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1. Abstract

Hintergrund: Sphingosin-1-Phosphat (S1P) fungiert in zahlreichen Signalwegen als zentraler
bioaktiver Mediator, sowohl intrazellular als Second Messenger als auch extrazellular Uber
eine Familie G-Protein-gekoppelter Rezeptoren, S1P{-S1Ps. Die Synthese von S1P wird in
der Lunge priméar durch die Sphingosinkinase-1 (SphK1) katalysiert. Das SphK/S1P-System
spielt eine zentrale Rolle in der Regulation des pulmonalen GefaB- und Atemwegstonus
sowie in der Modulation proinflammatorischer Prozesse wie Migration und Aktivierung
verschiedener Leukozyten-Subpopulationen.

Immunologische Prozesse scheinen in der Pathogenese der pulmonalarteriellen Hypertonie
(PAH) eine zentrale Rolle zu spielen. Bei Mausen fiihrt die pulmonale Ty2-Inflammation zu
morphologischen und funktionellen Veradnderungen, die typisch fir die PAH sind,
einschlieBlich perivaskuldrer Leukozyteninfiltration, pulmonalarteriellem Remodeling und
pulmonalvaskularer Hyperreagibilitat (PVH) auf vasokonstriktorische Stimuli.

In dieser Arbeit wurde die Rolle des SphK/S1P-Systems in der akuten und chronischen pul-
monalen Ty2-Inflammation mit Hilfe SphK1- (SphK1") und S1P,-defizienter Mause (S1P47)
untersucht. Zudem erfolgte erstmals eine detaillierte Charakterisierung des humanen
SphK/S1P-Expressionsprofils der Lunge, inklusive vergleichender Analysen zwischen
Patienten mit und ohne chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD).

Methoden: SphK1”- und Wildtyp-Mause (WT) wurden gegeniiber Ovalbumin (OVA)
sensibilisiert und nach akutem oder chronischem Regime atemwegsexponiert. Neben
vergleichenden Analysen funktioneller pulmonaler Parameter in isoliert perfundierten und
ventilierten Mauslungen (IPML) erfolgten Untersuchungen der bronchoalveolaren Lavage
(BAL) sowie differenzierte histologische Analysen des pulmonalarteriellen Remodelings.
S1P,”- und WT-M&use wurden unter akuter pulmonaler T.2-Inflammation sowie in Ty1- und
Tu2-assoziierten Hypersensitivitdts-Modellen untersucht. Neben funktionellen Unter-
suchungen (IPML) erfolgten Zytokinanalysen und diverse In-vitro-Studien.

Unter Einsatz humanen Lungengewebes wurden die mRNA-Expressionsprofile beider SphK-
Isoformen, der S1P-Rezeptor-Familie sowie der S1P-degradierenden Enzyme von 25
COPD- und 24 Nicht-COPD-Patienten vergleichend analysiert.

Ergebnisse: Die SphK1-Defizienz flhrte im Vergleich zu den WT-Tieren zu einer verringerten
akuten pulmonalen Ty2-Inflammation und reduzierter Atemwegshyperreagibilitat (AHR) bei
unveranderter PVH. Bei chronischer Inflammation war hingegen eine deutlich elevierte PVH
in den SphK”-Mausen detektierbar sowie ein ausgepragtes pulmonalarterielles Remodeling,
charakterisiert durch intimale Neomuskularisation.

Die S1P,-Defizienz hatte eine Aggravierung der akuten pulmonalen Ty2-Inflammation und
AHR zur Folge, bei zugleich reduzierten Interleukin (IL)-17-Spiegeln der BAL. Die PVH
zeigte sich unverandert. In den Hypersensitivitats-Modellen zeigten sich eine erhdhte T2-
und eine verminderte Ty1-Antwort bei S1P,-Defizienz. In-vitro-Untersuchungen ergaben
reduzierte IL-17-Spiegel nach CD4*-Zell-Aktivierung durch S1P,” dendritische Zellen.

Die Expressionsanalysen des humanen Lungengewebes wiesen eine bei COPD-Patienten
im Vergleich zu Nicht-COPD-Patienten verringerte Expression von S1P5 nach.
Schlussfolgerung: Diese Daten zeigen erstmals eine deutliche Dissoziation Ty2-induzierter
Atemwegs- und GeféBpathologie: Wahrend sich die SphK1-Defizienz protektiv auf
Inflammation und AHR auswirkt, kommt es zu einer Aggravierung der PVH bei zugleich
ausgepragtem pulmonalvaskularem Remodeling. Neben der vielfach postulierten Relevanz
in der Entstehung von Asthma bronchiale, kdnnte das SphK/S1P-System eine zentrale Rolle
in der Pathogenese der PAH spielen. S1P, scheint wesentlich an der Modulation der
allergischen Atemwegsinflammation und AHR des SphK/S1P-Systems beteiligt zu sein. Die
stark verringerten IL-17-Spiegel bei S1P,-Defizienz deuten auf eine Inhibition der Ty17-
Zelldifferenzierung hin.

Die Ursache und Bedeutung der verringerten Expression von S1Ps bei COPD ist
gegenwartig unklar. Aufgrund des komplexen Zusammenspiels der einzelnen Komponenten
des SphK/S1P-Systems sind weitere Untersuchungen erforderlich, um gezielte
pharmakologische Interventionen des SphK/S1P-Systems bei pulmonalen Erkrankungen wie
PAH, Asthma bronchiale und COPD etablieren zu kénnen.
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2. Einleitung

Sphingosine werden intrazellular aus Ceramiden gebildet. Mittels Phosphorylierung durch die
SphK entsteht das bioaktive Sphingolipid S1P. Von den zwei existierenden Isoformen der
SphK, SphK1 und SphK2, ist in der Lunge vor allem die SphK1 fir die Katalyse der S1P-
Synthese verantwortlich."® S1P wirkt intrazellulér als Second Messenger oder extrazellulér
auto- oder parakrin durch sogenanntes Inside-Out-Signalling, wobei es an funf verschiedene
Rezeptoren, S1P;-S1Ps, bindet.® Die Expression dieser Rezeptoren weist eine hohe organ-
und gewebespezifische Variabilitdt auf. S1P fungiert in zahlreichen proinflammatorischen
Signalwegen als zentraler Mediator und moduliert zudem Proliferation, Apoptose und
GefaBhomdostase.”'® Uber die Aktivierung endothelialer S1P;- sowie muskularer S1P,- und
S1P;-Rezeptoren scheint S1P sowohl Uber eNOS-vermittelte Vasodilatation als auch Uber
Rho-Kinase-vermittelte Vasokonstriktion den GefaBtonus in komplexer Weise zu
regulieren.”®" S1P, wird vor allem auf Lymphozyten und hamatopoetischen Zellen
exprimiert und scheint an der Homdostase immunologischer Prozesse wesentlich beteiligt zu
sein.?** S1Pj ist der pradominierende S1P-Rezeptor auf NK-Zellen und beeinflusst deren
Migration und Homing.?* Der Abbau von S1P erfolgt intrazellular Gber die S1P-
degradierenden Enzyme S1P-Lyase (S1PL) und S1P-Phosphatase 1 und 2 (S1PP1, S1PP2)
sowie extrazellulér Giber Lipidphosphat-Phosphatasen (LPPs).?

