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1 Einleitung

1.1 Meilensteine der kardiopulmonalen Medizin- als Einfihrung
in die Thematik

Die moderne Ara der kardiopulmonalen Medizin begann um 1940 mit Cournand und
Richards als den Pionieren der Rechtsherzkatheterisierung. Forssman, Cournand
und Richards wurden flr ihre Verdienste 1965 mit dem Nobelpreis fir Physiologie
und Medizin ausgezeichnet (Cournand, 1941; Richards, 1964; Forssmann, 1929). Bis
zu dieser Zeit gab es keine direkte Messung des zentralen Gefal3druckes bei
Menschen. Die Katheterisierung des rechten Herzens gab den Ausschlag fur eine
regelrechte Explosion von neuen Erkenntnissen Uber die Funktion und Dysfunktion
des Lungenkreislaufs, der Herztatigkeit, Uber Interaktionen zwischen Lunge und
Herzen, Klappenfunktionen und kongenitale Herzerkrankungen. Es wurde
festgestellt, dass pulmonale Hypertonie als Folge einer Vielzahl von Erkrankungen
auftritt, welche entweder durch erhdhten Druck distal der Lungenkapillaren, durch
GefalRverengung, durch erhohten Blutflul durch die Lunge oder durch obstruierte

Lungengefalle charakterisiert sind.

Der Ursprung der modernen westlichen Kardiologie reicht zurtck bis zu William
Harvey’s ,Exercitatio Anatomica de Motu Cordis et Sanguinis in Animalibus’ (1628).
Durch sorgfaltige Beobachtung des Blutflusses konnte er zeigen, dass das Blut durch
die Arterien vom Herzen in die Gewebe gelangt und Uber die Venen und die Lunge
ins Herz zuruckfliet. Er postulierte, dass es Poren in der Lunge gibt, welche dem
Blut ermdglichen, zum Herzen zurluckzukehren. Die von Harvey postulierten Poren
wurden von Malpighi 1661 im Mikroskop als Kapillaren erkannt (De Pulmonibus;
1661).

Umfangreiche Messungen von Druck und Fluf® im Kreislauf wurden erstmals 1733
von Stephen Hales durchgefihrt. Er katheterisiete Hunderte von Tieren
verschiedenster Spezies und gewann wertvolle Informationen Uber die
Druckunterschiede zwischen Lungen- und Korperkreislauf.

In den nachsten 150 Jahren gab es einzelne Berichte Uber eine Beteiligung des
rechten Ventrikels bei Krankheitsprozessen: Morgagni (1762) und Laennec (1826)

berichteten Uber Rechtsherzhypertrophie in zwei Fallen von Lungenemphysem. Der



grol’e Pathologe Rudolf Virchow beschrieb mehrere Falle multipler Lungenembolie
mit dilatierten rechten Ventrikeln in seiner Monographie ,Thrombose und Embolie*
(1846). Connheim fand 1880 heraus, dass sich der pulmonalarterielle Druck bei
Tieren erst dann signifikant erhoht, wenn fast drei Viertel des GefalRbettes verlegt
sind.

Romberg war 1891 wahrscheinlich der erste, der eine idiopathische pulmonale
Hypertonie beschrieb. David Dresdale berichtete 1951 Uber hamodynamische
Veranderungen in Fallen atiologisch unklarer pulmonaler Hypertonie und pragte die
Bezeichnung ,primare pulmonale Hypertonie’ (PPH). Dieses Krankheitsbild wird
heute als ,idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie’ (IPAH) bezeichnet
(Simmoneau et. al., 2004).

Der Terminus ,Cor pulmonale’ wurde erstmalig in den 30er Jahren des 20.
Jahrhunderts benutzt.

1.2 Pulmonale Hypertonie (PH)- Definition und Vorkommen

Der physiologische Lungenkreislauf ist ein Niederdruck- und HochfluRsystem. Er
zeichnet sich durch seine Fahigkeit aus, normalerweise nicht perfundierte Gefalde im
Falle einer Hypoxie oder eines zeitweise erhdhten Blutflusses zu rekrutieren. Die
Wande der Pulmonalarterien sind dunn, da in ihnen unter physiologischen

Bedingungen ein niedriger transmuraler Druck herrscht.

Eine pulmonale Hypertonie ist definiert als eine chronische Erhdhung des mittleren
pulmonalarteriellen Druckes (mPAP) >25 mmHg in Ruhe und >30 mmHg bei
Belastung (Rubin, 1997). Voelkel und Tuder definieren weiterhin den Schweregrad
der Erkrankung: bei einem mittleren pulmonalarteriellen Druck von 25-45 mmHg
handelt es sich um eine milde PH, bei einem mPAP >45 mmHg um eine schwere PH
(Voelkel & Tuder, 1999).

Die pulmonale Hypertonie ist charakterisiert durch eine deutliche Erhdhung des
pulmonalen Vasotonus, pathognomonische proliferative Lungengefallveranderungen
(siehe Tabelle 1) und einer Hypertrophie des rechten Ventrikels (VergrolRerung des
rechten Herzens aufgrund der erhéhten Nachlast: Cor pulmonale im Sinne der WHO-

Definition). Eine pulmonale Hypertonie ist keine Krankheit, sondern ein Syndrom, bei



welchem der Blutdruck im Lungenkreislauf erhdht ist. Obwohl die idiopathische
pulmonalarterielle Hypertonie eine sehr seltene Erkrankung ist, tritt eine pulmonale
Hypertonie bemerkenswert haufig auf, und es wird geschatzt, dass sie das
dritthaufigste  kardiovaskulare = Syndrom nach  Koronarerkrankungen  und
systemischem Hochdruck darstellt. Lungenhochdruck ist deshalb haufig, weil ein
erhdhter Druck im Lungenkreislauf fast alle kardialen und pulmonalen Erkrankungen

begleiten kann.

Das Hauptproblem fir den Kliniker stellt die haufig lange Zeitspanne (im Mittel 2
Jahre) zwischen dem Beginn der Erkrankung und ihrer Diagnose dar. Dafur gibt es

mehrere Grinde:

e Pulmonale Hypertonie ist schwierig zu diagnostizieren, da die Symptome und
Anzeichen vage sind und Routineuntersuchungen in der Diagnostik wenig
hilfreich erscheinen.

e Bis zur neuen Behandlungsara der pulmonalen Hypertonie gab es kaum
Dringlichkeit, moglichst fruh eine gesicherte Diagnose zu etablieren, da die
Prognose infaust war und fur den Arzt keine Moglichkeit bestand, die
Krankheit therapeutisch zu beeinflussen. In den letzten Jahren gab es jedoch
eine regelrechte Explosion neuer Behandlungsmoglichkeiten. Die erste war
intravendses Epoprostenol (Prostazyklin), gefolgt von den Prostazyklinanaloga
lloprost, Beraprost, Treprostinii und dem Endothelinrezeptorantagonisten
Bosentan. Darlber hinaus erlangen nun Phosphodiesterasehemmer (z.B.
Sildenafil) mehr und mehr wertvolle klinische Bedeutung.

e Pulmonale Hypertonie wurde als sehr seltene Erkrankung betrachtet und
deshalb in der Diagnostik und Differentialdiagnostik unzureichend
berucksichtigt.

e Messungen von Druck und Flu® konnten nur invasiv Uber
Rechtsherzkatheterisierung erfolgen. Dies hat sich durch die weite Verbreitung
der Echokardiographie als nichtinvasive Screeningmethode verbessert.
Weiterhin gibt es die Magnetresonanztomographie sowie spezielle

Belastungstest.



1.3 Klassifikation der pulmonalen Hypertonie

Die klinische Klassifikation der pulmonalen Hypertonie wurde 2003 auf der

Weltkonferenz in Venedig modifiziert und umfaf3t finf Gruppen:

1. pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)
¢ idiopathisch (IPAH)
o familiar
e assoziiert mit bestimmten Erkrankungen (APAH) (Kollagenosen,
angeborene Shunts, portale Hypertonie, HIV-assoziiert, PH durch
Medikamente/ Toxine, andere Erkrankungen)
e PH mit signifikanter vendser oder kapillarer Beteiligung (u.a. pulmonale
veno-okklusive Erkrankung, pulmonale kapillare Hdmangiomatose)
e Persistierende PAH des Neugeborenen
2. pulmonale Hypertonien bei Linksherzerkrankungen
3. pulmonale Hypertonien bei Erkrankungen des respiratorischen Systems und/
oder Hypoxamie
4. pulmonale Hypertonie infolge chronisch thrombotischer und/ oder embolischer
Krankheiten
5. gemischte Gruppe (PH bei Sarkoidose, Histiozytose, Lymphangiomatose; PH

durch Kompression von Lungengefalen)

1.4 Pulmonalvaskuldres Remodelling

Pulmonalvaskulares Remodelling bezeichnet strukturelle und funktionelle

Veranderungen in der normalen Architektur der Wande von Pulmonalarterien.

Dieser Prozel} tritt in den Widerstandsgefalen der Lunge als primare Antwort auf
Schadigung oder Stimuli wie Hypoxie auf. Um einem chronischen Druckanstieg im
Lumen standzuhalten verdickt sich die Gefallwand und wird starker. Diese
JAufristung” der Gefallwand durch zusatzliche glatte Muskelzellen und extrazellulare
Matrix fuhrt zu einer Verkleinerung des Innendurchmessers und zu einer

verminderten vasodilatorischen Kapazitat. Dies wiederum flhrt zu einer Erhéhung



des pulmonalvaskularen Widerstands und, als Konsequenz, zu einem anhaltenden

Lungenhochdruck.

Diese progressive Obstruktion von Pulmonalarterien ist charakteristisch fur die
Pathogenese der pulmonalarteriellen Hypertonie. Ein gemeinsames Merkmal aller
Formen der pulmonalarteriellen Hypertonie ist die distale Ausbreitung glatter
Muskelzellen in kleine, physiologischerweise nicht muskularisierte Pulmonalarterien
und wird auch als ,de novo-Muskularisierung’ bezeichnet. Das pulmonalvaskulare
Remodelling umfasst jedoch alle Schichten der Gefallwand, und viele vaskulare
Zelltypen sind in diesen Prozel involviert.

Je groller der Grad der strukturellen Gefallveranderungen ist, umso starker ist die

Druckerhd6hung bei einem gegebenen Herzzeitvolumen.

1.5 Experimentelles Tiermodell

Das Modell der Monocrotalin- induzierten pulmonalen Hypertonie der Ratte ruft
pathologische und pathohistologische Veranderungen hervor, die mit vielen
Lasionen, die bei der (idiopathischen) pulmonalarteriellen Hypertonie des Menschen

auftreten, direkt vergleichbar sind (siehe Tabelle 1).

Monocrotalin ist ein Pyrrolizidinalkaloid aus Crotalaria (Familie Leguminosae). Es ist
seit langem bekannt, dass diese Pflanzenalkaloide ein Gesundheitsrisiko fur
Lebewesen darstellen (Environmental Health Criteria 80: Pyrrolizidine Alkaloids;
WHO 1988). Vergiftungsfalle von Mensch und Tier treten- oft endemisch- in vielen
Teilen der Welt sporadisch auf. Kurzlich wurde erst Uber eine Crotalaria retusa

Vergiftung bei Schafen in Brasilien berichtet (Nobre et. al., 2005).

Die toxischen Effekte von Pyrrolizidinalkaloiden sind abhangig von ihrer
Bioaktivierung (Toxifizierung) in der Leber: Die Metabolisierung der Alkaloide durch
mischfunktionelle Oxidasen (Cytochrom-P540 Enzyme) flhrt zur Entstehung
pyrrolischer Dehydro-Alkaloide (in diesem Falle Dehydromonocrotalin oder
Monocrotalin-Pyrrol). Bei diesen Pyrrolen handelt es sich um sehr reaktive
alkylierende Verbindungen. Die Metaboliten werden von den Leberzellen in die

Blutbahn abgegeben und induzieren im nachstfolgenden Organ, der Lunge,



charakteristische Gefallasionen. Pyrrolizidinalkaloide werden sehr schnell
verstoffwechselt; ihre aktiven Metaboliten haben sehr kurze Halbwertszeiten
(Sekunden bis einige Minuten) und werden innerhalb der ersten 24 Stunden fast
vollstandig Uber die Nieren ausgeschieden, so dass nach dieser Zeit keine
verbleibenden Produkte in Kdrperflussigkeiten oder Geweben nachgewiesen werden
kénnen (Hayashi et. al., 1967).

Die pathologischen Veranderungen an anderen Organen umfassen vor allem, mit
zum Teil groRen qualitativen und quantitativen Unterschieden zwischen den Spezies,
Leberzellnekrose und Leberzellhyperplasie, Leberzirrhose und -fibrose, veno-
okklusive Lebererkrankung, Glomerulopathie und sekundare Veranderungen am
Zentralnervensystem, die vor allem auf einen Anstieg von Ammoniak durch die
Leberschadigung zurtuckzufihren sind (Environmental Health Criteria 80:
Pyrrolizidine Alkaloids; WHO 1988).

Die antimitotische Wirkung der aktiven Pyrrole zeigt sich in der Entstehung grofer,
atypischer Typ Il Alveolarepithelzellen mit stark vergroRerten Kernen (Wilson &
Segall, 1990). Bereits 3 Tage nach dem toxischen Stimulus kommt es zu einem
Auftreten von Muskelfasern in normalerweise nicht muskularisierten Lungenarterien
(Meyrick & Reid, 1979).

Die Veranderungen schreiten in den nachsten Wochen nach der toxischen
Schadigung fort. Die Tiere entwickeln klinische Anzeichen von Rechtsherzinsuffizienz
(Dyspnoe, Zyanose, periphere Odeme). Eine progressive Verdickung der Media in
den Pulmonalarterien und -arteriolen sowie eine signifikante Hypertrophie des
rechten Herzens treten auf, schlieBlich erfolgt eine exzentrische Dilatation des
rechten Ventrikels, eine Dekompensation und die Tiere sterben an
Rechtsherzversagen. Die Hypertrophie betrifft nur das rechte Herz und korreliert mit
den vaskularen Veranderungen. Weiterhin kommt es zu einer Ansammlung von
Mastzellen in den mediastinalen Lymphknoten und in der Umgebung von Bronchien
und Pulmonalarterien (Miyata, 2000; Valdivia, 1967). Im vendsen Gefal3bett finden
sich keine derartigen Veranderungen (Lalich & Ehrhart, 1962; Valdivia et. al., 1967,
Kay & Heath, 1966; Environmental Health Criteria 80: Pyrrolizidine alkaloids, 1988).



Der pulmonalarterielle Druck zeigt einen ersten leichten Anstieg 8 Tage nach dem

toxischen Stimulus und nimmt dann kontinuierlich zu (Ghodsi & Will, 1981).

Tabelle 1: Pulmonalvaskuldares Remodelling: ein Vergleich

Verdnderung MCT-PAH der Ratte humane PAH
o Endothelschadigung als initiierender Dysfunktion von pulmonalen
Endothelschadigung Mechanismus, Permeabilitit 1 Endothelzellen
(Valdivia 1967, Sugita 1983, Wilson 1989, (Voelkel, Tuder 1995)
Tanaka 1996)
i Plattchensequestrierung zirkulierende Plattchenaggregate in
Thrombosierung Verminderung der MCT-PAH bei IPAH (Lopes 1993)
plattchendefizienten Ratten in situ Thrombose in PH Lasionen
(Roth 1988, Schultze 1998)) (Wagenvoort 1993)

intravask. Thromben (Allen 1970, Lalich
1977, Hayashi 1984)

Fragmentierung der Verénderte Elastin- und bei PAH im Zusammenhang mit
internen elast. Lamina | Kollagensynthese (Todorovich-Hunter kongenitalen Herzerkrankungen
Elastaseaktivierung 1988, 1992) (Rabinovitch 1986)
. vorwiegend mononukledr vorwiegend mononuklear
Inflammation perivaskular und interstitiell v.a. perivaskular und im Bereich
(Wilson 1989, Stenmark 1985) plexiformer Lasionen
Mastzellhyperplasie (Miyata 2000, (Caslin 1990, Tuder 1994, Dorfmuiller 2003)

Valdivia 1967)

plexiforme Lasionen nein (in keinem gangigen bei IPAH in 80%
Tiermodell) in schweren Fallen von SPH
Neo-Muskularisierung ; . .
athognomonisch (z.B Meyrick & Reid
peripherer Arterien pathog ! 1980()2 ey s e pathognomonisch
Mediahypertrophie
Cor pulmonae pathognomonisch pathognomonisch
Neointimabildung MCT+erhohter FIuR (Tanaka 1996) charakteristisch in Fallen, bei denen
der PAP systemische Werte
erreicht

Die langsame Entwicklung der GefalRveranderungen legt den Schluf® nahe, dass
diese nicht direkt durch vorhandenes aktives Alkaloid (denn dieses wird innerhalb der
ersten 24 Stunden nahezu vollstandig ausgeschieden), sondern durch verschiedene
biologische Pathomechanismen, die durch den initialen toxischen Stimulus aktiviert
werden, verursacht sind. Methylprednisolon, welches das akute durch Monocrotalin
induzierte Lungenddem verbessert, verringert auch die GefalRveranderungen und die
Rechtsherzhypertrophie (Langleben & Reid, 1985). Tagliche Gabe von
Methylprednisolon in geringen Dosen uber 21 Tage scheint effektiver als 2 grol3e
Dosen von Methylprednisolon, welches 2 Stunden vor und 2 Stunden nach

Applikation von Monocrotalin gegeben wird. Es erscheint also, dass die sekundaren



Veranderungen, obwohl durch Monocrotalin getriggert, sich selbst aufrechterhalten

und dass sie fur die GefalBwandumbauprozesse die wichtigere Rolle spielen.

Abbildung 1: Pathomechanismus des GefaR-Remodellings nach Monocrotalininjektion

Uberblick: progressives GefiB-Remodeling

Permeabilitdtserh6hung
o Thrombozytenaggregation
Endothelschadigung - Adhasionsmolekiile
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MCT-Pyrrol

,Muskularisierung‘
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N 1
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Prozesse, autonome
Veranderungen

Inaktives Monocrotalin wird nach Injektion in den Leberzellen zu aktiven Metaboliten (darunter MCT-
Pyrrol) umgewandelt. Das Pyrrol induziert initial in den Lungengefalien eine endotheliale Schadigung.
Dies fuhrt zu Permeabilitatserh6hung, Thrombozytenaggregation und der verstarkten Expression von
Adhasionsmolekulen. Endothelzellen, glatte Muskelzellen und eingewanderte Entzindungszellen
produzieren Wachstumsfaktoren und Zytokine. Die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen
und Fibroblasten und die Anhaufung extrazellularer Matrix fihren zu einer verstarkten
Muskularisierung der Gefal3e und zu sich selbst aufrecht erhaltenden, autonomen Umstrukturierungen

der GefalRwande, die in ihrer Gesamtheit als ,Remodelling’ bezeichnet werden.

