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Einleitung

1 Einleitung

In den westlichen Industriestaaten sind ungefahr 45 % aller Todesfélle auf eine
Organdysfunktion zuriickzufiihren, die als Folge fibrotischer Umbauprozesse entsteht." Unter
einer Fibrose versteht man die Uberschielende Produktion und Akkumulation von
kollagenem Bindegewebe mit anschlieRender Gewebeverhértung bzw. -vernarbung. Die
Fibrose bildet sich aufgrund fehlender Regenerierbarkeit von Organgewebe zur
Aufrechterhaltung der Struktur und Integritéat und kann in verschiedenen Organen auftreten,
Z. B. in der Lunge, der Leber, den Nieren, dem Herz, der Haut oder auch dem Gefal3system.
Haufig wird nur die Grunderkrankung, wie z.B. Hypertonie, Diabetes mellitus oder
Herzinsuffizienz diagnostiziert, weswegen man davon ausgehen kann, dass die tatséchliche

Verknipfung von Mortalitat und Fibrose deutlich Uber 45 % liegt.

Die Untersuchung der Fibrose stellt aufgrund ihrer hohen Pravalenz in der Bevolkerung, der
schlechten Prognose fir die Patienten sowie der komplexen Pathophysiologie ein sehr
wichtiges Forschungsgebiet mit hohem Bedarf an neuen Therapeutika dar. Serelaxin zeigte
bereits als therapeutischer Ansatz in verschiedenen Modellen organprotektive Eigenschaften.
Diese kdnnten mit dem antifibrotischen Wirkmechanismus assoziiert sein, welcher tber den

second messenger cGMP vermittelt wird und noch nicht umfassend erforscht ist.?

Auch die pulmonale Hypertonie ist ein Krankheitsbild, das neben der pulmonalvaskularen
Vasokonstriktion auch durch pulmonalvaskuléare und kardiale Fibrotisierung charakterisiert ist.
Nach Diagnosestellung lebten in den 80er Jahren nur knapp die Halfte der Patienten noch
nach 3 Jahren. Die Mortalitat konnte durch neue Therapieansatze, z.B. cGMP-modulierende
Pharmaka (Inhibitoren der Phosphodiesterase, Stimulatoren der léslichen Guanylatzyklase),
gesenkt werden. Allerdings liegt das Uberleben dennoch drei Jahre nach Diagnosestellung
nur bei 68 %.® Hier ist der Bedarf an weiteren innovativen Pharmaka als auch neuen

prognostischen Markern — beispielsweise Fibrose-assoziierten Biomarkern — hoch.
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1.1 Wundheilung und Fibrose

Die Fibrose wird als entartete Form der Wundheilung bezeichnet. Einen Uberblick zur
physiologischen Wundheilung, welche in vier Phasen eingeteilt werden kann, liefert
Abbildung 1.

Narbenbildung

Quervernetzung der Kollagenfibrillen

Remodeling

| Endothelzellen |

| Epithelzellen
Kollagen |
Myofibroblasten
Proliferation
Lymphozyten
| Makrophagen |
Neutrophile, Mastzellen
Inflammation
| Proteoglykane
| Fibrin
Thrombozyten
Blutgerinnung
| >

Verletzung Zeit

Abbildung 1 Phasen der physiologischen Wundheilung (nach Diegelmann et al., 2004% Initial findet die
Blutgerinnung statt. Die daraufhin einsetzende Inflammation flhrt zur Freisetzung von profibrotischen Zytokinen
und Einwanderung von Zelltypen, welche in der proliferativen Phase zu Myofibroblasten differenzieren.
Myofibroblasten sind vor allem fiir die Bildung von kollagenem Gewebe verantwortlich, welches sich langerfristig
durch Umbau und Quervernetzungen weiter stabilisiert.

In der ersten Phase der Wundheilung werden durch Thrombozyten Gerinnungsfaktoren
gebildet, welche die Blutgerinnungskaskade aktivieren und zur Ausbildung eines Fibrinnetzes
fuhren. Aul3erdem sezernieren die Thrombozyten verschiedene Wachstumsfaktoren (z. B.
TGF-B).° In der inflammatorischen Phase wird aufgrund der erhéhten Kapillarpermeabilitat
und der Sekretion der eben genannten Wachstumsfaktoren sowie der Produktion anderer

profibrotischer oder proinflammatorischer Zytokine die Einwanderung von Immunzellen, wie
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Makrophagen, Lymphozyten, Monozyten, Leukozyten, Mastzellen und neutrophilen
Granulozyten, begunstigt. Neben ihrer sekretorischen Eigenschaft wirken diese Zellen auch
phagozytotisch und proteolytisch und sind somit fir den Abtransport bzw. Abbau von
nekrotischem Gewebe verantwortlich.” Weiterhin stimulieren sie die Matrix-degradierenden
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs). In der proliferativen Phase kommt es nach mehreren
Tagen zur Einsprossung von Kapillaren sowie zur Einwanderung von Fibroblasten, welche
ein dicht kapillarisiertes und zellreiches Granulationsgewebe ausbilden und die Bildung von
extrazellularer Matrix (ECM) stimulieren. Die Zellmigration durch diese extrazellulare Matrix
wird durch die proteolytisch wirksamen MMPs (vgl. Kapitel 1.1.3) erleichtert. Die Fibroblasten
werden in Myofibroblasten umgewandelt, welche in der Lage sind, groRe Mengen an
Kollagen zu bilden. AulRerdem tragt dieser Zelltyp aufgrund seiner kontraktilen Eigenschaft
zur Wundkontraktion bei. Die Wunde wird durch Einwanderung neuer Zellen endgiltig
geschlossen. Im letzten Schritt kommt es zum Gewebe-Umbau, wobei die Kollagene durch
Quervernetzungen an Stabilitdét gewinnen. Ist die Wundheilung abgeschlossen, wird die
Kollagensynthese wieder auf ein Basalniveau reduziert und die Myofibroblasten werden

durch Apoptose entfernt.*°

Bei der Wundheilung ist es wichtig, dass ein Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau der
extrazellularen Matrix gewahrleistet ist. Durch endogene MMPs kann Matrix beispielsweise
abgebaut werden. Uberwiegt der Aufbau von extrazellularer Matrix, entwickelt sich eine
Fibrose. Sie ist charakterisiert durch eine Gewebsversteifung mit tGbermaRiger Akkumulation
von extrazellularen Matrix-Komponenten — bestehend aus Kollagenen (v. a. Typ 1, 3, 4),
Fibronektin sowie aus Proteoglykanen oder Glykoproteinen.® Abhangig vom betroffenen
Gewebe kommt es zu einer Funktionsbeeintrachtigung des Organs, welche langerfristig zu

Organversagen und Tod fuhren kann.

Auch zahlreiche kardiovaskuldare Erkrankungen sind mit fibrotischen Umbauprozessen
assoziiert, unter anderem die Herzinsuffizienz (vgl. Kapitel 1.2.5) oder die pulmonale
Hypertonie (vgl. Kapitel 1.3.1). Ebenso stellt die Nierenfibrose einen Langzeitschaden von
Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie dar. Die Pathophysiologie der Fibrose unterliegt

in jedem einzelnen Organ ahnlichen Prinzipien (vgl. Kapitel 1.1.1 und 1.1.2).

1.1.1 Zellulare Prozesse bei fibrotischem Gewebe-Umbau

Die zellularen Prozesse in fibrotischem Gewebe sind mit denen der Wundheilung

vergleichbar. Die prolongierte oder chronische Inflammation sowie die ausdauernde
7
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Myofibroblasten-Aktivitdt fihren zu einer Gewebeverhartung und -fibrose. Mechanische
Stimuli oder profibrotische Zytokine aktivieren die Proliferation von Fibroblasten sowie die
Differenzierung in Myofibroblasten. Letztere entwickeln sich aus mesenchymalen,
endothelialen oder epithelialen Zellen sowie Perizyten, Fibrozyten und Fibroblasten. Die
Differenzierung von Epithelzellen oder Endothelzellen zu Myofibroblasten mit
mesenchymalem Charakter wird als epithelial-mesenchymale Transformation (EMT) bzw. als
endothelial-mesenchymale Transformation (EndMT) bezeichnet. Dabei verandert sich die
Genexpression der Zellen. Durch die verringerte Transkription von Adhé&sionsmolekilen
verlieren die Zellen ihre Polaritit und den Zell-Zell-Kontakt. Sie nehmen einen
mesenchymalen Phéanotyp an und sind befahigt Gber die Basalmembran in den
extrazellularen Raum zu migrieren. Dort sind sie als Haupteffektorzellen in der Fibrose fir die
Sekretion von profibrotischen Zytokinen und Matrix-Metalloproteinasen sowie flr eine
ibermé&Rige Synthese verschiedener Kollagene oder Fibronektin verantwortlich.” Weiterhin
zeichnen sich Myofibroblasten durch kontraktile Eigenschaften sowie die Expression von a-

smooth muscle actin (a-SMA) aus.?

Im fortgeschrittenen Stadium hat die UbermafRige Akkumulation von extrazellularer Matrix
eine Gewebehypoxie zur Folge, welche wiederum mit Zellverlust und weiterer Fibrogenese

assoziiert ist.’

1.1.2 Molekulare Mechanismen und Marker fibrotischer Prozesse

Der transforming growth factor-8 (TGF-B) ist das zentrale profibrotische Zytokin und wird
hauptsachlich von Makrophagen, Fibroblasten und Myofibroblasten sezerniert.* *° Es
stimuliert die Bildung von extrazellularer Matrix, die Differenzierung von Myofibroblasten

sowie die epithelial- und endothelial-mesenchymale Transformation.

TGF-B kommt in drei Isoformen (B1-B3) vor und wird in der latenten Form sezerniert.** Es
liegt als Homodimer nicht-kovalent gebunden an latency-associated proteins (LAPSs) vor und
ist Uiber das latent TGF-B binding protein (LTBP) mit der extrazelluldren Matrix verbunden."
Die Aktivierung von TGF-B erfolgt durch proteolytische Abspaltung vom LTBP-LAP-Komplex,
z. B. mithilfe von Plasmin, reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) oder Matrix-
Metalloproteinasen (vgl. Abbildung 2). Aktives TGF-B liegt dann als Monomer oder als

Homodimer vor.
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: LAP
Proteasen:
LAP . \
TGF'G\\P LTBP z.B. ROS, Plasmin, MMPs J LTBP
/ T

TGF-B | bzw. | —

Abbildung 2 Aktivierung des latenten TGF-B-Komplexes Latentes TGF-B liegt als Homodimer gebunden an
latency-associated protein (LAP) vor und wird tber das latent TGF-B binding protein (LTBP) an die extrazellulare
Matrix gebunden. Proteasen setzen die aktive Form von TGF-f frei. MMP — Matrix-Metalloproteinase; ROS —
reaktive Sauerstoffspezies; TGF-B — transforming growth factor-3

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Isoform TGF-B1 (im Folgenden TGF-B genannt)
untersucht. Die profibrotische Signaltransduktion von TGF-, welches sowohl auto- als auch

parakrin wirkt,*? ist in Abbildung 3 dargestellt.

TGF-B-Rezeptoren (TRRs) fungieren sowohl als Serin-Threonin- als auch als Tyrosin-
Kinasen,'* **> die in der inaktiven Form als Homodimere vorliegen. Nach Aktivierung von
TGF-B wird primér der TGF-B-Rezeptor Il (TBRI) phosphoryliert, welcher einen
Heterotetramer mit dem TGF-B-Rezeptor | (TBRI) bildet. Durch eine nachfolgende

Phosphorylierung von TBRI werden Prozesse aktiviert,'* **

welche zur Transkription von
Zielgenen fuhren und entweder abhéngig oder unabhangig von Smad-Proteinen (small

mothers against decapentaplegic protein) ablaufen.

Die Signaltransduktion von TGF- ist sehr komplex und bis heute nicht vollstandig aufgeklart.
In dieser Arbeit werden schwerpunktmafiig die Uber die Smad-Proteine und tber die ERK1/2

MAP-Kinase vermittelten Signalwege untersucht.

Beim Smad-abhangigen Weg (Abbildung 3, blau) werden die Rezeptor-assoziierten Smad2-
und Smad3-Proteine durch die Serin-Threonin-Kinase TBRI phosphoryliert. Nach Bindung an
Smad4 kommt es zur Translokation in den Nukleus, wo die Transkription von Kollagenen,
z. B. Kollagen1A1, hochreguliert wird."® Smad7 wird ebenfalls abhangig von TGF-B
transkribiert und stellt eine negative Ruckkopplung dar, indem es an den TBRI-Smad-

Komplex bindet und diesen somit hemmt.*’

Die Smad-unabhéangige TGF-B-Signaltransduktion kann uber verschiedene Mediatoren
erfolgen. Beispielsweise sind kleine GTPasen (RhoA, RhoB, Rac, Cdc42), die Proteinkinase
C (PKC) oder die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) involviert. Daneben kdnnen auch
MAP-Kinasen, wie die p38 MAPK, ERK1/2 MAPK oder die JNK, aktiviert werden. Bei MAP-

9
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Kinasen handelt es sich ebenfalls um Serin-Threonin-Kinasen, welche ihrerseits entweder

durch Tyrosin-Kinasen oder durch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert werden kénnen.

Bei dem Uber ERK1/2 vermittelten TGF-B-Signalweg (Abbildung 3, gelb) fungiert der TGF-i-
Rezeptor TBRI — anders als beim Smad-Signaling — als Tyrosin-Kinase, welche Uber die
Rekrutierung von Adapter-Proteinen (Shc, Grb2, Sos) das Ras-Protein aktiviert. Dadurch wird
das Signal Uber Raf und MEK1/2 auf die ERK1/2 MAP-Kinase ubertragen, welche wiederum
die Transkription Uber den Transkriptionsfaktor AP-1 vermittelt.'® Die Aktivierung von ERK

wurde in Epithelzellen sowie in Fibroblasten beobachtet'* ** ?° und ist an der EMT beteiligt.*"
22

Zusétzlich existiert ein Crosstalk zwischen ERK1/2 und den Smad-Proteinen. Der ERK1/2-
Signalweg greift, abhangig vom jeweiligen Zelltyp sowie der ERK1/2 Aktivierung, in die
Smad-Phosphorylierungskaskade ein und wirkt entweder positiv oder negativ auf die Smad-
Signal-Weiterleitung. In genetisch transfizierten Zellkulturen wurde die nukleare Translokation
des Smad-Komplexes durch Ras-Raf-MEK1-ERK1/2 unterbunden.?® Neuere Beobachtungen
deuten auf eine inhibierende Wirkung der ERK1/2 auf die Smad3-Phosphorylierung hin,
welche durch eine reduzierte Dichte von TBRI an der Zelloberflache zustande kommen soll.™
4 Andererseits wurde eine verstarkende Wirkung auf die Smad-abhangige Transkription
durch die ERK1/2 vermittelte Phosphorylierung von Smad2®® und Smad3 beobachtet.?®
Transkriptionsfaktoren der AP-1 Familie, welche als Substrate von ERK1/2 bekannt sind,
interagieren zudem mit dem Smad-Komplex im Nukleus und regulieren die
Gentranskription.?” In den Fibroblasten wird die TGF-B-abhéngige ERK1/2 Stimulation iiber
den PI3K-Weg vermittelt, welcher langsamer als die Ras-Raf-MEK1-ERK1/2 Kaskade
verlauft und somit die Smad-Phosphorylierung erst im Nukleus realisiert. Diese ist sowohl mit
einer erhdhten Smad-Transkription als auch mit einer langer andauernden transkriptionalen

Aktivitat verbunden.?®

Neben TGF-B wirken die Zytokine PDGF (platelet-derived growth factor) und CTGF
(connective tissue growth factor) Uber Rezeptor-Tyrosin-Kinasen profibrotisch. Auch die
vasoaktiven Peptide Angiotensin-ll (AT-1)>* und Endothelin-1 (ET-1)*°, welche (ber
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wirken,® oder hohe Glukose-Serumkonzentrationen
begiinstigen die Fibrose® — eine Erklarung, warum Erkrankungen wie Bluthochdruck und

Diabetes mellitus mit vermehrter Fibrose einhergehen.
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Die Uber Angiotensin-ll vermittelte profibrotische TGF-B-Signaltransduktion wird Uber eine
Quervernetzung von ERK1/2 mit Smad-Proteinen vermittelt, Gber welche wiederum die

CTGF-Expression reguliert wird.

CTGF ist ein Wachstumsfaktor, der fiur die Zellproliferation, Migration und Adh&sion von
Zellen sowie die Produktion von extrazellularer Matrix verantwortlich ist.*® Er fungiert als
downstream-Mediator von TGF-B. Seine Genexpression wird unter anderem in den
Mesangiumzellen der Niere und in den Fibroblasten durch TGF-f initiiert sowie Smad- und
MAPK-abhangig vermittelt.** *> Smad3, jedoch nicht Smad2, ist in die Promoter-Aktivierung
der TGF-B-vermittelten CTGF-Transkription involviert.** AuRerdem sind die MAP-Kinasen
ERK, p38 und JNK daran beteiligt. Eine Blockade zweier dieser Kinasen fiihrt dazu, dass die
CTGF-Expression nicht erhéht werden kann.*” Jedoch ist der Mechanismus des Crosstalks
zwischen den Signalwegen noch unklar.®® Eine Interaktion zwischen TGF- und CTGF wird,
wie nachfolgend beschrieben, diskutiert. Durch CTGF werden die Uber TGF-f vermittelte
Myofibroblasten-Differenzierung, die Proliferation der Fibroblasten und die Kollagen-Synthese
angeregt.*® Durch direkte Bindung von CTGF an TGF-B wird eine erhohte TGF-B-
Rezeptorbindung und somit eine erhéhte Smad-Phosphorylierung erreicht.”> In humanen
Mesangiumzellen reduziert CTGF die TGF-B-vermittelte Smad-Phosphorylierung durch
Bindung an den TGF-B-Rezeptor Il (TBRII) und vermindert die Affinitdt von TGF-f zu
seinem Rezeptor.** Dagegen nimmt die Phosphorylierung der ERK1/2 unter TGF-B- und
CTGF-Einfluss zu. Die erhéhte ERK1/2-Phosphorylierung kénnte auf die erhdhte Aktivitéat des
Adapterproteins Src zurtickgefihrt werden, was zu einer pathologisch vermehrten
Genexpression fuhrt.** Fiir die Myofibroblasten-Differenzierung sowie die Fibronektin- und
MMP2-Produktion ist der ERK1/2-Signalweg unabdingbar.** **

Die Differenzierung von Myofibroblasten aus Epithelzellen (EMT) sowie aus Endothelzellen
(EndMT) scheint zellspezifisch von vielen Signalwegen — unter anderem sowohl von der

Smad- als auch von der ERK1/2 -Phosphorylierung — abhangig zu sein.®***

Die Kollagensynthese, insbesondere Kollagen Typ 1 und 3, wird durch die ERK-abhéngige

Phosphorylierung der Linker-Region des Smad2/3-Komplexes verstarkt, wobei vor allem

45-47

ERK2 daflr verantwortlich ist Die Regulation von Fibronektin, einer weiteren

Komponente der extrazellularen Matrix, steht im Zusammenhang mit dem ERKZ1/2-

abhangigen, jedoch nicht mit dem Smad-abhéngigen Weg.***°
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PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) ist der endogene Inhibitor der Plasminogen-
Aktivator-Proteine tPA (tissue plasminogen aktivator) und uPA (Urokinase) und hat durch die
Hemmung der proteolytischen Plasminogen-Aktivator/ Plasmin-Achse bei der Gerinnung und
der pathologischen Gewebsfibrose eine entscheidende Bedeutung.® PAI-1 hemmt ebenfalls
die Plasmin-vermittelte MMP2- und MMP9-Produktion und hat somit einen negativen Einfluss
auf die EndMT.>* Die Regulation von PAI-1 wird durch verschiedene Wachstumsfaktoren,
u.a. durch TGF-B, getriggert und involviert sowohl den Smad- als auch den MAPK-

Signalweg.? %% 33

Fur die Degradation von extrazellularer Matrix sind Matrix-Metalloproteinasen (MMPSs)
verantwortlich. Sie erhalten das physiologische Gleichgewicht zwischen Auf- und Abbau von
Bindegewebs-Bestandteilen. In fibrotischem Gewebe sind sowohl die Expression als auch die

Aktivitdt der MMPs sowie deren nattrliche Inhibitoren pathologisch verandert.
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Proteasen:
z.B. ROS, Plasmin, MMPs
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MEK1/2 ADP
A%MH>an
Erk1/2 ADP

Ko-Aktivator/ ~)
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TGF-B Gentranskription

- EMT bzw. EndMT

- Komponenten der extrazellularen Matrix
- MMPs, TIMPs

- CTGF

- PAI-1

Abbildung 3 Signaltransduktions-Kaskaden von TGF-B Die TGF-B-Signaltransduktion verlauft Smad-abhéngig
(blau) oder -unabhéngig (grau, gelb), z.B. uUber verschiedene MAP-Kinasen, um die TGF-B-abhangige

Gentranskription im Zellkern zu regulieren.
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1.1.3 Matrix-Metalloproteinasen und deren Inhibitoren

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) wurden im Jahr 1962 entdeckt> und gehéren zur Familie
der Zink-abhangigen Proteine. Durch ihre Matrix-degradierenden Eigenschaften nehmen sie
eine wichtige Rolle fir den Erhalt der Bindegewebs-Homdostase sowohl im gesunden als
auch im pathologisch verénderten Gewebe ein. Zusatzlich erfullen sie verschiedene
Aufgaben, die mit immunologischen und reparativen Ablaufen einhergehen, auf die hier nicht

naher eingegangen wird.>®

Matrix-Metalloproteinasen werden von Bindegewebszellen und proinflammatorischen Zellen,
wie Fibroblasten, Osteoblasten, Endothelzellen, Makrophagen, neutrophilen Granulozyten
oder Lymphozyten, sezerniert.® Sie bestehen aus einer Pro-Domane, einer katalytischen
Doméane und einer Hamopexin-dhnlichen Doméane (auRer MMP7, 23 und 26). Die Pro-
Doméane verfigt Uber einen konservierten Cystein-Rest, welcher im inaktiven Pro-Peptid an
das Zink-lon im katalytischen Zentrum bindet. Die Abspaltung der Pro-Doméne fuhrt zu
einem sog. Cystein-Switch, welcher durch Konformationsdnderung das Peptid in die aktive

Form umwandelt.

Aktuell wurden 25 humane MMPs beschrieben, wobei diese in 6 verschiedene Gruppen
geman ihrer Struktur- und Substrat-Spezifitdt unterteilt werden: Kollagenasen, Gelatinasen,
Stromelysine, membranstandige MMPs, Matrilysine und andere MMPs (vgl. Anhang, Kapitel
11.1). Die Struktur der Gelatinasen, die in dieser Arbeit ndher untersucht werden (MMP2 und
MMP9), ist schematisch in Abbildung 4 dargestellt.>’

Signalpeptid Pro-Doméne Fibronektin-Typ Il- Katalytische Hamopexin-ahnliche
\ mit Cystein Abschnitt (3x) Domaéne Domaéne

Abbildung 4 Struktur der Gelatinasen MMP2 und MMP9 bestehen aus einem Signalpeptid, einer Pro-Doméne,
einer katalytischen Doméane und einer Hamopexin-dhnlichen Doméne. Die Pro-Doméane verflgt Uber einen
konservierten Cystein-Rest, welcher im inaktiven Pro-Peptid an das Zink-lon im katalytischen Zentrum bindet.

MMP2 und MMP9 spielen bei kardiovaskularen, renalen und pulmonalen Fibrose-
assoziierten Erkrankungen eine wichtige Rolle. Diese beiden MMPs zeichnen sich durch die

Fibronektin-Typ ll-Doméne aus, durch welche sie in der Lage sind, denaturiertes (Gelatine)
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und natives Kollagen, Fibronektin, Elastin sowie Laminin abzubauen. MMP?2 ist im Gegensatz

zu MMP9 zusétzlich fahig, Kollagen Typ 1 - 3 abzubauen.®’

Die Bedeutung der Gelatinasen in fibrotischem Gewebe ist weitaus komplexer als
urspringlich angenommen. MMP2 und MMP9 haben nicht nur proteolytische Aktivitat, sie
sind zusatzlich sowohl an inflammatorischen Prozessen als auch an der Myofibroblasten-
Aktivierung beteiligt. Weiterhin wird ihnen das Mitwirken an der Zellmigration, Zelladh&asion
und der Freisetzung sowie Aktivierung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen
zugeschrieben. Beispielsweise sind MMP2 und MMP9 in der Lage, TGF-$ aus dem inaktiven
TGF-B-LTBP-LAP-Komplex abzuspalten.® >

Die Regulation von Matrix-Metalloproteinasen kann entweder auf Transkriptionsebene durch
Hormone, Wachstumsfaktoren, Zytokine oder durch Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktion
reguliert werden.>” *° Die Gelatinasen werden in der latenten Form als Zymogene sezerniert
und proteolytisch aktiviert. Wahrend MMP9 z. B. durch Plasmin oder NO in die aktive Form
Uberfuhrt wird, wird latentes MMP2 hauptsachlich durch MT-MMPs (membranstandige
MMPs; vgl. Kapitel 11.1)) gespalten. >’

Die sog. TIMPs (tissue inhibitors of MMPs) agieren als endogene Inhibitoren der MMPs,
welche in einem 1:1-Verhaltnis die Funktion der Matrix-Metalloproteinasen hemmen. Bis
heute sind vier verschiedene TIMPs identifiziert worden (TIMP1-4), wobei — bis auf wenige
Ausnahmen — alle MMPs durch jede TIMP blockiert werden koénnen.”” Neben der
hemmenden Wirkung auf die MMPs haben auch die TIMPs gegensatzliche Effekte.
Beispielsweise wird pro-MMP2 durch Komplexbildung mit MT-MMP1 und TIMP2 in die aktive

Form gespalten.

TIMP-1 ist der Hauptregulator von MMP-9. TIMP4 ist der noch am wenigsten untersuchte
TIMP. Interessant macht ihn die kardioselektive Expression. Unter physiologischen
Bedingungen wurden TIMP4-Konzentrationen im Herzen detektiert, jedoch konnte es auch in
sehr geringen Konzentrationen im Gewebe des Pankreas, der Niere sowie des Kolons und
der Testes nachgewiesen werden.®® Keine Expression von TIMP4 wurde in Leber, Gehirn,
Lunge, Thymus und Milz detektiert.”® Unter fibrotischen Bedingungen wurden aber auch

erhdhte TIMP4-Konzentrationen in anderen Organen, wie z. B. der Lunge, dokumentiert.%*

15



Einleitung

1.1.4 Protektive Rolle des NO-cGMP-cGKI-Sighalweges am Beispiel der

renalen Fibrose

Die antifibrotische Rolle von Stickstoffmonooxid (NO) und dem second messenger cGMP
(zyklisches Guanosin-3'5-Monophosphat), welche an der reduzierten Expression von TGF-
beteiligt sind, wurde in der Niere bereits haufig beschrieben.®”®* NO ist ein starker
Vasodilatator, welcher mithilfe der endothelialen, neuronalen sowie induzierbaren NO-
Synthasen (eNOS, nNOS, iNOS) durch Desaminierung von Arginin gebildet wird (vgl.
Abbildung 5). NO aktiviert die I6sliche Guanylatzyklase, welche aus Guanosin-5‘-Triphosphat
(GTP) das zyklische Guanosin-3'5-Monophosphat (cGMP) bildet.®® ®® AuRerdem katalysiert
die durch natriuretische Peptide stimulierte pGC (partikulare bzw. membranstdndige
Guanylatzyklase) die Entstehung von cGMP aus GTP. Endogenes cGMP ist in fibrotischem
Nierengewebe stark erhoht. Durch die pharmakologische Intervention mit cGMP-
modulierenden Substanzen, wie z. B. Phosphodiesterase-Inhibitoren oder Stimulatoren der
l6slichen Guanylatzyklase wurde ein weiterer Anstieg beobachtet. Dadurch konnte das
Fortschreiten der renalen Fibrose im Tiermodell verzogert und die Nierenfunktion langer
aufrechterhalten werden.®®  Zielstrukturen von cGMP sind die cGMP-abhangigen
Proteinkinasen (cGK’s) Typ | und Typ Il (cGKI, cGKIl), die Phosphodiesterasen (PDESs) sowie

die CNG-lonenkandle (zyklische Nukleotid-aktivierte Kationenkanale).®”°
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Citrullin
L-Arginin _<

NOS NO

natriuretische
Peptide

CNG-Kanal

Abbildung 5 NO-cGMP-Signaltransduktion Stickstoffmonooxid (NO) wird Uber die NO-Synthasen (NOS) aus L-
Arginin gebildet und Ubertrdgt das Signal auf die l6sliche Guanylatzyklase (sGC), welche aus Guanosin-5'-
Triphosphat (GTP) das zyklische Guanosin-3‘5‘-Monophosphat (cGMP) bildet. Zielstrukturen von cGMP sind die
cGMP-abhangigen Proteinkinasen (cGKs) Typ | und Typ Il, die Phosphodiesterasen (PDEs) sowie die CNG-
lonenkanale (zyklische Nukleotid-aktivierte Kationenkandle); GMP — Guanosin-5-Monophosphat; pGC -
partikulare Guanylatzyklase

Die Proteinkinasen cGKI und cGKIl werden durch die Gene pgrkl und pgrk2 codiert und

gehdren zur Familie der Serin-Threonin-Kinasen.

Die Lokalisation der cGMP-abhangigen Proteinkinasen in der Niere wurde bereits im Jahr
1986 nachgewiesen.” Schinner et al.** konnten die cGKI im murinen Nierengewebe in
Arteriolen, Mesangium und im kortikalen Gewebe lokalisieren. Durch alternatives Spleil3en
existieren zwei Isoformen, cGKla und cGKIB, wobei der cGKla eine Funktion in der
Nierenfibrose zugeordnet wurde.* Die a-Isoform konnte man weiterhin im juxtaglomeruléren
Apparat sowie in den medullaren Fibroblasten nachweisen. Aul3erdem zeigten Schinner et
al., dass die renale Fibrose Uber das cGMP-cGKla-Signaling gehemmt werden kann. Auch
Cui et al.®® haben eine antifibrotische Wirkung von NO-cGMP-cGKI in der Niere
nachgewiesen — jedoch ohne Unterscheidung der Isoformen. Die cGKI wird Gberwiegend in
den glatten GefaBmuskeln exprimiert, wo eine Aktivierung zu einer Vasodilatation flhrt.

Weiterhin wurde sie sowohl in Fibroblasten als auch in Myofibroblasten detektiert und zeigte
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eine vermehrte Expression in fibrotischem Gewebe.*® Die NO-cGMP-cGKI-Signalkaskade
kann dber noch nicht aufgeklarte Mechanismen die Signaltransduktion von TGF-f
unterdrucken.

Die Phosphodiesterasen sind eine Gruppe von 11 Enzymen, welche in der Lage sind,
zyklische Nukleotide abzubauen. cGMP-spezifische PDEs sind vor allem PDE1 und PDES.
Nimodipin ist ein experimentell eingesetzter Inhibitor der PDE1, welcher in Tierversuchen mit
einer verbesserten Nierenfunktion assoziiert war. PDE5-Inhibitoren, wie z. B. Sildenafil, sind
fur die Behandlung der erektilen Dysfunktion sowie der pulmonalarteriellen Hypertonie
zugelassen. Bei deren Einsatz in murinen Nierenfibrose-Modellen wurde ebenfalls ein

positiver Einfluss auf das Remodeling in der Niere beobachtet.®® *

1.1.5 Therapieoptionen bei fibrotischen Erkrankungen

In den westlichen Industriestaaten sind ca. 45 % aller Todesfalle auf ein Organversagen
infolge einer Fibrose zuriickzufiihren.* Bis heute sind jedoch kaum effektive Therapieoptionen
zur Behandlung oder Pravention von Organfibrosen verfligbar. Bei sekundaren Fibrosen
steht vor allem die Behandlung der Grunderkrankung im Vordergrund. Weiterhin werden
Immunsuppressiva zur Hemmung der Immunantwort bzw. der Myofibroblastenaktivitat
eingesetzt oder die Behandlung erfolgt rein symptomorientiert. Im Endstadium kann eine

Organtransplantation angedacht werden.

Bei Fibrose-assoziierten Erkrankungen in Herz und Nieren wird vor allem das Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System therapeutisch adressiert. ACE-Inhibitoren und Angiotensin-
Rezeptor-Blocker sowie  Mineralokortikoid-Rezeptor-Antagonisten  verbesserten  die
Nierenfunktion und verringerten das Auftreten von kardialen Arrhythmien (zusammengefasst
in Rockey et al., 2015%). In der idiopathischen Lungenfibrose wurden vor Kurzem die
Wirkstoffe Pirfenidon und Nintedanib zugelassen. Pirfenidon zeigte eine verlangsamte
Krankheitsprogression und eine erhohte Uberlebensrate. Die antifibrotischen und
antiinflammatorischen Eigenschaften der Substanz werden zum Teil durch die Inhibition der
TGF-B-Signalkaskade erreicht. Der genaue Wirkmechanismus ist noch unklar.” Nintedanib
ist ein Multikinase-Inhibitor, der ebenfalls die Progression der idiopathischen Lungenfibrose

verzogert.”*

Rosenbloom et al.”® liefern eine umfassende Zusammenfassung vielversprechender neuer

pharmakologischer Ansédtze sowohl aus der praklinischen als auch klinischen Entwicklung,
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welche an verschiedenen Angriffspunkten die profibrotische Signalweiterleitung inhibieren,

unter anderem uber:

- TGF-B-Expression und -Aktivierung
- TGF-B-Signaltransduktion
- Lymphozyten-Homing

- Regulation der Transkription.

In einem kirzlich von Samuel et al.”® veroffentlichten Review wurde dem bereits in den
1920er  Jahren  entdeckten Relaxin-2  als  vielversprechende  antifibrotische

Therapiemdglichkeit groRes Potential zugeschrieben.

Allerdings kann ein antifibrotischer Effekt in der klinischen Praxis nur schwer durch nicht-
invasive Methoden nachgewiesen werden, was die Evaluation der Wirksamkeit neuer
Substanzen herausfordernd macht. In den meisten Studien werden eine verlangsamte
Krankheitsprogression, ein verlangertes Uberleben oder Biomarker als Surrogat-Parameter

fur die organprotektive bzw. antifibrotische Wirkung verwendet.
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1.2 Serelaxin —eine organprotektive Behandlungs-Option

Serelaxin — die rekombinante Form des humanen Schwangerschaftshormons Relaxin-2 — hat
in einer Phase Il Studie an mehr als 1000 Patienten mit akuter Herzinsuffizienz neben einer
Symptomverbesserung auch einen signifikanten Uberlebensvorteil gegeniiber Placebo bis
Tag 180 gezeigt (37 % relative Risiko-Reduktion der kardiovaskular bedingten Todesfalle,
p=0,028; 37 % relative Risiko-Reduktion der Gesamtmortalitdt, p=0,019) und war dabei mit
einer organprotektiven Wirkung in der Niere, im Herzen sowie in der Leber assoziiert.”” "® Es
wurde diskutiert, dass Serelaxin wahrend der akuten Dekompensation eine durch
Remodeling-Prozesse entstehende Organschadigung verhindern kénnte.” Allerdings konnte,
wie Kkirzlich bekannt geworden, die RELAX-AHF-2 Studie die primdren Endpunkte
(Reduktion kardiovaskularer Mortalitdt in den ersten 180 Tagen, Verringerung des
Ereignisses Worsening Heart Failure in den ersten fiinf Tagen) nicht erreichen.®® Ob in dieser
Studie der organprotektive Effekt von Serelaxin reproduzierbar war, ist aktuell noch nicht

bekannt.

1.2.1 Entwicklung von Serelaxin

Forscher um Hisaw et al.*® haben in den 1920er Jahren eine antifibrotisch wirksame
Substanz im Blutserum schwangerer Meerschweinchen entdeckt. Sie injizierten das Serum
dieser Tiere jungfraulichen Meerschweinchen und beobachteten dabei eine Relaxation des
pubischen Ligaments und den Umbau des Bindegewebes. Aufgrund der beobachteten
Eigenschaften wurde die entdeckte Substanz Relaxin genannt. Fir weitere Untersuchungen
wurde nun das Peptidhormon systematisch aus dem Lutealkérper von Schweinen bzw. aus

der Plazenta von Kaninchen extrahiert.??

Erst in den 90er Jahren konnte die Struktur von Relaxin, welches Ahnlichkeiten zu Insulin
aufweist, aufgedeckt werden (vgl. Abbildung 6).*® Die Relaxin-Familie besteht aus 3
verschiedenen Relaxin-Genen (rin1-3), jedoch konnte nur das Peptid Relaxin-2 (aus rin2) im
menschlichen Serum detektiert werden (im Folgenden Relaxin genannt). Andere
Saugetierarten (keine Primaten) besitzen nur die Relaxin-Gene rinl und rIn3, wobei hier rinl1

dem humanen rIn2 entspricht.

Relaxin ist ein 6,3 kDa grof3es Peptidhormon und besteht aus 53 Aminosauren. Zwei

Peptidketten (A-Kette, B-Kette) werden Uber 2 intermolekulare Disulfid-Briicken miteinander
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verbunden. AufRerdem verfugt die A-Kette Uber eine zusatzliche intramolekulare Disulfid-
Briicke (Abbildung 6).> 3 Serelaxin wurde in einem rekombinanten und synthetischen

Verfahren hergestellt und ist strukturell identisch mit dem humanen Relaxin-2 (Relaxin).

A-Kette

B-Kette

Abbildung 6 Aminosauren-Sequenz von humanem und rekombinantem Relaxin-2 (nach Teichman et al.,
200984); es besteht aus 53 Aminosauren. Zwei Peptidketten (A-Kette, B-Kette) werden Uber 2 intermolekulare
Disulfid-Briicken miteinander verbunden, die A-Kette Uber eine zusatzliche intramolekulare Disulfid-Briicke

Serelaxin ist ein Peptid mit vasodilatatorischen, antiinflammatorischen, antiischamischen
sowie antifibrotischen Eigenschaften und wurde erstmals in den 80er Jahren aufgrund seiner
pleiotropen Eigenschaften in  klinischen Prifungen am Menschen eingesetzt.
Untersuchungsgebiete waren in den darauffolgenden Jahren die Zervixreifung, Préaeklampsie,
Unfruchtbarkeit, Fibromyalgie, Kieferchirurgie, systemische Sklerose sowie Herzinsuffzienz
und Hypertonie der Portalvene.® Erstere Indikationen wurden hauptséchlich aufgrund der
fehlenden Wirksamkeit von Serelaxin nicht weiter verfolgt. Bisher wurden mehr als 1900
Patienten mit verschiedenen Erkrankungen im Rahmen von klinischen Studien mit dem
Peptidhormon behandelt (interne Dokumente, Novartis Pharma). Allerdings haben auch die
im Fruhjahr 2017 bekannt gegebenen Ergebnisse der RELAX-AHF-2 Studie bei Patienten mit
akuter Herzinsuffizienz die priméaren Endpunkte Reduktion der kardiovaskuldren Mortalitat
und der Verschlechterung bei initial stabilisierten Patienten mit akuter Herzinsuffizienz (AHF)

nicht erreicht.®°
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1.2.2 Signaltransduktion von Serelaxin

Im Jahr 2002 entdeckten Hsu et al.®® die Rezeptoren LGR7 und LGRS, welche durch Relaxin
aktiviert werden. Diese wurden spater als RXFP1 und RXFP2 Rezeptoren (relaxin family
peptide receptors) bezeichnet. RXFP1 wurde in vielen Organen, unter anderem im Gehirn,
den Nieren, dem mannlichem und weiblichem Reproduktionstrakt sowie im GefaRsystem und
im Herzen nachgewiesen.®® 8 Obwohl RXFP2 eng verwandt mit RXFP1 ist, weist Relaxin
eine hoéhere Bindungsaffinitat zum RXFP1-Rezeptor auf.? RXFP2 zeigt ebenfalls eine
Expression im Gehirn, den Nieren und dem Reproduktionstrakt, zusatzlich zu RXFP1 wird er
noch in Muskeln, Blutzellen sowie Knochenmark exprimiert.?® Ein Jahr spater wurden von Liu
et al. zwei weitere Relaxin-Rezeptoren, RXFP3 und RXFP4, in verschiedenen Geweben
lokalisiert.?® 8 Der RXFP1-Rezeptor ist laut Bathgate et al.*® fir die Signaltransduktion von

Relaxin bei kardiovaskularen Erkrankungen von gréf3ter Bedeutung.

Bei der RXFP-Familie handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, welche initial
iber Ga, die Adenylatzyklase (AC) aktivieren und somit zu einem cAMP-Anstieg fiihren.®
Ebenso kann die Adenylatzyklase Uber Gagg inhibiert werden. Zusétzlich wird cAMP durch
die Aktivierung des Gaiz-gekoppelten Proteins erhéht, welches die Adenylatzyklase Uber die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und die Proteinkinase C (PKC) aktiviert.? Ein spéterer
cAMP-Anstieg scheint durch die Phosphorylierung von Tyrosin-Kinasen sowie der ERK1/2
vermittelt zu werden.®> %> Welcher Signalweg aktiviert wird, ist rezeptor- und zellabhéngig

(zusammengefasst von Du et al.”*; vgl. Abbildung 7).

Einen weiteren Signalweg stellt der NO-cGMP-Signalweg dar. Es gibt jedoch
unterschiedliche Hypothesen, wie es zu einer Erh6hung von NO kommt. Eine Beteiligung der
endothelialen, induzierbaren sowie neuronalen NO-Synthasen welche Uber die l6sliche
Guanylatzyklase (sGC) zur Bildung von cGMP beitragen,® wird diskutiert.®> * Weiterhin
kénnen hierbei auch die stark vasokonstriktiven und profibrotischen Effekte von Endothelin-1
(ET-1) abgeschwacht werden, indem die Rezeptor-Expression sowie die Aktivitdt des
endothelialen ETg durch Serelaxin erhdht werden. Dieser wirkt — im Gegensatz zum ET,-

96, 97

Rezeptor — vasodilatativ und regt die NO-Produktion an (vgl. Abbildung 7).

Zudem wird ein RXFP1-unabhangiger Signalweg als Relaxin-Wirkmechanismus vermutet.
Dabei wirkt Relaxin intrazellular durch Bindung an den Glukokortikoid-Rezeptor, wodurch sich
unter anderem der antiinflammatorische Effekt von Relaxin begriinden lasst. Neben der

agonistischen Wirkung am Glukokortikoid-Rezeptor erhtht Relaxin zusétzlich die

22



Einleitung

Genexpression des Rezeptors sowie mogliche Bindungsstellen am Rezeptor (vgl. Abbildung

7).%8

‘018
SdANIN

, ualoydazay-g13 —

uaioldazay

Abbildung 7 Signaltransduktion von Serelaxin (modifiziert nach Du et al.,”® Bathgate et al.,> Schinner et al.*);
Serelaxin fuhrt GUber die Bindung an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor RXFP1 Uber verschiedene
Mechanismen zur Erhéhung der zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP. Diese fllhren zur Gentranskription
diverser Proteine, wie z. B. ETg-Rezeptoren oder MMPs.
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1.2.3 Physiologische Wirkungen von Relaxin

Relaxin war seit seiner Entdeckung aufgrund seiner physiologischen Eigenschaften wéhrend
der Schwangerschaft und vor allem als geburtsvorbereitendes Hormon bekannt und wurde
wegen der antifibrotischen Effekte durch Erweichung der extrazellularen Matrix im
ligamentum pubicum als auch im cervix uteri ndher untersucht. Bei Frauen zirkuliert Relaxin
wahrend der Lutealphase des Menstruationszyklus in sehr geringer Konzentration (ca. 50
pg/ml), erreicht in der 10. - 12. Woche der Schwangerschaft die maximale
Serumkonzentration von 1 ng/ml und halt ab der 26. Woche eine konstante Konzentration
von ca 400 pg/ml bis zum Ende der Schwangerschaft.®® In Tierversuchen an Mausen wurde
die Bedeutung von Relaxin wahrend der Schwangerschaft deutlich: so férdert das Hormon

die Einnistung der befruchteten Eizelle'®

und relaxin-defiziente Tiere weisen ein geringeres
Wachstum und eine verminderte Differenzierung der weiblichen Brustwarzen auf.'***% Beim
Menschen sind erhfhte Relaxin-Konzentrationen in Dezidua- oder Uterusgewebe mit
Frihgeburten assoziiert. Dies ist auf eine erhohte Aktivitdt von Matrix-Metalloproteinasen
unter Relaxin-Einfluss zurickzufihren, welche mit einem vorzeitigen Blasensprung

einhergeht.'®

Lange Zeit wurde Relaxin hauptséchlich mit dem Fokus auf die Fortpflanzung sowohl bei
Frauen als auch bei Mannern untersucht. Manner haben einen Relaxin-Serumspiegel von 1 -
5 pg/ml, das Hormon wurde in der Prostata nachgewiesen und wirkt sich positiv auf die
Fertilitat des Mannes aus.'®™ ' In mannlichen relaxin- und rxfpl-defizienten Mausen waren
die Entwicklung des Reproduktionssystems sowie die Reifung und Motilitdt der Spermien

reduziert.'°” 198

Mit der Erhdhung der Relaxin-Konzentrationen finden auch hamodynamische und renale
Veranderungen im schwangeren Koérper statt, die mit der Wirkung von Relaxin assoziiert
sind. Der systemische GefalBwiderstand nimmt ab, was zu einer Erhéhung des renalen
Blutflusses, der glomerularen Filtration sowie des Herzzeitvolumens fuhrt. Gleichzeitig nimmt
die arterielle Compliance zu. Bei Versuchen an Ratten konnten nach Verabreichung von
Relaxin dieselben hamodynamischen Effekte beobachtet werden, jedoch nicht bei

gleichzeitiger Gabe eines Relaxin-spezifischen Antikdrpers.*®®

Eine erhohte endogene Relaxin-Konzentration im Plasma wurde bei Patienten mit
mittelschwerer bis schwerer Herzinsuffizienz aufgrund einer dilatativen oder ischamischen

Kardiomyopathie im Vergleich zu Patienten ohne struktureller Veranderungen beobachtet.
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Die endogene Relaxin-Konzentration normalisierte sich nach Gabe von Vasodilatatoren,
korrelierte mit dem Schweregrad der Herzinsuffizienz und zeigte eine inverse Korrelation mit
dem Vasokonstriktor Endothelin-1.""° Prognostisch wertvoll zeigten sich erhéhte Relaxin-
Konzentrationen in Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz.*'! In Patienten mit systolischer
Herzinsuffizienz konnte dies jedoch nicht nachgewiesen werden.'*? Bei Patienten mit
pulmonalarterieller Hypertonie lagen ebenfalls erhéhte Plasmaspiegel vor, welche mit dem

AusmaR der rechtsventrikularen Dysfunktion korrelierten.**®

1.2.4 Pleiotrope Wirkungen von Serelaxin

Die organprotektiven Effekte von Serelaxin erklart man sich aus einem Zusammenspiel der

pleiotropen Wirkweisen, die im Folgenden erlautert werden.

