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1. Einleitung

1.1. Pulmonale Hypertonie

Die Pulmonale Hypertonie (PH) stellt eine schwere Erkrankung dar, bei der es
zu einer Zunahme des pulmonalvaskularen Widerstandes kommt.
Definitionsgemal besteht eine Pulmonale Hypertonie bei einer persistierenden
Erhéhung des mittleren pulmonalarteriellen Drucks von >25 mmHg in Ruhe
bzw. >30 mmHg unter Belastung.

Die pathophysiologischen Mechanismen, die zur Entwicklung einer Pulmonalen
Hypertonie fihren, konnen unter dem Begriff ,vaskuldres Remodelling®
zusammengefasst werden.

Darunter versteht man den Umbauprozel3 der kleinen Widerstandgefalde, der
durch eine Hypertrophie der Media, vermehrte Kollagendeposition
insbesondere im Bereich der Adventitia sowie eine Endothelproliferation
gekennzeichnet ist (Erdmann et al. 2008). Dies fuhrt zu einer endothelialen
Zellschadigung und —dysfunktion, gefolgt von einer Dysbalance zwischen
vasokonstriktorischen und —dilatatorischen Mediatoren. So wird Endothelin als
potenter Vasokonstriktor in der Lunge von Patienten mit Pulmonaler Hypertonie
deutlich Uberexprimiert, was als Ansatzpunkt fur die Therapie der Erkrankung
diente (Uguccioni et al. 1995). Folge der Pulmonalen Hypertonie ist eine
exzessive Drucksteigerung im Lungenkreislauf mit zunehmender Obliteration
der kleinen und mittleren Pulmonalarterien, bis es schlie3lich zur Entwicklung
eines Cor pulmonale bis hin zum Rechtsherzversagen kommt.

Die Einteilung der Pulmonalen Hypertonie erfolgt anhand folgender heute

gebrauchlichen WHO- Klassifikation:

1. Pulmonal arterielle Hypertonie (PAH)

1.1 Idiopathisch (IPAH)

1.2 Familiar (FPAH)

1.3 Assoziiert mit (APAH)
1.3.1 Kollagenosen
1.3.2 Kongenitalen systemisch-pulmonalen Shuntvitien
1.3.3 Portale Hypertension
1.3.4 HIV-Infektion



1.3.5 Drogen/Medikamente
1.3.6 Andere (Schilddrisenerkrankungen,
Glykogenspeicherkrankheiten, M. Gaucher, hereditédre Teleangiektasie,
Hamoglobinopathien, myeloproliferative Erkrankungen, Splenektomie)
1.4 Assoziiert mit signifikanter vendser/kapillarer Beteiligung
1.4.1 Pulmonale veno-okklusive Erkrankung (PVOD)
1.4.2 Pulmonal kapillare Hamangiomatose (PCH)
1.5 Persistierende Pulmonale Hypertonie der Neugeborenen (PPHN)
2. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankung
2.1 Linksatriale oder linksventrikulare Erkrankungen
2.2 Linksseitige Klappenerkrankungen
3. Pulmonale Hypertonie assoziiert mit Lungenerkrankungen und/ oder Hypoxamie
3.1 Chronisch obstruktive Lungenerkrankungen (COPD)
3.2 Interstitielle Lungenerkrankungen
3.3 Schlafbezogene Atemstérungen (v.a. obstruktives Schlafapnoesyndrom)
3.4 Erkrankungen mit alveolarer Hypoventilation
3.5 Chronische H6henkrankheit
3.6 Anlagebedingte Fehlbildungen
4. Pulmonale Hypertonie aufgrund chronischer thrombotischer und/ oder embolischer
Erkrankungen (CTEPH)
4.1 Thromboembolischer Verschluss proximaler Pulmonalarterien
4.2 Thrombembolischer Verschluss distaler Pulmonalarterien
4.3 Nicht-thrombotische Lungenembolien (Tumore, Parasiten, Fremdkorper)
5. Sonstiges
Sarkoidose, Histiozytosis X, Lymphangioleiomyomatose, Kompression von

PulmonalgefaRen (Lymphknoten, Tumor, fibrosierende Mediastinitis)
Abb. 1: WHO- Klassifikation der Pulmonalen Hypertonie (Weltkongress Dana Point 2008)

In dem im Jahre 2003 stattgefundenen 3. Weltsymposium fur Pulmonale
Hypertonie in Venedig war die bis dahin giltige Pulmonale Hypertonie-
Klassifikation (WHO- Konferenz in Evian 1998) uberarbeitet und erganzt
worden. In der sog. ,Venedig- Klassifikation" wurde der bis dahin gebrauchliche
Terminus ,primare Pulmonale Hypertonie“ (PPH) verlassen. Das darunter

verstandene Krankheitshild war noch weiter differenziert worden in eine



idiopathische und eine familidre Hypertonie und in die Gruppe der
pulmonalarteriellen Hypertonie (PAH) eingeordnet worden (Haoula et al. 2006).
Im Februar 2008 fand in Dana Point, Kalifornien, das 4. Weltsymposium fur
Pulmonale Hypertonie statt. Hierbei entschloss man sich, die grundsatzliche
Architektur und Philosophie der vorherigen Klassifikationen beizubehalten. Die
wahrend des Treffens beschlossenen Modifikationen betrafen vor allem die
Gruppe 1, die der pulmonal- arteriellen Hypertonie (PAH). Diese Untergruppe
beinhaltet Patienten mit familiar bedingter PAH oder idiopathischer PAH mit
Keimbahnmutationen. In der neuen Klassifikation erscheinen Schistosomiasis
und chronisch hdmolytische Anédmie als separate Entitdten in der Subgruppe
der mit bestimmten Erkrankungen assoziierten PAH (APAH). AuRerdem wurde
beschlossen, fiir die pulmonale veno- okklusive Erkrankung (PVOD) und die
pulmonale kapillare Hamangiomatose (PCH) eine eigene Gruppe zu schaffen.
Durch diese Veranderungen konnte eine homogenere Gestaltung der Gruppe
PAH erreicht werden (Simonneau et al. 2009).

Klinische Symptome der Pulmonalen Hypertonie sind zunehmende
Belastungsdyspnoe, rasche Ermudbarkeit sowie in fortgeschrittenen Stadien
Synkopen und Zeichen der Rechtsherzinsuffizienz (Haoula et al. 2006). In den
Anfangsstadien liegt jedoch meist ein recht unspezifisches Beschwerdebild vor,
weshalb die Diagnose haufig erst spat gestellt wird. Fir die Beurteilung des
funktionellen Schweregrades der Pulmonalen Hypertonie gilt die folgende
modifizierte NYHA- Klassifikation aus der Evian- Konferenz 1998, welche in
Venedig bestétigt wurde (Olschewski et al. 2007):

Klasse 1 Patienten mit Pulmonaler Hypertonie ohne Einschrankung der
korperlichen Aktivitdt. Normale korperliche Belastungen fithren
nicht zu vermehrter Dyspnoe oder Mudigkeit, thorakalen
Schmerzen oder Schwécheanfallen.

Klasse 2 Patienten mit Pulmonaler Hypertonie mit einer leichten
Einschrankung der korperlichen Aktivitat. Keine Beschwerden in
Ruhe. Normale kdrperliche Aktivitat fihrt zu vermehrter Dyspnoe
oder Mudigkeit, thorakalen Schmerzen oder Schwacheanfallen.

Klasse 3 Patienten mit Pulmonaler Hypertonie mit deutlicher Einschrankung



der korperlichen Aktivitat. Keine Beschwerden in Ruhe. Bereits
leichtere als normale Belastungen fuhren zu Dyspnoe oder Mudigkeit,
thorakalen Schmerzen oder Schwécheanfallen.
Klasse 4 Patienten mit Pulmonaler Hypertonie mit Unfahigkeit, irgendwelche
korperlichen Belastungen ohne Beschwerden auszufiihren.
Zeichen der manifesten Rechtsherzinsuffizienz. Dyspnoe
und/ oder Mudigkeit kdnnen bereits in Ruhe vorhanden sein. Bei
geringster Aktivitat werden die Beschwerden verstarkt.
Nach Evian- Konferenz 1998, bestéatigt durch Venedig-Konferenz 2003 (Olschewski H.
et al. 2007)

Abb.2: Funktioneller Schweregrad der Pulmonalen Hypertonie

Die sekundaren Pulmonalen Hypertonien, die z.B. Folge einer Lungenembolie,
Lungenfibrose oder einer chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD)
sein konnen, sind weitaus haufiger als die sporadisch oder hereditar
auftretenden primaren Formen (Weitzenblum et al. 1981). Auch ist die
Prognose der Patienten mit sekundéarer Pulmonaler Hypertonie in der Regel
noch schlechter als bei primarer Pulmonaler Hypertonie. Bei Patienten mit einer
Lungenfibrose fihrt das Auftreten einer Pulmonalen Hypertonie zu einem
Anstieg der Mortalitat (King et al. 2001). Die Mdglichkeiten der Behandlung
einer Pulmonalen Hypertonie sind sehr begrenzt; in der Literatur finden sich
hauptsachlich Studien Uber primare Pulmonale Hypertonie, zur sekundaren
Hypertonie aufgrund einer Lungenfibrose gibt es hingegen nur wenige Studien
mit kleinen Fallzahlen (Olschewski, Ghofrani et al. 1999, Ghofrani et al. 2002).

1.2.  Lungenfibrose

Die Ursachen fir die Entstehung einer Lungenfibrose sind vielfaltig; neben
Noxen und Kollagenosen als Ausldser unterscheidet man auch idiopathische
Formen. Die Lungenfibrose stellt meist den Endzustand einer interstitiellen
Lungenerkrankung (ILD) dar. Unter ILD versteht man nicht- infektitse,
chronische Lungenparenchymerkrankungen, die zu einer vermehrten
Gewebebildung im interstitiellen und/ oder alveolaren Kompartiment der Lunge
fuhren (Classen et al. 2004). Besteht eine Lungenfibrose, wird das



Lungenparenchym in Bindegewebe umgebaut, was eine Gasaustauschstérung
und Hypoxamie nach sich zieht. Man nimmt an, dass fur die Entwicklung einer
Pulmonalen Hypertonie bei der Lungenfibrose auch der sog. Euler- Liljestrand-
Effekt verantwortlich ist. Dabei kommt es hypoxiebedingt zu einer
Vasokonstriktion der Lungengefaf3e (Sommer et al. 2008). Aul3erdem wurden
bei Patienten mit Lungenfiborose im Rahmen der Umbauvorgange bei
Fibrosierung erhdohte Endothelin-1- (ET-1) Spiegel nachgewiesen; die ET-1-
vermittelte Vaskonstriktion kdnnte damit als ein Faktor fur die Ausbildung einer
Pulmonalen Hypertonie gesehen werden (Uguccioni et al. 1995). Die
wesentliche Ursache fur die Entstehung der Pulmonalen Hypertonie bei der
Lungenfibrose ist jedoch sicherlich die Verringerung des Gefaldquerschnitts
durch die Bindegewebsvermehrung.

