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1 EINLEITUNG

1.1 Pulmonaler Hochdruck

Global liegen die Lungenkrankheiten bezilglich Sterblichkeit, Inzidenz, Préavalenz
und Kosten direkt an zweiter Stelle hinter den kardiovaskuldren Krankheiten. In
einigen Landern, z. B. GroRbritannien, sind sie bereits die fihrende Todesursache
(World Health Report, 1998). Nach Schatzungen der WHO werden 2020 von den
68 Millionen Todesfallen weltweit 11,9 Millionen durch Lungenkrankheiten
verursacht sein, davon 4,7 Millionen durch COPD, 2,5 Millionen durch
Lungenentziindungen, 2,4 Millionen durch Tuberkulose und 2,3 Millionen durch
Lungenkrebs (Murray CJL, Lopez AD, The Global Burden of Disease, 1996).

Viele dieser Erkrankungen der Lunge, aber auch Erkrankungen des Herzens
gehen mit einem Bluthochdruck in der Lunge einher. Diese pulmonale Hypertonie
kann auch ohne erkennbare Ursache entstehen (idiopathische PH) und fihrt bei
den Betroffenen zu Atemnot, Husten, blauen Lippen und Wasseransammlungen in
den Beinen. Haufig werden die ersten Anzeichen, Luftnot bei Belastung und
schnelle Ermidung, kaum wahrgenommen, durch die anfangs unspezifischen
Symptome erfolgt eine Diagnose meist sehr spét.

Die mittlere Uberlebenszeit liegt nach Diagnose bei nur 2,8 Jahren, sofern keine
Behandlung erfolgt (D"Alonzo et al., 1991). Betroffen sind 30 - 50 Menschen pro
Million (Peacock, 2003).

Die pulmonale Hypertonie ist seit mehr als 100 Jahren bekannt, geriet jedoch lange
Zeit in Vergessenheit, da weder diagnostische noch therapeutische Mdéglichkeiten
vorhanden waren und die Erkrankung in der Regel im Rahmen einer Obduktion
diagnostiziert werden musste.

In den sechziger Jahren trat die pulmonale Hypertonie wieder in den Mittelpunkt
des offentlichen und wissenschaftlichen Interesses, der Grund war ein Anstieg der
Erkrankungshaufigkeit durch die Einnahme von Appetitziiglern.

Erst durch die Entwicklung der Ultraschalldiagnostik und der Doppler-
Echokardiographie wurde es mdglich, den Blutdruck im Lungenkreislauf zu

bestimmen und so nicht-invasive Diagnostik zu betreiben.



Einleitung 1.1 Pulmonaler Hochdruck

Das Kreislaufsystem wird in einen grof3en und einen kleinen Kreislauf unterteilt.
Das sauerstoffreiche, arterielle Blut fliel3t im gro3en Kreislauf vom linken Herzen

durch den Koérper und versorgt die Organe mit Sauerstoff. Es gelangt als
sauerstoffarmes, vendses Blut zum rechten Herzen. Von hier wird es im kleinen
Kreislauf in die Lunge gepumpt, nimmt Sauerstoff auf und flie3t zurlick in das linke
Herz. Erhdht sich der Druck im kleinen Kreislauf Gber einen bestimmten Wert, liegt

ein pulmonaler Hochdruck vor.

Rechte Lunge Linke Lunge
Alveolen
Lungenarterien Lungenvenen
Herz
Yanen Rechtes Linkes Arterien

Herz Herz

Abbildung 1: Darstellung des Blutkreislaufes

Definiert wird die pulmonale Hypertonie durch eine chronische Erhdhung des
mittleren Druckes (mittlerer pulmonalarterieller Druck, mPAP) im kleinen Kreislauf
Uber 25 mmHg in Ruhe und Gber 30 mmHg bei Belastung (Rubin, 1997).

Bei einem mPAP von 24 - 45 mmHg handelt es sich um eine milde PH, bei einem
mPAP (ber 45 mmHg hingegen um eine schwere PH (Voelkel und Tuder, 1999).
Pulmonale Hypertonien gehen einher mit einer Erhéhung des pulmonalen
Vasotonus, proliferativen LungengefalRveranderungen und einer Hypertrophie des
rechten Herzens, durch die erhéhte Nachlast entsteht ein Cor pulmonale nach
WHO - Definition.



Die mit der Erkrankung einhergehende Gefaliwanddickenzunahme erfolgt durch
Proliferation ~ und  Migration glatter = Muskelzellen, dabei sind alle
GefalBwandschichten an diesen Umbauprozessen beteiligt, die genauen
Mechanismen sind noch nicht geklart.

Die strukturellen und funktionellen Veranderungen der Gefallwande im Laufe der
Erkrankung werden als pulmonalvaskuldres Remodeling bezeichnet. Durch den
chronischen Druckanstieg verdickt sich die Gefalwand, um dem steigenden Druck
standzuhalten. Dafiir werden zuséatzliche glatte Muskelzellen benétigt, die jedoch
zu einer Verminderung des Innendurchmessers und zu einer eingeschrankten
Moglichkeit der Vasodilatation fihren. Der pulmonalvaskuldre Widerstand erhdht
sich und resultiert in einem anhaltenden Lungenhochdruck. Die Zunahme der
glatten Muskelzellen breitet sich nach distal aus und erreicht auch kleine,
physiologisch nicht muskularisierte Pulmonalarterien, man spricht dann von einer
de-novo-Muskularisierung (Humbert et al., 2004).

Die Patienten leiden unter fortschreitender Luftnot bei Belastung, rascher
Ermidung und erliegen bei fortschreitender Erkrankung schlief3lich dem Tod durch

Rechtsherzversagen.

1.2 Einteilung der pulmonalen Hypertonie

Die erste Einteilung der pulmonalen Hypertonie erfolgte 1973 durch die WHO. Sie
unterschied die primare pulmonale Hypertonie, die ohne erkennbare Ursache
auftritt, von der sekundaren pulmonalen Hypertonie mit bekannter Ursache.

2003 wurde die klinische Kilassifikation der pulmonalen Hypertonie auf der
Weltkonferenz in Venedig modifiziert und die pulmonale Hypertonie in flnf

Gruppen eingeteilt:

1. Die Pulmonalarterielle Hypertonie (PH).
Sie wird weiter unterteilt in eine idiopathische PH, die ohne erkennbare
Ursache entsteht, eine familidre PH, eine PH assoziiert mit bestimmten
Erkrankungen (APAH; angeborene Shunts, Kollagenosen, portale

Hypertonie, HIV-assoziiert, durch Medikamente/Toxine, andere



Erkrankungen), eine PH mit signifikanter vendser oder kapillérer Beteiligung
(z.B. pulmonale veno-okklusive Erkrankung, pulmonale kapillare

Hamangiomatose) und eine persistierende PAH des Neugeborenen.

2. Die pulmonale Hypertonie bei Linksherzversagen.

3. Pulmonale Hypertonien bei Erkrankungen des respiratorischen Systems

und/oder Hypoxamie.

4. Pulmonale Hypertonie infolge chronisch thrombotischer und/oder

embolischer Krankheiten.

5. Gemischte Gruppe: PH bei Sarkoidose, Histiozytose, Lymphangiomatose,

Schistosomiasis oder durch Kompression der Lungengefalie.

1.3 Modelle des pulmonalen Hochdruckes

Ein Studium der Vorgédnge bei der pulmonalen Hypertonie ist meist nur im
Tiermodell méglich, da die Patienten anfangs symptomfrei sind. Es existieren das
Monocrotalinmodell der Ratte und das Modell der Hypoxie-induzierten PH von
Maus und Ratte. Das Hypoxiemodell bleibt klinisch und pathohistologisch sowohl
bei der Maus als auch bei der Ratte im Schweregrad der Auspragung hinter dem
Monocrotalinmodell der Ratte zurlick. Es fehlen die erhéhte Sterblichkeitsrate und
die ausgeprégten proliferativen Geféllveranderungen. Nach Van Suylen et al.,,
1998, kommt es eher zu vasokonstriktiven Verdnderungen und zu keinem
konzentrischen Remodelling der Gefallwande, die Umbauprozesse der
GefalRwande sind nach Verbringen in Raumluft zum Teil reversibel.

Eine pulmonale Hypertonie durch Monocrotalin bei der Maus zu erzeugen ist bisher
nicht gelungen. Eine Verabreichung des aktiven Metaboliten Dehydromonocrotalin

fuhrte lediglich zu akut entziindlichen und 6édematdsen Lungenverédnderungen,



spéter zu leichter Fibrose des Lungenparenchyms (Dumitrascu et al., 2008).

Die Monocrotalin-induzierte pulmonale Hypertonie der Ratte ruft ein mit der
(idiopathischen) PH des Menschen vergleichbares Krankheitsbild hervor und ist gut
reproduzierbar, deshalb wurde es fir die vorliegende Arbeit gewahit.

Monocrotalin ist ein Pyrrolizidin-Alkaloid aus Crotalaria (Familie der Leguminosae),
durch das in vielen Teilen der Welt sporadische Vergiftungsfélle auftreten. Es stellt
ein Gesundheitsrisiko fir Mensch und Tier dar (Environmental Health Criteria 80 :

Pyrrolizinine Alkaloids, WHO 1988) mit speziespezifischen Auswirkungen.

Nach Aufnahme werden die Pyrrilizidinalkaloide durch mischfunktionelle Oxidasen
(Cytochrom-P450 Enzyme) in der Leber metabolisiert, es entstehen reaktive
alkylierende pyrrolische Dehydro-Alkaloide, es erfolgt also durch die Leber eine
Bioaktivierung (Toxifizierung). Die Metaboliten gelangen in die Blutbahn und
induzieren in der Lunge initiale Endothelschaden, die zu einer Erhdéhung der
Permeabilitdt, Thrombozytenaggregation und verstéarkter Expression von
Adhasionsmolekiilen flhren. Entziindungszellen, glatte Muskelzellen und
Endothelzellen produzieren Zytokine und Wachstumsfaktoren, es kommt zur
Migration und Proliferation von glatten Muskelzellen und Fibroblasten sowie zur
verstarkten Bildung von extrazellularer Matrix. Die Muskularisierung und
Umstrukturierung der GefaRwande nimmt zu und erhélt sich selbst aufrecht, dieser

Vorgang wird als 'Remodelling’ bezeichnet (s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Darstellung des Pathomechanismus des Gefal3-Remodellings nach

Monocrotalininjektion

In der Leber entstehen je nach Spezies ausgeprégt Nekrosen, Hyperplasie,
Zirrhose und Fibrose, in der Niere Glomerulopathien. Sekundar zeigen sich
Veranderungen am  Zentralnervensystem  durch den leberbedingten
Ammoniakanstieg (Environmental Health Criteria 80 : Pyrrolizinine Alkaloids, WHO
1988).

Die aktiven Metaboliten haben sehr kurze Halbwertszeiten (Sekunden bis Minuten)
und werden innerhalb von 24 Stunden fast vollstandig Uber die Nieren
ausgeschieden. Nach 24 Stunden kénnen weder in Geweben noch in
Kérperflissigkeiten verbliebene Produkte nachgewiesen werden (Hayaschi et.al.,
1967). Durch die antimitotische Wirkung der aktiven Pyrrole entstehen grof3e
atypische Typ Il Alveolarzellen mit stark vergréRerten Kernen (Wilson & Segall,
1990). Meyrick und Reid zeigten 1979, dass es bereits drei Tage nach dem
toxischen Stimulus zu einem Auftreten von Muskelfasern in physiologischerweise

nicht muskularisierten Lungenarterien kommt.




Die Frage, woher die neuen Muskelzellen stammen, wird unterschiedlich
beantwortet. Perizyten sind in der Lage, sich in Fibrolasten, glatte Muskelzellen

und makrophagenahnliche Zellen umzuwandeln (Reid et al., 1986), aber auch die
Fibroblasten der Adventitia und des Interstitiums kdnnen rekrutiert werden
(Stenmark et al, 2006).

Hall und Mitarbeiter zeigten 2000, dass sich in der menschlichen
Embryonalentwicklung die glatten Muskelzellen unter anderem auch aus
Endothelzellen entwickeln. Die Bedeutung zirkulierender Vorlauferzellen fiir die
Neuentstehung glatter Muskelzellen wird je nach Arbeitsgruppe unterschiedlich
diskutiert (Hayashida et al., 2005; Raoul et al., 2007).

