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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Einflhrung in die Thematik

Sauerstoff— Elexier des Lebens

Sauerstoff ist ein unverzichtbarer Baustein fir zahlreiche wichtige
Lebensfunktionen. So beschrieb der Nobelpreistrager von 1931 Otto Heinrich
Warburg (deutscher Biochemiker, Arzt, Physiologe) die Aufgabe des Sauerstoffes
als ,Spender des Lebens®. Die Sauerstoffaufnahme beim Menschen erfolgt
hauptsachlich aus der Atemluft. Sie enthalt 21% Sauerstoff, 78% Stickstoff,

ca. 1% Edelgase und 0,04% Kohlendioxid. Hauptaufnahmeorgan ist die Lunge.

Die Bronchien teilen sich unter kontinuierlicher Abnahme ihrer Durchmesser auf.
Am Ende des Bronchialbaumes (Bronchioli terminales) werden die drei
nachstfolgenden Abschnitte unterteilt in Bronchioli respiratorii, die Alveolargange
und —sackchen (Ductus alveolares und Sacculi alveolares) und die
Lungenblaschen (Alveoli pulmonalis). Die Bronchioli respiratorii minden jeweils in
zwei Alveolargange (Ductus alveolares). Danach folgen die blind endeten
Alveolarsackchen (Sacculi alveolares), die schlieBlich in die Lungenblaschen
(Alveolen) munden. Hier findet der Gasaustausch statt. Die Alveolen haben etwa
einen Durchmesser von ca. 0,2 mm. Ein erwachsener Mensch besitzt ca.
300 Millionen Alveolen, so dass fur den Gasaustausch eine Flache von ca.
100 m? zur Verfligung steht. Das Bindegewebe zwischen den Bronchien und
Alveolen enthalt Aufzweigungen der Lungenarterien und -venen, die als
Kapillaren enden und die Alveolen korbchenartig umgeben. Der Gasaustausch
zwischen den Alveolen und dem Blut der Lungenkapillaren wird als aufere
Atmung bezeichnet und erfolgt mit Hilfe der Diffusion. Die Partialdruckdifferenzen
zwischen Alveolarraum und dem Kapillarblut spielen dabei eine entscheidende
Rolle. Beim gesunden Menschen weil3t das alveolare Gasgemisch einen

O,-Partialdruck von 100 mmHg und einen CO»-Partialdruck von 40 mmHg auf. Im
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venosen Blut, das die Lungenkapillaren (iber die Aste der A. pulmonalis erreicht,
liegen die O,-Partialdrucke bei 40 mmHg und die CO,-Partialdrucke bei
46 mmHg. Bei dem Gefaldsystem der Lunge handelt es sich um ein
Niederdrucksystem. Damit unterscheidet es sich in wesentlichen Punkten von
Strombahnen anderer Organe. Die arteriellen Drucke wund vaskularen
Widerstande betragen nur ca. 1/8 der Werte des grof3en Kreislaufs. Der niedrige
Perfusionswiderstand ist durch die spezielle Struktur des pulmonalen Gefalbettes
bedingt. Die pulmonalarteriellen Gefal’e bis zu einer Dicke von ca. 80 um
besitzen eine kontinuierliche Media. Weiter distal finden sich partiell
muskularisierte Gefalde, die in nicht-muskulare Arteriolen Ubergehen, woraus ein

niedriger Perfusionwiderstand resultiert.

1.2 Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV)

Sauerstoff ist ein wichtiger Baustein fur zahlreiche Lebensfunktionen z.B. fur die
Energiebereitbestellung im menschlichen Korper. Die Zelle bendtigt O, zur
biologischen Oxidation (Verbrennung). Dieser Vorgang wird auch als ,innere
Atmung“ bezeichnet. Durch biochemische Reaktionen entstehen aus Sauerstoff
und Nahrstoffen in den Zellen, die fur den Menschen verwertbare Energieformen,
vor allem das ATP (Adenosin-Tri-Phosphat). Somit ist der menschliche
Organismus auf eine standige O,-Versorgung angewiesen.

Eine unzureichende Versorgung mit O, z.B. aufgrund niedrigem
atmospharischem  Op-Partialdruck z.B. in grolen HOhen oder bei
Lungenerkrankungen kommt es zu einem verminderten O,-Gehalt im arteriellen
Blut. Der erniedrigte O,-Partialdruck bewirkt eine Kontraktion der
Pulmonalarterienaste, die sogenannte hypoxische pulmonale Vasokonstriktion.
Diese auch als Euler-Liljestrand-Mechanismus bezeichnete Reaktion bewirkt,
dass die Durchblutung der Lungenalveolen vermindert wird, in denen aufgrund
des niedrigen Oj-Partialdruckes kein vollstandiger Gasaustausch stattfinden
wuirde. Damit kommt es zu einer optimalen Anpassung des Organismus an die

veranderte O,-Situation (Dumas et al. 1999).

10
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Die HPV wird in drei Phasen eingeteilt. Die erste Phase ist die akute alveolare
Hypoxie (entsteht innerhalb von Sekunden bis Minuten). Die zweite Phase wird
als protrahierte alveolare Hypoxie (entsteht innerhalb von Stunden) bezeichnet,
die in die chronischen Hypoxieprozesse Uberleitet. Die dritte Phase, die
chronische Hypoxie, fuhrt zu einer pulmonalen Hypertonie mit verbundenem
GefalRumbau (Weissmann et al. 2001).

Die biochemischen Mechanismen, die zur HPV flhren sind fir alle drei Phasen
bisher ungeklart. Die molekularen Effektoren dieses Reflexbogens konnten bis
jetzt ebenfalls nicht eindeutig identifiziert werden.

Die glatten Muskelzellen werden als Effektorzellen postuliert. Es mussen
zusatzlich O,-Sensoren vorhanden sein, die den erniedrigten O»-Partialdruck
wahrnehmen und an die Effektorzellen weiterleiten kdnnen. Die intrazellulare
Ca-Konzentration wird erhoht und somit kommt es zu einem Ausstrom von
intrazellularem Kalium. Dadurch wird die extrazellulare Kaliumkonzentration
erhoht.

1.2.1 Akute und protrahierte alveolare Hypoxie

Der menschliche  Organismus muss  sich stdndig  wechselnden
Umweltbedingungen anpassen. Als Hypoxie bezeichnet man einen verminderten
Sauerstoffgehalt im Gewebe. Man unterscheidet eine normobare und eine
hypobare Hypoxie. Die normobare Hypoxie bezeichnet eine Reduzierung des
relativen Sauerstoffanteils bei gleichem Luftdruck. Bei der hypobaren Hypoxie
handelt es sich um einen reduzierten Sauerstoffgehalt und einem reduziertem
Luftdruck. Die weitere Aufnahme von Sauerstoff wird hierbei durch verminderten
O,-Partialdruck in den Alveolen erschwert (von Euler et al. 1946).

Dieser Mechanismus tritt schon bei sehr milder Hypoxie (20-60 mmHg) ein
(Aaronson et al. 2006).

Die Gefal3kontraktion wird durch verschiedene Signalwege eingeleitet, die im
Einzelnen noch nicht bekannt sind. Fest steht, dass es zu einer Erhéhung von
extrazelluldrem Ca**-Konzentration kommt, was wiederum einen Ausstrom von

intrazellularem Kalium bewirkt. Durch Membranpolarisierung kommt es zu einer
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Kontraktion der Myofibrillen in den glatten Muskelzellen der kleinen
Lungenarterien (Humbert et al. 2004a). Die Intensitat der Kontraktion wird
beeinflusst von Starke und Dauer der alveolaren Hypoxie.

Zu weiteren Untersuchungen konnten von Euler und Liljestrand feststellen, dass
der pulmonal-arterielle Druck wahrend der Ventilationsphasen mit einer
O,-Konzentration von 10% ansteigt. Die Ventilation mit Raumluft fuhrte zu einer
reversiblen Verminderung des Druckes bis zum Ausgangswert (von Euler
et al. 1946).

Derzeit konnte die Frage nach spezifischen Sauerstoffsensoren und
Signaltransduktionswegen nur unzureichend beantwortet werden. Die pulmonal-
arteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) werden in diesem Zusammenhang als
Sensor- und Effektorzellen beschrieben. Isolierte PASMC kdnnen sich unter
hypoxischen Bedingungen kontrahieren und es st ein intrazellularer
Kalziumspiegel messbar (Murray et al. 1990, Madden et al. 1992, Weissmann
et al. 2006a).

In anderen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass verschiedene Enzyme
innerhalb der Atmungskette, wie z.B. NAD(P)H-Oxidasen (Marshall et al. 1996),
Cytochrom P450-Enzyme (Zhu et al. 2000), Hamoxygenase-2 (Hoshi & Lahiri
2004), ADP-Ribosezyklase und der cADP-Ribose-Hydrolase (Wilson et al. 2001)
in diesem Zusammenhang eine elementare Rolle spielen.

Man unterscheidet bei der HPV eine biphasische Vasokonstriktion. Die erste,
akute Phase beginnt etwa funf Minuten nach dem hypoxischen Stimulus, sie lasst
nach weiteren funf bis funfzehn Minuten zum Teil nach. Die zweite Phase, auch
subakut oder protrahiert genannt, erfolgt nach etwa 30 Minuten Hypoxie. Die
zweite Phase ist durch eine wiederkehrende Zunahme der Vasokonstriktion
gekennzeichnet. In der Literatur bestehen unterschiedliche Meinungen hinsichtlich
der Vasokonstriktionsphasen. Nicht alle Autoren sehen eine zweigeteilte
Situation, obwohl diese bei intakten Lungenmodellen und isolierten pulmonal-
arteriellen GefalRen beschrieben ist (Bennie et al. 1991, Zhang et. al. 1995,
Weissmann et al. 1995, Weissmann et al. 2001). Die bisherigen
Forschungsergebnisse beantworten aullerdem nicht die Frage, ob die

ablaufenden Mechanismen, identisch oder getrennt reguliert werden. In diesem
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Zusammenhang kann vermutet werden, dass die zweite Phase, die letztendlich

zum vaskularen Remodeling fuhrt, eine maflgebliche Rolle zu spielen scheint.

1.2.2 Chronische Hypoxie

Die Daueraktivierung des hypoxischen Vasokonstriktionsreflexes aufgrund
chronischer alveolarer Hypoxie fuhrt zum Phanomen des vaskularen
Remodelings mit struktureller Fixierung der Widerstandserhohung und damit zur
Rechtsherzhypertrophie und einer Reduktion des Herz-Zeit-Volumens (HZV). Der
Gefallumbauprozel} ist charakterisiert durch die de novo Muskularisierung und
durch eine Hypertrophie der Media (Durmowicz & Stenmark 1999, Jeffery &
Wanstall 2001). Es kommt zur Proliferation von Fibroblasten, die von der
Adventitia in die Media wandern und dort zu einer Verdickung der Media flhren.
Ebenfalls proliferieren glatte Muskelzellen der Media in die distalen
Lungenarterien und verursachen dort eine Muskularisierung der normalerweise
muskelfreien Gefalke (Humbert et al. 2004a, Stenmark et al. 2006). Die
beschriebenen GefalBumbauprozesse fuhren zu einer Querschnittsverlegung
(Obliteration) und zum Gefaldverlust (Rarefikation) (Stenmark & McMurtry 2005).
Dabei beeinflusst die Hypoxie sowohl die Fibroblastenproliferation (Stenmark et
al. 2002), die Stimulation (Dempsey et al. 1991, Lanner et al. 2005) als auch eine
Hemmung (Stiebellehner et al. 2003) des Wachstums der pulmonal-arteriellen
glatten Muskelzellen. Physiologisch besteht ein Gleichgewicht zwischen
Vasodilatatoren und Vasokonstrikoren. Sie sind fur das Zellwachstum und den
Gefaldtonus zustandig. Unter hypoxischen Bedingungen kommt es zu einem
Ungleichgewicht zwischen den Vasokonstriktoren. Produktion und/oder
Freisetzung der Vasodilatatoren wie z.B. NO und Prostaglandine werden
gehemmt. Dagegen werden die Mediatoren, die eine Gefaltkontraktion bewirken

wie z.B. Thromboxan, Serotonin und ET-1 gefordert (Rabinovitch 2008).
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1.3 Pulmonale Hypertonie

Die pulmonale Hypertonie ist eine Erkrankung des Lungen-, bzw. des kleinen
Kreislaufes.

Das Kreislaufsystem wird in einen gro3en und kleinen Kreislauf eingeteilt. Der
grolRe Kreislauf beschreibt den Weg des sauerstoffreichen, arteriellen Blutes aus
der linken Herzkammer in den gesamten Korper. Seine Aufgabe ist die
Versorgung der Organe mit O,. Das sauerstoffarme, vendse Blut flieRt zum
rechten Herzen zurlck und von dort in den Lungenkreislauf. Hier wird die
eingeatmete Luft mit Hilfe des Gasaustausches in den Lungenblaschen in die
Lungengefalle aufgenommen. Das mit Sauerstoff angereicherte Blut flie3t zum
linken Herzen und weiter in den grofRen Koérperkreislauf.

Normalerweise liegt der pulmonale systolische Blutdruck in Ruhe zwischen 18
und 25 mmHg. Der Grund hierfur liegt darin, dass der Querschnitt des pulmonalen
Gefallsystems sehr grold ist. Daraus resultiert ein niedriger Gefal3widerstand.
Eine Erhéhung des pulmonalen GefalRwiderstandes oder des pulmonalen
Blutflusses fuhrt zur pulmonalen Hypertonie.Die PH wird eingeteilt in eine
pulmonalarterielle Hypertonie (PAH). Es erfolgt eine Abgrenzung zu anderen
Formen der PH, die in Folge von Linksherzerkrankungen, chronischen
Lungenerkrankungen,  thromboembolischen  Ereignissen  oder anderen
Erkrankungen auftreten kénnen.

Die Pathomechanismen fur Entstehung der PAH sind weitgehend unbekannt. Die
Pathogenese der PH ist multifaktoriell. In aktuellen genetischen und
pathophysiologischen Untersuchungen wird deutlich, dass ein Zusammenspiel
zwischen genetischen Faktoren und assoziierten Erkrankungen und/oder
Triggermechanismen zur Manifestation der Erkrankung fuhren.

Neuere Erkenntnisse hinsichtlich einer genetischen Ursache bei familiarer
pulmonalarterieller Hypertonie brachte die Identifizierung von Mutationen im bone
morphogenetic protein receptor 2 (BMPR-2) und activin-like-kinase-type-1. Diese
Rezeptoren sind Mitglieder der TGF-R-Familie. Sie sind fur die Differenzierung,
Proliferation und Apoptose fur zahlreiche Zelltypen wichtig. Jedoch weisen die
Mutationen nur eine geringe Penetranz von 15-20% auf, so dass man hier

lediglich von pradisponierenden Faktoren ausgehen kann (Newman et al. 2004).

14



Einleitung

Im Hinblick auf die pathogentischen Veranderungen des vaskularen Remodelings
werden als auslosende Mediatorensysteme die Endothelin-1, Prostaglandine und
NO-vermittelten Signalwege diskutiert (Humbert et al. 2004a). Diese Einflusse
stellen zugleich die therapeutischen Angriffspunkte der derzeit zugelassenen
medikamentosen Therapie dar.

Unbehandelt ist die PH mit einer schlechten Prognose behaftet, da die mittlere
Uberlebenszeit weniger als drei Jahre entspricht (D’Alonzo et al. 1991).

Die PH ist eine schwer zu diagnostizierende Erkrankung. Es existieren keine
spezifischen Symptome. Belastungsdyspnoe, Abnahme der Kkorperlichen
Belastbarkeit, Mudigkeit, korperliche Schwache, Angina Pectoris, Synkopen,
periphere Odeme und abdominelle Spannung kénnen auf eine PH hinweisen. Die
diagnostischen Moglichkeiten konnten durch Einfihrung von Echokardiographie,
einer nichtinvasiven Screeningmethode zur Messung von Druck und Flul3, sehr
gut verbessert werden. Fur die friher diagnostisch haufig angewendete invasive
Rechtsherzkatheterisierung war dagegen ein minimalinvasiver Eingriff notwendig.
Die Hauptmerkmale der pulmonalen Hypertonie sind die deutliche Erhéhung des
pulmonalen Vasotonus, proliferative Gefallveranderungen sowie eine
Hypertrophie des rechten Ventrikels aufgrund erhohter Nachlast. Die starke
chronische Belastung des rechten Herzens fuhrt in vielen Fallen der PH zur
Ausbildung eines Cor pulmonale bis hin zum Rechtsherzversagen, was bei den

meisten Patienten zum Tod fuhrt.

1.3.1 Definition

Die pulmonale Hypertonie ist definiert als eine chronische Erh6hung des mittleren
pulmonal-arteriellen Druckes (mPAP) > 25 mmHg in Ruhe und > 30 mmHg bei
Belastung (Rubin & Roux 2002). Voelkel und Tuder 1999 definieren den
Schweregrad der Erkrankung. Eine milde PH liegt bei einem mittleren
pulmonal-arteriellen Druck von 25-45 mmHg vor, eine schwere PH bei einem
mPAP > 45 mmHg.
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1.3.2 Klassifikation

Die pulmonale Hypertonie wurde zunachst in eine primare und eine sekundare
Form eingeteilt. Eine neue klinische Klassifikation der pulmonalen Hypertonie
wurde 2003 auf der dritten Weltkonferenz in Venedig eingefihrt und bestand aus
funf Gruppen (Simonneau et al. 2004). Im Jahre 2008 fand die vierte
Weltkonferenz in Dana Point (Kalifornien) statt. Die pulmonale Hypertonie wird

aktuell folgendermalien eingeteilt (Simonneau et al. 2009):

1. Pulmonal arterielle Hypertonie (PAH)
1.1 Idiopatische PAH (IPAH)
1.2 Erbliche Form PAH
1.2.1 BMPR2
1.2.2 ALK1, Endoglin (mit oder ohne hereditarer hamorrhagischer
Telengiektasie)
1.2.3 Unbekannt
1.3 Medikamente/Giftstoffe
1.4 PAH assoziiert mit:
1.4.1 Kollagenosen
1.4.2 HIV-Infektion
1.4.3 Portale Hypertonie
1.4.4 Angeborenen Herzfehlern
1.4.5 Schistosomiasis
1.4.6 Chronisch-hamolytischer Anamie
1.5 Persistierende pulmonale Hypertonie der Neugeborenen
1.6 Pulmonale venooklusive Erkrankung (PVOD) und/oder pulmonal

kapillare Hdmangiomatose (PCH)

2. Pulmonale Hypertonie bei linksventrikularer Herzerkrankung
2.1 Systolische Funktionsstérungen
2.2 Diastolische Funktionsstorungen

2.3 Herzklappenerkrankungen
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3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankungen mit/ohne Hypoxamie
3.1 Chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen
3.2 Interstitielle Lungenerkrankungen
3.3 andere Lungenerkrankungen mit gemischten restriktiven und
obstruktiven Mustern
3.4 Schlafapnoesyndrom
3.5 Zentrale alveolare Hypoventilationssyndrome
3.6 Chronische Hohenkrankheit
3.7 Entwicklungsbedingte Fehlbildungen

4. Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH)

5. Pulmonale Hypertonie bei unklaren multifaktoriellen Mechanismen

5.1 Hamatologische Erkrankungen: Myeloproliferative Storungen,
Splenektomie

5.2 Systemische Stérungen: Sarkoidose, pulmonale Langerhans Zell
Histiozytose: Lymphangioleiomyomatose, Neurofibromatose, Vaskulitis

5.3 andere Erkrankungen (der Schilddruse, Glykogenspeicherkrankheit,
Gaucher)

5.4 andere: Kompression der Pulmonalgefal3e durch Tumore, fibrosierende

Mediastinitis, dialysepflichtige chronische renale Insuffizienz

1.3.3 Pathophysiologie und Vaskulares Remodeling

Bei der PH kommt es zu strukturellen und funktionellen Veranderungen
insbesondere der kleinen pulmonalen GefalRe, was als vaskulares Remodeling
bezeichnet wird. Alle Schichten der Gefallwand sind vom Umbauprozess
betroffen. Hierzu zahlen Adventitia (AuRenschicht), die Muscularis (Mittelschicht)
und die Intima (Innenschicht). Alle in der GefalRwand befindlichen Zelltypen
(Endothelzellen, glatte GefalBmuskelzellen, Fibroblasten) sowie
Entzindungszellen und Thrombozyten spielen hierbei eine bedeutende Rolle.

(Humbert et al. 2004a). Durch Hypertrophie, Hyperplasie und Verstarkung der
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extrazellularen Matrix der Zellen aller Gefal3schichten kommt es zu einer
Verdickung und Veranderung der Gefallwandarchitektur. Als Folge der
Media-Verdickung, Neontimabildung und Entstehung von plexiformen L&sionen
kommt es zur Verengung oder Obstruktion des Gefalllumens der pulmonalen
Strombahn. Der Widerstand wird erhoht und es erfolgt ein Anstieg des
pulmonal-arteriellen Druckes. Die Compliance (Dehnbarkeit) der Gefalle wird
durch die Verdickung der Adventitia verringert, was den Druckanstieg zusatzlich
fordert (Pietra et al. 2004). AuRerdem kommt es zu einer distalen Ausbreitung
glatter  Muskelzellen in  kleine, physiologisch  nicht  muskularisierte
Pulmonalarterien. Dieser Vorgang wird als de novo-Muskularisierung bezeichnet
(Humbert et al. 2004a).

PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) ist ein histologischer Marker fur die
Proliferation. Es stellt ein auxiliares Protein dar, das fur die DNA-Replikation
notwendigen = DNA-Polymerase & (delta) zustandig ist (Bravo &
Donald-Bravo 1987). Der Zellzyklus bestimmt die Expression der PCNA. Die
Synthese beginnt in der G¢-Phase und erreicht sein Maximum in der S-Phase
(Takasaki et al. 1981; Celis & Celis 1985; Morris & Mathews 1989). PCNA ist im
Nucleolus lokalisiert, unter abnehmender Zellproliferation wird es vermindert
nachgewiesen (Bravo et al. 1981).

Die den genannten Gefallveranderungen zugrunde liegenden biochemischen

Mechanismen sind weitgehend ungeklart (Olschewski et al. 1999).

An der Modulation des vaskularen Remodelings sind einige Wachstumsfaktoren,
vasoaktive Peptide und Zytokine beteiligt. Stickstoffmonoxid (NO) und reaktive
Sauerstoffverbindungen spielen ebenfalls eine elementare Rolle. In Tabelle 1
werden eine Reihe von Faktoren genannt, von denen man annimmt, dass sie an

der Proliferation glatter Muskelzellen und an der Kollagensynthese beteiligt sind.
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Tabelle 1: Faktoren, die die Proliferation glatter Muskelzellen und die Kollagensynthese

beeinflussen kdnnen.

IGF 1 TGF-R, BMP's IGF-1 Prostaglandine
IGF 2 IL-1 IGF-2 Interferone
PDGF Prostaglandine TGF- NO
EGF Interferone PDGF ANP
bFGF TNF-a Angiotensin Il
aFGF Heparansulfate Tenascin

Insulin NO

Heparin Kohlenmonoxid

Thromboxan A2
Endothelin-1

Angiotension I

Adrenomedullin
ANP

Isoproterenol

Serotonin
Tenascin
Leukotriene

ROS

Modifiziert nach: Pulmonary Circulation; Diseases and their treatment; second edition Arnold

London publishing; Kapitel 5 (Nicholas W Morell, Trina K Jeffrey)

Die Rezeptoren fur die meisten Wachstumsfaktoren sind transmembranstandige,
tyrosinspezifische Proteinkinasen (Rezeptortyrosinkinasen), die sich an der
Zelloberflache befinden. Sie umfassen Rezeptoren flr den Platet derived growth
factor (PDGF), Fibroblast growth factor (FGF), Insulin-like growth factor 1 (IGF-1),
Epidermal growth factor (EGF) und Vascular endothelial growth factor (VEGF).
Die Phosphorylierung des intrazellularen Teils des Rezeptors und die
Initialisierung der intrazellularen Signalkaskaden werden durch die Bindung des
jeweiligen Liganden an den Rezeptor erreicht. TGF-R und Bone Morphogenetic
Protein (BMP) agieren Uuber Rezeptor-Serin- oder Threoninkinasen. Die
Wachstumsfaktor vermittelten zellularen Effekte wie die Proliferation, Migration

und der Schutz vor Apoptose werden somit ausgelost.
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1.3.4 Gegenwartige Therapie der pulmonalen Hypertonie

Viele Jahre war man der Uberzeugung, dass es sich bei der pulmonalen
Hypertonie, um eine vasokonstriktive Erkrankung handelt. Deshalb wurden die
Therapiestrategien auf diese Ursache fokusiert und man behandelte die Patienten
mit ,reinen Vasodilatatoren, wie z.B. Kalziumkanalblocker (Rich et al. 1992).
Jedoch konnte gezeigt werden, dass nur ein kleiner Anteil von Patienten auf diese
Therapie anspricht (Hoeper et al. 1994). So kann die Behandlung lediglich flr
Menschen empfohlen werden, die nur unter einer Vasokonstriktion leiden und

keine proliferativen Vaskulopathien besitzen.

Mit den Erkenntnissen, dass die PH sowohl eine vasokonstriktive sowie eine
vasoproliferative Erkrankung ist, wurden die Therapiestrategien verandert. Eine
Vielzahl von Patienten profitierte bezlglich einer Verbesserung ihrer

Lebensqualitat und der hamodynamischen Parameter.

