzt und in Prozent angegeben. Es wurden Ig-Verdünnungsreihen 
(1 : 320,1 : 160,1 : 80,1 : 40,1 : 20) aus Seren von gesunden Probanden (n = 1) und SSc-Patienten (n = 3) 
getestet. 

Die Zugabe von im Verhältnis von 1 : 40 verdünnten Immunglobulin von drei SSc-

Patienten führte zu einer deutlichen Hemmung der Calciumfreisetzung. Ig von 

gesunden Probanden induzierte, unabhängig von der Konzentration, keine Ver-

änderung der Calciumfreisetzung. In den nachfolgenden Experimenten wurde 

eine Ig-Verdünnung von 1 : 40 verwendet. 
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4.3.4 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die AS-gefällten Proben von zwei SSc-Patienten und einem gesunden Proban-

den wurden auf ihren Proteingehalt untersucht (siehe Tabelle 8). 

Tabelle 8: Proteinbestimmung nach Bradford  
Exemplarisch wurde der Proteingehalt von drei AS-gefällten Seren (zwei SSc-Patienten und ein gesunder 
Proband) ermittelt und der Mittelwert (MW) gebildet.  

Probe Proteingehalt 
SSc 1 14,2 mg/ml 

SSc 2 12,8 mg/ml 

gesunder Proband 11,5 mg/ml 

MW 12,8 mg/ml 
 

Es wurde ein Durchschnittsproteingehalt von 12,8 mg/ml ermittelt. Da die Proben 

im Verhältnis 1 : 40 verdünnt worden waren (siehe Kap. 4.3.3), wurde im AT1R- 

und im Luciferase-Assay eine durchschnittliche Proteinkonzentration von 

0,32 mg/ml verwendet. 

4.4 AT1R-Assay 
Im Folgenden sind die Ergebnisse aufgeführt, die mit dem AT1R-Assay (siehe 

Kap. 3.3.4) erzielt wurden [175]. 

4.4.1 Nachweis funktioneller Anti-AT1R-Antikörper in Patienten mit 
verschiedenen Erkrankungen 

Mithilfe des funktionellen AT1R-Assays wurden Ig von 73 SSc-Patienten auf sti-

mulierende und inhibierende Anti-AT1R-Antikörper untersucht. 38 (52 %) dieser 

hatten funktionell aktive Antikörper gegen den AT1R, wobei bei 25 (34 %) eine 

stimulierende und bei 13 (18 %) eine inhibitorische Wirkung vorlag (siehe Tabelle 

9). Ähnliche Zahlen wurden bei Patienten mit SS, MCTD oder PM beobachtet; 

die Prävalenz der stimulierenden Antikörper war bei Patienten mit SLE und RA 

signifikant niedriger als bei SSc-Patienten. 
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Tabelle 9: Prävalenz von stimulierenden und inhibierenden Antikörpern gegen den AT1R in Immun-
globulinen von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen 

Diagnose Anzahl 

getestet 

Antikörper gegen den AT1R 

inhibierend stimulie-

rend 

gesamt 

Anzahl (%) positive 

SSc  73 13 (18) 25 (34) 38 (52) 

mixed connective tissue 

disease (MCTD) 

25 4 (16) 9 (36) 13 (52) 

Sjögren-Syndrom (SS) 24 5 (21) 9 (38) 13 (59) 

Systemischer Lupus 

erythematodes (SLE) 

21 1 (5) 2 (10)*) 3 (15)*) 

rheumatoide Arthritis 

(RA) 

24 6 (25) 1 (4)*) 7 (29) 

Polymyalgia rheumatica 

(PM) 

16 2 (13) 7 (44) 9 (57) 

autoimmune Leberer-

krankungen (PBC, PSC, 

AIH) 

97 25 (26) 22 (23) 47 (49) 

nicht autoimmune Leber-

erkrankungen (toxisch, 

viral) 

57 21 (37)*) 19 (33) 40 (70)*) 

gesunde Probanden (GP) 36 5 (14) 3 (8)*) 8 (22)*) 

signifikant im Vergleich zu SSc-Patienten; *)p < 0,05  
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Interessanterweise wurden Anti-AT1R-Antikörper auch bei 49 % der Patienten 

mit autoimmunen Lebererkrankungen (23 % stimulierend, 26 % inhibierend) und 

sogar bei 70 % der Patienten mit viraler oder toxischer Hepatitis (33 % stimulie-

rend, 37 % hemmend) nachgewiesen. Insbesondere bei Patienten mit nicht au-

toimmunen Lebererkrankungen waren inhibierende Antikörper häufiger zu finden 

als bei SSc-Patienten und gesunden Probanden (37 % versus 18 % bzw. 14 %). 

 
Abbildung 12: Aktivität von Anti-AT1R-Antikörpern in Seren von SSc-Patienten gegenüber Patienten 
mit anderen Erkrankungen und gesunden Probanden gemessen im AT1R-Assay 
Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils vier Einzelmessungen. Der graue Bereich zeigt den Normalbe-
reich an (ns = nicht signifikant; *p < 0,05; **p < 0,01 versus SSc; - = Median). 
 

Abbildung 12 ist zu entnehmen, dass die Reaktivitäten der funktionellen Anti-

AT1R-Antikörper in den Patientengruppen mit rheumatoider Arthritis (p = 0,0037) 

und bei gesunden Probanden (p = 0,0439) signifikant geringer waren als bei Pa-

tienten mit SSc. 
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Abbildung 13: Aktivität von Anti-AT1R-Antikörpern in Seren von gesunden Probenden gegenüber 
Patienten mit anderen Erkrankungen gemessen im AT1R-Assay  
Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils vier Einzelmessungen. Der graue Bereich zeigt den Normalbe-
reich an (ns = nicht signifikant; *p < 0,05 versus gesunde Probanden; - = Median). 
 

Patienten mit SSc, MCTD und PM weisen eine signifikant höhere Reaktivität von 

funktionell aktiven Anti-AT1R-Antikörpern auf, verglichen mit gesunden Proban-

den (p < 0,05) (siehe Abbildung 13). 
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Tabelle 10: Receiver-Operating-Characteristics-Analyse der funktionell aktiven Anti-AT1R-Antikör-
per von Patienten mit verschiedenen Erkrankungen verglichen mit denen gesunder Probanden 

Diagnose Anzahl 

getesteter 

Patienten  

AUC p 

SSc 73 0,63 0,03*) 

mixed connective tissue disease 

(MCTD) 
25 0,68 0,02*) 

Sjögren-Syndrom (SS) 24 0,51 0,88 

Systemischer Lupus erythematodes 

(SLE) 
21 0,55 0,49 

rheumatoide Arthritis (RA) 24 0,63 0,09 

Polymyalgia rheumatica (PM) 16 0,68 0,04*) 

autoimmune Lebererkrankungen 

(PBC, PSC, AIH) 

97 0,51 0,83 

nicht autoimmune Lebererkrankungen 

(toxisch, viral) 

57 0,56 0,37 

signifikant im Vergleich mit gesunden Probanden; *)p < 0.05; AUC = Area under the Curve 

Es wurde eine Receiver-Operating-Characteristics-Analyse der Reaktivität von 

funktionell aktiven Anti-AT1R-Antikörpern von Patienten mit verschiedenen Er-

krankungen verglichen mit denen gesunder Probanden durchgeführt (siehe Ta-

belle 10). Die Reaktivität der Anti-AT1R-Antikörper von Patienten mit SSc 

(AUC = 0,63, *p = 0,03), mit MCTD (AUC = 0,68, *p = 0,02) und mit PM 

(AUC = 0,68, *p = 0,04) unterscheidet sich signifikant von der gesunder Proban-

den. 
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4.4.2 Prävalenz funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei Patienten 
mit SSc 

Die Ergebnisse des Calcium-Assays wurden in Abhängigkeit von verschiedenen 

Eigenschaften der SSc-Patienten (Alter, Geschlecht und Form der SSc) darge-

stellt. 

a) Alter  

 

Abbildung 14: Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper in Seren von SSc-Patienten unter-
schiedlicher Altersklassen  
Abgebildet wurde der Reaktivitätsfaktor, der in Bezug auf gesunde Probanden bestimmt wurde. Insgesamt 
wurden n = 73 SSc-Patienten analysiert. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Mann-Whitney-u-
Test. Dieser zeigte keine signifikanten Unterschiede in der Prävalenz funktioneller Anti-AT1R-Antikörper in 
den verschiedenen Altersklassen (10–39, 40–59, 60–79). Der graue Bereich definiert den Normbereich (ns = 
nicht signifikant; - = Median). 

Die Patienten in den drei Altersklassen unterschieden sich nicht signifikant von-

einander (siehe Abbildung 14). 
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Im weiteren Verlauf wurde die Reaktivität der funktionellen Anti-AT1R-Antikörper 

in Abhängigkeit vom Geschlecht analysiert. Es zeigten sich keine signifikanten 

Unterschiede zwischen Männern und Frauen (siehe Abbildung 15). 

 

Abbildung 15: Reaktivität von Anti-AT1R-Antikörpern bei männlichen (n = 11) und weiblichen (n = 62) 
SSc-Patienten 
Dargestellt ist der Reaktivitätsfaktor jedes Patienten. Die statistische Auswertung mittels Mann-Whitney-u-
Test ergab keine signifikanten Unterschiede in der Prävalenz von reaktiven Anti-AT1R-Antikörpern und dem 
Geschlecht (ns = nicht signifikant; - = Median). 

c) Unterform der SSc 

Das Patientenkollektiv der unter SSc leidenden Patienten (n = 73) wurde anhand 

von klinischen Symptomen und Antikörperprofilen gemäß internationalen Krite-

rien der limitierten (n = 52) und diffusen (n = 21) Unterform der SSc zugeordnet. 

Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der limitierten und der dif-

fusen Unterform der SSc in Bezug auf den Reaktivitätsfaktor der Anti-AT1R-Anti-

körper festgestellt werden (siehe Abbildung 16). 
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Abbildung 16: Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei der limitierten und der diffusen 
Form der SSc 
Die Seren von SSc-Patienten wurden nach internationalen Kriterien in Bezug auf die limitierte (n = 52) und 
die diffuse (n = 21) Form der SSc differenziert. Die statistische Auswertung mit dem Mann-Whitney-u-Test 
ergab keine signifikanten Unterschiede in der Prävalenz reaktiver Anti-AT1R-Antikörper und der SSc-Unter-
formen. 

d) Dauer der Erkrankung 

Im weiteren Verlauf wurde die Krankheitsdauer der SSc-Patienten bestimmt, und 

die Patienten wurden anhand dieser Dauer in drei Gruppen eingeteilt. Der Groß-

teil der Patienten (n = 46) litt zwischen 0 und 8,5 Jahren an SSc. 17 Patienten 

waren zwischen 9 und 17,5 Jahre lang betroffen, 10 Patienten zwischen 18 und 

26,5 Jahre lang.  
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Abbildung 17: Analyse des Zusammenhangs zwischen der Reaktivität von Anti-AT1R-Antikörpern 
und der Krankheitsdauer bei Patienten mit SSc 
Die SSc-Patientenseren wurden in drei Gruppen je nach Krankheitsdauer eingeteilt. Die statistische Aus-
wertung mit dem Mann-Whitney-u-Test ergab keine signifikanten Unterschiede in der Prävalenz reaktiver 
Anti-AT1R-Antikörper und der Krankheitsdauer. Der graue Bereich beschreibt den Normbereich (ns = nicht 
signifikant; - = Median). 

