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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Pulmonale Hypertonie

Per Definition besteht eine Pulmonale Hypertonie (PH) bei einem
pulmonalarteriellen Mitteldruck tuber 25 mmHg in Ruhe und dber 30 mmHg bei
Belastung [1]. Unter den Begriff PH fallen demnach zahlreiche Erkrankungen
auRerst heterogener Atiologie, die sich durch die Druckerhdhnung im kleinen
Kreislauf auszeichnen. Wegen der unspezifischen Leitsymptome, wie
Belastungsdyspnoe, rasche Ermudung und Schwindel, wird die PH in der
Regel erst mit grofRer zeitlicher Verzogerung diagnostiziert. Zur Erleichterung
und Standardisierung der Diagnose wurde 1973 eine erste klinische
Klassifikation der PH verfasst, die seitdem mehrfach modifiziert wurde. Nach
der aktuellsten Klassifikation durch die internationale Fachtagung fur PH in
Dana Point 2008 wird die PH nach pathologischen und klinischen Kriterien,
sowie therapeutischen Ansatzen in funf Kategorien unterteilt [2]:

1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH): 1.1 idiopathisch, 1.2 hereditar,

1.3 medikamenten-/toxininduziert, 1.4 in Assoziation mit anderen Erkrankungen
(Bindegewebserkrankungen, HIV-Infektion, portale Hypertonie, angeborene
Herzfehler, = Schistosomiasis, chronisch hamolytische Anamie), 1.5
persistierende PH des Neugeborenen

1’. Pulmonale venookklusive Erkrankung und/oder pulmonalkapillére

Hamangiomatose

2. PH bei Linksherzerkrankungen: 2.1 systolische Dysfunktion, 2.2

diastolische Dysfunktion, 2.3 valvular

3. PH bei Lungenerkrankungen/Hypoxie: 3.1 chronisch-obstruktive

Lungenerkrankungen, 3.2 interstitielle Lungenerkrankungen, 3.3 andere
Lungenerkrankungen mit restriktiver und obstruktiver Komponente, 3.4
Schlafapnoe-Syndrom, 3.5 Hypoventilationssyndrome, 3.6 chronische
Hohenkrankheit, 3.7 Fehlbildungen

4. PH aufgrund thrombotischer/embolischer Prozesse

5. PH mit unklarer multifaktorieller Genese: 5.1 hamatologisch, 5.2

systemisch, 5.3 metabolisch, 5.4 andere.
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Die PAH zahlt zu den primar vaskularen Lungenerkrankungen und
zeichnet sich durch charakteristische Veranderungen im pulmonalarteriellen
GefalRbett aus. Die Gesamtheit dieser Veranderungen wird als vaskulares
Remodeling bezeichnet, welches eine zunehmende Widerstandserhéhung im
kleinen Kreislauf zur Folge hat. Von den Remodeling-Prozessen sind alle
GefalRwandschichten betroffen [3].

Das gesunde arterielle Gefal® besteht aus den Schichten Intima, Media
und Adventitia. Unter physiologischen Bedingungen besteht die Intima aus
einschichtigem Endothel (das einer Basallamina aufsitzt) und einer
subendothelialen Schicht. Die subendotheliale Schicht besitzt vorwiegend
extrazellulare Matrix (EZM) und nur wenige Zellen. Die Media, die breiteste
Schicht der GefalRwand, besteht aus glatten Muskelzellen (vSMC) und einer
durch sie produzierten EZM. Die der Intima direkt angrenzenden vSMC sind
durch myoendotheliale Kontakte mit den Endothelzellen der Intima verbunden
und sind so vermutlich auch an der Regulation der GefalBweite beteiligt. Die
vSMC der Media sind keine homogene Zellpopulation, vielmehr handelt es sich
um eine Bandbreite von verschiedenen Phanotypen. Endpunkte dieses
Spektrums bilden auf der einen Seite der differenzierte, kontraktile Phanotyp,
auf der anderen Seite der undifferenzierte Phanotyp mit der Fahigkeit zur
Proliferation, Migration [4] und Produktion von EZM [5]. Umgeben wird die
Media von der Adventitia, einer Bindegewebsschicht, die das Gefaly im
umgebenden Gewebe verankert. Sie ist reich an Fibroblasten und EZM. In der
Adventitia sind die Fibroblasten malgeblich fur die Neusynthese und die
Uberwachung des Abbaus der EZM verantwortlich [6]. Die EZM kommt in allen
Gefallwandschichten vor, unterscheidet sich aber von Schicht zu Schicht in
Menge und Zusammensetzung. lhre Hauptbestandteile sind Kollagenfibrillen
und elastische Fasern, Glykosaminoglykane, Proteoglykane sowie
Adhasionsproteine [7]. Uber diese Bestandteile werden mechanischen
Stabilisierung und Zellkommunikation ermoglicht.

Bei der PH ist eine endotheliale Dysfunktion vermutlich die friheste
Storung im Remodeling-Prozess der pulmonalarteriellen Gefalie. Spater folgen
Endothelzell-Proliferationen und eine Fibrosierung der Intima durch die
Einwanderung matrixbildender Zellen (s. u.). Die in der Intima ebenfalls

beobachteten plexiformen Lasionen (sie entstehen durch ungeordnete
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monoklonale Endothelzell-Proliferationen) gelten nach heutigem Kenntnisstand
nicht mehr als PAH-spezifisch, da sie auch bei anderen hochdruckassoziierten
Erkrankungen entdeckt wurden [8]. Bislang sind die genauen Signalwege, Uber
welche die endotheliale Dysfunktion mit den Veranderungen in Media und
Adventitia verknipft sind, unbekannt. In der benachbarten Media zeigt sich
zunachst eine Hypertrophie der dort ansassigen vSMC. Daneben erfolgt eine
massive Dedifferenzierung (Ruckentwicklung) differenzierter vSMC zu unreifen
Phanotypen mit der Fahigkeit zur Proliferation, Migration und Sekretion von
EZM [9, 10]. Die Proliferation der dedifferenzierten vSMC flhrt, zusammen mit
der vSMC-Hypertrophie, zu einer Dickenzunahme der Media und somit zur
GefalRlumenverengung [11]. Aulerdem wandern die dedifferenzierten vSMC
vermehrt in die Intima ein, um dort ebenfalls zu proliferieren und Matrixproteine
zu sezernieren [12]. Dieser Prozess, auch als Neointima-Bildung bezeichnet,
begunstigt die weitere Lumenverengung. Die Migration der vSMC erfolgt nicht
nur in benachbarte GefalBwandschichten, sondern auch entlang der
Gefallachse in Richtung Peripherie. Auf diesem Weg kommt es zu einer
Muskularisierung primar nichtmuskularer Arteriolen. Die abnorm gesteigerte
EZM-Synthese durch vSMC fuhrt neben dem erhéhten EZM-Gehalt in den
Gefallwandschichten auch zu einer veranderten Zusammensetzung der EZM
(durch die bevorzugte Produktion der Matrixproteine Kollagen und Fibronektin
[3]). Beides bewirkt eine verminderte Gefal-Compliance [13, 14]. Die
modifizierte EZM beeinflusst wiederum vSMC im Hinblick auf Differenzierung,
Proliferation, Migration und Sekretion von weiteren Matrixproteinen [15],
wodurch ein Circulus virtiosus entsteht. Auch die Adventitia ist von den
Remodeling-Prozessen betroffen: Olschewski et al. berichten von einer
gesteigerten Fibroblastenproliferation und einer vermehrten Matrixproduktion
(darunter vor allem Kollagen) [8]. Ahnlich den vSMC der Media wandern auch
die Fibroblasten der Adventitia vermehrt in andere GefalBwandschichten wie
Media und Intima ein. Dort fuhren sie zu Fibrosierungen und tragen ebenfalls
zur Neointima-Bildung bei (s. 0.) [16]. Ferner wandeln sie sich zunehmend zu
kontraktilen Myofibroblasten um, deren Kontraktion die Wandspannung des
Gefaldes potentiell erhdhen kann.

Insgesamt erfahren alle GefaBRwandschichten eine Dickenzunahme. Das

Ausmald der strukturellen Veranderungen korreliert dabei negativ mit dem
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GefalRdurchmesser: Je geringer das Gefallkaliber, desto starker ist das
Ausmal der Wandverdickung. Demzufolge sind bei der PH vorwiegend kleine
Arterien und Arteriolen betroffen, wahrend die gro3en Pulmonalisstamme nur
geringfugig Veranderungen aufweisen [17]. Neben dem Remodeling des
pulmonalarteriellen Gefalibetts ist die Pathophysiologie der PAH durch eine
gesteigerte Vasokonstriktion gekennzeichnet. Diese beruht einerseits auf der
massiven Proliferation und Ausbreitung von kontraktilen vSMC. Daneben
konnte eine Synthesesteigerung vasokonstringierender Mediatoren (z. B.
Endothelin-1) und eine Syntheseminderung vasodilatierender Mediatoren (z. B.
Prostazyklin, Stickstoffmonoxid (NO)) nachgewiesen werden [18, 19]. In der
Summe fuhren die genannten Veranderungen zu einer verminderten Gefal3-
Compliance und einer Verkleinerung des Gefalllumens. Die Verdickung der
Pulmonalarterienwande auf Kosten von Alveolen kann den Austausch der
Atemgase erschweren und zu Hypoxie und Hyperkapnie flihren. Durch die
verminderte GefalR-Compliance entsteht eine Anpassungsstorung der
Perfusion an die Ventilation der Lunge, wodurch der Gasaustausch weiter
eingeschrankt wird. In Anlehnung an das Hagen-Poiseuille’sche Gesetz fuhren
bereits gering verkleinerte GefalR-Lumina zu &aufRerst starken Druck- und
Widerstandserhohungen im kleinen Kreislauf. Dieser Grundsatz wird durch die
Tatsache verstandlich, dass das gleiche Herzzeitvolumen einen massiv
verringerten GesamtgefalRquerschnitt passieren muss. Die so resultierende
gesteigerte Stromungsgeschwindigkeit des Blutes beglinstigt durch erhdhten
Scher-Stress die weitere Entstehung endothelialer Lasionen (s. o0.). Durch die
Widerstandserhdhung im pulmonalarteriellen Gefalibett steigt die Nachlast des
rechten Ventrikels. Dieser reagiert auf die Druckbelastung zunachst mit einer
konzentrischen Hypertrophie (Cor pulmonale). Im weiteren Verlauf fihrt die
PAH zu Rechtsherzinsuffizienz, Rechtsherzversagen und Tod.

Die idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie (IPAH) ist eine
Unterform der PAH (s. Klassifikation von Dana Point). Mit einer Inzidenz von 1-
2 Fallen pro 1 Million Menschen pro Jahr in Deutschland handelt es sich um
eine sehr seltene Erkrankung mit sporadischem Auftreten, fur die bisher kein
Ausldser identifiziert werden konnte [2]. Die IPAH ist durch einen sehr raschen
und progressiven Verlauf gekennzeichnet. Unbehandelt betragt die mittlere

Lebenserwartung nach Diagnosestellung ungefahr drei Jahre [20]. Geringe
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Veranderungen des  Herzzeitvolumens induzieren  schwerwiegende
Druckerhohungen im Lungenkreislauf, wodurch schon kleinste korperlichen
Bewegungen zu einer Dekompensation fuhren konnen [20]. Die infauste
Prognose und die maximal eingeschrankte Lebensqualitat der Betroffenen
machen es notwendig, die Genese dieser Erkrankung aufzuklaren um neue

Therapieansatze zu entwickeln.

1.2 Der Tyrosinkinase-Rezeptor TrkB

TrkB ist ein Tyrosinkinase-Rezeptor, der neben TrkA und TrkC der
Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK), Klasse VII, angehért [21]. Ein
Tyrosinkinase-Rezeptor ist ein transmembranarer Rezeptor mit enzymatischen
Eigenschaften. An der extrazellularen Domane binden die Liganden des
Rezeptors und das Signal wird Uber das intrazellular gelegene katalytische
Zentrum, die Tyrosinkinase, in das Zellinnere weitergeleitet.

Die Liganden der Trk-Rezeptoren sind die Neurotrophine (gr.
,Nervennahrstoffe“), die zuerst in neuronalem Gewebe identifiziert werden
konnten. lhre Funktionen sind dort bis heute am besten untersucht: Wie ihr
Name verrat, vermitteln sie die Entwicklung und Erhaltung des Nervensystems,
indem sie durch Trk-Rezeptor-Aktivierung die Differenzierung, Proliferation und
das Uberleben von Neuronen induzieren [22, 23]. In den letzten Jahren wurde
bekannt, dass Neurotrophine und Trk-Rezeptoren auch aullerhalb des
Nervensystems eine weite Verbreitung aufweisen [24-26]. Beim Menschen
wurde das Auftreten von TrkB bislang in folgenden Geweben beschrieben: In
endokrinen Zellen und GefaBwanden der Submukosa von Duodenum und
Kolon [27], in a-Zellen des exokrinen Pankreas, in Monozyten und
Makrophagen sowie im Stratum granulosum der Epidermis [26]. Im
Knochenmark wurde das Vorkommen von TrkB in diversen hamatopoetischen
Zellen beobachtet: In Erythroblasten (Erythropoese), in Metamyelozyten
(Granulozytopoese) und Megakaryozyten (Thrombozytopoese) [28]. Ebenfalls
nachgewiesen wurde der Rezeptor in Oozyten und Granulosazellen des
humanen Ovars, wo eine Beteiligung an der Follikelreifung angenommen wird
[29]. Des Weiteren scheint die Expression von TrkB eine wichtige

Voraussetzung bei der Entwicklung des KoronargefaRsystems zu sein [30].
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Nach heutigem Wissensstand wird der TrkB-Rezeptor auch in
Lungengewebe exprimiert: TrkB wurde in den Pulmonalarterien in den
GefalRwandschichten Intima, Media und Adventitia [31], aber auch in
Epithelzellen, glatten Muskelzellen und Becherzellen der Bronchien
nachgewiesen [32, 33]. Es zeigte sich auRerdem eine Expression in alveolaren
und interstitiellen Makrophagen sowie neutrophilen Granulozyten und
Mastzellen der Lunge [33-35]. Neueste Studien konnten eine essentielle Rolle
des TrkB-Rezeptors fur die Lungen-Organogenese im Tiermodell nachweisen
[36].

Zudem héaufen sich Hinweise, dass TrkB an der Genese verschiedenster
Erkrankungen beteiligt sein konnte. Eine erhohte TrkB-Expression wurde bei
epithelialen [37-40], neuroendokrinen [37, 41], lymphatischen [42, 43] und
insbesondere embryonalen Tumoren [44] beobachtet. Dabei ist das Auftreten
von TrkB mit aggressivem und invasivem Tumorwachstum, Neigung zur
Metastasierung und sehr schlechter Prognose assoziiert [38, 45]. Kurzlich
konnte auch eine Beteiligung von TrkB an der Genese vaskularer
Erkrankungen nachgewiesen werden. Donovan et al. entdeckten TrkB in vSMC
atherosklerotisch  veranderter KoronargefaRe [46] und eine weitere
Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass TrkB dort fur Atherogenese und Plaque-
Instabilitdt mitverantwortlich ist [47]. Es wird aber auch ein Zusammenhang
zwischen TrkB und einigen Lungenerkrankungen vermutet. Dabei handelt es
sich vorwiegend um Erkrankungen mit einem entzundlichen/allergischen
Hintergrund. TrkB wurde in Immunzellen von Asthmatikern detektiert [48]. Einer
seiner Liganden (s. Kap. 1.3) wies lokal sowie im Blut einen signifikanten
Anstieg nach Allergenbelastung auf [48, 49] und steht unter Verdacht Gber TrkB
eine Hyperreagibilitat der Bronchien zu vermitteln [50, 51]. Eine erhohte
Expression des TrkB-Rezeptors und seiner Liganden zeigte sich auch bei
Lungenerkrankungen, die mit einem Gewebsremodeling einhergehen, wie der
idiopathischen Lungenfibrose [52], der interstitiellen Pneumonie [53, 54] und
der Lungensarkoidose [55]. Bei letzterer konnte das erhdhte Vorkommen von
TrkB in Alveolarmakrophagen und pulmonalen T-Zellen belegt werden [56].
Aktuellste Studienergebnisse weisen auf eine Gefalltonus-regulierende
Funktion von TrkB in Kombination mit seinen Liganden hin, weshalb eine

Beteiligung des Rezeptors an der Pathogenese primar vaskularer
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Lungenerkrankungen, wie der pulmonalen Hypertonie (s. Kap. 1.1), vermutet
wird [57].

1.2.1 Die Struktur des TrkB-Rezeptors

Wie oben erwahnt, ist TrkB ein transmembranarer, enzymgekoppelter
Rezeptor. Es handelt es sich um ein Glykoprotein mit einer Molekilmasse von
ca. 145 kDa [33]. Die Struktur des TrkB-Rezeptors ist in Abb. 1 dargestellt. Sein
extrazellularer Anteil setzt sich aus einer leucinreichen Domane, zwei
cysteinreichen Regionen und zwei immunglobulindhnlichen Domanen (Ig-C2)
zusammen. Darauf folgt ein Transmembransegment, das die Lipidmembran in
Form einer a-Helix durchzieht. Die intrazellulare Domane wird von der
Tyrosinkinase gebildet [58]. Dieses Enzym wird bei seiner Aktivierung an
seinen Tyrosinresten phosphoryliert, worauf seine Namensgebung beruht. In
der Folge aktiviert es seine Substrate ebenfalls durch
Phosphatgruppeniubertragung (s. Kap. 1.4). Die Bindungsspezifitat fur die
Neurotrophine wird primar durch die Ig-C2-Region des Rezeptors
gewahrleistet, wobei vermutlich auch der leucinreiche Abschnitt und die
Cystein-Cluster eine Rolle spielen [59]. Bislang sind die Funktionen der

extrazellularen Doméanen nicht ganz verstanden [60].
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Leucinreiche Doméane &
Cystein-Cluster

Ig-C2-Domane {

Transmembransegment { DIRERERY

Tyrosinkinase

TrkB

Abb.1: Die Struktur des TrkB-Rezeptors. Die extrazellulare Domane besteht
aus einer leucinreichen Domane, zwei cysteinreichen Regionen und zwei
immunglobulindhnlichen Domanen (Ig-C2). Es folgt das Transmembransegment
und die intrazellulare Domane mit der Tyrosinkinase. Modifiziert nach Arevalo et
al. [60].

1.3 Neurotrophine

Die Neurotrophine sind die Liganden der Trk-Rezeptoren. Es handelt
sich um kleine, basische Proteine mit einer Molekilmasse von 13,2-15,9 kDa,
die durch eine ahnliche Tertiarstruktur charakterisiert sind [61]. Neurotrophine
werden in der Zelle in Form von Pro-Neurotrophinen synthetisiert [62]. lhre
Reifung erfolgt post-translational durch Proteasen [63]. Bisher konnten beim
Menschen vier Neurotrophin-Typen identifiziert werden: Nerve Growth Factor
(NGF), Brain-derived Neurotrophic Factor (BDNF), humanes Neurotrophin-3
(huNT3) und humanes Neurotrophin-4 (huNT4) [64, 65]. Die drei Trk-
Rezeptortypen (TrkA, TrkB, TrkC) besitzen unterschiedliche Affinitaten zu den
Neurotrophinen: TrkB bindet mit hoher Affinitat BDNF und huNT4 [66] und mit
geringer Affinitat huNT-3 [67].

Auch die unreifen Pro-Neurotrophine sind in der Lage mit den
Rezeptoren zu interagieren. Demzufolge kénnen sie den p75-Neurotrophin-

Rezeptor (p75NTR) aktivieren [68]. Dieser Rezeptor gehort zu der Familie der
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Tumor-Nekrose-Faktoren und bindet jeden Pro-Neurotrophin-Typ mit gleicher
und hoher Affinitat [69]. Zu reifen Neurotrophinen hat er nur eine sehr geringe
Bindungsaffinitat [70]. p75NTR kann als Ko-Rezeptor der Trk-Rezeptoren

fungieren und deren Effekte modulieren [23, 71].

1.4 Die Signaliibertragung durch Trk-Rezeptoren

Die Voraussetzung fur eine erfolgreiche Interaktion mit einem Trk-
Rezeptor ist das Vorliegen reifer Neurotrophine in Homodimer-Form
(Verkettung zweier Neurotrophine des gleichen Typs) [72]. Die Affinitat des
Rezeptors zu einem Neurotrophin-Monomer ist im Vergleich sehr gering. Die
unreifen Pro-Neurotrophine sind nicht zu einer Aktivierung der Trk-Rezeptoren
befahigt [68].

Bindet ein Neurotrophin-Dimer an die extrazellulare Domane des
Rezeptors, bilden zwei Trk-Rezeptormolekile ihrerseits ein Dimer (s. Abb. 2).
Der Kontakt ihrer intrazellular benachbart liegenden Domanen bewirkt eine
Aktivierung der Kinasefunktion durch Autophosphorylierung [73] Diese
wechselseitige  Phosphorylierung erfolgt an den Tyrosinresten der
zytosolischen Rezeptordomanen [74]. Intrazellulare Signalproteine kénnen sich
nun an die phosphorylierten Tyrosinreste anlagern und werden dadurch selbst
aktiviert [75]. Auf diesem Weg wird eine intrazellulare Signalkaskade
angestolien. Die Inaktivierung des Rezeptors erfolgt durch zelleigene Protein-
Tyrosin-Phosphatasen, die eine Phosphatabspaltung katalysieren. Alternativ
dazu kann der gesamte Rezeptorkomplex internalisiert und lysosomal
abgebaut werden [76]. In Abwesenheit von Neurotrophinen sorgt die 1g-C2-
Region fur eine Stabilisierung der Rezeptor-Monomere, wodurch eine
ligandenunabhangige Aktivierung verhindert werden soll [60].

