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1 EINLEITUNG

Chronische Lungenerkrankungen sind aufgrund ihrer Haufigkeit, dem erkrankungsbedingten
Leiden betroffener Patienten sowie durch ihre ékonomische Bedeutung eine Herausforde-
rung fur staatliche Gesundheitssysteme, sowohl in Entwicklungslandern als auch in industria-
lisierten Staaten (Ait-Khaled et al. 2001). Nach epidemiologischen Schatzungen wird die
globale Pravalenz chronischer Lungenerkrankungen in den kommenden Jahren deutlich zu-
nehmen (Pfeifer 2013, Pritzkuleit et al. 2010, World Health Organisation (WHO) 2007, Mur-
ray et al. 1997) und somit die Zahl betroffener Patienten, die zum Teil erhebliche Einschran-
kungen der Lebensqualitat erleiden und frihzeitig versterben (World Health Organisation
(WHO) 2007). Um den Patienten eine effektive Therapie zu ermdbglichen, sind die Optimie-
rung bestehender und die Erforschung innovativer Diagnostik- und Therapieoptionen erfor-
derlich. Dies betrifft besonders chronische Lungenerkrankungen wie Pulmonale Hypertonie
(PH) und Asthma bronchiale (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015, World Health Organi-
sation (WHO) 2014, Galie et al. 2009, Bousquet et al. 2007, Daar et al. 2007).

PH tritt haufig als Folgeerkrankung in Erscheinung und verlauft progressiv, zudem ist die
Erkrankung mit einer unginstigen Prognose assoziiert (World Health Organisation (WHO)
2007) und kann unbehandelt zum Tod flhren (Galie et al. 2009, Benisty 2002). PH wird nach
der Erkrankungsatiologie in 5 Klassen unterteilt (Simonneau et al. 2013). Die Klasse 1, die
pulmonalarterielle Hypertonie (PAH; Simonneau et al. 2013), wurde bisher am intensivsten
erforscht (Galie et al. 2009, Hoeper et al. 2009). PAH tritt in Verbindung mit einer Grunder-
krankung, aufgrund genetischer Veranlagung, Drogen- bzw. Toxin-assoziiert oder idiopa-
thisch auf (Simonneau et al. 2013). Zentrale pathophysiologische Charakteristika der PAH
sind die Kontraktion glatter vaskularer Muskelzellen, pulmonalvaskulare Umbauprozesse
(Remodeling) sowie Inflammation (Tuder et al. 2013, Archer et al. 2010). Die Veranderungen
der pulmonalen GefalBe fuhren zu einem erhdhten vaskuldren Strémungswiderstand
(Kuebler et al. 2002), infolge dessen sich haufig ein letales Rechtsherzversagen entwickelt
(Archer et al. 2010, Galie et al. 2009). Die Therapie der PAH ist komplex und setzt sich aus
dem Einsatz spezifischer Medikamente, verschiedenen AllgemeinmalRnahmen und unter-
stitzenden pharmakologischen Interventionen zusammen (Galie et al. 2013, Galie et al.
2009). Fir die spezifische medikamentése Therapie der PAH sind derzeit Endothelin-
Rezeptor-Antagonisten, Prostazyklin-Analoga, Hemmer der Phosphodiesterase-5 sowie Sti-
mulatoren der I6slichen Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase, sGC) zugelassen (Galie
et al. 2013, Ghofrani et al. 2013). Trotz nachgewiesener Effektivitdt des derzeitigen thera-
peutischen Managements ist die PAH nicht heilbar (Mandras et al. 2014, Seferian et al.

2013, Galie et al. 2009). Therapieoptionen bei unzureichender Resonanz auf das Behand-
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lungsregime und fur Patienten in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien sind gegenwartig auf
invasive Interventionen bzw. die kombinierte Anwendung zugelassener Medikamente limitiert
(Seferian et al. 2013, Hoeper et al. 2010, Galie et al. 2009). Die Effizienz und Sicherheit der
Kombinationstherapie ist jedoch noch nicht ausreichend durch klinische Studien belegt
(Galie et al. 2013, Seferian et al. 2013, Galie et al. 2009, Hoeper et al. 2009).

Von Asthma bronchiale sind weltweit geschatzt 300 Millionen Menschen aller Altersgruppen
und ethnischen Hintergriinde betroffen (Olin et al. 2014, Masoli et al. 2004). Die Erkrankung
ist charakterisiert durch eine chronische Atemwegsinflammation, Atemwegshyperreagibilitat,
Ubermalige Mukusproduktion, reversible Atemwegsobstruktionen sowie Atemwegs-
Remodeling (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015, Murphy et al. 2010). An der Entste-
hung und Progression von Asthma bronchiale sind genetische Faktoren, Umwelteinflisse
und verschiedene Grunderkrankungen beteiligt (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015).
Das therapeutische Management von Asthma bronchiale umfasst zahlreiche Allgemeinmal}-
nahmen kombiniert mit einer spezifischen medikamentésen Behandlung (Global Initiative for
Asthma (GINA) 2015, Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013), bei der inhalativ verab-
reichte Glukokortikoide sowie 32-Agonisten die grote Bedeutung haben (Baker et al. 2014,
Barnes PJ 2014, Soler et al. 2014). Daneben sind unterstitzende pharmakologische Inter-
ventionen indiziert (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015, Nationale Versorgungsleitlinie
Asthma 2013). Das gegenwartige Behandlungsregime bei Asthma bronchiale tragt fur viele
Patienten zu einer effizienten Kontrolle der Symptome und Verhinderung von Exazerbatio-
nen bei (Baker et al. 2014, Olin et al. 2014). Trotzdem ist die Erkrankung nicht heilbar (Olin
et al. 2014, Martinez 2011, Guilbert et al. 2006) und die Anwendung der konventionellen
Therapeutika kann mit zum Teil erheblichen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen (UAW)
einher gehen (Olin et al. 2014). Zudem leiden 10 - 15 % aller betroffenen Patienten unter
einer schweren Form des Asthma bronchiale und sprechen nicht adaquat auf die zugelasse-
nen Standardtherapeutika an (Baker et al. 2014, Olin et al. 2014). Fir diese Patienten be-
schranken sich derzeitige Behandlungsméglichkeiten auf Dosiserhéhungen und Kombinatio-
nen etablierter Wirkstoffe (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015, Baker et al. 2014, Natio-
nale Versorgungsleitlinie Asthma 2013). Therapeutische Optionen sind zusatzlich limitiert bei
Patienten mit Asthma bronchiale, die schwere Exazerbationen erleiden (z. B. Status
asthmaticus; Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013).

Die intensive Erforschung innovativer therapeutischer Substanzen ist bei PAH und Asthma
bronchiale erforderlich (Chung et al. 2014, Olin et al. 2014, Drazen 2012, Archer et al. 2010).
Trotz ihrer Unterschiede spielen fir beide Erkrankungskomplexe zentrale Mechanismen der
Kontraktion glatter Muskelzellen eine entscheidende Rolle (Said et al. 2010), was Grundlage
fur die Untersuchung eines neuartigen therapeutischen Zielmolekils sowohl fir PAH als

auch Asthma bronchiale sein konnte.
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Die Milztyrosinkinase (spleen tyrosine kinase, Syk) hat sich in Studien verschiedener Ar-
beitsgruppen in diesem Zusammenhang als vielversprechend erwiesen. Syk spielt eine Rolle
in der Migration und Proliferation vaskularer glatter Muskelzellen (Gao et al. 2011, Lee CK et
al. 2007, Lee HM et al. 2007) und wurde in der Endothelin-1-induzierten Kontraktion vaskula-
rer glatter Muskelzellen als Signalmediator identifiziert (Lee HM et al. 2007). Daneben fun-
giert Syk als zentraler Signaltransduktor in zahlreichen Immunzellen (Wex et al. 2011,
Mocsai et al. 2002, Lach-Trifilieff et al. 2000, Kepley et al. 1998, Crowley et al. 1997, Oliver
et al. 1994) und besitzt eine regulatorische Funktion in der Allergen- bzw. Immunglobu-
lin (Ig) E-vermittelten Mastzell-Degranulation (Wex et al. 2011, Costello et al. 1996). Darlber
hinaus wurden beglnstigende Effekte einer Syk-Inhibition bzw. -Deletion fiir die akute und
chronische Allergen-induzierte Ty2-Inflammation der Atemwege beschrieben (Moy et al.
2013, Penton et al. 2013, Matsubara et al. 2006, Matsubara et al. 2006). Basierend auf den
bisherigen Erkenntnissen wurden im Rahmen dieser Arbeit potenzielle protektive Effekte der
Syk-Inhibition bzw. Syk-Deletion fir die Pathogenese und Therapie von PAH und Asthma
bronchiale experimentell untersucht.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von Syk in humanem und murinem Lungen-
gewebe mittels Immunfluoreszenz-Analysen charakterisiert. Anschlieend erfolgte die Evalu-
ierung potenzieller dilatativer Effekte einer pharmakologischen Syk-Inhibierung auf die Vaso-
und Bronchokonstriktion isoliert perfundierter und ventilierter Mauslungen (IPML). Die dabei
erhobenen Daten fuhrten zu der Hypothese, dass Syk in den glatten Muskelzellen der pul-
monalen GefalRe und Bronchien als Signaltransduktor fur konstringierende Stimuli fungiert.
Die Uberpriifung dieser Hypothese erfolgte durch die Untersuchung Calcium (Ca®*)-
unabhangiger Signalwege der glatten Muskelzellkontraktion mittels pharmakologischer Inhi-
bitoren relevanter, an der Kontraktion beteiligter Enzyme.

Die potenzielle Rolle von Syk in der Pathogenese von PAH und Asthma bronchiale wurde
nach Induktion einer chronischen pulmonalen T,2-Inflammation bei Syk-deletierten Mausen
evaluiert. Dabei wurde der Effekt der Syk-Deletion auf die bronchiale und vaskulare Reagibi-
litdt untersucht. Aullerdem wurden im Rahmen der Experimente bronchoalveolare Lavage-
flissigkeit (BALF), Blutplasma und Gewebeproben gewonnen, die mittels verschiedener Me-
thoden hinsichtlich Zell-, Immunglobulin- und Zytokingehalt analysiert wurden. Dartber hin-
aus wurde das pulmonalarterielle Remodeling mittels stereologischer Methoden quantifiziert.
Durch die Untersuchung der Syk-Deletion in experimentellen Modellen der PAH und des
Asthma bronchiale konnten potenzielle therapeutische Effekte von Syk fir diese Erkrankun-

gen evaluiert werden.



2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Lungenanatomie, pulmonaler Kreislauf und Atemmechanik

Fir zahlreiche Lebewesen ist die Lunge das zentrale Atmungsorgan zur Bereitstellung von
Sauerstoff (O,) fir den Gesamtorganismus (Miller W et al. 2009, Fandrey 2004). Das pul-
monale Netzwerk aus luftleitenden Wegen, alveolo-kapillaren Membranen und Gefalen
(Kdnig et al. 2008, Rohen et al. 2005) sowie der ausgekligelte Mechanismus der Ventilation
machen die Nutzung des Luftsauerstoffs fur die mitochondriale Zellatmung und damit zur
Bereitstellung von Energie in Form von Adenosintriphosphat (ATP) mdglich (Frey et al. 2010,
Miller W et al. 2009). Gleichzeitig wird die Abgabe des bei der Zellatmung anfallenden Koh-
lenstoffdioxids (CO,) ermoglicht (Larsen et al. 2013, Mdller W et al. 2009). Die Lunge besitzt
demnach eine essentielle Rolle in der Aufrechterhaltung der Lebensfunktion (Frey et al.
2010, Muller W et al. 2009). Beeintrachtigungen der Lungenfunktion fihren zu einem Miss-
verhaltnis zwischen dem Sauerstoffbedarf und der Sauerstoffversorgung des Organismus
(Maller W et al. 2009, Fandrey 2004).

Bei Saugetieren wird der Respirationstrakt in die luftleitenden Atemwege (oberer Respirati-
onstrakt), das Ubergangssystem und den unteren Respirationstrakt mit Gasaustauschsystem
untergliedert (McGavin et al. 2009, Rohen et al. 2005). Nase, Nasennebenhdhlen, Rachen,
Kehlkopf, Trachea und Bronchien gehéren zu den luftleitenden Abschnitten (McGavin et al.
2009, Konig et al. 2008, Rohen et al. 2005). Ausgehend von der Bifurcatio tracheae verzwei-
gen sich die Bronchien in immer feinere Aste, die (iber die Bronchioli, die das Ubergangsys-
tem zwischen luftleitenden und gasaustauschenden Abschnitten bilden, schlieBlich in die von
Kapillaren und elastischem Bindegewebe umgebenen Alveolen Ubergehen (McGavin et al.
2009, Konig et al. 2008, Schmidt et al. 2007). Hier findet der Gasaustausch mit dem Blut
Uber die alveolo-kapillaren Membranen statt (Muller W et al. 2009, Rohen et al. 2005). Diese
Membranen werden durch zytoplasmatische Auslaufer von Typ-I-Pneumozyten, welche die
Alveolarwande bedecken, und durch zytoplasmatische Auslaufer der kapillaren Endothelzel-
len gebildet (McGavin et al. 2009). Der Gasaustausch erfolgt durch Diffusion, aufgrund der
unterschiedlichen Partialdriicke von O, bzw. CO, in Alveolen und Kapillarblut (Muller W et al.
2009, Schmidt et al. 1995).

Das pulmonale Gefalinetz ist strukturell darauf ausgerichtet, eine mdglichst gro3e Oberfla-
che fur den Gasaustausch bereit zu stellen (Townsley 2012). Zur Erflllung dieser zentralen
Aufgabe besteht der pulmonale Blutkreislauf aus einem Verteilungs-, Austausch- und Sam-

melsystem, in das die nacheinander geschalteten pulmonalen Arterien, Arteriolen, Kapilla-
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ren, Venolen und Venen involviert sind (Larsen et al. 2013, Rohen et al. 2005). Das dem
Herzen aus den Venae cavae zugeflihrte Blut gelangt aus dem rechten Herzventrikel tber
die Pulmonalarterien in die Lunge (Kénig et al. 2008, Rohen et al. 2005). Ahnlich wie der
Bronchialbaum verzweigen sich auch die pulmonalen Arterien, und gehen dabei von elasti-
schen in muskularisierte Arterien Uber, die sich Uber Arteriolen in weitgehend muskelfreie
Prakapillaren verzweigen (Larsen et al. 2013, Rohen et al. 2005). Diese gehen in die alveola-
ren Kapillaren Gber, welche in den Interalveolarsepten verlaufen und ein enges Netz um die
Alveolen bilden (Larsen et al. 2013, Rohen et al. 2005). Uber Venolen und Venen erfolgt der

Transport des Blutes zuriick zum linken Herzen (Larsen et al. 2013, Rohen et al. 2005).

Der Blutdruck im pulmonalen Kreislauf des Menschen ist physiologischerweise niedrig, er
betragt nur ca. ein Siebtel der Werte des systemischen Kreislaufs (Niederdruck-System;
Larsen et al. 2013). Die Hohe des pulmonalarteriellen Drucks wird bestimmt durch das
Herzminutenvolumen, den Druck im linken Atrium des Herzens sowie durch den pulmonalen
GefalRwiderstand (van Gestel et al. 2014, Larsen et al. 2013). Die bestimmende GroRRe fir
den GefalRwiderstand ist der Gefaldradius, der durch Dilatation bzw. Konstriktion der pulmo-
nalen Geféle beeinflusst wird (van Gestel et al. 2014, Larsen et al. 2013). Pathologische
Veranderungen der pulmonalen Gefalle kénnen eine Reduktion des Gefaliradius bedingen

und zu einem erhdhten GefalRwiderstand fihren (Galie et al. 2009).

Die Atemmechanik unterliegt wechselnden Phasen der Inspiration und Exspiration (Larsen et
al. 2013). Neben den anatomischen Strukturen der Lunge selbst ist fur die Atemmechanik
wichtig, dass die Oberflache der Lunge sowie die Thoraxinnenseiten mit Pleura Uberzogen
sind (Pleura visceralis und Pleura parietalis; Rohen et al. 2005). In dem Spalt zwischen den
Pleurae befindet sich ein Flussigkeitsfilm, durch den die Epithelien von Lunge und Thorax
aneinanderhaften (Miller W et al. 2009). Bei Inspiration flihrt die Kontraktion der Atmungs-
muskulatur (Zwerchfell und Zwischenrippenmuskulatur) zu einer aktiven Erweiterung des
Brustkorbs (Muller W et al. 2009, Rohen et al. 2005). Die Lunge folgt der Brustkorb- bzw.
Zwerchfellbewegung und dehnt sich aus, was zu einer Aufweitung der Alveolen und Vergré-
Rerung der Lumina von Bronchien und Bronchioli fihrt (Rohen et al. 2005). Durch die Auf-
dehnung der Lunge wahrend der Inspiration wird ein Unterdruck erzeugt, durch den Umge-
bungsluft in die Lunge gesogen wird (Gekle et al. 2010, Rohen et al. 2005). Die Weite der
Atemwege bestimmt den Widerstand flr den Luftstrom (Atemwegswiderstand; Gekle et al.
2010). Pathologische Veranderungen der Atemwege kénnen zu einer Verengung der Lumina
und in der Folge zu einem erhéhten Atemwegswiderstand fihren (Gekle et al. 2010). Fur die
optimale Ventilation der Lunge ist zudem das Vorhandensein des oberflachenaktiven

Surfactant (Surface active agent) an der Grenzflache zwischen Alveolarepithel und Luft es-
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sentiell, denn dieser ermdglicht die Aufweitung der Alveolen wahrend der Inspiration und
verhindert ihren Kollaps in der Expirationsphase (Frey et al. 2010). Die Exspiration ist ein
weitgehend passiver Vorgang, der durch die elastischen Ruckstellkrafte von Lunge und Tho-
rax erfolgt und mit der Erschlaffung der Atmungsmuskulatur zu einer Verkleinerung des
Brustkorbs flhrt (Gekle et al. 2010, Miller W et al. 2009, Rohen et al. 2005).

2.2 Pulmonale Hypertonie

2.2.1 Definition

Die Pulmonale Hypertonie (PH) ist eine multifaktoriell bedingte chronische Lungenerkran-
kung, die gekennzeichnet ist durch die Konstriktion und Obliterierung pulmonaler Gefale
und daraus folgend einer Erhéhung des pulmonalen GefalBwiderstands und des pulmonalar-
teriellen Drucks (Maarman et al. 2013). DefinitionsgemaR liegt eine PH vor, wenn der invasiv
mittels Rechtsherzkatheter gemessene mittlere pulmonalarterielle Druck (Ppa mean) in Ruhe
Uber 25 mmHg liegt (Hoeper et al. 2010). Der physiologische Ppa mean des Menschen in
Ruhe liegt nach Kovacs et al. bei 14 £+ 3 mmHg und Ubersteigt einen Wert von 20 mmHg in
der Regel nicht (Kovacs et al. 2009). Fir den Wertebereich zwischen 21-24 mmHg existieren
bisher keine genauen Definitionen, da epidemiologische Daten fehlen (Galie et al. 2009).

Mit PH einhergehende Symptome sind haufig unspezifisch und beinhalten Dyspnoe bei Be-
lastung, begleitet von Erschépfung und schneller kérperlicher Ermidung bei Anstrengung,
Synkopen, Odeme und Zunahme des Bauchumfangs (Hoeper et al. 2010). Die PH-
assoziierten pathologischen Veranderungen der pulmonalen Gefalle kdnnen progredient zu
einer Hypertrophie des rechten Herzventrikels und einer gesteigerten ventrikularen Kontrakti-
litat fhren (Naeije et al. 2014). In fortgeschrittenen Krankheitsstadien kommt es durch die
konstant erhéhte Nachlast zu einer Dilatation der rechten Herzkammer, Drehung des Her-
zens nach links, Trikuspidalklappeninsuffizienz und Erweiterung des rechten Atriums (Cor
pulmonale; Olsson et al. 2014, Humbert et al. 2004, Schéafers 2001).

2.2.2 Klassifikation

Die PH wird je nach Atiologie gemaR der Nizza-Klassifikation von 2013 in die folgenden 5
Klassen unterteilt (Simonneau et al. 2013): Die 1. Klasse bildet die pulmonalarterielle Hyper-
tonie (PAH). Dazu gehoren die idiopathische, hereditare, assoziierte (zum Beispiel assoziiert
mit einer Humanen Immundefizienz-Virus (HIV)-Infektion, portaler Hypertension oder einem
angeborenen Herzfehler) und die Drogen- und Toxininduzierte PAH, ebenso wie die pulmo-

nale veno-okklusive Erkrankung, die pulmonalkapillare Hdmangiomatose und die persistie-
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rende pulmonale Hypertonie der Neugeborenen. Mit PH assoziierte Erkrankungen des linken
Herzens, hervorgerufen durch systolische oder diastolische Dysfunktionen oder Erkrankun-
gen der Herzklappen, bilden die Klasse 2. Mit PH assoziierte Lungenerkrankungen und/oder
Hypoxie bilden die Klasse 3. Zu diesen PH-assoziierten Lungenerkrankungen gehdéren ne-
ben der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) unter anderem auch das Schlaf-
Apnoe-Syndrom und interstitielle Lungenerkrankungen. Die chronische thrombembolische
pulmonale Hypertonie (CTEPH) bildet die Klasse 4, PH mit unklarer multifaktorieller Genese
die Klasse 5 (beispielsweise PH aufgrund von myeloproliferativen Erkrankungen, Sarkoido-
se, Neurofibromatose, Schilddrisen-Erkrankungen, Glykogenspeicherkrankheit, tumorbe-

dingten Obstruktionen und anderen (Simonneau et al. 2013, Ryan et al. 2012)).

2.2.3 Epidemiologie der Pulmonalen Hypertonie

Pravalenz-Daten zur PH sind derzeit uneinheitlich. Griinde hierfir sind die Heterogenitat der
verschiedenen PH-Klassen sowie groRe Unterschiede in den Kriterien der Datenerhebung,
insbesondere der diagnostischen Methoden, Auswahl der Patientengruppen und Festlegung
der Untersuchungsparameter (Strange et al. 2012). Das Center for Disease Control and Pre-
vention der Vereinigten Staaten von Amerika (USA) berichtete im Zusammenhang mit PH fur
den Zeitraum von 1980 bis 2002 Uber steigende Mortalitatsraten bei Frauen und einen ge-
steigerten Anteil von Hospitalisationen (George et al. 2014, Hyduk et al. 2005). Im Allgemei-
nen deuten Eintrage in verschiedenen nationalen Krankenregistern auf ein vermehrtes Auf-
treten der Erkrankung bei Frauen hin (McGoon et al. 2013).

Die Datenlage zur Epidemiologie der PAH ist umfangreicher. Auf der Grundlage eines natio-
nalen Krankenregisters aus Frankreich wurde die jahrliche Inzidenz der PAH fir die Jahre
2002-2003 auf 2,4 neue Falle pro Million geschatzt und die Pravalenz mit 15,0 Fallen pro
Million beziffert (Humbert et al. 2006). Vergleichbare Zahlen ergab die REVEAL-Studie (Re-
gistry to Evaluate Early and Long-term Pulmonary Arterial Hypertension Disease Manage-
ment) aus den Jahren 2006-2007 (Frost et al. 2011). Peacock et al. fassten auf’erdem in
einer epidemiologischen Studie Daten aus drei verschiedenen Quellen zusammen und ga-
ben die Pravalenz der PAH mit 15-52 Fallen pro Million an (Peacock et al. 2007).

Die Prognose der PAH ist abhangig von der frihzeitigen Diagnose und Intervention sowie
von bestehenden Begleiterkrankungen (Galie et al. 2009). Die Progressionsrate der pulmo-
nalvaskularen Obstruktionen und die Adaptationsfahigkeit des rechten Herzventrikels spielen

eine zentrale Rolle fiir das Uberleben der Patienten (Galie et al. 2009).
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2.2.4 Pulmonalarterielle Hypertonie

Im Fokus dieser Arbeit stand die pulmonalarterielle Hypertonie (PAH). In Zusammenhang mit
der Klassifikation der PH wurde postuliert, dass die verschiedenen PH-Formen hinsichtlich
der zugrunde liegenden zellularen und pathophysiologischen Prozesse zahlreiche Gemein-
samkeiten aufweisen (Chester et al. 2014, Galie et al. 2009, Kuebler et al. 2002, Peacock
1999). Eine Ausnahme hiervon bildet die CTEPH, deren Pathogenese klar gekennzeichnet
ist durch den Verschluss pulmonaler Arterien durch Thrombemboli, welche durch Fibrosie-
rung und inadaquate endogene Fibrinolyse unléslich werden (Olsson et al. 2014, Galie et al.
2009, Fedullo et al. 2001). Die Therapie der CTEPH besteht in der chirurgischen Endarte-
riektomie mit dem Ziel einer Entfernung der verschlielenden Thromben (Jenkins et al. 2013,
Fedullo et al. 2001). Medikamentos ist Riociguat (ein Stimulator der I6slichen Guanylatzykla-
se) fur die Behandlung der CTEPH im Falle von Inoperabilitdt oder postoperativ weiter be-

stehender PH zugelassen (Galie et al. 2013).

Die Ursachen fir die Entstehung der PAH sind multifaktoriell. PAH kann infolge einer Lun-
generkrankung entstehen, beispielsweise aufgrund chronischer entzindlicher oder prolifera-
tiver Prozesse, oder als Folge chronischer vasokonstriktorischer Prozesse (Kuebler et al.
2002). Die verschiedenen mit PAH-assoziierten Erkrankungen wurden bereits unter Punkt
2.2.2 (Klassifikation) genannt (Simonneau et al. 2013). Im Wesentlichen tritt PAH assoziiert
mit systemischen Erkrankungen auf, daneben gibt es idiopathische PAH-Félle (Simonneau
et al. 2013). PAH besitzt auch eine genetische Komponente (Archer et al. 2010). So weisen
75-80 % der Patienten mit einer hereditaren PAH Mutationen in Genen auf, welche haupt-
sachlich den bone morphogenetic protein receptor 2 (BMPR2) betreffen (Germain et al.
2013, Soubrier et al. 2013). BMPR?2 ist ein Rezeptor fir Wachstumsfaktoren, welche En-
dothelzellen und glatte GefaBmuskelzellen in ihrer Proliferation hemmen (Blobe et al. 2000,
Wilkins et al. 2000). Zuséatzlich pradisponieren Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nu-
cleotid polymorphism, SNP) fir PAH (Pousada et al. 2015, Germain et al. 2013), beispiels-
weise des angiotensin-converting enzyme-Gens, des Serotonin-Transporter-Gens oder des
Serotonin-2-B-Rezeptor-Gens (Tuder et al. 2013).

Ein bekannter Risikofaktor flr die Entwicklung der PAH ist auerdem die Einnahme von Ap-
petitziiglern oder Dekongestiva (Seferian et al. 2013, Kay JM et al. 1971). Fir die mittlerweile
vom Markt genommenen Appetitziigler Aminorex bzw. Benfluorex wurde postuliert, dass sie
zu einer Erhéhung der Serum-Serotonin-Level flhrten, indem sie mit dem Serotonin-
Transporter interagierten (Seferian et al. 2013, Eddahibi et al. 2002). Fir Serotonin wurde
neben seiner konstriktorischen Wirkung auf pulmonalvaskulare glatte Muskelzellen

(MacLean et al. 2000) beschrieben, dass es ebenso als Wachstumsfaktor auf diese Zellen
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wirken kann (Seferian et al. 2013, Eddahibi et al. 2001, Herve et al. 1995). Diese Effekte sind

fur die Pathogenese der PAH relevant.

2.2.41 Pathogenese

PAH entsteht durch eine Reihe pathologischer Veranderungen der pulmonalen Gefalle, wo-
bei endotheliale Dysfunktionen hauptsachlich fir die Progression der Erkrankung verantwort-
lich sind (Archer et al. 2010, Kuebler et al. 2002, Ben Driss et al. 2000, Higenbottam 1994,
Loscalzo 1992). Kennzeichnend fir die Dysfunktionen ist ein Ungleichgewicht zwischen en-
dogenen vasodilatativen/antiproliferativen und vasokonstriktorischen/proliferativen Faktoren
(Zaiman et al. 2005, Christman et al. 1992, Stewart et al. 1991) sowie eine Zunahme pro-
thrombotischer Faktoren wie tissue factor (White et al. 2007). Es wurde hypothetisiert, dass
Schadigungen bzw. Verletzungen der pulmonalen Gefalie endotheliale Dysfunktionen initiie-
ren kdnnen (Sahara et al. 2007, Partovian et al. 2000, Higenbottam 1994).

Der pulmonale Gefaltonus wird physiologischerweise durch Endothelin-1, Stickstoffmonoxid
(NO) und Prostazyklin reguliert (Chester et al. 2014). Endotheliale Dysfunktionen bedingen
die vermehrte Produktion von Endothelin-1 (Sakai S et al. 1996, Giaid et al. 1993), welches
vasokonstriktorisch wirkt und die Proliferation glatter GefaRmuskelzellen stimuliert (Archer et
al. 2010). Daneben werden Serotonin, Thromboxan-A2, Angiotensin Il, Histamin und Wachs-
tumsfaktoren wie vascular endothelial growth factor (VEGF; Sakao et al. 2007) oder platelet-
derived growth factor (PDGF) Ubermafig sezerniert (Humbert et al. 1998), was vasokonstrik-
torische und proliferative Prozesse unterstutzt (Chester et al. 2014, Lambers et al. 2013,
Kuebler et al. 2002, MacLean et al. 2000, Cirillo et al. 1999, Herve et al. 1995, Giaid et al.
1993, Christman et al. 1992). Vasodilatatoren, wie das endothelial gebildete NO sowie Pros-
tazyklin, welches Uber einen zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP)-abhangigen Sig-
nalweg zusatzlich inhibierend auf die Endothelzellproliferation wirkt (Archer et al. 2010), wer-
den dagegen in zu geringem Male produziert (Tuder et al. 1999, Christman et al. 1992).
Durch die vermehrt zirkulierenden proliferativ wirkenden Stimuli finden in den pulmonalvas-
kularen glatten Muskelzellen und Endothelzellen strukturelle Umbauvorgange (Remodeling)
statt (Archer et al. 2010). In beiden Zelltypen sind Proliferation und Hypertrophie gesteigert,
woflr bei hereditarer PAH die Mutation des BMPR2 verantwortlich sein kann (Archer et al.
2010). Zusatzlich wird in pulmonalvaskularen glatten Muskelzellen die Apoptose gehemmt
(Archer et al. 2010, Humbert 2010, Wagenvoort 1960). Das vaskulare Remodeling ist in
PAH-Lungen histologisch nachweisbar (Stacher et al. 2012). Dabei zeigen sich Intima-
Hyperplasie und Media-Hypertrophie, Proliferation und Fibrosierung der Adventitia, plexifor-
me Lasionen und der Verschluss kleinerer Arterien durch in situ-Thromben (Lannan et al.

2014, Stacher et al. 2012, Archer et al. 2010). Die plexiformen Lasionen bestehen aus En-
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dothelzellen, die in zahlreichen Schichten das GefalRlumen ausfillen und es auf diese Weise
obliterieren (Voelkel et al. 1998, Voelkel et al. 1995, Pietra et al. 1989). In diesen Endothel-
zellen werden Angiogenese-relevante Gene exprimiert, wie beispielsweise das Gen fur
VEGF (Tuder et al. 2001). Zur Entstehung der plexiformen Lasionen wurde hypothetisiert,
dass eine initiale groRflachige Apoptose von Endothelzellen zu einer Selektion Apoptose-
resistenter Endothel-Vorlauferzellen fihrt (Sakao et al. 2005, Taraseviciene-Stewart et al.
2001). Diese flllen, mdglicherweise unter Einfluss des Angiogenese-unterstiitzenden tissue
factor, durch ungeordnete Proliferation das Gefalllumen aus (Meoli et al. 2009, White et al.
2007). Hassoun et al. postulierten hierzu, dass Wachstumsfaktoren wie PDGF und VEGF
neben ihren mitogenen Eigenschaften zusatzlich die Apoptose-Resistenz der Endothel-
Vorlauferzellen induzieren (Hassoun et al. 2009).

Eine weitere haufig bei PAH-Patienten auftretende pathologische Veranderung sind in situ-
Thromben in kleinen pulmonalen Arterien (Lannan et al. 2014, Fuster et al. 1984). Aktuell
wird noch diskutiert, ob die Thromben Teil der PAH-Pathogenese oder Folge des pulmo-
nalarteriellen Remodelings sind (Lannan et al. 2014). Dem Glykoprotein tissue factor wurde
neben den bereits oben genannten Eigenschaften auch im Zusammenhang mit Thromben
bei PAH eine entscheidende Rolle zugeschrieben. Es initiiert die Koagulationskaskade
(Lannan et al. 2014) und wurde in plexiformen Lasionen humaner PAH-Lungen vermehrt
nachgewiesen (White et al. 2007). Daneben wurde eine Hyperkoagulabilitat bei PAH-
Patienten beschrieben (Tournier et al. 2010).

PAH besitzt auch eine inflammatorische Komponente (Dorfmuller et al. 2003). Histologisch
wurden perivaskular und in plexiformen Lasionen in PAH-Lungen vermehrt Makrophagen,
Mastzellen, dendritische Zellen sowie T- und B-Zellen nachgewiesen (Tuder et al. 2013,
Savai et al. 2012, Archer et al. 2010, Nicolls et al. 2005, Kuebler et al. 2002, Tuder et al.
1994). Die inflammatorische Komponente der PAH wurde auch durch den serologischen
Nachweis von Interleukinen (IL) und Chemokinen bei PAH-Patienten gezeigt (Tuder et al.
2013, Archer et al. 2010, Fartoukh et al. 1998, Tuder et al. 1998, Wright L et al. 1998, Hum-
bert et al. 1995). So waren nach Soon et al. insbesondere IL-1p3, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 und IL-
10 sowie Tumornekrosefaktor a im Serum von Patienten mit PAH erhéht (Soon et al. 2010).
Die Level der Zytokine IL-6, IL-8 und IL-10 korrelierten zudem mit dem Uberleben der Patien-
ten (Soon et al. 2010). Die Anwesenheit der inflammatorischen Zytokine und Chemokine
wird in direkten Zusammenhang mit der Rekrutierung inflammatorischer Zellen und der
Proliferation von glatten Muskelzellen und Endothelzellen gebracht (Hassoun et al. 2009). So
wurde fir das Chemokin regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted
(RANTES) beschrieben, dass es durch Induzierung des Endothelin-1-converting enzyme und
von Endothelin-1 eine indirekte Rolle in der Pathogenese der PAH spielen kénnte (Hassoun

et al. 2009). Von Dorfmuller et al. wurde in Lungen von PAH-Patienten eine erhdhte mess-
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enger Ribonukleinsaure (MRNA)-Expression von RANTES detektiert (Dorfmuller et al. 2002).
Die Autoren zeigten durch in situ-Hybridisierung und immunhistochemische Analysen, dass
pulmonalarterielle Endothelzellen die Hauptquelle fir RANTES in den Lungen dieser Patien-
ten waren (Dorfmuller et al. 2002).