1.2.4.1 Vasodilatation

Die Gabe von Relaxin an nicht-schwangere Menschen und Tiere liefert vasodilatative Effekte
im systemischen Kreislauf, welche tberwiegend durch den Endothelin-Rezeptor ETg sowie

NO vermittelt werden.

Erste Hinweise auf eine Beteiligung des vasodilatativen NO-Signalweges wurden von Bani et
al.'™ erwahnt. Zusétzlich antagonisiert Relaxin die Wirkung der zwei vasokonstriktiven
Mediatoren Endothelin-1 und Angiotensin-ll. Die Angiotensin Il-vermittelte Sekretion von
Endothelin-1 wurde durch Relaxin gehemmt. AulRerdem wird die Expression des Endothelin-
Rezeptors ETg, welche im Gegensatz zum vasokonstriktiv wirkenden ETs-Rezeptor zu einer
NO-abhangigen Vasodilatation fihrt, durch Relaxin in Endothel- sowie in Epithelzellen
hochreguliert. In GefaBmuskelzellen, in welchen dieser Rezeptor-Typ eine Vasokonstriktion
bewirkt, bleibt die ETg-Expression unverandert. Weiterhin steigert Relaxin die Clearance von
Endothelin-1°" *° und die Aktivitat der Matrix-Metalloproteinasen, v.a. von MMP2, welches

Big-Endothelin zum aktiven Endothelin spaltet.®® **°

Der systemische Gefallwiderstand (SVR) war in Ratten nach Infusion von Relaxin erniedrigt
und das Herzzeitvolumen (ClI) erhdht — bei krankhaft erhdhtem SVR stérker als bei normalem
SVR.*®

Der renale Blutfluss sowie die glomerulare Filtrationsrate (GFR) werden im ersten Trimenon

der Schwangerschaft um 45 % gesteigert (vgl. Kapitel 1.2.3).'*" Die renale Relaxin-Wirkung
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wird durch Vasodilatation der afferenten sowie efferenten renalen Arteriole bewerkstelligt. Der
renale Blutfluss sowie die glomerulére Filtrationsrate wurden in Ratten ca. 1-2 Stunden nach
einer Infusion von Relaxin Uber die Aktivierung der ETg-NO-cGMP-Signalkaskade
gesteigert.''® '° Bei gesunden Freiwilligen sowie chronisch herzinsuffizienzen Patienten
wurde durch Relaxin nur der renale Blutfluss gesteigert, jedoch nicht die glomerulare

Filtrationsrate.?® 12

In einer klinischen Pilotstudie an 16 Patienten mit chronischer Herzinsuffizienz wurden nach
24-stindiger Relaxin-Infusion von 10 bis 960 pg/kg/d mit einer Vasodilatation einhergehende
hamodynamische Veranderungen verzeichnet, wie z. B. ein erhéhtes Herzzeitvolumen (CO),
ein erniedrigter systemischer GefaRwiderstand (SVR) und vor allem bei niedrigeren Dosen
ein erniedrigter pulmonalarterieller Verschlussdruck (PAWP) ohne signifikante Hypotonien.
Das hamodynamische Profil wirkte sich positiv auf den zeitlichen Verlauf von NT-proBNP, ein
Marker fur die kardiale Wandspannung, sowie des Nierenfunktions-Markers Kreatinin und
Harnstoff im Serum aus.*?® Auch in einer randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten
Studie an Patienten mit akuter Herzinsuffizienz konnten der pulmonalarterieller
Verschlussdruck, der pulmonalarterielle Druck (PAP), der systemische GefalRwiderstand und

der Blutdruck nach Serelaxin-Infusion gesenkt werden.'?

1.2.4.2 Zellschutz

In Ischamie-Reperfusions-Modellen am Herzen verringerte Relaxin den
Reperfusionsschaden durch kardioprotektive Effekte, wodurch die Inflammation, der Zelltod,
der oxidative Stress sowie die Calcium-Uberladung abnahmen. Dies senkte die InfarktgrofRe,
die Arrythmie-Rate und die Mortalitit.'***?® Die antiapoptotische Wirkung wird durch
Beeinflussung des molaren Verhaltnisses zwischen antiapoptotischem Bcl2 und
proapoptotischem Bax sowie durch die Akt-Expression geregelt."””” Unemori et al.'*® haben
die angiogene Wirkung von Serelaxin Uber die cAMP-abhangige Erhdhung von VEGF
(vascular endothelial growth factor) in kultivierten Endometrium-Zellen beschrieben. Auch in
vivo hat Relaxin die Expression von VEGF und bFGF (basic fibroblast growth factor) in Zellen
des Wundheilungsapparates erhoht.?> *° AuRerdem bildeten sich durch Relaxin in der

Infarkt-Region in einem Mausmodell BlutgefaRe dichter aus.**

Die antiinflammatorische Wirkung von Relaxin wird nicht tiber den Relaxin-Rezeptor RXFP1,

sondern unabhangig davon Uber den intrazellular exprimierten Glukokortikoid-Rezeptor

vermittelt.**
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proinflammatorischen  Transkriptionsfaktors AP-1'**  und verhindert die Histamin-

Ausschittung aus Mastzellen sowohl in Ratten als auch in Meerschweinchen.'®® AuRerdem

126, 134

wird die Leukozyten- und Neutrophilen-Rekrutierung sowie die Ausschittung von

|98

TNF-a, IL-1 und IL-6 aus Makrophagen gesenkt.*® Dschietzig et al.”® beobachteten zusétzlich

eine gesteigerte Aktivitat und Expression des Glukokortikoid-Rezeptors. Horton et al.*** und

[ 136

Figueiredo et a postulieren jedoch eine proinflammatorische Wirkung von Relaxin in

Abhangigkeit von RXFP1 bei langerfristiger Verabreichung bzw. einer héheren Dosis von

Relaxin.

1.2.4.3 Reduktion der Fibrose

Seinen antifibrotischen Effekt entfaltet Relaxin sowohl durch den Abbau von Bestandteilen
der extrazellularen Matrix als auch durch den verringerten Aufbau neuer Matrix. Bereits bei
der Entdeckung endogenen Relaxins wurde eine Relaxation der Schambeinfuge von
Meerschweinchen (als Vorbereitung der Niederkunft) beobachtet.®! Relaxin-defiziente Mause

wiesen sowohl in weiblichen als auch in mannlichen Tieren eine veranderte Entwicklung des

Reproduktionstraktes auf.'%

AulRerdem entwickeln relaxin-defiziente Mause eine altersbedingte Fibrose in verschiedenen

8 9

Organen, unter anderem in Herz,*®" Niere™® und Lunge,** welche durch eine Relaxin-

Infusion zu einem gewissen Teil wieder reversibel war. In verschiedenen experimentell

induzierten Fibrosemodellen wurde der antifibrotische Effekt ebenfalls bestatigt. In der Lunge

wurde durch die Behandlung mit Relaxin eine Bleomycin-induzierte Fibrose reduziert.** In

der Niere wurde die Fibrose sowohl bei einer Erkrankung der glomeruléren Basalmembran,***

2 3

bei Bromethylamin-induzierter Fibrose,'** nach renaler Gewebsentfernung'®® als auch im

|l44

Hypertonie-Model reduziert und somit die Organfunktion erhalten. Endogenes Relaxin

verhinderte strukturelle Ver&dnderungen nur in einer frihen Phase, fortgeschrittene Fibrosen

konnten nicht gemildert werden.™*> **

Die organprotektive Wirkung von Relaxin resultiert aus einem Zusammenspiel der pleiotropen
Eigenschaften. Dies ist allerdings vor allem auf die antifibrotische Eigenschaft der Substanz
zurickzufihren, da in verschiedenen Fibrose-Modellen eine vasodilatative und
antiinflammatorische Wirkung der Substanz als Hauptursache fir die organprotektive

Eigenschaft ausgeschlossen worden ist.'*® 14°
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In Patienten mit stabiler diffuser Sklerodermie konnte unter Therapie mit Relaxin eine
verringerte Verdickung der Dermis beobachtet werden.**” Da diese Beobachtung jedoch in
einer Phase IlI-Studie nicht bestatigt werden konnte, wurde das Entwicklungsprogramm fur

Serelaxin fiir diese Indikation eingestellt.**®

Der antifibrotische Signalweg von Serelaxin, welcher bisher nur liickenhaft untersucht wurde,
ist in Abbildung 8 dargestellt. In renalen Myofibroblasten wurde beobachtet, dass Relaxin
Uber RXFP1 zu einer verstarkten ERK1/2-Phosphorylierung fuihrte und dadurch Uber die
neuronale NO-Synthase und NO-sGC-cGMP die Signaltransduktion von TGF-B inhibierte.**
% Der abgeschwéchte TGF-B-Effekt wird durch eine verringerte Smad2-Phosphorylierung
realisiert."***! Dies resultiert in einer reduzierten Produktion von extrazellularer Matrix und
Myofibroblasten-Differenzierung sowohl in Menschen' als auch in Nagern.™® **? Laut Chow
et al.® wird die Hochregulation der Matrix-abbauenden MMPs und die Reduktion der MMP-
inhibierenden TIMPs ebenfalls durch Relaxin moduliert, welches Uberwiegend durch die
TGF-B-INOS-Signalkaskade vermittelt wird. Aktuelle Untersuchungen haben ergeben, dass
die Wirkung von Relaxin Uber den RXFP1-Rezeptor nur als Heterodimer mit dem
Angiotensin-Rezeptor 2 (AT2-Rezeptor) unabhéngig von dessen Ligand entfaltet wird. Der
fehlende Einfluss von Relaxin auf die basale Bildung von extrazellularer Matrix im gesunden
Gewebe ist moglicherweise auf die vermehrte Expression von AT2-Rezeptoren in

pathologisch verandertem Gewebe zuriickzufiihren,*** %%

In anderen Organen wurden weitere Signaltransduktionswege untersucht, deren Funktion in
der Niere jedoch noch unbekannt ist. In der Lunge wurde durch Relaxin die Myofibroblasten-
Kontraktilitit gehemmt, indem die induzierbare NO-Synthase Uber den NO-cGMP-
abhangigen Signalweg die cGMP-abhangige Kinase aktivierte und somit die profibrotische
RhoA-ROCK-Kaskade inhibierte.*® Die kardiale Fibrose wurde durch eine verringerte TGF-pB-
Signaltransduktion nach Serelaxin  Behandlung verringert, indem sowohl die
Phosphorylierung von Smad3 als auch das TGF-B-Signal durch den Notch-Signalweg

gehemmt wurde. ™" **8
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Abbildung 8 antifibrotische Signaltransduktion von Serelaxin am Beispiel der Nierenfibrose (modifiziert
nach Samuel et al., 201576); Serelaxin wirkt (ber den RXFP1-Rezeptor, der einen Heterodimer mit dem
Angiotensin-Rezeptor-2 (unabhéngig von dessen Ligand) bildet. Die Rezeptor-Bindung filhrt zu einer Erhéhung
der cGMP-Konzentration, welches in der Lage ist, den TGF-B-abh&ngigen Smad-Signalweg zu hemmen.
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1.2.5 Serelaxin in der akuten Herzinsuffizienz

Die Herzinsuffizienz ist ein komplexes klinisches Syndrom, das durch eine strukturelle oder
funktionelle Stérung des Herzens verursacht wird. Die Folge ist eine Minderversorgung des
Gewebes mit Sauerstoff. Definierende Symptome und Zeichen wie Lungenstauung
(pulmonale Rasselgerdusche, Dyspnoe), periphere Odeme, erhohte zentralvendse Driicke,
Mudigkeit und Gewebehypoxie sind Ausdruck eines kardialen Vorwdrts- oder
Ruckwartsversagens. Dabei wird zwischen einer unzureichenden ventrikularen Fillung
(Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion) und einer mangelnden Auswurfleistung

(Herzinsuffzienz mit reduzierter Ejektionsfraktion) unterschieden. % 1

Die akute Herzinsuffizienz kann als Verschlechterung einer manifesten chronischen
Herzinsuffizienz oder auch de novo (z. B. nach Myokardinfarkt) auftreten. Sie ist durch
schnelles Einsetzen bzw. Verschlechterung von lebensbedrohlichen Anzeichen und
Symptomen einer Herzinsuffizienz gekennzeichnet, die unmittelbar eine Therapie erfordern
und normalerweise zur Hospitalisierung fithren.*®® Patienten befinden sich im Verlauf der
chronischen Erkrankung in einer Abwartsspirale mit progressiv abnehmender Herzfunktion
und Lebensqualitit, welche durch akute Dekompensationen beschleunigt wird.*®
Hamodynamische und neurohumorale Veranderungen, wie z.B. die Aktivierung des
Sympathikus, der Renin-Angiotensin-Aldosteron-Achse, der Ausschittung von Vasopressin
und der Freisetzung von Zytokinen, dienen als Kompensationsmechanismen. Langerfristig
und wéahrend der akuten Dekompensation fuhren diese jedoch zu Endorganschéden. Durch
ihre fibrotischen sowie apoptotischen Eigenschaften verandert sich die Gewebestruktur in der
Niere, der Leber und im Herzen.'® Die Schaden kénnen meist nicht wieder vollstindig

riickgéngig gemacht werden und erh6hen somit das Risiko flir erneute akute Ereignisse.

Die erste Studie zur Wirksamkeit von Serelaxin war die Placebo-kontrollierte Phase I
Dosisfindungs-Studie  Pre-RELAX-AHF. Dabei wurden 234 Patienten mit akuter
Herzinsuffizienz, einem systolischen Blutdruck > 125 mmHg sowie einer leicht bis maRig
eingeschrankten Nierenfunktion (eGFR: 30-75 ml/min/1,73m?) innerhalb von 16 Stunden
nach Hospitalisierung eingeschlossen.'® Serelaxin wurde zusétzlich zur Standardtherapie fiir
48 Stunden mit einer Rate von 10, 30, 100 oder 250 pg/kg/d infundiert. Eine Dosis von 30
pg/kg/d (n=42) brachte das beste Ergebnis im Vergleich zur Placebo-Behandlung (n=61) und
verbesserte die Dyspnoe der Patienten im Akutstadium bereits nach 6, 12 und 24 Stunden

bei 23 % der Patienten unter Placebo-Behandlung sowie bei 40 % unter Serelaxin-
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Behandlung (gemessen mit der 7-stufigen Likert-Skala; p=0,044). Serelaxin deutete darauf
hin, die Dyspnoe bis Tag 14 anhaltend zu verbessern (gemessen mit der visuellen
Analogskala; p=0,053). Weiterhin verkirzte sich der Krankenhausaufenthalt von 12,0 Tagen
(unter Placebo) auf 10,2 Tage (unter 30 pg/kg/d Serelaxin) und es verringerte sich die
Mortalitdt sowie die Rehospitalisierung, da renale oder kardiale Folgeereignisse bis zum Tag

60 seltener auftraten (p=0,53).1%

In die Phase llI-Studie RELAX-AHF wurden 1161 Patienten eingeschlossen, die zusatzlich
zur Standardmedikation entweder mit 30 pg/kg/d Serelaxin (n=581) oder mit Placebo (n=580)
fur einen Zeitraum von 48 Stunden behandelt wurden.”” Das Studiendesign sowie die
Patienten-Population war &hnlich mit Pre-RELAX-AHF. Die Studie erreichte einen der zwei
primaren Endpunkte, welcher — gemessen mittels visueller Analogskala (VAS; 100mm) eine
signifikante Uberlegenheit von Serelaxin gegeniiber Placebo in Bezug auf die von den
Patienten berichtete Dyspnoe-Verbesserung bis Tag 5 darstellte. Der ko-primare Endpunkt,
eine moderate oder ausgepragt verbesserte Dyspnoe seit Beginn der Serelaxin-Infusion

gemessen anhand der 7-stufigen Likert-Skala nach 6, 12 und 24 Stunden wurde verfehilt.

Die sekundaren Wirksamkeits-Endpunkte — die Uberlegenheit von Serelaxin gegeniiber
Placebo hinsichtlich Uberlebenstagen auRerhalb des Krankenhauses bis Tag 60 und
kardiovaskularer Tod oder Rehospitalisierung aufgrund von Herz- oder Niereninsuffizienz bis
zu Tag 60 — wurden in dieser Studie ebenfalls nicht erreicht. Jedoch war sowohl die Gesamt-
Mortalitat nach 180 Tagen als auch die Mortalitat aufgrund einer kardiovaskularen
Erkrankung nach 180 Tagen um jeweils 37 % signifikant reduziert (relative Risikoreduktion;

jeweils p<0,05).

Zusatzlich wiesen Patienten mit Serelaxin-Behandlung nach der 48-stiindigen Infusion
niedrigere Plasma-Konzentrationen von Biomarkern auf, die mit kardialer (hochsensitives
Troponin), renaler (Kreatinin, Cystatin C) oder hepatischer (Aspartat-, Alanin-Transaminasen)
Organschadigung assoziiert waren. AuRerdem war NT-proBNP, ein Indikator fiir die kardiale

Wandspannung, reduziert.’®

Das Sicherheitsprofil dieser Substanz bei Patienten mit akuter Herzinsuffizienz war
vergleichbar mit dem der Placebo-Behandlung. Serelaxin zeigte ein vorteilhaftes Sicherheits-

und Vertraglichkeitsprofil ohne signifikante Hypotonie.”” **

Die RELAX-AHF-2 Studie — eine weitere Phase Ill Studie mit 30 pg/kg/d Serelaxin zusatzlich

zur Standardmedikation — wurde bei Patienten mit akuter Herzinsuffizienz durchgefiihrt, um
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den Mortalitdts- und Morbiditdtsbenefit an einem groReren Patientenkollektiv (> 6000
Patienten) im Vergleich zu Placebo =zu bestatigen (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT01870778). Die im Friuhjahr 2017 bekannt gegebenen Ergebnisse haben die priméaren
Endpunkte Reduktion der kardiovaskularen Mortalitat und Verschlechterung bei initial
stabilisierten Patienten mit akuter Herzinsuffizienz (AHF) nicht erreicht.?® Eine Publikation

inklusive detaillierter Datenanalyse soll in Kiirze veroffentlicht werden.
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1.3 Die pulmonale Hypertonie — eine Fibrose-assoziierte Erkrankung

Gemal den ESC/ERS-Leitlinien versteht man unter der pulmonalen Hypertonie (PH) einen
erhdhten pulmonalarteriellen Mitteldruck (mPAP) in Ruhe von mindestens 25 mmHg. Bei zu
Beginn nur leichter Symptomatik wird die Krankheit oft erst im fortgeschrittenen Stadium
diagnostiziert. Typische Symptome sind eine Belastungsdyspnoe, abnehmende
Leistungsfahigkeit, Mudigkeit und Synkopen.'® Die pulmonalarterielle Hypertonie wird je

nach Ursache in 5 Gruppen unterteilt.'®* 1%

Gruppe 1 beinhaltet die pulmonalarterielle Hypertonie, welche idiopathisch (iPAH), hereditar,

aufgrund von Pharmaka oder anderer Erkrankungen auftritt.

Gruppe 2 ist durch eine Linksherzerkrankung gekennzeichnet, bei der es zu einer
postkapillaren Hypertonie kommt. Durch einen Rickstau werden schliel3lich auch die

Pulmonalarterien druckbelastet. %4

Gruppe 3 fasst alle Formen der PH zusammen, die auf eine Lungenerkrankung, wie z. B.

COPD, oder auf eine Hypoxie zuriickzuftihren sind.
In Gruppe 4 fasst man die Formen der chronisch thromboembolischen PH zusammen.

Gruppe 5 vereint alle weiteren Formen der PH, die seltene Krankheiten, wie z.B.
myeloproliferative Erkrankungen oder Speicherkrankheiten, oder Krankheiten mit unklaren

bzw. multifaktoriellen Ursachen beinhaltet.!%*

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie (Gruppe 1;
iPAH) und die pulmonale Hypertonie aufgrund einer Linksherzinsuffizienz (Gruppe 2; PH-

LHD) naher untersucht.

1.3.1 Diagnostik, Klassifikation und Pathophysiologie

Fur die Diagnose der pulmonalen Hypertonie ist eine ausfiihrliche Diagnostik essentiell. Dazu
werden eine korperliche Untersuchung, eine Elektrokardiographie, eine Echokardiographie
und eine Rechtsherzkatheter-Untersuchung, welche den Goldstandard fir die Diagnose der

Patienten mit pulmonaler Hypertonie darstellt, durchgefihrt.

Die fur die Diagnosestellung sowie fir die Beurteilung des Krankheitsverlaufs

entscheidenden Parameter sind Tabelle 1 gelistet:
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Tabelle 1 Parameter zur Diagnostik der pulmonalen Hypertonie

Cl

Cco
mPAP
PAWP
PVR
RAP
SvO,
ZVD

LVEF
TAPSE

6MWD
BNP

Herzindex

Herzzeitvolumen

Mittlerer pulmonalarterieller Druck
Pulmonalarterieller Verschlussdruck
Pulmonalvaskuléarer Widerstand
Rechtsatrialer Druck

Vendse Sauerstoffsattigung
Zentralvenoser Druck

Linksventrikulare Ejektionsfraktion
Verlagerung des Trikuspidal-Annulus zwischen Diastole und
Systole (,Tricuspid Annular Plane Systolic Excursion®)

6-Minuten-Gehtest
B-Typ natriuretisches Peptid - Brain Natriuretic Peptide

Mit der Messung des pulmonalarteriellen Verschlussdruckes (PAWP) kann zwischen

prakapillaren und postkapillaren Ursachen der pulmonalen Hypertonie unterschieden werden.
Ein PAWP Uber 15 mmHg deutet auf eine PH der Gruppe 2 (PH-LHD) hin.***

Tabelle 2 Schweregrad der pulmonalen Hypertonie gemalR WHO-Klassifizierung

Klasse |

Klasse I

Klasse Il

Klasse IV

Patienten mit pulmonaler Hypertonie ohne Einschrankung der koérperlichen
Aktivitat; normale korperliche Aktivitdt verursacht keine vermehrte Dyspnoe,
Mudigkeit, Thorax-Schmerzen oder Schwéacheanfalle.

Patienten mit pulmonaler Hypertonie und leichter Einschrédnkung der
korperlichen Aktivitat, ohne Beschwerden in Ruhe; normale korperliche
Aktivitdt verursacht vermehrte Dyspnoe, Midigkeit, Thorax-Schmerzen oder
Schwéacheanfille.

Patienten mit pulmonaler Hypertonie und deutlicher Einschrankung der
korperlichen Aktivitéat, ohne Beschwerden in Ruhe; leichtere korperliche
Aktivitdt verursacht vermehrte Dyspnoe, Midigkeit, Thorax-Schmerzen oder
Schwécheanfalle.

Patienten mit pulmonaler Hypertonie und der Unfahigkeit, jegliche kérperliche
Aktivitat ohne Symptome auszufiuihren; Manifestation von Symptomen einer
Rechtsherzinsuffizienz, Dyspnoe und/ oder Mudigkeit in Ruhe, Verstarkung
der Schmerzen bei jeglicher korperlicher Aktivitat.
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Der Schweregrad der Erkrankung wird gemafld der WHO-Klassifizierung (WHO-funktionelle
Klasse; modifiziert nach NYHA-Klassifikation) angegeben (vgl. Tabelle 2).'*" Der 6-Minuten-
Gehtests (6MWD) wird in der Kklinischen Praxis verwendet, um die Belastbarkeit des
Patienten bzw. den Schweregrad der Erkrankung zu evaluieren. Er beschreibt die

Wegstrecke (in m), die ein Patient innerhalb von sechs Minuten zurticklegen kann.

Die Pathophysiologie der pulmonalen Hypertonie erklart sich durch ein Ungleichgewicht
vasokonstriktiver und vasodilatativer Mediatoren. Der erhéhte Druck in den Lungengefal3en
verursacht eine endotheliale Dysfunktion, welche mit einem reduzierten Angebot an
Vasodilatatoren, wie z.B. NO oder Prostazyklin, einhergeht. Gleichzeitig werden
Vasokonstriktoren (z. B. Endothelin) Uberexprimiert. Diese Belastung fihrt langerfristig zu
pulmonalvaskuldarem  Remodeling und daraus resultierender pulmonalarterieller
Vasokonstriktion, Hypertrophie der arteriellen Media, intimaler Proliferation und Fibrose,
Thrombosen sowie komplexer plexiformer L&sionen. Der dadurch entstehende gesteigerte
GefaRwiderstand erhoht die Nachlast am rechten Herzen, und fuhrt zur Fibrotisierung des

rechten Herzens.'%®

Der rechte Ventrikel ist in seiner Geometrie sehr viel komplexer und die Wanddicke des
rechten Ventrikels ist mit <5 mm geringer als die des linken Ventrikels, weshalb eine erhdhte
Nachlast weniger gut kompensiert werden kann. Die durch die pulmonale Hypertonie
entstandene Druckbelastung resultiert sehr schnell in einer rechtsventrikularen Hypertrophie
und systolischen Insuffizienz.*®® Eine andauernde Druckerhéhung im Lungensystem fiihrt
schlieRlich zu einer Dilatation und Fibrotisierung des rechten Ventrikels.*”® Man spricht dabei
auch von einem cor pulmonale. Durch die Volumeniuberladung bzw. Druckbelastung wird das
Septum in den linken Ventrikel verlagert, welches das enddiastolische Volumen des linken
Ventrikels reduziert. Die fehlende linksventrikulare Fullung verstarkt den Rickstau des Blutes
in die pulmonalen GefaRe. Zudem kommt es zu einem verringerten linksventrikularen
Schlagvolumen und einer weiter reduzierten Pumpleistung des rechten Ventrikels, was

schlieBlich im Rechtszherzversagen resultiert.** 172

1.3.2 Fibrotische Umbauprozesse in der pulmonalen Hypertonie

In der Gruppe 1 der pulmonalarteriellen Hypertonie, sind die distalen Pulmonalarterien
gekennzeichnet durch eine Hypertrophie der Media, proliferative bzw. fibrotische
Verédnderungen (konzentrisch, exzentrisch) der Intima und Verdickung der Adventitia.

Zusétzlich liegen komplexe und thrombotische Lasionen sowie entziindliche Veranderungen
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der GefaRwand vor.'®’

Pathologische Verédnderungen in Gruppe 2, der pulmonalen
Hypertonie aufgrund einer Linksherzerkrankung, beinhalten zudem vergrof3erte und verdickte
Pulmonalvenen sowie eine Dilatation der Pulmonalkapillaren. Distale Pulmonalarterien
kénnen eine hypertrophierte Media oder eine fibrotische Intima aufweisen. Der grofite Anteil
der Patienten fallt in diese Gruppe.'” Aufgrund der langfristigen Druckbelastung des rechten
Herzens (Erh6hung der Nachlast) und der daraus resultierenden neurohumoralen Aktivierung
des sympathischen Nervensystems sowie der Renin-Angiotensin-Aldosteron-Achse kommt
es neben den pulmonalen GefalRwandverdickungen zu einer Hypertrophie und Fibrotisierung
des rechten Herzens. Die extrazellulare Matrix ist hauptsachlich aus Kollagenen, Fibronektin,
Laminin und Elastin aufgebaut, in welche die Kardiomyozyten eingebettet sind. Die vermehrte
Akkumulation extrazellularer Matrix fuhrt zu einer Stérung der Reizweiterleitung, woraus
Arrhythmien entstehen kénnen.'”® Matrix-Metalloproteinasen sowie deren Inhibitoren spielen

bei dem Auf- und Abbau der extrazellularen Matrix eine wichtige Rolle.

1.3.3 Therapie der pulmonalen Hypertonie

Die Therapie der Patienten mit pulmonaler Hypertonie hangt von der jeweiligen
Eingruppierung der Pathophysiologie ab. Das Ziel der Therapie ist eine Verbesserung der
Symptome, eine gesteigerte Leistungsfahigkeit sowie eine verlangsamte
Krankheitsprogression  (chronische  Rechtsherzinsuffizienz  und  pulmonalvaskulare
Fibrotisierung). Eine Heilung ist mit den bisher zur Verfiigung stehenden Therapeutika nicht
maoglich. Fir Patienten mit pulmonalarterieller Hypertonie (Gruppe 1) stehen Vertreter

folgender vier Wirkstoffklassen zur Verfiigung (vgl. Tabelle 3):'%®

Tabelle 3 Substanzklassen zur Behandlung der PAH

Prostanoide Vasodilatation durch cAMP-vermittelte Epoprostenol, lloprost,
Relaxation der glatten GefaBmuskeln in den Treprostinil, Beraprost
Pulmonalarterien.

Endothelin-Rezeptor-  Antagonisierung von vasokonstriktivem und Bosentan, Ambrisentan,
Antagonisten proinflammatorischem Endothelin-1 Macitentan

Phosphodiesterase 5-  Verstarkung der NO-vermittelten Vasodilatation  Sildenafil, Tadalafil

Inhibitoren durch Erhéhung des cGMP-Angebots.
Stimulatoren der Verstarkung der Vasodilatation durch Riociguat
I6slichen Stimulation der I6slichen Guanylatzyklase zur
Guanylatzyklase Erh6hung des cGMP-Angebots (NO-

unabhéngig)
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Es sind bisher keine Behandlungsoptionen fir Patienten mit pulmonaler Hypertonie aufgrund
einer Linksherzinsuffizienz (Gruppe 2) zugelassen. In den Leitlinien wird empfohlen, die

bestehende Therapie der Linksherzinsuffizienz zu optimieren.*®*

Aufgrund der rasch progressiv verlaufenden Erkrankung ist der Bedarf an neuen innovativen

Behandlungsoptionen sehr hoch.

1.3.4 Epidemiologie der pulmonalen Hypertonie

Die pulmonalarterielle Hypertonie gilt als sogenannte Orphan Disease (seltene Krankheit;
weniger als 5 pro 10 000 Einwohner). Die epidemiologischen Daten zur pulmonalarteriellen
Hypertonie schwanken in Europa zwischen 15 und 60 Erkrankten auf 1 Million Einwohner,
wobei pro Jahr 5 bis 10 neue Falle hinzukommen.™ Im Jahr 2014 betrug in Deutschland die
Pravalenz 25,9 pro 1 Million Einwohner, wobei 3,9 Erkrankte pro 1 Million Einwohner jedes
Jahr hinzukamen.*” Die pulmonale Hypertonie aufgrund einer Linksherzinsuffizienz kommt

dabei weitaus haufiger vor.*"

Noch in den 80er Jahren lag die mediane Uberlebenszeit fur Patienten mit dieser rasch
progressiven Erkrankung bei 2,8 Jahren. Die Wahrscheinlichkeit, 1, 3 bzw. 5 Jahre zu

iiberleben, wurde damals auf 68 %, 48 % bzw. 34 % geschétzt.™

In den 90er Jahren wurden die ersten Medikamente zur Behandlung der pulmonalarteriellen
Hypertonie zugelassen. Trotz der heute verfigbaren Therapie-Moglichkeiten bleibt die
Sterblichkeitsrate hoch. In dem britischen Register ASPIRE, in dem mehr als 1300 Patienten
mit pulmonaler Hypertonie in der Zeit von 2001 bis 2010 eingeschlossen wurden, betragt die
Wahrscheinlichkeit fiir das 1- bzw. 3-Jahres-Uberleben bei PAH-Patienten 88 % bzw. 68 %
und fiir das PH-LHD-Kollektiv 90 % bzw. 73 %.3

1.3.5 Prognose der pulmonalen Hypertonie

Als starkster prognostischer Marker gilt die Schweregrad-Einteilung nach der WHO-
Klassifikation. Von der ESC/ERS-Leitlinie'® werden als prognostische Marker in der
klinischen Praxis vor allem die WHO-Klassifizierung der Patienten,*””*” der 6-Minuten-
Gehtest,*”® % NT-proBNP bzw. BNP,'" 82 die rechtsventrikuldare Funktion'®® oder hamo-

178, 184

dynamische Variablen verwendet.
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Der Nachteil des 6-Minuten-Gehtests ist die Abhéangigkeit von den Umweltfaktoren, wie z. B.
Alter, Geschlecht, Komorbiditdten. BNP bzw. sein inaktives Abspaltprodukt NT-proBNP (N-
terminales proBNP) sind die einzigen Laborparameter, die in der Kklinischen Praxis
Verwendung finden. BNP ist weniger stark von der Nierenfunktion abhangig als NT-proBNP,
wobei NT-proBNP einen stérker pradiktiven Wert aufgewiesen hat.’®> Als hamodynamische
Parameter sind z. B. der Herzindex (Cl), die gemischt-vendse Sauerstoffsattigung sowie der
rechtsatriale Druck aussagekraftige Kenngréf3en, wobei echokardiographische Parameter die
rechtsventrikulare Funktion am besten abbilden kénnen. Einen prognostischen Marker stellt
dabei die TAPSE (Tricuspid Annular Plane Systolic Excursion) dar, welche die Verlagerung

des Trikuspidal-Annulus zwischen Diastole und Systole angibt.*®®

Die eben genannten prognostischen Variablen wurden hauptséchlich zum Zeitpunkt der
Diagnose-Stellung verwendet. Nickel et al.'”® haben jedoch gezeigt, dass diese bei der
Nachfolge-Visite eine erhdhte prognostische Aussagekraft haben, denn zu diesem Zeitpunkt
flieRt bereits das Ansprechen auf die Medikation in die Beurteilung ein. Benza et al.'’™®
entwickelten einen Risiko-Score zur Abschatzung des 1-Jahres-Uberlebens, welcher unter
anderem die funktionelle Klasse (gemanR WHO-Klassifikation), BNP, 6MWD, Hamodynamik-
und Echokardiographie-Variablen berlcksichtigte. Obwohl er basierend auf Baseline-Daten
erstellt worden ist, wurde bereits nachgewiesen, dass dieser Score wahrend des gesamten

Krankheitsverlaufs angewendet werden kann.

Fibrose-assoziierte Biomarker in der pulmonalen Hypertonie

Matrix-Metalloproteinasen spielen sowohl bei kardialen als auch pulmonalen Remodeling-
Prozessen eine entscheidende Rolle (vgl. Kapitel 1.1.3). Die kardiale Lokalisation der
Gelatinasen MMP2 und MMP9 sowie deren Beteiligung am pathologischen Remodeling im
Herzen wurde bereits gezeigt.’®® In der pulmonalen Hypertonie wurden die Konzentrationen
der Matrix-Metalloproteinasen sowie deren Inhibitoren mit dem Krankheitsverlauf bzw. mit
dem Schweregrad der Erkrankung assoziiert. Bei Patienten mit PAH waren im Urin MMP2-
und MMP9-Spiegel im Vergleich zu gesunden Kontrollen erhéht.*®” Schumann et al.'®® haben
erhdhte Plasma-Konzentrationen von MMP2 und TIMP4 in 36 Patienten mit pulmonaler
Hypertonie im  Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (n=44; alters- und
geschlechtsangepasst) beobachtet. Dabei stand die MMP2-Konzentration mit dem
Schweregrad der Erkrankung, die TIMP4-Konzentration mit der NYHA-Klasse sowie mit der
rechtsventrikularen Hypertrophie in engem Zusammenhang. Safdar et al.'®® beobachteten

ebenfalls erhdhte Spiegel von MMP9 und TIMP1 in EDTA-Plasma von 68 Patienten mit
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pulmonalarterieller Hypertonie im Vergleich zur alters- und geschlechtsangepassten
gesunden Kontrollgruppe (n=37). Diese Beobachtungen standen im Einklang mit
verschiedenen Tiermodellen, in denen ebenfalls die Beteiligung der MMPs und TIMPs an den
pathophysiologischen Veranderungen demonstriert wurde. In PAB-Modellen (Verengung der
Pulmonalarterie durch pulmonary artery binding) wurde bereits ein Anstieg der MMP2-,
MMP9- und TIMP1-Konzentrationen sowie eine Reduktion der TIMP4-Konzentrationen im
Myokard beobachtet.’®® *** Bei Monocrotalin-induzierter pulmonaler Hypertonie konnte

ebenfalls ein Anstieg dieser Marker im Lungengewebe beobachtet werden.*% 1%
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1.4 Fragestellung

Das antifibrotische Wirkprinzip von Serelaxin kann moglicherweise an einer Reihe von
Indikationen eine Rolle spielen. Innerhalb dieses Wirkmechanismus spielt der NO-cGMP-
abhéngige Signalweg eine tragende Rolle. Die dem second messenger cGMP
nachgeschalteten Proteinkinasen, welche an der antifibrotischen Wirkung von Serelaxin
funktionell beteiligt sind, sind bisher unbekannt. Deswegen sollen im Rahmen dieser Arbeit
Erkenntnisse Uber cGKI — eine cGMP-abhangige Proteinkinase — und deren Substrate in der
renalen Fibrose unter Einfluss von Serelaxin gewonnen werden. Dies soll mithilfe der
Ureterligation, die ein etabliertes Modell fiir die tubulointerstitielle Nierenfibrose darstellt,***
erreicht werden. Zusatzlich sollte untersucht werden, ob durch einen weiteren
pharmakologischen Ansatz zur Erhéhung von cGMP-Konzentrationen, namlich durch die
Gabe des PDES5-Inhibitors Zaprinast, ahnliche bzw. additive antifibrotische Effekte in der
Niere erzielt werden konnen. PDES5-Inhibitoren werden vor allem in der pulmonalen

Hypertonie eingesetzt.

Die pulmonale Hypertonie manifestiert sich durch eine starke Gewebefibrotisierung. Sowohl
die Diagnose, als auch die Behandlung sind momentan unzureichend, so dass die
Erkrankung auch heutzutage noch mit einer hohen Mortalitét assoziiert ist. Im Rahmen dieser
Arbeit sollte deshalb zusatzlich die klinische Relevanz ausgewahlter Fibrose-assoziierter
Biomarker — der MMP/TIMP-Verhéltnisse — an Patienten mit pulmonaler Hypertonie evaluiert
werden. Ziel war es, einen mit dem Krankheitsverlauf assoziierten biologischen Marker zu

identifizieren, welcher ebenfalls mit den antifibrotischen Effekten von Serelaxin verknlpft ist.

Anmerkung:

Teile dieser Doktorarbeit wurden bereits in einer Vollpublikation'® [Nachtrag: in

195, 324, 325

Vollpublikationen ] sowie in Abstracts veroffentlicht. Eine detaillierte Auflistung aller

bisherigen und geplanten Veroffentlichungen folgt in Kapitel 7.
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2 Methoden

2.1 Antifibrotischer Signalweg von Serelaxin am Beispiel eines murinen

Nierenfibrose-Modells

Die folgenden Versuche wurden durch Novartis Pharma GmbH finanziell unterstitzt. Die
Durchfuhrung der Experimente erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Jens Schlossmann
(Lehrstuhl fur Pharmakologie und Toxikologie, Fakultdt fir Chemie und Pharmazie,

Universitat Regensburg).

2.1.1 Verwendete Mauslinie und knock out Mutanten

Die verwendete Mauslinie hatte den genetischen Hintergrund 129/Sv. Die Tiere stammten
aus einer Eigenzucht der Universitat Regensburg. Sie wurden in der SPF (Spezifiziert
Pathogen-Frei)-Tierhaltung der Universitdt Regensburg gezichtet und Uber das
Tierverwaltungsprogramm TiBUR (TierBestand Universitat Regensburg) verpaart bzw. fir die
Versuchsdurchfihrung angefordert. Die Tierhaltung erfolgte in einem 12 Stunden-Hell-

Dunkel-Rhythmus. Futter und Wasser standen ad libitum zur Verfligung.

++

Fur die Versuchsdurchfiihrung fanden die Wildtypen (cGKI™") sowie cGKI-knock out Mause
(cGKI™) Verwendung. Heterozygote Tiere (cGKI"") wurden fir die Zucht verwendet, sobald
sie ein Alter von ca. sechs Wochen erreicht haben. Jeweils zwei heterozygote Weibchen
wurden mit je einem heterozygoten Mannchen verpaart. Der Nachwuchs wurde nach drei bis
vier Wochen von der Mutter abgesetzt und nach Geschlechtern getrennt. Die
Genotypisierung der Nachkommen erfolgte aus Schwanzbiopsien mittels Polymerase-

Kettenreaktion (PCR).

Die Experimente wurden gemafR deutscher Tierschutzbestimmungen/ FELASA (Federation of
European Laboratory Animal Science Association) durchgefiihrt und von der lokalen
zustandigen Behorde (Regierung der Oberpfalz; #54-2532.1-26/13) genehmigt.

Charakterisierung der cGKI anhand des murinen knock out-Modells

Zur Aufklarung des NO-cGMP-Signalweges und der Beteiligung der cGKI wurde ein

Mausmodell verwendet, bei dem die Proteinkinase cGKI selektiv ausgeschaltet wurde. Zum

I 196

ersten Mal wurde dieses Mausmodel von Pfeifer et a erwahnt, welcher die Bedeutung der
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cGKIl bei der Relaxation von glatten Muskelzellen im vaskularen sowie im gastrointestinalen
System in vivo beschrieb. Diese speziellen knock out Mause weisen aufgrund ihrer schweren
vaskuldren und intestinalen Funktionsstorungen eine deutlich geringere Lebenserwartung
auf, 50 % versterben bereits sechs Wochen nach der Geburt. Die Wildtyp und cGKI-KO
Méause weisen bei Geburt keinen unterschiedlichen Phanotyp auf, jedoch konnte nach ca.
sechs Wochen ein um ca. 30 % verringertes Koérpergewicht im Vergleich zum Wildtypen
beobachtet werden. Wahrend der Blutdruck sehr junger Tiere bei cGKI-KO Mausen im
Vergleich zu Wildtypen erhdht war, konnte man bei Tieren ca. sechs Wochen nach Geburt
keine Unterschiede mehr feststellen. **® Auch der renale Phanotyp unterscheidet sich nicht

makroskopisch bzgl. GréRe und Integritat der Nieren. *%

2.1.2 Unilaterale Ureterligation

Die Tiere wurden mithilfe des Inhalationsnarkotikums Isofluran (2,5 % Isofluran in Sauerstoff

mit einem Fluss von 60 ml/min) fir die Dauer des operativen Eingriffes betaubt.

Um die Korpertemperatur der Maus aufrecht zu erhalten, wurde der operative Eingriff auf
einer Warmedecke, temperiert auf 37°C, durchgefiihrt. Die Bauchdecke des Tieres wurde
lateral mit einem ca. 1cm langen Schnitt gedffnet und der Bauchraum mit vier
Spannklammern fir den Eingriff freigelegt. Der Ureter befand sich unterhalb des Magen-
Darmtraktes. Mithilfe eines nicht-resorbierbaren Fadens wurde der Ureter durch je einen
Doppel-Knoten an zwei Stellen abgeschnirt und anschlieRend die Bauchdecke wieder mit
einem resorbierbaren Faden und das Oberfell mit Klammern verschlossen. Den Tieren
konnte optional Ketoprofen (5 mg/kg subkutan) post-operativ verabreicht werden. Futter

sowie Wasser standen den Tieren nach dem Eingriff wieder ad libitum zur Verfligung.