Die Inzidenz der idiopathischen Lungenfibrose (IPF) wird in der Literatur mit ca.
10/100000 Einwohner angegeben. Manner erkranken etwas haufiger als
Frauen, meist zwischen dem 40. wund 70. Lebensjahr. Die
Therapiemoglichkeiten der Lungenfibrose sind begrenzt, sodass die
Lebenserwartung derzeit etwa 3 bis 5 Jahre nach Diagnosestellung betragt.
(American  Thoracic Society 2000). Eine Todesursache ist das
Rechtsherzversagen im Rahmen einer sich entwickelnden Pulmonalen

Hypertonie (Talmadge et al. 2001).

1.3.  Pulmonal- vaskulare Regulationsmechanismen

Der Muskeltonus der GefalRe des Lungenkreislaufs wird im Gegensatz zu
denen des Korperkreislaufs vorwiegend lokal durch vasoaktive Substanzen
reguliert. Zwei wesentliche Regulationsmechnismen stellen hierbei das

Endothelin- sowie das Prostazyklinsystem dar.

1.3.1. Endothelinsystem
Endotheline sind vasoaktive Mediatoren, von denen folgende drei Isoformen
unterschieden werden koénnen: Endothelin-1, Endothelin-2 und Endothelin-3.

Diese werden in unterschiedlichen Zelltypen produziert und nehmen Einfluss



auf den Tonus der GefalBmuskulatur, die Zellproliferation sowie die
Hormonproduktion im Gefal3system (Kramer et al. 1992, Levin et al. 1995).

Die Sekretion von Endothelin-1 in den Endothelzellen sowie den glatten
Muskelzellen der GefaRe kann durch Hypoxie oder einwirkende Scherkrafte
binnen weniger Minuten induziert werden. Dies ermdglicht eine rasche
Anpassung der Endothelinproduktion an die jeweiligen Erfordernisse der
Gefaliregulation. Endothelin-2 wird unter anderem in der Niere sowie im
Intestinum gebildet, Endothelin-3 vor allem im ZNS. Uber die Funktion dieser
beiden Isoformen ist noch wenig bekannt.

Endotheline vermitteln ihre Wirkung tber G- Protein- gekoppelte Rezeptoren,
die Endothelinrezeptoren. Derzeit sind 2 Subtypen bekannt, der Endothelin-A-
und -B- Rezeptor. Bei Bindung von Endothelin am Endothelin-A (ET-A)-
Rezeptor, der vor allem in glatter GefaBmuskulatur nachgewiesen werden kann,
kommt es zu einer Vasokonstriktion. Die Wirkung am Endothelin-B (ET-B)-
Rezeptor ist von dessen Lokalisation abhangig: An Endothelzellen vermittelt die
Stimulation des ET-B- Rezeptors eine Vasodilatation Uber die Freisetzung von
Stickstoffmonoxid (NO). Stimulation desselben Rezeptors an glatter
GefalBmuskulatur hingegen fordert die Vasokonstriktion. In der Lunge sind
sowohl ET-A als auch ET- B- Rezeptor nachweisbar (Gali¢, Manes et al. 2004,
Michael et al. 1996).

Es ist bekannt, dass Endothelin eine Schliisselrolle in der Entwicklung der
Pulmonalen Hypertonie spielt (Michel et al. 2003); da erhohte ET-1-
Plasmaspiegel nicht nur bei Pulmonaler Hypertonie, sondern auch bei
Lungenfibrose gefunden wurden, geht man davon aus, dass die endotheliale
Dysfunktion und das Endothelinsystem auch zur Entwicklung einer Pulmonalen
Hypertonie bei Lungenfibrose beitragen (Trakada et al. 2003). Ausserdem gibt
es zunehmend Beweise, dass das Endothelinsystem auch eine wichtige Rolle
bei der Entstehung und Progression der Lungenfibrose spielt. So hat man
beispielsweise erhthte ET-1- Spiegel im Plasma und in bronchoalveolarer
Lavageflissigkeit von Lungenfibrosepatienten gemessen (Trakada et al. 2003,
Uguccioni et al. 1995). Auch korrelieren immunhistologische Farbungen von
ET-1 und die Hohe des ET-1- Konverting- Enzyms mit der Krankheitsaktivitat



bei Lungenfibrose und gehen sogar deren Entwicklung voraus (Giaid et al.
1993, Saleh et al. 1997, Mutsaers et al. 1998).

1.3.2. Prostazyklin

Prostazyklin (PGI) gehort zur Gruppe der Prostaglandine, welche im Korper
durch die Cyclooxigenasen und nachfolgend verschiedene
Prostaglandinsynthasen aus Arachidonsdure gewonnen werden (Simmons et
al. 2004). Der entscheidende Schritt in der Biosynthese von PGI wird durch die
membrangebundene Prostazyklinsynthase (PGIS) katalysiert, die konstitutiv in
vaskuldren Endothelzellen und glatten Gefalimuskelzellen exprimiert wird
(Pereira et al. 1993). Prostazyklin ist ein potenter endogener Inhibitor der
Thrombozytenaggregation, der Proliferation glatter Gefal3muskelzellen und der
Vasokonstriktion  (Holzmann et al. 1980). Neben Endothelin und
Stickstoffmonoxid spielt Prostazyklin als weiterer neurohumoraler Faktor eine
entscheidende Rolle bei der Regulation des pulmonalen GeféaRwiderstandes
und der Entwicklung des pulmonalvaskularen Remodelings.

Wahrend einerseits Endothelin-1 durch seine vasokonstriktorischen und
proliferativen Eigenschaften die Entstehung einer Pulmonalen Hypertonie
begunstigt, wirken Prostazyklin, NO und evtl. auch Endothelin-1 Gber den ET-B-
Rezeptor einer Pulmonalen Hypertonie und evtl. sogar einer Lungenfibrose
entgegen.

Der positive therapeutische Effekt von Prostazyklin auf die Hamodynamik und
Belastbarkeit sowie eine Verbesserung der Mortalitdt bei Patienten mit
idiopathischer Pulmonaler Hypertonie ist gesichert (Olschewski, Simonneau et
al. 2002, Wensel et al. 2000). Ebenso wird bei Patienten mit Pulmonaler
Hypertonie und Lungenfibrose eine Senkung des pulmonalerteriellen Druckes
durch inhalative und intraventése Gabe von Prostanoiden beschrieben
(Olschewski, Ghofrani et al. 1999).

Die endogene Prostazyklinproduktion bei Pulmonaler Hypertonie wurde nur in
wenigen Studien untersucht (Tuder et al. 1999, Christman et al. 1992); zur
neurohumoralen Regulation der Pulmonalen Hypertonie bei Lungenfibrose

lagen zu Beginn dieser Studie noch keinerlei Daten vor.



1.4. Therapiemdglichkeiten der PH

Eine Heilung der Pulmonalen Hypertonie ist trotz aller Fortschritte in Diagnostik
und Therapie bis heute nicht méglich. Jedoch hat die Entwicklung gezielter
Therapieverfahren beachtenswerte Verbesserungen bezuglich
Lebenserwartung, korperlicher Belastbarkeit sowie Lebensqualitat der Patienten
erbracht. Dies wurde erst durch die intensiven Forschungen auf dem Gebiet der
Pulmonalen Hypertonie in den letzten Jahren erméglicht (Stahler et al. 2008).
Grundsatzlich stehen heutzutage zwei unterschiedliche Ansatzpunkte der
therapeutischen Intervention zur Verfiigung, mit deren Hilfe der Widerstand im
Pulmonalkreislauf gesenkt werden soll: einerseits Férderung der Vasodilatation
durch Prostazyklin bzw. seine Analoga sowie Phosphodiesteraseinhibitoren
(PDE-5-Inhibitoren), auf der anderen Seite Hemmung der Vasokonstriktion
durch Endothelinrezeptorantagonisten und Calciumantagonisten.

Prostazyklin steht in verschiedenen Applikationsformen zur Verfigung
(intravends, inhalativ, oral, subkutan); in Deutschland wird hauptsachlich
inhalatives sowie intravenoses lloprost verwendet. Intravendses Prostazyklin,
oral applizierbares Beraprost sowie subkutan bzw. intravends infundierbares
Treprostinil spielen bei uns aufgrund hoher Therapiekosten, fehlender
Studienlage bzw. ausgepragtem Nebenwirkungsprofil derzeit praktisch keine
Rolle.

Mit den Phosphodiesteraseinhibitoren hat sich in den letzten Jahren eine neue
Therapieform aufgetan, deren bekanntester Vertreter Sildenafil in
randomisierten kontrollierten Doppelblindstudien einen hochsignifikanten Effekt
auf die Belastbarkeit und Lebensqualitat gezeigt hat und seit Ende 2005 in
Europa fir die Indikation PAH zugelassen ist.

Hochdosierte Calciumantagonisten wie z.B. Nifedipin kommen nur bei
sogenannten ,Respondern” zum Einsatz; dies sind Patienten mit idiopathischer
pulmonalarterieller Hypertonie (IPAH) oder familidrer pulmonalarterieller
Hypertonie (FPAH), bei denen durch einen pharmakologischen Test eine starke
pulmonale Vasoreagibilitat nachgewiesen werden konnte.

