Untersuchungen zu neuen, am vaskularen Umbau von
idiopathischer und sekundarer pulmonal-arterieller
Hypertonie beteiligten Genen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitat Giel3en

vorgelegt von Trosser, Roger

aus Bangkok

Gielten, 2010



Aus dem Institut fur Pathologie
der Universitatsklinikum Giefl3en und
Marburg GmbH, Standort Giel3en

komissarischer Leiter: Prof. Dr. Moll

Gutachter: Prof. Dr. Fink

Gutachter: Prof. Dr. Noll

Tag der Disputation: 22.02.2011



Meiner Familie gewidmet



Abklrzungsverzeichnis

Abklirzungsverzeichnis

°C

(28]

Ml
Aquadest.
ATP
BDNF
BMP(R)
bp

bzw.
CD
cDNA
COPD
CT

DNA
EC
ECM
et al.
FEV;
FHL-1
FP

GOLD

HCM
HIF
HPRT
HPV
hu
HzV

IPAH
kDa
LIM

MAPK

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

destilliertes Wasser

Adenosintriphosphat

brain derived neurotrophic factor

bone morphogenetic protein (receptor)
Basenpaare

beziehungsweise

Cluster of differentiation

komplementare Desoxyribonukleinsaure
chronisch obstruktive Lungenerkrankung
Threshold Cycle (Maf fur die initiale Kopienzahl einer RNA)
Tage

Desoxyribonukleinsaure

Endothelzellen

Extrazellularmatrix

und andere

forciertes expiratorisches 1-Sekundenvolumen
Four and a half LIM domain 1
Vorwarts-Primer

Gramm oder Beschleunigung (1g = 9.81m/s?)
Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
Stunde(n) (hour)

Hypoxie

hypertrophische Kardiomyopathie
Hypoxie-induzierbarer Faktor
hypoxantin-guanin-phosphoriboysltransferase
hypoxisch-pulmonale Vasokonstriktion

human

Herzzeitvolumen

Immunfluoreszenz

idiopathische pulmonal arterielle Hypertonie
Kilo Dalton

Lin11, Isl-1 & Mec-3 (Zinkfingerstruktur)
molare Masse

mitogen-activated protein kinases



Abklrzungsverzeichnis

mg
min

ml
mPAP
MmRNA

nm
NO
PASMC
PBGD
PCO,
PCR
PDGF
PH
PNS
POZ
RAGE
rcf
RNA
ROS
RP
rom
sek
SEM
SERT
siRNA
SMC
S.0.
TBE
TGF-B
Tris
TrkB
TSP-1

u.a.
VEGF
VSMC
WB
ZNS

Milligramm

Minute(n)

Milliliter

mittlerer pulmonal-arterieller Druck
messenger-RNA (Boten-RNA)
Normoxie

Nanometer

Stickstoffmonoxid
pulmonal-arterielle glatte Muskelzellen
porphobilinogen desaminase
Kohlendioxid-Partialdruck
Polymerase Kettenreaktion
platelet-derived growth factor
pulmonale Hypertonie

peripheres Nervensystem
Sauerstoff-Partialdruck

receptor for advanced glycation
relative Zentrifugalkraft
Ribonukleinsauren

reactive oxygen species
Ruckwarts-Primer

Umdrehungen pro Minute
Sekunde(n)

Standardfehler des Mittelwertes
Serotonintransporter

small interfering ribonucleic acid
glatte Muskelzelle (smooth muscle cell)
siehe oben

Tris-Borsaure-EDTA

transforming growth factor-beta
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Tyrosinrezeptorkinase B
Thrombospondin-1

Einheit(en), (unit)

unter anderem

vascular endothelial growth factor
vaskulare glatte Muskelzellen
Western Blot

zentrales Nervensystem



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

AbKUrzungsverzeiChnis ... e e |
Inhaltsverzeichnis..........oo e e i
1 EinleituNg...... e 1
1.1 Pulmonale Hypertonie........cccccoiimimiiiimimciiirrmsss s sr s s ennas 1
1.1.1  Einteilung und Klassifikation .................cccciiiiiii e, 1
1.1.2  PathOphySIOlOGI€ .........euiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 2
1.1.3  Morphologische Veranderungen.............ccoevvveuiiiiiieeeeeeeceiiiee e 3
114 DIE IPAH .t e e e e e e a e e e e e e e 4
1.2 Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie...........ccccrmmmnccciiiiiirrreennnnn. 6
1.2.1  SAUEISTOf ... 6

1.2.2 Die Wirkung von Hypoxie auf den Gesamtorganismus und das
LUNGENGEWEDE ... 7
1.2.3 Hypoxie-bedingter GefalBumbau...............ccoovviiiii i, 8
1.2.4 Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) als Beispiel einer
sekundaren Hypoxie-induzierten PH ... 10
1.3 Hypoxie-assoziierte Gen- und Protein-veranderungen...................... 12
I T O U oY= o) To! 12
1.3.2  FHL-T oot e e e e e e e e e e a e e e e e e 13
1.3.3  ST00 A oo a e e e e e e e e 14
1.3.4  BDNF L a e e e e e e e e e 15
1.3.5  THKB oo a e e e 16
1,308 TOP-T et e e e e e e e e aaaaeeaaaa 16
LI N A O I 1 PSSP 17
1.4 Fragestellung ......ccccoriiiiiiiiiiiii 19
2 Material und Methoden ... 20
P20 TR | = =1 g = = o TP 20
211 Instrumente UNd GEerate............ouuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeanees 20
2.1.2 Chemikalien, Inkubationsmedien, Sera und Enzyme............ccc...o....... 21
2.1.3 Kommerzielle Assays und Detektionsagenzien ...............cccccvveeeneennn. 22



Inhaltsverzeichnis

2,14 ANBKOIPE ...ttt eeeeaaees 22
2.1.5 PCR-REAGENZIEN .....ccooeeiiiiii e 24
2.1.6 Software und Datenbanken ............cooviiiiiiiiiiiii e 25

2.2 Untersuchungen am Lungengewebe und an der Zellkultur

(Prima@rKultur) ..o 25
2.21  Experimentelle Planung............oouuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieieeeeeeeeeeeeenennees 25
2.2.2  LungenhomOgeNat .........ovuiiiiii i 26
2.2.3 Isolation und Kultur der pulmonal-arteriellen glatten Muskelzellen
(PASMC) und Fibroblasten der Adventitia ............cccccooviiiiiiiiiinnennnnn, 27
2.24  HypoXieStmulation ................oeueieiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 28
2.3 Real-time PCR... . 29
2.3.1  RNA-Isolation aus Lungenhomogenat und Primarkultur ..................... 29
2.3.2 RNA-Konzentrationsbestimmung...........ccccoorviiiiiiiiiiieiieeee e 29
2.3.3 Reverse Transkription der RNA (cDNA Synthese)............covvvveeenen. 29
2.3.4 Quantitative real-time-PCR...............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeees 30
2.3.5 Schmelzkurvenanalyse und Agarose-Gelelektrophorese..................... 33
2.3.6  Primer Sequenzen und Lange des Amplifikates ............cccccevvvveenne. 34
2.4 Indirekte Imnmunfluoreszenz der Zellkultur............cccimmmmmeiiciiiiiininnnes 35
241  FArbeteChniK.........cooiiiii e 35
2.4.2 Auswertung am Immunfluoreszenz-MikrosSkop .............cccceeevvivuceeneenn.. 36
2.5 Western Blot Analyse........ccooimeiiiimmeciiiirresr s 36
2.5.1 Messung der Proteinkonzentration und Aufbereitung der Proteine ...... 36
2.5.2 SDS-Page Elektrophorese...........coovvvuiiiiieiiiiiiiiiee e 37
2.5.3 Transfer der Gele auf PVDF-Membranen (Blotting) ..........ccccccoeiiininee. 37
254  Immundetektion...... ..o 37
255 Membranstripping.......ooouuiiiiii i 38
2.5.6 Bestimmung der Bandenintesitaten mittels Densitometrie.................... 38
2.6 Statistische Auswertung........ccccceeeeciiiiiiiiinrree s eeees 38
3 Ergebnisse...... i s e 39
0 O o | e 39
3.1.1  RNA-Expression im Lungenhomogenat.............ccccoeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeee 39
3.1.2 Proteinexpression im Lungenhomogenat...........cccccceeeiiiiiiiiiiiiiceee e, 39
3.1.3 Differentielle RNA-Expression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation................cccccciiiiiiiinnnnnne 40



Inhaltsverzeichnis

3.1.4 Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation..................cccoevviieenne. 41
3.1.5 Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter Normoxie und
nach 24h Hypoxiestimulation.............ccoooooooiiiii e 43
B 7 10 46
3.2.1  RNA-Expression im Lungenhomogenat.............ccccoeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeee 46
3.2.2 Proteinexpression im Lungenhomogenat..............ccccooeiiiii, 46
3.2.3 Differentielle RNA-Expression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation..................cccooevviieeenne. 47
3.2.4  Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation..................cccooevvieeene. 48
3.2.5 Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter Normoxie und
nach 24h Hypoxiestimulation .............ccooooooii e 50
B T = 1 0 | 51
3.3.1  RNA-Expression im Lungenhomogenat.............ccccccceeiiiiiniiiiiiiiceneeeee, 51
3.3.2 Proteinexpression im Lungenhomogenat..............ccccoeiiiiiiii, 51
3.3.3 Differentielle RNA-Expression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation..................ccooevvieeeene. 52
3.3.4 Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation...............ccccccciiiiiiiiinnnnnne 53
3.3.5 Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter Normoxie und
nach 24h Hypoxiestimulation..............cccccceeiiii i, 53
B S ¢ (4= 55
3.4.1  RNA-Expression im Lungenhomogenat.............cccccceeeiiiiiiiiiiiiiceneeene, 55
3.4.2 Proteinexpression im Lungenhomogenat..............ccccooeiiiiii. 55
3.4.3 Differentielle RNA-Expression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation..................ccooeviieenne. 56
3.4.4 Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation................cccccciiiiiiiiinnnnne 57
3.4.5 Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter Normoxie und
nach 24h Hypoxiestimulation.............ccccccceeiiii i, 59
B T 11 = 60
3.5.1  RNA-Expression im Lungenhomogenat.............ccccccceeiiiiiiiiiiiiiceneeennn, 60
3.5.2 Proteinexpression im Lungenhomogenat...........cccccceeeiiiiiiiiiiiiiiceee e, 61
3.5.3 Differentielle RNA-Expression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation..................ccoeevviiieeene. 61
3.5.4 Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation................cccccciiiiiiiiinnnnne 62
3.5.5 Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter Normoxie und
nach 24h Hypoxiestimulation.............ccccccceeoiii i, 64



Inhaltsverzeichnis

B T 0 1 65
3.6.1  RNA-Expression im Lungenhomogenat.............cccccceeeiiiiiiiiiiiiicine e, 65
3.6.2 Proteinexpression im Lungenhomogenat..............ccccooeiiiii. 65
3.6.3 Differentielle RNA-Expression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation..................cccooeviieeene. 65
3.6.4 Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation................cccccciiiiiiiiinnnnnne 66
3.6.5 Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter Normoxie und
nach 24h Hypoxiestimulation.............ccccccceeiiii i, 67
7 SN B 1= == T o 69
4.1 EiNfURIUNQG..c e r s n e 69
4.2 Technische Aspekte..........cimcriiii s 72
4.2.1 Lungenhomogenat und Zellkultur ..o 72
4.2.2 Vergleichbarkeit von Subpopulationen in PASMC und Fibroblasten....73
4.2.3 Messfehler im Zusammenhang mit den Patientenproben.................... 74
4.3 Differentielle Expression auf Gen- und Proteinebene........................ 75
0 R T o o | e SRR SSPRUPRRERR 75
4.3.2  STO0 A .o e e e e e e e e e e e 78
4.3.3 BDNF UNA TIKB .....ooeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeaeesaessnesesnsnsnssessnnnnnnnes 82
4.3.4 TSP-1UNA CD36 .....ceeeeiieeiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeieeeeeeeeeeeessessnssessssssnnnssnnnnnnnes 86
4.4 Schlussfolgerungen und AusblicK..........ccooiiiiiiiniiiiniiininni, 91
5 Zusammenfassung........cccccciiimieiiiiinii e e 92
TR ¥ 1 1] ¢ = T Y 94
7 Literaturverzeichnis ... 96
8 Publikationen............ccoccimiiin— 116
9 Patientendatentabelle ..., 117
10 Eidesstattliche Erklarung .........ceeeeciiiimmieeciiniire s resemssnneenes 119

VI



Inhaltsverzeichnis

11 DanKSagUNQ.....c.ccoiimuiiiimeiiirneisirresssrssss s s s ssnssssssmssssssnssssnnnnns 120

VI



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pulmonale Hypertonie

Die pulmonale Hypertonie (PH) stellt ein Symptom dar, welches idiopathisch oder als
Folge verschiedener Krankheiten auftreten kann. Sie kann in verschiedene Formen
eingeteilt werden.

111 Einteilung und Klassifikation

Nach der Klassifikation des Weltkongresses fur pulmonale Hypertonie in Venedig
2003 gilt heute folgende Einteilung in 5 Kategorien (http://www.kup.at/kardiologie) [1]:

1. Pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH):

- ldiopathische (IPAH) und familiare PAH (FPAH) [frGher primare pulmonale
Hypertonie (PPH)]

- Assoziierte pulmonal-arterielle Hypertonie (APAH) bei: Bindegewebserkrankung,
angeborene systemisch-pulmonalen Shunts (u. a. Herzfehler), portale Hypertension,
HIV-Infektion, Medikamente und Giftstoffe, andere Erkrankungen (der Schilddruse,
Glykogenspeicherkrankheit, Morbus Gaucher, Splenektomie usw.), pulmonal-
arterielle Hypertonie mit relevanter vendser oder kapillarer Beteiligung, pulmonale
veno-okklusive Erkrankung (PVOD), pulmonale kapillare Hamangiomatosis (PCH),
persistierende pulmonal-arterielle Hypertonie des Neugeborenen (PPHN)

2. Pulmonale Hypertonie bei Erkrankungen des linken Herzens:
Erkrankung des linken Vorhofs oder Ventrikels, Mitral- oder Aortenklappenfehler

3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankung und/oder Hypoxie:

Chronisch obstruktive Lungenerkranung (COPD), Interstitielle Lungenerkrankung,
Schlafapnoe-Syndrom, Alveolarer Hypoventilation, Chronische Hohenkrankheit,
Anlagebedingte Fehlbildungen

4. Pulmonale Hypertonie aufgrund chronischer Thrombembolien (CTEPH):
Thrombembolischer Verschluss proximaler Lungenarterien, Thrombembolischer
Verschluss distaler Lungenarterien, Nicht-thrombotische Lungenembolien (Tumor,
Parasiten, Fremdkorper)

5. Sonstige:
Sarkoidose, Histiozytose X, Lymphangiomatosis usw.


http://www.kup.at/kardiologie
http://de.wikipedia.org/wiki/HIV
http://de.wikipedia.org/wiki/Schilddr%C3%BCse
http://de.wikipedia.org/wiki/Glykogenspeicherkrankheit
http://de.wikipedia.org/wiki/Morbus_Gaucher
http://de.wikipedia.org/wiki/Splenektomie
http://de.wikipedia.org/wiki/Herz
http://de.wikipedia.org/wiki/Herz#R.C3.A4ume_und_Gef.C3.A4.C3.9Fe
http://de.wikipedia.org/wiki/Herz#R.C3.A4ume_und_Gef.C3.A4.C3.9Fe
http://de.wikipedia.org/wiki/Lungenembolie
http://de.wikipedia.org/wiki/Lungenembolie
http://de.wikipedia.org/wiki/Sarkoidose
http://de.wikipedia.org/wiki/Histiozytose_X
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Eine alternative Unterteilung der sekundaren PH kann anhand der Atiologie und
Pathogenese erfolgen (Tabelle 1). Allen Formen gemeinsam ist ein pulmonaler
Widerstandshochdruck.

Tabelle 1: Atiologie und Pathogenese der sekundiren PH [2]

Hypertonieform Atiologie Pathogenese

Vasorestriktive PH Lungenfibrosen, Lungentuberkulose, Morbus  Zerstérung des Lungenparenchyms
Boeck, Pneumokoniosen und eingefasster Gefalle

Vasoobstruktive PH kongenitale Lungenarterienstenose, Verminderung des

rezidivierende Lungenembolien, Panarteriitis ~ LungengefalRquerschnittes

nodosa

Vasokonstriktive PH COPD, Chronische Hohenexposition Verminderung des alveolaren
Sauerstoffpartialdruckes —

Vasokonstriktion

11.2 Pathophysiologie

Physiologisch wird der Druck im Lungenkreislauf auf 16-20mmHg begrenzt. Dieses
wird durch einen Autoregulationsmechanismus des Korpers bewerkstelligt. Als
pulmonale Hypertonie, also einer Hypertonie des Lungenkreislaufes, versteht man
eine Erhohung des mittleren pulmonal-arteriellen Drucks auf mehr als 25mmHg in
Ruhe oder 30mmHg unter Belastung. Ein Anstieg des pulmonal-vaskularen
Widerstandes fuhrt durch Abnahme des Herzzeitvolumens (HZV) zu einem
konsekutiven Druckanstieg. Dies fuhrt zu einem LungengefaRumbau (Remodelling).
Druckanstieg, Remodelling und Abnahme des HZV bilden einen Circulus vitiosus.
Eine Konsequenz daraus ist die Ausbildung einer Rechtsherzhypertrophie bzw. eines
Cor pulmonale [3]. Das Ansprechen der Pulmonalgefale auf vasodilatierende
Substanzen ist unterschiedlich gut und bei strukturellen GefalRveranderungen meist
eingeschrankt. Bedeutsam fur den pulmonal-arteriellen Druck ist das Gleichgewicht
vasodilatativer Mediatoren und Vasokonstriktoren, das unter pathophysiologischen
Bedingungen nicht mehr gegeben ist (Abbildung 1). Klinische Daten von Patienten
mit chronisch-pulmonaler Hypertonie zeigen ein Ungleichgewicht zu Gunsten
vasokonstriktorischer Mediatoren [4]. Moleklle, die eine entscheidende Rolle spielen,
sind Thromboxan A2, Endothelin-1, Angiotensin-2 (Vasokonstriktoren), Prostacyclin
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und Stickstoffmonoxid (Vasodilatoren). Ursachen fur dieses Ungleichgewicht kdnnen
z.B. eine Mutation im BMPR2-Gen oder auch eine hypoxische Vasokonstriktion sein.
Aktuelle Therapiekonzepte versuchen dieses Ungleichgewicht zu reduzieren. Ziel ist
es, die Vasokonstriktion zu vermindern, den Gefallumbau zu reduzieren und
Thrombosen vorzubeugen [5, 6]. Medikamente wie Sildenafil (Phosphodiesterase-5-
Hemmer), NO oder llomedin® (Prostacyklin-Analogon) wirken diesem Prozess
entgegen. NO und llomedin® haben einen ausgepragten vasodilatierenden Effekt.
Sildenafil und llomedin® vermindern die Muskularisierung der Media. Sildenafil
konnte zusatzlich die Hypertrophie des rechten Ventrikels reduzieren [7].

NORMAL HYPERTENSION
Vasokonstriktoren Vasodilatatoren Vasokonstriktoren Vasodilatoren
Thromboxan A2 Prostazyklin Thromboxan A2 Prostazyklin
Endothelin-1 Stickstoffmonoxid Endothelin-1 Stickstoffmonoxid
Angiotensin Il ANP -‘Angiotensin Il ANP
5-Hydroxtryptamin Adrenomedullin 5-Hydroxytrytamin Adrenomedullin
Niedriger Ruhetonus Vasokonstriktion &
Gefalumbau

Abbildung 1: Gleichgewicht und Ungleichgewicht vasoaktiver Substanzen beeinflussen den
pulmonalen GefdRtonus und -umbau. (entnommen aus [8])

113 Morphologische Veranderungen

Alle Formen der pulmonal-arteriellen Hypertonie weisen ein morphologisches
Korrelat auf. Der chronisch erhdohte pulmonal-arterielle Druck fuhrt zu
Umbauprozessen an den Lungengefalien (Remodelling), der sogenannten pulmonal-
hypertensiven Vaskulopathie. Diese zeigt sich bei den elastischen Lungenarterien
spater als bei den muskularen Lungenarterien [2]. In diesen Umbauprozessen
verandern sich die Struktur und Funktion aller am Aufbau des Gefalles beteiligten
Zellen: Endothelzellen (EC), glatte Muskelzellen (SMC) und Fibroblasten. Glatte
Muskelzellen der Tunica media zeigen eine Hypertrophie und/oder Hyperplasie, was
zu einer Verdickung der Tunica media fuhrt. Wahrend der Entwicklung einer
chronischen PAH kommt es zu Intimaproliferation und einem Umbau in der
Adventitia  (Uber Proliferation der Fibroblasten und Anlagerung von
Extrazellularmatrix). Die Erhohung des pulmonal-arteriellen Druckes vollzieht sich
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nicht nur Uber eine Verdickung der Media, sondern auch Uber eine partielle
Muskularisation der Adventitia Uber eine Differenzierung der Fibroblasten [9, 10]. Bei
hohen Dricken entstehen plexiforme Lasionen, die aus konvolutartigen
Endothelzellproliferaten bestehen [11]. Bei der Bildung einer Neointima kommt es zur
Differenzierung von vaskularen glatten Muskelzellen (VSMC) der Media in einen
proliferativen Phanotyp, gefolgt von einer Emigration und Proliferation in die Intima
der Gefallwand [12]. Des Weiteren kommt es zu einer Verdickung der Lamina
elastica [13], und die EC neigen zur Bildung einer prokoagulatorischen Zelloberflache
[14]. Da die neointimalen Zellen gemeinsame ultrastrukturelle Merkmale mit
Myofibroblasten bzw. differenzierten glattmuskularen Zellen aufweisen, ist ein
Ursprung von den SMC der Media anzunehmen [13, 15, 16]. Die
histomorphologischen Veranderungen werden mit der Klassifikation nach Heath und
Edwards beschrieben (Tabelle 2). Ob die Grade 5 und 6 nach Heath und Edwards
als Steigerung des Schweregrades der PH angesehen werden koénnen, wird
kontrovers diskutiert.

Tabelle 2: Klassifikation der pulmonal-hypertensiven Vaskulopathie nach Heath und Edwards

Grad Histomorphologische Veranderungen

1 Muskularisierung von pulmonalen Arteriolen und Mediahypertrophie muskularisierter Arterien

2 Migration von SMC in die Intima =» konzentrische Intimaproliferation

3 Transformation intimaler Myofibroblasten =» konzentrisch laminare Intimafibrose

4 Auftreten plexiformer Lasionen

(5) Angiomatdse Lasionen und Rupturen dilatierter Gefale =» Hamorrhagien, exsudative Lasionen
(6) Fibrinoide Degeneration und nekrotisierende Arteriitis

1.1.4 Die IPAH

Die Diagnose der idiopathischen pulmonal-arteriellen Hypertonie (IPAH) gilt als
AusschluRdiagnose, wenn keine andere Atiologie fiir eine PH nachgewiesen werden
kann. 1981 wurde in den USA am National Institute of Health ein Register zur
prospektiven Erfassung von IPAH-Fallen eingerichtet. Aufgrund dieses Registers
wird die Inzidenz der IPAH auf 1-2 Falle pro eine Millionen Einwohner geschatzt. Der
Krankheitsbeginn liegt zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, Frauen sind doppelt so
haufig betroffen wie Manner. Zu den initialen Symptomen gehort Luftnot und
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Mudigkeit, gefolgt von verminderter Belastbarkeit und Synkopen. Zum Zeitpunkt der
Diagnose kann meist ein mPAP von Uber 50mmHg gemessen werden. Unbehandelt
fuhrt die IPAH innerhalb von durchschnittlich 2,8 Jahren nach Erstmanifestation zum
Tode [17].

Histomorphologisch ist die IPAH durch eine Obliteration der kleinen Pulmonalarterien
in Verbindung mit plexiformen Lasionen, medialer Hypertrophie, Intimafibrose und
thrombotischen Lasionen charakterisiert [18]. So zeigen histologische Schnitte aus
IPAH-Lungen Gefaldveranderungen korrespondierend zu einem Grad 4 nach Heath
und Edwards.

Molekularbiologie der IPAH:

1997 haben zwei unabhangig forschende Gruppen ein Gen identifiziert, welches in
die Pathogenese der IPAH involviert ist. Es handelt sich um das ,Bone
Morphogenetic Protein Receptor 2“ (BMPR2)-Gen, welches zur ,Transforming
Growth Factor” (TGF)-B-Rezeptor-Superfamilie gerechnet wird. TGF-f und seine
Mediatoren spielen in Entwicklungs- und Wachstums-Kontroll-Prozessen eine
wesentliche Rolle [19]. Mutationen im BMPR2-Gen treten in 55% der familaren PAH
und in 25% der sporadischen PAH auf [20, 21]. Die ,Bone Morphogenetic Proteins®
(BMP) vermitteln ihre Signale Uber zwei Typen von Serin-/Threoninkinase-
Rezeptoren, den Typ I- und den Typ lI-Rezeptor. Nach BMP-Bindung phosphoryliert
der Typ II- den Typ I|-Rezeptor, welcher wiederum die intrazellularen Signal-
transduzierenden Molekule SMAD 1, 5 und 8 phosphoryliert [22]. Mutationen im
BMPR2-Gen koénnen zu einer veranderten und reduzierten Signaltransduktion
fuhren, was wiederum zu gestorter Heterodimerisation oder zum Ausfall der
Ligandenfunktion fihren kann [20, 22]. Studien haben gezeigt, dass die BMP-
Moleklle 2, 4 und 7 die Proliferation von VSMC unterdricken und Apoptose in
diesen Zellen induzieren. Aus diesem Grund konnte eine Veranderung in dem
BMPR2-Rezeptormolekll zu einer Veranderung im Zellstoffwechsel und zu
Proliferation von VSMC fuhren. Letztendlich ware ein GefalRumbau, im Sinne eines
Remodelling, die Folge. In Patienten mit IPAH konnte eine verminderte Expression
des BMPR2-Rezeptors im Endothel der Pulmonalarterien nachgewiesen werden
[23]. Man nimmt an, dass eine alleinige Mutation des BMPR2-Rezeptors nicht den
Ausbruch der Erkrankung herbeifihrt und dass weitere Noxen zur Manifestation
notwendig sind. Mutationen und Polymorphismen in anderen Genen wurden mit der
Pathogenese der IPAH in Verbindung gesetzt. So sind Veranderungen in Genen
beschrieben, die fir den Serotoninrezeptor und -transporter, Kalium- und
Calciumkanale und das Angiopoietin-1 codieren [24]. In Abbildung 2 ist das
Zusammenspiel einzelner Faktoren in der Pathogenese der pulmonalen Hypertonie

aufgezeigt.
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Genetische BMPR2 Sauerstoff-

Pradisposition ALK-1 Sensor

Initiale Medikamente ,

Faktoren Infektionen Hypoxie
4—| A 4

Pathogenetische Vasoaktive Faktoren, Kalium-Kanale, Elastasen

Mediatoren Wachtumsfaktoren, Metalloproteinasen <4

Reaktion des Zellproliferation Vasokonstriktion

Gefalsystems > Thrombose

v

Erhohter pulmonaler GefaBwiderstand

Abbildung 2: Zusammenspiel von genetischer Pradisposition und pathogenetischen Faktoren
in pulmonaler Hypertonie. (enthommen aus [8])

1.2 Hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie

1.2.1 Sauerstoff

Sauerstoff (O,) ist ein lebenswichtiges Molekdl fur alle aeroben Lebensformen. Eine
ausreichende Sauerstoffversorgung ist notwendig fir die Oxidation von Nahrstoffen
und die Bereitstellung von Energie in Form von ATP. Sauerstoff fungiert als
Elektronenakzeptor im Mitochondrium am Ende der Atmungskette. Die metabolische
Aktivitat und der Energieverbrauch sind von Zelle zu Zelle unterschiedlich. Aus
diesem Grund wird das Sauerstoffangebot durch folgende Faktoren reguliert:
pulmonale  Ventilation,  Hamoglobinaufsattigung und den  systemischen
Sauerstofftransport. Veranderungen in der Sauerstoffkonzentration (Hyperoxie,
Hypoxie oder Anoxie) kdnnen zu verschiedensten Anpassungsreaktionen auf der
Ebene des Gesamtorganismus, der Gewebeebene und der Zellebene fuhren [25,
26]. Eine verminderte Sauerstoffversorgung des Korpers ist verantwortlich far
Anpassungsreaktionen von Zellen [27]. Diese Anpassung hilft dem Organismus, sich
an das verminderte ATP-Angebot zu adaptieren und die normale Zellfunktion
aufrechtzuerhalten [12]. Die Zellen weisen in der Hypoxie eine erhdhte Aktivitat von
Enzymen der anaeroben Glykolyse auf. Zusatzlich reagieren verschiedene Organe
unterschiedlich im Falle einer Hypoxie. Sie exprimieren hypoxieabhangig Gene, die
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zum Erhalt der jeweiligen Organfunktionen notwendig sind und zumeist durch
hypoxieabhangige Transkriptionsfaktoren (HIF) induziert werden [26, 28].