1.6 EinfluB von Zytokinen und Wachstumsfaktoren auf die
Pathogenese der pulmonalen Hypertonie

Eine Reihe von Wachstumsfaktoren, vasoaktiven Peptiden und Zytokinen sind an der
Modulation des vaskularen Remodellings beteiligt. Zusatzlich spielen kleine
Molekule, wie Stickstoffmonoxid (NO) und reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS)

eine wichtige Rolle. In Tabelle 2 sind die Faktoren aufgelistet, von denen man



annimmt, dass sie an der Proliferation glatter Muskelzellen und an der
Kollagensynthese beteiligt sind.

Die Rezeptoren an der Zelloberflache fur die meisten Wachstumsfaktoren sind
transmembranstandige, tyrosinspezifische Proteinkinasen (auch bekannt als
Rezeptortyrosinkinasen). Sie umfassen Rezeptoren fur PDGF, FGFs, Insulin-like
growth factor 1 (IGF-1), epidermal growth factor (EGF) und VEGF. Die
Ligandenbindung fuhrt zu einer Phosphorylierung des intrazellularen Teils des
Rezeptors und zur Initialisierung intrazellularer Signaltransduktionskaskaden. TGF-13
und Bone Morphogenetic Protein (BMP) agieren Uber Rezeptor-Serin- oder

Threoninkinasen.

Tabelle 2: Faktoren der Proliferation glatter Muskelzellen und der Kollagensynthese

Proliferation
glatter Typ |
Muskelzellen Kollagensynthese
stimulierend hemmend stimulierend hemmend
IGF 1 TGF-R, BMP's IGF-1 Prostaglandine
IGF 2 IL-1 IGF-2 Interferone
PDGF Prostaglandine TGF-B NO
EGF Interferone PDGF ANP
bFGF TNF-a Angiotensin Il
aFGF Heparansulfate Tenascin
Insulin NO
Heparin Kohlenmonoxid
Thromboxan A2  Adrenomedullin
Endothelin-1 ANP
Angiotensin Il Isoproterenol
Serotonin
Tenascin
Leukotriene
ROS

Eine Reihe von Wachstumsfaktoren und Zytokinen sind an der Proliferation von glatten Muskelzellen
und an der Modulation des Remodellings beteiligt. Aulerdem spielen verschiedene kleine Molekdle,
wie Stickstoffmonoxid (NO) oder reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS) eine wichtige Rolle. Hier sind
die Faktoren aufgelistet, von denen man annimmt, dass sie an der Proliferation glatter Muskelzellen
sowie der Kollagensynthese beteiligt sind.

Modifiziert aus: Pulmonary Circulation; Diseases and their treatment; second edition Arnold London
publishing; Kapitel 5 (Nicholas W Morrell, Trina K Jeffrey)
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Die intrazellularen Signaltransduktionswege all dieser Rezeptoren sind komplex und
in groBem Male abhangig vom untersuchten Zelltyp und Gewebe. Je nach Zelltyp
kann die gleiche Rezeptorbindung verschiedene Antworten der Zelle hervorrufen.
Viele der Faktoren, die an GefalRumbauprozessen beteiligt sind, kann man jedoch in
gemeinsamen ,SchlUssel“-Transduktionskaskaden zusammenfassen. Zum Beispiel
stimulieren eine Reihe antiproliferativer Molekdile in glatten Muskelzellen die Bildung
der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP und agieren uber G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren. Vasokonstriktoren und Wachstumsfaktoren minden sehr haufig in einer
Phosphorylierung von MAP-Kinasen.

Es scheint, dass in einem gesunden Korper ein komplexes Zusammenspiel zwischen
proliferativen und antiproliferativen Molekulen herrschen muf}, und dass erst eine
Storung dieses subtilen Gleichgewichts zu pathologischen Vorgangen im Korper

fuhren kann.

1.7 Platelet Derived Growth Factor (PDGF)

Platelet derived growth factor (PDGF) ist ein wichtiges Mitogen flir glatte
Muskelzellen (siehe auch Tabelle 2), Bindegewebszellen und viele andere Zelltypen.
PDGF besteht aus einer Familie kationischer Homo- und Heterodimere
disulfidgebundener A- und B- Polypeptidketten. Sowohl die A- als auch die B- Ketten
werden als Vorlaufermolekile synthetisiert, die daraufhin einer proteolytischen
Reifung unterzogen werden. Humane Thrombozyten und Zellkulturlinien, die sowohl
A- als auch B- Ketten exprimieren kdonnen, beinhalten alle drei moglichen PDGF-
Isoformen. Dies lasst darauf schlieRen, dass der Zusammenbau von PDGF zu
Dimeren ein zufalliger Prozel} ist (Hart et. al., 1990). Aullerdem produzieren Zellen,
die mit A und B- Ketten transfiziert wurden, alle drei Dimer-Isoformen (Ostman et. al.,
1998). Die meisten Zelltypen synthetisieren sowohl A- als auch B- Ketten, aber die
Expression der beiden Ketten ist auf Transkriptionsebene und posttranslational
unabhangig voneinander reguliert (Dirks & Bloemers, 1996).

Karzlich wurden zwei zusatzliche PDGF-Gene identifiziert, die fur PDGF-C und
PDGF-D Polypeptide kodieren (Bergsten et. al., 2001; LaRochelle et. al., 2001; Li et.
al., 2000).
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Die PDGF-Isoformen binden und aktivieren zwei strukturell ahnliche Protein-
Tyrosinkinaserezeptoren (PDGF-a und PDGF-3 Rezeptor). Da der Ligand PDGF als
Dimer vorliegt, kann er zwei Rezeptoren gleichzeitig binden und diese dadurch
dimerisieren. Dies fuhrt zu einer Autophosphorylierung der Rezeptoren an
Tyrosinresten. Diese Autophosphorylierung verschiedener Tyrosine verfolgt zwei
wichtige Ziele: zum ersten kommt es dadurch zu einem Anstieg in der katalytischen
Aktivitat der Rezeptortyrosinkinasen, zum zweiten werden durch die
Phosphorylierung Andockstellen fur Signaltransduktionsmolekile mit SH2-Domanen

geschaffen.

Beide Rezeptoren aktivieren die Hauptsignaltransduktionskaskaden, darunter Ras-
mitogen activated protein kinase (MAPK), phosphatidyl inositol 3-phosphate kinase
(PI3K) und Phospholipase Cy (Heldin & Westmark 1998; Rosenkranz, Kazlauskas,
1999).

Die Aktivierung von PDGF-Rezeptoren fihrt zu einer Stimulierung des
Zellwachstums, aber auch zu Veranderungen in Zellform und —motilitdt. Je nach
aktiviertem Rezeptortyp kann die Antwort der Zelle unterschiedlich ausfallen: eine
Aktivierung von PDGF-a Rezeptoren hemmt die Chemotaxis von Fibroblasten und
glatten Muskelzellen; die Aktivierung des PDGF-3 Rezeptors dagegen stimuliert
Chemotaxis. PDGF wirkt auch antiapoptotisch. Klassischerweise exprimieren
Fibroblasten und glatte Muskelzellen hohere Mengen an PDGF-3 Rezeptoren. Die
Synthese von PDGEF ist infolge externer Stimuli oft erhéht, zum Beispiel bei niedriger
Sauerstoffspannung (Kourembanas et. al., 1997), unter Einflufd von Thrombin (Harlan
et. al., 1986) oder nach Stimulation durch eine Reihe von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen (zusammengefasst von Heldin & Westermark, 1999).

In vivo besitzt PDGF wichtige Aufgaben wahrend der Embryonalentwicklung. PDGF
ist fur die Entwicklung von Nieren, BlutgefalRen, Lungen und ZNS unabdingbar, was
durch die Tatsache unterstutzt wird, dass Mause, bei denen die Gene fur PDGF oder
seine Rezeptoren ausgeschaltet sind, entweder intrauterin oder perinatal sterben
(Bostrom et. al., 1996; Levéen et. al., 1994; Soriano 1994; Soriano 1997).

PDGEF ist auch bei der Wundheilung wichtig. Hier stimuliert es die Mitogenitat und
Chemotaxis von Fibroblasten und glatten Muskelzellen sowie die Chemotaxis von

Neutrophilen und Makrophagen.
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Abbildung 2: Signaltransduktion von PDGF
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PDGF bindet an einen Rezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinase-Aktivitat. Die Rezeptordimerisierung
fuhrt zu einer Autophosphorylierung des Rezeptors mit Schaffung hochaffiner Bindungsstellen fir
Signalproteine mit SH2 Doméanen. Die folgenden Signaltransduktionskaskaden sind in verschiedener
Weise an der Regulierung der biologischen Aktivitdten von PDGF beteiligt, darunter Chemotaxis,
Zellwachstum und anti-apoptotische Wirkung. Beide Rezeptortypen aktivieren wichtige
Signaltransduktionswege, darunter Ras/ MAPK, PI3K und Phospholipase Cy (eingekreist). Diese

Signaltransduktionswege sind im einzelnen zusammengefasst von Heldin und Westermark, 1999.

Eine Uberaktivitdt von PDGF ist mit verschiedenen Krankheiten in Zusammenhang
gebracht worden. Bei Glioblastomen, Sarkomen und verschiedenen epithelialen
Tumoren verursacht PDGF oft eine autokrine oder parakrine Stimulierung des
Tumorzellwachstums (Fleming et. al. 1992; Kawai et. al. 1997, Wang et. al. 1994).
Eine Uberschielende Produktion von PDGF findet sich auch bei verschiedenen
fibrotischen Zustanden, darunter Lungenfibrose, Nierenfibrose, Leberzirrhose und
Myelofibrose. PDGF wird auch mit der Pathogenese nichtmaligner proliferativer
Gefalierkrankungen, wie Atherosklerose, in Verbindung gebracht (zusammengefasst
von Heldin & Westermark, 1999).
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1.8 PDGF in pulmonaler Hypertonie

Kirzlich wurde in einem Schafmodell der persistierenden pulmonalen Hypertonie des
Neugeborenen gezeigt, dass sowohl PDGF-a als auch PDGF-3 Rezeptoren bei PH
erhoht sind. Eine Behandlung der Tiere mit Aptameren gegen PDGF-B brachte
positive therapeutische Effekte (Balasubramaniam et. al., 2003). In Lungenbiopsien
von Patienten mit schwerer PAH ist die mRNA-Expression von PDGF-A signifikant
erhoht (Humbert et. al., 1998).

Jankov et. al. konnten vor kurzem zeigen, dass die Expression von PDGF-a und -3
Rezeptor in Arterien neugeborener pulmonalhypertensiver Ratten stark erhoht ist. Sie
konnten auRerdem deutlich machen, dass PDGFR-B mit glattmuskularem Alpha-
Aktin in glatten GefalRmuskelzellen kolokalisiert zu finden ist (Jankov et. al. 2005).
Eine signifikante Erhohung des mRNA Levels von PDGF- Rezeptor wurde
aullerdem in Pulmonalarterien MCT-behandelter Ratten beschrieben (Tanabe et. al.,
2000), wo die Arterien durch den erhdhten pulmonalarteriellen Druck mit einer zug-

induzierten Uberexpression von PDGF-R Rezeptor reagierten.

1.9 Der Tyrosinkinasehemmstoff Imatinib

Imatinib (Glivec®, STI 571, Imatinib-Mesilat) ist ein Protein-Tyrosinkinasehemmer
der 2-Phenylaminopyrimidinklasse, der zur Therapie der chronisch myeloischen
Leukdmie (CML) und =zur Behandlung nichtresezierbarer gastrointestinaler

Stromatumoren (GIST) klinisch zugelassen ist (Cohen et. al. 2002).

Die chronisch myeloische Leukamie ist charakterisiert durch die Anwesenheit eines
abnormal kurzen Chromosoms 22 (sogenanntes Philadelphia-Chromosom), welches
aus einer reziproken Translokation zwischen den langen Armen von Chromosom 9
und 22 hervorgeht. Das Philadelphia-Chromosom verbindet das Bcr (breakpoint
cluster region) von Chromosom 22 mit dem Abl-Protoonkogen von Chromosom 9.
Das normale Abl-Genprodukt ist eine reguliert exprimierte Tyrosinkinase, die an

Zellteilung und Apoptose beteiligt ist. Das Produkt, das aus der Fusion von Bcr mit
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Abl hervorgeht, ist dagegen eine konstitutiv aktive Tyrosinkinase, und ihr Vorkommen

scheint auszureichen, um Leukamie in Tiermodellen und im Menschen zu induzieren.

Abbildung 3: Strukturformel von Imatinib

¥ . ¥ Y
N_:“T,N N M.
=M I j o

Imatinib (STI571)

Bei Imatinib handelt es sich chemisch um einen Protein-Tyrosinkinasehemmer der 2-
Phenylaminopyrimidinklasse. Die Substanz ist sehr gut wasserléslich und besitzt eine hohe orale
Bioverfugbarkeit (aus: Capdeville, Buchdunger et. al., 2002).

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

Daruber hinaus ist es ein wirksamer Inhibitor der Rezeptortyrosinkinasen von Platelet

derived growth factor und c-kit (Stammzellfaktor-Rezeptor) (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Zellulares Profil von Imatinib

Assay ICs5o (M)
Inhibierung der Autophosphorylierung

Ber-Abl 0.25
PDGF-Rezeptor 0.1
c-Kit 0.15
EGF-Rezeptor >100
Insulin-Rezeptor >100
IGF1-Rezeptor >100
Inhibierung der MAPK-Aktivierung

PDGF-abhangig 0.1-1
SCF-abhangig 0.1-1

Hemmung der Autophosphorylierung bzw. der Signaltransduktion Gber MAPKinase durch Imatinib bei
verschiedenen (Rezeptor)tyrosinkinasen in Zellkultur. Angegeben ist jeweils die 1Csy, das heildt, die
Konzentration in yM, die zu einer 50% Hemmung fihrt. Man kann erkennen, dass nur die
Tyrosinkinasen fur PDGF, Ber-Abl und c-Kit selektiv in niedrigen Konzentrationen gehemmt werden.
Imatinib ist somit ein spezifischer Hemmstoff dieser drei Tyrosinkinasen (modifiziert aus: Capdeville,
Buchdunger et. al., 2002).
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Imatinib blockt gezielt die ATP-Bindungstasche dieser Tyrosinkinasen. Dadurch
verhindert es die Autophosphorylierung der Tyrosinkinasen an Tyrosinresten, und der
Rezeptor kann auch nach Bindung des Liganden nicht mehr aktiv werden. Die
Kristallstruktur von Imatinib ist bekannt, auRerdem existieren kristallographische
Studien, die die Bindung von Imatinib an verschiedenen Tyrosinkinaserezeptoren

charakterisieren (Schindler et. al., 2000).

Nach oraler Aufnahme zeigt Imatinib eine Bioverfugbarkeit von 98%; die hdchsten
Plasmakonzentrationen werden nach 2-4 h erreicht. In klinisch relevanten Dosen
besitzt Imatinib eine Plasmaproteinbindung von etwa 95% und ist vor allem an
Albumin und as-saures Glykoprotein gebunden. Die Halbwertszeiten von Imatinib
und seinem Hauptmetaboliten, CGP74588, sind 18 und 40 Stunden. Die
Metabolisierung von Imatinib geschieht vorwiegend Uber die Leber. Das Hauptenzym

zur Verstoffwechslung stellt dabei Cytochrom P-3A4 dar.

Die Nebenwirkungen unter Therapie mit Imatinib sind dosisabhangig und in den
meisten Fallen leicht bis moderat. Haufig kommt es zu Ubelkeit, Erbrechen,
Durchfall, peripheren Odemen, Muskelkrampfen, erhdhter Blutungsneigung und
Hautrotungen. Gelegentlich werden Zytopenien (Neutro- oder Thrombopenien) oder
schwere Flussigkeitsretentionen festgestellt. Sehr selten kommt es zu akuten

toxischen Leberschadigungen.

Die klinische Dosis fur die zugelassenen Indikationen betragt 400-800 mg/Mensch.
Das entspricht, bezogen auf die Kdorperoberflache, einer Dosis von 30-60 mg/kg bei

Ratten (Glivec ® Fachinformation fur Kliniker, Novartis Pharma).

Imatinib wurde bisher mit Erfolg experimentell bei einigen Krankheiten angewendet,
bei denen die Uberexpression von PDGF und abnorme Zellproliferation eine Rolle

spielen (siehe Tabelle 4).



Tabelle 4: Experimenteller Einsatz von Imatinib bei (fibro-)proliferativen Erkrankungen

Autor/ Jahr Erkrankung Tierart
Gilbert 2001 mesangial-proliferative Glomerulonephritis Ratte
Proliferation von Kupfferschen Sternzellen nach
Kinnman 2001 Cholestase Ratte
Savikko 2003 chronische NierentransplantatabstoRung Ratte
Bleomycin-induzierte Lungenfibrose

Daniels 2004 TGF-B induzierte Lungenfibrose Maus
Abdollahi 2005 strahleninduzierte Lungenfibrose Maus
Aono 2005 Bleomycin-induzierte Lungenfibrose Maus

16

Imatinib wurde bisher erfolgreich in verschiedenen Tiermodellen proliferativer oder fibroproliferativer

Erkrankungen angewendet.

Besonders interessant ist der therapeutische Einsatz

verschiedenen experimentellen Modellen der Lungenfibrose.

in drei
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1.10 Ziel der Arbeit

Im Rahmen dieser Dissertation sollte die therapeutische Wirkung des Protein-
Tyrosinkinasehemmers Imatinib (STI571, Glivec®) auf die verschiedenen
pathophysiologischen und pathohistologischen Aspekte der Monocrotalin-induzierten

pulmonalen Hypertonie der Ratte untersucht werden.

Imatinib ist ein zur Behandlung der chronisch myeloischen Leukamie klinisch
zugelassenes Medikament, das selektiv die drei Tyrosinkinasen Bcr-Abl, c-kit und
PDGF-Rezeptor hemmt. In dieser Dissertation sollte experimentell der

therapeutische Einfluly von Imatinib auf das PDGF-System untersucht werden.

Dazu sollte unter anderem eine neuartige wenig invasive Operationsmethode zum
Einbau telemetrischer Sensoren in den rechten Ventrikel von Ratten entwickelt

werden.

Weiterhin sollten eine Technik der halbautomatischen morphometrischen Analyse
von Lungengefallen der Ratte sowie der dazu bendtigten histologischen und

immunhistologischen Farbeprotokolle etabliert werden.

Es sollte aulRerdem die Expression von PDGF-B (Ligand) und PDGF- Rezeptor
immunhistochemisch in  Lungen Monocrotalin-behandelter Ratten sowie in
Lungenschnitten von Patienten mit idiopathischer pulmonalarterieller Hypertonie

dargestellt werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Versuchstiere

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

gefuhrt und ist ein eingetragenes Warenzeichen.

Das Gewicht der Ratten betrug bei Anlieferung 300-350 g, was einem Alter von etwa
8 Wochen entspricht. Vor Applikation von Substanzen (Monocrotalin, Imatinib,
Narkose) wurde das genaue Gewicht der Tiere bestimmt und die Substanzen wurden
exakt nach Gewicht verabreicht.