Ausgehend von dem oben beschriebenen Mechanismus der TrkB-
Aktivierung konnen in der Zelle verschiedene Signalkaskaden angestolen
werden: Der Ras-MAP-Kinase-Signalweg, der Akt-PI3-Kinase-Signalweg und
der PLC-y1-Signalweg [77] (s. Abb. 3).
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OO

Neurotrophin-Dimer

Inaktive Trk-Rezeptor-Monomere Aktivierter Trk-Rezeptor-Komplex

Abb. 2: Aktivierungsmechanismus der Trk-Rezeptoren. Die extrazellulare
Bindung eines Neurotrophin-Dimers bewirkt die Fusion zweier inaktiver Trk-
Rezeptor-Monomere. Durch den resultierenden Kontakt der intrazellularen
Domanen erfolgt die Aktivierung der Kinase durch Autophosphorylierung.
Modifiziert nach Arevalo et al. [60].

1.4.1 Der Ras-MAP-Kinase-Signalweg

Wird ein intrazellulares Adapter-Protein durch die phosphorylierten
Tyrosinreste von TrkB aktiviert, setzt es seinerseits eine komplexe
Phosphorylierungskaskade in Gang (s. Abb. 3 A): Das Adapter-Protein Shc
kann Uber eine Verbindung mit den intrazellularen Signalproteinen Grb2 und
SOS das Protein Ras aktivieren [78]. Ras ist ein kleines Protein, das mit
seinem Lipidschwanz kovalent an die zytoplasmatische Seite der
Plasmamembran gebunden ist. Es spielt in diesem Signalweg eine
SchlUsselrolle, da es eine Vielzahl nachgeschalteter Signalproteine aktivieren
kann. Bei seiner Aktivierung durch den Nukleotidaustauschfaktor SOS wird sein
GDP durch das energiereichere GTP ausgetauscht [79]. Es folgt eine komplexe
Phosphorylierungskaskade, bei der sich eine Reihe von Proteinkinasen
nacheinander aktivieren: Ras aktiviert die Kinase Raf, welche die Proteinkinase
MEK1 anregt [80]. Diese wiederum aktiviert die Proteinkinasen MAPK1/2, die

auch unter dem Namen ERK (extrazellular signalregulierte Kinasen) bekannt
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sind. Die phosphorylierten Proteinkinasen MAPK1/2 werden in den Zellkern
transloziert. Uber die Modulation von bestimmten Transkriptionsfaktoren kommt
es zu einer Veranderung im Genexpressionsmuster der Zelle [81, 82].

Der Ras-MAP-Kinase-Signalweg  fordert auf diesem  Weg
Zelldifferenzierung, Zellproliferation [83] und das Uberleben von Zellen. Das
Protein Ras spielt zudem bei Aktin-Polymerisationen eine wichtige Rolle. Diese
Veranderungen des Zytoskeletts sind Voraussetzung fur die Migration von
Zellen [84]. Neben dem Protein Ras sollen aber auch die Proteinkinasen
MAPK1/2 an der Zellmigration beteiligt sein. Es herrscht allerdings noch
Uneinigkeit dartiber, ob es sich um eine migrationsférdernde oder -hemmende
Wirkung handelt [85, 86].

1.4.2 Der Akt-Pl3-Kinase-Signalweqg

Neben dem Ras-MAP-Kinase-Signalweg existiert ein zweiter Signalweg,
der nach dem Enzym Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) benannt ist (s.
Abb. 3 B). Die Stimulation des TrkB-Rezeptors aktiviert das (auch im Ras-MAP-
Kinase-Signalweg) beteiligte Adapter-Protein Shc, das uber eine Verbindung
mit den Signalproteinen Grb2 und Gab die PI3-Kinase anregt [87]. Die
aktivierte PI3-Kinase phosphoryliert das Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP2) an der C3-Position seines Inositolrings. Aus PIP2 entsteht
so Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) [88]. PIP3 aktiviert die Kinase
Akt (auch bekannt als Proteinkinase B), welche nun Uber die Modulation von
Transkriptionsfaktoren [89-92] das Genexpressionsmuster der Zelle variieren
kann.

Der PI3-Kinase-Signalweg induziert so das Wachstum und Uberleben

von Zellen [93], sowie die Zelldifferenzierung [94] und Zellmigration [95].

1.4.3 Der PLC-y1-Signalweg

Der dritte, in diesem Zusammenhang wichtige, Signalweg verlauft Uber
die Phospholipase C-y1 (PLC-y1) (s. Abb. 3 C). Das Enzym wird ebenfalls
durch die phosphorylierten Tyrosinreste des aktivierten TrkB-Rezeptors

angeregt und hydrolysiert dann PIP2 2zu Diazylglyzerin (DAG) und

11
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Inositoltriphosphat  (IP3) [96]. IP3 triggert die Ca*'-Freisetzung aus
intrazellularen Speichern und DAG aktiviert Isoformen der Proteinkinase C
(PKC). Insbesondere die Isoform PKC® ist uber eine Phosphorylierung der
Signalproteine Raf und MEK befahigt, die Proteinkinasen MAPK1/2 zu
aktivieren [97].

Die MAPK1/2 induzieren Uber diesen Weg Zelldifferenzierung und
Zellwachstum. Durch die Ca”—Freisetzung aus intrazellularen Speichern und
die Aktivierung der Proteinkinase C kommt es in kontraktilen Zellen (wie vSMC)
zu einer Zellverkiirzung. Der erhdhte intrazelluldre Ca?*-Spiegel ist auch
Voraussetzung fur die Zellmigration [98], weshalb eine Beteiligung des PLC-y1-

Signalwegs an der Migration denkbar ware.

12
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Abb. 3: TrkB-Rezeptor-assoziierte Signalwege. Dargestellt sind die drei
wichtigsten Signalwege des TrkB-Rezeptors: Der Ras-MAP-Kinase-Signalweg
(A), der Akt-PI3-Kinase-Signalweg (B) und der PLC-y1-Signalweg (C).
Modifiziert nach Arevalo et al. [60].

1.5 Die Bedeutung des TrkB-Rezeptors fiir die Zelle

Durch die Interaktion von Trk-Rezeptor und Neurotrophin-Dimer wird das
Genexpressionsmuster der Zelle verandert. Dadurch andert sich auch das
Verhalten der Zelle im Zellverband und der umgebenden EZM. Auf diesem
Weg fordert TrkB die Zellproliferation, das Zellwachstum, das Zelliberleben,
die Zelldifferenzierung und die Zellmigration, sowie die Verklirzung kontraktiler
Zellen (s. Kap. 1.4.1 bis 1.4.3). Die leucinreiche Domane und die |g-C2-
Domanen von TrkB (s. Kap. 1.2.1) stehen des Weiteren unter Verdacht Zell-
Zell-Erkennung und Zellkommunikation zu vermitteln [99]. Ferner besteht die

Annahme, dass auch zellulare Adhasionen uber die Tyrosinkinase TrkB
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vermittelt werden konnen [43]. Bisher sind die genauen Mechanismen, uber
welche TrkB proadhasiv wirken soll, unbekannt. Offenbar regt TrkB
insbesondere Zellfunktionen an, die auch bei der PAH charakteristischerweise
verandert sind (s. Kap. 1.1). Demnach ware es vorstellbar, dass TrkB an der

Pathogenese der PAH beteiligt ist.

1.6 Die TrkB-lsoformen

Das humane trkB-Gen (auch NTRK2) liegt auf Chromosom 9 [100] und
besitzt 24 Exons [101]. Durch alternatives Splei3en konnen in der Zelle bis zu
funf verschiedene Transkripte entstehen, die auch als Isoformen TrkB-a bis -e
bezeichnet werden (s. Abb. 4). Diese Isoformen weisen starke
Sequenzhomologien auf. Mit einer Lange von 2517 Basen ist TrkB-a die
langste Isoform. Sie unterscheidet sich von der zweitlangsten Isoform TrkB-c
nur durch einen Einschub von 48 Basen ab der 1396. Base. Gleiches gilt fur die
Isoformen TrkB-d und TrkB-e: Sie sind kurzer als TrkB-a und TrkB-c (es fehlen
im Vergleich zu diesen 855 Basen am 3’-Ende), unterscheiden sich aber auch
nur durch den sequenzidentischen Einschub ab Position 1396. TrkB-b ist mit
1434 B die kirzeste Isoform und stimmt nur bis Position 1396 mit den anderen
Isoformen uberein. Dann folgt eine abweichende Basensequenz (in Abb. 4

gestreift dargestellt).

5 : 3 Lénge

TrkB-2a m——issssssssssnn 2517 B

Isoform

TrkB-¢  m———— EEssssssssssssssssssss——— 2469 B

TrkB-d :— 1662 B

TrkB-e _ I 1614 B

TrkB-b — — 1434 B
1396 B

Abb. 4: Die funf TrkB-lsoformen auf mRNA-Ebene. Gezeigt sind die mRNA-
Strange von 5 nach 3’ (nicht mal3stabsgetreu). Die Ubereinander liegenden
Abschnitte der Isoformen sind in der Basenabfolge identisch, mit Ausnahme der
Isoform TrkB-b, die sich ab der 1396. Base in ihrer Sequenz von den anderen
Isoformen unterscheidet (gestreift dargestellt).
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Den funf mRNA-Isoformen stehen nur drei bekannte Protein-lsoformen
gegenuber (s. Tabelle 1). TrkB-c kodiert den vollstandigen TrkB-Rezeptor, der
in der Literatur auch als TrkB-full bezeichnet wird [29] (struktureller Aufbau s.
Kap. 1.2.1). Die Isoformen TrkB-b und TrkB-e verschlisseln die verkirzten
TrkB-Rezeptor-Varianten TrkB-T1 und TrkB-T-Shc. TrkB-Rezeptor-Proteine,
die von den Isoformen TrkB-a und TrkB-d kodiert werden, sind in der Literatur

bisher nicht beschrieben worden.

Tabelle 1: Kodierung der TrkB-Rezeptor-Proteine (Quelle: Protein-
Datenbank Swiss-Prot, Registriernummer Q16620).

Transkript-lsoform Kodiertes TrkB-Rezeptor-Protein
TrkB-c TrkB-full

TrkB-b TrkB-T1

TrkB-e TrkB-T-Shc

Wie bereits in Kapitel 1.2.1 angesprochen, verfiigt der vollstandige TrkB-
Rezeptor TrkB-full Uber eine extrazellulare Domane fur die Neurotrophin-
Bindung, eine transmembrandre Domane und eine intrazellulare Kinase-
Domane. Die verklirzten TrkB-Varianten entsprechen diesem in ihrer
extrazellularen und transmembranaren Struktur, unterscheiden sich aber in
ihren intrazellularen Domanen (s. Abb. 5): TrkB-T1 fehlt die Kinase-Domane, er
besitzt nur einen kleinen intrazellularen Protein-Schwanz. Diese Variante wird
in vielen Geweben exprimiert, insbesondere in Gehirn, Pankreas, Niere und
Herz [101]. Die TrkB-Variante TrkB-T-Shc besitzt wie TrkB-T1 keine Kinase-
Domane, verfugt jedoch uber einen langeren intrazellularen Proteinschwanz mit
einer Bindungsstelle fur das Adapterprotein Shc (s. Kap. 1.4.1 und 1.4.2). Das

Vorkommen von TrkB-T-Shc wurde hauptsachlich im Gehirn beschrieben [101].
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Kinase-
Domane

TrkB-full TrkB-T1 TrkB-T-Shc

Abb. 5: Struktur der TrkB-Rezeptor-Proteine. Die drei TrkB-Rezeptoren
stimmen in ihrer extrazellularen und transmembranaren Struktur Uberein,
unterscheiden sich aber in ihren intrazellularen Domanen: TrkB-T1 besitzt nur
einen kleinen intrazellularen Protein-Schwanz, TrkB-T-Shc verflugt Uber einen
langeren intrazellularen Proteinschwanz mit einer Bindungsstelle fur das
Adapterprotein Shc. Modifiziert nach Arevalo et al. [60].

Nach bisherigen Studienergebnissen wird die Fahigkeit der Trk-
Rezeptoren, eine Signalkaskade anzustof3en, insbesondere durch ihre
intrazellulare Kinasefunktion gewahrleistet [102]. Aufgrund des Kinaseverlustes
wurde somit bisher angenommen, dass die TrkB-Varianten TrkB-T1 und TrkB-
T-Shc nicht zu einer SignalUbertragung in der Lage sind [29]. Die funktionelle
Bedeutung der verkurzten Rezeptoren ist somit weiterhin unklar, v. a. weil sie
ohne weiteres zu einer Ligandenbindung befahigt sind [103]. Zur Aufklarung
dieser Frage wurden einige Theorien entwickelt, welche mehrheitlich einen
regulierenden Einfluss der verklrzten TrkB-Rezeptoren auf den vollstandigen
Rezeptor erwagen: In einer Studie konnte gezeigt werden, dass die Ko-
Expression von vollstandigem und verkirztem Rezeptor zu einer
Runterregulierung des vollstandigen TrkB-Rezeptors an der Zelloberflache fuhrt
[104]. Ferner werden andere Funktionen wie die Bindung und Entfernung

uberschussiger Liganden diskutiert [103]. Kontrar dazu wurde eine reversible
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Ligandenbindung durch die verkurzten TrkB-Rezeptoren vorgeschlagen [105],
welche dem Zweck einer kurzfristigen Bereitstellung an Liganden fur den
vollstandigen TrkB-Rezeptor dienen soll.

Die genannten Erklarungsmodelle sind zum einen schwer in Einklang zu
bringen, andererseits wird der energetische Aufwand, den eine Zelle fur die
Produktion der Rezeptor-lsoformen betreibt, durch die Theorien nicht
ausreichend erklart. So wurde die Hypothese aufgestellt, dass die verkirzten
TrkB-Rezeptoren durchaus zu einer Signaltransduktion fahig sind und dabei
einen bislang unbekannten Signalweg nutzen, fur dessen Auslosung die
Kinasefunktion nicht bendtigt wird [106]. Diese Annahme wird durch die
Beobachtung unterstitzt, dass die drei TrkB-Rezeptor-lsoformen in ganz
unterschiedlichen Geweben bevorzugt exprimiert werden (s. o.). Ware die
Funktion der verkirzten TrkB-Rezeptoren nur auf die Modulation des
vollstandigen Rezeptors beschrankt, wiurden sie zumindest eine ahnliche

Verteilung in den verschiedenen Geweben aufweisen.

1.7 Die Bedeutunqg des TrkB-Rezeptors in der Pathogenese der IPAH

Mittlerweile wurden zahlreiche kérpereigene Botenstoffe untersucht und
als Ursache fur das Remodeling bei der IPAH in Erwagung gezogen. Fur einige
der untersuchten Substanzen konnte zumindest ein Einfluss auf einzelne
Aspekte des Remodelings wie Proliferation, Migration und Interaktion mit
EZM/Adhasion der vSMC nachgewiesen werden (s. Kap. 5.3). Es ware
denkbar, dass ein Molekul beeintrachtigt ist, das in Zellproliferation,
Zellmigration und Interaktion mit EZM/Zelladhdsion involviert ist und somit
zentraler Ausloser der GefaRveranderungen ist. Ein solches Potential besitzt

moglicherweise der Tyrosinkinase-Rezeptor TrkB (s. Kap. 1.5).
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1.8 Zielsetzungen und Fragestellungen dieser Arbeit

1. Klonierung der TrkB-Isoformen.

In dieser Arbeit soll die mMRNA der TrkB-Isoformen aus Zellen gewonnen,
durch Reverse Transkription in cDNA umgeschrieben und mit Hilfe der
Polymerase-Ketten-Reaktion vervielfaltigt werden. Anschlielend sollen die
Isoformen in ein Vektorsystem (pGEM-T Easy, pcDNA3.1(+)) eingefugt werden

(Klonierung).

2. Transformation elektrokompetenter E. coli-Bakterien.
Elektrokompetente E. coli-Bakterien sollen mit den konstruierten
Vektoren transformiert werden. Uber eine anschlieRende Vermehrung der

Bakterien sollen ausreichende Vektor-Mengen erzeugt werden.

3. Transfektion humaner glatter Muskelzellen.
Humane glatte Muskelzellen aus Pulmonalarterien (huPASMC) sollen
mit den konstruierten Vektoren transfiziert werden, um eine Uberexpression der

TrkB-Isoformen in diesen Zellen zu erzielen.

4. Die huPASMC sollen auf die funktionellen Aspekte Proliferation,
Migration und Adhasion untersucht werden. Zudem soll der Einfluss der
unterschiedlichen Vektorsysteme (pcDNA3.1(+) (Leervektor), pcDNA3.1(+)+c,
pcDNA3.1(+)+b, pcDNA3.1(+)+e) auf diese Aspekte ermittelt werden.

5. Schliel3lich wird nach dem Einfluss einer Stimulation mit den

Liganden BDNF und huNT4 auf Proliferation, Migration und Adhasion der
transfizierten huPASMC gefragt.
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Generierung der Isoformen TrkB-c, TrkB-b und TrkB-e durch quantitative PCR

1

Einbringen der Isoformen TrkB-c, TrkB-b und TrkB-e in ein Vektorsystem

iy

Einbringen der Expressionsvektoren (ev, pcDNA3.1(+)+c, pcDNA3.1(+)+b und
pcDNA3.1(+)+e) in huPASMC (Transfektion) mit dem Ziel der Uberexpression der TrkB-

Isoformen

Stimulation der transfizierten huPASMC mit den
Liganden BDNF und huNT4

i :

Untersuchung der Untersuchung der Untersuchung der
Proliferationseigenschaften Adhasionseigenschaften Migrationseigenschaften der
der Zellen der Zellen Zellen

Abb. 6: Zielsetzungen dieser Arbeit.
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2 Materialien

2.1 Bakterienstimme

Tabelle 2: Bakterienstamme.

Bakterienstamme

Escherichia coli (E. coli) DH5a

elektrokompetenter Bakterienstamm zur
Amplifikation von rekombinanten Vektoren

Invitrogen, Paisley, UK

2.2 Eukaryotische Zellen

Tabelle 3: Eukaryotische Zellen.

Eukaryotische Zellen

A549-Zellen humane Karzinom-Zelllinie aus Alveolar-
Epithelzellen (Typ Il) von Sigma-Aldrich
GmbH P.O., Steinheim

huPASMC humane glatte Muskelzellen aus
Pulmonalarterien (Primarzellen) von Lonza,
Basel, Schweiz

2.3 Gerate

Tabelle 4: Gerate.

Gerate

Hersteller

Autoklave 2540 ELC

Biofuge pico

Brutschrank INB300

Consort EV231

Gene Amp PCR Systems 9700
Gene Pulser lI

iCycler Thermal Cycler
Klhlzentrifuge 15R

Tattnauer Systec, Wettenberg

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
Memmert GmbH, Schwabach

Consort NV, Turnhout, Belgium

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen
Bio-Rad Laboratories GmbH, MUnchen

Heraeus Instruments GmbH, Hanau
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Kryostat Cryocut 3000
NanoDrop UV-
Spektrophotometer, ND-1000
Nucleofector Il

Packard Liquid

Scintillation Analyzer

PCR Sprint

PS 500 XT DC
Electrophoresis Power Supply

Schuttler Typ REAX 2000
Schattler TH15
Sequence Detection
System 7900 Ht
Thermomixer 5436

Trio Thermoblock Biometra

UV-Transluminator Reprostar Il
Versamax tunable microplate
Reader

Waage PM480 Delta Range
Zentrifuge 5415D

Leica, Bensheim

NanoDrop Technologies, Rockland, USA

Amaxa Biosystems, Koln

GMI, Inc., Ramsey, MN, USA
Hybaid, Heidelberg

Hoefer Scientific Instruments, San Francisco,
USA

Heidolph, Schwabach

Edmund Buhler Labortechnik, Hechingen

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Eppendorf, Hamburg

Biometra, biomedizinische Analytik GmbH,
Gottingen

Camag, Berlin

MDS Analytical Technologies, Ismaning
Mettler-Toledo GmbH, Giel3en
Eppendorf, Hamburg

2.4 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5: Chemikalien und Verbrauchsmaterialien.

Chemikalien und
Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Agarose TopvisionTM
Ampicillin-Stammldsung
(50 mg/ml)

MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Sigma-Aldrich Chemie GmbH P.O., Steinheim
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BamHI-Restriktionsenzym
(10 U/pl)

Bench Top 1 kb DNA Ladder
Beta-Mercaptoethanol (98%)
BSA-Puder

dATP (100 mM)

DMEM (Gibco), 500 ml
dNTP Mix (25 mM each)
EcoRI-Restriktionsenzym
(12 U/pl)

Elektroporationskuvetten, 1 mm

Ethidium-Bromidlésung (1%)
Fibronektin, human

GoTaq Buffer (5x) Colorless
GoTaqg DNA Polymerase
(0,5 U/ul)

Glycerin (87%)

IPTG0,5M (1g/8,4ml)

Kollagen IV, human

Kristallviolett-Losung
Kahl-Ampullen

LB Agar, Puder

Luria Broth Base (Miller's)
Methanol

Multi-CORE (10x) Puffer

Oligo(dT)15 Primer (0,5 pg/ul)

PBS (Dulbecco’s 1x)
pcDNA 3.1(+) Vektor
Petri-Schalen, 15 mm

pGEM-T Easy Vector System |

PR-Roéhrchen (15 ml, 50 ml)

Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH P.O., Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH P.O., Steinheim
Amersham Biosciences, Freiburg

Invitrogen, Paisley, UK

MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Promega, Madison, WI, USA

PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Innovative Research, Novi, MIl, USA
Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA

Merck, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
NJ, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH P.O., Steinheim
Nunc GmbH, Wiesbaden

Invitrogen, Paisley, UK

Invitrogen, Paisley, UK

Fluka Chemie GmbH, Buchs, CH

Promega, Madison, WI, USA

Promega, Madison, WI, USA

PAA Laboratories GmbH, Pasching, AUS
Invitrogen, Paisley, UK

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
NJ, USA

Promega, Madison, WI, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
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Random Hexamers (50 mM)
Rapid Ligation Buffer
rhBDNF (Ligand)

rhNT-4 (Ligand)

SMC growth medium 2

(Low Serum) & SupplementMix

SOC-Medium
SYBR Green Platinum
gPCR SuperMix-UDG

Transwell-Filter-System

Trypsin/EDTA (1x)

T4 DNA Ligase

X-Gal 240 mM (100 mg/mg)
Zell-Schaber
Zellkultur-Flaschen (75 cm?)
Zellkultur-Platten

(6-, 12-, 24-, 48-, 96-Loch)

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Promega, Madison, WI, USA
R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA
R&D-Systems, Minneapolis, MN, USA

PromoCell, Heidelberg
Invitrogen, Paisley, UK

Invitrogen, Paisley, UK

Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
NJ, USA

Invitrogen, Paisley, UK

Promega, Madison, WI, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

2.5 Puffer und Losungen

- Gel-Elektrophorese-Laufpuffer: TAE-Puffer (50x)

40 mM Tris-Puffer

20 mM Essigsaure (Acetat)

2 mM EDTA

in Aqua dest. I16sen und auf 1 Liter auffullen

Gebrauchsverdunnung: 1x

- Ladepuffer
900 ul 5x TBE

100 ul Glycerin (98%)

1 Spatelspitze Bromphenolblau
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2.6 Kits

Tabelle 6: Kits.