Prostaglandine:

Verschiedene Analoga des Prostazyklins (PGly), das selbst sehr instabil ist,
wurden fur die Therapie der PH entwickelt. Dazu zahlen Epoprostenol, Trepostinil,
lloprost und Beraprost. Epoprostenol muld kontinuierlich intravends verabreicht
werden. Klinische Studien an Prostaglandinen zeigten deren vasodilative und
antiaggregartorische Eigenschaften. Zusatzlich wurde die Hamodynamik sowie
die Uberlebensrate durch diese Substanzen verbessert (Barst et al. 1996). Die
Verabreichung erfolgt Uber einen vendsen Dauerkatheter. Als Komplikationen
konnen Thrombosen, Sepsis, abrupte Unterbrechung der lebensnotwendigen
Medikamentenzufuhr durch Verlegung des Katheters oder Versagen der Pumpe
auftreten. Aus diesem Grund wurde Treprostinil entwickelt. Dabei handelt es sich
um ein stabiles Prostazyklinanalogon, dal® kontinuierlich subkutan verabreicht
wird. Ein oral verfugbares Prostazyklin ist Beraprost. Die Einnahme des
Wirkstoffes erfolgt taglich, erwies sich aber in klinischen Studien als weniger
effektiv. lloprost wird inhalativ verabreicht, was den Vorteil hat, dass es selektiv in
den erkrankten Gefallbereich wirkt und systemisch-vasodilatativen Effekte

hervorruft (Olschewski et al. 1996). Die relativ kurze Halbwertszeit von
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inhalativem lloprost erfordert sechs bis zwoIf Stunden Inhalation pro Tag, was als
Nachteil zu bewerten ist. Eine weitere negative Eigenschaft bei der
Prostaglandintherapie stellt die nach einiger Zeit eintretende
pharmakodynamische Toleranz dar, die eine sukzessive Dosissteigerung

notwendig macht, um gute Behandlungserfolge zu erzielen.

Endothelinrezeptorantagonisten:

Endothelin-1 ist ein starker Vasokonstriktor, der bei Patienten der PH
hochreguliert ist (Giaid et al. 1993). Biologische Effekte von Endothelin-1 werden
durch die Aktivierung der ETa- und ETg-Rezeptoren vermittelt. Bosentan
(Tracleer®) ist ein oral verfugbarer ETa- und ETg-Rezeptorantagonist, welcher
sowohl systemisch als auch pulmonal vasodilativ wirkt und den
pulmonal-arteriellen Druck sowie das Herzzeitvolumen verbessert. In klinischen
Studien konnte bei Patienten die korperliche Belastbarkeit und die
hamodynamischen Parameter verbessert werden (Channick et al. 2001, Rubin
etal. 2002). Die Therapie mit Bosentan erreichte sogar eine Steigerung der
Uberlebensrate (McLaughlin et al. 2005). Die Substanz ist lebertoxisch, so dass
es bei Patienten mit portopulmonaler Hypertonie nicht angewendet werden darf.
Die selektiven ETa-Antagonisten Sitaxsentan (Thelin®) und Ambrisentan
(Letairis®, Volibris®) sind ebenso fiir die PH-Therapie zugelassen (Dupuis &
Hoeper 2008). Beide stellen bis jetzt eine Alternative zu Bosentan dar, denn sie
zeigen eine geringere Hepatotoxizitat. Es existieren jedoch noch keine
Langzeitstudien, die dies eindeutig belegen.

Phophodiesterase-5 Hemmestoffe:

Der PDE5 Hemmstoff Sildenafil (Viagra® bzw. Revatio®, Pfizer) ist ein oral
wirksames vasodilatatives Medikament. 2005 erhielt Sildenafil die Zulassung
(Europa und USA) fiir die PH und ist unter dem Handelsnamen Revatio®
erhaltlich.  Untersuchungen zur pulmonalen Hypertonie sowohl in
tierexperimentellen Studien als auch beim Menschen zeigte eine erhohte
Expression und Aktivitdat von PDES5 in peripheren pulmonal arteriellen glatten
Muskelzellen (PASMCs). Sildenafil konnte bis jetzt in zahlreichen klinischen als

auch tierexperimentellen Studien erfolgreich angewendet werden.
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Kombinationstherapie mit verschiedenen Préaparaten:

Neben der Therapie mit einzelnen Wirkstoffen stellt eine Kombinationstherapie
eine weitere Behandlungsmadglichkeit dar. Man versucht damit die verschiedenen
Pathomechanismen und Signalwege gleichzeitig zu beeinflussen und erwartet
demzufolge additive Effekte der Substanzen (Rubin & Galie 2004, Humbert et al.
2004b).

Es finden sich zunehmend Hinweise, dass eine effektive Therapie der PH das
vaskulare Remodeling beeinflussen sollte. Neuere Substanzen mit
antiproliferativer Aktivitat, wie cGMP-Stimulatoren, Elastaseinhibitoren und

Tyrosinkinase-Inhibitoren, er6ffnen neue Behandlungsstrategien.

Kdrperliches Training:

Eine weitere Strategie zur Behandlung stellt das korperliche Training von PH
Patienten dar. Normalerweise sollten Patienten der PH unabhangig von der
Atiologie der Erkrankung jegliche kérperliche Aktivitat, die zu Dyspnoe oder
Angina fuhren konnten, vermeiden. Der Grund hierfur ist die fehlende Moglichkeit
einer suffizienten pulmonalen Vasodilatation. Jeder Anstieg des HZV bedingt eine
Erhdhung des pulmonal-arteriellen Druckes (PAP) und des pulmonalen
GefalBwiderstandes (PVR), was in extremen Fallen zu einer
Rechtsherzinsuffizienz fuhrt. Dennoch ist es mdglich, durch gezieltes und
individuell angepasstes korperliches Training und Atemtraining eine deutliche
Verbesserung der korperlichen Belastbarkeit und der Lebensqualitat zu bewirken
(Mereles et al. 2006).

1.4 Experimentelle Tiermodelle

Es bestehen weiterhin offene Fragen hinsichtlich der Pathophysiologie der
pulmonalen Hypertonie beim Menschen. Ebenso sind die verbesserten
TherapiemalRnahmen immer noch nicht voll ausreichend, um eine Heilung der
Erkrankung erwirken zu konnen. Bisherige Erkenntnisse uber Ursachen und

Mechanismen der PH, als auch Therapiestrategien konnten in experimentellen
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Tiermodellen gut erforscht werden. Hierzu zahlen das Monocrotalinmodell der
Ratte sowie das Modell der Hypoxie-induzierten PH bei Ratte und bei Maus. Ein
weiteres Modell ist die Hypoxie-induzierte PH in Kombination mit dem VEGFR-2
Inhibitor SU5416. Im weiteren Verlauf werden diese drei Modelle erlautert und

abschlie3end als Diskussionsgrundlage verwendet.

1.4.1 Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie im Ratten- bzw. Maus-Modell

Die chronische Hypoxie zur Induzierung der PH in tierexperimentellen Studien ist
ein schon lange bekanntes Modell (Urbanova et al. 1973). Dabei bestehen
tierspezifische Unterschiede im Hinblick auf die Sensitivitat gegenuber dem
hypoxischen Stimulus. Kaninchen zeigen fast keinerlei Reaktion, hingegen
reagieren Rinder sehr empfindlich und entwickeln eine starke Vasokonstriktion
(Reeves et al. 1979). Nagetiere (z.B. Ratte, Maus) eignen sich besonders gut fur
diese Art von Tiermodell.

In Untersuchungen bezuglich der Sensibilitdt gegenuber der Hypoxie bei
gesunden Menschen konnte beobachtet werden, dass auch hier Unterschiede bei
der Vasokonstriktion und damit verbundenem Anstieg des PAP von fast keiner bis
zu sehr starker Reaktion variieren (Naeije et al. 1982, Laks et al. 1997).

Die Auswirkungen der chronischen Hypoxie zeigen im Tiermodell eine etwa
50%ige Erhohung des PAP sowie eine Verdopplung der Herzratio (Rabinovitch
etal. 1979). Im histologischen Bild fallt eine Verdopplung der Wandstarke und
eine Muskularisierung der distalen pulmonalarteriellen Gefalke, die beim
Gesunden nicht muskularisiert sind, die sogenannte de novo Muskularisierung
(Rabinovitch et al. 1979, Hislop & Reid 1976) auf.

Die vaskularen Veranderungen ahneln denjenigen, deren Ursache in obstruktiven
und restriktiven Lungenerkrankungen liegen oder denen die durch Aufenthalt in
groRen Hohen erzeugten PH bei Menschen zu finden sind. Die Hypoxie-induzierte
PH ist teilweise stabil. Bei Ruckfuhrung in normoxische Gegebenheiten konnen
hamodynamische Parameter, wie z.B. PAP und Herzratio, innerhalb eines
Zeitraumes von etwa 10 bis 84 Tage wieder annahernd physiologische Bereiche

erreichen (Ressl et al.1974). Die Muskularisierung kleiner pulmonaler arterieller
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Gefalle bildet sich langsamer zuruck (ca. ein Monat). Jedoch erfolgt keine
vollstandige Ruckbildung der Muskulatur, sondern lediglich eine Ruckbildung von
voll musularisierten zu partiell muskularisierten Gefallen (Meyrick & Reid 1980,
Hislop et al. 1977, Fried & Reid 1984).

Die Hypoxie gilt als eine der wesentlichen Ursachen fiur die Entstehung der PH,
so dass man dieses Modell als physiologisch bezeichnen kann. Es spiegelt die
Auswirkungen der Hypoxie gut wieder. Fir die weitere Erforschung noch offener
Fragen, im Hinblick auf biochemische und molekularbiologische Mechanismen
sowie das GefalRremodeling, deren exakte Signalwege derzeit als ungeklart
gelten, ist es gut geeignet. Durch die bisherigen Erkenntnisse Uber die PH, die
aus dieser Art Tiermodell gewonnen wurden, konnten neue Therapiestrategien
entwickelt werden. Hier sind als Beispiele Sildenafil (PDE5-Inhibitor) und Imatinib

(Tyrosinkinase-Hemmestoff) zu nennen.

1.4.2 Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie in Kombination mit dem
VEGFR-2 Rezeptor Inhibitor SU5416 im Ratten-Modell

Ein weiteres Modell zur Induzierung der PH stellt die chronische Hypoxie in
Kombination mit dem VEGFR-2 Rezeptor Inhibitor SU5416 dar. Das Modell wird
als schwere Form des Lungenhochdruckes beschrieben (Taraseviciene-Stewart
et al. 2001, Taraseviciene-Stewart et al. 2006, Oka et al. 2007). Als Mechanismus
wird eine erhohte Apoptose von Endothelzellen vermutet.

Es existiert aber weiterhin eine erhohte Proliferation von Endothelzellen in den
kleinen Lungengefallen, die wie bei der humanen Erkrankung der
pulmonal-arteriellen Hypertonie (PAH) zu einem Verschlul® der Gefalde fuhrt.

In Zusammenhang mit der PH ist der ,Vascular endothelial growth factor (VEGF)
bei Patienten mit PAH in den plexiformen Lasionen Uberexprimiert (Geiger et al.
2000; Tuder et al. 2001).

VEGF spielt eine wichtige Rolle in der physiologischen und pathologischen
Angiogenese vor allem bei Tumoren und ist somit eine Schlisselsubstanz auf
dem Gebiet der Tumorforschung (Ferrara & vis-Smyth 1997). VEGF ist ein

wichtiger Wachstums- und Uberlebensfaktor fiir Endothelzellen, dies konnte in
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zahlreichen in-vivo- und in-vitro-Studien gezeigt werden (Gerber et al. 1998).
VEGF wird von Zellen in unmittelbarer Nachbarschaft der Gefalle ausgeschuttet
und hat vor allem eine parakrine Wirkung. Wie bereits erwahnt induziert VEGF
das Wachstum und das Uberleben von Endothelzellen, férdert aber ebenso deren
Wanderung und verandert deren Zellpermeabilitat (Ferrara 1999).

Hypoxie steigert die Expression von VEGF, dass bedeutet mit Abnahme des
Sauerstoffpartialdruckes steigt bei einer Vielzahl normaler und transformierter
Zellen die Ausschittung von VEGF mRNA schnell und reversibel (Shweiki et al.
1992). Die Transkription vom VEGF-Gen wird Uber die Familie der
hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktoren (HIF) reguliert. Die Translation von
VEGF-mRNA wird Uber eine mRNA-Stabilisierung, auf Proteinebene bei groReren
VEGF-Varianten durch proteolytische Freisetzung aus der extrazellularen Matrix
geregelt (Ideka et al. 1995, Levy et al. 1995).

VEGF wird als ein wichtiger Regulator des vaskularen Remodelings angesehen
(Tuder et al. 1995, Tuder et al. 1999, Voelkel et al. 2002).

Die VEGF-Familie besteht aus VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und PIGF
(Placental growth factor). VEGF-A ist von allen Vertretern am besten
charakterisiert. Im Folgenden wird VEGF als synonym fur VEGF-A verwendet. In
zahlreichen in-vivo und in-vitro Experimenten konnte gezeigt werden, dass VEGF
ein zentraler Wachstums- und Uberlebensfaktor fiir Endothelzellen (EC) ist
(Gerber et al. 1998). VEGF ist ein homodimeres Glycoprotein mit einem
Molekulargewicht von 45 kDa (Ferrara & Henzel 1989).

Es besteht aus vier verschiedenen VEGF-A Isoformen (VEGF 21, VEGF 65, VEGF
189, VEGF206), mit jeweils 121, 165, 189, 206 Aminosauren. VEGF g5 ist die am
haufigsten vorkommende Isoform (Neufeld et al. 1999). VEGF 21 und VEGF 5
sind hauptsachlich fur die Angiogenese und die Proliferation von Endothelzellen
zustandig, VEGFq21 bindet ausschliellich an VEGFR-2 (Gitay-Goren 1996).
VEGF g9 und VEGF,p besitzen eine hohere Affinitat zur extrazellularen Matrix.
Hingegen zeigen VEGF121 und VEGFe5 eher eine geringfugigere Affinitat zur
extrazellularen Matrix (Ho & Kuo 2007).

Es konnten drei Typ Il Rezeptortyrosinkinasen als VEGF-Rezeptoren identifiziert

werden (Ferrara et al. 2003). Sie bestehen aus sieben extrazellularen
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Immunglobulin—ahnlichen Domanen, einer Transmembranregion sowie einer
ubereinstimmenden intrazellularen  Tyrosinkinase-Sequenz, die  durch
Kinase-Insert-Domanen unterbrochen wird (Karrkainen & Petrova 2000). An der
Zelloberflache von vaskularen Endothelzellen werden vorwiegend VEGF-R1 und
VEGF-R2 exprimiert. VEGF-R3 (FIt4) ist hauptsachlich auf lymphatischen
Gefallen/Endothelzellen lokalisiert, er ist jedoch kein Rezeptor fur VEGF-A
(Karkkainen et al. 2002).

Der jeweilige Ligand bewirkt eine Dimerisierung der Rezeptoren, die wiederum zu
einer Autophosphorylierung von Tyrosinkinasen in der Endothelzelle fuhrt. Diese
ist der Ausloser fur den intrazellularen Signaltransduktionsweg. Die Bindung von
VEGF an den VEGFR-1 bewirkt die Migration von Endothelzellen (Arora &
Scholar 2005). Die Aktivierung des VEGFR-2 durch VEGF vermittelt eine Ras-
und Proteinkinase C- (PKC) Aktivierung, wodurch Zellproliferation induziert wird.
AuRerdem erfolgt durch die Phospatidylinositol 3 (P13)-Kinase Aktivierung ein
starkes Survivalsignal in der Zelle [(Abbildung 1), (Karkkainen & Petrova 2000,
Ferrara et al. 2003)]. VEGF-A binden sowohl an den VEGF-R1, als auch an den
VEGFR-2. VEGF-B und PIGF binden an VEGFR-1 und VEGF-C, VEGF-D binden
speziell VEGFR-2 und VEGFR-3. VEGF-E bindet spezifisch nur an den VEGFR-2
(Ho & Kuo 2007). Einige Vertreter der VEGF-Familie (VEGF4s5, PIGF-2) haben
eine geringe Affinitat zu Neuropilin-1 und -2 (Scavelli et al. 2004). Diese
Rezeptoren, die vor allem an der Embryonalentwicklung und der
Tumorangiogenese beteiligt sind, wirken als VEGF-Co-Rezeptoren und kdnnen
die Wirkung von VEGF potenzieren (Ho & Kuo 2007).
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Abbildung 1: VEGFR-2 Signaltransduktionsweg in der Endothelzelle

VEGF bindet an den VEGFR-2-Rezeptor. Diese Bindung fihrt zur Dimerisierung der
immunglobulin-dhnlichen  Bindungsdomane wodurch intrazelluar verschiedene Proteine
phosphoryliert werden. Eine Aktivierung der beiden Signalwege von Ras und PKC fihren Uber
RAF, MEK und Erk zu einer Zellproliferation (Zellwachstum). Die PI3-Kinase-Aktivierung fihrt zu
einem ,Survival-Signal* (Uberlebenssignal) und zu einer gesteigerten GefaRpermeabilitat in der
Endothelzelle (Rini & Small 2005).

1.4.2.1 VEGFR-2 Inhibitor SU5416

SU5416 (Semaxanib, Fa. SUGEN Inc., South San Francisco, USA, mittlerweile
gehort die Fa. SUGEN zur Fa. Pfizer) ist ein kleinmolekularer kompetitiver
Inhibitor der Tyrosinkinaseaktivitdt und Rezeptor-vermittelten Signaltransduktion
von VEGFR-2 (KDR/FIk1), c-Kit und FLT-3 (Mendel et al. 2000a, Yee et al. 2002).
Die Substanz ist lipophil und stark proteingebunden. Sie wird Gber das Cytochrom
P450-System (CYP1A2 und CYP3A4) metabolisiert. SU5416 besitzt eine kurze
Plasma-Halbwertszeit (~ 30 Minuten) (Antonian et al. 2000). Untersuchungen im
Hinblick auf die Effektivitat, konnte im Xenograft-Mausmodell, jedoch eine lang
anhaltende inhibitorische Wirkung auch bei 1-2 x wochentlicher Applikation,
nachgewiesen werden (Mendel et al. 2000b). Eine Erklarung hierfur ist die
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Anreicherung der Substanz in den Zielzellen mit fortbestehender Wirkung auch
nach kurzer Exposition gegenuber mM Konzentration (Halbwertszeit am Rezeptor
> 96 Stunden).

/Y

Abbildung 2: Strukturformel SU5416 (Z-3-[(2,4-dimethylpyrrol-5-yl)methylidenyl]-2-
indolinon)

SU5416 zeigt eine selektive kompetitive Hemmung der ATP-Bindungsstelle der
Tyrosinkinase-Funktion des VEGFR-2 und blockiert so die Signalweiterleitung.
Die Substanz hemmt die VEGF-stimulierte DNA-Expression in Kkultivierten
humanen Gefalkendothelzellen.

In vitro-Experimenten konnte gezeigt werden, dass SU5416 einen schnellen, lang
anhaltenden, antiproliferativen EinfluR auf Endothelzellen ausibt (Fong
etal. 1999). In biochemischen Untersuchungen hatte SU5416 die gleiche
inhibitorische Aktivitat gegenliber dem PDGF-Rezeptor wie zu VEGFR-2. Im
Gegensatz dazu zeigte SU5416 in Zellkulturen in Bezug auf die Hemmung der
PDGF-Rezeptor-Phosphorylierung eine 20fach schwachere Wirkung als im
Gegensatz zur Hemmung der Flk1-Phosphorylierung. SU5416 hemmt den FGF
(Fibroblast growth factor)-Rezeptor nur schwach, den EGF (Epidermal growth
factor)-Rezeptor nicht (Fong et al. 1999).

SU5416 wurde als erster VEGF-Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor in grof3en
klinischen Studien getestet (Glade-Bender et al. 2003, Stadler & Wilding 2003,
Stopeck et al. 2002). In einer randomisierten Phase Ill-Studie wurde SU5416 zur
Behandlung des metastasierenden kolorektalen Karzinoms verwendet. SU5416
scheiterte in dieser Untersuchung, da die Uberlebensrate nicht verbessert werden
konnte (Eskens 2004). In Phase II-Studien zu Prostata-Krebs-Erkrankung,

Nierenzellkrebs-Erkrankung und zum ossearen Myelom konnten zusatzlich keine
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objektiven Resultate erzielt werden. Bei der Therapie mit SU5416 konnen
folgende Nebenwirkungen auftreten: Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen,
Asthenie, Schmerzen an der Infusionsseite, Phlebitis, Stimmlagenveranderungen
und Fieber (Arora & Scholar 2005).

1.4.3 Monocrotalin-induzierte pulmonale Hypertonie im Ratten-Modell

In diesem Tiermodell sind die pathologischen und pathohistologischen
Veranderungen bei der Ratte den multiplen Lasionen bei der idiopathischen
pulmonalarteriellen Hypertonie des Menschen sehr ahnlich (Meyrick et al. 1980).
Im Jahre 1961 stellten erstmals Lalich und Merkow bei Ratten eine Entziindung in
den Pulmonalarterien nach Futterung mit Samen von Crotalaria spectabilis fest
(Lalich & Merkow 1961). Monocrotalin ist ein Pyrrolizidinalkaloid aus Crotalaria
(Familie Leguminosae). Die Tiere erhalten eine einmalige Injektion von 60 mg/kg
subcutan oder intraperitoneal (Perazzo et al. 1999).

Es wird nach Aufnahme in der Leber durch mischfunktionelle Oxidasen
(Cytochrom-P45 Enzyme) metabolisiert. Das Ergebnis sind alkylierende
pyrrolische Dehydro-Alkaloide (Mattocks 1968). Diese gelangen uber die Blutbahn
zur Lunge und verursachen dort charakteristische Gefalllasionen. Diese toxischen
Schadigungen schreiten in den nachsten Wochen weiter fort. Die Tiere zeigen
klinische Anzeichen einer Rechtsherzinsuffizienz, vor allem Dyspnoe, Zyanose
und periphere Odeme. Eine progressive Verdickung der Media in den
Pulmonalarterien und —arteriolen sowie eine signifikante Hypertrophie des rechten
Herzens treten auf. Es erfolgt eine exzentrische Dilatation des rechten Ventrikels
sowie eine Dekompensation. Die Tiere sterben schliellich an
Rechtsherzversagen. Nur das rechte Herz zeigt eine Hypertrophie die mit
vaskularen Veranderungen korreliert.

Monocrotalin findet weiterhin Anwendung bei Ratten in Kombination mit einer
einseitig durchgefihrten Pneumektomie. Hierbei zeigen sich die typischen
neointimalen Veranderungen bis hin zum Verschlu® kleiner Lungenarteriolen
(Jeffery & Wanstall 2001).
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Bei der Maus fuhrte bis heute eine Verabreichung des aktiven Metaboliten
Dehydromonocrotalin zu keiner pulmonalen Hypertonie. Mause verfugen im
Vergleich zur Ratte Uber einen Reparaturmechanisms. Die Tiere zeigten nur akut
entzindliche und 6dematdse Lungenveranderungen und im spateren Verlauf eine
leichte Fibrose des Lungenparenchyms (Dumitrascu et al. 2008). Jedoch existiert
eine widerspruchliche Veroéffentlichung (Raoul et al. 2007), wo eine schwere
pulmonale Hypertonie durch Monocrotalin-Injektion bei Mausen beschrieben
wurde. Das Monocrotalin-Modell findet auch bei Meerschweinchen (Tatebe
et al. 1996), Kaninchen (Gunaydin et al. 2002), Hunden (Takahashi et al. 2004)
und Lammern (Katayama et al. 1995) Anwendung.

Dieses Modell wurde schon haufig in praklinische Studien eingesetzt.
Beispielsweise far Untersuchung von Prostazyklinanaloga,
Phosphordiesterase-5-Inhibitoren und Endothelinrezeptorantagonisten. Diese
Wirkstoffe werden gegenwartig fur die Behandlung von Patienten mit Pulmonaler

Hypertonie verwendet.

1.5 Der NO/cGMP-Signaltransduktionsweg

Stickstoffmonoxid (NO) wurde bereits 1978 von Murad et al. als ,endothelial
derived relaxing factor® (EDRF) identifiziert. NO ist ein sehr potenter Vasodilatator
und somit ein wichtiger Regulator des Gefal3tonus. NO wird hauptsachlich in der
Lunge durch NO-Synthasen freigesetzt. Hauptbildungsort sind das Gefaliendothel
und das Epithel der Atemwege (Ghofrani et al. 2004a). Es exisitieren drei
NO-Synthasen, die auf immunolgischer, neuronaler und kardivaskularer Ebene
eine wichtige Rolle spielen. Dazu gehdren die endotheliale NO-Synthase (eNOS,
NOS3), die induzierbare NO-Synthase (INOS, NOS2) und die neuronale
NO-Synthase (n-NOS, NOS1). Die eNOS stellt dabei die wichtigste Isoform im
kardiovaskularen System da.

Physiologisch wird NO aus Aminosaure L-Arginin und Sauerstoff mit Hilfe der
endothelialen NO-Synthase freigesetzt. Es gelangt mit Hilfe der Diffusion zu den
Zielzellen, wo es an das Ham der I0slichen Guanylatcyclase bindet und diese
aktiviert (Ignarro et al. 1987). Die Aktivierung bewirkt eine vermehrte Produktion
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von zyklischen Guanosinmonophophat (cGMP). cGMP ist ein Second messenger,
der eine entscheidende Rolle bei der Relaxation der glatten Muskulatur spielt. Der
intrazelluldre Anstieg des cGMP-Spiegels bewirkt einen vermehrten Ca?*-Austrom
aus der Zelle und damit eine Relaxation der Muskelzelle. Die Wirkung von cGMP
wahrend der beschriebenen Signaltransduktion wird durch die cGMP-abhangige
Proteinkinase G (PKG) eingeleitet. Der Abbau von cGMP zu
Guanosinmonophosphat erfolgt durch Phosphodiesterasen, die damit das
cGMP-Signal beenden (Beavo & Brunton 2002).

Die eNOS-Aktivitat wird nicht nur, wie oben beschrieben durch die
Rezeptoraktivitat induziert, sondern ebenfalls durch Scherkrafte (shear stress)
gesteigert. Eine erhdhte BlutfluRrate fUhrt zu einer erhdhten NO-Synthese durch
die Phosphorylierung von eNOS (Corson et al. 1996). Dieser akut einsetzende
vasodilatatorische Reflex wird durch verschiedene Scherkraft-sensitive
Mechanorezeptoren in den Endothelzellen Ubermittelt. Die gesteigerte
NO-Produktion fuhrt zur vermehrten Bildung von cGMP und damit zur
Vasodilatation. Somit erfolgt eine schnelle Anpassung an die erhohte BlutfluBrate
und folglich zu einer Verminderung der Scherkraft durch die Gefaldilatation. Im
Gegensatz dazu fuhrt eine Blockierung der NO-Synthase durch den Antagonisten
NG-Monomethyl-L-Arginin zu einer Verstarkung der hypoxischen Vasokonstriktion
(Archer et al. 1989).