Der Endothelinrezeptorantagonist Bosentan blockiert sowohl ET-A- wie auch

ET-B- Rezeptor und wird deshalb als unselektiv bzw. dual bezeichnet



(Olschewski et al. 2007). Nachdem Bosentan bereits seit 2002 in Europa fur
PAH ab dem NYHA- Stadium Ill zugelassen worden war, konnten vor kurzem in
der sog. EARLY- Studie (Galie et al. 2008) signifikante Verbesserungen
bezuglich des pulmonalvaskularen Widerstands als auch der funktionellen
Belastbarkeit bereits bei Patienten mit PAH der NYHA- Klasse Il nachgewiesen
werden. Seit August 2008 besitzt das Medikament nun auch die Zulassung fur
die Anwendung bei milder symptomatischer Pulmonaler Hypertonie (PAH II).
Bosentan steht seit vielen Jahren an erster Stelle im internationalen
Behandlungsalgorithmus der PAH; seit seiner Zulassung wurden mehr als
50000 Menschen mit Bosentan behandelt, das als einziges oral verfigbares
Medikament zur Behandlung der PAH in Deutschland mit dem Evidenzgrad A
bewertet wurde (Galie et al. 2004).

In den letzten Jahren wurde in grof3en klinischen Studien die Wirksamkeit von
ET-A- selektiven Endothelinantagonisten (Sitaxentan, Ambrisentan) gepruft.
Man ging davon aus, dass ihr Vorteil gegentber Bosentan darin bestiinde, dass
sie durch ihre selektive Bindung am ET-A- Rezeptor gezielt die unerwiinschten
Endothelin- vermittelten Wirkungen unterdriicken; die Uber ET-B vermittelten
Effekte des Endothelins, ndmlich Vasodilatation Gber Freisetzung von NO und
Prostazyklin, bleiben somit unbeeinflusst und konnten zusatzlich dem
Krankheitsprozess entgegenwirken. Diese Theorie hat sich in den jungsten
Studien zwar nicht bestatigt, denn ein spezifischer Vorteil bezuglich der
Wirksamkeit aus der hoheren Affinitat zum ET-A- Rezeptor konnte nicht
nachgewiesen werden, aber es traten unter Ambrisentan keinerlei klinisch
relevante Medikamenteninteraktionen mit Warfarin oder Sildenafil auf, welche
bei PAH- Patienten haufig zur Anwendung kommen. Somit besitzt Ambrisentan,
das seit Juni 2008 in Deutschland zur Therapie der WHO- Funktionsklassen I
und Il zugelassen ist, einen signifikanten Vorteil gegenuber unselektiven
Endothelinantagonisten (Hrometz et al. 2008).

Die Problematik besteht jedoch darin, dass die zuvor genannten Medikamente
zur Verbesserung der Hamodynamik und der Symptome nur fir eine kleine
Untergruppe der Pulmonalen Hypertonie, nadmlich der ,Pulmonal arteriellen

Hypertonie* (PAH), zugelassen sind. Die Wirksamkeit wurde in mehreren



kontrollierten, meist doppelblinden Studien nachgewiesen, fehlt jedoch auch
noch fur viele Subgruppen der PAH. Fir die anderen Formen der Pulmonalen
Hypertonie, die den weitaus gré3eren Anteil des Patientenguts ausmachen,
existieren bis heute noch keine zugelassenen Therapien. Mit wenigen
Ausnahmen gibt es keinerlei Beleg dafur, dass die gezielte medikamenttse
Therapie der PAH auch bei diesen Erkrankungsformen wirksam ist (Olschewski
et al. 2007).

1.5. Tierexperimentelle Modelle zu Lungenfibrose un  d PAH

Die pathophysiologischen Vorgange, die zur Lungenfibrose bzw. Pulmonalen
Hypertonie fuihren, sind weitgehend unbekannt. Um diese aufzudecken, wurden
in den vergangenen Jahren verschiedene tierexperimentelle Modelle der
Pulmonalen Hypertonie entwickelt. So wurde beispielsweise chronische
Hypoxie, toxisch induzierte Vaskulitis des pulmonalen Gefal3systems oder
chronische Lungenembolisation dazu benutzt, eine Pulmonale Hypertonie zu
erzeugen (Herget et al. 1993).

Eine andere Mdglichkeit stellt das bereits seit vielen Jahren anerkannte
Bleomycinmodell dar. Bleomycin ist ein Glykopeptidantibiotikum, das
normalerweise in der Onkologie zur Therapie von Hodentumoren, Hodgkin- und
Non- Hodgkin- Tumoren eingesetzt wird. Es wird renal eliminiert, besitzt eine
Halbwertszeit von ca. 3 Stunden und beeinflusst als Zytostatikum verschiedene
Phasen des Teilungszyklus (Lazo et al. 1994). Sein antineoplastischen Effekt
beruht auf einer oxidativ schadigenden Wirkung auf DNA (Hay et al. 1991).

In der klinischen Anwendung tritt relativ haufig eine akute Pneumonitis, gefolgt
von einer Fibrosierung des Organs, als Nebenwirkung auf. Das Lungengewebe
ist gegenuber Bleomycin in besonderer Weise gefahrdet, da hier sog.
Zysteinhydrolasen, welche in anderen Geweben zu einer Inaktivierung von
Bleomycin fuhren, nur in geringer Anzahl vorhanden sind. In der Forschung
macht man sich dieses Phanomen zunutze, indem man bei Versuchstieren
durch Bleomycinverabreichung experimentell ein acute respiratory distress
syndrome (ARDS) mit anschliessender Entwicklung einer Lungenfibrose

auslost. Verschiedenste Tiermodelle kamen dabei bislang zur Anwendung, z.B.
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Modelle mit Ratten (Wild et al. 1994), Mausen, Hamstern (lyer et al. 1995),
Kaninchen (Timothy et al. 1985, Jones et al. 1998) und Affen. Die
Verabreichung des Bleomycins erfolgte dabei meist durch intratracheale
Instillation (Wild et al 1994, Iyer et al. 1995, Timothy et al. 1985), daneben
kamen aber auch intravendse (Piguet et al. 1994) oder intrapleurale bzw.
intraperitonelae (Matuse et al. 1995) Injektionen des Medikaments zur
Anwendung.

Das Bleomycinmodell ist somit eine anerkannte und haufig verwendete
Methode zur Verursachung einer Lungenschadigung durch oxidationsbedingtes
Setzen von entzindlichen und fibrotischen Lasionen im Lungeninterstitium
diverser Tierarten (Hay et al. 1991). Die hierbei induzierte Lungenfibrose ahnelt
derjenigen beim Menschen (Giri et al. 1990) und kann damit als reprasentativ
fur alle inflammatorisch getriggerten Formen der Lungenfibrose (z.B. exogen
allergische Alveolitis, Sarkoidose, post- ARDS- Fibrose) angesehen werden
(Lubke et al. 2005). Ebenso weist die Pathologie Ahnlichkeiten mit der
Idiopathischen Pulmonalen Fibrose beim Menschen (IPF) auf, einer meist
lebenslimitierenden Erkrankung, deren Entstehung und Ablauf bisher nur
bruchstiickhaft bekannt sind und die daher bereits seit vielen Jahren im
Mittelpunkt medizinischer Forschung steht (Chaudhary et al. 2006, American
Thoracic Society 2000). Das Bleomycinmodell eignet sich daher nicht nur zur
Aufklarung der pathophysiologischen Vorgange der Entstehung der
Lungenfibrose und der Pulmonalen Hypertonie, sondern wird auch benutzt zum
Erforschen neuer Therapieansatze in der Behandlung der beiden
Erkrankungen.

Das Bleomycinmodell ist jedoch auch kritisch zu beurteilen; so wird beméngelt,
dass die Lungenfibrose hierbei nicht natirlich entsteht, sondern extern erzeugt
wird durch die Gabe des Zytostatikums. Uberdies kommt es zu einer toxischen
Schadigung der Lunge, wodurch ein vollig anderer Weg der Pathogenese als
bei der natirlich entstandenen Lungenfibrose beschritten wird (Adamson 1Y
1984). Auch haben Studien gezeigt, dass die Bleomycin- induzierte
Lungenfibrose nur einer bestimmten Untergruppe der menschlichen

interstitiellen Lungenerkrankungen ahnelt und keineswegs reprasentativ fur die

11



idipathische Lungenfibrose beim Menschen zu sehen ist (Borzone G et al
2001). Auch wird der Einsatz des Bleomycinmodells zur Erforschung der
Lungenfibrose unter Fachleuten immer wieder kritisiert, da sich mehrere
Therapieansatze nur wirksam im tierexperimentellen Modell, nicht jedoch in der
Klinik erwiesen (Chaudhary et al. 2006, Moeller et al 2008).
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2. Fragestellung

Die vorliegende Studie soll zur Aufklarung des oben dargelegten Sachverhalts
beitragen, indem sie die pathophysiologischen Effekte des unselektiven
Endothelinrezeptorantagonisten Bosentan auf die durch Lungenfibrose
induzierte Pulmonale Hypertonie erforscht. Dadurch erhofft man sich Hinweise
auf eine mogliche Wirksamkeit des Medikaments auch bei sekundaren Formen
der Pulmonalen Hypertonie beim Menschen, z.B. der durch interstitielle
Lungenerkrankungen ausgelosten Pulmonalen Hypertonie, flr die bis heute
noch keine gezielte Therapie etabliert ist.

In der vorliegenden Arbeit soll im Hinblick auf die oben beschriebene Thematik
im Modell der Bleomycin- induzierten Lungenfibrose der Frage nachgegangen
werden, welchen pathophysiologischen Effekt der Endothelinantagonist
Bosentan auf die Entwicklung der Lungenfibrose, die Pulmonale Hypertonie und
die neurohumorale Regulation hat. Dabei ist von Interesse, ob eine mdgliche
Verbesserung der Pulmonalen Hypertonie auf eine Abnahme der Fibrose oder
auf Veranderungen in der neurohumoralen Regulation zuriickzuftihren ist.

Auf die Bedeutung des Endothelinsystems, das eine wichtige Rolle in der
Entwicklung der Lungenfibrose wie auch der Pulmonalen Hypertonie spielt, wird
in der vorliegenden Arbeit eingegangen, indem die Auswirkungen der durch
Bosentan bewirkten Hemmung des Endothelinsystems auf die Pulmonale
Hypertonie als auch die Lungenfibrose erforscht werden. Hierbei sollen
insbesondere die Umbauprozesse und fibrosespezifischen Veranderungen, mit
der die Lungenfibrose im Bleomycinmodell einhergeht, erforscht werden.