Kit Hersteller

GeneAmp RNA PCR Kit Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
HotStar High Fidelity

Polymerase Kit Qiagen, Hilden

Human AoSMC

Nucleofector Kit Amaxa Biosystems, Koln

PeqGOLD Total RNA Kit

(S-Line) PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
peqGOLD Gel Extraction Kit

(C-Line) PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen
BigDye Terminator v3.1

Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
E. Z. N. A. Plasmid Miniprep

Kit (S-Line) PegLab Biotechnologie GmbH, Erlangen

EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden
Cell Proliferation-ELISA Kit,
BrdU Roche, Mannheim

2.7 Primer

Die Primer wurden nach den Angaben der Datenbank des NCBI (National
Center for Biotechnology Information) in Zusammenarbeit mit Dr. PhD Jens
Wolff konstruiert (Hersteller MWG BIOTECH, Ebersberg). Es wurde stets eine
Gebrauchsverdinnung von 10 pmol/ul verwendet. Die Sequenzen der Zielgene
sind in der Datenbank des NCBI unter den in Tabelle 8 genannten

Registriernummern zu finden.
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Tabelle 7: Primer.

Name Sequenz (5’ —3’)
TRK2_VPfull ATGTCGTCCTGGATAAGGTGGCAT
TRK_RPBfull CTACCCATCCAGTGGGATCTTATG

TRK_RPD+Efull
TRK_RPA+Cfull

NTRK2_clVP
NTRK2_cIRPB

NTRK2_clIRPD+E
NTRK2_clIRPA+C

B_VP
CE_VP

B RP
AC_RP
DE_RP
VP_fullku
RP_AC_fullku
RP_DE_fullku
VP_AC_in
RP_AC in
VP_BDE _in
RP_BDE _in

TCAGGCGGTCTTGGGGGAACCTCT
CTAGCCTAGAATGTCCAGGTAGAC
ACTGACTGAGGATCCATGTCGTCCTGGATAAGGTGGCAT
ACTGACTGAGAATTCCTACCCATCCAGTGGGATCTTATG
ACTGACTGAGAATTCTCAGGCGGTCTTGGGGGAACCTCT
ACTGACTGAGAATTCCTAGCCTAGAATGTCCAGGTAGAC
AACTGCAGCGAATGACATCG

GCATGAAAGGCCCAGCC

CCCATCCAGTGGGATCTTATG
TCGCCTAGCTCCCTTTTCAG

TCAGGCGGTCTTGGGG

ATGTCGTCCTGGATAAGGTG
CTAGCCTAGAATGTCCAGGT

TCAGGCGGTCTTGGGGGA

GGGACACCACGAACAGAAG

CACCACAGACGCAATCACC
GAAGCAGATCTCTTGTGTGG
CGAGAAATGTGATAGTTGGTG

Tabelle 8: Registriernummern der TrkB-lsoformen (Datenbank des NCBI).

TrkB-lsoform

Registriernummer

TrkB-c
TrkB-b
TrkB-e

NM_001010064+1
NM_001007097+1
NM_001010066+1
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3.1 Zell-Lyse und RNA-Elution

Ausgangsmaterial waren kultivierte A549-Zellen. Verwendet wurde das
peqGOLD Total RNA Kit (S-Line) nach Herstellerangaben. Die Zellen wurden
zunachst homogenisiert und unter denaturierenden Bedingungen lysiert. Das
Lysat wurde auf eine Zentrifugensaule geladen und die Gesamt-RNA
vorubergehend Uber Wasserstoffbricken an der Silica-Membran der
Zentrifugensaule gebunden. Ebenfalls an der Membranoberflache gebundene
DNA wurde durch DNAsen abgebaut. Durch das Waschen mit speziellen
Puffern wurde die Gesamt-RNA von Kontaminationen befreit. Die Zugabe von
Diethylpyrocarbonat (DEPC)-haltigem Wasser ermdglichte die Elution der
Gesamt-RNA durch eine Anderung des pH-Wertes und dem damit
einhergehenden Affinitatsverlust der RNA zur Membranoberflache der
Zentrifugensaule. Die Konzentration der gewonnenen Gesamt-RNA wurde UV-

spektrophotometrisch mit einem NanoDrop UV-Spektrophotometer bestimmt.

3.2 Reverse Transkription

Die Gesamt-RNA wurde durch Reverse Transkription in cDNA
umgeschrieben. Dazu wurden Oligo(dT)15 Primer und das GeneAmp RNA
PCR Kit nach Herstellerangaben verwendet. Pro Ansatz wurden 1 ug Gesamt-
RNA eingesetzt. Das jeweilige Volumen wurde mit RNAse-freiem Wasser auf
10 ul aufgefillt. Der 10minitigen RNA-Denaturierung (Streckung der RNA zur
besseren Primerhybridisierung) bei 70°C im Trio-Thermoblock folgte eine
S5minutige Abkuhlungsphase auf Eis. Dann wurden 10 pl Mastermix
hinzugefigt. An die 10minutige Temperatur-Angleichungsphase bei 20°C
schloss sich eine 75minutige Transkriptionsphase bei 43°C an. Die Reverse
Transkription endete mit einer 5minutigen Inkubationsphase bei 99°C, wodurch

das Enzym inaktiviert und von der cDNA geldst wurde.
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3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und Gel-Elektrophorese

Die PCR ist ein temperaturgesteuerter, zyklischer Prozess mit dem Ziel
der Amplifizierung bestimmter DNA-Abschnitte. Zunachst wird die
doppelstrangige DNA durch Erhitzen in ihre Einzelstrange zerlegt
(Denaturierung). Dann folgt die spezifische Anlagerung der Primer an den
DNA-Abschnitt, der vervielfaltigt werden soll (Primerhybridisierung). Die
optimale Hybridisierungstemperatur ist variabel und hangt von der Primer-
Lange, sowie dem Gehalt an den Basen G/C bzw. A/T ab. Anschlielend
synthetisiert eine thermostabile Polymerase an den 3’-Enden der angelagerten
Primer komplementare DNA-Strange (Elongation), wodurch  wieder
doppelstrangige DNA entsteht. Auf die Elongation folgt ein neuer PCR-Zyklus.
Idealerweise nimmt die Menge an spezifischem PCR-Produkt exponentiell zu.

Zur Vervielfaltigung der, durch Reverse Transkription gewonnenen,
cDNA der TrkB-Isoformen wurde das HotStar High Fidelity Polymerase Kit
nach Herstellerangaben verwendet. In einem ersten PCR-Lauf wurden Primer
mit einer Lange von 24 Bp verwendet. Die Primerhybridisierung-Temperatur
lag, abhangig von den verwendeten Primern, bei 58-59°C (s. Tabelle 9).
Aufgrund der identischen Basensequenz der TrkB-Isoformen am 5’-Ende
konnten die gleichen Vorwartsprimer (TRK2_VPfull) verwendet werden. Die
Ruckwartsprimer richteten sich nach der jeweils gesuchten Isoform: TrkB-c
(TRK2_RPA+Cfull), TrkB-b (TRK_RPBfull) und TrkB-e (TRK2_RPD+Efull)
(Primersequenzen s. Tabelle 7). In jedem PCR-Lauf wurde eine

Negativkontrolle ohne Template mitgefuhrt.
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Tabelle 9: Erster PCR-Lauf.

Zielgen Primer PCR-Programm

TrkB-c  TRK2_VPfull 1x 6 min 95°C (Vorlauf)
TRK2_RPA+Cfull
10 sec 94°C (Denaturierung)
45x< 20 sec 59°C (Primerhybridisierung)
4 min 72°C (Elongation)

1x 10 min 72°C (finale Elongation)

TrkB-b  TRK2_VPfull 1x 5 min 95°C (Vorlauf)
TRK2_RPBfull
15 sec 94°C (Denaturierung)
45x< 20 sec 59°C (Primerhybridisierung)
3,5 min 72°C (Elongation)

1x 10 min 72°C (finale Elongation)

TrkB-e  TRK2_VPfull 1x 5 min 95° C (Vorlauf)
TRK2_RPD+Efull
15 sec 94°C (Denaturierung)
45x~ 30 sec 58°C (Primerhybridisierung)
3,5 min 72°C (Elongation)

1x 10 min 72°C (finale Elongation)

Um die durch PCR gewonnenen DNA-Fragmente nach ihrer Grol3e
aufzutrennen, wurde eine Gel-Elektrophorese durchgefuhrt. Dazu nutzt man
deren Eigenschaften als Polyanionen. Unter dem Einfluss eines elektrischen
Feldes wandern die negativ geladenen DNA-Fragmente zum Pluspol (Anode).
Das Agarose-Gel ubernimmt dabei die Funktion eines ,molekularen Siebs":
Kleine Anionen wandern schnell zur Anode, grolde Anionen werden vermehrt
zuruckgehalten.

Um eine Auftrennung der groRen TrkB-Isoformen mit einer Lange von

1,4-2,5 kb zu ermoglichen, wurden Gele niedriger Agarose-Konzentration
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(1,4%) hergestellt. Dazu wurden 0,7 g Agarose mit 50 ml des TAE-Puffers
(Zusammensetzung s. Kap. 2.5) versetzt. Der Ansatz wurde in der Mikrowelle
kurz aufgekocht. Nach Abkuhlung auf ca. 70°C wurden 3 pl 1%ige Ethidium-
Bromidldsung hinzugegeben. Ethidium-Bromid interkaliert in die DNA und dient
spater dem Sichtbarmachen der DNA-Banden (s. u.). Das flissige Agarose-Gel
wurde zum Ausharten in eine horizontale Gel-Elektrophorese-Kammer
gegossen. Ein eingesetzter Kunststoffkamm formte die Geltaschen, in welche
die Proben nach dem Ausharten hineinpipettiert wurden. Noch vor dem
Einflllen wurde der Probe ein glycerinhaltiger Ladepuffer (Volumenverhaltnis
Puffer/DNA 1:6) (Zusammensetzung s. Kap. 2.5) zugegeben, der das
spezifische Gewicht der Proben erhdhte und so ein besseres Absinken in die
Geltasche ermoglichte. Es wurden 25 pl Probe je Geltasche verwendet. Die
Gel-Elektrophorese lief 1h bei einer Spannung von 120 V. Zwecks
Dokumentation und Extraktion der DNA-Banden mussten diese sichtbar
gemacht werden. Dazu wurde das Gel auf eine UV-Licht-Platte (UV-
Transluminator) transferiert. Die DNA absorbierte das UV-Licht und die Energie
wurde durch Forster- und Dexter-Energietransfer im Molekul verteilt, bis ein
interkaliertes Ethidium-Bromid-Molekdl (s. 0.) angeregt wurde und fluoreszierte.
Durch diesen Mechanismus wurde die DNA im Gel sichtbar. War in dem Gel
eine Bande mit der entsprechenden Grof3e der gesuchten TrkB-lsoform zu
sehen, wurde diese unter UV-Licht ausgeschnitten und nach dem Protokoll des
peqGOLD Gel Extraction Kit (C-Line) aufgereinigt. In jedem PCR-Lauf wurde
eine Negativkontrolle ohne Template mitgefuhrt.

Um ausreichend DNA-Material fur die anschliefende Klonierung zu
erzeugen, wurde die aus dem Gel extrahierte und aufgereinigte DNA in einem
zweiten PCR-Lauf als Template eingesetzt (s. Tabelle 10). Dabei wurden 1 ul
der aufgereinigten Probe verwendet. Der zweite PCR-Lauf beinhaltete Primer
mit Restriktionsstellen fur die Restriktionsenzyme EcoRI und BamHI (Lange 39
Bp, Primerhybridisierung-Temperatur 58-59°C), um ein spateres Einfugen der
DNA in den Expressionsvektor zu ermdglichen (s. Kap. 3.10). Auch hier wurde
fur die TrkB-Isoformen der gleiche Vorwartsprimer verwendet (NTRK2_clVP).
Der Ruckwartsprimer richtete sich nach der jeweiligen Isoform: TrkB-c
(NTRK2_cIRPA+C), TrkB-b (NTRK2_cIRPB) und TrkB-e (NTRK2_cIRPD+E)
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(Primersequenzen s. Tabelle 7). In jedem PCR-Lauf wurde eine

Negativkontrolle ohne Template mitgefuhrt.

Tabelle 10: Zweiter PCR-Lauf.

Zielgen Primer PCR-Programm
TrkB-c  NTRK2_clVP 1x 6 min 95°C (Vorlauf)

NTRK2_cIRPA+C
10 sec 94°C (Denaturierung)
30xy 20 sec 59°C (Primerhybridisierung)
4 min 72°C (Elongation)

1x 10 min 72°C (finale Elongation)

TrkB-b  NTRK2_cIVP 1Xx 5 min 95°C (Vorlauf)
NTRK2_cIRPB
15 sec 94°C (Denaturierung)
25x = 20 sec 59°C (Primerhybridisierung)
3,5 min 72°C (Elongation)

1x 10 min 72°C (finale Elongation)

TrkB-e  NTRK2_clVP 1x 5 min 95° C (Vorlauf)
NTRK2_cIRPD+E
15 sec 94°C (Denaturierung)
30x< 30 sec 58°C (Primerhybridisierung)
3,5 min 72°C (Elongation)

1x 10 min 72°C (finale Elongation)
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3.4 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der TrkB-Isoformen erfolgte Uber das Kettenabbruch-
bzw. Didesoxynukleotidverfahren. Dieses Verfahren ist methodisch mit der
PCR verwandt, da es auch auf einer temperaturgesteuerten, zyklischen
Replikation von DNA-Strangen durch eine DNA-Polymerase basiert (PCR-
Programm der Sequenzierung s. Tabelle 11). Im Vergleich zur PCR mit dem
Ziel der DNA-Amplifizierung wurden hier, neben Desoxyribose-
Nukleosidtriphosphaten (dNTPs), Didesoxyribose-Nukleosidtriphoshate
(ddNTPs) verwendet. Die ddNTPs waren je nach Typ (ddATP, ddGTP, ddTTP
und ddCTP) mit einem anderen Fluoreszenz-Farbstoff gekoppelt und besal3en
keine 3’-OH-Gruppe. Wurde ein ddNTP von der DNA-Polymerase in den
entstehenden Strang eingebaut, war aufgrund der fehlenden 3’-OH-Gruppe
keine Verlangerung an dieser Stelle mdglich und es kam zu einem
Kettenabbruch. Abhangig von der Replikationsabbruchstelle entstanden
unterschiedlich lange DNA-Strange. Durch Kapillar-Elektrophorese wurden die
Strange der Lange nach aufgetrennt. Ein Laser regte die fluoreszenzmarkierten
Nukleotide zum Fluoreszieren an und ein Detektor registrierte die so
entstandenen Farbsignale und gab sie als Basensequenz wieder.

Die DNA-Sequenzierung erfolgte mit dem BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit nach Herstellerangaben. Jede TrkB-lsoform wurde in vier
Ansatzen sequenziert. Je Ansatz wurden 50 ng Template und ein Primer
verwendet: ein Vorwarts-Primer (5'—3’), ein Ruckwarts-Primer (3'—5’), ein
innerer Vorwarts-Primer (5'—3’) und ein innerer Ruckwarts-Primer (3'—5’) (s.
Abb. 7). Mit dieser Technik waren die sequenzierten Abschnitte ca. 700 Bp lang
(s. Tabelle 12).

Die Basenabfolge der sequenzierten DNA wurde in Zusammenarbeit mit
Dr. PhD Jens Wolff (im Institut fur Transfusionsmedizin und Hamotherapie der
Justus-Liebig-Universitat in Gielten) mit der Originalsequenz der TrkB-
Isoformen nach den Angaben der Datenbank des NCBI auf ihre Richtigkeit

Uberprift.
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Tabelle 11: Programm der Sequenzierungs-PCR.
PCR-Programm

10 sec 96°C (Denaturierung)
25x < 5 sec 59°C (Primerhybridisierung)
4 min 60°C (Elongation)

Ansatz 1: Primer VP_fullku

—

5 3
Ansatz 2: Primer RP_fullku je nach TrkB-Isoform
13 ‘_ — &
5 3" | — TrKB-DNA-Einzelstrang
Ansatz 3. Primer VP_inn je nach TrkB-Isoform — Primer
5 — 3

« Amplifikationsrichtung

Ansatz 4. Primer RP_inn je nach TrkB-Isoform
5! =

3;

Abb. 7: Sequenzierungsansatze. Jede TrkB-Isoform wurde in vier Ansatzen
sequenziert: Ansatz 1 beinhaltete einen Vorwarts-Primer (5—3’), Ansatz 2
einen Ruckwarts-Primer (3'—>5%’) Ansatz 3 einen inneren Vorwarts-Primer
(5°—>3) und Ansatz 4 einen inneren Ruckwarts-Primer (3'—5%’). Die
verwendeteten Primer variierten je nach TrkB-Isoform (s. Tabelle 12).
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Tabelle 12: Sequenzierungsprimer. Primersequenzen s. Tabelle 7.

Sequenzierungsprimer

Zielgen Primer Amplikonlange
TrkB-c VP_fullku 741 Bp
RP_AC_fullku 706 Bp
VP_AC_in 787 Bp
RP_AC_in 666 Bp
TrkB-b VP_fullku 748 Bp
TRK_RPBfull 749 Bp
VP_BDE_in 732 Bp
RP_BDE_in 647 Bp
TrkB-e VP_fullku 664 Bp
RP_DE_fullku 711 Bp
VP_BDE_in 649 Bp
RP_BDE_in 679 Bp

3.5 Klonierung mit dem pGEM-T Easy Vektor

FUr die Klonierung der TrkB-lsoformen wurde zunachst das pGEM-T
Easy Vektor-System verwendet. Der pGEM-T Easy Vektor ist, mit einer Lange
von 3015 Bp, ein einfaches System zur Klonierung von PCR-Produkten. Er liegt
als linearer DNA-Strang mit Thymidin-Uberhangen vor. Der Vektor besitzt ein
lacZ-Gen, welches das Enzym [-Galaktosidase kodiert und so eine Blau-Weil3-
Selektion ermdglicht (s. Kap 3.7). Ferner besitzt er ein Ampicillin-Resistenzgen
und einige Restriktionsstellen, um das eingefiigte DNA-Fragment spater wieder
ausschneiden zu kénnen.

In getrennten Ansatzen wurden die TrkB-Isoformen in den Vektor
eingefiugt (Insertion). Dazu wurden den 3’-Enden der TrkB-DNA Adenosin-
Uberhange (dATP) durch die GoTag-Polymerase in einer 10miniitigen Reaktion
bei 72°C nach Herstellerangaben angefiigt. Diese Adenosin-Uberhange waren
komplementar zu den Thymidin-Uberhdngen des Vektors und erméglichten so
das Einfligen der TrkB-Isoformen in den Vektor. Die in den Vektor integrierte
DNA der TrkB-Isoformen wird im folgenden Text auch als ,Insert” (lat. inserere:

einfugen) bezeichnet.
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Insertionssansatz:

- 0,1 yl GoTag DNA Polymerase (5 U)
- 4 ul GoTaq (5x) Puffer Colorless

- 0,5 ul dATP

- x ul Insert (~500 ng)

- Aqua dest. ad 20 pl

Die Verbindung von Insert und Vektor musste in einem anschlieenden
Schritt durch eine Ligation (lat. ligare: binden, verknupfen) stabilisiert werden.
Dazu wurde ein Verhaltnis von Insert zu Vektor von 3:1 gewahlt. Die bendtigte
Insert-Menge wurde individuell nach GroRe der jeweiligen TrkB-Isoform
berechnet (Formel s. u.). Die Ligation erfolgte nach Herstellerangaben durch
das Enzym T4-Ligase bei Raumtemperatur fir 3h (Zusammensetzung des
Ligationsansatzes s. u.). Zur anschlieBenden Entsalzung wurde der
Ligationsansatz mit 60 pl 100%-Ethanol versetzt und 15min bei 16000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und der Vorgang mit 60 pl 70%-

Ethanol wiederholt. Das DNA-Pellet wurde mit 10 pyl Aqua dest. resuspendiert.

