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1 Einleitung

1.1 Einfiihrung in die Pulmonale Hypertonie (PH)

Die Pulmonale Hypertonie (PH) ist ein Sammelbegriff fiir Erkrankungen, die durch
einen Anstieg im GefaBwiderstand der Lunge (PVR) gekennzeichnet sind. Dieser wird
durch einen erhdhten Tonus sowie einen Umbau der Lungenarterien bewirkt. In Folge
der chronischen Nachlasterhohung kommt es zur Ausbildung eines Cor pulmonale
(Bogaard et al. 2009a). Das rechtsventrikuldre Versagen ist der grofite limitierende
Faktor im Uberleben der Patienten, unbehandelt liegt dieses bei nur 2,8 Jahren

(Sandoval et al. 1994; D'Alonzo et al. 1991).

1.2 Definition und historische Einordnung
Ab einem pulmonalarteriellen Druck von = 25 mmHg in Ruhe spricht man von einer

pulmonalen Hypertonie.

Die Erstbeschreibung dieses Krankheitsbildes geht auf Ernst von Romberg zuriick, der
1891 seine Beobachtungen nach einer Autopsie in ,,Uber Sklerose der Lungenarterie"
darstellte. Die frithen Fallbeschreibungen und die ersten klinischen Studien
ermdglichten eine Skizzierung der pathologischen Korrelate der PH, wie zum Beispiel

vaskuldre Léasionen oder die Hypertrophie des rechten Herzens (Kay et al. 1967).

Als Meilenstein in der Diagnostik gilt die in den 1940er Jahren entwickelte Technologie
der pulmonalarteriellen Katheterisierung, durch die es moglich wurde entscheidende
hiamodynamische Parameter zu bestimmen (Cournand 1941). Der von Zaiman et al. als
,Hamodynamische Era“ bezeichnete Zeitraum brachte wichtige Entdeckungen hervor,
beispielsweise das Prinzip der hypoxischen Vasokonstriktion (Euler 1946). Um ein
tieferes Verstindnis iiber die PH zu erlangen, wurden Tiermodelle etabliert. Dies
begann gegen Ende der 1960er Jahre mit dem Monocrotalin-Modell (Kay et al. 1967)
und dem Hypoxie-Modell (Barer et al. 1970). Das Verstdndnis iiber die Rolle einzelner
Zelltypen auf die Umbauprozesse in den Lungengefdlen und im Herzen, der Einfluss
verschiedener Mediatoren und letztendlich die Entwicklung von vornehmlich
vasodilatativen Therapieansdtzen, von denen Patienten nun seit den 1980er Jahren

profitieren, sind hierauf zurtickzufiihren (Gali¢ et al. 2009a).



Grundlegend neue Ideen fiir die Behandlung ergaben sich durch die 1998
veroffentlichte Beschreibung der Gemeinsamkeiten von Neoplasien und der
Proliferation bei der PH von Voelkel und Tuder (Voelkel et al. 1998; Lee et al 1998).
Der Forschungsschwerpunkt verlagerte sich dadurch hin zu antiproliferativen

Wirkstoffen mit Ursprung in der Onkologie (Grimminger et al. 2010).

1.3 Klassifikation

Die Heterogenitidt des Krankheitsbildes und die Haufung von neuen Erkenntnissen
spiegeln sich in einem wiederholten Wechsel der Einteilung der PH wider. Urspriinglich
wurde sie auf dem 1. Symposium der Weltgesundheitsorganisation 1973 abhingig
davon, ob ein Ausldser eruierbar war oder nicht, in eine primére und eine sekundére
Form eingeteilt (Hatano 1975). Auf der 2. Weltkonferenz 1998 in Evian erfolgte eine
Gruppierung nach ,zugrunde liegenden Ursachen und klinischen Ahnlichkeiten®,
ebenso wie eine Schweregradeinteilung, die sich an den Kriterien der Herzinsuffizienz
nach der New York Heart Association (NYHA) orientiert (Fishman 2004) (Tabelle 1:
Funktionelle Schweregradeinteilung). Als Weiterentwicklung ist die Einteilung der 3.
Weltkonferenz 2003 in Venedig zu verstehen, bei der eine Gliederung in fiinf Gruppen
vorgenommen wurde, welche auch nach der 4. Weltkonferenz 2008 in Dana Point
grundsitzlich erhalten blieb (Rosenkranz und Erdmann 2008) (Tabelle 2: Dana Point
Klassifikation der PH (2008)). Die Einteilungskriterien sind von pathologischer,

pathophysiologischer sowie therapeutischer Natur.
Tabelle 1: Funktionelle Schweregradeinteilung

Klasse 1 Patienten mit pulmonaler Hypertonie ohne Einschrinkung der
korperlichen Aktivitidt. Normale korperliche Belastungen fiithren nicht
zu vermehrter Dyspnoe oder Miidigkeit, thorakalen Schmerzen oder
Schwicheanfallen.

Klasse 2 Patienten mit pulmonaler Hypertonie mit einer leichten Einschrinkung
der korperlichen Aktivitit. Keine Beschwerden in Ruhe. Normale
korperliche Aktivitdt fiihrt zu vermehrter Dyspnoe oder Miidigkeit,
thorakalen Schmerzen oder Schwécheanfillen.

Klasse 3 Patienten mit pulmonaler Hypertonie mit deutlicher Einschrankung der
korperlichen Aktivitdt. Keine Beschwerden in Ruhe. Bereits leichtere
als normale Belastungen fiihren zu Dyspnoe oder Miidigkeit,
thorakalen Schmerzen oder Schwécheanfillen.

Klasse 4 Patienten mit pulmonaler Hypertonie mit Unfdhigkeit, irgendwelche
korperliche Belastung ohne Beschwerden auszufiihren. Zeichen der
manifesten Rechtsherzinsuffizienz. Dyspnoe und/oder Miidigkeit
konnen bereits in Ruhe vorhanden sein. Bei geringster Aktivitdt
werden die Beschwerden verstérkt.
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Tabelle 2: Dana Point Klassifikation der PH (2008)

1. Pulmonal arterielle Hypertonie (PAH)

1.1 Idiopatische PAH (IPAH)

1.2 Erbliche Form PAH

1.2.1 BMPR2

1.2.2 ALK1, Endoglin (mit oder ohne hereditdrer hdmorrhagischer Telengiektasie)
1.2.3 Unbekannt

1.3 Medikamente/Giftstoffe

1.4 PAH assoziiert mit:

1.4.1 Kollagenosen

1.4.2 HIV-Infektion

1.4.3 Portale Hypertonie

1.4.4 Angeborenen Herzfehlern

1.4.5 Schistosomiasis

1.4.6 Chronisch-hdmolytischer Anédmie

1.5 Persistierende pulmonale Hypertonie der Neugeborenen

1’ Pulmonale venooklusive Erkrankung (PVOD) und/oder pulmonalkapilldre
Hamangiomatose (PCH)

2. Pulmonale Hypertonie bei linksventrikuldrer Herzerkrankung
2.1 Systolische Funktionsstorungen

2.2 Diastolische Funktionsstorungen

2.3 Herzklappenerkrankungen

3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankungen mit/ohne Hypoxédmie
3.1 Chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen
3.2 Interstitielle Lungenerkrankungen

3.3 andere Lungenerkrankungen mit gemischten restriktiven und obstruktiven
Mustern

3.4 Schlafapnoesyndrom

3.5 Zentrale alveoldre Hypoventilationssyndrome
3.6 Chronische Hohenkrankheit

3.7 Entwicklungsbedingte Fehlbildungen

4. Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH)

5. Pulmonale Hypertonie bei unklaren multifaktoriellen Mechanismen
5.1 Hamatologische Erkrankungen: Myeloproliferative Stérungen, Splenektomie

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

5.3 andere Erkrankungen (der Schilddriise, Glykogenspeicherkrankheit, Gaucher)

5.4 andere: Kompression der Pulmonalgefda3e durch Tumore, fibrosierende
Mediastinitis, dialysepflichtige chronische renale Insuffizienz



1.4 Pathologische und histologische Kennzeichen der PH

Die charakteristischen histopathologischen Kennzeichen finden sich vor allem bei
Patienten mit einer IPAH. Nichtsdestotrotz sind auch bei den anderen Gruppen in der
Klassifikation diese typischen aber nicht spezifischen Pathologien auffindbar. Die
sichtbaren Korrelate sind eine Bildung von in-situ Thrombosen, sowie der pulmonale
Gefaflumbau, die zu einer chronischen Erhohung des Druckes flihren (Rubin 1997). Die
typischen Verdnderungen finden sich primér in muskularisierten Pulmonalarterienisten
mit einem Durchmesser von < 500 um (Dorfmiiller et al. 2006). Im histologischen
Schnitt zeigt sich der GefaiBlumbau in allen drei Wandschichten. Es kommt zu einem
Einwandern von Fibroblasten und Myofibroblasten sowie glatten Muskelzellen in die
Intima, was zu einer Fibrosierung und letztendlich zur Bildung einer Neointima
zwischen dem Endothel und der Lamina elastica interna fiihrt. Ein {iberschieBendes
Wachstum von glatten Muskelzellen bewirkt eine Hypertrophie der Tunica media.
Diese manifestiert sich bereits zu einem frithen Krankheitszeitpunkt, hdufig noch bevor
andere Merkmale auftreten (McLaughlin et al. 2009). Die Tunica adventitia wird durch
eine Vermehrung der extrazelluldren Matrix und eine Erhohung der Fibroblastenzahl
verdickt (Abbildung 1: Pulmonalvaskuldres Remodeling) (Chazova et al. 1995).
Weiterhin konnen sich charakteristische plexiforme Lésionen zeigen. Die Léasionen sind
gefiillt mit endothelialisierten Kanidlen (Abbildung 2: Plexiforme Lésion) (Smith et al.
1990). Patienten mit PH weisen ferner eine Rarefizierung der kleinen prekapilldren
Arterien auf und es kommt zu einer Muskularisierung von peripheren Arteriendsten

(Meyrick et al. 1974; Rabinovitch 2008).



Abbildung 1: Pulmonalvaskulires Remodeling (EvG-Firbung Vergroflerung 200:1) Deutliche
Mediahypertrophie (1) und Fibrose der Adventitia (2) modifiziert nach (Dorfmiiller et al. 2006)
_' S O o l..l"d.t, é:'a{q F==s '.‘Q
" » b -$
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Abbildung 2: Plexiforme Lision (HE-Firbung Vergrofierung 100:1) Plexiforme Lésion mit myofibroblasterer
Anordnung (1) und endothelialisierten Kanélen (2) modifiziert nach (Dorfmiiller et al. 2006)
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1.5 Rolle des rechten Herzens im Kontext der PH

Von der Forschung héufig eher stiefmiitterlich behandelt und im Allgemeinen von
seiner Bedeutung her unterschétzt, spielt das rechte Herz bei der pulmonalen
Hypertonie eine zentrale Rolle. Im Vergleich zum linken Herzen ist das rechte Herz
muskelschwach und diinnwandig, muss es doch beim gesunden Menschen nur
Maximaldriicke von 20 bis 30 mmHg aufbauen (Cecconi et al. 2006). Hintergrund
hierfiir ist, dass es in den physiologischerweise durch einen niedrigen GefaBBwiderstand
gekennzeichneten Lungenkreislauf eingebunden ist. Die Fahigkeit zur Rekrutierung von
parallelen Kapillaren und die hohe Compliance der Lungengefd3e bedingen die gute
Anpassungsfiahigkeit an schwankende Volumenverhidltnisse und somit den niedrigen
Gesamtwiderstand. Unter akuter Druckbelastung wie bei einer Lungenembolie liegen
die Spitzendriicke, die im rechten Ventrikel (RV) erreicht werden kdnnen bei maximal
50 mmHg (Leschke und Wédlich 2007). Bei hoheren Driicken ist mit einer akuten
kardialen Dysfunktion zu rechnen. Eine chronische Widerstandserhhung, die bei einer
PH auftritt, bewirkt eine Adaptation des Myokards und erlaubt den Aufbau von h6heren
Driicken (Dias et al. 2002). Dies ist notwendig um trotz der erhohten Nachlast ein
addquates Auswurfvolumen aufrecht erhalten zu koénnen. In Folge der
Anpassungsprozesse vollfithrt der diinne, dem Septum und dem linken Herzen
anliegende rechte Ventrikel eine Konformationsinderung von einem Tetraeder bis
sichelféormigem Trapezoid hin zu einer Kugel, welche sogar die GréBe des linken
Ventrikels {iibersteigen kann (Abbildung 3: Schematische Darstellung der
Konformationsidnderung des rechten Ventrikels (Voelkel et al. 2006a). Im Verlauf stellt
sich eine zunehmende RV Insuffizienz ein, die durch eine kontraktile Dysfunktion,
Dilatation,  Trikuspidalinsuffizienz ~und ein  abnehmendes  Schlagvolumen
gekennzeichnet ist (Leschke und Wadlich 2007; Sandoval et al. 1994). Es entsteht ein
circulus vitiosus aus Insuffizienz und Myokardischdmie, dessen Endpunkt schlielich

das todliche Rechtsherzversagen ist (Budev et al. 2003; Cecconi et al. 2006).



——

A Normal B IPAH

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Konformationsiinderung des rechten Ventrikels (Voelkel et al.
2006a)

1.6 Zellulire Abliufe bei der PH

Jahrzehnte der Forschung haben eine hohe Zahl von verschiedenen Faktoren zu Tage
gefordert, welche die zelluldren Abldufe bei der PH kennzeichnen. Schon friih stand das
Missverhéltnis von vasoaktiven Mediatoren wie Stickstoffmonoxid (NO), Thromboxan-
A; (TXA;), Endothelin-1 (ET-1) oder Prostaglandin 12 (PGl;) im Fokus,
dementsprechend umfassend ist das Wissen hierzu. Angeborene und erworbene
Storungen im Stoffwechsel, die Rolle von Entziindung, eine gestérte Endothelfunktion,
der Einfluss auf die Extrazellulire Matrix durch Enzyme wie Matrixmetalloproteasen
(MMPs) sowie Elastasen und die Bildung von in-situ Thrombosen, sind des Weiteren
Aspekte der molekularen Abldufe im komplexen Gesamtbild der PH (Schermuly et al.
2011) (vgl. Abbildung 4: Molekulare Faktoren bei der PH). Von zunehmendem
Interesse ist auch das Zusammenspiel von Wachstumsfaktoren wie beispielsweise dem
Platelet-Derived-Growth-Factor (PDGF), dem Vascular-Endothelial-Growth-Factor
(VEGF), dem  Epidermalen-Wachstumsfaktor = (EGF), dem  Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren (FGF), dem Insulindhnlichen-Wachstumsfaktor-1 (IGF-1), dem
Transforming-Growth-Factor § (TGF-) und deren Rezeptoren auf Proliferation, Gefal3-
und Organumbau. Einen besonderen Stellenwert nehmen hierbei

Rezeptortyrosinkinasen ein, haben sie sich doch bereits als wirkungsvolles Ziel fiir neue
7



Therapien erwiesen (vgl. 1.9.1.2 Antiproliferative Therapie). Hervorzuheben ist
ebenfalls das beginnende Interesse an den zelluliren Ablaufen der

Rechtsherzhypertrophie.