In den Wochen nach der toxischen Schéadigung entwickeln die Tiere klinische
Anzeichen von Rechtsherzinsuffizienz: Dyspnoe, Zyanose und Odeme. In den
Pulmonalarterien und -arteriolen verdickt sich die Media progressiv, das rechte
Herz hypertrophiert durch die steigende Druckbelastung, es kommt zur Dilatation
und Dekompensation, es folgt der Tod durch Rechtsherzversagen.

Der pulmonalarterielle Druck zeigt ab dem 8. Tag nach der Monocrotalininjektion
einen kontinuierlichen Anstieg (Ghodsi & Will,1981), ab der dritten Woche nach

Injektion liegt eine voll etablierte pulmonale Hypertension vor.

MCT s.c.

120 l

100 4

80 4

RVSP [mmHg]
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40 4

204 ¢ . r v r .
0 5 10 15 20 25
Zeit [d]

Abbildung 3: Darstellung des rechtsventrikuldren Druckverlaufes durch
kontinuierliche telemetrische Messung nach Monocrotalingabe,

aus: Schermuly et al, 2005.




Da das aktive Alkaloid innerhalb der ersten 24 Stunden nahezu vollstdndig
ausgeschieden wird, die GefalRverdnderungen sich jedoch nur langsam entwickeln,
ist eine Gefaldveranderung aufgrund der durch den toxischen Stimulus
angestolienen biologischen Pathomechanismen wahrscheinlich.

Langleben und Reid zeigten 1985 eine Verringerung der GefalRverdnderungen
durch die Gabe von Methylprednisolon in geringen Dosen Uber 21 Tage nach dem
toxischen Stimulus. Die durch Monocrotalin getriggerten Verdnderungen scheinen

sich also selbst aufrecht zu erhalten.

An der Modulation des vaskuldaren Remodellings sind eine Reihe von
Wachstumsfaktoren,  vasoaktiven  Peptiden, Zytokinen und reaktiven
Sauerstoffverbindungen sowie kleine Molekile wie Stickstoffmonoxid (NO) als
Gegenspieler beteiligt.

Stimulierend auf die Proliferation glatter Muskelzellen wirken unter anderem
Insulin-like Growth Factor (IGF) 1 und 2, Platelet Derived Growth Factor (PDGF),
Insulin, Heparin, Angiotensin Il, Thromboxan A2, Serotonin und Leukotriene.
Hemmend wirken Prostaglandine, Interferone, Tumornekrosefaktor-a,
Kohlenstoffmonoxid und NO.

Auf die Kollagensynthese wirken IGF 1 und 2, PDGF, Angiotensin Il ebenfalls
stimulierend, Prostaglandine, Interferone, ANP und NO hemmen die

Kollagensynthese.

1.4 Guanylatzyklase und NO

Die amerikanischen Pharmakologen Robert Furchgott, Louis Ignarro und Ferid
Murad erhielten 1965 den Nobelpreis fir ihre Arbeiten Uber die Rolle von
Stickstoffmonoxid (NO) im Herz-Kreislaufsystem.

NO spielt eine wichtige Rolle bei der Relaxation glatter Muskelzellen Uber die
Guanylatzyklase (GC). Die GC aktiviert cGMP-abhéngige Proteinkinasen, diese

fihren zu einer Senkung der Ca2*-Konzentration im Zytoplasma und einer



Desensibilisierung des kontraktilen Aktin-Myosin-Systems, es resultiert eine Vaso-
und Bronchodilatation (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Darstellung des Signaltransduktionsweges der sGC

Die Guanylatzyklase kommt in eukaryotischen Zellen in zwei Enzymformen vor
(Kimura und Murad, 1974), als I6sliche Guanylatzyklase (sGC) und
membrangebundene und damit partikuldre Guanylatzyklase (pGC), und katalysiert
die  Hydrolyse von  Guanosin-5-Phosphat (GTP) zu  zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) und Pyrophosphat.

Die I6sliche Guanylatzyklase konnte aus mehreren Geweben isoliert werden, am
besten lasst sich das Enzym aus bovinem Lungengewebe isolieren. Das isolierte
Enzym ist ein Heterodimer, das aus einer a1l-Untereinheit und einer B1-
Untereinheit besteht. Wahrend fur die R1-Untereinheit einheitlich ein
Molekulargewicht von 70 kDa angegeben wird, differiert das Gewicht der a1-

Untereinheit je nach Arbeitsgruppe zwischen 73 und 80 kDa (Gerzer et al., 1981;




Stone und Marletta, 1994; Burstyn et al., 1995; Tomita et al., 1997). Die a1- und
31-Untereinheit sind ubiquitar exprimiert.

In der Rattenniere und in humanem fetalen Gehirn wurden weitere Untereinheiten
gefunden (Yuen et al., 1990; Harteneck et al., 1991), die mit 82 kDa gréRRere a2-
Untereinheit und die kleinere R2-Untereinheit mit 76 kDa. Die a2-Untereinheit
kommt aulder im fetalen Gehirn auch in der humanen Plazenta und bei der Ratte in
Niere, Gefalken und Spinalganglien vor. Die R2-Untereinheit kommt in der
Rattenniere und in der Rattenleber vor, in humanem Gewebe wurde sie bisher
nicht nachgewiesen.

Von Giuili et al. wurden 1992 die a3- und die R3-Untereineit aus humanem Gewebe
isoliert, die aber eher der der a1- und der 31-Untereinheit der Ratte entsprechen als
unterschiedliche Isoformen darstellen (Koesling und Friebe, 1999).

Alle Untereinheiten besitzen zwei katalytische Domanen im Bereich des C-
Terminus. Die R2-Untereinheit besitzt im Bereich des C-Terminus 86 zuséatzliche
Aminosauren.

Die N-terminale Region der Untereinheiten variiert, allerdings ist ein Bereich von
100 Aminoséauren innerhalb der a- und B- Untereinheiten hoch konserviert und
unterscheidet sich nur zwischen a- und 3-Untereinheiten.

Expressionsexperimente konnten zeigen, dal} fur ein aktives Enzym eine a- und
eine B-Untereinheit notwendig sind (Harteneck et al., 1990; Buechler et al., 1991).
Die aus der Lunge isolierte I6sliche Guanylatzyklase ist ein Heterodimer aus a1-
und R1-Untereinheit. Sie wird durch NO bis 400-fach stimuliert und enthalt eine
prosthetische Hdm-Gruppe (Gerzer et al., 1981), als Kofaktor wird Mg2* oder Mn2*
bendtigt. Die spezifische Aktivitat liegt bei 25 bis 40 yMol cGMP pro Minute und
Milligramm (Stone und Marletta,1995).

Behrends et al. identifizierten 1995 eine inaktive splice-Variante der a2-
Untereinheit, die mit der R2-Untereinheit dimerisieren kann. Es kénnte sich bei
dieser enzymatisch nicht aktiven Isoform um einen dominant negativen Regulator
der sGC-Aktivitdt handeln, die inaktive Variante konnte nicht in allen Geweben
nachgewiesen werden (Behrends et al, 1995).

Uber die biologische Bedeutung der R2-Untereinheit ist bisher wenig bekannt.

Die Aktivierung der sGC erfolgt aul3er durch NO (Stone und Marletta, 1994) in

geringerem Male durch CO (Stone und Marletta, 1994), Gber den eisenfreien
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Ham-Vorlaufer Protoporphyrin IX, indem es die Konformation des NO-Ham-
Komplexes nachahmt (Ignarro et al., 1984), und Uber den synthetischen Aktivator
YC-1 (Friebe et al., 1996).

Durch NO bildet sich ein flinffach koordinierter Nitrosyl-Ham-Komplex, durch die
Bindung von CO ein sechsfach koordinierter Komplex. In beiden Fallen resultiert
eine Konformationsé&nderung, die zur Aktivierung der sGC fuhrt. Die geringere
Aktivierung der sGC durch CO erklart sich durch die hohe Diffusionsrate und die
geringere Konformationanderung im Ham-Komplex.

Durch die Konformationsdnderung im Bereich des Ham-Komplexes am N-
Terminus kommt es unter Freisetzung von Pyrophosphat zur Bildung von cGMP
aus GTP im katalytischen Zentrum am C-Terminus (Hobbs, 1997), cGMP flhrt
Uber Proteinkinasen zur Phosphorylierung von Enzymen und so zu einer Vaso- und
Brochodilatation in der Lunge.

NO ist der starkste Aktivator der sGC. NO war bis in die 70-er Jahre hauptsachlich
als Umwelt- und Zellgift bekannt. Erst danach wurde die Rolle von NO bei der
zelluldren Signaltransduktion aufgeklart. Arnold et al. zeigten 1977, dal® NO durch
eine Aktivierung der sGC zu einer Relaxation der glatten Gefaldmuskulatur fuhrt.
Die 1980 von Furchgott und Zawadzki EDRF (Endotheliumderived Relaxing Factor)
benannte Verbindung wurde 1987 von Palmer et al. als endogen produziertes NO
identifiziert und 1992 von der Zeitschrift Science zum Molekil des Jahres gewahit.
NO ist ein farbloses Gasradikal, das in Wasser nur gering I6slich und maRig
reaktionsfreudig ist, es ist an zahlreichen physiologischen und pathologischen
Prozessen beteiligt. Es spielt eine Rolle bei der Regulation des Blutdruckes, wirkt
im zentralen und peripheren Nervensystem als Neurotransmitter (Bult et al., 1990;
Bredt und Snyder, 1994) und ist an Abwehr- und Entziindungsprozessen beteiligt
(Moncada, 1993; Wang und Hakanson, 1995).

Unter physiologischen Bedingungen produziert der Kérper enzymatisch und nicht-
enzymatisch NO.

Die nicht-enzymatische Produktion findet vor allem im Magen und an der
Hautoberflaiche statt, aber auch im ischamischen Herzen wund bei
Harnwegsinfekten (Weitzberg und Lundberg, 1998). Unter sauren und

reduzierenden Bedingungen wird dabei aus anorganischem Nitrit NO freigesetzt.
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Bei der enzymatischen Produktion ist das Substrat die Aminoséure L-Arginin, die
zu Citrullin reduziert wird, dabei entstent NO (Marletta et al., 1988; Moncada et al.,
1989).

Beteiligt sind mehrere Coenzyme und prosthetische Gruppen: Ham, FAD, FMN,
NADPH+H", Tetrahydrobiopterin (Nathan und Xie, 1994).

Bisher konnten drei NO-produzierende Enzyme indentifiziert werden. Diese als
NO-Synthetasen (NOS) bezeichneten Isoformen unterscheiden sich in Stuktur,
Funktion und Lokalisation. Alle drei Enzyme besitzen eine N-terminale
Oxygenasedomane und eine C-terminale Reduktionsdomane. Die
Reduktionsdomane liefert Reduktionsdquivalente fir das Ham in der
Oxygenasedomane. In der Reduktionsdoméne finden sich Bindungsstellen fir
FAD, FMN und NADPH (Nakane et al.,1993; Férstermann et al. 1994).

Alle Isoformen bilden jeweils aus zwei Monomeren ein Dimer, das durch zwei

Calmodulinmonomere zu einem Tetramer wird (Marletta, 1994).

Bis 1995 wurden die NOS eingeteilt nach dem Zelltyp, aus dem erstmalig die
Isolation der jeweiligen NOS-mRNA erfolgte: nNOS (neuronal), eNOS (endothelial)
und iINOS (induzierbar). Da die verschiedenen NOS-Formen dann auch in anderen
Zelltypen gefunden wurden, wurde eine neutrale, zelltypunabhangige Nomenklatur
eingefihrt: NOS-1 (nNOS), NOS-2 (iNOS) und NOS-3 (eNOS) (Férstermann und
Kleinert, 1995).

NOS-1, die im Kleinhirn der Ratte entdeckt wurde (Schmidt und Murad, 1991), und
NOS-3, die vor allem im GefalRendothel vorkommt (Férstermann und Dun, 1996),
liegen in relativ konstanten Konzentrationen vor und werden deshalb als
konstitutive Formen bezeichnet. NOS-2, die zunachst in Makrophagen gefunden
wurde (MacMicking et al., 1997), tritt hingegen hauptsachlich durch Induktion auf,
z. B. bei der Immunabwehr. Sie wird durch Zytokine, z. B. Interferon, oder
Bakterienbestandteile, z. B. Lipopolysaccharide, induziert.