Die Krankheitsdauer wurde in Bezug auf die Reaktivität der Anti-AT1R-Antikörper 

analysiert. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede in der Prävalenz und 

Reaktivität der funktionellen Anti-AT1R-Antikörper und der Krankheitsdauer er-

mittelt werden (siehe Abbildung 17). 

4.4.3 Prävalenz funktioneller stimulierender und inhibierender 
Anti-AT1R-Antikörper in Patienten mit SSc in Relation zu ver-
schiedenen Organmanifestationen  

Die SSc kann sich an einer Vielzahl von Organen manifestieren, was als diag-

nostisches Kriterium dient. Im Folgenden wurde die Prävalenz funktioneller Anti-

AT1R-Antikörper bei SSc-assoziierten Organmanifestationen betrachtet (siehe 

Tabelle 11).  
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Tabelle 11: Prävalenz von stimulierenden und inhibierenden Antikörpern gegen den AT1R in Patien-
ten mit SSc und verschiedenen Organmanifestationen 

klinische Symptome Anzahl 

getestet 

Antikörper gegen den AT1R 

gesamt inhibierend stimulierend 

Anzahl (%) positive 

dcSSc  21 8 (38) 3 (14) 5 (24) 

lcSSc  52 30 (57) 10 (19) 20 (38) 

Organmani-

festation 

0–1 13 8 (62) 2 (17) 6 (46) 

2–4 44 24 (54) 8 (18) 16 (36) 

5–7 16 6 (38) 3 (19) 3 (19) 

Hautmanifes-

tation 

ohne 11 7 (43) 2 (18) 5 (45) 

mit 62 31 (31) 11 (18) 20 (32) 

Calcinosis ohne 57 34 (59) 11 (19) 23 (40) 

 mit 6 4 (66) 2 (33) 2 (33) 

digitale 

Ulcera 

ohne 44 23 (52) 6 (14) 17 (39) 

mit 29 14 (48) 6 (21) 8 (28) 

Lungenmani-

festation 

ohne 33 20 (60) 7 (21) 13 (39) 

mit 40 17 (43) 5 (13) 12 (30) 

PAH ohne 59 30 (50) 10 (17) 20 (34) 

 mit 14 7 (50) 2 (14) 5 (36) 

Herzmanifes-

tation 

ohne 64 34 (53) 12 (19) 22 (34) 

mit 9 3 (33) 0 3 (33) 

Sicca-Syn-

drom 

ohne 59 28 (48) 8 (14) 20 (34) 

mit 14 9 (64) 4 (29) 5 (36) 
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Myositis ohne 65 35 (54) 10 (15) 25 (38) 

 mit 8 2 (25) 2 (25) 0*) 

ösophageale 

Manifestation 

ohne 44 23 (52) 6 (14) 17 (39) 

mit 29 14 (49) 6 (21) 8 (28) 

*) Signifikanz im Vergleich zu Patienten ohne Myositis (p < 0,05) 

Die Seren von SSc-Patienten wurden in Abhängigkeit von der Anzahl an Organ-

manifestationen in drei Gruppen (0–1, 2–4, 5–7) eingeteilt. Der Großteil (n = 44) 

der 73 SSc-Patienten litt an zwei bis vier Organmanifestationen. Maximal eine 

Organmanifestation wiesen 13 Patienten auf, fünf bis sieben Organmanifestatio-

nen 16 Patienten. Die Analyse der Unterschiede in der Reaktivität und Prävalenz 

der funktionellen Anti-AT1R-Antikörper im Zusammenhang mit der Anzahl der Or-

ganmanifestationen ergab kein signifikantes Ergebnis (siehe Tabelle 11, Abbil-

dung 18).  

 

Abbildung 18: Reaktivität von Anti-AT1R-Antikörpern bei 73 SSc-Patienten in Relation zur Anzahl an 
Organmanifestationen  
Die statistische Auswertung mit dem Mann-Whitney-u-Test ergab keine signifikanten Unterschiede in der 
Prävalenz reaktiver Anti-AT1R-Antikörper und der Anzahl an Organmanifestationen. Der graue Bereich be-
schreibt den Normbereich (ns = nicht signifikant; - = Median). 
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Im Weiteren wurde die Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper in Patienten 

mit SSc-typischen Organmanifestationen bestimmt und mit der von SSc-Patien-

ten verglichen, die keine solchen Organmanifestationen aufweisen. 

 
Abbildung 19: Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei SSc-Patienten mit und ohne Haut-
manifestationen  
(ns = nicht signifikant; - = Median) 
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Abbildung 20: Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei SSc-Patienten mit und ohne Calci-
nosis  
(ns = nicht signifikant; - = Median) 

 
Abbildung 21: Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei SSc-Patienten mit und ohne Lun-
genmanifestation  
(ns = nicht signifikant; - = Median) 
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Abbildung 22: Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei SSc-Patienten mit und ohne pulmo-
nal-arterielle Hypertonie  
(PAH = pulmonal-arterielle Hypertonie; ns = nicht signifikant; - = Median) 

 
Abbildung 23: Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei SSc-Patienten mit und ohne öso-
phageale Manifestation  
(ns = nicht signifikant; - = Median) 
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Abbildung 24: Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei SSc-Patienten mit und ohne Myosi-
tis  
(ns = nicht signifikant; - = Median) 

 
Abbildung 25: Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei SSc-Patienten mit und ohne Sicca-
Symptomatik  
(ns = nicht signifikant; - = Median) 
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Abbildung 26: Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei SSc-Patienten mit und ohne Herz-
manifestation  
(ns = nicht signifikant; - = Median) 

 
Abbildung 27: Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei SSc-Patienten mit und ohne digitale 
Ulzera  
(ns = nicht signifikant; - = Median) 
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Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Reaktivität und Prävalenz der 

funktionellen Anti-AT1R-Antikörper beim Vergleich von Patienten ohne und mit 

Hautmanifestationen, Kalzinose, Lungenmanifestation, PAH, Ösophagusmani-

festation, Myositis, Sicca-Syndrom, Herzmanifestation oder digitaler Ulzera fest-

gestellt (siehe Abb. 19–27). 

4.5 Einfluss einer autologen hämatogenen Stammzelltransplantation auf 
die Prävalenz und Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei 
Patienten mit SSc 

Die Ig von SSc-Patienten, die eine therapeutische aHSZT erhalten hatten 

(n = 28), wurden im funktionellen AT1R-Assay auf reaktive Anti-AT1R-Antikörper 

untersucht. 21 der Patienten hatten einen günstigen Verlauf, 7 einen Relaps oder 

Progress nach aHSZT [155]. Untersucht wurden Ig der Patienten vor der aHSZT 

und zu verschiedenen Zeitpunkten (Zp) nach der aHSZT (Zp1: 5–9 Monate, 

n = 24; Zp2: 10–17 Monate, n = 19; Zp3: 18–24 Monate, n = 16). Ziel war es, die 

Prävalenz und Reaktivität der funktionellen Anti-AT1R-Antikörper im Verlauf der 

Therapie zu analysieren.  

Vor der aHSZT (ZP0) konnten bei 68 % der SSc-Patienten stimulierende, bei 4 % 

inhibierende Anti-AT1R-Antikörper nachgewiesen werden. Nach der aHSZT än-

derte sich die Häufigkeit der stimulierenden oder inhibierenden Antikörper nicht 

signifikant (siehe Tabelle 12).  

Auch die Reaktivität änderte sich nicht signifikant (siehe Abbildung 28). 

Tabelle 12: Prävalenz stimulierender und inhibierender Anti-AT1R-Antikörper vor und nach aHSZT 
bei Patienten mit SSc 

 funktionelle Anti-AT1R-Antikörper, Anzahl (%) 

  stimulierend inhibierend 

ZP0 (n = 25) 17 (68) 1 (4) 

ZP1 (n = 24) 11 (46) 2 (8) 

ZP2 (n = 19) 9 (47) 3 (16) 

ZP3 (n = 16) 8 (50) 4 (25) 

 



93 
 
 

 

Abbildung 28: Reaktivität stimulierender und inhibierender Anti-AT1R-Antikörper vor und nach 
aHSZT bei Patienten mit SSc 
Jedes Symbol entspricht einem Faktor eines Patienten mit SSc, der in Bezug auf die gesunden Probanden 
gebildet wurde. Die Ig der Patienten wurden vor und zu verschiedenen Zeitpunkten nach der aHSZT getes-
tet. Die statistische Auswertung mittels Mann-Whitney-u-Test ergab keine signifikanten Unterschiede der 
Reaktivität von Anti-AT1R-Antikörpern im Verlauf der Therapie. Der graue Bereich definiert den Normalbe-
reich (ns = nicht signifikant; - = Median). 

Ferner konnte kein Zusammenhang zwischen dem Nachweis der funktionellen 

Antikörper vor der aHSZT und dem Outcome nach der Transplantation festge-

stellt werden (r = –0,19 bis –0,28; siehe Abbildung 29). 
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Abbildung 29: Verlauf der Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper nach einer aHSZT bei Pati-
enten mit SSc 
Die erzielten Faktoren der Patienten (in Punkten dargestellt) wurden mit Linien verbunden, um die Entwick-
lung der Reaktivität der funktionellen Anti-AT1R-Antikörper darzustellen. In Abbildung A sind die Patienten 
mit einem günstigen Verlauf (n = 28), in Abbildung B die Patienten mit einem Relaps oder Progress nach 
aHSZT (n = 7) dargestellt. In beiden Gruppen konnte keine Trendentwicklung der Reaktivität funktioneller 
Anti-AT1R-Antikörper nach einer aHSZT identifiziert werden. Der graue Bereich definiert den Normbereich. 
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Schlussfolgernd lässt sich sagen, dass bei 68 % der Patienten mit schwerer SSc 

stimulierende Anti-AT1R-Antikörper nachweisbar waren. Diese wurden durch 

eine aHSZT nur vorübergehend und nicht signifikant reduziert. Der Nachweis der 

funktionellen Anti-AT1R-Antikörper vor der aHSZT stellt keinen prognostischen 

Parameter für den Verlauf nach der Transplantation dar [182]. 

4.6 Optimierung des Luciferase-Assays 
Der Luciferase-Assay wurde auf Grundlage der Arbeit von Alfredo Leaños-Mi-

randa in mehreren Schritten mit den Zellreihen CHO-K1 und Huh-7 optimiert 

[176]. 

4.6.1 Vergleich der CHO-K1- und Huh-7-Zellreihen 
Im nachfolgend beschriebenen Versuch wurde der Luciferase-Assay mit den 

Zellreihen CHO-K1 und Huh-7 durchgeführt. Die CHO-K1 wurden mit dem pGL3-

NFAT-Plasmid und AT1R-Plasmid co-transfiziert. Die Huh-7-Zellen wurden nur 

mit dem pGL3-NFAT transfiziert, da die Zellen auf ihrer Plasmamembran bereits 

den AT1R exprimieren. Ziel war es, herauszufinden, welche Zelllinie sich besser 

für den Luciferase-Assay eignet.  
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Abbildung 30: Luciferase-Assay mit CHO-K1-Zellen und aufsteigenden Angiotensin-II-Konzentratio-
nen 
Der Assay wurde wie in Kapitel 3.3.5 beschrieben mit einer Konzentration von 105 Zellen/ml durchgeführt. 
Die CHO-K1-Zellen wurden mit aufsteigenden ATII-Konzentrationen (µM) inkubiert. Dargestellt sind die Mit-
telwerte aus jeweils vier Einzelmessungen und die Standardabweichungen (*signifikant vs. unbehandelte 
Zellen mit p* < 0,05; ns = nicht signifikant; RLU = relative Lumineszenz-Unit). 