Die pulmonalarterielle Hypertonie (PAH) kann idiopathisch und familiar auftreten oder durch
Noxen ausgeldst werden. Weitaus haufiger manifestiert sie sich jedoch als Folge
inflammatorischer Erkrankungen wie systemischer Sklerose (SSc), systemischem Lupus
erythematodes, HIV oder Schistosomiasis.?®® Pathomechanistisch kommt es im Rahmen
einer endothelialen Dysfunktion und pulmonalvaskularer Hyperreagibilitat (PVH) zu
vermehrter pulmonalarterieller Vasokonstriktion.**®* Im weiteren Verlauf fiihrt die
Proliferation von Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Fibroblasten zu pulmonal-
arteriellem Remodeling.®*3* Der konsekutiv progrediente Anstieg des pulmonalarteriellen
Mitteldrucks (von <20 auf >25 mmHg in Ruhe) hat bei ausbleibender therapeutischer
Intervention nach durchschnittlich drei Jahren ein letales Rechtsherzversagen zur Folge, bei
einer mittleren 5-Jahres-Uberlebensrate von 21-34 %.3%3® Unter derzeit verfligbarer Therapie
{iberleben nur 61 % der PAH-Patienten die ersten fiinf Jahre nach Diagnosestellung.®”*®

In der Pathogenese der PAH scheinen proinflammatorische Mediatoren eine zentrale Rolle
zu spielen.***' PAH-Patienten weisen im Vergleich zu Nicht-PAH-Patienten erhéhte Plasma-
Spiegel fir IL-1B, IL-6, TNF-a, MCP-1, CRP und RANTES auf.***’ Zudem sind sowohl inner-
halb der GefaBveranderungen als auch perivaskular vermehrt Leukozyten nachweisbar.***8

Weltweit sind etwa 210 Millionen Menschen an der COPD erkrankt.*® Charakterisiert ist sie
durch eine progrediente, nicht vollstandig reversible Atemwegsobstruktion bei chronischer
Bronchitis und/ oder Emphysem. Hauptrisikofaktor ist der Nikotinabusus. Die COPD ist
gegenwartig nicht heilbar. Als mdgliche Pathomechanismen flr die Entstehung emphysem-
atischer Veranderungen werden insbesondere erhéhter oxidativer Stress, vermehrte
Alveolarzellapoptose, ineffektive Efferozytose, gestérte Reparaturmechanismen sowie
pulmonalarterielles Remodeling diskutiert.>**® Aktuelle Untersuchungen an Mausen zeigen
eine ursachliche Rolle des pulmonalarteriellen Remodelings fir die Emphysementstehung
nach Rauchexposition. Somit kénnten inflammatorische pulmonale GeféBveranderungen
eine zentrale Rolle in der frilhen Pathogenese des Emphysems bei COPD spielen.®

3. Zielstellung

In dieser Arbeit

— sollten die Effekte der SphK1-Defizienz auf die pulmonale Tp2-Inflammation und
Atemwegshyperreagibilitdt, sowie auf PAH-assoziiertes pulmonalarterielles
Remodeling und pulmonalvaskulare Hyperreagibilitat analysiert werden.

— sollte die Rolle von S1P, in Ty1- und Ty2-Inflammation charakterisiert werden.

— sollte das mRNA-Expressionsprofil des humanen SphK/S1P-Systems der Lunge
charakterisiert und zwischen COPD- und Nicht-COPD-Patienten vergleichend
analysiert werden.
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4. Methodik

Versuchstiere

Zum Einsatz kamen 8-12 Wochen alte weibliche Sphk1”-Mause (C57BI/6), S1P,"-Méause
(BALB/c) und jeweils korrespondierende WT-Mause. Die Generierung der transgenen Mause
wurde bereits an anderer Stelle beschrieben.”*** Alle an den Versuchstieren durchgefiihrten
Eingriffe erfolgten in enger Zusammenarbeit mit den Tierschutzbeauftragten der Charité
nach Genehmigung durch das Landesamt fir Gesundheit und Soziales, Berlin, bzw. durch
die zustandige Behérde in Adelaide, Australien.

Induktion pulmonaler Ty2-Inflammation bei M&dusen

Flr die Bearbeitung der Fragestellungen kamen neben der Untersuchung naiver Tiere zwei
Modelle zur Induktion pulmonaler Ty2-Inflammation zum Einsatz. (i) Das Modell der akuten
Ovalbumin (OVA)-induzierten pulmonalen Ty2-Inflammation in der C57BL/6 Maus wurde flr
diesen Mausstamm auf der Grundlage eines Protokolls fir BALB/c Mause adaptiert. (ii) Das
Modell der chronischen OVA-induzierten pulmonalen Ty2-Inflammation wurde far die
vorliegende Arbeit etabliert.

(i) Akute OVA-induzierte pulmonale Ty2-Inflammation: Dieses Modell dient der Untersuchung
akuter inflammatorischer Prozesse nach dreimaliger Atemwegsexposition gegenliber OVA in
der zuvor sensibilisierten Maus (OVA/OVA) im Vergleich zu den mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS)-behandelten Kontrollen (PBS/PBS bzw. PBS/OVA). Spezifische Unter-
schiede in der Ty2-Immunantwort der Mauslinien C57Bl/6 und BALB/c wurden in den
jeweiligen Protokollen berlcksichtigt. Zu den primaren Outcome-Variablen zahlten
Leukozyteninfiltration und Zytokinantwort sowie AHR und PVH. Zudem wurde das AusmafR
und die Lokalisation der inflammationsinduzierten Proliferation insbesondere pulmonal-
arterieller glatter Muskelzellen immunhistochemisch analysiert. Der Einfluss der SphK1- bzw.
S1P,-Defizienz auf die akuten Prozesse der Tp2-Inflammation (Immunantwort,
Hyperreagibilitdt und Proliferation) konnten somit grundlegend untersucht werden.