Auch eine allergische Inflammation der Lunge kann PAH-assoziierte Veranderungen be-
glnstigen, da diese sich nicht ausschliellich auf die Atemwege beschrankt, sondern auch
strukturelle und inflammatorische Veranderungen der pulmonalen Gefal’e induzieren kann
(Singh B et al. 2005, Tormanen et al. 2005, Henderson et al. 2002, Saetta et al. 1991). Ver-
schiedene Autoren beschrieben in diesem Zusammenhang eine pulmonalvaskulare Hyper-
reagibilitdt, die mit einer allergischen pulmonalen Inflammation verknipft war (Haberberger
et al. 2009, Witzenrath et al. 2006, Humbert et al. 2004). Eine pulmonalvaskulare Hyperrea-
gibilitat zeigte sich beispielsweise in der in vivo Studie von Witzenrath et al. nach Verabrei-
chung von Endothelin-1, Serotonin, Angiotensin Il sowie dem Thromboxan-Agonisten
U46619 bei Mausen, bei welchen durch repetitive Ovalbumin (OVA)-Sensibilisierungen und
OVA-Atemwegsexpositionen eine allergische pulmonale Inflammation induziert worden war
(Witzenrath et al. 2006). Die Autoren folgerten, dass eine allergische pulmonale Inflammation

in der Pathogenese der PAH eine Rolle spielen kénnte (Witzenrath et al. 2006).

Die Gesamtheit der vasokonstriktorischen, proliferativen, prokoagulativen und inflammatori-
schen Vorgange im pulmonalen Gefalinetz verengen bei PAH die vaskularen Lumina, so-
dass der Stréomungswiderstand in den GefalRen stark zunimmt (Kuebler et al. 2002). Mit
Fortschreiten der Erkrankung wirkt sich dies auf den rechten Herzventrikel aus (erhohte
Nachlast, zunachst Ventrikel-Hypertrophie, dann Myokarddilatation), was schlieR3lich zu ei-

nem letalen Rechtsherzversagen fiihrt (Archer et al. 2010).

2.2.4.2 Therapie

Das therapeutische Management der PAH ist komplex und erfordert neben der individuellen
Bewertung der Schwere der Erkrankung und der Beurteilung der Vasoreagibilitat eine Kom-
bination aus allgemeinen Mallnahmen und den gezielten Einsatz von Medikamenten (Galie
et al. 2009). Eine frihzeitige Diagnoseerhebung tragt in hohem Malie zum Therapieerfolg
und zur Verbesserung des Uberlebens der Patienten bei (Mandras et al. 2014, Humbert et
al. 2012, Gibbs 2007). Allgemeine MalRnahmen beinhalten psychologische Betreuung, Infek-
tionsprophylaxe und moderate korperliche Aktivitat (Galie et al. 2013). Zudem gehdren die
unterstitzende Therapie durch orale Antikoagulanzien, Diuretika und gegebenenfalls Antiar-
rhythmika sowie eine Sauerstofftherapie zum PAH-Management (Galie et al. 2013, Hoeper
et al. 2010, Galie et al. 2009). Zu den PAH-spezifischen Pharmakotherapien zahlen En-



12 LITERATURUBERSICHT

dothelin-Rezeptor-Antagonisten, Prostazyklin-Analoga, Hemmer der Phosphodiesterase 5
sowie Stimulatoren der I6slichen Guanylatzyklase (sGC; Galie et al. 2013). Zudem gibt es
Patienten mit idiopathischer PAH, welche von der Behandlung mit traditionellen Vasodilatato-
ren wie Calcium-Kanal-Blockern (calcium-channel blockers, CCB) profitieren (Galie et al.
2013).

2.2.4.2.1 Calcium-Kanal-Blocker

Bei PAH-Patienten kann mittels inhalativ verabreichtem NO oder Prostazyklin die akute Re-
agibilitat pulmonaler Gefalte getestet werden (Sompradeekul et al. 2015, Galie et al. 2013,
Preston et al. 2013). Auf diese Weise wird ihre Suszeptibilitdt gegentber traditionellen Va-
sodilatatoren wie CCB bestimmt (Milger et al. 2015, Sitbon et al. 2005). CCB kdnnen bei
positiven Ergebnissen in hohen Dosen eine Option fiir eine Langzeittherapie sein (Galie et
al. 2013). Ein positives Ergebnis liegt nach derzeitiger Definition vor, wenn sich der invasiv
mittels Rechtsherzkatheter gemessene mittlere pulmonalarterielle Druck nach inhalativer
Verabreichung eines pulmonalen Vasodilatators um mehr als 10 mmHg reduziert und zu
einem mittleren pulmonalarteriellen Druck von unter 40 mmHg fuhrt (Milger et al. 2015).
Nach einer Studie von Sitbon et al. stellt die Langzeittherapie mit CCB fir weniger als 10 %
der Patienten mit idiopathischer PAH eine Option dar (Sitbon et al. 2005). Die Therapie mit
CCB kann zu Hypotension, Synkopen oder Rechtsherzversagen fihren (Galie et al. 2009).

2.2.4.2.2 Endothelin-Rezeptor-Antagonisten

Das hauptsachlich von Endothelzellen produzierte Endothelin-1 ist der potenteste endogene
Vasokonstriktor (Galie et al. 2004, Yanagisawa et al. 1988) und verfligt zudem Uber mitoge-
ne Eigenschaften (Ohlstein et al. 1992). Die Lunge ist primares Zielorgan der Endothelin-1-
Effekte, welche Uber die Endothelin-A- und Endothelin-B-Rezeptoren (ETA bzw. ETB) ver-
mittelt werden (Chester et al. 2014). ETA wird von glatten Gefalmuskelzellen exprimiert,
ETB ist sowohl auf glatten GefaBRmuskelzellen als auch auf Endothelzellen lokalisiert (Galie
et al. 2004, Seo et al. 1994). Die Aktivierung von ETA induziert die Kontraktion und Prolifera-
tion der glatten Gefalmuskelzellen (Seo et al. 1994, Zamora et al. 1993). Die Bindung von
Endothelin-1 an den Gefalimuskelzell-lokalisierten ETB-Rezeptor fiuhrt ebenfalls zur Vaso-
konstriktion (Seo et al. 1994). Der endotheliale ETB-Rezeptor ist vor allem an der Clearance
von Endothelin-1 aus dem Blut beteiligt (Dupuis et al. 1996) und induziert Uber die Freiset-
zung von Prostazyklin und NO die Vasodilatation (Hirata et al. 1993). Die physiologischen
Plasmalevel von Endothelin-1 sind niedrig und liegen im Bereich von 1-2 pg/ml (Galie et al.

2004). Bei PAH-Patienten sind erhéhte Level an zirkulierendem Endothelin-1 nachweisbar,
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was auf die vermehrte Expression von Endothelin-1 in Endothelzellen zuriickzufiihren ist
(Giaid et al. 1993, Stewart et al. 1991).

Therapeutisch erfolgt bei PAH-Patienten eine Antagonisierung des Endothelin-Systems
durch Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (ERA), welche entweder dual den ETA- und ETB-
Rezeptor blockieren oder ETA-spezifisch wirken (Galie et al. 2004). Die Spezifitat der ver-
fugbaren ERA wird hinsichtlich der Effizienz kontrovers diskutiert und erfordert vergleichende
Untersuchungen in klinischen Studien (Chester et al. 2014, Galie et al. 2013, Jasmin et al.
2001). Fur die PAH-Behandlung zugelassene duale ERA sind Bosentan und Macitentan, die
sich in klinischen Studien hinsichtlich der Verbesserung der physischen Belastungsfahigkeit
und klinischer Parameter als effizient erwiesen haben und das Fortschreiten der Erkrankung
verzdgerten (Galie et al. 2013, Pulido et al. 2013, Rubin et al. 2002, Channick et al. 2001).
Vergleichbares gilt fiir den ETA-spezifischen ERA Ambrisentan (Galie et al. 2013, Galie et al.
2008).

Die Therapie mit Bosentan ist mit einem erhéhten hepatotoxischen Risiko assoziiert (Mano
et al. 2007), weshalb die regelmaRige Kontrolle der Leberwerte von Patienten unter Bosen-
tan-Therapie indiziert ist (Galie et al. 2013). Weitere mit Macitentan, Bosentan und Ambri-
sentan verknlpfte unerwlnschte Arzneimittelwirkungen (UAW) sind Anamie, periphere
Odeme sowie milde kardiale, respiratorische, gastrointestinale und neurologische Beein-

trachtigungen (Aversa et al. 2015).

2.2.4.2.3 Prostazyklin-Analoga

Prostazyklin ist ein Metabolit des Arachidonsaure-Stoffwechsels und wird hauptsachlich von
Endothelzellen gebildet (Christman et al. 1992). Es ist ein potenter Vasodilatator, Hemmer
der Thrombozytenaggregation und vermittelt antiproliferative Effekte (Galie et al. 2003, Jo-
nes et al. 1995). Bei PAH-Patienten sind die Prostazyklin-Produktion sowie die Expression
der Prostazyklin-Synthase infolge der endothelialen Dysfunktion reduziert (Christman et al.
1992). Zudem wird das vasokonstriktorisch wirksame Thromboxan-A2, welches ebenfalls ein
Produkt des endothelialen Arachidonsaure-Metabolismus ist, vermehrt freigesetzt (Christman
et al. 1992). Fur die PAH-Therapie sind synthetische Prostazyklin-Analoga verfiigbar. Be-
sonders Epoprostenol und lloprost wurden in klinischen Studien als effizient getestet
(McLaughlin et al. 2006, Badesch et al. 2000, Krowka et al. 1999, Higenbottam et al. 1998,
Barst et al. 1996). Epoprostenol wird ausschliel3lich intravends appliziert und besitzt eine
kurze Halbwertszeit von 3 bis 5 min (Galie et al. 2013). In klinischen Studien zur Effizienz der
intravendsen Epoprostenol-Verabreichung bei Patienten mit idiopathischer und Skleroder-
mie-assoziierter PAH zeigten sich positive Effekte auf die physische Belastbarkeit, klinische

Parameter und Verbesserung der Symptome (Badesch et al. 2000, Barst et al. 1996, Rubin
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et al. 1990). Vergleichbares wurde fir das inhalativ verabreichte lloprost festgestellt. UAW
zeigten sich vor allem in Form von Hitzewallungen, Kiefer- und Kopfschmerzen, Diarrhoe
und Schmerzen in den Beinen (Galie et al. 2013, Galie et al. 2009).

2.2.4.2.4 Phosphodiesterase-5-Inhibitoren und Stimulatoren der I6slichen Gua-

nylatzyklase

NO ist als potenter Vasodilatator, Inhibitor Zell-proliferativer Prozesse und Inhibitor der
Thrombozyten-Aktivierung fir die PAH als therapeutisches Ziel aulderst relevant (Gomberg-
Maitland et al. 2013). NO wird durch das Enzym NO-Synthase (NOS) bereitgestellt, dessen
drei Isoformen (endotheliale (eNOS), induzierbare (iNOS) und neuronale (nNOS) NO-
Synthase) in der Lunge exprimiert sind (Gomberg-Maitland et al. 2013, Zhao et al. 2009). Im
Tiermodell wurde gezeigt, dass eine eNOS- bzw. iINOS-Defizienz mit einem erhdhten pulmo-
nalen Gefaldtonus assoziiert war (Champion et al. 2002, Fagan et al. 1999). Die Vasodilatati-
on durch NO wird Uber einen Signalweg vermittelt, der zyklisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) involviert (Moncada et al. 1993). cGMP wird durch Guanylatcyclasen gebildet und
durch Phosphodiesterasen (PDE) hydrolysiert und somit abgebaut. In der Lunge dominiert
die Expression der PDE-Isoform 5 (Rabe et al. 1994). Inhibitoren der PDE-5 verhindern den
Abbau des cGMP und fuhren in der Folge zur Akkumulation des vasodilatativ wirksamen NO
(Maron et al. 2013, Corbin et al. 1999). Sildenafil ist ein PDE-5-Inhibitor, der fur die PAH-
Therapie zugelassen ist und fur den zusatzlich antiproliferative Effekte auf humane pulmo-
nalarterielle glatte Muskelzellen nachgewiesen wurden (Tantini et al. 2005, Wharton et al.
2005). In verschiedenen Studien zur Wirkung von Sildenafil bei PAH-Patienten konnten posi-
tive Effekte unter anderem auf die Belastungsfahigkeit, die pulmonale Hamodynamik und die
Reduzierung des pulmonalarteriellen Drucks beobachtet werden (lversen et al. 2010, Singh
TP et al. 2006, Galie et al. 2005, Sastry et al. 2004). In einer Studie zur kombinierten Verab-
reichung von Sildenafil und Epoprostenol wurde nach Hinzufligen von Sildenafil ein positiver
Effekt auf die Krankheitsprogression festgestellt (Simonneau et al. 2008). UAW der Behand-
lung sind Effekte der systemischen Vasodilatation und beinhalten Hitzewallungen, Kopf-
schmerzen und Epistaxis (Galie et al. 2013, Galie et al. 2009).

Wahrend PDE-Inhibitoren den Abbau des cGMP hemmen, verstarken Stimulatoren der 10sli-
chen Guanylatzyklase (sGC) die Produktion von cGMP und tragen auf diese Weise zu einer
vermehrten NO-induzierten Vasodilatation bei (Galie et al. 2013). Zudem wurden in praklini-
schen tierexperimentellen Studien fur Stimulatoren der sGC antiproliferative Effekte auf glat-
te vaskulare Muskelzellen nachgewiesen (Galie et al. 2013, Hirschberg et al. 2013, Joshi et
al. 2011). Ein fur die PAH-Therapie zugelassener Vertreter der Stimulatoren der sGC ist Rio-

ciguat, welches in randomisierten klinischen Studien zu einer Verbesserung der physischen
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Belastbarkeit und klinischer Parameter fihrte sowie die Krankheitsprogression verlangsamte
(Rubin et al. 2015, Galie et al. 2013, Ghofrani et al. 2013).

Die inhalative Verabreichung von NO in Gasform ist weniger praktikabel, da es aufgrund
seiner geringen Halbwertszeit kontinuierlich appliziert werden muss (Archer et al. 2010). Au-
Rerdem wirken hohe Dosen NO und besonders dessen oxidative Stoffwechselprodukte to-
xisch (Archer et al. 2010).

2.2.4.2.5 Weitere Therapieoptionen

Die Forschung nach effektiveren Substanzen zur Verbesserung des therapeutischen PAH-
Managements ist notwendig (Archer et al. 2010), da sich gegenwartige Behandlungsoptio-
nen fir Patienten fortgeschrittener Erkrankungsstadien und von Patienten, die unzureichend
auf die Therapie ansprechen, auf invasive Eingriffe (z. B. Lungen- bzw. Herz-Lungen-
Transplantationen; Seferian et al. 2013, Galie et al. 2009) bzw. die Kombination verschiede-
ner zugelassener Medikamente beschrankt (Galie et al. 2013, Galie et al. 2009). Die Sicher-
heit und Effizienz der verschiedenen Kombinationen wurde jedoch noch nicht hinreichend
durch klinische Studien belegt (Galie et al. 2013, Hoeper et al. 2010, Galie et al. 2009). Po-
tenzielle innovative Zielmolekile fir die PAH-Therapie sind unter anderem NO-unabhangige
Aktivatoren von cGMP, inhalativ verabreichte, vasoaktive intestinale Peptide, Serotonin-
Rezeptor-Antagonisten und Tyrosinkinase-Inhibitoren (Seferian et al. 2013, Galie et al.
2009).
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2.3 Asthma bronchiale

2.3.1 Definition und Phanotypen

Weltweit sind ca. 300 Millionen Menschen von Asthma bronchiale betroffen, einer schwer-
wiegenden, alle Altersgruppen umfassenden chronischen Lungenerkrankung, deren Pra-
valenz in den meisten Landern stetig zunimmt (Olin et al. 2014, World Health Organisation
(WHO) 2007, Masoli et al. 2004). Fir das Jahr 2025 wird erwartet, dass 400 Millionen Men-
schen weltweit an Asthma bronchiale erkrankt sein werden (Masoli et al. 2004). In Deutsch-
land sind derzeit ca. 5 % der erwachsenen Bevolkerung und 10 % der Kinder betroffen
(Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013).

Asthma bronchiale ist eine ursachlich und symptomatisch heterogene Erkrankung, die durch
eine chronische Inflammation der Atemwege, Atemwegshyperreagibilitdt (AHR), wiederkeh-
rende Episoden der Bronchokonstriktion, exzessive Mukusproduktion sowie Remodeling der
Atemwege charakterisiert ist (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015, Trevor et al. 2014,
Murphy et al. 2010). Durch direkte Stimuli wie Allergenkontakte bzw. indirekte Stimuli wie
korperliche Anstrengung oder Wetteranderungen (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015,
Trevor et al. 2014) entstehen anfallsartig auftretende, reversible Obstruktionen der Atemwe-
ge (Trevor et al. 2014). Die Symptome sind in ihrer Intensitat und Haufigkeit variabel und
beinhalten Atemnot, Kurzatmigkeit, thorakales Engegefihl, exspiratorischen Stridor und Hus-
ten (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015, Bateman et al. 2008). Asthmaanfalle kénnen
sich spontan oder durch gezielten medikamentésen Eingriff I1dsen. Der Schweregrad der An-
falle ist variabel und reicht von kurzen Episoden geringgradiger Atemwegsobstruktion bis hin
zu langanhaltenden Episoden hochgradiger Obstruktion, die lebensbedrohend sein kdnnen
(Global Initiative for Asthma (GINA) 2015). Asthmaanfalle kénnen periodisch auftreten, aber
auch fur langere Zeit aussetzen (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015).

Asthma bronchiale wird je nach Ursache, Schweregrad und klinischen oder pathophysiologi-
schen Faktoren in verschiedene Phanotypen unterteilt (Global Initiative for Asthma (GINA)
2015, de Nijs et al. 2013, Cowan et al. 2010, Moore et al. 2010). Dies hat das Ziel, verbes-
serte Langzeit-Prognosen zu erstellen und zu eruieren, ob spezifische Therapien auf ausge-
wahlte Phanotypen einen positiven Effekt haben (Chung et al. 2013, Wenzel 2012). Durch
molekularbiologische oder genetisch fokussierte Studien bzw. Gruppierung von Patienten in
Clustern nach Einbeziehung klinischer und pathophysiologischer Parameter (Symptome,
Ergebnisse von Lungenfunktionstests, Ausléser von AHR, personliche Angaben zu Alter,
Geschlecht, Beruf usw. (Siroux et al. 2011)) ergeben sich weitere Subgruppen bereits beste-
hender Phanotypen (Wenzel 2012, Moore et al. 2010). Dies wird aktuell allerdings noch nicht

im klinischen Alltag praktiziert, sondern erfolgt im Rahmen von Studien. Aulerdem wird der-
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zeit die Verknupfung klinischer Charakteristika mit zugrunde liegenden pathophysiologischen
Mechanismen in Form einer Endotypisierung angestrebt (Lotvall et al. 2011).

Asthma bronchiale kann unterteilt werden in das Allergen-assoziierte bzw. friih-einsetzende
(early-onset, childhood-onset) und das in der Regel nicht-Allergen-assoziierte, spat-
einsetzende (late-onset, adult-onset) Asthma bronchiale (Global Initiative for Asthma (GINA)
2015, de Nijs et al. 2013). Auf Basis der zugrunde liegenden zellularen Inflammation kann
eine Einteilung von Asthma-Phanotypen in eosinophiles, neutrophiles, paucigranulozytares
oder gemischt-zelliges Asthma bronchiale erfolgen (Cowan et al. 2010, Simpson et al. 2006).
Kennzeichnend flir das Allergen-assoziierte Asthma bronchiale ist eine eosinophile Atem-
wegsinflammation. Es tritt haufig bereits im Kindesalter auf (de Nijs et al. 2013). Risikofakto-
ren sind eine genetische Pradisposition fur Allergien (Nahrungsmittel- oder Arzneimittelun-
vertraglichkeiten, familiares Auftreten von allergischem Ekzem oder allergischer Rhinitis),
virale oder bakterielle respiratorische Infektionen, allergische Sensibilisierung sowie Tabak-
rauch-Exposition (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015, de Nijs et al. 2013, Bisgaard et
al. 2010). Patienten dieses Phanotyps sprechen in der Regel sehr gut auf die therapeutische
Verabreichung inhalativer Glukokortikoide an (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015).
Weniger haufig Allergen-assoziiert ist das spat-einsetzende Asthma bronchiale, welches
charakteristischerweise zum ersten Mal im Erwachsenenalter auftritt, wobei Frauen haufiger
betroffen scheinen (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015, de Nijs et al. 2013). Das zellu-
lare inflammatorische Profil dieses Phanotyps kann von neutrophilen und/oder eosinophilen
Granulozyten bestimmt sein bzw. paucigranulozytar erscheinen (Global Initiative for Asthma
(GINA) 2015, Herz et al. 1999). Risikofaktoren fur das spat-einsetzende Asthma bronchiale
sind unter anderem Kontakt mit sensibilisierenden Faktoren in Beruf oder Umwelt, Adiposi-
tas, respiratorische Infektionen, Erkrankungen der oberen Atemwege sowie Stress und hor-

monelle Einflisse (de Nijs et al. 2013).

2.3.2 Pathogenese

Asthma bronchiale ist charakterisiert durch eine chronische Atemwegsinflammation, AHR,
Bronchokonstriktion, UbermaRige Mukusproduktion und durch bronchiales Remodeling
(Olivieri et al. 2014, Murphy et al. 2010). Grundlage des Allergen-assoziierten Asthma bron-
chiale ist eine T-Helferzellen-Typ 2 (Ty2)-dominierte Immunantwort (McGavin et al. 2009). Es
wurde hypothetisiert, dass die Inhalation von Proteasen oder anderen Bestandteilen von
Allergenen, Viren oder Kontaminanten der Atemluft die Atemwegsepithelzellen dazu anre-
gen, die Zytokine IL-25, IL-33, thymic stromal lymphopoietin (TSLP) sowie granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) zu sezernieren (Erle et al. 2014, Olin et al.

2014, Lambrecht et al. 2012, Locksley 2010). Diese Zytokine aktivieren Mastzellen, basophi-
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le Granulozyten und subepitheliale dendritische Zellen, die ihrerseits durch Freisetzung von
Zytokinen (insbesondere IL-4, IL-5 und IL-13) eine Inflammation initiieren und aufrechterhal-
ten (Locksley 2010). Dendritische Zellen prasentieren naiven CD4" T-Lymphozyten das inha-
lierte Antigen, wodurch sich diese unter Einfluss von IL-4 zu Ty2-Zellen bzw. unter Einfluss
von IL-23 zu Ty17-Zellen differenzieren (Trevor et al. 2014, Liu YJ 2007). Ty2-Zellen setzen
am Inflammationsherd IL-4, IL-5 und IL-13 frei, welche die Aktivierung und Rekrutierung von
eosinophilen und basophilen Granulozyten, Mastzellen und Makrophagen bewirken, wodurch
das initiale Inflammationsgeschehen aufrechterhalten wird (Locksley 2010). Zeitgleich reifen
in lokalen Lymphknoten unter Einfluss des von Ty2-Zellen freigesetzten IL-4 B-Zellen heran,
die das allergenspezifische Immunglobulin (Ig) E bilden (Trevor et al. 2014). IgE bindet an
den Immunrezeptor FceR1 auf Mastzellen und basophilen Granulozyten und fuhrt nach Bin-
dung des Allergens und Quervernetzung zur zelluldren Degranulation und Freisetzung von
Entziindungsmediatoren wie Histamin, Leukotrienen und Prostaglandinen (Trevor et al.
2014). Diese induzieren die Kontraktion bronchialer glatter Muskelzellen, Atemwegsinflam-
mation und Mukus-Hypersekretion (Trevor et al. 2014). Durch IL-5 aktivierte eosinophile
Granulozyten setzen Leukotriene und reaktive Sauerstoffspezies frei, was analoge Reaktio-
nen hervorruft (Trevor et al. 2014). Das von Ty17-Zellen produzierte IL-17 wirkt auf Bronchi-
alepithelzellen, welche macrophage chemoattractant protein-1, IL-5, RANTES, GM-CSF,
stem cell factor und IL-8 freisetzen (Trevor et al. 2014). Dadurch werden Makrophagen re-
krutiert, eosinophile und neutrophile Granulozyten aktiviert und das Uberleben von Mastzel-
len gefordert (Trevor et al. 2014). Der erneute Allergen-Kontakt tragt zur Aufrechterhaltung
der Inflammation durch wiederholte Aktivierung der beschriebenen Prozesse bei (Locksley
2010). Zudem werden T- und B-Gedachtniszellen gebildet, was zu einem schnellen Auf-
flammen der Entziindungsreaktionen bei erneutem Allergenkontakt fuhrt (Locksley 2010).

Die zellulare Inflammation des nicht-Allergen-assoziierten Asthma bronchiale wird sowohl
von Ty1- als auch Ty2-Zytokinen bestimmt und kann neutrophil, gemischt-zellig eosino-
phil/neutrophil bzw. paucigranulozytar charakterisiert sein (Trevor et al. 2014, Morishima et
al. 2013, van Oosterhout et al. 2005). Ty1-Zellen induzieren durch die Sekretion von IL-2,
Interferon-y sowie Tumornekrosefaktor a (TNF-a) die Zell-vermittelte Immunantwort, T,2-
Zellen hingegen die IL-4-, IL-5- und IL-13-vermittelte humorale Immunantwort (van Ooster-
hout et al. 2005). Bei Asthma bronchiale mit einer hauptsachlich neutrophilen Inflammation
wurde fir Ty17-Zellen und deren Zytokin IL-17 eine wichtige Rolle hypothetisiert (Trevor et
al. 2014, Morishima et al. 2013, Aujla et al. 2011, Cosmi et al. 2011). So war IL-17 in der
bronchoalveolaren Lavageflissigkeit, im Sputum und im Serum von Asthma-Patienten er-
hoht (Trevor et al. 2014, Agache et al. 2010) und korrelierte mit der Anzahl neutrophiler Gra-
nulozyten im Sputum (Trevor et al. 2014, Bullens et al. 2006). Insbesondere Patienten mit

unzureichender Resonanz auf die Therapie mit inhalativ verabreichten Glukokortikoiden wie-



LITERATURUBERSICHT 19

sen erhoéhte Spiegel neutrophiler Granulozyten im Sputum auf (Olin et al. 2014, Jatakanon et
al. 1999). Verschiedene Studien zeigten, dass IL-17 die Rekrutierung neutrophiler Gra-
nulozyten in Atemwegen induziert, indem es beispielsweise ihre Migration zum Inflamma-
tionsherd durch Aktivierung von Endothelzellen férdert (Trevor et al. 2014, Roussel et al.
2010). Zudem unterstutzt IL-17 die Freisetzung von IL-8 durch bronchiale Epithelzellen
(Trevor et al. 2014). IL-8 wurde mit der Atemwegs-Infiltration neutrophiler Granulozyten as-
soziiert (Trevor et al. 2014, Nakagome et al. 2012, Aujla et al. 2011). Die neutrophilen Gra-
nulozyten induzieren in den Atemwegen durch Freisetzung von Proteasen, Matrix-
Metalloproteinase 9, Elastase, Leukotrien B4 und platelet activating factor eine Inflammati-
onskaskade (Trevor et al. 2014) und scheinen bei der Rekrutierung eosinophiler Granulozy-
ten eine Rolle zu spielen (Nakagome et al. 2012).

Die chronischen inflammatorischen Prozesse bei Asthma bronchiale fuhren neben einer Zu-
nahme von Mukus-produzierenden Becherzellen zum Remodeling der Bronchialepithel- und
Bronchialmuskelzellen (Trevor et al. 2014, Locksley 2010, Warner et al. 2008, Chetta et al.
1997). Hirota et al. nannten als Ursache flir das Remodeling sich wiederholende Phasen der
Schadigung und Reparatur (Hirota et al. 2013). Dabei kommt es zu Verletzungen des Bron-
chialepithels, Verdickung subepithelialer Schichten, Fibrose, Hyperplasie der bronchialen
glatten Muskelzellen, Becherzellhypertrophie und -hyperplasie und Angiogenese (Hung et al.
2014, Olin et al. 2014, James et al. 2012, Fixman et al. 2007, Kranenburg et al. 2006, Jeffery
2001).

2.3.3 Therapie

Ziel der therapeutischen Interventionen bei Asthma bronchiale ist es, Symptome zu vermin-
dern und zu kontrollieren, die Lungenfunktion zu optimieren, Exazerbationen zu verhindern
sowie korperliche und soziale Beeintrachtigungen im Alltag der Patienten zu vermeiden
(Global Initiative for Asthma (GINA) 2015, Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013). Da-
bei ist es entscheidend, das Behandlungsregime den individuellen Bedlrfnissen des Patien-
ten und dem Phanotyp anzupassen (Global Initiative for Asthma (GINA) 2015, Nationale
Versorgungsleitlinie Asthma 2013). Therapieoptionen flir Asthma bronchiale unterscheiden
medikamentdse sowie nicht-medikamentdése Malinahmen. Zu ersteren gehdren Arzneimittel
zur Langzeittherapie, welche durch ihre antiinflammatorischen bzw. bronchodilatativen Ei-
genschaften zu einer reduzierten Symptomatik beitragen, sowie Medikamente, welche aus-
schlieBlich eingenommen werden, um der mit Spontan- oder Akutanfallen einhergehenden
Bronchokonstriktion entgegen zu wirken (Bedarfsmedikation; Global Initiative for Asthma
(GINA) 2015, Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013, Bateman et al. 2008).
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Zur Langzeittherapie werden ublicherweise inhalativ verabreichte Glukokortikoide eingesetzt,
je nach individuellem Ansprechen des Patienten entweder allein oder in Kombination mit
inhalativ verabreichten, langwirksamen [2-Agonisten (long-acting [2-agonist, LABA;
Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013). Weitere mit inhalativen Glukokortikoiden kom-
binierbare Langzeittherapieoptionen umfassen Leukotrien-Rezeptorantagonisten, Methyl-
xanthine wie Theophyllin, Anti-Immunglobulin E sowie eine Allergen-spezifische Immunthe-
rapie (Nationale Versorgungsileitlinie Asthma 2013, Bateman et al. 2008). Als Bedarfsmedi-
kation werden rasch wirksame, inhalative B2-Agonisten eingesetzt (kurzwirksame [(2-
Agonisten (short-acting 2-agonist, SABA) sowie der LABA Formoterol; Nationale
Versorgungsleitlinie Asthma 2013). Weitere Optionen der Bedarfsmedikation sind unter an-
derem inhalative Anticholinergika oder Theophyllin (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma
2013).

Nicht-medikamentdse MalRhahmen beinhalten Patientenschulungen, koérperliches Training,
Atemphysiotherapie, Tabakentwéhnung, Kontrolle des Kdérpergewichts und psychosoziale
Betreuung (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013). Das therapeutische Management
von Asthma bronchiale bei Kindern erfordert ein differenziertes Vorgehen im Vergleich zu
Erwachsenen und wird hier nicht thematisiert.

Schwerwiegendes oder Therapie-resistentes Asthma bronchiale tritt bei ca. 5-10 % der be-
troffenen Patienten auf (Chung et al. 2014, Morishima et al. 2013). Es erfordert die Behand-
lung mit hohen Dosen inhalativ verabreichter Glukokortikoide in Kombination mit einem wei-
teren kontrollierenden Medikament und/oder systemisch applizierten Glukokortikoid, um die
Erkrankung zu beherrschen (Chung et al. 2014). Mit zunehmender Progression der Erkran-
kung kdnnen irreversible, fixierte Obstruktionen der Atemwege auftreten, welche die Lungen-
funktion erheblich beeintrachtigen (Shaw et al. 2007).

2.3.3.1 Glukokortikoide

Inhalativ verabreichte Glukokortikoide sind in der Langzeittherapie des Allergen-induzierten
Asthma bronchiale die bewahrte Behandlungsstrategie (Barnes PJ 2014, Nationale Versor-
gungsleitlinie Asthma 2013). Sie vermitteln ihre zellularen Effekte nach Interaktion mit dem
zytoplasmatisch lokalisierten Glukokortikoid-Rezeptor, der eine Translokation der Glukokor-
tikoide in den Zellkern ermdéglicht. Hier hemmen sie direkt bzw. indirekt die Transkription pro-
inflammatorischer Proteine (Trevor et al. 2014), wodurch es zu einer Verminderung der
chronischen Atemwegsinflammation und AHR sowie zur Hemmung der Obstruktion der
Atemwege kommt (Trevor et al. 2014). Das Ansprechen des Patienten auf die Therapie, der
Schweregrad und der Phanotyp des Asthma bronchiale sowie das Auftreten von uner-

winschten Arzneimittelwirkungen (UAW) beeinflussen die Héhe und Haufigkeit der verab-
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reichten Glukokortikoid-Dosis und die Notwendigkeit der Applikation weiterer Medikamente
(Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013). Systemisch verabreicht I6sen Glukokortikoide
eine Reihe von UAW aus, die durch den topischen Einsatz zum Grof3teil reduziert werden
kénnen (Barnes PJ 2014). Erwachsene zeigten beispielsweise bei einer taglichen Dosis von
weniger als 400 ug Budesonid, einem inhalativen Glukokortikoid, keine wesentlichen UAW
(Bateman et al. 2008). Mdgliche UAW sind Husten, paradoxer Bronchospasmus sowie eine
Candida-Infektion der Mund- und Rachenschleimhaut (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma
2013). Langzeittherapien mit hohen Dosen inhalativer Glukokortikoide flihrten in verschiede-
nen Studien unter anderem zu erhdhter Hamatomneigung, Osteoporose und reduzierter ad-
renaler Aktivitat (Lipworth 1999, Brown et al. 1993, Mak et al. 1992). Weitere Studien brach-
ten langzeitverabreichte inhalative Glukokortikoide auch mit der Katarakt- und Glaukom-
Entstehung in Zusammenhang (Wang JJ et al. 2009, Garbe et al. 1997).

2.3.3.2 B2-Agonisten

B2-Agonisten bewirken Uber die Aktivierung von adrenergen G-Protein-gekoppelten p2-
Rezeptoren eine Relaxation der glatten Bronchialmuskulatur, was zu einer Bronchodilatation
und somit zu einer verbesserten Ventilation flhrt (Frey et al. 2010). Zuséatzlich erhéhen (32-
Agonisten die Leitfahigkeit Ca**-abhangiger Kaliumkanale in glatten Muskelzellen des Respi-
rationstraktes, was eine Membranhyperpolarisierung und eine Relaxation der Muskulatur
bewirkt (Frey et al. 2010).

Die Effekte von SABA lielRen in einer Studie von van Schayck et al. nach ca. 4-6 Stunden
nach (van Schayck et al. 1991). Die regelmaRige bedarfsgerechte Anwendung flhrte zu ei-
ner generellen Verbesserung der Symptome (Sestini et al. 2006). Gleiches gilt fir LABA wie
Formoterol, fir das in Studien eine Wirkdauer von = 12 Stunden festgestellt wurde
(Siekmeier et al. 1994). SABA und der LABA Formoterol sind zur Behandlung von Akutsymp-
tomen vorgesehen (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013) und kdnnen als Bedarfs-
medikation unterstitzend zu einer regelmaligen Langzeittherapie angewendet werden
(Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013). Eine Langzeitmonotherapie mit LABA wie
Formoterol wird nicht empfohlen, da sie die zugrunde liegende Atemwegsinflammation nicht
vermindern (Bateman et al. 2008). LABA sollten generell in der Langzeitbehandlung nur in
Kombination mit inhalativen Glukokortikoiden angewendet werden (Nationale Versorgungs-
leitlinie Asthma 2013). UAW von inhalativen SABA und LABA sind Skelettmuskeltremor, Un-
ruhe, Tachykardie und Herzpalpitationen (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013).

Der Einsatz anderer Substanzen als inhalativer Glukokortikoide und B2-Agonisten in der
Langzeittherapie des Asthma bronchiale wird nur in begrindeten Fallen empfohlen

(Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013).
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2.3.3.3 Leukotrien-Rezeptorantagonisten, Methylxanthine und Anticholinergika

Hinsichtlich ihrer positiven Effekte sind Leukotrien-Rezeptorantagonisten, Methylxanthine
(z. B. Theophyllin) und Anticholinergika den inhalativen Glukokortikoiden und inhalativen (32-
Agonisten in der Therapie des Asthma bronchiale untergeordnet und kdnnen restriktiv unter-
stitzend eingesetzt werden (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013, Bateman et al.
2008).