Proteolysis

Collagen and extracellular
matrix depostition

Apoptosis

MMPs Smooth muscle cell

Platelet activity

; Elastase k differentiation and
and thrombosis VEGF E'\‘lr 01 oroliferation
PDGF PGI
EGF TX A2
TGF-B

Endothelial cell
differentiation and
migration

Expression of vasodilator
and vasoconstrictor peptides,
and growth factors

Inflammation Chemotaxis

Abbildung 4: Molekularen Faktoren bei der PH modifiziert nach (Barst 2005)

1.7 Molekulare Ablidufe beim kardialen Remodeling

Bei Patienten mit PH kommt es zu einem Remodeling des rechten Ventrikels. Dies
meint eine Umgestaltung bestehender Strukturen, betrifft Kardiomyozyten wie auch
kardiale Fibroblasten und ist definitionsgemall maladaptiv (Swynghedauw 1999). Es ist
bekannt, dass die kardiale Adaptation bei Sportlern Unterschiede zum Remodeling
aufweist (Frey und Olson 2003). Kennzeichnend fiir eine maladaptive Anpassung ist
etwa ein vermehrter Kollagengehalt im Myokard als Ausdruck einer Fibrose
(Medugorac 1980). Hypertrophiemarker wie das atriale natriuretische Peptid (ANP),
das Brain-Natriuretic-Peptide (BNP) und Endothelin-1 (ET-1) sind vermehrt
nachweisbar (Iemitsu et al. 2001) und es kommt zu einer gesteigerten Expression von
fetalen Isoformen bestimmter Strukturproteine, wie beispielsweise der P-Myosin-
Schweren-Kette (BMHC) gegeniiber der in adulten Zellen iiblichen a-Myosin-
Schweren-Kette (aMHC) (Izumo et al. 1988; Voelkel et al. 2006a). Ein weiteres
Kennzeichen des Remodeling ist das Auftreten von Myofibroblasten im Herzen, welche
iiber Marker wie a-2-Aktin (a-SMA) nachweisbar sind. Myofibroblasten sind mit
Ausnahme der Klappen nicht origindr im gesunden Herzen zu finden (Tomasek et al.
2002; Manabe et al. 2002). Kardiale Fibroblasten stellen den héufigsten Zelltyp im
Herzen dar (Baudino et al. 2006). Sie sind sowohl fiir den Aufbau von extrazellulédrer

Matrix, etwa Kollagen I und III, als auch fiir ihren Abbau durch Matrixmetalloproteasen
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verantwortlich. Des Weiteren produzieren sie Zytokine und Wachstumsfaktoren
(Pelouch et al. 1993). Damit sind sie die Stellgrof3e fiir interstitielle und perivaskuldre
Fibrose im Herzen. Uber die Bildung von parakrinen Faktoren kdnnen sie direkt
Einfluss auf die Hypertophie der Kardiomyozyten nehmen (Manabe et al. 2002). Im
Zuge der chronischen Druckbelastung des rechten Ventrikels kommt es weiterhin zu

einer zunehmenden reaktiven Fibrose.

1.8 Rezeptortyrosinkinasen und Wachstumsfaktoren

Mit Hilfe von Signalkaskaden konnen im Koérper durch relativ kleine Stimuli in Form
von Liganden wie etwa Zytokinen oder Wachstumsfaktoren {iber eine Beeinflussung
der Genexpression deutliche Verdanderungen bewirkt werden. So kdnnen beispielsweise
Proliferation, Angiogenese, Uberleben und Wachstum von Zellen gesteuert werden.
Eine zentrale Rolle spielen hierbei Rezeptortyrosinkinasen, welche eine Schaltstelle von
extra- zu intrazelluldrer Informationsiibertragung sind (vgl. Abbildung 5 Mechanismus
der Wirkung von  Rezpetortyrosinkinasen). Die gesamte Gruppe der
Rezeptortyrosinkinasen ldsst sich anhand von strukturellen Eigenschaften und
unterschiedlichem Bindungsverhalten in insgesamt etwa 20 Familien einteilen
(Robinson et al. 2000). Wachstumsfaktoren bewirken durch die Bindung an eine
extrazelluldr liegende Doméne die Dimerisierung und Aktivierung der Rezeptoren. In
Folge dessen kommt es zur Autophosphorylierung an intrazelluldr lokalisierten
Tyrosinstellen, welche als Andockstellen fiir Molekiile dienen, die SH2 oder PTB
Domainen tragen (Ullrich und Schlessinger 1990). Daraufhin kénnen Enzyme direkt
aktiviert werden oder intrazelluldre Signalkaskaden wie etwa der Ras/Raf/Erk1/2-MAP-

Kinase-Signalweg angestoflen werden (Pawson 1995).



Receptor Ligand Hetero/Homo  TK activation by
expression  binding dimerization  transphosphorylation
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Abbildung 5: Mechanismus der Wirkung von Rezeptortyrosinkinasen. Eine Ligandenbindung bewirkt eine
Dimerisierung von Rezeptoranteilen, was wiederum zu einer Autophosphorylierung fiihrt. Uber Kaskaden
wird die Genexpression beeinflusst. Modifiziert nach (Paul und Mukhopadhyay 2004)

Bei den aktivierenden Liganden handelt es sich in den meisten Féllen um
Wachstumsfaktoren. Im Speziellen konnte bei der vaskuldren Proliferation ein Einfluss
von PDGF sowie FGF, IGF-1 und EGF gezeigt werden (Barst 2005). Insbesondere
Platelet-Derived-Growth-Factor (PDGF) als Ligand und Platelet-Derived-Growth-
Factor-Receptor B (PDGFR p) als Zielstruktur haben ein breites Interesse geweckt, da
eine Uberexpremierung sowohl im Tiermodell als auch in PH Patienten nachweisbar ist
(Humbert et al. 1998; Schermuly et al. 2005; Perros et al. 2008). Die wichtige Rolle von
Rezeptortyrosinkinasen beim vaskuldren Umbau bei der PH ist nach dem heutigen
Stand der Forschung gesichert. Ein Hemmung beispielsweise durch Imatinib (STI 571,
Glivec®) beeinflusst das vaskuldre Remodeling im Tiermodell positiv (Schermuly et al.
2005) und zeigt gute Effekte bei Patienten (Ghofrani et al. 2005). Bei weitem weniger
klar ist hingegen, welchen Stellenwert Rezeptoryrosinkinasen bei der Entwicklung der
rechtsventrikuldren Hypertrophie haben und inwiefern eine Inhibition das myokardiale
Remodeling zu verdndern vermag. Es ist bekannt, dass Kardiomyozyten iiber Integrine
auf biomechanischen Stress mit einer Hypertrophie reagieren. Vermittelt wird dies iiber
eine Hemmung von SHP2. Uber die FAK, einem fokalen Adhisionsprotein und SRC
wird die PI3-Kinase aktiviert, welche wiederum MAP-Kinase Signalwege auslost
(Marin et al. 2008). Fiir Sorafenib konnte eine direkte Verbesserung der kardialen

Funktion im Monocrotalin-Modell nachgewiesen werden. Hierbei wurde eine Wirkung
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iiber den Raf-1 Kinase Signalweg angenommen, welcher ebenfalls {iber MAP-Kinasen
arbeitet (Klein et al. 2008). Des Weiteren wurde diskutiert, dass eine Hemmung dieses
Signalwegs iiber p38 einer Dekompensation des Herzens entgegenwirken kann (Kaiser
et al. 2004). Eine Verflechtung von Rezeptortyrosinkinasen in dieses komplexe
Signalsystem konnte fiir den Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) gezeigt
werden (Kagiyama et al. 2003). Ein Einfluss weiterer Rezeptortyrosinkinasen auf die
rechtsventrikuldre Hypertrophie erscheint somit durchaus mdglich und vor dem
Hintergrund neuer Therapien als lohnenswertes Ziel fiir weitere Forschung. In einem
Modell der linksventrikuliren Hypertrophie konnte eine PDGFR B Uberexpression
nachgewiesen werden (Akiyama et al. 1999). Auf Grund seiner zentralen Rolle in den
Lungengefdlen bei der PH bietet sich insbesondere PDGFR f fiir weitere

Untersuchungen am rechten Herzen an (Schermuly et al. 2005).

Unklarheit besteht beziiglich der Rolle des VEGF und seiner Rezeptorfamilie im
Kontext der PH. Physiologischerweise spielen sie eine wichtige Rolle beim Wachstum
und der Funktion von Endothelzellen respektive bei der Angiogenese. Verschiedene
Isoformen und Rezeptoren von VEGF sind in hohem Mafle in der Lunge exprimiert und
stellen ein iiberaus komplex reguliertes System dar (Voelkel et al. 2006b). Zahlreiche
Multikinaseinhibitoren besitzen die VEGFR Familie als Angriffspunkt und blockieren
so die Blutversorgung von Neoplasien. Man wei}, dass bei PH die VEGFR-I1-
Expression erhoht ist. In plexiformen Lésionen findet sich liberwiegend VEGFR-2
(Humbert et al. 2004). Wenig ist iiber die Rolle bekannt, die das VEGF System im
Herzen spielt. Dass es durchaus von Relevanz sein konnte, konnte in
Hypertrophiemodellen gezeigt werden. Nach Verengung der pulmonalen Ausflussbahn
zeigt sich ein verdndertes Genexpressionsprofil, welches unter anderem VEGF betrifft
(Izumo et al. 1988; Carroll et al. 1995). Es gibt Anhaltspunkte dafiir, dass sich durch
eine VEGFR Blockade aus einer kompensatorischen Linksherzhypertrophie ein
Herzversagen entwickeln kann und dass es zu einer Rarefizierung von Kapillaren
kommen kann (Izumiya et al. 2006). Demgegeniiber stehen Daten, nach denen eine
Uberexprimierung von VEGF zu einem kardialen Odem und zur Bildung von
abnormalen Gefallnetzwerken fiihrt (Dor et al. 2002). In der Synopse zeigt sich ein noch

uneinheitliches Bild mit weiterem Kldrungsbedarf.
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1.9 Therapie der PH

Die aktuellen gemeinsamen Leitlinien der European Respiratory Society und der
European Society of Cardiology von 2009 beschreiben allgemeine sowie spezifische
therapeutische MaBnahmen zur Behandlung der PH (Gali¢ et al. 2009a). Die
tatsdchliche Strategie varitert je nach der Zuordnung in die jeweiligen
Klassifikationsgruppen. Die Metaanalyse von 23 randomisierten klinischen Studien
verglich PH Patienten mit einer spezifischen Pharmakotherapie und Patienten die ein
Placebo erhielten und konnte beziiglich der Mortalitit eine Verbesserung um 43% und
hinsichtlich der Hospitalisierung eine Verbesserung um 61% belegen. Nichtsdestotrotz
ist die PH nach wie vor nicht heilbar und auch unter aktueller, leitliniengerechter

Therapie mit hohen funktionellen Einschrinkungen sowie einer hohen Mortalitét

behaftet (Gali¢ et al. 2009b).
1.9.1 Spezifische Pharmakotherapie

1.9.1.1 Vasodilatative Therapie

Kalziumkanalantagonisten

Seit Mitte der 1980er Jahre werden Kalziumkanalantagonisten bei der PH verwendet.
Nach einer vorausgehenden positiven Testung der Vasoreagibilitit im
Rechtsherzkatheter konnen sie primir bei IPAH & familidrer PAH den pulmonal
arteriellen Druck senken (Rich et al. 1992). Tatsdchlich liegt jedoch eine positive
Testung bei weniger als 10% der IPAH Patienten vor, was die Anwendung von

Kalziumkanalantagonisten deutlich einschriankt (Barst et al. 2009).
Prostazyklinanaloga

Bei PH Patienten findet sich durch eine verminderte Expression der
Prostazyklinsynthase am Endothel ein Mangel an Prostazyklin in den Lungengefaf3en.
Durch das Uberwiegen des Gegenspielers Thromboxan-A, kommt es zur
Vasokonstriktion, Proliferation, Entziindung und Thrombosierung (Gali¢ et al. 2003;
Giaid und Saleh 1995). Da Prostazyklin selbst sehr instabil ist, werden Analoga zur
Therapie verwendet, um dem beschriebenen Ungleichgewicht entgegenzuwirken. Die
Applikation erfolgt entweder intravends (Epoprostenol, Treprostinil, Iloprost), subkutan

(Treprostinil), inhalativ (Iloprost) oder oral (Iloprost, Beroprost) (Badesch et al. 2004).
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Phosphodiesterase-5 Inhibitoren (PDE-5 Hemmer)

Eine weitere Pathologie im pulmonalen Gefdllsystem von PH Patienten betrifft den
Stickstoffmonoxidstoffwechsel. Die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)
ist vermindert exprimiert. Somit fehlt Stickstoffmonoxid (NO), ein potenter
Vasodilatator, der weiterhin ein Proliferationshemmer von glatten Muskelzellen ist
(Gali¢ et al. 2005). Sildenafil wurde urspriinglich als oral verfiigbares Mittel gegen die
erektile Dysfunktion eingesetzt (Goldstein et al. 1998). PH Patienten profitieren durch
die hohe Expression der Phosphodiesterase-5 im Lungengefdl3system ebenfalls von
Hemmstoffen wie Sildenafil oder Tadalafil (Gali¢ et al. 2005; Barst et al. 2009).
Angesiedelt im Stickstoffmonoxidstoffwechsel baut die Phosphodiesterase-5 zyklisches
Guanosinmonophosphat (cGMP) ab, das durch die Guanylatzyklase gebildet wird.
CGMP vermittelt iiber Proteinkinase G und weitere Schritte die Vasodilatation
(Moncada und Higgs 1993). PDE-5 Hemmer bewirken somit iiber eine Erh6hung von
cGMP eine verstirkte Vasodilatation sowie eine schwache Hemmung der Proliferation
von glatten Muskelzellen in den pulmonalen Gefdflen (Gali¢ et al. 2005; Schermuly et
al. 2004). Durch die Senkung des Druckes in den Lungengefiflen kommt es sekundér zu
einer Entlastung des rechten Ventrikels. Ein direkter Einfluss auf den Umbau im

rechten Herzen scheint indes nicht zu bestehen (Schifer et al. 2009).
Endothelin-Rezeptoranatgonisten

Endothelin-1 (ET-1) ist ein starker Vasokonstriktor, der aulerdem die Proliferation von
Fibroblasten und glatten Muskelzellen induziert. Das Endothelinsystem ist in PH
Patienten verstirkt aktiv (Giaid et al. 1993). Die Wirkung von ET-1 wird {iber die
Rezeptoren ET und ETp vermittelt (Galié et al. 2004). Die idlteste Substanz aus der
Gruppe der Endothelin-Rezeptorantagonisten ist Bosentan. Es wirkt iiber eine duale
Hemmung von ET, und ETg (Channick et al. 2001; Gali¢ et al. 2008a). Die selektiven
ETA Hemmer Sitaxentan & Ambrisentan zeigten in Studien ebenfalls einen positiven

Effekt (Barst et al. 2006; Benza et al. 2008; Galié et al. 2005; Gali¢ et al. 2008b).
Kombinationstherapie

Auf Grund der unterschiedlichen pathophysiologischen Angriffspunkte der eingesetzten
Medikamente ldsst sich ein synergistischer Effekt bei einer kombinierten Gabe
vermuten (Barst et al. 2009). Dieser konnte in verschiedenen klinischen Studien

bestétigt werden (Bendayan et al. 2008; Hoeper et al. 2006; Launay et al. 2010; Mathai
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et al. 2007; Simonneau et al. 2008; Gali¢ et al. 2009b; Humbert et al. 2004). Die ideale
Kombinationstherapie in Bezug auf Arzneimittelinteraktionen und Nutzen ist aber

aktuell noch nicht bekannt (Fox et al. 2011).

1.9.1.2 Antiproliferative Therapie

Voelkel und Tuder stieBen einen Wechsel im Verstdndnis der PH an und stellten eine
gestorte Zell-Zell-Interaktion, die fehlende Apoptose und Hyperproliferation in den
Fokus des Interesses (Voelkel et al 1998; Lee et al. 1998). Auf diese Gemeinsamkeiten
mit malignen Erkrankungen griinden sich neue Therapieanséitze wie der Einsatz von
Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren. Als Wegbereiter ist hierbei Imatinib (Gleevec®) zu
sehen, ein Inhibitor der PDGFR Familie, BCR-ABL und Kit, das als Therapeutikum der
chronischen myeloischen Leukédmie erstmals in Erscheinung trat (Druker et al. 1996).
Zunéchst im Tiermodell, bald auch in Fallbeschreibungen und aktuell in einer Phase I11
Studie zeigt es positive Effekte, die liber die Wirkung der aktuellen Standardtherapie
deutlich hinausgehen (Schermuly et al. 2005; Ghofrani et al. 2005; Ghofrani et al. 2010)
(ClinicalTrials.gov  NCT00902174). Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren aus der
onkologischen Therapie haben teils ein sehr breites, teils ein schmaleres Spektrum an
beeinflussten Zielstrukturen. Inwiefern diese differenzierten Wirkprofile jeweils bei der

PH zu nutzen sein kdnnten, ist bis jetzt unzureichend geklért.