Ziel der Arbeit ist es, Verstandnis fur die pathophysiologischen Vorgange der
oben genannten Prozesse zu erlangen.

Hierzu wurde zur Analyse der Lungenfibrose der Kollagengehalt semiquantitativ
in der  Sirius- Red- Farbung sowie  quantitativ  UOber  die
Hydroxyprolinkonzentration bestimmt. Anhand des Myeloperoxidasegehalts
ermittelten wir den Entziindungsgrad. Der rechtsventrikulare systolische Druck
sowie die rechtsventrikulare Hypertrophie dienten zur Bestimmung des
Schweregrades der Pulmonalen Hypertonie. Bezuglich der neurohumoralen

Regulation stellten wir Prostazyklin in den Mittelpunkt unserer Forschungen; es
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wurde auf der Stufe seiner Produktion und seines Wirkortes untersucht. Da PGl
aufgrund seiner kurzen Halbwertszeit schwer nachzuweisen ist, wiesen wir den
Mediator indirekt Gber die PGI- Synthase und den PGI- Rezeptor nach. Der
PGI- Rezeptor wurde durch immunhistologische Methoden im Gefalendothel
bestimmt. Der Nachweis der PGIS erfolgte sowohl auf Genexpressions- als
auch auf Proteinebene.

Aus den obigen Ausfuhrungen ergibt sich folgende Fragestellung: Hat der
unselektive Rezeptorantagonist Bosentan Einfluss auf die Lungenfibrose und
die Pulmonale Hypertonie, und wenn ja, welcher Art? Ist eine mdgliche
Verbesserung der Pulmonalen Hypertonie eher auf den Einfluss von Bosentan
auf die Fibrose oder auf Veranderungen in der neurohumoralen Regulation,

insbesondere der des Prostazyklins, zurtickzufiihren?
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3. Methoden

3.1. Tierexperimentelle Versuchsphase

3.1.1. Versuchsaufbau

Als Ausgangspunkt dieser Doktorarbeit diente die Untersuchung der
Wirkungsweise von Bosentan, eines unselektiven Endothelin- Rezeptor-
Antagonisten, auf die Bleomycin- induzierte Lungenfibrose am Tiermodell. Der
Versuch wurde nach 8 8 Absatz 1 des Tierschutzgesetzes vom 25.05.1998
genehmigt. Fir das Experiment wurden 30 vier Wochen alte mannliche Wistar-
Ratten (Charles- River- Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) mit einem
Anfangsgewicht von 286 g (o =12,8) in folgende Gruppen unterteilt:

1. gesunde Kontrollgruppe (n=10)

2. Bleomycin- Gruppe (n=10)

3. Bleomycin + Bosentan- Gruppe (n=10)

Alle Tiere wurden in Einzelkafigen bei normaler Kost und Wasser ad libitum in
einem 12 Stunden- Tag-/ Nachtrhythmus gehalten. Am Tag O wurde den
Gruppen 2 und 3 Bleomycin verabreicht; die Gabe von Bosentan an die Tiere
der Gruppe 3 begann am Tag 1. Am Tag 28 erfolgte die RVSP

(rechtsventrikularer systolischer Druck)- Messung und Organentnahme.

3.1.2. Induktion der Lungenfibrose und Behandlung

Das Zytostatikum Bleomycin (cell- pharm- GmbH, Hannover, Deutschland),
welches normalerweise zur Tumortherapie von Seminomen, Nichtseminomen,
Hodgkin- und Non- Hodgkin- Lymphomen angewendet wird, verursacht als
schwere Nebenwirkung unter anderem eine Lungenfibrose, da die Lunge nur
wenig Hydrolasen und niedermolekulare Eiweil3fraktionen besitzt, welche
Bleomycin in anderen Geweben teilweise inaktivieren und somit dort eine
niedrigere Organtoxizitat vorliegt.

Im Vorversuch wurde eine Injektionsdosis von 2,5 U/ kg Korpergewicht (1 Unit =
1 mg) ermittelt, wobei ein immer gleich bleibendes Gesamtvolumen von 0,25 ml
appliziert wurde. Das Bleomycin wurde unter Berlcksichtigung der Richtlinien
zum Arbeiten mit Zytostatika in 0,9%igem NaCl (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) gelést und am Tag O den Tieren der Bleomycin-

15



Gruppe und der Bleomycin + Bosentan- Gruppe intratracheal verabreicht. Dazu
wurden die Ratten in eine leichte Inhalationsnarkose mit Isofluran (Florene ,R*,
Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) versetzt, senkrecht gelagert und ein
G16- Katheter (Johnson & Johnson, Haan, Deutschland) mit Hilfe eines
Fuhrungsdrahtes in die Trachea eingefiihrt. Uber diesen wurde die
entsprechende Menge an Bleomycin mit einer Insulinspritze (BD Plastikpak,
Becton Dickinson S.A., Madrid, Spanien) appliziert und anschlieRend jeweils
mit 0,5 ml Luft nachgesplilt, um eine adaquate Verteilung des Medikaments in
der Lunge zu gewahrleisten und um sicherzustellen, dass die gesamte Dosis
injiziert wurde.

Bosentan (Actelion Pharma Schweiz AG, Baden, Schweiz), ein unselektiver
Endothelinrezeptorantagonist, der bisher zur Therapie bestimmter Formen der
Pulmonalen Hypertonie Anwendung findet, wurde taglich, beginnend ab Tag 1,
mittels Magensonde (G18, Scanbur, Karlslunde, Danemark) gewichtsadaptiert
in einer Dosis von 100mg/kg Korpergewicht, in Aqua dest. (B. Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) gelést und den Tieren der Bleomycin +
Bosentan- Gruppe verabreicht. Zur individuellen Dosisanpassung wurden die
Tiere zweimal pro Woche gewogen.

3.1.3. Hamodynamische Messungen

3.1.3.1. Systemischer Blutdruck

Am Ende der vierwochigen Behandlungsphase fand zum Ausschluss einer
systemischen Hypertonie vor der hamodynamischen Messung des
rechtsventrikularen systolischen Druckes (RVSP) an zwei aufeinander
folgenden Tagen die Blutdruckmessung mittels der Tail- cuff- Methode mit dem
BP- Recorder 8005 (W&W Electronics, Hofheim, Deutschland) statt.

3.1.3.2. Rechtventrikularer systolischer Druck

Der RVSP (= rechtsventrikularer systolischer Druck) wurde als Mal3 fir eine
vorhandene Pulmonale Hypertonie bestimmt.

Die Messung erfolgte am Ende der vierwdchigen Versuchszeit. Dazu wurden

die Ratten in eine kurze Inhalationsnarkose mit Isofluran versetzt, bevor die

16



eigentliche Narkose durch i.p.- Injektion von Trapanal (0,1ml/kg Korpergewicht;
Altana Pharma, Konstanz, Deutschland) erfolgte. Nach Freilegung der V.
jugularis externa wurde das Gefald mittels einer feinen Schere angeschnitten
und ein mit Heparin (5001U/ml; Liguemin N 25000, Roche Pharma, Grenzach-
Wyhlen, Deutschland) gespulter Kinder- ZVK (Imm*80mm, B.Braun Melsungen
AG, Melsungen, Deutschland) bis in den rechten Ventrikel vorgeschoben. Dort
wurde anschlieRend mit einem Druckabnehmer (Programm 19, Hellige,

Freiburg im Breisgau, Deutschland) der RVSP gemessen.

3.1.4. Organ- und Blutentnahme und Verarbeitung
3.1.4.1. Blutentnahme und Plasmagewinnung
Nach erfolgter RVSP- Messung wurde Uber den sich im rechten Ventrikel
befindenden Katheter jeweils ein EDTA- Ro6hrchen Blut abgenommen. Dieses
wurde sofort bei 3000 g fuir 5 min bei 4T zentrifug iert, der Uberstand (Plasma)

abgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80C gelagert.

3.1.4.2. Organentnahme und Bestimmung der
rechtsventrikularen Hypertrophie

Nach der Eroffnung des Thorax Uber die Abdomen- Thorax- Medianlinie wurden
die Gefal3e oberhalb der Herzbasis durchtrennt und es erfolgte die Entnahme
von Herz und Lunge en bloque.

Zunachst wurde das Herz mit kardiopleger Losung (Custodiol, Dr. Franz Kéhler
Chemie GmbH, Alsbach-Hahnlein, Deutschland) gespdult, um die Myozyten in
einen relaxierten Zustand zu Uberfuhren, was fir die weiteren
morphometrischen Untersuchungen am Herzen nétig war. Danach wurden die
beiden Ventrikel und das Septum voneinander getrennt und einzeln gewogen.
Das Verhaltnis des rechtsventrikularen Gewichtes zur Summe aus
linksventrikularem und septalem Gewicht (RV/ [LV+S]) diente als Mal3 fur die
rechtsventrikulare Hypertrophie. Jeder Ventrikel wurde in zwei gleich grolRe
Teile geteilt, in flissigem Stickstoff durchgefroren und bis zu den weiteren
Untersuchungen, die Bestandteil einer anderen Dissertation waren, bei -80C

gelagert.
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Die gesamte Lunge wurde gewogen und anschlieBend in rechten und linken
Lungenfligel getrennt. Die linke Lungenhdalfte wurde ohne vorheriges
Durchspulen ebenfalls auf flissigem Stickstoff durchgefroren und bis zur
Homogenisation bei -80C gelagert. Der rechte Lunge nfligel wurde in zwei
Fraktionen aufgeteilt: Der rechte Oberlappen wurde mit 4%ig- PBS-
gepuffertem Formalin (Roth, Karlsruhe, Deutschland) unter konstantem Druck
mittels Infusionssystem gesplult und eine Paraffineinbettung angeschlossen. Die
restliche Lungenfraktion wurde mit 0,9%igem NaCl gespult, auf Stickstoff

schockgefroren und bis zur RNA- Isolation bei -80C gelagert.