Vektor (ng) x GroRe des Inserts (kb)
Grolde des Vektors (kb)

x 3 = Insert-Menge (ng)

Ligationssansatz:

- x ul Insert (nach Berechnung durch obige Formel)
-1 ul T4 Ligase

- 2 ul Vektor (~50 ng/pl)

- 10 ul (2x) Rapid Ligation Buffer

- Aqua dest. ad 20 pl

3.6 Kultivierung elektrokompetenter E. coli-Bakterien

Um ausreichende Mengen der konstruierten Vektoren zu erzeugen,
mussten elektrokompetente E. coli-Bakterien mit den konstruierten Vektoren
transformiert werden. Uber eine anschlieRende Vermehrung der Bakterien

sollten ausreichende Vektor-Mengen erzeugt werden. Voraussetzung fur die
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Kultivierung der Bakterien waren geeignetes Nahrmedium sowie Nahr- und
Selektionsplatten (s. Kap. 3.6.1 bis Kap. 3.6.3).

3.6.1 Herstellung von LB-Medium

Es wurden 25 mg Luria-Broth-Base-Pulver je 1 Liter Aqua dest.
angesetzt und 20 min bei 121°C autoklaviert. Nach dem Abkuhlen der Losung
auf ca. 55°C wurde unter sterilen Bedingungen Ampicillin mit der
Gebrauchsverdinnung von 1ml/l zugesetzt. Das LB-Medium wurde bei 4°C

gelagert.

3.6.2 Herstellung von Ampicillin-Selektionsplatten

Es wurden 32 mg LB-Agar-Pulver je 1 Liter Aqua dest. angesetzt und 20
min bei 121°C autoklaviert. Nach dem Abkuhlen der Lésung auf ca. 55°C
wurde unter sterilen Bedingungen Ampicillin mit der Gebrauchsverdinnung von
1 ml Stammlosung/l zugesetzt. Danach wurde die Losung auf Petri-Schalen
verteilt. Nach dem Harten des Agars wurden die Platten bei 4°C gelagert.
Diese Platten wurden fur E. coli-Zellen verwendet, die mit dem

Expressionsvektor pcDNA3.1(+) transformiert wurden (s. Kap. 3.10).

3.6.3 Herstellung von Ampicillin-IPTG-X-Gal-Selektionsplatten

Die ersten Schritte der Herstellung der Ampicillin-IPTG-X-Gal-
Selektionsplatten waren mit denen der Herstellung der Ampicillin-
Selektionsplatten (s. Kap. 3.6.2) identisch. Zusatzlich wurden 238 mg
Isopropyl-B-D-1-Thiogalactopyranosid (IPTG) und 200 mg 5-Brom-4-chlor-3-
Indoxyl-B-D-Galactopyranosid (X-Gal) je 10 ml Agar-Lésung unter sterilen
Bedingungen zugegeben. Diese Platten wurden fir E. coli-Zellen verwendet,

die mit dem pGEM-T Easy Vektor transformiert wurden (s. Kap. 3.7).

3.6.4 Praparation elektrokompetenter E. coli-Bakterien

Verwendet wurden DH5a-E.coli, ein elektrokompetenter Bakterienstamm

zur Amplifikation von rekombinanten Vektoren. Ausgehend von einer DH5a-
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Glycerinkultur vom Hersteller wurde eine Vorkultur mit 50 ml LB-Medium
(Herstellung s. Kap. 3.6.1) angesetzt und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Fur die
Hauptkultur (Gesamtvolumen 510 ml) wurden 500 ml LB-Medium mit 10 ml der
Vorkultur angeimpft. Dieser Ansatz wurde im Rundschuttler bei 37°C bis zu
einer OD600 (optische Dichtemessung bei 600 nm) von 0,9 angezichtet. Es
folgte eine 30mindtige Inkubation auf Eis. Danach wurden die Zellen 15 min bei
0°C und 4000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in
200 ml eiskaltem, sterilem Wasser resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde
3x wiederholt. Danach wurde das Pellet in 40 ml eiskalter 10%iger
Glycerinldsung resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde
auch hier verworfen. Es folgte eine weitere Konzentrierung durch
Resuspension mit 2 ml Glycerinldsung. Anschliefend wurden die Zellen zu je

80 ul alliquotiert und bei - 80°C gelagert.

3.7 Transformation elektrokompetenter E. coli-Bakterien

Je Transformationsansatz wurden 80 pl der E. coli-Glycerin-Suspension
(s. Kap. 3.6.4) auf Eis aufgetaut und mit 10 pl des rekombinanten Vektors (ca.
100 ng) versetzt (s. Kap. 3.5). Der Transformationsansatz wurde in eine
vorgekuhlte 1 mm-Elektroporationskiuvette gegeben. Die Elektroporation
erfolgte im Gene Pulser |l durch einen kurzen elektrischen Impuls. Die
transformierten Bakterien wurden mit 300 ul SOC-Medium resuspendiert und in
ein steriles 15 ml-PR-Réhrchen Uberfihrt. Es folgte eine Inkubation im
Rundschuttler bei 37°C fur 1h. AnschlieBend wurden jeweils 100 pl der
Inkubationslosung auf einer Ampicillin-IPTG-X-Gal-Selektionsplatte (s. Kap.
3.6.3) ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Bei erfolgreicher
Transformation war am Folgetag ein Wachstum der Bakterien auf den
ampicillinhaltigen Agarplatten mithilfe des Ampicillin-Resistenzgens des
rekombinanten Vektors moglich.

Eine weitere Sicherheit zur ldentifikation erfolgreich transformierter E.
coli-Bakterien bot das lacZ-Gen des pGEM-T Easy Vektors. Voraussetzung
dafur ist die Verwendung von Ampicillin-IPTG-X-Gal-Selektionsplatten (s. Kap.
3.6.3). Das Molekll IPTG der Ampicillin-IPTG-X-Gal-Selektionsplatten

induzierte das auf dem Vektor lokalisierte lacZ-Gen. (s. Kap. 3.5). Die durch
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das lacZ-Gen kodierte und von den Bakterien produzierte B-Galaktosidase
konnte das Molekul X-Gal der Selektionsplatte zu dem blauen Farbstoff Indigo
verstoffwechseln, was die Kolonien blau farbte. Bei erfolgreicher Insertion der
TrkB-DNA in den Vektor wurde das lacZ-Gen unterbrochen und die E. coli-
Zellen konnten keine [-Galaktosidase produzieren. Es erfolgte keine
Verstoffwechselung von X-Gal zu Indigo, die Kolonien blieben weild. Dieser
Mechanismus ermdglichte eine Identifikation der E. coli-Kolonien, bei denen
der transformierte Vektor tatsachlich das Insert beinhaltet. Einzelne weilde
Kolonien wurden entnommen und jeweils in 5 ml ampicillinhaltigem LB-Medium
(s. Kap. 3.6.1) zur Vermehrung tber Nacht bei 37°C im Rundschuttler inkubiert.

3.8 Minipraparation

Zur lIsolation der Vektoren aus den, Uber Nacht vermehrten, E. coli-
Bakterien wurde das E. Z. N. A. Plasmid Miniprep Kit nach Herstellerangaben
verwendet. Das Kit beruht auf dem Prinzip der alkalischen Lyse von Bakterien
durch einen Sodium-Dodecyl-Sulfat-(SDS)- und NaOH-haltigen Puffer.
Zunachst erfolgte die Auflésung der Phospholipidmembran durch das Tensid
SDS. Durch die Zugabe von NaOH kommt es zu einem Anstieg des pH-Wertes
mit folgender Denaturierung von Proteinen und DNA. Aufgrund ihrer geringen
GroRe konnte die Vektor-DNA schnell wieder hybridisieren, wahrend die
chromosomale DNA groftenteils einzelstrangig blieb. Durch die Zugabe eines
Kaliumacetat-haltigen Puffers wurden Proteine, Zelltrimmer, chromosomale
DNA und SDS ausgefallt. Die Ausfallungsprodukte wurden abzentrifugiert. Im
Uberstand befand sich die Vektor-DNA. Diese wurde auf eine
Zentrifugationssaule transferiert und an die enthaltene Silica-Membran
gebunden. Sich anschlieRende Waschschritte befreiten die Vektor-DNA von
Kontaminationen. Die Elution der Vektor-DNA aus der Zentrifugationssaule
erfolgte nach dem Prinzip der RNA-Elution (s. Kap. 3.1). Die Konzentration der
gewonnenen Vektor-DNA wurde fur jeden Ansatz UV-spektrophotometrisch mit

dem NanoDrop UV-Spektrophotometer bestimmt.
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3.9 Restriktionskontrolle

Zur Uberpriifung der Klonierung der TrkB-Isoformen wurden die, in der
Minipraparation gewonnenen, Vektoren mit den Restriktionsenzymen BamHlI
und EcoRI versetzt (Zusammensetzung des Restriktionsansatzes s. u.). Der
Restriktionsverdau erfolgte Uber Nacht bei 37°C. Zur Auftrennung von Vektor
und Insert wurde eine Gel-Elektrophorese mit einem 1%igem Agarose-Gel
durchgefuhrt (s. Kap. 3.3). Dazu wurden 10 pl des Restriktionsansatzes je
Geltasche verwendet. Die Gel-Elektrophorese lief 1h bei einer Spannung von
120 V. Bei einer erfolgreichen Klonierung (Einbau der TrkB-Isoformen in den
Vektor) wurde das Insert an den Restriktionsstellen geschnitten. In diesem Fall
waren im Gel jeweils eine Bande des Vektors und eine Bande des Inserts auf
der entsprechenden Hohe sichtbar. Die Inserts (TrkB-Isoformen) wurden mit
dem peqGOLD Gel Extraction Kit aus dem Gel nach Herstellerangaben

extrahiert.

Restriktionsansatz:

- 3 pl Vektor(~300 ng)

- 2 pl Multi-CORE (10x) Puffer
-1 pl BamHI (10 U/ul)

-1 yl EcoRI (12 U/pl)

- Aqua dest. ad 20 pl

3.10 Klonierung mit dem Expressionsvektor pcDNA3.1(+)

Um eine Uberexpression der TrkB-Isoformen in humanen glatten
Muskelzellen aus Pulmonalarterien zu erzeugen, mussten die Isoformen in
einen  Expressionsvektor integriert werden. Verwendet wurde der
Expressionsvektor pcDNA3.1(+) mit einer Lange von 5428 Bp (s. Abb. 8).
Dieser Vektor besitzt Restriktionsstellen fur die Restriktionsenzyme EcoRI und
BamHI. Den TrkB-Isoformen wurden diese Restriktionsstellen Uber spezielle
Primer in der PCR angehangt (s. Kap. 3.3). Vektor und Inserts (pcDNA3.1(+),
TrkB-c, TrkB-b, TrkB-e) wurden jeweils Uber Nacht bei 37°C mit dem

Restriktionsenzym BamHI inkubiert (Restriktionsansatz 1). Es wurden ca. 600
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ng Vektor/ul und ca. 30 ng Insert/ul verwendet (Zusammensetzung der
Restriktionsansatze s. u.). AnschlieBend wurden die Ansatze mit dem
Restriktionsenzym EcoRI fur 3h bei 37°C inkubiert (Restriktionsansatz 2).

Abb. 8: Der Expressionsvektor pcDNA3.1(+). Die Vektorkarte zeigt die
Restriktionsstellen flr die Restriktionsenzyme EcoRI| und BamHI, modifiziert
nach www.invitrogen.com.

Restriktionsansatz 1 (Vektor): Restriktionsansatz 2 (Vektor):

- 20 ul Vektor (~600 ng/ul) - 30 pl von Restriktionsansatz 1
- 3 ul Multi-CORE (10x) Puffer - 4 yl Multi-CORE (10x) Puffer
- 3 pl BamHI (10 U/ul) - 5 ul EcoRlI (12 U/pl)

- Aqua dest. ad 30 ul - Aqua dest. ad 40 pl
Restriktionsansatz 1 (Insert): Restriktionsansatz 2 (Insert):

- 20 pl Insert (~30 ng/pl) - 30 pl Restriktionsansatz 1

- 3 pl Multi-CORE (10x) Puffer - 4 ul Multi-CORE (10x) Puffer
- 3 yl BamHI (10 U/pl) - 5 yl EcoRI (12 U/pl)

- Aqua dest. ad 30 pl - Aqua dest. ad 40 pl
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Durch die, durch Restriktion geschaffenen, klebrigen Enden von Insert
und Vektor konnten sich diese zu einem geschlossenen Vektor
zusammenfugen (der Schritt der Insertion durch eine Polymerase entfiel hier im
Vergleich zu der Klonierung mit dem pGEM-T Easy Vektor). Dann erfolgte die
Ligation wie in Kap. 3.5 Dbeschrieben. Insgesamt wurden vier
Expressionsvektoren konstruiert (s. Tabelle 13). Um ausreichende Mengen der
konstruierten Vektoren zu erzeugen, wurden elektrokompetente E. coli-
Bakterien transformiert (s. Kap. 3.7). Hier konnte keine Blau-Weil3-Selektion
vorgenommen werden, weil der Expressionsvektor pcDNA3.1(+) kein lacZ-Gen
besitzt. Zur Selektion wurden reine Ampicillin-Selektionsplatten (s. Kap. 3.6.2)
verwendet. Je Transformationsansatz wurden einzelne Kolonien ausgewahlt
und zur Vermehrung Uber Nacht inkubiert (s. Kap. 3.7). Zur Gewinnung der
rekombinanten Vektoren wurde eine Minipraparation, wie in Kap. 3.8
beschrieben, durchgeflhrt. Nach der Restriktionskontrolle (s. Kap. 3.9) wurden
die Inserts aus dem Gel extrahiert (s. Kap. 3.9) und anschlieRend sequenziert
(s. Kap. 3.4).

Tabelle 13: Konstruierte Expressionsvektoren.

Name des Expressionsvektors Eingefiigte TrkB-lsoform
pcDNA3.1(+) (Leervektor) -

pcDNA3.1(+)+c TrkB-c

pcDNA3.1(+)+b TrkB-b

PcDNA3.1(+)+e TrkB-e

3.11 Maxipraparation

Stimmte die Sequenz der in den Vektor integrierten TrkB-lsoformen mit
der Originalsequenz nach den Angaben des NCBI (s. Tabelle 8) tGberein, wurde
eine Maxipraparation durchgefihrt. Die Maxipraparation wurde mit dem
EndoFree Plasmid Maxi Kit nach Herstellerangaben durchgefihrt. Methodisch
war dieses Verfahren mit dem der Minipraparation (s. Kap. 3.8) identisch, mit
dem einzigen Unterschied, dass hier groRere Ansatzvolumina zur Generierung

sehr groRer Vektormengen gewahlt wurden. AnschlieBend wurde die
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Konzentration der gewonnenen Vektor-DNA UV-spektrophotometrisch mit dem

NanoDrop UV-Spektrophotometer bestimmt.

3.12 Kultivierung humaner glatter Muskelzellen aus Pulmonalarterien

Es wurden humane glatte Muskelzellen aus Pulmonalarterien
(huPASMC) von Lonza der Passagen 4 bis 8 verwendet. Die Primarzellen
wurden in flussigem Stickstoff bei -196°C aufbewahrt. Nach zigigem Auftauen
der Zellen in einem Wasserbad bei 37°C wurden diese mit 7 ml Vollmedium
(Smooth Muscle Cell Growth Medium 2 mit zugesetztem SupplementMix) in
eine Zellkultur-Flasche ausgesat. Der SupplementMix enthielt die, fir das
Wachstum von Kulturzellen notwendigen, Wachstumsfaktoren. Die Kultivierung
erfolgte im Brutschrank bei 37°C, 5% CO,, 21% O, und einer relativen
Luftfeuchte von 95%. Das Vollmedium wurde im Abstand von zwei Tagen
gewechselt. Bei einer Konfluenz von 80% (d. h. 80 % der Oberflache der
Zellkultur-Flasche waren bewachsen) konnten die Zellen fur Experimente
genutzt werden. Dafur wurden die Zellen mit 2 ml Trypsin/EDTA (1x) vom
Boden der Zellkultur-Flasche gelést und die Zellzahl mit einer Neubauer-

Zahlkammer ermittelt.

3.13 Transfektion von huPASMC

Um eine Uberexpression der TrkB-Isoformen in huPASMC zu erzeugen,
mussten die konstruierten Vektoren (s. Tabelle 13) in den Zellkern der Zellen
transportiert werden (Transfektion bzw. Nukleofektion). Dazu wurde das
Human AoSMC Nucleofector Kit nach Herstellerangaben verwendet. Durch
einen kurzen elektrischen Impuls mit der Folge einer Membrandepolarisierung
und durch die Verwendung spezieller Puffer sollten die Vektoren direkt in den
Zellkern gelangen. Fur jeden Expressionsvektor (s. Tabelle 13) wurde eine
Zellkultur-Flasche mit huPASMC verwendet. Die Zellen wurden trypsiniert (s.
Kap. 3.12) und in 15 ml-PR-Réhrchen Uberfuhrt. Es folgte eine Zentrifugation
bei 500 g fur 15 min. Der Uberstand wurde verworfen und das Zell-Pellet mit
jeweils 100 ul Basic Nucleofector Solution resuspendiert. Nach Zugabe von 2

Mg des jeweiligen Expressionsvektors wurde die Suspension zlgig in eine

41



3 Methoden

Nukleofektionskivette transferiert. Die Transfektion erfolgte im Nukleofektor Il
mit dem Programm ,U25% Die transfizierten Zellen wurden vorsichtig mit 500 pl
Vollmedium (s. Kap. 3.12) resuspendiert und auf eine 6-Loch-Zellkultur-Platte
mit 1 ml Vollmedium/Loch ausgesat. Aufgrund der hohen Toxizitat der
Nukleofektionslésung wurde das Vollmedium nach 6h (nach Adhasion der

Zellen) ersetzt.

3.14 Real-Time-PCR (RTQ-PCR)

Zur Uberpriifung der Uberexpression der TrkB-Isoformen in den
transfizierten huPASMC wurde eine quantitative Real-Time-PCR (RTQ-PCR)
durchgefuhrt. Die RTQ-PCR bot die Moglichkeit der Quantifizierung von PCR-
Produkten durch Fluoreszenzmessungen. Der, zur Detektion der amplifizierten
doppelstrangigen DNA (dsDNA) eingesetzte, Farbstoff war SYBR Green. Die
Messungen erfolgten 1x wahrend jedes PCR-Zyklusses. Die Fluoreszenz war
proportional zur Menge der PCR-Produkte; somit konnte die Produktentstehung
in Echtzeit verfolgt werden. Zur Kontrolle, dass es sich bei den gebildeten
Produkten um ein spezifisches Amplifikat handelte, wurde eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt. Dabei kam es durch kontinuierliche
Temperaturerhdhung zu einem Denaturieren der DNA, wobei der
Fluoreszenzfarbstoff freigesetzt und eine Fluoreszenzabnahme registriert
wurde. In der ersten negativen Ableitung zeigte sich die, mit der Temperatur
am steilsten abfallende, Fluoreszenz als temperaturspezifischer Peak, wodurch
eine Unterscheidung von unspezifischen Produkten moglich war. Zur
Bestimmung der Regulation des Ziel-Gens musste dessen Expression auf ein
Referenzgen bezogen werden. Verwendet wurde dazu die humane
Porphobilinogen-Deaminase (huPBGD). Seine Verwendung diente dem Zweck
die Messwerte auf eine eingesetzte Menge an Probematerial zu normalisieren.

Die transfizierten Zellen (s. Kap. 3.13) wurden uUber Nacht im
Brutschrank verwahrt und am folgenden Tag trypsiniert (s. Kap. 3.12). Im
Anschluss an eine Zellzahlung mit einer Neubauer-Zahlkammer wurden jeweils
15.000 huPASMC in 500 pl Vollmedium pro Loch einer 12-Loch-Zellkultur-
Platte ausgesat. Nach 48h wurden die Zellen durch ein 2-maliges Waschen mit
PBS (1x) abgestoppt. Es folgte die Zell-Lyse und RNA-Elution wie in Kap. 3.1
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beschrieben. Daran schloss sich die Reverse Transkription (s. Kap. 3.2) an. Fur
die RTQ-PCR wurde ein Mastermix fur jedes Zielgen angesetzt
(Zusammensetzung des Mastermixes s. u.). Davon wurden 23 pl in jedes Loch
einer 96-Loch-Platte pipettiert und anschlie®end 2 pl cDNA hinzugeflgt. Die
RTQ-PCR wurde jeweils im Doppelansatz durchgefihrt. In jedem PCR-Lauf
wurden Negativkontrollen ohne Template mitgefuhrt. Die Detektion erfolgte mit
einem SDS 7900 Ht-Gerat.

Mastermix:

- 13 ul SYBR Green Platinum gPCR SuperMix-UDG
- 1 pl MgCl,

- 0,5 ul Vorwarts-Primer (s. Tabelle 14)

- 0,5 yl Ruckwarts-Primer (s. Tabelle 14)

- Aqua dest. ad 23 ul

Tabelle 14: Primer der RTQ-PCR.

