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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Bedeutung der pulmonalen Hypertonie (PH)

Die pulmonale Hypertonie definiert sich Uber den zunehmenden Anstieg des
GefaBwiderstandes und den damit verbundenen Blutdruckanstieg im Lungenkreislauf.
Resultierend aus dem Krankheitsverlauf entwickelt sich eine Rechtsherzinsuffizienz, d.h. eine
Funktionsstorung des Herzens, welche auf den ansteigenden Druck im Lungenkreislauf
zurlickzufiihren ist. Die rechte Herzkammer ist durch den erhéhten Druck in der Lunge
einem erhdhten Widerstand ausgesetzt. Gegen diesen Widerstand pumpt es das Blut in die
Lunge. Infolgedessen kommt es zu einer Verdickung der Herzwand und einem Riickstau des
Blutes in den Kérper. Bei progredienter Rechtsherzinsuffizienz kommt es zu Odembildungen
im Kérper, wie z. B. Aszites, Pleuraergull oder peripheren Odemen. Die Patienten sind in
ihrer korperlichen Leistungsfahigkeit stark eingeschrankt. Begleiterscheinungen sind
Kreislaufstérungen und Mudigkeit. Zudem fihrt die PH zu einer stark verringerten mittleren
Lebenserwartung, welche ohne spezifische Therapie ab Diagnosezeitpunkt ca. 2 Jahre
betrug. Erstmals wurde die PH 1891 durch Ernst von Romberg beschrieben. Die pulmonale
Hypertonie ist definiert durch einen mittleren pulmonalarteriellen Druck (mPAP) von
> 25 mmHg in Ruhe (Sastry 2006; Galie, Hoeper et al. 2009).

Das Gefallsystem der Lunge ist ein Niederdrucksystem und unterscheidet sich somit vom
systemischen Kreislaufsystem des Korpers (W. Seeger und Schéafers 2001). Zur Regulation
des Vasotonus ist ein Zusammenspiel von vasodilatativen und -konstriktiven Mediatoren
notwendig. Zu den endogenen Vasodilatatoren zahlen Stickstoffmonoxid (NO) und
Prostazyklin (PGl,), diese diffundieren durch das Endothel in die angrenzenden Muskelzellen
der Gefalwande und sorgen somit flr die Aktivierung von Guanylat- bzw. Adenylatzyklasen.
Durch die gebildeten ,second messenger” zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und
zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) kommt es zu einer Relaxation der GefaRe
(Abbildung 1). Im Gegensatz hierzu fiihrt eine Erhohung des intrazellularen Kalziumspiegels
zur Myozytenkontraktion. Kalzium kann aufgrund einer Membrandepolarisierung aus dem
extrazelluldaren Raum in die Zellen stromen oder intrazellular durch das endoplasmatische
Retikulum freigesetzt werden. Vasokonstriktive Mediatoren stellen hierbei Thromboxan A,

Angiotensin Il oder Endothelin 1 dar.
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Abbildung 1: Molekulare Mechanismen der Pathogenese der pulmonal- arteriellen Hypertonie und
daraus abgeleitete therapeutische Angriffspunkte (Humbert, Sitbon et al. 2004).

Wahrend der PH kommt es zu pathomorphologischen Veranderungen der GefaRe, dem
sogenannten vaskuldren Remodeling (W. Seeger und Schafers 2001). Bei der chronischen
pulmonalen Hypertonie werden die zentralen grofReren Gefdlle durch den hohen Druck auf
geweitet. Im Gegensatz hierzu kommt es zu Umbauprozessen der kleineren Gefale, die zu
einer Gefallverengung und Lumenreduzierung fiihren. Dieses Remodeling ist vor allem durch
drei wesentliche Vorgange charakterisiert, die Fibrosierung der Intima, die Hypertrophie und
Fibrose der Adventitia und die Hypertrophie der Media bzw. de-novo-Muskularisierung,
welche zur Muskularisierung von nur teilweise bzw. nicht-muskularisierten GefdaRen
(Abbildung 2) fiihrt (W. Seeger und Schéafers 2001; Rabinovitch 2008).

Innerhalb der

Endothelschicht  finden biochemische  Verdanderungen der  Glykokalyxschicht,
Endothelzellproliferation und Formation von plexiformen Ladsionen statt. AuRerdem kommt
es zur Proliferation von glatten Muskelzellen in der Media sowie der Fibroblasten in der
Adventitia. Dieser Prozess ist mit einer erhéhten Kollagenproduktion (vor allem Kollagen |
und Ill) verbunden. In der Media wandern Myozyten nach distal sowie in die Intima ein, dies
wird durch die zum Teil fragmentierte Lamina elastica interna ermoglicht. Innerhalb der

Intima kommt es aullerdem zur Proliferation von Fibroblasten.
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Abbildung 2: Pathobiologie der pulmonalen Hypertonie.

(i) Abnormale Muskularisierung der prakapilliren Arterien, (ii) Mediahypertrophie der groRen
muskularisierten Pulmonalarterien, (iii) Verlust der prakapilldren Arterien, (iv) Formierung einer
Neointima und die Entstehung plexiformer Lasionen (Rabinovitch 2008).

1.2 Einfiihrung in die Systematik der pulmonalen Hypertonie

Die Klassifikation der pulmonalen Hypertonie (PH) wurde im Jahr 2008 auf der vierten
Weltkonferenz fiir PH in Dana Point aktualisiert, wobei die Gruppe der pulmonal-arteriellen
Hypertonie (PAH) weiterhin von 4 weiteren Gruppen der PH abgegrenzt wurde

(Simonneau, Robbins et al. 2009).

I Pulmonal-arterielle Hypertonie:

« Idiopathische PAH (IPAH)

e Familidare PAH

e Medikamenten- bzw. Giftstoff-induziert

e Assoziiert mit (APAH) verschiedenen anderen Erkrankungen (Kollagenosen,
Vaskulitiden, Infektionen (HIV, Hepatitis, Schistosomiasis),
Schilddrisenerkrankungen, Glykogenspeicherkrankheiten))

e Assoziiert mit angeborenen Herzfehlern

e Persistierende PH der Neugeborenen
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Il. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankung (pulmonalvenése Hypertonie)

Il. Pulmonale Hypertonie assoziiert mit Hypoxie (COPD, Interstitielle Lungenkrankheit,
Schlafapnoesyndrom, Hohenbewohner und Pulmonale Entwicklungsstorungen)

V. Pulmonale Hypertonie aufgrund chronischer thrombotischer und/oder embolischer
Erkrankungen (Thromboembolie der proximalen Lungenarterien, Obstruktion der
distalen Lungenarterien, Lungenembolie)

V. Sonstige (Sarkoidose, Histiozytosis X, Lymphangioleiomyomatose, GefaRkompression
von auBen durch z. B. Lymphknoten, Tumor, fibrosierende Mediastinitis)

1.3 Therapeutische Ansditze fiir die Behandlung von Patienten mit PAH

Die mittlere Lebenserwartung fiir Patienten mit PAH lag bei 2,8 Jahren, bevor effektive
Therapien entwickelt wurden (D'Alonzo, Barst et al. 1991). Wahrend der letzten 20 Jahre gab
es zahlreiche Fortschritte in der Entwicklung von neuen Therapiemoglichkeiten, die es
erlauben, das Krankheitsbild und die Beschwerden von PAH-Patienten erheblich zu
verbessern. Das wichtigste Ziel der Therapie ist die Vermeidung einer Rechtsherzinsuffizienz,
da diese zu einer signifikanten Senkung der Lebenserwartung fihrt. Bei der Behandlung von
PAH-Patienten kdnnen zwei Therapiezweige unterscheiden werden.

Der erste Behandlungszweig ist die vasoaktive Therapie mit Vasodilatatoren, hierbei sind
potentiell reversible Komponenten der GefdaRobstruktion ein Zielpunkt (W. Seeger und
Schafers 2001). Der zweite Behandlungszweig stellt die antiproliferative Therapie dar, die
das vaskuldire Remodeling beeinflusst und somit kausal die strukturellen
GefaRveranderungen adressiert. Durch die Gabe von Vasodilatatoren bzw. anti-
inflammatorischen und anti-proliferativen Medikamenten kann der erhdhte Vasotonus

gesenkt und das vaskuldare Remodeling beeinflusst werden.

1.3.1Vasodilatatoren in der Behandlung der PAH

Ein Therapieansatz fiir die Behandlung des erhoéhten Vasotonus stellen die
Kalziumantagonisten dar. Diese Gruppe von Medikamenten senkt den intrazelluldren
Kalziumspiegel in Myozyten des pulmonalvaskuldren Systems (W. Seeger und Schafers
2001). Die pulmonale Vasokonstriktion nimmt somit ab und fiihrt in Langzeittherapien zur
Erhohung der Lebenserwartung in 5-10 % der Patienten (Rich, Kaufmann et al. 1992; Sitbon,
Humbert et al. 1998). Die Auswahl der geeigneten Patienten erfolgt durch eine akute
Vasoreagibilitatstestung wahrend einer Rechtsherzkatheteruntersuchung. Ein Abfall des

pulmonal-arteriellen Mitteldruckes um mindestens 10 mmHg auf unter 40 mmHg bei
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normalisiertem  Herzzeitvolumen ist das  Kriterium fir eine hochdosierte
Kalziumantagonisten Therapie. Bei ungeeigneten Patienten kann es aufgrund der negativ
inotropen und chronotropen Wirkungen wahrend der Behandlung mit Kalziumantagonisten
zu einer lebensbedrohlichen hamodynamischen Gefahrdung der Patienten kommen, daher
dirfen diese Medikamente nicht ohne vorhergehende Vasoreagibilitatstestung eingesetzt
werden (Sitbon, Humbert et al. 1998). Falls diese Therapie nicht geeignet ist, werden andere
Vasodilatatoren  wie  Prostazyklinderivate, = Endothelinrezeptor-Antagonisten  oder
Phosphodiesterase-5 Inhibitoren eingesetzt (Humbert, Sitbon et al. 2004).

Prostazykline induzieren durch die Stimulation der Produktion von cAMP in glatten
Muskelzellen Relaxation. Aullerdem fiihren sie zur Wachstumsinhibition von Muskelzellen
(Clapp, Finney et al. 2002). Fiir die Therapie sind Prostaglandin |, (Epoprostenol) sowie die
stabileren Derivate lloprost und Treprostinil zugelassen. Diese aktivieren membranstdndigen
EP und IP Prostanoidrezeptoren der Zelle und erhéhen konsekutiv die intrazellulare cAMP
Konzentration (Sastry 2006).

Die inhalative Behandlung mit Stickstoffmonoxid (NO) stellt ebenso einen therapeutischen
Ansatz dar. Bei PAH-Patienten liegt ein Defekt in der NO-Produktion vor (Humbert, Sitbon et
al. 2004). NO wird hauptsachlich im Endothel gebildet und gilt ebenso wie Prostazykline als
potenter Vasodilator. Es flhrt zur direkten Relaxation der glatten Muskelzellen, indem es zur
Stimulation der I6slichen Guanylatzyklase und Anstieg von intrazelluldren cGMP fiihrt
(Humbert, Sitbon et al. 2004). Ebenso hemmt es in vitro die Proliferation glatter
Muskelzellen und die Aggregation von Thrombozyten (W. Seeger und Schéafers 2001). NO
Inhalation ist jedoch der Akut-/Intensivmedizin vorbehalten, da die ambulante Versorgung
mit NO Gas aus technischen Griinden derzeit nicht moglich ist.

Des Weiteren besteht die Moglichkeit, selektiv die pulmonale Vasokonstriktion mittels
Endothelin-Rezeptorantagonisten zu inhibieren. Zu ihnen gehort der duale Endothelin A
(ETA) und Endothelin B (ETg) Rezeptorantagonist Bosentan, welcher die Leistungsfahigkeit
und Prognose der PAH-Patienten verbessert (Channick, Simonneau et al. 2001; Rubin,
Badesch et al. 2002; Igbal, Sanghia et al. 2005). Die Expression von Endothelin 1 ist in PAH-
Lungen erhoht (Giaid, Yanagisawa et al. 1993), verursacht Entziindungsantwort,
Vasokonstriktion, Proliferation sowie Hypertrophie (Clozel und Gray 1995; Rubin und Roux

2002). Bosentan zeigt in vitro ebenfalls gewisse antiproliferative Effekte. Die selektiven ETx
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Antagonisten Sitaxentan und Ambrisentan zeigten vergleichbar gute klinische Wirksamkeit
und sind zur Behandlung der PAH zugelassen.

Ein weiterer Aspekt der vasoaktiven Behandlung von PAH ergibt sich durch den Einsatz von
Phosphodiesterase-5 Inhibitoren wie Sildenafil und Tadalafil. Die Phosphodiesterase-5 ist
unter pathophysiologischen Bedingungen bei der PAH in glatten Muskelzellen der
Pulmonalarterien erhoht exprimiert und greift aufgrund ihrer cGMP-hydrolysierenden
Eigenschaften negativ (vasokonstringierend) in den GefalStonus ein (Janssen, Ghofrani et al.
2009).

Sildenafil ist zur Therapie der PAH zugelassen und zeigt gute therapeutische Effekte bei PAH-
Patienten (Galie, Ghofrani et al. 2005). Des Weiteren konnte auch im Monocrotalin-
induzierten PH-Modell an der Ratte der positive Effekt von Sildenafil auf die
Rechtsherzhypertrophie und das pulmonale vaskuldre Remodeling gezeigt werden (Itoh,

Nagaya et al. 2004; Schermuly, Kreisselmeier et al. 2004).

1.3.2 Antiproliferative Therapieansatze bei der PAH

Substanzen, welche gezielt die in pulmonalvaskuldre Proliferationsprozesse eingreifen
konnen und somit das vaskulire Remodeling als Ziel haben, leiteten kirzlich einen
Paradigmenwechsel in der Therapie der PAH ein. Zu ihnen zdhlen unter anderem Sorafenib
und Imatinib.

Sorafenib ist ein Multikinase-Inhibitor, welcher Serin/Threonin- und Tyrosinkinasen inhibiert
und zur Behandlung von Nierenzellkarzinomen zugelassen ist (Wilhelm, Adnane et al. 2008;
Blaukovitsch, Zabel et al. 2009). Zu seinen Zielmolekilen gehoren der Platelet-derived
Growth Factor Receptor (PDGFR), der Vascular Endothelial Growth Factor Receptor (VEGFR),
der Stammzellfaktor-Rezeptor (c-kit) sowie vor allem die intrazellulare pro-proliferative
Kinase Raf-1. Raf-1 wird downstream der Rezeptortyrosinkinasen aktiviert und sorgt fiir die
weitere Signaltransduktion innerhalb der Zelle, welche zur Proliferation, zum Uberleben der
Zelle und zur Neovaskularisierung fuhrt (Wilhelm, Carter et al. 2006; Klein, Schermuly et al.
2010).

Der pulmonalvaskuldare Widerstand konnte durch die Gabe von Tyrosinkinase-Inhibitoren im
experimentellen Tiermodell fur PH reduziert werden (Blaukovitsch, Zabel et al. 2009).
Sorafenib hat einen antiproliferativen Effekt auf glatte Muskelzellen, da es auch auf den

PDGF-Rezeptor und Raf-1 wirkt. Im PH-Modell konnten Verbesserungen im Remodeling,
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Hamodynamik und Rechtsherzhypertrophie festgestellt werden, jedoch ist nicht vollstandig
geklart, welches Zielmolekiil hierbei die wichtigste Rolle fir die Blockierung von Sorafenib ist
(Klein, Schermuly et al. 2008; Moreno-Vinasco, Gomberg-Maitland et al. 2008). Bis heute

gibt es noch keine zureichenden klinischen Studien zur Wirksamkeit von Sorafenib.

Imatinib (Abbildung 4) wurde urspriinglich in den 80er Jahren fiir die Krebsbehandlung
entwickelt (Capdeville, Buchdunger et al. 2002). Seit 2001 ist es zur Therapie der chronischen
myeloischen Leukdmie (CML) und seit 2002 zur Behandlung nicht mehr resezierbarer
und/oder metastasierender maligner gastrointestinaler Stromatumoren (GIST) zugelassen.
Hinsichtlich der Verwendung des Rezeptortyrosinkinase-Inhibitors Imatinib liegen bereits
einige tierexperimentelle Studien vor, welche die Rickfliihrung bereits etablierter
struktureller GefaRveranderungen sowie der Rechtsherzhypertrophie demonstrieren
konnten (Schermuly, Dony et al. 2005). Imatinib inaktiviert PDGFR, c-kit und Breakpoint
Cluster Region-Abelson (BCR- ABL). In Einzelfidllen konnte auch die Wirksamkeit von Imatinib
in PAH-Patienten dargestellt werden (Ghofrani, Seeger et al. 2005; Souza, Sitbon et al. 2006;
ten Freyhaus, Dumitrescu et al. 2009). Eine klinische randomisierte, doppelblinde, Placebo-
kontrollierte Phase Il Studie mit Imatinib wurde abgeschlossen und zeigte positive Wirkung
bei schwer kranken Patienten. Eine weltweite Phase Il Studie zur Behandlung der PAH

befindet sich derzeit in der Rekrutierungsphase.

Die Verwendung einer kombinierten Therapie basierend auf Medikamenten mit
verschiedenen Wirkmechanismen, stellt einen weiteren Gesichtspunkt fiir die klinische
Verbesserung der PAH in Patienten dar. Die kombinierte Gabe von Sildenafil, einem
Phosphodiesterase 5- Inhibitor, bzw. Bosentan und Prostazyklin Analoga zeigte in einigen
Patienten gute Wirkung (Ghofrani, Rose et al. 2003; Hoeper, Taha et al. 2003). Im Gegensatz
hierzu hatte die Langzeitgabe von Sildenafil in Kombination mit Vasodilatatoren in 13
Patienten nur einen geringen Effekt auf die Rechtsherzfunktion (Bhatia, Frantz et al. 2003).
Zwei groRBe randomisierte Placebo-Studien konnten bereits die Uberlegenheit von
Kombinationstherapien gegeniiber Monotherapien belegen. In der TRIUMPH-I-Studie
(TReprostinil Sodium Inhalation Used in the Management of Pulmonary Arterial
Hypertension) konnte gezeigt werden, dass im Rahmen einer bestehenden Therapie mit

Sildenafil bzw. Bosentan die zusatzliche Gabe von inhaliertem Treprostinil zur signifikanten
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Verbesserung der korperlichen Leistungsfahigkeit in PAH-Patienten fiihrte (McLaughlin,
Benza et al. 2010). Diese Daten konnten in einer zweiten groBen randomisierten,
doppelblinden PACES-Studie (Pulmonary Hypertension Combination study of Epoprostenol
and Sildenafil) bestatigt werden. Die gleichzeitige Gabe von Sildanefil zu einer stabilen
intravendsen Epoprostenol-Behandlung flhrte zur signifikanten Verbesserung der

Hamodynamik (Simonneau, Rubin et al. 2008).

1.4 Tiermodelle fiir die Untersuchung von pulmonaler Hypertonie

Fir die Wissenschaft ist im Hinblick auf die Erforschung der pulmonalen Hypertonie die
Entwicklung von geeigneten Tiermodellen von groRer Bedeutung, da die Pathogenese noch
immer nicht vollstandig geklart werden konnte. Ebenso ermaéglichen geeignete Tiermodelle
die Untersuchung neuer pharmakologischer Substanzen und ihre therapeutische Wirkung.
Die zwei wichtigsten Tiermodelle sind derzeit die Monocrotalin (MCT) induzierte pulmonale
Hypertonie bei der Ratte und das chronische Hypoxie-Modell an verschiedenen Spezies
(Maus, Ratte, Kalb). Beide Modelle gehen mit Veranderungen der Pulmonalgefalle im Sinne
eines pulmonalvaskuldaren Remodelings einher.

Bei Monocrotalin handelt es sich um ein Pyrrolizidinalkaloid aus Crotalaria spectabilis
(Familie Leguminosae), welches in Ratten eine letal endende, schwere PH auslost (Lalich und
Merkow 1961). Dieses Phytotoxin wird Uber das Cytochrom P450 Monooxygenase-System in
der Leber zu reaktiven alkylierenden Verbindungen (pyrrolische Dehydro-Alkaloide)
umgesetzt. Bei Monocrotalin handelt es sich um eine selektiv toxisch wirkende Substanz. Das
sehr kurzlebige, toxische MCT-Pyrrol erreicht nach der Leber zuerst das GefaBbett der Lunge.
Somit wirkt MCT Uberwiegend auf die pulmonalen GefdaRe toxisch und hat keinen
signifikanten Effekt auf das systemische Gefalbett (Marsboom und Janssens 2004). Es
kommt zu einer Schadigung des Endothels, erhohter Permeabilitdit der Kapillaren,
Odembildung und Akkumulation von Makrophagen in der Strombahn der Lunge (Monnet
und Chachques 2005). Des Weiteren kommt es zur Endotheldegeneration bzw. Hyperplasie,
die glatten Muskelzellen der Media hypertrophieren, und es entwickelt sich eine Hyperplasie
der Adventitia. Durch diese Veranderungen erhoht sich der GefalRwiderstand. Die
Druckbelastung des rechten Ventrikels steigt, und es entwickelt sich eine

Rechtsherzhypertrophie und schlielllich Rechtsherzinsuffizienz und -versagen.
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Im zweiten Tiermodell, dem der chronischen Hypoxie, kommt es durch Reduktion des
alveolaren Sauerstoffpartialdruckes auf unter 70 mmHg zu einer globalen Vasokonstriktion
der Pulmonalarterien. Diese hypoxische pulmonale Vasokonstriktion, die im Normalfall zu
einer Optimierung der Ventilations-Perfusionsverteilung der Lunge fihrt, wird auch als Euler-
Liljestrand-Mechanismus bezeichnet. Bei globaler alveolarer Hypoxie jedoch fiihrt sie zu
einer pulmonalen Hypertonie, initial gekennzeichnet durch reine Vasokonstriktion, welche
nach kurzer Zeit jedoch schon in ein reversibles pulmonalvaskuldares Remodeling libergeht.
Die Mechanismen, welche zu Vasokonstriktion und GefaBumbau durch den Effekt der
Hypoxie filihren, sind bis heute nicht vollstandig geklart. Es ist bekannt, dass
Sauerstoffsensoren wahrend der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion (HPV) beteiligt
sind. Diese gelten als initiales Glied in der Signalkette der HPV. Hierbei muss es sich um
Sauerstoff-konsumierende bzw. bindende Proteine oder Organellen handeln, welche mit
den Effektorzellen (glatte Muskelzellen) kommunizieren kénnen. Diese Sensoren sind
wahrscheinlich auf den glatten Muskelzellen lokalisiert, da diese auf Hypoxie mit Kontraktion
und Steigerung der intrazellularen Kalziumfreisetzung reagieren (Sommer, Dietrich et al.
2008). Hierbei spielen die Mitochondrien, als Hauptverbraucher von Sauerstoff fiir die
Bereitstellung von Adenosintriphosphat (ATP) in der Atmungskette, eine wichtige Rolle. Als
weiterer Sensor werden die Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH)-Oxidasen
diskutiert. Wahrend dieses Prozesses sind als Effektoren ebenfalls Kalziumkanile,
nichtspezifische Kationenkanale und Spannungs-abhangige Kaliumkanale beteiligt.