Verglichen mit den CHO-K1-Zellen ohne die Zugabe von ATII induzierte bereits 

eine ATII-Konzentration von 0,01 µM eine signifikant stärkere zelluläre Transkrip-

tion des pGL3-NFAT-Plasmids sowie eine Transkription des AT1R-Plasmids mit 

anschließender Expression des AT1R auf der Plasmamembran der CHO-K1. 

Weitere ATII-Konzentrationssteigerungen (0,1–2 µM) bewirken signifikant hö-

here RLUs, bis zum 7,3-Fachen (2 µM ATII) des Ausgangswertes (siehe Abbil-

dung 30). 
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Abbildung 31: Luciferase-Assay mit Huh-7-Zellen und aufsteigenden Angiotensin-II-Konzentrationen 
Der Assay wurde wie in Kapitel 3.3.5 beschrieben mit Huh-7-Zellen durchgeführt. 105 Zellen/ml wurden mit 
aufsteigenden ATII-Konzentrationen (µM) inkubiert. Die unterschiedlichen RLUs wurden vierfach bestimmt 
und der Mittelwert sowie die Standardabweichung (MW: Punkte; SD: vertikale Linien) wurden gebildet (nt = 
nicht transfiziert; ns = nicht signifikant; RLU = relative Lumineszenz-Unit). 

Keine der verwendeten ATII-Konzentrationen führte zu einer messbaren Aktivie-

rung der Transkription verglichen mit den unbehandelten Zellen (siehe Abbildung 

31). Das pGL3-NFAT-Plasmid und damit auch die zelluläre Transkription konnten 

bei den Huh-7-Zellen nicht durch ATII stimuliert werden. Von einer erfolgreichen 

Transfektion ist jedoch auszugehen, da die nicht transfizierten Huh-7-Zellen eine 

signifikant geringere RLU aufwiesen als die transfizierten Huh-7-Zellen (MW nicht 

transfiziert: 47; transfiziert mit 0-µM-ATII: 1221). 

Aus dem Vergleich der beiden Versuche mit den Zelllinien CHO-K1 und Huh-7 

lässt sich schlussfolgern, dass gute Ergebnisse mit den CHO-K1-Zellen erzielt 

werden konnten. Daher wurden die weiteren Versuche mit den CHO-K1-Zellen 

und einer ATII-Konzentration von 2 µM durchgeführt. 
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4.6.2 Vergleich der Transfektionsreagenzien FuGene 6TM und Via-
FectTM 

Zur Optimierung des Luciferase-Assays wurde die Transfektion mit den Trans-

fektionsreagenzien FuGene 6TM und ViaFectTM durchgeführt (siehe Abbildung 

32). Die CHO-K1 wurden mit dem pGL3-NFAT-Plasmid und dem AT1R-Plasmid 

co-transfiziert, wobei ATII-Konzentrationen von 0 µM, 2 µM und 200 µM verwen-

det wurden. Als Kontrolle der Transfektion dienten nicht transfizierte CHO-K1. 

 

Abbildung 32: Luciferase-Assay mit den Transfektionsreagenzien FuGene 6TM und ViaFectTM  
ATII wurde in Konzentrationen zwischen 0 und 200 µM verwendet und jeweils vierfach bestimmt. Als Kon-
trolle der Transfektion dienten nicht transfizierte CHO-K1 (nt = nicht transfiziert; RLU= relative Lumineszenz-
Unit; p* < 0,05; - = Median). 

In beiden Versuchen waren die RLUs der nicht transfizierten CHO-K1 signifikant 

niedriger als die der transfizierten CHO-K1, weshalb von einer erfolgreichen 

Transfektion auszugehen ist. In beiden Fällen konnten die Messwerte transfizier-

ter CHO-K1 ab einer ATII-Konzentration von 2 µM gegenüber den CHO-K1 ohne 

Zugabe von ATII signifikant gesteigert werden. Die RLUs der mit FuGene 6TM 

transfizierten Zellen lagen im Schnitt höher und die Streuung war bei einer ATII-

Konzentration von 2 µM geringer. 
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Abbildung 33: Vergleich der Transfektionsreagenzien FuGene 6TM und ViaFectTM im Luciferase-As-
say  
ATII wurde in Konzentrationen zwischen 0 und 200 µM verwendet und jeweils vierfach bestimmt (RLU = 
relative Lumineszenz-Unit; p* < 0,05; p*** < 0,001; - = Median). 

Unter Verwendung des Transfektionsreagenz FuGene 6TM und unter Zugabe von 

2-µM-ATII (p = 0,0002) und 200-µM-ATII (p = 0,0134) konnten signifikant höhere 

RLU im Luciferase-Assay gemessen werden, verglichen mit ViaFect-transfizier-

ten CHO-K1 (siehe Abbildung 33). 

Schlussfolgernd lässt sich festhalten, dass mit beiden Transfektionsreagenzien 

zufriedenstellende Ergebnisse erzielt wurden. Unter Zugabe von ATII konnte eine 

vermehrte Transkription des pGL3-NFAT-Plasmids erzielt werden, was in Form 

von RLUs gemessen wurde. Da das Transfektionsreagenz FuGene 6TM im Ver-

gleich zu ViaFect höhere RLUs erzielte, kostengünstiger war und bereits im 

AT1R-Assay verwendet wurde, wurden die weiteren Versuche mit FuGene 6TM 

fortgeführt. 
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4.6.3 Validierung des AT1R auf den CHO-K1-Zellen im Luciferase-
Assay 

Zur Validierung des Luciferase-Assays wurden die CHO-K1-Zellen eine Stunde 

vor der Zugabe von ATII mit steigenden Losartan-Konzentrationen inkubiert. Los-

artan ist ein kompetitiver Antagonist des AT1R und konkurriert somit mit ATII um 

die Bindung am AT1R.  

 
Abbildung 34: Validierung des Luciferase-Assays mit AT1R/pGL3-NFAT-co-transfizierten CHO-K1-
Zellen mittels Losartan 
Abgebildet sind die Mittelwerte aus jeweils vier Einzelmessungen und die Standardabweichungen (RLU = 
relative Lumineszenz-Unit). 

Eine Losartan-Konzentration von 0,001 µM induzierte bereits eine Hemmung der 

RLU verglichen derer CHO-K1-Zellen,  denen kein Losartan zugegeben worden 

war (siehe Abbildung 34). Weitere Steigerungen der Losartan-Konzentration 

führten zu einer weiteren Reduktion der RLU. Aufgrund der Hemmung der RLU 

durch Losartan ist von einer Expression des AT1R auf der Plasmamembran der 

CHO-K1 auszugehen. 
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4.6.4 Optimierung der Immunglobulin-Verdünnung  
Zur Ermittlung der optimalen Ig-Verdünnung wurden die CHO-K1-Zellen exemp-

larisch mit Ig von drei SSc-Patienten inkubiert. Die Ig wurden in Endverdünnun-

gen von 1 : 160, 1 : 80 und 1 : 40 hinzugegeben. Die Messungen wurden als 

Vierfach-Bestimmungen durchgeführt und mit den Ergebnissen ohne Zugabe von 

Ig verglichen (siehe Abbildung 35).  

 

Abbildung 35: Ermittlung der optimalen Immunglobulin-Verdünnung für das Luciferase-Assay mit 
AT1R/pGL-NFAT-co-transfizierten CHO-K1-Zellen 
Es wurden die Ig von drei Patienten mit SSc vierfach bestimmt und der Mittelwert wurde gebildet. Die Ig 
wurden in den Verdünnungen 1 : 160 bis 1 : 40 verwendet. Zur Assay-Normalisierung wurde der Mittelwert 
in Relation zu dem von CHO-K1-Zellen ohne die Zugabe von Ig gesetzt und in Prozent angegeben. 

Dargestellt sind die Mittelwerte aus jeweils vier Einzelmessungen. Gemessen 

wurden Igs von drei Patienten mit SSc. Das Signal ohne Zugabe von Ig wurde 

als 100 % definiert. Eine Ig-Verdünnung von 1 : 160 induzierte bei den Patienten 

1 und 3 eine Hemmung der RLU auf 61 % (Patient 1) bzw. 68 % (Patienten 3) 

des Ausgangssignales (RLU). Die Ig von Patient 2 in der Verdünnung 1 : 160 

stimulierten die Zellen um 6 % auf 106 % des ursprünglichen Signales. Weitere 

Steigerungen der Ig-Konzentration auf 1 : 80 und 1 : 40 induzierten in allen 
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Patienten eine Hemmung des Signales, wobei die Ig des Patienten 2 eine deut-

lich geringe Hemmung aufwiesen.  

Für die weiteren Versuche wurde eine Ig-Verdünnung von 1 : 40 gewählt, da eine 

solche Verdünnung bereits im AT1R-Assay verwendet worden war und die As-

says somit vergleichbarer waren. Zudem ermöglicht die Ig-Verdünnung eine Dif-

ferenzierung der Funktionalität der Anti-AT1R-Antikörper. 

4.6.5 Vergleich des Luciferase-Assays mit dem AT1R-Assay 
Zum Vergleich der beiden Assays wurde die Antikörper-Reaktivität von 55 Pati-

entenseren in den beiden Assays untersucht (SSc: n = 32, SS: n = 2, PM: n = 5, 

MCTD: n = 3, nicht autoimmune Lebererkrankungen: n = 2, autoimmune Leber-

erkrankungen: n = 5, gesunde Probanden: n = 6). 

 

Abbildung 36: Vergleich des Luciferase-Assays mit dem AT1R-Assay  
Es sind die %RLU der beiden Assays dargestellt. Dazu wurden Patientenseren (SSc: n = 32, SSc mit 
aHSZT: n = 44, GP: n = 6, SS: n = 2, PM: n = 5, MCTD: n = 3, virale Hepatitis: n = 2, AIH: n = 3, PBC: n = 2) 
mit dem AT1R- und dem Luciferase-Assay auf funktionelle Anti-AT1R-Antikörper untersucht und die beiden 
Assays miteinander verglichen. 
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Die %RLU des AT1R-Assay hatte eine größere Spannweite (Maximum: 

94 %RLU, Minimum: 1 %RLU) als die des Luciferase-Assays (Maximum: 

68 %RLU, Minimum: 0 %RLU; siehe Abbildung 36). 

 

Abbildung 37: Korrelationsanalyse des Luciferase- und des AT1R-Assays 
Die beiden Assays wurden mit den gleichen Patientenseren (SSc: n = 32, SSc mit aHSZT: n = 44, GP: n = 6, 
SS: n = 2, PM: n = 5, MCTD: n = 3, virale Hepatitis: n = 2, AIH: n = 3, PBC: n = 2) durchgeführt und die 
%RLUs mittels Spearmankorrelation verglichen (r = 0,275, p = 0,003). 

Es besteht eine schwache Korrelation zwischen den %RLU der beiden Assays 

(r = 0,275, p = 0,003; siehe Abbildung 37).  
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4.6.6 Vergleich der beiden Assays mit Seren von stammzelltrans-
plantierten SSc-Patienten 

 
Abbildung 38: Korrelationsanalyse der beiden Assays mit Seren von stammzelltransplantierten SSc-
Patienten  
Die %RLUs der beiden Assays wurden mittels Pearsonkorrelation (r = 0,447, p = 0,002) verglichen. Die Pa-
tienten, deren Seren getesteten wurden hatten im Rahmen der SSc-Therapie eine autologe hämatologische 
Stammzelltransplantation erhalten.  