Die operative Intervention der unilateralen Ureterligation (UUOQ) ist als mafige Belastung, die
durch die Ureterligation in den folgenden 7 Tagen mdglichen auftretenden Beschwerden als
geringe Belastung einzuschatzen. Als Abbruchkriterien galten eine starke Gewichtsabnahme
(um 20 % gegeniber Versuchsbeginn), Wundinfektion, geringe Beweglichkeit der Tiere oder

Verweigerung der Futter- oder Wasseraufnahme.

2.1.3 Behandlung

Die Behandlung der Tiere erfolgte mit Serelaxin, Zaprinast oder einer
Kombinationsbehandlung aus beiden Substanzen.
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Fur die Behandlung mit Serelaxin musste eine kontinuierliche intraperitoneale Infusion durch
osmotische Minipumpen (Alzet®) sichergestellt werden. Fir die 3- bzw. 7-tagige Behandlung
wurde das Modell 1007D verwendet (Volumen: 100 pl). Die Dosis betrug dabei 0,5 mg/kg/d

mit einer Flussrate von 0,5 pl/h.

Die Serelaxin-Stammlésung lag in einer Konzentration von 4,75 mg/ml vor. Um die richtige
Konzentration der Serelaxin-Losung zu erreichen, musste die Stammldsung mit 20 nM
Natrium-Acetat-L6sung (pH 5) verdunnt und nach Sterilfiltration in osmotische Minipumpen

geflllt werden. Diese Arbeitsschritte erfolgten unter Laminar Air Flow-Bedingungen.

Die Tagesdosis Zaprinast wurde durch eine intraperitoneale Injektion von 10 mg/kg
verabreicht. Dazu wurde das pulverformige Zaprinast in dem unten aufgeflhrten

Ldsungsmittel im Ultraschallbad mit einer Zielkonzentration von 10 mg/ml gelést:

Losungsmittel flr Zaprinast:
1 g HZO

0,6 g Glycerol

9,4 g Polyethylenglycol 400

2.1.4 Organentnahme

Die Betaubung der Tiere erfolgte mithilfe des Inhalationsnarkotikums Isofluran (2,5 %
Isofluran in Sauerstoff mit einem Fluss von 60 ml/min) fir die Dauer des operativen

Eingriffes.

Retrobulbdr wurde den Tieren mit Hilfe von Mikrohdmatokrit-Kapillaren ca. 0,5 ml Blut
entnommen. Nach der Zentrifugation (4°C, 10 Minuten, 1520 g) wurde das Serum abpipettiert

und bei -80°C bis zur Analyse eingefroren.

Vor der Offnung des Bauchraumes fand eine Desinfizierung der Materialien und Geréte mit
70 % Ethanol statt. Als Kontroll-Nierengewebe fiir die fibrotische Niere (vgl. Abbildung 9 A)
diente die jeweilige kontralaterale gesunde Niere (vgl. Abbildung 9 B). Der obere und untere
Teil der Niere wurde abgetrennt, bei -80°C eingefroren und fiir die quantitative RT-PCR,
Western Blotting und Zymographie verwendet. Der mittlere Teil der Niere, welcher noch tber
die arteria renalis und vena renalis mit dem Blutkreislauf verbunden war, wurde retrograd
perfundiert und anschlieBend in 70 % Methanol bis zur immunhistochemischen Untersuchung

sowie fur die Sirius Red/ Fast Green Farbung aufbewahrt.
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Zur Einfuhrung des Perfusionskatheters wurde nach der Freilegung der Aorta unterhalb der
arteria renalis der Blutkreislauf abgeklemmt. Die Perfusion fand mit 0,9 % NaCl/ 0,1 %
Heparin (10 LE./ml) und anschlieBend mit 3% Paraformaldehyd-Lésung statt.
Paraformaldehyd diente dabei als Fixierldsung, welches eine reversible Quervernetzung der
Proteine bewirkte und somit die GréRRe und rdumliche Struktur des urspriinglichen Gewebes

konservierte.

(A) linke Niere — 7 Tage nach UUO (B) kontralaterale Niere — gesund (Kontrolle)

Abbildung 9 (A) fibrotisches und (B) gesundes Nierengewebe 7 Tage nach unilateraler Ureterligation

2.1.5 Material

2.1.5.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterial und Geréate

Es wurden die in diesem Kapitel aufgeflihrten Verbrauchsmaterialien (vgl. Tabelle 4),

Chemikalien (vgl. Tabelle 5) und Gerate (vgl. Tabelle 6) verwendet.

Tabelle 4 Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Deckglaser Borsilikat; Dicke: 1; 24 x VWR International Darmstadt
50 mm
Einbettringe VWR International Darmstadt
Einmalhandschuhe Rotiprotect® latex Carl Roth GmbH & Karlsruhe
Co. KG
Nitril VWR International Darmstadt
Einmalspritzen 1ml,5ml Braun Melsungen
Insulinspritzen 0,5 ml Becton Dickinson Heidelberg
GmbH
Falcon Tubes 15 ml, 20 ml Sarstedt AG & Co. Nurnbrecht
Fettstift ImmoEdge Pen Vector Laboratories Burlingame, USA
Filterpapier Whatman™ GE Healthcare Buckinghamshire,
UK
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Futter
HPLC Minivial

Mikrohamatokrit-
Kapillaren
Multipette
Nahtmaterial

Objekttrager
Osmotische
Minipumpen
Pipetten

Pipettenspitzen
PVDF-Membran
Reagiergefalie

Skalpelle
Sterilfilter

Pellets mit 0,24 % Natrium

- 1,5 ml Short Thread
Vial 32 x 11,6 mm
(clear), wide opening

- ND9 Short Thread
Screw Caps (black)
with Septa Silicone
Rubber/PTFE

- 250 pl Conical Glass

Insert (total volume 340

pl), 31 x 6mm
- Membranfilter TE 36,
PTFE 0,45 um @ 47
mm
heparinisiert

Multipette plus

Seide, nicht resorbierbar
(7/0 USP, 0,5 metric)
resorbierbarer Faden;
Vicryl, 3-0 (2 Ph. Eur.)
nicht-resorbierbarer
Faden; Prolene, 4-0 (1,5
Ph. Eur.)
Wundklammern

Polysine™
Modell 1007D; 2002

Rainin Pipet Lite Classic
10 pl, 200 pl, 1000 pl
Immobilon

1,5ml, 2 ml

2 ml - Safe Lock

Filtropur S 0.2

ssniff
BGB Analytik

Schleicher & Schll
(jetzt GE Healthcare/
Whatman)

Brand GmbH

Eppendorf
Resorba

Ethicon

Ethicon

Galy Pierre

Meinzel-Glaser
Alzet

Sarstedt AG & Co.
Mettler Toledo
Sarstedt AG & Co.
Millipore GmbH
Sarstedt AG & Co.
Eppendorf AG
Feather Safety Razor
Sarstedt AG & Co.

Soest
Rheinfelden

Dassel

Wertheim

Hamburg
Nurnberg

Norderstedt

Norderstedt

Bretigny sur
Orge, FR
Braunschweig
Cupertino, USA

Nirnbrecht
Giel3en
Nurnbrecht
Schwalbach
Nurnbrecht
Hamburg
Osaka, JP/USA
Nirnbrecht
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Tabelle 5 Liste der verwendeten Chemikalien

Acetonitril (LiChrosolv)

Acrylamid

6-Aminohexansaure

Ammoniumpersulfat (APS)

Benzamidinhydrochlorid

Bovines Serumalbumin (BSA)

Bromphenolblau

CaCl, x 2 H,O

Chloroform

Brilliant Blue R

Bio-Rad DC Protein Assay (Lowry)

Diethylether

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

DTT

Direct Red 80 (Sirius Red)

dNTP (2,5mM)

EDTA (Titriplex 111)

EGTA (Ethylenglykoltetraacetat)

Elisa-Kits

- Human-MMP2

- Human MMP9

- Quantikine® Human relaxin-2

- Quantikine® Human TIMP1

- Quantikine® Human TIMP4

- cGMP

Entwickler — Western Blot

- Clarity ™Western ECL
Substrate (Luminol, Peroxid-
Ldsung)

- ECL Select™ Western Blotting
Detection Reagent

Essigsaure

Ethanol

Fast Green FCF

First Strand Buffer (5x)
Gelatine (porcine skin 300 bloom)
Glucose

Glycergel Mounting Medium
Glycerol 87 %

Glycin

Heparin-Natrium 25000
Inaktivierungslésung RNAse
(RNAse Zap)

Isofluran

Isopropanol (2-Propanol)
Ketoprofen (Gabrilen®)
K;HPO,

KH,PO,

Kreatinin 98 %
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Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Fluka)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Fluka)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
VWR International

Gerbu Biotechnik GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck

Merck

Sigma Aldrich Chemie GmbH
Bio-Rad Laboratories GmbH
VWR International

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Fluka)

Gerbu Biotechnik
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Fermentas

Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Invitrogen Life Technologies
Invitrogen Life Technologies

R & D Systems

R & D Systems

R & D Systems

IBL/ Cayman Chemical Company

Bio-Rad Laboratories GmbH

Amersham

Merck

Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Promega

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck

Dako

AppliChem GmbH

Merck

Ratiopharm

Ambion

Baxter GmbH

Merck

Mibe GmbH

Merck

Merck

Alfa Aesar GmbH & Co. KG

Darmstadt
Steinheim
Steinheim
Steinheim
Heidelberg
Heidelberg
Steinheim
Darmstadt
Darmstadt
Steinheim
Minchen
Darmstadt
Steinheim
Gaiberg
Steinheim
St. Leon-Rot
Darmstadt
Steinheim

Darmstadt
Darmstadt
Wiesbaden
Wiesbaden
Wiesbaden
Hamburg
USA

Minchen

Darmstadt
Darmstadt
Steinheim
Steinheim

Wisconsin, USA

Steinheim
Darmstadt
Hamburg
Darmstadt
Darmstadt
Ulm

Californien, USA

UnterschleiRheim

Darmstadt
Brehna
Darmstadt
Darmstadt
Karlsruhe
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Leupeptin Hemisulfat

Lightcycler® 480 SYBR Green 1

Master

Magnesiumchlorid(MgCl, x 6 H,0)

Methanol (LiChrosolv)

N, N'-Methylenbisacrylamid

Natriumacetat-Trihydrat

Natriumchlorid

Natriumchlorid-Lésung 0,9 %

NaH2PO4 X Hzo

Natriumazid

Natriumhydroxid

NaOH 1 N

Oligo (dT)1g Primer

Paraformaldehyde

PMSF

(Phenylmethansulfonylfluorid)

Paraffin- Paraplast embedding

media

Perchlorsaure (70-72 %)

Pikrinsdure

Polyethylenglykol 400

Ponceau S

Protein-Grofienmarker

- Page Ruler Plus, Prestained
Protein Ladder

- Page Ruler, Unstained Protein
Ladder

- SeeBlue Plus2 Pre-Stained
Protein Ladder

RNAsin

RT (M-MLV)

Sauerstoff

Salzsdure (HCI)

SDS ultrapure

Serelaxin

TEMED (N, N, N’, N'-

Tetramethylethylendiamin)

Trichloressigsaure

Trizma® base

Trizol (PeqGold TriFast)

Tricin

Triton X-100

Tween-20

Wasserstoffperoxid

Xylol

Zaprinast

ZnCl,

Carl Roth GmbH & Co. KG
Roche Diagnostics

Merck
Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Fluka)

Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Braun

Merck

Merck

VWR International

Merck

Thermo Scientific

Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Fluka)

Clariant
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Invitrogen life technologies GmbH

Promega

Promega

Linde AG

Merck

AppliChem GmbH

Novartis Pharma AG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Merck

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
PeglLab

Gerbu Biotechnik
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck-Schuchardt

Merck

Merck

Santa Cruz Biotechnology
Merck

Karlsruhe
Mannheim

Darmstadt
Darmstadt
Steinheim
Darmstadt
Steinheim
Melsungen
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Rockford, USA
Darmstadt
Steinheim

Steinheim

Darmstadt
Steinheim
Miinchen

Steinheim

Rockford, USA
Rockford, USA
Darmstadt

Wisconsin, USA
Wisconsin, USA
Miinchen
Darmstadt
Darmstadt
Basel, CH
Steinheim

Darmstadt
Steinheim
Erlangen
Heidelberg
Steinheim
Hohenbrunn
Darmstadt
Darmstadt
Heidelberg
Darmstadt
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Tabelle 6 Liste der verwendeten Gerate

Autoklav
Blotting Apparatur

Dispensette
Eismaschine
Elektrophorese Power
Supply
Elektrophorese-
System

Gelentwickler

HPLC-Apparatur
Isofluran-Verdampfer
Kreisschuttler
Gefrierschrank

Light Cycler
Magnetrihrer
Mehrfachdispenser

Mikroskop

Operationsbesteck
PCR Gerat

pH-Meter
Photometer

Plattformschuttler
Reinstwassersystem

Rotationsmikrotom
Schittelinkubator

Sterilbank

Thermomixer
Thermoschrank

Ultraschallbad
Ultraturrax
Vortexer
Waagen

Warmedecke, -pumpe
Wasserbad
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Varioklav H+P
Semidry SD20
SemiDryMaxi,
20*20cm System
0,2-2 mL

AF 100

Power Pac 200

Mini Protean Tetracell

ChemiDoc™ MP
Imaging System
siehe Tabelle 16
Vapor 19.3

KS 260 basic
-80°C Ultra Low
Temperature Freezer
Roche Lightcycler®
480 System
Heidolph MR 3001
Stepmate

Stemi DV 4 Spot
Axio Observer Z1
FST

Biometra T1
Thermocycler

pH 526
Biophotometer plus
Tecan Sunrise
Remote ™
Plattenleser
Titramax 101
Arium® basic

Microm HM 355S
Classic Series

Labgard Class I,
Type A/B3
Thermomixer comfort
Thermo Electron
Corporation
Bransonic 220

TP 18 10

Reax top

Sartorius BP 211 D
Sartorius Extend
TP22G, T/Pump
VWR mod 1112A

Labortechnik GmbH
VWR International

Brand

Scotsman

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Bio-Rad Laboratories
GmbH

Dragerwerk AG
IKA Werke

New Brunswick
Scientific GmbH
Roche Diagnostics

Heidolph Instruments
VWR International
Carl Zeiss

Carl Zeiss

FST

Biometra GmbH

WTW
Eppendorf AG
Tecan Group Ltd.

Heidolph Instruments
Sartorius Stedim
Biotech GmbH
Thermo Scientific
New Brunswick
Scientific GmbH
Nuaire

Eppendorf AG
Heraeus

Branson Ultrasonics
IKA Werke

Heidolph Instruments
Sartorius

Sartorius

Gaymar Industries Inc.

VWR International

Oberschleil’heim
Darmstadt

Wertheim
Mailand, IT
Miinchen

Minchen

Minchen

Lubeck
Staufen
Ndrtingen

Mannheim

Schwabach
Darmstadt

Jena

Jena

Bad Oyenhausen
Gottingen

Weilheim
Hamburg
Mannedorf, CH

Schwabach
Goéttingen

Waltham, USA
Nurtingen

Minnesota, USA

Hamburg
Hanau

Connecticut, USA
Staufen
Schwabach
Gottingen
Gottingen

New York, USA
Darmstadt
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Zentrifugen

Sorvall Super T21

Mikro 220R
Mikrofuge 22
Centrifuge 5417 R
Centrifuge + Vortex
CM-70M

Kendro Laboratory
Products GmbH
Hettich Zentrifugen
Hettich Zentrifugen
Eppendorf
NeoLab

Hanau

Tuttlingen
Tuttlingen
Hamburg
Heidelberg

2.1.5.2 Antikorper far Western Blot und Immunhistochemie

In Tabelle 7 werden Primar-Antikorper fir Western Blotting sowie Immunhistochemie mit

Angaben zu Spezies, Verdinnung und Hersteller aufgelistet. Tabelle 8 zeigt die jeweiligen

Sekundar-Antikdrper. Angaben zu Verdinnungslosungen sind in Tabelle 10 zu finden.

Tabelle 7 Liste der verwendeten primaren Antikérper fir Western Blot und Immunhistochemie

a-SMA
CTGF
eNOS
ERK1/2
P-ERK1/2

Fibronektin (ab2413)

GAPDH

Kollagen1Al (ab21286)

PAI-1
PDE5a
P-PDE5a — Ser(92)

P-Smad2 — Ser(465/467)

TGF-p1
Timp-1
P-VASP — Ser(239)

mouse 42 1:20

goat 38 1:500
rabbit 140 1:500
rabbit 44, 42 1:1000
rabbit 44, 42 1:1000
rabbit 220 1:100

rabbit 37 1:1000
rabbit 95 1:200

rabbit 50 1:1000
rabbit 95 1:500
rabbit 120 1:500
rabbit 60 1:500
goat 25 1:300
rabbit 17 1:1000
rabbit 48, 50 1:1000

Beckman Coulter
Santa Cruz
Santa Cruz
Cell Signaling
Cell Signaling
Abcam

Cell Signaling
Abcam

Santa Cruz
Santa Cruz
FabGennix
Cell Signaling
Santa Cruz
Sigma

Cell Signaling

MG — Molekulargewicht; IH — Immunhistochemie; WB — Western Blot
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Tabelle 8 Liste der verwendeten sekundaren Antikérper fiir Western Blot und Immunhistochemie

Alexa Fluor 488 donkey anti-mouse 1gG
Alexa Fluor 647 donkey anti-rabbit 1gG

donkey anti-goat IgG HRP
donkey anti-rabbit IgG HRP

1:300
1:300

Life Technology

Life Technology
1:10 000 Santa Cruz
1:50 000 dianova

MG — Molekulargewicht; IH — Immunhistochemie; WB — Western Blot

2.1.5.3 Primer fur quantitative RT-PCR

Alle Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) bezogen. Die

Oligonukleotid-Sequenzen sind in Tabelle 9 zusammengestellt.

Tabelle 9 Liste der verwendeten Primer-Sequenzen

18s-rRNA
a-SMA
cGKla
Kollagenlal
CTGF
Fibronektin
MMP2
MMP9
nNOS
INOS
eNOS
PAI-1
TGF-B
TIMP1

5’-aaatcagttatggttcctttggtc-3* (24)
5’-actctcttccagcecatctttca-3'(22)
5'-cgccaggcgttccggaagtt-3° (20)
5'-catgttcagctttgtggacct-3' (21)

5'-tgacctggaggaaaacattaaga-3‘ (23)

5'-tgccgctctagcettettce-3’ (19)
5'-taacctggatgccgtcgt-3’ (18)
5'-acgacatagacggcatcca-3‘ (19)
5'-catcaggcaccccaagtt-3‘ (18)
5'-ctttgccacggacgagac-3‘ (18)
5'-atccagtgccctgcettca-3‘ (18)
5'-aggatcgaggtaaacgagagc-3‘ (21)
5'-tggagcaacatgtggaactc-3‘ (20)
5'-gcaaagagcttictcaaagacc-3' (22)

5'-gctctagaattaccacagttatccaa-3 (26)
5’-ataggtggtttcgtggatgc-3* (20)
5’-gtgcagagcttcacgcctt-3* (19)
5’-gcagctgacttcagggatgt-3* (20)
5'-agccctgtatgtcttcacactg-3 (22)
5’-ggaatttcttgcttatgcagagtc-3' (24)
5'-ttcaggtaataagcacccttgaa-3‘ (23)
5'-gctgtggttcagttgtggtg-3‘ (20)
5'-cagcagcatgttggacaca-3‘ (19)
5'-tcattgtactctgagggctgac-3‘ (22)
5'-gcagggcaagttaggatcag-3‘ (20)
5'-gcgggctgagatgacaaa-3‘ (18)
5'-cagcagccggttaccaag-3' (18)
5'-agggatagataaacagggaaaca-3' (25)
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2.1.5.4 Puffer und Losungen

Tabelle 10 gibt einen Uberblick iiber die Herstellungsprotokolle der einzelnen Puffer und

Ldsungen, die fir die Versuche in Kapitel 2.1 benétigt wurden.

Tabelle 10 Liste der verwendeten Puffer und Lésungen

DEPC-Wasser 1 1 Wasser; 1 ml DEPC; nach 24 Stunden autoklavieren

Fixierlésung 5,37 g/l NaCl; 3,42 g/l K,HPOy; 0,38 g/l EGTA, 0,41 g/l MgCly;
34,2 g/l Glucose; 30 g/l Paraformaldehyd; pH 7,4 (NaOH)
Lysepuffer 50mM Tris; 2 % SDS; Protease-Inhibitoren (Leupeptin 0,5

Protease-Inhibitoren

Acrylamid-LOsung (SDS-PAGE)
Acrylamid-L6sung (Tricin-Gel)
Blotting-Puffer Al
Blotting-Puffer A2
Blotting-Puffer K
Elektrophoresepuffer 10x
Elektrophorese-Puffer Anode
(Tricin-Gel) 10X
Elektrophorese-Puffer Kathode
(Tricin-Gel) 10X

pg/ml; PMSF 300 uM, Benzamidin Hydrochlorid 1 mM; EDTA
5 mM) 1 Tablette PhosSTOP; 5 ml; pH 7,5

Stocklésungen:

Leupeptin: 1 mg/ml H,O (6 Monate haltbar bei -20°C)
PMSF 34,84 mg/ml Isopropanol (2 Jahre haltbar bei -20°C)
Benzamidin Hydrochlorid: 15,7 mg/ml H,O (frisch ansetzen)
EDTA: 0,5 M (pH 8,0)

Gebrauchskonzentrationen:

Leupeptin 0,5 pg/ml

PMSF 300 uM

Benzamidine 1 mM

EDTA5 mM

30 % Acrylamid; 0,2 % Bisacrylamid

24,25 % Acrylamid; 0,75 % Bisacrylamid; ad 100 ml H,O
36,3 g/l Tris; 20 % Methanol; pH 10,4

3,6 g/l Tris; 20 % Methanol; pH 10,4

3 g/l Tris; 5,8 g/l 6-Aminohexansaure; 20 % Methanol; pH 7,6
30 g/l Tris; 144 g/l Glycin; 10 g/l SDS (pH 8,3)

2 M Tris; ad 11 Reinstwasser; pH 8,9

0,1 M Tris; 0,1 M Tricin; 0,1 % SDS; ad 1000 ml H,O; pH
8,25
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Gel-Puffer Tricin-Gel

Lammli 6-fach

Ponceau-Losung

Primar-AK-Verdinnungslsg.

Sekundar-AK-Verdinnungslsg.

Stripping-Losung
TBS-Puffer 10x
TBST-Puffer

Acrylamid-Lésung

Coomassie Entfarber

Coomassie Farbe-Ldsung

Gelatine-Ldsung 5mg/ml

Lammli 4-fach

Inkubationspuffer

Waschpuffer

PBS-Puffer 10X

TrislEDTA

0,2 % Fast Green Losung
0,2 % Sirius Red-L6sung

Mobile Phase

3 M Tris; 15 ml 0,3 % SDS; ad 500 ml Reinstwasser; pH 8,45
Losung A: 3,02 g Tris; 0,2 g SDS; ad 50 ml H,O (pH 6,8 mit
HCI); 7 ml Lésung A; 3,6 ml Glycerin; 1 g SDS; 0,93 g DTT;
1,2 g Bromphenolblau; ad 10 ml H,O

0,2 % Ponceau S; 2 % Trichloressigsaure

3 % bovines Serumalbumin; 0,05 % Natriumazid in TBST
1% BSA in TBST

20 ml 1 N NaOH; 180 ml H,O; 4 mg SDS; 1 mg DTT

24,2 g/l Tris; 80 g/l NaCl pH=7,6

TBS 1 x; 0,1 % Tween-20

75 ml 40 % Acrylamid-Losung (30 %); 0,8 % bis-Acrylamid,;
ad 100 ml H,O

300 ml Methanol; 100 ml Essigsaure; ad 1000 ml H,O

0,75 g Brilliant blue R; 227,5 ml Methanol; 45 ml Essigséaure;
ad 500 ml H,O

Erhitzte Gelatine in 60°C warmem Wasserbad, abkihlen
Tris 1,2 g; SDS 2,5 g; in wenig H,O losen (pH 6,7); Glycerin
20 ml; 2 mg Bromphenolblau; ad 50 ml H,O

50 mM Tris-HCI (pH 7,5); 10mM CacCl,; 0,02 % NaNs; 0,25 %
Triton X-100; 1 uM ZnCl,

1x TBS (pH 7,6); 2,5 % Triton X-100

Loésung A: 4,56 g K;HPOy; 16,36 g NaCl; ad 1,5 | H,0;
Ldsung B: 1,36 g KH,PO,; ad 1 | H,0;

Ldsung A mit Ldsung B titrieren (pH 7,5); ad 2 | mit H,O
1,2 g/l Tris; 0,372 EDTA,; pH 8,5

0,2 % Fast Green FCF; 100 ml Pikrinsaure (13 g/l)
0,2 % Direct Red 80; 100 ml Pikrinsaure (13 g/l)

5 mM Natriumacetat (eingestellt auf pH 5.1 mit Essigsaure)/
Acetonitril 800:200 (v/v)
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2.1.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms GraphPad Prism 6.0. Die
Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (SEM) angegeben, das
Signifikanz-Niveau zwischen zwei Mittelwerten basierend auf dem ungepaarten Student’s t-
Test. FOr die graphische Darstellung dienen Balkendiagramme, in welchen die
Signifikanzniveaus folgendermalRen gekennzeichnet wurden: *p<0,05; **p<0,01;
*** n<0,001.

2.1.7 Enzyme-linked immunosorbent assay

Das Prinzip eines ELISAs (enzyme-linked immunosorbent assay) beruht auf einer Sandwich-
Reaktion. Ein priméarer Antikorper gegen das zu bestimmende Protein wird an eine stationare
Phase, meist eine Mikrotiter-Platte, gebunden. Nach Bindung des Proteins an den Primér-
Antikorper wird ein Detektionsantikorper, welcher an ein Reporterenzym gekoppelt ist,
beigefugt. Dieser bindet wiederum an das Antigen (Protein). Das an den Detektionsantikdrper
gekoppelte Enzym katalysiert nach Zugabe eines Chromogens eine Farbreaktion, deren
Farbintensitdt mittels Photometer gemessen wird und proportional zur gesuchten
Proteinmenge ist. Durch den Vergleich mit einer Standardkurve bekannter

Proteinkonzentrationen kann die Konzentration des Proteins in einer Probe bestimmt werden.

2.1.7.1 Bestimmung der Serelaxin-Konzentration

Die Bestimmung der humanen Relaxin-2-Konzentrationen im Serum der Versuchstiere wurde
mithilfe eines kommerziell erhaltlichen ELISA-Kits Quantikine® ELISA — Human Relaxin-2
Immunoassay gemald des vom Hersteller zur Verfigung gestellten Protokolls durchgefinhrt.
Die Serumproben der unbehandelten Tiere wurden unverdinnt eingesetzt, die der mit
Serelaxin behandelten Tiere in 100-facher Verdunnung. Als Reporterenzym diente die
Meerrettich-Peroxidase, welche Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid oxidierte,
sichtbar durch einen blauen Farbumschlag. Zum Stoppen der Reaktion wurde Schwefelsaure
hinzugegeben, um einen Farbumschlag von blau nach gelb zu erreichen, welcher bei 450 nm
im Photometer mit der Software Magellan, Version 5 vermessen wurde. Die
Referenzwellenlange war 570 nm. Die lineare Standardkurve wurde durch Logarithmieren der
x- (Konzentration) bzw. der y-Achse (optische Dichte) berechnet. Die untere Nachweisgrenze

flr Serelaxin lag bei 4,57 pg/ml.
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2.1.7.2 Bestimmung der cGMP-Konzentrationen

Die Bestimmung der cGMP-Spiegel im Nierengewebe wurde mithilfe des kommerziell
erhaltlichen Cyclic GMP EIA Kits durchgefiihrt. Er beruht auf einer Kompetition von cGMP mit
einer konstanten Menge cGMP-Acetylcholinesterase-Konjugat (cGMP-Tracer) um einen
cGMP-spezifischen Antikoérper. Dieser Antigen-Antikdrper-Komplex bindet dann an einen
immobilisierten monoklonalen anti-rabbit-Antikdrper auf der Mikrotiter-Platte. Die Menge an
gebundenem cGMP-Tracer wird von der Menge des anwesenden freien cGMP bestimmt. Die
Uberschussigen nicht gebundenen Teile werden ausgewaschen und Ellmann’s Reagenz als
Substrat fur die Acetylcholinesterase hinzugegeben. Die Farbintensitat &ndert sich in
Abhangigkeit von der Acetylcholinesterase-Konzentration, welche photometrisch bei 412 nm
mit einem Photometer ermittelt wurde. Die quantitative Bestimmung erfolgte anhand der
Standardkurve. Das Gewebe fur die cGMP-Bestimmung wurde 1,5 Stunden nach Injektion
der Tagesdosis von Zaprinast entnommen und gewogen. Die Probenaufbereitung erfolgt wie
im Protokoll angegeben mit der 10-fachen Menge an Trichloressigsaure und der
anschlielenden Extraktion an mit Wasser-gesattigtem Ether. Die Standardkurve wurde
ebenfalls durch Verdinnung mit Ether-gesattiger 5 % Trichloressigsaure erstellt. Vor der
Durchfihrung des Assays wurde die Probe mit Acetanhydrid in 4 M KOH acetyliert. Die
Durchfihrung und Auswertung erfolgten gemaf3 des vom Hersteller zur Verfligung gestellten

Protokolls.

2.1.8 Quantitative RT-PCR

197,198 isoliert. Je

Die RNA wurde nach der single-step Methode von Chomczynski und Sacchi
ein Drittel der Niere wurde fir die RNA-Bestimmung verwendet. Dazu wird das Gewebe in
einem 2 ml Eppendorf-Gefald mit 1 ml PeqGold TriFast (Trizol) versetzt und im Ultra Turrax
homogenisiert. PeqGold TriFast enthalt Guanidiniumthiocyanat, welches die Zellen lysiert
und RNAsen inaktiviert. Phenol als weiterer Bestandteil tragt zur Lésung der RNA bei. Nach
einer Inkubationszeit von 5 Minuten bei Raumtemperatur wurde Chloroform hinzugefigt.
Nach heftigem Schuitteln und einer anschlielenden 3-minutigen Inkubationszeit wurde die
Probe bei 12000 g bei 4°C fur 15 Minuten zentrifugiert, wobei drei Phasen entstanden. In der
unteren organischen Phase sammelten sich Proteine, in der oberen wassrigen Phase die
geloste RNA. DNA reichert sich an der Phasengrenze an. Nach dem Abpipettieren der
wassrigen Phase mit der gelésten RNA wurde diese mit 500 ul Isopropanol gefallt. Nach
einer Inkubationszeit von 10 Minuten und einer Zentrifugationszeit (4°C, 12000 g,
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10 Minuten) erhielt man das RNA-Pellet. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 1 ml
70 % Ethanol gewaschen, zentrifugiert (4°C, 7500 g, 5 Minuten) und anschlieRend der
Uberstand mit einer Pipette abgenommen. Das Pellet wurde fiir 5-10 Minuten getrocknet und
anschlielend in ca. 500 pl RNAse-freiem DEPC-Wasser (DEPC: Diethylpyrocarbonat)

rekonstituiert.

Die Bestimmung des RNA-Gehalts erfolgte am Photometer bei einer Absorptions-
Wellenlange von 260 nm. Fiur die Bestimmung der Reinheit diente der Quotient A,go/Asso,

welcher bei ca. 2,0 liegen sollte.

Die Reverse Transkriptase (RT) schrieb die gewonnene RNA in cDNA (komplementare DNA)
um. Eine definierte Menge RNA (2 ug) wurde dazu in 9 pl DEPC-Wasser verdinnt, 1
pl oligo dT (0,5 pg/pl) dazugegeben, gemischt und kurz zentrifugiert. Anschlie3end wurde die
Probe fur 5 Minuten auf 65°C erhitzt, um das Primer-Annealing zu erméglichen. Danach
wurde sie sofort auf Eis gestellt, um die Reverse Transkription zu ermdglichen. Es wurden
12 pl des in Tabelle 11 dargestellten Mixes hinzugefiigt, gemischt, kurz zentrifugiert und
schlieB3lich im Thermo-Cycler inkubiert (1 Stunde bei 37°C, 2 Minuten bei 95°C, danach 4°C).

Tabelle 11 Bestandteile fiir den Reverse Transkriptase-Mix

dNTP (2,5mM) 4,0 Fermentas
5x first strand buffer 4,0 Invitrogen
DEPC-Wasser 2,5

RNAsiIn 0,5 Promega
RT (M-MLV) 1,0 Invitrogen

Die Quantifizierung der Polymerase-Kettenreaktion erfolgte durch den Zusatz des SYBR
Green Farbstoffes, welcher mit der doppelstrangigen DNA interkalierte und dabei seine
Fluoreszenz erhohte. Diese Fluoreszenzerhéhung korrelierte mit der Vervielfaltigung der
DNA-Menge.

Fur die Durchfiihrung der Polymerase-Kettenreaktion diente der Lightcycler mit dem
Lightcycler® 480 SYBR Green | Master (2x). In die zum System gehorige 96-Loch-Platte
wurden jeweils 18 pyl des SYBR Green | Masters (1x, mit DEPC-Wasser verdinnt), 2 ul
cDNA, sowie jeweils 1 pl des sense bzw. des antisense Primers pipettiert und vor der

Reaktion fir 2 Minuten bei 2500 U (Raumtemperatur) zentrifugiert.
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Fur die Real-Time-PCR fand die 18s rRNA als Referenz-Gen Verwendung. Die Reaktion lief

nach folgendem Protokoll ab:

10 Minuten 95°C
15 Sekunden 95°C
15 Sekunden 58°C 45 Zyklen
20 Sekunden 72°C

Die Quantifizierung der mRNA basierte auf der Cycle Time (CT)- Methode **° ?®°. Dazu wurde
die Fluoreszenz von SYBR Green logarithmisch gegen die Zyklenzahl der Polymerase-
Kettenreaktion aufgetragen und ein Schwellenwert im Bereich des exponentiell
anwachsenden Emissionsbereichs festgelegt. Sobald dieser Schwellenwert erreicht wurde,
erhielt man den dazugehdrigen CT-Wert. In diesem Fall bestimmte man den relativen Gehalt
des Zielgens (Z) in Bezug auf ein Referenzgen (R), hier 18s rRNA. Diese Normalisierung mit
dem Referenzgen ermdglichte den Vergleich unterschiedlicher Proben aus verschiedenen

Reaktionsansatzen.

Die Berechnung erfolgte mit der AA°"-Methode nach folgenden Formeln:
AT =CT (2) - CT (R)

AA®T = AT (fibrotische Niere) — A°" (kontralaterale Niere)

Das Expressionsverhaltnis r wird nach Pfaffl et al. **° folgendermaRen berechnet:

r= 2—AACT

2.1.9 Western Blotting und Zymographie

Fur Western Blotting und Zymographie wurden die Proben in gleicher Weise lysiert, der
Proteingehalt mit der Methode nach Lowry bestimmt und die Proben bei -80°C bis zur

weiteren Analyse weggefroren.

Das Nierengewebe wurde gewogen und mit der 10-fachen Menge 2 % SDS-Puffer
(+Protease-Inhibitoren, PhosSTOP) bei Raumtemperatur im Ultraturrax homogenisiert.
Anschlieend wurden die Proben im Kihlschrank (mindestens 4°C) fur 45 Minuten inkubiert
und zentrifugiert (14292 g, 40 Minuten, 7°C), der Uberstand abpipettiert und auf Eis gestellt.
Die Proteinbestimmung erfolgte nach 20-facher Verdinnung der einzelnen Proben mit H,O

Uber die Verwendung des Bio-Rad DC Protein Assays.
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2.1.9.1 Western Blotting

Die Methode Western Blotting wurde im Jahr 1979 unabhéngig voneinander von Burnette **
und Stark ?°* entdeckt und ist heute eine weit verbreitete Methode in der Diagnostik. Es geht
darum, in einer vorgeschalteten Gel-Elektrophorese ein Proteingemisch nach den
entsprechenden Molekulargewichten aufzutrennen und die dadurch gewonnenen
Proteinbanden mittels Elektrophorese auf eine Membran zu transferieren, auf welcher diese

dann durch verschiedene Methoden sichtbar gemacht werden kénnen.

Abhangig vom Molekulargewicht des Antikdrpers wurde ein geeignetes Gel (Tricin-SDS-
Polyacrylamidgel: vgl. Tabelle 12; SDS-Polyacrylamidgel: vgl. Tabelle 13) mit der dafir
passenden PorengrofRe ausgewahlt. Die Gele wurden in Gelapparaturen mit folgender

Zusammensetzung polymerisiert:

Tabelle 12 Zusammensetzung des Tricin-SDS-Polyacrylamidgels

Acrylamidlésung 10 mi 2ml 1mi
Gel-Puffer 5ml 1,6 ml 1,55 ml
Glycerin 2ml

H.O 1,3 ml 3,7ml
TEMED 14yl 6 ul 12 pl
10 % APS 90 ul 20 ul 60 ul

Tabelle 13 Zusammensetzung des SDS-Polyacrylamidgels

5% 11,5% 12 % 14 %
Acrylamidlésung 0,83 ml 6,5 ml 7,1 ml 7,9 ml
1,8 M Tris/HCI (pH 8,8) 3,6 ml 3,6 ml 3,6 ml
0,6 M Tris/HCI (pH 6,8) 0,5 ml
H,O 3,6 ml 6,5 ml 5,9 ml 51ml
10 % SDS 50 ul 167 pl 167 pl 167 pl
TEMED 10 ul 20 ul 20 ul 20 ul
10 % APS 50 pl 200 ul 200 ul 200 ul
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Wahrend der Polymerisation wurden die einzelnen Gelschichten jeweils mit Isopropanol
Uberschichtet, um einen geraden Abschluss des Gels zu erreichen. Bis zur Verwendung

wurden die Gele in feuchter Umgebung bei 4°C gelagert.

Eine definierte Proteinmenge (50 pg) wurde mit 6-fach LAmmli und H,O verdinnt und zur
Denaturierung fur 3 Minuten bei 95°C mit dem Thermomixer erhitzt und gemixt, kurz
abzentrifugiert und in die vorgeformten Probentaschen des Gels gefillt. Das Lammli-
Reagens ** enthalt SDS, welches sich als Detergens um die Proteine lagert und durch seine
negative Ladung die Eigenladung der Proteine kompensiert. Als Marker dienten PageRuler
Plus Protein Ladder (Prestained oder Unstained, fiir SDS-Polyacrylamidgel) bzw. Seeblue®
Plus2 Pre-Stained Standard (fur Tricin-SDS-Polyacrylamidgel).

Vor dem Start der Gel-Elektrophorese im Mini Protean™ System, wurde die Elektrophorese-

Kammer mit dem entsprechenden Elektrophoresepuffer (vgl. Tabelle 10) gefiillt:

- SDS-Polyacrylamidgel: 150 V fir 90 Minuten

- Tricin-SDS-Polyacrylamidgel: 30 V fiur 30 Minuten; 150 V fir 60 Minuten
Die aufgetrennten Proteine wurden mittels Semidry Verfahren®* auf eine PVDF-Membran
Ubertragen. Dazu wurden 3 Filterpapiere getrankt in Blotting-Puffer Al, 2 Filterpapiere in
Blotting-Puffer A2, in Methanol getrankte PVDF-Membran, das Elektrophorese-Gel und
5 Filterpapiere in Blotting-Puffer K luftblasenfrei Ubereinandergestapelt und in die Blotting
Apparatur zwischen zwei Graphit-Platten (Anode-Kathode) gelegt. Die Ubertragung der
Proteine auf die PVDF-Membran fand bei 60 mA (0,8 mA/cm?) pro Gel fiir 60 Minuten statt.

Zur Antikorper-Detektion wurde die PVDF-Membran auf dem Kreisschittler mit 1 % bovinem
Serumalbumin (in TBST) blockiert, um unspezifische Proteinbindungen abzusattigen. Nach
dreimaligem Waschen in TBST inkubierte die Membran tber Nacht bei 4°C in der Primér-
Antikorper-Losung (vgl. Tabelle 7). Alternativ konnten Proteinbanden mit Ponceau-L&sung
unspezifisch angefarbt werden. Am darauffolgenden Tag wurde Uberschissiger Primar-
Antikérper mit TBST abgewaschen und die Membran im Sekundar-Antikérper fir 2 Stunden
inkubiert (vgl. Tabelle 8). Nach mehrmaligem Waschen mit TBST wurde die
Chemolumineszenz-Reaktion gestartet, indem man Luminol-Enhancer-Lésung und
Peroxidldésung in gleichem Volumenverhaltnis fiir 3 Minuten auf der PVDF-Membran verteilte
und anschlieRend mit dem ChemiDoc™ MP Imaging System und der Software

ImageLab 5.2.1 entwickelte. Die an den Sekundar-Antikbrper gebundene Meerrettich-
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Peroxidase katalysierte dabei die Oxidation des Luminols, dessen Oxidationsprodukt

schliefRlich zur Chemilumineszenz fihrte.

Fiur die Detektion weiterer Proteine auf der Membran, wurde diese auf dem Kreisschiittler
dreimal in TBST gewaschen und fir 20 Minuten in Stripping-L6ésung geschwenkt. Nach
wiederum dreimaligem Waschen mit TBST, Blockieren mit 1 % bovinem Serumalbumin und
nach einem weiteren Waschvorgang, wurde die Membran in Priméar-Antikdrper Gber Nacht
bei 4°C inkubiert und wie beschrieben nach der Inkubation mit Sekundéar-Antikorper
detektiert.

2.1.9.2 Zymographie

Die Zymographie ist eine Substrat-Gel-Elektrophorese zur Detektion der proteolytischen
Aktivitat von Gelatinasen (MMP2 und MMP9) und wurde von Heussen und Dowdle im Jahr
1980 entwickelt.*®® Fir die Bestimmung von MMP9 wurden 70 pg Protein pro Probe
vorgelegt, flr die Bestimmung von MMP2 35 ug Protein pro Probe. Die Lyse des Gewebes
erfolgte wie auf Seite 56 beschrieben. Das SDS im Lysepuffer fihrte zur Denaturierung der

Proteine sowie zur Dissoziation der MMP/TIMP-Komplexe.

Die Probenverdiinnung erfolgte ahnlich wie beim Western Blotting mit L&mmli 4x und
Reinstwasser. Im Gegensatz zur in Kapitel 2.1.9.1 beschriebenen Methode wurde der Probe
kein reduzierendes DTT oder Mercaptoethanol zugesetzt und die Probe wurde nicht erhitzt,

um die Proteine moglichst schonend zu behandeln.

Das Gel fiir die Elektrophorese hatte folgende Zusammensetzung:

Tabelle 14 Zusammensetzung des Zymographie-Gels

Acrylamidlésung 0,83 ml 4,25 ml
1,8 M Tris/HCI 3,6 ml
0,6 M Tris/HCI 0,5 ml
Gelatine-Ldsung 3,4
H,O 3,6 ml 5,35 ml
10 % SDS 50 pl 167
TEMED 10ul 20 ul
10 % APS 50 pl 200
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Die Proteine wurden nach Molekulargewicht bei 130 V fir 140 Minuten im Eiswasserbad

elektrophoretisch aufgespalten und waren auf folgenden Bandenhdhen zu erwarten:

Molekulargewicht [kDa]

MMP9 — latent 92
MMP9 — aktiv 82
MMP2 — latent 72
MMP2 — aktiv 62

Nach der Auftrennung wurden die Proteine durch die Entfernung von SDS durch
zweistindiges Waschen mit dem nichtionischen Detergens Triton X (Wasch-Puffer)
renaturiert. Auerdem wurde die autokatalytische Abspaltung der Pro-Domé&nen aus den
latenten Gelatinasen unterstitzt, so dass alle Proteine in aktiver Form vorlagen und die im
Gel enthaltene Gelatine abbauen konnten. Diese Reaktion lief bei 37°C uUber Nacht im
Schittelinkubator in Inkubationspuffer ab, welcher durch die enthaltenen Calcium-lonen die
enzymatische Aktivitdt der MMPs erhdhen sollte. Am néchsten Tag wurde das Gel dreimal
mit Wasser gewaschen und fir 30 Minuten mit Coomassie Farbe-Losung gefarbt. Die im Gel
enthaltene Gelatine verfarbte sich blau, degradierte Gelatine entfarbte sich. Nach
mehrmaligem Waschen mit Coomassie Entfarber-Losung wurde das Gel mit dem

ChemiDoc™ MP Imaging System und der Software ImagelLab 5.2.1 quantitativ vermessen.