Eine mogliche Hypothese ist der verringerte Kaliumstrom durch spannungsgesteuerte
Kaliumkénale in den glatten Muskelzellen. Auf diese Weise wird das Membranpotential
herabgesetzt und die intrazelluldre Kalziumkonzentration und die Phosphorylierung von
Myosin-Ketten erhoht. Daraus folgt eine Vasokonstriktion (Weissmann, Grimminger et al.
2001).

Vom vaskuldren Remodeling sind hauptsidchlich die distalen, pulmonalarteriellen
WiderstandsgefdBe (Arteriolen) betroffen. Dieses ist mit der Proliferation der glatten
GefaBmuskelzellen und der Fibroblasten in der Adventitia unter Hypoxie verbunden. Jedoch
tritt keine signifikante Endothelzellproliferation auf (Voelkel und Tuder 2000). Durch die
Hypoxie erzeugte Vasokonstriktion in den pulmonalen WiderstandsgefalRen erhoht sich der
Scherstress, welcher zur Hypertrophie und Proliferation der glatten Muskelzellen fihren

kann (Voelkel und Tuder 2000). Ebenso werden Substanzen im hypoxischen Lungengewebe
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freigesetzt, welche die Konstriktion der Gefdalle beglinstigen. Hierzu geh6ren Endothelin 1
und Serotonin. Sie wirken gleichzeitig auch als Wachstumsfaktoren fir die glatten
Muskelzellen (Voelkel und Tuder 2000). Das chronische Hypoxie-Modell fiihrt in den Tieren
zu erhéhter Muskularisierung der WiderstandsgefaBe und zur Rechtsherzinsuffiziens. Dies
sind zwei Pathomechanismen, welche mit denen in PAH-Patienten (bereinstimmen

(Marsboom und Janssens 2004).

1.5 Rezeptortyrosinkinasen in der pulmonalen Hypertonie und die
Bedeutung von Rezeptortyrosinkinase-Inhibitoren

Eine Vielzahl an zellularen Prozessen wird liber Phosphorylierungen gesteuert, dazu gehoren
die Zellteilung, metabolische Prozesse, Uberleben und Apoptose der Zelle. Eine Stérung der
regulierten Phosphorylierung von spezifischen Substraten kann zu Verdnderungen der
Zellfunktionen und damit verbunden zu Erkrankungen bis hin zur Tumorentstehung fiihren.
Die strenge Regulation wird Uber Proteinkinasen gesteuert; diese Ubertragen gezielt
Phosphatgruppen auf das Zielprotein (Shchemelinin, Sefc et al. 2006). Die Phosphorylierung
von Zielproteinen fiihrt zum Anschalten von Signalkaskaden (z. B. MAPK/ ERK Signalweg), die
bei vielen zellularen Prozessen wichtig sind. Auf diese Weise wird eine Signaltransduktion
von extrazelluldar nach intrazellular gewahrleistet, die fiir Prozesse in der einzelnen Zelle
entscheidend sind. Proteinkinasen werden in unterschiedliche Klassen eingeteilt, wobei die
Tyrosinkinasen und die Seronin/Threonin-Kinasen die zwei haufigsten Kinasegruppen
darstellen. Beide besitzen einen katalytischen Kern mit einer ATP-Bindungstasche und einem
streng konservierten Aspartat (Knighton, Zheng et al. 1991). Zu den Rezeptortyrosinkinasen
gehoren unter anderem PDGFR, VEGFR, c-kit und BCR-ABL. Viele dieser Rezeptoren werden
durch respektive Wachstumsfaktor-Liganden (z. B. PDGF oder VEGF) stimuliert. Hierbei
bindet der Ligand spezifisch an den membranstindigen Rezeptor und fihrt zu dessen
Aktivierung. Diese Wachstumsfaktoren sind bei der Angiogenese, Embryogenese und der
Wundheilung beteiligt und werden haufig mit kanzerogenen Prozessen in Verbindung

gebracht. Hierbei fiihren sie zu ilbermaRiger Proliferation bzw. Tumorangiogenese.
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Abbildung 3: Aktivierung von Rezeptortyrosinkinasen am Beispiel der PDGF Rezeptoren und ihre
Inhibition durch Imatinib.

A) Nach Bindung des Liganden kommt es zur Dimerisierung und intrazelluldren
Autophosphorylierung der Rezeptoren, wobei ATP umgesetzt wird. Anschliefend wird eine weitere
Signalkaskade Gber den Ras/Raf/MAPK Weg angeschaltet und durch die Transkription verschiedener
Gene werden weitere zelluldre Aufgaben eingeleitet. B) Imatinib bindet und blockiert die ATP
Bindungstasche der Rezeptortyrosinkinase und verhindert somit die Phosphorylierung und
Aktivierung der downstream Signalwege.

Verschiedene Studien konnten bereits die Beteiligung von Wachstumsfaktoren, wie z. B.
PDGF, welcher an den PDGF-Rezeptor bindet, bei der Pathogenese von PAH bestatigen
(Dumitrescu, Ghofrani et al. 2009). PDGF stimuliert sowohl die Proliferation als auch die
Migration glatter Muskelzellen, die bei den vaskuldren Remodelingprozessen eine
entscheidende Rolle einnehmen (Rosenkranz 2008). Es aktiviert den PDGF-Rezeptor, welches
zum Anschalten weiterer nachfolgender Signalkaskaden in der Zelle und letztendlich zu
Proliferation und Migration fiihrt (Abbildung 3). Des Weiteren ist bekannt, dass es unter

hypoxischen Bedingungen zu einer verstarkten Aktivierung dieser Rezeptortyrosinkinasen
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kommt (Dumitrescu, Ghofrani et al. 2009). Da besonders PDGF und die zugehorigen
Rezeptoren in IPAH-Patienten stark hochreguliert vorliegen, erscheint ein therapeutischer
Ansatz zur Hemmung dieser Rezeptoren vielversprechend (Perros, Montani et al. 2008).
Hierfir eignet sich unter anderem der Inhibitor Imatinib (Abbildung 4).

Der Wirkmechanismus von Imatinib basiert auf der Bindung des Wirkstoffs in der ATP-
Bindungstasche der Rezeptortyrosinkinase, an der normalerweise das Substrat (Grb2) bindet
und zu einer Aktivierung des weiteren Signalweges flihrt. Die Phosphatgruppe des ATPs kann
nicht mehr auf das eigentliche Substrat ibertragen werden. Ohne Inhibierung dimerisiert
der Rezeptor nach Ligandenbindung und es folgt die Autophosphorylierung des Rezeptors an
Tyrosinresten. Darauffolgend wird eine nachfolgende Signalkaskade aktiviert, welche
verschiedene Zellprozesse steuert. Hierzu gehoéren die Inaktivierung der Apoptose und die

Aktivierung von Migrations- und Proliferationsmechanismen (Abbildung 3).
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Abbildung 4: A) Strukturformel von Imatinib. B) Kristallstruktur der Tyrosinkinase c-ABL im Komplex
mit Imatinib (Nagar 2007).

1.6 Kurziiberblick iiber die Eigenschaften zirkulierender Fibrozyten (ZFs)

Der Begriff zirkulierender Fibrozyt wurde bereits 1994 von Richard Bucala gepragt. Er
beschreibt, dass diese Zellen aus der Blutzirkulation stammen und dass sie sowohl
Eigenschaften von Leukozyten als auch von Fibroblasten besitzen. Es handelt sich um eine

einzigartige Zellpopulation, die einen Beitrag zu verschiedenen Krankheitsverlaufen leistet
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und ihren Ursprung im Knochenmark hat. Dies zeigt sich u.a. durch die Expression von CD34,
einem Marker fiir hdmatopoetische Vorlauferzellen.

Zunachst wurde ihre Rolle bei Wundheilungsprozessen beschrieben (Bucala, Spiegel et al.
1994). Hierbei konnte die Beobachtung gemacht werden, dass dieser Zelltyp sowohl bei der
normalen als auch bei der fibrotischen Wundheilung eine Rolle spielt. Zirkulierende
Fibrozyten zeichnen sich durch die gleichzeitige Expression hamatopoetischer und
mesenchymaler Marker aus (Tabelle 1). Typische Marker, welche zur Identifizierung von
zirkulierenden Fibrozyten in der Literatur Verwendung finden, sind Vimentin, Kollagen | und
lll, Prokollagen, Prolyl-4-hydroxylase sowie CD45, CD11b, CXCR4 und a-Smooth Muscle
Actin. Vimentin, (Pro)-Kollagen und die Prolyl-4-hydroxylase beschreiben hierbei die
mesenchymalen Eigenschaften dieses Zelltyps. Vimentin ist spezifisch fir mesenchymales
Gewebe und Fibroblasten. Prolyl-4-hydroxylase gehort zu den Schlisselenzymen der
Kollagenbiosynthese, die Expression dieses Enzyms in Fibrozyten weist auf die Produktion
von Kollagen hin. CD45 und CD11b zeigen den hamatopoetischen Ursprung von Fibrozyten.
CDA45 ist eine transmembran-Proteintyrosinphosphatase und wird als Oberflachenprotein,
auller auf Erythrozyten, auf allen hdmatopoetischen Zellen exprimiert. CD11b ist ein auf
Monozyten und neutrophilen Granulozyten anzutreffendes Oberflaichenmolekil. Es
vermittelt die Adhdrenz der Zellen. Teilweise exprimieren Fibrozyten spontan bzw. nach
Stimulation mit dem Transforming Growth Factor (TGF-B) und Endothelin, a-Smooth muscle
Actin (Gomperts und Strieter 2007). Hierbei handelt es sich um einen typischen Marker fir
glatte Muskelzellen.

Fibrozyten sind in der Lage unterschiedliche Chemokine, Zytokine und Wachstumsfaktoren
zu produzieren und zu sekretieren (Tabelle 1). Hierzu gehoren der Transforming Growth
Factor a (TGF-a) und B 1. TGF-a verstarkt die Expression und Deposition von extrazelluldren
Matrix-Komponenten und ist ebenso in Makrophagen und Fibroblasten zu finden. AuBRerdem
werden unterschiedliche Interleukine (1-alpha, 6 und 8) ausgeschittet, welche eine Rolle
wahrend der Immunantwort einnehmen und fir die Aktivierung von Lymphozyten und
Makrophagen bzw. als Chemoattraktant fiir leukozytare Zellen fungieren.

Die Sekretion von PDGF lasst auf Eigenschaften zuriickschlieRen, welche zu Zellproliferation,

Migration und Inhibition von apoptotischen Prozessen in unterschiedlichen Zelltypen fiihren.
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Tabelle 1: Uberblick der bekannten Marker und sekretierten Faktoren von Fibrozyten (Metz 2003).

Table |. Fibrocyte-associated surface markers.

Marker type Reference  1able 2. Fibrocytes secrete chemokines, cytokines and growth fac-
tors implicated in wound repair.

ECM markers

Collagen 1 (2-8)] Factor Comments Ref.

Collagen 111 2]

Fibronectin [2] a chemokines

Vimentin [2] MIPlax constitutive; T with TGF-f1 or IL-18 [#]

CD markers MIP13 constitutive; T with TGF-f1 or IL-18 [#]

CDl1la [LFA—] ) [2_3] MCP-1 canstiluti\'c: T with TGF-ﬁ] or ||'_—|JI9 [:‘5]

CD11b (Mac 1) [2] f chemokines

CD13 (pan myeloid antigen) [2] IL-8 constitutive; T with TGF-f1 or IL-18 [8.31]

CD34 (hemopoetic stem cell antigen) [2] GROa constitutive; T with TGF-F1 or IL-18  [8]

CDi‘_li {leukocyte common antigen) 2] Cvtokines

CD54 (ICAM) [2] s . . . ) X

CDS58 (LFA-3) 2] TNF-x with IL-18 stimulation ] [Es]

CDR0 (B7-1) [3] IL-6 with IL-1 or TNF stimulation [#]

CDg&6 (B7-2) [2-3] IL-10 with IL-1f or TNF stimulation [#]

MHC-related markers Growth Factors o

MHC class I [2-3] Angiogenin constitutive [31]
HLA-DP [3] CTGF constitutive [31]
HLA-DQ [3] IGF-1 constitutive [31]
HLA-DR [3] M-CSF constitutive [&, 31]

Chemokine receptors (ligands) FDGF constitutive [3]]

CCR3 (MCP-3, MCP-5, RANTES, MIPla, HCC-1)  [4] TGFf constitutive (%]

CCRS (MIPla, MIP1f, RANTES) [4] Other

CCR7(ELC, SLC) [4] MMP-9 Constitutive, active and latent [31]

CXCR4, fusin (SDF-1) [4] aSMA T with TGF-B1 [4]

1.7 Funktion von zirkulierenden Fibrozyten bei Wundheilung und
anderen Erkrankungen

Fibrozyten zeigen wesentliche Eigenschaften, die bei Wundheilungsprozessen wichtig sind.
Ebenso haben sie Anteil an fibrosierenden Erkrankungen wie der pulmonalen Fibrose,
Asthma bronchiale und Sklerodermie (Bucala, Spiegel et al. 1994; Gomperts und Strieter
2007). Sie konnen zu Myofibroblasten transdifferenzieren; hierbei verlieren sie ihren
Vorlauferzellen-Marker CD34, exprimieren aber stattdessen glattes Muskelaktin (Abe,
Donnelly et al. 2001; Chauhan, Abraham et al. 2003; Schmidt, Sun et al. 2003; Phillips,
Burdick et al. 2004; Quan, Cowper et al. 2004). Sie sekretieren proinflammatorische
Zytokine, hierzu gehoren der Tumor Nekrose Faktor (TNF), Interleukine, TGF-a und 8 und
Metalloproteasen (Chesney, Metz et al. 1998). AuBRerdem sekretieren sie
proangiogenetische Faktoren wie VEGF und PDGF und zeigen die Expression von
Chemokinrezeptoren, welche vor allem fiir die Rekrutierung von inflammatorischen Zellen
und zirkulierenden Fibrozyten notwendig sind (Herzog und Bucala 2010). Fibrozyten sind bei
Wundheilungsprozessen der Haut beteiligt; dies konnte bereits in Studien von Yang, Scott et
al. gezeigt werden, wobei diese Zellen in hypertrophiertem Narbengewebe von
Brandwunden vermehrt gefunden wurden (Yang, Scott et al. 2005). Im in vivo

Wundkammer-Modell in Mausen konnte gleichfalls eine Rekrutierung von CD34, Vimentin,
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Kollagen 1-positiven Fibrozyten wahrend der inflammatorischen Phase festgestellt werden
(Bucala, Spiegel et al. 1994). In Patienten mit Verbrennungen konnte eine erhéhte Anzahl an
Fibrozyten im Vergleich zu Gesunden festgestellt werden, wobei die Moglichkeit besteht,
dass diese Zellen die Aktivitat der umliegenden Fibroblasten iber TGF B1 regulieren (Yang,
Scott et al. 2005; Wang, Jiao et al. 2007). Des Weiteren wurden Fibrozyten auch in Patienten
mit Sklerodermie gefunden. Hierbei handelt es sich um eine Autoimmunerkrankung des
Bindegewebes, die sowohl die Haut als auch die inneren Organe betreffen kann (Herzog und
Bucala 2010). In der Haut von Sklerodermie-Patienten befinden sich im Vergleich zu
gesunden Patienten mehr Bindegewebszellen (Cowper, Bucala et al. 2005). Blutserum von
Patienten mit Sklerodermie beglinstigt das Wachstum von Fibrozyten in vitro, dies scheint
mit einer reduzierten Serum Amyloid P (SAP) Konzentration im Zusammenhang zu stehen
(Pilling, Buckley et al. 2003). SAP gehort zur Pentraxin Proteinfamilie und bindet an
verschiedene Molekiile, wie apoptotische Zellen, Plasmaproteine und mikrobielle
Polysaccharide (Steel und Whitehead 1994; Gewurz, Zhang et al. 1995; Hutchinson,
Hohenester et al. 2000). Es inhibiert die Differenzierung von Fibrozyten in vitro (Pilling,
Buckley et al. 2003).

Wahrend der Rekrutierung sind verschiedene Chemokin-Rezeptoren und ihre Liganden
beteiligt (Luster, Alon et al. 2005). Humane Fibrozyten exprimieren CCR3, CCR5, CCR7 und
CXCR4 (Abe, Donnelly et al. 2001; Quan, Cowper et al. 2004). CXCR4 spielt fiir die
Rekrutierung hamatopoetischer Stammzellen eine Schlisselrolle (Murdoch 2000).

Aufgrund ihrer mesenchymalen Eigenschaften und der Fahigkeit, extrazellulare Matrix-
Komponenten zu exponieren, werden ihnen fibroproliferative und Reparaturprozesse in
Geweben zugeschrieben (Chesney, Metz et al. 1998; Metz 2003). Vor allem im Bleomycin-
induzierten Maus-Fibrose-Modell konnten Strieter et. al. die Beteiligung dieser Zellen im
Krankheitsverlauf der pulmonalen Fibrose zeigen (Gomperts und Strieter 2007). In diesem
Modell wurde bereits detailliert die Migration von Fibrozyten untersucht. Eine wichtige
chemotaktische Achse stellt dabei CXCL12/ CXCR4 dar (Phillips, Burdick et al. 2004). In Tieren
mit Bleomycin-induzierter Fibrose konnte eine erhdhte CXCL12-Expression in der Lunge
sowie eine vermehrte Fibrozytenanzahl im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt
werden. Durch die mit Bleomycin erzeugte Inflammation in der Lunge kommt es zum Anstieg
von CXCL12 und zu einer verstarkten Rekrutierung von Fibrozyten (CXCR4+) (Phillips, Burdick
et al. 2004). Die Blockierung der CXCR4 / CXCL12-Achse mit Hilfe von CXCL12-spezifischen
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Antikorpern fiihrte zu einer verminderten Rekrutierung von Fibrozyten-(CD45+, Coll+,
CXCR4+) im Vergleich zu Kontrolltieren, welche mit einem unspezifischen Antikérper
behandelt worden waren (Phillips, Burdick et al. 2004). AuRerdem wurde eine reduzierte
Kollagendeposition und eine Reduzierung von a-Smooth muscle Actin-positiven Zellen
(Myofibroblasten) in den Lungen festgestellt, in denen die Blockierung der CXCL12 / CXCR4
Achse stattfand (Gomperts und Strieter 2007). Dies fiihrt zu der Annahme, dass eine
Verbesserung des fibrotischen Zustandes unter Blockierung der Rekrutierungsachse von
Fibrozyten stattfindet. Des Weiteren wird auch in diesem Modell die Fahigkeit der
Transdifferenzierung von Fibrozyten zu Myofibroblasten bestéatigt, welche durch die
Expression von oa-Smooth muscle Actin gekennzeichnet ist und durch die blockierte
Fibrozyten-Rekrutierung aufgehoben werden kann.

In Fibrose-Patienten wurde ein erhéhter CXCL12-Gehalt sowohl in den Lungen als auch im

Blutplasma sowie erhohte Fibrozytenzahlen beschrieben (Mehrad, Burdick et al. 2007).

1.8 Beteiligung von zirkulierenden Fibrozyten am pulmonalen
Remodeling

Der Beteiligung von Fibrozyten am pulmonalen Remodeling bzw. an Reparaturprozessen von
Luftwegen konnte im asthmatischen Krankheitsbild dargestellt werden (Schmidt, Sun et al.
2003). Pathologische Verdanderungen wahrend asthmatischer Erkrankungen sind durch
chronische Entziindungsprozesse der Bronchien und Remodeling gekennzeichnet. Zu den
Remodeling-Prozessen zahlen unter anderem die Hypertrophie und Hyperplasie von glatten
Muskelzellen der Atemwege, welche im Verlauf der Erkrankung zunehmen (Benayoun,
Druilhe et al. 2003; Woodruff, Dolganov et al. 2004). Der Grund fiir die Hyperplasie der
glatten Muskelzellen ist weitgehend unbekannt. /In vitro Experimente zeigten jedoch, dass
dieser Vorgang mit proliferativen Prozessen der Muskelzellen begrindet werden kann
(Johnson, Roth et al. 2001; Trian, Benard et al. 2007). Eine alternative Erklarung sind
Vorlauferzellen aus dem umliegenden Gewebe bzw. aus dem peripheren Blut, die in
Myofibroblasten differenzieren kdnnen (Abe, Donnelly et al. 2001; Saunders, Siddiqui et al.
2009). Im allergischen Asthma-Maus-Modell wurde die Rekrutierung von Fibrozyten in das
Bronchialgewebe und die Differenzierung dieser Zellen in Myofibroblasten gezeigt (Schmidt,
Sun et al. 2003). In allergischen Asthma-Patienten wurde die Akkumulation von

fibrozytenartigen Zellen in der Brochialschleimhaut dargestellt.
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Der Moglichkeit des Einflusses von Entziindungsprozessen und Akkumulation von
zirkulierenden Zellen bei den pathologischen vaskuldren Umbauprozessen bei PH wurde
zunachst kaum Beachtung geschenkt. Jedoch wird seit einigen Jahren angenommen, dass die
Rekrutierung neuer Zellen sowohl von Fibroblasten aus dem umliegenden Gewebe als auch
von mesenchymalen Vorlduferzellen aus dem Blut, welche zu dem Prozess des Remodelings
beitragen, eine Rolle spielt (Abbildung 5) (Frid, Brunetti et al. 2006). Seit 2006 gibt es erste
Studien an chronisch hypoxischen Kalbern und Ratten, welche die Beteiligung von
zirkulierenden Fibrozyten an der Entstehung chronischer pulmonaler Hypertonie nahe
legten. Stenmark et. al. zeigten in diesem Tiermodell die perivaskuldare Akkumulation von
CD45, Kollagen-1 positiven Zellen (Fibrozyten) und Monozyten / Makrophagen (Frid, Brunetti
et al. 2006). Des Weiteren findet durch diese Zellen eine vermehrte Deposition von
extrazelluldrer Matrix wie Kollagen statt (Stenmark, Davie et al. 2005). Durch eine in vivo
Depletion zirkulierender monozytdrer Zellen in chronisch hypoxischen Ratten konnte die
Akkumulation von Fibrozyten in der pulmonalarteriellen Adventitia sichtbar reduziert
werden (Frid, Brunetti et al. 2006).