Flr Substanzen, die mit dem Leukotrien-Signalweg interferieren, beispielsweise 5-
Lipooxygenase-Inhibitoren bzw. Leukotrien-Rezeptorantagonisten, wurden bei Patienten mit
Asthma bronchiale geringe und variable bronchodilatatorische Effekte, eine Verbesserung
von Symptomen und der Lungenfunktion sowie eine Reduktion der Atemwegsinflammation
und der Neigung zu Exazerbationen beschrieben (Bateman et al. 2008, Barnes NC et al.
2000). Der Einsatz des verfiugbaren Leukotrien-Rezeptorantagonisten Montelukast wird rest-
riktiv empfohlen, so zum Beispiel nur in der Langzeittherapie in Kombination mit einem inha-
lativen Glukokortikoid, aber nicht als Bedarfsmedikation (Nationale Versorgungsleitlinie
Asthma 2013). In der Langzeittherapie kann hierdurch die Dosis des inhalativen Glukokor-
tikoids reduziert werden bzw. fir Patienten, welche nicht adaquat auf die Therapie mit inhala-
tiven Glukokortikoiden ansprechen, eine bessere Erkrankungskontrolle mdglich sein
(Bateman et al. 2008). Das systemisch applizierte Montelukast kann zu UAW wie abdominel-

len Beschwerden und Kopfschmerzen fuhren (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013).

Methylxanthine wie Theophyllin sind Bronchodilatatoren (Bateman et al. 2008), die restriktiv
in der Therapie des Asthma bronchiale sowohl als Bedarfsmedikation als auch unterstiitzend
in der Langzeittherapie eingesetzt werden kdnnen (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma
2013). Theophyllin wird systemisch verabreicht und kann bei Serumkonzentrationen
= 25 mg/l zu Krampfanféllen, gastrointestinalen Blutungen, ventrikuldren Arrhythmien, Vor-

hoftachykardie und Blutdruckabfall fihren (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013).

Acetylcholin-bindende muskarinerge Rezeptoren modulieren in der Lunge den Tonus der
glatten Bronchialmuskulatur sowie die Mukusproduktion und sind daher ein therapeutisches
Ziel der Asthma bronchiale-Therapie (Canning 2006, Gosens et al. 2006, Rogers 2002). In
der Lunge sind drei unterschiedliche Typen muskarinerger Rezeptoren exprimiert: M1, M2
und M3 (Barnes PJ 1993). Wahrend die Aktivierung von M1 und M3 eine Konstriktion der
Bronchialmuskulatur initiiert, fihrt die Aktivierung von M2 zur Inhibierung der Acetylcholin-
ausschuittung und konsekutiver Hemmung der Bronchokonstriktion (Soler et al. 2014). Mus-

karinerge Rezeptorantagonisten oder Anticholinergika konnen in inhalativer Form in der Be-
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handlung von Asthma bronchiale eingesetzt werden. Die Tatsache, dass die verschiedenen
Typen muskarinerger Rezeptoren der Lunge konkurrierende Effekte vermitteln ist fir eine
effektive therapeutische Anwendung problematisch (Moulton et al. 2011). Ebenso gibt es
keine klinischen Studien zu einer adaquaten Dosierung, was den Einsatz dieser Substanz-
gruppe limitiert (Moulton et al. 2011). Deshalb werden Anticholinergika nur als alternative
Bedarfsmedikation fir Patienten eingesetzt, welche starke UAW infolge der Behandlung mit
inhalativen B2-Agonisten entwickeln (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013, Bateman
et al. 2008).

2.3.3.4 Weitere Therapieoptionen

Aktuelle Untersuchungen zu weiteren Therapieoptionen bei Asthma bronchiale basieren auf
der gezielten Beeinflussung inflammatorischer Mediatoren (Baker et al. 2014). Dazu gehoéren
Anti-Zytokin-Therapien, bei welchen relevante Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-13, IL-17 und IL-22
durch Einsatz von monoklonalen Antikérpern spezifisch ausgeschaltet werden, was zu einer
verminderten eosinophilen Inflammation flihrt und langerfristig auch das Remodeling der
Atemwege verhindern soll (Baker et al. 2014). In einer klinischen Studie zu SCH55700, ei-
nem humanen IL-5-Antikérper, wurde bei Patienten mit schwerwiegendem persistierenden
Asthma bronchiale eine dosisabhangige Reduktion im Blut zirkulierender eosinophiler Gra-
nulozyten sowie klinisch eine Verbesserung der Lungenfunktion festgestellt (Kips et al.
2003). Vergleichbare Ergebnisse dokumentierten Leckie et al. in einer Studie mit einem mo-
noklonalen IL-5-Antikorper, allerdings konnte kein signifikanter Effekt der Behandlung auf die
Histamin-induzierte AHR beobachtet werden (Leckie et al. 2000). In Studien von Nair und
Ortega et al. wurden Patienten mit schwerem Asthma bronchiale, welche trotz Behandlung
mit hochdosierten inhalativen Glukokortikoiden weiterhin eine starke Eosinophilie in Sputum
und Blut aufwiesen, erfolgreich mit dem IL-5-Antikérper Mepolizumab behandelt (Nair 2014,
Ortega et al. 2014). In diesen Studien zeigte sich klinisch eine geringere Exazerbationsrate
sowie eine verbesserte Lungenfunktion bei den Patienten (Nair 2014, Ortega et al. 2014).

Makrolid-Antibiotika wurden ebenfalls in Zusammenhang mit einer Verbesserung der Symp-
tome von Asthma bronchiale untersucht. Reiter et al. fihrten eine Meta-Analyse verschiede-
ner klinischer Studien durch und stellten fest, dass eine kurzzeitige Makrolid-Therapie einige
Parameter der Lungenfunktion, klinische Symptome sowie die allgemeine Lebensqualitat bei
Patienten mit Asthma bronchiale verbesserte (Reiter et al. 2013). Brusselle et al. untersuch-
ten den Langzeiteffekt einer Makrolid-Therapie in Kombination mit einer Glukokortikoid-
Verabreichung hinsichtlich Parameter der Lungenfunktion. Die Autoren konnten dabei keine
Verbesserungen fur Patienten mit schwerwiegendem Asthma bronchiale detektieren

(Brusselle et al. 2013). Patienten mit nicht-eosinophilem Asthma bronchiale wiesen in dieser
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Studie allerdings ein positives Behandlungsergebnis auf, sodass ein Makrolid-Einsatz még-
licherweise flir diesen Asthma-Phanotyp eine Option darstellen kénnte (Brusselle et al.
2013).

2.4 Fazit zur Therapiesituation bei pulmonalarterieller Hypertonie

und Asthma bronchiale

Das Therapiemanagement der PAH ist komplex und erfordert die Kombination der spezifi-
schen medikamentésen Behandlung und von allgemeinen Malinahmen (Galie et al. 2013,
Galie et al. 2009). Die Optionen zur Behandlung der PAH wurden durch intensive Forschung
in den letzten Jahren erfolgreich erweitert, was nachweislich zu einer verbesserten Uberle-
bensrate von PAH-Patienten fiihrte (Mandras et al. 2014, Seferian et al. 2013, Benza et al.
2012). Trotz der Fortschritte bewirken die zugelassenen Medikamente jedoch keine Heilung
oder Umkehrung von Krankheitseffekten (Mandras et al. 2014, Sutendra et al. 2014, Seferian
et al. 2013). PAH ist auRerdem immer noch mit einer hohen Mortalitat verbunden (Mandras
et al. 2014, Seferian et al. 2013, Archer et al. 2010). Besonders die Behandlung fortgeschrit-
tener Erkrankungsstadien bietet wenige Optionen, die entweder invasiv (z.B. Lungen- oder
Herz-Lungen-Transplantation) oder mit UAW verknUpft sind (Sutendra et al. 2014, Hoeper et
al. 2010, Galie et al. 2009). Fur Patienten, die nicht adaquat auf eine Monotherapie anspre-
chen, ist die kombinierte Verabreichung mehrerer zugelassener Medikamente bereits tblich,
obwohl die Effizienz und Sicherheit dieses Vorgehens noch nicht ausreichend durch Klini-
sche Studien belegt wurde (Galie et al. 2013, Hoeper et al. 2010, Galie et al. 2009). Eine
frihzeitige Diagnose ist die Basis fiur eine effektive Behandlung (Humbert et al. 2012, Gibbs
2007). Aufgrund der unspezifischen Symptomatik bzw. Uberlagerung von Symptomen durch
die primare Erkrankung, wird PAH aber haufig erst in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien
erkannt (Humbert et al. 2012, Gibbs 2007). Die Optimierung der Diagnostik sowie die Erfor-
schung von innovativen therapeutischen Substanzen kénnten zu einer Verbesserung der
Therapiesituation beitragen (Mandras et al. 2014, Humbert et al. 2012, Archer et al. 2010).

Gegenwartig fiur die Therapie von Asthma bronchiale zugelassene Medikamente kdnnen
nachweislich zu einer Linderung der Krankheitssymptome, Verbesserung der Lungenfunktion
und der Belastungsfahigkeit sowie zum Teil zu einer Verminderung der Erkrankungsprogres-
sion beitragen (Baker et al. 2014, Barnes PJ 2014, Bateman et al. 2008). Es existiert aller-
dings kein Heilmittel (Baker et al. 2014, Olin et al. 2014). Von grof3er Bedeutung ist, dass die
verfugbaren Behandlungsoptionen fir einen relevanten Anteil der Patienten keine oder nur
inadaquate positive Effekte bedingen (Baker et al. 2014, Kim TH 2014, Olin et al. 2014) und
mit zum Teil erheblichen unerwiinschten Arzneimittelwirkungen einher gehen kénnen (Olin et

al. 2014). Von Soler et al. wurde beschrieben, dass die Halfte der Asthma bronchiale-
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Patienten trotz therapeutischer Interventionen weiterhin wenig Kontrolle Uber ihre Erkran-
kung hat (Soler et al. 2014). Nach Trevor et al. leiden 10 % aller Asthma bronchiale-
Patienten unter einer Glukokortikoid-resistenten Form des Asthma bronchiale (Trevor et al.
2014) und Qlin et al. gaben an, dass 10-15 % der weltweit 300 Millionen Asthma bronchiale-
Patienten unter schwerem Asthma bronchiale leiden und aus verschiedensten Griinden nicht
auf die Ubliche Therapie ansprechen (Olin et al. 2014). Schwere Asthma-Exazerbationen
stellen eine zusatzliche therapeutische Herausforderung dar. Die schnelle Verabreichung
von inhalativen Bronchodilatatoren, systemischen Glukokortikoiden und Sauerstoff sind hier-
bei neben der Uberwachung klinisch relevanter Parameter wie der Sauerstoffsattigung, dem
Blut-pH-Wert und anderen indiziert (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma 2013). Jeder
schwere oder lebensbedrohliche Asthmaanfall, der sich trotz intensiver medikamentotser
Therapie nicht bessert (Status asthmaticus), bedarf einer intensivmedizinischen Versorgung
und gegebenenfalls einer mechanischen Beatmung (Nationale Versorgungsleitlinie Asthma
2013). Die Gruppierung des Asthma bronchiale in Phanotypen kénnte als Basis flir eine indi-
viduellere und gezieltere Therapie dienen (Chung et al. 2013, Wenzel 2012). Zusatzlich ist
die intensive Erforschung innovativer therapeutischer Substanzen notwendig um zu einer

Optimierung der Behandlungsmaoglichkeiten beizutragen.
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2.5 Die Milztyrosinkinase

Fur Tyrosinkinasen wird eine Beeinflussung der bronchialen und pulmonalvaskularen Reagi-
bilitdt sowie eine Rolle in der Entstehung des pulmonalvaskularen und bronchialen Remode-
ling hypothetisiert (Baker et al. 2014, Trevor et al. 2014, Gomberg-Maitland et al. 2013, Ar-
cher et al. 2010, Berlin et al. 2005). Dartber hinaus sind Tyrosinkinasen fir die Funktion
zahlreicher Immunzellen relevant (Lowell 2011, Kepley et al. 1998, Crowley et al. 1997,
Costello et al. 1996). Aufgrund dessen sind Vertreter dieser Enzymklasse als potenzielle
Zielmolekile in der PAH- bzw. Asthma bronchiale-Therapie interessant.

Verschiedene Arbeiten prasentierten in diesem Zusammenhang bereits vielversprechende
Ergebnisse. Aktuell wird Masitinib, ein Tyrosinkinase-Inhibitor der den stem cell factor-
Rezeptor (c-kit) sowie den PDGF-Rezeptor hemmt (Humbert et al. 2009), in einer klinischen
Studie bei Patienten mit schwerwiegendem, persistierendem Glukokortikoid-abhangigen
Asthma bronchiale evaluiert (Baker et al. 2014). Die Inhibition von c-kit fihrte in Studien von
Humbert und Reber et al. zu einer Reduktion der Anzahl und der Aktivitdt von Mastzellen
sowie zu einer Verminderung der Atemwegshyperreagibilitat in vivo (Humbert et al. 2009,
Reber et al. 2006).

Pullamsetti et al. untersuchten die Tyrosinkinase-Inhibitoren Imatinib, Nilotinib und Dasatinib
(Inhibitoren der Nicht-Rezeptor Tyrosinkinase Src und des PDGF-Rezeptors; Pullamsetti et
al. 2012). Die Autoren wiesen in humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen nach
Applikation der drei genannten Substanzen eine Reduktion der PDGF-induzierten Zell-
Proliferation, Zellzyklus-Genregulation sowie Zell-Migration nach (Pullamsetti et al. 2012).
Daneben konnten sie zeigen, dass Dasatinib in der Monocrotalin-induzierten PH von Ratten
zu einer Reduktion der Muskularisierung kleiner Pulmonalarterien mit einem Durchmesser
von 20-70 ym fuhrte (Pullamsetti et al. 2012). Imatinib und Nilotinib erwiesen sich auflerdem
in einem chronischen Asthma-Tiermodell als vielversprechend, da sich durch den Einsatz
positive Effekte auf die Atemwegshyperreagibilitat, Atemwegsinflammation und das Atem-
wegs-Remodeling detektieren lielRen (Rhee et al. 2014, Rhee et al. 2011). Von Sakai et al.
wurde aulBerdem beschrieben, dass die Kontraktion bronchialer glatter Muskelzellen von
Ratten nach G-Protein-Rezeptor-Aktivierung durch einen Signalweg mediiert wurde, der Ty-
rosinkinasen involvierte (Sakai H et al. 2013). Interessant ist ebenfalls, dass sich Tyrosin-
kinase-Inhibitoren bereits in der Krebstherapie als effizient erwiesen haben (Krause et al.
2005). Das pulmonalvaskulare Remodeling bei PAH und besonders die Entstehung ple-
xiformer Lasionen wurden pathophysiologisch mit Vorgangen verglichen, wie sie auch bei
der Entstehung von Neoplasien zu finden sind (Selektion Apoptose-resistenter Endothelzel-
len, Angiogenese, Produktion von Wachstumsfaktoren wie VEGF; Sutendra et al. 2014,
Gomberg-Maitland et al. 2013).
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Ein Vertreter der Tyrosinkinasen ist die Milztyrosinkinase (spleen tyrosine kinase, Syk;
Yaghini et al. 2007). Das zytoplasmatisch lokalisierte Syk gehért zusammen mit dem Enzym
zeta-chain-associated protein kinase (ZAP-70) zu den Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen der
Syk-Familie (Kaur et al. 2013, Futterer et al. 1998). Syk ist ein 72 kDa groRes Molekl, wel-
ches als strukturelle Besonderheit zwei Src-Homologe-2 (SH2)-Domanen aufweist (Kaur et
al. 2013, Futterer et al. 1998). Mit diesen kann Syk an das phosphorylierte immunoreceptor
tyrosine-based activation motif (ITAM) binden, welches Teil der zytoplasmatischen Region
verschiedener Immunrezeptoren (Fc-Rezeptoren) sowie B- und T-Zell-Rezeptoren ist (Kaur
et al. 2013, Futterer et al. 1998).

Im Detail wird nach Interaktion des Immunrezeptors mit einem Antigen bzw. Immunglobulin
die Proteinkinase Lyn aktiviert, welche ITAM im zytoplasmatischen Kompartiment der Im-
munzelle phosphoryliert (Kaur et al. 2013). An die phosphorylierten Bereiche von ITAM kann
Syk Uber die SH2-Domanen binden (Futterer et al. 1998). Hierdurch kommt es zu einer akti-
vierenden Autophosphorylierung von Syk, das in der Folge zahlreiche Adaptor-Proteine akti-
viert, was eine Reihe weiterer Enzymaktivierungen nach sich zieht (Kaur et al. 2013). Eine
Syk-abhangige Aktivierung der Phospholipase Cy (PLCy) kann beispielsweise zur Freiset-
zung der beiden second messenger Inositoltriphosphat (IP3;) sowie Diacylglycerin (DAG) fih-
ren (Kaur et al. 2013). Fur Syk wurde au’erdem die Interaktion mit G-Protein-gekoppelten
Rezeptoren beschrieben (Subramanian et al. 2014, Futosi et al. 2013, Kaur et al. 2013). Syk
besitzt demnach eine auRerst wichtige Funktion in der Transduktion extrazellularer Signale in
das Zellinnere (Lowell 2011). Syk reguliert die Signallbertragung in eosinophilen (Lach-
Trifilieff et al. 2000), basophilen (Kepley et al. 1998) und neutrophilen Granulozyten (Mocsai
et al. 2002), Makrophagen (Crowley et al. 1997), Mastzellen (Oliver et al. 1994), B-Zellen
sowie Thrombozyten (Wex et al. 2011, Turner et al. 2000). In den genannten Zellen wird Syk
auch selbst exprimiert (Kaur et al. 2013). Daneben findet sich eine Expression von Syk auch
in Endothelzellen, Epithelzellen, Hepatozyten, Fibroblasten und Osteoklasten (Kaur et al.
2013, Yaghini et al. 2007, Mocsai et al. 2004).

Syk wird aulRerdem eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der vaskularen Integritat
(Cheng et al. 1995) und in der embryonalen Angiogenese zugeschrieben (Turner et al.
1995), da Mause mit hereditarer Syk-Defizienz in utero schwere Hamorrhagien entwickeln
und nicht lebensfahig sind (Yanagi et al. 2001, Cheng et al. 1995, Turner et al. 1995).

Im Hinblick auf die Pathogenese von PAH und Asthma bronchiale bzw. als potenzielles the-
rapeutisches Zielmolekiil fur diese Erkrankungen ist Syk aulerst vielversprechend, was ver-
schiedene Studien bereits zeigten. Syk scheint beispielsweise in intrazellulare Signalkaska-
den von vaskularen glatten Muskelzellen involviert zu sein, was fur die Pathogenese und

Therapie der PAH relevant sein konnte. Lee et al. und Yaghini et al. wiesen einerseits die
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Expression von Syk in vaskularen glatten Muskelzellen von Ratten nach (Lee HM et al. 2007,
Yaghini et al. 2007) und demonstrierten andererseits, dass Syk nach Stimulation der Mus-
kelzellen mit Angiotensin Il aktiviert wurde (Yaghini et al. 2007) bzw. dass die Endothelin-1-
induzierte Kontraktion glatter Muskelzellen in Ratten-Aorten Uber einen Syk-abhangigen Sig-
nalweg vermittelt wurde (Lee HM et al. 2007). Weitere Untersuchungen von Lee et al. zeig-
ten, dass Syk in Ratten-Aorten in der PDGF-induzierten Migration und Proliferation vaskula-
rer glatter Muskelzellen eine zentrale Rolle spielt (Lee CK et al. 2007, Lee HM et al. 2007).
Von Gao et al. wurde demonstriert, dass Syk die Proliferation sowie die Phanotyp-
Konversion pulmonalarterieller glatter Muskelzellen nach PDGF-Induktion modulierte (Gao et
al. 2011). Bei der Phanotyp-Konversion dedifferenzieren vaskulare glatte Muskelzellen und
tragen so zu Zell-Proliferation und vaskularem Remodeling bei (Gao et al. 2011).

Zu potenziellen Effekten einer Syk-Deletion bzw. phamakologischen Syk-Inhibition auf die

pulmonale Vasokonstriktion gibt es derzeit keine publizierten Daten.

Auch die Rolle von Syk in der Vermittlung Allergen- bzw. IgE-induzierter Mastzell-
Degranulation wurde bereits untersucht. So demonstrierten Costello et al., dass Signallber-
tragungen nach Aktivierung des FceR1-Rezeptors auf Mastzellen bzw. basophilen Gra-
nulozyten Syk-abhangig waren und zeigten aulerdem, dass Syk-defiziente Mastzellen nach
FceR1-Quervernetzung nicht mehr in der Lage waren, zu degranulieren, Leukotriene zu syn-
thetisieren und Zytokine zu sekretieren (Costello et al. 1996). Vergleichbare Ergebnisse er-
Zielten auch Wex et al. bei ihren Untersuchungen an Mastzellen, die Mdusen nach Induzie-
rung einer genomischen Syk-Deletion entnommen wurden. Die Autoren analysierten den
Ca*"-Influx sowie die Histamin-Freisetzung infolge der FceR1-Aktivierung und zeigten, dass
der intrazelluldre Ca®*-Spiegel der untersuchten Syk-defizienten Mastzellen nach Antigen-
induzierter FceR1-Quervernetzung nicht anstieg und die Histaminfreisetzung ausblieb (Wex
et al. 2011). Zusatzlich demonstrierten sie eine dosisabhangige Hemmung von Ca?*-Influx
und Histamin-Freisetzung muriner Mastzellen nach pharmakologischer Syk-Inhibition (Wex
et al. 2011). Diese Ergebnisse deuten auf eine aulierst wichtige regulatorische Funktion von
Syk in der Reaktion auf Allergene hin, was beispielsweise fiir die Pathogenese des Allergen-
assoziierten Asthma bronchiale von grofer Relevanz sein kénnte.

Fur die allergische Rhinitis und die rheumatoide Arthritis wurden in klinischen Studien durch
den Einsatz von pharmakologischen Syk-Inhibitoren bereits vielversprechende therapeuti-
sche Effekte erzielt (Weinblatt et al. 2010, Masuda et al. 2008, Weinblatt et al. 2008, Meltzer
et al. 2005). So zeigten Meltzer et al. in einer doppelblinden, Placebo-kontrollierten Studie
mit 319 Freiwilligen, die unter saisonaler allergischer Rhinitis litten, dass die intranasale Ver-
abreichung des Syk-Inhibitors R112 Symptome der allergischen Rhinitis effektiv reduzierte
(Meltzer et al. 2005). In klinischen Studien zu Effekten des Syk-Inhibitors R788 bei Patienten
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mit aktiver rheumatoider Arthritis konnte ebenfalls eine Verminderung der Symptome unter
Syk-Inhibition festgestellt werden (Weinblatt et al. 2010, Weinblatt et al. 2008).

Einige experimentelle Studien haben sich zudem bereits mit dem protektiven Potenzial einer
pharmakologischen Syk-Inhibition auf die Allergen-induzierte pulmonale Ty2-Inflammation
der Atemwege befasst. Penton et al. induzierten bei Mausen durch repetitive OVA-
Sensibilisierung und OVA-Atemwegsexpositionen eine chronische pulmonale Ty2-
Inflammation, die mit einer erhdhten epithelialen Syk-Expression in den Atemwegen assozi-
iert war (Penton et al. 2013). Aulierdem demonstrierten die Autoren, dass die Atemwegshy-
perreagibilitat durch die Verabreichung eines Syk-Inhibitors abgeschwacht wurde (Penton et
al. 2013). Einen Einfluss der Syk-Inhibition auf die Gesamtzahl inflammatorischer Zellen in
der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit (BALF) konnten die Autoren bei ihren Untersuchun-
gen nicht feststellen (Penton et al. 2013).

Auch fur die akute Allergen-induzierte Atemwegsinflammation wurde von verschiedenen Au-
toren experimentell ein protektiver Effekt einer Syk-Inhibiton bzw. Syk-Deletion demonstriert
(Moy et al. 2013, Matsubara et al. 2006, Matsubara et al. 2006). Matsubara et al. setzten
Mause ohne vorherige systemische Sensibilisierung einer repetitiven OVA-Aerosolexposition
aus und untersuchten anschlieRend die Reagibilitdt bronchialer glatter Muskelzellen durch
Stimulation von Trachealringen der behandelten Mause im elektrischen Feld (Matsubara et
al. 2006). Die Autoren konnten dabei einen protektiven Effekt einer Syk-Inhibition auf die
Starke der Reagibilitdt demonstrieren (Matsubara et al. 2006). Untersuchungen von Wex et
al. zeigten, dass sowohl eine induzierte Syk-Deletion als auch eine pharmakologische Syk-
Inhibition die akute OVA-induzierte Atemwegsinflammation bei Mausen reduzierte (Wex et
al. 2011). Vergleichbares wurde fur die Antigen- bzw. IgE-induzierte akute Atemwegsinflam-
mation beschrieben (Wex et al. 2014, Yamamoto et al. 2003, Seow et al. 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchungen zum therapeutischen Potenzial von
Syk bei PAH und Asthma bronchiale fortgeftihrt.
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2.6 Arbeitshypothesen und Ziele des Dissertationsprojektes

Zentrale therapeutische Angriffspunkte bei PAH und Asthma bronchiale sind die Konstriktion
glatter Muskelzellen, die chronische Inflammation sowie bronchiales und pulmonalvaskulares
Remodeling. Mit dem Ziel, zu einer innovativen Therapiestrategie fir PAH und Asthma bron-
chiale beizutragen, wurden basierend auf den Erkenntnissen bislang publizierter Arbeiten
folgende Hypothesen aufgestellt:
(1) Syk ist in pulmonalvaskularen und bronchialen glatten Muskelzellen exprimiert.
(2) Syk fordert als zentraler Signaltransduktor die pulmonale Vasokonstriktion und die
Bronchokonstriktion.
(3) Syk begtinstigt die pulmonale Ty2-Inflammation und das pulmonalvaskulare Remode-
ling.
Zur Uberpriifung der Hypothese 1 wurde in der vorliegenden Arbeit die Syk-Expression in
humanem und murinem Lungengewebe mittels Immunfluoreszenz-Analysen charakterisiert.
Die Untersuchung der Hypothese 2 erfolgte in vivo durch Analyse des Einflusses der Syk-
Inhibition auf die bronchiale und pulmonalvaskulare Reagibilitat in der isoliert perfundierten
und ventilierten Mauslunge. Zur Uberpriifung der Hypothese 3 erfolgte die Untersuchung der

Effekte einer Syk-Deletion auf die chronische pulmonale Ty2-Inflammation in Mausen.
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3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Humanes Lungengewebe

Das humane Lungengewebe wurde von hospitalisierten Patienten gewonnen, bei denen eine
Lungenteilresektion durchgeflihrt werden musste. Die Verwendung des Gewebes wurde
durch die Ethikkommission der Charité - Universitatsmedizin Berlin genehmigt. Von allen
Donor-Patienten lag eine schriftliche Einverstandniserklarung vor (EA2/079/13). Aus dem
Resektionsmaterial wurde tumorfreies Lungengewebe gewonnen und 3 x 8 mm grofRe Ge-
webestlcke ausgestanzt. Diese wurden in Paraffin eingebettet und Schnitte von 4 ym Dicke
hergestellt. Die Einbettung und das Schneiden der Gewebestlicke wurden freundlicherweise

am Institut fUr Tierpathologie der Freien Universitat Berlin durchgefuhrt.

3.2 Versuchstiere

Alle tierexperimentellen Arbeiten erfolgten nach Genehmigung durch das Landesamt fir Ge-
sundheit und Soziales Berlin (G 0303/10; O 0137/11; O 0309/12; O 0424/12; O 0427/12;
O 0021/13; O 0039/13; O 0228/13), in enger Zusammenarbeit mit den Tierschutzbeauftrag-
ten der Charité - Universitatsmedizin Berlin und unter Beachtung der Richtlinien der Federa-
tion of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA).

Es wurden weibliche C57BL/6N-Mause (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland)
sowie Proteinkinase Ca (PKCa)-defiziente Mause (Forschungseinrichtungen fir Experimen-
telle Medizin, Charité - Universitatsmedizin Berlin) und korrespondierende 129 SV Wildtyp-
Mause (Charles River Laboratories) verwendet. Aufterdem wurden induzierbare Milztyrosin-
kinase (Syk)-Mause (Syk™")
Pharma GmbH & Co. KG (Biberach, Deutschland) zur Verfligung gestellt wurden. Die Syk-

floflox_\Mause wurden durch Kreuzung von Rosa26-CreER™-Mausen und Mausen, die das

eingesetzt, die freundlicherweise von Boehringer Ingelheim

loxP-flankierte Exon 2 des Syk-Gens trugen, erzeugt (Wex et al. 2011, Saijo et al. 2003,
Seibler et al. 2003). Der Einsatz des induzierbaren Mausstamms war notwendig, da Mause,
die eine hereditare Syk-Defizienz aufweisen, bereits kurz nach der Geburt aufgrund schwe-
rer Hamorrhagien versterben (Wex et al. 2011, Yanagi et al. 2001, Cheng et al. 1995, Turner
et al. 1995). Durch die konsekutive Applikation von Tamoxifen, einem selektiven Ostrogen-
Rezeptor-Modulator, wird bei dem beschriebenen Mausstamm eine Deletion des Syk-Gens
induziert (Syk™'®"; Wex et al. 2011, Sauer 1998, Feil et al. 1997).

Die Versuchstiere wurden in einer spezifiziert pathogenfreien Tierhaltung in Gruppen von
maximal 5 Tieren in individuell ventilierten Kafigen (Tecniplast, Hohenpeil3enberg, Deutsch-

land) gehalten. In der Tierhaltung wurde durch automatische Lichtregulation ein Tag-Nacht-
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Rhythmus von jeweils 12 Stunden aufrechterhalten. Die Tiere erhielten Futter und Wasser ad

libitum.

3.3 Untersuchung der Syk-Expression in humanem und murinem

Lungengewebe mittels Inmunfluoreszenz-Analyse

Von naiven C57BL/6N-Mausen wurde Lungengewebe gewonnen, in 4 % Formaldehyd-
Lésung (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) fixiert, in Paraffin eingebettet, geschnitten
und auf Objekttrager aufgebracht. Die Einbettungs- und Schneidearbeiten wurden freundli-
cherweise durch das Institut flr Tierpathologie der Freien Universitat Berlin durchgefiihrt.
Das humane und murine Lungengewebe wurde wie folgt behandelt:

Zur Entparaffinierung wurde das Gewebe Uber Nacht in einem 60 °C Trockenschrank er-
warmt und am folgenden Tag dreimal je 15 min in 60 °C warmes Roticlear (Carl Roth GmbH
& Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) getaucht. Darauf folgte die Rehydrierung in einer abstei-
genden Alkoholreihe mit Ethanol. Es schloss sich die Antigendemaskierung (engl. Antigen-
Retrieval) mit dem Demaskierungs-Puffer Natrium-Citrat an. Fir den Natrium-Citrat-Puffer
wurden 2,94 g Natrium-Citrat-Dihydrat (Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland) in 1000 ml
Aqua bidestillata (A. bidest.) gelost. Die Gewebeschnitte wurden in einer Kivette mit dem
Puffer in einem Dampfgarer (Multi Gourmet, Braun GmbH, Kronberg/Taunus, Deutschland)
fur 30 min auf ca. 90 °C erhitzt. Nach der Abkuhlung wurde das Gewebe mit 1 % Triton X-
100 (Sigma-Aldrich) in 0,01 mol/l phosphatgepufferter Salzlésung (PBS, hergestellt aus 42 g
Natriumchlorid (NaCl), 0,94g Natriumdihydrogenphosphat und 7,759
di-Natriumhydrogenphosphat (alles Carl Roth)), geldst in 51 A. bidest; pH-Wert 7,6) permea-
bilisiert. Es folgte die Blockade unspezifischer Antigene mit 5 % Ziegen-Serum. Das Serum
wurde in einem Verdlinnungsmedium, bestehend aus 0,2 g bovinem Serumalbumin (BSA,
Bovine Serum Albumin Fraction V, pH 7,0, Sigma-Aldrich), 20 ml 0,01 mol/l PBS und 0,01 g
Tween® 20 (Sigma-Aldrich), verdinnt. Es folgte die Inkubation des Gewebes mit dem Pri-
marantikérper Syk N-19 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA), der in der Kon-
zentration 1:200 (in Verdlinnungsmedium) eingesetzt wurde. Die Inkubation erfolgte tber
Nacht bei 4 °C. Es wurde pro Lunge eine ungefarbte und eine nur mit dem sekundaren Fluo-
reszenzantikérper behandelte Kontrolle mitgeflihrt. Als sekundarer Fluoreszenzantikorper
diente Alexa Fluor 488 (F(ab)2 goat anti rabbit Immunglobulin G (H+L), Invitrogen, Darm-
stadt, Deutschland), in der Verdinnung 1:2000 (in Verdinnungsmedium mit 1 % Ziegen-
Serum). Die Inkubation mit dem Sekundarantikorper erfolgte ber Nacht bei 4 °C. Am fol-
genden Tag wurden die Schnitte zur Kerndarstellung mit 4',6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI,
Sigma-Aldrich, 1:1000 in 0,01 mol/l PBS verdinnt) fir 5 min gegengefarbt. Zuletzt erfolgte
das Eindecken der Gewebeschnitte mit Mowiol 4-88 (Carl Roth). Nach 20 min Trocknung bei
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4 °C wurden die Schnitte mit Klarlack versiegelt. Die Beurteilung der Antikérper-Signale er-
folgte mit einem Kamera-gekoppelten Spektral-Konfokalmikroskop (LSM 780, Zeiss, Jena,
Deutschland) mit freundlicher Unterstitzung von Herrn Dr. med. Andreas Hocke, Charité -
Universitatsmedizin Berlin. Um die Spezifitat des Syk-Antikérpers zu verifizieren wurde ein
komplementares Syk-Sperrpeptid (Syk (N-19) P, Santa Cruz Biotechnology) im Verhaltnis
1:5 mit dem Syk-Antikdrper vermischt, Uber Nacht inkubiert und auf einen Gewebeschnitt
aufgetragen. Auf einen Schnitt derselben Lunge wurde als Kontrolle nur der Syk-Antikérper
aufgetragen.

Fur die Doppelfarbung von Syk und a-smooth muscle actin (a-sma) wurde nach Farbung der
Gewebeschnitte mit dem sekundaren Fluoreszenzantikérper Alexa Fluor 488 ein zweiter
Primarantikérper aufgetragen, der gegen humanes und murines a-sma gerichtet war (a-sma-
Cy3, Sigma-Aldrich). Dieser bereits fluoreszenzmarkierte Antikérper wurde in der Verdln-

nung 1:100 eingesetzt und Uber Nacht bei 4 °C inkubiert.

3.4 lIsoliert perfundierte und ventilierte Mauslunge

3.4.1 Versuchsaufbau

Der Versuchsaufbau der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge (IPML) war darauf
ausgerichtet, die physiologische Organtatigkeit der murinen Lunge aufrechtzuerhalten. Die
Ventilation erfolgte bereits am noch lebenden Tier, die pulmonale Perfusion mit einer Bluter-
satzflissigkeit (Perfusionsmedium/Perfusat; Elektrolytidsung Il N, SERAG Wiessner, Naila,
Deutschland) erfolgte nach finaler Blutentnahme. Durch Ventilation, Perfusion und Unter-
druckbeatmung wurde die physiologische Lungenfunktion weitgehend aufrechterhalten.