1.2.2 Die Wirkung von Hypoxie auf den Gesamtorganismus und das
Lungengewebe
Im menschlichen Organismus existieren verschiedene Kompensationsmechanismen,
welche unter Hypoxie, einem verminderten Sauerstoffpartialdruck, aktiviert werden.
Hierzu zahlt z.B. die bei einem Pa(O;)-Abfall bzw. einem Pa(CO,)-Anstieg durch
Chemorezeptoren (Glomus caroticum und Glomus aorticum) vermittelte Aktivierung
des Atemzentrums in der Medulla oblongata mit daraus resultierender
Mehrventilation [29]. Unter Hypoxie werden Mechanismen aktiviert, die die O,-
Sattigung im Blut bewahren sollen: Eine Voraussetzung fur die Erhaltung einer
adaquaten Gewebeoxygenierung und -perfusion ist die Regulation des
Gefallwiderstandes, wofur die Balance zwischen Vasokonstriktoren und
Vasodilatatoren von grof3er Bedeutung ist. Im Gegensatz zum Korperkreislauf, wo
Hypoxie zur Vasodilatation von Arteriolen fuhrt, wirkt akute alveolare Hypoxie als
potenter Vasokonstriktor auf den pulmonal-arteriellen Gefallbaum, was zu einem
Druckanstieg in den Lungenarterien (speziell in den Widerstandsgefalen) fuhrt [13-
15, 30-32]. Die Vasokonstriktion wird durch den ‘von Euler-Liljestrand-Mechanismus’
verursacht, der die regionale Lungenperfusion abhangig von der jeweiligen
Atemgasfraktion in den angrenzenden Alveolarraumen anpasst. Eine Reduktion des
alveolaren Oj-Partialdrucks in einem bestimmten Lungenabschnitt hat eine lokale
Konstriktion der Arteriolen und damit eine verminderte regionale Durchblutung zur
Folge. Durch diese Hypoxie-bedingte Widerstandserhohung wird der Blutstrom in
besser ventilierte Areale mit weitergestellten Gefallen umgeleitet, was den Abfall des
O,-Partialdrucks im Blut reduziert [33]. Dadurch ist eine optimale Oxygenierung des
sauerstoffarmen Blutes wahrend der Lungenpassage gewahrleistet. Die Existenz von
gering und nicht ventilierten Lungenarealen ist physiologisch.
Zwei unterschiedliche Hypothesen erklaren die Entstehung der hypoxisch-
pulmonalen Vasokonstriktion: Einerseits wird angenommen, dass Hypoxie die
spannungsabhangigen Kalium-Kanale in den Plasmamembranen der pulmonal-
arteriellen Myozyten inhibiert, was zu einer Depolarisation mit nachfolgendem Ca?*-
Einstrom durch die spannungsabhangigen (L-Typ-) Calcium-Kanale und
resultierender Kontraktion der glatten Muskelzellen fuhrt. Die Beobachtung, dass der
Calcium-Antagonist Nifedipin der Entstehung einer HPV vorbeugt, untermauert diese
Hypothese [30]. Andererseits gibt es Hinweise, dass Sauerstoffmangel in
Endothelzellen (EC) die Synthese und Freisetzung des potenten Vasokonstriktors
Endothelin-1 (ET-1) fordert, welcher die entsprechenden Rezeptoren der glatten
Muskelzellen aktiviert [30].
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1.2.3 Hypoxie-bedingter GefaBumbau

Typische Merkmale aller GefalRe sind ein flaches Endothel, welches das Lumen
begrenzt und mit dem subendothelialen Bindegewebe und den elastischen Fasern
der Lamina elastica interna die Tunica intima bildet. Angrenzend findet sich eine
unterschiedlich ausgepragte Muskelschicht (Tunica media) und eine aus (Myo-)
Fibroblasten bestehende Tunica adventitia. EC, SMC und Fibroblasten spielen
SchlUsselrollen bei der Regulation der Gefalfunktion. Zu deren Funktionen gehodren
die Erhaltung des physiologischen Gefaltonus, die Kontrolle des
Gerinnungssystems, Regulierung der Gefalipermeabilitat und das Wachstum der
glatten Muskelzellen [34].

Eine Fehlregulierung der Mechanismen kann als auslésender Faktor der pulmonalen
Hypertonie betrachtet werden. Ein entscheidender (beteiligter) Initiator des
Gefallumbaus im Rahmen einer sekundaren PH ist die Hypoxie [35, 36]. Kurzzeitige
Hypoxie fuhrt bei EC zu einer physiologischen, reversiblen Modulation des
Gefaltonus und Blutflusses (Vasokonstriktor-dominierender Gefalizustand),
wohingegen chronische Hypoxie zur Produktion von Faktoren fiuhrt (siehe unten),
die durch Proliferation von SMC und Fibrosierung einen irreversiblen GefalRumbau
induzieren [37]. Der Umbauprozef’ in den kleinen Gefallen beginnt bereits nach 2d
unter Hypoxie, eine Proliferation der SMC ist nach 4d zu beobachten. Die
-verglichen mit der SMC-Proliferation— vorzeitig einsetzende GefalRumstrukturierung
konnte durch eine Differenzierung und/oder Migration von SMC-Vorlaufern (Perizyten
oder Fibroblasten) bedingt sein [38]. Zudem induziert die Hypoxie eine
Dickenzunahme der Adventitia, bedingt durch eine Hyperplasie und Hypertrophie der
Fibroblasten mit vermehrter Kollagenfaserdeposition. O,-Mangel verursacht
demnach Veranderungen in allen drei Gefallschichten [13]. Wahrend die grolien
Pulmonalarterien infolge Hypoxie eine geringe Wandverdickung aufweisen, nimmt
mit abnehmendem GefalRdurchmesser die Tendenz zur Mediahypertrophie zu.
Ehemals nichtmuskulare GefalRaste konnen muskularisiert werden [15, 36, 39]. Der
Gefallumbau scheint proximal zu beginnen und sich nach distal fortzusetzen [36], mit
den starksten Veranderungen an den Widerstandsgefallen [35, 40]. Aufgrund des
bekannten Stimulus wird die hypoxisch-pulmonale Vasokonstriktion haufig als Modell
fur die PAH genutzt.

An dem Umbau der pulmonal-arteriellen Gefalle sind die in Tabelle 3 aufgezeigten
Faktoren beteiligt. Dazu gehéren Wachstumsfaktoren, Zytokine und vasoaktive
Substanzen. Uber Wachstumsfaktoren und vasoaktive Substanzen werden der
Gefaltonus und das Wachstum der SMC reguliert. So wird bei chronischer Hypoxie
die Synthese von NO und Prostazyklin vermindert, was zu einer Vasokonstriktion
und Proliferation von SMC fuhrt. Umgekehrt fuhrt Hypoxie zu einem Anstieg von
Angiotensin Il, Endothelin 1 (ET-1) und Thromboxan A2. Diese Substanzen steigern
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die Produktion von potenten Wachstumsfaktoren wie PDGF, basic fibroblast growth
factor (bFGF), insuline growth factor-I (IGF-I) und TGF-B, was zum Wachstum von
SMC und Fibroblasten fuhrt. Die SMC zeigen eine veranderte Morphologie mit
Hypertrophie und Hyperplasie, Fibroblasten produzieren vermehrt ECM [41]. Direkt
oder indirekt Uber Rezeptorbindung werden intrazelluare Signalkaskaden aktiviert
und (ber Tyrosinkinasen, Ca®*, Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) und
Proteinkinase C (PKC) vermittelt. Andere Stimuli und Signalwege kdnnen diesen
Effekt steigern, was zu einem verstarkten GefalBumbau im Lungengewebe flhren
kann. Ein Merkmal des Remodellings ist die Ablagerung von Matrixproteinen, wie
Pokollagen 1a1, Tropoelastin und Fibronektin. In diesen Prozess sind Zellen der
Adventitia (Fibroblasten) involviert [31, 42, 43]. Weitere hypoxische Veranderungen
der Fibroblasten sind Ubermallige Zellproliferation und das Akkumulieren von a-
SMC-Actin in manchen Fibroblastenpopulationen, was fur einen Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten spricht. Die Veranderungen in der Adventitia tragen
zur Einengung des Gefaldlumens bei und fihren zu vermindertem Ansprechen auf
vasodilatative Stimuli [44]. Eine aktuelle Ubersicht tber das Hypoxie-bedingte
Remodelling in der Lunge bietet die Arbeit von Stenmark et al. [41].

Tabelle 3: Molekiile, die am Hypoxie-bedingten GefaBumbau beteiligt sind (Molekiile in
Klammern sind herunterreguliert). (entnommen aus [41])

Vasokontriktoren/ Adhdsionsmolekiile/ .
Matrixmolekile

Vasodilatatoren Zytokine/Prokoagulantien

PDGF-B P-Selektin Laminin

IGF ICAM Fibronektin

VEGF VCAM Thrombospondin-1

bFGF VEGF-1 (Heparansulfat-Proteoglykan)

Serotonin Gewebethromboplastin

Endothelin PAI-1

LCT4/ D4 IL-1

(Stickstoffmonoxid) IL-8

(PGI2)
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1.24 Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) als
Beispiel einer sekundaren Hypoxie-induzierten PH

Definition und Epidemiologie der COPD:
Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) bezeichnet als Sammelbegriff
eine Gruppe von Krankheiten der Lunge, die durch Husten, vermehrten Auswurf und

Atemnot bei Belastung gekennzeichnet sind. In erster Linie sind die chronisch
obstruktive Bronchitis und das Lungenemphysem zu nennen. Die COPD ist eine
vermeidbare und behandelbare Erkrankung mit signifkanten extrapulmonalen
Auswirkungen, welche mit der Schwere der Erkrankung korrelieren kann. Die
pulmonale Komponente ist durch eine Obstruktion gekennzeichnet, welche nicht
vollstandig reversibel ist. Die Obstruktion ist in der Regel progressiv und geht mit
einer Entziindungsantwort auf inhalative Noxen einher [45].

Die chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD) gehdren weltweit zu den
haufigsten chronischen Erkrankungen. Zigarettenrauch ist der grofte Risikofaktor fur
COPD. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) schatzte im Jahre 1996 die Anzahl
der Raucher unter der Bevolkerung weltweit auf ca. 1,1 Mrd. Menschen. Trotz
zunehmender Inzidenz der COPD liegen keine verlasslichen Zahlen fur die
Pravalenz der COPD vor. Die WHO schatzt ihre Pravalenz weltweit auf 0,8%. Halbert
et al. untersuchten im Rahmen einer Metaanalyse 32 wissenschaftliche Artikel aus
17 verschiedenen Landern. Dabei lag die Pravalenz der COPD zwischen 0,23 bis
18,3%, wobei insgesamt die Rate bei Mannern hoher lag als bei Frauen. Obwohl die
Variabilitdt offenbar sehr hoch ist, steht jedoch fest, dass die COPD weltweit ein
groles Gesundheitsproblem darstellt [46]. In Entwicklungslandern stellt die
Behandlung von COPD-Exazerbationen eine der grofdten Probleme des
Gesundheitssystems dar. In der europaischen Union nimmt die Behandlung der
COPD 6% des gesamten Budgets, welches im Gesundheitssystem zur Verfigung
steht, ein. Der Kostenanteil der COPD an allen pneumologischen Erkrankungen
betragt 56% [47].

Pathophysiologie der COPD:
Die COPD geht mit einer chronischen Entzindungsreaktion einher und zeigt

pathologische Veranderungen der proximalen und peripheren Atemwege, des
Lungenparenchyms und des pulmonalen Gefallsystems [48]. Die
Entzindungsreaktion auf irritative Substanzen, wie Zigarettenrauch, scheint um ein
Vielfaches verstarkt in COPD-Patienten im Vergleich zur physiologischen
Entzindungsreaktion. Eine genetische Komponente wird diskutiert. So entwickeln
auch nichtrauchende Patienten eine COPD, wobei der Entzindungsmechanismus in
diesen Patienten noch nicht hinreichend bekannt ist. Belegt ist, dass die
entzindlichen Veranderungen der Lunge durch oxidativen Stress und
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Proteinasenuberschuss verstarkt werden [49]. Basierend auf der Proteinasen/
Antiproteinasen-Hypothese werden z.B. nach Inhalation von Zigarettenrauch
Proteinasen aus Entzindungszellen freigesetzt. Anderseits werden Antiproteinasen
durch Sauerstoffradikale inaktiviert und zerstort. Die UbermafRige Freisetzung von
Proteinasen Ubersteigt die Menge an Antiproteinasen, welche eine Schutzfunktion im
Lungengwebe einnehmen. So kommt es u.a. zu einer Degradierung der ECM in den
Alveolarwanden und einer Aktivierung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen [50].
Die Folge daraus ist eine Zerstérung der Alveolarwande mit Ausbildung eines
Emphysems. Der schwere hereditare as-Antitrysinmangel stellt hierbei den am
besten dokumentierten genetischen Risikofaktor dar [51]. Das as-Antitrysin ist ein
wichtiger, im Blut zirkulierender Inhibitor fur Serinproteasen. Der seltene a;-
Antitrysinmangel wird rezessiv vererbt und findet sich am haufigsten in Menschen
nordeuropaischer Herkunft [52]. Weitere Proteinasen, die an der Pathogenese der
COPD  beteiligt sind, gehéren zur Gruppe der Serinproteinasen, der
Metalloproteinasen und der Zystinproteinasen [50].

Eine herabgesetzte FEV, resultiert in erster Linie aus einer Entziindungsreaktion und
der Verengung der peripheren Atemwege im Rahmen der Umbauprozesse der
chronischen Bronchitis. Eine sich ausdehnende Entziindung mit Fibrosierung und
Exsudaten der kleinen Atemwege korreliert mit einer verminderten FEV; und
FEV1/FVC ratio [53].

Zerstorung des Lungengewebes und reduzierter Gasaustausch fuhren zu Hypoxamie
und Hyperkapnie. Leichte bis mittelschwere Formen der pulmonalen Hypertonie
kénnen sich in der COPD entwickeln und sind auf die hypoxische Vasokonstriktion
infolge des aktivierten Euler-Liljestrand-Mechanismus zurickzuflihren [54]. Die beim
Gesunden sinnvolle Vasokonstriktion im Bereich hypoxischer Alveolen flhrt bei
Patienten mit COPD zu einer erheblichen Verringerung des Gesamtquerschnittes der
pulmonalen Strombahn. Anstieg des pulmonal-arteriellen Widerstandes flhrt bei
gleich bleibendem HZV zur konsekutiven Druckerhéhung im Lungenkreislauf und
schliel3lich zu einer fixierten pulmonalen Hypertonie. Es kommt im folgenden zu
einem Umbau der Lungengefale mit Hypertrophie und Hyperplasie der
Gefalmuskulatur [55]. Auch der rechte Herzventrikel adaptiert an die Druckbelastung
und hypertrophiert: es entwickelt sich ein Cor pulmonale [29]. Vor allem in Patienten
mit schwerer Form der COPD wird ein solches Cor pulmonale beobachtet. Dieses
hat einen entscheidenden Einfluss auf die Uberlebenszeit und auf Anfélligkeit fir
weitere Erkrankungen [54]. Nach der globalen Initiative fur COPD (GOLD) lassen
sich unterschiedlich schwer ausgepragte Stadien, die von Stadien 0 bis 4 reichen,
unterscheiden [56].

11



Einleitung

Pulmonale Hypertonie und COPD:
Die weitaus haufigsten Ausloser einer PH sind Erkrankungen, die durch eine

chronische alveolare Hypoxie und Vasokontriktion den prakapillaren Widerstand der
PulmonalgefaRe erhdhen. Wie weiter oben beschrieben kann es im Rahmen einer
schweren COPD sekundar zu einer PH kommen. Als schwere Formen der COPD
gelten die Stadien 3 und 4 nach der GOLD-Klassifikation mit FEV{-Werten unter
50%. Es wird angenommen, dass uber 20% der Patienten mit schwerer
fortgeschrittener COPD an einer PH leiden [57, 58]. Der grofte Teil der COPD-
assoziierten PH ist milde bis moderat, mit einem mPAP von 20-35mmHg. Wenn
COPD-Patienten eine PH entwickeln, sind sowohl die Morbiditdt als auch die
Mortalitat bei den Patienten signifikant erhdht. So kommt es zu einer signifikanten
Erhdhung von COPD-Exazerbationen nach Entwicklung einer PH [59]. Schwere
Formen der PH mit einem mPAP Uber 40mmHG treten lediglich in <5% der Falle auf.
Die mittlere Uberlebenszeit bei COPD-Patienten mit schwerer PH liegt bei circa 40
Monaten [60].

Histomorphologisch  finden sich Veranderungen der Lungengefalle mit
Muskularisierung von Arteriolen und intimaler Verdickung im Sinne einer pulmonal-
hypertensiven Vaskulopathie Grad 1 und 2 nach Heath und Edwards [59].
Stenosierende Intimaproliferation und plexiforme Lasionen werden nur selten
gesehen. Die sich im Laufe der COPD-assoziierten PH entwickelnde Hypoxie ist
Ansatzpunkt von therapeutischen Konzepten. So ist die langfristige Gabe von
Sauerstoff eine effektive Therapie, um die Progression der COPD-assoziierten PH zu
verlangsamen [61]. Andere Ansatzpunkte stellen die Gabe von Vasodilatatoren dar,
um der Vasokonstriktion und dem GefalRumbauprozess entgegenzuwirken (siehe
1.1.2).

1.3 Hypoxie-assoziierte Gen- und Protein-
veranderungen

1.3.1 Uberblick

Die Regulation auf Trankriptionsebene wahrend der Hypoxie ist entscheidend fur das
Remodelling und umfasst zahlreiche Signal- und Zielgene. Es wurde gezeigt, dass
einige Faktoren direkt Uber eine Induktion der Hypoxia-inducible factors 1-3 (HIF-1-3)
reguliert werden, welche unter hypoxischen Bedingungen in einer Vielzahl von Zellen
gebildet werden [12, 28]. HIF-1 wurde urspringlich durch Bindung an das
sogenannte ‘hypoxia response element (HRE)" am 3’-Ende des humanen
Erythropoietingens identifiziert. Die Bindung ist notwendig fur eine Aktivierung der
HIF-1 induzierten Transkription als Reaktion auf Hypoxamie [62]. HIF besteht aus der
unter Hypoxie stabilisierten Untereinheit HIF-1a und der konstant exprimierten HIF-
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18 Untereinheit. Uber HIF wird die Expression von Genen, welche in der
Erythropoese, Angiogenese, Glykolyse und der Modulation des Gefallwiderstandes
eine Rolle spielen, aktiviert [63]. Einige der Genprodukte, die Uber HIF induziert
werden, sind im folgenden genannt (entnommen aus Semenza et al. [28]): PDGF,
VEGF, acidic/basic fibroblast growth factor (a/bFGF), TGF-B, insuline growth factor 2
(IGF-2), Erythropoietin (Epo), Transferrinrezeptor, Glykolyse-Enzyme,
Cyklooxygenase 2 (COX2), Endothelin 1 (ET-1), Angiotensin-konvertierendes Enzym
(ACE), Angiotensin Il (Angll), Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI) und
Hamoxygenase 1 (HO-1).

Andere Gene werden unter hypoxischen Bedingungen Uber reaktive Sauerstoff-
Spezies (ROS) gesteuert [64]. Ein verminderter regionaler Blutfluss kombiniert mit
chronisch-hypoxischer Vasokonstriktion kann zu Ischamie fuhren, was mit oder ohne
entzundliche Veranderungen zur Produktion von ROS im Lungengewebe flhrt. Die
Sauerstoff-Spezies des hypoxamischen Lungengewebes stammen unter anderem
von der Endothelium-derived Xanthinoxidase, Zyklooxygenasen, Lipoxygenasen,
Endothelial-NO-synthase (eNOS), VSMC-derived NADH-oxidase und aktivierten
Makrophagen [65]. Bei einer Ansammlung von ROS kann das NO im Lungengewebe
vermindert werden, was zu Vasokonstriktion, Zellproliferation und Zelltod flhrt [66].
In EC, VSMC und Fibroblasten werden Sauerstoff-Spezies innerhalb von Minuten bis
Stunden produziert, wahrend in neutrophilen Granulozyten eine gleichmalige
Abgabe beobachtet wird [67].

Bisher wurden bereits mehrere Gene und Proteine, die an Hypoxie-induzierten
Regulationen und GefalRumbauvorgangen in der humanen Lunge beteiligt sind,
genauer charakterisiert (z.B. VEGF). Laborinterne Untersuchungen lieRen jedoch
vermuten, dass weitere relevante Gene und Proteine im Lungengefallumbau
Hypoxie-bedingt reguliert werden. Im einem Mausmodell zur Hypoxie-induzierten
pulmonal-arteriellen Hypertonie konnten mittels Microarray- und 2D-Page-Analysen
Kandidatengene und -proteine in intrapulmonalen Arterien identifiziert werden [68,
69]. In der vorliegenden Arbeit wurden 6 dieser Gene und Proteine naher untersucht
und ermittelt, ob diese auch in humanen Lungen bei pulmonaler Hypertonie
differentiell exprimiert werden.

1.3.2 FHL-1

Four and a Half LIM Domain Proteine (FHL) sind eine Gruppe von LIM-Proteinen, die
im  Skelettmuskel, aber auch in anderen Geweben identifiziert wurden.
Charakteristisch sind 4 aufeinanderfolgende LIM-Domanen und eine Einzel-
Zinkfinger Domane, lokalisiert an der N-terminalen Region. Bis jetzt wurden vier
Isoformen beschrieben (FHL 1-4). Das in dieser Arbeit untersuchte FHL-1 besitzt
eine Moleklilmasse von 30kDa [70].
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LIM-Proteine, wie LIN-11, ISL-1 und MEC-3 tragen ein Motiv, das aus zwei Zink-
Fingern besteht, die Protein-Protein-Interaktionen vermitteln kénnen und an der
Transkriptionskontrolle beteiligt sind. Sie koénnen interagierend wirken in der
Zellentwicklung, zellularer Differenzierung und Zytoskelettanderungen. Neben den
klassischen Transkriptionsfaktoren werden zunehmend Zink-Finger-Proteine isoliert,
die sowohl Signaltransduktions- als auch Transkriptionsfaktor-Funktionen
ubernehmen. Trotzdem gibt es keinen Beweis, dass LIM-Domanen direkt an DNA
binden [71]. Ein Beispiel fur solche Proteine ist das im Skelettmuskel und in der
Herzmuskulatur hoch exprimierte LIM-Protein FHL-1 (auch ,SLIMMER® genannt).
Eine starke Expression des Gens findet sich aulerdem in den Genitalorganen und in
der Lunge, eine geringe Expression ist im Thymus, den Lymphknoten und der Leber
zu beobachten [72].

Brown et al. konnten demonstrieren, dass Skelettmuskel-LIM-Proteine-1 (SLIM-1,
auch FHL-1 genannt) in den Kernen von Myoblasten und im Zytoplasma von
Myotubuli lokalisiert sind. Sie nahmen an, dass FHL-1 sich mdglicherweise zwischen
Kern und Zytoplasma hin und her bewegt. Weiterhin vermuteten sie, dass FHL-1
aufgrund von LIM-Domanen als Verbindungsprotein in einem groleren
Funktionskomplex innerhalb der ,focal adhesions“-Bereiche auftritt [71].
Extrazellulare Reize, wie ECM, Zytokine, Antikdrper und Wachstumsfaktoren,
konnen auf Zellen einwirken. Sie reagieren an der Zellmembran spezifisch mit
Rezeptoren und aktivieren Signalkaskaden. In Abhangigkeit von externen Stimuli
bilden Zellen konzentrierte Ansammlungen von Signalmolekilen, die sog. ,focal
adhesions®, Uber die an der Membran oder im Zytosol eine oder mehrere
Signalkaskaden in Gang gesetzt werden [73].

FHL-1 induziert Uber eine Signalkaskade die alpha5-beta1-Integrin-abhangige
Muskeldehnung. Eine Uberexpression von FHL-1 begulnstigt die
Myoblastenausbreitung und die Zellmigration. Robinson et al. konnten zeigen, dass
FHL-1 Integrin-vermittelte zellulare Funktionen reguliert. Bei einer Inhibition von
Integrinsignalen zeigte FHL-1 eine diffuse Lokalisation im Zytosol und eine
verminderte Expression im Nucleus. Robinson et al. nahmen aul3erdem an, dass
eine Uberexpression von FHL-1 die normale Myoblastenadhésion stéren kann [74].
Boettiger et al. zeigten, dass eine Uberexpression von aktiviertem alpha5-beta1-
Integrin die Myoblastenadhasion erhoht, aber die Zellmigration inhibiert [75].

1.3.3 S100 A4

S100 A4, auch Mts-1 genannt, ist ein 11kDa grol3es dimeres Molekul und wird zu der
Ca?*-bindenden S100 Proteinfamilie gezahlt. Eine Rolle bei der Invasion und
Metastasierung von Krebszellen wird diskutiert [76]. In diversen Metaplasien und
Kanzerosen konnte eine Hochregulation von S100 A4 nachgewiesen werden.
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Beispiele hierfir sind Karzinome der Mamma, Ovarien, Schilddrise, Lunge,
Osophagus, Magen, Kolon und Prostata. Das Protein wird von Krebszellen und
Fibroblasten sezerniert [77].

Die Wirkmechanismen von S100 A4 sind nicht vollstandig entschlisselt, man nimmt
aber eine intra-, wie auch extrazellulare Wirkweise an. Intrazellular wirkt S100 A4 auf
Proteine des Zytoskeletts, welche in die Zellmotilitdt involviert sind, wie z.B. das
nichtmuskulare Myosin 1l [78]. Weiterhin beeinflusst und reguliet S100 A4
verschiedene intrazellulare Signalmolekile, wie das Tumorsupressorprotein p53 [79].
Wie andere Molekile aus der S100 Familie besitzt S100 A4 keine Enzymaktivitaten,
reguliert aber die Aktivitat des Bindungspartners Uber Veranderungen seiner Struktur
[80]. In sezernierter Form stimuliet S100 A4 die neuronale Differenzierung,
Angiogenese, EC-Motilitat, = Metalloproteinaseaktivitat, = SMC-Migration  und
Proliferation und in-vitro die Kardiomyogenese. Es wird angenommen, dass diese
Effekte Uber eine Bindung an Zellmambranrezeptoren hervorgerufen werden. Die
angiogenen Effekte von S100 A4 konnten Uber eine Bindung an Annexin Il gezeigt
werden, welches sich auf der Oberflache von EC befindet [81-83].

