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1 Einleitung 

1.1 Pulmonale Hypertonie (PH) 

1.1.1 Definition und Klassifikation von PH 

Die pulmonale Hypertonie (PH) wird definiert als eine Erhöhung des mittleren 

pulmonalarteriellen Druckes (mean pulmonary arterial pressure, mPAP) auf  >20 mmHg 

und als ein Anstieg des pulmonalen Gefäßwiderstands (pulmonary vascular resistance, PVR) 

auf  >3 Wood-Einheiten in Ruhe [1, 2].  

Die Einteilung der PH-Erkrankungen in fünf Kategorien (Tab. 1) basiert auf Ähnlichkeiten 

im klinischen Verlauf, pathologischen Befunden, hämodynamischen Charakteristika und 

therapeutischen Merkmalen [3]. Die PH ist eine multifaktorielle Erkrankung, welche 

eigenständig oder als Folge anderer Erkrankungen auftreten kann. Alle Formen der PH sind 

durch die strukturellen Veränderungen der pulmonalen Vaskulatur charakterisiert, die mit 

den Umbauprozessen (Remodeling) assoziiert sind [4]. 

Zur Gruppe 1 der PH gehört die pulmonalarterielle Hypertonie (PAH) (Tab. 1). Diese Form 

ist charakterisiert durch pathologische Veränderungen, die besonders in den kleinen, distalen 

pulmonalen Arterien (Arteriolen) auftreten [5].  

Die zweite Gruppe der PH ist durch die Erkrankungen des linken Herzens definiert (Tab. 1) 

[2]. Zu den pathologischen Merkmalen dieser Gruppe zählen eine Vergrößerung und 

Verdickung der pulmonalen Venen und der distalen Pulmonalarterien, eine Dilatation der 

pulmonalen Kapillaren, ein interstitielles Ödem, eine alveoläre Hämorrhagie (Blutung) sowie 

eine Vergrößerung von lymphatischen Gefäßen und Lymphknoten [6].  

Die PH assoziiert mit Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie wird der Gruppe 3 zugeordnet 

und ist der Gegenstand dieser Arbeit. Charakteristische Ursache für diese PH-Form ist eine 

mangelhafte Sauerstoffversorgung der Lunge. Diese wird u. a. durch die 

Lungenerkrankungen (z. B. chronisch obstruktive Lungenerkrankung (chronic obstructive 

pulmonary disease, COPD) und interstitielle Lungenerkrankungen) mit Einschränkung der 

Atmung, Schlafapnoe oder den Aufenthalt in großen Höhen hervorgerufen [3]. Die 

Pathomechanismen dieser Form der PH sind vielfältig. Als solche zählen die 

Vasokonstriktion, der mechanische Stress durch Hyperventilation der Lungen, der Verlust 
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von Kapillaren, die Inflammation sowie die Einwirkung von verschiedenen Noxen z. B. 

Zigarettenrauch [6]. Charakteristisch für COPD-Patienten im Endstadium mit PH sind die 

Hypertrophie von glatten Muskelzellen (smooth muscle cells, SMC), die Fibrose und die 

Elastose in der Intima der kleinen pulmonalen Arterien [7].  

Tabelle 1: Klinische Einteilung der PH (verändert nach Simonneau et al. 2019 [2]) 
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Ein Zusammenhang wurde zwischen dem Schweregrad der PH in COPD-Patienten und 

Genpolymorphismen wie z. B. Serotonin Genpolymorphismus in der Literatur beschrieben 

[8].  

Die Prävalenz von PH im fortgeschrittenen Stadium der COPD (schwergradige Form) beträgt 

etwa 50% [9]. Generell gilt die PH dieser Kategorie als mild bis moderat, mit mPAP-Werten 

von 21 bis 34 mmHg [10]. Die PH führt zu einer Druckbelastung der rechten Herzkammer, 

welche in einer Rechtsherzhypertrophie (in 40 bis 70% der COPD-Fälle [11]) resultieren 

kann. Die adaptive Hypertrophie wirkt zunächst dem hohen PVR entgegen und hält die 

Pumpfunktion des Herzens aufrecht. Eine andauernde Druckbelastung kann jedoch zu einer 

Dilatation der rechten Herzkammer und schließlich zu einer Rechtsherzinsuffizienz führen 

[12]. Die Rechtsherzinsuffizienz tritt bei Patienten mit einer schweren PH auf und ist nur 

selten bei COPD-Patienten zu beobachten. Eine schlechtere Prognose und eine erhöhte 

Mortalität bei COPD-Patienten wird durch PH verursacht [13]. Bei der interstitiellen 

Lungenerkrankung liegt die Prävalenz der PH zwischen 32 und 39% [6].  

Die PH-Erkrankungen der Gruppe 4 und 5 sind in der Tabelle 1 zusammengefasst.  

1.1.2 Ursachen und Pathogenese von PH 

Die Ursachen von PH sind vielfältig, dazu zählen die genetische Prädisposition, die 

chronische Exposition gegenüber Noxen (z. B. Zigarettenrauch, siehe Abschnitt 1.3) und die 

Einnahme von bestimmten Medikamenten. Als genetische Ursache für die Entstehung von 

PH ist u. a. die Mutation im knochenmorphogenetischen Protein-Rezeptor 2 Gen (bone 

morphogenetic protein receptor 2, BMPR2) bekannt. Der BMPR2 gehört zur Familie der 

transformierenden Wachstumsfaktor-β Rezeptoren (transforming growth factor β receptor, 

TGF-βR). Zu den biologischen Funktionen des BMPR2 gehört u. a. die Regulation der 

Proliferation der vaskulären Endothelzellen (EC) und SMC. Die Mutation im BMPR2-Gen 

kommt in 11 bis 40% der Patienten mit der idiopathischen pulmonalarteriellen Hypertonie 

(IPAH) vor [14, 15]. Sie tritt hauptsächlich in der extrazellulären Ligand-bindenden Domäne, 

in der zytoplasmatischen Serin/Threonin-Kinase Domäne oder in der carboxy-terminalen 

Domäne des Rezeptors auf. Seltener treten bei Patienten mit IPAH und vererbter (hereditärer) 

hämorrhagischer Teleangiektasie (Erkrankung der Kapillargefäße der Haut) die spezifischen 

Mutationen im Serin/Threonin-Proteinkinase Rezeptor R3 und Endoglin auf, die beide 
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Mitglieder der TGF-βR-Familie sind [16, 17]. Außerdem gibt es Hinweise auf einen kausalen 

Zusammenhang zwischen dem Serotonin-Signalweg und der PH. Das Serotonin wird von 

Thrombozyten sekretiert und fungiert als ein Vasokonstriktor und Mitogen. Es fördert die 

Hyperplasie und die Hypertrophie von SMC und bindet dabei an G-Protein gekoppelte 

Rezeptoren auf der Zelloberfläche von SMC. Die Aktivierung der Rezeptoren führt zu einer 

Erhöhung der Kontraktion von SMC über die Hemmung der Adenylylcyclasen und des 

zyklischen Adenosinmonophosphats. Die proliferativen Effekte des Serotonins wurden in 

verschiedenen PH-Erkrankungen z. B. IPAH, hereditärer PAH und angeborener PH 

nachgewiesen [18].  

Im Zusammenhang mit dem Auftreten von PH stehen Zigarettenrauch, Medikamente (z. B. 

Bleomycin, Interferone, Anorektika und Opioide), toxisches Rapsöl und Benfluorex. Des 

Weiteren wurde der Konsum von synthetisch hergestellten Substanzen z. B. Amphetaminen 

und Metamphetaminen mit der Entstehung von PH assoziiert [6].  

Die genauen Mechanismen, welche die Entstehung von PH initiieren, sind noch nicht 

komplett entschlüsselt. Die PH wird jedoch mit einer anhaltenden pulmonalen 

Vasokonstriktion, proliferativen und obstruktiven Umbauprozessen in der Gefäßwand, 

einem Verschluss von kleinen bis mittelgroßen Arterien und Arteriolen sowie einer 

Inflammation in Verbindung gebracht. Eine erhöhte Vasokonstriktion entsteht durch eine 

abnormale Expression oder Funktion der Kaliumkanäle in den SMC und durch endotheliale 

Dysfunktion. Die endotheliale Dysfunktion beeinflusst die Produktion von Vasodilatatoren 

und anti-proliferativen Mediatoren wie z. B. Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO) und 

Prostazyklin. Bei Patienten mit PAH findet man zudem reduzierte Plasmaspiegel von 

weiteren vasodilatatorischen und anti-proliferativen Substanzen wie z. B. dem vasoaktiven 

intestinalen Peptid. Die Vasokonstriktoren und die pro-proliferativen Substanzen wie 

Thromboxan A2 und Endothelin-1 (ET-1) sind dagegen bei PAH-Patienten erhöht. Diese 

Dysbalance zwischen vasokontriktorischen und vasodilatatorischen Substanzen erhöht zum 

einen den Gefäßtonus und fördert zum anderen den vaskulären Umbau durch proliferative 

Veränderungen in den EC, SMC und Fibroblasten. In der Tunica adventitia wird vermehrt 

Kollagen, Elastin, Fibronektin und Tenascin eingelagert. Außerdem spielen die 

inflammatorischen Zellen und Thrombozyten (über den Serotonin-Signalweg) eine Rolle in 

der PAH Pathogenese [6]. Dafür sprechen die thrombotischen Veränderungen, die in den 
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kleinen distalen und proximalen pulmonalen Arterien von PAH Patienten festgestellt wurden 

[6]. 

1.2 COPD 

1.2.1 Definition und Klassifikation von COPD 

Der Begriff COPD fasst zwei Krankheitsformen zusammen: eine progressive Entzündung 

der Atemwege (chronische Bronchitis) und eine Destruktion des Lungenparenchyms 

(Emphysem). Beide Krankheitsformen können zeitgleich auftreten oder sich im Laufe der 

Zeit unabhängig voneinander entwickeln. Die COPD geht mit Symptomen wie chronischem 

Husten, Auswurf und Atemnot einher und nimmt meist einen schleichenden Verlauf. Sie 

beginnt oft mit einem harmlosen Husten und wird von den Betroffenen nicht selten erst Jahre 

später, wenn sich die Symptome verschlechtern, wahrgenommen [19].  

Die pathologischen Veränderungen in den Atemwegen und Alveolen verursachen eine 

Verengung der Atemwege (Atemwegsobstruktion), die nicht vollständig reversibel ist. Die 

Atemwegsobstruktion ist mit einer Inflammation der Atemwege verbunden, welche durch 

das Einatmen von schädlichen Partikeln wie z. B. Zigarettenrauch oder Gasen hervorgerufen 

wird. Laut Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) liegt eine 

chronische Bronchitis vor, wenn Husten und Mukushypersekretion in einem Zeitraum von 

mindestens drei Monaten und in mindestens zwei aufeinanderfolgenden Jahren auftreten 

[19]. Charakteristisch ist die Entzündung der Bronchiolen sowie die Schädigung des Epithels 

der zentralen Atemwege und der schleimproduzierenden Drüsenzellen. Diese Ereignisse 

führen schließlich zu vermehrter Schleimproduktion, vermindertem Zilienschlag und 

gesteigerter Permeabilität des Epithels. Die erhöhte Permeabilität resultiert in einem 

Lungenödem mit einer Behinderung des Gasaustausches und darauffolgender Hypoxämie 

[20]. Die Schleimproduktion trägt im fortgeschrittenen Stadium der COPD zur 

Verschlechterung des Krankheitsbildes (Exazerbation) bei und ist mit einer Verminderung 

der Lungenfunktion verbunden [16, 21]. 

Die Aufblähung der Alveolen und die chronisch-inflammatorischen Prozesse können eine 

Zerstörung des Lungenparenchyms mit einer erheblichen Reduktion des elastischen Gerüstes 

der Lunge verursachen. Hierdurch kommt es zu einer Beeinträchtigung des Gasaustausches 
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und zu einer zunehmenden Unterversorgung mit Sauerstoff [22]. Das Emphysem ist durch 

eine abnormale Vergrößerung der Lufträume distal der terminalen Bronchiolen 

charakterisiert und geht mit einer Destruktion der alveolären Wände einher. Eine Reduktion 

der Elastizität der Lunge und ein verringerter (maximaler) expiratorischer Luftstrom sind die 

Konsequenzen. Es wird zwischen dem zentroazinären, dem panazinären und dem bullösen 

Emphysem unterschieden [21]. Das zentroazinäre Emphysem betrifft die oberen 

Lungenlappen und ist durch eine Schädigung der respiratorischen Bronchiolen 

charakterisiert. Diese Form des Emphysems steht im Zusammenhang mit Rauchen von 

Tabak. Das panazinäre Emphysem findet sich in den Azini, die aus Alveolen und 

Alveolargängen (Ductus alveolares) bestehen. Das panazinäre Emphysem zeichnet sich 

durch Erweiterung und Zerstörung des gesamten Azinus aus [21]. Der Hauptgrund für diese 

Form des Emphysems ist ein Mangel des Alpha-1-Antitrypsins (AAT). Ein Zusammenhang 

wurde zwischen dem Schweregrad des Emphysems und den Packungsjahren (Zahl der 

täglich konsumierten Zigarettenpackungen multipliziert mit der Zahl der Raucherjahre) 

festgestellt [21]. Ein Emphysem kommt bei 40% der Raucher vor, kann aber auch bei 

Individuen mit einer normalen Lungenfunktion auftreten [23].  

Der Schweregrad der Atemwegsobstruktion korreliert mit der Intensität des Rauchens [21]. 

Raucher weisen im Vergleich zu Nichtrauchern häufiger respiratorische Beschwerden, 

Störungen in der Lungenfunktion und eine höhere Abfallrate des forcierten 

Expirationsvolumens in einer Sekunde (FEV1) auf [24]. Die Abnahme des FEV1-Wertes ist 

bei starken Rauchern mit milder bis mittelgradiger COPD stärker als bei leichten Rauchern 

[25]. Die Reduktion des FEV1-Wertes wird durch die Rauchentwöhnung verlangsamt [26].  

COPD gilt als eine systemische Erkrankung, welche von kardiovaskulären Erkrankungen, 

systemischer Inflammation, Skelettmuskelschwäche (Atrophie), Fehlfunktion des 

Diaphragmas, metabolischem Syndrom, Osteoporose und psychischer Depression begleitet 

wird (Abb. 1). Zu den kardiovaskulären Begleiterkrankungen von COPD zählen die PH, die 

Arteriosklerose von Koronararterien (Herzkranzgefäße) und die Herzinsuffizienz. Von 

Patienten mit einer schweren Form der COPD, welche sich einer Lungenvolumenreduktion 

oder einer Lungentransplantation unterziehen ließen, wiesen etwa 50,2% eine milde PH, 

9,8% eine mittelgradige und 3,7% eine schwere PH auf [27]. Die PH ist mit einem erhöhten 

Risiko für Krankenhausaufenthalte verbunden und ist ein wichtiger prognostischer Faktor für 
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COPD-Patienten [28]. Der Einfluss von PH auf die Mortalität von COPD-Patienten ist 

unabhängig von dem Alter und der Lungenfunktion [7]. 

Im Plasma und Sputum von Patienten im fortgeschrittenen COPD-Stadium sind erhöhte 

Zytokin- (Interleukin (IL)-1β,-6,-8 und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α), Chemokin-, Akute-

Phase Protein-Spiegel und eine erhöhte Gesamtleukozytenzahl nachweisbar. Die Intensität 

der systemischen Inflammation steigt während einer Exazerbationsphase und ist mit einer 

beschleunigten Abnahme der Lungenfunktion verbunden [29]. Die Ursache der systemischen 

Inflammation bei COPD-Patienten ist nicht bekannt, das Rauchen von Zigaretten, die 

Lungenüberblähung, die Hypoxie oder die Skelettmuskelschwäche werden als mögliche 

Ursachen diskutiert [30]. Eine inflammatorische Reaktion mit einer erhöhten Gesamt-

Leukozytenzahl tritt bei Rauchern mit und ohne COPD auf, bei Rauchern mit COPD ist diese 

jedoch stärker ausgeprägt [23].  

 

Abbildung 1: Systemische Effekte und Begleiterscheinungen von COPD. 

Durch Zigarettenrauch wird eine periphere Lungeninflammation verursacht. Dabei kommt es zu einer 

Überproduktion von Zytokinen (z. B. IL-6, IL-1β und TNF-α) im systemischen Kreislauf. Dies hat 

die Ausschüttung von Akute-Phase-Proteinen wie z. B. des C-reaktiven Proteins zur Folge. Die 

systemische Inflammation ist mit der Entstehung der PH und anderer Erkrankungen wie 

Herzinsuffizienz, normozytäre Anämie oder Skelettmuskelschwäche assoziiert. Verändert nach 

Barnes und Celli, 2009 [28]. 
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Bei der Diagnose von COPD werden die Lungenfunktion (Spirometrie), die physische 

Verfassung, die Symptomatik und die Anzahl der Exazerbationen (deutliche 

Verschlechterung der Lungenfunktion) berücksichtigt [31].  

Laut der Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) wird eine 

Spirometrie bei jedem Patienten, welcher älter als 40 Jahre ist und der unter chronischem 

Husten, Dyspnoe und vermehrtem Ausfluss leidet und/oder Risikofaktoren ausgesetzt ist, 

empfohlen. Die COPD wird spirometrisch in Schweregrade GOLD I bis GOLD IV (Tabelle 

2) eingeteilt. Als entscheidende Kriterien dienen dabei folgende Parameter: der FEV1-Wert, 

die Vitalkapazität und die relative Einsekundenkapazität. Zusätzlich werden die 

Symptomatik und die Häufigkeit der akuten Exazerbationen bei der Einteilung der COPD-

Schweregrade berücksichtigt [32].  

Die Heilung von COPD ist trotz intensiver Forschung nicht möglich. Die zur Verfügung 

stehenden medikamentösen und nicht-medikamentösen therapeutischen Maßnahmen 

konzentrieren sich vor allem auf das Verlangsamen der Progression der Erkrankung, die 

Verbesserung der Fitness des Patienten, die Linderung der Symptome und die Vorbeugung 

gegen Krankheitsschübe, um die Lebensqualität der Betroffenen zu steigern. Die 

Rauchentwöhnung ist die effektivste Behandlung von COPD, wenn das Rauchen der 

Auslöser ist [33].  

  



Einleitung 

9 

Tabelle 2: GOLD-Klassifizierung der COPD-Schweregrade 

(GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease; FEV1 = forciertes 

Expirationsvolumen in einer Sekunde; FVC= forcierte Vitalkapazität; modifiziert nach GOLD, 

GOLD Report 2019 https://goldcopd.org/gold-reports/) 

Schweregrad nach FEV1 Kriterium für Obstruktion 

GOLD I 

(milde Form) 

FEV1/FVC <0,70 

FEV1 >80% des Sollwertes 

Symptome: chronischer Husten und vermehrte 

Schleimproduktion möglich 

GOLD II 

(mittelgrade Form) 

FEV1/FVC <0,70 

FEV1 <80% und >50% des Sollwertes 

Symptome: Atemnot nur bei starker körperlicher Anstrengung, 

chronischer Husten und Auswurf  

GOLD III 

(schwergradige Form) 

FEV1/FVC <0,70 

FEV1 <50% und >30% Sollwertes 

Symptome: leichte Atembeschwerden bereits bei geringer 

körperlicher Anstrengung, chronischer Husten und Auswurf, 

Herz- und Kreislaufprobleme können auftreten 

GOLD IV 

(sehr schwergradige Form)  

FEV1/FVC <0,70 

FEV1 <30% des Sollwertes 

Symptome: Schwere Atemnot auch im Ruhezustand, 

eigeschränkte körperliche Leistungsfähigkeit, chronischer 

Husten und Auswurf, Herz- und Kreislaufprobleme, bläuliche 

Verfärbung von Teilen der Haut und Lippen kann auftreten 

 

1.2.2 Epidemiologie und sozioökonomische Bedeutung von COPD 

Die COPD ist eine Volkskrankheit mit einer steigenden Mortalität und Prävalenz [24]. Laut 

Schätzungen der WHO waren im Jahr 2016 etwa 251 Millionen Menschen weltweit von 

COPD betroffen. Für etwa drei Millionen Menschen weltweit verlief die Erkrankung im Jahr 

2015 tödlich, was in etwa 5% aller Todesfälle weltweit entspricht. 90% dieser Todesfälle 

wurden in Entwicklungsländern und Ländern mit einem mittleren Einkommen registriert 

https://goldcopd.org/gold-reports/
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[34]. Die Mortalität von COPD nimmt kontinuierlich zu und diese Erkrankung könnte nach 

Einschätzung der WHO im Jahr 2030 zur dritthäufigsten Todesursache weltweit werden [35].  

Die Prävalenz für COPD in Industrieländern ist bei Männern und Frauen vergleichbar. Dies 

ist möglicherweise auf den steigenden Tabakkonsum von Frauen und auf die erhöhte 

Freisetzung von Feinpartikeln (z. B. beim Kochen im Haushalt) zurückzuführen [35]. 

Darüber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass Frauen empfindlicher auf Zigarettenrauch 

reagieren und somit ein höheres Risiko haben, eine Zigarettenrauch-induzierte 

Lungenfunktionsstörung zu entwickeln [36, 37].  

1.2.3 Ursachen und Pathogenese von COPD 

Die Entstehung von COPD ist komplex und multifaktoriell. Zu den Ursachen zählen der 

Tabakkonsum, die Umweltverschmutzung (z. B. durch Dämpfe, Staub, Rauch oder Gase), 

die genetische Prädisposition (AAT-Mangel), die Infektionserkrankungen sowie der 

sozioökonomische Status des Patienten. Bei all diesen Risikofaktoren sind 80 bis 90% der 

COPD-Fälle auf Tabakrauchkonsum zurückzuführen [38].  

Zigarettenrauch ist ein Gemisch aus mehr als 4700 chemischen Bestandteilen und eine 

Primärquelle für Oxidantien [39, 40]. In einem einzigen Zigarettenzug sind etwa 1014 bis 1016 

freie Radikale enthalten [41]. In der Partikelphase (Teer) des Rauches befinden sich z. B. 

Phenole und Semiquinone und in der Gasphase sind flüchtige organische und anorganische 

Komponenten wie Superoxid, Epoxid, Peroxid, NO, Stickstoffdioxid, Peroxynitrit und 

Peroxynitrat enthalten [42, 43]. Es besteht ein enger Zusammenhang zwischen dem 

oxidativen Stress und der Entstehung von COPD [44]. Von oxidativem Stress spricht man, 

wenn es zu Veränderungen im Oxidantien-Antioxidantien Haushalt kommt, wodurch ein 

Ungleichgewicht zugunsten der Oxidantien entsteht [45]. Die Auswirkungen von oxidativem 

Stress sind vielfältig. Neben der Schädigung von DNA, Lipiden und Proteinen werden 

verschiedene Prozesse wie z. B. die Balance zwischen Proteasen und Anti-Proteasen gestört 

sowie die Entstehung von COPD begünstigt [46]. Im Zigarettenrauch enthaltene Radikale 

führen zu einer Schädigung des Lungenepithels und zu einer Erhöhung der Permeabilität 

[44], was in der Störung des vaskulären Tonus [47], der Überproduktion vom Schleim, der 

Bronchokonstriktion sowie der Degradation von Komponenten der extrazellulären Matrix (z. 