Die Tiere wurden im Tierstall des Zentrums fur Innere Medizin der Medizinischen
Klinik 1l des Universitatsklinikums Gielten fir die Dauer der Versuche gehalten.
Dabei befanden sich immer 4 - 5 Ratten in einem Kafig. Die Futterung der Ratten
erfolgte mit Altromin® Standarddiatfutter ad libitum. Die Tiere hatten jederzeit
unbegrenzten Zugang zu Leitungswasser. Die Beleuchtungsdauer im Tierstall des
Zentrums fur Innere Medizin betragt 12 Stunden pro Tag; die Umgebungstemperatur
betragt im Mittel 25°C.

2.1.2 Tierversuchsgenehmigung

Die durchgefuhrten Versuche wurden vom Regierungsprasidium Giel3en genehmigt.
Der fur die Versuche geltende Tierversuchsantrag ,Imatinib in pulmonaler
Hypertonie® kann unter dem Aktenzeichen Gl 20/ 12 Nr. 34/ 2004, Kenn- Nr. 211,

eingesehen werden.



2.1.3 Injektionslésungen und Substanzen
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Natronlauge 1N (1mol/l) Merck

Darmstadt, Deutschland
Salzsaure 1N (1mol/l) Merck

Darmstadt, Deutschland
Isofluran Forene® Abbott

Wiesbach, Deutschland
Atropinsulfat Braun
0,5 mg/ml Melsungen, Deutschland
Medetomidinhydrochlorid Domitor® Pfizer
1 mg/ml Karlsruhe, Deutschland
Atipamezolhydrochlorid Antisedan® Pfizer
5 mg/ml Karlsruhe, Deutschland
Heparin Liquemin N 25000° Roche

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

Bad Homburg, Deutschland
Lidocainhydrochlorid 2% Xylocain® Astra Zeneca

Wedel, Deutschland
Monocrotalin Crotaline® Sigma Aldrich

Steinheim, Deutschland
physiologische zum Spilen und Baxter S.A.
KochsalzsGsung Befeuchten Minchen, Deutschland
Beatmungsgas 50% Oy, 50% N, Air Liquid (ehem. Messer)

Siegen, Deutschland

Enrofloxacin
orale Lésung fur Kalber

Baytril 2,5%°

Bayer Vital GmbH
Leverkusen, Deutschland

2.1.4 Verbrauchsmaterial

Einmalspritze

Inject Luer®

Braun

1ml, 2ml Melsungen, Deutschland
Kanule BD Microlance 3° Becton Dickinson
26 G (0,9 mm x 25 mm) Deutschland
Medizinisches Klebeband Durapore® 3M

St. Paul, MN, USA
Venenverweilkanile Vasocan Braun
22 Gund 20 G Brauniile® Melsungen, Deutschland
Zellstofftupfer Purzellin® Lohmann und Rauscher
5x4cm Rengsdorf, Deutschland
Einmalhandschuhe Transaflex® Ansell

Surbiton Surrey, UK
Mulltupfer Beese

20 x 20 cm, pflaumengrof3

Barbittel, Deutschland

Perfusor-Leitung
150 cm

Braun

Melsungen, Deutschland

Combi-Stopper

Braun

Melsungen, Deutschland
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Dreiwegehahn Discofix® Braun
Melsungen, Deutschland
Zellulose-Handtiicher Tork

Mannheim, Deutschland

Haushaltsbindfaden
Nr. 12

Zellulose-Unterlage

Operationsbesteck

Martin Medizintechnik
Tuttlingen, Deutschland

Ratten-Immobilisator

Broome Rodent
Restrainer®

Harvard Apparatus
March-Hugstetten, Deutschland

Warmeunterlage

Thermo-Lux®

Witte und Suttor
Murrhardt, Deutschland

Trachealtubus

aus BD Microlance 3

15G gekirzt auf 1,5 cm

Becton Dickinson
Deutschland

2.1.5 Gerate/ Maschinen fiir Tierpraparation

Beatmungspumpe

SAR-830/P Ventilator®

IITH Inc. Life Science
Woodland Hills, CA, USA

PET-Schlauche mit unterschiedlichen Durchmessern

Blutanalysegerat

Radiometer

ABL 330 Copenhagen, Danemark
Blutanalysegerat Hemoximeter® Radiometer

OSM2 Copenhagen, Danemark
Schleuse Intradyn®

Einfihrungsbesteck mit
venos hamostatischem
Ventil 5F

Braun
Melsungen, Deutschland

Computer mit Monitor

Druckwandler

Combitrans Monitoring Set
Mod. Il for arterial Blood
Pressure Measurement

Braun
Melsungen, Deutschland

2.1.6 Histologie

Parafilm American National Can
Menasha, Wisconsin, USA

Urinbecher mit Deckel,

100ml

Rotationsmikrotom RM 2165 Leica Microsystems

vollautomatisch Nussloch, Deutschland

Objekttragerstrecktisch HI 1220 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland

Paraffinstreckbad HI 1210 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland

ParaffinausgiefRstation EG 1140H Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland

Kihlplatte EG 1150C Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
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geschlossener Vakuum- TP 1050 Leica Microsystems
Gewebeinfiltrationsautomat Nussloch, Deutschland
Stereomikroskop DMLA Leica Microsystems
Durchlicht Nussloch, Deutschland
Digitale Kamera DC 300F Leica Microsystems

Nussloch, Deutschland

Ethanol
70%, 95%, 99,6%
vergallt mit Ethylmethylketon

Fischer
Saarbriicken, Deutschland

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

Methanol, reinst Fluka Chemie
Buchs, Schweiz

Formaldehyd saurefrei 237% Roth

Karlsruhe, Deutschland

Resorcin Fuchsin

Chroma
Minster, Deutschland

Kernechtrot Aluminiumsulfat Chroma

Miunster, Deutschland
Roti-Histol (Xylolersatz) Roth

Karlsruhe, Deutschland
Xylol Roth

Karlsruhe, Deutschland
Wasserstoffperoxid 30% Merck

pro analysi

Darmstadt, Deutschland

Deckglaser 24x36mm

R. Langenbrinck
Emmendingen, Deutschland

Universal-Einbettkassetten
mit Deckel,
verschiedenfarbig

Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland

Objekttrager

Superfrost Plus®

R. Langenbrinck
Emmendingen, Deutschland

Mikrotomklingen S 35

Feather, Japan (Uber Produkte fir die
Medizin AG Kdln, Deutschland)

Paraffin Einbettmedium Paraplast Plus® Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland

Pikrinsaure, wassrig, Fluka Chemie

gesattigt Buchs, Schweiz
Pertex” Medite GmbH

Eindeckmedium Xylol-I8slich Burgdorf, Deutschland

Natriumchlorid Roth

pro analysi Karlsruhe, Deutschland

Di- Merck

Natriumhydrogenphosphat Darmstadt, Deutschland

Dihydrat, pro analysi

Kaliumdihydrogenphosphat Merck

pro analysi Darmstadt, Deutschland

Trypsin Digest All 2° Zytomed

Berlin, Deutschland

Avidin-Biotin-Blocking Kit

Vector/ Linaris
Wertheim-Bettingen, Deutschland
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Normal Horse Serum

Alexis Biochemicals
Grinberg, Deutschland

Normal Goat Serum

Alexis Biochemicals
Grinberg, Deutschland

Normal Rabbit Serum

Alexis Biochemicals
Grinberg, Deutschland

Vectastain Elite ABC Kits
anti-mouse

Vector/ Linaris
Wertheim-Bettingen, Deutschland

anti-rabbt

anti-goat

Vector VIP Vector/ Linaris

Substrat Kit Wertheim-Bettingen, Deutschland

DAB Substrat Kit

Vector/ Linaris
Wertheim-Bettingen, Deutschland

Methylgrin
Counterstain

Vector/ Linaris
Wertheim-Bettingen, Deutschland

2.1.7 Antikorper

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

Verdinnung 1:1000

Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland

Anti-von Willebrand Faktor
polyklonal, rabbit anti-human

Verdinnung 1:1000

Dako Cytomation
Hamburg, Deutschland

Anti-PDGF-R Rezeptor
monoklonal, mouse anti-human

Verdinnung 1:40

R&D Systems
Wiesbaden, Deutschland

Anti-PDGF-R Rezeptor (Ab-1)
polyklonal, rabbit anti-rat/ mouse

Verdinnung 1:20

Calbiochem Merck
Uber VWR International
Darmstadt, Deutschland

anti-PDGF B chain (Ab-1)
polyklonal, rabbit anti-human/ rat

Verdinnung 1:20

Calbiochem Merck
Uber VWR International
Darmstadt, Deutschland

2.1.8 Gerate/ Software/ Makros fiir GefaBRmorphometrie

Computer Q 550 IW Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Software Q Win V3 Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland
Makro speziell entwickelt von Informatiker Herrn

-fir Muskularisierungsgrad
-fur Wandstarke

Christoph Frank,

Leica Microsystems
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2.2 Methoden

2.2.1 Vorbereitung und Injektion von Monocrotalin

250 mg kristallines Monocrotalin wurden auf der Analysenwaage genau abgewogen,
in 3 ml 1 N HCI gelést und mit 2 ml 1 N NaOH auf einen pH von 7,3 - 7,4 gebracht.
Die Ratten wurden einzeln gewogen, in einem Gefald mit einem Wattebausch mit
Isofluran bis zur Immobilisation anbetaubt und erhielten eine einmalige subkutane
Injektion von 60 mg/kg Monocrotalin in die Nackenfalte. Gesunde Kontrolltiere
erhielten statt Monocrotalin ein gleiches Volumen isotoner Kochsalzlésung als s.c.
Injektion.

Am darauffolgenden Tag wurden die Tiere in einen Kafig mit frischer Einstreu, Futter
und Wasser Uberfuhrt; benutzte Einstreu und Nahrung wurden zur
Unschadlichmachung (Verbrennung) gesammelt. Die Tiere erhielten Uber die
nachsten 14 Tage kontinuierlich Baytril oral 2,5% in einer Konzentration von 2 ml/
500 ml Leitungswasser. Durch die Antibiose sollten frihe inflammatorische und
pneumonische Lungenveranderungen sowie opportunistische Begleitinfektionen in

den mit Monocrotalin behandelten Ratten vermieden werden.

2.2.2 Vorbereitung und Injektion von Imatinib

Imatinib wurde als kristalline Reinsubstanz von Novartis Pharma (freundliche Gabe
von Frau Dr. Elisabeth Buchdunger, Novartis Horsham Research Center,
Grol3britannien) zur Verflugung gestellt. Zur Herstellung der Injektionslésung wurden
50 mg Imatinib in 1 ml steriler isotonischer Kochsalzlésung gelost. Die Losung wurde
taglich frisch bereitet. Die Ratten erhielten Uber 14 Tage lang eine einmalige tagliche
Injektion von 50 mg/kg Imatinib-L6sung intraperitoneal.

Das entsprach je nach Gewicht der Ratten einem Injektionsvolumen von 300 -
500 pl. Die Kontrollgruppen erhielten eine tagliche Injektion des gleichen Volumens

steriler isotoner Kochsalzlosung.



2.2.3 Aufteilung der Tiergruppen

Die Versuchsanordnung bestand aus finf verschiedenen Tiergruppen: gesunde

Kontrollen, Kontrollen 14 Tage nach Monocrotalin, Kontrollen 28 Tage nach

Monocrotalin, Kontrollen 42 Tage nach Monocrotalin und Therapiegruppe mit

Imatinib 50 mg/kg/Tag (siehe nachfolgende Aufstellung).

NaCl s.c. Hamodynamik
Tag 1 Tag 42

Gesunde Kontrollen,n =8

MCT s.c. Hamodynamik
Tag 1 Tag 14

Kontrollen 14 Tage nach MCT, n =10

MCT s.c. Hamodynamik
Tag 1 Tag 28

Kontrollen 28 Tage nach MCT, n =10

MCT s.c. NaCl i.p. Hamodynamik
Tag 1 Tag 28 Tag 42

Kontrollen 42 Tage nach MCT, n =10

MCT s.c. Imatinib i.p. Hamodynamik
Tag 1 Tag 28 Tag 42

Therapie mit Imatinib 50 mg/kg/d, n =18
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2.2.4 Hamodynamische Messungen am Ganztier

Vor Beginn des Versuchs wurde das Programm Labtech Pro® (Labtech Notebook
Runtime Version 9.02) zur Aufzeichnung der Blutdriicke und des Beatmungsdruckes
gestartet. Nach luftblasenfreier Spulung der Druckaufnehmer und Schlauche mit
physiologischer Kochsalzlésung wurden die Ausgangswerte fir den SAP, RVSP und

VP durch Einstellung am Druckwandler auf 0 mmHg eingestellt.

2.2.4.1 Narkose

Die Ratten wurden in einem Kleintier-Restrainer fixiert. Sie erhielten eine
intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg Ketamin und 100 ug/kg Medetomidin in einer
Mischspritze. Nach BewulRtseinsverlust wurden die Ratten auf einer vorgewarmten
Heizplatte (40°C) in Ruckenlage verbracht. Sie erhielten danach eine intramuskulare
Injektion von Atropinsulfat (250 ug/kg) in den M. glutaeus sinister, um vasovagale
Effekte wahrend der Manipulationen im Halsbereich zu minimieren. Weiterhin wurden
den Ratten 2 ml isotoner Kochsalzldsung, verteilt auf zwei subkutane Depots in den
Inguinalfalten, verabreicht.

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

maschinellen Beatmung zu erreichen wurde die Zunge vorgelagert.

2.2.4.2 Tracheotomie

Zur Erleichterung der Praparation des ventralen Halsbereichs wurden 400 pl
Xylocain s.c. injiziert, um eine Quaddel zu bilden. Das Fell der Tiere wurde zuvor mit
Braunol-Lésung befeuchtet, um eine Verunreinigung des Operationsfeldes durch
Haare zu vermeiden. Im Bereich der Quaddel wurde ein etwa 1 x 1 cm groRRes
Hautstlick per Scherenschlag entfernt. Durch vorsichtiges stumpfes Praparieren von
Binde- und Muskelgewebe wurde die Trachea dargestellt und mittels Unterfihrung

einer stumpfen Pinzette vorgelagert. Nach Einschalten der Beatmungspumpe wurde
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die Trachea zwischen zwei Knorpelspangen inzisiert und der Beatmungstubus
eingefuhrt. Durch eine Ligatur mit Bindfaden wurde der Tubus in seiner Lage vor der

Bifurkation fixiert.

2.2.4.3 Beatmung

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

Druck von 1 cm Wassersaule festgelegt.

2.2.4.4 Praparation der rechten V. jugularis

Die rechte V. jugularis wurde etwa 1 cm vor dem Brusteingang isoliert, von
anhangendem Bindegewebe befreit und mittels zweier unterlegter Bindfaden
dargestellt. Der craniale Bindfaden wurde zugezogen und Uber den Kopf der Ratte
hinweg mit einem Klebestreifen unter Spannung fixiert, um die Vene zu strecken und
die Praparation zu erleichtern. Es erfolgte eine vorsichtige Inzision der V. jugularis
zwischen den beiden Bindfaden. Mit Hilfe einer spitzen gewinkelten Pinzette wurde
die Inzision erfasst und offen gehalten. Uber einen in caudaler Richtung
eingebrachten flexiblen Flhrungsdraht wurden Mandrin und Schleuse in die Vene
eingefuhrt. Nach Entfernung des Fuhrungsdrahts und Zuziehen des caudalen
Bindfadens wurde die Schleuse in ihrer Lage fixiert, der Mandrin herausgezogen und

eventuell vorhandene Luftblasen durch Aspiration entfernt.

2.2.4.5 Praparation der linken A. carotis

Die linke A. carotis wurde durch Auseinanderziehen der sie bedeckenden
Muskelschichten dargestellt, mittels einer stumpfen Pinzette vorgelagert und
benachbarte Anteile des N. vagus vorsichtig zur Seite gezogen. Es erfolgte wie bei
der Praparation der V. jugularis ein Unterlegen mit zwei Bindfaden und Ligatur sowie
Spannung des cranialen Bindfadens. Die A. carotis wurde vor dem Brusteingang mit

einem Arterienclip abgeklemmt und inzisiert. Dann wurde eine 22 G Braunule (Nadel
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entfernt), verbunden mit einem Dreiwegehahn, mit Hilfe eines flexiblen
Fuhrungsdrahts in die A. carotis eingefihrt und bis zu dem Gefalclip vorgeschoben.
Die Braunule wurde mittels des caudalen Bindfadens in der Arterie fixiert, der
FUhrungsdraht herausgezogen, der Dreiwegehahn geschlossen und der Arterienclip

entfernt. Daraufhin konnte die Braunile vollstandig in das Gefal} eingeflihrt werden.

2.2.4.6 Messung des arteriellen und rechtsventrikularen Druckes

Arterieller und vendser Zugang wurden jeweils mit 200 pl eines Heparin-NaCl-
Gemisches (Verdiunnung 1:20) gespult und der arterielle Druckabnehmer
luftblasenfrei angeschlossen. Durch das Rickschlagventil der vendsen Schleuse
wurde ein Rechtsherzkatheter, verbunden mit dem vendsen Druckabnehmer,
eingefuhrt und bis in den rechten Ventrikel vorgeschoben. Die kontinuierliche
Druckaufzeichnung wahrend des Vorschiebens erleichterte dabei die Kontrolle Uber
die Position des Katheters: bei Lage innerhalb der V. cava bzw. des rechten
Vorhofes imponiert eine typische dreigipfelige und atemverschiebliche Druckkurve.
Sobald die Katheterspitze die Tricuspidalklappe uberschritten hat, erscheint die
pulsatile Druckkurve des rechten Ventrikels mit systolischen Spitzenwerten von 20-

25 mmHg bei gesunden Ratten (siehe Abbildung 4).

Abbildung 4: Druckkurve bei unterschiedlicher Lage des Katheters:

Druck [mmHg]

Vena cava, rechter Vorhof Rechter Ventrikel Arteria pulmonalis

Die gemessenen Dricke VP, SAP und CVP/RVP wurden als analoge Signale durch
die flussigkeitsgefillten Druckaufnehmer registriert, verstarkt, mit einer Wandlerkarte
im PC in digitale Signale umgewandelt und durch das Programm Labtech Pro®

aufgezeichnet. Nach Kalibrierung der auf Herzhohe angebrachten Druckabnehmer
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gegen den Luftdruck wurden die Werte, sobald der Rechtsherzkatheter stabil im
rechten Ventrikel eingebracht war, nach Neustart des Programmes fir 10 bis 20

Minuten kontinuierlich aufgezeichnet und dann abgespeichert.

2.2.5 Blutproben

Nach Messung der hamodynamischen Druckwerte wurden jeweils 400 pl arterielles
(A. carotis) und gemischtvendses (rechter Ventrikel) Blut entnommen. Die Blutproben
wurden luftfrei verschlossen und bis zur Messung auf Eis gelagert. Die Zeitdauer von
der Entnahme bis zur Messung betrug etwa 30 Minuten. Die arteriellen und vendsen
Blutparameter pO,;, pCO, und pH wurden mit einem ABL 330 gemessen;

Hamoglobin und O,-Sattigung wurden mit einem OSM 2 Hemoximeter gemessen.