Sorafenib

Sorafenib (Nexavar®) (Abbildung 7) ist ein Multikinaseinhibitor, der fiir die Therapie
beim fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom sowie fiir die Behandlung des
Leberzellkarzinoms zugelassen ist. Er blockiert einerseits die Autophosphorylierung der
Serin-/Theroninkinasen Raf-1 und B-Raf, andererseits die der Rezeptortyrosinkinasen
der Vascular-Endothelial-Growth-Factor-Receptor Familie (VEGFR-1, VEGFR-2 und
VEGFR-3), den Platelet-Derived-Growth-Factor-Receptor § (PDGFR ) und Kit. Eine
positive Wirkung auf des anti-Remodeling in den Lungengefia3en sowie die Umkehr der
Hypertrophie im Herzen konnte experimentell gezeigt werden (Klein et al. 2008;
Moreno-Vinasco et al. 2008). Die Wirkung auf das Herz scheint unter anderem durch
den Raf-1 Signalweg vermittelt zu sein (Harris et al. 2004). Aktuell befindet sich
Sorafenib in einer Phase I Studie (ClinicalTrials.gov NCT00452218).
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Abbildung 6: Struktur von Sorafenib

1.10 Sunitinib

Bei Sunitinib (Sutent®) (Abbildung 8) handelt es sich um einen reinen
Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor mit einer Zulassung bei der Behandlung des
metastasierten Nierenzellkarzinoms, Imatinib-restistenten gastrointestinalen
Stromatumoren, die entweder metastasiert oder nicht resezierbar sind wund
neuroendokrinen Tumoren des Pankreas. Sunitinib zeichnet sich durch ein sehr weites
Wirkspektrum aus, das bei mindestens acht Zielstrukturen liegt. Darunter ist die
VEGFR Familie (VEGFRI-VEGFR3) Platelet-Derived-Growth-Factor-Receptor
(PDGFR o und PDGFR ), Kit, Flt-3 sowie der Colony-stimulating Factor-1 Receptor
(CSF-1R) und RET (Roskoski 2007; Kim et al. 2009). Eine erhohte Expression von
PDGFR o und PDGFR p ist bei der PH nachweisbar (Humbert et al. 1998; Perros et al.
2008). Weiterhin gibt es Hinweise darauf, dass Kit, welches auf der Oberfliche von
Mastzellen zu finden ist, iiber die Bildung von PDGF-A eine Rolle bei der Ausbildung
von kardialer Hypertrophie spielen konnte (Levick et al. 2009; Liao et al. 2010).
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Abbildung 7: Struktur von Sunitinib

1.11 Experimentelle Tiermodelle

Das Verstindnis fiir die Pathophysiologie der PH und somit die Entwicklung von
gezielten Therapien beruht zu einem grofen Teil auf Tiermodellen wie dem
Monocrotalin-Modell in der Ratte (Kay et al. 1967). Der limitierende Faktor im
Uberleben von PH Patienten ist meist eine Dekompensation des rechten Ventrikels
(Chin et al. 2005). Das rechte Herz verdndert sich bei angioproliferativen Modellen wie

dem Monocrotalin-Modell in Abhidngigkeit von der Schwere der PH und ist als
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sekundidrer Effekt zu sehen (Hessel et al. 2006). Um eine chronische Druckbelastung
mit resultierender Hypertrophie isoliert betrachten zu konnen und eine direkte Wirkung
von Therapieansétzen untersuchen zu konnen wird das pulmonary artery banding (PAB)

verwendet, eine operativ induzierte Pulmonalstenose (Faber et al. 2006).

1.11.1 Monocrotalin Modell

Entwickelt in den 1960 Jahren handelt es sich beim Monocrotalin-Modell um ein
Modell der PH, welches auf Entziindungsreaktionen beruht. Monocrotalin (MCT) ist ein
Pyrrolizidinalkaloid, das aus den Samen von Crotalaria spectabilis gewonnen wird.
Nach einmaliger intraperitonealer respektive subkutaner Injektion wird es durch
Cytochrome P450 3A4 in der Leber zu Dehydromonocrotalin (MCTP) verstoffwechselt
und dadurch toxifiziert (Pan et al. 1991). Es schédigt iiber einen noch nicht vollstindig
geklarten Mechanismus (Gomez-Arroyo et al. 2011) vermutlich direkt das Endothel der
Lungengefdfle und bewirkt eine endotheliale Dysfunktion (Rosenberg und Rabinovitch
1988). Die Folge ist eine progressiv verlaufende Entziindungsreaktion in der Tunica
adventitia mit einer starken Einlagerung von Kollagen sowie eine Hypertrophie der
Tunica media (Wilson et al. 1989). Weiterhin kommt es zur Muskularisierung von
eigentlich muskelfreien Arteriolen. Die hdmodynamische Belastung bewirkt eine
Hypertrophie des rechten Ventrikels. Es kommt zur Ausbildung eines Cor pulmonale

und in der liberwiegenden Zahl der Félle schlussendlich zum Tod (Meyrick et al. 1980).

1.11.2 Pulmonary artery banding (PAB)

Von Patienten mit einer angeborenen Pulmonalstenose ist bekannt, dass diese in
Abhingigkeit von der Schwere der Obstruktion ein Rechtsherzversagen entwickeln
konnen (Graham 1991; Hayes et al. 1993). Um bei der PH direkte Effekte auf das rechte
Herz betrachten zu konnen kann operativ eine Verengung der rechtsventrikuldren
Ausflussbahn mit Hilfe einer Naht oder eines Clips durchgefiihrt werden. Dies wurde
urspriinglich bereits 1924 beschrieben und zunichst auf Grund der schwierigen Technik
bei groBBeren Sdugetieren wie Hunden durchgefiihrt (Reid 1924; Tarnavski et al. 2004).
Eine Durchfiihrung bei kleineren Versuchstieren wie Ratten wird seit den letzten Jahren
etabliert. Es konnte gezeigt werden, dass es analog zu Patienten mit einer PH in Folge
der Druckbelastung zu einer Hypertrophie kommt, die in einer Dilatation, einer
eingeschriankten Pumpleistung, einer Fibrose sowie einer Rarefizierung der Kapillaren

des RV miindet (Schifer et al. 2009; Piao et al. 2010). Das PAB Modell ermdéglicht
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somit, zwischen direktem anti-Remodeling und sekundidren Effekten {iiber eine

Druckentlastung zu unterscheiden.

1.12 Ziele der Arbeit

Die pulmonale Hypertonie (PH) ist trotz neuer Therapien eine lebensbedrohliche
Erkrankung. Sie ist gekennzeichnet durch eine progressive Erhohung des Drucks in den
Lungengefdflen. Diese wird durch die Konstriktion und den Umbau der pulmonalen
GefiBe bewirkt. Limitierende Faktoren im Uberleben der Patienten sind allerdings die
pathologischen Zustéinde im rechten Herzen. Aus einer zu Beginn kompensatorischen
Hypertrophie entwickelt sich ein Rechtsherzversagen. Neue Therapieansitze zielen
darauf ab, diese Prozesse umzukehren. Diese Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten,
indem sie das Verstidndnis fiir die molekularen Abldufe im rechten Ventrikel verbessert
sowie die Eigenschaften des Rezeptortyrosinkinase-Inhibitors Sunitinib auf das rechte

Herz untersucht. Die konkreten Ziele der Untersuchung sind:

* Die Expression von Rezeptortyrosinkinasen im rechten Ventrikel in zwei
Modellen der rechtsventrikuldren Hypertrophie (MCT und PAB Modell)
nachzuweisen.

* Die Wirkung des Rezeptortyrosinkinase-Inhibitors Sunitinib auf die
Héamodynamik in vivo zu untersuchen.

* Die Beeinflussung von Hypertrophie und Fibrose im rechten Herzen durch
Sunitinib im MCT und PAB Modell aufzuzeigen.

* Die Wirkung von Sunitinib auf die Proliferation von kardialen Fibroblasten in

vitro zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Reagenzien und Substanzen
Reagenzien und Substanzen
Acrylamid
Amonium persulfat
bFGF
Bovines Serum Albumin (BSA)
B-Mercaptoethanol
Calcium Chlorid
Chloroform
DC-Protein Assay
DEPC Wasser
dNTP Mix
ECL Plus Western Blotting Detection System
EGF
Ethanol absolut
Fetales Kélber Serum (FCS)
Glycin
[*H]-Thymidin
HBSS
ImProm-IIt™ Reverse Transcriptase
ImProm-IIty 5x Reaktions Puffer
Isopropanol
Kardiale Fibroblasten (Ratte) (RCF)
Magnesium Chlorid
Methanol
Milchpulver
18

Hersteller

Roth, Deutschland
Roth, Deutschland
PeproTech, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Bio-Rad, USA

Roth, Deutschland
Promega, USA
Amersham, UK
PeproTech, USA
Riedel-de Haén, Deutschland
Biowest, USA
Sigma-Aldrich, USA
Amersham, UK
Invitrogen, USA
Promega, USA
Promega, USA
Roth, Deutschland
Cell Applications Inc., USA
Promega, USA
Fluka, Deutschland
Roth, Deutschland



Natriumdodecylsulfat
Natronlauge

Oligo(dT);s Primer

PDGF-BB
Phenymethanesulfonyl fluoride (PMSF)
Phosphate-buffered saline (PBS)
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG
Ponceau S Losung

2-Propanol

Protease Inhibitor Cocktail
Rainbow Protein Marker

RCF Basalmedium

RCF Wachstumsmedium

RIPA Puffer

RNase Away

Rnasin® Ribonuklease Inhibitor
Salzsdure

SDS Solution, 10% w/v
Sorafenib

Sunitinib
Tetramethylethylendiamin
Trichlor Essigsdure

Tris buffered saline (TBS)
Tris-Hcl

Trizol

Trypsin/EDTA
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Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Promega, USA
PeproTech, USA

Fluka, Germany
Sigma-Aldrich, USA
Invitrogen, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Fluka, Deutschland
Roche, Schweiz
Amersham, UK

Cell Applications Inc., USA
Cell Applications Inc., USA
Santa Cruz, USA

Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Promega, USA
Promega, USA

Bayer, Deutschland
Pfizer, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Invitrogen, Deutschland

Sigma-Aldrich, USA



2.1.2 Geriate und Verbrauchsmaterial

Gerite und Verbrauchsmaterial
Autoklaviergerit

Beta Counter

BioDoc Analyzer

Centrifuge 5417D
Elektrophoresekammern
Eppendorf-Reaktionsgetall

Falcon Gefil3e

Film Kassetten

Fliissigstickstoff
Phasenkontrastmikroskop
Gefrierschrianke (+4°C, -20 °C, -80 °C)
Heizblock

Homogenisator Precellys
Hypersensitiver Rontgenfilm
Infinite® 200 Mikroplatten Reader
Inkubator (Zellkultur)

Inolab PH-Meter

Magnetriihrer

Multifuge Zentrifuge

Mx3000P® qPCR

Netzteil

Nitrocellulosemembranen
PCR-Thermocycler

PCR Tube Stripes

Petrischalen & Zellkulturgeféf3e
Pipetten, Pipetboy & Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filter
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Hersteller

Tuttnauer, Niederlande
Canberra Packard, Deutschland
Biometra Deutschland
Eppendorf, USA

Biometra, Deutschland
Eppendorf, USA

Greiner Bio-One, Deutschland
Kodak, USA

Linde, Deutschland

Leica, Deutschland

Bosch, Deutschland

Grant Industries, UK

PegLab, Deutschland
Amersham, UK

Tecan, Schweiz

Hera Cell Heraeus, Deutschland
WTW, Deutschland

Heidolph, Deutschland
Heraeus, Deutschland
Stratagene, USA

Biometra, Deutschland
Bio-Rad, USA

Biometra, Deutschland
Eppendorf, USA

Greiner Bio-One, Deutschland
Eppendorf, USA

Nerbe Plus, Deutschland



Precellys Keramik Kit PegLab, Deutschland

Rainbow Marker Amersham, UK

Rontgenfilm Kodak, USA

Schiittler Biometra, Deutschland
Serologische Pipetten Greiner Bio-One, Deutschland
Spektrophotometer PegLab, Deutschland
Tumbling Table WT17 Biometra, Deutschland
Vortexer VWR, Deutschland
Wasserbad (Zellkultur) Medingen, Deutschland
Western Blot Kammern Biometra, Deutschland
Zellkulturflaschen und Platten Greiner Bio-One, Deutschland

2.1.3 Antikorper

Priméarantikorper Hersteller
Maus anti-GAPDH monoklonaler Antikorper Sigma-Aldrich, USA
Kaninchen anti-PDGFR-f polyklonaler Antikorper Santa Cruz, USA

Kaninchen anti-p-PDGFR-f (Tyr 1021) polyklonaler Santa Cruz, USA

Antikorper

HRP-gekoppelte Sekundirantikorper Hersteller
Kaninchen anti-Maus IgG Sigma-Aldrich, USA
Ziege anti-Kaninchen IgG Pierce, USA

2.1.4 Primer

Alle Olginonukleotid-Primer wurden liber Metabion (Deutschland) bezogen.

Gen (Ratte) Vorwirtsprimersequenz Riickwirtsprimersequenz

ANP 5" TCAAGCTGCTTCGGGGGTAG 3’ 5> ACCTCTCAGTGGCAATGCGA 3’
BNP 5" CAGCTGCCTGGCCCATCACT 3’ 5> GCTCCAGCAGCTTCTGCATCGT 3’
aSMA 5> GGCACCCAGGGCCAGAGTCA 3’ 5" TGACACCCTGGTGACGGGGC 3’

Kollagen3al 5> CCCTGCTCGGAATTGCAGAGACC3’ 5 CCGCGGGACAGTCATGGGAC ¥’

oaMHC 5> CGGACACTGGAGGACCAGGC 3’ 5> GCCTAGCCAGCTCGCCGTTC 3’
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PMHC 5> ACCGGAGAATCCGGAGCTGGT 3’ 5> CAAGGTGCCCTTGCCTGGGG 3’

HPRTI 5> GACTTTGCTTTCCTTGGTCA 3° 5> AGTCAAGGGCATATCCAACA ¥
PBGD 5> CAAGGTTTTCAGCATCGCTACCA 3> 5> ATGTCCGGTAACGGCGGC 3’

KIT 5> GGCCACTCACACGGGCAAAT ¥ 5> CCTGTGGGTCTGTCAGGGGG ¥’
VEGFR 1 5’ TAACTGCCGAGGACGCAGGG ¥’ 5> GCCCAGTGGGTAGAGAGGTGG 3’
VEGFR 2 5> ATAGCCCGGAACGCTACCCC 3° 5> CCCTGGCCCGCAAAGTC ¥’
VEGEFR 3 5> CCAGACCCTCACCTGCACCA 3’ 5> CGATGGGGTTCACAGCGTCC 3’
PDGFR a 5> AAGTGGTCAACGCCTCAGCG 3’ 5> GTGCGGAGGACGCAGGG ¥’

PDGFR 5> CGTGTGAAGGTGTCAGAAGCGG 3° 5> GCCCCGACAGCGGAGTATCT 3°

CSF-1R 5> TGCAAGGCTGTTGTGAACGCT 3° 5> TGAGTGAGTGGCCGAGCACA 3°
Flt-3 5> TGTGGGAAGGAACAACACCGG 3’ 5> GCATCAGATTTGTGGGTACGC 3°
RET 5> GATGGCGAAAGCGAGGTCCG 3’ 5> AGCTGGGCACTTCTCCAGGG 3’

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Fiir die Experimente wurden méannliche Ratten (Rattus norvegicus) des Zuchtstammes
Sprague-Dawley verwendet. Diese wurden iiber die Firma Charles River Laboratories,
Research Models and Services, Germany GmbH in Sulzfeld bezogen. Die Haltung
erfolgte im Tierstall der Medizinischen Klinik II des Universitdtsklinikums Giessen.
Die Ratten hatten Zugang zu Altromin® Standarddidtfutter und Wasser. Die
Beleuchtungsdauer betrug 12 Stunden pro Tag, die Umgebungstemperatur im Mittel
25°C. Die Genehmigungen fiir die Tierversuche wurden bei den Regierungsprisidien
Giessen und Darmstadt eingeholt und sind unter den Aktenzeichen GI 20/10 Nr.
17/2010, GI 20/10 Nr. 68/2007 und B2 191 einzusehen.

