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1 Einleitung

1.1 - Idiopathische pulmonale Fibrose

1.1.1 - Allgemeines

Die idiopathische pulmonale Fibrose (IPF) ist eine chronisch progressiv verlaufende,
todlich endende Erkrankung aus dem Kreis der interstitiellen Lungenerkrankungen.
Trotz intensiver Forschung sind deren Ursachen und Pathogenese weitgehend
unbekannt. Zwar sind Inzidenz und Privalenz einer Metaanalyse von Nalysnyk et al.
(2012) zufolge verhiltnismiBig gering, in Ermangelung effektiver Therapien und der
hohen Sterblichkeit innerhalb kurzer Zeit (mittlere Uberlebensdauer etwa 2-3 Jahre
[Rudd — 2007, Bjoraker — 1998]), besteht jedoch ein groBes Interesse daran neue
Therapieoptionen zu finden, die den Verlauf der Krankheit moglichst stoppen,

zumindest jedoch verlangsamen.

1.1.2 - Klassifikation/Unterteilung, Epidemiologie

Die idiopathischen interstitellen Pneumonien (idiopathic interstitial pneumonia, IIP),
werden nach einer Konsensus Klassifikation der American Thoracic Society/European
Respiratory Society in klinikopathologische Entitédten unterteilt, die sich durch die
unterschiedliche Ausprigung von Inflammation und Fibrose unterscheiden [Travis -
2013].

Dies sind in abnehmender Hiufigkeit: Die Idiopathische Pulmonale Fibrose (IPF 47-
64%), die Nichtspezifische Interstitielle Pneumonie (NSIP 14-36%), die Respiratorische
Bronchiolitis assoziierte Interstitielle Lungenerkrankung (RB-ILD 10-17%), die
Desquamative Interstitielle Pneumonie (DIP 10-17%), die Kryptogene Organisierende
Pneumonie (COP 4-12%), die Akute Interstitielle Pneumonie (AIP 2%), die Lymphoide
Interstitielle Pneumonie (LIP 2%) und die pleuroparenchymale Fibroelastose (keine

Haufigkeit genannt), vgl. Abb. 1 [ATS/ERS —2002; Kim - 2006, Travis - 2013].

Es existieren nur wenige Studien zur Inzidenz und Privalenz. Die Angaben schwanken
zudem je nach Studie und den zugrunde liegenden Definitionskriterien. Nach einer
aktuellen Metaanalyse von Nalysnyk et al. — 2012 betrigt die Inzidenz der IPF in den
USA 16,3-17,4 / 100.000, bzw. 6,8-8,8 / 100.000 bei enger gefassten
Definitionskriterien. Die Prédvalenz liegt bei 42,7-63 / 100.000 (weit gefasste
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Abb. 1: Schematische Ubersicht iiber die idiopathischen interstitiellen Pneumonien

Die idiopathischen interstitiellen Pneumonien (IIP) werden unterteilt in bedeutende, seltene und
nichtklassifizierbare IIP. die bedeutenden IIP werden weiter unterteilt in chronisch
fibrosierende, mit Rauchen assoziierte und akute/subakute IIP.

Definitionskriterien) bzw. 14-27,9 / 100.000 (enger gefasste Definitionskriterien). In
Europa wird eine Inzidenz von 0,22-7,4 / 100.000 und eine Privalenz von 1,25-23,4/
100.000 angegeben, mit zunehmender Haufigkeit im hoheren Lebensalter und einer

geschlechtsspezifischen Ungleichverteilung zu Ungunsten der Ménner. (1,5-1,7 :

1).[King —2011]

1.1.3 - Symptome/Klinik der IPF

Typischerweise befinden sich die Patienten in der 6.-7. Lebensdekade, sind ménnlich
und rauchten, bzw. rauchen [Gribbin — 2006; Iwai — 1994; Baumgartner - 1997].
Die Symptome, die den Patienten letztlich zum Arzt fithren, sind relativ unspezifisch:
trockener Husten und zunehmende Dyspnoe iiber mehrere Monate. Es finden sich
hiufig bibasildre inspiratorische Knistergerdausche, sowie Trommelschlédgelfinger

(aufgetriebene Finger-/Zehenendglieder) [Kim - 2006].



1.1.4 — Diagnostik der IPF

Die Diagnose erweist sich auch heute noch als schwierig und erfordert eine enge
Zusammenarbeit zwischen dem behandelnden Pulmonologen, Radiologen und
Pathologen.

Lungenfunktionstests zeigen eine restriktive Funktionsstdrung mit reduzierten
Lungenvolumina, sowie eine reduzierte Diffusionskapazitit fiir Kohlenmonoxid und
eine arterielle Hypoximie, die sich bei Belastung noch verschlimmert [Martinez -
2006].

Die konventionelle Rontgen-Thoraxaufnahme weist typischerweise diffuse retikulére
Verschattungen auf, hat jedoch nur eine mangelnde Spezifitit und geringe Aussagekraft
beziiglich der anatomischen Verteilung und Schwere der Krankheit [Misumi — 2006].
Die heute giiltigen Kriterien, die fiir die Diagnose einer IPF erfiillt werden miissen,
seien dargestellt und erldutert [Raghu - 2011]:

1: Der Ausschluss anderer Ursachen einer interstitiellen Lungenerkrankung, wie z.B.
berufliche Belastungen, Kollagenosen und medikamenttse Toxizitédt, durch sorgfiltige
Anamnese und korperliche Untersuchung.

2: Das Vorhandensein des Bildes einer UIP (Usual Interstitial Pneumonia) im HRCT-
Scan, typischerweise basal und peripher betont, bei Patienten, bei denen keine
Lungenbiopsie vorgenommen wurde.

Ein UIP-Muster im HRCT ist definiert als die Anwesenheit von retikulédren
Verschattungen, assoziiert mit Traktionsbronchiektasien und "Honeycombing" —
gebiindelte, zystische Luftrdume mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 3-
10mm, die vor allem subpleural und basal auftreten [Nishimura — 1992; Hunninghake —
2003; ATS - 2000].

3: spezifische Kombinationen von HRCT- und Biopsie-Befunden bei Patienten, bei
denen eine Biopsie vorgenommen wurde.

Eine UIP ist histologisch definiert als ein heterogenes Bild bei geringer VergroBerung,
in dem sich Bereiche der Fibrosierung mit Vernarbung und Honeycomb-Verinderungen
abwechseln mit gesunden oder kaum betroffenen Arealen. Diese Verdnderungen finden
sich vor allem subpleural und paraseptal. Es findet sich nur eine gering ausgeprigte
Entziindungsreaktion mit einem flichenhaften, interstitiellen Infiltrat von Lymphozyten
und Makrophagen, kombiniert mit einer Hyperplasie der Typ II Alveolarepithel-und

Bronchiolarepithelzellen.



Abb. 2: HRCT-Aufnahmen, die das radiologische Bild einer UIP, bzw. einer moglichen UIP
demonstrieren.

A und B: UIP-Muster mit ausgeprdgtem Honeycombing (Pfeile). Die axiale und coronare
Aufnahme zeigen basal und peripher vorherrschende retikuldre Abnormitdten.

C und D: UIP-Muster mit weniger ausgeprdgtem Honeycombing (Pfeile). Die axiale und
coronare Aufnahme zeigen basal und peripher vor allem subpleural vorherrschende retikulire
Abnormitiiten.

E und F: mogliches UIP Muster. Die axiale und coronare Aufnahme zeigen basal und peripher
vorherrschende retikuldre Abnormitdten mit maflig ausgeprdgten Milchglasverschattungen,
Jjedoch ohne Honeycombing.

Abb. iibernommen aus Raghu - 2011.

Fibrose Bereiche bestehen vor allem aus dichtem Kollagen und besténdig vorhandenen
subepithelialen Fibroblasten-Foci (proliferierende Fibro-und Myofibroblasten).
Bereiche mit Honeycomb-Verdnderungen bestehen aus zystisch fibrotischen
Luftrdumen und sind von Bronchiolarepithel iiberzogen und mit Mucus und

Entziindungszellen gefiillt [ATS —2000; ATS/ERS - 2002].



A: Ungleichmdpfiger
Prozess mit Honeycomb-
Zyste (dicker Pfeil),
Bereichen mit erhaltenem
Lungengewebe (diinner
Pfeil) und Fibrose, die
sich von den subpleuralen
Regionen bis in die Lunge
erstreckt.

B: Anliegend an Regionen
mit chronisch
fibrotischem Prozess
(dicker Pfeil) befindet
sich ein Fibroblasten
Fokus (*), identifizierbar
durch seine gerundete
Form und die
Zusammensetzung von
odematosem,
fibroblastischem Gewebe.

Abb. 3: Chirurgische Lungenbiopsie. Demonstration des Musters der UIP. Ubernommen aus

Raghu - 2011.

1.1.5 - Risikofaktoren

Zwar ist bislang keine genaue Ursache fiir die IPF auszumachen, jedoch wurden
inzwischen einige Risikofaktoren gefunden, die ein Auftreten der Krankheit
wahrscheinlicher machen.

Das Alter hat hierbei eine bedeutende Rolle. Nach Raghu et al (2006a) betrigt die
Inzidenz der IPF im Altersbereich zwischen 18 und 34 Jahren etwa 0,4-1,2 auf 100.000
und ist mit 27,1 — 76,4 auf 100.000 bei Personen, die alter als 75 Jahre sind wesentlich



hoher. Auch in anderen Studien zeigte sich ein @hnlich altersabhéngiger Anstieg der
Inzidenz [Nalysnyk - 2011].

Auch das Geschlecht scheint eine Rolle zu spielen. So haben Minner im Vergleich zu
Frauen ein hoheres Risiko an IPF zu erkranken (Verhiltnis von 1,5-1,7 : 1; King -
2011).

Weiterhin ist das Rauchen ein Faktor, der hdufig mit dem Auftreten der IPF vorkommt,
insbesondere wenn ein lingerer Konsum (>20 pack-years) vorliegt [Baumgartner —
1997; Miyake - 2005].

Auch eine berufsbedingte (z.B. in Friseurhandwerk und Steinverarbeitung) Belastung
mit diversen organischen und anorganischen Stduben, wie Metall- und Holzstdube,
Pflanzen- und Tierstdube, korreliert mit einem erhohten Vorkommen von IPF [Iwai —
1994; Hubbard — 1996; Miyake - 2005; Taskar — 2006; Hubbard - 2000].

Die Assoziation mit einigen Krankheitserregern, u.a. Epstein-Barr-Virus, Hepatitis C
Virus und verschiedenen Herpesviren, wurde intensiv untersucht, jedoch mit
unterschiedlichen Ergebnissen, die zudem einigen Einschriankungen unterliegen, wie
zum Beispiel einer oft stattfindenden immunsuppressiven Therapie oder einer ohnehin
hohen Privalenz in der Bevolkerung [Raghu - 2011; Ueda — 1992; Irving — 1993; Egan
—1995; Meliconi — 1996; Wangoo — 1997; Yonemaru — 1997; Stewart — 1999; Kelly —
2002; Tang — 2003; Zamo - 2005]. Somit kann letztlich keine sichere Aussage
beziiglich des Auftretens bestimmter Erreger und dem Vorkommen der IPF getroffen
werden.

Es besteht jedoch die Moglichkeit, dass infektiose Vorgédnge einen Einfluss auf den
Verlauf der IPF und auf das Auftreten von akuten Exazerbationen besitzen. Die
Bedeutung infektioser Ausloser fiir akute Exazerbationen der IPF wurde mittels
Genexpressionsprofilen ebenfalls untersucht. Es lieB sich hierbei kein Zusammenhang
zwischen akuten Exazerbationen und einem akuten infektiosen Geschehen feststellen,
jedoch besteht die Moglichkeit, dass zuvor abgelaufene Infektionen als Trigger fiir eine
weitere Progression der Erkrankung fungieren [Konishi — 2009, Song - 2011].

Das Auftreten eines Gastroosophagealen Refluxes (GER) scheint durch die
angenommene Verbindung mit Mikroaspirationen einen weiteren Risikofaktor fiir IPF
darzustellen und ist hiufig bei IPF Patienten anzutreffen [Raghu —2006b; Tobin —
1998], jedoch ist GER auch bei anderen Lungenkrankheiten hiufig festzustellen
[D’Ovidio - 2005]. Auch hier werden weitere Studien notig sein, um den Stellenwert

des GER weiter zu evaluieren.



Einen weiteren Risikofaktor scheint eine Erkrankung an Diabetes Mellitus darzustellen,
da eine signifikante Verkniipfung von IPF mit Diabetes assoziierten Risiken, wie z.B.
Insulingebrauch [Gribbin - 2009], sowie eine signifikant hthere Privalenz von Diabetes
Mellitus bei Patienten mit IPF besteht [Enomoto — 2003].

Die intensive Erforschung der familidren IPF, die etwa 2-20% aller Fille ausmacht und
sich klinisch und histologisch nicht von der sporadischen Form unterscheidet [Travis -
2013], fiihrte zur Entdeckung einiger Mutationen in epithelstdndigen Genen wie zum
Beispiel dem Surfactant Protein C und A [Thomas —2002; Wang - 2009] und dem
Telomerase Komplex [Armanios — 2007; Tsakiri —2007].

Genpolymorphismen wurden gehduft auch im Zusammenhang mit sporadischer IPF
beobachtet, jedoch konnte bislang keine bestindige Verkniipfung nachgewiesen werden

[Raghu —2011].

1.1.6 - Verlauf

Der Verlauf der IPF ist charakterisiert durch eine zunehmende Verschlechterung der
Lungenfunktionen, die letztendlich in iiber 60% der Fille zum Tode durch
respiratorisches Versagen fiihrt. Andere Todesursachen wie Herzversagen,
Bronchialkarzinom, Infektion und Lungenembolie kommen jedoch auch gehéuft vor
[Raghu — 2006a; Martinez — 2005; Panos - 1990].

Einige retrospektive, longitudinale Studien [Bjoraker — 1998; Rudd — 2007] stellten eine
mittlere Uberlebenszeit von 2-3 Jahren ab dem Zeitpunkt der Diagnosestellung fest,

es zeigt sich jedoch eine hohe Variabilitit in der Geschwindigkeit der Abnahme der
Lungenfunktion.

Untersuchungen die darauf abzielten, prognostische Faktoren zu eruieren, brachten
bisher einige GroBlen zu Tage, die zumindest abschitzen lassen, ob ein erhohtes Risiko
der Mortalitédt besteht [Raghu — 2011]. Diese Faktoren sind in nachfolgender Tabelle

zusammengestellt. (Tab. 1)



Basalfaktoren®* Verlaufsfaktoren

Ausprigung der Dyspnoe** Zunahme der Dyspnoe

DLco <40% berechnet Abnahme der FVC um > 10% absoluter
Wert

Entsittigung < 88% wihrend des Abnahme der DLco um > 15% absoluter

6MWT Wert

Ausmal} des Honeycombing im HRCT | Verschlechterung der Fibrose im HRCT

Pulmonale Hypertension

Tab. 1.: Prognostische Faktoren fiir das Mortalititsrisiko bei IPF

Aufgefiihrt sind ausgewdhlte Merkmale, die mit einem erhohten Mortalitditsrisiko
vergesellschaftet sind.

Abkiirzungen: 6MWT: 6-Minuten-Geh-Test; DLCO: Diffusionskapazitdt fiir Kohlenmonoxid;
FVC: Forcierte Vitalkapazitdit

* - FVC als Basalfaktor hat bislang eine unklare Vorhersagekraft.

** - Bislang gibt es keine einheitliche Moglichkeit der Quantifizierung

Adaptiert aus Raghu — 201 1.

Durch die Untersuchungen von Ley et al [2012] konnte durch den GAP-Index ein
simples Modell zur Vorhersage der Mortalitit entwickelt werden. Die in diesem Modell
verwendeten Parameter sind Alter, Geschlecht, forcierte Vitalkapazitit (FVC) und
Kohlenmonoxid- Diffusionskapazitit (DLCO). Anhand der Punktwerte erfolgt die
Einteilung in 3 Stufen, welche das Mortalititsisiko innerhalb der nidchsten 3 Jahre
anzeigen.

Bei der Mehrzahl der Patienten ist der Verlauf durch ein langsames, stufenweises
Fortschreiten der Krankheit gekennzeichnet. Es gibt jedoch auch Patienten, die iiber
einen ldngeren Zeitraum stabil bleiben, im Gegensatz zu Anderen, deren Krankheit
rapide voranschreitet [Selman - 2007]. Hinzu kommt bei manchen Patienten das
Auftreten von Episoden, in denen sich das Krankheitsbild akut verschlechtert (vgl.
Abb.4). Konnen diese Episoden nicht als Folge einer anderen Gegebenheit, wie zum
Beispiel Pneumonie oder Lungenembolie charakterisiert werden, so wird der Begriff der
akuten Exazerbation verwendet, wobei jedoch noch unklar ist, ob dies nur eine
Manifestation einer unbekannten Komplikation ist oder ob eine Beschleunigung der
pathobiologischen Prozesse der IPF zugrunde liegt [Martinez — 2005; Panos — 1990].
Weiterhin konnen Komorbidititen, wie zum Beispiel pulmonale Hypertension oder

Emphyseme den Verlauf beeinflussen [Mejia — 2009; Lettieri - 2006].
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Abb. 4: Der natiirliche Krankheitsverlauf der IPF — unterschiedliche klinische Phdnotypen.
Die Krankheit hat eine lange (Monate bis Jahre) dauernde asymptomatische Phase. Der Patient
kommt dann, wenn die Schdden der Lunge die Grenze iiberschreiten, ab der die ersten
Symptome auftreten.

Die meisten Patienten durchlaufen eine langsam fortschreitende klinische und funktionelle
Verschlechterung. 10% dieser Patienten zeigen Phasen der akuten Verschlechterung (akute
Exazerbation), die der terminalen Krankheitsphase vorausgehen und sie moglicherweise
einleiten. Wenige Patienten haben einen schnellen Krankheitsverlauf mit rascher klinischer
Verschlechterung.

Starke Raucher konnen zusdtzlich zur IPF Emphysemata entwickeln, was mit einer kiirzeren
Uberlebenszeit einhergeht, im Vergleich zu Patienten mit IPF allein.

Adaptiert aus King —2011.

Es ist noch nicht bekannt, ob diese unterschiedlichen Verldufe unterschiedliche
Subtypen der IPF reprisentieren oder ob der Verlauf durch andere Faktoren (u.a.

geographische oder kulturelle Faktoren, Umwelteinfliisse) beeinflusst wird.

1.1.7 - Pathomechanismen

Chronisch entziindliche Vorginge spielen eine wichtige Rolle bei den meisten
interstitiellen Lungenkrankheiten und lange Zeit nahm man an, dass diese Mechanismen
ebenso eine wichtige Rolle beim Voranschreiten der IPF innehaben. Die Beobachtung,
dass der Krankheitsverlauf trotz hochdosierter antiinflammatorischer und
immunsuppressiver Therapie bis auf wenige Ausnahmen fast unverdndert
voranschreitet, spricht jedoch gegen diese Annahme [King — 2011].

Die fortschreitende fibrotische Reaktion wird inzwischen einem epithelabhingigen,
fibroblastenaktivierenden Prozess zugeschrieben [Selman - 2001], was jedoch eine

Beteiligung von dysregulierten Inmunmechanismen mit nachfolgender Inflammation



bei gewissen Subgruppen von Patienten und der Entstehung, bzw. dem Progress der

Krankheit, nicht ausschlief3t [Gilani - 2010].

Es sei nun ein Modell der involvierten Pathomechanismen erldutert (Abb. 5):

1. Epitheliale Zellen der Lunge werden durch wiederholte Mikroverletzungen
geschidigt. Die Ursachen fiir diese Epithelzellschddigung sind noch weitgehend
unbekannt. Man nimmt an, dass diese Schiden durch umweltbedingte Noxen, wie z.B.
Zigarettenrauch oder durch chronische virale Infektionen, wie z.B. eine Infektion mit
Herpesviren, weiter getriggert werden. Aufschluss geben hier die familidren Formen, da
hier der Nachweis von Fehlfaltungen der Surfactantproteine (bei Surfactantprotein A
und C Mutationen) zu ER-Stress und Apoptose von Typ Il Pneumozyten fiithren.
Altersassoziierte Veridnderungen konnen zudem eine erhohte Empfinglichkeit fiir
solche Mikroverletzungen herstellen. Eine anhaltende Schidigung fiihrt zu zelluldrem
Stress in Form von z.B. ER-Stress, Lysosomalem Stress und DNA-Schidigung. Kann
dieser nicht beseitigt werden wird eine Apoptose von Typ [ und Typ II Pneumozyten
provoziert [King - 2011; Korfei - 2008].

2. Als Folge der Verletzung der epithelialen Barriere kommt es zu einer erhohten
vaskulidren Permeabilitidt mit Austritt von u.a. Fibrinogen und Bildung einer
provisorischen Matrix (Wundgerinnsel)

Nachfolgend migrieren und proliferieren Bronchiolar- und Alveolarepithelzellen im
Versuch der Gewebsregeneration und Wiederherstellung der epithelialen Integritiit
[King - 2011].

3. Durch die Aktivierung embryonaler Signalwege, wie z.B. WNT, TGF-f und SHH
[Selman - 2008] werden diese Zellen abnormal aktiviert, was zu einem hyperplastischen
Epithel und Bronchialisierungsvorgang fiihrt.

4. Die aktivierten Zellen produzieren ihrerseits Wachstumsfaktoren und Zytokine, die
die Migration von ortsstandigen Fibroblasten und Fibrozyten, die Transition von
epithelialen zu mesenchymalen Zellen (=EMT) und die Differenzierung der
Fibroblasten zu Myofibroblasten ausldsen, letzteres vor allem durch die Produktion von
aktivem TGF-beta.

Auch ein vermindertes Ansprechen der Myofibroblasten auf apoptotische Signale wird
durch TGF-beta bewirkt. Alle diese Zellen tragen in noch nicht génzlich verstandener

Weise und Quantitit zur Bildung von Fibroblastenfoci bei.
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Zu Abb. 5: Pathomechanismen, die der IPF zugrunde liegen.

@: Schiidigung altersabhiingig anfiilliger epithelialer Zellen durch wiederholte
Mikroverletzungen. ER-Stress und DNA-Schddigung fiihren zur Apoptose von Typ 2
Alveolarepithelzellen (AEC II) .

@: Schiidigung der epithelialen Barriere mit Austritt von Fibrinogen und
Wundgerinnselbildung.

@: abnorme Aktivierung epithelialer Zellen zur Wiederherstellung der epithelialen Integritdi.
@: epitheliale-mesenchymale Transition, sowie Migration und Proliferation von Fibroblasten
durch Wachstumsfaktoren und Zytokine (v.a. TGF-p). Bildung von Fibroblastenfoci.

®: Intraalveolire Fibrinbildung mit Formation einer provisorischen Matrix. Profibrotische
Effekte durch Gerinnungsfaktoren und fortbestehende Matrix.

@: Fehlgeleiteter Wundheilungsprozess fiihrt zu progredientem abnormem Geweberemodelling
mit Ausbildung von Honigwaben-Zysten.

