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1. Einleitung

Die pulmonalarterielle Hypertonie (PAH) ist eine seltene, unheilbare und beim Menschen
zum Tode fuhrende Krankheit (LE RIBEUZ et al. 2020, PERROS et al. 2021). Sie ist
gekennzeichnet durch eine endotheliale Dysfunktion in den Pulmonalarterien (PA),
pulmonale Vasokonstriktion, pulmonalvaskulare Hyperreagibilitat und einen
pulmonalarteriellen Gefalumbau (Remodeling) (GILLESPIE et al. 1986, HUMBERT et al.
2004, HABERBERGER et al. 2009). Die endotheliale Dysfunktion fihrt zu einer vermehrten
Freisetzung von Wachstumsfaktoren und zu einem Ungleichgewicht zwischen der Produktion
vasodilatatorischer und vasokonstriktorischer Substanzen (CHRISTMAN et al. 1992,
HUMBERT et al. 2004). Der daraus resultierenden pulmonalen Vasokonstriktion wird eine
wichtige Rolle in der frthen Phase der PAH zugesprochen (HUMBERT et al. 2004,
WITZENRATH et al. 2006). Zudem kommt es zur pulmonalvaskularen Hyperreagibilitat, einer
verstarkten Reaktion auf vasokonstriktorische Stimuli (BRINK et al. 1988, HUMBERT et al.
2004, HABERBERGER et al. 2009). Der konsekutive Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks
(Ppa) scheint wiederum zur Induktion des pulmonalarteriellen Remodeling beizutragen
(HISHIKAWA et al. 1994). Mit dem Fortschreiten der Krankheit tritt eine rechtsventrikulare
Hypertrophie und schliel3lich ein Rechtsherzversagen ein (HUMBERT et al. 2004, RYAN und
ARCHER 2014). Immunologische Prozesse scheinen wesentlich fir die Entstehung der PAH
verantwortlich zu sein (DALEY et al. 2008, HASSOUN et al. 2009, PERROS et al. 2021).
Hierflur sprechen der Anstieg bestimmter Leukozyten-Populationen und Zytokine bei PAH-
Patienten, der auch in experimentellen Modellen widergespiegelt wird (PABST und
TSCHERNIG 2002, DORFMULLER et al. 2003, DALEY et al. 2008, HABERBERGER et al.
2009, HASSOUN et al. 2009, EL CHAMI und HASSOUN 2012). Daley et al. konnten
nachweisen, dass eine Verbindung zwischen der Antigen-induzierten T-Helferzellen vom Typ
2 (Tu2)-Immunantwort und dem pulmonalarteriellen Remodeling besteht (DALEY et al.
2008). Das Modell der pulmonalen Th2-Inflammation stellt ein anerkanntes PAH-Modell dar,
da es relevante Pathologien der PAH-Patienten widerspiegelt und mit einer ausgepragten
pulmonalvaskularen Hyperreagibilitat und einer Proliferation glatter Muskelzellen einhergeht
(PABST und TSCHERNIG 2002, RYDELL-TORMANEN et al. 2005, WITZENRATH et al.
2006, DALEY et al. 2008, HABERBERGER et al. 2009, GOMEZ-ARROYO et al. 2012).

Das Endothelin-System scheint fur die Pathogenese der PAH von wesentlicher Bedeutung
zu sein (RUBIN et al. 2002, GALIE et al. 2004). Dies konnte in diversen Forschungsarbeiten
und klinischen Untersuchungen gezeigt werden (STELZNER et al. 1992, GIAID et al. 1993,
NOOTENS et al. 1995, FRASCH et al. 1999, NAKANISHI et al. 1999, BLACK et al. 2003,
GALIE et al. 2004, JACOBS et al. 2006, OPITZ und EWERT 2006, WITZENRATH et al.
2006). Es existieren drei Endothelin-Isopeptide, Endothelin-1 (ET-1), ET-2 und ET-3, von
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1. Einleitung

denen insbesondere ET-1 als potentester endogener Vasokonstriktor im pulmonalen
Gefalisystem relevant ist (YANAGISAWA et al. 1988, INOUE et al. 1989, SAIDA et al. 1989).
ET-1 wirkt Gber die Bindung an zwei Rezeptoren, den Endothelin-A-Rezeptor (ETA) und den
Endothelin-B-Rezeptor (ETB) (ARAI et al. 1990, SAKURAI et al. 1990, HENRY 1999). Je
nach Rezeptortyp und Lokalisation entfaltet ET-1 unterschiedliche, teils gegensatzliche
Effekte: Die Aktivierung des ETA-Rezeptors, der vor allem in den pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen (pulmonary arterial smooth muscel cells, PASMC) exprimiert wird, induziert
Vasokonstriktion, Proliferation und Migration. Der ETB-Rezeptor wird sowohl in den PASMC
als auch in den Endothelzellen der LungengefalRe exprimiert (SEFERIAN und SIMONNEAU
2013). Die Aktivierung des in den PASMC exprimierten ETB-Rezeptors hat Vasokonstriktion,
Proliferation und Migration zur Folge, wohingegen die Aktivierung des in den Endothelzellen
exprimierten ETB-Rezeptors uber Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO) und Prostazyklin
(PGI2) Vasodilatation induziert und zur ET-1-Eliminierung (Clearance) aus dem Blut beitragt
(DUPUIS et al. 1996, HENRY 1999, SEFERIAN und SIMONNEAU 2013).

Experimentelle Untersuchungen zur Rolle des ETB-Rezeptors in den Tu2-induzierten
GefaBpathologien unter Einsatz ETB-defizienter Mause (ETB™) sowie die Untersuchung der
Effekte einer ET-1-Uberexpression unter Einsatz Prepro-ET-1-transgener Méuse kdnnten zu
einem besseren Verstandnis der Pathogenese der PAH beitragen.

Ausgehend von der Hypothese einer protektiven Rolle des ETB-Rezeptors im Rahmen
dauerhaft erhéhter ET-1 Spiegel, sollte in dieser Arbeit eruiert werden, wie sich ETB-
Defizienz und ET-1-Uberexpression auf pulmonalarteriellen Mitteldruck, pulmonale
Vasokonstriktion,  pulmonalvaskuldre  Hyperreagibilitdt und Rechtsherzhypertrophie

auswirken.
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2.1. Pulmonalarterielle Hypertonie

Der deutsche Arzt Prof. Dr. Ernst von Romberg beschrieb im Jahre 1891 bei einer Autopsie:
,Die Sklerose der Lungenarterie bildete durch Herabsetzung der Wandungselasticitdt in
allen, durch Verengung des Lumens in den kleinen Aesten ein bedeutendes
Stromhinderniss, dem durch die enorme Hypertrophie des rechten Herzens
entgegengearbeitet wurde“ (ROMBERG 1891). Dies gilt als erste Beschreibung der
Veranderungen der Pulmonalarterien bei PAH (ROMBERG 1891, FISHMAN 2004, BARST
2008). Bei der PAH handelt es sich um eine Erkrankung der Lungenzirkulation, genauer
gesagt um eine prakapillare pulmonale Hypertonie. Nach der aktuellen Klassifikation bildet
die PAH die erste Subgruppe der pulmonalen Hypertonie (PH) (SIMONNEAU et al. 2019).
Die Diagnose PAH wird anhand wichtiger hamodynamischer Beurteilungskriterien gestellt
(MCLAUGHLIN et al. 2009, WAXMAN und ZAMANIAN 2013). Sie zeichnet sich durch einen
erhoéhten pulmonalarteriellen Mitteldruck (mean pulmonary arterial pressure, Ppa mean) von
> 25 mmHg im Ruhezustand sowie einen pulmonal-kapillaren Verschlussdruck (pulmonary
capillary wedge pressure, PCWP) von < 15 mmHg aus (EL CHAMI und HASSOUN 2012).
Das Herzzeitvolumen kann hierbei normal oder erniedrigt sein (MCLAUGHLIN et al. 2009).
Ein weiteres Kriterium ist ein pulmonalvaskularer Widerstand (pulmonary vascular
resistance, PVR) von >3 Wood Einheiten (WAXMAN und ZAMANIAN 2013). Seit dem 6.
Weltsymposium fur pulmonale Hypertonie gilt nun auch ein Ppa mean von > 20 mmHg in
Verbindung mit einer PVR von >3 Wood Einheiten als PH (SIMONNEAU et al. 2019). Die
endotheliale Dysfunktion, die pulmonale Vasokonstriktion, die pulmonalvaskulare
Hyperreagibilitdt und das pulmonalarterielle Remodeling zeichnen die PAH aus (GILLESPIE
et al. 1986, HUMBERT et al. 2004, HABERBERGER et al. 2009). Die neue Klassifizierung,
festgelegt auf dem sechsten Weltsymposium zur PH in Nizza (Frankreich) im Jahr 2018,
lautet wie folgt (SIMONNEAU et al. 2019):

Modifizierte Gliederung der PAH nach der Nizza-Klassifikation
e Gruppe 1.1: Idiopathische PAH (IPAH)
¢ Gruppe 1.2: Hereditiare PAH
¢ Gruppe 1.3: Arzneimittel- oder Toxin-induzierte PAH
e Gruppe 1.4: Assoziierte PAH (APAH), bei
- 1.4.1 Bindegewebserkankungen (Kollagenosen)
- 1.4.2 Humaner Immundefizienz Virus (HIV)-Infektion

- 1.4.3 Portaler Hypertension
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- 1.4.4 Angeborenen Herzfehlern
- 1.4.5 Schistosomiasis
e Gruppe 1.5: PAH mit gutem Langzeit-Ansprechen auf Calcium-Kanal-Blocker
¢ Gruppe 1.6: PAH mit offensichtlichen Hinweisen auf eine
pulmonalvenoése/kapilldre Beteiligung (PVOD= pulmonary venoocclusive
disease, Pulmonale venookklusive Erkrankung und/ oder PCH= pulmonary
capillary hemangiomatosis, pulmonale kapillire Hamangiomatose)

e Gruppe 1.7: Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen (PPHN)

Ein kausaler Zusammenhang zwischen Arzneimittel- oder Toxin-induzierter PAH konnte flr
Fenfluramin, Dexfenfluramin, Aminorex, Methamphetaminen, Benfluorex, Dasatinib (einem
Tyrosinkinease-Inhibitor) und toxischem Rapsdol hergestellt werden (FISHMAN 2001,
SIMONNEAU et al. 2004, MONTANI et al. 2013, SIMONNEAU et al. 2019). Ferner wird das
Auftreten der PAH infolge des Konsums von Amphetaminen und Kokain diskutiert
(SIMONNEAU et al. 2009). Diese Mdoglichkeit besteht auch bei Einnahme von
Serotoninwiederaufnahmehemmern (CHAMBERS et al. 2006). Fenfluramin greift in das
Serotonin-System ein. Bei Serotonin handelt es sich, wie bei Endothelin um einen
pulmonalen Vasokonstriktor, der bei PAH-Patienten erhéht vorliegt (HERVE et al. 1995). Die
kardiovaskularen Nebenwirkungen von Fenfluramin kénnten auf die agonistische Wirkung
am Serotonin-(5-HT) 2B-Rezeptor zurtickzufihren sein (FITZGERALD et al. 2000, SETOLA
et al. 2005). Kokain fuhrt Uber erhdhten oxidativen Stress zu einer Auflésung der Tight-
junctions und einer erhéhten Permeabilitdt an humanen pulmonalarteriellen Endothelzellen
(DALVI et al. 2014). Auch bei toxischem Rapsél flhrt eine initiale Endothelschadigung zu
Intimaproliferation und in-situ-Thrombosen (GOMEZ-SANCHEZ et al. 1989). Bei der
systemischen Sklerose spielen eine chronische Inflammation, eine autoimmune
Dysregulation und eine EC-Dysfunktion eine essentielle Rolle (SHI-WEN et al. 2006, LE
PAVEC et al. 2010). Die assoziierte PAH ist die Haupttodesursache bei Patienten mit
systemischer Sklerose (systemic sclerosis, SSc) und tritt in 6,4-12% der Falle ein
(MUKERJEE et al. 2003, HACHULLA et al. 2005, RUBIO-RIVAS et al. 2021). Bei HIV-
infizierten Patienten kann ebenfalls eine assoziierte PAH auftreten. Bis zum jetzigen
Zeitpunkt konnte weder virale Desoxyribonukleinsaure (DNS) noch das HI-Virus selbst in den
Endothelzellen der LungengefalRe von HIV-infizierten Patienten nachgewiesen werden. Es
wird vermutet, dass der Pathomechanismus Uber eine indirekte Wirkung des Virus, vermittelt
uber Second Messenger Systeme, sowie Wachstumsfaktoren, Zytokine, Endothelin oder
virales Protein agiert (SIMONNEAU et al. 2009). Die Vergesellschaftung der PAH mit
Schistosomiasis tritt infolge multifaktorieller Mechanismen ein. Die Eier der Trematoden

scheinen wesentlich zur Entstehung der PAH beizutragen, indem sie eine Embolie der
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Lungengefalte und eine konsekutive Inflammation herbeifiihren (SHAW und GHAREEB
1938, GAVILANES et al. 2016).

2.1.1. PAH und Inflammation

Nach neusten Erkenntnissen spielen Entziindungsreaktionen eine Schlisselrolle bei der
Entstehung der PAH (DALEY et al. 2008, HASSOUN et al. 2009, LIANG et al. 2021). So tritt
die PAH als Komplikation einer Reihe von systemischen Autoimmun- und inflammatorischen
Erkrankungen, wie Systemischer Sklerose, Lupus erythematosus oder bei HIV-Patienten auf
(DORFMULLER et al. 2003). Die Inflammation wird in der PAH als ein wesentlicher Faktor
fur die Pathogenese angesehen (TUDER und VOELKEL 1998). Bereits im frihen Stadium
kann eine persistierende Entzindung nachgewiesen werden, welche zu der vaskularen
Erkrankung beitragt (TUDER et al. 2013). So konnte gezeigt werden, dass die Menge an
entzliindlichen perivaskularen Infiltraten mit dem Grad an Remodeling und erhdhte
Zytokinwerte mit der Uberlebensrate bei PAH Patienten korrelieren (SOON et al. 2010,
PRICE et al. 2012, STACHER et al. 2012, TUDER et al. 2013). Bei schwer erkrankten PAH-
Patienten konnte in den pulmonalen Lasionen eine erhdhte Anzahl von Makrophagen,
dendritischen Zellen, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Mastzellen festgestellt werden
(TUDER et al. 1994, HUMBERT et al. 2004, GERASIMOVSKAYA et al. 2012, PRICE et al.
2012). Die Aktivierung von Makrophagen induziert eine Freisetzung von Interleukin (IL)-1f,
IL-6, TNF-a und IL-10 (STOW et al. 2009, GROTH et al. 2014). Aktivierte Makrophagen sind
in der Lage, T-Zellen Antigene zu prasentieren, woraufhin eine T-Zell-Antwort induziert wird.
T-Zellen sind ebenfalls erhdht in Lungen von PAH Patienten, eine hohe Anzahl von Cluster
of Differentiation (CD)8" Zellen findet sich in den plexiformen Lasionen (GROTH et al. 2014).
CD4* T-Helfer-Zellen stimulieren die Differenzierung von B-Zellen, welche bei PAH-Patienten
antinukleare Autoantikérper produzieren (RICH et al. 1986, GROTH et al. 2014). Ferner
zeigen B-Zellen bei |IPAH-Patienten ein verandertes Ribonukleinsaure (RNS)-
Expressionsprofil, was darauf schlielen lasst, dass B-Zellen bei PAH aktiviert sind (ULRICH
et al. 2008).

Fir die wesentliche Bedeutung immunologischer Prozesse in der Entstehung und im
Fortschreiten der PAH sprechen die veradnderten Zytokinprofile von PAH-Patienten
(RABINOVITCH et al. 2014). Bei humanen PAH-Patienten konnten im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe erhéhte Serumspiegel von IL-1B3, IL-6 und C-reaktivem Protein
nachgewiesen werden (HUMBERT et al. 1995, QUARCK et al. 2009). Fur TNF-a ist die
Datenlage inkonsistent. Humbert et al. stellten fest, dass die TNF-a Werte sich im
Normalbereich befinden, wahrend ltoh et al. erhdhte TNF-a Werte bei ihren Patienten
dokumentierten (HUMBERT et al. 1995, ITOH et al. 2006).
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Zudem wurden bei PAH-Erkrankten im Vergleich zur Kontrollgruppe hohere
Plasmakonzentrationen von IL-18 und dem Chemokin CXCL10 (Interferon-y-induziertem
Protein 10) gemessen (ROSS et al. 2012). Andere entziindliche Parameter, die im Plasma
von PAH-Patienten erhdht waren, waren IL-8, IL-10 und das Chemokin Fraktalkin
(BALABANIAN et al. 2002, SOON et al. 2010). Fraktalkin wird von Endothelzellen produziert
und foérdert die Rekrutierung von Fraktalkin-Rezeptor (CX3CR1)-exprimierenden Leukozyten
(FONG et al. 1998, FENG et al. 1999, HASKELL et al. 1999, BALABANIAN et al. 2002). Es
konnte gezeigt werden, dass CX3CR1 in zirkulierenden CD4* und CD8" T-Lymphozyten bei
PAH-Patienten hochreguliert ist. Fraktalkin-mRNS wird in pulmonalarteriellen Endothelzellen
von PAH-Patienten vermehrt exprimiert, zudem ist die Plasmakonzentration von léslichem
Fraktalkin bei PAH-Patienten erhoht, verglichen mit gesunden Kontrollen. Fraktalkin ist daher
wahrscheinlich bei PAH an der Rekrutierung von Leukozyten in die Lunge beteiligt
(BALABANIAN et al. 2002). Das Chemokin RANTES (regulated upon activation, normal T
cell expressed and presumably secreted), ein Attraktor fur T-Lymphozyten und Monozyten,
war in Lungenbiopsien von PAH-Patienten im Vergleich zu Kontrollbiopsien (Lungenareale
von Pneumothorax-Patienten) erhdht nachweisbar; es wird hier ebenfalls vor allem von
pulmonalarteriellen Endothelzellen produziert. Die Bereiche mit erhohter RANTES-
Expression zeigten eine vermehrte Infiltration mit CD45" Entziindungszellen. Es ist daher
wahrscheinlich, dass auch RANTES bei PAH an der Entziindungszellenrekrutierung in die
Lunge beteiligt ist (DORFMULLER et al. 2002). Das Makrophagen-inflammatorische-Protein-
1 (MIP-1) ist ein Zytokin, dass die Migration von T- und B-Lymphozyten sowie von
Monozyten induziert (SCHALL et al. 1993, FARTOUKH et al. 1998). Es konnte gezeigt
werden, dass die Expression von MIP-1 in Lungenbiopsien von PAH-Patienten signifikant
erhoht ist, was ebenfalls fir die Hypothese spricht, dass Chemokine und Entziindungszellen
eine Rolle in der Pathogenese der PAH spielen (FARTOUKH et al. 1998).

