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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Lunge und Gasaustausch

Zur Energiegewinnung sind Tiere auf die Aufnahmen \@auerstoff (§) aus der
Umgebung angewiesen, gleichzeitig muss das im tix&fa Stoffwechsel entstehende
Kohlendioxid (CQ) an die Umgebung abgegeben werden (Penzlin, 20D.
Vorgange der @Aufnahme und C@Abgabe werden als ,aul3ere” Atmung oder
Gasaustausch bezeichnet (Klinke & Silbernagel, 1%ithernagel & Despopoulos,
2003). Beim Menschen ist die Lunge das dafir verariiche Organ. Sie besteht aus
zwei Lungenfligeln, die sich links in zwei und relin drei Lungenlappen gliedern
(Champbell, 2000). In das Lungengewebe sind den@nalbaum (als Bestandteil des
Luftraums) und die Lungenarterien und -venen (alsst8ndteil des Blutraums)
eingebettet. Die Bronchiolen enden dabei Uber dvedlargdnge und Alveolarsacke in
den Alveolen (Lungenblaschen), die von einem dichtapillarnetz umspannt sind,O
gelangt mit der Atemluft in den Alveolarraum woldrer die alveolokapillare Membran
ins Blut diffundiert Abbildung 1). Das oxigenierte, d.h. das mit @ngereicherte Blut,
wird dann mit dem Blutkreislauf an die Korperzellarteilt, in die Q wiederum durch
Diffusion gelangt. In den Mitochondrien der Korpalien wird Q schlief3lich mit Hilfe
der ,inneren Atmung® zur Energiefixierung (ATP-Prgdion) eingesetzt. Das als
Endprodukt im Energiestoffwechsel entstehende, @éht den umgekehrten Weg
(Silbernagel & Despopoulos, 2003).

Das alveolare Epithel, welches zusammen mit demilldegndothel das Gas im
Alveolarraum vom Blut in den Lungenkapillaren trennmuss folgende
Voraussetzungen aufweisen, um einen optimalen Gtmach (Aufnahme LQund
Abgabe von C@) sicher stellen zu kdnnen: 1. es muss extrem di@m (bis zu ca.
0,2 um dinn beim Menschen), da der Austausch demgase (@und CQ) durch
passive Diffusion entlang eines Gaspartialdrucdgeféaus dem Luftraum in das Blut
(O2), bzw. aus dem Blut in den Luftraum (@Qerfolgt; 2. es muss mechanischen
Schutz bieten, um einen Austritt von Flussigkes dem Blut in den Alveolarraum zu
verhindern; 3. es muss eine gro3e Gesamtflachez(b=za. 120 m? beim erwachsenen
Menschen) aufweisen, da die Diffusionsrate direkbpprtional zur Groéf3e der
Austauschflache ist (Gehr et al, 1978; West, 2003).
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Eingeatmete Luft = —

Alveolen

Bronchioli (kleinste (Lungenblaschen)

Aufzweigung der Bronchien)
Sauerstoffarmes
Blut aus dem
Korperkreislauf

Diffusion von Sauerstoff - @g* ®
aus der Atemluft ins Blut r A BN
Cle 2 Y X .
g O Sauerstoffange-
e : N
Abgabe von Kohlendioxid __.I \j relche[tes Blut.W|rd in
aus dem Blut in die Atemluft s den Korperkreislauf

zuriick geleitet

(geandert nachvidencedem medizinischen Wissensnetzwerk der Univergidten/Herdecke)

Abbildung 1: Gasaustausch in den Lungenalveolen

Die eingeatmete Luft gelangt Gber die Bronchiolandie Alveolen. In den Alveolen diffundiert der
Sauerstoff aus der Atemluft Uber das alveolokaglBpithel in das Blut. Das aus dem Kdorperkreislauf
stammende sauerstoffarme Blut wird so mit Saudrséofgereichert/beladen und flie3t in den

Kdrperkreislauf zurick.

Um eine optimale Sauerstoffversorgung des Korpeus gewahrleisten, ist die
pulmonale Zirkulation ein System mit einem hohemtfliss und einem niedrigen
mittleren pulmonalarteriellen Blutdruckngan pulmonary arterial pressuremPAP)
und Widerstand gulmonary vascular resistance PVR) (Humbert et al, 2004;
Mandegar et al, 2004). Der Gesamtwiderstand deé&etler Lungenstrombahn setzt
sich dabei aus dem Einzel-Widerstand der Gefaliammmen (Mandegar et al, 2004). Er
ist in etwa nur 1/10 so grol3 wie der totale penph&iderstand des Korperkreislaufes.
In Folge dessen ist der mPAP im Lungenkreislauf tlddu niedriger als im
Korperkreislauf, er betragt in der Regel < 20 mm{Bipernagel & Despopoulos, 2003;
Weissmann et al, 2006) und ist das Produkt aus &R und dem Herzzeitvolumen
(cardiac output- CO; Mal fur die Pumpfunktion des Herzens) (Mgadet al, 2004).

Auch unter schwerer kérperlicher Belastung steggt dPAP bei gesunden Individuen
nur minimal an (Mandegar et al, 2004). Zwar bewiddr akute Abfall der @

Konzentration von 21 % auf weniger als 12 % (alstallypoxie bezeichnet) (Tuder et
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al, 2007b) in den Alveolen der entsprechenden Loalgschnitte eine Konstriktion der
glatten Muskelzellensfnooth muscle cellsSMC) in den Gefallwanden (Mandegar et al,
2004). In Folge der Konstriktion kommt es zur Luwerengung der arteriellen,
prakapillaren Gefale und zum Anstieg des mPAP .témetiich wird jedoch durch die
Vasokonstriktion nur ein Anstieg des mPAP um 4mr8Hg erreicht (Tuder et al,
2007b), insofern sich die Gefal3e der ganzen Luregengen. Das unter Belastung
steigende Herzzeitvolumen fihrt im Gesunden zuediasr minimalen Erhéhung des
mPAP, da die Rekrutierung von zuvor nicht-perfurtéie Gefal3en, sowie die passive
und aktive Vasodilatation einem mPAP-Anstieg enggegvirken (Mandegar et al,
2004).

Der Regulationsprozess der Hypoxie-induzierten Wasstriktion fiypoxic pulmonary
vasoconstriction HPV) wird auch als Von Euler-Liljestrand-Mechsmius bezeichnet.
Er dient dazu die Durchblutung in schlecht beléftet ungenabschnitten zu vermindern
und den pulmonalen Blutfluss in besser belliftetegamgebiete umzuleiten (Von Euler
& Liljestrand, 1946). Die Oxigenierung des Blutsraviso optimiert und es wird
verhindert, dass das Blut die Lunge passiert, ctwrsreichend mit ©beladen zu
werden Abbildung 2).

optimale Oxigenierung reduzierte Oxigenierung

(gedndert nach Ghofrani et al. 2006 (Ghofrani €2@06))

Abbildung 2: Modell der Hypoxie-induzierten Vasokorstriktion — der Von Euler-Liljestrand-
Mechanismus.

Beim gesunden Individuum wird der Blutfluss (Q)die Bereiche der Lunge gelenkt, die gut ventiliert
(V) und oxigeniert (Q) sind (grofl3e blaue Alveolen). Nur hier kann eitiropler Gasaustausch und somit
die Oxigenierung des Blutes (in rot dargestelltv@lerleistet werden. Ein sehr kleiner Anteil destBdu
gelangt in die Bereiche, die schlecht ventiliertl arxigeniert sind (kleinere und mittlere blaue Ailen).

Bei Individuen mit Lungenerkrankungen kann der Maetgbmus der Hypoxie-induzierten
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Vasokonstriktion gestort sein. Es kommt dann zurcbblutung von nicht oder schlecht ventilierten
Bereichen der Lunge und damit zu einer reduziereenfinderten Oxigenierung des Blutes (in blau

dargestellt).

Wird die akute Hypoxie in den Alveolen chronischnter anderem bei
Lungenerkrankungen, die durch eine chronisch-aéireoHypoxie charakterisiert sind
(Weissmann et al, 2006), wird die Vasokonstriktiurch einen Umbauprozess der
pulmonalen GefalRe fixiert®. Dieser Vorgang wird salHypoxie-induzierter
GefalRumbauprozess (englulmonary vascular remodellingbezeichnet (Jeffery &
Wanstall, 2001; Weissmann et al, 2006). Die Folgs dsefalBumbaus ist ein
progressiver Anstieg des pulmonalen Gefal3widerstamdl schlie3lich des mPAP im
Lungenkreislauf (Humbert et al, 2004; Jeffery & W, 2001) bei gleichzeitiger
Abnahme des Herzzeitvolumens (Bristow et al, 1988)der mPAP héher als normal,
wird schliel3lich die Expression bestimmter Geneévakt, die den GefalRumbauprozess
weiter potenzieren. In Folge des fortwahrenden,itives feedbackMechanismus
entsteht im Laufe der Zeit der chronische Lungehtoeck, die sogenannte pulmonale

Hypertonie (Mandegar et al, 2004).

1.2 Die pulmonale Hypertonie

Die pulmonale Hypertonie ist eine Sammelbezeichmiingrogressive Erkrankungen,
die durch einen erhéhten pulmonalarteriellen Widerd (PVR) und Druck (mPAP)
charakterisiert werden (Jeffery & Wanstall, 2004/eltweit leiden bis zu 100 Millionen

Menschen an dieser Erkrankung (Simonneau et af)200

Die pulmonale Hypertonie wird anhand eines mit Rswodrzkatheterisierung
gemessenen mPAP van25 mmHg in Ruhelage (Archer et al; Galie et alp@0

diagnostiziert und definiert. Wahrend der normalePAR im Bereich von

14 + 3 mmHg und das obere Limit bei 20 mmHgtli@adesch et al, 2009; Kovacs
et al, 2009), werden Werte zwischen 20 und 24 mmalgkritisch angesehen und
bedirfen genauerer Untersuchung.

Ausgeldst werden kann die pulmonale Hypertonie ldudie unterschiedlichsten

Faktoren, unter anderem durch die bereits erwahiitgpoxie und/oder
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Lungenerkrankungen, aber auch durch Thromboemholieorausgegangene
Erkrankungen des linken Herzens oder durch verdehste weitere Faktoren (Archer
et al, 2010).

Patienten mit pulmonaler Hypertonie leiden unterksteingeschrankter korperlicher
Leistungsfahigkeit, Synkopen (eine kurz andauemewusstlosigkeit) und Mudigkeit

(Rabinovitch, 2008; Voelkel & Cool, 2004). In Folges erhdhten PVR und mPAP
muss der rechte Ventrikel des Herzens das Blutrgegeen enormen Widerstand in die
Lunge pumpen (Mandegar et al, 2004). Mit fortsdieredier Krankheit kann das Herz
diese erhohte Arbeitslast nicht mehr kompensiened das Herzzeitvolumen sinkt
immer mehr ab und kann wahrend koérperlicher Batatyg schliel3lich nicht mehr

ausreichend erhoht werden, um den gesteigertenrs$affleedarf decken zu kdnnen
(Voelkel & Cool, 2004). Letztendlich kann es zumcRtsherzversagen, eine der

haufigsten Todesursachen der pulmonalen Hypertkaremen (Mandegar et al, 2004).

Die klinische Klassifizierung der pulmonalen Hymerie war im Laufe der Jahre vielen
Anderungen unterworfen (Galie et al, 2009). DietéidVeltkonferenz der pulmonalen
Hypertonie, in Dana Point im Jahr 2008, untereigt Erkrankung in finf Unterklassen
(Tabelle ), gemall pathologischen, pathophysiologischen uhérapeutischen

Merkmalen (Galie et al, 2009; Simonneau et al, 2009
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Tabelle 1: Aktualisierte klinische Klassifikation der pulmonalen Hypertonie, nach Dana Point, 2008.
(Modifiziert nach (Simonneau et al, 2009)).

1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)
1.1. Idiopathische PAH (IPAH)
1.2. Hereditéare PAH
1.2.1. BMPR2
1.2.2. ALK1, Endoglin (mit oder ohne hereditaremuirhagischer Telangiektasie)
1.2.3. Unbekannt
1.3. Arzneimittel- und Toxin-induziert
1.4. Assoziierte PAH; bei
1.4.1. Kollagenosen
1.4.2. HIV-Infektion
1.4.3. Portaler Hypertonie
1.4.4. Angeborenem Herzfehler
1.4.5. Schistosomiasis
1.4.6. Chronisch hamolytischer Anamie
1.5. Persistierende pulmonalarterielle Hypertors Neugeborenen
1. Pulmonale venookklusive Erkrankung (PVOD fiiglePulmonary veno-occlusive
diseas¢ und/oder pulmonalkapillare Himangiomatose (PCH)

2. Pulmonale Hypertonie bei Erkrankung des linken Hrzens
2.1. Systolische Dysfunktion
2.2. Diastolische Dysfunktion
2.3. Herzklappenerkrankung

3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankung und/o@r Hypoxie
3.1. Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
3.2. Interstitielle Lungenerkrankung
3.3. Andere restriktiv und obstruktiv gemischtemahale Erkrankungen
3.4. Schlafapnoe-Syndrom
3.5. Alveolare Hypoventilation
3.6. Chronische Hohenkrankheit
3.7. Anlagenbedingte Fehlbildungen

4. Pulmonale Hypertonie aufgrund chronischer Thrommembolien (CTEPH)

5. Pulmonale Hypertonie mit unklaren multifaktoriellen Mechanismen

5.1. Hamatologische Erkrankungen: Myeloproliferatisrkrankungen, Splenektomie

5.2. Systemische Erkrankungen: Sarkoidose, pulreohaihgerhanszellenhistiozytose,
Lymphangioleiomyomatose, Neurofibromatose, Vasiaulit

5.3. Metabolische Erkrankungen: Glykogenspeichetnait, Morbus Gaucher,
Schilddrisenerkrankungen

5.4. Andere: Obstruktion durch Tumore, fibrosiemdiastinitis, chronischer
Nierenausfall mit Dialyse

BMPR2:bone morphogenetic protein receptor, typdRK1: activin receptorlike kinase 1.

Die Gruppe 1 der pulmonalen Hypertonie bildet didmmnalarterielle Hypertonie
(pulmonary arterial hypertension PAH) (Tabellel). Diese beinhaltet Erkrankungen,
deren primare pathologischen Verdnderungen besenoerden Kkleinen, distalen

pulmonalen Arterien auftreten (Durchmesser < 501 (Davies & Morrell, 2008).
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Zur Gruppe der PAH wird die idiopathische pulmonalaelle Hypertonie ifiopathic
pulmonary arterial hypertensionlPAH) zugeordnet. Sie ist eine eher seltene Fdem
pulmonalen Hypertonie, mit einer Pravalenz von zwei drei Individuen auf eine
Million Menschen pro Jahr (Gaine & Rubin, 1998)eDPAH wird dadurch definiert,
dass als Ursache weder ein familiagrer noch ein rendéentifizierter Risikofaktor
bestimmt werden kann (Schermuly et al, 2011).

Ein weiterer Vertreter der PAH ist die hereditardH? Von ihr sind etwa 10 % der
PAH-Patienten betroffen (Davies & Morrell, 2008)r kbnnen Mutationen im BMPR2
(bone morphogenetic protein receptor, typeith ALK1 (activin receptorlike kinase)l
oder im Endoglin-Gen als zugrunde liegender Medrmans zugeordnet werden
(Rabinovitch, 2008). Weitere Formen der PAH sindzrigimittel- oder Drogen-
induziert, stehen im Zusammenhang mit ErkrankurigeB. HIV und Schistosomiasis),
treten beim Neugeborenen auf, oder sind gekennzetcdurch eine pulmonale
venookklusive Erkrankung und/oder eine pulmonalkime Hamangiomatose
(Tabelle 1).

Unterscheiden sich die Ursachen in den UntergrugleePAH, so sind dennoch alle
Erkrankungen dieser Gruppe durch eine exzessiveRdastriktion und/oder einen
abnormalen vaskularen GefalBumbauprozess charadtief®chermuly et al, 2011). Der
GefalBumbau wird dabei durch die unterschiedlich$tektoren ausgel6st, er weist
somit eine multifaktorielle Pathologie auf und Wetet verschiedenste biochemische
Signalwege und Zelltypen (Galie et al, 2009). Aig pdathologischen Kennzeichen der
PAH wird genauer untekbschnitt 1.3 eingegangen.

Die Gruppe 2 der pulmonalen Hypertonie steht imadusienhang mit Erkrankungen
des linken Herzens. Auf diese Gruppe der pulmongklgpertonie wird im Folgenden

nicht genauer eingegangen.

Die Hypoxie- und/oder Lungenerkrankung-induzierténmnale Hypertonie bildet die
Gruppe 3 der pulmonalen Hypertonie. Hier werderctsolErkrankungen zusammen
gefasst, die aufgrund von Lungenerkrankungen umd/Blgpoxie entstehen. Als solche
zahlen unter anderem die chronisch obstruktive Baegkrankungdhronic obstructive

pulmonary disease COPD) und das Schlafapnoe-Syndrom. Auch Mensctienin
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groRen Hohen leben und eine pulmonale Hypertonfgrand chronischer Hypoxie
aufweisen, werden dieser Gruppe zugeordnet. (Mamdal, 2004).

Die zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechars dieser Gruppe sind
vielseitig. Die hypoxische Vasokonstriktion kommteaso vor, wie der Verlust an
Kapillaren und inflammatorische Ereignisse. Es kdnfemner zur Hypertrophie der
Media durch die Proliferation von glatten Muskeleel (Shimoda & Semenza, 2011)
und zu intimalen, obstruktiven Proliferationen ienddistalen pulmonalen Arterien
(Galie et al, 2009).

Der Gruppe 4 der pulmonalen Hypertonie werden puobie Hypertonien aufgrund

chronischer Thromboembolien zugeordnet. Gruppeirthbéet pulmonale Hypertonien

mit unklaren multifaktoriellen Mechanismen, untedarem in Folge von systemischen
und metabolischen Erkrankungen. Auch auf dieseepei@ruppen der pulmonalen
Hypertonie wird im Folgenden nicht genauer eingggan

1.3 Der pulmonalvaskulare Gefalumbau in der pulmonalen
Hypertonie

Unter normalen Bedingungen findet in den pulmonaBafallwéanden eine Balance
zwischen der Proliferation und der Apoptose von nmoralarteriellen glatten
Muskelzellen pulmonary arterial smooth muscle ceHsPASMC), Fibroblasten und
Endothelzellen statt. Ist dieses Gleichgewicht Pwoliferation hin verschoben und
unterliegen die Arterien zudem einer Vasokonswiktiwerden Signaltransduktions-
wege aktiviert, die den vaskular&@efallumbauprozess induzieren/bedingen (Mandegar
et al, 2004). In Folge dessen verdicken sich dierfenwande, das Gefaldlumen verengt
sich und der pulmonalvaskulare Widerstand (PVR) Dneck (mPAP) steigen an.

1.3.1 Charakteristika des pulmonalvaskularen GefalBumbaupozesses

Der pulmonalvaskulare GefaBumbau ist ein sehr kexep] multifaktorieller Prozess.
Es umfasst alle drei Schichten der Gefallwand, digem liegende Adventitia, die
Media und die innen liegende Intima (Jeffery & Wallis2001) (Humbert et al, 2004).



Einleitung

Die Verdickung der GefaBwand beruht dabei auf degpdrblasie (Proliferation)
und/oder Hypertrophie (Zellwachstum) des dominidesn Zelltyps in der jeweiligen
Schicht (Jeffery & Wanstall, 2001); in der Adveiatitlie Fibroblasten, in der Media die
glatten Muskelzellen (SMC) und in der Intima diedBthelzellen.

Veradnderungen in der Intima beinhalten eine Schémjg des Endothels, die
Proliferation von Endothelzellen, die Einwanderwun (Myo)Fibroblasten-ahnlichen
Zellen in die Intima und die Ablagerung von extiadaren Matrix-Komponenten (z.B.
Kollagen, Elastin und Fibronektin) mit einer intil@a Fibrose und unter Umstanden
eine Obstruktion des vaskuldren Lumens durch plexié Lasionen (Galie et al, 2009;
Jeffery & Morrell, 2002; Schermuly et al, 2011).eDplexiformen L&sionen beruhen
dabei auf einer dysregulierten Proliferation vondéthelzellen (Sakao et al, 2005;
Voelkel & Cool, 2004) und sind vor allem an den X(eeigungspunkten von
muskularisierten Arterien zu finden (Tuder et &02a).

Die Endothelschadigungen steht des Weiteren auckusammenhang mit der Bildung
von in situ Thrombosen (Davies & Morrell, 2008). Auf Grund deerminderten
Blutflussgeschwindigkeit in Folge der Gefallverergguond dem Mangel an
antithrombotischen Molekilen (Prostazyklin und Ettoffmonoxid - NO) wird die
Bildung von Thrombosen in den pulmonalen Gefal3eguihstigt und die pulmonale

Hypertonie verschlimmert (Budhiraja et al, 2004).

Die adventitiellen Veranderungen beinhalten sowbélProliferation von Fibroblasten
als auch das Auftreten von Fibrose (Archer et @1,02 Davies & Morrell, 2008). Die

hyperproliferativen adventitiellen Fibroblasten kén sich dabei zum Einen in SMC
differenzieren und in die Media einwandern, odemzAnderen die Proliferation von

SMC stimulieren, indem sie Wachstumsfaktoren sezean (Tuder et al, 2007a).

Diese Proliferation der SMC in der Media wird alge dvichtigste pathologische
Veranderung in der idiopathischen pulmonalarterelHypertonie (IPAH) angesehen
(Mandegar et al, 2004). Wahrend die SMC-Schicht Mledia ca. 10— 15 % der
GefaBwanddicke bei normal muskularisierten pulmemalrterien ausmacht, so
erreicht sie in Lungen von IPAH-Patienten Werte B 60 % (Tuder et al, 2007a).
Neben der Media-Verdickung in den Arterien des lamggfaRbaums fihrt die SMC-
Proliferation auch zurde novoMuskularisierung. Diese Phdnomen wird durch die
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Migration von SMC in teilweise muskularisierte oderch nicht-muskularisierte kleine
periphere Arterien ausgelost (Rabinovitch, 2008¢ ®MC kdnnen dabei auch in Folge
der Differenzierung von Vorlauferzellen neu gehbildeerden (Jeffery & Wanstall,
2001). In Bereichen mit gesteigerter/erhohter Mieksierung kann es aul3erdem zur
Ausbildung von neointimalen Lasionen kommen, welchef die dysregulierte
Proliferation von SMC, sowie auf die Deposition vextrazellularen Matrix-Proteinen
zurtick gehen (Budhiraja et al, 2004; Humbert e2@04).

In schweren Formen der pulmonalarteriellen HypeetdPAH) kann sich zusatzlich
zwischen dem Endothel und der Lamina eine Schdiet,Neointima, bestehend aus
Myofibroblasten und extrazellularer Matrix ausbildgiumbert et al, 2004).