2.2.6 Berechnung des Herzzeitvolumens

Das Herzzeitvolumen wurde anhand des Fick’'schen Prinzips berechnet. Dazu
mussen arterielle Sauerstoffsattigung (Cao2), vendse Sauerstoffsattigung (Cvo2) und
die O,-Aufnahme ermittelt werden. Mit der Formel flr das Fick’sche Prinzip lasst sich
das Herzzeitvolumen dann aus Sauerstoffaufnahme und arteriovendser

Sauerstoffkonzentrationsdifferenz (C4-C,)o2 berechnen (Schmidt & Thews 1995):

‘HZV = Sauerstoffaufnahme (Vo) / (arterielle O,-Sattigung — vendse Oz-Séttigung)|

2.2.7 Entnahme der Lunge

Nach Befeuchtung von Thorax und cranialem Abdomen mit Braunol® wurde ein
medianer Hautschnitt vom Praparationsgebiet bis zur Regio xiphoidea gesetzt. Nach
Praparation der Haut wurde der Processus xiphoideus mit einer Klemme erfasst und
das Abdomen im epigastrischen Winkel eroffnet. AnschlieBend wurde die
Thoraxhohle durch Herunterziehen des Diaphragmas dargestellt und das Sternum
bis zur Apertura thoracis cranialis in der Medianen durchtrennt. Die Rippenbdgen
wurden auseinandergespreizt und mit Darmklemmen seitlich fixiert. Ein mit isotoner

Kochsalzlésung gefillter Schlauch wurde in eine Inzision der A. pulmonalis
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eingefiihrt. In den linken Ventrikel wurde eine kleine Offnung zum AbfluR der
Spullésung geschnitten. Die Lunge wurde Uber die A. pulmonalis mit isotoner
Kochsalzlosung mit einem Druck von 22 cm Wassersaule blutfrei gespult.
AnschlieRend wurde die Trachea zu einem Zeitpunkt der maximalen Inspiration mit
einer Klemme verschlossen und die Beatmung ausgeschaltet. Der rechte
Lungenfliigel wurde am Hilus mit einem Bindfaden ligiert, enthommen, zur weiteren
Verwendung fur molekularbiologische Analysen schockgefrostet und bei -80°C
eingefroren. Die linke Lungenhalfte wurde zur Perfusionsfixierung Uber die A.
pulmonalis 5 Minuten lang bei einem Druck von 22 cm Wassersaule mit Zamboni’s
Fixativ (Zamboni et. al. 1967, s. Seite 30) gespdilt, in ein Gefald mit Zamboni’'s Fixativ
uberfuhrt und Uber Nacht bei 4°C fixiert. Am nachsten Tag wurde die fixierte
Lungenhélfte in 0,1 M PBS verbracht und so bis zur weiteren Verwendung in der

Histologie bei 4°C gelagert.

2.2.8 Praparation des Herzens

Das Herz wurde aus dem Tierkorper enthommen, die Atrien und Herzklappen
abgeschnitten und der rechte Ventrikel exakt am Septum entlang von linkem
Ventrikel und Septum getrennt. Rechter Ventrikel sowie linker Ventrikel mit Septum
wurden 2 Wochen lang bei Raumtemperatur getrocknet, um das Trockengewicht
beider Herzhalften zu bestimmen. Als Index der Rechtsherzhypertrophie wurde die

Ratio der Gewichte rechter Ventrikel zu linkem Ventrikel plus Septum bestimmit.

2.2.9 Telemetrie

Der rechtsventrikulare Druck von 3 Ratten wurde mit Hilfe eines implantierbaren
Radiotelemetriesystems (Dataquest A.R.T.2.1; Data Sciences Inc.) bestimmt. Damit
konnen Drucke Uber mehrere Monate kontinuierlich aufgezeichnet werden. Hierzu
wurden gesunde Ratten mit einem Kdrpergewicht zwischen 300 - 350 g narkotisiert
wie oben beschrieben. Die Tiere wurden auf eine Platte gelegt, die die Signale des
Transmitters auffangt, digital umwandelt und an ein computergesteuertes
Visualisierungssystem uUbertragt. Die rechte V. jugularis wurde freiprapariert, cranial

ligiert, inzisiert und ein spezieller flussigkeitsgefullter Katheter  mit
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heparinbeschichteter Spitze, der mit einem Transmitter (Modell TA 11PA) verbunden
war, durch die Inzision bis in den rechten Ventrikel vorgeschoben. Der Katheter
wurde, nachdem die korrekte Lage im rechten Ventrikel durch die typischen
pulsatilen Drucksignale des rechten Ventrikels auf dem Monitor kenntlich gemacht
worden war, sorgfaltig in die Vene eingebunden und die Schlaufe des Katheters
sowie der verbundene Transmitter subkutan im dorsolateralen Halsbereich
festgenaht. Nach der Naht des Hautschnitts wurden die Tiere in Einzelkafige
Uberfuhrt und bis zur vdlligen Erholung mit Infrarotlicht warm gehalten und

engmaschig Uberwacht.

Abbildung 5: Schematische Darstellung des telemetrischen Sensors in vivo

Lage des Transmitters in situ (eingekreist) im seitlichen subkutanen Halsbereich; der
flussigkeitsgefiillte Katheter wurde Uber die rechte V. jugularis in die rechte Herzkammer

vorgeschoben und in dieser Lage in der V. jugularis eingebunden.

Der rechtsventrikulare Druck wurde Uber die folgenden 44 Tage kontinuierlich
aufgezeichnet und taglich morgens und abends je eine reprasentative Aufzeichnung
von 5 Minuten zur Auswertung herangezogen. Zwei Tage nach Implantation der
telemetrischen Sensoren erhielten die Ratten, wie zuvor beschrieben, eine einmalige

subkutane Injektion von Monocrotalin.




31

2.2.10 Histologische und immunhistochemische Untersuchungen

2.2.10.1 Einbettung des Gewebes und konventionelle Histologie

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

Das humane Lungengewebe wurde freundlicherweise von Dr. Walter Klepetko, Herz-
Thoraxchirurgie der Universitat Wien, zur Verflgung gestellt. Es handelte sich hiebei
um in 4% igem Paraformaldehyd fixiertes Material zweier gesunder Spender sowie
zweier Patienten mit idiopathischer pulmonalarterieller Hypertonie (IPAH), die einer
Lungentransplantation unterzogen wurden. Es wurde jeweils eine schriftliche

Einverstandniserklarung der Patienten bzw. ihrer nachsten Verwandten eingeholt.

221011 Zamboni’s Fixativ
2% iges Formaldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer mit 15% Pikrinsaure; pH 7,3 - 7,4

(Zamboni et. al. 1967)

2.2.10.1.2 Elastica-Kernechtrot-Farbung
Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte
16 Stunden Resorcin-Fuchsin
abspulen aqua dest.
10 Minuten Kernechtrot-Aluminiumsulfat
abspllen aqua dest.

Dehydrieren und Eindecken mit harzigem Medium

2.2.10.2 Immunhistochemische Fiarbemethoden

2.210.21 Histopuffer zur Verdiinnung der Antikorper
PBS mit 3% BSA (Bovines Serumalbumin) und 0,2% Triton X 100
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2.2.10.2.2 Immunhistochemie (1): Anti- alpha actin/ Faktor VIii

Zwischen den einzelnen Schritten wurde (auf’er nach Blockierung unspezifischer

Bindungen mit Serum) jeweils 3 x 5 Minuten mit PBS gewaschen. Dies gilt auch fur

alle weiteren angefuhrten immunhistochemischen Farbungen.

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte
15 Minuten Block endogener Peroxidasen 20 ml 30% H;,0, in 190 ml MetOH
10 Minuten proteolyt. Demaskierung Trypsin Digest All® 1: 3
1 Teil Normal Horse Serum
Block unspezifischer Bindungen 1 Teil Normal Goat Serum
45 Minuten mit Serum 2 Teile Histopuffer
Verdiinnung 1: 1000
mit Histopuffer
30 Minuten anti-alpha smooth muscle actin 30 Minuten Raumtemperatur
biotinylierter Vectastain ABC Elite Kit
20 Minuten Sekundarantikorper horse anti-mouse
20 Minuten ABC-Reagenz Vectastain ABC Elite Kit
ca. 1 Minute Vector VIP® violettes Chromogen
15 Minuten Avidin-Reagenz Block endogenen Avidins
15 Minuten Biotin-Reagenz Block endogenen Biotins
Verdiinnung 1: 1000
mit Histopuffer
30 Minuten anti-von Willebrand Faktor 30 Minuten Raumtemperatur
biotinylierter Vectastain ABC Elite Kit
20 Minuten Sekundérantikérper goat anti-rabbit
20 Minuten ABC-Reagenz Vectastain ABC Elite Kit
15 Sekunden Vector DAB® braunes Chromogen
1 Minute Methylgriin Gegenfarbung der Zellkerne
Dehydrieren und Eindecken mit harzigem Medium
2.2.10.2.3 Immunhistochemie (2): Anti- PDGF-B Kette (Ratte)

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte

Demaskierung der Antigene mit Digest All® Trypsin 1:3

Normal Goat Serum 1:2 mit Histopuffer verdiinnt

anti-Platelet Derived Growth Factor (Ab-1) (anti-PDGF-B)

Verdiinnung 1:20

Inkubation Uiber Nacht bei +4°C
sekundéarer Antikérper: goat anti-rabbit Vectastain®
Substrat: Vector VIP® (violett)
Gegenfiarbung mit Methylgriin
Dehydrieren und Eindecken mit harzigem Medium




2.210.24 Immunhistochemie (3): Anti- PDGF-R Rezeptor (human)

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte

Normal Horse Serum 1:2 mit Histopuffer verdiinnt

anti-PDGF-R Rezeptor Clone PR 7212
Verdiinnung 1:40
Inkubation 1 h bei Raumtemperatur

sekundérer Antikérper: goat anti-rabbit Vectastain®

Substrat: Vector DAB® (braun)

Gegenfarbung mit Methylgriin

Dehydrieren und Eindecken mit harzigem Medium

2.2.10.2.5 Immunhistochemie (4): Anti- PDGF-B Rezeptor (Ratte)

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte

Normal Goat Serum 1:2 mit Histopuffer verdiinnt

anti-PDGF-R Rezeptor (Ab-1)
Verdiinnung 1:20
Inkubation 1 h bei Raumtemperatur

sekundarer Antikorper etc. siehe IHC Doppelfdarbung

Substrat: Vector DAB® (braun)

Gegenfarbung mit Methylgriin

Dehydrieren und Eindecken mit harzigem Medium

2.2.11 Morphometrische Analyse der LungengefaRe

Zur morphometrischen Analyse der Lungengefal’e wurde ein computergestitztes

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

speziell fur die GefaBmorphometrie entwickelten Makros verwendet.

Die Beschriftung der Schnitte wurde abgeklebt.

Die Schnitte wurden dann

durchnumeriert und ohne Kenntnis der jeweiligen Gruppen analysiert.

2.2.11.1 Mittlere Wandstarke

Zur Bestimmung der mittleren Wandstarke wurden 5 ym Paraffinschnitte mit Elastica-

Kernechtrot gefarbt wie oben protokolliert.
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Bei 400x, 200x und 100x Vergrolerung wurden pro Tier 80 - 100 intrapulmonale
Gefalle ausgezahlt. Die Gefalle wurden anhand des externen GefalRdurchmessers in

folgende Groflenkategorien eingeteilt:

Kategorie 25 — 50 ym — ca. 40 Gefalde/ Tier
Kategorie 51 — 100 pm — ca. 30 - 40 Gefalde/ Tier
Kategorie >101 ym — ca. 10 - 20 Gefalle/ Tier

Die Mediadicke wurde definiert als der mittlere Abstand zwischen Lamina elastica
interna und Lamina elastica externa (berechneter Mittelwert aus 3-5 Messungen pro
Gefaly). Die mittlere Wandstarke wurde als Prozentsatz des groBten externen

Querdurchmessers des Gefalles angegeben. Dies wurde berechnet wie folgt:

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

Der externe Durchmesser des Gefalles umfasste den Bereich innerhalb der Lamina
elastica externa. Der Bereich der Adventitia konnte aus technischen Griinden nicht
eingeschlossen werden. Der Lumenbereich bzw. der Innendurchmesser des

Gefalles umfasste den Bereich innerhalb des Endothels.

2.2.11.2 Muskularisierungsgrad

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

Bei 400 x Vergrolerung wurden pro Tier 100 kleine intrapulmonale Gefale in einer
Grollenordnung von 25 bis 50 ym externem GefalRdurchmesser untersucht und als
voll muskularisiert, partiell muskularisiert oder nicht muskularisiert kategorisiert. Um
den Muskularisierungsgrad zu bestimmen, wurde der Anteil anti- alpha smooth
muscle actin positiver (violetter) Gefallwandbereiche ermittelt. Dies wurde
halbautomatisch in einer colorimetrisch-spektrometrischen Rechnung von der

speziell von Leica angefertigten Software durchgefuhrt. Nichtmuskularisierte Gefalle




35

wurden in gleicher Art und Weise durch die (braune) endotheliale anti- von

Willebrand Faktor-Farbung deutlich gemacht.

Die Grenzen zwischen den einzelnen Kategorien wurden wie folgt festgesetzt:
¢ nicht muskularisiert: < 4% Anteil von smooth muscle alpha actin positiven
Bereichen in der GefalRmedia
e partiell muskularisiert: < 75% Anteil von smooth muscle alpha actin
positiven Bereichen in der Gefallmedia
e voll muskularisiert: > 75% Anteil von smooth muscle alpha actin positiven
Bereichen in der Gefallmedia
Die errechneten Werte (AuRendurchmesser, Innendurchmesser, mittlere Wandstarke
in % und absolut, Muskularisierungsgrad in %, Lumenflache) wurden direkt nach
Auswertung jedes einzelnen GefalRes automatisch in Excel Uberfuhrt und in die oben

genannten GefalRkategorien Ubertragen.

2212 Statistische Auswertung

Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte (MW) + Standardfehler (SEM). Die n-Zahl
der jeweiligen Gruppen entspricht, soweit nicht anders angegeben, den
vorausgehend im Kapitel ,Aufteilung der Tiergruppen® angegebenen Tierzahlen. Die
einzelnen Werte waren normalverteilt. Die Unterschiede zwischen den Gruppen
wurden durch Varianzanalyse und einen Student-Newman-Keuls post-hoc Test fur

multiple Vergleiche ermittelt. Ein p-Wert <0.05 wurde als signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Zusammenfassung der ermittelten Parameter

# Uberlebensrate unter Therapie mit STl 571 (Imatinib) im Vergleich zu placebo-

behandelten Kontrollen

# Nebenwirkungen unter Therapie mit STl 571 (Imatinib) im Vergleich zu placebo-

behandelten Kontrollen

# Hamodynamische Parameter

o0 Systemisch arterieller Druck

o0 Telemetrisch gemessener rechtsventrikularer Druck
0 Invasiv gemessener rechtsventrikularer Druck
o]

Herzzeitvolumen (Cardiac Index)

# Strukturelle Parameter
o0 Gewichtsverhaltnis von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel
plus Septum (RV/LV+S) als Mal3 fur die Rechtsherzhypertrophie
0 Morphometrie der Pulmonalarterien
Muskularisierungsgrad (distale Pulmonalarterien)
Mittlere Wandstarke (3 Gefalikategorien)

Lumenflache der Pulmonalarterien

# Histologische und immunhistochemische Darstellungen
o [IHC fur PDGF-B (Ligand) in Rattenlungen (periphere Arterien
und Pulmonalarterie)
o IHC fur PDGF-B (Rezeptor) in Ratten- und Humanlungen
0 Reprasentative Fotos zu Muskularisierungsgrad und Wandstarke

in gesunden, kranken und behandelten Ratten
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3.2 Uberlebensrate unter Behandlung mit STI 571 im Vergleich
zu placebo- behandelten Tieren

In der mit steriler physiologischer Kochsalzlésung behandelten Monocrotalin-Gruppe
(---o---) war die Uberlebensrate am 42. Tag nach Injektion von Monocrotalin auf 50%
reduziert (10 von 20 Tieren Uberlebten). In der mit STI 571 in einer Dosis von 50
mg/kg behandelten Gruppe (---—-e---) war die Uberlebensrate nach 42 Tagen post
MCT 100% (18 von 18 Ratten Uberlebten).

Die mit physiologischer Kochsalzlosung behandelten Monocrotalin-Kontrolltiere
entwickelten im Verlaufe der Erkrankung deutliche klinische Anzeichen allgemeinen
Unwohlseins (Gewichtsverlust, gestraubtes Fell, verminderter Pflegetrieb, Apathie,
gekauerte Haltung) und pulmonaler Hypertonie (pumpende Atmung, gestreckter
Kopf, Zyanose der Schleimhaute, Gesichtsédeme). In 10 von 20 Ratten trat nach

Dekompensation der Tod durch Rechtsherzversagen ein.

In der Sektion imponierten ein stark hypertrophes und dilatiertes rechtes Herz, eine
Dilatation der Pulmonalarterie, eine hochgradige Stauung der V. cava cranialis und
V. jugularis, in 3 von 10 Fallen ein mittel- bis hochgradiger klarer Thoraxerguf}
(transsudativ), in allen Fallen eine moderate bis schwere subakut-chronische
Stauungsleber sowie haufig punktférmige (Asphyxie-) Blutungen auf dem Herzbeutel
und der Pleura. In zwei Fallen fand sich aullerdem ein mittelgradiger, klarer Erguss in
der Bauchhohle.

Weiterfuhrende pathohistologische Untersuchungen wurden aufgrund der oftmals
bereits fortgeschrittenen postmortalen Veranderungen nicht durchgefluhrt. Waren
diese nicht allzu stark ausgepragt, wurde die Rechtsherzhypertrophie durch die
Bestimmung der Ratio aus rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus Septum

bestatigt (Daten nicht gezeigt).

Die mit Imatinib behandelten Ratten zeigten dagegen eine Uberlebensrate von 100%
und entwickelten deutlich geringere klinische Anzeichen einer Rechtsherz- und

Lungenbelastung.
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Abbildung 6: Darstellung der Uberlebensrate von mit Imatinib (STl 571) in einer Dosis von 50
mg/kg/d behandelten pulmonalhypertensiven Ratten im Vergleich zu kranken mit Placebo (sterile
isotone Kochsalzldsung) behandelten Ratten. Die Therapie der Ratten fand vom Tag 28 bis Tag 42
nach MCT-Injektion (60 mg/ kg s.c.) statt.