2.2.1.1 Monocrotalin Modell

Ausgewachsenen Sprague-Dawley Ratten mit einem Korpergewicht von 300-350 g
wurden subkutan 60 mg/kg Monocrotalin respektive das Losungsmittel injiziert. Dies
geschah unter Isofluranandsthesie. Die 21-Tage-Kontrolltiere erhielten am Tag 1 eine
subkutane Monocrotalininjektion, die Organentnahmen erfolgten am Tag 21. Die
iibrigen Tiere wurden 21 Tage nach der MCT Injektion fiir die zweimal tigliche Gabe
von Sunitinib (10 mg/kg; 5 mg/kg; 1 mg/kg pro Tag,), die einmal tigliche Gabe von
Sorafenib (10 mg/kg pro Tag) oder einem Placebo randomisiert. Die Behandlung

dauerte bis zum Tag 35 an.
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Die experimentellen Gruppen gliederten sich wie folgt:

Tabelle 3: Ubersicht MCT Gruppe

Kontrolle n=38
MCT + Placebo 21 Tage n=4
MCT + Placebo 35 Tage n=12
MCT + Sunitinib 10 mg/kg n=9
MCT + Sunitinib 5 mg/kg n=9
MCT + Sunitinib 1 mg/kg n=_§
MCT + Sorafenib 10 mg/kg n=7

2.2.1.2 PAB Modell

Das PAB Modell imitiert eine Rechtsherzbelastung wie sie bei einer PH auftritt. Es
wurden minnliche Sprague-Dawley Ratten mit einem Korpergewicht von 180-200 g
verwendet. Die Tiere wurden mit 3% Isofluran narkotisiert, intubiert und beatmet.
Wihrenddessen wurde die Pulmonalarterie mit einer 0,9 mm weiten Titanklammer
verengt (Hemoclip®, Edward Weck, Research Triangle Park, NC, USA) Dies entspricht
einem Stenosegrad von etwa 60%. AnschlieBend wurde der Brustkorb verschlossen.
Kontrolltiere wurden scheinoperiert. Sieben Tage nach der Prozedur wurden die Tiere
fiir die zweimal tdgliche Gabe von Sunitinib (10 mg/kg), die einmal tdgliche Gabe von
Sorafenib (10 mg/kg) oder einem Placebo iiber 14 Tage bzw. 7 Tage randomisiert. Die

Organentnahme erfolgte am Tag 7 respektive am Tag 21.

Tabelle 4: Ubersicht PAB Gruppe

Scheinoperierte (Sham) n=9
PAB 7 Tage + Placebo n=>5
PAB 21 Tage + Placebo n=11
PAB 21 Tage + Sunitinib 10 mg/kg n=11
PAB 21 Tage + Sorafenib 10 mg/kg n=11

2.2.2 Bestimmung der himodynamischen Parameter
Fiir die himodynamischen Messungen wurden die Ratten mit Ketamin und Xylazine
1.p. andsthesiert. Die linke Arteria carotis und die rechte Jugularvene wurden

freiprdpariert, punktiert und mit Druckabnehmern versehen. Der vendse
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Druckabnehmer wurde bis in den rechten Ventrikel vorgeschoben. Die typische
dreigipfelige und atemverschieblichen Druckkurve diente zur Lagekontrolle des
Rechtsherzkatheters. Die von den fliissigkeitsgefiillten Druckabnehmern registrierten
Driicke wurden verstarkt, digitalisiert und auf einen Personal Computer iibertragen.
Nach der Kalibrierung wurden die Werte fiir 10 — 20 Minuten aufgezeichnet. Es wurde
der systolische Druck im RV (RVSP) sowie der systolische Druck im Korperkreislauf
bestimmt (SAP).

Fiir die Durchfiihrung dieser Versuche und der himodynamischen Messungen danke ich

der Arbeitsgruppe.

2.2.3 Bestimmung des Organgewichts

Der rechte Ventrikel wurde von dem linken Ventrikel und dem Septum getrennt. Das
Feuchtgewicht der beiden Organanteile wurde bestimmt. Die RV Hypertrophie wurde
als Verhiltnis von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel und dem Septum angegeben.
Die Organanteile wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei

-80°C gelagert.
Fiir die Gewichtsbestimmungen danke ich ebenfalls der Arbeitsgruppe.

2.2.4 Gewinnung der RNA aus den rechten Ventrikeln

Es wurden 50 mg des zu untersuchenden Organs abgewogen und 0,5 ml Trizol
hinzugegeben. Die Masse wurde homogenisiert und im Anschluss zehn Minuten bei
Raumtemperatur ruhen gelassen. Dann wurden 200 pl Chloroform hinzugegeben, die
Proben durch Schiitteln gemischt und erneut bei Raumtemperatur fiir zehn Minuten
stehen gelassen. Im Anschluss hieran fand eine Zentrifugation bei 10500 RPM fiir 15
Minuten statt. Die oberste, wéssrige Phase wurde vorsichtig abpipettiert und in ein
ribonuklease freies Behiéltnis tiberfiihrt. Es wurden nun 250 pl Isopropanol zugegeben
und durch Invertieren vermischt. Daraufhin folgte erneut eine Ruhephase von zehn
Minuten bei Raumtemperatur. Der folgende Zentrifugationsschritt fand bei 10500 RPM
statt und dauerte zehn Minuten. Das nun sichtbare RNA Pellet wurde durch vorsichtiges
Abkippen und Abpipettieren von dem wissrigen Uberstand befreit und mit 500 ul 75%
Ethanol gewaschen. Hierzu fand eine Zentrifugation bei 6600 RPM fiir fiinf Minuten
statt. Der Uberstand wurde erneut vorsichtig entfernt und Fliissigkeitsreste um das
Pellet abpipettiert. Dieses wurde nun 15 Minuten bei Raumtemperatur zum Trocknen

gelagert. Nun folgend wurde das Pellet in 25 ul DEPC freiem Wasser resuspendiert und
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fiir zehn Minuten bei 55 °C inkubiert um die RNA in Losung zu bringen. Mit Hilfe
eines NanoDrop Spektrophotometer wurde die Qualitdt und Konzentration der RNA
validiert. Die gewonnenen Proben wurden bei -80 °C gelagert. Die zuvor beschrieben
Schritte fanden wenn nicht anders erldutert auf Eis statt. Die Zentrifugationsschritte

wurden bei +4 °C durchgefiihrt.

2.2.5 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Mit Hilfe eines bestimmten Enzyms, der Reversen-Traskriptase, ist es moglich, RNA in
eine stabilere Form umzuwandeln, die cDNA. Fiir diese Reaktion wurde das ImProm II
System von Promega genutzt. Es arbeitet in zwei Schritten. Zundchst wurde 1 pg RNA
mit oligo(dT);s-Primer (0.5 pg/ul) auf ein Gesamtvolumen von 5 pl gebracht und fiir
sechs Minuten bei 70 °C inkubiert. Im Anschluss wurde das vorbereitete
Reaktionsgemisch (Tabelle 5) hinzugegeben und fiir fiinf Minuten bei 25 °C, dann fiir
60 Minuten bei 42 °C und abschlieBend fiir weitere 15 Minuten bei 70 °C inkubiert. Die
Lagerung der cDNA erfolgte bei -20 °C.

Tabelle 5: Ansatz fiir die cDNA-Synthese

Komponenten Konzentration Volumen
Nuklease freies Wasser - 4ul
ImProm-II 5X Reaktionspuffer Ix 4ul

25 mM MgCl, 5mM 4ul

10 mM dNTP Mix 0,5 mM lul
RNasin® Ribonuklease Inhibitor (1U/ul) 11U Tl
ImProm-II Reverse Transkriptase (1U/ul) 1U Tl
Gesamt Volumen 15ul

2.2.6 Real time quantitative PCR (RTq-PCR)

Die Real time quantitative PCR ist ein Verfahren, das auf der herkémmlichen PCR
beruht und bei gleichzeitiger Vermehrung die Quantifizierung bestimmter Genprodukte
ermoglicht. Als Grundlage dienten das Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG
von Invitrogen und das MX3000p qPCR Gerdt von Stratagene. Die

Reaktionskomponenten wurden nach entsprechendem Schema pipettiert:
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Tabelle 6: RTq-PCR Reaktionsansatz

Komponenten Konzentration Volumen
SYBR Green qPCR SuperMix-UDG 2x  Ix 12,5ul
50mM MgCl, S5SmM 2ul

ROX 0,5ul

10 uM Vorwirtsprimer 0,2 uM Tl

10 uM Riickwartsprimer 0,2 uM Tl
cDNA der jeweiligen Probe Tl
Nuklease freies Wasser Tul

In den Negativkontrollen wurde die cDNA durch nukleasefreies Wasser ersetzt. Der

Ablauf der 40 einzelnen Arbeitszyklen gestaltete sich wie folgt:

Tabelle 7: Ablauf der RT-qPCR Zyklen

Aktivierung 50 °C 2 Minuten
Denaturierung 95°C 2 Minuten
Hybridisierung 59 °C 30 Sekunden
Verldngerung 72 °C 30 Sekunden

Die Auswertung erfolgte nach der AA Ct-Methode. Der cycle threshold (Ct-Wert), also
der RT-gPCR Zyklus an dem die Fluoreszenz iiber den Wert der Hintergrund
Fluoreszenz stieg, wurde sowohl fiir das zu untersuchende Gen wie auch fiir ein
unabhingiges Referenzgen bestimmt. Als Referenzgene dienten die Porphobilinogen
Desaminase (PBDG) bzw. die Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT1). Der
Ct-Wert des Zielgens in den einzelnen Gruppen wurde vom Ct-Wert des Referenzgens
subtrahiert um den ACt-Wert zu erhalten. Durch die Subtraktion der ACt-Werte der
jeweiligen Zielgruppen von den ACt-Werten der Kontrollgruppe wurde der AA Ct-Wert
berechnet. Bei der Darstellung der Sunitinib Zielrezeptoren wurden die ACt-Werte
verwendet. Dies geschah, um die Unterschiede zu den Kontrollgruppen besser sichtbar

machen zu konnen.

2.2.7 Proteinisolation aus den rechten Ventrikeln
Es wurden 100 mg der Organe abgewogen und mit 800 pl kaltem RIPA Lysispuffer
versetzt. Zuvor wurden ein Protease-Inhibitor-Cocktail sowie PMSF und

Natriumorthovanadat hinzugegeben. Die Masse wurde zerkleinert und im Anschluss fiir
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30 Minuten bei 12000 RPM und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen

und bei -80 °C gelagert. Das Pellet wurde verworfen.

2.2.8 Analyse der Proteinkonzentration

Als Grundlage fiir die Konzentrationsbestimmung diente das DC-Protein Assay von
Bio-Rad, das auf dem Lowry-Test basiert. Hierbei kommt es zunidchst zur Reaktion von
Kupfertartrat mit den Proteinen in einem alkalischen Milieu. Der Kupferproteinkomplex
reduziert in einem zweiten Schritt die dazugegebene Folinreagenz und erzeugt so eine
Blaufdarbung mit einem Absorptionsmaximum bei 750 nm. Die Messung erfolgte mit
einen Tecan Mikrotiterplatten Reader. Als Standard diente bovines Serumalbumin
(BSA) in den Konzentrationen 2 pg/ul, Tpg/ul, 0,5ug/ul und 0,25 pg/ul. Es wurde im

Doppelansatz gearbeitet.

2.2.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektophorese (SDS-PAGE)

Die Proteinproben wurden in ihren Konzentrationen angeglichen, im Verhéltnis 4:1 mit
5-fach SDS Probenpuffer versetzt und fiir fiinf Minuten bei 100 °C aufgekocht. um eine
Denaturierung zu erreichen. Das SDS bewirkt eine Angleichung der
Ladungsverhéltnisse und ermoglicht somit eine Auftrennung im elektrischen Feld
anhand der ProteingroBle. Die verwendeten Gele setzten sich aus einem 6% Sammel-
und einem 7,5% Trenngelanteil zusammen. Die Elektrophorese fand in
Kammermodulen der Firma Biometra statt und wurde in Laufpuffer fiir etwa eineinhalb
Stunden bei 120 V und Raumtemperatur durchgefiihrt. Es wurde fiir jedes Gel ein
Rainbow Marker der Firma Amersham zur Bestimmung der Proteingro3e geladen. Es
wurden jeweils 15 pg Protein der einzelnen Proben fiir den GAPDH Antikorper bzw. 30

ug Protein fiir die tibrigen Antikorper verwendet.

Tabelle 8: Zusammensetzung des Laufpuffers

Zielkonzentration
Tris-HC1 25 mM
Glycin 192 mM
SDS 10% 0.1%

27




Tabelle 9 Zusammensetzung der Polyacrylamidgele

Sammelgel (6%) Menge Trenngel (7,5%) Menge
Aqua dest. 1,34 ml | Aqua dest. 2,65 ml
0,5M Tris; pH=6,8 0,625 ml | 1,5M Tris; pH=8,9 1,5 ml
10% SDS 25 ul 10% SDS 60 pul
Acrylamid 0,5 ml Acrylamid 0,5 ml
10% APS 12,5 ul 10% APS 30 ul
TEMED 2,5 ul TEMED 6 ul

2.2.10 Western Blotting
Die aufgetrennten Proteine wurden in einer mit Transferpuffer gefillten

Blottingkammer vom Gel auf Nitrocellulosemembranen iibertragen. Dies geschah bei

100 V fiir eine Stunde unter Kiihlung.

2.2.11 Antikorperinkubation und Entwicklung

Die Nitrocellulosemembranen wurde entnommen und in 5% fettfreie Milch/TBST
gegeben und fiir eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Anschliefend wurden die
Membranen mit den entsprechenden, in Milch verdiinnten Primérantikoérpern inkubiert.
Dies geschah fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Schiittler und wurde iiber
Nacht bei +4 °C im Kiihlschrank fortgesetzt. Am néchsten Tag wurden die Membranen
zunéchst dreimal fiir zehn Minuten mit TBST gewaschen und dann fiir eine Stunde
unter Schiitteln mit einem gegen den Primérantikdrper gerichteten Sekundirantikorper
inkubiert. Dieser war mit Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt. Nach Ablauf der Zeit
wurde die Membran erneut nach zuvor beschriebenem Schema mit TBST gewaschen
dann eine ECL-Losung von Amersham hinauf gegeben und fiinf Minuten unter
Lichtabschirmung einwirken gelassen. Zur Darstellung wurden abhédngig von der

Signalintensitidt normale oder hypersensitive Filme verwendet.

2.2.12 Membranstripping

Je nach Notwendigkeit wurden die verwendeten Membranen mit einem Strippingpuffer
(Tris 0,5M pH 6,8; SDS 10%, p-Mercaptoethanol & Aqua dest.) versetzt und fiir 30
Minuten bei 60 °C unter Schiitteln inkubiert, mit TBST gewaschen, dann mit 5%
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fettfreier Milch/TBST geblockt und anschlieBend neu mit einem Primérantikorper

inkubiert.

2.2.13 Bandenquantifizierung

Die Quantifizierung des Proteingehalts wurde mit dem Biometra Illuminator und der
BioDoc Software durchgefiihrt. Als Referenzwert diente die Intensitit der
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH).

2.2.14 Zellkultivierung

Die Grundlage fiir die Zellkulturexperimente stellten kardiale Fibroblasten der Ratte
(RCF) dar, welche von der Firma Cell Applications bezogen wurden. Diese wurden aus
Sprague-Dawley Ratten isoliert und in Passage zwei kryokonserviert. Die Zellen
wurden mit einem RCF Wachstumsmedium (Cell Applications Inc.) erndhrt und bei 37
°C in einer Atmosphére mit 5% CO2 und 95% O2 gelagert. Um das Wachstum zu
iiberpriifen wurde ein Phasenkontrastmikroskop verwendet. Das Wachstumsmedium
wurde alle drei Tage gewechselt bis eine Wachstumsdichte von etwa 80% erreicht war.
Es folgte eine weitere Subkultivierung fiir die die Zellen mit warmem PBS gewaschen
und anschlieBend mit Trypsin/EDTA Ldsung angedaut wurden um sie von der
Oberfliche zu losen. Zur Neutralisierung diente eine gefilterte FCS Losung. Die
Zellzahl wurde in einer Zdahlkammer bestimmt und entsprechend der Anforderungen in

Wachstumsmedium gegeben und erneut ausgesit.

2.2.15 [3H]Thymidin-Proliferationsassay

Die Messung der Proliferation basiert bei diesem Assay auf der Inkorporation von
radioaktivem Thymidin in die replizierte DNS und deren Bestimmung durch einen
Szintillationszéhler. Vor der Stimulation mit spezifischen Wachstumsfaktoren bzw. der
Behandlung mit den Inhibitoren wurden die Zellen fiir 24 Stunden mit einem RCF
Basalmedium  behandelt, um einen Einfluss des zuvor verwendeten
Wachstumsmediums auszuschlieen. Die Stimulation erfolgte mit PDGF-BB, EGF und
bFGF (Tabelle 10).

Tabelle 10: Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktor Konzentration
Platelet-Derived-Growth-Factor BB (PDGF-BB) 30 ng/ml
Epidermal-Growth-Factor (EGF) 50 ng/ml
Basic-Fibroblast-Growth-Factor (bFGF) 50 ng/ml
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Als Inhibitor diente Sunitinib in verschiedenen Konzentrationen (Tabelle 11).

Tabelle 11: Inhibitor
Inhibitor Konzentration
Sunitinib 3 nM; 10 nM; 30 nM; 100 nM, 300 nM

Die Experimentanordnung erfolgte auf 48-Well Platten. Die GruppengroBe betrug
jeweils Fiinf. Jedes Experiment wurde drei mal unabhidngig voneinander durchgefiihrt.