B. Kollagen und Elastin) resultiert [44, 48, 49].  
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Außerdem kann Zigarettenrauch eine Inflammation in den zentralen und peripheren 

Atemwegen und dem Lungenparenchym, unabhängig von COPD, verursachen. In 

bronchialen Biopsien von Rauchern mit einer milden bis mittelgradigen COPD konnten 

chronisch-inflammatorische Veränderungen mit einer erhöhten Anzahl von spezifischen 

inflammatorischen Zelltypen (u. a. Makrophagen, T-Lymphozyten, neutrophile 

Granulozyten und dendritische Zellen) sowie strukturelle Umbauprozesse festgestellt werden 

[50, 51]. Die Makrophagen spielen bei der Initiation der Immunreaktion und bei der 

Aufrechterhaltung der proteolytischen Aktivität in den Lungen von COPD-Patienten eine 

wichtige Rolle. Es kommt zu einem fünf- bis zehnfachen Anstieg der Makrophagenzahl in 

den Atemwegen, dem Lungenparenchym und der bronchoalveolären Lavage von COPD-

Patienten, welche mit dem Schweregrad der COPD korreliert [52]. Aktiviert durch 

Tabakrauch setzen die Makrophagen Matrix-Metalloproteasen (MMP) wie z. B. MMP-12 

frei, die elastische Fasern und andere Komponenten der extrazellulären Matrix in der Lunge 

degradieren [52]. Die Makrophagen sekretieren außerdem inflammatorische Mediatoren wie 

neutrophile Chemokine (z. B. IL-8 und TNF-α). Diese wurden vermehrt im Sputum von 

COPD-Patienten gefunden, wobei die Konzentrationen mit dem Schweregrad der 

Erkrankung korrelieren [53]. IL-8 und TNF-α regen die neutrophilen Granulozyten u. a. zur 

Produktion von Proteasen an. Im Zusammenhang mit der Entstehung des Emphysems stehen 

vor allem die neutrophile Elastase, neutrophile Proteinase 3, neutrophile Cathepsin G, 

Cathepsin B, L, S und K sowie verschiedene MMPs (MMP-1,-2,-9), die von 

Alveolarmakrophagen und neutrophilen Granulozyten sekretiert werden [54, 55]. Eine 

Erhöhung der Anzahl von CD8+-Lymphozyten wurde sowohl in Atemwegen von gesunden 

Rauchern als auch von Rauchern mit COPD nachgewiesen, die mit dem Grad der alveolären 

Schädigung und der Atemwegsobstruktion korreliert [21]. Zudem gibt es Hinweise auf die 

Beteiligung von CD8+-Lymphozyten an der Apoptose von alveolären Epithelzellen bei 

Emphysem-Patienten [56]. Die erhöhte Anzahl der neutrophilen Granulozyten im Sputum 

und in den bronchialen Biopsien stehen mit der Abnahme der Lungenfunktion und dem 

COPD-Schweregrad im Zusammenhang [57]. Mögliche Effekte, die durch die 

inflammatorischen Zellen verursacht werden, sind Metaplasie (Umwandlung) des 

Epitheliums mit dem Verlust der Zilien, Vergrößerung der Schleimdrüsen, Hypersekretion, 
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Atemwegs- Obstruktion, parenchymale Destruktion, mucosale Ödeme sowie parabronchiale 

Fibrose [45]. 

Neben dem Tabakrauchkonsum zählt die Umweltverschmutzung (z. B. aufgrund der 

Verbrennung von Biomasse) zu den Ursachen für COPD. Pflanzliche Brennmaterialien (z. 

B. Holz, Kohle und Stroh) werden im Haushalt vor allem beim Kochen und Heizen 

verwendet. Dabei kommt es zur Freisetzung von u. a. Schwefeldioxid, Kohlenmonoxid, NO 

sowie Formalaldehyd. Weltweit sind ca. 2,6% und in den Entwicklungsländern ca. 35% der 

COPD-Fälle auf freigesetzte Schadstoffe beim Kochen zurückzuführen [58, 59].  

Darüber hinaus wurde ein kausaler Zusammenhang zwischen der Exposition gegenüber 

Schadstoffen (Asphalt, Zement, Cadmium, Kohle und Quarz), chemischen Dämpfen 

(Lösungsmitteldämpfe) und Gasen (Ozon, Schwefeldioxid, Chlor, Ammoniak, Alkohol und 

Formaldehyd) und der Entstehung von COPD gefunden [60].  

Die COPD ist eine polygene Erkrankung, bei der komplexe Interaktionen verschiedener 

Genpolymorphismen (z. B. von Genen, die für TNF, Glutathion-S-Transferase, MMP-12, 

TGF-β1 codieren) eine Rolle spielen [61–63]. In Verbindung mit COPD steht auch die 

Mutation im serpin family A member 1 Gen, welches für AAT codiert. Diese Mutation 

bewirkt einen AAT-Mangel mit der Folge einer überschüssigen Aktivität von Proteasen, die 

zum Emphysem führen kann. Von dieser Mutation sind allerdings nur etwa ein bis zwei 

Prozent der Bevölkerung betroffen [63].  

1.3 Pathomechanismen des Gefäßumbaus in COPD-PH 

Die toxischen Effekte von Zigarettenrauch beschränken sich nicht nur auf die Atemwege und 

Alveolen, das pulmonale Gefäßsystem ist ebenfalls betroffen [64]. Barbera et al. zeigten, 

dass die pulmonalarteriellen Umbauprozesse bereits vor den Veränderungen in den Alveolen 

auftreten können [7, 65]. Die pulmonalarteriellen Umbauprozesse betreffen alle drei 

Schichten der Blutgefäßwand, die äußere Schicht (Tunica adventitia), die mittlere Schicht 

(Tunica media) und die innere Schicht (Tunica intima) und werden durch die erhöhte 

Zellproliferation (Hyperplasie), das Zellwachstum (Hypertrophie), den Zelltod (Apoptose), 

die Zellmigration sowie die Synthese der extrazellulären Matrix verursacht [66]. Die 

pulmonalvaskulären Umbauprozesse in COPD-PH sind vor allem mit der Verdickung der 

Tunica intima und Tunica media verbunden [67, 68]. Dabei kommt es zur Schädigung des 
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Endothels, Proliferation von EC und Einlagerungen von Elastin in der Tunica intima. 

Weiterhin ist die Proliferation und Hypertrophie der SMC, die Rekrutierung und die 

Differenzierung von Knochenmark-stämmigen Vorläuferzellen (Fibroblasten und 

endotheliale Vorläuferzellen) zu SMC sowie die Einwanderung von SMC aus der Tunica 

media in die Tunica intima an dem Umbauprozess beteiligt [69, 70]. Die Veränderungen in 

der Blutgefäßwand führen zu einer Verengung des Gefäßlumens und verursachen eine 

Erhöhung des PAP und PVR [67]. 

Zum pulmonalvaskulären Umbauprozess tragen viele Faktoren bei, u. a. die endotheliale 

Dysfunktion (Abb. 2), die gestörten Interaktionen zwischen den EC und SMC in der 

Gefäßwand [71], die gestörte Immunreaktion in pulmonalen Gefäßen, die erhöhte Apoptose 

von EC [72], die veränderte Aktivierung bestimmter Signalwege (z. B. TGF-β Signalweg) 

[73] sowie die Veränderungen im Hormonhaushalt (z. B. die Aktivierung von 

Neurohormonen wie Noradrenalin und natriuretisches Peptid Type-B) [74]. 

1.3.1 Endotheliale Dysfunktion  

Das Endothel ist ein wichtiger Bestandteil des vaskulären Systems. Zum einen reguliert es 

durch seine Semipermeabilität den Austausch von Flüssigkeiten, Ionen und gelösten Stoffen 

zwischen dem Blut und der Blutgefäßwand. Zum anderen spielt es eine Rolle in der 

Aufrechterhaltung der vaskulären Homöostase. Das Endothel kontrolliert die vaskuläre 

Funktion, indem es auf diverse Stimuli wie Zigarettenrauch, Hormone, Neurotransmitter, 

Hypoxie und mechanische Verletzungen reagiert, welche den Gefäßtonus (Vasokonstriktion 

vs. Vasodilatation), den Blutfluss, die Thrombozytenaggregation sowie die Inflammation 

beeinflussen. Die EC sekretieren eine Vielzahl von Vasokonstriktoren und Vasodilatatoren, 

dazu zählen NO, Prostazyklin und ET-1. Diese vasoaktiven Substanzen haben einen Einfluss 

auf die Hypertrophie und Hyperplasie von SMC [64]. In zahlreichen Tiermodellen und 

klinischen Studien wurde demonstriert, dass die Komponenten des Zigarettenrauchs (Nikotin 

und Kohlenmonoxid) sowohl morphologische als auch funktionelle Veränderungen des 

Endothels verursachen [75–78]. Eine Verletzung oder Funktionsstörung der Endothelschicht 

kann in einer Dysbalance von vasoaktiven Substanzen zu Gunsten der Vasokonstriktoren 

resultieren und zum pulmonalvaskulären Umbau in COPD führen (Abb. 2) [75, 79].  
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Abbildung 2: Zelluläre und molekulare Mechanismen der pulmonalvaskulären 

Umbauprozesse und PH assoziiert mit COPD.  

Die toxischen Effekte von Zigarettenrauch, die Inflammation und die pulmonale Dysfunktion sind 

als Auslöser für eine Endothelialdysfunktion bekannt. Die Endothelialdysfunktion resultiert in der 

Produktion von verschiedenen Wachstumsfaktoren (VEGF, PDGF), dem Ungleichgewicht zwischen 

den Vasodilatatoren und Vasokonstriktoren, der Sekretion von inflammatorischen Mediatoren (TNF-

α, TGF-β) und der Proliferation von EC. Diese Prozesse führen zur Proliferation von 

pulmonalarteriellen SMC und zum pulmonalvaskulären Umbau und PH. EC: Endothelzellen, SMC: 

smooth muscle cells, NO: Stickstoffmonoxid, ET-1: Endothelin 1, VEGF: vascular endothelial 

growth factor, PDGF: platelet-derived growth factor, TNF-α: tumor necrosis factor α, TGF-β: 

transforming growth factor-β. 

1.3.1.1 Stickstoffmonoxid (NO) 

NO wirkt als ein Vasodilatator und hemmt die Proliferation von SMC [80]. Die Expression 

der endothelialen NO-Synthase (eNOS) und die Konzentration des NO sind bei Rauchern 

und COPD-Patienten im Vergleich zu Nichtrauchern geringer [81–83]. 

Zigarettenrauchextrakt (CSE) hemmt die Aktivität der eNOS in pulmonalarteriellen EC in 

vitro. Damit ließe sich die reduzierte Endothelium-abhängige Vasodilatation bei Rauchern 

mit COPD erklären [84]. Die induzierbare NO-Synthase (iNOS) wurde des Weiteren als ein 

wichtiges Protein in der PH- und Emphysementstehung identifiziert [85].  

1.3.1.2 Prostazyklin 

Prostazyklin hat eine vasodilatatorische und antiproliferative Wirkung. Emphysematöse 

Lungen weisen im Vergleich zu gesunden Lungen eine geringere Expression von 

Prostazyklin-Synthase auf [86]. Zigarettenrauch hemmt die Prostazyklin-Synthase in 
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humanen mikrovaskulären EC signifikant [86]. Die IPAH-Patienten weisen eine geringere 

Konzentration der Prostazyklin-Synthase in den pulmonalen Arterien auf. Eine Therapie mit 

Prostazyklin (Epoprostenol) führt bei PAH zur Verbesserung des pulmonalarteriellen 

Druckes und zur Erhöhung der Überlebenszeit [87].  

1.3.1.3 Endothelin-1 (ET-1) 

Lee et al. zeigten, dass CSE die ET-1 Proteinexpression in humanen und bovinen 

pulmonalarteriellen EC induziert [88]. ET-1 wird in COPD-Patienten vermehrt produziert 

und steigt während einer Exazerbationsphase weiter an [89]. Erhöhte ET-1 Konzentrationen 

wurden zudem bei PAH-Patienten und bei einer interstitiellen Lungenerkrankung gemessen 

[90].  

1.3.2 Immunsystem 

Die strukturellen und funktionellen Veränderungen in den Gefäßen von Patienten mit COPD-

PH stehen außerdem im Zusammenhang mit der Akkumulation von inflammatorischen 

Zellen in der Gefäßwand. Der Grad des inflammatorischen Infiltrats in der Tunica adventitia 

korreliert mit dem Schweregrad der Verdickung der Tunica intima in den pulmonalen 

Arterien von COPD-Patienten [70]. Zusätzlich wird bei COPD-PH-Patienten eine Zunahme 

der systemischen Entzündungsmarker wie C-reaktives Protein und TNF-α beobachtet [91]. 

Der neutrophile Entzündungsmarker Calprotektin ist in Blutproben von Patienten mit einer 

mittel- und schwergradigen COPD erhöht [92]. Zudem findet eine Infiltration von 

Makrophagen, B- und T-Zellen aus dem perivaskulären Raum in die vaskuläre Wand statt, 

die mit einer Erhöhung der inflammatorischen Mediatoren S100A4 und Fraktalkine 

einhergeht [93,94]. Darüber hinaus ist die Expression von dem inflammatorischen Marker 

Nukleusfaktor leichter κ-Ketten der aktivierten B-Zellen (nuclear factor κ-light-chain-

enhancer of activated B-cells, NF-κB) in EC von aktiven und passiven Rauchern erhöht [95].  

1.3.3 Wachstumsfaktoren  

Wachstumsfaktoren sind Polypeptide, die von verschiedenen Zellen sezerniert werden und 

durch endokrine, parakrine oder autokrine Mechanismen wirken [96].  
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Die Wachstumsfaktoren wirken über die Bindung an spezifische Rezeptoren auf der 

Zelloberfläche. Diese Rezeptoren sind mit einer intrinsischen Tyrosinkinase-Aktivität 

verbunden oder bilden einen Komplex mit der intrazellulären Tyrosinkinase [97]. Die 

Tyrosinkinase-Rezeptoren sind aus einer membranüberspannenden Domäne zusammensetzt, 

welche die intrazelluläre konservierte Kinase-Domäne von der extrazellulären glykosylierten 

Ligand-bindenden Domäne separiert. Die letztere enthält u. a. eine oder mehrere 

Immunglobulin-, Fibronektin Typ III- bzw. epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal 

growth factor, EGF)-ähnliche Domänen [97]. Die Bindung des Wachstumsfaktors (z. B. 

TGF-β, EGF, Fibroblasten-Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor, FGF), BMP, platelet-

derived growth factor (PDGF) oder vascular endothelial growth factor (VEGF)) führt zur 

Di- oder Oligomerisierung und Autophosphorylierung des Rezeptors, wodurch verschiedene 

Signalkaskaden z. B. rat sarcoma (RAS) - mitogen-activated protein kinase (MAPK), 

phosphoinositide-3-kinase (PI3K) - Proteinkinase B (AKT), Phospholipase Cγ (PLCγ) oder 

signal transducers and activators of transcription (STAT) aktiviert werden [98]. Die 

Aktivierung von Tyrosinkinase-Rezeptor-vermittelten Signalwegen durch FGF, EGF, VEGF 

und PDGF induziert die Zellproliferation und -differenzierung, während TGF-β und BMP 

entgegengesetzte Effekte haben [99, 100].  

In der adulten Lunge spielen FGF, EGF, TGF-β, VEGF, PDGF und BMP eine Rolle bei 

verschiedenen pulmonalen Erkrankungen (Abb. 3) [101]. Bei Säugetieren besteht die FGF-

Familie aus 22 Mitgliedern (FGF1 - FGF14, FGF15 (Maus) /19 (Mensch), FGF16 - FGF18, 

FGF20 - FGF23). Die FGF werden basierend auf den Unterschieden in Sequenzhomologie 

und Phylogenie auf sieben Subfamilien (FGF1, -4, -7, -8, -9, -11 und -15/-19) unterteilt [102]. 

Sie sind in fast allen Geweben exprimiert und haben eine Schlüsselrolle in der 

Embryonalentwicklung. Im adulten Organismus regulieren sie die Wundheilung, die 

Angiogenese, die Regeneration und den Stoffwechsel. Die FGF binden an FGF-Rezeptoren 

(FGFR1 - FGFR4) und können autokrin, parakrin oder endokrin wirken [102]. Die parakrin 

wirkenden FGF (FGF1, -4, -7,-8, -9, -11, -15/-19) benötigen Heparansulfat als Kofaktor, 

während die endokrin wirkenden FGF (FGF19, -21 und -23) α-Klotho und β-Klotho als 

Kofaktoren brauchen. Die FGF initiieren die downstream Signalwege wie RAS-MAPK, 

PI3K-AKT, PLCγ oder STAT. Über diese Signalwege regulieren die FGF diverse zelluläre 

Prozesse wie Zellproliferation, -migration sowie -differenzierung und haben eine Funktion 



Einleitung 

17 

bei der Geweberegeneration und -reparatur [102–105]. Sie wirken kardioprotektiv bei 

ischämischen Gewebeschäden und sind essentiell für die epitheliale Reparatur und 

Wundheilung in der Lunge [106, 107]. Die FGF-Signalwege wurden mit respiratorischen 

Erkrankungen wie pulmonale Fibrose und Asthma assoziiert [108,109]. So besteht ein 

Zusammenhang zwischen dem FGF2-Signalweg und der Progression von IPAH [110]. Die 

Rolle von FGF in COPD-PH ist bis jetzt noch nicht geklärt.  

 

Abbildung 3: Wachstumsfaktoren im Zusammenhang mit der Lungenentwicklung und den 

Erkrankungen der Lunge. 

Übersicht über Wachstumsfaktoren, welche eine wichtige Rolle in der embryonalen und postnatalen 

Lungenentwicklung sowie in Erkrankungen des respiratorischen Systems (z. B. pulmonale 

Hypertonie, Asthma, pulmonale Fibrose, pulmonales Zystadenom und alveoläre Proteinose) spielen. 

BMP: bone morphogenetic protein; EGF: epidermal growth factor; FGF: fibroblast growth factor; 

GM-CSF: granulocyte macrophage-colony stimulating factor; PDGF: platelet-derived growth factor; 

TGF: transforming growth factor; VEGF: vascular endothelial growth factor. Verändert nach Desai 

und Cardoso, 2002 [101]. 
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1.4 Zielsetzung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung neuer Signalwege, die eine Rolle in 

pulmonalvaskulären Umbauprozessen und COPD-PH spielen könnten. Der Schwerpunkt 

wurde dabei auf die Familie der FGF gelegt, da die Bedeutung dieser für COPD-PH noch 

nicht vollständig geklärt ist.  

Dazu wurden folgende Aspekte näher untersucht: 

A) Die Analyse von Zielgenen in Lungenhomogenaten von Nichtrauchern (ohne 

COPD), Rauchern (ohne COPD) und Rauchern (mit COPD) mit Hilfe von 

quantitativer Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (real time quantitative polymerase 

chain reaction, RTqPCR), Western-Blots sowie histologischer Techniken 

B) Die Analyse der Expression von Zielgenen in humanen pulmonalarteriellen SMC 

(hPASMC) sowie die Analyse der Proliferation von hPASMC nach akuter und 

chronischer Rauchexposition aufbauend auf den Resultaten in Lungenhomogenaten 

von Nichtrauchern, Rauchern und COPD 

C) Die Untersuchung der Effekte von humanen mikrovaskulären EC auf die 

Genexpression und Proliferation von hPASMC nach Rauchexposition  

D)  Die Untersuchung der Funktion der jeweiligen Gene in hPASMC in Bezug auf 

Gefäßumbau mit Hilfe von Knockdown-Experimenten  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Gerät Hersteller 

CFX Connect Real-time System Bio-Rad Laboratories, Hercules/ Kalifornien, 

USA 

ChemiDoc ™ Touch Imaging System Bio-Rad Laboratories, Hercules/ Kalifornien, 

USA 

ChemiDoc ™ XRS Molecular Imager Bio-Rad Laboratories, Hercules/ Kalifornien, 

USA 

Elektrophoresis Power Supply E835 Consort BVBA, Turnhout, Belgien 

Feinwaage  Sartorius, Göttingen, Deutschland 

Gelelektrophoreseeinrichtung  

Mini-Proteon® Tetra Cell 

Bio-Rad Laboratories, Hercules/Kalifornien, 

USA 

Homogenisator Precellys ® 24 Bertin Technologies, Montigny-le-

Bretonneux, Frankreich 

Inkubator HERAcell 150  Thermo Fisher Scientific 

Waltham/Massachusetts, USA  

Mikroskop DMLA (Histo)  Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

Magnetrührer RCT basic mit Heizung IKA, Staufen, Deutschland 

Microplate Reader Infinite M200 Tecan Group, Männedorf, Schweiz 

Mikroskop DMIL (Zellkultur) Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 

Mikrozentrifuge Micro 200R Andreas Hettich, Tuttlingen, Deutschland 

Mini Shaker MS2 IKA, Staufen im Breisgau, Deutschland 

pH-Meter 766 Climatic Knick, Berlin, Deutschland 

PX1 PCR Plate Sealer Bio-Rad Laboratories, Hercules/Kalifornien, 

USA 

Roller Mixer SRT6D Cole-Parmer, Vernon Hills/Illinois, USA 

Rotationsmikrotom RM2165 Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
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Spektrophotometer Qiaxpert Qiagen, Venlo, Niederlande 

Sprout Mini Centrifuge HS120301 Heathrow Scientific, Vernon Hills/Illinois, 

USA 

TGX Stain-Free FastCast ™ Acrylamide 

Kits  

Bio-Rad Laboratories, Hercules/ Kalifornien, 

USA 

Thermocycler Tperso Biometra, Göttingen, Deutschland 

Transfer-Apparatur von Keutz Labortechnik, Reiskirchen, 

Deutschland  

Vortexer Heidolph Instruments, Schwabach, 

Deutschland 

Waage AB-104-S Mettler Toledo, Columbus/Ohio, USA 

Wasserbad Memmert, Schwabach, Deutschland  

Wippschüttler WS 10 Edmund Bühler, Bodelshausen, Deutschland 

 

2.1.2 Chemikalien 

Name Hersteller 

2-Propanol (C3H8O) Sigma-Aldrich, St. Louis/Missouri, USA 

Agarose for DNA electrophoresis SERVA Electrophoresis, Heidelberg, 

Deutschland 

Ammoniumpersulfat  Sigma-Aldrich, St. Louis/Missouri, USA 

Bovine serum albumine (BSA), protease-

free 

SERVA Electrophoresis, Heidelberg, 

Deutschland 

CAT Hämatoxylin Biocare Medical, Pacheco/Kalifornien, USA 

Diva Decloaker, 10x Biocare Medical, Pacheco/Kalifornien, USA 

DNase/RNase freies Wasser Thermo Fisher Scientific (Gibco) 

Waltham/Massachusetts, USA 

Doppeldestilliertes Wasser (ddH2O) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline 

(DPBS) 

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland 

Eosin Thermo Fisher Scientific,  
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Waltham/ Massachusetts, USA 

Ethanol (EtOH) (C2H6O) 70%ig SAV Liquid Production, Flintsbach am Inn, 

Deutschland 

Ethanol (EtOH) (C2H6O) 96%ig Otto Fischar, Saarbrücken, Deutschland 

Ethanol (EtOH) (C2H6O) absolut Otto Fischar, Saarbrücken, Deutschland 

Ethanol (EtOH) (C2H6O) für 

Molekularbiologie  

Merck, Darmstadt, Deutschland 

Fluoro Care Anti-Fade Mountant Biocare Medical, Pacheco/Kalifornien, USA 

Glycin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Hämalaun, acidic  Waldeck, Münster, Deutschland 

Hepes (2-4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazenyl-ethansulfonsäure) 

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

iTaq Universal SYBR® Green Supermix  Bio-Rad Laboratories, Hercules/Kalifornien, 

USA 

Kaliumchlorid (KCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Laemmli-Proben Puffer (4x) Bio-Rad Laboratories, Hercules/Kalifornien, 

USA 

Lipofectamine 3000 Thermo Fisher Scientific, 

Waltham/Massachusetts, USA 

Milchpulver, fettarm Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Methanol (CHβOH) Sigma-Aldrich, St. Louis/Missouri, USA 

Methyl Green Zytomed Systems, Berlin, Deutschland 

Natriumazid (NaN3) Merck Schuchardt, München, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Normales Pferdeserum 2,5%ig Vector Laboratories, Burlingame/Kalifornien, 

USA 

NormocinTM InvivoGen, San Diego/Kalifornien, USA 

Pertex MEDITE Medical, Burgdorf, Deutschland 

Phenylmethylsulfonylfluorid  Sigma-Aldrich, St. Louis/Missouri, USA 
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RLT Lysis Puffer Qiagen, Venlo, Niederlande 

Salzsäure (HCl), 37%ig Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

SYBR® Safe DNA Gel Stain 10000x Thermo Fisher Scientific (Invitrogen), 

Waltham/Massachusetts, USA 

Tetramethylethylendiamin (Temed) Bio-Rad Laboratories, Hercules/Kalifornien, 

USA 

TRIS-Base Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

TRIS Wash Buffer (TBS) (20x) Zytomed Systems, Berlin, Deutschland 

Triton®-X-100 Sigma-Aldrich, St. Louis/Missouri, USA 

Trypsin/EDTA (1x) PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Tween® 20 AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Wasserstoffperoxid (H2O2), 30%ig Merck, Darmstadt, Deutschland 