Inzwischen sind mehrere Faktoren und Signaltrarnsshdwege identifiziert worden,
die fur den vaskularen Gefallumbauprozess veranistogemacht werden. Zum Einen
liegt in Folge der endothelialen DysfunktioAbpildung 3) ein Ungleichgewicht
zwischen Vasokonstriktoren und Vasodilatatoren yDavies & Morrell, 2008;
Rabinovitch, 2008). Wahrend die Bildung von gefaf@ternden, vasodilatatorischen
Mediatoren (z.B. Prostaglandin 1, StickstoffmonoxtdNO, zyklisches Guanosin-
Monophosphat — cGMP) reduziert ist, ist die Syreh@®tenter gefallverengender
Vasokonstriktoren (z.B. Thromboxan, Endothelin &rdfonin, Angiotensin IlI,) erhéht
(Giaid et al, 1993; Schermuly et al, 2011). NebemdEinfluss auf den Gefaldtonus,
sind vasokonstriktorische Mediatoren auch als podHprative Mediatoren
charakterisiert worden. Endothelin und Serotonirtepoieren beispielsweise das
Proliferations-Verhalten der SMC in der GefalBwankeffery & Morrell, 2002;
Rabinovitch, 2008). Nach wie vor versuchen die teeid herapie-Formen der PAH in

diese Imbalance einzugreifen (Davies & Morrell, 200

Auch lonenkanadlen kommt eine Rolle an der Pathageder pulmonalen Hypertonie
zu. lhr veréndertes Expressions-Verhalten und/edeinderte Funktionalitat stehen in
Verbindung mit Verdnderungen im Gefal3tonus und delularen Homoostase
(Schermuly et al, 2011). In einigen Formen der R@akter anderem in der IPAH) wird
eine verminderte Expression von spannungsabhan#igédv)-Kanalen beobachtet. In
Folge der Membrandepolarisation &ffnen sich intitazge spannungs-abhangige®Ga

Kanale. Mit dem Anstieg der zytosolischen *Gionzentration wird die
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Vasokonstriktion initiiert und die Proliferation dpgnstigt (Humbert et al, 2004;
Rabinovitch, 2008).

Neben  Vasodilatatoren/Vasokonstriktoren und  lonedlen  sind  auch
Wachstumsfaktoren am vaskularen GefalBumbauprozess der pulmonalen
Hypertonie involviert. Uber die Bindung an Tyrodfinase Rezeptoren in der
Zellmembran induzieren sie intrazellulare Signalbduktionswege, die das
Proliferations-, das Migrations- und das Apoptosghalten von Zellen steuern und
beeinflussen. Wachstumsfaktoren mit einer Verbigdunur Pathogenese der
pulmonalen Hypertonie sind VEGF&scular endothelial growth factpund der VEGF
Rezeptor 2 (VEGFR-2), bFGB4sic fibroblast growth factyr EGF epidermal growth
factor), PDGF platelet-derived growth factpr HGF (epatocyte growth factprund
TGF (transforming growth factor belgSchermuly et al, 2011).

Neben dem erhdhten Proliferations-Verhalten deleBetpielt auch die chronische
Inflammation mit der vermehrten Synthese von Zyteki (unter anderem Interleukin 1
und 6-1IL-1 und IL-6) und Chemokinen eine Rolle intbe vaskuléaren
GefalRumbauprozegblumbert et al, 2004; Rabinovitch, 2008; Schermethal, 2011).
Inflammatorische Zellen (Monozyten, Makrophager,yfmphozyten, und dendritische
Zellen) kommen dartber hinaus in plexiformen undemen Lasionen vor und tragen

zur Entstehung und der VergroRerung dieser Lasibee(Schermuly et al, 2011).

1.3.2 Mechanismen des pulmonalvaskularen GefaRumbauprozess

Neben verschiedensten zuvor aufgefuhrten Mediatofemsoaktive Substanzen,
Wachstumsfaktoren, inflammatorische Zytokine und ei@bkine) kann der
pulmonalvaskulare GefalBumbauprozess auch durch ikaligshe Reize (z.B.
mechanische Reize, Scherstress) und durch dietbanefbschnitt 1.1 aufgefihrte
Hypoxie ausgelost werden (Jeffery & Wanstall, 200Djie Hypoxie-induzierte
pulmonale Hypertonie wird wie bereits un#&oschnitt 1.2 erwahnt, der Gruppe 3 der
Klassifikation der pulmonalen Hypertonie zugeordradwohl sie auch hauptsachlich
die arteriellen Gefalie betrifft (Stenmark et aD@0

Es ist letztendlich davon auszugehen, dass derl3@efdauprozess nicht durch einen

Faktor alleine induziert wird, sondern, dass vidimeine synergistische Kombination
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aus sowohl chemischen Reizen, als auch physikals&timuli fir den GefalRumbau
verantwortlich ist (Jeffery & Wanstall, 2001).

Folgenden Veranderungen finden als Antwort auf idajische Reize statt: die
vermehrte Synthese an Proteinen der extrazelluldinx, die Hypertrophie der SMC
und die Proliferation von SMC und Fibroblasten f@sf & Wanstall, 2001).
Moglicherweise werden durch die mechanischen Reiederhin mechanosensitive
lonenkanale aktiviert, es kommt zum “G&instrom und/oder erhdhtem
Phosphatidylinositol Metabolismus (Jeffery & Watista2001), der fur die
Weiterleitung von extrazellularen Signalen in d&dl&@ von Bedeutung ist.

Innerhalb der Gruppe der chemischen Reize induztgpoxie eine pulmonale
Vasokonstriktion, welche zur Erhéhung des Druck®r dSpannung und des
Scherstresses fluhrt. Diese Stimuli stellen wiedeReze fur den Gefal3umbau dar
(Jeffery & Wanstall, 2001). Es entsteht der zuvoteuAbschnitt 1.1 beschriebene
positive feedbackMechanismus. Neben der Vasokonstriktion ist Hypoauch ein
Stimulus fir die Produktion und/oder die Ausschiftuvon mitogenen (pro-
proliferativen) Faktoren aus SMC und Endothelzellei8. VEGF und Endothelin 1)
und die verminderte Freisetzung von anti-mitogefaeti-proliferativen) Faktoren (z.B.
Prostazyklin). Des Weiteren kann Hypoxie auch Tkapsonsfaktoren wie den
Hypoxie-induzierten Faktorhfpoxia-inducible facto~ HIF) stabilisieren und damit
dessen Aktivitat verlangern und so die Expressiom Xiel-Genen regulieren (Shimoda
& Semenza, 2011).
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(gednderte Abbildung nach (Budhiraja et al, 2004))

Abbildung 3: Modell der endothelialen Dysfunktion in der pulmonalen Hypertonie und dem
pulmonalvaskularen GefalRumbauprozess.

Mechanische Reize durch einen Blutdruckanstiedanmhatorische Ereignisse z.B. in Folge viraler
Infektionen (HIV), alveolare Hypoxie und genetiscReadispositionen (BMPR2, ALK1 Mutationen)
gelten als Ausléser fiur eine endotheliale Dysfumktiln Folge der Endothel-Schéadigung tritt ein
Ungleichgewicht zwischen vasokonstriktorischen wadodilatatorischen Mediatoren, eine Proliferation
der Endothelzellen, eine vermehrte Synthese und schigtung von pro-proliferativen
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Chemokinen, sowiee verminderte Synthese von anti-
koagulierenden Faktoren auf. Es kommt schlieRligh \zasokonstriktion, zur Proliferation der glatten
Muskelzellen $mooth muscle cells SMC) und zur Adventitia und Media-VerdickungeBeér pulmonale

GefalRumbauprozess charakterisiert schlie3lich ulimgnale Hypertonie.
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1.3.3 Konsequenzen des pulmonalvaskularen GefalRumbauprozses

Der pulmonalvaskulare GefalBumbauprozess fihrt Zorenen Verdnderungen in der
GefalRwand. Zum Einen entsteht durch die Zunahme&algrgatter Muskelzellen in der
GefalRwand und diele novoMuskularisierung eine zunehmende Wandspannung der
GefalRe als Antwort auf kontraktile Stimuli. Des Wéegn findet eine Lumenverengung
einiger pulmonaler Arterien, in Folge der Media-¥iekung und der Intima-
Proliferation statt, welches steigernde Auswirkungauf den pulmonalvaskularen
Widerstand und Druck hat. Letztendlich bewirkt deposition von extrazellularen
Matrix-Proteinen in der Media und Adventitia eireduzierte Compliance (Jeffery &
Wanstall, 2001; Tozzi et al, 1994), das heil3t, désrterien weniger dehnbar sind. Es
muss demnach vom Herz mehr Arbeit aufgewendet wemgd® das gleiche Volumen
an Blut durch die weniger elastischen Lungengefaide beférdern. Der rechte
Herzmuskel adaptiert zunachst an diese erhohte it8ide und hypertrophiert.
Schlie3lich kann die erhohte Arbeitslast nicht miedmpensiert werden was schliel3lich
zum Rechtsherzversagen und Tod fuhrt (Chin & Rul@08; Galie et al, 2009;
Humbert et al, 2004), insofern die pulmonale Hypeig¢ unbehandelt bleibt.

1.4 Integrine als Mechanotransduktoren

Arterienwénde dehnen sich in Folge des Blutdrudkags aus. Auf die glatten
Muskelzellen (SMC) der Arterienwand wirken an ddall8n, wo sie an extrazellulare
Matrix-Proteine adharieren, diese externen mechhers Krafte. Um adaptive
Antworten auf diese Reize hin initieren zu konnemuissen an diesen
Kontaktpunkten/Adhasionsstellen Mechanismen zurzfstektion vorhanden sein
(Gunst et al, 2003).

Integrine  sind transmembrane, mechanosensitive dplgiteine, die die
Hauptverbindung des Zell-Zytoskeletts zu der exitairen Matrix herstellen
(Katsumi et al, 2004). Ein Integrin-Molekil setzaths aus einero- und einerf-
Untereinheit zusammen (Defilippi et al, 1999; Stapp 2003), die jeweils eine kurze
intrazellulare C-terminale und eine grofRe extradd@le N-terminale Doméane aufweist
(Hynes, 2002). Wahrend die N-terminale Doméne derbwidung der Zellen zu
extrazellularen Matrix-Proteinen (z.B. Laminin od@bronektin) herstellt, so ist die C-
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terminale Domé&ne mit intrazellularen Signalproteinessoziiert, die wiederum die
Verbindung zum Zell-Zytoskelett herstellehbpildung 4).

Ihre Mechanosensitivitat befahigt die Integrine Dmtektion aufl3erer mechanischer
Reize (Katsumi et al, 2004). Da die Integrine jédselbst keine katalytische Aktivitat
aufweisen, sind sie auch nicht zur eigenstandiggmaBransduktion in der Lage
(Sheppard, 2003). DiscaffoldFunktion der zytoplasmatischen Domé&ne kann jedoch
die Aggregation von Signalproteinen an die intriadéde Domane induzieren
(Sheppard, 2003) und erlaubt durch die Umwandluag mechanischen Reizen in
chemische Signale (Katsumi et al, 2004) die Sigamadduktion und damit die
Signalweiterleitung.

Werden Zellen mechanisch gereizt/stimuliert, &ndiéernintegrine zunachst in Folge der
Reiz-Detektion ihre Konformation (Katsumi et al,020, bevor schlie3lich ihre Dichte
an der betreffenden Adhasions-Stelle erhoht wirgks& Vorgang wird als Integrin-
clustering (Zusammenlagerung) bezeichnet. Des Weiteren vkesta sich die
betreffenden Anheftungspunkte der Zellen an digagetlulare Matrix, indem sich
fokale Adhasionskomplexe aus- und umbilden. Foleddasionskomplexe bestehen
aus Integrinen und zytoskeletalen Signalproteindie, mit der zytoplasmatischen
Doméne der Integrine assoziiert sind, und die wieits oben erwahnt, die Verbindung
zum Zell-Zytoskelett herstellen (Burridge & Chrzarsixa-Wodnicka, 1996). Bei den
durch das Integrimlustering verursachten Verdnderungen in den fokalen
Adhasionskomplexen kommt schlie3lich dseaffoldEigenschaft der C-terminalen
Doméne der Integrine zum Tragen. Sie induziert $bwlee Ausbildung neuer Protein-
Protein Bindungen, als auch die Modulation enzyschgr Aktivitat in diesen

Komplexen (Katsumi et al, 2004).

Eines der Schlusselproteine der fokalen Adhasiaongkexe ist diefocal adhesion

kinase (FAK). In Folge des Integrictustering wird die focal adhesion kinas&on

Anker-Proteinen wie Talin zu den fokalen Adhasiammklexen rekrutiert, am Tyrosin-
Rest 397 autophosphoryliert und damit aktiviert h{8epfer et al, 1994). Diese
Aktivierung wiederum kann Bindestellen fir weiteSgnalproteine wie fir das Proto-
Onkogen Tyrosin-Protein Kinase Src generieren @gfer et al, 1994), welches
schlie3lich die Phosphorylierung des Tyrosin-ReS#s von FAK induziert (Siesser &

Hanks, 2006). Des Weiteren hat decal adhesion kinas®indestellen fur weitere
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Adapter-Proteine. Die Komplexitat der Integrin-reguen Signaltransduktionswege
wird so deutlich erhoht.

Beispiele fur Integrin-regulierte Signaltransdukavege sowie deren Aufgaben sind:
Anderungen im Phosphorylierungs-Zustand von Preteirdes pH-Werts, des €a
Spiegels, sowie die Aktivierung der Mitogen-aktigm Protein-Kinase (MAPK,
speziell der gtracellular signal-regulateKinase,Erk) und Rho GTPase-Kaskade und
die Bildung von reaktiven Sauerstoff-Speziesattive oxygen species ROS) zu
induzieren bzw. zu regulieren (Defilippi et al, 899Schwartz, 2010). All diese
Signalwege munden schlie8lich im Umbau des Aktitegkeletts, welches unter
anderem Voraussetzung fiur die Proliferation, diggrsion und die Apoptose von
Zellen sowie die Genexpression ist (Katsumi e2@04) @bbildung 4). Die Adhasion
von Zellen Uber Integrine an die extrazellulare Maist demnach malRgebend an der
normalen Physiologie der Zellen und so auch an HEetwicklung des ganzen

Organismus beteiligt.

In Folge von Blutdruckdnderungen wirken auf dieléelenorme Krafte. Um diesen
stand halten zu kénnen, wird von den Zellen eine @ghutzmechanismus in Gang
gesetzt (Isenberg & Tranquillo, 2003). Es wird eveemehrte Synthese von Proteinen
der extrazellularen Matrix (Fibronektin, Vitronekti Kollagen Typ |, Laminin und

Osteopontin) als Antwort auf mechanische Reize zietti (Schwartz). Werden die auf
die Zellen wirkenden Kréfte schlie3lich zu grof3,nkén diese regulatorischen
Mechanismen letztendlich auch zu Erkrankungen wiepdiimonalen Hypertonie oder

der Hypertrophie des Herzens fuhren (Schwartz, 2Z0afher, 2000a).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Integrinvermittelten Signaltransduktion in Folge der
Zell-Adhasion.

Die Bindung der transmembranen Integrine an Pretaier extrazellularen Matrix induziert ein
Zusammenlagernclustering der Integrine. In Folge dedusteringskommt es zu Umbauten in den
fokalen Adhasionskomplexen und schlieBlich zu Andgen in Signaltransduktionswegen, die
Anderungen im Zell-Zytoskelett bedingen. UmbautenZytoskelett der Zellen sind Voraussetzung fiir
die Proliferation, Migration, Adhasion und Apoptogen Zellen. FAK =focal adhesion kinasesrc =

Proto-Onkogen Tyrosin-Protein Kinase Src.

1.5 LIM-Proteine

Das Aktin-Zytoskelett ist von entscheidender Bedegtflr verschiedenste zellulare
Aktivitaten, z.B. bei der Motilitat, der Zell-Zell-oder Zell-Substrat-Interaktion, der
Ausbildung von fokalen Adhasionskomplexen, der Kiytese, der Proliferation, der
Entwicklung und der Signaltransduktion (Feuerstiral, 1994; Khurana et al, 2002;
Robinson et al, 2003). Die Regulation des Aktinagkieletts erfolgt dabei Gber Aktin-
bindende Proteine, darunter die Familie der LIMt&iree (Khurana et al, 2002). LIM-
Proteine kdonnen dabei entweder direkt oder Ubeerandegulatorische Proteine mit

dem Aktin-Zytoskelett assoziieren.

LIM-Proteine werden Proteine mit einer oder mehrekdM-Domanen genannt. Die

LIM-Domaéne ist dabei nach den Anfangsbuchstabenddeir Transkriptionsfaktoren



Einleitung 18

lin-11, Isl-1 und mec-3 benannt, in denen sie zurstdd mal identifiziert wurde
(Khurana et al, 2002). Die LIM-Doméne ist ein skbnserviertes Motiv, das in einer
Vielzahl von Proteinen, die sowohl zytoplasmatissle auch nukleéar vorkommen,
auftritt (Chu et al, 2000). Sie ist Cystein-reiaiduveist ein doppeltes Zinkfinger-Motiv
auf, welches fur die charakteristische Sekundad Tertiar-Struktur der Doméane von
Bedeutung ist (Dawid et al, 1998).

LIM-Doménen sind von entscheidender Voraussetzunig #Protein-Protein-
Interaktionen von Transkriptionsfaktoren, Signalep zytoskeletalen Proteinen (Bach,
2000; Robinson et al, 2003). LIM-Doménen bindeneiladn LIM-Domé&nen anderer
Proteine - als Folge entstehen Proteinkomplexe (& et al, 2002). Proteine mit der
Eigenschaft Proteine zu einem Proteinkomplex rédren zu kénnen und dadurch
Signaltransduktionswege zu regulieren, werden alslscaffold Proteine bezeichnet
und sind unter den LIM-Proteinen weit verbreitea¢B, 2000; Kolch, 2005).

Neben dem Einfluss auf zellulare Prozesse sindevidM-Proteine auch an der
Differenzierung und Funktion von quer gestreiftendieln beteiligt (Chu et al, 2000;
McGrath et al, 2006; McGrath et al, 2003).

1.5.1 Die Familie derfour and a half LIM domains Proteine

Die Familie derfour and a half LIM domaingFhl) -Proteine setzt sich aus den
Proteinen Fhl-1, Fhl-2, FhI-3 und Fhl-4 zusammehu@t al, 2000). Alle Mitglieder
dieser Familie weisen N-terminal eine halbe, gdfeton vier LIM-Domanen auf (Lee
et al, 1998). Exprimiert werden Fhl-1, Fhl-2 undl-Bhin der adulten Maus und im
Menschen Uberwiegend in der Herz- und Skelettmaskul(Chu et al, 2000; Khurana
et al, 2002), Fhl-4 wird ausschliel3lich im murinéfoden gebildet (Morgan &
Madgwick, 1999).

In der Maus wird Fhi-1 hauptsachlich im Skelettmeisknd in der Lunge exprimiert; in
einem geringeren Ausmalf auch im Herz, im Gehirniaraer Niere (Chu et al, 2000).
Bei dem Protein Fhl-1 handelt es sich weiterhin eim Protein mit Einfluss auf die
Entwicklung und Funktion von Muskeln (Chu et alp@Q Patienten mit Herzversagen

durch Hypertrophie oder mit IPAH weisen eine dettlerhéhte Expression von Fhl-1
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im Herz bzw. der Lunge auf (Hwang et al, 1997; Kisapwska et al, 2008). In
Sarkomeren der Herzmuskelzellen ist Fhl-1 Teil ikemplexes, der biomechanische
Reize wahrnimmt und dann Uber das Mitogen-aktigigRrotein-Kinase (MAPK)

signallingzur Hypertrophie des Herzens fuhrt (Sheikh e2@08).

1.6 Zielsetzung der Arbeit/bearbeitete Fragestellung

Kwapiszewska et al. konnten Fhl-1 als ein moglicimesies Schlisselprotein im
vaskularen Gefallumbauprozess identifizieren, weldfie pulmonale Hypertonie

charakterisiert (Kwapiszewska et al, 2008). Es wugézeigt, dass Anderungen im
Expressionsniveau von Fhl-1 zellulare Prozessenbiessen, die sich durch eine
Dysregulation in der pulmonalen Hypertonie auszsch Wahrend beispielsweise eine
erhohte Fhl-1 Expression das Migrations- und Reddions-Verhalten von PASMC

potenzierte, wurde es durch eine verminderte Hekdression inhibiert.

Obwohl in dieser vorherigen Studie der Einfluss vbhl-1 auf die pulmonale

Hypertonie gezeigt werden konnte, sind die molalemaMechanismen, welche die
Organisation des Aktin-Zytoskeletts regulieren nawah vor nicht bekannt. Zielsetzung
dieser Arbeit war es daher, neue madgliche Intevakpartner von Fhl-1 zu

identifizieren und deren Beteiligung an den Pathdmaismen der pulmonalen
Hypertonie zu untersuchen, um die Bedeutung vonskgietalen Proteinen fur den
GefalBumbauprozess bei der pulmonalen HypertonikeBtbh besser verstehen zu

kdnnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verwendete Gerate

ABI 7900HT Sequence Detection System
ChemiGenius Bio Imaging System
Combi-Spin Zentrifuge
DM6000B Mikroskop
DMR Mikroskop (Fluoreszenzmikroskopie)
Elektrophorese-Kammer
Filmentwicklungsmaschine Curix 60
Gradienten PCR-iCycler
Heizblockdry bath incubator
Heizplatte Hi 1220
Hotplate/Stirrer (371)
Kryostat CM 1850 UV
Laser Microbeam System
laser-scanningKonfokal-Mikroskop

(LSM 510 Meta)
Magnetischer Konzentrierer Dynal MPC
Mini-PROTEAN" Tetra Cell

Applied Bstsys, Freiburg
VWR, Bruchsal
Kisker-Biotech, Steinfurt
Leica Microsystems, Wetzlar
Leica Misystems, Wetzlar
Keutz Labortechnik, Rietsien
Agfa, Mortdeélgien
Bio-Rad, Minchen
Kisker-Biotech, Steinfurt
Leica Microsystems, Wetzlar
VWR, Bruchsal
Leica Microsystems, Wetzlar
P.A.L.M., Bernried
Zeiss, Gottingen

Invitrogemrisruhe
Bio-Rad, Minchen

(EMSA und Western Blotting Equipment)

MinUVIS-Lampe (UV-Crosslining Gerét)
Mischgerat RM5

NanoDrop (ND-1000)
Neubauer-Zahlkammer

Reinstwasseranlage Milli<Q
Schuttelgerat Eb Swip KL-2

Spannungsgerat fur Elektrophorese EPS 600

Sarstedt, Namnacht
CAT Ingenieurburo,
M. Zipperer GmbH, Staufen
Kisker-Biotech, Steinfurt
LO — Laboroptik GmbH,
Bad Homburg
Millipore, Schwalbach
Edmund Buhler Gmbtéchingen
PharBaatech AG, Dubendorf
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Sterilbank HERA Safe KS 12
Tischzentrifuge Mikro 200R

TPersonal Thermocycler (PCR-Cycler)
VERSAmaxlunable microplate reader
Vortexer MS1Minishaker

Zellinkubator HERAcell 150

Zentrifuge Rotanta 460R

Thermo Scientific, iBreh
Hettich, Tuttlingen
Biometra, @gen
Molecular Devices, Ismaning
IKA GmbH, Staufen
Thermo Scientific, éxich
Hettich, Tuttlingen

2.1.2 Verwendete Materialien und Chemikalien

0,9 %ige NaCl-Lésung
2-Propanol
ABgené PCR-Platten
ABsoluteQ PCRseal
Aceton
Agarose
Agarose Type VII (niedrig schmelzend)
Amersham ECL Plus
Western Blotting Detection System
Amersham Hyperfilm ECL
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampuwd (Ampullenwasser)

B-Mercaptoethanol
Beatmungsgas (50 %,(b0 % N)
Blotting-Papier Whatman
Borsaure

Bovines Serum Albumin (BSA)