Diese und weitere Studien (Varcoe, Mikhail et al. 2006) weisen auf eine verstarkte
Expression von inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen sowie eine Anreicherung von
Leukozyten in der Lunge und deren GefaRen bei akuter und chronischer Hypoxie hin. In
einer kirzlich erschienenen Veroffentlichung von Nikam et. al. konnte die Prdsens von
zirkulierenden Fibrozyten in Pulmonalarterien von idiopathischen PAH Patienten gezeigt
werden. Aullerdem zeigten sie im Hypoxie-induzierten PH Modell in der Maus eine
verstarkte Rekrutierung von Fibrozyten in die pulmonalen WiderstandsgefiafRe, welche durch
die Gabe von Treprostinil, einem Prostazyklin-Analog, riickgangig gemacht werden konnte

(Nikam, Schermuly et al. 2010).
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Fig. 1. MCP, monocyte chemoattractant protein: SDF, stromal cell-derived factor; VEGF, vascular endothelial growth factor; ET, endothelin; TGF, transforming
growth factor; PA, pulmonary artery: SMC, smooth muscle cell; ETR, ET mxeptor. VEGFR, VEGF rceptor; ETR, ET receptor.

Abbildung 5: Pathomechanismen des vaskularen Remodelings in der Lunge unter Hypoxie und
Beteiligung von  Monozyten bzw. Fibrozyten  (Stenmark, Davie et al. 2005).
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2 Zielsetzung dieser Arbeit

Die pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH) ist eine lebensbedrohliche Erkrankung. Sie ist
charakterisiert durch eine Erhéhung des pulmonal-vaskularen Widerstandes aufgrund
Vasokonstriktion und Gefdalwandumbau sowie der konsekutiven Entwicklung einer
Rechtsherzhypertrophie und -insuffizienz. Untersuchungen der pathophysiologischen und
molekularen Prozesse des GefaBwandumbaus identifizierten Proliferation residenter Zellen
sowie die Rekrutierung zirkulierender Zellen (Fibrozyten) aus dem Blutstrom. Als neuartiger
therapeutischer Ansatz bewdhrten sich kirzlich anti-proliferative Substanzen, welche
Rezeptortyrosinkinasen wie den Platelet derived growth factor receptor (PDGFR) blockieren.
Innerhalb der vorliegenden Arbeit sollte die Beteiligung von zirkulierenden Fibrozyten an
den vaskularen Umbauprozessen in der durch chronische Hypoxie induzierten PH der Maus
untersucht werden. In diesem Tiermodell sollte die Wirkung des Rezeptortyrosinkinase-
Inhibitors Imatinib auf den chronisch hypoxischen pulmonalen Gefdalwandumbau anhand
klinischer, hamodynamischer und histologischer Parameter analysiert werden. Insbesondere
sollte der Einfluss von Imatinib auf die in vivo Rekrutierung von zirkulierenden Fibrozyten in
die pulmonalen Widerstandsgefalle untersucht werden. In vitro sollte diese Zellpopulation
auf die Expression PH-relevanter Rezeptortyrosinkinasen (PDGFR, c-kit, VEGFR) bzw.
relevanter Chemokinrezeptoren (CXCR4) hin untersucht werden. Des Weiteren sollten
parakrine Effekte zirkulierender Fibrozyten auf am Remodeling beteiligte Zelltypen (glatte
Muskelzellen und Fibroblasten) untersucht werden.

Fiir die Bestimmung des GefaBwandumbaus unter Hypoxie sollte eine neue Methodik, die

Design-basierte Stereologie, angewendet werden.



3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Chemikalien

3[H] Thymidin

Aceton

Acrylamid

Agarose (low melt)
Ammominumpersulfat (APS)
Chloroform /Trichlormethan
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Glycerin 99,5 % p.A.

Glycin 99 % p.A.

Igepal CA-630

Imatinib Mesylat

Kaliumacetat

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat

Methanol

Mowiol

Natrium(meta)vanadat 98 % p.A.
Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydroxid

Paraformaldehyd

Sodium dodecylsulfate (SDS) Pellets/
Natriumdodecylsulfat Pellets
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris

Triton X 100

Tween 20
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Perkin Elmer NET027Z
Roth

Roth

USB Corporation
Sigma Aldrich
Roth

Fluka Analytical
Roth

Roth

Sigma Aldrich
Novartis

Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma

Fluka Analytical
Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma Aldrich
Roth
Roth
Sigma Aldrich



3.1.2Seren, Antibiotika und Medien fiir Zellkultur

Bovines Kalberserum

Dulbecco’s Phosphat gepufferte Saline

Dulbecco's modified eagle's medium, ohne Glukose
EDTA/ Trypsin 0,5 %

Endothelialer Wachstumsfaktor (EGF)

Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF)

Ficoll Zuckergradienten Losung

Fotales Bovines Serum

L-Glutamin (200mM)

Medium fir glatte pulmonalarteriellen Muskelzellen
Penicillin/ Streptomycin

Platelet derived growth factor B (PDGF B)

SmGM®-2 Single Quots (Zusatze und Wachstumsfaktoren, hEGF,

Insulin, hFGF-B, FBS und Gentamycin/ Amphotericin-B)

Ziegenserum

3.1.3 Substanzen fiir die histologische Farbung

DAB Peroxidase Substrat Kit
Eindeckmedium Xylol-l6slich (Entellan)
Ethanol

Impress Reagenz Kit Peroxidase
Isopropanol

Methanol

Methylgriin Counterstain

R.T.U. Horseradish Peroxidase Streptavidin
Roti-Histol

Streptavidin/ Biotin Blocking Kit

Trypsin

Vectastain Elite ABC Kits

Vector Mouse on mouse (M.0.M) Immunodetektions Kit

Vector NovaRed Substrat Kit
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PAA laboratories GmbH
PAA laboratories GmbH
PAA laboratories GmbH
Gibco

Upstate

Upstate

AG Biochrome, Germany
PAA laboratories GmbH
PAA laboratories GmbH
Lonza

PAA laboratories GmbH
Peprotech

Lonza

Sigma

Vector/ Linaris
Merck

Roth

Vector/ Linaris
Roth

Roth

Vector/ Linaris
Vector/ Linaris
Roth

Vector/ Linaris
Zymed laboratories Inc.
Vector/ Linaris
Vector/ Linaris

Vector/ Linaris



Vector VIP Substrat Kit
Wasserstoffperoxid 30 %

Xylol

3.1.4 PCR-Reagenzien

10 x Puffer Il

100 bp Marker

dNTPs (10 mM)
Ethidiumbromid

Ladepuffer

Mastermix (SYBRgreen)
MgClI2 (25 mM)

MulV Reverse Transkriptase
Random Hexamers bzw. Oligo d(T)16
RNase Inhibitor

TAE Puffer

3.1.5Sonstige Substanzen und Puffer

1 x Transferpuffer (WB)

10 x PBS

Complete

DualMarker

ECL Losung

FACS-Puffer

Laufpuffer (WB)
Meerretichperoxidase-konjugierter Marker
Ponceau S

Protease- und Phosphatseinhibitionscocktail
RIPA

RLT Puffer
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Vector/ Linaris
Merck
Roth

Applied Biosystems
Fermentas

Applied Biosystems
Roth

Fermentas

Biorad

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Tris EDTA Acetat

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20 % v/v
Methanol
Kaliumdihydrogenphosphat,
Natriumdihydrogenphosphat, Natriumchlorid
Roche

Biorad

Amershaw

0,3 % BSA/PBS steril filtriert

Tris, Glycin, 10 % SDS, Wasser, pH 8,3
Cell signalling

SERVA electrophoresis GmbH
Thermo Scientific

Thermo Scientific

Qiagen



SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity

Substrate
TBST
TriFast

B-Mercaptoethanol

3.1.6 Material fiir Tierexperminente

Baytril®

EDTA Réhrchen

Glivec® 400 mg Tabletten (Imatinib)
Heparin -Natrium-25000

Isofluran

isotonische Kochsalzlésung 0,9 %

3.1.7 Kits

Dynalbeads, CELLection Pan Maus IgG Kit
Rneasy Aufreingungs Kit

Quantikine PDGF BB Elisa Kit

Quantikine SDF 1 alpha Elisa Kit

3.1.8 Gerate und spezielle Materialien

Durchlichtmikroskop DMIL
Einbettkassettten

ELISA Reader, Nanoquant
Entwasserungsmaschine
Feinwaage

feuchte Kammer
Heizblock

Heizschrank

High End Fluoreszens Mikroskop Imager 7.1
Hypoxiekammer
Konfokalmikroskop

Kryotom
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Thermo Scientific

Tris-gepufferte Salzlosung/ 0,1 % Tween
Peqlab
Sigma

Bayer Health Care
Sarstedt

Novartis

Ratiopharm

Baxter Deutschland GmbH

Fresenius Kabi

Invitrogen
Qiagen

R and D Systems
R and D Systems

Leica

Roth

Tecan

Leica

Denver instruments
Werkstatt MPI Bad Nauheim
HLC

Heraeus

Zeiss

COY laboratory products, Michigan, USA
Leica

Leica



Kihlplatte

Kihlzentrifuge

Mikrotom

Mikrowelle

Millar Katheter
Multi-Purpose Scintillation Counter
Nanodrop
Neubauerzdahlkammer
Nitrozellulosemembran (BioTrace NT)
Pap Pen

PCR Maschine

Photometer (SmartSpec Plus)
Pinsel

PowerLab System

Precellys 24 Homogenisator
Precellys-Keramik-Kit

Protein A/G PLUS

Real time PCR Maschine
Rontgenfilme

RUS-1321-RA

Schlundsonde

Sezierbesteck
Spektrophotometer
Sterilbank

Vakuumpumpe

VersaDoc Imaging System
Vinylhypoxiekammer

Waage

Wasserbad

Western Blot Apparatur Mini Proean tetra cell

Z1 Fluoreszensmikroskop

Zellkulturinkubatoren

Material und Methoden

Leica

Thermo Scientific
Microm

Sharp

FMI F6hr Medical Instruments GmbH
Beckman Coulter
Peqlab

Marienfeld

Pall Corporation

Dako

Biometra

Bio-rad

Roth

AD Instruments GmbH
Peqglab

Peqglab

Santa Cruz

Bio-rad

Kodak/ Amershaw
FMI F6hr Medical Instruments GmbH
Acufirm

F.S. T. Fine Science Tools
Bio-rad

Nuaire

KNF Lab

Bio-rad

Coy labs

AND

Microm

Bio-rad

Zeiss

Nuaire



Zellschaber

3.1.9 Sonstige Materialien

1,5 ml und 2 ml ReaktionsgefaRRe
12 well Platten

15 ml Réhrchen

24 well Platten

50 ml Réhrchen

6 well Platten

Deckglaser

FACSréhrchen

Objektrager

T75 Zellkulturflaschen

Greiner bio-one

Eppendorf
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Greiner bio-one
Roth

Greiner bio-one
Roth

Greiner bio-one
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1 Aufreinigung von Ribonukleinsdure (RNA) aus Zellen

Fir die Aufreinigung von RNA aus Zellen wurden diese zunachst 2-3-mal mit Phosphat-
gepufferter Salzlésung (PBS) gewaschen und in RLT-Puffer (1 ml RLT-Puffer + 10 ul B-
Mercaptoethanol) aufgenommen. AnschlieRend wurden die Zellen nach dem QIAGEN
RNeasy Kit Protokoll und den zugehdrigen Saulen, Puffern und Protokoll aufgereinigt. Es
folgte z. T. ein DNAse | Verdau nach Anleitung des Herstellers. Nach der Aufreinigung wurde
die gesamte RNA in ddH,0 eluiert, der RNA-Gehalt gemessen (NanoDrop) und bei -80 °C

gelagert.

3.2.1.2 Aufreinigung von RNA aus Lungengewebe

Zunachst wurde das gefrorene Gewebe mit Hilfe eines Kryotoms zerkleinert. AnschlieBend
wurde das Gewebe in 1 ml TriFast (PEQLAB) aufgenommen und mit einer Spritze und Kaniile
homogenisiert, fir 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und gevortext. Zu den Proben
wurden je 200 pl/ml Chloroform gegeben, diese geschittelt und bei RT inkubiert (7 min). Die
Proben wurden fir 15 min zentrifugiert (4 °C, 13000 rpm), die obere Phase (RNA) vorsichtig

abgenommen und mit der gleichen Menge 70 % igem Ethanol versetzt. Nach Mischen der
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Phasen wurden diese auf die RNeasy-Saulen geladen und bei 8000 g fiir 15 s zentrifugiert.
Die Sdulen wurden einmal mit RM1 Puffer (8000 g, 15 s, RT) und zweimal mit RPE Puffer
gewaschen (8000 g, 2 min). Anschliefend wurden die Saulen getrocknet (1 min, 13000 rpm)
und die gesamte RNA mit ddH,0 eluiert (8000 g, 1 min). Es wurde die Konzentration der
Gesamt-RNA photometrisch bestimmt (NanoDrop). Nach der Aufreinigung wurde die
gesamte RNA in ddH,0 eluiert und bei -80 °C gelagert. Alle Schritte, wenn nicht anders

beschrieben, erfolgten bei RT.

3.2.1.3 Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

Fiir die Umschreibung von RNA zu cDNA (komplementaren DNA) Strang wird die Methodik
der reversen Transkriptase verwendet. Durch diese Methode sind der Nachweis und die
Quantifizierung von kleinsten RNA-Mengen maglich. Es wurden zwischen 500- 1000 ng RNA
in cDNA pro Ansatz umgeschrieben. Hierfliir wurden die Proben fiir 10 min bei 70 °C
denaturiert, 5 min gekuhlt und zentrifugiert (13000 rpm, RT). AnschlieBend wurden die

Proben mit folgendem Mastermix versetzt:

10 x Puffer Il 2 ul
MgCl, (25 mM) 4l
dNTPs (10 mM) 1l
Random Hexamers bzw. Oligo d(T)1 1 pl
RNase Inhibitor 0,5 ul
MulV Reverse Transkriptase 1l
Aqua bidest 0,5 ul

Die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte nach folgendem Schema:
10 min 20 °C = 75 min 43 °C = 5 min 99 °C-> 4 °C und Lagerung bei -20 °C.

3.2.1.4PCR

Die PCR erfolgte (iber folgende Schritte:

Schritt Zeit
Denaturierung 95 °C 10 min
Denaturierung 95 °C 30s
Primeranlagerung (58-59 °C) 30s

Elongation 72 °C 1 min 2 (Zyklenanzahl)



Finale Elongation 72 °C
Pause 4 °C

10 min
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Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte durch Gelelektrophorese (3.2.1.6).

Tabelle 2: Real time Primer fir die Quantifizierung von humaner cDNA.

Genname Gen Bank
Nummer
PDGFR b NM_002609
PDGF b NM_033016
PDGFR a NM_006206
PDGF a NM_002607
KDR NM_002253
c-kit NM_001093772
KIT Ligand NM_000899
ABL1 NM_007313

Vorwarts-Primer

ACGGAGACCTGGTGGACTAC
TGTCCAGGTGAGAAAGATCG
ATGTGTGGGACATTCATTGC
CAGTCAGATCCACAGCATCC
GATGACAACCAGACGGACAG
CTCATGGTCGGATCACAAAG
GTTCGTGCAATATGCTGGAG
ACACTGCTTCTGATGGCAAG

3.2.1.5Real-time-PCR (quantitative PCR)

Ruckwarts-Primer

GACTCGTCCTTGCTCATGTC
GAATGGTCACCCGAGTTTG
TTCAGCTGCACAACCTTTTC
CCTCGATGCTTCTCTTCCTC
TGTCTGGTTTGAGCCTTCAG
AAATCCCATAGGACCAGACG
TGCAGATCCCTTCAGTTTTG
GATAATGGAGCGTGGTGATG

Produkt-
Linge (bp)
187

182

178

204

147

171

117

120

Uber die Real Time PCR wird eine genaue Quantifizierung des Ausgangsmolekiils erméglicht.

Somit kdnnen Aussagen zur Genregulation unter bestimmten Bedingungen oder in

unterschiedlichen Zelltypen getroffen werden. Fir die quantitative PCR wurden je 100 ng

cDNA (siehe RT-PCR) pro Ansatz eingesetzt. Ein Ansatz erhielt folgende Komponenten:

Mastermix (SYBRgreen)
Vorwarts-Primer
Rackwarts-Primer
Aqgua dest.

cDNA

12,5 ul

0,5 ul
0,5 ul
9,5 ul
2 ul

Die PCR erfolgte am C1000™ Thermal Cycler (Biorad) mit folgendem Programm:

Schritt

Denaturierung 95 °C
Denaturierung 95 °C
Primeranlagerung 59 °C
Elongation 72 °C

Pause 4 °C

Zeit

10 min

15s
15s
45 s

oo

45 Zyklen
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Tabelle 3: Real time Primer fiir die Quantifizierung von cDNA (Maus).

Genname Gen Bank Nummer  Vorwarts-Primer Riickwarts-Primer Produkt-
Lange (bp)

PDGFR b NM_001146268 agccagaagtagcgagaagc ggcagtattccgtgatgatg 137

PDGF b NM_011057 ggagtcgagttggaaagctc gatcgatgaggttccgagag 130
PDGFR a NM_001083316 tttatgccttgaaagcaacg ccagcatggtgatacctttg 171

PDGF a NM_008808 gctcgaagtcagatccacag gggctctcagacttgtctec 97

CXCR4 NM_009911 gcagcaggtagcagtgaaac cagggttccttgttggagtc 163
CXCL12 NM_001012477 cgtcaagcatctgaaaatcc ccccactttttettctetge 163

PBGD NM_013551.2 atgtccggtaacggeggc ggtacaaggctttcagcatcge 130

Analyse der Real time PCR Daten

Die Auswertung der Daten erfolgte Uber den jeweiligen Ct-Wert, d.h. den Zyklus, an dem die
Fluoreszenz signifikant Gber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Die relative Genregulation
wurde Uber die Berechnung des A Ct (Cycle treshold)-Wertes ermittelt. Dieser wurde tber
die folgende Formel errechnet: ACt = Ct (Test-Gen) — Ct (Referenzgen). Dabei wird die
Genexpression jedes Gens gegenliber einem internen Referenzgen (Porphobilinogen

Deaminase (PBGD)) normalisiert.

3.2.1.6 Gelelektrophorese

Die  Gelelektrophorese  dient der  Auftrennung und Identifizierung  von
Desoxyribonukleinsduren (DNA)-Fragmenten, dies geschieht der Grofe und Ladung nach
Uber eine Gelmatrix. Fur die Auftrennung von PCR-Produkten wurden 1-1,5 %ige
Agarosegele (in 1 x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE Puffer)) verwendet, diesen wurde vor
Polymerisierung Ethidiumbromid zu gesetzt; auf diese Weise kénnen die Banden der PCR-
Produkte im Gel sichtbar gemacht werden, da sich Ethidiumbromid in der DNA interkaliert.

Als Standard wurde ein 100 bp Marker verwendet.

3.2.2 Zellkultur
3.2.2.11Isolation mononukledrer Zellen aus peripherem Blut (PBMC)

Fiir die lIsolation zirkulierender Fibrozyten wurden humane Buffy-Coats (BC, Blutbank
Uniklinikum Giessen) verwendet. Es wurden zwischen 25-30 ml BC mit 15-20 ml Dulbeccos
modified Eagles Medium (DMEM, PAA, the cell culture company) bzw. DMEM Glutamax
gemischt und anschlieBend auf 15-25 ml Ficoll (Saccharose Losung) Uberschichtet und fiir
21 min ohne Bremse zentrifugiert (1800 rpm). In der mittleren Phase entstand nach der

Zentrifugation ein Leukozytenring, der vorsichtig abgenommen wurde (Abbildung 6).
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AnschlieBend wurden die PBMCs noch mal fiir 15-21 min mit Bremse zentrifugiert (1800
rpm). Hierbei entstand ein Pellet aus PBMCs und ein Uberstand aus Plasma, welcher
vorsichtig abgesaugt wurde (Vakuumpumpe). Das Pellet wurde noch 1-2 x mit Dulbeccos
Phosphat gepufferte Salzlosung (DPBS) gewaschen und zentrifugiert (1500 rpm, 7 min), um
Thrombozyten zu entfernen. Das entstandene Pellet wurde in 5 ml Medium (DMEM, 20 %
Fetales Kalberserum (FCS), 1% Penicillin/ Streptomycin) resuspendiert. AnschlieBend wurde
in einer Neubauerzdahlkammer die Zellzahl bestimmt und die Zellen in Medium in Kultur

genommen (37 °C, 5 % CO, Inkubator).

Blut @
—>
Ficoll 1800 rpm, ~ ' FEM
Saccharose ———» RT
Lésung

<«—— Erythrozyten

Abbildung 6: Schematische Darstellung fir die Isolation von PMBCs aus Buffy-Coats.
Die verschiedenen Phasen stellen die unterschiedlichen Blutbestandteile dar und sind
gekennzeichnet.

Nach 3 Tagen Kultur wurden die nicht-adharenten Zellen vorsichtig abgesaugt und neues
Medium auf die adharenten Zellen gegeben. Nach 3, 7, 14, 21 Tagen bzw. zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen morphologisch durch ihre charakteristische
Spindelform identifiziert. Des Weiteren wurden die Zellen fiir die mesenchymalen und
hamatopoetischen Marker gefarbt, um die Reinheit der Zellen zu bestimmen. Teilweise

erfolgte die Reinigung der Zellen Giber magnetische Kiigelchen.

3.2.2.2Isolation zirkulierender Fibrozyten durch magnetische Aufreinigung

Fir die Aufreinigung der zirkulierenden Fibrozyten aus den PBMCs wurde eine Zelldepletion
mit magnetischen Kiigelchen (Dynalbeads, CELLection™ Pan Mouse IgG Kit, Invitrogen)
verwendet (Abbildung 7). Die Depletion wurde mit folgenden Antikérpern durchgefiihrt: CD2
zur Entfernung von T-Lymphozyten; CD14 zur Entfernung von Monozyten bzw.

Makrophagen und CD19 zur Entfernung von B-Lymphozyten und Thrombozyten. Es wurde
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die indirekte Methode verwendet, bei der die Zellen zunachst mit dem entsprechenden
Antikorper inkubiert werden und anschlieRend die Zell-Antikérperbindung an die Kiigelchen
erfolgt. Zudem wurde eine negative Depletion durchgefiihrt, d. h. das die an die Kiigelchen
gebundenen Zellen verworfen wurden und die nicht gebundenen Zellen weiter verwendet
wurden.