Xylol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Zelllyse-Puffer  Cell Signaling Technology, 

Danvers/Colorado, USA 

β-Mercaptoethanol (MeEtOH) Sigma-Aldrich, St. Louis/Missouri, USA 

 

2.1.3 Verbrauchsmaterialien 

Artikel Hersteller/Firma 

100er Petrischale BD Falcon, Heidelberg, Deutschland 

60er Zellkulturschale Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

35er Zellkulturschale Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

6-Well Zellkulturplatte Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

12-Well Zellkulturplatte Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

24-Well Zellkulturplatte Greiner Bio-One, Kremsmünster, Österreich 

96-Well Mikrotestplatte Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

96-Well PCR-Platte (Hard Shell) Bio-Rad Laboratories, Hercules/Kalifornien, 

USA 

70 μm Sieb (Cell Strainer) Becton, Dickinson and Company, Franklin 

Lakes/New Jersey, USA 

https://de.wikipedia.org/wiki/Tetramethylethylendiamin
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Blotting-Papier Whatman GE Healthcare, Buckinghamshire, England 

50 ml Einmalspritze, Original Perfusor® 

Spritzen 

B. Braun, Melsungen, Deutschland 

Keramikkügelchen, 2 ml PRECELLYS 

Ceramic, Zirconium(IV)-oxid 

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, 

Deutschland 

Mikrotom-Klingen Thermo Fisher Scientific, 

Waltham/Massachusetts, USA 

Mörser (Porzellan Reibeschale) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Neubauer Zählkammer Optik Labor, Bad Homburg, Deutschland 

Objektträger Superfrost Plus GOLD Thermo Fisher Scientific, 

Waltham/Massachusetts, USA 

Optically clear heat seal Bio-Rad Laboratories, Hercules/Kalifornien, 

USA 

8er PCR SoftStrips 0,2 ml Biozym Scientific, Oldendorf, Deutschland 

PVDF Blotting Membran peqGOLD VWR, Radnor/Pennsylvanien, USA 

Spritzenvorsatzfilter Filtropur S, 

Porengröße 0,2 μm 

 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

2.1.4 Enzyme, Marker und Größenstandards 

Name Hersteller 

6x DNA Ladepuffer (Loading Dye) Thermo Fisher Scientific, 

Waltham/Massachusetts, USA 

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder Thermo Fisher Scientific, 

Waltham/Massachusetts, USA 

Enzym Proteinase K Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
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2.1.5 Kits und Assays 

Name Hersteller 

Cell Proliferation ELISA, BrdU 

(colorimetric) 

Roche, Basel, Schweiz 

DC™ Protein Assay Kit Bio-Rad Laboratories, Hercules/ Kalifornien, 

USA 

ImmPRESS Anti-Rabbit Ig  

(peroxidase) Polymer Detection Kit 

Vector Laboratories, Burlingame/Kalifornien, 

USA 

R.T.U Vectastain Kit Vector Laboratories, Burlingame/Kalifornien, 

USA 

RNeasy Micro Kit (50) Qiagen, Venlo, Niederlande 

RNeasy Mini Kit (50) Qiagen, Venlo, Niederlande 

Vector NovaRED HRP Substrat Kit Vector Laboratories, Burlingame/Kalifornien, 

USA 

Vector VIP HRP Substrate Kit Vector Laboratories, Burlingame/Kalifornien, 

USA 

Warp Red Chromogen Kit Biocare Medical, Pacheco/Kalifornien, USA 

Zytochem Plus AP Polymer System  Zytomed Systems, Berlin, Deutschland 

Zytochem Plus HRP Polymer System  Zytomed Systems, Berlin, Deutschland 

 

2.1.6 Primer 

Gen Primersequenz 

  

GAPDH F: 5' CCACATCGCTCAGACACCAT 3' 

R: 5' AAAAGCAGCCCTGGTGACC 3'    

PBGD F: 5' CCCACGCGAATCACTCTCAT 3'                                        

R: 5' TGTCTGGTAACGGCAATGCG 3'                                                                                                  

B2M F: 5' GCCGTGTGAACCATGTGACT 3'                              

R: 5' GCAAGCAAGCAGAATTTGGA 3' 

ETV4 F: 5' ACAGACGGACTTCGCCTACG 3'                                  

R: 5' CATAGCCCATGGCCCCGTC 3' 
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ETV5 F: 5' AACCGGAAGAGGTTGCTCGG 3'                                  

R: 5' GACGTATCGCTCTCCAGCCA 3' 

SPRY2 F: 5' TGAGGAGATCCGGTTTCCAGC 3'             

R: 5' GTGGTCACTCCAGCAGGCTTA 3'  

SPRY4 
F: 5' CAGCCCTGACCACAGGATCTC 3' 

R: 5' CTGGAGGTCCTGGACTGTACG 3' 

SHH 
F: 5' TCACCCCCAATTACAACCCCG 3'                                  

R: 5' GGCCACTGGTTCATCACCGA 3' 

FGF1 F: 5' GCCGGGCTACTCTGAGAAGAA 3'            

R: 5' CTGCTTGTGCGCTTTCAAGA 3' 

FGF2 F: 5' ACTGCAAAAACGGGGGCTTC 3'                                 

R: 5' GGTAACGGTTAGCACACACTCC 3' 

FGF7 F: 5' CTGTCGAACACAGTGGTACCTGA 3'                           

R: 5' TTCCACCCCTTTGATTGCCAC 3' 

FGF9 F: 5' TCAGGCGGAGGCAGCTATAC 3'              

R: 5' CTGACCAGGCCCACTGCTAT 3' 

FGF10 F: 5' AGAAGAACGGGAAGGTCAGCG 3'          

R: 5' ATGGCTTTGACGGCAACAACT 3' 

FGFR1 F: 5' GGGCAGTGACACCTACTT 3'                      

R: 5' TGGAGCTACGGGGTTTGGTTT 3' 

FGFR2 F: 5' CCCTGCGGAGACAGGTAACA 3'                                 

R: 5' GGGGTGTCTGCCGTTGAAGA 3' 

PTCH1 F: 5' CATATTTGGGGCCTTCGCGG 3'                  

R: 5' GCCTCTTCTCCAATCTTCTGGC 3' 

PTCH2 F: 5' TCCTCCATGGACTCGTGCTG 3'                           

R: 5' AGAGGCTAGATCTCCTCGGGC 3' 

SMO F: 5' GCTCATCGTGGGAGGCTACT 3'                  

R: 5' CGCAGCATGGTCTCGTTGAT 3' 

GLI1 F: 5' GGACCGCGCATCCCGA 3'       

R: 5' GGGCTCGCCATAGCTACTGAT 3' 

GLI2 F: 5' CCCTGTCGCCATTCACAAGC 3'               

R: 5' CCACATGAGCCGTGTCCAGA 3' 

HHIP F: 5' TCCAGGCTCTGTCGAAACGG 3'                

R: 5' TGACGACATGCTGGCTCACA 3' 

DISP1 F: 5'CGCCTGCCAACTCATTGCTT 3'                    

R: 5' CCATTGCTCATAGCCATGCTCC 3' 

KI67 F: 5' GCAAGCACTTTGGAGAGCAA 3'                                   

R: 5' TCTTGACACACACATTGTCCTCAT 3' 

CCND1 F: 5' TGCCAACCTCCTCAACGAC 3'                                         

R: 5' TCGCAGACCTCCAGCATC 3' 

PCNA F: 5' CCTGTGCAAAAGACGGAGTG 3'               

R: 5' TGAACTGGTTCATTCATCTCTATGG 3' 
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2.1.7 Antikörper 

 

Antikörper Produktnr. Verd. Firma 

AKT 9272S 1:1000 Cell Signaling 

Technology, 

Danvers/Colorado, USA 

β-AKTIN A2281 1:50000 Sigma-Aldrich, St. 

Louis/Missouri, USA 

Bek (fibroblast growth factor  

receptor 2, FGFR2) 

sc-6930 1:500 Santa Cruz 

Biotechnology, 

Dallas/Texas, USA 

CCND1 ab134175 1:20000 Abcam, Cambridge, 

England 

ETV5 ab102010 1:1000      

1:50 (IHC) 

Abcam, Cambridge, 

England 

GAPDH 631402 1:1000 BioLegend, San 

Diego/Kalifornien, USA 

GLI1 AF3455 1:200 (IF) R&D Systems, 

Minneapolis/Minnesota, 

USA 

PTCH1 MAB41051 1:500         

1:50 (IHC) 

R&D Systems, 

Minneapolis/Minnesota, 

USA 

PTCH2 MAB4078-SP 1:500 R&D Systems, 

Minneapolis/Minnesota, 

USA 

p44/42 MAPK (ERK1/2) 1979G 1:1000 Cell Signaling 

Technology, 

Danvers/Colorado, USA 

p-p44/42 MAPK (pERK1/2) 197G2 1:1000 Cell Signaling 

Technology, 

Danvers/Colorado, USA 

p-AKT 4058 1:1000 Cell Signaling 

Technology, 

Danvers/Colorado, USA 

PCNA sc-7907 1:1000 Santa Cruz 

Biotechnology, 

Dallas/Texas, USA 

SMO GTX60154 1:300 

(IHC) 

GeneTex Biotechnology, 

Irvine/Kalifornien, USA 

SHH  s2207 1:500 Abcam, Cambridge, 

England 
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2.1.8 SiRNAs 

Name Hersteller 

siRandom Eurogentec, Lüttich, Belgien 

siEtv5, siGENOME human Etv5 siRNA 

SMARTpool 

Horizon Discovery, Cambridge, England 

siSpry2, siGENOME human Spry2 siRNA 

SMARTpool 

Horizon Discovery, Cambridge, England 

siShh, siGENOME human Shh siRNA 

SMARTpool  

Horizon Discovery, Cambridge, England 

2.1.9 Puffer und Lösungen 

Puffer Substanzen Menge 

   

1%ige BSA-Lösung (IHC) PBS, 1x 100 ml 

 BSA 1 g 

 NaN3 0,013 g  

10%ige BSA-Lösung (IHC) PBS, 1x 100 ml 

 BSA 10 g 

  NaN3 0,013 g 

5%ige BSA-Lösung (WB) 

 

TBST, 1x 

BSA 

100 ml 

5 g 

PBS-Puffer, 10x (IHC) NaCL 160 g 

  KCL 4 g 

 Na2HPO4 x 2H2O2 23 g 

 KH2PO4 4 g 

 dH2O 1 l 

PBS-Puffer, 1x (IHC) PBS, 10x 100 ml 

 dH2O, pH 7,4 900 ml 

Blocking-Puffer (6%ig) (WB) TBST, 1x 

Magermilchpulver 

100 ml 

6 g 

SPRY2 D3G1A 1:500 R&D Systems, 

Minneapolis/Minnesota, 

USA 

vWF  A0082 1:2000 

(IHC) 

Agilent (Dako), Santa 

Clara/Kalifornien, USA 

α-SMA A2547 1:700 

(IHC)   

1:200 (IF) 

Sigma-Aldrich, St. 

Louis/Missouri, USA 

https://www.chem.agilent.com/store/productDetail.jsp?catalogId=GA52761-2&catId=SubCat3ECS_86082


Material und Methoden 

28 

Blocking-Puffer (1%ig) (IF) PBS,1x 60 ml 

 

Normales Pferdeserum, 

2,5%ig 40 ml 

 Inkubationspuffer  PBS, 1x 57 ml 

 BSA 1 g 

 Triton-X-100 300 µl 

 

Normales Pferdeserum, 

2,5%ig 40 ml 

 Natriumazid 10 µl  

Laufpuffer (Laemmli-Puffer), 10x TRIS-Base 60,56 g 

 Glycin 288 g 

 SDS 20 g 

  dH2O 2000 ml 

RLT-Puffer RLT-Puffer 1 ml 

  β-MeEtOH 10 μl 

Stripping-Lösung Aqua dest. 90 ml   
Gylcin  10 ml (7,5 g/ 100 ml 

Aqua dest.) 

  HCL, 37%ig 2 ml 

TAE-Puffer, 50x TRIS-Base 121 g 

 Essigsäure 28,6 ml 

 EDTA-Lösung 50 ml 

  dH2O, pH 8,0 500 ml 

TBS-Puffer, 10x, pH 7,5 TRIS-Base 24,23 g 

 NaCl 87,66 g 

  dH2O 1000 ml 

Transfer-Puffer (Semi-dry) TRIS-Base 11,6 g 

 Glycin 5,8 g 

 SDS, 0,37%ig 3,7 ml 

 Methanol 400 ml 

  dH2O 1596,3 ml 

Wet-Transfer-Puffer, 10x TRIS-Base 24,2 g 

 Glycin 112 g 

  dH2O 1 l 

Wet-Transfer-Puffer, 1x Wet-Transfer-Puffer, 10x 100 ml 

 Methanol  200 ml 

  dH2O 700 ml 

Zelllyse-Puffer, 1x 10x Zelllyse-Puffer 100 μl 

 Phenylmethylsulfonylfluorid 1 μl 

  dH2O 900 μl 
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2.1.10  Medien und Seren 

Name Hersteller 

Endothelial Cell Growth Medium MV PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Endothelial Cell Growth Medium MV 

Supplement Mix 

PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Fetales bovines Serum (Fetal Bovine 

Serum) 

Sigma-Aldrich, St. Louis/Missouri, USA   

Opti-MEM® Medium Thermo Fisher Scientific (Gibco), 

Waltham/Massachusetts, USA  

Smooth Muscle Cell Basal Medium  PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Smooth Muscle Cell Growth Medium 2  PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 

Supplement Mix 

Trypsin/EDTA 10x 

PromoCell, Heidelberg, Deutschland 

 

PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland 

2.1.10.1  Medienzusammensetzung 

Puffer/Medium Substanz Menge 

SMC-Medium  Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 

Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 

Supplement Mix 

Normocin 

500 ml 

1 Mix 

 

1 ml 

EC-Medium Endothelial Cell Growth Medium MV 

Endothelial Cell Growth Medium Supplement Mix 

500 ml 

1 Mix 

Trypsin (1x) Trypsin (10x) 

Hepes Ringer Lösung (0,2 M) 

0,9%iges NaCl 

12 ml 

12 ml 

96 ml 

2.1.11  Zellen 

Name Hersteller 

Humane PASMC (hPASMC) PromoCell, Heidelberg, Deuschland 

Humane pulmonale mikrovaskuläre 

Endothelzellen (hEC) 

PromoCell, Heidelberg, Deutschland 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Auswahl und Charakterisierung humaner Proben 

Die Bewilligung der Verwendung der Proben der UGMLC Biobank erfolgte durch die 

Ethikkommission der Justus-Liebig-Universität (Aktenzeichen 58/15). Das humane Material 

(Lungengewebe und Paraffinblöcke) stammte von COPD-Patienten mit GOLD IV Stadium, 

die einer Lungentransplantation unterzogen wurden und zum Zeitpunkt der Probeentnahme 

nicht mehr geraucht haben (Tab. 3). Als Kontrollen dienten Spenderlungen, bei denen meist 

Entzündungsbereiche oder Zeichen eines Emphysems vorzufinden waren. Dabei kann es sich 

um altersbedingte Veränderungen handeln, die von der eigentlichen COPD-Erkrankung 

abzugrenzen sind. Die Spenderlungen sowie die COPD-Lungen wurden zunächst anhand des 

Alters, des Geschlechts, des Rauchstatus, der Diagnose sowie des pathologischen Befundes 

selektiert (Tab. 3) und anschließend histologisch auf das Vorliegen der pulmonalvaskulären 

Veränderungen und des Emphysems untersucht (Abb. 4). Die Spenderlungen wurden in 

Nichtraucher (NR) und aktuelle Raucher (R) unterteilt. Die NR-Gruppe besteht aus 15 

Frauen (durchschnittliches Alter 53,7+14,5) und 13 Männern (durchschnittliches Alter 

51,0+7,7), die R-Gruppe aus 3 Frauen (durchschnittliches Alter 43+13,1) und 6 Männern 

(durchschnittliches Alter 48,0+11,4) und die COPD-Gruppe aus 13 Frauen  

(durchschnittliches Alter 54,0+4,4) und 12 Männern (durchschnittliches Alter 55,8+5,6). Bei 

der Auswahl der Spenderlungen und COPD-Lungen wurden die Proben mit sekundären oder 

anderen Erkrankungen nicht berücksichtigt. 
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Tabelle 3: Charakteristika von Spendern und COPD-Patienten 

NR: Nichtraucher, R: Raucher. 

 

 

Patient  Alter Geschlecht COPD  Patient  Alter Geschlecht COPD 

1 COPD 55 weiblich Ja  8 R 60 männlich nein 

2 COPD 59 weiblich Ja  9 R 39 männlich nein 

3 COPD 48 weiblich Ja  1 NR 54 männlich nein 

4 COPD 52 weiblich Ja  2 NR 56 männlich nein 

5 COPD 59 weiblich Ja  3 NR 57 männlich nein 

6 COPD 59 männlich Ja  4 NR 50 weiblich nein 

7 COPD 57 männlich Ja  5 NR 21 weiblich nein 

8 COPD 65 männlich Ja  6 NR 51 weiblich nein 

9 COPD 59 männlich Ja  7 NR 51 weiblich nein 

10 COPD 53 männlich Ja  8 NR 56 weiblich nein 

11 COPD 56 männlich Ja  9 NR 14 weiblich nein 

12 COPD 55 weiblich Ja  10 NR 44 männlich nein 

13 COPD 58 männlich Ja  11 NR 44 männlich nein 

14 COPD 56 weiblich Ja  12 NR 52 männlich nein 

15 COPD 50 weiblich Ja  13 NR 54 männlich nein 

16 COPD 45 männlich ja  14 NR 56 männlich nein 

17 COPD 55 männlich ja  15 NR 57 männlich nein 

18 COPD 57 männlich ja  16 NR 49 männlich nein 

19 COPD 58 weiblich ja  17 NR 76 weiblich nein 

20 COPD 49 weiblich ja  18 NR 53 weiblich nein 

21 COPD 61 männlich ja  19 NR 72 weiblich nein 

22 COPD 51 weiblich ja  20 NR 60 weiblich nein 

23 COPD 61 weiblich ja  21 NR 76 weiblich nein 

24 COPD 49 weiblich ja  22 NR 44 weiblich nein 

25 COPD 45 männlich ja  23 NR 54 männlich nein 

1 R 34 weiblich nein  24 NR 54 weiblich nein 

2 R 37 weiblich nein  25 NR 56 männlich nein 

3 R 58 weiblich nein  26 NR 37 weiblich nein 

4 R 31 männlich nein  27 NR  30 männlich nein 

5 R 47 männlich nein  28 NR 46 weiblich nein 

6 R 52 männlich nein  29 NR 58 weiblich nein 

7 R 59 männlich nein      
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Abbildung 4: Repräsentative Bilder der Lungenschnitte von Nichtrauchern, Rauchern und 

COPD-Patienten. 

Repräsentative Bilder von Hämatoxylin (Zellkerne, blau) -Eosin (Zytoplasma, rosa) gefärbten 

Lungenschnitte von A) NR, B) R und C) COPD-Patienten. 100x (Bilder links) und 200x 

Vergrößerung (Bilder rechts). Die Strukturen wurden folgendermaßen gekennzeichnet: →: 

pulmonales Gefäß, *: Alveole. NR: Nichtraucher, R: Raucher. 

 

2.2.2 Auswahl der spezifischen Gene und Primer-Design 

Die Sequenzen der zu untersuchenden Gene wurden aus der Nucleotide Database des 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) bezogen. Basierend auf diesen Daten 

wurden die Primer mittels Primer-BLAST-Tool Intron-überspannend konstruiert. Der 

Schmelzpunkt aller konstruierten Primer lag zwischen 61 und 63°C und die Produktgröße 

lag zwischen 100 bis 150 bp. Die Primer wurden in einer Endkonzentration von 0,5 µM 
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verwendet. Die Spezifität der Primer wurde mittels RTqPCR (Analyse der Schmelzkurve 

sowie Ct- (cycle threshold) Werte) und PCR (Analyse der Produktgröße) überprüft. 

Zur Überprüfung der Größe der amplifizierten PCR-Produkte wurde eine Agarose-

Gelelektrophorese verwendet. Dazu wurde ein 1,5%iges Agarose-Gel aus Agarose und 1x 

TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer hergestellt und mit 1x SYBR® Safe DNA Gel Stain 

versetzt. Anschließend wurden 5 bis 10 µl des PCR-Produkts mit Loading Dye versetzt und 

auf das Gel geladen. Der GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder wurde als Marker verwendet. 

Das Gel wurde mit TAE-Puffer bedeckt und die Gelelektrophorese gestartet (120 V, 120 mA, 

100 W, ca. 35 Min.). Die Banden wurden unter UV-Licht bei 320 nm mit einem Molecular 

Imager visualisiert.  

2.2.3 RNA-Isolation aus Gewebe und Zellen 

Das Isolieren der RNA aus humanem Lungengewebe sowie hPASMCs wurde nach 

Herstellerangaben durchgeführt. Vorbereitend wurde das gefrorene Lungengewebe mit Hilfe 

eines Mörsers in kleine Stücke von maximal 30 mg zerkleinert, in ein 

Homogenisierungsgefäß transferiert und mit Hilfe von Keramikkügelchen in RLT-Puffer 

homogenisiert (30 Sek., 6800 RCF). Um Zelltrümmer und Gewebereste von den löslichen 

Bestandteilen zu trennen, folgte ein Zentrifugationsschritt (5 Min., 18000 RCF, 4°C). Der 

Überstand wurde mit 70%igem EtOH versetzt, auf eine RNeasy Spin-Säule mit Silicagel-

Membran überführt und zentrifugiert (15 Sek., 8000 RCF). Bei der Isolierung von RNA aus 

hPASMCs wurden die Zellen zunächst mit eiskaltem DPBS gewaschen, in RLT-Puffer 

lysiert und anschließend ebenfalls in 70%igem EtOH präzipitiert. Anschließend wurde die 

RNA aus dem homogenisierten Lungengewebe und den hPASMCs mit Hilfe des RNeasy 

Mini Kit laut Herstellerprotokoll isoliert. Die Silikagel-Membran wurde mit einem RW1-

Puffer gewaschen, zentrifugiert (15 Sek., 8000 RCF), im RPE-Waschpuffer gespült und 

zentrifugiert (15 Sek., 8000 RCF). Die Silikagel-Säule wurde mittels Zentrifugation (60 Sek., 

18000 RCF) getrocknet und RNA in RNase-freiem Wasser (60 Sek., 8000 RCF) eluiert. 

Anschließend wurde die RNA-Konzentration mit Hilfe eines Spektrophotometers bei 260 

nm und 280 nm gemessen.  
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2.2.4 Quantitative Echtzeit-PCR (RTqPCR) 

Die RNA wurde in cDNA durch die reverse Transkription mit dem iScript cDNA Synthesis 

Kit laut Herstellerangaben umgeschrieben. Die cDNA-Synthese erfolgte in einem 

Thermocycler unter Verwendung des folgenden Programms (Tabelle 4). 

 

Tabelle 4: Programm für die cDNA-Synthese 

Schritt Temperatur Dauer 

Primer-Annealing 25°C 5 Min. 

Reverse Transkription 46°C 20 Min. 

Reverse-Transkriptase- 

Inaktivierung 

95°C 60 Sek. 

Abkühlen 4°C  

Die cDNA wurde mit Wasser verdünnt (200 bis 800 ng/µl cDNA), mit 1x iTaq™ Syber® 

Green I Supermix, den Primern (0,5 µM) versetzt und auf eine 96-Well PCR-Platte pipettiert. 

Die PCR-Platte wurde versiegelt und zentrifugiert. Für die quantitative RTqPCR wurde 

folgendes Programm verwendet (Tabelle 5). 

 

Tabelle 5: Programm für die RTqPCR 

Schritt Temperatur Dauer Zyklen 

Denaturierung/ 

Enzymaktivierung 

95°C 3 Min.  

Denaturierung 95°C 5 Sek.               45x 

Primer-Annealing 59°C 10 Sek.  

Elongation 72°C 10 Sek.  

Denaturierung 95°C 30 Sek.  