Die Ergebnisse wurden gemittelt.

Tabelle 12: Experimentanordnung Proliferationsassay

Basal | Wachstumsfaktor | WF  + | WF + | WF +|WF +|WF +
Sunitinib | Sunitinib | Sunitinib | Sunitinb | Sunitinb
3nM 10 nM 30 nM 100nM | 300 nM

Basal | Wachstumsfaktor | WF  + | WF + | WF +|WF +|WF +
Sunitinib | Sunitinib | Sunitinib | Sunitinb | Sunitinb
3nM 10 nM 30 nM 100nM | 300 nM

Basal | Wachstumsfaktor | WF  + | WF + | WF +|WF +|WF +
Sunitinib | Sunitinib | Sunitinib | Sunitinb | Sunitinb
3nM 10 nM 30 nM 100nM | 300 nM

Basal | Wachstumsfaktor | WF  + | WF + | WF +|WF +|WF +
Sunitinib | Sunitinib | Sunitinib | Sunitinb | Sunitinb
3nM 10 nM 30 nM 100nM | 300 nM

Basal | Wachstumsfaktor | WF  + | WF + | WF +|WF +|WF +
Sunitinib | Sunitinib | Sunitinib | Sunitinb | Sunitinb
3nM 10 nM 30 nM 100nM | 300 nM

RCF Basalmedium wurde fiir alle Gruppen auBler der Kontrollgruppe mit einem der
Wachstumsfaktoren versetzt. Weiterhin wurden alle Gruppen bis auf eine mit dem
Inhibitor in beschriebener Konzentration behandelt. Nach 20 Stunden wurde zu allen
Gruppen [‘H]Thymidin gegeben, nach weiteren vier Stunden folgten zwei
Waschschritte mit HBSS Puffer und eine Inkubation in kaltem Methanol fiir 15 Minuten
bei +4 °C. Danach wurden die Zellen fiir 15 Minuten mit 10% TCA inkubiert um die

Nukleinsduren auszufdllen. Im Anschluss hieran folgten zwei Waschschritte mit
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Aquadest und die Lysierung der Zellen mit 0,1 M Natronlauge unter Schiitteln fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur. Die Messung erfolgte mit dem Canberra-Packard -

counter und wurde als Detektionen pro Minute (CPM) angegeben.

2.2.16 Statistische Auswertung

Die GraphPad Prism 5 Software diente als Grundlage fiir die statistische Auswertung.
Verwendet wurde die 1-way ANOVA mit Student-Newman-Keuls Post-Hoc-Test.
Werte mit einer Irrtums-Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurden als statistisch
signifikant betrachtet. P < 0,01 wurde als zweifach, p < 0,001 als dreifach signifikant
bewertet. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert = SD (Standardabweichung)

angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Ubersicht iiber die gewonnenen Daten
* Tierexperimentell im MCT und im PAB Modell:
o mRNA Bestimmung im RV
= Rezeptorexpression der Sunitinib-Zielstrukturen
=  Hypertrophiemarker (ANP, BNP, aMHC, MHC)
= Fibrosemarker (Kollagen 3al, aSMA)
o PDGFR f Proteinexpression im RV
o Strukturelle Parameter
= Verhiltnis des rechten Ventrikels zum linken Ventrikel
und dem Septum (RV/(LV+S)) als Marker fiir die
Rechtsherzhypertrophie
o Himodynamische Parameter
=  Rechtsventrikuldr systolischer Druck
= Systemischer-arterieller Blutdruck
* In der Zellkultur:

o Proliferation kardialer Fibroblasten
3.2 MCT Modell

3.2.1 mRNA-Expressionsprofil der Sunitinib Zielstrukturen

Die mRNA-Expression der Sunitinib Zielstrukturen VEGFR 1-3, PDGFR o und 3, KIT,
CSF-1R, FlIt3 und RET wurde in rechten Ventrikeln von gesunden Kontrolltieren sowie
in Tieren die sich drei Wochen bzw. fiinf Wochen nach der Injektion mit MCT
befanden und eine PH mit rechtsventrikuldrer Hypertrophie entwickelt hatten,
untersucht. Drei Wochen nach MCT Injektion zeigten sich bereits Tendenzen zu einer
erhohten Expression fiir PDGFR o und 3, sowie CSF-1R. In den Tieren, die fiinf
Wochen nach Injektion untersucht wurden, war ein signifikanter Anstieg der oben
genannten Parametern gegeniiber den Kontrolltieren festzustellen (Abbildung 10). Bei
VEGFR 1-3 zeigten sich keine eindeutigen Tendenzen zwischen den Gruppen
(Abbildung 8). Fiir RET, KIT sowie Flt-3 konnten keine Verdnderungen zwischen den
Kontrollen und den erkrankten Tieren festgestellt werden (Abbildung 9).
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Abbildung 8: mRNA Expression von Vascular-Endothelial-Growth-Factor-Receptor 1-3 (VEGFR 1-3) im
rechten Ventrikel von Ratten. Dargestellt ist das Niveau der mRNA von VEGFR 1-3 im RV von Kontrolltieren
sowie in Tieren drei und fiinf Wochen nach Monocrotalin Injektion. Angegeben als ACT Wert, ermittelt in RTq-PCR

und normalisiert gegen die Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-1.

Kontrolle: Gesunde Kontrolltiere n=4
MCT 3WKk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT n=4
MCT 5WKk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=4
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Abbildung 9: mRNA Expression von KIT, RET und FIt-3 im rechten Ventrikel von Ratten. Dargestellt ist das

Niveau der mRNA von KIT, RET und Flt-3 im RV von Kontrolltieren sowie in Tieren drei und fiinf Wochen nach
Monocrotalin Injektion. Angegeben als ACT Wert, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert gegen die Hypoxanthin-

Phosphoribosyl-Transferase-1.

Kontrolle: Gesunde Kontrolltiere n=4
MCT 3WKk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT n=4
MCT 5WKk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=4
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Abbildung 10: mRNA Expression von Platelet-Derived-Growth-Factor-Receptor (PDGFR o, PDGFR ) und
CSF-1R im rechten Ventrikel von Ratten. Dargestellt ist das Niveau der mRNA von PDGFR «, PDGFR { und
CSF-1R im RV von Kontrolltieren sowie in Tieren drei und fiinf Wochen nach Monocrotalin Injektion. Alle Werte
sind als ACT angegeben, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert gegen die Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-

1. *p<0,05; ** p<0,01 MCT vs. Kontrolle.

Kontrolle: Gesunde Kontrolltiere n=4
MCT 3WKk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT n=4
MCT 5WKk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=4

3.2.2 Proteinexpression von PDGFR 3 im rechten Ventrikel

Das Proteinexpressionprofil des PDGFR 3 im RV wurde im Western Blot {iberpriift.
Verglichen wurden gesunde Ratten und Tiere mit PH und rechtsventrikuldrer
Hypertrophie fiinf Wochen nach MCT Injektion. Fiir die Normalisierung wurde ein
Antikorper gegen die  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase  (GAPDH)
verwendet. Es wurden ein regulirer PDGFR f Antikorper, sowie ein Phospho-
Antikorper gegen die Phosphorylierungsstelle am Tyrosin 1021 genutzt, um eine
Aussage tiber die Rezeptoraktivitit treffen zu konnen. Gegeniiber den Kontrollen zeigte
sich in den MCT Tieren bei der densitometrischen Auswertung eine signifikant erhohte

Expression von PDGFR 3 und p-PDGFR § (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Proteinexpression von Platelet-Derived-Growth-Factor-Receptor B und phospho-Platelet-
Derived-Growth-Factor-Receptor f im rechten Ventrikel von gesunden Ratten und an pulmonaler Hypertonie
erkrankten Ratten fiinf Wochen nach Monocrotalin Injektion. Im Western Blot und nach densitometrischer
Quantifizierung zeigte sich eine signifikant héhere Expression von PDGFR 3 und p-PDGFR B in den MCT Tieren
gegeniiber den Kontrollen. Die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde zur Kontrolle der
Proteinbeladung genutzt. Alle Werte sind als Mittelwert + SD angegeben. ** p < 0,01; *** p < 0,001 MCT 5 Wk

versus Kontrolle.

Kontrolle: Gesunde Kontrolltiere n=3
MCT 5WKk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=3

3.2.3 Verhiiltnis des rechten Ventrikel zum linken Ventrikel und Septum

Als MaB fiir die rechtsventrikuldire Hypertrophie wurde das Gewicht des rechten
Ventrikels im Vergleich zum linken Ventrikel und dem Septum bestimmt und als
Verhiltnis angegeben. Gegeniiber der Kontrollgruppe (0,26 (= 0,01)) war bei MCT
Placebo das Verhiltnis signifikant erhoht (0,58 (+ 0,14)). Sowohl unter Sunitinib als

auch unter Sorafenib verringerte sich das rechtsventrikuldre Gewicht gegeniiber dem
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des restlichen Herzens signifikant. Das Verhiltnis verringerte sich bei Sorafenib auf
0,32 (£ 0,05). Bei Sunitinib fiel das Verhéltnis dosisabhingig auf 0,47 (= 0,16); 0,39 (=
0,11); bzw. 0,38 (+ 0,10) (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Verhiltnis vom rechten Ventrikel zu linkem Ventrikel und Septum. Die Injektion von MCT fiihrt
nach fiinf Wochen zu einer signifikanten Erhéhung der rechtventikuldren Hypertrophie. Diese ist unter Sunitinib und
Sorafenib Gabe deutlich riicklaufig. *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05 Gruppen versus MCT Placebo, # p<0.001 —

MCT Placebo versus Kontrolle.

Kontrolle: Gesunde Kontrolltiere n=2_8
MCT Placebo: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=12
Sorafenib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=7
Sunitinib 1mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 1 mg/kg/d Sunitinib n=_8
Sunitinib 5 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 5 mg/kg/d Sunitinib n=9
Sunitinib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=9

3.2.4 Rechtsventrikulirer systolischer Druck

Uber einen durch die rechte Vena jugularis eingebrachten Katheter wurde der
systolische Druck im rechten Ventrikel gemessen. Dieser war in der Kontrollgruppe im
Mittel bei 29,43 mmHg (+ 6,27). In der MCT Placebo Gruppe stieg der Druck
signifikant auf Werte an, die im Mittel bei 70,91 mmHg (£ 15,15) lagen. Im Vergleich
hierzu waren in der Sorafenib Gruppe die Werte signifikant niedriger (47,5 mmHg (£
6,06)). In den Sunitinib Gruppen fiel der Druck dosisabhédngig ab (60,14 mmHg (+
12,59); 55 mmHg (+ 14,18); 48,78 mmHg (+ 9,24)) (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Verinderung des rechtsventrikuliren systolischen Drucks (RVSP) durch Monocrotalin und die
Senkung durch Sorafenib und Sunitinib. Der RVSP ist in der MCT Placebogruppe signifikant gegeniiber den
Kontrollen erhoht und fillt bei der Gabe von Sunitinib und Sorafenib ab. *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05 Gruppen
versus MCT Placebo, # p<0.001 MCT Placebo versus Kontrolle.

Kontrolle: Gesunde Kontrolltiere n=_8
MCT Placebo: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=12
Sorafenib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=7
Sunitinib 1mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 1 mg/kg/d Sunitinib n=2_8
Sunitinib 5 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 5 mg/kg/d Sunitinib n=9
Sunitinib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=9

3.2.5 Systemisch-arterieller Blutdruck

Die Messung des systemisch-arteriellen Blutdrucks erfolgte in der linken Arteria
carotis. In der Gruppe, die mit Sorafenib behandelt wurde zeigte sich eine moderate,
aber signifikante Erhohung des Blutdrucks im Mittel auf 151,67 mmHg (£ 7,53)
gegeniiber MCT Placebo. In den {ibrigen Gruppen fanden sich keine Abweichungen.
Hier lag der SAP im Mittel bei 127,91 mmHg (£ 19,65).
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Abbildung 14: Der systemisch-arterielle Blutdruck im Monocrotalin Modell. In der Gruppe die mit Sorafenib

ﬂ-
%,

behandelt wurde war der SAP gegentiber MCT Placebo erhoht. * p<0.05 MCT Placebo versus Gruppen.

Kontrolle: Gesunde Kontrolltiere n=_§
MCT Placebo: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=12
Sorafenib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=7
Sunitinib 1mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 1 mg/kg/d Sunitinib n=_8
Sunitinib 5 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 5 mg/kg/d Sunitinib n=9
Sunitinib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=9

3.2.6 mRNA Expression von Hypertrophiemarkern im rechten Ventrikel

Als molekulare Marker fiir die rechtsventrikuldre Hypertrophie wurden zum einen die
natriuretischen Peptide ANP und BNP bestimmt sowie die Verdnderung der kardialen
Strukturproteine aMHC und BMHC untersucht. Die Expression der mRNA wurde mit
Hilfe von RTq-PCR gepriift. Sowohl die Werte fiir ANP als auch fiir BNP waren flinf
Wochen nach MCT Injektion und Gabe eines Placebos deutlich erhoht. Sunitinib konnte
ab einer Konzentration von 5 mg/kg die Expression von ANP und BNP signifikant
senken. Unter der Gabe von 10 mg/kg Sorafenib sank die ANP-Expression signifikant,
die von BNP nur in der Tendenz (Abbildung 15 und 16). Die Strukturproteine aMHC
und BMHC verhielten sich bei der rechtsventrikuliren Hypertrophie gegensinnig. Es
kam zu einer verstirkten Expression von eigentlich fetaler BMHC gegeniiber der im
gesunden, reifen Herzmuskel vorkommenden aMHC (Abbildung 17 und 18). Dies
konnte fiir die MCT 5 Wk Gruppe gezeigt werden. Gegeniiber der als X-Achse
normierten Kontrollgruppe war die Expression von MHC in MCT 5 Wk deutlich
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erhoht, die von aMHC hingegen gesenkt. Sunitinib und Sorafenib vermochten diese

Tendenz umzukehren.

ANP
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Abbildung 15: mRNA Expression des atrialen natriuretischen Peptids (ANP) im rechten Ventrikel. ANP ist
gegeniiber der Kontrolle signifikant erhoht. Sowohl Sorafenib als auch Sunitinib senken die Expression signifikant.
Fiir Sunitinib gilt dies ab 5 mg/kg. Alle Werte sind als AACT angegeben, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert

gegen die Porphobilinogen-Desaminase. * p<0.05 MCT Placebo versus Gruppen.

MCT 5 Wk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=4
Sorafenib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=4
Sunitinib 1mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 1 mg/kg/d Sunitinib n=4
Sunitinib 5 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 5 mg/kg/d Sunitinib n=4
Sunitinib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=4
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Abbildung 16: mRNA Expression von Brain Natriuretic Peptide (BNP) im rechten Ventrikel. BNP ist
gegeniiber der Kontrolle signifikant erhoht. Sorafenib senkt die Expression in der Tendenz. Sunitinib senkt die
Expression ab einer Konzentration von 5 mg/kg signifikant. Alle Werte sind als AACT angegeben, ermittelt in RTq-

PCR und normalisiert gegen die Porphobilinogen-Desaminase. * p<0.05 MCT Placebo versus Gruppen.

MCT 5 Wk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=4
Sorafenib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=4
Sunitinib 1mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 1 mg/kg/d Sunitinib n=4
Sunitinib 5 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 5 mg/kg/d Sunitinib n=4
Sunitinib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=4
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Abbildung 17: mRNA Expression von a-Myosin-Schwere-Kette (¢ MHC) im rechten Ventrikel. cMHC ist
gegeniiber der Kontrolle signifikant erniedrigt. Sorafenib und Sunitinib heben die Expression signifikant auf das
Niveau der Kontrollgruppe. Alle Werte sind als AACT angegeben, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert gegen die

Porphobilinogen-Desaminase. ** p<0.01 MCT Placebo versus Gruppen.