Der Versuchsaufbau bestand aus einer mit Aqua destillata (A. dest.) gefillten, doppelwandi-
gen Plexiglaskammer mit zugehérigem Deckel (Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland). Das A. dest. innerhalb der Kammer wurde durch ein Umwalzthermostat (Eco-
line E103, Lauda Dr. R. Wobster GmbH & Co. KG, Lauda-Koénigshofen, Deutschland) kon-
stant bei 37 °C gehalten. Innerhalb der Plexiglaskammer des Versuchsaufbaus befand sich
die Unterdruckkammer, in der eine Maus auf einer Silikonunterlage positioniert wurde und
die mit dem Deckel verschlossen werden konnte. In der Unterdruckkammer befanden sich
ein arterieller und ein vendser Metallkatheter mit angeschlossenen Schlauchverbindungen.
Uber den arteriellen Zufluss wurde das mit 20 mmol/I Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs,
8,4 %, Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) und einem Gasgemisch (5 % Kohlen-
stoffdioxid (CO;), 20 % Sauerstoff (O;), 75 % Stickstoff (N,), Abteilung Technische Gase
Charité - Universitatsmedizin Berlin) versetzte und auf 37 °C temperierte Perfusionsmedium

mit einer Flussrate von 1 ml/min in die Pulmonalarterie geleitet und nach Passage der pul-
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monalen Zirkulation aus dem linken Vorhof des Herzens wieder abtransportiert. Angetrieben
wurde der Perfusionsfluss durch eine Peristaltikpumpe (Ismatec® Reglo-Analog, Ismatec
Laboratoriumstechnik GmbH, Wertheim-Mondfeld, Deutschland). Wahrend der Praparation
der Maus erfolgte eine Uberdruckbeatmung der Lunge mit Raumluft tiber eine Trachealkanii-
le, welche Uber ein Schlauchsystem mit einer Beatmungspumpe (Plugsys®-Grundgerat mit
Messmodulen, Hugo Sachs Elektronik) verbunden war. Nach dem SchlieRen der Unter-
druckkammer nach Beendigung der Praparation wurde auf eine Unterdruckbeatmung mit
dem oben angegebenen Gasgemisch umgestellt. Der Unterdruck wurde Uber eine Venturi-
Dise am Pneumotachometer des Versuchsaufbaus erzeugt. Maximaler und minimaler
Kammerdruck wurden so eingestellt, dass sie wahrend des gesamten Versuches bei -
9 cmH,0 (max.) bzw. -4,5 cmH,O (min.) gehalten wurden (druckkontrollierte Beatmung). Die
Atemfrequenz lag bei 90 /min. Relevante Parameter der Atmung und zentrale vaskulare Dri-
cke wie pulmonalarterieller Mitteldruck, Atemwegswiderstand, Tidalvolumen und die dynami-
sche Lungencompliance wurden digital aufgezeichnet (Computersoftware Pulmodyn, Hugo
Sachs Elektronik). Zur Reduktion von Atelektasenbildung wurde eine sich im 4-Minuten-
Intervall wiederholende, tiefe Inspiration (-24 cmH,O) eingestellt. Mit einem Druckaus-
gleichsgefal® auflerhalb der Kammer wurde der linksatriale Mitteldruck bei 2,2 cmH,0 jus-
tiert. Nach Isolierung der Lunge wurde der stabile Verlauf der Grundwerte fur 20 min beo-
bachtet (Baseline-Phase), danach konnten Uber das Perfusionsmedium verschiedene Sub-
stanzen in die Lunge appliziert werden, deren Effekte anhand der Messparameter beobach-
tet und aufgezeichnet werden konnten. Abbildung 1 zeigt schematisch den Aufbau des
IPML-Arbeitsplatzes.
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Abbildung 1: Schematischer Aufbau des Arbeitsplatzes der isoliert perfundierten und ventilier-
ten Mauslunge.

Zur Aufrechterhaltung der physiologischen Lungentatigkeit der Maus wurde der folgende Versuchs-
aufbau gewahlt: Das narkotisierte Versuchstier wurde in die Unterdruckkammer der mit erwarmtem
Wasser gefiiliten Plexiglas-Kammer gelegt und eine standardisierte Praparation vorgenommen. Dabei
erfolgte zunachst die Intubation einer Trachealkaniile, um die Beatmung der Lunge Uber eine Druck-
luftpumpe aufrechtzuerhalten. Es folgte die finale Blutentnahme, die zum Tod des Versuchstiers fiihr-
te. Im Anschluss wurde die kiinstliche Perfusion der beatmeten Lunge durch das Einfiihren eines Ka-
theters (1) in die Arteria pulmonalis des Herzens ermoglicht. Das Perfusionsmedium wurde aus einem
Vorratsbehalter Uber ein Schlauchsystem durch eine Rollenpumpe zum Katheter geleitet und Gber den
vendsen Abflusskatheter (2) aus dem linken Herzatrium abgezogen. Nach dem Ende der Praparation
wurde die Kammer geschlossen und Uber eine Venturi-Diise am Pneumotachometer eine Unterdruck-
beatmung induziert. Die Uberwachung verschiedener Untersuchungsparameter und Einstellungen
erfolgten computergestiitzt mittels der Software Pulmodyn. Mittels Druckaufnehmer wurden der Kam-
merdruck Pc (3) und der Beatmungsdruck A P (4) Gberwacht. Die vaskularen Driicke wurden durch
einen arteriellen (Pa (5)) bzw. venésen (Pv (6)) Druckaufnehmer gemessen. Uber das Druckaus-
gleichsgefald wurde der linksatriale Druck justiert. Modifiziert nach von Bethmann et al. (von Bethmann
et al. 1998).
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3.4.2 Standardisierte Praparation

Das zu untersuchende Tier wurde mit einem intraperitoneal applizierten Narkosegemisch,
bestehend aus in steriler, isotonischer Kochsalzlésung (Natriumchlorid, NaCl, B. Braun
Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) verdinntem Xylazin (160 mg/kg; Rompun 2 %
Injektionslésung, Bayer, Leverkusen, Deutschland) und Ketamin (75 mg/kg; Ketavet Injekti-
onslésung 100 mg/ml, Pfizer, Berlin, Deutschland), narkotisiert. Die ausreichende Narkose-
tiefe wurde durch Prifung des Zwischenzehenreflexes festgestellt. Der ventrale Thorakal-
und Abdominalbereich des Tieres wurde mit Braunol® (7,5 %, B. Braun Melsungen AG) be-
strichen und das Tier auf eine Silikonunterlage in die Unterdruckkammer des Versuchsauf-
baus gelegt. Dann wurden Haut und Unterhaut vom Xyphoid zur Mandibula eréffnet und der
Musculus trachealis freigelegt. Dieser wurde ventral der Trachea ergriffen und abgetrennt.
Die freiliegende Trachea wurde untertunnelt und eine Ligatur wurde durch den geschaffenen
Tunnel gezogen. Es folgte die Tracheotomie unterhalb des Kehlkopfes und zur Beatmung
der Lunge das Einfuhren der Trachealkanlle, welche mit der Ligatur befestigt wurde. An-
schlieBend wurde die Bauchhdhle vom Becken bis zum Xyphoid, mit Entlastungsschnitten
entlang des Rippenbogens, eréffnet. Das Zwerchfell wurde fenestriert und durch die Offnung
wurden 50 uyl Heparin (70 IE Heparin-Natrium, Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland, ver-
dinnt mit 0,9 % NaCl) in den rechten Herzventrikel appliziert. Die finale Entblutung erfolgte
Uber die Vena cava caudalis. AnschlieRend wurde der Unterleib der Maus cranial der Leber
abgetrennt. Bis zur Enthahme von Leber, Milz und Nieren wurde der Unterleib auf Eis gehal-
ten. Der verbliebene Oberkdrper wurde fixiert und es folgten die Abtrennung des Perikards
vom Herzen und die Sternotomie. Anschliefiend wurden die Thoraxwande nach lateral auf-
geklappt und fixiert. Das Thymusgewebe wurde entfernt und die Arteria pulmonalis untertun-
nelt und durch die geschaffene Offnung eine Ligatur gelegt. Im Anschluss wurde die Herz-
spitze abgetrennt und der rechte Herzventrikel erdffnet. Uber die Rollenpumpe wurde das
Perfusionsmedium aus dem Vorratsgefal® zum arteriellen Katheter geleitet. Der Arteria pul-
monalis-Katheter wurde durch die Offnung am rechten Herzventrikel eingefiihrt, in die A.
pulmonalis vorgeschoben und mit Hilfe der Ligatur in seiner Position fixiert. Der ventse Ab-
flusskatheter wurde Uber die Offnung an der Herzspitze in den linken Vorhof vorgeschoben

und ebenfalls mit einer Ligatur fixiert.
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3.4.3 Substanzapplikation

3.4.3.1 Vaso- und bronchokonstriktorische Stimuli

Die vaso- und bronchokonstriktorisch wirksamen Substanzen wurden in ihrem jeweiligen
Lésungsmittel (Solvent) geldst und wahrend der IPML-Experimente in Einzel-Applikationen in
aufsteigender Dosierung verabreicht. Hierflir wurde fir die Dauer der Applikation in Perfusi-
onsmedium gewechselt, welches die jeweilige konstriktorisch wirksame Substanz in entspre-
chender Konzentration enthielt. Tabelle 1 zeigt die verschiedenen Substanzen, ihre einge-

setzten Konzentrationen sowie die Applikationsdauer der einzelnen Dosierungen.

Tabelle 1: Ubersicht iiber die in der IPML eingesetzten Vaso- und Bronchokonstriktoren.

Substanz Solvent Konzentration Applikationsdauer
Angiotensin Il | 5 % Essigsaure 1, 3, 10 umol/l 1 min
Endothelin-1 | 5 % Essigsaure 5, 50 nmol/l 10 min
Kaliumchlorid A. dest. 20, 40, 80 mmol/l 3 min
Methacholin 0,9 % NaCl 3, 10, 30 pmol/l 30s

Serotonin A. dest. 3, 10, 30, 100 umol/l 30s

S1P 99 % Methanol 1, 3, 10 pmol/I 10 min
U46619 DMSO 30, 100, 300 nmol/l 3 min

IPML = Isoliert  perfundierte und  ventilierte = Mauslunge, A. dest. = Aqua  destillata,
NaCl = Natriumchlorid, = S1P = Sphingosin-1-Phosphat, = U46619 = Thromboxan-Rezeptor-Agonist,
DMSO = Dimethylsulfoxid
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3.4.3.2 Inhibitoren

Die Inhibitoren (Tabelle 2) wurden in ihrem entsprechenden Solvent gelést und wahrend der
IPML-Experimente kontinuierlich bis zum Versuchsende Uber das Perfusionsmedium appli-
ziert. Der dabei mit dem Inhibitor in das Perfusionsmedium eingebrachte Losungsmittelanteil
lag unter 0,1 %. In den Kontrollgruppen wurde die entsprechende Solventmenge appliziert.
Damit die Inhibitoren ihre Wirkung in der Lunge bereits entfalten konnten, erfolgte die Appli-
kation einer Dosisreihe konstriktorisch wirksamer Stimuli 20 min nach Beginn der Inhibitor-
Applikation. Abbildung 2 zeigt schematisch den Ablauf eines IPML-Experiments mit Inhibitor-
Applikation. Abweichende Vorgehensweisen bei der Versuchsdurchfliihrung werden geson-

dert beschrieben.

Tabelle 2: Ubersicht iiber die in der IPML eingesetzten Inhibitoren.

Name Funktion Konzentration Solvent

BAY 61-3606 Syk-Inhibitor 1 pmol/l A. ad inj.

60 % A. ad inj. und

BIM PKC-Inhibitor 10 pmol/l 40 % Perfusat
Indomethacin COX-1- und -2- 30 ymol/l DMSO
Inhibitor

NO-Synthase-

L-NAME Inhibitor 1 mmol/l Perfusat
R406 Syk-Inhibitor 1 gmol/I DMSO
SB 203580 p38 MAPK-Inhibitor 10 ymol/l DMSO
Y-27632 Rho-Kinase-Inhibitor 5 ymol/l A. ad inj.

IPML = Isoliert perfundierte und ventilierte Mauslunge, Syk = Milztyrosinkinase, A. ad inj. = Aqua ad
injectabilia, BIM = Bisindolylmaleimide l, Hydrochloride, PKC = Proteinkinase C,
COX = Cyclooxygenase, DMSO = Dimethylsulfoxid, L-NAME = Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hyd-
rochloride, NO = Stickstoffmonoxid, p38 MAPK = p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase
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Abbildung 2: Schematischer Ablauf eines IPML-Experiments mit Inhibitor-Applikation.

Nach dem Ende der standardisierten Praparation und einer 20-mindtigen Phase, in der die Grundwer-
te der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge (IPML) beobachtet wurden, erfolgte die konti-
nuierliche Applikation des Inhibitors liber das Perfusionsmedium bis zum Versuchsende. Die Applika-
tion einer aufsteigenden Dosisreihe konstriktorischer Stimuli erfolgte 20 min nach Beginn der Inhibitor-
Applikation. Die Dosisreihe umfasste je nach Substanz bei unterschiedlicher Applikationsdauer 2-4
Einzel-Applikationen.

3.4.4 Hypoxisch pulmonale Vasokonstriktion

Zur Untersuchung der hypoxisch pulmonalen Vasokonstriktion (HPV) in der IPML wurden der
Cyclooxygenase (COX)-1- und -2-Inhibitor Indomethacin (= 99 % (TLC), Sigma-Aldrich) und
der Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase-Inhibitor Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochlori-
de (L-NAME, Sigma-Aldrich) in das Perfusionsmedium gegeben, um eine Beeinflussung der
vaskularen Reagibilitdt durch NO bzw. Arachidonsaure-Metabolite zu hemmen. Die beiden
Inhibitoren wurden von Versuchsbeginn bis Versuchsende appliziert. Im Gegensatz zu der
bisher beschriebenen druckkontrollierten Beatmung wurde eine Volumen-kontrollierte Beat-
mung angewandt. Dazu wurde das Tidalvolumen dem Kérpergewicht des Versuchstieres
entsprechend eingestellt (~10 ul/kg), bei einem pulmonalen endexspiratorischen Druck
(PEEP) von -2 cmH,O. Nach einer 10-minttigen Baseline-Phase mit BAY 61-3606 bzw. Sol-
vent im Perfusionsmedium wurde die Flussgeschwindigkeit des Perfusionsmediums fiir 30 s
auf 0,5 ml/min reduziert, darauf folgten die Wechsel zu 1 ml/min, 1,5 ml/min und 2 ml/min far
jeweils 30 s, um dann wieder auf den Ausgangswert von 1 ml/min zurtickzukehren (Perfusi-
onsfluss (Q)-Druck-Kurve (Q-1) in der normoxischen Phase des Versuchs). Im Anschluss
wurde die Sauerstoff-Anreicherung des Perfusates beendet und von der nicht-
rezirkulierenden auf eine rezirkulierende Perfusion umgestellt. AnschlieRend erfolgte der
Wechsel von normoxischer (20 % O,) zu hypoxischer (1 % O;) Beatmung. 10 min nach Initi-
ierung der hypoxischen Ventilation wurde erneut die wechselnde Justierung des Perfusions-
flusses vorgenommen (Q-2 in der hypoxischen Phase des Versuchs). Die Abbildungen 3 A
und B zeigen schematisch den Verlauf der Perfusionsfluss (Q)-Druck-Kurve wahrend eines
HPV-IPML-Experiments.
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Abbildung 3: Schematischer Verlauf der Perfusionsfluss (Q)-Druck-Kurve.

(A) Gesamter Verlauf der Perfusionsfluss (Q)-Druck-Kurve im Modell der isoliert perfundierten und
ventilierten Mauslunge bei Normoxie (20 % O;) und Hypoxie (1 % O,). Justierung der Perfusionsfluss-
geschwindigkeit bei Q-1 und Q-2. Der pulmonalvaskulare Druckanstieg (APpa mean) ergab sich aus
der Differenz zwischen dem pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean) zum jeweiligen Zeitpunkt und
dem basalen Ppa mean. (B) Verlauf der Perfusionsfluss (Q)-Druck-Kurve bei Justierung der Perfusi-
onsflussgeschwindigkeit (Q-1), ausgehend von 1,0 ml/min fir jeweils 30 s auf 0,5, 1,0, 1,5 und
2,0 ml/min, mit anschlieBender Riickkehr auf den Ausgangswert.
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3.4.5 Untersuchung vaso- und bronchodilatatorischer Effekte in prakonstrin-
gierten GefalRen und Bronchien

Im Modell der IPML wurde nach standardisierter Praparation, Kammerschluss und einer 12-
minUtigen Baseline-Phase aus dem reinen Perfusionsmedium in U46619 (100 nmol/l, Merck-
Millipore)- bzw. Methacholin (MCh, 30 umol/l, Sigma-Aldrich)-haltiges Perfusionsmedium
gewechselt. U46619 flhrt zu einer anhaltenden Kontraktion pulmonaler Gefalle und damit zu
einem plateauartigen Anstieg des pulmonalarteriellen Mitteldrucks (Ppa mean). Analog be-
wirkt MCh eine anhaltende Kontraktion der Bronchialmuskulatur (plateauartiger Anstieg des
Atemwegswiderstands Res,,). Nach 28-minltiger U46619- bzw. MCh-Applikation wurde
BAY 61-3606 zusatzlich zu U46619 bzw. MCh fir 16 min appliziert. Danach wurde erneut
U46619- bzw. MCh-haltiges Perfusionsmedium bis zum Versuchsende appliziert. Um poten-
zielle NO-vermittelte Effekte auszuschlieRen, wurden die Experimente zudem unter Einsatz
des NO-Synthase-Hemmers L-NAME durchgefiihrt, der von Versuchsbeginn bis Versuchs-

ende appliziert wurde.

3.4.6 Untersuchung potenzieller Mechanismen der Syk-vermittelten Broncho-

und Vasokonstriktion

Im Modell der IPML wurden die Effekte des Rho-Kinase-Inhibitors Y-27632 (Merck-Millipore),
des Proteinkinase C (PKC)-Inhibitors Bisindolylmaleimide I, Hydrochloride (BIM, Merck-
Millipore) und des p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Inhibitors SB 203580
(Merck/Calbiochem, Darmstadt, Deutschland) auf die Serotonin (Sigma-Aldrich)-induzierte
Broncho- und Vasokonstriktion untersucht. Auerdem wurde jeweils die Wirkung einer kom-
binierten Enzymhemmung mit BAY 61-3606 vergleichend untersucht. Nach standardisierter
Praparation und einer 12-minutigen Baseline-Phase begann die Verabreichung von Y-27632,
BIM, SB 203580 mit/ohne BAY 61-3606 bzw. Solvent. Nach einem Intervall von = 10 min
wurde die erste Serotonin-Dosis appliziert. Die Inhibitoren wurden bis zum Versuchsende

verabreicht.
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3.5 Modell der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation

3.5.1 Systemische Sensibilisierung, Induzierung der Syk-Deletion und Atem-

wegsexpositionen

Zur Induktion einer chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation wurden die Tiere des indu-
zierbaren Mausstamms (Syk™"*) und die korrespondierenden Wildtyp-Mause an den Ta-
gen 0, 7 und 14 sensibilisiert. Dazu wurde den Tieren 50 pg Ovalbumin (OVA, Albumin, from
chicken egg white, Grade V, Sigma-Aldrich) in 20 yl Aluminiumhydroxid (Alu-Gel-S, 1,3 %,
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland) und 180 ul PBS (Gibco® life tech-
nologies™ Uber Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland) verabreicht. Kontrolltiere
erhielten bei jeder Behandlung 20 pl Aluminiumhydroxid und 180 ul PBS (Scheinsensibilisie-
rung). Das Gemisch wurde mittels einer 27 G-Kanulle (B. Braun Melsungen AG) intraperi-
toneal appliziert. An den Tagen 15-19 wurde den Tieren einmal taglich 20 mg/kg Tamoxifen
(Free Base, Sigma-Aldrich) per os Uber eine Fltterungssonde (stainless steel feeding need-
les, UNO Roestvaststaal BV, Zevenaar, Niederlande) verabreicht. Die Dosis bestand aus
0,5 mg Tamoxifen in 9 pl Ethanol (Merck) und 91 pl Sonnenblumendl (Sunflower Seed Oil,
Sigma-Aldrich). Kontrolltiere erhielten 9 pl Ethanol gemischt mit 91 yl Sonnenblumendl (Ve-
hikel). Beginnend 10 Tage nach der letzten Tamoxifen- bzw. Vehikel-Applikation schlossen
sich repetitive Atemwegsexpositionen an. Hierbei wurden alle Mause wiederholt fir jeweils
30 min in ein Aerosol-Expositions-System (Fohr Medical Instruments (FMI), Seeheim/ Ober-
Beerbach, Deutschland) gesetzt, in das ein 1 % OVA-haltiges Aerosol geleitet wurde, das
durch einen Ultraschall-Aerosolgenerator (Aerosol-Expositions-System AES-0702, FMI) er-
zeugt wurde. An den Tagen 29, 31, 33 und 35 wurden die Tiere 3 mal 30 min exponiert, mit
einer 30-minltigen Pause zwischen den einzelnen Expositionen. An den Tagen 42, 45, 49,
52, 56, 59, 63 und 66 wurden die Tiere 2 mal 30 min exponiert, mit einer 30-minutigen Pause
zwischen den beiden Expositionen. An Tag 67 fand die standardisierte Praparation der Tiere
mit anschlieRendem IPML-Experiment, Gewinnung von bronchoalveolarer Lavageflussigkeit
(BALF) und Entnahme von Organproben statt. Abbildung 4 zeigt schematisch das Ver-

suchsprotokoll.
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Abbildung 4: Versuchsprotokoll fiir das Modell der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation.

Die Tiere des induzierbaren Mausstamms (Sykﬂ°"’"°x) und korrespondierende Wildtyp-Mause wurden
an den Tagen 0, 7 und 14 mit Ovalbumin sensibilisiert bzw. mit phosphatgepufferter Salzlésung und
Aluminiumhydroxid scheinsensibilisiert. An den Tagen 15-19 erfolgte taglich die orale Gabe von
20 mg/kg Tamoxifen bzw. Vehikel. 10 Tage nach der letzten Tamoxifen-Applikation erfolgten repetitive
Atemwegsexpositionen an den Tagen 29, 31, 33, 35, 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63 und 66. An Tag 67
fand das Experiment der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge (IPML) mit bronchoalveola-
rer Lavage (BAL) und Probengewinnung statt.

3.5.2 Nachweis der Syk-Deletion mittels Desoxyribonukleinsaure-Extraktion,

Polymerase-Kettenreaktion und anschlieBender Gel-Elektrophorese

Zur Verifizierung der Tamoxifen-induzierten Syk-Deletion wurde eine Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) mit anschlieRender Gel-Elektrophorese durchgefiihrt. Die Schwanz-
spitzen aller untersuchten Tiere wurden wahrend der Praparation an Tag 67 des Protokolls
asserviert und bei -20 °C gelagert. Die Extraktion der Desoxyribonukleinsaure (DNA) erfolgte
aus einem ~3 mm grofRen Stlick der Schwanzspitze mit 500 pl Lysis-Puffer bestehend aus
10 mol/l Tris (Carl Roth), 0,1 mol/l Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) und 0,5 % Natri-
um-Dodecylsulfat (Merck-Millipore) sowie 5 pl Proteinase K (Novagen, Darmstadt, Deutsch-
land). Das Gewebe wurde Uber Nacht auf einem Thermortttler (Thermomixer Comfort, Ep-
pendorf Vertrieb Deutschland GmbH, Wesseling-Berzdorf) bei 54 °C, 715 x g inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Proben bei Raumtemperatur (RT) zentrifugiert (Biofuge fresco,
Heraeus uber Thermo Fisher Scientific, 10 min, 16060 x g). Danach wurde der Uberstand
der Proben in 600 pl Isopropanol (SERVA) Uberflhrt. Nach mehrmaligem Schwenken des
Gefaltes wurde eine DNA-Flocke sichtbar. Die Proben wurden anschlieRend erneut zentrifu-
giert, das DNA-Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen und nochmals zentrifugiert. Zuletzt wurde
das gesamte Ethanol abpipettiert, die Proben 10 min zum Trocknen stehen gelassen und
anschliefend mit 200 ul Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer, 1 mol/l Tris und 0,5 mol/l EDTA, pH
8,0) resuspendiert. Danach wurden die Proben bei -20 °C gelagert.

Fur den Nachweis der Syk-Deletion (Knock-out des Exon 2 des Syk-Gens (Wex et al. 2011))

mittels PCR wurde ein Mastermix aus den Komponenten des PCR-Core-Kit (Roche Diagnos-
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tics, Mannheim, Deutschland), A. dest. und dem Primer-Paar mit der Vorwartssequenz 5'-
GCCCGTTCTGTGCCTACTGG-3' und der Riickwartssequenz

5-GCTGGTTCCCTTTTCCTTCC-3 hergestellt. Zu jeweils 3 yl DNA-TE-Probe wurden je
50 yl Mastermix gegeben und die Proben in einem Thermocycler (T1, Biometra, Géttingen,

Deutschland) bei definierten Reaktionsbedingungen (Tabelle 3) inkubiert.

Tabelle 3: Reaktionsbedingungen der Polymerase-Kettenreaktion.

Reaktionsschritt Anzahl der Zyklen | Temperatur | Zeit
Denaturierung 1 94 °C 3 min
94 °C 45s

Primerhybridisierung und Elongation 30 56 °C 1 min

72 °C 2 min

terminale Elongation 1 72 °C 5 min

Kihlung - 4°C -

Nach Abschluss der PCR wurden die Proben mit je 5 pl Ladepuffer versetzt und anschlie-
Rend in die Taschen eines Agarosegels (1,5 % Agarose (Ultra Pure™ Agarose, Invitrogen) in
1 x Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer (50 x TAE-Puffer: 242 g Tris, 57,1 ml reine Essigsaure
und 100 ml 0,5 mol/l EDTA, pH 8,0 in 11 A. bidest., pH 8,3)) mit 5 pl Ethidiumbromidlésung
(10 mg/ml, Carl Roth) pipettiert. Als Langenstandard diente Smart Ladder (Eurogentec
Deutschland GmbH, Kdéln, Deutschland). Das Gel wurde in einer Gel-Elektrophoresekammer
(SUB-CELL GT, Bio-Rad Laboratories, Minchen, Deutschland) bei 130V und 400 mA flr
ca. 45-60 min belassen. Danach wurde es mit einem UV-Licht-Betrachter (Gel Jet Imager
Version 2004, Intas Science Imaging Instruments GmbH, Goéttingen, Deutschland) ausge-
wertet. Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Mausstamms (Syk™") fiihrte zu ei-
ner Deletion des Syk-Gens (Syk®'®). Tabelle 4 zeigt die Anzahl der Basenpaare des Syk-
Gens der Syk™/1°x_ gyk®® ynd WT-Méause.

Tabelle 4: Anzahl der Basenpaare des Syk-Gens in Syk"®/1°%. gykde!d!

MaUS SykﬂOX/ﬂOX Sykdelldel W|Idtyp

- und Wildtyp-Mausen.

Syk-Basenpaare 1429 321 1186

floxrflox

Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Mausstamms (Syk
Syk-Gens (Syk®/®).

) fihrte zu einer Deletion des
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3.5.3 Nachweis der Syk-Deletion mittels Western Blot-Analyse

Die Verifizierung der Syk-Deletion auf Proteinebene wurde durch Western Blot-Analyse der
am finalen Versuchstag asservierten Milzen vorgenommen. Die Untersuchungen wurden in
Kooperation mit Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG freundlicherweise von Frau

Dr. Eva Wex nach einem etablierten Protokoll durchgeflinrt (Wex et al. 2011).

3.5.4 Zellzahlbestimmung und Zelldifferenzierung in der bronchoalveoldren

Lavageflussigkeit

Die BALF wurde aus der rechten Lunge gewonnen, nachdem die linke Lunge abgesetzt und
in flissigem Stickstoff schockgefroren wurde. Uber die Trachealkaniile wurden 650 ul eisge-
kiihltes PBS, in dem der Protease-Inhibitor Complete™ Mini (1 Tablette in 10 ml PBS, Roche
Diagnostics) geldst war, in die Lungenhalfte infundiert. Die Flissigkeit wurde aspiriert, in ein
Reaktionsrohrchen (Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland) gegeben und auf Eis ge-
lagert (BALF 1). Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt (BALF 2). BALF 1 und 2 wur-
den anschlieend bei 4°C 10 min bei 1152 x g zentrifugiert (Megafuge 1,0 R, Heraeus Uber
Thermo Fisher Scientific). Der Uberstand wurde in Eppendorf-Gefale tiberfiihrt, in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert. In jedem
Reaktionsrohrchen wurden 50 pl des Uberstandes belassen. Es wurden jeweils 450 ul PBS
hinzu pipettiert, das Zellpellet aufgeschuttelt, und BALF 1 mit BALF 2 vermischt (BALF-
Gemisch). Zur Ermittlung der Zelldichte wurden 7 ul des BALF-Gemisches mit 7 yl Methylvio-
lett (verdinnt in 5 % Essigsaure, Merck-Millipore) in einem Eppendorf-Gefal vermischt. Dar-
aus wurden 7 ul in eine Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Es wurden mit der 400-fachen
Vergrolierung eines Mikroskops (Axioskop, Zeiss) alle 4 Groliquadrate der Kammer ausge-
zahlt. Aus der Zahlung wurde der Mittelwert gebildet und die Zellzahl auf die Gesamtmenge
von 1 ml umgerechnet (Mittelwert x 2 x 10.000 = Zellzahl/ ml BALF). Um zytologische Prapa-
rate fur die Zelldifferenzierung der BALF herzustellen, wurden 100 pl des BALF-Gemisches
mit einer Zytospin-Zentrifuge (Cytospin 3, Shandon, Harlow Scientific, Arlington, Massachu-
setts, USA) auf einen Objekttrager aufgebracht. Pro BALF-Probe und Tier wurden zwei Ob-
jekttrager hergestellt. Die Praparate wurden nach Pappenheim gefarbt und mit Eindeckmedi-
um (Clarion Permanent Mounting Media; Biomeda Corporation, Foster City, Kalifornien,
USA) eingedeckt. Zur Zellzahlung wurden die Praparate mit dem Olimmersionsobjektiv bei
1000-facher Vergrofierung mikroskopisch analysiert (Axioskop, Zeiss). Es wurden pro BALF-
Probe 200 Zellen gezahlt. Die relativen Zahlen der unterschiedlichen Zell-Populationen
(Makrophagen, Lymphozyten, neutrophile und eosinophile Granulozyten) wurden mit der

Gesamtzellzahl verrechnet, um die absoluten Zellzahlen zu ermitteln.
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3.5.5 Zytokin- und Chemokin-Bestimmung in der bronchoalveolaren Lavage-
flussigkeit

Die Quantifizierung der Zytokine IL-5 und IL-6 sowie des Chemokins RANTES erfolgte in
Doppelbestimmung mittels Multiplex-Analyse unter Nutzung des Bio-Plex Pro™ Assay (Bio-
Rad Laboratories) und wurde streng nach Anleitung des Herstellers durchgeflihrt. Die Aus-
wertung der Platten erfolgte mittels der Bio-Plex™ Workstation, bestehend aus Bio-Plex™
Array Reader und Bio-Plex™ Millipore unter zu Hilfenahme der Software Bio-Plex™ Mana-

ger Version 4.1.1 (alles Bio-Rad Laboratories).

3.5.6 Quantifizierung der Ovalbumin-spezifischen Plasma-Immunglobuline

mittels enzyme linked immunosorbent assay

3.5.6.1 Ovalbumin-spezifisches Immunglobulin E

Eine Mikrotiterplatte (Merck-Millipore) wurde mittels in Coating-Puffer geléstem Anti- Immun-
globulin (Ig) E (Anti-murine |gE unlabeled (purified Rat-anti-Mouse-IgE) BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland) vorbereitet. Der Coating-Puffer wurde hergestellt aus Natriumhyd-
rogencarbonat, Natriumchlorid und Di-Natriumcarbonat, welche in A. bidest. geldst wurden.
Der pH-Wert des Puffers betrug 9,6. Die vorbereitete Platte wurde tber Nacht bei 4 °C im
Klhlschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden nacheinander dreimal 200 ul Waschpuffer
in jede Vertiefung der Platte gegeben (Wasch-Schritt). Der Waschpuffer bestand aus PBS
und 0,05 % Tween® 20 (Sigma-Aldrich). Der Waschpuffer wurde abgegossen und die Platte
trockengeklopft. Es folgte das Blocken unspezifischer Antikdrper-Bindungsstellen mit 3 %
BSA in PBS fir eine Stunde bei Raumtemperatur (RT). Nach einem Wasch-Schritt wurden
die Standards und Proben aufgetragen. Als Standard diente der Serumpool von insgesamt
35 OVA-sensibilisierten und OVA-atemwegsexponierten Syk™"*. Syk®/® ynd Wildtyp-
Mausen. Der Standard wurde in 1 % BSA/PBS zunachst 1:2 verdinnt aufgetragen und
schlieBlich mit 1 % BSA/PBS 1:2 weiter verdiinnt. Plasmaproben von scheinsensibilisierten
Kontrolltieren wurden pur aufgetragen, Plasmaproben von OVA-sensibilisierten Tieren in den
Verdinnungen 1:3 und 1:15 (in 1 % BSA/PBS). Es wurden Doppelbestimmungen durchge-
fuhrt. Die Proben inkubierten 2 Stunden bei RT. Nach einem Wasch-Schritt wurde in jede
Vertiefung OVA-Biotin (0,5 mg/ml, 1:400 verdunnt in 1 % BSA/PBS) gegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 1,5 Stunden folgte ein weiterer Wasch-Schritt, dem sich eine einstiindige
Inkubation der Proben mit Streptavidin-Horseradish-Peroxidase (R&D Systems, Minneapolis,
Minnesota, USA) in PBS (1:1000) anschloss. Nach einem letzten Wasch-Schritt wurden die
Proben mit Tetramethylbenzidin-dihydrochlorid (TMB, 1,46 mmol/l, Merck/Calbiochem) inku-

biert. Die Reaktion wurde mit einer 2-molaren Schwefelsaure abgestoppt. Die photometri-
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sche Messung erfolgte mit dem Photometer HT-2 (anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld,
Deutschland) bei 450 nm. Fir den Standard wurden Plasma-IgE-Werte festgelegt. Der erste
Standard (S1) wurde mit 1000 U/ml definiert. Entsprechend der 1:2 Verdinnung des Stan-
dards ergaben sich folgende Werte fir den Standard: S2 =500 U/ml, S3 =250 U/ml,
S4 =125 U/ml usw.