(ii) Chronische OVA-induzierte pulmonale Ty2-Inflammation: Basierend auf den Arbeiten von
Foster et al. wurde ein achtwdchiges Protokoll weiterentwickelt und etabliert. Es sieht nach
erfolgter Sensibilisierung wiederholte Atemwegsexpositionen gegeniiber OVA Uber einen
Zeitraum von 30 Tagen vor (OVA/OVA).***” Die Kontrollen wurden nach einer Schein-
Sensibilisierung mit PBS ebenfalls gegenliber OVA atemwegsexponiert (PBS/OVA). Die
chronischen Effekte der Sphk1-Defizienz auf folgende Outcome-Variablen wurden unter-
sucht: Leukozyteninfiltration, Zytokinantwort, AHR und PVH. Zudem wurde das zu diesem
Zeitpunkt fortgeschrittene pulmonalarterielle Remodeling stereologisch quantifiziert sowie
immunhistochemisch und ultrastrukturell analysiert.”® Weiterhin erfolgten vergleichende
Analysen auf mRNA-Ebene mittels quantitativer Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (QPCR).

Isoliert perfundierte und ventilierte Mauslunge (IPML)

Zur Erfassung funktioneller pulmonaler Parameter wurde die Lunge nach Heparinisierung
und finaler Blutentnahme unter Vollnarkose und kontinuierlicher Ventilation isoliert.
Nachfolgend wurde eine nicht-rezirkulierende Perfusion der Lunge Uber einen zufihrenden
Arteria pulmonalis-Katheter sowie einen abfiihrenden Katheter im Atrium cordis sinistrum
realisiert. Wahrend des eigentlichen Experiments erfolgte die Ventilation der isoliert
perfundierten Lunge per Unterdruck in einer abgeschlossenen Kammer. Uber das pulmonale
GefaBsystem der isolierten Mauslunge wurden broncho- und vasokonstriktorische Stimuli,
Methacholin und der Thromboxanrezeptor-Agonist U46619, fir jeweils 0,5 bzw. 3 Minuten in
aufsteigender Dosierung appliziert. Alle wesentlichen funktionellen Parameter (u.a.
pulmonalarterieller Mitteldruck, Atemwegswiderstand, dynamische Compliance) wurden
wahrend des gesamten Experiments kontinuierlich aufgezeichnet.

Bronchoalveolare Lavage (BAL), mRNA-Analysen, ELISA, Histologie

Die Lungen wurden Uber einen Trachealtubus zweifach lavagiert. Die mikroskopische
Zellquantifizierung und -differenzierung erfolgte aus dem resuspendierten Zellpellet der
zentrifugierten BAL. Die Zytokinanalysen erfolgten aus dem Uberstand der BAL mittels
Multiplex Assay Technik (Bio-Rad).
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Vergleichende Expressionsanalysen zentraler Komponenten des Ceramid/SphK/S1P-
Systems (neutrale Ceramidase, SphK1, SphK2, S1P;, S1P,, S1P3;, S1PP1, S1PP2, S1PL)
sowie des Referenzgens Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase (HPRT) erfolgten
nach RNA-Extraktion und cDNA-Synthese unter Einsatz murinen Lungengewebes mittels
gPCR. Die relative Expression wurde mit der AACT-Methode kalkuliert.>®

Die Bestimmung der Serum- bzw. Plasmaspiegel der Immunglobuline IgA, IgE, 1gG4, 1gG2a,
l9G2s, 19G3 und IgM erfolgte mittels ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).

Zum Zwecke der Durchlichtmikroskopie (Hamatoxylin-Eosin-Farbung), konfokalen
Fluoreszenzmikroskopie (Antikérper gegen CD31, CD45.1, CD68, Ki-67 und a-smooth
muscle actin) und Elektronenmikroskopie wurde das Lungengewebe entsprechend
paraformaldehyd-, kryo- oder osmiumtetroxid-fixiert und aufbereitet.

T-Zell-Proliferation und Zytokinbildung

Naive CD4*-T-Zellen wurden aus der Milz von DO11.10-M&usen mit transgenem OVA-
Peptid-spezifischem T-Zellrezeptor isoliert, mit CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidylster)
markiert und mit OVA-beladenen WT- oder S1P,” dendritischen Zellen in vitro kokultiviert.
Als Kontrollen dienten nicht-Antigen-beladene WT- oder S1 P,” dendritische Zellen. Nach 48
Stunden erfolgte die Analyse der Proliferation mittels Durchflusszytometrie sowie Messungen
der Zytokinspiegel (II-2, TNF-a, INF-y, IL-4, IL-5 und IL-17) im Uberstand mittels ELISA (BD
Biosciences) oder Multiplex Assay Technik (BD Biosciences).

Kontakt-Hypersensitivitdts-Reaktion

S1P,”- und WT-Mause wurden gegeniiber Fluoresceinisothiocyanat (FITC) sensibilisiert und
6 Tage spater mittels epikutaner Injektion (aural, rechts) erneut gegentiber FITC exponiert.
Als Kontrolle erfolgte die Injektion des Losungsmittels (aural, links). Nach 24 und 48 Stunden
erfolgte die Messung der Ohrdicke; nachfolgend wurden die zervikalen Lymphknoten mittels
Durchflusszytometrie (CD4*, CD8", CD44", CD62L") analysiert.

Typ-IV-Hypersensitivitdts-Reaktion

Die Sensibilisierung erfolgte durch beidseitige subkutane (s.c.) Injektionen von 4-Hydroxy-3-
Nitrophenylacetyl-O-Succinimid (NP-O-Su) in die Flanke, gefolgt von einer s.c.-Injektion von
Boratpuffer (dorsale Mittellinie). Nach 6 Tagen wurden die Tiere erneut gegenliber NP-O-Su
exponiert (s.c.-Injektion, plantar, Hinterlauf rechts). Zur Kontrolle erfolgte die Injektion von
PBS (plantar, Hinterlauf links). Nach 24 und 48 Stunden erfolgte die Messung der Dicke der
FuBsohle.