1.3.4 BDNF

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) gehort zur Gruppe der Neurotrophine (NT),
einer Polypeptidfamilie von Wachstumsfaktoren [84]. Andere Vertreter dieser Familie
sind der Nervenwachstumsfaktor (NGF), Neurotrophin 3 (NT-3) und Neurotrophin 4/5
(NT-4/5). Neurotrophine sind am besten charakterisiert als Mediatoren in neuronalen
Zellen des ZNS und PNS, zusténdig fur Entwicklung, Uberleben, Differenzierung und
Plastizitat der Synapsen [85]. Daruberhinaus haben Studien gezeigt, dass
Neurotrophine auch in nicht neuronalen Zellen, wie EC, SMC, Zellen des
Immunsystems und Epithelzellen verschiedener Organe, eine Rolle spielen [86-88].

BDNF wird, wie alle NT, Uber eine Vorstufe synthetisiert. Das inaktive pro-BDNF wird
proteolytisch gespalten und ergibt das C-terminale reife Protein. Dabei besitzt pro-
BDNF eine Moleklilmasse von 30kDa, BDNF eine Moleklilmasse von 13,5kDa [89].
BDNF vermittelt seine Wirkung Uber Bindung an zwei Rezeptorklassen. Zum einen
die Tyrosinrezeptorkinase (Trk), welche spezifisch fur die einzelnen Neurotrophine ist
und dem unspezifischen p75"'R, an welches alle NT und pro-NT binden kénnen [90,
91]. BDNF bindet mit hoher Affinitat an den TrkB-Rezeptor. Beide Moleklle werden
in verschiedenen nicht neuronalen Geweben exprimiert (Skelettmuskel, Herz, Lunge,
Gefallsystem), in vergleichbarer Menge wie im ZNS [92, 93]. In pathologischen
Prozessen, wie Gefallverletzungen und allergischem Asthma bronchiale, konnte eine
veranderte Expression von BDNF und TrkB nachgewiesen werden [94, 95]. Im Falle
von Asthma bronchiale konnte BDNF als Bindeglied zwischen den entziindeten
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Atemwegen und dem hypereagiblem Bronchialsystem identifiziert werden. Dabei
spielt BDNF eine Rolle in der neuronalen Kontrolle der SMC-Kontraktilitat.

1.3.5 TrkB

TrkB gehort zur Familie der Tyrosinrezeptorkinasen (Trk) und fungiert als
Membranrezeptor flr die Neurotrophine BDNF, NT-3 und NT-4/5 [96]. Die Bindung
von Neurotrophinen an Trk-Rezeptoren induziert diverse Prozesse des sich
entwickelnden und adulten Nervensytems, wie Zellproliferation, -Uberleben,
Determination neuronaler Progenitorzellen, Axon- und Dendritenwachstum [97]. Das
BDNF/TrkB-System wurde als Hauptregulator der exzitatorisch synaptischen
Ubertragung und Synapsenplastizitit bei Speicherung von Gedéachtnisinhalten
identifiziert [98]. Neben der Entwicklung und Integritat des Nervensystems spielt das
BDNF/TrkB-System eine wichtige Rolle im Koronarsystem des Herzen [99].
Weiterhin zeigt sich eine Assoziation mit allergischem Asthma bronchiale und dem
Tumorzellwachstum in einigen malignen Tumoren (z.B. Neuroblastom) [95, 100].

Die Aktivierung von TrkB durch seine Liganden bewirkt eine Autophosphorylierung
einiger Tyrosinseitenketten und Aktivierung von Signalkaskaden uUber die Molekule
Shc-Ras-mitogen-aktivierte Proteinkinase, Phosphatidylinositol3-kinase/Akt,
Phospholipase CV-Ca2+ und Proteinkinase C [101].

Zusétzlich zu dem Volllangen-TrkB-Rezeptor (gp145'™®) mit einem Molekulargewicht
von ~145kDa existiert eine Isoform mit trunkierter intrazellularer Tyrosinkinase-
Domane (gp95'™®) mit einem Molekulargewicht von ~95kDa [102]. Es wird vermutet,
dass eine verstarkte  Expression des Volllangen-TrkB-Rezeptors in
hypoxisch/ischamischen Rattengehirnen eine existenzielle Rolle fir den frihen
Schutzmechanismus der betroffenenen Neurone spielt [103]. Vermutlicherweise wirkt
die trunkierte Form als negativer Inhibitor fur die Volllangenform und/oder als
‘Scavenger-Rezeptor” fur BDNF und NT-4/5 [104, 105]. Zusatzlich wurde eine
Signaltransduktion Uber die trunkierte Form beschrieben. Die Bindung von BDNF an
die trunkierte Form von TrkB induziert Uber einen G-Protein- und Proteinkinase C-
vermittelten Signalweg eine Differenzierung von neuronalen Stammzellen in gliale
Vorlauferzellen und Astrozyten [106].

1.3.6 TSP-1

Thrombospondin-1 ist ein multifunktionales Makromolekll, welches in der
Organogenese und bei Umbauvorgangen im adulten Gewebe exprimiert wird [107].
Immunhistochemische Farbungen bestatigen die Lokalisation von TSP-1 in diversen
humanen Geweben, wie Lunge, Gefallwand, Bindegewebe und Skelettmuskel [108].
In Mausen konnte gezeigt werden, dass TSP-1 wahrend der Entwicklung von Herz,
Lunge, Leber, Gehirn, Nieren, Knochen und Skelettmuskel verstarkt exprimiert wird
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[109]. Es ist aulRerdem in Entzindungsreaktionen, Wundheilung, Angiogenese und
Tumorenstehung involviert [107]. Die spezifischen Effekte von TSP-1 auf Zellebene
sind abhangig von dem Zelltyp und der zelltypspezifischen Expression von
Zellmembranrezeptoren. So induziert TSP-1 in VSMC eine Proliferation, wahrend
es in EC die Proliferation inhibiert [110, 111]. TSP-1 wird unter anderem von EC,
VASMC, Fibroblasten und Typ Il Pneumozyten synthetisiert und sezerniert.

TSP-1 ist ein 450kDa groRes homotrimeres Glykopeptid, welches in ldslicher und
gebundener Form vorkommt [112]. Auf Zellebene vermittelt TSP-1 direkt die
Zelladhasion und -migration und besitzt zusatzlich regulierenden Einfluss auf
Zelladhasion und -migration Uber Veranderungen in der ECM. Dies geschieht durch
Bindung von TSP-1 an eine Vielzahl von Zellmembranrezeptoren, wie z.B. CD 36,
CD 47, Integrine (avB3, a4p1, a5B1 und a3B1) und Heparansulfat-Proteoglykane
[107]. Uber die Rezeptorbindung kann weiterhin eine Entziindungsantwort vermittelt
werden.

Uber eine Bindung an extrazelluldre Proteine wie Heparin, Plasminogen, Fibrinogen
oder Fibronektin kann TSP-1 die Fibrinolyse regulieren. AuRerdem bestizt TSP-1 die
Fahigkeit, an TGF-B zu binden und dieses zu aktivieren. Diese Interaktionen fuhren
wiederum zu Zellmigration, Differenzierung und Proliferation [113, 114]. In vielen
Zelltypen bewirkt die Bindung von TSP-1 eine Zellausdehnung mit einer
ausgepragten Umstrukturierung des Actin-Zytoskeletts. Beteiligte Proteine sind das
F-Actin und das Actin-biindelnde Protein Fascin [115].

Die Expression von TSP-1 wird durch Hitzeschockproteine, Hypoxie und durch die
Wachstumsfaktoren PDGF, TGF-B und bFGF reguliert. Untersuchungen in
Endothelzellen zeigten eine Interaktion von TSP-1 mit dem Zellrezeptor CD36 sowie
eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung anti-angiogener und pro-apoptotischer
Aktivitat [116].

1.3.7 CD36

Das Zellmembranoberflachenmolekul CD36 (Thrombospondin-Rezeptor,
Glykoprotein 1V) ist ein 88kDa groRRes Glykoprotein und wird auf Thrombozyten,
Monozyten und Endothelzellen gefunden [117]. Asch et al. vermuteten, dass CD36
die Funktion als zellularer TSP-1 Rezeptor besitzt.

Monozyten und Makrophagen spielen eine Hauptrolle in der Aufrechterhaltung und
Auslésung einer Immunantwort des menschlichen Koérpers und zahlen damit auch zu
den wichtigsten Effektorzellen dieses Systems. Wahrend einer Entzindungsreaktion
kommt es zur Aktivierung, Differenzierung, Migration, Phagozytose und
Antigenprasentation sowie zum programmierten Zelltod der Makrophagen [118].
Monozyten und Makrophagen besitzen an ihrer Oberflache Rezeptoren fir
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Immunglobuline, Komplementfaktoren, Wachstumsfaktoren, Zytokine und flr andere
Mediatoren, wie z. B. TSP-1.

CD36 dient als Adhasionstelle fur TSP-1 und Kollagen | und IV. Auf Endothelzellen
ist CD36 speziell fur die Bindung von TSP-1 zustandig, wodurch es zur Hemmung
der Proliferation, der Einleitung der Apoptose und zur Hemmung der Angiogenese
kommt. Proteine, die an CD36 binden, wie Kollagen und intakte CD36-spezifische
Antikdrper, induzieren einen ‘oxidative burst” (reaktive Sauerstoffspezies) in
Monozyten und Thrombozyten. Diese reaktiven Sauerstoffspezies sind wichtig fur die
intrazelluare Verdauung von phagozytiertem Fremdmaterial wie beispielsweise
Krankheitserregern [119].
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1.4 Fragestellung

Ziel der Arbeit war es, ausgewahlte Gene und Proteine naher zu charakterisieren, die
an dem vaskularen Umbau und moglicherweise an der Pathogenese der pulmonalen
Hypertonie in primarer (IPAH) und sekundarer Form (COPD) beteiligt sind.
Erkrankungsspezifische Unterschiede auf Gen- und Proteinebene sollten aufgezeigt
werden. Die 6 ausgewahlten Gene und Proteine (FHL-1, S100 A4, BDNF, TrkB,
TSP-1 und CD36) waren in vorausgegangenen Microarray- und 2D-PAGE-Analysen
der untersuchenden Arbeitsgruppe am Mausmodell der hypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie als reguliert aufgefallen. lhre Prasenz in humanen
Pulmonalarterien war in weiteren Experimenten immunhistochemisch bestatigt
worden. Es stellte sich die Frage, ob die in dem Tiermodell gefundenen Ergebnisse
sich auf Probematerial aus humanen Lungen Ubertragen lassen. Zunachst wurde die
RNA- und Proteinexpression an humanem Lungenhomogenat untersucht.
AnschlielRend folgte eine Isolation und Kultivierung von pulmonal-arteriellen SMC
und adventitiellen Fibroblasten. In einem weiteren Schritt wurde der Einfluss einer
Hypoxiestimulation (24h; FiO,=0,01) auf die RNA- und Proteinexpression in PASMC
und Fibroblasten untersucht.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1. Welche der Gene und Proteine weisen im Lungenhomogenat von IPAH- und
COPD-Lungen eine differentielle Expression im Vergleich zu Spenderlungen auf?
Wie unterscheidet  sich die Expression in einer idiopathischen
Lungengefalerkrankung (IPAH) und einer chronisch hypoxischen Lungenerkrankung
(COPD) verglichen mit der Expression in Spenderlungen?

2. Bestehen Expressionsunterschiede zwischen Lungenhomogenat und isolierten
primaren PASMC und Fibroblasten unter normoxischen Bedingungen?

3. Welchen Einfluss hat eine 24h Hypoxiestimulation auf die Gen- und
Proteinexpression von kultivieten PASMC und Fibroblasten? Bestehen
erkrankungsspezifische Unterschiede? Reagieren isolierte Primarzellen aus IPAH-
oder COPD-Lungen anders auf die Hypoxiestimulation als Zellen aus
Spenderlungen? Reagieren PASMC anders auf die Hypoxiestimulation als
Fibroblasten?

4. Wo sind die Proteine in den PASMC und Fibroblasten lokalisiert? Bestehen
Unterschiede im Verteilungsmuster zwischen den untersuchten Proteinen? Bestehen
erkrankungsspezifische Unterschiede? Verandert die Hypoxiestimulation das
Verteilungsmuster in der Zellart?
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2 Material und Methoden

2.1

211 Instrumente und Gerate
ABI PRISM® Sequence Detection System 7700

Materialien

Biofuge A

Centrifuge 5415D

CO2-Inkubator IR 1500

Falcon PP-Tube sterile 15-50ml
Gelkdmme (15 und 10 Zahne)
Kodak X-Omatic Rontgenkassette
Kryostat Jung CM 3000

Lab Tek® Chamberslides

LEICA Immunfloureszenz Mikroskop
(DMLA, Kamera: DC 300 FX)

Mini Trans-Blot Cell

Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis System
Nadeln 0,9 x 40mm

Nanodrop® ND-1000

Olympus-Mikroskop

(Inverted Research Microscope (IMT-2)
PCR-Platten

Petrischalen, 60 x 15 mm, Polysterol

pH-Meter

Pipetten 1-1000ul

Pipettenspitzen 10-1000pl

Pipettus, elektrische Pipettierhilfe
PowerPac Basic Power Supply

PVDF Transfer Membrane Immobilon P
Safe Lock Tubes 100-2000ul

Spritzen 5ml

Sterilbank Typ BSB, 4a

Wasserbad

PE Applied Biosystems (Foster
City, CA, U.S.A)

Heraeus (Hanau)

Eppendorf (Hamburg)

Flow Laboratories (Meckenheim)
Greiner Bio-one (Frickenhausen)
Biorad (Mlnchen)

Kodak (New Haven, U.S.A))
Leica (Benzheim)

Nunc (Wiesbaden)

Leica (Wetzlar)

Biorad (Mlnchen)

Biorad (Mlnchen)

Becton Dickinson (Heidelberg)
NanoDrop Technologie
(Rockland, U.S.A.)

Olympus Optical Co. GmbH
(Hamburg)

Greiner Bio-one (Frickenhausen)
Falcon (Le Pont de Claix,
Frankreich)

Mettler (Essex, England)
Eppendorf (Hamburg)

Greiner Bio-one (Frickenhausen)
Laboserv GmbH (Gielden)
Biorad (Mlnchen)

Milipore (Bedford, U.S.A.)
Eppendorf (Hamburg)

Braun (Melsungen, Deutschland)
Flow Laboratories (Meckenheim)
Memmert GmbH (Schwalbach)
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21.2 Chemikalien, Inkubationsmedien, Sera und Enzyme

Acrylamid 30%

APS 25% (Ammoniumpersulfat)
Ampuwa, Wasser flr Injektionszwecke
Borsaure

Complete, Protease Inhibitor
Deoxycholat 1%

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

FCS (fetales Kalberserum), hitzeinaktiviert

fur 30 Minuten bei 56°C, steril filtriert
Glycin

Laemli® Probenpuffer

Low serum

L-Glutamin 1%

MCDB 131 Medium

Methanol

Natriumvanadat NasVO,, pH 10

NuPAGE® LDS Probenpuffer (4x)

PBS (Phosphat-gepufferte Salzlésung)
Penicillin/Streptomycin 1%

Promocell SMC Growth medium 2,
Rotiphorese-Gel 30

RPMI 1640 Medium

Skim Milk Powder

Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Temed (Tetramethylathylendiamin)
Tissue Tek®

Trifast®

Tris Base und HCL
Triton X-100 1%
Trypsin-EDTA-LA6sung
Tween20

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Fresenius Kabi (Bad Homburg)
Merck (Darmstadt)

Roche (Mannheim)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Sigma (Taufkirchen)

Gibco (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma Aldrich (St. Louis, U.S.A.)

Invitrogen (Karlsruhe)

Gibco (Karlsruhe)

Sigma Aldrich, Fluka (Buchs,
Schweiz)

Treibacher Industrie AG (Althofen,
Osterreich)

Invitrogen (Oregon, U.S.A.)
Seromed (Berlin)

Genaxxon Bioscience (UIm)
Bioscience Alive (Heidelberg)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (Deisenhofen)

Sigma Aldrich, Fluka (Buchs,
Schweiz)

Sigma (Taufkirchen)

Roth (Karlsruhe)

Sakra (Zoeterwoude,
Niederlande)

PEQLAB Biotechnologie
(Erlangen)

Merck (Darmstadt)

Roche (Mannheim)

Gibco (Karlsruhe)

Appli Chem (Darmstadt)
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Folgende Losungen wurden steril und frisch angesetzt (Chemikalien und Seren s.0.):
Blotting Puffer: Methanol 200ml, Tris Base 20mM, Glycin 150mM, auf 1L mit Aqua dest.

auffillen

Minimalmedium: FCS 0,1%, Penicillin/Streptomycin 1%, L-Glutamin 1%,
mit MCDB 131 auf 100% auffillen

Elektrophorese Puffer Qualitative PCR (5xTBE-Puffer):
54g Tris Base, 27,5g Borsaure, 20ml 0.5M EDTA (pH 8.0), 1000ml
destilliertes Wasser

Elektrophorese Puffer Western Blot:
Tris Base 5,02g, Glycin 18,8g, SDS 10% 10 ml, auf 1L mit Aqua dest.
auffillen

RIPA Lyse-Puffer: NaCl 150mM, Tris 10mM/pH 7,2, SDS 0,1%, Triton X-100 1%, Deoxycholat
1%, EDTA 5mM ; bei Verwendung Complete 1:25 und Natriumvanadat 1:100
frisch hinzugeben

Blockinglésung: 5g Skim Milk Powder auf 100ml PBS + 0,1% Tween20

Stripping Puffer pro Membran:
Glycin 1M 5ml, H20 10ml, HCL 25% 750yl

Trenngel 10% fur Western Blot:
H20 6,1ml, Tris 1,5 M/pH 8,8, Acrylamid 30% 5ml, SDS 10% 150ul, Temed
20ul, APS 25% 204l

213 Kommerzielle Assays und Detektionsagenzien

BCA™ Protein Assay Kit Pierce Technology (Rockford,
US.A)

Chemiluminescence Film Chalfont, Buckinghamshire, UK)

DakoCytomation Flourescent Mounting Medium  Dako (Hamburg)

ECL Plus™Western Blotting Amersham Biosciences (Little

Detection Reagents Chalfont, Buckinghamshire, UK)

Hyperfilm™ECL High Performance Amersham Biosciences (Little

Precision Plus Potein™Standards Dual Color Bio Rad (Hercules, CA, U.S.A.)

214 Antikorper

Fir die Immunfluoreszenz und das Western Blotting wurden folgende primare und
sekundare Antikorper verwendet (Tabelle 4 und 5).
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Tabelle 4: Primare Antikorper verwendet fiir Western Blot (WB) und Immunfluoreszenz (IF)

Antikorper Verdiinnung Molekil- Verdinnung Hersteller
(Anti-human) (WB) groBe in (IF)
kDa

Beta-actin ' 1:5000 45 Keine IF Biozol (Eching, Deutschland)

FHL-1' 1:750 30 1:25-1:50 Abcam (Cambridge,UK)

S100 A4 2 1:200-1:500 10 Abnova (Taipeh, Taiwan)

S100 A4 1:250-1:1000 10 1:50 LabVision (Westinghouse,
US.A)

BDNF 2 1:100-1:1000 30 Abcam (Cambridge,UK)

BDNF ' 1:100-1:1000 30 1:25 SantaCruz (Santa Cruz, U.S.A.)

TrkB 1:750 140/90 SantaCruz (Santa Cruz, U.S.A))

TrkB * 140/90 1:100 BD Bioscience (Franklin Lakes,
U.S.A)

TSP-1' 1:1000-1:2000 175 1:200 US Biological (Massachusetts,
US.A)

CD36' 1:200-1:500 88 1:50 SantaCruz (Santa Cruz, U.S.A))

" Kaninchen, polyklonal
2 Maus, monoklonal

Bemerkung zum verwendeten TrkB-Antikorper:

Der in dieser Arbeit verwendete Antikorper fur die Western Blot Analyse stammt von
der Firma Santa Cruz (794-sc12). Laut Datenblatt wird die zytoplasmatische Domane
des C-Terminus von TrkB der Maus detektiert. Damit soll der Antikorper
ausschlieB3lich die Volllangenform (145kDa) in Proteinlysaten von Maus, Ratte und

Mensch erkennen. Es wird ausdrucklich darauf hingewiesen, dass keine
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Kreuzreaktivitat mit der trunkierten Form (95kDa) besteht. Interessanterweise wird
auf dem Datenblatt ein Western Blot mit einer einzigen Bande gezeigt, welche
zwischen 48 und 96kDa liegt. Dieses soll der Volllangenform entsprechen. Bereits
Ricci et al. setzten den Antikorper ein, um sowohl die Volllangen- als auch die
trunkierte Form nachzuweisen. Sie fanden beide Formen in bronchialer glatter
Muskulatur und glatten Muskelzellen pulmonaler Arterien [120]. Insofern ist davon
auszugehen, dass der Antikorper tatsachlich beide vorkommenden TrkB-Formen
erkennt. In Analogie zu dem Datenblatt konnte in dieser Arbeit ein TrkB mit einem
Molekulargewicht von ca. 90 kDa nachgewiesen werden.

Tabelle 5: Sekundare Antikorper verwendet fiir Western Blot (WB) und Immunfluoreszenz (IF)

Antikorper Verdiinnung Verdiinnung Hersteller
(WB) (IF)

Immunopure® Maus anti-Kaninchen  1:2000-1:3000

Immunopure® Maus anti-Maus 1:2000-1:3000 Kein Einsatz in IF Pierce Technology
(Rockford, U.S.A.)

Immunopure® Maus anti-Ziege 1:2000-1:3000

FITC® Ziege anti-Maus-IgG Kein Einsatz in WB 1:200 Sigma (Deisenhofen)

Alexa Fluor® 555 Ziege anti-Hase Kein Einsatz in WB 1:2000 Invitrogen (Oregon, U.S.A.)

IgG

21.5 PCR-Reagenzien

DNA/Hinf | Marker @ X174 Promega (Madison, U.S.A.)
GeneAmp RNA PCR Kit: Applied Biosystems Roche
(MuLV Reverse Trancriptase, RNase Inhibitor, (Foster City, CA, U.S.A.)

Random Hexamers, Oligo d(T)4s, 10x PCR Buffer Il,

25 mM MgCl, Solution, dNTP)

QIA-Shredder Qiagen (Hilden)

Platinum® SYBR Green® gPCR SuperMix-UDG:  Invitrogen (Oregon, U.S.A.)

(SYBR Green I, 50 mM MgCl,, ROX Reference Dye)

Primer = Primersequenzen siehe 2.3.6 MWG-Biotech AG (Ebersberg)
RNeasy Mini Kit: Qiagen (Hilden)

(RNeasy mini spin columns (Extraktionssaule),

Buffer RLT, Buffer RW1, Buffer RPE, RNase-free Water)
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Top Vision™LEG Q Agarose Fermentas (St. Leon-Rot)

2.1.6 Software und Datenbanken

1-D Analysesoftware Quantity One Biorad (Mlnchen)

ExPASy Proteomics Server www.expasy.ch

IrfanView 3.99 www.irfanview.com

Microsoft®Excel und Word 2003 Microsoft GmbH
(Unterschleil3heim)

Primer Express PPC Applied Biosystems (Darmstadt)

PubMed (National Center for Biotechnology Information) www.ncbi.nlm.nih.gov

2.2 Untersuchungen am Lungengewebe und an der
Zellkultur (Primarkultur)

221 Experimentelle Planung

Die Untersuchungen wurden an humanem Lungenhomogenat und an der Zellkultur
durchgefuhrt. Als Techniken wurden real-time PCR, indirekte Immunfluoreszenz und
Western Blot eingesetzt. Die durchgefuhrten Arbeitsschritte sind in Abbildung 3
graphisch dargestellt.

| Real-time-PCR — RNA-Expression |

> Lungenhomogenat

| Western Blot — Proteinexpression |

Real-time-PCR — RNA-Expression \
in den Erkrankungsgruppen unter
Normoxie und nach 24h
Hypoxiestimulation

v

Immunfluoreszenz — Expression
und Lokalisation des gesuchten Zellkultur (PASMC
Epitops unter Normoxie und nach und Fibroblasten)
24h Hypoxiestimulation

v

Western Blot — Proteinexpression
in den Erkrankungsgruppen unter
Normoxie und nach 24h

Hypoxiestimulation j

Abbildung 3: An humanem Lungenmaterial durchgefiihrte Arbeitsschritte.
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2.2.2 Lungenhomogenat

Das Gewebe der humanen Lungen stammt vom AKH Wien, Abteilung flr
Thoraxchirurgie/Tranplantationschirurgie. Bei den Lungen handelt es sich um
explantierte Lungen, die von Prof. Dr. Walter Klepetko, Leiter des
Lungentransplantationsprogrammes des Universitatsklinikums Wien, zur Verfigung
gestellt wurden. Alle Spender haben nach ausfuhrlicher Aufklarung ihre schriftliche
Einwilligung gegeben. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission des
Fachbereiches Medizin an der Justus-Liebig-Universitat GieRen genehmigt
(Bestatigung der Ethikkommission vom 19.01.2006; Aktenzeichen 10/06; Vorsitz:
Prof. Dr. K. L. Schmidt). Aufbauend auf den Ergebnissen der Tierversuche, sollten
Gen- und Proteinexpressionen an humanem Probenmaterial bestimmt werden. Fir
die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit standen Lungenproben von jeweils 5
IPAH- und COPD-Patienten, sowie von 5 Spendern zur Verfligung (siehe 8). Damit
sollten Tendenzen oder eventuelle signifikante Unterschiede, im Sinne einer
explorativen Studie, aufgezeigt werden. Limitiert wurde der Stichprobenumfang von
dem zur Verfugung stehenden Material. Die Erkrankungen wurden Kklinisch
diagnostiziert und im Institut fur Pathologie, Justus-Liebig-Universitat, histologisch
bestatigt. Verglichen wurde eine Kontrollgruppe von Spenderlungen mit
Lungenhomogenat von IPAH-, und COPD-Lungen. Die gefrorenen Gewebebldcke
wurden wie folgt aufbereitet:

Vorbereitung fur die RNA Extraktion:

Der Gewebeblock wurde mittels Tissue Tek® auf einem Gewebestempel eingebettet.
Im Kryostat wurden von dem Gewebeblock 40 Schnitte a 10um Dicke angefertigt und
in einem Eppendorf GefaR aufgefangen. Das Gewebe wurde nun mit 1ml Trifast®
versetzt und mittels Nadel und Spritze homogenisiert. Das Lysat wurde bei
Raumtemperatur 5min stark gevortext und anschlielend 15min bei 13000rpm in der
auf 4°C gekihlten Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen, in ein neues Reaktionsgefal’ Uberflhrt und bis zur Verwendung bei
-80°C gelagert.

Proteinextraktion zur Western-Blot-Analyse:

Lungengewebe von 60mm® wurde mittels Morser und Pistill pulverisiert. Das
entstandene Pulver wurde in RIPA Zelllyse-Puffer, welches mit den Proteininhibitoren
Complete (1:25) und Vanadat (1:100) versetzt wurde, aufgeldst. Das Lysat wurde
abgekratzt, in ein Reaktionsgefaly Uberfihrt und anschlieRend mittels Nadel und
Spritze homogenisiert. Im Anschluss wurde das Lysat 15min bei 13000rpm in der auf
4°C gekiihlten Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde
in ein neues Eppendorfgefall Gberfuhrt und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

26



Material und Methoden

223 Isolation und Kultur der pulmonal-arteriellen glatten
Muskelzellen (PASMC) und Fibroblasten der Adventitia

Sowohl die PASMC als auch die Fibroblasten wurden von der Arbeitsgruppe um
Prof. Dr. N. Weissmann (Zellkultur Seltersberg/Haus C), Zentrum fur Innere Medizin
der Justus-Liebig-Universitat Gielden, isoliert und in der 2. bis 8. Passage zur
Verfugung gestellt. Fur diese Arbeit wurden Zellen in der 2. bis 10. Passage
weiterverwendet (siehe 8). Die Zellen wurden nach gangigen Protokollen isoliert
[121]. Eine Typisierung wurde durch die Arbeitgruppe von Dr. med. B. Eul
vorgenommen. Folgender Stichprobenumfang wurde fur jede Zellart und Erkrankung
(IPAH, COPD und Kontrollgruppe) verwendet: Zur Bestimmung der RNA-Expression
wurde fur die PASMC n=5, fur die Fibroblasten n=3 verwendet. Zur Bestimmung der
Proteinexpression mittels Western Blot konnte, aufgrund von Platzmangel auf dem
Elektrophoresegel, nur n=4 fur PASMC und n=2 fur die Fibroblasten verwendet
werden. Damit sollten Tendenzen oder eventuelle signifikante Unterschiede, im
Sinne einer explorativen Studie, aufgezeigt werden. Ein groRerer Stichprobenumfang
konnte nicht gewahlt werden, da die Zellbestande limitiert waren. Wie bei dem
Lungenhomogenat wurde eine Kontrollgruppe mit einer IPAH- und COPD-Gruppe
verglichen.

