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1 Einleitung

1.1  Hypoxie in der Lunge

Die ausreichende Sauerstoffversorgung ist fir dega@smus notwendig zur Oxydation
von Nahrstoffen und die Energiegewinnung in Form »dP.

Ist die Sauerstoffversorgung des Korpers vermindefHypoxie), treten

Anpassungsreaktionen von Zellen und Geweben auf&se Anpassung hilft dem
Organismus, sich an das verminderte ATP-Angebotadaptieren und die normale
Zellfunktion aufrechtzuerhalten (67). In der Hyp®xst die Aktivitat von Enzymen der
anaeroben Glykolyse erhoht. Nicht alle Organe e¥agi einheitlich auf die Hypoxie. Sie
exprimieren verschiedene Gene, die fur die jewailigorganfunktionen spezifisch sind.
Die Lunge reagiert auf Hypoxie mit einer Vasokoiksn. Diese sog. hypoxische
pulmonale Vasokonstriktion (HPV) wurde erstmaligJahr 1946 von Euler u. Liljestrand
beschrieben. Daher wird die HPV synonym als Euigedtrand-Mechanismus (ELM)

bezeichnet.

Der ELM fuhrt durch Vasokonstriktion zu einer Blotuerteilung in besser ventilierten
Lungenarealen. Dadurch ist eine optimale Oxygengrdes sauerstoffarmen Blutes
wahrend der Lungenpassage gewahrleistet.

In schlecht oder nicht ventilierten Lungenarealekisder Sauerstoffpartialdruck, so dass
diese Abschnitte nur in geringem Mal3e zur Saudestadicherung beitragen. Blut aus
diesen Lungenabschnitten verlasst die Lunge mituaiehender Sauerstoffbeladung
(110). Die Existenz von gering und nicht ventikrt_ungenarealen ist physiologisch (26).
Ungeklart ist heute, wie der Mechanismus der Stgmasduktion und der Zelladh&sion
von bestimmten Proteinen im hypoxischem Lungengewedguliert ist. Stoérung oder

Uberaktivierung dieser Mechanismen konnen zu satnvklinischen Symptomen fiihren,
wie z. B. der pulmonalen Hypertonie. Daher ist eigenaue Kenntnis der

Regulationsvorgénge von grol3er Bedeutung.

Bei vielen chronischen Lungenerkrankungen tritieeim der Regel langfristige Hypoxie

auf. Sie fuhrt zu Umbauvorgangen im Lungenparencyemodelling®).



1.2 COPD und Hypoxie

Die chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COBBR)Ort weltweit zu den haufigsten
chronischen Erkrankungen. Die Weltgesundheitsosgdion (WHO) schatzte im Jahre
1996 die Anzahl der Raucher (Rauchen: grofldter C@Rikofaktor) unter der

Bevolkerung weltweit auf ca. 1,1 Mrd. Menschen.tZrmunehmender Inzidenz der COPD
liegen keine verlasslichen Zahlen fur die Pravaleez COPD vor. Die WHO schatzt ihre
Pravalenz weltweit auf 0,8 %. Halbert et al. (4@)teusuchten im Rahmen einer
Metaanalyse 32 wissenschaftliche Artikel aus 1%&astedenen Landern. Dabei lag die
Pravalenz der COPD zwischen 0,23 bis 18,3 %, woisgiesamt die Rate bei Mannern

hoher lag als bei Frauen.

Als haufigste Manifestationsform gilt die chroniedBronchitis, die bei 90 % der Patienten
nachzuweisen ist. Die fortgeschrittene COPD istegekeichnet durch den begleitenden
Fibrosierungsprozess, der zunachst zur Obstruktiah zur chronischen Entzindung der
Bronchien fuhrt und spéter zum zentrolobuldren Eyapm Uberleitet (95).

Die pulmonale Hypertonie ist eine bekannte Kompid@bei Patienten mit einer COPD.
Die Schwierigkeit besteht allerdings darin, einenayee Prognose Uuber den
Krankheitsverlauf zu liefern (7). Bei der COPD ksssich aufRerdem unterschiedlich

schwer ausgepragte Stadien, die von Stadien 0l besdhen, unterscheiden.

Bei der chronisch obstruktiven Lungenerkrankungttider Gbermafig aktivierte Euler-
Liljestrand-Mechanismus wesentlich zur Pathologie IDie beim Gesunden adaptative
Vasokonstriktion im Bereich hypoxischer Alveoleriftibei Patienten mit einer chronisch
obstruktiven  Lungenerkrankung zu einer erheblicheVerringerung  des

Gesamtquerschnittes der pulmonalen Strombahn. ibhsin gleichem MalRe abnehmende
Herzzeitvolumen bedingt einen Anstieg des pulmatetigllen Widerstandes mit

konsekutiver Druckerhéhung im Lungenkreislauf undhlig3lich eine pulmonale

Hypertonie. Im Rahmen der COPD kommt es zu einenbdinder Lungengefalle, der
beim Menschen meist durch eine Hypertrophie undeérfypsie der Gefalimuskulatur
gekennzeichnet ist (33). Auch der rechte Herzviegithélt der Druckbelastung nicht ohne
Veranderungen stand, sondern hypertrophiert audgrehronischer Belastung: es

entwickelt sich ein Cor pulmonale (95).



Auch bei in gro3er HOhe Lebenden tritt Uber einebgle alveoldre Hypoxie eine
Rechtsherzbelastung und -hypertrophie auf. Sie tzeigathophysiologische

Gemeinsamkeiten mit dem akut auftretenden HohendmemMicht-Adaptierten (76).

1.3  Pulmonale Hypertonie und Hypoxie

Physiologisch wird der Blutdruck im Lungenkreislaafif 16 - 20 mmHg begrenzt -
Autoregulation. Sobald der alveolare Sauerstofiglainuck unter 70 mmHg fallt, ist mit

einer Fahigkeit zur lokalen Vasokonstriktion denge zu rechnen.

Von einer pulmomalen Hypertonie geht man aus, wesine Erhéhung des
pulmonalarteriellen Druckes in Ruhe tber 25 mmHd unter Belastung tber 30 mmHg
gemessen wird. Ein zunehmender Anstieg des pulmasiailaren Widerstandes fihrt
schlie3lich zu einer Abnahme des Herzzeitvolumeét®V/) und zur Ausbildung eines Cor
pulmonale (77). Die pulmonale Hypertonie kann ewnlsve auf dem Boden von
Lungenerkrankungen (sekundar) oder als primare F@mB. IPAH) vorliegen. Sie

zeichnet sich durch histologische Veradnderungen patékapillaren Lungengefal3e wie
Mediahypertrophie, Intimafibrose, Endothelzelleriecat und sog. plexiformen Lasionen
aus (13). Dieser pulmonale GefalRumbau fihrt zur énder Regel schweren pulmonalen

Hypertonie, die oft progredient ist.

Bei der IPAH wird die Haufigkeit in der Gesamtbekgiung auf 1 - 2 Falle pro 1 Million
geschatzt. Die Erkrankung tritt Ublicherweise beiuen in jungem bis mittlerem Alter auf.
Ungefahr 10 % der Falle tritt familiar gehauft gudfl). Sie ist auRerdem gehéauft bei
unterschiedlichen Krankheitsbildern zu diagnosteme z. B. bei Kollagenose,
angeborenen Shuntvitien und im Rahmen einer HI¢ktbn.

1.3.1 Klassifikation der pulmonalen Hypertonie

Seit dem Weltkongress fir pulmonale Hypertonie ien®&dig 2003 gilt folgende
Einteilung der pulmonalen Hypertonie (http://wwwpkat/kardiologié¢ (60):

Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH):
1. Idiopathische (IPAH) (friher: primare pulmonale leytonie [PPH]) oder
familiar.

2. Pulmonale Hypertonie bei (linksventrikularer) Hekzankung



* Atriale bzw. ventrikulare Herzerkrankung
» Herzklappenerkrankungen

3. Pulmonale Hypertonie bei Erkrankungen des respisaioen Systems und/ oder

Hypoxamie:

« COPD

» interstitiellen Lungenerkrankungen
* Schlaf-Apnoe-Syndrom

» Zentrale alveolare Hypoventilation

* Chronische H6henexposition

Entwicklungsbedingte Erkrankungen

4. Pulmonale Hypertonie in Folge chronischer throndabter und/ oder embolischer

Prozesse.
5. Pulmonale Hypertonie durch Erkrankungen mit Begaitig der Lungengefalie

z. B. Sarkoidose oder pulmonalkapillare Hamagioseng40;102).

1.3.2 Pathophysiologie der pulmonalen Hypertonie

Fur die Manifestation der pulmonalen Hypertoniedas Gleichgewicht vasodilatativer
Mediatoren und Vasokonstriktoren bedeutsamAsb. 1, S. 5). Klinische Daten von
Patienten mit chronischer Hypertonie zeigen ein leioggewicht zu Gunsten
vasokonstriktorischer Mediatoren, die vor allem dig glatte GefaRmuskulatur wirken
(22).

Charakteristisch sind auch Veranderungen in dereAtitra mit Fibroblastenproliferation

und Zunahme extrazellularer Matrixkomponenten, koedagen und Elastin (102).



NORMAL HYPERTENSION
Vasoconstrictors Vasodilators Vasoconstrictors Vasodilators
Thromboxane A, Prostacyclin Thromboxane A, Prostacyciin
Endothelin-1 Nitric oxide Endothslin-1 Nitric oxide
Angiotensin |l ANP Angiotensin Il ANP
5-hydroxytryptamine Adrenomedullin S-hydroxytryptamine Adrenomedullin
Low resting tone Vasoconstriction &

vascular remodelling

Abb. 1 Gleichgewicht und Ungleichgewicht zwischen Vasatdktoren und
Vasodilatatoren.

Die gezeigten Effektoren beeinflussen die pulmonaterielle Gefal3struktur und -
neubildung (entnommen aus STRANGE et al. (102)).

1.3.3 Hypoxiebedingter Gefa3umbau

Die Endothelzellen und glatte Muskelzellen spiedere Schllsselrolle bei der Regulation
der Gefal3funktion. Zu deren Funktion gehodren didalEung des physiologischen
GefalRtonus, die Kontrolle des Gerinnungssystems dasl Wachstum der glatten
Muskelzellen. Eine Fehlregulierung der Mechanisrkenn als die auslésenden Faktoren
pulmonaler Hypertonie betrachtet werden. Eine Aundgr der Endothelfunktion in
pulmonalen Arterien zeigt sich offenbar schon feitig in der Entwicklung der COPD.
Potentielle Ursachen der Endotheldysfunktion simmniionenten des Zigarettenrauches
und entzindliche Veranderungen (7). Hypoxie beef$tfldie Endothelfunktion durch
Steigerung der Permeabilitéat, Begunstigung der kKigtdbgabe, sowie der Abgabe von

Wachstumsfaktoren ($ab. 1, S. 6). Es kdnnen autokrine Stimulationen auftrete



Tab. 1 Wachstumsfaktoren, Zytokine und vasoaktive Sulagian

GefalRwachstum und Gefaldtonus regulierende Substanze synthetisiert durch
Endothel, welche durch Hypoxie beeinflusst werderaus Durmowicz et al. (31)).

Wachstumsfaktoren und Zytokine | vasoaktive Substaren

Platelet-derived growth factor Angiotensin Il
Basic fibroblast growth factor Endothelin
Insulin-like growth factor-I Bradykinin
Transforming growth factor-beta Stickstoffmonoiid)
Endothelium-derived growth factor| Prostacyclin
Interleukin-1, -6, -8 Thromboxane A2
Gewebefaktor Prostaglandine

Platelet activating factor (PAF)
Leukotriene

1.4 Idiopathische Lungenfibrose und Hypoxie

Die idiopatische Lungenfibrose wird zu den intérsiien Lungenerkrankungen gerechnet.
Sie konnen sehr variable klinische Verlaufe aufemisin der gegenwartig gultigen
Klassifikation werden folgende Lungenerkrankungemeinander abgegrenzt (53) und

nach der American Thoracic Society/ European Ratpy Society (1) sieben Entitaten

definiert:
 IPF (,idiopathic pulmonary fibrosis®) = UIP (,uslimterstitial
pneumonia®)
* NSIP (“nonspecific interstitial pneumonia”)
« COP (,cryptogenic organizing pneumonitis*)

« BOOP (,bronchiolitis obliterans organizing pneuneai

« AIP (,acute interstitial pneumonia®)

* RB-ILD (“respiratory bronchiolitis interstitial lundisease”)
und DIP (“desquamative interstitial pneumonia”)

e LIP (,lymphoid interstitial pneumonia”)



Von diesen Entitaten ist die idiopathische Lundamoge (IPF) die Erkrankung mit der
zumeist aggressivsten Verlaufsform. Ihre Atioloigiebislang unbekannt. Sie manifestiert
sich in der Regel in 5. - 7. Dezennium und fuhttraéch progredient zur respiratorischen
Insuffizienz. Sie nimmt eine Sonderstellung ein,staeine sehr schlechte Prognose hat.
Die Inzidenz liegt bei ca. 7 — 10 Fallen pro 100.GR4). Der Nikotinabusus stellt einen
Risikofaktor der Erkrankung dar. In Bezug auf Migaén in Proteinen oder dem
Vorliegen von defekten Proteinregulationen gibt jesloch bisher keine sicheren
Erkenntnisse. Diskutiert werden jedoch z. B. Punitationen in Surfactant Protein C
(106).

Die radiologische Diagnostik der IPF ist folgendaflan charakterisiert: ,Im
konventionellen Roéntgenbild des Thorax féllt ein sdda betontes, oft auch
pleurarandsténdiges retikulares ZeichnungsmusteiVaistens sind diese Veranderungen
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits evidegijesfalls schliel3t ein Normelbefund
im Thoraxbild das Vorliegen einer IPF aus. Hier draldlie technischen Verbesserungen
des hochauflésenden CT geholfen, auch Patienteingm friheren Krankheitsstadium
sicher zu identifizieren. Es finden sich in der Blegbenfalls beidseits symmetrische,
basale und subpleural betonte, retikulare Zeichsngrgnehrungen mit variablen, in der
Regel aber diskreten, milchglasartigen Tribungeres® milchglasartigen Tribungen
kébnnen im Zeitverlauf verschwinden oder in Fibrasen mit Honigwabenmuster
Ubergehen. Oft finden sich vor allem in den bet&oéin Bezirken Traktionsbronchiektasen
und pleurastandig bereits frihzeitig ein Honigwabaster. Nicht oder nur selten finden
sich nodulare Veranderungen, Verdickungen der Wowvaskularen Bindel und eine
mediastinale Lymphadenopathie. Die Spezifitdt dBCH ist relativ hoch, die Sensitivitat
dagegen niedrig. Allerdings werden nur zwei Dritiler Patienten mit bioptisch

nachgewiesener UIP von radiologischer Seite alresidentifiziert”.

Die UIP ist Klinisch durch progressive Dyspnoe uemhe verringerte Compliance
gekennzeichnet. Keine Therapie konnte zur Zeitl@mgeres Uberleben zeigen (45). Es
wird ein initialer infektioser Vorgang (z. B. vielinfektion) vermutet. AuRerdem gibt es
Falle von familiar auftretenden Lungenerkrankung@xmerican Thoracic Society/

European Respiratory Society) (1).

Der fibrotische Umbau des Alveolargeristes in eendicktes, bindegewebiges Gerlst,
welches den Anforderungen des Gasaustausches und Lualegenmechanik nur

unzureichend genugt. Es tritt regelmafig bei derstitiellen Lungenerkrankungen auf.



Die Lungenfibrose ist die Endstrecke verschiedentarstitieller Lungenerkrankungen,
bei denen es durch Einlagerungen von Kollagen ibrdtischem Umbau der Lunge zu
charakteristischen strukturellen und funktionellgerdnderungen kommt. Durch die
Fibrosierung wird die Lunge unelastisch (verringer€Compliance), wodurch die
Atemarbeit ansteigt. Die resultierende Hypoxie én dunge hat eine Vasokonstriktion zur
Folge. Umgekehrt kann auch eine langer besteheRfié dls urspriinglicher Prozess zum
.;emodelling® der Lungengefal3e fiihren und darause esekundare Lungenfibrose

entstehen.

1.5 Hypoxie-bedingte Proteinregulation

Bisher wurden nur wenige Gene bzw. Proteine, diélgpoxie-induzierten Regulationen
und Umbauvorgangen in der humanen Lunge beteiligtl, sgenauer charakterisiert.
Laborinterne Untersuchungen lieRen jedoch vermwtass zahlreiche Gene bzw. Proteine
in der Lunge Hypoxie-bedingt reguliert werden. Inee vorangegangenen Studie wurde
an Mauselungen der Einfluss der Hypoxie auf die-Ger Proteinexpression untersucht
(57). Hierbei sollten die Gene bzw. Proteine veesddner Lungen-Kompartimente
identifiziert werden, die einer Hypoxie-induziert®egulation unterliegen und bzw. oder
an einer pulmonalen Hypertonie beteiligt sind. Urendzeitlichen Verlauf von
Regulationsvorgangen im Tiermodell zu verfolgenydem Mause unter einer arteriellen
Sauerstoff-Sattigung von 0,1 (Ruber mehrere Tage gehalten. Die Mause wurdep4tr
Stunden und fur 7 Tage der Hypoxie ausgesetzt,heettie akute Phase der Hypoxie-
induzierten Regulation reprasentierte. Zur Untdrsag der friilhen chronischen Phase

wurden sie fur 21 Tage der Hypoxie ausgesetzt.

Nach Laser-Mikrodissektion von Pulmonalarterien #ideolarsepten wurden relevante
Gene (u. a. das Gen von CD36) mittels Real time BtBrsucht. Fir die Protein-Analyse
wurden Lungen-Homogenate mit 2D-Gelen in Kombimatioit MALDI-TOF eingesetzt.
Es wurden dabei verschiedene Proteine mittels Infmstocthemie und PCR nachgewiesen
(CD36, FHL-1 etc.), die an Hypoxie bedingten Regafsvorgangen beteiligt zu sein

scheinen (57).