2.1.2. Endotheliale Dysfunktion

Endothelzellen sind wesentlich an der vaskuldren Homdostase beteiligt. Die endotheliale
Dysfunktion scheint sowohl in der Entstehung als auch im Progress der PAH eine Rolle zu
spielen (LOSCALZO 1992, BUDHIRAJA et al. 2004, ELINOFF et al. 2013). Eine endotheliale
Dysfunktion fuhrt zu einem Missverhaltnis der proliferativ und antiproliferativ wirkenden
Substanzen, was zu einer Proliferation der glatten Muskelzellen fiihrt. Dartber hinaus kommt
es zu einem Missverhaltnis zwischen vasodilatatorischen und vasokonstriktorischen, sowie
antiinflammatorischen und proinflammatorischen Faktoren (MORRELL et al. 2009). Bei
humanen PAH-Patienten kommt es im Rahmen der endothelialen Dysfunktion zu einer

Senkung der Produktion der Vasodilatatoren und Wachstumsinhibitoren PGI, und NO, sowie
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zu einem Anstieg der Produktion von Vasokonstriktoren und co-Mitogenen, wie zum Beispiel
ET-1, Thromboxan A, und Serotonin (HERVE et al. 1995, MORRELL et al. 2009).
Endothelin-1 bewirkt eine Freisetzung von Thromboxan A; in der Lunge (DE NUCCI et al.
1988). Thromboxan Az weist auch einen starken Stimulus zur Thrombozytenaggregation auf
und kann so die Wirkung von Prostazyklin antagonisieren, das durch die vaskularen
Endothelzellen freigesetzt wird (CHRISTMAN et al. 1992, BUDHIRAJA et al. 2004). Ein
weiteres Merkmal der endothelialen Dysfunktion ist ein Anstieg der Produktion
prothrombotischer Faktoren wie P-Selektin und von-Willebrand-Faktor (BUDHIRAJA et al.
2004). Infolge der endothelialen Dysfunktion kommt es daher zu Vasokonstriktion,
Entzindungsreaktionen, in-situ-Thrombosen, pulmonalarteriellem Remodeling sowie zu
Neoangiogenese und zur Entstehung der plexiformen Lasionen in der PAH (VOELKEL et al.
1997, COOL et al. 1999, BUDHIRAJA et al. 2004, HUMBERT et al. 2004).

2.1.3. Pulmonale Vasokonstriktion und pulmonalvaskulare Hyperreagibilitat

Die pulmonale Vasokonstriktion wurde bereits von Wood et al. im Jahr 1958 als Teil der PAH
beschreiben (WOOD 1958, RUBIN 1997). Der pulmonalen Vasokonstriktion wird eine
Beteiligung in der friihen Phase der Entstehung der pulmonalen hypertensiven Prozesse
zugesprochen (HUMBERT et al. 2004, WITZENRATH et al. 2006). Als direkte Folge der
Vasokonstriktion kommt es zu einer Verengung des GefalRlumens (MANDEGAR et al. 2004).
Die eingetretene pulmonale Vasokonstriktion tragt somit zum Anstieg der
pulmonalvaskuladren Resistance bei und fihrt zu einem erhéhten Ppa (MANDEGAR et al.
2004). Der erhohte Ppa und die pulmonale Vasokonstriktion kdnnen die Hyperplasie und
Hypertrophie der vaskuldaren SMC Uber eine Erhdéhung der DNS-Synthese férdern
(HISHIKAWA et al. 1994, MANDEGAR et al. 2004).

Die pulmonalvaskulare Hyperreagibilitdt konnte bereits in wesentlichen PAH-Modellen, wie
dem Modell der pulmonalen Tn2-Inflammation, dem Monokrotalin-Modell, sowie dem
chronischen Hypoxie-Modell, nachgewiesen werden (GILLESPIE et al. 1986, LIU et al. 2005,
HABERBERGER et al. 2009).

Im chronischen Mausmodell der pulmonalen Th2-Inflammation konnten Haberberger et al.
eine erhohte pulmonalvaskulare Hyperreagibilitdt sowie ein bedeutendes Remodeling der
intraazinaren Arterien und kleinen Pulmonalarterien nachweisen. Hierbei bestand eine
Korrelation zwischen dem Ausmal der pulmonalvaskularen Reagibilitat und der Wanddicke
der kleinen Pulmonalarterien (HABERBERGER et al. 2009). Die pulmonalvaskulare
Hyperreagibilitdt konnte fir eine Reihe von Vasokonstriktoren nachgewiesen werden, wie
Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT), ET-1, Angiotensin 1l und den Thromboxan-Ax-
Rezeptor-Agonisten U46619 (WITZENRATH et al. 2006).
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Gillespie et al. stellten im Monokrotalin-Modell der Ratte fest, dass bereits zu einem friihen
Zeitpunkt nach Monokrotalin-Applikation (Tag 4 und Tag 7), noch vor dem Eintreten der
pulmonalen Hypertonie, eine pulmonalvaskulare Hyperreagibilitdt auf vasokonstriktorische
Stimuli induziert wird. Zu diesem Zeitpunkt sind weder ein Anstieg des pulmonalarteriellen
Mitteldrucks noch eine rechtsventrikuldre Hypertrophie messbar. Erst 14 Tage nach
Monokrotalin-Applikation zeigte sich ein Anstieg des pulmonalarteriellen Mitteldrucks und der
rechtsventrikularen Hypertrophie im Vergleich zur Kontrollgruppe (GILLESPIE et al. 1986).
An isolierten Pulmonalarterien von chronisch hypoxisch gehaltenen Mausen konnte gezeigt
werden, dass die pulmonalvaskulare Hyperreagibilitat auf Endothelin induziert wird (LIU et al.
2005). Der der pulmonalvaskularen Hyperreagibilitat zugrundeliegende Mechanismus kdnnte
reaktive Sauerstoffspezies (ROS), Cyclooxygenase-2 (COX-2), Proteinkinase C und den
Thromboxan-Rezeptor involvieren (WITZENRATH et al. 2006, DELANNOY et al. 2010).

2.1.4. Pulmonalarterielles Remodeling

Das pulmonalarterielle Remodeling entsteht bei PAH in Folge mehrerer Prozesse. So
scheinen die endotheliale Dysfunktion, eine Aktivierung der glatten GefaRmuskelzellen und
Fibroblasten, eine vermehrte Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie dem
Endothelwachstumsfaktor (Vascular endothelial growth factor, VEGF) und dem Plattchen-
Wachstumsfaktor (Platet-derived growth factor, PDGF), sowie eine chronisch persistierende
Vasokonstriktion aufgrund des Ungleichgewichtes zwischen Vasokonstriktoren und
Vasodilatatoren hierzu beizutragen (MANDEGAR et al. 2004, MORRELL et al. 2009). Es
umfasst Umbauprozesse mit charakteristischen strukturellen Veranderungen wie fibrotischen
proliferativen Veranderungen der Tunica adventitia, einer Hypertrophie der Tunica media und
einer Verdickung sowie Fibrose der Tunica intima (YEAGER et al. 2011). Unter
physiologischen Bedingungen herrscht in den PASMC, EC und Fibroblasten ein optimales
Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose (MANDEGAR et al. 2004). Ist dieses
Gleichgewicht zugunsten der Proliferation verschoben, kommt es zur progressiven Zunahme
der Gefaflwanddicke mit konsekutiver Senkung der pulmonalvaskuldren Dehnbarkeit
(Compliance) (HUMBERT et al. 2004, THENAPPAN et al. 2016). Es kommt zu
Strukturverlust, bis hin zu sogenannten plexiformen Lasionen mit Entstehung von
Mikrothromben (HUMBERT et al. 2004). Das GefaBlumen nimmt ab oder obliteriert
vollstandig, was einen Anstieg der PVR sowie des Ppa zur Folge hat (RABINOVITCH 1998,
MANDEGAR et al. 2004). Der erhdhte Druck im Lungenkreislauf fuhrt zu einer
rechtsventrikularen Hypertrophie und im weiteren Verlauf zur Rechtsherzdilatation mit der
konsekutiven Gefahr des Rechtsherzversagens (MANDEGAR et al. 2004, THENAPPAN et
al. 2016).
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Die Veranderung der zelluldaren Komponenten der pulmonalarteriellen Wande ist im Bereich
der Intima gekennzeichnet durch eine ausgepragte Proliferation der Endothelzellen (TUDER
et al. 1994, COOL et al. 1997, VOELKEL et al. 1997, COOL et al. 1999). Darlber hinaus
bildet sich bei schweren Formen der PAH zwischen dem Endothel und der Lamina elastica
interna eine Schicht aus Myofibroblasten und extrazellularer Matrix, genannt Neointima
(HUMBERT et al. 2004). Im Bereich der Media kommt es zur Hypertrophie und Hyperplasie
von glatten Muskelzellen sowie zu einer vermehrten Ablagerung interzellularer
Bindegewebsproteine, was eine Verdickung zur Folge hat (RABINOVITCH 2007). Ferner
wandern Fibroblasten aus der Adventitia in die Tunica media ein (HUMBERT et al. 2004). In
der Tunica adventitia kommt es ebenfalls zur Zellproliferation und zur Produktion und
Ablagerung von extrazellularen Matrix-Proteinen, insbesondere Kollagen, mit einem Anstieg
der Expression von Prokollagen | und lll (STENMARK und MECHAM 1997, HUMBERT et al.
2004, RYDELL-TORMANEN et al. 2005, FRID et al. 2006). In der Adventitia akkumulieren
dartber hinaus Myofibroblasten, welche a-glattes Muskelaktin (a-smooth muscle actin, a-
SMA) exprimieren (FRID et al. 2006). Diese glatten Muskelzell-dhnlichen (smooth muscle
cell like, SM-like) Zellen kdnnen sich scheinbar aus vorhandenen vaskularen glatten
Muskelzellen, Fibroblasten der Tunica adventitia oder aus zirkulierenden Vorlauferzellen,
welche diesen Phanotyp einnehmen kénnen, umwandeln (FRID et al. 2006, MORRELL et al.
2009). Wie experimentell gezeigt werden konnte, sind die bereits ansassigen Vorlauferzellen
in der Lage, in verschiedenen Stadien der vaskularen Schadigungen, SM-/ike-Eigenschaften
zu exprimieren. Eine erhdhte Produktion von Endothelin oder Transformierendem
Wachstumsfaktor B-1 (TGFB-1) flhrt auch zur Differenzierung von Fibrozyten zu
Myofibroblast-ahnlichen Zellen (MORRELL et al. 2009). Eine weitere Veranderung in der
GefaBwand stellt eine erhdhte Neovaskularisation durch die Vasa vasorum dar, welche
vorrangig die Tunica adventitia, aber auch die dufReren Teile der Media betrifft (HUMBERT et
al. 2004).

Die exzessive EC-Proliferation in Verbindung mit Neoangiogenese resultiert in der Bildung
von plexiformen Lasionen mit In-situ-Thrombosen (TUDER et al. 1994, COOL et al. 1997,
HERVE et al. 2001, CHEN et al. 2004). Morphologisch handelt es sich bei den plexiformen
Lasionen um eine aneurysmale Dilatation der muskularen pulmonalen Arterien (TUDER et
al. 1994). Im proximalen Bereich der versorgenden Arterie entsteht eine Obstruktion des
Lumens, verursacht durch eine Proliferation und Fibrose der Tunica intima. Das
Ursprungsgefal (parent vessel) zeichnet sich durch eine diinnere Tunica media sowie durch
eine nicht klar definierte innere Tunica elastica aus (WAGENVOORT und WAGENVOORT
1970, TUDER et al. 1994). Die plexiformen Lasionen weisen eine glomeruloide Struktur auf,

aus denen sich abzweigende Kanéale von den Pulmonalarterien bilden (TUDER et al. 1994).

23



2. Literatur

Die Inflammation nimmt eine zentrale Rolle ein, in dem sie zu einer Triggerung oder
Vermittlung bei pulmonalarteriellem Remodeling fuhrt (DALEY et al. 2008, HASSOUN et al.
2009). Anzeichen, dass der Inflammation eine bedeutende Rolle zukommt, sind unter
anderem eine Erhohung der Entziindungszellen in der Nahe der GefalRe, die unter
pulmonalarteriellem Remodeling stehen, sowie ein Anstieg von proinflammatorischen
Zytokinen, wie zum Beispiel IL-6 und IL-1B, bei PAH Patienten (TUDER et al. 1994,
HUMBERT et al. 1995). Eine perivaskulare Entziindung mit Zellinfiltration ohne Vaskulitis
konnte in 7 von 10 Fallen mit einer Beteiligung von B- und T-Zellen und Makrophagen
nachgewiesen werden, auch findet eine Beteiligung von Mastzellen statt (TUDER et al. 1994,
NICOLLS et al. 2005). Die dabei vorhandenen Entziindungszellen tragen nun durch die
Anwesenheit ihrer Zytokine und Wachstumsfaktoren zur Proliferation bei (TUDER et al.
1994). Bereits beschriebene beteiligte Zytokine in den inflammatorischen Zellinfiltraten sind
IL-1 und Wachstumsfaktoren wie TNF-a und TGF-B, die von Makrophagen freigesetzt
werden (POLVERINI et al. 1977, KNIGHTON et al. 1983, GILLESPIE et al. 1988, TUDER et
al. 1994). Auch proinflammatorische Modelle in Ratten und Mausen, wie das Modell der
pulmonalen Th2-Inflammation oder das Modell der chronischen Hypoxie fihren zur
Entstehung eines pulmonalarteriellen Remodeling (RYDELL-TORMANEN et al. 2005,
DALEY et al. 2008, RYDELL-TORMANEN et al. 2008, BURKE et al. 2009, STENMARK et al.
2009). Beim Monokrotalin-Modell fihrt eine akute vaskuldare Endothelschadigung zu
endothelialer Dysfunktion und im spateren Prozess zu pulmonalarteriellem Remodeling
(MOLTENI et al. 1984, GALIE et al. 2004).

2.1.5. Therapeutische Moglichkeiten

Die aktuell verfiigbaren pharmokologischen Therapeutika zur Behandlung der PAH
verbessern sowohl den klinischen Zustand der Erkrankten als auch die Uberlebensprognose
der Patienten, die mit den bereits etablierten PAH-Therapien behandelt werden (GALIE et al.
2009, HUMBERT et al. 2014, MANDRAS et al. 2020). Die PAH bleibt dennoch weiterhin eine
unheilbare Krankheit. Bis zu den neunziger Jahren war die einzige spezifische
Therapiemdglichkeit eine Lungentransplantation (STERIADE et al. 2014). Zum
gegenwartigen Zeitpunkt stehen verschiedene Medikamentengruppen fir PAH-Patienten zur
Verfigung, zu denen Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (ERAs), Phosphodiesterase (PDE)-
5-Inhibitoren, Prostazyklin-Analoga, Prostazyklin-Rezeptor-Agonisten und Stimulatoren der
I6slichen Guanylatzyklase zahlen (HUMBERT et al. 2004, MANDRAS et al. 2020). Aus Sicht
einer klinischen und hamodynamischen Verbesserung bietet sowohl eine Behandlung mit
ERAs, Prostanoiden, Prostazyklin-Rezeptor-Agonisten, Stimulatoren der I6slichen
Guanylatzyklase oder PDE-5-Inhibitoren eine Verbesserung (RYERSON et al. 2010, GALIE
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et al. 2016, ROSENKRANZ et al. 2021). Kombinationsbehandlungen mit mehreren
Medikamenten aus unterschiedlichen Gruppen bieten weitere klinische Verbesserungen und
werden in letzter Zeit vermehrt eingesetzt (HUMBERT et al. 2014, GHOFRANI et al. 2020,
MANDRAS et al. 2020).

ERAs spielen eine Schlisselrolle in der Behandlung der PAH (HUMBERT und SIMONNEAU
2005, MAKI et al. 2020). Es gibt unselektive ERAs, die sowohl den Endothelin-Rezeptor-A
als auch den Endothelin-Rezeptor-B binden, und ERAs, die selektiv den Endothelin-
Rezeptor-A binden (BARST 2007). Duale ERAs stellen sowohl zur Behandlung der SSc-
assoziierten PAH als auch zur Behandlung digitaler Ulzera eine therapeutische Maoglichkeit
dar (RUBIN et al. 2002, STEEN und MEDSGER 2003, HAMAGUCHI et al. 2017).

Die Inhibierung der auf den glatten Muskelzellen lokalisierten ETA- und ETB-Rezeptoren
durch duale ERAs verhindert die von den Rezeptoren vermittelten vasokonstriktorischen und
proliferativen Effekte. Duale ERAs inhibieren jedoch auch die vasokonstriktorische Wirkung
des ETB-Rezeptors an den glatten Muskelzellen, sowie die Effekte der auf den EC
lokalisierten ETB-Rezeptoren, Vasodilatation und Endothelin-Clearance (BARST 2007). Die
fibrotischen Veranderungen, z.B. in der Intima der Pulmonalarterien, werden zwar Uber beide
Rezeptoren vermittelt, aber in erster Linie Uber den ETA-Rezeptor (PIETRA et al. 1989, SHI-
WEN et al. 2001). ET-1 vermittelt GUber den ETA-Rezeptor die Senkung der MMP-1 und flhrt
somit zu einem verminderten Kollagenabbau (SHI-WEN et al. 2001).

Die selektiven ETA-Inhibitoren bieten den Vorteil, dass die Wirkung des auf den EC
exprimierten ETB-Rezeptors gegeben ist (OPITZ und EWERT 2006, BARST 2007).
Dennoch bleibt bei dem selektivem ETA-Antagonismus der vasokonstriktorische Effekt des
auf den glatten Muskelzellen lokalisierten ETB-Rezeptors erhalten (DUPUIS 2001). Ob fir
die Therapie der PAH eine vollstandigere Blockade der vasokonstriktorischen, proliferativen
und profibrotischen Wirkung des Endothelin einen eindeutigen Vorteil liefert, wird weiterhin
diskutiert (DUPUIS 2001, BARST 2007, DUPUIS und HOEPER 2008, BADLAM und BULL
2017). Experimentelle Studien an humanen Lungenfibroblasten und Rattenlungen legen
nahe, dass eine Blockade der beiden Endothelin-Rezeptoren in den PA und somit an den
glatten Muskelzellen und den Fibroblasten von Vorteil ist (SATO et al. 1995, SHI-WEN et al.
2007). Durch eine duale Blockade der Endothelin-Rezeptoren ist eine effektivere Inhibierung
der vasokonstriktorischen Wirkung des ET-1 festgestellt worden, als bei der alleinigen
Blockade des ETA-Rezeptors (SATO et al. 1995). Andere Arbeiten sehen einen Vorteil in der
selektiven ETA-Rezeptor-Blockade (DAVENPORT et al. 1995, RUBIN et al. 2005). Die
Kontroverse, ob eine selektive Inhibierung des ETA-Rezeptors oder die duale Endothelin-
Rezeptor-Blockade von Vorteil ist, bedarf weiterer Forschung (JACOBS et al. 2006, BARST
2007, DUPUIS und HOEPER 2008).
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2.1.6. Besonderheiten der murinen und humanen Lunge

In diesem Abschnitt wird auf besondere Unterschiede der Lungenanatomie zwischen
Mensch und Maus eingegangen. Die Luft gelangt bei beiden Spezies uber die oberen
Atemwege in die Trachea, die Bronchien, die Bronchiolen und letztendlich in die Alveolen
(SUAREZ et al. 2012).