2.1.10 Immunhistochemie und Sirius Red/ Fast Green-Farbung

Die mit Fixierlésung perfundierten Nieren wurden in einer aufsteigenden Methanol-Reihe
(70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 2 x 100 % fir je 30 Minuten) langsam dehydriert,
anschlieRend in 100 % Isopropanol fir zweimal 30 Minuten, sowie weitere 30 Minuten bei
ca. 45°C in 100 % lIsopropanol getréankt . Zur schonenden und vollstandigen Durchdringung
der Nieren mit Paraffin mussten die Nieren fir 30 Minuten in ein Isopropanol-Paraffin-
Gemisch (1:1) bei ca. 55°C und fiir weitere 24 Stunden in reines Paraffin gelegt werden (bei

ca. 55°C), bevor sie in Einbettringen mit reinem Paraffin ibergossen wurden.

Nach einer mindestens 24-stiindigen Aushartung bei 4°C im Kihlschrank wurden mithilfe des
Rotationsmikrotoms 4 pm dicke Paraffin-Schnitte angefertigt und nach Strecken im 38°C
temperierten Wasserbad auf Objekttrdger aufgezogen. Die Nieren sollten optimalerweise
einen Querschnitt des Nierengewebes darstellen. Diese Objekttrdger wurden anschliel3end

far mindestens 24 Stunden bei 37°C im Warmeschrank getrocknet.
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Zur Entparaffinierung wurden die Objekttrager fur zweimal 10 Minuten in Xylol getaucht,
bevor diese dreimal fir 5 Minuten mit 100 % Isopropanol und weitere zweimal fir 5 Minuten

mit 100 % Methanol behandelt wurden.

2.1.10.1 Immunhistochemie

Die entparaffinierten Gewebeschnitte wurden fur 1 Stunde in Tris/EDTA (pH 8,5) gekocht.
Dieser Schritt war notwendig, um die Permeabilitdt des durch Paraformaldehyd fixierten
Gewebes zu erhéhen und die Epitope der cytosolischen Proteine fir die Bindung an den
Primar-Antikorper freizulegen. Nach der Abkihlung auf Raumtemperatur wurden die Schnitte
fir 15 Minuten in 3 % H,O, in Methanol getaucht, um die endogene Peroxidaseaktivitat durch
Zugabe des Substrats im Uberschuss zu hemmen. Damit das spatere Chromogen durch das
Enzym Peroxidase umgesetzt wurde, musste vor der Farbreaktion das endogene Enzym
ausgeschaltet werden. AnschlieRend wurden die Objekttrdger zweimal in PBS fir je
5 Minuten gewaschen und mit der Wasserstrahlpumpe getrocknet. Nach dem Einkreisen der
Gewebeschnitte mit einem Fettstift wurden die einzelnen Schnitte mit 10 % horse serum (in
1% BSA in PBS) fur 20-30 Minuten blockiert, um unspezifische Bindungen des Primar-
Antikoérpers abzufangen. Der Priméar-Antikérper wurde in (2,5 % horse serum in) 1 % BSA in
PBS verdinnt (vgl. Tabelle 15), ca. 30-50 ul auf jeden Gewebeschnitt aufgetragen und tber

Nacht bei 4°C im Feuchtkammerschuttler inkubiert.

Tabelle 15 immunhistochemische Farbungen verschiedener Antikérper

a-SMA 30 Minuten 1:20 2,5 % horse serum in
1% BSA in PBS

Fibronektin 30 Minuten 1:100 2.5 % horse serum in
1 % BSA in PBS

Kollagen1Al 20 Minuten 1:200 1 % BSA in PBS

Am darauffolgenden Tag wurde die Primar-Antikorper-Losung mit der Wasserstrahlpumpe
abgesaugt und die Schnitte dreimal fur je 5 Minuten mit 1 % BSA in PBS gewaschen. 50 pl

der Sekundar-Antikorper-Lésung wurde fir 2 Stunden auf den Gewebeschnitten inkubiert.

Vor der Herstellung der Sekundar-Antikorper-Losung wurde der Antikbrper und der
Sekundar-Antikdrper in der gewtinschten Verdinnung (vgl. Tabelle 8) mit 1 % BSA in PBS

bei 4°C und 16060 g fir 10 Minuten zentrifugiert, um Kristalle zu entfernen, die bei der
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Quantifizierung gestort hatten. Nach dreimaligem Waschen mit PBS (je 5 Minuten) wurden
die Gewebeschnitte letztendlich mit Glycerin und einem Deckglas konserviert. Um die
Fluoreszenz bis zum Mikroskopieren zu erhalten, sollte ab der Inkubation mit der Sekundéar-

Antikorper-Losung unter Lichtausschluss gearbeitet werden.

Die Bildaufnahmen wurden mit dem Axio Observer Z1 Mikroskop erstellt, indem man mithilfe
der AxioVision Rel. 4.5 Software (Zeiss, Jena) Ubersichtsbilder des Nierengewebes erstellte.
Diese Ubersichtshilder entstanden durch das Zusammensetzen mehrerer einzelner
Bildausschnitte. Die Quantifizierung erfolgte mit der Software Metamorph Offline Version
7.7.0.0.

2.1.10.2 Sirius Red/ Fast Green-Farbung

Nach der Rehydrierung der Gewebeschnitte wurden diese mit PBS (dreimal 5 Minuten)
gewaschen. Die Gewebeschnitte wurden auf dem Objekttrager mit der Wasserstrahlpumpe
getrocknet und mit dem Fettstift umrandet, bevor auf die Gewebeschnitte 80 pl einer Lésung
aus 0,1 % Sirius Red/ 0,1 % Fast Green (in Pikrinsédure) gegeben wurden und die Schnitte far
30 Minuten unter Lichtausschluss inkubierten. Dabei wurden Kollagen-Anteile rot und
Proteine gruin gefarbt. AnschlieRend wurde der Farbstoff mit Wasser solange gewaschen, bis
das Wasser klar blieb (ca. 4 Waschschritte). Nach der Trocknung der Schnitte gab man zur
Entfarbung im Dunkeln 80 pl einer 1:1 Mischung aus 0,1 N NaOH und Methanol dazu. Nach
5 Minuten wurden 50 pl der Losung vom Uberstand entnommen und bei 530 nm (Sirius Red)
und 605 nm (Fast Green) spektrophotometrisch vermessen. Die Auswertung erfolgte lber die
Software Magellan 5.

2.1.11 Kreatinin-Bestimmung

Die Kreatinin-Spiegel im Mauseserum wurde mit Hilfe der HPLC bestimmt. Dazu wurde die

bereits in der Literatur beschriebene Methode *°°?%

— im Folgenden als Methode (A)
bezeichnet — in Zusammenarbeit mit Prof. Kees (Universitat Regensburg) weiterentwickelt

und optimiert. Die optimierte Methode wird im Folgenden als Methode (B) bezeichnet.

Methode (A): In einem 1,5 ml-Eppendorf-Gefal3 wurden zu 10 pl Serum 500 pl Acetonitril
pipettiert, gemischt und 15 Minuten im Kuihlschrank inkubiert. Der Niederschlag wurde
abzentrifugiert (2 Minuten, 10800 g) und 450 pl Uberstand in neue 2 ml Eppendorf-GefaRRe

(ohne Deckel) pipettiert. Die Lésung wurde eingedampft (60 Minuten, 60°C; Jouan Vakuum
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Verdampfer RC 10.22, Fa. Jouan, Unterhaching) und der Rickstand in 100 pl mobiler Phase
aufgenommen. Nach nochmaligem Zentrifugieren (2 Minuten; 10800 g), um eventuelle
Partikel abzutrennen, wurde der Uberstand in HPLC-Minivials tiberfiihrt und ein Aliquot von
10-20 pul in das HPLC-Gerat injiziert. Die Trennung erfolgte an einer stark sauren
Kationenaustauschersaule (Agilent Zorbax 300-SCX, i.D. 150x4,6 mm, Fa. Agilent,
76337 Waldbronn) und war geschiitzt mit einer Vorsaule (i.D. 4x3 mm, geflillt mit Nucleoshell
RP18 Kieselgel; Column Protection System, Fa. Macherey-Nagel, 52355 Duren). Die mobile
Phase bestand aus 0,1 M Natriumdihydrogenphosphat/ Acetonitril/ Methanol 100:12:8 (v/v/v).

Bei einem Fluss von 1,0 ml/min (Saulentemperatur 35°C) eluierte Kreatinin hach 3,4 Minuten.

Methode (B): In ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal? wurden 50 pl 7 % Perchlorséure pipettiert und
10 pI Serum zugefugt. Nach 2-3 Sekunden Vortexen und 15 Minuten Inkubieren im
Kdhlschrank bei 4-5°C wurde das ausgeféllte Protein durch Zentrifugation abgetrennt
(2 Minuten, 10800 g). Der Uberstand wurde in ein HPLC-Minivial tberfiihrt und ein Aliquot
von 5 pl injiziert. Das Trennsystem bestand aus einer stark sauren Kationenaustauschersaule
und war geschitzt mit einer Vorsaule, die mobile Phase bestand aus 5 mM Natriumacetat
(pH 5,1 mit Essigsaure)/ Acetonitril 80:20 (v/v). Bei einem Fluss von 1,0 ml/min eluierte
Kreatinin nach 6,3-6,5 Minuten. Verwendete Gerate und Materialien werden in Tabelle 16

(sowie in Kapitel 2.1.5) aufgefihrt.

Tabelle 16 Gerate und Materialien der neu entwickelten HPLC-Methode (Methode B)

Degasser DG-4000 (Recipe Chemicals, Mlnchen, D)

Pumpe LC 20AT (Shimadzu, Duisburg, D)

Autosampler SIL-20AC HT (Shimadzu, Duisburg, D)

Saulenofen ERC 125 (ERC, Riemerling, D)

UV-Detektor SPD-10 AV (Shimadzu, Duisburg, D); gesetzt auf 234 nm
Steuergerat CBM-20A (Shimadzu, Duisburg, D)

Auswertsystem LC-Solution (Shimadzu, Duisburg, D)

Kationenaustau-  Agilent Zorbax 300-SCX, i.D. 150x4.6 mm, Agilent, Waldbronn, D
schersaule

Vorséaule Column Protection System mit Saule i.D. 4x3 mm, gefullt mit
Nucleoshell RP18 2,7u Kieselgel; Macherey-Nagel, Duren, D
Mobile Phase 5 mM Natriumacetat (pH 5,1 mit Essigsaure)/ Acetonitril 800:200 (v/v)

Saulentemperatur 35°C

Fluss 1,0 ml/min
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Da kein kreatininfreies Serum zur Verfiugung stand, wurden die Methoden in 5% BSA
validiert. Linearitat wurde nachgewiesen von 0,2 - 20 mg/l. Die Nachweisgrenze "on column”
war (A) 200 bzw. (B) 85 pg Kreatinin, die Bestimmungsgrenze jeweils 0,2 mg/l bei einem
Injektionsvolumen von (A) 15 bzw. (B) 5pul. Eine weitere Erniedrigung der
Bestimmungsgrenze war nicht méglich, weil das verwendete BSA selbst ca. 5 ng Kreatinin/ 5
mg Albumin enthielt und einen Leerwert erzeugte. Die Kalibrierung erfolgte Uiber Kreatinin
2 mg/l in 5% BSA, je ein Kalibrator pro 10-15 Serumproben, mindestens aber drei, wurden
mitgefihrt. Zur Qualitatskontrolle wurde Kreatinin 10, 3 und 0.5 mg/l in 5% BSA in
Doppelbestimmung mitgefiihrt. Die Intra-Assay- und Inter-Assay-Variation, bestimmt tber die
Qualitatskontrollen, waren besser als (A) 5% bzw. (B) 6 %; die Richtigkeit (xSD),
ausgedruckt als Quotient der berechneten und der Sollkonzentration war (A) 103,2 + 4,3 %
bzw. (B) 99,5 + 4,0 %, die Recovery war (A) 96,8 + 12,0 % bzw. (B) 102,5 + 2,2 %.
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2.2 Fibrose-assoziierte Biomarker in der pulmonalen Hypertonie

Die folgenden Versuche wurden durch Novartis Pharma GmbH finanziell unterstitzt. Die
Durchfuhrung der Experimente erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Biomedizinischen
Forschungszentrum GieRen (AG Pulmonary Pharmacotherapy, Prof. Schermuly) und dem
Zentrum fir Pulmonale Hypertonie der Uniklinikum GielRen und Marburg GmbH, Rhon-
Klinikum AG (Dr. Dr. Henning Gall).

2.2.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Die Versuche wurden unter Verwendung der in Tabelle 17 gelisteten Gerate und der in

Tabelle 18 aufgefuihrten Verbrauchsmaterialien bzw. Kits durchgefihrt.

Tabelle 17 Liste der verwendeten Gerate

Gefrierschrank -80°C Thermo Scientific Rockford, USA
Photometer Infinite M200 Pro Tecan Group Ltd. Méannedorf, CH
Zentrifuge Micro Star 17R VWR International Darmstadt
Wippschuttler Shaker DRS-12 NeolLab Heidelberg
Thermo- Thriller PeglLab Erlangen
Inkubationsschuttler

Tabelle 18 Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

ELISA-Kits  Human-MMP2 Invitrogen Life Technologies Darmstadt
Human MMP9 Invitrogen Life Technologies Darmstadt
Quantikine® Human TIMP1 R & D Systems Wiesbaden
Quantikine® Human TIMP4 R & D Systems Wiesbaden
Monovetten Sarstedt Nurnbrecht

2.2.2 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv besteht aus stationdr behandelten Patienten des Zentrums fir
Pulmonale Hypertonie im Uniklinikum GieRen und Marburg GmbH, Rhon-Klinikum AG. Die
Diagnose der pulmonalen Hypertonie wurde anhand der in den ESC/ERS-Leitlinien gultigen
Kriterien'®* basierend auf einer Rechtsherzkatheter-Untersuchung durch das Klinikpersonal

gestellt. Vor dieser Untersuchung wurde auf freiwilliger Basis eine schriftliche
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Einverstandniserklarung fur die Sammlung klinischer Parameter sowie fir die Aufbewahrung
von Blutproben fir zukinftige Biomarker-Untersuchungen ebenfalls durch das Klinikpersonal
eingeholt. Zur Uberwachung des Krankheitsverlaufs wurden regelmaRig weitere
Rechtsherzkatheter-Untersuchungen stationédr durchgefiihrt, wobei ebenfalls Blutproben
entnommen wurden. Die Rechtsherzkatheter-Untersuchung erfolgte durch Punktion der
Jugularvene und Einflihrung eines vierlumigen Swan-Ganz-Katheters. Das Herzzeitvolumen

wurde mittels Thermodilution nach Fegler et al. 2%

ermittelt. Die retrospektive
Datenakquisition wurde von der lokalen Ethikkommission der Universitatsklinik Giessen
positiv bewertet (s. Stellungnahme der Ethikkommission, Sitzung vom 27.09.2012; Az.:

151/12).

Insgesamt wurden 35 Patienten konsekutiv ausgewéhlt, von denen Blutproben und die
entsprechenden klinischen Parameter von mindestens zwei aufeinander folgenden Visiten
vorlagen. AuRerdem musste die Diagnose einer idiopathischen pulmonalarterielle Hypertonie
(iPAH) oder einer pulmonale Hypertonie aufgrund einer Linksherzerkrankung (PH-LHD)

gestellt werden.

2.2.3 Klinische Parameter

Zusatzlich zur hamodynamischen Untersuchung wurden die im Rahmen der &rztlichen
Routine-Untersuchung erhobenen Daten zum Zeitpunkt der Katheterisierung aus der
Patientenakte fur die Auswertung der Biomarker-Untersuchung herangezogen. Darunter
befanden sich z. B. Patienten-Anamnese, Vitalzeichen, Laborwerte, Leistungsparameter oder
bildgebende Verfahren. Die fur die Auswertung ausgewdahlten Parameter sind in Tabelle 19

gelistet.
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Tabelle 19 Patientenbezogene Parameter fiir die Datenauswertung

mPAP Mittlerer pulmonalarterieller Druck

PAWP Pulmonalarterieller Verschlussdruck

Cl Herzindex

PVR Pulmonalvaskularer Widerstand

6MWD 6 Minuten-Gehtest

LVEF Linksventrikulare Ejektionsfraktion
TAPSE Trikuspid Annular Plain Systolic Excursion
BNP Brain Natriuretic Peptide

eGFR Geschétzte glomerulare Filtrationsrate

Weiterhin wurde, falls der Patient im Beobachtungszeitraum verstarb, der Todeszeitpunkt
dokumentiert und ob bzw. wann der Patient eine klinische Verschlechterung (sog. Clinical
Worsening Ereignis) zu verzeichnen hatte. Als Clinical Worsening definierte man ein Ereignis
des Patienten, welches sich durch Tod, Lungentransplantation oder die Intensivierung der far
die pulmonale Hypertonie spezifischen Medikation auR3erte. Informationen zum Lebensstatus

und klinischer Verschlechterung wurden bis Juli 2015 in die Datenauswertung einbezogen.

2.2.4 Blutentnahme

Die Blutproben wurden mittels Citrat-Monovetten wahrend der Rechtsherzkatheter-
Untersuchung vom Klinikpersonal aus der Pulmonalarterie entnommen und bis zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gelegt. Nach maximal 5 Stunden wurden die Blutproben bei 3000 g und
4°C fur 10 Minuten zentrifugiert und das Plasma bei -20°C eingefroren. Die langerfristige

Aufbewahrung erfolgte bei -80°C.

2.2.5 Bestimmung der Biomarker

Fur die Bestimmung der Plasma-Konzentrationen von MMP2, MMP9, TIMP1 und TIMP4
wurden ELISA-Kits verwendet (vgl. Kapitel 2.1.7). Die Ergebnisse der Plasmaspiegel bei
Visite 1 wurden von der Ambulanz fir pulmonale Hypertonie (Prof. Ghofrani, Uniklinikum

Giellen und Marburg) und der AG Pulmonary Pharmacotherapy (Prof. Schermuly) des
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Biomedizinschen Forschungszentrums Giel3en zur Verfigung gestellt. Die Plasmaspiegel bei

Visite 2 wurden im Rahmen dieser Arbeit bestimmt.

Die Bestimmung der MMP2-, MMP9-, TIMP1- sowie TIMP4-Konzentrationen im Plasma der
Patienten wurden mithilfe kommerziell erhaltlicher ELISA-Kits (siehe Tabelle 18) gemal des
vom Hersteller zur Verfigung gestellten Protokolls durchgefihrt. Zur Probenmessung wurde

Citrat-Plasma in den folgenden Verdinnungen — jeweils als Duplikate — gemessen:

Plasma-Biomarker Verdiinnung
MMP2 2-fach
MMP9 80-fach
TIMP1 50-fach
TIMP4 2-fach

Die Biomarker-Konzentrationen wurden photometrisch mithilfe der Software Magellan,

Version 7.1 (Tecan Group Ltd.) bestimmt.

Aufgrund fehlender Validierung der TIMP1 und TIMP4 ELISA-Kits fur Citrat-Plasma durch
den Hersteller wurde durch Mitarbeiter der AG Schermuly mittels spike in recovery
Experimenten eine laborinterne Validierung der ELISA-Kits fur die Citrat-Plasmaproben

durchgeflhrt.

Als Reporterenzym wurde in allen ELISA-Kits Meerrettich-Peroxidase eingesetzt, durch
welches das Chromogen Tetramethylbenzidin mit Wasserstoffperoxid zum Farbstoff oxidiert
wurde. Zum Stoppen der Reaktion wurde Schwefelsaure hinzugegeben, wodurch ein
Farbumschlag von blau nach gelb eintrat. Die Absorption wurde bei 450 nm im Photometer
gemessen. Fur TIMP1 und TIMP4 wurde eine Referenzwellenlange von 570 nm verwendet.
Die Standardkurve wurde als 4-Parameter Regressionskurve (fur MMP2, MMP9, TIMP1)
bzw. durch Logarithmieren der Achsen und linearer Regression (fir TIMP4) berechnet. Die
Proben-Konzentration wurde mithilfe der Standardkurve anhand der optischen Dichte der

Plasmaproben berechnet.

2.2.6 Statistische Auswertung

Fur die Auswertung in dieser Arbeit wurden nicht die einzeln bestimmten Biomarker MMP2,
MMP9, TIMP1 und TIMP4, sondern die jeweiligen MMP/TIMP-Verhéaltnisse verwendet:
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- MMP2/TIMP1
- MMP2/TIMP4
- MMPY/TIMP1
- MMP9/TIMP4

Die Verhaltnisse von MMPs zu TIMPs gelten als Mal fur die tatsdchliche Aktivitat der Matrix-

Metalloproteinasen.

Patienten-Charakteristika wie Alter und Geschlecht wurden deskriptiv dargestellt.
Kategorische Daten wurden als Frequenzen und Prozent dargestellt. Fur kontinuierliche
Variablen wurden Mittelwert (MW), Standardabweichung (SD), Median, Minimum (Min) und

Maximum (Max) prasentiert.

Alle Variablen wurden bei Visite 1 (V1; Diagnose) und bei Visite 2 (V2; Folgevisite) erhoben.
Zusatzlich wurde fir jeden einzelnen Patienten die relative Veranderung von V1 zu V2

folgendermaf3en berechnet:
Ax = (V2(x) = V1(x)) / V1(x) ,

wobei x durch ein MMP/TIMP-Verhéaltnis bzw. einen klinischen Parameter aus Tabelle 19

ersetzt werden konnte.

Unterschiede in ausgewéhlten Variablen zwischen Gruppen wurden mithilfe des Mann-
Whitney-U- (fur ungepaarte Stichproben) bzw. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (fur gepaarte
Stichproben) berechnet. Der zeitliche Verlauf der einzelnen Parameter wurde zusatzlich far
jeden einzelnen Patienten graphisch dargestellt. Fir die Veranschaulichung von Haufigkeiten

wurden Histogramme erstellt.

Um den statistischen Zusammenhang zwischen zwei Variablen — klinischem Parameter und
Biomarker — zu beurteilen, wurde aufgrund der geringen Fallzahl in den beiden Gruppen
(n < 35) der Spearman-Korrelationskoeffizient berechnet.

Die Interpretation der Spearman-Korrelationskoeffizienten r wurde folgendermafien eingeteilt:
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Tagoelle 20 Einteilung und Interpretation des Spearman-Korrelationskoeffizienten r (angelehnt an Mukaka et
al.”™)

bis 0,3 sehr geringe Korrelation
bis 0,5 geringe Korrelation

bis 0,7 mittlere Korrelation

bis 0,9 hohe Korrelation

tber 0,9 sehr hohe Korrelation

Fiur die Analyse des Uberlebens sowie der klinischen Verschlechterung wurden Kaplan-
Meier-Kurven zur Veranschaulichung angewandt. Zum Vergleich zweier Gruppen wurde der

Log-Rang-Test durchgefiihrt.

Um die pradiktive Aussagekraft der einzelnen Biomarker auf das Uberleben [3-Jahres-
Uberleben] bzw. das Eintreten einer klinischen Verschlechterung zu untersuchen, wurde die
area under the curve (AUC) einer receiver operating characteristics (ROC)-Analyse
betrachtet und daraus ein Grenzwert des Biomarkers mit optimaler Sensitivitat und Spezifitat

ermittelt.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant bewertet (gekennzeichnet als * p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001). Die statistische Auswertung wurde mithilfe von SPSS, Version 22
durchgeflhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Antifibrotischer Signalweg von Serelaxin am Beispiel eines murinen

Nierenfibrose-Modells

3.1.1 Serelaxin-Konzentrationen im Serum

An den WT und cGKI-KO Mausen wurde mittels unilateraler Ureterligation eine Nierenfibrose
induziert. Zeitgleich zur UUO wurde bei behandelten Tieren die kontinuierliche Verabreichung
von Serelaxin bzw. die einmal tagliche Injektion von Zaprinast gestartet. Die Organentnahme

erfolgte je nach Versuchsanordnung nach 3 bzw. 7 Tagen.

Serelaxin wurde den Tieren Uber osmotische Minipumpen mit einer Geschwindigkeit von
0,5 mg/kg/d und einer Flussrate von 0,5 pl/Stunde fir die Dauer der UUO verabreicht.
Sowohl in WT als auch in cGKI-KO Mausen konnten ohne Serelaxingabe nach 7-tagiger
UUO nur sehr geringe bzw. nicht nachweisbare Konzentrationen an Serelaxin bzw.
endogenem Relaxin detektiert werden (WT: 11,36 £ 1,41 pg/ml, n=11; cGKI-KO:< 4,57 pg/ml,
n=5).

Die Serelaxin-Serumspiegel stiegen nach intraperitonealer Verabreichung fir 3 bzw. 7 Tage
signifikant an. Die Relaxin-Konzentrationen im Serum unterschieden sich nicht signifikant
zwischen einer 3- bzw. 7-tdgigen Behandlung (WT 3 Tage: 22,0 = 4,0 ng/ml, n=14; 7 Tage:
20,4 + 2,3 ng/ml, n=8; cGKI-KO 3 Tage: 15,2 + 5,9 ng/ml, n=4; 7 Tage: 13,4 £ 3,1 ng/ml,
n=4).

3.1.2 Einfluss von Serelaxin auf cGMP und die cGMP-abhangige Proteinkinase
cGKI

Serelaxin vermittelt seine Wirkung im Kérper iiber NO und den second messenger cGMP.**°

Gesundes Nierengewebe unbehandelter Wildtyp-Tiere wies eine cGMP-Konzentration von
25,89 £ 5,17 pmol/g auf. Induzierte man an der kontralateralen Niere eine Fibrose mittels
UUO, stieg die cGMP-Konzentration in diesem Gewebe nach 7 Tagen auf 42,48 + 5,71
pmol/g an. Im fibrotischen Gewebe des Wildtyps war eine signifikante Erhdhung nach 7-
tagiger Behandlung sowohl mit Serelaxin (94,99 + 12,49 pmol/g) oder mit Zaprinast (218,10 *
20,00 pmol/g) als auch mit deren Kombination (116,11 + 18,87 pmol/g) zu beobachten
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(Abbildung 10; jeweils p<0,001). Wahrend die cGMP-Spiegel nach Serelaxintherapie
vergleichbar mit denen der Kombinationstherapie waren, wurde durch den
Phosphodiesterase 5-Inhibitor Zaprinast (1,5 Stunden nach Injektion der Tagesdosis) der
cGMP-Gehalt der Niere im Vergleich zu den beiden anderen Therapieoptionen auf fast das

Doppelte erhoht ( je p<0,01).
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Abbildung 10 cGMP-Konzentrationen im Nierengewebe von WT Mausen ohne Behandlung sowie nach 7-
tagiger Behandlung mit Serelaxin, Zaprinast oder deren Kombination nach UUO Im jeweiligen Balken ist die
Anzahl der Versuchstiere angegeben; ** p<0,01; *** p<0,001; cGKI — cGMP-abhangige Proteinkinase, RLX —
Serelaxin; UUO — unilaterale Ureterligation; WT — Wildtyp

Ein reprasentativer Western Blot in Abbildung 11 A zeigt die Veranderung der Aktivitat der
cGMP-abhangigen Proteinkinase cGKI anhand der Phosphorylierung des vasodilatatorischen
Phosphoproteins (vasodilator stimulating phosphoprotein; VASP), welches eine cGKI-
spezifische Phosphorylierungsstelle an Serin(239) enthéalt. Bei Tieren, die mit Serelaxin
behandelt wurden, erhdhte sich die Phosphorylierung am cGKIl-spezifischen Serin(239)

sowohl im gesunden als auch im fibrotischen Nierengewebe.

Abbildung 11 B fasst die VASP-Phosphorylierung an Serin(239) ausschlieBlich in der
fibrotischen Niere zusammen. Nach Behandlung mit Serelaxin stieg die VASP-
Phosphorylierung statistisch nicht signifikant im WT an (0,94-fach + 0,12 vs. 1,68-fach £ 0,32;
p=0,062). Im cGKI-KO wurde keine Veradnderung der VASP-Phosphorylierung beobachtet
(0,79-fach + 0,22 vs. 0,86-fach = 0,17).
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Abbildung 11 (A) Reprasentativer Immunoblot von unbehandelten oder mit Serelaxin behandelten WT
Méausen 7 Tage nach UUO und (B) Proteinexpression von P-VASP (Ser(239)) in fibrotischem WT und
cGKI-KO Mausen mit bzw. ohne Serelaxin-Behandlung 7 Tage nach UUO P-VASP (Ser(239)) wurde durch
Western Blotting quantifiziert (50 pg Gesamtprotein-Menge; Normalisierung auf GAPDH); fur die statistische
Auswertung wurde ausschlief3lich fibrotisches Gewebe berlcksichtigt, Veranderungen wurden auf den Mittelwert
der unbehandelten WT Versuchstiere bezogen, welcher als 1 definiert war; im jeweiligen Balken wird die Anzahl
der Versuchstiere angegeben; cGKI — cGMP-abhangige Proteinkinase I, GAPDH — Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase; KO — knock out, RLX — Serelaxin, VASP — vasodilatatorisches Phosphoprotein; WT — Wildtyp
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3.1.3 Einfluss von Serelaxin auf die Progression der renalen Fibrose —3vs. 7

Tage

Fur ausgewahlte Molekule liegen Ergebnisse der Gen- sowie Proteinexpression vor. Der
Schwerpunkt der folgenden Kapitel (Kapitel 3.1.3 — Kapitel 3.1.4.3) liegt auf der Darstellung
und Regulation der Proteinexpression. Liefert die Proteinexpression Ergebnisse, die von
denen der Genexpression diverser Marker abweichen, wird in den folgenden Kapiteln
ebenfalls auf die Ergebnisse der Genexpression eingegangen. Ergebnisse der

Genexpression werden im Anhang, Kapitel 11.2 detailliert aufgelistet.

3.1.3.1 Einfluss von Serelaxin auf die Myofibroblasten-Differenzierung

In fibrotischem Gewebe kommt es zur Differenzierung und unkontrollierten Proliferation von
Myofibroblasten, welche durch ihre sezernierenden und kontraktilen Eigenschaften den
Aufbau von extrazellularer Matrix fordern. Diese Myofibroblasten zeichnen sich durch die

Expression des Markers a-SMA aus.

In den immunhistochemischen Farbungen aus Abbildung 12 A ist zu erkennen, dass a-SMA
sowohl im WT als auch im cGKI-KO im gesunden Gewebe ausschliel3lich in GefalRwanden
vorkommt. Eine deutlich erhéhte Farbung von a-SMA in der fibrotischen Niere im Vergleich
zu gesundem Kontrollgewebe kam aufgrund der Differenzierung zu Myofibroblasten zustande
(Erhéhung nach 7-tagiger UUO: WT: 60,11 + 7,56 %, n=8; cGKI-KO: 58,22 + 7,46 %, n=5;
vgl. Abbildung 12 B).
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Abbildung 12 Einfluss von Serelaxin auf die Proteinexpression von a-SMA in fibrotischem Nierengewebe
von WT und cGKI-KO Mausen nach 3- bzw. 7-tagiger UUO a-SMA wurde mittels Immunhistochemie bestimmt;
(A) zeigt reprasentative immunhistochemische Aufnahmen von WT und cGKI-KO Mausen nach 7-tagiger UUO; (B)
zeigt die statistische Auswertung von WT und cGKI-KO Mausen nach 3- und 7-tdgiger UUO; im jeweiligen Balken
wird die Anzahl der Versuchstiere angegeben; * p<0,05; a-SMA — a-smooth muscle actin, cGKI — cGMP-abhangige
Proteinkinase |, cGMP — zyklisches Guanosin-3‘5'-Monophosphat, KO — knock out, RLX — Serelaxin, UUO —
unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp
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Abbildung 12 B zeigt die signifikant reduzierte Proteinfarbung im fibrotischen Gewebe nach
Serelaxin-Behandlung sowohl nach 3 Tagen (54,88 + 4,29 % vs. 32,54 £ 6,77 %, p=0,011)
als auch nach 7 Tagen im WT (60,11 % + 7,56 % vs. 38,49 £ 4,79 %; p=0,020). Unter
Abwesenheit der cGKI (im cGKI-KO) blieb der reduzierende Effekt durch Serelaxin im
fibrotischen Gewebe aus (Erhéhung nach 3 Tagen: 40,12 + 7,71 % vs. 55,69 + 5,01 %; nach
7 Tagen: 58,22 + 7,46 % vs. 53,99 + 7,08 %).

Ahnlich wurde die Genexpression dieses Markers fiir beide Zeitintervalle im Nierengewebe
reguliert (vgl. Anhang, Kapitel 11.2).

3.1.3.2 Einfluss von Serelaxin auf die Akkumulation von extrazellularer Matrix

Durch das vermehrte Angebot an ECM-produzierenden Zellen im fibrotischen Gewebe sind
Bestandteile der extrazellularen Matrix erhéht. Im WT erhéhte sich nach 7-tdgiger UUO
Kollagen1Al um 49,45 % (z 4,07; n=17; vgl. Abbildung 13 A) und Fibronektin um 51,60 % (
5,21; n=15) sowie Gesamtkollagen um 21,35 % (x 0,99; n=37). Die Genexpression von
Kollagen1Al und Fibronektin stieg in fibrotischem Gewebe sowohl in der WT als auch der
cGKI-KO Maus an (vgl. Anhang, Kapitel 11.2.1).
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(A) Immunhistochemische Aufnahmen von Kollagen1Al
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Abbildung 13 Einfluss von Serelaxin auf die Proteinexpression von Fibronektin, Kollagen1Al und
Gesamtkollagen in Nierengewebe von WT und cGKI-KO Mausen Fibronektin und Kollagen1Al wurden mittels
Immunhistochemie, Gesamtkollagen mittels Sirius Red/ Fast Green Farbung bestimmt; (A) zeigt reprasentative
immunhistochemische Aufnahmen von Kollagen1Al; (B) und (C) zeigen die statistischen Auswertungen von
Fibronektin sowie Gesamtkollagen nach 3- bzw. 7-tdgiger UUO; im jeweiligen Balken wird die Anzahl der
Versuchstiere angegeben; * p<0,05; *** p<0,001; cGKI — cGMP-abhangige Proteinkinase I, cGMP — zyklisches
Guanosin-3'5‘-Monophosphat, KO — knock out, RLX — Serelaxin, UUO — unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp
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Im fibrotischen WT Gewebe stieg das Gesamtkollagen nach 3 Tagen UUO ohne Behandlung
um 17,64 £+ 2,88 % und nach 3-tagiger UUO mit Serelaxin-Behandlung nur noch um 5,24 +
1,55 % an (verglichen mit gesundem Gewebe; p=0,001).

Fur die Protein-Expression von Fibronektin wurde durch Serelaxin keine Verringerung des
Bindegewebsbestandteils nach 3 Tagen im WT erzielt (29,08 £ 6,99 % vs. 36,13 £ 4,44 %).
Nach 7 Tagen wurde durch die Verabreichung von Serelaxin die Protein-Expression von
Fibronektin (51,60 + 5,21 % vs. 33,50 * 5,37 %; p=0,024) sowie KollagenlAl (49,45 +
4,07 % vs. 36,66 *+ 4,46 %; p=0,042) im WT deutlich reduziert. Auch das Gesamtkollagen
wurde im WT durch die Gabe von Serelaxin signifikant verringert (21,35 = 0,99 % vs. 16,56 +
1,66 %; p= 0,013; Abbildung 13 C). Im cGKI-KO-Modell konnte fiir keine dieser ECM-
Bestandteile ein Therapie-Effekt beobachtet werden (Kollagen1lAl: 45,30 + 11,18 % vs.
47,92 + 6,91 %; Fibronektin: 55,76 + 5,54 % vs. 66,11 + 8,20 %; Gesamtkollagen: 18,64 +
1,69 % vs. 19,22 £ 2,55 %; vgl. Abbildung 13).

Die Auswirkung von Serelaxin auf die Genexpression dieser Marker werden im Anhang (vgl.
Kapitel 11.2) gelistet. Unterschiede zur Protein-Expression waren lediglich fir Fibronektin
sichtbar. Hier konnte im Gegensatz zur Proteinexpression die Genexpression bereits nach 3

Tagen signifikant reduziert werden (p= 0,033; vgl. Anhang, Kapitel 11.2.2).

3.1.3.3 Einfluss von Serelaxin auf die Regulation von Matrix-Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen spielen durch ihre F&ahigkeit, extrazellulare Matrix (z. B.
Fibronektin, Kollagen Typ 1 und 4) abzubauen, in der Fibrose eine wichtige Rolle. MMPs
werden als latente Form sezerniert und mussen durch weitere Enzyme in die aktive Form
gespalten werden. MMPs wurden mittels Zymographie quantifiziert (MMP9 — latent: 92 kDa,
aktiv: 82 kDa; MMP2 — latent: 72 kDa, aktiv: 62 kDa). Die latente und aktive MMP2 (jeweils
p=0,002) sowie die latente MMP9 waren in fibrotischem Gewebe signifikant hochreguliert
(p=0,0004), wahrend aktives MMP9 reduziert wurde (p=0,021; vgl. Tabelle 21/ Abbildung
14 A).

Diese Tendenz war auch in der Genexpression von MMP2 zu erkennen, die Genexpression
von MMP9 blieb nahezu unverandert (vgl. Anhang, Kapitel 11.2).
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Tabelle 21 x-fache Proteinexpression von MMPs in fibrotischem Nierengewebe im Vergleich zu gesundem
Nierengewebe nach 7-tagiger UUO Q (fib/ges) stellt den Quotienten der mittels Zymographie ermittelten
Proteinexpression aus unbehandelten Wildtypen dar: [fibrotisches Nierengewebe/gesundes Nierengewebe]

MMP?2 (latent) 589+ 1,32 12
MMP2 (aktiv) 4,19+0,84 12
MMP9 (latent) 2,96 £ 0,42 12
MMP9 (aktiv) 0,69 + 0,10 12

Fur die Beurteilung des Behandlungseffektes wurde bei der zymographischen Untersuchung
ausschlieRlich fibrotisches Gewebe ausgewertet, wobei der Mittelwert aller unbehandelten
fibrotischen WT Tiere gleich 1 gesetzt wurde. Nach 3-tagiger Serelaxin-Behandlung wurde
die Proteinexpression weder der latenten noch der aktiven Form von MMP2 im WT verandert
(latent: 1,00-fach + 0,20 vs. 0,94-fach * 0,12; aktiv: 1,00-fach + 0,21 vs. 0,82-fach = 0,15; vgl.
Abbildung 14 C). Bei MMP9 wurde die aktive Form von MMP9 signifikant reduziert (1,00-fach
+ 0,14 vs. 0,69-fach + 0,020; p=0,048; vgl. Abbildung 14 D).

Die Abbildung 14 B, E, F zeigt nach 7-tagiger Versuchsdauer ein verandertes Bild. Durch die
Behandlung mit Serelaxin wurden im WT sowohl latentes als auch aktives MMP2 signifikant
vom Ausgangswert 1-fach auf 0,39-fach + 0,12 bzw. 0,37-fach + 0,10 verringert (p=0,0004;
p=0,0009, respektiv). Die aktive Form von MMP9 wurde durch die Behandlung mit Serelaxin
tendenziell erhoht (1,00-fach + 0,15 vs. 1,24-fach + 0,21), wahrend die latente Form
signifikant reduziert wurde (0,98-fach + 0,19 vs. 0,37-fach + 0,10; p=0,013). Ein ahnliches
Bild zeigte sich in der Genexpression der MMPs, wobei hier nicht zwischen latenter und
aktiver Form unterschieden werden konnte. MMP2 wurde durch Serelaxin-Behandlung im
Vergleich zum unbehandelten WT sowohl nach 3- als auch nach 7-tdgiger Behandlung

gesenkt, MMP9 blieb unverandert (vgl. Anhang, Kapitel 11.2).

Im cGKI-KO war nach 7-tagiger Serelaxin-Behandlung die latente und aktive Form von
MMP2 nicht statistisch signifikant verandert (latent: 0,67-fach + 0,20 vs. 1,01-fach + 0,036,
aktiv: 0,65-fach + 0,19 vs. 0,72-fach = 0,11). Fir latentes MMP9 ergab sich eine signifikante
Erhéhung (0,56-fach + 0,07 vs. 0,97-fach £ 0,14; p=0,028).
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Abbildung 14 (A) Représentativer Zymographie-Blot (70 pg Gesamtprotein-Menge) mit fibrotischem und
gesundem Nierengewebe eines WT Versuchstiers nach 7-tdgiger UUO; (B) Repréasentativer Zymographie-
Blot von unbehandeltem und mit Serelaxin behandeltem fibrotischem WT Nierengewebe nach 7-tagiger
UUO; Einfluss von Serelaxin auf die Proteinexpression und Aktivitat von MMP2 und MMP9 in fibrotischem
Nierengewebe von WT und cGKI-KO Mausen nach 3- [fur (C, D)] bzw. 7-[flr (E, F)] tagiger UUO Latente und
aktive Form von MMP2 und MMP9 wurden mittels Zymographie (70 ug Gesamtprotein-Menge fir MMP2, 35 ug
Gesamtprotein-Menge fir MMP9) bestimmt; die Expression in fibrotischem Gewebe wurde auf den Mittelwert aller
unbehandelten fibrotischen WT bezogen, welcher als 1 definiert worden ist; im jeweiligen Balken wird die Anzahl
der Versuchstiere angegeben; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; a — aktiv, cGKI — cGMP-abhangige Proteinkinase
I, cGMP — zyklisches Guanosin-3'5'-Monophosphat, KO — knock out, | — latent; MMP — Matrix-Metalloproteinase;
RLX — Serelaxin, UUO — unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp
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3.1.3.4 Antifibrotische Signaltransduktion von Serelaxin

Wie bereits erwahnt, ist Serelaxin in der Lage, die cGMP-Spiegel im Nierengewebe zu
erhéhen. Aufgrund der fehlenden antifibrotischen Wirkung auf die Myofibroblasten-
Differenzierung sowie auf die Kollagene und Fibronektin im cGKI-KO Mausmodell, wird eine
Beteiligung der cGMP-abhéangigen Proteinkinase cGKI an der antifibrotischen Wirkung von
Serelaxin vermutet. In diesem Kapitel wird beschrieben, Uber welche Signalkaskade
Serelaxin in der Lage ist, unter Beteiligung der NO-cGMP-cGKI Achse extrazellulare Matrix

Zu reduzieren.
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Abbildung 15 Reprasentative Immunoblots (jeweils 50 ug Gesamtprotein-Menge) zur Darstellung der
Veranderung von Protein-Expressionsmustern in fibrotischem (nach UUO) im Vergleich zu gesundem
(kontralateral) WT Gewebe ohne Behandlung nach 7-tdgiger Versuchsanordnung CTGF — connective tissue
growth factor, eNOS — endotheliale NO-Synthase, ERK — extracellular signal regulated kinase, MMP — Matrix-
Metalloproteinase, P- — Phospho-; PAI-1 — plasminogen activator inhibitor-1; PDE5a — Phosphodiesterase 5a, RLX —
Serelaxin, Smad — small mothers against decapentaplegic protein, TGF- — transforming growth factor-g, TIMP-1 —
tissue inhibitor of MMPs; UUO — unilaterale Ureterligation

Abbildung 15 zeigt fur die einzelnen Enzyme reprasentative Immunoblots von gesundem und
fibrotischem WT Gewebe im direkten Vergleich nach 7-tagiger Versuchsdauer. Die eNOS
(endotheliale NO-Synthase) sowie die profibrotischen Zytokine TGF-f und CTGF wurden in
der Fibrose (nach 7-tagiger UUO) im WT signifikant erhdht. Auch die Phosphorylierung der
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TGF-B-Substrate Smad2 und ERK1/2 waren in fibrotischem Gewebe erhdht. Die
Phosphodiesterase 5a, welche fir den Abbau von cGMP zustandig ist, war ebenfalls in der
Fibrose erhoht, wobei dessen Phosphorylierung, welche zur Aktivierung des Enzyms fihrt, in
fibrotischem Gewebe verringert war. Die quantitativen Ver&dnderungen in fibrotischem
Gewebe im Vergleich zu gesundem Nierengewebe werden in Tabelle 22 erfasst.
Ausschlie8lich fur TGF-f wurde die Genexpression bestimmt, welche ebenfalls nach
7-tagiger UUO erhoht war (siehe Anhang, Kapitel 11.2).