1.5.1 Vimentin

Das Molekldl Vimentin ist seit langem als Intermedtlament der 3. Klasse der
Zytoskelett-Elemente bekannt. Die Intermediar-Féae sind auf3erst stabil. Einige von



ihnen sind charakteristisch fur bestimmte Gewel.is$ Vimentin in Normalgewebe
nahezu ausschliel3lich in mesenchymalen Zellen eafien, wie Fibroblasten,

Endothelien und Makrophagen.

Aufgrund der hohen Stabilitat werden Vimentin Agtiger in der Immunhistochemie als
,Haushaltsproteine* zur Uberpriifung der Immunredkit eingesetzt (8). Falls das
Protein in Endothelzellen, Fibroblasten und andem@senchymalen Elementen nicht
detektierbar ist, so deutet dies darauf hin, dass Antigenitdt des Gewebes
maoglicherweise schlecht erhalten ist und somit disuswertung weiterer

immunhistochemischer Reaktionen nicht verlasskth i

Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass Vimentmer bestimmten
pathophysiologischen Bedingungen im Normalgewelsg abich reguliert werden kann, z.

B. in Alveolarmakrophagen und Endothelien (10).

1.5.2 Catalase

Die Catalase zahlt zu den wichtigen enzymatischeiodidantien der Zelle. Unter

Antioxidantien versteht man Substanzen, die in ngetd Konzentrationen den

menschlichen Organismus vor unerwiinschten oxidatisehaden (Gewebeschéadigung)
schitzen. Man unterscheidet zwischen enzymatischa nicht-enzymatischen

antioxidativen Abwehrsystemen. Zu den enzymatischatioxidantien gehéren vor allem

die Superoxiddismutase (SOD), die Glutathionperasédund die Catalase (97).

Das intrazellulare Vorkommen von,®&, wird vor allem durch die Catalase und die
Peroxidase reguliert. Daher ist die biologische bM@&rtzeit von Wasserstoffperoxid
abhéangig von diesen abbauenden Enzymen, welcheeifiirGleichgewicht zwischen
Entstehung und Abbau sorgen. Als Reaktion auf Higo&noxie und Reoxigenierung
bilden verschiedenste Zellen des Koérpers neberkidesischen Sauerstoffradikalen auch
die sogenannten ,Reaktive Sauerstoff-Spezies* (R@%)denen Wasserstoffperoxid als
nichtradikales ROS gehort..8; entsteht unter anderem auch durch den ,,oxidativetbu
der neutrophilen Granulozyten. Diese reaktiven &ao#-Spezies schadigen Lipide,
Membranproteine und Nukleinsauren. Die Catalasdt zé¢ben einer Reihe anderer
Enzyme zu den Gewebsenzymen, welche antioxidativiktion besitzen. Sie ist an der
-Entgiftung® von gewebeschadigenden Wasserstoffgdrolekilen zu Sauerstoff und
Wasser beteiligt und hat somit protektiven ChanaikteRahmen von Hypoxie induziertem

oxidativen Stress (14). Der oxidative Stress ehtste@enn das Gleichgewicht zwischen
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antioxidativen und prooxidativen Faktoren gestsiit Es werden schliel3lich mehr reaktive
Sauerstoffverbindungen gebildet als durch die Amtiantien abgefangen werden kdnnen.
Durch dieses Ungleichgewicht werden Pathomechamisine Gang gesetzt, die in

Zusammenhang mit einigen Erkrankungen gebrachtemerd

Freie Radikale spielen auch eine wichtige Rolleder Pathogenese von interstitiellen
Lungenerkrankungen, wie der UIP und DIP. Lakari &t (58) beschrieben die
Proteinexpression, allerdings keine erhohte Exmpesyon Catalase in Alveolarzellen
Typ Il und Alveolarmakrophagen bei UIP und DIP. Wehin zeigte sich auch eine
Expression in gut erhaltenen Bereichen der Lungkimm@kuten fibrotischen L&sionen von
UIP. Sie vermuteten, dass Catalase in der Alvesdgon eine protektive Rolle im Bezug

auf die Progression von Lungenerkrankungen austibt.

1.5.3 CD36

Das Zellmembranoberflachenmolekil, CD36, ist ein BBa grofes Glykoprotein
(alternative Namen sind Thrombospondin-Rezeptor @Ghdkoprotein 1V) und wird auf
Thrombozyten, Monozyten und Endothelzellen idexigfit und isoliert gefunden (6).

Asch et al. vermuteten, dass CD36 die Funktiorzellsldren TSP-Rezeptor besitzt.

Monozyten und Makrophagen spielen eine Hauptratieder Aufrechterhaltung und
Auslosung einer Immunantwort des menschlichen K&rpad zahlen damit auch zu den
wichtigsten Effektorzellen dieses Systems. Wahrndr Entziindungsreaktion kommt es
zur Aktivierung, Differenzierung, Migration, Phagoase und Antigenprasentation sowie
zum programmierten Zelltod der Makrophagen (38).nbkyten und Makrophagen
exprimieren an ihrer Oberflache Molekile, denen ersthiedliche Funktionen
zugeschrieben werden. Sie dienen als Rezeptoren finmunglobuline,
Komplementfaktoren, Wachstumsfaktoren, Zytokine tiirdandere Mediatoren, wie z. B.

Thrombospondin.

Das Makrophagenoberflachenmolekil, CD36, dient aldhasionstelle flr
Thrombospondin und Kollagen | und INEs gibt auf der Membranoberflache von
Monozyten und Makrophagen eine Vielzahl von gutrakirisierten Rezeptoren, die eine
direkte Erkennung fir das zu phagozytierende Materermoglichen (93).
Thrombospondin bindet zwischen der Oberflachensiruéter apoptotischen Zellen und
dem CD36-Rezeptor oder einem Integrin-Rezeptor.Bgression von TSP-1 wird durch
Hitzeschock und Hypoxie und durch die Wachstumsfakt PDGF, TGH- und bFGF
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reguliert. Untersuchungen in Endothelzellen zeigtass eine Interaktion von TSP-1 und
dem Zellrezeptor CD36 eine entscheidende RolleleeMermittlung anti-angiogener und
pro-apoptotischer Aktivitdt zugeschrieben wird (LOAuf Endothelzellen ist CD36

speziell fur die Bindung von TSP-1 zustandig, watiues zur Hemmung der Proliferation,
der Einleitung der Apoptose und zur Hemmung deridgenese kommt. Proteine, die an
CD36 binden, wie Kollagen und intakte CD36-speeliss Antikdrper, induzieren einen
,oXidative burst* in Monozyten und Thrombozyten Y43Veitere Studien zeigten, dass
oxidative Schadigung wahrend einer Entzindung alder Apoptose die Integritat und

Funktion der Zellmembranen verandern kann, welthéigand fur CD36 dient (119).

1.5.4 HMGB-1

HMGB-1 (,high mobility group box 1%) wurde vor c&80 Jahren isoliert und stellt ein
chromosomales Protein mit einer wichtigen struktemeFunktion in Chromosomen dar
(42). Der Name ruhrt von seiner charakteristiscekektrophoretischen Beweglichkeit in
Polyacrylamid-Gelen her. Physiologisch konnten HMBMteine (HMGB-1, -2, -3) als
nukleare Faktoren nachgewiesen werden, die Nukieescstabilisieren, DNA-Bindungen

ermoglichen und die Transkription fordert (4;12).

Neueste Studien identifizierten extrazellulares HBAG als einen wirksamen,
Makrophagen-aktivierenden Faktor (Zytokin), dereeinflammatorische Antwort durch
die Signalwirkung von RAGE (,receptor of advancdgcgtion end-products®) induzierte
(2;5;112). RAGE ist ein Transmembranrezeptor demimglobulinfamilie, an den u. a.
die sog. ,advanced glycation end-products* (AGE)dein kdnnen (75). RAGE wird in
Endothelzellen, glatte Gefal3muskulatur, Neuronerd uvlonozyten/ Makrophagen
exprimiert (99). HMGB-1 wird in der Funktion als teazellularer Ligand von RAGE
synonym auch als Amphoterin bezeichnet. Es kann bestimmten Zellen wie z. B.
stimulierten Monozyten und Makrophagen sezerniggtden und von nekrotischen oder

beschadigten Zellen passiv abgegeben werden (28;112

HMGB-1 kann durch Zytokine wie (ILfl IFN-y, TNF, LPS) aus dem Zellkern ins
Zytosol befordert werden und von dort via Vesikig dellen verlassen (#bb. 2) (117).
Anderson et al. zeigten eine derartige Zytokinsgeeung in kultivierten menschlichen

Makrophagen und Monozyten (5).

HMGB-1 ist ein spater Entziindungs-Mediator und ibgtesich in der Pathogenese von

systemischen Inflammationen erst, nachdem die Inamiwort der frihen Mediatoren
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beendet ist (116). Es wird durch aktivierte Makragén und Monozyten freigesetzt sowie
passiv durch nekrotische und zerstorte Zellen égadpen (72).

Lutz et al. vermuteten, dass das Protein HMGB-1diea Entwicklung und in der

Progression von Lungenerkrankungen involviert\igeiterhin kbnnen HMGB-1 Proteine
selbst der Grund fur eine starke inflammatorische@wdrt sein, und zwar durch die
wachsende Produktion von Zytokinen und die Anhagfuon neutrophilen Granulozyten.
Es wird angenommen, dass HMGB-1 einer der erstetiditeren einer inflammatorischen
Antwort auf Lungenzellschadigung ist, die durchtig¢g Umweltchemikalien verursacht
werden (65). Erhohte HMGB-1 Level wurden auch irasiRla und im Lungenepithel von
Patienten mit einer akuten Lungenerkrankung unchngezichteten Mausen mit LPS
gefunden (108).

Activated cells

" Nugleus ™ ;
receptors J -
LS HMGI31
TNF L5 N .
IL- 1B e HMGBI
IFN-v acetylation \\"icsiclc import

fiimani
Secretion
Cytoplasm \

4
HMGBI— inflammation

MNecrotic cells

"7 Nucleus -,

& HMUBJ\ IF
Injury - 5 ‘
e & THMGBI

Cytoplasm

Abb. 2 Die Zytokinaktivitat von HMGB-1entnommen aus Yang et al. 2008.17)).

155 FHL-1

Four and aHalf LIM Domain Proteine KHL ) sind eine Gruppe von LIM Proteinen, die

im Skelettmuskel, aber auch in anderen Gewebertifidgart wurden. Charakteristisch
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sind 4 aufeinanderfolgende LIM Domé&nen und eineartegge Einzel-Zinkfinger Domane,
lokalisiert an der N-terminalen Region. Bis jetairden vier Isoformen beschrieben (FHL
1-4) (71).

LIM Proteine, wie LIN-11, ISL-1 und MEC-3 tragemeéWlotiv, das aus zwei Zink-Fingern
besteht, die Protein-Protein-Interaktionen verrmtte kbnnen und an der
Transkriptionskontrolle beteiligt sind. Des weiteresgulieren sie die Zellentwicklung,
zellulare  Differenzierung und das  Zytoskelett. Nebeden klassischen
Transkriptionsfaktoren werden zunehmend Zink-Firigeateine isoliert, die sowohl
Signaltransduktions- als auch Transkriptionsfaktonktionen tibernehmen. Trotzdem gibt
es keinen Beweis, dass LIM Domanen direkt an DN#&dén (16). Ein Beispiel flr solche
Proteine ist das im Skelettmuskel und in der Heshulatur hoch exprimierte LIM
Protein FHL-1 (auch ,SLIMMER" genannt) (62). Eineke Expression des Gens ist im
Skelettmuskel, in den Genitalorganen und in derdeyreine geringe Expression ist im
Thymus, den Lymphknoten und der Leber zu beobachten

Brown et al. konnten demonstrieren, dass im Skeletkel LIM Proteine-1 (SLIM-1, auch
FHL-1 genannt) in den Kernen von Myoblasten und Zgtoplasma von Myotubuli

lokalisiert sind (16)Sie nahmen an, dass FHL-1 sich mdglicherweise hsrsd&ern und

Zytoplasma hin und her bewegt. Weiterhin vermutsiendass FHL-1 aufgrund von LIM
Doméanen als Verbindungsprotein in einem gréf3erenkftanskomplex innerhalb der
.focal adhesions“-Bereiche auftritt (16). Extrapéire Reize, wie extrazellulare Matrix,
Zytokine, Antikdrper und Wachstumsfaktoren, konaenh Zellen einwirken. Sie reagieren
an der Zellmembran spezifisch mit Rezeptoren untlviaken Signalkaskaden. In
Abhangigkeit von externen Stimuli bilden Zellen kentrierte Ansammlungen von
Signalmolekuilen, die sog. ,focal adhesions”, tbker @h der Membran oder im Zytosol

eine oder mehrere Signalkaskaden in Gang gesetdew¢79).

FHL-1 induziert auferdem eine alpha5-betal-Integbhangige Muskeldehnung. Eine
Uberexpression von FHL-1 beglinstigt die Myoblastisbeeitung und die Zellmigration.
Robinson et al. konnten zeigen, dass FHL-1 Integemmittelte zellulare Funktionen
reguliert. Bei einer Inhibition von Integrinsignalevar FHL-1 diffus im Zytosol lokalisiert
und im Nukleus herunterreguliert. Sie nehmen awdderan, dass eine Uberexpression von
FHL-1 mdglicherweise die normale Myoblastenadhasstdrt (89). Boettiger et al.
zeigten, dass eine Uberexpression von aktiviertelphad-betal-Integrin  die
Myoblastenadhasion erhéht, aber die Zellmigratidnhiert (15).



14

2 Ziele der Studie

Das Ziel dieser Studie ist mittels immunhistochetmén Techniken an humanem Lungen-
Normalgewebe wie auch bei einer Reihe nicht-netiptadger Lungenerkrankungen zu
Uberprifen, ob Proteine des ,remodellings”, wie I3 der experimentellen chronische
Hypoxie der Maus beobachtet werden, auch bei Luerfeankungen des Menschen eine

Rolle spielen.
Kompartiment-spezifisch wurden folgende Fragen nsoisht:

1. Gibt es Unterschiede im Verteilungsmuster destdtne Vimentin, Catalase, CD36,
HMGB-1 und FHL-1 bei idiopathischer Lungenfibrosgippathischer pulmonalarterieller
Hypertonie, chronisch thromboembolischer pulmonélgpertonie und bei der chronisch

obstruktive Lungenerkrankung in Relation zu ,Norgealebe” von Lungenspendern.

2. Existieren Unterschiede in der Proteinexpressiorhumanem Lungengewebe mit
chronischer Hypoxie gegentiber dem Tiermodell?

3. Welche Unterschiede in der Proteinexpressionertmdb der verschiedenen
Kompartimente der humanen Lunge (Bronchien / Braghart. und ven. Gefal3e und

Alveolarraum) ergeben sich?
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3.1

15

Material und Methoden

Ausgangsmaterial

In der Studie wurde Lungengewebe explantierter me&ma_.ungen untersucht. Die

pathohistologische Beurteilung war zuvor im Ingtiiir Pathologie, Universitatsklinikum

Giel3en erfolgt. Das Gewebe stammte von 70 Patigndienalle der wissenschaftlichen

Untersuchung ,diagnostischen Uberschussmaterialstirifdfich zugestimmt hatten.

Insgesamt wurde Lungengewebe von 8 Patienten Al JA1 Patienten mit CTEPH, 15
Patienten mit UIP-Fibrose und 21 Patienten COP[@rsntht (sAbb. 3). Als Kontrolle

diente nicht-transplantiertes Lungengewebe von uidgkenspendern. Die Untersuchungen

wurden an kryo-asserviertem Lungengewebe wie andtamdardisiert formalin-fixierten

und Paraffin-eingebettetem Lungengewebe durchgeflas durchschnittliche Alter der

Patienten der Untersuchungsgruppen igbb. 4 dargestellt.

Anzahl der Falle

Abb. 3

25 4

20

15

10 -

15

Spender COPD UIP-Fibrose CTEPH IPAH

Diagnosen

Relevante Gruppen: Referenzlungen und Erkrankuogpgn (n=70).



16

o | l i
) =
-~ ; ' | nE R
Lo \ | : \
g | i | |
< —= L ' |
o _| 1
< ! ) !
o _| _i_ °
™
| | | | |
COPD CTEPH UIP-Fibrose IPAH Spender
Abb. 4 Alter der Patienten, Median und 25 % bzw. 75 % rQlea
3.2 Kleinmaterial
Becherglaser (20 - 2000 ml) Schottinz)
ChemMat™ Detection Kit Dako Cytomatiomanemark)
Deckglaser Langenbrinckemmerdingen)
(26 x 76 mm, Glasdicke 0,13 -0,17 mm)
Deckglaser (24 x 36 mm) Menzel-Glag@tunschweig)
Glycergel DAKO A/S (Danemark)
Klvetten Schott(mainz)
Kryoréhrchen (,cryogenic vials®) 1,5 ml Nalgen€ (u.sA)
Mikrotom-Messer Feathekoin)
Objekttrager (25 x 75 x 0,1 mm) Menzel-Glag@esunschweig)
Objekttrager

Langenbrinckemmerdingen)
(25 x 75 x 0,1 mm) SuperFré<®lus

Parafilnt’ M Fisher Scientifigschwerte)



Pipetten (1 — 1@, 10 — 100ul, 100 — 100Qul)

Pipettenspitzen (steril, 10 — 1000
ReaktionsgefalRe (0,2 — 2,0 ml)
Tissue-TekK

Kryoboxen fur 50 x Schnittpraparate
(170 x 83 x 30 mm)

3.3 Geréate

Brutschrank

Cryotom Jung CM 3000
Lichtmikroskop mit Diskussionsbriicke
Mikroskop

Mischer REAX 2000 (,Vortexer®)
pH-Meter CG 820
Rotationsmischer

Waage PM 480 DeltaRange
Wasserbad MEDAX
Schlittenmikrotom Jung SM 2000R
Mikrowelle 600Watt

Digitalkamera JVC KY-F75 U

Lichtmikroskop (Axioskop)

3.4 Reagenzien

Aceton (100 %)
Dimethylformamid
Eosin

Ethylendiamintetraacetat (1 m EDTA)
gebrauchsfertig pH 8,0 (0,372 g/l)

EppendorfHamburg)
Fisher Scientifigschwerte)
Eppendedinburg)

Sakura Finetekzpeterwoude, NL)

neo-Lab’ (u.s.A)

MemmeiSchwabach)
Leica(Bensheim)
Olympus BH23Kio)
Olympus @amburg)
Heidolph(schwabach)
Schottrainz)
EppendorfHamburg)
Mettler (GieRen)
Nagel GmbiHiel)
Lei@nsheim)
BosclGieRen)
JVHitachi, Tokio, Japan)

Zeis@®berkochen

Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Sigma(Taufkirchen)
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Athanol (100 %)
Hamalaun
HCI-Alkohol (0,5 % HCI in 70 % Athanol)
Isopropanol (100 %)
Kaliumchlorid
Laevamisol
Methanol

Naphtol

NaCOs (25 %)
Pertex

Propandiol

Xylol

3.5 Fotodokumentation

Baker(Deventer, NL)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma(Taufkirchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma(Taufkirchen)
Roth (Karlsruhe)
Sigma(Taufkirchen)
Sigma(Taufkirchen)
Medite (Burgdorf)
Merck (Darmstadt)

Sigma(Taufkirchen)

Die immunhistochemischen Praparate wurden mit eibh&htmikroskop (Axioskop,

Zeiss, Oberkochen) und mit einer Digitalkamera (JM®-F75 U, Hitachi, Tokio,

Japan) mit Hilfe des Programms ,Diskus” (VersioB041003, Hilgers, Konigswinter)
fotografiert und in einem PC (HP Workstation XW 8)@espeichert.