3.3 Nebenwirkungen unter Therapie mit Imatinib 50 mg/kg i.p.

In allen mit Imatinib 50 mg/kg i.p. (geldst in steriler isotoner Kochsalzlésung)
behandelten Ratten trat eine moderate fokale serofibrinds-fibroplastische Peritonitis
auf. In den mit isotoner Kochsalzlosung i.p. behandelten Kontrolltieren wurde dies
nicht beobachtet. Die Peritonitis ist somit auf eine direkte lokal reizende Wirkung des
Medikamentes zurlckzufihren, nicht auf die Injektion oder eine Verunreinigung der
Kochsalzlésung. Es ist auch bekannt, dass Imatinib bei oraler Einnahme lokal
reizenden und adstringierenden Einflul} auf die Magenschleimhaut ausubt (siehe
Glivec® Fachinformation fur Kliniker, Novartis Pharma).

Die fibrinds-fibroplastische Peritonitis ist wahrscheinlich der Grund dafir, dass trotz

Verbesserung der pulmonalen Hypertonie bei den therapierten Tieren keine
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Gewichtszunahme, sondern lediglich eine Stagnation der Gewichtsabnahme unter

Behandlung auftrat (Daten nicht gezeigt).

Eine leichte, voribergehende Diarrhoe unter Imatinib-Therapie konnte bei 6 von 18
Ratten beobachtet werden. Dies ist wahrscheinlich ebenfalls auf die fokale Peritonitis
zurlckzufihren.

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

Injektion zurtckzufahren.

In einer Dosis von 100 mg/kg i.p. traten bei den beiden probeweise so behandelten
Ratten am dritten bzw. vierten Tag nach Beginn der Therapie Erosionen an den
mukokutanen Ubergangen des Kopfes auf. Dies wies auf eine Uberdosierung von
Imatinib hin (Glivec® Fachinformation fur Kliniker, Novartis Pharma).

Die Therapie mit einer Dosis von 100mg/kg i.p. wurde daraufhin abgebrochen.

3.4 Systemisch-arterieller Druck (SAP) in den einzelnen
Gruppen

Der mittlere systemisch-arterielle Druck unterschied sich nicht signifikant in den
einzelnen Gruppen und betrug im Mittel etwa 100 mmHg. Dies ist ein deutlicher
Hinweis darauf, dass Imatinib keine (systemisch) vasodilative Wirkung zeigt, denn

dies wirde mit einer deutlichen Senkung des arteriellen Druckes einhergehen.

Die Verringerung des rechtsventrikularen Druckes in den behandelten Ratten im
Vergleich zu kranken Kontrollen sowie die Verminderung der Hypertrophie des
rechten Ventrikels ist demzufolge nicht auf eine akute Verringerung des pulmonalen
Widerstandes durch eine allgemeine Vasodilatation, sondern vielmehr auf einen
direkten positiven, antiproliferativen Effekt von Imatinib auf die GefalRwande der
Lunge (mit Zunahme der Vasoreaktivitat durch Verringerung der Wandstarke und des

Muskularisierungsgrades) zurickzuflhren.
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Abbildung 7: Darstellung des systemisch-arteriellen Druckes in den einzelnen Gruppen: gesund, 14
Tage nach Monocrotalin, 28 Tage nach Monocrotalin, 42 Tage nach Monocrotalin, mit Imatinib (STI
571) 50 mg/kg/Tag behandelt.

3.5 Telemetrisch bestimmter rechtsventrikularer Druck (RVSP)

Die telemetrische Messung des rechtsventrikularen Druckes umfasste zunachst die
Etablierung einer neuartigen, wenig invasiven Operationstechnik, bei der die
Messsonde uber eine kleine Inzision in der Jugularvene bis ins rechte Herz
vorgeschoben wird und der Drucksensor unter der Haut zu liegen kommt (siehe
Materialien und Methoden). Diese Operationsmethode wird im Rahmen dieser Arbeit
erstmalig beschrieben.

Bisherige Veroffentlichungen wandten zur Implantation der Sonde die invasive
Methode der Thorakotomie an und platzierten den Drucksensor in die Bauchhohle
(Hess 1996, Michelakis 2002, Pozeg 2003, Sebkhi 2003, Mc Murtry 2005). Der
Vorteil der hier erstmalig beschriebenen Methode liegt in der komplikationslosen
Durchfuhrung und der rascheren postoperativen Erholungsphase der Ratten. Der
operative Eingriff ist fur das Tier mit weniger Schmerzen, Leiden und
Infektionsanfalligkeit verbunden. Es gab keine Mortalitat aufgrund dieses Eingriffes.

Nach Thorakotomie besteht dagegen immer die Gefahr einer erhdhten Sterblichkeit
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und sekundarer Infektionen. Mit der hier beschriebenen Methode kann allerdings nur
der Druck im rechten Ventrikel, nicht der pulmonalarterielle Druck gemessen werden,
da es nicht moglich ist, die Sonde Uber den rechten Ventrikel in die Pulmonalarterie
vorzuschieben. Der rechtsventrikular-systolische Druck und der pulmonalarterielle

Spitzendruck sind jedoch identisch.

Nach Implantation des telemetrischen Sensors wund einer zweitagigen
Erholungsphase der Ratten wurde am Tag 0 60 mg/kg Monocrotalin subkutan
injiziert. Der rechtsventrikulare Druck wurde an den wachen Tieren kontinuierlich
Uber 42 Tage aufgezeichnet und eine zweimal tagliche (morgens und abends)

reprasentative Aufzeichnung tuber 5 Minuten zur Auswertung herangezogen.

Die telemetrische Messung des RVSP (n=3) zeigte einen progressiven Druckanstieg
im Verlauf der Erkrankung. Die Tiere entwickelten eine schwere pulmonalarterielle
Hypertonie. Vor Injektion des Monocrotalins betrug der rechtsventrikulare Druck 25,5
+ 1,76 mmHg. Nach 28 Tagen waren die Mittelwerte fur den RVSP 87,4 + 10,18
mmHg. Es erfolgte eine anschlielRende 14- tagige Behandlung mit STI 571 (Imatinib)
in einer Dosis von 50 mg/kg/Tag. Es konnte gezeigt werden, dass unter Therapie der
rechtsventrikulare Druck kontinuierlich abnimmt und dass nach Beendigung der

Therapie nahezu physiologische Werte erreicht wurden (MW 38,15 + 4,87 mmHg).

Der Vorteil einer telemetrischen Messung des rechtsventrikularen Druckes besteht
darin, ohne Einflull einer Narkose und Uber einen langeren Zeitraum kontinuierlich
den Krankheitsverlauf und den Therapieeffekt am wachen Tier unter groRtmaoglichen
physiologischen Bedingungen zu verfolgen.

Ein Nachteil der Methode ist, dass nicht gleichzeitig an einem Individuum
verschiedene Driicke (systemisch arterieller Druck und rechtsventrikularer Druck)
gemessen werden konnen.

Deshalb wurde in dieser Arbeit aullerdem die konventionelle invasive
hamodynamische Messung unter standardisierter Narkose vorgenommen, um
zusatzlich die Bestimmung des systemisch arteriellen Druckes und der Parameter
des Gasaustausches unter einer definiert-kontrollierten Beatmung vornehmen zu
konnen. Eine definiert-kontrollierte Beatmung ist auch fur die spatere Berechnung

des Herzzeitvolumens nach dem Fick’schen Prinzip sinnvoll. Die Tiere wurden nach
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Beendigung der Messung euthanasiert und Lungen und Herz flr weitere
Untersuchungen enthommen.

Die Ratio aus rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus Septum wurde nach
Beendigung der Therapie und Euthanasie der drei Tiere bestimmt, um die
Auswirkung der Therapie auf die Rechtsherzhypertrophie zu determinieren und die
Ergebnisse der telemetrischen Druckmessung zusatzlich abzusichern. Die RV/ LV+S

Werte waren 0,33, 0,43 und 0,41. Der Mittelwert betrug 0,39 + 0,042.
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Abbildung 8: Darstellung des mittels telemetrischer Sensoren gemessenen rechtsventrikularen
Druckes an drei wachen, sich frei bewegenden Ratten. Am Tag 0 (2 Tage nach Implantation des
telemetrischen Sensors in den rechten Ventrikel) erfolgte die Injektion von 60 mg/kg MCT. 28 Tage
nach MCT-Injektion betrug der rechtsventrikulare Druck 87,4 (£ 10,18) und die Therapie mit Imatinib
(STI 571) 50 mg/kg/d wurde vom Tag 28 bis Tag 42 vorgenommen. Nach zweiwdchiger Therapie

betrug der rechtsventrikulare Druck 38,15 + 4,87.
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3.6 Invasiv bestimmter rechtsventrikularer Druck (RVSP)

Der Druck in der rechten Herzkammer wurde zusatzlich zur oben angeflihrten
telemetrischen Methode auch invasiv unter standardisierter Narkose gemessen.
Dabei wurde Uber die rechte Jugularvene ein flussigkeitsgefullter Katheter in die
rechte Herzkammer vorgeschoben und der rechtsventrikuldare Druck Uber einen

Zeitraum von 10 Minuten aufgezeichnet.
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Abbildung 9: Darstellung des rechtsventrikular systolischen Druckes (RVSP) in den verschiedenen
Gruppen. Die invasive Druckmessung (Einflhren eines Katheters Uber die Jugularvene in den rechten
Ventrikel in tiefer Narkose) fand an gesunden Ratten sowie an Ratten 14, 28 und 42 Tage nach
Monocrotalin-Injektion statt. Die Therapiegruppe erhielt von Tag 28-42 nach MCT-Injektion Imatinib
(STI571) in der Dosis von 50 mg/kg/d (*p<0,05 vs. gesund; 1 p<0,05 vs. MCT 28 d, ¥ p<0,05 vs. MCT

42 d).
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In gesunden Kontrollen betrug der Mittelwert 25,0 mmHg (x 5,7). 14 Tage nach der
Injektion von Monocrotalin lie sich bereits eine Erhdhung des Druckes feststellen
(MW 36,0 = 58 mmHg). 28 Tage nach Monocrotalin erreichten die
rechtsventrikularen Dricke im Mittel fast das Zweieinhalbfache der Werte gesunder
Kontrollratten. Zu diesem Zeitpunkt bestand bereits eine schwere pulmonale
Hypertonie (MW 65,0 + 6,0). 42 Tage nach MCT erreichte der rechtsventrikulare
Druck einiger Ratten schlie3lich sogar systemische Werte (MW 80,0 + 6,7 mmHg).
Aus der Grafik lasst sich klar der beeindruckende Erfolg der Therapie mit Imatinib 50
mg/kg auf den rechtsventrikularen Druck ersehen (MW 42,0 + 3,6 mmHg). Die Werte
in der Therapiegruppe sind vergleichbar mit denjenigen 14 Tage kranker Ratten. Die
rechtsventrikularen Drucke der behandelten Ratten unterschieden sich nicht mehr

signifikant von den Werten gesunder Ratten.

Die Therapie konnte somit nicht nur das weitere Fortschreiten der pulmonalen
Hypertonie verhindern, sondern vielmehr sogar eine deutliche Regression der
Druckerhohung im rechten Ventrikel erreichen. Dies korreliert mit der deutlichen
Regression  der  Rechtsherzhypertrophie und der  Verringerung  des

Muskularisierungsgrades und der Wandstarke der Pulmonalarterien.

3.7 Herzzeitvolumen bezogen auf das Gewicht (Cardiac Index)

Das Herzzeitvolumen der einzelnen Gruppen wurde angegeben in ml/ min bezogen
auf 100 g Korpergewicht (KG) (Cardiac Index). Es wurde nach dem Fick’schen

Prinzip berechnet (siehe Materialien und Methoden).

Verglichen mit Kontrolltieren (36,0 £ 1,4 ml/ min 100 g KG) war der Cardiac Index in
den Monocrotalin-Gruppen vermindert. Nach 14 d Monocrotalin betrug der Cardiac
Index 34,4 + 5,4 ml/ min 100 g KG; nach 28 d MCT nur noch 28,0 £ 2,4 ml/min 100 g
KG. 42 d nach der Monocrotalin-Injektion war der Cardiac Index auf einen Wert von
26,0 £ 2,7 vermindert. Eine zweiwochige Behandlung mit Imatinib in einer Dosis von
50 mg/kg/d von Tag 28 bis 42 nach MCT-Injektion normalisierte das

Herzzeitvolumen, ausgedrickt als Cardiac Index, vollstandig (MW 37,6 + 5,4).
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Abbildung 10: Dargestellt ist der sogenannte Cardiac Index der einzelnen Gruppen. Er entspricht
dem Herzzeitvolumen in ml/ min. bezogen auf 100 g Kérpergewicht (KG). Das Herzzeitvolumen wurde
nach dem Fick'schen Prinzip berechnet (*p<0,05 vs. gesund; 1 p<0,05 vs. MCT 28 d, £ p<0,05 vs.
MCT 42 d).

Ahnliche Ergebnisse wurden bei der arteriellen Sauerstoffsattigung erzielt. Die
arterielle Sauerstoffsattigung fiel in MCT-behandelten Ratten signifikant ab und

erreichte unter Therapie mit Imatinib wieder normale Werte (Schermuly et al., 2005).

3.8 Bestimmung des Verhaltnisses des rechten Ventrikels zu
linkem Ventrikel plus Septum (RV/ LV+S) als MaR der
Rechtsherzhypertrophie

Die Monocrotalin-behandelten Tiere entwickelten im Verlauf der Erkrankung eine
schwere Rechtsherzhypertrophie als Folge der erhdhten pulmonalen Dricke. Die
Ratio des Trockengewichtes von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus Septum
(RV/ LV+S) erhohte sich von 0,30 £ 0,02 (gesunde Kontrollen) auf 0,71 + 0,03 (28
Tage nach Monocrotalin) und 0,78 £ 0,07 (42 Tage nach MCT). Therapie mit Imatinib
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in einer Dosis von 50 mg/kg/d flhrte zu einer signifikanten Reduktion dieser Ratio
(MW 0,42 £+ 0,03). Dies korreliert mit den stark verminderten pulmonalen Dricken der

Therapiegruppe.
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Abbildung 11: Dargestellt ist das Verhaltnis von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus Septum in
den einzelnen Gruppen als MalR fir die Rechtsherzhypertrophie (*p<0,05 vs. gesund; 1 p<0,05 vs.
MCT 28 d, 1 p<0,05 vs. MCT 42 d).
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3.9 Morphometrische Analyse der Lungengefafe

3.9.1 Muskularisierungsgrad

Im Verlauf der Erkrankung fand bei den Monocrotalin-behandelten Ratten eine

verstarkte Muskularisierung der arteriellen Lungengefalle statt.

3.9.1.1 Immunhistochemische Doppelfarbung

Um den Muskularisierungsgrad in den einzelnen Gruppen sichtbar zu machen und im
weiteren quantitativ bestimmen zu konnen, wurde eine immunhistochemische
Doppelfarbung gegen glattmuskulares alpha-actin und endothelialen von Willebrand
Faktor vorgenommen. Die immunhistochemische Peroxidase-Farbung gegen Alpha-
actin wurde mit einem violetten Chromogen (Vector Vip®), die gegen von Willebrand
Faktor mit einem braunen Chromogen (Vector DAB®) entwickelt. Im Verlauf der
Progression der pulmonalen Hypertonie nach MCT-Injektion erfolgte eine starke

Zunahme des Muskularisierungsgrades.
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Abbildung 12 (a)—(c): Immunhistochemische. Doppelfarbung kleiner peripherer Pulmonalarterien (alle
400x) gegen endothelialen Faktor VIII (braun) und glattmuskulares smooth muscle alpha actin (violett).
(a) in gesunden Ratten sind die kleinen peripheren Pulmonalarterien nicht oder nur teil muskularisiert.
(b) im Verlaufe der Progression der pulmonalen Hypertonie nach MCT-Injektion erfolgte eine starke
Zunahme der Muskularisierung. (c) nach zweiwdchiger Therapie mit Imatinib wurde eine vollstandige

Regression der vermehrten Muskularisierung erreicht.
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3.9.1.2 Prozentualer Anteil voll, partiell und teilmuskularisierter GefaRe

Der Muskularisierungsgrad von Pulmonalarterien mit einem externen Durchmesser
zwischen 25 und 50 ym wurde quantitativ morphometrisch mit Hilfe eines speziell

entwickelten Computerprogrammes (Leica Microsystems, Wetzlar) untersucht.
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Abbildung 13: Prozentualer Anteil nicht (N), partiell (P) oder voll (M) muskularisierter peripherer
Pulmonalarterien in den einzelnen Tiergruppen. Morphometrisch analysiert wurden pro Tier (n-Zahl
siehe Materialien und Methoden) jeweils 100 periphere Pulmonalarterien mit einem Durchmesser von
25-50 pym (*p<0,05 vs. gesund; 1 p<0,05 vs. MCT 28 d,  p<0,05 vs. MCT 42 d).

In gesunden Kontrollratten war mehr als die Halfte der Gefalde in der untersuchten
Kategorie nicht muskularisiert (MW 57,8% £ 7,3). In den MCT-behandelten Ratten
fiel der Anteil nicht muskularisierter Arterien im Verlauf der Erkrankung stark ab. 28
Tage nach MCT betrug der Anteil nicht muskularisierter Arterien 3,38% + 1,6; 42
Tage nach MCT nur noch 2,35% * 1,4. Der Anteil voll muskularisierter Arterien nahm
dagegen stark zu. 28 Tage nach MCT konnten 49,3% £ 5,6 und 42 Tage nach MCT

sogar 55,9% = 6,2 voll muskularisierte Arterien erfasst werden.

Die Behandlung mit Imatinib (50 mg/kg/d) fihrte zu einer signifikanten Verringerung
des Anteils voll muskularisierter Arterien (MW 14,3% * 2,2; p<0,05 vs. MCT 28 d und
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42 d). Der Anteil partiell muskularisierter Gefalle erhéhte sich (MW 57,13% + 2,9).
Ebenso konnte eine viel héhere Anzahl nicht muskularisierter Arterien (MW 28,27% +

8,5) im Vergleich zu den unbehandelten Ratten erfasst werden.

3.9.2 Mittlere Wandstarke

Im Verlauf der pulmonalarteriellen Hypertonie und des vaskularen Remodellings

verdickte sich die GefaRmedia der Monocrotalin-behandelten Ratten.

3.9.2.1 Elastica-Kernechtrot Farbung

Um die mittlere Wandstarke der einzelnen Gruppen darzustellen und im weiteren
quantitativ. morphometrisch bestimmen zu konnen, wurde eine Elastica-Farbung

vorgenommen. Die Gegenfarbung der Kerne erfolgte mit Kernechtrot.
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Abbildung 14 (a)-(f): Elastica-Kernechtrot-Farbung kleiner peripherer Pulmonalarterien (400x
VergroRerung) in den verschiedenen Tiergruppen zur morphometrischen Bestimmung der mittleren
Wandstarke und der Lumenflache. Lamina elastica externa und interna sind grauschwarz gefarbt.

Deutlich erkennbar sind die progressive GefalRwandverdickung und deren Regression unter Therapie.
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3.9.2.2 Mittlere Wandstarke in distalen Pulmonalarterien (25 — 50 ym)

Die mittlere Wandstarke der verschiedenen Gefal3kategorien wurde ebenfalls mit

einer speziell entwickelten Software untersucht (Leica Microsystems, Wetzlar).