Fir die Isolation wurden die sich in Kultur befindenden Zellen 3-4-mal mit DPBS gewaschen
und anschlieBend mit Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)/Trypsin (2-5 min, 37 °C) bzw.
0,05 % EDTA/PBS von den Kulturflaschen abgelost (1 h, 37 °C). Zum Abstoppen der Reaktion
wurde 1 % FCS/ DMEM zu den Zellen gegeben und die noch adhdrenten Zellen vorsichtig mit
einem Zellschaber von der Kulturflasche gel6st, in ein Falconréhrchen Uberfiihrt und
zentrifugiert (7 min, 600 g). Das Zellpellet wurde in 1 % FCS/ DMEM resuspendiert und die
Gesamtzahl der adhdrenten Zellen mittels einer Neubauerzahlkammer bestimmt.
AnschlieBend wurden die Zellen mit dem entsprechenden Antikérpern (Tabelle 4) in der
erforderlichen Konzentration inkubiert (Roller, 1 h, 4 °C). Fur 1 x 10° Zellen sollten jeweils
1 pg Antikorper verwendet werden. Wiahrend der Antikorperinkubation wurden die
Kiigelchen (Dynal Beads, CELLection™ Pan Mouse IgG Kit, Invitrogen) fir die Inkubation mit
dem Zell-Antikérperkomplex vorbereitet. Hierfir wurden sie 3-4-mal mit PBS/ 0,1 % BSA, pH
7,4 gewaschen und anschliefend zu der Zell-Antikorper-Suspension gegeben. Dieses
Gemisch wurde dann fir 60 min bei 4 °C auf dem Roller inkubiert. Das Rohrchen mit der Zell-
Antikorpersuspension wurde dann in einen Magneten gehangen und der
Suspensionsiiberstand mit den darin befindlichen Zellen vorsichtig abgenommen. Die
Kigelchen wurden noch 2-3-mal mit Medium gewaschen, um nichtgebundene Zellen zu
I6sen. Dieser Vorgang wurde dann mit den weiteren Antikdrpern wiederholt. Alle Schritte

erfolgten, wenn nicht anders beschrieben, bei RT unter der Sterilbank.
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Abbildung 7: Prinzip der Aufreinigung von Zellen mit Hilfe der indirekten, negativen Depletion Gber
Dynalbeads und Antikérper (Invitrogen 2010).

Tabelle 4: Verwendete Antikorper fiir die Zelldepletion.

Verwendetes Volumen des
Antikorper Konzentration Antikérpers fir 1 x 10°
Zellen
CD2 (Millipore) 0,1 mg/ ml 10 pl
CD14 (Millipore) 1 mg/ ml 1 pl
CD19(Millipore) 0,5 mg/ ml 2 ul

3.2.2.3 Kultivierung pulmonal-arterieller glatter Muskelzellen (PASMC)

Fir die Kultivierung glatter Muskelzellen wurden Zellen aus humanen Pulmonalarterien
verwendet, welche aus Spenderlungen (Wien) isoliert wurden. Die Isolation erfolgte liber die
technische Assistentin (Sabine Graf-Hoechst) des Universitatsklinikums GieRen. Die Zellen
wurden in spezifischem Medium kultiviert (5 % CO,, 37 °C). Jeden zweiten Tag wurde
frisches Medium zu den Zellen gegeben; sobald diese konfluent waren, wurden sie auf

weitere Kulturflaschen aufgeteilt und weiter kultiviert.


http://tools.invitrogen.com/content/sfs/brochures/35_105.F.072.04.pdf
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3.2.2.4 Kultivierung von Fibroblasten

Als Fibroblastenkultur wurden humane pulmonale Fibroblasten aus Spenderlungen (Wien)
verwendet. Diese wurden aus der Adventitia der Pulmonalgefdle gewonnen. Die Isolation
erfolgte Uber die technische Assistentin (Sabine Graf-Hoechst) des Universitatsklinikums
GieBen. Die Kultivierung erfolgte in DMEM-Medium (20 % FCS, DMEM 4,5 g/| Glukose, 1 %
Penicillin/Streptomycin, 5 % CO,, 37 °C). Sobald die Zellen konfluent waren, wurden sie auf

weitere Kulturflaschen aufgeteilt und weiterkultiviert.

3.2.2.5Herstellung von konditioniertem Medium

Fiir die Erzeugung von konditioniertem Medium wurden die Zellen (Fibrozyten) fiir 7 Tage
nach der Isolation in Kultur gehalten (5 % CO,, 37 °C). AnschlieBend wurde das Medium
durch frisches Medium (20 % FCS, DMEM Glutamax, 1% Penicillin/Streptomycin)
ausgetauscht und die Zellen fiir die angegeben Zeitpunkte (24-48 h) weiter kultiviert, z. T.
erfolgte eine Behandlung mit Imatinib. Das Medium wurde anschliefend Uber einen 0,22 um
Filter steril filtriert, somit wurden restliche Zellbestandteile entfernt. Das gewonnene
konditionierte Medium wurde sofort in Fllssigstickstoff eingefroren und bei -80 °C bis zur

weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.2.2.6 ’[H]Thymidin-Proliferationsassay

Zur Proliferationsbestimmung der pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen wurde ein
3[H]Thymindin—ProIiferationsassay gewahlt. Dieser Assay beruht auf der Inkorporation von
*[H]Thymindin in die DNA wihrend der Zellteilung, wobei es zur Markierung der neu
synthetisierten DNA-Strange kommt. AnschlieRend erfolgt eine Messung der Inkorporation
des radioaktiv markierten Thymidins mittels eines Szintillationszahlers.

Die pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen bzw. Fibroblasten wurden wie bereits
beschrieben (3.2.2.3) kultiviert bis sie konfluent waren, anschliefend wurden sie fiir 24 h
ausgehungert, d. h. dass ihnen Medium ohne FCS oder andere Wachstumsfaktoren gegeben
wurde. Dann wurde den Zellen fiir 24 h das konditionierte Fibrozytenmedium, zum Teil mit
Imatinib, zugesetzt, wobei in den letzten 4 h des Versuchs 3[H]Thymindin zum Medium
gegeben wurde. AnschlieRBend erfolgte die Messung der Inkorporation (Proliferation). Der
Assay wurde mit der Unterstlitzung von Frau Dr. Soni Pullamsetti und ihrer technischen

Assistentin, Katharina Weidl durchgefihrt.
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3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1Probenherstellung und quantitative Proteinkonzentrations-bestimmung
Proteinaufreinigung aus Zellen

Fir die Proteinanalytik (iber Western Blots wurde mit humanen Proben gearbeitet. Hierfir
wurden die zirkulierenden Fibrozyten fiir unterschiedlich lange Zeit (3, 7, 14 und 21 Tage) in
Zellkultur im Inkubator gehalten. Fir die Aufbereitung von Proteinen wurde das Medium
abgesaugt und die Zellen 3-4-mal mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurde RIPA mit
Proteaseinhibitoren (Complete, NaF und Vanadat) hinzugegeben und die Zellen von der
Kulturschale abgeschabt. Nach Uberfiihrung der Zellsuspension in ein EppendorfgefiR bzw.
Falkonréhrchen erfolgte eine Inkubation auf Eis fir 30 min. AnschlieBend wurde die
Zellsuspension zentrifugiert (4 °C, 13300 rpm), um die nicht geldsten Zellfragmente als Pellet
zu erhalten. Die geldsten Proteine befanden sich im Uberstand, welcher abgenommen und
in ein neues ReaktionsgefaR Uberfihrt wurde. Es folgte die Bestimmung der

Proteinkonzentration nach Lowry.

Proteinaufreinigung aus Gewebe
Die Aufreinigung von Proteinen aus Mauslungen erfolgte zunachst, indem je 100 mg Gewebe

mit 500 pl RIPA Puffer + Protease und Phosphataseinhibitorcocktail (Thermo Scientific)
versetzt wurden. Das Homogenisieren erfolgte Uber 1,4 mm Precellys-Keramik-Kit im
Precellys 24 Homogenisator (3 x 20 s, RT). Anschliefend wurden die Proben zentrifugiert
(30 min, 13000 rpm, 4 °C), der Uberstand abgenommen und die Proteinkonzentration

bestimmt.

Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry
Vom Uberstand der homogenisierten Proben wurde die Proteinkonzentration mittels der

Lowry-Methode bestimmt. Hierbei kommt es zu einem Farbumschlag durch die
Biuretreaktion, wobei eine Komplexbildung zwischen Peptidbindungen und zweiwertigen
Kupferionen erfolgt, die zu einer Violettfarbung flihren. AnschlieBend wird dieses
Kupfer(ll)ion zum Kupfer(l)ion reduziert. Kupfer(l) reduziert daraufhin das gelbliche Folin-
Ciocalteu Reagenz zu Molybdan. Die daraus resultierende Blaufirbung wird fir die
photometrische Bestimmung der Proteinkonzentration genutzt (750 nm). Als Kontrolle

diente der jeweilige Puffer, in dem die Proben vor der Homogenisierung aufgenommen
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wurden. AnschlieBend wurden die Proben bei -80 °C bis zu ihrer weiteren Verwendung

gelagert.

3.2.3.2SDS-PAGE (Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

Durch die SDS-PAGE werden die einzelnen Proteine eines Proteingemisches nach ihrer
Molmasse aufgetrennt (diskontinierliche SDS-Gelelektrophorese). Hierbei werden die
Proteine denaturiert. Flr die SDS-PAGE wurden 6, 8 bzw. 10 %ige Gele verwendet, teilweise
wurden Gradientengele (Biorad) verwendet. Die Proben wurden mit 10 x Laemmlipuffer
versetzt, 5 min aufgekocht, auf Eis abgekihlt und anschlieRend zentrifugiert (5 min, 4 °C,
13300 rpm). Das Gel wurde mit den vorbereiteten Proben beladen und ihrer GréRe nach
aufgetennt (100 V, 400 mA, 1-2 h, RT). Die Auftrennung erfolgte im Laufpuffer und einer
Apparatur von Biorad. Es wurden zwischen 20-40 ug Gesamt-Protein eingesetzt. Als
Standards wurden der DualMarker von Biorad bzw. Meerrettichperoxidase-konjugierter

Marker (cell signalling) verwendet.

3.2.3.3 Proteintransfer und Antikorper-Inkubation

Nach der SDS-PAGE wurden die Proteine vom Gel auf eine Nitrocellulosemembran
transferiert (Kiihlblock, 1 h, 100 V, 400 mA). Nach dem Transfer wurde ein Teil der
Membranen mit Ponceau S-Losung gefarbt, um den Transfer der Proteine vom Gel auf die
Membran zu Uberprifen; die Membranen wurden anschlieend mit ddH,0 und 1 x PBS
gewaschen, bis die Banden entfernt waren. Die Membran wurde fiir 1-1% h mit 5 %
Milchpulver / TBST blockiert. Die Inkubation des primaren Antikorpers (Tabelle 6) erfolgte
Uber Nacht bei 4 °C oder 2 h bei RT (Schittler). Sodann wurde die Membran 3 x 10 min mit
5 % Milchpulver / TBST gewaschen und mit dem sekundaren Antikorper inkubiert (1-2 h,
Schiittler). AnschlieBend wurde die Membran 3 x 10 min mit TBST gewaschen. Die
Entwicklung des Blots erfolgte mit ECL-L6sung (Amersham) und einem Rontgenfilm bzw.
SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrat und dem VersaDoc Imaging System.

Alle Schritte, wenn nicht anders beschrieben, erfolgten bei RT.

3.2.3.4 Quantifizierung des Proteingehalts

Die Analyse der Western Blot Banden erfolgte mithilfe der Softwar Image J, wobei durch das

Gelanalyse-Tool die Bandendichte gemessen wurde und diese ins Verhaltnis zum
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Referenzprotein (B-Actin) gesetzt wurde, um eine Aussage zum quantitativen Proteingehalt

machen zu kdnnen.

3.2.3.5ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Der ELISA ist ein immunologisches Testverfahren, welches zum Nachweis von Proteinen,
aber auch Hormonen und Toxinen genutzt wird. Hierbei werden mit Antikdrpern
beschichtete Platten verwendet, an die das zu identifizierende Antigen gebunden wird. Uber
eine durch das Enzym katalysierte Reaktion wird ein Substrat umgesetzt, welches zu einem
Farbumschlag fihrt und photometrisch gemessen werden kann. Die Signalstarke ist im
Allgemeinen eine Funktion der Antigenkonzentration, so dass der ELISA auch fiir quantitative
Nachweise verwendet werden kann.

Als Nachweis fiir PDGF BB und SDF-1 alpha aus Mausserum wurde ein ELISA von R&D

verwendet. Dieser wurde nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

3.2.4Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzfarbung ist eine essentielle Methodik fir die Lokalisation von
Proteinen auf Gewebe und Zellen. Hierfiir eignet sich das Markieren der Antigene Uber die

direkte (ein Antikorper) bzw. indirekte (zwei Antikdrper) Fluoreszenzmethodik.

3.2.4.1Farbung von Zellen

Fir die Immunfluoreszenzfarbung wurden humane Zellen verwendet. Diese wurden 3-4 x
mit PBS gewaschen und anschlieBend mit einem eiskalten Aceton / Methanol-Gemisch (1:1)
fixiert (5-10 min, RT bzw. -20 °C). Nach weiteren Waschschritten mit PBS wurden die Zellen
fur 30 min bei RT bzw. 4 °C Gi. N. mit 3 %igem Rinderserumalbumin (BSA)/PBS blockiert. Die
Zellen wurden erneut mit PBS gewaschen und mit 3 % BSA/ Ziegenserum — Gemisch (1:1) fiir
45-60 min blockiert, um unspezifische Antikorperbindungen zu vermeiden. Es erfolgte die
Inkubation mit dem Primarantikérper (Tabelle 6) fir 60 min. Nach mehrmaligem Waschen
mit PBS wurde der sekundare fluoreszenz-gekoppelte Antikérper (Tabelle 6) auf die Zellen
gegeben (60 min, abgedunkelt). AnschlieBend folgten eine Farbung mit Hoechst (1:3000) fir
10 min bzw. Sytox Blue (1:2000) und die Einbettung der Zellen in Mowiol. Bis zur weiteren
Verwendung wurden die fertigen Praparate abgedunkelt bei 4 °C gelagert.

Alle Schritte erfolgten, wenn nicht anders beschrieben, bei RT. Zwischen ihnen erfolgten

jeweils Waschschritte mit PBS.
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3.2.4.2Vorbereitung des Lungengewebes fiir Inmunhistochemische bzw.
Immunfluoreszenzfarbungen

Nach Lungenentnahme und Organlagerung in 1 % Paraformaldehyd (PFA)/PBS U. N. wurden
diese in PBS gewaschen und anschlieBend entwdassert (Leica). Es folgte das Einbetten in
Paraffin. Danach wurden die Paraffinblocke mit Hilfe eines Mikrotoms (Microm) geschnitten.
Die Schnitte wurden auf ein Wasserbad (40 °C) tberflhrt, dann auf Objekttrager gelegt und

U.N. auf einer Heizplatte (40 °C) getrocknet. Anschlieend erfolgte das Farben der Schnitte.

3.2.4.3Farbung von Lungengewebe

Fir die Immunfluoreszenzfarbung von Lungenschnitten wurden diese zunachst bei 65 °C
deparaffiniert (Warmeschrank, 25-30 min). AnschlieRend folgte eine Alkoholreihe zur

Rehydrierung der Schnitte:

Xylol /Rotihistol 1 3-mal 10 min
99,6 % Ethanol 2-mal 5 min
96 % Ethanol 5 min

70 % Ethanol 5 min

Dann wurden die Schnitte mit Aqua dest. gewaschen (5 min). Zur Antigen-Demaskierung
wurde 1 mM EDTA in PBS verwendet. Die Schnitte wurden darin fiir 8 min in der Mikrowelle
bei 630 W aufgekocht und anschlieBend fiir 30 min bei RT abgekihlt. Die Demaskierung
dient der Wiederzuganglichmachung der Antigene fiir die Antikérper auf dem Gewebe und
soll die spezifische Bindungsfahigkeit des Antikorpers an das passende Antigen ermdglichen.
Nach 5-minitigem Waschen der Schnitte in VE-Wasser folgte das Blockieren der Schnitte mit
20 % Ziegenserum / histologischer Puffer (60 min, feuchte Kammer, RT). Das Blockieren
dient der Vermeidung bzw. Verringerung von starken Hintergriinden, welche durch die van-
der-Waals-Krafte zwischen dem angewandten Antikérper und den Gewebsmolekiilen
entstehen konnen. Hierzu eignet sich Ziegenserum aufgrund seiner Abséattigung
unspezifischer Bindungsstellen sehr gut, zudem interagiert es nicht mit dem verwendeten
Antikorper. AnschlieRend wurde das Serum von den Proben dekantiert, die Schnitte kurz mit
PBS gewaschen und mit dem primaren Antikdrper inkubiert (2 h, RT bzw. i.N. bei 4 °C,
Tabelle 6). Der primare Antikorper war zum Teil direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff
gekoppelt, so dass die Verwendung eines sekundaren Antikérpers nicht erforderlich war. Bei

der Verwendung eines ungekoppelten primaren Antikdrpers erfolgte nach dem Waschen mit
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PBS (3-mal) die Inkubation des zweiten Antikérpers (abgedunkelt, Tabelle 6), welcher mit
einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt war. Die Inkubation betrug in der Regel nicht mehr als
2 h bei RT. Bei einer Doppelfarbung erfolgten die beschriebenen Schritte erneut. Zum
Schluss wurde eine Kernfarbung mit Sytox blue bzw. Topro 3 fir 10-20 min, RT durchgefiihrt
(Tabelle 6) und die Schnitte im Eindeckmedium (Mowiol) abgedunkelt und bei 4 °C

aufbewahrt.

3.2.4.4 Quantifizierung von Prokollagen 1al / GFP (Green fluorescent Protein)-positiven
Zellen (zirkulierende Fibrozyten) im Lungengewebe

Nach der Farbung des Gewebes wurden die Lungenschnitte auf die Prasens von doppelt
positiven Zellen (Prokollagen 1al und GFP) hin untersucht. Dies erfolgte liber die konfokale
Mikroskopie, welche es ermdglichte, genaue Kolokalisierungen von Fluoreszenzfarbstoffen
zu detektieren. Es wurden pro Lunge 13-15 Gefdlle mit einem Durchmesser von 20-50 pm
zufallig ausgewahlt. Diese wurden auf das Vorhandensein von Prokollagen 1al und GFP, GFP
allein bzw. Prokollagen 1a1l allein hin untersucht und die Zellen in unmittelbarer Gefallndhe

gezahlt. Die Auswertung erfolgte blind.

3.2.5Stereologische Aufbereitung des Mauslungengewebes

Fiir die stereologische Aufbereitung des Lungengewebes wurde dieses Uber eine zufillige
Probennahme (random sampling) randomisiert.

Hierfir wurde zunachst das Volumen nach Scherle bestimmt (Immersionsmethode): Die
Lungen wurden in PBS getaucht und das verdrangte Volumen (Gewicht) mit einer Waage
gemessen. AnschlieBend wurden die Lungen in 3 %iger low melt Agarose (in PBS)
eingebettet, ausgehartet und mit Hilfe eines Schneideblocks in gleichmaRig dicke Scheiben
geschnitten. Von diesen wurden die Schichtdicke vermessen und die Schnitte fotografiert;
dies galt der spateren Volumenbestimmung nach dem Cavalieri-Prinzip. Die Lungen wurden
anschlieend vorsichtig aus der Agarose geldst und in Einbettkassetten gelegt. Die
Entwasserung des Gewebes wurde automatisiert (Leica) durchgefiihrt. Es folgten das
Einbetten des entwdsserten Gewebes in Paraffin und das Schneiden der Blocke in 3 um

diinne Schnitte (Mikrotom). AnschlieRend wurden die Schnitte histologisch gefarbt.
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Fir die histologische Farbung von Lungengewebe aus der Maus wurde das folgende

Protokoll (Tabelle 5) verwendet. Alle Wasch- und Inkubationsschritte erfolgten, wenn nicht

anders beschrieben, bei RT.

Tabelle 5: Farbeprotokoll fiir die Doppelfarbung mit Peroxidase (Maus):
1. AB =alpha-Smooth muscle Actin (lila, rot) 2. AB = von Willebrandt (Endothel, braun)

Schritt | Dauer (min) | Reagenz Anmerkungen

1 20-60 Deparaffinieren bei 58-60°C | Warmeschrank

2 10 Xylol 1 Ablosen des Paraffins

3 10 Xylol 2 Ablosen des Paraffins

4 10 Xylol 3 Ablosen des Paraffins

5 5 EtOH 99,6 % Rehydrierung

6 5 EtOH 99,6 % Rehydrierung

7 5 EtOH 96 % Rehydrierung

8 5 EtOH 70 % Rehydrierung

9 15 H,0,-MeOH Gemisch 3 % Ansatz: 100 ml MeOH (reinst) +
100 ml Wasserstoffperoxid 30 %

10 2x5 Agua dest (bidest) Waschen

11 2x5 1x PBS Schittler, danach Schnitte mit Pap
Pen umranden

12 15 Trypsinverdau bei 37 °C 1 ml Trypsin (2A) + 2 ml Diluent (2B)

13 3x5 1 x PBS Schittler

14 15 Streptavidin Blocking Blockiert endogenes Streptavidin

15 5 1x PBS Schittler

16 15 Biotin Blocking Blockiert endogenes Biotin

17 5 1 x PBS Waschen

18 15 10 % BSA Waschen

19 2x5 1 x PBS Waschen

20 60 Mouse IG Blocking Reagenz | 2 Tropfen M.O.M. |G Blocking

(1)

Reagenz zu 2,5 ml 1 x PBS (bei RT)
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Schritt | Dauer (min) | Reagenz Anmerkungen
21 3x5 1 x PBS Waschen
22 5 M.O.M. 75 ml PBS + 600ul Protein
Diluent/Proteinblocking (2) | Concentrate, dann nur dekantieren
und 1.AB drauf
23 30 bzw. 4 °C | 1. AB alpha -SMA 1:900in 10 % BSA
U.N.
24 4 x5 1 x PBS Waschen
25 10 M.O.M. biotinyliertes IgG | 10 ul Reagenz (3) + 2,5 ml M.O.M.
Reagenz (3) Diluent
26 4x5 1 x PBS Waschen
27 30 R.T.U. Horseradish POD
Streptavidin
28 3x5 1 x PBS Waschen
29 30s Vector Nova Red Substrat | 5 ml Aqua dest.+ 3 Tropfen Reagenz 1
Mikroskop Kit + 2 Tropfen Reagenz 2
+ 2 Tropfen Reagenz 3
+ 2Tropfen Hydrogen Peroxid Losung
30 5 H ,0 (Leitungswasser) Waschen
31 2x5 1 x PBS Waschen
32 20 10 % BSA Blocken
33 3x5 1 x PBS Waschen
34 20 Serumblock 1 2,5 % Normal Horse Serum
(ImmPRESS Kit Anti-Rabbit Ig)
Serum abdekantieren
35 30 1. AB vVWF aus Kaninchen | 1:900in 10 % BSA
(bei 37 °C)
36 4x5 1x PBS Schittler, waschen
37 30 2. AB ImMmPRESS REAGENT anti- Rb POD
38 4x5 1 x PBS Substrat ansetzen
39 20-40 s DAB Substrat Kit 5 ml Aqua dest. + 2 Tropfen Puffer

pH 7,5
+4 Tropfen DAB Substrat




Material und Methoden _

Schritt | Dauer (min) | Reagenz Anmerkungen
+2 Tropfen Hydrogenperoxid

40 5 H,0 Waschen

41 3 Counterstain Methylgriin 60 °C Heizplatte

42 Kurz Aqua dest. Spilen

43 2 EtOH 96 % Dehydrieren

44 5 Isopropanol Dehydrieren

45 5 Isopropanol Dehydrieren

46 5 Xylol 1 Dehydrieren

47 5 Xylol 2 Dehydrieren

48 5 Xylol 3 Dehydrieren

49 Eindecken mit Pertex

3.2.6 Stereologische Vermessung des Muskularisierungsgrades in Mauslungen

Die stereologische Vermessung stellt ein neues Verfahren dar, um gemessene Parameter in
Bezug auf das vermessene Gesamtobjekt herstellen zu kdnnen. Die Messung erfolgte mit
Hilfe einer speziellen Software, der NewCAST Software (Visiopharm). Das Gewebe der
gesampelten und gefarbten Lungen (3.2.5 und 3.2.5.1) wurde auf den Objekttragern optisch
Uber eine Maske markiert. AnschlieBend wurde eine Matrix optisch Uber die Schnitte gelegt
und zufallig Teile des Gewebes durch die Computersoftware ausgewahlt. Es wurde
entschieden, ob sich ein passendes Gefafl (Arterie von 20-50 pum Durchmesser) im
ausgewahlten Abschnitt befand. Dieses wurde mit Hilfe verschiedener Parameter (glatte
Muskelzellen, Endothel, GefaBlumen) markiert. Pro Lunge wurden ca. 170 Bildabschnitte des
Gewebes betrachtet, im Durchschnitt ergaben sich 20-25 GefaRRe, welche die gewiinschten
Parameter erfiillten. AbschlieRend wurde der Anteil der muskularisierten Flache, der

Wanddicke und des Endothels berechnet.