Schmelzkurve 65°C→95°C   

Für die Normalisierung des Ct-Wertes im Lungengewebe wurde Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Referenzgen verwendet, in hPASMCs wurden 

entweder Porphobilinogen deaminase (PBGD) oder β2 Mikroglobulin (B2M) als 

Referenzgene verwendet. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der ∆Ct-Methode ausgewertet 

(∆Ct=Ct (Referenzgen) – Ct (Zielgen)) und dargestellt.  



Material und Methoden 

35 

2.2.5 Proteinextraktion 

Für die Isolierung von Proteinen wurden 20 mg humanes Lungengewebe in 150 µl eiskaltem 

1x Zelllyse-Puffer mit Hilfe von Keramikkügelchen homogenisiert (30 Sek., 6800 RCF). Um 

Gewebereste zu entfernen, wurden die Proben anschließend zentrifugiert (10 Min., 18000 

RCF, 4°C).  

Um Proteine aus hPASMCs zu isolieren, wurden diese mit eiskaltem DPBS gewaschen, in 

Zelllyse-Puffer lysiert und zentrifugiert (5 Min., 18000 RCF, 4°C). 

Für die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde das DC™ Protein Assay Kit laut 

Herstellerangaben verwendet. Als Protein-Standard wurde die BSA-Lösung in 

unterschiedlichen Konzentrationen (0 bis 2,056 µg/µl) benutzt. Die Proben und die 

Proteinstandardreihe wurden in 96-Well PCR-Platten pipettiert, mit den Reagenzien A und 

S vermischt und mit der Reagenz B versetzt. Die Absorption wurde bei 750 nm in einem 

Microplate Reader gemessen und die Proteinkonzentration berechnet.  

2.2.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) und Western 

Blot 

Um Proteinexpressionen zu untersuchen, wurden die Proteine ihrer Größe nach in einer 

Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS) -Page aufgetrennt und mittels Western 

Blot visualisiert.  

Für die SDS-PAGE wurde das TGX Stain-Free Fascast™ Kit Acrylamide Gel Kit gemäß 

Herstellerangaben verwendet. Für die Herstellung des Trenngels (10 oder 12%ige Gele) 

wurden die Lösungen Resolver A und Resolver B und für das Sammelgel die Lösungen 

Stacker A und Stacker B vermischt. Um die Polymerisierung der Gele zu ermöglichen, wurde 

kurz vor dem Gießen Ammoniumpersulfat und Tetramethylethylendiamin hinzufügt. 

Anschließend wurde das Trenngel gefolgt von dem Sammelgel in die vorbereitete Apparatur 

gegossen. Die Proben wurden mit 4x NuPage, Lithiumdodecylsulfat (LDS)-Ladepuffer und 

2,6 µl β-MeEtOH versetzt. Die Proteine wurden anschließend denaturiert (99°C, 5 bis 10 

Min.). Nach dem Abkühlen der Proben auf Eis wurden diese zentrifugiert und in die 

Geltaschen geladen (20 bis 100 µg). Als Marker wurden 5 µl Proteinstandard geladen und 

die Proteine in dem Laufpuffer aufgetrennt (120 V, 400 mA und 150 W, ca. 2 Std.). Nach 

https://de.wikipedia.org/wiki/Ammoniumperoxodisulfat
https://de.wikipedia.org/wiki/Tetramethylethylendiamin
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der Auftrennung wurde ein Semi-Dry Blot durchgeführt. Dazu wurden die Proteine aus dem 

Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)- Membran übertragen. Der Transfer erfolgte bei 

110 V, 115 mA, und 150 W für 60 Min. und 15 Min.. 

Die PVDF-Membran wurde in 6%igem Milchpuffer (60 Min.) geblockt und anschließend 

über Nacht (4°C) mit einem primären Antikörper inkubiert. Danach wurde diese mehrfach 

(je 10 Min.) in 1x TBS-Puffer gewaschen und in einem Peroxidase-gekoppelten sekundären 

Antikörper inkubiert (60 Min., Raumtemperatur). Die Proteinbanden wurden mit Hilfe des 

Clarity ECL-Substrate nach Herstellerangaben visualisiert. Dazu wurde eine Peroxidase-

Lösung mit einer Luminol-Lösung vermischt und die PVDF-Membran inkubiert. Das 

Luminiszenzsignal wurde mit Hilfe eines Molecular Imager visualisiert. Zur Detektion eines 

weiteren Proteins wurde die PVDF-Membran mit einem neuen Primärantikörper inkubiert. 

Dazu wurde diese zunächst im Stripping-Puffer (60 Min.) inkubiert.  

2.2.7 Histologische Färbetechniken 

In dieser Arbeit wurden die Hämatoxylin-Eosin Färbung (HE-Färbung) als 

Übersichtsfärbung und die immunhistologische Färbung zur Unterscheidung verschiedener 

Strukturen verwendet.  

2.2.7.1 Hämatoxylin-Eosin Färbung 

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung wurde an Schnitten formalinfixierter und in Paraffin 

eingebetteter humaner Lungengewebe durchgeführt. Die 3 µm dicke Lungengewebeschnitte 

wurden mit Hilfe eines Mikrotoms angefertigt. Die Schnitte wurden zuerst im Heißwasserbad 

(ca. 40°C) auf einen Objektträger transferiert. Anschließend wurden sie getrocknet (37°C, 

über Nacht) und entparaffiniert (58°C, 60 Min.). Die Rückstände des Paraffins wurden durch 

das Spülen mit Xylol (3 Mal, 10 Min.) entfernt und in einer absteigenden Alkoholreihe 

(99,6%iges, 96%iges, 70%iges EtOH) rehydriert. Nachdem die Schnitte in destilliertem 

Wasser gespült wurden, folgte die Inkubation in 1x Hämalaun nach Mayer (Waldeck) (20 

Min.), wodurch alle basophilen Strukturen blau gefärbt wurden. Die Präparate wurden 

zunächst unter fließendem Wasser (5 Min.), dann in 96%igem EtOH (60 Sek.) gespült und 

anschließend in Eosin-Lösung (4 Min.) gefärbt, wodurch alle basischen Strukturen rot 

wurden. Es folgte ein Dehydrierungsschritt in einer aufsteigenden Alkoholreihe (96%iges 
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und 99,6%iges EtOH, 99,8%iges Isopropylalkohol). Nach mehrmaligem Spülen der Schnitte 

in Xylol wurden diese mit Pertex eingedeckt. Die Schnitte wurden mikroskopisch unter 200x 

und 400x Vergrößerung analysiert und es wurden repräsentative Bilder angefertigt. 

2.2.7.2 Immunhistochemie 

Die Methode der immunhistochemischen Färbung dient der Lokalization von Zielproteinen 

in Gewebeschnitten. Die Entparaffinierung und Rehydrierung der Präparate erfolgte wie im 

vorherigen Abschnitt beschrieben. Um die Antigene für den Antikörper zugänglich zu 

machen, wurden die Gewebeschnitte in 1x Diva Decloaker Puffer (20 Min.) aufgekocht. 

Nach dem Spülen der Gewebe in destilliertem Wasser wurde die endogene 

Peroxidaseaktivität durch Inkubation in einer 30%igen H2O2-Methanol-Lösung (20 Min.) 

blockiert. Anschließend wurden die Schnitte zwei Mal in destilliertem Wasser (5 Min.) und 

danach drei Mal in 1x PBS (5 Min.) gewaschen. Der Verdau mit Enzym Proteinase K wurde 

in einer feuchten Kammer (5 Min., Raumtemperatur) durchgeführt. Anschließend wurde 

erneut mit PBS gewaschen und mit 10%iger BSA-Lösung (60 Min.) inkubiert. Um die 

Hintergrundfärbung zu minimieren, wurden die Präparate zunächst in Blocking Solution (20 

Min.) aus dem CytoChem Plus (HRP) Polymer System Kit inkubiert und anschließend mit 

einem spezifischen Primärantikörper (über Nacht, 4°C) behandelt. Am nächsten Tag wurde 

der ungebundene Antikörper durch das Waschen mit PBS entfernt (2 Std.) und in Post Block 

Reagenz (30 Min., Raumtemperatur) inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurden 

die Schnitte mit HRP-Polymer (30 Min.) behandelt. Durch die Zugabe des Novared-

Substrates wurde eine Farbreaktion initiiert. Die Präparate wurden dann in Hämatoxylin 

gegengefärbt, dehydriert und anschließend eingedeckt. Die Gewebeschnitte wurden am 

Mikroskop unter 200x und 400x Vergrößerung auf die Lokalisation untersucht. 

Zur Darstellung der Muskularisierung von humanen Lungengefäßen wurde eine 

Doppelfärbung mittels alpha smooth muscle actin Antikörper (α-SMA, 1:700 in Antibody 

Diluent); und Von-Willebrand-Faktor (vWF, 1:2000 in Antibody Diluent) durchgeführt. Nach 

der Entparaffinierung und Rehydrierung von Gewebe wurde die endogene 

Peroxidaseaktivität inaktiviert und αSMA mittels Universal Quick Kit nach 

Herstellerangaben gefärbt. Nach viermaligem Waschen mit PBS wurde die Farbreaktion 

unter Verwendung des Vector VIP (HRP) Substrate Kits durchgeführt. Zum Abstoppen der 

Reaktion wurde das Gewebe in Leitungswasser und mehrmals in PBS gewaschen. Das 
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Blocken des Gewebes erfolgte durch die Inkubation in 10%iger BSA-Lösung und 

anschließend in 2,5%igem Normal Horse Serum. Zur vWF-Färbung wurde das ImmPRESS 

Anti-Rabbit Ig (peroxidase) Polymer Detection Kit laut Herstellerangaben verwendet. Die 

Farbreaktion wurde mit Hilfe des DAB Peroxidase Substrate Kits erreicht. Schließlich wurde 

das Gewebe in Leitungswasser gespült und die Zellkerne mit Methylgrün (4 Min.) auf der 

Heizplatte (60°C) gefärbt. Das Gewebe wurde in 99,8%igem Isopropylalkohol und Xylol 

dehydriert und mit Pertex eingedeckt.  

Mit Hilfe des vWF-Antikörpers wurde die endotheliale Schicht eines Blutgefäßes braun 

angefärbt, während die Muskelschicht der Gefäßwand mit dem α-SMA-Antikörper violett 

angefärbt wurde. Die Analyse und das Fotografieren von gefärbten Gefäßen erfolgte bei einer 

200x Vergrößerung.  

2.2.7.3 Immunfluoreszenz 

Die Methode der Immunfluoreszenz diente dem Nachweis der Co-Lokalisation von 

Zielproteinen in Gewebeschnitten. Nachdem die Gewebeschnitte entparaffiniert und 

rehydriert wurden, wurden diese in PBS (2 x 5 Min.) gewaschen und anschließend mit 

1%igem Pferdeserum (30 Min.) inkubiert, um die unspezifischen Bindungsstellen zu 

blockieren. Die Gewebeschnitte wurden dann in PBS gewaschen (4 x 5 Min.) und mit 

spezifischen Primärantikörper (über Nacht, 4°C) inkubiert. Am nächsten Tag wurden die 

Schnitte mit den sekundären donkey-anti-goat Alexa 488- oder donkey-anti-mouse Alexa 

594- gekoppelten Antikörpern für 60 Min. im Dunkeln inkubiert. Das Gewebe wurde erneut 

mit PBS gewaschen (4 x 5 Min.) und mit 1 mg/ml 4´,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) (4 

Min.) gefärbt. Nach einem Waschschritt mit PBS (5 Min.) wurden die Schnitte mit Fluoro 

Care Anti-Fade Mountant eingedeckt. Die gefärbten Gewebeschnitte wurden durch Dr. 

Monika Brosien am Mikroskop fotografiert. 

2.2.8 Zellkultur-Experimente 

2.2.8.1 Kultvierung von humanen pulmonalen glatten Muskelzellen (hPASMC) und 

humanen Endothelzellen (hEC) 

Die hPASMC und hEC wurden in den jeweiligen Vollmedien kultiviert. Das Passagieren der 

Zellen erfolgte nach Erreichen einer Konfluenz von ca. 90%. Hierfür wurden die Zellen mit 
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DPBS (gebrauchsfertig) gewaschen und mit 1x Trypsin (60 Sek., 37°C) von der Platte gelöst. 

Der enzymatische Verdau wurde durch die Gabe von fetalem bovinem Serum gestoppt, 

anschließend wurden die hPASMC zentrifugiert (5 Min., 338 RCF) und das Zellpellet im 

SMC-Medium resuspendiert und auf Zellkulturplatten oder -flaschen ausgesät.  

2.2.8.2 Akute und chronische Zigarettenrauch-Exposition von hPASMC und hEC 

Zur Herstellung des Zigarettenrauchextraktes (cigarette smoke extract, CSE) wurde eine 

Zigarette pro Minute mit Hilfe einer Pumpe abgeraucht und der Zigarettenrauch in 10 ml 

Medium aufgenommen. Dieses wurde als 100%iges CSE definiert. 

Für den CSE-Versuch wurden die hPASMC in der Passage 8 auf 6- oder 24-Well 

Zellkulturplatten in SMC-Medium zu 80% Konfluenz ausgesät. Etwa 6 Std. nach der Aussaat 

wurden die hPASMC für 24 Std. im Basalmedium kultiviert (Starvation). Danach wurden 

die hPASMC für weitere 24 Std. in 0%igem, 1%igem und 3%igem CSE kultiviert und die 

Zellen schließlich für die Protein- oder RNA-Gewinnung lysiert (Abb. 5). 

Für die chronische CSE-Exposition wurden die hPASMC nach einer 24 Std.-Starvation für 

120 Std. mit 0%igem, 0,5%igem und 1%igem CSE inkubiert.  

Humane EC wurden für 24 Std. in 0%igem und 3%igem CSE kultiviert. Der hEC-

Kulturüberstand wurde abgenommen und die hPASMC für 24 Std. damit stimuliert. 

 

Abbildung 5: Versuchsaufbau einer akuten CSE-Behandlung von hPASMC 

Für die akute Stimulation mit CSE wurden die hPASMC auf 6- oder 24-Well Kulturplatten im SMC-

Medium ausgesät. Nach 24 Std. Starvation wurden die Zellen für 24 Std. mit 0%igem, 1%igem, und 

3%igem CSE inkubiert und anschließend für die RNA- und Proteingewinnung lysiert. 
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2.2.8.3 Transfektion von hPASMC 

Zur Transfektion der hPASMC mit den siRNAs (100nM) wurde Lipofektamin 3000 

verwendet. Humane PASMCs wurden auf Zellkulturplatten (12- oder 24-Well) im 

Vollmedium ausgesät und im Basalmedium für 24 Std. kultiviert. Die Transfektion wurde 

nach dem Herstellerprotokoll durchgeführt (Lipofektamin 3000 reagent protocol von 

Invitrogen). Die hPASMC wurden für 48 Std. bei 37°C transfiziert. 

2.2.9  Proliferationsassay  

Um die Effekte der CSE-Behandlung auf das Proliferationsverhalten von hPASMC zu 

untersuchen, wurde das kolorimetrische Cell Proliferation ELISA, Bromdesoxyuridn (BrdU) 

Kit verwendet. Die Färbung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll.  

Die hPASMC der Passage 8 wurden auf den 48-Well Kulturplatten (5000 Zellen/cm2) 

ausgesät und für 24 Std. kultiviert. Die Starvation von hPASMC erfolgte für 24 Std. im 

Basalmedium. Die Zellen wurden dann mit 3%igem CSE und 50%igem hEC-

Kulturüberstand nach CSE-Inkubation für 24 Std. oder bei chronischer Rauchexposition mit 

0,5%igem bzw. 1%igem CSE für 120 Std. inkubiert. 48 Std. vor dem Ende der chronischen 

CSE-Inkubation wurden die hPASMC ggf. mit siRNAs transfiziert. Alle Medien wurden für 

24 Std. mit BrdU versetzt. Die Zellen wurden fixiert und nach Herstellerangaben gefärbt.  

Die Platten wurden bei 370 nm und 492 nm (Referenzwellenlänge) am Microplate Reader 

gemessen. Die Analysen wurden durch Dr. M. Brosien durchgeführt und ausgewertet. 

2.2.10  Statistische Analyse und Datenverarbeitung 

Für die statistische Analyse und die Darstellung der Daten wurde die Software GraphPad 

Prism 6 verwendet. Die statistische Auswertung erfolgte mit der Unterstützung von Dr. 

Jochen Wilhelm. Alle Daten sind als Mittelwerte mit Standardfehlern dargestellt. Abhängig 

von der Anzahl der zu vergleichenden Gruppen wurden verschiedene statistische Methoden 

verwendet. Zum Vergleich der Mittelwerte von drei unabhängigen Gruppen wurde eine one-

way Anova mit Fischer´s LSD Test durchgeführt. Diese statistische Methode wurde bei 

Proteinanalysen in LH angewendet. Eine two-way Anova mit Fischer´s LSD Test wurde zum 

Vergleich von Stichproben von mehr als drei unabhängigen Gruppen herangezogen. Diese 

Methode wurde z. B. für die statistische Auswertung von qRT-PCR-Ergebnissen in LH 
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eingesetzt. Für die statistische Auswertung von Zellkultur-Experimenten wurde entweder 

eine repeated-measures one-way ANOVA oder repeated measures two-way ANOVA mit 

Fisher`s LSD Test verwendet. Für die statistische Auswertung von Proliferations-

Experimenten wurde bei Vergleich von zwei Gruppen ein paired t test und bei Vergleich von 

drei Gruppen eine repeated-measures one-way ANOVA mit Fisher´s LSD Test eingesetzt. 

Ein p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Als nicht signifikant wurden 

die Ergebnisse mit dem p-Wert >0,05 gekennzeichnet. Die Anzahl der Proben wurde mit „n“ 

markiert.   
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3 Ergebnisse 

In den Pulmonalgefäßen von COPD-Patienten finden verstärkt Umbauprozesse statt, die 

mittels Bestimmung des Muskularisierungsgrades der kleinen Pulmonalgefäße 

nachgewiesen werden konnten [111]. Die Muskularisierung von kleinen Pulmonalgefäßen in 

NR, R und COPD ist exemplarisch in Abb. 6 dargestellt. 

 

Abbildung 6: Repräsentative Bilder der Muskularisierung von Lungengefäßen von 

Nichtrauchern, Rauchern und COPD. 

Repräsentative Bilder der immunhistochemischen Färbung von kleinen Pulmonalgefäßen aus NR, R 

und COPD. vWF (braun) und α-SMA (violett) bei 200xVergrößerung. NR: Nichtraucher, R: Raucher. 

 

3.1 Expressionsanalyse von FGF-Signalweg-assoziierten Genen 

in den Lungen von COPD-Patienten 

In der Studie von Klar et al. wurde FGF10 als ein mögliches Kandidatengen in der 

Pathogenese von COPD identifiziert [112, 113]. Um andere Gene aus der FGF-Familie zu 

identifizieren, die eine potenzielle Rolle im pulmonalvaskulären Umbau assoziiert mit COPD 

spielen könnten, wurden verschiedene FGF-Gene in homogenisierten humanen Lungen von 

NR, R und COPD auf mRNA-Ebene analysiert (Abb. 7 A, B). In den humanen Lungen 

konnte die mRNA von FGF1, FGF2, FGF7, FGF9 und FGF10 sowie die mRNA von FGFR1 

und FGFR2 nachgewiesen werden. In R war die Expression von FGF1, FGF2 und FGF9 

signifikant niedriger, während FGF1, FGF9, FGF10 und FGFR2 in Proben von COPD 

verglichen mit NR signifikant hochreguliert waren. Zusätzlich war die Expression von FGF1, 

FGF2, FGF7, FGF9 und FGFR2 bei COPD-Patienten verglichen mit R ebenfalls signifikant 

hochreguliert. Die Expression von FGFR1 zeigte keinen Unterschied zwischen NR, R und 

COPD-Patienten. 

100µm 100µm 100µm

NR R COPD



Ergebnisse 

43 

 

Abbildung 7: Expression von FGF-Liganden und FGF-Rezeptoren in humanen Lungen. 

Relative mRNA-Expression von A) FGF1, FGF2, FGF7, FGF9, FGF10 (n=8-17) und B) FGFR1 und 

FGFR2 (n=9-19) in homogenisierten humanen Lungen von NR, R und COPD quantifiziert mittels 

RTqPCR. Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). NR: Nichtraucher, R: Raucher.  

 

In einem nächsten Schritt wurde die mRNA- und Protein-Expression von FGFR2-Signalweg 

assoziierten Genen im nachgeschalteten Signalweg untersucht. Ets variant transcription 

factor 5 (ETV5) war sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in COPD-Lungen im 

Vergleich zu Lungen von NR und R hochreguliert (Abb. 8 A, B), während die Expression 

von sprouty homolog 2 (SPRY2) lediglich auf mRNA-Ebene in COPD-Lungen im Vergleich 

zu R hochreguliert war (Abb. 8 A, C). Eine Regulation von SPRY4 wurde nicht beobachtet 

(Abb. 8 A).  
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Abbildung 8: Erhöhte mRNA- und Protein Expression von ETV5 in humanen Lungen. 

A) Relative mRNA-Expression von ETV5, SPRY2 und SPRY4 in homogenisierten Lungen von NR, 

R und COPD (n=8-17). Relative Protein-Expression von B) ETV5 (n=6) und C) SPRY2 (n=8). 

Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). NR: Nichtraucher, R: Raucher.  

ETV5 wurde mittels immunhistochemischen Färbungen in den glatten Muskelzellen der 

Gefäße und Bronchien und in vereinzelten Zellen, insbesondere um die Bronchien und die 

Gefäße im humanen Lungengewebe, lokalisiert (Abb. 9).  
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Abbildung 9: Lokalization von ETV5 im humanen Lungengewebe.  

Immunhistochemische Färbung von ETV5 (rosa) in Lungen von NR, R und COPD. 200x (obere 

Bilder) und 400x Vergrößerung (untere Bilder). G: pulmonales Gefäß, S: Septum, B: Bronchus, NR: 

Nichtraucher, R: Raucher, Pfeil: ETV5+-Zellen.  

3.2 Expressionsanalyse von SHH-Signalweg-assoziierten Genen 

in den Lungen von COPD-Patienten 

In der Studie von Herriges et al. wurde an einem Mausmodell demonstriert, dass ETV5 die 

Expression von Sonic Hedgehog (SHH) induzieren kann [114]. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde die mRNA- und Protein-Expression von SHH-Signalweg- assoziierten Genen in 

Lungenhomogenaten von NR, R und COPD analysiert (Abb. 10). Auf mRNA-Ebene konnte 

eine signifikante Hochregulation von PTCH1, PTCH2, SMO und DISP1 in COPD im 

Vergleich zu NR und R gemessen werden (Abb. 10 A). Die mRNA-Expression von SHH 

war in COPD im Vergleich zu R erhöht und bei R im Vergleich zu NR reduziert. Es wurden 

keine Unterschiede in der mRNA-Expression von PTCH1, PTCH2, SMO und DISP1 

zwischen R und NR nachgewiesen (Abb. 10 A), auf Protein-Ebene hingegen war PTCH2 

herunterreguliert (Abb. 10 D). Des Weiteren war die Protein-Expression von SHH bei 

COPD-Patienten und R im Vergleich zu NR induziert (Abb. 10 B). Die Protein-Expression 

von SHH-N, welche durch die proteolytische Spaltung des Vorläuferproteins SHH entsteht, 
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war in COPD im Vergleich zu NR und R reguliert (Abb. 10 C). PTCH1 und SMO wurde auf 

Protein-Ebene nicht detektiert. 

 

Abbildung 10: Expression von SHH-Signalweg- assoziierten Genen in humanen Lungen. 

A) Relative mRNA-Expression von SHH, SHH-N, PTCH1, PTCH2, SMO und DISP1 in 

homogenisierten Lungen von NR, R und COPD (n=6-19). Relative Protein-Expression von B) SHH 

(n=4), C) SHH-N (n=4), D) PTCH2 (n=7-8). Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). NR: 

Nichtraucher, R: Raucher.  

Um PTCH1 und SMO zu lokalisieren, wurden immunhistochemische Färbungen angefertigt. 

PTCH1 wurde in den pulmonalen Gefäßen von NR, R und COPD nachgewiesen (Abb. 11). 
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Abbildung 11: Lokalisation von PTCH1 im humanen Lungengewebe. 