Die Seren der Patienten, die im Rahmen der SSc-Therapie eine aHSZT erhalten 

hatten, wurden mit dem AT1R- und dem Luciferase-Assay untersucht. Die Aktivi-

tät der funktionellen Anti-AT1R-Antiköper wurde prozentual im Vergleich zu einer 

Kontrolle (ohne Serum) angegeben. Der Vergleich der beiden Assays ergab eine 

Korrelation (r = 0,447, p = 0,002; siehe Abbildung 38).  

5 Diskussion 
In der Medizin werden zunehmend autoimmune Prozesse für das Auftreten ver-

schiedener Erkrankungen verantwortlich gemacht. Eine besondere Klasse der 

Autoantikörper weist eine funktionelle Aktivität auf und richtet sich gegen G-Pro-

tein-gekoppelte Rezeptoren. In dieser Arbeit wurden zwei zellbasierte, funktio-

nelle Assays entwickelt, um funktionelle, inhibitorische bzw. stimulatorische Anti-

0 20 40 60 80 100
0

20

40

60

80

AT1R Assay (%RLU)

Lu
ci

fe
ra

se
 A

ss
ay

 (%
R

LU
)

r = 0,447
p = 0,002



105 
 
 

AT1R-Antikörper nachzuweisen. Beide Assays basieren auf einer luminometri-

schen Methode. Die Assays sind standardisiert, eignen sich für die Routinediag-

nostik und liefern zuverlässig reproduzierbare Ergebnisse. Das AT1R-Assay mit 

Huh-7-Zellen misst die schnelle Zellantwort in Form eines intrazellulären Cal-

cium-Einstroms, das Luciferase-Assay mit CHO-K1-Zellen ermittelt hingegen den 

Einfluss der Antikörper auf die intrazelluläre Transkription. Mithilfe der funktionel-

len Assays wurden Seren von Patienten mit SSc und anderen Erkrankungen auf 

funktionelle Anti-AT1R-Antikörper hin untersucht. 

5.1 Bisherige Methoden zum Nachweis funktioneller Anti-AT1R-Antikörper 
Die bisherigen Forschungen zum Nachweis funktioneller Anti-AT1R- und ETA1-

Antikörper bei Patienten mit verschiedenen Erkrankungen basieren auf echten 

funktionellen Assays, den sogenannten Bioassays. Dragun et al. (2005) analy-

sierten das Vorkommen von AT1R-stimulierenden Ig in Patientenseren bei Nie-

ren-Allotransplantat-Abstoßung. Mithilfe eines Bioassays mit spontan schlagen-

den, kultivierten neonatalen Ratten-Kardiomyozyten, die den AT1R exprimieren, 

konnte der Einfluss der Ig auf den AT1R untersucht werden [183]. Analog dazu 

entwickelten Wallukat et al. (1999) einen Bioassay mit schlagenden, neonatalen 

Ratten-Kardiomyozyten zum Nachweis von AT1R-stimulierenden Ig in Frauen mit 

Präeklampsie [184]. Weitere Bioassays nutzen zum Nachweis von AT1R-stimu-

lierenden Ig humane Koronararterien-Endothelzellen und vaskuläre Glattmuskel-

zellen [117, 183].  

Da Bioassays jedoch zeitaufwendig und für den Routineeinsatz schwer zu stan-

dardisieren sind, wurden Festphasen-Assays mit Extrakten aus CHO-Zellen, die 

den humanen AT1R oder ETA1 überexprimieren, etabliert [117]. Mittlerweile sind 

diese Festphasen-Assays als ELISA kommerziell erhältlich und wurden bereits 

in mehreren Studien zum Nachweis von Anti-AT1R-Antikörpern verwendet [124, 

185-187]. Becker et al. (2014) untersuchten mithilfe eines kommerziellen Fest-

phasen-Assays das Vorkommen von Ig gegen den AT1R in Patienten mit SSc-

assoziierter PAH [124]. Fortführend wurden Festphasen-Assays genutzt, um die 

klinische Relevanz der Anti-AT1R-Antikörper in Patienten mit Hypertonie [185], 

Alzheimer [186] und primärem Aldosteronismus zu untersuchen [187]. 
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Festphasen-Assays sind zwar leicht zu standardisieren, geben  aber keine Hin-

weise über die tatsächliche Funktionalität der isolierten Ig. 

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit wurden mithilfe von AT1R-exprimierenden 

Zellen Assays zum Nachweis funktioneller Anti-AT1R-Antikörper entwickelt. Im 

Gegensatz zu den in der Literatur beschriebenen Assays lässt sich mit den hier 

vorgestellten Assays nicht nur die Prävalenz der Antikörper bestimmen, sondern 

auch ihre Funktionalität; ferner eignen sie sich für den Einsatz in der Routinedi-

agnostik. 

5.2 AT1R-Assay 
Der entwickelte AT1R-Assay ist ein hochsensibler Funktionstest zum Nachweis 

eines durch G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren induzierten Ca2+-Anstiegs. Der 

Assay wurde mit lebenden Zellen durchgeführt und basiert auf Aequorin-Lumi-

neszenz. Die durch Ca2+ ausgelöste Lumineszenz des Photoproteins Aequorin 

[188] wurde im Jahre 1962 von Shimomura et al. (1962) entdeckt. Aequorin ist 

für Zellen harmlos und dient in Verbindung mit seinem Substrat Coelenterazin-h 

als Marker für die intrazelluläre Ca2+-Mobilisierung. Aus diesem Grund ist es in 

der Forschung seit mehr als 50 Jahren etabliert [189].  

In einer Studie von Sandberg et al. (1988) wurde die intrazelluläre Ca2+-Mobili-

sierung durch ATII-spezifische und Neurotransmitterrezeptoren in Xenopus lae-

vis Oozyten untersucht. Dabei wurde die mRNA der Rezeptoren zusammen mit 

dem Aequorin-Protein direkt in das Zytoplasma der Oozyten injiziert. In den 

Oozyten induzierte ATII einen Anstieg des zytosolischen Ca2+, das mithilfe von 

Aequorin luminometrisch gemessen wurde. Somit konnte gezeigt werden, dass 

eine Aktivierung des AT1R durch dessen Agonist ATII funktionell mit der intrazel-

lulären Ca2+-Mobilisierung verbunden ist. Zudem konnte ein schneller und spezi-

fischer Assay mit Aequorin-injizierten Oozyten entwickelt werden [190]. Aufgrund 

der Mikroinjektion des Aequorin in die Oozyten ist die Reproduzierbarkeit des 

Assays erschwert und der Durchsatz an Proben vermindert.  

Button et al. (1993) nutzten zum Nachweis von intrazellulärer Ca2+-Mobilisierung 

die Säugetierzelllinien CHO-K1, 293 und CSO. Die Zelllinien CHO-K1 und 293 
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wurden mithilfe von Cytomegalie-Viren stabil mit Aequorin-cDNA transfiziert. 

COS-Zellen wurden transient transfiziert. Alle Zelllinien exprimierten anschlie-

ßend Apo-Aequorin-Protein, die transient transfizierten COS-Zellen jedoch grö-

ßere Mengen. Durch die Behandlung der Zellen mit Coelenterazin-h konnte die 

Aequorin-Lumineszenz maximiert werden. Zudem war die Reproduzierbarkeit 

der Ergebnisse in adhärenten Zellkulturen besser als in Zellsuspensionen. So 

konnten Button et al. (1993) eine hochempfindliche und robuste Methode entwi-

ckeln, mit der die Aktivität von Agonisten und Antagonisten auf Ca2+-assoziierten 

Rezeptoren in Zellkulturen gemessen werden kann [191]. 

Auf dieser Basis entwickelten Ungrin et al. (1999) einen sensiblen automatisier-

ten Hochdurchsatz-Assay zur Funktionsanalyse von G-Protein-gekoppelten Re-

zeptoren zum Nachweis von intrazellulärer Ca2+-Mobilisierung. Dieser Hoch-

durchsatz-Assay ermöglicht es, eine 96-Well-Platte in 70 Minuten fertigzustellen 

und somit eine große Anzahl an Proben zu analysieren [192].  

Mithilfe einer Fluoreszenz-Echtzeitbildgebung, mit der die endotheliale zytosoli-

sche Ca2+-Konzentration gemessen wird, analysierten Becker et al. (2014) das 

Potenzial funktioneller Anti-AT1R-Antikörper zur Auslösung funktioneller Agonis-

teneffekte in Rattenlungen-Endothelzellen. Eine Induktion der Rattenlung-En-

dothelzellen mit IgG von SSc-Patienten induzierte einen starken Anstieg des en-

dothelialen Ca2+, der durch Valsartan gehemmt werden konnte [124].  

Wie bereits beschrieben, wurden zum Nachweis funktioneller Autoantikörper 

zahlreiche Bioassays mit unterschiedlichen humanen und tierischen Geweben 

durchgeführt. Diese Assays weisen zwar die Funktionalität von Autoantikörpern 

nach, sind jedoch störanfällig und schwer zu standardisieren. Darüber hinaus ist 

die Verwendung tierischer Produkte in der Forschung nicht unumstritten. Die Ver-

wendung von Zellkulturen mit standardisierten Zellzahlen, Transfektionsprotokol-

len und Umweltbedingungen ermöglichte es, den im Rahmen dieser Arbeit ent-

wickelten Assay zu standardisieren und weniger störanfällig zu machen. 

Der in dieser Arbeit dargestellte AT1R-Assay wurde auf Grundlage der Arbeit von 

Preuss et al. (2014) entwickelt. Preuss et al. (2014) untersuchten Seren von 



108 
 
 

Patienten auf funktionelle Antikörper gegen den muskarinischen Acetylcholin-Re-

zeptor M3 mithilfe eines Aequorin-Lumineszenz-Assays [171]. In dieser Arbeit 

wurde der AT1R-Assay mit CHOG5A und Huh-7-Zellen durchgeführt. CHOG5A 

Zellen sind stabil mit dem Apo-Aequorin-Plasmid transfiziert und wurden zusätz-

lich transient mit einem AT1R-Plasmid transfiziert. Die Huh-7-Zellen exprimieren 

den AT1R auf ihrer Plasmamembran und wurden daher mit einem GFP/Aequorin 

transient transfiziert. Dies konnte mithilfe von Westernblots und AT1R-Assays un-

ter Zugabe von Losartan zusätzlich validiert werden. Stabil transfizierte Zellen 

haben mehrere Vorteile, jedoch kommt es bei diesen zu einer Desensibilisierung 

von Signalwegen, weswegen eine regelmäßige Kontrolle der Proteinexpression 

und Funktionalität der Signalwege erfolgen muss [171]. Da die Ergebnisse der 

beiden Zellreihen vergleichbar waren und die Proteinexpression in transient 

transfizierten Zellen zuverlässig ist, wurden die weiteren Versuche mit Huh-7-

Zellen durchgeführt, die aus menschlichem Gewebe stammen.  

Der AT1R-Assay ist durch einige Variablen beeinflussbar. In Vorexperimenten 

wurde die Zellkonzentration bestimmt, bei der eine Konfluenz von 80 bis 90 % 

zwei Tage nach Transfektion im Well erreicht wurde. Zudem sollte der Zellgehalt 

hoch genug sein, um hohe RLUs zu erreichen. Zur weiteren Optimierung wurde 

das für den Assay optimale FuGene-6-zu-cDNA-Verhältnis bestimmt. So konnte 

die Empfindlichkeit des Assays weiter gesteigert werden. Coelenterazin-h, das 

Substrat für Aequorin, konnte ebenfalls die Empfindlichkeit des Assays erhöhen 

[193]. In der Arbeit von Preuss et al. (2014) wurden zwei Verfahren (AS-Fällung 

und Melon-Gel-IgG-Spin-Reinigungskit) zur Isolation von Ig untersucht. Überein-

stimmend mit den Ergebnissen von Preuss et al. (2014) konnten in dieser Arbeit 

mit beiden Verfahren vergleichbare Resultate erzielt werden. Da die AS-Fällung 

kostengünstiger und weniger zeitintensiv ist, wurde diese Methode im Assay ver-

wendet.  