Die eNOS-Verfugbarkeit ist bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie verringert
(Xu et al. 2004). Klinische Studien von Giaid & Saleh 1995 und Xu et al. 2004
konnten dies bestatigen. Dagegen wird von Xue & Johns 1995 und Tuder et al.
1999 eine erhdhte eNOS-Expression bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie
beschrieben.

1.6 Phosphodiesterasen bei pulmonaler Hypertonie

Die Familie der Phospodiesterasen (PDE) sind zellulare Enzyme, die fur den
Abbau der zyklischen Monophosphate cAMP und cGMP zu AMP bzw. GMP

verantwortlich sind. Gegenwartig werden elf Phosphodiesterasen, die durch
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15 Gene des Saugetiergenoms codiert werden, beschrieben. Im Allgemeinen
bestehen Phospodiesterasen aus einer homologen katalytischen Domane mit ca.
300 Aminosauren am C-Terminus. Histidin gilt hier als die wichtigste Aminosaure.
Die Proteindomanen, die die Regulation der enzymatischen Aktivitat und der
subzellularen Lokalisation steuern, befinden sich groRtenteils im N-terminalen Teil
(Conti & Beavo 2007).

Die Einteilung erfolgt nach ihrem Substrat, ihrem regulatorischen Charakteristiken
sowie dem Verhalten gegenuber unterschiedlicher Inhibitoren. Die PDE1
metabolisiert cAMP und cGMP und wird durch Ca®*/Calmodulin stimuliert. PDE2
baut ebenfalls beide zyklischen Nukleotide ab und erhalt einen Stimulus Uber
cGMP. PDE3 zahlt zu den funktionell cAMP-spalteten PDEs. PDE4 ist eine
cAMP-spezifische PDE, eine Inhibierung wird durch Rolipram erreicht. PDES
hydrolisiert ausschlieBlich cGMP. Die PDEG ist ein wesentliches Enzym der
Retina und reagiert spezifisch auf die cGMP der Photorezeptoren. PDE7 ist
cAMP-spezifisch und reagiert gegenluber Rolipram unempfindlich. PDES8 ist cAMP
spezifisch und PDE9 ist cGMP-spezifisch. PDE10 und PDE11 hydrolisieren beide
cAMP und cGMP (Omori & Kotera 2007, Bender & Beavo 2006).

Die Familie der PDE5 befindet sich vorwiegend in der glatten Muskulatur der
Corpora cavernosa penis, in den Lungengefallen und in den Thrombozyten
(Matsumoto et al. 2003). Beobachtungen zur pulmonalen Hypertonie sowohl in
tierexperimentellen Studien als auch beim Menschen zeigte eine erhohte
Expression und Aktivitdt von PDES5 in peripheren pulmonal arteriellen glatten
Muskelzellen (PASMCs). Dies kann zur Beeintrachtigung der Gefal3funktion und
zur gesteigerten Proliferation der glatten Muskelzellen beitragen (MacLean
et al. 1997, Wharton et al. 2005, Schermuly et al. 2008). Die Enzyme der PDES
sind hochspezifisch fur cGMP, sowohl fur die katalytische als auch auf der
cGMP-bindenden Seite (Thomas & Ramwell 1992).

32



Einleitung

1.7 Phosphodiesterase-5 Hemmestoff Sildenafil

Ursprunglich wurde Sildenafil im Jahre 1989 zur Entwicklung neuer
Herzmedikamente synthetisiert. Die errektionssteigernde Wirkung war eine dabei
auftretende Nebenwirkung. Sildenafil erhielt zunachst 1998 unter dem
Handelsnamen Viagra® eine Zulassung zur Behandlung der erektilen Dysfunktion.
Die positiven Effekte von dem PDES-Inhibitor auf das Krankheitsbild der
pulmonalen Hypertonie wurden wenige Jahre spater festgestellt. 2005 erhielt
Sildenafil sowohl in Europa als auch in den USA die Zulassung fur die PH und ist
unter dem Handelsnamen Revatio® erhaltlich (Ghofrani et al. 2002, Ghofrani
et al. 2003).
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Abbildung 3: Strukturformel von Sildenafil

Die Wirkung von Sildenafil wird erzielt durch Bindung an die aktive Seite der
PDES5. Sildenafil zeigt eine 130-fach starkere Wirkung auf PDES als auf PDE1
und wirkt dagegen nur ungefahr 10-fach starker auf PDES als auf PDEG. Aufgrund
dieser schwachen Hemmung gegenuber PDEG, die der Signaltransduktion in der
Retina dient, kdnnen Farbsehstérungen eine seltene Nebenwirkung des
Medikamentes darstellen (Saenz de Tejada et al. 2001, Weeks et al. 2005). Als
weitere Nebenwirkungen koénnen Kopfschmerzen, Gesichtsrotung, seltener
Verdauungsstorungen, Schwindel, verstopfte Nase oder Herzklopfen auftreten
(Viagra® Gebrauchsinformation: Informationen fiir den Anwender, Pfizer).

Die Therapie erfolgt durch orale Gabe dreimal taglich von je 20 mg Sildenafil
(Galie et al. 2005).
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Es findet eine schnelle Resorption statt. Die hochste Konzentration wird etwa
60 Minuten nach Einnahme erreicht. Der Abfall des mittleren pulmonal-arteriellen
Druckes (PAP) und der des pulmonalen GefalRwiderstandes (PVR) halten nur fur
ca. vier Stunden an (Lepore et al. 2002) und haben keinen wesentlichen Einfluf}

auf den systemisch-arteriellen Druck (Cohen et al. 1996).

Sildenafil wird vorwiegend Uber die Leber metabolisiert. Das Hauptenzym zur
Verstoffwechselung stellt Cytochrom P450 3A4 dar. Nach Metabolisierung werden
80% uUber die Fazies, 20% Uber die Niere ausgeschieden. Eine erhohte
Sildenafil-Plasmakonzentration ist bei Patienten mit Leberschaden, schweren
Nierenschaden und gleichzeitiger Einnahme von Cytochrom P450-Inhibitoren zu
beobachten (Krenzelok 2000).

Sildenafil konnte bis jetzt in zahlreichen klinischen als auch tierxperimentellen
Untersuchungen erfolgreich angewendet werden. Klinische Studien konnten
zeigen, dass der vaskulare GefalBwiderstand, durch die vasodilatatorische
Eigenschaft von Sildenafil, bei Patienten mit verschiedenen Formen der PH
verringert wird (Ghofrani et al. 2002, Ghofrani et al. 2003, Ghofrani et al. 2004b,c,
Reichenberger et al. 2007a,b).

Sowohl im Modell der Hypoxie-induzierten PH als auch im Modell der
Monocrotalin-induzierten PH konnte eine Verminderung der vaskularen
Gefallumbauprozesse und des pulmonal arteriellen Druckes (PAP) durch die
Therapie mit Sildenafil erzielt werden (Sebkhi et al. 2003, Schermuly et al. 2004).
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Abbildung 4: Signaltransduktionsweg von NO und cGMP in glatten Muskelzellen
(Modifiziert nach Corbin & Francis 1999).

1.8 Platet Derived Growth Factor bei pulmonaler Hypertonie

1974 erhielt der Platelet derived growth factor (PDGF) seinen Namen aufgrund
der Untersuchungen von Ross et al. 1974. Er fand heraus, dass die
Thrombozyten (Platelets) einen Faktor produzieren, der das Wachstum von
glatten Muskelzellen bei Affen anregt. Seither wird der Faktor als Platelet derived

growth factor bezeichnet (Ross et al. 1974).

PDGF ist ein wichtiges Mitogen fur die glatten Muskelzellen, Bindegewebszellen
und zahlreiche andere Zelltypen (Tabelle 1). Die Familie der PDGFs besteht aus
kationischer Homo- und Heterodimere disulfidgebundener A- und

B-Polypeptidketten.
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Zwei zusatzliche PDGF-Gene konnten identifiziert werden, die fur PDGF-C und
PDGF-D Polypeptide kodieren (Bergsten et al. 2001, LaRochelle et al. 2001,
Li et al. 2000).

Die PDGF-Isoformen binden wund aktivieren zwei strukturell ahnliche
Protein-Tyrosinkinaserezeptoren PDGF-a und PDGF-R. PDGF liegt als Dimer vor,
und ist damit in der Lage beide Rezeptoren gleichzeitig zu binden und zu
dimerisierien. Dies fuhrt zu einer Autophosphorylierung der Rezeptoren an
Tyrosinresten. Es wird ein Anstieg in der katalytischen Aktivitat der Kinasen
erreicht und durch die Phosphorylierung werden Andockstellen flr

Signaltransduktionsmolekile mit SH2-Domanen geschaffen.

PDGF-a und PDGF-3 aktivieren die Hauptsignaltransduktionskaskaden. Zu
diesen gehoren Ras-mitagen activated protein kinase (MAPK), Phosphatidyl
inositol 3-phosphate kinase (PI3K) und Phospholipase Cy (Heldin & Westmark
1999; Rosenkranz & Kazlauskas 1999).

PDGF-Rezeptoraktivierung fuhrt zu einer Stimulierung des Zellwachtums und zu
Veranderungen in Zellform und —motalitat. Die Aktivierung von a-Rezeptoren
hemmt die Chemotaxis von Fibroblasten und glatten Muskelzellen. Die
R-Rezeptoraktivierung dagegen stimuliert die Chemotaxis. PDGF wirkt zusatzlich
antiapoptotisch. Fibroblasten und glatte Muskelzellen exprimieren hohere Mengen
an 3-Rezeptoren.

Die Synthese von PDGF ist infolge externer Stimuli oft erhdht, zum Beispiel bei
niedriger Sauerstoffspannung (Kourembanans et al. 1997), unter Einflu3 von
Thrombin (Harlan et al. 1986) oder nach Stimulation durch eine Reihe von
Wachstumsfaktoren und Zytokinen (Heldin & Westermark 1999).
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Abbildung 5: Signaltransduktion von PDGF

PDGF bindet an einen Rezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinase-Aktivitat. Die Dimerisierung des
Rezeptors fuhrt zu einer Autophoshorylierung mit Schaffung hochaffiner Bindungsstellen fir
Signalproteine mit SH-2 Domanen. Die folgenden Signaltransduktionskaskaden sind in
verschiedener Weise an der Regulierung der biologischen Aktivitaten von PDGF beteiligt, darunter
Chemotaxis, Zellwachstum (Cell Growth) und Uberlebenssignale (Survival Signals). Beide
Rezeptortypen aktivieren die wichtigsten Signaltransduktionswege, darunter Ras/ MAPK, PI3K
und Phospholipase Cy [(eingekreist), (Heldin & Westermark 1999)].

In einem Schafmodell bei persistierender pulmonaler Hypertonie des
Neugeborenen konnte gezeigt werden, dass sowohl PDGF-a als auch
R-Rezeptoren bei PH erhoht sind. Eine Behandlung der Tiere mit Aptameren
gegen PDGF-B brachte positive therapeutische Effekte (Balasubramaniam et al.
2003). In Lungenbiopsien von Patienten mit schwerer PAH ist die
MRNA-Expression von PDGF-A signifikant erhdht (Humbert et al. 1998).

Jankov et al. 2005 konnten zeigen, dass die Expression von PDGF-a und -
Rezeptor in Arterien neugeborener pulmonalhypertensiver Ratten stark erhdht ist.
Aullerdem machten sie deutlich, dass PDGF-R mit a-smooth muscle actin in

glatten GefalRmuskelzellen zu finden ist.
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Eine signifikante Erhdhung des mRNA Levels von PDGF-R Rezeptors wurde
aullerdem in Pulmonalarterien MCT-behandelter Ratten beschrieben (Tanabe
etal. 2000). Infolge des erhOhten pulmonal-arteriellen Druckes reagieren die

Arterien mit einer zuginduzierten Uberexpression von PDGF-R Rezeptor.

1.9 Der Tyrosinkinasehemmstoff Imatinib

Imatinib (Glivec®, STI 571, Imatinib-Mesilat) ist ein Protein-Tyrosinkinasehemmer
der 2-Phenylaminopyrimidinklasse. Der Wirkstoff besitzt die klinische Zulassung
fur die Therapie der chronisch myeloischen Leukamie (CML) und von

nichtresezierbarer gastroinstestinalen Stromatumoren (GIST).

N/"‘-:.\_

| .

HN)\N/ = lN

= ~CHa \_)
gy
HN

o/) = G
OV

Abbildung 6: Strukturformel vom Imatinib

Die Substanz ist sehr gut wasserléslich und besitzt eine hohe orale
Bioverfugbarkeit (Capdeville et al. 2002).

Imatinib ist ein oral verfugbarer Hemmstoff der Bcr-Abl Tyrosinkinase. Das
Medikament verhindert die Proliferation und induziert die Apoptose Bcr-Abl
positiver leukamischer Zellen.

Daruber hinaus ist es ein wirksamer Inhibitor der Rezeptortyrosinkinasen von

Platelet derived growth factor und c-kit (Stammzellfaktor-Rezeptor).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung von kleinen pulmonalen Arterien bei PAH

Es besteht eine erhohte PDGF-Rezeptor (PDGFR)-Expression und Phosphorylierung (P) in
Pulmonalarterien bei PAH (Abbildung 7A). Diese aktivieren Signalwege, die die unphysiologische
Proliferation und Wanderung von VSMC, sowie die Bildung einer zuséatzlichen Zellschicht aus
Mikrofibroblasten und extrazellularer Matrix zwischen der Lamina elastica interna und dem
Endothelium (auch Neointima genannt) foérdern. Diese Lungengefawandveranderungen fihren zu
den strukturellen und funktionellen Dysfunktionen, die zur Ausbildung der PAH fiihren.

Imatinib blockt gezielt die ATP-Bindungstasche dieser Tyrosinkinasen. Dadurch verhindert es die
Autophosphorylierung der Tyrosinkinasen, und der Rezeptor kann auch nach Bindung des
Liganden nicht mehr aktiv werden. Es bewirkt damit eine Ruckbildung der GefalRveranderungen
[(Abbildung 7B), (Barst 2005)].

Die Kristallstruktur von Imatinib ist bekannt, aulerdem existieren
kristallographische Studien, die die Bindung von Imatinib an verschiedenen
Tyrosinkinaserezeptoren charakterisieren (Schindler et al. 2000, Zhang et al.
2010, Jahnke et al. 2010).
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Nach oraler Aufnahme zeigt Imatinib eine absolute Bioverfugbarkeit von 98%; die
hochsten Plasmawerte werden nach zwei bis vier Stunden erreicht. In klinisch
relevanten Dosen besitzt Imatinib eine Plasmaproteinbindung von etwa 95% und
ist vor allem an Albumin und ay-saures Glykoprotein gebunden. Die
Halbwertszeiten von Imatinib und seinem Hauptmetaboliten, CGP74588, sind
18 bzw. 40 Stunden. Die Metabolisierung von Imatinib geschieht vorwiegend tber
die Leber. Das Hauptenzym zur Verstoffwechslung stellt dabei Cytochrom P-3A4

dar.

Nebenwirkungen unter Therapie mit Imatinib sind dosisabhangig und in den
meisten Fallen leicht bis moderat. Haufig kommt es zu Ubelkeit, Erbrechen,
Durchfall, peripheren Odemen, Muskelkréampfen, erhdhter Blutungsneigung und
schwere Flussigkeitsretentionen. Akute toxische Leberschadigungen werden sehr

selten beobachtet.

Die zunachst angenommene kardiale Toxizitat von Imatinib (Kerkela et al. 2006)
konnte in der Zwischenzeit durch weitere klinische Studien mit grolieren

Patientengruppen widerlegt werden (Druker et al. 2006).

Imatinib wurde erfolgreich in verschiedenen Tiermodellen eingesetzt. Es
verminderte sowohl die strukturellen GefalRveranderungen als auch die
Ausbildung einer PH (Schermuly et al. 2005). In klinischen Studien an Patienten
mit PH wurden ebenfalls gute Erfolge erzielt (Ghofrani et al. 2005).

Die klinische Dosis fur die zugelassenen Indikationen betragt beim Mensch
400 bis 800 mg. Das entspricht, bezogen auf die Korperoberflache, einer Dosis
von 30 bis 60 mg/kg bei Ratten (Glivec ® Fachinformation fur Kliniker, Novartis

Pharma).
Die Kinase c-kit und Abl werden ebenfalls von Imatinib gehemmt. Deshalb ist

nicht auszuschlielRen, dass auch diese beiden Kinasen eine Rolle bei der PH

spielen. Der Rezeptor fir den Stammzellfaktor c-kit wird von dentritischen Zellen
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und Mastzellen exprimiert, die sich in der Gefallwand von Pulmonalarterien von
Patienten mit PAH befinden (Mitani et al. 1999, Perros et al. 2007).

Imatinib konnte erfolgreich bei einigen (fibro-)proliferativen Krankheiten wie z.B.
bei chronischen NierentransplantationsabstoBung bei der Ratte (Savikko
et al. 2003) und bei strahleninduzierter Lungenfibrose bei der Maus (Abdollahi

et al. 2005) eingesetzt werden.

1.10 Ziel der Arbeit

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Entwicklung eines neuen
Modells fur die Therapie der pulmonalen Hypertonie des Menschen. Es wird in
der Literatur als Modell der schweren PH beschrieben. Es beinhaltet im

Tierexperiment die Kombination von Hypoxie mit dem VEGFR-2 Inhibitor SU5416.

Im Rahmen dieser Dissertation sollte zusatzlich die therapeutische Wirkung des
PDES5-Inhibitor Sildenafil (Revatio®, Viagra®) und des
Protein-Tyrosinkinasehemmers Imatinib (STI571, Glivec®) auf die verschiedenen
pathophysiologischen und pathohistologischen Aspekte der Hypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie und der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie in
Kombination mit dem VEGFR-2 Inhibitors SU5416 untersucht werden. Es ging im
speziellen um die Fragestellung inwieweit beide Wirkstoffe auf das
Gefallremodeling in beiden Modellen einwirken, um daraus weitere Erkenntnisse
Uber die Entstehung der PH zu gewinnen und zusatzlich neue Therapiestrategien

entwickeln zu kdnnen.
Sildenafil ist ein zur Behandlung der pulmonalen Hypertonie und der erektilen

Dysfunktion klinisch zugelassenes Medikament, das selektiv PDE1, PDE3, PDE5
und PDE6 hemmt.
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Imatinib ist ein zur Behandlung der chronisch myeloischen Leuké&mie und
gastrointestinaler Stromatumor (GIST) klinisch zugelassenes Medikament, das

selektiv die drei Tyrosinkinasen Bcr-Abl, c-kit und PDGF-Rezeptor hemmt.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

Fur die Versuche wurden mannliche Ratten (Rattus norwegicus) des
Aufzuchtstammes Sprague-Dawley (Farbe albino) verwendet. Der Stamm wurde
1925 von Robert W. Dawley durch Kreuzung einer weiblichen Wistar-Ratte und
einer manlichen Hybridratte (Hooded) entwickelt. Zuchtbetrieb und Lieferant der
Tiere ist Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland. Die Sprague-Dawley
Ratte wird bei der Firma Charles River unter der Handelsbezeichung CD®-Ratte

gefuhrt und ist ein eingetragenes Warenzeichen.

Das Gewicht der Ratten betrug bei Anlieferung 250-300 g, was einem Alter von
etwa sieben Wochen entspricht. Vor Applikation von Substanzen (SU5416,
Sildenafil, Imatinib, Narkose) wurde das genaue Gewicht der Tiere bestimmt und
die Substanzen exakt nach Gewicht verabreicht. Die Tiere wurden im Tierstall des
Zentrums  fur Innere  Medizin des Fachbereiches Medizin  der
Justus-Liebig-Universitat Giel3en fur die Dauer der Versuche gehalten. Es waren
immer vier bis funf Ratten in einem Kafig untergebracht. Die Futterung der Ratten
erfolgte mit Altromin® Standarddiatfutter ad libidum. Die Tiere hatten jederzeit
unbegrenzten Zugang zu Leitungswasser. Die Beleuchtungsdauer im Tierstall
betrug zwolf Stunden pro Tag, die Umgebungstemperatur im Mittel 25T.

2.1.2 Tierversuchsgenehmigung

Die durchgefihrten Versuche wurden vom Regierungsprasidium Gielien
genehmigt. Die fur die Versuche geltenden  Tierversuchsantrage
.Hypoxie-induzierte Pulmonale Hypertonie der Ratte® und ,Anti-proliferative

Therapie der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie der Ratte* kdnnen unter
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den Aktenzeichen Gl 20/10 Nr.16/2008 und GI 20/10 Nr.03/2009 eingesehen

werden.

2.1.3 Injektionslésungen und Substanzen

Natronlauge 1N (1mol/l) Merck

Darmstadt, Deutschland
Isofluran Forene® Abbott

Wiesbach, Deutschland
Atropinsulfat Braun
0,5 mg/ml Melsungen, Deutschland
Medetomidinhydrochlorid Domitor® Pfizer

1 mg/ml

Karlsruhe, Deutschland

Heparin

Liquemin N 25000

Roche

Basel, Schweiz

Ketaminhydrochlorid Ketamin® Pharmacia
100 mg/ml Erlangen, Deutschland
Hydroxyethylstarke HAES® Fresenius Kabi

Bad Homburg
Lidocainhydrochlorid Xylocain® Astra Zeneca

Wedel, Deutschland
SU5416 Sigma-RBI Sigma Aldrich
S8442-25mg Steinheim, Deutschland
physiologische zum Spllen und | Baxter S.A.
Kochsalzlésung Befeuchten Miinchen, Deutschland
Dimethyl Sulfoxide = 99,9% Sigma Aldrich
A.C.S. Spectrophotometric grade Steinheim, Deutschland
Beatmungsgas 50% O, 50% N, Air Liquid

Siegen, Deutschland

2.1.4 Verbrauchsmaterial

Einmalspritze

1ml, 2 ml

Inject Luer®

Braun

Melsungen, Deutschland

Kanule
26 G (0,9 mm x 25 mm)

BD Microlance 3°

Becton Dickinson

Deutschland

Medizinisches Klebeband

Durapore”®

3M
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St. Paul, MN, USA

Venenverweilkanile Vasocan Braun,
22Gund 20 G Brauniile® Melsungen, Deutschland
Zellstofftupfer Purzellin® Lohmann und Rauscher
5x4 cm Rengsdorf, Deutschland
Einmalhandschuhe Transaflex® Ansell

Surbiton Surrey, UK
Mulltupfer Beese
20 x 20 cm, pflaumengrof} Barbuttel, Deutschland
Perfusor-Leitung Braun
150 cm Melsungen, Deutschland
Combi-Stopper Braun

Melsungen, Deutschland
Dreiwegehahn Discofix” Braun,

Melsungen, Deutschland

Zellulose-Handtlcher

Tork

Mannheim, Deutschland

Haushaltsbindfaden
Nr.12

Zellulose-Unterlage

Opertionsbesteck

Martin Medizintechnik

Tuttlingen, Deutschland

Ratten-Immobilisator

Broome Rodent

Resttrainer®

Harvard Apparatus
March-Hugstetten,
Deutschland

Trachealtubus

aus BD Microlance 3

15G gekiirzt auf 1,5 cm

Becton Dickinson

Deutschland

2.1.5 Geréate fur Tierpraparation

Beatmungspumpe

SAR-830/P Ventilator®

IITH Inc. Life Science
Woodland Hills, CA, USA

PET-Schlauche mit unterschiedli

chen Durchmessern

Blutanalysegerat

Radiometer

ABL 330 Copenhagen, Danemark
Blutanalysegerat Hemoximeter® Radiometer
OSM Copenhagen, Danemark
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Schleuse Intradyn® Braun
Einfihrungsbesteck mit vends Melsungen, Deutschland
héamostatischem Ventil 5F
Computer mit Monitor
Druckwandler Combitrans Monitoring Set | Braun

Mod. Il for arterial Blood | Melsungen, Deutschland

Pressure Measurement

2.1.6 Histologie

Parafilm

American National Can

Menasha, Wisconsin, USA

Urinbecher mit Deckel,
100 ml

Rotationsmikrotom RM 2165 Leica Microsystems
vollautomatisch Nussloch, Deutschland
Objekttragerstrecktisch HI 1220 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Paraffinstreckbad HI 1210 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Paraffinausgiefstation EG 1140H Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Kuhlplatte EG 1150C Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
geschlossener Vakuum- | TP 1050 Leica Microsystems
Gewebeinfiltrationsautomat Nussloch, Deutschland
Stereomikroskop DMLA Leica Microsystems
Durchlicht Nussloch, Deutschland
Digitale Kamera DC 300F Leica Microsystems

Nussloch, Deutschland

Ethanol
70%, 96%, 99,6%
vergallt mit Ethylmethylketon

Fischer

Saarbrlicken, Deutschland

Isopropanol (99,8%) Fluka Chemie
Buchs, Schweiz
Methanol, reinst Fluka Chemie

Buchs, Schweiz
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Formaldehyd saurefrei = 37%

Roth

Karlsruhe, Deutschland

Resorcin Fuchsin

Chroma

Munster, Deutschland

Kernechtrot Aluminiumsulfat

Chroma

Munster, Deutschland

Roti-Histol (Xylolersatz) Roth
Karlsruhe, Deutschland
Xylol Roth

Karlsruhe, Deutschland

Citrate Buffer pH 6,0
Cat.NO 00-5000
Concentrate 100ml

Invitrogen Corporation
Kalifornien, USA

Eisen-Haematoxylin A nach
Weigert enthalt Ethanol

Division Chroma

Munster, Deutschland

Eisen-Haematoxylin B

nach Weigert

Division Chroma

Munster, Deutschland

Hamalaun nach Mayer, sauer

Division Chroma

Miuinster, Deutschland

Eosin-y-alkoholisch

Thermo Shandon Limeted
Astmoor, Runcorn, Cheshire,

England

Wasserstoffperoxid 30% pro

analysi

Merck

Darmstadt, Deutschland

Deckglaser 24 x 36mm

R. Langenbrinck

Emmendingen, Deutschland

Universal-Einbettkassetten mit
Deckel

Leica Mikrosystems

Nussloch, Deutschland

Objekttrager

Superfrost Plus®

R. Langenbrinck
Emmendingen, Deutschland

Mikrotomklingen S 35

Feather, Japan (Uber Produkte
fur die Medizin AG Koln,
Deutschland)

Paraffin Einbettmedium Paraplast Plus” Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland
Pikrinsaure, wassrig, gesattigt Fluka Chemie

Buchs, Schweiz

Formaldehyd —
Losung 3,5-3,7 %

Otto Fischar GmbH & Co. KG

Saarrbriicken, Deutschland
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neutral gepuffert
mit Methanol stabilisiert

Eindeckmedium Xylol-ldslich Pertex® Medite GmbH

Burgdorf, Deutschland
Natriumchlorid pro analysi Roth

Karlsruhe, Deutschland
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck
Dihydrat, pro analysi Darmstadt, Deutschland
Kaliumhydrogenphosphat  pro Merck
analysi Darmstadt, Deutschland
Trypsin Digest All 2° Zytomed

Berlin, Deutschland

Avidin-Biotin-Blocking Kit

Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland

Normal Horse Serum

Alexis Biochemicals

Grinberg, Deutschland

Normal Goat Serum

Alexis Biochemicals

Grinberg, Deutschland

Normal Rabbit Serum

Alexis Biochemicals

Grinberg, Deutschland

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

goat

Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland

Vector VIP
Substrat Kit

Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen,
Deutschland

DAB Substrat Kit

Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen,

Deutschland

Methylgrin

Counterstain

Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen,

Deutschland
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2.1.7 Antikorper

Anti-alpha-smooth muscle
Actin; Clone 1A4 monoklonal,

mouse anti-human

Verdinnung 1:1000

Sigma Aldrich

Steinheim, Deutschland

Anti-von  Willebrand Faktor

polyklonal, rabbit anti-human

Verdinnung 1:1000

Dako Cytomation Hamburg,
Deutschland

2.1.8 Geréate/ Software/ Makros fur Gefalimorphometrie

Computer Q550 IW Leica Microsystems Nussloch,
Deutschland

Software Q Win V3 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland

Makro fir speziell entwickelt von

- Muskularisierungsgrad
- Wandstarke
- Okklusion

- Neointima/Media

Informatiker Herrn Christoph

Frank, Leica Microsystems

2.2 Methoden

2.2.1 Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie der Ratte

Zur Erzeugung der pulmonalen Hypertonie wurden die Tiere fur 21 bzw. 35 Tagen

in einem umschlossenen normobaren Tierkafig gehalten, dem hypoxisches
Atemgas (10% O3) zugefuhrt wurde (Weissmann et al. 2004).