3.6 Software

FUr die Textverarbeitung wurde Microsoft Word XRwendet.

Zur weiteren Bearbeitung der Fotos wurde mit Irfeaw Version 3.98 fur Windows

gearbeitet. Die Bilder wurden bei Bedarf mal3stalegetlektronisch angepasst.

Im Anschluss an die statistischen Berechnungerelsittes Programmes PC-Statistik
(Version 2.05, Top Soft, Hannover 1990) wurden diagramme mit Microsoft Excel

erstellt.
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3.7 Immunhistochemie

In histologischen Schnittprararaten lassen sichteifte mit Hilfe von Antikorpern
nachweisen. Die Beurteilung der Immunreaktivitatdamit Hilfe eines Lichtmikroskopes
vorgenommen. Seit etwa Ende der 70iger Jahre de¥aBéhunderts steht diese Methodik
zur Proteinlokalisation auch fur formalin-fixiertés Paraffin eingebettetes Gewebe zur
Verfugung (29;100). Eine Vorauswahl des Materidils die Immunhistochemie erfolgte
mittels histologischer Beurteilung nach einer Hawglin-Eosin-Ubersichtsfarbung der
Schnittpraparate (HE-Farbung; s.Kap.3.7.12).

3.7.1 Gewebepréaparation fur Gefrierschnitte

Natives Lungengewebe wurde nach makroskopischepalRation in Probenréhrchen
eingebracht und in flissigem Stickstoff tiefgefrorand anschlielend bei —80 °C im
Gefrierschrank gelagert. Dieser Teil der Prapamatofolgte Uberwiegend direkt am
Explantationsort. Den mir personlich nicht bekanri®lleginnen und Kollegen danke ich
herzlich. Die kryoasservierten Gewebeanteile wurideh5 ml Kryoréhrchen (,,cryogenic

vials“) gelagert und mit ,Tissue-Tek"-Gel eingelsit

3.7.2 Anfertigung von Gefrierschnitten

Die Gefrierschnitte wurden auf SuperFf#lus-Objektrager aufgezogen.. Zur Herstellung
wurde der Tissue-Tek-Gewebeblock in ein Kryostatémgespannt. Jeweils 7 - 10 pm
dicke Serienschnitte wurden angefertigt. Nach deotknen bei RT fir 12 - 24 Stunden
wurden die Schnitte bei —20 °C in Kryoboxen gelageler sofort weiterverarbeitet (vgl.
Absatz 3.7.6 und 3.7.7).

3.7.3 Anfertigung von Paraffinschnitten

Paraffinschnitte wurden mit Hilfe eines Schlittekmotoms angefertigt. Der einzelne
Schnitt wurde in ein erhitztes Wasserbad (40 °Cgrfiiinrt, wo er sich aufgrund der
Oberflachenspannung spreitete. Nach Aufnahme ddmitBs mit einem Standard-
Objekttrager wurden die Schnittpraparate tber NBeh87 °C im Brutschrank getrocknet.
Die Entparaffinierung erfolgte fur 10 Minuten in Y Danach wurden die Préaparate fur
10 Minuten in Aceton und anschlieBend 10 Minuteeimem Aceton-TBS-Gemisch (1:1)

inkubiert.
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3.7.4 Mikrowellenvorbehandlung

Zur ,Demaskierung” der Epitope wurden die Schnitteder Mikrowelle 3 x fur je
5Minuten in EDTA (gebrauchsfertig, pH 8.0 ) bei 60Gtt erhitzt und anschliel3end bei
Raumtemperatur 20 min. abgekuhlt (96). Es folgéelsimunfarbung.

3.7.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Mit diesen Methoden lasst sich die Expression veitdpen in Gewebeschnitten durch
eine Antigen-Antikérper-Reaktion darstellen. Ber temunhistochemischen Farbung an
Gefrierschnitten wurde diaPAAP-Methode verwendet. Bei der immunhistochenmgsch

Farbung an Paraffinschnitten wurde d#AB-Methode verwendet.

3.7.6 APAAP-Methode

Der APAAP-Komplex besteht aus einer intestinaléraledchen Phosphatase und einem
monoklonalen Maus-Anti-Alkalischen-PhosphataseGrper und wurde in der
Verdinnung von 1 : 100 (bei der Untersuchung denefitin-Immunreaktivitat mit einer
Verdinnung von 1 : 50) eingesetzt. Die APAAP-Metnadurde mit folgenden 4 - 5

Schritten (abhangig vom Primarantikorper) durchefi

1. Primarantikérper (monoklonal bzw. polyklonal),Brtiickenantikérper (falls Primér-AK
polyklonal, dann folgt ein zweiter Bricken-AK), RAPAAP-Komplex, 4. Substrat-
Chromogenlosung (Farbreaktion). Der Brickenantigbrpuss gegen Immunglobuline
derjenigen Spezies gerichtet sein, von der soweanl Rfimarantikdrper als auch der
APAAP-Komplex stammt. Es ist daher je nach Primtikérnper notwendig, dass ein oder

zwei Briickenantikorper hintereinander geschaltetiese.

Kryostatschnitte wurden vor der Immunhistochemidgetaut und fir 10 Minuten in

Aceton fixiert. Nach dem Trocknen wurde das Gewebaungefarbt.

Die Schnittpraparate wurden in einer feuchten Kammmié 100 ul des Erstantikdrpers fir
eine vorher festgelegte Inkubationszeit bei Raumtratur inkubiert. Es folgte das
dreimalige Waschen der Schnitte mit TBS. Dann ®lginhe 30-minutige Inkubation mit
100 pl des Bruckenantikorpers und eine erneutamddege Waschung mit TBS. Zuletzt
wurde fur 30 Minuten mit 100 pl des APAAP-Komplexekubiert. Fur die anschlieRende
Entwicklung (Farbereaktion) wurde je nach der Medge Objekte die Entwicklerlésung

angesetzt. Die Kuvetten wurden fur die nun folgeRdebereaktion mit Entwicklerlésung
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gefullt und far 30 Minuten mittels Mischer inkubieMNach erneuter 3-maliger TBS-
Waschung schloss sich eine Hamatoxylin-GegenfarldargPraparate an. Die Praparate
wurden fur 45 Sekunden in ein Hamatoxylin-Farbegathucht und anschlieBend 2 - 3
mal in Leitungswasser geblautZuletzt wurden die Schnitte mit Glyceringel

(wasserloslich) und handelsublichen DeckglaserrEzaltung der Farbung eingedeckt.

3.7.7 LSAB-Methode

Bei der immunhistochemischen Farbung an Paraffmteim mit HMGB1 kam das

ChemMaté" Detection Kit der Firma DakoCytomation zum Einsatz

Die LSAB (markiertes Streptavidin-Biotin)-Methodeerbht auf einem dreistufigen
Verfahren. Zuerst wurde ein spezifischer Primakémger an das nachzuweisende Epitop
gebunden. Dann wurde mit ChemMate.ink, biotinylierter Sekundéarantikérper inkubiert
und zuletzt mit ChemMat¥ Streptavidin-Peroxidase. Letztere setzt in der
Nachweisreaktion ein Substrat in einen Farbstoff ine Reaktion wird mit Hilfe von
DAB+Chromogen (3,3'-Diaminobenzidine-Tertrahydramind) visualisiert.

Die Paraffinschnitte wurden zunachst entparaffiniend nach dem Abkuhlen der
Mikrowellenvorbehandlung (s. Absatz 3.7.4) und wieter der APAAP-Methode

beschrieben, mit dem 1. Antikorper inkubiert und WBS gewaschen.

Es folgte eine 30-minltige Inkubation mit 100 plsd8ekundarantikorpers und eine
erneute TBS-Waschung. Dann wurde fur 30 Minuten 10 pl Avidin und Biotin-
gekoppelter Peroxidase (LSAB) bei Raumtemperatlubiert. Nach wiederholtem
Waschen mit TBS wurde die endogene Peroxidase ddblmdem das Praparat fur 10
Minuten mit 30 % HO, in Methanol bei RT inkubiert wurde. Nach erneul@S-
Waschung wurde fur 10 min mit 100 pl DAB+Chromoddisung entwickelt. Auch hier
schloss sich die Hamatoxylin-Gegenfarbung fur 4kuSden an sowie das Blauen 2 - 3-
mal in Leitungswasser. AbschlieRend wurden die Behnmit Glyceringelatine

(wasserloslich) und handelstublichen Deckglasergesiackt.
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3.7.8 Antikorper
In dieser Arbeit eingesetzte Antikorper:

Tab. 2 Antikdrper und Konzentration

Antikérper * Firma/Nr. Tier Spezifitat?> Arbeitskonz.
Vimentin-lgG1 MK Dako Nr. M0725 Maus h,r,c 1000

CD 36 PK St.Cruz 9154 Kaninchen h,r,m 1:200
Catalase PK Abcam ab1877 Kaninchem r, m, c, c1 : 2500
HMBG-1 1gG PK Upstate Kaninchen h 1:100
FHL-1 PK St.Cruz 13403 Ziege h, r, m 1:10
MAK Dako Maus - 1:500

KAM Dako Kaninchen - 1:500/1:40
APAAP Dako Maus - 1:100/1:50
LSAB Dako Maus - gebrauchsfertig
Goat-konjugiert-AP Dako Kaninchen - 1:100

!PK= Polyklonal; MK= Monoklonal
2h= human; r= Ratte; m= Maus; co= Kuh; c=Huhn

3.7.9 Primarantikdrper der Immunreaktivitat

Anti-V9: Vimentin wird von allen mesenchymalen Zellen expeirn und kommt im
Gewebe ubiquitar vor. Der monoklonale Maus-Anti-lamaAntikorper erkennt ein
Intermediarfilament (Vimentin-Typ) von 57 kDa undtreinem Durchmesser von 8 - 10
nm, das von mesenchymalen Zellen wie EndotheliefproByten und glatter
GefalRmuskulatur exprimiert wird (78). Weiterhin avidie Auswahl der Gewebebereiche
fur die immunhistochemische Diagnostik erleichtertl erlaubt eine bessere Interpretation
der Ergebnisse.

Anti-Catalase: Der polyklonale Kaninchen-Anti-humane Catalase-Karper (der Klasse
IgG) ist ein klassischer Marker fir PeroxisomendiRat al. (86) beschrieben unter

anderem die Immunreaktivitit von Anti-Catalase.

Anti-CD36: Der polyklonale Kaninchen-Anti-humane CD36-AntikérgSubklasse 1gG1)
erkennt ein Glykoprotein mit einem Molekulargewichibn 88 kDa, das u. a. in
Thrombozyten exprimiert wird. CD36 wird von Throndyten, Monozyten,
Makrophagen, Endothel und multiplen humanen Tunlidiraen gebildet (6). Das
Leukozytendifferenzierungs-Antigen CD36 wurde ursiederem als Membranprotein von

Mammaepithelzellen charakterisiert (44).
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Anti-HMGB-1: Der polyklonale Kaninchen-Anti-humane HMGB1-Antik@r erkennt
das HMGB1-Protein mit einem Molekulargewicht vonK&2a, das sowohl intrazelluar als

auch extrazelluar vorkommt (11).

Anti-FHL-1: Der polyklonale Ziege-Anti-humane FHL1-AntikdrpeSL(M1) richtet sich
gegen ein Peptid am aminoterminalen Ende von FHlélches im Zytosol von
Myoblasten und differenzierten Myozyten zu findenh(iL6).

3.7.10 Kontrollen

Positiv-Kontrollen. Als Positivkontrolle wurde Vimentin an allen Gewpb#paraten
gefarbt und ausgewertet. Battifora et al. bescknethe interne Kontrolle mit Vimentin
zur Qualitatssicherung der Antigene (8).

Positiv-Kontrollen und Etablierung der immunhisteotischen Farbung bei FHL-1:

Als Positivkontrolle wurde FHL-1 an Herzmuskulatewgebe (rechter Ventrikel) der Maus
gefarbt. Die Positivkontrolle diente zur Kontrolies FHL-1-Antikorpers. FHL-1 wurde
lokalisiert in Myoblasten, Myotubuli und differemzten Myozyten.

Negativ-Kontrollen. Bei jedem immunhistochemischen Farbeprozess wettebis zwei
Schnitte als Negativkontrolle mitgefiihrt. Die Probdie als solche dienten, wurden genau
wie die zu untersuchenden Schnittpraparate behiafficédrt, eingebettet), jedoch anstelle
des Primarantikorpers mit einem unspezifischen Imgtabulin oder Diluent inkubiert.

3.7.11 Vorversuche

Zur Etablierung der immunhistochemischen Protokollurden ein Reihe von
Vorversuchen durchgefuhrt. Fur die Farbereihe vonmewitin  wurde der
Bruckenantikbrper KAM in einer Verdinnung von 1 0 4nd APAAP von 1 : 50
eingesetzt. Diese Verdinnungen bezogen sich a@ngegangene Untersuchungen aus
unserer Arbeitsgruppe. Fir den Vimentin-Primaranpler lie3 sich nach Titration eine
optimale Verdinnung fir die Farbung an Gefriersitbnivon 1 : 1000 festlegen (Bab.

2, Abs. 3.7.8.). Des Weiteren erfolgte die Optimmgyuder Negativkontrollen durch
Titrationen der Bruckenantikorper MAK, KAM und APAA damit unspezifische
Farbereaktionen ausgeschlossen werden konnten.EDgebnis der Titrationen ergab
folgende optimierte AK-Konzentration: MAK: 1 : 50RAM: 1 : 500, APAAP: 1 : 100.
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Fur die Primarantikorper wurden schlief3lich aucbhmaitration folgende optimierte AK-
Konzentration ermittelt: Anti-Catalase: 1 : 250M\tACD36: 1 : 200, Anti-HMGB-1: 1 :
100, Anti-FHL-1: 1 : 10.

Da Anti-FHL-1 von der Ziege abstammt, wurde ein dkeénantikérper ,Anit-Goat", der
mit AP konjugiert ist, eingesetzt. Dieser Antikorpeurde ebenfalls nach Titration in einer
Verdinnung von 1 : 100 eingesetzt. Die Inkubatierism der einzelnen Antikorper
wurden in dieser Studie aus vorangegangenen Studied Erfahrungswerten

Ubernommen.

3.7.12 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Paraffinschnitte wurden zur Entparaffinierung ztu@rg fir 10 min. in Xylol gegeben und
anschlie3end erfolgte eine absteigende Alkoholr&he 100%iges Ethanol, 2 x 96%iges
Ethanol, 2 x 70%iges Ethanol; fur je 1 min.). Derdfinschnitte wurden fur 3 - 4 min. in
Hamalaun und die Gefrierschnitte fur 45 s in Hammalgegeben; danach erfolgte eine
zweimalige Spulung mit Leitungswasser. Nach derreBarbung und Spulen mit Aqua
dest. folgte ein Wasserentzug in einer aufsteigeddieoholreihe (2 x 70%iges Ethanol, 2
X 96%iges Ethanol, 2 x 100%iges Ethanol; fur je ith.n AnschlieBend wurden die
Schnitte in Xylol gegeben und mit Pertex eingedenith kurzem Trocknen konnten sie
zur Qualitatskontrolle und Eignungskontrolle urdem Mikroskop betrachtet werden. Das
Farbeergebnis zeigte die Zellkerne blau gefarbgsma und Interzellularsubstanzen

wurden in unterschiedlichen Rotténen gefarbt.

3.7.13 Gebrauchslosungen und Entwicklungslésung
Ansatze der Gebrauchslésungen:

Tab. 3 Gebrauchslosungen

Entwicklungspuffer ~ Waschpuffer Neufuchsin Propandidansatz
87 g NaCl 18 g NaCl 5 g Neufuchsin 5 g Propandiol
15 g Tris-HCI 137 g Tris-HCI 100 ml 2M HCI 1000 ml Aqua dest.

49 g Tris Base 175.5 g Tris Base
1750 ml Aqua dest. ad 20 | Aqua dest.