Tabelle 22 x-fache Proteinexpression von Signalproteinen in fibrotischem Nierengewebe im Vergleich zu
gesundem Nierengewebe nach 7-tdgiger UUO Q (fib/ges) stellt den Quotienten der nach Immunoblot

quantifizierten Proteinexpressionen (bezogen auf GAPDH) aus unbehandelten Wildtypen dar: [fibrotisches
Nierengewebe/gesundes Nierengewebe]

eNOS 3,15+ 0,38 7
P-Smad2 1,93+0,24 12
P-ERK1 1,78+ 0,24

ERK1 8,91 +247

P-ERK2 1,27+ 0,19

ERK2 3,71+0,78 10
PAI-1 0,92+ 0,03 7
PDE5a 6,01 + 1,33 10
P-PDE5a 0,68 £ 0,12 7
TGF-B 5,31+1,08 12
CTGF 3,31+0,77 12
TIMP1 2,31 +£0,47 4

Der Einfluss von Serelaxin auf die Protein-Expression der untersuchten Signalmolekile
wurde mittels Western Blot ausschlieflich in fibrotischem Gewebe untersucht. Dabei wurde
der Mittelwert aller unbehandelten fibrotischen WT-Gewebe als 1 definiert und die restlichen
Gewebeproben im Bezug darauf berechnet. Abbildung 16 bis Abbildung 19 stellen die
Veranderungen der Proteinexpressionen im Vergleich zum unbehandelten fibrotischen WT

Gewebe graphisch dar.

RXFP1-Signaltransduktion via eNOS oder ERK1/2-Phosphorylierung

Serelaxin vermittelt seine Wirkung Uber den G-Protein-gekoppelten Relaxin-Rezeptor

RXFP1.? Als Mediatoren fiir die Signalilbertragung auf den second messenger cGMP wurden
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im Rahmen dieser Arbeit die endotheliale NO-Synthase sowie die ERK1/2-Phosphorylierung

naher beleuchtet.
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Genotyp wT cGKI-KO

uuo 3d 7d 3d 7d

3d — eNOS 1,03 +0,08 1,18 £ 0,07 0,96 + 0,08 1,31+£0,20
7d —eNOS 1,22+0,16 1,26 £0,17 1,23+0,27 1,20+0,18

Abbildung 16 Einfluss von Serelaxin auf die Protein-Expression von eNOS in unbehandelten oder mit
Serelaxin behandelten fibrotischen WT und cGKI-KO Mausen nach 3- bzw. 7-tdgiger Versuchsanordnung
Marker wurden mittels Western Blotting (50 pg Gesamtprotein-Menge, Normalisierung auf GAPDH) bestimmt;
Mittelwert aller unbehandelten WT wurde als 1 definiert und die einzelnen Werte darauf bezogen; im jeweiligen
Balken wird die Anzahl der Versuchstiere angegeben; die Tabelle zeigt die x-fache Veranderung der Marker in
fibrotischem Nierengewebe nach 3- bzw. 7-tdgiger UUO bezogen auf unbehandelten fibrotischen WT; cGKI —
cGMP-abhangige Proteinkinase |, cGMP — zyklisches Guanosin-3'5'-Monophosphat, eNOS — endotheliale NO-
Synthase, GAPDH - Glyceraldehyde-3-phosphat-Dehydrogenase, KO — knock out, RLX — Serelaxin, UUO —
unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp

Aus Abbildung 16 geht hervor, dass Serelaxin sowohl nach 3-tagiger als auch nach 7-tagiger
Behandlung keine signifikanten Unterschiede in der Proteinexpression von eNOS mit oder
ohne Behandlung weder im WT noch im cGKI-KO zeigte. Die ERK1/2-Phosphorylierung
wurde durch 3-tdgige Serelaxin-Behandlung im WT noch nicht verandert, wahrend nach 7
Tagen eine deutliche Reduktion der ERKI1-Phosphorylierung beobachtet wurde (vgl.
Abbildung 18). Dieser Rickgang wurde jedoch nicht im cGKI-KO-Modell beobachtet, was
eine Beteiligung der ERK1-Phosphorylierung in der Signalkaskade erst nach Aktivierung der

cGKI vermuten lasst.
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PDE5a und P-PDE5a

Neben der cGKI wurde die cGMP-spezifische PDE5a als weitere Zielstruktur von cGMP
untersucht (vgl. Abbildung 17).

Die cGMP-degradierenden Enzyme PDE5a sowie dessen phosphorylierte Form waren mit
Serelaxin nach 3-tagiger Versuchsdauer sowie nach 7-tagiger Versuchsdauer tendenziell,
jedoch nicht signifikant, erhéht. Nach 7 Tagen nahm jedoch die Phosphorylierung an der
cGMP-spezifischen Phosphorylierungsstelle Serin(92) signifikant durch die Serelaxin-
Behandlung zu, was auf eine erhohte Aktivitat dieser PDE hindeutete (p=0,001). Dieser

Behandlungseffekt war im cGKI-KO-Modell nicht zu beobachten.

(A) PDE5a (B) P-PDE5a
2.0 2.5
n L
= <2.04
£1.54 o
s °1 5+
5 ]I 2
-;1.0- =
o) @ —_
© 01.0
n w
w fa}
205- EOS-
10 J10 10 10 11 :6
0.0  p— 0.0 | — | p—
RLX -+ RLX -+ +
Genotyp WT cGKI-KO Genotyp WT
uuo 3d 7d 3d 7d uuo 3d 7d 3d 7 d
3d — PDEb5a 1,05+ 0,09 1,25+ 0,13 0,81+0,13 1,12 + 0,30
3d — P-PDEb5a 1,03+0,12 1,34+ 0,22 0,88 £ 0,21 1,13+ 0,31
7d — PDEb5a 1,04+0,12 1,31+0,19 1,08 £ 0,22 0,95+0,10
7d — P-PDE5a | 0,99 + 0,06 1,70£0,22* | 1,35+0,32 1,14 +0,14

Abbildung 17 Einfluss von Serelaxin auf die Protein-Expression von PDE5a und P-PDE5a in unbehandelten
oder mit Serelaxin behandelten fibrotischen WT und cGKI-KO Méausen nach 3- bzw. 7-tagiger
Versuchsanordnung Marker wurden mittels Western Blotting (50 pg Gesamtprotein-Menge, Normalisierung auf
GAPDH) bestimmt; Mittelwert aller unbehandelten WT wurde als 1 definiert und die einzelnen Werte darauf bezogen;
im jeweiligen Balken wird die Anzahl der Versuchstiere angegeben; die Tabelle zeigt die x-fache Verdnderung der
Marker in fibrotischem Nierengewebe nach 3- bzw. 7-tdgiger UUO bezogen auf unbehandelten fibrotischen WT; **
p<0,01; cGKI — cGMP-abhangige Proteinkinase |, cGMP — zyklisches Guanosin-3'5'-Monophosphat, GAPDH —
Glyceraldehyde-3-phosphat-Dehydrogenase, KO — knock out, P- — Phospho-; PDE5a — Phosphodiesterase 5a, RLX —
Serelaxin, UUO — unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp

84



Ergebnisse

TGF-B8 & abhangige Signaltransduktion via Smad2- oder ERK1/2-Phosphorylierung

In dieser Arbeit wurden die aktiven Homodimere (bei 24 kDa) von TGF-B quantifiziert. Diese
wurden weder durch 3-tdgige noch durch 7-tdgige Behandlung mit Serelaxin verandert.
Lediglich die Genexpression von TGF-B wurde im WT nach 7-tagiger Behandlung signifikant
reduziert (p=0,009; vgl. Anhang, Kapitel 11.2).

Jedoch zeigte Serelaxin eine inhibierende Wirkung auf die Weiterleitung des TGF-3-Signals
Uber ERK1 und Smad2. Sowohl der Smad-abhéngige als auch der Smad-unabhangige Pfad
wurde durch eine reduzierte Phosphorylierung von Smad2 und ERK1 nach 7-tagiger
Serelaxin-Behandlung abgeschwécht (p=0,029; p=0,033). Dieser Effekt von Serelaxin wurde
fur beide Proteine ausschlie3lich im WT und nicht im cGKI-KO beobachtet, was auf eine
Beteiligung von Proteinen hindeutet, die der Proteinkinase cGKI nachgeschaltet sind. Die

Proteinexpression von ERK2 war im WT nach Serelaxin-Gabe unverandert.

Nach 3-tdgiger Behandlung mit Serelaxin war keine Veranderung der Smad2- bzw. ERK1/2-
Phosphorylierung zu sehen, nur eine Tendenz zur verminderten Phosphorylierung von
Smad2 im WT.

Sowohl die ERK1- als auch die ERK2-Phosphorylierung waren im cGKI-KO nach 7-tagiger
Behandlung mit Serelaxin signifikant erhoht (p=0,033; p=0,017; vgl. Abbildung 18).
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uuo 3d 74d 3d 74d uuo 3d 74d 3d 74d
3d - TGF-B 1,01 £ 0,06 1,05+0,17 0,55+ 0,10 0,63+ 0,12
3d — P-Smad?2 1,11 £ 0,15 0,98 + 0,07 0,61 + 0,18 0,66 = 0,12
3d — P-ERK1/ERK1 1,10+ 0,11 1,10+ 0,17 0,71 + 0,06 0,98 £ 0,31
3d — P-ERK2/ERK2 1,11 + 0,22 1,24 + 0,23 0,97 £ 0,14 0,94 £ 0,23
7d - TGF-B 1,03+ 0,12 1,08 + 0,23 0,97 £ 0,25 1,35+ 0,12
7d — P-Smad2 1,11+ 0,13 0,72+ 0,04* | 0,74+£0,14 0,79+0,14
7d — P-ERK1/ERK1 1,01+ 0,08 0,75+0,05* | 0,39+0,06 0,58 £ 0,04 *
7d — P-ERK2/ERK2 1,04 £ 0,12 1,03+£0,16 0,30 £ 0,06 0,53+ 0,04 *

Abbildung 18 Einfluss von Serelaxin auf die Protein-Expression von TGF-B, P-Smad2, P-ERK1/ERK1 und
P-ERK2/ERK2 in unbehandelten oder mit Serelaxin behandelten fibrotischen WT und cGKI-KO Mé&usen nach
3- bzw. 7-tdgiger Versuchsanordnung Marker wurden mittels Western Blotting (50 pg Gesamtprotein-Menge,
Normalisierung auf GAPDH) bestimmt; Mittelwert aller unbehandelten WT wurde als 1 definiert und die einzelnen Werte
darauf bezogen; im jeweiligen Balken wird die Anzahl der Versuchstiere angegeben; die Tabelle zeigt die x-fache
Veranderung der Marker in fibrotischem Nierengewebe nach 3- bzw. 7-tdgiger UUO bezogen auf unbehandelten
fibrotischen WT; * p<0,05; cGKI — cGMP-abhangige Proteinkinase |, cGMP — zyklisches Guanosin-3‘5'-Monophosphat,
ERK — extracellular signal regulated kinase, GAPDH — Glyceraldehyde-3-phosphat-Dehydrogenase, KO — knock out, P-
— Phospho-, RLX — Serelaxin, Smad — small mothers against decapentaplegic protein, TGF-f — transforming growth

factor-B, UUO — unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp

86




Ergebnisse

Signalmolekiile (PAI-1, TIMP1, CTGF)

Neben TGF-B wurden als profibrotische Zytokine PAI-1, TIMP1 und CTGF untersucht, deren
Transkription durch TGF-@ induziert wird (vgl. Kapitel 1.1.2).

Die CTGF Konzentration im fibrotischen Nierengewebe wurde im WT, jedoch nicht im cGKI-
KO, nach 7-tagiger Behandlungsphase reduziert (p=0,023). Nach 3 Tagen war nur eine

tendenzielle Erhéhung dieses Zytokins zu beobachten.

Das profibrotische Zytokin PAI-1 wurde in der frihen Phase der fibrotischen Umbauprozesse
(nach 3 Tagen) durch Serelaxin tendenziell reduziert, TIMP1 tendenziell erhdht. Dieser Effekt

war aber nach 7-tagiger Behandlung wieder nivelliert (vgl. Abbildung 19).
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3d - CTGF 1,04 + 0,07 1,26 £ 0,11 0,82 +£0,16 1,18 £ 0,18
3d - PAI-1 1,03+ 0,10 0,77 £ 0,09 0,79+£0,12 0,83 £ 0,08
3d - TIMP1 1,07 £ 0,10 1,23 +£0,23 0,97 £ 0,10 0,90 £ 0,19
7d - CTGF 1,08 £ 0,15 0,52 + 0,05 * 1,13+ 0,34 0,77 £ 0,54
7d — PAI-1 1,05+ 0,09 1,23 +0,19 0,78 £ 0,32 1,30+ 0,35
7d - TIMP1 1,04 + 0,08 1,06 + 0,17 1,02 +0,17 1,52 +0,23

Abbildung 19 Einfluss von Serelaxin auf die Protein-Expression von CTGF, PAI-1 und TIMP1

unbehandelten oder mit Serelaxin behandelten fibrotischen WT und cGKI-KO Mausen nach 3- bzw. 7-tagiger
Versuchsanordnung Marker wurden mittels Western Blotting (50 pg Gesamtprotein-Menge, Normalisierung auf
GAPDH) bestimmt; Mittelwert aller unbehandelten WT wurde als 1 definiert und die einzelnen Werte darauf bezogen;
im jeweiligen Balken wird die Anzahl der Versuchstiere angegeben; die Tabelle zeigt die x-fache Verdnderung der
Marker in fibrotischem Nierengewebe nach 3- bzw. 7-tdgiger UUO bezogen auf unbehandelten fibrotischen WT;
* p<0,05; cGKI — cGMP-abhéngige Proteinkinase |, cGMP — zyklisches Guanosin-3'5'-Monophosphat, CTGF —
connective tissue growth factor, GAPDH — Glyceraldehyde-3-phosphat-Dehydrogenase, KO — knock out, MMP —
Matrix-Metalloproteinase; PAI-1 — plasminogen activator inhibitor 1, RLX — Serelaxin, TIMP — tissue inhibitor of MMPs;

UUO — unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp
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3.1.4 Einfluss von Zaprinast und der Kombination aus Zaprinast und Serelaxin
auf die Progression der renalen Fibrose — 7 Tage

Basierend auf den Ergebnissen aus Kapitel 3.1.3 wurde die folgende Versuchsreihe mit 7-
tagiger Behandlung durchgefuihrt. Zaprinast kann durch die Blockade der cGMP-abbauenden
Phosphodiesterase 5 Uber einen anderen molekularen Wirkmechanismus als Serelaxin die
cGMP-Konzentrationen erhéhen. Zum Vergleich werden die Ergebnisse der Serelaxin-

Behandlung nochmals mitgefihrt (in grau).

3.1.41 Myofibroblasten-Differenzierung und Akkumulation von extrazellularer Matrix

In Abbildung 20 ist deutlich zu erkennen, dass die Proteinexpression von a-SMA durch die
Behandlung mit Serelaxin, Zaprinast oder deren Kombination im Vergleich zur Kontrolle
abgenommen hat, nur in der mit Serelaxin behandelten Gruppe war die Veranderung
signifikant (p=0,020). Im cGKI-KO konnte die Zunahme des a-SMA von 58,22 % durch keine
der Behandlungen auf unter 50 % gesenkt werden (vgl. Abbildung 20).

Die extrazellulare Matrix wurde durch die Expression von Fibronektin, Kollagen1lAl und
Gesamtkollagen beurteilt (vgl. Abbildung 20). Es wurde deutlich, dass im WT die Protein-
Expression von Fibronektin (RLX: p=0,024; Zaprinast: p=0,016; Kombination: p=0,004),
Kollagen1Al (RLX: p=0,042; Zaprinast: p=0,033; Kombination: p=0,011) und Gesamtkollagen
(RLX: p=0,014; Zaprinast, Kombination: je p<0,001) in jedem der drei Behandlungsarme
signifikant reduziert wurde. Keiner dieser Marker wurde durch die Serelaxin-Behandlung im
cGKI-KO Modell reduziert. Dahingegen konnte im cGKI-KO die Protein-Expression sowohl
von Fibronektin (Zaprinast: p=0,005; Kombination: p=0,002) als auch Gesamtkollagen
(Zaprinast: p<0,001; Kombination: p=0,030) durch Zaprinast und die Kombination mit
Serelaxin gesenkt werden. Auch KollagenlAl wurde durch Zaprinast (p=0,15) bzw. die

Kombination (p=0,26) tendenziell reduziert.

Mit  Ausnahme von KollagenlAl brachten die Gen- und Protein-Expression
Ubereinstimmende Ergebnisse. Die mRNA von Kollagen1lAl1 wurde nicht durch die
Behandlung mit Zaprinast oder der Kombinationstherapie im WT gesenkt (vgl. Kapitel
11.2.1).
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unbehandelt Serelaxin Zaprinast Kombination
a-SMA 60,11 + 7,56 38,49 £ 4,791 * 42,87 £ 4,75 48,16 £ 5,08
Fibronektin 51,60 £ 5,21 33,50 * 5,366 * 24,21 £ 10,67 * 20,66 £ 9,01 **
Kollagen1Al 49,45 £ 4,07 36,66 * 4,461 * 31,75+£7,52* 32,89+2,69*
Gesamtkollagen | 21,25 + 0,96 16,56 + 1,658 * 6,57 £ 1,20 *** 7,51 £ 1,99 ***
a-SMA 58,22 + 7,46 53,99 + 7,08 51,34 £ 3,15 53,65 + 7,13
Fibronektin 55,76 £ 5,54 66,11 + 8,20 26,30 £ 6,00 ** 8,21 £ 8,13 **
Kollagen1Al 45,30 £ 11,18 47,92 £6,91 23,37 7,76 22,96 + 8,55
Gesamtkollagen | 18,64 + 1,69 19,22 + 2,55 4,96 1,77 *** 7,21 £7,27 *

Abbildung 20 Effekt von Serelaxin, Zaprinast und Kombination aus beiden Behandlungen auf die Protein-
Expression von a-SMA, Fibronektin, Kollagen1lAl und Gesamtkollagen nach 7-tagiger UUO a-SMA,
Fibronektin und Kollagen1Al wurden mittels Immunhistochemie, Gesamtkollagen mittels Sirius Red/ Fast Green
Féarbung bestimmt; im jeweiligen Balken wird die Anzahl der Versuchstiere angegeben; die Tabelle zeigt die
prozentuale Zunahme der Protein-Expression nach UUO in WT und cGKI-KO in Abh&ngigkeit von der Behandlung
(Serelaxin, Zaprinast, Kombination);* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; a-SMA — a-smooth muscle actin, cGKI —
cGMP-abhangige Proteinkinase |, cGMP — zyklisches Guanosin-3‘5‘-Monophosphat, KO — knock out, RLX —
Serelaxin, UUO — unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp
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3.1.4.2 Regulation von Matrix-Metalloproteinasen

Die Expression und Aktivitat der Matrix-Metalloproteinasen variierte in den einzelnen
Behandlungsarmen. In Kapitel 3.1.3.3 wird dies fir die mit Serelaxin behandelte
Versuchsgruppe ausfihrlich erlautert. Abbildung 21 zeigt die Veradnderung der Matrix-
Metalloproteinasen in fibrotischem Gewebe unter Beriicksichtigung der einzelnen

Behandlungsgruppen.

Abbildung 21 A zeigt graphisch die signifikante Reduktion der latenten sowie aktiven MMP2-
Konzentrationen im fibrotischen Nierengewebe durch Serelaxin-Behandlung, welche durch
Zaprinast bzw. durch Kombinationstherapie nicht erreicht werden konnte. In diesen beiden
Behandlungsarmen war lediglich eine tendenzielle Reduktion des Enzyms erkennbar (vgl.
Abbildung 21). Damit Ubereinstimmend waren die Ergebnisse der Genexpression von MMP2
(vgl. Anhang, Kapitel 11.2.1).

Ebenfalls wurde die signifikante Reduktion der latenten MMP9 unter Serelaxin-Behandlung
(p=0,013) nicht in mit Zaprinast und Kombination behandelten Mausen beobachtet (vgl.
Abbildung 21 B).
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(B) MMP9
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MMP?2 latent 1,00+ 0,13 0,39 £ 0,11 ** 0,84 +£0,16 0,67 £ 0,10
MMP2 aktiv 1,00+ 0,13 0,37 £ 0,10 ** 0,79 £ 0,15 0,78 £ 0,14
MMP9 latent 0,99+£0,13 0,37 £ 0,10 ** 1,01+0,14 1,12+0,14
MMP9 aktiv 1,00+ 0,11 1,24+ 0,21 0,74 £ 0,09 1,07 £ 0,09
MMP?2 latent 0,69+0,17 1,01 + 0,04 1,02+ 0,10 0,51 + 0,09
MMP2 aktiv 0,66 £ 0,16 0,72+0,11 1,21 + 0,36 0,68 £ 0,15
MMP9 latent 0,67 £0,12 0,97 £ 0,14 1,31+0,21 * 1,24+0,11 *
MMP9 aktiv 1,10+ 0,15 1,43+ 0,38 0,69 = 0,15 0,90 = 0,20

Abbildung 21 Protein-Aktivitat von (A) MMP2 und (B) MMP9 in fibrotischem Nierengewebe von WT und
cGKI-KO Versuchstieren in Abhéngigkeit von der Behandlungsgruppe (Serelaxin, Zaprinast, Kombination)
Latente und aktive Formen von MMP2 und MMP9 wurden mittels Zymographie (70 pug Gesamtprotein-Menge fir
MMP2; 35 pug Gesamtprotein-Menge fir MMP9) bestimmt; Expression in fibrotischem Gewebe wurde auf den
Mittelwert aller unbehandelten fibrotischen WT bezogen, welcher als 1 definiert worden ist; die Tabelle zeigt die x-
fache Protein-Expression und Aktivitdt von MMP2 und MMP9 in fibrotischem Nierengewebe von WT und cGKI-KO
Versuchstieren in Abhangigkeit von der Behandlungsgruppe (Serelaxin, Zaprinast, Kombination); * p<0,05;
** n<0,01; a — aktiv, cGKI — cGMP-abhéangige Proteinkinase |, cGMP —zyklisches Guanosin-3'5'-Monophosphat,
KO - knock out, | — latent; MMP — Matrix-Metalloproteinase; RLX — Serelaxin, UUO — unilaterale Ureterligation,
WT — Wildtyp
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3.1.4.3 Antifibrotische Signaltransduktion

RXFP1-Signaltransduktion via eNOS

Serelaxin zeigte keinen Einfluss auf die Expression der eNOS. Die Expression der eNOS
ging im Zaprinast- und Kombinationsarm sowohl im WT als auch im cGKI-KO statistisch nicht

signifikant zurtick (vgl. Abbildung 22).
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= 1.5 -|-
2 1.0
P
(o]
Z 0.5
7
0.0 T
RLX + - * +
Zaprinast - - + + - - + +
Genotyp wT cGKI-KO
unbehandelt RLX Zaprinast Kombination
eNOS 1,20 + 0,15 1,26 + 0,17 0,96 + 0,06 1,04 + 0,11
eNOS 1,23 +0,27 1,20+ 0,18 0,77 £ 0,10 0,71 £ 0,08

Abbildung 22 Einfluss von Serelaxin, Zaprinast und Kombination aus beiden Behandlungen auf die
Protein-Expression von eNOS in unbehandelten oder behandelten fibrotischen WT und cGKI-KO Mausen
nach 7-tagiger Versuchsanordnung Marker wurden mittels Western Blotting (50 pg Gesamtprotein-Menge,
Normalisierung auf GAPDH) bestimmt; Mittelwert aller unbehandelten WT wurde als 1 definiert und die einzelnen
Werte darauf bezogen; im jeweiligen Balken wird die Anzahl der Versuchstiere angegeben; die Tabelle zeigt die x-
fache Veranderung der Marker in fibrotischem Nierengewebe nach 7-tdgiger UUO bezogen auf unbehandelten
fibrotischen WT,; cGKI — cGMP-abhéngige Proteinkinase |, cGMP — zyklisches Guanosin-3‘5'-Monophosphat,
eNOS - endotheliale NO-Synthase, GAPDH — Glyceraldehyde-3-phosphat-Dehydrogenase, KO — knock out, RLX
— Serelaxin, UUO — unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp

TGF-8 und abhangige Signaltransduktion via Smad2- oder ERK1/2-Phosphorylierung

Die TGF-p-Expression konnte in keinem Behandlungsarm (Serelaxin, Zaprinast,
Kombination) reduziert werden. Bei mit Zaprinast behandelten Tieren stieg die Konzentration
des Zytokins im fibrotischen Nierengewebe des WT (p=0,024) und des cGKI-KO (p=0,031)
signifikant an. Die TGF-B Genexpression zeigte jedoch in mit Serelaxin sowie in mit Zaprinast
behandelten WT Tieren eine Reduktion (p=0,009; p=0,004), die Kombination aus beiden
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Behandlungen reduzierte ebenfalls die TGF-B Genexpression (nicht signifikant, vgl. Anhang,
Kapitel 11.2.1).

Serelaxin  hemmte die Weiterleitung des TGF-B-Signals durch die reduzierte
Phosphorylierung von ERK1 und Smad2 in Abhangigkeit von cGKI im WT (p=0,029;
p=0,033). Serelaxin zeigte keinen Einfluss auf die Phosphorylierung der ERK2 im WT. Nach
Behandlung mit Zaprinast bzw. der Kombination aus beiden Pharmaka war eine Tendenz zu
reduzierter ERK1- und ERK2-Phosphorylierung im WT zu beobachten. Keine Ver&nderung
war dagegen bei der Smad2-Phosphorylierung zu sehen (vgl. Abbildung 23).
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(A) TGF-B (B) P-Smad?2
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0.0 - 0.0 T -'
Zaprinast - - + + - - + + Zapn:::l _ _ + + - - + +
unbehandelt RLX Zaprinast Kombination

TGF-B 1,02+0,10 1,08 + 0,23 154+0,19* 1,44 + 0,22
P-Smad2 1,09+0,11 0,72 £ 0,04 * 1,11+ 0,20 1,05+ 0,15
P-ERK1/ERK1 | 1,01 +0,07 0,75+ 0,05 * 0,71 £ 0,06 0,79 £ 0,05
P-ERK2/ERK2 | 1,03+0,11 1,03+0,16 0,78 £ 0,09 0,84 £ 0,10
TGF-B 0,97 £ 0,25 1,35+0,12 2,27 +£0,44 * 2,10+0,46 *
P-Smad2 0,74+0,14 0,79+0,14 0,57 +£0,13 1,16 + 0,36
P-ERK1/ERK1 | 0,39 + 0,06 0,58 £ 0,04 * 0,84 £ 0,13 ** 0,74 £ 0,03 *
P-ERK2/ERK2 | 0,30 + 0,06 0,53+ 0,04 * 0,82 £ 0,12 ** 0,52 £ 0,22

Abbildung 23 Einfluss von Serelaxin, Zaprinast und Kombination aus beiden Behandlungen auf die
Protein-Expression von TGF-f, P-Smad2, P-ERK1/ERK1 und P-ERK2/ERK2 in unbehandelten oder
behandelten fibrotischen WT und cGKI-KO Mausen nach 7-tdgiger Versuchsanordnung Marker wurden
mittels Western Blotting (50 ug Gesamtprotein-Menge, Normalisierung auf GAPDH) bestimmt; Mittelwert aller
unbehandelten WT wurde als 1 definiert und die einzelnen Werte darauf bezogen; im jeweiligen Balken wird die
Anzahl der Versuchstiere angegeben; die Tabelle zeigt die x-fache Verdnderung der Marker in fibrotischem
Nierengewebe nach 7-tdgiger UUO bezogen auf unbehandelten fibrotischen WT; * p<0,05; ** p<0,01; cGKI —
cGMP-abhéngige Proteinkinase |, cGMP — zyklisches Guanosin-3'5'-Monophosphat, ERK — extracellular signal
regulated kinase, GAPDH — Glyceraldehyde-3-phosphat-Dehydrogenase, KO — knock out, P- — Phospho-, RLX —
Serelaxin, Smad — small mothers against decapentaplegic protein, TGF-B — transforming growth factor-, UUO —
unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp
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Signalmolekiil (CTGF)

CTGF, neben TGF-B ein profibrotisches Zytokin, wurde durch die Serelaxin-Behandlung
signifikant reduziert (p=0,023). CTGF wurde im Unterschied zu Serelaxin-behandelten

Versuchstieren bei Zaprinast und Kombination im WT tendenziell erhdht (vgl. Abbildung 24).

2.5
2.09
1.5

1.0 |

CTGF (fibrotisch)

0.59

0.0

RLX

Zaprinast - - + + - - + +

Genotyp WT cGKI-KO

unbehandelt RLX Zaprinast Kombination
CTGF 1,07 £0,13 0,52 + 0,05 * 1,70+ 0,30 1,52 £0,19

CTGF 1,13+0,34 0,77 +£0,54 1,31+0,24 0,95+0,21

Abbildung 24 Einfluss von Serelaxin, Zaprinast und Kombination aus beiden Behandlungen auf die
Protein-Expression von CTGF in unbehandelten oder behandelten fibrotischen WT und cGKI-KO Mausen
nach 7-tagiger Versuchsanordnung Marker wurden mittels Western Blotting (50 pg Gesamtprotein-Menge,
Normalisierung auf GAPDH) bestimmt; Mittelwert aller unbehandelten WT wurde als 1 definiert und die einzelnen
Werte darauf bezogen; im jeweiligen Balken wird die Anzahl der Versuchstiere angegeben; die Tabelle zeigt die x-
fache Veranderung der Marker in fibrotischem Nierengewebe nach 7-tagiger UUO bezogen auf unbehandelten
fibrotischen WT; * p<0,05; cGKI — cGMP-abhéngige Proteinkinase I, cGMP - zyklisches Guanosin-3'5'-
Monophosphat, CTGF — connective tissue growth factor, GAPDH — Glyceraldehyde-3-phosphat-Dehydrogenase,
KO — knock out, RLX — Serelaxin, UUO — unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp
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3.1.5 Einfluss von Serelaxin auf die Nierenfunktion wéhrend der Progression

der renalen Fibrose

3.1.5.1 Entwicklung der Analysen-Methode

Die Konzentrationen von Kreatinin im Serum der Méause wurden mit Hilfe der HPLC-Methode
und photometrischer Detektion bestimmt. Die Trennung an dem stark sauren
lonenaustauscher Zorbax SCX (5 um) erwies sich dabei im Hinblick auf Selektivitat
gegeniuber Trennsystemen mit C18-Materialien (z. B. Gemini NX-C18 3y, Fa. Phenomenex,
Aschaffenburg) oder auch Hilic-Materialien (Nucleodur Hilic 3um, Fa. Macherey-Nagel,
Duren), an denen Kreatinin in Humanserum gesunder Probanden bestimmt werden konnte,
Uberlegen. In Plasma von Intensivpatienten wurden aber in einigen Fallen Interferenzen
beobachtet (F. Kees, persdnliche Mitteilung).

Zunéchst wurde eine fir Mausserum publizierte Methode nachgearbeitet.?® %" Dabei wird
das EiweiR mit Acetonitrii (MeCN) aus dem Serum entfernt, der Uberstand im Vakuum
eingedampft, in mobiler Phase aufgenommen und ein Aliquot in die HPLC-Apparatur injiziert.
Allerdings wurde in den Chromatogrammen ein breiter Zusatzpeak beobachtet (Abbildung
25 A), der nach Kreatinin eluierte, im Laufe der Analysen aber mit dem Nachweis von
Kreatinin interferierte (Abbildung 25 B). Durch Erniedrigung der lonenstarke im Eluenten
konnte zwar wieder eine Trennung erreicht werden, jedoch eluierte Kreatinin nun an der
Flanke eines weiteren, breiten Peaks (Abbildung 25 C).
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Abbildung 25 Chromatogramme von Kreatinin in Plasma von Mausen In (A) eluiert Kreatinin (Krea) als
scharfer Peak getrennt von einem spater eluierenden breiten Peak (x). In (B) ist die Retentionszeit von Kreatinin
etwas verlangert, 3,7 vs. 3,3 Minuten, und Uberlagert vom breiten Peak x. Nach Reduktion der lonenstéarke des
Phosphatpuffers auf 0,004 M eluiert Kreatinin nun in (C) an der Vorderflanke eines weiteren breiten
Peaks.Trennsystem: Saule Zorbax SCX 5 pum, 150x4,6 mm; Eluent (A) 0,1 M NaH,PO4s/MeOH/MeCN =
100:8:12 (v/v/v); Fluss 1,0 ml/min; Saulentemperatur 35°C; MeCN — Acetonitril; MeOH — Methanol
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Bei den weiteren Analysen wurde die Probenvorbereitung auf einen einfachen
EnteiweiRungsschritt mit Trichloressigsaure oder Perchlorsaure reduziert; der zeitaufwendige
Eindampfschritt entfiel bei gleicher Prazision und Empfindlichkeit der Methode. In einem
Eluenten aus 5 mM Natriumacetat (pH 5,1 mit Essigsaure)/ Acetonitril eluierte Kreatinin weit

abgetrennt von der Front vollig storungsfrei nach ca. 6,5 Minuten (Abbildung 26).
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Abbildung 26 Chromatogramme von Kreatinin in 5 % BSA und Plasma von Mausen (A) Blank-BSA, (B) BSA
dotiert mit 0,5 mg/l Kreatinin und Plasma von Mausen mit (C) 0,77 mg/l bzw. (D) 1,27 mg/l Kreatinin. Trennsystem:
Saule Zorbax SCX 5 um, 150x4,6 mm; Eluent 5 mM NaOAc, pH 5.1 mit HOAc/MeCN = 800:200 (v/v); Fluss

1,0 ml/min; Séaulentemperatur 35°C; BSA — bovines Serumalbumin, HOAc — Essigsaure, MeCN — Acetonitril,
NaOAc — Natriumacetat

Wie Abbildung 26 C zeigt, kdnnte die Analysenzeit durch Erhéhung der Elutionskraft des

Eluenten (Erhéhung des Acetonitril-Anteils oder der lonenstarke des Eluenten) noch verkirzt
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werden, jedoch zeigte sich in einigen wenigen Maus-Seren ein Zusatzpeak (*, Abbildung
26 D), der dann maoglicherweise nicht mehr von Kreatinin abgetrennt ware. Die Zusatzpeaks
stammen moglicherweise aus hamolytischen Seren, was aber nicht nachgewiesen werden
konnte.

3.1.5.2 Einfluss von Serelaxin auf das Serumkreatinin

Es wurden zu definierten Zeitpunkten nach unilateraler Ureterligation entnommene murine
Serum-Proben analysiert. Die Kreatinin-Serumkonzentrationen gesunder WT M&ause (ohne
UUO), welche als Kontrolle dienten, lagen bei 0,837 mg/l (£ 0,049), die nach 3- bzw. 7-
tagiger UUO auf ungefahr 1,0 mg/l anstiegen (3 Tage: 0,973 mg/l + 0,064; 7 Tage: 1,004 mg/I
+ 0,049).

Durch die Behandlung mit Serelaxin wurde in WT Mausen nach 3 Tagen eine signifikante
Erhéhung des Serumkreatinins auf 1,191 mg/l (+ 0,025) detektiert (*p=0,013). 7 Tage nach
der Induktion einer UUO im WT wurde mit einer Konzentration von 0,803 mg/l (z 0,069)
gegenlber unbehandelten Wildtypen eine signifikante Senkung des Serumkreatinins
beobachtet (p=0,046). Im cGKI-KO konnte durch Serelaxin weder nach 3 noch nach 7 Tagen
eine signifikante Anderungen der Serumkonzentrationen erreicht werden (3 Tage: 0,990 mg/I
+ 0,081 vs. 0,900 mg/l £ 0,073; 7 Tage: 0,847 mg/l £ 0,043 vs. 0,778 mg/l + 0,051; vgl.
Abbildung 27).
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Abbildung 27 Kreatinin-Serumkonzentration von WT und cGKI-KO Mé&usen unbehandelt bzw. nach 3-
oder 7-tdgiger Behandlung mit Serelaxin Kreatinin-Serumkonzentrationen wurden mithilfe einer HPLC-
Methode ermittelt; *p <0,05; cGKI — cGMP-abhangige Proteinkinase I; cGMP — zyklisches Guanosin-3'5'-
Monophosphat, d — Tage, KO — knock out; RLX — Serelaxin, UUO — unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp
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Abbildung 28 zeigt, dass im fibrotischen WT (unbehandelt: 1,004 mg/l £ 0,049) nur durch
Serelaxin, wie eben erwéhnt, das Serumkreatinin signifikant gesenkt werden konnte. Weder
Zaprinast (1,022 mg/l = 0,055) noch die Kombination aus beiden Pharmaka (0,958 mg/l +
0,044) konnte die Nierenfunktion, indiziert durch verringerte Serumkreatinin-Konzentrationen,
verbessern. Im cGKI-KO zeigte sich in allen Behandlungsgruppen (Serelaxin, Zaprinast,
Kombination) kein Effekt. Im cGKI-KO konnte auch hier kein Effekt durch Behandlung
nachgewiesen werden (unbehandelt: 0,847 mg/l + 0,043; Zaprinast: 0,783 mg/l = 0,063;
Kombination: 0,898 mg/I £ 0,044).
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Abbildung 28 Kreatinin Serumkonzentration von WT und cGKI-KO Mausen unbehandelt bzw. nach 7-
tagiger Behandlung mit Serelaxin, Zaprinast oder Kombination aus beiden Behandlungen Kreatinin-
Serumkonzentrationen wurden mithilfe einer HPLC-Methode ermittelt; *p<0,05; cGKI — cGMP-abhangige
Proteinkinase |; cGMP — zyklisches Guanosin-3'5-Monophosphat, d — Tage, KO — knock out; RLX — Serelaxin,
UUO - unilaterale Ureterligation, WT — Wildtyp
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3.2 Fibrose-assoziierte Biomarker in der pulmonalen Hypertonie

Im Folgenden wurde bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie ein biologischer Marker
identifiziert, der mit dem Krankheitsverlauf assoziiert ist und welcher ebenfalls mit den

antifibrotischen Effekten von Serelaxin verknipft ist.

3.2.1 Charakterisierung der Patienten-Population

3.2.1.1 Patienten-Charakteristika

Insgesamt wurden konsekutiv 35 Patienten mit pulmonaler Hypertonie in die Untersuchung
eingeschlossen, wovon 24 Patienten eine idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie (iPAH)
und 11 Patienten eine pulmonale Hypertonie aufgrund einer Linksherzerkrankung (PH-LHD)

aufwiesen.

Tabelle 23 fasst die Patienten-Charakteristika der beiden Patienten-Populationen zusammen.

Tabelle 23 Patienten-Charakteristika der iPAH und PH-LHD-Patienten

Anzahl n 24 11

Alter [Jahre] MW £ SD | 62,2 + 16,0 80,5+4,1
Frauen n; % 12 (50 %) 6 (55 %)
Méanner n; % 12 (50 %) 5 (45 %)
Il n; % 6 (25 %) 2 (18 %)
Il n; % 16 (67 %) 5 (45 %)
A n; % 2 (8 %) 4 (36 %)

MW — Mittelwert; SD — Standardabweichung; iPAH — idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie; PH-LHD —
pulmonale Hypertonie aufgrund einer Linksherzerkrankung

Die Geschlechterverteilung war in beiden Patienten-Populationen gleichmaRig (50 % bzw.
55 % Frauen fir iPAH bzw. PH-LHD). Wie aus Tabelle 23 hervorgeht, waren Patienten mit
iPAH junger als Patienten mit PH-LHD (p<0,001). Vom Schweregrad der Erkrankung waren
die Patienten in die WHO-Klassen Il — IV eingeteilt.
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Klinische Parameter der Baseline-Visite (V1) wurden zusammen mit Parametern aus V2 in
Tabelle 24 fir das iPAH-Kollektiv und in Tabelle 25 fir das PH-LHD-Kollektiv
zusammengefasst, in welchen alle erhobenen Parameter als Mittelwert =+

Standardabweichung bzw. Median [Min; Max] angegeben wurden.

Die Parameter aus der Rechtsherzkatheter-Messung (vgl. Tabelle 24 (fir iPAH) und Tabelle
25 (fur PH-LHD) — Hamodynamik) lagen von allen Patienten vor. Erhéhte Werte von mPAP
und PVR in beiden Kollektiven sind typisch fiir diese Erkrankung. GemaR der Definition einer
PH-LHD war hier zusatzlich der pulmonalarterielle Verschlussdruck (PAWP) erhoht, welcher
in dem iPAH-Kollektiv im Normbereich lag. Es lag in beiden Kollektiven eine leicht bis maRig

eingeschrénkte Nierenfunktion vor.?**

3.2.1.2 Klinischer Verlauf der einzelnen Patienten

Die Patienten wurden zwischen 2003 und 2012 mit einer pulmonalen Hypertonie
diagnostiziert und waren bis zum Todeszeitpunkt bzw. bis Juli 2015 in regelmaRigen
Abstanden in der Klinik. Die mediane Nachbeobachtungszeit [Min; Max] betrug 52,66 [11,5;
138,6] Monate. Nach Entitdten getrennt ergab sich eine mediane Nachbeobachtungszeit
[Min; Max] von 72,02 [11,5; 138,6] Monaten fiir das iPAH-Kollektiv sowie 36,33 [13,6; 52,7]
Monaten fir das PH-LHD-Kollektiv.

Der Beobachtungszeitraum begann mit der Diagnosestellung (V1). Als Visite 2 (V2) wurde
die erste Folgevisite nach V1 bezeichnet, welche innerhalb des Beobachtungszeitraums
stattgefunden hat. Die mediane Zeit [Min; Max] zwischen V1 und V2 betrug jeweils 5,85
[1,79; 71,3] und 9,49 [3,17; 31,1] Monate fur iPAH und PH-LHD entsprechend.