NOS-2 produziert als high-output-Enzym NO in hohen antibakteriellen
Konzentrationen (Xie und Nathan, 1994).

NOS-1 und NOS-3 sind low-output-Enzyme und produzieren NO in geringen
Mengen, das hauptsachlich der Signaltransduktion dient (Xie und Nathan, 1994).
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Alle drei NOS-Formen benétigen zur vollen Aktivitat Ca®*-bindendes Calmodulin
(Bredt und Snyder, 1990; Hayashi et al., 1999), dabei bendtigen die konstitutiven
Formen hohere Ca?*-Konzentrationen als NOS-2 (Schmidt et al., 1992; Xie und
Nathan, 1994).

Das Gen fur die NOS-1 liegt auf Chromosom 12, das Gen fur NOS-3 auf
Chromosom 7. Beide Formen verfligen Uber eine Phosphorylierungsstelle, Uber die
die NOS-Aktivitat reguliert werden kann, z. B. durch cAMP-abhangige
Proteinkinasen (Zoche et al., 1997). NOS-3 ist N-terminal in der Plasmamembran
der Endothelzellen verankert.

Das Gen fur NOS-2 liegt auf Chromosom 17 (Lowenstein et al., 1992).

Das von NOS 1-3 produzierte NO aktiviert die sGC zur Bildung von cGMP, das
wiederum die Proteinkinase G zur Phosphorylierung von Proteinen aktiviert und in

einer Vaso- und Bronchodilatation resultiert.

Der cGMP-Abbau erfolgt durch Phosphodiesterasen (PDE). Es werden drei
Gruppen unterschieden. Nicht-selektive PDE sind PDE 1-3, 10 und 11, sie
hydrolisieren sowohl cGMP als auch cAMP. PDE 5,6 und 9a bauen spezifisch
cGMP ab, dabei hat PDE 9a die hdchste Affinitat zu cGMP (Andreeva et al., 2001),
PDE 4, 7 und 8 bauen selektiv cAMP ab.

Die Aktivitat der PDE wird sowohl Uber die Substrat-Konzentration reguliert als
auch Uber den Anstieg von cGMP und cAMP, Ca®*, Calmodulin und tiber
Ruckkopplungs-Phosphorylierung durch cAMP-/cGMP-abhéngige Proteinkinasen
(Murthy, 2001).
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1.5 BAY 63-2521

BAY 63-2521 (Methyl-4,6-diamino-2-(1-(2-fluorobenzyl)-1 H-pyrazolol(3,4-b)pyridin-
3-yl)pyrimidin-5-ylmethylcarbamate) ist  ein Stimulator  der  18slichen
Guanylatzyklase. Er ist oral verfigbar und wurde von der Firma Bayer als kristalline

Reinsubstanz zur Verfigung gestellt.

Abbildung 5: Strukturformel von BAY 63-2521. Die Halbwertszeit betragt
10 -12 Stunden. BAY 63-2521stimuliert die I6sliche Guanylatzyklasg
ham-abhangig aber NO-unabhangig.

1.6 Ziel

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte die therapeutische Wirkung des
Guanylatzyklase-Aktivators BAY 63-2521 auf die verschiedenen
pathophysiologischen und pathohistologischen Aspekte der Monocrotalin-
induzierten  pulmonalen  Hypertonie der Ratte untersucht werden.
Es wurde aulerdem die Expression der sGC immunhistochemisch in Lungen
Monocrotalin-behandelter Ratten sowie in Lungenschnitten von Patienten mit

idiopathischer pulmonalarterieller Hypertonie und COPD dargestellt.
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2 MATERIALIEN UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Versuchstiere

Verwendet wurden mannliche Ratten (Rattus norwegicus) des Auszuchtstammes
Sprague-Dawley (Farbe albino).

Bereits 1925 entwickelte Robert W. Dawley diesen Stamm aus einer Kreuzung
weiblicher Wistar-Ratten und mannlicher Hybridratten (Hooded).

Zuchtbetrieb und Lieferant der Tiere ist Charles River Laboratories, Sulzfeld,
Deutschland, die Sprague-Dawley Ratte wird bei dieser Firma unter der
Handelsbezeichnung CD® - Ratte gefiihrt. Sie ist ein eingetragenes Warenzeichen.
Die Ratten hatten bei Anlieferung ein Gewicht von 300-350 g mit einem Alter von
etwa 8 Wochen.

Fir die Dauer des Versuches wurden die Ratten im Tierstall des Zentrums fir
Innere Medizin der Rhénklinik GieRen gehalten, jeweils 4 - 5 Ratten in einem Kafig.
Die Futterung der Ratten erfolgte mit Altromin® Standarddiatfutter ad libitum.

Die Tiere hatten jederzeit unbegrenzten Zugang zu Leitungswasser. Die
Beleuchtungsdauer im Tierstall betrug ca. 12 Stunden pro Tag, die

Umgebungstemperatur im Mittel 25°C.

Die durchgefihrten Versuche wurden vom Regierungspréasidium Gielden
genehmigt.

Der fur die Versuche geltende Tierversuchsantrag kann unter dem Aktenzeichen
Gl 20/ 12 Nr. 34/ 2004, Kenn- Nr. 211 eingesehen werden.
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Bindfaden

Combi-Stopper

Dreiwegehahn

Einmalhandschuhe

Einmalspritzen 1 ml, 2 ml

Kanilen 26 G

(0,9 mm x 25 mm)

Medizinisches Klebeband

Mulltupfer, 20 x 20 cm

Operationsbesteck

Perfusor-Leitung 150 cm

Rattenimmobilisator

Trachealtubus
Venenverweilkanule
22Gund 20 G

Warmeunterlage

Zellstofftupfer 5 x 4 cm

Discofix®

SensiClean ®

Inject Luer ©

BD Microlance 3®

Durapore®

Broom Rodent

Restrainer®

BD Microlance 3 15 G,
gekdurzt auf 1,5 cm
Vasocan Brauntile®

Thermo-Lux®

Purzellin®

Coats GmbH

Kenzingen, Deutschland
Braun

Melsungen, Deutschland
Braun

Melsungen, Deutschland
Ansell

Surbiton Surrey, UK
Braun

Melsungen, Deutschland
Becton Dickinson GmbH
Heidelberg, Deutschland
3M

St. Paul, MN, USA
Beese

Barbittel, Deutschland
Martin Medizintechnik
Tuttlingen, Deutschland
Braun

Melsungen, Deutschland
Harvard Apparatus
March-Hugstetten,
Deutschland

Becton Dickinson GmbH
Heidelberg, Deutschland
Braun

Melsungen, Deutschland
Witte und Suttor
Murrhardt, Deutschland
Lohmann und Rauscher

Rengsdorf, Deutschland
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Zellulose - Handticher Tork
Mannheim, Deutschland

Zellulose - Unterlage

2.1.3 Gerate und Maschinen fir die Tierpraparation

Beatmungspumpe SAR-830/P Ventilator® [ITH Inc. Life Science
Woodland Hills, CA, USA
Blutanalysegeréat ABL 330 Radiometer

Copenhagen, Dédnemark
Blutanalysegerat OSM2 Hemoximeter® Radiometer
Copenhagen, Dédnemark
Computer mit Monitor
Druckwandler Combitrans Monitoring Set Braun
Mod. Il for arterial blood Melsungen, Deutschland
pressure measurement
PET-Schlauche mit

versch.

Durchmessern

Schleuse Intradyn® Braun
EinfUhrungsbesteck mit Melsungen, Deutschland

vends hdmostatischem
Ventil 5F
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2.1.4 Injektionslésungen und Substanzen

Atipamezolhydrochlorid
5 mg/ml

Atropinsulfat

0,5 mg/ml

Beatmungsgas
Enrofloxacin
Orale Lésung

Heparin

Hydroxyethylstarke

Isofluran
Ketaminhydrochlorid

100 mg/mi
Kochsalzlésung,
physiolog.
Lidocainhydrochlorid 2%
Medetomidinhydrochlorid
Monocrotalin

Natronlauge 1 N

Salzsdure 1 N

Antisedan®

50 % O2, 50 % N>

Baytril 2,5 % ©

Liquemin N 25000®

HAES®

Forene®

Ketamin®

Xylocain ®

Domitor®

Crotaline®

Pfizer

Karlsruhe, Deutschland
Braun

Melsungen, Deutschland
Air Liquid

Siegen, Deutschland
Bayer Vital GmbH
Leverkusen, Deutschland
Roche

Basel, Schweiz
Fresenius Kabi

Bad Homburg,
Deutschland

Abbott

Wiesbach, Deutschind
Pharmacia

Erlangen, Deutschland
Baxter S. A.

Minchen, Deutschland
Astra Zeneca

Wedel, Deutschland
Pfizer

Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland
Merck

Darmstadt, Deutschland
Merck

Darmstadt, Deutschland
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2.1.5 Gefaldmorphometrie/ Histologie

Computer

Digitale Kamera

Kuhlplatte

Makros
Muskularisierungsgrad
und Wandstarke

Paraffinausgief3station

Paraffinstreckbad

Rotationsmikrotom,
vollautomatisch

Software

Stereomikroskop,
Durchlicht
Vakuumgewebe-

infiltrationsautomat

Q 550 IW

DC 300F

EG 1150C

EG 1140H

HI 1210

RM2165

Q Win V3

DMLA

TP1050

Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Leica Microsystems,
speziell entwickelt von
Herrn Christoph Frank
Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Leica Microsystems

Nussloch, Deutschland
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2.1.6 Antikorper

Anti-alpha-smooth muscle Verdinnung 1 : 1000

Actin, Clone 1A4
monoklonal, mouse anti-

human

Anti-von-Willebrand-faktor Verdiinnung 1 : 1000

polyclonal, rabbit anti-

human

Anti-guanylate cyclase Verdinnung 1 : 200

31 subunit, soluble
Rabbit anti-rat

2.1.7 Histologie

Avidin-Biotin-Blocking Kit

DAB Substrat Kit

Deckglaser,

versch. Gréllen

Dinatriumhydrogen-

phosphat

Eindeckmedium, Pertex®
xylol - 16slich

Ethanol, 70 %, 95 %,

99,6 %, vergallt

Formaldehyd saurefrei

Sigma Aldrich

Steinheim, Deutschland

Dako Cytomation

Hamburg, Deutschland

Cayman Chemical
Company
Michigan, USA

Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland

Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland

R. Langenbrink
Emmendingen,
Deutschland

Merck

Darmstadt, Deutschland
Medite GmbH

Burgdorf, Deutschland
Fischer

Saarbricken, Deutschland
Roth

Karlsruhe, Deutschland
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Histostain SP (AEC)
Isopropanol 99,8 %

Kaliumdihydrogen -
phosphat
Kernechtrot
Aluminiumsulfat

Methanol, reinst

Methylgrin

Counterstain

Mikrotomklingen S 35

Natriumchlorid

Normal Goat Serum

Normal Horse Serum

Normal Rabbit Serum

Objekttrager Superfrost Plus®

Parafilm
Paraplast Plus®

Paraffineinbettmedium

Pikrinsaure

wassrig, gesattigt

SF, USA

Fluka Chemie

Buchs, Schweiz

Merck

Darmstadt, Deutschland
Chroma

Mdinster, Deutschland
Fluka Chemie

Buchs, Schweiz
Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland

Feather, Japan

Uber Medizin AG Kdéln,
Deutschland

Roth

Karlsruhe, Deutschland
Alexis Biochemicals
Grinberg, Deutschland
Alexis Biochemicals
Grlinberg, Deutschland
Alexis Biochemicals
Grinberg, Deutschland
R. Langenbrinck
Emmendingen,
Deutschland

American National Can
Menasha, Wisc. USA
Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland
Fluka Chemie

Buchs, Schweiz
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Resorcin Fuchsin
Rotihistol
Trypsin Digest All 2°

Universal -
Einbettkassetten mit
Deckel

Urinbecher mit Deckel
100ml

Vectastain Elite ABC Kits
anti-mouse, anti-rabbit,
anti-goat

Vector VIP

Substrat Kit

Wasserstoffperoxid 30%

Xylol

Chroma

Mdinster, Deutschland
Roth

Karlsruhe, Deutschland
Zytomed

Berlin, Deutschland
Leica Microsystems

Nussloch, Deutschland

Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland

Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland

Merck

Darmstadt, Deutschland
Roth

Karlsruhe, Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsanordnung

Die Tiere wurden in vier Gruppen eingeteilt. Die gesunden Kontrolltiere erhielten
eine einmalige NaCl-Injektion subkutan in den Nacken an Tag 1, die
hadmodynamische Messung erfolgte an Tag 35.