ER = Endoplasmatisches Reticulum; AEC = Alveolarepithelzelle; PDGF = Platelett Derived
Growth Factor; TGF-f§ = Transforming Growth Factor Beta; EMT = Epitheliale
Mesenchymale Transition; PAI = Plasminogen Aktivator Inhibitor; ECM = Extrazelluldire
Matrix

Ubernommen aus King — 2011.

5. In den Alveolen kommt es iiber Bildung des TF-FVIla-FX Komplexes mit der
nachfolgenden Aktivierung der Gerinnungsfaktoren FXa und Thrombin zur Ausbildung
eines hyperkoagulativen Mileus. Das im Zuge der erhohten vaskulidren Permeabilitét
ausgetretene Fibrinogen wird zu Fibrin gespalten und bildet eine provisorische Matrix.
Weiterhin bilden epitheliale Zellen PAI-1 (Plasminogen aktivator Inhibitor), wodurch
ein antifibrinolytisches Mileu geschaffen und der Abbau der provisorischen Matrix
verhindert wird. Das Fortbestehen dieser Matrix und aktive Proteasen der
Gerinnungskaskade 16sen ihrerseits Mechanismen aus, die die Entwicklung einer
Fibrose begiinstigen konnen. So konnen zum Beispiel Gerinnungsfaktoren wie FXa,
Thrombin und TF/FVII iiber Protease aktivierte Rezeptoren (PAR) zur
Fibroblastenaktivierung beitragen und einen fibrotischen Gewebeumbau fordern [King -
2011].

Auf die Bedeutung des Gerinnungssystems und dessen Beteiligung am
Pathomechanismus der IPF wird im Kapitel 1.2.5 - "Pathophysiologische Bedeutung
des Gerinnungssystems bei der Fibrose" - dieser Arbeit ausfiihrlicher eingegangen.

6. Die Fibroblastenfoci bilden exzessive Mengen an extrazelluldrer Matrix und knnen
durch u.a. Wasserstoffperoxid zusétzlich die Apoptose benachbarter Epithelzellen
auslosen.

Im Zuge dieses kontinuierlich fortschreitenden, abnormalen Geweberemodelling,
welches auch in Abwesenheit des primédren Stimulus voranschreitet [Selman - 2001],

fordern angrenzendes Narbengewebe sowie die dysproportionale Sekretion von
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Enzymen (z.B. Matrixmetalloproteinasen - MMPs), die Bildung von Honigwaben-

Zysten durch mechanische Krifte.

1.1.8 - Bisherige Behandlungsregime und aktuelle Empfehlungen

Da man zunichst vermutete, dass der IPF ein inflammatorischer Prozess zugrunde lége,
wurden antiinflammatorische Therapiekonzepte z.B. mit Kortikosteroiden, Azathioprin
und Acetylcystein untersucht.

Aufgrund mangelnder positiver Effekte und teilweise erheblicher Nebenwirkungen
wurde jedoch im Konsensus Statement 2011 (Raghu - 2011) von einer Therapie mit
Kortikosteroiden, Colchicin, Cyclosporin A, einer Kombinationstherapie mit
Kortikosteroiden und immunmodulatorischen Medikamenten (z.B. Azathioprin oder
Cyclophosphamid), Interferon-y 1b, Bosentan oder Etanercept strengstens abgeraten.
Eine Behandlung mit dem Immunsuppressivum und mTOR Inhibitor Everolimus im
Rahmen einer klinischen Studie zeigte eine beschleunigte Krankheitsprogression
[Malouf — 2011].

Neuere Studien bestétigten ein erhohtes Risiko fiir Tod und Hospitalisation bei
Behandlung mit Prednison, Azathioprin und Acetylcystein im Vergleich zu Placebo
[Idiopathic Pulmonary Fibrosis Clinical Research Network — 2012].

Eine Monotherapie mit Acetylcystein wurde im Konsensus Statement 2011 (Raghu -
2011) fiir einzelne ausgewihlte Fille empfohlen, da giinstige Effekte nachgewiesen
werden konnten [Behr - 1997]. Eine aktuelle Studie des Idiopathic Pulmonary Fibrosis
Clinical Research Network 2014 konnte jedoch keinen signifikanten Benefit
nachweisen.

Pirfenidon, welches seit dem Februar 2011 in Europa zur Behandlung der leichten bis
mittelschweren IPF zugelassen ist
[http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/medicines/human/medicines/002
154/human_med_001417.jsp&mid=WCO0b01ac058001d124], lieB in zuriickliegenden
Studien ebenfalls positive Effekte erkennen [Taniguchi — 2010; Azuma — 2005]. Die
CAPACITY Studien, die den Effekt einer Behandlung mit Pirfenidon abkliren sollten,
zeigten nur eine moderate Verlangsamung der Abnahme der FVC (forcierte
Vitalkapazitit) [Loomis-king — 2013; Noble — 2011], jedoch konnte ein verlangsamter

Krankheitsprogress (dargestellt durch Lungenfunktion, Belastungstoleranz und
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progressfreiem Uberleben) in einer weiteren Phase 3 Studie untermauert werden [King
—2014].

Neben der pharmakologischen Therapie gibt es auch einige nichtpharmakologische
Strategien wie Langzeit Sauerstoff Therapie und Atemtherapie, die empfohlen werden.
Als letzter Ausweg verbleibt oftmals nur die Lungentransplantation [Morrison — 1992;
Thabut - 2003; Nishiyama - 2008].

Im Laufe der Zeit wurden vielfiltige Therapieansétze der IPF in klinischen Studien
untersucht, bei denen verschiedenste Zielstrukturen beeinflusst wurden, doch trotz
erheblicher Bemiihungen ist es bislang noch nicht gelungen eine effektive Therapie fiir

die IPF zu finden.

Studien zur Therapie mit Antikoagulantien

Es existieren bislang nur wenige klinische Studien zur Behandlung der IPF mit
Antikoagulantien.

Eine Studie von Markart et al - 2010 wies eine gute Vertraglichkeit fiir inhalativ
verabreichtes unfraktioniertes Heparin nach.

Ein zunichst vielversprechender Ansatz mit Antikoagulantien (Heparin, bzw. Warfarin)
[Kubo - 2005] erwies sich in einer neueren Studie von Noth et al - 2012 als nicht
zielfiihrend. Bei der Therapie mit Warfarin zeigte sich hier eine erhohte Mortalitt bei

fehlendem Benefit.

1.2 - Gerinnung

1.2.1 - Die Rolle der Himostase im Allgemeinen

Da, wie bereits erwihnt, intraalveolédre koagulatorische Prozesse an der Pathogenese der
IPF beteiligt sind (siehe Kapitel 1.1.7 - "Pathomechanismen") und sich diese Arbeit mit
der Wirkung eines antikoagulatorischen Medikamentes befasst, sei hier im Besonderen

auf die betreffenden Gerinnungsfaktoren und -wege eingegangen.

1.2.2 - Gerinnung und Gerinnungsfaktoren

1.2.2.1 - Die plasmatische Gerinnung
Die Hamostase ist ein wichtiger Prozess im menschlichen Korper, der im Normalfall

sicherstellt, dass Verletzungen der BlutgefiB3e schnell abgedichtet werden.
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Dieser Vorgang bedingt zwei wichtige Prozesse, die miteinander in Verbindung stehen:

Die Blutstillung durch Thrombozytenaggregation, welche als primédre Hamostase die

Bildung eines weillen, relativ instabilen Thrombus bewirkt, auf die hier jedoch nicht

weiter eingegangen wird, und die Blutgerinnung (sekundédre Himostase) unter

Beteiligung von Plasmaproteinen, mit Bildung eines stabilisierenden Fibrinnetzes.

Zur Ubersicht seien die Gerinnungsfaktoren tabellarisch dargestellt:

Faktor Synonym Funktion
I Fibrinogen/Fibrin Bildung des Fibrinnetzes
1I Prothrombin/Thrombin Aktiviert Faktor LV, VIII, IX, XI und XIII
I Gewebefaktor/Thromboplastin/TF (Tissue Im subendothelialen Gewebe; Kofaktor
Factor) von VIla
v Ca2+-Ionen Kofaktor
A\ Proakzelerin Kofaktor; bildet Komplex mit FX
VI =Faktor Va
VII Prokonvertin Komplexiert mit TF, wird von TF
aktiviert; aktiviert FX
VIII Antihdmophiliefaktor A
IX Antihdmophiliefaktor B; Christmas Faktor Komplexieren; aktivieren FX
X Stuart-Prower-Faktor Komplexiert mit FV (FXa, FVa, Ca-Ionen,
negativ geladene Zellmembranen =
Prothrombinase-Komplex); aktiviert
Prothrombin
X1 Rosenthal-Faktor Aktiviert FIX und XII
XII Hageman-Faktor Aktiviert FXI; Prikallikrein; Plasminogen
X1 Fibrinstabilisierender Faktor Vernetzt Fibrin und stabilisiert es

Tab. 2: Die Gerinnungsfaktoren und ihre Funktionen im Uberblick

Es existieren zwei Wege, iiber die Faktor X kaskadenartig aktiviert und nachfolgend

Thrombin gebildet wird und letztlich die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin erfolgt.

Extrinsischer Weg: Hierbei handelt es sich um das System, das vornehmlich fiir die

Auslosung der Gerinnung verantwortlich ist und bei Sepsis, Malignomen oder Trauma

durch Kontakt von Blut mit verletztem subendothelialem Gewebe oder vermehrter

Abgabe der extrinsischen Gerinnungsfaktoren in Gang gesetzt wird. Wichtigster

Bestandteil ist der extravaskulidre Gewebefaktor (= Faktor III; tissue factor, TF),
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welcher bei einer Gewebeverletzung freigesetzt wird und mit Faktor VII komplexiert

und diesen aktiviert.

Intrinsischer Weg/Kontakt-System: Hierbei handelt es sich vor allem um ein System das
sich an der Oberflédche aktivierter Thrombozyten abspielt und das der Verstiarkung der
Gerinnung dient bzw. die weitere Fibrinbildung unterhélt. Hauptfaktoren sind hierbei
der Komplex aus Faktor VIIIa und IXa, der fiir die FXa-Bildung verantwortlich ist, und

weitere Kofaktoren wie FXI, FXII, Prikallikrein und hochmolekulares Kininogen.

GefédRverletzung

Prékallikrein issue factor (TF)

1‘»-— FVIl
<+—FXll =—» FXlla

Kallikrein
FIX

FX

FX| =——pFXla —»\

FIXa

FVI| e FV11l2

| FXa
Prothrombin Thrombin
FV/ s FV/a2 IL_. Fi(m

FXllla

vernetztes

Fibrinogen = Fihrin s— Fibrin

Abb. 6: Schematische Darlegung der Gerinnungskaskade.

Roter Rahmen: intrinsischer Weg; griiner Rahmen: extrinsischer Weg; blauer Rahmen:
gemeinsame Endstrecke; TF = Tissue Factor; PL = Phospholipide Ubernommen aus Ruppert —
2006a.

Beide Wege miinden letztlich in einer gemeinsamen Endstrecke und fithren zur
Aktivierung von FX, welcher zusammen mit Faktor Va, gerinnungsaktiven
Phospholipiden und Calcium den Prothrombinase-Komplex formt und das inaktive
Prothrombin in das aktive Thrombin iiberfiihrt. Thrombin katalysiert die Spaltung von
Fibrinogen zu Fibrin, wodurch das Blut von einem fliissigen in einen gallertartigen

Zustand iibergeht. Dariiber hinaus induziert Thrombin die Aktivierung von FXIII, was
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zu einer Quervernetzung und somit einer weiteren Verfestigung des Fibrinnetzes fiihrt

[Norris — 2003].

1.2.2.2 - Thrombin (FII)

Thrombin ist das entscheidende Enzym der plasmatischen Gerinnungskaskade, da es,
neben vielfiltigen anderen Effekten (s.u.), fiir die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin
verantwortlich ist. Es entsteht durch enzymatische Spaltung durch den Prothrombinase-
Komplex (FXa, FVa, Ca-Ionen und negative geladene Zellmembranen) aus seiner

inaktiven Vorstufe, dem Prothrombin, welches in der Leber gebildet wird.

exosite 2
(Heparin Bindungsstelle)

Aktives
Zentrum

exosite 1
(Substrat Bindungsstelle)

Abb. 7: Schematische Darstellung des Thrombins mit aktivem Zentrum und den beiden
Exosites.
iibernommen aus Gurm - 2005

Aufbau:
Thrombin ist eine Serinprotease, bestehend aus 295 Aminosiduren, die eine kiirzere A
und eine lingere B Kette bilden, welche das Thrombinmolekiil formen [Bode - 2006].
Dieses besitzt 3 Interaktionsstellen:
1. Die sogenannte ,,Exosite I, die fiir die Bindung von Thrombin und Fibrin/-ogen
benotigt wird. Eine Interaktion mit Fibrin bewirkt zudem eine Beschleunigung
der Aktivierung von FXIII durch Thrombin [Janus - 1983].
2. Die sogenannte ,,Exosite 2, die fiir die Interaktion mit Heparin benotigt wird.
Nach Bindung von Heparin wird die Rate der Komplexformation mit

Antithrombin 3000-4000-Fach erhoht [Bode — 2006; Gettins - 2002].
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3. Das aktive Zentrum, wo die eigentliche enzymatische Spaltung der Substrate

stattfindet.

Funktionen:

Die wichtigste Funktion des Thrombins besteht darin Fibrinogen zu Fibrin zu spalten
und somit die Gerinnung zu ermoglichen. Daneben besitzt Thrombin noch weitere
Funktionen.

Einige zielen darauf ab seine eigene Aktivierung im Sinne einer positiven
Riickkopplung zu verstirken. Uber einen solchen Feedback-Loop aktiviert Thrombin
z.B. Faktor V, einen seiner Kofaktoren. Weiterhin ist Thrombin ein wichtiger Aktivator
von FVIII und FIX, also des extrinsischen Weges.

Eine weitere wichtige Funktion des Thrombins im Rahmen der Gerinnung ist die
Aktivierung des Faktors XIII, der die entstandenen, noch locker verbundenen
Fibrinmolekiile miteinander verkniipft und das Netz somit stabilisiert [Norris - 2003].
Auch an der Aktivierung der Thrombozyten iiber Protease aktivierte Faktoren (PAR) 1
und 4 ist Thrombin beteiligt [Clemetson — 2012; Gandhi - 2011].

Zusitzliche Effekte die Thrombin tiber PAR entfaltet sind im Kapitel 1.2.5.2 - "PAR-
vermittelte Effekte" dargestellt.

Die Aktivitidt von Thrombin wird vor allem durch den Inhibitor Antithrombin (AT)
reguliert, mehr dazu im Abschnitt 1.2.4.1 - "Antithrombin".

1.2.2.3 - Fibrinogen/Fibrin:

Bei der durch Thrombin katalysierten Spaltung von Fibrinogen werden Fibrin und die
Fibrinopeptide A und B freigesetzt. Dieser Vorgang ist der Endpunkt der plasmatischen
Gerinnungskaskade.

Aufbau:

Fibrinogen ist ein in der Leber gebildetes, hochmolekulares Protein, bestehend aus den
3 Polypeptidketten Aa (67kDa), Bp (56kDa) und y (47kDa), die miteinander
verflochten sind. Durch intramolekulare Disulfidbriickenbildung entsteht eine
trinodulare Struktur mit zwei duleren D-Dominen und einer zentralen E-Doméne

[Standeven - 2005].
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zentrale Doméane
verflochtene Ketten

AuRere
pC oC Doméne
D

Abb. 8: Aufbau des Fibrinogen-Molekiils. )
oC = Alpha Kette; fC = Beta Kette; yC = Gamma Kette. Ubernommen aus Kollmann — 2009.

Funktion:
Nach Abspaltung der Fibrinopeptide A und B werden an der zentralen E-Doméne Fibrin
Polymerisationsstellen freigelegt (Ea, Eb), iiber die weitere Fibrinmonomere zu einem

Polymer verkniipft werden konnen. Solcherart verkniipfte Fibrinmolekiile bilden ein

stabiles Netz, das der Stabilisierung des Thrombus und dem Wundverschluss dienen

soll (vgl. Abb. 9).

Protofibrillen

»~|| Thrombin

12 o Sl Fibrillen

Abb. 9: Mechanismus der thrombinvermittelten Abspaltung der Fibrinopeptide A und B und
Bildung von Fibrinpolymeren.

Die thrombinvermittelte Abspaltung von FpA fiihrt durch Zusammenlagerung von
Fibrinmonomeren zur Bildung von Protofibrillen. Die Abspaltung von FpB ermdglicht deren
Quervernetzung und Ausbildung des Fibringeriistes.

Fp = Fibrinopeptid; Ubernommen aus Standeven — 2005.
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1.2.3 - Fibrinolyse

Der Prozess der Fibrinolyse dient dazu, einmal gebildetes Fibrin wieder abzubauen.
Dies geschieht durch Plasmin, eine Serinprotease, welches aus der inaktiven Vorstufe
Plasminogen gebildet wird. Die Bildung von Plasmin wird durch t-PA (Tissue-type
plasminogen-activator, Gewebsplasminogenaktivator) oder durch Urokinase (auch u-
PA, Urokinase-type plasminogen-activator) katalysiert (Norris - 2003).

Bei der Spaltung von Fibrin durch Plasmin entstehen wasserlosliche
Fibrinspaltprodukte.

Plasmin besitzt zudem die Fahigkeit Wachstumsfaktoren, Zytokine und Matrix
Metalloproteinasen zu aktivieren und wirkt so bei dem Abbau von Matrix
Glycoproteinen mit [Wygrecka - 2008].

Auch die Fibrinolyse besitzt physiologische Inhibitoren, die der Regulation des Abbaus
dienen. Der primére Inhibitor von aktivem Plasmin ist a2-Antiplasmin, das irreversibel
an Plasmin bindet und einen stabilen Komplex bildet. Daneben kénnen auch o2-
Makroglobulin und Antithrombin (AT) die Plasminaktivitit inhibieren, spielen jedoch

in vivo eine untergeordnete Rolle bei der Fibrinolyse

’— Aktivatoren —i Fibrinolyse — Inhibitoren T
Plasminogen
Faktor XII-HMW-Kininogen, Plasminogenaktivator-
Kallikrein F————"Inhibitor (PAI) 1 und 2
—_—
t-PA ay-Antiplasmin
u-PA 5 a,-Makroglobulin

Plasmin Antithrombin

¢

Fibrin & Fibrinmonomere 9 Fibrinpolymere < Fibrinspaltprodukte —| Thrombin

—{ hemmender —>» stimulierender = wird umgesetztzu -~ bindetan
Einfluss Einfluss

Abb. 10: Schematische Darstellung der Fibrinolyse und ihrer Inhibitoren.
Die Plasminogenaktivator-Inhibitoren inhibieren t-PA und u-PA.
a2-Antiplasmin, a2-Makroglobulin und Antithrombin binden freies Plasmin und inaktivieren es.

Ubernommen aus Arastéh K ; Duale Reihe - Innere Medizin; Thieme Verlag, Stuttgart; 2.
Auflage; 2009; S.1270.

Eine weitaus wichtigere Rolle bei der Inhibition der Fibrinolyse spielen die

Plasminogenaktivatorinhibitoren (PAI), welche t-PA und u-PA binden und inhibieren
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und somit die Fibrinolyse auf der Ebene der Plasmingeneration regulieren, allen voran

PAI-1. Dieses wird vornehmlich in den Endothelzellen gebildet und durch eine Vielzahl

von Stoffen freigesetzt. Es liegt in grolerer Menge vor als t-PA, wodurch dieses

grofteils in gebundener Form vorliegt, und somit eine vorzeitige Fibrinolyse verhindert

wird (Norris - 2003).

1.2.4 - Gerinnungshemmung/Antikoagulation

Auch ohne Gefédlverletzung als Ausloser kommt es vor, dass einzelne

Gerinnungsfaktoren aktiviert werden. Um zu verhindern, dass dadurch der vollstindige

Prozess der Gerinnung unnotigerweise abliuft, existieren einige Wirkstoffe im

menschlichen Korper, die aktivierte Gerinnungsfaktoren inaktivieren kdnnen.

Zusitzlich existiert eine Vielzahl von Stoffen, die normalerweise nicht im menschlichen

Korper vorkommen, welche ebenso eine gerinnungshemmende Wirkung besitzen und

therapeutisch genutzt werden [Norris — 2003].

Es sollen kurz die wichtigsten dieser Stoffe erwédhnt werden.

Wirkstoff

Bildungs- bzw.

Gewinnungsort

Wirkung

Antithrombin (AT)

Leber

Inaktivierung v.a. von
FIXa; FXa und Thrombin.
Inaktivierung auch anderer
Gerinnungsfaktoren

Thrombomodulin

Oberflache von
Endothelzellen

Verindert Wirkung von
Thrombin: Spezifische
Aktivierung von Protein C

Komplexiert mit Protein S,

APC (aktiviertes Protein . . Phospholipiden und
O Inaktives Protein - Leber Calcium: Inaktiviert FVa
und und FVIlIa
ﬁled(:l};;arlzzlzle?én Inhibiert FXa, komplex
TFPI gakatyozyten, mit FXa inhibiert
Thrombozyten, Plasma, TE/FVIla
Monozyten/Makrophagen
Verstdrkung der Aktivitit
Heparin - Mensch: Mastzellen von AT u.m‘d‘en Faktor
- hochmolekulares bzw. _ Schweinedarmmukosa 1000, Inhibition von
unfraktioniertes Thrombin und FXa.
Heparin (GAG- Niedermolekulare
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Kettenldnge >17)

- niedermolekulares bzw.
fraktioniertes Heparin
(GAG-Kettenldnge 5-
17)

Heparine verstirken vor
allem die Inhibition von
FXa

Heparinoide (z.B.

Schweinedarmmukosa,
Heparin und

Verstdrkung der Aktivitit
von AT, dhnlich

. . niedermolekularem
Danaparoid) glet?jrrrllltlfragmente werden Heparin inhibiert AT
vornehmlich FXa.
Hemmung des Vitamin-K
Cumarin = sekundérer abhanglgen Enzyms
. Vitamin K-Epoxid-
Cumarine Pflanzenstoff. .
Reduktase und somit
(Phenprocoumon, Herstellung durch
. . P Synthesehemmung der
Warfarin) chemische Modifikation .
von Cumarin Gerinnungsfaktoren 1II,
VII, IX und X in der
Leber.
Direkte P Speicheldriisen des
Thrombininhibitoren .
o Blutegels (hirudo
- Hirudin Lo
medicinalis)
- r-Hirudine . . .
. ) Gentechnologisch Direkte Bindung und
(r = rekombinant); e ..
o modifizierte Hefen Inaktivierung von
Lepirudin, .
. Thrombin
Desirudin)
- Hirudinanaloga Derivat des Hirudins
(Bivalirudin)
i ;irﬁ?et lr;)b;?;n Synthetische
g Hirudinderivate

Faktor Xa-Inhibitoren
- Fondaparinux

- Rivaroxaban

Synthetische Herstellung

AT vermittelte selektive
Inhibition von FXa

AT unabhingige
selektive Inhibition von
FXa

Tab. 3: Auflistung der wichtigsten im menschlichen Korper vorkommenden und wichtiger
therapeutisch genutzter gerinnungshemmender Faktoren.