Die mittlere Wandstarke von Pulmonalarterien mit einem externen Durchmesser
zwischen 25 — 50 ym war in den MCT-Gruppen stark erhoht. Am Tag 28 nach MCT
betrug sie 28,7% £ 0,33 (Prozentsatz des grofldten externen Querdurchmessers). Am
Tag 42 nach MCT erhohte sie sich weiter auf 36,83% % 0,54. In gesunden
Kontrollratten betrug die mittlere Wandstarke kleiner Pulmonalarterien lediglich
18,59% + 0,42. Die Behandlung mit Imatinib in einer Dosis von 50 mg/kg/d fuhrte zu
einer vollstandigen Wiederherstellung dieses Zustandes (MW 22,66% + 0,23).
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Abbildung 15: Darstellung der mittleren Wandstarke in distalen (kleinen) Pulmonalarterien (externer
Durchmesser 25 - 50um). Die histomorphometrische Untersuchung umfasste gesunde Ratten, Ratten
14, 28 und 42 d nach MCT und die mit Imatinib 50 mg/kg/d behandelte Therapiegruppe. Die mittlere
Wandstarke wurde angegeben als Prozentsatz des externen Geféfldurchmessers (*p<0,05 vs.
gesund; 1 p<0,05 vs. MCT 28 d, ¥ p<0,05 vs. MCT 42 d).
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3.9.2.3 Mittlere Wandstarke in mittelgroRen und groRen Pulmonalarterien

Die mittlere Wandstarke von Pulmonalarterien mit einer Gro3e zwischen 51 und 100
Mm bzw. grofRer als 101 ym wurde ebenfalls bestimmt. Wie auch in den kleinen
Pulmonalarterien verdickte sich die Wand der GefalRe im Verlauf der Monocrotalin-
induzierten pulmonalen Hypertonie. 28 Tage nach MCT betrug die mittlere
Wandstarke mittelgroRer (51 — 100 um) Pulmonalarterien 22,81% + 0,31 und 42
Tage nach MCT 26,79% = 0,51. Unter Therapie mit Imatinib normalisierte sich die
Wanddicke der GefaRe fast vollstandig (Imatinib: MW 19,09% + 0,24; gesunde
Kontrollen: MW 17,17% + 0,49). Das gleiche wurde auch in den Pulmonalarterien
>101 um beobachtet.
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Abbildung 16: Darstellung der mittleren Wandstarke in mittelgrolen Pulmonalarterien (externer
Durchmesser 51-100 ym) in den einzelnen Gruppen (*p<0,05 vs. gesund; 1 p<0,05 vs. MCT 28 d, £
p<0,05 vs. MCT 42 d).
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Abbildug 17: Darstellung der mittleren Wandstarke grof3er Pulmonalarterien (externer Durchmesser
>100um (*p<0,05 vs. gesund; 1 p<0,05 vs. MCT 28 d, f p<0,05 vs. MCT 42 d).

3.9.3 Lumenfliche in pm? in distalen Pulmonalarterien

Die Lumenflache kleiner Pulmonalarterien erfuhr im Verlauf der schwerwiegenden
progressiven  hamodynamischen und  strukturellen  pulmonalhypertensiven

Veranderungen eine signifikante Reduktion.

42 Tage nach Injektion von Monocrotalin war die Lumenflache kleiner Lungenarterien
um nahezu zwei Drittel im Vergleich zu den Gefallen gesunder Kontrollratten
reduziert.

Eine solche konzentrische Verringerung der lichten Weite eines Gefalles wird als
,negatives” Remodeling bezeichnet und ist typisch sowohl fur die
pathohistologischen Veranderungen bei der pulmonalarteriellen Hypertonie des
Menschen wie auch bei der Monocrotalin-induzierten pulmonalarteriellen Hypertonie.
Interessanterweise wird dieses konzentrische Remodeling bei einer rein durch
Hypoxie bedingten pulmonalarteriellen Hypertonie nicht beobachtet. Hierbei handelt

es sich vielmehr um ein sogenanntes ,positives” Remodeling, das heil3t, um eine rein
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exzentrische Dickenzunahme des GefaRes (Kommentar von Stenmark & McMurtry

2005; van Suylen et. al., 1998).

Die antiproliferative Wirkung des Tyrosinkinasehemmers Imatinib wird in der
signifikanten Vergrolierung der Lumenflache kleiner Pulmonalarterien unter Therapie
deutlich. Unter zweiwochiger Therapie mit Imatinib normalisierte sich deren
Lumenflache und unterschied sich nicht mehr signifikant von der Lumenflache der

Arterien gesunder Kontrollratten.

Eine vergleichbare, wenn jedoch merklich geringere Reduktion der Lumenflache
wurde auch bei groReren Pulmonalarterien (>50 um) im Zuge der Monocrotalin-
induzierten pulmonalen Hypertonie beobachtet. Auch bei diesen Arterien wurde unter
Therapie mit Imatinib eine ahnliche Rekonstitution der Lumenflache beobachtet

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 18: Dargestellt ist die Lumenflache kleiner Pulmonalarterien in pm2 (Durchmesser 25-50
um) in den verschiedenen experimentellen Tiergruppen. Die Therapiegruppe wurde mit 50 mg/kg
Imatinib (STI571) pro Tag behandelt. Die Lumenflache stellt sich definitionsgemaR als lichte Weite
innerhalb der intimalen Begrenzung des Gefaldes dar (*p<0,05 vs. gesund, ¥ p<0,05 vs. MCT 42 d).
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3.10 Expression von PDGF-R Rezeptor in Rattenlungen
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Abbildung 19: immunhistochemische Farbung (Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode) von anti-PDGF
Rezeptor-R (Substrat DAB) in gesunden Tieren und 28 bzw. 42 Tage nach Monocrotalin-Injektion.

Eine Zunahme der Expression im Verlauf der Erkrankung ist deutich zu erkennen (alle 400x
VergroéRerung).

Mittels immunhistochemischer Farbung (Peroxidase-Methode) konnte die

Uberexpression von PDGF-R Rezeptor in Lungengefalen Monocrotalin-behandelter
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Ratten im Vergleich zu gesunden Kontrollratten nachgewiesen werden. Es handelt
sich um ein vorwiegend perivaskulares zytoplasmatisches Expressionsmuster von
PDGFR-R. In gesunden Ratten finden sich nur wenige PDGFR-[} positive Zellen. Im
Verlauf der Krankheitsentwicklung kommt es zu einer verstarkten perivaskularen

Anhaufung PDGF-I} Rezeptor positiver Zellen.

3.11 Expression von PDGFR-B in humanen Lungen
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Abbildung 20 (a) bis (c): Immunhistochemische Farbung (Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode) von
PDGF-Rezeptor 3 (Substrat DAB) in Lungenschnitten gesunder Spender bzw. Patienten mit
idiopathischer pulmonaler Hypertonie. PDGFR-R ist in Lungengewebe von Patienten mit IPAH stark

perivaskular exprimiert. Vergrofterung (a) und (b): 100x, Vergroferung (c): 200x
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Der Nachweis der Uberexpression von PDGFR-R gelang immunhistochemisch auch
in Lungenschnitten von Patienten mit idiopathischer pulmonalarterieller Hypertonie.
Wie in den Rattenlungen imponierte auch hier ein deutliches perivaskulares
Verteilungsmuster. Zusatzlich fanden sich auch einige PDGFR- positive Zellen in
der GefalfRmedia und Adventitia. Im Vergleich zu den Lungen mit IPAH gab es in
gleichartig gefarbten Schnitten von gesunden Spenderorganen fast keine PDGFR-}
positiven Zellen.

Die Uberexpression von PDGFR-B Rezeptor (und phosphorylietem PDGFR-B
Rezeptor) in MCT-Ratten sowie Patienten mit IPAH konnte im Rahmen der
Veroffentlichung dieser Studie zusatzlich durch Western Blot Analysen bestatigt

werden (Schermuly et. al., 2005).

3.12 Expression von PDGF-B (Ligand) in der A. pulmonalis von

Ratten
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Abbildung 21 (a) und (b): Immunhistochemische Farbung (Peroxidase-Methode) von PDGF-B
(Ligand) in der A. pulmonalis eines gesunden bzw. MCT-behandelten Tieres. Im Gegensatz zu der
geringen Expression in der A. pulmonalis des gesunden Tieres ist PDGF-B 42 d nach MCT stark

Uberexprimiert (Substrat VIP, VergréRerung 400x).

Immunhistochemisch konnte in den Pulmonalarterien Monocrotalin-behandelter
Ratten eine starke Uberexpression von PDGF-B Protein nachgewiesen werden.
Dabei war PDGF-B vorwiegend in den glatten Muskelzellen lokalisiert. In gesunden

Vergleichsorganen war dagegen fast kein PDGF-B vorhanden.
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3.13 Expression von PDGF-B (Ligand) in Rattenlungen
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Abbildung 22 (a) bis (d): Immunhistochemische Farbung (Avidin-Biotin-Peroxidase-Methode) mit anti-
PDGF-B. Dargestellt sind periphere Lungenarterien gesunder Ratten, 28 und 42 Tage nach MCT
sowie Imatinib-behandelter Ratten. In den MCT-behandelten Ratten ist PDGF-B im Vergleich zu

gesunden oder mit Imatinib behandelten Ratten Uberexprimiert(Substrat VIP, Vergré3erung 400x).

Die Uberexpression von PDGF-B konnte immunhistochemisch auch in
Lungengewebe  MCT-behandelter =~ Ratten = nachgewiesen  werden. Das
Lokalisationsmuster von PDGF-B entspricht hier dem Expressionsprofil in den
Pulmonalarterien. In den Gefalken von Ratten, die 14 Tage lang mit Imatinib
behandelt wurden, fand sich eine etwas schwachere Expression von PDGF-B im

Vergleich zu unbehandelten Tieren.
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3.14 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die neue Erkenntnis der vorliegenden Arbeit ist, dass der PDGF-Rezeptorantagonist

Imatinib (STI 571) eine effektive antiproliferative Behandlungsstrategie in einem

experimentellen Tiermodell der schweren pulmonalen Hypertonie mit endothelialer

Dysfunktion darstellt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit umfassen:

Etablierung einer neuen, wenig invasiven Operationstechnik zur
telemetrischen in vivo online Messung des rechtsventrikularen Druckes durch
EinfUhren einer Messsonde Uber die V. jugularis in den rechten Ventrikel
(bisherige Veroffentlichungen: invasive Technik mit Platzierung der Sonde
Uber eine Thorakotomie)

100% Uberlebensrate der therapierten Tiere im Vergleich zu 50% in kranken
unbehandelten Kontrolltieren

Signifikante Reduktion der pulmonalen Hypertonie (des RVSP), gemessen
sowohl am narkotisierten (invasiv) als auch kontinuierlich am wachen Tier
(Telemetrie)

Markanter Ruckgang der Rechtsherzhypertrophie

Verbesserung des Herzzeitvolumens und des Gasaustausches

Nahezu vollstandige Ruckbildung der schweren Gefaldproliferation: Reduktion
des Muskularisierungsgrades distaler Pulmonalarterien; Normalisierung der
Wandstarke  distaler, mittlerer und  proximaler  Pulmonalarterien;
Normalisierung der Lumenflache distaler Pulmonalarterien
immunhistochemische Darstellung der Uberexpression von PDGF-B (Ligand)
in MCT-behandelten Tieren im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren
immunhistochemische Darstellung der Uberexpression von PDGF-R Rezeptor
in MCT-behandelten Tieren im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren
immunhistochemische Darstellung der Uberexpression von PDGF-R Rezeptor
in Lungenschnitten mit humaner idiopathischer pulmonalarterieller Hypertonie
im Vergleich zu gesundem Spenderorgan

Keine signifikante Einwirkung der Therapie auf den systemisch arteriellen

Druck (kein vasodilativer Therapieeffekt)
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4 Diskussion

4.1 Pulmonalarterielle Hypertonie- mégliche Atiologien und
gegenwartige Therapiestrategien

Die pulmonalarterielle Hypertonie ist eine lebensbedrohende Erkrankung, fir die es
bis dato keine kurativen Therapiemoglichkeiten gibt. Die Behandlungsstrategien
zielen vor allem auf eine Verbesserung der Vasoreaktivitat, eine Verbesserung der
Lebensqualitdt und eine Erhéhung der Lebenserwartung hin. Die
Pathomechanismen, die zur Entwicklung einer pulmonalarteriellen Hypertonie flhren,
sind nicht genau bekannt. Die Identifizierung von Mutationen im bone morphogenetic
protein receptor 2 (BMPR-2), einem Mitglied der Transforming Growth Factor Gruppe
in der Mehrheit der Falle mit familiarer pulmonalarterieller Hypertonie brachte neue
Einsichten in einen mdglichen genetisch determinierten Hintergrund (Deng, Morse et.
al. 2000; Lane 2000). Jedoch entwickeln weniger als 20% der Individuen mit einer
BMPR-2 Mutation eine familidre pulmonale Hypertonie, und die meisten Individuen,
die eine pulmonalarterielle Hypertonie entwickeln, weisen keine identifizierbare
Mutation auf (Thomson 2000).

Es erscheint also sehr wahrscheinlich, dass andere Faktoren, die sowohl genetische
als auch epigenetische Mechanismen und Umweltfaktoren umfassen, notwendig
sind, um die putativen Pathomechanismen in Gang zu setzen, die zu

Gefallschadigung und einem pulmonal-hypertensiven Status fuhren.

Eine Anzahl Abnormalitdten in zellularen Transduktionswegen wurde bislang
beschrieben, die eine wichtige Rolle in der Entstehung und Fortschreitung der PAH
spielen konnen (Rubin und Galie, 2004; Humbert et. al. 2004). Die Synthese von
Stickstoffmonoxid und Prostazyklin ist in Patienten mit PAH vermindert (Christman et.
al., 1993). Endothelin, ein stark vasokonstriktiv und mitogen wirkendes Agens, ist in
den Lungen von Patienten mit PAH Uberexprimiert (Giaid A, 1993) und es wurde
gezeigt, dass erhdhte Plasma-Endothelinspiegel mit einer Verschlechterung der
Prognose korrelieren (Rubens et. al. 2001). Auch gestérte Kaliumkanal- und
Wachstumsfaktor-Rezeptorfunktionen, veranderte Serotonintransporter-Regulierung,
erhohter oxidativer Strel3 sowie vermehrte Matrixsynthese tragen zur Pathogenese
der PAH bei (Rubin und Galie, 2004).
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4.2 Gegenwartige Therapie der PAH

Die neugewonnenen Einsichten, dass die PAH eine eher vasoproliferative als
vasokonstriktive Erkrankung darstellt, wurden begleitet von neuen, auf diesen
Erkenntnissen basierenden Therapiestrategien. Vor ungefahr 50 Jahren beobachtete
Paul Wood, dass intravends verabreichtes Acetylcholin bei einem Patienten mit
pulmonalarterieller Hypertonie einen akuten Abfall im pulmonalarteriellen Druck
bewirke. Er postulierte, dass ein ,vasokonstriktiver Faktor® an der Pathogenese
beteiligt sei (Wood, 1959). Fruhe Therapiestrategien gegen PAH basierten auf
diesem Konzept und bestanden aus der Verabreichung systemischer Vasodilatoren,
die den pulmonalen GefalRwiderstand in einigen Patienten senken konnten. Bis zur
Mitte der 1990er Jahre wurden daher vor allem ,reine* Vasodilatoren, darunter
insbesondere Kalziumkanalblocker, zur Behandlung eingesetzt (Rich et. al. 1992).

Es ist jedoch mittlerweile bewiesen, dass nur ein geringer Prozentsatz der Patienten
von diesen Substanzen profitiert (Hoeper et. al. 1994). Nicht pulmonal-selektive
Vasodilatoren kdénnen sogar zu einem (lebensgefahrlichen) Blutdruckabfall im
Korperkreislauf, einer Verschlechterung des intrapulmonalen Gasaustausches, einer
Unterdrickung der Herzaktion und einer weiteren Verschlechterung des
Herzzeitvolumens fuhren bei Patienten, bei denen eine fortgeschrittene proliferative
Vaskulopathie und keine schlichte Vasokonstriktion besteht (Rubin, 1997).

Die Weiterentwicklung dieser vasodilativen Behandlungsstrategien und die
Etablierung neuer Darreichungsformen haben in den letzten Jahren breite klinische
Anwendung gefunden. Die Mehrzahl der Patienten profitiert davon durch eine

Verbesserung der Lebensqualitat und der hamodynamischen Parameter:

Prostaglandine: intravendés — subkutan — oral — inhalativ

Kontinuierliches intravendses Epoprostenol (Prostazyklin) wurde erstmals in
den frlhen 1980er Jahren zur Behandlung der pulmonalen Hypertonie
eingesetzt und war das erste Medikament, das fur diese Indikation in den USA
und mehreren europaischen Landern zugelassen wurde. Es besitzt sowohl
vasodilative als auch antiaggregatorische Eigenschaften. Es konnte gezeigt

werden, dass es sowohl die Hamodynamik als auch die Uberlebensrate
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verbessert (Barst, Rubin et. al. 1996). Die Risiken, die mit dieser
Darreichungsform Uber einen standigen vendésen Zugang verbunden sind,
konnen jedoch schwerwiegend sein: Infektionen, Thrombose, Sepsis, abrupte
Unterbrechung der lebensnotwendigen Medikamentenzufuhr durch Verlegung
des Katheters oder Versagen der Pumpe. Deshalb wurde ein stabiles
Prostazyklinanalogon,  Treprostinil, zur  kontinuierlichen  subkutanen
Darreichungsform entwickelt. Weiterhin erfolgte die Etablierung eines oral
verfugbaren Prostazyklins, Beraprost, welches viermal taglich eingenommen
wird, sich in klinischen Studien jedoch als weniger effektiv erwiesen hat.

Inhalativ verabreichtes lloprost hat den Vorteil, selektiv in den erkrankten
Gefallbezirken zu wirken und keine systemisch-vasodilativen Effekte
hervorzurufen (Olschewski et. al. 1996). Der Nachteil von inhalativem lloprost
ist die relativ kurze Halbwertszeit, die 6 bis 12 Inhalationen taglich notwendig
macht. Ein weiterer Nachteil der Therapie mit Prostaglandinen ist die
Tatsache, dass nach einiger Zeit eine pharmakodynamische Toleranz eintritt
und die Dosis sukzessive gesteigert werden mull, um qgute

Behandlungsergebnisse zu erzielen.

Endothelinrezeptorantagonisten:

Bosentan ist ein oral verfugbarer Endothelinrezeptorantagonist, welcher
sowohl systemisch als auch pulmonal vasodilativ wirkt und den
pulmonalarteriellen Druck und das Herzzeitvolumen signifikant zu verbessern
vermag. Es existieren jedoch noch keine Langzeitstudien, und in einigen
Patienten wurde Uber erhohte Leberenzymwerte unter Therapie berichtet, so
dal Bosentan nicht bei Patienten mit portopulmonaler Hypertonie angewendet

werden darf.