Der Sauerstoffgehalt in der Kammer wurde mit Hilfe eines O2-Controllers (Modell

4010, O,-Controller (Labotect; Gottingen, Germany)), der entweder Stickstoff oder

Sauerstoff zuflgte, konstant bei 10% O, gehalten.
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Die bei der Atmung der Tiere entstandene Feuchtigkeit wurde durch eine
Kondensationskuhlfalle abgefangen. Das anfallende CO, wurde kontinuierlich
durch Atemkalk aus dem System entfernt.

Die Kontrolltiere wurden ebenfalls in einem umschlossenen normobaren Tierkafig

gehalten, dem normoxiesiches Atemgas (21% O3) zugefuhrt wurde.

In einer anderen Gruppe erfolgte zusatzlich die einmalige Injektion des VEGF-

Antagonisten SU5416 in einer Dosis von 20 mg/kg subkutan.

2.2.2 Vorbereitung und Injektion von SU5416

50 mg des gelb-pulvrigen SU5416 wurde gemal der Ldslichkeit von 9 mg/ml
DMSO angemischt. Bis zur vollstandigen Auflésung des SU5416 wurde die
Lésung in einem Wasserbad mit einer Temperatur von ca. 60C gehalten und
dabei leicht geschwenkt.

Die Ratten wurden einzeln gewogen, in einem Gefall mit einem Wattebausch mit
Isofluran bis zur Immobilisation anbetaubt und erhielten eine einmalige subkutane
Injektion von 20 mg/kg SU5416 gelést in DMSO in die Nackenfalte. Gesunde
Kontrolltiere erhielten statt SU5416 ein gleiches Volumen DMSO als s.c. Injektion

in den Nacken.

2.2.3 Vorbereitung und Behandlung von Sildenafil

Sildenafil (Viagra®) wurde als blaue, gerundete, rautenférmige Tabletten von der
Firma Pfizer verwendet. Jede Tablette enthielt 50 mg Sildenafil (als Citrat). Auf
der einen Tablettenoberflache mit Pfizer und auf der anderen mit ,VGR 50°
gekennzeichnet. Zur Herstellung der oralen Losung wurden die Tabletten mit Hilfe
von Mdrser und Pistill bis zur pulvrigen Konsistenz gemorsert. Das Pulver wurde
mit einer 2%igen Methylcellulose-Suspension in einer Konzentration von 1 mg/mi
angemischt. Die Ratten wurden einzeln gewogen, in einem Gefall mit einem
Wattebausch mit Isofluran bis zur Immobilisation anbetdubt und erhielten

innerhalb eines Zeitraumes von 14 Tagen eine einmalige orale Gabe von

50



Material und Methoden

50 mg/kg Sildenafil-Suspension mit einer gebogenen Knopfkanule direkt in die
Speiserohre. Die Kontrollgruppen erhielten eine tagliche orale Gabe des gleichen

Volumens der 2%igen Methylcellulose-Suspension.

2.2.4 Vorbereitung und Behandlung von Imatinib

Imatinib (Glivec®) wurde als dunkelgelbe bis braun-orange ovaloide, bikonvexe
Filmtablette mit abgeschragten Kanten von der Firma Novartis verwendet. Jede
Tablette enthielt 400 mg Imatinib (als Mesilat). Auf der einen Seite war ,NVR*“ und
auf der anderen Seite ,SL“ eingepragt. Zur Herstellung der oralen Lésung wurden
die Tabletten mit Hilfe eines Morsers und Pistill bis zur pulvrigen Konsistenz
gemorsert. Das Pulver wurde mit einer 2%igen Methylcellulose-Suspension in
einer Konzentration von 1 mg/ml angemischt. Die Ratten wurden einzeln
gewogen, in einem Gefall mit einem Wattebausch mit Isofluran bis zur
Immobilisation anbetaubt und erhielten innerhalb eines Zeitraumes von 14 Tagen
eine einmalige orale Gabe von 100 mg/kg Imatinib-Suspension mit einer
gebogenen Knopfkanule direkt in die Speiserdhre. Die Kontrollgruppen erhielten
eine tagliche orale Gabe des (gleichen Volumens der 2%igen

Methylcellulose-Suspension.

51



Material und Methoden

2.2.5 Aufteilung der Tiergruppen

2.2.5.1 Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie

Therapie:

= Sildenafil 50 mg/kg/d
=Imatinib 100 mg/kg/d

Normoxie 21% O » Hypoxie

>

Tag O Tag 21 Tag 35
Hamodynamische Hamodynamische
Messung Messung

Abbildung 8: Darstellung des Versuchaufbaus.

Die Versuchsanordnung bestand aus 5 verschiedenen Tiergruppen:

1. Normoxie nach 35 Tagen (n= 10)

2. Hypoxie nach 21 Tagen (n= 14)

3. Hypoxie nach 35 Tagen therapiert mit 2%iger Methylcellulose von 21.Tag bis
35.Tag (n=13)

4. Hypoxie nach 35 Tagen therapiert mit Sildenafil 50 mg/kg/d von 21.Tag bis
35.Tag (n=10)

5. Hypoxie nach 35 Tagen therapiert mit Imatinib 100 mg/kg/d von 21.Tag bis
35.Tag (n=8)
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2.2.5.2 Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie mit dem VEGFR-2 Rezeptor
Inhibitor SU5416

Therapie:

=SU5416 s.c. = Sildenafil 50 mg/kg/d
20 mg/kg KG =Imatinib 100 mg/kg/d

Normoxie 21% O » Hypoxie

>

Tag O Tag 21 Tag 35
Hamodynam ische Hamodynamische
Messung Messung

Abbildung 9: Darstellungs des Versuchaufbaus

Die Versuchsanordnung bestand aus 5 verschiedenen Tiergruppen:

1. Normoxie 35 Tagen (n= 10)

2. Hypoxie 21 Tage nach Injektion von SU5416 (n= 14)

3. Hypoxie 35 Tage nach Injektion von SU5416 therapiert mit 2%iger
Methylcellulose von 21.Tag bis 35.Tag (n= 13)

4. Hypoxie 35 Tage nach Injektion von SU5416 therapiert mit Sildenafil
50 mg/kg/d von 21.Tag bis 35.Tag (n= 10)

5. Hypoxie 35 Tage nach Injektion von SU5416 therapiert mit Imatinib
100 mg/kg/d von 21.Tag bis 35.Tag (n= 8)
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2.2.6 Hamodynamische Messungen am Ganztier

Vor Beginn des Versuchs wurde das Programm Labtech Pro® (Labtech Notebook
Runtime Version 9.02) zur Aufzeichnung der Blutdrucke und des
Beatmungsdruckes gestartet. Nach Iuftblasenfreier Spllung der Druckaufnehmer
und Schlauche mit physiologischer Kochsalzlésung wurden die Ausgangswerte
fur den SAP, RVSP und VP durch Einstellung am Druckwandler auf 0 mmHg
eingestellt.

2.2.6.1 Narkose

Die Ratten wurden in einem Kleintier-Restrainer fixiert. Sie erhielten eine
intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg Ketamin und 100 pyg/kg Medetomidin in
einer Mischspritze. Nach Bewultseinsverlust wurden die Ratten auf einer
vorgewarmten Heizplatte (40C) in Rickenlage verbracht. Sie erhielten danach
eine intramuskulare Injektion von Atropinsulfat (250 ug/kg) in den M. glutaeus
sinister, um vasovagale Effekte wahrend der Manipulationen im Halsbereich zu
minimieren.

Die zur Praparation ausreichende Narkosetiefe wurde anhand des Ausfalles des
Corneal- und Lidreflexes, Muskelrelaxation und mehrmaligem festem Kneifen im
Zwischenzehenbereich mindestens zweier Gliedmalien ohne nachfolgende
Schmerzreaktion sichergestellt. Um die Atmung der Tiere vor Beginn der

maschinellen Beatmung zu erreichen wurde die Zunge vorgelagert.

2.2.6.2 Tracheotomie

Zur Erleichterung der Praparation des ventralen Halsbereichs wurden 400 ul
Lidocain s.c. injiziert, um eine Quaddel zu bilden. Das Fell der Tiere wurde zuvor
mit Braunol-Losung befeuchtet, um eine Verunreinigung des Operationsfeldes
durch Haare zu vermeiden. Im Bereich der Quaddel wurde ein etwa 1 x 1 cm

grolRes Hautstliick per Scherenschlag entfernt. Durch vorsichtiges stumpfes
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Praparieren von Binde- und Muskelgewebe wurde die Trachea dargestellt und
mittels UnterfuUhrung einer stumpfen Pinzette vorgelagert. Nach Einschalten der
Beatmungspumpe wurde die Trachea zwischen zwei Knorpelspangen inzisiert
und der Beatmungstubus eingefluhrt. Eine Ligatur mit Bindfaden fixierte den

Tubus in seiner Lage vor der Bifurkation.

2.2.6.3 Beatmung

Die Beatmung der Tiere erfolgte mit einer Frequenz von 60 Atemzigen pro
Minute und einem konstanten Atemzugvolumen von 3 ml. Um ein Kollabieren der
Alveolen in der maschinellen Exspiration zu vermeiden wurde ein

positiv-endexspiratorischer Druck von 1 cm Wassersaule festgelegt.

2.2.6.4 Praparation der rechten V. jugularis

Die rechte V. jugularis wurde etwa ein cm vor dem Brusteingang isoliert, von
anhangendem Bindegewebe befreit und mittels zweier unterlegter Bindfaden
dargestellt. Der kraniale Bindfaden wurde zugezogen und Uber den Kopf der
Ratte hinweg mit einem Klebestreifen unter Spannung fixiert, um die Vene zu
strecken und die Praparation zu erleichtern. Es erfolgte eine vorsichtige Inzision
der V. jugularis zwischen den beiden Bindfaden. Mit Hilfe einer spitzen
gewinkelten Pinzette wurde die Inzision erfasst und offen gehalten. Uber einen in
kaudaler Richtung eingebrachten flexiblen Fuhrungsdraht wurden Mandrin und
Schleuse in die Vene eingeflihrt. Nach Entfernung des Flhrungsdrahts und
Zuziehen des kaudalen Bindfadens wurde die Schleuse in ihrer Lage fixiert, der
Mandrin herausgezogen und eventuell vorhandene Luftblasen durch Aspiration

entfernt.
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2.2.6.5 Praparation der linken A.carotis

Die linke A. carotis wurde durch Auseinanderziehen der sie bedeckenden
Muskelschichten dargestellt, mittels einer stumpfen Pinzette vorgelagert und
benachbarte Anteile des N. vagus vorsichtig zur Seite gezogen. Es erfolgte wie
bei der Praparation der V. jugularis ein Unterlegen von zwei Bindfaden und
Ligatur sowie Spannung des kranialen Bindfadens. Die A. carotis wurde vor dem
Brusteingang mit einem Arterienclip abgeklemmt und inzisiert. Dann wurde eine
22 G Braunule (Nadel entfernt), verbunden mit einem Dreiwegehahn, mit Hilfe
eines flexiblen Fuhrungsdrahts in die A. carotis eingefuihrt und bis zu dem
Gefalclip vorgeschoben. Die Braunule wurde mittels des kaudalen Bindfadens in
der Arterie fixiert, der Fuhrungsdraht herausgezogen, der Dreiwegehahn
geschlossen und der Arterienclip entfernt. Daraufhin konnte die Braunlle

vollstandig in das Gefal eingeflhrt werden.

2.2.6.6 Messung des arteriellen und rechtsventrikularen Druckes

Arterieller und venoser Zugang wurden jeweils mit 200 pl eines
Heparin-NaCl-Gemisches (Verdunnung 1:20) gespult und der arterielle
Druckaufnehmer luftblasenfrei angeschlossen. Durch das Ruckschlagventil der
vendsen Schleuse wurde ein Rechtsherzkatheter, verbunden mit einem vendsen
Druckabnehmer, eingefuhrt und bis in den rechten Ventrikel vorgeschoben. Die
kontinuierliche Druckaufzeichnung wahrend des Vorschiebens erleichterte dabei
die Kontrolle Uber die Position des Katheters: bei Lage innerhalb der V. cava bzw.
des rechten Vorhofes imponiert eine typische dreigipfelige und
atemverschiebliche Druckkurve. Sobald die Katheterspitze die Tricuspidalklappe
Uberschritten hat, erscheint die pulsatile Druckkurve des rechten Ventrikels mit
systolischen Spitzenwerten von 20-25 mmgH bei gesunden Ratten
(Abbildung 10).
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Dk [mimHe]

Vena cava, rechier Varhof Rechter Ventmka! Artena putmonalis

Abbildung 10: Druckkurve bei unterschiedlicher Lage des Katheters.

Die gemessenen Drucke VP, SAP und CVP/RVP wurden als analoge Signale
durch die flissigkeitsgeflllten Druckaufnehmer registriert, verstarkt, mit einer
Wandlerkarte im PC in digitale Signale umgewandelt und durch das Programm
Labtech Pro® aufgezeichnet. Nach Kalibirierung der auf Herzhéhe angebrachten
Druckaufnenmer gegen den Luftdruck wurden die Werte, sobald der
Rechtsherzkatheter stabil im rechten Ventrikel eingebracht war, nach Neustart
des Programmes fur 10 bis 20 Minuten kontinuierlich aufgezeichnet und

abgespeichert.

2.2.7 Blutproben

Nach Messung der hamodynamischen Druckwerte wurden jeweils 400 pl
arterielles (A. carotis) und gemischtvendses (rechter Ventrikel) Blut entnommen.
Die Blutproben wurden luftblasenfrei verschlossen und bis zur Messung auf Eis
gelagert. Die Zeitdauer von der Entnahme bis zur Messung betrug etwa
30 Minuten. Die arteriellen und vendsen Blutparameter pO,, pCO,, pH,
Hamoglobin, Hamatokrit und O»-Sattigung wurden mit einem RapidLab 348

(Firma Bayer) gemessen.

2.2.8 Entnahme der Lunge

Nach Befeuchtung von Thorax und kranialem Abdomen mit Braunol® wurde ein

medianer Hautschnitt vom Praparationsgebiet bis zur Regio xiphoidea gefuhrt.
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Nach Praparation der Haut wurde der Processus xiphoideus mit einer Klemme
erfasst und das Abdomen im epigastrischen Winkel eroffnet. AnschlieRend wurde
die Thoraxhdhle durch Herunterziehen des Diaphragmas dargestellt und das
Sternum bis zur Apertura thoracis cranialis in der Medianen durchtrennt. Die
Rippenbdgen wurden bis zur Apertura thoracis cranialis in der Medianen
durchtrennt. Die Rippenbdégen wurden auseinandergespreizt und mit
Darmklemmen seitlich fixiert. Ein mit isotoner Kochsalzlésung geflllter Schlauch
wurde in eine Inzision der A. pulmonalis eingefuhrt, wo bei in den linken Ventrikel
eine kleine Offnung zum AbfluR der Spulldsung geschnitten wurde. Die Lunge
wurde uber die A. pulmonalis mit isotoner Kochsalzlosung mit einem Druck von
22 cm Wassersaule blutfrei gesplult. Verschlielien der Trachea zu einem Zeitpunkt
der maximalen Inspiration mit einer Klemme und Ausschalten der Beatmung. Der
rechte Lungenfligel am Hilus mit einem Bindfaden ligiert, enthommen, zur
weiteren Verwendung fur molekularbiologische Analysen schockgefrostet und bei
-80T eingefroren. Spllen der linken Lungenhalfte zur Perfusionsfixierung Gber
die A. pulmonalis finf Minuten lang bei einem Druck von 22 cm Wassersaule mit
Formaldehyd. Uberfiihrung in ein GefaR mit Formaldehyd und Fixierung tber
Nacht bei Raumtemperatur. Am nachsten Tag wurde die fixierte Lungenhalfte in
0,1 M PBS verbracht und so bis zur weiteren Verwendung fur die Histologie bei

4<C gelagert.

2.2.9 Praparation des Herzens

Das Herz wurde aus dem Tierkorper entnommen, die Atrien und Herzklappen
abgetrennt und der rechte Ventrikel exakt am Septum entlang von linkem
Ventrikel und Septum gesetzt. Eine Trocknung des rechten sowie des linken
Ventrikel mit Septum erfolgte zwei Wochen lang bei Raumtemperatur, um das
Trockengewicht beider Herzhalften zu Dbestimmen. Als Index der
Rechtsherzhypertrophie war das Verhaltnis der Gewichte rechter Ventrikel zu

linkem Ventrikel plus Septum zu bestimmen.
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2.2.10 Histologische und immunhistochemische Untersuchungen

2.2.10.1 Einbettung des Gewebes und konventionelle Histologie

Die in PBS gelagerten Lungenhalften wurden parallel zur Facies diaphragmatica
mit einem Trimmmesser in jeweils 3 bis 5 mm dicke Scheiben geschnitten und in
Einbettkassetten Uberfuhrt. Die Gewebesticke wurden Uber Nacht im
Routineprogramm des geschlossenen Vakuum-Gewebeinfiltrationsautomaten
(Modell TP 1050, Leica) entwassert. Danach wurden sie in Paraffin eingegossen.

2.2.10.1.1 Elastica-Kernechtrot-Farbung

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte

16 Stunden Resorcin-Fuchsin
abspulen aqua dest.

10 Minuten Kernechtrot-Aluminiumsulfat
abspulen aqua dest.

Dehydrieren und Eindecken mit harzigem Medium

2.2.10.1.2 Elastica van Gieson-Farbung

Farbung mit Resorcin—Fuchsin, Weigert A / B, van Gieson-Losung

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte
10-24 Stunden Resorcin-Fuchsin

15 Minuten Leitungswasser

abspulen agua dest.

5 Minuten Fe-Hamatoxylin nach Weigert AundB/1:1

abspulen agua dest.

15 Minuten Leitungswasser

abspulen aqua dest.

10 Minuten van Gieson-Lésung
abspilen (kurz!) Aqua dest.

Dehydrieren und Eindecken mit harzigem Medium
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2.2.10.1.3 Hamatoxylin—Eosin (HE)-Farbung

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte
2 Minuten aqua dest.
20 Minuten Hamalaun nach Mayer, sauer
5 Minuten Leitungswasser
1 Minute Ethanol 96%
4 Minuten Eosin-y-alkoholisch
abspulen agua dest.
Dehydrieren und Eindecken mit harzigem Medium

2.2.10.1.4 Mallory Trichromfarbung acc. McFarlane

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte

abspulen Leitungswasser

5 Minuten Reagenz A: Saurefuchsin
abspulen agua dest.

3 Minuten Reagenz B: Phosphormolybdénséaure

Abklopfen von Phosphormolybdansaure

5 Minuten Reagenz C: Mixture nach Mallory

Dehydrieren und Eindecken mit harzigem Medium

2.2.10.2 Immunhistochemische Farbemethoden

2.2.10.2.1 Histopuffer zur Verdiinnung der Antikorper
PBS mit 3% BSA (Bovines Serumalbumin) und 0,2% Triton X 100

2.2.10.2.2 Immunhistochemie (1): Anti-alpha actin/ Faktor VIl

Zwischen den einzelnen Schritten erfolgte eine Waschung (auller nach
Blockierung unspezifischer Bindungen mit Serum) jeweils 3 x 5 Minuten mit PBS.
Bei allen weiteren angeflhrten immunhistochemischen Farbungen wurden in

gleicher weise verfahren.
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Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte

15 Minuten Block endogener Peroxidasen 20 ml 30% H,0, in 190 ml MetOH
10 Minuten proteolyt. Demaskierung Trypsin Digest All © 1:3
45 Minuten Block unspezifischer Bindungen 1 Teil Normal Horse Serum
mit Serum 1 Teil Normal Goat Serum
2 Teile Histopuffer
30 Minuten anti-alpha smooth muscle actin Verdiinnung 1:1000 mit Histopuffer
30 Minuten Raumtemperatur
20 Minuten biotinylierter Sekundarantikérper Vectastatin ABC Elite Kit horse anti-
mouse
20 Minuten ABC-Reagenz Vectastatin 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 Verdinnung 1:1000 mit Histopuffer
30 Minuten Raumtemperatur
20 Minuten Biotinylierter Sekundérantikérper Vectastatin ABC Elite Kit goat anti-
rabbit
20 Minuten ABC-Reagenz Vectastatin ABC Elite Kit

15 Sekunden

Vector DAB ®

braunes Chromogen

1 Minute

Methylgrin

Gegenfarbung der Zellkerne

Dehydrieren und Eindecken mit harzigem Medium

2.2.10.2.3 Farbeprotokoll / Peroxidase / ImnmPRESS DETECTION SYSTEM /
VECTOR / NovaRED — Substrat

AK: PCNA (FL-261) / Proliferationsmarker (proliferating cell nuclear antigen)

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte

2 x 5 Minuten PBS

20 Minuten

Zymed Lab.)

Kochen (Mikrowelle) in
Citrate Buffer (pH 6,0 ,

Citrate Buffer 20x, cat.Nr. 00
— 5000, F-a Zymed
Laboratories
Ansatz fur 100 ml:
95ml aqua dest. + 5 ml
Citrate Buffer 20x
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Buffer pH= 6,0

5 Minuten PBS (frisch)
20 Minuten H,0,- Methanol Gemisch 100ml Methanol, reinst.
15% + 100ml H202 30%
2 x 5 Minuten Aqua dest. Trypsin => RT
2 x 5 Minuten PBS
60 Minuten 10% BSA
2 x 5 Minuten PBS
20 Minuten Serumblock | 2,5% Normal Horse Serum
IMMPRESS Kit Anti-Rabbit Ig
Peroxidase
Uber Nacht Primarantikorper | PCNA; 1:100
60" RT 10% BSA verdiinnen
4 x 5 Minuten / 2 Stunden PBS
30 Minuten Sekundare-Antikdrper IMMPRESS REAGENT Anti-
Rabbit Ig Peroxidase
3 x 5 Minuten PBS
5 — 15 Minuten Nova-RED - Substrat Praparation:
5 ml aqua dest.
+ 3 Tropfen Reag. 1, mischen
+ 2 Tropfen Reag. 2, mischen
+ 2 Tropfen Reag. 3, mischen
+ 2 Tropfen Hydrogen
Peroxide, mischen
5 Minuten Leitungs-H ,0

5 — 45 Sekunden

Hamatoxylin QS / Vector

2 Tropfen (100 pl) Reagenz 4
— Zymed Kit

spulen / 10 Sekunden

Leitungswasser

Dehydrieren und Eindecken mit harzigem Medium

2.2.11 Morphometrische Analyse der Lungengefalde

Zur morphometrischen Analyse der Lungengefalde kam ein computergestutztes

Analysesystem (Leica Q Win Standard Analyzing Software) mit von der Firma

Leica speziell fur die Gefallmorphometrie entwickelten Makros zur Anwendung.

Die Beschriftung der Schnitte wurde abgeklebt. Die Schnitte wurden dann

durchnummeriert und ohne Kenntnis der jeweiligen Gruppen analysiert.
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2.2.11.1 Mittlere Wandstarke

Zur Bestimmung der mittleren Wandstarke wurden 3 pum Paraffinschnitte mit
Elastica-Kernechtrot gefarbt wie oben protokolliert. Bei 100-facher, 200-facher,
400-facher und 630-facher VergroRerung wurden pro Tier alle intrapulmonale
GefalRe ausgezahlt. Einteilung der Gefalle anhand des externen
GefalRdurchmessers in die Grolenkategorien 20-50 pm, 51-100 pm und
>101um.

a) Markieren b) Detektion des c) Bestatigung d) Einzeichnen e) Automatische

des Gefales Gefalllumens des Gefallumens der Wanddicke Berechnung der
Wanddicke

Abbildung 11(a)-(e): Bestimmung der Wandstérke.

Die Mediadicke wurde definiert als der mittlere Abstand zwischen Lamina elastica
interna und Lamina elastica externa (berechneter Mittelwert aus 5-8 Messungen
pro Gefaly, Abbildung 11 d)). Die mittlere Wandstarke wurde als Prozentsatz des
groten externen Querdurchmessers des GefalRes angegeben. Dies wurde wie

folgt berechnet:

Prozent mittlere Wandstarke (% MWST) = (2 x Mediadicke/externer Gefalkdurchmesser) x 100

Der externe Durchmesser des Gefalles umfasste den Bereich innerhalb der
Lamina elastica externa. Die Adventitia konnte aus technischen Grunden nicht
eingeschlossen werden. Das Lumen bzw. der Innendurchmesser des Gefalles
umfasste die Flache innerhalb des Endothels (Abbildung 11 b)-c)).
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2.2.11.2 Muskularisierungsgrad

Zur Bestimmung des Muskularisierungsgrades wurden 3 pm Paraffinschnitte mit
immunhistochemischer Doppelfarbung gegen Smooth muscle alpha actin und von
Willebrand Faktor (Faktor VIII) gefarbt wie im Farbeprotokoll angefuhrt.