GAG = Glykosaminoglykan.

Zusammengetragen aus Norris - 2003; Nader - 2004; Acostamadiedo - 2000; Park - 1988; Hirsh
- 2005; Weitz 2004.
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1.2.4.1 - Antithrombin
Aufbau:

Antithrombin ist ein Glykoprotein, bestehend aus 432 Aminoséuren, das zu den

Serinprotease Inhibitoren (Serpine) [Irving - 2000] gehort und in der Leber synthetisiert

wird.

Funktionen:

Seine wichtigste Funktion besteht vor allem in der Inaktivierung von Thrombin, FIXa

und FXa und somit der Kontrolle der Gerinnung.

Kallikrein- e g GefaRverletzung Zellulire Effekte
Kinin-System ‘739""““"97 —_— Prostazyklin Freisetzung
S Tissue factor (TF) (Endothelzellen)
@ & ® /
— FVIl LPS-bedingte Freisetzung
+———— FXIl == FXila FVII e & von IL-6, TF
: ogP Leukozytenrollen und -adhasion
Kallikrein £t FVila , Leukozytenrekrutierung
HMW- R\ e
Kininogen X > FXla EX PAR ‘“Iénchenaggregah’on

GMZ-, Fibroblastenproliferation
ECM-Produktion

Antithrombin Rekrutierung inflammatorischer
lea/ Zellen

‘ Proinflammatorische Mediatoren 1“
i 7
—_—
Bradykinin FVIIl FVilla /
l FXa
Gefapermeabilitat ProthrombinThrombin

Kontraktion von GMZ EXINI
Vasodilatation FV - V2 | l
v

1
1
1
1
1
1
1
1 Kinin
1
1
1
1
1
1

s FXilla

cs/ l

0 Abbau
------------ - von ECM
$Cﬁa

1
1
Immunkomplexe s
‘ + Aktivierende Oberflachen F Fibrin vernetztes 10— Fibrinspalt-
1 c1 + Fibrin produkte
1 (C1q, C1r, C1s) C3b
1
! +B
H l¢c4 ________________________ Plasmin
1 Clars Komplement +D | e
! System P
1 +C2 S
1 Cda W . "
C2 zweikettiges t-PA ——— |+—— tcu-PA  u-PAR
! Cab2a C3bB’b, . g
1 .
1 g
¢ c3b c3 c3b S
! . . Plasminogen
: C3b Anhang ca Eaa % C3b Anhang / Fibrinolyse/
- cdl : 3b C3b;:3b \_MWP-system |
1 b2a.
. 5 —_—
1 (C5 Convertase) (C5 Convertase) . . pro-MMP MMP
1
1
1

C5b-C9 =

Membrane attac complex (MAC)

¥

Tétung von Pathogenen
Opsonierung von Pathogenen
|Rekrutierung von Entziindungszellen |

Abb. 11: Ubersicht iiber die vielfiltigen Funktionen von Antithrombin.

LPS = Lipopolysaccharid; IL = Interleukin; PAR = Protease aktivierte Rezeptoren; GMZ =
glatte Muskelzellen; ECM = Extrazelluldre Matrix; HMW-Kininogen = High Molecular
Weight-Kininogen; MMP = Matrix-Metalloproteinase; t-PA = tissue-type plasminogen
activator

Ubernommen aus Ruppert — 2006a.
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Die genannten Faktoren werden durch die Bildung eines stabilen Komplexes im
Verhiltnis 1:1 inaktiviert. Antithrombin wird durch diese Bindung verbraucht
[Huntington - 2000]. Auch andere Serinproteasen, wie FXI, FXII, Plasmin, Kallikrein
und der Komplementfaktor C1, werden auf diese Art inaktiviert.

Die Aktivitit von Antithrombin allein ist relativ gering, wird jedoch durch die Bindung
von Heparin um einen Faktor von etwa 1000 gesteigert [Olson - 1992]. AT macht etwa
80% der Thrombin-inhibierenden Aktivitit im Plasma aus [Ruppert — 2006a].
Abgesehen von den antikoagulatorischen Funktionen wurden in einigen Studien
antiinflammatorische Effekte fiir Antithrombin nachgewiesen, vermittelt durch eine
erhohte Produktion und Freisetzung von Prostaglandin 12 in Endothelzellen [Yamauchi
— 1989; Uchiba - 1995], durch Inhibition der TNF-Alpha und IL-6 Produktion und
durch Inhibition des proinflammatorischen NfkB-Signalweges [Hagiwara — 2008] .

1.2.4.2 - Heparin

chosoy 07 CH0805 CH,0805"
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Abb. 12: Pentasaccharideinheit aus einem Heparinmolekiil

Die Pentasaccharideinheit des Heparins besteht aus drei sulfatierten D-Glucosaminen und zwei
Uronsduremolekiilen (D-Glucuronsdure und L-Iduronsdure)

Ubernommen aus Gunay — 1999.

Aufbau: Heparin ist ein kettenformiges, sulfatiertes Glykosaminoglykan, das sich aus
einem variablen Gemisch an Disaccharideinheiten (bestehend aus D-Glucosamin und
D-Glucuronséure bzw D-Glucosamin und L-Iduronsédure) zusammensetzt und in
menschlichen Mastzellen vorkommt. Als funktionelle Gruppen enthilt Heparin
Sulfatreste, die entweder an Stickstoff (Sulfamid) oder an Sauerstoffatome
(Schwefelsdureester) gebunden sind. Das therapeutisch als Antikoagulans verwendete
Heparin stammt vor allem aus der Diinndarmmukosa von Schweinen. Es exisitieren
Heparine mit unterschiedlichen Kettenldngen und Molekiilmodifikationen (siehe Tab.
3), was mit einer unterschiedlichen Wirksamkeit der Gerinnungshemmung einhergeht

[Gunay — 1999].
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Fiir die eigentliche Interaktion des Heparins mit Antithrombin ist eine Pentasaccharid-
Einheit aus drei sulfatierten Glucosaminen und zwei Uronsduremolekiilen

verantwortlich (Abb. 12) [Gunay — 1999].

Funktionen:

Die Wirkung von Heparin beruht auf einer Bindung der Pentasaccharid-Einheit an eine
hochaffine Bindungsstelle von Antithrombin mit darauf folgender
Konformationsidnderung, welche dessen reaktive Stelle besser zuginglich macht und
somit die inhibitorische Aktivitidt von Antithrombin um den Faktor 1000 erhoht [Gunay
- 1999; Hirsh — 1992; Hirsh — 1991].

Die Bindung der Pentasaccharid-Einheit an AT bewirkt vor allem eine verstirkte
Inaktivierung des FXa. Fiir die Inaktivierung von anderen Faktoren, u.a. Thrombin,
werden langerkettige Heparine (Kettenldnge mindestens 18 Saccharid-Einheiten)
benotigt, da hierfiir ein anderer Wirkmechanismus von Bedeutung ist, bei dem Heparin
als Template fiir die Komplexbildung aus AT und Zielprotease fungiert. Uber eine
zweite, niedrig affine Heparinbindungsstelle im AT Molekiil werden Inhibitor und
Protease in rdumliche Nihe zueinander gebracht (sogenannter
Anniherungsmechanismus) [Ruppert — 2006a].

Wichtig zu erwihnen ist, dass bereits an Fibrin gebundenes Thrombin und an Plittchen
gebundener FXa nicht mehr inaktiviert werden konnen [Weitz - 1990, Eisenberg —
1993]. Heparin fordert hierbei die Bindung von Thrombin iiber seine Exosite 1 an
Fibrin. Durch die Bildung dieses Komplexes, bei dem beide Exosites besetzt sind, ist
Thrombin vor der Inaktivierung durch den Heparin/AT-Komplex geschiitzt, da die
notige Annidherung von Enzym und Inhibitor nicht stattfinden kann [Adams — 2006;

Hogg — 1990; Hogg — 1996; Liaw - 2001].
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FIBRIN

Abb. 13: Schematische Darstellung der Interaktion von Heparin mit AT und an Fibrin
gebundenem Thrombin.

Bereits an Fibrin gebundenes Thrombin kann aufgrund der Interaktion mit Heparin nicht mehr
durch Antithrombin inaktiviert werden.

Ubernommen aus Weitz - 2002.

Der Mechanismus, durch den FXa, eingebaut in den Prothrombinase Komplex, vor

Heparin geschiitzt wird ist noch kaum verstanden [Brufatto — 2003].

Medizinische Verwendung:

Heparin wird vielfach zur Privention und Therapie von vendsen und arteriellen
Thrombosen verwendet [Weitz — 2002], jedoch hat es einige Beschrinkungen.

So muss es parenteral verabreicht werden, bindet an Plasmaproteine, deren Plasmalevel
variieren und bedarf somit Laborkontrollen, um abzusichern, dass die Wirkung in einem
therapeutischen Bereich liegt [Hirsh - 1991].

Diese Problematik kann zwar durch die Gabe von niedermolekularem Heparin (durch
Spaltung aus nativem Heparin gewonnen), welches eine geringere Affinitét zu
Plasmaproteinen hat und somit kaum einer Laborkontrolle bedarf [Weitz - 1997],
umgangen werden, jedoch gibt es noch einige andere Problematiken, u.a. die Gefahr
einer Heparin induzierten Thrombozytopenie (HIT) und damit einhergehender
Thrombosegefahr [Chong - 2003] oder einem Reboundeffekt bei Beendigung der
Therapie [Theroux - 1992]. Mit Ausnahme der Intensivmedizin spielt unfraktioniertes

Heparin daher in der klinischen Routine keine Rolle mehr.
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1.2.4.3 - Direkte Thrombininhibitoren

Hirudin ist ein hochspezifischer direkter Thrombin Inhibitor, bestehend aus 65
Aminosduren und einem Molekulargewicht von etwa 7000 Da [Markwardt - 1994].

Er wurde schon friih aus den Speicheldriisen des Blutegels (hirudo medicinalis) isoliert
[Haycraft - 1884] und zu Forschungszwecken herangezogen. Die Gentechnologie
ermdglichte um 1986/87 die effektive und mengenméBig zufrieden stellende
Gewinnung von rekombinantem Hirudin (r-Hirudin) aus Bakterien [Harvey — 1986] und

spater aus Hefen [Park — 1995].
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Abb. 14: Aminosduresequenz von Hirudin.
Den rekombinant hergestellten Hirudinen fehlt die Sulfatgruppe an Tyrosin-63
(Desulfatohirudin) Ubernommen aus Ruppert — 2006b.

Die rekombinant erzeugten Produkte, Lepirudin und Desirudin, weisen eine identische
molekulare Struktur wie der natiirliche Wirkstoff auf, bis auf eine Sulfat-Gruppe am
Tyr-63, was ihnen die Bezeichnung Desulfato-Hirudine verlieh. Lepirudin hat
zusitzlich eine verdnderte Aminosduresequenz am NH2-Terminus: 1-Leu-2-Thr-. Die
antikoagulatorische Wirkweise dieser Produkte ist der des natiirlichen Hirudins
gleichzusetzen, jedoch ist die Affinitdt zu Thrombin 10-fach geringer [Markwardt —
1988; Markwardt - 1994].

Neben dem natiirlichen und den rekombinant hergestellten Hirudinen existieren
synthetisch hergestellte Hirudinanaloga, z.B. Bivalirudin, auf die im Weiteren jedoch

nicht eingegangen wird.
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Funktion:
exosite 2

(Heparin Bindungsstelle)

Hirudin oder

Aktives Lepirudin
Zentrum

: FIBRIN %
exosite 1
(Substrat Bindungsstelle)

Abb. 15: Darstellung des Wirkmechanismus von Hirudin, bzw. r-Hirudinen.
Adaptiert aus Gurm — 2005.

Die Wirkung von Hirudin, bzw r-Hirudin beruht auf der irreversiblen Bindung von
Thrombin im Verhiltnis 1:1. Dabei interagiert die COOH-terminale Doméne des
Hirudinmolekiils mit der Exosite 1 des Thrombins und verhindert die Bindung von
Thrombin an sein Substrat. Die NH2-terminale Domine des Hirudins lagert sich nach
einem Schliissel-Schloss Prinzip an das aktive Zentrum und blockiert es (Abb.15)
[Weitz — 2002].

Durch Interaktion von Hirudin mit Thrombin werden alle proteolytischen Effekte von
Thrombin inhibiert, was bedeutet, dass neben der Spaltung von Fibrinogen auch die
Aktivierung der Faktoren V, VIII, IX, XI und XIII verhindert wird [Lindhout — 1990;
Hauptmann - 1987]. Dies bedeutet, dass zum einen der positive

Riickkopplungsmechanismus, durch den Thrombin seine eigene Bildung fordert, und

zum anderen die Quervernetzung und Stabilisierung des Fibringeriistes verhindert wird.

Auch die Thrombin induzierte Plittchenaggregation wird durch Hirudin beeinflusst. Fiir

die Inhibition der Plittchenaggregation wird jedoch eine groBere Menge Hirudin
benotigt, da die Affinitidt von Thrombin zu Rezeptoren auf der Plittchenmembran hoh
ist als zu Fibrinogen [Markwardt — 1994].

Abgesehen von den antikoagulatorischen Wirkungen verhindert Hirudin auch die
zellvermittelten Effekte von Thrombin, wie z.B. die Stimulation der

Fibroblastenproliferation (Abb. 16) [Glusa — 1988; Van Obberghen-Schilling — 1982].

cr
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Abb. 16: Ubersicht iiber die Effekte der direkten Thrombininhibitoren
Ubernommen aus Ruppert — 2006a.

Hirudin und r-Hirudine beeinflussen die iiblichen Gerinnungstests, sowohl den aPTT-
Test (activated partial thromboplastin time — intrinsischer Weg), den PT-Test
(Prothrombin time — extrinsischer Weg) als auch den TZ-Test (Thrombin Zeit — direkt
iiber Thrombin) [Markwardt - 1984].

Hirudin ist pharmakodynamisch inert, zeigt eine sehr gute Vertrdglichkeit [Klocking —
1991] und keine himorrhagischen Nebeneffekte, solange es nur in Dosen verabreicht
wird, die fiir eine antithrombotische Wirkung bendtigt werden [Markwardt — 1988].
Die Halbwertszeit von Hirudin und r-Hirudin im gesunden Menschen betrigt etwa 60
Minuten, ist jedoch bei Nierengeschiddigten verdndert, da die Stoffe {iber die Niere
ausgeschieden werden [Lefevre - 1997]. Es existiert kein Gegenmittel, weshalb bei
einer Uberdosierung eine Dialyse mit Polymethyl-methyl acrylat-Membranen (PMMA)
vorgenommen werden muss, um eine effektive Elimination zu erreichen [Vanholder —
1997; Weitz - 2002].

Andere Moglichkeiten eine Uberdosierung zu therapieren wiren
Austauschtransfusionen, die Gabe von Prothrombin-Komplex Konzentraten, bzw.

rekombinantem Faktor VIla oder eine Plasmapherese [Markwardt — 1994].
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Therapeutische Verwendung von direkten Thrombininhibitoren:

Zulassung Indikation
Bislang keine
Hirudin Zulassung
[Di Nisio - 2005]
13/03/1997 bis
27/07/2012 Antikoagulation bei erwachsenen Patienten mit
(Riicknahme nach | Heparininduzierter Thrombozytopenie (HIT) Typ II
Antrag des und thrombembolischer Erkrankung, die eine
. ,,marketing parenterale antithrombotische Therapie bendtigt.
Lepirudin o .
authorisation holder
wegen http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pag
kommerzieller es/medicines/human/medicines/000122/human_me
Griinde) d_001020.jsp&mid=WC0b01ac058001d124
Préavention einer tiefen Venenthrombose nach Hiift- oder
Knieersatz.
Desirudin 09/0771997 http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/m
edicines/human/medicines/000104/human_med_001032
.jsp&mid=WC0b01ac058001d124

Tab. 4: Indikationen der European Medicines Agency fiir Hirudin und r-Hirudine [Stand:
Februar 2014]

Ausgehend von Hirudin wurden zahlreiche weitere direkte Thrombininhibitoren (DTI)
entwickelt. Tabelle 5 zeigt eine Ubersicht iiber die am Markt erhiltlichen DTI, vor

allem solcher, die oral verabreicht werden konnen.

Zulassung | Indikation

Antikoagulation bei Erwachsenen die sich einer perkutanen
Koronarintervention unterzichen miussen, einschlieflich
Patienten mit ST-Strecken Hebungsinfarkt (STEMI) und
primédrer PCL

Behandlung erwachsener mit instabiler Angina
pectoris/Nicht ST-Strecken Hebungsinfarkt (IAP/NSTEMI)
mit geplanter dringender oder friither Intervention.
Bivalirudin sollte mit Aspirin und Clopidogrel verabreicht
werden.

Bivalirudin

Angiox® 20/09/2004

http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/medici
nes/human/medicines/000562/human_med_000647.jsp&mid
=WCO0b01ac058001d124

30



Primére Privention von vendsen thromboembolischen
Ereignissen bei Erwachsenen die eine elektive vollstindige
Hiiftersatz Operation oder vollstindige Knieersatz Operation
durchlaufen haben.
Privention von Schlaganfillen und systemischen Embolien
bei Erwachsenen mit nicht valvuldrem Vorhofflimmern und
einem oder mehr der folgenden Risikofaktoren:

e zuriickliegende/r Schlaganfall, transiente

Dabigatran ischdmische Attacke oder systemische Embolie
etexilate 18/03/2008 e linksventrikuldre Auswurffraktion <40%
mesilate e Symptomatische Herzinsuffizienz > New York

Heart Association (NYHA) Klasse 2

e Alter > 75 Jahre

e Alter > 65 Jahre assoziiert mit einem der folgenden:
Diabetes mellitus, koronare Herzkrankheit oder
Hypertension

http://www.ema.europa.eu/ema/index.jsp?curl=pages/medici
nes/human/medicines/000829/human_med_000981.jsp&mid
=WC0b01ac058001d124

Prophylaxe oder Behandlung einer HIT mit Thrombose.
Patienten, die sich einer PCI unterziehen mit dem Risiko
eine HIT zu entwickeln.

Seit Mitte 2005 bei Patienten mit heparininduzierter
Argabtroban Thrombozytopenie Typ II (HIT-II) zur Antikoagulation
(Hemmung der Blutgerinnung) in Deutschland zugelassen

http://www.medknowledge.de/neu/med/jahr/2006/1-
2006-5-argatra.htm

Keine 2006 vom Markt genommen wegen Lebertoxizitit; Keine

Ximelagatran Zulassung | Zulassung in den USA

Tab. 5: Indikationen der European Medicines Agency fiir direkte Thrombininhibitoren
[Stand: Dezember 2014]

1.2.5 - Pathophysiologische Bedeutung des Gerinnungssystems bei der

Fibrose

Bei der IPF besteht eine gestorte intraalveolidre Himostaseregulation.

Zu dieser Dysbalance tragen eine erhohte prokoagulatorische Aktivitit durch vermehrte
Expression von TF und Ausbildung des TF-FVIla-Komplexes mit konsekutiver
Aktivierung der Gerinnungskaskade [Idell — 1989a,b; Giinther — 2000; Nakstadt — 1990;
Kotani — 1995; Imokawa — 1997; Olman — 1995], sowie eine supprimierte

fibrinolytische Aktivitit im Alveolarraum bei.
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Tierexperimentelle Studien legen nahe, dass Alveolarmakrophagen sowie
Alveolarepithelzellen vom Typ II die Hauptquelle der erhohten prokoagulatorischen
Aktivitdt im Rahmen einer inflammatorischen Lungenschddigung darstellen (Wygrecka
- 2004; Wygrecka - 2007).

Es entsteht zudem eine ungeniigende Antagonisierung durch antikoagulatorische
Faktoren, wie zum Beispiel von Antithrombin (AT), welches Thrombin und einige
andere Proteasen des Gerinnungsweges inhibiert (vgl. 1.2.4.1 - "Antithrombin") und
TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor), welcher vor allem den TF-FVIla-FXa-
Komplex inhibiert [Fujii — 2000; Wygrecka — 2004; Kobayashi — 1998; Yasui — 2000;
de Moerloose — 1992]. Aktiviertes Protein C (APC) inaktiviert die Faktoren Va und
VIlIa, reduziert die Produktion einiger inflammatorischer Zytokine und die PDGF-
Expression (Platelet derived growth factor — potente mitogene Wirkung auf
Fibroblasten) und ist weiterhin auch fiir die Inhibition von Plasminogen Aktivator
Inhibitor (PAI-1) verantwortlich (Esmon — 2006; Shimizu — 2003; Wygrecka — 2008;
D'Angelo - 1987). Ein Mangel an APC verursacht folglich eine erhdhte Aktivitidt von
PAI und somit eine geringere fibrinolytische Kapazitit.

Diese wird noch weiter reduziert durch die verminderte Produktion von u-PA und einer
vermehrten Synthese von PAI (Plasminogen aktivator Inhibitor) und a2-Plasmin
Inhibitor, was in einer verstirkten Inhibition von Plasmin und u-PA/t-PA resultiert.
[Idell — 1989a,b; Giinther — 2000; Kotani - 1995].

Als Folge dieser Dysregulation wird intraalveolir Fibrin gebildet, welches unter
anderem als Matrix fiir Fibroblasten dient, welche vermehrt einwandern und Kollagen

produzieren, sowie einige weitere Wirkungen entfaltet.

1.2.5.1 — Auswirkung der Fibrinbildung auf das Surfactantsystem

Surfactant:

Die Alveolen der Lunge sind mit einer diinnen Schicht aus Phospholipiden und
Proteinen, dem so genannten Surfactant, ausgekleidet [Weibel - 1968]. Dabei handelt es
sich um ein Lipid-Protein-Gemisch, bestehend aus 90% Lipiden (meist Phospholipide)
und 10% Proteinen, darunter den vier spezifischen Surfactant-Proteinen SP-A, SP-B,
SP-C und SP-D [Goerke - 1998] (vgl. Abb. 17), welches von den Typ II Pneumozyten
produziert und sezerniert wird [Zuo — 2008].

Die Hauptaufgabe des Surfactant besteht darin, die alveoldre Oberflachenspannung zu

reduzieren und somit eine normale Lungenmechanik zu garantieren [Goerke - 1998].
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Dies bedeutet einerseits einen geringeren Kraftaufwand zum Aufblidhen der Lunge und
eine erhohte Compliance und andererseits eine Reduzierung des elastischen Riickzuges

und Vermeidung des Kollapses der Alveolen wihrend der Exspiration [Lumb — 2005].
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Abb. 17: Schematische Darstellung der Surfactantproteine.

Ubersicht und Einzeldarstellung. SP = Surfactant Protein, PL = Phospholipide
Adaptiert aus Griese - 1999.