MCT 5 Wk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=4
Sorafenib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=4
Sunitinib 1mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 1 mg/kg/d Sunitinib n=4
Sunitinib 5 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 5 mg/kg/d Sunitinib n=4
Sunitinib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=4
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Abbildung 18: mRNA Expression von B-Myosin-Schwere-Kette (MHC) im rechten Ventrikel. PMHC ist
gegeniiber der Kontrolle signifikant erhoht. Sorafenib und Sunitinib senken die Expression in der Tendenz. Alle

Werte sind als AACT angegeben, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert gegen die Porphobilinogen-Desaminase.
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MCT 5 Wk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=4

Sorafenib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=4
Sunitinib 1mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 1 mg/kg/d Sunitinib n=4
Sunitinib 5 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 5 mg/kg/d Sunitinib n=4
Sunitinib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=4

3.2.7 mRNA-Expression von Fibrosemarkern im rechten Ventrikel

Neben der Hypertrophie des RV wurde die Expression von Fibrosemarkern auf der
mRNA-Ebene durch RTq-RCR iiberpriift. Als Marker diente die mRNA von Kollagen
3al als ein hédufiges Protein in der extrazelluldren Matrix von fibrotischen Herzen sowie
a-2-Aktin (aSMA) als Strukturprotein von Fibroblasten. Beide Marker waren in MCT
5 Wk deutlich hoher exprimiert als in den Kontrollen (Abbildung 19 und 20). Kollagen
3al fiel sowohl ab einer Sunitinib Konzentration von 5 mg/kg, als auch bei der Gabe
von 10 mg/kg Sorafenib signifikant ab. Bei aSMA konnte Sunitinib bereits ab 1 mg/kg

eine deutliche Wirkung zeigen. Fiir Sorafenib lag ein noch starkerer Einfluss vor.

Kollagen 3a1

8_
Bl MCT5 Wk
1 Sorafenib 10mg/kg
6 B Sunitinib 1mg/kg
4 * Bl Sunitinib 5mg/kg
S 4 * . I Sunitinib 10mg/kg
4 —_
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Abbildung 19: mRNA Expression von Kollagen 3al im rechten Ventrikel. Sorafenib senkt die Expression von
Kollagen 3al signifikant, Sunitinib ebenfalls ab einer Dosis von 5 mg/kg. * p<0.05 MCT Placebo versus Gruppen

Alle Werte sind als AACT angegeben, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert gegen die Porphobilinogen-

Desaminase.

MCT 5 Wk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=4
Sorafenib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=4
Sunitinib 1mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 1 mg/kg/d Sunitinib n=4
Sunitinib 5 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 5 mg/kg/d Sunitinib n=4
Sunitinib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=4
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Abbildung 20: mRNA Expression von o-2-Aktin (¢ SMA) im rechten Ventrikel. Sorafenib senkt die Expression
von aSMA signifikant, Sunitinib ebenfalls ab einer Dosis von 1 mg/kg. *** p<0.001,** p<0.01,* p<0.05 MCT
Placebo versus Gruppen. Alle Werte sind als AACT angegeben, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert gegen die

Porphobilinogen-Desaminase.

MCT 5 Wk: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage Placebo n=4
Sorafenib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=4
Sunitinib 1mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 1 mg/kg/d Sunitinib n=4
Sunitinib 5 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 5 mg/kg/d Sunitinib n=4
Sunitinib 10 mg/kg: 21 Tage nach Injektion von 60 mg/kg MCT + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=4

3.3 PAB Modell

3.3.1 mRNA-Expressionsprofil der Sunitinib Zielstrukturen

Die mRNA-Expression der bekannten Sunitinib Zielstrukturen VEGFR 1-3, PDGFR a
und B, KIT, CSF-1R, FIt3 und RET wurde im RV von scheinoperierten Ratten (Sham)
sowie in Tieren mit verengter pulmonaler Ausflussbahn untersucht. Es wurden PAB
Ratten verwendet, deren Pulmonalarterien fiir eine und drei Wochen geclippt waren. Ein
deutlicher Anstieg in der Expression von PDGFR a und $ war in der ,,Ein-Wochen-
Gruppe“ zu beobachten. In der ,Drei-Wochen-Gruppe® normalisierte sich die
Expression wieder auf das Niveau der Sham Gruppe. Beim CSF-1R war ein
signifikanter Anstieg in Woche Eins und Drei gegeniiber Sham zu beobachten
(Abbildung 23). Bei der Expression von VEGFR 1-3 zeigten sich keine eindeutigen
Tendenzen zwischen den Gruppen (Abbildung 21). Fiir RET, KIT sowie FIt-3 konnten
keine Verdnderungen zwischen der Sham Gruppe und den beiden PAB Gruppen

beobachtet werden. (Abbildung 22).
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Abbildung 21: mRNA Expression von Vascular-Endothelial-Growth-Factor-Receptor 1-3 (VEGFR 1-3) im
rechten Ventrikel von Ratten. Dargestellt ist das Niveau der mRNA von VEGFR 1-3 in RV von Shamtieren sowie
Ratten eine und drei Wochen nach PAB. Angegeben als ACT Wert, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert gegen

Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-1.

Sham: Scheinoperierte Kontrolltiere n=>5
PAB 1 Wk: PAB fiir 7 Tage n=>5
PAB 3 WKk: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo n=>5
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Abbildung 22: mRNA Expression von KIT, RET und FIt-3 im rechten Ventrikel von Ratten. Dargestellt ist das
Niveau der mRNA von KIT, RET und Flt-3 in RV von Shamtieren sowie Ratten eine und drei Wochen nach PAB.

Angegeben als ACT Wert, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert gegen Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-1.

Sham: Scheinoperierte Kontrolltiere n=>5
PAB 1 Wk: PAB fiir 7 Tage n=>5
PAB 3 WKk: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo n=>5
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Abbildung 23: mRNA Expression von Platelet-Derived-Growth-Factor-Receptor (PDGFR o, PDGFR ) und
CSF-1R im rechten Ventrikel von Ratten. Dargestellt ist das Niveau der mRNA von PDGFR «, PDGFR { und
CSF-1R in RV von Shamtieren sowie Ratten eine und drei Wochen nach PAB. Angegeben als ACT Wert, ermittelt in

RTq-PCR und normalisiert gegen Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase-1. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001

PAB vs. Sham.

Sham: Scheinoperierte Kontrolltiere n=>5
PAB 1 Wk: PAB fiir 7 Tage n=>5
PAB 3 WKk: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo n=>5

3.3.2 Proteinexpression von PDGFR f im rechten Ventrikel

Das Proteinexpressionprofil des PDGFR 3 im RV wurde im Western Blot {iberpriift.
Verglichen wurden scheinoperierte Ratten (Sham) und Tiere mit PAB, eine Woche und
drei Wochen nach Einbringen des Hémoclips. Fiir die Normalisierung wurde die
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) bestimmt. Es wurden ein
reguldarer PDGFR  Antikorper sowie ein phospho-Antikérper verwendet, um eine
Aussage iiber die Rezeptoraktivitit treffen zu konnen. In der densitometrischen Analyse
fanden sich keine signifikanten Verdanderungen, gleichwohl in der Tendenz eine hohere
Expression von PDGFR B und p-PDGFR B in PAB 1Wk gegeniiber Sham
auszumachen war (Abbildung 24). Diese Entwicklung war bei PAB 3 Wk fiir beide
Antikorper leicht riicklaufig.
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Abbildung 24: Proteinexpression von PDGFR f und p-PDGFR f in rechten Ventrikel von Shamtieren und
PAB Tieren nach einer und drei Wochen. Im Western Blot und nach densitometrischer Quantifizierung zeigte sich
eine tendenziell hohere Expression von PDGFR {3 und p-PDGFR f in der PAB 1 Wk Gruppe gegentiber Sham. In der
PAB 3 Wk Gruppe war die Expression geringer und néherte sich leicht dem Niveau der Sham Gruppe an. GAPDH

wurde zur Kontrolle der Proteinbeladung genutzt. Alle Werte sind als Mittelwert + SD angegeben.

Sham: Scheinoperierte Kontrolltiere n=3
PAB 1 Wk: PAB fiir 7 Tage n=3
n=3

PAB 3 WKk: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo

3.3.3 Verhiiltnis von rechten Ventrikel zum linken Ventrikel und Septum

Die Tiere mit einer Stenose in der pulmonalen Ausflussbahn entwickelten eine
rechtsventrikuldre Hypertophie. Das Verhéltnis von RV zum LV und Septum erreichte
bei PAB Placebo im Mittel 0,66 (+ 0,09) gegentiber 0,30 (= 0,05) bei der Shamgruppe.
Sowohl unter Sunitinib als auch unter Sorafenib Behandlung verringerte sich das RV
Gewicht gegeniiber dem des restlichen Herzens signifikant. Das Verhiltnis verringerte

sich bei Sunitinib auf 0,56 (+ 0,05), bei Sorafenib auf 0,54 (= 0,08) (Abbildung 25).

46



0.8+

0.6- —

RVI(LV4+S)
©
B

0.2+

0.0- T

¥ °

s e\”fo & " & g
Q& Q& Q&

Abbildung 25: Verhiltnis vom rechten Ventrikel zum linken Ventrikel und Septum. Die Einengung der
pulmonalen Ausflussbahn fiihrt nach drei Wochen zu einer signifikanten Erhohung der RV Hypertrophie. Diese ist
unter Sunitinib und Sorafenib Gabe deutlich riickldufig. **p<0.01 versus PAB Placebo, #p<0.001 — PAB Placebo

versus Sham.

Sham: Scheinoperierte Kontrolltiere n=9
PAB Placebo: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo n=11
PAB Sunitinib: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=11
PAB Sorafenib: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=11

3.3.4 Rechtsventrikuliirer systolischer Druck

Nachdem durch den Hadmoclip eine Stenose der pulmonalen Ausflussbahn erreicht
wurde, konnten bei allen Tieren kompensatorisch hohe Driicke rechtsventrikulér
systolisch bestimmt werden. Die Erhoéhung des Drucks war sowohl fiir die PAB
Placebogruppe wie auch fiir die behandelten Gruppen signifikant gegeniiber Sham
erhoht. Im Mittel betrug der RVSP fiir die PAB Gruppen 69,06 mmHg (£ 12,70)
gegeniiber 32,13 mmHg (£ 5,36) bei Sham. Die hdmodynamischen Messungen wurden

iiber einen Rechtsherzkatheter durchgefiihrt (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Rechtsventrikulérer systolischer Druck (RVSP) im PAB Modell. Die mechanische Einengung der

pulmonalen Ausflussbahn bewirkt die Erhohung des RVSP. Der RVSP ist in den Gruppen mit einem PAB signifikant

gegeniiber Sham erhoht. #p<0.001 PAB Placebo versus Sham.

Sham: Scheinoperierte Kontrolltiere

PAB Placebo: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo

PAB Sunitinib: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib
PAB Sorafenib: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib

n=9

n=11
n=11
n=11

3.3.5 Systemisch-arterieller Blutdruck

Die Messung des systemisch-arteriellen Blutdrucks in der linken Arteria carotis zeigte

keine signifikanten Verdnderungen zwischen Sham und den PAB Gruppen. Die Gabe

von Sunitinib oder Sorafenib verdnderte den SAP nicht. Im Mittel Betrug der SAP

152,54 mmHg (+ 25,64) (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Der systemisch-arterielle Blutdruck (SAP) im PAB Modell

Sham: Scheinoperierte Kontrolltiere n=9
PAB Placebo: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo n=11
PAB Sunitinib: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=11
PAB Sorafenib: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=11

3.3.6 mRNA-Expression von Hypertrophiemarkern im rechten Ventrikel

Als molekulare Marker fiir die rechtsventrikuldre Hypertrophie wurden zum einen die
natriuretischen Peptide ANP und BNP bestimmt sowie die Verdnderung der kardialen
Strukturproteine aMHC und BMHC untersucht. Die Expression der mRNA wurde mit
Hilfe von RTq-PCR gepriift. Sowohl die Werte fiir ANP als auch BNP waren nach 21
Tagen nach PAB und Gabe eines Placebos deutlich erhoht. Sunitinib konnte die
Expression von ANP und BNP signifikant senken. Unter der Gabe von Sorafenib sank
die ANP und BNP Expression ebenfalls signifikant. Die Strukturproteine aMHC und
BMHC verhielten sich bei der rechtsventrikuldren Hypertrophie gegensinnig. Es kam zu
einer verstdrkten Expression von eigentlich fetaler BMHC gegentiber der im gesunden,
reifen Herzmuskel vorkommenden aMHC. Dies konnte fiir die PAB 21 Tage Gruppe
gezeigt werden. Gegeniiber der als X-Achse normierten Kontrollgruppe war die
Expression von fMHC in PAB 21d deutlich erhoht, die von aMHC hingegen gesenkt.

Sunitinib und Sorafenib vermochten diese Tendenz umzukehren (Abbildung 28-31).
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Abbildung 28: mRNA-Expression des atrialen natriurtischen Peptids (ANP) im rechten Ventrikel. ANP ist
gegeniiber Sham signifikant erhoht. Sowohl Sorafenib als auch Sunitinib senken die Expression signifikant. **
p<0.01 PAB Placebo versus Gruppen. Alle Werte sind als AACT angegeben, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert

gegen die Porphobilinogen-Desaminase.

PAB 21d: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo n=>5
Sorafenib 10 mg/kg: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=4
Sunitinib 10 mg/kg: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=>5
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Abbildung 29: mRNA-Expression des Brain-Natriuretic-Peptide (BNP) im rechten Ventrikel. BNP ist
gegeniiber Sham signifikant erhoht. Sowohl Sorafenib als auch Sunitinib senken die Expression signifikant. ***
p<0.001,** p<0.01 PAB Placebo versus Gruppen. Alle Werte sind als AACT angegeben, ermittelt in RTq-PCR und

normalisiert gegen die Porphobilinogen-Desaminase.

PAB 21d: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo n=>5
Sorafenib 10 mg/kg: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=4
Sunitinib 10 mg/kg: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=>5
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Abbildung 30: mRNA-Expression von o-Myosin-Schwere-Kette (¢ MHC) im rechten Ventrikel. oMHC ist
gegeniiber der Kontrolle signifikant erniedrigt. Sorafenib und Sunitinib heben die Expression signifikant. ***
p<0.001 PAB Placebo versus Gruppen. Alle Werte sind als AACT angegeben, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert

gegen die Porphobilinogen-Desaminase.

PAB 21d: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo n=>5
Sorafenib 10 mg/kg: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=4
Sunitinib 10 mg/kg: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=>5
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Abbildung 31: mRNA-Expression von B-Myosin-Schwere-Kette (BMHC) im rechten Ventrikel. PMHC ist
gegeniiber Sham signifikant erhoht. Sorafenib und Sunitinib senken die Expression in der Tendenz. Alle Werte sind

als AACT angegeben, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert gegen die Porphobilinogen-Desaminase.
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PAB 21d: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo n=>5
Sorafenib 10 mg/kg: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=4
Sunitinib 10 mg/kg: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=>5

3.3.7 mRNA-Expression von Fibrosemarkern im rechten Ventrikel

Neben der Hypertrophie wurde die Expression von Fibrosemarkern auf der mRNA
Ebene durch RTq-PCR iiberpriift. Als Marker diente die mRNA von Kollagen 3al,
welches ein hdufiges Protein in der extrazelluldren Matrix von fibrotischen Herzen ist
sowie aSMA als Strukturprotein von Fibroblasten. Beide Marker waren in PAB 21d
deutlich hoher expremiert als in den scheinoperierten Tieren. Kollagen 3al fiel unter
Sunitinib Gabe signifikant ab sowie bei Gabe von Sorafenib. Bei aSMA konnten
sowohl Sunitinib als auch Sorafenib ebenfalls eine deutliche Wirkung zeigen, wobei der

Einfluss von Sunitinib stiarker war (Abbildung 32 und 33).
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Abbildung 32: mRNA Expression von Kollagen 3al im RV. Kollagen 3al ist signifikant gegeniiber Sham erhdht.
Sorafenib und Sunitinib senken die Expression von Kollagen 3al signifikant. * p<0.05 PAB Placebo versus Gruppen

Alle Werte sind als AACT angegeben, ermittelt in RTq-PCR und normalisiert gegen die Porphobilinogen-

Desaminase.

PAB 21d: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo n=>5
Sorafenib 10 mg/kg: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=4
Sunitinib 10 mg/kg: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=>5
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Abbildung 33: mRNA Expression von a-2-Aktin (¢SMA) im rechten Ventrikel. aSMA ist in PAB 21d
signifikant héher exprimiert als in Sham. Sorafenib senkt die Expression von aSMA signifikant, Sunitinib ebenfalls.
*#% p<0.001 PAB Placebo versus Gruppen. Alle Werte sind als AACT angegeben, ermittelt in RTq-PCR und

normalisiert gegen die Porphobilinogen-Desaminase.