Immunhistochemische Färbung von PTCH1 (rosa) in den Lungen von NR, R und COPD unter 200x 

(obere Bilder) und 400x Vergrößerung (untere Bilder). G: pulmonales Gefäß, S: Septum, B: 

Bronchus. NR: Nichtraucher, R: Raucher  

Des Weiteren wurde SMO in der muskulären Schicht von pulmonalen Gefäßen und 

Bronchien lokalisiert (Abb. 12). 

 

Abbildung 12: Lokalisation von SMO im humanen Lungengewebe. 

Immunhistochemische Färbung von SMO (rosa) in den Lungen von NR, R und COPD unter 200x 

(obere Bilder) und 400x Vergrößerung (untere Bilder). G: pulmonales Gefäß, S: Septum, B: 

Bronchus. NR: Nichtraucher, R: Raucher. 
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Auf Grundlage der Ergebnisse wurden weitere Zielgene im SHH-Signalweg analysiert (Abb. 

13). Es wurde eine erhöhte mRNA-Expression von Glioma-assoziiertem Onkogen 2 (glioma-

associated oncogene, GLI) und hedgehog-interacting protein (HHIP) in den Lungen von 

COPD im Vergleich zu NR und R beobachtet (Abb. 13). Eine Regulation von GLI1 auf 

mRNA-Ebene wurde nicht nachgewiesen (Abb. 13). 

 

Abbildung 13: Expression von SHH-Signalweg nachgeschalteten Genen in humanen Lungen. 

Relative mRNA-Expression von GLI1, GLI2 und HHIP in homogenisierten Lungen von NR, R und 

COPD (n=7-17). Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). NR: Nichtraucher, R: Raucher. 

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Färbung konnte die Co-Lokalization von GLI1 mit αSMA 

in den humanen Lungen detektiert werden (Abb. 14). 
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Abbildung 14: Co-Lokalisation von GLI1 im humanen Lungengewebe. 

Co-Lokalisation von GLI1 (grün) mit αSMA (rot) in den Lungen von NR, R und COPD untersucht 

mit Hilfe einer Immunfluoreszenzfärbung und unter 800x Vergrößerung. G: pulmonales Gefäß. NR: 

Nichtraucher, R: Raucher.  
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(ERK1/2) und AKT analysiert (Abb. 15). CCND1-Protein war in COPD-Lungen verglichen 

mit Lungen von NR und R hochreguliert (Abb. 15 A). Sowohl die Phosphorylierung von 

ERK1/2 als auch AKT war in COPD-Lungen induziert (Abb. 15 B, C). 
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Abbildung 15: CCND1 Expression und Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT in COPD-

Lungen. 

Relative Protein-Expression von A) CCND1 (n= 6-8), B) ERK1/2 (n=9-11) und C) AKT (n=9-11) in 

homogenisierten Lungen von NR, R und COPD. Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). NR: 

Nichtraucher, R: Raucher 
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1 und 3%igem CSE wurde eine erhöhte Expression von FGF9-mRNA beobachtet, während 

FGF1-, FGF10- und FGFR2-mRNA nicht nachgewiesen werden konnte (Abb. 16 A). Die 

mRNA von FGF2, FGF7, FGFR1, ETV4 und SPRY4 war nach CSE-Inkubation nicht 

reguliert (Abb. 16 A, B). Des Weiteren wurde eine signifikante Erhöhung der mRNA-

Expression von ETV5 und SPRY2 nach Inkubation mit 3%igem CSE festgestellt (Abb. 16 

B), während die Protein-Expression von ETV5 und SPRY2 signifikant vermindert war (Abb. 

16 C, D).  

 

Abbildung 16: Einfluss einer akuten CSE-Exposition auf die mRNA- und Protein-Expression 

von FGF-Signalweg-assoziierten Genen in hPASMC. 

Relative mRNA-Expression von A) FGF1, FGF2 (n=5), FGF7 (n=5), FGF9 (n=7), FGF10, FGFR1 

(n=4), FGFR2 und B) ETV5 (n=10), ETV4 (n=5), SPRY2 (n=8) und SPRY4 (n=4) nach 24 Std.-

Inkubation von hPASMC mit CSE (0, 1 und 3%ig). Relative Protein-Expression von C) ETV5 (n=7) 

und D) SPRY2 (n=7). Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). n. d.: nicht detektierbar. CSE: 

cigarette smoke extract. 
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3.4.2 Effekte der akuten CSE-Exposition auf die Expression von SHH-

Signalweg-assoziierten Genen 

Weiterhin wurden die Effekte von CSE auf die mRNA- und Protein-Expression von SHH-

Signalweg-assoziierten Genen untersucht. Die Behandlung von hPASMC mit 1 und 3%igem 

CSE führte zu einer signifikanten Zunahme der mRNA-Expression von GLI1, während die 

SHH-mRNA nach der Inkubation mit 3%igem CSE ebenfalls hochreguliert war. (Abb. 17 A, 

B). Des Weiteren konnte keine Regulation von PTCH1-, PTCH2-, SMO-, DISP1- GLI2-, 

und HHIP-mRNA nachgewiesen werden (Abb. 17 A, B). Auf Proteinebene wurde eine 

Herunterregulation von PTCH1 nach der Inkubation mit 1%igem CSE nachgewiesen (Abb. 

17 E), während die SHH- und SHH-N-Protein-Expression nicht verändert war (Abb. 17 C, 

D).  

 

Abbildung 17: Effekte der akuten CSE-Exposition auf die mRNA- und Protein-Expression von 

SHH-Signalweg-assoziierten Genen in hPASMC. 

Relative mRNA-Expression von A) SHH (n=8), PTCH1 (n=5), PTCH2 (n=4), SMO (n=5), DISP1 

(n=4) und B) GLI1 (n=4), GLI2 (n=4) und HHIP (n=5) nach 24 Std.-Inkubation von hPASMC mit 

CSE (0, 1 und 3%ig). Relative Protein-Expression von C) SHH (n=4), D) SHH-N (n=3) und E) 

PTCH1 (n=4). Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). CSE: cigarette smoke extract.  
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3.4.3 Effekte der akuten CSE-Exposition auf die Proliferation von 

hPASMC 

Der pulmonalarterielle Gefäßumbau ist mit einer Dysregulation der Proliferation von SMC 

verbunden. Um den Einfluss von CSE auf die Proliferation von hPASMC zu erforschen, 

wurde ein BrdU-basierter Proliferationsassay verwendet. Die 24 Std.-Inkubation von 

hPASMC mit 3%igem CSE führte zu einer signifikanten Abnahme der Proliferation (Abb. 

18).  

 

Abbildung 18: Effekte einer CSE-Exposition auf die Proliferation von hPASMC. 

Proliferation von hPASMC nach 24 Std.-Inkubation mit 3%igem CSE quantifiziert mittels BrDU-

basiertem Proliferationsassay (n=6). Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). CSE: cigarette 

smoke extract.  

Der Proliferationsmarker KI67 war auf mRNA-Ebene und CCND1 auf Protein-Ebene 

herunterreguliert (Abb. 19 A, B). Eine akute CSE-Behandlung hatte keinen Effekt auf die 

mRNA-Expression von CCND1 und proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (Abb. 19 A). 
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Abbildung 19: Effekte einer akuten CSE-Exposition auf die Expression von 

Proliferationsmarkern in hPASMC. 

A) Relative mRNA-Expression von CCND1, PCNA und KI67 nach 24 Std.-Inkubation von hPASMC 

mit CSE (0, 1 und 3%ig) (n=4). B) Relative Protein-Expression von CCND1 (n=5). Signifikanz ist 

wie folgt angegeben: * (p<0,05). CSE: cigarette smoke extract.  

In einem nächsten Schritt wurden die Auswirkungen einer akuten CSE-Exposition auf die 

Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT in hPASMC untersucht (Abb. 20 A, B). Die 24 

Std.-Inkubation von hPASMC mit CSE induzierte keine Phosphorylierung von ERK1/2 und 

AKT (Abb. 20 A, B). 
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Abbildung 20: Effekte einer akuten CSE-Exposition auf die Phosphorylierung von ERK1/2 und 

AKT in hPASMC. 

Relative Protein-Expression von A) ERK1/2 (n=6) und B) AKT (n=3) nach 24 Std.-Behandlung von 

hPASMC mit CSE (0, 1 und 3%ig). Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). CSE: cigarette 

smoke extract.  

3.4.4 Effekte der chronischen CSE-Exposition auf die Expression von 

FGF-Signalweg-assoziierten Genen in hPASMC 

Nach Untersuchung der Effekte einer akuten CSE-Exposition auf den FGF-Signalweg 

wurden die Veränderungen der Expression von FGF-Signalweg-assoziierten Genen in 

hPASMC nach chronischer CSE-Behandlung untersucht. Die molekularen Analysen zeigten 

eine erhöhte mRNA-Expression von FGF2, FGF9 und SPRY2, jedoch keinen Einfluss auf 

die Expression von FGF7 und ETV5 in hPASMC nach chronischer CSE-Inkubation (Abb. 

21 A). Auf Proteinebene zeigte sich eine signifikante Abnahme der ETV5- und eine Zunahme 

der SPYR2-Expression (Abb. 21 B, C).  
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Abbildung 21: Einfluss einer chronischen CSE-Exposition auf die mRNA- und Protein-

Expression von FGF-Signalweg-assoziierten Genen in hPASMC. 

Relative mRNA-Expression von A) FGF2, FGF7, FGF9, ETV5, SPRY2 nach 120 Std.-Behandlung 

von hPASMC mit CSE (0, 0,5 und 1%ig) (n=4-8). Relative Protein-Expression von B) ETV5 (n=8) 

und C) SPRY2 (n=4). Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). CSE: cigarette smoke extract.  
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Expression von SHH war in hPASMC nach einer chronischen Behandlung mit 1%igem CSE 

erhöht (Abb. 22 A), während die Protein-Expression unverändert war (Abb. 22 C). Die 

chronische CSE-Inkubation von hPASMC hatte keinen Effekt auf die mRNA-Expression 

von PTCH1, SMO, GLI1 und GLI2 (Abb. 22 A, B). 
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Abbildung 22: Effekte einer chronischen CSE-Exposition auf die mRNA- und Protein-

Expression von SHH-Signalweg assoziierten Genen in hPASMC. 

Relative mRNA-Expression von A) SHH (n=8) PTCH1 (n=8), PTCH2 (n=4-8), SMO (n=8), DISP1 

(n=13) und B) GLI1 (n=7), GLI2 (n=8) und HHIP (n=13) nach 120 Std.-Inkubation von hPASMC 

mit CSE (0, 0,5 und 1%ig). C) Relative Protein-Expression von SHH in hPASMC (n=8). Signifikanz 

ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). CSE: cigarette smoke extract.  
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Abbildung 23: Effekte einer chronischen CSE-Exposition auf die Proliferation von hPASMC. 

Proliferation von hPASMC nach 120 Std.-Inkubation mit CSE (0, 0,5 und 1%ig) quantifiziert mittels 

BrdU basiertem Proliferationsassay (n=8). Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). cigarette 

smoke extract.  

Weiterhin wurde die Expression von verschiedenen Proliferationsmarkern in hPASMC nach 

chronischer CSE-Behandlung untersucht. Chronische CSE-Behandlung von hPASMC führte 

zu einer signifikant erhöhten mRNA-Expression des pro-proliferativen Markers PCNA (Abb. 

24 A), während die Protein-Expression von PCNA signifikant herunterreguliert war (Abb. 

24 C). Die Expression von KI67 war signifikant reduziert auf der mRNA-Ebene (Abb. 24 

A). Die Expression von CCND1 war weder auf mRNA- noch auf Proteinebene verändert 

(Abb. 24 A, B). 
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Abbildung 24: Expression von Proliferationsmarkern in hPASMC nach chronischer CSE-

Exposition.  

A) Relative mRNA-Expression von CCND1, PCNA und KI67 nach 120 Std.-Inkubation von 

hPASMC mit CSE (0, 0,5 und 1%ig) (n=8). Relative Protein-Expression von B) CCND1 und C) 

PCNA in hPASMC (n=8). Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). CSE: cigarette smoke 

extract.  

Auf die Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT in hPASMC zeigte die chronische 

Behandlung mit CSE keinen Effekt (Abb. 25). 
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Abbildung 25: Effekte einer chronischen CSE-Exposition auf die Phosphorylierung von 

ERK1/2 und AKT in hPASMC. 

Relative Protein-Expression von A) ERK1/2 (n=8) und B) AKT (n=8) nach 120 Std.-Behandlung von 

hPASMC mit CSE (0, 0,5 und 1%ig). CSE: cigarette smoke extract.  
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Abbildung 26: Knockdown-Experimente zur Analyse der Wechselwirkungen zwischen ETV5, 

SPRY2 und SHH in hPASMC.  

Relative mRNA-Expression von A) ETV5, B) SPRY2 und C) SHH und relative Protein-Expression 

(n=5) von D) ETV5, E) SPRY2 und F) SHH nach SiRNA-Transfektion (48 Std.) gegen ETV5 

(SiETV5), SPRY2 (SiSPRY2) oder SHH (SiSHH) im Vergleich zur Kontrolle (SiRandom, SiR). 

Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). 
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Proliferationsmarker PCNA und KI67 in hPASMC (Abb. 27 B, C und E). Der Knockdown 
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von SPRY2 hatte keinen Effekt auf die Expression von Proliferationsmarkern in hPASMC 

(Abb. 27 A-E). Weiterhin resultierte der Knockdown von SHH in einer signifikanten 

Herunterregulation von CCND1, PCNA und KI67 (Abb. 27 B, C, D, E). 

 

Abbildung 27: Einfluss des ETV5-, SPRY2- bzw. SHH- Knockdowns auf die Expression von 

Proliferationsmarkern in hPASMC. 

Relative mRNA-Expression von Proliferationsmarkern A) CCND1, B) PCNA und C) KI67 nach 

siRNA-Transfektion (48 Std.) gegen ETV5 (siETV5), SPRY2 (siSPRY2) oder SHH (siSHH) im 

Vergleich zur Kontrolle (Random, SiR). Relative Protein-Expression von D) CCND1 (n=4) und E) 

PCNA (n=3). Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). 
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Behandlung von hPASMC mit 1%igem CSE und darauffolgenden 24 Std.-Inkubation mit 

hEC-Kulturüberstand nach CSE-Behandlung (Abb. 28 C). 

 

 

Abbildung 28: Einfluss des ETV5, SPRY2 bzw. SHH Knockdowns auf die Proliferation von 

hPASMC nach chronischer CSE-Behandlung. 

Proliferation von hPASMC nach 120 Std.-Inkubation mit A) 0% CSE (n=8), B) 0,5% CSE (n=8) und 

C) 1% CSE (n=8) und nach siRNA-Transfektion gegen ETV5 (siETV5), SPRY2 (siSPRY2) oder 

SHH (siSHH) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Random, SiR), sowie nach Inkubation mit hEC-

Kulturüberstand nach CSE-Stimulation (3%ig; 24 Std.) (zweiter Stimulus), quantifiziert mittels 

BrDU basierten Proliferationsassay. Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). CSE: cigarette 

smoke extract 

3.6 Effekte von hEC auf die Genexpression und Proliferation von 

hPASMC nach akuter CSE-Stimulation 

In der Literatur gibt es Hinweise auf die Beteiligung der Interaktionen zwischen SMC und 
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mit hEC-Kulturüberstand nach akuter CSE-Inkubation führte zu einer Hochregulation von 

FGF2-, SPRY2- und SPRY4-mRNA im Vergleich zur Kontrolle mit hEC-Kulturüberstand 

ohne CSE in hPASMC (Abb. 29 A). Die mRNA-Expression von ETV5 war nach der 
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Inkubation keinen Einfluss (Abb. 29 A). Die Inkubation von hPASMC mit hEC-

hEC-Medium
+ 3% CSE

SiR SiSpry2SiEtv5 SiShh

0,8

0,0

1,0

0,6

0,2

0,4

1,5

0,0

2,0

0,5

1,0

1,5

0,0

0,5

1,0

P
ro

li
fe

ra
ti

o
n

 

[3
7

0
n

m
-

4
9

2
n

m
]

P
ro

li
fe

ra
ti

o
n

 

[3
7

0
n

m
-

4
9

2
n

m
]

P
ro

li
fe

ra
ti

o
n

 

[3
7

0
n

m
-

4
9

2
n

m
]

SiR SiSpry2SiEtv5 SiShh SiR SiSpry2SiEtv5 SiShh

0% CSE 0,5% CSE 1% CSE

A) B) C)

*

*

*
*



Ergebnisse 

64 

Kulturüberstand ohne CSE führte zu einer reduzierten mRNA-Expression von FGF2, FGF7, 

und ETV5, während kein Effekt auf die mRNA-Expression von FGFR1, SPRY2 und SPRY4 

in hPASMC beobachtet wurde (Abb. 29 A).  

Bei SHH-Signalweg-assoziierten Genen führte die Inkubation von hPASMC mit hEC-

Kulturüberstand mit und ohne CSE zu einer Herunterregulation von SHH (Abb. 29 B). Des 

Weiteren war die SMO- und DISP1-mRNA nach der Stimulation mit hEC-Kulturüberstand 

und 3%igem CSE im Vergleich zur Behandlung mit 3%igem CSE herunterreguliert, 

wohingegen HHIP-mRNA signifikant hochreguliert war (Abb. 29 B).  

 

Abbildung 29: Effekte der hEC nach Stimulation mit CSE auf die Expression von FGF- und 

SHH-Signalweg-assoziierten Genen in hPASMC. 

Relative mRNA-Expression von A) FGF2, FGF7, FGFR2, ETV5, SPRY2 und SPRY4 B) SHH, 

PTCH1, PTCH2, SMO, DISP1, GLI1, GLI2 und HHIP nach 24 Std.-Behandlung von hPASMC mit 

0 oder 3%igem CSE sowie mit Zellkulturüberständen von hEC mit (EC-Medium+3%iges CSE) oder 

ohne (EC-Medium) CSE (n=6). Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). EC: Endothelzellen 

(endothelial cells); CSE: cigarette smoke extract. 
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Neben den Veränderungen in der Genexpression wurde die Proliferation von hPASMC nach 

Stimulation mit hEC-Kulturüberstand nach CSE-Inkubation untersucht. Die Stimulation mit 

hEC-Kulturüberstand und 3%igem CSE führte zu einer Erhöhung der Proliferation von 

hPASMC im Vergleich zur Behandlung mit 3%igem CSE alleine (Abb. 30).  

 

Abbildung 30: Proliferation von hPASMC nach Stimulation mit hEC-Kulturüberstand nach 

CSE-Inkubation. 

Proliferation von hPASMC nach 24 Std.-Inkubation mit 0 oder 3%igem CSE sowie mit 

Zellkulturüberständen von hEC mit oder ohne CSE quantifiziert mittels BrDU basiertem 

Proliferationsassay (n=6). Signifikanz ist wie folgt angegeben: * (p<0,05). EC: Endothelzellen 

(endothelial cells); CSE: cigarette smoke extract. 
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Stimulation mit hEC-Kulturüberstand nach CSE-Behandlung eine Proliferation von 

hPASMC. 
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4 Diskussion 

Die COPD gehört zu den häufigsten Todesursachen weltweit, mit einer weiter ansteigenden 

Mortalitätsrate. Etwa 10 bis 30% der COPD-Patienten mit moderater bis schwergradiger 

COPD weisen einen erhöhten mPAP auf. Die COPD-PH verläuft in den meisten Fällen mild 

bis moderat, eine schwere Form tritt in bis zu 5% der COPD-Patienten auf [64]. Aufgrund 

einer erhöhten Morbidität und Mortalität von COPD-Patienten mit PH, kann die PH bei 

COPD-Patienten von prognostischer Bedeutung sein. Nach neuen Erkenntnissen können 

pulmonalvaskuläre Veränderungen, welche einer PH zugrunde liegen, sogar die Entwicklung 

eines Emphysems hervorrufen [7, 65]. Über die zellulären und molekularen Prozesse, die bei 

der Pathogenese von COPD-PH eine Rolle spielen, ist allerdings bislang nur sehr wenig 

bekannt. Die Erforschung der zugrundeliegenden molekularen Mechanismen könnte helfen, 

neue Therapieansätze zu entwicklen. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neue 

molekulare Signalwege zu identifizieren, die zum Prozess des pulmonalvaskulären Umbaus 

assoziiert mit Zigarettenrauch und COPD-PH beitragen.  

4.1 Expressionsanalyse von FGF-Genfamilie und damit 

assoziierten Signalwegen in COPD-PH 

Die FGF spielen eine essentielle Rolle in vielen Stadien der Lungenentwicklung [115]. In 

einer vollentwickelten Lunge sind diese Gene für die Aufrechterhaltung der Lungenstruktur 

und -funktion wichtig [101]. Darüber hinaus sind FGF an der Pathogenese von 

respiratorischen Erkrankungen z. B. dem Bronchialkarzinom, der bronchopulmonalen 

Dysplasie, der pulmonalen Fibrose und dem Asthma beteiligt [104, 108, 109, 116, 117]. Über 

die Bedeutung dieser Gene in der Pathogenese von COPD-PH ist bislang wenig bekannt. 

In der vorliegenden Arbeit konnte die mRNA-Expression der FGF-Liganden FGF1, FGF2, 

FGF7, FGF9 und FGF10 sowie der FGF-Rezeptoren FGFR1 und FGFR2 in den humanen 

Lungen von NR, R und COPD-Patienten nachgewiesen werden. Dabei wurde eine erhöhte 

mRNA-Expression von FGF1 und FGF9 bei COPD-Patienten im Vergleich zu NR und R 

festgestellt. Beide wirken als lokale parakrine Signalmoleküle über die Bindung an FGFR 

unter anderem an FGFR2c [102]. Kranenburg et al. haben bereits eine erhöhte bronchiale 

Expression von FGF1 bei COPD-Patienten beobachtet, welche mit dem bronchialen 

Umbauprozess bei COPD assoziiert wurde [119, 148]. FGF9 wurde als ein prognostischer 
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Faktor für das Lungenkarzinom identifiziert [118]. Ferner zeigte dieser Wachstumsfaktor 

anti-apoptotische und pro-migratorische Effekte auf Lungen-Fibroblasten und wurde mit der 

Pathophysiologie von idiopatischen Lungenfibrose in Verbindung gebracht [115, 119]. Die 

reduzierte mRNA-Expression von FGF2 bei Rauchern könnte mit der alveolären 

Inflammation zusammenhängen [120], die bei Rauchern auf eine erhöhte Infiltration von 

Makrophagen in der Lunge zurückzuführen ist [121, 122]. In einem Mausmodell führte eine 

Kurzzeit-Zigarettenrauchexposition (24 Std. bis 4 Tage) zu einer inflammatorischen 

Reaktion und zu einer Abnahme des FGF2-Proteins in den Lungen [123]. Durch eine 

intranasale Verabreichung von rekombinantem FGF2 konnte eine signifikante Reduktion der 

Makrophagen-vermittelten Inflammation in der bronchoalveolären Lavage sowie eine 

Abnahme der alveolären Destruktion bei den Zigarettenrauch-exponierten Mäusen 

beobachtet werden [123].  

Es wurde keine Regulation von FGFR1 auf mRNA-Ebene bei COPD-Patienten 

nachgewiesen, obwohl dieser Rezeptor bereits im Kontext von pulmonalvaskulärem Umbau 

bei COPD beschrieben wurde [113]. Diese Diskrepanz ist möglicherweise darauf 

zurückzuführen, dass die Resultate von Kranenburg et al. auf immunhistochemischen 

Färbungen aufbauen, während die der vorliegenden Arbeit auf mRNA-Analysen in 

homogenisierten Lungen basieren. FGF10 war bei COPD-Patienten im Vergleich zu NR 

reguliert, während FGF7 nicht verändert war. Es ist bekannt, dass die FGF10-

Haploinsuffizienz sowie der Einzelnukleotid-Polymorphismus von FGF7 das Risiko für die 

Entwicklung von COPD erhöhen kann. Die genaue Rolle dieser Gene in der Pathogenese von 

COPD bzw. COPD-PH ist bis jetzt jedoch noch nicht entschlüsselt [112, 124]. 