Bromphenolblau

B. Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Thermo Scientific, Hamburg
Thermo Scientific, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-AltriSteinheim

GE Healthcare, Minchen

GE Healthcare, Munchen
Promega, Mannheim
Fresenius Kabi,

Bad Homburg v.d.H.
Sigma-Aldrich, Steinheim

Air Liquid, Siegen
Schleicher & SchueksBel
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Stegnim

Merck, Darmstadt

Chemiluminscent Nucleic Acid Detection Moduléhermo Scientific, Hamburg

Chloroform
Complete' Protease Inhibitor
Cronex 5 Medical X-Ray Film

Deckglaser

Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Basel, Schweiz
AGFA, Mortsel, Betgi

R. Langenbrinck, Emmendingen
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Einmalspritzen

Eisessig

Ethanol 70 %, 96 % und 100 %

Ethanol (reinst) fur die Molekularbiologie
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fe;04-Kigelchen(Eisen-Il, [11-Oxid, 98 %
Filterpapier

Glycerol

Glycin

Guanidinthiocyanat (GTC)

Hamalaun

Heparin Liquemin N 25000

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KiRQy)
Ketaminhydrochlorid 100 mg/ml Ketanfin
Kollagenase Type IV

Kristallviolett

Laemmli Proben-Puffer (2x)
Lidocainhydrochlorid 2 % Xylocafh
Magermilchpulver

Methanol

Medetomidin

Methylgrin

Methylzellulose

Microlance* 3 Kanilen

Monocrotalin

Natriumacetat

Natriumazid (Naly)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdihydrogenphosphat (pHPO,)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

B. Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt
Otto Fischer Grbégrbriicken
MerdRarmstadt
Sigma-Aldriskeinheim
SigmaAldrich, Steinheim
Bio-Rad, Minchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
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Waldeck GmbH & Co. KG, Minster

Roche, Basel, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Pharmacia, Erlangen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steaih
Astra Zeneca, Wedel
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Janssen-Cilag GmbH, Neuss
Vector Laboratories,
Burlingame, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Promega, Mannheim
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Natriumhydrogencarbonat (NaHGO
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumvanadat (N O,)
Nylon-Membran, Amersham HyboreN*
Objekttrager

Paraformaldehyd
PCR-Reaktionsgefalie

PeqGOLD Proteinase K

PeqGOLD TriFast

Pertex

Protein A-SepharoseCL-4B Kigelchen

PVDF-Membran Immobilion-P

Rotiphores® Gel 30 (Acrylamid)
Salzsaure (HCI)

Sarcosyl

Staurosporin

Sterilfilterspitzen

SYBR® Safe

Tergitol® (NP-40)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
TissueTeR

TRIS Base

TRIS-HCI

Triton®-X 100

Trypsin

Tubes BluCup

Tweerf 20

Wasserstoffperoxid (#D,) 30 %
Xylol

Zitronensaure (N&itrat)

Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
GE Healthcare, Minchen
R. Langenbrinck, Emmendingen
Carl Roth, Karlsruhe
Nerbe plus GmbH, Wieser/Luh
Peqglab, Erlangen
Peglab, Erlangen
Medite Medizintechnik, Burgdorf
GE Healthcare, Minchen
Millipore Corporation,
Bedford, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Nerbe plus GmbH, Wiesen/euh
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Kaulse
Sakura Finetek, Staufen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Zymed Laboratories Inc., Karlsruhe
Greiner bio-one, Frickenhausen
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
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2.1.3 Seren, Antibiotika, Medien und Verbrauchsmaterialen fur die

Zellkultur

8-Well Chamber Slides
fetales Kalberserum (FCS)
Fibronektin

Fluoreszenz Vectashield Eindeckmedium

including DAPI
L-Glutamin (200mM, 100x)
Medium 199 (M199)
Opti-MEM® Medium
PBS phosphate buffered salipe
Penicillin/Streptomycin (P/S)

Pulmonalarterielle glatte Muskelzellen (human)

Serologische Pipetten 5, 10, 25, 50 ml
SmoothMuscle Cell Growth Mediur2
Sterilfilter, PorengrofRe 0,22 um
Trypsin/EDTA (1x)

Zellkulturflaschen, -schalen, -platten
Zellschaber

X-tremeGENE

2.1.4 Groflenstandards

Precision plus Protein' Dual Color Standard

2.1.5 Verwendete Kits und Assays

BCA Assay

CaspACE Assay System

IMMPRESS Anti-Kaninchen Ig Polymer
Detektions-Kit

iScript cDNA Synthese Kit

BD Falcon, Heidelberg
PAA Laboratories, €6lb
Sigma-Aldrich, Steinheim
Vector Latooies,
Burlingame, USA
PAN-Biotech GmbH, Ameach
GIBCO Invitrogen, Karlsruhe
GIBCO Invitrogen, Karlsruhe
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
PAN-Biotech GmbHdanbach
LaprigoIn
Greinerdnie, Frickenhausen
PromoCell, Heidelberg
Millipore, Schiach
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Greiner-bne, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen

Roche, Mannheim

Bio-Rad, Miinchen

Pierce, Rockford, USA
Promega, Mannheim
Vector Laboreass,

Burlingame, USA

Bio-Rad, Minchen
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LightShift ChemiluminesceEMSA Kit Thermo Scientific, Rockford, USA

NE-PEF Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kihermo Scientific, Rockford, USA

PeqGOLD Total RNA Kit Peglab, Erlangen

Platinun’SYBR®Green gPCR SuperMix UDG  Invitrogen, Karlsruhe

PXG B-Galaktosidase-Assay Dualsystems Biotech AG,
Schlieren, Schweiz

QIAquick® PCR Purifikation Kit Qiagen, Hilden

RNeasyMicro Kit Qiagen, Hilden

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden

VECTOR VIP Peroxidase Substrate Kit Vector Labanias,

Burlingame, CA
WT-Ovationm” Pico RNA Amplifikations-System Nugene, Bemmel, ddddande

2.1.6 Verwendete Antikorper

2.1.6.1 Primarantikérper

a-smooth muscle actin Maus: Sigma Aldrich, Steinheim

Kaninchen: NeoMarkers, Fremont, USA

B-Aktin Biozol, Eching
Akt Cell Signaling, Boston, USA
phospho-Akt Serin 473; Cell Signaling, BostoisA
Erk1/2 Cell Signaling, Boston, USA
phospho-Erk1/2 Threonin 202/Tyrosin 204;

Cell Signaling, Boston, USA
FAK Cell Signaling, Boston, USA
phospho-FAK Tyrosin 397; Epitomics, BurlingarisSsA

Tyrosin 576; Epitomics, Burlingame, USA
Fhi-1 Ziege und Kaninchen;

beide von Abcam, Cambridge, UK
IgG Millipore, Schwalbach (IHC-P)

R&D Systems, Minneapolis, USA (Co-IP)
Ki67 Abcam, Cambridge, UK



Material und Methoden

26

LexA
Paxillin

phospho-Paxillin

2.1.6.2 Sekundarantikorper

Alexa Fluof® 488
Alexa Fluof® 555
Alexa Fluof® 568 Phalloidin

Dualsystems Biotech AG, Schlieren, Sclawel
Maus: Abcam, Cambridge, UK
Kaninchen:
BD Transduction Laboratories, Heidelberg (Co-IP)
Abcam, Cambridge, UK (WB, ICH-P, IF)
Tyrosin 31; Santa Cruz Bioteabgy, Inc.,
Santa Cruz, USA
Tyrosin 118; Cell Signaling, Boston, USA

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Meerrettich-Peroxidase gekoppelt Pierce, RockfoiSliA
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2.2 Methoden

2.2.1 Die Yeast two-Hybrid Analyse

Die Yeast two-HybridAnalyse ist eine Methode zur Identifikation unbehkier Protein-
Protein Interaktionen.

Im Rahmen einer von der Europaischen Union geftedeKooperation fuhrte die
Firma Dualsystems Biotech AG (Schlieren, Schweing & east two-hybridAnalyse
durch, um neue, bisher unbekannte InteraktionspaKandidaten von Fhil-1 zu
identifizieren. Fur dabait-Konstrukt wurde die fur das murine Fhl-1 codieren®NA
(NM_001449) N- bzw. C-terminal von der LexA Domé&neden Vektor pLexA-DIR
(Dualsystems Biotech AG) kloniert. Ddmit-Konstrukt wurde dann in den Stamm
NMY32 (MATa his3A200 trp1-901 leu2-3,112 (lexAapADE2 LYS2::(lexAop)-
HIS3 URA3:(lexAop3-lacZ GAL4) transformiert. Vorgegangen wurde dazachm
einem Standardprotokoll (Gietz & Woods, 2001). Rarekte Expression ddsait-
Konstrukts in den Zellen wurde mittels Western Bloialyse und einem monoklonalen
Maus-Antikorper gegen die LexA Domane verifiziedm eine Selbst-Aktivierung
auszuschlieBen wurde daait-Konstrukt zusammen mit einem Kontrpltey-Konstrukt
(p53 oder Lamin C) transfiziert und auf einem Mialmedium (Medium ohne die
Aminosauren Tryptophan, Leucin und Histidin) saleittt

Fur dieYeast two-HybridAnalyse wurde schlie3lich désit-Konstrukt zusammen mit
einer cDNA-Bibliothek aus der Mauslunge in den lKH&ienm NMY32 transformiert. Es
wurden 6 x 10 (LexA-Fhl-1) und 9,5 x 10(Fhl-1-LexA) Transformanten untersucht,
wobei 22 bzw. 91 Transformanten auf dem Minimalmedi wuchsen. Positive
Transformanten wurden mittels eines PX@-Galaktosidase-Assays auf3-
Galaktosidase-Aktivitat getestet. 21 der 22 und d&f 91 urspringlich positiven
Transformanten zeigteirGalaktosidase-Aktivitat und wurden als wahre pesiKlone
angesehen. Plasmide aus positiven Klonen wurdehertsaund in einem bait-
abhangigen Test mit den Kontrdi&it-Konstrukten LexA-Lamin C bzw. LexA-p53
untersucht (Kolonin et al, 2000). 20 der 21 unddér 91 positiven Klone zeigteft
Galaktosidase-Aktivitat wenn sie zusammen mit dt, nicht aber mit dem Kontroll-
bait-Konstrukt, exprimiert wurden. Sie wurden aksit-abhangige positive Interaktoren

angesehen und durch Sequenzierung bestimmt.
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2.2.2 Zellkultur

Kommerziell erworbene humane, primare pulmonaleiter glatte Muskelzellen
(pulmonary arterial smooth muscle celsPASMC) wurden inSmoothMuscle Cell
Growth Medium 2, inklusive Wachstumsfaktoren Sgpplement-Mix 0,5 ng/ml
epidermaler Wachstumsfaktor - EGF; 2 ng/ml einfadfibroblasten-Wachstumsfaktor

- bFGF; 5 pg/ml Insulin; 5 % fetales Kalberserur@GS) kultiviert und bei 37°C in
befeuchteter Luft und 5 % GCGQnkubiert. PASMC in den Passagen funf bis neun

wurden flr Experimente verwendet.

Primare mikrovaskulare PASMC wurden von technisch@ssistentinnen der
Arbeitsgruppe (Miriam Wessendorf und Carmen Homégrgus prakapillaren Gefalien
von C57BL/6J Mausen (20 bis 22 g Korpergewicht; i&sa River Laboratories,
Sulzfeld) isoliert (Anzeigennummer: Gi 20/10 28/2D0Die Mause wurden dazu mit
einer letalen, intraperitoneal Injektion von Xylata (25ug/g Korpergewicht) und
Ketamir (125ug/g Korpergewicht) euthanasiert und mit Haparin 5(@/g
Kdrpergewicht) antikoaguliert. Das weitere Protdkehtsprach dem im Folgenden
beschriebenen Protokoll der PASMC-Isolation ausRkte. Die einzige Abweichung
war, dass die Zellen bei der Maus im GegensatRatte aus der ganzen Lunge isoliert

wurden. Fir die Experimente wurden murine PASM@assage eins verwendet.

Aus adulten, mannlichen Kontroll- oder Monocrotabehandelten Sprague-Dawley
Ratten (300 bis 350 g Korpergewicht; Charles Rhadvoratories) wurden PASMC von
zwei Doktoranden der Arbeitsgruppe (Florian Veidubleg Pak) isoliert. Die Ratten
wurden vor der Zellisolation entweder mit Methylaklse (Kontrolle) oder mit einer
einzelnen, subkutanen Injektion von 60 mg/kg Mootaim (MCT) behandelt,
wodurch eine pulmonale Hypertonie erzeugt wurdee§et wurde dies 35 Tage nach
der Injektion mittels hamodynamischen Messungere @&itsprechenden Daten dazu
sind Bestandteil der Doktorarbeit von Florian Meid sind zusatzlich im Ergebnisteil
dieser Arbeit aufgefuhrt.

Vor der Bestimmung der hdamodynamischen Parametedemudie Ratten mit einer
intraperitonealen Dosis von Ketarflin® mg/kg Kérpergewicht) und Medetomidin
(100ug/kg Korpergewicht) anasthesiert. Eine sich darsschlielRende intraperitoneale
Injektion von Atropin (250 mg/kg Korpergewicht) die dazu vasovagale

Nebenwirkungen waéahrend der Praparation zu vermeiddit Heparin (2,5 U/g
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Kdrpergewicht) wurde die Ratten weiterhin antikdagti Das sich nun anschliel3ende
Protokoll zur Erhebung der hdmodynamischen Paramstein dieser Arbeit nicht
aufgefuhrt. Nach der entsprechenden Messung wudidehungenfligel mit 0,9 %iger
NaCl-Losung gespiilt, indem Uber eine kleine Offnuing rechten Ventrikel ein
Katheter zur Pulmonalarterie vorgeschoben wurdee Eiveite Offnung wurde in den
linken Ventrikel als Abflussmaoglichkeit gesetzt.lfadd die aus dem geoffneten linken
Ventrikel abflieRende Flussigkeit frei von Blut warurde der rechte Lungenfligel far
molekulare Studien bzw. die Zellisolation verwendeer linke Lungenfligel wurde
abgebunden und fur histologische Untersuchungemeretet.

Zur Isolation der PASMC wurde die Pulmonalarterig¢ Medium 199 (1x) + Earle’s +
L-Glutamin (100 mg/l) mit 1 % Penicillin/Streptomigc (10000 U/ml Penicillin +
10 mg/ml Streptomycin), 0,5 % niedrig-schmelzendeggarose und 0,5 % E®s-
Kugelchen luftblasenfrgberfundiert. Aufgrund ihrer definierten GroRe sartieresich
die Eisenklgelchen in den prakapillaren GefaRemNaoh der Entnahme der Lunge und
dem Verdau mit 80 U/ml Kollagenase, wurden dies0zeKiigelchen aus dem
Homogenat mit Hilfe eines Magnetkonzentrierers eantf Die FeO4-Kligelchenmit
den daran haftenden PASMC wurden in einer Zellkiiétsche ausgeséat und in
Medium 199 (1x) + Earle’s + L-Glutamin mit 1 % Rafin/Streptomycin kultiviert.
Fur Experimente wurden PASMC in der Passage zwwiaralet.

Die Tier-Experimente an den Ratten wurden vom Raggsprasidium GielRen

genehmigt.

2.2.2.1 Hypoxie-Inkubation von humanen pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen

Kommerziell erworbene humane PASMC wurden in ein&Wasser-gesattigten

Gasgemisch von 1% /05% CQ und 94 % N bei 37°C fur die angegebenen

Zeitpunkte kultiviert. Fur die Protein-Isolation waen die Zellen in NP-40 Puffer

lysiert; zur RNA-Extraktion wurde TRK-Puffer verneet.
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2.2.3 Die Co-Immunopréazipitation

Die Co-Immunopréazipitation ist eine Methode, mitrete Hilfe man Protein-Protein-
Interaktionen untersuchen kann. Sie wurde angewienae die Ergebnisse aus der
Y east two-HybridAnalyse zu Gberprifen und gegebenenfalls zu bgsetiti

Native humane PASMC oder mikrovaskulare PASMC arsMiaus wurden in NP-40
Puffer lysiert, 30 min auf Eis inkubiert und danei k4 000x g fir 10 min bei 4°C
zentrifugiert. Die Protein-Konzentration des Ubanstes wurde mit einem kommerziell
erhaltlichen spektrophotometrischen Assay (BCA Apsabestimmt. Gleiche
Proteinmengen wurden tber Nacht bei 4°C mit 2 pgdvanti-Paxillin oder Ziege anti-
Fhl-1 Antikorper, bzw. einer IgG Kontrolle inkubierDie Proben wurden in
Reaktionsgefale, welche Protein A-SephardSke-4B Kigelchen enthielten, Gberfuhrt.
Nach einer zweistiindigen Inkubation wurden die Imoprazipitate mehrmals mit
Lyse-Puffer gewaschen, gekocht in 2x Laemmli PreBefier, getrennt mittels
reduzierender SDS-PAGE und auf eine PVDF Membransteriert. Die Immunoblots
wurden mit einem Kaninchen anti-Paxillin oder Kaihian anti-Fhl-1 Antikorper

analysiert.

2.2.4 Humanes Lungengewebe

Proben von humanen Lungen stammten von 8 Donorgch{schnittliches Alter, 48 +
17 Jahre; 4 Frauen, 4 Manner) und 8 IPAH Patie(darchschnittliches Alter, 34 £ 13
Jahre; 5 Frauen, 3 Manner) nach Lungentransplantalie Proben wurden entweder
in flussigem Stickstoff Schock-gefroren oder bindnmin nach der Lungenentnahme
in 4 %iges (w/v) Paraformaldehyd gelegt. Das Proflokvurde von der Ethik-
Kommission des Fachbereichs Medizin der Justusigielmiversitat genehmigt
(AZ 31/93 und 10/06).

2.2.5 Die Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie in derMaus

C57BL/6J Wildtyp-Méause (20 — 22 g; Charles Rivebagatories; n=5) wurden in einer
ventilierten Kammer mit normobarischer Normoxiespiratorische @Fraktion (FiQ)

0,21] oder normobarischer Hypoxie [Ri©,10] gehalten. Nach 21 Tagen wurden die
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Mause von einer technischen Assistentin der Argrifgpe (Karin Quanz) mit Heparin
(1000 U/kg) antikoaguliert und mit einer letalent&min®- (125ug/g Kérpergewicht)

und Xylocairff-Dosis (25ug/g Korpergewicht) intraperitoneal euthanasiert.ttéf

Tracheostomie wurde eine Kanile in die Tracheaedigt, der Thorax eroffnet und
die Lungen Uber einen Katheter in der Pulmonaliarterit 0,9 %iger NaCl-Losung
gespilt. Wahrend der Perfusion konnte die Kochssilrlg durch eine Offnung im
linken Ventrikel abflieRen. Sobald das Perfusat f@en Blut war, wurde ca. 50°C
warmes TissueTékiiber die Trachea-Kaniile in die Lunge instillidtach Ligation der
Trachea wurde die Lungen entnommen und sofortlissigem Stickstoff tief gefroren.

Die Tier-Experimente wurden vom Regierungsprasidisigi3en genehmigt.

Zur Entnahme der Aorta und dérteria carotis wurden C57BL/6J Wildtyp-Mause
(20— 22 g; Charles River Laboratories; n=5) in eeirventilierten Kammer mit
normobarischer Normoxie [FO00,21] oder normobarischer Hypoxie [Ri(,10]
gehalten. Nach einem, sieben bzw. 21 Tagen wurgeMduse von einer technischen
Assistentin der Arbeitsgruppe (Karin Quanz) mit biep (1000 U/kg) antikoaguliert
und mit einer letalen Ketanfin (125ug/g Kérpergewicht) und XylocafhDosis
(25ng/g Korpergewicht) intraperitoneal euthanasierts Dderz wurde in HOhe des
Aortenbogens von der Aorta getrennt, die Aorta #enanhaftenden Adventitia befreit
und in sterilem, eiskaltem PBS blutfrei gespult wadort in flissigem Stickstoff tief
gefroren. Zur Isolation dekrteria carotiswurde am Hals der Maus ein Schnitt gesetzt,
die Karotisarterien mitsamt der Bifurkation véwteria carotis internaund externa
freiprapariert, entnommen und in sterilem, eiskal®BS blutfrei gespult und sofort in
flissigem  Stickstoff tief gefroren. Die Tier-Expmente wurden vom

Regierungsprasidium Giel3en genehmigt.

2.2.6 Laser-unterstitzte Mikrodissektion

Um die Gen-Expression speziell in den pulmonalefé@n zu untersuchen, wurden
von in TissueTek eingebetteten Mauslungen mit Hilfe eines Kryostat®um dicke

Gefrier-Schnitte auf Glas-Objekttragern angefertigyach 45 s Hamalaun-Farbung
wurden die Schnitte in Wasser, 70 %iges, 96 %iged schlie3lich in 100 %iges
Ethanol getaucht und bis zur Mikrodissektion dafagert. Um diese Zeit so kurz wie

maoglich zu halten, wurden nicht mehr als 10 Gedghnitte gleichzeitig angefertigt.
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Intrapulmonale Arterien mit einem Durchmesser voh0® um wurden selektiert und
unter optischer Kontrolle mit einer Microlance 3ride mikrodisseziert. Verwendet
wurde dazu ein Laser Microbeam System. Kanulenadtiiérenten Gefalden wurden in
ein Reaktionsgefald mit 200 ul GTC-RNA-Lyse-Puffdrefitihrt. Pro Maus-Lunge

wurden 50 Gefél3e separiert und mikrodisseziert.

2.2.7 RNA Isolation

RNA aus lasermikrodissezierten GefaRen wurde mit &Neas§Micro Kit isoliert,
mit dem WT-Ovatioh” Pico RNA Amplifikations-System amplifiziert undHieRlich
mit dem QIAquicK PCR Purifikation Kit aufgereinigt. Alle Kits wurde nach
Herstellerangaben verwendet.

RNA aus Lungengewebe von Mausen (Haltung fir 2leTadgNormoxie/Hypoxie) oder
von humanen Lungen-Proben (Donor/IPAH) wurde miheei Kombination aus
PeqGOLD TriFast! und dem RNea$yMiniprep Kit isoliert. Zunéchst wurden pro
Lunge ca. 50 Kryoschnitte (entsprach 50-100 mg Gewdomogenat) angefertigt und
in einem Reaktionsgefal auf Eis gesammelt. Die Gesahnitte wurden mit 500 pl
TriFasf™ und einer 18 g Kaniile auf Eis homogenisiert. Widhreiner finfminutigen
Inkubation auf Eis wurde das Homogenat immer wiegkrortext. Nach Zugabe von
200 pl Chloroform/ml TriFast wurde das Homogenat 15 s geschiittelt, gevorteat un
schlie3lich 10 min bei 4°C inkubiert. Nach einemiibitigen Zentrifugation bei 4°C
und 14 00 g wurde die obere Phase abgenommen, mit einer dgotea Menge
70 %igem Ethanol in einem neuen ReaktionsgefaRspdinund auf eine RNedSgpin
Saule transferiert. Das weitere Protokoll entsprdeh Angaben im RNea$yMini-
Handbuch.

Zur RNA-Isolation aus humanen oder Ratten PASMCdeudas PeqGOLD Total
RNA Kit nach Hersteller-Protokoll eingesetzt.

Aus der Aorta der undArteria carotis der Maus wurde die RNA mit Hilfe des
RNeasyMicro Kits nach den Angaben im Handbuch isoliert.