Das Aufzweigungsmuster des Bronchialbaums unterscheidet sich bei Mensch und Maus: Bei
der Maus ist dieser monopodial, beim Mensch ist er dichotom (PATRA 1986). Bei beiden
Spezies besteht die Lunge aus zwei Lungenfliigeln, dem rechten und dem linken. Die Anzahl
der Lungenlappen ist hingegen unterschiedlich. Die Maus besitzt im rechten Lungenfligel
vier Lungenlappen, beim Menschen sind es drei Lungenlappen. Der linke Lungenflligel
besteht bei der Maus nur aus einem Lungenlappen, wahrend es beim Menschen zwei
Lungenlappen sind (SUAREZ et al. 2012). Der Mauslungen-Parenchymanteil betragt 18%,
wohingegen die humane Lunge einen Parenchymanteil von 12% aufweist (IRVIN und
BATES 2003). Die Alveolen der Maus haben einen Durchmesser von 39-80 uym, die
humanen Alveolen einen Durchmesser von 200-400 um (IRVIN und BATES 2003, SUAREZ
et al. 2012).

Das sauerstoffarme Blut wird bei beiden Spezies vom rechten Ventrikel Uber die Arteria
pulmonalis in die Lunge geflhrt, die pulmonale Zirkulation flhrt das Blut bis zu den Alveolen,
wo ein Austausch zwischen CO. und O: stattfindet. Der in der Lunge stattfindende
Gasaustausch versorgt den groflen Kreislauf Gber die Aorta, die dem linken Ventrikel
entspringt, mit  sauerstoffreichem  Blut. Die Versorgung der Lunge mit
sauerstoffangereichertem Blut erfolgt Gber Abzweigungen der Aorta und der interkostalen
Arterien. Diese versorgen somit die Bronchien, die Lymphknoten und die viszerale Pleura.
Die nutritive Versorgung endet auf der Ebene der terminalen Bronchiolen (SUAREZ et al.
2012). Die Lungenperfusion zeichnet sich durch einen geringen Strémungswiderstand, eine
hohe Flussgeschwindigkeit und ein niedriges Druck-System aus (HUMBERT et al. 2004,
MANDEGAR et al. 2004). Die pulmonalen Arterien flieRen in ein dichtes Netz von
pulmonalen Kapillaren welche auf der Hohe der Ductus alveolares enden (SUAREZ et al.
2012).

Die elastischen Pulmonalarterien weisen bei der Maus alternierende Schichten von
konzentrischen elastischen Fasern und glatten Muskelzellen auf. Beim Menschen sind die
Pulmonalarterien diinn und weisen einen grofien Durchmesser auf. Dies tragt zum niedrigen
Druck im Lungengefalsystem bei. Bei der Maus gibt es Pulmonalarterien mit einem
AuRendurchmesser der glatten Muskelzellschicht von 20 ym. Beim Mensch ware eine
derartig ausgepragte Muskularisation der Arteriolen bereits ein Anzeichen von pulmonaler
Hypertonie (SUAREZ et al. 2012). Die humanen elastischen Pulmonalarterien weisen eine

dinne Schicht von elastischen Fasern auf. Nur ein kleiner distaler Anteil des
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pulmonalarteriellen Systems sind muskulare Pulmonalarterien. Diese sind reich an Elastin
und haben eine diinne Muskelschicht (SUAREZ et al. 2012).

2.1.7. Pulmonale Ty2-Inflammation als Modell der PAH

Die multifaktorielle Genese und die Komplexitat der Veranderungen, die im Laufe der PAH
auftreten, machen es auferst schwierig, die Erkrankung mithilfe von Tiermodellen zu
reproduzieren (FIRTH et al. 2012). Dies ist der Grund, warum eine Vielzahl von Tiermodellen
vorhanden ist, um die zugrunde liegenden Pathomechanismen der PAH genauer zu
untersuchen (FIRTH et al. 2012). Zu den PAH-Modellen zahlen das Hypoxie-Modell der
Maus, der Ratte, des Schafs oder des Schweins, das Monokrotalin-Modell der Ratte, das
pulmonale Th2-Modell der Maus und der Ratte, sowie verschiedene Modelle genmodifizierter
Mauslinien (DALEY et al. 2008, FIRTH et al. 2012, MIZUNO et al. 2012).

Das Hypoxie-Modell bietet den Vorteil der guten Reproduzierbarkeit. Es gibt jedoch zwischen
den Spezies, den Geschlechtern und dem Alter relevante Unterschiede (STENMARK et al.
2006, STENMARK et al. 2009). Chronische Hypoxie induziert in Mausen und Ratten
pulmonale Vasokonstriktion, Hypertrophie der Tunica Media und eine Muskularisation der
prakapillaren Arteriolen (FIRTH et al. 2012). Zudem kommt es zu einer pulmonalarteriellen
Entziindungsreaktion (STENMARK et al. 2009). Auch bei anderen Tierarten, wie zum
Beispiel Hihnern, fuhrt die Hypoxie-Exposition zu PAH-assoziierten Veranderungen (YANG
et al. 2012). Ein Nachteil des Hypoxiemodells ist, dass die Veranderungen, im Gegensatz zu
den Veranderungen bei humaner PAH, bei Riickkehr zur Normoxie reversibel sind, ferner tritt
insbesondere bei Mausen nur mildes pulmonalarterielles Remodeling auf, welches
ausschlieBlich die Tunica media betrifft (STENMARK et al. 2009). Eine Weiterentwicklung
stellt das SU5416/ Hypoxiemodell bei Ratten dar, bei denen eine Injektion des VEGF-
Rezeptorblockers SU5416 mit einer chronischen Hypoxieexposition kombiniert wird. Die
Tiere entwickeln eine schwere, progressive und irreversible PAH, bei der auch den
plexiformen Lasionen des Menschen ahnliche Veranderungen auftreten. Das Modell konnte
bislang jedoch nicht erfolgreich auf Mause Ubertragen werden (GOMEZ-ARROYO et al.
2012).

Das Monokrotalin-Modell der Ratte bietet den Vorteil, dass bereits eine einzige subkutane
Applikation ausreicht, binnen sieben Tagen zu pulmonalarteriellem Remodeling, binnen zehn
Tagen zu pulmonaler Hypertonie und binnen 12 Tagen zu einer Rechtsherzhypertrophie zu
fuhren (KAY et al. 1982). Ferner konnte bei Ratten nach Monokrotalin Behandlung in
isolierten perfundierten Lungen nachgewiesen werden, dass es zu einer frihen und
transienten Erhdhung in der pulmonalvaskuldren Reagibilitdt auf bestimmte
Vasokonstriktoren kommt (GILLESPIE et al. 1986). Das Monokrotalin-Modell konnte bislang
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nicht auf die Maus Ubertragen werden. Ursache dafir ist, dass Mause das Monokrotalin
aufgrund von Speziesunterschieden im hepatischen Cytochrom CYP3A nicht in den aktiven
Metaboliten Dehydromonokrotalin umwandeln kénnen (GOMEZ-ARROYO et al. 2012). Ein
Nachteil des Monokrotalinmodells ist, dass die Veranderungen im Gegensatz zur humanen
PAH sehr leicht durch pharmakologische Eingriffe verhindert werden kénnen, teilweise sogar
mit Stoffen, die beim Menschen PAH auslésen, wie zum Beispiel Dexfenfluramin
(STENMARK et al. 2009).

Es gibt zunehmende Evidenz fur eine entscheidende Rolle der immunologischen Prozesse in
der Pathogenese der PAH und wiederholte Beobachtungen, dass Tu2-Inflammation an der
Entstehung PAH-assoziierter Pathologien beteiligt sein konnte (HASSOUN et al. 2009).
Daher erscheint auch das Modell der pulmonalen Tn2-Inflammation zunehmend relevant. Die
Th2-Antwort wurde in diesem Modell fir diverse Allergene wie Ovalbumin (OVA),
Hausstaubmilben (house dust mite, HDM) und Aspergillus fumigatus bereits gut
charakterisiert (CORRY et al. 1998, GRUNIG et al. 1998, DALEY et al. 2008, DAAN DE
BOER et al. 2013). Das Tw2-induzierte Modell bietet die Mdglichkeit, die PAH-assoziierten
pulmonalvaskularen Veranderungen genauer zu erforschen: Dieses Modell eignet sich gut,
da verschiedene Allergene und genmodifizierte Mauslinien eingesetzt werden koénnen
(RYDELL-TORMANEN et al. 2005, DALEY et al. 2008, RYDELL-TORMANEN et al. 2008,
RYDELL-TORMANEN et al. 2008, THOUA et al. 2012, PARK et al. 2013).

Das Allergen-induzierte Inflammationsmodell fihrt nach Allergen-Exposition zu pulmonalen
Gefallveranderungen, mit perivaskularer Inflammation, pulmonalvaskularer Hyperreagibilitat
und ausgepragtem und komplexem pulmonalarteriellen Remodeling (RYDELL-TORMANEN
et al. 2005, WITZENRATH et al. 2006, DALEY et al. 2008, RYDELL-TORMANEN et al.
2009, WENG et al. 2011, GOMEZ-ARROYO et al. 2012, MUSHABEN et al. 2012). OVA-
sensibilisierte und anschlieBend wiederholt OVA-atemwegsexponierte Mause zeigen
erheblich verdickte Arterienwdnde mit einer Hyperplasie der glatten Aktin-exprimierenden
Muskelzellen (DALEY et al. 2008, RYDELL-TORMANEN et al. 2008, RYDELL-TORMANEN
et al. 2009). Ferner kommt es zu einer Erhéhung der Anzahl an Myofibroblasten und
Prokollagen-1-positiven Zellen, sowie zur Proliferation von Endothelzellen in der Intima
(RYDELL-TORMANEN et al. 2008, RYDELL-TORMANEN et al. 2009). Das Lungengewebe
ist gekennzeichnet durch eine transiente Leukozyteninfiltration mit signifikanter
peribronchialer und perivaskularer Eosinophilie (RYDELL-TORMANEN et al. 2005, DALEY
et al. 2008, RYDELL-TORMANEN et al. 2009). Daley et al. konnten im Modell einer Antigen-
induzierten pulmonalen Inflammation zeigen, dass eine Verbindung zwischen der Antigen-
induzierten Th2-Immunantwort und der Induktion eines ausgepragten pulmonalarteriellen
Remodeling besteht. Die Tu2-Immunantwort bestimmt den Grad des pulmonalarteriellen

Remodeling in OVA-sensibilisierten und OVA-atemwegsexponierten Mausen. Dieses
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Antigen-induzierte pulmonalarterielle Remodeling erfordert die Anwesenheit von CD4*-T-
Zellen. Mause, in denen die CD4*-T-Zellen depletiert wurden, wiesen kein ausgepragtes
Tu2-induziertes pulmonalarterielles Remodeling auf. Darlber hinaus war das
pulmonalarterielle Remodeling nach IL-13-Blockade und bei IL-4-defizienten Mausen
signifikant reduziert. Das pulmonalarterielle Remodeling korreliert mit den Antigen-
induzierten Serum-Immunglobulinen (lg) IgE und IgG1 sowie mit den Zytokinen IL-4 und IL-5
aus der bronchoalveolaren Lavage-Flussigkeit (DALEY et al. 2008).

Bei Mausen wird infolge Antigensensibilisierung und anschlieBender Atemwegsexposition
eine pulmonale eosinophile Inflammation induziert (GAVETT et al. 1994). Die Anwesenheit
von IL-4 induziert eine Immunantwort vom Tnx2-Typ und ist ebenso wie IL-5 fir die
eosinophile Inflammation infolge Antigenexposition erforderlich (COYLE et al. 1995, WILLS-
KARP und EWART 1997, CHO et al. 2004). Die Expression von Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF) in respiratorischen Epithelzellen in
Verbindung mit einer mehrfachen Atemwegsexposition mit OVA flihrt zu einer verstarkten
Eosinophilie im Lungengewebe und in der BALF, sowie zu einer Erhéhung aktivierter CD4-
und CD8-T-Zellen im Lungenhomogenat (LEI et al. 1998, STAMPFLI et al. 1998). Allergen-
spezifische T-Zellen werden durch verschiedene Mediatoren in die Atemwege rekrutiert.
Diese fuhren dann zu einer Lungeninflammation, die durch eine eosinophile Infiltration
gekennzeichnet ist (VAN OOSTERHOUT et al. 1993, WILLS-KARP und EWART 1997,
DORFMULLER et al. 2003, LANDGRAF und JANCAR 2008).

Trotz ausgepragtem pulmonalarteriellen Remodeling konnten Daley et al. im Tu2-Modell
keine Erhohung des basalen rechtsventrikularen systolischen Drucks und auch keine
Rechtsherzhypertrophie nachweisen (DALEY et al. 2008). Prolongierte Antigenapplikation
resultiert im Allergen-induzierten Modell jedoch auch in pulmonaler Hypertonie (MUSHABEN
et al. 2012). Witzenrath et al. beschrieben zudem, dass die pulmonale Th2-Inflammation in

Mausen eine pulmonalvaskulare Hyperreagibilitat zur Folge hat (WITZENRATH et al. 2006).

2.2. Das Endothelin-System

Der potente endogene Vasokonstriktor ET-1 wurde 1988 erstmals aus porzinen Aorta-
Endothelzellen isoliert. ET-1 besteht aus 21 Aminosduren und zwei intramolekularen
Disulfidbriicken (YANAGISAWA et al. 1988, INOUE et al. 1989). Es weist eine Homologie
zum Schlangengift Sarafotoxin S6a, 6b, 6¢ und 6d der Atractaspis engaddensis auf (KLOOG
et al. 1988, YANAGISAWA et al. 1988, WILLIAMS et al. 1991, TAKIMOTO et al. 1993).
Sarafotoxin 6¢ fuhrt zu einer vorubergehenden Gefalidilatation sowie zu einer verlangerten

Kontraktion der glatten Muskelzellen in den Bronchien, im Gastrointestinaltrakt und im
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Uterussystem und wirkt tGber eine selektive Aktivierung des ETB-Rezeptors (WILLIAMS et al.
1991, TAKIMOTO et al. 1993, ZAMORA et al. 1993, MIZUGUCHI et al. 1997).

Es existieren drei Endothelin-Isopeptide, das klassische Endothelin (Endothelin-1; ET-1), das
(Trp®,Leu’) Endothelin (Endothelin-2; ET-2) und das (Thr?Phe* Thr5 Tyr® Lys’ Tyr'4)
Endothelin (Endothelin-3; ET-3) (YANAGISAWA et al. 1988, INOUE et al. 1989, SAIDA et al.
1989). Alle drei Endothelin-Isopeptide weisen eine starke vasokonstriktorische und
systemische blutdrucksteigernde Wirkung auf (INOUE et al. 1989). Die humanen Gene fur
ET-1 befinden sich auf dem Chromosom 6, die fir ET-2 auf dem Chromosom 1 und die fir
ET-3 auf dem Chromosom 20 (BLOCH et al. 1989, BLOCH et al. 1989, INOUE et al. 1989,
ARINAMI et al. 1991). Bei der Maus liegen die Gene fur ET-1 auf dem Chromosom 13, die
fur ET-2 auf dem Chromosom 4 und die fur ET-3 auf dem Chromosom 2 (WILLIAMSON et
al. 1995, MAEMURA et al. 1996, KOTAKE-NARA und SAIDA 2006). ET-1 wird in
verschiedenen Zellen generiert. Hierbei handelt es sich in erster Linie um EC. Aber auch
vaskulare glatte Muskelzellen (VSMCs), Kardiomyozyten, Leukozyten und Fibroblasten sind
in der Lage, ET-1 zu synthetisieren (BATTISTINI et al. 1993, LUSCHER und BARTON
2000). Die humane Endothelin-Synthese erfolgt aus dem Prepro-Endothelin, einem aus 212
Aminosauren bestehenden Neuropeptid (ITOH et al. 1988). Dieses wird zunachst Uber eine
Endopeptidase zum ,Big Endothelin® umgebaut, das bei Menschen aus 38 Aminosauren
besteht (INOUE et al. 1989, TAILLE et al. 2007). Aus dem Big Endothelin wird nun durch das
Endothelin-konvertierende Enzym 1 (endothelin-converting-enzyme-1, ECE1) und 2 (ECE2)
Uber eine proteolytische Spaltung das Endothelin generiert (YANAGISAWA et al. 1988,
INOUE et al. 1989, IKEGAWA et al. 1990, XU et al. 1994, EMOTO und YANAGISAWA
1995).

In anasthesierten Ratten konnte die Wirkung der Isopeptide auf den systemischen Blutdruck
gezeigt werden (INOUE et al. 1989). ET-1 und ET-2 weisen einen zweiphasigen
Wirkungsverlauf auf, bei dem es nach einem Peak zu einer Absenkung der
vasopressorischen Wirkung mit einem darauffolgenden Wiederanstieg und einem langsamen
Abfall kommt. Bei ET-1 dauerte es ungefahr 121 Minuten bis die Druckantwort um 80% zur
Baseline zurickgegangen war, bei ET-2 159 Minuten, wahrend sie bei ET-3 bereits nach 74
Minuten um 80 % zurtickging (INOUE et al. 1989).

ET-1 spielt in der Pathogenese der PAH eine wesentliche Rolle (RUBIN et al. 2002, GALIE
et al. 2004). Giaid et al. konnten im Jahre 1993 bei PAH-Patienten, die bereits vaskulare
Veranderungen wie eine Verdickung der Tunica media und eine Fibrose der Tunica intima
der Lungenarterien aufwiesen, mittels Immunozytochemie eine erhohte Immunreaktivitat
gegenuber Endothelin-1 nachweisen. Diese zeigte sich insbesondere in den Endothelzellen
veranderter muskularer Pulmonalarterien und in plexiformen L&sionen. Eine erhdhte

Endothelin-1-Expression konnte auf mMRNS-Ebene an den gleichen Lokalisationen, an denen
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die ET-1-Immunoreaktivitat festgestellt wurde, nachgewiesen werden. Dies waren vor allem
die vaskularen EC (GIAID et al. 1993). ET-1 fordert die Proliferation der vaskularen glatten
Muskelzellen (WEISSBERG et al. 1990, JANAKIDEVI et al. 1992). Zudem tragt ET-1 zur
Migration und Proliferation der PASMC beim pulmonalarteriellen Remodeling bei (UNDEM et
al. 2012, HUETSCH et al. 2018).

ET-1 induziert die Produktion von Zytokinen in humanen Makrophagen, wie TNF-a (HALLER
et al. 1991, CHANEZ et al. 1996). Die Freisetzung von TNF-q, IL-18 und IL-6 in humanen
Monozyten wird ebenfalls durch ET-1 hervorgerufen (HELSET et al. 1993). ET-1 induziert in
humanen Lungenfibroblasten die Expression von GM-CSF (XU und ZHONG 1997).

ET-1 spielt weiterhin eine wichtige Rolle durch die Fahigkeit, neutrophile Granulozyten zu
stimulieren (,primen“), deren Aggregation und Margination zu férdern, sowie sie zur
Freisetzung von plattchenaktivierendem Faktor und Elastase zu stimulieren (MICHAEL und
MARKEWITZ 1996, HENRY 1999).