Primer der RTQ-PCR

Zielgen Primer Amplikonlange
TrkB-c CE_VP/AC_RP 250 Bp
TrkB-b B_VP/B_RP 229 Bp
TrkB-e CE_VP/DE_RP 226 Bp

3.15 Proliferationsassay mit Bromodesoxyuridin (BrdU)

Im Proliferationsassay sollten die proliferativen Eigenschaften der
huPASMC in Abhangigkeit von den transfizierten Vektoren (s. Tabelle 13) und
von der Stimulation mit den Liganden BDNF und huNT4 (s. Kap. 1.3)
untersucht werden. Die transfizierten Zellen (s. Kap. 3.13) wurden Uber Nacht
im Brutschrank verwahrt und am folgenden Tag trypsiniert (s. Kap. 3.12). Im
Anschluss an eine Zellzahlung mit einer Neubauer-Zahlkammer wurden jeweils
10.000 huPASMC in 100 pl Vollmedium pro Loch einer 96-Loch-Zellkultur-
Platte ausgesat. Zur Vorbereitung der Zellen auf die anschliellende Stimulation
mit den TrkB-Liganden BDNF und huNT4, wurde das Vollmedium durch 100 pl

SupplementMix-freies Medium ersetzt, wodurch die Zellen fur 12h in einen
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Hungerzustand versetzt wurden. AnschlieBend erfolgte die Zugabe der
Liganden in einer Gebrauchsverdunnung von 10 ng/ml. Die Stimulation erfolgte
uber Nacht im Brutschrank. Dabei beinhalteten drei Zeilen der 96-Loch-
Zellkultur-Platte huPASMC, die mit dem gleichen Expressionsvektor transfiziert
wurden (s. Abb. 9). Von diesen drei Zeilen wurde jeweils eine Zeile mit BDNF
und eine Zeile mit huNT4 stimuliert, eine Zeile blieb unstimuliert. Als Kontrollen
dienten zum Einen die Zellen, die mit dem leeren Vektor transfiziert wurden,
zum  Zweiten die  Zellen, die nicht stimuliert  waren. Pro
Behandlungskombination (Vektor/Stimulation) erfolgte der Versuch in 8-fachem
Ansatz.

Zur Detektion der Zellproliferation wurde das Cell Proliferation-ELISA
(BrdU) Kit nach Herstellerangaben verwendet. Es beinhaltete 5-Bromo-2'-
desoxyuridin (BrdU), ein chemisches Analogon des Nukleosids Thymidin bzw.
Desoxyuridin, das von Zellen resorbiert und wahrend der S-Phase der Mitose in
die neu synthetisierte DNA eingebaut wurde. Je starker die Zellen proliferierten,
desto mehr BrdU wurde in die zelleigene DNA eingebaut. Nach einer
Denaturierung der DNA durch Saure wurde das inkorporierte BrdU durch
spezifische, monoklonale Antikérper gebunden. Die Antikérper waren an das
Enzym Peroxidase gekoppelt, das durch die Zugabe des Peroxidase-
Substrates Tetramethylbenzidin eine kolorimetrische Auswertung mit Hilfe
eines ELISA-Readers bei einer Wellenlange von 370 nm (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay-Reader) ermdglichte (statistische Auswertung s. Kap.
3.18.2).
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Stimulation Transfizierter
Vektor

~ Leervektor

~ pcDNA(+)+c

> pcDNA(+)+b

© pcDNA(+)+e

Abb. 9: Stimulationsschema (Proliferationsassay). Rechts der 96-Loch-
Zellkultur-Platte ist angezeigt, mit welchem Vektor die Zellen der einzelnen
Zeilen transfiziert wurden. Links der Platte ist angezeigt, ob und mit welchem
Liganden die transfizierten Zellen stimuliert wurden.

3.16 Migrationsassay

Im Migrationsassay sollten die chemotaktischen Eigenschaften der
huPASMC bezogen auf den TrkB-Liganden BDNF (s. Kap. 1.3) in Abhangigkeit
der transfizierten Expressionsvektoren untersucht werden. Dazu wurden
Transwell-Filter-Systeme mit einer Porengroe von 8 um verwendet. Ein
solches Filtersystem wurde jeweils in ein Loch einer 12-Loch-Zellkultur-Platte
eingehangt (s. Abb. 10). Die transfizierten Zellen wurden Uber Nacht im
Brutschrank verwahrt und am folgenden Tag trypsiniert. Im Anschluss an eine
Zellzahlung mit einer Neubauer-Zahlkammer wurden 7.500 huPASMC auf
jeden Filter ausgesat und mit Vollmedium 3h im Brutschrank inkubiert. Pro
Behandlung (Vektor) erfolgte der Versuch in 3-fachem Ansatz. Danach wurde
das Vollmedium sorgfaltig abgesaugt und durch SupplementMix-freies Medium
ersetzt (500 ul in das Loch unterhalb des Filters; 200 ul auf den Filter). In jedes
Loch unterhalb des Filters wurden 0,5 pyl BDNF (Gebrauchsverdinnung:10

ng/ml) appliziert und der Ansatz tGber Nacht im Brutschrank inkubiert. Somit war
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der Ligand BDNF fur die huPASMC nur durch Chemotaxis durch die Filterporen
erreichbar. Am Folgetag wurden die Filtersysteme mit DMEM-Medium
gewaschen, um die auf dem Filter verbliebenen, nicht migrierten huPASMC zu
entfernen. Um die migrierten huPASMC an der Filterunterseite darstellen zu
kénnen, wurden diese 10min mit Kristallviolett-Lésung gefarbt (600 pl in das
Loch; 200 pl auf den Filter) und dann mit Aqua dest. gewaschen. Nach
Trocknung wurde der Filterboden auf einem Objekttrager fixiert und die
migrierten Zellen unter dem Lichtmikroskop ausgezanhlt. Dies erfolgte verblindet
in Ansatzen mit Triplikaten, von denen der Mittelwert berechnet wurde

(statistische Auswertung s. Kap. 3.18.3).

@ @ @ Leervektor

e e
@ @ @ pcDNA3.1(+)+c <) —— huPASMC

G

<) _

> pcDNA3.1(+)+b -—- [— Filter

® @ i L L ]

- - L BDNF
@ @ @ pcDNA3.1(+)+e

Abb. 10: Migrationsassay. Links ist die 12-Loch-Zellkultur-Platte dargestellt.
Die Beschriftung rechts der Platte zeigt, mit welchem Vektor die Zellen der
einzelnen Zeilen transfiziert wurden (s. Kap. 3.13). In jedes Loch der 12-Loch-
Zellkultur-Platte wurde ein Transwell-Filter-System eingehangt, das rechts
skizziert ist.

-y

-
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3.17 Adhisionsassay

Im Adhasionsassay sollten die adhasiven Eigenschaften der huPASMC
bezogen auf die Matrixproteine Kollagen und Fibronektin in Abhangigkeit von
den transfizierten Vektoren (s. Tabelle 13) und von der Stimulation mit den
Liganden BDNF und huNT4 (s. Kap. 1.3) untersucht werden. Dazu wurde eine
96-Loch-Zellkultur-Platte zur Halfte mit humanem Kollagen IV bzw. Fibronektin
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(50 ul/Loch, Konzentration 2 pug/ml) Gber Nacht bei 4°C benetzt. AnschlieRend
wurde jedem Loch 50 pl 3%iges Bovines Serumalbumin (BSA) uber 30min bei
Raumtemperatur  hinzugefigt, um unspezifische Bindungsstellen der
Matrixproteine zu blockieren. Wahrenddessen wurden die transfizierten Zellen
trypsiniert und in insgesamt zwolf Fraktionen aufgeteilt (s. Abb. 11). Pro
transfiziertem Vektor blieb eine Fraktion unstimuliert (Negativkontrolle), die
verbleibenden zwei Fraktionen wurden mit den Liganden BDNF bzw. huNT4
(Gebrauchsverdunnung: 10 ng/ml) stimuliert. Es folgte eine einstindige
Inkubation der Zellen im Brutschrank. Nach Absaugen des BSAs von der 96-
Loch-Zellkultur-Platte wurden 10.000 huPASMC/Loch ausgesat und bei 37°C
inkubiert. Pro Behandlungskombination (Matrixprotein/Vektor/Stimulation)
erfolgte der Versuch in 4-fachem Ansatz (s. Abb. 12). Mittels eines
Lichtmikroskops wurde der Zeitpunkt der beginnenden Adhasion abgewartet.
D. h. es wurde der Zeitpunkt abgewartet, bei dem die Zellen aus ihrer Kugel-
Form in einen flachenhaften Zustand mit ausgestreckten Zellauslaufern
wechseln. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Reaktion durch ein 2-maliges
Waschen mit PBS (1x) abgestoppt, um eine weitere Adhasion der Zellen zu
unterbinden. Dann wurden die huPASMC 15 min mit jeweils 100 ul eiskaltem
Methanol-Azeton (Verhaltnis 1:2) fixiert. Nach dem Trocknen erfolgte die
Farbung der Zellen mit 100 yl Kristallviolett-Losung je Loch fur 30 min. Es
folgte ein 5-maliges Waschen mit Aqua dest. und eine anschliellende
Trocknungsphase von 5 min. Die Absorption wurde mit einem ELISA-Reader
bei 550 nm gemessen (statistische Auswertung s. Kap. 3.18.4). Als Kontrollen
dienten zum Einen die Zellen, die mit dem leeren Vektor transfiziert wurden,

zum Zweiten die Zellen, die nicht stimuliert waren.
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Stimulation Transfizierter
Vektor
Bldisasoai)
BDNF .......¢. - Leervektor
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Abb. 12: Pipettierschema (Adhasionsassay). Die 96-Loch-Zellkultur-Platte
wurde zuvor zur Halfte mit Kollagen oder Fibronektin benetzt. Rechts der Platte
ist angezeigt, mit welchem Vektor die Zellen der einzelnen Zeilen transfiziert
wurden. Links der Platte ist angezeigt, ob und mit welchem Liganden die
transfizierten Zellen stimuliert wurden.

3.18 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte durch Dr. rer. nat. Jochen
Wilhelm. Als Computersoftware fir die Datenverarbeitung und -auswertung
dienten Microsoft Excel und R [107].

3.18.1 Auswertung der RTQ-PCR

Fur die Auswertung der Messwerte wurden die AACT-Werte berechnet.
Dafur wurde fur jede Kurve der Schnittpunkt mit dem Threshold berechnet. Der
Threshold ist das Zehnfache des Mittelwerts der Standardabweichungen aller
Kurven zwischen dem zweiten und zehnten Zyklus. Der Schnittpunkt mit dem
Threshold wird als Threshold-Cycle (CT-Wert) bezeichnet. Bei diesem Zyklus

beginnt in der RTQ-PCR die exponentielle Phase. Um die relative Expression
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zu bestimmen, wurde der CT-Wert des Zielgens auf den CT-Wert des

Housekeeping-Gens huPBGD bezogen:

CT (Zielgen) - CT (huPBGD) = ACT

Dann erfolgte der Vergleich des ACT-Werts mit der Kontrollgruppe (Leervektor,
s. a. Kap. 3.13):

ACT - ACT (Leervektor) = AACT

Zur Ermittlung der relativen Expression wurde der AACT-Wert in folgende
Formel eingesetzt (die relative Expression gibt die n-fache

Expressionsanderung des Zielgens im Vergleich zur Kontrollgruppe an):

Relative Expression = 2(44¢T)

3.18.2 Auswertung des Proliferationsassays

Es wurden insgesamt drei 96-Loch-Zellkultur-Platten ausgewertet (N=3).
Die acht Messwerte pro Platte wurden zu einem Mittelwert zusammengefasst.
Die statistische Auswertung der Daten der Proliferationsassays erfolgte durch
eine zweifaktorielle ANOVA (Varianzanalyse) mit Messwiederholung. Die
getesteten Faktoren waren ,Vektor” (Vek) und ,Stimulation® (Stim). Neben den
Haupteffekten Vek und Stim war die Interaktion Vek x Stim von besonderem
Interesse (d. h. hat die Stimulation bei unterschiedlichen Vektoren eine
unterschiedliche Wirkung). Die Messwiederholung wurde in Form von
Fehlertermen im Modell berucksichtigt, durch welche die nicht interessierenden
Varianzen aus den Daten herausgerechnet wurden (vergleichbar dem
gepaarten t-Test im Zweistichprobenfall). Erster Fehlerterm war das
Experiment, da sich die Zellen von Experiment zu Experiment unterschieden.
Da sich auch die Transfektionen in ihrem Wirkungsgrad unterschieden (die
Transfektionen erfolgten getrennt fur jedes Experiment), wurde der Fehler der
Transfektion im Faktor ,Experiment (Exp) abgebildet. Es lagen keine

Informationen Uber die, durch die Stimulation bedingte, Varianz vor, weil je

50



3 Methoden

Experiment und Transfektion nur eine Stimulation erfolgte. In der
Modellrechnung wurde die Stimulation im Fehlerausdruck angegeben, sie wirkt
sich jedoch aus genanntem Grund nicht auf das Ergebnis aus. Die Residuen
des Modells wurden grafisch auf grobe Verletzungen der Modellannahmen von
Normalverteilung und Varianzhomogenitat untersucht (Quantil-Quantil- und
Residuen-Plots). Signifikanzen multipler Vergleiche innerhalb der Interaktionen
wurden nach Dunnett korrigiert. Die Dunnett-Korrektur ist ein Verfahren fur

Vergleiche multipler Bedingungen mit derselben Kontrollgruppe [108] [109].

3.18.3 Auswertung des Migrationsassays

Es wurden insgesamt vier 12-Loch-Zellkultur-Platten ausgewertet (N=4).
Die Rohdaten wurden zuvor logarithmiert und dann gemittelt, d. h. drei
Messwerte wurden zu einem Mittelwert zusammengefasst. Die statistische
Auswertung der Mittelwerte der Migrationsassays erfolgte durch eine
einfaktorielle ANOVA mit Messwiederholung. Der getestete Faktor war der
,vektor* (Vek). Die Residuen des Modells wurden grafisch auf grobe
Verletzungen der Modellannahmen von Normalverteilung und
Varianzhomogenitat untersucht (Quantil-Quantil- und Residuen-Plots). Um
festzustellen welche Gruppen sich in ihren Mittelwerten unterschieden,
mussten multiple Vergleiche angestellt werden. Dafur wurden paarweise
gepaarte t-Tests durchgefuhrt. AnschlieBend wurden die ermittelten p-Werte
nach Holm adjustiert [110].

3.18.4 Auswertung des Adhasionsassays

Es wurden insgesamt funf 96-Loch-Zellkultur-Platten ausgewertet (N=5).
Die Rohdaten wurden zuvor gemittelt, d. h. vier Messwerte wurden zu einem
Mittelwert zusammengefasst. Die statistische Auswertung der Mittelwerte der
Adhasionsassays erfolgte separat fur jedes Matrixprotein durch eine
zweifaktorielle ANOVA mit Messwiederholung. Die getesteten Faktoren waren
,Vektor* (Vek) und ,Stimulation“ (Stim). Neben den Haupteffekten Vek und Stim
war die Interaktion Vek x Stim von besonderem Interesse. Die Auswertung

erfolgte analog zu Auswertung der Proliferationsassays (s. Kap. 3.18.4).
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In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob die Daten Evidenz fir
eine veranderte Adhasion der huPASMC (unabhangig von Transfektion und
Stimulation) an den Matrixproteinen Fibronektin bzw. Kollagen liefern. Daflr
wurden Differenzwerte (Fibronektin - Kollagen) gebildet. Zur Prifung auf
relevante Abweichungen zur Normalverteilung der Differenzwerte wurden ein
Histogramm und ein Quantil-Quantil-Plot angefertigt sowie ein Shapiro-Wilk-
Test durchgefuhrt. Wegen starken Abweichungen der empirischen Verteilung
von der Normalverteilung wurde die Signifikanz der Abweichung der

Differenzwerte von Null mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest ermittelt.
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4 Ergebnisse

4.1 Isolierung und Sequenzierung der TrkB-lsoformen

Die mRNA der Isoformen TrkB-c, TrkB-b und TrkB-e konnte aus A549-
Zellen gewonnen werden. Nach der Transkription in cDNA und der
Vervielfaltigung per PCR (s. Abb. 13) erfolgte die Sequenzierung. Die
Basensequenzen stimmten mit den Originalsequenzen nach Angaben der
Datenbank des NCBI Uberein. Nach der Klonierung in den Expressionsvektor
wurden die TrkB-Isoformen erneut sequenziert. Auch hier stimmten die

Basensequenzen mit den Originalsequenzen Uberein.

2500 Bp et

1500 Bp

2500 Bp

1500 Bp

| —
———
1000Bp— ) 1000 Bp

——

b

a C

Abb. 13: Gel-Elektrophorese. a zeigt TrkB-c (Lange 2469 Bp), b zeigt TrkB-b
(Lange 1434 Bp) und c zeigt TrkB-e (Lange 1614 Bp).

4.2 Endogene Expression der TrkB-lsoformen in huPASMC

Durch RTQ-PCR (Methodik s. Kap. 3.14, statistische Auswertung s. Kap.
3.18.1) konnte die endogene Expression der drei TrkB-Isoformen in huPASMC
erstmalig gezeigt werden (s. Abb. 14 und 15).
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Endogene Expression der TrkB-Isoformen
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Abb. 14: Endogene Expression der TrkB-lsoformen in huPASMC. Der
Amplification-Plot oben (Abszisse: Zyklenanzahl, Ordinate: Fluoreszenz) zeigt
die endogene Expression der TrkB-Isoformen jeweils im Doppelansatz. Fur die
Isoformen TrkB-c und TrkB-b beginnt die exponentielle Phase im Mittel mit dem
33. Zyklus, wahrend die Isoform TrkB-e bereits ab dem 30. Zyklus exponentiell
ansteigt (CT-Werte gerundet). Die zugehoérige Schmelzkurvenanalyse unten
(Abszisse: Temperatur in °C, Ordinate: 1. negative Ableitung der
Fluoreszenzabnahme) zeigt durch die temperaturspezifischen Peaks, dass es
sich um drei Amplifikate handelt.
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Abb. 15: Endogene Expression der TrkB-lsoformen in huPASMC (Gel-
Elektrophorese). 1 zeigt die Negativkontrolle fur TrkB-b, 2 die endogene
Expression von TrkB-b (Amplikonlange 229 Bp). 3 zeigt die Negativkontrolle fur
TrkB-c, 4 die endogene Expression von TrkB-c (Amplikonlange 250 Bp). 5 zeigt
die Negativkontrolle fur TrkB-e, 6 die endogene Expression von TrkB-e
(Amplikonlange 226 Bp).

4.3 Uberexpression der TrkB-Isoformen in huPASMC

Durch RTQ-PCR (Methodik s. Kap. 3.14, statistische Auswertung s. Kap.
3.18.1) konnte die Uberexpression der drei TrkB-Isoformen nach Transfektion
der huPASMC mit den Expressionsvektoren gezeigt werden (s. Tabelle 15 und
s. Abb. 16-18).

Tabelle 15: AACT-Werte und Relative Expressionen.

Zielgen AACT-Wert Relative Expression
TrkB-c -19,81 ~900.000

TrkB-b -21,61 ~3.200.000

TrkB-e -20,30 ~1.300.000
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Uberexpression von TrkB-c
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Abb. 16: Uberexpression der Isoform TrkB-c in huPASMC. Der
Amplification-Plot oben (Abszisse: Zyklenanzahl, Ordinate: Fluoreszenz) zeigt
die endogene Expression (rechte Kurve) und die durch Transfektion erzeugte
Uberexpression (linke Kurve) von TrkB-c. Es konnte eine 0,9 x 10°fache
Expressionserhohung im Vergleich zur endogenen Expression erzielt werden
(s. Tabelle 15). Die zugehdrige Schmelzkurvenanalyse unten (Abszisse:
Temperatur in °C, Ordinate: 1. negative Ableitung der Fluoreszenzabnahme)
zeigt durch den temperaturspezifischen Peak, dass es sich um ein Amplifikat
handelt.
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Uberexpression von TrkB-b
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Abb. 17: Uberexpression der Isoform TrkB-b in huPASMC. Der
Amplification-Plot oben (Abszisse: Zyklenanzahl, Ordinate: Fluoreszenz) zeigt
die endogene Expression (rechte Kurve) und die durch Transfektion erzeugte
Uberexpression (linke Kurve) von TrkB-b. Es konnte eine 3,2 x 10°fache
Expressionserhohung im Vergleich zur endogenen Expression erzielt werden
(s. Tabelle 15). Die zugehdrige Schmelzkurvenanalyse unten (Abszisse:
Temperatur in °C, Ordinate: 1. negative Ableitung der Fluoreszenzabnahme)
zeigt durch den temperaturspezifischen Peak, dass es sich um ein Amplifikat
handelt.
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Uberexpression von TrkB-e
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Abb. 18: Uberexpression der Isoform TrkB-e in huPASMC. Der
Amplification-Plot oben (Abszisse: Zyklenanzahl, Ordinate: Fluoreszenz) zeigt
die endogene Expression (rechte Kurve) und die durch Transfektion erzeugte
Uberexpression (linke Kurve) von TrkB-e. Es konnte eine 1,3 x 10°fache
Expressionserhohung im Vergleich zur endogenen Expression erzielt werden
(s. Tabelle 15). Die zugehdrige Schmelzkurvenanalyse unten (Abszisse:
Temperatur in °C, Ordinate: 1. negative Ableitung der Fluoreszenzabnahme)
zeigt durch den temperaturspezifischen Peak, dass es sich um ein Amplifikat
handelt.
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4.4 Proliferationsassay

Im Proliferationsassay wurden die proliferativen Eigenschaften der
huPASMC in Abhangigkeit von den transfizierten Vektoren und von der
Stimulation mit den Liganden BDNF und huNT4 untersucht (Methodik s. Kap.
3.16, statistische Auswertung s. Kap. 3.19.2). Die grafische Analyse der
Residuen zeigte keine relevanten Verletzungen der Annahme von
Normalverteilung und Varianzhomogenitat. Die Ergebnisse der ANOVA sind in
Tab. 16 gezeigt. Die Daten liefern Evidenz flr eine veranderte Proliferation der
Zellen nach Stimulation in Abhangigkeit der transfizierten Vektoren (Vek:Stim,
p-Wert: 0,0266). Durch die signifikante Interaktion konnen die Haupteffekte Vek
und Stim nicht mehr separat betrachtet werden. Tab. 17 zeigt die verwendeten

Mittelwerte und die Beitrage der einzelnen Interaktionen zur Varianzaufklarung.