Die Aufbewahrung  Der pH-Wert sollte Die Aufbewahrung Die Aufbewahrung
erfolgt in einer zwischen 7.4 und erfolgt in einer erfolgt in einer
dunklen Flasche bei 7.6 liegen. dunklen Flasche bei 4 dunklen Flasche bei 4
RT Lagerung bei RT. °C °C
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Zusammensetzung der Entwicklerldsung pro Kivette:

Tab. 4 Entwicklungslésung

Kivettenzahl 1

LOsungen

A Entwicklungspuffer 35 ml
Propandiol-Stamml&ésung 12.5 ml
Levamisol 20 mg

B Natriumnitrit 10 mg
Aqua dest. 25Ql
Neufuchsin 10Qul

C Naphtol-AS-BI-Phosphat 25 mg
Dimethylforamid 30Qul

Lésung B wurde in Losung A gemischt und anschlie3sarde der Inhalt der Losung C

in Losung A hinzugegeben und der pH-Wert 8,7 -érfjjestellt. Nach Filtration war die

Entwicklerlosung gebrauchsfertig. (Die Entwicklexling sollte immer kurz vorher

angesetzt werden).
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3.8  Auswertung

Vor Beginn der immunhistochemischen Farbung wurge \dmentin-Immunreaktivitat
gepruft (s. Abs. 3.7.10). Zur weiteren Auswertungaen nur die Praparate herangezogen,
die eine gut erhaltene Vimentin-Immunreaktivitdigken. Die Vimentin-Farbung wurde
aber nicht nur zur Uberprifung des Lungengewebegjesetzt, sondern auch im

immunhistologischen Vergleich der Erkrankungsgrupaeaesgewertet.

Um Kreuzreaktionen einzelner Antikérper und dadumthistandene falsch positive
Ergebnisse ausschlieBen zu kdnnen, wurde bei jealeunhistochemischen Farbung eine

Negativkontrolle durchgeflhrt.

Um die ermittelten Daten aus der immunhistocheneisdbdntersuchung einer statistischen
Analyse zuganglich zu machen, wurde der Immunreaksicore (IRS) in Anlehnung an
Remmele und Stegner modifiziert (87). Urspringlislar diese Methode fir den
immunhistochemischen Nachweis von Ostrogen- und gd3teronrezeptoren im
Mammakarzinomgewebe entwickelt worden. Anhandedi®ethode untersuchte man die

Farbeintensitat im Gewebepraparat.

Wir haben diese Methode in einer abgewandelten Rdvernommen und daher wurde
folgender Score ermittelt (8bb. 38; S. 99) (56).

Der Farbeintensitats-Score:

.keine Farbung" entsprach einer Score von 0

.Schwache Farbeintensitat” entsprach einer Score v 0.5-1.0
.Mmittlere Farbeintensitat* entsprach einer Scasav 1.5-2.0
.Starke Farbeintensitat” entsprach einer Score voa.5 - 3.0

Die Auswertung jedes einzelnen Praparates erfolgie einem Lichtmikroskop mit
Diskussionsbriicke zusammen mit Prof. Bohle, wob&ruverschiedenen VergréRerungen

die Farbeintensitat ermittelt wurde.
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3.9 Statistik

Zur Darstellung der einzelnen Ergebnisse wurdenirdiraunhistologischen Befunde mit
Hilfe der Tabellenkalkulationssoftware ,Microsofixéel 2000 fir Windows archiviert

und nach Klassierung einer statistischen Auswert{irests mit direkter Dateneingabe;
Analyse von ,Kontingenztafeln®) zuganglich gema¢ht Kap.3.6). Es wurde der ,Exakte
Test von R. A. Fisher® (90) benutzt, um Unterschierivischen den verschiedenen
Gruppen zu validieren. Zum Vergleich der Gruppeterginander wurden die Ergebnisse
des Fisher-Tests tabellarisch dargestellt. Das if8ignzniveau wurde bei p < 0,05

festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1  Differentielle Immunreaktivitdt humanen Lungengewelkes bei nicht-

neoplastischen Lungenerkrankungen

Die Erkrankungsgruppen, die Basis dieser Studid, svurden inAbb. 3 (s. Kap.3.1)
zusammen mit der Gruppe der Spender dargestelltzundAuswertung herangezogen.
Insgesamt wurden im Lungengewebe 13 verschiedenephwlogische Strukturen

untersucht:

. Bronchien / Bronchioli: Epithel (Tunica mucosa),atte Muskulatur (Tunica

musculairs), Bindegewebe (Tunica adventitia)

. Art. und ven. GefalRe: jeweils Endothel (Tunicainwa), glatte Muskulatur

(Tunica media), Bindegewebe (Tunica adventitia)

. Alveolarraum: Alveolarmakrophagen, Alveolarepithelinterstitielles
Bindegewebe, interstitielle glatte Muskulatur (sofe
vorhanden)

Die Immunreaktivitat folgender Proteine wurde usteht:
. Vimentin

. Catalase

. CD36
. HMGB-1
. FHL-1

Die Ergebnisse der Immunreaktivitdt der vorgenamriestologischen Kompartimenten
werden im Folgenden graphisch und tabellarischededjt.

4.1.1 Vimentin
Bronchien / Bronchioli:

Das Epithel der Bronchien / Bronchioli zeigte ber dcarbung mit anti-Vimentin keine
Immunreaktivitat, weder in den verschiedenen Edkuagsgruppen noch in den Referenz-
(Spender)-Lungen. Die Muskulatur der Bronchien drighioli war in 20 - 60% der Falle

der verschiedenen Erkrankungsgruppen Vimentindposhiei vorwiegend schwacher
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Farbeintensitat. Die Referenz-(Spender)-Lungenteeign der Bronchialmuskulatur eine
Immunreaktivitat von 30 % mit einem Farbeintensgéad von 0.5 - 1.0. Die Adventitia
der Bronchien / Bronchioli zeigte in den verschiggte Erkrankungsgruppen und in den
Referenz-(Spender)-Lungen einen Farbeintensitatsgran 0.5 - 1.0, wobei der

Prozentsatz der Falle zwischen 20 - 100% schwankte.

Signifikante Unterschiede bei der Vimentin-Immurteatat der glatten Muskulatur der

Bronchien lagen zwischen den Untersuchungsgrupioéi vor.

Arterielle Gefalle:

Das Endothel in den verschiedenen Erkrankungsgruppd in den Referenz-(Spender)-
Lungen wurde mit den Farbeintensitatsgraden von-A® bis 2.5 - 3.0 angefarbt. Es
waren jeweils 100 % der arteriellen Endothelien &fmin-positiv (sAbb. 7, S. 32). In der
glatten Muskulatur waren 15 - 75% der Falle derseleiedenen Erkrankungsgruppen
schwach Vimentin-positiv. Die COPD-Lungen zeigtarder glatten Muskulatur in 15 %
der Falle eine schwache Immunreaktivitat. Dageganiw 73 % der Spenderlungen eine
Vimentin-Immunreaktivitdt nachweisbar. Die glattauskulatur der UIP-Fibrose-Lungen
war in 7 von 15 Fallen (46 %) Vimentin-positiv Abb. 8; S. 33). Die arterielle Adventitia
wurde mit den Farbeintensitatsgraden von 0.5 -ubhd 1.5 - 2.0 angefarbt, wobei bis zu

75 % der untersuchten Lungen eine Immunreaktizgéiten.

Die Vimentin-lImmunreaktivitdt im arteriellen Endeth ergab keinen deutlichen
Unterschied, weder in den verschiedenen Erkranigragpen noch im Vergleich zu den
Referenz-(Spender)-Lungen (Bab. 5; S. 32). Statistisch hochsignifikante Unterschiede
der Vimentin-Immunreaktivitéat arterieller Muskulatbestand zwischen den COPD-
Lungen und den Referenz-(Spender)-Lungen (p=0,008RAer's Exakter Test) (&bb. 5,

S. 30). Weiterhin zeigte sich ein deutlicher Untbred zwischen den COPD-Lungen und
den UIP-Fibrose-Lungen (p=0,047; Fisher's ExaktestY (s.Tab. 6, S.33).



Abb. 5 Vimentin-Farbung in humanen Arteriehinks: Spenderlunge (OV x 20),
Mitte : COPD-Lunge (OV x 10)Rechts Negativ-Kontrolle (COPD-Lunge)
(QV x 20).

Venose GefalRe:

Das Endothel in den verschiedenen Erkrankungsgruppe in den Referenz-(Spender)-
Lungen war in 95 — 100 % der Lungen immunreaktiobei es eine schwache, mittlere bis
starke Farbeintensitat aufzeigte @&hb. 9; S. 34). Die glatte Muskulatur zeigte eine
schwache Vimentin-Immunreaktivitat bei 20 - 64 % dengen in den verschiedenen
Erkrankungsgruppen und den Referenz-(Spender)-ltun@ee Proteinexpression der
glatten Muskulatur in den COPD-Lungen zeigte hiar 20 % mit einer schwachen
Farbeintensitat. Die der Referenz-(Spender)-Lunvgarde mit 57 % schwach angefarbt (s.
Abb. 6; S. 31 undAbb. 10; S. 35). Die vendse Adventitia zeigte einen Fanesisitatsgrad

von 0.5 - 1.0, wobei zwischen 40 — 90 % der untdr®n Lungen eine Immunreaktivitat

zeigten.

Die Vimentin-Immunreaktivitdt im ventsen Endothelrgab keinen deutlichen
Unterschied, weder in den verschiedenen Erkranigrngpen noch im Vergleich zu den
Referenz-(Spender)-Lungen (sTab. 7, S. 34). Unterschiede der Vimentin-
Immunreaktivitat vendser Muskulatur bestanden jadogischen den COPD-Lungen und
den Referenz-(Spender)-Lungen (p=0,027; Fisherakiex Test) (sTab. 8; S. 35).



Abb. 6 Vimentin-Farbung in humanen Vendrinks: COPD-Lunge (OV x 20)Mitte:
Spenderlunge (OV x 10Rechts Negativ-Kontrolle (COPD-Lunge) (OV x
10).

AlveolarmakrophagenndAlveolarepithel:

Die Alveolarmakrophagen in der verschiedenen Eaagsgruppen und in den Referenz-
(Spender)-Lungen wurden zu 100 % angeféarbt, woinel schwache, mittlere bis starke
Farbeintensitat aufgezeigt wurde Aab. 11; S. 36). Die Alveolarepithelzellen wurden nur
bei 10 % der CTEPH-Lungen mit einer mittleren Immaaktivitat (1.5 - 2.0) nachweisbar.
Die anderen Erkrankungsgruppen und die Referenen@)-Lungen waren nicht

Vimentin-positiv.

Die Vimentin-Immunreaktivitat in den Alveolarmaktoggen und im Alveolarepithel
zeigte keine deutlichen Unterschiede bei den umtbten Lungen (sfab. 9; S. 36).

Interstitielles Bindegewebe und interstitielle ggaiuskulatur:

Das Bindegewebe der verschiedenen Erkrankungsgnuppd der Referenz-(Spender)-
Lungen war in 100 % der Lungen immunreaktiv, wobgieine schwache, mittlere bis
starke Farbeintensitat aufzeigte. Die interstitigjlatte Muskulatur zeigte lediglich in den
Erkrankungsgruppen der UIP-Fibrose-Lungen, der GIHEBngen und der IPAH-Lungen
eine schwache Vimentin-Immunreaktivitat auf.

Die Vimentin-Immunreaktivitdt im interstitiellen Bidegewebe und in der interstitiellen
glatten Muskulatur zeigten keine Unterschiede leai antersuchten Lungen.
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Vimentin - Ar.E

100% -

80% -

60% - m25-3.0
T m15-20
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40% - 0o

20% -

0% - ‘

Spender COPD  UlIP-Fibrose CTEPH IPAH
n=15 n=20 n=15 n=11 n=238

Abb. 7  Vimentin-Immunreaktivitat (O - 3.0) im Endothelrd®teriellen Gefalle (Ar.E)

Tab. 5 Vim.-Ar.E: Ergebnisse des Exakten Test nach Figinee nicht signifikant).

n Spender COPD UIP CTEPH
Spender 15
COPD 20 ns
UIiP 15 ns ns
CTEPH 11 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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Vimentin - Ar.M

100% -

80% -
60% - m25-3.0
D m15-20
g 00.5- 1.0
40% - oo
20% -
0% T T T
Spender COPD UlIP-Fibrose CTEPH IPAH
n=15 n=20 n=15 n=11 n=238

Abb. 8 Vimentin-Immunreaktivitat (0 - 3.0) der glatten Bkulatur arterieller Gefal3e
(Ar.M).

Tab. 6 Vim.-Ar.M: Ergebnisse des Exakten Test nach Figher= nicht signifikant).

n Spender COPD uiP CTEPH
Spender 15
COPD 20| 0.0007
ulP 15 ns 0.047
CTEPH 11 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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Vimentin - Ve.E

100% -
80% -
60% - m25-3.0
T m15-20
g 00.5-1.0
40% - 0o
20% -
0% ‘

Spender COPD  UlIP-Fibrose CTEPH IPAH
n=14 n=20 n=14 n=11 n=38

Abb.9  Vimentin-Immunreaktivitat (O - 3.0) im Endothelrdeendsen Gefalle (Ve.E).

Tab. 7 Vim.-Ve.E: Ergebnisse des Exakten Test nach Figtger nicht signifikant).

n Spender COPD UIP CTEPH
Spender 14
COPD 20 ns
UIP 14 ns ns
CTEPH 11 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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Vimentin - Ve.M

% 1

80% -

60% - m25-30
m1.5-20
005-1.0

40% - 0o

20% -

0% T T T

Spender COPD UlIP-Fibrose CTEPH IPAH
n=14 n=20 n=14 n=11 n=8

Abb. 10 Vimentin-Immunreaktivitat (O - 3.0) der glatten Muwsatur venoser Gefale

Tab. 8

(Ve.M).

Vim.-Ve.M: Ergebnisse des Exakten Test nach Figier nicht signifikant).

n  Spender COPD uiP CTEPH
Spender 14
COPD 20 0.027
UIP 14 ns ns
CTEPH 11 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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CTEPH
n=11
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n==8

m25-3.0
@m15-20
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Abb. 11  Vimentin-Immunreaktivitat (O - 3.0) der Alveolarkraphagen (AM).

Tab. 9

Vim.-AM: Ergebnisse des Exakten Test nach Fisher=nicht signifikant).

Spender
COPD
uIP
CTEPH
IPAH

n
15
20
15
11

8

Spender COPD UIP CTEPH
ns
ns ns
ns ns ns
ns ns ns ns
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4.1.2 Catalase
Bronchien / Bronchioli:

Das Epithel der Bronchien / Bronchioli war in 880 % der Falle in den verschiedenen
Erkrankungsgruppen und in den Referenz-(Spenderyiem Catalase-positiv, wobei eine
schwache und mittlere Farbeintensitat aufgezeigdes.Abb. 15; S. 41). Die glatte
Muskulatur der Bronchien / Bronchioli zeigte einghwache Catalase-Immunreaktivitat
bei 13 — 42 % der Lungen in den verschiedenen Bkkmagsgruppen und den Referenz-
(Spender)-Lungen. Die Adventitia der Bronchien émrhioli zeigte bei der Farbung mit
anti-Catalase keine Immunreaktivitat, weder in denschiedenen Erkrankungsgruppen
noch in den Referenz-(Spender)-Lungen.

Signifikante Unterschiede bei der Catalase-Immukinggit im Epithel der Bronchien /
Bronchioli lagen zwischen den verschiedenen Unténsngsgruppen nicht vor (3ab.
10; S. 41).

Arterielle Gefale:

Das Endothel in den verschiedenen Erkrankungsgruppd in den Referenz-(Spender)-
Lungen zeigte eine schwache und mittlere Immuniragdt, wobei 7 — 52 % in den
Untersuchungsgruppen Catalase-positiv waren. Dadigien nur 7 % (1 von 15 Fallen)
der Referenz-(Spender)-Lungen im arteriellen Enelotiine schwache Immunreaktivitat
(0 - 0.5). Dagegen war in circa 52 % der COPD- ultid-Fibrose-Lungen eine schwache
bis mittlere Catalase-Immunreaktivitat (0 - 2.0cimaeisbar (sAbb. 16; S. 42). In der
glatten Muskulatur waren 10 — 26 % der Félle dessl@iedenen Untersuchungsgruppen
schwach Catalase-positiv (&bb. 17, S. 43). Die arterielle Adventitia zeigte einen
Farbeintensitatsgrad von 0.5 - 1.0, wobei ausdgiidie 1 von 15 Fallen (ca. 7 %) in den
UIP-Fibrose-Lungen und 1 von 11 Fallen (ca. 9 %)den CTEPH-Lungen eine

Immunreaktividt zeigten.

In der Catalase-Immunreaktivitat im arteriellen Bl bestanden deutliche Unterschiede
zwischen den COPD-Lungen und den Referenz-(Spehdegen (p=0,024; Fisher's
Exakter Test) (sAbb. 12, S. 38). Weiterhin zeigte sich im arteriellen Etgd ein
beachtlicher Unterschied zwischen den UIP-Fibrogegen und den Referenz-(Spender)-
Lungen (p=0,020; Fisher's Exakter Test). ($ab. 11, S. 42). Die Catalase-
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Immunreaktivitat in der glatten Muskulatur und dedventitia zeigten keine deutlichen
Unterschiede bei den untersuchten Lungefigb. 12 S. 43).

¢ # iﬁ; s

N ;

Abb. 12 Catalase-Farbung in humanen Arterigrinks: COPD-Lunge (OV x 20),
Mitte : Spenderlunge (OV x 20Rechts Negativ-Kontrolle (COPD-Lunge)
(OV x 10).

Venose GefalRe:

Das Endothel in den COPD-Lungen, in den UIP-Fibdasegen und in den CTEPH-
Lungen war in ca. 15 — 25 % der Lungen immunreakiwobei es eine schwache
Farbeintensitat aufzeigte (&bb. 18; S. 44). In der glatten Muskulatur waren 18 — 36 %
der Félle der verschiedenen Untersuchungsgrupdemast Catalase-positiv. Die venfse
Adventitia nur der CTEPH-Lungen zeigte in 1 von Ballen (9 %) eine schwache

Immunreaktivitat.

Die Catalase-Immunreaktivitat im vendsen Endotleglte keine deutlichen Unterschiede
bei den untersuchten LungenTsb. 13 S. 44).