Kultur der PASMC und Fibroblasten:

Far die Kultivierung der PASMC und Fibroblasten wurde das Kulturmedium jeden 2.
Tag gewechselt und die Zellen im Inkubator angezuchtet. Unter dem Mikroskop
wurde das Konfluenzstadium beurteilt und die Zellen nach erreichter Konfluenz fur
weitere Versuche verwendet. Um die Zellen in eine andere Passage zu Uberflihren
wurde wie folgt vorgegangen: Nach erreichter Konfluenz wurde die Zellkulturplatte
mit 7ml Trypsin-EDTA fur 5min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1ml
FCS 100% durch die darin enthaltenen Trypsininhibitoren gestoppt. Die
suspendierten Zellen wurden nun in ein 50ml Falcon UberfUuhrt und far 5min bei
1200rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet vorsichtig
in frischem Medium resuspendiert. Danach wurden die suspendierten Zellen in einer
der Wachstumsgeschwindigkeit entsprechenden Verdinnung auf Zellkulturschalen
ausgesat (neue Passage).

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden die passagierten Zellen auf einen 8-
kammerigen Kultur-Objekttrager ausgesat. Um gleich viele Zellen pro Kammer zu
gewahrleisten wurden die suspendierten Zellen mittels Neubauer-Kammer gezahlt
und zu jeweils 10.000 Zellen pro Kammer ausgesat.
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224 Hypoxiestimulation

Die dicht gewachsenen Zellkulturschalen wurden fir 24h unter normobaren
hypoxischen Bedingnungen (FiO,=0,01; entsprechend 1% O;) inkubiert. Dazu
wurden die Zellen zunachst 2x mit RPMI gewaschen und einen Tag vor dem
Experiment mit Minimalmedium versetzt. Fur die Hypoxiestimulation wurden die
Zellkulturplatten mit  frischem Minimalmedium versetzt und flir 24h in der
Hypoxiekammer inkubiert. Als Kontrolle dienten gleichbehandelte Platten, welche
24h unter normobaren normoxischen Bedingungen (FiO,=0,21) inkubiert wurden.
Nach 24h Exposition wurden die Zellkulturplatten auf Eis gestellt, das Medium
verworfen und die Platte einmalig mit PBS gewaschen. Die Platten konnten nun flr
die weitere Aufbereitung verwendet werden:

Zur Vorbereitung fur die RNA Extraktion wurden die Zellen einer 60mm Platte in
600ul RLT-Puffer + 1% B-Mercapto-Ethanol geldst, mehrmals mit der Losung gespult
und in ein Eppendorfgefal® pipettiert. Im Anschluss wurde das Gefald bei -80°C
eingefroren.

Fir die Proteinextraktion wurden die Zellen einer 60mm Platte mit 400ul NuPage
Puffer (NuPage/H,O im Verhaltnis 1:4) + 2% (-Mercapto-Ethanol versetzt und mit
dem Zellschaber von der Oberflache der Platte abgekratzt. Die geldsten Zellen
wurden nun mittels Pipette in ein Eppendorfgefald Uberfihrt und bei -80°C
eingefroren.

Fir die Immunfluoreszenzfarbung wurde das Medium von dem Objekttrager entfernt
und die Zellen einmalig mit PBS gewaschen. Um die Zellen zu fixieren, wurden jede
Kammer mit 400ul eiskaltem Methanol beflllt und fir 10min bei -20°C inkubiert. Im
Anschluss wurde das Methanol verworfen und die Platte zweimal mit PBS
gewaschen.
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2.3 Real-time PCR

2.31 RNA-Isolation aus Lungenhomogenat und Primarkultur

Die RNA-Extraktion wurde mit dem RNeasy Mini Kit von Quiagen durchgefuhrt. Um
Verunreinigungen mit DNasen zu vermeiden, wurden die Proben in einem QIA-
Shredder bei 10.000rcf zentrifugiert. Der Durchfluss wurde mit aquivalenter Menge
70%igem Ethanol gemischt und auf die Silica-Saulen transferiert. Die Sdulen wurden
bei 8.000rcf fur 15sek zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Danach wurden
350ul RW1 Puffer auf die Saulen gegeben und erneut bei 8.000rcf zentrifugiert. Nach
dem Verwerfen des Durchflusses, wurde 80ul DNase Mix auf die Saulen pipettiert
und bei Raumtemperatur 15min inkubiert. Dieses diente dem Abbau genomischer
DNA. Es folgte ein weiterer Schritt mit 350yl RW1 Puffer und Zentrifugation bei
8.000rcf. Im nachsten Schritt wurde zweimalig 500ul RPE Puffer auf die Saulen
appliziert und bei 8.000rcf zunachst 15sek, dann 2min zentrifugiert. Die Saule wurde
danach unter 28.000rcf trocken zentrifugiert. Um die RNA zu eluieren, wurde auf die
Saule 34yl Aquagest. pipettiert bei 8.000rcf 1min zentrifugiert und der Durchfluss
erneut unter denselben Einstellungen zentrifugiert. Danach folgte eine Lagerung auf
Eis und die Konzentrationsmessung der RNA.

2.3.2 RNA-Konzentrationsbestimmung

Zur Messung der RNA-Konzentration wurde das Gerat NanoDrop® (Rockland, USA)
mit entsprechender Software verwendet, welches uber die UV-Absorption die
Konzentration bestimmt. Zunachst wurde eine Nullmessung mit Aquagest.
durchgefuhrt. Fur die Messung der RNA wurde ein Volumen von 1,5ul RNA-L6sung
verwendet. Dabei absorbiert RNA eine Wellenlange von 260nm. Proteine wirden bei
einer Wellenlange von 280nm absorbieren. Ein Peak bei Wellenlange 280nm wurde
eine Verunreinigung mit Proteinen anzeigen. (Dabei absorbiert RNA eine
Wellenlange bis maximal 260nm. Der Quotient von ODyp und ODygg zeigt den Grad
der Verunreinigung durch Proteine an. Proteine absorbieren v.a. wegen ihres
Tryptophangehaltes bis maximal einer Wellenlange von 280nm.)

233 Reverse Transkription der RNA (cDNA Synthese)

Fir die Reverse Transkription wurden 600ng RNA in 10ul H20 gelost und in einem
Doppelansatz angesetzt. Die Proben wurden zur Denaturierung zunachst fur 10min
bei 70°C erhitzt und danach 5min auf Eis gelagert. Auf 10ul RNA-L6sung wurde 10yl
Mastermix pipettiert (Tabelle 6). Nach dem Zusammenmischen der Probe mit dem
Mastermmix folgte die Reverse Transkription unter folgenden Bedingungen im
TrioBlock. Zunachst fur 10min bei 20°C, dann fur 75min fur 43°C und als letzter
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Schritt fir 5 min bei 99°C. Die gewonnene cDNA wurde bei -20°C gelagert und fur
die real-time-PCR verwendet.

Tabelle 6: Mastermix

Substanz Konzentrationen der Volumen pro
Komponenten Reaktionsansatz [ul]

10x Buffer Il 100mM Tris-HCL, 500mM KCL, pH 2,0 ul
8,3

MgCL> 25mM 4,0l

dNTP’s 10mM each 1ul

Random Hexamers 5uM 1ul

RNAse Inhibitor 10U 0,5ul

Reverse Transcriptase 50U 1,0l

Aquagest.. 0,5ul

2 10ul

234 Quantitative real-time-PCR

Die quantitative real-time-PCR, welche mit dem ABI PRISM® Sequence Detection
System 7700 durchgeflhrt wurde, erfolgte stets fur mehrere Gene gleichzeitig und
unter Einsatz derselben Menge an Ausgangsmaterial sowie unter identischen PCR-
Bedingungen. Das Ansatzvolumen betrug 25ul, davon 2ul cDNA und die restlichen
23ul Reaktionsansatz (Tabelle 7). Die Oligonukleotid-Primer wurden aus
untenstehender Tabelle verwendet, fur jedes Gen 0,5ul entsprechender Primer
(siehe 2.3.6). FiUr jedes Gen wurde eine Negativkontrolle mitgefuhrt, bei der anstelle
der cDNA-Probe 2ul Wasser in den sonst identischen Reaktionsansatz gegeben
wurden. Die PCR-Bedingungen wurden wie in Tabelle 8 dargestellt gewahlit. Da der
SYBR Green® | Farbstoff unselektiv auch an Primerdimere binden kann, wurde
sowohl eine Schmelzkurvenanalyse als auch eine Gelelektrophorese mit dem
Produkt durchgeflhrt (siehe 2.3.5). Ab einem CT-Wert von Uber 38 Zyklen wurde die
Probe als negativ gewertet.
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Tabelle 7: Reaktionsansatz real-time-PCR

Substanz Volumen
2x Invitrogen Super Mix Puffer 12,54l
MgCl; (50mM) 1ul
Vorwarts-Primer (10uM) 0,5ul
Ruckwarts-Primer (10uM) 0,5ul

Rox Reference Dye50x 0,5ul

H20 8ul

cDNA 2ul

2 25yl

Tabelle 8: Reaktionsbedingungen fiir die real-time-PCR

Temperatur/°C  Zeitdauer Zyklen Funktion

50°C 2min 1x Uracil N’-glykosylase-Reaktion zum Abbau evtl.
kontaminierender PCR-Produkte

95°C 10min 1x Inaktivierung der Uracil N'-glykosylase und Aktivierung
der Taqg DNA-Polymerase

N
95°C 5sek Denaturierung der dsDNA
o > 45x e . .
59°C 5sek Hybridisierung der Primer (Annealing)
72°C 10sek ) Elongation/Polymerisation
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Der SYBRGreen® | Farbstoff liefert ein Signal proportional zur Menge an PCR-
Produkt. Das Signal wird vom Sequenzer nach jedem Zyklus gemessen und erstellt
eine Amplifikationskurve. Fur jede Kurve wird bestimmt, wie viele Zyklen bis zum
Erreichen eines Schwellenwertes bendtigt wurden. Dieser Schwellenwert oder auch
CT-Wert qilt als Mal} flr die initiale Menge an Zielsequenz. Dabei wird der
Schwellenwert in Hohe der exponentiellen Phasen gelegt, wo die
Amplifikationskurven moglichst wenig Hintergrundrauschen aufweisen und die
Amplifikation noch mdglichst ungehindert ablauft.

Die RNA-Expression der Kandidatengene wurde mit quantitativer real-time-PCR
bestimmt. Um die relativen Unterschiede der Trankskriptmengen zu bestimmen,
wurde die AACT-Methode benutzt. Die Daten der real-time-PCR wurden als
Fluoreszenzsignal AR, gegen die Zykluszahl aufgetragen. Die Software des Tagman-
Gerates berechnet AR, mit der Formel AR, = (R,") - (R.), wobei R, das
Fluoreszenzsignal des Produktes zu einem beliebigen Zeitpunkt und R, das
Fluoreszenzsignal der Grundemission darstellt. Der Schwellenwert (threshold) wurde
mittig in dem Graphen gewahlt, welchen die Software berechnet hat. Dabei stellt AR,
die Ordinate (Y-Achse) und die Zykluszahl die Abszisse (X-Achse) dar. Bei dem
Lungenhomogenat wurde eine Thresholdwert von 0,05, bei den Zellen ein Wert von
0,07 verwendet. Ein konstanter Threshold wurde verwendet, um die Ergebnisse
untereinander vergleichen zu kénnen. Der CT-Wert ist definiert als die Zykluszahl, an
welcher der AR, den Threshold schneidet. Unterschiede im RNA-Niveau konnten mit
dem ACT-Wert dargestellt werden. Die Formel daflr ist:

ACT = (CTreferenz — CTkandidat)

Als Referenzgene wurden humanes PBGD und HPRT verwendet und die CT-Werte
beider Ergebnisse gemittelt. Unterschiede zwischen normoxisch und hypoxisch
behandelten Zellen wurden anhand der AACT-Werte bestimmt:

AACT = (ACTHypoxie — ACTnNormoxie)

Unter Annahme idealer Amplifikation ergibt sich der Regulationsfaktor gemaf
RF = 2AACT
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2.3.5 Schmelzkurvenanalyse und Agarose-Gelelektrophorese

Da anhand einer Amplifikationskurve mit SYBR Green® | nicht entschieden werden
kann, ob das Signal von einem spezifischen Produkt kommt, wurde im Anschluss an
die Amplifikation eine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt. Neben der Uberpriifung
der Spezifitat der Primerpaare kann dieses Verfahren wichtige Hinweise auf
unspezifische Amplifikationsprodukte wie beispielsweise Primer-Dimere geben und
dient somit der qualitativen Uberpriifung der zuvor durchgefihrten Amplifikation.
Hierbei werden die Reaktionsansatze im Anschluss an die PCR langsam und
gleichmallig von 60°C auf 95°C erwarmt, wobei kontinuierlich die
Fluoreszenzintensitat gemessen wird. Die Schmelztemperatur macht sich als
plotzliche starke Fluoreszenzabnahme bemerkbar, welche als ein Maximum in der
ersten  negativen  Ableitung dieser Funktion darstellbar ist. Diese
Fluoreszenzabnahme erklart sich durch den Ubergang von doppelstrangiger (ds) zu
einzelstrangiger (ss) DNA, dem so genannten Schmelzen. Bei diesem Vorgang wird
der Farbstoff SYBR Green® | in seine schwache Grundfluoreszenz zuriickversetzt.
Die hierbei ermittelten Schmelztemperaturen konnten dann mit den fur jedes
Amplikon zuvor mit der Software Primer Express PPC errechneten
Schmelztemperaturen verglichen werden.

Um sicher zu gehen, dass es sich bei den entstandenen Amplifikaten auch
hinsichtlich der Amplifikatlange um das erwinschte Produkt handelt, wurde fur jedes
Primer-Paar eine Gelelektrophorese in 2.5%igem Agarose-Gel durchgefuhrt
(Abbildung 4). Nur bei Auftreten einer einzigen Bande auf erwarteter Hohe wurde
die Probe in die Auswertung aufgenommen. Wie in genannter Abbildung zu sehen,
wurden Negativkontrollen (Pufferkontrollen) fir jedes zu testende Amplifikat
mitgefiihrt. Bei den Negativkontrollen wurde anstatt cDNA Wasser fur die PCR
verwendet. Nur wenn diese Probe keine Bande in der Gelelektrophorese aufwies,
wurde der PCR-Lauf in die Auswertung aufgenommen. Die Gelelektrophorese wurde
wie folgt durchgefuhrt: fur die DNA-Analyse wurde ein 1.5%iges Gel (0.75g Agarose
Top-Vision LE GQ aufgekocht und geldst in 55ml 0.5x TBE Puffer) gegossen. Nach
15min wurde das polymerisierte Agarosegel mit 0.5x TBE Puffer Uberschichtet. Pro
Tasche wurde ca. 1ug DNA, welche zuvor mit Ladepuffer vermischt wurde, in einem
Volumen von 10ul aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte im Anschluss mit einer
Spannung von 120V fir 30—40min, um anschlieRend die DNA-Banden unter einer
UV-Lampe (322nm) sichtbar zu machen. Als Marker diente 1ul des ®X174 DNA/Hinfl
mit Fragmentlangen von 24 bis 726 Basenpaaren.
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huHPRT huPBGD " huFHL-1 s huS100 A4

huTrkB huTSP-1 huCD36

Abbildung 4: Nachweis der Produktspezifitat der real-time PCR mit Hilfe der Gelelektrophorese.
Links sind jeweils die Markerbanden des Langenstandards Hinf | dargestellt; es folgen die 4
amplifizierten Proben (je 2 Proben PASMC unter Normoxie und nach 24 Hypoxie), rechts ist die
Negativkontrolle (Pufferkontrolle) mit Pfeil markiert.

2.3.6 Primer Sequenzen und Lange des Amplifikates

Intron-Uberspannende spezifische Primer wurden mit Hilfe des Programmes Primer
Express entworfen. Die Sequenzen wurden der GenBank entnommen. Validiert
wurden die Primer von der Arbeitsgruppe.

Tabelle 9: Primersequenzen und GroRe des Amplifikates

Zugangs Name des Genes Primersequenz von 5°- 3" (FP/RP) Lange des
nummer (Alle Human) Amplifikates
NM000194  Hypoxanthin-Guanin- - AGG AAA GCA ATC ACT CTC AT - 94 bp
Phosphribosyltransferase - GGT GGA GAT GATCTC TCAACT TTAA -
(HPRT)
NM000190  Porphobilinogen -CCC ACG CGA ATC ACT CTC AT- 69 bp
desaminase (PBGD) -TGT CTG GTA ACG GCAATG CG -
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Zugangs Name des Genes Primersequenz von 5°- 3" (FP/RP) Liange des
nummer (Alle Human) Amplifikates
NM001449  SLIM1 (FHL-1) - GGC CAA GAA GTG TGC TGG AT - 93 bp

- GTAGTC GTG CCAGGA TTG TCC -

NMO002961  S100 calcium-binding - CTAAAG GAG CTG CTG ACC CG - 101 bp
protein A4 (S100 A4) -TCCCTGTTG CTG TCC AAG TTG -

NMO001709  Brain-derived neurotrophic - CAA GGC AGG TTC AAG AGG CTT - 131 bp
factor (BDNF) - CTG GAC GTG TAC AAG TCT GCG -

NM006180  Tyrosine receptor kinase B -ACATTTCCG TCACCT TGACTT GT - 103 bp
(TrkB) -GGS TGG ATT TAG CCT CTT GGA G -

NM003246  Thrombospondin 1 (Tsp-1) -AAT GCT GTC CTC GCT GTT GG - 98 bp

- GTC GAATTC CAT TGC CAC AG -

NMO000072  CD36 Antigen - GTG ATG ATG AAC AGC AGC AACA - 99 bp
- CCT CAG CGT CCT GGG TTA CAT -

NM000291 Phosphoglycerate kinase - GAC GTT AAA GGG AAG CGG GT - 110 bp
(PGK-1) -GAA TTT GAT GCT TGG GAC AGC -
24 Indirekte Immunfluoreszenz der Zellkultur

2.41 Farbetechnik

Zum Blockieren der freien Bindungsstellen wurde BSA verwendet und in PBS zu
einer 5%gen Losung angesetzt. In jede Kammer des Chamberslides wurde 400ul 5%
BSA-L6sung pipettiert und fur 60min geschuttelt. In einem 2. Schritt wurde der
Primar-Antikdrper in passender Verduinnung (siehe 2.1.4) in einer 2.5% BSA-L6sung
geldst, in die Kammern pipettiert und fir 60min auf dem Schuttler inkubiert. Nach
der Inkubation folgten drei 5-minutige Waschschritte auf dem Schuttler mit PBS. Als
sekundare, farbstoffmarkierte Antikdrper wurden verwendet: FITC-Antikérper gegen
Ziege (anti-Ziege) in einer Verdunnung 1:200 und ALEXA 555-Antikdrper gegen
Kaninchen (anti-Kaninchen) in einer Verdinnung 1:2000, jeweils geldst in 2,5% BSA-
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Ldsung. Der sekundare Antikérper wurde flir 40min auf dem Schuttler im Dunkeln
inkubiert. Es folgten nun acht 5-minlitige Waschschritte mit PBS ebenfalls im
Dunkeln. Danach wurde das Chamberslide fir 5min mit dem Kernfarbemittel DAPI in
einer Verdinnung 1:100 behandelt. In einem weiteren Fixierungsschritt wurde der
Chamberslide fur 8min mit 4% PFA-Losung behandelt. Die Kammern auf dem
Objekttrager wurden entfernt. Die Zellen wurden mit DAKO Immunfluorescence
Medium eingedeckt. Zum Schlul3 wurde der Objekttrager mit einem Deckglas
versehen und bei 4°C im Kuhlschrank gelagert.

Zur Sicherstellung, dass die Farbung nicht durch eine unspezifische Bindung des
sekundaren Antikdrpers zustande gekommen ist, wurde stets eine Negativkontrolle
durch Applikation eines sekundaren Antikorpers, bei Substitution des primaren
Antikdérpers durch Puffer, durchgeflhrt.

24.2 Auswertung am Immunfluoreszenz-Mikroskop

Die Auswertung erfolgte mit einem Leica Mikroskop (DMLA, Kamera: DC 300 FX). Es
wurde von jeder Erkrankung sowohl PASMC und adventitielle Fibroblasten
verwendet. Um Fluoreszenzintensitaten miteinander vergleichen zu kénnen, wurde
darauf geachtet die Einstellungen bei jedem Bild konstant zu halten. Die Zellen
wurden unter 10, 40 und 100 facher VergrofRerung betrachtet und ausgewertet.

Mit der DAPI-Kernfarbung wurde der Zellkern angefarbt. AnschlieRend wurden
getrennt Bilder von DAPI-Kernfarbung und der Farbung des interessierenden
Proteins aufgenommen. Mit Hilfe der Software konnte eine Uberlagerung beider
Bilder erzeugt werden und sowohl mit der Kernfarbung als auch mit der spezifischen
Farbung verglichen werden.

2.5 Western Blot Analyse

251 Messung der Proteinkonzentration und Aufbereitung der
Proteine

Bei den in NuPage® gelésten Proteinen wurde keine Konzentrationsmessung
durchgefuhrt. Hier wurde versucht, Uber eine Angleichung der Intensitat der p-Actin
Banden eine anndhernd gleiche Proteinkonzentration zu erreichen. Die
Konzentrationsmessung der in RIPA gelésten Proteine des Lungenhomgenates
wurde mit Hilfe eines kommerziellen spectro-fotometrischen Assays (BCA assay kit)
durchgefuhrt. Unmittelbar vor der Elektrophorese wurden die Proteine mit Laemli®
Puffer in einem Verhaltnis 1:2 versetzt, die in NuPage® geldsten Proteine bedurften
keines Laemli® Puffers. Samtliche Proteinproben wurden kurz vor dem Auftragen auf
das Gel fur 10min auf 95°C erhitzt und danach auf Eis gelagert.
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2.5.2 SDS-Page Elektrophorese

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) ist eine Methode zum Auftrennen von
Molekulen, insbesondere von Proteinen und Nukleinsauren. Da die zu trennenden
Molekule eine Ladung besitzen, werden sie beim Anlegen einer Spannung durch das
Polymer "gezogen" und abhangig von Ladung, Grélke, Molmasse und Beschaffenheit
des Trennmediums elektrophoretisch aufgetrennt. In dieser Arbeit wurde die PAGE
zum Auftrennen von Proteinen verwendet. Die Elektrophorese wurde mit einem
10%igem SDS-Polyacylamidgel (Zusammensetzung siehe 2.1.2) durchgefuhrt. Dabei
wurden entweder Gele einer Dicke von 1,5mm oder 0,75mm verwendet. Proteine
aus Lungenhomogenat wurden in gleichen Konzentrationen zu je 20ug auf das Gel
aufgetragen. Es wurde stets ein Probenvolumen von 20ul pro Gelkammer verwendet.
Um bei den Zellproben eine annahernd gleiche Proteinkonzentration zu
gewahrleisten, wurden in der Zellkultur gleich grol3e Petrischalen und Konfluenz der
Zellen vorausgesetzt. Konzentrationsunterschiede konnten Uber die Kontrollbande
mit B-Actin erkannt werden. Die Kontrollbande sollte bei samtlichen Proben von
Lungengewebe und Zellen gleich dichte Banden vorweisen. Um die GroRe des
Proteins der spezifischen Banden zu ermitteln wurde ein Protein Standard (BioRad)
verwendet. Die Elektrophorese wurde gestoppt, wenn die Laufmittelfront das Ende
des Gels erreicht hat.

Elektrophoresebedingungen: 120V fur ca. 60min

253 Transfer der Gele auf PVDF-Membranen (Blotting)

Die fertigen Gele wurden auf eine 0,45um PVDF-Membran transferiert. Kurz vor dem
Blotten wurde die PVDF-Membran fir 1min in Methanol eingelegt und abgesattigt.
Blottingbedingungen: 100V fur 60min

254 Immundetektion

Um die unspezifischen Bindungsstellen auf den Membranen zu blockieren, wurden
die Membranen in einer 5%igen entfetteten Milchpulverlosung (Losungsmittel PBS +
0,1% Tween20) fur eine Stunde inkubiert (Blockinglosung). Die Membranen wurden
mit dem primaren Antikorper (siehe 2.1.4) in passender Verdunnung uber Nacht bei
4°C inkubiert. Danach wurde dreimal mit PBS + 0,1% Tween20 fur jeweils 10min
gewaschen. Im Anschluss wurde der sekundare Antikorper gegen die entsprechende
Spezies des Primarantikorpers fur 60min auf der Membran inkubiert. Es wurde eine
Verdiunnung von 1:2000-1:3000 des Sekundarantikorpers verwendet. Samtliche
Antikorper fur Western Blot wurden in der Blockinglosung gelost. Nach den
Inkubationsschritten folgten weitere drei 15-minutige Waschschritte mit PBS + 0,1%
Tween20. Um die spezifischen Banden zu detektieren, wurden die Membranen mit
einem Chemilumineszenzreagenz (ECL Plus™) behandelt und mittels
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Rontgenkassette und hochsensitiven Filmen ausgewertet. Die Expostitionszeit der
Filme richtete sich dabei nach der Starke der Lumineszenz.

255 Membranstripping

Um die Membranen mit neuen Antikdrpern inkubieren zu konnen, wurde die
Membran mit Stripping Puffer (Zusammensetzung siehe 2.1.2) fir 75min behandelt.
Es folgten zwei Waschschritte a 10min mit PBS + 0,1% Tween20 und eine
Inkubation der Membranen mit Blockingldsung fir 30min. Im Anschlul3 konnten die
Membranen wiederverwendet werden (siehe 2.5.4).

2.5.6 Bestimmung der Bandenintesitaten mittels Densitometrie

Die Intensitaten der detektierten Banden wurden densitometrisch analysiert. Dazu
wurde ein GS-800™ kalibriertes Densitometer und die 1-D Analysesoftware Quantity
One (beide Bio-Rad Laboratories) verwendet. Als Referenzprotein diente p-Actin. Die
logarithmischen Verhaltnisse von interessierendem Protein zu p-Actin (log Ratio
Protein/B-Actin) wurden gemittelt. Soweit dies moglich war, wurde zwischen den
Gruppen, den Versuchsbedingungen und der Zellart verglichen. Die p-Actin-
Referenzbanden der Kontrollgruppe im Lungenhomogenat konnten nicht vollstandig
verwendet werden. Die erste Bande zeigte eine Artefaktuberlagerung und wurde bei
den Berechnungen nicht bertcksichtigt.