Tabelle 16: ANOVA-Tafel (Proliferationsassay). Der F-Wert gibt die Varianz
der Residuen an. Der p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an unter der
Nullhypothese einen groferen als den beobachteten F-Wert zu erhalten (* p-
Wert < 0,05).

ANOVA-Tafel

Fehler: Exp

Freiheits- Fehler-

grade quadratsumme Varianz F-Wert  p-Wert
Fehlervarianzen 2 0,2108 0,1054
Fehler: Exp:Vek

Freiheits- Fehler- Varianz F-Wert  p-Wert
grade quadratsumme
Vek 3 0,0008 0,0003 0,1318 0,9376
Fehlervarianzen 6 0,0116 0,0019
Fehler:
Exp:Vek:Stim
Freiheits- Fehler- Varianz F-Wert  p-Wert
grade quadratsumme
Stim 2 0,0007 0,0003 3,9128 0,0414*
Stim:Vek 6 0,0017 0,0003 3,2852  0,0266*
Fehlervarianzen 16 0,0013 0,0001
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Tabelle 17: Mittelwerte (Proliferationsassay).
Mittelwert
e
Gesamtmittelwert: 0,3963

Stim
-- BDNF huNT4
0,4012 0,3969 0,3908
Vek
Leer- pcDNA3.1(+)+b  pcDNA3.1(+)+c  pcDNA3.1(+)+e
vektor
0,4022 0,3956 0,3979 0,3894
Leer- pcDNA3.1(+)+b  pcDNA3.1(+)+c pcDNA3.1(+)+e
vektor
-- 0,3966 0,4101 0,3989 0,3991
BDNF 0,4053 0,3874 0,3989 0,3959
huNT4 0,4046 0,3893 0,396 0,3731

Standard-Fehler

Stim Vek Stim:Vek
0,0026 0,0147 0,0053
Wiederhol. 12 9 3

Tabelle 18 zeigt die einzelnen Interaktionseffekte, die p-Werte sind nicht
fur multiples Testen korrigiert. Erkennen lasst sich hier bereits die Tendenz,
dass die Daten Evidenz fur einen Effekt fur die Kombinationen
BDNF_pcDNA3.1(+)+b und huNT4_pcDNA3.1(+)+e liefern.
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Tabelle 18: Einzelne Interaktionseffekte (Proliferationsassay). Fir jeden
Interaktionseffekt gilt ein Freiheitsgrad von 1.
Interaktionen

Fehler-

quadratsumme  Varianz F-Wert p-Wert
BDNF_
pcDNA3.1(+)+b 0,0005 0,0005 5,5586 0,0315
huNT4_
pcDNA3.1(+)+b 0,0002 0,0002 2,5812 0,1277
BDNF_
pcDNAS3.1(+)+c < 0,0001 < 0,0001 0,5345 0,4753
huNT4_
pcDNA3.1(+)+c < 0,0001 < 0,0001 0,4495 0,5121
BDNF_
pcDNA3.1(+)+e < 0,0001 < 0,0001 0,2973 0,5931
huNT4_
pcDNA3.1(+)+e 0,0009 0,0009 10,2902 0,0055

Um die Interaktionseffekte naher darzustellen, wurden Dunnett's
Kontraste berechnet (s. Tabelle 19). Die Daten liefern Evidenz fur eine
verminderte Proliferation der huPASMC bei Stimulation mit den Liganden
BDNF nach Transfektion der huPASMC mit dem Vektor pcDNA3.1(+)+b (p-
Wert: 0,0423) (s. Abb. 19 und Abb. 21). Ferner besteht Evidenz fir einen
ebenfalls negativen Effekt auf die Proliferation der huPASMC bei Stimulation
mit den Liganden huNT4 nach Transfektion der huPASMC mit dem Vektor
pcDNA3.1(+)+e (p-Wert: 0,0268) (s. Abb. 20 und Abb. 21). Es besteht die
Tendenz, dass auch die Stimulation mit dem Liganden huNT4 nach
Transfektion mit dem Vektor pcDNA3.1(+)+b die Proliferation der huPASMC
vermindert, wobei die Evidenz hierfur aber gering ist (p-Wert: 0,0692) (s. Abb.
20). Der Standardfehler ist Uber die Kombinationen der Faktoren gerechnet,
deshalb haben alle Interaktionen den gleichen Fehler (s. Tabelle 19). Die

genannten Interaktionseffekte sind zusammengefasst in Abb. 21 dargestellt.
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Tabelle 19: Dunnett-Korrektur (Proliferationsassay).

Differenzen der

Stimulationseffekte von Vektor zu Leervektor fur die Kombinationen aus Ligand
und TrkB-Isoform. Der Standardfehler betragt 0,0106 (* p-Wert < 0,05).

Lineare Hypothese

Schatzung t-Wert p-Wert
BDNF_pcDNAS3.1(+)+b -0,0315 -2,975 0,0423*
huNT4_pcDNA3.1(+)+b -0,0288 -2,722 0,0692
BDNF_pcDNA3.1(+)+c -0,0087 -0,824 0,9139
huNT4_pcDNAS3.1(+)+c -0,0108 -1,023 0,8166
BDNF_pcDNA3.1(+)+e -0,012 -1,132 0,7516
huNT4_pcDNA3.1(+)+e -0,034 -3,208 0,0268*

Vektor-Effekt:
BDNF
(Differenz der Stimulationseffekte von Vektor und Leervektor)
0,035
0,025 -
0,015 -
0,005 - _
-0,005 - L] T
-0,015 1
-0,025 - '|' -
-0,035 + J_
-0,045 - *
-0,055 -
pcDNA3.1(+)+b pcDNA3.1(+)+c pcDNA3.1(+)+e

Abb. 19 Vektor-Effekt

Testen korrigiert.

in

Abhangigkeit
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Vektor-Effekt:

huNT4
(Differenz der Stimulationseffekte von Vektor und Leervektor)

0,035 -
0,025
0,015
0,005 -
-0,005 -
-0,015 -
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—1—

pcDNA3.1(+)+b pcDNA3.1(+)+c pcDNA3.1(+)+e

Abb. 20 Vektor-Effekt in Abhangigkeit vom Liganden huNT4
(Proliferationsassay). Dargestellt sind die Differenzen der Stimulationseffekte
Vektor — Leervektor (* p-Wert < 0,05). Die gezeigten p-Werte sind flr multiples
Testen korrigiert.

Stimulation
0,411"
. =
0,407 a
Y
0,39- L
=
*
— Leenvektor
0,387 . pcDNAZ.1(HH
—— pcDNA3.1(H+c
T pcDNA3.1(H+e *m
T T T

S BDNF huNT4

Abb. 21: Interaktionsplot (Proliferationsassay). Gezeigt ist der
Stimulationseffekt in Abhangigkeit vom transfizierten Vektor. Die signifikante
Interaktion zwischen Vektor und Stimulation spiegelt sich darin wieder, dass die
Linien sich kreuzen, anstelle parallel zu verlaufen. (* p-Wert < 0,05).
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4.5 Migrationsassay

Im Migrationsassay wurden die chemotaktischen Eigenschaften der
huPASMC bezogen auf den TrkB-Liganden BDNF in Abhangigkeit der
transfizierten Expressionsvektoren untersucht (Methodik s. Kap. 3.17,
statistische Auswertung s. Kap. 3.19.3). Die grafische Analyse der Residuen
zeigte keine relevanten Verletzungen der Annahme von Normalverteilung und
Varianzhomogenitat. Die Ergebnisse der ANOVA sind in Tab. 20 gezeigt. Die
Daten liefern Evidenz flr eine veranderte Migration der Zellen in Abhangigkeit
der transfizierten Vektoren (p-Wert: 0,0049) (s. Tabelle 20), wobei die Migration
der huPASMC nach Transfektion mit dem Vektor pcDNA3.1(+)+c im Vergleich
zum Leervektor (Negativkontrolle) erhoht ist (p-Wert: 0,0084) (s. Tabelle 21 und
Abb. 22-24).

Tabelle 20: ANOVA-Tafel (Migrationsassay).(** p-Wert < 0,01).

ANOVA-Tafel

Fehler: Daten

Experiment

Freiheits- Fehlerquadrat-

grade summe Varianz F-Wert p-Wert
Daten Gruppe 1 0,5131 0,5131 0,4214 0,5828
Fehlervarianzen 2 2,4351 1,2175

Interner Fehler

Freiheits- Fehlerquadrat- Varianz F-Wert p-Wert

grade summe
Daten Gruppe 3 1,1547 0,3849 5,083 0,0049**
Fehlervarianzen 36 2,7261 0,0757
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Tabelle 21: Paarweise gepaarte T-Tests, Holm-adjustierte p-Werte
(Migrationsassay). (** p-Wert < 0,01).
Paarweise gepaarte t-Tests, Holm-adjustierte p-Werte:

pcDNA3.1(+)+b  pcDNA3.1(+)+c  pcDNA3.1(+)+e

Leervektor 0,3620 0,0084** 0,4332

pcDNA3.1(+)+c  0,4332 - -

pcDNA3.1(+)+e  0,5984 0,3620 -
Vektoreffekt

(Differenz Vektor - Leervektor)

0,8 **

ST
|

0,2

02 1

pcDNA3.1(+)+b pcDNA3.1(+)+c pcDNA3.1(+)+e
0,4 -

Abb. 22: Vektoreffekt (Differenz Vektor — Leervektor) (Migrationsassay).
Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwertsdifferenzen fir die einzelnen
Vektoren im Vergleich zur Kontrolle (** p-Wert < 0,01).
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4.6 Adhasionsassay

Im Adhasionsassay wurden die adhasiven Eigenschaften der huPASMC
bezogen auf die Matrixproteine Kollagen und Fibronektin in Abhangigkeit von
den transfizierten Vektoren und von der Stimulation mit den Liganden BDNF
und huNT4 untersucht (Methodik s. Kap. 3.18, statistische Auswertung s. Kap.
3.19.4).
Verletzungen der Annahme von Normalverteilung und Varianzhomogenitat. Die
Ergebnisse der ANOVA sind in Tab. 22 und 23 gezeigt. Die Daten lieferten

nicht genug Evidenz fir eine veranderte Adhasion der huPASMC nach

Die grafische Analyse der Residuen zeigte keine relevanten

Transfektion mit den verschiedenen Vektoren bzw. nach Stimulation mit den

verschiedenen Liganden.

Tabelle 22: ANOVA-Tafel fur das Matrixprotein Kollagen
(Adhasionsassay).
ANOVA-Tafel
Fehler: Exp
Freiheits- Fehlerquadrat-
grade summe Varianz F-Wert  p-Wert
Fehlervarianzen 4 5,5872 1,3968
Fehler: Exp:Vek
Freiheits- Fehlerquadrat- Varianz F-Wert  p-Wert
grade summe
Vek 3 0,0343 0,0114 1,2025  0,3507
Fehlervarianzen 12 0,1141 0,0095
Fehler:
Exp:Vek:Stim
Freiheits- Fehlerquadrat- Varianz F-Wert  p-Wert
grade summe
Stim 2 0,0066 0,0033 1,2348  0,3044
Stim:Vek 6 0,0157 0,0026 0,9777  0,4562
Fehlervarianzen 32 0,0857 0,0027
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Tabelle 23: ANOVA-Tafel fur das Matrixprotein Fibronektin
(Adhasionsassay).

ANOVA-Tafel
Fehler: Exp

Freiheits- Fehlerquadrat-

grade summe Varianz F-Wert  p-Wert
Fehlervarianzen 4 6,7534 1,6884

Fehler: Exp:Vek
Freiheits- Fehlerquadrat- Varianz F-Wert  p-Wert

grade summe
Vek 3 0,0533 0,0178 0,8999  0,4696
Fehlervarianzen 12 0,2367 0,0197
Fehler:
Exp:Vek:Stim
Freiheits- Fehlerquadrat- Varianz F-Wert  p-Wert
grade summe
Stim 2 0,024 0,012 3,2317  0,0527
Stim:Vek 6 0,0189 0,0031 0,8469 0,5436
Fehlervarianzen 32 0,119 0,0037

Histogramm und ein Q-Q-Plot der Differenzwerte (Fibronektin —
Kollagen) zeigen deutliche Abweichungen von einer Normalverteilung (s. Abb.
25). Nach dem Shapiro-Wilk-Test kann die Hypothese, dass die Differenzwerte
normalverteilt sind, auf einem Niveau von 1% abgelehnt werden (W: 0,9433, p-
Wert: 0,008). Eine Wurzel- oder log-Transformation war aufgrund der negativen

Werte nicht sinnvoll.
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Abb. 25: Histogramm und Q-Q-Plot zur Prifung der Daten auf
Normalverteilung (Adhasionsassay). a Histogramm. Die Verteilung der
Differenzwerte ist rechtsschief. b Q-Q-Plot. Die betrachteten Werte liegen nicht

auf einer Geraden.

Das Histogramm in Abb. 25 zeigt bereits eine positive mediane Differenz
(héhere Adhasion an Fibronektin als an Kollagen). Die Signifikanz dieses
Unterschiedes wurde mit dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtest bestimmt: V:
1788, p-Wert < 0,0001. Demnach liefern die Daten Evidenz flir eine starkere
Adhasion der huPASMC an das Matrixprotein Fibronektin als an Kollagen

(unabhangig von der Behandlung der Zellen) (s. Abb. 26).
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Diagramm zeigt die signifikant hdhere Adhasion der huPASMC an Fibronektin

Abb. 26: Differenzwerte (Fibronektin-Kollagen) (Adhasionsassay). Das
im Vergleich zu Kollagen IV (unabhangig von der Behandlung der Zellen).
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4.7 Zusammenfassung

/ Generierung der Isoformen TrkB-c, TrkB-b und TrkB-e durch qualitative PCR

0

Einbringen der Isoformen TrkB-c, TrkB-b und TrkB-e in ein Vekiorsystem (Klonierung)

4

Einbringen der Expressionsvektoren in huPASMC (Transfektion) mit dem Ziel der

Uberexpression der TrkB-lscformen
Methodik P

!

Stimulation der transfizierten huPASMC mit
den Liganden EDMF bzw. huNT4

! 4

Untersuchung der Untersuchung der Untersuchung der
Proliferationseigenschaften | | Adhasionseigenschaften Migrationseigenschaften der
der Zellen der Zellen Zellen
[/

| PCDNA3A(++b & BONF ||| agpasion an
— = i '
Fibronektin > Kollagen PcDNA3.1(+)+c

| . —J
Ergebnisse -< 1 Proliferation {unabhangig von der -

Behandlung der
T Migration

_zl,__-_F Zellen)

/| [PcDNA3.1(+)+e & huNT4

Abb. 27: Flussdiagramm. Gezeigt sind die wesentliche Methodik und
erzielten Ergebnisse dieser Arbeit.
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5 Diskussion

5.1 Pathomechanismen der IPAH

In dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass huPASMC in vitro
die beschriebenen Isoformen TrkB-c, TrkB-b und TrkB-e exprimieren (s.
Abb.14). Bisher haben zwar einige Arbeitsgruppen TrkB in vSMC der humanen
Lunge auf RNA- bzw. Protein-Ebene beschrieben [32, 33, 46], eine genaue
Differenzierung in die drei Isoformen blieb bisher jedoch aus. Falls eine
Unterscheidung vorgenommen wurde, beschrankte sich diese auf die Trennung
von vollstandigem und verkurztem TrkB (sowohl auf RNA- als auch auf Protein-
Ebene) [33]. Die Differenzierung der verklrzten TrkB-Isoformen in TrkB-b und
TrkB-e (RNA-Ebene) bzw. TrkB-T1 und TrkB-T-Shc (Protein-Ebene) erfolgte
nicht.

Wie in Kapitel 1.1 beschrieben, sind alle drei GefalRwandschichten der
Pulmonalarterien an den Remodeling-Prozessen der IPAH beteiligt. Dabei
kommt es in jeder Schicht zu einer Proliferation des dominierenden Zelltyps
(Endothelzellen, huPASMC, Fibroblasten) und einer EZM-Anhaufung. Die
Verkleinerung der pulmonalarteriellen Gefal3-Lumina und die daraus
resultierenden hamodynamischen Veranderungen beruhen jedoch vorwiegend
auf den Veranderungen in der Media. Bis heute besteht Unklarheit darlber,
welche Stimuli fur die erhdhte Proliferation, Migration und EZM-Synthese der
dort ansassigen huPASMC ursachlich sind. Mit der Detektierung von TrkB in
huPASMC mittels RTQ-PCR stellte sich die Frage, inwiefern der Rezeptor an
der Pathogenese der IPAH beteiligt sein kdnnte. AuRerdem bot dieser Ansatz
die Moglichkeit die TrkB-Isoformen bezogen auf die funktionellen Aspekte

Proliferation, Migration und Adhasion zu vergleichen.

5.1.1 Proliferation

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten liefern Hinweise flr
Unterschiede im Proliferationsverhalten der huPASMC nach Stimulation mit
den Liganden BDNF und huNT4 in Abhangigkeit der transfizierten Vektoren (s.
Abb. 19 und 20). Es konnte eine Proliferationssenkung der huPASMC bei
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Uberexpression der Isoform TrkB-b bei gleichzeitiger Stimulation mit BDNF
beobachtet werden (p-Wert: 0,0423). Ein ebenfalls negativer Effekt auf die
Proliferation der huPASMC zeigte sich bei Uberexpression der Isoform TrkB-e
bei gleichzeitiger Stimulation mit huNT4 (p-Wert: 0,0268).

Die Proliferation der huPASMC in der Media von Pulmonalarterien zahlt
zu den wichtigsten Charakteristika der IPAH. Mehr noch als die Zellmigration
bzw. Zelladhasion sind Gefallwand-Verdickung und Lumeneinengung der
Pulmonalarterien auf diesen Pathomechanismus zurlckzufuhren. In der Folge
kann der niedrige Druck nicht mehr gewahrleistet werden, durch den sich die
gesunde Lunge als Niederdrucksystem auszeichnete. Es resultiert ein erhohter
vaskularer Widerstand im arteriellen Schenkel des Lungenkreislaufs. Bis heute
ist, trotz intensiven Untersuchungen, nicht vollends verstanden, welche
Faktoren die Ubermaldige Proliferation von huPASMC bei der IPAH hervorrufen.
Fir eine mogliche Beteiligung des TrkB-Rezeptors an der Proliferation der
huPASMC spricht zunachst, dass TrkB in huPASMC in vitro (s. Kap. 4.2) und in
vivo [31] exprimiert wird. Zudem ist bekannt, dass TrkB die Proliferation von
Zellen durch eine Aktivierung des Ras-MAP-Kinase-Signalwegs induzieren
kann (s. Kap. 1.4.1) [83]. Auch der TrkB-assoziierte PLC-y1-Signalweg scheint
eine Zellproliferation zu vermitteln. Durch die Aktivierung des PLC-y1-
Signalwegs kann TrkB auf die zytosolische Ca?*-Konzentration Einfluss
nehmen. Sweeney et al. konnten nachweisen, dass gerade ein Anstieg der
zytosolischen Ca®*-Konzentration eine Grundvoraussetzung fiir die Proliferation
von huPASMC darstellt [111]. Neben der Ca**-Erhdhung verursacht der PLC-
y1-Signalweg auch eine Aktivierung des Enzyms PKC (s. Kap. 1.4.3). Dempsey
et al. konnten einen Zusammenhang zwischen der Proliferationssteigerung von
huPASMC und der PKC-Induktion nachweisen [112]. Eine weitere
Arbeitsgruppe fand Hinweise fur eine Beteiligung des dritten TrkB-assoziierten
Signalwegs (Uber die Akt-PI13-Kinase) an der Proliferation (s. Kap. 1.4.2). So
konnten Dahia et al Uber eine Hemmung von PIP3 des Akt-PI3-Kinase-
Signalwegs die Zellproliferation unterdriicken [113]. Ein proproliferativer Effekt
von TrkB in Interaktion mit BDNF auf huPASMC wurde zudem durch
Kwapiszewska et al. gefunden, die dies neben einer Aktivierung des Ras-MAP-
Kinase-Signalwegs auch auf eine Aktivierung des Akt-PI3-Kinase-Signalwegs

zuruckfuhrten (bisher unveroffentlichte Ergebnisse). Diese Beispiele zeigen,
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dass die proliferationsférdernde Wirkung von TrkB heute allgemein anerkannt
ist.

Uberraschenderweise liefern die Ergebnisse dieser Arbeit Hinweise auf
einen antiproliferativen Effekt der TrkB-Isoformen TrkB-b mit BDNF und TrkB-e
mit huNT4 auf huPASMC. Dieser scheinbare Widerspruch koénnte darin
begrundet sein, dass bei bisherigen Untersuchungen nicht zwischen den TrkB-
Isoformen differenziert wurde. D. h. es wurde bis jetzt nicht bewiesen, welche
TrkB-Isoform den allgemein anerkannten proproliferativen Effekt in
Kombination mit welchem Neurotrophin hervorruft.