Die Mittelwerte + Standardabweichung bzw. Mediane [Min-Max] erhobener
hamodynamischer und sonstiger klinischer Parameter sind jeweils fir V1 und V2 in Tabelle
24 (fur iPAH) und in Tabelle 25 (fir PH-LHD) aufgefiihrt. Betrachtete man die jeweiligen
Kollektive, haben sich die Parameter in der Zeit von V1 bis V2, berechnet mit Wilcoxon-

Vorzeichen-Rang-Test, nicht signifikant verandert.
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Tabelle 24 Klinische Parameter aus V1 und V2 fir Patienten mit iPAH

iPAH
Hamodynamik N MW + SD Median [Min-Max]
mPAP  [mmHg] Vi 24 429+ 13,8 43,5 [25; 85]
V2 24 439+ 13,3 44,5 [23; 74]
PAWP [mmHg] V1 24 8,38+ 3,66 8,5 [2;16]
V2 24 742+ 3,32 75 [2; 14]
Cl [I/min/m?] V1 24 2,25+ 0,59 2,20 [1,43; 3,80]
V2 24 2,33+ 0,83 2,09 [1,41; 4,57]
PVR [dyn*s*cm™] Vi 24 716 + 373 640 [179; 1667]
V2 24 766 + 430 617 [220; 1900]
weitere klinische Parameter
6MWD [m] Vi 24 313+ 121 280 [115;573]
V2 21 306 + 148 343 [0; 518]
LVEF [%] V1 14 63,5+ 10,9 64 [46; 82]
V2 13 706+ 124 74 [50; 86]
TAPSE [mm] V1 17 17,4+ 391 16 [12; 25]
V2 19 17,7+ 5,43 18 [6; 28]
BNP [pmol/l] Vi 20 276 + 374 154 [11;1635]
V2 21 220+ 232 176 [11;893]
eGFR [ml/min/1,73m? | V1 22 60,6 + 16,4 59,0 [29; 98]
V2 21 595+ 175 59,1 [22;102]

mPAP — mittlerer pulmonalarterieller Druck, PAWP — pulmonalarterieller Verschlussdruck, Cl — Cardiac Index,
PVR — Pulmonalvaskularer Widerstand, BNP — Brain Natriuretic Peptide, 6MWD - 6-Minuten-Gehtest, LVEF —
linksventrikulare Ejektionsfraktion, TAPSE — Tricuspid Annular Plane Systolic Excursion, eGFR — geschéatzte
glomerulare Filtrationsrate, MW — Mittelwert, SD — Standardabweichung, iPAH — idiopathische pulmonalarterielle
Hypertonie, PH-LHD — pulmonale Hypertonie aufgrund einer Linksherzerkrankung
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Tabelle 25 Klinische Parameter aus V1 und V2 fur Patienten mit PH-LHD

mPAP  [mmHg] V1 11 40,6 + 8,2 41,0 [29; 54]
V2 11 38,9+ 12,0 39,0 [19;57]
PAWP [mmHg] \Val 11 12,82+ 4,00 13,0 [7;21]
V2 11 14,00+ 6,93 11,0 [5; 26]
Cl [/min/m?] Vil 11 2,48+ 0,43 2,42 [2,02; 3,45]
V2 11 2,33+ 0,62 2,36 [1,55; 3,35]
PVR  [dyn*s*cm™] V1 11 489+ 191 449 [295; 780]
V2 11 458 + 173 452 [229; 825]
6MWD [m] V1 9 202 + 97 230 [0; 305]
V2 9 190 + 110 195 [0; 350]
LVEF  [%] \Val 6 622+ 81 62 [50; 75]
V2 5 57,0+ 45 60 [50; 60]
TAPSE [mm] \Val 9 17,7+ 4,0 17 [13; 26]
V2 6 16,8+ 3,1 18 [12; 20]
BNP  [pmol/l] Vil 10 264+ 171 291 [34;557]
V2 7 180 + 129 114 [35; 358]
eGFR [ml/min/1,73m?] | V1 11 56,7+ 16,9 52,1 [29; 77]
V2 11 542+ 158 57,6 [33;77]

mPAP — mittlerer pulmonalarterieller Druck, PAWP — pulmonalarterieller Verschlussdruck, Cl — Cardiac Index,
PVR — Pulmonalvaskularer Widerstand, BNP — Brain Natriuretic Peptide, 6MWD — 6-Minuten-Gehtest, LVEF —
linksventrikulare Ejektionsfraktion, TAPSE — Tricuspid Annular Plane Systolic Excursion, eGFR — geschéatzte
glomerulare Filtrationsrate, MW — Mittelwert, SD — Standardabweichung, iPAH — idiopathische pulmonalarterielle
Hypertonie, PH-LHD — pulmonale Hypertonie aufgrund einer Linksherzerkrankung

Betrachtete man die Patienten einzeln, gab es sowohl Patienten mit einer Verbesserung als
auch Patienten mit einer Verschlechterung des Krankheitsverlauf von V1 bis V2. Der Verlauf
aller klinisch erhobenen Parameter wird in Abbildung 29 (fur iPAH) und Abbildung 30 (fir PH-
LHD) graphisch dargestellt, wobei die jeweilige Linie dem Verlauf einer Variable in jedem
einzelnen Patienten entspricht. Aufgrund der unterschiedlichen Zeitintervalle zwischen V1
und V2 wurden die einzelnen Patienten in Gruppen gemalf der jeweiligen Zeitspanne (iPAH:
1-3 Monate, 3-6 Monate, 6-12 Monate, mehr als 12 Monate; PH-LHD: 0-9 Monate, mehr als

9 Monate) zwischen V1 und V2 unterteilt.
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Abbildung 29 Veranderung der klinischen Parameter (mPAP, PAWP, CI, PVR, 6MWD, BNP, LVEF, TAPSE)
jedes einzelnen Patienten von Diagnose (Visite 1; 0 Monate) bis zur Folgevisite V2 in iPAH-Patienten
gemal der jeweiligen Zeitspanne zwischen V1 und V2 (rot: Reduktion des Markers von V1 bis V2, grin:
Erhéhung des Markers von V1 bis V2); mPAP — mittlerer pulmonalarterieller Druck, PAWP — pulmonalarterieller
Verschlussdruck, Cl — Cardiac Index, PVR — Pulmonalvaskulérer Widerstand, BNP — Brain Natriuretic Peptide,
6MWD - 6-Minuten-Gehtest, LVEF — linksventrikulare Ejektionsfraktion, TAPSE — Tricuspid Annular Plane
Systolic Excursion, eGFR — geschatzte glomeruldre Filtrationsrate, iPAH — idiopathische pulmonalarterielle
Hypertonie
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Abbildung 30 Veranderung der klinischen Parameter (mPAP, PAWP, CI, PVR, 6MWD, BNP, LVEF, TAPSE)
jedes einzelnen Patienten von Diagnose (Visite 1, 0 Monate) bis zur Folgevisite V2 in PH-LHD-Patienten
gemal der jeweiligen Zeitspanne zwischen V1 und V2 (rot: Reduktion des Markers von V1 bis V2, grin:
Erhéhung des Markers von V1 bis V2); mPAP — mittlerer pulmonalarterieller Druck, PAWP — pulmonalarterieller
Verschlussdruck, Cl — Cardiac Index, PVR — Pulmonalvaskularer Widerstand, BNP — Brain Natriuretic Peptide,
6MWD - 6-Minuten-Gehtest, LVEF — linksventrikulare Ejektionsfraktion, TAPSE — Tricuspid Annular Plane
Systolic Excursion, eGFR — geschatzte glomerulére Filtrationsrate, PH-LHD — pulmonale Hypertonie aufgrund
einer Linksherzerkrankung

Aufgrund des geringen Stichprobenumfangs in den beiden untersuchten Kollektiven wurde

fur keine der Variablen eine Normalverteilung angenommen.

Da die beiden Kollektive unterschiedliche Pathophysiologien aufweisen, wurden Patienten mit

iPAH bzw. PH-LHD im Folgenden separat voneinander ausgewertet.

3.2.2 Plasma-Konzentrationen ausgewahlter Biomarker

Bei den hier dargestellten Patienten wurden wahrend der Rechtsherzkatheter-Untersuchung
Blutproben aus der Pulmonalarterie enthommen, das Plasma abgetrennt und fiir Biomarker-
Testungen bereitgehalten. Im Citrat-Plasma wurden Proteinspiegel von MMP2, MMP9,
TIMP1 und TIMP4 zum Zeitpunkt V1 und V2 gemessen.

Aufgrund des geringen Stichprobenumfangs wurde auch bei den Biomarkern bzw. bei den

berechneten MMP/TIMP-Verhéltnissen keine Normalverteilung angenommen.

Tabelle 26 (fur iPAH) und Tabelle 27 (fuir PH-LHD) zeigen die Plasmaspiegel der
gemessenen Biomarker (MMP2, MMP9, TIMP1 und TIMP4), sowie die MMP/TIMP-
Verhéltnisse fur V1 und V2. Im iPAH-Kollektiv blieb MMP2 im Beobachtungszeitraum
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unverandert, wahrend MMP9 und TIMP4 signifikant erhéht (p=0,004; p<0,001) und TIMP1
signifikant reduziert wurden (p=0,004). Im PH-LHD-Kollektiv zeigte sich dieselbe Tendenz,

jedoch ohne statistische Signifikanz.

Im iPAH-Kollektiv war MMP9/TIMP1 von V1 bis V2 signifikant erhéht (p<0,001) und
MMP2/TIMP4 signifikant reduziert (p=0,003). Auch bei der Veranderung der MMP/TIMP-
Verhéltnisse zeigte sich bei PH-LHD-Patienten dieselbe Tendenz, ohne statistische
Signifikanz.

Tabelle 26 Plasmaspiegel von MMP-2, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-4 sowie der jeweiligen MMP/TIMP-
Verhaltnisse von Visite 1 (V1) und Visite 2 (V2) bei Patienten mit iPAH

MMP2 [ng/mL] V1l 24  2525% 7,44 2547 [13,55; 49,38]
V2 24 2495+ 920 23,08 [13,74; 50,91]
MMP9 ** [ng/mL] V1 23 27,38+ 10,91 24,94 [15,19; 58,25]
V2 24 3470+ 12,37 31,69 [19,28; 61,77]
TIMP1 * [ng/mL] V1 24 1089+ 4831 93,76 [49,78; 243,9]
V2 24 93,73+ 39,43 82,2960 [46,74; 199,5]
TIMP4 **[ng/mL] V1 24 1,204+ 0,560 1,100 [0,504; 3,383]
V2 24 1513+ 0,883 1,236 [0,566; 4,680]

MMP2/TIMP1 Vil 24 0,25+ 0,07 0,258 [0,137; 0,373]
V2 24 0,28+ 0,08 0,268 [0,149; 0,452]

MMP2/TIMP4 ** Vi 24 23,56 + 10,20 21,47 [8,847; 51,80]
V2 24 19,22+ 8,68 18,28 [6,826; 40,97]

MMPO/TIMP1 *** Vi 23 0,28+ 0,12 0,257 [0,075; 0,526]
V2 24 0,41+ 0,17 0,345 [0,149; 0,896]
MMP9O/TIMP4 Vi 23 26,56 + 14,37 21,56 [8,413; 61,10]

V2 24 28,61+ 18,10 24,86 [8,309; 88,29]

iPAH — idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie, MMP — Matrix-Metalloproteinase, MW — Mittelwert,
SD - Standardabweichung, TIMP — tissue inhibitor of MMPs; **p<0,01; ***p<0,001 bzgl. Veranderung der
Parameter von V1 bis V2
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Tabelle 27 Plasmaspiegel von MMP-2, MMP-9, TIMP-1 und TIMP-4 sowie der jeweiligen MMP/TIMP-
Verhaltnisse von Visite 1 (V1) und Visite 2 (V2) bei Patienten mit PH-LHD

MMP2 [ng/mL] Vi 11 28,75+ 10,33 27,90 [14,94; 51,94]
V2 11 27,05+ 954 27,22 [13,35; 46,26]
MMP9 [ng/mL] Vi 11 29,70+ 6,72 30,28 [21,83; 40,19]
V2 10 3424+ 987 3253 [21,51; 52,29]
TIMP1 [ng/mL] Vi 11 11597+ 38,77 106,2 [83,62; 208,5]
V2 11 101,37+ 29,16 1004 [71,49; 177,4]
TIMP4 [ng/mL] Vi 11 2,110+ 1,063 2,182 [0,678; 4,114]
V2 11 2,276+ 0930 2,708 [1,052; 3,877]
MMP2/TIMP1 Vi 11 025+ 0,08 0,25 [0,173; 0,426]
V2 11 028+ 0,10 0,28 [0,133; 0,461]
MMP2/TIMP4 vi 11 17,60+ 10,40 13,63 [5,115; 34,53]
V2 11 1438+ 831 1577 [4,769; 30,83]
MMP9/TIMP1 Vi 11 027+ 0,09 0,261 [0,163; 0,440]
V2 10 0,37+ 0,19 0,318 [0,178; 0,731]
MMP9/TIMP4 Vi 11 17,83+ 982 1504 [7,714; 38,31]

V2 10 18,76 + 10,62 14,75 [7,760; 38,64]

iPAH — idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie, MMP — Matrix-Metalloproteinase, MW — Mittelwert,
SD - Standardabweichung, TIMP — tissue inhibitor of MMPs

Der zeitliche Verlauf der MMP/TIMP-Verhéltnisse in einzelnen Patienten wird in Abbildung 31
(far iPAH) und Abbildung 32 (fir PH-LHD) graphisch dargestellt.

110



Ergebnisse

(A) MMP2/TIMP1

MMP2/TIMP1

0.5

0 1-3 3-6 6-12 > 12

[Monate]

(C) MMP9/TIMP1

MMPY/TIMP1

1.0

0 1-3 3-6 6-12 > 12

[Monate]

(B) MMP2/TIMP4

MMP2/TIMP4

60

EN
o
1

N
o
1

[Monate]

(D) MMP9/TIMP4

MMP9/TIMP4

100

80

60

404

204

Abbildung 31 Veranderung der Biomarker-Verhaltnisse MMP2/TIMP1, MMP2/TIMP4, MMP9/TIMP1 und
MMP9/TIMP4 jedes einzelnen Patienten von Diagnose (Visite 1, 0 Monate) bis zur Folgevisite V2 fur iPAH
gemal der jeweiligen Zeitspanne zwischen V1 und V2 (rot: Reduktion des Markers von V1 bis V2, grin:
Erhéhung des Markers von V1 bis V2); MMP — Matrix-Metalloproteinase; TIMP — Tissue Inhibtior of MMPs
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Abbildung 32 Veranderung der Biomarker-Verhaltnisse MMP2/TIMP1, MMP2/TIMP4, MMP9/TIMP1 und
MMP9/TIMP4 jedes einzelnen Patienten von Diagnose (Visite 1, 0 Monate) bis zur Folgevisite V2 fiir PH-
LHD gemé&R der jeweiligen Zeitspanne zwischen V1 und V2 (rot: Reduktion des Markers von V1 bis V2, grin:
Erh6hung des Markers von V1 bis V2); MMP — Matrix-Metalloproteinase; TIMP — Tissue Inhibtior of MMPs
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3.2.3 Korrelations-Analysen

Um den Zusammenhang von MMP/TIMP mit routinem&fig erhobenen klinischen Parametern

patientenindividuell zu untersuchen, wurden Korrelationsanalysen durchgeftihrt.

Im Folgenden sind Korrelationen aufgrund der geringen Fallzahl pro Patientenkollektiv
mithilfe des Spearman-Korrelationskoeffizienten r fir nicht-normalverteilte Variablen

berechnet worden.

3.2.3.1 Korrelationen von MMP/TIMP-Verhaltnissen mit klinischen Parametern im
iPAH-Kollektiv — Folgevisite (V2)

Tabelle 28 fasst die Spearman-Korrelationskoeffizienten und die dazugehdrigen p-Werte bei
der Folgevisite (V2) fiur Patienten mit iPAH zusammen. In diesem Kollektiv fand man eine
signifikante mittlere Korrelation (r > 0,5) von MMP2/TIMP4 mit dem Pulmonalarteriendruck
(mPAP), dem pulmonalvaskularen Widerstand (PVR) sowie der TAPSE. Fur MMP9/TIMP1
haben sich keine Korrelationen im untersuchten Patientenkollektiv ergeben. MMP2/TIMP1
und MMP9/TIMP4 zeigten signifikante geringere Korrelationen (r < 0,5) mit verschiedenen
klinischen Parametern, wie mPAP, PAWP und TAPSE (vgl. Tabelle 28).

Tabelle 28 Korrelationen von MMP/TIMP-Verhaltnissen mit klinischen Parametern bei V2 fir iPAH-Patienten
(n=24) r — Spearman-Korrelationskoeffizient; * p<0,05; ** p<0,01

mPAP 0,148 (0,389) 0,583 (0,003)** 0,089 (0,680) 0,421 (0,041)*
PAWP -0,439 (0,032)* 0,049 (0,818) -0,221 (0,300) -0,014 (0,950)
Cl -0,333 (0,112)  -0,326 (0,120) -0,018 (0,933) -0,143 (0,504)
PVR 0,397 (0,054) 0,644 (0,001)* 0,114 (0,596) 0,396 (0,056)
6MWD (n=21) 0,149 (0,520) 0,029 (0,902) 0,352 (0,118) 0,257 (0,260)
LVEF (n=13) -0,052 (0,865) 0,033 (0,915) 0,146 (0,634) 0,154 (0,615)
TAPSE (n=19) -0,485 (0,035)* -0,633 (0,004)*  -0,109 (0,656) -0,296 (0,219)
BNP (n=21) 0,177 (0,444) 0,308 (0,175) -0,358 (0,111) -0,179 (0,437)

MPAP — mittlerer pulmonalarterieller Druck, PAWP — pulmonalarterieller Verschlussdruck, Cl — Cardiac Index, PVR —
Pulmonalvaskularer Widerstand, BNP — Brain Natriuretic Peptide, 6MWD - 6-Minuten-Gehtest, LVEF -
linksventrikulare Ejektionsfraktion, TAPSE — Tricuspid Annular Plane Systolic Excursion, eGFR — geschatzte
glomerulére Filtrationsrate, iPAH — idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie, MMP — Matrix-Metalloproteinase, TIMP
— tissue inhibitor of MMPs; V2 — Visite 2
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3.2.3.2 Korrelationen von MMP/TIMP-Verhaltnissen mit klinischen Parametern im

iPAH-Kollektiv — relative Veranderung von V1 zu V2

Tabelle 29 fasst die Spearman-Korrelationskoeffizienten r und die dazugehdrigen p-Werte bei
Patienten mit iPAH zusammen, wobei die relativen Verdnderungen der einzelnen Parameter
fur die Berechnungen verwendet worden sind. Hier ist zu beobachten, dass AIMMP2/TIMP4)
eine signifikante Korrelation mit AmMPAP zeigte, was auch fir diese Variablen bei V2 gezeigt

werden konnte (vgl. Kapitel 3.2.3.1).

AulRerdem Kkorrelierten A(MMP2/TIMP4) sowie A(MMP9/TIMP1) mit den in der PH
verwendeten Verlaufsparameter ABNP und A(MMP9O/TIMP1) zuséatzlich mit A6MWD.

Das Veranderung von MMP2/TIMP1 und MMP9/TIMP4 von V1 zu V2 korrelierte signifikant
mit LVEF bei einemr ~ 0,7.

Tabelle 29 Korrelationen der relativen Veranderung von MMP/TIMP-Verhéltnissen mit klinischen Parametern
von V1 bis V2 fir iPAH-Patienten (n=24) r — Spearman-Korrelationskoeffizienz; * p<0,05; ** p<0,01

AmPAP 0,117 (0,588) 0,425 (0,038)* -0,091 (0,680) 0,018 (0,936)
APAWP 0,013 (0,953) 0,361 (0,083) 0,143 (0,515) 0,228 (0,295)
ACI -0,103 (0,630) -0,176 (0,412) -0,072 (0,744)  -0,023 (0,918)
APVR 0,030 (0,888) 0,211 (0,322) -0,120 (0,587) -0,066 (0,764)

A6MWD (n=21)* 0,258 (0,259) -0,288 (0,205) 0,553 (0,011)* 0,347 (0,133)
ALVEF (n=11) 0,682 (0,021)* 0,073 (0,832) 0,573 (0,066) 0,718 (0,013)*
ATAPSE (n=16)* -0,025 (0,927) -0,081 (0,766) -0,057 (0,840) -0,157 (0,576)
ABNP (n=19)*  -0,082 (0,737) 0,502 (0,029)* -0,668 (0,002)** -0,377 (0,123)

mPAP — mittlerer pulmonalarterieller Druck, PAWP — pulmonalarterieller Verschlussdruck, Cl — Cardiac Index, PVR —
Pulmonalvaskularer Widerstand, BNP — Brain Natriuretic Peptide, 6MWD - 6-Minuten-Gehtest, LVEF -
linksventrikulare Ejektionsfraktion, TAPSE — Tricuspid Annular Plane Systolic Excursion, eGFR - geschatzte
glomerulare Filtrationsrate, iPAH — idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie, MMP — Matrix-Metalloproteinase,
TIMP — tissue inhibitor of MMPs; V2 — Visite 2; *fur MMP9/TIMP1 und MMP9/TIMP4: 1 Patient weniger als angegeben
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3.2.3.3 Korrelationen von MMP/TIMP-Verhaltnissen mit klinischen Parametern im PH-
LHD-Kollektiv — Folgevisite V2

Tabelle 30 fasst die Korrelationskoeffizienten und die dazugehorigen p-Werte bei der
Folgevisite bei Patienten mit PH-LHD zusammen. Diese Patienten wiesen eine hoch
signifikante Korrelation (r > 0,7) von MMP2/TIMP4 mit dem pulmonalarteriellen Druck
(mPAP), dem pulmonalarteriellen Verschlussdruck (PAWP) und dem pulmonalvaskularen
Widerstand (PVR) auf. MMP9/TIMP4 korrelierte ebenfalls stark mit dem pulmonalarteriellen
Druck (mPAP) sowie dem pulmonalvaskularen Widerstand (PVR).

Tabelle 30 Korrelationen von MMP/TIMP-Verhaltnissen mit klinischen Parametern bei V2 fiir PH-LHD-
Patienten r — Spearman-Korrelationskoeffizienz; * p<0,05; ** p<0,01

mPAP 0,136 (0,689) 0,791 (0,004)** -0,224 (0,533) 0,721 (0,019)*
PAWP 0,046 (0,894) 0,815 (0,002)** -0,456 (0,185) 0,474 (0,166)
cl 0,000 (1,000) -0,373 (0,259) 0,333 (0,347) 0,091 (0,803)
PVR -0,109 (0,750) 0,745 (0,008)** -0,248 (0,489) 0,721 (0,019)*

6MWD (n=9)# 0,243 (0,529) 0,644 (0,061) -0,096 (0,821) 0,419 (0,301)

LVEF (n=5) -0,224 (0,718) 0,671 (0,215) -0,447 (0,450) 0,224 (0,718)
TAPSE (n=6)  -0,203 (0,700) 0,348 (0,499) 0,464 (0,354) 0,696 (0,125)
BNP (n=7) # 0,357 (0,432) 0,357 (0,432) -0,714 (0,111) -0,257 (0,623)

mMPAP — mittlerer pulmonalarterieller Druck, PAWP — pulmonalarterieller Verschlussdruck, Cl — Cardiac Index, PVR
— Pulmonalvaskulédrer Widerstand, BNP — Brain Natriuretic Peptide, 6MWD - 6-Minuten-Gehtest, LVEF —
linksventrikulare Ejektionsfraktion, TAPSE — Tricuspid Annular Plane Systolic Excursion, eGFR — geschéatzte
glomerulare Filtrationsrate, PH-LHD — pulmonale Hypertonie aufgrund einer Linksherzerkrankung, MMP — Matrix-
Metalloproteinase, TIMP — tissue inhibitor of MMPs; V2 — Visite 2; *fir MMP9/TIMP1 und MMP9/TIMP4: 1 Patient
weniger als angegeben

3.2.3.4 Korrelationen von MMP/TIMP-Verhaltnissen mit klinischen Parametern im PH-

LHD-Kollektiv — relative Veranderung von V1 zu V2

Bei der Korrelations-Analyse der relativen Veranderungen der Marker von V1 bis V2 wurde

nur ein signifikanter Zusammenhang von MMP2/TIMP4 mit dem 6-Minuten-Gehtest

(vgl.

beobachtet (vgl. Tabelle 31). Dieser war signifikant und wird gemaR Mukaka et al.?*

Kapitel 2.2.6) als hoch relevant bewertet.
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Tabelle 31 Korrelationen der relativen Veranderung von MMP/TIMP-Verhéltnissen mit klinischen Parametern
von V1 bis V2 fir PH-LHD-Patienten (n=11) r — Spearman-Korrelationskoeffizienz; * p<0,05

Hamodynamik AMMP2/TIMP1 AMMP2/TIMP4  AMMPO/TIMP  AMMP9/TIMP4

1
(n=11)"* ro(p) ro(p) r(p) ro(p)

AmMPAP -0,200 (0,555) -0,209 (0,537) -0,285 (0,425) -0,345 (0,328)
APAWP 0,032 (0,926) -0,068 (0,842) -0,249 (0,478) -0,164 (0,650)
ACI 0,145 (0,670) -0,373 (0,259) 0,515 (0,128) 0,176 (0,627)
APVR 0,064 (0,853) -0,091 (0,790) -0,127 (0,726) -0,164 (0,651)

weitere klinische Parameter

ABMWD (n=6) # 0,429 (0,397) -0,829 (0,042)* 0,000 (1,000) 0,000 (1,000)
ALVEF (n=4) 0,000 (1,000) 0,200 (0,800) -0,400 (0,600) 0,000 (1,000)
ATAPSE (n=5) -0,600 (0,285) 0,000 (1,000) -0,500 (0,391) -0,500 (0,391)
ABNP (n=6) # -0,429 (0,397) -0,143 (0,787) -0,400 (0,505) -0,100 (0,873)

mPAP — mittlerer pulmonalarterieller Druck, PAWP — pulmonalarterieller Verschlussdruck, CI — Cardiac Index,
PVR — Pulmonalvaskuléarer Widerstand, BNP — Brain Natriuretic Peptide, 6MWD — 6-Minuten-Gehtest, LVEF —
linksventrikulare Ejektionsfraktion, TAPSE — Tricuspid Annular Plane Systolic Excursion, eGFR — geschatzte
glomerulére Filtrationsrate, PH-LHD — pulmonale Hypertonie aufgrund einer Linksherzerkrankung, MMP — Matrix-
Metalloproteinase, TIMP — tissue inhibitor of MMPs; V2 — Visite 2; *fur MMP9/TIMP1 und MMP9/TIMP4: 1 Patient
weniger als angegeben

116



Ergebnisse

3.2.4 Pradiktiver Wert der MMP/TIMP-Verhaltnisse

3.2.4.1 Klinische Verschlechterung bei iPAH-Patienten

Im iPAH-Kollektiv trat eine klinische Verschlechterung bei 17 von insgesamt 24 Patienten auf.

Die mediane Zeit bis zur klinischen Verschlechterung betrug 23,11 Monate (Abbildung 33).
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Abbildung 33 Kaplan-Meier Kurve fur das Eintreten einer klinischen Verschlechterung (Ereignis) bei iPAH-
Patienten (n=24)

Da bei einigen Patienten (n=6) die klinische Verschlechterung bereits vor V2 lag, wurden
diese, nachdem die pradiktive Aussagekraft der MMP/TIMP-Verhéltnisse bei V2 untersucht
werden sollte, fir diese Analyse ausgeschlossen. Somit wurden fur diese Analyse nur 18
Patienten berlcksichtigt, von welchen 11 Patienten eine klinische Verschlechterung

aufwiesen.

Zur Ermittlung eines Schwellenwertes mit optimaler Sensitivitat und Spezifitdt fir die

Vorhersage einer klinischen Verschlechterung wurde eine receiver operating characteristics-
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Analyse fir alle MMP/TIMP-Verhaltnisse durchgefiihrt. Die Ergebnisse der ROC-Analyse sind
in Tabelle 32 zusammengefasst. Die AUC fiur MMP2/TIMP4 war mit 0,818 (p=0,026) sehr
hoch und zeigte als einziger Marker ein signifikantes Ergebnis (Abbildung 34).

Tabelle 32 ROC-Analyse der MMP/TIMP-Verhéaltnisse an V2 zur Vorhersage von klinischer
Verschlechterung in iPAH-Patienten (n=18) * p<0,05

MMP2/TIMP1 0,571 0,136 0,618 [0,304;0,839]
MMP2/TIMP4 0,818 0,101 0,026 * [0,619;1,000]
MMP9O/TIMP1 0,481 0,147 0,892 [0,192;0,769]
MMP9O/TIMP4 0,701 0,126 0,160 [0,453; 0,949]

AUC - area under the curve; Cl — confidence interval; MMP — Matrix-Metalloproteinase; TIMP — tissue inhibitor of
MMP

0,6

Sensitivitat

044

oo T T T
o0 02 04 06 08 1,0
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Abbildung 34 ROC-Kurve fur MMP2/TIMP4 an V2 zur Vorhersage einer klinischen Verschlechterung
(Ereignis) MMP — Matrix-Metalloproteinase, TIMP — tissue inhibitor of MMPs
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Aus dieser Berechnung wurde ein Schwellenwert fiur MMP2/TIMP4 von 14,26 mit einer
hochstmoglichen Sensitivitat (81,8 %) und Spezifitat (71,4 %) fur die Beurteilung der

Vorhersagekraft fur eine klinische Verschlechterung eines Patienten festgelegt.

Abbildung 35 zeigt in einer Kaplan-Meier Kurve die Wahrscheinlichkeit fir das Auftreten einer
klinischen Verschlechterung, stratifiziert nach MMP2/TIMP4-Verhaltnis im Plasma der
Patienten. In Patienten mit einem MMP2/TIMP4-Wert > 14,26 betrug die mediane Zeit bis zur
klinischen Verschlechterung 23,11 Monate. Im Patienten unter diesem Schwellenwert wurde
der Median nicht erreicht, wobei die Wahrscheinlichkeit fir das Eintreten einer klinischen
Verschlechterung signifikant niedriger war als fiir Patienten (ber diesem Schwellenwert
(p=0,032).
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Abbildung 35 Kaplan-Meier Kurve fur das Eintreten einer klinischen Verschlechterung (Ereignis) bei iPAH-
Patienten in Abhéangigkeit vom MMP2/TIMP4-Verhdaltnis an V2 (grin: MMP2/TIMP4 > 14,26, n=11; blau:
MMP2/TIMP4 < 14,26, n=7; p=0,032); MMP — Matrix-Metalloproteinase, TIMP — tissue inhibitor of MMPs
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3.2.4.2 Uberleben bei iPAH-Patienten

In dem iPAH-Kollektiv sind 8 der 24 Patienten wahrend des Beobachtungszeitraums
gestorben. Die mediane Uberlebenszeit betrug 85,3 Monate nach Diagnosestellung.

Abbildung 36 zeigt den kumulativen Uberlebensstatus aller iPAH-Patienten.
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Abbildung 36 Kaplan-Meier Uberlebenskurve fir iPAH-Patienten (n=24)

Zur Testung der Vorhersagekraft des Uberlebens durch ein MMP/TIMP-Verhaltnis wurde
analog zur Analyse der klinischen Verschlechterung der Patienten eine ROC-Analyse
durchgefuhrt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 33 dargestellt. Auch im
Bezug auf die Vorhersage des Uberlebens lieferte erneut das Verhéltnis von MMP2 zu
TIMP4 eine sehr hohe AUC von 0,922 sowie ein signifikantes Ergebnis (p=0,005).
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Tabelle 33 ROC-Analyse der MMP/TIMP-Verhéltnisse an V2 zur Vorhersage des Uberlebens in iPAH-
Patienten (n=24) ** p<0,01

MMP2/TIMP1 0,633 0,137 0,371 [0,365;0,902]
MMP2/TIMP4 0,922 0,057 0,005 ** [0,810;1,000]
MMPY/TIMP1 0,544 0,161 0,766 [0,228;0,861]
MMP9O/TIMP4 0,722 0,170 0,136 [0,388;1,000]

AUC - area under the curve; Cl — confidence interval; MMP — Matrix-Metalloproteinase; TIMP — tissue inhibitor of
MMP
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Abbildung 37 ROC-Kurve fur MMP2/TIMP4 an V2 zur Vorhersage des Uberlebens MMP — Matrix-
Metalloproteinase, TIMP — tissue inhibitor of MMPs

Mit bestmdglicher Sensitivitat (100,0 %) und Spezifitdt (83,3 %) wurde mittels ROC-Analyse
ein Schwellenwert bei 20,29 fur MMP2/TIMP4 fiir die Vorhersage des Uberlebens festgelegt
(vgl. Abbildung 37). In Abbildung 38 wird gezeigt, dass Patienten, bei denen das Verhaltnis
von MMP2 zu TIMP4 (ber dem Schwellenwert von 20,29 liegt, eine signifikant geringere
Uberlebensdauer aufwiesen als Patienten mit MMP2/TIMP4 < 20,29 (p=0,01).
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MMP2/TIMP4 = 20,29
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Abbildung 38 Kaplan-Meier Kurve fiir Uberleben bei iPAH-Patienten in Abhangigkeit vom MMP2/TIMP4-
Verhéltnis an V2 (grin: MMP2/TIMP4 > 20,29, n=8; blau: MMP2/TIMP4 < 20,29, n=16; p=0,01); MMP — Matrix-
Metalloproteinase, TIMP — tissue inhibitor of MMPs

3.2.4.3 Ausblick: Transformation von MMP2 und TIMP4 bei Patienten mit iPAH

Wie schon bekannt ist, hat sich das MMP2/TIMP4-Verhaltnis als bester Préadiktor sowohl fur
die klinische Verschlechterung als auch fur das Uberleben herausgestellt. Allerdings konnte
dabei beobachtet werden, dass es einige Ausreiler bei diesem Parameter gab. Deshalb
wurden einige Transformationen der Daten vorgenommen, wie z. B. Wurzel-, Quadrat- und
logarithmische Transformationen. Wie in Abbildung 39 ersichtlich ist, war eine Logarithmus
der Parameter MMP2 und (TIMP4*1000) zur Basis 10 (log;o)-Transformation optimal [jeweils
in ng/ml], da man hier anndhernd eine Normalverteilung erhielt (vgl. Abbildung 39; (A)
MMP2/TIMP4 und (B) l0og10(MMP2)/log10(TIMP4*1000)).
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Abbildung 39 Histogramm zur Darstellung der Haufigkeiten der jeweiligen Werte von (A) MMP2/TIMP4 und
(B) log1o(MMP2)/10g10(TIMP4*1000)

Zur Testung der Vorhersagekraft der klinischen Verschlechterung sowie des Uberlebens
wurde fur das log;e-transformierte MMP/TIMP-Verhaltnis [logio(MMP2)/log:o(TIMP4*1000)]
eine ROC-Analyse durchgefihrt. Auch log;o(MMP2)/log;o(TIMP4*1000) wies im Bezug auf die
Vorhersage der klinischen Verschlechterung (AUC: 0,870; p=0,01) sowie des Uberlebens
(AUC: 0,944; p=0,003) eine sehr hohe AUC sowie ein signifikantes Ergebnis auf.

Legte man den Schwellenwert von log;o(MMP2)/ log:o(TIMP4*1000) bei 0,4167 fir die
Vorhersage der klinischen Verschlechterung fest, erhielt man eine Sensitivitdt von 90,9 %
und eine Spezifitat von 85,7 %. Fiir die Vorhersage der Uberlebensdauer wurde der
bestmdgliche Schwellenwert bei 0,4445 festgelegt, um eine Sensitivitdt von 100 % sowie eine

Spezifitét von 83,3 % zu erreichen.

3.2.4.4 Klinische Verschlechterung und Uberleben bei Patienten mit PH-LHD

Prognostische Analysen im Bezug auf die klinische Verschlechterung oder Uberleben wurden

aufgrund der geringen Fallzahl (n=11) im PH-LHD-Kollektiv nicht durchgefuhrt.

Von den insgesamt 11 Patienten mit PH-LHD trat wahrend des Beobachtungszeitraums bei 9

Patienten eine klinische Verschlechterung (Clinical Worsening Ereignis) auf (vgl. Abbildung
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40). Nach 27,27 Monaten (Median) ist fur die Halfte der Patienten dieses Ereignis

eingetreten.

Drei Patienten verstarben im Beobachtungszeitraum (vgl. Abbildung 41).
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Abbildung 40 Kaplan-Meier Kurve fir das Eintreten einer klinischen Verschlechterung (Ereignis) bei PH-
LHD-Patienten (n=11)
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Abbildung 41 Kaplan-Meier Uberlebenskurve fiir PH-LHD-Patienten (n=11)
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4 Diskussion

4.1 Antifibrotischer Signalweg von Serelaxin am Beispiel eines murinen

Nierenfibrose-Modells

4.1.1 Einfluss von Serelaxin auf die Progression der renalen Fibrose bei 7-
tagiger UUO

In der vorliegenden Arbeit wurde der antifibrotische Signalweg von Serelaxin am Beispiel der
Nierenfibrose untersucht und folgende Erkenntnisse gewonnen: die cGMP-Konzentrationen
im fibrotischen Nierengewebe waren nach 7-tdgiger Serelaxin-Behandlung erhoht. Mithilfe
eines cGKI-spezifischen knock out Mausmodells wurde eine Beteiligung der NO-cGMP-
abhangigen Proteinkinase cGKI nachgewiesen, welche den profibrotischen TGF-B-
abhangigen Signaltransduktionsweg inhibierte. Durch die hemmende Wirkung auf die
Smad2- und ERK1-Phosphorylierung hat Serelaxin Bestandteile der extrazelluldren Matrix,

wie Kollagene oder Fibronektin, reduziert (siehe Abbildung 42).

Die ECM-reduzierende Wirkung von Serelaxin wurde bereits in verschiedenen in vitro und in
vivo Modellen unter Beweis gestellt. In relaxin-defizienten Mausen entstand eine starker
ausgebildete Fibrose als in WT Mausen. Dies wurde sowohl altersbedingt in verschiedenen
Organen, unter anderem in den Nieren,"*® der Lunge'® oder dem Herz*®*’ als auch im Modell
der experimentell induzierten Fibrose, wie z. B. durch unilaterale Ligation des Ureters,
beobachtet.'*® Das AusmaR der Fibrose in relaxin-defizienten Méausen war jedoch reversibel
und hatte sich nach mehrtéagiger Infusion von rekombinantem Relaxin wieder an das des
Wildtyps angeglichen.™® 13 1% Dje |nfusion von rekombinantem Relaxin konnte auch in

diversen Nierenfibrose-Modellen, wie z.B. der renalen papillaren Fibrose,**

4 143

spontan

hypertensiven Ratten,’** nach Entfernung von Nierengewebe'® oder nach unilateraler

Ureterligation,*** die antifibrotische Wirkung bestétigen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Nierenfibrose mittels unilateraler Ureterligation fir eine
Dauer von 7 Tagen induziert. In diesem Modell kommt es typischerweise zu einer Infiltration
von Makrophagen, bevor in einem weiteren Schritt die Myofibroblasten-Differenzierung aus
verschiedenen Zelltypen begiinstigt wird.*** Innerhalb von 7 Tagen entwickelt sich eine

* welche auch in

interstitielle Fibrose mit einer Akkumulation von extrazellularer Matrix,*
dieser Arbeit durch die Erhéhung von Fibronektin, KollagenlAl und Gesamtkollagen

126



Diskussion

gemessen wurde. Auch der fir Myofibroblasten spezifische Marker a-SMA war signifikant
erhoht. Profibrotische TGF-B-abhangige Signaltransduktions-Mechanismen sowie die Gen-
und Proteinexpression diverser Proteine waren im fibrotischen Gewebe anders reguliert als
im gesunden Gewebe der kontralateralen Niere. Profibrotische Zytokine, wie z. B. TGF-3

oder CTGF, waren in fibrotischem Gewebe deutlich erhoht.

Das TGF-B3-Signal wird unter anderem sowohl tber Smad als auch Uber MAP-Kinasen
weitergeleitet (vgl. Kapitel 1.1.2), um die Myofibroblasten-Differenzierung sowie die
Gentranskription von zahlreichen, an fibrotischen Prozessen beteiligten Molekilen zu

regeln.™ In Ubereinstimmung mit bereits publizierten Daten®??*

waren in diesem Experiment
im fibrotischen Nierengewebe der Smad-abhangige Signalweg, indiziert durch erhohte
Smad2-Phosphorylierung, sowie der Smad-unabhangige, durch ERK1/2-Phosphorylierung

gemessen, aktiviert.

Die Behandlung mit Serelaxin wurde gleichzeitig mit der Ligation des Ureters gestartet und
fur die Dauer von 7 Tagen als kontinuierliche Infusion verabreicht. Die in dieser Arbeit
gewahlte Dosierung von Serelaxin mit 0,5 mg/kg/d wurde bereits in verschiedenen UUO-
induzierten Fibrose-Modellen verwendet.® 4 151 155 215 Epdogene Relaxin-Spiegel in
unbehandelten Tieren waren kaum detektierbar. Nach Verabreichung von rekombinantem
Relaxin stiegen die Serelaxin-Konzentrationen im Plasma an, die mit therapeutischen
Konzentrationen aus Kklinischen Studien bei Patienten mit akuter Herzinsuffizienz (ca.
11,2 ng/ml) vergleichbar waren. In diesem Patientenkollektiv wurde bereits eine
organprotektive Wirkung von Serelaxin beobachtet.”® ?** Auch die cGMP-Konzentrationen
waren im fibrotischen Nierengewebe erhdht und stiegen in mit Serelaxin behandelten
Mausen noch weiter an. Haufig wurde eine Beteiligung der NO-cGMP-Signaltransduktion an
der antifibrotischen Wirkung in verschiedenen Organen, wie z. B. der Niere, beobachtet. Eine
Erhéhung der cGMP-Konzentrationen wurde bereits durch verschiedene pharmakologische
Modulatoren, z. B. Stimulatoren oder Aktivatoren der loslichen Guanylatzyklase oder NO-
Donoren, erreicht.** 2!’ Inhibitoren der Phosphodiesterase 5 haben ebenfalls gezeigt, dass

sie ihre antifibrotische Wirkung tiber die gesteigerte Verfiigbarkeit von cGMP vermitteln.?'® 21°

|.64 |.63

Die cGMP-abhéangige Kinase cGKI war bei Schinner et al.” sowie Cui et al.” ebenfalls an der
cGMP-vermittelten antifibrotischen Wirkweise in einem UUO-Nierenfibrose-Modell beteiligt.
Dabei zeigte die cGKI eine erhdhte Aktivitat (gemessen an einer gesteigerten VASP-
Phosphorylierung an Serin(239)). Eine Beteiligung dieser Kinase an der Wirkung von

Serelaxin wurde in friiheren Verdoffentlichungen bisher noch nicht thematisiert. In dieser Arbeit
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wird eine gesteigerte Aktivitdt der cGKI durch Serelaxin beschrieben. Aul3erdem blieben
antifibrotische Effekte der Substanz im cGKI-KO aus. Daraus kann man schlief3en, dass das

NO-cGMP-cGKI-Signal an der antifibrotischen Wirkweise von Serelaxin beteiligt ist.

Méause, denen der Relaxin-Rezeptor RXFP1 fehlte, wiesen bezuglich der Fibrose einen mit

relaxin-defizienten Mausen vergleichbaren Phanotyp auf.'*® ?*® ?#! Dieser Rezeptor ist unter

86, 222 2

anderem in der Niere lokalisiert, wo er sowohl in vitro®™® als auch in vivo'™ in
Fibroblasten und Myofibroblasten von Ratten nachgewiesen wurde. Moéglicherweise wird der
antifibrotische Effekt von Serelaxin Uber diesen Rezeptor vermittelt. Wie RXFP1 die NO-
Ausschiittung begunstigt, ist bisher unbekannt. Jedoch wurde eine Beteiligung der
neuronalen NO-Synthase (nNOS) in renalen Myofibroblasten diskutiert, die endotheliale NO-
Synthase spielte dabei keine Rolle.®> **° Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen dieser
Arbeit, in welcher die eNOS-Expression durch die Serelaxin-Verabreichung nicht verandert
wurde. Die in Endothelzellen exprimierte eNOS ist vor allem fur die vasodilatative Wirkung
von Relaxin verantwortlich.?® Dennoch kann eine Beteiligung der eNOS an der
nephroprotektiven Wirkung von Serelaxin nicht ausgeschlossen werden, da die Aktivitat der
NO-Synthasen im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurde. Durch erhdhte Calcium-
Konzentrationen wird mdglicherweise die Aktivitat der Calcium-sensitiven Enzyme eNOS und
nNOS gesteigert. Morisada et al.?** haben ein komplexes Zusammenspiel aller NO-
Synthasen (eNOS, nNOS und iNOS) beschrieben, die einer renalen interstitiellen Fibrose

entgegenwirkten.

Zusatzlich kann das Angebot von NO bzw. cGMP auch Uber Phosphodiesterasen, die den
Abbau von cGMP beginstigen, gesteuert werden. Wie bereits in anderen Nierenfibrose-

Modellen beobachtet,??®

war die Expression der PDE5a und die Phosphorylierung der PDE5a
an Serin(92) — einer cGKI-spezifischen Phosphorylierungsstelle ?* — in fibrotischem Gewebe
stark erhoht. Diese Phosphorylierung erhéht die Aktivitat des Enzyms sowie die Affinitat von

cGMP zur allosterischen Bindungsstelle %7 228

und stellt somit eine Art autoregulatorischen
Feedback-Mechanismus fir die cGMP-Menge dar. Da es sich um eine cGKIl-spezifische
Phosphorylierung handelt, blieb — wie erwartet — der Behandlungseffekt im cGKI-KO-Modell
nach Serelaxin-Behandlung aus. Dass die Phosphorylierung im cGKI-KO nicht komplett
aufgehoben wurde, ist moglicherweise mit der Phosphorylierung durch die Proteinkinase A

(PKA) zu erklaren.”

TGF-B ist ein wichtiger profibrotischer Mediator und in fibrotischem Gewebe verglichen zu

gesundem Gewebe stark hochreguliert. Serelaxin ist in der Lage, TGF-B-Konzentrationen im
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Nierengewebe zu reduzieren.'” Dem gegeniiber stehen die Ergebnisse dieser Arbeit sowie
die Publikation von Hewitson et al.,*®* welche tber unveranderte Expressionsmuster von
TGF-B in fibrotischem Nierengewebe nach Serelaxin-Verabreichung berichteten. Die
profibrotischen TGF-B-Effekte werden iber den Smad-abhangigen®® bzw. —unabhéngigen
Weg, z. B. liber ERK1/2,*° vermittelt (vgl. Kapitel 1.1.2). Suzuki et al.* und Piek et al.”®
belegten, dass beispielsweise die Bildung von Fibronektin Uber den TGF-B-abhangigen
ERK1/2-Signalweg ablauft. Dieser Weg wird durch Serelaxin gehemmt, indem unter
Behandlung weniger ERK1 phosphoryliert wird. Die ERK2-Phosphorylierung bleibt allerdings

unverandert.

ERK1 und ERK2 sind zwei Isoformen, die in Mausen eine 84-prozentige Sequenzhomologie
aufweisen. Beide Proteine werden von MEK1/2 aktiviert und besitzen dieselbe
Substratspezifitat.”** Beide Isoformen werden ubiquitar exprimiert, wobei ERK2 eine héhere
Expression aufweist. Es gibt Hinweise darauf, dass die beiden Isoformen redundante
Funktionen einnehmen.?? ** Dem gegeniiber steht die Meinung, dass ERK1 und ERK2
unterschiedliche Funktionen haben — beispielsweise in Hepatozyten.?* AuRerdem sind erk1-

defiziente Mause vital und fertil, 2> 2%

erk2-defiziente Mause sind hingegen nicht
lebensfahig.”®” ERK1 begiinstigt vor allem das Zelliberleben, ERK2 uberwiegend die
Proliferation.”®® Roskoski et al.?° bieten eine Zusammenfassung Uber die Funktionen
unterschiedlicher MAP-Kinasen. Die differenzierte Funktion dieser Kinasen in verschiedenen

Geweben ist jedoch unter fibrotischen Umstéanden noch wenig erforscht.