Phosphodiesterasehemmer:

Der PDE 5/6 Hemmer Sildenafil (Viagra® bzw. Revatio®, Pfizer) ist ein
wirksames vasodilatives Medikament. Oral appliziertes Sildenafil verstarkt und
verlangert die vasodilativen Effekte von inhaliertem lloprost. Es besteht jedoch
unter Langzeitmedikation das Risiko einer Retinaschadigung (durch

Hemmung der Phosphodiesterase 6 im Auge).
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Stickstoffmonoxid:
Inhaliertes Stickstoffmonoxid bewirkt eine akute und effektive Vasodilatation in
der Lunge, mul3 jedoch wegen der sehr kurzen Halbwertszeit kontinuierlich

verabreicht werden. Nicht alle Patienten sprechen auf Stickstoffmonoxid an.

Der Nachteil der oben genannten gelaufigen Behandlungsformen besteht darin, dass
bislang nur unzureichende Berichte Uber maogliche antiproliferative Langzeiteffekte
existieren. Es ist deshalb noch unklar, ob Prostaglandine, Phosphodiesterase-
hemmer oder Endothelinantagonisten zusatzlich zu ihrer vasodilativen Aktivitat ein
Fortschreiten der Erkrankung auf langere Sicht verhindern oder gar die

schwerwiegende Gefaldproliferation rickgangig machen konnen.

Es wird jedoch zunehmend klar, dass eine Behandlungsstrategie, soll sie wirklich
effektiv sein und eine Regression der Erkrankung bewirken, in erster Linie gegen die

schweren proliferativen Gefallumbauprozesse gerichtet sein mul}.

Vor dem Hintergrund dieser Uberlegungen wurde die vorliegende experimentelle
Therapiestudie durchgefiihrt. Es sollte am Rattenmodell eine bereits klinisch
zugelassene Substanz getestet werden, die nachweislich keine vasodilative
Komponente (weder systemisch noch pulmonalarteriell) aufweist. Es wurde in dieser
Arbeit gezeigt, dass Imatinib durch Hemmung eines mitogenen Zytokins, PDGF, in
der Lage ist, die Gefaltveranderungen im Verlauf der PAH direkt positiv zu
beeinflussen und eine Regression der Gefalproliferation in schwerkranken Ratten
herbeizufuhren.

Dabei zeigte es keinen signifikanten Einfluld auf den systemisch arteriellen Druck. Die
starke Reduktion des rechtsventrikularen Druckes, die Verminderung der
Rechtsherzhypertrophie und die histomorphometrisch erfasste fast vollige
Regression der de novo-Muskularisierung und Gefallwandverdickung ist also direkt
und ausschlieRlich auf die antiproliferative Wirkung der Substanz zurtckzufuhren.
Dies beweisen aulierdem weiterfuhrende in vivo und in vitro Studien zu Apoptose

und Proliferation (Schermuly et. al. 2005).
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4.3 Experimentelles Modell der Monocrotalin-induzierten
pulmonalen Hypertonie der Ratte- Vergleichbarkeit zur PAH
des Menschen

Um tiefere Einblicke in die Pathogenese der pulmonalarteriellen Hypertonie zu
bekommen und um neue Therapieansatze zu testen, wurden verschiedene
Tiermodelle entwickelt, die alle in mehr oder weniger grolem Ausmal} die
pathophysiologischen und klinischen Veranderungen, die bei der PAH auftreten,

imitieren.

Das Modell der Monocrotalin-induzierten pulmonalen Hypertonie der Ratte ist unter
den bestehenden Modellen dasjenige, welches den drastischen klinischen Verlauf
und die Sterblichkeit der IPAH des Menschen am deutlichsten nachzeichnet.
Vergleicht man Monocrotalin-injizierte Ratten aus tierarztlicher Sicht mit Patienten,
die je nach Schweregrad ihrer Erkrankung in NYHA-Klassen (Klassifizierung siehe
Tabelle 5) eingeteilt werden, so besteht 4 Wochen nach Monocrotalin-Injektion eine
PAH nach NYHA |IlI-lll. Die Tiere zeigen deutliche Anzeichen allgemeinen
Unwohlseins, und unter leichter Belastung (z.B. Hochheben, Wiegen) entwickeln sie
starke Dyspnoe und Zyanose.

6 Wochen nach Monocrotalin-Injektion ist der Krankheitsverlauf so weit
fortgeschritten, dass eine Dyspnoe auch in Ruhe oder bei leichter kdrperlicher
Aktivitat auftritt und die Tiere jegliche Bewegung meiden (NYHA llI-IV). Manifeste
Anzeichen von Rechtsherzinsuffizenz &uBern sich in peripheren Odemen und
Zyanose. Die Mortalitat durch Rechtsherzversagen in diesem Krankheitsstadium
erreicht 50%. Nicht selten besteht zu diesem Zeitpunkt ein rechtsventrikular-
systolischer Druck, der systemische Werte oder gar suprasystemische Werte
erreicht, was in der Autopsie durch transsudative Thoraxergusse ersichtlich wird
(RVSP = 100 mmHg; eigene Beobachtungen).

Die proliferativen Gefaldveranderungen im Lungenparenchym und in den
Lungengefalen sind sehr schwerwiegend und auf den ersten Blick auch durch wenig

erfahrene Personen zu erkennen.
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Tabelle 5: New York Heart Association (NYHA) Klassifizierung der PH des Menschen

Klasse |

keine Limitierung der korperlichen Aktivitat
normale korperliche Bewegung verursacht keine Dyspnoe oder Ermiidung, Brustschmerz
oder drohende Synkopen

Klasse Il

leichte Limitierung der korperlichen Aktivitat
in Ruhe keine Beschwerden. Normale kdrperliche Bewegung verursacht Dyspnoe oder
Ermidung, Brustschmerzen oder drohende Synkope

Klasse Il

merkliche Limitierung der kdrperlichen Aktivitat
in Ruhe keine Beschwerden. Leichtere als gewohnliche Bewegung verursacht Dyspnoe
oder Ermiidung, Brustschmerz oder drohende Synkope

Klasse IV

Unfahigkeit, jegliche korperliche Aktivitdt ohne Symptomatik auszufiihren. Diese Patienten
manifestieren Anzeichen von Rechtsherzversagen.

Dyspnoe und/oder Ermidung kdnnen sogar in Ruhe vorhanden sein. Beschwerden
verstarkt bei jeglicher kérperlicher Aktivitat

Ein Nachteil des Monocrotalin-Modells besteht darin, dass es nicht in vollem
Umfange die pathognomonischen GefalRveranderungen des Menschen
nachzuvollziehen vermag (siehe dazu auch Tabelle 1, Einleitung). Es fehlen die
plexiformen Lasionen und eine deutliche Neointimabildung. Eine moderate intimale
Schwellung und Proliferation kann jedoch bei Monocrotalin-behandelten Ratten
beobachtet werden, bei denen der RVSP systemische Werte annimmt (Tanaka et. al.
1996; eigene Beobachtungen).

Da die MCT-PAH durch ein Toxin induziert wird, kann es naturlich nicht exakt den
(meist offensichtlich nicht toxin-bedingten) Krankheitsverlauf des Menschen
widerspiegeln. Es bleibt aber zu betonen, dass die toxisch bedingten
Lungenveranderungen und Endothelschadigungen nur den initierenden
Mechanismus darstellen, da das Monocrotalin nach 24 Stunden nahezu vdllig aus
dem Korper eliminiert ist (Hayashi et. al. 1967) und dass die initialen Veranderungen
danach in einem sich selbst aufrecht erhaltenden Prozef} fortschreiten.

In einem Rattenmodell besteht weiterhin nicht die Madoglichkeit, putative
Pathomechanismen durch speziell genveranderte Tiere zu charakterisieren, wie dies
bei Mausen maglich ist.

Das Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie, sowohl bei der Ratte als
auch vor allem bei der Maus, ist sowohl klinisch als auch pathohistologisch weniger
schwerwiegend als das Monocrotalin-Modell. Es fehlen insbesondere eine erhdhte

Sterblichkeitsrate und deutliche proliferative GefalRveranderungen. Es wird au3erdem
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postuliert, dass die Hypoxie-induzierten vaskularen Veranderungen zum Tell
vasokonstriktorischer Natur sind und es zu keinem konzentrischen Gefalkiremodelling
mit Verringerung der Lumenflache kommt (van Suylen et. al. 1998). Die Hypoxie-
bedingten GefalRumbauprozesse sind nach Verbringen der Tiere in normale Raumluft
teilweise reversibel. Leider ist es jedoch bis jetzt nicht gelungen, durch Monocrotalin
in der Maus eine pulmonale Hypertonie hervorzurufen. Mause reagieren auf die
Verabreichung von Dehydromonocrotalin (dem aktiven Metaboliten) lediglich mit akut
entzundlichen, o6dematdosen und spater leichten fibrotischen Lungen-
parenchymveranderungen. Die Lungengefalfe sind davon weniger betroffen
(Dumitrascu et. al., zur Veroéffentlichung eingereicht).

Da nur am Mausmodell im groRen Stil genetisch veranderte Individuen untersucht
werden kdnnen, bleibt bis dato die hypoxische Lungenschadigung das einzige breit

anwendbare Mausmodell.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Monocrotalin-Modell der Ratte gewahlt, weil es
eine leicht induzierbare, schwere und gut reproduzierbare pulmonale Hypertonie
verursacht, die viele pathohistologische und pathophysiologische Gemeinsamkeiten

zum Menschen aufweist.

4.4 PDGF und seine Hemmung in experimentellen Modellen der
pulmonalen Hypertonie

PDGF-a Rezeptor und PDGF-3 Rezeptor sowie ihre Liganden werden von glatten
GefaBmuskelzellen, Endothelzellen, mononukledren Entzindungszellen und
Fibroblasten sowie anderen Zellen mesenchymalen Ursprungs synthetisiert. |hre
Expression ist als Antwort auf verschiedene pathologische Stimuli erhoht (Heldin &
Westermark, 1999).

1988 verabreichten Ganey et. al. in einem praventiven Therapieansatz
Monocrotalinpyrrol- (Dehydromonocrotalin) behandelten Ratten einen selbst
hergestellten polyklonalen Antikbrper gegen PDGF. Die intravendse Injektion des
Antikoérpers begann am Tag der Monocrotalinpyrrol-Applikation und wurde Uber die

folgenden 13 Tage fortgesetzt. Die Gruppe konnte keinen positiven therapeutischen
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Effekt des Antikorpers auf die Erhdhung des PAP und die Entwicklung einer
Rechtsherzhypertrophie feststellen.

Die Autoren fuhren in der Diskussion aus, es sei mdglich, dass andere
Behandlungsprotokolle zu anderen Ergebnissen fuhren kdonnten (d.h. Dosiserhdhung
des Antikorpers, andere Aufbereitung des Antikorpers). Es wird auRerdem diskutiert,
dass der intravends verabreichte Antikorper gegen PDGF von peripheren
Thrombozyten sezerniertes PDGF blocken konnte, er aber nicht in der Lage war,
PDGF, welches durch Endothel- oder glatte Muskelzellen sezerniert wurde, zu
neutralisieren. Es wird weiterhin postuliert, dass Endothelzellen/ glatte
GefalRmuskelzellen in einer autokrinen und parakrinen Weise agieren (PDGF, das
von einer Zelle produziert wird, interagiert mit Rezeptoren der gleichen oder
benachbarter Zellen), und dass systemisch verabreichter Antikdrper gegen PDGF
nicht in der Lage ist, diese lokalen Stimulationswege zu hemmen. Die Autoren lassen
auRerdem Expressionsstudien zu PDGF in den Monocrotalin-behandelten
Rattenlungen vermissen. Es besteht die Moglichkeit, dass PDGF erst in der spateren
Krankheitsentwicklung eine groRere Rolle spielt und erst dann im erkrankten
Lungengewebe Uberexprimiert wird.

Es ist bekannt, dass mechanische Scherkrafte die Expression von PDGF erhdhen
(Hsieh et. al. 1991) und dass im humanen PDGF-B Promoter von Endothelzellen ein
,Shear strel} responsive element’ existiert, welches unter erhdohtem Flu® die
Transkription von PDGF fordert (Resnick, 1995). Die Verabreichung eines
Antikoérpers gegen PDGF zu einem Zeitpunkt, wo noch keine verstarkten Scherkrafte
in den Lungengefallen vorhanden sind (bis 2 Wochen nach MCT-Injektion) kénnte
somit das Ausbleiben eines Therapieerfolges erklaren.

Diese These wird zusatzlich unterstitzt durch die Arbeit von Tanabe et. al. (2000),
die zeigen konnten, dass in Pulmonalarterien von Monocrotalin-behandelten Ratten
PDGF-3 Rezeptor durch mechanische Scherkrafte starker exprimiert wird als in
Kontrollratten. Sie konnten auch zeigen, dass Scherkrafte eine vermehrte

Phosphorylierung von Tyrosinresten des PDGF-[3 Rezeptors in den Zellen bewirken.

In der vorliegenden Inauguraldissertation beginnt die Verabreichung des PDGF-
Rezeptorantagonisten Imatinib erst 4 Wochen nach Monocrotalin-Injektion, zu einem
Zeitpunkt also, wenn eine schwere pulmonale Hypertonie und ausgedehnte

GefaRproliferationen bereits vorliegen. Der Nachweis einer Uberexpression von
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PDGF-B in Gefalken von Rattenlungen 42 Tage nach Monocrotalin wurde
immunhistochemisch erbracht. Durch die sehr hohe Bioverfligbarkeit und lange
Halbwertszeit von Imatinib ist dieses hochstwahrscheinlich in der Lage, auch die
para- und autokrinen Stimulationswege glatter Gefallmuskelzellen, Endothelzellen
und perivaskularer Zellen in der Lunge zu hemmen, und seine Wirkung beschrankt
sich dadurch nicht auf die PDGF-Rezeptorblockade peripherer Thrombozyten. Das
Medikament blockiert die ATP-Bindungstasche der Rezeptortyrosinkinase und
verhindert somit die (durch Tanabe et. al. postulierte) durch mechanische Scherkrafte

verstarkte Phosphorylierung von Tyrosinresten des Rezeptors.

Mittels einer antisense-RNA gegen PDGF-A konnten Fukuda et. al. 1997 die
arterielle Proliferation in spontan hypertensiven Ratten wirksam hemmen.
Balasubramaniam et. al. erzielten gute Therapieerfolge mit einem spezifischen
Aptamer gegen PDGF-B in einem Schafmodell der persistierenden pulmonalen
Hypertonie des Neugeborenen (Balasubramaniam et. al. 2003). Sie untersuchten die
Expression von PDGF alpha und beta Rezeptoren und die Expression der Liganden
in Ld&mmern mit chronischer intrauteriner PH nach partieller Ligation des Ductus
arteriosus (DA). Western Blots von Lungenhomogenat pulmonalhypertensiver Tiere 8
Tage nach der DA-Ligation zeigten einen zweifachen Anstieg in PDGF alpha und
beta Rezeptorproteinen im Vergleich zu Kontrolltieren. Die Behandlung der Tiere
vom Tag 1 bis 8 nach DA-Ligation mit einem selektiven Aptamer gegen PDGF-B
reduzierte die Entstehung einer Mediahypertrophie kleiner Pulmonalarterien und die
Rechtsherzhypertrophie. In diesem Tiermodell der persistierenden pulmonalen
Hypertonie des Neugeborenen wirken bereits unmittelbar nach Ligation des DA
erhohte Scherkrafte auf die pulmonalen Endothelzellen ein und es herrscht ein
erhohter Blutflu® durch die Lunge, was das therapeutische Ansprechen der Lammer
auf eine unmittelbar nach DA-Ligation beginnende Therapie gegen PDGF erklart und
die These untermauert, dass bereits erhohte Scherkrafte und ein erhohter Blutflu®
vorhanden sein mussen, um erfolgreich therapeutisch gegen PDGF intervenieren zu
kdénnen.

Jankov et. al. konnten kirzlich in einem Rattenmodell der hyperoxischen pulmonalen
Hypertonie durch Verwendung von Immunhistochemie und Western Blot Analysen
eine starke Hochregulierung von alpha- und beta PDGF-Rezeptoren in den

hypertensiven Tieren zeigen (Jankov et. al. 2005). Sie berichteten auch in einer
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frGheren Publikation (Buch et. al. 2000) Uber eine erhdhte PDGF-BB Expression in
den Gefallwanden im gleichen Tiermodell und tber erhéhte mRNA-Level von PDGF-
B, PDGF-a Rezeptor und PDGF-[3 Rezeptor.

Durch immunhistochemische Farbungen konnte in dieser Arbeit bestatigt werden,
dass PDGF in Monocrotalin-behandelten Ratten in pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen im Vergleich zu gesunden Ratten stark Uberexprimiert ist. PDGF-i
Rezeptor ist in Monocrotalin-behandelten Ratten perivaskular sehr stark prasent.
Weiterhin wurde die starke Expression von perivaskular lokalisietem PDGF-3
Rezeptor bei an PAH erkrankten Menschen im Vergleich zu einer gesunden
Spenderlunge gezeigt. Die Uberexpression von PDGF-Rezeptor bzw. Ligand als
Gemeinsamkeit zwischen Rattenmodell und menschlicher pulmonalarterieller
Hypertonie impliziert eine gute Anwendbarkeit dieses Tiermodelles im Hinblick auf
magliche therapeutische Einsatze von PDGF-Rezeptorantagonisten beim Menschen.
Es konnte in unserer Arbeitsgruppe im Rahmen dieser Studie aullerdem
nachgewiesen werden, dass auf Proteinebene (Western Blots) PDGF-[3 Rezeptor in
Monocrotalin-Ratten und in Lungen von Patienten mit IPAH stark Uberexprimiert

vorliegt.

Diese Arbeit ist die erste Studie, die eine erfolgreiche therapeutische Blockade von
PDGF vermittels eines klinisch zugelassenen und hinreichend erprobten selektiven
Rezeptortyrosinkinasehemmers beschreibt. Der Therapieerfolg umfasst sehr
eindrucksvoll alle ermittelten Parameter. Die vorausgehend erlauterten
experimentellen Studien beschrankten sich hingegen auf die Verwendung (klinisch
nicht relevanter) Antikorper, Aptamere oder antisense-RNA, um therapeutisch PDGF

und seine Rezeptoren zu hemmen.