Die RNA-Konzentrationen aller Proben wurden mittBlanoDrop ermittelt und bei

Bedarf wurden die Proben bei -80°C gelagert.
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2.2.8 cDNA Synthese undReal-Time PCR

200 ng/ul RNA wurden mit Hilfe des iScript cDNA Skese Kits nach Hersteller-
Protokoll durch Reverse Transkription in cDNA umgaeben. Folgende
Reaktionsbedingungen wurden fir die cDNA-SyntheseTiPersonal Thermocycler
gewahlt: 5 min bei 25°C, 30 min bei 42°C und 5 toém 85°C.

Zur Untersuchung der Genexpression wurde anscimie(&ine Real-Time PCR
durchgefuhrt. Die Amplifikation erfolgte in dem ABI90OHT Sequence Detection
System. Fir die PCR-Reaktionen wurde der Platftf8vBR®Green qPCR SuperMix
UDG nach Herstellerangaben verwendet. Die Zusametemsg der PCR-Anséatze war

wie folgt:

Platinun’SYBR®Green qPCR SuperMix 13,0 pl

Ampuwd’ 8,0 ul

50 mM MgCb 1,0 ul

forward Primer (10 pmol/ul) 0,5 ul

reversePrimer (10 pmol/ul) 0,5 pul

cDNA (templat¢ 20 pul
25,0 pl

Als Negativkontrolle wurde pro amplifiziertes Genne non-template Kontrolle
(Mastermix ohne die Zugabe von cDNA) angesetzt w@maplifiziert. Folgendes
Temperaturprofil wurde verwendet: 6 min bei 95°€ s[bei 96°C, 5 s bei 59°C, und
10 s bei 72°C] x 45. Aufgrund der unselektiven Bing des SYBR®Green | Farbstoffs
an die doppelstrangige DNA wurde eine Schmelzkuamalyse durchgefiihrt, anhand
derer die Lange der amplifizierten Fragmente unditldie Spezifitat bestimmt werden
konnte. Um sicher zu stellen, dass nur das gewimselCR-Produkt vervielfaltigt
wurde, wurden die PCR-Produkte durch eine Gelapkinrese aufgetrennt und

visualisiert. DieACt Werte fur jedes Ziel-Gen wurden wie folgt bemseth

ACt = Cthousekeepingen - Ct ziel-Gen

Die in Tabelle 2 aufgefiihrten Primer (angegeben von 5’ nach 3’)dearfir dieReal-
Time PCR verwendet. Die Primer wurden Intron-tberspadnkonstruiert und bei

Metabion International AG (Martinsried) bestellt.
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Tabelle 2: Sequenzen der fir di&keal-Time PCR verwendeten Primer.

Spezies Gen Primersequenz (von 5" nach 3")
Human PBGD FP: CCC ACG CGA ATC ACT CTC AT
(housekeepingen) RP: TGT CTG GTA ACG GCA ATG CG
Paxillin FP: TGG ACA GCC CTACTG TGA AA
RP: AGA AGT GTT CAG GGT GCC A
Fibronektin FP: CCG ACC AGA AGT TTG GGT TCT
RP: CAATGC GGT ACATGACCCCT
Maus PBGD FP: GGT ACAAGG CTTTCAGCATCGC
(housekeepingen) RP: ATG TCC GGT AAC GGC GGC
B2M FP: AGC CCA AGA CCG TCT ACT GG
(housekeepingsen) RP: TTCTTT CTG CGT GCA TAAATT
Paxillin FP: AAT TCC AGT GCC TCC AAC AC
RP: GAG CTC ATG ACG GTA GGT GA
Ratte PBGD FP: CAA GGT TTT CAG CAT CGC TAC CA
(housekeepingsen) RP: ATG TCC GGT AAC GGC GGC
Paxillin FP: TGA GCT GGA GAACTC TGT GC
RP: TGA GAT TCT GGT CTG CTG CT

FP:forward Primer (Vorwartsprimer); RReversePrimer (Ruckwartsprimer)

2.2.9 siRNA-Transfektion von humanen pulmonalarteriellen glatten

Muskelzellen

Die siRNA-Transfektion von Zellen ist eine Methoaét deren Hilfe man gezielt die
Expression eines Gen vermindern kann (im Folgemdeh alknockdowrbezeichnet),
um die Funktion des von ihm codierten Proteins agdhlisseln.

Humane PASMC wurden mit 100 nigmall-interfering RNA (kleine interferierende
RNA - siRNA) transfiziert. Als Transfektions-Reagewurde 1 pl/crh X-tremeGENE
benutzt. Die Zielsequenz der siRNA war in der koghelen Sequenz des humanen
Paxillin (ON-TARGETpIlus, Thermo Scientific, Bonnlhl-1 (Eurogentec, Seraing,
Belgien) FAK (BioSpring, Frankfurt a. M.) oder HIke (Biospring, Frankfurt) Gens
lokalisiert. Die Kontroll-siRNA (siR) wurde von Andn (Foster City, CA) bezogen.

Die Sequenzen der siRNAs sindTiabelle 3angegeben.
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Tabelle 3: Sequenzen der fir die Transfektion verwadeten siRNAs.

SISO Sequenz

Fhi-1 5-CCA GUA UUA CUG CGU GGA U dTdT-3"

FAK 5°-CUU AAA GCU CAG CUC AGC A55 XUG CUG AGC UGAsCU
UUA AG5 5-3°

HIF-1a 5°- UGU GAG UUC GCA UCU UGA Udtdt-3"

Fhl-1: four and a half LIM domaing=AK: focal adhesion kinaseHIF-1o : hypoxia inducible factor-;
C: Cytosin; A: Adenin; G: Guanin; U: Uracil; dT bz&: Deoxythymidin.

2.2.10Der Adhasions-, Proliferations- und Apoptose-Assay

Um den Einfluss von Paxillin auf das Adh&sions-\&dtdn von humanen PASMC zu
untersuchen, wurden die Zellen mit einer siRNA ge@axillin (siPxn) transfiziert.
72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zetlgpsiniert und auf eine mit
2 ng/ml bovinem Serum Albumin (BSA) oder 2 pg/ntenektin beschichtete 964l
Platte ausgesat. Nach einer ca. 45mindtigen Inkubditei 37°C wurde das Medium
entfernt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschan, nicht-adhéarente PASMC zu
entfernen. Adharente, lebende Zellen wurden zundotegrafiert. Schliel3lich wurden
die Zellen mit einem Methanol/Aceton-Gemisch (Védiria 1:1) fir 15 min fixiert, mit
Kristallviolett fir 15 min gefarbt und dann mit 100 Entfarbelésung prVvell entfarbt.
Die Absorption wurde bei 550 nm in einem VERQAIlunable microplate reader
gemessen.

Um zu untersuchen, ob Paxillin das Proliferatiorshalten von humanen PASMC
beeinflusst, wurde 72 Stunden post siRNA-Transbektie Zellzahl durch Zellzahlung
in einem Hamazytometer bestimmt, des Weiteren wurdemunofluoreszenz-
Farbungen von humanen PASMC mit dem Proliferatiar&er Ki67 angefertigt.

72 Stunden nach der siRNA-Transfektion wurde ireeirweiteren Assay der Einfluss
von Paxillin auf das Apoptose-Verhalten von humaP&SMC bestimmt. Es wurde
dazu der CaspACE Assay verwendet und nach Hersiteokoll vorgegangen. Als
Positiv-Kontrolle wurden die Zellen fur vier Stumdsnit 1 uM Staurosporin inkubiert.
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2.2.11Kultivierung von humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen

auf Fibronektin

Um zu untersuchen, ob die Phosphorylierung von |Raxdurch Proteine der
extrazellularen Matrix beeinflusst wird, wurdenA&ll Platten mit 5 pg/ml Fibronektin
fur 1 Stunde bei Raumtemperatur beschichtet. Dablaibende Fibronektin wurde
abgenommen. Die PASMC wurden auf den beschichtBtatien ausgesat, fir die
angegebenen Zeitpunkte inkubiert und in NP-40 PPdtie die Isolation der Proteine

lysiert.

2.2.12Protein-Isolation und Western Blot Analyse

Zur Proteinisolation wurden Lungenproben durch Zsrean in flissigem Stickstoff
zerkleinert und in 150 pul NP-40 Lyse-Puffer, welcBenM NgVO, (pH 10) und 1 x
Complete enthielt, aufgenommen. Die PASMC wurdeterudugabe von 150 pl NP-40
Lyse-Puffer (incl. 2 mM N&/O,4(pH 10) und 1 x Complete) mit einem Zellschaber auf
Eis lysiert. Nach einer 30mindtigen Inkubation dtfs wurden die Proben bei
14 000x g fur 15 min bei 4°C zentrifugiert. Die Proteinkong@tion des Uberstands
wurde mit einem kommerziell erhéltlichen spektrainoetrischen Assay (BCA Assay)
bestimmt. Fur die Western Blot Analysen wurden 8Quu des Protein-enthaltenen
Uberstands eingesetzt, mit 10 x Laemmli-Probenpufésetzt und 10 min auf 96°C
erhitzt. Die Proteinproben wurden schlief3lich ineen 12 %igen SDS Polyacrylamid-
Gel bei 120V aufgetrennt (Dauer ca. 1 Stunde)plgefvon einem 60minitigen
Elektrotransfer (100 V) auf eine 0,45 um PVDF MearbrDie Membran wurde mit
5 %iger Magermilch (w/v) in PBS-T PuffelPlosphate Buffer Salinenit 0,1 %
Tween20) fir 1 Stunde geblockt, bevor sie Uber NBeh4°C mit einem der folgenden
Antikérper inkubiert wurde: anti-Paxillin; anti-pBpho-Paxillin  (Tyrosin 31,
Tyrosin 118); anti-phospho-FAK (Tyrosin 397, Tyno&i76); anti-FAK; anti-phospho-
Akt (Serin 473); anti-Akt; anti-phospho-Erk1/2 (Bonin 202/Tyrosin 204); anti-
Erk1/2 (alle 1:1000 verdiinnt) und aftiAktin (1:3000 verdinnt). Nach dreimaligem
Waschen mit PBS-T Puffer wurde die Membran fir un8é mit Meerrettich-
Peroxidase gekoppeltem, sekundarem Antikorper (Werdng 1:3000) inkubiert.
Danach wurde die Membran dreimal flr 15 min gewascbie Detektion der Proteine
erfolgte mit dem Amersham ECL Plud/estern Blotting Detektion Systerdur
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Inkubation mit einem neuen Priméarantikérper wurée an die Membran gebundene
Antikorperkomplex nach der Filmentwicklung durche dsOminutige Inkubation mit

StrippingPuffer entfernt.

2.2.13Promotoranalyse

Der senseund antisenseStrang des humanen Paxillin-Promotors wurde 1500dr
und nach dem Paxillin-Gen nach potenziellgypoxia response elementsiRE) —
Bindestellen flir den Hypoxie-induzierten Faktor KMl durchsucht. Die
Konsensussequernggtg wurde sowohl flr die Suche isenseals auch imantisense
Strang verwendet.

2.2.14Der Electrophoretic Mobility Shift Assay

Der Electrophoretic Mobility ShifAssay (EMSA) ist einén vitro Methode um DNA-
Protein-Interaktionen zu charakterisieren. Mit Elifes EMSA ist es moglich Aussagen
Uber die Regulation von Genen auf Transkriptionselzi treffen.

2.2.14.1Sonden

Die fur den EMSA verwendeten Oligonukleotid-Sondemfassten die HRE
Konsensus-Sequenz im humanen Paxillin-Promotor. iDi€abelle 4 angegebenen
Sonden wurden konstruiert und von Metabion Intéonal AG (Martinsried) bezogen.
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Tabelle 4: Sequenzen der fir deilectrophoretic Mobility Shift Assayverwendeten Sonden

Transkriptions- Sequenzen der Sonden

faktorbindestelle  (von 5" nach 3)

HRE 1 S - markiert: GCTGGAAAACCACGCAATAGAGTGT-Biotin
S - unmarkiert: GCTGGAAAACCACGCAATAGAGTGT
AS: ACACTCTATTGCGTGGTTTTCCAGC

HRE 2 S - markiert: GGCGGGACCASCGTGCGCAGGGGGC-Biotin
S - unmarkiert: GGCGGGACCASCGTGCGCAGGGGGC
AS: GCCCCCTGCGCACGCTGGTCCCGCC

HRE 3 S - markiert: GGCGGGGCGGCGTGCACAGGGGGC-Biotin
S - unmarkiert: GGCGGGGCGGCGTGCACAGGGGGC
AS: GCCCCCTGTGCACGLCGLCGLCLCLceaee

HRE: hypoxia response elemeft senseAS: antisense

Die Sonden (Biotin-markiert oder unmarkiert) wurdém 5 min bei 95°C in einem
Heizblock annealt das heil3t aneinander gelagerid dort bis zum Erreichen der

Raumtemperatur inkubiert. Die Lagerung denealtenSonden erfolgte bei -20°C:

2.2.14.2Extraktion der nuklearen Proteine

Die Kultivierung der humanen PASMC fir den (EMSAJfoigte auf 10 cm
Kulturplatten. Die konfluenten Platten wurden fig®inden unter Normoxie (21 %)O
bzw. Hypoxie (1 % @) inkubiert, bevor die Zellen in 500 pl PBS mit 2mMNagVO4
(pH 10) und 1x Complete auf Eis mit einem Zelldwdravon der Kulturplatte
abgeschabt wurden. Die nuklearen Proteine wurdéer werwendung des NE-PER
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Kitsach Herstellerprotokoll isoliert und die
Proteinkonzentration mit einem kommerziell erhéften spektrophotometrischen

Assay (BCA Assay) bestimmt.
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2.2.14.3Assay-Durchfuhrung

FUr die Bindereaktion wurden 20 pg Nuklearextrakt EMSA-Puffer (1x Binding
Puffer, 50 ng/ul Poly(dl-dC), 2,5 % Glycerol, 085 NP-40, 5 mM MgCl, 50 mM
KCI) fir 10 min bei Raumtemperatur pra-inkubiertadd der Zugabe von 4 pmol
unmarkierter Sondec¢ld competitoy folgte eine 20minttige Inkubation. Schlie3lich
wurden 20 fmol der Biotin-markierten Sonde hinzwgsen, nach einer erneuten
Inkubation von 20 min, wurden die Proben incl. Laudiger in einem 5% igen TBE-
Polyacrylamidgel aufgetrennt (100V, ca. 45 min).asD Gel wurde mittels
Elektrotransfer (100V, 45 min) auf eine Nylon-Meamb geblottet, welche
anschlieBend 10 min bei 254 ngecrosslinkedwurde, das heil3t der Komplex aus
Sonde und Protein wurde schliel3lich mit der Memlwametzt. Nach dem Blockieren
und Waschen der Membran erfolgte die Detektion Bletin-markierten DNA unter

Verwendung de€hemiluminscent Nucleic Acid Detection Modules

2.2.15Immunohistochemie

Um bestimmte Proteine im Lungengewebe zu detektiered damit zu lokalisieren,
wurde die Methode der Immunohistochemie verwendet.

Die Farbungen wurden auf 3 pum dicken Paraffin-Luggsvebs-Schnitten durchgefinhrt.
Die Entparaffinierung erfolgte dreimal fir 10 min Kylol. Die Schnitte wurden in
100 %igem Ethanol fur zweimal 5 min, in 95 %igenhdttol fir einmal 5 min, in
70 %igem Ethanol fur einmal 5 min, und in PBS fiwemmal 5 min rehydriert. Die
Antigen-Freilegung erfolgte mit 0,05 % Trypsin fib min bei 37°C. Das Gewebe
wurde fir 1 Stunde mit 10 %igem BSA (w/v) in PBSlgekt, bevor es auf humanen
Schnitten mit Kaninchen anti-Paxillin (1:100) undad$ antismooth muscle actin
(Aktin der glatten Muskelzellen - SMA; 1:1000), dénnt in 10 % BSA inkubiert
wurde. Auf Maus-Schnitten wurde Kaninchen anti-Biax{1:150) und Kaninchenu-
SMA (1:350) benutzt; auf Ratten-Schnitten Maus -&atxillin (1:250) und Maus:-
SMA (1:750). Nach viermal fiinfminttigem Waschen MBS erfolgte die Detektion
mit dem ImmPRESS Anti-Kaninchen Ig Polymer DeteksidKit (human und Maus)
bzw. dem VECTOR VIP Peroxidase Substrate Kit (Ratfde Schnitte wurden mit
Methylgrin fiar 3 min bei 60°C gegengefarbt und nRiertex eingedeckt. Als



Material und Methoden 40

Negativkontrolle wurde die Farbung mit einer demtikdrper-Isotyp entsprechenden
IgG-Kontrolle durchgefuhrt.

2.2.16lmmunofluoreszenz

Fur die Immunozytochemie wurden die Zellen aliv8i Chamber Slidekultiviert.
Nach einer 20minutigen Fixierung mit 4 %igem Panaf@dehyd wurden die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zélied Stunde mit 5 %igem BSA
in PBS geblockt und dann tber Nacht bei 4°C mit-Rakillin (1:100), anti phospho-
Paxillin (Tyrosin 31, Tyrosin 118; beide 1:100) tig#hl-1 (1:100), anti-FAK (1:100)
oder anti-Ki67 (1:50) Antikdrpern inkubiert. Um H«ln anzufarben, wurde Alexa
Fluor® 568 Phalloidin (1 U/ml) verwendet. SchlieRlich den die Zellen 5mal mit
0,1 %igem BSA (w/v) in PBS gewaschen und mit demidspondierenden sekundéren
Antikorper (Alexa 555 - rot, Alexa 488 - grun) irtkert. Die Farbungen wurden in
Fluoreszenz Vectashield Eindeckmedium, welches Dédthhaltete, eingedeckt. Fur
die Negativkontrolle wurde die Farbung mit einer mdeAntikdrper-Isotyp

entsprechenden IgG-Kontrolle durchgefihrt.

Fiur die Immunofluoreszenz-Analyse von humanem ddigus Lungengewebe wurden
3 um dicke Paraffin-Lungengewebs-Schnitte verweridiet Entparaffinierung erfolgte
fur dreimal 10 min in Xylol. Die Schnitte wurden k00%igem Ethanol fur zweimal
5 min, in 95 %igem Ethanol fur einmal 5 min, in %0Ethanol fir einmal 5 min, und in
PBS fur zweimal 5 min rehydriert. Die Antigen-Feglling erfolgte mit 0,05 % Trypsin
fur 10 min bei 37°C. Das Gewebe wurde fir 1 Stunde 10 %igem BSA (w/v)
geblockt, bevor es mit Kaninchen anti-Paxillin @0}, Ziege anti-Fhl-1 (1:100),
Kaninchen anti-Fibronektin (1:50) oder Mau$SMA (1:100) Antikérpern fur 1 Stunde
inkubiert wurde. Nach viermal funfminttigem Waschait 0,1 %igem BSA (w/v) in
PBS wurden die Schnitte mit Alexa 488 und Alexa F&&ikorpern fur 1 Stunde
inkubiert. Das Gewebe wurde fur 10 min mit 4 %igearaformaldehyd fixiert und mit
Fluoreszenz Vectashield Eindeckmedium, welches Diddthhaltete, eingedeckt. Die
Spezifitat der Farbung wurde bestimmt, indem Kdigchnitte mit einer dem
Antikorper-Isotyp entsprechenden IgG-Kontrolle gbtavurden.
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Um Immunofluoreszenz-gefarbte Zellen und Gewebattehnu fotografieren, wurde
ein Leica DMR Mikroskop mit den folgenden Filterartutzt: AL 380—-420 nm (DAPI),
13 420-512 nm (Alexa 488) und N 2.1. 500-590 nnefal 555) (alle von Leica).

Von gefarbten Zellen wurden zudem Bilder mit eindmser-scanningKonfokal-
Mikroskop gemacht. Es wurden folgende Ex/Em Eihstglen benutzt: 405/BP420-
480 nm (DAPI); 543/LP560 nm (Alexa FIfoB55). Die Bilder hatten eine Auflésung
von 1024 x 1024 Pixel und wurden mit einem Zeissx63l-lmmersionsobjektiv mit
1,4 n.A. (nummerische Apertur) aufgenommen. Um Ligdlen dreidimensional (3D)
darzustellen, wurden im Abstand von 0,7 um Aufnahmrre der Z-Ebene der Zelle
gemacht. Pro Zelle wurden dabei 15 bis 20 Schipitte Zelle aufgenommen. Diese
Bilder wurden mit der Software des Mikroskops seRlich zu einem 3D Bild

zusammengefugt.

2.2.17Statistische Analyse und Datenverarbeitung

Die Daten sind als Mittelwert + Standardfehler d&itelwerts (SEM) angegeben. Die
statistische Signifikanz wurde mit dem t-Test n&thdent bestimmt. Wurden mehrere
Gruppen zu einer Kontrollgruppe verglichen, wurdeeeVarianzanalyse in eine
Richtung (ANOVA) mit dem Dunnett’'s PostHoc Test awgndet. Fir die
Auswertungen wurde EXCEL (Windows USA, 2003) bzwRI®M Graph Pad (5.0,
Graph Pad Software, San Diego, USA) verwendet. &ért das Adhéasions-Verhalten
von Zellen wurden aufgrund der unterschiedlichelzablen von Experiment zu
Experiment von normalisierten Werten berechnet. Bagmalisierung erfolgte nach
folgender Formel: (genandiungXikontrolie)/ (Xikontrolle); Wobei % der gemessene Wert des
Experiments i ist. Die Signifikanz ist als p-Wetfieli den Graphen angegeben. Ein p-

Wert< 0.05 wurde dabei als statistisch signifikant arbes.
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2.3 Puffer, Lésungen und Gele

42

In dieser Arbeit benutzte Puffer und Losungen, sodeéren Zusammensetzungen und

Verwendung sind iTabelle 6angegeben.

Tabelle 6: Verwendete Puffer und Losungen.

Puffer
(Verwendung)
NP-40 Lyse-Puffer
(Protein-Isolation)

10x Laemmli Proben-Puffer
(Western Blotting)

1x Elektrophorese-Puffer
(Western Blotting)

Blotting-Puffer
(Western Blotting)

Stripping-Puffer
(Western Blotting)

IxPBS pH 7,4
(Western Blotting,

Immunohistochemie)

Substanz

TRIS Base
NacCl
EDTA
Glycerol
NP-40
TRIS-HCI
SDS

Bromphenolblau

Glycerol

B-Mercaptoethanol

TRIS-Base
Glycin
SDS (w/v)
H.O
Methanol
TRIS-Base
Glycin

H.O

Glycin 1 M
H.O

25 %ige HCI
NaCl

KCI
NaHP O,
KH.PO,
H.O

Menge

20 mM; pH 7,6
100 mM

2 mM

10 % (v/v)
1 % (v/v)
05M

20 % (w/v)
1 % (w/v)
50 % (w/v)
1M

3,02 g
18,89

10 %
1000 ml
200 ml

20 mM
150 mM
1000 ml

5 ml

10 ml
0,750 ml
8,09

0,29

1,44 g
0,249
1000 ml
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TRK-Puffer von Peqglab bezogen
(RNA-Extraktion)
GTC-RNA-Lyse-Puffer Guanidinthiocyanat 4 M
(RNA-Extraktion) Nag Citrat 0,025 M
Sarcosyl 0.5%
B-Mercaptoethanol 0.72 %
1x TBE-Puffer pH 8,2 TRIS-Base 89 mM
(Electrophoretic Mobility ShifAssay) EDTA 2mM
Borsaure 89 mM
Entfarbe-L6sung Eisessig 10 %
(Adhasions-Assay) Methanol 20 %
H.O 70 %

Abkirzungsverzeichnis siehe Anhang.