Die 21-Tage-Kontrolltiere erhielten an Tag 1 eine subkutane Monocrotalininjektion,
die hamodynamische Messung erfolgte nach 21 Tagen.

Eine weitere Kontrollgruppe erhielt nach einmaliger Monocrotalin-Injektion an Tag 1
von Tag 21 bis Tag 35 taglich eine orale Gabe 2%-iger Methylcellulose, die dem
Volumen der BAY 63-2521 Gabe der Therapiegruppe entsprach. Die
hamodynamische Messung erfolgte an Tag 35.

Die Tiere der Therapiegruppe erhielten nach der einmaligen Monocrotalin-Injektion
an Tag 1 von Tag 21 bis Tag 35 taglich eine orale Gabe von 10 mg/kg BAY 63-
2521. Die hdamodynamische Messung erfolgte ebenfalls an Tag 35.

MCT-/NaCl-Injektion hadmodynamische hamodynamische
Messung Messung
l lTherapie/PIazebo l
Tag 1 Tag 21 Tag 35

Abbildung 6: Darstellung des Versuchsaufbaues
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2.2.2 Monocrotalin

250 mg kristallines Monocrotalin wurden in 3 ml 1 N Salzsdure gelést und mit 2 ml
1 N Natronlauge auf einen pH-Wert von 7,3 - 7,4 gebracht.

Die Ratten wurden in einem Glasgefal® mit einem isoflurangetrénkten Tupfer zur
Immobilisation gebracht, gewogen und erhielten eine subkutane Injektion von 60
mg/Kg in den Nacken. Die gesunden Kontrolltiere erhielten in gleicher Weise eine
Injektion mit NaCl.

Von Tag 2 bis Tag 15 erhielten die Tiere kontinuierlich Baytril® als 2,5 %ige orale
L&sung in einer Konzentration von 2 ml auf 500 ml Gber das Trinkwasser. Dadurch
sollten entzindliche Lungenprozesse und opportunistische Begleitinfektionen

verhindert werden.

2.2.3 BAY 63-2521

BAY 63-2521 wurde von der Firma Bayer als kristalline Reinsubstanz zur
Verfugung gestellt. 5 g wurden in 1 ml 2%iger Methylcelluloseldsung gel6st.

Die Ratten erhielten téglich ein Volumen von 2 ml/Kg oral und damit eine Dosis von
10 mg/Kg.

Die Tiere wurden dazu mit einem mit Isofluran getrdnkten Tupfer in einem
Glasgefal® bis zur Immobilisation anbetdubt und die Suspension mit einer
gebogenen Knopfkaniile direkt in die Speiseréhre eingegeben.

Die Kontrollgruppe erhielt eine tagliche orale Gabe von Methylcellulose mit dem

gleichen Volumen.
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2.2.4 Hdmodynamische Messungen

2.2.4.1 Vorbereitung

Die Tiere wurden in einer Fixierungsrohre fixiert und erhielten eine intraperitoneale
Injektion von 50 mg/Kg Ketamin mit 100 pum/Kg Medetomidin.

Nach Verlust des Bewusstseins wurde der Verlust des Schmerzempfindens
anhand des Corneal- und Lidreflexes, der Muskelrelaxation und der Reaktion auf
mehrmaliges Kneifen in den Zwischenzehenbereich Uberprift. Die Tiere wurden
auf einer 40°C warmen Heizplatte in Rickenlage fixiert. Um vagovagale Reflexe
wahrend der Manipulation zu verhindern, wurden 260 upg/Kg Atropinsulfat
intramuskular injiziert.

Zur Aufzeichnung des Beatmungsdruckes und der Blutdriicke wurde das
Programm Labtech Pro® (Labtech Notebook Runtime Version 9.02) gestartet. Die
Druckaufnehmer und Schlduche wurden mit physiologischer Kochsalzlésung
gespilt und die Ausgangswerte fir den systolischen arteriellen Druck, den
rechtsventrikuldren und den Beatmungsdruck auf 0 mmHg am Druckwandler

eingestellt.

2.2.4.2 Préaparation

Nachdem das Fell im Halsbereich der Tiere mit Braunollésung befeuchtet wurde,
so dass spater keine Haare in das Operationsfeld gelangten, wurde ventral ein
Stuck Haut in einer Gréf3e von ca. 1 x 2 cm mit einer Schere entfernt. Das Gewebe
wurde stumpf mit Schere und Pinzette prapariert, die freigelegte Trachea mit einer
untergelegten Pinzette vorgelagert und mit einer kleinen Schere waagerecht
eingeschnitten. Nach Start der Beatmungspumpe wurde der Beatmungstubus in
die Trachea eingefuhrt und mit einem Bindfaden fixiert. Die Beatmung erfolgte mit
einer Frequenz von 60 Atemzigen pro Minute und einem Atemzugsvolumen von 3
ml. Der positiv-endexspiratorische Druck betrug 1 cm Wassersaule um ein

Kollabieren der Alveolen in der mechanischen Exspiration zu verhindern.
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Die rechte Vena jugularis wurde stumpf freiprapariert und mit einer Pinzette von
Geweberesten befreit. AnschlieRend wurden zwei Bindfadden untergelegt. Mit dem
canialen Bindfaden wurde die V. jugularis ligiert und mit Klebestreifen fixiert, so
dass die Vene gespannt wurde. Caudal der Ligatur wurde die Vene inzisiert und
die Offnung mit einer spitzen Pinzette aufgehalten. Uber einen biegsamen
Fuhrungsdraht wurden Schleuse und Mandrin eingefihrt und mit dem caudalen
Bindfaden fixiert, Mandrin und Fihrungsdraht wurden herausgezogen.

Die linke Arteria carotis wurde unter der Muskulatur freigelegt, von den
benachbarten Anteilen des Nervus vagus befreit und ebenfalls zwei Bindfaden
untergelegt. Die Arterie wurde durch den cranialen Bindfaden ligiert und gespannt.
Caudal wurde die Arterie mit einem Arterienklipp ligiert und zwischen den Ligaturen
eingeschnitten. Eine 22G Braunile ohne Nadel wurde mit einem flexiblen
Fuhrungsdraht eingefiihrt, anschliellend wurde der Fihrungsdraht entfernt und der
an die Braunile angeschlossene Dreiwegehahn geschlossen. Der Arterienklipp
wurde entfernt und die Braunile vollstandig in die Arterie geschoben. Der caudale
Bindfaden wurde anschlieRend zugezogen und am Dreiwegehahn befestigt um ein

Herausrutschen der Braunile zu verhindern.

2.2.4.3 Messung

Nachdem der arterielle und der venése Zugang mit jeweils 250 ul Heparin, 1 : 20
mit NaCl verdinnt, gespllt wurden, wurde zunéachst der arterielle Druckmesser
luftblasenfrei angeschlossen. An den vendésen Druckabnehmer wurde der
Rechtsherzkatheter angeschlossen und Uber die venése Schleuse in den rechten
Ventrikel vorgeschoben. Die Lage des Katheters konnte dabei durch die
kontinuierliche Druckmessung Uberpriift werden. Liegt die Katheterspitze in der V.
jugularis oder im rechten Vorhof zeigt sich eine typisch dreigipflige
atemverschiebliche Druckkurve. Befindet sich der Katheter innerhalb des rechten
Ventrikels erscheint hingegen die pulsatile Druckkurve des rechten Ventrikels mit

systolischen Spitzenwerten von 20 — 25 mmHg bei gesunden Ratten.
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Druck [mmHg]

Vena cava, rechter Vorhof Rechter Ventrikel Arteria pulmonalis

Abbildung 7: Druckkurve bei unterschiedlicher Lage des Katheters

Der Ventilationsdruck, der arterielle und der rechtsventrikuldre Druck wurden als
analoge Signale durch die mit destillietem Wasser geflillten Druckaufnehmer
registriert. Es folgte eine Verstarkung der Signale und eine Umwandlung in digitale
Signale im PC. Die Aufzeichnung erfolgte durch das Programm Labtech Pro®.

Die auf Herzhdéhe angebachten Druckaufnehmer wurden gegen den Luftdruck
kalibriert und die gemessenen Werte fir zehn bis zwanzig Minuten kontinuierlich
aufgezeichnet und gespeichert.

Nach Abschluss der Messungen wurden 400 pl arterielles Blut aus der A. carotis
und 400 pl gemischtvenéses Blut aus dem rechten Ventrikel entnommen. Die
Blutproben wurden luftfrei verschlossen, auf Eis zwischengelagert und mit einem
ABL 330 gemessen. Ermittelt wurden pH, pO2 und pCO2. Hadmoglobin und O2-
Sattigung wurden mit einem OSM 2 Hemoximeter gemessen.

Aus der gemessenen arteriellen und vendsen Sauerstoffsattigung und der O2-
Aufnahme konnte anschlieRend nach dem Fick schen Prinzip das Herzzeitvolumen

errechnet werden (Schmidt und Thews, 1995):
HZV = Sauerstoffaufnahme / arterielle O2-Sattigung - vendse O2-Sattigung

Zur Entnahme der Lunge wurde ein medianer Hauschnitt vom Praparationsgebiet

bis zum Ende des Sternums gefuhrt. Am Processus xiphoideus wurde die
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Muskulatur durchtrennt und der Brustbeinfortsatz mit einer Klemme erfasst und
hoch gezogen, so dass das Zwerchfell gespannt wurde. Die Thoraxhéhle wurde
durch Einschneiden und Herunterziehen des Zwerchfells eréffnet und das Sternum
in der Medianen durchtrennt. Die Rippenbégen wurden mit Darmklemmen nach
aulen gespreizt und mit Klebeband fixiert.

Die A. pulmonalis wurde inzisiert und ein mit Kochsalz gefillter Schlauch
eingefihrt. Zum Abflu der Spullésung wurde der linke Ventrikel angeschnitten.

Die Lunge wurde mit einem Druck von 22 cm Wassersaule blutfrei gespiilt.
Anschlieliend wurde der rechte Lungenhilus mit einem Bindfaden ligiert und der
rechte Lungenfligel enthommen. Er wurde fur molekularbiologische Analysen in
flussigem Stickstoff schockgefrostet und bei -80°C verwahrt.

Die linke Lungenhélfte wurde Uber die A. pulmonalis mit Zambonis Fixativ,
bestehend aus 2%igem Formaldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer mit 15% Pikrinsdure
(Zamboni et al., 1967), fur 5 Minuten mit einem Druck von 22 cm Wasserséule
gespilt, enthommen und 24 Stunden in Zambonis Fixativ aufbewahrt.
Anschlielend wurde die Lungenhadlfte in 0,1 M PBS verbracht und bis zur

Verwendung in der Histologie bei 4°C aufbewahrt.

Das Herz wurde ebenfalls enthommen, die Vorhéfe auf Klappenebene
abgeschnitten und der rechte Ventrikel am Septum entlang abgetrennt. Der rechte
Ventrikel und der linke Ventrikel mit Septum wurden zwei Wochen bei
Raumtemperatur getrocknet und das Verhéltnis des Trockengewichtes des rechten
Ventrikels zum Trockengewicht des linken Ventrikels plus Septum als Index der

Rechtsherzhypertrophie bestimmt.

2.2.5 Histologische und immunhistochemische Untersuchungen

Die in Puffer eingebetteten Lungenhélften wurden mit einem Trimmmesser parallel
zur Zwechfellflache in drei Scheiben von 3-5 mm Dicke geschnitten. Die
Lungenscheiben wurden einzeln in Einbettkassetten Uberfiihrt und tGber Nacht in
einem Vakuum-Gewebeinfiltrationsautomaten entwassert (Modell TP 1050 der

Firma Leica). AnschlieRend wurden sie in Paraffin gegossen.
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Die fertigen Paraffinblécke wurden anschliefend auf einer -5 °C kalten Kuhlplatte
gekuhlt und 3 pm dicke Lungenschnitte erstellt. Die Schnitte wurden zur Entfaltung
in ein 40°C warmes Wasserbad Uberfihrt und auf Objekttrédger gezogen. Nach 24
Stunden in einem Warmeschrank mit einer Temperatur von 37°C konnten die
Schnitte zu weiteren Analysen geféarbt werden.