3.5.6.2 Ovalbumin-spezifisches Immunglobulin G1

In die Vertiefungen einer 96-Mikrotiterplatte wurde in Coating-Puffer geldstes OVA im Ver-
haltnis 1:200 gegeben. Die Platte wurde Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach einem Wasch-
Schritt wurde 3 % Milchpulver (MP) in PBS in die Vertiefungen pipettiert und bei RT fir eine
Stunde inkubiert. Nach einem Wasch-Schritt wurden der Standard und die Proben aufgetra-
gen. Als Standard diente OVA-14, 10 mg/ml (Sigma-Aldrich), welches mit 1 % MP/PBS in
einem Verhaltnis von 1:400 vorverdunnt und dann im Verhaltnis 1:2 mit 1 % MP/PBS weiter
verdunnt wurde. Die Proben von scheinsensibilisierten Kontrolltieren wurden in den Verdin-
nungen 1:50 und 1:100 aufgetragen. Die Proben OVA-sensibilisierter Tiere wurden in den
Verdinnungen 1:200 und 1:400 eingesetzt. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt.
Die Inkubation der Proben erfolgte fir 2 Stunden bei RT. Nach einem Wasch-Schritt wurde
zur Detektion Biotin rat anti-mouse 1gG1 (BD Biosciences) in 1 % MP/PBS 1:1000 verdinnt
hinzugefligt und 2 Stunden bei RT inkubiert. Nach einem weiteren Wasch-Schritt wurden die
Proben fur 1 Stunde mit Streptavidin-Horseradish-Peroxidase (Verdinnung 1:1000) inku-
biert. An einen letzten Wasch-Schritt schloss sich die Inkubation der Proben mit TMB an. Die
Reaktion wurde mit einer 2-molaren Schwefelsdure abgestoppt. Die photometrische Mes-

sung mit dem Photometer HT-2 erfolgte bei 450 nm.
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3.5.7 Stereologische Quantifizierung des Ty2-induzierten pulmonalarteriellen
Remodeling

Die Untersuchungen wurden mit den rechten Lungen der PBS/OVA- bzw. OVA/OVA-

k"1ox_ ynd Syk®™'*®-Mause (jeweils 3 Lungen pro Gruppe) durchgefiihrt. Im

behandelten Sy
Anschluss an das IPML-Experiment und die Gewinnung der BALF wurde die rechte Lunge
fur 15 min mit einer 4 % Formaldehyd-L6sung instilliert. Nach Ligation der Trachea wurde
das Organ fur 24 Stunden in 4 % Formaldehyd-Lésung gelagert und im Anschluss bei 4 °C in
PBS bewahrt. Die Quantifizierung des Ty2-induzierten pulmonalvaskularen Remodeling
durch stereologische Analyse des Lungengewebes erfolgte in den Raumlichkeiten des Leib-
niz-Zentrums fir Medizin und Biowissenschaften, Forschungszentrum Borstel, mit freundli-
cher Unterstiitzung der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr. Heinz Fehrenbach (Leiter der For-

schungsgruppe Experimentelle Pneumologie im Programmbereich Asthma und Allergie).

3.5.7.1 Einbettung und Anfertigung der Gewebeschnitte

Die jeweils rechte Lunge der Syk™"* bzw. Syk®™'**-Mause wurde von makroskopisch lun-
genfremden Strukturen befreit und anschlielend in einen Plastikbecher Gberfuhrt, der 50 mi
flissigen Agar (2 % Agar-Agar in A. dest., Merck-Millipore) enthielt. Das Organ wurde so
ausgerichtet, dass sich die dorsale Lungenflache waagerecht zur Agar-Oberflache befand.
Der Agar hartete Uber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank aus. Vor dem Schneiden wurde das
Organ ausgerichtet. Lungengewebe ist anisotrop, dass heif3t die Organstrukturen sind in eine
Hauptrichtung ausgerichtet (Muller SA 2008). Das Gegenteil hiervon ist die Isotropie: alle
Richtungen sind gleichermalfien mdglich, wie z.B. auf der Oberflache einer Kugel (Miller SA
2008). Fur die Analyse sollten die Proben systematisch einheitlich zufallig gewahlt werden
(systematic uniformly random sampling), sodass jede Struktur des Lungengewebes die glei-
che Wahrscheinlichkeit besald, im resultierenden Schnitt zu erscheinen. Dafir wurden die
Lungen mit einer Orientierungshilfe (engl. Orientator Clock, Abbildung 5) und einer Zufalls-
zahlentabelle ausgerichtet. Entlang der Ausrichtung erfolgte das Schneiden des Organs mit-
tels Slicer (Sonderanfertigung, Danemark) mit einer feather trimming blade (pfm medical AG,
Koln, Deutschland) in 2 mm dicke Scheiben. Die Scheiben wurden in Einbettungskassetten
(Rotilabo, Carl Roth) positioniert und in einem Gewebe-Entwasserungsautomaten (Tissue-
Tek® Xpress®; Sakura Finetek, Breisgau, Deutschland) entwassert. Es schloss sich die Pa-
raffinierung des Gewebes an. Mit dem Rotationsmikrotom Microm HM 355 S Cool Cut
(Thermo Fisher Scientific) wurden 1,5 um dicke Schnitte der paraffinierten Lungen angefer-
tigt. Die Schnitte wurden auf Superfrost Plus Objekttrager (Menzel, Braunschweig, Deutsch-
land) aufgezogen und auf einer Warmeplatte (Medax GmbH, Neumunster, Deutschland)

getrocknet.
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Abbildung 5: Orientator-Clock mit 20 Teilstrichen gleichen Abstands (Howard et al. 2005).
Orientierungshilfe zur Ausrichtung des Lungengewebes vor dem Schneiden. Lungengewebe ist aniso-
trop, dass heil3t alle Strukturen sind in eine Hauptrichtung ausgerichtet (Muller SA 2008). Jede Struk-
tur des Lungengewebes musste aber die gleiche Wahrscheinlichkeit haben, im resultierenden Schnitt
zu erscheinen (systematisch einheitlich zufallige Proben). Hierfir wurde die in Agar fixierte Lunge
entlang der Teilstriche der Orientator-Clock ausgerichtet und anschlieflend in 2 mm dicke Scheiben
geschnitten. Die resultierenden Gewebeschnitte wurden entwassert und paraffiniert. Von dem paraffi-
nierten Lungengewebe wurden 1,5 ym dicke Schnitte angefertigt, um anschlielend das a-smooth
muscle actin zu farben.

3.5.7.2 Farbung von a-smooth muscle actin und stereologische Quantifizierung

Die Schnitte wurden entparaffiniert und die endogene Peroxidaseaktivitat mit 3 % Wasser-
stoffperoxid (H,O,, Merck-Millipore) geblockt. Die Farbung des a-sma in den Lungengewe-
beschnitten zur Darstellung der pulmonalen Gefal’e wurde nach den Herstellerangaben des
Vector Mouse on Mouse Immunodetection Kits (Vector Laboratories, Burlingame, Kalifor-
nien, USA), mit einem a-sma-Antikérper (1:100, monoclonal Anti-Actin, a-smooth muscle,
Sigma-Aldrich) und mit Hilfe des Coverplate Slide Racks und Immunfarbecenter (Thermo
Fisher Scientific) durchgefihrt. Das Eindecken der Schnitte erfolgte mittels Entellan®
(Merck-Millipore).

Die stereologischen Analysen erfolgten mit einem computergestitzten, kameragekoppelten
Konfokal-Mikroskop (Olympus Corporation, Hamburg, Deutschland). Mit Hilfe der Software
NewCAST™ (Visiopharm, Hoersholm, Danemark) wurden nach Festlegung der region of
interest (ROI) Zahlhilfen Gber den Schnitt gelegt. Die Zahlhilfen bestanden aus Punkten bzw.
Linien in definierter Anzahl, Abstanden und Linienléange, welche entsprechend ihrer Lokalisa-
tion auf dem Schnitt einem bestimmten Zahlereignis zugeordnet wurden. So wurden Punkte
auf glatten Muskelzellen von Arterien als Point smooth muscle artery (P sm-art) gezahlt und
Linien, welche die Basalmembran einer Arterie kreuzten, als Intersection basal artery (| art-

bas). Die zur Berechnung der arteriellen Muskelzellschichtdicke (Vs sm-art, [um]) relevanten
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Zahlereignisse sind in Tabelle 5 zusammengefasst. Zur finalen Auswertung wurden diese
Zahlereignisse in eine definierte Formel (Tabelle 5) eingesetzt. Die Berechnungen wurden
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Heinz Fehrenbach, Leibniz-Zentrum fir Medizin und

Biowissenschaften, Forschungszentrum Borstel, durchgefihrt.

Tabelle 5: Relevante Zahlereignisse bei der Auswertung der a-sma-gefarbten Lungenschnitte
und Formel zur Berechnung der arteriellen Muskelzellschichtdicke.

Formel zur Berechnung der arteriellen

Zahlereignisse Muskelzellschichtdicke (Vs sm-art) [um]

Point smooth muscle artery (P sm-art)
Vs sm-art=It/p * Y P sm-art/ (3 2* | art-
bas))

Intersection basal artery (| art-bas)

a-sma = a-smooth muscle actin, It/p = Lange der Testlinie pro Testpunkt

3.6 Statistische Datenanalyse

Zur Auswertung der erhobenen Daten wurde das Statistikprogramm GraphPad Prism 5 der
Firma GraphPad Software (La Jolla, Kalifornien, USA) genutzt. Dosis-Wirkungsbeziehungen
wurden mittels Varianzanalyse (Two-Way ANOVA) ausgewertet. Zudem wurde flr nicht-
parametrische Daten der Mann-Whitney-U-Test und fir den Vergleich abhangiger Stichpro-
ben der gepaarte t-Test angewandt. Ergebnisse mit einem P-Wert < 0,05 wurden als signifi-
kant betrachtet. Die Daten sind als Mittelwerte + Standardabweichung (SD) bzw. als Kasten-
grafik angegeben.

Praparationsfehler, pulmonale Minderperfusion, Lungenédem, Atelektasen, Embolien sowie
Stérungen der Computer-Aufzeichnung oder technische Messfehler fihrten zur Exklusion
der kompletten Datensatze des betroffenen Tieres aus der Auswertung. Bei einem
induzierbaren, Vehikel-behandelten Syk™™*.Tier zeigte die Auswertung der PCR, dass eine
Deletion des Syk-Gens erfolgt war. Aus diesem Grund wurde auch dieses Tier aus der

Gesamtauswertung ausgeschlossen.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Syk-Expressionsprofil in humanem und murinem Lungenge-

webe

Die Immunfluoreszenz-Analysen zeigten, dass Syk mit dem a-Aktin glatter bronchialer und
vaskularer Muskelzellen in der humanen und murinen Lunge kolokalisiert ist. Daneben wurde
Syk in Bronchialepithelzellen detektiert (Abbildungen 6 bis 8). Die Syk-Antikdrper-Spezifitat
wurde durch den Einsatz des Syk-Sperrpeptids (Abbildung 8) sowie durch Western-Blot-
Analyse (Abbildung 24) verifiziert.

Abbildung 6: Die Expression der Milztyrosinkinase (Syk) in humanen Atemwegen.

Durch Immunfluoreszenz-Analysen wurde Syk (grines Signal) im Zytosol bronchialer Epithelzellen
(Sternchen) sowie in den glatten Muskelzellen der Atemwege (Pfeilkdpfe) detektiert, nachgewiesen
durch Kolokalisation (merge, oranges Signal) mit dem a-Aktin der glatten Muskelzellen (a-SMA, rotes
Signal). Die Zellkerne wurden mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) sichtbar gemacht. Zur Darstel-
lung der Lungenmorphologie (grau) wurde die Fusion der Einzelbilder (merge) mit einem Differenzial-
interferenzkontrast kombiniert. Der MalRstabsbalken entspricht 10 um und gilt fir alle Einzelbilder.
Reprasentative Aufnahme von n = 3 Lungen.
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Abbildung 7: Die Expression der Milztyrosinkinase (Syk) in humanen Pulmonalgefafien.

Durch Immunfluoreszenz-Analysen wurde Syk (grines Signal) in pulmonalvaskulédren glatten Muskel-
zellen (Pfeilkdpfe) detektiert, nachgewiesen durch Kolokalisation (merge, oranges Signal) mit dem a-
Aktin der glatten Muskelzellen (a-SMA, rotes Signal). Die Zellkerne wurden mit 4',6-Diamidin-2-
phenylindol (DAPI) sichtbar gemacht. Zur Darstellung der Lungenmorphologie (grau) wurde die Fusion
der Einzelbilder (merge) mit einem Differenzialinterferenzkontrast kombiniert. Der Malstabsbalken
entspricht 20 yum und gilt fur alle Einzelbilder. Reprasentative Aufnahme von n = 3 Lungen.
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Syk-Sperrpeptid

Abbildung 8: Die Expression der Milztyrosinkinase (Syk) in Atemwegen (AW) und Pulmonalge-
faBen (P) der murinen Lunge.

Durch Immunfluoreszenz-Analysen wurde Syk (grines Signal) im Zytosol bronchialer Epithelzellen
(Sternchen) sowie in bronchialen und pulmonalvaskularen glatten Muskelzellen (Pfeilkdpfe) detektiert,
nachgewiesen durch Kolokalisation (merge, oranges Signal) mit dem a-Aktin der glatten Muskelzellen
(a-SMA, rotes Signal). Die Syk-Antikoérper-Spezifitdt wurde durch den Einsatz des Syk-Sperrpeptids
verifiziert. Der Mal3stabsbalken entspricht 50 ym und gilt fir alle Einzelbilder. Reprasentative Aufnah-
men von n = 3 Lungen.

4.2 Einfluss der Syk-Inhibition auf die pulmonalvaskulare Reagibili-
tat im Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Maus-

lunge

4.2.1 Die Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 reduzierte die pulmonalvaskulare
Reagibilitat

Die Applikation von BAY 61-3606 in Experimenten der isoliert perfundierten und ventilierten
Mauslunge (IPML) begann 20 min vor der Verabreichung aufsteigender Dosierungen vaso-
konstriktorischer Stimuli, sodass sich ein konstanter Wirkspiegel in der Lunge einstellen
konnte. Der Inhibitor wurde bis zum Versuchsende appliziert. BAY 61-3606 hatte keinen Ein-

fluss auf den basalen pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean; Abbildung 9).
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Abbildung 9: Der Einfluss des Syk-Inhibitors BAY 61-3606 auf den basalen pulmonalarteriellen
Mitteldruck.
Der basale pulmonalarterielle Mitteldruck (Ppa mean) wurde 20 min nach Beginn der Applikation des
Syk-Inhibitors BAY 61-3606 (1 umol/l) bzw. des Solvents in der isoliert perfundierten und ventilierten
Mauslunge gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n = 28 (BAY 61-3606) bzw. 26 (Sol-
vent) Tieren.

In der IPML flhrte die Applikation verschiedener vasokonstriktorischer Substanzen zu einem
unterschiedlich starken Anstieg des Ppa mean, je nach Vasokonstriktor und Dauer der Ver-
abreichung. Der pulmonalvaskulare Druckanstieg (APpa mean) ergab sich aus der Differenz
zwischen dem Ppa mean am Reaktionsmaxium und dem basalen Ppa mean und war Aus-
druck der Reagibilitat der pulmonalen Gefalte auf den jeweiligen spezifischen vasokonstrik-
torischen Stimulus. Der Thromboxan-Rezeptor-Agonist U46619, Endothelin-1, Sphingosin-1-
Phosphat, Angiotensin Il und Serotonin wurden in aufsteigenden Dosierungen verabreicht.
Die Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 fihrte dabei im Gegensatz zu den Solvent-Gruppen
zu einer geringeren pulmonalvaskularen Reagibilitat (Abbildung 10 A-E). Die genannten
Substanzen vermitteln die Vasokonstriktion Uber die Aktivierung G-Protein-gekoppelter Re-
zeptoren. Zur Untersuchung, ob die Wirkung von BAY 61-3606 spezifisch fir die G-Protein-
vermittelte Vasokonstriktion war, wurde Kaliumchlorid als rezeptorunabhangiger Vasokon-
striktor getestet. Auch hier kam es zu einer reduzierten pulmonalvaskuldren Reagibilitdt nach
Syk-Inhibierung (Abbildung 10 F).
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Abbildung 10: Der Einfluss der Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 auf die pulmonalvaskulare
Reagibilitat.

Die Applikation des Syk-Inhibitors BAY 61-3606 (1 umol/l) im Modell der isoliert perfundierten und
ventilierten Mauslunge begann 20 min vor Applikation einer Dosisreihe vasokonstriktorischer Stimuli,
damit sich ein konstanter Wirkspiegel in der Lunge einstellen konnte. Der Inhibitor wurde bis zum Ver-
suchsende verabreicht, in Kontrollgruppen wurde das Solvent appliziert. Als vasokonstriktorische Sti-
muli wurden der Thromboxan-Rezeptor-Agonist U46619 (A), Endothelin-1 (B), Sphingosin-1-Phosphat
(C), Angiotensin Il (D), Serotonin (E) und Kaliumchlorid (F) eingesetzt. Der pulmonalvaskulare Druck-
anstieg (APpa mean) ergab sich aus der Differenz zwischen dem pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa
mean) am Reaktionsmaximum und dem basalen Ppa mean. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von
n =5-7 Tieren. * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001
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4.2.2 Die Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 reduzierte die Hypoxie-induzierte
pulmonale Vasokonstriktion

Im Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge wurden zur Untersuchung der
HPV Uber das Perfusionsmedium neben dem Syk-Inhibitor BAY 61-3606 bzw. Solvent der
COX-1- und -2-Hemmer Indomethacin und der NO-Synthase-Hemmer L-NAME verabreicht.
Dadurch wurde eine gegenregulatorische, durch NO und Arachidonsaure-Metabolite hervor-
gerufene, vasodilatierende Antwort der Gefalke auf die HPV gehemmt. Die
Hypoxie (1 % Oy)-induzierte Konstriktion der pulmonalen GefalRe war nach Syk-Inhibierung
durch BAY 61-3606 gegenliber der Kontrollgruppe deutlich vermindert, was sich in einem
reduzierten APpa mean zeigte (Abbildung 11). Die jeweils 30 Sekunden andauernde tran-
siente Anderung des Perfusionsflusses ging mit einer pulmonalvaskularen Druckanderung
einher. Durch die Syk-Inhibition mit BAY 61-3606 war die Perfusionsfluss-induzierte Druck-
anderung unter Hypoxie gegenuber der Kontrollgruppe reduziert (Abbildung 12).
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Abbildung 11: Der Einfluss der Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 auf die Hypoxie-induzierte
pulmonale Vasokonstriktion.

Im Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge wurden Uber das Perfusionsmedium
neben BAY 61-3606 (1 pmol/l) bzw. Solvent von Versuchsbeginn an zusatzlich 30 pmol/l Indometha-
cin (Inhibitor der Cyclooxygenase-1 und -2) und 1 mmol/l Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochlo-
ride (L-NAME, Inhibitor der Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase) appliziert, um eine gegenregulatorische,
durch NO bzw. Arachidonsaure-Metabolite hervorgerufene Vasodilatation zu hemmen. Die Inhibitoren
wurden bis zum Versuchsende verabreicht. Der pulmonalvaskuldre Druckanstieg (APpa mean) ergab
sich aus der Differenz zwischen dem pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean) am Reaktionsmanxi-
mum und dem basalen Ppa mean. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n =7 Tieren. ** P < 0,01



ERGEBNISSE 57

-O- Solvent, Q-2

-@- BAY 61-3606, Q-2

- BAY 61-3606, Q-1
10,0 I3 Solvent, Q-1

Q7,5

T

§ 50

C

8 o5

E ’

@®

QC_)- 0,0 T T T
< 1,0 1,5 20

~2,57 Q (ml xmin™")

Abbildung 12: Der Einfluss der Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 auf die Perfusionsfluss-
induzierte Druckédnderung unter Normoxie und Hypoxie.

Der Perfusionsfluss (Q) wurde im Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge fir je-
weils 30 s alteriert (0,5/ 1,0/ 1,5/ 2,0 ml/min). Dies erfolgte jeweils einmalig unter Normoxie (Q-1) bzw.
Hypoxie (1 % O,, Q-2). Uber das Perfusionsmedium wurden neben BAY 61-3606 (1 umol/l) bzw. Sol-
vent von Versuchsbeginn an zusatzlich 30 pmol/l Indomethacin (Inhibitor der Cyclooxygenase-1 und -
2) und 1 mmol/l Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME, Inhibitor der Stickstoffmo-
noxid (NO)-Synthase) appliziert, um eine gegenregulatorische, durch NO bzw. Arachidonsaure-
Metabolite hervorgerufene Vasodilatation zu hemmen. Der pulmonalvaskulare Druckanstieg (APpa
mean) ergab sich aus der Differenz zwischen dem pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean) am
Reaktionsmaximum und dem basalen Ppa mean. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n =7 Tie-
ren. ** P < 0,01

4.2.3 Die Syk-Inhibition durch R406 reduzierte die pulmonalvaskulare Reagibi-
litat
Um zu verifizieren, dass die bisher gezeigten Effekte Syk-spezifisch und unabhangig von der
eingesetzten inhibierenden Substanz waren, wurde der Einfluss eines weiteren Syk-
Inhibitors (R406) auf die pulmonalvaskulare Reagibilitdt analysiert. Der Thromboxan-
Rezeptor-Agonist U46619 diente dabei als vasokonstriktorischer Stimulus. Die [IPML-
Experimente erfolgten analog zu jenen mit BAY 61-3606. R406 zeigte, ebenso wie BAY 61-
3606, keinen Einfluss auf den basalen pulmonalarteriellen Mitteldruck (Abbildung 13 A). Ana-
log zu den Effekten von BAY 61-3606 flhrte die R406-vermittelte Syk-Inhibition zu einer
verminderten pulmonalvaskularen Reagibilitdt (Abbildung 13 B), wenngleich die Effekte im

Gegensatz zu BAY 61-3606 weniger stark ausgepragt waren.
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Abbildung 13: Der Einfluss der Syk-Inhibition durch R406 auf den basalen pulmonalarteriellen
Mitteldruck und die pulmonalvaskuldre Reagibilitat.

(A) Der basale pulmonalarterielle Mitteldruck (Ppa mean) wurde 20 min nach Beginn der Applikation
des Syk-Inhibitors R406 (1 umol/l) bzw. des Solvents in der isoliert perfundierten und ventilierten
Mauslunge gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n =7 Tieren. (B) Die Applikation des
Syk-Inhibitors R406 (1 umol/l) begann 20 min vor Applikation der aufsteigenden Dosisreihe des
Thromboxan-Rezeptor-Agonisten U46619, damit sich ein konstanter Wirkspiegel in der Lunge einstel-
len konnte. Der Inhibitor wurde bis zum Versuchsende verabreicht, in der Kontrollgruppe wurde das
Solvent appliziert. Der pulmonalvaskulare Druckanstieg (APpa mean) ergab sich aus der Differenz
zwischen dem Ppa mean am Reaktionsmaximum und dem basalen Ppa mean. Dargestellt sind die
Mittelwerte + SD von n =7 Tieren. * P < 0,05

4.2.4 Der BAY 61-3606-induzierte Effekt auf die pulmonalvaskulare Reagibilitat
war Proteinkinase Ca-unabhangig

Fir BAY 61-3606 wurde, neben seiner inhibierenden Wirkung auf Syk, fir hdhere Konzentra-
tionen auch die Hemmung des Proteinkinase C Isoenzyms a (PKCa) beschrieben
(Yamamoto et al. 2003). Um zu verifizieren, ob der BAY 61-3606-vermittelte Effekt der ver-
minderten pulmonalvaskularen Reagibilitdt unabhangig von der Expression von PKCa auf-
tritt, wurden isoliert perfundierte Lungen PKCa-defizienter Mause (PKCa™) und korrespon-
dierender Wildtyp-Mause (WT) untersucht. Als vasokonstriktorische Stimuli wurden Hypoxie
und Serotonin eingesetzt. Die PKCa-Defizienz beeinflusste die BAY 61-3606-induzierten
Effekte nicht (Abbildung 14 A und B).
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Abbildung 14: Der Einfluss der Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 auf die pulmonalvaskulare
Reagibilitit bei Proteinkinase Ca-Defizienz.

Im Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge wurden Mause mit Proteinkinase Ca-
Defizienz (PKCa”') und die korrespondierenden Wildtyp (WT)-Mause untersucht. (A) Als vasokonstrik-
torischer Stimulus diente die hypoxisch pulmonale Vasokonstriktion. Uber das Perfusionsmedium
wurden neben BAY 61-3606 (1 umol/l) bzw. Solvent von Versuchsbeginn an zusatzlich 30 umol/l In-
domethacin (Inhibitor der Cyclooxygenase-1 und -2) und 1 mmol/l Nw-Nitro-L-arginine methyl ester
hydrochloride (L-NAME, Inhibitor der Stickstoffmonoxid (NO)-Synthase) appliziert, um eine gegenre-
gulatorische, durch NO bzw. Arachidonsaure-Metabolite hervorgerufene Vasodilatation zu hemmen.
Die Inhibitoren wurden bis zum Versuchsende verabreicht. Der pulmonalvaskuldre Druckanstieg
(APpa mean) ergab sich aus der Differenz zwischen dem pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean)
am Reaktionsmaximum und dem basalen Ppa mean. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n =4
Tieren. * P < 0,05 (B) Die Applikation des Syk-Inhibitors BAY 61-3606 (1 umol/l) begann 20 min vor
Applikation einer aufsteigenden Dosisreihe des vasokonstriktorischen Stimulus Serotonin, damit sich
ein konstanter Wirkspiegel in der Lunge einstellen konnte. Der Inhibitor wurde bis zum Versuchsende
verabreicht, in Kontrollgruppen wurde das Solvent appliziert. Der pulmonalvaskuldre Druckanstieg
(APpa mean) ergab sich aus der Differenz zwischen dem pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean)
am Reaktionsmaximum und dem basalen Ppa mean. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n = 5-6
Tieren. * P < 0,05; *** P < 0,001

4.2.5 Die Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 induzierte eine Dilatation in
prakonstringierten pulmonalen GefaRen

Zur Induktion einer Prakonstriktion pulmonaler Gefalle erfolgte die kontinuierliche Applikation
von U46619 im Modell der IPML. Hierbei kam es initial zu einem raschen Anstieg des pul-
monalarteriellen Mitteldrucks, gefolgt von einer Plateauphase. Innerhalb der Plateauphase
fUhrte die Applikation von BAY 61-3606 zu einer unmittelbaren, progredienten Abnahme des
pulmonalarteriellen Mitteldrucks. Nach Beendigung der BAY 61-3606 Applikation ver-

schwand dieser Effekt rasch.
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Zur Untersuchung, ob der beobachtete Effekt auf einer Syk-abhangigen Regulation des en-
dothelialen NO-Signalweges basierte, erfolgten separate Experimente unter Einsatz des NO-
Synthase-Inhibitors L-NAME. Die NO-Synthase-Inhibition verursachte initial erwartungsge-
maf eine starkere U46619-induzierte pulmonale Vasokonstriktion. Die Inhibierung von Syk
durch BAY 61-3606 resultierte jedoch in einer vergleichbaren, signifikanten Abnahme der

U46619-induzierten pulmonalvaskularen Kontraktion von rund 65 % (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Der Einfluss der Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 auf prakonstringierte pulmo-
nale GefaRe.

Im Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge wurde eine Prakonstriktion pulmonaler
Gefalle durch die kontinuierliche Applikation des Thromboxan-Rezeptor-Agonisten U46619
(100 nmol/l) induziert. U46619 verursachte initial einen raschen Anstieg des pulmonalarteriellen Mit-
teldrucks (Ppa mean), mit einer darauf folgenden Plateauphase. Innerhalb der Plateauphase erfolgte
die Applikation des Syk-Inhibitors BAY 61-3606 (1 uymol/l) fir 16 min. Vor bzw. nach BAY 61-3606-
Applikation wurde die entsprechende Solvent-Menge appliziert. Zur Untersuchung einer maglichen
Syk-vermittelten Regulation der vasodilatatorischen Wirkung von Stickstoffmonoxid (NO) erfolgte in
einer separaten Versuchsreihe bei gleichem Vorgehen von Versuchsbeginn an die Applikation des
NO-Synthase-Inhibitors Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) Uber das Perfusi-
onsmedium. Dargestellt sind die Mittelwerte £ SD von n =6 (Kontrolle) bzw. 7 (L-NAME) Tieren. In
beiden Gruppen erfolgte der Vergleich der Ppa mean-Werte vor Applikation von BAY 61-3606 gegen-
Uber den Ppa mean-Werten am Ende der Applikation bzw. der Vergleich der Ppa mean-Werte am
Ende der BAY 61-3606-Applikation mit den Ppa mean-Werten am Versuchsende (siehe Klammern).
Sternchen geben signifikante Unterschiede in der Kontrollgruppe, Rauten in der L-NAME-Gruppe an.
*P <0,05; ** P <0,01; ### P < 0,001
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4.2.6 Die pulmonalvaskulare Syk-vermittelte Signaltransduktion

Die genauen Signalwege, uUber welche Syk die pulmonalvaskuldre Reagibilitdt beeinflusst,
sind noch unklar. In der vorliegenden Arbeit wurde angenommen, dass dies Uber eine Modu-
lation von Enzymen erfolgt, welche an der Vermittlung der Kontraktion glatter Muskelzellen
beteiligt sind. Daher wurden insbesondere zentrale regulatorische Enzyme der Ca*-
unabhangigen glatten Muskelzellkontraktion in Kombination mit einer Syk-Hemmung unter-
sucht, um zu determinieren, welche Rolle Syk in der Vermittlung der Vasokonstriktion spielen
koénnte. Hierfir wurden die folgenden Inhibitoren eingesetzt: Rho-Kinase-Inhibitor Y-27632,
pan-PKC-Inhibitor (BIM), p38 MAPK-Inhibitor SB 203580. Als vasokonstriktorischer Stimulus
diente Serotonin, das in der IPML in aufsteigender Dosierung appliziert wurde. Die Inhibition
von Rho-Kinase bzw. PKC flihrte, analog zu den BAY 61-3606-Effekten, zu einer verminder-
ten kontraktilen Antwort der Lungengefalte (Abbildung 16 A). Bei gleichzeitiger Hemmung
von Syk und Rho-Kinase bzw. Syk und PKC kam es zu additiven inhibitorischen Effekten,
was sich in einer stark verminderten vasokonstriktorischen Antwort duRerte (Abbildung 16
A). Die pulmonalvaskulare Reagibilitat bei Inhibition der p38 MAPK war mit der alleinigen
Hemmung von Syk vergleichbar (Abbildung 16 B). Die kombinierte Enzymhemmung von Syk
und p38 MAPK flhrte im Vergleich zur singularen Syk-Inhibition zu keinen additiven Effekten
(Abbildung 16 B).
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Abbildung 16: Der Einfluss der Inhibition von Syk durch BAY 61-3606, von Rho-Kinase durch
Y-27632, von PKC durch BIM und von p38 MAPK durch SB 203580 auf die pulmonalvaskulare
Reagibilitat.

Zur Untersuchung, ob Syk eine Rolle in der Vermittlung der Kontraktion glatter vaskularer Muskelzel-
len spielt, erfolgte die Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 (1 umol/l) in Kombination mit der Inhibition
relevanter regulatorischer Enzyme der Calcium-unabhangigen Kontraktion glatter Muskelzellen im
Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge. (A) Applikation des Rho-Kinase-Inhibitors
Y-27632 (5 ymol/l), des pan-Proteinkinase C (PKC)-Inhibitors Bisindolylmaleimide I, Hydrochloride
(BIM, 10 ymol/l) bzw. von BAY 61-3606. Damit sich ein konstanter Inhibitor-Wirkspiegel in der Lunge
einstellen konnte, erfolgte die Applikation einer aufsteigenden Dosisreihe des Vasokonstriktors Sero-
tonin erst nach einem Intervall von = 10 min nach Beginn der Inhibitor-Applikation. Die Inhibitoren
wurden bis zum Versuchsende verabreicht, in der Kontrollgruppe wurde das Solvent appliziert. In se-
paraten Experimenten erfolgte nach gleichem Vorgehen die kombinierte Applikation von
Y-27632 + BAY 61-3606 bzw. BIM + BAY 61-3606. Der pulmonalvaskuldre Druckanstieg
(APpa mean) ergab sich aus der Differenz zwischen dem pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean)
am Reaktionsmaximum und dem basalen Ppa mean. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n = 4-7
Tieren. ** P < 0,01; *** P < 0,001 (B) BAY 61-3606 (1 umol/l) bzw. der p38 Mitogen-aktivierte Protein-
kinase (MAPK)-Inhibitor SB 203580 (10 umol/l) wurden analog zum unter (A) beschriebenen Vorge-
hen appliziert. In separaten Experimenten erfolgte nach gleichem Vorgehen die kombinierte Applikati-
on von SB 203580 + BAY 61-3606. Der pulmonalvaskulare Druckanstieg (APpa mean) ergab sich aus
der Differenz zwischen dem pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean) am Reaktionsmaximum und
dem basalen Ppa mean. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n = 5-7 Tieren. n.s. = nicht signifi-
kant
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4.3 Einfluss der Syk-Inhibition auf die Atemwegsreagibilitat im Mo-

dell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge

4.3.1 Die Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 reduzierte die Atemwegsreagibili-
tat

Zu den im Modell der IPML untersuchten bronchokonstriktorisch wirksamen Substanzen ge-
hérten Methacholin, Sphingosin-1-Phosphat, Angiotensin Il, Serotonin und Kaliumchlorid. Die
Applikation der genannten Substanzen flihrte zu einem transienten Anstieg des kontinuierlich
aufgezeichneten Atemwegswiderstands (Res,,). Die n-fache Erhéhung des Res,,, in Relation
zum basalen Res,,, diente als MalR fur die Atemwegsreagibilitat.

BAY 61-3606 hatte keinen Einfluss auf den basalen Atemwegswiderstand (Abbildung 17).
Die durch BAY 61-3606 induzierte Syk-Inhibierung fuhrte jedoch nach Bronchokonstriktor-
Gabe zu einer reduzierten Atemwegsreagibilitdt gegenliber der jeweiligen Solvent-
Kontrollgruppe (Abbildung 18 A-E).

1,57

Res,,, (cmH,0O/ml/s)

Solvent BAY 61-3606

Abbildung 17: Der Einfluss des Syk-Inhibitors BAY 61-3606 auf den basalen Atemwegswider-
stand.

Der basale Atemwegswiderstand (Res,,) wurde 20 min nach Beginn der Applikation des Syk-
Inhibitors BAY 61-3606 (1 umol/l) bzw. des Solvents in der isoliert perfundierten und ventilierten Maus-

lunge gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n = 32 (BAY 61-3606) bzw. 29 (Solvent)
Tieren.
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Abbildung 18: Der Einfluss der Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 auf die Atemwegsreagibilitat.
Die Applikation des Syk-Inhibitors BAY 61-3606 (1 umol/l) in der isoliert perfundierten und ventilierten
Mauslunge begann 20 min vor Applikation einer Dosisreihe bronchokonstriktorischer Stimuli, damit
sich ein konstanter Wirkspiegel in der Lunge einstellen konnte. Der Inhibitor wurde bis zum Versuchs-
ende verabreicht, in Kontrollgruppen wurde das Solvent appliziert. Als bronchokonstriktorische Stimuli
wurden Methacholin (A), Sphingosin-1-Phosphat (B), Angiotensin Il (C), Serotonin (D) und Kalium-
chlorid (E) eingesetzt. Die Daten zeigen die n-fache Erh6hung des Atemwegswiderstands (Res,y) in
Relation zum basalen Res,,. Dargestellt sind die Mittelwerte +SD von n=5-7 Tieren.
** P <0,01; ** P <0,001
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4.3.2 Der BAY 61-3606-induzierte Effekt auf die Atemwegsreagibilitat war Pro-
teinkinase Ca-unabhangig

Neben der Inhibition von Syk wurde flr BAY 61-3606 flr hdhere Konzentrationen auch eine
Beeinflussung der PKCa beschrieben (Yamamoto et al. 2003). Zur Untersuchung, ob die
bisher beobachteten Effekte der Syk-Inhibition auf die Atemwegsreagibilitit PKCa-
unabhangig waren, erfolgte analog zur Analyse der pulmonalvaskularen Reagibilitat die Veri-
fizierung des BAY 61-3606-induzierten Effektes in PKCa-defizienten Mausen. Hierbei zeigte
sich, dass die Serotonin-vermittelte Bronchokonstriktion bei Syk-Inhibition durch BAY 61-
3606 gegenuber der Solvent-Kontrolle zu einer deutlich reduzierten Atemwegsreagibilitat
fuhrte (Abbildung 19). Die Expression der PKCa hatte demnach keinen Einfluss auf die
BAY 61-3606-vermittelten Effekte.