Die ET-1-Plasma-Konzentration betragt physiologischerweise bei Menschen zwischen 1-2
pg/ml, wohingegen die ET-1-Konzentration im Plasma von naiven Mausen zwischen 0,52 +
0,31 pg/ml liegt (HUMBERT und SIMONNEAU 2005, WUNDER et al. 2005).

ET-1 wird von Epithelzellen der Lunge vorzugsweise in Richtung Tunica submucosa
sekretiert, wo es auto- oder parakrin wirkt (HENRY 1999). Die autokrine Aktivierung der
Epithelzelle hat die Sekretion weiterer Bronchomodulatoren wie den Cyclooxygenase-
Produkten Thromboxan A. und Prostaglandin E2 zur Folge (TAKIMOTO et al. 1996). Die
héchste ET-1 Konzentration scheint in Endothelzellen nachweisbar zu sein (YANAGISAWA
und MASAKI 1989, OZAKI et al. 1995). In Endothelzellen wird die Produktion von ET-1 durch
verschiedene Wirkstoffe stimuliert, wie zum Beispiel Angiotensin II, Calcium-lonophor,
Transformierender Wachstumsfaktor TGF-B, IL-1, Vasopressin und Phorbolester
(YANAGISAWA et al. 1989, YOSHIZUMI et al. 1989, IMAI et al. 1992, OZAKI et al. 1995). In
den Endothelzellen wird ET-1 vorrangig in Richtung abluminaler Seite und somit ausgerichtet
zur glatten Muskulatur freigesetzt, wo es parakrin wirken kann (LUSCHER und BARTON
2000). An den glatten Muskelzellen kommt es Uber beide Rezeptoren zur Vasokonstriktion
(MAZZUCA und KHALIL 2012).

2.2.1. Endothelin-Rezeptoren

Die vasoaktive Wirkung von ET-1 wird in den vaskularen glatten Muskelzellen Uber die am
ETA- und ETB-Rezeptor gekoppelten G-Proteine Gq, G11, Gi2113, Gi und Go, und in den
Endothelzellen Uber das am ETB-Rezeptor gekoppelte G-Protein G4 vermittelt (ARAI et al.
1990, SAKURAI et al. 1990, MAZZUCA und KHALIL 2012, HORINOUCHI et al. 2013).

Endothelin-Rezeptoren findet man im Gefal3system in pulmonalen, subkutanen, koronaren
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und mammaren Arterien, sowie in Venen und glomerularen Kapillaren. Auf der zellularen
Ebene befinden sich die ETA-Rezeptoren in den vaskularen glatten Muskelzellen, wahrend
man die ETB-Rezeptoren vor allem in den Endothelzellen und zu geringen Teilen ebenfalls
in den vaskularen glatten Muskelzellen vorfindet (MAZZUCA und KHALIL 2012). Das
Verhaltnis der ETA- und ETB-Rezeptoren ist in den humanen Pulmonalarterien deutlich
zugunsten des ETA-Rezeptors verschoben (93:7) (FUKURODA et al. 1994).

2.2.1.1. ETA-Rezeptor

Das Gen fir den aus 427 Aminosauren bestehenden ETA-Rezeptor befindet sich auf dem
Chromosom 8 bei der Maus und auf dem Chromosom 4 bei Menschen (ARAI et al. 1990,
HOSODA et al. 1991, PEZZETTI et al. 2000, ZHANG et al. 2013). Eine hohe Dichte dieses
Rezeptors befindet sich auf den glatten Muskelzellen und Fibroblasten der Lunge von Maus
und Mensch, vor allem in den Pulmonalarterien, aber auch in der Muskulatur der grof3en
Bronchiolen (TAKUWA et al. 1989, HENRY 1999, SHI-WEN et al. 2001, ABRAHAM und
DISTLER 2007). Besonders stark ist der ETA-Rezeptor in der Tunica media des proximalen
Teils der pulmonalen Arterien lokalisiert. Die humanen PA weisen einen hoheren Anteil an
ETA-Rezeptoren als an ETB-Rezeptoren auf (DAVIE et al. 2002). Von den Endothelin-
Isopeptiden haben ET-1 und ET-2 eine héhere Affinitat zum ETA-Rezeptor als ET-3 (ARAI et
al. 1990). ET-1 wirkt direkt auf die glatten Muskelzellen Gber die Bindung und konsekutive
Aktivierung des ETA-Rezeptors und induziert hieriber Vasokonstriktion (OZAKI et al. 1995).
Zudem fihrt ET-1 Uber die Aktivierung des ETA-Rezeptors zur Proliferation der PASMC
(ZAMORA et al. 1993). Die Aktivierung des ETA-Rezeptors in humanen
Bronchialepithelzellen hat eine Hochregulierung in der Genexpression und der Freisetzung
von Fibronektin zur Folge, was eine starke chemotaktische Wirkung fir Fibroblasten darstellt
und zu deren Rekrutierung fuhrt (MARINI et al. 1996).

2.2.1.2. ETB-Rezeptor

Das Gen fir diesen aus 442 Aminosauren bestehenden Rezeptor ist auf dem murinen
Chromosom 14 und dem humanen Chromosom 13 lokalisiert (SAKURAI et al. 1990,
NAKAMUTA et al. 1991, HOSODA et al. 1994, ROIX et al. 2001). Die Endothelin-Isopeptide
weisen keine selektive Affinitat zum ETB-Rezeptor auf (SAKURAI et al. 1990).

Die Lunge hat eine hohe ETB-Rezeptor-Expression (SAKURAI et al. 1990, FUKURODA et
al. 1994). Diese sind vor allem im distalen Bereich des Lungengefalbaums lokalisiert
(DAVIE et al. 2002). Die ETB-Rezeptoren sind auf den EC der Lungengefalle, auf den

glatten Muskelzellen der Tunica Media der meisten Arterien und Venen, sowie in den
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Bronchiolen und Alveolen exprimiert (LI et al. 1994, DAVIE et al. 2002, KELLAND et al.
2010, WATTS 2010). ET-1 fuhrt Gber den ETB-Rezeptor auf den glatten Muskelzellen zu
einer Vasokonstriktion, wohingegen die Aktivierung des auf den Endothelzellen lokalisierten
ETB-Rezeptors eine Uber NO- und PGl>-Freisetzung induzierte Vasodilatation zur Folge hat
(TAKAYANAGI et al. 1991, CLOZEL et al. 1992, GALIE et al. 2004). Sowohl NO als auch
PGl wirken zudem als antiproliferative Mediatoren (CHICHE et al. 1998, ZUCKER et al.
1998, NAGASE et al. 1999).

Der ETB-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle bei der Clearance des ET-1. Diese erfolgt vor
allem Uber die Lunge sowie Uber die Nieren und die Leber. Endothelin wird sehr schnell aus
der Zirkulation entfernt. So betrug die Clearance-Rate eines Endothelinbolus in einer
isolierten perfundierten Rattenlunge 80 % nach nur einer Passage. Die rasche Endothelin-
Clearance konnte auch eine Ursache fur die niedrige Endothelin-Konzentration im Plasma
sein (FUKURODA et al. 1994).

2.2.2. Endothelin-Signalkaskaden

Die Signaltransduktion von ET-1 bewirkt an den glatten Muskelzellen via ETA und ETB
Vasokonstriktion und Proliferation. Dabei fiihrt die Bindung von ET-1 an ETA und ETB Uber
eine Aktivierung der G-Proteine G4 und Gs (ETA-Rezeptor), beziehungsweise G4 und G;
(ETB-Rezeptor) zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC) (REMUZZI et al. 2002). Diese
bewirkt wiederum die Produktion der sekundaren Botenstoffe Inositoltrisphosphat (IP3) und
1,2-Diacylglycerol (DAG) (TAKUWA et al. 1989). Die daraufhin ausgeloste Ca?-
Mobilisierung erfolgt in zwei Phasen: In der ersten, schnellen Phase kommt es durch die
Bindung von IP3 an dessen Rezeptor am sarkoplasmatischen Retikulum zur Ca?'-
Freisetzung und somit zur Erhéhung der freien intrazellularen Ca?'-Konzentration.
Infolgedessen tritt in der zweiten, verzdgerten Phase durch die anhaltende erhdhte
intrazellulare  Ca?-Konzentration ein Influx von extrazellularem Ca?* (ber die
speicherabhangigen Kalziumkanale (store-operated Ca?* channels, SOCC) ein. DAG aktiviert
die Proteinkinase C (PKC). Dies filhrt zum Einstrom des extrazellularen Ca?* Uber die
Rezeptor-gesteuerten Kalziumkanale (receptor-operated Ca?* channels, ROCC) (TAKUWA et
al. 1989, SIMONSON und DUNN 1990, HORINOUCHI et al. 2013). Durch die erhéhte Ca?*-
Konzentration entsteht der Ca?'-Calmodulin-Komplex, welcher zur Phosphorylierung der
Ca?*-abhangigen Myosin-leichte-Ketten-Kinase fiihrt. Im Folgenden entsteht eine Aktin-
Myosin-Bindung und somit die Kontraktion (HORINOUCHI et al. 2013).

ET-1 ist ferner in der Lage Uber ETA und ETB den Ras-Raf-Signalweg und im Folgenden die
Mitogen-aktivierte Proteinkinase (mitogen-activated protein kinase, MAPK) zu aktivieren
(WANG et al. 1994, YOGI et al. 2007). Die MAPK flhrt zur Kontraktion der glatten
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Muskelzellen und dartiber hinaus im weiteren Verlauf der Kaskade zur Phosphorylierung der
extrazellular signalregulierten Kinase (extracellular signal-requlated kinase, ERK) (ADAM
und HATHAWAY 1993, YOGI et al. 2007, CHEN et al. 2009). Uber eine Aktivierung der
proto-Onkogene c-fos, c-myc und c-jun wird schlieRlich Zellproliferation induziert (TAKUWA
et al. 1989, BOBIK et al. 1990, SIMONSON et al. 1992, WANG et al. 1994).

Die Aktivierung von ETA (Giz43) flhrt Gber den Ca?*-unabhangigen Rho-Kinase-Signalweg
zur Vasokonstriktion. Hierbei wird der Guanosintriphosphat (GTP)-Austauschfaktor (guanine
nucleotide exchange factor, GEF) aktiviert, welcher im weiteren Verlauf der Signalkaskade
uber Rho-GTP die Rho-Kinase aktiviert. Es kommt zu einer Phosphorylierung der Myosin-
Phosphatase und zur konsekutiven Kontraktion der glatten Muskelzellen (HORINOUCHI et
al. 2013). Der Rho-Kinase Signalweg spielt auch in der Vermittlung der Vasokonstriktion in
experimentellen Modellen der PAH eine zentrale Rolle (OKA et al. 2007, FIRTH et al. 2012).
ET-1 triggert zudem Uber die Rho-Kinase und den Bindegewebs-Wachstumsfaktor die
Produktion extrazellularer Matrixproteine, wie Fibronektin und Kollagen Typ | (HAHN et al.
1993, RIZVI et al. 1996, RODRIGUEZ-VITA et al. 2005).

Die Signaltransduktion des ETB-Rezeptors, der sich auf den EC befindet, fuhrt hingegen zur
Vasodilatation und hat eine Clearance-Funktion fur das zirkulierende ET-1 (TAKAYANAGI et
al. 1991, CLOZEL et al. 1992, FUKURODA et al. 1994). Infolge der Bindung des ET-1 an
den auf EC lokalisierten ETB-Rezeptor kommt es zur Aktivierung der PLC mit konsekutivem
Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration. Hierdurch kommt es zur Aktivierung der Ca?*/
Calmodulin  (CaM)-abhangigen endothelialen NO-Synthase (eNOS) und der Ca?-
abhangigen COX-2 (HORINOUCHI et al. 2013). Die COX-2 fihrt nach Freisetzung von
Arachidonsaure durch die Phospholipase Az zur Bildung von PGIl, aus Arachidonsaure
(DEACON und KNOX 2010).

Die Aktivierung der eNOS bewirkt eine Produktion von NO. NO wird in den EC aus L-Arginin
synthetisiert (LIU et al. 2003). Es konnte gezeigt werden, dass NO die Prepro-ET-1-
Genexpression senkt und die ET-1-Sekretion mittels Aktivierung der I6slichen
Guanylatzyklase (soluble guanylate cyclase, sGC) reduziert (KELLY et al. 2004). NO und
PGI. sind in der Lage, uber verschiedene Mechanismen eine relaxierende Wirkung auf die
glatten Muskelzellen hervorzurufen (HORINOUCHI et al. 2013). NO diffundiert von den EC
zu den glatten Muskelzellen, in denen es die sGC stimuliert (MONCADA und HIGGS 1991,
GAO et al 2016). Infolgedessen kommt es zur Erhéhung von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cyclic guanosine monophosphate, cGMP). Die Proteinkinase G
wird stimuliert und triggert die Vasodilatation, indem es zur Senkung der intrazellularen Ca?*-
Konzentration kommt (HORINOUCHI et al. 2013). Der Ca?*-Influx Uber die Ca?*-Kanale sinkt
und ein Efflux in das sarkoplasmatische Retikulum (SR) und nach extrazellular findet statt
(MAZZUCA und KHALIL 2012, HORINOUCHI et al. 2013). PGI2 induziert Vasodilatation,
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indem es in glatten Muskelzellen die Adenylatcyclase stimuliert. Es kommt zu einem Anstieg
von zyklischem Adenosinmonophosphat (cyclic adenosine monophosphate, cAMP),
woraufhin die Proteinkinase A aktiviert wird. Es folgt eine Senkung der Ca?*-Konzentration im
Cytosol (MAZZUCA und KHALIL 2012, HORINOUCHI et al. 2013).

Die EC sind ein wesentlicher Ort der Endothelin-Synthese und des Endothelin-Abbaus. Die
Degradierung des ET-1 erfolgt via ETB-Rezeptor. Dem ETB-Rezeptor kommt daher nicht nur
in der Regulation des vaskularen Muskeltonus, sondern auch in der Clearance des ET-1 eine
wesentliche Funktion zu. Das extrahierte Endothelin gelangt nicht zurtck in die Zirkulation,
sondern wird von dem vaskularen Endothel abgesondert (FUKURODA et al. 1994, DUPUIS
et al. 1996, GRATTON et al. 1997, HENRY 1999, DUPUIS 2001). Das vom ETB-Rezeptor
gebundene ET-1 wird schnell in die Zelle internalisiert (OKSCHE et al. 2000). Die
Endozytose fuhrt den Ligand-ETB-Rezeptor-Komplex ins Endosom/ Lysosom, wo der ETB-
Rezeptor und das Endothelin gemeinsam abgebaut werden (OKSCHE et al. 2000,
HORINOUCHI et al. 2013).

ET-1 induziert in Fibroblasten ETA/ETB-abhangig die Produktion von Kollagen | und
Kollagen IIl. ET-1 fihrt in Fibroblasten zudem via Aktivierung des ETA-Rezeptors zur
Reduktion der Matrix-Metalloproteinase-1 (MMP-1)-Sekretion. Da MMP-1 am Kollagen-
Abbau beteiligt ist, konnte die Aktivierung des ETA-Rezeptors zur Akkumulation von
Kollagen in der extrazellularen Matrix beitragen (SHI-WEN et al. 2001).

Zudem fuhrt ET-1 in Lungenfibroblasten via ETA-Rezeptor und rac/ Phosphoinositid-3-
Kinase/ Akt-Kaskade zur Induktion der a-SMA-Protein-Expression und férdert somit die
Bildung von Myofibroblasten (SHI-WEN et al. 2004). Ferner konnte gezeigt werden, dass ET-
1 Uber die MAPK/ ERK-Kinase (MEK)/ ERK/ MAPK-Signalkaskade die Genexpression des
Bindegewebs-Wachstumsfaktors (CCN2) induziert, welcher zur Differenzierung von
humanen Fibroblasten in Myofibroblasten beitragt (SHI-WEN et al. 2004, FONSECA et al.
2011, WENG et al. 2014). Auch die Fahigkeit von TGF-3, die Expression von profibrotischen
Genen wie Fibronektin, Kollagen | und CCN2 zu induzieren, ist ET-1-abhangig (SHI-WEN et
al. 2007).
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Die tierexperimentellen Untersuchungen erfolgten gemaf Tierschutzgesetz § 8 Abs. 1 und §
6 Abs. 1 Satz 2 Nr. 4, nach Genehmigung durch das Landesamt fir Gesundheit und

Soziales, Berlin.

3.1. Tiere

Die folgenden hier untersuchten Mauslinien wurden in den Forschungseinrichtungen fir
Experimentelle Medizin, Charité - Universitatsmedizin Berlin, Berlin gezlichtet:

- Endothelin-B-Rezeptor-defiziente Mause (ETB”) mit einem Dopamin-B-Hydroxylase-
ETB-Transgen auf einem C57BL/6/129-Hintergrund und deren korrespondierende
Wildtyp-Mause (WT) (QUASCHNING et al. 2005);

- Humanes Prepro-Endothelin-1-iiberexprimierende Mause (ET'Y), Linie 856, auf einem
NMRI/C57BL/6-Hintergrund und deren korrespondierende WT-Mause (WT)
(HOCHER et al. 1997).

Die ETB-defizienten Mause lieRen sich bei deutlich alterierter Hautpigmentierung und
Fellfarbe phanotypisch differenzieren (OHUCHI et al. 1999).

Die Genotypisierung der ETY9-Linie erfolgte routinemaRig mittels Standard-Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) aus Blut oder Schwanzspitzenbiopsien
(Tabelle (Tab.) 1) (KRAUSE-RELLE 2010).

Tab. 1 Primer der ET'"%-Polymerase-Kettenreaktion

Primer Sequenz Bandengrélie | Nachweis
(Basenpaare)

ET-19003 se | 5°CCC CAT TCT AAG CAT AGG GGC 3" | ~503 ET"

ET-1 9507 ase | 5’AGC CAG TGA AGA TGG TTG GGG 3" | ~503 ET"

Die Tiere wurden in folgenden Gruppen eingesetzt:

1) Naive 8-12 Wochen bzw. 6 Monate alte ETB”-Mause und deren korrespondierende
WT-Mause zur Analyse funktioneller Parameter in der isoliert perfundierten und
ventilierten Mauslunge (IPML), rechtsventrikularer Hypertrophie, pulmonaler
Inflammation und zur Organanalyse von Milz und Leber.

2) 12-14 Wochen alte ETB-Mause und deren korrespondierende WT-M&use nach
Induktion einer pulmonalen Tnu2-Inflammation zur Analyse funktioneller Parameter in

der IPML, rechtsventrikularer Hypertrophie, pulmonaler Inflammation, humoraler
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Immunantwort und pulmonaler Kollagendeposition und zur Organanalyse von Milz
und Leber.

3) Naive 2-6 Monate bzw. 16-18 Monate alte ET'%-Mause und deren korrespondierende
WT-Mause zur Analyse funktioneller Parameter in der IPML, rechtsventrikularer
Hypertrophie und pulmonaler Inflammation. Die Organanalyse von Milz und Leber
erfolgte an naiven ET9-Mausen und korrespondierenden WT-Mausen der
Altersklassen 2-4 Monate (Mo), 12 Mo und >16 Mo.