Abgesehen von diesen Eigenschaften besitzt Surfactant noch einige andere Funktionen,
wie zum Beispiel die Regulation des osmotischen Drucks (anti-Odem-Faktor), die
Erleichterung der mukozilidren Clearance, die Beseitigung von Fremdkorpern, sowie
bei der unspezifischen Immunabwehr [Bilek — 2003; Frerking — 2001; Brown — 1993].
Ein Mangel an oberflichenaktivem Surfactant infolge fetaler Unreife fithrt zum

neonatalen Atemnotsyndrom (IRDS) [Frerking - 2001]. Daneben kann Surfactant bei
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bestimmten Erkrankungsbildern veridndert und in seiner Funktion beeintrichtigt sein,
was sich klinisch ebenfalls in Gasaustauschstorungen bemerkbar macht. Beispiele sind
die Inaktivierung von Surfactant beim Mekoniumaspirationssyndrom oder die
Schiddigung durch Proteasen, Phospholipasen und reaktive Sauerstoffspezies bei
inflammatorischen Lungenerkrankungen wie dem akuten Lungenversagen (acute
respiratory distress syndrome, ARDS) oder Pneumonien [Giinther — 2001; Rodriguez-
Capote — 2006; Giinther — 1999; Spragg — 2007]. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
insbesondere die Plasmaproteine, die iiber eine gestorte Barrierefunktion in den
Alveolarraum gelangen maflgeblich zur Inhibition der Surfactantfunktion beitragen
[Seeger — 1985; Giinther — 1999]. Vergleichbare Verianderungen im Phospholipid-,
Fettsdure- und Surfactantproteinprofil mit Verlust der Oberflichenspannungsregulation
wurden auch bei Patienten mit chronisch interstitiellen Lungenerkrankungen festgestellt

[Giinther — 1999].

Auswirkung der Fibrinbildung:

Plasmaproteine, insbesondere Fibrin, besitzen (per se) eine starke Surfactant
inhibitorische Aktivitit. Dariiberhinaus konnen fiir die Oberflichenspannungsregulation
wichtige Surfactantkomponenten (PL, SPB, SPC) in Fibringerinnsel inkorporiert
werden, was zu einem dauerhaften Verlust der Oberfldachenaktivitét in der Lunge mit
Bildung von Atelektasen fiihrt.

[Seeger - 1993; Burkhardt - 1989]. Durch ein Verkleben atelektatischer Alveolarwinde
durch Fibrin wird zudem eine provisorische Matrix gebildet, in die Fibroblasten
einwandern und Kollagen produzieren konnen, und die als ein Reservoir fiir
profibrotische Faktoren dient [Grainger - 1995; Burkhardt - 1989]. Dariiber hinaus
dienen Fibrin und seine Abbauprodukte als chemotaktische Proteine, die neutrophile
Granulozyten anlocken [Leavell - 1996], die Gefdllpermeabilitit [Dang - 1985] und die
Migration und Proliferation von Entziindungszellen (Makrophagen) steigern [Ciano -
1986] (Vgl. Abb. 18).

Die Storung der Lungenmechanik durch die dysregulierte intraalveoldre Himostase
lasst sich durch die Korrelation von Lungenfunktionsparametern (FVC, TLC) mit
anderen Parametern darstellen. Zum Einen mit der reduzierten Surfactantfunktion,
dargestellt iiber eine verringerte Oberflachenaktivitit und zum Anderen mit einer

erhohten Konzentration an D-Dimeren [Giinther - 1999].
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Trotz dieser vielfdltigen Auswirkungen der intraalveoldren Fibrinbildung muss
angemerkt werden, dass Fibrinogen Knockout Mause nicht vor der Entwicklung einer
Lungenfibrose nach Bleomycinapplikation geschiitzt sind und der Fibrinbildung somit
nicht die Schliisselrolle bei der Ausbildung einer Fibrose zugeschrieben werden kann

[Hattori — 2000].

1.2.5.2 - Protease aktivierte Rezeptor (PAR-) vermittelte Effekte

Wie bereits in Kap. 1.1.7 - " Pathomechanismen" erwihnt, konnen Gerinnungsfaktoren
auch zelluldre Effekte vermitteln. So konnen der TF/FVIla-Komplex, Thrombin und
Faktor Xa iiber Protease aktivierte Rezeptoren (PAR 1-4), einer Gruppe von G-Protein
gekoppelten Rezeptoren, zu fibrotischen und inflammatorischen Effekten beitragen.
Thrombin und FXa stimulieren iiber PAR-I die Proliferation von Fibroblasten und die
Prokollagen Produktion [Chambers — 1998; Blanc-Brude - 2005] und Thrombin iiber
PAR-I die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten [Bogatkevich - 2001].
Weiterhin kann durch die Aktivierung von PAR-I und -II durch Thrombin, FXa und den
TF/FVII-Komplex die Expression von profibrotischen und —inflammatorischen
Zytokinen erhoht werden [Chambers - 2000; Ludwicka-Bradley - 2000; Shimizu - 2004;
Monroe - 2007; Wygrecka - 2008]. Zudem wird durch die FVII abhédngige PAR-II
Aktivierung die Proliferation von Fibroblasten und die Produktion von extrazellulidrer
Matrix gesteigert [Wygrecka - 2011].

Abgesehen von den dargestellten Effekten besitzen die PAR noch weitere Funktionen,
wie z.B. vielfiltige Effekte auf die Gefidlle (Regulation des GefilBitonus, Induktion von
Endothelproliferation) und auf Immunkompetente Zellen (Aktivierung von Monozyten,
T-Lymphozyten und Mastzellen mit Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen),

sowie die Freisetzung u.a. von PDGF und TGF-f [Ruppert — 2008].
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EMT, Beeintrachtigung der

Alveolarraum Antifibrinolytisches Epithelzellmigration, Fil?roblast-
intraalveolres Milieu Myofibroblast Differenzierung
PAL 1| :
a2-Plasmininhibitor, || profibrotische
u-PA Il Effekte
hyperkoagulatives Milieu Surfactant-

Fibrin

Tr \%\provisoﬁsche Matrix

Fibrinogen
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7 =7

Interstitium

ADbb. 18: gestorte intraalveolire Hamostase und Effekte von Fibrin.

Aktivierte Alveolarmakrophagen (AM) und Alveolarepithelzellen (AEC) bilden
prokoagulatorische und antifibrinolytische Substanzen. Ubertritt von Fibrinogen in den
Alveolarraum und Formation einer provisorischen Matrix. Surfactant wird in de Matrix
inkorporiert und funktionslos. Die persistierende Matrix, sowie die Proteasen der
Gerinnungskaskade losen verschiedene profibrotische Mechanismen aus, wie z.B. die
Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT). PAI = Plasminogen aktivator Inhibitor; u-PA =
urokinase Typ Plasminogen Aktivator. Ubernommen aus King — 2011.

freie RNA FSAP
N 74
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- Inflammatorische Zytokine
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(Fibrinogen, Fibrin)

Abb. 19: Schematische Ubersicht iiber PAR-vermittelte profibrotische Prozesse
Die vier bekannten PAR unterscheiden sich in ihrer Sensitivitit und Spezifitdt fiir

unterschiedliche Proteasen. Thrombin aktiviert vornehmlich PAR-1; -3 und -4, FXa vor allem
PAR-1 und -2 und TF/FVIla PAR-2.

Ubernommen aus Ruppert — 2008.
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1.2.6 — Antikoagulation als neues Therapieprinzip bei akuten und

chronischen interstitiellen Lungenerkrankungen
Ausgehend von der Bedeutung der Gerinnungsveridnderungen bei der Pathogenese der
IPF wurden verschiedene antikoagulative Strategien entwickelt und an

tierexperimentellen Modellen untersucht.

TFPI/ inaktivierter FVIla:

Eine Studie von Creasey et al (1993) bei Pavianen mit Sepsis und nachfolgender
Infusionsbehandlung mit TFPI zeigte eine verlingerte Uberlebenszeit und eine
Reduktion des sepsisverursachten Organschadens.

Auch bei Ratten mit einem LPS-verursachten Lungenschaden und vorheriger und
nachfolgender Behandlung mit TFPI konnte eine verminderte Schidigung und eine
Reduktion des TNF-o, [Enkhbaatar — 2000], sowie bei einer Behandlung mit
inaktiviertem FVIla eine verminderte alveoldre Inflammation, Fibrinablagerung und

reduzierte Spiegel von IL-1 und IL-6 aufgezeigt werden [Miller — 2002].

Aktiviertes protein C (APC):

Untersuchungen an Ratten bzw. Miusen konnten fiir eine Behandlung mit APC einen
schiitzenden Effekt vor Lungenddemen, interstitieller Granulozyteninfiltration und
einen verminderten Anstieg von TNF-o [Murakami - 1997], beziehungsweise eine
verminderte Lungenfibrose, Expression von IL-1 und erh6hter Plasminogenaktivator-

Aktivitdat nachweisen [ Yasui - 2001].

Heparin:

Versuche mit Heparin bei Kaninchen mit Bleomycin-induzierter Lungenfibrose, per
Inhalation unter Spontanatmung verabreicht [Giinther — 2003], zeigten eine signifikante
Abmilderung der Lungenfibrose, u.a. durch verbesserte Compliance, Reduktion der
histologischen Abnormalititen, wie Ablagerung von Extrazellularmatrix, und Reduktion

des 16slichen Kollagens in BAL-Fliissigkeit.
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Antithrombin (AT)

Eine Studie mit LPS-verursachtem Lungenschaden bei Ratten und i.v. Behandlung mit
AT konnte eine Reduktion des GefiBschadens, der vaskulidren Permeabilitit und der
Leukozytenakkumulation aufzeigen, jedoch war hierfiir eine weit hohere Dosis notig als
sie fiir antikoagulative Effekte benotigt wird [Okajima - 1998]. Eine Untersuchung an
Kaninchen konnte bei kombinierter Behandlung eines LPS-verursachten
Lungenschadens mit AT und C1-Esterase-Inhibitor eine reduzierte Fibrinablagerung

und GefidBBpermabilitit nachweisen [Giebler — 1999].

Direkte Thrombininhibitoren:

In einer Studie von Howell et al (2001) konnte gezeigt werden, dass der direkte
Thrombininhibitor UK-156406 bei der Bleomycin induzierten Lungenfibrose bei Ratten
signifikant die Thrombin induzierten Effekte (wie Fibroblastenproliferation,
Prokollagen Produktion u.a.) reduziert, insofern er in dquimolarer Menge zu Thrombin
vorhanden ist. Auf die Rekrutierung von Entziindungszellen konnte kein Einfluss
festgestellt werden.

Ebenso konnte bei einem LPS-verursachten Lungenschaden eine verminderte
Produktion von PAR-1 und reduzierte Freisetzung von TNF-a und MMP 12 aufgezeigt
werden [Bao - 2012].

Auch fiir Dabigatran wurden antifibrotische und antiinflammatorische Effekte im
Mausmodell der bleomycininduzierten Lungenfibrose nachgewiesen [Bogatkevich —

2011].

Ausgehend von den positiven Effekten in Tierversuchen wurden diverse klinische
Studien angestrengt:

Fiir TFPI konnte bei Patienten mit schwerer Sepsis und ARDS eine verringerte
Lungendysfunktion und ein verbessertes Uberleben gezeigt werden [Abraham — 2001].
In der groBen Kybersept Studie [Warren — 2001] zeigte die Behandlung mit AT von
Patienten mit schwerer Sepsis eine Verringerung der Privalenz von neu auftretender
pulmonaler Dysfunktion, sowie eine hohere 90-Tage Uberlebensrate, jedoch auch
vermehrt Blutungskomplikationen bei Kombinatonsbehandlung mit Heparin.

Die PROWESS-Studie [Bernard — 2001], ebenfalls bei Patienten mit schwerer Sepsis
durchgefiihrt, zeigte, dass APC zu einem verbesserten Uberleben, einem schnelleren

Riickgang von pulmonaler Dysfunktion sowie einer Erhohung der Anzahl
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beatmungsfreier Tage fiihrt, jedoch auch gesteigerte Blutungskomplikationen mit sich
bringt, welche mit zusitzlichen invasiven Prozeduren zusammenhingen. In weiteren
Studien wurde dies untersucht und die PROWESS-SHOCK-Studie [Ranieri - 2012]
konnte nachweisen, dass die Anwendung von APC keine signifikante Reduktion der
Mortalitit bewirkt.

In einer Studie von Kubo et al (2005) wurde eine Monotherapie der IPF mit Prednisolon
verglichen mit einer Therapie mit Prednisolon und Warfarin bei ambulanten Patienten,
sowie mit Prednisolon und niedermolekularem Heparin bei stationidr aufgenommenen
Patienten. Die zusitzliche antikoagulatorische Therapie zeigte einen signifikant
positiven Effekt auf das Patienteniiberleben nach akuten Exazerbationen.

Auch eine Studie von Watanabe et al (2011) zeigte einen positiven Effekt auf das
Uberleben bei Behandlung von schnell voranschreitenden interstitiellen
Lungenerkrankungen bei Behandlung mit Dalteparin bzw. Warfarin im Vergleich zur
Standardtherapie.

Einer aktuellen Studie von Noth et al (2012) zufolge zeigte sich jedoch bei der Therapie
mit Warfarin eine erhohte Mortalitit bei fehlendem Benefit.

In einer Vertriglichkeitsstudie von Markart et al (2010) konnte bei der Verabreichung
von Heparin per Inhalation bei gesunden Probanden und IPF-Patienten eine gute
Vertriglichkeit des Wirkstoffes ohne unerwiinschte Nebenwirkungen nachgewiesen

werden.
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2 Material & Methoden:
2.1 - Material

2.1.1 - Tierversuche
Gerite/Instrumente:
Pipetten

Deutschland

Wasserbad

Waage: Mettler PJ 600

Stereomikroskop: Durchlicht, DMLA
Mikroskopierdl

Kaltlichtlampe: KL 200

Paralux Loupe TPS Bino Bras Articule 20x
Beatmungsgerit: MiniVent, Type 845

Heizplatte: Desaga Thermoplate S
Deutschland

Mikrooperationsbesteck: Pinzetten, Scheren;
Deutschland;

Priparationsbesteck

Bodyplethysmograph: Robertson-Box
Ingelheim,

Medizinischer O2

Deutschland

Zentrifuge: Hettich Mikro 200R
Deutschland

Vortexer: REAX 2000

Schwabach,

Microsprayer: High Pressure Syringe FMJ-250

USA

Intratracheal Aerosolizer IA-1C

Eppendorf AG, Hamburg,

Julabo GmbH, Seeldorf, Deutschland
Mettler Instrumente GmbH, Giel3en,
Deutschland

Leica, Nussloch, Deutschland
March, Darmstadt, Deutschland
Schott AG, Mainz, Deutschland
Paralux, Geispolsheim, Frankreich
Hugo Sachs Elektronik, March-
Hugstetten, Deutschland

Desaga GmbH, Heidelberg,

Aesculap AG, Tuttlingen,

FST (Fine Science Tool), Heidelberg,
Deutschland

Boehringer Ingelheim GmbH,
Deutschland

Linde AG, Mainz Kostheim,

Hettich GmbH, Tuttlingen,

Heidolph Instruments GmbH,

Deutschland

Penn-Century Inc., Pennsylvania,
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Injektionslosungen und Substanzen:
Ketaminhydrochlorid (100mg/ml)
Deutschland

Physiologische Kochsalzlosung

Sevofluran
Deutschland
Xylazinhydrochlorid
Diisseldorf,
Xylocain-Losung - 2%
Deutschland
Heparin-Natrium
Deutschland

0,9%ige NaCl-Losung

Lepirudin

Bleomycin

Verbrauchsmaterial:

Altromin Standarddiitfutter

Einmalhandschuhe Nobaglove®

Wetter,

Einmalspritze, 1ml, 20 ml (Inject LuerR)

Greiner Tubes (15 ml)
Frickenhausen,
Haushaltsbindfaden Nr.12
Heidelberger Verldngerung

Hailer,

Kaniile: 26G1/2; 20G1/2 (BD MicrolanceR)

USA
Mulltupfer, pflaumengrof3
Eppendorf-Cups

Bela-pharm GmbH, Vechta,

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
Abbott GmbH, Wiesbaden,

Ceva Tiergesundheit GmbH,
Deutschland
AstraZeneca GmbH, Wedel,

Ratiopharm GmbH, Ulm,

Baxter Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim, Deutschland
Schering AG, Berlin, Deutschland
Hexal AG, Holzkirchen, Deutschland

Altromin Spezialfutter GmbH, Lage,
Deutschland

Noba Verbandmittel Danz GmbH,
Deutschland

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Greiner Bio One GmbH,
Deutschland

M.Schilling GmbH, Gelnhausen-
Deutschland

Beckton-Dickinson, New Jersey,

Beese GmbH, Barbiittel
Eppendorf AG, Hamburg,
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Deutschland
Fliissiger Stickstoff
Deutschland

Venenverweilkaniile: 20G (Vasocan BrauniileR)

Leukosilk® Pflaster

Pipettenspitzen

Deutschland

2.1.2 - PTT-Messung

Gerite/Instrumente:

Pipetten

Deutschland

Vortex-Genie 2

Amelung Coagulometer KC1A; Kiivetten;
Deutschland

Messkugeln

Magellan-Software

Schweiz

Substanzen:

Pathromtin SL

Marburg,

Calcium Chlorid Lsg. 0,025M
Marburg,

Heparin-Natrium
Deutschland

0,9%ige NaCl-Losung

Lepirudin

Humanplasma, gepoolt von gesunden Spendern

Messer GmbH, Griesheim,

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

BSN Medical GmbH, Hamburg,
Deutschland

Sarstedt AG, Niumbrecht,

Eppendorf AG, Hamburg,

Scientific Industries, New York, USA
Amelung GmbH, Lemgo,

Tecan Group Ltd., Ménnedorf,

Dade Behring Marburg GmbH,
Deutschland

Dade Behring Marburg GmbH,
Deutschland

Ratiopharm GmbH, Ulm,

Baxter Deutschland GmbH,

UnterschleiBheim, Deutschland
Schering AG, Berlin, Deutschland

42



Verbrauchsmaterialien:
Eppendorf-Cups

Deutschland
Einmalhandschuhe NobagloveR
Wetter,

Pipettenspitzen

Deutschland

2.1.3 - Losliches Kollagen

Gerite/Instrumente:

Pipetten

Deutschland

Vortex-Genie 2

Shaker: Heidolph Duomax 1030
Schwabach,

Zentrifuge: Hettich Mikro 200R
Deutschland

Spectrophotometer Nanodrop 2000c
Erlangen,

ELISA-Reader: Spectra Fluor Plus

Crailsheim,

Substanzen:

0,9%ige NaCl-Losung

Sircol Kollagen Assay S5000

Verbrauchsmaterialien:
Eppendorf-Cups
Deutschland
Messkiivetten

Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg,

Noba Verbandmittel Danz GmbH,
Deutschland
Sarstedt AG, Niimbrecht,

Eppendorf AG, Hamburg,

Scientific Industries, New York, USA
Heidolph Instruments GmbH,
Deutschland

Hettich GmbH, Tuttlingen,

PEQLAB Biotechnologie GmbH,
Deutschland

Tecan, Deutschland GmbH,
Deutschland

Baxter Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim, Deutschland
Biocolor Ltd., Carrickfergus,
Grofbritannien

Eppendorf AG, Hamburg,

Sarstedt AG, Niimbrecht,
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Einmalhandschuhe Nobaglove®
Wetter,
Pipettenspitzen

Deutschland

2.1.4 - Hydroxyprolin

Gerite/Instrumente:

Trockenschrank: Typ UT6

Heizblock: VLM EC2

Shaker: Heidolph Duomax 1030
Schwabach,

Zentrifuge: Hettich Mikro 200R
Deutschland

Vortex-Genie 2

Precellys Gewebehomogenisator
Erlangen,

ELISA-Reader: Spectra Fluor Plus

Crailsheim,

Substanzen:

Quickzyme Hydroxyprolin Assay Kit

Salzsiaure, HCL 32%
Deutschland

Aqua dest.

Verbrauchsmaterialien:
ELISA 96-well-Platten
Deutschland
Eppendorf-Cups
Deutschland

Noba Verbandmittel Danz GmbH,
Deutschland
Sarstedt AG, Niumbrecht,

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

VLM GmbH, Bielefeld, Deutschland
Heidolph Instruments GmbH,
Deutschland

Hettich GmbH, Tuttlingen,

Scientific Industries, New York, USA
PEQ Lab Biotechnologie GmbH,
Deutschland

Tecan, Deutschland GmbH,
Deutschland

QuickZyme Biosciences, Leiden,
Niederlande
Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Sarstedt AG, Niimbrecht,

Eppendorf AG, Hamburg,
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Precellys Ceramic Beads - 1,4mm; 2,8mm
Erlangen,

Micro Packaging Vials 2ml

Erlangen,

Micro Packaging Vial Closure

Erlangen,

Einmalhandschuhe NobagloveR

Wetter,

Pipettenspitzen

Deutschland

2.1.5 Histologie

Gerite:

Heizplatte

Kiihlplatte (EG 1150 C)

Digitaler Objekttriger-Scanner:
Mirax-Desk mit AxioVision® Software
ParaffinausgieBstation (EG 1140 H)
Paraffinstreckbad (HI 1210)
Rotationsmikrotom, vollautomatisch
Vakuumgewebefixationsautomat (TP 1050)
Wasserbad

Waage: Mettler PJ 600

Zentrifuge: Tharmac - Cellspin 1
Deutschland

Verbrauchsmaterial:
Einmalhandschuhe Nobaglove®
Wetter,

Deckgliser, 24x36 mm

PEQ Lab Biotechnologie GmbH,
Deutschland

PEQ Lab Biotechnologie GmbH,
Deutschland

PEQ Lab Biotechnologie GmbH,
Deutschland

Noba Verbandmittel Danz GmbH,
Deutschland

Sarstedt AG, Niimbrecht,

Leica Microsystems, Nussloch,
Deutschland
Leica Microsystems, Nussloch

Zeiss AG, Gottingen, Deutschland

Leica Microsystems, Nussloch
Leica Microsystems, Nussloch
Leica Microsystems, Nussloch
Leica Microsystems, Nussloch
Leica Microsystems, Nussloch
Mettler Instrumente GmbH, Giel3en,
Deutschland

Tharmac GmbH, Waldsolms,

Noba Verbandmittel Danz GmbH,
Deutschland
R. Langenbrinck, Emmerdingen,

Deutschland
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Einbettkassetten mit Deckel

Staufen,

Eindeckmedium, Xylol-16slich (PertexR)
Deutschland

Mikrotomklingen S35

Objekttrager (Super Frost Plus®)

Paraffin Einbettmedium (Paraplast PlusR)

Filterpapier

Miinchen,

Chemikalien/Reagenzien:

PBS

Aqua dest.