Zur Überprüfung des Gelingens der Transfektion dienten nicht transfizierte Zel-

len, deren RLU bei jeder Versuchsreihe auf der 96-Well-Platte gemessen wurde. 

Unterschieden sich die Ergebnisse der nicht transfizierten Zellen nicht signifikant 

von denen der transfizierten Zellen, wurde von einer nicht erfolgreichen 
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Transfektion ausgegangen und der Versuch wiederholt. Der MicroBeta2 LumiJET 

misst die Lumineszenz in zwei Wells gleichzeitig. Dies hat den Vorteil, dass die 

Messdauer für eine 96-Well-Platte von 9,6 Minuten auf 4,8 Minuten verkürzt wird 

und somit die Inkubationszeit der Zellen vergleichbarer ist. Durch Messungenau-

igkeiten der zwei Sensoren könnten die Ergebnisse jedoch verfälscht werden. 

Um mögliche Messungenauigkeiten zu identifizieren, wurde in Vorversuchen 

überprüft, ob beide Sensoren gleiche Werte messen.  

Die Variabilität zwischen einzelnen Testreihen ist bei Ganzzellentests aufgrund 

mehrerer Aspekte kritisch. Viele Faktoren beeinflussen die Qualität, die Kon-

fluenz und die Expression transfizierter Proteine. Auch eine vermehrte Teilung 

oder das Alter der Zellen kann die Ergebnisse beeinflussen. Um die Variabilität 

der Versuchsreihen so niedrig wie möglich zu halten, wurden die Zellen für ma-

ximal drei Wochen in Kultur gehalten. Um den Stress für die Zellen zu minimieren, 

wurden diese nach dem Ernten, Auszählen und Transfizieren für 48 Stunden in 

Kulturmedium auf der 96-Well-Platte inkubiert. Die Konfluenz der Zellen wurde 

unter dem Mikroskop überprüft. War diese am zweiten Tag nach der Transfektion 

nicht gegeben, wurde der Versuch wiederholt. Die Reproduzierbarkeit wurde er-

höht, indem die gemessenen Werte von transfizierten Zellen, zu denen kein Pa-

tientenserum hinzugegeben worden war, auf jeder 96-Well-Platte als Basiswerte 

genutzt wurden. Die gemessene Lumineszenz der Zellen unter Zugabe von Pa-

tientenseren wurde anschließend in Relation zu diesem Basiswert gesetzt. So 

konnte die Variabilität zwischen einzelnen Versuchsreihen und -tagen reduziert 

werden. Da eine Einzelbestimmung fehleranfälliger ist und Ausreißer bei lumino-

metrischen Assays vorkommen können, wurden die Patientenproben vierfach 

bestimmt und der Mittelwert wurde gebildet.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es gelungen ist, einen zuverlässigen 

und leicht standardisierbaren Assay zum Nachweis funktioneller Anti-AT1R-Anti-

körper zu entwickeln. Dieser ist für die Routinediagnostik geeignet und liefert re-

produzierbare Ergebnisse. 
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5.3 Luciferase-Assay 
Der Luciferase-Assay wurde ebenfalls zum Nachweis funktioneller Ant-AT1R-An-

tikörper entwickelt. Das Luciferase-Enzym wird aufgrund der hohen Empfindlich-

keit, einfachen Anwendung und Kosteneffizienz häufig verwendet. Dabei dient 

das Gen der Firefly-Luciferase als Reportergen, das die Expression anderer 

Gene zu überwachen hilft [194]. Verglichen mit dem AT1R-Assay wird in diesem 

Assay somit nicht direkt die Ca2+-Mobilisierung gemessen, sondern die Tran-

skription des Promotors NFAT. 

Leaños-Miranda et al. (2010) entwickelten einen neuen Bioassay zum Nachweis 

stimulierender Anti-AT1R-Antikörper bei mexikanischen, mestizischen Frauen mit 

Präeklampsie mithilfe von AT1R- und 4xNFAT-Luciferase-Reportergen-exprimie-

renden CO-K1- und HEK-293-Zellen. Unter der Zugabe von ATII zeigten beide 

Zelllinien einen spezifischen Anstieg der Luciferase-Expression, die bei Zugabe 

von Telmisartan abgeschwächt wurde. Somit lag ein luminometrisches Verfahren 

zum Nachweis stimulierender Anti-AT1R-Antikörper vor [176]. 

Der Luciferase-Assay wurde mit den Zellreihen Huh-7 und CHO-K1 durchgeführt. 

Beide Zellreihen wurden mit dem pGL3-NFAT-Luciferase-Plasmid transient 

transfiziert, wobei die CHO-K1-Zellen zusätzlich mit dem AT1R-Plasmid co-trans-

fiziert wurden. Zur Optimierung der Reproduzierbarkeit und der Sensitivität wur-

den verschiedene Parameter des Assays variiert. Deckungsgleich mit den Ergeb-

nissen von Lam et al. (2008) wurde in weißen 96-Well-Platten mit transparenten 

Böden eine höhere Lumineszenz gemessen als in schwarzen 96-Well-Platten mit 

transparenten Böden [195]. Die Ergebnisse zeigen, dass es aufgrund der höhe-

ren Lumineszenz in den weißen Platten zu einem Cross-Talk zwischen den Wells 

kam, wodurch die Ergebnisse verfälscht wurden und die Variabilität zunahm. 

Durch das Verwenden schwarzer 96-Well-Platten konnte die Variabilität zwi-

schen den Versuchsreihen vermindert werden. Die beiden Zellreihen CHO-K1 

und Huh-7 wurden mit aufsteigenden ATII-Konzentrationen untersucht. Die Huh-

7-Zellen zeigten keinen ATII-induzierten, dosisabhängigen Anstieg der Luci-

ferase-Expression. Ursächlich hierfür könnte die in der Literatur beschriebene 

verminderte Expression von NFAT in HCC und entsprechenden Zelllinien sein 
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[196]. Deckungsgleich mit den Ergebnissen von Leaños-Miranda et al. (2010) 

induzierte ATII ab einer Konzentration von 0,01 µM einen AT1R-vermittelten An-

stieg der Luciferase-Expression in CHO-K1-Zellen. In Gegenwart von Losartan 

konnte eine dosisabhängige Abschwächung der Luciferase-Expression erzielt 

werden, wodurch die Expression des AT1R auf den CHO-K1 validiert wurde. 

CHO-K1-Zellen, die mittels ViaFect transfiziert wurden, führten laut Studien des 

Herstellers (Promega) zu einer stärkeren Luciferase-Expression als mit FuGene 

6TM transfizierte CHO-K1 [197]. In der im Rahmen dieser Arbeit vorgenommenen 

Studie konnten die CHO-K1 erfolgreich mit beiden Transfektionsreagenzien 

transfiziert werden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen des Herstellers (Promega) 

konnten unter dem Einfluss von 2- und 200-µM-ATII signifikant höhere RLUs mit 

FuGene-6TM-transfizierten CHO-K1 erzielt werden als mit ViaFect-transfizierten 

CHO-K1. Durch die Verwendung von FuGene 6 konnte somit die Sensitivität des 

Assays erhöht werden. Leaños-Miranda et al. (2010) nutzten eine IgG-Verdün-

nung von 1 : 10 und erzielten eine starke Hemmung der Luciferase-Lumines-

zenz. Dabei konnte kein Unterschied in der Expression von Luciferase zwischen 

gesunden Schwangeren und Präeklampsie-Patientinnen identifiziert werden 

[176]. Vermutlich kam es bei einer zu hohen Konzentration von IgG zu einer un-

spezifischen Hemmung des AT1R, wodurch die Sensitivität des Detektierens 

funktioneller Anti-AT1R-Antikörper vermindert wurde. In der Studie der hier vor-

gelegten Arbeit konnte hingegen unter Verwendung von AS-gefällten Patienten-

seren mit aufsteigenden Konzentrationen eine Dosis-Wirkungs-Kurve erzielt wer-

den. Da luminometrische Tests eine gewisse Variabilität aufweisen, wurden die 

Patientenseren vierfach bestimmt und es wurde der Mittelwert gebildet. Biologi-

sche luminometrische Assays sind anfällig für äußere Einflüsse. Um die Variabi-

lität zwischen einzelnen Versuchstagen zu minimieren, wurden auf jeder 96-Well-

Platte drei Wells mit transfizierten Zellen ohne Zugabe von Patientenseren als 

Basiswert genutzt. Die gemessenen Ergebnisse wurden in Bezug zu diesem Ba-

siswert gesetzt, womit die Variabilität zwischen einzelnen Versuchstagen redu-

ziert werden konnte. 

In dieser Arbeit konnte somit ein zellbasierter Hochdurchsatz-Luciferase-Assay 

zum quantitativen und qualitativen Nachweis funktioneller Anti-AT1R-Antikörper 
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entwickelt werden. Der Assay ermöglicht es, den Einfluss funktioneller Anti-AT1R-

Antikörper auf den AT1R auf Ebene der Transkription zu beurteilen. Die Ergeb-

nisse des Luciferase-Assays korrelierten mit den Ergebnissen des AT1R-Assays 

(siehe Kap. 4.6.5). Um jedoch den Einfluss von Autoantikörpern mittels Luci-

ferase-Assays zu bestimmen, sollte ein größeres Patientenkollektiv untersucht 

werden. 

5.4 Spezifität des Odyssey- und In-Zell-Westernblots zum Nachweis der 
Expression des AT1R auf der Plasmamembran der Huh-7-Zellen 

Die im AT1R-Assay verwendeten Huh-7-Zellen exprimieren laut Expressions-At-

las den AT1R mit 33 Transkripten pro Million [198]. Zur weiteren Validierung wur-

den in dieser Arbeit ein In-Zell-Westernblot mit vitalen Huh-7-Zellen und ein 

Odyssey-Westernblot mit der Plasmamembran von Huh-7-Zellen durchgeführt. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte bestätigt werden, dass die Huh-7-

Zellen den AT1R auf natürliche Weise exprimieren. Der In-Zell-Westernblot er-

möglicht einen quantifizierten In-situ-Nachweis von Proteinen. Zur Fixierung bzw. 

Permeabilisierung wurde Formalaldehyd oder Methanol verwendet. Außerdem 

wurden native, nicht fixierte Huh-7-Zellen genutzt. Die einzelnen Methoden wur-

den dreifach bestimmt. Zum Ausschluss unspezifischer Bindungen dienten Huh-

7-Zellen, die nur mit einem sekundären Antikörper inkubiert worden waren. In 

einer Studie von Egorina et al. (2006) ist eine verminderte Immunfluoreszenz-

Färbung bei Zellen, die mit Formaldehyd fixiert wurden, beschrieben. Als Ursa-

che dafür wurde eine Formaldehyd-Vernetzung der Makromoleküle in den Zellen 

genannt. Kommt es somit zur Beteiligung des Antikörper-spezifischen Epitopes, 

wird die antigene Eigenschaft und somit die Immunfluoreszenz abgeschwächt 

[199]. Im Gegensatz zur Studie von Egorina et al. (2006) konnte bei mit Formal-

dehyd permeabilisierten Zellen eine stärkere Immunfluoreszenz gemessen wer-

den als bei mit Methanol permeabilisierten oder nativen Zellen. Der Grund dafür 

könnte eine fehlende Beteiligung des AK-spezifischen Epitopes bei der Querver-

netzung der Makromoleküle durch Formaldehyd sein. Mithilfe des In-Zell-Wes-

ternblots konnte die Expression des AT1R auf den Huh-7-Zellen bestimmt wer-

den. Um die Expression des AT1R in Assays unter ähnlichen Bedingungen 
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nachzuweisen, wurde die gleiche Huh-7-Zellkonzentration wie im AT1R-Assay 

verwendet. Mit diesem In-Zell-Westernblot konnte zum ersten Mal die Bindung 

von Anti-AT1R-Antikörpern an Huh-7-Zellen nachgewiesen werden.  