3.2. Tierhaltung

Wahrend der Versuchszeit erfolgte die Haltung der Mause in Gruppen, spezifisch-
pathogenfrei in geschlossenen, individuell ventilierten Kafigen (individual ventilated cage,
IVC) (Typ ll-L, EHERT, Emmendingen, Deutschland) mit konventioneller Einstreu. Den
Tieren stand pelletiertes Ovalbumin-freies Futter und Wasser ad libitum, sowie Nist- und
Spielmaterial zur Verfigung. Es gab einen zwdlfstiindigen Tag/Nacht-Beleuchtungs-

rhythmus.

3.3. Isoliert perfundierte und ventilierte Mauslunge (IPML)

3.3.1. Isolierung von Lunge und Organen

Die im Anschluss beschriebene Praparation erfolgte gemafl Arbeitsanleitung der AG
Witzenrath, modifiziert nach von Bethmann et al. (VON BETHMANN et al. 1998).
Verwendete Gerate, Substanzen und Verbrauchsmaterialien sind in den Tabellen 3, 5, 11
und 12 beschrieben.

Die Maus wurde gewogen und anschlieBend durch intraperitoneale Injektion von Ketamin
(160 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (75 mg/kg Koérpergewicht), geldst in steriler
isotonischer  Kochsalzlésung (NaCl 0,9%), narkotisiert. Nach Erléschen des
Zwischenzehenreflexes und somit nach Erreichen des Toleranzstadiums wurde das
Operationsfeld mit Braunol® gereinigt. Das Tier wurde in dorsaler Lage auf eine
Praparierbank gelegt und es erfolgte die Tracheotomie nach medianer Inzision von Kutis und
Subkutis. Zwischen den Knorpelspangen 2 und 3 erfolgte nach Legen einer lockeren Ligatur
die transversale Inzisur der Trachea, gefolgt von der Intubation. Fortan erfolgte fiir den
Zeitraum der Préaparation eine Uberdruckbeatmung.

Das Tier wurde entlang der Linea alba laparotomiert. Jeweils lateral und parallel zur letzten
Rippe wurden Entlastungsschnitte vorgenommen. Zum Eréffnen des Thorax wurde der

Processus xyphoideus leicht angehoben und das Zwerchfell horizontal auf Hohe des

38



3. Material und Methoden

Ligamentum falciforme aufgeschnitten, sodass die Sicht auf das Herz mdglich war. Es
wurden 70 I.E. Heparin in einem Gesamtvolumen von 50 pl intrakardial injiziert. Nach einem
einminitigen Intervall wurde das Tier Uber die Vena cava caudalis entblutet. Die
Vorderextremitaten wurden auf einer Praparierunterlage in der Plexiglaskammer (Typ 839,
Grole 1) (Abb.1, Tab. 3) fixiert. Anschliefend wurde der Unterleib vom Thorax abgetrennt.
Milz und Leber wurden teilweise asserviert und bis zur Verarbeitung auf Eis gelagert. Es
folgte eine Sternotomie. Mogliche Verwachsungen der Lunge mit Pleura, Thymus oder
Perikard wurden schonend geldst, um die vollstandige Entfaltung der Lunge zu ermdglichen.
Der eroffnete Thorax wurde mit Nadeln fixiert. Perikard und Thymus wurden partiell stumpf
abprapariert. Um die Arteria pulmonalis wurde eine lockere Ligatur gelegt. Im
anschlieBenden Praparationsschritt wurde die Herzspitze um ca. 1 mm abgeschnitten und
der linke Ventrikel mittels Pinzette leicht geweitet. Der rechte Ventrikel wurde eroéffnet,
sodass hieruber ein Katheter in die Arteria pulmonalis vorgeschoben und mittels Ligatur
fixiert werden konnte. Uber diesen Katheter erfolgte die nicht-rezirkulierende Perfusion der
Lunge mit sterilem, auf 37°C erwarmtem, blasenfreiem Perfusionsmedium mit einer
konstanten Perfusionsgeschwindigkeit von 1 ml/min. Fir den vendsen Abfluss wurde ein
zweiter Katheter Uber den linken Ventrikel in den linken Vorhof gefuhrt und mittels Ligatur
fixiert. Als Perfusionsmedium diente ein Krebs-Henseleit-Hydroxyethylamylopectin-Puffer
(Serag-Wiessner GmbH & Co. KG, Naila), der mit 20 mmol/I Natriumhydrogencarbonat 8,4%
(B. Braun SE, Melsungen) und einem Gasgemisch aus 75% Nz, 20% O, und 5% CO:
versetzt wurde. Nach der Praparation erfolgte das Schlielen der Plexiglaskammer und das
Umstellen des Beatmungsmodus von Uberdruck- auf druckkontrollierte Unterdruckbeatmung
(min. -4,5 bis max. -9 cm H>O; 90 Atemzlge pro Minute; Inspirationszeit zu Exspirationszeit
von 1:1) mittels Venturiventil. Der linksarterielle Mitteldruck wurde auf +2,2 cm H20
eingestellt. Zur Atelektaseprophylaxe erfolgte die Einstellung einer tiefen Inspiration (-24 cm
H.0) in Abstanden von 4 Minuten.

3.3.2. Analyse der pulmonalvaskuldren Reagibilitat

Die Analyse der pulmonalvaskularen Reagibilitat erfolgte gemaly Arbeitsanleitung der AG
Witzenrath. Verwendete Gerate, Software, Substanzen und Verbrauchsmaterialien sind in
den Tabellen 2, 3, 5, 11 und 12 beschrieben.

Im Anschluss an die Isolierung der Lunge erfolgte nach rund 20-minttigem Intervall die
Substanzapplikation. Die Vasokonstriktoren Thromboxan-Rezeptor-Agonist U46619,
Endothelin-1 und Serotonin wurden als Einzeldosis oder in aufsteigenden Dosierungen
appliziert. Mit der kontinuierlichen Gabe des selektiven Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten

BQ-123 (8 uM) oder des Lésungsmittels Aqua destillata (Aqua dest.) wurde 10 Minuten vor
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der Endothelin-1-Applikation begonnen (Tab. 2). Die funktionellen Parameter wurden uber
die gesamte Versuchszeit von dem Computerprogramm Pulmodyn® (Hugo Sachs
Elektronik-Harvard Apparatus GmbH, March-Hugstetten) aufgezeichnet. Die Rohdaten
wurden anschlielfend in eine Microsoft Excel-Datei exportiert. Die Datenanalyse erfolgte
mittels GraphPad Prism® 8 (Graph Pad Software Incorporated, San Diego, USA).

Neben dem Erfassen des basalen pulmonalarteriellen Mitteldrucks im Vorfeld der
Substanzapplikation erfolgte die Berechnung der pulmonalvaskularen Reagibilitat (Differenz
aus maximal gemessenem pulmonalarteriellen Mitteldruck und basalem pulmonalarteriellen
Mitteldruck).

Tab. 2 Applikationsdauer der Substanzen und Intervalle

Substanzen/ Applikationsdauer (min) Intervall zwischen den Applikationen (min)
Losungsmittel
U46619/ 3 12
DMSO
Endothelin-1/ 10 24

Essigsaure,

Aqua dest.

Serotonin/ 0,5 8
Aqua dest.

3.3.3. Gerate und Software

Tab. 3 Verwendete Gerdte und Software fiir die isoliert perfundierte und ventilierte

Mauslunge
Geréte und Software Hersteller
Aufsatze nach Drechsler mit Filterplatte Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
Chirurgisches Praparationsbesteck Fine Science Tools GmbH (Heidelberg)
- Differentialdruckaufnehmer (DP45-14) Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatus
- Druckaufnehmer (MPX Typ 399/2 GmbH (March-Hugstetten)

und P75 Typ 379)
- Messbrticke ((DBA) Typ 660)
- Plexiglaskammer (Typ 839, GroRRe 1)

- Plugsys®-Grundgerat mit Messmodulen

- Pulmodyn® (Software)
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- Silikon-Praparationsunterlage

- Trachealkantle

Einhangethermostat (ecoline E 100) Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG
(Lauda-Koénigshofen)

GraphPad Prism® 8 Graph Pad Software Incorporated (San
Diego, USA)

Microsoft Excel Microsoft Corporation (Redmond, USA)

Peristaltikpumpe Cole-Parmer GmbH (Wertheim)

Ismatec® Reglo-Analog
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1 Pulmonalarterieller Katheter

2 Linksatrialer Katheter

3 Externer arterieller Verbindungsschlauch
4 Externer linksatrialer Verbindungsschlauch

Messmodule 5 Dreiwegehahn fiir Wechsel zwischen Uber-/
] 1 o Unterdruckbeatmung
Druckaufnehmer Druckluftpumpe L 6 Differenzdruckaufnehmer: Kammerdruck
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8 Druckaufnehmer: Arteria pulmonalis
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Abb. 1: Schematischer Aufbau der Untersuchungseinheit der isoliert perfundierten und
ventilierten Mauslunge (IPML)

Die praparierte Lunge befindet sich in einer geschlossenen Kammer aus Plexiglas. Uber eine
Trachealkaniile erfolgt initial eine Uberdruckbeatmung der Lunge. Nach SchlieRen der
Plexiglaskammer wird mit Hilfe des Venturiventils auf Unterdruckbeatmung umgestellt. Via
pulmonalarteriellem Katheter wird die Lunge mit Perfusatldsung, die mittels Wasserbad auf 37 °C
erwarmt wurde, perfundiert. Via linksatrialem Katheter erfolgt der Abfluss der Perfusatlésung. Die
Plexiglaskammer wird mit 37 °C warmem Wasser aus dem Wasserbad umsplilt, so dass die Organe
bei einer konstanten Temperatur gehalten werden. Es erfolgt eine kontinuierliche Aufzeichnung des
pulmonalarteriellen Mitteldrucks (Ppa mean) und der dynamischen Compliance (Cdyn). Modifiziert
nach von Bethmann et al. (VON BETHMANN et al. 1998).

3.4. Materialentnahme

3.4.1. Blutentnahme

Die Blutentnahme erfolgte gemaf Arbeitsanweisung der AG Witzenrath. Verwendete Gerate

und Verbrauchsmaterialien sind in den Tabellen 11 und 12 beschrieben.
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Die aseptische Blutentnahme erfolgte Uber eine Punktion der Vena cava caudalis. Zur
Plasmagewinnung wurde das heparinisierte Blut auf Eis gelagert und anschlieRend bei
1520 g und 4°C fir 10 Minuten zentrifugiert (Heraeus, Biofuge fresco, Kendro Laboratory
Products GmbH, Hanau). AnschlieBend wurde das Plasma in ein Mikroreaktionsgefafld

Uberflhrt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Analyse bei -80°C asserviert.

3.4.2. Bronchoalveolare Lavage

Die bronchoalveolare Lavage erfolgte gemaR Arbeitsanweisung der AG Witzenrath.
Verwendete Gerate, Verbrauchsmaterialien und Substanzen sind in den Tabellen 5, 10, 11
und 12 beschrieben.

Im Vorfeld der bronchoalveolaren Lavage wurde zunachst die linke Lunge hilusnah ligiert
und fir weitere Analysen asserviert. Die rechte Lunge wurde zweimal via Trachealkantle mit
je 650 ul eiskalter phosphatgepufferter Salzlésung (PBS), in der zuvor der Protease-Inhibitor
cOmplete™ mini gelost wurde (eine Tablette cOmplete™ mini auf 10 ml PBS), langsam und
gleichmaRig lavagiert. Die BALF wurde in je ein Rundbodenréhrchen Uberfuhrt und fir 10
Minuten bei 1012 g und 4°C (Heraeus, Megafuge, Kendro Laboratory Products GmbH,
Hanau) zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils vorsichtig in ein Mikroreaktionsgefal
uberfihrt, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Analyse bei -80°C asserviert.
Die Zellpellets wurden in ein Mikroreaktionsgefal® Gberfihrt und in einer Gesamtmenge von 1
ml PBS resuspendiert.

Mittels Neubauer-Zahlkammer wurde die Gesamtzellzahl (GZZ) der BALF bestimmt. Hierfur
wurden 7 ul der resuspendierten BALF mit 7 ul Methylviolett (verdiinnt in 5% Essigsaure,
Merck KGaA, Darmstadt) in ein Mikroreaktionsgefal Uberfihrt und auf einem Schuttler
gemischt. Anschliefend wurde die Neubauer-Zahlkammer mit 7 ul dieser Lésung befiillt. Die
Errechnung der GZZ/ml erfolgte, indem die gefarbten Zellen aller 4 GroRquadrate unter dem
Lichtmikroskop ausgezahlt wurden, der Mittelwert errechnet wurde und dieser auf 1 ml
umgerechnet wurde ([GZZ/ml] = [GZZ absolut] x 2x10* [1/ml]).

3.4.3. Lungenentnahme

Die Lungenentnahme erfolgte gemall Arbeitsanweisung der AG Witzenrath. Verwendete
Substanzen, Gerate und Verbrauchsmaterialien sind in den Tabellen 5, 10, 11 und 12
beschrieben.

Fir die Gewinnung der blutfreien Lunge wurde diese mindestens drei Minuten mit Perfusat
blutleer gespult. AnschlieBend wurden die einzelnen Lungenlappen distal vom Hilus

entnommen, in Mikroreaktionsgefaf3en in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
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asserviert. Fur histologische Untersuchungen wurde die Lunge fir 15 Minuten via
Trachealkantle mit 4% Paraformaldehyd (PFA) mit einem Druck von 20 cm HO instilliert. Im
Anschluss wurde die Trachea ligiert, die Lunge in 4% PFA uberfuhrt, fir 24 Stunden unter
Lichtschutz gelagert und dann in PBS (Dulbecc’s PBS (1x) ohne Calcium & Magnesium,
steril, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) uberfihrt. Das PBS wurde nach
weiteren 24 Stunden durch frisches PBS ersetzt Die Lungen befanden sich zu jedem
Zeitpunkt unter einem ausreichenden Flissigkeitsspiegel.

Die weitere Aufarbeitung der Lungen inklusive der Beurteilung der histologischen Schnitte
erfolgte durch Prof. Dr. med. Thomas Tschernig (Institut fir Anatomie, Zellbiologie und
Entwicklungsbiologie, Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar).

Die Lungen wurden mithilfe eines Gewebeeinbetters (SLEE medical GmbH, Nieder-Olm) in
Paraffin eingebettet. Anschliefend wurden funf ym dicke Schnitte so angefertigt (Mikrotom
HM355 S, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich), dass Hilus und periphere Strukturen
lokalisiert werden konnten. Pro Lunge wurden mindestens vier Schnitte im Abstand von 50
um angefertigt. Mindestens zwei Schnitte pro Lunge wurden mittels Hamatoxilin-Eosin und
Masson-Goldner-Trichrom gefarbt. Die Mikrofotografien wurden per Lichtmikroskop
(Axiophot, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena) mittels Digitalkamera und Abbildungssystem
(Color View Il camera, CellSens software, Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg)

aufgenommen und anschlieRend ausgewertet.

3.4.4. Rechtsherzanalyse

Die Rechtsherzanalyse erfolgte gemaf Arbeitsanweisung der AG Witzenrath. Verwendete
Gerate und Verbrauchsmaterialien sind in den Tabellen 5, 11 und 12 beschrieben.

Das Herz wurde entnommen und bis zur Untersuchung in PBS gelagert. Die Analyse erfolgte
mikroskopisch (Stemi DV4, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena) bei 32-facher Vergrélerung.
Nach Entfernung von Perikard, Fettgewebe und groferen zu- und abfiihrenden Gefalen,
wurden beide Vorhoéfe abgetrennt. Es folgte die Abtrennung des rechten Ventrikels (RV) von
der restlichen Einheit bestehend aus linkem Ventrikel (LV) und Septum (S). Im Anschluss
wurden die einzelnen Kompartimente mittels Feinwaage gewogen und flr die Beurteilung

der rechtsventrikularen Hypertrophie der Fulton-Index (RV/ (LV + S)) ermittelt.

3.5. Zelldifferenzierung

Die Zelldiferenzierung erfolgte gemal® Arbeitsanweisung der AG Witzenrath. Verwendete
Substanzen, Gerate und Verbrauchsmaterialien sind in den Tabellen 5, 10, 11 und 12

beschrieben.
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Pro resuspendierter BALF wurden je 2 Zytospin-Objekttrager angefertigt. Hierzu wurden die
Zytospins mit vorgesehenen Filtereinsatzen besttckt, die mit 100 pl sterilem PBS befeuchtet
wurden. Anschlieflend wurden die Zytospins mit 100 pl der Resuspension beflllt und fir 10
Minuten bei 72 g in der Zytospin-Zentrifuge (Shandon Cytospin®3, Thermo Fisher Scientific
GmbH, Dreieich) zentrifugiert. Nachdem die Zytospin-Objekttrager fir mindestens 2 Stunden
bei Raumtemperatur getrocknet wurden, erfolgte die Pappenheimfarbung (4 Minuten
Farbung mit May-Griinwald-Eosin-Methylblau-Lésung; Spilen mit Phosphatpufferiésung [pH
7,2]; 8 Minuten Giemsafarbung; Spllen mit Phosphatpufferldsung). Die Objekttrager wurden
erneut bei Raumtemperatur getrocknet und anschlieRend eingedeckelt (Clarion™ Mounting
Medium, Merck KGaA, Darmstadt). Die Zelldifferenzierung erfolgte am Mikroskop (Axioskop
20, Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena) mithilfe eines Zellzéhlergerats (Assistent® Counter
AC-12, Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG, Sondheim vor der Rhoén).

3.6. Modell der pulmonalen Ty2-Inflammation

Die pulmonale Th2-Inflammation erfolgte gemal Arbeitsanweisung der AG Witzenrath.
Verwendete Substanzen, Gerate und Verbrauchsmaterialien sind in den Tabellen 5, 6, 11
und 12 beschrieben.

Die systemische OVA-Sensibilisierung der Mause erfolgte an Versuchstag 0 und 14 durch
intraperitoneale Applikation von 20 ug OVA (Grade V; Merck KGaA, Darmstadt) geldst in 100
Ml Aluminiumhydroxid-Suspension (1,3%; SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) und
10 pl PBS. Die Kontrolltiere erhielten eine intraperitoneale Applikation von 100 ul
Aluminiumhydroxid-Suspension und 10 ul PBS.

An den Tagen 28, 29 und 30 wurde in einer Aerosol-Expositionskammer (FMI GmbH,
Seeheim-Ober Beerbach), in der sich die Mause frei bewegen konnten, die
Atemwegsexposition durchgefihrt. OVA (1%, geldst in sterilem PBS) bzw. steriles PBS als
Kontrolle wurde mithilfe eines Ultraschallverneblers (FMI GmbH, Seeheim-Ober Beerbach)
als Aerosol fur jeweils 20 Minuten appliziert. An Tag 32 erfolgten die funktionellen Analysen

bzw. die Asservierung von Plasma, BALF, Lunge, Milz, Leber und Herz.
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ETB™ Sensibilisierung Atemwegsexposition
OVA/ OVA

WT PBS/ Al(OH).