Wenn man hypothetisch davon ausginge, dass es sich bei der
proliferationssteigernden TrkB-Isoform um TrkB-c handelt, konnten diese
scheinbar gegensatzlichen Beobachtungen durch einen Ansatz von Ninkina et
al. in Einklang gebracht werden. Diese Arbeitsgruppe geht davon aus, dass die
Ko-Expression von verkurzten und vollstandigen TrkB-Rezeptoren zu einer
Runterregulation des vollstandigen Rezeptors in der Zelle fuhrt [104].
Demzufolge wiurde die proliferationsinduzierende Wirkung des endogen-
produzierten vollstandigen TrkB-Rezeptors in den huPASMC durch die, durch
Transfektion erreichte, Uberexpression der verkirzten TrkB-lsoformen TrkB-b
und TrkB-e aufgehoben und ins Gegenteil verkehrt werden. Infolgedessen ware
die beobachtete antiproliferative Wirkung TrkB-b und TrkB-e eine Folge der
Suppression des proproliferativ-wirkenden TrkB-c. Aber auch die spekulierte
Funktion der TrkB-Isoformen als Absorptionsrezeptoren fir Uberschissige
Liganden zu fungieren [103] ware mit dem Ergebnis dieser Arbeit kompatibel.
In diesem Fall wurden die Uberexprimierten verkurzten TrkB-Isoformen die, fur
den endogen exprimierten vollstandigen Rezeptor, verflgbaren Liganden
reduzieren. Die proproliferative Wirkung von TrkB-c ware so vermindert. Die
Annahme von Beck et al., dass die verkurzten TrkB-Isoformen einer
kurzfristigen Ligandenbereitstellung fur den vollstandigen Rezeptor dienen
[105], scheint in diesem Zusammenhang eher unwahrscheinlich. In diesem Fall
mussten die Uberexprimierten verkirzten Isoformen die proproliferative
Wirkung von TrkB-c auf die Zellen erhohen. Diese Beobachtung konnte in
dieser Arbeit nicht gemacht werden. Gegen die spekulierten, rein
regulatorischen  Funktionen der verklrzten TrkB-Isoformen (wie die

Runterregulation des vollstandigen TrkB-Rezeptors an der Zelloberflache oder
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die Entfernung Uberschissiger Liganden) spricht das unterschiedliche
Expressionsmuster der TrkB-Isoformen in verschiedenen Zelltypen (s. Kap.
1.6). Konnte in zukunftigen Studien gezeigt werden, dass bestimmte Zellen nur
eine TrkB-lsoform an der Zelloberflache exprimieren wird, ware die Hypothese
einer rein regulativen Wirkung der verkirzten Isoformen auf den vollstandigen
TrkB-Rezeptor hinfallig. Dazu mussten zumindest beide Molekule an der
Zelloberflache einer Zelle exprimiert werden. Ferner ist die Modglichkeit der
Nutzung eines eigenen, unbekannten Signalwegs zu erwagen [106], Uber
welchen die verklrzten Isoformen den beobachteten antiproliferativen Effekt
(trotz Fehlen der Tyrosinkinase) generieren konnten. Es bleibt allerdings
fraglich, ob es sich bei der als proliferationsinduzierend postulierten TrkB-
Isoform tatsachlich um TrkB-c handelt. In dieser Arbeit konnte zumindest kein
Hinweis auf einen Effekt dieser Isoform auf die Proliferation der huPASMC
nachgewiesen werden. Die Ursache daflr ist unklar.

Der oben beschriebene Hinweis auf einen Effekt der TrkB-Isoformen auf
die Proliferation von huPASMC darf nur in Kombination mit dem zugehorigen
Neurotrophin beurteilt werden. Ein Hinweis auf eine Proliferationshemmung
wurde in dieser Arbeit nur fur die Interaktionen TrkB-b/BDNF und TrkB-
e/huNT4 gefunden. Es kann daher nicht geschlussfolgert werden, ob die
verkurzten TrkB-Isoformen TrkB-b und TrkB-e auch in Kombination mit dem
anderen Neurotrophin antiproliferativ wirken und ob dies Uber einen eigenen
Signalweg oder Uber eine gegenseitige Expressionsregulation bzw.
Ligandenregulation stattfindet (s. o0.). Um einen moglichen Einfluss auf das
GefalRremodeling bei der IPAH festzustellen, ware es sinnvoll die Relation der
exprimierten TrkB-Isoformen und der Neurotrophine zueinander (auf RNA-
sowie Protein-Ebene) in IPAH-Lungen im Vergleich zu gesunden Lungen zu
analysieren. Dies konnte durch Untersuchungen an IPAH-Lungen post
explantiv oder post mortem (beispielsweise mittels PCR, Western-Blot und
Immunhistochemie) verwirklicht werden. Der Nachteil dieses Ansatzes ist die
Entkopplung des Organs von in Blut und Lymphe zirkulierenden Transmittern
sowie die Entkopplung von neuronalen Signalen, was zu Ergebnissen fuhren
konnte, die nicht die in-vivo-Situation widerspiegeln. Dem vorzuziehen waren
in-vivo-Messungen der lokal in der Lunge zirkulierenden Neurotrophine bei

IPAH-Patienten Uber ein Pulmonalis-Kathetersystem. Fur diesen Zweck gibt es
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bereits hochsensitive Detektionssysteme, die uUber zwischengeschaltete
Antikorper Neurotrophinkonzentrationen im Pikogrammbereich (je ml)
nachweisen kdonnen (sogn. Immuno-Assays) [47]. Erganzend dazu ware auch
die Lungenbiopsie mit einer nachfolgenden immunhistochemischen
Detektierung von TrkB-Isoformen und Neurotrophinen sinnvoll. Bei diesen
invasiven Verfahren sind jedoch die Komplikationen fur den Patienten und die
so gewonnenen medizinischen Erkenntnisse sorgfaltig gegeneinander

abzuwagen.

5.1.2 Migration

Auch bezlglich des Migrationsverhaltens von huPASMC liefern die
gewonnenen Daten Hinweise fur Unterschiede in Abhangigkeit der
transfizierten Vektoren (s. Abb. 22). Es konnte eine Migrationssteigerung von
huPASMC bei Uberexpression von TrkB-c in Richtung eines BDNF-Gradienten
beobachtet werden (p-Wert: 0,0084).

Die Zellmigration ist ein komplizierter Prozess, an dem zahlreiche
Molekule (u. a. die Proteine Aktin und Myosin) beteiligt sind. Dabei bildet die
Zelle vorubergehend Zellfortsatze aus, die sich an einer Unterlage verankern.
Nach der Anheftung am vorderen Zellpol stromt die Masse des Zytoplasmas
nach vorne und der hintere Pol der Zelle wird nach Ablésung von der Unterlage
nachgezogen. Durch die standige Wiederholung dieser Abfolge kommt die
Zelle kriechend voran [84]. Die Zellmigration ist ein wesentlicher
Pathomechanismus beim Gefaliremodeling der IPAH. Die erhohte Migration
dedifferenzierter huPASMC erfolgt dabei in zwei verschiedene Richtungen.
Zum einen migrieren sie von der Media ausgehend in benachbarte
Gefallwandschichten wie Intima und Adventitia, wodurch es auch zur
Ausbildung der charakteristischen Neointima kommt (s. Kap.1.1). Zum anderen
sind huPASMC durch ihre Migration entlang der Gefaldachse fur die
Muskularisierung distaler, primar nonmuskularer Arteriolen verantwortlich.
Beide Phanomene fihren zur Gefalwandverdickung mit resultierender
Gefalllumen-Einengung. Die Ursache fur diese gesteigerte Migrationsneigung
von huPASMC konnte bislang nicht ermittelt werden. TrkB konnte augrund

seiner Eigenschaften (s. Kap. 1.5) als potentieller Kandidat fur diese
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Fragestellung in Betracht kommen. Fir eine Beteiligung am Gefallremodeling
der IPAH spricht, dass er von huPASMC exprimiert wird (s. Kap. 4.2). Des
Weiteren ist er in der Lage Uber den Ras-MAP-Kinase-Signalweg (s. Kap.
1.4.1) und den Akt-PI3-Kinase-Signalweg (s. Kap. 1.4.2) die Migration von
Zellen zu induzieren. Dieser Effekt wird von den Untersuchungen von Jin et al.
bekraftigt, die durch eine Hemmung des Signalproteins Akt des Akt-PI3-Kinase-
Signalwegs und der MAP1/2 des Ras-MAP-Kinase-Signalwegs eine
resultierende Migrationssenkung von glatten Muskelzellen der humanen Aorta
ermitteln konnten [114]. Das schon mehrfach in Zusammenhang mit der
Zellmigration gebrachte Protein Ras des Ras-MAP-Kinase-Signalwegs soll
speziell migrationsrelevante Zytoskelettveranderungen in Form von ,Membran-
Ruffling“, Aktin-Polymerisation und fokale Adhasionen vermitteln [115]. Derzeit
wird auch eine Beteiligung des TrkB-assoziierten PLC-y1-Signalwegs an der
Migration diskutiert (s. Kap. 1.4.3). Bornfeldt et al. nehmen eine
migrationsférdernde Wirkung der Signalmolekiile PIP;, DAG und Ca?* des
PLC-y1-Signalwegs auf vSMC der humanen Aorta an [116]. Diese Ansicht wird
von weiteren Arbeitsgruppen geteilt, nachdem diese zeigen konnten, dass das
Molekul DAG die Aktin-Polymerisation fordert [117] und Phosphatidylinositol-
Bisphosphate (wie beispielsweise PIP2) mit migrationsvermittelnden Proteinen
interagieren [118, 119]. Auch das im PLC-y1-Signalweg involvierte Ca®" steht
unter Verdacht eine essentielle Rolle fur die Zellmigration zu spielen:
Migrierende, polarisierte Zellen weisen einen intrazelluldren Ca**-Gradienten
auf, wobei Ca®* vermutlich auch die Polymerisation von Aktinfilamenten
reguliert [119, 120]. Einen Zusammenhang dieser Signalwege mit der |IPAH
konnten Schermuly et al. darstellen, die herausfanden, dass die Signalwege
Ras-MAP-Kinase, Akt-PI3-Kinase und PLC-y1 an dem Gefaliremodeling bei
der IPAH beteiligt sind [121]. Ungeklart ist diesbezuglich allerdings, ob die
genannten Signalwege von TrkB/BDNF angesto3en werden, da auch andere
Rezeptoren die beschriebenen Wege flr ihre Signaltransduktion nutzen [122].
Bis auf die Ergebnisse dieser Arbeit gibt es zum jetzigen Zeitpunkt keine
Veroffentlichung, die explizit den Einfluss von TrkB/BDNF bzw. der TrkB-
Isoformen auf das Migrationsverhalten von huPASMC untersucht hat.
Demnach gibt es keine Veroffentlichungen deren Ergebnisse zum direkten

Vergleich herangezogen werden konnten. Die migrationsfordernden
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Eigenschaften von TrkB/BDNF wurden zuerst bei der Entwicklung des
Nervensystems beschrieben, wo sie eine zielgerichtete Migration von
Neuronen in die einzelnen Hirnregionen fordern [123, 124]. Mittlerweile ist
bekannt, dass Neurotrophine auch die Migration von vSMC induzieren.
Donovan et al. beschrieben in diesem Zusammenhang eine gesteigerte
Migration von vSMC der humanen Aorta nach der Stimulation mit dem
Neurotrophin NGF, welches mit dem TrkA-Rezeptor interagiert [46]. Dagnell et
al. konnten eine dosisabhangige Migrationszunahme von bronchialen glatten
Muskelzellen in Richtung der hoheren BDNF-Konzentration feststellen
(signifikante Werte ab 200 ng BDNF/ml) [32]. Diese Beobachtung ist mit dem
Ergebnis dieser Arbeit, dass BDNF die Chemotaxis von glatten Muskelzellen
induzieren kann, vereinbar. Im Vergleich zu Dagnell et al. konnte der
chemotaktische Effekt in dieser Arbeit bereits bei einer BDNF-Konzentration
von 10 ng/ml hervorgerufen werden. Ein Grund flr die unterschiedliche
Empfindlichkeit dieser artverwandten Zelltypen mit der starkeren Sensibilitat
der huPASMC gegenuber Neurotrophinen konnte darin liegen, dass das
pulmonale GefaRsystem in vivo im Vergleich zum bronchialen System
grolleren Anpassungs-/Umbauvorgangen unterliegen kénnte. Die Rekrutierung
und Neubildung von pulmonalarteriellen Gefallen setzt ein hochstsensibles
Reagieren der huPASMC auf chemische Reize voraus, um ein optimales
Ventilations-Perfusions-Verhaltnis zu gewahrleisten.

Daruber hinaus stellten Martens et al. durch ihre Untersuchungen einen
weiterfUhrenden Denkansatz zur Diskussion. Sie fanden eine 2-fach
gesteigerte Zellmigration von Neuroblastomzellen unter Hypoxie (1% O3) in
Richtung eines BDNF-Gradienten (50 ng/ml BDNF) [125]. Interessanterweise
war in diesen Zellen im Vergleich zu Normoxie eine 30-fach erhodhte TrkB-
Expression zu detektieren. In Abwesenheit von BDNF oder unter Zugabe eines
Tyrosinkinase-Hemmestoffs war die Zellmigration signifikant reduziert [125].
Diese Beobachtungen bekraftigen den bereits oben geschlussfolgerten
Zusammenhang zwischen TrkB/BDNF und der Zellmigration. Die erstmalige
Beschreibung der O-regulierten TrkB-Expression ist vor dem Hintergrund
interessant, dass bei der IPAH durch GefalRremodeling und Vasokonstriktion
ebenso eine Hypoxie auftritt. Es ware demnach denkbar, dass in den bereits

veranderten Gefallwandschichten bei IPAH der TrkB-Rezeptor infolge einer
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Hypoxie reaktiv erhoht exprimiert wird, wodurch er eine Veranderung im
Migrationsverhalten der huPASMC (evtl. auch von Proliferation und Adhasion)
triggert und so das Fortschreiten des GefalRremodelings begulnstigt. Die in
dieser Arbeit gewonnenen Daten lassen diese Schlussfolgerung nur flr TrkB-c
zu, Uber die anderen TrkB-Isoformen ist eine Aussage aufgrund mangelnder
Evidenz nicht moglich. Ein Vergleich der TrkB-Isoformen bezogen auf das
Migrationsverhalten der huPASMC ist so nicht mdglich. Das Ergebnis dieser
Arbeit, dass sich die Isoformen TrkB-b und TrkB-e bezuglich der Migration der
huPASMC nicht von der Kontrolle unterschieden, kdnnte ein Hinweis auf die
weit verbreitete Hypothese sein, dass diese Isoformen aufgrund der fehlenden
Tyrosinkinase nicht zu einer Signaltransduktion imstande sind [29]. Die
Ergebnisse der Proliferationsassays (s. Kap. 5.1.1) sprechen allerdings gegen
diese Theorie und lassen einen bisher noch unentdeckten Signalweg fur die

verkirzten Isoformen vermuten.

5.1.3 Adhéasion

Die Daten lieferten keine ausreichende Evidenz fur eine veranderte
Adhasion der huPASMC an den Matrixproteinen Kollagen IV und Fibronektin
nach Transfektion mit den verschiedenen Vektoren und gleichzeitiger
Stimulation mit den Liganden BDNF bzw. huNT4. Die Daten lieferten jedoch
Evidenz flir eine starkere Adhasion der huPASMC an das Matrixprotein
Fibronektin als an Kollagen IV (unabhangig von Transfektion und Stimulation)
(p-Wert: 0,00006) (s. Abb. 26).

Wie in Kap. 1.1 beschrieben sind bei der IPAH der Gehalt und die
Zusammensetzung der EZM in den Gefallwanden verandert. Davon sind auch
die Adhasions- und Strukturproteine Kollagen IV und Fibronektin betroffen.
Demzufolge fanden Botney et al. in den verdickten Gefallwanden hypertensiver
Pulmonalgefalle eine erhohte Expression von Kollagen und Fibronektin im
Vergleich zur Genexpression in PulmonalgefalRen gesunder Lungen [126].
Ferner wurde in der Media von IPAH-Patienten eine Stérung im Kollagen- und
Fibronektin-abbauenden Enzymsystem (sogn. Matrix-Metalloproteinasen)
gefunden [127]. Die EZM st fur die zellulare Adhasion essentiell. Durch sie

werden die Zellen zum einen an den Matrixproteinen der EZM selbst verankert
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(Zell-Matrix-Kontakte), zum anderen vermittelt die EZM die Adhasion von
Zellen an ihren Nachbarzellen (interzellulare Adhasion). Kommt es nun zu der
beschriebenen Modifizierung der EZM zieht dies eine Veranderung der
zellularen Adhasionseigenschaften (hier der huPASMC) nach sich. Deshalb
wurden in dieser Arbeit die Adhasionseigenschaften der huPASMC bezogen
auf die Matrixproteine Kollagen IV und Fibronektin in Abhangigkeit von den
uberexprimierten TrkB-lsoformen und von den Liganden BDNF und huNT4
untersucht. Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, exprimieren huPASMC
TrkB (s. Kap. 4.2) und es liegen zudem Hinweise vor, dass TrkB zellulare
Adhasionsprozesse vermittelt. Schneider et al. beschrieben in der
extrazellularen Domane von TrkB mehrere Adhasionsmotive [128]. Diese
Beobachtung wird von Kobe et al. unterstutzt, die nachweisen konnten, dass
die extrazellulare Leucin-Domane und die 1g-C2-Domanen (s. Kap. 1.2.1) (auch
als Bestandteil anderer Rezeptoren) eine zellulare Adhasion vermitteln [99].
Zhou et al. konnten einen Zusammenhang zwischen der zellularen Adhasion
und der exprimierten TrkB-Rezeptor-Menge nachweisen. Ferner konnten sie
zeigen, dass Zellen in Abhangigkeit von der TrkB-Expression auch andere
Adhasionsproteine (wie Cadherine) synthetisieren [129]. Die von dieser
Arbeitsgruppe in Immunfluoreszenz-Farbungen dargestellte, enge raumliche
Nachbarschaft von TrkB zu Adhasionsproteinen und Zell-Zell-Kontakten in der
Zellmembran bekraftigt die adhasionférdernde Rolle von TrkB. Es wird
vermutet, dass TrkB in Synergismus mit Cadherinen proadhasiv wirkt, da eine
Adhasion nur bei einer Ko-Expression beider Molekule beobachtet wurde [129].
Douma et al. konnten zeigen, dass die Uberexpression von TrkB die
Ausbildung von Zellverbanden in Suspensionen induziert [130], wodurch die
Zellen Uberlebten und proliferierten (eine Zellablésung aus dem Zellverband
fuhrt bekannterweise zu einer Apoptose-Induktion). Diese Arbeitsgruppe sieht
die proadhasive Wirkung von TrkB jedoch in einer intrazellularen
Signaltransduktion Uber die Tyrosinkinase begrindet und nicht, wie allgemein
angenommen und oben beschrieben, in den extrazellularen Domanen des
Rezeptors [130]. Eine weitere Arbeitsgruppe erbrachte den Nachweis, dass
BDNF-defiziente Zellen weniger interzellulare Adhasionen eingehen [30].

Die EZM kann durch ihre Verknipfung zum intrazellularen Zytoskelett

auch intrazellulare Signaltransduktionsprozesse anstof3en. Zell-Zell-Adhasion
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und Zell-Matrix-Adhasion beeinflussen auf diesem Weg zellulare
Eigenschaften. So konnte beispielsweise von Thyberg et al. gezeigt werden,
dass Fibronektin die Dedifferenzierung von vSMC begunstigt [131]. Diese
unreifen, sekretorisch aktiven Phanotypen sind wiederum in der Lage mehr und
in ihrer Zusammensetzung veranderte EZM zu bilden, welche die
Proliferations-, Migrations- und Adhasionseigenschaften der huPASMC
beeinflusst [127, 132, 133]. In der Folge entsteht ein Remodeling-Kreislauf, der
sich selbst unterhalt. Es ware theoretisch denkbar, dass der TrkB-Rezeptor das
gesuchte Bindeglied zwischen modifizieter EZM und den veranderten
Eigenschaften der huPASMC bei der IPAH darstellt.

Aufgrund mangelnder Evidenz der gewonnenen Daten kann hier keine
Aussage uber einen maoglichen Einfluss der TrkB-Isoformen bei gleichzeitiger
Stimulation auf die Adhasionseigenschaften von huPASMC gemacht werden.

Es zeigte sich aber, dass huPASMC (unabhangig von der Behandlung)
starker an das Matrixprotein Fibronektin als an Kollagen IV adharieren (p-Wert:
0,00006). Zum Zeitpunkt dieser Arbeit gibt es keine Veroffentlichung, die das
Adhasionsverhalten von huPASMC an Kollagen im Vergleich zu Fibronektin
explizit untersucht hat. Der verwendete Kollagen-Typ IV bildet in vivo durch
stabile kovalente Bindungen ein molekulares Netz, welches das Grundgerust
aller Basallaminae im menschlichen Organismus darstellt [134]. Durch das
Anhaften der Zellen auf diesem zweidimensionalen Netz, gewahrleistet es
primar eine Zell-Matrix-Adhasion und sorgt so fiur die mechanische
Stabilisierung der Zellen auf einer festen Unterlage. Auch in vitro (d.h. unter
Zellkulturbedingungen) ist davon auszugehen, dass sich die stabformigen
Kollagen-Typ-IV-Molekule zu einem netzférmigen Verband zusammenlagern
und den kultivierten Zellen so die Moglichkeit geben, auf dem Boden des
Zellkultur-Gefalies eine sichere Verankerung zu finden. Fibronektin ist als
extrazellulares Adhasionsmolekll in der Lage uber zellmembranstandige
Rezeptoren (Integrine) eine Quervernetzung von Zellen zu bewirken. Es ist
daher vor allem fir die Zell-Zell-Adhasion von grof3er Bedeutung. Durch seine
zahlreichen Bindestellen hat es zusatzlich die Fahigkeit Zellen auf anderen
Matrixbestandteilen/Oberflachen zu verankern. Interessanterweise ist die
beobachtete Adhasion der huPASMC signifikant héher auf einer Unterlage, die

mit dem Adhasionsprotein Fibronektin benetzt wurde. Dieses Ergebnis konnte
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durch die Tatsache erklart werden, dass Fibronektin, wie beschrieben, zwei
Adhasionsmechanismen induziert (interzellulare Adhasion und Zell-Matrix-
Adhasion). Die huPASMC sind somit zweifach verankert. Kollagen hingegen
vermittelt nur einen Adhasionsmechanismus (Zell-Matrix-Adhasion), was die
insgesamt geringere Adhasionsfahigkeit der Zellen in vitro erklaren kdonnte. Die
starkere Adhasion der huPASMC an Fibronektin konnte ferner darin begrundet
sein, dass diese Zellen in vivo primar einen stabilen Zellverband in der Media
ausbilden. Dies wird u. a. durch Fibronektin vermittelt. Es besteht fur diese
Zellen nicht die Notwendigkeit, wie beispielsweise flur Endothelzellen, sich
palisadenférmig auf einer Unterlage zu verankern. Fur ein solches Verhalten
wiurde man eine starkere Adhasion an Kollagen IV erwarten. Diese
Eigenschaften der huPASMC zeigten sich unabhangig von der Behandlung der
Zellen mit den verschiedenen Vektoren bzw. Stimulanzien. Es handelt sich

somit vermutlich um ein physiologisches Verhalten der huPASMC.