Zur weiteren Validierung des Rezeptors wurde ein Odyssey-Westernblot mit der 

isolierten Plasmamembran der Huh-7-Zellen durchgeführt.  

In einigen Studien wurde der zweite extrazelluläre Loop des AT1R als Zieldomäne 

für spezifische, funktionelle Autoantikörper beschrieben. Wallukat et al. (1999) 

untersuchten Seren von Patientinnen mit Präeklampsie auf AT1R-stimulierende 

Antikörper. Mithilfe von überlappenden Peptiden des AT1R konnte das spezifi-

sche Epitop für Anti-AT1R-Antikörper auf dem zweiten extrazellulären Loop iden-

tifiziert werden. Die stimulierende Wirkung der funktionellen Antikörper konnte 

dabei durch Losartan inhibiert werden [184]. Auch Dragun et al. (2005) beschrei-

ben eine Bindung von allosterisch wirkenden Anti-AT1R-Antikörpern am zweiten 

extrazellulären Loop des AT1R bei Patienten mit refraktärer vaskulärer Allotrans-

plantatabstoßung [183]. In der vorliegenden Arbeit wurden die Plasmamembra-

nen von Huh-7-Zellen als Antigen verwendet. Während das Antigen in einer Ver-

suchsreihe mit SDS-Puffer auf 100 °C erhitzt wurde, wurde das Antigen in einer 

zweiten Versuchsreihe bei Raumtemperatur mit dem SDS inkubiert. In Anleh-

nung an publizierte Arbeiten wurde ein Anti-AT1R-Antikörper verwendet, der den 

zweiten extrazellulären Loop in der immunogenen Range zwischen den Amino-

säuren 101 bis 200 bindet [183, 184]. 

Wie schon im In-Zell-Westernblot konnte der AT1R auf der Plasmamembran der 

Huh-7-Zellen nachgewiesen werden. Die spezifische Bande zeigte sich bei ca. 

48 kDa, wobei die des nicht erhitzten Antigens deutlicher war als die des erhitzten 

Antigens. Wie schon von Iannarone et al. (2019) beschrieben, kann es aufgrund 

einer thermischen Denaturierung der antigenen Stelle zu einer verminderten Bin-

dung des spezifischen Antikörpers kommen [200]. 

Somit konnte mit beiden Westernblot-Analysen die Expression des AT1R auf den 

Huh-7-Zellen belegt werden. Die Huh-7-Zellen scheinen somit geeignet, um mit-

tels AT1R-Assay Anti-AT1R-Antikörper nachzuweisen.  
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5.5 Bedeutung funktioneller Anti-AT1R-Antikörper bei Patienten mit SSc 
Die Lebensqualität von Menschen mit SSc wird häufig durch vaskuläre Kompli-

kationen eingeschränkt. Durch den Einsatz von ACE-Hemmern, die in das Renin-

Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) eingreifen, indem sie die Umwandlung 

von ATI in ATII hemmen, konnte die Sterblichkeit infolge einer Nierenkrise redu-

ziert werden [66]. Aus diesem Grund wurden mehrere Studien durchgeführt, um 

einen möglichen Einfluss des RAAS auf den Pathomechanismus der SSc zu un-

tersuchen [117, 122]. In einer Studie von Kawaguchi et al. (2004) konnten bei 

Patienten, die an der dcSSc erkrankt waren, signifikant höhere ATII-Spiegel 

nachgewiesen werden als bei Patienten mit GP oder lcSSc. Weitere immunhis-

tochemische und Immunoblotting-Analysen detektierten vermehrt Angiotensino-

gen in der Haut der SSc-Patienten, aber nicht in der Haut gesunder Probanden. 

Dabei exprimierten die Fibroblasten der Patienten mit hohen Serum-ATII-Spie-

geln Angiotensinogen-mRNA. Eine mRNA-Expression des AT1R wurde in den 

Fibroblasten von sowohl SSc-Patienten als auch gesunden Probanden gefun-

den. Zudem konnte in kultivierten Fibroblasten durch exogene ATII-Stimulation 

des AT1R die Produktion von Typ-I-Prokollagen und transformierten Wachstums-

faktoren Beta 1 gesteigert werden. Diese Studie zeigt, dass die aberrante Pro-

duktion von ATII in dermalen Fibroblasten eine Schlüsselrolle in der Pathogenese 

der Gewebefibrose bei der SSc spielt [122].  

Riemekasten et al. (2011) untersuchten mithilfe eines kommerziellen ELISA 478 

SSc-Patienten auf Antikörper gegen den AT1R und ETAR. Alle Seren von SSc-

Patienten wiesen höhere Spiegel von Anti-AT1R- und Anti-ETAR-Antikörpern auf 

als die Kontrollen. Es konnte eine schwache Korrelation (r = 0,142, p = 0,014) 

zwischen dem Alter der Patienten und dem Anti-AT1R-Antikörper-Spiegel gemes-

sen werden. Zusätzlich konnte eine leichte Korrelation (R = 0,191, p = 0,001) 

zwischen der Dauer der Erkrankung und den Anti-AT1R-Antikörper-Spiegeln fest-

gestellt werden. Weitere Analysen der Anti-AT1R-Antikörperspiegel und SSc-as-

soziierten Manifestationen ergaben, dass Patienten mit hohen Antikörperspie-

geln vermehrt an der dcSSc erkranken. Außerdem haben sie ein hohes Risiko 

für die Entwicklung schwerer Komplikationen wie digitale Ulzera, PAH und 
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Lungenfibrose und es besteht eine höhere Wahrscheinlichkeit, an SSc-assoziier-

ten Komplikationen zu sterben [117]. 

Ilgen et al. (2017) analysierten Seren von 93 SSc-Patienten mithilfe eines kom-

merziellen Solid-Phase-Sandwich-ELISA. Ziel der Arbeit war es, den Zusammen-

hang zwischen dem Serumspiegel von Anti-AT1R-Antikörpern und Krankheits-

manifestationen zu untersuchen. Dieser Zusammenhang konnte jedoch, im Ge-

gensatz zu den Ergebnissen der bereits erwähnten Studie von Riemekasten et 

al. (2011), nicht bestätigt werden. Die medianen Serumspiegel der Anti-AT1R-

Antikörper von SSc-Patienten unterschieden sich nicht signifikant von denen der 

GP (p = 0,23). Darüber hinaus zeigten sich keine Korrelationen der Serumspiegel 

von Anti-AT1R-Antikörpern mit dem Alter der SSc-Patienten (R = 0,165, 

p = 0,14). Auch die Anti-AT1R-Antikörper-Spiegel im Serum von SSc-Patienten 

mit bzw. ohne Lungenbeteiligung oder lcSSc und dcSSc unterschieden sich nicht 

signifikant. Auch bestand kein Zusammenhang zwischen einem hohen Anti-

AT1R-Antikörper-Serumspiegel und einer Ösophagusmanifestation, einem posi-

tiven Kapillarmikroskopie-Befund oder einem RP. Es lag keine Korrelation zwi-

schen dem Serum-Anti-AT1R-Antikörper-Spiegel und den SSc-assoziierten Anti-

körpern Anti-Scl-70 und Anti-CenpB vor. Auch zwischen dem Anti-AT1R-Antikör-

per-Spiegel und der Krankheitsdauer (P = –0,049, p = 0,66) bestand kein Zusam-

menhang. Weitere Untersuchungen belegten ebenfalls keinen signifikanten Un-

terschied in der Verteilung der Anti-AT1R-Antikörper-Spiegel im Serum von Pati-

enten mit und ohne digitale Ulzerationen (p = 0,19) [201]. 

Analog zu der Studie von Ilgen et al. (2017) konnten in der Studie dieser Arbeit 

keine Korrelationen zwischen der Prävalenz bzw. Reaktivität funktioneller Anti-

AT1R-Antikörper und klinischen Manifestationen (außer der Myositis) nachgewie-

sen werden. Dies stellt die Bedeutung funktioneller Anti-AT1R-Antikörper in Be-

zug auf den Pathomechanismus der SSc infrage. Es konnte jedoch ein signifi-

kanter Unterschied zwischen Patienten mit Myositis und Patienten ohne Myositis 

belegt werden. Bei Patienten mit Myositis konnten keine stimulatorischen Anti-

AT1R-Antikörper detektiert werden, bei 38 % der Patienten ohne Myositis waren 

hingegen stimulatorische Antikörper nachweisbar. Diese Ergebnisse lassen 
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darauf schließen, dass stimulatorische Anti-AT1R-Antikörper protektiv in der Ent-

wicklung einer Myositis wirken. Dieser These sollte in folgenden Studien nachge-

gangen werden. 

Darüber hinaus konnten in dieser Studie keine Korrelationen von Patienteneigen-

schaften (Alter, Geschlecht, Unterform der SSc und Krankheitsdauer) und der 

Prävalenz sowie Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper identifiziert wer-

den. Somit haben funktionelle Anti-AT1R-Antikörper wahrscheinlich keine prog-

nostische Bedeutung. Im Zusammenhang mit den Studien von Ilgen et al. (2017) 

und Riemekasten et al. (2011) gibt es Hinweise darauf, dass die mittels kommer-

ziellen ELISA nachgewiesenen AT1R-Antikörper nicht mit der tatsächlichen Funk-

tionalität, wie hier im Assay ermittelt, übereinstimmen.  

Mit dem AT1R-Assay wurden die Seren von 73 SSc-Patienten und 36 gesunden 

Probanden auf funktionelle Anti-AT1R-Antikörper untersucht. Im Serum von 52 % 

der SSc-Patienten konnten funktionelle Anti-AT1R-Antikörper nachgewiesen wer-

den: 18 % hatten inhibierende und 38 % stimulierende Antikörper (siehe 

Kap. 4.4.1). Ferner konnten in 22 % der Seren gesunder Probanden funktionelle 

Anti-AT1R-Antikörper nachgewiesen werden. Insgesamt zeigten 14 % der Seren 

gesunder Probanden inhibitorische und 8 % stimulatorische Antikörper. Die An-

zahl an funktionell aktiven Antikörpern und stimulatorischen Antikörpern war in 

Seren von SSc-Patienten signifikant (p < 0,05) höher als in Seren gesunder Pro-

banden (siehe Kap. 4.4.1).  