Asservierung humanen Probenmaterials

Die Patientenrekrutierung erfolgte nach Genehmigung durch die Ethikkommission geman
der Deklaration von Helsinki aus dem Royal Adelaide Hospital (Adelaide, Australien). Alle
Patienten unterzogen sich einer Lobektomie oder Pneumektomie im Rahmen einer malignen
Grunderkrankung und wurden nach Geschlecht, Alter, Tumorentitat, Raucher- und COPD-
Status kategorisiert. Die Diagnosestellung der COPD erfolgte nach den Kriterien der Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD; Stand 2009). Patienten, die den
Rauchabusus innerhalb der letzten drei Monate einstellten, wurden als Raucher klassifiziert.
Die Entnahme 2-4 nicht-tumordser 0,5 cm durchmessender Gewebeproben erfolgte aus
einem tumorfernen, peripheren Areal durch den Pathologen, inklusive anschlieBender
Uberfiihrung in RNAlater (Qiagen) oder Zamboni-Fixativ fiir nachfolgende Genanalysen und
Histologie.®

mRNA-Analysen und Enzym-Aktivitdtsmessungen humanen Lungengewebes

Nach Homogenisierung des Lungengewebes, RNA-Extraktion und cDNA-Synthese erfolgten
vergleichende Expressionsanalysen der zentralen Komponenten des SphK/S1P-Systems
(SphK1, SphK2, S1P4, S1P,, S1P;, S1P,, S1Ps, S1PP1, S1PP2, S1PL) sowie zweier
Referenzgene, Glucose-6-Phosphat Dehydrogenase (G6PD) und RNA-Polymerase Il (RPII),
mittels gPCR. Die relative Expression wurde mittels AACT-Methode kalkuliert.® Proben mit
RNA-Konzentrationen <1 pg/ul oder zu geringer RNA-Integritdtsnummer (RIN < 5) wurden
ausgeschlossen.®’ Enzym-Aktivititsmessungen der SphK erfolgten in homogenisiertem
Lungengewebe unter Verwendung der Substrate D-erythro-Sphingosin und [y-*P]ATP.%2%3
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Statistik

Zum Vergleich zweier Datengruppen wurde der Student t-Test (parametrischer Test) oder
der Mann-Whitney-U-Test (nicht-parametrischer Test) angewandt. Bei drei oder mehr
Datengruppen erfolgte die Varianzanalyse (ANOVA). Eine lineare Regressionsanalyse kam
zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen pulmonalvaskularer Hyperreagibilitat und
pulmonalarteriellem Remodeling zum Einsatz. Der Pearson-Korrelationskoeffizient wurde fir
Korrelationsanalysen angewandt. Die multivariante Varianzanalyse (MANOVA) erfolgte zur
Untersuchung des Einflusses der jeweiligen Kategorie (Alter, Geschlecht, Tumorentitat,
Raucher- und COPD-Status) auf das mRNA-Expressionsprofii des humanen
Lungengewebes. Ein p-Wert < 0,05 galt als signifikant.

5. Ergebnisse
| A Die Rolle der SphK1 in der akuten und chronischen pulmonalen T,2-Inflammation

SphK1-Defizienz flhrte zu verminderter akuter pulmonaler Inflammation

Die Induktion der akuten pulmonalen Inflammation flhrte sowohl bei den WT- als auch bei
den SphK1”-Tieren im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe (PBS/OVA) zu einem
massiven Leukozyteninflux in die Lunge. Im Vergleich zu den WT-Mausen zeigten die
SphK1"-Mause eine geringere Gesamtzellzahl der BAL, die iiberwiegend auf eine Reduktion
der eosinophilen Granulozyten zuriickzuftihren war.

Nach chronischer OVA-Exposition war die Gesamtzellzahl der BAL im Vergleich zur akuten
pulmonalen Inflammation deutlich vermindert, jedoch gegeniber den Kontroll-Gruppen
(PBS/OVA) signifikant erhdht. Die Zelldifferenzierung zeigte keine Unterschiede zwischen
den sensibilisierten und OVA-exponierten WT- und SphK1”-Mausen (OVA/OVA).

Zytokinprofile der BAL

Im Vergleich zu den Kontrollgruppen fluhrte die akute pulmonale Inflammation in den WT-
und SphK17-Mausen zu einem deutlichen Anstieg der T.2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13,
sowie von IL-12p40, RANTES und G-CSF (Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor). In
der BAL der OVA/OVA-behandelten SphK1”-M&use war im Vergleich zu den WT-Mausen
vermehrt 1I-2, RANTES, KC und G-CSF nachweisbar. Eotaxin, IL-10, TNF-a und IFN-y waren
in allen Gruppen unverandert. Nach chronischer OVA-Exposition zeigten die Zytokinprofile
keine Unterschiede zwischen WT- und SphK1”-Tieren.

SphK1-Defizienz flhrte zu verringerter AHR bei akuter pulmonaler Inflammation

Naive und PBS/OVA-behandelte SphK1”-Mause zeigten sowohl einen verringerten
Atemwegswiderstand als auch eine verringerte Atemwegsreagibilitdt verglichen mit den
jeweiligen WT-Mausen. Die akute pulmonale T.2-Inflammation fithrte bei WT- und SphK1”-
Mausen im Vergleich zu den Kontroll-Gruppen sowohl zu einem Anstieg des Atemwegs-
widerstandes als auch zur AHR auf Methacholin. OVA/OVA-behandelte SphK1”-Mause
zeigten hierbei im Vergleich zu den OVA/OVA-behandelten WT-Mausen einen verminderten
Atemwegswiderstand und eine reduzierte AHR.

Bei chronischer pulmonaler Inflammation waren Atemwegswiderstand und Atemwegs-
reagibilitat in keiner der beiden OVA/OVA-Gruppen gegeniiber den Kontrollgruppen erhdht.

SphK1-Defizienz flhrte zu erhéhter PVH bei chronischer pulmonaler Inflammation

Die akute pulmonale Inflammation hatte eine massive PVH auf den Thromboxanrezeptor-
Agonisten U46619 zur Folge. SphK1™"-Tiere wiesen im Vergleich zu den WT-Tieren in Bezug
auf pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean) und PVH jedoch keinerlei Alterationen auf.
Interessanterweise war die PVH der chronisch OVA/OVA-behandelten M&use im Vergleich
zu den Kontrollgruppen weiterhin ausgepragt detektierbar. Zudem war die PVH der SphK1™-
Mause im Vergleich zu den WT-Mausen deutlich erhdht und in der Tendenz héher als bei
akuter Inflammation.