Alveolarmakrophagen und Alveolarepithel:

Die Alveolarmakrophagen in den verschiedenen EKuaagsgruppen und in den
Referenz-(Spender)Lungen wurden mit einer schwachemttleren und starken
Farbeintensitat angefarbt. Es waren jeweils 90 8 %0 der Alveolarmakrophagen
Catalase-positiv. Die COPD-Lungen zeigten in deveAlarmakrophagen in 80 % (17 von
21 Fallen) eine mittlere Farbeintensitat (1.5 )20agegen war in den CTEPH-Lungen in
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27 % der Falle und in den IPAH-Lungen in 38 % dé&ild-eine mittlere Catalase-
Immunreaktivitat (1.5 - 2.0) nachweisbar Afb. 19; S. 45). Die Alveolarepithelzellen in
den verschiedenen Erkrankungsgruppen und in dear&ef-(Spender)-Lungen wurden
mit den Farbeintensitatsgraden von 0.5 - 1.0 ubd 2.0 angefarbt. Es waren 40 — 86 %
der Alveolarepithelzellen Catalase-positiv. Die édlarepithelzellen der UIP-Fibrose-
Lungen zeigten eine Immunreaktivitat von 47 % ddilld= mit einer mittleren
Farbeintensitat (1.5 - 2.0) (&bb. 20; S. 46).

Statistisch signifikante Unterschiede der Catalas®unreaktivitat bestand zwischen den
COPD-Lungen und den CTEPH-Lungen in den Alveolammakagen (p=0,006; Fisher’s
Exakter Test) (sAbb. 13; unten). Weiterhin zeigte sich ein Unterschied solven den
COPD-Lungen und den IPAH-Lungen (p=0.045; Fish&rakter Test) (sTab. 14 S.
45).

Abb. 13 Catalase-Farbung der Alveolarmakrophadenks: COPD-Lunge (OV x 10),
Mitte: CTEPH-Lunge (OV x 10)Rechts: Negativ-Kontrolle (UIP-Fibrose-
Lunge) (OV x 10).

Statistische Unterschiede ergaben sich bei der |&@@atdmmunreaktivitat in den
Alveolarepithelzellen zwischen den UIP-Fibrose-Lemgund den Referenz-(Spender)-
Lungen (p=0,0033; Fisher's Exakter Test). AuRerdgab es beachtliche Unterschiede
zwischen den UIP-Fibrose-Lungen und den COPD-Lun@e®,0079; Fisher's Exakter
Test). Weiterhin wurden Unterschiede zwischen deiP-Eibrose-Lungen und den
CTEPH-Lungen festgestellt (p=0,008; Fisher's ExaHtest), (s.Abb. 14, S. 40) und (s.
Tab. 15 S. 46).



Abb. 14 Catalase-Farbung der Alveolarepithelzelleimks: UIP-Fibrose-Lunge (OV x
10), Mitte: CTEPH-Lunge (OV x 10),Rechts Negativ-Kontrolle (UIP-
Fibrose-Lunge) (OV x 10).

Interstitielles Bindegewebe und interstitielle ggaiuskulatur:

Bindegewebe wurde nur in wenigen COPD-Lungen, UbreSe-Lungen, IPAH-Lungen
und Referenz-(Spender)-Lungen gefunden und wabir 20 % der Falle immunreaktiv,
wobei es eine schwache und mittlere Farbeintenaitéteigte. Die interstitielle glatte

Muskulatur zeigte in den Erkrankungsgruppen eitgvache Catalase-Immunreaktivitat.

Die Catalase-Immunreaktivitat im Bindegewebe undideerstitiellen glatten Muskulatur
zeigte keine deutlichen Unterschiede bei den umtbten Lungen.
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Catalase - Br.E
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Spender COPD  UlIP-Fibrose CTEPH IPAH
n=9 n=10 n=7 n==6 n=238
Catalase-Immunreaktivitat (0 - 3.0) im Epithel d&ronchien / Bronchioli

(Br.E).

nicht

Catalase-Br.E: Ergebnisse des Exakten Test nachefFi(ns =
signifikant)
n Spender COPD UIP CTEPH
Spender 9
COPD 10 ns
UIP 7 ns ns
CTEPH 6 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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Catalase-Immunreaktivitat (O - 3.0) im Endothel @eeriellen Gefal3e (Ar.E)

Catalase-Ar.E: Ergebnisse des Exakten Test nadheFi(ns = nicht
signifikant).
n  Spender COPD uiP CTEPH
Spender 15
COPD 21 0.024
ulP 15 0.020 ns
CTEPH 11 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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Catalase - Ar.M
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Abb. 17 Catalase-Immunreaktivitat (O - 3.0) der Muskulaterieller GefalRe (Ar.M).

Tab. 12 Catalase-Ar.M: Ergebnisse des Exakten Test nadheFi (ns = nicht

signifikant).
n  Spender COPD uiP CTEPH
Spender 15
COPD 21 ns
UIP 15 ns ns
CTEPH 11 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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Catalase-Immunreaktivitat (O - 3.0) im Endothel dendsen GefalRe (Ve.E).

Catalase-Ve.E: Ergebnisse des Exakten Test nasherFi(ns = nicht
signifikant).
n  Spender COPD uiP CTEPH
Spender 13
COPD 21 ns
UIP 14 ns ns
CTEPH 11 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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Abb. 19 Catalase-Immunreaktivitat (O - 3.0) der Alveolakmegphagen (AM).

Tab. 14 Catalase-AM: Ergebnisse des Exakten Test nachefFighs = nicht

signifikant).
n Spender COPD uUIP CTEPH
Spender 15
COPD 21 ns
UIP 15 ns ns
CTEPH 11 ns 0.006 ns
IPAH 8 ns 0.045 ns ns




46
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Abb. 20 Catalase-Immunreaktivitat (O - 3.0) der Alveolatiegizellen (AE).

Tab. 15 Catalase-AE: Ergebnisse des Exakten Test naclerHiss = nicht signifikant).

n Spender COPD UIP CTEPH
Spender 15
COPD 21 ns
UIP 15 0.003 0.007
CTEPH 11 ns ns 0.008
IPAH 8 ns ns ns ns
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4.1.3 CD36
Bronchien / Bronchioli:

Das Epithel der Bronchien / Bronchioli in den véiisdenen Erkrankungsgruppen und in
den Referenz-(Spender)-Lungen zeigte bei der F@rbuit anti-CD36 eine schwache
Immunreaktivitat. Es waren 14 — 55 % der Falle CIp86itiv (s.Abb. 23, S. 50). Das
Epithel der Bronchien / Bronchioli in den UIP-FisemLungen zeigte keine
Immunreaktivitat. Die glatte Muskulatur und die Asitia der Bronchien / Bronchioli
zeigten bei der Farbung mit anti-CD36 keine Immahkteitat, weder in den

verschiedenen Erkrankungsgruppen noch in den Refé&pender)-Lungen.

Statistisch signifikante Unterschiede der CD36-Imneaktivitat im Epithel der Bronchien
/ Bronchioli bestand zwischen den Referenz-(Spgrdergen und den UIP-Fibrose-
Lungen (p=0,029; Fisher’'s Exakter Test){ab. 16 S. 50 undAbb. 21; unten).

\ 2

Abb. 21 CD36-Farbung in humanen Bronchien / Bronchioiinks: Spenderlunge (OV
x 10), Mitte: UIP-Fibrose-Lunge (OV x 10)Rechts: Negativ-Kontrolle
(Spenderlunge) (OV x 10).

Arterielle GefalRe:

Das Endothel zeigte bei der Farbung mit anti-CD&8@é& Immunreaktivitat, weder in den
verschiedenen Erkrankungsgruppen noch in den Refé&pender)-Lungen. In der
glatten Muskulatur waren 7 % der Félle in den UlBrése-Lungen und 10 % der Falle in



48

den CTEPH-Lungen schwach CD36-positiv. Die Advéentzteigte nur in 10 % der Falle
der CTEPH-Lungen einen Farbeintensitatsgrad von 0.6.

Signifikante Unterschiede bei der CD36-Immunreatdtv lagen zwischen den

Untersuchungsgruppen nicht vor.

Venose Gefalde:

Das Endothel zeigte keine Immunreaktivitat in demsehiedenen Erkrankungsgruppen
und in den Referenz-(Spender)-Lungen. Die glattskdlatur und Adventitia war jeweils
in 10 % der Falle der CTEPH-Lungen CD36-positiv,dewacher Farbeintensitat.

Signifikante Unterschiede bei der CD36-Immunreatdtv lagen zwischen den

Untersuchungsgruppen nicht vor.

Alveolarmakrophagen und Alveolarepithel:

Die Alveolarmakrophagen in den verschiedenen ERuaagsgruppen wurden mit einer
schwachen, mittleren und starken Farbeintensitgefanbt. Es waren 66 — 86 % der Falle
in den verschiedenen Erkrankungsgruppen CD36-podiie Alveolarmakrophagen in
den Referenz-(Spender)-Lungen waren in 100 % dde EZD36-positiv, wobei eine
schwache und mittlere Farbeintensitat aufgezeigtdevu(s. Abb. 24; S. 51). Die
Alveolarepithelzellen waren in 1 von 15 Fallen (§ &er UIP-Fibrose-Lungen mit einer
schwachen Farbeintensitat (0.5 - 1.0) nachweidbiar Alveolarepithelzellen der anderen

Untersuchungsgruppen zeigten keine CD36-Immunnatiti

Statistisch signifikante Unterschiede der CD36-Imneaktivitat der
Alveolarmakrophagen bestand zwischen den Referi®@perder)-Lungen und den COPD-
Lungen (p=0,034; Fisher's Exakter Test). Weiterheigten sich statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den UIP-Fibrose-Lungen und @®PD-Lungen (p=0,031;
Fisher's Exakter Test) (3ab. 17, S. 51, sowié\bb. 22; S. 49). Signifikante Unterschiede
bei der CD36-Immunreaktivitat der Alveolarepithdlee lagen zwischen den

Untersuchungsgruppen nicht vor.



Abb. 22 CD36-Farbung der Alveolarmakrophag&mks: UIP-Fibrose-Lunge, (OV x
10) Mitte: COPD-Lunge (OV x 20), Rechts: Negativ-Kontrolle
(Spenderlunge) (OV x 20).

Interstitielles Bindegewebe und interstitielle tgatuskulatur:

Bindegewebe wurde nur in den Referenz-(Spender¢énrgefunden und war in 1 von 4
Fallen (25 %) immunreaktiv, wobei es eine Farbasitét von 0.5 - 1.0 aufzeigte. Die
interstitielle glatte Muskulatur in den verschieden Erkrankungsgruppen und den
Referenz-(Spender)-Lungen wurde nicht nachweisbar.
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Abb. 23 CD36-Immunreaktivitdt (0 - 3.0) im Endothel der Bahien / Bronchioli
(Br.E).

Tab. 16 CD36-Br.E: Ergebnisse des Exakten Test nach F{siser nicht signifikant).

n  Spender COPD uiP CTEPH
Spender 9
COPD 13 ns
UIP 7 0.029 ns
CTEPH 7 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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Abb. 24 CD36-Immunreaktivitat (0 - 3.0) in den Alveolarmaghagen (AM).

Tab. 17 CD-36-AM: Ergebnisse des Exakten Test nach Fisier(nicht signifikant).

Spender
COPD
UIP
CTEPH
IPAH

n
15
21
15
10

8

Spender COPD UIP CTEPH
0.034
ns 0.031
ns ns ns
ns ns ns ns
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4.1.4 HMGB-1

Bei der Farbung mit anti-HMGB-1 wurde in der AustMelg zwischen einer

zytoplamatischen und nuklearen Farbung im Gewebersohieden.
a) Zytoplasmatische Immunreaktivitéat

Bronchien / Bronchioli:

Das Epithel der Bronchien / Bronchioli war in 9480 % der Falle in den verschiedenen
Erkrankungsgruppen und in den Referenz-(Spenderyii HMGB-1zyt positiv. Dabei
zeigte sich vorwiegend eine schwache und mittléndé&intensitat (&bb. 26, S.56). Die
glatte Muskulatur der Bronchien / Bronchioli zeigten den verschiedenen
Erkrankungsgruppen und in den Referenz-(Spenderm eine Gberwiegend schwache
Farbeintensitat (0.5 — 1.0), wobei 25 — 56 % dertensnchten Lungen eine
Immunreaktivitéat zeigten. Die Adventitia der Bromat / Bronchioli zeigten keine
Immunreaktivitat, weder in den verschiedenen Edkuagsgruppen noch in den Referenz-
(Spender)-Lungen.

Signifikante Unterschiede bei der HMGB-1lzyt-Immuaktvitat lagen zwischen den
Untersuchungsgruppen nicht vorTigb. 18 S.56).

Arterielle GefalRe

Das Endothel und die Muskulatur zeigten in 27 —9%&ler Falle in den verschiedenen
Erkrankungsgruppen und in den Referenz-(Spendery¢in eine  schwache
Farbeintensitat. Nur die UIP-Fibrose-Lungen und Riéderenz-(Spender)-Lungen zeigten
in der Adventitia eine Immunreaktivitat von 10 % @glle mit einem Farbeintensitatsgrad
von 0.5 - 1.0.

Signifikante Unterschiede bei der HMGB-1lzyt-Immuaktvitat lagen zwischen den

Untersuchungsgruppen nicht vor.

Venose Gefalie:

Im Endothel und in der glatten Muskulatur war eif@munreaktivitdt in den
verschiedenen Erkrankungsgruppen und in den Refdfpender)Lungen mit einer

schwachen Farbeintensitat. Im Endothel zeigten 13 9% der Féalle der untersuchten
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Lungen und in der glatten Muskulatur zwischen 130-% der Falle der untersuchten
Lungen eine HMGB-1zyt-Immunreaktivitat. In der Adwida zeigten nur die IPAH-

Lungen und die Referenz-(Spender)-Lungen eine sdfevaBnmunreaktivitat.

Signifikante Unterschiede bei der HMGB-1lzyt-Immuaktvitat lagen zwischen den

Untersuchungsgruppen nicht vor.

Alveolarmakrophagennd Alveolarepithel:

Die Alveolarmakrophagen waren in 83 — 100 % derleFah den verschiedenen
Erkrankungsgruppen und in den Referenz-(Spenderyein HMGB-1zyt-positiv, bei

schwacher und mittlerer FarbeintensitatAbb. 27, S.57). Die Alveolarepithelzellen in
den verschiedenen Erkrankungsgruppen und in deer&ed-(Spender)-Lungen zeigten
eine schwache Immunreaktivitat, wobei 25 — 45 % w@ersuchten Lungen angefarbt
wurden. Die Alveolarepithelzellen der UIP-Fibroserlgen zeigten eine Immunreaktivitat

von 66 % mit einem schwachen und mittleren Farbeasitatsgrad (Abb. 28; S. 58).

Deutliche Unterschiede der HMGB-1zyt-Immunreakévibestanden zwischen den UIP-

Fibrose-Lungen und den Referenz-(Spender)-Lungei®,0d1; Fisher's Exakter Test)
(Abb. 25, unten). Weiterhin zeigte sich ein beachtlichetddgschied zwischen den UIP-
Fibrose-Lungen und den COPD-Lungen (p=0,018; Fistiexakter Test) (sTab. 20, S.
58).

Abb. 25 HMGB-1zyt-Farbung der Alveolarepithelzellehinks: UIP-Fibrose-Lunge
(OV x 10),Mitte: Spenderlunge (OV x 10Rechts: Negativ-Kontrolle (UIP-
Fibrose-Lunge) (OV x 20).
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Interstitielles Bindegewebe und interstitielle ggatluskulatur

Bindegewebe wurde nur in den COPD-, UIP-Fibrosel GREPH-Lungen gefunden und
zeigte eine schwache Farbeintensitat. Intersstiglatte Muskulatur war nur in den UIP-
Fibrose-Lungen, den CTEPH-Lungen und den IPAH-Langgchweisbar und zeigte eine

Farbeintensitat von 0.5 - 1.0.

Signifikante Unterschiede bei der HMGB-1lzyt-Immuaktvitat lagen zwischen den

Untersuchungsgruppen nicht vor.

b) Nukledre Immunreaktivitat

Bronchien / Bronchioli:

Das Epithel der Bronchien / Bronchioli in der véngtlenen Erkrankungsgruppen und in
den Referenz-(Spender)-Lungen zeigte in 100 % &de feine schwache, mittlere und
starke Farbeintensitat. Die glatte Muskulatur deoriBhien / Bronchioli zeigte in den
untersuchten Lungen einen Farbeintensitat von 0.6 und 1.5 - 2.0, wobei 50 — 70 % der
Falle HMGB-1nuc positiv waren. Die Adventitia derdBchien / Bronchioli in den
verschiedenen Erkrankungsgruppen und in den Refé¢&pender)-Lungen war in 75 —
100 % der Falle HMGB-1nuc positiv, bei schwachedt mmttlerer Farbeintensitat.

Signifikante Unterschiede bei der HMGB-1lnuc-Immuaktevitdt lagen zwischen den

Untersuchungsgruppen nicht vor.

Arterielle Gefalle

Das Endothel in den verschiedenen Erkrankungsgruppd in den Referenz-(Spender)-
Lungen zeigte in 88 — 100 % der Falle eine schwatlittlere und starke Farbeintensitat.
Die glatte Muskulatur war in 40 — 65 % der unteldan Lungen HMGB-1nuc-positiv, bei

schwacher und mittlerer Immunreaktivitdt. Die Adiea zeigte eine schwache und

mittlere Immunreaktivitat in 82 — 93 % der Félle.

Signifikante Unterschiede bei der HMGB-1lnuc-Immuaktevitdt lagen zwischen den

Untersuchungsgruppen nicht vor.
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Venose Gefalie:

Das Endothel in den verschiedenen Erkrankungsgruppd in den Referenz-(Spender)-
Lungen zeigte in 83 — 100 % der Félle eine schwaadmitlere und starke
Immunreaktivitat. In der glatten Muskulatur ware® 3 75 % der Falle in den
verschiedenen Erkrankungsgruppen und den Refe&pemfler)-Lungen HMGB-1nuc
positiv. Die Adventitia zeigte eine schwache undtlere Farbeintensitat, wobei der

Prozentsatz der Falle zwischen 72 — 90 % schwankte.

Signifikante Unterschiede bei der HMGB-1lnuc-Immuaktéevitdt lagen zwischen den
Untersuchungsgruppen nicht vor.