FGFR2 war bei COPD auf mRNA-Ebene hochreguliert. Eine erhöhte Expression von FGFR2 

wurde bereits für idiopathische Lungenfibrose, IPAH und Bronchialkarzinom beschrieben 

[125–127]. FGFR2 wurde in den Bereichen des epithelialen Umbaus bei Patienten mit 

idiopatischer Fibrose und in den Gefäßwänden von IPAH-Lungen lokalisiert [126]. FGFR2 

wird über die Bindung von FGF-Liganden, u. a. FGF1 und FGF9, aktiviert [128], wodurch 

es zur Dimerisierung von FGFR2 und zur Autophosphorylierung von intrazellulären 

Tyrosinkinase-Domänen kommt. Die phosphorylierten Tyrosinkinasen dienen als 

Andockstellen für das Adapterprotein FGFR Substrat 2α, welches wiederum verschiedene 

Adapterproteine bindet und intrazelluläre Signalkaskaden induziert [129]. Der FGFR-
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Signalweg kann den RAS-MAPK, PI3K-AKT, PLCγ und STAT initiieren. Der 

pulmonalvaskuläre Umbau bei COPD ist mit einer erhöhten Zellproliferation verbunden 

[64]. Sowohl MAPK als auch PI3K-AKT Signalwege regulieren unter anderem die 

Zellproliferation und das Zellüberleben [130–132]. Der FGFR-Signalweg bewirkt die 

Aktivierung unterschiedlicher MAP-Kinasen, einschließlich ERK1/2, C-Jun N-terminale 

Kinasen (JNK) und p38-mitogenaktivierte Proteinkinase [133–135]. In der vorliegenden 

Arbeit wurde eine erhöhte Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT bei COPD-Patienten im 

Vergleich zu NR und R beobachtet, was mit der Proliferation assoziiert sein könnte. Eine 

abnormale Regulation von MAPK-assoziierten Signalwegen wurde für Bronchialkarzinom, 

Lungenfibrose, Asthma und IPAH beschrieben [136–139]. Yu et al. haben im Rattenmodell 

ERK1/2 als einen Hauptakteur in der Zellproliferation und im Zigarettenrauch-induzierten 

pulmonalvaskulären Umbau beschrieben [140]. Die siRNA-vermittelte Inhibition von 

ERK1/2 verringerte den pulmonalvaskulären Umbauprozess bei Zigarettenrauch-

exponierten Ratten [140]. Weiterhin wurde eine Zunahme der Phosphorylierung von ERK1/2 

in Epithelzellen der Atemwege und alveolären Makrophagen von Zigarettenrauch-

exponierten Mäusen beobachtet [141].  

Der MAPK-Signalweg führt zur Expression von diversen Zielgenen über die Aktivierung 

von E26 transformationsspezifischen (ETS) Transkriptionsfaktoren. Die ETS-Familie 

besteht aus 29 im menschlichen Genom identifizierten Genen, die sich in 12 strukturelle 

Subfamilien unterteilen lassen, u. a. in die polyomavirus enhancer activator-3 (PEA3)-

Subfamilie [142, 143]. ETS-Transkriptionsfaktoren wurden zunehmend als 

Schlüsselproteine in der Regulation der Organentwicklung und des endokrinen Systems 

sowie in der Onkogenese beschrieben [144]. Zur PEA3-Subfamilie gehört u. a. ETV5, 

welcher als downstream von FGF-Signalweg agiert [138, 145]. In der vorliegenden Arbeit 

war ETV5 sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene im Lungengewebe von COPD-

Patienten signifikant hochreguliert. Außerdem konnte seine Expression in den SMC der 

Gefäßwände und in den inflammatorischen Zellen von COPD-Lungen lokalisiert werden. In 

der Literatur wurde ETV5 hauptsächlich mit der Lungen- und Nierenentwicklung sowie der 

Onkogenese assoziiert [146–148]. So spielt ETV5 eine Rolle bei der Regulation der 

Infiltration und Metastasierung von Tumoren und von Genen, die mit der epithelial-

mesenchymalen Transition assoziiert werden [148–150]. Im Respirationstrakt wurde ETV5 



Diskussion 

69 

mit einer TH17-Zellen (IL-17 produzierende T-Helferzellen) abhängigen Atemwegs-

Inflammation bei Mäusen in Verbindung gebracht [151]. Außerdem führte der Knockdown 

von ETV5 in Typ-II-Alveolarepithelzellen zu einem Typ-I-Alveolarepithelzellen-ähnlichem 

Phänotyp, was auf die Bedeutung des MAPK-ETV5 Signalwegs für die Aufrechterhaltung 

des Typ-II-Alveolarepithelzellen Phänotyps hindeutet [152]. Der Verlust von ETV5 war mit 

einer reduzierten Mauslungenhyperplasie und einer verschlechterten Lungenreparatur nach 

Bleomycin-induzierten Lungenschädigung assoziiert [152]. Darüber hinaus sind die 

Transkriptionsfaktoren der ETS-Familie an der Regulation der endothelialen Funktion, der 

vaskulären Inflammation, der SMC-Proliferation und dem vaskulären Umbauprozess 

beteiligt [153–156]. Somit besteht die Möglichkeit, dass eine verstärkte ETV5-Expression 

bei COPD-Lungen sowie seine Lokalisation in den SMC der Gefäßwände, die in dieser 

Arbeit beobachtet wurden, mit der pulmonalvaskulären Inflammation und den 

Umbauprozessen bei COPD im Zusammenhang stehen könnten.  

Zusätzlich wurde in dieser Arbeit eine Zunahme des Proliferationsmarkers CCND1 in den 

COPD-Lungen nachgewiesen. Zahlreiche Publikationen weisen auf die Effekte von CCND1 

auf die PASMC-Proliferation und auf die pulmonalvaskulären Umbauprozesse hin [157–

159]. Im Rattenmodell führt Zigarettenrauch zu einer erhöhten Expression von CCND1 auf 

mRNA- und Proteinebene, was zur PASMC-Proliferation und pulmonalvaskulären 

Umbauprozessen führt [159–161]. Es gibt zudem Hinweise auf einen möglichen 

Zusammenhang zwischen der ERK1/2-Aktivität und der CCND1 mRNA- und Protein-

Expression [162]. Einer Studie zur Folge führt FGF9/FGFR2 zur Proliferation von 

Tumorzellen über die Aktivierung von ERK1/2 und CCND1 [163]. Die Zunahme der 

CCND1-Expression bei COPD-Patienten könnte das Resultat der Aktivierung der 

FGF9/FGFR2-ERK1/2 Signalkaskade sein, die eine mögliche Rolle bei der PASMC-

Proliferation in der Pathogenese der humanen COPD-PH spielt (Abb. 31).  

Im Kontext von Lungenentwicklung und Lungenmorphogenese wurde gezeigt, dass ETV5 

die Expression von SHH induzieren kann [164]. SHH ist der am häufigsten exprimierte und 

der am besten charakterisierte Vertreter der Hedgehog-Familie [165]. Der klassische SHH-

Signalweg wird durch die Bindung von SHH an 12-Transmembran-Proteinrezeptoren 

PTCH1 und -2 initiiert. Dies führt dazu, dass die Inhibition des G-Protein-gekoppelten 

Rezeptors SMO durch PTCH1 und -2 aufgehoben wird, wodurch die intrazelluläre 
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Signalkaskade aktiviert wird. Dabei durchläuft SMO eine Konformationsänderung, wodurch 

der Transkriptionsfaktor GLI freigesetzt, in den Nucleus transloziert und die Transkription 

von Zielgegen initiiert (kanonische Aktivierung) wird. Während GLI1 ausschließlich als ein 

transkriptioneller Aktivator agiert, können GLI2 und -3 sowohl als Aktivatoren als auch 

Repressoren fungieren [164]. GLI1 und -2 modulieren die Expression von Genen, die die 

Zellproliferation, Zelldifferenzierung sowie epithelial-mesenchymale Transition regulieren, 

dazu gehören u. a. Cyclin B, -D, -E, Cyclin-abhängige Kinase, Myelozytomatose-Onkogen, 

B-cell lymphoma 2, GLI1, PTCH1 und HHIP [166]. GLI1 und -2 können durch die RAS-

MAPK- und PI3K-AKT-Signakaskaden aktiviert werden [167, 168]. Neben der kanonischen 

Aktivierung des SHH-Signalweges ist auch eine nicht-kanonische Aktivierung bekannt 

[169]. Dabei wird GLI unabhängig von SHH, PTCH und SMO aktiviert und steht vor allem 

mit Krebserkrankungen im Zusammenhang [166, 167–169]. Eine veränderte Expression von 

GLI wurde mit diversen respiratorischen Erkrankungen, einschließlich pulmonaler Fibrose, 

Asthma und Lungenkrebs assoziiert [173]. In dieser Arbeit wurde eine erhöhte mRNA-

Expression von GLI2 bei COPD-Patienten festgestellt. Außerdem wurde eine Co-

Lokalisation von GLI1 mit αSMA in der Muskelschicht der Gefäße in humanen Lungen 

detektiert. Moiseenko et. al konnten GLI1 in den Vorläuferzellen von SMC nachweisen 

[263], ähnlich zu den Resultaten dieser Arbeit. Der SHH-GLI2-Signalweg kann die 

Proliferation von vaskulären SMC über CCND1 stimulieren, was auf seine Rolle in der 

Intima-Hyperplasie hindeuten könnte [170]. GLI2 trägt über eine direkte Regulation der 

Cyclin D Expression zur Proliferation von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen bei [169]. 

Darüber hinaus wurde GLI2 als ein potenzieller Marker für epithelialen Umbauprozess bei 

COPD identifiziert [171]. In der vorliegenden Arbeit waren PTCH1, PTCH2, SMO, DISP1 

und HHIP auf mRNA-Ebene in den COPD-Lungen im Vergleich zu Lungen von NR und R 

hochreguliert. Das PTCH1-Protein ließ sich mittels Immunhistochemie in den Muskelzellen 

der Gefäße nachweisen. In der Studie von Tam et al. wurde eine Hochregulation der PTCH1 

mRNA- und Protein-Expression in humanen Epithelzellen der Atemwege von COPD-

Patienten im Vergleich zu Nichtrauchern beobachtet, was mit den Resultaten dieser Arbeit 

auf mRNA-Ebene übereinstimmt. Die erhöhte PTCH1-Expression korreliert mit der Mukus-

Überproduktion und mit der chronischen Bronchitis von COPD-Patienten [172].  
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SMO wurde in humanen Lungen in SMC der Gefäße und Bronchien detektiert, ergab jedoch 

kein Signal im Western Blot. Eine Glykosylierung ist als posttranslationale Modifikation für 

SMO bekannt und könnte die Ursache für das fehlende Signal im Western Blot sein [173].  

HHIP codiert für ein Transmembranprotein, welches ein downstream Zielgen und ein 

Antagonist des SHH-Signalwegs ist. Es wurden Einzelnukleotid-Polymorphismen in der 

Nähe des HHIP-Gens gefunden, die mit der Abnahme der Lungenfunktion assoziiert sind 

[174]. Zhou et al. haben im Gegensatz zu den Resultaten der vorliegenden Arbeit, trotz der 

Ähnlichkeiten in den molekularen Methoden, eine reduzierte Expression von HHIP auf 

mRNA- und Proteinebene bei COPD-Patienten gezeigt [175].  

Die Resultate von COPD-Patienten deuten darauf hin, dass COPD-PH mit den 

Veränderungen im FGF-SHH-Signalweg assoziiert sein könnte (Abb. 31). Dies konnte zum 

einen durch stark erhöhte mRNA-Spiegel von FGFR2, FGF9 und ETV5 sowie von vielen 

SHH-Signalweg-assoziierten Genen und zum anderen durch die Lokalisation von ETV5, 

PTCH1, SMO und GLI1 in der Muskelschicht der Gefäße in den Lungen von COPD-

Patienten demonstriert werden.  
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Abbildung 31: Modell für die Beteiligung der FGF- und SHH-Signalwege an der Pathogenese 

von COPD-PH. 

Drei mögliche Signalkaskaden, die zum pulmonalvaskulären Umbau führen könnten und mit FGF- 

und SHH- Signalwegen assoziiert sind: A) direkt, B) autokrin und C) parakrin. Die Expression von 

FGF1, FGF9 oder FGF10 könnte in einer Dimerisierung des FGFR2 resultieren. A) Dies würde zur 

Autophosphorylierung des FGFR2 und Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT führen. ERK1/2 

könnte über die Aktivierung des Transkriptionsfaktors ETV5 die Transkription von CCND1 

induzieren. Alternativ könnte die Transkription von CCND1 über den AKT-Signalweg unabhängig 

von ETV5 initiiert werden. CCND1 aktiviert die Transkription von Genen, die die Zellen in die S-

Phase (Replikationsphase) des Zellzyklus passieren lassen. B) ETV5 führt zur Expression von SHH. 

SHH freigesetzt, bindet an seinen Rezeptor PTCH1/2 derselben Zelle, wodurch die Inhibition von 

SMO aufgehoben wird. SMO setzt eine GLI2-abhängige Transkription von CCND1 in Gang. C) SHH 

bindet an PTCH1/2 einer anderen Zelle, wodurch die GLI2-CCND1-Signlakaskade eingeleitet wird. 

CCND1-Expression triggert die Proliferation assoziiert mit pulmonalvaskulären Umbau. Blaue 

Pfeile: Protein-Expressionsdaten aus eigenen Untersuchungen. Grüne Pfeile: mRNA-

Expressionsdaten aus eigenen Untersuchungen. Blaue Eckpfeile: Daten aus eigenen Knockdown-

Experimenten. TF: Transkriptionsfaktor. 
 

4.2 Wirkungen von CSE auf die Genexpression und Proliferation 

von hPASMC 

In der vorliegenden Arbeit waren ETV5, PTCH1, SMO und GLI2 auf mRNA-Ebene bei 

COPD-Patienten hochreguliert. ETV5, PTCH1, SMO und GLI1 konnten zudem in der 

Ligand (z. B FGF1 ↑, FGF9 ↑ oder FGF10 ↑) 

ETV5 ↑

RAS

RAF ERK ↑ CCND1 ↑  

FGFR2 ↑

Proliferation 
Remodeling

Nukleus

pp

p

Zellmembran

AKT ↑
p

Ligand (z. B FGF1 ↑, FGF9 ↑ oder FGF10 ↑)         

ETV5 ↑

RAS

RAF ERK ↑ SHH ↑

FGFR2 ↑

Proliferation 
Remodeling

Nukleus

DISP1 ↑

SHH ↑ 

PTCH1/2 ↑ SMO ↑

GLI 2 

GLI2 ↑

CCND1 ↑
pp

p

Zelle

Zellmembran

FGFR2↑

ETV5 ↑

RAS

RAF ERK ↑ SHH ↑

Nukleus

DISP1 ↑

SHH   

Zelle 1

Zellmembran

Nukleus

Zelle 2

Zellmembran

Proliferation 
Remodelling

PTCH1/2 ↑ SMO ↑

GLI 2 GLI 2 ↑ CCND1 ↑

SHH    

Ligand (z. B FGF1 ↑, FGF9 ↑ oder FGF10 ↑ ) 

Zelle

A) 

p

pp

B) 

C) 

TF



Diskussion 

73 

Muskelschicht der Gefäße von COPD-Patienten lokalisiert werden. Um die Beobachtungen 

in den Muskelzellen der pulmonalen Gefäße zu erklären, wurden im Rahmen dieser Arbeit 

PASMC nach akuter bzw. chronischer CSE-Inkubation untersucht.  

4.2.1 Effekte einer akuten CSE-Exposition auf die Genexpression 

Auf molekularer Ebene beeinflusst CSE die Expression diverser Gene, die u. a. für 

Transkriptionsfaktoren (z. B. NF-κB), Wachstumsfaktoren (z. B. VEGF) und Zytokine ( z. 

B. IL-8, TNF-α) kodieren [176, 177]. In der vorliegenden Arbeit führte eine akute 

Stimulation mit 3%igem CSE zu einer signifikanten Hochregulation der mRNA-Expression 

von FGF9 in hPASMC, was mit den Resultaten bei COPD-Patienten übereinstimmt. Die 

Expression von FGF9 in den SMC der pulmonalen Gefäße, Atemwege, Alveolarkanäle und 

-säckchen wurde bereits durch Coffey et al. gezeigt [119]. Aus der Literatur ist außerdem 

bekannt, dass FGF9 eine Rolle bei der Regulation der Differenzierung und Proliferation von 

Atemwegs-SMC durch die Wechselwirkung mit SHH während der Lungenentwicklung 

spielt [178]. Außerdem wurde dieser Wachstumsfaktor mit der Pathogenese von 

idiopathischer Lungenfibrose assoziiert [119]. Welche Bedeutung FGF9 für die Pathogenese 

von COPD-PH hat, wurde bisher nicht untersucht. In hPASMCs konnte die mRNA von 

FGF2, FGF7 und FGFR1 gemessen werden, die akute Inkubation mit CSE zeigte jedoch 

keine Effekte auf die mRNA-Expression. Die mRNA von FGF1, FGF10 und FGFR2 in 

hPASMC konnte nicht nachgewiesen werden. Andere Studien haben hingegen über die 

Expression von FGF10 und seinem Rezeptor FGFR2 in dem muskulären Kompartiment der 

humanen und murinen Lunge berichtet [179–181]. FGF10 und FGFR2 wurden mittels 

immunhistochemischer Färbungen in der Muskelschicht der pulmonalen Gefäße, die 

Umbauprozesse aufwiesen, bei Patienten mit bronchopulmonaler Dysplasie lokalisiert [181]. 

An dieser Stelle sollte jedoch betont werden, dass sich die experimentellen Techniken und 

die verwendeten Modelle in der Studie von Chao et al. [181] von denen der vorliegenden 

Arbeit unterscheiden und aus diesem Grund kein direkter Vergleich der Ergebnisse möglich 

ist.  

Die akute Stimulation von hPASMCs mit 3%igem CSE führte zu einer erhöhten Expression 

von ETV5 und SPRY2, vergleichbar mit den Resultaten in Lungenhomogenaten von COPD-

Patienten ist. Auf Proteinebene konnte man hingegen eine Herunterregulation von ETV5 und 
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SPRY2 beobachten, welche z. B. mit einer posttranslationalen Modifikation wie 

Ubiquitinierung zusammenhängen könnte, die möglicherweise durch CSE verursacht wurde. 

ETV5 wird durch das Ubiquitin-Proteasom-System reguliert und ist ein relativ instabiles 

Protein [152]. In der posttranslationalen Regulation von ETV5 spielt die E3 Cullin-Really 

interesting new gene-Ubiquitin-Ligase 4 (CRL4) eine Rolle. Über die Bildung eines 

CRL4COP1/DET1 Komplexes kommt es zur Ubiquitinierung und zur proteosomalen 

Degradation von ETV5, welche in der Lungenmorphogenese und Tumorsuppression eine 

wichtige Rolle spielen [152, 182, 183]. In Typ-II-Alveolarepithelzellen führt eine ERK-

RAS-Signalweg-abhängige Inaktivierung von CRL4COP1/DET1 zur ETV5 Stabilisierung, die 

mit der Aufrechterhaltung des Typ-II-Alveolarepithelzell-Phänotyps und der 

Lungenhomöstase assoziiert ist [152]. Darüber hinaus wurden die E3-Ubiquitin Ligasen mit 

vielen respiratorischen Erkrankungen wie z. B. akutem Lungenversagen und COPD, 

assoziiert [183]. So führt CSE zur Akkumulation und Aggregation von polyubiquitinierten 

Proteinen in Lungenepithelzellen sowie in den Lungen von Zigarettenrauch-exponierten 

Mäusen, was mit einer erhöhten Expression von Komponenten des Ubiquitin-Proteasom-

Systems in Zusammenhang steht [184, 185]. Für SPRY2 wurden bisher drei E3 Ubiquitin-

Ligasen identifiziert [186, 187]. Es ist bisher nicht bekannt, ob diese Ligasen durch CSE 

beeinflusst werden. Um zu klären, ob die Expression von ETV5 und SPRY2 durch CSE-

induzierte Aktivierung von E3 Ubiquitin-Ligasen herunterreguliert wird, sollte die Aktivität 

von E3-Ubiquitin-Ligasen in hPASMCs nach einer CSE-Stimulation untersucht werden.  

Während der Lungenmorphogenese initiiert ETV5, welches durch den FGF10-FGFR2-

Signalweg induziert wird, die Expression von SHH im Lungenepithel [164]. SHH hemmt 

wiederum die Expression von FGF10 im Mesenchym. Dieser negative 

Rückkopplungsmechanismus ist ein essenzieller Prozess der Lungenentwicklung, weil 

dadurch eine Lungenmorphogenese gewährleistet wird [164]. Die in dieser Arbeit 

durchgeführten Knockdown-Experimente zeigten, dass ETV5 die Expression von SHH und 

SPRY2 auf Proteinebene induziert, während SPRY2 die Expression von ETV5 hemmt.  

Mit Hilfe von in vitro Experimenten konnte in dieser Arbeit demonstriert werden, dass 

hPASMCs die Gene des SHH-Signalweges wie SHH, PTCH1, PTCH2, SMO, GLI1, GLI2, 

HHIP und DISP1 exprimieren. Wang et al. konnten die mRNA-Expression von SHH, 

PTCH1, PTCH2, GLI1 und GLI2 sowie die Protein-Expression von SHH-N und PTCH1 in 
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hPASMC ebenfalls nachweisen [188]. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit haben Wang et 

al. jedoch keine Expression von HHIP und DISP1 untersucht. In der vorliegenden Arbeit 

führte eine akute Stimulation mit 3%igem CSE zu einer Abnahme des PTCH1-Proteins in 

hPASMC, während weder SHH-Vorläufer noch SHH-N auf Proteinebene reguliert waren. 

Viele Studien haben bereits über die Dysregulation des SHH-Signalweges in 

Zigarettenrauch-induzierten Lungenerkrankungen berichtet [169, 171, 189, 190]. Die 24-

stündige CSE (5%ig) -Exposition von Typ-II-Alveolarepithelzellen resultierte in einer 

Herunterregulation von PTCH1, welche mit einer erhöhten Apoptose korrelierte [191]. 

Zudem resultierte eine Überexpression von SHH in einer reduzierten Apoptose. Durch die 

Beobachtung, dass die akute CSE-Exposition zu einem reduzierten PTCH1-Protein Spiegel 

führt, ist es denkbar, dass die hPASMC ähnlich wie die Typ-II-Alveolarepithelzellen auf die 

CSE-Exposition reagieren könnten. Eine CSE-vermittelte Hemmung des SHH-Signalweges 

könnte mit einer erhöhten Apoptose und inhibierten Proliferation von hPASMCs im 

Zusammenhang stehen.  

4.2.2  Effekte chronischer CSE-Exposition auf die Genexpression 

Studien zufolge gibt es einen kausalen Zusammenhang zwischen dem chronischen 

Zigarettenkonsum und der Entwicklung von COPD [192, 193]. Daher war es in dieser Arbeit 

wichtig, die Effekte einer Langzeitexposition mit CSE auf die Zellen zu untersuchen. 

Die chronische Stimulation von hPASMC mit 1%igem CSE bewirkte neben einer 

Hochregulation von FGF9-mRNA eine Zunahme von FGF2-mRNA, was einen Unterschied 

zu den Resultaten aus dem akuten CSE-Modell darstellt. Darüber hinaus waren FGF2 und 

FGF7 die mit am stärksten exprimierten Gene der FGF-Familie in hPASMC, was ein 

Hinweis auf die potenzielle Bedeutung dieser Gene für die Funktion von hPASMC sein 

könnte. FGF2 weist mitogene Eigenschafen auf und kann die SMCs zur Proliferation 

stimulieren [194]. Mehrere Studien haben über eine potenzielle Rolle von FGF2 im 

pulmonalvaskulären Umbauprozess und für die Entstehung von PH berichtet [194–197]. 

Erhöhte Spiegel von FGF2 wurden in Blut und Urin von IPAH-Patienten gemessen [196]. 