Pulmonale mRNA-Expressionsprofile

In den SphK1”-M&usen war SphK1-mRNA im Gegensatz zu den WT-Tieren erwartungs-
gemaB nicht nachweisbar. Die OVA/OVA-Behandlung filhrte bei den SphK1”-Tieren im
Gegensatz zu den WT-Tieren zu einer reduzierten Expressionsrate der SphK2. Die bei den
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OVA/OVA-behandelten WT-Tieren beobachtete Hochregulierung von S1PP2 und S1PL blieb
bei den OVA/OVA-behandelten SphK1”-Tieren aus. Die Rezeptoren S1P;-S1P; waren bei
akuter pulmonaler Inflammation nicht alteriert.

Bei chronischer pulmonaler Inflammation kam es hingegen zu einer reduzierten Expressions-
rate von S1P; in den SphK1"-Tieren im Gegensatz zu den WT-Tieren, wobei die Expression
der S1P-synthetisierenden und der S1P-degradierenden Enzyme nicht verandert war.

Nachweis proliferierender pulmonalarterieller Zellen nach akuter OVA-Exposition

Die erhdhte PVH in den SphK1”-Mausen ging mit ausgepragtem pulmonalarteriellem
Remodeling einher. Mit Hilfe des Proliferationsmarkers Ki-67 konnten in den Lungen akut
OVA/OVA-behandelter Tiere proliferierende glatte GefaBmuskelzellen intraacindrer und
peribronchialer Arterien nachgewiesen werden. Zudem wurden Ki-67-positive Nuclei von
CD68" Monozyten/ Makrophagen, Endothel- und Epithelzellen detektiert. Eine signifikante
Zunahme der GefaBwanddicke war zu diesem Zeitpunkt in den OVA/OVA-Gruppen im
Vergleich zu den PBS/OVA-Gruppen nicht nachweisbar.

Chronische OVA-Exposition fuhrte zu ausgeprégtem pulmonalarteriellem Remodeling

Nach chronischer OVA-Exposition konnte eine ausgepragte Zunahme der GefaBwanddicke
in den die kleineren Atemwege begleitenden Arterien sowie in intraacindren Arterien
nachgewiesen werden. Das Remodeling der Arterien war in den Lungen von SphK1”-
Mausen tendenziell am starksten ausgepragt, wobei der Unterschied der stereologisch
analysierten GefaBe keine Signifikanz erreichte. In den groBen Pulmonalarterien hilarer
Lungenareale und in den Pulmonalvenen war hingegen kein Remodeling detektierbar.

Nachweis intimaler Neomuskularisation in OVA-induziertem pulmonalarteriellem Remodeling
Die ultrastrukturellen Analysen der verdickten GefaBwande mittels Elektronenmikroskopie
zeigten eine charakteristische Anordnung longitudinal ausgerichteter glatter Muskelzellen
innerhalb der Intima, luminal der Lamina elastica interna, die sich ebenfalls verdickt
prasentierte, sowohl in chronisch OVA-exponierten WT- als auch SphK1”-Tieren. Eine
additive Basalmembran oder Lamina elastica zwischen den Endothelzellen und den
longitudinalen glatten Muskelzellen konnte nicht detektiert werden.

Linearer Zusammenhang zwischen funktionellen und morphometrischen Daten
Regressionsanalysen ergaben eine signifikante, lineare Regression zwischen dem Ausmaf
des pulmonalarteriellen Remodelings und der PVH der sensibilisierten und chronisch OVA-
exponierten WT- und SphK1"-Mause.

| B Die Rolle von S1P, bei T;;1- und Ty2-Inflammation

S1P,-Defizienz flhrte zu erhéhten IgE-Spiegeln in naiven Mdusen

Im Vergleich zu den WT-Tieren wurden in den S1P,”-Méausen signifikant hdhere IgE-Spiegel
nachgewiesen. IgA und IgG; waren ebenfalls erhéht nachweisbar, bei unveranderten
Serumspiegeln von 1gGa,, 1gGap, 1gGs und IgM.

S1P,-Defizienz flhrte zu aggravierter pulmonaler Ty2-Inflammation

OVA/OVA-behandelte Mause entwickelten im Vergleich zu den Kontrollen (PBS/PBS) eine
ausgepragte pulmonale Inflammation mit einer Zunahme aller untersuchten Leukozyten-
Subpopulationen, insbesondere der eosinophilen Granulozyten. Die S1P,-Defizienz hatte im
Vergleich zu den WT-Tieren eine erh6hte Gesamtzellzahl der BAL zur Folge, die wesentlich
auf einen Anstieg der Makrophagen zuriickzufiihren war.

S1P,-Defizienz fuhrte zu einem deutlich verringerten Anstieg von IL-17

Die OVA-induzierte pulmonale Inflammation flhrte zu einem Anstieg der Ty2-Zytokine IL-4,
IL-5 und IL-13, sowie von IL-10 und IL-17. Wahrend die S1P,4-Defizienz keinen Einfluss auf
IL-4, IL-5, IL-13 und IL-10 hatte, war der OVA-induzierte Anstieg von IL-17 deutlich
vermindert. RANTES und IFN-y waren in allen Gruppen unverandert.
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S1P4-Defizienz fuhrte zu einer Zunahme der AHR

Der Atemwegswiderstand war in allen untersuchten Gruppen unverandert. Die durch die
OVA/OVA-Behandlung induzierte AHR auf Methacholin war in den S1P4”-M&usen im
Vergleich zu den WT-Mausen signifikant stérker ausgepréagt.

S1P,-Defizienz hatte keinen Einfluss auf pulmonalarteriellen Mitteldruck und PVH

Weder die Sensibilisierung und Atemwegsexposition gegenliber OVA noch die S1P,-
Defizienz hatten einen Effekt auf den pulmonalarteriellen Mitteldruck. Die durch die
OVA/OVA-Behandlung induzierte ausgepragte PVH auf U46619 war durch die S1P,-
Defizienz unbeeinflusst.

T-Zell-Stimulation durch S1P,” dendritische Zellen reduzierte IL-17-Produktion

Die Aktivierung OVA-spezifischer T-Zellen (DO11.10 T-Zellen mit transgenem OVA-
Rezeptor) durch S1P,” OVA-beladene dendritische Zellen fiihrte im Vergleich zu WT
dendritischen Zellen zu einer nicht-alterierten Proliferation der T-Zellen. Wahrend die Ty1-
und Tw2-Zytokine, IL-2, TNF-a, INF-y, IL-4 und IL-5, ebenfalls unbeeinflusst blieben, fihrte
die S1P4-Defizienz zu einer verminderten Produktion von IL-17 als Hinweis auf eine
inhibierte Ty17-Zell-Differenzierung.