2.6 Statistische Auswertung

Alle statistischen Angaben im Text sowie in Abbildungen und Tabellen sind
Mittelwerte + mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM). Unterschiede zwischen
Mittelwerten wurden mit dem t-Test gepruft. Fir inter-individuelle Daten wurde der
Welsh-t-Test, fur intra-individuelle Daten der gepaarte t-Test angewendet. Werte, die
mehr als zwei Standardabweichungen vom Mittelwert der Gbrigen in der Gruppe
befindlichen Werte abwichen, wurden aus dem Test entfernt (4-o Test). Aus jeder
Stichprobe wurde maximal 1 Wert entfernt. Zur Auswertung der Western-Blot-Daten
wurden die log-Ratios von untersuchtem Protein zu B-Actin fur den t-Test verwendet.
Die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse wurden im Sinne einer explorativen Studie
gewonnen. Die angegebenen p-Werte dienen als Abschatzung der statistischen
Signifikanz der Ergebnisse. Unter Annahme der Nullhypothese sind die errrechneten
p-Werte nur ein Mal} flr die Reproduzierbarkeit bzw. fur die Evidenz der Ergebnisse.
Ein Signifikanzniveau fur die Ablehnung von Nullhypothesen ist nicht angegeben. Die
Beurteilung der Ergebnisse erfolgt anhand der Effektgrofien.
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3 Ergebnisse

3.1 FHL-1

3.11 FHL-1: RNA-Expression im Lungenhomogenat

Sowohl die IPAH- als auch die COPD-Gruppe zeigten héhere RNA-Expressionen im
Vergleich zur Kontrollgruppe (pipan=0,008, pcorp=0,007; Abbildung 5).
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Abbildung 5: RNA-Expression von FHL-1 im Lungenhomogenat. Die Punkte geben die
Einzelwerte der jeweiligen Gruppe an, der schwarze Balken den Mittelwert (n=5).

3.1.2 FHL-1: Proteinexpression im Lungenhomogenat

Es zeigte sich eine hdhere Proteinexpression in der IPAH-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p=0,007; Abbildung 6). Zwischen der COPD-Gruppe und
Kontrollgruppe zeigte sich kein Unterschied.
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Abbildung 6: Western Blot Analyse von FHL-1 im Lungenhomogenat. Die Sdulen geben die
Mittelwerte £+ SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu -Actin an (n=4).

3.1.3 FHL-1: Differentielle RNA-Expression in PASMC und
Fibroblasten unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Unter Normoxie zeigte sich bei den PASMC sowohl in der IPAH- als auch in der
COPD-Gruppe eine erhdohte RNA-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe
(pipan=0,032, pcorp=0,005). Bei den Fibroblasten fand sich weder in der COPD-
noch in der IPAH-Gruppe eine vermehrte RNA-Expression im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Nach 24h Hypoxiestimulation zeigte sich bei den PASMC in der
Kontrollgruppe eine vermehrte RNA-Expression (p=0,001; Abbildung 7). Bei den
Fibroblasten war sowohl in der IPAH- als auch in der COPD-Gruppe eine erhdhte
Expression messbar (pipan=0,0002, pcopp=0,043). In der Kontrollgruppe zeigte sich
nach 24h Hypoxie kein Unterschied zu den normoxisch gehaltenen Zellen. Der
Vergleich zwischen den Zellarten ergab folgendes Ergebnis: in der IPAH-Gruppe
zeigte sich unter Normoxie eine niedrigere RNA-Expression zwischen PASMC und
Fibroblasten (p=0,015).
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Abbildung 7: Vergleich der FHL-1 RNA-Expression bei verschiedenen Erkrankungen, unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz) sowie zwischen Zellarten. Die
Saulen geben die Mittelwerte £ SEM der A-CT Werte an (n=5).

3.1.4 FHL-1: Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten

unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Die Expression von FHL-1 wurde in allen Gruppen und beiden Zellarten unter
Normoxie nachgewiesen. Dabei zeigte sich in allen Gruppen eine diffuse
zytoplasmatische Anfarbung. Eine Veranderung der Fluoreszenzintensitat nach 24 h
Hypoxie wurde nicht festgestellt (Abbildung 8 und 9). Nach 24h Hypoxie wurde
weder in den PASMC der COPD-Gruppe, noch in den Fibroblasten der IPAH-Gruppe
ein Signal gemessen.
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Abbildung 8: Immunfluoreszenzfarbung von PASMC in 40x VergréoRerung. Additionsbild (1),
spezifische Farbung (2), DAPI Kernfarbung (3), kleiner Kasten in (2) Negativkontrolle. (A) PASMC
Kontrollspenderlunge Normoxie, (B) nach 24h Hypoxie. (C) PASMC IPAH-Lunge Normoxie, (D) nach
24h Hypoxie. (E) PASMC COPD-Lunge Normoxie.
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Abbildung 9: Immunfluoreszenzfarbung von Fibroblasten in 40x VergroRerung. Additionsbild (1),
spezifische Farbung (2), DAPI Kernfarbung (3), kleiner Kasten in (2) Negativkontrolle. (A) Fibroblasten
IPAH-Lunge Normoxie. (B) Fibroblasten COPD-Lunge Normoxie, (C) nach 24h Hypoxie.

3.1.5 FHL-1: Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Unter Normoxie zeigte sich in PASMC der IPAH-Gruppe eine vermehrte
Proteinexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,032; Abbildung 10). Bei den
Fibroblasten zeigte sich ebenfalls eine vermehrte Proteinexpression in der IPAH-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,017). Ein relevanter Einfluss von 24h
Hypoxie auf die Proteinexpression wurde weder in PASMC noch in Fibroblasten
gemessen (Abbildung 11). Bei den Fibroblasten konnte eine Proteinexpression nur
bei den Zellen der COPD-Gruppe gemessen werden.
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Abbildung 10: Western Blot Analyse von FHL-1 in PASMC und Fibroblasten unter Normoxie.
Vergleich von Kontrolle zu IPAH. Die Saulen geben die Mittelwerte + SEM der log Ratios von

untersuchtem Protein zu B-Actin an (n=4 bei PASMC, n=2 bei Fibroblasten).
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Abbildung 11: Western Blot Analyse von FHL-1 von PASMC und Fibroblasten unter Normoxie
(grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz). Die Sdulen geben die Mittelwerte £ SEM der

log Ratios von untersuchtem Protein zu (3-Actin an (n=4). (A) Kontrollgruppe, (B) IPAH-Gruppe, (C)

COPD-Gruppe jeweils PASMC. (D) COPD Fibroblasten.
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3.2 S100 A4

3.21 S100 A4: RNA-Expression im Lungenhomogenat

Sowohl die IPAH- als auch die COPD-Gruppe zeigten eine vermehrte RNA-
Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe (pipan=0,021, pcorp=0,005; Abbildung
12).
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Abbildung 12: RNA-Expression von $100 A4 im Lungenhomogenat. Die Punkte geben die
Einzelwerte der jeweiligen Gruppe an, der schwarze Balken den Mittelwert (n=5).

3.2.2 S100 A4: Proteinexpression im Lungenhomogenat

Weder zwischen der IPAH- noch der COPD-Gruppe zeigten sich unterschiedliche
Proteinexpressionen im Vergleich zur Kontroligruppe (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Western Blot Analyse von S100 A4 im Lungenhomogenat. Die Saulen geben die
Mittelwerte + SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu 3-Actin an (n=4).

3.2.3 S$100 A4: Differentielle RNA-Expression in PASMC und
Fibroblasten unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Unter Normoxie zeigten sich bei den PASMC in der IPAH-Gruppe keine RNA-
Expressionunterschiede im Vergleich zur Kontroligruppe (Abbildung 14). Eine
verminderte RNA-Expression zeigte sich in der COPD-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p=0,058). In Fibroblasten konnte kein Unterschied unter Normoxie
gemessen werden. Die 24h Hypoxiestimulation zeigte in PASMC keinen Einfluss auf
das RNA-Niveau von Kontroll- und IPAH-Gruppe. In der COPD-Gruppe war die RNA-
Expression nach 24h Hypoxie erhoht (p=0,011). Bei den Fibroblasten zeigte sich
nach 24h Hypoxiestimulation bei jeder Erkrankung und Kontrolle eine hohere RNA-
Expression (pkontrolle=0,042, pipan=0,041, pcorp=0,016). Im Zellvergleich von PASMC
zu Fibroblasten unter Normoxie zeigten sich in der IPAH- und der COPD-Gruppe
erhohte RNA-Expressionen (pipan=0,034, pcorp=0,038).
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Abbildung 14: Vergleich der S100 A4 RNA-Expression bei verschiedenen Erkrankungen, unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz) sowie zwischen Zellarten. Die
Saulen geben die Mittelwerte + SEM der A-CT Werte an (n=5).

3.24 S$100 A4: Lokalisation und Expression in PASMC und
Fibroblasten unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Es zeigte sich in beiden Zellarten von IPAH- und Kontrollgruppe eine
zytoplasmatische Anfarbung. Eine Anfarbung in Zellen der COPD-Gruppe zeigte sich
nicht. Eine starke Expression wurde bei den PASMC nachgewiesen (Abbildung 15).
Die Fibroblasten zeigten auch bei hohen Antikdrperkonzentrationen eine schwache
Markierung. Ein Einfluss von 24h Hypoxie auf die Expression zeigte sich nur bei den
Fibroblasten der IPAH-Gruppe. In der IPAH-Gruppe schien S100 A4 aul3erdem im
Nucleus von PASMC und Fibroblasten lokalisiert.
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Abbildung 15: Inmunfluoreszenzfarbung von PASMC und Fibroblasten in 40x VergréRerung.
Additionsbild (1), spezifische Farbung (2), DAPI Kernfarbung (3), kleiner Kasten in (2)Negativkontrolle.
(A) PASMC Kontrollspenderlunge Normoxie, (B) 24h Hypoxie. (C) PASMC IPAH-Lunge Normoxie, (D)
nach 24hHypoxie. (E) Fibroblasten IPAH-Lunge Normoxie, (F) nach 24 Hypoxie. Die Pfeile in den
Bildern weisen auf eine Expression von S100 A4 im Nucleus hin. Im Vergleich von E2 zu F2 zeigt sich
eine starkere Expression in F.
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3.2.5 S100 A4: Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Nach 24h Hypoxiestimulation zeigte sich in PASMC der Kontrollgruppe eine

vermehrte Proteinexpression (p=0,048; Abbildung 16). In Fibroblasten wurde keine

Proteinexpression mittels Western Blot gemessen.
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Abbildung 16: Vergleich der Proteinexpression von S100 A4 in PASMC unter Normoxie (grau)
und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz). Die Sdulen geben die Mittelwerte + SEM der log
Ratios von untersuchtem Protein zu 3-Actin an (n=4). (A) Kontrollgruppe, (B) IPAH-Gruppe, (C)
COPD-Gruppe.
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3.3 BDNF

3.31 BDNF: RNA-Expression im Lungenhomogenat

Sowohl die IPAH- als auch die COPD-Gruppe zeigten vermehrte RNA-Expressionen
im Vergleich zur Kontrollgruppe (pipan=0,006, pcorp=0,008; Abbildung 17).
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Abbildung 17: RNA-Expression von BDNF im Lungenhomogenat. Die Punkte geben die
Einzelwerte der jeweiligen Gruppe an, der schwarze Balken den Mittelwert (n=5).

3.3.2 BDNF: Proteinexpression im Lungenhomogenat

Im Western Blot zeigten sich zwei spezifische Banden fur BDNF. Zum einen die pro-
BDNF Bande bei ca. 35kDa, zum anderen die BDNF Bande bei ca. 20kDa. Beide
Formen zeigten individuell sehr variable Proteinexpressionen zwischen der IPAH-,
COPD-, und der Kontrollgruppe (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Western Blot Analyse von BDNF im Lungenhomogenat. Die Saulen geben die
Mittelwerte £+ SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu B-Actin an (n=4). In der Western Blot
Analyse zeigten sich zwei spezifische Banden, fir BDNF (20kDa) und Pro-BDNF (35kDa).

3.3.3 BDNF: Differentielle RNA-Expression in PASMC und
Fibroblasten unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Es wurden weder bei den PASMC noch bei den Fibroblasten unterschiedliche RNA-
Expressionen im Vergleich von Erkrankungsgruppe zu Kontrollgruppe gemessen
(Abbildung 19). Die intraindividuellen Unterschiede nach 24h Hypoxiestimulation
sahen wie folgt aus: bei den PASMC hatte 24h Hypoxie keinen Einfluss auf das
RNA-Niveau von Kontroll-, IPAH-, und COPD-Gruppe. Bei den Fibroblasten zeigte
sich nach 24h Hypoxie bei jeder Erkrankung und Kontrolle eine erhdhte Expression
(PKontrolle=0,049, pipan=0,026, pcorp=0,03). PASMC im Vergleich zu Fibroblasten
zeigten in der COPD-Gruppe sowohl unter Normoxie (p=0,012), als auch nach 24h
Hypoxiestimulation (p=0,034) erhohte Expression.
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Abbildung 19: Vergleich der BDNF RNA-Expression bei verschiedenen Erkrankungen, unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz) sowie zwischen Zellarten. Die
Saulen geben die Mittelwerte + SEM der A-CT Werte an (n=5).

3.34 BDNF: Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten
unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

In allen untersuchten Gruppen wurde eine zytoplasmatische Lokalisation gezeigt.

Nach 24h Hypoxiestimulation wurde nur in Fibroblasten der COPD-Gruppe eine

vermehrte BDNF-Expression gemessen (Abbildung 20). Dies korreliert mit der RNA-

Expression (siehe 3.3.1).

3.3.5 BDNF: Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Auch nach mehrmaligen Versuchsansatzen, unter Erhohung der Antikorper-

konzentration und Verlangerung der Expositionszeit, wurde keine BDNF-

Proteinexpression mittels WB in PASMC und Fibroblasten gemessen. Eine Detektion

derselben Membran mit Antikorpern gegen FHL-1, S100 A4, TrkB, TSP-1 und (-

Actin verlief positiv.
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Abbildung 20: Imnmunfluoreszenzfarbung von PASMC und Fibroblasten in 40x VergréoRerung.
Additionsbild (1), spezifische Farbung (2), DAPI Kernfarbung (3), kleiner Kasten in (2)
Negativkontrolle. (A) PASMC Kontrollspenderlunge Normoxie. (B) Fibroblasten Kontrollspenderlunge
Normoxie. (C) Fibroblasten IPAH-Lunge Normoxie. (D) Fibroblasten COPD-Lunge Normoxie, (E) nach
24h Hypoxie. Im Vergleich von D2 zu E2 (siehe Pfeile) zeigt sich eine vermehrte Expression in (E).
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3.4 TrkB

3.41 TrkB: RNA-Expression im Lungenhomogenat

Sowohl die IPAH- als auch die COPD-Gruppe zeigten vermehrte RNA-Expressionen
im Vergleich zur Kontrollgruppe (pipan=0,012, pcorp=0,0006; Abbildung 21).
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Abbildung 21: RNA-Expression von TrkB im Lungenhomogenat. Die Punkte geben die
Einzelwerte der jeweiligen Gruppe an, der schwarze Balken den Mittelwert (n=5).

3.4.2 TrkB: Proteinexpression im Lungenhomogenat

Weder in der IPAH- noch in der COPD-Gruppe zeigte sich eine unterschiedliche
Proteinexpression im Vergleich zur Kontroligruppe. In der IPAH-Gruppe traten
zusatzliche Proteinbanden auf, welche bei der Kontroll- und der COPD-Gruppe nicht
nachweisbar waren (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Western Blot Analyse von TrkB im Lungenhomogenat. Die Sdulen geben die
Mittelwerte + SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu 3-Actin an (n=4). In der IPAH-Gruppe
zeigten sich Doppelbanden (siehe Pfeile).

3.4.3 TrkB: Differentielle RNA-Expression in PASMC und
Fibroblasten unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Unter Normoxie zeigte sich bei den PASMC in der IPAH-Gruppe eine vermehrte
RNA-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,03; Abbildung 23). In
Fibroblasten konnte kein Unterschied unter Normoxie gemessen werden. Die 24h
Hypoxiestimulation zeigte in PASMC keinen Einfluss auf das RNA-Niveau von
Kontroll- und IPAH-Gruppe. In der COPD-Gruppe bestand ein vermehrte RNA-
Expression nach 24h Hypoxie (p=0,019). Bei den Fibroblasten zeigten sich nach 24h
Hypoxie in keiner Gruppe unterschiedliche RNA-Expressionen. Im Vergleich von
PASMC zu Fibroblasten zeigte sich unter Normoxie in der IPAH-Gruppe eine
verminderte Expression in den Fibroblasten (p=0,002).
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Abbildung 23: Vergleich der TrkB RNA-Expression bei verschiedenen Erkrankungen, unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz) sowie zwischen Zellarten. Die
Saulen geben die Mittelwerte £ SEM der A-CT Werte an (n=5).

3.4.4 TrkB: Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten
unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

In allen untersuchten Gruppen wurde eine diffuse zytoplasmatische Anfarbung
gezeigt. Ein Einfluss von 24h Hypoxie auf die TrkB-Expression wurde in keiner
Erkrankung und Zellart nachgewiesen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Immunfluoreszenzfiarbung von PASMC und Fibroblasten in 40x VergroRerung.
Additionsbild (1), spezifische Farbung (2), DAPI Kernférbung (3), kleiner Kasten in (2)
Negativkontrolle. (A) PASMC Kontrollspenderlunge Normoxie. (B) PASMC IPAH-Lunge Normoxie. (C)
PASMC COPD-Lunge Normoxie. (D) Fibroblasten Kontrollspenderlunge Normoxie. (E) Fibroblasten
IPAH-Lunge Normoxie, (F) nach 24h Hypoxie.
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3.4.5 TrkB: Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Nur bei den PASMC der COPD-Gruppe wurde eine Hochregulation nach 24h

Hypoxie gemessen (p=0,02). Dieses Ergebnis korreliert mit den RNA-Ergebnissen

aus 3.4.3. In allen Ubrigen Gruppen wurden keine Unterschiede im Vergleich von

Normoxie zu 24h Hypoxie gemessen (Abbildung 25 und 26).

Normoxie Hypoxie

Normoxie Hypoxie
Normoxie Hypoxie
Normoxie Hypoxie

Abbildung 25: Vergleich der Proteinexpression von TrkB in PASMC Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation. (A) Kontrollgruppe, (B) IPAH-Gruppe, (C) COPD-
Gruppe jeweils PASMC. (D) COPD Fibroblasten.
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Abbildung 26: Vergleich der Proteinexpression von TrkB in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz). Die Sdulen geben die Mittelwerte +
SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu B-Actin an (n=4).

3.5 TSP-1

3.51 TSP-1: RNA-Expression im Lungenhomogenat

Es wurden keine RNA-Expressionsunterschiede in der IPAH- und COPD-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: TSP-1 spezifische RNA-Expression im Lungenhomogenat. Die Punkte geben die
Einzelwerte der jeweiligen Gruppe an, der schwarze Balken den Mittelwert (n=5).
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3.5.2 TSP-1: Proteinexpression im Lungenhomogenat

Im Vergleich von IPAH- zur Kontrollgruppe wurde kein Unterschied gezeigt. Die
COPD-Gruppe zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine vermehrte
Proteinexpression (p=0,02, Abbildung 28).
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Abbildung 28: Western Blot Analyse von TSP-1 im Lungenhomogenat. Die Sdulen geben die
Mittelwerte + SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu 3-Actin an (n=4).

3.5.3 TSP-1: Differentielle RNA-Expression in PASMC und
Fibroblasten unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Unter Normoxie wurden bei den PASMC keine RNA-Expressionunterschiede von
Erkrankungsgruppe zur Kontroligruppe gemessen (Abbildung 29). Bei den
Fibroblasten fand sich in der COPD-Gruppe eine verminderte RNA-Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,07). Nach 24h Hypoxiestimulation wurde in
PASMC der Kontrollgruppe eine verminderte Expression gezeigt (p=0,032). Bei den
Fibroblasten wurde sowohl in der IPAH- als auch in der COPD-Gruppe eine
vermehrte RNA-Expression gemessen (pipan=0,018, pcorp=0,005) Im Zellvergleich
von PASMC zu Fibroblasten zeigte sich unter Normoxie eine verminderte RNA-
Expression in den Fibroblasten der COPD-Gruppe (p=0,01).
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Abbildung 29: Vergleich der TSP-1 RNA-Expression bei verschiedenen Erkrankungen, unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz) sowie zwischen Zellarten. Die
Saulen geben die Mittelwerte + SEM der A-CT Werte an (n=5).

3.5.4 TSP-1: Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten
unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Nur in den PASMC der Kontrollgruppe und den Fibroblasten der IPAH-Gruppe wurde

eine zytoplasmatische Anfarbung gezeigt. Eine Anderung der Fluoreszenzintensitét

nach 24 h Hypoxiestimulation wurde nicht festgestellt (Abbildung 30). In den Zellen

der COPD-Gruppe fand sich keine TSP-1-Expression.
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Abbildung 30: Imnmunfluoreszenzfarbung von PASMC und Fibroblasten in 40x VergréRerung.
Additionsbild (1), spezifische Farbung (2), DAPI Kernférbung (3), kleiner Kasten in (2)
Negativkontrolle. (A) PASMC Kontrollspenderlunge Normoxie, (B) nach 24h Hypoxie. (C) Fibroblasten
IPAH-Lunge Normoxie, (D) nach 24h Hypoxie.
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3.5.5 TSP-1: Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Es zeigte sich eine deutliche individuelle Streuung der Messwerte in Fibroblasten der

COPD-Gruppe zwischen Normoxie und 24h Hypoxie (Abbildung 31). In anderen

Gruppen sowie in PASMC wurden keine Proteinexpressionen von TSP-1 mittels
Western Blot gemessen.
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Abbildung 31: Vergleich der Proteinexpression von TSP-1 in Fibroblasten unter Normoxie
(grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz). Die Sdulen geben die Mittelwerte + SEM der
log Ratios von untersuchtem Protein zu 3-Actin an (n=4).
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3.6 CD36

3.6.1 CD36: RNA-Expression im Lungenhomogenat

Es wurden keine RNA-Expressionsunterschiede in der IPAH- und COPD-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen (Abbildung 32).
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Abbildung 32: RNA-Expression von CD36 im Lungenhomogenat. Die Punkte geben die
Einzelwerte der jeweiligen Gruppe an, der schwarze Balken den Mittelwert (n=5).

3.6.2 CD36: Proteinexpression im Lungenhomogenat
Im Vergleich von Kontrollgruppe zur COPD-Gruppe wurde kein Unterschied gezeigt.

Die IPAH-Gruppe zeigte im Vergleich zur Kontrolle eine vermehrte Proteinexpression
(p=0,02; Abbildung 33).

3.6.3 CD36: Differentielle RNA-Expression in PASMC und
Fibroblasten unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Unter Normoxie zeigte sich bei den PASMC im Vergleich von IPAH- zur
Kontrollgruppe eine vermehrte RNA-Expression (p=0,027). Der restliche Vergleich
von Erkrankungsgruppen zur Kontrollgruppe unter Normoxie zeigte weder in den
PASMC noch in den Fibroblasten eine unterschiedliche RNA-Expression. Nach 24h
Hypoxiestimulation zeigte sich nur bei den Fibroblasten der COPD-Gruppe eine
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erhdhte Expression (p=0,023). Der Zellvergleich zwischen PASMC und Fibroblasten
zeigte keine RNA-Expressionsunterschiede (Abbildung 34).
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Abbildung 33: Western Blot Analyse von CD36 im Lungenhomogenat. Die Sdulen geben die
Mittelwerte £+ SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu -Actin an (n=4).

3.6.4 CD36: Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten
unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

In allen untersuchten Gruppen wurden nur die Fibroblasten positiv gefarbt. Die
PASMC der Kontroll-, der IPAH-, un der COPD-Gruppe waren auch nach
mehrmaligem Versuchsansatz nicht markiert. Die Anfarbung der Zellen war auf das
Zytoplasma lokalisiert, mit einer diffus fleckenformigen Verteilung. Dies weil3t auf
eine mogliche Lokalisation in der Zytoplasmamembran hin. In den Fibroblasten einer
Kontrollspenderlunge wurde nach 24h Hypoxiestimulation zusatzlich eine
Lokalisation im Nucleus nachgewiesen. In der COPD-Gruppe zeigte sich eine
vermehrte CD36-Expression nach 24h Hypoxie (Abbildung 35).

66




Ergebnisse

PASMC Fibroblasten

Kontrolle IPAH COPD Kontrolle ‘ IPAH ‘ COPD
O T T T T T

A-CT
—

p=0,35 p=0,63 p=0,57 p=0,09 p=0,59 p=0,023
p=0,027 p=0,14
p=0,56 p=0,78
p=0,14
p=0,21
p=0,3

Abbildung 34: Vergleich der CD36 RNA-Expression bei verschiedenen Erkrankungen, unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz) sowie zwischen Zellarten. Die
Saulen geben die Mittelwerte £ SEM der A-CT Werte an (n=5).

3.6.5 CD36: Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation

Auch nach mehrmaligen Versuchsansatzen, unter Erhohung der Antikorper-

konzentration und Verlangerung der Expositionszeit, wurde keine CD36-

Proteinexpression mittels WB in PASMC und Fibroblasten gemessen. Eine Detektion

derselben Membran mit Antikorpern gegen FHL-1, S100 A4, TrkB, TSP-1 und (-

Actin verlief positiv.
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Abbildung 35: Immunfluoreszenzfarbung von Fibroblasten in 40x VergroBerung. Additionsbild
(1), spezifische Farbung (2), DAPI Kernfarbung (3), kleiner Kasten in (2) Negativkontrolle. (A)
Fibroblasten Kontrollspenderlunge Normoxie, (B) nach 24h Hypoxie. (C) Fibroblasten IPAH-Lunge
Normoxie, (D) nach 24h Hypoxie. (E) Fibroblasten COPD-Lunge Normoxie, (F) nach 24h Hypoxie. Die
Anfarbung der Zellen zeigt eine fleckférmige Verteilung. In B2 ist zusétzlich eine Lokalisation im
Nucleus erkennbar (Pfeil). Im Vergleich von E2 zu F2 (siehe Pfeile) zeigte sich eine vermehrte
Expression in F.
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4 Diskussion

4.1 Einfliihrung

Die pulmonale Hypertonie kann idiopathisch oder im Rahmen verschiedener
Erkrankungen auftreten (siehe 1.1.1). Abhangig davon =zeigt sich eine
unterschiedliche Prognose und Mortalitat. Bei den verschiedenen Formen der PH
finden sich -unterschiedlich ausgepragt— charakteristische morphologische
Veranderungen im Bereich der Pulmonalarterien und Widerstandsgefalle
(Gefallumbau). Zugrunde liegen diverse Expressionsveranderungen auf Gen- und
Proteinebene im Bereich intrapulmonaler Arterien [8]. In vorangegangenen
Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnten im Mausmodell der Hypoxie-induzierten
pulmonal-arteriellen Hypertonie mittels Microarray- und 2D-Page-Analysen
Kandidatengene und -proteine in intrapulmonalen Arterien identifiziert werden [68].
Immunhistochemische Farbungen zeigten au3erdem, dass die Kandidatenproteine in
humanen Pulmonalarterien exprimiert wurden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die idiopathische pulmonal-arterielle Hypertonie
(IPAH) als primare PH-Form und die chronisch obstruktive Lungenerkrankung
(COPD) als sekundare PH-Form hinsichtlich ihrer Expressionsveranderungen beim
Lungengefallumbau untersucht. Es sollte ermittelt werden, wie ausgewahlte
Kandidatengene und -proteine in humanem Lungenhomogenat und speziell in
PASMC und Fibroblasten humaner Pulmonalarterien differentiell exprimiert sind.
Folgende Kandidatengene und -proteine wurden untersucht: FHL-1, S100 A4, BDNF,
TrkB, TSP-1 und CD36. Zusatzlich wurde der Einfluss einer 24-stindigen
Hypoxiestimulation (FiO2=0,01) auf die Regulation der Gene und Proteine in PASMC
und adventitiellen Fibroblasten untersucht.