Alveolarmakrophagen und Alveolarepithel:

Die Alveolarmakrophagen waren in 50 — 85 % der nsotehten Lungen HMGB-1nuc
positiv und zeigten eine schwache und mittlere Imraaktivitat (sAbb. 29; S. 59). Die
Alveolarepithelzellen in den verschiedenen Erkrargsgruppen und in den Referenz-
(Spender)-Lungen wurden mit einer schwachen, mettleund starken Farbeintensitat
angefarbt, wobei der Prozentsatz der Félle zwis&Ten 100 % schwankte (&bb. 30; S.
60).

Signifikante Unterschiede bei der HMGB-1lnuc-Immuaktevitdt lagen zwischen den
Untersuchungsgruppen nicht vor Tab. 21; S. 59 undrab. 22 S. 60).

Interstitielles Bindegewebe und interstitielle ggatluskulatur

Bindegewebe wurde in 50 — 100 % der untersuchtemgén gefunden und zeigte eine
schwache und mittlere Farbeintensitat. Interskitiglatte Muskulatur war nur in den UIP-
Fibrose-Lungen, den CTEPH-Lungen und den IPAH-Langgchweisbar und zeigte eine

Uberwiegend schwache Farbeintensitat.

Signifikante Unterschiede bei der HMGB-1lnuc-Immuaktevitdt lagen zwischen den
Untersuchungsgruppen nicht vor.
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HMGB-1zyt-Br.E: Ergebnisse des Exakten Test natshdf (ns = nicht

signifikant).
n Spender COPD UIP CTEPH
Spender 12
COPD 16 ns
uUiP 13 ns ns
CTEPH 10 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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Abb. 27 HMGB-1zyt-Immunreaktivitat (0 - 3.0) der Alveolaakrophagen (AM).

Tab.19 HMGB-1zyt-AM: Ergebnisse des Exakten Test nachh&is(ns = nicht

signifikant).
n Spender COPD UIP CTEPH
Spender 12
COPD 20 ns
UIP 15 ns ns
CTEPH 11 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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Abb. 28 HMGB-1zyt-Immunreaktivitat (O - 3.0) der Alveolatdelzellen (AE).

Tab. 20 HMGB-1zyt-AE: Ergebnisse des Exakten Test nach dfisftns = nicht

signifikant).
n Spender COPD UIP CTEPH
Spender 12
COPD 20 ns
UIP 15 0.041 0.018
CTEPH 11 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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Abb. 29 HMGB-1nuc-Immunreaktivitat (O - 3.0) der Alveolaakrophagen (AM).

Tab.21 HMGB-1nuc-AM: Ergebnisse des Exakten Test nachhdfis(ns = nicht

signifikant).
n Spender COPD UIP CTEPH
Spender 12
COPD 20 ns
ulP 15 ns ns
CTEPH 11 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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Abb. 30 HMGB-1nuc-Immunreaktivitat (O - 3.0) der Alveolarthelzellen (AE).

Tab.22 HMGB-1nuc-AE: Ergebnisse des Exakten Test nachhefigns = nicht

signifikant).
n Spender COPD UIP CTEPH
Spender 12
COPD 20 ns
ulP 15 ns ns
CTEPH 11 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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415 FHL-1
Bronchien / Bronchioli:

Das Epithel der Bronchien / Bronchioli wurde in desrschiedenen Erkrankungsgruppen
und in den Referenz-(Spender)-Lungen zwischen 830-% der Falle FHL-1 positiv. Es
war eine schwache bis mittlere Farbeintensitat wadbar (sAbb. 33; S. 64). Die glatte
Muskulatur und die Adventitia der Bronchien / Brbiati zeigten nur bei den COPD-
Lungen und den CTEPH-Lungen eine Immunreaktivitdisehen 15 — 25 % mit einem

Farbeintensitatsgrad von 0.5 - 1.0.

Signifikante Unterschiede bei der FHL-1-Immunreakdit lagen zwischen den
Untersuchungsgruppen nicht vor Tab. 23 S. 64).

Arterielle Gefale:

Das Endothel war in 60 — 90 % der Falle in dencreeslenen Erkrankungsgruppen FHL-
1 positiv, bei vorwiegend schwacher Farbeintensii¥gegen war nur in 50 % der
Spenderlungen eine FHL-1-Immunreaktivitat nachwaaiqls. Abb. 34; S. 65). Die glatte
Muskulatur zeigte in 10 — 25 % in den untersuchi@ngen eine schwache Farbeintensitat.
Die Adventitia zeigte nur in den CTEPH-Lungen, CORIlhgen und UIP-Fibrose-Lungen
eine Farbeintensitat von 0.5 - 1.0, wobei der Rrtsadz der Falle zwischen 5 — 20 % lag.

Statistisch signifikante Unterschiede lagen zwischden COPD-Lungen und den
Referenz-(Spender)-Lungen vor (p=0,021; Fishersidier Test) (sAbb. 31, S. 62).
Weiterhin zeigten sich im Endothel Unterschiedeszwen den CTEPH-Lungen und den
Referenz-(Spender)-Lungen (p=0,022; Fisher’'s Exak#st) (sTab. 24, S. 65).



iy f o Rl

Abb. 31 FHL-1-Farbung in humanen Arterielnnks: COPD-Lunge (OV x 10)Mitte:
Spenderlunge (OV x 10Rechts: Negativ-Kontrolle (CTEPH-Lunge) (OV x
10).

Venose Gefalie:

Das Endothel zeigte in 33 — 63 % der Félle in dersehiedenen Erkrankungsgruppen und
in den Referenz-(Spender)-Lungen eine schwache hrealtivitat (s.Abb. 35, S. 66).
Die glatte Muskulatur war in 11 — 48 % der unteldan Lungen schwach FHL-1-positiv.
Die Adventitia zeigte in den COPD-Lungen, CTEPH-gan und UIP-Fibrose-Lungen

eine schwache Immunreaktivitat.

Signifikante Unterschiede bei der FHL-1-Immunreakdit lagen zwischen den
Untersuchungsgruppen nicht vor Tab. 25 S. 66).

Alveolarmakrophagen und Alveolarepithel:

Die Alveolarmakrophagen zeigten in den verschiedeBekrankungsgruppen und den
Referenz-(Spender)-Lungen eine schwache, mittledestarke Farbeintensitat, wobei der
Prozentsatz der Féalle zwischen 70 % und 95 % sdkieafs. Abb. 36; S. 67). Die
Alveolarepithelzellen wurden in 10 — 60 % der Félie den verschiedenen
Erkrankungsgruppen und in den Referenz-(Spendegdmnmit einer Uberwiegend
schwachen Immunreaktivitat nachweisbarAlsb. 37; S. 68).



63

Die FHL-1-Immunreaktivitat in den Alveolarmakroplegzeigte keine Unterschiede bei
den untersuchten Lungen T&b. 26, S. 67). Allerdings bestand ein deutlicher Unteisd
der FHL-1-Immunreaktivitat zwischen den UIP-Fibrdsengen und den Referenz-
(Spender)-Lungen (p=0,043; Fisher's Exakter Test)T@b. 27, S. 68 undAbb. 32

unten).

Abb. 32 FHL-1-Farbung der Alveolarepithelzellebinks: UIP-Fibrose-Lunge (OV Xx
20), Mitte: Spenderlunge (OV x 10Rechts: Negativ-Kontrolle (CTEPH-
Lunge) (OV x 20).

Interstitielles Bindegewebe und interstitielle ggaiuskulatur:

Das Bindegewebe der verschiedenen Erkrankungsgnuppd der Referenz-(Spender)-
Lungen war in 15 — 65 % der Falle immunreaktiv, wioks eine schwache und mittlere
Farbeintensitat aufzeigte. Die interstitielle gatMuskulatur in den verschiedenen
Erkrankungsgruppen und der Referenz-(Spender)-Liungrgte keine Immunreaktivitat.

Signifikante Unterschiede bei der FHL-1-Immunreakdit lagen zwischen den

Untersuchungsgruppen nicht vor.
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FHL-1 - Br.E
80% -
60% - m25-30
D m15-20
g 00.5-1.0
40% - 0o
20% -
0% T T T
Spender COPD  UlIP-Fibrose CTEPH IPAH
n=7 n=12 n==6 n==6 n=7

Abb. 33 FHL-1-Immunreaktivitdt (O - 3.0) im Endothel derdachien / Bronchioli
(Br.E).

Tab. 23 FHL-1-Br.E: Ergebnisse des Exakten Test nach Figtse= nicht signifikant).

n  Spender COPD uUIP CTEPH
Spender 7
COPD 12 ns
ulP 6 ns ns
CTEPH 6 ns ns ns
IPAH 7 ns ns ns ns
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FHL-1 - Ar.E
w0 g =
80% -
60% - m25-3.0
D m1.5-20
g 00.5-1.0
40% - 0o
20% -
0% T T T
Spender COPD UIP-Fibrose CTEPH IPAH
n=10 n =20 n=15 n=10 n=28

Abb. 34  FHL-1-Immunreaktivitat (O - 3.0) im Endothel detaxiellen Gefal3e (Ar.E).

Tab. 24 FHL-1-Ar.E: Ergebnisse des Exakten Test nach Figie= nicht signifikant).

n Spender COPD UIP CTEPH
Spender 10
COPD 20 0.021
UIP 15 ns ns
CTEPH 10 0.022 ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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FHL-1 - Ve.E
100% -
80% -
60% - m25-30
D m15-20
g 00.5-1.0
40% - oo
20% -
0% T T T
Spender COPD UIP-Fibrose CTEPH IPAH
n=9 n=21 n=12 n=38 n=238

Abb. 35 FHL-1-Immunreaktivitat (O - 3.0) im Endothel deznodsen Gefalie (Ve.E).

Tab. 25 FHL-1-Ve.E: Ergebnisse des Exakten Test nach Fistse= nicht signifikant).

n Spender COPD UIP CTEPH
Spender 9
COPD 21 ns
UIP 12 ns ns
CTEPH 8 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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FHL-1 - AM

Spender

n=10

COPD  UIP-Fibrose CTEPH

n=21

n=15 n=10

IPAH
n=28

m25-3.0
@m15-20
00.5-1.0
oo

Abb. 36 FHL-1-Immunreaktivitat (O - 3.0) der Alveolarmakiwagen (AM).

Tab. 26 FHL-1-AM: Ergebnisse des Exakten Test nach Figher nicht signifikant).

Spender
COPD
UIP
CTEPH
IPAH

n
10
21
15
10

8

Spender COPD UIP CTEPH
ns
ns ns
ns ns ns
ns ns ns ns
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FHL-1 - AE
100% -
80% -
60% - m25-3.0
D m15-20
g 00.5-1.0
40% - 0o
20% -
0% T T T
Spender COPD  UIP-Fibrose CTEPH IPAH
n=10 n=21 n=15 n=10 n=23

Abb. 37 FHL-1-Immunreaktivitat (O - 3.0) der Alveolarepaizellen (AE).

Tab. 27 FHL-1-AE: Ergebnisse des Exakten Test nach Figtger nicht signifikant).

n Spender COPD UIP CTEPH
Spender 10
COPD 21 ns
ulP 15 0.043 ns
CTEPH 10 ns ns ns
IPAH 8 ns ns ns ns
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5 Diskussion

5.1 Ziele der Studie

In der vorliegenden Studie wurde mittels immuntaktamischer Techniken untersucht, ob
~Hypoxie-regulierte” Proteine bei chronischen, rnitdeoplastischen Lungenerkrankungen
des Menschen eine Rolle spielen. Hierzu wurde dieteiexpression von Genen
untersucht, die sich in experimentellen Erkrankomgdellen als signifikant reguliert
herausgestellt haben. Reguliert waren: Vimentirtaldae, CD36, HMGB-1 und FHL-1.
Im Tiermodell zeigten sich mdgliche regulatorischgénflisse der Proteine im
Zusammenhang der Induktion einer pulmonal-artemelHypertonie auf der Basis einer
chronischen Hypoxie (57). Mit Hilfe der kompartinteapezifischen Analyse der Proteine
wurde versucht, die Verteilungsmuster der obenggean Proteine in menschlichen
Lungenpraparaten mit klinisch symptomatischer Hypoxind / oder pulmonaler
Hypertonie zu erkennen. Dadurch soll erméglichtdeer erste Rickschlisse auf ihre

pathophysiologische Bedeutung im Rahmen dieseaBkkmgen ziehen zu kdnnen.

Die Grundlage aerober Stoffwechselleistungen dessoidichen Organismus ist die
ausreichende Oxygenierung der Erythrozyten in damgenstrombahn. Dieser
Oxygenierung des Blutes unterliegen physiologisdRegelkreislaufe. Bei einem
verringerten Sauerstoffangebot (Hypoxie) besitzémgstierzellen die Fahigkeit, einen
bestimmten Regulationsmechanismus in Gang zu seiperine Adaptation zu erreichen
(17). HIF (Hypoxie-induzierbarer Faktor) ist ein seatlicher Transkriptionsfaktor
pulmonaler Prozesse bei Hypoxie (101). Er aktiveene erhdhte Expression von Genen,
die bei Hypoxie eine Rolle spielen. Folgende Pradeteiligen sich an der adaptativen
Zellantwort auf Hypoxie: VEGF, Erythropoetin, Glyg@n u.a. (68). Der Subtyp HIFe:2
scheint insbesondere fir das vaskulare ,remodéllinghtig zu sein (113). Es wird
vermutet, dass die Hochregulation von Vasokonstréat durch HIF-2 dazu beitragt, die
Entwicklung des Hypoxie-bedingten Gefa3-“remodgih zu férdern (18).
Vorangegangene Studien berichteten, dass die dotmiHypoxie der Ausldser einer
pulmonale Hypertonie sein kann, der Uber eine &mhdé Vasokonstriktion zu
GefalBumbau (,remodelling”) der pulmonalen Widerdsgefale fuhrt. Es kommt sowohl
zum ,remodelling® muskularer Gefal3e, als auch zur Neo-Muskularisgerumcht-

muskulérer kleiner praalveolarer Lungengefal3e 883H.
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5.2  Kritische Betrachtung der Methode

Der Nachweis von Proteinen durch die Immunhistoghesrfolgt durch das Identifizieren
und Markieren von Proteinen. Dieser Vorgang setataws, dass die Proteine durch
Konservierung und Fixierung nicht verandert, zetstder unzuganglich gemacht wurden,
wie das z. B. durch die mit einer Formalin-Fixiegunerbundene Denaturierung, durch
Autolyse oder auch durch inadaquate KonservierargRroteinen geschehen kann (109).
Die Verwendung von kryo-asserviertem Gewebe, vom deefrierschnitte angefertigt
werden, stellt auch heute noch das einfachste tfelitigste Verfahren dar, Antigene in
komplexen Geweben zu visualisieren. Gewisse Stdedariissen aber auch bei der
Gefrierschnitt-Immunhistochemie eingehalten werdeta es, z.B. bei zu langen
Inkubazionszeiten zur Quellung des Gewebes bzwZelkegn kommen kann. Ein gewisser
Nachteil der Gefrierschnitt-Immunhistochemie ist dingeschréngte Detailbeurteilung der
histologischen Strukturen, da die SchnittdickeKigopréaparate in der Regel héher als die
von Paraffin-eingebetteten Geweben ist. Dieser Mgchwird meist durch gute
Schnittqualitat und durch die Auswertung leicht eemkbarer Zellstrukturen, wie z.B.
zytoplasmatischer Immunreaktivitdten, kompensidrilr die immunhistochemische
Farbung nuklearer Proteine hat sich herausgestielts genauere Resultate (z.B. fur das
streng nukleér lokalisierte Ki-67 Protein) zu elanesind, wenn auf die Kryoasservation
verzichtet wird und Gewebe genutzt wird, das inufigstem Formalin fixiert wurde und
anschlieBend einem sog. ,Antigen-Retrieval® untgeso wurde. Falsch positive
Reaktionen von primaren und sekundaren Antikorpsowie durch die endogene
alkalische Phosphatase kénnen die Spezifitat @metunhistochemischen Untersuchung
prinzipiell beeintrachtigen. Es besteht die Gefdbs Reagierens mit nicht erwinschten
Epitopen. Daher wurden zur Identifizierung falsclsifiver Reaktionen bei allen
immunhistochemischen Farbungen Negativkontrollen tgef@rbt.  Ausschliel3lich
Farberesultate bei fehlender spezifischer Immurtnatik der Negativkontrollen wurden

in die Auswertung aufgenommen.

5.3 Vimentin-immunreaktivitat

Vimentin wird den Intermediarfilamenten der Zellmgeordnet. Die Intermediarfilamente
besitzen einen Durchmesser von 8 - 11 nm. Sie tbila intrazellulares Netzwerk zur
Plasmamembran mit sehr widerstandsfahiger Kongist@as Molekulargewicht von

Vimentin liegt bei 54 kDa. Die Anzahl, Ladnge undsRion der Filamente innerhalb der
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Zelle wird in der jeweiligen Zelle selbst regulie(61). Vimentin ist bezuglich
zytoplasmatischer Intermediarfilamente das am \wtste verbreitete Protein in Zellen
mesenchymaler Herkunft, einschlie3lich Fibroblastdiakrophagen und Endothelzellen
(10). Vimentinfibrillen errichten interzellular etnabekelartiges Netzwerk, das den Zellen
gegenuber Zug- und Scherkréaften eine optimale $angkeit und Stabilitat gibt (52). Bis
vor kurzem galt Vimentin als ein zytoskelettalesulturprotein, das wenig moduliert
wird. Genauere Analysen der jungsten Zeit zeigtlemdings, dass Vimentin z.B. aktiv im

Rahmen der Differenzierung von Monozyten / Makrag@raheraufreguliert wird (9).

Alle in dieser Studie untersuchten ErkrankungsgemppUIP, COPD, CTEPH, IPAH)

unterliegen gewissen inflammatorischen Prozessemaherd ware eine starke
immunhistochemische Proteinexpression in den Abmeodkrophagen zu erwarten. Auch
Mor-Vakin et al. zeigten, dass Vimentin von Makragkn als Antwort auf pro-

inflammatorische Reize sezerniert wird und mdgleleese in die Immunantwort

involviert ist (70). Die Alveolarmakrophagen in demtersuchten Erkrankungsgruppen
zeigten in allen Gruppen eine starke Vimentin-Imneaktivitdt. Es konnte aber keine
Heraufregulation beobachtet werden. Die Farbeiitégnsunterscheidet sich nicht
signifikant vom Normalbefund (Spenderlunge), so sdasuf Proteinebene keine
Anhaltspunkte fur eine signifikante Vimentin-Regida gefunden wurden.