S1P,-Defizienz flhrte zu erhéhter Kontakt-Hypersensitivitat

Die Zunahme der Ohrdicke nach Sensibilisierung und Exposition gegeniiber FITC war bei
den S1P,"-Mausen im Vergleich zu den WT-Mausen erhdht. Die Analyse der zervikalen
Lymphknoten zwei Tage nach Exposition ergab sowohl fir aktivierte CD4*-Zellen (CD44*
CD62L") als auch fur aktivierte CD8"-Zellen (CD44" CD62L") eine erhdhte Anzahl bei S1P,-
Defizienz.

S1P,-Defizienz fiihrte zu reduzierter Typ-IV-Hypersensitivitat
Die Zunahme der Ohrdicke nach Sensibilisierung und Exposition gegentiber NP-O-Su war
bei den S1P,”- im Vergleich zu den WT-M&usen reduziert.

Il Das humane SphK/S1P-System der Lunge

Gewebemorphologie und -pathologie
Histologische Untersuchungen aller Proben ergaben das morphologische Bild peripheren
Lungengewebes ohne Anzeichen flr Malignitét.

SphK1 ist die prddominierende SphK-Isoform

6 von insgesamt 55 Proben wurden wegen zu geringer RNA-Konzentration oder RIN von
weiteren Untersuchungen ausgeschlossen. Die mRNA aller untersuchten Komponenten des
SphK/S1P-Systems konnte mittels Polymerasekettenreaktion im humanen Lungengewebe
nachgewiesen werden. Der Vergleich der mittleren relativen Expressionslevel ergab eine
achtfach héhere Expression der SphK1 im Vergleich zur SphK2. Die Expressionsmuster der
S1P-Rezeptoren und der S1P-degradierenden Enzyme, nach absteigenden Expressions-
leveln geordnet, lauten wie folgt: S1P;>S1P,>S1Ps>S1P,>S1P; und S1PL>S1PP1>S1PP2.

Verringerte S1Ps-Expression bei COPD

Die multivariante Varianzanalyse ergab eine reduzierte Expression von S1Ps im
Lungengewebe von COPD-Patienten (n=25) im Vergleich zu Nicht-COPD-Patienten (n=24).
Hingegen fanden sich keine Hinweise fir einen Einfluss der Ubrigen Kategorien (Alter,
Geschlecht, Tumorentitat und Raucherstatus) auf das Expressionsprofil.

Keine Unterschiede in der SphK-Enzymaktivitat zwischen COPD und Nicht-COPD

Die Messungen der Enzymaktivitat ergaben eine hohe Variabilitdt zwischen den einzelnen
Patientenproben, ohne Hinweise auf Alterationen bei COPD (n=15) im Vergleich zu Nicht-
COPD (n=15).

Nachweis von Korrelationen
Korrelationsanalysen ergaben positive Korrelationen zwischen den Rezeptoren S1Ps und
S1P,. Zudem fanden sich positive Korrelationen zwischen S1P3 und S1P, und den einzelnen
S1P-degradierenden Enzymen. Fir S1P, und die SphK-Enzymaktivitat konnte eine negative
Korrelation gezeigt werden.
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6. Diskussion

Im Rahmen dieser Studie erfolgten grundlegende Untersuchungen modulatorischer Effekte
des SphK/S1P-Systems auf immunologische Prozesse, sowie auf inflammationsassoziierte
Veranderungen des pulmonalvaskuldaren Systems und der Atemwege. Die Defizienz der
SphK1 hatte bei akuter Tny2-Inflammation protektive Einflisse auf pulmonalen Leukozyten-
influx und Atemwegshyperreagibilitdt (AHR) bei gleichzeitig unveranderter pulmonal-
vaskuldrer Hyperreagibilitdt (PVH). Bei chronischer Tp2-Inflammation fuhrte die SphK1-
Defizienz hingegen zur Aggravierung der PAH-assoziierten PVH sowie zu ausgepragtem
pulmonalarteriellem Remodeling.

Auch in den S1P,”-Mausen war im Vergleich zu den WT-Mausen eine Dissoziation T2-
induzierter Atemwegs- und GefaBpathologie zu beobachten. Wahrend Leukozyteninflux und
AHR bei S1P4-Defizienz erhdht waren, blieb die PVH unverandert. Ferner fihrte die S1P,-
Defizienz bei akuter pulmonaler Inflammation zu einem verringerten Anstieg von IL-17 in der
BAL. Hierzu konkordant wiesen reduzierte IL-17-Spiegel nach CD4"-Zell-Aktivierung durch
S1P," dendritische Zellen auf eine Inhibierung der Ty17-Zell-Differenzierung hin, bei
unveranderter Produktion von Ty1- und Ty2-Zytokinen. Wahrend die S1P,-Defizienz auch im
Tu2-Modell der Kontakt-Hypersensitivitat zu einer verstarkten Immunantwort fihrte, zeigte
sich bei der Tyl-induzierten Typ-IV-Hypersensitivitats-Reaktion ein protektiver Effekt der
S1P,-Defizienz.

Mittels grundlegender Charakterisierung des humanen SphK/S1P-Expressionsprofils der
Lunge konnte die SphK1, Ubereinstimmend mit der Literatur, als pradominierendes S1P-
synthetisierendes Enzym sowie S1P; als pradominierender S1P-Rezeptor identifiziert
werden.?*® Vergleichende Analysen zwischen COPD- und Nicht-COPD-Patienten ergaben
eine reduzierte Expression von S1Ps im Lungengewebe von COPD-Patienten. Weitere
Veranderungen des SphK/S1P-Expressionsprofils sowie der SphK-Aktivitdt wurden nicht
detektiert.