Der Pathomechanismus fur die IPAH ist nur ansatzweise verstanden, eine
genetische Komponente mit Mutationen in dem BMPR2-Gen, welches zur TGF-(3-
Superfamilie gerechnet wird, wurde beschrieben [21]. In einer Arbeit von Fantozzi et
al. wurden humane PASMC aus IPAH-Lungen mit BMP2 inkubiert und eine
Microarrayanalyse durchgefuhrt. Die PASMC aus IPAH-Lungen zeigten ein
unterschiedliches Expressionsprofil im Vergleich zu PASMC aus Spenderlungen, mit
differentiell exprimierten Genen vor allem in den Bereichen Proliferation und
Apoptosehemmung [122]. AuRerdem wurde an gesunden humanen PASMC gezeigt,
dass BMP uber die Caspasen 8 und 9 eine Apoptose induzieren [123]. Es ist
anzunehmen, dass in PASMC aus IPAH-Lungen, bei denen das BMPR2-Gen mutiert
und/oder die Expression von BMP verandert ist, Apoptose-induzierende
Mechanismen gehemmt sein konnen. In humanen pulmonal-arteriellen EC konnte
dieser Apoptose-hemmende Effekt gezeigt werden, indem die Transkription des
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BMPR2-Genes Uber siRNA blockiert wurde [124]. In einer weiteren Arbeit wurden in
vivo an transgenen Mauselungen, bei denen eine funktionslose Form des BMPR2 in
PASMC exprimiert wird, eine im Vergleich zu Kontrollmausen differentielle
Genexpression gemessen. So konnte mittels Microarrayanalyse eine
Expressionsabnahme in Genen, die in der SMC-Differenzierung und Angiogenese
involviert sind, und eine Expressionzunahme in Genen, die an der Immunantwort
beteiligt sind, gemessen werden [125]. Eine Expressionsabnahme angiogener Gene
steht im Gegensatz zur deren Expressionszunahme beim Gefallumbau unter
hypoxischen Bedingungen [126]. In weiteren Untersuchungen ist zu klaren, ob sich
diese Gefaldveranderungen auch im Rahmen einer IPAH finden lassen.

In einem Rattenmodell der Hypoxie-induzierten PH fand sich bei Angiopoietin-1-
transfizierten Ratten, bei denen selektiv die distalen Lungenarteriolen transfiziert
wurden und die Angiopoietin-1 Uberexprimierten, ein signifikant verbesserter
systolischer PAP. Es wurde eine mogliche Verbindung von Angiopoietin-1 und der
IPAH vermutet. In der gleichen Studie wurde jedoch gezeigt, dass im
Lungenhomogenat von IPAH-Patienten keine Unterschiede der Angiopoietin-1-
Proteinexpression im Vergleich zu gesunden Lungen bestanden [127]. Weiterhin
zeigte sich in PASMC aus IPAH-Lungen eine erhdhte Proteinexpression von
Caveolin-1. Eine Erhdéhung von Caveolin-1 in der Zelle fuhrt zu einem erhdhten
Calciumeinstrom in die Zelle, was zu Vasokonstriktion und Mediahypertrophie fihren
kann [128]. Hier ware zu klaren, zu welchem Zeitpunkt der Erkrankung die Caveolin-
1-Expression verandert ist und ob Caveolin-1 ein maoglicher Angriffspunkt einer
Therapie sein kdnnte. Ein weiterer Ansatzpunkt zur Beschreibung des Gefallumbaus
im Rahmen der IPAH ist der planare Zellpolaritats-Signalweg, einem nicht-
kanonischen WNT-Signalweg (Wingless-related Integration Site). Dabei stellt WNT
ein Signalprotein dar, welches als lokaler Mediator eine wichtige Rolle bei Zell-
Zellkontakten einnimmt. Laumanns et al. zeigten in Laser-mikrodisseziierten
Pulmonalarterien aus IPAH-Lungen mittels Microarrayanalyse eine Hochregulation
von Mediatoren, die in den planaren Zellpolaritats-Signalweg involviert sind. Einige
dieser hochregulierten Gene, wie z.B. die Rho-Kinase, konnten in real-time-PCR-
Untersuchungen als hochreguliert bestatigt werden [129]. In der vorliegenden Studie
sollte ermittelt werden, welche der genannten Kandidatengene und -proteine in IPAH
im Gefallumbau eine Rolle spielen.

Die Ursachen fur die sekundare Form der PH sind vielfaltig. Im Verlauf der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) kommt es haufig zu einer sekundaren
pulmonalen Hypertonie, ausgeldst durch chronische Hypoxamie. Naejie et al.
zeigten, dass der GefalBumbau im Rahmen der COPD-assoziierten PH nicht nur die
Media Dbetrifft, sondern alle GefaRabschnitte einschlieft [130]. Diesen
Veranderungen liegen Gen- und Proteinregulationen zugrunde. Welche Gene und
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Proteine im Einzelnen reguliert sind, ist nicht ausreichend geklart. Bekannt ist, dass
durch  chronische  Entzindungsreaktionen und  Proteinase/Antiproteinase
Ungleichgewicht es zu einer Veranderung der Gasaustauschflachen und konsekutiv
zu einer chronisch-alveolaren Hypoxie kommen kann, was vor allem in schweren
Formen der COPD zu einer pulmonalen Hypertonie fihren kann [57, 58]. Im Ubrigen
ist die COPD-assoziierte PH durch eine kurzfristige [131] oder langfristige [132]
therapeutische Sauerstoffgabe meist nur partiell reversibel. Neben der chronischen
Hypoxie kdnnen beim Gefallumbau die toxischen Effekte des Zigarettenrauchs und
chronische Infektionen eine Rolle spielen [45]. Auf molekularer Ebene konnte eine
erhdhte Expression von VEGF und des Serotonintransporters (SERT) in
fortgeschrittener COPD gefunden werden [133, 134]. Es besteht eine Verbindung
des Serotonin-Signalweges mit dem BMPR2-Rezeptor, welcher in IPAH-Patienten
mutiert sein kann [135]. In diesem Zusammenhang bedarf es weiteren
Untersuchungen, um Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten zwischen COPD-
assoziierter PH und IPAH beziuglich des GefalRumbaus zu bestimmen. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte ermittelt werden, welche der zuvor genannten Kandidatengene
und -proteine in COPD-assoziierter PH, als Beispiel einer sekundaren PH, im
Gefallumbau eine Rolle spielen.

HIF (Hypoxie-induzierbarer Faktor) ist der Haupttranskriptionsfaktor pulmonaler
Prozesse auf Hypoxie [136]. Er aktiviert eine erhdhte Expression von Genen, die bei
Hypoxie eine Rolle spielen. HIF-1 fungiert dabei als Hauptregulator auf die
Sauerstoffhomoostase. Uber 40 Kandidatengene sind als HIF-1a reguliert identifiziert
worden [28]. In plexiformen Lasionen von Patienten, die an einer schweren PH
erkrankten, konnte immunhistochemisch eine HIF-1a-Expression gezeigt werden. Es
wurden hierzu sowohl IPAH-Patienten als auch Patienten mit schwerer sekundarer
PH untersucht [137]. Eine Beteiligung von HIF-1a in IPAH und schwerer COPD-
assoziierter PH ist somit denkbar. Interessant ist aulerdem, dass in verschiedenen
Karzinomen, wie im Bereich der Lunge, des Osophagus oder der Ovarien, eine
erhdohte Expression von HIF-1a gemessen wurde. Die erhdhte Expression von HIF-
1a wurde dabei durch intratumorése Hypoxie und/oder durch genetische
Veranderungen im Rahmen der Karzinomentwicklung getriggert. Als Folge daraus
steigt die VEGF-Konzentration und flhrt Uber parakrine Sekretion zu einer
Proliferation in EC. Zusatzlich aktiviert HIF-1 autokrine Signalwege, die u.a. Uber den
Wachstumsfaktor TGF-B, das Zelliberleben und -proliferation fordern [138]. Eine
mdgliche Verbindung von HIF-1 zum BMP, welches zur TGF-B Superfamilie gezahlt
wird und das entsprechende Gen in einem Teil der IPAH-Patienten als mutiert
gefunden wird, sollte Anreiz flr weitere Untersuchungen sein.

Das HIF-2a-Protein besitzt eine strukturelle Ahnlichkeit mit dem HIF-1a und scheint
insbesondere fur das vaskulare ,remodelling“ wichtig zu sein [139]. Es wurde
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gezeigt, dass Mause, die heterozygot fur das HIF-2a-Nullallel sind und dadurch HIF-
2a defizient sind, keine Hypoxie-bedingte PH entwickeln. In diesem Zusammenhang
wird vermutet, dass die Hochregulation von Vasokonstriktoren durch HIF-2a dazu
beitragt, die Entwicklung des Hypoxie-bedingten Gefallumbaus zu fordern [140]. Eul
et al. zeigten an humanen pulmonal-arteriellen Fibroblasten, dass eine Hypoxie-
induzierte Proliferation dieser Zellen ausschliel3lich HIF-2a abhangig ist. Hingegen
zeigte sich eine Hypoxie-bedingte reduzierte Migration der Fibroblasten als HIF-1a
und HIF-2a abhangig [141]. Zusammenfassend zeigt sich, dass HIF in allen
Gefalschichten der Pulmonalarterie eine Rolle in Hypoxie-bedingten Formen der PH
spielt. Aulderdem wird eine Rolle von HIF in Hypoxie-unabhangigen Formen der PH
diskutiert [142].

4.2 Technische Aspekte

421 Lungenhomogenat und Zellkultur

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen an humanem Lungenhomogenat
durchgefuhrt, um Expressionsveranderungen in einem vitalen Gewebe zu messen.
Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass Gewebe aus verschiedenen,
interagierenden Zelltypen zusammengesetzt sind, sodass die Verwendung der
Homogenate in der Analyse nur ein ,gemischtes” Expressionsprofil auf Gen- und
Proteinebene liefern kann. Da die interessierenden intrapulmonalen Arterien nur
einen geringen Anteil am gesamten Gewebe ausmachen, stellt die zellulare
Heterogenitat ein groles Problem bei molekularbiologischen Analysen von
Homogenaten dar. Die Expressionsveranderung im Zielkompartiment kann leicht
durch das restliche Gewebe maskiert werden, sodass sowohl das Ergebnis als auch
die Interpretation der Analysen hierdurch beeinflusst werden kdonnen [143]. Es legt
die Vermutung nahe, dass die erkrankungsspezifischen Expressionsveranderungen
in intrapulmonalen Arterien bei Einsatz von Lungenhomogenat nicht oder nur
unzulanglich zu ermitteln waren. Aus diesem Grund sollte das Zielkompartiment auch
getrennt isoliert und analysiert werden. So wurden bereits in vorausgegangenen
Untersuchungen der Arbeitsgruppe intrapulmonale Arterien von Mauselungen mittels
Laser-assistierter Mikrodissektion isoliert und analysiert [68].

Um die Expressionsveranderungen im Bereich der intrapulmonalen Arterien naher zu
untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit neben dem Lungenhomogenat auch
die Zellkultur eingesetzt. Die untersuchten Zellen (PASMC und Fibroblasten der
Adventitia) wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. N. Weissmann zur Verfiugung
gestellt. Die Zellen wurden aus den Pulmonalarterien humaner Lungen entnommen
und auf Petrischalen kultiviert. Im Gegensatz zur Laser-assistierten Mikrodissektion
konnen in der Zellkultur einzelne Zellarten und zusatzlich funktionelle Prozesse in der
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Zellart untersucht werden. Andererseits stellt die Zellkultur ein artifizielles System
dar, bei dem die untersuchte Zellart aus ihrem Zellverband gelést und isoliert
analysiert werden kann. In dieser Arbeit wurden Expressionsveranderungen in
isolierten primaren PASMC und adventitiellen Fibroblasten gemessen. Ob die
untersuchte Zellart im Zellverband in der Arterie gleiche oder ahnliche
Expressionsveranderungen zeigt, kann nur unzulanglich ermittelt werden.
Beispielweise beeinflussen Fibroblasten Uber parakrine Sekretion benachbarte SMC
und verandern deren Tonus und Wachstum [144]. Dennoch kann die Zellkultur in
Zusammenschau mit den Expressionsveranderungen im Lungenhomogenat und den
mikrodisseziierten intrapulmonalen Arterien wichtige Ergebnisse liefern.

4.2.2 Vergleichbarkeit von Subpopulationen in PASMC und
Fibroblasten

Die erhobenen Daten aus der Zellkultur zeigen grofde Streuungen, welches die
Beurteilung von Unterschieden der mittleren Expression zwischen den Gruppen
schwierig macht. Fur die groRe Streuung kommen drei Grinde in Frage: (a) Die
untersuchten Zellen wurden von verschiedenen Abschnitten der Pulmonalarterien
entnommen, (b) es konnen unterschiedliche Subpopulationen von PASMC und
Fibroblasten entnommen und kultiviert worden sein und (c) es gibt genetische
Unterschiede der Spender. So haben Frid et al. mindestens vier verschiedene SMC-
Phanotypen in den groflen Pulmonalarterien von Rindern beschrieben. Diese
unterschieden sich in der Lokalisation innerhalb der Media, der Morphologie und
immunbiochemischen Charakteristika [145]. Weitere in vitro und in vivo
Untersuchungen bestatigten, dass die pulmonal-arterielle Media nicht aus einer
phanotypisch homogenen SMC-Population, sondern aus heterogenen SMC-
Subpopulationen aufgebaut ist. Es zeigten sich in den Subpopulationen
unterschiedliche Fahigkeiten zur Proliferation und Produktion von ECM. Ein wichtiger
Punkt ist auferdem, dass Hypoxieexposition ein  unterschiedliches
Proliferationsbestreben  in  diesen  SMC-Subpopulationen  ausloste.  Ein
entscheidender Faktor hinsichtlich der Antwortprozesse auf Hypoxie war in diesem
Zusammenhang die Proteinkinase C [146].

In chronisch-hypoxischer PH wirken neben der Hypoxie lokal-produzierte Zytokine
und mechanischer Stress als steuernde Faktoren auf die zellulare Differenzierung
von SMC. Diese beeinflussen uber Tyrosinkinasen, Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
(MAP-Kinasen), Phosphoinositidyl-3-Kinase, SMAD-Phosphorylierung und Rho-
Kinasen intrazellulare Signalkaskasden. Als Folge daraus werden neben der
Differenzierung der SMC in Subpopulationen auch deren Kontraktilitat, Zellwachstum
und Synthese von ECM reguliert [41]. Schwere Formen der chronisch-hypoxischen
PH zeigen andere strukturelle Veranderungen in den Pulmonalarterien als leichte
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Formen (siehe 1.1.3). Verschiedene Stadien der chronisch-hypoxischen PH lassen
somit auf unterschiedliche Beteiligung der Subpopulationen von SMC schliefl3en.
Fibroblasten der pulmonal-arteriellen Adventitia bestehen ebenfalls aus heterogenen
Subpopulationen [147]. Nach Einfluss von Hypoxie reagieren nur spezifische
Subpopulationen mit einer Proliferationssteigerung. Dies zeigte sich in isolierten
adventitiellen  Fibroblasten von neonatalen Kalbern nach  chronischer
Hypoxieexposition. An dieser hypoxie-induzierten Proliferation ist ein komplexes
Netzwerk von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen) beteiligt [148].
Zusatzlich induzierte Hypoxie in adventitiellen Fibroblasten von Kalbern eine
Differenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten. Nachgewiesen wurde in diesem
Zusammenhang eine Hochregulation der a-SMA-Proteinexpression [149].

Aus diesen Anhaltspunkten ergibt sich, dass die Beurteilung von
Expressionsveranderungen in PASMC und Fibroblasten im Rahmen des
GefalRumbaus auch von Subpopulationen innerhalb der Zellart abhangig gemacht
werden sollte. Weitere Untersuchungen sind dafur nétig.

4.2.3 Messfehler im Zusammenhang mit den Patientenproben

Bei den untersuchten Proben aus Wien handelte es sich um resezierte Anteile aus
Lungentransplantationen. Es wurden Lungen von IPAH- und COPD-Patienten, sowie
von Spendern in die Untersuchung aufgenommen. Soweit vorhanden, wurden das
Alter und das Geschlecht mit angegeben. Der hdéhere Frauenanteil in der IPAH-
Gruppe ist erklarbar, da doppelt so viele Frauen wie Manner an der IPAH erkranken
(siehe 1.1.4). In der COPD- bzw. Spendergruppe zeigte sich ein ausgeglichenes
Geschlechterverhaltnis.

Bedingt durch die Tatsache, dass die untersuchten Erkrankungen unterschiedliche
Risikofaktoren haben, welche sich ebenfalls auf die ZielgrolRen auswirken kénnen,
sind systematische Fehler nicht auszuschliel3en und sollten bei der Interpretation der
Ergebnisse berlcksichtigt werden. So kann neben den oben genannten
Unterschieden im Geschlechterverhaltnis zwischen den Gruppen zum Beispiel auch
der Raucherstatus einen wesentlichen systematischen Fehler verursachen:

COPD ist eine typische ,Raucherkrankheit® [150]. Obwohl keine Daten zum
Raucherstatus der Patienten vorliegen, ist anzunehmen, dass der Anteil langjahriger
und starker Raucher unter den COPD-Patienten in dieser Studie hdher ist als in den
anderen Gruppen. Es ist bekannt, dass Rauchen eine Entziindungsantwort in der
Lunge provoziert [45] und die Expression verschiedener Gene und Proteine in der
Lunge induziert [151]. Die Erkrankung lasst sich daher nicht mit Sicherheit als
(alleinige) Ursache eventueller Unterschiede in der Gen- oder Proteinexpression
angeben.
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Patientenproben zeigen im Allgemeinen aufgrund unterschiedlicher genetischer
Disposition und Lebensumstanden eine grofe Variabilitat hinsichtlich der Gen- bzw.
Proteinexpression. Prazise Schatzungen von Mittelwerten wie sie zum Nachweis von
Unterschieden zwischen den Gruppen notwendig sind, erfordern wegen dieser
grolRen Varianz auch groRRe Stichprobenumfange. Die fur diese Arbeit verfligbaren
Stichprobenumfange waren begrenzt und erlauben daher keine hohe statistische
Sicherheit fur die Beurteilung von Mittelwertunterschieden.

4.3 Differentielle Expression auf Gen- und Proteinebene

431 FHL-1

In vorangegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe zeigte sich im Mausmodell
der Hypoxie-induzierten PH eine Hochregulation der FHL-1-Proteinexpression nach
24h Hypoxieexposition im Vergleich zu normoxisch gehaltenen Mausen. Die
Ergebnisse aus den 2D-Page-Analysen zeigten nach 24h Hypoxieexposition eine
differentielle Expression einer Vielzahl von Proteinen, wobei FHL-1 eines der am
starksten hochregulierten Proteine war [69].

FHL-1 ist an der Muskelentwicklung beteiligt und wird wahrend der
Hypertrophieentwicklung von Herzmuskel- und Skelettmuskelzellen verstarkt
exprimiert [74]. FHL-1 z&hlt zur Gruppe der LIM-Proteine, welche eine entscheidende
Rolle in der Gewebedifferenzierung, Onkogenese und zytoskelettalen
Umstrukturierung einnehmen [152-155]. Brown et al. zeigten eine Lokalisation von
FHL-1 in den Kernen von Myoblasten und im Zytoplasma von Myotubuli. Weiterhin
vermuteten sie, dass FHL-1 aufgrund der LIM-Doméanen als Verbindungsprotein in
einem groRReren Funktionskomplex innerhalb der ,focal adhesions“-Bereiche auftritt
[71]. Im Mausmodell zur hypertrophen und dilatativen Kardiomyopathie fand sich
eine veranderte FHL-1-Expression im Herzventrikel [152-155]. Zusatzlich konnte eine
erhohte Expression in dehnungsabhangiger Muskelhypertrophie gezeigt werden
[156-158]. In diesem Zusammenhang nahmen wir an, dass FHL-1 auch in den
pulmonalen Gefallumbau involviert ist.

In den Untersuchungen von Kwapiszewska et al. konnte eine erhohte FHL-1-
Expression nicht nur nach 24h Hypoxieexposition, sondern auch nach 7 und 21d
Hypoxieexposition gefunden werden. Nach diesen langeren Hypoxiephasen war die
PH bereits evident und voll entwickelt [143]. Die Rolle von FHL-1 in Hypoxie-
induzierter PH wird durch die Tatsache unterstitzt, dass FHL-1 im Lungenkreislauf,
jedoch nicht im systemischen Kreislauf als hochreguliert gefunden wurde. Diese
Ergebnisse korrelieren mit den vielseitigen Effekten der Hypoxie. So bewirkt Hypoxie
im pulmonalen Gefaldsystem eine Widerstandserhohung, wahrend es systemisch zur
Vasodilatation kommt. Neben der erhohten Expression von FHL-1 im Mausmodell
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der Hypoxie-induzierten PH wurde eine erhdhte Expression in zwei verschiedenen
Rattenmodellen zur PH beschrieben [69]. Sowohl im Rattenmodell zur Monocrotalin-
induzierten PH, als auch in PH, die durch chronische Hypoxie und den VEGF-
Rezeptorantagonisten SU5416 induziert wurde, konnte dies beobachtet werden.

Ob eine Assoziation von FHL-1 mit humanen Formen der PH besteht, war
Bestandteil dieser Arbeit. So fand sich im Lungenhomogenat von IPAH-Patienten
eine vermehrte RNA- und Proteinexpression (siehe 3.1.1 und 3.1.2). Weiterhin wurde
in Laser-mikrodisseziierten Arterien von IPAH-Patienten eine Hochregulation von
FHL-1 auf RNA-Ebene gezeigt [69]. Somit konnte die differentielle Expression von
FHL-1 im Kompartiment der Pulmonalarterien lokalisiert werden. In der
Immunfluoreszenz zeigte sich zudem, dass FHL-1 in PASMC und Fibroblasten der
Adventitia von Pulmonalarterien exprimiert wird (siehe 3.1.4). Auf RNA-Ebene
bestatigte sich eine vermehrte FHL-1 Expression in PASMC aus IPAH-Lungen, auf
Proteinebene zeigten sowohl PASMC als auch Fibroblasten vermehrte
Expressionen. Eine Beteiligung von FHL-1 im GefalRumbau von IPAH-Patienten kann
angenommen werden.

Auch in COPD-assoziierter PH konnte sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene
eine Hochregulation von FHL-1 im Lungenhomogenat gefunden werden. In PASMC
zeigten sich zudem eine erhdhte RNA-Expression im Vergleich zu PASMC aus
Spenderlungen. Eine positive Expression von FHL-1 in PASMC bestatigte sich in der
Immunfluoreszenz (siehe 3.1.4). Diese Daten unterstitzen wiederum unsere
Hypothese, dass die bereits im Tiermodell identifizierten Kandidatenproteine, die zur
Entstehung der PH beigetragen haben, auch eine Rolle bei der Entwicklung einer
primaren (IPAH) und sekundaren Form (COPD-assoziiert) von PH im Menschen
spielen. Interessanterweise zeigten FHL-2 und FHL-3, in Ubereinstimmung mit einem
Mausmodell zur Herzhypertrophie und dilatativen Kardiomyopathie [156], in IPAH-
Patienten keine Expressionsunterschiede [69].

In dieser Arbeit wurde zusatzlich die Wirkung einer 24h Hypoxiestimulation auf Gen-
und Proteinexpressionen untersucht. Die Hypoxiestimulation zeigte eine vermehrte
RNA-Expression von FHL-1 in PASMC von Spenderlungen, sowie in Fibroblasten
von IPAH- und COPD-Patienten (siehe 3.1.3). Im Mausmodell der Hypoxie-bedingten
PH war FHL-1 ebenfalls nach 24h Hypoxie auf Proteinebene hochreguliert [69]. Eine
Beteiligung von FHL-1 in der initialen Phase Hypoxie-bedingter sekundarer Formen
von PH im Menschen ist somit denkbar.

Es wurde beschrieben, dass die Hypoxie-bedingte Expression von FHL-1 in
humanen PASMC Uber HIF-1a und HIF-2a gesteuert wird. Dies ist interessant, da
HIF in die Pathogenese von Hypoxie-assoziierten und Hypoxie-unabhangigen
Formen der PH involviert ist [142]. Eine Verbindung von HIF mit dem ROS-
Signalweg wird angenommen. Untersuchungen haben gezeigt, dass viele Zellen
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nach Hypoxieexpositon eine erhohte intrazellulare Konzentration an ROS aufweisen
[159]. Allerdings wird dies seit Jahren kontrovers diskutiert. Zudem erhdéht nicht nur
Hypoxie die intrazellulare Konzentration an ROS, sondern auch Wachstumsfaktoren
(PDGF, TGF-B), Zytokine (TNF-a, IL-1B8), Hormone (Insulin, Angiotensin) und
Koagulationsfaktoren (z.B. Thrombin) kdnnen unter Normoxie die ROS-
Konzentration erhdhen. Die intrazellulare Erhdhung von ROS wiederum fuhrt zu
einer Erhohung der HIF-1a-Proteinexpression und zur erhdhten Expression diverser
Zielgene (VEGF, Erythropoietin) [160]. Zudem wird die Proteinsynthese von HIF-1a
uber Signalwege der Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13K) und MAP-Kinase reguliert.
Diese Signalwege wiederum werden Uber andere Signalkaskaden aktiviert, wie z.B.
Signalkaskaden der Tyrosinkinaserezeptoren (Trk) oder G-Protein-gekoppelte-
Rezeptoren [138]. Diese Uberlegungen zur Beteiligung von HIF-1 an Hypoxie-
unabhangigen Formen der PH werden durch die Tatsache gestitzt, dass in
humanen Lungenhomogenaten von IPAH-Lungen HIF-1a in arteriellen Lasionen
gefunden wurde [137]. Eine Beteiligung von HIF-1 im Rahmen der COPD-
assoziierten PH, die eine chronische Hypoxie als Ursache hat, ist gut denkbar und
bedarf weiterer Untersuchungen.

Kwapiszewska et al. untersuchten zudem, ob FHL-1 eine funktionelle Rolle im
Rahmen des GefaRumbaus einnimmt. Uber eine Inhibition der FHL-1-Expression
mittels siRNA konnte eine herabgesetzte Migration- und Proliferationsrate in
humanen PASMC gemessen werden. Eine Uberexpression von FHL-1 bewirkte
einen  gegenteiligen  Effekt. Diese Ergebnisse wurden ebenfalls in
Skelettmuskelzellen gefunden, wo eine Uberexpression von FHL-1 eine erhohte
Mirgations- und Proliferationsrate induzierte [69].

Weiterhin wurde die Rolle von FHL-1 in der Zellzykluskontrolle untersucht. Hierzu
wurden die Cyclin-D1 Konzentrationen unter FHL-1-Inhibition bestimmt. In
proliferierenden Zellen ist die Progression der G1-Phase abhangig von anhaltend
hohen Konzentrationen an D-Typ Cyclin [161]. Zudem kontrolliert die Integrin-
vermittelte Adhadsion, welche eine Rolle im GefaBumbau im Rahmen einer PH
spielen kdnnte, die Akkumulation von Cyclin-D1 [162]. Es zeigte sich unter Inhibition
der FHL-1-Expression eine verminderte Proteinkonzentration von Cyclin-D1 und
damit eine Hemmung der G1-Progression (und folglich eine verminderte Proliferation
[69]).