3.2. Histologische Untersuchung

3.2.1. Paraffineinbettung und Schnittherstellung

Nach der Organentnahme haben wir das zu untersuchende Lungengewebe flr
48 Stunden in 4%ig PBS- gepuffertem Formalin in Einbettkassetten inkubiert
und anschlie3end eine Paraffineinbettung am Gerat Histocentre 2 (Shandon,
Dreieich, Deutschland) durchgefuihrt. Von den gegossenen Paraffinblocken
wurden mit dem Microm HM 400 (Microm GmbH, Walldorf, Deutschland) 4 pm
dicke Schnitte angefertigt; diese haben wir kurz in einem 50C warmen
Wasserbad gestreckt, um Faltenbildung zu vermeiden. Danach wurden sie auf
Superfrost-Objekttrager (Roth, Karlsruhe, Deutschland) aufgezogen und Uber

mehrere Stunden bei 37T getrocknet.

3.2.2. Hamatoxylin- Eosin- Farbung

3.2.2.1. Durchfiihrung

Die Hamatoxylin- Eosin- Farbung ist eine Ubersichtsfarbung, die dem
Betrachter Hinweise auf pathologisch veranderte Strukturen gibt. So kann man
z. B. eine Fibrose an vermehrtem Bindegewebsgehalt (rétlich- orange Farbe)
erkennen.

Hamatoxylin ist ein natirlicher Farbstoff aus dem Blauholzbaum. Um seine
farbende Eigenschaft zu entwickeln, muss er zu H&malaun (basischer
Hamateinlack) aufbereitet werden. Hamalaun farbt als basischer Farbstoff

saure Komponenten blau an; der saure Farbstoff Eosin hingegen farbt basische
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Komponenten rot. Kerne erscheinen dadurch in der HE-Farbung blau,
Zytoplasma, Bindegewebe und Muskulatur rétlich- orange.

Die 4 um dinnen Schnitte wurden in Xylol (Roth, Karlsruhe, Deutschland)
entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe gewéssert. Dann fand die
Farbung mit Hamalaun (Merck, Darmstadt, Deutschland) Gber 3 min und das
Blauen unter flieBendem Leitungswasser tUber 5 min statt. Die dreimindtige
Gegenfarbung mit  Eosin, das zuvor mit Essigsaure (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) angesauert worden war, erfolgte tber 3 min mit anschliel3ender
Differenzierung in 70%igem Alkohol, woran sich die Entwasserung in der
aufsteigenden Alkoholreihe, eine finfminitige Xylolinkubation sowie das

Eindeckeln mit Roti- Histokitt Il (Roth, Karlsruhe, Deutschland) anschloss.

3.2.2.2. Mikroskopische Auswertung
Die Praparate wurden geblindet von zwei unabhangigen Betrachtern nach
ihrem Fibrosegrad bewertet.
Die Betrachtung erfolgte am Durchlichtmikroskop (Leitz DM, RBE, Wetzlar,
Deutschland) bei 20facher VergroBerung. Dazu wurde der Schnitt
meanderformig durchgemustert und nach folgenden Kriterien beurteilt:
0 = keine Fibrose (d.h.: keinerlei Fibroseherde im gesamten Schnitt
sichtbar bzw. Fibrose < 25 % vom Gesamtgewebe)
1 = leichte Fibrose (d.h.: 1- 2 Fibroseherde sichtbar bzw. 25-50 % vom
Gesamtgewebe betroffen)
2 = mittlere Fibrose (d.h.: 3- 4 Fibroseherde sichtbar bzw. 50-75 % betroffen )
3 = starke Fibrose (d.h.: > 4 Fibroseherde sichtbar bzw. >75 % betroffen)

3.2.3. Sirius-Red-Farbung
3.2.3.1. Durchfuhrung
Um den Fibrosegrad beurteilen zu konnen, haben wir zusétzlich eine
Bindegewebsfarbung mit Sirius Red durchgefihrt. Diese Farbemethode kann
dem Untersucher Informationen Uber den Fibrosegrad liefern, da sie
Bindegewebe spezifisch rot farbt. In der vorliegenden Farbetechnik erscheint

Bindegewebe rot, alle anderen Gewebsarten grin.
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Zunachst wurde die Entparaffinierung der Schnitte in Xylol und deren
Wasserung in absteigender Alkoholreihe durchgefuhrt. Daraufhin habe ich die
Schnitte zweimal hintereinander fur je ca. 5 min in 1%ige Tween- PBS- Losung
(Biochrom AG, Berlin, Deutschland) gelegt, welche die Oberflachenspannung
herabsetzt und somit ein besseres Binden des Farbstoffs ermoglicht. Nach
weiteren zwei mal 5 min in destilliertem Wasser erfolgte die Inkubation mit den
Farbstoffen Uber 30 min. Das Reagenz hierfir wurde aus 100 mg Sirius Red
Reagent (Merck, Darmstadt, Deutschland), 100 mg Fast Green FCF Certified
(Sigma- Aldrich- Chemie- GmbH, Muinchen, Deutschland) und 100 ml
Picrinsdure (Merck, Darmstadt, Deutschland) hergestellt. Es ist dabei wichtig,
darauf zu achten, dass mit Handschuhen gearbeitet wird, da Picrinsaure giftig
ist; aul3erdem handelt es sich bei den Farbstoffen um lichtempfindliche
Substanzen, weswegen das Zubereiten des Reagenzes und die Inkubation der
Schnitte lichtgeschiitzt erfolgen sollte. Nach der Inkubationszeit schlief3t sich ein
zweimal fuinfminatiges Waschen in destilliertem Wasser, die Entwéasserung in
aufsteigender Alkoholreihe, sowie das Eindeckeln mit Depex (Serva,

Heidelberg, Deutschland) an.

3.2.3.2. Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der gefarbten Schnitte wurde geblindet von zwei unabhéngigen
Betrachtern durch computergestiitzte Morphometrie am Durchlichtmikroskop
bei 20facher Vergrél3erung mit dem Programm Meta- Vue (Universal Imaging,
Pennsylvania, USA) durchgefuhrt. Pro Schnitt haben wir 5 reprasentative
Gesichtsfelder ausgewahlt, welche keine Randbereiche, Schneide- oder
Farbartefakte, jedoch mindestens ein Gefal3 beinhalteten. Zu Beginn der
Auswertung muss im Programm ein Range fur alle Praparate festgelegt
werden, der alle roten, also mit Sirius Red spezifisch als Bindegewebe
gefarbten Areale, erfasst, nicht aber das mit Fast Green gegengefarbte
Restgewebe. Das Gesichtsfeld wird von Meta- Vue anhand seiner Pixelgréf3e in
Gesamtflache umgerechnet, welche 100% entspricht. Die mit dem range
erfassten rot gefarbten Bindegewebsareale werden dann ebenso pixelbezogen

erfasst und als Prozentsatz der Gesamtflache angegeben. Um auch Schnitte
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beurteilen zu konnen, welche verhaltnismalig viel ,Luft®, z.B. in Form von
Zysten, Bullae, etc. enthalten, haben wir zuséatzlich einen zweiten range
gesetzt, der alles “weil3e”, d.h. Luft, in den Praparaten erfasst. Die
entsprechenden Flachenangaben der einzelnen Blickfelder wurden dann nach
folgender Formel miteinander verrechnet:

Fibrosegrad (Blickfeld) = A (Bindegewebe) / A (Gewebe)*
* A(Gewebe) = A (Gesamtblickfeld) - A(Luft)
Der Mittelwert der 5 Blickfelder ergibt dann den Fibrosegrad des

entsprechenden Schnittes.

3.3.  Immunhistologie

Die Immunhistologie diente der Lokalisierung und dem semiquantitativen
Nachweis von Prostazyklin. Da das Gewebshormon PGI jedoch selbst nicht
direkt nachweisbar ist, fuhrten wir einen indirekten Nachweis Uber das PGI-
synthetisierende Hormon (PGI- Synthase) sowie den PGI- bindenden Rezeptor
(PGI- Rezeptor) durch.

Da sich ein deutlicher Unterschied im Verhalten grof3er und kleiner Gefalie

zeigt, wurden diese getrennt voneinander untersucht.

3.3.1. Paraffineinbettung und Schnittherstellung

Durchfiihrung siehe 2.2.1

Samtliche Verdinnungen fir die Immunhistologie wurden, sofern nicht anders
angegeben, mit PBS (= phosphate buffer solution, Biochrom AG, Berlin,

Deutschland) vorgenommen.

3.3.2. RECA 1

3.3.2.1. Durchfiihrung

Bei RECA 1 (= rat endothelial cell antibody) handelt es sich um einen
spezifischen Marker fur Rattenedothelien. RECA 1- positive Areale, also das
Endothel, farben sich graubraun, der Hintergrund erscheint hell, Zellkerne grtn.
Die Schnitte wurden in Xylol entparaffiniert und anschliel3end in absteigender
Alkoholreihe gewassert. Die endogene Peroxidase, die zu unspezifischen

Hintergrundfarbungen fihren kann, wurde von uns in einem 10%igen PBS/ H,0,
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(= Wasserstoffperoxid)- Bad fir 20 min blockiert, woraufhin eine zusatzliche
funfzehnminitige Blockierung des endogenen Biotins und Avidins mit dem
Vector Blocking Kit (Linaris Wertheim, Deutschland) bei Raumtemperatur in der
feuchten Kammer stattfand. Das Antigen- Retrieval erfolgte wahrend 30 min
bei 37C auf enzymatischem Wege mittels 0,1%iger Protease XIV (Sigma-
Aldrich- Chemie- GmbH, Miunchen, Deutschland). Dies ist notwendig, weil es
durch die Formalinfixierung zu einer Maskierung des Antigens kommt, welche
durch diesen Arbeitsschritt wieder rickgangig gemacht werden und der
Antikdrper das Antigen somit wieder detektieren kann.

Eine zusatzliche Blockierung mit 50 pl Superblock (ID- Labs, Ontario, Canada)
wurde angewandt, um durch Proteinladungen entstehende unspezifische
Hintergrundfarbungen zu verhindern. Anschlie3end trugen wir je 50 pl des 1:10-
verdinnten mouse -anti- RECA 1- Primarantikérpers (Acris, Hiddenhausen,
Deutschland) auf jeden Schnitt auf, die Negativkontrolle erhielt stattdessen 50
pul PBS. Nach zweistiindiger Inkubation bei 37 € wurden 50 pl des
Sekundarantikdrpers (Jackson Immuno Research; Baltimore Pike, USA), ein
goat- anti- mouse- biotinkonjugierter Antikorper in einer 1:500- Verdunnung, far
eine weitere Stunde bei Raumtemperatur auf alle Praparate aufgetragen.