ETB"
PBS/ Al(OH)2 PBS

WT

Probengewinnung

0 14 28 29 30 32 Tage

Abb. 2: Schematischer Versuchsaufbau zum Modell der pulmonalen Ty2-Inflammation

An Tag 0 und 14 erfolgte die systemische Sensibilisierung mittels intraperitonealer (i.p.) Applikation
einer  Ovalbumin(OVA)-phosphatgepufferten  Salzl6sung(PBS)-Aluminiumhydroxid  (AI(OH)2)-
Suspension bzw. die Scheinsensibilisierung mittels i.p. Applikation einer PBS-AI(OH)2-Suspension. An
den Tagen 28, 29 und 30 erfolgte jeweils eine Atemwegsexposition mit OVA (gel6st in PBS) bzw. eine
Kontroll-Exposition mit PBS. Die Analysen erfolgten an Tag 32.

Es gab 4 Versuchsgruppen (siehe Tabelle 4): zwei Verumgruppen (Endothelin-B-Rezeptor-defizient
(ETB”) und Wildtyp (WT)), die nach systemischer OVA-Sensibilisierung wiederholt mit OVA
atemwegsexponiert wurden (OVA/OVA) und zwei Kontrollgruppen (ETB”- und WT), die nach

systemischer Scheinsensibilisierung wiederholt mit PBS atemwegsexponiert wurden (PBS/PBS).

Die Tiere waren zu Versuchsbeginn 8-10 Wochen alt und standen Uber den gesamten

Versuchszeitraum unter taglicher Beobachtung. Die Gruppen wurden wie folgt unterteilt:

Tab. 4: Gruppen im Modell der pulmonalen Tu2-Inflammation

Mausstamm (Schein-)Sensibilisierung Atemwegsexposition
ETB" PBS PBS
WT PBS PBS
ETB" OVA OVA
WT OVA OVA

3.7. Quantifizierung von Ovalbumin-spezifischem Immunglobulin E

Die Quantifizierung von Ovalbumin-spezifischem Immunglobulin E erfolgte gemaf einer von

mir modifizierten Arbeitsanweisung der AG Worm (Klinik fir Dermatologie, Venerologie und

46



3. Material und Methoden

Allergologie, Charité Universitdtsmedizin Berlin). Verwendete Substanzen, Gerate und
Verbrauchsmaterialien sind in den Tabellen 5, 7, 11 und 12 beschrieben.

Die Plasmakonzentration des OVA-spezifischen Immunglobulin (Ig) E wurde mittels
sandwich-enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA) bestimmt. Der Standard wurde aus
dem Plasmapool der OVA-sensibilisierten und OVA-atemwegsexponierten Tiere (OVA/OVA)
an Tag 32 gewonnen. Dem unverdinnten Standard wurde ein Wert von 1.000
Laboreinheiten pro Milliliter (Lab Units, LU/ml) zugewiesen. Die Plasmaentnahme erfolgte bei
allen Tieren an Tag 32 des Protokolls (Abb. 2).

Der ELISA erfolgte wie folgt: Beschichten mittels Ratte-anti-Maus IgE-Antikérper (Klon
553413, R35-72), Blocken mit 3% bovinem Serum-Albumin, Auftragen des Standards und
der Proben als Doppelbestimmung. Die Proben wurden in Verdinnungen von 1:1 bis 1:2 bei
den PBS/PBS-Tieren und von 1:3 bis 1:15 bei den OVA/OVA-Tieren aufgetragen. Der
Standard wurde von 1.000-1,95 LU/ml eingesetzt. Im nachsten Schritt der Detektion wurde
Biotin-konjugiertes OVA und im Anschluss Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase aufgetragen.
Die Substrat-Enzymreaktion erfolgte mittels 3,3",5,5"-Tetramethylbenzidin (TMB) und wurde
mit Schwefelsaure in einer Konzentration von 1 mol/l gestoppt. Die Messung wurde bei
450 nm ohne Referenzfilter mittels Mikrotiterplatten-Reader HT-2 (anthos Mikrosysteme
GmbH, Friesoythe) und WinRead Anthos Software (anthos Mikrosysteme GmbH, Friesoythe)
durchgefiihrt. Zwischen jedem Schritt wurden die 96-Well-Mikrotiterplatten mit PBS/Tween
20 (0,05%) gewaschen. Die Platten wurden bei 20°C auf einem Schittler inkubiert. Die
Gesamtkonzentration des OVA-spezifischen IgE wurde in LU/ml angegeben. Bei nicht

detektierbaren Werten wurde der Wert der unteren Detektionsgrenze verwendet.

3.8. Quantifizierung von Ovalbumin-spezifischem Immunglobulin G1

Die Quantifizierung von Ovalbumin-spezifischem Immunglobulin G1 erfolgte gemaf einer
von mir modifizierten Arbeitsanweisung der AG Worm (Klinik fir Dermatologie, Venerologie
und Allergologie, Charité Universitatsmedizin Berlin). Verwendete Substanzen, Gerate und
Verbrauchsmaterialien sind in den Tabellen 5, 7, 11 und 12 beschrieben.

Bei diesem ELISA handelt es sich um einen etablierten Sandwich-ELISA zur Bestimmung
der IgG1-Konzentration im Plasma. Die Plasmagewinnung erfolgte wie bereits beschrieben
an Tag 32 des Protokolls (Abb. 2).

Die einzelnen Schritte des ELISA entsprachen denen des OVA-spezifischen IgE-ELISA. Es
wurden stets Doppelbestimmungen der Standards und der Proben eingesetzt. Das
Beschichten erfolgte mit OVA (Grad V; 5 ug/ml), das Blocken mit 3% Milchpulver. Als
Standard wurde monoklonales Anti-Ovalbumin (Klon OVA-14, Maus IgG1 Isotyp) in einer
Konzentration von 3,125-0,006 pg/ml eingesetzt. Die Proben wurden 1:100-1:1600
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(PBS/PBS-Gruppen) bzw. 1:400-1:8400 (OVA/OVA-Gruppen) verdlinnt. Zur Detektion
wurden Biotin-konjugiertes Ratte-anti-Maus IgG1 (Klon A85-1) und im Anschluss
Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase eingesetzt. Die Substrat-Enzymreaktion erfolgte mittels
TMB und wurde mit Schwefelsdure in einer Konzentration von 1 mol/l gestoppt. Die Messung
der 96-Well-Mikrotiterplatte wurde ohne ReferenZzfilter bei 450 nm mittels Mikrotiterplatten-
Reader HT-2 (anthos Mikrosysteme GmbH, Friesoythe) und WinRead Anthos Software
(anthos Mikrosysteme GmbH, Friesoythe) durchgefihrt.

Zum Waschen der Platten zwischen den verschiedenen Schritten wurde PBS/Tween 20
(0,05%) verwendet. Die Gesamtkonzentration des OVA-spezifischen IgG1 wurde in ug/ml
angegeben. Bei nicht detektierbaren Werten wurde der Wert der unteren Detektionsgrenze

verwendet.

3.9. Thromboxan-B,-Quantifizierung

Die Thromboxan-B2-Quantifizierung erfolgte mit einem kommerziellen Kit nach
Herstelleranleitung. Verwendete Substanzen, Gerate und Verbrauchsmaterialien sind in den
Tabellen 7, 11 und 12 beschrieben.

Die Quantifizierung von Thromboxan B> erfolgte aus Perfusatproben, die im Modell der
isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge vor, wahrend und nach der zehnminltigen
Gabe von ET-1 (100 nM) aus dem vendsen Abflussschlauch enthommen, umgehend in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Analyse bei -80°C asserviert wurden. Am
Tag der Thromboxan-B,-Quantifizierung wurden die Proben gemal Hersteller-Protokoll auf
Eis aufgetaut.

Bei dem hier verwendeten kompetitiven Enzym-Immunoassay (EIA) handelt es sich um ein
kommerzielles Kit (Cayman Chemical, Michigan, USA). Thromboxan B2 und Thromboxan-B-
Acetylcholinesterase-Konjugat (TXB2-AChE-Tracer) konkurrieren hierbei um eine limitierte
Anzahl an TXB-spezifischen Kaninchen-Antiserum-Bindungsstellen. Die einzelnen Schritte
lauteten wie folgt: Die 96-Well-Mikrotiterplatte enthielt monoklonale Maus-anti-Kaninchen
IgG1-Antikérper. Der Thromboxan-B2-Standard wurde in einer Konzentration von 10 ng/ml
bis 7,8 pg/ml eingesetzt. Die Perfusatproben wurden unverdiinnt in Doppelbestimmung
aufgetragen. Die Konzentrationen des TXB>-AChE-Tracer sowie des Antiserums sind in dem
Kit definiert. Zur Entwicklung wurde das im Kit enthaltene Ellmans-Reagenz eingesetzt. Die
Messung erfolgte ohne ReferenZfilter bei 405 nm mittels Mikrotiterplatten-Reader HT-2
(anthos Mikrosysteme GmbH, Friesoythe) und WinRead Anthos Software (anthos
Mikrosysteme GmbH, Friesoythe). Zum Waschen der Platten zwischen den verschiedenen

Schritten wurde ein im Kit enthaltener Waschpuffer verwendet. Die Inkubation erfolgte
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lichtgeschitzt auf einem Schittler. Aus den Messwerten wurden gemal Herstelleranleitung

die Thromboxan-B,-Konzentrationen ermittelt.

3.10. Quantifizierung des vasoaktiven intestinalen Peptids

Die Quantifizierung des vasoaktiven intestinalen Peptids erfolgte mit einem kommerziellen
Kit nach Herstelleranleitung. Verwendete Substanzen, Gerate und Verbrauchsmaterialien
sind in den Tabellen 7, 11 und 12 beschrieben.

Die bei -80°C asservierten Plasmaproben der OVA/OVA- und PBS/PBS-behandelten ETB-
defizienten-Tiere und WT-Tiere wurden auf Eis aufgetaut. Bei diesem kompetitiven Enzym-
Immunoassay handelt es sich um ein kommerzielles Kit (Phoenix Europe GmbH, Karlsruhe),
das gemal den Herstellerangaben verwendet wurde. Die Standardverdiinnungen wurden in
einer Konzentration von 1,00 ng/ml bis 0,04 ng/ml eingesetzt. Die 96-Well-Mikrotiterplatte
enthielt bereits den Sekundarantikérper, der an das Fc-Fragment des Primarantikorpers
bindet und die unspezifischen Bindungsstellen waren bereits geblockt. Die
Standardverdiinnungen und die Proben wurden in einem doppelten Ansatz aufgetragen. Der
Primar-Antikorper sowie die Positivkontrollen sind in diesem Kit definiert. Die Detektion
erfolgte mit biotinylietem Peptid und Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase. Zur Substrat-
Enzymreaktion wurde TMB eingesetzt und mit Schwefelsdure in einer Konzentration von
1 mol/l gestoppt. Die Messung der 96-Well-Mikrotiterplatte wurde ohne Referenzfilter bei
450 nm mittels Mikrotiterplatten-Reader HT-2 (anthos Mikrosysteme GmbH, Friesoythe) und
WinRead Anthos Software (anthos Mikrosysteme GmbH, Friesoythe) durchgefihrt.

Zum Waschen der Platten zwischen den verschiedenen Schritten wurde im Kit enthaltener,
einfach konzentrierter Assay-Puffer verwendet. Die Inkubation erfolgte lichtgeschitzt auf
einem Schiittler. Die Gesamtkonzentration des vasoaktiven intestinalen Peptids wurde in

ng/ml angegeben.

3.11. Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Die in der gPCR verwendeten Gerate, Substanzen und Verbrauchsmaterialien sind in den
Tabellen 8, 11 und 12 beschrieben.

Die Genexpressionsanalysen erfolgten durch Dr. med. Christoph Tabeling und Dr. rer. nat.
Jan Naujoks. Hierflr wurde die blutfreie rechte Lunge homogenisiert und mit 1 ml Trizol
versetzt. Das Homogenat wurde schockgefroren und bei -80°C asserviert. Fur die Isolation
der RNS wurde 1 ml enthommen, 200 pl Chloroform zugefigt, fir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (15 Minuten, 4°C, 12000 g). Die obere, wassrige

Phase, welche die RNS enthalt, wurde anschlieRend vorsichtig in ein neues Reaktionsgefaly
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dberfihrt und mit 500 pl Isopropanol versetzt, um die RNS zu prazipitieren. Nach erneuter
Zentrifugation (15 Minuten, 4°C, 12000 g) wurde der Uberstand verworfen und das RNS-
Pellet mittels 75% Ethanol gewaschen. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen
und das RNS-Pellet an der Luft fir 10-15 min getrocknet. Im Anschluss wurde das Pellet in
H>O geldst, schockgefroren und bei -80°C asserviert. Zur Umschreibung in cDNS wurde die
Reverse-Polymerase-Kettenreaktion eingesetzt, mittels High Capacity ¢cDNA Reverse
Transcription Kit® (Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich). Der Mastermix bestand aus
0,8 pl ANTP-Mix, 1 pl MultiScribe TM-RT, 2 ul RT-Puffer, 2 yul RT-Random Primer und aus
4,2 ul Nuklease-freiem H2O. 10 pl der RNS-Probe und 10 ul des Mastermix wurden in den
Thermocycler gegeben und nacheinander fur 10 min bei 25°C, fir 120 min bei 37°C und fir
5 min bei 85°C inkubiert und anschlielRend auf 4°C heruntergekiihlt.

Fir die nun folgende gRT-PCR wurden das Real Time PCR System und die
dazugehdrenden Materialien (Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich) eingesetzt. Dabei
wurden die Gene fur ET-1, ETA, ETB und TXA; als Zielgene sowie Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als Housekeeping Gen amplifiziert. Der verwendete
Mastermix setzte sich aus 4 pl destilliertem H;0, 1 yl TagMan™-Assay-on-demand und 10 pl
TagMan™-Mastermix zusammen. Im Assay-on-demand befanden sich die Primer fir das
jeweilige zu messende Gen sowie die sondengebundenen Indikatorfarbstoffe FAM und
TAMRA zur quantitativen Messung. Die Proben wurden auf einer 96-Well-Mikrotiterplatte als
Doppelbestimmungen gemessen. Die Amplifikationszyklen wurden im qRT-PCR
Thermocycler (ABI 7300 Real-Time PCR System, Thermo Fisher Scientific GmbH, Dreieich)
wie folgt definiert: 2 Minuten bei 50°C, 10 Minuten bei 95°C und in 40-Facher Wiederholung
15 Sekunden bei 95°C und 1 Minute bei 60°C. Zur relativen Expressionsanalyse wurde die
AAC-Methode verwendet. Hierflir wurde die Expression des jeweiligen Zielgens zuerst auf
die Expression des Housekeeping Gens normalisiert und anschlieBend als Zu- oder

Abnahme relativ zur Kontrollgruppe quantifiziert.

3.12. Zytokinbestimmung aus der BALF

Die bei der Zytokinbestimmung verwendeten Gerate, Substanzen und Verbrauchsmaterialien
sind in den Tabellen 9, 11 und 12 beschrieben.

Die Messung der Zytokine erfolgte aus BALF-Proben, die bis zur Durchfihrung dieses
Assays bei -80°C asserviert wurden. Die Probenentnahme wurde bereits beschrieben. Die
Durchflihrung des Assays erfolgte komplett durch Dr. med. vet. Birgitt Gutbier. Die Proben
wurden auf Eis aufgetaut und in Abhangigkeit vom vorhandenen Material in
Einfachbestimmung oder in Doppelbestimmung auf eine 96-Well-Mikrotiterfilterplatte

aufgetragen. Beads, Detektionsantikorper sowie alle weiteren verwendeten Substanzen
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wurden kommerziell erworben und der Zytokin-Multiplexassay nach Herstellerangaben (Bio-
Plex™ Cytokine Assay, Katalog-Nummer #X60-003MAMT, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Feldkirchen) durchgefihrt. Die Quantifizierung der Maus-Zytokine bzw. Maus-Chemokine IL-
18, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-12p40, KC (keratinocyte chemoattractant), RANTES (CCL5) und
G-CSF erfolgte aus unverdiunnter BALF. Der Standard wurde nach Herstellerangaben
rekonstituiert und die Standardreihe in einer eins zu vier Verdinnungsreihe (9
Verdunnungsstufen) als Einzelbestimmung aufgetragen. Im ersten Schritt wurden zur
Befeuchtung der Platten 100 yl Assaypuffer pro Well aufgetragen und mit Hilfe einer
Vakuumpumpe wieder abgesaugt. AnschlieRend wurden je 50 pl der Beads pro Well hinein
pipettiert und die FlUssigkeit erneut abgesaugt. Es folgten zwei Waschschritte mit 100 pl
Waschpuffer pro Well. Je 50 pl des Standards und der Proben wurden in ein Well gegeben
und eine Stunde lang inkubiert. Im Anschluss wurde dreimal mit je 100 yl Waschpuffer
gewaschen. Im nachsten Schritt wurden 25 pl Detektionsantikdrperlésung pro Vertiefung
aufgetragen. Es folgten eine erneute Inkubationszeit von einer Stunde gefolgt von drei
Waschritten mit je 100 yl Waschpuffer. In jede Vertiefung wurden 50 ul der Streptavidin-
Phycoerythrin-LOsung gegeben und fur zehn Minuten inkubiert. Die angegebenen
Inkubationszeiten erfolgten jeweils im Dunkeln und auf einem Schittler (300 Umdrehungen
pro Minute (rpm)). Nach drei weiteren Waschschritten wurden je 125 pl des Assaypuffers
aufgetragen und die Platte direkt vor der Messung fir eine Minute aufgerittelt (1000 rpm).
Als Analysegerat wurde ein Bio-Plex Array Reader mit der entsprechenden Software (Bio-
Plex Manager™ Software Version 4.0; Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen) verwendet.
Bei nicht detektierbaren Messwerten wurde die untere Detektionsgrenze der Standardkurve

(observed concentracion) fur die Auswertung angegeben.
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3.13. Chemikalien, Puffer, Kits, Reagenzien und Gerate

Tab. 5 Eingesetzte Substanzen im IPML-Modell/ Bronchoalveolidre Lavage

Substanzen

Hersteller

Aqua ad injectabilia

B. Braun SE (Melsungen)

Aqua dest.