Das humane Lungengewebe wurde durch Herrn Dr. Walter Klepetko, Universitét
Wien, zur Verfigung gestellt und in ca. walnufdgrofden Stiicken in einer 3,5 %igen
Formaldehydl&sung 24 Stunden fixiert. Es wurden schriftliche
Einverstédndniserkldrungen der Patienten oder ihrer nachsten Verwandten

eingeholt.

2.2.5.1 Elastica-Kernechtrot-Farbung

Die Lungenschnitte wurden entparaffinisiert und rehydriert und anschlieRend 16
Stunden in Resorcin-Fuchsin gefarbt. Nach Abspulen in destilliertem Wasser wurde
mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat fur 10 Minuten gegengefarbt und erneut mit
destilliertem Wasser gespult. AnschlieRend wurden die Schnitte dehydriert und mit

harzigem Medium (Pertex®) eingedeckt.

2.2.5.2 Immunhistochemischer Nachweis

2.2.5.2.1 Immunhistochemische Doppelfarbung

(Muskularisierungsgrad)

Zwischen den Schritten wurde bei allen immunhistochemischen Farbungen mit 1 x
PBS fur 3 x 5 Minuten gewaschen. Nur nach der Blockierung unspezifischer
Bindungen mit Serum erfolgte keine Waschung.

Die Antikérper wurden mit Histopuffer verdinnt:

PBS mit 3% bovinem Serumalbumin und 0,2% Triton X 100.
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Die Schnitte wurden vor den Farbungen entparaffiniert und rehydriert, nach der

Farbung dehydriert und mit harzigem Medium (Pertex®) eingedeckt.

15 Minuten Block endogener Peroxidasen 20 ml 30% H202 +
190 ml MetOH

10 Minuten proteolytische Demaskierung Trypsin Digest All® 1:3

45 Minuten Block unspezifischer Bindungen mit Normal Horse Serum,

Serum Normal Goat Serum,

Histopuffer; 1:1:2

30 Minuten anti-alpha smooth muscle actin 1:1000-Verdinnung mit
Histopuffer

20 Minuten biotinylierter Sekundarantikérper Vectastain ABC Elite Kit
horse anti-mouse

20 Minuten ABC-Reagenz Vectastain ABC Elite Kit

ca. 1 Minute |Vector VIP® violettes Chromogen

15 Minuten Avidin-Reagenz Block endogenen Avidins

15 Minuten Biotin-Reagenz Block endogenen Biotins

30 Minuten anti-von Willebrand Faktor 1:1000-Verdinnung mit
Histopuffer

20 Minuten biotinylierter Sekundarantikérper Vectastain ABC Elite Kit
goat anti-rabbit

20 Minuten ABC-Reagenz Vectastain ABC Elite Kit

15 Sekunden |Vector DAB® braunes Chromogen

1 Minute Methylgrin Gegenfarbung der
Zellkerne
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2.2.5.2.2 Immunhistochemische Farbung der sGC

15 Minuten Block endogener Peroxidasen 20 ml 30% H202 in
190 ml MetOH

10 Minuten proteolytische Demaskierung Trypsin Digest All® 1:3

45 Minuten Block unspezifischer Bindungen mit | Normal Horse Serum,

Serum Normal Goat Serum,

Histopuffer; 1:1:2

30 Minuten anti-sGC-31 1:200-Verdiinnung mit
Histopuffer

20 Minuten biotinylierter Sekundarantikérper Vectastain ABC Elite Kit

horse anti-mouse

20 Minuten ABC-Reagenz Vectastain ABC Elite Kit

ca. 1 Minute |AEC braunes Chromogen

15 Minuten Avidin-Reagenz Block endogenen Avidins

15 Minuten Biotin-Reagenz Block endogenen Biotins

1 Minute Methylgriin Gegenfarbung der
Zellkerne

2.2.5.3 Morphometrie
Fir die morphometrischen Analysen wurde das Analysesystem Leica Q Win

Standard Analyzing Software der Firma Leica verwendet.

Die Schnitte wurden ohne Kenntnis der jeweiligen Gruppen analysiert.

2.2.5.3.1 Mittlere Wandstarke

Zur Bestimmung der mittleren Wandstarke wurden die Schnitte mit Elastica-

Kernechtrot geféarbt.
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Pro Tier wurden 80-100 intrapulmonale Gefa’e in 100-, 200- und 400-facher
Vergrélierung ausgezahilt.

Die Gefalle wurden anhand ihres externen Querdurchmessers in Kategorien
eingeteilt. Ca. 40 Gefale pro Tier wurden in der GroRenkategorie 20 - 50 um
ausgezahlt, 30 - 40 Gefalde in der Kategorie 51 - 100 ym und 10 - 20 Gefalde in der
Kategorie tber 101 pm.

Die Mediadicke wurde definiert als der mittlere Abstand zwischen Lamina elastica
interna und Lamina elastica externa, der pro Gefald aus 3-4 Messungen ermittelt
wurde.

Die mittlere Wandstdrke wurde als Prozentsatz des gréfdten externen
Querdurchmessers des jeweiligen Gefalles angegeben:

Mittlere Wandstarke (%) = (2 x Mediadicke / externer GeféalRdurchmesser) x 100

2.2.5.3.2 Muskularisierungsgrad

Zur Bestimmung des Muskularisierungsgrades wurden die Schnitte mit
immunhistochemischer Doppelféarbung gegen smooth muscle alpha actin und von
Willebrand Faktor (Faktor VIII) gefarbt.

Pro Tier wurden 100 intrapulmonale Gefalle mit einem externen
Gefalddurchmesser von 25 bis 50 um bei 400-facher Vergré3erung untersucht. Bei
jedem Gefals wurde der Muskularisierungsgrad anhand des Anteils violetter (= anti
- alpha smooth muscle actin positiver) GefaRwandbereiche ermittelt. Mit Hilfe einer
colorimetrisch-spektrometrischen Rechnung durch eine von Leica speziell
angefertigte Software wurden die Geféale als voll, partiell oder nicht muskularisiert

kategorisiert:

nicht muskularisiert : Anteil der smooth muscle alpha actin positiven Bereiche

in der GefalRlwand <4 %

partiell muskularisiert : Anteil der smooth muscle alpha actin positiven Bereiche
in der GefalRwand < 75%
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voll muskularisiert : Anteil der smooth muscle alpha actin positiven Bereiche
in der Gefaldwand > 75 %

Neben der Wandstdrke und dem  Muskularisierungsgrad  wurden
AuBendurchmesser, Innendurchmesser und Lumenfliche ermittelt und

automatisch nach jeder Gefalimessung in Excel Uberflhrt.

2.2.6 Statistik

Alle Daten sind als Mittelwerte (MW) + Standardfehler (SEM) angegeben. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen wurden durch Varianzanalyse und dem
Student-Newman-Keuls post-hoc Test fur multiple Vergleiche ermittelt, ein p-Wert <

0,05 wurde als signifikant angesehen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Uberlebensrate

Von den 10 Tieren der mit 10 mg/Kg/Tag BAY 63-2521 behandelten
Therapiegruppe verstarb keines, die Uberlebensrate war 100 %.

Von der mit Methylcellulose behandelten Kontrollgruppe verstarben drei Tiere, zwei
an Tag 25, eines an Tag 30 nach Monocrotalininjektion. Die Uberlebensrate betrug
somit nur 70 % (s. Abb. 8).

Therapie/Methylcellulose
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Q
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===O-=+ Bay 63-2521

Abbildung 8: Darstellung der Uberlebensrate der mit BAY 63-2521 behandelten
Tiere (10 mg/Kg) im Vergleich zu der mit Methylcellulose
behandelten Kontrollgruppe. Die Therapie erfolgte von Tag 21 bis
Tag 35 nach Monocrotalininjektion und erzielte eine Uberlebensrate
von 100 %.
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Wéhrend die Tiere der Therapiegruppe nur geringe Anzeichen einer Erkrankung
zeigten (verminderter Pflegetrieb, leicht gestrdubtes Fell), entwickelten die Tiere
der Kontrollgruppe deutliche Anzeichen einer pulmonalen Hypertonie. Sie zeigten
pumpende Atmung, Zyanose der Schleimhédute, Gesichtsédeme und ein deutlich
gestodrtes Allgemeinbefinden (Apathie, gekauerte Haltung).

In der Sektion zeigten 2 der Tiere aus der Kontrollgruppe einen gering- bis
mittelgradigen Thoraxergul3, alle Tiere der Kontrollgruppe wiesen ein hypertrophes
und dilatiertes rechtes Herz auf, auch die Pulmonalarterie zeigte sich dilatiert, die

V. cava cranialis und die V. jugularis waren stark gestaut, ebenso die Leber.

3.2 Nebenwirkungen

Unter der Behandlung mit 10 mg/Kg/Tag BAY 63-2521 traten keinerlei
Nebenwirkungen auf. Auch in der Sektion der Tiere konnten keine aus der

Behandlung resultierenden pathologischen Befunde festgestellt werden.

3.3 Gewicht

Die Tiere der mit 10 mg/Kg/Tag BAY 63-2521 behandelten Therapiegruppe wogen
zu Beginn des Versuches im Mittel 430 g.

Das gemittelte Gewicht stieg bis zum 15. Tag auf ca. 444 g, bei Versuchsende
wogen die Tiere im Mittel 438 g.

Die Tiere der mit Methylcellulose behandelten Kontrollgruppe nahmen bis zum 15.
Tag nach MCT-Injektion ebenfalls zu, im Mittel von 435 g auf 448 g, hatten bei
Versuchsende aber nur noch ein gemitteltes Gewicht von ca. 425 g.

Die Tiere der Methylcellulose-Kontrollgruppe nahmen folglich im Mittel 2,29 % ihres
Korpergewichtes zum Zeitpunkt der Monocrotalininjekton ab, die Tiere der

Therapiegruppe nahmen im Schnitt 1,86 % des Ausgangsgewichtes zu.
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Abbildung 9: Darstellung des Gewichtsverlaufes der Tiere unter Therapie mit
10 mg/Kg/Tag BAY 63-2521 im Vergleich zu der mit Methylcellulose

behandelten Kontrollgruppe.

3.4 Systemisch - arterieller Druck

Der mittlere systemisch - arterielle Druck betrug in der mit 10 mg/Kg/Tag BAY 63-
2521 behandelten Gruppe im Mittel 112 + 2 mmHg und unterschied sich damit
nicht signifikant von den anderen Gruppen.

Die mit Methylcellulose behandelte Kontrollgruppe zeigte einen mittleren Druck von
105 £ 6 mmHg, die Tiere drei Wochen nach MCT-Injektion einen Druck von 112 +
4 mmHg. Die gesunde Kontrollgruppe zeigte im Mittel einen Druck von 121 + 7

mmHg.

36



120 -

100 4

SAP/mmHg
H (2] <)
o o o

N
(=]
[l

o

3 5 8
gesund w MC‘T w MC‘T Qy 6‘3_2521

Abbildung 10: Darstellung des systemisch-arteriellen Druckes bei gesunden
Tieren, Tieren der mit Methylcellulose behandelten Kontrollgruppe,
Tieren 21 Tage nach MCT-Injektion und Tieren der mit 10
mg/Kg/Tag BAY 63-2521 behandelten Therapiegruppe.
Die Werte der verschiedenen Gruppen zeigen untereinander keine

signifikanten Unterschiede.

3.5 Rechtsventrikulérer systolischer Druck

Der Druck in der rechten Herzkammer wurde invasiv unter standardisierter
Narkose gemessen, dazu wurde ein flissigkeitsgefiillter Katheter tber die rechte
Jugularvene in die rechte Herzkammer geschoben und der Druck tber 10 Minuten
aufgezeichnet.

In gesunden Kontrollen betrug der Mittelwert des rechtsventrikuldren systolischen
Druckes 25,8 + 1,9 mmHg.

Drei Wochen nach der Monocrotalininjektion lag der Druck bei 51,7 + 5,4 mmHg.
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Die Methylcellulose-Kontrollgruppe erreichte funf Wochen nach
Monocrotalininjektion einen Uber das dreifache gegentber den Werten gesunder
Tiere erhdhten mittleren Druck von 84,1 + 0,6 mmHg, es lag eine schwere
pulmonale Hypertonie vor.

Der Druck der mit BAY 63-2521 behandelten Gruppe lag finf Wochen nach
Monocrotalininjektion hingegen nur bei 554 + 2,5 mmHg. Ein signifikanter

Unterschied zu der drei Wochen-Gruppe bestand nicht mehr.
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Abbildung 11: Darstellung des invasiv gemessenen rechtsventrikulédren

systolischen Druckes in den verschiedenen Gruppen

(* p< 0,05 vs. gesund, # p< 0,05 vs. 5w MCT).