Das mehrreihige hochprismatische Epithel der Brach/ Bronchioli und das
Alveolarepithel zeigten aufgrund ihrer epithelialderkunft keine immunhistochemische

Vimentin-Farbung.

Die Endothelzellantwort der Gefal3e auf hypoxiscBéess kann sich, abhangig von der
Dauer der Hypoxie, in zweierlei Weise manifestiereime kurze Hypoxie-Wirkung ist der

Grund fur physiologische und reversible Anpassungs dGefal3tonus und einer
Umverteilung des Blutes zugunsten besser venglieftungenareale. Chronischer
hypoxischer Stress resultiert in irreversiblem ,oelelling® des GefalRsystems und des
umliegenden Gewebes, mit Proliferation der glatt@efalBmuskulatur und mit

Fibrosierung (35). Das arterielle und vendse Erelotteigte bei allen untersuchten
Erkrankungsgruppen eine starke ProteinexpressioNifiientin. Diese unterscheidet sich
allerdings nicht deutlich von der der Spender. Inas@htlichen enthalt das Endothel und
auch die Adventitia der Gefal3e eine grol3e Anzahl Fbrozyten, die hier eine positive

Farbereaktion fur Vimentin zeigten. Obwohl bei dekrankungsgruppen kein deutlicher

Unterschied gegentber dem Normalbefund (Spendem®igt werden konnte, nehmen wir
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an, dass das arterielle und vendse Endothel eitecheidende Rolle bei chronisch
hypoxischem Stress in der Regulation des Gefal3tamgs im Zellwachstum der
GefalRwande besitzt. Die Veranderung der Endothidifom in den pulmonalen Gefal3en,
bis hin zur Endothelzerstérung resultiert in Ged@@iizierung, Hypoxie und spéaterer

pulmonalen Hypertonie (7).

Vimentin markiert weiterhin die arterielle und veedGefalimuskulatur. Wahrend sich bei
den Spendern in den Gefal3strukturen ein ausgewsgéerhaltnis zwischen Fibrozyten
und glatter GefalBmuskulatur befindet, kommt esdeei COPD-Lungen zu einem Umbau
der LungengefalRe mit Hypertrophie und Hyperplata#er Muskulatur. In der arteriellen
und venosen GefalBmuskulatur der COPD-Lungen wurde @eringe Vimentin-
Immunreaktivitdt nachweisbar. Es konnte gezeigt deey dass in der arteriellen
GefalRmuskulatur der COPD-Lungen im Vergleich zu 8pandern ein hochsignifikanter
Unterschied besteht. In der ventsen Gefallmuskuldasr COPD-Lungen war im
Vergleich zu den Spendern ebenfalls ein signifieatnterschied bezuglich Vimentin zu
erkennen. Diese Ergebnisse untermauern den EinBuss Vimentin-Regulation im

Rahmen des pulmonal-vaskularen ,remodellings*.

Ein weiterer signifikanter Unterschied der Vimenttmmunreaktivitdt zeigte sich
zwischen den UIP-Fibrose-Lungen und den COPD-LunigerBereich der arteriellen
GefaBmuskulatur. Die im Bereich der arteriellen &Bef bei den UIP-Fibrose-Lungen
beobachtete, starkere Immunreaktivitat lasst Zusamm@nge mit einem akzelerierten
GefalR“remodelling” vermuten. Es ist eine haufig gemachtathomorphologische
Beobachtung, dass gerade bei UIP-Fibrose-Lungemositrende Gefaldveranderungen
arterieller pulmonaler Widerstandsgefal3e auftredendas Mafl3 der bei COPD-induzierten
hypertensiven Vaskulopathie erheblich Uberschreiigiese Ergebnisse korrelieren mit
Beobachtungen jlngster Zeit, die eine Heraufregulaton Vimentin im Rahmen der

Arteriogenese in einem arterio-vendsen Shunt-Mdak=schreiben (32).

Zusammenfassenend zeigten sich starke Vimentin-imneaktionen in  den
Alveolarmakrophagen und im art. und ven. Gefal3dredptwie auch eine insgesamt
verminderte Vimentin-Expression bei den COPD-Lungegentber den Spendern in der
art. und ven. GefalBmuskulatur und gegenuber denFili®se-Lungen in der art.
Gefal3muskulatur.
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54 Catalase-Immunreaktivitat

Im Rahmen von Hypoxie-induzierten Zellschadigungpielen reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) eine bedeutsame Rolle. Speziell neutrophiln@ozyten kdnnen Uber eine ROS-
Synthese wichtige physiologische verschiedene \f@ygawie z. B. das Zellwachstum, die
Apoptose und die Transkription beeinflussen (59;108;114). Unter pathologischen
Bedingungen kann es dann zu einer gesteigerten RO@&:ktion kommen. Weil die
Radikale rasch und in groRen Mengen produziertabgkegeben werden, bezeichnet man
diesen Vorgang als ,oxidativen burst‘ der neutrdgrihi Granulozyten. Die reaktiven
Sauerstoffprodukte kdnnen von den Zellen nach aufdsyegeben werden und dort
grolRere, nicht sofort phagozytierbare Partikel afidlen schadigen. Verschiedene Zellen
besitzen die Fahigkeit antioxidative Substanzen praduzieren, um die gebildeten
Radikale abzufangen. In der Lunge sind diese Zeltenallem dieAlveolarepithelzellen,
die Bronchialepithelzellen und Alveolarmakrophagef®1;58). Die wichtigsten
Antioxidantien sind die Catalase, die SOD und diet&hionperoxidase (97). Aufgrund
von einer unterschiedlichen Wasser- und Lipidlé#eit sind die endogenen
Antioxidantien fir bestimmte Kompartimente zust@nd{(Membran, Zytoplasma).
Zellulare Lasionen treten in der Regel dann aufprwes zu einem Ungleichgewicht
zwischen Schutzsystemen und dem ROS kommt.

In der Lunge konnte gezeigt werden, dass z. B.Amplikation von Bakterien oder
Endotoxin eine ausgepragte Bildung von ROS induzieird (69). Cantin et al.
beschrieben erstmals den Zusammenhang zwischeatioeidLungenbelastung und einer
Lungenparenchymschadigung. Sie erbrachten den Nashwlass bei idiopathischer
Lungenfibrose Entziindungszellen aus der Lunge vatielten vermehrt Oxidantien
produzierten (21). Kwapiszewska et al. zeigten inermhodell, dass Catalase in
Alveolarepithelzellen, Bronchialepithelzellen undvéolarmakrophagen exprimiert wird.
Sie belegten die Hypothese, dass wahrend der Hgpaxi Anstieg der Antioxidantien
(Catalase) sowie ein hoherer Anteil von ROS votliegd vermuten, dass hdhere Level an
ROS durch Catalase neutralisiert werden (57). Akaholi-Vecchioli et al. zeigten im
Tiermodell (Ratten), dass Catalase sich in den @&&repithelzellen befinden. Die
Catalase stellte einen hochspezifischen MarkeP&ipoxisomen dar (36). Nakanishi et al.
konnten nachweisen, dass die Catalase-AktivitdemLeber und in der Niere von Mausen
deutlich herunterreguliert wurde, nachdem sie eifag hypobarer Hypoxie ausgesetzt
wurden (73).
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Bei den immunhistochemischen Untersuchungen diggatie mit Catalase stimmten die
Ergebnisse aus den humanen Lungengeweben mit dé&enriEnissen aus dem
Tiermodellen, der experimentellen chronischen Hypaler Maus, Uberein. Die Catalase-
Immunreaktivitdt markierte hauptséchlich das Epitther Bronchien, das Endothel der
arteriellen Gefal3e, die Alveolarepithelzellen und Alveolarmakrophagen. Vor allem
zeigte sich in den Alveolarepithelzellen der UlP¥Bse-Lungen eine signifikant héhere
Proteinexpression der Catalase gegeniber dem Nwmefuad (Spender). Ebenfalls
gegenuber den COPD- und CTEPH-Lungen zeigte siatem Alveolarepithelzellen der

UIP-Fibrose-Lungen eine signifikant hhere Catalas@unreaktivitat.

Auch Coursin et al. (25) konnten eine Catalase-Ratik vor allem in den

Alveolarepithelzellen nachweisen. Eine weitere &tudon Clerici et al. zeigte, dass
Alveolarepithelzellen sehr gut Hypoxie tolerieremdutrotz langerer Hypoxie-Einwirkung
nicht zerstort werden. Sie sind in der Lage, ihte/smlogische Funktion weiterhin
auszuuben (23). Die verstarkte Immunreaktivitat@atalase in den Alveolarepithelzellen
kann daher eine protektive Rolle gegen das Vor#enreler Lungenfibrose spielen. Die
Catalase fungiert als Abwehrmechanismus gegen deahten intraparenchymatésen
ROS-Spiegel.

Fibrosen sind meist die Folge chronisch verlauferitigziindungen. Das morphologische
Bild wird von einer interstitiellen Faservermehrubgstimmt. Die Entzindung fuhrt zu
einer Aktivierung von PMN, Makrophagen, eosinophil&ranulozyten, Mastzellen,
Thrombozyten sowie epithelialen und endothelialeties. Es kommt zur Freisetzung von
Zytokinen wie Interleukin-1, Interleukin-6, Intedkin-8 und Wachstumsfaktoren wie
TNF-a, PDGF. Die Interleukine stammen vor allem aus Memozyten, Makrophagen,
Endothelzellen und den Fibroblasten selbst. Dieszlidoren wirken aktivierend und
chemotaktisch auf die Fibroblasten, welche danirihiozyten Kollagenfasern neu bilden.
Kida et al. zeigten erst in einer jingsten Studaess Interleukin-6 (IL-6) eine schitzende
Rolle auf die Alveolarepithelzellen ausibt. Sie meh an, dass IL-6 eine antioxidative
Funktion hat und damit die Alveolarepithelzellenr \ROS schitzt (55). Des Weiteren
zeigten auch Wu et al.,, dass der Keratinozyten-\&taamsfaktor die Lunge vor
oxidativem Stress schitzt, was teilweise durch eMerstarkung der DNA-

Reparaturmechanismen in den Alveolarepithelzeliklag werden kann (115).
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Diese Studie unterstutzt die Annahme, dass das oldwepithel aktiv am
Pathomechanismus des Fibrosierungsprozesses t@itnimd gibt Anlass zu weiteren

Untersuchungen.

Der oxidative Stress steht in Verbindung mit dethBlgie weiterer Lungenerkrankungen,
wie es z. B. auch bei der chronisch obstruktivendanerkrankung beobachtet wurde (54).
Dieser Effekt ist nach den o. g. Ergebnissen offenlinabhéngig von der Catalase-
Immunreaktivitat der Alveolarepithelzellen. Bei d&®PD-Lungen scheint vielmehr der
Catalase-Gehalt der Alveolarmakrophagen eine Rplle spielen. Wir beobachteten
signifikant erh6hte Catalase-Werte in den Alveokskrophagen bei den COPD-Lungen
gegeniber den anderen Erkrankungsgruppen (IPAHCO®PH). Die Stoffgemische, wie
z. B. der Tabakrauch sind eine bedeutende QuelldiélEntstehung von ROS. Donaldson
et al. zeigten, dass kleinste Partikel z. B. in &dmn, die tief eingeatmet werden kdnnen
und in der Lunge verbleiben, in der Lage sind, Radi zu bilden (30). Ein &hnlicher
Wirkungsmechanismus wurde fur die Asbestfasern gewlesen, welche allerdings in
unmittelbarem Zusammenhang mit der Lungenfibrogiest (83). Da die aktivierten
Alveolarmakrophagen ein Produktionsort von reaktiigauerstoffspezies sind, nehmen
wir an, dass sie eine Schlisselrolle in der Regulatvon Entzindungs- und
Reparaturmechanismen haben. Auch Henke et al. éondiese Erkenntnisse in ihrer

Studie nachweisen (47).

Im Rahmer der immunhistochemischen UntersuchungérCatalase-Antikorpern zeigte

sich bei den UIP-Fibrose- und COPD-Lungen im Enelotter arteriellen Gefal3e eine
signifikant hohere Proteinexpression von Catalaggegiber den Spendern. Diese
Resultate lassen darauf schlieRen, dass die Cadasarteriellen Gefal3endothelien nicht
Uber die Fibrogenese stimuliert wird, sondern diiesbei beiden Erkrankungen in der

Regel vorliegende ausgepragte Hypoxie eine Rolkdtsp

Die Hypoxie stort die Endothelfunktion durch Veranghg des Gefal3tonus, erhoht die
Permeabilitdt und fordert die Freisetzung von Zytek und Wachstumsfaktoren (98). In
der chronischen Hypertonie findet man ein Unglesstight zu Gunsten der
Vasokonstriktoren auf Grund der Hypoxie. Dies fuhreu  strukturellen
GefalRverdnderungen. Dabei spielen die Vasokorstektz. B. Angiotensin Il (AT II),
eine wichtige Rolle, da Hypoxie den AT ll-Level éht. Der grof3te Stimulus auf die

GefaRwande ist die mechanische Dehnung, woraufhin IIAentsteht. Es resultiert
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schlie8lich die Freisetzung von ROS, da sich wgghtvVorkommen von ROS in den
GefalRwanden befinden (48).

Nakazono et al. beobachteten im Tiermodell, daskypertensiven Ratten durch die Gabe
von Antioxidantien, welche ROS eliminieren, eingngiikante Blutdrucksenkung erzielt
werden konnte. Im Gegensatz dazu hatte die GabeAmtoxidantien bei normoxischen
Ratten keinen Einfluss auf die Blutdruckregulatiés.wird daher angenommen, dass ROS
zur Hypertonie beitragt (74). Hirata et al. zeigene Erhéhung von ROS bei Hypertonie
als Antwort auf eine Gefal3stimulation durch mecketme Dehnung der Gefal3e oder durch
AT Il. Eine erhohte Anzahl von Antioxidantien belatir moglicherweise eine
Unterdrickung von Komplikationen der Hypertonie)(48

Zusammenfassend bedeutet eine Erh6hung von ardiosed Substanzen (wie z. B. der
Catalase), dass in den hier untersuchten Erkramsigmagpen ein erhdhter oxidativer Stress
im Lungengewebe vorliegt. Es lasst sich daher veemudass die signifikant héhere
Proteinexpression von Catalase bei den UIP-Fibrosd- COPD-Lungen gegentber den
Spenderlungen hier Hypoxie-bedingt ist. Aul3erdengteesich eine erhthte Catalase-
Immunreaktivitdt in den Alveolarepithelzellen derlIPJFibrose-Lungen, was mit

Entztindungsreaktionen in den Fibroselungen zu renklit.

55 CD36-Immunreaktivitat

CD36, auch Glykoprotein IV genannt, ist eines dezéptor-Molekile, mit deren Hilfe

Makrophagen apoptotische Zellen erkennen und plysigoeen konnen (91). Uber den

CD36-Rezeptor werden apoptotische Zellen erkan@®), (&hnlich wie mittels des

Vitronectin-Rezeptors (92). Eines der wichtigstenlékile, das als ,molekulare Brticke*®

zwischen Makrophagen und apoptotischen Zellen fanidrt, ist das Glykoprotein TSP-1.

CD36 steht in Verbindung mit sehr verschiedenenk&onen des Organismus, wie
Zelladhasion und Zelldifferenzierung und auch mivedsen Erkrankungen (z. B.

Atherosklerose, Myokardinfarkt) (43). Es wurde asigot mit Prozessen wie

Opsonierungsrezeptorfunktion, Fettmetabolismus@ef#iineubildung (118). Das Protein
konnte auf vielen Zellen (z. B. Endothelzellen) hgewiesen werden und fungiert als
Rezeptor fur TSP-1 (27). TSP-1 scheint im Rahmeysiplogischer und pathologischer
Prozesse, die mit einer niedrigen Sauerstoff-Spagn@inhergehen, eine Rolle zu spielen
(80).
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Das CD36-Rezeptormolekil wurde in den immunhistogeehen Untersuchungen dieser
Arbeit nur in wenigen Zelltypen entdeckt. Erwartesggm&fR fanden wir in den
Spenderlungen eine CD36-Immunreaktivitdét in den eAlarmakrophagen und
Bronchialepithelien. Eine vorangegangene Studie Miamg et al. zeigten eine erhdhte
CD36 Proteinexpression als Antwort auf ein defeltssilinsignal in Makrophagen (63).
Huh et al. beschreiben, dass CD36 auf Monozytenmprmihozyten und bestimmten
mikrovaskuldren Endothelien exprimiert wird. Untarderem dient CD36 als Scavenger

Rezeptoren fir apoptotische neutrophile Zellen.(50)

In diesen immunhistochemischen Untersuchungen waten Alveolarmakrophagen der
Spenderlungen eine signifikant hohere CD36-Immukinagit als bei den COPD-Lungen

nachweisbar. Diese Regulation kénnte mit einer llokaringerten Immunfunktion der

Alveolarmakrophagen bei den COPD-Lungen erklartdeer Obwohl die Untersuchungen
von Pons et al. keine Unterschiede bezuglich der36Bxpression in den

Alveolarmakrophagen bei Patienten mit einer COP@egéber gesunden Kontrollgruppen
nachweisen konnten, zeigten sie eine geringe Esjoresvon Humanen Leukozyten
Antigenen (HLA) in den Alveolarmakrophagen bei Baten mit einer COPD. Pons et al.
vermuten daher eine eher lokal als systemisch ngerte Immunfunktion der

Alveolarmakrophagen bei den COPD-Lungen (82).