In einem weiteren Schritt wurde versucht maogliche Interaktionsaktionspartner von
FHL-1 zu identifizieren. Bisher war nur das Myosin-bindenden Protein C (MyBP-C)
als Interaktionspartner von FHL-1 bekannt [163]. Die Annahme, dass die Zellaktivitat
von FHL-1 auf einer Protein-Protein-Interaktion beruht, wird wie folgt begrindet: (a)
FHL-1 besitzt mehrere Four-and-a-half-LIM Domanen, welche sowohl an intra- als
auch an intermolekularen Prozessen beteiligt sind [164]. (b) LIM Domanen fungieren
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als Plattform fir die Synthese von Multiproteinkomplexen. (c) Eine Beteiligung von
FHL-2 und FHL-3 an der Regulation von Umbauprozessen am Actinzytoskelett
wurde belegt [152]. Basierend auf diesen Voruberlegungen wurde Talin-1 mittels
Immunprazipitation und anschlieRender MALDI-TOF-Untersuchung als neuer
Interaktionspartner von FHL-1 identifiziert [69]. Talin-1 besitzt ebenfalls eine LIM und
Actin-bindende Domane [165]. Dabei ist Talin-1 ein Hauptbestandteil im Zytoskelett
und kolokalisiert mit aktivierten Domanen von Integrin- [166]. Neben den Integrinen
sind Bindungspartner wie die focal adhesion’-Kinase und das F-Actin fir Talin-1
beschrieben [167, 168]. In undifferenzierten Stammzellen von Mauseembryonen
verhindern defekte Talin-1-Proteine den Aufbau von ‘focal adhesions” und fihren zu
einer gestorten Zellausbreitung [169]. AuRerdem wird Uber eine Inhibition von Talin-1
die Migration von Fibroblasten und T-Lymphozyten abgeschwacht [170, 171].
Kwapiszewska et al. zeigten an humanen PASMC, bei denen die Expression von
Talin-1 mittels siRNA blockiert wurde, eine verminderte Migrations- und
Proliferationsrate. Dieses korreliert mit den Ergebnissen zu FHL-1. FHL-1 kdnnte wie
Talin-1 an der Veranderung von zytoskelettalen Molekilen beteiligt sein. Eine Rolle
in der Talin-vermittelten Regulation von Integrinsignalen und zytoskelettalen
Organisationsvorgangen ware denkbar, ebenso wie der Aufbau einer Talin-Actin
Vernetzung. Die Identifikation von Talin-1 als Bindungspartner und seine
Kolokalisation mit FHL-1 in humanen PASMC deutet auf eine wichtige Rolle von
FHL-1 in der Integrin-Actin  Kommunikation und folglich in Migrations- und
Proliferationsvorgangen hin.

43.2 S100 A4

Im Mausmodell der Hypoxie-induzieten PH konnte nach 7 und 21d
Hypoxieexposition eine vermehrte RNA-Expression von S100 A4 gemessen werden.
Zu diesen Zeitpunkten war die PH bereits evident und voll entwickelt [143]. Dies
zeigte sich nach 7d sowohl im Lungenhomogenat als auch in mikrodisseziierten
Pulmonalarterien. Nach 21d Hypoxie fand sich nur in mikrodisseziierten
Pulmonalarterien eine vermehrte Expression. Untersuchungen zur Lokalisation von
S100 A4 mittels Immunhistochemie bestatigten eine Mehrexpression in
intrapulmonalen Arterien nach 7 und 21d Hypoxieexposition. Dabei war S100 A4
vornehmlich in den PASMC lokalisiert. Aulierdem wurde eine Expression in
neomuskularisierten Widerstandsgefalien beobachtet [68]. Diese Ergebnisse zeigten
eine Beteiligung von S100 A4 im Gefallumbau bei Hypoxie-induzierter PH im
Mausmodell. Ziel dieser Arbeit war zu klaren, ob S100 A4 eine Rolle im Gefallumbau
im Rahmen humaner Formen von PH (IPAH, COPD-assoziierte PH) einnimmt.

S100 A4 ist Teil der S100 Proteinfamilie und besitzt zwei Ca®*-bindende EF-Motive.
Es ist bekannt, dass S100 A4 sowohl intrazellular, als auch extrazellular in
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sezernierter Form vorkommt. Intrazellularer Angriffpunkt ist das nichtmuskulare
Myosin Il, welches an der Zellmotiliat beteiligt ist. Extrazellulares S100 A4 kann auf
parakrinem Wege in die Zellmotiliat, -differenzierung und -Uberleben einwirken [76,
172]. S100 A4 steht in Verbindung mit der Invasion und Metastasierung von diversen
malignen Zellarten. Durch direkte Interaktion und Regulation des Zytoskletts
beeinflusst S100 A4 die Motilitat von Tumorzellen [173, 174]. Die Expression von
S100 A4 kann durch parakrine Faktoren (z.B. TGF-B1, Fibroblast-growth-factor-2)
induziert werden, welche ebenso in epithelial-mesenchymaler Transition (EMT) und
in der Progression von Malignomen involviert sind [175, 176]. Der EMT wird eine
SchlUsselrolle in der Progression maligner Tumoren zugeschrieben und geht mit
Verlust der Zelladhasion, einer verminderten E-Cadherin-Expression und einer
erhohten  Zellmobilitdt einher. Zudem findet wahrend der EMT eine
Phanotypkonvertierung von Epithelzellen zu Mesenchymzellen statt mit einem
starken Bestreben zur Zellmigration [177] und der Expression von S100 A4 [178].
Dieses Bestreben zur Zellkonvertierung ist in invasiven Prozessen, wie z.B. in
Malignomen, aber auch in diversen Organfibrosierungen erkennbar.

Dartber hinaus ist S100 A4 als Mediator an vielen nicht-malignen Prozessen
beteiligt. Dazu zahlen neben Fibrosierungen von Niere [176] und Leber [179] auch
ZNS-Verletzungen [180], rheumatoide Arthritis [181], Herzhypertrophie [182] und
auch Lungenerkrankungen [68, 183]. Wie oben beschrieben zahlt TGF-1 zu den
parakrinen Faktoren, welche eine veranderte Expression von S100 A4 induzieren
und somit eine EMT initiieren kbnnen [175, 176]. In primarer biliarer Zirrhose wurde
bestatigt, dass S100 A4 Uber TGF- gesteuert wird und so in die EMT involviert ist.
Spiekerkoetter et al. vermuten, dass die S100 A4-induzierte Erhohung der
Zellmigration von huPASMC mit dem BMPR2 Signalweg interagiert [184].
Interessanterweise ist in IPAH eine Mutation des BMPR2-Gens, welches zur TGF-f3
Superfamilie gezahlt wird, beschrieben [21]. Zusatzlich wurde die Rolle von S100 A4
und BMPR2 im Rahmen von Entzindungsprozessen in der Pathogenese der IPAH
vermutet. Hall et al. untersuchten IPAH-Lungen und Lungen mit sekundarer PH
(kongenitale Herzerkrankung) von Kindern auf die Verteilung, Herkunft und Anzahl
von Entziindungszellen. In den IPAH-Lungen zeigten sich umfangreiche periarterielle
Infiltrate mit S100 A4- und BMPR2-positiven Makrophagen und T-Lymphozyten.
Derartige periarteriellen Infiltrate fanden sich nicht in den Lungen mit sekundarer PH
aufgrund von kongenitalen Herzerkrankungen [185]. Weitere Untersuchungen
mussen klaren, wie S100 A4 und BMPR2 miteinander interagieren und ob diese
Interaktion eine Rolle in der Entwicklung der IPAH spielen kdnnte.

Neben der erhdhten Expression von S100 A4 in intrapulmonalen Arterien von
Mausen mit Hypoxie-induzierter PH [68], konnte der Einfluss von S100 A4 in
weiteren Mausmodellen der PH gezeigt werden. So zeigten Merklinger et al. in
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transgenen Mausen, die S100 A4 Uberexprimierten, eine Verschlimmerung der
Hypoxie-induzierten PH. Dabei wurden die rechtsventrikularen intrakardialen Dricke
als Malistab fur die Schwere einer PH verwendet. Die transgenen Mause zeigten
aulBerdem eine langsamere Genesung nach Beendigung der Hypoxieexposition.
Dies beruhte auf einer anhaltenden Muskularisation der peripheren Pulmonalarterien.
Ein beteiligter Faktor dabei war das Elastin-assozierte Fibulin-5 Protein, welches
nach parakriner Sekretion von S100 A4 hochreguliert war [186]. In einem anderen
Mausmodell wurde S100 A4 mit der Entwicklung plexiformer L&sionen in
Pulmonalarterien in Verbindung gebracht. Greenway et al. zeigten, dass 5% der
transgenen Mause, die S100 A4 Uberexprimierten, eine intimale Hyperplasie
entwickelten. Es wurde eine Assoziation mit plexiformen Lasionen von Patienten mit
schwerer PH vermutet. In einem weiteren Schritt wurde die Expression von S100 A4
in  Lungenhomogenaten von Kindern mit sekundarer PH (kongenitale
Herzerkrankungen) untersucht. Mittels der Heath und Edwards Klassifikation wurde
in leichte und schwere PH-Formen unterteilt. Immunhistochemisch zeigte sich in
leichten Formen der PH keine Expression von S100 A4. In schweren Formen der
PH, die mit plexiformen Lasionen einhergingen, konnte eine positive Expression in
PASMC nachgewiesen werden. Zudem wurde in den schweren Formen der pro-
apoptische Faktor BAX exprimiert. Eine Expression des angiogenetischen Faktors
VEGF konnte sowohl in leichten als auch in schweren Formen der PH nachgewiesen
werden [183].

Bestandteil dieser Arbeit war es zu ermitteln, ob S100 A4 in einer primaren (IPAH)
und sekundaren (COPD-assoziiert) PH-Form des Menschen involviert ist. Im
Lungenhomogenat von IPAH-Patienten wurde eine vermehrte RNA-Expression
gemessen (siehe 3.2.1). Auf Proteinebene wurde dies nicht bestatigt (siehe 3.2.4). In
der Immunfluoreszenz wurde eine Expression von S100 A4 in PASMC und
adventitiellen  Fibroblasten von |IPAH-Patienten gezeigt. Unter gleichen
Antikdrperkonzentrationen und Belichtungszeiten wurde eine starkere Expression in
PASMC im Vergleich zu den Fibroblasten gefunden. Im Mausmodell der Hypoxie-
induzierten PH [68] und in den humanen Lungenhomogenaten, welche in der Arbeit
von Greenway et al. beschrieben wurden, war S100 A4 ebenfalls in den PASMC der
Media lokalisiert. Mit Hilfe der real-time-PCR und Western Blot wurde in den PASMC
und adventitiellen Fibroblasten von IPAH-Patienen aber keine veranderte Expression
auf RNA- und Proteinebene gemessen (siehe 3.2.3 und 3.2.5). In Zusammenschau
kann eine Beteiligung von S100 A4 in IPAH vermutet werden. Moéglicherweise ist ein
grélerer Stichprobenumfang notwendig, um Mittelwertsunterschiede auf RNA- und
Proteinebene in den untersuchten Zellen messen zu kdnnen.

Auch in COPD-assoziierter PH war S100 A4 in Lungenhomogenaten hochreguliert.
Analog zur IPAH zeigte sich keine Mehrexpression auf Proteinebene. Auf Zellebene
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zeigte sich weder in PASMC noch in Fibroblasten eine unterschiedliche S100 A4-
Expression auf RNA- und Proteinebene. Diese Ergebnisse zeigen, dass S100 A4 in
primaren (IPAH) und sekundaren Formen (COPD) der PH zumindest auf RNA-Ebene
im Lungenhomogenat verstarkt exprimiert wird.

Ob eine Assoziation von S100 A4 mit dem Transkriptionsfaktor HIF besteht, sollte
naher untersucht werden. In Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnten potentielle
‘hypoxia response elements (HRE)" im Bereich des S100 A4-Gens gefunden werden
(personliche Mitteilung, Dr. rer. nat. J. Wilhelm). Diese HRE befinden sich in diversen
Hypoxie-induzierten Zielgenen und stellen Bindungstellen  fir  den
Transkriptionsfaktor HIF dar [62]. Es hat sich gezeigt, dass diverse Gene, die eine
Rolle in Hypoxie-induzierter PH spielen, diese HRE besitzen. So wiesen Semenza et
al. nach, dass u.a. PDGF, VEGF, acidic/basic fibroblast growth factor (a/bFGF), TGF-
B, insuline growth factor 2 (IGF-2), Erythropoietin (Epo), Endothelin 1 (ET-1) durch
HIF-1 reguliert werden und ebenfalls HRE besitzen [28]. Unter der Annahme, dass
HIF Bindungsstellen im Genlocus von S100 A4 aufweist, konnte S100 A4 unter
hypoxischen Bedingungen durch HIF reguliert sein. Kwapiszewska et al. bestatigten
eine Hochregulation von S100 A4 im Mausmodell der Hypoxie-induzierten PH. Nach
24h Hypoxiestimulation zeigte sich in PASMC von COPD-Patienten eine erhodhte
RNA-Expression (siehe 3.2.3). Zusatzlich zeigte sich in PASMC von Spenderlungen
eine erhohte Proteinexpression von S100 A4 nach 24h Hypoxiestimulation.
Untersuchungen an adventitiellen Fibroblasten nach 24h Hypoxiestimulation zeigten
eine vermehrte RNA-Expression in Spender-, IPAH- und COPD-Lungen. Dies
bestatigte sich auf Proteinebene nur in den Spenderlungen (siehe 3.2.5). In
Pulmonalarterien von Mauselungen konnte immunhistochemisch erst nach 7 und 21d
Hypoxieexposition eine erhdhte Expression von S100 A4 gemessen werden [68].
Eine Beteiligung von S100 A4 in der initialen Phase (nach 24h) der Hypoxie-
induzierten PH, aber auch in manifesten Formen primarer und sekundarer PH (IPAH,
COPD-assoziiert) ist denkbar. Eine Regulation von S100 A4 durch HIF kann
vermutet werden. Bekannt ist auRerdem, dass die intrazellulare Erhéhung von ROS
zu einer Erhéhung der HIF-1a-Proteinexpression fuhrt und zur erhéhten Expression
diverser Zielgene (VEGF, Erythropoietin) [160], moglicherweise auch S100 A4. So
ware auch eine S100 A4 Regulation ohne Hypoxie denkbar.

Auf Transkriptionsebene wird S100 A4 unter anderem durch den [(-Catenin/T-
Zellfaktor Komplex reguliert [187]. Dieser Komplex ist Bestandteil des kanonischen
Signalweges, welcher zu den WNT-Signalwegen gezahlt wird. In verschiedenen
Erkrankungen wie z.B. die Osteoarthritis oder das Magenkarzinom wurde S100 A4
mit dem WNT-Signalweg in Verbindung gebracht [188, 189]. Alle drei WNT-
Signalwege (kanonischer Signalweg, nicht-kanonischer Signalweg und der Calcium-
Signalweg) verwenden Calcium-Signalkaskaden als "'second messenger’. Kiryushko
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et al. zeigten, dass an axonalem Wachstum ein S100 A4-vermittelter Calcium-
Signalweg beteiligt ist. Uber diesen Signalweg werden u.a. G-Proteine und die
Phosphoinositol-spezifische Phospholipase C aktiviert. Als Folge daraus steigt der
Calciumeinstrom in die Zelle, was letztendlich zu axonalem Wachstum fuhrt [190].
Eine Assoziation von S100 A4 mit dem WNT-Signalweg ware somit denkbar. Ob
S100 A4 Uber den WNT-Signalweg in die Pathogenese von PH involviert ist, missen
weitere Untersuchungen klaren. Laumanns et al. haben bereits beschrieben, dass
der nicht-kanonische WNT-Signalweg in die Pathogenese der IPAH involviert ist
[129].

Ein weiterer Interaktionspartner von S100 A4 im Rahmen der PH ist Serotonin (5-
Hydroxytryptamin; 5-HT). In Tiermodellen schwachte der Verlust des
Serotonintransporters (SERT) oder des Serotoninrezeptors eine PH ab. So fand sich
im Mausmodell der Hypoxie-induzierten PH ein starkerer Gefallumbau in Mausen,
die den SERT Uberexprimierten. Interessanterweise inhibierte Hypoxie die
Expression des SERT [191, 192]. In einer anderen Arbeit wurde im gleichen
Mausmodell der Serotoninrezeptor-2B in Mausen sowohl pharmakologisch als auch
genetisch inhibiert. Diese Mause zeigten keine Erhohung des PAP und keinen
LungengefalRumbau unter der Einwirkung von Hypoxie [191]. Lawrie et al. zeigten,
dass Serotonin die RNA- und Proteinexpression von S100 A4 in huPASMC erhohte.
S100 A4 wiederum stimulierte die Migration und Proliferation von S100 A4 Uber den
‘receptor for advanced glycation end-products” (RAGE) [184, 193]. Die Expression
von RAGE ist in diversen vaskularen Erkrankungen, wie z.B. Arteriosklerose [194],
arteriellen Restenosen [195] und diabetischer Vaskulopathie [196], hochreguliert.
Uber autokrine oder parakrine Sekretion gelangt das S100 A4 dabei an den RAGE
von huPASMC. Dabei wird S100 A4 Uuber folgenden Serotonin-Signalweg
bereitgestellt: Die Bindung von Serotonin an seinen Rezeptor vermittelt die
Phosphorylierung der ‘extracellular signal-regulated kinase 1/2° (pERK1/2), wobei
die Translokation von pERK1/2 wiederum abhanigig ist von SERT und ROS. Das
pERK1/2 gelangt in den Nucleus und phosphoryliert wiederum den
Transkriptionsfaktor GATA-4. Uber pGATA-4 wird die Expression von S100 A4
hochreguliert. Eine Bindung an den RAGE erfolgt [193]. Da uber den RAGE eine
Migration und Proliferation von huPASMC vermittelt wird und dieses zur
Mediaverdickung flihren kann, ist eine Beteiligung von S100 A4 und RAGE in der
Pathogenese einer PH denkbar.

43.3 BDNF und TrkB

Wie in der Einleitung beschrieben, spielen Wachstumsfaktoren eine Rolle im
Gefallumbau im Rahmen der PH. Ein gut beschriebenes Beispiel ist PDGF und sein
zugehdriger Rezeptor PDGFR. Schermuly et al. zeigten im Rattenmodell zur
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Monocrotalin-induzierten PH und im Mausmodell zur Hypoxie-induzierten PH, dass
der PDGF-Rezeptorantagonist Imatinib (STI571) eine manifeste PH abmilderte. Dazu
wurden Parameter wie die Uberlebenszeit, der rechtsventrikulare Druck und das
Ausmaly der Rechtsherzhypertrophie bestimmt. In derselben Studie wurden des
Weiteren Patienten mit PAH (2 Patienten mit IPAH, 1 Patient mit Kollagenose-
assoziierter PAH und 1 Patient mit kongenitaler Herzerkrankung) auf die Expression
des PDGFR untersucht. In den PAH-Patienten war die Expression des PDGFR
signifikant erhéht [197].

BDNF gehort zur Gruppe der Neurotrophine (NTR), einer Polypeptidfamilie von
Wachstumsfaktoren [84]. TrkB gehort zur Familie der Tyrosinrezeptorkinasen (Trk)
und fungiert als Membranrezeptor flir die Neurotrophine BDNF, NT-3 und NT-4/5
[96]. Im Mausmodell zur Hypoxie-induzierten PH konnte eine vermehrte RNA-
Expression von TrkB sowohl nach 24h als auch nach 7 und 21d Hypoxieexposition
gezeigt werden (personliche Mitteilung; Dr. biol. hom. G. Kwapiszewska). Damit war
TrkB sowohl in der frhen (24h), als auch in der frihen chronischen (7d) und der
chronischen (21d) Phase der Hypoxie-induzierten PH hochreguliert. Weitere
Untersuchungen mussen klaren, inwiefern der Wachstumsfaktor BDNF und sein
Rezeptor TrkB in den Gefallumbau im Rahmen der PH involviert sind.

Es wurde gezeigt, dass diverse Tyrosinrezeptorkinasen in Hypoxie-induzierten und
Hypoxie-unabhangigen Formen des Gefallumbaus auf RNA-Ebene reguliert sind
[197, 198]. Eine sauerstoffabhangige Regulation von TrkB konnte in Neuroblastom-
abgeleiteten Kellyzellen gezeigt werden, bei denen die Transkription des NTrk2-
Genes bei niedrigen Sauerstoffpartialdricken stimuliert war. Vermittelt wurde dies
durch einen HIF-1-abhangigen Mechanismus [199]. Die Familie der
Tyrosinrezeptorkinasen  (TrK) werden unter anderem durch folgende
Wachstumsfaktoren aktiviert: NGF (nerve growth factor) aktiviert TrkA, BDNF (brain-
derived neurotrophic factor) und NT-4/5 (Neurotrophin-4/5) aktivieren TrkB und NT-3
(Neurotrophin-3) aktiviert TrkC (siehe Abbildung 36). Dabei spielen TrkB und sein
Ligand BDNF eine Rolle in der Entwicklung, Differenzierung und Uberleben von
Neuronen [200]. Zudem wurde gezeigt, dass BDNF und TrkB eine Rolle in nicht-
neuronalen Zellen spielen, wie z.B. in VSMC von Ratte und Mensch. Im
Gefalksystem wurde BDNF in EC und VSMC von Herz, Skelettmuskel und den
grollen Gefalken beginnend in der spaten Gestation bis ins Erwachsenenalter
exprimiert gefunden [95, 99]. In Voruntersuchungen konnten wir mittels
immunhistochemischer Farbung zeigen, dass BDNF und TrkB in humanem
Lungengewebe exprimiert wird. Die Epitope waren vor allem in den Epithelien der
Bronchien und den PASMC lokalisiert.
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Abbildung 36: Schematische Darstellung der Ligand-Rezeptor-Beziehung zwischen
Neurotrophinen und der Trk-Familie der Tyrosinrezeptorkinasen. (modifiziert nach Wartiovaara
[201]) Die dicken Pfeile markieren die primare Ligand-Rezeptor-Verbindung. Sekundare Beziehungen,
wie sie in speziellen Zellkultursystemen entdeckt wurden, sind durch gestrichelte Pfeile markiert. Alle
Neurotrophine interagieren mit p75.

In dieser Arbeit wurden die Expressionen von BDNF und TrkB in
Lungenhomogenaten von IPAH- und COPD-Patienten untersucht. BDNF zeigte in
IPAH- und COPD-Patienten eine vermehrte RNA-Expression. Auf Proteinebene
wurde dies nicht bestatigt. TrkB war ebenfalls auf RNA-Ebene in IPAH- und COPD-
Patienten hochreguliert. Auf Proteinebene wurde in IPAH- und COPD-Lungen die
trunkierte Form des TrkB nachgewiesen. Es fand sich aber keine vermehrte
Proteinexpression im Vergleich zu den Spenderlungen. Interessanterweise fand sich
in allen untersuchten IPAH-Patienten auf Proteinebene eine zweite zusatzlich
Proteinbande unterhalb der trunkierten Form des TrkB. Eine solche Bande wurde bis
jetzt nicht beschrieben. Weitere Untersuchungen mussen klaren, welche Rolle diese
zusatzliche Proteinbande in IPAH einnimmt (siehe 3.4.2).

Zudem fand die Arbeitsgruppe an laser-mikrodisseziierten Pulmonalarterien, dass die
RNA-Expression von BDNF und TrkB in IPAH-Patienten hochreguliert war
(persdnliche Mitteilung; Dr. biol. hom. G. Kwapiszewska). Eine ahnliche
Untersuchung zu COPD-Lungen fehlte. Um die Expressionen von BDNF und TrkB
auf zellularer Ebene zu bestimmen wurden isolierte primare PASMC und adventitielle
Fibroblasten aus humanen Pulmonalarterien kultiviert. BDNF zeigte weder in PASMC
noch in adventiellen Fibroblasten eine differentielle Expression auf RNA- und
Proteinebene. TrkB zeigte in PASMC von IPAH-Lungen und Fibroblasten von COPD-
Lungen eine vemehrte RNA-Expression (siehe 3.4.3). Auf Proteinebene zeigten sich
keine differentiellen Expressionen. Dennoch konnte eine BDNF- und TrkB-
Expression in huPASMC und adventitiellen Fibroblasten mittels indirekter
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Immunfluoreszenz bestatigt werden (siehe 3.3.4 und 3.4.4). Eine Anfarbung zeigte
sich sowohl in Spenderlungen als auch in IPAH- und COPD-Lungen. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um den Einfluss von BDNF und TrkB in IPAH und
COPD auf =zellularer Ebene zu klaren. Gegebenfalls ist ein groRerer
Stichprobenumfang notwendig, um Mittelwertsunterschiede in den Gruppen zu
messen.

Es wird berichtet, dass BDNF und TrkB auf zellularer Ebene in andere vaskulare
Erkrankungen involviert sind. So zeigten sich erhdhte BNDF-Konzentrationen in
Makrophagen und VSMC von artheriosklerotisch-veranderten Koronararterien [95,
202]. Im Rattenmodell wurden nach Deendothelisation der Aorta signifikant erhdhte
Expressionen von BDNF und TrkB beobachtet. Die erhdhten Expressionen zeigten
sich innerhalb von drei Tagen nach Eingriff und dauerten bis zur Bildung einer
Neointima an [95]. Eine lokale Produktion von Neurotrophinen in der sich
entwickelnden Neointima konnte eine Akkumulation von VSMC oder sogar eine
Artheriogenese initiieren [95, 203]. Eine Rolle von BDNF konnte in der Angiogenese
in BDNF-/- Mausen beobachtet werden. In diesen Mausen kam es zu
Destabilisierung der GefaBwande im Myokard, was zu intraventrikularen
Hamorrhagien und frilhem postnatalen Tod gefihrt hatte [99]. Ahnlich hierzu zeigte
sich in TrkB-/- Mausen eine reduzierte Gefal3formation subepikardial [204].
Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse auf eine Beteiligung von BDNF und
TrkB in angiogenetischen Prozessen hin.

Da sich im Mausmodell zur Hypoxie-induzierten PH eine Regulation von BDNF und
TrkB unter Hypoxieeinwirkung gezeigt hatte, stimulierten wir huPASMC und
adventitielle  Fibroblasten mit 24h Hypoxie. BDNF zeigte in Fibroblasten von
Spender-, IPAH- und COPD-Lungen nach 24 Hypoxiestimulation eine vermehrte
RNA-Expression (siehe 3.3.3). Da BDNF im Lungenhomogenat von IPAH- und
COPD-Lungen bereits hochreguliert war, kann nach kurzzeitiger Hypoxiestimulation
von einer zusatzlichen Mehrexpression in den Fibroblasten ausgegangen werden.
Eine differentielle Expression auf Proteinebene wurde nicht bestatigt. In den
Fibroblasten der COPD-Lungen konnte aber nach 24h Hypoxiestimulation eine
verstarkte Expression mittels Immunfluoreszenz beobachtet werden (siehe 3.3.4).
Die vermehrte RNA-Expression von BDNF in adventitiellen Fibroblasten von
Spenderlungen kénnte auf eine Beteiligung von BDNF in der frihen Phase der
Hypoxie-induzierten PH deuten. Hier ware interessant, wie sich langere
Hypoxiephasen auf die Expression von BDNF auswirken wirden. Hinweis kdnnte die
vermehrte RNA-Expression in COPD-Patienten geben, da in COPD-assoziierter PH
die chronische Hypoxie eine wichtige Rolle spielt. Interessant ware aulerdem, wie
BDNF im Verlauf einer Hypoxie-induzierten PH differentiell exprimiert wird. Weitere
Untersuchungen mussen klaren, ob eine Verbindung von BDNF und dem
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Transkriptionsfaktor HIF-1 in pulmonal-arteriellen Zellen von PH-Patienten besteht.
Nakamura et al. zeigten eine Beteiligung von BDNF an der Regulation von VEGF
und HIF-1a in Neuroblastomzellen. Die durch BDNF stimulierte Mehrexpression von
VEGF und HIF-1a bendtigte die Tyrosinkinaseaktivitat des TrKB-Rezeptors. Eine
erhohte VEGF-Expression in Neuroblastomen korrelierte dabei mit einer schlechten
Prognose [205].