Vor der Visualisierung mit DAB (= 3,3 Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid,
Sigma, Deutschland) erfolgte eine dreil3igminitige Inkubation mit dem
Vectastain- ABC- Kit (Avidin- Biotin- Complex, Linaris, Wertheim, Deutschland).
Das DAB- Substrat wurde folgendermaf3en angesetzt: 2 Tabletten a 10 mg DAB
wurden in 40 ml PBS gelost und unmittelbar vor dem Aufpipettieren auf die
Schnitte  mit 1600 pl 10%igem H,O, sowie 1 ml NaCl versetzt. Auf die
dreiminitige Gegenfarbung mit Methylgrin schloss sich wiederum die
aufsteigende Alkoholreihe, eine Inkubation in Xylol sowie das Eindeckeln an.

Zwischen den einzelnen Schritten wurde jeweils mit PBS gewaschen.

3.3.3. PGI- Synthase- Farbung
3.3.3.1. Durchfuhrung
Der spezifische Nachweis der PGI- Synthase erfolgte in Grundziigen analog der

RECA 1- Farbung mit dem Unterschied, dass die Blockade der endogenen
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Peroxidase mit einem 6%igen Methanol/ H202-Bad (Roth, Karlsruhe,
Deutschland) erfolgte und kein Antigen-Retrieval durchgefuhrt wurde.

Mit Ausnahme der Negativkontrolle wurden alle Schnitte tber Nacht bei 4 T
mit dem 1:100- verdinnten Primarantikdrper inkubiert. Dabei handelte es sich
um den monoklonalen mouse- anti- rat- PGI- Synthase- Antikorper der Fa.
Cayman Chemical Company (Michigan, USA). Als Sekundarantikorper
verwendeten wir den 1:200- verdinnten biotinkonjugierten goat- anti- mouse-

IgG- Antikorper (Jackson Immuno Research, Baltimore, USA).

3.3.4. PGI- Rezeptor- Farbung

3.3.4.1. Durchfiihrung

Um den PGI- Rezeptor nachzuweisen, wurde grundsatzlich wie bei der RECA
1- Farbung vorgegangen. Als Antigen- Retrieval verwendeten wir jedoch
Proteinase K (Dako Corporation, Carpinteria, USA) in einer Konzentration von
250 pg/ml. Die Inkubation mit dem 1:200- verdinnten Primarantikérper (rabbit-
anti- rat- PGI- receptor, Acris GmbH, Germany) dauerte hierbei nur eine
Stunde, woraufhin der biotinkonjugierte Sekundarantikorper (goat- anti- rabbit-
IgG, mouse- absorbed, Santa Cruz Biotechnology, California, USA) in einer
1:200- Verdunnung fur eine weitere Stunde aufgetragen wurde.

3.3.5. Semiquantitative Auswertung der Immunhistolo gie mittels
Remmele- Score
Der PGI- Rezeptor- und -Synthase- Nachweis wurde durchgefuhrt, um auf
Proteinebene vorhandene PGI- Rezeptoren bzw. -Synthase zu lokalisieren und
z.T. mit Genexpressionsdaten zu korrelieren (siehe 2.4). Zudem schloss sich
eine semiquantitative Analyse von PGI- Synthase und PGI- Rezeptor an, wobei
der sog. Remmele- Score Anwendung fand. Dazu wird eine Referenzfarbung
bendtigt, in unserem Fall der Endothelmarker RECA 1, da beide Stoffe v.a. am
GefalRendothel gefunden werden. Anhand der Referenzfarbung haben wir
folgendes Scoring entwickelt:
0 = keine Farbung

1 = schwache Farbung, gerade noch erkennbar

23



2 = Farbung vorhanden, aber schwécher als bei RECA 1

3 = Farbung genauso stark wie bei RECA 1

Von jedem Praparat haben wir Schnitte in Serie angefertigt, von denen wir dann
jeweils Endothel (mit RECA 1), PGI- Synthase und PGI- Rezeptor farbten. Es
wurden pro Schnitt je 5 horizontal angeschnittene Gefal3e mit einem
Durchmesser von 30- 100 um bzw. > 100 um ausgewahlt und anschliel3end
deren genauer Durchmesser und Farbeintensitat im Vergleich zu der Intensitéat
der Anfarbung von RECA 1 notiert. Zudem wurde der Prozentsatz der
angefarbten Zellen im Endothel abgeschatzt; dazu wurde die
Querschnittsflache des Gefalles in vier Quadranten eingeteilt und die
Anfarbung eines Quadranten mit 25% gleichgesetzt. Aus der Summe der
beteiligten Quadranten ergab sich der Gesamtprozentsatz. Ein Gefal3, das
beispielsweise durchgehend genauso stark wie RECA 1 angefarbt war, erhielt
demnach folgende Beurteilung:

100

Abb. 3: Beispiel Beurteilung Remmele- Score: Gefal? mit Farbeintensitét 3, Anteil der angeféarbten Zellen 100%

Der eigentliche Remmele- Score setzt sich dann aus dem Produkt von
Farbeintensitat und Prozentsatz des angefarbten GefalRquerschnitts
zusammen.

Formel: Remmele- Score = Farbeintensitat * Prozentsatz
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Im obigen Beispiel ergdbe sich also ein Wert von 3 * 1,0 = 3. Die Remmele-
Scores der funf einzelnen Gefal3e werden anschlieRend gemittelt und ergeben

S0 einen reprasentativen Wert fir den entsprechenden Schnitt.

3.4. Genexpressionsanalyse
Der quantitative Nachweis von Prostazyklin erfolgte indirekt uUber die
Untersuchung der Genexpression seines synthetisierenden Enzyms PGI-

Synthase.

3.4.1. RNA- Isolation

Um die Genexpression der PGI- Synthase molekularbiologisch darstellen zu
kdnnen, ist es zunachst notwendig, die RNA aus den bei -80 T gelagerten
Lungenproben zu isolieren, was von uns mit Hilfe der Single- Step- Methode
durchgefuhrt wurde. Um eine Degradierung des Untersuchungsmaterials durch
die ubiquitdr vorhandenen RNAsen zu vermeiden, ist ein sorgféltiges RNAse-
freies Arbeiten sowie standiges Kihlen der Proben auf Eis unbedingt
erforderlich.

Soweit moglich, wurden ausschlie3lich sterile Einweg- Materialien verwendet.
Losungen und  Puffer wurden einer 1%igen  Diethlprocarbonat

(= DEPC)- Behandlung unterzogen.

Bei der oben genannten Methode wird jedes Lungenpréparat in einem
Falkontube mit 15 ml Trizolldsung (Invitrogen, Deutschland) versetzt und mit
einem Mixer (Ultra Turrax T25, KIKA Labortechnik, Deutschland)
homogenisiert. Das in Trizol enthaltene GTC, ein chaotrophes Salz, denaturiert
alle Proteine, also auch evtl. vorhandene RNAsen, wahrend das saure Phenol
DNA bindet.

Nach funfminutiger Inkubation bei Raumtemperatur werden 3 ml Phenol-
bindendes Chloroform (Merck, Darmstadt, Deutschland) zugegeben, worauf
eine milchige Losung entsteht.

Nach kurzem Schitteln und weiteren 3 min werden die Proben 15 min lang bei
4 C und 4000 Umdrehungen zentrifugiert.
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Folgende 3 Phasen sollen sich bilden: Eine obere farblose Schicht, welche die
RNA enthalt, eine milchige Phase in der Mitte mit gro3en DNA- Stiicken sowie
Phenol und kleine DNA- Stiicke als unterste Schicht.

Die RNA aus der obersten Phase wird nun vorsichtig in RNAse- freie Rohrchen
pipettiert, wiederum mit 3 ml Chloroform versetzt, geschuttelt und fir weitere 10
min zentrifugiert (4 T, 4000 Umdrehungen).

Von den sich nun gebildeten 2 farblosen Phasen (unten Phenolreste und
Chloroform, oben RNA) wird der Uberstand in neue Ultrazentrifugenrohrchen
pipettiert, 7,5 ml Isopropanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) zur RNA-
Fallung zugegeben und das Ganze 10 min bei Raumtemperatur stehen
gelassen.

Nach 15minitiger Zentrifugation in der Ultrazentrifuge (Varifuge 20 RS,
Heraeus Sepatech, Osterode, Deutschland; Rotor 20.16) bei 4 € und 10000
Umdrehungen hat sich ein RNA- Pellet gebildet. Die sich dariiber befindende
wassrige Phase nimmt man mit der Wasserstrahlpumpe ab; das
Ubriggebliebene Pellet kann nun mit 5 ml 70%igem Ethanol (-20 <)
resuspendiert werden, was zu einer erneuten Fallung der RNA fihrt.

Nach Vortexen und weiteren 5 min in der Ultrazentrifuge (4 €, 7500
Umdrehungen) wird wiederum der Uberstand mittels Wasserstrahlpumpe
abgenommen und der Pellet nach finfminitigem Trocknen in 500 ul Aqua dest.
gelost.

Die nun isolierte RNA kann in Eppendorfcups bei -80 T bis zur Vermessung

am Photometer gelagert werden.

3.4.2. RNA- Konzentrationsbestimmung

In diesem Arbeitsschritt wird die bereits isolierte RNA am Photometer (Gene
Quant Pro- Photometer, Bio Chrom Ltd., Cambridge, England) vermessen, um
die in den jeweiligen Proben vorliegende Konzentration zu ermitteln.

Dazu stellten wir eine 1:50- Verdinnung der Proben mit Aqua dest. her; der
Nullabgleich am Gerét erfolgte ebenfalls mit Aqua dest.

Die Konzentration jeder Probe wurde am Photometer tber die optische Dichte,

die die Proben bei unterschiedlicher Wellenlange aufweisen, ermittelt und
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jeweils doppelt bestimmt. Dabei absorbiert RNA spezifisch bei 260 nm, Proteine
dagegen bei 280 nm. Aus dem Dichtequotienten Q = 260nm/ 280nm, der
idealerweise zwischen 1,6 und 2,0 liegen sollte, kann man auf den
Reinheitsgrad der RNA- Proben schlieRen. Durch die Dichtemessung bei der
Wellenldnge A = 260 nm leitet die Photometersoftware nach folgender Formel
die absolute RNA- Konzentration ab:

¢ = optische Dichte * Verdunnung * Multiplikationsfaktor (fir RNA = 40)

Aus den gemittelten Doppelbestimmungswerten kann man nun das fir die sich
anschlieBende Reverse- Transkriptase- Reaktion einzusetzende Volumen, das

1 pug RNA enthalt, berechnen.