Immunologische Prozesse scheinen eine zentrale Rolle in der Entstehung der PAH zu
spielen.®**" Die in dieser Arbeit eingesetzten Mausmodelle akuter und chronischer
pulmonaler Ty2-Inflammation rufen PAH-assoziierte Veranderungen der Lunge hervor,
einschlieBlich perivaskularer Leukozyteninfiltration, PVH, pulmonalarteriellem Remodeling
und spezifischen Verdnderungen der Proteinexpressionsprofile.®*® In einer 2005 von
Térméanen et al. publizierten Arbeit wurde Ty2-induziertes pulmonalarterielles Remodeling
erstmals beschrieben; ein Jahr spater folgte die Erstbeschreibung der Ty2-induzierten PVH
von Witzenrath et al.®®®” Seither untersuchen zahlreiche weitere Arbeitsgruppen die Ty2-
induzierten, PAH-assoziierten pulmonalvaskuldren Verdnderungen, die weder spezies- noch
allergenspezifisch zu sein scheinen.®®%

Die zugrundeliegenden Mechanismen der PVH, die erstmals 1988 an isolierten humanen
Pulmonalarterien von PAH-Patienten beschrieben wurde, sind bislang unzureichend
bekannt.®' Eine verstarkte Vasokonstriktion im Rahmen der endothelialen Dysfunktion
scheint jedoch in der Frithphase der PAH pathogenetisch von groBer Bedeutung zu sein.*
Méglicherweise wird die PVH durch proinflammatorische Mediatoren induziert, &hnlich wie es
fir die AHR diskutiert wird.®® Auch in den haufig angewandten PAH-assoziierten
Monocrotalin- und Hypoxie-Modellen konnte die PVH detektiert werden.**3* Die murine T.2-
induzierte PVH konnte fir die PAH-relevanten Vasokonstrikioren Thromboxan, Serotonin
und Endothelin-1 nachgewiesen werden.®” Diese Substanzen werden bei PAH vermehrt
gebildet und tragen wesentlich zur Imbalance zwischen Vasokonstriktoren und
Vasodilatatoren wie Prostazyklin und Stickstoffmonoxid bei.®>%®

In dieser Arbeit konnte erstmals eine positive Korrelation zwischen der T2-induzierten PVH
und dem morphometrischen AusmafB des pulmonalarteriellen Remodelings nachgewiesen
werden. Eine ausgepragte GeféBhyperreagibilitat ging mit ausgepragtem Remodeling einher.
Ob diese Beobachtung ausschlieBlich auf die Zunahme der glatten Muskelzellen zuriick-
zufllhren ist oder sekundare Faktoren wie Veranderungen im Thromboxan-System hierbei
eine Rolle spielen, ist gegenwartig nicht bekannt. Jiingst publizierte Studien deuten jedoch
auf 8e9igg)e enge Verknipfung des Ceramid/SphK/S1P-Systems mit dem Thromboxan-System
hin.*
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Des Weiteren erfolgten erstmals ultrastrukturelle Analysen der verdickten GefaBwéande der
pulmonalen Arterien mittels Elektronenmikroskopie. Hierbei konnten longitudinal
angeordnete glatte Muskelzellen in der Intima nachgewiesen werden. Da diese neu gebildete
Muskelschicht luminal der Basalmembran lokalisiert war, wird vermutet, dass sie Folge des
Einwanderns von Progenitorzellen aus dem GefaBlumen oder der luminal gerichteten
Migration von Zellen der Media ist.’"% Diese spezielle pathologische GefaBmorphologie
wurde auch fiir die LungengeféaBe von Patienten mit pulmonaler Hypertonie beschrieben %%
Zusammenfassend deutet die hier vorgelegte Studie auf eine mdgliche Beteiligung des
SphK/S1P-Systems an der Pathogenese der PAH hin.

Modulatorische Einflisse des SphK/S1P-Systems auf die Ty2-induzierte pulmonale
Inflammation und die AHR wurden ebenfalls an anderer Stelle beschrieben: Sowohl der
Knockdown der SphK1 mittels siRNA (small interfering RNA) als auch die Inhibition der
SphK1 fuhrten, konsistent mit den hier erhobenen Daten, zu einer Reduktion der Atemwegs-
inflammation, wohingegen die zusétzliche intranasale Applikation von S1P die Inflammation
verstarkte.®®” Wiederum konsistent mit den erhobenen Daten reduzierte die Inhibition der
SphK1 die AHR, wohingegen die S1P-Applikation zu einem Anstieg der AHR fiihrte.%%81%
Hierzu partiell inkonsistent ist die Arbeit von Chiba et al., in der die SphK-Inhibition zwar die
AHR reduzierte, jedoch nur tendenziell einen Einfluss auf die Atemwegsinflammation
zeigte.'® Die Ursache der Inkonsistenz ist unklar, jedoch kénnte sie in der unterschiedlichen
Auswahl der SphK-Inhibitoren und der variierenden Inhibitorspezifitadt und —wirkdosis
begriindet sein.'’

Die zentrale Rolle des SphK/S1P-Systems in der Pathogenese des Asthma bronchiale
wurde im Rahmen der hier zitierten Arbeiten wiederholt postuliert und das SphK/S1P-System
als méglicher therapeutischer Angriffspunkt diskutiert.”®'%'% Vor dem Hintergrund der
detektierten GefaBpathologie bei SphK1-Defizienz sowie unter Berlicksichtigung der
gewebe- und organspezifischen Distribution der S1P-Rezeptoren scheint jedoch weniger die
Inhibition der SphK sondern vielmehr der spezifische (Ant-)Agonismus eines oder mehrerer
S1P-Rezeptoren eine mdgliche therapeutische Perspektive zu bieten. Derart gezielte
pharmakologische Interventionen erfordern tiefgreifende Kenntnisse Uber die vermittelten
Effekte der einzelnen S1P-Rezeptoren.

Der Effekt der S1P,-Defizienz auf Leukozyteninflux und AHR in der Ty2-induzierten
pulmonalen Inflammation konnte in dieser Arbeit erstmals untersucht werden. Obwohl die
Tw2-Zytokin-Antwort in den S1P,”-M&usen unverdndert war, kam es zu einer Aggravierung
des Leukozyteninflux und der AHR. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind gegenwartig
unklar, jedoch kénnten die reduzierten IL-17-Spiegel in der BAL sowie die erhéhten Serum-
IgE-Spiegel der S1P4"-Tiere als mégliche Erklarungsansitze angenommen werden.
Schnyder-Candrian et al. konnten IL-17 bereits als negativen Regulator fur die Ty2-induzierte
pulmonale Inflammation identifizieren und zeigen, dass exogen appliziertes IL-17 in OVA-
sensibilisierten und —exponierten Mausen sowohl die Atemwegsinflammation als auch die
AHR reduzierte.'® Ferner ist beschrieben, dass erhdhte Serum-lgE-Spiegel mit Asthma
bronchiale und AHR assoziiert sind.'%”'%