B. Braun SE (Melsungen)

Beatmungsgas, direkt und Uber die
Aufsatze nach Drechsler (5% CO2, 20% O
und 75% N2)

Abteilung Technische Gase, Charité -

Universitatsmedizin Berlin

Braunol®

B. Braun SE (Melsungen)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck KGaA (Darmstadt)

Endothelin-1, humanes und porzines

(
Merck KGaA (Darmstadt)

Essigsaure 5%

Merck KGaA (Darmstadt)

Heparin 5000 L.E./ml

PANPHARMA GmbH (Trittau)

Ketamin 10% (100 mg/ml)

Wirtschaftsgenossenschaft deutscher
Tierarzte eG (WDT) (Garbsen)

Krebs-Henseleit-Hydroxyethylamylopectin-
Puffer

SERAG-WIESSNER GmbH & Co. KG
(Naila)

Natriumchloridlésung (NaCl) 0,9%

B. Braun SE (Melsungen)

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) 8,4%

B. Braun SE (Melsungen)

Phosphatgepufferte Salzlésung (Dulbecco’s
PBS (1x)) ohne Ca & Mg, steril

PAA Laboratories GmbH (Pasching,
Osterreich) /
Thermo Fischer Scientific GmbH (Dreieich)

Protease-Inhibitor cOmplete™ Mini

Merck KGaA (Darmstadt)

Rompun® 2% (Xylazinhydrochlorid
20 mg/ml)

Bayer AG (Leverkusen)

Serotonin Hydrochlorid

(5-Hydroxytryptamin)

Merck KGaA (Darmstadt)

Thromboxan-Rezeptor-Agonist U46619

Merck KGaA (Darmstadt)
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Tab. 6 Verwendete Substanzen fiir die Induktion der pulmonalen Tu2-Inflammation

Substanzen

Hersteller

Aluminiumhydroxid (Alu-Gel-S) 1,3%

Suspension

SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg)

Ovalbumin (OVA), Grad V

Merck KGaA (Darmstadt)

Tab. 7 Eingesetzte Substanzen, Gerate und Software fiir ELISA/ EIA

Substanzen

Hersteller

Biotin-konjugiertes Ovalbumin

Deutsches Rheumaforschungszentrum
(Berlin)

Biotin-konjugiertes Ratte-anti-Maus I1gG1
Klon A85-1

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Bovines Serum-Albumin, Grad V,
pH 7,0

Merck KGaA (Darmstadt)

Ethanol, absolut reinst

Merck KGaA (Darmstadt)

Mikrotiterplatten-Reader (Photometer) HT-2

anthos Mikrosysteme GmbH (Friesoythe)

Milchpulver, fettarm, zum Blocken

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

Monoklonales anti-Ovalbumin, Klon OVA-

14, Maus IgG1 Isotyp

Merck KGaA (Darmstadt)

Ovalbumin (OVA), Grad V

Merck KGaA (Darmstadt)

Ratte anti-Maus IgE-Antikorper
(Klon 553413, R35-72)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Streptavidin-Meerrettichperoxidase

R&D Systems, Inc. (Minneapolis, USA)

Schwefelsdure (H2S0,)

Merck KGaA (Darmstadt)

TMB Soluble

Merck KGaA (Darmstadt)

Thromboxane B2 EIA Kit

Cayman Chemical (Michigan, USA)

Tween® 20

Merck KGaA (Darmstadt)

VIP EIA Kit

Phoenix Europe GmbH, (Karlsruhe)

WinRead Anthos Software

anthos Mikrosysteme GmbH (Friesoythe)
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Tab. 8 Eingesetzte Substanzen und Gerate fiir die qPCR

Substanzen und Gerite

Hersteller

Assay on demand

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

Chloroform

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

Ethanol

High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit®

(

(
Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)
Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

H20 Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)
H20, Nuklease-frei Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)
Isopropanol Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

Mikrotiterplatte (96 Well)

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

gRT-PCR Thermocycler (ABI 7300 Real-
Time PCR System)

(
(
(
(
(

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

Real Time PCR System®

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich))

Rezeptor)

( )
TagMan™ Assay Mm01243722_m1 (ETA) Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)
TagMan™ Assay Mm00432989 _m1 (ETB) Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)
TagMan™ Assay Mm00438656_m1 (ET-1) | Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)
TagMan™ Assay Mm00436917_m1 (TXA,- | Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

TagMan™ -Mastermix

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

Trizol

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

Tab. 9 Eingesetzte Substanzen und Gerite fiir Bio-Plex

Substanzen und Gerite

Hersteller

Bio-Plex™ Mouse 13-Plex Assay

Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen)

Bio-Plex™ Cytokine Reagent Kit

Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen)

Bio-Plex™ Millipore

Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen)

Bio-Plex™ Multiplex-Suspension Array

Technologie

Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen)

Bio-Plex™ Workstation

Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen)

Bio-Plex Array Reader mit der
entsprechenden Software (Bio-Plex

Manager™ Software version 4.0)

Bio-Rad Laboratories GmbH (Feldkirchen)
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Tab. 10 Eingesetzte Substanzen fiir die Zytologie und Histologie

Zytologie/ Histologie

Hersteller

Clarion™ Mounting Medium

Merck KGaA (Darmstadt)

Giemsa-Ldsung

Merck KGaA (Darmstadt)

Kristallviolett

Merck KgaA (Darmstadt)

May-Grunwald-Eosin-Methylenblaulésung

Natronlauge

(
Merck KgaA (Darmstadt)
Merck KgaA (Darmstadt)

Paraformaldehyd

Merck KgaA (Darmstadt)

Phosphatpufferlésung pH 7,2

Waldeck GmbH & Co. KG (Munster)

Salzsaure

Merck KgaA (Darmstadt)

Tissue-Tek® O.C.T Compound,

Kryoeinbettmedium

Sakura Finetek Germany GmbH (Umkirch)
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3.14. Allgemeine Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tab. 11 Verwendete allgemeine Gerate

Allgemeine Geriéte

Hersteller

Aerosol-Expositions-System AES-0702/
Ultraschall-Aerosolgenerator LS260

modifiziert

FMI GmbH (Foéhr Medical Instruments)
(Seeheim-Ober Beerbach)

Analysewaage Sartorius, MC 5 (-OCE)

Sartorius AG (Géttingen)

Autoklav (Tuttnauer Systec 2540EL) Systec GmbH
(Linden)
Dampfsterilisator (Varioklav Typ 755) HP Medizintechnik GmbH
(Oberschleilsheim)
Destilieranlage ELECT A. Dest Anlage ELGA LabWater

Purelab Plus / A. Bidest Adaptor

Veolia Water Technologies Deutschland
GmbH (Celle)

Eppendorf Easypet® 3

Eppendorf SE (Hamburg)

Farbekasten

neoLab Migge GmbH (Heidelberg)

Feinwaage (Sartorius CPA 224S-OCE)

Sartorius AG (Gottingen)

FlUssigstickstoff-Behalter

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

Gefrierschrank -80°C

Engmann Kuhlsysteme (Mannheim)

Gefrierschrank -20°C

Engmann Kuhlsysteme (Mannheim)

Gefrierschrank -20°C

Philliph Kirsch GmbH (Willstatt-Sand)

Glasgefale

DWK Life Sciences GmbH (Wertheim)

Glasgefale

Technische Glaswerke liImenau GmbH

(Ilmenau)

IKA R- Schittler MTS 2

IKA®-Werke GmbH & Co. KG (Staufen)

Kaltlichtquelle Flexilux 600 longlife

Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatus
GmbH (March- Hugstetten)

Kihlschranke +4°C

Engmann Kuhlsysteme (Mannheim)

Kihlschrank +4°C

Philliph Kirsch GmbH (Willstatt-Sand)

Labor-pH-Meter 766

Knick Elektronische Messgerate GmbH &
Co. KG (Berlin)

Mehrkanalpipetten

Eppendorf SE (Hamburg)

Magnetruhrer (Variomarg Electronicrihrer
Mno)

HP Medizintechnik GmbH
(OberschleilRheim)

Mikroskop Axioskop 20

Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena)
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Mikroskop Stemi DV4

Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena)

Multipette (Eppendorf multipette plus)

Eppendorf SE (Hamburg)

Neubauer-Zahlkammer (Bright-Line)

LO - Laboroptik GmbH (Friedrichsdorf)

Pipetten (Eppendorf Research)

Eppendorf SE (Hamburg)

Praparationsbesteck Fine Science Tools GmbH (Heidelberg)
Sicherheitswerkbank Herasafe Typ HS 12 Kendro Laboratory Products GmbH (Hanau)
Thermomixer comfort Eppendorf SE (Hamburg)

Tischzentrifuge (Galaxy mini)

VWR International GmbH (Darmstadt)

Trockenschrank (Heraeus, Function Line)

Kendro Laboratory Products GmbH (Hanau)

Vortex (Vortex-Genie 2)

Scientific Industries, Inc. (Bohemia, USA)

Zellzahler (Assistent® Counter AC-12)

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co.
KG (Sondheim vor der Rhon)

Zentrifuge (Heraeus, Biofuge fresco)

Kendro Laboratory Products GmbH (Hanau)

Zentrifuge (Heraeus, Megafuge)

Kendro Laboratory Products GmbH (Hanau)

Zytospin Shandon Cytofunnel

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

Zytospin Shandon Cytoclip

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

Zytospin-Zentrifuge Shandon Cytospin®3

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

Tab. 12 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

BD Falcon™ Konische und Rundboden

Rohrchen 15 ml/ 50 ml

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

BD Falcon™ Polypropylen Konische und
Rundboden Rdhrchen 5 ml

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

BD Falcon™ Serologische Pipetten
2ml/ 5 ml/ 10 ml/ 25 ml

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)

Combitips advanced®

Eppendorf SE (Hamburg)

Deckglaser

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

Filterkarten Zytospin Shandon

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

Histologische Einbettkassetten

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

IPML Ersatzschlauche

Hugo Sachs Elektronik-Harvard Apparatus
GmbH (March-Hugstetten)

Kanulen

B. Braun SE (Melsungen)

Becton Dickinson GmbH (Heidelberg)
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Latexhandschuhe

Braun Vasco® Sensitiv

B. Braun SE (Melsungen)

Mikrotiterplatte (96-Well) fur ELISA

Thermo Fisher Scientific GmbH (Dreieich)

Sarstedt AG & Co. KG (NUimbrecht)

Mikroreaktionsgefaly, Safe seal

Sarstedt AG & Co. KG (NUmbrecht)

Eppendorf SE (Hamburg)

Multipette, Aufsatz

Eppendorf SE (Hamburg)

Nitrilhandschuhe

Braun Vasco® Nitril

B. Braun SE (Melsungen)

Objekttrager

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)

Parafim® M

Amcor Limited (Zurich, Schweiz)

Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co. KG (NUmbrecht)

Eppendorf SE (Hamburg)

Spritzen 1 ml, 2 ml, 5 ml

B. Braun SE (Melsungen)

Schraubbecher 100 ml, steril

Sarstedt AG & Co. KG (Numbrecht)

Stickstoff, flissig

Linde GmbH (Pullach)

Trockeneis

Charité - Universitatsmedizin Berlin

Verneblungsschlauch (Polyethylen-

Wellenschlauch)

FMI GmbH (Fohr Medical Instruments)
(Seeheim-Ober Beerbach)

Vernichtungsbeutel

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
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3.15. Statistische Datenanalyse

Die statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe des Programms GraphPad Prism 8 (Graph Pad
Software Incorporated, San Diego, USA). Die Daten wurden zunachst auf Normalverteilung
getestet. Nicht-parametrische Daten wurden mittels Mann-Whitney-U-Test analysiert,
parametrische Daten mittels t-Test. Der Vergleich der Dosis-Wirkungskurven im Rahmen der
Analyse der pulmonalvaskularen Reagibilitat erfolgte mittels zweifaktorieller Varianzanalyse
mit Wiederholungsmessung (two-way repeated measures analysis of variance (ANOVA)), bei
fehlender Signifikanz beim Genotyp-Faktor wurden die einzelnen Dosierungen dezidiert
mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen. Eine statistische Signifikanz lag bei einem P-Wert <
0,05 vor.

Ein Ausschluss von der statistischen Analyse erfolgte bei Praparationsfehlern,
Lungenveranderungen (Odeme, Embolien, Karnifizierungen etc.), technischen Messfehlern,

pulmonaler Minderperfusion sowie bei sonstigen schwerwiegenden Organveréanderungen.
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4. Ergebnisse

4.1. Effekte der ETB-Defizienz auf das pulmonale GefaRsystem

Die Analysen dienten dazu, die altersabhangigen Effekte der ETB-Defizienz auf das

pulmonale Gefalksystem zu eruieren.

4.1.1. Funktionelle Analysen in der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge,

basaler pulmonalarterieller Mitteldruck und dynamische Compliance

Wahrend der unter basalen Bedingungen ermittelte pulmonalarterielle Mitteldruck (Ppa
mean) der 8-12 Wochen alten ETB”-Mause mit dem der WT-Méause vergleichbar war, zeigte
sich bei den 6 Monate alten ETB™-Tieren ein moderat, aber signifikant erhohter Ppa mean
(Abb. 3A).

Die unter standardisierten Bedingungen ermittelte dynamische Compliance zeigte sich in der
Folge der ETB-Defizienz im Vergleich zu den entsprechenden Wildtyp-Tieren in beiden
Altersklassen reduziert (Abb. 3B).
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Abb. 3: Altersabhidngige Effekte der Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz auf pulmonalarteriellen
Mitteldruck und dynamische Compliance.

In isoliert perfundierten und ventilierten Lungen 8-12 Wochen (Wo) alter und 6 Monate (Mo) alter
Endothelin-B-Rezeptor-defizienter (ETB”)-Mause und korrespondierender Wildtyp (WT)-Mause
erfolgte unter basalen Bedingungen die Messung des pulmonalarteriellen Mitteldrucks (Ppa mean) (A)
und der dynamischen Compliance (Cayn) (B). Dargestellt sind Median, erstes und drittes Quartil, sowie
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Minimum und Maximum von n=14-26 (8-12 Wochen) bzw. n=7-10 (6 Monate). ** p<0,01, *** p<0,001,
Mann-Whitney-U-Test.

4.1.2. Der ETB-Rezeptor moduliert die pulmonalvaskuldre Reagibilitat

In isoliert perfundierten und ventilierten Lungen naiver 8-12 Wochen alter Wildtyp-Mause
hatte die Applikation des Endothelin-Rezeptor-A-Inhibitors BQ-123 (8 uM) im Vergleich zur
Lésungsmittelkontrolle (Solvent) eine fast vollstandige Reduktion der pulmonalvaskularen
Druckantwort auf 100nM Endothelin-1 zur Folge (Abb. 4A).

Im Gegensatz hierzu hatte die Defizienz des Endothelin-Rezeptors B in 8-12 Wochen alten
Mausen im Vergleich zu den korrespondierenden WT-Mausen eine signifikant hdhere
pulmonalvaskulare Druckantwort auf ET-1 zur Folge (Abb. 4B). Auch die Applikation des
Thromboxan-Rezeptor-Agonisten U46619 in den isolierten Lungen 6 Monate alter ETB-
defizienter Mause flhrte im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen in der hochsten

Konzentration zu einer verstarkten pulmonalen Vasokonstriktion (Abb. 4C).
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Abb. 4: Effekte der Endothelin-Rezeptoren A und B auf die pulmonale Vasokonstriktion.

Im Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge wurden die Effekte des Endothelin-
Rezeptor-A-Inhibitors BQ-123 (A) bzw. der Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz (ETB-) von 8-12 Wochen
(Wo) alten Tieren (B) auf die Endothelin-1 (ET-1)-evozierte pulmonalvaskulare Reagibilitat untersucht.
Hierzu wurde der maximale Anstieg des pulmonalarteriellen Mitteldrucks (APpa mean) als Reaktion
auf die Applikation von 100nM ET-1 ermittelt. Analog hierzu wurde der Effekt der ETB-Defizienz auf
die Thromboxan-Rezeptor-Agonist U46619-induzierte pulmonale Vasokonstriktion bei 6 Monate (Mo)
alten Tieren untersucht (C). Die Applikation des BQ-123 (8 pM) wurde 10 Minuten vor Endothelin-
Applikation begonnen und bis zum Versuchsende fortgefiihrt. Dargestellt sind Median, erstes und
drittes Quartil, sowie Minimum und Maximum (A), bzw. der Mittelwert + SEM der beobachteten Daten
(B, C) von n=5-7. * p<0,05, ** p<0,01; Mann-Whitney-U-Test (A), zweifaktorielle Varianzanalyse mit
Wiederholungsmessung (Dosierung p<0,001, Genotyp p<0,05, Dosierung x Genotyp p>0,05) (B),
zweifaktorielle Varianzanalyse mit Wiederholungsmessung (Dosierung p<0,001, Genotyp p>0,05,

Dosierung x Genotyp p<0,05) mit Mann-Whitney-U-Test dezidiert pro Dosierung (C).

4.1.2. ETB-Defizienz ist mit rechtsventrikularer Hypertrophie assoziiert

Die Gewichtsanalysen der Herzkompartimente mittels Fulton-Index (Quotient aus rechtem
Ventrikel und linkem Ventrikel inklusive Septum) ergab, dass sowohl die 8-12 Wochen alten
ETB”-Mause als auch die 6 Monate alten ETB”-Mause im Vergleich zu den jeweiligen

Wildtypen eine Hypertrophie des rechten Ventrikels aufwiesen (Abb. 5).

63



4. Ergebnisse

*k%k

—|— * %

LE =

T =

_O
~
]

o
w
1

RV/(LV+S)
(e ]
DN

o
-
1

o
o

WT ETB” WT ETB”
8-12 Wo 6 Mo

Abb. 5: Effekte der Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz (ETB™) auf das rechte Herz.

Die Rechtsherzanalyse erfolgte mittels Bestimmung des Fulton-Index (Quotient aus rechtem Ventrikel
(RV) und linkem Ventrikel (LV) inklusive Septum (S)) nach dem Wiegen der Herzkompartimente.
Verglichen wurden 8-12 Wochen (Wo) alte und 6 Monate (Mo) alte ETB-defiziente Mause mit den
jeweiligen Wildtyp (WT)-Kontrollen. Dargestellt sind der Median, erstes und drittes Quartil, sowie
Minimum und Maximum von n=16-21 (8-12 Wochen) bzw. n=7-8 (6 Monate). ** p<0,01, *** p<0,001;
Mann-Whitney-U-Test.

4.1.3. Splenomegalie in ETB-defizienten Mausen

In Relation zum Koérpergewicht wiesen die 8-12 Wochen alten, ETB-defizienten Tiere im
Vergleich zu den entsprechenden WT-Tieren eine moderate, aber signifikante
Splenomegalie auf (Abb. 6A). Diese Splenomegalie zeigte sich mit zunehmendem Alter
progredient (Abb. 6A). Das Lebergewicht in Relation zum Korpergewicht zeigte sich

hingegen in allen untersuchten Gruppen vergleichbar (Abb. 6B).

64



4. Ergebnisse

6A 6B

*
1
8-
*kk

(o]
(]
1

*k*%

o o

T T _/_ T T _/_ T T T T
WT ETB WT ETB WT ETB™ WT ETB”
8-12 Wo 6 Mo 8-12 Wo 6 Mo

(o2}
o
]

% o

Milzgewicht/ KG [x107]
‘?
N
2

Lebergewicht/ KG [x107]
N
Q

Abb. 6: Milz- (A) und Lebergewicht (B) in Relation zum Koérpergewicht (KG) von 8-12 Wochen
(Wo) und 6 Monate (Mo) alten Endothelin-B-Rezeptor-defizienten (ETB”")-Tieren und Wildtyp
(WT)-Tieren.

Dargestellt sind der Median, erstes und drittes Quartil, sowie Minimum und Maximum von n=16-28 (8-
12 Wochen (Wo)) bzw. n=8-11 (6 Monate (Mo)). * p<0,05, *** p<0,001, Mann-Whitney-U-Test.