In dieser Arbeit verwendete Gele, sowie deren Zusensetzung sind iffabelle 7

aufgefihrten.

Tabelle 7: Fir die Western Blot Analyse und derElectrophoretic Mobility Shift Assay verwendete

Gele.

Gel Substanz

(Verwendung)

12 %iges SDS Polyacrylamid-Gel = Trenngel 12 %

(Western Blot) H.0 5,6 ml
TRIS 1,5 M; pH 8,8 4,2 ml
30 %iges Acrylamid 6,6 ml
10 %iges SDS 0,165 ml
TEMED 0,022 ml
25 %iges APS 0,022 ml
Sammelgel 5 %
H.0 5,8 ml
TRIS 0,5 M; pH 6,8 2,5mi
30 %iges Acrylamid 1,7 mi
10 %iges SDS 0,1 ml




Material und Methoden

5 %iges Polyacrylamidgel
(Electrophoretic Mobility ShifAssay)

TEMED

25 %iges APS

H.O

10x TBE

30 %iges Polyacrylamid
10 %iges APS

TEMED

0,02 ml
0,02 ml
19,5 ml
1,25 mi
4,2 ml

0,2 ml

0,05 ml

Abkirzungsverzeichnis siehe Anhang.
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3 Ergebnisse

In einer vorherigen Studie konnte von Kwapiszewskal. (Kwapiszewska et al, 2008)
das zytoskeletale Protefaur and a half LIM domaingéFhl-1) als ein neues, mogliches
Schlusselprotein in der pulmonalen Hypertonie idierdrt werden. Um den Einfluss
zytoskeletaler Proteine und speziell Fhl-1 an deth&enese der pulmonalen
Hypertonie besser verstehen zu koénnen, galt esiesed Arbeit neue, bisher nicht
bekannte, Interaktionspartner von Fhil-1 zu idezigfien und deren Beteiligung am

pulmonalvaskularen GefalRumbauprozess zu untersucitenu charakterisieren.

3.1 Suche nach neuen Fhi-1 Interaktionspartnern

Mit dem Ziel, neue Interaktionspartner-Kandidatem \Fhl-1 zu identifizieren, wurde
eine Yeast two-HybridAnalyse in Kooperation von der Dualsystems BiotedB
(Schlieren, Schweiz) durchgefiihrt. Die komplettd-H$equenz aus der Maus wurde
bei diesenscreeningals bait eingesetzt, um eine cDNA Bibliothek aus der Mangéi
zu untersuchen. Es wurden drei unabhangige Paxdlone, die mit der LIM-
Domanen-Region des Proteins Ubereinstimmtebbildung 5, unten), als
Interaktionspartner-Kandidaten identifiziert; sowolvenn man N- (pFhl-1-LexA;
p = Plasmid) als auch C-terminale (pLexA-Fhl-1) -EHdait-Konstrukte fur das
screeningverwendete. Zwei Kontrolbait-Proteine, der Transkriptionsfaktor p53 und
das Glykoprotein Lamin C, banden nicht an Fhl-Iin- Beweis fur die Spezifitat der
Paxillin-Fhl-1 Bindung Abbildung 5, oben).
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Abbildung 5: Identifikation von Paxillin als neuer Fhl-1-Interaktionspartner.

Identifikation von Paxillin als Fhl-1-Interaktionagner, untersucht mit Hilfe deveast two-Hybrid
Analyse, unter Verwendung von N- und C-terminalem-FKlonen (linke bzw. rechte Seite der
Abbildung; oberer Teil). p53 und Lamin C dienteis &pezifitts-Kontrollen. SD = Selektivmedium
(Medium ohne die Aminosauren Tryptophan — Trp, lieueLeu, Histidin — His, bzw. Adenin — Ade).
Schematische Reprasentation der Paxillimeypund Fhl-1- bait) Proteine (unterer Teil der Abbildung).
As = Aminosauren; LIM = LIM-Doméane; NH= N-Terminus; COOH = C-Terminus.

Die aus der Analyse von Dualsystems Biotech AG iuobgl Interaktion zwischen
Paxillin und Fhl-1 konnte im Rahmen dieser Arbeitit nHilfe von Ko-
Immunoprazipitations-Versuchen in mikrovaskulareASRIC der Maus bestétigt
werden. Es wurde hierzu endogenes Paxillin fur Fli@zipitation eingesetzt. Eine
Antikorper-Isotyp-Kontrolle (IgG) zeigte keine Imgktion mit Fhl-1 - eine erneute
Bestatigung fur die Spezifitat der Bindungbpildung 6 A). Neben der Interaktion in
den PASMC der Maus konnte gezeigt werden, dassbdiden Proteine auch in
humanen PASMC interagierteAlibildung 6 B).
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Abbildung 6: Ko-Immunoprazipitation von Fhl-1 mit P axillin.

Immunoprazipitation (IP) von endogenem Paxillin 4% mikrovaskularen PASMC der Maus od@&) (
humanen PASMC mit einem anti-Paxillin (Pxn) Antigér. Dargestellt sind die Western Blot Analysen
(WB) der Immunoprazipitate mit einem anti-Fhl-1 oadeti-Paxillin Antikdrper. Eine Antikérper-Isotyp-
Kontrolle (IgG) wurde als Kontrolle eingesetzt, umspezifische Interaktionen auszuschlieen. Pfeil =
Fhi-1 (30 kDa) oder Paxillin (68 kDa); * = schwefette des Antikdrpers; kDa = Kilodalton.

Um die Interaktion von Paxillin und Fhl-1 weiter zarifizieren, wurde die Expression
und Lokalisation der beiden Proteimevitro undin vivo untersucht. Fir dien vitro
Versuche wurden Immunofluoreszenz-Farbungen vonrawgskularen PASMC der
Maus @bbildung 7, linke Seite) und humanen PASM@hbbildung 7, rechte Seite)
angefertigt. Diese Farbungen ergaben, dass sowaRllli® als auch Fhl-1 im
Zytoplasma der PASMC exprimiert werden und dort IM@lisieren. In
mikrovaskularen PASMC der Maus ist Paxillin in totd Fhl-1 in griin dargestellt. In
humanen PASMC ist Paxillin in grin und Fhl-1 in @xgefarbt. Der Zellkern ist
jeweils in blau zu erkennen. Die Ko-Lokalisatiorr tbeiden Proteine ergibt die Farbe

gelb.
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Maus mikrovaskulare PASMC Humane P ASMC

Uberlagerung Fhl-1 Paxillin

Negativkontrolle

Abbildung 7: Paxillin ko-lokalisiert mit Fhil-1 im Z ytoplasma von PASMC.

Ko-Lokalisation von Paxillin und Fhl-1 in mikrovagidren PASMC der Maus (linke Seite der
Abbildung) bzw. humanen PASMC (rechte Seite der illbing). Die Negativkontrolle entspricht der
Farbung mit einer Antikérper-Isotyp-Kontrolle (IgG)

Fur diein vivo Experimente wurde Lungengewebe der Maus und desdfien mit
Hilfe der Immunofluoreszenz-Technik gefarbt. In dexn Spezies ko-lokalisierten

Paxillin und Fhl-1 in den pulmonalen Gefal3wand&bhjldung 8).

48
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Maus Human

Paxillin
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Abbildung 8: Ko-Lokalisation von Paxillin und Fhl-1 in den pulmonalen Gefa3wénden.
Ko-Lokalisation (in gelb) von Paxillin (rot) und Fh (griin) im Lungengewebe der Maus (linke Seite de
Abbildung) und des Menschen (rechte Seite der Aobid). Die Negativkontrolle entspricht der Farbung
mit einer Antikorper-Isotyp-Kontrolle (1gG). G = & (Lumen); S = Septen; B = Bronchius (Lumen).

Sowohl Paxillin als auch Fhl-1 werden in PAMSC expert und interagierten
miteinander. Um zu untersuchen, ob zwischen Paxiind Fhl-1 eine funktionelle
Abhangigkeit besteht, wurden spezifische siRK#fckdowrExperimente in humanen
PASMC durchgefiihrt. Dasilencing d.h. die Herunterregulation der Paxillin- (siPxn)
bzw. Fhi-1-Expression (siFhl-1), verursachte eimgnifikant inhibierte Paxillin bzw.
Fhl-1 Protein-Expression im Vergleich zur KontrollesiR; Abbildung 9 A, B;
Mittelwert + SEM fur Paxillin: 100 £ 0 und 58,1 816 %; Mittelwert + SEM fir Fhi-1:

100 £ O und 75,0 £ 14,4 %). Interessanterweisezmaite der Paxillirknockdowmeben
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der verminderten Paxillin Expression auch eine ilgnt verringerte Fhl-1 Protein-
ExpressionAbbildung 9 A, B; Mittelwert £ SEM: 100 £ 0 und 57,1 + 12,0 %).
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Abbildung 9: Die Fhi-1-Expression ist von der Paxlin Expression abhangig.

A. Représentativer Western Blot 48h nach derackdownder Paxillin oder Fhl-1 Protein-Expression
mittels siRNA Transfektion (siPxn; siFhl-1) im Véegh zur Kontrolle (siR).B. Densitometrische
Auswertung der Western Blot Analysen von A (n=4pn8ikante Unterschiede zur Kontrolle sind mit

einem * dargestellt. ns = nicht signifikant.

Aufgrund der Lokalisation von Paxillin in den pulnaden Gefal3en und der bekannten
Rolle von Fhil-1 an der Pathogenese der pulmonalgrekbonie, ergab sich die Frage,
ob Paxillin eine veranderte Expression in der idibgschen pulmonalarteriellen
Hypertonie (IPAH) oder in Tiermodellen der pulmaralHypertonie im Vergleich zu

den entsprechenden Kontrollen aufweist.

3.2 Paxillin-Expression in Lungen von Patienten mit
idiopathischer pulmonalarterieller Hypertonie

Im vorherigen Abschnitt konnte Paxillin in den pwinalen GefalBwanden detektiert
werden. Kwapiszewska et al. (Kwapiszewska et ab82Qeigten in ihrer Studie die

erhohte Expression von Fhl-1 in Lungenproben vomieREn mit idiopathischer
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pulmonalarterieller Hypertonie (IPAH) auf. In dieseorliegenden Arbeit war es
demnach von besonderem Interesse die RegulationPaillin in der IPAH zu
untersuchen.

Ebenso wie Fhl-1, so zeigte auch der Fhl-1-Intévakpartner Paxillin in IPAH-
Patienten eine signifikant erhohte Expression inrgliéch zur Donor-Kontrolle,
sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-EbeAbl{ildung 10 A-C).
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Abbildung 10: Erhdhte Paxillin-Expression in Lungenvon IPAH-Patienten.
A. Real-TimePCR der Paxillin-Expression in Donor- (Kontroliend IPAH-Lungenhomogenaten (n=5,
pro Gruppe)B. Western Blot der Paxillin-Protein-Expression infldo- und IPAH-Lungenhomogenaten.

C. Densitometrische Auswertung der Western Blot Asalyon B (n=4, pro Gruppe).

Mittels immunohistochemischen Farbungen konnte IBaxhauptsachlich in den
PASMC lokalisiert werden. Die Farbung varSMA (smooth muscle actinAktin der
glatten Muskelzellen) diente hierbei als Markerdig PASMC Abbildung 11).
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Abbildung 11: Lokalisation von Paxillin in humanem Lungengewebe.
Immunohistochemische Farbungen von Paxillin (braumd a-smooth muscle actin(a-SMA;
dunkelbraun) in Donor- (Kontrolle) und IPAH-Lungebie Negativkontrolle entspricht der Farbung mit

einer Antikorper-Isotyp-Kontrolle (IgG). G = GeféRumen); S = Septen; B = Bronchius (Lumen).

Zusammenfassend zeigt sich also eine erhdhte Pakitpression, sowohl auf mMRNA-
als auch auf Protein-Ebene in IPAH-Proben. Weitergibt die Lokalisation von
Paxillin in den PASMC einen moéglichen Hinweis aud @eteiligung von Paxillin an

der Pathogenese der pulmonalen Hypertonie.

3.3 Regulation von Paxillin in Tiermodellen der pulmonden
Hypertonie

Um den Einfluss von Paxillin auf die Pathogenegepdémonalen Hypertonie weiter zu
verifizieren, wurde die Regulation der Paxillin-Egpsion in zwei unterschiedlichen
Tiermodellen der pulmonalen Hypertonie untersughbin Einen handelte es sich dabei
um das Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalenpétyonie der Maus und zum
Anderen um das Monocrotalin-Modell der pulmonaleypéttonie in der Ratte. Beides
sind sehr gelaufige Tier-Modelle der pulmonalen éfypnie (Stenmark et al, 2009).
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3.3.1 Paxillin-Expression in der Hypoxie-induzierten pulnonalen

Hypertonie der Maus

Die chronisch hypoxische Haltung von Mausen fuhrterhalb von drei Wochen zu
einer pulmonalen Hypertonie mit Rechtsherzhypehi®mp und einer erhohten
Muskularisierung intra-acinarer Gefal3e (Roth e2@9; Weissmann et al, 2005).

In Lungenhomogenaten von Mausen, die fur 21 Tagdarmoxie (N; 21 % @) oder
chronischer Hypoxie (H; 10 %Agehalten wurden, konnte weder auf mMRNA noch auf
Protein-Ebene eine Regulation der Paxillin-Exp@ssi beobachtet werden
(Abbildung 12 A-C).
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Abbildung 12: Regulation der Paxillin-Expression in Lungenhomogenaten von Mausen mit
Hypoxie-induzierter pulmonaler Hypertonie.

A., B. Paxillin-Expression in Lungenhomogenaten von Maugske fur 21 Tage unter Normoxie (N;
21 % Q) oder chronischer Hypoxie (H; 10 %,)Ogehalten wurdenA. Real-TimePCR (n=5, pro
Gruppe);B. Reprasentative Western Blot Analy$g. Densitometrische Auswertung der Western Blot

Analysen von B (n=9, pro Gruppe).

Mit Hilfe von immunohistochemischen F&arbungen kenmaxillin in den glatten

Muskelzellen der pulmonalen GefaBwande der Maus aligkrt werden



Ergebnisse 54

(Abbildung 13 A). Im Folgenden wurde sich daher auf die spezi@sRlegulation von
Paxillin in diesem Kompartiment konzentriert. Ingéesatz zu den Untersuchungen an
Lungenhomogenaten, ergabeReal-Time PCR Daten von lasermikrodissezierten
intrapulmonalen GefalRen eine signifikant erhohtexilBFa@mRNA-Expression in
pulmonalen Gefal3en von chronisch hypoxischen Maugen Vergleich zur
normoxischen KontrolleAbbildung 13 B).
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Abbildung 13: Lokalisation und Regulation der Paxilin-Expression in den pulmonalen Gefazen
von Mausen mit Hypoxie-induzierter pulmonaler Hypettonie.

A. Immunohistochemische Farbungen von Paxillin (byaund a-smooth muscle actia-SMA,;
dunkelbraun) in normoxischen und chronisch hypdesc Lungen der Maus. Die Negativkontrolle
entspricht der Farbung mit einer Antikdrper-Isotgpntrolle (IgG). G = Gefall (Lumen); S = Septen; B =
Bronchius (Lumen)B. Paxillin-mRNA-Expression in lasermikrodissezierteungengeféaRen der Maus
(auRerer Durchmesser der lasermikrodissezierteafg@ef 100 um, n=5, pro Gruppe) untersucht mittels
Real-TimePCR. N = Normoxie (21 Tage; 21 %)OH = Hypoxie (21 Tage; 10 %D
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Im Unterschied zum pulmonalen Gefal3system, zeigtellld in den systemischen
GefalRen (Aorta undirteria carotig in Folge der Hypoxie-Haltung der Méause keine
Veranderung in der RegulatioAlibildung 14 A, B).
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Abbildung 14: Systemische Regulation der Paxillin-Epression in Mausen mit Hypoxie-induzierter
pulmonaler Hypertonie.

A., B. Paxillin-mRNA-Expression in aus der Maus isoliart®\) Aorten oder B) Arteriae carotis
untersucht mittelReal-TimePCR. Die Mause wurden einen Tag in Normoxie (20%1dN) oder 1, 7,
bzw. 21 Tage in Hypoxie (10 %,01dH, 7dH, und 21dH; n=6, pro Gruppe) gehalten.=ngicht

signifikant.

Insgesamt scheint Paxillin nur in den pulmonalenfdaGen im Maus-Modell der
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie regulieut sein; weder in Homogenaten
der Lunge noch in der systemischen Vaskulatur l@reihe Regulation detektiert

werden.

3.3.2 Paxillin-Expression im Monocrotalin-Modell der pulmonalen

Hypertonie in der Ratte

In PASMC isoliert aus Monocrotalin-behandelten Batergab sich die Tendenz einer
erhohten Paxillin-Expression im Vergleich zur Katite (PASMC isoliert aus Kontroll-
behandelten Ratten), sowohl auf mMRNA- als auchPaofein-EbeneAbbildung 15 A-
C). Eine statistische Signifikanz konnte jedoch nidreicht werden. Mittels

immunohistochemischen Farbungen konnte Paxillinhauwe der Monocrotalin-
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induzierten pulmonalen Hypertonie in der glattenskklzell-Schicht der GefaRwand
lokalisiert werdenAbbildung 15 D).
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Abbildung 15: Paxillin-Expression in PASMC isoliert aus Monocrotalin (MCT)-behandelten
Ratten.

A. Paxillin mRNA-Expression in PASMC isoliert aus Kmll- oder MCT-behandelten Ratten (n=5, pro
Gruppe) untersucht mittelReal-Time PCR. B. Repréasentative Western Blot Analyse der Paxillin-
Expression in PASMC aus Kontroll- und MCT-behangielRattenC. Densitometrische Auswertung der

Western Blot Analysen von B (n=5, pro GruppB).Lokalisation von Paxillin (violett) und-smooth
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muscle actin (a-SMA; dunkelviolett) in Kontroll- und Monocrotalibehandelten Ratten. Die
Negativkontrolle entspricht der Farbung mit einentikorper-Isotyp-Kontrolle (1gG). G = Gefald
(Lumen); S = Septen; B = Bronchius (Lumen).

Entgegen der signifikanten Hochregulation von Baxih den pulmonalen Gefal3en im
Maus-Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hgpeie, konnte die Paxillin-
Expression im Ratten Monocrotalin-Modell der pulraem Hypertonie in den

pulmonalen Gefal3en nur als tendenziell erhéht tetékverden.

Entsprechende Daten Uber den Krankheitszustand Ragten mit Monocrotalin-
induzierter pulmonaler Hypertonie (Bestimmung deshtsventrikularen systolischen
Drucks und der Rechtsherzhypertrophie) wurden viomidn Veit erhoben und sind
Bestandteil seiner Doktorarbeit. Bei der Bestimmuigy Rechtsherzhypertrophie
ergaben sich die folgenden Mittelwerte + SEM: bem &ontrollen 0,22 £+ 0,01, bei den
Monocrotalin-behandelten Ratten 0,47 + 0,03. Diegpengréf3e betrug n=6 und der p-
Wert 0,03. Der rechtsventrikulare systolische DritcREM wurde wie folgt gemessen:
bei den Kontrollen 28,1 + 1,2 mmHg, bei den Montalio-behandelten Ratten 72,8 +
2,7 mmHg. Die Gruppengrof3e betrug n=18 und der p-9/€01.

3.4 Regulation der Fibronektin-Expression in Lungen von
Patienten mit idiopathischer pulmonalarterieller Hypertonie

Das extrazellulare Matrixprotein Fibronektin isinewichtiger Bestandteil/Faktor in
Paxillin Signaltransduktionswegen, unter anderenvarschiedenen Tumor-Zelllinien
(Tanaka et al; Turner, 2000b). Neben der erhohtaxilld Expression in IPAH-
Patienten war es daher von Interesse die Expressiofribronektin in diesen Patienten
zu untersuchen, um so eventuell Stimuli fur dieilf@Aktivierung/Phosphorylierung
identifizieren zu kdnnen.

In  Lungenhomogenaten von IPAH-Patienten konnte e#ignifikant erhohte
Fibronektin-mRNA-Expression im Vergleich zur Dort¢ontrolle nachgewiesen
werden Abbildung 16 A). Immunofluoreszenz-Farbungen von humanen

Lungenschnitten bestatigten dieal-TimePCR Daten. Auch auf Proteinebene konnte
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in IPAH-Patienten eine im Vergleich zur Donor-Kaitke gesteigerte Fibronektin-
Expression beobachtet werdexbbildung 16 B).
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Abbildung 16: Erhdhte Fibronektin-Expression in Patienten mit IPAH.

A. Fibronektin mRNA-Expression in Donor- (Kontrollelnd IPAH-Lungenhomogenaten untersucht
mittels Real-TimePCR (n=9, pro GruppeB. Ko-Lokalisation von Fibronektin (griin) ung-smooth
muscle actia-SMA,; rot) in Donor und IPAH-Lungen; zusatzlich diRhasenkontrastbilder gezeigt. Die
Negativkontrolle entspricht der Farbung mit einentikorper-lsotyp-Kontrolle (IgG). G = Gefald

(Lumen); S = Septen; B = Bronchius (Lumen).



Ergebnisse 59

Neben der erhdhten Paxillin-Expression in Patiemtein|PAH zeigte sich auch eine
potenzierte Expression des extrazellularen Matasgns Fibronektin in diesen
Patienten.

3.5 Einfluss von Fibronektin auf die Phosphorylierung wn

Paxillin

Wie bereits inAbschnitt 3.4 angedeutet, kbnnte das extrazellulare Matrixpnotei
Fibronektin auch in  humanen PASMC einen Einfluss f adtraxillin
Signaltransduktionswege und damit auf die Pax#lktivierung haben. Um dieser
Vermutung nachzugehen, wurden humane PASMC aufolditin-beschichteten
Platten kultiviert. Diese ,Stimulation“ der Zelleesultierte in einer erhéhten Paxillin
Tyrosin 118 Phosphorylierung im Vergleich zur Katie (Kultivierung von Zellen auf
unbeschichteten Platte®bbildung 17 A, B). Die Paxillin-Expression selbst wurde
durch die 40minutige Kultivierung von humanen PASMauf Fibronektin-
beschichteten Platten nicht beeinflusst. Interdesamise verstarkte Fibronektin aber
die Interaktion zwischen Paxillin und Fhl-1, wasrau Ko-Immunoprazipitations-

Versuche gezeigt werden konnkbpildung 17 C).
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Abbildung 17: Fibronektin-abhéngige Paxillin-Phosptorylierung.

A. Reprasentative Western Blot Analyse der PaxillimoBin (Y) 118 Phosphorylierung und totalen
Paxillin-Expression nach Kultivierung von humane®IMC auf Fibronektin-beschichteten oder
unbeschichteten (+/- FN) Platten fir den angegemezeitpunkt (40 min)B. Quantifizierung der
Western Blot Analysen von A mittels Densitometnie=4). Die Protein-Expression wurde guAktin
normalisiert.C. Ko-Immunoprazipitation von Paxillin mit Fhl-1 vorel-Lysaten aus humanen PASMC,
kultiviert auf Fibronektin-beschichteten oder urdigshteten (+/- FN) Platten. Die Immunoprézipitate
wurden mit einem anti-Paxillin (Pxn) oder anti-AhlAntikorper detektiert. Eine Antikorper-Isotyp-
Kontrolle (IgG) wurde als Kontrolle eingesetzt, umspezifische Interaktionen auszuschliel3en. Pfeil:

Paxillin (68 kDa) oder Fhl-1 (30 kDa); IP = Immumépipitation; WB = Western Blot; kDa = Kilodalton.