PAB 21d: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage Placebo n=>5
Sorafenib 10 mg/kg: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sorafenib n=4
Sunitinib 10 mg/kg: PAB fiir 7 Tage + 14 Tage 10 mg/kg/d Sunitinib n=>5

3.4 Antiproliferative Effekte von Sunitinib auf kardiale Fibroblasten

Es wurde der Einfluss von verschiedenen Wachstumsfaktoren auf die Proliferationsrate
von kardialen Fibroblasten untersucht. Dieser Zelltyp ist im iiberwiegenden Malle fiir
die Bildung von extrazelluldrer Matrix im Herzen verantwortlich und vermittelt so die
Fibrose als Teil der strukturellen Verdnderungen im RV bei PH. Bei den verwendeten
Wachstumsfaktoren handelte es sich um den basic Fibroblast Growth Factor (bFGF),
den Epidermal Growth Factor (EGF), sowie den Platelet Derived Growth Factor-BB
(PDGF-BB). Alle vermochten innerhalb von 24 Stunden eine signifikante Erh6hung der
Proliferation liber das Basalniveau hinaus zu induzieren (Abbildung 34-36). Durch
Sunitinib war es moglich, eine dosisabhingige Hemmung der Proliferation bis auf das
Basalniveau zu erreichen. In den mit bFGF durchgefiihrten Experimenten war die
Proliferation ab einer Konzentration von 30 nM im Basalmedium signifikant niedriger
(Abbildung 34). Ahnlich verhielt es sich bei der Induktion durch EGF. Auch hier
konnte ab einer Konzentration von 30 nM ein signifikanter Abfall in der Proliferation
der Fibroblasten beobachtet werden (Abbildung 35). Fiir die PDGF-BB Versuchsreihen
zeigte sich ein noch stirkerer Einfluss von Sunitinib, der bereits bei 10 nM signifikant

war (Abbildung 36).
53




bFGF

15000~
5
_8 10000+
3
:';% 5000-
-

Abbildung 34: Einfluss von Sunitinib auf die bFGF-induzierte Proliferation von kardialen Fibroblasten. bFGF
(50 ng/ml) induziert iiber 24 Stunden die Proliferation von Fibroblasten ### p < 0,001 vs. Basal. Diese wird durch
Sunitinib dosisabhdngig inhibiert. Jeweilige Gruppe vs. bFGF; * p < 0,05; *** p < 0,001. N = 3; 5 Replikate. Alle

Werte wurden gepoolt und als Mittelwert + SD angegeben
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Abbildung 35: Einfluss von Sunitinib auf die EGF-induzierte Proliferation von kardialen Fibroblasten. EGF
(50 ng/ml) induziert iiber 24 Stunden die Proliferation von Fibroblasten ### p < 0,001 vs. Basal. Diese wird durch
Sunitinib dosisabhdngig inhibiert. Jeweilige Gruppe vs. EGF;; ** p < 0,01; *** p < 0,001. N = 3; 5 Replikate. Alle

Werte wurden gepoolt und als Mittelwert + SD angegeben
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Abbildung 36: Einfluss von Sunitinib auf die PDGF-BB-induzierte Proliferation von kardialen Fibroblasten.
PDGF-BB (30 ng/ml) induziert iiber 24 Stunden die Proliferation von Fibroblasten ### p < 0,001 vs. Basal. Diese
wird durch Sunitinib dosisabhingig inhibiert. Jeweilige Gruppe vs. PDGF-BB; ** p < 0,01; *** p < 0,001. N =3; 5

Replikate. Alle Werte wurden gepoolt und als Mittelwert = SD angegeben.

4 Diskussion

Der Schwerpunkt dieser Arbeit war, die Wirkung des Rezeptortyrosinkinase-Inhibitors
Sunitinib auf die rechtsventrikuldre Hypertrophie, die bei der pulmonalen Hypertonie
auftritt zu untersuchen. Hierfiir wurden zwei Tiermodelle verwendet. Zum einen nutzten
wir das MCT Modell in der Ratte. Bei diesem handelt es sich um ein inflammatorisches
Modell der PH, bei dem die Belastung und Hypertrophie des RV eine Folge der
Veranderungen in den Lungengefiflen sind. Zum anderen verwendeten wir — ebenfalls
in Ratten - das PAB Modell, bei dem die direkte Reaktion des RV auf eine fixe
Druckerhohung in der rechtsventrikuldren Ausflussbahn im Vordergrund steht. Der
Kerngedanke hinter der experimentellen Planung war zwischen einer direkten kardialen
und einer kombinierten kardialen und pulmonalvaskudren Wirkung von Sunitinib
unterscheiden zu konnen. Fiir den kombinierten Tyrosin- und Serin/Threonin-Kinase
Inhibitor Sorafenib konnte bereits gezeigt werden, dass er die myokardialen
Umbauprozesse bei der PH positiv zu beeinflussen vermag, weswegen wir ihn als
Referenzsubstanz verwendet haben (Klein et al. 2008; Moreno-Vinasco et al. 2008).

Sunitinib und Sorafenib zeigen einige Ubereinstimmungen bei den beeinflussten
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Rezeptortyrosinkinasen. Bemerkenswert ist allerdings, dass Sunitinib fiir die
diskutierten Zielstrukturen deutlich niedrigere mittlere inhibitorische Werte aufweist als

Sorafenib (Mendel et al. 2003; Wilhelm et al. 2004; Kojonazarov et al. 2012).

4.1 Diskussion der Tiermodelle

Das MCT Modell in der Ratte zdhlt neben dem chronischen Hypoxiemodell zu den
klassischen Modellen der PH. Es zeichnet sich durch eine einfache Durchfiihrbarkeit
aus. So genligt eine einmalige subkutane, bzw. intraperitoneale Gabe des Pyrrolizidin-
Alkaloids Monocrotalin, um eine PH bei Ratten zu induzieren. Dieser initiale Stimulus
stof8t eine Entziindungsreaktion an, die nach einer bis zwei Wochen zu einer Erh6hung
des pulmonalen arteriellen Druckes und zu Umbauprozessen in den GefdBlen fiihrt
(Meyrick et al. 1980). Die Substanz selbst wird innerhalb von etwa 24 Stunden iiber die
Niere ausgeschieden, trotzdem findet eine progressive Verschlechterung des
Krankheitszustandes statt (Hayashi und Lalich 1967). In der Literatur wurde mehrfach
kritisiert, dass eine durch MCT ausgeloste PH in der Ratte durch eine Vielzahl von
Stoffen reversibel sei, inklusive durch Agenzien, die eigentlich fiir die Auslésung einer
PH bekannt sind (Stenmark et al. 2009). In diesem Zusammenhang ist allerdings der
jeweilige experimentelle Versuchsaufbau zu betrachten. In unserem Fall erhielten die
Tiere eine Injektion von 60 mg/kg Korpergewicht. Es ist bekannt, dass Unterschiede in
der Auspriagung der PH abhingig von der Monocrotalindosis auftreten. Bei einer Dosis
um 30 mgkg Korpergewicht ist mit dem Auftreten einer kompensierten
rechtsventrikuldren Hypertrophie zu rechnen, bei einer Steigerung bis 80 mg/kg
Korpergewicht mit einem Rechtsherzversagen (Buermans et al. 2005). Die von uns
verwendete Dosis ist somit bewusst gewidhlt worden, um deutlich ausgeprigte
Verdanderungen im RV untersuchen zu koénnen. Mit der therapeutischen Gabe des
Pharmakons bzw. des Placebos wurde am Tag 21 nach der Injektion begonnen, also zu
einem Zeitpunkt, an dem die Tiere bereits eine schwere Form der PH entwickelt hatten.
Diese Tatsache ldsst sich aus dem klinischen Alltag ableiten, in dem die Therapie der
PH ebenfalls erst nach Diagnosestellung in einem manifesten Krankheitsstadium
stattfindet. Eine Ubertragbarkeit vom Modell auf den Menschen ist allerdings nicht
vollstindig moglich. So treten einige Charakteristika der PH beim Menschen, wie
plexiforme Lisionen in den Lungegefdflen, im MCT Modell nicht auf (Stenmark et al.
2009). Fiir die Untersuchung des rechten Ventrikels bei PH ist das MCT Modell
nichtsdestotrotz sehr gut geeignet, weswegen es in diesem Fall auch eingesetzt wurde.
In der Ratte treten rechtsventrikuldr systolisch sehr hohe Driicke iiber 80 mmHg auf,
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des Weiteren zeigen sich eine deutliche rechtsventrikuldre Hypertrophie und als
Endpunkt in der Krankheitsentwicklung ein Cor pulmonale (Meyrick et al. 1980;
Jasmin et al. 2001).

Fiir die Untersuchung des rechten Herzens haben die Tiermodelle, bei denen iiber
Veranderungen in der Lungenstrombahn eine rechtsventrikuldre Hypertrophie induziert
wird einen entscheidenden Nachteil. So kann nicht zwischen einem direkten kardialen
Effekt und einem sekundiren Effekt {iber eine Nachlastsenkung unterschieden werden.
Ein Losungsansatz ist das von uns verwendete PAB Modell, bei dem die
rechtsventrikuldre Ausflussbahn in einem operativen Eingriff mit Hilfe eines Clips
eingeengt wird (Reid 1924; Tarnavski et al. 2004). Hierdurch wird eine Druckbelastung
des RV mit einer daraus resultierenden Hypertrophie wie bei einer PH bewirkt, ohne
dass strukturelle Verdanderungen in der Lunge notwendig sind. Die rechtsventrikuldre
Hypertrophie tritt dabei innerhalb von 96 Stunden auf (Dias et al. 2002). In der Literatur
finden sich Quellen, laut derer eine Erhohung der Nachlast per se nicht geniigt um ein
rechtsventrikuldres Versagen zu induzieren (Faber et al. 2006; Bogaard et al. 2009b).
Bei Boogard et al. zeigten sich weder echokardiographisch anhand des Herzindexes und
der RV Dilatation Zeichen einer Dekompensation, noch kam es zu einer Rarefizierung
von Kapillaren und einer rechtsventrikuldren Fibrose. Sie spekulierten auf eine
Interaktion der pathologisch verdnderten Lungengefifle liber Mediatoren, welche die
kardiale Dekompensation ausgehend von einer rechtsventrikuldren Hypertrophie
vermitteln (Faber et al. 2006; Bogaard et al. 2009b). Unsere Daten zeigen hingegen eine
andere Tendenz. In der RTq-PCR fanden sich 21 Tage nach Verengung der
Pulmonalarterie Zeichen einer kardialen Fibrose. Erginzend durchgefiihrte
Echokardiographien zeigten eine Verschlechterung des Herzindexes und eine RV
Dilatation. Weiterhin bestétigte sich in erginzenden Daten histologisch die Fibrosierung
des Herzgewebes und eine Rarefizierung der Kapillaren konnte nachgewiesen werden
(Kojonazarov et al. 2012). Ahnliche Tendenzen zeigten sich ebenfalls bei Schifer et al.
sowie Piao et al. (Schifer et al. 2009; Piao et al. 2010). Die Ursache fiir die
widerspriichlichen Daten ist unklar, es ldsst sich allerdings eine Erkldrung {iber die
Form und das Ausmal} der Konstriktion diskutieren. Sowohl Bogaard als auch Faber
verwendeten eine 18 Gauge Kaniile (1,2 mm Durchmesser) als Fiihrung, um eine
standardisierte Einengung der Pulmonalarterie zu erreichen. Piao und Schifer
verwendeten hingegen eine 16 Gauge Kaniile (1,6 mm Durchmesser). Der von uns
verwendete Hémoclip wies eine Weite von 0,9 mm auf und bewirkte somit im
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Vergleich die stirkste Konstriktion. Eine Erkldrung allein {iber das Mal} der Einengung
ist entsprechend der dargelegten technischen Daten aber wohl ungeniigend. Eine
abschlieende Klirung des Sachverhalts kann an dieser Stelle nicht geleistet werden.
Weitere Erfahrungswerte und Daten zu diesem - verglichen mit den klassischen

Tiermodellen bei der PH — noch jungem Modell scheinen notwendig zu sein.

Im direkten Vergleich muss festgehalten werden, dass die Zeichen der
rechtsventrikuldren Dysfunktion bzw. des rechtsventrikulden Versagens im MCT
Modell insgesamt deutlich ausgeprédgter zu sein scheinen, trotz vergleichbarer Werte
beim RVSP und rechtsventrikulirer Hypertrophie (Kojonazarov et al. 2012).
Theoretisch ist hier neben einem sekundidren Effekt iliber Mediatoren aus den
pathologisch veranderten Lungengefédlle auch eine direkte Schadigung des Herzmuskels

in Form von Entziindung zu diskutieren (Campian et al. 2010).

4.2 Nachweis der Zielstrukturen von Sunitinib im rechten Ventrikel

Wir flihrten eine Analyse der bekannten Zielstrukturen von Sunitinib in
hypertrophierten rechten Herzen durch (Roskoski 2007; Kim et al. 2009). Hierbei
zeigten sich in den RTg-PCR Untersuchungen im MCT Modell signifikante
Verdnderungen fiir PDGFR o und 3 sowie den CSF-1R. Die gleichen Zielstrukturen
wiesen auch im PAB Modell Verdnderungen auf. Fir PDGFR 3 konnte in einem
Modell der linksventrikulen Hypertrophie eine hohe Expression nachgewiesen werden
(Akiyama et al. 1999). Schermuly et al. postulierten 2005, dass durch PDGF Inhibition
nicht nur das Remodeling in den LungengefiaB3en, sondern auch das im RV umgekehrt
werden kann (Schermuly et al. 2005). Dies veranlasste uns weiterfilhrende
Untersuchungen durchzufiihren. Im Western Blot konnte bestétigt werden, dass im
MCT Modell nach fiinf Wochen eine Uberexprimierung von PDGFR f gegeniiber der
Kontrolle vorlag. Weiterhin zeigte sich anhand der Phosphorylierung eine Aktivierung
des Rezeptors zu diesem Zeitpunkt. Im PAB Modell konnten wir einen sehr
interessanten zeitlichen Verlauf beobachten. So waren PDGFR o und 3 eine Woche
nach PAB signifikant gegeniiber der Kontrollgruppe erhoht. Nach drei Wochen PAB
war hingegen eine Normalisierung des mRNA Niveaus festzustellen. Die ergdnzende
Analyse im Western Blot bestdtigte den Anstieg von PDGFR 3 nach einer Woche, der
gegeniiber der ,,Drei-Wochen-Gruppe* nahezu konstant blieb. Zwischen MCT und PAB
zeigen sich beziiglich PDGFR 3 somit Unterschiede. Im MCT Modell duBert sich die

progressive Verschlechterung des Krankheitszustand in einem konstanten Anstieg der
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PDGFR B Expression auf dem mRNA- und Proteinlevel. Die konstante Druckerh6hung
im PAB Modell manifestierte sich in einer akuten Steigerung von PDGFR £ nach einer
Woche. Diese blieb in der drei Wochen Gruppe auf dem Proteinniveau nahezu konstant.
Auf dem mRNA Niveau normalisierte es sich hingegen auf das Level der
Kontrollgruppe. Die unterschiedlichen Verldufe lassen sich an Hand der
unterschiedlichen Druckbelastungsprofile in den beiden Modellen erkldren.
Interessanterweise konnte in einem Modell der linksventrikuldren Hypertrophie in der
Maus gezeigt werden, dass es nach Konstriktion der Aorta (TAC) zu einem
progressiven Anstieg der PDGFR 3 Expression kommt. Weiterhin konnte anhand der
Phosphorylierung von PDGFR f eine erhohte Rezeptoraktivitit gezeigt werden
(Chintalgattu et al. 2010). Diese Abweichungen zwischen PAB und TAC Modell
konnten den Unterschieden zwischen rechtem und linken Herzen geschuldet sein.
Beachtung finden sollten ebenfalls die Verdnderungen des CSF-1R in beiden
Tiermodellen. Auch wenn wir den Schwerpunkt nicht auf die Untersuchung dieses
Rezeptors gelegt haben, kann eine Wirkung von Sunitinib iiber ihn nicht ausgeschlossen
werden. In der Literatur finden sich Hinweise fiir eine Verflechtung von CSF-1R in das
kardiale Remodeling (Jia et al. 2009; Szardien et al. 2012). Ebenfalls bemerkt werden
sollte, dass sich keine Verdanderungen in der Expression von VEGFR auf mRNA Ebene
fanden. In den LungengefidBen spielt das VEGFR System bei der PH eine wichtige
Rolle und weist sowohl in den Gefdlen Verdnderungen auf (VEGFR-1) wie auch in
plexiformen Lisionen (VEGFR-2) (Humbert et al. 2004). Die Rolle des VEGF Systems
bei rechtsventrikuldren Hypertrophie ist aktuell nicht vollstindig verstanden. Es gibt
Hinweise darauf, dass es keine direkte Rolle spielen konnte (Dor et al. 2002). Dies
deckt sich mit unseren Ergebnissen, bei denen sich weder bei MCT noch bei PAB

Tieren Verdnderungen der VEGFR Expression auf mRNA Niveau zeigten.