Ok Biffe:

a) Markieren b) Detektion des c) Bestatigung d) Markierung des e) Ermittlung der

des GefalRes Gefalllumens des GefaRlumens Gefallwandbereiches Muskularisierung

Abbildung 12 (a)-(e): Bestimmung des Muskularisierungsgrades.

Bei 400-facher VergroRerung wurden pro Tier 100 kleine intrapulmonale Gefalle
in einer Grdélkenordnung von 20 bis 50 um externem Gefalkdurchmesser
untersucht und als voll muskularisiert, partiell muskularisiert oder nicht
muskularisiert kategorisiert. Um den Muskularisierungsgrad zu bestimmen, wurde
der Anteil Anti- alpha smooth muscle actin positiver (violetter)
GefalRwandbereiche ermittelt (Abbildung 12 d)-e)). Dies wurde halbautomatisch in
einer colorimetrisch-spektrometrischen Rechnung von der speziell von Leica
angefertigten Software durchgefuhrt. Nichtmuskularisierte Gefalle wurden in
gleicher Art und Weise durch die (braune) endotheliale anti- von Willebrand

Faktor-Farbung deutlich gemacht.

Die Grenzen zwischen den einzelnen Kategorien wurden wie folgt festgesetzt:
e nicht muskularisiert: < 5% Anteil von Smooth muscle alpha actin
positiven Bereichen in der Gefalkmedia
o partiell muskularisiert: < 75%Anteil von Smooth muscle alpha actin
positiven Bereichen in der Gefallmedia
* voll muskularisiert: > 75% Anteil von Smooth muscle alpha actin

positiven Bereichen in der Gefallmedia
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Die errechneten Werte (AuRendurchmesser, Innendurchmesser, mittlere
Wandstarke in Prozent und absolut, Muskularisierungsgrad in Prozent,
Lumenflache) wurden direkt nach Auswertung jedes einzelnen Gefales
automatisch in Excel Uberfuhrt und in die oben genannten Gefallkategorien

ubertragen.

2.2.11.3 Okklusion

Zur Bestimmung der Okklusion wurden 3 pm Paraffinschnitte mit Elastica-
Kernechtrot gefarbt wie oben protokolliert. Es wurde ebenfalls mit dem Programm
zur Berechnung der mittleren Wandstarke gearbeitet. Bei 630-facher
Vergrollerung wurden pro Tier alle intrapulmonalen Gefalle < 50 ym externen
GefalRdurchmesser ausgezahlt. Die Gefalke wurden per Hand anhand des
Lumenbereiches in die Gefallkategorien offen (Lumenbereich < 50%), partiell
geschlossen (Lumenbereich = 50% - 75%) oder geschlossen (Lumenbereich
= 75%) in die automatisch erstellte Excel-Tabelle eingetragen.

Ve A ) e ’ WY
b J - s 0 Y & L%6d A
oty , ) sl N s TT < Dt
o/ Y W’; M ’ f { } /B,
ho 22 i ; ’ / - (™2 p; |
) « e N Vay » - N
J‘ T :‘:\1‘ >y & : : 7
- B ! b e . ) g
4 — 1 4 - —— e =
a) offen b) partiell verschlossen c¢) verschlossen

Abbildung 13 (a)-(c): Darstellung von Beispielbildern (Elastica-Kernechtrot-Farbung) von

offenen, partiell verschlossenen und verschlossenen Gefal3en.

2.2.11.4 Neointima

Zur Bestimmung des Verhaltnisses von Neointima zu Media wurden 3 pm
Paraffinschnitte mit Elastica-van Gieson gefarbt. Bei 100-facher, 200-facher,

400-facher und 630-facher VergroRerung wurden pro Tier alle intrapulmonalen
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Gefalle = 0 um externen Gefallddurchmesser ausgezahlt. Die Gesamtwandstarke
(Neointima + Media) wurde definiert als der mittlere Abstand zwischen Lamina
elastica externa und GefalBlumen [(berechneter Mittelwert aus finf bis acht
Messungen pro GefalR), (Abbildung 14, d)]. Die Wandstarke der Neointima wurde
ermittelt als der mittlere Abstand zwischen Lamina elastica interna und
Gefallumen [(berechneter Mittelwert aus funf bis acht Messungen pro GefaR),
(Abbildung 14, e)]. Das Verhaltnis von Neointima zu Media wird berechnet, indem
das Lumen vom Gesamtdurchmesser (= Media + Neoinitima + Lumen) subtrahiert
wird und die beiden Werte der Media und der Neointima in Verhaltnis zueinander.
Die Ergebnisse (Auflendurchmesser, Innendurchmesser, mittlere Wandstarke in
Prozent und absolut, Lumenflache, Verhaltnis Neointima/Media, mittlere Breite
Neointima, mittlere Breite Media) wurden nach Auswertung jedes einzelnen

GefalRes automatisch in Excel Uberflihrt.

d) Einzeichnen der gesamten e) Einzeichnen der Neointima von f) Automatische Berechnung des

Wandstarke von Membrana der Membrana elastica interna bis Verhaltnisses zwischen Neointima
elastica externe bis ins Lumen ins Lumen und Media

Abbildung 14(a) — (f): Bestimmung des Verhaltnisses zwischen Neointima und Media.
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2.2.12 Statistische Auswertung

Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte (MW) + Standardfehler (SEM). Die
n-Zahl der jeweiligen Gruppen entspricht, soweit nicht anders angegeben, den im
Kapitel ,Aufteilung der Tiergruppen“ angegebenen Tierzahlen. Die
Normalverteilung wurde getestet. Die Unterschiede zwischen den normoxischen
Tieren und der Placebo-Tiere sowie die Placebotiere-Tiere zu den beiden
Therapiegruppen wurden durch Varianzanalyse und einen
Student-Newman-Keuls post-hoc Test fur multiple Vergleiche ermittelt. Die
Unterschiede zwischen gesunden Menschen im Vergleich zu den IPAH
erkrankten Menschen wurden mit einem t-Test ermittelt. Ein p-Wert <0,05 wurde

als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie der

Ratte mit Therapeutika Sildenafil und Imatinib

3.1.1 Nebenwirkungen unter oraler Therapie mit Sildenafil 50 mg/kg und
Imatinib 100 mg/kg

Wahrend der Behandlung mit 50 mg/kg/d Sildenafil traten keinerlei
Nebenwirkungen auf. Auch bei der Sektion der Tiere konnten keine aus der

Behandlung resultierenden pathologischen Befunde festgestellt werden.

Eine leichte, vorubergehende Diarrhoe unter Imatinib-Therapie konnte bei drei
von acht Ratten beobachtet werden. Dies ist vermutlich auf eine Reizung der
Magenschleimhaut zurickzuflhren, da Imatinib bei oraler Verabreichung, lokal
reizenden und adstringierenden Einflud auf die Magenschleimhaut ausubt
(Glivec® Fachinformation fur Kliniker, Novartis Pharma).

3.1.2 Gewicht

Tiere der mit 50 mg/kg/d Sildenafil behandelten Therapiegruppe wogen zu Beginn
des Versuches im Mittel 283 g. Das gemittelte Gewicht reduzierte sich bis zum
7.Tag auf 281 g. Die Tiere nahmen dann kontinuierlich zu und hatten am 14. Tag
ein Gewicht von 320 g. Bei Therapiebeginn am 21.Tag wogen die Tiere 350 g und
am Tag 28 355 g. Bei Versuchsende (35.Tag) lag das gemittelte Gewicht bei
367 g.

Tiere der mit 100 mg/kg/d Imatinib behandelten Therapiegruppe wogen zu Beginn
des Versuches im Mittel 283 g. Bis zum 7.Tag (283 g) erfolgte keine
Gewichtszunahme. Ab dem 8.Tag nahmen die Tiere wieder kontinuierlich zu und
erreichten am 14.Tag ein Gewicht von 323 g. Bei Therapiebeginn am 21.Tag
betrug das Gewicht 349 g. Nun folgte eine Gewichtsabnahme (28.Tag) auf 342 g.
Dies kann man auf die Diarrhoe zurtckfuhren, die auf die Medikation von Imatinib
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eintrat. Es erfolgte schliellich eine erneute Gewichtszunahme, so dass die Tiere
am Versuchsende (35.Tag) ein gemitteltes Gewicht von 346 g aufwiesen.

Die Tiere der 35 Tage Hypoxiegruppe, die mit Methylcellulose behandelt wurden,
wogen zu Versuchsbeginn im Mittel 297 g. Das gemittelte Gewicht reduzierte sich
bis zum 7.Tag auf 286 g. Die Tiere nahmen aber dann wieder kontinuierlich zu
und hatten am 14.Tag ein Gewicht von 314 g. Bei Therapiebeginn am 21.Tag
wogen die Tiere 326 g und am 28.Tag 338 g. Bei Versuchsende (35.Tag) lag das
gemittelte Gewicht bei 352 g.

In den ersten sieben Tagen des Versuchsverlaufes konnte in allen Gruppen
entweder Gewichtsabnahme oder Gewichtsstagnation festgestellt werden. Als
Begrindung hierfir, wurde die Umstellung der Tiere auf hypoxische
Gegebenheiten sowie die einsetzenden kompensatorischen

Adaptationsmechanismen, wie z.B. die Hohendiurese, angesehen.

0

Kdrpergewicht (%

Tage

-8— 35 d Hox
- 35 d Hox + Sildenafil

35 d Hox + Imatinib

Abbildung 15: Graphische Darstellung des Gewichtsverlaufes der Tiere unter Therapie mit

50 mg/kg/d Sildenafil und Imatinib 100 mg/kg/d im Vergleich zu der mit Methylcellulose
behandelten Kontrollgruppe.
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3.1.3 Systemisch-arterieller Druck (SAP) in den einzelnen Gruppen

Der mittlere systemisch—arterielle Druck betrug in der mit 50 mg/kg/Tag Sildenafil
behandelten Gruppe 98,1 mmHg + 9,7. In den mit 100 mg/kg/Tag Imatinib
behandelten Tieren betrug er 100,8 mmHg + 6,2. Die mit Methylcellulose
behandelte Kontrollgruppe zeigte einen mittleren Druck von 110,1 mmHg + 4,4,
die Tiere nach 21 Tagen Hypoxie einen Druck von 104,2 mmHg %= 5,5
(Abbildung 16). Bei der Gruppe mit Normoxie fand sich im Mittel ein Druck von
104,4 mmHg % 7,4 (Abbildung 16).

Der mittlere systemisch-arterielle Druck unterschied sich nicht signifikant in den
verschiedenen Gruppen. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass sowohl
Sildenafil als auch Imatinib keine (systemisch) vasodilatative Wirkung zeigten,
denn dies wirde mit einer deutlichen Senkung des arteriellen Druckes

einhergehen.

140-
120-
100-
80
60-
40-
20-
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Abbildung 16 : Graphische Darstellung des systemisch-arteriellen Druckes in den verschiedenen

Gruppen.
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3.1.4 Invasiv bestimmter rechtsvenrikuléarer Druck (RVSP)

In den normoxischen Kontrollen betrug der Mittelwert 29,3 mmHg + 1,6. 21 Tage
nach der Hypoxieexposition lie3 sich eine zweifache Erhohung des Druckes
feststellen (MW 65,0 mmHg % 5,2). 35 Tage nach Hypoxieexposition erhdhte sich
der rechtsventrikulare systolische Druck und erreichte systemische Werte von
70,6 mmHg = 5,7 (Abbildung 17). Der Druck der mit Sildenafil behandelten
Gruppe lag funf Wochen nach Hypoxieexposition bei 54,8 mmHg + 4,6. Der Druck
der mit Imatinib behandelten Gruppe lag finf Wochen nach Hypoxieexposition bei

53,0 mmHg + 5,1 (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Graphische Darstellung des rechtsventrikular systolischen Druckes (RVSP) in den

verschiedenen Gruppen (*p<0,05 vs. Normoxie).
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3.1.5 Bestimmung des Gewichtsverhéaltnisses zwischen rechtem Ventrikel
und linkem Ventrikel plus Septum (RV/LV+S) als MalR der
Rechtsherzhypertrophie

Im Verlauf der Erkrankung entwickelten die Hypoxie-behandelten Tiere durch die
erhdhte Druckbelastung des rechten Ventrikels eine Rechtsherzhypertrophie. Die
Ratio des Trockengewichtes von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus
Septum (RV/ LV+S) erhohte sich von 0,24 + 0,003 (normoxische Kontrollen) auf
0,46 £ 0,02 (21 Tage nach Hypoxieexposition) und 0,48 + 0,03 [35 Tage nach
Hypoxieexposition (Abbildung 18)]. In beiden Therapiegruppen [Sildenafil
(MW 0,42 £ 0,02); Imatinib (MW 0,41 + 0,02)] konnte die Ratio reduziert werden
(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Graphische Darstellung des Gewichtsverhaltnis von rechtem Ventrikel zu linkem
Ventrikel plus Septum in den einzelnen Gruppen als Mal fur die Rechtsherzhypertrophie (*p<0,05

vs. Normoxie).
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3.1.6 Morphometrische Analyse der Lungengefal3e

3.1.6.1 Muskularisierungsgrad

Im Verlauf der Erkrankung fand bei den Hypoxie-induzierten Ratten eine

verstarkte Muskularisierung der arteriellen Lungengefalle statt.

~ 20pym .,
e

20 pm
[ S

b)

20 pm

20 pm

c)

Abbildung 19 (a)- (d): Histologischer Schnitt durch eine Lungenarterie einer Ratte

d)

a) Normoxische Ratte b) 35 d Hypoxie c¢) 35 d Hypoxie mit Sildenafilgabe d) 35 d Hypoxie mit

Imatinibgabe

Immunhistochemische  Doppelfarbung

peripherer  Pulmonalarterien

(630-fache

VergroRerung) gegen endothelialen Faktor VIII (braun) und glattmuskuldres Smooth muscle alpha

actin (violett).
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3.1.6.1.1 Prozentualer Anteil voll, partiell und teilmuskularisierter Gefal3e

Bei normoxischen Kontrollratten war mehr als die Halfte der Gefalle in der
untersuchten Kategorie nicht muskularisiet (MW 68,60% + 3,37). Bei
hypoxischen Ratten fiel der Anteil nicht muskularisierter Arterien im Verlauf der
Erkrankung stark ab. 21 Tage nach Hypoxieexposition betrug der Anteil nicht
muskularisierter Arterien 21,08% = 3,24; 35 Tage nach Hypoxieexposition nur
noch 14,00% + 3,60 (Abbildung 20).

Der Anteil voll muskularisierter Arterien dagegen nahm stark zu. 21 Tage nach
Hypoxieexposition konnten 44,85% + 3,23 und 35 Tage nach Hypoxieexposition
sogar 49,00% * 4,10 voll muskularisierte Arterien beobachtet werden
(Abbildung 20).

Die Behandlung mit Sildenafil (50 mg/kg/d) flhrte zu einer signifikanten
Verringerung des Anteils voll muskularisierter Arterien (MW 20,33% * 3,91). Der
Anteil partiell muskularisierter Gefalle erhohte sich (MW 57,89% * 2,65). Ebenso
konnte eine hohere Anzahl nicht muskularisierter Arterien (MW 21,78% + 4,68) im

Vergleich zu unbehandelten Ratten erfasst werden (Abbildung 20).

Die Behandlung mit Imatinib (100 mg/kg/d) fuhrte zu einer signifikanten
Verringerung des Anteils voll muskularisierter Arterien (MW 24,30% * 3,71). Der
Anteil partiell muskularisierter GefalRe erhdhte sich (MW 60,90% + 3,13). Die
Anzahl nicht muskularisierter Arterien (MW 14,80% £ 2,92) konnte bei
unbehandelten Ratten nach 21 Tagen Hypoxie gesenkt werden
(MW 21,08% + 3,24). Im Vergleich zu unbehandelten Ratten nach 35 Tagen
Hypoxie waren die Werte flur die nicht muskularisierten Arterien
(MW 14,00% = 3,60) fast identisch (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Graphische Darstellung des prozentualen Anteils nicht (N), partiell (P) oder voll (M)
muskularisierter peripherer Pulmonalarterien in den verschiedenen Tiergruppen (*p<0,05 vs.
Normoxie; 1p<0,05 vs. 21d Hox; £<0,05 vs. 35d Hox).
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3.1.6.2 Mittlere Wandstarke

Im Verlauf der pulmonalarteriellen Hypertonie und des vaskularen Remodelings
verdickte sich die GefalRwand der Hypoxie-induzierten Ratten.

Abbildung 21 (a)-(d): Histologischer Schnitt durch eine Lungenarterie einer Ratte

a) Normoxische Ratte b) 35 d Hypoxie ¢) 35 d Hypoxie mit Sildenafilgabe d) 35 d Hypoxie mit
Imatinibgabe.

Elastica-Kernechtrot-Farbung kleiner peripherer Pulmonalarterien (630-fache Vergréfierung) in
den verschiedenen Tiergruppen zur morphometrischen Bestimmung der mittleren Wandstarke.

Lamina elastica externa und interna sind grauschwarz gefarbt.
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3.1.6.2.1 Mittlere Wandstarke von peripheren Pulmonalarterien (20 — 50 pm)

Die mittlere Wandstarke von Pulmonalarterien mit einem externen Durchmesser
zwischen 20-50 ym war in den Hypoxiegruppen stark erhoht. Am 21.Tag nach
Hypoxieexposition betrug die Wandstarke 22,16% + 0,34 (Prozentsatz des
groRten externen Querdurchmessers). Am 35.Tag nach Hypoxieexpositon
erhohte sie sich weiter auf 25,45% + 0,33. In normoxischen Kontrollratten betrug
die mittlere Wandstarke kleiner Pulmonalarterien lediglich 16,00% * 0,17
(Abbildung 22). Die Behandlung sowohl mit Sildenafil in einer Dosis von
50 mg/kg/d als auch mit Imatinib in einer Dosis von 100 mg/kg/d fihrte zu einer
vollstandigen Wiederherstellung dieses Zustandes [(Sildenafil: MW 20,08% +0,26;

Imatinib: MW 20,50% + 0,28), (Abbildung 22)].
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Abbildung 22: Graphische Darstellung der mittleren Wandstarke von peripheren Pulmonalarterien
(*p<0,05 vs. Normoxie, 1p<0,05 vs. 21d Hox; $<0,05 vs. 35d Hox).
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3.1.6.2.2 Mittlere Wandstéarke von mittelgrof3en und grof3en Pulmonalarterien

Die mittlere Wandstarke von Pulmonalarterien mit einer Grof3e zwischen 51 und
100 ym bzw. groRer als 101 ym wurde ebenfalls bestimmt. Wie auch in den
kleinen Pulmonalarterien verdickte sich die Wand der GefalRe im Verlauf der
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie. 21 Tage nach Hypoxieexposition
betrug die mittlere Wandstarke mittelgroRer (51-100 pm) Pulmonalarterien
15,99% + 0,41 und 35 Tage nach Hypoxieexposition 17,50% <+ 0,37
(Abbildung 23). Sowohl unter der Therapie mit Sildenafil als auch mit Imatinib
normalisierte sich die Wanddicke der Gefalle fast vollstandig [(Sildenafil:
MW 15,43% = 0,36; Imatinib: MW 15,55% z 0,36; normoxische Kontrolltiere:
MW 12,42% + 0,22), (Abbildung 23)]. Der gleiche Befund wurde auch in den
Pulmonalarterien >101 pm erhoben (Abbildung 24).
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Abbildung 23: Graphische Darstellung der mittleren Wandstarke von mittelgroRRen
Pulmonalarterien (externer Durchmesser 51-100 um) in den verschiedenen Gruppen (*p<0,05 vs.
Normoxie; £<0,05 vs. 35d Hox).
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Abbildung 24: Graphische Darstellung der mittleren Wandstarke groRer Pulmonalarterien
[(externer Durchmesser >101 um), (*p<0,05 vs. Normoxie; 1p<0,05 vs. 21d Hox; $<0,05 vs. 35d
Hox)].

3.1.6.3 Okklusion peripherer Pulmonalarterien (< 21 pm)

Um Veranderungen der Gefallumina von Pulmonalarterien im Verlauf der
Erkrankung charakterisieren und quantifizieren zu kbénnen, wurden
Lungenschnitte der verschiedenen Versuchsgruppen Elastica-kernechtrot gefarbt.

Lamina elastica interna und externa farben sich grau-schwarz, die Kerne rot.

Die Gefalte wurden in die Kategorien offen, partiell verschlossen und
verschlossen eingeteilt. Bei  Auswertung der Daten konnten die
aussagekraftigsten Ergebnisse bei einem externen GefalRdurchmesser < 21 ym
gefunden werden. In der Abbildung sind partiell verschlossene und verschlossene
Gefalle gezeigt. Offene Gefale bilden die Differenz zu 100%.

Die normoxischen Tiere zeigten 5,93% + 0,99 partiell verschlossene und

2,22% £ 1,08 verschlossene Gefalle. Der Anteil der partiell verschlossenen und
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verschlossenen GefalRe nahm im Verlauf der Erkrankung zu. Die Tiere zeigten
21 Tage nach Hypoxie einen hoheren Anteil partiell verschlossener Gefalie
(MW 11,36% = 1,36), der Anteil verschlossener Gefalle betrug 12,60% + 1,36.
Die Tiere nach 35 Tagen Hypoxie wiesen 13,43% + 1,93 partiell geschlossene
Gefalle auf, bei verschlossenen Gefallen fanden sich bei 13,32% * 1,78
(Abbildung 25).

Die Therapie mit Sildenafil zeigte bei den partiell verschlossenen Gefalken
(MW 10,23% £ 2,06) und bei den verschlossenen Gefalle (MW 6,67% + 1,48)
eine signifikante Besserung gegenuber den 35 Tagen Hypoxie-Tieren
(Abbildung 25).

Die Behandlung mit Imatinib fUhrte in beiden Kategorien zu einer signifikanten
Verbesserung. (partiell verschlossene Gefalte: MW 7,27% + 2,27; verschlossene
Gefalle MW 3,01% % 1,25) der Ergebnisse im Vergleich zu den 21 und 35 Tage
Hypoxiegruppen (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Graphische Darstellung des prozentualen Anteils partiell verschlossener und
verschlossener peripherer Pulmonalarterien in den verschiedenen Tiergruppen. Morphometrisch
analysiert wurden pro Tier jeweils alle peripheren Pulmonalarterien mit einem Durchmesser von
<21 ym (*p<0,05 vs. Normoxie; 1p<0,05 vs 21d Hox; $p<0,05 vs 35d Hox).
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3.1.6.4 Bestimmung des Verhaltnisses der Neointima zu Media als Mal3 der

Neointimabildung
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Abbildung 26 (a) — (g): Histologischer Schnitt durch eine Lungenarterie einer Ratte

1. Normoxische Ratte, 2. 35 d Hypoxie; 3. 35 d Hypoxie mit Sildenafilgabe; 4. 35 d Hypoxie mit
Imatinibgabe; 5. 35 d Monocrotalin-Ratte

Gefalldurchmesser ca. 20 um (630-fache Vergrofierung)

Farbungen: a) Elastica van Gieson; b) immunhistochemisch; c¢) a-actin; d) vWF; e) Elastica-

Kernechtrot; f) Hdmatoxylin-Eosin; g) Mallory-Trichrom

Die Abbildung 26 1 (a—g) zeigt, dass bei normoxischen Tieren keine Neointima
gebildet wird. Um die Zunahme der Neointima im Verlauf der pulmonalarteriellen
Hypertonie und des vaskularen Remodelings darstellen und quantifizieren zu
konnen, wurden histologische Schnitte von den verschiedenen Versuchsgruppen
Elastica van Gieson (Abbildung 26, a) gefarbt. Lamina elastica interna und
externa farben sich schwarz, Zellkerne schwarzbraun, Cytoplasma hellbraun,
elastische Fasern und Muskelgewebe gelb und Kollagenfasern rot. Eine Zunahme
der Neointima im Verlauf der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie ist zu
erkennen (Abbildung 26, 2a). Im Vergleich dazu sieht man bei der Monocrotalin-
induzierten pulmonalen Hypertonie eine deutliche Zunahme der Mediadicke,
jedoch war keine Neointimabildung zu beobachten (Abbildung 26, 5a). Nach
zweiwdchiger Therapie mit Sildenafil (Abbildung 26, 3a) bzw. Imatinib

(Abbildung 26, 4a) erfolgte eine vollstandige Regression der Neointimabildung.

Die immunhistochemische Doppelfarbung gegen endothelialen Faktor VIII (braun)
und glattmuskulares Alpha-actin (violett) wurde zur gemeinsamen Beurteilung von
Endothel und Media verwendet (Abbildung 26, b). Die getrennte Darstellung
beider Gefalischichten zeigen die Abbildungen 26, c und d.

Die Farbung mit Alpha-actin (Abbildung 26, c) wurde zur Beurteilung der glatten
Muskulatur bzw. zur Darstellung der Media verwendet.

Die Farbung von Willebrand Faktor (Abbildung 26, d) zur Beurteilung von
Endothelzellen zeigte die Hypertrophie und Proliferation im Verlaufe der 35 Tage
Hypoxie. Diese Endothelzellenveranderungen wurden im Laufe der Therapie mit
Sildenafil bzw. Imatinib deutlich vermindert (Abbildung 26, 3d und 4d).
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Die Elastica-Kernechtrot-Farbung ermoglicht die Anfarbung der elastischen
Fasern. Lamina elastica externa und interna werden grauschwarz gefarbt, die

Zellkerne farben sich rot an (Abbildung 26, e).

Die Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE) wurde als Ubersichtsfarbung zur
Beurteilung von krankhaften Veranderungen verwand. Zellkerne farben sich blau,

Zytoplasma rétlich-blaulich und Kollagen rot an (Abbildung 26, f).