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Deutschland
Ethanol (70 %,95 %, 99,6 %)

Isopropanol (99,8 %)
Buchs,
Kaliumhydrogenphosphat, pro analysi
Deutschland
Natriumchlorid, pro analysi
Deutschland
Roti®-Histofix 4,5%
Deutschland

Xylol

Deutschland

Héamatoxylin

Hémalaun, sauer nach Mayers

Sakura Finetek Germany GmbH,
Deutschland
Medite GmbH, Burgdorf,

Feather, Japan (iiber Produkte fiir die

Medizin AG, Koln, Deutschland)

R. Langenbrinck, Emmerdingen,
Deutschland

R. Langenbrinck, Emmerdingen

Deutschland

Bio Rad Laboratories GmbH,

Deutschland

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadrt,

Fischer Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Schweiz

Merck KGaA, Darmstadet,

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Polysciences Inc., Pennsylvania, USA

Waldeck GmbH, Miinster,
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Shandon Eosin Y, alkoholisch
USA

Ponceau de Xylidine

Séaurefuchsin

Phosphorwolframséiure
Deutschland

Orange G

Lichtgriin SF

Essigséure (Eisessig)
Deutschland
Eisen(3)-chlorid-Losung 29%ig
Deutschland

Salzsdure

Deutschland

Roti®-Histofix 4,5%
Deutschland May-Griinwald Lsg.
Deutschland

Giemsa Lsg.

Deutschland

2.2 - Modell der Bleomycin induzierten pulmonalen Fibrose

Deutschland

Thermo Scientific, Massachusetts,

Waldeck GmbH, Miinster,
Deutschland
Waldeck GmbH, Miinster,
Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt,

Waldeck GmbH, Miinster,
Deutschland
Waldeck GmbH, Miinster,
Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt,
Merck KGaA, Darmstadt,

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,

Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Merck KGaA, Darmstadt,

Merck KGaA, Darmstadt,

Zur Untersuchung der Auswirkungen von Lepirudin wurde das Modell der Bleomycin

induzierten Lungenfibrose verwendet, da es ein hdufig verwendetes, etabliertes und gut

erforschtes Modell ist.
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2.2.1 — Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden ménnliche Méuse des Zuchtstammes C57B16/N mit einem
Gewicht von 18-22 g zu Versuchsbeginn verwendet. Das Gewicht wurde vor
Versuchsbeginn genau bestimmt, um in der spiteren Compliance-Messung eingerechnet
werden zu konnen. Zuchtbetrieb und Lieferant der Tiere war Charles River
Laboratories, Sulzfeld, Deutschland. Die Versuchstiere wurden fiir die Dauer der
Versuche im Tierstall des Zentrums fiir Innere Medizin der Medizinischen Klinik II des
Universitétsklinikums Giessen gehalten.

Die Fiitterung erfolgte mit Altromin® Standarddidtfutter ad libidum. Die Tiere hatten
jederzeit unbegrenzten Zugang zu Leitungswasser. Die Umgebungstemperatur betrug

im Mittel 25 °C. Die Beleuchtungsdauer im Tierstall betrug 12 Stunden pro Tag.

2.2.2 - Tierversuchsgenehmigung

Die durchgefiihrten Versuche wurden durch das Regierungsprésidium Gielen
genehmigt. Der hierfiir geltende Tierversuchsantrag kann unter dem AZ: Gi20/10 Nr.
08/2003 eingesehen werden. Fiir die vorliegende Arbeit wurden die dort gesammelten

und archivierten Proben weiter aufgearbeitet und analysiert.

2.2.3 - Bleomycinapplikation

Bleomycin wurde als intratracheales Aerosol in einer Dosierung von 5U/kg verabreicht.
Ansetzen der Bleomycin Stamml6sung 2U/ml:

Eine Flasche Bleomycin (15U) wurde in 7,5ml isotoner 0,9% Kochsalzldsung (NaCl)
aufgelost was eine Stammldsung von 2U/ml ergab. Daraus wurde eine Bleomycin
Applikationslosung, abhidngig vom Gewicht der Méuse, wie in Tab. 6 dargestellt,

angesetzt.

Zur Bleomycin Applikation wurden die Méduse zunichst mittels Inhalationsnarkose
narkotisiert. Dazu wurde die Maus in eine geschlossene Narkose-Box aus Plexiglas
gesetzt, die 3-4% Isofluran mit Sauerstoff enthielt. Sobald der Umdrehreflex erlosch,
konnten die Tiere aus der Narkose-Box herausgenommen werden. Anhand des
Zwischenzehenreflexes wurde zusétzlich iiberpriift, ob die notige Narkosetiefe erreicht
war. Das Tier wurde dann unter dem Mikroskop orotracheal intubiert. AnschlieBend

erfolgte iiber den Tubus die Verabreichung des Bleomycin Aerosols, mittels eines
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Microsprayers. Der Applikationsvorgang selbst nahm nur max. 2 Sekunden in

Anspruch. Danach wurden die Tiere notigenfalls beatmet und dann extubiert.

AnschlieBend wurden die Tiere fiir funf Stunden intensiv nachbeobachtet und

schlieBlich in die Kéfige zuriickgebracht. Dort galten die gleichen Bedingungen wie vor

Versuchsbeginn (Futter und Wasser ad libidum).

U Bleo Stamm Losung Zu applizierendes | Bleomycin
Gewicht NaCl [pl]
total/Maus [ul] Volumen [ul] -dosis
15g (14-17,9g) 0,075 37,5 162,5 200 SU/kg
20g (18-22,9g) 0,1 50 150 200 5U/kg
25g (23-27,9¢g) 0,125 62,5 137,5 200 SU/kg

Tab. 6: Anzusetzende Bleomycin Applikationslosungen

2.3 — Lepirudinapplikation

Fiir Versuche zur Dosisbestimmung wurden Lepirudin Applikationslosungen nach

folgendem Schema angesetzt:

Ein Fldaschchen Refludan® mit 20mg Lepirudin wurde in 750ul A.dest aufgelost. Dies

ergab eine Stammldsung mit einer Konzentration von 26,67mg/ml.

Davon ausgehend wurden durch Verdiinnung mit isotoner NaCl-Losung folgende

Applikationsldsungen hergestellt, von denen jeweils 150ul pro Maus verabreicht

wurden.
Konzentration | Verdiinnung | Neue Konzentration Dosis bei 150 pl
Ausgangslosung | mit NaCl Applikationslosung Applikationsvolumen
26,67mg/ml 1:1 13,33mg/ml 2mg/Maus = 100mg/kg
13,33mg/ml 1:1 6,67 mg/ml Img/Maus = 50mg/kg
6,67mg/ml 1:4 1,33 mg/ml 200pg/Maus = 10mg/kg
1,33 mg/ml 1:1 0,67 mg/ml 100pg/Maus = Smg/kg

Tab. 7: Lepirudin Applikationslosungen mit unterschiedlicher Wirkstoffkonzentration

Fiir die therapeutische Intervention im Bleomycin Modell wurde den Méusen jeden

zweiten Tag 150ul einer Applikationslosung mit 13,33mg/ml, entsprechend 100mg/kg,

verabreicht.
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2.4 — Gewichtsbestimmung

Das Gewicht der Versuchstiere wurde in den Hauptversuchen an Tag 0, 7, 14 und 21

bestimmt.

2.5 — Compliancemessung und Probeentnahme am Ende

einer Versuchsreihe

Die funktionelle Charakterisierung mittels Compliancemessung und die Organentnahme
erfolgte in allen Versuchsreihen am Tag 21 nach Bleomycinexposition. Hierzu wurden
die Tiere mittels intraperitonealer Applikation von 0,05 ml eines Gemisches aus
Ketaminhydrochlorid (100mg/ml) und Xylazinhydrochlorid narkotisiert. Das solcherart
sedierte, relaxierte und analgesierte Tier wurde dann tracheotomiert. Dazu wurde das
Operationsgebiet mit 2%-iger Xylocain-Losung zunichst unterspritzt. Nach etwa 3
Minuten Einwirkzeit wurden die Haut und Faszien median gespalten. Die Trachea
wurde quer inzidiert und ein Beatmungstubus in die Trachea eingefiihrt. Nach
Umlagerung in eine Robertsonbox (Ganzkorperbodyplethysmograph) wurden die
narkotisierten und muskelrelaxierten Tiere dann volumenkontrolliert mit einem
konstanten Atemzugvolumen von 200ul beatmet und der intrathorakale
Beatmungsdruck fiir die folgende Compliance-Bestimmung gemessen. Die Compliance
errechnete sich als Quotient aus Volumen und Beatmungsdruck, wurde auf das Gewicht
der Tiere bezogen und ist in kPa/ml/kg angegeben.

Die Miause wurden nachfolgend mittels eines Gemisches aus Ketanest und Rompun in
tiefer Narkose getotet.

Anschlieend wurde die Maus auf einer Priparierunterlage fixiert und das Abdomen
eroffnet. Entlang der Rippenbdgen wurden Entlastungsschnitte gesetzt. Das Brustbein
wurde mit Hilfe einer Pinzette angehoben und vorsichtig mit einer Irisschere das
Zwerchfell entfernt ohne die Lunge zu verletzen. Nun wurde das Brustbein mittig mit
der Schere durchtrennt. Die linke Lunge wurde mit einer Klemme am Hauptbronchus
abgeklemmt und die rechte Lunge nach dem Einfiihren einer rosa Brauniile in die
Trachea mit 3 Mal 350uLL NaCl gespiilt (jedes Mal Losung 3x in Lunge hineingeben
und wieder mit Spritze aspirieren). Die gesammelte Lavagefliissigkeit wurde in ein
Eppendorf-Cup gegeben und auf Eis gestellt.

Anschlieend wurde die Klemme vom linken Hauptbronchus entfernt und die rechte

Seite der Lunge ebenfalls am Hauptbronchus damit abgeklemmt. Die rechte Lunge
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wurde entfernt, in ein weiteres Eppendorf-Cup gegeben und in fliissigem Stickstoff
schockgefroren.

Nun wurde die linke Lunge iiber das Herz blutleer gespiilt. Dazu wurde eine Inzision im
linken Ventrikel gesetzt, mit einer Kaniile in den rechten Ventrikel eingestochen und
dann mit 10-20ml NaCl gespiilt. Die auf diese Weise blutleer gespiilte Lunge wurde nun
mit Formalin (RotiHistofix 4,5%) gefiillt. Dazu wurde das Formalin {iber die Brauniile
in der Trachea mit einem Druck von 20cm Wassersiule in die Lunge geleitet, bis diese
sich vollstiandig entfaltet hatte. AnschlieBend wurden Trachea oder Hauptbronchus
abgebunden, die Lunge vorsichtig herauspripariert und in ein mit Formalin
(RotiHistofix 4,5%) gefiilltes Falcon Cup gegeben. Das Gewebe wurde 12-24 Stunden
im Formalin belassen und anschlieend in eine Einbettkassette tiberfiihrt und in PBS bis
zur Entwiésserung im Kiihlraum aufbewahrt. Die Entwisserung erfolgte dann tiber
Nacht im geschlossenen Vakuum-Gewebefixationsautomaten. Am Folgetag wurde das
Lungengewebe in Paraffin eingegossen und 3um diinne Schnitte mittels eines
Mikrotoms hergestellt.

Nach Beendigung der Probeentnahme wurde die BAL zur Bestimmung der Zellen
zentrifugiert (4°C, 10 min., RZB=300xg). Der Uberstand wurde in ein Eppendorf-Cup

tiberfiihrt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

2.6 - Differenzialzellbild
2.6.1 — Anfertigen der Zytospins

Das Pellet der BAL Zellen nach Zentrifugation wurde mit 1ml NaCl resuspendiert.
100ul und 150u1 des resuspendierten Pellets wurden auf einen mit aufgelegtem Filter
versehenen Objekttriger gegeben und zentrifugiert (5 min., RZB=300xg). Die
Objekttriger wurden an der Luft trocknen gelassen und in einer Priparatemappe

aufbewabhrt.

2.6.2 — Fiarbung der Zytospins und Auszihlung

Die Zytospins wurden mit der Firbetechnik nach May-Griinwald Giemsa gefarbt (vgl.
Tab.8).

Die Auszihlung erfolgte bei 100-facher VergroBerung. Es wurden Makrophagen,
Polymorphkernige Neutrophile und Lymphozyten in nebeneinander liegenden

Sichtfeldern gezihlt, bis man eine Gesamtzahl von 100 erreicht hatte. Dieser Vorgang
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wurde 1 Mal an einer anderen Stelle des Cytospins wiederholt. Aus beiden Zdhlungen

wurde ein Mittelwert gebildet.

5 Minuten May-Griinwald (Merck) unverdiinnt
Spiilen A.dest.
10 Minuten Giemsa (Merck) 1:20 verdiinnt mit A.dest
Spiilen A.dest.

Trocknen

Tab. 8: Firbetechnik nach May-Griinwald Giemsa

2.7 - Lepirudin Aktivititsbestimmung aus BAL-Fliissigkeit
mittels PTT

Zur Bestimmung der Lepirudinaktivitiit in der BAL wurde die partielle
Thromboplastinzeit (PTT) mit einem Amelung Kugelkoagulometer bestimmt.

Hierzu wurde die BAL mit Citratplasma und Patromthin Reagenz versetzt und die Zeit
vom Einleiten der Gerinnung bis zur Fibrinbildung gemessen.

Herstellung der Standards:

Als Standards wurde eine Lepirudinldsung (Refludan®) verwendet, die mit NaCl auf
8/4/2/1/0,5/0,25/0,125 pg/ml verdiinnt wurde.

Die Proben (BAL) wurden iiber serielle Verdiinnungen so stark verdiinnt, bis sie im
Bereich der Standardkurve lagen.

Durchfiihrung:

80ul Plasma Pool + 80ul Standard/Probe (BAL) wurden in Eppendorf Cups gemischt.
Davon wurden 150ul in die Kiivette des Kugel-Koagulometers pipettiert und 100ul
Pathromtin-Reagenz sowie ein Stahlkiigelchen hinzugegeben.

Die befiillte Kiivette wurde nun 2 min. bei 37°C vorinkubiert.

Nach Zugabe von 100ul Calciumchlorid Losung wurde die Zeitmessung gestartet.
Durch die Gerinnung der Probe wird das Metallkiigelchen in der sich drehenden
Kiivette aus der Messposition entfernt und die Zeitmessung angehalten. Die gemessene

Zeit wurde notiert. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
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Aus den fiir die mitgefiihrten Standardldsungen gemessenen Gerinnungszeiten wurde
eine Standardkurve erstellt mit deren Hilfe die ermittelten Probenwerte

computergestiitzt ausgewertet wurden.

2.8 - Bestimmung des Gehaltes an loslichem Kollagen in BAL
Fliissigkeit

Die Bestimmung des 16slichen Kollagens erfolgte mit dem Sircol Soluble Collagen
Assay S5000 der Firma Biocolor Ltd..

Prinzip:

Das in der Lavagefliissigkeit enthaltene Kollagen wird mit dem Reagenz zu einem
Farbstoff umgesetzt, der photometrisch vermessen werden kann.

Durchfiihrung:

In je zwei Eppendorf Cups wurden fiir die Erstellung einer Standardkurve
2,5/5/10/25/50/100u1 der Kollagen-Stammlosung gegeben, entsprechend
2,5/5/10/25/50/100u g Kollagen. Die Cups wurden mit 0,9% NaCl zu einem Volumen
von 100ul aufgefiillt. Fiir die Probenanalyse wurden von jeder BAL 100ul in Cups
gegeben. Fiir die Leerwertkontrollen wurde 100ul 0,9% NaCl in die Cups pipettiert.

Zu jedem Cup wurde 1ml Sircol Dye Reagent zugefiigt und anschlieend fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert. Wéhrend dieser Zeit
verbindet sich das Farbreagenz mit 16slichem Kollagen und dieser Komplex prézipitiert.
Im Anschluss wurden die Cups bei 15000g fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig entfernt, der Kollagen-Farbstoff-Komplex verblieb. Nun wurde zu
jedem Cup 1ml Alkali Reagenz zugefiigt und fiir 10 Minuten gevortext. Danach wurde
die entstandene Losung in Kiivetten verbracht und die Absorption photometrisch bei
540nm Wellenlidnge im Vergleich zu Luft gemessen.

Die gemessenen Absorptionswerte wurden anhand der Standardkurve computergestiitzt

ausgewertet.

2.9 - Bestimmung des Kollagengehaltes von Lungengewebe

mittels Hydroxyprolinbestimmung

Fiir die Bestimmung des Hydroxyprolingehaltes wurde ein Hydroxyprolin Assay-Kit

der Firma Quickzyme Biosciences, Leiden, Holland verwendet.
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Prinzip:

Hydroxyprolin ist eine nicht proteinogene Aminoséaure, die in Elastin und v.a. Kollagen
vorkommt. Bei Gewebshydrolysaten kann es zur Bestimmung des Kollagengehaltes
herangezogen werden. Mit dem Assay wird ein Chromogen gebildet, das photometrisch
quantifiziert werden kann.

Durchfiihrung:

Vor Durchfithrung des Assays wurden das Gewicht der Lunge und des zur Analyse
eingesetzten Gewebestiickes bestimmt um den Hydroxyprolingehalt spéter auf die
ganze Lunge beziehen zu konnen. Etwa 1/3 einer Lunge wurde mit Iml 6M HCl
versetzt und mit einem Precellys Gewebehomogenisator zerkleinert. Anschlieend
erfolgte ein Verkochen der Probe fiir 24h bei 90°C zur Hydrolyse der Aminoséuren.
Parallel dazu wurden Hydroxyprolinstandardldosungen mit je
12,5/25/50/100/150/200/300 uM Hydroxprolin angesetzt.

Je 100ul hydrolysierte Probe wurden mit 4M HCI mindestens 1:1 verdiinnt.
Anschlieend wurden je 35ul Probe bzw. Standard auf eine ELISA-Platte pipettiert und
mit 75ul Assay-Puffer versetzt. Nach 20 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
erfolgte die Zugabe von 75ul frisch angesetztem Firbereagenz. Nach einer weiteren
Inkubation von 60 Minuten bei 60°C im Trockenschrank erfolgte die Umsetzung zum
Farbprodukt dessen Intensitidt mit einem ELISA Reader bei 560nm gemessen wurde.
Die gemessenen Absorptionswerte wurden anhand der Standardkurve computergestiitzt
ausgewertet. Um den Kollagengehalt der gesamten Lunge ermitteln zu konnen wurden
bei der Kalkulation noch Korrekturfaktoren wie
Lungenteilgewicht/Lungengesamtgewicht und der Verdiinnungsfaktor durch den Assay

beriicksichtigt.

2.10 - Histologie

Von den in Paraffin eingebetteten Lungen wurden 3um dicke Gewebeschnitte

angefertigt und nach den folgenden Schemata gefirbt.

2.10.1 - H&E Firbung

Die H&E Férbung erfolgte nach dem Protokoll in Tab. 9, die Masson-Goldner
(Trichrom) Firbung erfolgte nach dem Protokoll in Tab. 10.

54



10 Minuten Entparaffinieren in Xylol

Jeweils 2 absteigende Alkoholreihe 100% = 96% = 70% —> A.dest 2>

Minuten A.dest

20 Minuten Hémaulaun, sauer nach Meyer (Waldeck 2E-038)

5 Minuten Leitungswasser (flieBend bis keine Farbschlieren mehr zu sehen
sind)

1 Minute Ethanol 96%

4 Minuten Eosin (Shandon Eosin Y Alcoholic 6766007)

Kurz spiilen A.dest

Aufsteigende Alkoholreihe 96% = 96% = 100% = 100%

jeweils eintauchen und kurz schwenken

3 mal Xylol — jeweils kurz schwenken und im letzten Xylol-Bad

bis zum Eindecken stehen lassen

Eindecken mit Pertex (Medite PER30000)

Tab. 9: Farbeprotokoll H&E

Die angefédrbten Strukturen stellen sich folgendermaBlen dar: Zellkerne - blau;
Erythrozyten - kirschrot; Kollagen - blassrosa; Basophiles Zytoplasma - violett;

Azidophiles Zytoplasma - rot

2.10.2 - Masson-Goldner (Trichrom) Farbung

10 Minuten Entparaffinieren in Xylol

Jeweils 2 absteigende Alkoholreihe 100% = 96% > 70% > A.dest >

Minuten A.dest

5 Minuten Weigert’s Himatoxylin Gebrauchslosung (Weigert A — Weigert B
= 1:1, frisch angesetzt)

10 Minuten warmes Leitungswasser (flieBend bis keine Farbschlieren mehr zu
sehen sind)

5 Minuten Ponceau de Xylidine

Spiilen Essigsdure 1% (2-3 Mal)

20 Sekunden Orange G

Spiilen Essigsdure 1% (2-3 Mal)

5 Minuten Lichtgriin
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Spiilen Essigsdure 1% (2-3 Mal)

Aufsteigende Alkoholreihe 96% = 96% = 100% - 100%

jeweils eintauchen und kurz schwenken

3 mal Xylol — jeweils kurz schwenken und im letzten Xylol-Bad

bis zum Eindecken stehen lassen

Eindecken mit Pertex (Medite PER30000)

Tab. 10: Fdrbeprotokoll Masson-Goldner (Trichrom)

Die angefirbten Strukturen stellen sich folgendermalen dar: Kollagenes Bindegewebe
und Schleim - griin; Zellkerne - braunschwarz; Zytoplasma - rot; Erythrozyten -

orangerot; Muskulatur - blaBBrot

2.10.3 - Einscannen und Analyse der Gewebeschnitte

Die gefirbten Gewebeschnitte wurden mit einem Mirax-Slide-Scanner digitalisiert.

Von den Scans wurden subpleurale Areale markiert und als Bilddateien exportiert, die
dann mit dem Programm Axio Vision morphometrisch analysiert wurden. Dabei
wurden Alveolendurchmesser und Septendicke gemessen und die relative
Verteilungshédufigkeit im Vergleich zur Gesamtlungenfldche als Datensatz
zusammengestellt. Die Entwicklung einer Lungenfibrose ldsst sich durch eine Erhéhung
des relativen Anteils der Gewebefldche (Verringerung des Alveolendurchmessers,

Verdickung der Septen) dokumentieren.

2.11 - Statistik

Eine statistische Auswertung der bestimmten Parameter erfolgte mittels Mann-Whitney-
U-Test unter Verwendung des Statistikprogramms GraphPadPrism Version 5.00

(GraphPad Software, San Diego, USA). Es wurden Lepirudin behandelte Méuse mit der
mit Kochsalz behandelten Gruppe verglichen. Diese beiden Gruppen wurden zudem mit
unbehandelten Kontrolltieren verglichen. Die Signifikanzniveau sind mit * (p<0.05), **

(p<0.001) und *** (p<0.0001) angegeben.
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3. Fragestellung:

Ausgehend von Beobachtungen aus vorangegangenen Studien, die eine

pathomechanistische Beteiligung der Gerinnung an der Fibroseentwicklung nahelegen,

soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob eine Korrektur der gestorten intraalveolédren

himostatischen Balance durch Lepirudingabe den Verlauf der bleomycininduzierten
pulmonalen Fibrose positiv beeinflussen kann.