Diese Untersuchungen zeigten weiterhin in den Abmeakrophagen der UIP-Fibrose-
Lungen eine signifikant hohere CD36-Immunreaktivaés bei den COPD-Lungen. Wir
nehmen an, dass CD36 einen regulatorischen Effglddr Erkennung von apoptotischen
Zellen durch phagozytierende Makrophagen ausibthAYoshimi et al zeigten eine
hoéhere CD36-Immunreaktivitat in den Alveolarmakragén von Patienten mit einer DIP-
oder UIP-Fibrose. Sie vermuten, dass der oxida®tess und die Apoptose eine
bedeutende Rolle in der Pathophysiologie von ititesléen Lungenerkrankungen spielen
(119).

Febbraio et al. beschrieben auch, dass CD36 diedyhkgen-assoziierte Erkennung und
Phagozytose apoptotischer Zellen fordert (3fakrophagen-gebundenes CD36 fungiert
auch als Klasse B Scavenger Rezeptor fur oxidi¢xas Density-Lipoprotein (81). Fadok
et al. bewerteten die potentielle Rolle der ScagerRezeptoren fir die Anlockung von
Makrophagen. Sie fanden heraus, dass CD36 mit samiedlichen Rezeptoren
interagieren kann. Sie konnten aber nicht zeigass dliese Bindung zu einer Aufnahme

von apoptotischen Zellen fihrte (34). Die Apoptose eine Reaktion auf viele
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verschiedene Stimuli, zu denen der oxidative Stieskadigung durch Chemotherapeutika
und ionisierender Strahlung gehéren (19). Dieseumimstochemische Farbung zeigte die
Proteinexpression von CD36 in den Alveolarmakrogmagler untersuchten Gruppen.

Dabei war ein Unterschied bei den COPD-Lungen gégenden Spendern und den UIP-
Fibrose-Lungen nachweisbar. Mdglicherweise beessita toxische Einflisse die

Proteinexpression von CD36 bei den COPD-Lungen.

Weiterhin zeigten sich in den immunhistochemiscblerersuchungen dieser Arbeit eine
signifikant hohere CD36-Immunreaktivitdit im Epitheller Bronchien bei den

Spenderlungen gegentiber den UIP-Fibrose-Lungel@sEssich vermuten, dass CD36 im
Bronchialepithel physiologisch ist. Walsh et al.nkten zeigen, dass auch kleine
Bronchialepithelzellen in vitro die Fahigkeit begih, apoptotische Zellen zu erkennen und
aufzunehmen (111). Es wird vermutet, dass dadumh slibepitheliale Gewebe vor

potentiell gefahrlichen toxischen Substanzen deptgtischen Zellen geschutzt wird (93).

Die Lokalisation von CD36 in den glatten Gefalimimdéen, wie im Tiermodell in der
frihen Phase der Hyopxie-induzierten pulmonalen diygmie nachgewiesen werden
konnte, war im erkrankten humanen Lungengewebe oKische Erkrankungen/
Endstadien-Lunge) nicht zu bestatigen (57). Diesadi® zeigte in den pulmonalen

GefalRen und in den Alveolarepithelzellen keine CIB&gulation.

Es ist davon auszugehen, dass eine Reihe weitegee Gzw. Proteine am Hypoxie-
regulierten Gefallumbau beteiligt sind. Um detatkiee Kenntnisse dieser komplexen
regulatorischen Ablaufe zu erlangen, missen wélteehde Studien auf diesem Gebiet
etabliert werden.

5.6 HMGB-1-Immunreaktivitat

HMGB-1 wurde als ein chromosomales Protein bekammd spater als Zytokin neu
entdeckt (116). Das HMGB-1 Protein kann grundsétzlizwei unterschiedliche
Funktionen in der Zelle tbernehmen, weshalb mah a&oa einem ,Doppelleben” dieses
Proteins spricht (72). Zum einen hat es zellulanaekionen eines Transkriptionsfaktors,
zum anderen kann HMGB-1 extrazelluléar als LigandR&GE (,receptor for advanced
glycation end products”) binden (49). ExtrazelleHMGB-1 16st Entziindungsprozesse
aus, stimuliert die Zellbewegung glatter Muskekellnd hat bei Entwicklungsprozessen
im Gehirn eine wichtige Funktion beim Auswachsem Wdeuriten und Endothelien
(2;5;28;49;112). Intrazellular kann HMGB-1 sowoitl Zellkern wie auch im Zytoplasma
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neoplastischer wie auch nicht-neoplastischer humaakken vorkommen. Der Nachweis
von HMGB-1 im Zytoplasma ist ein spater Mediator fikute Lungenerkrankungen.
HMGB-1 agiert als proinflammatorisches Zytokin ueihéht wiederum den pulmonalen
Zytokinlevel, einschlie3lich TNF, ILffund MIP-2. Die Regulierung von HMGB-1 zeigte
Dysfunktionen der Epithelbarriere, Fieber und Géaaeerlust in Tierexperimenten
(2;117). Im Zellkern hat HMGB-1 funktionelle Bedang. HMGB-1 bindet an die DNA
und interagiert mit verschiedenen Transkriptionsfedn und reguliert die Transkription
(72). Fur zirkulierendes, exrazellulares HMGB-1tBho existieren in vivo zwei potentielle
Quellen. Einmal wird HMGB-1 von geschadigten undkro@schen Zellen (z. B.
Endothelzellen) freigegeben und zum anderem wirdoesaktivierten Makrophagen als
Antwort auf z. B. Sauerstoffmangel, Endotoxin ungtokine (TNFe) freigegeben
(2;112).

Aufgrund der madglicherweise pathophysiologisch rsdliedlichen Wertigkeit des
immunhistologischen  Nachweises einer erhdhten / mweterten HMGB-1
Immunreaktivitat im Zytoplasma und in den Zellkerneurde die Semiquantifizierung

dieses Proteins sowohl flr das Zytoplasma wie &ictie Zellkerne vorgenommen.

HMGB-1 wurde in der zytoplasmatischen Auswertungkpithel der Bronchien und in
den Alveolarmakrophagen sowohl in den Spenderlungerauch in den tbrigen Lungen
mit einer mittleren Proteinexpression gefunden.Alweolarepithel zeigte sich ebenfalls
eine mittlere Proteinexpression. Ein statistisgmigikanter Unterschied zeigte sich nur bei
den UIP-Fibrose-Lungen im Alveolarepithel gegeniden Spendern und den COPD-
Lungen. HMGB-1 spielt eine bedeutende Rolle bei z&Emdungen und deren
generalisierten Formen, wie z. B. der Sepsis. Dl@hge Expression von HMGB-1
wahrend einer Hypoxie werten Ueno et al. als Auddriner milden Hypoxie-induzierten
Entziindungsstimulation (108). Auch im Tiermodelt ¢hypoxie-induzierten pulmonalen
Hypertonie fanden sich ahnliche Regulationsvorgamige im Zusammenhang mit einer
Entziindungsreaktion gewertet wurden (57). Uenol.ehahmen an, dass HMGB-1 der
erste  Mediator einer inflammatorischen Antwort aufine Toxin-vermittelten
Lungenzellschadigung ist. Erhohte HMGB-1-Level simgdch im Plasma und im
Lungenepithel von Patienten mit einem ALI-Syndrgpac(te lung injury”) und ARDS
(,acute respiratory distress syndrom“) und in Méusait LPS-induzierten Sepsis
gefunden worden (108). Schlueter et al. deckten dafs extrazellulares HMGB-1 als
strenger Makrophagen-Aktivierungs-Faktor fungierenn es an den Rezeptor von AGE

(,advanced glycation end products®) bindet (94)gdehi et al. zeigten, dass eine Bindung
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von HMGB-1 und RAGE u. a. die MAP-Signalkaskadel@n Zelle aktivieren kann. Diese
Signalkaskaden spielen bei der Wachstumsregulier@syveglichkeit und invasivem
Wachstum von Zellen eine Rolle. In diesem Zusamraegltkonnten sie weiterhin zeigen,
dass eine Blockierung der Wechselwirkung von HMGBARtl RAGE das Wachstum, die
Beweglichkeit, lokales invasives Wachstum und diestddtasierung von Ratten-
Gliomzellen in erheblichem Mal3e einschrankt (105).

In keinen anderen zellularen Kompartimenten aldan Alveolarepithelzellen zeigte sich
in der Auswertung der zytoplasmatischen HMGB-1-Eagbeine signifikante Modulation
der Immunreaktivitat, so dass sich HMGB-1 unter timden als Indikator einer UIP-
Fibrose eignen konnte.

In der Auswertung der nucledren HMGB-1 Farbung wuid allen untersuchten
Zellkompartimenten der humanen Spenderlungen aengi@gend starke Proteinexpession
gefunden. Zwischen den Spendern und Erkrankungggrupeigten sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede. Daher nehmen wir assdiiese Resultate dem ubiquitaren
Vorkommen von HMGB-1 im Nukleus der meisten pulmenaZellen entspricht. Muller
et al. zeigten, dass die HMGB-1-Proteine sich j&svaus unterschiedlichen Domanen
zusammensetzten und ubiquitar vorkommen (72). im&tfonale Bedeutung von HMGB-
1 als Regulator der Transkription wurde durch deamdtyp von Hmgbl mit Knock-out
Mausen bestatigt. Die Mause starben kurz nach @bufs aufgrund einer Hypoglykamie
und zeigten einen Defekt in der transkriptionalendBung des Glykokortikoid-Rezeptors
(20).

Zusammenfassend zeigte sich, dass das HMGB-1 Rroteider Pathogenese der
verschiedenen Lungenerkrankungen eine grofRe Beuguiesitzt. In der Lunge zeigte
sich eine konstitutive nukledre Expression von HMGBIn den in dieser Studie
untersuchten Lungen-Kompartimenten. Dem gegenlbeduziert die erhdhte
zytoplasmatische HMGB-1-Immunreaktivitdt eine offan bei der UIP-Fibrose
auftretende  Proteinanreicherung, deren funktionel®edeutung noch weiter

erklarungsbedurftig ist.

5.7 FHL-1-Immunreaktivitat

Four and aHalf LIM Domain Proteine (auch SLIM1 genannt) ist eintergs Protein, das

maoglicherweise eine bedeutende Rolle im Hypoxiaiggdn GefalRumbau spielt.
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Zunachst war bekannt, dass FHL-1 in Herzmuskelzell@/olumenbelastung,

Druckbelastung) und Skelettmuskelzellen (Trainingdell) wahrend der Entwicklung

einer Hypertrophie verstarkt exprimiert wird (82usatzlich bewirkt die Uberexpression
von FHL-1 eine Myozytenelongation und Myoblastegiraiion im Skelettmuskel.

McGrath et al. nahmen an, dass SLIM1 in der frihdPhase der

Skelettmuskeldifferenzierung eine Rolle spielt uiider einen alpha5-betal-Integrin
vermittelten Signalweg aktiviert wird (66). Lim at. konnten zeigen, dass FHL-1 auf
MRNA-Ebene bei der Mehrzahl der untersuchten Mydarben von Patienten mit einer
hypertrophen Kardiomyopathie im Vergleich zu Myakaron einem Spenderherz und
zweier ,Normalherzen® hochreguliert war. Die Fuoktivon FHL-1 bei HCM war ihnen

nicht bekannt (64). Das haufigste Merkmal des Luggél3umbaus ist die Verdickung
der GefalRmuskulatur. Unter diesen Aspekten bewagiaisst FHL-1 gut in die Gruppe der
Hypoxie-regulierten Proteine hinein.

Im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass FHL-Idé&n Lunge am Hypoxie-bedingten
GefalRumbau beteiligt ist. Kwapiszewska et al. aeighittels mRNA-Untersuchungen und
Untersuchungen auf Proteinebene eine Gefallmusksedifische FHL-1-Expression in
intrapulmonalen Arterien von Méauselungen (57). ém @efallmuskulatur waren die Gen-
bzw. Proteinexpressionen bei Hypoxie-induzierterud#ungen starker exprimiert als bei
Normoxie. In den Bronchien zeigte sich im Mausmbahe konstitutive Expression

innerhalb des Bronchialepithels.

Auch in der vorliegenden Studie zeigte das Epitdel Bronchien im humanen
Lungengewebe sowohl bei den Erkrankungsgruppen und Normalbefund
(Spenderlunge) eine mittlere Proteinexpression Mdh-1. Zwischen den Spendern und
Erkrankungsgruppen waren keine Unterschiede nashaei so dass zumindest vorerst
auch im humanen Bronchialepithel von einer konttém Expression ausgegangen
werden kann. Bisher sind noch keine weiteren Stulligkannt, die eine Regulation von
FHL-1 im Epithel der Bronchien beschreibt.

FHL-1 zeigte in dieser immunhistochemischen Untelisng im arteriellen Endothel bei
den COPD- und CTEPH-Lungen eine erhdhte Immunnagkti mit einem statistisch
signifikanten Unterschied jeweils gegenitber desrgiten Endothelien der Spender. Es
lasst sich vermuten, dass das FHL-1-Protein im Xkigoben Lungengewebe
maoglicherweise eine Hypertrophie in der GefalRmuetkulinduziert. Ob dies ein frihes

oder spates Ergebnis wahrend des vaskularen ,rdlimggdé ist, kann aus dem humanen
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Untersuchungsgut bislang noch nicht geklart werden. Tiermodell der Hypoxie-
induzierten pulmonalen Hypertonie kam es jedenfaliseits zur Hochregulation auf

Proteinebene.

Auch in den Alveolarepithelien der humanen UIP-b#&-Lungen konnte eine
differenzielle Immunreaktivitat fur FHL-1 beobacht@erden. Bisher sind noch keine
weiteren Studien bekannt, die eine Regulation vbib-E in den Alveolarepithelzellen

beschreiben. Moglicherweise eignet sich auch FHilslindikator einer UIP-Fibrose.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden immunhistologischUntersuchungen an
Lungengewebe explantierter humaner Lungen durchgefiund zelltypspezifische
Kompartimente ausgewertet. Insgesamt wurde Lungegige von 8 Patienten mit IPAH,
11 Patienten mit CTEPH, 15 Patienten mit UIP-Fibrasnd 21 COPD-Patienten
untersucht. Als Kontrolle diente nicht-transplartee Lungengewebe von 15

Lungenspendern.

Funf Proteine (Vimentin, Catalase, CD36, HMGB-1, LFH wurden untersucht. Von
besonderem Interesse waren der Nachweis und diéysender Verteilungsmuster der
oben genannten Proteine. Die Resultate wurden mitriBlen aus tierexperimentellen

Erkrankungsmodellen verglichen.

Vimentin der GefalBmuskulatur war ausschliel3lich #den COPD-Lungen vermindert
immunhistologisch nachweisbar. Eine erhohte Immaktreitat fur Catalase im arteriellen
Endothel der UIP-Fibrose-Lungen und COPD-Lungerstlamter Berticksichtigung der
tierexperimentellen Daten und der Literatur eingpbie-bedingte Regulation vermuten.
Die FHL-1-Proteinexpression im arteriellen Endotkdelr COPD-Lungen und CTEPH-
Lungen indiziert die Hypertrophie/ Hyperplasie deefalmuskulatur. Von besonderem
Interesse ist jeweils eine erhdhte Immunreaktidgit Proteine Catalase, HMGB-1zyt und
FHL-1 in den Alveolarepithelzellen der UIP-Fibrosengen. Sie lasst einen Bezug zu
dem topographisch sehr nahe gelegenen alvolarersiitien vermuten, das schon frih in
den Pathomechanismus einbezogen ist. Die Expregsioatalase und von CD36 in den
Alveolarmakrophagen war bei COPD-Lungen modifiziert liel3 auf Zusammenhénge an

Immunfunktion und an Reparaturmechanismen schliel3en

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie korrelieitervielen Zellkompartimenten mit
tierexperimentellen Befunden bei chronischer HypoKiiese Studie gibt Hinweise darauf,
welche unterschiedlichen pathophysiologischen Rsezalen verschiederen chronischen
Lungenerkrankungen zu Grunde liegen und erlaube ifwnktionelle wie auch
diagnostische Visualisierung. Auf diesen Grundlageriissen nun weiterfihrende
Untersuchungen zur weiteren Entschlisselung deeiligen Pathomechanismen und

Regulationen folgen.
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6.1 Abstract

The aim of the study is the analysis of hypoxiaetefent gene products in the human
lung. Therefore human lung tissue specimens frotemts with IPAH (n = 8), CTEPH (n
= 11), UIP-fibrosis (n = 15), COPD (n = 21) and lufg specimens from healthy organ
donors were investigated on the protein level. Gtmpartment-specific distribution of 5
different proteins (Vimentin, Catalase, CD36, HMGBand FHL-1) was examined. These
results were compared with pre-existent findingsmfranimal tests with similar study

designs.

Signifiant differences of semi-quantitatively evatied protein expression levels were
found in specific compartments for the following lexules:

Vimentin was downregulated at the protein levelyanl vascular smooth muscle cells of
COPD lungs. Increased levels of catalase immunbvégcwere observed in arterial
endothelium of UIP-fibrosis and COPD lungs. FHI-totpin expression in arterial
endothelium of COPD and CTEPH lungs were associatgth hypertrophia and
hyperplasia of media smooth muscle cells. Catalasi,-1 and HMGB-1 proteins were
found to be upregulated in alveolar epithelium ofPUfibrosis lungs. In many
compartments analysed no changes of protein expregsscured. Expression of CD 36 in
alveolar macrophages was modified in COPD lungsoaspared to healthy donor lungs
and UIP lungs. Furthermore expression of Catalasdvieolar macrophages was modified
in COPD lungs as compared to CTEPH lungs and IRAigs.

Correlations between hypoxia induced pathohistollgthanges in animal lung specimen
and human lung specimen could be found in diffecefitcompartments.

This study gives a deeper insight in the basic gqutlisiological process of chronic
hypoxic vascular and interstitial lung disease gmavides their functional and

diagnostically visualization.

Based on these findings, further studies concermiggulatory pathomechanisms of

chronic lung disease should be established.
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8 Anhang

8.1  FI-Score-Einteilung

c) APAAP, ICH: FI-Score 1.5-2.0 d) APAAP, IHC: FI-Score 2.5-3.0

Abb. 38 Farbeintensitats-Score (FI-Score) in  Anlehnung an Kl6pper, Bernd.
Inauguraldissertation, Fachbereich Veterindrmedaén JLU GieRen 1998
(56).
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