Die Mallory-Trichrom-Farbung wurde zur Darstellung von
Bindegewebskomponenten insbesondere Kollagen eingesetzt. Die Zellkerne
farben sich rot, Zytoplasma violett, Interstitium hellbau und Kollagen dunkelblau
(Abbildung 26, g). Eine Zunahme von Kollagen im Verlauf der Hypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie ist zu erkennen. Diese Beobachtung wurde aber nicht
weiter quantifiziert und soll somit nicht Gegenstand dieser Arbeit sein.

Die Lungenschnitte zu den Abbildungen 26 5 (a-g) wurden mir freundlicher Weise

von Herrn Djuro Kosanovic zur Verfugung gestellt.

3.1.6.4.1 Verhéltnis von Neointima- zu Mediadicke in peripheren

Pulmonalarterien (< 21 pum )

Das Verhaltnis von Intima mit Endothel zu Mediadicke betrug bei den
normoxischen Tieren 0,48 * 0,01 (Abbildung 26, 1a). Nach 21 Tagen
Hypoxieexposition erhoéhte sich das Verhaltnis auf 0,88 + 0,03. Nach 35 Tagen
Hypoxieexposition nahm das Verhaltnis nochmals zu und erreichte Werte von
1,01 £ 0,03 (Abbildung 27). Nach Behandlung mit Sildenafil verkleinerte sich das
Verhaltnis auf 0,95 + 0,02. Die Therapie mit Imatinib verringerte das Verhaltnis
sogar auf 0,85 + 0,03 und zeigte somit eine signifikante Reduktion gegenuber der

Werte der 35 Tage Hypoxiegruppe (Abbilung 27).
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Abbildung 27: Graphische Darstellung der Neointima zu Media Ratio in den verschiedenen
Gruppen mit einem externen Gefalldurchmesser von < 21 ym (*p<0,05 vs. Normoxie; 1p<0,05 vs
21d Hox; $p<0,05 vs 35d Hox).

#Anmerkung: Bei den Normoxie-Tieren handelt es sich nicht um das Verhaltnis von Neointima zu
Media, sondern um das Verhéltnis von Intima mit Endothel zu Media, da bei gesunden Tieren

keine Neointima existiert (Abbildung 26, 1a).
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3.1.6.5 Proliferationsmarker-Farbung

Die fur PCNA positiven Zellen in den verschiedenen Gruppen wurden rot-braun

angefarbt.
L4 . '..q .\ - ‘ l"‘ | i .‘ r.‘?‘
-, - e ene > ? *
» ® \.‘ - - * ¢ s
S S A LT SN B T
] = - s (W) ,." >3 o " . * . -
': R -.' . " 4 ‘m‘g y * . '.'.
o 'y . 'Y 2 o .»_j.\' o IR K b
" L % o "Qﬁ,'r s o
- . e SIS N % ¢
; | ] - e v - -
. @ LAY .
o p ‘b“ y "4 "' " '."é " [
ie? * - » @7 t' hY 2 a\ o‘ ,. h‘ Doy
- g ¥ s v ey - AP\ TP »
' sl . = v O N ® v
A T - ‘-~ ‘ [ Y - [ ] » o v M
[ - ke W ) e @ » ™
B . - ® ] -
3 o - 1y B v (D w0 e .
y - .\. < a 4 .‘ a ' L ® %
s r B - M2 - « @ o o\ 7
> 5 «n *° B . L4 | N ol hd ¢ ‘..
" R B " Q‘\ X s
Y ) M o vy L 20 fim
» g * ® - # 3" 20pm % "Lt 0y ‘.—'-l
=% - / v pussisa _— P 2 & L a®. . -y
a) b)
[ ®F 2 - ) = 3 ¥ A
= Jv.al O ) .
- J - ' ¢ .ar
» ’ v (] ¥
4 \ L b - ; .IQ
P Ve = . -8 ¢ ﬂ'. e _ . |
»"‘ » _\.. >, 59_. - A .
a
. el 7 ol y vo f
- - Y 2 "' L] "‘- i >
4 v
¥ P ‘ { Ef‘ - : - -
H ‘ " g
= a .’ e e 3 ’
F . - o C RS fiog £
¥ - > b . o
T e . & » "1 s o2t / p
. -
9%, a ¥ - =
‘; ?,‘_ L
- gy # 20, .
W 9" " P - —_— 20 pm
VeSS e. . ' —
c) d)

Abbildung 28 (a) — (d): Farbung mit PCNA-Farbung von a) normoxischen, b) 35 d Hypoxie
Tieren. Eine Zunahme der PCNA positiven Zellen vor allem im Bereich der Adventitia und Media
im Verlauf der Erkrankung ist zu erkennen. c) 35 d Hypoxie Tieren mit Behandlung Sildenafil
d) 35 d Hypoxie Tieren mit Behandlung Imatinib. Eine deutliche Abnahme der PCNA positiven
Zellen vor allem im Bereich der Adventitia und Media im Verlauf der Therapie ist zu erkennen (alle

400-fache Vergrofierung).
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3.2 Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie in
Kombination mit dem VEGFR-2 Inhibitor SU5416 bei Ratte mit

Therapeutika Sildenafil und Imatinib

3.2.1 Nebenwirkungen unter oraler Therapie mit Sildenafil 50 mg/kg und
Imatinib 100 mg/kg

Wahrend der Behandlung mit 50 mg/kg/d Sildenafil traten Kkeinerlei
Nebenwirkungen auf. Auch bei der Sektion der Tiere konnten keine aus der

Behandlung resultierenden pathologischen Befunde festgestellt werden.

Eine leichte, temporare Diarrhoe unter Imatinib-Therapie konnte bei vier von acht
Ratten beobachtet werden. Dies ist vermutlich auf eine Reizung der
Magenschleimhaut zurickzufuhren, da bekannt ist, dass Imatinib bei oraler Gabe
lokal reizenden und adstringierenden Einflu auf die Magenschleimhaut ausutbt

(siehe Glivec® Fachinformation flr Kliniker, Novartis Pharma).

Gelegentlich traten umschriebene Hamatome an der Einstichstelle auf, dies
wurde jedoch auch an den mit DMSO injizierten Ratten festgestellt und ist auf die

Injektion zurlckzufihren.

3.2.2 Gewicht

Tiere der mit 50 mg/kg/d Sildenafil behandelten Therapiegruppe wogen zu Beginn
des Versuches im Mittel 302 g. Das gemittelte Gewicht reduzierte sich bis zum
7.Tag auf 285 g. Die Ratten nahmen aber dann wieder zu und hatten am 14.Tag
ein Gewicht von 296 g. Bei Therapiebeginn am 21.Tag wogen sie 322 g und am
28.Tag 325 g. Bei Versuchsende (35.Tag) kam es zu einer Gewichtsstagnation,
so dass das gemittelte Gewicht bei 324 g verblieb.

Tiere der mit 100 mg/kg/d Imatinib behandelten Therapiegruppe wogen zu Beginn
des Versuches im Mittel 290 g. Es erfolgte bis zum 7.Tag (284 g) eine
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Gewichtsabnahme. Die Ratten nahmen dann wieder kontinuierlich zu und hatten
am 14.Tag ein Gewicht von 323 g. Bei Therapiebeginn am 21.Tag wogen sie
345 g. Nun folgte eine Gewichtsverringerung (28.Tag) auf 338 g. Dies kann man
auf die Diarrhoe zuruckfihren, die wahrend der Medikation von Imatinib eintrat.
Es erfolgte nun eine Gewichtsstagnation, so dass die Tiere am Versuchsende
(35.Tag) ein gemitteltes Gewicht von 337 g aufwiesen.

Die Tiere der 35 Tage Hypoxiegruppe und SUS5416-Injektion, die mit
Methylcellulose behandelt wurden, wogen zu Versuchsbeginn im Mittel 277 g.
Das gemittelte Gewicht reduzierte bis zum 7.Tag auf 268 g. Die Tiere nahmen
aber dann wieder kontinuierlich zu und hatten am 14.Tag ein Gewicht von 298 g.
Bei Therapiebeginn am 21.Tag wogen die Tiere 305 g und am 28.Tag 325 g. Bei
Versuchsende (35.Tag) lag das gemittelte Gewicht bei 336 g. Eine Erklarung der
Gewichtszunahme der Kontrollgruppentiere lag an den gering- bis mittelgradigen

Odemen, die die Tiere im Laufe der Hypoxie entwickelten.

In den ersten sieben Tagen des Versuchsverlaufes konnte in allen Gruppen eine
Gewichtsabnahme bzw. eine Gewichtsstagnation festgestellt werden. Als
Begrindung hierfur wird die Umstellung der Tiere auf die hypoxischen
Gegebenheiten sowie die einsetzenden kompensatorischen

Adaptationsmechanismen, wie z.B. die Hohendiurese gesehen.
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Abbildung 29: Graphische Darstellung des Gewichtsverlaufes der Tiere unter Therapie mit
50 mg/kg/d Sildenafil und Imatinib 100 mg/kg/d im Vergleich zu der mit Methylcellulose
behandelten Kontrollgruppe.

3.2.3 Systemisch-arterieller Druck (SAP) in den verschiedenen Gruppen

Der mittlere systemisch—arterielle Druck betrug in der mit 50 mg/kg/Tag Sildenafil
behandelten Gruppe 96,4 mmHg + 6,6. In den mit 100 mg/kg/Tag Imatinib
behandelten Tieren betrug er 111,17 mmHg + 3,7. Die mit Methylcellulose
behandelte Kontrollgruppe zeigte einen mittleren Druck von 100,5 mmHg + 4,3,
die Ratten nach 21 Tagen Hypoxie einen Druck von 98,5 mmHg + 3,8
(Abbildung 30). Die Gruppe der normoxischen Tiere zeigte im Mittel einen Druck
von 104,4 mmHg + 7,4 (Abbildung 30).

Der mittlere systemisch-arterielle Druck unterschied sich in den einzelnen
Gruppen nicht signifikant. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass sowohl
Sildenafil als auch Imatinib keine (systemisch) vasodilatative Wirkung zeigen,
denn dies wirde mit einer deutlichen Senkung des arteriellen Druckes
einhergehen.
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Abbildung 30: Graphische Darstellung des systemisch-arteriellen Druckes in den verschiedenen

Gruppen.

3.2.4 Invasiv bestimmter rechtsventrikularer Druck (RVSP)

In den normoxischen Kontrollen betrug der Mittelwert 29,25 mmHg + 1,6. 21 Tage
nach der Hypoxieexposition und Injektion von SU5416 liel3 sich bereits eine fast
dreifache Erhéhung des Druckes feststellen (MW 81,37 mmHg + 3,03). 35 Tage
nach Hypoxieexposition und Injektion von SU5416 erhdohte sich der
rechtsventrikulare systolische Druck nochmals und erreichte systemische Werte
von 83,61 mmHg + 2,95 (Abbildung 31). Der Druck der mit Sildenafil behandelten
Gruppe lag finf Wochen nach Hypoxieexposition und Injektion von SU5416
hingegen nur bei 67,16 mmHg * 4,29. Dieser Wert zeigte sowohl einen
signifikanten Unterschied zu der 21 Tage Hypoxiegruppe und Injektion von
SU5416, als auch zu der 35 Tage Hypoxiegruppe mit Injektion von SU5416. Der
Druck der mit Imatinib behandelten Gruppe lag funf Wochen nach

Hypoxieexposition und Injektion von SU5416 bei 82,23 mmHg + 3,0. Ein
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signifikanter Unterschied zu der 21 Tage Gruppe und 35 Tage Gruppe bestand
nicht (Abbildung 31).

1001

80+

404

RVSP (mmHg)

20+

Abbildung 31: Graphische Darstellung des rechtsventrikular systolischen Druckes (RVSP) in den
verschiedenen Gruppen (*p<0,05 vs. Normoxie; 1p<0,05 vs. 21d Hox+SU5416; <0,05 vs. 35d

Hox+SU5416).

3.2.5 Bestimmung des Gewichtsverhaltnisses zwischen rechten Ventrikels
und linkem Ventrikel plus Septum (RV/LV+S) als Mal3 der
Rechtsherzhypertrophie

Im Verlauf der Erkrankung entwickelten die Hypoxie-Tiere in Kombination mit
SU5416 infolge der erhohten Druckbelastung des rechten Ventrikels eine
Rechtsherzhypertrophie. Die Ratio des Trockengewichtes von rechtem Ventrikel
zu linkem Ventrikel plus Septum (RV/ LV+S) erhdhte sich von 0,24 + 0,003
(normoxische Kontrollen) auf 0,49 £ 0,06 (21 Tage nach Hypoxieexposition und
SU5416-Injektion) und 0,52 + 0,01 [(35 Tage nach Hypoxieexposition und
SU5416-Injektion), (Abbildung 32)].

90




Ergebnisse

In  beiden Therapiegruppen [Sildenafi (MW 0,48 £ 0,03); Imatinib

(MW 0,48 £ 0,01)] konnte die Ratio tendenziell verringert werden, aber nicht
signifikant. (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Graphische Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechtem zu linkem

Ventrikel plus Septum in den verschiedenen Gruppen als Mal fiir die Rechtsherzhypertrophie
(*p<0,05 vs. Normoxie).

91




Ergebnisse

3.2.6 Morphometrische Analyse der Lungengefal3e

3.2.6.1 Muskularisierungsgrad

Im Verlauf der Erkrankung fand bei den Hypoxie-induzierten in Kombination mit

SU5416 behandelten Ratten eine verstarkte Muskularisierung der arteriellen

Lungengefalle statt.

- 20 pm
ey

20 pm

b)

20 pm_

c)

d)

Abbildung 33(a)-(d): Histologischer Schnitt durch eine Lungenarterie einer Ratte

a) Normoxische Ratte b) 35 d Hypoxie mit Injektion von SU5416 c) 35 d Hypoxie mit Injektion von
SU5416 mit Sildanfilgabe d) 35 d Hypoxie mit Injektion von SU5416 mit Imatinibgabe.

Immunhistochemische Doppelfarbung kleiner peripherer Pulmonalarterien (alle Vergréerung

630-fach) gegen endothelialen Faktor VIII (braun) und Smooth muscle alpha actin (violett).
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3.2.1.6.1 Prozentualer Anteil voll-, partiell- und teilmuskularisierter Gefalie

Bei normoxischen Kontrollratten war mehr als die Halfte der Gefalle in der
untersuchten Kategorie nicht muskularisiet (MW 68,60% + 3,37). Bei
hypoxischen Ratten mit SU5416 fiel der Anteil nicht muskularisierter Arterien im
Verlauf der Erkrankung stark ab. 21 Tage nach Hypoxieexposition und
SU5416-Injektion betrug der Anteil nicht muskularisierter Arterien 16,43% + 3,40;
35 Tage nach Hypoxieexposition und SU5416 nur noch 5,23% + 1,89. Der Anteil
voll muskularisierter Arterien nahm dagegen stark zu. 21 Tage nach
Hypoxieexposition und SU5416-Injektion konnten 44,85% + 4,78 und 35 Tage
nach Hypoxieexposition und SU5416-Injektion sogar 63,31% % 3,93 voll
muskularisierte Arterien erfasst werden (Abbildung 34).

Die Behandlung mit Sildenafil (50 mg/kg/d) flhrte zu einer signifikanten
Verringerung des Anteils voll muskularisierter Arterien (MW 39,70% * 5,42). Der
Anteil partiell muskularisierter Gefalle erhohte sich (MW 39,70% £ 4,92). Ebenso
konnte eine deutlich hohere Anzahl nicht muskularisierter Arterien
(MW 20,50% + 8,63) im Vergleich zu unbehandelten Ratten beobachtet werden
(Abbildung 34).

Die Behandlung mit Imatinib (100 mg/kg/d) fuhrte zu einer signifikanten
Verringerung des Anteils voll muskularisierter Arterien (MW 40,75% + 4,76). Der
Anteil partiell muskularisierter GefalRe erhdhte sich (MW 53,38% + 4,14). Die
Anzahl nicht muskularisierter Arterien (MW 5,88% + 1,52) konnte im Vergleich zu
den unbehandelten Ratten sowohl nach 21 Tagen (MW 16,43% % 3,40) als auch
nach 35 Tagen (MW 5,23% + 1,89) Hypoxie und SU5416 nicht verbessert werden
(Abbildung 34).
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Abbildung 34: Graphische Darstellung des prozentualen Anteils nicht (N), partiell (P) oder voll (M)
muskularisierter peripherer Pulmonalarterien in den verschiedenen Tiergruppen. (*p<0,05 vs.
Normoxie; $<0,05 vs. 35d Hox+SU5416).
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3.2.6.2 Mittlere Wandstarke

Im Verlauf der pulmonalarteriellen Hypertonie und des vaskularen Remodelings
verdickte sich die GefaBwand der Hypoxie-induzierten Ratten mit Injektion von
SU5416.

> Y
1 » ‘_ -

C) d)

Abbildung 35 (a)-(d): Histologischer Schnitt durch eine Lungenarterie einer Ratte

a) Normoxische Ratte b) 35 d Hypoxie mit Injektion von SU5416 c) 35 d Hypoxie mit Injektion von
SU5416 mit Sildenafilgabe d) 35 d Hypoxie mit Injektion von SU5416 mit Imatinibgabe.

Elastica-Kernechtrot-Farbung kleiner peripherer Pulmonalarterien (630-fache Vergrofierung) in
den verschiedenen Tiergruppen zur morphometrischen Bestimmung der mittleren Wandstarke.

Lamina elastica externa und interna sind grauschwarz gefarbt.
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3.2.6.2.1 Mittlere Wandstarke von peripheren Pulmonalarterien (20 - 50 pum)

Die mittlere Wandstarke von Pulmonalarterien mit einem externen Durchmesser
zwischen 20-50 um war in den Hypoxiegruppen in Kombination mit SU5416 stark
erhdht. Am 21.Tag nach Hypoxieexposition und Injektion mit SU5416 betrug sie
25,84% * 0,49 (Prozentsatz des grolten externen Querdurchmessers). Am
35.Tag nach Hypoxieexpositon und Injektion mit SU5416 erhohte sich die
Wandstarke weiter auf 33,22% + 0,56. Bei normoxischen Kontrollratten betrug die
mittlere Wandstarke kleiner Pulmonalarterien lediglich 16,00% + 0,17
(Abbildung 36). In beiden Therapiegruppen verringerte sich die mittlere
Wandstarke auf MW 26,46% + 0,63 in der Sildenafil-Gruppe und
MW 25,67% £ 0,41 in der Imatinib-Gruppe und zeigte eine signifikante Reduktion
gegenuber den Werten von mit Methylcellulose behandelten Kontrollgruppen
(Abbildung 36).
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Abbildung 36: Graphische Darstellung der mittleren Wandstarke von peripheren Pulmonalarterien
[(externer Durchmesser 20-50 um), (*p<0,05 vs. Normoxie; £<0,05 vs. 35 d Hox+SU5416)].
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3.2.6.2.2 Mittlere Wandstéarke in mittelgrof3en und grof3en Pulmonalarterien

Die mittlere Wandstarke von Pulmonalarterien mit einer Grof3e zwischen 51 und
100 um wurde ebenfalls bestimmt. Ahnlich wie bei den kleinen Pulmonalarterien
verdickte sich die Wand der GefalRe im Verlauf der Hypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie in Kombination mit SU5416. 21 Tage nach
Hypoxieexposition in Kombination mit SU5416 betrug die mittlere Wandstarke
mittelgroRer (51 — 100 ym) Pulmonalarterien 17,95% + 0,51, nach 35 Tagen
20,73% % 0,35. Sowohl unter der Therapie mit Sildenafil als auch mit Imatinib
normalisierte sich die Wanddicke der Gefalle fast vollstandig [(Sildenafil:
MW 15,08% % 0,49; Imatinib: MW 17,47% % 0,36; normoxische Kontrolltiere:
MW 12,42% + 0,22), (Abbildung 37)].
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Abbildung 37:  Graphische Darstellung der mittleren Wandstarke von mittelgroRen
Pulmonalarterien (externer Durchmesser 51-100 um) in den verschiedenen Gruppen (*p<0,05 vs.
Normoxie; Tp<0,05 vs. 21 d Hox+SU5416; 1£<0,05 vs. 35 d Hox+SU5416).
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Der Effekt war an groRen Pulmonalarterien (> 101 uym Durchmesser) weniger
deutlich zu beobachten, da sich die Vorgange des Remodelings vor allem in den
kleineren Pulmonalgefalien abspielten (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Graphische Darstellung der mittleren Wandstarke groRer Pulmonalarterien
(externer Durchmesser > 101 um (*p<0,05 vs. Normoxie; 1p<0,05 vs. 21 d Hox+SU5416; 1<0,05
vs. 35 d Hox+SU5416).

3.2.6.3 Okklusion peripherer Pulmonalarterien (< 21 pm)

Um die Veranderungen der Gefaldlumina von Pulmonalarterien im Verlauf der
Erkrankung charakterisieren und quantifizieren zu kbénnen, wurden
Lungenschnitte der verschiedenen Versuchsgruppen Elastica-kernechtrot gefarbt.

Lamina elastica interna und externa farben sich grau-schwarz, die Kerne rot.

Die Gefalte wurden in die Kategorien offen, partiell verschlossen und
verschlossen eingeteilt. Die aussagekraftigsten Ergebnisse lieferten Gefalle mit
einem externen Durchmesser < 21 upm. In der Abbildung sind partiell
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verschlossene und verschlossene Gefalde gezeigt. Die offenen Gefal3e bilden die
Differenz zu 100%.

Die Normoxie-Gruppe zeigte 5,93% £ 0,99 partiell verschlossene und

2,22% + 1,08 verschlossene Gefalie.

Der Anteil partiell verschlossener und verschlossener Gefalte nahm im Verlauf
der Erkrankung stark zu. Die Tiere zeigten 21 Tage nach Hypoxieexposition und
Injektion von SU5416 einen wesentlich hoheren Anteil partiell verschlossener
(MW 14,82% + 1,36) als auch verschlossener Gefalle (MW 23,51% £ 3,37).
Ratten nach 35 Tagen Hypoxieexposition und Injektion von SU5416 wiesen
14,64% £ 2,91 partiell verschlossene Gefalle auf. Der Anteil verschlossener
Gefale betrug 25,67% * 3,40 (Abbildung 39).

Die Therapie mit Sildenafil zeigte sowohl bei partiell verschlossenen Gefallen
(MW 20,81% £ 3,11) als auch bei verschlossenen Gefallen (MW 19,91% + 2,84)
eine signifikante Verringerung zu der 35 Tage Hypoxie und SU5416-Gruppe.
Behandlung mit Imatinib fuhrte in beiden Kategorien zu einer signifikanten
Verbesserung (partiell verschlossene Gefalte: MW 10,67% + 1,41; verschlossene
Gefalle MW 15,18% * 1,71) der Ergebnisse im Vergleich zu den 21 und 35 Tage
Hypoxiegruppen mit Injektion von SU5416 (Abbildung 39).

99



Ergebnisse

30- *
*
%‘ —‘-i i B3 partiell verschlossen
8 I @l verschlossen
L o 20-
S £ . * T
§ ¢ I T
23 LS
X~
S Ffi 104
N
D
0- T T T T

Normoxie 21dHox 35dHox 35dHox 35d Hox
+SU5416  +SU5416 +SU5416 +SU5416
+Sildenafil +Imatinib

Abbildung 39: Graphische Darstellung des prozentualen Anteils partiell verschlossener und
verschlossener peripherer Pulmonalarterien in den verschiedenen Tiergruppen. Morphometrisch
analysiert wurden pro Tier jeweils alle peripheren Pulmonalarterien mit einem Durchmesser von
<21 pym (*p<0,05 vs. Normoxie; tp<0,05 vs. 21 d Hox+SU5416; $<0,05 vs. 35 d Hox+SU5416).
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3.2.6.4 Bestimmung des Verhaltnisses von Neointima- zu Mediadicke als
Mal fir die Neointimabildung
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Abbildung 40 (a)-(g): Histologischer Schnitt durch eine Lungenarterie einer Ratte

1. Normoxische Ratte, 2. 35 d Hypoxie mit Injektion von SU5416; 3. 35 d Hypoxie mit Injektion von
SU5416 mit Sildenafilgabe; 4. 35 d Hypoxie mit Injektion von SU5416 mit Imatinibgabe;
5. 35 d Monocrotalin-Ratte

Gefalldurchmesser ca. 20 um (630-fache Vergrofierung)

Farbungen: a) Elastica van Gieson; b) immunhistochemisch; c¢) a-actin; d) vWF; e) Elastica-

Kernechtrot; f) Hamatoxillin-Eosin; g) Mallory-Trichrom

Die Abbildung 40 1 (a—g) zeigt, dass bei normoxischen Tieren keine Neointima
gebildet wird. Um die Zunahme der Neointima im Verlauf der pulmonalarteriellen
Hypertonie und des vaskularen Remodelings darstellen und quantifizieren zu
kénnen, wurden histologische Schnitte von den verschiedenen Versuchsgruppen
Elastica van Gieson (Abbildung 40, a) gefarbt. Lamina elastica interna und
externa farben sich schwarz, Zellkerne schwarzbraun, Cytoplasma hellbraun,
elastische Fasern und Muskelgewebe gelb und Kollagenfasern rot. Eine deutliche
Zunahme der Neointima im Verlauf der Hypoxie-induzierten pulmonalen
Hypertonie in Kombination mit SU5416 ist zu erkennen (Abbildung 40, 2a). Im
Vergleich dazu sieht man bei der Monocrotalin-induzierten pulmonalen Hypertonie
eine deutliche Zunahme der Mediadicke, jedoch war keine Ausbildung einer
Neointima zu beobachten (Abbildung 40, 5a). Nach zweiwdchiger Therapie mit
Sildenafil (siehe Abbildung 40, 3a) bzw. Imatinib (Abbildung 40, 4a) erfolgte eine

teilweise Regression der Neointimabildung.

Die immunhistochemische Doppelfarbung gegen endothelialen Faktor VIII und
glattmuskulares Alpha-actin wurde zur gemeinsamen Beurteilung von Endothel
und Media verwendet (Abbildung 40, b). Die getrennte Darstellung beider
Gefaldschichten zeigen die Abbildungen 40, c und d.

Die Farbung Alpha-actin (Abbildung 40, c) wurde zur Beurteilung der glatten
Muskulatur bzw. zur Darstellung der Media verwendet.

Die Farbung von Willebrand Faktor (Abbildung 40, d) zur Beurteilung von
Endothelzellen zeigt die deutliche Hypertrophie und Proliferation im Verlaufe der

35 Tage Hypoxie in Kombination mit SU5416. Diese
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Endothelzellenveranderungen wurden im Laufe der Therapie mit Sildenafil bzw.
Imatinib deutlich vermindert (Abbildung 40, 3d und 4d).