An einem Monocrotalin-Rattenmodell für PH wurde demonstriert, dass die Inhibition von 

FGF2 die Entwicklung von PH revertieren kann [196]. Laut Literatur ist die pathologische 

Rolle von FGF2 bei PH auf seine autokrinen und parakrinen Funktionen zurückzuführen 
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[194]. Black et al. konnten zeigen, dass exogenes FGF2 die Expression von endogenem 

FGF2 in PASMC von Schafen erhöhen kann [197]. Dies deutet auf einen positiven 

Rückkopplungsmechanismus hin, welcher zur PASMC Proliferation und zum 

pumonalvaskulären Umbau beitragen könnte [197]. Zusätzlich konnten Black et al. zeigen, 

dass der Anstieg des FGF2 in PASMC durch erhöhte Konzentrationen von reaktiven 

Sauerstoffspezies verursacht wird und auf die Aktivierung der NADPH-Oxidase 

zurückzuführen ist. In Bezug auf eigene Daten kann vermutet werden, dass chronische CSE-

Exposition, welche zum oxidativen Stress führt, den zuvor beschriebenen, positiven 

Rückkopplungsmechanismus mit Beteiligung von FGF2 in hPASMC aktiviert, welcher 

wiederum zum pulmonalvaskulären Umbau führen könnte.  

Ähnlich wie die akute, führt auch die chronische Behandlung mit 0,5 und 1%igem CSE zu 

einer Abnahme der Protein-Expression von ETV5 bei unveränderter mRNA-Expression von 

ETV5 in hPASMC. In Bezug auf die Protein-Expression von SPRY2 bewirkte die chronische 

Applikation von 1%igem CSE eine Zunahme des SPRY2-Proteins, was sich von den Daten 

aus dem akuten CSE-Modell unterscheidet. Es ist denkbar, dass die durch chronisches CSE 

induzierte Erhöhung des SPRY2-Proteins mit der Abnahme der ETV5 Protein-Expression in 

Zusammenhang stehen könnte. Das unterstreichen die Resultate der Knockdown-

Experimente an hPASMCs, welche gezeigt haben, dass der Knockdown von SPRY2 zu einer 

erhöhten Protein-Expression von ETV5 führt. Sarkar et al. konnten zeigen, dass eine erhöhte 

Proliferation von hPASMC, infolge einer akuten Hypoxie-Exposition, zu einer 

Herunterregulation von SPRY2 Protein-Expression führt [198]. Die Autoren demonstrierten 

zudem, dass SPRY2-Expression durch miR-21 reguliert wird, deren Expression in hPASMC 

durch die akute Hypoxie erhöht war [198]. Mit Blick auf die Fragestellung der vorliegenden 

Arbeit könnte dies bedeuten, dass die durch chronisches CSE-verursachte Abnahme der 

Proliferation von hPASMC mit der Hochregulation von SPRY2-Expression assoziiert ist. 

Die potenzielle Rolle von miR-21 als upstream Regulator der SPRY2-Expression im 

chronischen CSE-Modell wäre denkbar, wurde jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht 

untersucht. 

Frühere Studien zeigten, dass CSE zu einer abnormalen Aktivierung des SHH-Signalwegs 

bei respiratorischen Erkrankungen, einschließlich der COPD, führt [171, 190, 199, 200]. In 

der vorliegenden Arbeit konnte beobachtet werden, dass die chronische CSE-Exposition die 
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mRNA-Expression von Genen des SHH-Signalweges, darunter PTCH2, DISP1 und HHIP, 

beeinflusst. Alle drei Gene zeigten eine erhöhte mRNA-Expression, die außerdem mit den 

Ergebnissen von COPD-Patienten übereinstimmt. Lemjabbar-Alaoui et al. zeigten, dass eine 

chronische CSE (48 Std.)-Inkubation den SHH-Signalweg in den primären humanen 

bronchialen Epithelzellen aktivieren kann [190]. Diese Aktivierung wurde mit der Initiation, 

Aufrechterhaltung, Proliferation und dem Überleben von CSE-transformierten bronchialen 

Epithelzellen in Verbindung gebracht [190]. Die Resultate einer weiteren Studie ergaben 

erhöhte Proteinspiegeln von Genen des SHH-Signalweges, darunter SHH, GLI1 und SMO 

in humanen Alveolarepithelzellen, die für 12, 24 und 48 Std. mit Nikotin behandelt wurden 

[201]. Zusätzlich wurde gezeigt, dass Nikotin die Konzentration von pro-inflammatorischen 

Zytokinen wie IL-6, IL-8 und TNF-α sowie jene von anti-inflammatorischen Zytokin IL-10 

erhöht [201]. Dies lässt darauf schließen, dass dem SHH-Signalweg über die Regulation von 

inflammatorischen Zytokinen eine Schlüsselrolle in der CSE-induzierten Atemweg-

Inflammation zukommt. Ob auch die hier beobachteten CSE-vermittelten Veränderungen des 

SHH-Signalweges mit der Inflammation bei COPD-PH verbunden sein könnten, wurde im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.  

 

4.2.3 Effekte der akuten und chronischen CSE-Exposition auf die 

Proliferation von hPASMC 

Die Proliferation von SMC in der Gefäßwand wird als eine der wichtigsten pathologischen 

Veränderungen in der Pathogenese von PH angesehen [202]. Über die Effekte von CSE auf 

die Zellproliferation herrscht jedoch in der Literatur Uneinigkeit. CSE hat einen hemmenden 

Effekt auf die Proliferation von pulmonalen EC, Typ-II-Alveolarepithelzellen und Lungen-

Fibroblasten, und es induziert zeitgleich die Proliferation von PASMC und der Atemwegs-

SMC [86, 203–209]. Dabei wirken niedrige Konzentrationen von CSE pro-proliferativ auf 

die PASMC, während höhere Konzentrationen zur Apoptose von PASMC führen [206]. In 

der vorliegenden Arbeit wurde eine Hemmung der Proliferation nach akuter und chronischer 

CSE-Inkubation in hPASMC beobachtet. Die Diskrepanz zwischen den Resultaten einzelner 

Studien könnte auf die Unterschiede im Prozess der CSE-Herstellung und/oder auf die Dauer 

der CSE-Inkubation zurückzuführen sein.  
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CCND1 ist ein wichtiges Protein für die Regulation der Zellproliferation, welches den 

Übergang der Zellen aus der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus stimuliert [210]. In 

dieser Arbeit bewirkte die akute CSE-Exposition eine Reduktion der CCND1-Protein-

Expression in hPASMC. Die chronische Inkubation mit CSE hatte dagegen keinen Einfluss 

auf die Expression von CCND1 und führte zur reduzierten PCNA und KI67-Expression. Die 

Daten dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Hemmung der hPASMC-Proliferation durch 

die akute CSE-Exposition möglicherweise über die Herunterregulation von CCND1 und 

KI67 vermittelt wird. Die reduzierte Proliferation von hPASMC aufgrund der chronischen 

CSE-Exposition scheint dagegen CCND1-unabhängig zu sein, könnte allerdings mit der 

Herunterregulation von PCNA und KI67 zusammenhängen. Sowohl nach akuter als auch 

nach chronischer CSE-Exposition war die Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT 

unverändert. In Ratten-PASMC (rPASMC) wurde gezeigt, dass 2% CSE zu einer erhöhten 

Phosphorylierung von ERK1/2 sowie einer erhöhten Proteinexpression von Cyclin E1 führt. 

Knockdown von ERK1/2 führte zu einer Reduktion der Cyclin E1-Expression und zur 

Proliferation von rPASMC [140]. In einer weiteren Studie, wurde gezeigt, dass die erhöhte 

Proliferation von rPASMC nach Inkubation mit 2%igem CSE über eine connective tissue 

growth factor -vermittelte Hochregulation von CCND1 induziert wird [211]. Die Stimulation 

von humanen respiratorischen Zellen mit 5%igem CSE hatte eine erhöhte ERK1/2-

Phosphorylierung zur Folge [141]. Die Inkubation von bovinen Atemwegs-SMC mit CSE 

(15%ig) führte zu einer Zunahme der Proliferation, die mit einer erhöhten Phosphorylierung 

von ERK1/2 und einer Hochregulation des CCND1-Proteins assoziiert war [212]. Die 

unterschiedlichen Resultate könnten auf die Unterschiede in den untersuchten Zelltypen, den 

Spezies sowie der verwendeten CSE-Konzentration ebenso zurückzuführen sein wie auf die 

Dauer der CSE-Exposition.  

Es konnte zudem gezeigt werden, dass ETV5, SPRY2 und SHH einen Einfluss auf die 

Proliferation von hPASMC nach Stimulation mit CSE und hEC-Kulturüberstand (zweiter 

Stimulus) haben. In nichtstimulierten hPASMC führte der ETV5- und SHH-Knockdown zu 

reduzierten Spiegeln von CCND1, was ein Hinweis darauf sein könnte, dass ETV5 bzw. SHH 

die Proliferation von hPASMCs über CCND1 regulieren. Die durch SHH hervorgerufene 

Herunterregulation von PCNA und KI67 könnte auf andere potenzielle Mechanismen 

hindeuten, welche die Proliferation von hPASMC regulieren. In diesem Zusammenhang 
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führt eine Inhibition von SHH zur reduzierten Expression von PCNA in den interstitiellen 

renalen Fibroblasten von Ratten, welche mit einer Hemmung der Proliferation verbunden ist 

[213]. 

Zusammengefasst zeigen die Resultate der Knockdown-Experimente, dass die Proliferation 

von hPASMC unter CSE-Exposition durch das Fehlen von ETV5, SPRY2 bzw. SHH nach 

Stimulation mit EC-Kulturüberstand gehemmt wird. Sowohl die akute als auch die 

chronische CSE-Exposition hatten einen negativen Einfluss auf die Proliferation von 

hPASMC und waren mit einer verminderten Expression der Proliferationsmarker PCNA (bei 

chronischer CSE-Exposition), CCND1 (bei akuter CSE-Inkubation) und KI67 verbunden. 

Dies lässt darauf schließen, dass die beiden Modelle für die Erforschung von 

pulmonalvaskulären Umbauprozessen, die mit einer erhöhten SMC-Proliferation assoziiert 

sind, nur indirekt geeignet sind. In Zukunft sollte daher auf Modelle wie z. B Co-Kultur 

zurückgegriffen werden und ggf. neue Zellmodelle etabliert werden. 

4.3 Effekte von hEC auf die Genexpression und Proliferation von 

hPASMC  

Die EC-SMC-Interaktionen sind in den physiologischen Prozessen des kardiovaskulären 

Systems insbesondere für die Aufrechterhaltung des vaskulären Tonus der Blutgefäße und 

des Blutdruckes von großer Bedeutung [214, 215]. Die Kommunikation zwischen EC und 

SMC beruht entweder auf der Diffusion von sekretierten Molekülen (z. B. NO), Hormonen 

(z. B. Prostazyklin, ET-1 und Angiotensin II) sowie Faktoren (z. B. endothelium-derived 

hyperpolarizing factor) oder auf den Zell-Zell-Kontakten (z. B. gap junctions) [215, 216]. 

Eine Verletzung oder Dysfunktion des Endothels ist mit einer exzessiven Freisetzung von 

parakrinen Substanzen durch die EC verbunden [217]. Die sekretierten Substanzen können 

als Wachstumsfaktoren die Proliferation von SMC induzieren [8, 217, 218]. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die parakrinen EC-SMC-Interaktionen im Kontext mit 

Zigarettenrauch-assoziiertem pulmonalvaskulären Umbau untersucht. 

Es konnte demonstriert werden, dass CSE allein zur Hemmung von Proliferation von 

hPASMC führt und der EC-Kulturüberstand nach CSE diesen Effekt aufheben kann. Dieses 

Ergebnis deutet darauf hin, dass von hEC-sekretierte, lösliche Faktoren für die PASMC-

Proliferation wichtig sind. Es ist bekannt, dass die EC die kontraktilen Eigenschaften sowie 
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Hyperplasie und Hypertrophie von SMC modulieren [219, 220]. Die Inkubation von PASMC 

mit pulmonalarteriellen EC-Kulturüberstand fördert die PASMC-Proliferation und dieser 

Effekt wird durch die Verwendung von pulmonalarteriellen EC bei IPAH-Patienten 

verstärkt. Der pulmonalvaskuläre Umbau bei IPAH ist mit veränderten EC-SMC-

Interaktionen assoziiert [217].  

EC sekretieren Substanzen wie z. B. ET-1 und Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT), die 

pro-proliferativ auf PASMC wirken [217, 218, 221]. Die Patienten mit COPD-PH weisen 

erhöhte Spiegel von ET-1 in humanen pulmonalarteriellen mikrovaskulären EC sowie im 

Sputum und Blutplasma auf, was auf die Rolle von ET-1 bei pathologischen Veränderungen 

der pulmonalen Gefäße schließen lässt [64, 88, 90, 221]. Bei PAH kann ET-1 über die 

Aktivierung von ERK1/2-Cyclin die Proliferation und Hyperplasie von PASMC induzieren 

[222, 223]. 5-HT kann ebenfalls eine proliferative Wirkung auf hPASMC aufweisen [217, 

218]. Bei IPAH wird 5-HT in pulmonalarteriellen hEC verstärkt exprimiert und trägt zur 

hPASMC-Hyperplasie bei [217]. Eine erhöhte Konzentration von 5-HT, die im Blut von 

COPD-Patienten gemessen wurde, könnte mit einer abnormalen Proliferation von hPASMC 

bei COPD-PH zusammenhängen [224]. 

Neben der hPASMC-Proliferation modulierte hEC-Kulturüberstand die Expression von 

FGF- und SHH-assoziierten Genen. Während CSE allein zu einer Herunterregulation von 

HHIP und einer Hochregulation von SMO, DISP1 und FGF7 führte, wurden diese Effekte 

durch EC-Kulturüberstand nach CSE aufgehoben. Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass 

die pro-proliferativen Effekte von hEC auf hPASMC mit einer vermehrten Expression von 

HHIP zusammenhängen. Gestützt wird diese Annahme durch die stark erhöhte Expression 

von HHIP in den COPD-Lungen. Eine signifikante Abnahme von SMO, DISP1 und FGF7 

infolge der Inkubation mit dem hEC-Kulturüberstand könnte hingegen auf die anti-

proliferativen Effekte von beiden Genen hindeuten. Es wird angenommen, dass FGF7 in den 

epithelialen Reparaturprozessen der Lunge eine essenzielle Rolle spielt [225]. FGF7 kann 

die Proliferation von Typ-II-Alveolarepithelzellen in vitro und in vivo induzieren [226]. 

Zusätzlich ist aus der Literatur bekannt, dass FGF7 die Gewebeschäden minimiert, den 

Reparaturprozess von geschädigtem Epithel beschleunigt und die Inflammation in den 

Atemwegen unterdrückt [227]. Außerdem wird vermutet, dass FGF7 eine protektive Rolle 

bei der Bleomycin-induzierten Fibrose, der Hyperoxie-assoziierten Lungenschädigung, beim 
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akuten respiratorischen Syndrom sowie bei COPD spielt [124, 225, 228–230]. Das FGF7-

Protein könnte also den Reparaturprozess der Lungen von Rauchern und von Personen, die 

ein erhöhtes Risiko haben an COPD zu erkranken, fördern. 

Die Stimulation von hPASMC mit hEC-Kulturüberstand hat keinen Einfluss auf die mRNA-

Expression von FGF2 gezeigt. Es wurde lediglich eine Zunahme der FGF2-mRNA infolge 

der CSE-Inkubation unabhängig von der Stimulation mit EC-Kulturüberstand beobachtet. 

Generell ist aber bekannt, dass FGF2 eine essenzielle Rolle bei den Interaktionen zwischen 

den PASMC und EC im pathologischen Kontext zukommt [196, 231, 232]. Viele Studien 

legen dabei den Schwerpunkt auf das durch ECs sekretierte FGF2, welches durch autokrine 

und parakrine Mechanismen sowohl für ihre eigene Proliferation als auch für die 

Proliferation von hPASMC von Bedeutung ist [196, 231]. So ist das endotheliale FGF2 bei 

IPAH stark überexprimiert und trägt zur Hyperplasie von SMC und zum Fortschreiten der 

Erkrankung bei Mensch und Ratte bei [196]. Aufgrund der Gemeinsamkeiten in der 

Pathobiologie von IPAH und COPD-PH (z. B. SMC-Hyperplasie, endotheliale Dysfunktion 

und extensiver pulmonalvaskulärer Umbau [233, 234]) ist es wahrscheinlich, dass eine 

veränderte Expression von FGF2 an der Dysregulation von Interaktionen zwischen PASMC 

und EC beteiligt ist.  

Weiterhin führte die Stimulation von hPASMC mit hEC-Kulturüberstand zu einer 

veränderten Expression von Zielgenen des FGF-Signalweges. Der hEC-Kulturüberstand in 

Kombination mit CSE bewirkte eine Abnahme der mRNA-Expression von ETV5 im 

Vergleich zu CSE allein, während die mRNA-Expression von SPRY2 und SPRY4 

signifikant hochreguliert war. Der negative Rückkopplungsmechanismus, bei dem ETV5 

durch SPRY2 bzw. SPRY4 gehemmt wird, könnte auch für dieses Modell zutreffend sein.  

Des Weiteren konnte im Rahmen dieser Arbeit eine reduzierte mRNA-Expression von SHH 

in hPASMC infolge einer Stimulation mit EC-Kulturüberstand allein sowie in Kombination 

mit CSE detektiert werden. Die Aktivität von SHH ist von der MAPK-Phosphorylierung 

abhängig, welche wiederum durch den FGF-Signalweg reguliert wird [235]. Die hEC-

vermittelte Hemmung der FGF-MAPK-Signalkaskade könnte also zur Herunterregulation 

von SHH in hPASMC führen. Auf eine hEC-vermittelte Hemmung des FGF-MAPK-

Signalweges könnte z. B. die reduzierte mRNA-Expression von FGF7 und ETV5 sowie die 

Hochregulation von SPRY2 und SPRY4 hindeuten. Alternativ könnte eine SHH-vermittelte 
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HHIP-Hochregulation einen negativen Rückkopplungsmechanismus aktivieren, bei dem 

HHIP den SHH-Ligand abfängt, was zu einer Inhibition des SHH-Signalweges führt [236]. 

Die mRNA-Expression von HHIP war infolge einer Stimulation mit EC-Kulturüberstand in 

Kombination mit CSE verglichen mit CSE allein, signifikant hochreguliert.  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die hEC nach Stimulation mit CSE pro-

proliferativ auf die hPASMC wirken und somit zum Zigarettenrauch-induzierten 

Umbauprozess beitragen könnten. Der hEC-Kulturüberstand führt zu einer Dysregulation des 

FGF- und SHH-Signalweges in hPASMC unter dem Einfluss von CSE. Inwiefern eine solche 

Dysregulation des FGF- bzw. SHH-Signalwegs mit der hPASMC-Proliferation und mit dem 

pulmonalvaskulären Umbauprozess verbunden sein könnte, sollte in weiterführenden 

Untersuchungen an geeigneten Modellen überprüft werden. 

4.4 Kritische Aspekte der verwendeten Modelle 

4.4.1 Das humane Gewebe 

Die Verwendung von humanem Biomaterial zu Forschungszwecken gewinnt zunehmend an 

Bedeutung. Das humane Gewebe wird u. a. in der prä-klinischen Forschung, zur Bewertung 

der Wirksamkeit und Sicherheit von Arzneimitteln, bei der Entwicklung von Biomarkern und 

bei der Prä-Selektion von Patienten eingesetzt [237–239]. Durch die Verwendung von 

humanem Gewebe zur Erforschung von Erkrankungen kann Tierversuchszahl reduziert 

werden. Ein möglicher Nachteil von Studien an Tiermodellen liegt in der Variation zwischen 

den Spezies, wie etwa der Unterschied in der Anatomie des Respirationstraktes und der 

Atmung sowie in den Genexpressionsprofilen der Lunge [240, 241]. Die humane COPD ist 

eine heterogene Erkrankung mit unterschiedlichen Manifestationen z. B. Emphysem, 

chronische Bronchitis und PH [242]. Dementsprechend können die Tiermodelle nur einige 

individuelle Merkmale und nicht die komplette klinische Komplexität der humanen 

Erkrankung widerspiegeln [238, 238, 241, 243]. Dazu kommt, dass die Daten aus 

Tiermodellen schwer interpretierbar sein können oder sich bei COPD-Patienten nicht 

bestätigen lassen [243].  

Das Arbeiten mit humanen Gewebeproben ist im Hinblick auf molekularbiologische 

Analysen auch mit Einschränkungen verbunden. Im Zuge einer chirurgischen Entnahme 
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eines Organs kommt es zu einer vorübergehenden warmen in vivo Ischämie 

(Mangeldurchblutung) [244]. Einige Studien haben gezeigt, dass während einer warmen 

Ischämie die RNA zwar intakt bleibt, es jedoch zu Veränderungen in der Genexpression von 

unterschiedlichen Genen kommen kann, die mit der Inflammation, Zell-Zyklus Regulation 

und Apoptose assoziiert sind [244–246]. Außerdem können bestimmte Proteine (z. B. pAKT) 

de-phosphoryliert werden [247, 248]. Diese Veränderungen können einen Einfluss auf die 

Resultate der molekularbiologischen Analysen haben.  

Des Weiteren ist das Lungenhomogenat aus vielen unterschiedlichen Zelltypen 

zusammengesetzt, sodass die Signale einzelner Zelltypen durch andere Zelltypen verdeckt 

bleiben können und es zu falschen positiven oder falschen negativen Resultaten kommen 

kann.  

4.4.2 Das Zellmodell 

Die Verwendung von CSE zur Exposition von Zellen ist eine weitverbreitete und allgemein 

akzeptierte in vitro Methode. Diese bietet die Möglichkeit die Effekte von CSE und die 

zugrundeliegenden Mechanismen in den spezifischen COPD-relevanten Zelltypen zu 

untersuchen [249]. Zur Pathogenese von COPD tragen viele Zelltypen (u. a. SMC, EC, 

Fibroblasten, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und Epithelzellen) bei, die 

unterschiedlich auf die Stimulation mit CSE reagieren können [250–252].  

Bei der Methode zur CSE-Gewinnung werden sowohl die Partikel- als auch Gasphase-

Komponenten des Zigarettenrauchs im Medium gelöst. In der vorliegenden Arbeit wurde 

nicht untersucht, welche Komponenten des CSE bei der CSE-Herstellung im Medium gelöst 

sind und in welchen Konzentrationen diese vorliegen [62]. Zudem gibt es keine 

standardisierten Protokolle zur Herstellung von CSE, was den Vergleich der experimentellen 

Daten unterschiedlicher Studien schwierig macht [192, 253]. 

Um die Zellinteraktionen zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit Zellkulturüberstände von 

hEC zur Stimulation von hPASMC verwendet. Die Verwendung des Zellkulturüberstandes 

hat gegenüber einer direkten Co-Kultur den Vorteil, dass diese Methode einen geringeren 

technischen Aufwand mit sich bringt [254]. Allerdings fehlt beim Verwenden eines 

konditionierten Mediums der Zell-Zell-Kontakt [255]. Eine direkte Kommunikation von 

Zellen z. B. über die gap junctions ist bedeutsam für viele physiologische zelluläre Prozesse, 



Diskussion 

84 

einschließlich des Zellwachstums, der Zelldifferenzierung, der Zellproliferation und des 

Zelltodes, sodass der Verlust von solchen Zell-Zell-Kontakten zu Veränderungen in der 

zellulären Homöostase führt [256]. Die hEC und hPASMC sind physikalisch und 

metabolisch über die myoendothelialen gap junctions miteinander verbunden, welche 

essenziell für die physiologischen (z. B. Differenzierung von PASMC, Vasodilatation) und 

pathologische Mechanismen (z. B. pulmonalvaskulärer Umbau in PH) sind [257–259]. Eine 

direkte Co-Kultur von hEC und hPASMC würde die pathologischen Prozesse von Patienten 

besser reflektieren, da die Zell-Zell-Interaktionen sowohl über den parakrinen Signalweg als 

auch über die gap junctions für die Pathogenese von COPD enorm wichtig sind [256]. 

4.5 Ausblick auf weiterführende Experimente 

Es gibt keine Heilung für COPD-PH und die Therapien konzentrieren sich hauptsächlich auf 

die Linderung von Symptomen. Das Endothel und der pulmonalvaskuläre Umbau sind die 

potenziellen Ansatzpunkte für zukünftige Therapien von COPD-PH. Zu den neusten 

Interventionen, die auf diese Ziele gerichtet sind, zählt die Stimulation löslicher 

Guanylatzyklasen, die Inhibition von Phosphodiesterase, iNOS sowie 

hydroxymethylglutaryl-CoA-Reduktase, welche allerdings noch nicht zugelassen sind [260]. 