190 1% wurde in dieser Arbeit eine

In Ubereinstimmung mit friiheren Veroffentlichungen
reduzierte Phosphorylierung des Smad2-Proteins beobachtet. Somit kam es sowohl Uber den
Smad-abhangigen als auch den ERK1/2-abhangigen Weg zu einem verringerten TGF-[3-
Effekt nach Serelaxin-Gabe. Da weder die Smad2- noch die ERK1/2-Phosphorylierung durch
Serelaxin im cGKI-KO gehemmt wurde, lasst sich eine Beteiligung der cGKI an der
Hemmung der TGF-B-Signaltransduktion vermuten. Auch andere Arbeitsgruppen vermuten,
dass eine Hemmung der ERK1-Phosphorylierung Uber die Bildung von cGMP reguliert
wird.**® Dem gegeniiber stehen Untersuchungen der ERK-Phosphorylierung unter dem
Einfluss von Serelaxin. Hier wurde in kultivierten renalen Myofibroblasten von Ratten eine
erhohte,® '*° in  humanen Fibroblasten-Zelllinien eine unverdnderte ERK1/2
Phosphorylierung**® beobachtet. Méglicherweise besteht eine Abhéngigkeit von Zelltyp oder
Spezies. Chow et al.** und Wang et al.** postulierten einen RXFP1-P-ERK1/2-nNOS-NO-

sGC-cGMP-abhangigen Signalweg. Da aber die ERK1-Phosphorylierung nur im WT und
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nicht im cGKI-KO reduziert worden ist, wird in dieser Arbeit die ERK1/2-Phosphorylierung

anders als bei Chow et al.® downstream der cGMP-abhangigen Kinase cGKI vermutet.

Die Gelatinasen MMP2 und MMP9 werden ebenfalls durch TGF-f gesteuert. Sie sind am
Abbau der extrazellularen Matrix und an Remodeling-Prozessen in der Niere beteiligt. Da
diese, wie in Kapitel 1.1.3 beschrieben, nicht nur Matrix-degradierende Eigenschaften haben,
sondern an weiteren, z. B. auch profibrotischen, Prozessen beteiligt sind, ist ihre Regulation
sehr komplex. Die Literatur beschreibt unterschiedliche Regulationsmechanismen der
Gelatinasen durch Serelaxin bei fibrotischen Umbauprozessen.® 14¢ 1% 131 Ein Anstieg der
MMP-Expression bzw. —Aktivitdt erhoht einerseits die Mdglichkeit, extrazellulare Matrix
abzubauen. Andererseits stimuliert es die TGF-B-Aktivitat und baut Kollagen Typ 4, den
Hauptbestandteil der Basalmembran, ab. MMP2 und MMP9 haben in in vivo Experimenten
durch den Abbau der Basalmembran die EMT begiinstigt.?***® Dabei haben Tan et al.?*®
nachgewiesen, dass der Anstieg von MMP9 nach UUO biphasisch eintritt. Der friihe Anstieg
erfolgte bis zu Tag 5, der spate erst ab Tag 11. Dies steht auch im Einklang mit den
Ergebnissen dieser Arbeit (keine erhbhten MMP9 Konzentrationen in fibrotischem Gewebe
verglichen mit gesundem Gewebe nach 7 Tagen). Ahnliche Ergebnisse zeigten Hewitson et
al., die nach 3 Tagen noch unveranderte, nach 9 Tagen dann erst reduzierte MMP9-
Konzentrationen detektierten.™ In der vorliegenden Arbeit wurde durch die Serelaxin-Gabe
das Gesamt-MMP9 kaum verandert, es wurde lediglich vermehrt latentes MMP9 in die aktive
Form gespalten. Die durch Serelaxin erhéhte Verfligbarkeit von NO kdnnte daran beteiligt

sein, pro-MMP9 in die aktive Form von MMP9 zu spalten.

Die Proteinexpression von MMP2 war in fibrotischem Nierengewebe stark erhoht. Die
vermehrte MMP2-Expression wurde auch in anderen Arbeiten nach UUO detektiert.™® 5% 215
Es gibt Hinweise darauf, dass die Genexpression von MMP2 Uber die TGF-B-Signalkaskade
durch Smad2 vermittelt wird.*® Somit kénnte die Abnahme der aktiven und latenten Form von
MMP2 bei Serelaxin-Verabreichung durch die — wie oben erlautert — verringerte Smad2-

Phosphorylierung zustande gekommen sein.

TIMP1 ist ein endogener Inhibitor der MMP2- und MMP9-Aktivitdt, dessen
Gewebeexpression in dieser Arbeit nach UUO erhoht war. Durch die Serelaxin-Gabe wurden
die TIMP1-Spiegel nicht veréndert. In anderen Arbeiten wurden TIMP1-Konzentrationen
sowohl in vitro in humanen Fibroblasten® als auch in vivo in einem experimentellen Modell

der diabetischen Kardiomyopathie?** und der UUO™ gesenkt. Wie auch fir MMPs bereits
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beobachtet wurde, kénnte auch bei der TIMP1-Regulation das Ausmald der Fibrose bzw. die

Behandlungsdauer eine Rolle spielen.

Weiterhin wurde PAI-1 untersucht, dessen Proteinexpression in der UUO hochreguliert
wird.>> #* Eine Uberexpression von PAI-1 war bei Matsuo et al. nach 14 Tagen mit einer

starker ausgepréagten interstitiellen Fibrose assoziiert.”*

Allerdings konnten diese in der UUO
bis Tag 7 keine erhdhte Expression des Proteins detektieren — erst an Tag 14. Auch in der
vorliegenden Arbeit wurde kein Anstieg der PAIl-1-Konzentrationen in fibrotischem
Nierengewebe gegeniber gesundem Gewebe an Tag 7 nachgewiesen. Die Behandlung mit
Serelaxin blieb diesbeziiglich ebenfalls ohne Effekte. Da Serelaxin meist nur entsprechende

Wirkung bei Dysregulationen gezeigt hat, ist hier auch kein Therapieeffekt zu erwarten.™% *>*

246

Die Gentranskription von CTGF wird durch TGF-$ getriggert. CTGF selbst wirkt profibrotisch
und potenziert die von TGF-B ausgehenden Effekte, wohingegen gleichzeitig die
renoprotektive Wirkung von BMP7 inhibiert wird. Aul3erdem interagiert es mit verschiedenen
Wachstumsfaktoren und Bestandteilen der extrazellularen Matrix, um deren Umsatz zu
beeinflussen.?*’ Jedoch sind aktuell viele Fragen zu diesem profibrotischen Zytokin noch
nicht beantwortet. Yokoi et al.**® haben analog zur vorliegenden Arbeit nachgewiesen, dass
die CTGF-Expression in Ratten nach 7-tdgiger UUO erhoht ist. Durch eine Behandlung, bei
Yokoi et al. mit einem antisense-Oligonukleotid, konnten die CTGF-Effekte nivelliert und
somit die Nierenfibrose verbessert werden. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden CTGF-
Konzentrationen im fibrotischen Nierengewebe durch Serelaxin-Behandlung signifikant
reduziert. Allerdings wurde im Bezug auf die CTGF-Proteinexpression kein
Behandlungseffekt in der cGKI-KO Maus gezeigt, weswegen auch hier eine Beteiligung der
cGKIl an der Regulation des Proteins vermutet wird. Zum Einfluss von Serelaxin auf CTGF
sind kaum Literatur-Daten verfigbar. Die Genexpression von CTGF blieb in renalen

152

kortikalen Fibroblasten-Zelllinien nach Serelaxin-Gabe jedoch unverandert.” Vermutlich sind

hier die Serelaxin-Effekte auch spezies- und zeitabhangig.

131



Diskussion

—_
TGF-B Rezeptor I Zellmembran

Serelaxin
S
5 Kernmembran
2
()
5 y
E TGF-B Zielgene:
3 PDE5a
- Reduktion nach 7-tagiger Serelaxin-Behandlung

- Bestandteile der ECM (Kollagene, Fibronektin)
- Profibrotische Stimuli (CTGF, a-SMA)
- MMPs

GMP

Keine Verédnderung nach 7-tdgiger Serelaxin-Behandlung
- Profibrotische Stimuli (PAI-1)
- TIMP1

Abbildung 42 Hypothese zur antifibrotischen Signaltransduktion von Serelaxin in der Niere a-SMA — a-
smooth muscle actin; cGKI - cyclic GMP-abhéangige Proteinkinase |; ©GMP - (zyklisches) Guanosin-
Monophosphat; CTGF - connective tissue growth factor; ECM — extrazellulare Matrix; MMP — Matrix-
Metalloproteinase; PAI — plasminogen activator inhibitor; PDE5a — Phosphodiesterase 5a; RXFP1 — Relaxin
Rezeptor; TGF-B — transforming growth factor-B; TIMP — tissue inhibitor of MMPs (nach Wetzl et al.*®)

4.1.2 Kurzfristige (3 Tage) Effekte von Serelaxin auf die Progression der

renalen Fibrose im Vergleich zur langerfristigen Behandlung (7 Tage)

Die Wirkweise von Serelaxin ist von verschiedenen EinfluRfaktoren — z. B. Behandlungsdauer
oder Dosis - abhéngig, was Untersuchungen zum antiinflammatorischen bzw.
antifibrotischen Effekt von Serelaxin gezeigt haben. Eine < 4-stiindige Inkubation von
dezidualen Makrophagen mit Serelaxin wirkte dabei entzindungshemmend, wahrend eine
24-stiindige Inkubation gegenteilige Effekte zeigte.”® '** Hewitson et al.™®' haben firr den
antifibrotischen Effekt von Serelaxin bei Mausen mit unilateraler Ureterligation
unterschiedliche Regulationen diverser Remodeling-Marker abhangig vom jeweiligen

Behandlungszeitraum (3 vs. 9 Tage) beobachtet.
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Im Kapitel 4.1.1 wurden die Ergebnisse nach 7-tagiger Behandlungsdauer bereits ausfihrlich
diskutiert. Um frihzeitige Effekte von Serelaxin zu beurteilen, wurde die UUO fir eine Dauer
von 3 Tagen durchgefiihrt. Im UUO-Modell ist dieser Zeitraum fir die Untersuchung
kurzfristiger Effekte geeignet, da das Gewebe ab einer 72-stiindigen UUO (entspricht 3
Tagen) renale fibrotische und apoptotische Veranderungen aufweist, die zur permanenten

Verschlechterung der glomeruldren Filtrationsrate fiihren.?*°

Die Serelaxin-Konzentrationen im Serum waren nach 3 und 7 Tagen mit ca. 20 ng/ml im WT
und ca. 15 ng/ml im cGKI-KO nicht signifikant unterschiedlich — weder zwischen den
verschiedenen Genotypen noch zwischen den Behandlungszeitrdumen. Somit kann man

eine konzentrationsabhangige Regulierung der Remodeling-Prozesse ausschliel3en.

Weiterhin muss beachtet werden, dass Serelaxin bisher Uberwiegend unter pathologisch
veranderten Umstédnden pharmakologisch wirksam war. So blieben basal stattfindende
Remodeling-Prozesse durch die Behandlung bisher kaum beeinflusst.™*® ** Ein weiteres
Beispiel hierfur ist die blutdrucksenkende Eigenschaft von Serelaxin. In der RELAX-AHF
Studie wurde bei Herzinsuffizienz-Patienten mit einem systolischem Blutdruck Uber 140
mmHg starker gesenkt als bei Patienten, deren systolischer Blutdruckwert unter diesem
Schwellenwert lag.”° Die glomerulére Filtrationsrate wurde ebenfalls vor allem bei Patienten

mit eingeschrénkter Nierenfunktion und nicht bei gesunden Freiwilligen gesteigert.’® %

Der Myofibroblasten-Marker a-SMA war sowohl nach 3 als auch nach 7 Tagen im WT um 50-
60 % erhoht, wobei seine Proteinexpression zu beiden Zeitpunkten durch die Behandlung mit

Serelaxin gesenkt wurde.

Das Gesamtkollagen wies ebenfalls ein ahnliches Expressionsmuster nach 3 bzw. 7 Tagen
auf. Die Zusammensetzung des Gesamtkollagens wurde hierbei nicht genauer untersucht. Es
ist aber bekannt, dass die Kollagene Typ 1, 3 und 4 in fibrotischem Gewebe dominieren.®

Auch das Gesamtkollagen konnte bereits nach 3 Tagen stark verringert werden.

Fibronektin hingegen lag nach 3-tdgiger UUO noch in geringeren Mengen als nach 7 Tagen
vor (Daten nicht gezeigt), welches auch nach 3-tagiger Behandlungsdauer mit Serelaxin noch
unverandert blieb. Vermutlich entfaltet Serelaxin seine Wirkung erst, sobald gréRere Mengen
an Fibronektin vorliegen. AuRerdem wird laut Suzuki et al.*® und Piek et al.® die
Gentranskription von Fibronektin Uber den Smad-unabhéngigen TGF-B-Signalweg durch die
Phosphorylierung von ERK1/2 gesteuert. Da nach 3-tagiger Serelaxin-Behandlung noch

keine Reduktion der ERK-Phosphorylierung beobachtet werden konnte, ist auch noch kein
133



Diskussion

Effekt auf die Fibronektin-Synthese zu erwarten. Die TGF-B-Proteinexpression war durch die
Serelaxin-Behandlung nach 3 Tagen ebenfalls unverédndert. Die Smad2-Phosphorylierung
konnte bereits nach 3-tagiger Behandlung im Vergleich zum unbehandelten Tier leicht
reduziert werden. Deshalb wird vermutet, dass die TGF-B-vermittelten profibrotischen Effekte
im frihen Stadium der unilateralen Ureterligation unter einer Abschwachung des Smad-
abhangigen Pfades auftreten. Jedoch war die Phosphorylierung von Smad2 nicht — wie nach
7-tagiger Behandlung — signifikant reduziert. Moglicherweise wird nach 3 Tagen nur die
direkte Smad2-Phosphorylierung gehemmt, die Phosphorylierung Uber den Crosstalk mit
ERK1/2 bleibt zu diesem Zeitpunkt noch aus. Die Reduktion von ao-SMA sowie
Gesamtkollagen durch Serelaxin wurden nur im Wildtyp-Tier beobachtet, was darauf
schlie3en lasst, dass bereits nach der kurzen Behandlungsdauer die cGKI eine wichtige Rolle

in der Signaltransduktion spielt.

Im Gegensatz zur 7-tdgigen Behandlung blieb MMP2 im WT nach 3-tagiger
Behandlungsphase durch die Serelaxin-Gabe noch unverandert. Die aktive Form von MMP9
wurde signifikant verringert, hingegen war die latente Form leicht erhdht. Da nach 7 Tagen
die latente Form der MMP9 signifikant reduziert war, sind hier Aktivierungsmechanismen, wie
z. B. durch NO oder Plasmin, fir die Spaltung von pro-MMP9 erst zu einem spateren
Zeitpunkt aktiv.

Ebenfalls blieben die CTGF-Konzentrationen nach 3-tagiger Behandlung noch unveréndert.
Auch in renalen kortikalen Fibroblasten-Zelllinien wurde bisher kein Einfluss auf die mRNA
von CTGF nach Serelaxin-Gabe beobachtet.’>? Da nach 7-tagiger Serelaxin-Behandlung eine
Reduktion der CTGF-Proteinexpression beobachtet wurde, ist moglicherweise die Relaxin-
vermittelte CTGF-Senkung erst nach langerer Verabreichung bzw. bei einer
schwerwiegenderen Nierenfibrose gegeben. Ein Zusammenhang zwischen CTGF und der
davon begunstigten ERK1/2-Phosphorylierung wird hier sichtbar, da nach 3 Tagen die CTGF-
Proteinexpression sowie die ERK1/2-Phosphorylierung unverandert blieben, wahrend nach 7

Tagen beides in geringerer Konzentration vorlag.

PAI-1 sowie TIMP1 waren nach 3 Tagen mit Behandlung verglichen mit den unbehandelten
Kontroll-Mausen nicht statistisch signifikant verandert. Da auch nach 7 Tagen kein
Behandlungseffekt durch Serelaxin beobachtet werden konnte, scheinen diese Marker in der

antifibrotischen Regulation von Serelaxin eine untergeordnete Rolle zu spielen.
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Abbildung 43 zeigt einen hypothetischen Signaltransduktionsweg fur Serelaxin nach der 3-
tagigen Behandlung in der durch UUO induzierten Nierenfibrose. Rot markiert sind dabei

verénderte Regulationen im Vergleich zur 7-tdgigen Behandlung.

-
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L J
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: |
§ Kernmembran
ol —> cGMP
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- Reduktion nach 3-tagiger Serelaxin-Behandlung

GMP - Bestandteile der ECM (Kollagene)

- Profibrotische Stimuli (a-SMA)

Keine Veranderung nach 3-tagiger Serelaxin-Behandlung
- Bestandteile der ECM (Fibronektin)

- Profibrotische Stimuli (CTGF, PAI-1)

- MMPs, TIMP1

Abbildung 43 Hypothese zur kurzfristigen antifibrotischen Signaltransduktion von Serelaxin (nach 3-
tagiger Behandlung) in der Niere (rot markiert sind veranderte Regulationen im Vergleich zu 7-tagiger
Behandlung) a-SMA — a-smooth muscle actin; cGKI — cyclic GMP-abhéngige Proteinkinase |I; ©GMP —
(zyklisches) Guanosin-Monophosphat; CTGF — connective tissue growth factor; ECM — extrazellulare Matrix; MMP
— Matrix-Metalloproteinase; PAI — plasminogen activator inhibitor; PDE5a — Phosphodiesterase 5a; RXFP1 —
Relaxin Rezeptor; TGF-B — transforming growth factor-g; TIMP — tissue inhibitor of MMPs

4.1.3 Pharmakotherapeutische Modulation von cGMP — Vergleich von

Serelaxin und Zaprinast in der Progression der renalen Fibrose

Die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sowohl Serelaxin und Zaprinast, ein
Inhibitor der Phosphodiesterase 5a, als auch die Kombination aus beiden Behandlungen

ahnliche Effekte auf die Akkumulation der extrazellularen Matrix haben. Dennoch weisen
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diese beiden Substanzen Unterschiede hinsichtlich ihrer Signaltransduktion auf, die im

Folgenden diskutiert werden.

Es handelt sich hierbei um zwei Substanzen, die auf unterschiedliche Weise eine Erhéhung
der cGMP-Konzentrationen erreichen.®® Um den Effekt zweier Substanzen vergleichen zu
koénnen, dirfen auch die verwendeten Dosierungen nicht auRer Acht gelassen werden. Die
Dosierungen wurden nach ausfuhrlicher Literatur-Recherche ausgewahlt. Serelaxin hat bei
0,5 mg/kg/d seine antifibrotische Wirkung tber die NO-cGMP-Achse bereits in anderen
Experimenten gezeigt.”> % 11 155 215 7aprinast hat im gewahlten Dosisbereich den Anstieg

von cGMP ohne signifikante Blutdrucksenkung gezeigt.**

Serelaxin bewirkt tGiber seinen Rezeptor RXFP1 sowie NO und die I6sliche Guanylatzyklase,
Zaprinast Uber die Inhibition der Phosphodiesterase 5 eine Erhdhung des second
messengers cGMP. Sowohl RXFP1 als auch die PDE5 sind in der Niere lokalisiert.?® %? Wie
zu erwarten war, wurden in diesem Experiment die cGMP-Konzentrationen im fibrotischen
Nierengewebe signifikant erhdht. Wahrend diese in Mausen mit Serelaxin-Behandlung und
der Kombinations-Behandlung vergleichbar waren, stieg die Konzentration in mit Zaprinast
behandelten Mausen um fast das Doppelte an, was auf die unterschiedliche Verabreichung
der Pharmaka zurtckzufihren ist. Wahrend fur Serelaxin durch die kontinuierliche
Verabreichung Uber osmotische Minipumpen konstante Konzentrationen erreicht wurden,
erfolgte die Gewebeentnahme bei Mausen mit Zaprinast-Behandlung ca. 90 Minuten nach
der Bolus-Injektion der gesamten Tagesdosis. Dies erklart jedoch noch nicht die signifikant
reduzierten cGMP-Konzentrationen bei der Verabreichung von Zaprinast und Serelaxin als
Kombinationstherapie im Vergleich zu Zaprinast als Monotherapie. Hier muss beachtet
werden, dass durch die Serelaxin-Behandlung sowohl die Expression als auch die Aktivitéat
(indiziert durch die Phosphorylierung) der PDE5a gesteigert wurde, was zu einem erhdhten
Abbau von cGMP fuhrte.

Hohere cGMP-Konzentrationen, wie sie in der Zaprinast-Behandlungsgruppe aufgetreten
sind, sind in der Lage, neben den cGMP-abhangigen Kinasen — u.a. cGKI — auch die
Proteinkinase A zu aktivieren.?*® Tatséchlich wurden im Gegensatz zur Serelaxin-Gruppe in
mit Zaprinast behandelten Tieren auch eine antifibrotische Wirkung im cGKI-KO beobachtet
(Fibronektin, Kollagen1lAl und Gesamtkollagen). Aber auch in den Mausen, denen beide
Medikamente verabreicht worden sind, konnten antifibrotische Effekte im cGKI-KO fir
Fibronektin, Kollagen1lAl und Gesamtkollagen beobachtet werden, obwohl hier die cGMP-

Konzentration mit dieser der Serelaxin-Gruppe vergleichbar war. Also kénnen diese Effekte
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nicht nur aufgrund der erh6hten cGMP-Spiegel auftreten. Zaprinast ist zusatzlich in der Lage,
andere Phosphodiesterasen in Ihrer Aktivitat zu hemmen, beispielsweise PDE1, PDE6, PDE9
und PDE11. PDE1 sowie PDE11 werden in der Niere exprimiert und unterstiitzen sowohl den
cGMP als auch den cAMP-Abbau.?®* ?** Der antifibrotische Effekt von Zaprinast und der
Kombination aus beiden Behandlungen wird demzufolge mdglicherweise neben der
Beteiligung der cGMP-abhéngigen cGKI iiber die PKA vermittelt. Schinner et al.®® haben
einen Review zu zyklischen Nukleotiden in der Nierenfibrose verfasst, der auch einen
inhibierenden Effekt der PKA auf die TGF-B-vermittelte Gentranskription in der Fibrose
beschreibt. Die TGF-B-Proteinexpression war in keiner der antifibrotisch wirksamen
Behandlungsoptionen reduziert, fur Zaprinast sogar signifikant erhtéht. Eine mogliche
Erklarung hierfir konnte das erhéhte Angebot an aktivem MMP2 und MMP9 sein, welches in
der Lage ist, latentes TGF-f in die aktive Form zu spalten. In dieser Arbeit wurden die aktiven
Homodimere (bei 24 kDa) quantifiziert. Unter Zaprinast oder Kombination aus beiden
Pharmaka ist weder die Proteinexpression von aktivem MMP2 noch die Aktivitat von MMP9

gesenkt worden.

Mit dem PDES5-Inhibitor Sildenafil konnte gezeigt werden, dass die Proteinexpression von
Matrix-Metalloproteinase 2 in glatten GefalBmuskelzellen der Pulmonalarterie gesenkt wurde,
indem es Uber die cGMP-cGKI zu einer verminderten Aktivierung der RhoA und somit der
verringerten Proteinexpression von MMP2 kommt.”*® Eine Beteiligung der ERK1/2 MAP-
Kinase wurde hier ebenfalls diskutiert.”®” Die Expression bzw. Aktivitat von RhoA wurde im
Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht. Weiterhin kénnen die Ergebnisse, welche fur den
PDES5-Inhibitor Sildenafil beschrieben worden sind, nicht ohne Weiteres auf die Wirkweise
von Zaprinast — einer Vorlaufer-Substanz des Sildenafils — Ubertragen werden. Zu Zaprinast
liegen in der Literatur keine Daten vor, welche die vorliegenden Ergebnisse untermauern

bzw. diesen widersprechen.

TGF-B Ubertrdgt seine Wirkung Uber einen Smad-abhéngigen bzw. —unabhangigen
Signalweg. Wahrend Serelaxin die Smad2- und die ERK1-Phosphorylierung inhibiert (wie in
Kapitel 4.1.1 beschrieben), wirkt Zaprinast und die Kombination aus Serelaxin und Zaprinast
Uber eine Reduktion der ERK1- und ERK2-Phosphorylierung hemmend auf die TGF-B-
SignalUbertragung — ohne Einfluss auf den Smad-abhéangigen Weg. Fiur Zaprinast waren
bislang keine Daten bekannt, die dessen Beeinflussung des TGF-B-Signalweges

I 258

beschreiben. Takimoto et a und Kiss et al.>®® wiesen fiir den PDE5-Inhibitor Sildenafil

ebenfalls eine reduzierte ERK1/2-Phosphorylierung nach, welche mit der antifibrotischen
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Wirkung dieser Substanz assoziiert war. Cui et al.”® haben eine reduzierte Proteinexpression
von TGF-B sowie verminderte Smad2-Phosphorylierung in einem UUO-Model nach
Behandlung mit dem PDES5-Inhibitor Sildenafil nachgewiesen. Allerdings wurde die UUO fir
einen Zeitraum von 14 Tagen und nicht wie im Rahmen dieser Arbeit fur die Dauer von 7
Tagen durchgefiihrt. Diese Zeitspannen konnen in diesem schnell progessiven Fibrose-
Modell nur sehr begrenzt miteinander verglichen werden. Auch Hohenstein et al.?* haben fiir
Vardenafil, einen weiteren PDE5-Inhibitor, in einem Nephritis-Modell ebenfalls eine reduzierte

Smad?2/3-Phosphorylierung nachgewiesen.

Da die Protein-Expression von CTGF sowohl iiber den Smad-abhangigen als auch tber den
Smad-unabhéngigen Weg beeinflusst wird,*® sieht man nur eine Reduktion der CTGF-
Proteinexpression in Tieren nach Serelaxin-Behandlung. Weder bei Zaprinast noch bei
Kombinationstherapie konnte eine Reduktion der Smad2-Phosphorylierung gezeigt werden,

wodurch dann auch keine verringerte CTGF-Proteinexpression folgte.

Zusammenfassend waren die antifibrotischen Effekte von Serelaxin und Zaprinast im UUO-
Modell vergleichbar. Die Kombination der beiden cGMP-erhéhenden Therapieoptionen war
nicht wirksamer als die Einzelsubstanzen. Dies lasst darauf schliel3en, dass die Proteinkinase
cGKIl bereits vollstandig durch die Verabreichung von einer Substanz ihre antifibrotische

Wirkung vermittelt.
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Abbildung 44 Hypothese zur antifibrotischen Signaltransduktion von Serelaxin (grin) und Zaprinast (blau)
nach 7-tdgiger Behandlung in der Niere a-SMA — a-smooth muscle actin; cGKI — cyclic GMP-abhangige
Proteinkinase |; ©GMP — (zyklisches) Guanosin-Monophosphat; CTGF — connective tissue growth factor; ECM —
extrazellulare Matrix,; MMP — Matrix-Metalloproteinase; PAI — plasminogen activator inhibitor; PDE5a —
Phosphodiesterase 5a; RXFP1 — Relaxin Rezeptor; TGF-f — transforming growth factor-g; TIMP — tissue inhibitor

of MMPs

4.1.4 Einfluss von Serelaxin auf die Nierenfunktion wahrend der Progression

der renalen Fibrose

4.1.4.1 Entwicklung der Analysen-Methode

Die Konzentrationen von Kreatinin im Serum und die Kreatininclearance sind klinisch-
chemische Routineparameter zur Charakterisierung der Nierenfunktion sowohl bei Menschen
als auch bei Versuchtieren.?®® In der klinischen Chemie wird Kreatinin mit Hilfe der Jaffé-
Reaktion oder enzymatischer Methoden bestimmt, die beim Menschen hinreichend richtige

Werte ergeben, obwohl neue Vergleichsuntersuchungen mit der HPLC zeigen, dass es bei
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Patienten haufiger zu Interferenzen kommt, sowohl bei der Jaffé- als auch bei enzymatischen

Methoden. 25t 262

Obwohl bereits 1985 gefordert wurde, Kreatinin in Serum oder Plasma von Mausen mit Hilfe
der HPLC zu bestimmen, weil die Konzentrationen mit der photometrischen Jaffé-Reaktion
um ein Mehrfaches falsch hoch liegen, wurde die Jaffé-Reaktion auch in den letzten Jahren

263, 264

noch in Publikationen angewendet — moglicherweise weil viele Autoanalyser in der

klinischen Chemie die Jaffé-Reaktion bis heute nutzen.

Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit die HPLC als
Bestimmungsmethode gewahlt. Das Trennsystem mit dem stark sauren Kationenaustauscher
erwies sich als Uberlegen gegeniuber gebrauchlicheren C18-Materialien, insbesondere im
Hinblick auf die Selektivitat im Vergleich zu reversed-phase oder auch HILIC-Materialien (F.

Kees, personliche Mitteilung).

Die Probenvorbereitung der anfangs benutzten, bereits in der Literatur beschriebenen
Methode?®?% peinhaltet einen Eindampfschritt und ist dadurch zeitaufwendiger. Zudem
wurde auch ein breiter Zusatzpeak in den Chromatogrammen gefunden, der im Laufe der
Analysen mit der Bestimmung von Kreatinin interferierte. Diese Interferenz soll nach
Literaturangaben nur beobachtet werden, wenn das Serum mit einer Mischung aus
Acetonitril/ 1 % Salz- oder Essigsaure und nicht nur mit Acetonitril enteiweilt wird,?*® was in
dieser Arbeit nicht bestatigt werden konnte. Das lonenaustauschermaterial reagiert aber sehr
empfindlich auf Anderungen der lonenstarke (vgl. Abb. Abbildung 25), sodass die
unterschiedlichen Erfahrungen auf leichte Anderungen in der mobilen Phase zuriickzufiihren
sind. Eine Losung des Problems ergab sich durch den Wechsel der mobilen Phase von 0.1 M
Phosphatpuffer auf 5 mM Acetatpuffer, wobei bemerkt werden muss, dass der Acetatpuffer
schon bei Dunn et al.**” beschrieben wurde. Leider fehlen dort die Angaben zum Anteil
Acetonitril, sodass beim Nacharbeiten der Methode Kreatinin zunachst Uberhaupt nicht
nachgewiesen werden konnte, weil es offensichtlich nicht von der Saule eluierte. Der in der
vorliegenden Arbeit nun neu entwickelte Eluent gestattete die empfindliche, préazise
Bestimmung von Kreatinin in Mausserum aus 5-10pl Serum. Die vereinfachte
Probenvorbereitung durch alleinige EnteiweiBung des Serums mit Perchlorsdure mit
quantitativer Wiederfindung ist nicht nur schneller als die in der Literatur beschriebene
Methode,?®® %7 sondern eriibrigt auch die Verwendung eines internen Standards. Diese
einfache HPLC-Methode mit photometrischer Detektion kann erfolgreich mit HPLC-Methoden

mit massenspektrometrischer Detektion?®? konkurrieren.
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4.1.4.2 Einfluss von Serelaxin auf das Serumkreatinin

Zur Bestimmung der Funktionsfahigkeit der menschlichen Niere wird h&aufig die glomerulére
Filtrationsrate abgeschatzt, welche n&herungsweise mit der Kreatinin-Clearance
gleichzusetzen ist. Die glomerulére Filtrationsrate errechnet sich aus dem Serumkreatinin
sowie weiteren patientenindividuellen Parametern (z.B. Gewicht, Alter, Hautfarbe). Bei den
Mausen wurde in der vorliegenden Arbeit die Kreatinin-Konzentration im Serum bestimmt,
eine einfachere Methode zur Abschatzung der Nierenfunktion. Die Bestimmung der Kreatinin-
Clearance, verbunden mit Platzierung der Tiere im Stoffwechselkafig fur die Urinsammlung,

ist wesentlich aufwendiger und bringt keinen erheblichen Vorteil.

Wahrend beim Menschen das Kreatinin fast ausschlieBZlich glomerular filtriert wird, tragt in der
Maus die tubulare Sekretion, welche unter pathologischen Bedingungen sogar noch erhoht
ist, maRgeblich zur Ausscheidung von Kreatinin bei.?®® In dieser Arbeit wurden signifikant
erhdhte Kreatinin-Konzentrationen nach 7-tdgiger UUO detektiert. Selbiges wurde in diversen
Arbeiten nach Induktion einer UUO ebenfalls nachgewiesen.?®®?° Die hier als erhoht
beschriebenen Serumkreatinin-Konzentrationen liegen aber noch unter den Normalwerten
der eben zitierten Arbeiten, in welchen Kreatinin mithilfe enzymatischer Reaktionen bzw. der
Jaffé-Reaktion bestimmt wurde. Sowohl bei der Jaffé- als auch bei der enzymatischen
Kreatinin-Bestimmung kann es zu falsch hohen Messwerten auf Grund von Interferenzen mit
anderen Proteinen oder Glucose kommen.?®®> Daraus kénnte man folgern, dass die in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesenen Veranderungen nur durch die hochempfindliche HPLC-
Methode nachgewiesen werden konnten. Wahrend der Behandlung mit Serelaxin stieg wohl
das Serumkreatinin nach 3 Tagen an, wurde aber nach 7 Tagen Ureterligation wieder
signifikant reduziert, was als eine Verbesserung der Nierenfunktion interpretiert werden kann.
Verringerte Serumkreatinin-Konzentrationen wurden nach Serelaxin-Verabreichung auch
bereits bei Relaxin-knock out Mausen'*® sowie in einem murinen Model mit einer Erkrankung
der glomeruldren Basalmembran'*! beobachtet. Andererseits sind fir Serelaxin auch bei
anderen Prozessen, z. B. bei Entziindungsvorgangen, durchaus zeit- und dosisabhangig

kontrare Wirkungen beschrieben worden.%® 13> 1%

Moglicherweise spielen friihe
Inflammationsprozesse eine Rolle fir die nach 3 Tagen erhdhten Kreatinin-Konzentrationen
im Serum. Ob die nach 7-tdgiger Behandlung verringerte Kreatinin-Konzentration auf die
vasodilatative Wirkung von Serelaxin zurtickzufiihren ist, welche einen erhéhten renalen
Plasmafluss und eine verbesserte glomeruléare Filtrationsrate der gesunden kontralateralen

Niere bewirkt, oder ob sie aufgrund des antifibrotischen Effektes und der damit verbundenen
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strukturellen Verdnderungen in der UUO-Niere zustande kommt, wurde in dieser Arbeit nicht

naher untersucht.

Im Gegensatz zur Serelaxin-Behandlung konnte mit Zaprinast die Konzentration des
Serumkreatinins nach 7-tagiger Behandlung nicht reduziert werden. Moglicherweise spielen
hierbei  zusatzlich zur antifibrotischen Wirkung von Serelaxin auch dessen
antiinflammatorische, antiapoptotische, antioxidative und angiogene Effekte eine Rolle, die
sich positiv auf die Nierenfunktion auswirken (vgl. Kapitel 1.2.4). Warum allerdings eine
Reduktion des Serumkreatinins durch die Kombination aus Serelaxin und Zaprinast ausblieb,
wurde in dieser Arbeit nicht ndher untersucht. Moglicherweise spielen hier auch weitere
pharmakologische Wirkungen von Serelaxin eine Rolle, denen Zaprinast mdglicherweise

entgegen wirkt.

4.1.5 Die Modulation des zyklischen Nukleotids cGMP bei fibrotischen

Erkrankungen

Das zyklische Nukleotid cGMP ist sowohl in klinischen als auch préklinischen Experimenten
wahrend fibrotischer Umbauprozesse erhoht. In vivo und in vitro Experimente zeigten, dass
cGMP in der Therapie der Fibrose eine wichtige Rolle spielt, da Uber die Aktivierung der
cGMP-abhangigen Proteinkinase | die TGF-B-Signaltransduktion gehemmt wird.**®* Auch in
der pulmonalen Hypertonie sind cGMP-Konzentrationen im Vergleich zu gesunden Kontrollen
271, 272

signifikant erhoht
(PVR).?"

und korrelieren zugleich mit dem pulmonalvaskularen Widerstand

Eine Mdglichkeit zur Therapie der pulmonalarteriellen Hypertonie ist die Erhéhung von cGMP
durch Pharmaka, wie z. B. Phosphodiesterase-5-Inhibitoren. Phosphodiesterase-5-Hemmer
sind eine Wirkstoff-Klasse, welche in der Monotherapie von Patienten mit WHO-Schweregrad
Il oder Il eine 1A bzw. 1B Empfehlung in der europaischen ESC/ERS-Leitlinie aufweist.’®*
Hierdurch wird durch eine Vasodilatation in LungengefafRen sowie durch die antifibrotische
Wirkung auf das vaskulare Remodeling das Fortschreiten der Erkrankung verzdgert. Diese
Substanzklasse zeigte in dem praklinischen Nierenfibrose-Modell in der vorliegenden Arbeit
ahnliche antifibrotische Eigenschaften wie Serelaxin. Auf3erdem erhéhte es — &hnlich wie
Serelaxin — signifikant die cGMP-Konzentrationen in fibrotischem Gewebe. Durch die
Modulation weiterer Signalwege ist Serelaxin darliber hinaus antioxidativ, antiinflammatorisch

und angiogen wirksam (vgl. Kapitel 1.2). Allerdings gibt es mit lloprost auch ein PAH-
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Therapeutikum, das nicht direkt tiber die Modulation von cGMP wirkt. Hier wurde sogar eine
rasche Abnahme der cGMP-Konzentration bei Patienten mit PAH beobachtet, was hier auf

die Reduktion der natriuretischen Peptide im Blut zuriickzufiihren ist.*"
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4.2 Fibrose-assoziierte Biomarker als prognostische Biomarker in der

pulmonalen Hypertonie

Die pulmonale Hypertonie ist durch vaskuldres Remodeling charakterisiert, welches zu einem
Anstieg der pulmonalvaskularen Driicke fihrt. Infolgedessen wird die Nachlast am rechten
Herzen erhéht, was das kardiale Remodeling verursacht. Aufgrund des hohen
Leidensdrucks, der raschen Krankheitsprogression und der invasiven Verlaufskontrolle durch
den Rechtsherzkatheter, ist es umso wichtiger, einen weniger invasiv messbaren pradiktiven
Parameter zu evaluieren, welcher zur Verlaufskontrolle der Patienten mit pulmonaler
Hypertonie geeignet ist und im besten Fall mit dem Risiko eines Rechtsherzversagen in

dieser Patienten-Population assoziiert ist.

Mithilfe dieser retrospektiven Datenanalyse wurde ermittelt, ob Fibrose-assoziierte
Biomarker, wie z. B. MMP/TIMP-Verhéltnisse, in der pulmonalen Hypertonie hinsichtlich ihrer

prognostischen Wertigkeit von klinischer Relevanz sind.

4.2.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

Die untersuchten Patienten sind Teil des von Tiede et al.”’* untersuchten Kollektivs, welche
MMP2, MMP9, TIMP1 sowie TIMP4 bei Diagnosestellung bereits friiher evaluiert haben.
Darauf aufbauend sind in dieser Arbeit Patienten mit der Diagnose einer iPAH oder PH-LHD
enthalten, fir welche mindestens eine Rechtsherzkatheter-Untersuchung bei einer

Nachfolge-Untersuchung vorlag.

Insgesamt konnten 35 Patienten in die Analyse eingeschlossen werden, 24 davon mit einer
idiopathischen pulmonalarteriellen Hypertonie (iPAH) und 11 mit pulmonaler Hypertonie
aufgrund einer Linksherzinsuffizienz (PH-LHD). Einerseits liegt hier eine pulmonale préa-
kapillare Erkrankung vor (iPAH), bei welcher es vor allem zu einer Schadigung des rechten
Herzens kommt. Andererseits werden Patienten mit pulmonaler Hypertonie, welche sich

aufgrund einer Linksherzinsuffizienz entwickelt hat, nédher betrachtet (PH-LHD).

In beiden Kollektiven wurde ein erhthter mittlerer pulmonalarterieller Druck (mPAP > 25
mmHg) gemessen. Laut Literatur liegt bei gesunden Menschen der mPAP bei 14 mmHg mit
einer Obergrenze von 20 mmHg.?”® Fir die pulmonale Hypertonie wird laut ESC/ERS

Guidelines'® ein mPAP = 25 mmHg in Ruhe definiert.
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Hamodynamisch konnten die beiden Formen der pulmonalen Hypertonie aufgrund ihres
PAWP unterschieden werden. Der PAWP ist ein Mal3 fir die Druckverhaltnisse im linken
Vorhof. Die pulmonalarterielle Hypertonie, zu welcher die iPAH zahlt, wird durch einen PAWP
< 15 mmHg definiert, wahrend Patienten mit PH-LHD, resultierend aus einer Dysfunktion des
linken Herzens, durch einen PAWP > 15 mmHg charakterisiert werden. Wie somit zu
erwarten war, unterschieden sich die Kollektive zum Zeitpunkt der Diagnosestellung (V1)
hinsichtlich des PAWP signifikant. Allerdings lag der mittlere PAWP der PH-LHD-Patienten
unter 15 mmHg. Der fur diese Erkrankung ungewohnlich niedrige Wert des PAWPs war auf
wenige Patienten zurtickzufiihren, die trotz bestehender PH-LHD zum Zeitpunkt der Messung
einen normalen PAWP aufwiesen. Der PAWP kann z.B. durch forcierte Diurese bei
Patienten mit Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion kurzzeitig abgesenkt
werden.?’® Die Patienten, fir welche die linksventrikulare Ejektionsfraktion dokumentiert
worden ist, wiesen eine Herzinsuffizienz mit erhaltener Ejektionsfraktion auf. AuRerdem wird
angenommen, dass es sich Uberwiegend um Patienten mit einer kombinierten pra- und
postkapillaren pulmonalen Hypertonie handelt, da der pulmonalvaskulare Widerstand tber 3

Wood Units (entspricht ca. 240 dyn*sec/cm®) lag.'®

Weitere Baseline-Parameter sind typisch flr das untersuchte Patientenkollektiv: bei
Diagnosestellung waren die iPAH-Patienten bzgl. Alter, Schweregrad und Hamodynamik
ungefahr mit den von Hoeper et al.'” veréffentlichten epidemiologischen Daten aus dem PH
Register COMPERA vergleichbar. Fur Patienten mit PH-LHD sind keine vergleichbaren
Register-Daten bekannt. Die Geschlechterverteilung war nahezu ausgeglichen, das Alter der
Patienten lag zwischen 27 und 85 Jahren in der iPAH sowie zwischen 55 und 70 Jahren in
der PH-LHD.

Es wurde keine Medikation in die Auswertung einbezogen — einerseits aufgrund der geringen
Fallzahl und andererseits aufgrund der heterogen verteilten Behandlungsmaoglichkeiten. Der
Zeitraum fur die Patientenrekrutierung umfasste eine Zeitspanne von mehr als 10 Jahren, in
denen Leitlinien aktualisiert, sowie neue Arzneimittel in dieser Indikation klinisch getestet und
zugelassen worden sind. Die Medikation per se stellt keinen Pradiktor fiir Uberleben bzw.
klinische Verschlechterung dar, sollte jedoch indirekt die Risikofaktoren modifizieren, welche

den Krankheitsverlauf, die Prognose sowie das klinische Erscheinungsbild wiederspiegeln.

Aufgrund der unterschiedlichen Atiologien war es sinnvoll, diese beiden Patientenkollektive
getrennt voneinander auszuwerten, was jedoch mit einer Reduktion der Fallzahlen in den

einzelnen Gruppen einherging und somit die statistische Aussagekraft reduzierte. Deshalb
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war es im Rahmen dieser Analyse mdglich, Hypothesen zu generieren, welche aber fur
konfirmatorische Aussagen weitere Forschungstatigkeiten auf diesem Gebiet erforderlich

machen.

4.2.2 Matrix-Metalloproteinasen und deren Inhibitoren bei kardiovaskularen

Erkrankungen

Matrix-Metalloproteinasen und deren Inhibitoren (TIMPs) wurden in der Literatur bereits
haufig bei verschiedenen kardiovaskuldren Erkrankungen, wie z. B. dem Myokardinfarkt,
ischamischen Herzerkrankungen, Diabetes mellitus und Hypertonie als wichtige Biomarker
beschrieben.?”” Die kardiale und pulmonale Lokalisation der Gelatinasen MMP2 und MMP9
sowie TIMP1 wurde nachgewiesen, wobei es sich bei TIMP4 unter physiologischen
Bedingungen um einen Biomarker mit Uiberwiegend kardialer Expression handelt.®® ' In der
idiopathischen pulmonalen Fibrose konnte TIMP4 jedoch auch in pulmonalem Gewebe

detektiert werden.®*

Da diese Marker aber in vielen verschiedenen Organen, wie z. B. Lunge, Leber oder Niere,>

eine wichtige Rolle spielen, ist ihre diagnostische Bedeutung gering. Tiede et al.?”* haben
diese Marker in Patienten erhoben, bei denen nach Auswertung der Rechtsherzkatheter-
Untersuchung eine pulmonale Hypertonie ausgeschlossen worden ist. Auch hier war kein
Unterschied der Plasma-Konzentrationen im Vergleich zu Patienten mit PH detektierbar. Der
Fokus der vorliegenden Arbeit lag deswegen auf der Beurteilung des prognostischen Wertes

oder der Verdnderung wahrend des Krankheitsverlaufs.