3.2.7 Mikroskopie

Alle verwendeten Praparate wurden mit Hilfe des Zeiss Z1 Fluoreszenzmikroskops bzw. des
konfokalen Mikroskops (Zeiss) analysiert. Fir die stereologischen Messungen wurde das

Leica DM6000 verwendet.
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Tabelle 6: Verwendete Antikorper flir Immunfluoreszenzfarbung (IF), Immunhistologische Farbung

(H) und Western Blot (WB).

Primdre Antikérper
(Human und Maus) Verdiinnung (Verwendungszweck) Spezies Firma
CD11b 1:100 (IF) Maus BD Pharmingten
CD45 1:100 (IF) Maus BD Bioscience
c-KIT 1:500 (WB) Kaninchen | Cell Signaling
CXCR4 1:800 (WB) Kaninchen | Abcam
EGFP-FITC 1:70 (IF) Ziege Novus
Biologicals
IgG Kaninchen jeweilige Konzentration des Primdrantikdrpers Kaninchen | Cell signalling
IgG Maus jeweilige Konzentration des Primarantikorpers Maus Sigma
Kollagenl 1:70 (IF) Kaninchen | Biodesign
PDGFR alpha 1:500-1:1000 (WB) Kaninchen | Cell Signaling
PDGFR beta 1:500-1:1000 (WB) Kaninchen | Cell Signaling
Phospho-PDGFR-Tyrosin 1:300 (WB) Kaninchen | Santa Cruz
1021
Prokollagen 1A1 1:50 (IF) Ziege Santa Cruz
VEGFR 2 1:500 (WB) Kaninchen | Cell Signaling
Vimentin Cy3 gekoppelt 1:300 (IF) Maus Sigma
Von Wille Brandt Faktor 1:900 (H) Kaninchen | DakoCytomation
(VWF)
o- Smooth muscle actin Cy3 | 1:300 (IF) Maus Sigma Aldrich
gekoppelt
a-Smooth muscle actin 1:900 (IH) Maus Sigma Aldrich
B-Aktin 1:3000 (WB) Maus Abcam
Sekundare Antikérper
Alexa 488 (Kaninchen) 1:1000 (IF) Ziege Invitrogen
Alexa 488 (Maus) 1:1000 (IF) Ziege Invitrogen
Alexa 555 (Kaninchen) 1:1000 (IF) Ziege Invitrogen
Alexa 555 (Maus) 1:1000 (IF) Ziege Invitrogen
Alexa 555 (Ziege) 1:1000 (IF) Kaninchen | Invitrogen
POD Kaninchen 1:1000 (WB) Ziege Millipore
Chemicon
POD Maus 1:1000 (WB) Ziege Millipore
Chemicon
Kernfarbstoffe
Hoechst 1:1000 (IF) Invitrogen
Sytox blue 1:2000 (IF) Molecular
Probes
Invitrogen
Topro 3 1:1000 (IF) Invitrogen

3.2.8Tierversuchsmodell

3.2.8.1Versuchstiere und Tierhaltung

Fur alle folgenden Versuche wurden mannliche C57/Bl6 Mause (Mus musculus) verwendet.

Die verwendeten Tiere stammen aus dem Zuchtbetrieb Charles River Laboraties,

Deutschland. Das Tieralter fir die Transplantationsversuche betrug 8-10 Wochen. Fir die
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Applikationsversuche wurden ebenso 8-10 Wochen alte Tiere verwendet. Das Gewicht der
Tiere wurde individuell jeweils vor der Applikation ermittelt, um eine genaue
Verabreichungsdosis (mg / kg) sicherstellen zu kénnen.

Fir die jeweilige Versuchsdauer wurden die Tiere einzeln und unter standardisierten
Bedingungen im Tierstall des Uniklinikums GieRen bzw. des Max-Planck Institutes flir Herz-
und Lungenforschung (Bad Nauheim) gehalten. Die Haltung erfolgte in Makrolonkafigen. Die
Tag-Nacht-Phasen betrugen je 12 h pro Tag. Die Flitterung der Tiere erfolgte ad libitum, den

Tieren stand jederzeit Trinkwasser aus Nippeltranken zur Verfligung.

3.2.8.2Knochenmarktransplantation bei der Maus

Fir die Knochenmarktransplantation wurden C57/Bl6 Maéannchen verwendet. Zunachst
wurden diese fir 1 h bei 11 gray y-Strahlen in der Radiologie in GieBen (Dr. Wallbott)
bestrahlt. Der Abstand der Kafige zu den Staben betrug 95 cm. Die Kafige wurden fur die
Bestrahlungszeit mittels eines Kartons halbiert, damit die Distanz der Mause zu den Staben
definiert werden konnte.

Das Knochenmark wurde aus GFP-Mausen (Dr. Katrin Ahlbrecht) isoliert. Hierfir wurde
ihnen vorerst Heparin in isotonischer Kochsalzlésung intraperitonal injiziert (100 ul, 1:5),
nach 15 min wurden sie mit einer Uberdosis Isofluran getétet und ausgeblutet. AnschlieRend
wurden die Tiere fixiert und die hinteren Extremitdten abgetrennt. Die Knochen der
Extremitdten wurden von Muskel- und Fettgewebe befreit und in Falconréhrchen mit
Medium (DMEM + 1 % FCS + 1 % Penicillin / Streptomycin) gegeben (auf Eis).

Unter sterilen Bedingungen wurde dann das Knochenmark isoliert. Es erfolgte die
Abtrennung der Kondylen und das Spulen des Knochenschafts mit Medium Uber eine Kandile,
um das Knochenmark zu I6sen. Anschliefend wurde das Knochenmark mit Medium 5 min
bei 800 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Das Medium wurde abgenommen und die Zellen erneut in
Medium resuspendiert und auf einen Zellfilter (40 um-Poren) gegeben, um groRe Partikel zu
entfernen. Es erfolgte eine erneute Zentrifugation unter den genannten Bedingungen. Nach
Abnahme des Uberstandes wurde das Pellet in 1 ml Medium resuspendiert und die Zellen
gezahlt.

4 h nach der Bestrahlung der C57/Bl6 Mause wurden je 3 Millionen Knochenmarkzellen in
die Schwanzvene der Tiere injiziert. Hierfiir wurden die Mause auf einer Warmeplatte (30 °C)

fixiert. Wahrend der weiteren Haltung erfolgte fir 10 Tage eine Zugabe von Baytril®
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(Breitbandantibiotikum) im Trinkwasser (1 ml / 250 ml). Somit wurde eventuellen

Infektionen entgegengewirkt.

3.2.8.3 Hypoxie-Modell

Es wurden zwei Hypoxiestudien durchgefiihrt. In der ersten Studie (Abbildung 8) sollte der
praventive und therapeutische (reverse remodeling) Effekt von Imatinib wahrend
5-wochiger Hypoxie untersucht werden. Hierbei erfolgte vor der Hypoxie eine
Knochenmarktransplantation von GFP-Md&usen in bestrahlte C57/BlI6 Tiere (Abschnitt
3.2.8.2).

Normoxie (Kontrolle)

Hypoxie (Kontrolle)

Hypoxie (50 mg/kg/Tag Imatinib)

Hypoxie (100 mg/kg/Tag Imatinib)

Hypoxie (50 mg/kg/Tag Imatinib)

2
Hypoxie (100 mg/kg/Tag Imatinib)
i >

1 21 35

Abbildung 8: Behandlungsgruppen fiir den 5-wéchigen Imatinibversuch.

Die Tiere (C57/BI6) wurden fiir 35 Tage in Hypoxie bzw. Normoxie gehalten und wie angegeben
behandelt. Die Verabreichung des Wirkstoffes bzw. des Wassers erfolgte per Schlundsonde. Dieser
Versuch erfolgte mit der freundlichen Genehmigung von Herrn Prof. Norbert Weissmann in GieRRen.

In der zweiten Studie (Abbildung 9) wurde der praventive Effekt von Imatinib wahrend 3-

wochiger Hypoxie untersucht; hierfir erfolgte keine Knochenmarkstransplantation.

Normoxie (Kontrolle)

Hypoxie (Kontrolle)

Hypoxie (60 mgtkg/Tag Imatinib)

Hypoxie (100 mg/kg/Tag Imatinib)

Abbildung 9: Behandlungsgruppen fiir den 3-wéchigen Imatinibversuch.
Die Tiere (C57/Bl6) wurden fir 21 Tage in Hypoxie bzw. Normoxie gehalten und wie angegeben
behandelt. Die Verabreichung des Wirkstoffes bzw. des Wassers erfolgte per Schlundsonde.
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Die Mause wurden, bis auf die normoxische Kontrollgruppe, wahrend des Versuchs unter
kontrollierten Bedingungen in einer Hypoxiekammer (Vinylhypoxiekammer, 10 % O,, COY

laboratory products, Michigan, USA, Abbildung 10) gehalten.

Gefilterte Luft aus Kammer Pumpe Gefiltere Luft aus Kammer

Lifter
(o]0}
hig) -0z e 200 bar

\ 2 bar

- 0,
Hypoxiekammer 10 % O, @ 200 bar

2 bar

Abbildung 10: Hypoxiekammer.

In der oberen Abbildung ist die verwendete Hypoxiekammer abgebildet. In der unteren Abbildung ist
eine schematische Darstellung der Kammer und des Prinzips der Kohlendioxidabsorption dargestellt.
Uber eine Pumpe wurde die veratmete Kohlendioxid angereicherte Luft aus der Kammer
transportiert. Hierbei wurde diese (iber einen Aktivkohlefilter und einen Kohlendioxidabsorber
gepumpt. Die gereinigte Luft wurde anschlieRend wieder in die Kammer gepumpt. Ein
Sauerstoffsensor in der Kammer sorgte fiir die Messung des Gasgehaltes in der Kammer. Uber einen
Gasregler wurden die 10 % Sauerstoff exakt reguliert. Als Hintergrundgas diente Stickstoff. Die
Applikation der Wirkstoffe und die Sduberung der Kafige erfolgten in der Kammer.

3.2.8.4 Hdmodynamische Messung

Bei der hdmodynamischen Messung erfolgte kontinuierlich die Aufzeichnung verschiedener
Driicke. Zunachst wurden die Tiere 1-2 min im Narkosekasten in Narkose Uberfiihrt. Dies
erfolgte Giber ein 5 %iges Isofluran-Luft-Sauerstoff-Gemisch. AnschlieBend wurden sie an
eine Atemmaske Uberfihrt und das System mit einem 1,5-2,0 %igen Isofluran-Luft-
Sauerstoffgemisch (RUS-1321-RA, FMI Féhr Medical Instruments GmbH, Seeheim/Ober-

Beerbach, Deutschland) geflutet. Die Mause atmeten das Gemisch unter Spontanatmung
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selbststandig ein, dies diente dem Erhalt der Narkose. Mit Hilfe einer Warmeplatte wurde
die physiologische Kérpertemperatur von 37-38 °C aufrechterhalten. Nach der Durchfiihrung
eines Reflextests, zur Uberpriifung der Narkose und dem Anlegen des Elektrokardiogramms
(EKG), wurde ein Millar-Katheter (1.4 F, SPR-671, FMI Fohr Medical Instruments GmbH)
zunachst in die rechte V. jugularis und dann in den rechten Ventrikel eingefiihrt. Es folgte die
kontinuierliche Aufzeichnung des rechtsventrikuldren systolischen Drucks (RVPsys).
AnschlieBend wurde der Katheter aus dem rechten Ventrikel entfernt und in die rechte A.
carotis eingefiihrt. Hier erfolgte die Messung des sytemisch-arteriellen Drucks (SAP). Uber
das Echokardiogramm (EKG) wurde die Herzfrequenz (HR) gemessen. AbschlieRend wurden
der Katheter und das EKG entfernt, das Isofluran auf 5 % hochreguliert und der Thorax
eroffnet. Es folgte die intrakardiale Blutentnahme zur Serumgewinnung. Alle
hdmodynamischen Messungen wurden mit dem Powerlab System und der Chart 6.0
Software durchgefiihrt (ADInstruments GmbH, Spechbach, Deutschland). Die Erfassung der
hamodynamischen Daten erfolgte durch Frau Dr. med. vet. Wiebke Janssen. Des Weiteren

wurden eine Perfusion der Lunge und die Organentnahme durchgefiihrt.

3.2.8.5Lungen- / Herzentnahme und Probenvorbereitung fiir histologische Farbung

Fir die Entnahme der Lungen wurden die Mause zunichst mit einer Uberdosis Isofluran
getotet. AnschlieRend wurde ein Hautschnitt vom Abdomen zum Thorax durchgefiihrt und
das Abdomen eroffnet. Es erfolgte das Durchtrennen des Diaphragmas und des Sternums
medial bis zur Klavikula. Die Rippenbdgen wurden auseinandergespreizt und seitlich fixiert.
Zudem wurde die Trachea freigelegt und (iber einen Schnitt eine Kaniile eingefiihrt. In den
rechten Ventrikel wurde ein Herzkatheter eingefiihrt und lber das Herz die Lunge mit PBS
blutfrei gespult (20 cm Wassersaule). Anschlieend wurden die Lunge lber die Trachea mit
1% PFA in PBS geblaht (10 cm Wassersaule) und die Atemwege fixiert (20-30 min). Ebenso
wurde Uber das rechte Herz das GefdalRsystem der Lunge mit 1 % PFA fixiert. AnschlieBend
wurden die Lunge und das Herz aus dem Thorax entnommen und die Lunge nach Abtrennen
des Herzens iber Nacht in 1 % PFA bei 4 °C gelagert. Am ndchsten Tag wurden die Lungen in

PBS bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt (3.2.5.1).
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3.2.8.6Bestimmung des Verhaltnisses zwischen dem rechten Ventrikel und linkem
Ventrikel + Septum (RV/LV+S) als MaRstab fiir die Rechtsherzhypertrophie

Fir die Bestimmung des Verhaltnisses zwischen dem rechten und linken Ventrikel mit

Septum wurden zunachst beide Herzohren abgetrennt und der rechte Ventrikel vom linken

vorsichtig separiert. AnschlieRend wurden der rechte sowie der linke Ventrikel + Septum bei

40 °C fur 1% h und dann lber Nacht bei 60 °C im Inkubator getrocknet und das

Trockengewicht bestimmt bzw. zuvor sofort das Nassgewicht bestimmt.

3.2.8.7 Statistik

Fir die statistische Auswertung wurde die Graph Pad Prism 5 Software verwendet. Es
wurden die 1-way ANOVA mit Student-Newman-Keuls post hoc-Test bzw. Students T-TEST
mit Welsh-Korrektur angewendet. Alle Werte mit einer Irrtums-Wahrscheinlichkeit von
p < 0,05 wurden als statistisch signifikant bewertet. Alle Ergebnisse wurden als Mittelwert +

SEM (standard error of the mean) angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Immunologische Charakterisierung von zirkulierenden Fibrozyten von
Mensch

In den nachfolgenden Experimenten erfolgte die Charakterisierung der zirkulierenden
Fibrozyten. Hierfliir wurden mononukledre Zellen aus humanem isoliert und kultiviert.

Bereits nach 3 Tagen waren die Zellen adhadrent und zeigten nach 7 Tagen eine heterogene,

spindelartige bzw. sternenartige Morphologie (Abbildung 11).

Abbildung 11: Morphologie von humanen zirkulierenden Fibrozyten nach 7 (A und B) und 28 Tagen
(C und D) Kultur.

Die Zellen wurden aus humanen Buffy coats isoliert und kultiviert. A und B) Bereits nach 7 Tagen
zeigten sie ihre typische spindelartige Form und exprimierten den mesenchymalen Marker Vimentin.

C und D) Nach 28 Tagen erreichten die Zellen zum Teil Konfluenz. VergroRerung 10 x (A) bzw. 40 x (A,
Cund D).

Humane Fibrozyten wiesen sowohl mesenchymale (Vimentin, Kollagen 1 und Prolyl-4-

Hydroxylase) als auch hamatopoetische Marker (CD45, CD11b) auf (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Immunfluoreszenzfarbung von mesenchymalen und hamatopoetischen Markern auf
humanen zirkulierenden Fibrozyten (7 Tage alt).

PBMC wurden in 8 Well Glas chamber slides (5 X 10 ° Zellen /well) kultiviert, fixiert und fiir CD11b,
Vimentin, CD45, Prolyl-4-hydroxylase (PHA) und Kollagen gefarbt. Als negative Kontrolle diente
Kaninchen bzw. Maus IgG, die Kerne wurden mit Dapi gefarbt. VergréBerung 25 x.

Ein weiterer Aspekt fir die detailliertere Charakterisierung von humanen zirkulierenden
Fibrozyten war der Nachweis des CXC-Rezeptors 4 (CXCR 4). Hierfir wurden 7 Tage alte
Fibrozyten immunologisch gefarbt (Abbildung 13). Der Chemokinrezeptor konnte auf der

Zelloberflache und an den Adhasionsstellen der Zellen identifiziert werden (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Expression von CXCR4 auf humanen zirkulierenden Fibrozyten.

8 Tage alte zirkulierende Fibrozyten wurden in 8 Well Glas chamber slides (5 X 10 ° Zellen /well)
kultiviert, fixiert und immunologisch gegen Vimentin, CXCR4 gefarbt. Die Kerne wurden mit Sytox
blue(blau) dargestellt. VergroRerung 25 x.

Uber Immunfluoreszenzfiarbungen sollte ebenso der Nachweis der PDGF-Rezeptoren auf
zirkulierenden Fibrozyten erbracht werden. Jedoch konnte der Rezeptor B nicht und der
Rezeptor a nicht ausreichend unter den herrschenden Bedingungen (7 Tage Kultur) auf
diesem Zelltyp durch Immunfluoreszenz nachgewiesen werden. Als Kontrolle fir die
verwendeten Antikérper wurden humane glatte Muskelzellen aus Pulmonalarterien fir
beide Rezeptoren gefarbt (Abbildung 14). Bei glatten Muskelzellen konnte der PDGFR a und

a-Smooth muscle Actin per Immunfluoreszenz nachgewiesen werden.

Abbildung 14: Charakterisierung von humanen glatten Muskelzellen aus Pulmonalarterien.
Die glatten Muskelzellen zeigten typische Marker, wie a-Smooth muscle Actin (o SMA) und den
PDGF-Rezeptor a (PDGFR a).
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4.2 Molekulare Charakterisierung humaner zirkulierender Fibrozyten

Es folgte die Identifizierung weiterer neuer Molekiile, welche zur ndheren Charakterisierung
beitragen konnten. Hierflir wurde die Expression verschiedener Rezeptortyrosinkinasen
untersucht. Auf mRNA-Ebene konnte die Expression der Tyrosinkinasen PDGFR 8, KDR
(VEGFR2), ABL und c-KIT nachgewiesen werden (Abbildung 15). Auferdem konnte die

Expression vom KIT-Liganden nachgewiesen werden (Abbildung 15).

Tage in Kultur

+.
00 7 7 14142121¢q

cKIT (171 bp)

Tage in Kultur

KIT L ( 174 bp)

ABL1 (117 bp)

KDR ( 170 bp)

Abbildung 15: Expressionsprofil von Rezeptortyrosinkinasen und Liganden auf humanen
zirkulierenden Fibrozyten.
RT-PCR von 0-21 Tage alten humanen Zellen, p.K. = Positivkontrolle.

Fir die Analyse der Expression von Rezeptortyrosinkinasen auf Proteinebene ergaben sich
folgende Ergebnisse fiir zirkulierende Fibrozyten: Nach drei- bzw. siebentagiger Kultur der
PBMCs und Reinheitspriifung der Fibrozyten konnte die Expression des PDGF Rezeptors a
und B, sowie des VEGF Rezeptors 2 gezeigt werden (Abbildung 16). Als Kontrolle diente

humanes Lungenarterien- bzw. Lungengewebehomogenat.
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Abbildung 16: Expression verschiedener Rezeptortyrosinkinasen auf Proteinebene.
Western Blots von 3 und 7 Tage alten Zellen. Als Kontrolle diente humane Lungenarterie bzw.
Lungenhomogenat.

Zur Uberpriifung des Einflusses von sekretierten Faktoren (Chemokinen, Zytokinen und
Wachstumsfaktoren) der Fibrozyten auf die Proliferation von humanen glatten Muskelzellen
wurde konditioniertes Medium hergestellt, und mit diesem die humanen glatten
Muskelzellen aus Pulmonalarterien behandelt. Hierbei ergab sich, dass dieses Medium, im
Vergleich zur Kontrolle (338.9 + 11.52 cpm/mg, nicht konditioniertes Fibrozytenmedium), zu
einem Anstieg der Proliferationsrate glatter Muskelzellen fiihrt (Abbildung 17).
Konditioniertes Medium, welches 24 h auf Fibrozyten konditioniert wurde, fiihrte zu einem
Anstieg der Proliferation von glatten Muskelzellen (1218 * 70.77 cpm/mg). Dieser
proliferative Effekt wurde nach 48 h Konditionierung des Mediums auf Fibrozyten noch

verstarkt (2076 £ 171.8 cpm / mg).
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Abbildung 17: Konditioniertes Medium von zirkulierenden Fibrozyten beeinflusst die Proliferation
von huPASMC.