Es konnten keine weiteren Korrelationen zwischen SSc-assoziierten Manifestati-

onen oder Krankheitsaktivitäten identifiziert werden und das Signifikanzniveau 

der Prävalenz von Anti-AT1R-Antikörpern in Seren von SSc-Patienten und ge-

sunden Probanden war niedrig (p < 0,05). Aus diesen Gründen ist die pathogene 

und klinische Relevanz von Anti-AT1R-Antikörpern weiterhin fraglich. Zudem ist 

noch nicht bekannt, ob die in vitro nachgewiesenen Antiköper auch in vivo mit 

dem Rezeptor interagieren können. Studien zeigen, dass Anti-AT1R-Antikörper 

die Phosphorylierung von ERK1/2 induzieren. Außerdem erhöhen Anti-AT1R-An-

tikörper die Expression der Boten-RNA des transformierenden Wachstumsfak-

tors beta, des vaskulären Zelladhäsionsmoleküls 1 und von Interleukin 8 in 
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Endothelzellen [117, 124, 202]. Diese Beobachtung korreliert mit den Daten die-

ser Studie, im Rahmen derer in Seren von Patienten mit SSc überwiegend sti-

mulierende Antikörper nachgewiesen wurden.  

Interessanterweise konnten in dieser Studie funktionelle Anti-AT1R-Antikörper 

auch bei Patienten mit weiteren Erkrankungen nachgewiesen werden (siehe 

Kap. 4.4.1). 

5.6 Bedeutung von Autoantikörpern nach einer aHSZT bei Patienten mit 
SSc 

Die SSc ist eine progressive Erkrankung und geht mit einer hohen Mortalität ein-

her. Therapeutisch gibt es nur wenig Optionen, um die Symptome zu verbessern 

oder die Erkrankung zu heilen [138]. Laut einer Fallbeschreibung von 1996 über 

einen Patienten mit Sharp-Syndrom kam es nach einer autologen hämatopoeti-

schen Stammzelltransplantation (aHSZT) zu einer deutlichen Symptomverbes-

serung [203]. Aus diesem Grund wurden anschließend verschiedene Studien zur 

Behandlung von AID mittels aHSZT durchgeführt [204-206]. Dabei zeigte sich in 

mehreren Studien ein positiver Effekt und teilweise eine Remission der AID [150, 

151]. Aktuell ist die aHSZT eine wirksame Maßnahme zur Therapie der SSc, die 

allerdings mit einer hohen Mortalität verbunden ist [134]. Therapeutisch sollte 

eine aHSZT bei Patienten mit einer schlechten Prognose und vor Auftreten von 

Organmanifestationen in Erwägung gezogen werden [154]. Das primäre Ziel ist 

es, den Progress und die Krankheitsaktivität zu stoppen [156]. Der Grund für den 

Erfolg einer aHSZT scheint ein ‚Neustart‘ des Immunsystems mit einer Eradika-

tion autoreaktiver Lymphozyten zu sein. Dabei soll die Infusion körpereigener 

Stammzellen die Bildung eines neuen antigennaiven Immunsystems aus den hä-

matopoetischen Stammzellen des Patienten induzieren. Erforderlich für die Re-

konstruktion des Immunsystems ist die adäquate Ausreifung einer neuen Gene-

ration nicht autoreaktiver (antigennaiver) T-Zellen [157].  

Unter dieser Annahme wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss einer aHSZT 

auf die Reaktivität und Prävalenz von Anti-AT1R-Antikörpern untersucht. Im wei-

teren Verlauf wurde überprüft, ob der Nachweis von Anti-AT1R-Antikörpern als 

prognostischer Biomarker für das Outcome nach der aHSZT genutzt werden 
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kann. Aktuell gibt es keine Studien, in denen das Verhalten funktioneller Anti-

AT1R-Antikörper nach einer aHSZT analysiert wird. Auch gibt es keine Erkennt-

nisse, inwiefern das Outcome nach einer aHSZT mit der Prävalenz und Reakti-

vität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper korreliert.  

In einer Studie von Henes et al. (2017) wurde die Auswirkung einer nicht myelo-

ablativen autologen Stammzelltransplantation auf die Reaktivität von Anti-To-

poisomerase-Antikörpern (ATA) bei 18 Patienten mit SSc analysiert. Vor der 

Stammzelltransplantation wurden bei 15 Patienten mittels ELISA IgG- und bei 5 

Patienten IgM-Antikörper gegen Topoisomerase I (volle Länge und trunkierte To-

poisomerase I) nachgewiesen. Drei Patienten zeigten lediglich präzipitierende 

ATA in der Immundiffusion. Die Seren der Patienten wurden vor und zu verschie-

denen Zeitpunkten nach der Stammzelltransplantation auf ATA getestet. Die Stu-

die zeigt, dass eine aHSZT die Reaktivität und Spezifität von ATA bei Patienten 

mit SSc nicht beeinflusst [207].  

Die Beobachtungen von Henes et al. (2017) stimmen mit den Ergebnissen der 

im Rahmen dieser Arbeit erfolgten Studie überein. Allerdings wurden hier nicht 

die Prävalenz und die Reaktivität von ATA, sondern die Prävalenz und die Reak-

tivität von Anti-AT1R-Antikörpern untersucht. Vor der aHSZT konnten im Serum 

von 68 % der SSc-Patienten stimulierende und im Serum von 4 % inhibierende 

Anti-AT1R-Antikörper nachgewiesen werden. Die hohe Prävalenz stimulierender 

Anti-AT1R-Antikörper lässt sich dadurch erklären, dass eine aHSZT nur bei Pati-

enten mit einem schweren progredienten Verlauf angewendet wird. Nach der 

aHSZT änderte sich die Prävalenz stimulierender Ak nicht signifikant (Zp1: 46 %, 

Zp2: 47 %, Zp3: 50 %). Auch die Prävalenz der inhibierenden Anti-AT1R-Antikör-

per stieg nicht signifikant an (Zp1: 8 %, Zp2: 16 %, Zp3: 25 %). Außerdem wurde 

Reaktivität der Anti-AT1R-Antikörper durch die aHSZT nicht signifikant beein-

flusst (siehe Kap. 4.5).  

Diese Ergebnisse stützen die Hypothese, dass eine nicht myeloablative autologe 

Stammzelltransplantation, wie in der Studie durchgeführt, nicht alle Anti-AT1R-

Antikörper-produzierenden B-Gedächtniszellen eliminiert. Eine Verminderung 
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der B-Gedächtniszellen während der Therapie könnte die kurzfristige Reduktion 

von Anti-AT1R-Antikörpern erklären.  

Ferner konnten Henes et al. (2017) keine Korrelation zwischen der Reaktivität 

von ATA in Patienten mit SSc und dem klinischen Outcome nach aHSZT identi-

fizieren [207]. Interessanterweise zeigen die Daten der vorliegenden Studie 

ebenfalls keine Korrelation zwischen dem Outcome und der Prävalenz funktio-

neller Anti-AT1R-Antikörper vor und nach aHSZT. Auch nahmen trotz guten klini-

schen Ansprechens der Patienten die Prävalenz und die Reaktivität der Anti-

AT1R-Antiköper nicht ab. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das Vorhan-

densein und die Reaktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper nicht als prognos-

tische Biomarker für das Outcome nach aHSZT herangezogen werden können. 

Aufgrund der mangelnden Korrelation zwischen der Prävalenz oder der Reakti-

vität und dem Outcome ist fraglich, inwiefern Anti-AT1R-Antikörper pathophysio-

logisch eine Rolle spielen.  

5.7 Bedeutung von Anti-AT1R-Antikörpern bei weiteren Erkrankungen 
In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass stimulierende Anti-AT1R-Anti-

körper auch bei Patienten mit SLE, renaler Nierenabstoßung nach Allotransplan-

tation, Präeklampsie, Hypertonie, Tumorleiden, Diabetes, Morbus Basedow, 

Endangiitis obliterans und Mukoviszidose zum Pathomechanismus der Erkran-

kung beitragen können [128, 179, 183, 185, 208-212]. 

In der hier vorgelegten Arbeit wurden neben den Seren von SSc-Patienten auch 

Seren von Patienten mit MCTD, SS, SLE, RA, PM, autoimmunen Lebererkran-

kungen (PBC, PSC und AIH) und nicht autoimmunen Lebererkrankungen (to-

xisch und viral) untersucht.  

Xiong et al. (2013) analysierten retrospektiv die Expression und die klinische Be-

deutung von Anti-AT1R-Antikörpern bei Patienten mit Lupus-Nephritis mittels 

ELISA. Die Ergebnisse zeigen, dass die Positivrate von Anti-AT1R-Antikörpern 

bei Patienten mit Lupus-Nephritis (66,29 %) deutlich höher war als die bei gesun-

den Probanden (9,64 %, p = 0,01). In den Nierenbiopsien der Patienten ergaben 

sich keine Unterschiede zwischen Anti-AT1R-Antikörper-positiven und Anti-
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AT1R-Antikörper-negativen Patientengruppen. Da Patienten, bei denen Anti-

AT1R-Antikörper nachgewiesen wurden, signifikant höhere Spiegel von ACA und 

Anti-dsDNA-Antikörpern sowie einen erhöhten Blutdruck aufwiesen, wurde von 

einer erhöhten Krankheitsaktivität ausgegangen. Aufgrund der Datenlage ist je-

doch unklar, ob erhöhte Anti-AT1R-Antikörper-Spiegel zum Pathomechanismus 

der Lupus-Nephritis beitragen [128]. Riemekasten et al. (2011) konnten mittels 

ELISA höhere Spiegel von Anti-AT1R- und Anti-ETAR-Antikörpern in Patienten 

mit SS und RA verglichen mit gesunden Probanden feststellen (p = 0,001) [117].  

Im Gegensatz dazu konnte in dieser Studie mittels funktionellem AT1R-Assay 

keine erhöhte Reaktivität funktioneller Antikörper in Seren von Patienten mit SLE, 

SS und RA nachgewiesen werden. Ursächlich dafür könnte sein, dass in dem 

hier beschriebenen Assay ausschließlich funktionell aktive Antikörper ermittelt 

wurden. Autoantikörper, die mittels ELISA identifiziert werden, sind nicht unbe-

dingt pathogen und werden im AT1R-Assay nicht erfasst. Diese nicht pathogenen 

Antikörper können zum Pool der natürlich vorkommenden Antikörper gehören 

und sogar schützend wirken [213-215]. Dies wurde auch schon für GPKR-bin-

dende Antikörper beschrieben [216]. 

Entgegen der Erwartung konnte diese Studie zeigen, dass funktionelle Anti-

AT1R-Antikörper auch bei anderen Kollagenerkrankungen und sogar bei Leber-

erkrankungen auftreten. Interessanterweise war die Prävalenz funktioneller Anti-

AT1R-Antikörper in 70 % der Seren von Patienten mit nicht autoimmunen Leber-

erkrankungen (toxisch oder viral) am höchsten. Bei 37 % der Seren konnten in-

hibierende und bei 33 % der Seren stimulierende Antikörper nachgewiesen wer-

den (siehe Kap.4.4.1). Aktuell liegt keine Studie vor, in der die Prävalenz funkti-

oneller Anti-AT1R-Antikörper in Patienten mit nicht autoimmunen Lebererkran-

kungen (nicht transplantiert) untersucht wurde. Die hohe Prävalenz von Anti-

AT1R-Antikörpern in 70 % der Seren von Patienten mit viralen und toxischen Le-

bererkrankungen stützt die Hypothese, dass funktionell aktive Anti-AT1R-Antikör-

per zum Pool der natürlich vorkommenden Antikörper gehören können. Frühere 

Studien haben jedoch gezeigt, dass der AT1R direkt an der Entwicklung der Le-

berfibrose beteiligt ist [217, 218]. Auch identifizierten Ohe et al. (2014) eine hohe 
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Konzentration an Anti-AT1R-Antikörpern in 65 % der Patienten mit fortgeschritte-

ner Transplantatfibrose nach Immunsuppressionsentzug [219]. Da die untersuch-

ten Patienten keine Lebertransplantation erhielten und somit keine HLA-Inkom-

patibilität zwischen Spenderleber und Leberempfänger besteht, sind die Ergeb-

nisse dieser Studie nicht uneingeschränkt mit den Ergebnissen von Ohe et al. 