3.6 Pulmonal vaskularer Widerstand

Der Gesamtwiderstand der Lunge (engl. total pulmonary resistance, TPR)
errechnete sich aus RVSP und dem Herzzeitvolumen pro 100 g Kérpergewicht.
Die gesunden Tiere wiesen einen TPR von 0,91 + 0,05 mmHg min/ml/100g auf,
drei Wochen nach Monocrotalininjektion stieg der TPR korrelierend mit der

Erhéhung des rechtsventrikuldren Druckes auf 3,6 + 0,4 mmHg min/ml/100g und
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die Tiere der mit Methylcellulose behandelten Kontrollgruppe zeigten funf Wochen
nach Monocrotalininjektion einen TPR von 6,1 £ 0,6 mmHg min/ml/100g.

Die Tiere der mit 10 mg/Kg BAY 63-2521 behandelten Therapiegruppe wiesen
einen TPR von 4,2 + 0,1 mmHg min/ml/100g auf und zeigten damit eine

signifikante Reduktion gegentber den Tieren der Methylcellulose- Kontrollgruppe.
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Abbildung 12: Darstellung des pulmonal vaskularen Widerstandes in den
verschiedenen Gruppen. Die Tiere der mit 10 mg/Kg/Tag BAY 63-
2521 behandelten Therapiegruppe zeigten eine signifikante

Reduktion des TPR gegenuber der mit Methylcellulose behandelten
Kontrollgruppe (* p< 0,05 vs. gesund, # p< 0,05 vs. 5w MCT).
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3.7 Herzratio

Im Verlauf der Erkrankung entwickelten die monocrotalinbehandelten Tiere durch
die erhéhte Druckbelastung des rechten Ventrikels eine Rechtsherzhypertrophie.
Um die Hypertrophie quantifizieren zu kénnen, wurde das Gewichtsverhéltnis des
rechten Ventrikels zu dem linken Ventrikel plus Septum bestimmt.

Das Verhéltnis betrug bei den gesunden Tieren 0,28 + 0,01. Die Kontrollgruppen
entwickelten drei Wochen nach der Monocrotalininjektion ein Verhaltnis von 0,4 +
0,03, nach funf Wochen zeigten die mit Methylcellulose behandelten Tiere eine
Ratio von 0,59 + 0,03.

Die mit BAY 63-2521 behandelte Therapiegruppe wies mit 0,42 + 0,04 hingegen
eine signifikante Reduktion des Verhaltnisses auf, korrelierend mit den niedrigen

rechtsventrikularen Dricken.
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Abbildung 13: Darstellung des Gewichtsverhéltnisses von rechtem Ventrikel zu
linkem Ventrikel plus Septum als Mal fur die
Rechtsherzhypertrophie
(* p< 0,05 vs. gesund, # p< 0,05 vs. 5w MCT).
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3.8 Morphometrie

3.8.1 Wandstarke

Um die Zunahme der Wandstarke im Verlauf der pulmonalarteriellen Hypertonie
und des vaskuldren Remodelings darstellen und quantifizieren zu kénnen, wurden
Lungenschnitte der verschiedenen Versuchsgruppen elastica-kernechtrot geférbt.

Lamina elastica interna und externa farben sich grau-schwarz, die Kerne rot.
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Abbildung 14: Darstellung elastica-kernechtrot geférbter pulmonaler Geféal3e von
gesunden Tieren, Tieren funf Wochen nach Monocrotalininjektion
und Methylcellulose-Gabe und der mit 10 mg/Kg/Tag BAY 63-2521
behandelten Therapiegruppe.

Die mit einer von der Firma Leica speziell entwickelten Software gemessene
mittlere Wandstarke betrug in der gesunden Kontrollgruppe 18,6 + 0,4 % des
externen Querdurchmessers bei den distalen kleinen Gefal3en zwischen 25 und 50
pMm Durchmesser.

Nach Monocrotalininjektion nahm die Wandstarke auf 21,4 + 0,5 % im Lauf von
drei Wochen zu und erreichte Werte von 27,2 + 0,9 % finf Wochen nach

Monocrotalininjektion.
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Nach Behandlung mit 10 mg/Kg/Tag BAY 63-2521 machte die mittlere Wandstéarke
nur noch 22,8 + 0,9 % des externen GefalRdurchmessers aus und zeigte somit
eine signifikante Reduktion gegeniber der Werte der mit Methylcellulose

behandelten Kontrollgruppe.
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Abbildung 15: Darstellung der Wandstéarke der kleinen (< 50 ym) pulmonalen
Gefalle in Prozent des externen GefédlRdurchmessers
(* p< 0,05 vs. gesund, # p< 0,05 vs. 5w MCT).

In den mittelgroRen Pulmonalarterien (51 - 100 um Durchmesser) sank die mittlere
Wandstarke nach Therapie mit BAY 63-2521 ebenfalls. Finf Wochen nach
Monocrotalininjektion zeigten die Ratten nach Therapie mit 10 mg/Kg BAY 63-2521
nur noch eine mittlere Wandstarke von 20,3 + 0,6 % im Gegensatz zu 23,9 + 0,9 %

in der Methylcellulose-Kontrollgruppe, der Unterschied war signifikant.
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Abbildung 16: Darstellung der Wandstarke der mittelgrof3en (50 - 100 um)
pulmonalen Gefalde in Prozent des externen GefalRdurchmessers
(* p< 0,05 vs. gesund, # p< 0,05 vs. 5w MCT).

Der Effekt war in den grof3en Pulmonalarterien (> 100 um Durchmesser) weniger

deutlich zu beobachten, allerdings spielen sich die Vorgdnge des Remodellings vor

allem in den kleineren Pulmonalgefalien ab.
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Abbildung 17: Darstellung der Wandstéarke der grof3en (> 100 um) pulmonalen

Gefalle in Prozent des externen GefalRdurchmessers.
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3.8.2 Muskularisierungsgrad

Die  Lungenschnitte  wurden  immunhistochemisch  doppelgefarbt.  Die
immunhistochemische Peroxidase-Farbung gegen das alpha-actin der glatten
Muskelzellen wurde mit einem violetten Chromogen entwickelt (Vector VIP®), die
gegen den endothelialen von Willebrand Faktor wurde mit einem braunen
Chromogen entwickelt (Vector DAP®). So konnte der Muskularisierungsgrad der
einzelnen Gruppen sichtbar gemacht und quantifiziert werden.

Im Verlauf der Erkrankung nach Monocrotalininjektion fand eine verstéarkte

Muskularisierung der arteriellen Lungengefalle statt.
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Abbildung 18: Darstellung der immunhistochemisch doppeltgefarbten Gefalie
gegen VWF (braune Farbung) und alpha-actin (violett) in den

verschiedenen Gruppen.

Untersucht wurde der Muskularisierungsgrad der kleinen Lungengeféal3e zwischen
25 und 50 ym. Die quantitative Bestimmung erfolgte mit Hilfe eines der Firma Leica
entwickelten Computerprogrammes, mit dem der Anteil der Braunfarbung (= alpha-
actin/glatte Muskulatur) an der Gefalwand bestimmt wurde. Pro Tier wurden

jeweils 100 periphere Lungenarterien morphometrisch analysiert.
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Abbildung 19: Darstellung des prozentualen Anteils nicht, voll und teil
muskularisierter Gefalte in den einzelnen Gruppen. Pro Tier
wurden jeweils 100 pulmonale Gefalle mit einem Durchmesser von
25 - 50 ym morphometrisch analysiert.

(*p <0,05vs. gesund, # p < 0,05 vs. 5w MCT).

Die gesunden Kontrolltiere zeigten in Gber 2/3 der GefalRe keine Muskularisierung
(73,2 £ 4,6 %), zu 26,0 + 4,5 % teil muskularisierte GefédlRe und nur 0,2 + 0,18 %
voll muskularisierte Gefale.

Der Anteil der nicht muskularisierten Gefdl3e nahm im Verlauf der Erkrankung stark
ab. Die Tiere zeigten drei Wochen nach der Monocrotalininjektion einen viel
geringeren Anteil nicht muskularisierter GefalRe (6,6 + 2,1 %), der Anteil der teil
muskularisierten Gefélle betrug 86,8 £ 2.2 %, der der voll muskularisierten Gefalde
hingegen 6,6 + 3,1 %. Die Tiere der Methylcellulose-Kontrollgruppe wiesen funf

Wochen nach Monocrotalininjektion keine nicht muskularisierten Gefalte mehr auf,
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der Anteil der teil muskularisierten Gefalte lag bei 20,3 + 3,0 %, die voll

muskularisierten Gefalte tiberwogen mit 79,7 + 3,9 %.
Die Therapie mit 10 mg/Kg/Tag BAY 63-2521 flhrte zu einer signifikanten

Verringerung des Anteils der voll muskularisierten Gefal3e.

Funf Wochen nach Monocrotalininjektion zeigten die behandelten Tiere 12,5 + 1,9

% voll muskularisierte Gefalde, 74,5 + 1,5 % teil muskularisierte Gefélte und wieder

einen Anteil nicht muskularisierter Gefalde (13,0 + 2,5 %).

3.9 Expression der sGC in humanen Lungen und Rattenlungen
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Abbildung 20: Darstellung der immunhistochemischen Farbungen von anti alpha

actin (obere Reihe) und anti sGC-31 (untere Reihe) in gesunden

Ratten, finf Wochen nach MCT-Injektion und nach Therapie mit 10
mg/Kg/Tag BAY 63-2521.
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Ergebnisse 3.9 Expression der sGC

alpha-actin

sGC-R1

Abbildung 21: Darstellung der immunhistochemischen Farbungen von anti alpha
actin (obere Reihe) und anti sGC-1 (untere Reihe) in gesunden
Spenderlungen, COPD- und PPH-Patienten.

Es wurden Serienschnitte der Lungen gesunder, mit 10 mg/Kg BAY 63-2521
behandelter und mit Methylcellulose behandelter Tiere erstellt. Zwei Folgeschnitte
jeder Gruppe wurden zum einen mit einem Antikérper gegen smooth muscle alpha
actin, zum anderen mit einem Antikdrper gegen die R1-Untereinheit der sGC nach
den oben angegebenen Protokollen gefarbt. Ebenso wurde mit humanen
Lungenschnitten von gesunden Spendern, PAH- und COPD-Patienten verfahren.
Die violette Farbung entstand durch Entwicklung des alpha actin Antikdrpers mit
VIP, die Braunfarbung durch die AEC - Entwicklung des sGC-R1 Antikdrpers.

Es zeigte sich sowohl in den humanen Lungen als auch in den Rattenlungen eine

deutliche Expression der sGC in den Bereichen der glatten GefalRmuskulatur.

47




4 DISKUSSION

4 .1 Stickstoffmonoxid

Die NO-Signalkaskade ist bereits seit Ende des 19. Jahrhunderts bei Herz-
Kreislauferkrankungen ein therapeutischer Angriffspunkt, zum Beispiel durch den
NO - Donator Glyceroltrinitrat, ohne dass der Wirkungsmechanismus bekannt war.
Auch in der Behandlung der pulmonalen Hypertonie stellt NO schon seit langem
einen Hauptangriffspunkt dar.

Die lokale NO-Produktion von Endo- und Epithel reguliert die Lungendurchblutung
in Abhangigkeit von der Ventilation um ein optimales Ventilations-Perfusions-
Verhéltnis zu schaffen (Ghofrani et al., 2004; Grimminger et al., 1995; Ide et al.,
1999), in PAH-Patienten scheint diese endotheliale NO-Synthese herunterreguliert
zu sein (Giaid und Saleh, 1995).

Die direkte Inhalation von NO ist zwar in der Lage, den pulmonalarteriellen Druck
zu verringern und den Gasausstausch zu verbessern, allerdings limitiert die kurze
Halbwertszeit des Molekils und der Reboundeffekt die Effizienz dieser
Verabreichungsmethode (Ichinose et al., 2004), zudem =zeigen sich starke
individuelle Schwankungen in der kérperlichen Antwort auf inhaliertes NO.

Eine bessere Mdoglichkeit in den NO-Signalweg einzugreifen ist deshalb die
Verstarkung des endogenen NO-Signals, so hemmt beispielsweise der
Phosphodiesterasehemmer Sildenafil (Viagra®) den Abbau von cGMP und imitiert
so die NO-Wirkung (Ghofrani et al., 2004).