Die Elastica-Kernechtrot-Farbung ermdglicht die Anfarbung der elastischen
Fasern. Lamina elastica externa und interna sind grauschwarz gefarbt, Zellkerne
farben sich rot an (Abbildung 40, e).

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) wurde als Ubersichtsfarbung zur
Beurteilung von krankhaften Veranderungen verwand. Zellkerne farben sich blau,
Zytoplasma rotlich-blaulich und Kollagen rot an (Abbildung 40, f).

Die Mallory-Trichrom-Farbung zur Darstellung von Bindegewebskomponenten
insbesondere Kollagenn eingesetzt. Die Zellkerne farben sich rot, Zytoplasma
violett, Interstitium hellbau und Kollagen dunkelblau (Abbildung 40, g). Eine
deutliche Zunahme von Kollagen im Verlauf der Hypoxie-induzierten pulmonalen
Hypertonie in Kombination mit SU5416 ist zu erkennen. Diese Beobachtung
wurde aber nicht weiter quantifiziert und soll somit nicht Gegenstand dieser Arbeit

sein.

Die Lungenschnitte zu den Abbildungen 40 5 (a-g) wurden mir freundlicher Weise

von Herrn Djuro Kosanovic zur Verfugung gestellt.

3.2.7.4.1 Verhéltnis von Neointima- zu Mediadicke in peripheren

Pulmonalarterien (< 21 pum )

Das Verhaltnis von Intima mit Endothel zu Mediadicke betrug bei den
normoxischen Tieren 0,48 %+ 0,01 (Abbildung 40, 1 a-g). Nach 21 Tagen
Hypoxieexposition und Injektion von SU5416 stieg das Verhaltnis auf 1,18 + 0,22
an. Nach 35 Tagen Hypoxieexposition und Injektion von SU5146 nahm das
Verhaltnis im Verlauf der Erkrankung zu und erreichte Werte von 1,42 £+ 0,03
(Abbildung 41). Die Behandlung mit Sildenafil (MW 1,08 + 0,18) und mit Imatinib
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(MW 1,04 £ 0,18) fuhrten zu einer signifikanten Verbesserung gegenuber
den Werten der mit Methylcellulose behandelten Kontrollgruppe
(Abbildung 41).

2.0
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(< 21 pm in Durchmesser)
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Abbildung 41: Darstellung der Neointima zu Media Ratio in den verschiedenen Gruppen mit
einem externen GefalRdurchmesser von < 21 um (*p<0,05 vs. Normoxie; 1p<0,05 vs.
21 d Hox+SU5416; 1<0,05 vs. 35 d Hox+SU5416). #Anmerkung: Bei den Normoxie-Tieren
handelt es sich nicht um das Verhéaltnis von Neointima/Media, sondern um das Verhaltnis von
Intima mit Endothel zu Media, da bei gesunden Tieren keine Neointima existiert
(Abbildung 40, 1a).
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3.2.6.4.2 Verhdltnis der Neointima- zu Mediadicke in peripheren
Pulmonalarterien (< 50 um) bei hypoxischen Ratten, hypoxischen Ratten in
Kombination mit SU5416 und humanem Lungengewebe

b)

Abbildung 42 (a)-(c): Histologischer Schnitt durch eine Lungenarterie einer Ratte

a) Normoxische Ratte, b) 35 d Hypoxie ; ¢) 35 d Hypoxie mit Injektion von SU5416
Farbung: van Gieson (400-fache Vergrofierung)
1= Lumen; 2a= Endothel; 2b= hyperthrophiertes Endothel; 3= Neointima; 4= Membrana elastica

interna; 5= Media; 6= Membrana elastica externa; 7= Adventitia
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Es wurden samtliche intrapulmonale Gefalle ausgezahlt. In die Auswertung
wurden Gefalle unter < 50 uym externen GefalRdurchmesser einbezogen. Die
Daten von humanem Lungengewebe (Gesunde Kontrollen n=5 und PPH-Lungen
n= 5) wurden freundlicherweise von Frau Ewa Bieniek zur Verfugung gestellt.

Das Verhaltnis von Intima mit Endothel zu Mediadicke betrug bei den
normoxischen Tieren 0,42 + 0,01 (Abbildung 43,1a). Nach 21 Tagen
Hypoxieexposition stieg das Verhaltnis auf 0,86 + 0,02 an. Die 21 Tage Hypoxie
in Kombination mit SU5416-Gruppe zeigte einen Wert von 1,00 + 0,02. Bei den
35 Tage Hypoxie lag das Verhaltnis bei 0,86 £ 0,02 und bei den 35 d Hypoxie in
Kombination mit SU5416-Gruppe bei 1,04 £ 0,02.

1.5
Y i
g g 107 T £
026
FES
2
ég 0.5
y)
L
OG T ] !
/Vo/. 27 27 35 35
aq aq aq aq
/770)(/&§< HO)( HO)($ /‘/o)( HO**
Su Su

Abbildung 43: Graphische Darstellung der Neointima zu Media Ratio bei normoxischen Ratten,
21 d & 35 d Hypoxie Ratten; 21 d & 35 d Hypoxie und SU5416-Injektion Ratten; mit einem
externen GefalRdurchmesser von <50 pm. (1p<0,05 vs. 21 d Hox+SU5416; 1<0,05 vs. 35 d
Hox+SU5416). #Anmerkung: Bei Normoxie-Tieren handelt es sich nicht um das Verhaltnis von
Neointima zu Media, sondern um das Verhaltnis von Intima mit Endothel zu Media, da bei

gesunden Tieren keine Neointima existiert (Abbildung 40, 1a).
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a) b)
Abbildung 44 (a) - (b): Histologischer Schnitt durch eine Lungenarterie eines Menschen

a) Gesunde Kontrolle, b) IPAH-Lungengewebe Farbung: van Gieson (400-fache Vergréerung)

1= Lumen; 2a= Endothel; 2b= hyperthrophiertes Endothel; 3= Neointima; 4= Membrana elastica

interna; 5= Media; 6= Membrana elastica externa; 7= Adventitia

Das Verhaltnis betrug bei gesunden Menschen im Mittel 0,66 + 0,02. Dem
gegenuber lag das Verhaltnis bei Patienten mit IPAH bei 1,64 + 0,06.
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Abbildung 45: Graphische Darstellung der Neointima zu Media Ratio von humanen
Lungengefalien bei gesunden Menschen und bei Patienten mit Idiopathischer pulmonalarterieller
Hypertonie (IPAH) mit einem externen Gefalkdurchmesser von < 50 ym (*p < 0,05 gesunder
Mensch). #Anmerkung: Bei gesunden Menschen handelt es sich nicht um das Verhaltnis von
Neointima zu Media, sondern um das Verhaltnis von Intima mit Endothel zu Media, da bei

gesunden Menschen keine Neointima existiert (Abbildung 44, a).

107



Ergebnisse

3.2.6.5 Proliferationsmarker-Farbung

Die fur PCNA (Proliferating cellular nuclear antigen) positiven Zellen in den
verschiedenen Gruppen wurden rot-braun angefarbt.
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Abbildung 46 (a) — (d) : Farbung mit PCNA-Farbung von a) normoxischen, b) 35 d Hypoxie und
Injektion von SU5416-Tieren, kleine Abbildung Gefalkgréflie ca. 20 um (630-fache VergroRerung).
Eine deutliche Zunahme der PCNA positiven Zellen vor allem im Bereich der Neointima und
Endotheliums im Verlauf der Erkrankung ist eindeutig zu erkennen. c) 35 d Hypoxie und Injektion
von SU5416-Tieren mit Behandlung Sildenafil d) 35 d Hypoxie und Injektion von SU5416-Tieren
mit Behandlung Imatinib. Eine deutliche Abnahme der PCNA positiven Zellen vor allem im Bereich
der Neointima und Endotheliums im Verlauf der Therapie ist eindeutig zu erkennen (alle 400-fache

VergréRerung)
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4. Diskussion

4.1 Wahl des Tiermodells

Um die bestehenden Erkenntnisse Uber die Pathogenese der pulmonal-arteriellen
Hypertonie beim Menschen und deren Therapiestrategien zu erweitern, wurden
verschiedene Tiermodelle entwickelt, die die pathophysiologischen und klinischen
Symptome der PH nachahmen. Tiermodelle sind dahingehend begrenzt, da sie
lediglich die Veranderungen durch die IPAH imitieren kdnnen. Bis heute besteht
jedoch kein Tiermodell, welches umfassend die pathologischen Veranderungen

der PH beim Menschen widerspiegelt.

Chronische Hypoxie gilt als ein anerkanntes Modell zur Ausbildung der PH
(Rabinovitch et al. 1979, Meyrick & Reid 1983, Weissmann et al. 2003,
Dumitrascu et al. 2006).

Der hypoxische Stimulus fuhrt bei den meisten Saugern zur pulmonalen
Hypertonie. Ausnahmen bilden wie z.B. Lama, tibetische Schneeschwein,
Pfeifhase und Yak (Durmowicz et al. 1993, Rhodes 2005). Bei diesen Tieren
findet kein pulmonal-arterieller Gefallumbau statt. |hr Organismus ist an den
Lebensraum in groRen Hohen adaptiert. Das Ausmaly der Veranderungen wird
von der jeweiligen Spezies, dem Alter (bzw. Entwicklungsstand) und dem
Geschlecht der Tiere beeinflut (Weissmann et al. 2006b). Anand et al. 1986
konnten durch eine gezielte Kreuzung von Yaks mit nicht-adaptierten Rindern
einen autosomal-dominanten Vererbungsgang zeigen. Das Phanomen wird fur
genetische Untersuchungen verwendet, um weitere Erkenntnisse zur Vermeidung
der PH zu erhalten, und diese flir den Menschen positiv einsetzen zu kénnen.
Interessanterweise haben sich die Bewohner der Anden und Tibets an ihren
Lebensraum in groRen Hohen Uber viele Jahrtausende angepasst, ohne
Symptome einer PH auszubilden (Moore 2001, Tucker & Rhodes 2001).
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Die physiologischen Adaptationsprozesse und die daraus sich entwickelten
Umbauprozesse in den Lungengefalen sind bei der Hypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie im Rattenmodell gut darstellbar. Die Kombination von
Hypoxie und SU5416 bewirkt eine Verschlimmerung der Symptome. Die Ursache
hierfur liegt vorwiegend im Vorkommen von proliferierenden Endothelzellen, die
zum Verschlul® der kleinen Lungenarterien fihren (Taraseviciene-Stewart et al.
2001). Proliferationen haben eine ausgepragte Neointimabildung zur Folge, die
ebenfalls bei der IPAH des Menschen beobachtet wird (Nicod 2007, Rabinovitch
2008). Im Monocrotalin-Modell fehlt diese deutliche Neointimabildung. In
Ausnahmefallen kann eine moderate intimale Schwellung und Proliferation
beobachtet werden, jedoch lediglich bei Ratten, bei denen der RVSP systemische
Werte annimmt (Tanaka et al. 1996; Personliche Mitteilung von Dr. Eva Dony und
Djuro Kosanovic, Abbildung 40, 5 a-g). Das Modell der Hypoxie-induzierten PH in
Kombination mit SU5416 bei der Ratte bietet somit einen interessanten
Ansatzpunkt flr weitere Erforschungen dber Entstehung sowie von

Therapiestrategien der PH des Menschen.

Im Rattenmodell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie besteht eine
Expression bestimmter Wachstumsfaktoren, wie z.B. Platelet-derived-growth-
factor (PDGF), Vaskular-endothelial-growth-factor (VEGF) und seinen Rezeptoren
sowie verschiedener Entzindungsmediatoren, wie z.B. Interleukin 1 (IL-1) und
Interleukin 8 (IL-8). Hierbei sind Gemeinsamkeiten zur IPAH des Menschen
erkennbar (Humbert et al. 1998; Budhiraja et al. 2004; Stenmark et al. 2006).

Die Rolle von VEGF bei der pulmonalen Hypertonie des Menschen bleibt
weiterhin ungeklart. VEGF ist in Endothelzellen der Lungengefalie lokalisiert. Bei
Patienten der IPAH ist VEGF in plexiformen Lasionen hochreguliert. Die Bindung
an den VEGFR-2 bewirkt Zellproliferation, Schutz vor Apoptose, Zellmigration und
gesteigerte Zellpermeabilitat. Da die Expression von VEGF wahrend hypoxischen
Gegebenheiten hochreguliert ist, ist dieses Modell bei alleiniger Hypoxie als auch
in Kombination mit SU5416, besonders geeignet, um weitere Aufschliusse uber
die Funktion von VEGF zu erhalten (Christou et al. 1998, Voelkel & Tuder 2000,
Voelkel et al. 2006). Im Gegensatz dazu ist die Expression von VEGF im
Monocrotalin-Modell der Ratte vermindert (Partovian et al. 1998).
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Im Rattenmodell besteht bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht die Mdoglichkeit, die
Pathomechanismen durch speziell genveranderte Tiere zu charakterisieren, wie

dies bei Mausen der Fall ist.

Im Modell der Hypoxie-induzierten PH der Ratte in Kombination mit SU5416, im
Modell der Hypoxie-induzierten PH der Maus und bei Patienten der IPAH konnte
ein weiteres Schllsselprotein identifiziert werden. Dabei handelt es sich um ein
Faktor H ahnliches Protein (Fhl-1), das zur Entstehung der PH beitragt
(Kwapiszewska et al. 2008).

Die hypoxie-bedingten GefalRumbauprozesse gleichen denen, die bei Patienten
mit obstruktiven und restriktiven Lungenerkrankungen oder die durch Adaptation
in hdheren Lagen vorkommen (Carbone et al. 2005). Die Dana Point-
Klassifikation von 2008 grenzt diese Form der pulmonalen Hypertonie von
anderen Formen der pulmonalen Hypertonie ab. Diese Art der PH entsteht durch
Erkrankungen des respiratorischen Systems entweder mit oder ohne Entwicklung
einer Hypoxamie. Als Ausloser konnen Hohenaufenthalte, COPD (Chronic
obstructive pulmonary disease), Schlafapnoesyndrom oder pulmonale
Entwicklungsanomalien angesehen werden.

Unabhangig von der Krankheitsatiologie zeigen sich bei allen Patienten
strukturelle Veranderungen an den pulmonal-arteriellen GefalRen (van Suylen
etal. 1998). Dieser Befund zeigt, dass das vaskulare Remodeling einen

elementaren Anteil der PAH darstellt.

Die PH des Menschen wird je nach Schweregrad ihrer Erkrankung in
NYHA-Klassen (Klassifizierung Tabelle 2) eingeteilt. Im Vergleich zwischen
Patienten und der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie im Rattenmodell
besteht nach 35 Tagen Hypoxieexposition eine PAH der Klasse NYHA II. Die
Tiere zeigen eine leichte bis moderate Limitierung der kdrperlichen Aktivitat bei
geringgradig gestortem Allgemeinbefinden. Ratten, die zusatzlich zur Hypoxie
eine Injektion mit dem VEGFR-2-Inhibitor SU5416 erhalten, konnen in die Klasse

NYHA lll eingeordnet werden, da sie sowohl eine mittelgradige Limitierung der
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korperlichen Aktivitat als auch ein mittelgradig gestortes Allgemeinbefinden

aufzeigen.

Tabelle 2: New York Heart Association (NYHA) Klassifizierung der PH des Menschen
(Barst et al. 2004).

Klasse |

keine Limitierung der korperlichen Aktivitat
normale korperliche Bewegung verursacht keine Dyspnoe oder Ermidung, Brustschmerz oder

drohende Synkopen

Klasse Il

leichte Limitierung der kdrperlichen Aktivitat
in Ruhe keine Beschwerden. Normale kérperliche Bewegung verursacht Dyspnoe oder Ermidung,

Brustschmerzen oder drohende Synkope

Klasse Il

Deutliche Limitierung der kdrperlichen Aktivitat
in Ruhe keine Beschwerden. Leichte Bewegung verursacht Dyspnoe oder Ermuidung,

Brustschmerz oder drohende Synkope

Klasse IV

Unfahigkeit, jeglicher koérperlicher Aktivitat ohne Symptomatik auszufiihren. Diese Patienten
manifestieren Anzeichen von Rechtsherzversagen.
Dyspnoe und/oder Ermidung kénnen sogar in Ruhe vorhanden sein. Beschwerden verstarkt bei

jeglicher korperlicher Aktivitat

Ausschlaggebend fir den Verlauf des Versuches und die spatere Aussagekraft
der Resultate ist der Zeitpunkt des Therapiebeginns innerhalb der beiden
Hypoxie-Modelle. Man unterscheidet hierbei einen praventiven und einen
kurativen Ansatz. Beim praventiven Ansatz beginnt die Therapie mit der
~ochadigung“ (Versetzung in Hypoxie bzw. Hypoxie mit Injektion von SU5416). In
der vorliegenden Studie beginnt die therapeutische Intervention 21 Tage nach
Hypoxie und Hypoxie mit Injektion von SU5416. Zu diesem Zeitpunkt sind in
beiden Modellen eine pulmonale Hypertonie bzw. eine schwere PH sowie
ausgepragte Gefallveranderungen manifest. Es wird damit ein kurativer Ansatz

verfolgt, der am ehesten die Situation beim Menschen widerspiegelt. Die Therapie
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beginnt hier ebenfalls nach Auftreten erster Symptome und besitzt somit eine gute

Vergleichbarkeit zum humanen Patienten.

Der Phosphodiesterase-Inhibitor Sildenafil und der Tyrosinkinase-Inhibitor
Imatinib wurden als Therapeutikum bei pulmonaler Hypertonie verwendet.
Sildenafil ist fur die Therapie der PH des Menschen zugelassen und konnte in
klinischen Studien bei Patienten mit PH sowie in verschiedenen Tiermodellen der
PH gute Erfolge erzielen (Michelakis et al. 2002; Ghofrani et al. 2002; Rosenkranz
et al. 2003; Zhao et al. 2001; Sebkhi et al. 2003; Schermuly et al. 2004). Imatinib
besitzt die therapeutische Zulassung bei myeloischen Leukamie (CML) und bei
nichtresezierbaren gastrointestinalen Stromatumoren (GIST).

Bis zum jetzigen Zeitpunkt besitzt die Substanz keine Zulassung zur Therapie der
pulmonalen Hypertonie des Menschen. Die Gruppe der Tyrosinkinasehemmer
werden haufig in der Tumortherapie eingesetzt, weil es hier, wie bei der
pulmonalen Hypertonie, zu einer Dysregulation der Wachtumsfaktoren (z.B.
PDGF) mit nachgeschalteten Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) kommt. Die Folge
der Hemmung der Signaltransduktionswege sind die Reduktion der Proliferation
und die Zunahme der Apoptose. Dieser Wirkmechanismus kann vor allem gegen
die pulmonalvaskularen Proliferationsprozesse der PH angewendet werden.
Imatinib Uberzeugte mit beeindruckenden Ergebnissen sowohl in klinischen
Studien als auch in Tiermodellen der PH (Ghofrani et al. 2005; Schermuly et al.
2005).

Beide Substanzen besitzen einen geringen Einflu} auf den systemisch-arteriellen
Druck. Die Dosis von 50 mg/kg/d Sildenafil und 100 mg/kg/d Imatinib orientierten
sich an bekannten Daten von Ratte und Maus (Zhao et al. 2001; Sebkhi
etal. 2003; Schermuly et al. 2005). Die Wirkstoffe wurden Uber eine
Futterungssonde verabreicht. Der Vorteil besteht darin, dass es eine bessere
Kontrolle Uber die tatsachlich aufgenommene Menge, im Gegensatz zur
Verabreichung Uber das Trinkwasser, besteht.

Beide Wirkstoffe stellen vor allem in Hinblick auf deren Einflu} auf das vaskulare
Remodeling einen guten therapeutischen Ansatz dar, was bei zukunftigen

Therapiestrategien vorrangig Berucksichtigung finden sollte.

113



Diskussion

4.2 Auswirkungen der chronischen Hypoxie in Kombination mit
dem VEGFR-2-Inhibitor SU5416 sowie die Effekte der Wirkstoffe
Sildenafil und Imatinib auf Hamodynamik und

Rechtsherzhypertrophie

Es ist allgemein bekannt, dass chronische Hypoxie Uber eine ausgeloste
pulmonale Vasokonstriktion zu einem erhdhten rechtsventrikularem Druck sowie
zu einer Rechtsherzhypertrophie fuhrt (Heath et al. 1973; Meyrick & Reid 1983;
Meyrick 2001). Der erhohte Druck in der rechten Herzkammer resultiert aus den
proliferativen Veranderungen in den Pulmonalarterien, die zu einem Lumenverlust
fuhren und somit die Druckbelastung in der pulmonalen Strombahn vergréf3ert.
Die Rechtsherzhypertrophie ist eine physiologische Reaktion auf den anhaltenden
erhohten Perfussionswiderstand in der Lunge. Die Herzratio, die das
Gewichtsverhaltnis zwischen rechten Ventrikel und linken Ventrikel plus Septum
(RV/LV+S) aufzeigt, gilt als Index flr die Hypertrophie des rechten Ventrikels. Fur
Patienten der PAH ist diese ein wichtiger prognostischer Faktor (Bristow
et al. 1998).

Hypoxie verursacht bei Ratten eine Verdopplung des RVSP und des
Rechtsherzgewichtes  (Rabinovitch et al. 1979) mit begleitender
Rechtsherzinsuffizienz (Ressl et al. 1974). Diese Resultate decken sich mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Im Vergleich dazu fuhrt Hypoxie im

Mausmodell lediglich zu einer milden pulmonalen Hypertonie.

Im Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie in Kombination mit
SU5416 konnten die Auswirkungen auf die Rechtsherzhypertrophie und den
RVSP noch deutlicher verstarkt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Placebogruppen jeweils 21 bzw. 35 Tage und die Therapiegruppen 35 Tage unter
hypoxischen Gegebenheiten gehalten und erhielten alle eine einmalige Injektion
von 20 mg/kg SU5416 s.c. geldst in DMSO.

Die Tiere zeigten nach 35 Tagen Hypoxie und Injektion mit SU5416 einen RVSP
von 84 mmHg und eine Ratio von 0,52. In einer Studie von Oka et al. 2007

wurden nach drei Wochen Hypoxie mit SU5416 und zwei Wochen Normoxie ein
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RVSP von 95 mmHg und eine Ratio von 0,70 erreicht. Taraseviciene-Stewart
etal. zeigten in Studien der Jahre 2001, 2005 und 2006 einen RVSP von
68 mmHg und eine Ratio von 0,73 nach drei Wochen Hypoxie und Injektion von

SU5416 und anschlieliender zweiwdchiger Normoxie.

In allen Studien wurden, wie auch hier, Sprague-Dawley Ratten verwendet. In der
uns zuganglichen Literatur erhielten die Tiere meist eine einmalige s.c. Injektion
mit SU5416 geldst in Carboxymethylcelluose. Dies kdnnte gegebenenfalls einen
Einflud auf die Wirkungsweise der Substanz SU5416 ausgeubt haben. Die
Versuchsdauer erstreckte sich in den meisten Fallen Uber drei Wochen unter
hypoxischen Bedingungen. Zusatzlich wurden die Tiere nach drei Wochen
Hypoxie fur zwei Wochen in Normoxie verbracht. Es erfolgte eine
Verschlechterung des Krankheitsprozesses. Dieser Aussage widerspricht die
Tatsache, dass normalerweise die Ruckfuhrung hypoxischer Tiere in normoxische
Gegebenheiten eine teilweise Rulckbildung bzw. Verbesserung sowohl der
hamodynamischen als auch der histologischen Parameter bewirkt
(Ressl et al. 1974). Dieses Phanomen wird nur fur dieses Modell in Kombination
mit SU5416 als eine Besonderheit beschrieben (Taraseviciene-Stewart et al.
2001, Taraseviciene-Stewart et al. 2005). In zuklnftigen Untersuchungen koénnte
man diesen Versuchsablauf wahlen, um diesbezlglich eigene Resultate zu

erhalten.

In einer Untersuchung von Moreno-Vinasco et al. 2008 mit diesem Modell waren
die Ratten nach Injektion mit SU5416 fur 3,5 Wochen in Hypoxie untergebracht.
Lediglich in dieser Studie wurden die Tiere nach Hypoxie nicht in Normoxie
gebracht. Anstelle von Sprague-Dawley Ratten wurde mit Dahl salzsensitive
Ratten experimentiert. Diese Versuchstiere bilden eine pulmonale Hypertonie
aufgrund eines zu hohen Salzgehaltes in ihrem Futter aus. Dieser Aspekt kdnnte
wiederum dazu gefuhrt haben, dass die erzielten Resultate Unterschiede zu

denen der vorliegenden Arbeit und den anderen genannten Studien aufzeigen.

In dieser Arbeit wurden die Ratten unter einer normobaren Hypoxie gehalten. In

den Versuchsstudien der Literatur bestand eine hypobare Hypoxie. Dies kdnnte
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ein weiterer moglicher Grund sein, fur die unterschiedlichen Resultate des RVSP
und der Ratio in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu den anderen Studien.

Bei der Betrachtung der Hamodynamikergebnisse (RVSP und Ratio) und der
histologischen Auswertung beider Therapiegruppen (35 Tage Hypoxie in
Kombination mit SU5416 und Sildenafil bzw. Imatinib) ist auffallig, dass diese
nicht miteinander korrelieren. Die therapeutischen Verbesserungen auf das
Gefallremodeling konnten sich nicht auf eine Verringerung von Ratio und RVSP
auswirken. Sildenafil erreichte zwar eine signifikante Druckminderung im rechten
Ventrikel, doch auch dieser Befund hatte keine positive Auswirkung auf die
Herzratio. Beide Substanzen konnten den Krankheitsverlauf zum Stillstand
bringen, aber nicht verbessern. Ein Vergleich der Daten der 21 Tage Hypoxie in
Kombination mit SU5416 Gruppe mit den Therapiegruppen zeigten eine fast
identische Hamodynamik.

Vorliegende Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die Ausbildung und
Aufrechterhaltung der Rechtsherzhypertrophie durch den EinfluR einer
anhaltenden Hypoxamie auf den rechten Ventrikel hervorgehen kann. Zum
jetzigen Zeitpunkt gibt es fur diese Hypothese noch keine Beweise.