Als Kontrolle wurde nicht konditioniertes Fibrozytenmedium verwendet.( ***p < 0,001, jeweilige
Gruppe versus Kontrolle, # p < 0,05, 24 h versus 48 h, n = 3, je 6 Replikate).

Des Weiteren wurde der Einfluss von Imatinib auf die parakrinen, pro-proliferativen Effekte
der zirkulierenden Fibrozyten getestet. Hierbei wurden humane pulmonal-arterielle glatte
Muskelzellen bzw. Fibroblasten aus der Adventitia mit konditioniertem Medium von
Fibrozyten, welche zu diesem Zweck mit oder ohne Imatinib behandelt wurden, inkubiert
(Abbildung 18). Fir die glatten Muskelzellen konnte gezeigt werden, dass das konditionierte
Medium (2232 + 107.0 cpm/mg), im Vergleich zur Kontrolle (914.9 + 50.15 cpm/mg, nicht
konditioniertes Fibrozytenmedium), die Proliferation signifikant stimulierte (Abbildung 18 A).
Dieser aktivierende Effekt konnte durch die Gabe von Imatinib signifikant inhibiert werden,
wobei sowohl 1 uM Imatinib (1228 + 101.6 cpm/mg) als auch 5 uM (1033 + 92.73 cpm/mg)
die Proliferation der Muskelzellen stark inhibierte. Ein dhnlicher Effekt konnte fir die
Fibroblasten, welche mit konditioniertem Medium behandelt wurden, festgestellt werden
(Abbildung 18 B). Im Vergleich zum Kontrollmedium (1735 + 51.14 cpm/mg), stieg die
Proliferation  signifikant nach Behandlung mit konditioniertem Medium an
(4390 £ 315.1 cpm/mg). Die Gabe von Imatinib auf die Fibrozyten, wahrend der Herstellung
des konditionierten Mediums, fiihrte zur Herabregulation der Proliferation in Fibroblasten.
Sowohl 1 uM (2704 + 391.0 cpm/mg), als auch 5 uM (2403 + 232.3 cpm/mg) zeigten einen
inhibitorischen Effekt auf die Fibroblasten-Proliferation (Abbildung 18 B).
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Abbildung 18: Imatinib inhibiert dosisabhéngig die parakrine Stimulation der Proliferation von
huPASMC und Fibroblasten der Adventitia durch konditioniertes ZF Medium in vitro.

Zirkulierende Fibrozyten wurden 7 Tage kultiviert und anschlieBend auf ihnen konditioniertes
Medium fir 24 h mit und ohne Imatinib hergestellt. A) Proliferationsassay auf humanen PASMCs. B)
Proliferationsassay auf humanen Fibroblasten aus der Lungenadventitia. Als Kontrolle wurde nicht
konditioniertes Fibrozytenmedium verwendet.( ***p < 0,001, jeweilige Gruppe versus 24 h ohne
Imatinibbehandlung (Kontrolle), n = 3 (je 4 Replikate)).
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4.3 Stereologische Quantifizierung der GefdfSimuskularisierung bei
hypoxischen Mdusen

Nach der Charakterisierung der zirkulierenden Fibrozyten in vitro erfolgten verschiedene in
vivo Experimente. Nach 5-woéchiger Hypoxie- bzw. Normoxie-Exposition der Tiere mit
jeweiliger Medikation (Abbildung 8) wurden die GefdRe der Lungen stereologisch vermessen
und verglichen. Hierfir wurden das Endothel (Von-Wille-Brandt-Faktor) und die glatte
Muskulatur (Smooth muscle Actin) der GefdRe gefdarbt (Abbildung 19). Aus der
stereologischen Vermessung des Muskularisierungsgrades der pulmonalen
WiderstandsgefdaRe mit einem Durchmesser von 20-50 um ging hervor, dass ein signifikanter
Anstieg der Media in der hypoxischen Kontrollgruppe im Vergleich zu den behandelten
Tieren auftrat (Abbildung 19). Bei normoxischen Tieren lag die muskularisierte Flache pro
Gefall im Durchschnitt bei 3,64 t 0,74 umz, in den hypoxischen Kontrolltieren bei
11,29 + 1,98 umz. Diese erhohte Muskularisierung konnte in allen Behandlungsgruppen mit
Imatinib signifikant reduziert werden (Abbildung 19). In den Imatinib-Behandlungsgruppen
lag die durchschnittliche muskularisierte Flache bei 4,03 + 1,45 (50 mg/kg Imatinib) bzw.
5,95 * 2,66 um2 (100 mg/kg Imatinib, Abbildung 19). Ebenso konnte eine Reduzierung der
Rechtsherzhypertrophie in den mit Imatinib behandelten Tieren beobachtet werden
(Abbildung 19). In den hypoxischen Kontrolltieren erhohte sich die RV/LV+S Ratio von
0,35 + 0,02 (Normoxie) auf 0,52 + 0,02 (Hypoxie). Dieser Anstieg der RV/LV+S Ratios konnte
durch die Behandlung mit Imatinib in den 2 praventiven und einer therapeutischen
Behandlungsgruppen signifikant auf 0,32 + 0,07 bis 0,40 + 0,04 reduziert werden. Keine
signifikante Verbesserung der Rechtsherzhypertrophie wurde in der Tiergruppe erlangt,
welche therapeutisch fir zwei Wochen mit einer Dosis von 100 mg/kg/Tag Imatinib

behandelt wurde (0,45 + 0,08).
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Abbildung 19: Stereologische Vermessung der Muskularisierungsflache pro GefaR.

3 Normoxie (Kontrolle)

@l Hypoxie (Kontrolle)
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Ergebnisse

Farbung des Endothels (VWF; braun), der glatten Muskulatur (SMA; rot) und der Zellkerne (blau).
Stereologische Vermessung der GefaBmuskularisierung und der Rechtsherzhypertrophie (RV/LV+S).

Die Zahlen geben die P-Werte an, n = 4.
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4.4 Identifizierung und Lokalisierung von zirkulierenden Fibrozyten in
vivo

Nach der Ermittlung der Muskularisierungsdaten und der Auswirkung der Hypoxie bzw.
Imatinib-Behandlung in Hypoxie erfolgte die Quantifizierung der zirkulierenden Fibrozyten in
GefaRnahe. Bei den hier betrachteten Tiergruppen handelte es sich um Tiere, welche vor
dem Hypoxieversuch eine Knochenmarktransplantation mit Mark von konstitutiv
generalisiert GFP-exprimierenden Tieren erfahren hatten. Die Lungen wurden gegen GFP
und Prokollagen 1al Immunfluoreszenz-gefarbt (Abbildung 20). Es wurden, wie fir die
stereologischen Vermessungen, GefaBRe mit einem Durchmesser von 20-50 um analysiert.
Mit Hilfe dieser Doppelfarbung konnten sowohl der hamatopoetische Ursprung der Zellen,

sowie die Expression eines mesenchymalen Markers dargestellt werden.

Abbildung 20: Identifizierung von GFP/ Prokollagen 1A1 positiven Zellen in hypoxischen Mauselungen
(Konfokalmikroskopie).

A) Normoxische Kontrolle, B) Hypoxische Behandlungsgruppe (100 mg/kg), C) Hypoxische Kontrolle,
D) GFP-Maus (positiv Kontrolle). Immunfluoreszenzfiarbung von Paraffinschnitten mit Prokollagen
1A1 (rot) und GFP-FITC (griin), als Kernfarbstoff wurde Sytox blue verwendet. Doppelt positive Zellen
wurden als zirkulierende Fibrozyten (Pfeil) charakterisiert.
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Ebenso wurde die Anzahl von Zellen bestimmt, welche nur die Expression von GFP und
Prokollagen 1al zeigten (Abbildung 21). Es konnte ein signifikanter Anstieg an doppelt-
positiven Zellen in der hypoxischen Kontrollgruppe (1,60 + 0,20 Zellen/GefaR) im Vergleich
zu normoxischen Kontrollgruppe (0,37 = 0,09 Zellen/GefaR) festgestellt werden (Abbildung
21). In allen Imatinib-Behandlungsgruppen wurde eine Reduzierung der doppelt-positiven
Zellen festgestellt (0,37 + 0,10 bis 0,54 + 0,13 Zellen/GefaR) (Abbildung 21). Fir die GFP-
positiven, Kollagen I-negativen Zellen, welche hamatopoetische Zellen mit
Knochenmarkursprung darstellen, konnte ebenfalls ein signifikanter Anstieg an rekrutierten
Zellen/GefaR in der hypoxischen Kontrollgruppe bestimmt werden. Im Vergleich zur
normoxischen Kontrollgruppe stieg die Anzahl der GFP-positiven Zellen von
1,53 + 0,19 Zellen/GefaR auf 2,82 + 0,29 Zellen/GefaR an (Abbildung 21). Dieser Anstieg
wurde signifikant in allen Gruppen (praventiv und therapeutisch) durch die Behandlung mit
Imatinib verhindert bzw. rlickgangig gemacht. In allen Behandlungsgruppen reduzierte sich
die Anzahl der GFP-positiven Zellen in GefakRndhe auf 1,18 + 0,18 bis
1,81 + 0,31 Zellen/GefaRR. Des Weiteren wurde die Anzahl an Prokollagen 1al-positiven, GFP
negativen Zellen untersucht. Hierbei kann es sich um ortsstdndige Fibroblasten handeln. Es
konnte ein signifikanter Anstieg an Prokollagen 1al-positiven Zellen/GefdR in der
hypoxischen Kontrollgruppe dargestellt werden. Hier lag die Anzahl an positiven Zellen bei
durchschnittlich 3,06 + 0,21 Zellen/GefaR, im Vergleich zur normoxischen Gruppe
(1,66 + 0,18 Zellen/GefaR). Dieser Anstieg konnte nur in den therapeutisch behandelten
Tiergruppen signifikant reduziert werden (Abbildung 21). Hier lag die Anzahl der Prokollagen
1al- positiven Zellen /GefaR bei durchschnittlich 1,64 + 0,13 bis 1,80 + 0,19. In den praventiv
behandelten Gruppen lag die Anzahl an Prokollagen lal-positiven Zellen in GefaBndhe
zwischen 2,60 + 0,15 bis 2,85 + 0,21. Zur Darstellung des Verhaltnisses zwischen Prokollagen-
positiven Zellen und Prokollagen/GFP-positiven Zellen wurden die Daten gegeniibergestellt
(Abbildung 21), um einen Vergleich der ortsstandigen Fibroblasten (mesenchymale Zellen)
und rekrutierten zirkulierenden Fibrozyten zu erhalten (Abbildung 21). In der Normoxie-
Kontrollgruppe konnten 4,4-mal so viele Prokollagen lal-positive Zellen, im Vergleich zu
doppelt positiven Zellen gefunden werden. In der hypoxischen Kontrollgruppe waren es nur
noch 1,9-mal so viele Zellen. In der praventiv behandelten hypoxischen Imatinib-Gruppe

(50 mg/kg) lag die Rate bei 5,2-mal so vielen Zellen. In der 100 mg/kg Imatinib praventiv
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behandelten Gruppe wurden 6,9-mal so viele Prokollagen-positive Zellen ermittelt. In den

therapeutisch behandelten Imatinib-Gruppen sank die Rate auf 3,8-4,4.
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Abbildung 21: Quantifizierung von doppelt positiven Zellen (Prokollagen 1al und GFP) in hypoxischen
Mauselungen.

In den Graphen sind die Prokollagen /GFP- positiven (Fibrozyten), GFP-positiven (Leukozyten) und
Prokollagen-positiven (residente Fibroblasten) Zellen/GefaR dargestellt. Des weiteren wurde das
Verhaltnis von doppelt positiven und Prokollagen-positiven Zellen dargstellt. (**, p < 0,01, ***p <
0,001, jeweilige Gruppe versus Hypoxiekontrolle, n = 4, 14 GefiRe / Tier vermessen).

4.5 Hdmodynamische Messung in praventiv behandelten Hypoxietieren

Innerhalb eines zweiten in vivo Hypoxieversuchs wurden unter anderem hamodynamische
Messungen, sowie Untersuchungen der Lungen auf molekularbiologischer Ebene
durchgefiihrt. Innerhalb dieses Versuchs wurde keine Knochenmarktransplantation

durchgefiihrt. Die Tiere wurden 3 Wochen normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen
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exponiert und von Beginn der Studie an mit Imatinib bzw. Wasser (Kontrolle) behandelt
(Abbildung 9). Zur Uberpriifung der Effektivitit des verwendeten Hypoxie-Modells (10 %
Sauerstoff) wurde die Hamodynamik gemessen (Frau Dr. med. vet. Wiebke Janssen).
Hierdurch konnte ausgeschlossen werden, dass sich das verwendete Modell auch auf den
systemischen Kreislauf in den Tieren auswirkt.

Der systolische Blutdruck (SBP sys) war in allen vier Vergleichsgruppen vergleichbar
(ca. 100 mmHg), ebenso konnten keine Unterschiede in der Herzfrequenz (HR) festgestellt
werden. Diese betrug im Durchschnitt 480 Schlage/ Minute. Der rechtsventrikuldre
enddiastolische Druck (RVEDP) war ebenso nicht signifikant verandert (Daten nicht gezeigt).
Bei den hypoxischen Kontrolltieren konnte die Entwicklung einer Rechtsherzhypertrophie
(0,33 + 0,02), im Vergleich zur normoxischen Tieren (0,20 + 0,01) beobachtet werden. Im
Vergleich zu der 50 mg/kg behandelten Imatinibgruppe (0,28 *+ 0,01) ergab sich keine
signifikante Verbesserung des RV/LV+S-Verhaltnisses (Abbildung 22). Der Vergleich zwischen
der hypoxischen Kontrollgruppe zur hypoxischen Imatinibgruppe mit einer 100 mg/kg Dosis
fliihrte zu einer signifikanten Reduzierung der Rechtsherzhypertrophie (0,24 + 0,02).
Hinsichtlich des rechtsventrikuldren systolischen Drucks (RVP sys) konnte ein Anstieg bei den
hypoxischen Kontrolltieren (34,12 + 1,14 mmHg) im Vergleich zu den normoxischen
Kontrollen (27,27 + 1,17) detektiert werden (Abbildung 22). Dieser Effekt wurde durch die
Gabe von 100 mg/kg Imatinib riickgangig gemacht (30,48 + 0,93). Eine Dosis von 50 mg/kg
Imatinib ergab keinen signifikanten Effekt (35,60 + 2,61).

150+ 50
) D40 o
€ 100{ I £
E == £ 309
1’4 1’4
@ @ 204
& ] S
7} x 104

o 0

600+ 0.4+
—_— 1 ——
E = 0.3 _:_ "
3 4001 4 ok —I
-4 2 =
z g 021
3} >
2, 2004 x
% 0.1+

0 0.0
[ Normoxie (Kontrolle) 33 Hypoxie (50 mg/kg)
Wl Hypoxie (Kontrolle) 3 Hypoxie (100mg/kg)

Abbildung 22: Hdmodynamische Messung von Hypoxie induzierten PH Mausen.

Die Graphen zeigen den systolischen Blutdruck (SBP sys), die Herzfrequenz (HR),den
rechtsventrikularen systolischen Druck (RVP sys) und die Rechtsherzhypertrophie (RV/LV+S).
(*, p<0,05; ** p <0,01, ***p < 0,001, jeweilige Gruppe versus Hypoxiekontrolle, n = 5-10).
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4.6 Quantifizierung von PH-relevanten Rezeptoren in vivo

Nach der in vivo Quantifizierung der hamodynamischen Daten wurden die Lungen in Hinsicht
auf die Expression PH -relevanter Faktoren Uberprift. Hierflir wurden molekularbiologische
Verfahren wie die Real time PCR und Western Blots durchgefiihrt. Es wurde die Regulation
von PDGFR a und ; CXCR4 sowie ihrer Liganden mittels Real time PCR betrachtet (Abbildung
23). Fir PDGFR B und CXCR 4 konnte eine Hochregulation unter Hypoxie festgestellt werden.
Dies bedeutete flir CXCR4 einen Anstieg des A Ct auf 1.840 + 0.9109 im Vergleich zu
normoxischen Bedingungen (A Ct -0.8425 + 0.8682, Abbildung 23). Wahrend der Behandlung
mit Imatinib (100mg/ kg/ Tag Imatinib) ergab sich eine signifikante Reduktion der Expression
von CXCR4 auf einen A Ct-Wert von -4.737 + 0.4351 im Vergleich zu den anderen drei
Gruppen. Fiur die 50 mg/ kg/ Tag Imatinib-Gruppe (A Ct 2.873 + 0.1692) konnte im Vergleich
zur hypoxischen Gruppe kein Hinweis auf eine verringerte Expression festgestellt werden
(Abbildung 23). Fir den CXCR4-Liganden (CXCL12) konnte eine signifikante Hochregulation
der Expression in den Lungen unter Hypoxie (A Ct 5.120 + 0.1002), sowie den zwei
Imatinibbehandlungsgruppen im Vergleich zur Normoxie-Gruppe (A Ct 4.258 + 0.2225)
festgestellt werden (Abbildung 23). Hier hatte die Gabe von Imatinib keinerlei Effekte auf die
Ligandenexpressionen (Abbildung 23). Fiir den PDGFR B konnte ebenso wie flir CXCR4 ein
Anstieg der Expression unter Hypoxie (A Ct 5.998 + 0.1554) im Vergleich zur Normoxie
(A Ct 3.823 £ 0.4090) festgestellt werden (Abbildung 23). Unter Imatinibbehandlung sank der
Expressionsgehalt auf 3.103 + 0.1185 in der 100mg/kg Imatinib-Gruppe. Hinsichtlich der
50 mg/kg/Tag Imatinib-Gruppe (A Ct 6.173 + 0.2254) konnte kein Effekt im Vergleich zur
hypoxischen Gruppe ermittelt werden (Abbildung 23). Innerhalb der PDGF pB-Liganden
Betrachtung konnten keinerlei Unterschiede zwischen den vier Gruppen festgestellt werden
(Abbildung 23). Die Expression des PDGF-Rezeptors a und dessen Liganden lag in allen vier
Gruppen unverandert vor (Abbildung 23); der Effekt der Hypoxie sowie von Imatinib
schienen keinen Einfluss auf das Expressionsverhalten dieses Rezeptors und seinen Liganden

auszulben.
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Abbildung 23: Real-time-PCR fiir die Rezeptortyrosinkinasen, CXCR4 und ihren Liganden in Maus-
Lungenhomogenaten.
(*, p<0,05; **, p <0,01, ***p < 0,001, jeweilige Gruppe versus Hypoxiekontrolle, n = 3-4).

Nach der Untersuchung der Expression der verschiedenen Rezeptoren und ihrer Liganden
auf Transkriptionsebene sollte auch die Proteinexpression im Lungengewebe der
unterschiedlichen Tiergruppen analysiert werden. Hierflir wurden die PDGF-Rezeptoren o
und B, sowie der CXC-Rezeptor 4 untersucht. Der Proteingehalt wurde normiert und das

Verhaltnis zur verwendeten B-Actin-Kontrolle berechnet (Abbildung 24). Beim Vergleich der
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Normoxie- zur Hypoxiekontrolle konnte fiir den PDGF B-Rezeptor eine signifikante Erhohung
des Rezeptors festgestellt werden. Beim Vergleich der mit Imatinib behandelten Gruppen in
Hypoxie zur hypoxischen Kontrollgruppe konnte eine signifikante Senkung der Expression
des B-Rezeptors auf Proteinebene ermittelt werden (Abbildung 24). Ahnliche Ergebnisse
ergaben sich fir den PDGF-Rezeptor a und den CXC-Rezeptor 4 (Abbildung 24). Fiir beide
Rezeptoren konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen dargestellt
werden. Es handelt sich hierbei jeweils um einen Trend, welcher beobachtet wurde. Dieser
spiegelt jedoch die Ergebnisse fiir den PDGF-Rezeptor B wieder. Eine mogliche Erklarung fir
die nicht-signifikanten Unterschiede konnte die kleine Datenmenge von jeweils nur drei
Tieren sein.

Der PDGFR-Signalweg fuhrt nach der Aktivierung der Rezeptoren (iber die Liganden PDGF-BB
und PDGF-AA zu einer Aktivierung weiterer wichtiger Molekile. Hierzu gehort die
extrazellular Signal regulierte Kinase 1 und 2 (ERK 1/2). Diese gehért zu den Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAPK), welche durch extrazellulare Stimuli aktiviert werden
konnen. Dies erfolgt z. B. Gber Membran-standige Wachstumsfaktoren wie dem PDGF-
Rezeptor. ERK 1/2 stellt innerhalb des PDGFR-Signalweges ein wichtiges Zielmolekil dar.

Zur Uberpriifung der Aktivierung des PDGFR B und der MAP Kinasen ERK 1 und 2 wurde die
Phosphorylierung des PDGFR B adressiert. Die Phosphorylierung des PDGF-Rezeptors wurde
mit Hilfe eines Antikorpers lberprift, welcher spezifisch die Phosphorgruppen am Tyrosin
1021 nachweist. Die Phosphorylierung und die damit verbundene Aktivierung des Rezeptors
war, verglichen mit der normoxischen Kontrollgruppe, signifikant erhdoht (Abbildung 24).
Dieser Effekt konnte in der 100 mg/kg Imatinib Behandlungsgruppe riickgangig gemacht
werden. Fur die 50 mg/kg Imatinib Gruppe konnte keine reversible Phosphorylierung des
PDGFR B festgestellt werden. Es folgte die Betrachtung der Phosphorylierung der ERK 1/2
MAP Kinase. Hierbei konnte festgestellt werden, dass innerhalb der hypoxischen
Kontrollgruppe ein Anstieg der ERK 1/2-Phosphorylierung vorlag (Abbildung 24). Im
Vergleich hierzu kam es zu einer signifikanten Reduktion der ERK-Phosphorylierung in den

mit Imatinib behandelten Tiergruppen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Expression PH relevanter Rezeptoren im Lungenhomogenat auf Proteinebene.

In den Graphen wurde jeweils die Expression des jeweiligen Proteins ins Verhaltnis zu B-Aktin oder
dem Gesamtprotein gesetzt. (*, p < 0,05; **, p < 0,01 jeweilige Gruppe versus Hypoxiekontrolle bzw.
Hypoxie (100 mg/kg Imatinib) versus Hypoxiekontrolle; #; p < 0,05, n = 3).
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Ein weiterer Aspekt, welcher betrachtet werden sollte, war die Messung der Konzentration
der spezifischen Liganden PDGF-BB und SDF-1 alpha im Serum der unterschiedlichen
Tiergruppen innerhalb des Imatinibversuches. Hierfir wurden Enzym gekoppelte
Immunadsorbtionstests (ELISA) durchgefiihrt. Fir SDF-1 und PDGF-BB konnte festgestellt
werden, dass keine Konzentrationsunterschiede zwischen den Normoxie- und
Hypoxiegruppen bestanden (Abbildung 25). Fiir SDF-1 konnte ein Anstieg des Liganden in der
100 mg/kg Imatinibgruppe beobachtet werden. Fiir PDGF-BB konnte ein Anstieg in beiden
Imatinibgruppen beobachtet werden. Jedoch konnten keine signifikanten Unterschiede

festgestellt werden.
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Abbildung 25: PDGF BB und SDF 1 alpha (CXCL12) Konzentration im Serum von PH-induzierten
Mausen(n = 6-8, Duplikate).