Die gezielte antikoagulatorische Wirkung von Lepirudin ldsst vermuten, dass die
Aktivitét von lokal gebildetem Thrombin nach Vernebelung des Wirkstoffes und

Aufnahme in die Lunge inhibiert wird. Hierdurch sollte die Bildung von Fibrin aus

Fibrinogen, das iiber die gestorte Barrierefunktion in den Alveolarraum ausgetreten ist,

die Ausbildung einer Fibrinmatrix, sowie die Inkorporierung und Inaktivierung von
Surfactant und das dauerhafte Verkleben der Alveolen verhindert werden. Zusitzlich
sollte auch die Aktivierung weiterer Prozesse iiber PAR inhibiert werden. Es besteht
Grund zur Annahme, dass durch diese Wirkungen ein der IPF vermutlich zugrunde
liegender Prozess abgemildert werden kann.
In der vorliegenden Arbeit sollte auf folgende Fragen eine Antwort gefunden werden:
- Kann Lepirudin in therapeutisch wirksamen Konzentrationen alveoldr
verabreicht werden? Gelingt es, die alveoldre hdmostatische Imbalance zu
korrigieren und welches wire die hierfiir benotigte Dosis? In welchen
Intervallen muss Lepirudin verabreicht werden um einen kontinuierlichen
Wirkspiegel aufrecht zu erhalten?
- Treten unerwiinschte Nebenwirkungen auf?
- Wird das Uberleben giinstig beeinflusst?
- Hat die Lepirudingabe einen Einfluss auf das Geweberemodelling? Kann die
Kollagendeposition reduziert und die Lungenfunktion verbessert werden?
- Ist der Effekt von Lepirudin abhiingig vom Therapiezeitraum? Sind eine frithe

(d1-d11) und eine spite (d11-19) Therapie gleichermallen wirksam?
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4. Ergebnisse:

4.1 — Vorversuche

A: Dosisfindung

Zunachst wurde in Vorversuchen die Lepirudindosis ermittelt, die zu einer messbaren
antikoagulatorischen Aktivitit im Alveolarraum bleomycingeschidigter Mause fiihrt.
Dazu wurde den Versuchstieren an Tag 0 S5U/kg Bleomycin intratracheal verabreicht.
An Tag 7 wurden ihnen nach folgender Tabelle unterschiedlich hohe Dosen Lepirudin,

bzw. NaCl per Verneblung zugefiihrt.

Gruppe Intervention/Dosierung N

1 - Kein Bleo (gesunde \ 2
Kontrollgruppe)

2 - Bleo NaCl 2

3 - Bleo Lepirudin: Smg/kg = 100ug/Maus 3

4 - Bleo Lepirudin: 50mg/kg = Img/Maus 3

5 - Bleo Lepirudin: 100mg/kg = 2 mg/Maus 3

Tab. 11: Gruppeneinteilung des Versuchs zur Dosisfindung

Eine Stunde nach Applikation wurden die Miuse mit einer Uberdosis Narkosemittel
getotet und die komplette Lunge lavagiert.

Nach Depletion der zellularen Anteile (Zentrifugation RZB=300xg, 4°C, 10 min) wurde
im BAL-Uberstand wie im Methodenteil beschrieben die Lepirudin-Konzentration iiber

die antikoagulatorische Aktivitdt anhand der PTT ermittelt.

Erwartungsgemil zeigte sich nach der Bleomycinapplikation eine Abnahme der PTT,
jedoch nicht signifikant (p=0,1278). Unter der Lepirudinbehandlung fand sich ein
dosisabhiingiger, deutlicher Anstieg. Bereits bei einer Dosierung von Smg/kg war ein
Anstieg der Lepirudinkonzentration in der BAL auf 17,3 + 13,1ug/ml zu beobachten.
Bei 50mg/kg betrug die Lepirudinkonzentration in der BAL 420,2 + 56,5ug/ml
(p=0,0021 - NaCl vs. 50 mg/kg Lepirudin ) und bei 100mg/kg 915,9 + 259,8ug/ml
(p=0,0179 - NaCl vs. 100mg/kg Lepirudin; vgl. Abb. 20).

Da die Versuchstiere auch bei hoher Dosierung keine Unvertriglichkeiten zeigten,
wurden 100mg/kg als Versuchsdosis festgelegt, um eine ausreichende intraalveolédre
Wirkstoffkonzentration iiber einen lingeren Zeitraum zu gewihrleisten.
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Abb. 20: Lepirudindquivalentkonzentration in der BAL eine Stunde nach Applikation
unterschiedlicher Lepirudindosierungen.

Dargestellt ist die mittels PTT bestimmte antikoagulatorische Aktivitiit in der BAL
unbehandelter Mduse (n=2), die anhand eines Lepirudinstandards in eine
Lepirudindquivalentkonzentration umgerechnet wurde, im Vergleich zu Bleomycin behandelten
Mciusen ohne (n=2) und mit Lepirudingabe (5-100mg/kg; je n=3).

Die Probeentnahme erfolgte an d7, 1h nach Applikation.

*: p<0,05 im Vgl. zu mit NaCl behandelten Tieren; **: p<0,01 im Vgl. zu mit NaCl behandelten
Tieren. Die statistische Auswertung erfolgte mittels unpaarigem t-Test

B: Untersuchung zur Pharmakokinetik

Nach Ermitteln einer wirksamen Lepirudindosis wurde untersucht, wie lange der
antikoagulatorische Effekt in der BAL bestehen blieb, um daran das
Applikationssintervall fiir die Langzeitversuche bestimmen zu konnen.

Den Versuchstieren wurde an Tag 0 5U/kg Bleomycin intratracheal verabreicht.

An Tag 7 wurde Lepirudin in einer Dosierung von 100mg/kg zugefiihrt.

Zur Bestimmung der Pharmakokinetik wurden die Méuse 2, 4 und 8 Stunden nach
Applikation lavagiert und die verbliebene Lepirudinaktivitit der BAL bestimmt. Dies
erfolgte, wie oben beschrieben, durch Bestimmung der PTT. Fiir die NaCl sowie fiir die
1h-Gruppe wurden die Daten aus dem Versuch zur Dosisfindung (100mg/kg Lepirudin)

verwendet.
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Gruppe Zeitpunkt N

1 — Kein Bleo (gesunde \ )
Kontrollgruppe)

2 - Bleo + NaCl 1h nach Appl. 2

3 - Bleo + Lepirudin 1h nach Appl. 3

4 - Bleo + Lepirudin 2h nach Appl. 3

5 - Bleo + Lepirudin 4h nach Appl. 3

6 - Bleo + Lepirudin 8h nach Appl. 3

Tab. 12: Gruppeneinteilung des Versuchs zur Kinetikuntersuchung
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Abb. 21: Lepirudindquivalentkonzentration in bleomycinbehandelten Mdusen nach
einmaliger Applikation im zeitlichen Verlauf.

Dargestellt ist die mittels PTT bestimmte antikoagulatorische Aktivitdt in der BAL, die anhand
eines Lepirudinstandards in eine Lepirudindquivalentkonzentration umgerechnet wurde, im
zeitlichen Verlauf. Bleomycinbehandelte Tiere erhielten an d7 100mg/kg Lepirudin oder NaCl
und wurden nach 1h, 2h, 4h, 8h lavagiert. NaCl-Kontrollwert und 1h-Wert wurden aus dem
Versuch zur Dosisfindung iibernommen. Gesunde Kontrollen - n=2; NaCl - n=2; Lepirudin - je
n=3

*: p<0,05 im Vgl. zu mit NaCl behandelten Tieren; **: p<0,01 im Vgl. zu mit NaCl behandelten
Tieren; ***: p<0,001 im Vgl. zu mit NaCl behandelten Tieren. Die statistische Auswertung
erfolgte mittels unpaarigem t-Test.
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Abb. 22: Bestimmung der Halbwertszeit

Halblogarithmische Darstellung der alveoldren Lepirudinaktivitdit in Abhdngigkeit von der Zeit
und polynomielles Fitten. Die Halbwertszeit fiir Lepirudin wurde manuell anhand der Graphik
bestimmt (Exponentialfunktion).

Es zeigte sich ein kontinuierlicher Abfall der Wirkstoffkonzentration innerhalb der
ersten 8 Stunden nach Lepirudingabe. Die Lepirudinkonzentration der BAL betrug nach
1 Stunde 915,9 + 259,8ug/ml (p=0,0179 - NaCl vs. Lepirudin 1h), nach 2 Stunden 488,6
+94,7ug/ml (p=0,0062 - NaCl vs. Lepirudin 2h), nach 4 Stunden 174,2 + 90,8ug/ml
(nicht signifikant zu NaCl) und nach 8 Stunden 79,5 = 5,1ug/ml (p=0,0002 - NaCl vs.
Lepirudin 8h; vgl. Abb. 21).

In der halblogarithmischen Darstellung (Abb. 22) ergibt sich ein exponentieller
Kurvenverlauf, der auf eine Eliminationskinetik 1. Ordnung hinweist. Wie aus der
Graphik ersichtlich, ist der Konzentrationsabfall pro Zeiteinheit nicht konstant. Die
Lepirudin Konzentration nimmt zunéchst schnell ab und mit sinkender (Rest-)
Konzentration wird die Abnahme immer langsamer. Der Abfall der
Wirkstoffkonzentration im alveoldren Kompartiment ist also proportional zu der im
Moment vorliegenden Konzentration.

Fiir pharmakokinetische Berechnungen und die Bestimmung der Halbwertszeit bei einer
Eliminationskinetik 1. Ordnung miissen komplexere Modelle (z.B. Zwei-
Kompartiment-Modelle) herangezogen werden. Die dazu bendétigten Parameter konnten
mit dem hier beschriebenen Versuchsaufbau jedoch nicht ermittelt oder abgeleitet
werden, so dass nur eine ndherungsweise Berechnung der Halbwertszeit anhand der
Graphik durchgefiihrt werden konnte. Diese lag bei 1-2 Stunden. Da eine
pharmakokinetische Berechnung des Applikationsintervalls aufgrund der genannten

Limitierungen nicht moglich war, wurde fiir die therapeutische Intervention eine
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Verabreichung an jedem zweiten Tag gewdhlt. Ausschlaggebend hierfiir war, eine
iibermiBige Belastung der Méuse durch wiederholte Applikationen bzw. groB3ere
Mengen an Protein zu vermeiden. Zudem zeigten die Versuche zur Kinetik, dass 8
Stunden nach der Applikation zwar weniger als 1/10 der urspriinglichen
Lepirudinaktivitit im Alveolarraum nachweisbar war, aber mit 79,5ug/ml BAL-Spiegel
gemessen wurden, die um den Faktor 795 hoher waren, als bei nicht mit Lepirudin
behandelten Tieren und auf einen ldnger anhaltenden antikoagulativen Effekt

hinweisen.

C: Bestimmung der Gerinnungsaktivitiit am Ende der Versuchsreihe
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Abb. 23: Lepirudindquivalentkonzentration in der BAL-Fliissigkeit von Mdusen mit spdt
stattfindender Lepirudingabe
Dargestellt ist die mittels PTT bestimmte antikoagulatorische Aktivitdit in der BAL, die anhand

eines Lepirudinstandards in eine Lepirudindquivalentkonzentration umgerechnet wurde.
*#%¥p<0,001 im Vgl. zu mit NaCl behandelten Tieren.

Am Ende der Versuchsreihe mit spit stattfindender Lepirudinapplikation wurde die
verbliebene Lepirudinaktivitiit in der BAL 48 Stunden nach der letzten Applikation
ermittelt. Dies erfolgte, wie oben beschrieben, durch Bestimmung der PTT. Es zeigt
sich ein nahezu vollstidndiger Abbau des Wirkstoffes. Zwischen den mit NaCl und den
mit Lepirudin behandelten Méusen zeigt sich zwar ein signifikanter Unterschied
(p=0,0006), jedoch ist die tatsdchliche Lepirudinkonzentration mit 1,17ug/ml nur noch
geringfiigig erhoht.
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4.2 — Dauertherapie bleomycingeschidigter Mause mit

Lepirudin

4.2.1 — Therapieschemata

Fiir die Dauertherapie Bleomycin geschidigter Miduse wurden zwei Behandlungsregime

ausgewdhlt: ein frithes mit einem Applikationszeitraum von Tag 1 bis Tag 11 und ein

spates mit einem Applikationszeitraum von Tag 11 bis Tag 19. Die Lepirudin

Applikation fand in diesen Zeitrdumen jeden zweiten Tag statt.

Die Unterteilung in ein frithes und ein spétes Behandlungsschema sollte dazu beitragen

zu differenzieren in welcher Phase der Bleomycininduzierten Lungenfibrose der

Wirkstoff einen Effekt zeigt.

Behandlungsregime

Dauer

(Tage)

Applikationszeitraum

Anzahl der Versuchstiere
und Aufteilung in die

Gruppen

Friihtherapie

21

dl-11

Lepirudin - n=10
NaCl - n=10

Gesunde Kontrolle - n=5

Spittherapie

21

d11-19

Lepirudin - n=10
NaCl - n=10

Gesunde Kontrolle - n=5

Tab. 13: Darstellung der Versuchsgruppen der Langzeittherapieversuche
Applizierte Bleomycindosis: 5U/kg; Applizierte Lepirudindosis: 100mg/kg;
Applikationsintervall fiir Lepirudin/NaCl: jeden 2. Tag
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4.2.2 - Uberleben
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Abb. 24: Uberlebensrate der Versuchsreihe mit friih stattfindender Lepirudingabe.

In der Gruppe Friihtherapie war die Sterblichkeit bei den Lepirudinbehandelten Tieren

in den ersten Tagen hoher als in der Kochsalzgruppe (Uberleben an d7: 70% fiir

Lepirudin, 90% fiir NaCl), jedoch glichen sich die beiden Gruppen gegen Ende der

Versuchsreihe einander fast an, so dass letztlich ein geringer und nicht signifikanter

Unterschied bestand (Uberleben an d21 40% fiir NaCl und 50% fiir Lepirudin).
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Abb. 25: Uberlebensrate der Versuchsreihe mit spiit stattfindender Lepirudingabe.

Lepirudin- und Kochsalzgruppe unterschieden sich bei der Versuchsreihen mit spiit

stattfindender Lepirudingabe hinsichtlich der Uberlebenswahrscheinlichkeit bis zum

Schluss kaum voneinander, erst in den letzten Tagen zeigte sich ein Uberlebensvorteil
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fiir die mit NaCl behandelte Gruppe (Uberleben an d21: 30% fiir Lepirudin; 50% fiir
NaCl).

Fiir die folgenden Grafiken wurden die unbehandelten Miuse beider Versuchsreihen zu

einer Kontrollgruppe zusammengefasst (n = 10).

4.2.3 - Gewichtsverinderung

Das Gewicht der Méduse wurde an Tag O vor Bleomycinexporsition und an Tag 7, Tag

14 und Tag 21 nach Bleomycinapplikation bestimmt.

Innerhalb der gesunden Kontrollgruppe zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg des
Gewichts iiber den gesamten Beobachtungszeitraum (Abb. 26: an Tag 21 Zunahme um
22,9%). Eine Woche nach Bleomycingabe zeigten Tiere aus der Lepirudin- wie auch
aus der Kochsalzgruppe gleichermal3en einen deutlichen Gewichtsverlust (d7: NaCl —
MW=85,1 + 6,8% der Kontrolle; Lepirudin MW=88,7 + 7,5% der Kontrolle). Bis zum
Ende des Versuches hatte sich das Gewicht der behandelten Miuse wieder dem
Ausgangswert angendhert (d21: NaCl - MW=110,6 + 4,7%; Lepirudin - MW=97,9 +
12,6%), lag jedoch noch signifikant unterhalb des Gewichtes der gesunden
Kontrollgruppe.

Die Veridnderungen der behandelten im Vergleich zu den unbehandelten Médusen waren
signifikant. Zwischen der Lepirudin- und der Kochsalzgruppe bestand zu keiner Zeit ein

signifikanter Unterschied

Auch bei der Spittherapie fand sich eine Woche nach Bleomycingabe sowohl in der
Lepirudin- wie auch in der Kochsalzgruppe ein hoch signifikanter Gewichtsverlust.
Dieser betrug bei der Kochsalzgruppe 13,3% und bei der Lepirudingruppe 14,4% (vgl.
Abb. 27). Uber die restliche Versuchszeit nahmen diese Miuse nur wenig an Gewicht
zu (d21: NaCl - MW=91,2 + 13,1% der Kontrolle; Lepirudin - MW=93,1 + 17,4% der
Kontrolle), so dass am Versuchsende ein signifikanter Unterschied zur gesunden
Kontrollgruppe bestand, jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den
Therapiegruppen.

Im Vergleich der Behandlungsschemata fiel die Gewichtszunahme der behandelten

Tiere in der Friihtherapie etwas stirker aus als bei der Spéttherapie.
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Abb. 26: Gewichtsverinderung der Versuchsgruppe Friihtherapie.

Die an dO ermittelten Werte wurden 100% gesetzt und die an d7, d14 und d21 gemessenen
Werte dazu ins Verhdltnis gesetzt.

Fiir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann- Whitney

Test)

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001, jeweils im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.
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Abb. 27: Gewichtsverinderung der Versuchsgruppe Spdittherapie.

Die an d0 ermittelten Werte wurden 100% gesetzt und die an d7, d14 und d21 gemessenen
Werte dazu ins Verhdltnis gesetzt.

Fiir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann- Whitney

Test).

*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001, jeweils im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.
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4.2.4 - Lungencompliance
Die Lungencompliance der Versuchstiere wurde mit Hilfe eines

Ganzkorperplethysmographen bestimmt und auf das Korpergewicht der Tiere zu

Versuchsbeginn bezogen.

10- - o

Compliance/Korpergewicht
ml/kPa/kg
s
[ J
l>

0 T T T
gesunde Kontrolle Bleo + NaCl Bleo + Lepirudin
(kein Bleo)

Abb. 28: Lungencompliance der Versuchsgruppe Friihtherapie.

Die Messung erfolgte mit einem Ganzkorperplethysmographen. Dargestellt sind Einzelwerte mit
Median und Interquartilrange.

Fiir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann- Whitney
Test)

**: p<0,01 im Vgl. zu gesunder Kontrolle
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Abb. 29: Lungencompliance der Versuchsgruppe Spdittherapie

Die Messung erfolgte mit einem Ganzkorperplethysmographen. Dargestellt sind Einzelwerte mit
Median und Interquartilrange.

Fiir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann- Whitney
Test)

*: p<0,05 im Vgl. zu gesunder Kontrolle.
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In der Kochsalz- (MW=5,1 + 1,3ml/kPa/kg), sowie der Lepirudingruppe (MW=4,5 +
1,2ml/kPa/kg) der Friihtherapie war eine Verringerung der Compliance im Vergleich zu
den gesunden Kontrolltieren (MW=6,6 + 1,1ml/kPa/kg) festzustellen, die in der
Lepirudingruppe sogar signifikant (p=0,008) ausfiel. Die Compliancewerte der
Lepirudin- und Kochsalzgruppe unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Vgl

Abb. 28).

Auch bei der Spittherapie konnte im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (MW=6,6;
SD=1,1ml/kPa/kg) eine Reduktion der Compliance bei Kochsalz- MW=5,1 +
1,8ml/kPa/kg), und Lepirudinbehandelten (MW=4,3 + 0,5 ml/kPa/kg) Tieren beobachtet
werden. Auch hier waren Anderungen in der Lepirudingruppe signifikant (p=0,014).
Gleichsam unterschieden sich die Compliancewerte der Lepirudin- und Kochsalzgruppe

nicht signifikant voneinander. (vgl. Abb. 29)
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4.2.5 — Differenzialzellbild aus der BAL

Fiir die Differenzialzellbilder wurden Cytospins aus den BAL-Zellen hergestellt, gefiarbt und ausgezihlt.
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Abb. 30: Zelldifferential der Cytospin Auszihlungen als prozentuale Verteilung der Versuchsgruppe Friihtherapie
Fiir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann- Whitney Test)
*: p<0,05; **: p<0,01, jeweils im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Das Zellbild der Lavagefliissigkeit unterschied sich deutlich zwischen gesunder Kontrolle (Makrophagen - MW=98,9 + 1,0%; PMN -
MW=0,4 + 0,7%; Lymphozyten - MW=0,8 + 0,7%) und den mit Bleomycin behandelten Gruppen. Bei letzteren waren eine signifikante
Reduktion der alveoldren Makrophagen (NaCl - MW=81,8 + 26,3%; p=0,0221; Lepirudin - MW=58.,2 + 25,2%; p=0,0026) und ein Anstieg
vor allem der Lymphozyten sowie der Neutrophilen Granulozyten (PMN) zu verzeichnen. Bei der Lepirudingruppe waren die Abweichungen
signifikant (PMN - MW=4.5 + 5,5%; p=0,0195; Lymphozyten - MW=37.3 £ 20,9%; p=0,0022). Zwischen den behandelten Gruppen bestand

kein signifikanter Unterschied. Es fand sich eine starke Varianz der Zellzahlen bei den behandelten Versuchsgruppen.
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Abb. 31: Zelldifferential der Cytospin Auszihlungen als prozentuale Verteilung der Versuchsgruppe Spdittherapie
Fiir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann- Whitney Test)
*: p<0,05; **: p<0,01, jeweils im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Das Zellbild der Lavagefliissigkeit unterschied sich auch hier deutlich zwischen gesunder Kontrolle (Makrophagen - MW=99,1 + 1,1%; PMN
- MW=0,4 + 0,7%; Lymphozyten - MW=0,6 + 0,7%) und den mit Bleomycin behandelten Gruppen. Wie bei der Friihtherapie fand sich eine
signifikante Reduktion der alveoldren Makrophagen (NaCl — MW=45,0 + 23,4%; p=0,0026; Lepirudin - MW=62,8 + 6,3%; p=0,014) sowie
ein Anstieg der Lymphozyten (NaCl - MW=20,2 + 11,7%; p=0,0022; Lepirudin - MW=20,9 + 14,4%; p=0,0117) und der neutrophilen
Granulozyten (PMN) (NaCl - MW=34,8 + 19,1%; p=0,0016; Lepirudin - MW=16,2 + 11,0 %; p=0,0077) bei den behandelten Tieren. Es
bestand eine starke Varianz der Zellzahlen bei den behandelten Versuchsgruppen. Zwischen Lepirudin- und Kochsalzgruppe lief3 sich hier

kein signifikanter Unterschied in der Zellzahlverteilung feststellen.
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4.2.6 - Losliches Kollagen in der BAL-Fliissigkeit
Mit Hilfe eines colorimetrischen Assays erfolgte die Bestimmung des 16slichen
Kollagens als indirekter Marker fiir den fibrotischen Gewebeumbau aus der BAL-

Fliissigkeit der Versuchstiere.
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Abb. 32: Gehalt an loslichem Kollagen in der BAL-Fliissigkeit der Versuchsgruppe
Friihtherapie.

Dargestellt sind Einzelwerte, Median und Interquartilrange.