3.4.3. RNA-Qualitatskontrolle

Nach einer erfolgten RNA- Isolation sollte immer eine RNA- Integritatskontrolle
mittels Chipverfahren durchgefiihrt werden, um Proben zu erfassen, die durch
RNAsen z.B. bei unsauberem Arbeiten verunreinigt und bereits degradiert sind.
Dafur haben wir einen RNA- Nano- Lab- Chip (RNA 6000 Nano Assay, Agilent
Technologies, Deutschland) mit Mikrokanéalen verwendet, bei dem die einzelnen
Probenwells alle mit einem Separationskanal verbunden sind.

Die aufgetragenen Proben verbinden sich mit einem interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoff und werden nach Anlegung eines Spannungsfeldes nach
ihrer GroRe kapillarelektrophoretisch tber Laserdetektion aufgetrennt. Anhand
dessen erstellt die Computersoftware ein Elektropherogramm sowie ein Gel-
like- picture, das die RNA- Fragmente in Form von Banden darstellt.

Im Elektropherogramm einer intakten RNA kann man zwei ribosomale Peaks
(18s- RNA u. 28s- RNA) und einen zusatzlichen Markerpeak erkennen; deren
Muster lasst Riuckschlisse auf die Integritdt der RNA zu. Jede einzelne Probe

wurde makroskopisch anhand der spezifischen Peaks beurteilt.
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Abb. 4: Elektropherogramm und Gel-like-picture einer Probe von guter Qualitét
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Abb. 5: Elektropherogramm und Gel-like-picture einer Probe von schlechter Qualitat

Gemall dem Herstellerprotokoll pipettierten wir in die 12 Facher des mit
Gelmatrix beladenen Chips eine RNA- Standard- Leiter (RNA 6000 ladder,
Ambion, Austin, USA) und 12 mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Proben.
Man verwendet grundsatzlich nur solche Proben fir die Reverse-
Transkriptase- Reaktion und die darauf folgende Real- Time- PCR, die sich
sowohl bei der RNA- Chip- Qualitatskontrolle als einwandfrei erwiesen als auch
eine ausreichende RNA- Konzentration besitzen.
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3.44. Reverse Transkriptase- Reaktion

Da die bereits isolierte RNA nicht unmittelbar fir das sich anschlie3ende PCR-

Verfahren genutzt werden kann, muss sie vorher noch mit Hilfe des Enzyms

Reverse Transkriptase (RT) in eine sog. cDNA (= complementary DNA), ein

einzelstrangiges DNA- Molekil, welches das eigentliche Template der PCR-

Reaktion darstellt, Gberfiihrt werden.

Dazu versetzt man in jedem Reaktionsansatz 1 ug RNA mit 1 pl Random-

Primer (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland), einem unspezifischen

Hexaprimerprimer, der an alle Abschnitte der RNA binden kann, so dass die

gesamte RNA sicher umgewandelt wird. Diese dienen auch als Startmolekdl fr

die Reverse Transkriptase.

Nach Auffillen mit Aqua dest. auf ein Endvolumen von 10 pl, kurzem Vortexen

und Herunterzentrifugieren findet eine dreiminutige Inkubation im Heizblock

(70 C) statt, was eine Losung der RNA- Sekundarstr uktur bewirkt.

Wahrend des Abkihlens kdnnen die Primer an die RNA binden. Alle weiteren

Arbeitsschritte mussen aufgrund der Thermolabilitdt der Enzyme RNAsin und

Reverse Transkiptase auf Eis ausgefuhrt werden. Als Enzym diente die M-

MLV- RT, eine aus dem Moloney- Maus- Leukamie- Virus isolierte, RNA

spezifische DNA- Polymerase.

Nun wird auf jeden Cup 10 ul des RT- Mixes zugegeben, welcher sich wie folgt

zusammensetzt:

e 1ul(~200U)RT

e 1 ul RNAsin (= RNAse- Inhibitor) (Promega Corporation, Madison, USA)

e 4 ul dNTP (2.2 mM; enthalt dATP, dGTP, dCTP, dUTP) (Amersham,
Buckinghamshire, United Kingdom.)

e 4 ul5*RT- Puffer (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland)

Nach erneutem kurzen Vortexen und Herunterzentrifugieren erfolgt die

Inkubation bei 37 C, dem Temperaturoptimum fir die RT. Dabei bindet sie

zwischen den Primern an die RNA und kann nun die entsprechend

komplementaren Nukleotide anheften.

Dieser Vorgang wird nach einer Stunde durch ein zweiminutiges Erhitzen auf

95 T gestoppt. Das erkaltete Volumen von 20 ul fullt man dann mit Aqua dest.
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auf ein Endvolumen von 150 pl auf und gibt die Proben in den Gefrierschrank
(-80 ), wo sie bis zur weiteren Verarbeitung verb leiben.

3.4.5. Genexpression

3.4.5.1. Quantitative Real- Time- PCR

Die molekularbiologische Untersuchung der Expression der PGI- Synthase
erfolgte nach den Prinzipien der von Kary Mullis (Mullis et al. 1986) etablierten
Polymerase- chain- reaction (= PCR), einer Methode zur effizienten
Amplifizierung spezifischer DNA- Zielsequenzen.

In unserem Falle fand die auf diesem Wirkmechanismus basierende
quantitative Real- Time- PCR (= qRT- PCR) Anwendung, eine
Weiterentwicklung der urspringlichen PCR- Methodik.

Wir haben die isolierten und in cDNA umgeschriebenen RNA- Proben mittels
Light Cycler (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) untersucht. In dieser
Real- Time (= “Echtzeity - PCR kann man die Menge des
Amplifikationsproduktes zu jedem Zeitpunkt wahrend der PCR quantifizieren,
was durch Messung eines Fluoreszenzsignals ermoglicht wird. Dieses wird
ausgesendet, sobald sich SYBR Green ( Quiagen, Hilden, Deutschland), ein an
doppelstrangige DNA bindender Farbstoff, in die minor groove der
synthetisierten ds- DNA eingelagert hat. Da das Fluorimeter im LightCycler den
ungebundenen Farbstoff lediglich als schwaches Signal detektiert, ist
sichergestellt, dass die Fluoreszenzstarke direkt proportional zur
Ampliconzunahme ist. Sie wird nach jedem Zyklus neu berechnet und
aufgezeichnet. Der sogenannte Crossing point bezeichnet denjenigen Zyklus,

bei dem das Fluoreszenzsignal erstmals exponentiell ansteigt.

3.4.5.2. Primerdesign

Um einen bestimmten DNS- Abschnitt erfolgreich vermehren zu kdénnen,
bendtigt man sogenannte Primer. Dies sind Nukleotidsequenzen, die denen der
die gesuchte Region Flankierenden komplementér sind. Sie hybridisieren an die
Template- DNA und dienen so der DNA- Polymerase als Startpunkt fir die

Synthese eines neuen DNA- Strangs.
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Als Template diente in unserem Falle die in der reversen Transkriptase-
Reaktion gewonnene cDNA aus den Rattenlungen.

Die spezifischen Oligonukleotidsequenzen der bendtigten Primer konnten
mittels der Genbank des National Center of Biotechnology (NCBI)
(http://'www.ncbi.nlm.nih.gov) im Internet ermittelt werden. Mit Hilfe des Blast
Programmes (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) wurden die Intron- Exon-
Grenzen bestimmt und die Primer im Anschluss durch das Primer 3- Programm
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) derartig generiert,
dass Fehler wie Haarnadelbildung, Primerdimere oder unspezifische
Primerbindungen ausgeschlossen werden kénnen. Sie wurden von der Firma
MWG- Biotech (Ebersberg, Deutschland) in lyophilisierter Form geliefert.

Um cDNA verlasslich von genomischer DNA unterscheiden zu kénnen, wurden
Intron- Uberspannende Primer eingesetzt. Entsprechend der Angaben des
Herstellers wurde das Primerlyophilisat in sterilem Aqua dest. geldst (B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland und eine 1:10- Verdidnnung nach
folgendem Schema hergestellt:

Primer- Mix (1:10- Verdinnung):

e 10 pl sense- Primer

e 10 pl anti- sense- Primer

e 80 ul Aqua dest.

Zielgen |Primertyp  [Sequenz Endkonzentration | Produktlange
sense- 5- GAT GGG GGT ATC
PGI Primer AGA GGA CA -3 100 pmol/pl 90 bp
anti- sense-|5- AAG AGG AGG AGC
Primer CAG AAA GC -3 100 pmol/pl 90 bp
sense- 5- CTA AGG CCA ACC
3-Actin | Primer GTG AAAAG -3 100 pmol/pl 80 bp
anti- sense-|5- AAC ACA GCC TGG
Primer ATG GCT AC -3° 100 pmol/ul 80 bp

Abb. 6: Primersequenzen fur Quantitative Real- Time- PCR
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Die optimale Annealing- Temperatur der Primer wurde durch einen Gradienten
ermittelt. Dabei wurden identische PCR- Ansatze unter verschiedenen
Annealingtemperaturen laufen gelassen. Die Schmelztemperatur des Primers,
die von seiner Lange und Sequenz abhangig ist, erhalt man durch folgende

Formel:

Tn=2 Tx(A+T) + 4 T x (G+C)
[Tm= Schmeltemperatur, A= Adenosin, T= Tyrosin, G= Guanidin, C= Cytosin]

Sie liefert einen groben Anhaltspunkt fur die gesuchte Annealingtemperatur.

3.4.5.3. Durchfiihrung

Aus den Reagenzien, die unmittelbar vor Gebrauch aufgetaut, gut gemischt und

kurz anzentrifugiert wurden, stellten wir folgenden Reaktionsansatz her (jeweils

pro Probe): 5 ul cDNA (6,7 ng/ul) wurde in eine Glaskapillare vorgelegt und mit

15 pl Primer — SYBR Green® - Mix erganzt, der sich wie folgt zusammen

setzte:

e 4 ul HO (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

e 10 pl SYBR Green® Master Mix (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland;
enthalt Sybrgreen- Fluoreszenzfarbstoff, HotStarTag DNA- Polymerase,
dNTP- Mix und Puffer)

e 1 pl Primer-Mix (s.0.)