Als Zufallsergebnis ergab sich bei Untersuchung der oben beschriebenen Fragstellung in
den Solvent-Kontrollgruppen ein Unterschied zwischen der Serotonin-induzierten Atemwegs-

reagibilitdit PKCa-defizienter Mause und den korrespondierenden Wildtyp-Mausen.
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Abbildung 19: Der Einfluss der Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 auf die Atemwegsreagibilitat
bei Proteinkinase Ca-Defizienz.

Im Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge wurden Mause mit Proteinkinase Ca-
Defizienz (PKCO('/') und die korrespondierenden Wildtyp (WT)-Mause untersucht. Die Applikation des
Syk-Inhibitors BAY 61-3606 (1 pmol/l) begann 20 min vor Applikation einer aufsteigenden Dosisreihe
des bronchokonstriktorischen Stimulus Serotonin, damit sich ein konstanter Wirkspiegel in der Lunge
einstellen konnte. Der Inhibitor wurde bis zum Versuchsende verabreicht, in Kontrollgruppen wurde
das Solvent appliziert. Die Daten zeigen die n-fache Erhéhung des Atemwegswiderstands (Res,,) in
Relation zum basalen Res,,,. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n = 5-6 Tieren. ** P < 0,01
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4.3.3 Die Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 induzierte eine Dilatation in
prakonstringierten Bronchien

Analog zur Untersuchung der Syk-Inhibierung durch BAY 61-3606 in prakonstringierten pul-
monalen GefalRen wurden IPML-Experimente durchgefiihrt, um den Effekt einer Syk-
Inhibierung auf prakonstringierte Bronchien zu untersuchen. Hierbei wurde Methacholin ver-
abreicht, um die Bronchokonstriktion zu induzieren, welche initial zu einem starken Anstieg
des Atemwegswiderstands mit einer darauffolgenden Plateauphase fiihrte. Es zeigte sich,
dass die Applikation von BAY 61-3606 zu einer raschen Dilatation der Bronchien fiihrte, was
sich in einer signifikanten Reduktion des Atemwegswiderstands um rund 65 % &aullerte (Ab-
bildung 20). Nach Beendigung der Syk-Inhibitor-Applikation verschwand der beobachtete
Effekt rasch wieder. Es wurde hypothetisiert, dass Syk diese Effekte tber die NO-Synthese
und/oder NO-Freisetzung regulieren kénnte. Die Ergebnisse der separaten Versuchsreihe
mit Hemmung der NO-Synthase durch L-NAME waren jedoch vergleichbar mit der Kontroll-
gruppe ohne L-NAME (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Der Einfluss der Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 auf prakonstringierte Bron-
chien.

Im Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge wurde eine Prakonstriktion der Bron-
chien durch die kontinuierliche Applikation von Methacholin (MCh, 30 pymol/l) induziert. MCh verur-
sachte initial einen raschen Anstieg des Atemwegswiderstands (Res,,), mit einer darauf folgenden
Plateauphase. Innerhalb der Plateauphase erfolgte die Applikation des Syk-Inhibitors BAY 61-3606
(1 pmol/l) fir 16 min. Vor bzw. nach BAY 61-3606-Applikation wurde die entsprechende Solvent-
Menge appliziert. Zur Untersuchung einer moglichen Syk-vermittelten Regulation der bronchodilatato-
rischen Wirkung von Stickstoffmonoxid (NO) erfolgte in einer separaten Versuchsreihe bei gleichem
Vorgehen von Versuchsbeginn an die Applikation des NO-Synthase-Inhibitors Nw-Nitro-L-arginine
methyl ester hydrochloride (L-NAME) Uber das Perfusionsmedium. Die Daten zeigen die n-fache Er-
hoéhung des Atemwegswiderstands in Relation zum basalen Res,,. Dargestellt sind die Mittelwerte
£ SD von n =6 (Kontrolle) bzw. 7 (L-NAME) Tieren. In beiden Gruppen erfolgte der Vergleich der
Res,,-Werte vor Applikation von BAY 61-3606 gegenuber den Res,,-Werten am Ende der Applikation
bzw. der Vergleich der Res,,~Werte am Ende der BAY 61-3606-Applikation mit den Res,,-Werten am
Versuchsende (siehe Klammern). Sternchen geben signifikante Unterschiede in der Kontrollgruppe,
Rauten in der L-NAME-Gruppe an. ## P < 0,01; ***/### P < 0,001

4.3.4 Die bronchiale Syk-vermittelte Signaltranduktion

Basierend auf den beobachteten Effekten der Syk-Inhibition auf die bronchiale Reagibilitat
wurde fir Syk eine Rolle in der Vermittlung der Kontraktion glatter bronchialer Muskelzellen
vermutet. Aus diesem Grund erfolgte die Untersuchung der Serotonin-induzierten Broncho-
konstriktion bei Inhibition relevanter, an der Vermittlung der Ca®*-unabhangigen Kontraktion

glatter Muskelzellen beteiligter Enzyme, in Kombination mit der Syk-Inhibition.
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Es zeigte sich, dass die Inhibition von Rho-Kinase mit Y-27632, von PKC mit BIM bzw. von
p38 MAPK mit SB 203580 zu einer reduzierten bronchialen Reagibilitat fuhrte (Abbildung
21 A und B, Abbildung 22). Bei gleichzeitiger Hemmung von Rho-Kinase und Syk zeigte sich
eine Hemmung der Bronchokonstriktion in vergleichbarer GréRenordnung gegenuber der
alleinigen Inhibition der Rho-Kinase (Abbildung 21 A und B). Ein ahnliches Ergebnis zeigte
sich bei kombinierter Hemmung von Syk und p38 MAPK, bei der gegenlber der alleinigen
Syk-Inhibition keine additiven Effekte zu beobachten waren (Abbildung 22). Bei gleichzeitiger

Inhibition von PKC und Syk zeigte sich hingegen eine Addition der hemmenden Effekte
(Abbildung 21 A und B).
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Abbildung 21: Der Einfluss der Inhibition von Syk durch BAY 61-3606, von Rho-Kinase durch
Y-27632 und von PKC durch BIM auf die Atemwegsreagibilitat.

Zur Untersuchung, ob Syk eine Rolle in der Vermittlung der Kontraktion glatter bronchialer Muskelzel-
len spielt, erfolgte die Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 (1 umol/l) in Kombination mit der Inhibition
relevanter regulatorischer Enzyme der Calcium-unabhangigen Kontraktion glatter Muskelzellen im
Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge. (A) Applikation des Rho-Kinase-Inhibitors
Y-27632 (5 umol/l), des pan-Proteinkinase C (PKC)-Inhibitors Bisindolylmaleimide 1, Hydrochloride
(BIM, 10 pymol/l) bzw. von BAY 61-3606. Damit sich ein konstanter Inhibitor-Wirkspiegel in der Lunge
einstellen konnte, erfolgte die Applikation einer aufsteigenden Dosisreihe des Bronchokonstriktors
Serotonin erst nach einem Intervall von = 10 min nach Beginn der Inhibitor-Applikation. Die Inhibitoren
wurden bis zum Versuchsende verabreicht, in der Kontrollgruppe wurde das Solvent appliziert. In se-
paraten Experimenten erfolgte nach gleichem Vorgehen die kombinierte Applikation von
Y-27632 + BAY 61-3606 bzw. BIM + BAY 61-3606. Die Daten zeigen die n-fache Erhéhung des
Atemwegswiderstands (Res,,) in Relation zum basalen Res,,. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD

von n =4-6 Tieren. (B) Darstellung der Daten aus (A) ohne die Solvent-Gruppe mit angepasster
Y-Achsen-Skalierung. *** P < 0,001; n.s. = nicht signifikant



ERGEBNISSE 69

11 Solvent

-@- SB 203580

- BAY 61-3606

-O- SB 203580 + BAY 61-3606

"

1n.s.

Res,y (n-fach)
ihe

O T T T T
3 10 30 100
Serotonin (umol/l)

Abbildung 22: Der Einfluss der Inhibition von Syk durch BAY 61-3606 und von p38 MAPK durch
SB 203580 auf die Atemwegsreagibilitat.

Zur Untersuchung, ob Syk eine Rolle in der Vermittlung der Kontraktion glatter bronchialer Muskelzel-
len spielt, erfolgte die Syk-Inhibition durch BAY 61-3606 (1 umol/l) in Kombination mit der Inhibition
relevanter regulatorischer Enzyme der Calcium-unabhangigen Kontraktion glatter Muskelzellen im
Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge. Die Applikation von BAY 61-3606 bzw.
des p38 Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Inhibitors SB 203580 (10 umol/l) begann jeweils
12 min vor Applikation einer aufsteigenden Dosisreihe des Bronchokonstriktors Serotonin, damit sich
ein konstanter Wirkspiegel in der Lunge einstellen konnte. Die Inhibitoren wurden bis zum Versuchs-
ende verabreicht, in der Kontrollgruppe wurde das Solvent appliziert. In separaten Experimenten er-
folgte nach gleichem Vorgehen die kombinierte Applikation von SB 203580 + BAY 61-3606. Die Daten
zeigen die n-fache Erhéhung des Atemwegswiderstands (Res,,) in Relation zum basalen
Res,,. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n = 5-7 Tieren. n.s. = nicht signifikant

4.4 Die Syk-Deletion in der chronischen pulmonalen T,2- Inflamma-
tion

Die Tiere des induzierbaren Mausstamms (Syk™"**) und die korrespondierenden Wildtyp-
Mause wurden dreimal im Abstand von 7 Tagen systemisch mit OVA sensibilisiert. Analog
dazu wurden mit PBS und Aluminiumhydroxid scheinsensibilisierte Kontrollgruppen
mitgeflihrt. Im Anschluss an die dritte Sensibilisierung erfolgte an flinf aufeinander folgenden
Tagen die orale Applikation von jeweils 20 mg/kg Tamoxifen. Kontrollgruppen erhielten das
Vehikel. Nach einem 10-tagigen Intervall wurden alle Tiere repetitiven Aerosolexpositionen
mit 1 % OVA unterzogen. Die standardisierte Praparation fur die funktionellen Analysen in
der IPML und zur Probengewinnung erfolgten an Tag 67. Tabelle 6 zeigt die

Untersuchungsgruppen.



70 ERGEBNISSE

Tabelle 6: Untersuchungsgruppen.

MaUS Sykﬂox/flox Sykde|/de| WT WT

Behandlung Vehikel Tamoxifen Vehikel Tamoxifen

Sensibilisierung/ PBS/ | OVA/ | PBS/ | OVA/ | PBS/ | OVA/ | PBS/ | OVA/
Aerosolexposition | OVA | OVA | OVA | OVA | OVA | OVA | OVA | OVA

.')X/TIOX)

Die Tamoxifen-Behandlung von Tieren des induzierbaren Mausstamms (Syk" fuhrte zu einer
Deletion des Syk-Gens (Syk™'®). PBS = phosphatgepufferte Salzlésung, OVA = Ovalbumin,
WT = Wildtyp-Mause

4.41 Nachweis der Syk-Deletion mittels Polymerase-Kettenreaktion und Wes-

tern Blot-Analyse

Fir den Nachweis der Syk-Deletion wurden am finalen Versuchstag (Tag 67) die Schwanz-
spitzen und Milzen aller untersuchten Tiere asserviert. Aus den Schwanzspitzen wurde die
DNA isoliert und eine PCR mit anschlieRender Gel-Elektrophorese durchgefiihrt. Wildtyp-
Mause zeigten unabhangig von der Tamoxifen-Behandlung stets eine Syk-DNA-Bande bei
1186 Basenpaaren (bp), Vehikel-behandelte Tiere des induzierbaren Mausstamms (Syk-
floifloxy \wiesen durch die LoxP-Flankierung ihres Syk-Gens eine DNA-Bande im Bereich von
1429 bp auf (Abbildung 23). Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Mausstamms
fihrte zu einer Deletion des Syk-Gens (Syk®™'®). Bei den Syk®"*-Mausen war die 321 bp
lange Rest-Sequenz des Syk-Gens nachweisbar (Abbildung 23).

Der Nachweis der Syk-Deletion auf Proteinebene erfolgte in den asservierten Milzen durch
Western Blot-Analyse. Es wurde der Syk N-19-Antikérper eingesetzt. Als Ladekontrolle dien-
te B-Aktin, ein Protein des Zytoskeletts. Bei Wildtyp-Mausen wurde unabhangig von der
Tamoxifen-Behandlung stets die Syk-Proteinbande nachgewiesen, ebenso bei Vehikel-
behandelten Syk™**-Mausen (Abbildung 24). Die Syk-Proteinbande war bei Tamoxifen-
behandelten Tieren des induzierbaren Mausstamms (Syk®'®) nicht nachweisbar. Die Syk-

Deletion bestand demnach auch noch 48 Tage nach der letzten Tamoxifen-Gabe.
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Abbildung 23: Der Nachweis der Tamoxifen-induzierten Syk-Deletion mittels Polymerase-
Kettenreaktion und anschlieBender Gel-Elektrophorese.

Den Tieren des induzierbaren Mausstamms (Syk"") und den korrespondierenden Wildtyp (WT)-
Mausen wurde an den Tagen 15-19 des Versuchsprotokolls einmal taglich 20 mg/kg Tamoxifen per os
appliziert, Kontrolltiere erhielten das Vehikel. Am finalen Versuchstag (Tag 67) wurden die Schwanz-
spitzen aller Tiere asserviert und als Ausgangsmaterial fir die DNA-Gewinnung, Polymerase-
Kettenreaktion und anschlieRende Gel-Elektrophorese eingesetzt. Die WT-Mause zeigten unabhangig
von der Behandlung eine Syk-DNA-Bande bei 1186 Basenpaaren (bp). Vehikel-behandelte Syk""°*-
Tiere zeigten aufgrund der LoxP-Flankierung ihres Syk-Gens eine DNA-Bande bei 1429 bp (,floxed").
Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Mausstamms flihrte zu einer Deletion des Syk-Gens
(Syk®™"*'). Bei diesen Tieren erfolgte der Nachweis der 321 bp langen Rest-Sequenz des Syk-Gens.
Als Marker (rechts) diente Smart Ladder (200 bis 10000 bp). Reprasentative Darstellung einer Probe
jeder Versuchsgruppe. OVA = Ovalbumin, PBS = phosphatgepufferte Salzlésung
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Abbildung 24: Der Nachweis der Tamoxifen-induzierten Syk-Deletion in Milzen mittels Western
Blot-Analyse.

Den Tieren des induzierbaren Mausstamms (Syk und den korrespondierenden Wildtyp (WT)-
Mausen wurde an den Tagen 15-19 des Versuchsprotokolls einmal taglich 20 mg/kg Tamoxifen per os
appliziert, Kontrolltiere erhielten das Vehikel. Am finalen Versuchstag (Tag 67) wurden die Milzen aller
Tiere asserviert und als Ausgangsmaterial fiir die Western Blot-Analyse eingesetzt. Bei WT-Mausen
konnte unabhangig von der Behandlung stets eine Syk-Proteinbande detektiert werden, ebenso wie
bei den Vehikel-behandelten Syk""*-Mausen. Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Maus-
stamms fiihrte zu einer Deletion des Syk-Gens (Syk®"®), infolge dessen bei diesen Tieren keine Syk-
Proteinbande nachweisbar war. Der eingesetzte Antikrper war Syk N-19, (3-Aktin diente als Ladekon-
trolle. Reprasentative Darstellung von jeweils zwei Proben der Syk"™™* Syk®'®. und WT-Mause
sowie der Kontrolle.

flox/flox)

4.4.2 Die Syk-Deletion beeinflusste die Starke der pulmonalvaskularen Reagi-

bilitat in der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation

An Tag 67 des Versuchsprotokolls erfolgten die funktionellen Analysen in der IPML und die
weitere Probengewinnung. Im IPML-Experiment wurden die Vasokonstriktoren U46619 und
Endothelin-1 in aufsteigenden Dosierungen eingesetzt. Der basale Ppa mean war in allen
Gruppen vergleichbar (Abbildung 25 A und B). Die Syk-Deletion beeinflusste die Starke der
GefaRantwort. PBS/OVA-behandelte Syk®'“-Tiere zeigten gegeniiber den PBS/OVA-
behandelten Syk™™*.Tieren eine signifikant geringere pulmonalvaskuldre Reagibilitat auf
die applizierten vasokonstriktorischen Stimuli (Abbildung 26 A und B). OVA/OVA-behandelte
Tiere zeigten aufgrund der chronischen pulmonalen Tp2-Inflammation eine ausgepragte
pulmonalvaskulare Hyperreagibilitdt als Antwort auf die vasokonstriktorischen Stimuli. Dies
aullerte sich in einem gegenuber der scheinsensibilisierten Kontrollgruppe erhdhten
APpa mean nach Vasokonstriktor-Applikation. OVA/OVA-behandelte Syk®*-Mause zeigten
interessanterweise eine starkere Hyperreagibilitdt der pulmonalen Gefalle als OVA/OVA-
behandelte Syk™"*-Mause (Abbildung 26 A und B). Unterschiede zwischen den Tamoxifen-
und Vehikel-behandelten WT-Gruppen wurden erwartungsgemaf nicht detektiert (Abbildung
26 C und D).
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Abbildung 25: Der basale pulmonalarterielle Mitteldruck in den Untersuchungsgruppen.

Die Tiere des induzierbaren Mausstamms (Syk""™) und die korrespondierenden Wildtyp (WT)-
Mause wurden dreimal im Abstand von jeweils einer Woche systemisch mit Ovalbumin (OVA) sensibi-
lisiert bzw. mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und Aluminiumhydroxid scheinsensibilisiert.
Nach der dritten Sensibilisierung folgte an finf konsekutiven Tagen die orale Applikation von 20 mg/kg
Tamoxifen bzw. Vehikel. Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Mausstamms flhrte zu einer
Deletion des Syk-Gens (Syk®™"®). Alle Tiere wurden an den Tagen 29, 31, 33, 35 jeweils drei, an den
Tagen 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63 und 66 jeweils zwei Aerosolexpositionen mit 1 % OVA unterzogen.
An Tag 67 erfolgten funktionelle Analysen in der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge. Die
Daten zeigen den basalen pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean) vor der Applikation aufsteigen-
der Dosisreihen vasokonstriktorischer Stimuli von Syk""*. und Syk®"**-Mausen (A) bzw. Tamoxifen-
und Vehikel-behandelten WT-Mausen (B) mit (OVA/OVA) und ohne (PBS/OVA) pulmonaler Ty2-
Inflammation. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n = 8-10 (A) bzw. n = 7-9 (B) Tieren.
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Abbildung 26: Der Einfluss der Syk-Deletion auf die pulmonalvaskulidre Reagibilitat in der
chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation.

Die Tiere des induzierbaren Mausstamms (Syk™"™) und die korrespondierenden Wildtyp (WT)-
Mause wurden dreimal im Abstand von jeweils einer Woche systemisch mit Ovalbumin (OVA) sensibi-
lisiert bzw. mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und Aluminiumhydroxid scheinsensibilisiert.
Nach der dritten Sensibilisierung folgte an flinf konsekutiven Tagen die orale Applikation von 20 mg/kg
Tamoxifen bzw. Vehikel. Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Mausstamms fiihrte zu einer
Deletion des Syk-Gens (Syk™"®). Alle Tiere wurden an den Tagen 29, 31, 33, 35 jeweils drei, an den
Tagen 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63 und 66 jeweils zwei Aerosolexpositionen mit 1 % OVA unterzogen.
An Tag 67 erfolgten funktionelle Analysen in der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge. Die
Daten zeigen den pulmonalvaskularen Druckanstieg (APpa mean) von Syk"°"/ﬂ°x- und Sykde'/de'-
Mausen (A, B) bzw. Tamoxifen- und Vehikel-behandelten WT-Mausen (C, D) mit (OVA/OVA) und
ohne (PBS/OVA) pulmonaler Ty2-Inflammation nach Applikation aufsteigender Dosierungen des
Thromboxan-Rezeptor-Agonisten U46619 bzw. Endothelin-1. APpa mean ergab sich aus der Diffe-
renz zwischen dem pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean) am Reaktionsmaximum und dem ba-
salen Ppa mean. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n =7-10 (A, B) bzw. n = 6-9 (C, D) Tieren.
* P <0,05; n.s. = nicht signifikant
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4.4.3 Die Syk-Deletion hatte keinen Einfluss auf die Atemwegsreagibilitat in

der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation

Zeitgleich mit der Erhebung der vaskularen Daten wurde in der IPML die Reagibilitat der
Atemwege analysiert. Der basale Atemwegswiderstand war in allen Gruppen vergleichbar
(Abbildung 27 A und B). Die n-fache Erhdhung des Atemwegswiderstands Res,,, in Relation
zum basalen Res,, nach Verabreichung eines bronchokonstriktorischen Stimulus diente als
Mal} fir die Atemwegsreagibilitat (Res,, n-fach). OVA/OVA-behandelte Mause zeigten eine
Atemwegs-Hyperreagibilitdt (AHR; Abbildung 28 A-D), wobei sich die AHR zwischen den
Syk®"®. und Syk™™* Tieren nicht signifikant unterschied (Abbildung 28 A und B). Anhand
der Wildtyp-Gruppen konnte gezeigt werden, dass die Tamoxifen-Behandlung keinen Ein-
fluss auf die Atemwegsreagibilitéat hatte (Abbildung 28 C und D).
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Abbildung 27: Der basale Atemwegswiderstand in den Untersuchungsgruppen.

Die Tiere des induzierbaren Mausstamms (Syk™"™) und die korrespondierenden Wildtyp (WT)-
Mause wurden dreimal im Abstand von jeweils einer Woche systemisch mit Ovalbumin (OVA) sensibi-
lisiert bzw. mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und Aluminiumhydroxid scheinsensibilisiert.
Nach der dritten Sensibilisierung folgte an flinf konsekutiven Tagen die orale Applikation von 20 mg/kg
Tamoxifen bzw. Vehikel. Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Mausstamms fiihrte zu einer
Deletion des Syk-Gens (Syk®"®'). Alle Tiere wurden an den Tagen 29, 31, 33, 35 jeweils drei, an den
Tagen 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63 und 66 jeweils zwei Aerosolexpositionen mit 1 % OVA unterzogen.
An Tag 67 erfolgten funktionelle Analysen in der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge. Die
Daten zeigen den basalen Atemwegswiderstand (Res,,) vor der Applikation aufsteigender Dosisrei-
hen bronchokonstriktorischer Stimuli von Syk™"* und Syk®™"*-Mausen (A) bzw. Tamoxifen- und
Vehikel-behandelten WT-Mausen (B) mit (OVA/OVA) und ohne (PBS/OVA) pulmonaler Ty2-
Inflammation. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n = 8-10 (A) bzw. n = 7-9 (B) Tieren.



76 ERGEBNISSE

o gyk®de ova/ovA
O gyk™/Mox oya/OvA
& gykdelde pgg/ovA

1,54 O syk™/1x ps/OVA 4,0+
1,4 3,54
=~ =
8 1,3 8 301
& O
z 1,27 }n.s. \:% 25
[%) (7)) _ n.s
& 1,1- g 20
1,5
1,0- ln.s. 1 ns.
T T T 1,0‘ T
10 30 100 5 50
U46619 (nmol/l) Endothelin-1 (nmol/l)
C D

-4 WTramoxiten OVA/OVA
- WTyehikel OVA/OVA
¥ WTramoxifen PBS/OVA

1,67 = WTyehikel PBS/OVA 6
1,5 5
3 S g
T 13 ]ns. T
z z
(é)“ 1,2 gtrs 3
o 1.1 o o
1,0+
T T T 1 il T
10 30 100 5 50
U46619 (nmol/l) Endothelin-1 (nmol/l)

Abbildung 28: Der Einfluss der Syk-Deletion auf die Atemwegsreagibilitdt in der chronischen
pulmonalen Ty2-Inflammation.

Die Tiere des induzierbaren Mausstamms (Syk ) und die korrespondierenden Wildtyp (WT)-
Mause wurden dreimal im Abstand von jeweils einer Woche systemisch mit Ovalbumin (OVA) sensibi-
lisiert bzw. mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und Aluminiumhydroxid scheinsensibilisiert.
Nach der dritten Sensibilisierung folgte an finf konsekutiven Tagen die orale Applikation von 20 mg/kg
Tamoxifen bzw. Vehikel. Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Mausstamms flhrte zu einer
Deletion des Syk-Gens (Syk™"®). Alle Tiere wurden an den Tagen 29, 31, 33, 35 jeweils drei, an den
Tagen 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63 und 66 jeweils zwei Aerosolexpositionen mit 1 % OVA unterzogen.
An Tag 67 erfolgten funktionelle Analysen in der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge. Die
Daten zeigen die n-fache Erhdéhung des Atemwegswiderstands (Res,y) in Relation zum basalen Res,,
von Syk™"* und Syk®"®-Mzusen (A, B) bzw. Tamoxifen- und Vehikel-behandelten WT-M&usen
(C, D) mit (OVA/OVA) und ohne (PBS/OVA) pulmonaler Ty2-Inflammation nach Applikation aufstei-
gender Dosierungen des Thromboxan-Rezeptor-Agonisten U46619 bzw. Endothelin-1. Dargestellt
sind die Mittelwerte + SD von n = 7-10 (A, B) bzw. n = 6-9 (C, D) Tieren. n.s. = nicht signifikant

flox/flox
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4.4.4 Die Syk-Deletion hatte keinen Einfluss auf die pulmonale Leukozytenrek-

rutierung in der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation

An Tag 67 des Versuchsprotokolls erfolgte im Anschluss an das IPML-Experiment die Ge-
winnung bronchoalveolarer Lavageflissigkeit (BALF) aus der linken Lunge. Es wurde die
Gesamtzellzahl pro ml BALF bestimmt und eine histologische Differenzierung der Leukozy-
ten durchgefihrt. Die Gesamtzellzahl pro ml BALF war in den OVA/OVA-behandelten Grup-
pen signifikant hoher, als in den PBS/OVA-behandelten Kontrollgruppen. Ein Einfluss der
Syk-Deletion auf die Gesamtzellzahl konnte nicht festgestellt werden (Abbildung 29 A und
B). Die Leukozyten-Differenzierung in der BALF zeigte in PBS/OVA-Gruppen Makrophagen
als vorherrschenden Zelltyp, wohingegen in den OVA/OVA-Gruppen neben Makrophagen
verstarkt eosinophile und neutrophile Granulozyten nachweisbar waren. Ein Einfluss der
Syk-Deletion auf die pulmonale Leukozytenrekrutierung war nicht nachweisbar (Abbildung 30
A und B). Ein potenzieller Tamoxifen-Effekt wurde durch die Ergebnisse der Analysen der

Wildtyp-Gruppen ausgeschlossen (Abbildung 30 C und D).
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Abbildung 29: Der Einfluss der Syk-Deletion auf die Gesamtzellzahl pro ml BALF in der chroni-
schen pulmonalen Ty2-Inflammation.

Die Tiere des induzierbaren Mausstamms (Syk™"™) und die korrespondierenden Wildtyp (WT)-
Mause wurden dreimal im Abstand von jeweils einer Woche systemisch mit Ovalbumin (OVA) sensibi-
lisiert bzw. mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und Aluminiumhydroxid scheinsensibilisiert.
Nach der dritten Sensibilisierung folgte an flinf konsekutiven Tagen die orale Applikation von 20 mg/kg
Tamoxifen bzw. Vehikel. Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Mausstamms fiihrte zu einer
Deletion des Syk-Gens (Syk®"®'). Alle Tiere wurden an den Tagen 29, 31, 33, 35 jeweils drei, an den
Tagen 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63 und 66 jeweils zwei Aerosolexpositionen mit 1 % OVA unterzogen.
An Tag 67 erfolgten funktionelle Analysen in der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge
(IPML). Im Anschluss an das IPML-Experiment erfolgte die Gewinnung der bronchoalveolédren Lava-
geflussigkeit (BALF) aus der linken Lunge. Die Daten zeigen die Gesamtzellzahl pro ml BALF von
Syk™ ™% und Syk®'**_Mausen (A) bzw. Tamoxifen- und Vehikel-behandelten WT-Mausen (B) mit
(OVA/OVA) und ohne (PBS/OVA) pulmonaler Ty2-Inflammation. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD
von n =9-11 (A) bzw. n = 6-9 (B) Tieren. n.s. = nicht signifikant
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Abbildung 30: Der Einfluss der Syk-Deletion auf die Leukozytenrekrutierung in der BALF in der
chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation.

Die Tiere des induzierbaren Mausstamms (Syk ) und die korrespondierenden Wildtyp (WT)-
Mause wurden dreimal im Abstand von jeweils einer Woche systemisch mit Ovalbumin (OVA) sensibi-
lisiert bzw. mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und Aluminiumhydroxid scheinsensibilisiert.
Nach der dritten Sensibilisierung folgte an finf konsekutiven Tagen die orale Applikation von 20 mg/kg
Tamoxifen bzw. Vehikel. Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Mausstamms flhrte zu einer
Deletion des Syk-Gens (Syk™"®). Alle Tiere wurden an den Tagen 29, 31, 33, 35 jeweils drei, an den
Tagen 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63 und 66 jeweils zwei Aerosolexpositionen mit 1 % OVA unterzogen.
An Tag 67 erfolgten funktionelle Analysen in der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge
(IPML). Im Anschluss an das IPML-Experiment erfolgte die Gewinnung der bronchoalveolaren Lava-
geflussigkeit (BALF) aus der linken Lunge. Die Daten zeigen die Leukozyten-Populationen in der
BALF von Syk"™™* und Syk®"*-Mausen (A, B) bzw. Tamoxifen- und Vehikel-behandelten WT-
Mausen (C, D) mit (OVA/OVA) und ohne (PBS/OVA) pulmonaler Ty 2-Inflammation. Dargestellt sind
die Mittelwerte + SD von n = 9-11 (A, B) bzw. n = 6-9 (C, D) Tieren.

flox/flox
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4.4.5 Die Syk-Deletion reduzierte die humorale Immunantwort in der chroni-

schen pulmonalen Ty2-Inflammation

Die Tu2-Inflammation durch repetitive systemische Sensibilisierungen und Atemwegs-
Expositionen mit OVA geht einher mit einer humoralen Immunantwort mit Bildung OVA-
spezifischer Immunglobuline (Ig) E und IgG1. Aus den am finalen Versuchstag gewonnenen
Plasmaproben wurden die OVA-spezifischen IgE- und IgG1-Spiegel mittels ELISA bestimmt.
OVA/OVA-behandelte Versuchsgruppen wiesen dabei hohe Plasmaspiegel der beiden un-
tersuchten Immunglobuline auf, PBS/OVA-behandelte Kontrollgruppen zeigten Plasmaspie-
gel im nicht-detektierbaren bis gering konzentrierten Bereich (Abbildung 31 A-D). Interessan-
terweise bedingte die Syk-Deletion eine verminderte humorale Immunantwort. Die OVA-
spezifischen IgE- und IgG1-Plasmaspiegel der OVA/OVA-behandelten Syk®"**-Gruppe wa-
ren deutlich geringer als die der OVA/OVA-behandelten Syk™™*.Gruppe (Abbildung 31 A
und B). Ein Tamoxifen-abhangiger Effekt konnte auf Grundlage der Ergebnisse der Analyse

der Wildtyp-Gruppen ausgeschlossen werden (Abbildung 31 C und D).
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Abbildung 31: Der Einfluss der Syk-Deletion auf die Bildung Ovalbumin-spezifischer Immun-
globuline in der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation.

Die Tiere des induzierbaren Mausstamms (Syk""™) und die korrespondierenden Wildtyp (WT)-
Mause wurden dreimal im Abstand von jeweils einer Woche systemisch mit Ovalbumin (OVA) sensibi-
lisiert bzw. mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und Aluminiumhydroxid scheinsensibilisiert.
Nach der dritten Sensibilisierung folgte an flinf konsekutiven Tagen die orale Applikation von 20 mg/kg
Tamoxifen bzw. Vehikel. Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Mausstamms fiihrte zu einer
Deletion des Syk-Gens (Syk™"®). Alle Tiere wurden an den Tagen 29, 31, 33, 35 jeweils drei, an den
Tagen 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63 und 66 jeweils zwei Aerosolexpositionen mit 1 % OVA unterzogen.
Die Gewinnung der Plasmaproben erfolgte an Tag 67. Die Daten zeigen die OVA-spezifischen Im-
munglobulin (Ig) E- bzw. IgG1-Spiegel im Plasma von Syk"" und Syk®™'*-Mausen (A, B) bzw.
Tamoxifen- und Vehikel-behandelten WT-Mausen (C, D) mit (OVA/OVA) und ohne (PBS/OVA) pul-
monaler Ty2-Inflammation. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n = 7-9 (A, B) bzw. n = 6-7 (C, D)
Tieren. Das Detektionslimit lag bei 1,95 U/ml (A, C) bzw. 0,01 yg/ml (B, D). *** P < 0,001; n.d. = nicht
detektierbar, n.s. = nicht signifikant
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4.4.6 Die Syk-Deletion erhohte die Interleukin-5-Expression in der chronischen

pulmonalen Ty2-Inflammation

Im Anschluss an das IPML-Experiment erfolgte am finalen Versuchstag die Gewinnung der
BALF aus der linken Lunge. Aus den Uberstanden der BALF wurden mittels Multiplex-
Analyse die Zytokine IL-5 und IL-6 bzw. das Chemokin RANTES bestimmt. OVA/OVA-
behandelte Syk®"*®-Mause wiesen im Gegensatz zu OVA/OVA-behandelten Syk™x
Mausen deutlich héhere IL-5-Spiegel in der BALF auf (Abbildung 32 A). Die Untersuchungen
erbrachten keinen Hinweis auf einen Einfluss der Syk-Deletion auf die Expression von IL-6
bzw. RANTES (Abbildung 32 B und C). Die Analyse der Wildtyp-Gruppen ergab keinen Ein-
fluss der Tamoxifen-Behandlung auf die Zytokin-Spiegel in der BALF (Abbildung 32 D-F).
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Abbildung 32: Der Einfluss der Syk-Deletion auf die IL-5-, IL-6- und RANTES-Spiegel in der
BALF in der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation.

Die Tiere des induzierbaren Mausstamms (Syk™"™) und die korrespondierenden Wildtyp (WT)-
Mause wurden dreimal im Abstand von jeweils einer Woche systemisch mit Ovalbumin (OVA) sensibi-
lisiert bzw. mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und Aluminiumhydroxid scheinsensibilisiert.
Nach der dritten Sensibilisierung folgte an flinf konsekutiven Tagen die orale Applikation von 20 mg/kg
Tamoxifen bzw. Vehikel. Die Tamoxifen-Behandlung des induzierbaren Mausstamms fiihrte zu einer
Deletion des Syk-Gens (Syk®®'). Alle Tiere wurden an den Tagen 29, 31, 33, 35 jeweils drei, an den
Tagen 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63 und 66 jeweils zwei Aerosolexpositionen mit 1 % OVA unterzogen.
An Tag 67 erfolgten funktionelle Analysen in der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge. Die
BALF wurde im Anschluss an die Untersuchung aus der linken Lungenhélfte gewonnen. Es wurden
mittels Multiplex-Analyse Interleukin (IL)-5 (A, D), IL-6 (B, E) sowie Regulated on activation, normal T-
cell expressed and secreted (RANTES; C, F) in den Uberstanden der BALF von Syk""* und
Syk®™"*._Mausen (A-C) bzw. Tamoxifen- und Vehikel-behandelten WT-Mausen (D-F) mit (OVA/OVA)
und ohne (PBS/OVA) pulmonaler Ty2-Inflammation bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte + SD
von n = 6-9 (A-C) bzw. n = 5-7 (D-F) Tieren. Das Detektionslimit lag bei 0,64 pg/ml (A), 0,29 pg/ml (B),
0,68 pg/ml (C), 3,00 pg/ml (D), 1,09 pg/ml (E) bzw. 0,69 pg/ml (F).* P < 0,05; n.s. = nicht signifikant
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4.4.7 Die Syk-Deletion hatte keinen Einfluss auf das pulmonalarterielle Remo-

deling in der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation

Durch stereologische Analyse des am 67. Protokolltag asservierten und gefarbten Lungen-
gewebes der Syk™™* bzw. Syk®'“_Mause wurde das Ty2-assoziierte pulmonalarterielle
Remodeling quantifiziert. Die repetitiven systemischen OVA-Sensibilisierungen und an-
schlielenden OVA-Atemwegsexpositionen hatten im Gegensatz zu den PBS-
Scheinsensibilisierungen eine Zunahme der Muskelschicht pulmonaler Arterien um
ca. 40-50 % zur Folge. Die Syk-Deletion hatte auf das pulmonalarterielle Remodeling jedoch
keinen Einfluss (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Der Einfluss der Syk-Deletion auf die Muskelschichtdicke pulmonaler Arterien in
der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation.