Die Identifizierung neuer Therapieansätze gegen COPD-PH bedarf eines tiefgründigen 

Verständnisses der zellulären und molekularen Prozesse, die zur Pathogenese dieser 

Erkrankung beitragen.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurden FGF-Signalweg-assoziierte Gene als potenzielle 

Regulatoren der proliferativen Veränderungen von hPASMC im Zusammenhang mit 

pulmonalvaskulären Umbau, induziert durch CSE, identifiziert. Um diese Beobachtungen zu 

bestätigen und sie zur Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze nutzen zu können, werden 

weitere Studien an humanem Material und an Zellmodellen benötigt. In weiterführenden 

Untersuchungen an Lungengewebe von COPD-Patienten wäre zu überprüfen, ob die 

Expression von FGF- und SHH-Familie Genen mit den Spirometrie-Parametern (z. B. FEV1), 

dem GOLD Status, den COPD-Formen (chronische Bronchitis oder Emphysem), der 

Häufigkeit von Exazerbationen und der Dauer des Rauchens korreliert. Darüber hinaus 

könnte es von Interesse sein, einen möglichen Zusammenhang zwischen den Packjahren und 
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der Expression von FGF- und SHH-Familie Genen bei Rauchern ohne COPD zu 

untersuchen. Daraus könnte man die Rückschlüsse über eine mögliche Rolle dieser 

Signalwege in der Initiation der Zigarettenrauch-assoziierten COPD sowie über das 

Krankheitsrisiko und die Prognose ziehen.  

 

Die Identifikation von einzelnen Zelltypen, in welchen sich eine veränderte Expression von 

FGF- und SHH-assoziierten Genen (z. B FGF7, DISP1 und HHIP) zeigt, könnte weitere 

Aufschlüsse über die Pathogenese von COPD bzw. COPD-PH bringen. Diesbezüglich 

könnte die Expression dieser Gene in den lasermikrodissektierten Kompartimenten der 

Lunge wie alveolären Septen, Bronchien und Gefäßen untersucht und mit den Daten in 

Lungenhomogenaten verglichen werden. Darüber hinaus könnten einzelne Zellpopulationen 

im Lungengewebe von COPD-Patienten mittels Single-cell RNA sequencing analysiert 

werden. Dabei können molekulare Unterschiede innerhalb einzelner Zellpopulationen der 

Lunge identifiziert werden, welche zur Pathogenese von COPD bzw. COPD-PH beitragen. 

 

In der vorliegenden Arbeit induzierte CSE eine veränderte Genexpression und Proliferation 

von hPASMC. Unklar ist bis jetzt, welche der unterschiedlichen chemischen Komponenten 

des CSE für diese Effekte verantwortlich sind. Einige Studien konnten zeigen, dass Acrolein 

und Nikotin, die in CSE enthalten sind, eine Vielzahl von respiratorischen Prozessen 

beeinflussen können [261, 262]. Eine chronische Acrolein-Exposition induziert die Bildung 

von bronchialen Läsionen und Mukushyperplasie und Nikotin-Inhalation führt zu einem 

pulmonalen Ödem und zur Lungenschädigung bei Ratten [261, 262]. Eine Stimulation von 

PASMC mit Acrolein und Nikotin stellt einen möglichen experimentellen Ansatz dar, um 

die Effekte einzelner CSE-Komponenten auf PASMC im Hinblick auf pulmonalvaskulären 

Umbauprozess zu untersuchen. Die vorliegende Arbeit beschränkte sich auf die 

Untersuchungen der Effekte von CSE auf hPASMC. Um jedoch ein besseres Verständnis 

von den Vorgängen bei einer COPD-Erkrankung zu bekommen, sollten noch andere 

krankheitsrelevante Zelltypen wie hEC, Lungenepithelzellen, Makrophagen und 

Fibroblasten in CSE-Experimenten untersucht sowie Co-Kultur Experimente durchgeführt 

werden.  
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5 Zusammenfassung 

Die pulmonale Hypertonie (PH) ist durch eine pathologische Druckerhöhung im pulmonalen 

Gefäßsystem definiert. PH geht mit einer erhöhten Mortalität von Patienten mit einer 

chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) einher. Ein charakteristisches Merkmal 

von COPD-PH ist der pulmonalarterielle Umbau, welcher mit der Proliferation der 

pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC), Endothelzellen (EC) und Fibroblasten 

in der Gefäßwand assoziiert ist. Wenig ist jedoch über die zellulären und molekularen 

Mechanismen, die der COPD-PH zugrunde liegen, bekannt. Der Fokus dieser Arbeit ist es, 

neue Signalwege im Zigarettenrauch-assoziierten pulmonalen Gefäßumbauprozess und in 

der PH bei COPD zu identifizieren.  

In den Lungenproben von COPD-Patienten konnte im Rahmen dieser Arbeit eine erhöhte 

Protein-Expression des Proliferationsmarkers CCND1 sowie eine erhöhte Phosphorylierung 

der extrazellulären signalregulierten Kinase 1/2 (ERK1/2) und AKT nachgewiesen werden. 

Molekularbiologische Untersuchungen zeigten eine Zunahme der mRNA-Expression von 

fibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2), FGF9, FGF10 und ets varient transcription 

factor 5 (ETV5) sowie vielen Sonic Hedgehog (SHH)-Signalweg-assoziierten Genen z. B. 

protein patched homolog 1 (PTCH1), PTCH2, smoothened (SMO), protein dispatched 

homolog 1 (DISP1), glioma-associated gene (GLI2) und hedgehog-interacting protein 

(HHIP) in Lungen von COPD-Patienten. Zusätzlich wurden ETV5, PTCH1, SMO und GLI1 

mit Hilfe von immunhistochemischen Färbungen in der glatten Muskelschicht der 

pulmonalen Blutgefäße lokalisiert. Des Weiteren führte der Knockdown von ETV5, SPRY2 

sowie SHH nach chronischer Inkubation mit 1%igem cigarette smoke extract (CSE) und 

Stimulation mit hEC-Kulturüberstand (second hit) zu einer inhibierten Proliferation von 

humanen PASMC (hPASMC). Die Proliferation von hPASMC wurde außerdem negativ 

durch die akute und chronische CSE-Inkubation beeinflusst und war mit einer reduzierten 

Expression von Proliferationsmarkern (CCND1, PCNA und KI67) assoziiert. Durch die 

Inkubation von hPASMC mit hEC-Kulturüberstand unter CSE haben die hPASMC dagegen 

proliferiert. Zudem wurde festgestellt, dass die mRNA-Expression von HHIP infolge der 

Stimulation mit hEC-Kulturüberstand unter CSE im Vergleich zu CSE allein erhöht war, was 

auf eine potenzielle Rolle von HHIP in der Proliferation von hPASMC im Zigarettenrauch-

assoziierten pulmonalvaskulären Umbau hinweisen könnte.  
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Die Resultate dieser Arbeit deuten darauf hin, dass FGF- bzw. SHH-Signalwege in die 

Regulation der Proliferation von hPASMC im Zusammenhang mit COPD-PH involviert 

sind. Im pulmonalvaskulären Umbauprozess spielen die Interaktionen zwischen hPASMC 

und hEC eine potenzielle Rolle.  
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6 Summary 

Pulmonary hypertension (PH) is characterized by a pathological pressure increase in the 

pulmonary arteries. PH in chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is associated with 

higher mortality of the patients. The features of COPD-PH are the proliferation of pulmonary 

arterial smooth muscle cells (PASMC), endothelial cells (EC) and fibroblasts. However, less 

is known about the cellular and molecular mechanisms underlying PH associated with 

COPD. The aim of the present work is to identify new genes involved in cigarette smoke 

induced vascular remodeling and in COPD-PH. 

In the lungs of COPD patients an increased expression of the proliferation marker CCND1 

as well as an increased phosphorylation of extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) 

and AKT was observed. The screening results revealed an increased mRNA level of 

fibroblast growth factor receptor 2 (FGFR2), FGF9, FGF10 and ets variant transcription 

factor 5 (ETV5) as well as of many genes belonging to the SHH-signalling pathway such as 

protein patched homolog 1 (PTCH1), PTCH2, smoothened (SMO), protein dispatched 

homolog 1 (DISP1), glioma-associated gene (GLI2) und hedgehog-interacting protein 

(HHIP) in the lungs of COPD patients. Additionally, using immunohistochemical analysis 

ETV5, PTCH1, SMO and GLI1 were localized in the smooth muscle cell layer of the blood 

vessel wall from human lungs. Knockdown of ETV5, SPRY2 and SHH resulted in decreased 

proliferation of human PASMC (hPASMC) after chronic exposure to 1% cigarette smoke 

extract (CSE) and stimulation with hEC supernatant. Acute and chronic CSE treatment 

resulted in decreased proliferation of hPASMC and decreased expression of proliferation 

markers (CCND1, PCNA and KI67). The incubation of hPASMC with hEC culture 

supernatant under CSE lead to proliferation of hPASMC. Additionally, the mRNA 

expression of HHIP in hPASMC was increased following stimulation with hEC culture 

supernatant under CSE compared to CSE only, indicating a potential role of this gene for 

hPASMC proliferation in cigarette smoke induced pulmonary vascular remodeling. 

In conclusion, genes related to FGF and SHH pathways may play a role in proliferation of 

hPASMC involved in COPD-PH. Remodeling may involve the interactions of hEC with 

hPASMC.  
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7 Abkürzungen 

AAT Alpha-1-Antitrypsin  

B Bronchien 
   

B2M β2 Mikroglobulin  
  

BMP knochenmorphogenetisches Protein (bone morphogenetic protein)  

BMPR knochenmorphogenetischer Protein Rezeptor (bone morphogenetic 

protein receptor)  

bp Basenpaare  
   

BrdU 5’Brom-2’-Desoxyuridin (Bromdesoxyuridin)  

BSA bovines Serumalbumin  
  

ca. circa  
   

CCND1 Cyclin D1 

CD8+ cluster of differentiation 8+  

cDNA komplementäre DNA (complementary DNA) 

cm2 Quadratzentimeter  
  

COP1 constitutive photomorphometric 1 

COPD chronisch obstruktive Lungenerkrankung (chronic obstructive 

pulmonary disease)  

CRL4 E3 Cullin-Really interesting new gene-Ubiquitin-Ligase 4  

CSE Zigarettenrauchextrakt (cigarette smoke extract)  

Ct Schwellenzyklus (cycle threshold)  
 

dH2O  deionisiertes Wasser  
  

DNA  Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleoic acid)  

DISP1 dispatched homolog 1 

DPBS Dulbeccos’s Phosphat-gepufferte Salzlösung (dulbecco’s phosphat 

buffered saline)  

EC Endothelzellen (endothelial cells) 

ECL enhanced chemiluminescence 

EGF epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor) 

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (endothelial nitric oxide 

synthase) 

ERK1/2  extrazelluläre signalregulierte Kinasen 1 und 2  

et al. und andere (et alteri)  
  

ET-1 Endothelin-1  
  

EtOH Ethanol  
   

ETS e26 transformation-specific   

ETV ets variant transcription factor 
  

FEV1 forciertes Expirationsvolumen in einer Sekunde (forced expiratory 

volume) 

FGF  Fibroblasten Wachstumsfaktor (fibroblast growth factor)  
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FGFR Fibroblasten Wachstumsfaktor-Rezeptor (fibroblast growth 

factor receptor) 

   

FVC forcierte Vitalkapazität (forced vital capacity)    

g Gramm 
   

G Gefäß 
   

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase    

ggf. gegebenenfalls 

GLI glioma-associated oncogene 

GM-CSF Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor (granulocyte 

macrophage colony-stimulating factor) 

GOLD Global Initiative for Chronic Obstructive Pulmonary Disease 

HCl Chlorwasserstoff (Salzsäure)   

hEC humane Endothelzellen (human endothelial cells)   

HHIP hedgehog-interacting protein    

H2O2 Wasserstoffperoxid 
  

HIV  humanes Immundefizienz-Virus  
 

hPASMC humane pulmonalarterielle glatte Muskelzellen (human pulmonary 

arterial smooth muscle cells)  

HRP  Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)  

5-HAT 5-Hydroxytryptamin    

IL Interleukin  
   

iNOS induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase (inducible nictric oxide 

synthase) 

IPAH idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie  

JNK C-Jun N-terminale Kinasen    

KCl Kaliumchlorid  
  

kDa Kilodalton  
   

KI67 Antigen Ki67  
  

l Liter 
   

M Molar (Mol pro Liter)  
  

mA Milliampere  

MAPK mitogen-activated protein kinase 
 

mg  Milligramm  
  

Min. Minute  
   

miR microRNA    

ml Milliliter  
   

mM Millimolar  
   

mmHg  Millimeter Quecksilbersäule  
 

MMP Matrixmetalloproteinase 
  

mPAP mittlerer pulmonalarterieller Druck (mean pulmonary arterial pressure) 
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mRNA  messenger RNA 
 

NaCl Natriumchlorid  
  

NADPH Nikotinamidadenindinukleotidphosphat 

NF-κB Nukleusfaktor leichter κ-Ketten der aktivierten B-Zellen (nuclear factor 

κ-light-chain-enhancer of activated B-cells)  

ng Nanogramm  
  

nm Nanometer  
   

NO  Stickstoffmonoxid (nitric oxide)  
 

NR Nichtraucher  

o. H. obere Hälfte  

PAH pulmonalarterielle Hypertonie  
 

PAP pulmonalarterieller Druck (pulmonary arterial pressure)  

PASMC pulmonalarterielle glatte Muskelzellen (pulmonary arterial smooth 

muscle cells)  

PBGD Porphobilinogen-Desaminase 

PBS Phosphatpufferlösung (phosphat-buffered saline) 

PCNA proliferating cell nuclear antigen 
 

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)  

PDGF Thombozyten-abstammender Wachstumsfaktor (platelet-derived 

growth factor)  

PEA3 polyomavirus enhancer activator-3 

pH negativer dekadischer Logarithmus der H3O
+-Konzentration  

PH pulmonale Hypertonie  
  

PI3K Phosphoinositid-3-Kinasen  

PLCγ Phospholipase Cγ  

PTCH protein patched homolog   

PVDF Polyvinylidenfluorid  
  

PVR pulmonalvaskulärer Widerstand (pulmonary vascular resistance)  

p-Wert Wahrscheinlichkeitswert (probability value) 
 

R Raucher 

RAS rat sarcoma 

RCF relative Zentrifugalbeschleunigung (relative centrifugal force) 

RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid)  

rPASMC Ratten pulmonalarterielle glatte Muskelzellen (rat pulmonary arterial 

smooth muscle cells)  

RTqPCR quantitative Echtzeit-PCR (real time quantitative polymerase chain 

reaction)  

S Septum 
   

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecylsulfate)  

Sek. Sekunde  
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SHH Sonic Hedgehog   

SHH-N Sonic Hedgehog-N-Terminus 

siR kleine interferierende RNA ohne Zielsequenz (random small-interfering 

RNA)  

siRNA kleine interferierende RNA (small-interfering RNA)  

SMC glatte Muskelzellen (smooth muscle cells)  

SMO smoothened    

SPRY sprouty homolog     

STAT signal transducers and activators of transcription    

Std. Stunde  
   

TAE TRIS-Acetat-EDTA  
  

TBST Trispufferlösung (tris buffer saline) 

TGF transformierender Wachstumsfaktor (transforming growth factor)  

TGF-βR transformierender Wachstumsfaktor-β-Rezeptor (transforming growth 

factor β receptor) 

TNF-α Tumornekrosefaktor-α  
  

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan  
 

u. a. unter anderem/n  
  

u. H.  untere Hälfte     

V Volt 
   

VEGF vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (vascular endothelial growth 

factor)  

vWF Von-Willebrand-Faktor  
  

W Watt  
   

WHO Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)  

z. B. zum Beispiel 
  

α-SMA glattmuskuläres α-Aktin (α-smooth muscle actin)  

β-MeEtOH β-Mercaptoethanol  

Δ delta, Differenz  
  

µg Mikrogramm    

μl Mikroliter  
  

μm Mikrometer 
   

μM Mikromolar    

% Prozent     

(p-) Phosphorylierung    

°C Grad Celsius     
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11 Anhang 

11.1  RTqPCR 

zu 3.5 Knockdown-Experimente an hPASMC 

 

Abbildung 32: 48 Std. SiRNA-Transfektion führt zur inhibierten mRNA-Expression von ETV5, 

SPRY2 und SHH in hPASMC. 

mRNA-Expression von A) ETV5, B) SPYR2 und C) SHH nach Transfektion (48 Std.) von 

hPASMC mit spezifischen SiRNAs gegen ETV5, SPRY2 und SHH im Vergleich zur 

Kontrolle (SiRandom, SiR). Signifikanz sind wie folgt angegeben: * (p<0,05). 

 

11.2  Western Blots  

zu 3.1 Expressionsanalyse von FGF-Signalweg-assoziierten Genen in den Lungen von 

COPD-Patienten 

  

 
Abbildung 33: Western-Blots von ETV5 und SPRY2 in humanen Lungen. 
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Western-Blots von ETV5 (62 kDa) und SPRY2 (35 kDa) in homogenisierten humanen Lungen von 

NR, R und COPD. β-Aktin (42 kDa) als interne Kontrolle (housekeeping gene) verwendet. NR: 

Nichtraucher, R: Raucher.  

 

zu 3.2 Expressionsanalyse von SHH-Signalweg-assoziierten Genen in den Lungen von 

COPD-Patienten  

 

Abbildung 34: Western-Blots von SHH, SHH-N und PTCH2 in humanen Lungen. 

Western-Blots von SHH (45 kDa), SHH-N (19 kDA) und PTCH2 (200 kDa) in homogenisierten 

humanen Lungen von NR, R und COPD. β-Aktin (42 kDa) als interne Kontrolle (housekeeping gene) 

verwendet. NR: Nichtraucher, R: Raucher.  

 

zu 3.3 Expression von Proliferationsmarkern in COPD-Lunge 
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Abbildung 35: Western-Blots von CCND1, ERK1/2 und AKT in humanen Lungen. 

Western-Blots von CCND1(34 kDa), ERK1/2 (42/44 kDa) und p-ERK1/2 (42/44 kDa), AKT (60 

kDa) und p-AKT (60 kDA) in homogenisierten humanen Lungen von NR, R und COPD. β-Aktin (42 

kDa) als interne Kontrolle (housekeeping gene) verwendet. NR: Nichtraucher, R: Raucher.  

 

 

zu 3.4.1 Effekte der akuten CSE-Exposition auf die Expression von FGF-Signalweg-

assoziierten Genen 

   

 

Abbildung 36: Western-Blot von FGF-Signalweg-assoziierten Genen in hPASMC nach akuter 

CSE-Inkubation. 

Western-Blots von ETV5 (62 kDa) und SPRY2 (35 kDa) nach 24 Std.-Inkubation von hPASMC mit 

CSE (0, 1 und 3%ig). β-Aktin (42 kDa) als interne Kontrolle (housekeeping gene) verwendet. CSE: 

cigarette smoke extract, u. H.: untere Membranhälfte, o. H: obere Membranhälfte. 
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zu 3.4.2 Effekte der akuten CSE-Exposition auf die Expression von SHH-Signalweg-

assoziierten Genen 

 

 

Abbildung 37: Western-Blots von SHH-Signalweg-assoziierten Genen in hPASMC nach akuter 

CSE-Inkubation. 

Western-Blots von SHH (45 kDa), SHH-N (19 kDa) und PTCH1 (160 kDA) nach 24 Std.-Inkubation 

von hPASMC mit CSE (0, 1 und 3%ig). β-Aktin als interne Kontrolle (housekeeping gene) 

verwendet. CSE: cigarette smoke extract, u.H: untere Membranhälfte, o. H.: obere Membranhälfte. 

 

 

zu 3.4.3 Effekte der akuten CSE-Exposition auf die Proliferation von hPASMC 
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Abbildung 38: Western-Blots von CCND1, ERK1/2 und AKT in hPASMC nach akuter CSE-

Inkubation. 

Western-Blots von CCND1 (34 kDa), ERK1/2 (42/44 kDa) und p-ERK1/2 (42/44 kDa), AKT (60 

kDa) und p-AKT (60 kDa) nach 24 Std.-Inkubation von hPASMC mit CSE (0, 1 und 3%ig). β-Aktin 

als interne Kontrolle (housekeeping gene) verwendet. CSE: cigarette smoke extract. 

 

zu 3.4.4 Effekte der chronischen CSE-Exposition auf die Expression von FGF-

Signalweg-assoziierten Genen in hPASMC 

 

 

Abbildung 39: Western-Blots von FGF-Signalweg-assoziierten Genen in hPASMC nach 

chronischer CSE-Inkubation. 

Western-Blots von ETV5 (62 kDa) und SPRY2 (35 kDa) nach 120 Std.-Behandlung von hPASMC 

mit CSE (0, 0,5 und 1%ig). β-Aktin (42 kDa) als interne Kontrolle (housekeeping gene) verwendet. 

CSE: cigarette smoke extract, u. H.: untere Membranhälfte, o. H.: obere Membranhälfte. 
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zu 3.4.5 Effekte der chronischen CSE-Exposition auf die Expression von SHH-

Signalweg-assoziierten Genen in hPASMC 

 

 

Abbildung 40: Western-Blot von SHH in hPASMC nach chronischer CSE-Inkubation. 

Western-Blot von SHH (45 kDa) nach 120 Std.-Inkubation von hPASMC mit CSE (0, 0,5 und 1%ig). 

β-Aktin (42 kDa) als interne Kontrolle (housekeeping gene) verwendet. CSE: cigarette smoke extract.  

 

zu 3.4.6 Effekte der chronischen CSE-Exposition auf die Proliferation von hPASMC 

 

 

Abbildung 41: Western-Blot von CCND1 und PCNA in hPASMC nach chronischer CSE-

Inkubation. 

Western-Blot von CCND1 (34 kDa) und PCNA (29 kDa) nach 120 Std.-Inkubation von hPASMC 

mit CSE (0, 0,5 und 1%ig). β-Aktin (42 kDa) als interne Kontrolle (housekeeping gene) verwendet. 

CSE: cigarette smoke extract, u. H.: untere Membranhälfte, o. H.: obere Membranhälfte. 
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Abbildung 42: Western-Blots von ERK1/2 und AKT in hPASMC nach chronischer CSE-

Inkubation. 

Western-Blots von ERK1/2 (42/44 kDa) und p-ERK1/2 (42/44 kDa), AKT (60 kDa) und p-AKT (60 

kDa) nach 120 Std.-Inkubation von hPASMC mit CSE (0, 1 und 1,5%ig). β-Aktin (kDa) als interne 

Kontrolle (housekeeping gene) verwendet. CSE: cigarette smoke extract. 
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zu 3.5.1 Wechselwirkungen zwischen ETV5, SHH und SPRY2 in hPASMC 

 

 

Abbildung 43: Western-Blots von ETV5, SPRY2 und SHH in hPASMC nach Knockdown.  

Western-Blots von ETV5 (62 kDa), SPRY2 (35 kDa) und SHH (45 kDa) nach SiRNA-Transfektion 

(48 Std.) gegen ETV5 (SiETV5), SPRY2 (SiSPRY2) oder SHH (SiSHH) im Vergleich zur Kontrolle 

(SiRandom, SiR). β-Aktin (42 kDa) und GAPDH (37 kDa) als interne Kontrollen (housekeeping 

genes) verwendet. u. H.: untere Membranhälfte, o. H.: obere Membranhälfte. 
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zu 3.5.2 Einfluss von ETV5, SPRY2 bzw. SHH auf die Expression von Proliferationsmarkern 

in hPASMC 

 

 

Abbildung 44: Western-Blots von CCND1 und PCNA in hPASMC nach Knockdown von 

ETV5, SPRY2 und SHH.  

Western-Blots von CCND1 (34 kDa) und PCNA (29 kDa) nach SiRNA-Transfektion (48 Std.) gegen 

ETV5 (SiETV5), SPRY2 (SiSPRY2) oder SHH (SiSHH) im Vergleich zur Kontrolle (SiRandom, 

SiR). β-Aktin (42 kDa) als interne Kontrolle (housekeeping gene) verwendet. u. H.: untere 

Membranhälfte.  
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