Zusammenfassend konnte Fibronektin in diesem Alikctum Einen als Stimulus fir
die Paxillin Phosphorylierung in humanen PASMC Kitet werden. Zum Anderen

beginstigte diese Fibronektin-induzierte Phosplemyhg die Interaktion von Paxillin
und Fhl-1.

3.6 Rolle von Fibronektin und/oder Paxillin auf das Adhasions-
Verhalten humaner pulmonalarterieller glatter Muskelzellen

Die Adhasion von Zellen uber Integrine an die ezatllare Matrix ist von enormer
Bedeutung fur die Physiologie der Zellen. Im Foldm wurde daher zunachst der

Einfluss von Fibronektin auf das Adh&asions-Verhaltgon humanen PASMC
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untersucht. Immunofluoreszenz-Farbungen von Paxilland Aktin-Filamenten
(angefarbt durch Phalloidin) in PASMC verdeutlichtedass Fibronektin die
Zelladhasion begtinstigte. Die Zellen wiesen in Ealgr Kultivierung auf Fibronektin-
beschichteten Platten einen mehr ausgestreckteflaghigeren Phéanotyp auf. Wurden
sie hingegen auf unbeschichteten Platten kultiwearen sie deutlich abgerundeter und
kleiner (Abbildung 17 A). Neben dem Einfluss auf die Zelladhasion indueiatie
Fibronektin-Beschichtung auch eine erhéhte Lokabsavon Paxillin in den fokalen
Adhasionskomplexen. Die Paxillin-reichen fokalenh&dionskomplexe stellen in sich
als Striche an den Anheftungspunkten der Zelle an dJntergrund dar
(Abbildung 17 B).
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Abbildung 18: Einfluss von Fibronektin auf das Adh&ions-Verhalten von humanen PASMC und
die intrazellulare Lokalisation von Paxillin.

A. Einfluss der Fibronektin-Beschichtung (+/- Fibrktie) auf die Adhésion von humanen PASMC,
untersucht mittels Immunofluoreszenz-Farbungen weB&alloidin (rot) und Paxillin (grin). Die
Negativkontrolle entspricht der Farbung mit einemtiRdrper-lsotyp-Kontrolle (IgG)B. Fibronektin-
induzierte Veranderungen in der Paxillin-Lokalieati in PASMC, untersucht mit Hilfe von
Immunofluoreszenz-Farbungen gegen Paxillin (rotle Negativkontrolle entspricht der Farbung mit
einer Antikorper-Isotyp-Kontrolle (1gG).

Um zu untersuchen, ob Paxillin auch selbst das sidh&-Verhalten von humanen

PASMC beeinflussen kann, wurden die Zellen mit eiSiRNA gegen die Paxillin-
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MRNA (siPxn) transfiziert und schlieBlich Adhasiokssays durchgefihrt.
Lichtmikroskopische Bilder und Adhéasions-Assays mater siRNA-Transfektion
ergaben, dass die Adhasion von PASMC neben Fibtionekich abhangig von der
Paxillin-Expression selbst ist. In Folge der verd@rien Paxillin Expression waren
deutlich weniger Zellen in der Lage sich an dieré&itektin-beschichtete Kulturplatten
anzuheften. Sie wiesen weiterhin einen kleinerangeren Phanotyp aufibildung
19 A). Die Quantifizierung des Adhasions-Assays beagitiie Beobachtung. In Folge
des Paxillinknockdownswvar die Adhasion im Vergleich zur Kontrolle (siRjhibiert
(Mittelwert + SEM: 0,82 + 0,05Abbildung 19 B). Immunofluoreszenz-Farbungen von
Phalloidin machten deutlich, dass der PaxiKimockdowrnvon einem Integritatsverlust
des Aktin-Zytoskeletts begleitet war. War Paxiliermindert exprimiert, so konnte sich
das Zytoskelett der humanen PASMC (angefarbt matl&idin) nur noch ungeniigend
ausbilden Abbildung 19 C).

Fibronektin

1,257

siR

Relative Adhéasion

n=8

siR siPxn

siPxn
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C

Paxillin Phalloidin Uberlagerung

siR

siPxn

Negativkontrolle

Abbildung 19: Einfluss von Paxillin auf das Adhasims-Verhalten von humanen PASMC.

A. Lichtmikroskopische Bilder vom Adhasions-Verhalteémumaner PASMC auf Fibronektin-
beschichteten Platten nach siRNA-Transfektion geRgxillin (siPxn) im Vergleich zur Kontrolle (siR).
B. Einfluss des Paxillinknockdowns(siPxn) auf das Adh&sions-Verhalten humaner PASME

Fibronektin-beschichteten Platten, quantifiziertratu Kristallviolett-Farbung (n=8) im Vergleich zur
Kontrolle (siR). C. Immunofluoreszenz-Farbung von Paxillin (grin) umhalloidin (rot) nach
verminderter Paxillin-Expression (siPxn) im Verglei zur Kontrolle (siR). Die Negativkontrolle

entspricht der Farbung mit einer Antikérper-Isot¢pntrolle (19gG).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass sowahlFatmonektin-Beschichtung der
Kulturplatten, als auch mit Paxilliknockdowrdas Adhéasions-Verhalten von humanen

PASMC negativ beeinflusst wurde.
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3.7 Einfluss der reziproken Paxillin oder focal adhesion kinase
Expression auf die Phosphorylierung der Proteine

Das Paxillin-bindende Proteifocal adhesion kinas€FAK) wird durch Integrin-
vermittelte Zell-Adhasion autophosphoryliert undmfaaktiviert (Guan, 1997). Die
folgenden Immunofluoreszenz-Farbungen zeigten, d@asillin und FAK in den
fokalen Adhasionskomplexen humaner PASMC ko-lokatisn @bbildung 20).

Uberlagerung DAPI/FAK DAPI/Paxillin

Negativkontrolle

Abbildung 20: Lokalisation von Paxillin und der focal adhesion kinase (FAK) in humanen PASMC.
A. Ko-Lokalisation von Paxillin (grin) und deocal adhesion kinas€FAK; rot) in den fokalen
Adhasionskomplexen humaner PASMC untersucht mifeHibn Immunofluoreszenz-Farbungen. Die

Negativkontrolle entspricht der Farbung mit einettiRdrper-Isotyp-Kontrolle (1gG).
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Um zu untersuchen, ob FAK einen Einfluss auf dieil@Phosphorylierung in
humanen PASMC hat, wurden die Zellen mit einer $\Rbegen FAK (SiFAK)
transfiziert. Einknockdownder FAK-Expression hatte eine im Vergleich zur Kohe
(siR) inhibierte Paxillin Tyrosin (Y) 118 Phosphbeyung und Paxillin-Protein-
Expression zur FolgApbildung 21 A, B).
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Abbildung 21: Die Phosphorylierung von Paxillin istabhangig vom Expressions-Niveau defocal
adhesion kinase (FAK).

A. Reprasentativ®Vestern Blots von FAK, der Paxillin Tyrosin (Y) 1Bhosphorylierung und Paxillin-
Protein-Expression nach verminderter FAK-ExpresgisirAK) fiir die angegebenen Zeitpunkte im
Vergleich zur Kontrolle (siR).B. Zeitpunkt 72 Stunden (h) der Western Blot Analysem A

quantifiziert mittels Densitometrie (n=3-7). Died®in-Phosphorylierung wurde puAktin normalisiert.

Wenn man hingegen die Paxillin-Expression mittelRN&\-Transfektion (siPxn)
inhibierte, konnte eine verminderte FAK Tyrosin (397 und 576 Phosphorylierung
beobachtet werden. Die FAK-Expression selbst wurdécht beeinflusst
(Abbildung 22 A, B).
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Abbildung 22: Die Phosphorylierung derfocal adhesion kinase (FAK) ist abhéngig vom Paxillin-
Expressions-Niveau.

A. Reprasentative Western Blots der FAK Tyrosin (9Y ®der Tyrosin (Y) 576 Phosphorylierung, FAK
und Paxillin-Protein-Expression 72 Stunden nachmiederter Paxillin-Expression (siPxn) im Vergleich
zur Kontrolle (siR).B. Densitometrische Auswertung der Western Blot Asatyvon A (n=6-12). Die

Protein-Phosphorylierung wurde gtAktin normalisiert.

Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Phospéanyy von Paxillin in Verbindung
zum Expressions-Niveau der FAK steht; gleiches agiich fur die Phosphorylierung
von FAK. Hier zeigt sich ein Einfluss des PaxillExpressions-Niveaus auf die
Phosphorylierung von FAK.

3.8 Einfluss von Paxillin auf die Proliferation und Apoptose von
humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen

Im vorherigen Abschnitt wurde die Rolle von Parillam Adhasions-Verhalten
humaner PASMC dargelegt. Im nachsten Schritt wundiersucht, ob Paxillin auch
Einfluss auf weitere zellulare Prozesse, wie dadiferations- und Apoptose-Verhalten

hat. Sowohl bei Proliferations- als auch bei ApsptWorgangen handelt es sich um
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zellulare Prozesse, deren Dysregulation/Fehlreignlaihal3geblich zur Pathogenese der
pulmonalen Hypertonie beitragt (Humbert et al, 2004h der Tat fuhrte eine
verminderte Paxillin-Expression, induziert durcke diransfektion einer siRNA gegen
Paxillin, zu einer reduzierten Proliferation, bestit durch Zellzdhlung und
Immunofluoreszenz-Farbungen mit dem Proliferatiosiser Ki67
(Abbildung 23 A, B). In Folge des Paxillisilencingskonnte bei diesen Farbungen eine
deutlich reduzierte Anzahl Ki67-positiver humanekSMC beobachtet werden. Die
verminderte Proliferation war von einem gesteigeA@optose-Verhalten der PASMC
begleitet, indem die Caspase-3 Aktivitat nach dexilih knockdowrbestimmt wurde
(Abbildung 23 C).
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Abbildung 23: Einfluss des Paxillin knockdowns auf das Proliferations- und Apoptose-Verhalten
von humanen PASMC.

A. Proliferation von humanen PASMC untersucht mittédlzahlung nach siRNA-Transfektion gegen
Paxillin (siPxn) im Vergleich zur Kontrolle (siR=t0). B. Immunofluoreszenz-Farbung von humanen
PASMC nach dem Paxillisilencing (siPxn) mit dem Proliferationsmarker Ki67 (rot) Mergleich zur
Kontrolle (siR). Exemplarisch sind Ki67-positive dirdamit proliferierende Zellen mit einem Pfeil
markiert. Die Negativkontrolle entspricht der Fargumit einer Antikdrper-Isotyp-Kontrolle (IgG).
C. Apoptose humaner PASMC durch Bestimmung der Caspakktivitat nach dem Paxilliknockdown

(siPxn) im Vergleich zur Kontrolle (siR; n=10).

Zusammenfassend zeigt sich ein Einfluss der Pasikpression auf die Proliferation

und die Apoptose und damit auf die Homoostase ASMC.

Die Protein-Kinasen Akt und Erkl/2 spielen Schlirsdlen in vielen zellularen
Prozessen, zum Beispiel in der Regulation von féraliions- und Apoptose-Vorgangen
(Keshet & Seger; Mebratu & Tesfaigzi, 2009). Im dgesiden wurde demnach der
Einfluss von Paxillin auf die Aktivierung (Phosphitierung) der Kinasen Akt und
Erk1/2 in humanen PASMC untersucht. Western Blaalpsen von Zellextrakten nach
siRNA Transfektion gegen Paxillin (siPxn) ergab@rmeeserminderte Phosphorylierung
der beiden Kinasen, Akt und Erkl1/2, im Vergleich r zi&ontrolle (siR)
(Abbildung 24 A, B).
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Abbildung 24: Einfluss des Paxillinknockdowns auf intrazellulare Signaltransduktionswege.

A. Reprasentative Western Blots der Paxillin Tyrog¢W) 118, Akt Serin (S) 473 oder Erk1/2
Threonin/Tyrosin (T/Y) 202/204 Phosphorylierung matRNA-Transfektion gegen Paxillin (siPxn) im
Vergleich zur Kontrolle (siR)B. Western Blot Analysen von C quantifiziert mitt€ensitometrie (Akt:
n=7; Erk 1/2: n=5). Die Protein-Phosphorylierungrédeizup-Aktin normalisiert.

Insgesamt konnte hier der Einfluss von Paxillin digf Aktivierung der Kinasen Akt

und Erk1/2 dargelegt werden.

3.9 Wirkung von Hypoxie auf die Regulation der Paxillin
Expression

Nach der nun untersuchten Bedeutung von Paxillimedinlaren Prozessen war es jetzt
von besonderem Interesse Stimuli/Faktoren zu ifizetien, die die Expression von
Paxillin regulieren. Die erhdhia vivo Expression von Paxillin in pulmonalen Gefal3en
von chronisch hypoxisch gehaltenen Mausen im Vagleu normoxischen Tieren
konnte darauf hindeuten, dass die Paxillin-Expogssn den glatten Muskelzellen

Hypoxie-abhangig reguliert wird. Um diesem nachheye wurdenn vitro Versuche
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auf Zellebene durchgefiihrt und humane PASMC fuiSBshden unter normoxischen
(21 % Q) bzw. hypoxischen Bedingungen (1 %)Onkubiert. Sowohl auf mRNA
(Abbildung 25 A) als auch auf Proteinebene konnte unter Hypoxie asignifikant
erhohte Paxillin-Expression beobachtet werd&ob{ldung 25 B-D).
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Abbildung 25: Hypoxie-abhéngige Regulation der PaXin-Expression in humanen PASMC.

A., B. Paxillin-Expression in humanen PASMC, inkubient 84 Stunden unter Normoxie (N; 21 %)O
oder Hypoxie (H; 1% ¢). A. Real-TimePCR (n=6, pro Gruppe)B. Western Blot AnalyseC.
Densitometrische Auswertung der Western Blot Amalyson B (n=4, pro Gruppe).D.
Immunofluoreszenz-Farbung von Paxillin (rot) in kaman PASMC nach 24 Stunden Normoxie- (21 %
0O,) oder Hypoxie- (1% ¢ Inkubation. Die Negativkontrolle entspricht deérBung mit einer
Antikorper-Isotyp-Kontrolle (1gG).

Insgesamt konnte hier die Hypoxie-abhangige Regulater Paxillin-Expression in

humanen PASMC aufgezeigt werden.
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3.10Molekulare Mechanismen der Paxillin-Expression unte
Hypoxie

Die Hypoxie-abhangige Regulation lasst vermutessdiie Paxillin-Expression durch
den konservierten HIF-1-hypoxia inducible factor— Hypoxie-abhangiger Trans-
kriptionsfaktor) abhéngigen Signaltransduktionsweguliert wird.

Der knockdowrder HIF-Tn-Expression in humanen PASMC induzierte eine Sigguiit
inhibierte Paxillin-mRNA-Expression unter hypoxiech  Bedingungen
(Abbildung 26 A). Die Paxillin-Promotor-Analyse ergab zudem dretgmzielle HIF-
Bindestellen, die auch als HRByfpoxia response elemgtiezeichnet werden und hier
der Transkriptionsstartstelle des Paxillin-Gens geschaltet sind. Die drei HREs
konnten bei -1208, -154 und -99 bp lokalisiert vegr@Abbildung 26 B). Die 1500 bp
Sequenz des Paxillin Promotors isfliabelle 8im Anhang aufgefuhrt.
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Abbildung 26: HIF-1 e-abhéngige Regulation der Paxillin-Expression in PSMC.

A. Paxillin-mRNA-Expression nach Hypoxie-Inkubatior24( Stunden; 1% £ von siHIF-1
transfizierten PASMC im Vergleich zur Kontrolle i (n=5, pro Gruppe)B. Schematische Abbildung
des Paxillin-Promotors (1500bp) mit potenzielleypoxia response elementsiRE), dargestellt als

Boxen. Die Transkriptionsstartstelle des PaxillierS ist mit +1 gekennzeichnet.

Um die Funktionalitdit der drei potenziellen HREs Ziberprifen, wurden
Electrophoretic Mobility ShiftAssays (EMSA) durchgefuhrt. Es wurden dazu drei
Sonden verwendet, die jeweils eines der drei HRitsdie flankierende Sequenzen im

Paxillin-Promotor umfassten. Wie aAbbildung 27 ersichtlich, zeigte sich, dass
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Proteine aus nukledren Extrakten von sowohl norsafvan als auch hypoxischen
PASMC an alle drei HREs banden. Die Binding an HIRE war des Weiteren unter

Verwendung der hypoxischen Extrakte potenziert.

Abbildung 27: Hypoxie-induzierte Aktivierung der Paxillin-Expression in humanen PASMC.
Reprasentativ&lectrophoretic Mobility ShifAssay Analyse des HRE1, HRE2 und HRE3 mit nukledren
Extrakten (NE) aus normoxischen (2 Stunden; 21 % dder hypoxischen (H; 2 Stunden; 1 %) O
humanen PASMC und Biotin-markierten Oligonukledfidnden, die mit den mdéglichen HREs im
Paxillin-Promotor korrespondierten (n=3 pro HRE)YeiP= shiftKomplex; Cc =cold competitor

(unmarkierte Sonde).

Zusammenfassend konnte der Transkriptionsfaktor -HIF als molekularer
Mechanismus der Paxillin-Expression detektiert vwardJber seine Bindung an die drei
HREs im Paxillin-Promoter potenziert er dabei digEession des Paxillin Gens.

3.11Einfluss von Hypoxie auf die Paxillin  Tyrosin
Phosphorylierung

Um den mdoglichen Einfluss von Hypoxie auf die PaxiPhosphorylierung zu
untersuchen, wurden humane PASMC unter Normoxie . blypoxie fir die
angegebenen Zeitpunkte inkubiert. Sowohl die Haxillyrosin (Y) 31 als auch die
Tyrosin (Y) 118 Phosphorylierung war in Folge desrstiindigen Hypoxie-Inkubation
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signifikant potenziert, wahrend die Paxillin-Exmes erst nach 24 Stunden signifikant
erhoht warAbbildung 29 A, B) — eine Bestéatigung der Ergebnisse ¥dschnitt 3.9.
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Abbildung 29: Hypoxie-induzierte Paxillin Phosphonyierung in humanen PASMC.

A. Reprasentative Western Blot Analysen der Paxilirosin (Y) 31 und 118 Phosphorylierung nach 24
Stunden normoxischer (24h N; 21 %)Qoder 2, 4 bzw. 24 Stunden hypoxischer (2h HH4124h H;

1 % Q) Inkubation von humanen PASM®8. Densitometrische Auswertung der Western Blot Asaly
von A (n=4-5, pro Gruppe). Signifikante Unterschliezlr Kontrolle sind mit einem * dargestellt. ns =

nicht signifikant.

Immunofluoreszenz-Farbungen von humanen PASMC erga&ine Lokalisation von

Paxillin Tyrosin (Y) 31 im Zytoplasma. Interessamieise konnte es in Folge der
Hypoxie-Inkubation der Zellen schliel3lich sowohl #ellkern als auch im Zytoplasma
detektiert werdenAbbildung 30 A). Im Gegensatz dazu konnte Paxillin Tyrosin (Y)
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118 unter Hypoxie vermehrt in den fokalen Adhéaskongplexen der humanen PASMC
detektiert werdenAbbildung 30 B).
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Abbildung 30: Einfluss von Hypoxie auf die Lokalisdgion von Paxillin Y31 und Y118 in humanen
PASMC.

A. Immunofluoreszenz-Farbung von Paxillin Tyrosin ) (rot) in humanen PASMC, inkubiert fiir 24
Stunden (h) unter Normoxie (21 %)Qder 2,4 bzw. 24 Stunden unter Hypoxie (1 %. @ine 3D-
Darstellung ist zusatzlich gezeigt (rechte Seite Abbildung). Die Negativkontrolle entspricht der
Farbung mit einer Antikorper-lsotyp-Kontrolle (IgGB. Immunofluoreszenz-Farbung von Paxillin
Tyrosin (Y) 118 (rot) in humanen PASMC, inkubieit # Stunden (h) unter Normoxie (21 %) Cbzw. 2
oder 4 Stunden unter Hypoxie (1 %,)ODie Negativkontrolle entspricht der Farbung reiner
Antikorper-Isotyp-Kontrolle (IgG).

Hypoxie konnte neben dem Einfluss auf die Paxlipression in diesem Abschnitt
auch als Stimulus fur die Paxillin Tyrosin 31 untiB1Phosphorylierung identifiziert
werden. Des Weiteren konnte eine Hypoxie-abhangigeslokation von Tyrosin 31

phosphoryliertem Paxillin in den Zellkern dargelegrden.
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4 Diskussion

Prozesse wie die Adhasion, Migration und Proliferatvon Zellen sind bedeutende
Voraussetzungen fur den Umbauprozess der Blutgefé@ehes ein Charakteristikum
der pulmonalen Hypertonie darstellt (Davies & Mdérr2008). In jingster Zeit mehren
sich die Befunde einer Beteiligung von speziellosikeletalen Proteinen an diesen
zellularen Prozessen (Parsons et al; Vuori, 1998rWét al). Dennoch ist Gber die
Bedeutung dieser Proteine an der Pathogenese deromlen Hypertonie selbst

bislang nur sehr wenig bekannt.

In einer friheren Studie konnte von KwapiszewskaletKwapiszewska et al, 2008)
das zytoskeletale Protein Fhl-1 als eines der anksten herauf regulierten Proteine in
der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie im Bkaus identifiziert werden. Auch
in Patienten mit idiopathisch pulmonalarterielleypdrtonie (IPAH) bestétigte sich die
Beteiliung von Fhl-1 an der Pathogenese der pulheandypertonie. Fhil-1 zeigte eine
im Vergleich zur Kontrolle (gesunde Lunge) vermehrtExpression in
Lungenhomogenaten von IPAH-Patienten. Des Weitevarde ein Zusammenhang
zwischen der Expression von Fhl-1 und dem Prolilena- und Migrations-Verhalten
von humanen pulmonalarteriellen glatten MuskelrelldPASMC) aufgezeigt
(Kwapiszewska et al, 2008).

In der Literatur finden sich dartber hinaus Pulilikeen, die auf eine Beteiligung von
Fhl-1 an der Muskel- und Linksherz-Hypertrophie M&wus schlieRen lassen (Chu et al,
2000; Schessl et al, 2008; Sheikh et al, 2008)-1Fdt hier, wie bereits in der
Einleitung erwéhnt, Teil eines Sarkomer-Komplexes den Kardiomyozyten, der
biomechanische Reize wahrnimmt und Uber eswvaffold Eigenschaft Mitogen-
aktivierte Protein-Kinasen (MAPK, speziell déxtracellular signal-regulatedKinase,
Erk und die Serin/Threonin Protein-Kinase Akt) zesg#m Komplex rekrutiert. Uber
das MAPK signalling kommt es schlie3lich zur Aktivierung von Genere dh die
hypertrophe Antwort des Muskels und damit auch i dPathogenese der
Linksherzhypertrophie involviert sind (Sheikh et2008). Mausen hingegen, denen das
Fhl-1 Protein fehlt (Fhl-knockoutMause), zeigen ein vermindertes MARIgnalling
und eine abgeschwachte hypertrophe Antwort desardsrgSheikh et al, 2008).
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Um die pathophysiologische Rolle von Fhl-1 im Gef@bauprozess besser verstehen
zu konnen, wurde fur diese Arbeit in Kooperationt rBiualsystem Biotech AG
(Schlieren, Schweiz) eine cDNA Bibliothek aus deaudlunge nach neuen Fhl-1
Interaktionspartner-Kandidaten mit Hilfe d&®ast two-HybridSystems durchsucht.
Diese Analyse identifizierte das fokale Adhasiongpn Paxillin als ein neues,
maogliches Fhl-1-bindendes Protein.