Die Untersuchungen zur TrkB-Expression in PASMC und adventitiellen Fibroblasten
nach 24h Hypoxiestimulation sahen wie folgt aus: In PASMC von COPD-Lungen war
TrKB nach 24h Hypoxieexposition auf RNA- und Proteinebene hochreguliert. In
Fibroblasten zeigte sich in IPAH-Lungen eine vermehrte RNA-Expression von TrkB
(siehe 3.4.3). Martens et al. konnten zeigen, dass NTrk2 ein sauerstoffreguliertes
Gen ist, welches fur TrkB codiert und durch HIF-1 stimuliert wird. Nach Inkubation
von Neuroblastomzellen in 24h Hypoxie (FiO,=0,01) konnte eine erhdhte Migration
der Zellen beobachtet werden. Eine erhdhte Konzentration von TrkB korrelierte mit
einer schlechteren Prognose in Neuroblastomen [199]. Folglich kénnten hdéhere
Konzentrationen von BDNF und TrkB proliferativ und migrationssteigernd auf die
PASMC wirken. Die Hochregulation der Zielgene, z.B. von VEGF kann zusatzlich
den Gefallumbau vorantreiben.

Weiterhin konnte in Neuroblastomen gezeigt werden, dass der BDNF-/TrkB-
Signalweg einen anti-apoptotischen bzw. proliferativen Effekt besitzt [206]. Dieser
proliferative Effekt war abhangig von der TrkB-Aktivierung und anschlieRender
Phoshphorylierung der ‘extracellular signal-regulated kinase” (ERK). So dimerisiert
der TrkB-Rezeptor nach Bindung durch einen Liganden und autophosphoryliert seine
spezifischen Tyrosinreste. Uber diesen Mechanismus wurden intrazellulére
Signalkaskaden ausgeldst [90]. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die
intrazellularen Signalkaskaden, welche von BDNF und TrkB ausgelost werden, zu
beschreiben. Die Ergebnisse dazu kénnten wichtige Hinweise zu der Entstehung von
Proliferation und Migration in PASMC im Rahmen einer PH liefern.

434 TSP-1 und CD36

CD36, auch Glykoprotein IV genannt, ist eines der Rezeptormolekile, mit deren Hilfe
Makrophagen apoptotische Zellen erkennen und phagozytieren kénnen [207]. Uber
den CD36-Rezeptor werden apoptotische Zellen erkannt [208], ahnlich wie mittels
des Vitronectin-Rezeptors [209]. Eines der wichtigsten Molekile, das als ,molekulare
Bricke“ zwischen Makrophagen und apoptotischen Zellen funktioniert, ist das
Glykoprotein TSP-1. CD36 steht in Verbindung mit sehr verschiedenen Funktionen
des Organismus, wie Zelladhasion und Zelldifferenzierung und auch mit diversen
Erkrankungen (z. B. Atherosklerose, Myokardinfarkt) [119, 210]. Es wurde assoziiert
mit Prozessen wie Opsonierungsrezeptorfunktion, Fettmetabolismus,
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Entzindungsgeschehen, Angiogenese und TGF-B-Aktivierung [211, 212]. Das
Protein konnte auf vielen Zellen (z. B. EC, SMC) nachgewiesen werden und fungiert
dort als Rezeptor fur TSP-1 [213]. Die Thrombospondine bilden eine Familie aus funf
extrazellularen Matrixproteinen mit unterschiedlichen Effekten im Bereich der Zell-
adhasion, -motilitét, -proliferation und dem Uberleben der Zellen [210, 214, 215].
TSP-1 scheint im Rahmen physiologischer und pathologischer Prozesse, die mit
einer niedrigen Sauerstoffspannung einhergehen (Wundheilung, Invasion von
Tumorzellen, Angiogenese), eine Rolle zu spielen [216]. Es lasst sich in grol3er
Menge in Thrombozyten finden, wird bei der Thrombin-abhangigen Aktivierung von
Blutplatichen sezerniert, bindet an die Plattchenoberflache und bewirkt durch
Interaktion mit Fibrinogen/Fibrin dessen Aggregation [215]. Des Weiteren wird es von
EC und SMC synthetisiert [217, 218]. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung
von L-TGF-B1 an aktivierten Alveolarmakrophagen neben Plasmin auch TSP-1 und
CD36 bendtigt [211]. Inaktives TGF-B1 und TSP-1 bilden einen Komplex, der sich mit
CD36 verbindet, wodurch die Freisetzung von aktivem TGF-1 ermdglicht wird. TGF-
B ist fur verschiedene durch Gefaldverletzungen hervorgerufene Prozesse (SMC- und
Fibroblasten-Proliferation, Matrix-Synthese und -Ablagerung) verantwortlich. In der
Einfuhrung der Diskussion wurde die Beteiligung des BMPR2-Gen, welches zur
TGF-B-Superfamilie gerechnet wird, im Rahmen der idiopathischen PAH (IPAH)
beschrieben [21]. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Verbindung von
TSP-1 und CD36 mit TGF-B im Rahmen der IPAH zu ermitteln und TSP-1 und CD36
in den Pathomechanismus der PH einzuordnen.

Kwapiszewska et al. zeigten im Mausmodell zur Hypoxie-induzierten PH, dass TSP-1
nach 24h und 7d Hypoxie auf RNA-Ebene hochreguliert war. TSP-1 war so in der
frihen (24h) und frlhen chronischen (7d) Phase der Hypoxieexposition auf RNA-
Ebene verstarkt exprimiert. CD36 war nach 24h Hypoxieexposition hochreguliert,
zeigte aber nach langerer Hypoxieeinwirkung (21d) eine Minderexpression. Die
Genregulationen zeigten sich jeweils in mikrodisseziierten Pulmonalarterien. Eine
Genregulation im Lungenhomogenat von Mausen konnte nicht nachgewiesen
werden. Die Lokalisation von CD36 wurde mittels Immunhistochemie in den
Pulmonalarterien bestatigt [68]. Die Ergebnisse aus dem Mausmodell weisen auf
eine spezifische Genregulation im Bereich der Pulmonalarterien und
Widerstandsgefallen im Rahmen der Hypoxie-induzierten PH hin.

In dieser Arbeit wurde keine differentielle RNA-Expression von TSP-1 im
Lungenhomogenat von IPAH- und COPD-Patienten gemessen. Es zeigte sich aber
eine vermehrte Proteinexpression von TSP-1 im Lungenhomogenat von COPD-
Lungen (siehe 3.5.2). In adventitiellen Fibroblasten von COPD-Lungen wurde eine
verminderte RNA-Expression gemessen. Auf Proteinebene zeigte sich keine
differentielle Expression. Die Hochregulation auf Proteinebene im Lungenhomogenat
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zusammen mit der Herabregulation in Fibroblasten auf RNA-Ebene erscheint auf den
ersten Blick widersprtchlich. Mdglicherweise ist TSP-1 in humanen PH-Formen nicht
nur in den Pulmonalarterien reguliert, sondern auch in einem anderen Kompartiment.
Eine Kompartment-spezifische Untersuchung von Lungenhomogenaten aus PH-
Patienten koénnte diesen Sachverhalt klaren. Unterstutzt wird dies durch die
Tatsache, dass weder in PASMC noch in adventitiellen Fibroblasten von COPD-
Lungen eine positive Anfarbung von TSP-1 mittels Immunfluoreszenz gezeigt wurde.
Interessanterweise zeigten sich aber in den PASMC der Kontrollgruppe und den
Fibroblasten der IPAH-Gruppe eine zytoplasmatische Expression von TSP-1 (siehe
3.5.4). Offenbar gibt es Expressionsunterschiede zwischen kultivierten Fibroblasten
und dem Lungengewebe bezlglich TSP-1.

CD36 zeigte keine differentielle RNA-Expression im Lungenhomogenat von COPD-
und IPAH-Lungen. Auf Proteinebene zeigte CD36 aber eine vermehrte Expression in
IPAH-Lungen (siehe 3.6.2). Mdglicherweise war auch hier eine differentielle RNA-
Expression zu den Zeitpunkten der Messung nicht messbar gewesen. Im
Mausmodell zur Hypoxie-induzierten PH wurde mittels Immunhistochemie eine
Expression von CD 36 in Pulmonalarterien bestatigt [68]. In isolierten PASMC von
IPAH-Lungen wurde eine vermehrte RNA-Expression von CD36 gemessen.
Zusatzlich zeigte sich in der indirekten Immunfluoreszenz eine Expression von CD36
in adventitiellen Fibroblasten. So konnte in Pulmonalarterien von IPAH-Patienten die
differentielle Expression von CD36 ebenfalls eine Rolle spielen. In der COPD-Gruppe
wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz eine CD36-Expression in PASMC und
Fibroblasten gezeigt. Ebenfalls zeigte sich eine CD36-Expression in Fibroblasten von
Spenderlungen. Zumindest in PASMC der COPD-Gruppe kann von einer
krankheitsspezifischen Expression ausgegangen werden. Auf RNA- und
Proteinebene wurde dies nicht bestatigt. Zusatzlich konnte in allen positiv gefarbten
Zellen eine diffus fleckférmige Verteilung von CD36 beobachtet werden (siehe
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). In den Fibroblasten zeigte
sich eine unspezifische Expression von CD36 in allen untersuchten Gruppen. Die
gewonnenen Ergebnisse sollten in weiteren Experimenten Gberpruft werden.

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit der Einfluss einer 24h Hypoxiestimulation auf
die Expression von TSP-1 und CD36 in PASMC und adventitiellen Fibroblasten
untersucht. So zeigte TSP-1 in PASMC von Spenderlungen eine verminderte RNA-
Expression nach Hypoxiestimulation. Moglicherweise ist TSP-1 in die frihe
hypoxische Adaptation von Pulmonalarterien aus Spendern involviert. Zudem wurde
eine vermehrte Expression in Fibroblasten von IPAH- und COPD-Lungen
beobachtet. Dies weist auf eine Regulation von TSP-1 in IPAH und COPD nach
kurzzeitiger Hypoxiestimulation hin. Interessanterweise tragt chronische Hypoxie
entscheidend zur Entwicklung der COPD-assoziierter PH bei. Im Lungenhomogenat
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von COPD-Lungen zeigte sich bereits eine Hochregulation auf Proteinebene (siehe
3.5.2).

CD36 zeigte in Fibroblasten von COPD-Lungen eine vermehrte RNA-Expression
nach 24h Hypoxiestimulation. In der Immunfluoreszenz zeigte sich ebenfalls eine
vermehrte Expression von CD36 in Fibroblasten von COPD-Lungen nach der
Hypoxiestimulation (siehe 3.6.5).

Eine Regulation von CD36 in pulmonal-arteriellen Fibroblasten im Rahmen einer
COPD-assoziierten PH ist denkbar. Der zusatzliche Hypoxiestimulus kdnnte ein
wichtiger Faktor in der Entstehung humaner Formen der PH sein. Weiterhin muss
geklart werden, ob eine Assoziation von TSP-1 und CD36 mit dem
Transkriptionsfaktor HIF vorliegt, welcher in Hypoxie-assozierten und Hypoxie-
unabhangigen Formen der PH eine Rolle spielt [142]. Hierzu gibt es bisher keine
Untersuchung. Osada-Oka et al. zeigten jedoch, dass TSP-1 unter Hypoxie die
Migration von SMC in Koronararterien fordert. Dabei wurde die Expression von TSP-
1 durch HIF-1a reguliert [219]. Nach leichten Gefaldverletzungen konnte eine
Aktivierung von VSMC durch TSP-1 nachgewiesen werden. TSP-1 induziert dabei
eine Proliferation und Migration der VSMC mit Ausbildung einer Neointima [220]. Es
konnte weiterhin gezeigt werden, dass TSP-1 neben B1-Integrin in die
Thrombozyten-vermittelte Proliferation von VSMC involviert ist [221]. TSP-1 und sein
Rezeptor CD36 kénnen somit in die Pathogenese und den GefalRumbau im Rahmen
von IPAH und COPD-assoziierter PH involviert sein.

Untersuchungen haben gezeigt, dass chronische Lungenischamie (z.B. Komplikation
einer Endarterektomie oder Lungenembolie) eine Uberexpression von pro-
apoptotischen Faktoren fordert. Daraus resultierte eine endotheliale Dysfunktion mit
signifikantem Anstieg des Endothelzelluntergangs. Einer der starksten regulierten
Gene war dabei TSP-1 [222]. Primo et al. zeigten, dass CD36, getriggert durch TSP-
1, die Angiogenese uber eine Stimulation von VEGF-A hemmt [223]. Im
Umkehrschluss konnte eine Forderung der Angiogenese mit Proliferation und
Migration der EC durch Immobilisierung von TSP-1 erreicht werden [214]. Es
existieren verschiedene Mechanismen, welche den anti-angiogenetischen Effekt
vermitteln (Abbildung 37): (a) In mikrovaskularen EC der Dermis konnte gezeigt
werden, dass durch die Bindung von TSP-1 an CD36 eine Hochregulation des Fas-
Liganden (Fas-L) vermittelt wird, was wiederum zu einer Aktivierung von Apoptose-
Signalkaskaden fuhrt. Die Bedeutung des Fas-L und TSP-1 konnte in weiteren
Studien belegt werden. So konnte in Fas- bzw. Fas-L-defizienten Mausen TSP-1
nicht die Neovaskularisation in der Kornea hemmen [224]. (b) Ein zweiter potentieller
Mechanismus anti-angiogenetischer Effekte durch TSP-1 war die Inhibition der
Proliferation mikrovaskularer EC der Dermis. Es konnte gezeigt werden, dass TSP-1
uber Caspase-unabhangige Signalkaskaden die Hemmung des Zellzyklus in der
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Go/G-Phase vermittelt. Ein zugehoriger Rezeptor fur die Hemmung des Zellzyklus
konnte nicht identifiziert werden [225]. (c) Die Interaktion mit den Metalloproteinasen-
2 und -9 (MMP-2/9) stellt ebenfalls einen potentiellen Mechanismus anti-
angiogentischer Effekte durch TSP-1 dar. Hier konnte TSP-1 die MMP-2/9-Aktivitat
uber Komplexbildung hemmen [226]. Die Komplexbildung wiederum interagiert mit
dem ’‘low-density lipoprotein receptor-related protein (LRP)’, welcher wie CD36 einen
‘scavenger’-Rezeptor darstellt, und letztendlich in Lysosomen degradiert wird [227].

V4 N

Pro-MMP-2/9 CD36 Zellzyklus-
* * Progression
MMP-2/9

Fas-L-Expression

¥

Apoptose

Abbildung 37: Inhibition der Angiogenese durch TSP-1. (entnhommen aus [228]) (—) bedeutet
Induktion, (1) bedeutet Inhibition, Metalloproteinasen (MMP).

Zusatzlich konnten Isenberg et al. zeigen, dass der Stickstoffmonoxid(NO)-
Signalweg uber TSP-1 inhibiert werden kann. In Tumoren vermittelt NO eine
Neovaskularisation und besitzt zudem pro-angiogenetische Effekte durch Interaktion
mit dem VEGF-A. Aulierdem stellt NO einen potenten Vasodilatator im Gefalisystem
dar [229]. Intrazellular wirkt NO auf das cyklische Guanosinmonophosphat (cGMP),
welches in diversen Signalkaskaden im Rahmen von vaskuldren Zellfunktionen
involviert ist. TSP-1 ist ein potenter Inhibitor des NO-Signalweges in EC, VSMC und
Thrombozyten [230-232]. Die Inhibition des NO-Signalweges durch TSP-1 wird in EC
und VSMC Uber die Rezeptoren CD36 und CD47 vermittelt [233]. Es wird vermutet,
dass die Angiogenese uUber die TSP-1/Rezeptorbindung auf der Stufe der cGMP-
abhangigen Kinase gehemmt wird [234].

Weitere Untersuchungen zu intrazelluaren Signalkaskaden muissen klaren, wie TSP-
1 und CD36 einen anti-angionetischen Effekt im Rahmen der PH vermitteln und Gber
deren Inhibiton mdglicherweise eine Proliferation und letztendlich der GefalRumbau
induziert werden koénnte. Hierzu kdénnten Untersuchungen an der Zellkultur von EC,
PASMC und adventitiellen Fibroblasten aus Pulmonalarterien klaren, ob TSP-1 und
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CD36 eine funktionelle Rolle in diesen Zellarten einnehmen und gegebenenfalls eine
Proliferation und/oder Migration induzieren kénnen.

4.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Ziel der Arbeit war es, ausgewahlte Gene und Proteine, die im Mausmodell der
Hypoxie-induzierten PH als reguliert identifiziert wurden, bezuglich ihrer Regulation
bei primarer (IPAH) und sekundarer (COPD-assoziiert) PH zu untersuchen.

Eine Regulation auf RNA- oder Proteinebene konnte -unterschiedlich stark
ausgepragt—- bei allen untersuchten Genen und Proteinen gezeigt werden. In
welchem Ausmall die untersuchten Gene und Proteine Einfluss auf den
Gefallumbau nehmen, sollte Gegenstand weiterer Nachforschungen sein. Es wurden
die Expressionen der Gene und Proteine sowohl im Lungenhomogenat, als auch in
isolierten primaren PASMC und Fibroblasten der Pulmonalarterie untersucht. Dabei
war das Zielkompartiment das arterielle Pulmonalgefall, wo letztendlich der
GefalRumbau der PH stattfindet. Die Hypoxie-Inkubation der untersuchten Zellen war
dabei als zusatzlicher Stimulus gedacht, welcher eine differentielle Expression der
Gene und Proteine induzieren konnte. Unterschiedliche Expressionen konnten auf
RNA- und Proteinebene, sowie in der Immunfluoreszenz beobachtet werden. Die
gewonnen Erkenntnisse konnten sowohl pathologische, diagnostische als auch
therapeutische Relevanz fur die IPAH und COPD-assoziierte PH besitzen.

Die IPAH geht mit einer Erhdhung des pulmonal-arteriellen Druckes einher. Eine
genaue Entschlisselung des Pathomechanismus fehlt noch derzeit. Genetische
Faktoren, wie Mutationen im BMPR2-Gen, sind bei einem Teil der Falle
nachgewiesen. Im fortgeschrittenen Stadium der COPD kann es ebenfalls zu einer
PH kommen. Diese entstent u.a. durch chronisch-alveolare Hypoxie und
Inflammation infolge von Zigarettenrauch.

In dieser Studie wurde zum ersten Mal beschrieben, dass die Kandidatengene und
-proteine in diesen Erkrankungen eine Rolle spielen. In weiteren Nachforschungen
konnten Interaktionspartner, Signalkaskaden und -mechanismen der hier
untersuchten Gene und Proteine exploriert werden. Dies kdnnte weiteren Aufschluss
uber die komplexen Pathomechanismen im Rahmen von IPAH und COPD geben
und/oder neue Moglichkeiten therapeutischer Ansatze erdffnen.

91



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die pulmonale Hypertonie (PH) tritt idiopathisch (IPAH/FPAH) oder sekundar als
Folge anderer Erkrankungen auf. Bei der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung
(COPD) und nach chronischer Hypoxie kann sich eine PH Uber eine hypoxische
Vasokonstriktion entwickeln. Allen Formen gemeinsam ist ein pulmonaler
Widerstandshochdruck und ein Gefallumbau der Pulmonalarterien (vascular
remodelling). Die zugrunde liegenden Signalwege sind nur lickenhaft bekannt.

In dieser Arbeit sollten 6 Kandidatengene und -proteine (FHL-1, S100 A4, BDNF,
TrkB, TSP-1 und CD36), die zuvor im Mausmodell der Hypoxie-bedingten PH als
reguliert identifiziert wurden, bei idiopathischer und sekundarer PH charakterisiert
werden. In einem ersten Schritt wurden Proben von Lungenhomogenat aus IPAH-
und COPD-Patienten mit denen von Spendern verglichen. Dazu wurden quantitative
PCR und Western Blot eingesetzt. FHL-1, S100 A4, BDNF und TrkB zeigten in IPAH-
und COPD-Patienten eine veranderte mRNA-Expression im Vergleich zu den
Spendern. Zudem zeigten sich Regulationen in IPAH- und COPD-Patienten auf
Proteinebene (IPAH: FHL-1 und CD36; COPD: TSP-1). Um mogliche
Expressionsveranderungen im vaskularen Kompartiment zu beurteilen, wurden
primare pulmonal-arterielle GefalBmuskelzellen (PASMC) und Fibroblasten der
Adventitia isoliert und unter normoxischen Bedingungen Kkultiviert (FiO2=0,21).
Expressionsveranderungen der Kandidatengene und -proteine (FHL-1, S100 A4,
BDNF, TrkB, TSP-1 und CD36) in IPAH- und COPD-Patienten wurden mit denen von
Spendern verglichen. Hierzu wurden die quantitative PCR, Western Blot und die
indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt. Es bestatigte sich eine differentielle mRNA-
Expression in isolierten Primarzellen aus IPAH- (PASMC: FHL-1, TrkB und CD36)
und COPD-Lungen (PASMC: FHL-1; adventitielle Fibroblasten: BDNF und TSP-1).
Zudem wurde FHL-1 in isolierten primaren PASMC und adventitiellen Fibroblasten
aus IPAH-Lungen auf Proteinebene als reguliert gefunden. In einem nachsten Schritt
wurde die basale Expression der Kandidatengene und -proteine mit der Expression
nach Hypoxiestimulation verglichen (24h; FiO2=0,01). Auf mRNA-Ebene fuhrte die
Hypoxiestimulation zu einer differentiellen Expression in Zellen aus IPAH-
(adventitielle Fibroblasten: FHL-1 und TSP-1) und COPD-Lungen (PASMC: S100 A4
und TrkB; adventitielle Fibroblasten: FHL-1, TSP-1 und CD36).

Weiterhin wurde die zellulare Lokalisation der Kandidatenproteine in PASMC
und adventitiellen Fibroblasten mittels indirekter Immunfluoreszenz untersucht. Es
zeigte sich in erster Linie eine Lokalisation im Zytoplasma.

Die Ergebnisse belegen, dass die untersuchten Gene und Proteine im GefalRumbau
im Rahmen der IPAH und COPD-assoziierten PH reguliert sind. Die gewonnenen
Ergebnisse weisen auf eine Beteiligung zugrundeliegender Signalkaskaden in IPAH
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und COPD-assoziierter PH hin. Zudem konnten sie Ansatzpunkte flr neue
diagnostische und therapeutische Verfahren werden.
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6 Summary

Pulmonary hypertension exists in an idiopathic form (IPAH/FPAH) as well as
secondary to different diseases. In chronic obstructive lung disease (COPD) and
chronic hypoxia, pulmonary hypertension may develop via hypoxic vasoconstriction.
All forms of pulmonary hypertension are characterised by an increase of pulmonary
resistance followed by vascular remodelling. The underlying signalling pathways are
poorly understood.

In previous studies, using the mouse model of hypoxia-induced pulmonary
hypertension, six candidate genes and proteins (FHL-1, S100 A4, BDNF, TrKB, TSP-
1 and CD36) were identified to be regulated in vascular remodelling. The aim of this
study was to characterise their role in vascular remodelling of idiopathic and
secondary pulmonary hypertension in humans. At first, samples from lung
homogenate of IPAH and COPD patients were compared to donors using
quantitative PCR and Western Blot. The mRNA expression levels for FHL-1, S100
A4, BDNF and TrkB revealed higher regulation in IPAH and COPD patients as
compared to donor lungs. In addition, protein levels were regulated in IPAH and
COPD patients (IPAH: FHL-1 and CD36; COPD: TSP-1). Focussing on the vascular
compartment of IPAH and COPD lungs, primary pulmonary arterial smooth muscle
cells (PASMC) and adventitial fibroblasts were isolated and cultivated under
normoxic conditions (FiO,=0.21). Expression levels of FHL-1, S100 A4, BDNF, TrkB,
TSP-1 and CD36 in cells from IPAH and COPD patients were compared to donors
using quantitative PCR, Western Blot and indirect immunofluorescence. Differential
MRNA expression levels were confirmed to be regulated in isolated primary cells of
IPAH (PASMC: FHL-1, TrkB and CD36) and COPD lungs (PASMC: FHL-1;
adventitial fibroblasts: BDNF and TSP-1). In addition, FHL-1 showed pronounced
protein levels in isolated primary PASMC and adventitial fibroblasts of IPAH lungs.
Furthermore, basal expression levels were compared to those under hypoxic
stimulation (24h; FiO2=0.01). On mRNA level, hypoxic stimulation were leading to a
differential expression in cells of IPAH (adventitial fibroblasts: FHL-1 and TSP-1) and
COPD lungs (PASMC: S100 A4 and TrkB; adventitial fibroblasts: FHL-1, TSP-1 and
CD36).

Using indirect immunofluorescence we checked for cellular localisation of the
candidate proteins in PASMC and adventitial fibroblasts. Predominantly, most of the
proteins were localising to the cytoplasm.

This report shows differential expression levels of the examined genes and proteins
in vascular remodelling of IPAH and COPD-associated pulmonary hypertension. The
results point to an involvement of the underlying signalling cascades in IPAH and
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COPD-associated pulmonary hypertension and could be of interest for new
diagnostic and therapeutic strategies.
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9 Patientendatentabelle
Lungenhomogenat
Nummer [(Eingang am |Initialien des |Alter |Geschlecht |[Erkrankung |Heath/Edwards klinisch relevante
Spenders Klassifikation Diagnosen
12 ? ? ? ? Spender unauffallige Gefalle
aus Homburg
36 17.03.2004 ? ? ? Spender unauffallige GefalRe
38 21.03.2004 ? ? ? Spender unauffallige GefalRe
58 14.06.2004 ? 53 mannlich Spender unauffallige Gefalle
keine Nr. [27.06.2005 ? ? ? Spender unauffallige Gefalle
15 06.04.2003 P.P. 42 weiblich IPAH Grad IV NYHA Il
17 13.05.2003 S.DiR. 42 weiblich IPAH Grad IV NYHA Il
25 22.10.2003 C.P 52 weiblich IPAH Grad IV
63 A 01.08.2004 |T.P 28 weiblich IPAH Grad IV
94 18.02.2005 |W.I 26 weiblich IPAH Grad IV
33 11.03.2004 S.A 60 weiblich COPD Grad Il Lungenemphysem
34 16.03.2004 R.P 53 mannlich COPD Grad Il interstitielle Fibrose
44 06.04.2004 L.J 60 mannlich COPD Grad Il Nikotinabusus
51 13.05.2004 P.P 63 mannlich COPD Grad 111 Hypoxamie, Colitis ulcerosa
55 30.05.2004 B.M 43 weiblich COPD Grad Il Epitheloidzellgranulomatose
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Zellkultur
Nummer [Eingang am ([Initialien des |Alter (Geschlecht |[Erkrankung |Heath/Edwards klinisch relevante Diagnosen
Spenders Klassifikation
1189 18.05.2005 |? ? ? Spender unauffallige Gefalie
99 10.03.2005 |? ? ? Spender unauffallige Gefalde
120 29.06.2005 [N.F. 63 weiblich Spender unauffallige Gefalte Bronchitis, Lungenemphysem, Anthrakose
126 22.09.2005 |? ? ? Spender unauffallige Gefalde Emphysem, rez. Lugenembolien
141 16.12.2005 |? ? weiblich Spender unauffallige Gefalie
74 27.10.2004 |C.M. 27 weiblich IPAH Grad IV portale Hypertonie, NYHA |
94 18.02.2005 |W.I. 26 weiblich IPAH Grad IV
113 08.06.2005 |F.S. 20 weiblich IPAH Grad IV NYHA I
19\11 20.09.2005 |? ? ? IPAH Grad Il
165 10.04.2006 |J.K. 23 mannlich IPAH Grad IV
9 20.11.2002 |[T.C. 27 mannlich IPAH Grad I, fragl. veno- hochgradige Pulmonalsklerose,
okklusive Komponente |PAP bei 100 mmHg, Trikuspidalinsuffizienz IV
85 13.01.2005 |A.G. 59 weiblich COPD Grad |
90 04.02.2005 |K.P. 57 mannlich COPD Grad I-lI
96 21.02.2005 |M.N. 56 mannlich COPD Grad II-ll a1-Antitrysinmangel, Nikotinabstinenz seit 79
110 11.05.2005 |B.M. 53 mannlich COPD Grad I Anthrakose
114 15.06.2005 |[M.J. 50 weiblich COPD Grad Il
115 21.06.2005 |J.S. 56 mannlich COPD Grad Il latente Hypothyreose
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