Fiir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann- Whitney
Test)

*: p<0,05; **: p<0,01, jeweils im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe; #: p<0,05 im Vgl.
zu NaCl

Die Konzentration an l16slichem Kollagen in der BAL-Fliissigkeit war in
Bleomycinbehandelten Tieren im Vergleich zur gesunden Kontrolle signifikant erhéht
(Vgl. Abb. 32; gesunde Kontrolle - MW=23,8 + 18,3ug/ml; NaCl - MW=803,4 +
147,0ug/ml, p=0,0141; Lepirudin - MW=377.5 + 146,8ug/ml, p=0,0027). Es bestand
zudem ein signifikanter Unterschied zwischen beiden Therapiegruppen (p=0,0357) mit

einem niedrigeren Gehalt an 16slichem Kollagen in der Lepirudingruppe.

Die Konzentration an l6slichem Kollagen in der BAL-Fliissigkeit war auch in der
Gruppe der "spét" therapierten und mit Bleomycin behandelten Tieren im Vergleich zur
gesunden Kontrolle signifikant erhoht (Abb. 33: gesunde Kontrolle - MW=23,8 +
18,3ug/ml; NaCl - MW=300,1 + 119,6pg/ml, p=0,0027; Lepirudin - MW=393,0 +
206,2ug/ml, p=0,0141), jedoch bestand zwischen der Kochsalz- und der

Lepirudingruppe kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 33: Gehalt an loslichem Kollagen in der BAL-Fliissigkeit der Versuchsgruppe
Spiittherapie

Dargestellt sind Einzelwerte, Median und Interquartilrange.

Fiir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann- Whitney
Test)

*: p<0,05; **: p<0,01, jeweils im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

4.2.7 - Hydroxyprolin aus hydrolysiertem Lungengewebe
Mit Hilfe eines colorimetrischen Assays erfolgte die Bestimmung des

Hydroxyprolingehaltes aus hydrolysiertem Lungengewebe als Marker fiir dessen

Kollagengehalt.
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Abb. 34: Hydroxyprolingehalt im Lungengewebe der Versuchsgruppe Friihtherapie.
Dargestellt sind Einzelwerte, Median und Interquartilrange.

Fiir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann- Whitney
Test)

*: p<0,05 im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Der Hydroxyprolingehalt im Lungengewebe war in der Kochsalzgruppe signifikant
erhoht im Vergleich zur gesunden Kontrolle (gesunde Kontrolle - MW=63,0 £+ 23,7ug;
NaCl -MW=102,5 + 31,8ug, p=0,036). Ein erhohter Hydroxyprolingehalt fand sich
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auch in der Lepirudingruppe, jedoch ohne Signifikanz (Lepirudin - MW=104,1 +
42,2ug). Es fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Therapiegruppen.
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Abb. 35: Hydroxyprolingehalt imLungengewebe der Versuchsgruppe Spdittherapie.
Dargestellt sind Einzelwerte, Median und Interquartilrange.

Fiir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann- Whitney
Test)

*: p<0,05 im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Bei der Spittherapie war der Hydroxyprolingehalt im hydrolysierten Lungengewebe in
Kochsalz- und Lepirudingruppe signifikant erhoht im Vergleich zur gesunden Kontrolle
(gesunde Kontrolle - MW=63,0 + 23,7ug; NaCl - MW=131,4 +45,7ug, p=0,0193;
Lepirudin - MW=123,6 £+ 32,0ug, p=0,0280), jedoch bestand ebenso kein signifikanter

unterschied zwischen beiden Therapiegruppen.
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4.2.8 - Histologie

Abb. 36: Histologische Untersuchung: H&E Firbung

A - Gesunde Miiuse ohne Bleomycinapplikation. a-e: Ubersicht ganze Schnitte nach H&E
Fiirbung. f: 20-fache Vergrifserung eines reprdsentativen Ausschnitts aus e.

B - Bleomycin + Kochsalz (NaCl). a-d: Ubersicht ganze Schnitte nach H&E Fiirbung. e: 20-
fache Vergrofierung eines reprdsentativen Ausschnitts aus b.

74



C

Abb. 36 (Fortsetzung):

C - Friihtherapieregime - Bleomycin + Lepirudin. a-d: Ubersicht ganze Schnitte nach H&E
Firbung. e: 20-fache Vergrifierung eines reprdsentativen Ausschnitts aus a.

D - Spiittherapieregime — Bleomycin + Lepirudin. a-c: Ubersicht ganze Schnitte nach H&E
Firbung. d: 20-fache Vergrofierung eines reprdisentativen Ausschnitts aus b.
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In den Ubersichtsaufnahmen und der VergroBerung der H&E Firbung der
Gewebeschnitte der gesunden Kontrolltiere zeigt sich gesundes Lungengewebe mit
regelrechter und homogener Struktur (Abb. 36A). Es zeigen sich diinne Septen, die
zahlreiche kleine Alveolen unterteilen, sowie nur wenige intraalveolédre Zellen. Die
Alveolarrdume sind frei von Entziindungszellen, Schleim und entziindlichem Infiltrat

(Abb. 36A.1).

Bei der nur mit Kochsalz behandelten Gruppe bleomycingeschidigter Miuse zeigt sich
in der H&E Firbung die fiir eine Bleomycin induzierte pulmonale Fibrose typische
verdnderte Lungenarchitektur (Abb. 36B). Es besteht eine starke Inhomogenitit der
Lungenarchitektur, bei der Bereiche mit starker Fibrosierung und entziindlichen
Veridnderungen (Abb. 36B.a: *) in direkter Nachbarschaft zu nahezu unveridnderten
Arealen (Abb. 36B.a: +) liegen. Ebenso sieht man emphysematds verdnderte Areale mit
grofleren Bullae und auch in weniger betroffenen Arealen zeigen sich pathologische
Veridnderungen.

Der vergroflerte Ausschnitt zeigt eine Gewebeverdichtung mit verdickten Septen und
vermehrtem Bindegewebe. Weiterhin kann man eine Auflésung der reguliren
Alveolarstruktur mit vergroBerten, zahlenméBig verringerten Alveolen erkennen. In den
Alveolen befinden sich mitunter vermehrt Entziindungszellen (Abb. 36B.e).

Im Vergleich zu den mit Lepirudin behandelten Gruppen erkennt man mikroskopisch
gleiche Verinderungen in vergleichbarer Ausprigung.

So sieht man auch bei bleomycingeschéddigten und mit Lepiudin behandelten Tieren

in der H&E Firbung (Abb. 36C - Friihtherapie, Abb. 36D - Spittherapie) die fiir eine
Bleomycininduzierte pulmonale Fibrose typische inhomogen veridnderte
Lungenarchitektur.

Im Vergleich der Lepirudingruppen untereinander zeigen sich die gleichen

mikroskopischen Verdnderungen in vergleichbarer Auspriagung.
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Abb. 37: Histologische Untersuchung: Masson-Goldner Firbung

A - Gesunde Miiuse ohne Bleomycinapplikation. a-d: Ubersicht ganze Schnitte nach Masson-
Goldner Firbung. e: 20-fache Vergrofierung eines reprdsentativen Ausschnitts aus c.

B - Bleomycin + Kochsalz (NaCl). a-d: Ubersicht ganze Schnitte nach Masson-Goldner
Farbung, keine Vergroferung, e: 20-fache Vergrofierung eines reprdsentativen Ausschnitts aus
d.
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Abb. 37 (Fortsetzung):

C - Friihtherapieregime - Bleomycin + Lepirudin. a-c: Ubersicht ganze Schnitte nach
Masson-Goldner Firbung. d: 20-fache Vergrofierungen eines reprdsentativen Ausschnitts aus

b

D - Spiittherapieregime — Bleomycin + Lepirudin. a-c: Ubersicht ganze Schnitte nach Masson-
Goldner Firbung. d: 20-fache Vergrofierung eines reprdsentativen Ausschnitts aus b.
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In den Ubersichtsaufnahmen und der VergroBerung der Masson-Goldner Firbung der
Gewebeschnitte der gesunden Kontrolltiere zeigt sich gesundes Lungengewebe mit
regelrechter und homogener Struktur (Abb. 37A). Es zeigen sich diinne Septen, die
zahlreiche kleine Alveolen unterteilen, sowie nur wenige intraalveolédre Zellen. Es
existiert nur wenig kollagenes Bindegewebe. Die Alveolarrdume sind frei von

Entziindungszellen, Schleim und entziindlichem Infiltrat. (Abb. 37A.e)

Die fiir eine Bleomycin induzierte pulmonale Fibrose typische inhomogene
Lungenarchitektur findet sich in der mit Kochsalz behandelten Kontrollgruppe (Abb.
37B) ebenso wie in den mit Lepirudin behandelten Gruppen (Abb. 37C - Friihtherapie,
Abb. 37D - Spittherapie). In direkter Nachbarschaft zu Bereichen mit starker
Fibrosierung und entziindlichen Verdnderungen (Abb. 37B.b: *; Abb. 37C.a: *) liegen
nahezu unverinderte Areale (Abb. 37B.b: +; Abb. 37C.a: +). Auch in den weniger
betroffen scheinenden Arealen zeigen sich pathologische Verinderungen, vor allem
emphysematos veridnderte Areale mit gréeren Bullae.

In der VergroBerung erkennt man verdickte Septen und vermehrtes Bindegewebe, was
eine Gewebeverdichtung bedeutet. Sowohl in den Ubersichtsaufnahmen als auch in den
Vergroferungen kann man eine deutliche Mehrablagerung von Kollagen (griinblau)
erkennen, vornehmlich in den stark fibrosierten Bereichen

In der Farbung nach Masson-Goldner lassen sich mikroskopisch keine Unterschiede
zwischen mit Lepirudin behandelten Tieren (Abb. 37C - Friihtherapie, Abb. 37D -
Spittherapie) und Tieren die Kochsalzlosung (Abb. 37B) erhielten feststellen. Ebenso
zeigen sich im Vergleich der Lepirudingruppen untereinander die gleichen

mikroskopischen Verdnderungen in vergleichbarer Auspriagung.
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4.2.9 — Quantitative morphometrische Analysen
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Abb. 38: Morphometrische Analyse der histologischen Schnittpraparate. Dargestellt sind die mittleren alveoliren Durchmesser.
Links — Friihtherapie; Rechts — Spdittherapie; Eingezeichnet sind Einzelwerte, Median und Interquartilrange.
Fiir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann- Whitney Test)

Im Vergleich der mittleren Alveolendurchmesser zeigten sich bei beiden Therapieregimen geringe Unterschiede zur gesunden Kontrollgruppe,
welche jedoch nicht signifikant waren (gesunde Kontrolle - MW=8,5 + 0,9um; NaCl friih - MW=9,0 + 0,5um; NaCl spit - MW=7,6 +
2,0um; Lepirudin frith - MW=7.9 + 0,9um; Lepirudin spit - MW=7.2 + 1,2um).
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Abb. 39: Morphometrische Analyse der histologischen Schnittpraparate. Dargestellt sind die Hdufigkeitsverteilungen fiir den Alveolendurchmesser bei
Sfriih (links), bzw. spiit (rechts) therapierten Mdusen.

Die computergestiitzte morphometrische Analyse der Gewebeschnitte zeigte ein charakteristisches Verteilungsmuster fiir die
Alveolendurchmesser in der gesunden Kontrollgruppe. Bei den mit Bleomycin behandelten Gruppen zeigten sich teilweise deutliche
Abweichungen der Verteilung der Alveolendurchmesser von der unbehandelten Kontrolle. So ist zum Beispiel der Anteil der Alveolen im
Bereich zwischen 10-20um geringer. Im Bereich zwischen 0,25-3um fand sich v. a. in der Spittherapie in den behandelten Gruppen ein

erhohter Anteil an sehr kleinen Alveolen, was auf ein gesteigertes Remodelling schlie3en ldsst.
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Abb. 40: Morphometrische Analyse der histologischen Schnittpriparate. Dargestellt sind die mittleren Septendicken.
Links — Friihtherapie; Rechts — Spdittherapie; Eingezeichnet sind Einzelwerte, Median und Interquartilrange.

Fiir die statistische Auswertung wurde ein Zweistichproben t-Test verwendet (Mann- Whitney Test)

*: p<0,05; **: p<0,01, jeweils im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe.

Der Vergleich der mittleren Septendicken ergab einen signifikanten Unterschied zwischen den unbehandelten Kontrollen und den mit
Bleomycin behandelten Miusen. In der Gruppe Friihtherapie waren die Werte von 6,1um (unbehandelt) auf 8,2um (NaCl), bzw. 9,3um
(Lepirudin) erhoht. In der Gruppe Spittherapie stiegen die Werte auf 11,1um (NaCl), bzw. 10,9um (Lepirudin). Es bestand zwischen

Lepirudin- und Kochsalzgruppen jedoch kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 41: Morphometrische Analyse der histologischen Schnittpraparate. Dargestellt sind Hdufigkeitsverteilungen fiir die Septendicke bei friih (links),
bzw. spdit (rechts) therapierten Mdusen.

Die computergestiitzte morphometrische Analyse der Gewebeschnitte zeigte ein charakteristisches Verteilungsmuster fiir die Septendicken in
der gesunden Kontrollgruppe. Bei den mit Bleomycin behandelten Gruppen zeigten sich in beiden Behandlungsschemata deutliche
Abweichungen der Verteilung der Septendicken von den unbehandelten Miusen.

Vor allem ein erhohter Anteil an dickeren Septen (20-100um) und gleichzeitig reduzierter Anteil an diinneren Septen (2-6pum) war
festzustellen.

Zwischen Lepirudin- und Kochsalzgruppe besteht nur ein geringer Unterschied.
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5. Diskussion

Es konnte in der Vergangenheit gezeigt werden, dass ein antikoagulatives
Therapiekonzept fibrotische und entziindliche Parameter bei pulmonaler Schidigung
positiv beeinflussen kann. Hierzu finden sich vielfiltige Studien, die verschiedenste
Agenzien untersuchten, so zum Beispiel Heparin bei einem Kaninchenmodell der
bleomycininduzierten Lungenfibrose [Glinther - 2003], Antithrombin oder aktiviertes
Protein C bei einem Rattenmodell des LPS-verursachten Lungenschadens [Murakami -
1997; Okajima - 1998]. Auch fiir direkte Thrombininhibitoren wurden Versuche
durchgefiihrt, welche einen positiven Einfluss auf profibrotische Parameter aufzeigen
konnten [Howell - 2001]. Eine Untersuchung des direkten Thrombininhibitors
Lepirudin bei dem Mausmodell der bleomycininduzierten Lungenfibrose fehlt bislang.

In der vorliegenden Arbeit wurde nun untersucht, inwieweit eine antikoagulative

Therapie mit Lepirudin den Pathomechanismus der gestorten intraalveoldren Himostase

bei der Bleomycin induzierten pulmonalen Fibrose bei dem verwendeten Mausmodell
zu beeinflussen vermag, und ob diese Intervention einen therapeutischen Benefit
darstellt. Hierzu wurden Bleomycin-geschidigte Méduse inhalativ mit Lepirudin
behandelt und das Ausmaf der Fibrose anhand lungenfunktioneller, biochemischer und
histologischer Parameter ermittelt. Die initialen Versuche zur Dosisbestimmung und
Pharmakokinetik lieBen bereits erkennen, dass die Miuse die Lepirudingabe in der
ermittelten Dosierung gut vertrugen und dass in einem kurzen Zeitraum danach keine
unerwiinschten Wirkungen, wie z. B. Blutungen oder eine akute Toxizitét, die zu
erhohter Mortalitit fiihrt, auftraten. Zudem konnte iiber die PTT-Bestimmung aus der
BAL-Fliissigkeit der Méduse nachgewiesen werden, dass durch die Lepirudingabe die
Imbalance der alveolidren Himostase korrigiert und ein antikoagulatorisches Milieu im
Alveolarraum geschaffen werden konnte.

Auch im Verlauf der Langzeit Versuche konnte beobachtet werden, dass die
Versuchstiere die Lepirudingabe gut vertragen haben und dass auch hierbei keine

unerwiinschten Nebenwirkungen wie Blutungen aufgetreten sind.

Nach Bleomycinapplikation entwickelten die Tiere eine Lungenfibrose, die
lungenfunktionell, sowie durch biochemische und histologische Analysen ndher
charakterisiert wurde. Hinsichtlich der Mortalitét zeigen sich nur geringe Unterschiede

zwischen den mit Lepirudin behandelten Tieren und der mit Kochsalz behandelten
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Kontrollgruppe. Bei der Gruppe "Spittherapie” ldsst sich sogar ein ungiinstiger Einfluss
von Lepirudin vermuten.

Signifikante Unterschiede zwischen den behandelten Gruppen konnten einzig beim
Gehalt an 16slichem Kollagen in der Versuchsgruppe Friihtherapie nachgewiesen
werden. Dieser war bei den mit Lepirudin behandelten Tieren weniger stark erhoht als
bei denen, die Kochsalz erhielten.

Alle anderen erhobenen Parameter wie Gewicht, Compliance, Differenzialzellbild,
Hydroxyprolingehalt und die morphometrische Analyse der histologischen Schnitte
wiesen geringe, jedoch nicht signifikante Unterschiede zwischen den mit Lepirudin und
den mit NaCl behandelten Gruppen auf, die zudem unabhingig vom

Applikationszeitraum waren.

Die hier erhobenen Befunde stehen im Widerspruch zu Ergebnissen aus anderen
vergleichbaren Studien, die eine deutliche Beeinflussung des Ausmafles der
Fibroseentwicklung durch Korrektur der alveoldren himostatischen Imbalance zeigten.
Howell et al (2001) testeten den direkten Thrombin Inhibitor UK-156406 an einem
Modell der bleomycininduzierten Lungenfibrose bei Ratten und zeigte eine signifikante
Abmilderung der pulmonalen Kollagenakkumulation, sowie der Menge an mRNA fiir
Connective Tissue Growth Factor (CTGF), eines profibrotisch wirkenden Stoffes,
jedoch keinen Effekt auf die Rekrutierung inflammatorischer Zellen.

Giinther et al (2003) zeigten in einem Kaninchenmodell der bleomycininduzierten
pulmonalen Fibrose eine weitgehende Normalisierung der Compliance und
Unterdriickung der Akkumulation von Hydroxyprolin und 16slichem Kollagen durch
Behandlung mit Heparin oder Urokinase. Vor allem eine frithe Therapie mit Heparin
(Tag 2-12 nach Bleomycingabe) bzw eine spite Therapie mit Urokinase (Tag 14-24
nach Bleomycingabe) waren besonders effizient.

Der direkte Thrombininhibitor Dabigatran Etexilat wurde von Bogatkevich et al (2011)
untersucht und zeigte in einem Mausmodell der bleomycininduzierten Lungenfibrose
bei oraler Zufuhr als Nahrungszusatz eine Reduktion der Thrombinaktivitit, reduzierte
Zahlen an inflammatorischen Zellen, eine Reduktion histologischer Fibrosezeichen und

eine Reduktion des pulmonalen Kollagen und Hydroxyprolingehaltes.
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Das Ausbleiben eines therapeutischen Effektes, trotz Beeinflussung bereits
ausgemachter Pathomechanismen einerseits und positiver Resultate in mehreren
vergleichbaren Studien andererseits fiihrt zu folgenden Uberlegungen:

1: Das verwendete Modell besitzt Unzuldnglichkeiten

2: Es existieren Fehler im Versuchsaufbau

3: Thrombin ist nicht die richtige Zielstruktur fiir einen antikoagulatorischen
Therapieansatz

4: Abgesehen von der Fibrinbildung existieren weitere Mechanismen, die fiir die

Fibroseentwicklung von Bedeutung sind.

Zul)

Bislang ist das Modell der Bleomycin induzierten Lungenfibrose das meistverwendete
und best etablierte, da es relativ einfach durchzufiihren ist und eine gute
Reproduzierbarkeit besitzt, jedoch unterliegt es auch einigen Einschrinkungen.

So besitzt die initiale Reaktion auf Bleomycin vornehmlich inflammatorischen
Charakter, ausgelost durch eine Uberproduktion freier Radikale mit vermehrter
Produktion proinflammatorischer Zytokine und Aktivierung von Makrophagen und
Neutrophilen, was dem Bild eines akuten Lungenschadens entspricht. [Moeller — 2008].
Die folgende Entwicklung einer Fibrose ist in starkem Maf3e abhédngig von dem initialen
inflammatorischen Stimulus und zudem teilweise reversibel [Izbicki — 2002], was im
Gegensatz zur IPF, deren Fortschreiten irreversibel ist, steht. Der Wechsel zwischen
diesen beiden Phasen findet um den neunten Tag nach Verabreichung statt [Chaudhary -
2006].

In den vorliegenden Versuchen hat die Bleomycin Applikation zur Ausbildung einer
Fibrose mit den typischen Charakteristika gefiihrt (histologische Verdnderungen,
Reduktion der Compliance, Erhohung von Hydroxyprolingehalt und 16slichem
Kollagen). Prinzipiell ist das Bleomycin-Modell zur Beantwortung der hier adressierten
Fragen geeignet, da es die Gerinnungsabnormalititen aufweist, die bei der IPF eine
Rolle spielen und somit die Targets einer antikoagulativen Therapie vorhanden waren
[Wygrecka - 2008].

Zudem besitzt das Modell die nétigen Eigenschaften um tatsdchlich signifikante Effekte
eines Wirkstoffes, seien diese nun antiinflammatorischer oder antifibrotischer Natur,

aufzudecken.
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Zwar haben andere Versuche mit antikoagulativen Therapien und gleicher Zielstruktur
deutlich positive Effekte nachweisen konnen [Howell — 2001], jedoch muss darauf
hingewiesen werden, dass dabei Versuchstiere einer anderen Spezies behandelt wurden.
Andere Studien zeigten auf, dass sowohl geschlechtsspezifische Unterschiede in den
Gerinnungssystemen [Lemini - 2007], als auch Unterschiede zwischen verschiedenen
Spezies [Siller-Matula - 2008; Karges - 1994 ] existieren. So liegt z.B. die Aktivitit von
Faktor V bei Kaninchen um den Faktor 50 hoher als beim Menschen [Karges - 1994]
und es fanden sich deutlich voneinander differierende Werte der Himostaseparameter
zwischen Miusen und Ratten [Lemini - 2007]. Die Vermutung liegt somit nahe, dass
bei Méusen andere, durch Lepirudin nicht beeinflusste Wege des Gerinnungssystems,
tiberwiegen.

Weiterhin besteht die Moglichkeit, dass der Wirkstoff nur humanes Thrombin, nicht
jedoch das Thrombin der Maus inhibiert. Eine Studie von Esumi et al [1991] zeigte bei
Mausen jedoch eine deutliche Verldngerung der Gerinnungszeit nach r-Hirudin (CGP
39393) Applikation, womit diese Moglichkeit ausscheidet.

Ein weiterer Unterschied konnte in einer verdnderten Pharmakokinetik von applizierten
Antikoagulantien liegen, z.B. einer vermehrten Inaktivierung oder einer schnelleren

Elimination des Wirkstoffes in der Maus.