4.5 Experimentelle antiproliferative Ansatze im Monocrotalin-
Modell der pulmonalen Hypertonie

Die Injektion von Monocrotalin fuhrt, wie bereits erwahnt, zu schweren proliferativen
GefalRveranderungen und nach einigen Wochen zum Tod der Tiere durch
Rechtsherzversagen. Um in diesem Modell wirksame therapeutische Effekte zu

erzielen, wird sehr oft eine praventive Therapiestrategie oder eine therapeutische
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Intervention nach nicht voll ausgebildeter pulmonaler Hypertonie gewahlt (siehe
Tabelle). Der
Therapiebeginns zur Untersuchung kurativer Effekte ist 21 Tage nach Monocrotalin.

in der Literatur am haufigsten beschriebene Zeitpunkt des

Tabelle 5: gangige Zeitpunkte des Therapiebeginns nach MCT-Injektion

Veréffentlichung Substanz Therapiebeginn kurativ/ praventiv
Voelkel 1994 Interleukin-1 Rezeptorantagonist zus. mit MCT praventiv
Prié 1997 Endothelin A Rezeptorantagonist 2d vor MCT praventiv
3d vor MCT praventiv
Mitani 1997 L-Arginin 9d nach MCT kein Effekt
Nagata 1997 Thromboxan-Inhibitor zus. mit MCT praventiv
Cowan 2000 Serin Elastase Inhibitor 21d nach MCT kurativ
Jasmin 2001 Endothelin Rezeptorantagonisten 14d nach MCT frih kurativ
zus. mit MCT praventiv
Nishimura 2002 Simvastatin 14d nach MCT frih kurativ
zus. mit MCT praventiv
Abe 2003 Rho-Kinase Inhibitor 21d nach MCT kurativ
Nagaya 2003 endotheliale Progenitorzellen 7d nach MCT sehr frih kurativ
Vaszar 2004 Tryptolid zus. mit MCT praventiv
Lu Jun 2004 MAPK:-Inhibitor 1d nach MCT praventiv
zus. mit MCT praventiv
Itoh 2004 Natriuretisches Peptid (CNP) 21d nach MCT kurativ
Ono 2004 Gentherapie mit HGF 14d nach MCT frih kurativ
1d nach MCT praventiv
14d nach MCT frih kurativ
Mc Murtry 2004 Dichloroacetat 21d nach MCT kurativ
zus. mit MCT praventiv
Mc Murtry 2005 Anti-Survivin-Gentherapie 13d nach MCT frih kurativ
zus. mit MCT praventiv
Guignabert 2005 5-HTT-Blockade 21d nach MCT kurativ
EGF-Rezeptorantagonist 21d nach MCT kurativ
MMP-Inhibitor 21d nach MCT kurativ
Merklinger 2005 a,-R3-Integrin-Blocker 21d nach MCT kein Effekt

Aufgelistet sind experimentelle antiproliferative Therapieansatze im Monocrotalin-Modell der
pulmonalen Hypertonie. Es ist ersichtlich, dass die meisten Therapiestrategien praventive oder sehr
frih kurative Ansatze verfolgen, wenn die pathophysiologischen Veranderungen noch nicht stark
ausgepragt sind und ein Therapieerfolg leichter herbeizufihren ist. Der am haufigsten gewahlte

Zeitpunkt zur Untersuchung kurativer Effekte ist 14-21 Tage nach MCT-Injektion.

In der vorliegenden Studie dagegen beginnt die therapeutische Intervention mit
Imatinib sogar erst eine Woche spater, also 28 Tage nach Monocrotalin-Injektion,
wenn eine schwere pulmonale Hypertonie und ausgepragte Gefallveranderungen
manifest sind. Es wird also ein spat kurativer Therapieansatz verfolgt (was am

ehesten der Situation beim Menschen und der Relevanz eines experimentellen
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Therapieerfolgs zur Behandlung der pulmonalen Hypertonie des Menschen
entspricht). Dieser spate kurative Ansatz resultierte in einer 100% Uberlebensrate
der Ratten unter Therapie und einer signifikanten Verbesserung aller erfassten

pathophysiologischen Parameter.

In einer kurzlich veroéffentlichten Studie konnte im Rattenmodell der Monocrotalin-
induzierten pulmonalen Hypertonie interessanterweise ein partieller Rickgang der
proliferativen Gefallveranderungen, eine Verringerung des pulmonalarteriellen
Druckes und eine verbesserte Uberlebensrate der Ratten unter Therapie mit einem
klinisch verfigbaren Hemmstoff der Tyrosinkinase des epidermal growth factors
(EGF) erzielt werden (Merklinger et. al. 2005).

Die Tyrosinkinase des EGF sowie deren Signaltransduktionsmechanismen ahneln
stark jenen des Platelet-derived growth factors. Somit decken sich die Ergebnisse
dieser Studie mit den in dieser Arbeit beschriebenen Therapieerfolgen durch

Hemmung der Tyrosinkinase von PDGF.

4.6 PDGF-Expression in humaner PAH

Eine erhdhte Expression von PDGF findet sich zum Beispiel bei Patienten mit
Sklerodermie, einem Leiden, das mit einer erhohten Inzidenz fir pulmonale
Hypertonie einhergeht. Weiterhin ist bekannt, dass PDGF in verschiedenen
fibroproliferativen Erkrankungen eine Rolle spielt, darunter Atherosklerose,
idiopathische pulmonale Fibrose, Bronchiolitis obliterans, Pneumokoniosen und
Lungenschadigungen durch toxische Sauerstoffkonzentrationen (zusammengefasst
durch Heldin & Westmark, 1999).

Humbert et. al. verglichen 1998 die PDGF-Expression in Lungenbiopsien bzw.
Paraffinschnitten HIV-1 seroposiviter und —negativer PAH-Patienten mit derjenigen in
HIV-1 seropositiven und —negativen Individuen ohne pulmonalarterielle Hypertonie.
Eine (vermittels semiquantitativer PCR) nachgewiesene erhdhte pulmonale Menge
PDGF-A m-RNA war in allen PAH-Patienten vorhanden, unabhangig von einer HIV-
Infektion. Immunhistochemisch und mit Hilfe von in situ Hybridisierung konnten sie
auBerdem bei den pulmonalhypertensiven HIV-Patienten eine Uberexpression von
PDGF-AB bzw. PDGF-A zeigen. Lungen von nicht-HIV-infizierten PAH-Patienten
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wurden in dieser Studie nicht immunhistochemisch untersucht, da in diesen Fallen
nur Biopsiematerial vorhanden war.

Die immunhistochemische Lokalisation von PDGF in den erkrankten Lungen
entsprach einem perivaskularen Muster und schien entzindungszell-assoziiert. Eine
perivaskulare Anhaufung von Entzindungszellen wird auch in HIV-negativen
Patienten mit PAH beschrieben (Tuder 1994, Voelkel und Tuder 1995). Die oértliche
Freisetzung von Wachstumsfaktoren, darunter PDGF, im Bereich der erkrankten
Lungengefalle konnte somit eine wichtige Rolle in der Entwicklung der
charakteristischen Gefallumbauprozesse spielen. Die Autoren postulieren, dass die
erhdhte Inzidenz von PPH in HIV-1 seropositiven Individuen auf eine anormale
Synthese von Wachstumsfaktoren in manchen genetisch pradisponierten Individuen
zuruckzufihren sein kdnnte.

Moglicherweise mag dies nicht nur auf HIV-1 zutreffen. Im Verlauf einer Infektion mit
dem Simian Sarcoma Virus (SSV) bei Makaken kann es zu Fibrosarkomen und auch
zu fibroproliferativen Prozessen und perivaskularen Entzindungen in den
Pulmonalarterien kommen. Interessanterweise ist das v-sis Onkogenprodukt beim
Simian Sarcoma Virus identisch mit dem Vorlaufermolekll der PDGF-B-Kette und
wird in ahnlicher Weise synthetisiert, zusammengebaut und externalisiert. V-sis flhrt
dann zu einer autokrinen Transformation bei Zellen, die PDGF-R und/ oder a-
Rezeptoren exprimieren (Heldin & Westmark, 1999).

Da in der beschriebenen Studie von Humbert et. al. PDGF-A mRNA bei allen
untersuchten PAH-Patienten (unabhangig, ob HIV-1 seropositiv) erhdht war, besteht
die Moglichkeit, dass eine abnorme Produktion von PDGF in allen Formen der PAH

eine Rolle spielt.

In dieser Dissertation wird erstmals die Uberexpression von PDGF-R Rezeptoren in
Lungen von Patienten mit IPAH gezeigt. Die Lokalisation der Rezeptoren entspricht
dabei dem von Humbert et. al. beschriebenen perivaskularen Muster des Liganden
und bestatigt die These, dass PDGF und seine Rezeptoren in PAH Uberexprimiert
sind und dass eine Therapie gegen PDGF auch beim pulmonalhypertensiven
Menschen groRe Erfolge erzielen konnte. In unserem Therapieansatz wird durch
Imatinib die perivaskulare Uberexpression von PDGF-Rezeptoren gehemmt. Dies hat
zur Folge, dass die Muskularisierung und die Verdickung der medialen Wandstarke

in den erkrankten GefalRen signifikant reduziert wird und dass in Konsequenz der
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pulmonalarterielle Druck sowie die Rechtsherzhypertrophie deutlich vermindert
werden.

Diese Untersuchung macht die Tatsache deutlich, dass am Prozel3 des
pulmonalvaskularen Remodelings alle Gefal3schichten gleichermalen beteiligt sind
und dass die verschiedenen Zelltypen (Endothel, glatte Muskelzellen, Fibroblasten,
Entzindungszellen) einer starken gegenseitigen Wechselwirkung und Beeinflussung
unterliegen. Diese Studie regt zu weiteren Untersuchungen an, die diese
komplizierten, nichtsdestotrotz  hochinteressanten, para- und autokrinen

Pathomechanismen und Wechselwirkungen weiter charakterisieren.

Interessanterweise konnten in einer Studie mit pulmonalhypertensiven Patienten
keine erhohten Spiegel von PDGF in peripheren Thrombozyten oder Blutserum
nachgewiesen werden (Eddahibi et. al. 2000).

Dies untermauert die gerade erlauterte Hypothese, dass eine verstarkte Expression
von PDGF insbesondere lokal fokussiert in den erkrankten Gefalibereichen zu finden
ist und dass die Mechanismen, die dabei zur GefalRproliferation fuhren, autokrin oder
parakrin bedingt sind.

Die immunhistochemischen Farbungen fir PDGF Rezeptor und Ligand von Humbert
et. al. und in dieser Dissertation lassen deutlich erkennen, dass dieses Zytokin und
sein Rezeptor bei humaner PAH und im Rattenmodell peri- und endovaskularen
Ursprungs sind. Dafur spricht auch die an friherer Stelle erwahnte Studie von Ganey
et. al., die durch einen polyklonalen Antikérper gegen PDGF zwar thrombozytares

PDGEF, nicht aber die Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie hemmen konnten.

4.7 Ausblick: Anwendung von Imatinib in der
pulmonalarteriellen Hypertonie des Menschen

FUr einen mdglichen erfolgreichen therapeutischen Einsatz von Imatinib in der PAH

des Menschen sprechen zusatzlich einige praktische Tatsachen:

Der platelet-derived growth factor Rezeptorantagonist Imatinib konnte bei unseren
schwerkranken Ratten einen beeindruckenden Therapieerfolg in allen untersuchten
Parametern aufzeigen. Dabei entsprach die Dosis der mittleren klinischen Dosierung

beim Menschen (Glivec® Fachinformation, Novartis Pharma).
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Das Medikament ist klinisch bereits flr zwei Indikationen (CML und gastrointestinale
Stromatumoren) zugelassen; die Zulassung erfolgte vorbildlich schnell (Capdeville,
Buchdunger et. al. 2002). Imatinib ist sehr gut oral verfligbar und hat eine lange
Halbwertszeit, was im Vergleich zu Prostazyklinen oder inhalietem NO eine
bequeme Anwendung sichert (nur einmal tagliche orale Einnahme). Dies ist
insbesondere fur schwerkranke Patienten von Nutzen und sichert eine gute
Compliance des Patienten. Die Nebenwirkungen bei bestimmungsgemalem
Gebrauch sind mild bis moderat und es bestehen keine bekannten

Kontraindikationen fir Patienten mit pulmonaler Hypertonie.

Diese Arbeit macht deutlich, dass das Medikament in Monocrotalin-induzierter PAH
beeindruckende antiproliferative Wirkungen ohne signifikante Beeinflussung des
systemisch-arteriellen Druckes zeigt. Damit ist es auch flr schwerkranke Patienten
mit stark reduziertem Herzzeitvolumen geeignet, bei denen eine systemische
Vasodilation kontraindiziert ist und bei denen die erkrankten Gefalle eine stark
verminderte vasodilatorische Kapazitat aufweisen.

Die Nebenwirkungen bei bestimmungsgemaler Anwendung sind mild bis moderat
(Cohen et. al. 2002).

Vor dem Hintergrund dieser Uberlegungen wurde daraufhin die limitierte Anwendung
von Imatinib in ausgewahlten Fallen pulmonalarterieller Hypertonie in Erwagung
gezogen. Ghofrani et. al. beschrieben kirzlich im New England Journal of Medicine
den Fall des ersten Patienten mit pulmonalarterieller Hypertonie, der zum Zeitpunkt
seines Berichtes seit Uber 6 Monaten mit Imatinib behandelt wurde. Ghofrani
berichtet Uber eine signifikante  Reduktion des  pulmonalvaskularen
Widerstandsindexes und einer Erhéhung des Herzzeitvolumens unter Stagnation des
mittleren pulmonalarteriellen Druckes sowie eine deutliche Verbesserung der 6
Minuten Gehstrecke des Patienten (Ghofrani et. al. 2005).

Die gegenwartige Forschung fokussiert sich mehr und mehr auf neue antiproliferative

Ansatze zur Bekampfung der pulmonalarteriellen Hypertonie.
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Es scheint immer deutlicher zu werden, dass die Ara der rein vasodilatorischen
Therapieansatze zur Behandlung der PAH in naher Zukunft durch diese
(tiefergreifenden) antiproliferativen Konzepte abgelost werden kann, und es bleibt zu
hoffen, dass diese BehandlungsmalRnahmen nicht nur die hamodynamischen
Parameter und die Lebensqualitat der Patienten sondern auch ihre Uberlebensrate
verbessern und dass die antiproliferative Strategie eine neue, wirksame Waffe im
Kampf gegen das bislang tédliche Syndrom der pulmonalen Hypertonie darzustellen

vermag.
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5 Zusammenfassung

Die pulmonalarterielle Hypertonie (PAH) ist eine schwere, lebensbedrohliche
Erkrankung, die durch eine deutliche, anhaltende Erhohung des pulmonalarteriellen
Druckes, charakteristische Umbauprozesse der Pulmonalarterien (Remodelling) und

der Entwicklung eines Cor pulmonale gekennzeichnet ist.

Das Voranschreiten der pulmonalen Hypertonie ist unter anderem verbunden mit
gesteigerter Proliferation und Migration glatter Gefalmuskelzellen der Lunge. Platelet
derived growth factor (PDGF) ist ein starkes Mitogen und an diesem Prozel} beteiligt.
In der vorliegenden Arbeit wird der Einflu des PDGF Rezeptorantagonisten STI 571
(Imatinib, Glivec®) untersucht. Wir konnten zeigen, dass STI 571 in der Lage ist, in
einem experimentellen Tiermodell der Monocrotalin-induzierten pulmonalen
Hypertonie den schweren Krankheitsprozel} nicht nur zu stoppen sondern vielmehr

sogar fast vollstandig riickgangig zu machen.

Die Therapie der Ratten begann 28 Tage nach Injektion von Monocrotalin, das heif3t,
nach Etablierung einer schweren pulmonalen Hypertonie. Eine zweiwdchige
Behandlung resultierte in einer 100% Uberlebensrate, im Vergleich zu 50% bei den
mit Placebo behandelten Ratten. Die pathologischen Veranderungen im
rechtsventrikularen Druck (am narkotisierten Tier sowie auch kontinuierlich am
wachen Tier vermittels telemetrischer Sensoren gemessen) und die
Rechtsherzhypertrophie der pulmonalhypertensiven Tiere erreichten nach
zweiwdchiger Therapie mit Imatinib wieder Werte, die mit denen gesunder Ratten
vergleichbar sind. Der systemisch-arterielle Druck unterschied sich in keiner Gruppe
signifikant, wodurch rein vasodilative Eigenschaften von Imatinib ausgeschlossen
werden koénnen. Die schweren Gefallumbauprozesse, hier durch den
Muskularisierungsgrad, die Wandstarke und die Lumenflache peripherer
Lungenarterien charakterisiert, regenerierten sich fast vollstandig. Weiterhin wurde
immunhistochemisch die Uberexpression des PDGF-R Rezeptors und seines
Liganden PDGF-B in den Lungen der Monocrotalin-stimulierten Ratten sowie in

Lungenschnitten pulmonalhypertensiver Patienten gezeigt.
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Obwohl fur viele gangige Therapien postuliert, fehlt bislang der direkte Beweis fur
eine antiproliferative Wirkung. Die meisten Behandlungsformen der PAH zielen eher
auf eine Vasodilation und dadurch verminderten GefalRwiderstand in den

Lungenarterien.

Die vorliegende Arbeit stellt den ersten kurativen Ansatz in einem experimentellen
Modell der pulmonalarteriellen Hypertonie dar, der durch die gezielte Hemmung der
PDGF-Rezeptoren vermittels eines klinisch zugelassenen Tyrosinkinasehemmers zu
einem deutlichen, antiproliferativ bedingten Therapieerfolg fluhrt und Kkeine

vasodilative Komponente aufweist.

6 Summary

Pulmonary arterial hypertension (PAH) is a severe, life-threatening disease
characterised by a sustained elevation in pulmonary arterial pressure, remodelling of
the pulmonary arteries and development of Cor pulmonale.

The progression of pulmonary hypertension is paralleled by an increased proliferation
and migration of pulmonary vascular smooth muscle cells. Platelet derived growth
factor (PDGF) is a potent mitogen and is a key mediator of these processes. The aim
of the present study was to investigate the impact of STI 571 (Imatinib) on
hemodynamics, gas exchange, histology and survival in Monocrotaline-induced PAH.
We demonstrated that STI 571 is capable of not only arresting but also reversing the

disease progression in this experimental rat model of PAH.

Treatment of rats with STl 571 was initiated 28 days after MCT administration, after
severe pulmonary hypertension was fully established. Two weeks of treatment with
STl 571 resulted in a 100% survival compared to 50% survival in placebo-treated
rats. Pathological changes in right ventricular pressure (measured in anaesthetised,
as well as in fully conscious animals by implanted telemetric sensors) and right heart
hypertrophy were significantly decreased after two weeks of treatment with Imatinib

down to values comparable with those of normal healthy rats.
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Systemic arterial pressure did not change significantly in any of the animal groups
investigated, thereby ruling out mere vasodilative properties of Imatinib. The severe
vascular remodeling was determined by the degree of muscularization, the medial
wall thickness and the lumen area of peripheral pulmonary vessels. The treated
group exhibited an almost complete regeneration of the arterial walls.

Although antiproliferative effects have been postulated for many treatment strategies
currently employed for PAH, however, direct proof is still missing. Most treatment
regimens are rather based on vasodilation, and thus lead to a decreased vascular
resistance in the lungs.

The present study is the first to describe an antiproliferative curative approach to
PAH. This approach is directed at a targeted inhibition of PDGF receptors by a
clinically approved tyrosine kinase inhibitor, in an experimental model of PAH without

exerting significant vasodilator effects.
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