Die Tiere des induzierbaren Mausstamms (Syk"™"*) wurden dreimal im Abstand von jeweils einer
Woche systemisch mit Ovalbumin (OVA) sensibilisiert bzw. mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS)
und Aluminiumhydroxid scheinsensibilisiert. Nach der dritten Sensibilisierung folgte an flinf konsekuti-
ven Tagen die orale Applikation von 20 mg/kg Tamoxifen bzw. Vehikel. Die Tamoxifen-Behandlung
des induzierbaren Mausstamms fiihrte zu einer Deletion des Syk-Gens (Syk®*®). Alle Tiere wurden
an den Tagen 29, 31, 33, 35 jeweils drei, an den Tagen 42, 45, 49, 52, 56, 59, 63 und 66 jeweils zwei
Aerosolexpositionen mit 1 % OVA unterzogen. An Tag 67 erfolgten funktionelle Analysen in der isoliert
perfundierten und ventilierten Mauslunge. Das Lungengewebe wurde im Anschluss asserviert und das
a-smooth muscle actin immunhistochemisch zur Darstellung der pulmonalen Gefale gefarbt. Das
gefarbte Lungengewebe wurde dann mittels stereologischer Analysen hinsichtlich des pulmonalarteri-
ellen Remodeling untersucht. Die Daten zeigen die Muskelschichtdicke (Vs) pulmonaler Arterien von
Syk™"* und Syk®"*®-Mausen mit (OVA/OVA) und ohne (PBS/OVA) pulmonaler T2-Inflammation.
Dargestellt sind die Mittelwerte + SD von n = 3 Tieren.
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5 DISKUSSION

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle der Milztyrosinkinase (Syk) in der pulmo-
nalvaskularen und bronchialen Reagibilitdt sowie in der chronischen pulmonalen Ty2-
Inflammation. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass Syk ein potenzielles
Zielmolekdl fur therapeutische Interventionen bei PAH ebenso wie bei Asthma bronchiale
sein konnte.

Durch Immunfluoreszenz-Analysen wurde gezeigt, dass Syk in den glatten Muskelzellen
humaner und muriner pulmonaler Blutgefaf3e und Bronchien exprimiert wird. Die pharmako-
logische Inhibierung von Syk mit dem Inhibitor BAY 61-3606 flihrte in isoliert perfundierten
und ventilierten Lungen naiver Mause zur Reduktion der pulmonalvaskularen und bronchia-
len Reagibilitdt nach Einsatz von klinisch relevanten Vaso- und Bronchokonstriktoren. Eben-
so wurde gezeigt, dass die Inhibierung von Syk in prakonstringierten Lungengefal’en und
Bronchien eine rasche und reversible Vaso- bzw. Bronchodilatation hervorrief.

Gezielte Versuchsreihen zur Charakterisierung der Syk-vermittelten Signaltransduktion liefer-
ten Hinweise darauf, dass Syk die Kontraktion glatter Muskelzellen in den Atemwegen via
Rho-Kinase und p38 MAPK und in den pulmonalen Gefalten via p38 MAPK modulieren
kdnnte.

Die Untersuchungen zur Rolle von Syk in der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation
wurden mit Mausen durchgefihrt, in denen eine Syk-Deletion induziert wurde. Hierbei zeigte
sich, dass die Syk-Deletion in PBS-scheinsensibilisierten Syk®"*-Mausen zu einer reduzier-
ten pulmonalvaskularen Reagibilitat fihrte, was mit den Ergebnissen der pharmakologischen
Syk-Inhibierung in naiven Mausen im Einklang war.

OVA-sensibilisierte und OVA-atemwegsexponierte Syk®'®Tiere zeigten eine starkere pul-
monalvaskulare Hyperreagibilitat als Syk-exprimierende Tiere. Syk beeinflusste zudem die
Bildung der OVA-spezifischen Immunglobuline E und G1, deren Plasmalevel in OVA/OVA-
behandelten Syk®'**.Tieren stark reduziert waren. Einen Einfluss auf die Zytokin-Spiegel in
der bronchoalveolaren Lavage nahm Syk hinsichtlich Interleukin-5, welches in OVA/OVA-
behandelten Syk®"“'-Mausen im Vergleich zu den OVA/OVA-behandelten Syk-

exprimierenden Mausen erhéht war.
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Die pulmonale Syk-Expression wurde mittels Immunfluoreszenz-Analysen untersucht. Erst-
malig wurde in dieser Arbeit auch humanes Lungengewebe hinsichtlich der Syk-Distribution
analysiert, wobei sich im Vergleich zu murinem Lungengewebe ein ahnliches Verteilungs-
muster zeigte. In den Geweben beider Spezies war Syk mit dem a-Aktin glatter bronchialer
und pulmonalvaskularer Muskelzellen kolokalisiert. Aufgrund der detektierten Syk-
Expression in den glatten Muskelzellen scheint eine Beeinflussung der Muskelkontraktion
durch Syk moglich. Dariber hinaus fand sich eine Syk-Expression in den Atemwegs-
Epithelzellen, wie bereits zuvor in der murinen Lunge gezeigt werden konnte (Penton et al.
2013, Duta et al. 2006).

Der Syk-Inhibitor BAY 61-3606 wurde in der IPML eingesetzt, um potenzielle protektive Ef-
fekte auf die vaskulare und bronchiale Reagibilitat zu untersuchen. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die Syk-Inhibition mit BAY 61-3606 in den isolierten Lungen naiver Mause zu einer
verminderten pulmonalvaskularen und bronchialen Reagibilitdt nach Stimulation mit klinisch
relevanten konstriktorischen Substanzen fuhrte.

Eingesetzt wurden Stimuli, die in der Pathogenese der PAH oder des Asthma bronchiale von
zentraler Relevanz sind. Vasokonstriktorische und proliferative Effekte auf vaskulare glatte
Muskelzellen wurden fur Endothelin-1 (Sakai S et al. 1996, Seo et al. 1994, Giaid et al.
1993), Angiotensin Il (Montezano et al. 2014, Yaghini et al. 2007), Sphingosin-1-Phosphat
(Chen et al. 2014, Haberberger et al. 2009), Serotonin (Eddahibi et al. 2001, Herve et al.
1995) und Thromboxan-A2 (Jones et al. 1995, Christman et al. 1992) beschrieben. Endothe-
lin-1 wurde im Serum von Patienten mit PAH vermehrt nachgewiesen (Giaid et al. 1993),
zudem haben Lee et al. die Endothelin-1-induzierte Vasokonstriktion mit einem Signalweg
verknupft, der Syk involvierte (Lee HM et al. 2007). Yang et al. und Mugabe et al. beschrie-
ben aulRerdem, dass sowohl Sphingosin-1-Phosphat als auch Angiotensin Il die Phosphory-
lierung von Syk in vaskularen glatten Muskelzellen induzierten (Mugabe et al. 2010, Yang et
al. 1996).

Fur die Pathogenese von Asthma bronchiale wurde die Bedeutung der bronchokonstrikto-
risch wirksamen Mediatoren Serotonin (Lechin et al. 1996), Angiotensin Il (Millar et al. 1994)
und Sphingosin-1-Phosphat (Rosenfeldt et al. 2003) beschrieben. So wurden bei Patienten
mit Asthma bronchiale erhéhte Serotonin- und Angiotensin Il-Plasmaspiegel nachgewiesen
(Lechin et al. 1996, Millar et al. 1994), daneben detektierten Ammit et al. erhéhte Sphingosin-
1-Phosphat-Spiegel in der BALF von Asthma bronchiale-Patienten infolge einer Allergen-
Exposition (Ammit et al. 2001). AuRerdem zeigten die Autoren, dass Sphingosin-1-Phosphat

die Proliferation bronchialer glatter Muskelzellen reguliert (Ammit et al. 2001).
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Der Bronchokonstriktor Methacholin ist in der klinischen Asthma bronchiale-Diagnostik etab-
liert und wird genutzt, um die Atemwegsreagibilitdt bei Patienten zu evaluieren (Sumino et al.
2012).

Unabhangig von der Applikation konstriktorischer Substanzen wurde in dieser Arbeit auch
die Hypoxie-induzierte pulmonale Vasokonstriktion durch den Syk-Inhibitor BAY 61-3606
reduziert. Die HPV tritt im Pulmonalkreislauf reflektorisch als Reaktion pulmonaler Gefalke
auf eine lokale Hypoxie auf (van Gestel et al. 2014, Littler et al. 2003, Weir et al. 1995) und
bedingt bei lokalisierten Ventilationsstérungen eine verminderte Perfusion unzureichend be-
Iifteter Lungenbereiche (van Gestel et al. 2014, Littler et al. 2003, Schmidt et al. 1995, Weir
et al. 1995, Euler et al. 1946). Durch diese Umverteilung der Perfusion wird ein optimaler
Gasaustausch sichergestellt (van Gestel et al. 2014, Littler et al. 2003, Schmidt et al. 1995,
Weir et al. 1995).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass Syk flir die pulmonalvaskulare und bronchiale
Kontraktilitdt von Bedeutung ist. Studien anderer Autoren demonstrierten vergleichbare Re-
sultate. So untersuchten Wang et al. die Effekte einer genomischen Syk-Deletion auf die
Atemwegsreagibilitdt unabhangig von einer zugrunde liegenden Inflammation und zeigten,
dass die Methacholin-induzierte Atemwegskonstriktion in Syk-deletierten Mausen reduziert
war (Wang X et al. 2015). Dies ist im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit zur Atem-
wegsreagibilitat naiver Mause nach Syk-Inhibition.

Lee et al. demonstrierten konsistent zu der vorliegenden Arbeit fiir die systemische Zirkulati-
on in Aorten-Strips von Ratten, dass der Einsatz des Syk-Inhibitors Piceatannol die Endothe-
lin-1-induzierte Vasokonstriktion verminderte (Lee HM et al. 2007). Jedoch wurde fir
Piceatannol ein unspezifisches Wirkprofil nachgewiesen (Lai et al. 2003, Law et al. 1999),
sodass diese Effekte kritisch hinterfragt werden muissen.

Fur den haufig verwendeten und als selektiv geltenden Syk-Inhibitor BAY 61-3606 wurde von
Nakashima et al. beschrieben, dass BAY 61-3606 neben Syk (Gleichgewichtsdissoziations-
konstante (Ki) = 7,5 nmol/l) in héheren Konzentrationen auch PKCa (K;=90 nmol/l) inhibiert
(Nakashima et al. 2004). Je niedriger die K; eines Inhibitors ist, desto starker bindet er an
sein Substrat (Shaqura 2004). Um die potenzielle Beeinflussung einer PKCa-Inhibition auf
die in dieser Arbeit beobachteten BAY 61-3606-vermittelten Effekte auszuschlieRen, wurde
BAY 61-3606 in isoliert perfundierten Lungen naiver PKCa-defizienter Mause und korres-
pondierender Wildtyp-Mause reevaluiert. Auch in PKCa-defizienten Mausen induzierte
BAY 61-3606 eine verminderte pulmonalvaskulare und bronchiale Reagibilitat. Die BAY 61-
3606-induzierten Effekte scheinen demnach Syk-spezifisch zu sein.

Um die Moglichkeit eines Inhibitor-spezifischen Effektes von BAY 61-3606 auszuschlielRen,
erfolgte die Analyse des Syk-Inhibitors R406 in der U46619-induzierten Vasokonstriktion. Es
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zeigte sich, dass R406 ebenfalls zu einer signifikanten Verminderung der pulmonalvaskula-
ren Reagibilitat bei naiven Mausen fuhrte und der vorher beobachtete Effekt mit hoher Wahr-
scheinlichkeit Syk-spezifisch, aber nicht BAY 61-3606-spezifisch zu sein scheint.

Mittels pharmakologischer Inhibition von Syk war es auch méglich, konstringierte pulmonale
GefalRe und Bronchien zu dilatieren. Die durch den Thromboxan-Rezeptor-Agonisten
U46619 induzierte Konstriktion pulmonaler GefalRe imitierte hierbei die PAH-assoziierte pul-
monale Vasokonstriktion, die durch eine erhéhte Freisetzung vasokonstriktorisch wirksamer
Substanzen bedingt wird. Analog hierzu wurde mittels Methacholin die Asthma bronchiale-
assoziierte Bronchokonstriktion imitiert. Da flr Atemwegs-Epithelzellen bereits eine Verbin-
dung zwischen Syk und dem NO-Synthase/NO-System gezeigt werden konnte (Ulanova et
al. 2006), wurde durch Einsatz des NO-Synthase-Hemmers L-NAME untersucht, ob die Syk-
Inhibition durch Modulation des NO-Systems zur Dilatation der Gefal3e bzw. Bronchien flihr-
te. NO wird von dem Enzym NO-Synthase aus L-Arginin gebildet und fuhrt Uber die Aktivie-
rung der Guanylatzyklase zu einem Anstieg von cGMP, welches zu einem Abfall des intra-
zelluldren Ca?* und in der Folge zu einer Muskelrelaxation fiihrt (Siegenthaler et al. 2006).
Da sich der BAY 61-3606-vermittelte, dilatatorische Effekt auch bei inhibierter NO-Synthase
einstellte, konnte eine direkte Verbindung des NO- und Syk-Signalwegs fur die pulmonalvas-

kularen und bronchialen glatten Muskelzellen ausgeschlossen werden.

Die vorliegenden Untersuchungen lieferten Hinweise darauf, dass Syk eine entscheidende
Rolle in der Reagibilitat pulmonaler Gefalle und der Atemwege spielt. Die Signalwege, tber
welche Syk die konstringierenden Effekte vermittelt, sind jedoch unbekannt.

Far einige Zell- und Rezeptortypen ist die intrazellulare Signaltransduktion unter Beteiligung
von Syk bereits untersucht. So wurde beispielsweise fir die Immunrezeptoren FceRI und
FcyR eine Syk-Beteiligung nachgewiesen (Yamamoto et al. 2003). Syk kann Uber zwei SH2-
Domanen an phosphorylierte ITAM von Fc-Rezeptoren sowie B- und T-Zell-Rezeptoren bin-
den, wodurch Syk aktiviert wird (Lowell 2011, Futterer et al. 1998). In der Folge phosphory-
liert Syk verschiedene Adapterproteine, welche weitere Enzyme bzw. second messenger
aktivieren (Kaur et al. 2013, Lowell 2011, Zhang et al. 2010, Kyttaris et al. 2007, Crowley et
al. 1997). Die von Syk phosphorylierten Substrate aktivieren beispielsweise Proteinkinasen
wie MAPK, Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3-Kinasen) oder Phospholipase Cy, wodurch die
intrazellulare Signallbertragung fortgesetzt wird (Kaur et al. 2013, Lowell 2011). Auch die
Interaktion von Syk mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wurde beispielsweise fir neutro-
phile Granulozyten oder B-Zellen beschrieben (Subramanian et al. 2014, Futosi et al. 2013).
Auf Grundlage der aktuellen Ergebnisse wurde eine Beteiligung von Syk an der intrazellula-
ren Signalkaskade, die zur Kontraktion glatter Muskelzellen in Bronchien und pulmonalen

GefaRen filhrt, hypothetisiert. Die Ca®*-abhangige Kontraktion glatter Muskelzellen kann
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nach gegenwartigem Kenntnisstand tber drei Wege erfolgen: Einerseits Gber die elektrome-
chanische Kopplung, bei der durch Aktionspotenziale oder andauernde Depolarisation der
Zellmembran spannungsabhéngige Ca®*-Kanile gedffnet werden (Vaupel et al. 2007), zum
anderen (iber rezeptorgesteuerte Ca**-Kanéle, die nach Bindung ihres entsprechenden Ago-
nisten 6ffnen (Vaupel et al. 2007), und schlieRlich kann eine mechanische Dehnung zur Off-
nung der Ca®*-Kanéle fiihren (Vaupel et al. 2007). Das intrazellular freigesetzte Ca?* bindet
an Calmodulin (Somlyo et al. 1994). Der Ca**-Calmodulin-Komplex interagiert mit dem En-
zym Myosin-leichte-Kette-Kinase (MLCK), was zu einer Phosphorylierung der regulatori-
schen leichten Kette des Myosins fuhrt (Somlyo et al. 1994). Daraufhin wird die Myosin-
gebundene ATPase zur Aktivierung durch Aktin frei und es kommt zur Kontraktion (Somlyo
et al. 1994). Myosin wird durch die Myosin-leichte-Kette-Phosphatase (MLCP) dephosphory-
liert und dadurch inaktiviert, was zur Relaxation fuhrt (Somlyo et al. 1994).

In einer noch unverdffentlichten Studie untersuchte die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med.
Klbler (The Keenan Research Centre for Biomedical Science of St. Michael's Hospital, De-
partments of Surgery and Physiology, University of Toronto) die Frage, ob Syk den Ca?*-
Einstrom in humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen reguliert. Unter Einsatz der
vasokonstriktorischen Stimuli Angiotensin Il und U46619 zeigte sich, dass der Syk-Inhibitor
BAY 61-3606 (1 umol/l) weder den Angiotensin lI- noch den U46619-induzierten Ca**-Influx
beeinflusste.

Neben der Ca*-abhidngigen wurden Ca*-unabhangige glatte Muskelzellkontraktionen be-
schrieben, bei denen die Aktivierung der MLCP eine Rolle spielt (Somlyo et al. 1994, Stull et
al. 1991). MLCP wird durch die GTP-abhangige Rho-Kinase und die Proteinkinase C ge-
hemmt (Wright DB et al. 2013). Beide Kinasen kdnnen auf diesem Wege Kontraktionen der
glatten Muskulatur auslésen (Puetz et al. 2009, Kimura et al. 1996).

Rho-Kinase wird in glatten Muskelzellen nach Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Re-
zeptors durch die GTPase RhoA aktiviert (Kimura et al. 1996, Matsui et al. 1996) und intera-
giert unter anderem mit der p38 MAPK (Nwariaku et al. 2003) und extracellular signal requla-
ted protein kinase (ERK 1/2 oder p42/p44; Liu Y et al. 2004). Rho-Kinase induziert einerseits
durch Aktivierung der myosin binding subunit (MBS bzw. MYPT1) die Hemmung der MLCP,
wodurch es zur Kontraktion glatter Muskelzellen kommt (Ward et al. 2004, Kimura et al.
1996). Andererseits phosphoryliert Rho-Kinase die Myosin-leichte-Kette (MLC), was in vitro
die Aktin-Aktivierung der Myosin-gebundenen ATPase ermdglichte (Kureishi et al. 1997,
Amano et al. 1996). Es ist zusatzlich bereits beschrieben worden, dass die Kontraktion glat-
ter Muskelzellen der Atemwege ebenfalls durch Rho-Kinase mediiert wird (Schaafsma et al.
2008, Gosens et al. 2004, Rosenfeldt et al. 2003).

Von der PKC existieren verschiedene Isoenzyme, von denen in glatten Muskelzellen haupt-

sachlich die Isoenzyme a, B;, By, & und ¢ exprimiert sind (Littler et al. 2003, Walsh et al.
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1996). An der Aktivierung der Isoenzyme sind, als Antwort auf verschiedene kontraktile Sti-
muli, Phospholipide, Ca** und/oder 1,2-Diacylglycerin (DAG) beteiligt (Balendran et al. 2000).
Die Kontraktion der glatten Muskelzellen wird nach Aktivierung der PKC Uber eine Inhibition
von Kalium-Kanalen, eine PKC-abhéngige Offnung von Ca®-Kanilen, die Hemmung der
MLCP oder eine Phosphorylierung der MLC induziert (Wright DB et al. 2013, Ward et al.
2004, Fulginiti et al. 1993).

Ward et al. postulierten, dass Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen bei der Aktivierung von Rho-
Kinase eine Rolle spielen (Ward et al. 2004). Zudem vermuteten Abe et al. flr Tyrosinkina-
sen eine Funktion in der MLCP-Aktivierung. Die Autoren flhrten Untersuchungen zum dilata-
tiven Potenzial verschiedener Tyrosinkinase-Inhibitoren in isolierten Pulmonalarterien von
Ratten durch und zeigten, dass der Tyrosinkinase-Inhibitor Imatinib die U46619-induzierte
Kontraktion der Pulmonalarterien aufhob (Abe et al. 2011). Abe et al. hypothetisierten, dass
dies Resultat einer Aktivierung der MLCP war (Abe et al. 2011). Die Autoren zeigten in die-
sem Zusammenhang mittels Western Blot-Analyse, dass Imatinib die U46619-induzierte ge-
steigerte Phosphorylierung der MYPT1 und der MLC signifikant reduzierte (Abe et al. 2011).
Die Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase Syk kénnte demnach als regulatorische Einheit an der
Ca?-unabhangigen Kontraktion glatter GefaRmuskelzellen beteiligt sein. Die potenzielle Mo-
dulation der dafir relevanten Signalwege durch Syk wurde im Rahmen dieser Arbeit in vivo
mittels spezifischer Inhibitoren von Rho-Kinase und PKC untersucht. In isoliert perfundierten
und ventilierten Mauslungen wurden dabei mittels simultaner Inhibierung von Rho-Kinase
und Syk bzw. PKC und Syk im Vergleich mit der singularen Hemmung des jeweiligen En-
zyms die Effekte auf die Serotonin-induzierte vaskulare und bronchiale Reagibilitdt analy-
siert.

In den Gefallen fluhrte die alleinige Hemmung von Rho-Kinase, PKC bzw. Syk zu einer redu-
zierten Reagibilitat. Die kombinierte Inhibition von Rho-Kinase und Syk resultierte in einem
additiven Effekt, ebenso wie die analog untersuchte simultane Inhibition von PKC und Syk.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Syk die Kontraktion der glatten GefalRmuskelzel-
len nicht bzw. nicht ausschlieBlich Gber Rho-Kinase- oder PKC-vermittelte Signalwege mo-
dulierte. Fur die Bronchokonstriktion ergaben sich interessanterweise Hinweise darauf, dass
Syk in die Signalkette der Rho-Kinase eingebunden sein konnte. Die Atemwegsreagibilitat
nach Applikation von Serotonin war bei simultaner Hemmung von Rho-Kinase und Syk ver-
gleichbar mit der singularen Inhibition der Rho-Kinase. Dieses Ergebnis kénnte Gegenstand
weiterer Untersuchungen sein, um die potenzielle Verknlpfung beider Enzyme zu analysie-
ren. Fur die PKC ergaben sich in den Atemwegen additive Effekte bei der kombinierten En-
zymhemmung.

Weitere Kinasen, welche in Verbindung mit Syk eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der

Kontraktion glatter Muskelzellen spielen konnten, sind MAPK, wie die p38 MAPK und
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ERK 1/2. Von verschiedenen Autoren wurde bereits ein enger Zusammenhang zwischen der
Ca*"-unabhéngigen Kontraktion glatter Muskelzellen und MAPK hergestellt (Ward et al.
2004, Kwon et al. 2003, Dessy et al. 1998). Lee et al. zeigten beispielsweise, dass die Stimu-
lation von Aorten-Strips von Ratten mit Endothelin-1 zu einer Zunahme phosphorylierter p38
MAPK fuhrte (Lee HM et al. 2007). Diese Phosphorylierung konnte durch den Syk-Inhibitor
Piceatannol reduziert werden (Lee HM et al. 2007). Von den Autoren wurde ebenfalls ge-
zeigt, dass Endothelin-1 zur Phosphorylierung von ERK 1/2 fiihrte. Eine Inhibierung von Syk
durch Piceatannol hatte darauf allerdings keinen Einfluss. Fir die p38 MAPK wurde auller-
dem eine relevante Rolle in der Vermittlung der Bronchokonstriktion beschrieben (Kim SR et
al. 2012, Nath et al. 2006, Schnyder-Candrian et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Serotonin-induzierte vaskulare Kontraktilitat bei alleini-
ger Hemmung der p38 MAPK und bei simultaner Inhibition von Syk und p38 MAPK unter-
sucht. Die jeweilige singulare Inhibition der p38 MAPK bzw. von Syk resultierte in einer redu-
zierten pulmonalvaskularen Reagibilitat. Die kombinierte Inhibition von Syk und p38 MAPK
rief im Vergleich mit der singularen Syk-Inhibition ahnliche Effekte auf die pulmonalvaskulare
Reagibilitat hervor. Diese Ergebnisse deuten auf einen in Teilen verknlpften Signalweg von
Syk und p38 MAPK hin, was durch weiterfihrende Untersuchungen bestatigt werden muss.
Fir die bronchiale Reagibilitat zeigte sich, vergleichbar mit den Untersuchungen der Rho-
Kinase, dass die Applikation von Serotonin bei simultaner Hemmung von p38 MAPK und Syk
gegenuber der singularen Hemmung von p38 MAPK &ahnliche Effekte hervorrief. Dies kdnnte
darauf hinweisen, dass Syk die Kontraktion glatter Muskelzellen in den Atemwegen sowohl
Uber eine Interaktion mit Rho-Kinase als auch mit p38 MAPK mediierte. Die Prifung der Hy-
pothese, ob Syk in die Signalkette beider Enzyme eingebunden ist, bedarf allerdings weiterer
Analysen.

Zur weiteren Aufschllisselung der Syk-vermittelten Signaltransduktion in pulmonalvaskularen
glatten Muskelzellen ware in weiterfiihrenden Experimenten die Analyse der potenziellen
Interaktion zwischen Syk und der Phospholipase C (PLC) sinnvoll. In glatten Muskelzellen
hydrolysiert die Phosphatidylinositol-spezifische PLC Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat
(PIP2), wodurch IP; und DAG entstehen (Noh et al. 1995). DAG kann zuséatzlich durch den
Abbau von Phosphatidylcholin durch eine Phosphatidylcholin-spezifische PLC gebildet wer-
den (Lee et al. 1994). Durch IP; wird der Anstieg des intrazellularen Ca® reguliert, indem es
durch Bindung an einen Rezeptor am sarkoplasmatischen Retikulum zu einer Freisetzung
des gespeicherten Ca** filhrt (Wright DB et al. 2013). DAG wiederum aktiviert relevante Isof-
ormen der Proteinkinase C (Noh et al. 1995). Eine VerknlUpfung der Signalwege von PLC
und Syk wurde bereits fir FcyR-exprimierende Immunzellen beschrieben: Die Phosphorylie-
rung der Isozyme y1 und y2 der Phosphatidylinositol-spezifischen PLCy erfolgte durch Nicht-

Rezeptor-Tyrosinkinasen wie Syk (Noh et al. 1995). Vergleichbares berichteten Carpenter et
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al. (Carpenter et al. 1999). Die Expression von PLCy1 in humanen vaskularen glatten Mus-
kelzellen bzw. humanen umbilikalen Endothelzellen wurde bereits demonstriert (Mackenzie
et al. 2013, Lo Vasco et al. 2011). Ochocka et al. konnten ferner zeigen, dass PLC zusam-
men mit Rho-Kinase essentiell fur die Kontraktion vaskularer glatter Muskelzellen ist
(Ochocka et al. 2008).

Daruber hinaus kann nicht ausgeschlossen werden, dass Syk die Kontraktilitat glatter Mus-
kelzellen via DAG, MLCK, MLCP oder weiterer Signaltransduktoren moduliert. Die experi-
mentellen Untersuchungen der genannten Enzyme kénnten weitere Erkenntnisse Uber die

Syk-mediierten Signalwege aufdecken.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigten, dass Syk eine bedeutende Rolle in der
pulmonalen und bronchialen Reagibilitdt spielt. Allerdings fokussierten die Analysen bisher
auf die Situation in der naiven, ungeschadigten Lunge. Daher stellte sich nun die Frage, wel-
chen Einfluss Syk bei chronischer pulmonaler Ty2-Inflammation im Hinblick auf PAH- und
Asthma bronchiale-assoziierte Veranderungen ausubt. Die Effekte einer pharmakologischen
Syk-Inhibition auf die chronische pulmonale T, 2-Inflammation der Atemwege wurden bereits
untersucht, wobei sich ein protektiver Effekt der Syk-Inhibition auf die Atemwegshyperreagi-
bilitdt zeigte (Penton et al. 2013). In der vorliegenden Arbeit wurde aufgrund dessen auf po-
tenzielle Syk-Effekte bei PAH-assoziierten Veranderungen fokussiert.

PAH ist mit einer chronischen Inflammation, verstarkter Kontraktion pulmonalvaskularer glat-
ter Muskelzellen sowie pulmonalvaskuldrem Remodeling assoziiert (Said et al. 2010). Die
chronische pulmonale Ty2-Inflammation induziert diese wesentlichen Charakteristika der
PAH, was in verschiedenen Arbeiten bereits beschrieben wurde. So konnten Witzenrath et
al. 2006 erstmals die Ty2-induzierte pulmonalvaskulare Hyperreagibilitat auf klinisch relevan-
te Vasokonstriktoren wie Endothelin-1, Serotonin, den Thromboxan-Rezeptor-Agonist
U46619 und Angiotensin Il nachweisen (Witzenrath et al. 2006). Tormanen et al. zeigten,
dass eine chronische allergische Atemwegsinflammation sowohl zum Remodeling tracheo-
bronchialer Atemwege, als auch grof3er pulmonaler Gefalle flhrte (Tormanen et al. 2005).
Das Remodeling war hierbei durch eine Hyperplasie der glatten GefalRmuskelzellen, die
Proliferation der Endothelzellen sowie durch gesteigerte Synthese der Prokollagene 1 und 3
charakterisiert (Tormanen et al. 2005). Ubereinstimmend demonstrierten Daley et al., dass
eine Ty2-Immunantwort pulmonalarterielles Remodeling induzieren kann (Daley et al. 2008).
Bei Mausen, die repetitiv mit Aspergillus fumigatus-Antigen (Asp Ag) oder OVA sensibilisiert
und atemwegsexponiert wurden, konnten die Autoren eine erhdhte pulmonalarterielle Mus-
kularisierung nachweisen, was auf eine Zunahme von a-Aktin-exprimierenden glatten Mus-
kelzellen, eine erhdhte zellulare Expression des nuklearen Ki67 (ein Mitose-Marker) und die

veranderte Anordnung der glatten Muskelzellen in mehreren Schichten zurlckgefihrt wurde
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(Daley et al. 2008). Das Remodeling wurde Allergen-unabhangig sowohl bei Asp Ag- als
auch OVA-behandelten Mausen detektiert (Daley et al. 2008). Ferner stellten Daley et al.
durch Bestimmung der IgE- und IgG1-Serum-Level und der BALF-Zytokine IL-4 und IL-5
eine Korrelation zwischen dem Ausmal} des pulmonalarteriellen Remodelings und der Starke
der Ty2-Immunantwort her (Daley et al. 2008). Mittels IL-4-defizienter Mause (IL-4 KO), die
keine Ty2-Immunantwort nach repetitiver Sensibilisierung und Exposition mit Asp Ag entwi-
ckeln (Corry et al. 1998), zeigten die Autoren zudem, dass das Remodeling Folge der T,2-
Immunantwort war (Daley et al. 2008). So war das pulmonalarterielle Remodeling in den IL-4
KO-Mausen signifikant geringer ausgepragt als in Wildtyp-Mausen (Daley et al. 2008). Mit
dem Ziel, einen Mediator des Ty2-vermittelten vaskularen Remodeling zu detektieren, unter-
suchten die Autoren den Effekt eines IL-13-Inhibitors parallel zu den ersten Applikationen
von Asp Ag, was zu signifikant geringerem pulmonalarteriellen Remodeling im Gegensatz zu
den Kontrollgruppen flihrte (Daley et al. 2008).

In dieser Arbeit wurde der Einfluss einer genomischen Syk-Deletion in der chronischen pul-
monalen Ty2-Inflammation experimentell untersucht. Die Mause des induzierbaren Maus-
stamms (Syk"™™*) und korrespondierende Wildtyp (WT)-Mause wurden hierfiir wiederholt
mit OVA sensibilisiert bzw. mit PBS und Aluminiumhydroxid scheinsensibilisiert und an-
schlielend Uber einen Zeitraum von rund 5 Wochen repetitiven Atemwegsexpositionen mit
OVA ausgesetzt. Im Einklang mit den Ergebnissen der bereits genannten Arbeiten konnten
die PAH-assoziierten Charakteristika infolge der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation
festgestellt werden. So wiesen die OVA/OVA-behandelten Mause im Gegensatz zu den
scheinsensibilisierten Kontroll-Tieren (PBS/OVA) eine pulmonale leukozytare Inflammation,
pulmonalvaskulare Hyperreagibilitit nach Stimulation mit klinisch relevanten Vasokon-
striktoren sowie pulmonalarterielles Remodeling auf.

Bei dem untersuchten induzierbaren Mausstamm (Syk™"*) wurde die Syk-Deletion
(Syk®"®") mittels mehrmaliger oraler Tamoxifen-Gabe erreicht. Dies war notwendig, da Mau-
se, die kongenital Syk-defizient sind, bereits in utero schwere Hamorrhagien entwickeln und
kurz nach der Geburt versterben (Wex et al. 2011, Yanagi et al. 2001, Cheng et al. 1995,
Turner et al. 1995). Tamoxifen ist ein nicht-steroidaler selektiver Ostrogen-Rezeptor-
Modulator, der klinisch beispielsweise bei der Behandlung von endometrialen Tumoren und
Brustkrebs eingesetzt wird (Jager et al. 2015, Shang 2006). In den Zellen von Mausen, wel-
che ein Cre/LoxP-System im Genom tragen, interagiert Tamoxifen mit der zytoplasmatischen
DNA-Rekombinase Cre (Seibler et al. 2003). Infolge dessen wird die Rekombinase in den
Zellkern transloziert und katalysiert hier die Spaltung und Neuverknipfung der DNA zwi-
schen den LoxP-flankierten Genabschnitten (floxed = flanked by loxP), wodurch das Ziel-
Gen entfernt wird (Sauer 1998, Feil et al. 1997). Das Ziel-Gen war bei dem in dieser Arbeit

eingesetzten induzierbaren Mausstamm das Exon 2 des Syk-Gens (Wex et al. 2011, Saijo et
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al. 2003, Seibler et al. 2003). Der Nachweis der erfolgreich induzierten Syk-Deletion erfolgte
durch PCR bzw. Western Blot-Analyse. Wex et al. nutzten flr ihre Studien ebenfalls Mause
des in dieser Arbeit eingesetzten induzierbaren Mausstamms und zeigten die erfolgreiche
Tamoxifen-induzierte Syk-Deletion durch PCR und Western Blot-Analyse in verschiedenen
Organen, insbesondere der Lunge (Wex et al. 2011).

Zum Ausschluss von Tamoxifen-Effekten auf die chronische pulmonale Ty2-Inflammation der
behandelten Mause wurden korrespondierende WT-Gruppen mitgefiihrt, die analog zu den
Syk™™*_Tieren mit Tamoxifen behandelt wurden. Die Untersuchung dieser Gruppen ergab

fur keinen der analysierten Parameter Tamoxifen-abhangige Effekte.