In der Untersuchung von Cihak et al. 1992 wurden unterschiedliche Antworten
des rechten und linken Ventrikels auf die experimentelle Hypertrophie gefunden.
Die Unterschiede beinhalten funktionelle sowie strukturelle Eigenschaften.

In weiterfUhrenden Studien auf molekularbiologischer und histologischer Ebene
an Myozyten sollte der Einflud chronischer Hypoxie mit und ohne den
VEGFR-2-Inhibitor SU5416 auf beiden Ventrikel untersucht werden. Weiterhin
lassen diese Ergebnisse vermuten, dass die beiden Wirkstoffe Sildenafil und
Imatinib einen antiproliferativen und vasodilatativen Effekt ausschlie3lich auf die
Lungengefalle besitzen. Tatsache ist aber, dass PDES in hypertrophierten
Kardiomyozyten hochreguliert ist (Nagendran et al. 2007) und Sildenafil innerhalb
der Modulation von Kardiomyozyten eine Bedeutung zukommt (Zhang et al.

2008). Imatinib zeigte in verschiedenen Tiermodellen der PH, dass die
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Verbesserung des Gefaliremodelings sich auch in einer Verringerung des RVSP
und der Ratio widerspiegelte (Schermuly et al. 2005). Hier besteht die Mdglichkeit
die Therapie mit Sildenafil und Imatinib gleich am ersten Tag mit Verbringung der
Tiere in Hypoxie und Injektion von SU5416 zu beginnen. Dieser praventive
Therapieansatz wurde zusatzlich einen Aufschluss darlber geben, inwieweit die
Signalwege der jeweiligen Wirkstoffe in den entstehenden Krankheitsprozess
eingreifen kdnnen und welche Rolle den Wachstumsfaktoren hierbei zukommt.

Der Multikinase-Inhibitor Sorafenib, der Raf, ERK, PDGFR- und VEGFR-1-3
hemmt, wurde als Therapeutikum in der Studie von Moreno-Vinasco et al. 2008
eingesetzt. Interessanterweise Uberzeugte Sorafenib in beiden Placebogruppen
(3,5 Wochen Hypoxie und 3,5 Wochen Hypoxie in Kombination mit SU5416) und
konnte eine deutliche Regression der Rechtsherzhypertrophie und korrelierend
dazu der RVSP bewirken. In dieser Studie wurde ein praventiver Therapieansatz,
im Gegensatz zu anderen Studien und der vorliegenden Untersuchung, die einen

kurativen Therapieansatz verfolgten, gewahlt.

Im Vergleich dazu zeigten die Ratten, 35 Tagen Hypoxie ohne SU5416, nur einen
RVSP von etwa 71 mmHg und eine Ratio von 0,48. Bei Betrachtung der
Ergebnisse im Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie ohne
SU5416 korrelieren sowohl RVSP, Ratio und die histologischen Ergebnisse. Die
Therapieansatze mit Sildenafil und Imatinib konnten das weitere Fortschreiten der
pulmonalen Hypertonie durch eine deutliche Regression der Druckerh6hung im
rechten Ventrikel verhindern. Diese Daten zeigten einen positiven
Zusammenhang zur deutlichen Abnahme der Rechtsherzhypertrophie, der
Verringerung des Muskularisierungsgrades, der Wandstarke, der Okklusion sowie
zur Neointima der Pulmonalarterien. In der Literatur zeigten Sebkhi et al. 2003
ebenfalls eine Verbesserung des RVSP nach Sildenafiltherapie im Hypoxie-
Modell der Ratte. Zhao et al. 2001 wiesen im Mausmodell der Hypoxie-induzierten
PH eine deutliche Verringerung des RVSP und der Ratio durch Sildenafil nach.
Daruber hinaus konnte in weiteren chronisch-hypoxischen Tiermodellen eine
Reduktion der Herzratio nach Therapie mit Sildenafil erreicht werden (Weissmann
et al. 2007). Die hier gewonnen Resultate decken sich mit der Therapie von

Imatinib im Maus-Modell der Hypoxie-induzierten PH. Diese zeigte nach 35 Tagen
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Hypoxie ebenso eine starke Regression des RVSP und der Ratio. Die Therapie
erfolgte wie in dieser Arbeit vom 21.Tag bis zum 35.Tag mit einer Dosierung von
100mg/kg/d (Schermuly et al. 2005).

4.3 Auswirkungen der chronischen Hypoxie in Kombination mit

dem VEGFR-2-Inhibitor SU5416 sowie die Effekte der Wirkstoffe
Sildenafil und Imatinib auf Neointima und Lumen pulmonaler

Gefalie

Die in den letzten Jahren gewonnenen Erkenntnisse lassen erkennen, dass es
sich bei der PH um eine eher vasoproliferative als vasokonstriktive Erkrankung
handelt. Neue erfolgreiche Therapiestrategien sollten sich vorwiegend auf

progressive Umbauprozesse in der Lunge sowie deren Revertierung fokussieren.

Die Funktionen des Lungenendothels bestehen hauptsachlich in der Erhaltung
des Gefaldtonus, der Produktion von Wachtumsfaktoren, der Homdostase, der
Signaltransduktion und in einer Barrierefunktion. Bei Patienten mit PAH wird
angenommen, dass eine initiale Schadigung des Endothels durch Hypoxie,
vermehrter Scherkrafte oder Entzindungen in Verbindung mit einer genetischen
Disposition GefalRveranderungen ausldosen kdnnen (Nicod 2007). Der Stimulus,
der zu Imbalancen zwischen Vasokonstriktoren (z.B. Endothelin-1, Serotonin,
Thromboxan) und Vasodilatatoren (z.B. NO, Prostazyklin) fuhrt, gilt weiterhin als
unbekannt (Budhiraja et al. 2004, Rabinovitch 2008).

Eine morphologische Besonderheit der IPAH ist die plexogene Arteriopathie.
Dabei handelt es sich um Lasionen, die Uberwiegend aus rasch proliferierenden
Endothelzellen bestehen, die endoluminal multiple, gewundene Kanale ausbilden.
Sie erinnern fein geweblich an Glomeruli der Niere. Die Veranderungen werden
als plexiforme Lasionen bezeichnet und sind Ergebnis eines frustranen
Neovaskularisierungsversuches. Sie bestehen bei der IPAH Uberwiegend aus
monoklonalen Endothelzellen. Bei anderen Formen der PH sind polyklonale

Endothelzellen zu finden. Bis heute gibt es kein gangiges Tiermodell, in dem
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diese Gefalveranderungen hervorgerufen werden konnten (Stenmark
et al. 2009). In zwei Publikationen werden Uberraschenderweise
GefalRveranderungen im Modell der chronischen Hypoxie in Kombination mit
SU5416 der Ratte als plexiforme Lasionen diskutiert (Taraseviciene-Stewart
et al. 2005, Moreno-Vinasco et al. 2008).

Die gefundenen GefalRveranderungen unserer Untersuchungen lassen sich
keinesfalls als plexiforme Lasionen deuten. Man kann hier von einer Hypertrophie

und Endothelzellproliferation, die zu Neointimabildung fuhrt ausgehen.

Die Neointima bezeichnet eine aus Zellen und extrazellularer Matrix bestehenden
Schicht, die sich zwischen Endothel und Lamina elastica interna bildet. Dieses
Phanomen stellt ein wesentliches Charakteristikum im Laufe der Entwicklung der
PAH dar (Humbert et al. 2004a, Nicod et al. 2007).

Denkbar ist, dass die Dysfunktion des Endothels eine Aktivierung glatter
Muskelzellen zur Migration, eine Ablagerung von extrazellularen Matrix sowie eine

Endothelzellproliferation zur Folge haben kénnte (Tuder et al. 2007).

Das Verhaltnis von Neointima- zu Mediadicke betrug in der 35 Tage Hypoxie mit
SU5416-Gruppe 1,42 £ 0,03 im Vergleich mit der 35 Tage Hypoxie Gruppe
1,01 £ 0,03. Deutlich war eine weitaus hohere Zunahme der Neointimadicke
infolge der Kombination von Hypoxie und SU5416 zu erkennen (Abbildung 43). In
den Abbildungen 26 und 40 konnte man mit Hilfe von verschiedenen

Farbemethoden eine markante Trennung von Media und Neointima erkennen.

In Untersuchungen an humanen Lungen konnte eine beinahe dreifache Erhohung
der Neointima- zu Mediadicke zwischen gesunden und IPAH-Lungen gezeigt
werden (Abbildung 45). Diese Art der Auswertung ist nicht nur im Tiermodell
anwendbar, sondern auch zusatzlich eine relevante Methode fur die Beurteilung
von Lungengefallen an Patienten mit PH, um die Darstellung von Neointima und
Media weiter zu charakterisieren. Vergleicht man das Verhaltnis zwischen
GefalRen unter 50 pym in den verschiedenen Hypoxiegruppen mit und ohne

Injektion von SU5416, war erneut zu beobachten, dass das Verhaltnis in der
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35 Tage Hypoxiegruppe mit SU5416 am hochsten war (Abbildung 43). Ein
Vergleich zwischen den humanen IPAH-Lungen und den Lungen von 35 Tage
Hypoxie mit SU5416-Ratten zeigte, dass die humanen IPAH-Lungen zwar ein
groleres Verhaltnis aufwiesen (Abbildung 43 und 45). Andererseits lieRen sich
durchaus Parallelen zwischen beiden Modellen aufzeigen. Somit ist das Modell
der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie in Kombination mit SU5416 bei
den Ratten als ein weiterer Schritt zur Charakterisierung der humanen IPAH

anzusehen.

Ein Nachteil der dargestellten Methode ist, dass man lediglich zwischen Media
und Neointima unterscheiden kann, jedoch keine Trennung zwischen Neointima
und Endothel mdglich ist. Die Differenzierung der Gewebe sollten kinftig mit Hilfe
durch spezielle histologische Farbemethoden vorgenommen werden, um die
morphologischen Befunde noch genauer darstellen zu kdnnen.

Die PCNA-Farbung zeigte ebenfalls im Endothel der 35 Tage Hypoxie mit
SU5416-Gruppe die grofdte Anzahl von PCNA-positiven Endothelzellen als im
Vergleich zu der nur 35 Tage Hypoxiegruppe. In Gefallen von normoxischen
Ratten war eine Proliferation der Endothelzellen nur selten zu beobachten,
ahnlich wie in Gefallen von gesunden Menschen (Tuder et al. 2007). Die Arbeiten
von Kasahara et al. 2000 und Taraseviciene-Stewart et al. 2001 bestatigen die

eigenen Untersuchungen.

In einer in vitro Studie von Sakao et al. 2005 an humanen Endothelzellen aus
pulmonalen, mikrovaskularen Gefallen konnte gezeigt werden, dass mit SU5416
die Apoptoserate und die Proliferation bei diesen Zellen erhdht ist. Die
apoptose-resistenten Zellen waren mit Hilfe der PCNA Farbung ebenfalls gut
darstellbar.

Eine weitere Hypothese ist, dass die Blockade von VEGFR-2 durch SU5416 die
Apoptoserate von Endothelzellen erhoht. Apoptotische Zellen wiederum
sezernieren VEGF und TGF-R¢. Die Folge davon ist, dass VEGF die Apoptose
hemmt und TGF-34 die Proliferation von VSMC (Vascular smooth muscle cells)

stimuliert (Sakao et al. 2006). In einer in vivo Studie von Moreno-Vinasco
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et al. 2008 mit dem Multikinase-Inhibitor Sorafenib, der sowohl die Hamodynamik
als auch die fein geweblichen Veranderungen der PH verbessern konnte, kdnnte

die genannte Hypothese unterstutzen.

Das vaskulare Remodeling bzw. die Proliferation der Apoptose resistenten Zellen
fuhrt zu einer Verengung und letztendlich zu einem Verschluss des Gefaldlumens
(Voelkel & Tuder 2000). Der hier verwendete Okklusion-Score, der die Gefalie
nach verschlossen und partiell verschlossen charakterisierte, konnte diese

Veranderungen gut darstellen.

Es zeigten sich mehr verschlossene (MW 25,67% + 3,40) und partiell
verschlossene (MW 14,64% * 2,91) Gefalle bei den Tieren nach 35 Tagen
Hypoxieexposition in Kombination mit SU5416. Bei Ratten nach 35 Tagen
Hypoxieexposition erniedrigte sich der Mittelwert von partiell verschlossenen
Gefallen auf 13,43% £ 1,93, bei vollstandig verschlossenen Gefalen auf einen
Mittelwert von 13,32% + 1,78.

In einer Studie der Arbeitsgruppe von Oka et al. 2007 konnte gezeigt werden,
dass mehr als 40% verschlossene und 10% partiell verschlossene Gefalie nach
chronischer Hypoxie in Kombination mit SU5416-Gruppe zu finden waren. Die
Abweichungen im Vergleich zu der vorliegenden Arbeit gehen vermutlich auf die
unterschiedlich gewahlte Methodik zurick. Zum einen wurden die Tiere in
unterschiedlichen Zeitspannen unter Hypoxie gehalten. Zum anderen bestanden
Unterschiede bezlglich Durchmesser und Anzahl der ausgewerteten Gefalle.

Aulerdem wird zur Beurteilung eine andere Farbetechnik verwendet.

Okkludierte Gefalle wurden, wenn auch aulderst selten, im Monocrotalin-Modell
der Ratte beobachtet. Sie traten jedoch nicht regelmallig, wie im Modell der
Hypoxie-induzierten PH in Kombination mit SU5416 auf. Es ist meist lediglich eine
moderate intimale Schwellung und Proliferation zu erkennen, die fast nur bei
Tieren auftritt, bei denen der RVSP systemische Werte zeigt (Tanaka et al. 1996;

Personliche Mitteilung von Dr. Eva Dony und Djuro Kosanovic 2009). Die starke
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Mediaverdickung kann als weitere Ursache angesehen werden, dass betroffene
Gefalde okkludieren (Allen & Carstens 1970).

Sildenafil und Imatinib zeigten in beiden Modellen eine signifikante Reduzierung
der Neointima- zu Mediadicke, an verschlossenen und partiell verschlossenen
Gefallen sowie an PCNA-positiven Zellen im Vergleich zu den 35 Tagen Hypoxie
mit und ohne Injektion von SU5416.

Sildenafil zeichnet sich sowohl durch antiproliferative als auch vasodilatative
Eigenschaften aus, da es die Aktivitat von cGMP verstarkt (Raja et al. 2006). In
kurativen Therapieansatzen in verschiedenen Tiermodellen konnte die Substanz
den Lungengefallumbau hemmen (Sebkhi et al. 2003, Schermuly et al. 2004).
Auch dieser Befund konnte durch die vorliegenden Ergebnissen bestatigt werden.
Damit stellt die PDE-5 Hemmung offensichtlich einen attraktiven Therapieansatz
bei der Behandlung der pulmonalen Hypertonie des Menschen dar.

Wahrscheinlich kann man davon ausgehen, dass unter Therapie mit Imatinib die
perivaskulare Uberexpression von PDGF-Rezeptoren, die unter hypoxischen
Bedingungen vermehrt exprimiert werden, gehemmt ist.

Folglich wurde die Proliferation von Endothelzellen gehemmt und damit das
Verhaltnis der Neointima- zu Mediadicke, die Anzahl der verschlossenen und
partiell verschlossenen Gefalle sowie die Anzahl von PCNA-positiven Zellen

verringert.

Unklar bleibt weiterhin, in wieweit der EinfluR der Endothelzellen und der glatten
Muskelzellen bei der Entstehung des GefaRremodelings eine Rolle spielt. Es wird
postuliert, dass Endothelzellen durch die Stimulierung von PDGF-3 oder von
TGF-B zu glatten Muskelzellen transdifferenzieren konnten (Nicod et al. 2007).
Auch hier koénnte Imatinib einen weiteren interessanten Therapieansatz

darstellen.

Die Auswertung der histologischen Resultate lasst auch die Frage fur die

verantwortlichen  Mechanismen offen. Zukinftige Untersuchungen auf
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molekularbiologischer Ebene kdonnten weitere Antworten auf bestehende Fragen

geben.

4.4 Auswirkungen der chronischen Hypoxie in Kombination mit
dem VEGFR-2-Inhibitor SU5416 sowie die Effekte der Wirkstoffe
Sildenafil und Imatinib auf den Muskularisierungsgrad und die

Wandstarke von pulmonalen Gefal3en

In verschiedenen Tiermodellen der PH konnten die morphologischen
Gefallveranderungen der Media- und Adventitiaverdickung gut dargestellt und
beschrieben werden. Die Zunahme der Media wird durch Hypertrophie,
vermehrter Ansammlung von glattmuskularen Zellen sowie Ablagerung
extrazellularer Matrixproteine verursacht. Im Gegensatz dazu entsteht die
Verdickung der Adventitia durch Anhaufung von Fibroblasten, Myofibroblasten
und einem Anstieg von extrazellularen Matrixproteinen (Stenmark et al. 2006).

Die immunhistochemische Doppelfarbung (alpha-aktin/vVWF) wurde mit Hilfe einer
PC-gestutzen Analyse zur eindeutigen Unterscheidung von nicht-, partiell- und
voll-muskularisierter Gefalden angewendet. Hierbei handelt es sich um eine valide
Methode zur Darstellung und Differenzierung des Muskularisierungsgrades, da
die Mdglichkeit der Unterscheidung zwischen Endothel (VWF) und glatten
Muskelzellen (alpha-Aktin) besteht (Weissmann et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass im Modell der
Hypoxie-induzierten PH in Kombination mit SU5416 ein grélRerer Anteil voll
muskularisierter Gefalle (63,31% + 3,93) als im hypoxischen Modell
(MW 49,00% + 4,10) zu finden war. Dies konnte auch an partiell muskularisierten
Gefallen sowie an nicht muskularisierten Gefalien beobachtet werden. Auch hier
wurde deutlich, dass die Gabe von SU5416 den Krankheitsprozel3 in Gefallen im

Gegensatz zu alleiniger Hypoxie, zunehmend verschlechtert.

Die mittlere Wandstarke betrug bei der 35 Tage Hypoxie in Kombination mit
SU5416-Gruppe in der Gefalkategorie 20-50 uym 33,22% + 0,56. Im Vergleich
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dazu zeigte die 35 Tage Hypoxiegruppe eine mittlere Wandstarke von
25,45% £ 0,33. In den ubrigen GefalRkategorien lie3 die 35 Tage Hypoxie in
Kombination mit SU5416-Gruppe im Vergleich zur 35 Tage Hypoxiegruppe
ebenfalls die hochsten Werte erkennen. Hier konnte erneut gezeigt werden, dass
Hypoxie in Kombination mit SU5416, die Veranderungen der PH deutlich
verschlechtert als alleinige Hypoxie.

Die Therapie mit Sildenafil im Modell der Hypoxie in Kombination mit SU5416
zeigte eine signifikante Reduzierung der Anzahl vollmuskularisierter Gefalle im
Vergleich zu den 35 Tage Hypoxie in Kombination mit SU5416-Gruppe.
Zusatzlich konnten die Anzahl nichtmuskularisierter Gefalle erhéht werden. Im
Modell der Hypoxie-induzierten PH bei der Ratte konnte in dieser Arbeit eine
signifikante Reduzierung vollmuskularisierter Gefalle sowie eine signifikante
Erhdhung partiell muskularisierter Gefale bei Sildenafilgabe gezeigt werden.
Untersuchungen von Zhao et al. 2001 und Sebkhi et al. 2003 bestatigen ebenfalls
eine Verbesserung der Muskularisierung durch die Therapie mit Sildenafil im
Modell der Hypoxie-induzierten PH bei Ratte und bei Maus.

In gleicher Weise konnte in beiden Modellen die Wandstarke in allen drei
Kategorien signifikant gesenkt werden.

Passend zur Verringerung von Muskularisierungsgrad und Wandstarke konnte
Sildenafil im Modell der Hypoxie-induzierten PH auch eine deutliche Senkung des
RVSP und der Ratio bewirken. Hingegen erreichte der PDES-Inhibitor im Modell
der Hypoxie-inudzierten PH in Kombination mit SU5416 zumindest eine
signifikante Reduzierung des RVSP. Wie im Kapitel 4.3 konnte Sildenafil auch
hier seine antiproliferativen sowie vasodilatativen Eigenschaften zeigen. Die
Verbesserungen hinsichtlich des Muskularisierungsgrades konnte das von Sebkhi
et. al 2003 beschriebene glattmuskulare Verteilungsmuster bezugllich der
Lokalisation von PDE-5 bestatigen. In weiterflhrenden histologischen und
molekularbiologischen Untersuchungen bestande die Moglichkeit durch eigene
Resultate die Ergebnisse zu bestatigen bzw. zu erweitern.

Die Therapie mit Imatinib im Modell der Hypoxie in Kombination mit SU541 zeigte
eine signifikante Reduzierung der Anzahl vollmuskularisierter Gefalke im

Vergleich zur 35 Tage Hypoxiegruppe in Kombination mit SU5416. AulRerdem
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wurde eine Zunahme von partiell muskularisierten Gefalden beobachtet. Im Modell
der Hypoxie-induzierten PH der Ratte konnte eine signifikante Reduzierung von
vollmuskularisierten Gefallen und eine signifikante Erhdéhung der partiell
muskularisierten Gefalle bei Imatinibgabe gezeigt werden. Die Resultate
bezuglich der Muskularisierung zeigten sich auch in der Studie von Schermuly
et al. 2005 im Modell der Hypoxie-induzierten PH bei Maus unter Therapie mit
Imatinib, die ebenfalls eine beeindruckende Reduzierung der vollmuskularisierten

Gefalle zur Folge hatte.

Auch konnte in beiden Modellen die Wandstarke in zwei von drei Kategorien
signifikant verringert werden.

Wahrscheinlich kann man davon ausgehen, dass im Therapieansatz mit Imatinib
die perivaskulare Uberexpression von PDGF-Rezeptoren gehemmt wird. Folglich
wurden die Muskularisierung und die Verdickung der medialen Wandstarke in den
erkrankten GefaRen signifikant reduziert. Dies korrelierte mit deutlicher
Verminderung des RVSP und der Rechtsherzhypertrophie im Modell der
Hypoxie-induzierten PH. Im Modell der Hypoxie-induzierten PH in Kombination
mit SU5416 hatten diese Ergebnisse keine Verringerung von RVSP und Ratio zur
Folge. In zukunftigen histologischen und molekularbiologischen Untersuchungen
ware die Moglichkeit durch neue Resultate die Ergebnisse zu bestatigen bzw. zu

erweitern.
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5. Zusammenfassung

Die pulmonalarterielle Hypertonie des Menschen ist eine schwierig zu
therapierende Erkrankung, die unbehandelt zum Tode fluhren kann. Die PAH ist
gekennzeichnet durch eine deutlich anhaltende Erhdhung des pulmonalarteriellen
Druckes, charakteristische = Umbauprozesse in den Pulmonalarterien
(Remodeling) und die Ausbildung eines Cor pulmonale.

In den gangigen Tiermodellen ist es bis heute nicht gelungen alle
pathognomischen Symptome der pulmonalen Hypertonie des Menschen
nachzuahmen. In dem hier angewendeten Modell der Hypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie in Kombination mit dem VEGFR-2 Inibitor SU5416
standen hochgradige GefalRveranderungen mit Bildung einer Neointima im
Vordergrund. Die Neointima konnte zweifelsfrei als Marker der Hypertrophie und
Endothelzellproliferation interpretiert werden. Somit stellt das vorliegende
Tiermodell einen wichtigen Beitrag zur weiteren Erforschung des vaskularen
Remodelings in Bezug auf Entstehung und Therapiestrategien der Erkrankung
dar.

Die Kombination von Hypoxie und dem VEGFR-2 Inibitor SU5416 verstarkte die
Symptome einer schwerwiegenden pulmonalen Hypertonie deutlicher, als
alleinige Hypoxie. Dies zeigte sich in der Zunahme des rechtventrikularen
Druckes, der Herzratio, des Muskulariesierungsgrades, der Wandstarke, der
Gefallokklusion, der Neointimabidung und von PCNA-positiven Zellen.

Die zweiwdchige Therapie der Ratten mit dem PDE-5 Hemmstoff Sildenafil und
dem Tyrosinkinase-Hemmstoff Imatinib begann am 21.Tag unter Hypoxie mit oder
ohne Injektion des VEGFR-2 Inhibitor SU5416 und nach Ausbildung einer
pulmonalen Hypertonie.

Sildenafil und Imatinib konnten ihre antiproliferative Eigenschaften sowohl im
Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie in Kombination mit dem
VEGFR-2 Inhibitor als auch bei alleiniger Hypoxie zeigen. Beide Substanzen
stellen eine erfolgsversprechende Therapiemdglichkeit bei Vorliegen einer

pulmonalen Hypertonie des Menschen da.
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6. Summary

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a severe, life-threatening disease
characterized by a sustained elevation in pulmonary arterial pressure, remodeling
of the pulmonary arteries and development of cor pulmonale. Establishment and
investigation of an animal model that mimics the pathologies of human disease is
useful in order to understand the pathomechanism and to develop new

therapeutics of the disease.

In the present study, an experimental model of pulmonary hypertension (PH)
induced by chronic hypoxic exposure in combination with the vascular endothelial
growth factor receptor (VEGFR)-2 inhibitor SU5416 in rats was investigated.
Moreover, therapeutic efficacy of the phosphodiesterase type 5 inhibitor sildenafil
or the PDGF inhibitor imatinib was assessed.

Chronic hypoxia in combination with VEGFR-2 inhibition caused more severe PH
in rats than chronic hypoxic exposure alone as evident from an increase in right
ventricular pressure, right ventricular hypertrophy (RVH), degree of
muscularization, medial wall thickness, vascular occlusion and proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) positive cells. Notably, severely remodeled pulmonary
vessels were characterized by presence of neointimal lesions and vascular
occlusions. Sildenafil or imatinib treatment from day 21 (when PH was established
and progressing) to day 35 showed improvement of PH, RVH and pulmonary
vascular remodeling in rats of both hypoxia alone or hypoxia plus SU5416 groups;
and the therapeutic benefit was associated with antiproliferative effects in the

vascular wall.

Severe PH and pulmonary vascular lesions in chronically hypoxic rats with
VEGFR-2 inhibition by SU5416 suggest that this is a useful animal model. The
therapeutic efficacy of sildenafil and imatinib in PH as previously demonstrated in
other models has been confirmed in this model of severe PH. It is desirable that
future preclinical studies employ this animal model while investigating novel

targets and therapeutic strategies.
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