Diskussion [N

5 Diskussion

5.1 Zirkulierende Fibrozyten — mesenchymale und hdmatopoetische
Vorlduferzellen

Zirkulierende Fibrozyten beschreiben eine einzigartige Zellpopulation, die an der
Pathogenese verschiedener Erkrankungen beteiligt ist. Hierzu gehéren vor allem
fibrosierende Erkrankungen, wie die pulmonale Fibrose, Asthma, Sklerodermie und auch die
physiologische Fibrosierung bei der Wundheilung (Bucala, Spiegel et al. 1994; Gomperts und
Strieter 2007). Durch ihre Eigenschaft der Expression von extrazelluldren Matrix-
Komponenten, wie Kollagen, wird ihnen eine Beteiligung an fibroproliferativen und
reparativen Prozessen in Geweben zugeschrieben (Chesney, Metz et al. 1998; Metz 2003).
Die Rekrutierung dieser Zellen aus dem Knochenmark &ahnelt der Rekrutierung von
Leukozyten. Eine Vielzahl an Chemokin-Rezeptoren und ihrer Liganden spielen eine wichtige
Rolle wahrend dieses Vorgangs (Luster, Alon et al. 2005). Hierzu gehoren in humanen Zellen
CCR3, CCR5, CCR7 und CXCR4 (Abe, Donnelly et al. 2001; Quan, Cowper et al. 2004). Fir die
Rekrutierung von hamatopoetischen Stammzellen spielt CXCR4 die Schlisselrolle (Murdoch
2000).

Die pathogenetische Relevanz der Fibrozyten bei der experimentellen pulmonalen Fibrose
konnte bereits in zahlreichen Untersuchungen belegt werden (Gomperts und Strieter 2007).
Im Bleomycin-induzierten Fibrose-Modell wurde die Migration dieser Zellen entlang der
CXCL12/ CXCR4 vermittelten, chemotaktischen Achse gezeigt (Phillips, Burdick et al. 2004). In
den Bleomycin-behandelten Tieren konnten erhéhte CXCL12-Gehalte im Lungengewebe und
Blutplasma, sowie eine vermehrte Fibrozytenanzahl in den Lungen im Vergleich zu den
Kontrolltieren festgestellt werden. Dies deutet auf einen durch Bleomycin-induzierten
CXCL12-Anstieg und damit verbundene Fibrozyten (CXCR4+)-Rekrutierung hin (Phillips,
Burdick et al. 2004). Diese Annahme wird durch Beobachtungen unterstiitzt, welche eine
verminderte Fibrozyten-(CD45+, Coll+, CXCR4+) Rekrutierung und Fibrose-Ausprdagung nach
Unterbrechung der CXCR4/ CXCL12-Achse im Bleomycin-Modell beschrieben (Gomperts und
Strieter 2007). In Lungenfibrose-Patienten wurden ein erhohter CXCL12-Gehalt, sowohl in
den Lungen als auch im Blutplasma, sowie erhohte Fibrozytenzahlen (bei Exazerbation der

Erkrankung) beschrieben (Mehrad, Burdick et al. 2007).
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Auch bei der Reparatur und dem Remodeling von Luftwegen im asthmatischen
Krankheitsbild konnte eine Beteiligung von zirkulierenden Fibrozyten dargestellt werden
(Schmidt, Sun et al. 2003). Sie zeigten in allergischen Asthma-Patienten, welche Allergenen
ausgesetzt waren, dass es zu einer Akkumulation von Fibrozyten-artigen Zellen in der
Brochialschleimhaut kommt. Humane zirkulierende Fibrozyten differenzieren durch
Stimulation mit Endothelin 1 und TGF-B 1 in vitro zu Myofibroblasten, dies ist durch die
Expression von a Smooth muscle Actin gekennzeichnet. Des Weiteren konnte im allergischen
Asthma-Maus-Modell die Rekrutierung von Fibrozyten in das Bronchialgewebe und die
Differenzierung dieser Zellen in Myofibroblasten dargestellt werden (Schmidt, Sun et al.
2003). Diese Daten weisen darauf hin, dass Fibrozyten beim Asthma als Vorlduferzellen fir
Myofibroblasten auftreten und an fibrotischen Umbauprozessen in den Atemwegen
teilhaben.

Erste Untersuchungen zur Beteiligung von zirkulierenden Fibrozyten an der Entstehung von
chronischer pulmonaler Hypertonie wurden 2006 ver6ffentlicht. In neonatalen, chronisch
hypoxischen Kalbern und Ratten wurde die perivaskulare Akkumulation von CD45 positiven,
Kollagen-1 positiven Zellen (Fibrozyten) gezeigt (Frid, Brunetti et al. 2006). Des Weiteren
konnte die wesentliche Rolle, die diese Zellen wahrend der adventiellen Umbauprozesse im
Vergleich zu ortsstandigen Fibroblasten spielen, dargestellt werden (Frid, Brunetti et al.
2006). Durch eine in vivo Depletion zirkulierender monozytarer Zellen in chronisch
hypoxischen Ratten konnte die Akkumulation von Fibrozyten in der pulmonalarteriellen
Adventitia sichtbar reduziert werden (Frid, Brunetti et al. 2006). Diese und weitere Studien
(Varcoe, Mikhail et al. 2006) zeigen erste Hinweise auf die Beteiligung der zirkulierenden
Fibrozyten in Prozessen der pulmonalen Hypertonie .

Innerhalb dieser Arbeit wurde eine weiterflihrende Charakterisierung der Zellen
unternommen, sowie ihre Beteiligung am vaskuldaren Remodeling in der experimentellen PH
und die Effekte des Rezeptortyrosinkinase-Inhibitors Imatinib untersucht.

Zirkulierende Fibrozyten stellen eine relativ neue Subpopulation der Leukozyten des
peripheren Blutes dar (Bucala, Spiegel et al. 1994), deren Ursprung bis heute nicht
vollstandig geklart ist. Dieser Zelltyp erhielt seine Bezeichnung aufgrund der ,Fibroblasten-
artigen” Charakteristika (Bucala, Spiegel et al. 1994). Sie zeichnen sich zudem durch ihre
spindelartige Morphologie aus (Abbildung 11). Innerhalb dieser Arbeit konnten diese Zellen

erfolgreich aus humanem Blut isoliert und charakterisiert werden (Abbildung 11, Abbildung
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12). Es konnte der Nachweis fiir die Expression der beschriebenen mesenchymalen und
hdamatopoetischen Marker erbracht werden (Abbildung 12). Zu den untersuchten Markern
gehoren Vimentin, Kollagen |, Prolyl-4-hydroxylase sowie CD45, CD11b, CXCR4 und a-
Smooth muscle Actin. Bei Vimentin handelt es sich um ein Typ3-Intermediarfilament,
welches spezifisch flir mesenchymales Gewebe ist und in Fibroblasten vorkommt. Kollagen
ist das meistverbreitete Protein im Tierreich; es wird von Zellen des Bindegewebes
sekretiert. Kollagen 1 ist ein fibrilldres Kollagen und kommt in Haut, Knochen und der Lunge
vor. Prolyl-4-hydroxylase gehort zu den Schliisselenzymen der Kollagenbiosynthese. Sie
katalysiert die Hydroxylierung von 4-Hydroxyprolin, welches fur die Stabilitat der Kollagen-
Triple-Helix eine wesentliche Rolle spielt. Die Expression dieses Enzyms in Zellen weist auf
die Produktion von Kollagen in diesen Zellen hin. CD45 ist ein Oberflaichenprotein auf
Leukozyten und wird, bis auf Erythrozyten, auf allen hdmatopoetischen Zellen exprimiert. Es
handelt sich um eine Transmembranproteintyrosinphosphatase. CD11b bzw. Integrin alpha
M (ITGAM) ist ein Oberflachenmolekiil auf Monozyten und neutrophilen Granulozyten und
vermittelt Adharenz. Zuséatzlich exprimieren Fibrozyten zum Teil spontan a-Smooth muscle
Actin (Gomperts und Strieter 2007), einem typischen Marker fir glatte Muskelzellen (Quan,
Cowper et al. 2004), welcher auf eine Transdifferenzierung in Myofibroblasten hinweisen
konnte. Innerhalb dieser Arbeit konnten nach 7-tagiger Kultur alle beschriebenen Marker fiir
humane Fibrozyten detektiert werden (Abbildung 12).

Ein wichtiger Diskussionspunkt innerhalb der Literatur zu zirkulierenden Fibrozyten ist deren
Ursprung, welcher bis heute nicht vollstandig geklart wurde. Ebenso ist eine ausfihrlichere
Charakterisierung der Fibrozyten im Hinblick auf weitere Rezeptoren, Oberflichenmarker
und sekretierte Botenstoffe notwendig. Hierdurch kann eine weitere Aufschlisselung der
Eigenschaften und damit verbundene Beteiligung an unterschiedlichen molekularen und
zellphysiologischen Prozessen getatigt werden. Fir die molekulare Charakterisierung der
Zellen wurden in dieser Arbeit jeweils periphere mononukleare Blutzellen verwendet. Die
Kultivierung erfolgte, mit einigen Modifikationen (3.2.2.1), wie bereits in der Literatur
beschrieben (Bucala, Spiegel et al. 1994; Chesney, Bacher et al. 1997). Einen kritischen Punkt
stellte die Aufreinigung der Zellen (iber magnetische Depletion mittels anti-CD2 (T-
Lymphozyten), anti-CD14 (Monozyten bzw. Makrophagen) und anti-CD19 (B-Lymphozyten
und Thrombozyten) Antikdrpern dar, welche teils in der Literatur Anwendung findet

(Chesney, Bacher et al. 1997). Da die Ausbeute bei weniger als 10 % der Ausgangspopulation
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lag, war es schwierig, genligend Material fir die Proteinbiochemie und weitere molekulare
Methoden zu erhalten. Aus diesem Grund, und da man auch im in vivo Modell die gesamte
periphere Population betrachtet, wurde auf diesen Schritt zum Grofteil verzichtet. Dies
entspricht auch dem Protokoll von Vannella et. al. und Saudners et. al., welche nach
14-tagiger Kultur der mononuklearer Blutzellen eine 95 %ige reine Fibrozytenkultur erhielten
(CD45/ Prokollagen positiv bzw. CD34/ Kollagen), ohne eine Depletion durchzufihren
(Vannella, McMillan et al. 2007; Saunders, Siddiqui et al. 2009).

AulRerdem kann davon ausgegangen werden, dass es wahrend des Depletionsverfahrens
zum Verlust von zirkulierenden Fibrozyten bzw. deren Vorlduferzellen und einer
Verringerung der Ausbeute kommt. Bis heute ist umstritten, aus welcher Population der
Leukozyten die zirkulierenden Fibrozyten stammen. Es wird diskutiert, dass die Zellen ihren
Ursprung in der CD14+-Population haben, d. h. dass sie aus der Makrophagen/Monozyten-
Population stammen (Abe, Donnelly et al. 2001; Quan, Cowper et al. 2004). Zunéchst wurde
dies jedoch ausgeschlossen, da sie nicht das entsprechende Rezeptor-Molekil CD14 trugen
(Bucala, Spiegel et al. 1994). Diese Beobachtung wurde nach 6-wochiger Kultur der Zellen
gemacht (Bucala, Spiegel et al. 1994). Spater wurde bekannt, dass auf Fibrozyten die
Expression dieses Markers bereits nach 2-wdchiger Kultur nicht mehr nachweisbar ist
(Chesney, Metz et al. 1998). Uber Transwellexperimente konnte festgestellt werden, dass
ein Zusammenspiel zwischen T-Zellen und CD14+-Zellen stattfindet, welches fir die
Differenzierung der zirkulierenden Fibrozyten notwendig ist (Abe, Donnelly et al. 2001). Dies
spricht fir eine komplexe Interaktion von Faktoren bzw. Zellen, welche fir die
Differenzierung von Fibrozyten notwendig erscheint. Innerhalb dieser Arbeit konnte
bestatigt werden, dass die Differenzierung von Fibrozyten aus den mononuklearen Blutzellen
nach 3-7 Tagen stattfand und diese nach 7-10 Tagen ihre spindelartige Form auspragten
(Abbildung 11) (Quan und Bucala 2007). In dieser Arbeit wurde anhand der morphologischen
(Abbildung 11) und immunologischen Begutachtung (Abbildung 12) der Zellen {iber die

Reinheit der Zellen entschieden.

5.1.1Fortfuhrende Charakterisierung von humanen zirkulierenden Fibrozyten

Innerhalb dieser Arbeit sollte eine weitere Charakterisierung der zirkulierenden Fibrozyten
hinsichtlich der Expression von Rezeptortyrosinkinasen erfolgen. Hierfliir wurden Kinasen

und Rezeptoren betrachtet, welchen bereits eine Rolle in der Pathogenese der pulmonalen
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Hypertonie zugeschrieben wurde, bzw. spezifische Ziele fir den in klinischer Entwicklung
befindlichen Rezeptortyrosinkinase-Inhibitior Imatinib darstellen. Zwei Rezeptoren, die eine
wesentlich bei der PAH-Pathogenese Einfluss nehmen, sind PDGFR a und B. Beide
Rezeptoren werden vermehrt in Pulmonalarterien von Patienten mit PAH als auch von
Ratten im PH-Tiermodell exprimiert (Schermuly, Dony et al. 2005; Perros, Montani et al.
2008). Des Weiteren wurden Fibrozyten auf die Expression von VEGFR, c-kit und CXCR4
getestet.

In dieser Arbeit ergaben sich durch mRNA- und Proteinanalysen Hinweise darauf, das
zirkulierende Fibrozyten sowohl PDGFR a als auch B exprimieren (Abbildung 15, Abbildung
16). Diese Beobachtung stimmt mit der von Aono et. al. publizierten lberein. Diese Gruppe
ermittelte die Expression von PDGF-Rezeptoren in humanen und Mausfibrozyten (Aono,
Nishioka et al. 2009). Des Weiteren konnte die Chemotaxis von Fibrozyten hinsichtlich der
PDGF-Liganden nachgewiesen und durch die Gabe von PDGF-spezifischen Antikérpern bzw.
Imatinib im Bleomycin induzierten Fibrose-Modell verhindert werden (Aono, Nishioka et al.
2009). Ebenso konnte im Asthma-Modell gezeigt werden, das sekretiertes PDGF von glatten
Muskelzellen der Atemwege einen Stimulus fir die Migration von Fibrozyten darstellt,
welcher durch die Gabe von PDGF-spezifischen Antikorpern blockiert werden konnte
(Saunders, Siddiqui et al. 2009). Diese Ergebnisse unterstitzen die Resultate dieser Arbeit
hinsichtlich der Rezeptorexpression in humanen Zellen und die Hypothese, dass Imatinib
einen Effekt auf die Rekrutierung von Fibrozyten in vivo und in vitro besitzt.

Ein weiterer wichtiger Aspekt wahrend der Zellrekrutierung aus dem Knochenmark wahrend
Remodeling- und Wundheilungsprozessen stellt der CXCR 4-Rezeptor dar (Abe, Donnelly et
al. 2001; Phillips, Burdick et al. 2004). Dieser gehort zu einer Klasse von
Chemokinrezeptoren, welcher mit seinem Liganden CXCL 12 bzw. SDF-1 alpha eine
chemotaktische Achse fiir die Rekrutierung von Stamm- bzw. Vorlauferzellen aus dem
Knochenmark bildet (Murdoch 2000). Die Expression dieses Chemokinrezeptors und
weiterer Chemokine konnte bereits in humanen und Mausfibrozyten nachgewiesen werden
(Abe, Donnelly et al. 2001; Phillips, Burdick et al. 2004; Quan, Cowper et al. 2004; Moore,
Kolodsick et al. 2005). Innerhalb dieser Arbeit konnte durch Immunfluoreszenzfarbungen
der CXC Rezeptor 4 auf humanen zirkulierenden Fibrozyten dargestellt werden (Abbildung
13). Ebenso wurde die Expression dieses Rezeptors und seines Liganden innerhalb der in vivo

Modelle lberprift. Hierbei konnte fiir CXCR 4 eine Hochregulation der mRNA-Expression
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innerhalb der Mauslungen in hypoxischen Tieren festgestellt werden (Abbildung 23). Dieser
Effekt wurde durch die Gabe von 100 mg/kg/Tag Imatinib riickgdngig gemacht. Eine Ursache
fur diese erhohte und durch Imatinib reversible Expression des Rezeptors kénnte eine
verminderte Rekrutierung von CXCR 4-positiven Zellen sein. CXCR 4 wird des Weiteren von
Monozyten und Makrophagen exprimiert. Auf der Proteinebene konnte ebenso eine
Erhohung des Rezeptors in Hypoxie festgestellt werden (Abbildung 24), welche durch die

Gabe von Imatinib gesenkt werden konnte.

5.2 Diskussion des Tiermodells

Fir Untersuchungen zur pulmonalen arteriellen Hypertonie eignen sich hauptsachlich zwei
Tiermodelle. Die Monocrotalin (MCT) -induzierte pulmonale Hypertonie und die durch
chronische Hypoxie induzierte pulmonale Hypertonie, wobei das MCT-Modell in Ratten und
das Hypoxie Modell in Mausen und Kalbern haufig angewandt wird. Welches der beiden
Modelle am besten geeignet ist, bleibt bis heute unter Experten umstritten. Das MCT-Modell
wird durch einen toxischen Stimulus induziert. Die Vorteile des MCT Modells stellen die
einmalige Behandlung mit MCT, im Vergleich zur mehrwochigen Haltung der Tiere in einer
Hypoxiekammer dar. Des Weiteren ist der sichtbare Effekt der sich entwickelnden PH, wie
starke Proliferation der Media und Adventitia, sehr deutlich im Vergleich zum Hypoxie-
Modell der Maus.

Innerhalb dieser Arbeit wurde das Hypoxie-induzierte PH-Modell in der Maus verwendet. Da
es die physiologischen Bedingungen von Patienten mit chronischen Lungenerkrankungen
oder von Menschen, die in groBer Hohe leben wiederspiegelt. Histologische Untersuchungen
von PulmonalgefdaRen aus Patienten, die in Hochgebirgen leben, zeigen die typischen Muster
des Krankheitsbildes der Pulmonalen Hypertonie (Arias-Stella und Saldana 1963; Gamboa
und Marticorena 1972). Durch die reduzierte Sauerstoff-Konzentration in der eingeatmeten
Luft erfolgt eine pulmonale Vasokonstriktion, welche zu einem Anstieg des pulmonalen
GefalBwiderstandes fihrt (von Euler-Liljestrand Mechanismus). Chronische Hypoxie wird
begleitet von strukturellen Verdnderungen, wie de-novo-Muskularisierung, Mediaverdickung
und erhohte Matrixdeposition in den Pulmonalgefallen. Dies flihrt zum Anstieg der
Arbeitslast des rechten Ventrikels. Chronische und akute Hypoxie zdhlen zu den am
haufigsten verwendeten Tiermodellen fiir die Darstellung und Erforschung der PAH. In dieser

Arbeit konnte nach 3-wochiger Hypoxie-Exposition der Tiere eine vermehrte
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Muskularisierung  der pulmonalen  WiderstandsgefaRe, die Ausprdagung einer
Rechtsherzhypertrophie und ein Anstieg des rechstventrikuldaren systolischen Drucks
beobachtet werden (Abbildung 19, Abbildung 22). Dies sind alles Zeichen einer manifesten
pulmonalen Hypertonie.

Beim Monocrotalin-Modell wird iber die Gabe eines Toxins eine PH ausgeldst. MCT flhrt
hierbei zu einer Endothel-Degeneration, einer Hypertrophie und Hyperplasie der glatten
Muskelzellen und der Fibroblasten in der Adventitia. Nach vier Wochen fiihrt die subkutane
Injektion von MCT in Ratten zum Anstieg der Muskularisierung der PulmonalgefilRe, sowie
einem dramatischen Anstieg des rechtsventrikuldren systolischen Druckes (Campbell, Zhao
et al. 2001). Sechs bis sieben Wochen nach MCT Injektion versterben die Ratten am
Rechtsherzversagen aufgrund der schweren PH.

In beiden Modellen steigt der Muskularisierungsgrad der Arteriolen an, allerdings ist die
Auspragung einer rechstventrikularen Hypertrophie langsamer im MCT-Modell. Des
Weiteren wird die PH in diesem Modell nicht primar durch Vasokonstriktion sondern durch
eine stark ausgepragte Entziindungsreaktion mit Apoptose von Endothelzellen in den kleinen
Arteriolen getriggert. Es kommt im Verlauf zu einem Verlust peripherer Arterien.

Im Hypoxie-Modell sind histopathologische Veranderungen, im Vergleich zum MCT-Modell,
weniger ausgepragt. Es fehlen eine erhohte Sterblichkeitsrate und massives
GefaRremodeling, wie sie im MCT-Modell zu erkennen sind. Des Weiteren kommt es in
beiden Modellen nicht zur Auspragung plexiformer Lasionen (Voelkel und Tuder 2000).

Ein wichtiger Grund fir die Nutzung des Hypoxie-induzierten PH-Modells in der Maus ist die
Verfligbarkeit von GFP-exprimierenden Tieren fiir die beschriebene Knochenmark-
transplantation sowie die weitere Verfligbarkeit genmanipulierter Mausstimme. Durch
dieses Transplantationsmodell kann der Ursprung dieser Zellen aus dem Knochenmark

dargestellt werden.