Andere Behandlungsstrategien basieren auf einer systemischen Vasodilatation,
wodurch der Blutdruck im Lungen- und Kérperkreislauf gleichermal’en gesenkt
wird. Diese nicht pulmonal-selektiven Vasodilatatoren kénnen jedoch zu einem
lebensbedrohenden Blutdruckabfall fihren, zudem kénnen sie in Fallen von bereits
fortgeschrittener proliferativer Vaskulopathie den intrapulmonalen Gasaustausch
und das Herzzeitvolumen verschlechtern (Rubin, 1997).

Die immunhistochemischen Farbungen haben gezeigt, dass sGC-31 sowohl in der
vaskuldren glatten Muskulatur der Rattenlunge als auch in der humanen Lunge

exprimiert wird.
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Schermuly et al. zeigten 2008 eine Hochregulation der sGC sowohl auf mRNA-
Ebene als auch auf Proteinebene in humanen IPAH-Lungen gegenlber Lungen
gesunder Spender. Gleiche Ergebnisse fanden sich im Gewebe von Rattenlungen
nach Monocrotalininjektion und Li et al. zeigten 1999 eine erhdhte sGC-Expression
nach Hypoxie in der Rattenlunge.

Somit bietet die l6sliche Guanylatzyklase einen vielversprechenden

therapeutischen Ansatzpunkt in der Behandlung der pulmonalen Hypertonie.

4.2 NO und oxidativer Stress

NO besitzt potente vasodilatative Eigenschaften, dennoch wird die Rolle von NO
bei der pulmonalen Hypertonie unterschiedlich diskutiert.
Einige Autoren gehen von einer verminderten NO-Synthese bei Vorliegen einer
pulmonalen Hypertonie aus, so zeigten Giaid et al. 1995 eine verminderte
Expression der eNOS im Lungengewebe von PH-Patienten und damit einen
resultierenden geringen NO-Gehalt in den betroffenen Lungen.
Pulamsetti et al. zeigten 2005 eine verstarkte Expression des endogenen NOS-
Inhibitors ADMA in Lungen von PAH-Patienten. Liu et al. zeigten 2006 eine
Senkung des rechtsventrikularen Druckes nach eNOS-Gentherapie.
Doch selbst wenn die NO-Synthese nicht beeintrachtigt ist, ist die Bioverfugbarkeit
des synthetisierten NO fraglich. Bowers et al. zeigten 2003, dass sich eine an PH
erkrankte Lunge unter oxidativem Stress befindet.
Oxidativer Stress ist durch das vermehrte Auftreten von reaktiven Oxidantien
(ROS, reactive oxygen species) charakterisiert, gleichzeitig kann die Synthese
antioxidantisch wirkender Enzyme vermindert sein. Zu den ROS gehéren u. a.
Superoxide und Hydrogenperoxide, sie schadigen das Gewebe direkt oder Gber die
Oxidation wichtiger Molekule (Lipide, DNS, Transkriptionsfaktoren).
Da das Superoxid (O2) mit NO zu Nitrat (NOs3’) reagiert

0,y +NO " NO;y
kann folglich selbst bei einer genligenden Bereitstellung von NO der Nutzen fir das

Gewebe unter oxidativem Stress gering sein.
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Die Wirkung von BAY 63-2521 ist jedoch NO-unabhangig (Schermuly et al., 2008),
der positive Nutzen fiir den Patienten ist also unabh&ngig von seiner kdrpereigenen
Bereitstellung von NO.

Damit ist BAY 63-2521 den vielgenutzten PDE 5 - Hemmern Uberlegen. Wéahrend
PDE 5 - Hemmer wie Sildenafil lediglich als ,Restlichtverstarker die durch das
kérpereigen gebildete NO angestol3ene Signalkette verstarken indem der cGMP -
Abbau verhindert wird, kann BAY 63-2521 die Kaskade NO-unabhangig anstof3en.
Eine Kombination beider Substanzen ware somit eine ideale Mdglichkeit in der

Behandlung der pulmonalen Hypertonie.

NO-Synthese

ﬂ Zellulare Antwort:

®  Gefallerweiterung
—
sGC |:> cGMP |:> PKG |:> ® Anti-Fibrose

®  Anti-Proliferation
—

5-GMP

moo

Abbildung 22: Signaltransduktionsweg von NO im kardiovaskuldren System.
Sildenafil hemmt den Abbau von cGMP durch die
Phosphodiesterase, BAY 63-2521 stimuliert die cGMP-

Bildung durch die Guanylatzyklase. Beide Stoffe imitieren so die
NO-Wirkung.

Evgenov et al. zeigten 2006, dass die sGC sowohl in der oxidierten als auch in der
reduzierten Form vorliegen kann (s. Abb.23). In der oxidierten Form beinhaltet die
Ham-Gruppe der sGC ein dreiwertiges Eisenmolekdil.

Es wird vermutet, dass die sGC unter oxidativem Stress in die oxidierte Form
Ubergeht, da unter oxidativem Stress auch eine Lipidperoxidation bekannt ist
(Fahrahmand, 2004; Cracowski, 2001).
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Auch werden unter hypoxischen Bedingungen vermehrt ROS produziert
(Weissmann et al., 2006).

Abhangig davon, ob eine Substanz auch nach Oxidation oder Entfernung der Ham-
Gruppe der sGC ihre Wirkung behalt, werden die ham-abhangigen Stimulatoren
von den hdm-unabhangigen Aktivatoren der sGC unterschieden. Die erste Gruppe
beinhaltet YC-1, BAY 41-2272, BAY 41-8543, A-350619 und CFM-1571. Diese
Substanzen synergieren mit NO und verlieren ihre Wirkung nach Oxidation oder
Entfernung der Ham-Gruppe der sGC. Die zweite Gruppe beinhaltet Substanzen
wie BAY 58-2667 und HMR-1766, die weder NO noch H&dm bendtigen (Evgenov et
al., 2006).

Mitochondriale
NAD(P)H-Oxidasen
Gentransfer? NO-Donatoren  Xanthinoxidase

NDS-Aktivatoren'? Inhaliertes NO  eNOS Lipidperoxidation
Proteinoxidation
Enzyminaktivierung
MMP-Aktivierung

@ Apoptose, Nekrose
- 3 verminderte NO-Verfugbarkeit
/ﬂ & vermingerte Vascrelaxation

I-Arginin Supemxidanion Peroxinitrit

sGC-Stimulatoren sGC Aktivatoren

Reduzierte SGC - Peroxinitrit? nﬂ Oxidierte SGC  Gewebeschadigung
: Oxidativer Stress?

Gentransfer? ccceccces. :
ﬂ Reduktasen? d""-\

PDE- =emeemmmmmnme PDES @
Inhibitoren

|
Vasodilatation
Senkung des Blutdruckes
Hemmung der Thrombozytenaggregation
-~ Reduziertes Ham Anti-Remodelling- und anti-Apoptose-Effekt
4+ Oxidiertes Ham Entzundungshemmung — Schulz des Gewebes

Qs:lckstoﬂmon oxid

Abbildung 23: Darstellung der reduzierten und der oxidierten Form der sGC.
Nach Oxidierung der sGC, z. B. durch ODQ, kann BAY 63-2521 im
Gegensatz zu sGC-Aktivatoren wie BAY 58-2667 die sGC nicht

mehr stimulieren. Modifiziert nach Evgenov et al., 2006.
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In vitro zeigten Schermuly et al. 2008, dass BAY 63-2521 dosisabhangig (0,1 uM -
100 uM) zu einer 2-60 -fachen Stimulation der sGC fuihrt. Die NO freisetzende
Substanz DEA/NO fihrte alleine zu einer 25-fachen Stimulation der sGC, in
Kombination mit BAY 63-2521 bis zu einer 112-fachen Stimulation.

Die Stimulation der sGC durch BAY 63-2521 konnte nahezu vollstdndig durch den
sGC-Hemmer ODQ blockiert werden. ODQ oxidiert die prosthetische Hd&m-Gruppe
der sGC, folglich ist BAY 63-2521 ein NO-unabh&ngiger, aber ham-abhangiger
Stimulator der sGC und gehért so in die Gruppe der hdm-abhangigen sGC-
Stimulatoren.

Bisher ist die Frage unbeantwortet, ob die sGC bei der pulmonalen Hypertonie
tatséchlich in der oxidierten Form vorliegt, unabhéngig davon ist die Wirkung von
BAY 63-2521 jedoch deutlich. BAY 63-2521 war in der Lage, den chronischen
pulmonalen Hochdruck im Monocrotalinmodell der Ratte zu senken. Der
rechtsventrikuldre Druck sank unter Therapie mit 10 mg/Kg/Tag BAY 63-2521
signifikant gegeniber der mit Methylcellulose behandelten Gruppe. Wahrend die
Kontrollgruppe fiinf Wochen nach der Monocrotalininjektion einen mittleren Druck
von 84,1 + 0,6 mmHg aufwies, zeigte die Therapiegruppe einen signifikant
niedrigeren rechtsventrikularen Druck von 55,4 + 2,5 mmHg. Der Unterschied zur
Kontrollgruppe drei Wochen nach Monocrotalininjektion war damit nicht mehr
signifikant.

Das Gewichtsverhéaltnis des rechten Ventrikels zu linkem Ventrikel plus Septum
wurde als Indikator fir eine Hypertrophie des rechten Herzens herangezogen und
war in der Therapiegruppe signifikant niedriger gegentiber der mit Methylcellulose
behandelten Kontrollgruppe. Ubereinstimmend mit den niedrigen
rechtsventrikuldren Dricken war auch hier der Unterschied zu der Kontrollgruppe
nur drei Wochen nach MCT-Injektion nicht mehr signifikant.

Die Uberlebensrate und der Gewichtsverlauf bestétigten die gute Verfassung der
therapierten Tiere.

100 % der mit 10 mg/Kg/Tag BAY 63-2521 behandelten Tiere Uberlebten, im
Gegensatz zu der mit Methylcellulose behandelten Kontrollgruppe, die eine

Mortalitat von 30 % aufwies.
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Im  Monocrotalinmodell zeigt sich mit zunehmender Ausprédgung der
Krankheitssymptome eine Gewichtsabnahme. So reduzierte sich das mittlere
Gewicht in der Kontrollgruppe im Vergleich zu Versuchsbeginn um dber 2 %,
obwohl sich die Tiere in der Wachstumsphase befanden. Die Therapiegruppe
zeigte keine Gewichtsreduktion, das Gewicht war bei Versuchende sogar 1,8 %
héher als zu Versuchbeginn.

Zusammenfassend lasst sich in Anlehnung an die WHO - Klassifikation (s.u.) die
Verbesserung des klinischen Zustandes der Tiere um 1-2 Klassen einordnen.

Da sich der mittlere systemisch-arterielle Druck in den verschiedenen Gruppen
nicht signifikant unterschied, hat BAY 63-2521 folglich keine systemisch
vasodilatative Wirkung. Die Verringerung des rechtsventrikuldren Druckes ging
nicht auf eine Senkung des pulmonalen Widerstandes durch eine allgemeine
Vasodilatation sondern auf den direkten Effekt von BAY 63-2521 auf die
Gefallwénde der Lunge zurtck.

Das ,reverse Remodelling“ zeigte sich in der Histomorphometrie. Sowohl der
Muskularisierungsgrad als auch die Wandstarke der pulmonalen Gefalie
unterschieden sich in der Therapiegruppe signifikant von der mit Methylcellulose
behandelten Kontrollgruppe.

Die Wandstarke verringerte sich in den durch das Remodeling am starksten
betroffenen kleinen und mittelgroRen GefdRen und unterschied sich nicht mehr
signifikant von den Tieren nur drei Wochen nach Monocrotalininjektion.

Auch der Anteil nicht muskularisierter Gefél3e stieg unter Therapie signifikant, der
Anteil der voll muskularisierten Gefalde sank.

Da der Widerstand der Lunge u.a. aus Vasokonstriktion und Remodelling resultiert,
sank auch der totale pulmonale Widerstand unter Therapie mit BAY 63-2521
deutlich.