Im Hinblick auf PAH-assoziierte Veranderungen wurde die pulmonalvaskulare Reagibilitat
der Syk™™< = gyk®Vel phzw. WT-Miuse in IPML-Experimenten untersucht. PBS/OVA-
behandelte Syk®"*-Mause zeigten gegeniiber der Syk-exprimierenden Kontrollgruppe eine
reduzierte pulmonalvaskulare Reagibilitdat, was im Einklang mit den Ergebnissen der phar-
makologischen Syk-Inhibition in naiven Mausen war. Uberraschenderweise zeigte sich je-
doch in der Gruppe der OVA/OVA-behandelten Syk®'*-M3use eine verstérkte pulmonal-
vaskulare Hyperreagibilitat auf die applizierten konstriktorischen Stimuli, verglichen mit den
OVA/OVA-behandelten Syk™™*Mausen. Diese verstarkte pulmonalvaskuldre Hyperreagibi-
litdt steht in deutlichem Gegensatz zu den bisherigen Effekten der Syk-Inhibition bzw. Syk-
Deletion auf die pulmonalvaskulare Reagibilitdt in naiven bzw. PBS-scheinsensibilisierten
Mausen. Dies konnte darauf hinweisen, dass Syk in der chronischen pulmonalen T,2-
Inflammation ein negativer Regulator fir die pulmonalvaskulare Hyperreagibilitat ist. Die zu-
grunde liegenden Mechanismen sind jedoch noch unbekannt und sollten in weiterfiUhrenden
Untersuchungen analysiert werden.

Die stereologischen Analysen des Lungengewebes erbrachten keinen Hinweis darauf, dass
die starkere Hyperreagibilitat auf ein ausgepragteres vaskuldres Remodeling zurlickzuflihren
war. Auch die Untersuchung der BALF lieferte keinen Anhaltspunkt fiir potenzielle Initiatoren
einer starkeren Ty2-Immunantwort und daraus resultierend einer verstarkten pulmonalvasku-
laren Reagibilitit. So war die BALF-Gesamtzellzahl der OVA/OVA-behandelten Syk™/ %
und Syk®™"*®_Mause vergleichbar, ebenso wie die Anzahl eosinophiler und neutrophiler Gra-
nulozyten. Im Einklang mit der vorliegenden Arbeit untersuchten Penton et al. den potenziel-
len Einfluss einer Syk-Inhibition auf die pulmonale Leukozytenrekrutierung in der chroni-
schen pulmonalen Ty2-Inflammation und konnten ebenfalls keine Effekte beobachten
(Penton et al. 2013). Wex et al. zeigten interessanterweise fur die akute pulmonale T,2-
Inflammation, dass eine Syk-Deletion zu einer signifikanten Reduktion eosinophiler Gra-
nulozyten in der BALF von Syk®"*_Mausen nach OVA-induzierter eosinophiler Lungenin-

flammation flhrte (Wex et al. 2011). Ebenso demonstrierten Moy et al. fir die akute OVA-
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induzierte Atemwegsinflammation protektive Effekte einer pharmakologischen Syk-Inhibition
auf die pulmonale Leukozytenrekrutierung, denn bei OVA-sensibilisierten und OVA-
atemwegsexponierten Ratten war die Anzahl eosinophiler und neutrophiler Granulozyten in
der BALF nach Behandlung mit einem Syk-Inhibitor gegeniber der unbehandelten Kontroll-
gruppe reduziert (Moy et al. 2013). Demnach scheinen sich die Syk-vermittelten Effekte in
akuter und chronischer pulmonaler Ty2-Inflammation zu unterscheiden.

Weitere Arbeiten demonstrierten ebenfalls einen protektiven Effekt einer Syk-Deletion bzw.
einer pharmakologischen Syk-Inhibierung auf die Funktion von Immunzellen bzw. Immunre-
zeptor-exprimierenden Zellen. Yamamoto et al. flhrten in vitro Untersuchungen mit ver-
schiedenen humanen Immunzellen durch und zeigten, dass der Syk-Inhibitor
BAY 61-3606 die FcyR-induzierte Aktivierung von Monozyten, die Degranulation basophiler
Granulozyten sowie die B-Zell-Rezeptor-mediierte Signaltransduktion hemmte (Yamamoto et
al. 2003). Firr Mastzellen von Syk®"*-Mausen demonstrierten Wex et. al, dass die FceRI-
mediierte Degranulation in vitro nach Antigen-induzierter Kreuzvernetzung nicht mehr funkti-
onierte (Wex et al. 2011). Vergleichbare Ergebnisse erzielten Costello et al., die zusatzlich
zeigten, dass in Syk-defizienten Mastzellen die Leukotrien-Synthese sowie die Zytokin-
Sekretion nicht mehr funktionierten (Costello et al. 1996). Redhu et al. beschrieben zudem
eine Verknupfung zwischen Syk, dem FceRI-Rezeptor und glatten Muskelzellen in humanen
Luftwegen (Redhu et al. 2009). Die glatten Muskelzellen exprimierten den FceRI-Rezeptor,
dessen Aktivierung zu einer Erhéhung der intrazelluldren Ca**-Konzentration sowie zur Frei-
setzung von Tu2-Zytokinen und Eotaxin-1 fuhrte (Redhu et al. 2009). Eine IgE-
Sensibilisierung der glatten Bronchialmuskelzellen fiihrte zu einer erhéhten Transkription von
Eotaxin-1, RANTES bzw. IL-8, was durch eine Inhibierung von Syk zum Teil aufgehoben
wurde (Redhu et al. 2009).

Zusammenfassend deuten die Daten der vorliegenden Arbeit vor dem Hintergrund bereits
publizierter Ergebnisse anderer Studien darauf hin, dass es bei den Syk-vermittelten Effek-
ten einen Unterschied zwischen der akuten und der chronischen T2-Inflammation gibt.
Penton et al. untersuchten die Atemwegsreagibilitdt in der OVA-induzierten chronischen
pulmonalen T.2-Inflammation. Die Autoren zeigten, dass eine pharmakologische Syk-
Inhibierung die Atemwegshyperreagibilitdt abschwachte (Penton et al. 2013). Hingegen
konnte in der vorliegenden Arbeit kein Unterschied in der Atemwegsreagibilitat zwischen
OVA/OVA-behandelten Syk®".- bzw. Syk™™*.Tieren detektiert werden. Grund hierfiir
konnte der Einsatz unterschiedlicher konstriktorisch wirksamer Stimuli sein. Das von Penton
et al. zur Untersuchung der Atemwegsreagibilitdt in der chronischen pulmonalen T,2-
Inflammation eingesetzte Methacholin ist ein Bronchokonstriktor, der in der klinischen Asth-
ma bronchiale-Diagnostik Anwendung findet (Sumino et al. 2012). In der vorliegenden Arbeit

fokussierte die Untersuchung der chronischen pulmonalen T,2-Inflammation auf potenzielle
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Syk-Effekte fir PAH-assoziierte Veranderungen, weshalb die vordergriindig vasokonstrikto-
risch wirksamen Stimuli U46619 (Jones et al. 1995, Christman et al. 1992) und Endothelin-1
(Sakai S et al. 1996, Seo et al. 1994, Giaid et al. 1993) zum Einsatz kamen.

Einen weiteren Effekt der Syk-Deletion in der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation
zeigten Analysen der Plasma-Immunglobulin-Level der untersuchten OVA/OVA-behandelten
Syk™™x. ynd Syk®"-Mause. Die Plasmaspiegel der OVA-spezifischen IgE und IgG1 der
Syk“"®_Tieren waren deutlich niedriger, als die der Syk-exprimierenden Mause. Dies deutet
darauf hin, dass die Syk-Deletion die B-Zellen und die Immunglobulin-Produktion beeinfluss-
te, was durch Studien anderer Autoren bereits hypothetisiert wurde. So berichteten Takata et
al., dass in Syk-defizienten B-Zellen die Signaltransduktion tber die PLCy-abhangige IPs-
Bildung aufgehoben und somit die Ca®*-Mobilisierung aus dem endoplasmatischen Retiku-
lum reduziert war (Takata et al. 1994). Neben der Signaltransduktion ist aber auch die Rei-
fung der B-Zellen mafgeblich von Syk abhangig (Cornall et al. 2000). In ihrer Funktionsfa-
higkeit eingeschrankte B-Zellen kdnnten demnach Ursache fiir die niedrigen Ig-Level sein.
Auch dendritische Zellen (DZ) kénnten fir die erniedrigten Ig-Level der Syk-deletierten Mau-
se malgeblich sein. Als zentrale Antigen-prasentierende Zellen modulieren sie durch die
Expression ko-stimulatorischer Molekile und Zytokine die Differenzierung von Ty-Zellen
(Trevor et al. 2014, Vroman et al. 2014). Infolge einer DZ-abhangigen, beeintrachtigten T,2-
Zell-Differenzierung ware die Freisetzung des B-Zell-stimulierenden IL-4 (Trevor et al. 2014)
ebenfalls gestort, was eine reduzierte IgE-Produktion nach sich ziehen wirde. Daneben fin-
den sich Studien Uber die Beziehung zwischen DZ und Syk. Sedlik et al. zeigten, dass Syk
fur die Reifung von DZ relevant war und in der Signalkette der FcyR-mediierten Antigeninter-
nalisation und -prasentation von DZ eine zentrale Rolle spielte (Sedlik et al. 2003). Auch
Nakashima et al. beobachteten unter Einsatz eines Syk-Inhibitors, dass die Syk-Aktivitat eine
kritische Komponente im Prozess der FcyR-mediierten Internalisierung von Immunkomple-
xen in DZ darstellte (Nakashima et al. 2004). Die Fahigkeit der DZ zur Prasentation von Im-
munkomplex-Antigenen gegeniber Ty2-Zellen war unter Syk-Inhibierung eingeschrankt
(Nakashima et al. 2004). Die beschriebenen Effekte einer beeintrachtigten DZ-Funktion
scheinen in der vorliegenden Arbeit jedoch keine relevante Rolle gespielt zu haben, da in
diesem Fall die Beeintrachtigung zahlreicher weiterer Prozesse der Ty2-Immunantwort zu
erwarten gewesen ware. Dies hatte eine abgeschwachte T,2-Inflammation und einen eher
protektiven Effekt der Syk-Deletion auf die pulmonalvaskulare Reagibilitat und das Remode-
ling zur Folge gehabt, was in dieser Arbeit nicht beobachtet wurde.

OVA/OVA-behandelte Syk™'““.Tiere wiesen auRerdem gegeniiber den OVA/OVA-
behandelten Syk™"**Tieren erhohte IL-5-Level in der BALF auf. Unterschiede in der Ex-

pression des klinisch relevanten IL-6 bzw. von RANTES wurden nicht detektiert.
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[I-5 wird insbesondere bei Allergen-assoziierten Immunantworten von Ty2-Lymphozyten pro-
duziert (Kay AB 1996) und spielt eine Schlisselrolle in der Regulation der Proliferation, Diffe-
renzierung, Rekrutierung, Aktivierung und des Uberlebens von eosinophilen Granulozyten
(Adachi et al. 1998, Dubucquoi et al. 1994). Zudem wurde IL-5 bei Mausen mit der B-Zell-
Differenzierung und der Produktion von Immunglobulinen assoziiert (Takatsu et al. 1994). IL-
5 agiert Uber den IL-5-Rezeptor, der unter anderem von eosinophilen und basophilen Gra-
nulozyten sowie B-Zellen exprimiert wird (Garcia et al. 2013, Takatsu 2011). Eosinophile
Granulozyten sind zudem in der Lage, IL-5 insbesondere an Orten allergischer Inflammation
selbst zu produzieren (Dubucquoi et al. 1994, Broide et al. 1992), was flir die Aufrechterhal-
tung der Inflammation von grofRer Bedeutung ist und fir die Ergebnisse dieser Arbeit mog-
licherweise von Relevanz sein kénnte. Zwar waren bei Vergleich der OVA/OVA-behandelten
Syk™™x hzw. Syk®"®.Gruppen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Eosinophi-
lie feststellbar, die erhdhte IL-5-Konzentration in der BALF der OVA/OVA-behandelten Syk-
deldel_Tiere kdnnte aber auf eine gesteigerte Produktion von IL-5 durch die eosinophilen Gra-
nulozyten vor Ort hindeuten. Die Rolle von IL-5 in der Allergen-induzierten pulmonalen T2-
Inflammation untersuchten Foster et al. (Foster et al. 1996). Die Autoren demonstrierten,
dass in repetitiv OVA-sensibilisierten und OVA-atemwegsexponierten IL-5-defizienten Mau-
sen die zu erwartende Eosinophilie in den Atemwegen und im Blut, die Atemwegshyperrea-
gibilitdt nach Methacholin-Applikation sowie charakteristische Ty2-induzierte morphologische
Veranderungen der Atemwege aufgehoben waren (Foster et al. 1996). Besonders die von
Foster et al. demonstrierten Effekte auf die AHR bei IL-5-Defizienz im Asthma-Modell kénn-
ten fur das PAH-Modell der vorliegenden Arbeit relevant sein. So kénnten die detektierten
erhohten IL-5-Level der OVA/OVA-behandelten Syk™'**-Mause zu der festgestellten gestei-
gerten pulmonalvaskularen Hyperreagibilitat dieser Untersuchungsgruppe gefiihrt haben. Die
Ursache flr die gesteigerte IL-5-Expression ist jedoch gegenwartig noch unklar und bedarf

weiterer Untersuchungen.

Die Ergebnisse der verstarkten pulmonalvaskularen Hyperreagibilitat und der BALF-
Analysen erscheinen gegeniber den Ergebnissen der reduzierten IgE- und IgG1-
Plasmalevel Syk-deletierter Mause zunachst kontrovers. Studien zur Atemwegshyperreagibi-
litdt in der chronischen Tp2-Inflammation muriner Atemwege zeigten allerdings, dass der
Plasma-IgE-Spiegel nicht zwingend mit dem Auftreten einer AHR assoziiert ist. So unter-
suchten Takeda et al. Mastzell-defiziente Mause, die repetitiven OVA-Sensibilisierungen und
OVA-Atemwegsexpositionen unterzogen wurden und zeigten, dass eine IgE-induzierte
Mastzell-Aktivierung nicht fur die Entstehung einer eosinophilen Inflammation bzw. die Me-
thacholin-induzierte Atemwegshyperreagibilitat notwendig war (Takeda et al. 1997). Ahnli-

ches beschrieben auch Fuchs et al. (Fuchs et al. 2012). Weiterflhrende Untersuchungen
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konnten eruieren, ob vergleichbare Vorgange fur die pulmonalvaskulare Hyperreagibilitat

eine Rolle spielen kdnnten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Syk ein vielversprechendes potenzielles Zielmole-
kil therapeutischer Interventionen bei PAH bzw. Asthma sein kdnnte, insbesondere hinsicht-
lich der detektierten protektiven Effekte einer Syk-Inhibition auf die pulmonalvaskulare und
bronchiale Reagibilitat. Auch die dokumentierten dilatatorischen Effekte der Syk-Inhibition in
prakonstringierten pulmonalen Gefallen und Bronchien untermauern die Relevanz von Syk
fur diese Erkrankungen, ebenso wie die Effekte der Syk-Deletion auf die pulmonalvaskulare
Reagibilitdt in scheinsensibilisierten Mausen, die mit den Ergebnissen der pharmakologi-
schen Syk-Inhibition im Einklang waren.

Hinsichtlich der Bedeutung von Syk in der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation bedarf
es weiterfihrender Untersuchungen zur Klarung der im Rahmen dieser Arbeit entstandenen
offenen Fragen. Denkbar ware die Analyse eines pharmakologischen Syk-Inhibitors in der
chronischen pulmonalen T.2-Inflammation, beispielsweise durch Applikation des Inhibitors
wahrend des finalen IPML-Experiments. Dieser Ansatz kdnnte zu Erkenntnissen Uber einen
moglichen direkten, protektiven Effekt der Syk-Inhibition in der PAH-assoziierten pulmonal-
vaskularen Hyperreagibilitat fihren. Auferdem erscheint die Untersuchung einer dauerhaf-
ten Syk-Inhibitor-Applikation parallel zu OVA-Atemwegsexpositionen sinnvoll, um mdgliche
positive Effekte auf die Entwicklung PAH-assoziierter Veranderungen zu eruieren.

Die Untersuchung der Syk-Deletion bzw. der pharmakologischen Syk-Inhibition in einem
Krankheitsmodell der chronischen Hypoxie konnte zudem weiteren Aufschluss geben uber
die Rolle von Syk in PAH-assoziiertem pulmonalvaskularen Remodeling und der Rechts-
herzhypertrophie sowie in der Hypoxie-induzierten pulmonalen Inflammation.

Die Aufdeckung des Syk-Signalwegs in glatten Muskelzellen kénnte flr die Entwicklung
spezifischer Therapeutika von groRRer Relevanz sein. Die Untersuchung einer Syk-Deletion
durch liganden-abhangige, ortsgebundene Rekombinasen (Wendling et al. 2009,
Kuhbandner et al. 2000) erscheint in diesem Zusammenhang interessant. Nach Tamoxifen-
Applikation wirde hierbei eine Syk-Deletion ausschlieflich in der glatten Muskulatur induziert
werden. Folglich ware die spezifische Untersuchung der Rolle von Syk in der muskularen
Signaltransduktion mdglich. Dartiber hinaus kénnte sich die Analyse weiterer relevanter
Enzyme der Ca”-unabhéngigen Muskelkontraktion, wie PLC, DAG, MLCK und MLCP als

sinnvoll erweisen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Julia Herbert

»Die Rolle der Milztyrosinkinase in der pulmonalvaskularen und bronchialen Reagibili-

tat und in der chronischen pulmonalen Ty2-Inflammation“

Pulmonalarterielle Hypertonie und Asthma bronchiale sind progressiv verlaufende chroni-
sche pulmonale Erkrankungen von globaler Relevanz, die unbehandelt zum Tod flhren kon-
nen. Trotz ihrer Unterschiede sind bestimmte pathophysiologische Merkmale beiden Erkran-
kungskomplexen gemein. Dazu gehéren Inflammation sowie pathophysiologische Verande-
rungen glatter Muskulatur, die zu verstarkter Konstriktion und Remodeling der pulmonalarte-
riellen GefalRe (pulmonalarterielle Hypertonie) bzw. der Bronchien (Asthma bronchiale) flih-
ren. Verfigbare Therapieoptionen flr pulmonalarterielle Hypertonie kénnen zu einer Verbes-
serung von Symptomen und zu positiven Auswirkungen auf das Uberleben der Patienten
beitragen, jedoch flhrt keine der gegenwartigen therapeutischen Interventionen zu einer
Heilung. Zugelassene Standardmedikationen sind fiir einen relevanten Anteil der Patienten
nicht ausreichend effektiv und Behandlungsmoéglichkeiten fir fortgeschrittene Erkrankungs-
stadien sind limitiert.

Das gegenwartige therapeutische Management von Asthma bronchiale umfasst effektive
MaRnahmen und Medikamente zur Kontrolle von Symptomen und Exazerbationen. Jedoch
ist die Erkrankung nicht heilbar und fur Patienten mit unzureichender Resonanz auf das Be-
handlungsregime gibt es nur wenige Therapieoptionen.

Die Identifikation neuer Zielmolekile fur die Entwicklung innovativer therapeutischer Sub-
stanzen ist sowohl fir pulmonalarterielle Hypertonie als auch Asthma bronchiale notwendig.
Verschiedene Studien zeigten eine potenzielle Rolle der Milztyrosinkinase (spleen tyrosine
kinase, Syk) in proinflammatorischen Prozessen, Vaso- und Bronchokonstriktion sowie Re-
modeling. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit das therapeutische Potenzial der Syk-
Inhibition und -Deletion experimentell eruiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde durch Immunfluoreszenz-Analysen gezeigt, dass Syk in
den bronchialen und pulmonalvaskularen glatten Muskelzellen humaner und muriner Lungen
exprimiert ist. In Untersuchungen isoliert perfundierter und ventilierter Mauslungen fihrte die
Applikation des Syk-Inhibitors BAY 61-3606 zu einer reduzierten pulmonalvaskularen und
bronchialen Reagibilitdt nach Einsatz klinisch relevanter Vaso- bzw. Bronchokonstriktoren. In
prakonstringierten pulmonalen GefaRen und Bronchien flihrte die Syk-Inhibition zur Dilatati-

on. Zur Untersuchung der zugrunde liegenden Mechanismen der Syk-vermittelten Vaso- und
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Bronchokonstriktion wurden relevante Signalwege der Calcium-unabhangigen Muskelkon-
traktion analysiert. Es ergaben sich dabei Hinweise, dass Syk in den Atemwegen in die Sig-
nalkaskaden der Rho-Kinase sowie p38 Mitogen-aktivierten Proteinkinase eingebunden sein
kénnte. Fur die pulmonalen Gefale zeigten sich in dieser Arbeit Hinweise auf eine Verknip-
fung der Signalwege von Syk und p38 Mitogen-aktivierter Proteinkinase.

Der Einfluss von Syk in der chronischen pulmonalen T,2-Inflammation wurde mit Mausen
untersucht, in denen durch Tamoxifen-Applikation eine Syk-Deletion induziert wurde und die
repetitiven Sensibilisierungen und Atemwegsexpositionen mit Ovalbumin unterzogen wur-
den. AnschlieRende Untersuchungen der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslungen
zeigten, dass die Syk-Deletion bei Ovalbumin-sensibilisierten und -atemwegsexponierten
Mausen zu einer verstarkten pulmonalvaskularen Hyperreagibilitdt nach Einsatz klinisch re-
levanter Vasokonstriktoren fiihrte. In scheinsensibilisierten Mausen mit Syk-Deletion wurde
im Vergleich zu Syk-exprimierenden Mausen eine reduzierte pulmonalvaskulare Reagibilitat
auf relevante konstriktorische Stimuli detektiert, was im Einklang mit den Ergebnissen der
pharmakologischen Syk-Inhibition war. In der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit Oval-
bumin-sensibilisierter sowie -atemwegsexponierter Mduse mit Syk-Deletion wurde ein erhoh-
ter Interleukin-5-Gehalt detektiert. Die Plasmaspiegel der Ovalbumin-spezifischen Immun-
globuline E und G1 dieser Tiere waren hingegen gegenuber der Kontrollgruppe reduziert. Ein
direkter Effekt der Syk-Deletion auf pulmonalvaskulares Remodeling konnte nicht nachge-
wiesen werden.

Zusammenfassend zeigen die Untersuchungen dieser Arbeit Syk als attraktives
therapeutisches Zielmolekul fur die Behandlung der pulmonalarteriellen Hypertonie und von
Asthma bronchiale. Fortfiihrende Untersuchungen kénnten zur weiteren Aufschliisselung des
Syk-Signalweges sowie zur Eruierung potenzieller protektiver Effekte der pharmakologischen

Syk-Inhibition in einem chronischen Krankheitsmodell beitragen.
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7 SUMMARY

Julia Herbert

“The role of spleen tyrosine kinase in pulmonary vascular and airway responsiveness

and chronic pulmonary Th2 inflammation”

Pulmonary arterial hypertension and bronchial asthma are chronic pulmonary diseases of
global relevance that are predominantly progressive and, if left untreated, lethal. Despite their
dissimilarities, pulmonary arterial hypertension and asthma share common pathological fea-
tures such as inflammation, increased smooth muscle cell contraction and remodeling.
Therapeutic options for pulmonary arterial hypertension aim at improving symptoms and sur-
vival, but to date, the disease remains without cure. Additionally, therapeutic options for pa-
tients with severe disease manifestations or inadequate treatment response remain limited.
Available therapeutic schemes and medications for treatment of bronchial asthma present
sufficient disease control and reduce exacerbations for many patients. However, therapeutic
options are limited for patients with severe and to some extend steroid-resistant bronchial
asthma.

There is high medical need for novel, innovative therapeutic approaches for pulmonary arte-
rial hypertension as well as bronchial asthma. Several in vitro and in vivo studies showed a
potential role of spleen tyrosine kinase (Syk) in pathophysiological processes such as in-
flammation, pulmonary vascular and airway responsiveness and remodeling. Therefore, this
study aimed at analysing the therapeutic potential of Syk-inhibition and Syk-deletion in the
context of pulmonary vascular and airway responsiveness and chronic pulmonary Th2 in-
flammation.

In this study, immunofluorescent staining of human and murine lung tissue revealed Syk-
expression in airway and pulmonary vascular smooth muscle cells. Pharmacological Syk-
inhibition with BAY 61-3606 in isolated perfused and ventilated murine lungs led to reduced
pulmonary vascular and airway responsiveness. Additionally, dilatative effects due to Syk-
inhibition were detected in preconstricted pulmonary vessels and airways. To elicit underlying
mechanisms of Syk-induced vaso- and bronchoconstriction, relevant signaling pathways of
Calcium-independent smooth muscle cell contraction were investigated. The results demon-
strated a possible link between signaling pathways of Syk, Rho-kinase and p38 mitogen acti-
vated protein kinase in airways. In pulmonary vessels, Syk signaling could be linked to the

p38 mitogen activated kinase pathway.
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In Ovalbumin-induced chronic pulmonary Th2 inflammation, Syk-deficient mice showed an
increased pulmonary vascular hyperresponsiveness to relevant clinical vasoconstrictors, as
compared to the Syk-sufficient control group. Besides, Syk-deletion led to reduced levels of
Ovalbumin-specific immunoglobulin E and G1 in the plasma of Ovalbumin-treated mice. Fur-
ther, analysis of relevant cytokines in the bronchoalveolar lavage fluid revealed increased
interleukin-5-levels in the respective mice. Remodeling of pulmonary vessels was detected in
Ovalbumin-treated mice, but was independent of Syk-deletion. Syk-deletion in sham-
sensitised mice led to reduced pulmonary vascular responsiveness, which was in accord-

ance with the results obtained from analysis of naive mice after Syk-inhibition.

In conclusion, this study demonstrates that Syk might be an attractive therapeutic target for
treatment of pulmonary arterial hypertension and bronchial asthma. Additional studies are
warranted to further characterise Syk-signaling in pulmonary smooth muscle cells and
evaluate a potential protective effect of pharmacological Syk-inhibition in a chronic model of

disease.
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9 ANHANG

9.1 Materialien

9.1.1 Chemikalien, Reagenzien, Puffer und andere Substanzen

2-Propanol, zur Analyse

Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

4' 6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochlori-
de (DAPI)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Acetyl-B-methylcholin chloride

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Agar-Agar

Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

Albumin, from chicken egg white, Grade V

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Alu-Gel-S, 1,3 %

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Angiotensin Il, Human

Merck/Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Aqua ad injectabilia (10 ml)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Bio-Plex Pro™ Assay

Bio-Rad Laboratories, Minchen, Deutsch-
land

Bisindolylmaleimide Hydrochloride | (Protein-
kinase C-Inhibitor)

Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

Bovine Serum Albumin Fraction V, pH 7,0

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Braunol®

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Clarion Permanent mounting Media

Biomeda Corporation, Foster City, Kali-
fornien, USA

Complete™ Mini

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

di-Natriumhydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Dulbecco’s PBS without Ca & Mg (1X)

Gibco® Life Technologies GmbH, Thermo
Fisher Scientific, Darmstadt, Deutschland

Elektrolytlosung II N

SERAG Wiessner KG, Naila, Deutschland

Endothelin-1, human and porcine

Merck/ Calbiochem, Darmstadt, Deutschland
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Chemikalien, Reagenzien, Puffer und andere Substanzen (fortgefiihrt)

Entellan®

Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

Essigsaure 5 %

Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

Ethanol, absolut reinst

Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

Ethidiumbromidlésung 1 %, 10 mg/ml

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ethylenediamine Tetraacetic Acid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Heparin-Natrium 25000 IE, 5 ml

Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Indomethacin, >99 % (TLC)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Isopropanol molecular biology grade

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Kaliumchlorid

Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

Ketavet Injektionslésung 100 mg/ml

Pfizer Deutschland GmbH, Berlin, Deutsch-
land

May-Grunwald-Eosin-Methylenblau-Lésung

neolLab, Heidelberg, Deutschland

Methanol >99,5 %, reinst

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Methylviolett

Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

Milchpulver, blotting grade

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Mowiol 4-88

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumchlorid (Pulver)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumchlorid 0,9 %

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Natrium-Citrat Dihydrogenat

Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natrium-Dodecylsulfat

Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

Natriumhydrogencarbonat

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland




130

ANHANG

Chemikalien, Reagenzien, Puffer und andere Substanzen (fortgefiihrt)

N-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochlo-
ride

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

OVA-Biotin, 0,5 g/ml

Deutsches Rheumaforschungszentrum, Ber-
lin, Deutschland

p38 MAPK-Inhibitor SB 203580

Merck/ Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

PCR Core Kit

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Phosphatpuffer pH 7,2

Waldeck GmbH, Minster, Deutschland

Proteinase K, lyophilized

Novagen, Darmstadt, Deutschland

Rho-Kinase Inhibitor Y-27632

Merck/ Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Rompun 2 % Injektionslésung (Xylazinhydro-
chlorid)

Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

Roticlear

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Serotonin

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Smart Ladder

Eurogentec Deutschland GmbH, Kdln,
Deutschland

Sphingosin-1-phosphate, > 95 %, powder

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Streptavidin-Horseradish-Peroxidase

R&D Systems, Minneapolis, Minnesota, USA

Sunflower Seed Oil

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Syk-Inhibitor BAY 61-3606

Bayer AG, Leverkusen, Deutschland

Syk-Inhibitor R406

Rigel Pharmaceuticals, San Francisco, USA

Tamoxifen Free base

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

TMB Soluble

Merck/ Calbiochem, Darmstadt, Deutschland

Tris Pufferan® = 99,9 % p.a.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Triton® X-100

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Tween® 20

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

U46619

Merck/ Calbiochem, Darmstadt, Deutschland




ANHANG

131

Chemikalien, Reagenzien, Puffer und andere Substanzen (fortgefiihrt)

Ultra-Pure™ Agarose

Invitrogen® Life Technologies GmbH, Darm-
stadt, Deutschland

Vector Mouse on Mouse Immunodetection

Kit

Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien,
USA

Wasserstoffperoxid

Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

9.1.2 Verbrauchsmaterialien

BD Falcon ™ 50 ml und 15 ml

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

BD Falcon™ 5 ml Round-Bottom Tube

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

BD Microlance™ 3 (27 G Kaniilen)

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Deckglaschen, versch. Grofken

Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland

Einbettkassetten Rotilabo

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Feather Trimming Blade No. 260, Type (L)

pfm medical AG, Kdln, Deutschland

Handschuhe DermaClean

Ansell Healthcare Europe, Brissel, Belgien

Mikrotest-Platte 96-Well F

Merck-Millipore, Darmstadt, Deutschland

Objekttrager

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Pipetten

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Reaktionsgefal® safe seal (0,5/ 1,5 ml)

Sarstedt AG & Co., NiUmbrecht, Deutschland

Reaktionsrohrchen

Sarstedt AG & Co., Niumbrecht, Deutschland

Serologische Pipetten (2/ 5/ 10/ 25 ml)

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Shandon Filter Cards

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Spritzen BD Discardit™ Il (2 ml)

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Spritzen BD Plastipak™ (1 ml)

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Stainless steel feeding needles

UNO Roestvaststaal BV, Zevenaar, Nieder-
lande

Superfrost Plus Objekttrager

Menzel, Braunschweig, Deutschland
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9.1.3 Arbeitsplatz der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge

Aufsatz nach Drechsel (mit Filterplatte, zur
CO,-Begasung)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Bad-/Umwalzthermostat Ecoline E103

Lauda Dr. R. Wobster GmbH & Co. KG, Lau-
da-Koénigshofen, Deutschland

Beatmungsgas (5 % CO., 20 % O, 75 % N,)

Abteilung Technische Gase, Charité - Uni-
versitatsmedizin Berlin

Differentialdruckaufnehmer MPX Typ 399/2
und Validyne DP 45-14

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland

Druckaufnehmer P75 Typ 379

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland

Peristaltikpumpe Ismatec® Reglo-Analog

Ismatec Laboratoriumstechnik GmbH, Wert-
heim-Mondfeld, Deutschland

Plexiglaskammer (GrofRe 1, Typ 839)

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland

Plugsys®-Grundgerat mit
Messmodulen (CFBA, TAM-A, VCM, TCM)

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland

Praparationsbesteck

Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Tracheal cannula for mouse, OD 1,3 mm, L
15 mm

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland

9.1.4 Gerite

Aerosol-Expositions-System AES-0702

FMI Fohr Medical Instruments, Seeheim/
Ober-Beerbach, Deutschland

Axioskop

Zeiss, Jena, Deutschland

Biofuge fresco

Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Darm-
stadt, Deutschland

Bio-Plex™ Array Reader

Bio-Rad Laboratories, Minchen, Deutsch-
land

Bio-Plex™ Millipore

Bio-Rad Laboratories, Minchen, Deutsch-
land

Bio-Plex™ Workstation

Bio-Rad Laboratories, Minchen, Deutsch-
land
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Gerate (fortgefiihrt)

Coverplate Slide Racks & Immunfarbecenter

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Dampfgarer Multi Gourmet

Braun GmbH, Kronberg/ Taunus, Deutsch-
land

ELISA-Reader HT-2

Anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld,
Deutschland

Gel Jet Imager Version 2004

Intas Science Imaging Instruments GmbH,
Géttingen, Deutschland

Gel-Laufkammer SUB-CELL GT

Bio-Rad Laboratories, Minchen, Deutsch-
land

IKA R- Schittler MTS 2

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen im
Breisgau, Deutschland

Konfokal-Mikroskop

Olympus Corporation, Hamburg, Deutsch-
land

Lungen-Slicer

Sonderanfertigung von Jesper Damm, Da-
nemark

Megafuge 1.0 R

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Microm HM 355 S Cool Cut

Thermo Fisher Scientific, Darmstadt,
Deutschland

Mikrowelle

BOSCH Hausgerate GmbH, Minchen,
Deutschland

pH-Meter

Mettler-Toledo FiveEasy pH, GielRen,
Deutschland

Photometer HT-2

anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld,
Deutschland

Power Pac 300 Stromquelle fir Gel-
Laufkammer

Bio-Rad Laboratories, Minchen, Deutsch-
land

Shandon Cytospin 3 Zentrifuge

Harlow Scientific, Arlington, Massachusetts,
USA

Spektral-Konfokalmikroskop (LSM 780)

Zeiss, Jena, Deutschland

T1 Thermocycler

Biometra, Géttingen, Deutschland

Thermomixer Comfort

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland
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Tissue-Tek® Xpress®

Sakura Finetek, Breisgau, Deutschland

Ultraschall-Aerosolgenerator

FMI Fohr Medical Instruments, Seeheim/
Ober-Beerbach, Deutschland

Waage (Model CS200)

Ohaus Europe GmbH, Nanikon, Schweiz

Warmeplatte

Medax GmbH, Neuminster, Deutschland

9.1.5 Antikorper

Alexa Fluor 488 F(ab)2 goat anti rabbit IgG
(H+L)

Invitrogen® Life Technologies GmbH, Darm-
stadt, Deutschland

Anti-murin IgE unlabeled (purified Rat anti
Mouse IgE)

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Biotin rat anti mouse 1gG1

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Monoclonal Anti-Actin, a-smooth muscle an-
tibody produced in mouse

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

OVA-14 IgG1

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Syk (N-19) Antikérper

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas,
USA

Syk (N-19) P, blocking peptide

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas,
USA

9.1.6 Software

Bio-Plex™ Manager Version 4.1.1

Bio-Rad Laboratories, Minchen, Deutsch-
land

GraphPad Prism 5

GraphPad Software, La Jolla, Kalifornien,
USA

NewCAST™

Visiopharm, Hoersholm, Danemark

Pulmodyn®

Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland
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