Auf Grund der Moglichkeit, dass b¥ieast two-HybridAnalysen auch falsch positive
Interaktionspartner identifiziert werden konnen,réelim Rahmen dieser Arbeit die
potenzielle Bindung zwischen Paxillin und Fhl-1 ifielert. Es wurden hierzu Ko-
Immunoprazipitations-Versuche durchgefihrt, die Bagebnis deryeast two-Hybrid
Analyse bestétigten. Die Interaktion der beidentdine konnte dabei sowohl in
mikrovaskularen PASMC der Maus, als auch in humana8MC detektiert werden,
was darauf hindeutet, dass Paxillin und Fhil-1 nifSipezies-spezifisch aneinander
binden.

Interessanterweise wurde in der Studie von Kwapiska et al (Kwapiszewska et al,
2008) das zytoskeletale Protein Talinl, ein belkamimteraktionspartner von Paxillin in
myeoliden Zelllinien (Salgia et al, 1995), als a@nderes Fhl-1 bindendes Protein
identifiziert.

Ebenso wie Fhl-1 und Talinl gehoért auch Paxillindar Familie der LIM-Proteine.
Paxillin weist vier LIM-Domé&nen und funf Leucin-obie LD Regionen auf
(Abbildung 31), welche von entscheidender Bedeutung fir Prdeeotein
Interaktionen sind (Schaller, 2001).

LD Motive

Abbildung 31: Schematische Darstellung des PaxilliProteins.
Das Paxillin-Protein besteht aus 557 Aminosaureterihinal sind 5 LD Motiven und C-terminal 4 LIM-

Domanen lokalisiert. LD: Leucin-reiche Domane; NN-Terminus; COOH: C-Terminus.

Zusammenfassend konnte Paxillin als neuer Fhl-Eraktionspartner identifiziert
werden. Eine komplexe funktionelle Interaktion sohedabei zwischen den drei
Proteinen, Paxillin, Fhl-1 und Talinl, méglicheraeitiber die LIM-Doméanen, denkbar.

Auch eine gegenseitige Regulation in der Expressibnaheliegend, wie sie in dieser
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Arbeit fur Paxillin beobachtet werden konnte — &axillin knockdownzeigte einen

negativen Einfluss auf die Fhl-1 Expression.

Paxillin ist ein bedeutendescaffold und Phospho-Protein (Brown & Turner, 2004;
Deakin & Turner, 2008; Turner, 1998), das diversdluire Prozesse, wie die
intrazellulare Signaltransduktion (Tumbarello et 2002), die Motilitat (Petit et al,
2000), die Adhasion (Chen & Kroog, 2010), die Awstung 6preading (Chen &
Kroog, 2010) und die Apoptose (Chay et al, 2002n \&ellen reguliert. Wird
beispielsweise die extrazellulare Matrix-induzieRbosphorylierung des Tyrosin 31
und 118 Restes von Paxillin verhindert (z.B. dudia Uberexpression von Paxillin
Tyrosin 31 und Tyrosin 118 Mutanten), wirkt siclesis nachteilig auf die Motilitat
von Krebszellen aus (Petit et al, 2000). In Leukemywird Paxillin dartiber hinaus ein
anti-apoptotischer Effekt zugewiesen. In Folge dieerexpression von Paxillin wird in
diesen Zellen das Apoptose-Verhalten inhibiert (Cled al, 2002). Des Weiteren
inhibiert der Paxillinknockdownin Brustkrebszellen die Adhasion und dgmeading
dieser Zellen.

Neben dem Einfluss auf die zuvor genannten ze#ful&rozesse spielt Paxillin auch
eine entscheidende Rolle in der Ontogenese, d.terrEntwicklung des Lebewesens.
Dies ist neben den eben aufgefiihrten Prozessedudid Paxillin reguliert werden, der
Grund warum Paxillinknockout Mause nicht lebensfahig sind. Embryonen dieser
Mause sterben am Tag 9,5 (E 9,%®mbryonic day 9)5auf Grund von Defekten im
Amnion (Embryonalhiille), der Allantois (embryonatléarnsack, ein wichtiger Ort der
Vaskulogenese in der Maus), vermindertem Wachstmeh abnormaler Herz- und
Somiten (entwickeln sich spater zur Haut, dem Skmleskel und der Wirbelsaule) -
Entwicklung (Hagel et al, 2002).

Da bisher keine Paxillin-Inhibitoren fim vivo Studien erhéltlich sind, konnten in dieser
Arbeit nur Untersuchungen auf zellularer Ebene dauthitin vitro durchgefuhrt werden,
um die funktionelle Rolle von Paxillin aufzuschlébs Es bestand hierzu jedoch die
Moglichkeit auf humane PASMC zurlckgreifen zu kamnia diesen Zellen konnte in
Folge des Paxillinknockdowns(hervorgerufen durch die Transfektion einer siRNA
gegen die Paxillin mRNA-Sequenz) eine inhibierteh@sion und Proliferation und eine
erhdhte Apoptose-Rate von humanen PASMC detektiertien. Die Regulation dieser
Prozesse konnte Uber die Akt und Erk1l/2 Signalthakisonswege erfolgen, da das



Diskussion 79

Paxillin silencing eine erniedrigte Phosphorylierungs-Rate und dararaligesetzte

Aktivierung dieser Kinasen bedingtdlbildung 32). Sowohl in den Akt- als auch in
den Erk1/2-Signaltransduktionsweg minden mehregaaBransduktionswege, die an
der Regulation der Zell-Proliferation und an depd?ession von hyperplastischen
Erkrankungen wie der pulmonalen Fibrose (Robledd@&sman, 1999), Krebs (Keshet
& Seger; Mebratu & Tesfaigzi, 2009) sowie der putralen Hypertonie (Liu et al,

2004) involviert sind.

) e e Adhasion © &)
siPaxilin | — | Paxillin | —> | Erk1/2, Akt |—> Proliferation © — Pulmonale
Hypertonie *

Apoptose @

Abbildung 32: Modell vom Einfluss der Paxillin-Expression auf das Adhasions-, Proliferations- und
Apoptose-Verhalten von humanen PASMC und die Pathanese der pulmonalen Hypertonie.

Die Transfektion von humanen PASMC mit einer siRiAgen Paxillin (siPaxillin) induziert eine
verminderte Paxillin-Expression, die mit einer bibrten Phosphorylierung der Mitogen-aktivierten
Protein Kinasen Erk1/2 und Akt einher geht. Dieuadrte Aktivierung/Phosphorylierung dieser Kinasen
konnte das Adhésions- und Proliferations-Verhattegativ und das Apoptose-Verhalten von humanen
PASMC positiv beeinflusst haben. In Folge einermiederten Paxillin-Expression kénnte demnach

moglicherweise eine abgeschwachte pulmonale Hypiertesultieren.

Hyperplasie und Hypertrophie von PASMC zusammen det Deposition von

extrazellularen Matrix-Proteinen sind Kennzeichees dvaskularen Gefallumbaus,
welcher zur pulmonalen Hypertonie fihrt (Davies &ivell, 2008; Rabinovitch, 1996).

Die Verbindung von pulmonaler Hypertonie mit derhd@ten Deposition der

extrazellularen Matrix-Proteine lasst vermuten, sda¥eranderungen in der
extrazellularen Matrix zellulare Signaltransduksarege verdndern und eventuell
potenzieren. Moglicherweise konnen so ProzessedieAdhasion, die Proliferation

und die Apoptose von Zellen beeinflusst werden (Beau & Jones, 1999; Colognato
et al, 2004; Kim et al, 2011). Entsprechend di&&amutungen konnte in dieser Arbeit
eine erhohte Fibronektin-Expression in Lungenprobemn IPAH-Patienten im

Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen werden. WeitBelege finden sich auch in der
Literatur, wonach ein erhdhtes Expressions-Nivean ¥ibronektin in Maus- und

Kalber-Modellen der pulmonalen Hypertonie beobdachteverden konnte

(Kwapiszewska et al, 2005) (Durmowicz et al, 19R4binovitch, 2001).
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Die erhOhte Fibronektin-Expression in Lungen voAHPPatienten kdnnte, wie bereits
erwahnt, von grof3er Bedeutung fur Signaltransduokfioozesse in den PASMC sein.
So ist bekannt, dass die Adh&sion von Zellen an edkrazellulare Matrix ein
Zusammenlagern der transmembranen Integrine (edgrin clusteringbezeichnet), ein
Ausbilden und Umbilden von fokalen Adh&sionskomplexeine Aktivierung von
intrazellularen Signaltransduktionswegen und eigerBanisation des Zell-Zytoskeletts
bewirkt. Zytoskeletale Veranderungen sind schl@filiVoraussetzung fur die
Steuerung/Regulation diverser zellularer Prozedsélippi et al, 1999; Schlaepfer et al,
1999).

Anhand derin vitro Experimente dieser Arbeit wurde deutlich, dass lllibronektin
tatsachlich alle Stufen der Paxillin-vermittelteigralkaskade auf Zellebene potenziert
wurden — die Adhasion der glatten Muskelzellen wusdleichtert, es bildeten sich
mehr Paxillin-reiche fokale Adhasionskomplexe auml s konnte eine vermehrte
Paxillin-Fhl-1 Interaktion in Anwesenheit von Filmektin beobachtet werden. Daruber
hinaus traten in PASMC, die auf Fibronektin-besktaten Platten kultiviert wurden,
eine im Vergleich zur Kontrolle erhéhte Paxillin rogin 118 Phosphorylierung auf.
Diese Phosphorylierung konnte die Rekrutierung eerdé&ignalmolekile zu den
fokalen Adhasionskomplexen bewirken, welches daushfolgende Prozesse, wie z.B.
die Aktivierung von Mitogen-aktivierten Kinaseninstlieren/regulieren konnte (Bellis
et al, 1995). All dieses deutet darauf hin, dassdriektin ein Schllsselprotein fir die
Regulation der Paxillin-Funktion sein kénnte.

Ein Fokus der vorliegenden Arbeit war die Untersughder Fibronektin-induzierten
Paxillin-vermittelten Signaltransduktion. Es kanbeg nicht ausgeschlossen werden,
dass auch andere Proteine der extrazellularen Maig zum Beispiel Laminin oder
Kollagen die Paxillin-Phosphorylierung und damit e diPASMC-Homoostase

beeinflussen kdnnten.

Paxillin wird als ein Schlisselprotein in den fakalAdhasionskomplexen beschrieben,
da es die Kommunikation zwischen den Integrinen ded Aktin-Filamenten férdert
(Turner, 2000a). Diese Rolle konnte durch die inesdr Arbeit gezeigten
Immunofluoreszenz-Farbungen auch fir PASMC und téimidas pulmonale System
bestétigt werden. In Folge des Paxikimockdowngraten deutliche Verdanderungen und
Defekte im Zytoskelett von humanen PASMC auf. Di¢seinderungen im Zytoskelett

konnten auf einer reduzierten Interaktion von Rnete, die die zytoskeletale
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Architektur  regulieren, beruhen, moglicherweise emmd Integrin-aktivierte
Signaltransduktionswege verandert sind. Als mogkcBeispiel fur ein solches Protein
ist die ocal adhesion kinas@g-AK) (Zougq et al, 2009).

Aus diesem Grunde wurde der Effekt des Paxifinckdownsuf die Phosphorylierung
von FAK in der vorliegenden Arbeit untersucht. Maten zeigten, dass das Paxillin
silencing einen negativen Einfluss auf die FAK-Phosphorylgyuaufweist, welche
wiederum im Zusammenhang mit der Aktivierung von tdgen-aktivierten
Signaltransduktionswegen stehen kdnnte (SiesserlaBk$] 2006). Diese Experimente
konnten somit die Rolle von Paxillin an der Regolatder FAK- und damit
maoglicherweise auch an der Erk1/2- und Akt-Aktivi#aterstreichen. Weiterhin wurde
in dieser Arbeit eine reduzierte Paxillin-Phosphierung nach verminderter FAK-
Expression beobachtet, welches ein Indiz dafir kéimte, dass sich beide Proteine

gegenseitig (bidirektional) regulieren.

Neben dem Einfluss von Paxillin auf zellulare Psseeund Signaltransduktionswege,
die der Pathogenese der pulmonalen Hypertonie zundér liegen, konnte die
Beteiligung von Paxillin an der pulmonalen Hyperéomn dieser Arbeit durch die
folgenden Aspekte untermauert werden:

» Paxillin zeigte eine erhbhte Expression in Lungen IPAH-Patienten.

* in lasermikrodissezierten intrapulmonalen Arteri&on chronisch
hypoxischen Mausen, die eine pulmonalen Hypertentevickelt hatten,
konnte eine gesteigerte Paxillin-Expression detekiverden.

* Paxillin wies eine vorherrschende Expression in déedia von
intrapulmonalen Gefal3en, einem Hauptkompartimest @efallumbaus
in verschiedenen Formen der pulmonalen Hypertoneffdry &
Wanstall, 2001; Weissmann et al, 2007), auf.

Die Interaktion von Paxillin mit anderen Molekllane RhoA, welches hyperaktiv in
der pulmonalen Hypertonie ist (Barman et al, 2088ikura et al, 2006; Laumanns et al,
2009) konnte die Rolle von Paxillin auf die Pathogge dieser Erkrankung weiter
bekraftigen. Neben der Aktivierung von ROCK (RhoAn&se) aktiviert RhoA auch

den Komplex aus FAK und Paxillin (Hirakawa et a)02), welches ein weiterer
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Hinweis fur den Einfluss auf den vaskularen GefaBamprozess in der pulmonalen
Hypertonie sein konnte.

Als ein Ausléser fiur eine erhdhte Paxillin-Expresskonnte in Rahmen dieser Arbeit
die Hypoxie identifiziert werden. Die Heraufregudet von Paxillin im Modell der
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie in derud&onnten in humanen PASMC
in vitro bestatigt werden. Die unter Hypoxie-Bedingungemuierte Paxillin mRNA-
und Protein-Expression wird dabei Gber den Trapsiknsfaktor HIF-1 reguliert. Eine
verminderte Expression dieses Transkriptionsfakbmdingte in Hypoxie-inkubierten
humanen PASMC eine reduzierte Paxillin mRNA ExpmssNeben dem hier, nach
dem eigenen Kenntnisstand, zum ersten Mal bes@meébEinfluss von HIFdlauf die
Paxillin-Expression kann und darf aber auch nialdgeschlossen werden, dass auch
andere Transkriptionsfaktoren an der erhohten Bafkpression in humanen PASMC
involviert sind, indem sie mdglicherweise syneiiggt mit HIF-In wirken. Hinweise
aus der Literatur deuten hier auf Mitglieder @esivator protein-1(AP-1) Komplexes
hin (Guller et al, 2009).

Die Funktionalitat der drei potenziellénypoxia response elemerftsREs) im Paxillin-
Promotor konnten durch EMSA-Experimente bestatigtden. Da an alle drei HREs
Proteine banden, deutet dieses darauf hin, dassdadi HREs fur die Hypoxie-
Sensitivitat des Promotors und damit fir die Pexiixpression von Bedeutung sind.
Weiter aufklaren liel3e sich dieses mit einem Luage-Reporter Assay, indem man ein
oder mehrere HREs mutiert und dann die PromotoivA#t unter Hypoxie bestimmt.

Neben dem Einfluss auf die Paxillin-Expression,rkerHypoxie auch als ein Stimulus
fur die Paxillin Tyrosin-Phosphorylierung (31 undl8 in humanen PASMC
identifiziert werden. Interessanterweise zeigte aiie Tyrosin-Rest 31 phosphorylierte
Form von Paxillin eine Hypoxie- und Zeit-abhangiganslokation in den Zellkern der
Zellen.

Die Eigenschaft, dass LIM-Proteine sich zwischem d&/toplasma und dem Zellkern
hin und her bewegen kénnen, wurde schon fir Paxibong et al, 2009; Woods et al,
2005; Woods et al, 2002) und auch andere Mitgliedter Paxillin-Familie (Hic-5,
Leupaxin) in anderen Zelltypen beobachtet (Shibametmal, 2003; Sundberg-Smith et
al, 2008). Dass in dieser Arbeit die nukledre Lidetion von Paxillin fur humane

PASMC nicht bestatigt werden konnte, kbénnte moglieleise auf dem Fehlen eines
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geeigneten Stimulus fir die nukledre Translokabsaberuhen. Fir Hic-5 wurde zum
Beispiel HO, als Stimulus fir den nuklearen Import identifizi€ehibanuma et al,
2003).

Wie kommt es jedoch zur Anreicherung der TyrosinpBibsphorylierten Form von
Paxillin im Zellkern, obwohl Mitglieder der PaxitliiFamilie keine klassische nukleére
Lokalisations-Sequenz (NLS) besitzen (Wang & Gileyo2003)? Diese Frage kann
auch in dieser Arbeit nicht beantwortet werden.nB&intritt in den Zellkern scheint
aber eine Assoziation mit einem Protein, das eih& MMufweist, denkbar (Wang &
Gilmore, 2003).

Die Phosphorylierung des Paxillin Serin 272 Re&mwte so bereits als Ursache fiur
die Akkumulation von Paxillin im Zellkern identifzrt werden (Dong et al, 2009).
Moglicherweise gilt &hnliches auch fir die Tyros3d phosphorylierte Form von
Paxillin.

Uber die Bedeutung/Rolle der Tyrosin 31 phospheridin Form von Paxillin im
Zellkern kann bisher nur spekuliert werden. Einflass auf die DNA-Synthese und das
Proliferations-Verhalten von Zellen scheint denkbad plausibel (Dong et al, 2009).
Moglicherweise wirkt Paxillin Tyrosin 31 als Ko-Alator fur Androgen oder
Glucocorticoid-Rezeptoren und potenziert so dieedpression. Gleiches wurde schon
fur Paxillin in Krebszelllinien aus der Prostatastieieben (Kasai et al, 2003). Eine
direkte Funktion als Transkriptionsfaktor scheimgegen eher unwahrscheinlich, da
die LIM-Domanen von Paxillin keine DNA-bindende-Aktat aufweisen (Wang &
Gilmore, 2003).

4.1 Kritische Betrachtung der verwendeten Modelle und
Methoden

Die Pathogenese der pulmonalen Hypertonie beruht dem komplexen
Zusammenspiel verschiedener Zelltypen (pulmonalete glatte Muskelzellen —
PASMC, Fibroblasten und Endothelzellen), sowie adér Deposition von
extrazellularen Matrixproteinen (Jeffery & Wanst&001). Zur Aufschliisselung dieser
multifaktoriellen Pathogenese sind Tiermodelle daslmonalen Hypertonie im
Allgemeinen besser geeignet als Zellkulturmodelbsi ersterem werden auch

systemische, endokrine, metabolische und inflamnsatee Einflisse berlcksichtigt.
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Zellkulturmodelle mit der Co-Kultivierung mehrer&elltypen konnten bisher nicht
etabliert werden. Auch wirden in diesem Fall systehen Einflissen und endokrinen
Faktoren keine Beachtung geschenkt werden.

Auch wenn man ein Tiermodell der pulmonalen Hypggavahlt, muss man bedenken,
dass diese Modelle nur Aufschluss Uber einige Aspeler pulmonalen Hypertonie
geben. Des Weiteren unterscheiden sich die auslésefaktoren der pulmonalen
Hypertonie dieser Modelle oftmals (vgl. Hypoxie uddnocrotalin, die in dieser Arbeit
Verwendung fanden) und kdnnen sich so auch in dirschiedlichen Gen-Regulation
manifestieren.

Bisher konnte kein Tiermodell der pulmonalen Hypei¢ entwickelt werden, dass die
komplexen, pathologischen Veranderungen im Menscimsbesondere das Auftreten
von plexiformen L&sionen in allen Facetten rekd@ttu (Humbert et al, 2004;
Schermuly et al). In dieser Arbeit wurde sowohl ads Modell der Hypoxie-
induzierten pulmonalen Hypertonie der Maus als auwdidas Monocrotalin-Modell der
pulmonalen Hypertonie in der Ratte zurick gegriffddeides sind Standard-
Tiermodelle zur Untersuchung der pulmonalen Hypeet¢Stenmark et al, 2009).
Werden Mause unter chronischer Hypoxie gehaltermmkb es zum Anstieg des
mittleren pulmonalarteriellen Drucks. Im Vergleizh unter Hypoxie-gehaltenen Ratten
oder Kalbern findet allerdings nur ein minimaleskalarer GefaBumbau statt, welcher
aber sehr reproduzierbar innerhalb eines MausstamsmgéStenmark et al, 2009).
Folgende pathologische Veréanderungen treten inviBusen auf: die Muskularisierung
von vorher nicht-muskularisierten Gefal3en, eineiméahe Verdickung der Media von
muskularisierten Gefalden, ein kurzzeitiger Anstiegder Proliferation der glatten
Muskelzellen und die Zunahme im Durchmesser voxipralen pulmonalen Arterien
in Folge der Verdickung der Adventitia, Fibrose uMgrsteifung der Arterien
(Stenmark et al, 2009).

Beim Monocrotalin-Modell der pulmonalen Hypertohiagegen handelt es sich um ein
inflammatorisches Modell. Monocrotalin ist ein tesghes Pyrrolizidinalkaloid aus der
Pflanze Crotalaria spectabilis(Stenmark et al, 2009). Es wird den Ratten mit reine
einzelnen, subkutanen oder intraperitonealen ligekterabreicht. In der Leber wird es
zu Monocrotalin-Pyrrol metabolisiert, ins Blut alggéen und gelangt so in die Lunge.
Zunachst kommt es zu einer Endothel-Schadigungeimat massiven Infiltrierung von
mononukledren Zellen in die Adventitia der GefaBtiimark et al, 2009). Die Ratten

entwickeln zwei bis drei Wochen nach der Monociothijektion in Folge des
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vaskularen GefalBumbaus, welcher auch eine Verdickder Intima (durch die
Proliferation von PASMC) (Tanaka et al, 1996) beitét, und derde novo
Muskularisierung, eine  schwere pulmonale Hypertonienit erhéhtem
pulmonalarteriellen Druck (Hessel et al, 2006). Adinwie beim Menschen entwickeln

auch die Ratten eine Hypertrophie des rechten Herze

Da wie bereits unteAbschnitt 4 erwéhnt, PaxillinknockoutMause nicht lebensfahig
sind, und auch Inhibitoren fiim vivo Studien nicht erhéltlich sind, konnte der Einfluss
von Paxillin auf die Pathogenese der pulmonalenedrgmie im Rahmen dieser Arbeit
nicht im lebenden Tier untersucht werden. Aus dreserunde wurden neben den
Regulationsdaten, die an Tiermodellen der pulman&lgpertonie und an humanem
Material von Patienten mit pulmonaler Hypertoniehadren wurden, funktionelle
Untersuchungen an humanen, isolierten vaskulardernzeorgenommen. Hier lag der
Fokus auf dem Einfluss von Paxillin auf die Funktider PASMC in der pulmonalen
Hypertonie. PASMC wurden als Zelltyp gewahlt, daxifia hier mit Hilfe von
immunohistochemischen Féarbungen lokalisiert werlennte (siehe unter anderem
Abbildung 8 und Abbildung 11). Ein solches Vorgehen entspricht dabei die tblich
Methode, wenn entsprechende Tiermodelleiriivivo Untersuchungen nicht vorliegen
(Rabinovitch, 1991).