Die S1P,-Defizienz fihrte in den untersuchten Ty2-Modellen konsistent zu einer
Aggravierung der Immunantwort, wahrend sie bei Ty1-Reaktionen einen protektiven Einfluss
zu haben schien. Der protektive Effekt in der Ty1-Antwort der Typ-IV-Hypersensitivitats-
Reaktion kénnte jedoch auf die in den S1P,”-Mé&usen inhibierte Ty17-Zell-Differenzierung
zuriickzufilhren sein, da bereits gezeigt werden konnte, dass IL-17A"-Mause in diesem
Modell ebenfalls eine reduzierte Hypersensitivitat aufweisen.'® Zusammenfassend deuten
die beobachteten Unterschiede in den Tyl1- und Tp2-Immunreaktionen nicht auf eine
veranderte Sekretion von Ty1- und Ty2-Zytokinen hin, sondern auf eine gestorte Interaktion
zwischen T-Zellen und dendritischen Zellen mit konsekutiv inhibierter Induktion der Ty17-
Zell-Differenzierung durch S1P4-defiziente dendritische Zellen.

Inwiefern sich ein S1Ps;-Agonismus protektiv auf Tu2-Inflammation und AHR auswirken
kénnte ist derzeit nicht bekannt. Weitere Studien sind zur Klarung dieser Fragestellung
erforderlich.
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Die COPD stellt ebenso wie die PAH eine inflammatorische Systemerkrankung dar, die mit
einer chronischen Inflammation der gesamten Lunge einhergeht und sekundar die
Entstehung der pulmonalen Hypertonie begiinstigen kann.3?"'%'"" Als magliche Pathomecha-
nismen werden erhdhter oxidativer Stress und vermehrte Alveolarzellapoptose diskutiert.
Eine ineffektive Efferozytose kdnnte die Akkumulation apoptotischen Materials und
sekundare inflammatorische Prozesse zusétzlich begiinstigen.>® Zudem wird zunehmend die
GefaBbeteiligung als zentraler Faktor in der Pathogenese der COPD diskutiert."®'"2 Jiingst
publizierte Daten von Seimetz et al. zeigen, dass das GeféaBremodeling der Entstehung des
Lungenemphysems im murinen COPD-Modell vorausgeht.*?

Petrache et al. identifizierten in einer 2005 publizierten Studie den Anstieg der proapopto-
tisch wirkenden Ceramide als einen bedeutenden Mechanismus in der Entstehung des
murinen Lungenemphysems und konnten darUber hinaus eine erhdhte Expression von
Ceramiden in humanen Emphysemlungen nachweisen.''® Ceramide bilden als Baustein fir
S1P die Grundlage fir das SphK/S1P-System. Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit
konnte das humane SphK/S1P-System der Lunge erstmals vergleichend zwischen COPD-
und Nicht-COPD-Patienten untersucht werden, wobei eine Reduktion der Expression von
S1Ps bei COPD detektiert wurde.

Die bereits beschriebene hohe Expression von S1Psin humanem Lungengewebe konnte in
dieser Studie bestétigt werden."'* Daten zur exakten S1Ps-Distribution innerhalb der Lunge
liegen jedoch nicht vor. S1Ps moduliert als prédominierender S1P-Rezeptor auf NK-Zellen
Migration und Homing.?* Es konnte gezeigt werden, dass die Zahl zirkulierender NK-Zellen
bei Rauchern und COPD-Patienten reduziert ist und NK-Zellen in der BAL von Patienten mit
chronischer Bronchitis vermindert nachweisbar sind.""*""” Ferner scheint neben der
reduzierten Phagozytoseaktivitdt von Alveolarmakrophagen auch die Phagozytoseaktivitat
der NK-Zellen bei COPD reduziert zu sein, was eine ineffektive Efferozytose begulnstigen
kdnnte."'®""® Jedoch wird diese Kasuistik kontrovers diskutiert, da in einer weiteren Arbeit
weder eine alterierte NK-Zellzahl noch eine alteriete NK-Zell-Funktion nachgewiesen
wurde.”"® Ob S1P5 auch eine Rolle in pulmonalen Remodeling-Prozessen spielen kénnte ist
gegenwartig unklar. Jedoch konnte gezeigt werden, dass S1Ps die Proliferation und
Migration &sophagealer Plattenepithelkarzinomzellen inhibiert.'® Weitere Untersuchungen
zur pulmonalen S1Ps-Distribution und -Funktion sowie zur Rolle der NK-Zellen in der
Pathogenese der COPD sind erforderlich.

Die wesentliche Limitation in der Analyse des humanen SphK/S1P-Systems liegt in der
Verwendung von Lungenhomogenat. Zellspezifische Analysen kdénnten helfen, eine
hoéhergradige Differenzierung zwischen den einzelnen pulmonalen Zellkompartimenten zu
ermdglichen. Diese sind Gegenstand aktueller Untersuchungen. Wenngleich alle
untersuchten Gewebeproben aus tumorfernen Arealen asserviert wurden, kénnen zudem
tumorbedingte Veranderungen der validierten Variablen nicht ausgeschlossen werden.

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit immunmodulatorische Effekte der SphK1- und
S1P,-Defizienz auf das pulmonale GeféaB- und Atemwegssystem beschrieben werden.
Ferner wurden Hinweise auf eine Beteiligung des SphK/S1P-Systems in der Pathogenese
der PAH gewonnen.

7. Ausblick

Die (Patho-)Physiologie des SphK/S1P-Systems ist komplex, da sich unter
unphysiologischen Bedingungen wie Inflammation die gewebe- und organspezifischen
Expressionsprofile der S1P-Rezeptoren andern kdénnen. Fir die Entwicklung von
Pharmakotherapeutika scheint daher eine rezeptorspezifische Modulation essenziell.
Aufbauend auf den in dieser Studie erhobenen Daten wird nun der Einfluss weiterer S1P-
Rezeptoren auf Ty2-induzierte Inflammation, pulmonalvaskuldre Hyperreagibilitdt und
pulmonalarterielles Remodeling untersucht, um mdglicherweise mittelfristig therapeutische
Strategien entwickeln zu kénnen. Insbesondere das im Rahmen dieser Arbeit etablierte
Modell der chronischen Tg2-Inflammation kann dazu dienen, Pathomechanismen in der
Entstehung des pulmonalarteriellen Remodelings zu identifizieren und findet Verwendung in
aktuellen Studien.
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