Korrelierend mit den guten Ergebnissen im Monocrotalinmodell der Ratte zeigten
Schermuly et al. 2008, dass auch in den hamodynamischen Messungen am
Ganztier bei unter chronischer Hypoxie gehaltenen Mausen vergleichbare
Ergebnisse. Auch hier wies der systemisch-arterielle Druck keine signifikanten
Unterschiede zu gesunden Kontrolltieren auf, aber in einer Dosierung von 10
mg/Kg/Tag von Tag 21 bis 35 senkte BAY 63-2521 den rechtsventrikularen Druck

signifikant.
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Die kontinuierlichen telemetrischen Messungen des rechtsventrikularen Druckes an
wachen Mausen unter chronischer Hypoxie zeigten ebenso eine Drucksenkung
nach Therapie mit BAY 63-2521, die Herzfrequenz @nderte sich dabei nicht.

Die Genexpression von TGF-3 und ANF stieg unter der chronischen Hypoxie an
und sank unter Therapie. TGF-R ist ein proliferationsférdernder Faktor (Clark et al.,
1997), der sowohl beim Remodelling der pulmonalen Gefalle als auch bei der
RechtsherzvergréRerung eine Rolle spielt. ANF wirkt diuretisch und wird von den
Herzohren bei erhdhter Volumenbelastung ausgeschittet. Die Abnahme beider
Faktoren spiegelt die deutlich verbesserte korperliche Situation unter Therapie

wider.

4.3 Tiermodell

Unter den bestehenden Tiermodellen der pulmonalen Hypertonie ist das
Monocrotalinmodell der Ratte am ehesten geeignet, den klinischen Verlauf der
idiopathischen pulmonalarteriellen Hypertonie des Menschen zu imitieren. Ratten

zeigen 4 Wochen nach Monocrotalininjektion eine pulmonale Hypertonie der

Klasse Il - Il nach NYHA -Einteilung fiir die PH des Menschen:
Klasse | keine Limitierung der normalen kérperlichen Aktivitat
Klasse Il keine Beschwerden in Ruhe, normale kérperliche Aktivitat fuhrt zu

Dyspnoe oder Ermidung

Klasse Il keine Beschwerden in Ruhe, aber schon leichteste kdrperliche
Aktivitat fihrt zu Beschwerden

Klasse IV Beschwerden schon in Ruhe mdglich, Unfahigkeit zu kérperlicher
Aktivitat

6 Wochen nach Monocrotalininjektion zeigen die Tiere auch bei Ruhe deutliche
Zeichen von Dyspnoe, jegliche Bewegung wird vermieden (NYHA V). Periphere
Odeme und Zyanose treten als Anzeichen von Rechtsherzinsuffizienz auf, 50 %
der Tiere versterben zu diesem Zeitpunkt. Der rechtsventrikulare Druck erreicht

zum Teil Werte Uber 100 mmHg, viele Tiere entwickeln Thoraxergisse.
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Die pathognomonischen Gefaldveranderungen im Verlauf der pulmonalen
Hypertonie des Menschen spiegelt das Monocrotalinmodell hingegen nicht wider.
Wahrend im MCT-Modell der Ratte die Endothelschdden und die nachfolgende
Permeabilitdtserhéhung den initierenden Mechanismus darstellen (Valdivia,1967;
Sugita, 1983; Wilson, 1989; Tanaka, 1996), steht bei der humanen PAH die
Dysfunktion der Endothelzellen im Vordergrund (Voelkel, Tuder, 1995).

Eine Fragmentierung der internen elastischen Lamina im MCT-Modell durch
veranderte Elastin- und Kollagensynthese (Todorovich-Hunter, 1988, 1992) sieht
man in der humanen PAH hauptsachlich im Zusammenhang mit kongenitalen
Herzerkrankungen (Rabinovitch, 1986).

Entziindungen finden sich sowohl im MCT-Modell als auch bei der menschlichen
PAH vorwiegend perivaskular, dartiber hinaus bei der Ratte interstitiell (Wilson,
1989; Stenmark, 1985), beim Menschen im Bereich der plexiformen L&sionen
(Caslin, 1990; Tuder, 1994; Dorfmuller, 2003), die bisher in keinem géngigen
Tiermodell gefunden wurden. Die Entziindungen sind vorwiegend mononuklear, bei
der Ratte findet sich zudem eine Mastzellhyperplasie (Miyata, 2000; Valdivia,
1967). Eine Thrombosierung findet sich bei beiden Erkrankungen, bei der Ratte
zeigen sich intravaskulare Thromben (Allen, 1970; Lalich, 1977; Hayashi, 1984).
Roth (1988) und Schultze (1998) zeigten eine Verminderung der MCT-PAH bei
plattchendefizienten Ratten. Bei der humanen IPAH zeigen sich zirkulierende
Plattchenaggregate (Lopes, 1993), Wagenvoort zeigte 1993 in situ Thrombosen in
PH Lasionen.

Cor pulmonale, Neo-Muskularisierung peripherer Arterien und Mediahypertrophie
(Meyrick & Reid 1980) sind sowohl im MCT-Modell als auch bei der humanen PAH
pathognomonisch.

Die PH des Menschen ist im Gegensatz zu der in diesem Modell erzeugten PH der
Ratte Gberwiegend nicht toxininduziert. Trotzdem ist zu berlcksichtigen, dass im
Monocrotalinmodell das Toxin nur den initierenden Anstol3 darstellt, das
Monocrotalin ist nach 24 Stunden nahezu vollstdndig ausgeschieden (Hayashi et
al., 1967), die Erkrankung erhélt sich in einem fortschreitenden Prozess selbst
aufrecht.  Weiterhin  bestehen im Rattenmodell keine  Md&glichkeiten,
Pathomechanismen durch speziell genveranderte Tiere zu charakterisieren, wie

dies bei Mausen maoglich ist.
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Das Monocrotalinmodell der Ratte wurde fir die vorliegende Arbeit gewéhlt, weil es
eine leicht induzierbare, schwere und gut reproduzierbare pulmonale Hypertonie
hervorruft, die mit der pulmonalen Hypertonie des Menschen Vviele

pathohistologische und pathophysiologische Gemeinsamkeiten aufweist.

Entscheidend fir den Versuchsverlauf und die spatere Aussagekraft der
Ergebnisse war der Zeitpunkt des Therapiebeginns innerhalb des
Monocrotalinmodelles. Es wird der praventive Ansatz, bei dem die Therapie mit der
Schadigung (Verabreichung des Monocrotalins) beginnt, von einem kurativen
Ansatz unterschieden. Der kurative Ansatz sieht eine Therapie nach bereits
eingetretener Erkrankung vor. In der Literatur finden sich eine Vielzahl
verschiedener Zeitpunkte des Therapiebeginns zur Uberpriifung der Wirkung
verschiedenster Substanzen im Monocrotalinmodell, der haufigste Zeitpunkt liegt
zwischen 14 und 21 Tagen nach Monocrotalininjektion.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Therapie mit BAY 63-2521 21 Tage nach
Monocrotalingabe begonnen. Zu diesem Zeitpunkt liegen bereits Symptome eines
pulmonalen Hochdruckes vor, histopathologisch sind Veranderungen an den
pulmonalen Gefalden bereits erkennbar.

Es liegt also ein kurativer Ansatz vor, der mit der Situation des humanen Patienten,
bei dem die Therapie ebenfalls erst nach Auftreten erster Symptome beginnt, gut

vergleichbar ist.

4.4 Klinische Perspektive

Ghofrani et al. stellten auf der Internationalen cGMP-Konferenz 2007 eine Studie
vor, die die Sicherheit, die Tolerabilitdt und den méglichen therapeutischen Nutzen
von BAY 63-2521 an PH-Patienten untersuchte.

19 Ménner und Frauen zwischen 18 und 80 Jahren mit einer diagnostizierten PAH,
einer chronisch thromboembolischen PH oder einer PH durch eine interstitielle
Lungenerkrankung nahmen teil.

Bay 63-2521 wurde in einer Lésung von 0,5 mg/ml nach einer Nuchternphase von

mindestens 8 Stunden oral eingenommen.
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Im ersten Teil der Studie wurde BAY 63-2521 in stuindlich steigender Dosierung bis
zu einer Dosis von 5 mg eingenommen. Bis zu einer Dosis von 2,5 mg wurde BAY
63-2521 gut vertragen, es zeigten sich lediglich vier milde Nebenwirkungen, die
voriber gingen, bei einer Dosis von 5 mg zeigte ein Proband einen
asymptomatischen Blutdruckabfall. Es zeigten sich weder Veradnderungen der
Vitalzeichen noch der Blutgase.

Im zweiten Teil der Studie wurde der Effekt von 1 und 2,5 mg BAY 63-2521
hinsichtlich der Pharmakodynamik untersucht.

Die Effekte von BAY 63-2521 waren hinsichtlich der Reduktion von PAP, TPR und
Cardiac Index inhaliertem NO signifikant Uberlegen, es fanden sich bis

auf den PAP (signifikante Reduktion gegenlber inhaliertem NO nur in der 2,5 mg
Gruppe) keine Unterschiede zwischen den verschiedenen Dosierungen.

BAY 63-2521 stellt somit eine neue Behandlungsmoglichkeit der PH mit einem
hohen Sicherheitsprofil und groRem Potenzial dar. Der Beginn von Phase-lll-

Studien in der Indikation Lungenhochdruck ist fir 2008 vorgesehen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die pulmonalarterielle Hypertonie ist gekennzeichnet durch eine Erhéhung des
pulmonalarteriellen Druckes, Umbauprozesse der Pulmonalarterien und
Entwicklung eines Cor pulmonale. Sie stellt eine schwere, lebensbedrohliche
Erkrankung dar, die die Lebensqualitét der Betroffenen stark einschrankt.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass BAY 63-2521 als Aktivator
der l6slichen Guanylatzyklase in der Lage ist, die pulmonale Hypertonie im
Monocrotalinmodell der Ratte zu stoppen und zum Teil riickgéngig zu machen.

Die Therapie begann 21 Tage nach der Monocrotalininjektion, bei Vorliegen
manifester Symptome einer pulmonalen Hypertonie. Die zweiw6chige Behandlung
mit 10 mg/Kg BAY 63-2521 resultierte in einer 100 %-igen Uberlebensrate, im
Gegensatz zu der mit Methylcellulose behandelten Kontrollgruppe mit nur 70%.

Die rechtsventrikuldren Dricke sanken auf Werte, die sich nicht mehr von Werten
nur drei Wochen nach Monocrotalininjektion unterschieden, ebenso verhielten sich
die Werte der Herzratio als Index einer Rechtsherzhypertrophie.

Dabei unterschieden sich die systemisch-arteriellen Dricke der behandelten Tiere
nicht signifikant von den Werten gesunder Tiere, eine rein vasodilatative Wirkung
von BAY 63-2521 kann damit ausgeschlossen werden.

Weiterhin wurde die Expression der |8slichen Guanylatzyklase in der glatten
Gefaldmuskulatur von Rattenlungen und in Lungen gesunder und an COPD und

PPH erkrankter Patienten gezeigt.
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6 SUMMARY

Severe pulmonary hypertension is a disabling disease with high mortality
characterized by sustained elevation in pulmonary artery pressure, pulmonary
vascular remodeling due to proliferation and migration of pulmonary artery
smooth muscle cells (PASMC) associated with progressive right heart
hypertrophy.

NO - cGMP pathway plays a central role in regulation of the vascular tone,
PASMCs proliferation and cardiomyocyte hypertrophy. In this context, we
investigated the impact of soluble guanylate cyclase (sGC) stimulator BAY 63-2521
on hemodynamics and remodeling in experimental pulmonary hypertension.

This study showed that BAY 63-2521 was able to reverse structural changes and
disease progession induced by monocrotaline injection in rats.

Treatment of rats with BAY 63-2521 was initiated 21 days after MCT
administration, after pulmonary hypertension was established. Two weeks of
treatment with BAY 63-2521 resulted in a 100% survival compared to 70% survival
in methyl cellulose-treated rats. Pathological changes in right ventricular pressure
and right heart hypertrophy were significantly decreased after two weeks of
treatment with BAY 63-2521 down to values comparable with those of rats three
weeks after monocrotaline-injection.

Systemic arterial pressure did not change significantly in any of the animal groups
investigated, thereby ruling out mere vasodilative properties of BAY 63-2521.

The vascular remodeling was determined by the degree of muscularization and the
medial wall thickness. The treated group exhibited regeneration of the arterial
walls.

The present study describes the reversal of hemodynamic and structural changes
associated with monocrotaline-induced experimental pulmonary hypertension by

activation of sGC.
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