Zu?2)

Eine mogliche Ursache fiir das Ausbleiben positiver Effekte konnte im Versuchsaufbau
liegen. So konnte eine Therapie in einem ungiinstigen Zeitfenster ohne die erhoffte
Wirkung bleiben. Fiir eine solche Annahme spricht, dass in der Studie von Giinther et
al. [2003] eine solche Abhingigkeit vom Applikationszeitraum beobachtet wurde. Die
deutlichsten Effekte einer Heparingabe auf den Fibroseverlauf waren bei einem frithen
Therapieregimen zu sehen, wihrend einer Phase also, in der die prokoagulatorsiche
Aktivitdt nach Bleomycingabe am grof3ten ist [Idell - 1987; Olman - 1995]. Da jedoch
keines der verwendeten Therapieregime eine signifikante Beeinflussung des
Krankheitsverlaufes zeigt, lidsst sich ein Fehler durch eine Beeinflussung im falschen
Zeitfenster der bleomycininduzierten Fibrose mit hoher Wahrscheinlichkeit
ausschlie3en.

Auch ein zu lang gewihltes Applikationsintervall konnte fiir das Ausbleiben positiver
Effekte ursédchlich sein. Wir haben uns fiir ein Behandlungsintervall mit Applikation an

jedem zweiten Tag entschieden, was moglicherweise zu lang war, um Thrombin
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dauerhaft zu inhibieren, so dass keine kontinuierliche antikoagulatorische Aktivitédt im
Alveolarraum aufrecht erhalten werden konnte. Fiir die Verabreichung an jedem
zweiten Tag entschieden wir uns um eine iiberméBige Belastung der Miuse durch
wiederholte Applikationen bzw. grolere Mengen an Protein zu vermeiden. Zwar wurde
in den Vorversuchen eine relativ kurze Halbwertszeit von 1-2 Stunden bestimmt, aber
auch 8 Stunden nach der Applikation war immer noch eine 795-fach erhohte
Lepirudinaktivitit im Alveolarraum nachweisbar war, die auf einen linger anhaltenden
antikoagulativen Effekt hinwies. Dies lie den Schluss zu, ein ldngeres
Applikationsintervall wéhlen zu konnen was auch im Einklang mit den Versuchen am
Kaninchen Bleomycinmodell steht, bei dem bis 36 Stunden nach Heparinverneblung
noch eine antikoagulatorische Aktivitit im Alveolarraum nachweisbar war [Giinther -
2003].

Die Vermutung, dass das Applikationsintervall zu lang gewéhlt wurde, wird durch die
Bestimmung der Gerinnungsaktivitit in der BAL Fliissigkeit von Méusen der
Spittherapiegruppe, bei denen zwischen letzter Applikation und Probeentnahme etwa
48 Stunden liegen, bestitigt, da dort keine im Vergleich zu unbehandelten Médusen
erhohte PTT Verldngerung messbar war. Zwar bestand zwischen den mit NaCl und den
mit Lepirudin behandelten Miusen ein signifikanter Unterschied (p=0,0006), jedoch
waren die PTT-Werte nur geringfiigig verldangert.

Folglich miisste der Wirkstoff in kiirzeren Zeitabstinden dargereicht werden, was
jedoch wiederum eine hohere Belastung fiir die Versuchstiere darstellen und zu einer
hoheren Mortalitit fithren kann. In den vorliegenden Versuchen mit friih stattfindender
Therapie ist auffillig, dass der grofite Anteil der mit Lepirudin behandelten Tiere im
Applikationszeitraum von d1 bis d11 verstarb. Die Vermutung liegt nahe, dass die
Kombination der Belastungsfaktoren akut geschiadigte Lunge, Wirkstoffapplikation und
Proteiniiberladung zu dieser hohen Mortalitét fiihrt.

Eine mogliche Losung wire die Implantation einer Minipumpe, welche einerseits den
Vorteil einer kontinuierlichen Wirkstoffgabe ermoglicht und andererseits geringere
Wirkstoffmengen aufgrund des gleichmifig vorhandenen Wirkstoffspiegels notwendig
macht. Nachteil dieser Methode ist die Tatsache, dass der Wirkstoff nicht direkt auf der
alveoldren Seite, sondern nur iiber den Blutweg in die Lunge gelangt. Andererseits
konnte auch gezeigt werden, dass eine Beeinflussung der Fibroseentwicklung prinzipiell
auch nach systemischer Applikation des Wirkstoffes moglich ist. In der Studie von

Bogatkevich et al [2011] wurde der direkte Thrombininhibitor Dabigatran Etexilat
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peroral iiber das Futter dargereicht, somit ist dieser ebenso nur auf dem Blutweg in die
Lunge gelangt, und es zeigte sich dennoch eine deutliche Verringerung des fibrotischen

Umbaus der Lunge.

zu 3) Es besteht die Moglichkeit, dass Thrombin als Zielstruktur ungeeignet ist und
somit Lepirudin als Therapiestrategie ausscheidet.

Gegen eine solche Annahme spricht eine Studie von Howell et al (2001) an Ratten, die
zeigte, dass ein direkter Thrombininhibitor (UK-156406) in der Lage war die
Kollagenakkumulation in der Lunge zu reduzieren, wenn er in dquimolarer
Konzentration zu Thrombin verwendet wurde. Mit Lepirudin als direktem
Thrombininhibitor wird ebenfalls gezielt Thrombin inaktiviert und die
Gerinnungskaskade unterbrochen. Auf diese Weise sollten fibrinvermittelte
profibrotische Effekte, sowie zellulire iiber PAR vermittelte Effekte von Thrombin
blockiert werden. In einer Studie von Lindhout et al (1990) wurde allerdings
nachgewiesen, dass der Mechanismus der Thrombininhibition durch r-Hirudin nicht
schnell genug vonstatten geht, so dass geringe Mengen Thrombin gebildet werden,
wodurch die Gerinnungsfaktoren VIII und V aktiviert werden und der Mechanismus der
positiven Riickkopplung zu einer explosionsartigen Vermehrung von Thrombin fiihrt,
selbst wenn ausreichend r-Hirudin vorhanden ist. Folglich besteht die Moglichkeit, dass
auch in unseren Versuchen trotz ausreichender Lepirudindosis Thrombin nicht schnell

genug inhibiert wird und prokoagulatorische und profibrotische Effekte entfaltet.

Zu 4)

Hinsichtlich der pathogenetischen Bedeutung einer gestorten Gerinnungsregulation im
Alveolarraum wurde vermutet, dass vor allem intraalveolédre gebildetes und
akkumuliertes Fibrin eine Schliisselrolle bei der Entwicklung einer Lungenfibrose
einnimmt [Seeger - 1993; Burkhardt - 1989]. Dass intraalveoléres Fibrin bei der
Fibroseentwicklung moglicherweise nicht die entscheidende Schliisselrolle besitzt,
wurde in einer Studie von Hattori et al (2000) aufgeworfen, in der gezeigt wurde, dass
Fibrinogen Knockout Miuse nicht vor der Entwicklung einer Lungenfibrose nach
Bleomycinapplikation geschiitzt sind.

Untersuchungen mit PAR-1 knock out Miusen, die nach Bleomycinapplikation eine
attenuierte Fibroseantwort zeigten [Howell — 2005], legten nahe, dass die

profibrotischen Effekte einer gesteigerten Gerinnungsaktivierung moglicherweise iiber
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zellulédre Effektoren vermittelt werden und diese unter Umstédnden einen grof3eren
Stellwert besitzen als die durch Fibrin vermittelten Effekte

Lepirudin sollte jedoch auch die tiber Thrombin am PAR Rezeptor vermittelten Effekte
inhibieren. Diese wiren die iiber die Rezeptoren PAR-1, sowie PAR-3 und -4
vermittelte vermehrte Proliferation von Fibroblasten und Prokollagen Produktion
[Chambers — 1998; Blanc-Brude - 2005], die Stimulation der Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten [Bogatkevich - 2001] und weiterer profibrotischer und
—inflammatorischer Zytokine [Chambers - 2000; Chambers - 2002; Ludwicka-Bradley -
2000; Shimizu - 2004; Monroe - 2007; Wygrecka - 2008].

PAR-1 wird jedoch nicht allein durch Thrombin aktiviert, sondern auch durch andere
Agonisten, wie z.B. FXa (siehe Kapitel 1.2.5.2 - PAR-vermittelte Effekte), der in der
Gerinnungskaskade oberhalb unserer Intervention liegt. Es ist also vorstellbar, dass trotz
Thrombinhemmung iiber PAR-1 profibrotische Effekte vermittelt werden und unter
Umstéinden diese iibergeordneten Faktoren eine groBBere Rolle fiir die
Fibroseentwicklung spielen. Zudem konnte gezeigt werden, dass auch PAR-2
Signalling, welches durch FXII/XI und TF/FVII aktiviert wird, und somit durch unsere
Intervention nicht beeinflusst wurde, eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung einer

Lungenfibrose spielt [Wygrecka - 2011].

Auch wenn Fibrinogen-Knockout Méuse nicht vor einer Bleomycininduzierten Fibrose
geschiitzt sind und die Fibrinbildung fiir die Fibroseentwicklung nicht ursédchlich ist,
kann eine gesteigerte Gerinnungsaktivitit, neben den zellulédren, iiber PAR vermittelten
Effekten, auch anderweitig Einfluss auf den Verlauf der Fibroseentwicklung nehmen.
So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass intraalveoldr deponiertes Fibrin ein starker
Inhibitor der Surfactantfunktion [Seeger — 1993] ist. Uber den Verlust der
Oberflichenspannungsregulation und die damit einhergehende Beeintrichtigung der
Compliance konnen profibrotische Prozesse moglicherweise begiinstigt werden
[Giinther — 1999]. Fibrin ist jedoch nicht der einzige Faktor, der in der Lage ist die
Funktion des Surfactant zu inhibieren. So konnen auch andere Stoffe wie Albumin und
Hiamoglobin, C-reaktives Protein, Lipide, sowie Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
ebenso die Funktion des Surfactant ungiinstig beeinflussen [Zuo — 2008; Rodriguez-
Capote — 2006] und dadurch ebenfalls die Lungenfunktion beeintriachtigen oder

moglicherweise sogar zum fibrotischen Prozess beitragen.
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Ein weiterer in unseren Versuchen unbeeinflusster Faktor ist das aktivierte Protein C,
welches vielfiltige Aktivititen besitzt [Wygrecka - 2008, Esmon - 2006], jedoch in
interstitiellen Lungenerkrankungen signifikant reduziert ist [ Yasui — 2000], wodurch
seine protektiven Wirkungen verloren gehen. So wiren dies unter anderem die
Inaktivierung von Faktor Va und VIIla und die Inhibition von Plasminogen Aktivator
Inhibitor (PAI-1).

Ein Mangel an APC bewirkt also iiber eine verminderte Inhibition von Faktor VIIIa eine
Aktivierung der positiven Riickkopplung und somit eine vermehrte
Thrombinproduktion. Das explosionsartig entstehende Thrombin koénnte, in Anlehnung
an die Versuche von Lindhout et al (1990), nicht ausreichend von Lepirudin inaktiviert
werden.

Eine vermehrte PAI-Aktivitit, wie sie durch den APC Mangel auftreten kann, fiihrt
nach Eitzmann et al (1996) zu einer stirkeren Ausbildung einer Fibrose, vermutlich
basierend auf einer reduzierten Aktivitit des fibrinolytischen Systems.

Zudem konnte durch die Inhibition von Thrombin die Bildung des
Thrombin/Thrombomodulin-Komplexes reduziert sein, welcher Protein C aktiviert und
wodurch folglich eine weitere Reduktion von APC stattfindet mit wiederum einer
Verstirkung der zuvor beschriebenen nachfolgenden negativen Effekte dieses Defizites,
sowie weiterer bislang unbekannter Effekte. Dieser Mechanismus konnte bisher noch
nicht abschlieBend aufgeklidrt werden und es sind hierfiir weitere Studien nétig.

In Anbetracht der Ergebnisse dieser Studie, die bei den erhobenen Parametern keine
Differenz zwischen den mit Lepirudin und den mit Kochsalz behandelten Tieren
aufzeigen konnten, ldsst sich vermuten, dass die spezifische Inhibition von Thrombin zu
weit Downstream in der Gerinnungskaskade einzugreifen scheint und Mechanismen
beeinflusst, die von untergeordneter Bedeutung fiir die Progression der Fibrose sind,
bedeutsamere Wege jedoch unbeeinflusst lisst.

Multiproteaseinhibitoren bzw. duale Thrombin/FaktorXa Inhibitoren wiren fiir eine
antikoagulatorische Therapieform moglicherweise geeigneter, da sie an mehreren
Stellen in der Gerinnungskaskade angreifen und dadurch vermutlich die profibrotischen
Prozesse deutlicher inhibieren konnten.

Diese Vermutung ldsst sich mit den Beobachtungen aus der Studie von Giinther et al
(2003) stiitzen, die eine signifikante Abmilderung der Bleomycin induzierten
Lungenfibrose nach Heparinverneblung darlegen. Abgesehen von den

Speziesunterschieden, wie oben diskutiert, wurde unfraktioniertes Heparin verwendet,
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was neben der Inhibition von FIXa, Xa und Thrombin noch weitere, vielfiltige
Mechanismen iiber Antithrombin entwickelt [siehe 1.2.4 — Antithrombin]. Durch diese
zusitzlichen Mechanismen kann, im Gegensatz zu Lepirudin, moglicherweise auch friih
genug und an verschiedenen Punkten in die Gerinnungskaskade eingegriffen und

profibrotische Folgereaktionen blockiert werden.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass das verwendete Modell prinzipiell geeignet ist
die in dieser Arbeit adressierten Fragen anzugehen und zu beantworten ob der Verlauf
der bleomycininduzierten Lungenfibrose durch Lepirudin giinstig beeinflusst, bzw. ob
das gestorte intraalveoldre himostatische Gleichgewicht korrigiert werden kann. Es
bestand jedoch hochstwahrscheinlich ein zu lang gewéhltes Applikationsintervall,
wodurch keine kontinuierliche antikoagulatorische Aktivitidt im Alveolarraum aufrecht
erhalten werden konnte. Bei weiteren Untersuchungen sollte folglich ein kiirzeres
Zeitintervall, moglicherweise in Kombination mit einer alternativen Darreichungsform
(z.B. mittels implantierbarer Minipumpe) gewéhlt werden. Auch eine intensivere
Untersuchung der Pharmakokinetik von Lepirudin bei Mausen erscheint sinnvoll, da
diese sich in dieser Arbeit als sehr komplex erwiesen hat. Des Weiteren besteht die
Vermutung, dass alternative Wege (u.a. iiber PAR, APC oder alternative
Surfactantinaktivierung), die durch die Thrombininhibition unbeeinflusst bleiben,
wesentlich zur Fibroseentwicklung beitragen und somit dessen alleinige Beeinflussung

nicht geniigt um einen therapeutischen Effekt zu erzielen.
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6. Zusammenfassung

Diese Studie beschiftigte sich mit der Frage, ob durch den direkten Thrombininhibitor
Lepirudin der Verlauf der bleomycininduzierten Lungenfibrose giinstig beeinflusst
werden kann, ob dadurch die gestorte Gerinnungsregulation im Alveolarraum korrigiert
werden kann und ob diese Therapieoption vertrdglich und praktikabel ist. Dariiber
hinaus sollte untersucht werden, ob es ein therapeutisches Zeitfenster gibt, in der die
Lepirudingabe besonders wirksam ist.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden Méuse mit Bleomycin behandelt und zu einem
frithen (d1-d11) oder einem spéten Zeitpunkt (d11-d19) nach Lungenschidigung mit
Lepirudin bzw. NaCl behandelt. An Tag 21 wurden Verlaufs- (Uberleben, Gewicht) und
Fibroseparameter (Compliance, Differenzialzellbild, 16sliches Kollagen in BAL,
Hydroxyprolingehalt der Lunge und histologische Morphometrie) bestimmt und die
gewonnenen Daten wurden einander gegeniibergestellt.

Die Therapie wurde von den Miusen gut vertragen und es zeigten sich im Verlauf keine
unerwiinschten Wirkungen.

Im Vergleich zu mit NaCl-behandelten Kontrolltieren zeigten die mit Lepirudin
behandelten Tiere keine Anzeichen fiir eine abgeschwichte Fibroseentwicklung. Einzig
beim Gehalt an 16slichem Kollagen in der Versuchsgruppe Friihtherapie (Tag 1-11)
konnten signifikante Unterschiede zwischen den behandelten Gruppen nachgewiesen
werden. Alle anderen Parameter zeigten keinen signifikanten Unterschied.

Griinde fiir das Ausbleiben positiver Effekte liegen einerseits vermutlich an einem zu
lang gewihlten Applikationsintervall und damit verbunden am Fehlen eines
kontinuierlich hohen Wirkspiegels, sowie andererseits an dem Umstand, dass durch eine
selektive Thrombinhemmung nicht alle fiir die Fibroseentwicklung relevanten
Pathomechanismen beeinflusst werden. Dariiberhinaus kdonnen speziesspezifische
Besonderheiten fiir den unzureichenden therapeutischen Effekt mitverantwortlich sein.
Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die intraalveoldre Inhibition von Thrombin
durch den direkten Thrombininhibitor Lepirudin bei den durchgefiihrten Versuchen
keinen eindeutig nachweisbaren positiven Effekt auf die bleomycininduzierte
Lungenfibrose besitzt, was sich am ehesten darauf zuriickfiihren ldsst, dass, abseits von
den iiber Thrombin ausgelosten Effekten, noch weitere Signalwege und Kaskaden
existieren, die bereits vor dem Schritt der Thrombingeneration, also stromaufwirts
gelegen, beginnen und somit unabhingig davon und im tiberwiegenden Ausmal} zur

Progression der Lungenfibrose beitragen.
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Summary

This study dealt with the question whether the course of the IPF could be positively
influenced by the direct thrombin inhibitor Lepirudin, whether the deranged regulation
of coagulation in the alveolar space could be corrected and whether this option of
treatment is tolerated and feasible. In addition should be examined if there is a
therapeutic window in which the administration of Lepirudin would be the most
effective.

To answer these questions, mice were treated with Bleomycin and received Lepirudin or
saline solution at an early (d1-d11) or a late (d11-d19) point of time, after lung damage.
At day 21 parameters of progress (survival, weight) and fibrosis (Compliance,
differencial cell count, soluble collagen in BAL, Hydroxyprolin content of the lung and
histological morphometry) were obtained and the results gained were opposed to each
other.

Therapy was well tolerated by the mice and no adverse effects could be seen during the
study.

Compared to saline treated animals, animals who received Lepirudin showed no signs
of an attenuated development of fibrosis. Significant differences could only be seen in
the level of soluble collagen in the early therapy group (day 1-11). All other parameters
showed no significant difference.

Reasons for the absence of positive effects could be an intervall of administration
chosen too long and, as a result, the lack of a continuous high level of anticoagulation
on the one hand and the fact that the selective inhibition of thrombin does not influence
all pathomechanisms that are relevant for the development of fibrosis on the other.
Furthermore, species specific characteristics can be jointly responsible for the
insufficient therapeutic effect.

In summary there is to say that the intraalveolar inhibition of Thrombin by the direct
thrombininhibitor Lepirudin showed no detectable distinct positive effect on the
bleomycin induced pulmonary fibrosis. This is most likely attributable to the fact that,
aside the effects activated by thrombin, there are more signalling pathways and cascades
beginning upstream, that is before thrombingeneration, and hence account

independently and predominantly to the progression of pulmonary fibrosis.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

(a)PTT (aktivierte) partielle Thromboplastinzeit

6MWT 6-Minuten-Geh-Test / 6-minute walk test

A.dest. destillertes Wasser / Aqua destillata

AEC Alveolarepithelzelle

AIP Akute Interstitielle Pneumonie

AM Alveolarmakrophagen

APC Aktiviertes Protein C

ARDS acute respiratory distress syndrome

AT Antithrombin

ATS American Thoracic Society

BAL Bronchoalveolire Lavage

Ca Calcium

COP Kryptogene Organisierende Pneumonie

Da Dalton - Einheit der Molekiilmasse

DIP Desquamative Interstitielle Pneumonie

DLco Diffusionskapazitit fiir Kohlenmonoxid

DNA Desoxyribonukleinsédure / deoxyribonucleic acid

DTI direkte Thrombininhibitoren

ECM Extrazelluldre Matrix

EMT epitheliale mesenchymale Transition

ER Endoplasmatisches Retikulum

ERS European Respiratory Society

F-... Faktor-...

F-...a aktivierter Faktor-...

Fp Fibrinopeptid

FVC Forcierte Vitalkapazitit

GAG Glykosaminoglykan

GER Gastroosophagealer Reflux

GMZ glatte Muskelzellen

HCL Salzsdure

HIT Heparininduzierte Thrombozytopenie

HMW-Kininogen High Molecular Weight-Kininogen

HRCT Hochauflosende Computertomographie / High Resolution Computed
Tomography

IAP instabile Angina pectoris

1P idiopathische interstitielle Pneumonie / idiopathic interstitial pneumonia

IL Interleukin

IPF idiopathische pulmonale Fibrose

IRDS neonatales Atemnotsyndrom / Infant respiratory distress syndrome

kg Kilogramm (1O3g)

LIP Lymphoide Interstitielle Pneumonie

LPS Lipopolysaccharid

LPS Lipopolysaccharid

mg Milligramm (107 g)

ml Milliliter (107 1)

ul Mikroliter (10° 1)

mm Millimeter (10 m)

MMP Matrixmetalloproteinase

mTOR mammalian Target of Rapamycin



NaCl
NfkB
NSIP
NSTEMI

NYHA
PAI
PAR
PBS
PCI
PDGF
PMMA
PPFE
PT
RB-ILD
r-Hirudin
RNA
RZB
SHH

SP
STEMI
TF
TFPI
TGF-p
TLC
TNF-Alpha
t-PA

TZ

U

UIP
u-PA
WNT

isotone 0,9% Kochsalzlosung

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
Nichtspezifische Interstitielle Pneumonie

Nicht ST-Strecken Hebungsinfarkt / Non-ST-elevation myocardial
infarction

New York Heart Association

Plasminogen Aktivator Inhibitor

Protease aktivierte Rezeptoren

Phosphatgepufferte Salzlosung / Phosphate buffered saline
perkutane Koronarintervention

Platelett Derived Growth Factor

Polymethyl-methyl acrylat-Membran

Pleuroparenchymale Fibroelastose

Prothrombin Zeit / Prothrombin time

Respiratorische Bronchiolitis assoziierte Interstitielle Lungenerkrankung

rekombinantes Hirudin

Ribonukleinséure / ribonucleic acid

Relative Zentrifugationsbeschleunigung

Sonic Hedgehog (Wachstumsfaktor)

Surfactant Protein

ST-Strecken Hebungsinfarkt / ST-elevation myocardial infarction
Tissue Factor

Tissue factor pathway inhibitor

Transforming Growth Factor-Beta

Totale Lungenkapazitit

Tumornekrosefaktor-Alpha

Gewebsplasminogenaktivator / Tissue-type plasminogen-activator
Thrombin Zeit

Units (internationale Einheiten)

gewohnliche interstitielle Pneumonie / Usual Interstitial Pneumonia
Urokinase / Urokinase-type plasminogen-activator
Wachstumstaktor (Wing; Int)
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