5.3 Effekte von Imatinib auf die GefdfSmuskularisierung und
Rechtsherzhypertrophie im Hypoxie-induzierten PH Modell in
Mdusen

Wahrend der Entstehung der PAH findet ein fortschreitender Anstieg des pulmonalen
vaskuldaren Widerstandes statt, welcher langfristig zu einer Rechtsherzhypertrophie und zum

Herzversagen fihrt (Humbert, Sitbon et al. 2004). Remodelingprozesse, welche

hauptsachlich die kleinen Pulmonalgefidlle betreffen, sind durch proliferative Prozesse der
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glatten Muskelzellen in der Media bedingt und fliihren zum erhdéhten GefaBwiderstand in
den betroffenen Arterien (Humbert, Morrell et al. 2004; Pietra, Capron et al. 2004).
Verschiedene Wachstumsfaktoren haben Einfluss auf die pathologische Proliferation und
Migration glatter Muskelzellen; hierzu gehoren unter anderem EGF (epidermaler
Wachstumsfaktor), FGF (Fibroblasten Wachstumsfaktor) und PDGF (Xin, Johnson et al. 1994;
Jones, Cowan et al. 1997; Ushio-Fukai, Griendling et al. 2001; Balasubramaniam, Le Cras et
al. 2003; Yu, Sweeney et al. 2003). Durch unterschiedliche in vitro Studien konnte bewiesen
werden, dass PDGF als Mitogen und Chemoattraktans fir glatte Muskelzellen agiert (Yu,
Sweeney et al. 2003) und somit ein neues therapeutisches Ziel fiir die Behandlung von PAH
darstellt. In unterschiedlichen Studien konnte der Einfluss von PDGF und PDGFR bestatigt
werden. Ebenso konnte in dieser Arbeit die Expression des PDGF-Rezeptors auf humanen
glatten Muskelzellen der Pulmonalarterien gezeigt werden (Abbildung 14).

Imatinib (Glivec®) ist ein Inhibitor von Rezeptortyrosinkinasen und wurde von Novartis
urspriinglich zur Behandlung von Krebspatienten entwickelt. Imatinib wirkt Uber die
Blockierung der ATP-Bindungstasche von Rezeptortyrosinkinasen (BCR-ABL, c-kit und PDGFR)
(Capdeville, Buchdunger et al. 2002). Seit acht Jahren wird es erfolgreich fir die Behandlung
von chronisch myeloischer Leukdmie (CML) (Buchdunger, Cioffi et al. 2000; Capdeville,
Buchdunger et al. 2002) und gastrointestinalen Stromatumoren eingesetzt (Dagher, Cohen
et al. 2002).

Sowohl fiir das MCT-induzierte als auch fiir das hypoxische PH-Modell konnte Imatinib seine
Wirksamkeit auf das GefaRremodeling und die Rechtsherzhypertrophie beweisen
(Schermuly, Dony et al. 2005). Der antiproliferative Effekt von Imatinib auf PASMCs stellt
eine neue therapeutische Strategie in PAH-Patienten dar (Perros, Montani et al. 2008). Fir
PAH-Patienten konnte ebenfalls der positive Effekt von Imatinib gezeigt werden (Ghofrani,
Seeger et al. 2005; Sastry 2006; Souza, Sitbon et al. 2006; Garcia Hernandez, Castillo Palma
et al. 2008).

Zur Darstellung der Effektivitdt des gewahlten Hypoxie-Modells wurden das
GefaRremodeling sowie die hamodynamischen Daten analysiert. Die stereologische
Vermessung der kleinen Widerstandsgefalle (20-50 um Durchmesser), sowie die
Bestimmung der Rechtsherzhypertrophie (Abbildung 19) bestéatigten die friheren Ergebnisse
(Schermuly, Dony et al. 2005), dass Imatinib einen positiven Effekt auf das Remodeling in

diesem Tiermodell hat. Innerhalb der hypoxischen Kontrollgruppe wurde eine signifikante
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Vermehrung der glatten Muskulatur der GefdBRmedia beobachtet (Abbildung 19). Diese
konnte durch die Behandlung mit Imatinib auf Werte der normoxischen Kontrolle
zurickgefihrt werden (Abbildung 19). Dieser Effekt ist auf die antiproliferative und pro-
apototische Wirkung von Imatinib auf die glatten Muskelzellen zurlickzufiihren. Imatinib
bindet an die ATP-Bindungsstelle des PDGF-Rezeptors in den Muskelzellen der Media und
sorgt somit, trotz PDGF-Ligandenbindung an die Rezeptoren, fir eine Inaktivierung der
nachfolgenden Signalwege, wie z. B. die MAPK-Kaskade. Im normalen Zustand fihrt der
PDGFR-Signalweg nach der Aktivierung der Rezeptoren Uber die Liganden PDGF-BB und
PDGF-AA zu einer Aktivierung weiterer Molekule. Hierzu gehort ERK 1/2, diese gehort zu den
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), welche durch extrazellulare Stimuli aktiviert
werden konnen. Dies erfolgt z. B. Uber membranstandige Wachstumsfaktorrezeptoren wie
dem PDGF-Rezeptor. ERK 1/2 stellt innerhalb des PDGFR- Signalweges eine weitere wichtige
Komponente dar. Durch seine Phosphorylierung an Threonin und Tyrosin mittels MEK (MAP/
ERK phosphorylierende Kinase) kommt es zur Aktivierung von ERK. Als Folge kann ERK
weitere Proteinkinasen phosphorylieren bzw. in den Zellkern wandern und
Transkriptionsfaktoren (z. B. ELK-1) aktivieren. Diese Aktivierung fiihrt zum Anschalten von
Proliferations-, Migrations- und anti-apoptotischen Prozessen. Zur Uberpriifung der
Expression der PDGF-Rezeptoren, ihrer Liganden und ERK 1/2 wurden die
Lungenhomogenate der Mause aus den Imatinib und Hypoxie behandelten Tieren auf
mMRNA- und Proteinebene tberpriift (Abbildung 23, Abbildung 24). Es konnte eine vermehrte
Prasenz von PDGFR B unter hypoxischen Bedingungen detektiert werden, welche durch die
Imatinibbehandlung (100 mg/kg/Tag) wieder gesenkt werden konnte (Abbildung 23,
Abbildung 24). Hinsichtlich der hamodynamischen Messungen konnte die Wirkung der
Hypoxie auf den Lungenkreislauf bestatigt werden. Es wurden keine Verdanderungen fiir den
systolischen Blutdruck (SBP sys) und die Herzfrequenz (HR) festgestellt (Abbildung 22). Dies
weist darauf hin, dass die Hypoxie keinen Einfluss auf den systemischen Kreislauf hat.
Hinsichtlich der Entwicklung einer Rechtsherzhypertrophie zeigte sich fiir die hypoxische
Kontrollgruppe (0,33 £ 0,02), im Vergleich zur normoxischen Kontrolle (0,20 + 0,01), eine
Verdickung des rechten Herzens gegeniber dem linken Herzen und Septum. Diese
Auspragung konnte nur in der hypoxischen Imatinibgruppe mit einer 100 mg/kg Dosis
signifikant reduziert werden (0,24 + 0,02). Ebenso lag der rechtsventrikuldre systolische

Druck (RVP sys) erhoht in den hypoxischen Kontrolltieren (34,12 + 1,14 mmHg) im Vergleich
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zu den normoxischen Kontrollen (27,27 + 1,17) vor (Abbildung 22). Dieser Effekt wurde
durch die Gabe von 100 mg/ kg Imatinib riickgdngig gemacht (30,48 + 0,93). Eine Dosis von
50 mg/kg Imatinib ergab keinen positiven Effekt (35,60 + 2,61). Diese Daten konnten bereits
vorhandene Studien in der Maus bestatigen, die zeigten das Imatinib Dosis-abhangig wirkt

(Schermuly, Dony et al. 2005).

5.4 Einfluss des Rezeptortyrosinkinaseinhibitors Imatinib auf die
Rekrutierung von zirkulierenden Fibrozyten im Hypoxie-Modell

Es konnte gezeigt werden, dass Imatinib die Anzahl an zirkulierenden Fibrozyten im
hypoxischen PH-Modell in der Maus reduziert (Abbildung 20, Abbildung 21). Eine mogliche
Erklarung flr die Beobachtung konnte die direkte inhibitorische Wirkung von Imatinib auf
die PDGF-Rezeptoren auf den zirkulierenden Fibrozyten sein. Hierdurch kommt es zu einer
Unterbrechung der weiteren Signalwege (MAPK) und den damit verbundenen Prozessen,
wie Proliferation, Migration und anti-Apoptose. Durch diesen Effekt ware eine verminderte
Rekrutierung von Fibrozyten in die Lunge oder eine Apoptose der Zellen denkbar. Wie
bereits erwahnt konnten Aono et. al. im Fibrosemodell sowohl in vivo als auch in vitro
zeigen, dass die Inhibition der Rekrutierung von Fibrozyten sowohl durch Imatinib als auch
durch die Blockierung von PDGF durch Antikorper reduziert werden kann. Durch die
verminderte Rekrutierung und die damit verbundene verminderte PDGF-Ausschiittung
konnte die reduzierte Muskularisierung der GefaRe erklart werden. Innerhalb des m-RNA
Expressionschemas konnten jedoch keine Veranderungen im PDGF BB- Gehalt in den
Lungenhomogenaten detektiert werden. Des Weiteren stiegen unter Imatinibbehandlung
die PDGF BB und SDF 1 alpha Werte im Blutserum der Tiere unter Imatinib an, dieser Effekt
war jedoch nicht signifikant (Abbildung 25). Dieser Effekt kann mit der autokrinen
Rickkopplung erklart werden. Hierbei wird auf den PDGF-Rezeptor tragenden Zellen, welche
durch Imatinib blockiert sind, eine erhohte PDGF-Ausschiittung veranlasst. Dies geschieht
aufgrund dessen, dass die eigentliche Signalkaskade unterbrochen wird und die Zelle das
Signal erhalt, mehr Liganden zu produzieren, um die Kaskade erneut anschalten zu kénnen.

Des Weiteren konnte auch eine Reduzierung an GFP-positiven Makrophagen und anderen
leukozytaren Zellen, die ihren Ursprung im Knochenmark besitzen, unter
Imatinibbehandlung beobachtet werden (Abbildung 20, Abbildung 21). Das heiflt, dass
Imatinib grundsatzlich einen Einfluss auf die Rekrutierung dieser Zellen besitzt bzw. dass die

Wirkung von Imatinib in den Zellen der Lunge (vor allem glatten Muskelzellen) zu einer
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verminderten Rekrutierung fiihrt. Uber welchen Mechanismus Imatinib Einfluss auf
zirkulierende Fibrozyten im Hypoxie-Modell nimmt konnte durch das verwendete in vivo

Modell nicht geklart werden.

5.5 Sekretiertes PDGF von Fibrozyten als Stimulus fiir das Remodeling

Eine weitere Annahme, welche in Betracht gezogen werden sollte, war der direkte Effekt von
zirkulierenden Fibrozyten auf Zellen in den Pulmonalarterien. Ein wichtiger Aspekt hierbei
stellen die glatten Muskelzellen der Media und die Fibroblasten der Adventitia dar, welche
einen Hauptanteil wahrend des vaskuldaren Remodelings einnehmen. Die Stimulation der
Proliferation und Migration der glatten Muskelzellen wird zum GrofSteil von PDGF
ubernommen.

Innerhalb dieser Arbeit wurde die Beobachtung gemacht, dass im Hypoxie-induzierten PH-
Modell in der Maus die Anzahl an zusatzlich rekrutierten zirkulierenden Fibrozyten in die
Pulmonalgefdlle relativ gering, im Vergleich zu den normoxischen Kontrolltieren, war
(Abbildung 20, Abbildung 21). Daraus lasst sich schlieRen, dass nicht die zirkulierenden
Fibrozyten den Hauptanteil am vaskuldaren Remodeling in diesem Maus-Modell ausmachen.
Jedoch ist bereits aus anderen Publikationen bekannt, dass diese Zellen die Fahigkeit
besitzen, verschiedene Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren zu sekretieren
(Stenmark, Davie et al. 2005). Hierbei soll das bereits erwahnte PDGF hervorgehoben
werden, da es einen der wichtigsten Wachstumsfaktoren im Bezug zum Remodeling in der
PAH darstellt und die Proliferation verschiedener Zelltypen aktiviert.

Es besteht die Annahme, dass die rekrutierten Fibrozyten PDGF in das umliegende Gewebe
sekretieren und somit die Proliferation von glatten Muskelzellen und Fibroblasten
stimulieren, was wiederrum zum Remodeling fuhrt. Flir die Analyse von Interaktionen
zwischen zirkulierenden Fibrozyten und glatten Muskelzellen der Pulmonalarterien bzw.
Fibroblasten der Adventitia wurde ein Proliferationsassay mit konditioniertem Medium von
Fibrozyten durchgefiihrt. Hierbei konnte fiir die glatten Muskelzellen aus humanen
Pulmonalarterien ein Anstieg der Proliferation durch °[H] Thymidin-Inkorporation
beobachtet werden (338.9 + 11.52, normales Fibrozytenmedium versus 1218 + 70.77
com/mg nach 24 h bzw. 2076 + 171.8 cpm/mg nach 48 h konditioniertem Medium,
Abbildung 17). Diese Daten sprechen fir die Sekretion stimulierender Faktoren, wie PDGF,

welche zum Anstieg der Proliferation von glatten Muskelzellen fiihren. Zur Uberpriifung ob
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dieser Effekt durch Inhibitoren beeinflusst werden kann, wurde in einem zweiten Assay die
inhibitorische Wirkung von Imatinib getestet. Hierbei konnten die Beobachtungen gemacht
werden, dass Imatinib Dosis-abhangig die Proliferation von humanen glatten Muskelzellen
und humanen Fibroblasten der Adventitia inhibiert und den stimulierenden Effekt des
konditionierten Mediums von zirkulierenden Fibrozyten aufhebt (Abbildung 18). Ob durch
die Behandlung der zirkulierenden Fibrozyten mit Imatinib die Sekretion von PDGF in das
Medium unterbrochen wird und daraufhin weniger PDGF im konditionierten Medium
vorhandenen ist, welches die Proliferation der Muskelzellen und Fibroblasten stimuliert,
konnte in diesem Zusammenhang nicht geklart werden. Um dies zu untersuchen, ware die
Durchfiihrung eines ELISAs (PDGF BB) notwendig. AuRerdem konnte lber diesen Assay nicht
die Frage geklart werden, welche Faktoren in das Medium von den Fibrozyten entlassen
werden und letztendlich zur Proliferation fiihren, hierfir konnte ebenso ein ELISA fir
unterschiedliche proproliferative Faktoren hilfreich sein. Dennoch kann spekuliert werden,
dass PDGF ein wesentlicher Faktor ist, der von den Fibrozyten sekretiert wird und die
Proliferation der glatten Muskelzellen und Fibroblasten anregt. Dieser Signalweg konnte in

vitro Uber Imatinib blockiert werden.
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5.6 Ausblick

Zirkulierende Fibrozyten stellen eine relativ neu definierte Subpopulation des peripheren
Blutes dar, welche Anteil an verschiedenen pathologischen Prozessen haben. Innerhalb
dieser Arbeit konnte die Beteiligung dieser Zellen im Remodelingprozess von pulmonalen
Widerstandsgefallen bestdtigt werden. Ebenso konnten erste Hinweise gefunden werden,
dass Imatinib, ein Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor, Einfluss auf das Vorhandensein von
Fibrozyten hat.

Ein weiterer Aspekt, welcher in dieser Arbeit keine Betrachtung gefunden hat, ist die
Ermittlung des Ursprungs der Zellen, sowie die Untersuchung, auf welche Art und Weise
Imatinib Einfluss auf die Rekrutierung von zirkulierenden Fibrozyten hat.

Welchen Anteil diese Zellen an der Entstehung von pulmonaler Hypertonie im Hypoxie-
induzierten Modell besitzen, konnte bis heute nicht geklart werden. Eine Méglichkeit dies zu
prifen, stellt ein transgenes Mausmodell dar. Der Aspekt, dass zirkulierende Fibrozyten die
einzigen Zellen im peripheren Blut sind, die Kollagen | und Prokollagen exprimieren, kann
dabei von immensem Nutzen sein. Fir dieses Modell wird durch einen Kollagen-l bzw.
Prokollagen-Promoter die Expression der Herpesvirus-Thymidinkinase (HSV TK) reguliert, so
dass alle Zellen, die Kollagen /Prokollagen exprimieren, diese Thymidinkinase exprimieren.
Das Knochenmark dieser transgenen Tiere wiirde dann in letal bestrahlte Tiere transplantiert
werden. Nach Angehen des Knochenmarkes wiirden diese Tiere mit Ganciclovir behandelt
werden. Ganciclovir ist ein Virostatikum, das gegen Herpesviren eingesetzt wird. Dieses wird
durch virale Kinasen (Thymidinkinasen) in Monophosphat und anschlieBend zu 5°-
Triphosphat phosphoryliert. Dieses Nukleosid-Analogon wird in die virale DNA eingebaut und
fihrt zum Kettenabbruch. Hierdurch werden alle transplantierten Knochenmarkzellen, die
Kollagen bzw. Prokollagen exprimieren, abgetotet. Durch diese Methodik wiirden die
zirkulierenden Fibrozyten zum gewiinschten Zeitpunkt eliminiert. Es kann so der direkte
Effekt dieser Zellen im Hypoxiemodell und weiteren Modellen betrachtet und untersucht
werden.

Uber die Erzeugung einer immortalisierten Zelllinie wiirden neue experimentelle
Moglichkeiten geschaffen werden, da eine aufwandige Primarzellisolation vernachlassigt
werden kénnte. Allerdings wirft diese Aufgabe auch einige Probleme auf. Wie bei anderen

Zelllinien auch stellt sich die Frage, inwiefern immortalisierte Zellen die eigentlichen
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Eigenschaften und das Verhalten von Primarzellen zeigen. Da unter den Bedingungen einer
immortalisierten Zelllinie grundlegende Eigenschaften verandert vorliegen und nicht mehr
das eigentliche Bild von Primarzellen widerspiegeln. Aufgrund dessen miissten diese Zellen

zundchst zureichend und grindlich charakterisiert und mit den Primarzelleigenschaften

verglichen werden.
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Zusammenfassung

Die Pathogenese der pulmonal arteriellen Hypertonie (PAH) geht mit Remodeling-Prozessen
der Pulmonalgefalle einher, die zur Erhohung des pulmonalarteriellen Druckes und
Widerstandes flihren. Durch Hypertrophie und Hyperplasie glatter Muskelzellen und
Fibroblasten sowie GbermaRiger Deposition extrazellularer Matrix (z.B. Kollagen) kommt es
zu einer progressiven Lumenverengung.

Proliferation residenter Zellen sowie Rekrutierung hamatopoetischer Zellen mit
mesenchymalen Eigenschaften (zirkulierender Fibrozyten) tragen zum Remodeling der
pulmonalen Widerstandsgefialle bei. Anti-proliferative Substanzen etablieren sich derzeit als
potentieller neuer Therapiepfad fiir PAH-Patienten, da diese die libermé&Rige proliferative
Stimulation durch Wachstumsfaktoren, wie PDGF, blockieren.

In dieser vorliegenden Arbeit konnte erfolgreich eine positive Beeinflussung des
Remodelings sowie die Induktion des reverse Remodelings (Riickfliihrung der Veranderungen
in etablierter Krankheit) durch den Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor Imatinib im in vivo
Hypoxie-induzierten PH-Modell gezeigt werden. Imatinib senkte wesentliche PH-relevante
klinische, hamodynamische und histologische Parameter, wie die Auspragung einer
Rechtsherzhypertrophie, die Senkung des rechtventrikuldren Drucks und den
Muskularisierungsgrad der Pulmonalgefdfle. Der Muskularisierungsgrad wurde erfolgreich
erstmalig in dieser Arbeitsgruppe mittels Stereologie bestimmt, und zeigte eine gute
Korrelation zu bereits publizierten Daten mit herkdmmlicher Morphometrie-Messung der
PulmonalgefaBe. Ebenso konnte auf Transkriptions- und Proteinebene eine Herabregulation
der Expression des PDGF-B Rezeptors und CXCR4, einem Chemokinrezeptor, der fir die
Rekrutierung von zirkulierenden Fibrozyten wichtig ist, in Maus-Lungenhomogenaten
festgestellt werden. Imatinib bewirkte eine signifikante Reduktion der Rekrutierung
zirkulierender Fibrozyten in pulmonale WiderstandsgefdaBe Hypoxie-exponierter Mause.
Innerhalb dieser Arbeit konnten zirkulierende Fibrozyten erfolgreich aus humanen Blut
isoliert und kultiviert werden. Es konnten die charakteristischen hdamatopoetischen und
mesenchymalen Marker auf den Zellen nachgewiesen werden. In vitro wurden die Zellen auf
mRNA- und Proteinebene positiv auf die Expression PH-relevanter Rezeptoren (PDGFR f)
getestet, ebenso konnte die Expression von CXCR4 bestatigt werden, welche bei der

Rekrutierung aus dem Knochenmark von Bedeutung ist. Zirkulierende Fibrozyten induzierten
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parakrin eine Proliferationsstimulation pulmonaler glatter Muskelzellen und Fibroblasten der
Adventitia, was den negativen Einfluss der Fibrozyten im pulmonalen GefaRsystem zusatzlich

erklart.
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Summary

In pulmonary arterial hypertension (PAH), remodeling processes of pulmonary vessels cause
an increase of pulmonary arterial pressure and resistance. Thickening of the vessel walls due
to smooth muscle cell hyperplasia and extracellular matrix components, like collagens, leads
to a narrowing of the lumen. In this process, the recruitment of circulating fibrocytes (CFs)
from the blood to the vessels has been proposed. Proliferative processes are important
during the pulmonary vascular remodeling. Targeted anti-proliferative substances are
currently investigated as new therapeutic tools for PAH treatment. Increased expression and
activity of growth factors like PDGF-B have been shown to be involved in the pathogenesis of
PAH as well as PH in animal models. The treatment with a PDGFR B inhibitor can block these
effects. In this work the anti-proliferative effects of Imatinib, a receptor tyrosine-kinase
inhibitor of PDGF, c-kit and BCR-ABL, significantly decreased PH-relevant clinical,
hemodynamic and histologic parameters, like right heart hypertrophy, right ventricular
pressure and muscularization of pulmonary resistance vessels in hypoxia—exposed mice. For
the first time the degree of muscularization was measured by stereology and showed good
correlations to published data regarding morphometric measurement. On transcriptional
and protein levels Imatinib decreased the mRNA and protein expression of the PDGFR B and
CXCR4 in hypoxic lung homogenates. CXCR4 is a chemokine receptor important for the
recruitment of CFs and was also detected on circulating fibrocytes in this project. There was
a beneficial effect of Imatinib in terms of reduction of the recruitment of CFs to pulmonary
resistance vessels in the hypoxia-induced mouse model. In vitro these cells were positive for
PH-relevant receptors (PDGFR B). We found a role of paracrine pro-proliferative stimulation
of smooth muscle cells and adventitial fibroblasts by CF in vitro, which likely contributes to

remodeling process in vivo.
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SAP Serum Amyloid P

SAP systemisch-arterieller Druck (systemic arteriel pressure)
SBP sys systolischer Blutdruck

SDS Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SEM Standard Error of Mean
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TGF a transforming growth factor a

TGFB 1 transforming growth factor p 1

TNF Tumor Nekrose Faktor

TRIUMPH TReprostinil Sodium Inhalation Used in the Management
u. N. Uber Nacht

VE voll entsalzt

VEGF vascular endothelial growth factor

VEGFR vascular endothelial growth factor receptor

Vim Vimentin

WB Western Blot

ZFs zirkulierende Fibrozyten
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