Nach Verschluss der Kapillaren mittels Deckel wurde kurz abzentrifugiert (30 s,

3000 rpm), das Probenkarussel in den LightCycler® eingesetzt und das

Programm gestartet.

Der thermozyklische Prozess, dessen Temperaturprofii den Primern

entsprechend gewahlt wurde, gliedert sich in folgende drei Phasen:

1. Denaturierung:

Vorgang: thermische Auftrennung der doppelstréangigen (ds- DNA) template-

DNA in die jeweiligen Einzelstrange (ss- DNA)

Bedingungen: 95 <TC; Initiale Denaturierung: 15 min, folgende Zyklen: 15 Sek.

2. Annealing:

Vorgang: Bindung der sequenzspezifischen Primer
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Bedingungen: 20 Sek., 56 T

3. Elongation:

Vorgang: DNA- Polymerase- Reaktion; Synthese des komplementaren DNA-
Strangs durch Anheften der entsprechenden Nukleotide an das 3'OH- Ende
des jeweiligen Primers

Bedingungen: 25 Sek., 72 T

Die Zyklen kdnnen beliebig oft wiederholt werden; nach ca. 45 Zyklen ist die
Menge an PCR- Produkt jedoch ublicherweise grol3 genug, um gemessen
werden zu kénnen.

Unter optimalen Bedingungen verdoppelt sich die Zahl der gebildeten
Amplicons pro Zyklus nach folgender Formel:

P=Tx(1l+E)"

P = Amplifikationsprokt nach n Zyklen

T = Anfangskonzentration der eingesetzten template- DNA

n = Zyklenanzahl

E = wirkliche Effizienz der Amplifikation (von 0 bis 1; wobei O keine Amplifikation und 1, im Idealfall, eine Verdoppelung
darstellt) (Souazé et al. 1996; Tichopad et al. 2003)

Zusatzlich wurde neben dem zu untersuchenden Zielgen fir PGI auch ein
interner endogener Standard bestimmt. Dies ist notwendig, da bei der cDNA-
Synthese verschiedener RNA- Proben nie von einer aquivalenten Effizienz
ausgegangen werden kann. Um also eine relative Quantifizierung im Anschluss
an den LightCycler- Lauf durchfihren zu kbénnen, muss man die zu
vergleichenden Proben zuvor normalisieren. Dazu wurde fir jede Probe neben
dem Zielgen zusatzlich R- Actin als Referenzgen (Housekeeper) amplifiziert.
Sogenannte Housekeepergene dienen der Aufrechterhaltung diverser
Grundfunktionen der Zelle und werden annahernd konstant exprimiert. Es kann
also davon ausgegangen werden, dass die mMRNA- Expression des
Referenzgens in allen Proben gleich ist. Da man fir die Synthese von Kontroll-
und Ziel- DNA innerhalb einer Probe dieselbe Effizienz annimmt, kann man
etwaige Differenzen in der Effizienz der cDNA- Synthese zwischen
verschiedenen RNA- Proben durch Division der Messwerte von Zielgen und

endogener Kontrolle ausgleichen.
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3.45.4. Auswertung

Die erhobenen LightCycler- Daten dienen nicht der absoluten Messung der
RNA- Konzentration, sondern einer relativen Quantifizierung mittels
Standardkurve und somit der Mdglichkeit einer vergleichenden Darstellung der
verschiedenen Probenansatze.

Als Richtwert fir die Fluoreszenzmessungen wird der sogenannte Crossing
Point gebraucht, womit man diejenige Zykluszahl bezeichnet, bei der das
Fluoreszenzsignal der Proben erstmals exponentiell ansteigt.

Fur die Bestimmung der relativen RNA- Mengen wurde jedem LightCycler-
Lauf eine Verdinnungsreihe (1:1, 1:5, 1:10, 1:100), sowohl fur den als
endogene Kontrolle fungierenden Housekeeper [-Aktin, als auch fir das
Zielgen PGI- Synthase, beigefiigt. Die Analysesoftware (Roche Light Cycler
Run 5.32) des Light Cyclers erstellt eine Standardgerade, indem die
logarithmischen Verdinnungswerte linear gegen die entsprechenden crossing
points aufgetragen wurden. Die crossing points der unbekannten Proben
wurden auf die Eichgerade geféllt und die dazugehorigen relativen
Konzentrationswerte, auch als calculated values bezeichnet, automatisch
berechnet.

Die Effizienz des jeweiligen Primers konnte anhand der Steigung (engl. slope)
der logarithmischen Verdinnungsgeraden ermittelt werden.

E = 10 ~Uslope

Schwankungen bei der Reversen Transkriptase- Reaktion wurden nach
Ermitteln der Werte rechnerisch korrigiert. Dazu wurde der calculated value von
B- Aktin eines Kontrolltiers als Kalibrator gleich 1 gesetzt. Alle anderen Proben
wurden auf diesen Wert normiert, indem sie mit dem entsprechenden
Korrekturfaktor multipliziert wurden. Auf diese Weise erhalt man die korrigierte
PGI- cDNA- Konzentration ( = korrigierter calculated value), die der tatsachlich
vorhandenen PGI- mRNA- Konzentration entspricht und damit einen Hinweis

auf die Quantitat der PGI- Expression in der entsprechenden Probe beschreibt.
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3.4.6. Verifizierung des PCR- Produktes (Gelelektro  phorese)

Um zu beweisen, dass es sich bei dem PCR- Produkt der LightCycler-
Untersuchung wirklich um PGI- Synthase bzw. Aktin handelt, wurden die
Amplicons anhand ihrer GroRRe gelelektrophoretisch identifiziert.

Zur Herstellung des 1,5%igen Agarosegels muss man 100 ml TBE- Puffer
(Herstellung: 270 g TRIS- Puffer, 137,5 g Borsaure und 18,6 g EDTA
zusammenmischen und auf 2,5 | mit Aqua dest. auffillen) mit 1,5 g
Agarosepulver (Sigma- Aldrich- Chemie- GmbH, Minchen, Deutschland) in
einem Kolben mischen und in der Mikrowelle ca. 5 min bei 360 Watt erhitzen,
bis eine klare Flussigkeit entsteht. Dieser werden anschlieBend 2 pl
Ethidiumbromid (Sigma- Aldrich- Chemie- GmbH, Muinchen, Deutschland)
hinzugeflgt. Dabei handelt es sich um eine extrem toxische Substanz, die sich
am Ende des Basenstranges einbaut und durch ihr Leuchten unter UV- Licht
das Ablesen des Gelbildes ermdglicht. Um die Gréf3e der zu untersuchenden
DNA- Fragmente zu bestimmen, muss zusatzlich ein Gemisch aus DNA-
Fragmenten unterschiedlicher Grol3e als eine Art ,Leiter” mitgefihrt werden. In
unserem Beispiel nahmen wir eine Standardldsung von100 bp (= Basenpaaren)
(Fermentas GmbH, St. Leon- Rot, Deutschland) und 1000 bp.

Sobald die Gelflussigkeit in eine vorgefertigte Gelkammer gegossen und fest
geworden ist, wird das Gel in eine Pufferkammer tberfihrt und die Geltaschen
konnen mit den Proben bestiickt werden. Diese missen allerdings, ebenso wie
die beiden Standardlésungen, zuvor mit je 5 ul ,6 * Loading Buffer® versetzt
werden. Dieser Farbstoff teilt sich in zwei Komponenten, zwischen denen die
Probe verlauft, und ermdglicht so dem Betrachter, zu erkennen, wie weit die
Probe bereits durchgelaufen ist. Nachdem in jede Tasche je 5 pl Standard bzw.
20 pl Probe pipettiert wurden, legt man an die Pufferkammer eine Spannung
von 100 Volt an, wobei auf die richtige Polung (positiver Pol muss sich an der
den Taschen gegentberliegenden Seite befinden) zu achten ist.

Nach ca. einer Stunde sind die einzelnen Proben weit genug gelaufen, um sie
mit Hilfe des Standards anhand ihrer Gro3e unter UV- Licht eindeutig erkennen

zu kénnen.
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3.5. Gewebebestimmungen

3.5.1. Probenvorbereitung und Lagerung

Sowohl fur die Bestimmung von Hydroxyprolin als auch von Myeloperoxidase
wird homogenisiertes Gewebe bendtigt. Dafir zerkleinerten wir die zuvor
aufgetauten mit 5 ml NaCl versetzten linken Lungenfliigel der Versuchstiere im
Homogenisator und lagerten sie danach bis zur weiteren Verarbeitung wieder
bei -80C im Gefrierschrank.

3.5.2. Hydroxyprolin
Hydroxyprolin, das im menschlichen als auch tierischem Organismus
ausschlief3lich in Kollagen vorkommt (Raab et al. 1966), gibt spezifisch das

Ausmal der Fibrose wieder.

3.5.2.1. Durchfuhrung

Fur die Hydroxyprolinbestimmung muss zundchst eine Standard-
Verdinnungsreihe hergestellt werden. Es ist wichtig, dass diese fir jeden
Versuch neu angesetzt wird, da die Substanzen instabil sind und deshalb nicht
gelagert werden koénnen. Hierflr wird aus einer Stammldsung, welche 1 mg
Standard- Hydroxyprolin (cis- 4- Hydroxy- L- Prolin, Sigma- Aldrich- Chemie-
GmbH, Muinchen, Deutschland) und 1 ml NaCl (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) enthalt, 1, 2, 5, 15 sowie 20 g in je einen
Eppendorfcup gegeben und auf ein Endvolumen von 40 pl mit NaCl aufgefullt.
Zudem stellt man einen Leerwert aus 40 pl NaCl her.

Die Proben wurden folgendermaf3en vorbereitet: Die Lungenhomogenisate
haben wir bei 4000 Umdrehungen 10 min lang zentrifugiert, wodurch sich 3
Phasen bildeten: In der oberen Schicht befand sich Fett, in der mittleren
Wasser und die hydrophile Aminosédure Hydroxyprolin und in der unteren
Zelldetr