4.3 Wirkung von Sunitinib auf die rechtsventrikulire Hypertrophie

Die zuvor beschriebene deutliche Erhohung des rechtsventrikuldren systolischen
Druckes durch den Héamoclip einerseits und die Verdnderungen in der
Lungenstrombahn durch das Monocrotalin andererseits fithrten zu einer Adaptation des
rechten Herzens mit den entsprechenden, zuvor beschrieben Verdnderungen. Die
Erfahrungen mit anderen Multikinaseinhibitoren wie Sorafenib (Klein et al. 2008) und
der Nachweis von Sunitinib Zielstrukturen in den RV der Tiere untermauerten die
Annahme, dass die rechtsventrikuldre Hypertrophie durch Sunitinib positiv zu

beeinflussen sei. In der Tat zeigte sich, dass Sunitinib im MCT Modell die
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rechtsventrikuldre Hypertrophie, bestimmt als Verhédltnis von RV zu LV und dem
Septum, dosisabhingig zu senken vermochte. Der Abfall in der RV Masse gegeniiber
dem restlichen Herzen ging mit einer Verbesserung der Hdmodynamik einher. So
konnte mit Sunitinib der rechtsventrikuldre systolische Druck dosisabhingig gesenkt
werden. Ein Effekt auf den systemischen Blutdruck zeigte sich hierbei nicht. Im PAB
Modell war die Erhohung des rechtsventrikuldren systolischen Druckes durch die
mechanische Einengung konstant, ein sekunddrer Effekt auf das Herz in Form einer
Nachlastsenkung war somit nicht moglich. Die hdmodynamischen Parameter blieben
nach der Operation konstant, ein Effekt auf den systemischen Blutdruck konnte
ausgeschlossen werden. Sunitinib konnte auch im PAB Modell das Verhéltnis von RV
zu LV und dem Septum signifikant senken, was somit als direkte Wirkung auf das
rechte Herz gedeutet werden kann. Auf zelluldrer Ebene fanden sich neben klassischen
Hypertrophiemarkern im Herzen auch Zeichen der Fibrose, die Teil des Remodeling bei
der pulmonalen Hypertonie sind. Auf dem mRNA Niveau zeigten sich Verdnderungen
bei den natriuretischen Peptiden ANP und BNP, welche in Folge der Herzbelastung
hochreguliert waren und durch Sunitinib in beiden Tiermodellen gesenkt werden
konnten. Die Expression von Myosin-Schwerer-Kette in Kardiomyozyten wechselte
unter Druckbelastung von der a- zu der B-Isoform, was unter der Gabe Sunitinib in der
Tendenz umgekehrt werden konnte. In der Dynamik sind diese Beobachtungen als
Auspragung einer Hypertrophie und die Umkehrung dergleichen zu deuten. Die Fibrose
des rechten Ventrikels wurde durch die mRNA Expression von Kollagen 3al und a-2-
Aktin detektiert. Diese war unter der Gabe von Sunitinib ebenfalls deutlich riicklaufig.
Die makroskopisch erhobenen Befunde bestitigten sich somit auf zelluldrer Ebene.
Weiterhin konnten wir anhand von Proliferationsassays, die auf dem Einbau [*H]-
Thymidin in die DNS basieren zeigen, dass Sunitinib einen hemmenden Effekt auf
kardiale Fibroblasten hat. Die Zellen wurden durch bFGF, EGF und PDGF-BB
stimuliert. Sunitinib konnte dosisabhingig die proliferative Aktivitit senken. Uber eine
Hemmung von Rezeptortyrosinkinasen scheint somit eine Verbesserung der kardialen
Fibrose erreicht werden zu konnen. Ergénzende Daten konnten einen Abfall des
Kollagengehalts im RV anhand der interstitiellen und perivaskuldren Fibrose bestitigen
(Kojonazarov et al. 2012). Das experimentelle Setting ermoglichte somit zu zeigen, dass
Sunitinib nicht nur einen positiven Einfluss auf die Himodynamik bei der pulmonalen
Hypertonie hat, wie bereits die aktuell eingesetzten Therapeutika, sondern auch dariiber

hinaus eine isolierte Wirkung auf den rechten Ventrikel aufweillt. Gezeigt werden
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konnte dies in zwei komplementdren Tiermodellen. Die Hypertrophie und Fibrose

waren in beiden Fillen deutlich riicklaufig.

4.4 Vergleich von Sunitinib und Sorafenib

Klein et al. haben die positive Wirkung des Rezeptortyrosinkinase-Inhibitors Sorafenib
auf die rechtsventrikuldre Hypertrophie im Tiermodell gezeigt (Klein et al. 2008). Wir
verwendeten Sorafenib als Referenzsubstanz und hypothetisierten auf Basis der
niedrigeren mittleren inhibitorischen Werte eine stirkere Wirkung von Sunitinib
gegeniiber Sorafenib (Mendel et al. 2003; Wilhelm et al. 2004). Tatsédchlich zeigten sich
eine dhnlich gute Wirksamkeit von Sunitinib und Sorafenib bei einer Konzentration von
10 mg/kg KG. Ergénzende Untersuchungen unterstreichen dieses Ergebnis zusétzlich
(Kojonazarov et al. 2012). Ohne ein absolut eindeutiges Ergebnis zu zeigen ist dennoch
deutlich, dass Sunitinib eine hohe Potenz im Tiermodell der rechtsventrikuldren
Hypertrophie besitzt. Interessant ist hierbei, dass Sunitinib diese Wirksamkeit auch
ohne eine direkte Beeinflussung des Raf-1 Kinase Signalweg zeigt, der von Klein et. al
als Schliissel fiir die Beeinflussung des kardialen Remodeling bei Sorafenib gesehen

wurde (Klein et al. 2008).

4.5 Potentielle Kardiotoxizitit von Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren

Es wurde vielfach diskutiert, ob Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren kardiotoxisch seien.
Fiir Imatinib wurde im Tiermodell und in einigen Patienten ein negativer Effekt auf die
Herzleistung gezeigt (Kerkeld et al. 2006). Es mag somit zunichst paradox erscheinen,
Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren als Therapeutika in einem kardio-pulmonologischen
Kontext einsetzen zu wollen. Bei ndherer Betrachtung relativieren sich viele der
negativen Beobachtungen allerdings. Die priklinischen Daten flir Imatinib und die
einzelnen Patientenbeobachtungen lassen sich in groBeren Patientenkollektiven nicht
reproduzieren und scheinen in der klinischen Realitit somit keine Rolle zu spielen
(Druker et al. 2006; Gambacorti-Passerini et al. 2007). Auch andere Kinaseinhibitoren
sind im Gespréch einen negativen Einfluss auf die zelluldre Funktion des Herzens haben
zu konnen, insbesondere auch Sorafenib und Sunitinib (Will et al. 2008; Telli et al.
2008; Khakoo et al. 2008). Weiterhin gibt es aber auch Kinaseinhibitoren bei denen es
keinen Anhalt fiir negative Effekte auf das Herz gibt. Man kann somit nicht von einem,
die gesamte Klasse betreffendem Phidnomen ausgehen (Force et al. 2007). Wichtig ist
sicherlich auch, dass der Grofteil der Daten aus der onkologischen Therapie stammt

und die pathologischen Verdnderungen im rechten Herzen wie bei einer PH dabei eher
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nicht vorzufinden sind. Betrachtet man unsere Daten in diesem Kontext, so fillt eine
positive Entwicklung der kardialen Funktion unter der Gabe von Kinaseinhibitoren auf.
Dies zeigte sich himodynamisch, morphologisch und auf zelluldrer Ebene. Weiterhin
kam es nicht zu einer weiteren Rarefizierung der Kapillaren im rechten Ventrikel der
PAB Ratten, was bei einem gleichzeitigen Riickgang der myokardialen Hypertrophie
fiir eine verbesserte Durchblutungssituation spricht (Kojonazarov et al. 2012). Ein
weiteres Argument, dass gegen eine akute kardiale Toxizitit von Sunitinib beim Einsatz
in PH Patienten spricht ist, dass die in unseren Tiermodellen bestimmten Sunitinib
Plasmaspiegel deutlich niedriger waren als die in onkologischen Tiermodellen (Mendel
et al. 2003; Kojonazarov et al. 2012). Unerwiinschte Arzneimittelwirkungen sind

dadurch weit weniger wahrscheinlich.

4.6 Fazit und klinischer Ausblick

In unserer Studie konnten wir die Expression der relevanten Sunitinib Zielstrukturen bei
rechtsventrikuldren Hypertrophie zeigen. In zwei komplementédren Tiermodellen haben
wir gezeigt, dass es unter der Gabe von Sunitinib zu einer Verbesserung der
hdamodynamischen Situation im Lungenkreislauf kommt, die Hypertrophie im RV
sowohl makroskopisch als auch auf zelluldrer Ebene riicklaufig ist, sowie, dass es zu
einer Umkehr der Umbauprozesse im Herzen kommt. Die dosisabhédngige Hemmung
der Prolifertation von kardialen Fibroblasten durch Sunitinib konnten wir zusétzlich in
vitro an Hand von Proliferationsassays nachweisen. Im Vergleich mit der von uns
verwendeten Referenzsubstanz Sorafenib zeigte Sunitinib dhnlich gute Effekte. Die
Nutzung der beiden komplementiren Tiermodelle MCT und PAB ermdglichte den
Nachweis einer direkten Wirkung von Sunitinib auf das rechte Herz. Unsere
experimentellen Daten geben deutliche Hinweise auf einen moglichen therapeutischen
Nutzen. Die aktuellen vasodilatativen Therapien bei der PH =zielen auf eine
Symptomverbesserung ab. Mit neuen antiproliferativen Therapien, zu denen auch der
Einsatz von Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren zdhlen konnte, besteht potentiell die
Moglichkeit die Umbauprozesse in den LungengefdBBen und auch im rechten Herz
umzukehren. Gerade dies konnte die Prognose der Patienten langfristig verbessern, da
das Rechtsherzversagen bei der PH hiufig der limitierende Faktor im Uberleben ist. Ob
sich die erhobenen Daten nach weiterer Forschung auf molekularer Ebene auch auf den
klinischen Alltag iibertragen lassen werden bleibt abzuwarten. Sorafenib und Imatinib

befinden sich zurzeit bereits in klinischen Studien, Sunitinib aktuell hingegen noch
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nicht. Es wird sich noch zeigen, ob Patienten zukiinftig von den neuen Therapieansitzen

bei der PH profitieren konnen.
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5 Zusammenfassung

Bei der pulmonalen Hypertonie (PH) handelt es sich um eine dtiologisch heterogene
Erkrankungsgruppe, die mit einer sehr hohen Mortalitit einhergeht. Das Uberleben der
Patienten liegt unbehandelt bei nur 2,8 Jahren. Die vaskuldren Veranderungen bei den
meisten Formen der PH sind durch eine Vasokonstriktion gekennzeichnet sowie durch
ein abnormes Remodeling, dass sich auf alle Wandschichten der Lungengefidfle (Intima,
Media und Adventitia) auswirkt. Die Folge hiervon ist eine Abnahme der
Gesamtquerschnittsfliche  der  Lungenstrombahn  mit  einer  konsekutiven
Nachlasterhdhung des rechten Ventrikels. Der limitierende Faktor beim Uberleben der
Patieten ist hdufig das Cor pulmonale bzw. das rechtsventrikuldre Versagen. Aktuelle
Therapien bewirken nur eine symptomatische Besserung. Vor einigen Jahren wurde ein
Paradigmenwechsel angestoflen, der die Gemeinsamkeiten von Neoplasien und dem
Remodeling bei der pulmonalen Hypertonie herausstellte. Diese Erkenntnis ermdglichte
es zahlreiche molekulare Signalwege aufzudecken und neue Therapieansitze wie
beispielsweise den Einsatz von Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren zu entwickeln. Wir
haben den Einfluss des Inhibitors Sunitinib, einem etablierten Therapeutikum aus der
Onkologie, auf die Umbauprozesse im rechten Herzen untersucht. Sunitinib hemmt die
Rezeptoren VEGFR1-VEGFR3, PDGFR a und PDGFR @, KIT, Flt-3 sowie CSF-1R
und RET. Als Referenzsubstanz verwendeten wir Sorafenib, fiir welches bereits eine
gute experimentelle Wirksamkeit gezeigt werden konnten. Um eine direkte Wirkung auf
das Herz nachweisen zu konnen, verwendeten mir neben dem klassischen MCT Modell
in Ratten das PAB Modell, ebenfalls in Ratten, bei dem die Pulmonalarterie mechanisch
mit einem Hamoclip eingeengt wird. Wir konnten eine Erhohung der Expression der
Sunitinib Zielstrukturen PDGFR a, PDGFR B und CSF-1R auf mRNA Niveau in den
rechten Ventrikeln von erkrankten Tieren nachweisen. Eine erhohte PDGFR £
Expression und Aktivitit konnte auf der Proteinebene im Western Blot bestitigt
werden. Sunitinib konnte in vivo einen deutlichen hamodynamischen Effekt zeigen und
senkte den RVSP im MCT Modell dosisabhingig. Die rechtsventrikuldre Hypertrophie,
ausgedriickt als Verhéltnis von rechtem ventrikel zum linken Ventrikel und Septum fiel
ebenfalls dosisabhdngig bei MCT und bei PAB im Vergleich zu den jeweiligen
Placebogruppen. In RTg-PCR Untersuchungen konnten wir zeigen, dass sich unter der
Gabe von Sunitinib sowohl Marker der rechtsventrikuldren Hypertrophie als auch

Marker fiir die kardiale Fibrose signifikant besserten. Wir konnten dies anhand von
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Proliferationsassays weiter verifizieren, in denen Sunitinib dosisabhingig die durch
PDGF-BB, EGF und bFGF induzierte Proliferation von kardialen Fibroblasten der Ratte
hemmen konnte. Rezeptortyrosinkinasen und Sunitinib im Speziellen konnten ein
wichtiges neues Mittel in der Therapie der pulmonalen Hypertonie werden, die trotz
vieler neuer Ansitze noch immer eine fatale Erkrankung mit progressivem Verlauf ist.
Diesen positiven Ergebnissen folgend werden noch weitere praklinische und klinische
Daten notwendig sein um den tatsichlichen Nutzen dieser neuen Medikamente

realistisch einschétzen zu konnen.
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6 Summary

Pulmonary hypertension (PH) is a progressive disease of multifactorial etiology, which
has a poor prognosis and results in right heart dysfunction. The overall survival of
patients without treatment is 2.8 years. The vascular pathology observed in PH is
characterized by pulmonary vasoconstriction, but in particular by abnormal vascular
remodeling, affecting all vessel layers (intima, media and adventitia). These processes
result in severe loss of cross sectional area and a rise of the right ventricular afterload.
Survival is often limited by cor pulmonale and right heart failure. Few years ago, a
cancer paradigm of severe PH was proposed. We investigated the effects of the tyrosine
kinase inhibitor Sunitinib on remodeling of the right heart. Sunitinib is an inhibitor of
VEGFR1-VEGFR3, PDGFR a and PDGFR f, KIT, Flt-3, as well as CSF-1R and RET.
As a positive control we used Sorafenib, as there is already experimental data showing
promising effects of this TKI in PH and right heart remodeling. To distinguish between
a direct effect on the heart and a secondary effect caused by a reduction of pulmonary
vascular resistance, we used two different animal models. In addition to the classical
MCT model of PH we also used the PAB model. We demonstrated that PDGFR «,
PDGFR P and CSF-1R were higher expressed in the right hearts of placebo treated and
sham animals. We could also show an overexpression, as well as an activation of
PDGFR P by using Western Blot. Sunitinib showed a dose depending effect on
haemodynamics and reduction of the RVSP in the MCT model. The right ventricular
hypertrophy, showed as ratio between RV and LV + Septum decreased as compared to
MCT- and PAB- placebo treated rats. In both animal models Sunitinib significantly
attenuated markers of right heart hypertrophy and cardiac fibrosis. By performing
proliferation assays we could further demonstrate that Sunitinib apart from inhibiting
fibrosis, dose dependently inhibited rat cardiac fibroblast proliferation induced by
PDGF-BB, as well as EGF and bFGF. In summary there is evidence, that TKIs as
Sunitinib could be a novel therapeutic for the treatment of pulmonary hypertension.
Nevertheless more experimental and clinical data is needed to validate the benefit that

these new possible therapies could provide.
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