5.2 Limitationen dieser Studie

Um die IPAH in ihrer Entstehung zu erforschen, wurden bisher
hauptsachlich  Tiermodelle  herangezogen. Die Problematik dieses
experimentellen Ansatzes liegt darin, dass es sich dabei um eine kunstlich
erzeugte PAH handelt. Studienergebnisse zeigen, dass die so gemachten
Beobachtungen je nach verwendeter Tierspezies bzw. nach verwendetem
PAH-induzierendem Stimulus (z. B. durch Hypoxie, oder durch das Alkaloid
Monocrotalin) stark variieren [3]. Auch das Ansprechen auf verschiedene
Therapieansatze unterscheidet sich in Abhangigkeit von der verwendeten
Tierspezies bzw. vom verwendeten Induktionsstimulus. Aufgrund dieser
Beobachtungen ist das Tiermodell zur Untersuchung der IPAH des Menschen
nur von eingeschranktem Nutzen. Vor diesem Hintergrund wurde in dieser
Arbeit eine  huPASMC-Primarkultur von Lonza verwendet. Das
Ausgangsmaterial dieser Primarkulturen sind humane Lungenexplantate, aus
denen die gewunschten Zellen aus Pulmonalarterien isoliert wurden. Fur den
Einsatz der huPASMC-Primarkultur fur experimentelle Zwecke spricht, dass sie
den Bedingungen im humanen Organismus am nachsten kommen. Sie

behalten in vitro erfahrungsgemal die meisten Charakteristika bei, durch die
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sie in vivo gekennzeichnet waren. Durch diese Eigenschaften eignen sich die
Zellen besser als jedes Tiermodell stellvertretend an ihnen die
Pathomechanismen der IPAH zu erforschen.

Nachteilig beim Gebrauch dieser Primarkulturen ist zum einen, dass die
Lebensdauer der Zellen unter in-vitro-Bedingungen limitiert ist (finite Kulturen).
Im Kulturverlauf primarer Zellen treten Veranderungen wie z. B. Verringerung
der Zellteilungsrate und Zellalterung auf. In dieser Arbeit wurde die
Verwendung der Zellen auf die Passagen 4 bis 8 beschrankt. Allerdings kdnnen
bereits diese ,Altersunterschiede“ zu einer Variabilitat im Verhalten der Zellen
gefuhrt haben. Ein weiterer Nachteil beim Gebrauch von Primarzellen sind
herkunftsbedingte Schwankungen bezuglich Morphologie und Stoffwechsel,
dadurch, dass die Zellen von verschieden Zelldonatoren stammen. Auch das
kann die Vergleichbarkeit der Versuchsergebnisse erschweren. Bei der
Betrachtung der Ergebnisse dieser Arbeit muss zudem die kleine
Stichprobengrofe (Proliferationsassay: 10.000  huPASMC je Treatment,
Migrationsassay: 7.500 huPASMC je Treatment, Adhasionsassay 10.000
huPASMC je Treatment) sowie die geringe Anzahl der Experiment-
Wiederholungen bertcksichtigt werden (Proliferationsassay N = 3,
Migrationsassay N = 4, Adhasionsassay N = 5). Eine Erhohung der
Experiment-Wiederholungen sowie des Stichprobenumfangs war im Rahmen
dieser Arbeit aufgrund der Komplexitat der einzelnen Versuche nicht moglich.

AulRerdem muss darauf hingewiesen werden, dass nach den
Transfektionen der huPASMC mit den Expressionsvektoren keine Messung der
Transfektionseffizienz (tatsachlich erfolgreich transfizierte Zellen in %) erfolgt
ist. Eine Transfektionseffizienz < 20% kann den Effekt der Transfektion
maskieren. D. h. ein auf der Transfektion beruhendes, verandertes Verhalten
der erfolgreich transfizierten Zellen wird aufgrund ihrer geringen Anzahl nicht
erkannt und in der Messung Uberwiegt das Verhalten der nicht transfizierten
Zellen. Demnach ist weder bekannt, wie hoch die Transfektionseffizienz der
einzelnen Transfektionen war, noch inwieweit sich die Transfektionseffizienzen
zwischen den einzelnen Transfektionen voneinander unterschieden. Fir an
diese Arbeit anschliefende Untersuchungen ist somit eine Ermittlung der
Transfektionseffizienz (z. B. Uber fluoreszenzfarbstoff-markierte Vektoren per

Durchflusszytometrie) empfehlenswert. Die unterschiedlichen Zellpassagen, die
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verschiedenen Zelldonatoren sowie die unbekannte Transfektionseffizienz
wurden jedoch in der statistischen Auswertung der Daten (in Form von
Fehlertermen) berucksichtigt (s. Kap. 3.18.2 bis 3.18.4), sodass die Ergebnisse
interpretiert werden durften. Ferner muss an dieser Stelle erwahnt werden,
dass trotz der Uberwaltigenden Uberexpression der TrkB-Isoformen auf RNA-
Ebene (19,8- bis 21,6-fach) eine Expression auf Proteinebene nicht untersucht
wurde. Folglich bleibt es Spekulation, ob die beobachteten Unterschiede im
Zellverhalten auf einen tatsachlich erhohten Rezeptoren-Gehalt an der
Zelloberflache zurickzuflihren sind. Um diese Frage zu klaren, ist ein weiterer
Ansatz nétig, der die, durch Uberexpression der TrkB-lsoformen auf RNA-
Ebene resultierenden, Veranderungen auf Proteinebene (z. B. durch Western
Blot) untersucht.

Erwahnenswert ist noch der nicht ausgereifte Versuchsaufbau des
Adhasionsassays. Die Problematik liegt dabei in der Geschwindigkeit der
Zelladhasion an die Matrixmolekule Kollagen und Fibronektin (diese liegt im
Bereich von Minuten), wahrend die manuelle Verteilung der huPASMC auf die
96-Loch-Zellkultur-Platte bereits mindestens die doppelte Zeit in Anspruch
nimmt. Dieser Umstand fihrt zu hohen Schwankungen, die die Vergleichbarkeit
der Versuchsergebnisse betrachtlich erschweren. Moglicherweise gemessene
Unterschiede in der Zelladhasion sind mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit nicht
auf die Transfektion und Stimulation der Zellen zuruckfuhrbar. Auch der
Gebrauch eines Multipipetten-Systems bietet flr dieses Problem keine
adaquate Losung, da die einzelnen Eppendorf-Gefalle vor der Verteilung auf
die 96-Loch-Zellkultur-Platte sorgfaltig mit der Pipette resuspendiert werden
mussen. Ein Vortexter ist zu diesem Zweck, aufgrund der hohen mechanischen
Stresseinwirkung auf die Zellen, nicht geeignet. Flr nachfolgende Arbeiten ist
eine Optimierung des Versuchsaufbaus unabdingbar. Vorzuschlagen ware ein
computergesteuertes Pipettiersystem, welches eine simultane Ubertragung der
Zellsuspensionen auf alle 96 Locher der Zellkultur-Platte gewahrleistet. Dies

wurde einen zeitgleichen Beginn des Adhasionsassays garantieren.
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5.3 Ausblick und Therapieansatze

Bis in die 80er Jahre wurde versucht dem erhdhtem Druck im
pulmonalen Kreislauf mit unselektiven Vasodilatatoren zu begegnen [135].
Positive und nachhaltige Effekte konnten nur mit hohen Dosen von Ca*'-
Antagonisten erzielt werden, wobei nur 10% bis 15% der IPAH-Patienten auf
eine solche Therapie ansprachen [136]. Der Nachteil bei dem Gebrauch von
Ca**-Antagonisten ist deren unselektive Wirkung, indem sie neben einer
Dilatation der Lungengefal3e auch eine Drucksenkung im arteriellen Schenkel
des grolien Kreislaufs induzieren. Durch die systemische Hypotension kommt
es reaktiv zu einer Sympathikus-Stimulation mit Reflextachykardie [19],
wodurch sich die rechtsventrikulare Funktion weiter verschlechtert. Neue
Therapieansatze zielen auf die Antagonisierung einzelner Komponenten des
Gefallremodelings ab. Zum jetzigen Zeitpunkt werden drei Signalwege
medikamentds verstarkt bzw. gehemmt: Der Endothelin-Signalweg durch
Endothelin-Rezeptor-Antagonisten [137, 138], der NO-Signalweg durch
Phosphodiesterase-Hemmer [139, 140] und der Prostazyklin-Signalweg durch
Prostazyklin-Analoga [141]. Durch diese Interventionen sollen, neben einer
Vasodilatation der Pulmonalarterien, auch eine Proliferationshemmung der
huPASMC  erreicht werden [142-144]. Die Ergebnisse mehrerer
Untersuchungen in Tiermodellen weisen darauf hin, dass auf diesem Weg die
Media-Verdickung und Muskularisierung primar nonmuskularer Arteriolen
vermindert und infolgedessen eine Senkung des pulmonalarteriellen Drucks
erzielt werden kann [145-147]. Durch diese aktuellen therapeutischen Ansatze
konnte bei IPAH-Patienten eine Verbesserung der physischen Belastbarkeit,
eine Symptom-Linderung und einen daraus resultierenden Gewinn an
Lebensqualitat in gewissen Grenzen erzielt werden [148-150]. Nachteile dieser
neuen Therapieoptionen sind hohe Kosten [151] und Nebenwirkungen wie
Kopfschmerzen, Myalgien, Flush, Verdauungsstdrungen, periphere Odeme,
Stoérungen der Leber-Transaminasen und Teratogenitat [149, 152, 153]. Zudem
ist der Gebrauch dieser Wirkstoffe in der Anwendung sehr aufwandig: Fur die
intravends verabreichten Medikamente (z. B. das Prostazyklin-Analogon
Epoprostenol) ist ein Venenverweilkatheter  zur  kontinuierlichen

Infusionstherapie erforderlich [154], wodurch ein Infektionsrisiko gegeben ist.
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Die inhalativ verabreichten Medikamente (z. B. das Prostazyklin-Analogon
lloprost) haben eine sehr kurze Halbwertszeit und verpflichten den Patienten so
zu regelmaBigen engmaschigen Inhalationen [155]. Die genannten
Therapieoptionen haben die Lebensqualitdt von IPAH-Patienten zwar in
betrachtlichem MalR} verbessert, dennoch stellen sie, durch die fehlende
kurative Komponente, nur eine Uberbriickung bis zur Lungentransplantation
dar [156].

Wie in Kap. 1.1 beschrieben ist die IPAH eine Erkrankung, die durch die
abnorme Proliferation, Migration und Interaktion mit EZM/Adhasion von
huPASMC charakterisiert ist. Eine Therapie, die spezifisch jeden dieser
Pathomechanismen hemmt, ist demnach denkbar effektiver als eine
Monotherapie. Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten liefern Hinweise darauf,
dass die TrkB-Isoformen die Proliferation und Migration von huPASMC
beeinflussen koénnen (s. Kap. 5.1.1 und 5.1.2). Sollten sich diese
Beobachtungen in weiteren Untersuchungen bestatigen, konnte dies in Zukunft
als Ansatzpunkt fur neue Therapien zur Hemmung des Gefaliremodelings
genutzt werden. Voraussetzung fir die Entwicklung einer neuen TrkB-
assoziierten Therapie ist jedoch die Untersuchung, wie die TrkB-lsoformen
ihren Effekt ausuben (gegenseitige Expressionsregulation,
Ligandenbereitstellung/-absorption bzw. durch einen eigenen Signalweg, s.
Kap. 5.1.1). Ein méglicher therapeutischer Ansatzpunkt ware eine Inhibition der
intrazellularen Signaltransduktion der Isoform TrkB-c, falls sich diese auch in
zukunftigen Studien als proliferationsfordernd herausstellt. Dies ware durch den
Einsatz von Tyrosinkinase-Inhibitoren mdoglich. Tyrosinkinase-Inhibitoren, die
durch  Hemmung der Autophosphorylierung der Kinase-Domane die
nachgeschaltete Signalkaskade unterbrechen [157], finden bereits Anwendung
bei Erkrankungen mit starker Proliferationskomponente (z. B. bei Karzinomen)
[158]. Tyrosinkinase-Inhibitoren wurden kurzlich auch in PAH-Tiermodellen
erprobt und nach der Beobachtung gunstiger Effekte auf das Gefaliremodeling
auch als mogliche Alternative zu den derzeit gangigen Methoden bei
hypertensiven Erkrankungen der Lunge vorgeschlagen [121, 157].
Problematisch bei einer solchen systemischen Therapie ist, dass zahlreiche
Zell-Rezeptoren im menschlichen Organismus den Rezeptor-Tyrosinkinasen

zugerechnet werden. Eine relativ unspezifische Hemmung der Tyrosinkinasen
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birgt so ein gewaltiges Nebenwirkungspotential. Eine Verbesserung dieses
therapeutischen Ansatzes waren Tyrosinkinase-Inhibitoren, die zusatzlich die
extrazellulare Domane der Rezeptoren spezifisch binden. So kdnnten gezielt
einzelne Rezeptor-Untergruppen (beispielsweise TrkB-c) inhibiert werden. Die
proproliferative Wirkung von TrkB-c auf huPASMC konnte so moglicherweise
geblockt und ein Fortschreiten der IPAH gehemmt werden.

Sollten zukunftige Analysen bestatigen, dass TrkB-b und TrkB-e einen
antiproliferativen Effekt auf huPASMC haben, kdonnte dies auch zur Inhibition
des Gefallremodelings genutzt werden. Eine Maoglichkeit ware die gezielte
Uberexpression dieser Isoformen in der Lunge. Durch ihre exponierte Lage
bietet die Lunge den Vorteil selektiv Uber die Atemwege zuganglich zu sein.
Eine Uberexpression wéare durch die Inhalation eines Aerosols méglich,
welches mit den Genen der erwlnschten TrkB-lsoformen angereichert ist. Als
effiziente Genulbertragungsvehikel gelten heute adenovirale Vektoren. Sie
bieten den Vorteil, dass sie ein sehr breites Wirkspektrum aufweisen, d. h. sie
konnen teilungsaktive, ruhende sowie ausdifferenzierte Zellen ,infizieren® [159].
So koénnten sie auch zur Transduktion gewunschter Gene in huPASMC
geeignet sein. Ein weiteres wichtiges Merkmal der adenoviralen Vektoren ist,
dass sie nach der Aufnahme in die Wirtszelle nicht in die Wirtszell-DNA
integriert werden (im Gegensatz zu retroviralen Gentransfersystemen), sondern
als Episom in freier Form neben der Wirtszell-DNA im Zellkern vorliegen. Somit
bestent nicht die Gefahr Tumorsuppressorgene oder Onkogene durch
Insertionsmutagenese zu verandern [159]. Der virale Vektor kann jedoch
infolge der Zellkern-Auflosung bei der Zellteilung verloren gehen, weshalb er in
regelmaldigen Intervallen substituiert werden musste. Die Verwendung von
viralen Vektorsystemen birgt allerdings auch einige Risiken: So besteht die
Gefahr der Entstehung von infektiosen und/oder replikationskompetenten
Viruspartikeln durch Rekombinationsprozesse [160, 161]. AulRerdem ist die
Vertraglichkeit einer solchen Therapie noch nicht ausreichend erprobt. Durch
die Applikation eines vektorhaltigen Aerosols konnte es zu Entzundungs- und
Unvertraglichkeitsreaktionen kommen [19]. Um die Gentherapie bei IPAH-
Patienten zu etablieren, sind zudem noch einige weitere Hlrden zu meistern,

wie u. a. die Optimierung von Vektorkonstruktion und —produktion, die gezielte
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Anreicherung in huPASMC sowie die Kontrolle einer ausreichenden

Transgenexpression nach der Zelltransduktion.
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6 Zusammenfassung

Die idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie (IPAH) ist eine seltene
und schwerwiegende Erkrankung der Lunge, bei der es durch Remodeling-
Prozesse der Pulmonalarterien zu einer Erhdhung des pulmonalarteriellen
Mitteldrucks  kommt.  Obwohl das  vaskuldare = Remodeling alle
GefalRwandschichten betrifft, beruhen die resultierenden hamodynamischen
Veranderungen uberwiegend auf der abnormen Proliferation, Migration und
EZM-Synthese/Adhasion glatter Muskelzellen (huPASMC) in der Media. Diese
huPASMC exprimieren einen Tyrosinkinase-Rezeptor namens TrkB, der die
zellulare Proliferation und Migration sowie vermutlich auch die zellulare
Adhasion beeinflusst. Vor diesem Hintergrund ware es denkbar, dass TrkB
ursachlich fur das abnorme Verhalten der huPASMC bei der IPAH ist. In dieser
Studie wurde erstmalig nachgewiesen, dass huPASMC drei TrkB-lsoformen
exprimieren (die vollstandige Isoform TrkB-c und die verklrzten Varianten
TrkB-b und TrkB-e). Die Funktion der verkurzten TrkB-lsoformen ist nahezu
unbekannt. Die Fragestellung dieser Arbeit war somit, ob und inwiefern die
einzelnen TrkB-Isoformen in Interaktion mit ihren Liganden BDNF und huNT4
die Proliferation, Migration und Adhasion von huPASMC beeinflussen. Zur
Klarung dieser Fragestellung wurde die mRNA der Isoformen TrkB-c, TrkB-b
und TrkB-e aus A549-Zellen gewonnen, in cDNA umgeschrieben und mithilfe
der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) vervielfaltigt. Nach Integration der
cDNA in Vektorsysteme (Klonierung) wurden diese in huPASMC, mit dem Ziel
einer Isoform-Uberexpression, eingeschleust (Transfektion). In einem weiteren
Schritt wurden die transfizierten huPASMC mit den Liganden BDNF bzw.
huNT4 stimuliert. Daraufhin wurden die Proliferations-, Migrations- und
Adhasionseigenschaften der transfizierten und stimulierten huPASMC
untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lieferten Hinweise flr einen
antiproliferativen Effekt der Kombinationen TrkB-b/BDNF und TrkB-e/huNT4
sowie fur einen migrationssteigernden Effekt durch TrkB-c. Hinweise fur einen
Einfluss der TrkB-Isoformen bzw. der Liganden auf die Adhasion der huPASMC
lagen nicht vor. Ob die antiproliferative Wirkung der verkurzten Isoformen auf
einer Runterregulation des vollstandigen TrkB-Rezeptors an der Zelloberflache,

einer Ligandenreduktion fur den vollstandigen Rezeptor oder auf einem
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eigenen, bisher unbekannten Signalweg beruht, bedarf weiterer
Untersuchungen. Die vermehrte Expression der TrkB-lsoformen TrkB-b und
TrkB-e sowie die Runterregulierung der TrkB-c-Expression mit dem Ziel der
Proliferationshemmung der huPASMC koénnten als therapeutische

Angriffspunkte fur die Behandlung von IPAH-Patienten in Frage kommen.
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6.1 Summary

Idiopathic pulmonary arterial hypertension (IPAH) is a rare and serious
lung disease that is caused by remodeling processes in the wall layers of
pulmonary arteries which lead to an increase in mean pulmonary artery
pressure. Even though vascular remodeling affects all layers of the vascular
wall, the resulting hemodynamic changes mainly occur due to an abnormal
proliferation, migration and adhesion of smooth muscle cells (huPASMC) in the
media. These huPASMC express a tyrosine-kinase-receptor named TrkB which
influences the cellular proliferation, migration and presumably the cellular
adhesion. Hence, TrkB is conceivably the cause of the abnormal behaviour of
the huPASMC in IPAH. This study demonstrated for the first time that
huPASMC express three TrkB isoforms (full-length TrkB-c and the truncated
versions TrkB-b and TrkB-e). The function of truncated TrkB isoforms is largely
unknown. The aim of this research study was to investigate the influence of
TrkB isoforms on the proliferation, migration and adhesion of huPASMC in
interaction with their ligands BDNF and huNT4. For this purpose, the mRNA of
TrkB-c, TrkB-b and TrkB-e was extracted from a549-cells and transcribed into
cDNA. Subsequently the cDNA was amplified by means of the polymerase
chain reaction (PCR). After integrating the cDNA in an expressionvector system
(cloning), huPASMC were transfected with the aim of isoform overexpression.
As a next step, the transfected huPASMC were stimulated with the ligands
BDNF or huNT4. Afterwards, the proliferation, migration and adhesion
properties of the transfected and stimulated huPASMC were analysed. The
results of this analysis provide evidence for an antiproliferative effect caused by
TrkB-b/BDNF and TrkB-e/huNT4. There is also evidence for a migration-
enhancing effect of TrkB-c. Indicators for an influence of TrkB isoforms on the
adhesion of huPASMC (in combination with their ligands) were nonexistent.
Further research is required on whether the antiproliferative effect of the
truncated isoforms occurs due to a down-regulation of the full-length TrkB
receptor on the cell surface, due to ligand reduction or due to a different
signaling pathway that was previously unknown. In the future, increased

expression of TrkB isoforms TrkB-b and TrkB-e and down-regulation of TrkB-c
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with the aim of inhibiting proliferation of huPASMC might be used as
therapeutic targets for the treatment of IPAH.
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