Auch in der pulmonalarteriellen Hypertonie, welche mit Remodeling-Prozessen sowohl in der
Lunge als auch im Herz einhergeht, ist in der Literatur eine Erhéhung von MMP2, MMP9,
TIMP1 und/ oder TIMP4 im Plasma sowie Urin verglichen mit gesunden Kontrollkollektiven

beobachtet worden.®"18%

2’8 Zu Patienten mit pulmonaler Hypertonie aufgrund einer
Linksherzinsuffizienz gibt es bisher wenige Informationen beziglich dieser Biomarker, jedoch
wurden erhohte Spiegel von MMP2 bei Patienten mit Herzinsuffizienz in Verbindung mit
pulmonaler Hypertonie im Vergleich zu hypertonen Patienten beschrieben.?”® Aufgrund der
erhohten Biomarker-Werte im iPAH-Kollektiv und der fehlenden Signifikanz bei den
Biomarker-Konzentrationen zwischen iPAH und PH-LHD, wurde auch in der PH-LHD eine
Erhdhung aller untersuchten Fibrose-assoziierten Biomarker angenommen. Da die

Blutproben aus der vorliegenden Arbeit wahrend einer Rechtsherzkatheteruntersuchung aus
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der Pulmonalarterie entnommen worden sind, waren in diesem Experiment keine

Plasmaproben gesunder Probanden verfugbar.

Erste Hinweise existieren bereits, dass diese Biomarker mit dem Krankheitsverlauf assoziiert
sind. Interessanterweise wurden diese Marker bereits im friihen Stadium der Krankheit
veréndert — zu einem Zeitpunkt, als bereits Remodeling stattfand, jedoch die Herzfunktion
noch nicht eingeschrankt war. Bei Patienten mit Herzinsuffizienz aufgrund einer
Aortenstenose wurden im Myokard erhdhte Konzentrationen von Matrix-Metalloproteinasen
sowie TIMPs detektiert, mit der Ausnahme von TIMP4, welches im druckiberladenen
Myokardium im Vergleich zu Kontrollen erniedrigt war. Das Ausmafl der fibrotischen
Veranderungen und die damit verbundene Entwicklung der Herzinsuffizienz standen im
Zusammenhang mit erhéhten MMPs und TIMPs sowie erniedrigten TIMP4-Spiegeln.?°
Weiterhin wurde wenige Jahre spater von derselben Arbeitsgruppe bei terminaler
Herzinsuffizienz eine erhdhte Expression dieser MMPs und TIMPs beobachtet, welche flr
TIMP4 ebenfalls eine Hochregulation bewirkte. TIMP4-Konzentrationen zeigten dabei eine
positive Korrelation mit der Anh&ufung der Kollagene Typ 1 und 3 im Myokard, die auf eine
Ablagerung von extrazelluldrer Matrix hinweist.?®* Bei Patienten mit terminaler
Herzinsuffizienz und dilatativer Kardiomyopathie wurden im Myokard bereits erhdhte Protein-
Expressionen von MMPs und TIMPs, sowie erhdhte Aktivititen der MMPs festgestellt.?®
Tiede et al.?”* zeigten, dass in Patienten mit pulmonaler Hypertonie MMP2- und TIMP1-
Konzentrationen im Citrat-Plasma der Pulmonalarterie zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
ein Mal} fur die Krankheitsschwere sowie flr die Prognose bei Patienten mit pulmonaler

Hypertonie sein kénnen.

Im Gegensatz zu den eben genannten Publikationen wurden in der vorliegenden Arbeit die
untersuchten Marker nicht bei Diagnosestellung (V1) ausgewertet, sondern bei der
Folgevisite bzw. dem Verlauf zwischen diesen beiden Zeitpunkten. In diversen
Untersuchungen wurde bereits gezeigt, dass die Prognose stark abhéangig vom
Therapieansprechen jedes einzelnen Patienten ist, was jedoch zum Zeitpunkt der Diagnose
noch nicht beriicksichtigt werden kann.*®® %3 284 Nickel et al.'”® haben ebenfalls an einem
Beispiel von 109 Patienten mit iPAH gezeigt, dass die prognostische Wertigkeit von
etablierten Biomarkern, wie z.B. WHO-Schweregrad-Klassifikation, Herzindex, vendse
Sauerstoffsattigung und NT-proBNP, welche fiir eine Verwendung bei Diagnosestellung
validiert worden sind, bei Anwendung an der Folgevisite im Vergleich zu Baseline weiter

anstieg. Benza et al.'”® entwickelten ebenfalls einen Risiko-Score zur Abschétzung des 1-
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Jahres-Uberlebens, welcher unter anderem die funktionelle Klasse (gemaR WHO-
Klassifikation), BNP, 6MWD, Hamodynamik- und Echokardiographie-Variablen berticksichtigt
und sich an die Ergebnisse aus dem REVEAL-Register anlehnt. Obwohl er basierend auf
Baseline-Daten erstellt worden ist, wurde bereits gezeigt, dass dieser Score jederzeit

wahrend des Krankheitsverlaufs angewendet werden kann.

Auch die Matrix-Metalloproteinasen konnten in in vivo Experimenten zeigen, dass sie durch
Medikamente, die in der Therapie der pulmonalen Hypertonie eingesetzt werden, moduliert
werden kénnen. Schermuly et al.’® zeigten dies fiir das Prostazyklin-Analogon lloprost in
Monocrotalin-induzierter pulmonaler Hypertonie in Ratten. Hiremath et al.?’® bestatigten dies
ebenfalls an Patienten mit PH, bei denen das Prostazyklin-Analogon Treprostinil ebenfalls
einen reduzierenden Effekt auf die Matrix-Metalloproteinasen 2 und 9 zeigte, was mit einer

Erh6hung des Prognosemarkers 6MWD einherging.

Auch in der hier untersuchten Patienten-Population wurde gezeigt, dass sich die Biomarker
von Visite 1 bis zur Nachfolge-Untersuchung V2 veranderten. Mehrere Arbeiten'®® 281 286-292
deuten darauf hin, dass bei Fibrose-assoziierten Erkrankungen nicht die Expression einzelner
MMPs und TIMPs betrachtet werden kann, sondern dass eine Imbalance der MMP/TIMP-
Verhéltnisse, welche die tatsachlichen Aktivitaten der Matrix-Metalloproteinasen
wiederspiegeln, fir die pathologischen Umbauprozesse verantwortlich ist. Diese wurden
bisher in der pulmonalen Hypertonie nur unzureichend untersucht. In dieser Arbeit wurden
genau diese MMP/TIMP-Verhéltnisse analysiert. Im Beobachtungszeitraum gab es sowohl
Patienten, deren MMP/TIMP-Verhéltnisse sich von V1 bis V2 erhoht (vgl. Abbildung 31,

Abbildung 32, griin) als auch reduziert (vgl. Abbildung 31, Abbildung 32, rot) haben.

4.2.3 Korrelationen von MMP/TIMP-Verhéltnissen bei der Folgeuntersuchung
im iPAH-Kollektiv

In  der vorliegenden Arbeit wurde ein starker Zusammenhang des mittleren
pulmonalarteriellen Drucks und des pulmonalvaskularen Widerstands mit MMP2/TIMP4
sowie mit MMP9/TIMP1 festgestellt. In anderen Lungenerkrankungen sowie bei
Bindegewebserkrankungen (Kollagenosen) wurde ein leicht erhéhter mPAP als prognostisch
wertvoll erachtet.?**?°* Auch in der pulmonalen Hypertonie wurde diesem Parameter vor {iber

20 Jahren ein prognostischer Wert zugesprochen,'”® was jedoch in neueren Arbeiten'’® 180 2%

164

sowie den aktuellen Leitlinien™" teillweise revidiert wird. Mdglicherweise beruht die fehlende
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prognostische Aussagekraft des mPAP darauf, dass bei sinkendem pulmonalvaskularem
Widerstand durch die Erhéhung des Herzindex der mittlere pulmonalarterielle Druck zunachst

unverandert bleibt.

Aullerdem bestand ein starker Zusammenhang der eben genannten Marker mit dem
pulmonalvaskularen Widerstand. Indirekt — als Indikator fiir ein Ansprechen von Patienten auf
Epoprostenol — zeigte dieser sein prognostisches Potential.'®® In einer Meta-Analyse mit
mehr als 800 Patienten wurde jedoch beobachtet, dass in einer Behandlungsgruppe, in
welcher das Risiko fur eine klinische Verschlechterung gesenkt werden konnte, mit einer
Abnahme des mPAP und des PVR einherging.”®® Der Herzindex, der rechtsatriale Druck
sowie die vendse Sauerstoffsattigung werden in den Leitlinien'®* als sehr robuste Marker fiir
den Verlauf der PAH bezeichnet. Ersterer zeigte in dem im Rahmen dieser Arbeit

untersuchten Kollektiv keinen Zusammenhang mit den Biomarkern.

Die ESC/ERS Leitlinien'® empfehlen zur Verlaufskontrolle von pulmonaler Hypertonie den
6-Minuten-Gehtest (6MWD) sowie den kardialen Stressmarker BNP. Die hier untersuchten
Variablen zeigten keinen Zusammenhang mit diesen Parametern. Aufgrund der geringen
Patientenzahl konnte der 6MWD nicht fiir seine einflussnehmenden Faktoren wie z. B. Alter,
Geschlecht, GrolRe, Gewicht oder Komorbiditaten adjustiert werden. Dies macht den 6MWD
zu einem storanfalligen Marker, der in dieser Analyse keinen signifikanten Zusammenhang
mit dem klinischen Erscheinungsbild ergeben hat. BNP-Konzentrationen haben aber bereits
mehrmals gezeigt, dass sie einen Zusammenhang mit den hier untersuchten Kklinischen
Parametern aufweisen.’®® %’ Méglicherweise spielt auch hier die geringe Fallzahl, welche
Korrelationsanalysen sehr anfallig fur AusreiBer macht, eine entscheidende Rolle.
Interessanterweise trat eine Korrelation der etablierten Marker BNP und 6MWD mit
MMP/TIMP-Verhaltnissen nur fur die Analyse der relativen Veranderungen von V1 bis V2 auf,
obwohl bisher nur die Absolutwerte von 6MWD und BNP und nicht die jeweiligen relativen
Veranderungen zwischen den Visiten einen prognostischen Wert aufzeigten.’®* Allerdings
dienen die Veranderungen von 6MWD oder BNP (bzw. NT-proBNP) in der klinischen Praxis
als relevante Therapieziele und werden aus diesem Grund auch in klinischen Studien haufig

als Endpunkte gewahlt.?® 2%°

Weiterhin konnte bei der Nachfolge-Visite fur eines der untersuchten MMP/TIMP-Verhaltnisse
eine starke Korrelation mit der TAPSE beobachtet werden. Diese ist ein Mal3 fur die
rechtsventrikulare Funktion und stellt im Gegensatz zum 6-Minuten-Gehtest eine objektive

und reproduzierbare GroRRe zur Beurteilung des klinischen Behandlungserfolges dar. Diese
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Variable zeigte ebenfalls eine gute Korrelation mit dem Verhaltnis von MMP2 zu TIMP4 sowie
eine mittlere Korrelation mit dem Verhaltnis von MMP2 zu TIMP1 bei der Folgeuntersuchung
der Patienten. Forfia et al.'® haben gezeigt, dass pro 1 mm verringerter TAPSE das Risiko

zu versterben um 17 % ansteigt. Auch in padiatrischen Studien zu pulmonalarteriellen

0 301

Hypertonie-Patienten®® sowie in Patienten nach akutem Myokardinfarkt®®* wurde diesem

Marker ebenfalls eine prognostische Bedeutung zugeteilt.

4.2.4 Pradiktiver Wert von MMP/TIMP-Verhéaltnissen bei der

Folgeuntersuchung im iPAH-Kollektiv

Der Marker MMP2/TIMP4 bei der Folgevisite V2 hat im iPAH-Kollektiv gezeigt, dass er
sowohl pradiktiv fir das Uberleben als auch fiir eine klinische Verschlechterung des
Patienten ist. Fur Matrix-Metalloproteinasen und deren Inhibitoren ist bekannt, dass sie bei
Baseline, sprich bei Diagnosestellung, die Krankheitsschwere sowie das Outcome in
Patienten mit pulmonaler Hypertonie vorhersagen.?’* Dabei wurde beobachtet, dass in der
pulmonalen Hypertonie Patienten mit erhdéhten (> Median) MMP2- oder TIMP1-
Plasmaspiegeln eine geringere Change fiir das 5-Jahres-Uberleben als Patienten mit
Plasmaspiegel unterhalb des jeweiligen Medians (HR: 2,69 und 4,46, jeweils p< 0,01) haben.
Gerade aufgrund der zugrundeliegenden Pathophysiologie ist es nicht verwunderlich, dass
die an fibrotischen Umbauprozessen beteiligten Marker auch bei fortgeschrittener Krankheit

prognostischen Nutzen haben kdnnten.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Grenzwerte fur MMP2/TIMP4 ermittelt (bzgl.
klinischer Verschlechterung: 14,26; bzgl. Uberleben: 20,29), da aktuell die Bedeutung dieses
Markers noch evaluiert wird. Sollte dieser Marker Einzug in die klinische Routine erhalten,
ware es naturlich praktikabler, einen einzelnen MMP2/TIMP4 Grenzwert zu definieren, der

sowohl die klinische Verschlechterung als auch das Uberleben beriicksichtigt.

Bei Schumann et al. haben die Plasma-Konzentrationen dieser beiden Einzel-Komponenten
MMP2 und TIMP4 eine positive Korrelation mit der NYHA-Klasse gezeigt. Weiterhin konnte
eine positive Korrelation mit der rechtsventrikularen Funktion sowie eine negative Korrelation
mit der Trikuspidalklappeninsuffizienz in Patienten mit pulmonaler Hypertonie nachgewiesen

werden. 88

Eine Korrelation des vielversprechenden Markers MMP2/TIMP4 mit dem bereits etablierten
Biomarker BNP konnte in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. BNP wurde von Leuchte
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et al.'®

als Prognose-Marker evaluiert und hat spater Eingang in die klinische Praxis
gefunden, wobei NT-proBNP trotz seiner Abhéangigkeit von der Nierenfunktion als
zuverlassigerer Marker im Bezug auf die Prognose gilt."®> Bei Herzinsuffizienz-Patienten mit
Linksherzhypertrophie und diastolischer Funktionseinschrankung wurde in einem
Multimarker-Approach, in welchem pathophysiologisch ausschlaggebende Marker fir die
Prognose der Erkrankung getestet wurden, jedoch eine Uberlegenheit der Kombination von
verschiedenen MMPs und TIMPs, einschlieBlich MMP2 und TIMP4, gegeniiber NT-proBNP

dargestellt.?%?

4.2.5 Korrelationen von MMP/TIMP-Verhéltnissen bei der Folgeuntersuchung
im PH-LHD-Kollektiv

In dem hier untersuchten PH-LHD-Kollektiv litten die Patienten primé&r an einer
linksventrikularen Herzinsuffizienz. Die pulmonale Hypertonie ist in Patienten mit
manifestierter Herzinsuffizienz mit verringerter Leistungsfahigkeit verbunden.** Gleichzeitig
steigt die Mortalitat bei Diagnose einer PH in diesen Patienten stark an.** Dasselbe gilt auch
fur Patienten mit akut dekompensierter Herzinsuffizienz. Trotz erfolgreicher Behandlung der
akuten Dekompensation hat die pulmonale Hypertonie als Komorbiditdt negativen Einfluss
auf die Prognose des Patienten.*® Obwohl das in dieser Arbeit untersuchte Kollektiv sehr
klein war (n=11), wurde ein guter Zusammenhang der Biomarker MMP2/TIMP4 und
MMP9O/TIMP4 mit den Hamodynamik-Variablen mPAP, PAWP und PVR beschrieben. Diese
Parameter haben bereits in Herzinsuffizienz-Patienten mit reduzierter Ejektionsfraktion einen
starken Zusammenhang im Hinblick auf die Prognose gezeigt.**® %" Mit Ausnahme des
PAWP waren diese Korrelationen ebenfalls im iPAH-Kollektiv zu beobachten, was eine
universelle Verwendung der Biomarker in der pulmonalen Hypertonie bzw. in der
Herzinsuffizienz vermuten lasst. Die Relevanz von PAWP als Marker fur die linksventrikulare

Dysfunktion ist tberwiegend in dem PH-LHD-Kollektiv gegeben.

Da, wie in Kapitel 4.2.1 bereits erwéhnt, der pulmonalvaskuldre Widerstand sehr hoch war,
kann man davon ausgehen, dass es sich bei einem Grof3teil der Patienten um eine
kombinierte pr&- und postkapillare pulmonale Hypertonie handelt. Neuere Literatur hat darauf
hingewiesen, dass bei diesen Patienten die pulmonalarterielle Kapazitdt, gemessen als
Verhéltnis von Schlagvolumen zu pulmonalarteriellem Druck, als Marker fir die
rechtsventrikulare Nachlast, prognostisch wertvoller als die oben genannten Variablen (v.a.

pulmonalvaskuléarer Widerstand) ist.>%
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4.2.6 Bedeutung von MMP2/TIMP4 bei kardiovaskularen Erkrankungen bzw.

Herzinsuffizienz

Das Verhaltnis von MMP2 zu TIMP4 zeigte in der vorliegenden Arbeit einen Zusammenhang

mit der Hamodynamik und war zusatzlich auch pradiktiv fir das klinische Outcome.

Diese beiden Biomarker spielen in ihrem Zusammenspiel in der Ischamie eine grof3e Rolle,
da sie zusammen kolokalisiert mit Troponin 1 in den dinnen Myofilamenten der
Kardiomyozyten-Sarkomere vorkommen. Die intrazellulare Lokalisation von MMP2 haben Al

et al.3®

in einem Review zusammengefasst. Wahrend ischamischer Zustande ist die MMP2-
Konzentration im Myokard erhdht, hingegen die TIMP4-Konzentration erniedrigt. Dies hat zur
Folge, dass Troponin | abgebaut wird und sich daraus resultierend eine myokardiale
Dysfunktion entwickelt.*'® %' Neben Troponin scheint auch Myosin durch erhéhte MMP2-
Aktivitat abgebaut zu werden.®'? In timp4-defizienten M&usen wurde nach Myokardinfarkt
eine verstarkte linksventrikulare strukturelle Veranderung beobachtet, was infolgedessen zu
einer kardialen Dysfunktion filhren kann.*** AuRerdem gibt es Hinweise darauf, dass eine
erhéhte MMP2-Konzentration vermehrt Elastin abbaut und ebenfalls zur systolischen bzw.
diastolischen Dysfunktion fihren kann. Dies resultiert in einem reduzierten Elastin/
Kollagen-Verhaltnis, was somit zur Steifigkeit des Myokardmuskels und einer damit

verbundenen kardialen Dysfunktion fuhrt.**

In der Literatur wurde bereits des Ofteren der Zusammenhang von MMP2 mit TIMP4
herausgearbeitet. Zur Aktivierung des Propeptids pro-MMP2 bildet es einen Komplex mit
TIMP2 und MT1-MMP. TIMP4 ist in der Lage, MT1-MMP sowie das aktivierte MMP2 zu
inhibieren. Bei der Aktivierung von MMP2 hat TIMP4 jedoch keine direkt inhibierende

315-317

Wirkung.

1392 wurden 61 Patienten mit linksventrikularer

In einer Untersuchung von Zile et a
Hypertrophie und diastolischer Herzinsuffizienz mit 144 Patienten mit linksventrikularer
Hypertrophie ohne Herzinsuffizienz sowie 241 gesunden Kontrollen verglichen. Dabei
erwiesen sich erhéhte MMP2 und TIMP4 Spiegel in Kombination mit erhéhtem PIIINP, einem
Abspaltprodukt von Kollagen, sowie reduziertem MMP8 als guter Biomarker fur die Diagnose
einer diastolischen Dysfunktion und erwiesen sich dabei dem etablierten Biomarker
NTproBNP (Uberlegen. Diese Daten deuten auch darauf hin, dass die inhibitorische
Eigenschaft von TIMP4 auf die MT1-MMP Aktivitat bei der Entstehung des myokardialen
Remodeling und der Dysfunktion eine Rolle spielt. In Schweinen wurde auch bereits eine
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Korrelation von TIMP4-Konzentrationen mit der MT1-MMP-Expression und Aktivitat

gezeigt.38 319

Auch die Transformation der Parameter in Kapitel 3.2.4.3 bestétigte, dass MMP2 und TIMP4
geeignete Pradiktoren fiir die klinische Verschlechterung als auch fir das Uberleben sind.
Moglicherweise ist der log1o(MMP2)/l0g:10(TIMP4*1000) durch Minimierung von Ausrei3ern
sogar ein geeigneterer Parameter als das nicht-logarithmierte MMP2/TIMP4-Verhaltnis. Auch
dies sollte in zukiinftigen prospektiven Versuchsanordnungen bericksichtigt werden, zumal

statistische Test haufig nur fir normal-verteilte Gré3en anwendbar sind.

4.2.7 Limitationen

Aufgrund des langen Rekrutierungszeitraums wurden die Patienten auch mit sehr
unterschiedlichen Behandlungsregimes therapiert. AulRerdem variierte der
Beobachtungszeitraum zwischen V1 und V2 bei den einzelnen Patienten sehr stark (im iPAH-

Kollektiv zwischen 1 Monat und 72 Monaten).

Die Blutproben wurden aus der Pulmonalarterie entnommen, was fir die Etablierung der
Marker im klinischen Alltag nicht praktikabel ist. Deswegen muss in einem weiteren Schritt
untersucht werden, ob der Entnahmeort der Biomarker einen Einfluss auf die Plasma-
Konzentrationen hat. Die Entnahme aus peripheren Gefafen kdnnte einen Einsatz des
Rechtsherzkatheters fir die Abschatzung des Krankheitsverlaufs sowie der Prognose

ersetzen.

AulRerdem darf bei der Interpretation der Matrix-Metalloproteinasen und deren Inhibitoren
(TIMPs) nicht die Probenaufbereitung auRer Acht gelassen werden. In diesem Experiment
wurde fir die Messung der ausgewaéhlten Biomarker Citrat-Plasma verwendet, obwohl die
verwendeten ELISA-Kits vom Hersteller nicht fir Citrat-Plasma validiert worden sind (die Kits
wurden vor der Messung der Proben in Absprache mit dem Hersteller und nach einem
entsprechenden Protokoll des Herstellers fir die Citrat-Proben evaluiert). Die Entscheidung

[ 320

fur Citrat-Plasma beruht auf einer Empfehlung von Manello et a sowie einer gezielten

Untersuchung von Jung et al.**

, welche die Verwendung von Serum und verschiedenen
Plasma-Arten im Bezug auf die Verlasslichkeit der Ergebnisse getestet haben. MMP9 und
TIMP1 liefern in Serum signifikant hthere Konzentrationen aufgrund ihrer erhéhten Sekretion

aus Thrombozyten sowie Leukozyten bzw. deren Aktivierung wahrend der Koagulation und
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Fibrinolyse. Der Einfluss auf MMP2-Konzentrationen erwies sich in diesen Untersuchungen

als geringer, wahrend zu TIMP4 keine Daten vorliegen.

Die Interpretation der im Rahmen dieser Doktorarbeit gewonnenen Ergebnisse ist
hypothesengenerierend und hat keinesfalls konfirmatorische Aussagenkraft. Dafiir ist es noch
notwendig, weitere prospektive Analysen in einem grol3eren Gesamtkollektiv zu betrachten
um Ergebnisse aus dieser vorliegenden Arbeit zu bestatigen und zu validieren. Uberdies
sollten weitere Verlaufsmessungen zu spateren Zeitpunkten und, vor allem nach

Therapiednderung, in zukunftigen Untersuchungen bericksichtigt werden.

Bei zukunftigen Analysen wére eine weitere Uberlegung komplexere Variablen aus den
einzelnen Biomarkern zu generieren, allerdings ist dies bei der gewahlten
Versuchsanordnung (geringen Stichproben-Anzahl, retrospektive Analyse) nur eingeschrankt
sinnvoll. Eine log-Transformation zur Basis 10 der einzelnen Biomarker wurde bereits in
Kapitel 3.2.4.3 durchgefiihrt.

4.2.8 Matrix-Metalloproteinasen — Biomarker mit pradiktivem und
therapeutischem Stellenwert

In der hier vorliegenden Arbeit haben sich Matrix-Metalloproteinasen und deren Inhibitoren —
Indikatoren fir die Dynamik des Gewebeumbaus — in der pulmonalen Hypertonie als
prognostisch wertvoll erwiesen. Etablierte Biomarker, wie z. B. BNP oder NT-proBNP werden
bei einem erhdhten kardialen Druck ausgeschiittet und sind somit vor allem Indikatoren der
fortgeschrittenen Erkrankung. Das MMP/TIMP-Verhaltnis bertcksichtigt hingegen vor allem
fibrotische Umbauprozesse, und damit einen fir die pulmonale Hypertonie wichtigen
Pathomechanismus, der bereits im friilhen Krankheitsgeschehen prasent ist. Bei Zile et al.
war die Kombination von MMP2, MMP8, TIMP4 sowie PIIINP, einem Abspaltprodukt von
Kollagen, im Bezug auf die diastolische Dysfunktion dem etablierten Marker NT-proBNP
iberlegen.® Auch Tiede et al.*”* haben einen prognostischen Stellenwert fiir MMPs und
TIMPs bei Diagnosestellung erkannt. Da jedoch viele Erkrankungen mit Fibrose und somit mit
einer Dysregulation von MMPs und TIMPs einhergehen, sind diese Marker vor allem in der
Verlaufskontrolle und weniger in der Diagnostik von Bedeutung. Etablierte Prognosemarker
haben im Krankheitsverlauf eine gréRere Aussagekraft als zum Zeitpunkt der Diagnose.'”® Da
die MMP/TIMP-Verhaltnisse mit hAmodynamischen Parametern korrellieren, ist es langfristig

das Ziel, mithilfe eines Multimarker-Ansatzes die Aussagekraft von etablierten Biomarkern
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aufzuwerten und somit die invasive Rechtsherzkatheter-Messung, welche fir die
Verlaufsbestimmung bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie aktuell noch essentiell ist, zu
ersetzen. Somit ist es sinnvoll, diese Analyse in einem grol3eren Patientenkollektiv in einer

prospektiven Analyse zu validieren.

Aullerdem wurde in dieser Arbeit eine pharmakologische Modulation der Matrix-
Metalloproteinasen durch Serelaxin im Tiermodell gezeigt, welche mit einer Abmilderung der
Fibrose einherging. Im Tiermodell gab es bereits Hinweise darauf, dass Serelaxin die
pulmonale Hypertonie abschwécht.®”? Zudem ist endogenes Relaxin bei Patienten mit

pulmonalarterieller Hypertonie erhéht.**?

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit kann die Hypothese abgeleitet werden, dass Serelaxin
mitunter aufgrund seiner antifibrotischen Wirkweise gunstige Effekte auf den
Krankheitsverlauf bzw. die Prognose von Patienten mit pulmonaler Hypertonie aufweisen
konnte. AuRerdem kdnnen beispielsweise antiinflammatorische Eigenschaften von Serelaxin
ebenfalls den Verlauf dieser Erkrankung guinstig beeinflussen. Die vorliegenden Daten sind
hypothesengenerierend und bendtigen noch weiterer Aufklarung in praklinischen
Versuchsansatzen, bevor dies in klinischen Studien an Patienten mit pulmonaler Hypertonie

zukUnftig untersucht werden kann.

155



Fazit/ Ausblick

5 Fazit/ Ausblick

Serelaxin zeigte bereits als therapeutischer Ansatz in verschiedenen Modellen
organprotektive Eigenschaften. Allerdings wird seine pharmakologische Wirkung noch nicht
umfassend verstanden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Signalweg, welcher fur die
antifibrotische Wirkung verantwortlich ist, weiter untersucht. Dabei konnte eine Aktivierung
des Relaxin-Rezeptorsignals auf eine NO-cGMP-cGKI-Achse ermittelt werden, die Uber die
Hemmung der Smad2- und ERKZ1-Phosphorylierung zu einer Unterbindung des TGF-3-
Signals fuhrte. Dadurch konnten auch die Matrix-Metalloproteinasen positiv moduliert
werden. Die Beteiligung der cGMP-abhangigen Kinase cGKI war in diesem Zusammenhang
in der Literatur noch nicht bekannt. Dennoch bleibt das Verstandnis des Serelaxin-Signalings

weiterhin lickenhaft und bedarf weiterer Experimente zur vollstandigen Aufklarung.

Sowohl Serelaxin als auch der PDE5-Inhibitor Zaprinast sind in der Lage, die cGMP
Konzentrationen zu erhéhen und somit vasodilatativ und antifibrotisch zu wirken. Durch die
Modulation weiterer Signalwege ist Serelaxin dartiber hinaus in der Lage, seine antioxidative,

antiinflammatorische und angiogene Wirkung zu entfalten.

Serelaxin ist aufgrund seines pleiotropen Wirkmechanismus ein denkbarer Therapie-Ansatz
zur Behandlung der pulmonalen Hypertonie. Préklinische Hinweise zur Wirksamkeit

existieren bereits. Deswegen waren hier klinische Studien in der Zukunft sicherlich sinnvoll.

Durch die Untersuchung der MMP/TIMP-Verhdltnisse konnte im Rahmen dieser Arbeit in der
pulmonalen Hypertonie ein Zusammenhang mit dem Verlauf von klinischen Parametern
gezeigt werden. MMP2/TIMP4 war in den Untersuchungen ein Indikator fir die Prognose von
Patienten mit pulmonalarterieller Hypertonie zum Zeitpunkt der Nachfolge-Untersuchung.
Ahnliches konnte auch in einer Arbeit von Tiede et al.?’* fir Patienten mit pulmonaler
Hypertonie gezeigt werden. Diese Daten sind vielversprechend, missen aber, um eine
konfirmatorische Aussagekraft zu erhalten, in groReren Patientenkollektiven prospektiv
untersucht und validiert werden. Ein potentieller Einsatz der MMP/TIMP-Verhaltnisse als
neue Biomarker ware sowohl fur die Verlaufskontrolle bei diversen Fibrose-assoziierten

Krankheiten als auch fur das Therapiemonitoring von Serelaxin denkbar.
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6 Zusammenfassung

Die Fibrose stellt aufgrund ihrer hohen Pravalenz in der Bevolkerung, der schlechten
Prognose fir die Patienten, sowie der komplexen Pathophysiologie ein sehr wichtiges
Forschungsgebiet mit einem hohen Bedarf an neuen Therapeutika dar. Serelaxin zeigte in
diversen Indikationen bereits eine organprotektive Wirkung, welche unter anderem auf die
antifibrotischen Eigenschaften der Substanz zurtickzufiihren sind. Hier kdnnte der second
messenger cGMP und die abh&ngige Proteinkinase cGKIl eine entscheidende Rolle spielen.
Auch in der Therapie der pulmonalen Hypertonie sind cGMP-modulierende Pharmaka, wie
z. B. Inhibitoren der Phosphodiesterase 5 oder Stimulatoren der I6slichen Guanylatzyklase,
im Einsatz. Aufgrund der schlechten Prognose ist hier der Bedarf an weiteren innovativen
Pharmaka als auch neuen prognostischen Markern — beispielsweise Fibrose-assoziierten

Biomarkern — hoch.

Ziel der Arbeit war es, einerseits Erkenntnisse Uber cGKI — eine cGMP-abhangige
Proteinkinase — und deren Substrate in der renalen Fibrose unter Einfluss von Serelaxin zu
gewinnen. Dies wurde in Wildtyp- sowie cGKI-KO Mausen mithilfe der unilateralen
Ureterligation untersucht, welche ein etabliertes Modell fir die tubulointerstitielle
Nierenfibrose darstellt. Zusatzlich wurde getestet, ob durch die Gabe des PDE5-Inhibitors
Zaprinast ahnliche bzw. additive antifibrotische Effekte in der Niere erzielt wurden. In einer
weiteren Untersuchung wurde anschlieBend an Patienten mit pulmonaler Hypertonie die
klinische Relevanz ausgewahlter Fibrose-assoziierter Biomarker — der MMP/TIMP-
Verhaltnisse — evaluiert, indem ein biologischer Marker identifiziert wurde, der mit dem
Krankheitsverlauf sowie der Prognose assoziiert ist und zugleich mit den antifibrotischen
Effekten von Serelaxin verknipft ist.

Im renalen Nierenfibrose-Modell waren die cGMP-Konzentrationen im fibrotischen
Nierengewebe nach 7-tdgiger Behandlung mit Serelaxin, Zaprinast sowie der Kombination
beider Pharmaka erhoht. In WT Mausen konnten &hnliche Uber die NO-cGMP-abhangige
Proteinkinase cGKI vermittelte antifibrotische Effekte in allen drei Behandlungsgruppen
beobachtet werden. Die Verabreichung von Serelaxin fuhrte hierbei vermutlich tber die
Hemmung der Smad2- und ERK1-Phosphorylierung zu einer Reduzierung von Bestandteilen
der extrazellularen Matrix (z. B. Kollagene, Fibronektin). Die 7-tagige Behandlung mit dem
Phosphodiesterase-5-Hemmer Zaprinast resultierte in einer tendenziell verringerten ERK1-
und ERK2-Phosphorylierung ohne Einfluss auf die Smad2-Phosphorylierung. Zuséatzlich
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wurde mit Zaprinast die antifibrotische Wirkung Uber cGKIl-unabhangige Mechanismen
vermittelt. Die Kombination der beiden cGMP-erh6henden Therapieoptionen war nicht
antifibrotisch wirksamer als die jeweiligen Einzelsubstanzen. Matrix-Metalloproteinasen —
Proteine, die fur den Umbau der extrazellularen Matrix verantwortlich sind — wurden nur
durch die 7-tagige Serelaxin-Behandlung positiv moduliert, indem das in der Fibrose stark
erhdhte Angebot an MMP2 reduziert wurde. Die in der Fibrose nahezu unveranderte MMP9-
Proteinexpression wurde nach Serelaxin-Gabe lediglich vermehrt in die aktive Form

uberfihrt.

Weiterhin wurde in Patienten mit pulmonaler Hypertonie die klinische Relevanz von Matrix-
Metalloproteinasen (MMP2, MMP9) und deren Inhibitoren (TIMP1, TIMP4) untersucht. Dazu
wurde in einem Patientenkollektiv mit idiopathischer pulmonalarterieller Hypertonie (n=24)
sowie pulmonaler Hypertonie aufgrund einer Linksherzinsuffizienz (n=11) nachgewiesen,
dass durch den Fibrose-assoziierten Biomarker MMP2/TIMP4 ein Zusammenhang mit der
Hamodynamik (mPAP, PVR) sowie der rechtsventrikularen Funktion (TAPSE) gezeigt
werden konnte. Zusatzlich war MMP2/TIMP4 in Patienten mit iPAH pradiktiv fir das klinische
Outcome (klinische Verschlechterung, Tod).

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben also gezeigt, dass Serelaxin in der Nierenfibrose lber die
NO-cGMP-cGKI-Signalkaskade antifibrotisch wirkt, unter anderem durch die Modulation der
Matrix-Metalloproteinasen. Zusatzlich haben sich Matrix-Metalloproteinasen und deren
Inhibitoren bei Patienten mit pulmonaler Hypertonie, einer kardiovaskuldren Erkrankung

charakterisiert durch fibrotischen Gewebeumbau, als prognostisch wertvoll erwiesen.
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11 Anhang

11.1 Anhang 1 — Einteilung der Matrix-Metalloproteinasen

Gruppen MMPs

Kollagenasen MMP1, MMP8, MMP13, MMP18

Gelatinasen MMP2, MMP9

Stromelysine MMP3, MMP10, MMP11, MMP19
Membranstandige MMPs MMP14, MMP15, MMP16, MMP17, MMP24, MMP25
Matrilysine MMP7, MMP26

Andere MMPs MMP12, MMP20, MMP21, MMP23, MMP27, MMP28

165



Anhang

11.2 Anhang 2 — mRNA-Expression

11.2.1 mRNA-Expression nach 7-tagiger UUO

unbehandelt

Serelaxin

Zaprinast

Kombination

a-SMA
Fibronektin
Kollagen1Al
TGF-8
MMP2
MMP9
a-SMA
Fibronektin
Kollagen1Al
TGF-8
MMP2
MMP9

5,66 + 0,88 (n=8)
3,05 + 0,55 (n=10)
14,52 + 2,96 (n=8)
6,12 + 0,53 (n=10)
6,76 + 0,58 (n=10)
0,88 + 0,05 (n=9)

2,38 + 0,43 (n=9)
1,95 + 0,32 (n=9)
5,53 + 1,39 (n=8)
3,51 + 0,41 (n=9)
3,85 + 0,66 (n=9)
0,90 + 0,13 (n=9)

3,31 £ 0,69 (n=7) *
2,20 + 0,09 (n=8)
5,66 + 1,14 (n=7)
3,98 + 0,50 (n=9) *
4,25 + 0,61 (N=9) *
0,77 + 0,07 (n=8)

3,14 * 0,44 (n=8)
2,14 + 0,33 (n=8)
5,24 + 0,44 (n=7)
4,73 + 0,36 (n=8) *
3,86 + 0,35 (n=8)
0,72 % 0,06 (n=8)

3,66 + 0,64 (n=13)
1,97 + 0,37 (n=12)
10,69 + 2,08 (n=12)
3,64 + 0,54 (n=11) *
4,95 + 0,80 (n=12)
0,78 + 0,04 (n=13)

3,27 + 0,85 (n=7)
0,98 + 0,09 (n=7) *
4,37 + 0,70 (n=7)
2,71+ 0,39 (n=7)
2,50 + 0,58 (n=6)
0,73 % 0,07 (n=6)

4,80 + 0,90 (n=18)
1,68 + 0,25 (n=16) *
16,63 + 2,52 (n=16)
4,22 + 0,56 (n=17)
4,97 + 0,85 (n=17)
0,78 + 0,06 (n=18)

2,51 + 1,04 (n=4)
1,94 + 0,42 (n=4)
5,96 + 1,80 (n=4)
3,14 + 0,82 (n=4)
2,95 + 0,91 (n=4)
0,96 + 0,29 (n=4)

*p<0,05 (bezogen auf die unbehandelte Probe)

11.2.2 mRNA Expression nach 3-tagiger UUO

WT

unbehandelt

Serelaxin

a-SMA
Fibronektin
Kollagen1Al
TGF-B
MMP2
MMP9
a-SMA
Fibronektin
Kollagen1Al
TGF-B
MMP2
MMP9

7,71 £ 1,61 (n=11)
2,98 + 0,59 (n=11)
15,36 + 3,20 (n=11)
5,03 + 0,61 (n=11)
4,48 + 0,48 (n=11)
0,88 + 0,04 (n=11)

3,07 + 0,52 (n=4)
0,70 £ 0,11 (n=4)
4,87 + 0,96 (n=4)
1,69 + 0,42 (n=4)
1,63 + 0,91 (n=4)
0,75 + 0,17 (n=3)

4,58 £ 0,91 (n=11)
1,59 + 0,14 (n=11) *
9,36 + 1,85 (n=11)
3,79 + 0,43 (n=11)
2,85+ 0,53 (n=11) *
0,76 + 0,07 (n=11)

6,14 + 2,51 (n=4)
1,94 + 0,66 (n=4)
14,46 + 4,79 (n=4)
4,09 + 0,37 (n=4) **
2,65 + 0,89 (n=4)
0,85 + 0,11 (n=4)

*p<0,05; **p<0,01(bezogen auf die unbehandelte Probe)
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12 Abkirzungsverzeichnis

6MWD 6-Minuten-Gehtest

a-SMA a-smooth muscle actin

AC Adenylatzyklase

AHF Akute Herzinsuffizienz

AK Antikérper

APS Ammoniumpersulfat

AUC area under the curve

AT-II Angiotensin-II

AT2-Rezeptor Angiotensin-Rezeptor Typ 2

bFGF basic fibroblast growth factor

BNP B-Typ Natriuretisches Peptid

BSA bovines Serumalbumin

cAMP zyklisches Adenosin-3'5‘-Monophosphat
cDNA komplementare DNA

cGK cGMP-abhangige Proteinkinase

cGMP zyklisches Guanosin-3‘5'-Monophosphat
Cl Herzindex (cardiac index)

CNG- zyklisches Nukleotid-aktiviert

CcoO Herzzeitvolumen (cardiac output)

COPD chronisch obstruktive Lungenerkrankung
CTGF connective tissue growth factor

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

ECM extrazellulare Matrix

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

eGFR geschatzte glomerulare Filtrationsrate
EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure
EIA Enzymimmunoassay

ELISA enzyme-linked immunosorbant assay
EMT epithelial-mesenchymale Transformaton
EndMT endothelial-mesenchymale Transformation
eNOS endotheliale NO-Synthase

ERK1/2 extracellular signal kinase (MAP-Kinase)
ERS European Respiratory Society
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ESC
ET-1
GAPDH
GTP
FC
HPLC
IL

iINOS
iPAH
JNK
KO

LAP
LGR
LTBP
LVEF
MAPK / MAP-Kinase
MeCN
MEK
MeOH
MeCN
MMP
mPAP
mMRNA
MT-MMP
nNOS
NO
NOS
NT-proBNP
P-

PAB
PAGE
PAH
PAI-1
PAWP
PBS
PCR
PDE
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European Society of Cardiology
Endothelin-1

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Guanosin-5'-Triphosphat
funktionelle Klasse

high performance liquid chromatography

Interleukin

induzierbare NO-Synthase

idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie

c-Jun N-terminale Kinase
knock out

latency-associated protein

Relaxin-Rezeptor (friherer Name fir RXFP)

latent TGF-B binding protein
linksventrikulare Ejektionsfraktion
mitogen-activated protein kinase
Acetonitril

bestimmte MAPK-Kinase
Methanol

Acetonitril
Matrix-Metalloproteinase
mittlerer pulmonalarterieller Druck
Messenger-Ribonukleinsaure
membranstandige MMP
neuronale NO-Synthase
Stickstoffmonooxid

NO-Synthase

N-terminales pro-BNP

phospho-

pulmonary artery binding
Polyacrylamidgel-Elektrophorese
pulmonalarterielle Hypertonie
plasminogen activator inhibitor-1

pulmonalarterieller Verschlussdruck

phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)

Polymerase-Kettenreaktion

Phosphodiesterase
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PDGF
pGC
PH
PH-LHD
PKA
PKC
PI3K
PMSF
PVDF
PVR
RAP
RLX
ROC
ROS
RT
RXFP
SDS
SEM
Ser
sGC
Smad
SvO,
TAPSE
TBR
TBST
TEMED
TGF-B
TIMP
TNF-a
tPA
uPA
uuo
V1
V2
VAS
VASP
VEGF

platelet derived growth factor

partikulare Guanylatzyklase

pulmonale Hypertonie

pulmonale Hypertonie aufgrund einer Linksherzinsuffizienz
Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phenylmethansulfonylfluorid

Polyvinylidenfluorid

pulmonalvaskularer Widerstand

rechtsatrialer Druck

humanes Relaxin-2 bzw. Serelaxin

receiver operating characteristics

reaktive Sauerstoff-Spezies

reverse Transkriptase

Relaxin-Rezeptor (relaxin family peptide receptor)
Natriumlaurylsulfat

Standardfehler

Serin

I6sliche Guanylatzyklase

small mothers against decapentaplegic protein
vendse Sauerstoffsattigung

tricuspid annular plane systolic excursion

TGF-B Rezeptor

tris-buffered saline with Tween20 — Pufferldsung
N, N, N’, N’-Tetramethylethylendiamin
transforming growth factor-8

endogener Inhibitor der MMPs (tissue inhibitor of metalloproteinases)
Tumornekrose-Faktor-a

tissue plasminogen activator

Urokinase

unilaterale Ureterligation

Visite 1 (Diagnosestellung)

erste Nachfolge-Visite nach Diagnosestellung
visuelle Analogskala

vasodilatatorischen Phosphoproteins (vasodilator stimulating phosphoprotein)

vascular endothelial growth factor
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WHO World Health Organisation
WT Wildtyp
ZVD zentralvenoser Druck
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