(2014) zu vergleichen. Bekannt ist jedoch, dass bakterielle und virale Infektionen 

die Produktion natürlicher Autoantikörper induzieren [220]. Dies könnte die er-

höhte Prävalenz von Anti-AT1R-Antikörpern in Patienten mit nicht autoimmunen 

Lebererkrankungen erklären.  

Außerdem zeigten die Seren von Patienten mit MCTD und PM eine signifikant 

höhere Aktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper als die Seren gesunder Pro-

banden (p < 0,05). Aktuell gibt es keine Studien, auf deren Grundlage die patho-

genetische Rolle von Anti-AT1R-Antikörpern bei MCTD oder PM beschrieben 

wird.  

Im Gegensatz dazu deuten die Ergebnisse von Dimitrijevic et al. (2009) darauf 

hin, dass der AT1R eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der Riesenzell-

arteriitis spielt [221], einer entzündlich rheumatischen Erkrankung der mittleren 

und großen Gefäße, die eng mit der PM verwandt ist und häufig in Verbindung 

mit dieser auftritt [222]. Inwiefern Anti-AT1R-Antikörper pathogenetisch bei der 

PM beteiligt sind, ist weiterhin fraglich und sollte in weiteren Studien mit einem 

großen Patientenkollektiv untersucht werden.  

Die MCTD ist eine Erkrankung, die durch die Überschneidung mehrerer Merk-

male von Bindegewebserkrankungen, darunter SSc, SLE, PM und RA, gekenn-

zeichnet ist [223, 224]. Studien zeigen, dass Patienten mit MCTD und SSc in 

ähnlicher Häufigkeit eine idiopathische Lungenerkrankung und PAH aufweisen 

[225]. Ferner kamen Anti-AT1R-Antikörper häufiger in Patienten mit SSc und 

connective tissue disease mit PAH vor als in Patienten mit anderen Formen der 

PAH [124]. Da es bei SSc und MCTD einige krankheitsspezifische Überschnei-

dungen und Merkmale gibt, ist es möglich, dass Anti-AT1R-Antikörper bei der 

MCTD eine erhöhte Prävalenz haben oder sogar pathogenetisch relevant sind. 
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5.8 Schlussfolgerung und Ausblick 
Autoantikörper gegen den AT1R wurden in mehreren Studien bei Patienten mit 

SSc nachgewiesen. Bislang ist aber noch nicht endgültig geklärt, inwiefern Anti-

AT1R-Antikörper pathogenetisch zur SSc beitragen. Die Fragestellung im Rah-

men der Studie für diese Arbeit war daher, zu untersuchen ob Anti-AT1R-Antikör-

pern bei Patienten mit SSc und Patienten mit anderen Erkrankungen zur Patho-

gene beitragen. Ferner wurde untersucht, wie sich Anti-AT1R-Antikörper bei Pa-

tienten mit SSc nach einer autologen hämatologischen Stammzelltransplantation 

(aHSZT) verhalten und ob sie als prognostischer Biomarker für das Outcome 

nach aHSZT von Bedeutung sind. 

Die bisher verwendeten Methoden zum Nachweis funktionell aktiver Anti-AT1R-

Antikörper sind entweder aufwendige Bioassays, schwer zu standardisieren oder 

ELISA-basiert und somit zwar geeignet, die Prävalenz nicht aber die Funktiona-

lität der Antikörper nachzuweisen. Somit war es ein Ziel dieser Arbeit, zuverläs-

sige, reproduzierbare und leicht zu standardisierende Hochdurchsatzassays zum 

Nachweis funktionell aktiver Anti-AT1R-Antikörper bei Patienten mit SSc und an-

deren Erkrankungen zu entwickeln. Insgesamt lässt sich sagen, dass es im Rah-

men dieser Arbeit gelungen ist, zwei zellbasierte luminometrische Hochdurch-

satzassays für diagnostische Zwecke bereitzustellen. Das AT1R-Assay misst den 

Einfluss der Antikörper in Form einer schnellen Ca2+-induzierten Zellantwort, wo-

hingegen das Luciferase-Assay Hinweise auf den Einfluss der Antikörper auf 

transkriptioneller Ebene widerspiegelt. Mithilfe etablierter Westernblot-Analysen 

und der rezeptorspezifischen Hemmung des AT1R konnten die Assays zusätzlich 

validiert werden, womit deren Aussagekraft verstärkt wurde.  

Insgesamt wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 399 Seren untersucht, 

darunter Seren von Patienten mit rheumatologischen Erkrankungen und autoim-

munen sowie nicht autoimmunen Lebererkrankungen. Auch wurden Seren von 

SSc-Patienten untersucht, die im Rahmen der SSc-Therapie eine aHSZT erhal-

ten hatten. Als Kontrolle dienten Seren von gesunden Probanden. Verglichen mit 

gesunden Probanden konnte bei SSc-Patienten eine erhöhte Prävalenz funktio-

nell aktiver Anti-AT1R-Antikörper, insbesondere stimulierender Antikörper, 
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nachgewiesen werden. Die Reaktivität der Anti-AT1R-Antikörper war in Seren von 

Patienten mit SSc, MCTD und PM signifikant höher als in Seren gesunder Pro-

banden. Da keine Korrelation zwischen der Reaktivität von Anti-AT1R-Antikör-

pern und SSc-assoziierten Krankheitsmanifestationen oder Patienteneigenschaf-

ten identifiziert werden konnte, ist die pathogenetische Rolle funktionell aktiver 

Anti-AT1R-Antikörper jedoch weiterhin fraglich. Die Fragestellung, inwiefern Anti-

AT1R-Antikörper bei Patienten mit MCTD und PM pathogenetisch relevant sind, 

sollte in einem großen Patientenkollektiv untersucht werden. Auch die hohe Prä-

valenz von Anti-AT1R-Antikörpern in Patienten mit autoimmunen, viralen und to-

xischen Lebererkrankungen sollte Anlass für weitere Forschung sein. 

Weiterführend konnte gezeigt werden, dass die Reaktivität und die Prävalenz 

funktionell aktiver Anti-AT1R-Antikörper nach einer aHSZT nicht signifikant sin-

ken. Auch ergab sich keine Korrelation zwischen der Reaktivität der Anti-AT1R-

Antikörper und dem Outcome nach aHSZT. Somit lässt sich sagen, dass funkti-

onelle Anti-AT1R-Antikörper nicht als prognostischer Biomarker für das Outcome 

nach aHSZT herangezogen werden können.  

6 Zusammenfassung 
In dieser Studie ist es gelungen, zwei zuverlässige und reproduzierbare Hoch-

durchsatzassays zum Nachweis funktionell aktiver Anti-AT1R-Antikörper zu ent-

wickeln. Mithilfe von AT1R-exprimierenden kultivierten Zellen konnte der Einfluss 

funktionell aktiver Anti-AT1R-Antikörper aus Patientenseren auf den AT1R quan-

titativ bestimmt werden. Die Expression des AT1R wurde mit Westernblot-Analy-

sen und einer spezifischen Hemmung des AT1R mit Losartan zusätzlich validiert. 

Die Fragestellung dieser Arbeit bestand darin, inwiefern Anti-AT1R-Antikörper in 

Patienten mit SSc funktionell aktiv sind und zur Pathogenese dieser Erkrankung 

beitragen. Ferner wurde analysiert, ob Anti-AT1R-Antikörper als biologischer 

Marker für das Outcome nach autologer hämatologischer Stammzelltransplanta-

tion genutzt werden kann und wie sich die Antikörper im Verlauf nach der Thera-

pie verhalten. Zusätzlich wurden Patienten mit weiteren rheumatischen Erkran-

kungen, nicht autoimmunen und autoimmunen Lebererkrankungen auf 
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funktionell aktive Anti-AT1R-Antikörper untersucht. Zusätzlich wurden Seren von 

Patienten mit weiteren rheumatischen und chronisch inflammatorischen Leberer-

krankungen auf die Prävalenz und die Reaktivität funktionell aktiver Anti-AT1R-

Antikörper analysiert. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Seren von 73 SSc-Patienten auf 

funktionelle Anti-AT1R-Antikörper untersucht. In den Seren von SSc-Patienten 

konnten signifikant mehr funktionell aktive (52 %) und stimulierende (34 %) Anti-

AT1R-Antikörper identifiziert werden als in denen gesunder Probanden 

(*p < 0,05). Die Reaktivität der Anti-AT1R-Antikörper war in Seren von SSc-Pati-

enten signifikant höher als in Seren gesunder Probanden (*p < 0,05). Dabei 

zeigte sich keine Korrelation zwischen der Reaktivität der Anti-AT1R-Antikörper 

und den folgenden Patienteneigenschaften: Alter, Geschlecht, Unterform der 

SSc und Krankheitsdauer. Unter der Hypothese, dass Anti-AT1R-Antikörper zum 

Pathomechanismus der SSc beitragen, wurde eine Analyse der Korrelation zwi-

schen der Reaktivität der Antikörper und SSc-assoziierten Krankheitsmanifesta-

tionen bzw. der Anzahl an Organmanifestationen durchgeführt. Die Hypothese 

bestätigte sich nicht. Unerwarteterweise wurde jedoch festgestellt, dass die Re-

aktivität funktioneller Anti-AT1R-Antikörper auch in Seren von Patienten mit 

MCTD und PM signifikant höher war als in Seren gesunder Probanden. Interes-

santer war, dass in 49 % der Seren von Patienten mit autoimmunen Lebererkran-

kungen (23 % stimulierend, 26 % hemmend) und in 70 % der Patienten mit viraler 

oder toxischer Hepatitis (33 % stimulierend, 37 % hemmend) funktionelle Anti-

AT1R-Antikörper nachgewiesen werden konnten. Insbesondere bei Patienten mit 

nicht autoimmunen Lebererkrankungen wurden hemmende Antikörper häufiger 

gefunden als bei SSc-Patienten und gesunden Probanden. 

Die Analyse funktioneller Anti-AT1R-Antikörper in Seren von SSc-Patienten, die 

im Rahmen der SSc-Therapie eine aHSZT erhalten hatten, ergab, dass eine 

aHSZT die Prävalenz und die Reaktivität der Anti-AT1R-Antikörper nur vorüber-

gehend nicht signifikant reduziert. Außerdem konnte keine Korrelation zwischen 

der Prävalenz oder der Reaktivität der Antikörper und dem klinischen Outcome 

nach aHSZT identifiziert werden.  
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Pathogenese und die klinische Re-

levanz der Anti-AT1R-Antikörper für die SSc weiterhin fraglich bleiben. Zusätzlich 

ist das Vorhandensein von Anti-AT1R-Antikörpern nicht SSc-spezifisch, da die 

Antikörper auch bei Patienten mit anderen rheumatologischen und chronischen 

Lebererkrankungen vorkommen. Dies sollte in künftigen Studien mit einem gro-

ßen Patientenkollektiv untersucht werden. Ferner wird deutlich, dass auch eine 

therapeutische aHSZT trotz guten Outcomes der SSc-Patienten die Prävalenz 

und die Reaktivität der Anti-AT1R-Antikörper nur kurzfristig reduziert. Ursächlich 

dafür könnte eine kurzfristige Reduktion der B-Zellen sein. Weiterführend lässt 

sich dadurch jedoch auch erklären, dass Anti-AT1R-Antikörper wahrscheinlich 

pathogenetisch keine Bedeutung haben. 
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