Bei der Wahl der verwendeten Methoden wurde immuehalie Aussagekraft dieser
Methode bertcksichtigt. Bei deiYeast two-Hybrid Analyse handelt es sich
beispielsweise um eine Technik, bei der man alseliirig auch falsch positive
Interaktionspartner erhalten kann. Es wurde alstiésem Fall, um sicher zu gehen, das
Ergebnis noch durch Co-Immunoprazipitations-Vergudbgesichert. Untermauert
wurde dieses Resultat schlie8lich noch mittels Imofluoreszenz-Farbungen.
Umgekehrt kann man anhand der Ko-LokalisationenieawBroteine, detektiert mit
Hilfe von Immunofluoreszenz-Farbungen, nicht darsatilie3en, dass sie miteinander
interagieren. Man kann lediglich eine Aussage (berLokalisation der Proteine im
Gewebe oder der Zelle treffen. Auch die Ergebnisiser Promotor-Analyse geben
lediglich Aufschluss Uber potenzielle Bindestellean Transkriptionsfaktoren. Die
Funktionalitdt der Bindestellen muss durch weitéegsuche, z.B. wie die hier in der
Arbeit durchgefiihrtenElectrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) Versuche,
bestatigt werden.
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Sonst wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Eignung der entsprechenden
Untersuchungsmodelle/Protokolle kritisch hinterfragd falls nétig und mdglich noch

Uber komplementare, bzw. alternative Methoden abiges.

4.2 Fazit

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit Paxillsyreduer, kritischer Regulator der
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen identiitiwerden.

Paxillin zeigte eine erhdhte Expression in Lungem WPAH-Patienten und in der
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie der Maildes Weiteren konnte ein
funktioneller Einfluss von Paxillin auf die Zella@éion, Proliferation und Apoptose,
maoglicherweise Uber die Akt und Erk1l/2 Signaltrandmbnswege nachgewiesen
werden Abbildung 33). Beides deutet auf eine wichtige Rolle von Paxilim
vaskularen GefaBumbauprozess, der die pulmonalesrttype charakterisiert, hin.
Unterstitzt wurde dieses durch die Tatsache, dassli® in dieser Arbeit als neuer
Interaktionspartner von Fhl-1 identifiziert werd&onnte. Letzteres wurde in einer
friheren Studie als ein neues SchlUsselprotein @n pdulmonalen Hypertonie
charakterisiert. Insgesamt belegen diese Ergebnidsa kritischen Einfluss
zytoskeletaler Proteine an der Entwicklung der muiadlen Hypertonie, indem Paxillin
mit dem FAK und Talinsignalling verbunden ist. Die potenzierte Expression dieser
Proteine (Paxillin, Fhl-1) in der Pathogenese datmpnalen Hypertonie konnte
maldgeblich an der PASMC-Hyperplasie beteiligt s@ml so moglicherweise einen

Einfluss auf die Entstehung der pulmonalen Hypeetbaben.
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Abbildung 33: Modell des Paxillinsignallings in humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzelle

— Einfluss auf den pulmonalvaskularen Gefallumbaupreess.

Das vorliegende Modell wurde aus den Daten der neigeArbeit entwickelt. Es zeigt, dass das
zytoskeletale Protein Paxillin in Folge der Adh@éisizon humanen pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen (PASMC) an das extrazellulare Matrotpm Fibronektin phosphoryliert wird (kurzer roter
Pfeil und Plus). Diese Phosphorylierung begingligtinteraktion von Paxillin und Fhl-1 (parallelete
Striche). Paxillin und sein Interaktionspartnes fitical adhesion kinas@~AK), regulieren sich in ihrer
Phosphorylierung bidirektional. Dénockdownder Paxillin-Expression (siPxn; kurzer blauer Péeid
Minus) induziert eine verminderte FAK-Phosphorylieg und umgekehrt (blauer Pfeil in beide
Richtungen und Minus). Die Expression von Paxilind durch Hypoxie induziert (langer roter Pfeildun
Plus), und HIF-& abhangig reguliert (gestrichelte blauer Pfeile Withus), wobei alle drehypoxia
response element$HRE) im Paxillin-Promotor funktionell sind. Verderungen in der Paxillin-
Expression stehen im Zusammenhang mit dysregulierédiularen Prozessen (Adhasion, Proliferation
und Apoptose), welche mdglicherweise tber die Atd &Erk 1/2 Signalkaskaden reguliert werden und

Mitausloser fir den Umbauprozess sind der pulmeon@lefé3e sind.



Diskussion 88

4.3 Ausblick

Obwohl jungst effektive Therapien zur Behandlung g¢eilmonalen Hypertonie

entwickelt worden sind, gibt es bisher keine Theragie die Erkrankung heilen kann
(O'Callaghan et al, 2010). Einzig die Behandlung Bubstanzen, die den PDGF-
Signalweg unterdriicken, konnten bisher im Tiermlodeaksicht auf eine Behandlung
zeigen (Dahal et al, 2011; Schermuly et al, 2008¢. Grundlagenforschung ist daher

enorm wichtig, um die Pathogenese die pulmonalesHgpie weiter aufzuschlisseln.

Mit Paxillin konnte in dieser Arbeit ein neues Riat identifiziert werden, welches
einen Einfluss auf die Physiologie der glatten Maig&llen der Pulmonalarterie zeigt.
Um zu bestatigen, dass Paxillin auchvivo den Krankheitsverlauf beeinflusst, ware es
zum Einen wiinschenswert, Studien mit Paxillin-Imoiten durchzufiihren. Man kénnte
Mausen im Rahmen dieser Studien Inhibitoren gegenllid verabreichen und dann
die pulmonale Hypertonie mittels Hypoxie-Haltung d&ause induzieren. Sollten sich
bei den mit Inhibitor-behandelten Mausen in dein sinschlieRenden physiologischen
Untersuchungen Unterschiede zur Kontrollgruppe ge z.B. ein verminderter
rechtsventrikularer Druck (RVP), so kbnnte man dargegebenenfalls schliel3en, dass
die hier in dieser Arbeit erhobenenvitro Daten mit Bezug auf die Paxillin Funktion
auch in vivo fur die Pathogenese der pulmonalen Hypertonievaele sind. Als
physiologische Untersuchungen kadmen neben der Mgssles RVP auch die
Bestimmung der Rechtsherzhypertrophie und der @esl Gefallumbauprozesses in
Frage.

Analoge Studien kénnten zum Anderen mit Gewebs-. Zeit-spezifischen Paxillin
knockoutMéausen durchgefiihrt werden. Man wirde in dieselinMi&@use generieren, in
denen Paxillin in den PASMC, bzw. in bestimmtenviioklungsabschnitten (oder auch
vor der Haltung unter hypoxischen Bedingungen) tngtprimiert ist. Sollten sich auch
hier eine verringerte oder ein Fehlen der pulmaonélgpertonie zeigen, wirde dies die
hier im Wesentlicheim vitro erhobenen Daten bestatigen. Paxillin kdnnte déZiel
dienen, um neue Therapieansatze zu entwickeln.

In beiden Fallen muss man aber bedenken, dasdiRP&ui sehr wichtiges Protein fur
die normale Physiologie der Zellen ist. Nebene#e&iner Paxillin-Suppression sind

daher nicht auszuschlielRen.
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5 Zusammenfassung

Die pulmonale Hypertonie ist eine schwerwiegend&rdfikung, die durch einen
pulmonalen  GefalBumbauprozess  charakterisiert ist.haraRteristika  des
Umbauprozesses sind eine erhdhte Migration undfénation von pulmonalarteriellen
glatten Muskelzellen (PASMC), eine vermehrte Defpmsi von Proteinen der
extrazellularen Matrix, sowie eine Dysregulationnvpytoskeletalen Proteinen. Die
Rolle von zytoskeletalen Proteinen an der pulmanalypertonie ist bisher nur
unzureichend verstanden und untersucht worden.dhmfn dieser Arbeit wurde nach
neuen Interaktionspartnern des zytoskeletalen Addpioteins Fhl-1 gesucht, welches
erst kirzlich als mogliches, neues Schlusselprdteidie Entwicklung der pulmonalen
Hypertonie identifiziert werden konnte. Schliel3lighlt es, die Beteiligung des neuen
Fhl-1 Interaktionspartners am vaskularen Gefal3uproaess und die ihm zugrunde
liegenden funktionellen Prozesse zu untersuchen.

Mittels Yeast two-HybridUntersuchungen konnte in Kooperation mit Dualsyste
Biotech AG (Schweiz) Paxillin als neues Fhl-1 bindes Kandidaten-Protein
identifiziert werden. Die native Protein-Protein nBung konnte durch Ko-
Immunoprazipitations-Versuche in PASMC der Maus wes Menschen bestatigt
werden. Beide Proteine zeigten zudem eine Ko-Le&tbn in PASMC, sowohh vitro
als auchin vivo. In Lungenproben von Patienten mit idiopathisgl@monalarterieller
Hypertonie (IPAH) konnte eine erhdhte Expressiom \Raxillin detektiert werden,
sowohl auf mRNA als auch auf Protein-Ebene. In rlagaodissezierten
intrapulmonalen Arterien der Maus trat zudem eipemehrte Paxillin-Expression in
der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie alif. PASMC isoliert aus dem
Monocrotalin-Modell der pulmonalen Hypertonie ergaich die Tendenz einer
gesteigerten Paxillin-Expression. Auf Zellebene deuder Einfluss von Paxillin auf die
Zell-Physiologie deutlich. Das Paxillinsilencing inhibierte Adhasions- und
Proliferations-Vorgange und erhdhte das Apoptosgraleen von humanen PASMC;
reguliert werden diese Prozesse moglicherweise derKinasen Akt und Erk1/2.
Neben der erhéhten Paxillin-Expression in IPAH Kenn den Lungen diesen Patienten
auch eine gesteigerte Expression des extrazeltul&atrixproteins Fibronektin
nachgewiesen werden. Fibronektin begunstigte ddsigidns-Verhalten von humanen
PASMC, welches wiederum in Folge des Paxillitencingsinhibiert wurde. Neben

dem Einfluss auf das Adh&asions-Verhalten von PASKdzierte Fibronektin eine
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erhohte Paxillin Tyrosin 118 Phosphorylierung. &fblich konnte die Hypoxie als
neuer Stimulus fur die Paxillin-Expression in humarPASMC identifiziert werden.
Die Inkubation der Zellen unter hypoxischen Bedmgen (1 % @) bewirkte eine
Zunahme sowohl der Paxillin-Expression als auch Rigxillin Tyrosin 31 und 118
Phosphorylierung. HIF+l silencing Experimente verdeutlichten, dass die Hypoxie-
abhéangige Expression von Paxillin durch HIF regtiard.

Zusammenfassend konnte Paxillin als neuer Fhl-Eraktionspartner identifiziert
werden. Neben Fhl-1 kann auch Paxillin eine funigiee Rolle in der
Physiologie/Pathophysiologie der PASMC zugeordnetden. Paxillin kann demnach
als ein mdoglicher, neu identifizierter ,Ausloser” drf pulmonalvaskulare

GefalRumbauprozesse angesehen werden.
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6 Summary

Pulmonary hypertension is a fatal disease chaiaeterby increased pulmonary
vascular remodelling processes such as increasegation and proliferation of
pulmonary arterial smooth muscle cells (PASMC), aaded matrix deposition and
deregulation of cytoskeletal proteins. However, ¢betribution of cytoskeletal proteins
in pulmonary hypertension is still not fully undersd and investigated. Therefore, a
screening for new interacting partners of the dygtetal adaptor protein Fhl-1, which
was recently identified as a possible key molecide pulmonary hypertension
development was performed, and their possible dartion to the vascular remodelling
processes was assayed.

Using a yeast two-hybrid analysis in cooperatiothwbDualsystems Biotech AG
(Switzerland) identified paxillin as a novel caratiel for an interaction partner of Fhl-1.
Native protein-protein binding was confirmed by inununoprecipitation studies in
mouse and human PASMC. Both proteins co-localisddASMCin vitro andin vivo.

In lung samples from idiopathic pulmonary arterfalpertension (IPAH) patients
paxillin expression was increased on mRNA and pndivels. Laser-microdissection
of murine intrapulmonary arteries revealed elevatedillin expression in hypoxia-
induced pulmonary hypertension. PASMC isolated frim monocrotaline model of
pulmonary hypertension revealed a tendency towardsot significant increase in
paxillin expression. On single cell level silenciofgpaxillin expression led to decreased
PASMC adhesion, proliferation, and increased amipt&Regulation of these processes
occurred via Akt and Erk1/2 kinases. Next to theagited paxillin expression in IPAH
elevated expression of the extracellular matrixgarofibronectin was observed in lungs
of these patients. Fibronectin promoted adhesiomuafan PASMC, which was shown
to be critically dependent on paxillin expressidfext to its role in cell adhesion
fibronectin stimulated paxillin tyrosine 118 phospylation. Finally, hypoxia was
identified as an additional stimulus of paxillinpegssion. Exposure of human PASMC
under hypoxic conditions (1%JDcaused a pronounced increase in paxillin exprassi
as well as tyrosine 31 and 118 phosphorylation.-HiFsilencing experiments revealed
that the hypoxia-induced increase in paxillin esgren was HIF-dependent.

Taken together, paxillin was identified as a nowdil-1 binding partner and
demonstrated a functional role of paxillin in PASMghysiology/pathophysiology

which might be a novel trigger for pulmonary vaseukemodelling processes.
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10 Anhang

10.1Abklrzungen

3D
a-Sma
Abb.
Akt
ALK1
APS
AS
As
ATP
B2M
bFGF

BMPR2

BSA
bzw.
°C
ca*
ca.
cDNA
cGMP
ChiP
CO
CO,
Co-IP
COPD

CTEPH
C-Terminal
d

dreidimensional
alpha smooth muscle actinalpha glattmuskulares Aktin
Abbildung

Serin/Threonin Protein-Kinase Akt
activin receptorlike kinase 1
Ammoniumpersulfat
antisense- Anti-Sinn

Aminosaure(n)

Adenosintriphosphat

B2-Mikroglobulin

basic fibroblast growth factor

basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor
bone morphogenetic protein receptor, type 2
Basenpaare

bovines Serum-Albumin

beziehungsweise

Grad Celsius

Kalzium

circa
complementar)NA — komplementéare DNA
zyklisches Guanosin-Monophosphat
Chromatin Immunopréazipitation
Kohlenstoffmonoxid

Kohlenstoffdioxid

Ko-Immunoprazipitation

chronic obstructive pulmonary disease —
chronisch obstruktive Lungenerkrankung
chronische thromboembolische pulmonale Hypex
Carboxyl-Terminus eines Peptids

day— Tag
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DAPI
d.h.
DNA
dNTP
dt
EDTA
EGF
EMSA

ExX/Em
Erk1/2
et al.
evtl.
FAK
FCS
Fhi-1
FiO;
FP

g

GTC

h

H

HCI
HGF
HIF
HIV
H.O
H20,
HRE
19G
ICH-P
IF
IL1/IL6
IPAH

4’,6-Diamidino-2-phenylindol

das heil3t

Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleotidtriphosphat
deoxy-thymidin&/berhang
Ethylendiamintetraessigsaure

epidermal growth factor epidermaler Wachstumsfaktor
Electrophoretic Mobility ShifAssay-

elektrophoretischer Mobilitat Gel-Shift Assay
Extinktion/Emission

extracellular signal-regulate&inasenl und 2

et alteri- und andere

eventuell

focal adhesion kinase

fetal calf serum fetales Kalberserum

four and a half LIM domain protein

inspiratorische @Fraktion

forward Primer - Vorwartsprimer

Gramm, Erdbeschleunigung, Gravitationskonstant
Guanidinthiocyanat

Stunde

Hypoxie

Salzsaure

hepatocyte growth facter Hepatozyten- Wachstumsfaktor
hypoxia-inducible factor Hypoxie-induzierter Faktor
human immunodeficiency virafiumanes Immundefizienz-Virus

Wasser

Wasserstoffperoxid

hypoxia response element

Immunoglobulin G

Immunohistochemie auf Paraffin-Schnitten
Immunofluoreszenz

Interleukin 1 bzw. 6

idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie
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K+
kDa

KH2POy
LIM

mmHg
mPAP

MRNA

Na"

NaCl
NaHPO,
NK

nm

NO
N-Terminal
O,

PAGE
PAH

Kilo (10°%)

Kalium

Kilodalton

Kilogramm
Kaliumdihydrogenphosphat
Linl1, Isl-1 & Mec-3

Mikro (10°)

Mikrogramm

Mikroliter

Milli (107%)

Quadratmeter

Molar (Mol pro Liter)
Mitogen-aktivierte Protein-Kinase
Monocrotalin

Milligramm

Minute

Millimolar

Millimeter Quecksilbersaule
mean pulmonary arterial pressure —
mittlerer pulmonalarterieller Druck
messengeRNA

Nummer der Experimente
Normoxie

Natrium

Natriumchlorid

di Natriumhydrogenphosphat
Negativkontrolle

Nanometer

Stickstoffmonoxid
Amino-Terminus eines Peptids
Sauerstoff
Polyacrylamidgelelektrophorese

pulmonalarterielle Hypertonie
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PASMC

PBGD
PBS
PCR
PDGF
pH

PH
pmol
PVDF
PVR

RIPA

ROCK
ROS
RP
RNA
rpm
RVP

S

s

SDS
SDS-PAGE
SiRNA
SEM
SMA
SMC
Tab.
TBE
TBS-T
TEMED
TGFB

Pulmonary arterial smooth muscle cells
pulmonalarterielle glatte Muskelzellen

Porphobilinogen Deaminase
Phosphate Buffered Salind*hosphat-gepufferte Salzlésung
Polymerase chain reaction Polymerase-Kettenreaktion
platelet-derived growth factor Blutplattchen Wachstumsfaktor
negativer dekadischer Logarithmus dgDHKonzentration
pulmonale Hypertonie

Pikomol

Polyvinylidenfluorid
pulmonary vascular resistance —

pulmonalvaskularer Widerstand
Radioimmunoprecipitation assay buffer -
Radio-Immunoprazipitations-Assay Puffer

Rho-Kinase
reactive oxygen speciegeaktive Sauerstoffspezies
reversePrimer - Rickwartsprimer

Ribonukleinsaure
rounds per minute- Umdrehungen pro Minute
right ventricular pressure- rechtsventrikularer Druck
sense Sinn

Sekunde

Natriumdodecylsulfat

Natriumdodecylsulfat Polyacrylamidgeleleghorese
small-interferingRNA — kleine interferierende RNA
standard error of the mean Standardfehler des Mittelwerts
smooth muscle actin glattmuskulares Aktin
smooth muscle celis glatte Muskelzellen

Tabelle

TRIS-Borat-EDTA
Tris Buffer Salinemit 0,1% Tween20
N,N,N",N"-Tetramethylendiamin
transforming growth factor beta -

ransformierender Wachstumsfaktor beta
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TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
U Unit
uv Ultraviolett
Vv Volt
VEGF vascular endothelial growth factor -
vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor
VEGFR2 vascular endothelial growth factdtezeptor 2 -
vaskularer endothelialer Wachstumsfaktor-Rezepto
viv Volumen pro Volumen
Watt Watt
wWB Western Blot
wiv Gewicht pro Volumen
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10.2Sequenzen

Die fur die Promotor-AnalyseApschnitt 2.2.13 verwendete Promotor-Sequenz des

Paxillin-Gens ist inTabelle 8angegeben.

Tabelle 8: Paxillin-Promotor-Region mit einer Langevon 1500 bp.

CCAGGAGGCAGGAGATCACCTGAGATCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGCCA
ACATGGTGAAACCCCATCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGCCAGGCATGG
TGGTATGCGCCTGTAATCCCAGCAGGAGGCAGGAGAATCACTTGAACCTGG
GAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCTGAGATTGCACCACTGCACTCCAACCTGG(C
CGACAGATTGGGACTCCATCTCAAACAAAAACAAAAACACAAAAACTAAA
ACAAAATAGAGGTATGTGCAAGATGCTGGAAAACCACGCAATAGAGTGTTT
GAGGAACAGTCTTTGGTCTTGAATTTATTATAGGAGAATGTGGCAGCCACA
GAAGCTGCTTGGATCTGCCTTTATAAAATGACTGAACATGGTGGGAGCATT
GGAACCCGGATACTTCTGCCCAAGGAGACTTCTCATTTTTTTTGTCCTGGA
TTCCCTGATGGGTTGACCTGTTTGTCAGATCTGAGTCTCCTTGCCCAACAG
CTTATTTCCCCTTCTCTGTCACGGGCATTACCCCTAGCTTTATCTCAGCAOT
CATCTGCTTTCTGGAGGACCTGATCTGACCCAGAAGGCCTGGATTCTTGAG
GACAAGGGGAACTCGAAGCTGTACTTGCAGAGCAGTTTTATATAAAATCCA
CAAACTGCCATCACCCATCCCAACGGGTAGGGAAGTACCTCTAGGAGGATT
AATTTAGAGAATAGCTATATAGTGTCTGTCTATTCAGACACTCAATAAATG G
TAGTTGTTATTATTACCCAATTTCCGAGTGTGTGGGAGCACTGGGTGTGAT
TTCCTGTAGTTTTCCCTTTAATGTCTAATCTGGGGACCCCTCTGCCCCATCA
GTTTTGGAAAAGTGTCTAGGGAGGGTGGCTGTGTGGAAGTAATATTAAGAG
AGATGGAACCACACAGGTATTGGGTTTGGGCCAGAAAGGGTGAACTGCGAG
CTGCACTGCCATTGATCCAGAGGACGACCCCAGGAAAGGTCAGCCACGGG(
TCCGGGCCTTGCCTGGTACTGATTTATGGTCCTCCTGGGTGGTGACCTAGA
GTGACAGACGGACAGGTGGGCAAAACTGACTGTCCAGTGGACAGGCATGT(
ATGACCCAGTGGCTGACGAATGCACAGACACATGGCTGACTGTGGACGGAT
TTGTCATCCGCAGGGTCAGGCAAGTGACTTTGAGAGGGACAGAAAGATGGA
TGGGAGTGGCTGGAGGCCTGGGAGCCGCCCACCTGCCCGCTTAGCCGCGA
GGGGCGCCACCGCCCCGCCCAGCGACGCCCACTGCCCGGGLTCTTGGCG!
GGCGGGACCAGCGTGCGCAGGGGGCGGGGCCAGCAAGCTCGLCGGGGGT(A

CCGGGGGCGGGGCGLGLGTGCACAGGGGGLCGGLLCGGGGGLGEGGELGLH

J7

)
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GCGGGCGCGGGLCGCGGGLGLCGLCGLCGGLGGLCGGLCGLGTTCCGTTCCGGGLCG
AGGCTCGCGGCGABTGGACGACCTCGACGCCCT

Die hypoxia response elemerft$RES) sind in grau unterlegt. Die Transkriptidaststelle (ATG) ist fett
und hellgrau markiert



Der Lebenslauf wurde aus der elektronischen
Version der Arbeit entfernt.

The curriculum vitae was removed from the
electronic version of the paper.
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