4.1.4. Lymphozyten in bronchoalveoldarer Lavagefliissigkeit von jungen ETB-

defizienten Mausen erhoht

Die naiven 8-12 Wochen alten ETB-defizienten Mause wiesen im Vergleich zu den WT-
Kontrollen eine erhéhte Gesamtzellzahl in der BAL auf (Abb. 7A), was insbesondere auf eine
erhdéhte Anzahl an Lymphozyten und Makrophagen zuriickzufihren war (Abb. 7B). Zwischen
den 6 Monate alten ETB-defizienten und korrespondierenden WT-Tieren konnten hingegen
keine Unterschiede in der Gesamtzellzahl (Abb. 7A) und in der Anzahl der einzelnen

Leukozyten-Subpopulationen nachgewiesen werden (Abb. 7B).
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Abb. 7: Der altersabhingige Einfluss der Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz (ETB”) auf die
Leukozytenzahl in der bronchoalveolaren Lavage (BAL).

Gesamtzellzahl (A) und Leukozytendifferenzierung (B) in der bronchoalveolaren Lavage (BAL) jeweils
im Vergleich zwischen naiven 8-12 Wochen (Wo) alten und naiven 6 Monate (Mo) alten ETB™-
Mausen mit den korrespondierenden Wildtyp (WT)-Tieren. Dargestellt sind der Median, erstes und
drittes Quartil, sowie Minimum und Maximum von n=13-17 (8-12 Wochen) bzw. n=7-8 (6 Monate). *
p<0,05, ** p<0,01; Mann-Whitney-U-Test.
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4.2. Die Effekte der ETB-Defizienz auf PAH-assoziierte (GefalR-) Veranderungen

in der pulmonalen Ty2-Inflammation

Diese Analysen dienten dazu, die Rolle des ETB-Rezeptors in der pulmonalen Tu2-
Inflammation besser zu verstehen, insbesondere im Hinblick auf die Veranderungen des

pulmonalen Gefal3systems.

4.2.1. Pulmonalarterieller Mitteldruck und dynamische Compliance in der isoliert

perfundierten und ventilierten Mauslunge

Der basale pulmonalarterielle Mitteldruck war in den ETB”-Mausen im Vergleich zu den
korrespondierenden WT-Mausen erhoht. Dieser Unterschied zeigte sich sowohl nach
PBS/PBS- als auch nach OVA/OVA-Behandlung, unabhangig von pulmonaler Tn2-
Inflammation (Abb. 8A).

Die Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz fuhrte dazu, dass sowohl die Tiere der PBS/PBS- als
auch die Tiere der OVA/OVA-Gruppe im Vergleich zu deren korrespondierenden Wildtyp-
Tieren eine geringere dynamische Compliance aufwiesen. Infolge der Ovalbumin-induzierten
Th2-Inflammation kam es im Vergleich zur jeweiligen PBS/PBS-Gruppe sowohl bei den WT-
als auch bei den ETB-defizienten Mausen zu einer Reduktion der dynamischen Compliance
(Abb. 8B).
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Abb. 8: Effekte der Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz und der pulmonalen Ty2-Inflammation auf
pulmonalarteriellen Mitteldruck und dynamische Compliance.
Untersucht wurden isoliert perfundierte und ventilierte Lungen Endothelin-B-Rezeptor-defizienter

(ETB”")-Mause und korrespondierender Wildtyp (WT)-Mause an Tag 32 des Protokolls nach erfolgter
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systemischer  Scheinsensibilisierung  mit  phosphatgepufferter ~ Salzlésung  (PBS) und
Aluminiumhydroxid an den Tagen 0 und 14 und PBS-Aerosol-Atemwegsexposition an den Tagen 28-
30 (PBS/PBS) oder analog hierzu nach erfolgter systemischer Ovalbumin (OVA)-Sensibilisierung und
OVA-Aerosol-Atemwegsexposition (OVA/QVA). Unter basalen Bedingungen wurden
pulmonalarterieller Mitteldruck (Ppa mean) (A) und dynamische Compliance (Cayn) (B) gemessen.
Dargestellt sind der Median, erstes und drittes Quartil, sowie Minimum und Maximum von n=13-14
Tieren. * p<0,05, *** p<0,001, Mann-Whitney-U-Test.

4.2.2. Einfluss der ETB-Defizienz auf die pulmonalvaskulare Hyperreagibilitat

Die Untersuchung der pulmonalvaskularen (Hyper-)Reagibilitat erfolgte nach jeweiliger
intravaskularer Applikation der Vasokonstriktoren ET-1, Thromboxan-Rezeptor-Agonist
U46619 und Serotonin in jeweils aufsteigenden Dosierungen.

In jeder Gruppe konnten dosisabhangige Effekte der Vasokonstriktoren beobachtet werden
(Abb. 9A-F). Beim Vergleich innerhalb der scheinsensibilisierten Gruppen (WT PBS/PBS und
ETB” PBS/PBS) hatte die ETB-Defizienz eine erhohte pulmonalvaskuldre Reagibilitat auf
ET-1 und in der hochsten Dosierung auf U46619 zur Folge, wohingegen sich die
pulmonalvaskulare Reagibilitdt auf Serotonin vergleichbar zeigte (Abb. 9A, 9C, 9E).

Die OVA/OVA-behandelten ETB”-M&use wiesen im Vergleich zu den OVA/OVA-
behandelten WT-Tieren eine deutlich starkere pulmonalvaskulare Hyperreagibiliat auf ET-1
auf (Abb. 9B). Auch die pulmonalvaskulare Druckantwort der OVA/OVA-behandelten ETB-
Mause auf U46619 war im Vergleich zur korrespondierenden WT-Gruppe erhdht (Abb. 9D),
wohingegen das Ausmal} der pulmonalvaskularen Hyperreagibilitat auf Serotonin in den WT-
und ETB"-Mausen vergleichbar war (Abb. 9F).
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Abb. 9: Der Einfluss der Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz auf die Tu2-induzierte
pulmonalvaskuldre Hyperreagibilitat.

Untersucht wurden isoliert perfundierte und ventilierte Lungen Endothelin-B-Rezeptor-defizienter
(ETB”")-Mause und korrespondierender Wildtyp (WT)-Mause an Tag 32 des Protokolls nach erfolgter
systemischer Scheinsensibilisierung mit phosphatgepufferter Salzldsung (PBS) und PBS-Aerosol-
Atemwegsexposition (PBS/PBS) oder systemischer Ovalbumin (OVA)-Sensibilisierung und OVA-
Aerosol-Atemwegsexposition (OVA/OVA). Die pulmonalvaskuldre Reagibilitat (APpa mean) auf
Endothelin-1 (9A), Thromboxan-Rezeptor-Agonist U46619 (9B) und Serotonin (9C) entspricht der
Differenz zwischen dem maximalen pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean) infolge der Stimulus-
Applikation und dem basalen Ppa mean. Dargestellt sind die Mittelwerte + SEM der beobachteten
Daten von n=5-8 Tieren. * p<0,05; ** p<0,01, zweifaktorielle Varianzanalyse mit
Wiederholungsmessung mit folgenden Ergebnissen: Dosierung p<0,001, Genotyp p<0,01, Dosierung
x Genotyp p<0,01 (A); Dosierung p<0,01, Genotyp p<0,05, Dosierung x Genotyp p<0,05 (B);
Dosierung p<0,001, Genotyp p>0,05, Dosierung x Genotyp p<0,05 (C); Dosierung p<0,001, Genotyp
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p<0,05, Dosierung x Genotyp p>0,05 (D); Dosierung p<0,001, Genotyp p>0,05, Dosierung x Genotyp
p>0,05 (E); Dosierung p<0,001, Genotyp p>0,05) Dosierung x Genotyp p>0,05 (F). In 9C, 9E und 9F
wurde aufgrund fehlenden Genotyp-Effektes ein Mann-Whitney-U-Test (dezidiert pro Dosierung), im

Anschluss an die zweifaktorielle Varianzanalyse mit Wiederholungsmessung durchgefihrt.

4.2.3. Pulmonale Tux2-Inflammation aggraviert die Rechtsherzhypertrophie bei
Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz

Bei den PBS/PBS-behandelten ETB-defizienten Tieren war im Vergleich zu den
entsprechenden WT-Tieren ein erhdhter Fulton-Index als Zeichen einer rechtsventrikularen
Hypertrophie zu beobachten (Abb. 10). Interessanterweise nahm das Ausmall der
Rechtsherzhypertrophie in den ETB-defizienten Tieren im Gegensatz zu den WT-Tieren

nach Induktion der pulmonalen Tx2-Inflammation (OVA/OVA) weiter zu.
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Abb. 10: Einfluss der pulmonalen Tu2-Inflammation auf die Rechtsherzhypertrophie bei
Endothelin-B-Rezptor-Defizienz.

An Tag 32 des Protokolls erfolgte die Rechtsherzanalyse mittels Bestimmung des Fulton-Index
(Quotient aus rechtem Ventrikel (RV) und linkem Ventrikel (LV) inklusive Septum (S)) nach dem
Wiegen der Herzkompartimente. Verglichen wurden Endothelin-B-Rezeptor-defiziente (ETB”-)-Mause
und korrespondierende Wildtyp (WT)-Mause nach erfolgter systemischer Scheinsensibilisierung mit
phosphatgepufferter Salzldsung (PBS) und PBS-Aerosol-Atemwegsexposition (PBS/PBS) oder
systemischer Ovalbumin (OVA)-Sensibilisierung und OVA-Aerosol-Atemwegsexposition (OVA/OVA).
Dargestellt sind der Median, erstes und drittes Quartil, sowie Minimum und Maximum von n=10-12
Tieren. * p<0,05, ** p<0,01; Mann-Whitney-U-Test.
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4.2.4. Tu2-induzierte Splenomegalie ist in ETB-defizienten Mausen ausgepragter

In beiden scheinsensibilisierten Gruppen (WT PBS/PBS und ETB” PBS/PBS) war das
Milzgewicht in Relation zum Korpergewicht vergleichbar (Abb. 11A). Die OVA/OVA-
induzierte Th2-Antwort hatte im Vergleich zu den PBS/PBS-Gruppen sowohl bei den WT- als
auch bei den ETB™-Tieren einen Anstieg des Milzgewichtes zur Folge. Diese Tn2-induzierte
Splenomegalie war in den ETB-defizienten Tieren im Vergleich zu den WT-Tieren starker
ausgepragt (Abb. 11A).

Das Lebergewicht in Relation zum Kdérpergewicht zeigte sich in allen Gruppen vergleichbar
(Abb. 11B).
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Abb. 11: Einfluss von Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz und pulmonaler Ty2-Inflammation auf
Milz- (A) und Lebergewicht (B) in Relation zum Koérpergewicht (KG).

Organentnahmen und Gewichtsanalysen erfolgten an Tag 32 des Protokolls. Verglichen wurden
Endothelin-B-Rezeptor-defiziente (ETB”)-Mause und korrespondierende Wildtyp (WT)-Mause nach
erfolgter systemischer Scheinsensibilisierung mit phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und PBS-
Aerosol-Atemwegsexposition (PBS/PBS) oder systemischer Ovalbumin (OVA)-Sensibilisierung und
OVA-Aerosol-Atemwegsexposition (OVA/OVA). Dargestellt sind der Median, erstes und drittes Quartil,
sowie Minimum und Maximum von n=13-14 Tieren. * p<0,05, *** p<0,001; Mann-Whitney-U-Test.
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4.2.5. Verstarkte Tu2-induzierte perivaskuldre Inflammation infolge von ETB-Defizienz

Die Aufarbeitung und Analyse der Lungen nach Isolierung und Fixierung erfolgte
freundlicherweise durch Prof. Dr. med. Thomas Tschernig aus dem Institut fir Anatomie,
Zellbiologie und Entwicklungsbiologie der Medizinischen Fakultat der Universitat des
Saarlandes, Homburg/Saar. Die in Paraformaldehyd fixierten und in Paraffin eingebetteten
Lungen wurden mittels Hamatoxylin-Eosin oder Masson-Goldner-Trichrom gefarbt. Die
anschlieBenden mikroskopischen Analysen =zeigten, dass die OVA/OVA-induzierten
Leukozyten-Infiltrate insbesondere perivaskular lokalisiert waren und dass diese in den
ETB”-Lungen im Vergleich zu den WT-Lungen deutlich ausgepragter waren (Abb. 12A).
Zudem zeigten die Masson-Goldner-Trichrom-gefarbten Lungenschnitte, dass die OVA/OVA-
Behandlung in den ETB-defizienten-Mausen im Vergleich zu den WT-Mausen eine

ausgepragtere pulmonale Kollagendeposition zur Folge hatte (Abb. 12B).
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Abb. 12: Einfluss der Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz (ETB”") auf Tu2-induzierte perivaskulére
Inflammation (A) und Kollagen-Deposition (B) in der Lunge.

Die Isolierung und Paraformaldehyd-Fixierung der Lungen erfolgte an Tag 32 des Protokolls.
Verglichen wurden ETB”-Mause und korrespondierende Wildtyp (WT)-Mause nach erfolgter
systemischer Scheinsensibilisierung mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) und PBS-Aerosol-
Atemwegsexposition (PBS/PBS) oder systemischer Ovalbumin (OVA)-Sensibilisierung und OVA-
Aerosol-Atemwegsexposition (OVA/OVA).

Gezeigt sind Lungengewebsschnitte nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung (12A) und Masson-Goldner-
Trichrom-Farbung (12B). Der Malstabsbalken in 12B gilt fiir alle 4 Bilder. Die Abbildungen sind

jeweils reprasentativ fiir n=7 Tiere.

4.2.6. ETB-Defizienz hat eine verstarkte pulmonale Tu2-Inflammation zur Folge

Die PBS/PBS-behandelten ETB’-Mause wiesen im Vergleich zu den entsprechenden
Wildtyp-Mausen eine moderat, aber signifikant hohere Gesamt-Zellzahl in der
bronchoalveolaren Lavage auf (Abb. 13A), mit einer erhdhten Anzahl an Makrophagen (Abb.
13B).

Infolge der Ovalbumin-Sensibilisierung und -Atemwegsexposition (OVA/OVA) kam es sowohl
in den WT-Tieren als auch in den ETB"-Mausen zu einem Anstieg der Gesamtzellzahl in der
bronchoalveolaren Lavage Flissigkeit (BALF) (Abb. 13A). Beide OVA/OVA-Gruppen wiesen

eine eosinophile Alveolitis auf. Diese war jedoch in den ETB-defizienten-Tieren deutlich
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verstarkt nachweisbar (Abb. 13B). Auch die Lymphozyten, neutrophilen Granulozyten und
Makrophagen waren in den OVA/OVA-behandelten ETB”-Mausen im Vergleich zu den

entsprechenden WT-Mausen vermehrt nachweisbar.
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Abb. 13: Einfluss der Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz (ETB”) auf die Gesamtzellzahl (A) und

Leukozytendifferenzierung (B) in der bronchoalveolaren Lavage (BAL).
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Die BAL erfolgte an Tag 32 des Protokolls. Verglichen wurden ETB"-M&use und korrespondierende
Wildtyp (WT)-Mause nach erfolgter systemischer Scheinsensibilisierung mit phosphatgepufferter
Salzlésung (PBS) und PBS-Aerosol-Atemwegsexposition (PBS/PBS) oder systemischer Ovalbumin
(OVA)-Sensibilisierung und OVA-Aerosol-Atemwegsexposition (OVA/OVA). Dargestellt sind der
Median, erstes und drittes Quartil, sowie Minimum und Maximum von n=8-10 Tieren. * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001; Mann-Whitney-U-Test.

4.2.7. Die pulmonale Induktion der Ty2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 erfolgt unabhangig
von ETB

Die Quantifizierung verschiedener Zytokine und Chemokine in BALF-Proben der vier
untersuchten Gruppen ergab, dass die OVA/OVA-induzierte Inflammation unabhangig von
der ETB-Defizienz zu einem Anstieg der Ty2-Zytokine IL-5 und IL-13 fihrte. Ferner kam es
infolge der OVA/OVA-Behandlung zu einem Anstieg von IL-12p40, der in den ETB”-Mausen
im Vergleich zu den WT-Kontrollen deutlich starker ausfiel. G-CSF zeigte einen signifikanten
Anstieg ausschlieBlich in der ETB-defizienten, OVA/OVA behandelten Gruppe, IL-4 in der
OVA/OVA behandelten WT-Gruppe. Die OVA/OVA behandelten ETB™-Tiere zeigten leicht
niedrigere IL-2 Werte als ihre korrespondierenden WT-Tiere. Weder die ETB-Defizienz noch
die OVA/OVA-Behandlung hatten einen signifikanten Effekt auf die Zytokin- und Chemokin-
Level von IL-13, KC und RANTES (Tab. 13).

Tab. 13 Zytokin- und Chemokin-Quantifizierung in der bronchoalveolaren Lavage-

Fliissigkeit.
Zytokine | Detektions- WT ETB™ WT ETB™
grenzen PBS/PBS PBS/PBS OVA/OVA OVA/OVA
IL-1B 6,24 - 23002 6,240 6,240 7,64 £ 0,90 7,02 £ 0,50
IL-2 0,91 - 3939 1,90 £ 0,13 1,62 £ 0,71 2,08 £ 0,31 1,36 £ 0,13 *
IL-4 1,01 - 14576 1,010 1,010 7,01 £4,28% 4,15+ 1,78
IL-5 0,45 - 1804 0,51 £ 0,06 0,57 £ 0,09 7,43 £2,20 % 4,31+1,15%
IL-12p40 0,54 - 40552 25,18 £4,30 22,55+1,45 | 80,10 +21,14# |313 £ 47,72 % **
IL-13 3,62 - 58768 4,56 + 0,62 4,15+ 0,53 25,04 +7,79% | 21,78 £ 5,50 #
KC 2,4 - 41653 1261 + 481 953 + 480 812 + 282 780 £ 114
RANTES 5,27 - 16749 10,25 £ 2,04 9,33 £2,99 9,09 £ 1,50 9,36 £ 0,74
G-CSF 0,73 - 3375 29,60 = 8,34 19,77 £ 4,77 92,70 £ 29,00 142 + 25,84 #

Angaben in pg/ml. Aufgefihrt sind die Mittelwerte + SEM von n=3-5 (PBS/PBS) und n=6 (OVA/OVA)
Tieren. Sternchen geben signifikante Unterschiede im Vergleich zur jeweiligen Wildtyp-Kontrollgruppe
an (* p<0,05, ** p<0,01); Rauten geben signifikante Unterschiede im Vergleich zur jeweiligen
PBS/PBS-Kontrollgruppe an (# p<0,05, ## p<0,01); Mann-Whitney-U-Test.
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4.2.8. ETB-Defizienz hat eine verstarkte humorale Immunantwort auf Ovalbumin zur

Folge

Die Plasmaspiegel des OVA-spezifischen IgE und IgG1 waren erwartungsgemafl nach
OVA/OVA-Behandlung erhéht nachweisbar (Abb. 14A und 14B). Die ETB-Defizienz flhrte im
Vergleich zu den WT-Tieren zu einem deutlich starkeren Anstieg der OVA-spezifischen IgE-
Spiegel (Abb. 14A). Auch die OVA-spezifischen IgG1-Spiegel zeigten sich in der Tendenz
(p=0,119) in den OVA/OVA-behandelten ETB"-Mausen im Vergleich zu den entsprechenden
Wildtypen erhdht (Abb. 14B).
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Abb. 14: Einfluss der Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz (ETB”-) auf die Plasmaspiegel von
Ovalbumin (OVA)-spezifischem Immunglobulin (Ig)E (A) und IgG1 (B).

Die Gewinnung der Plasmaproben erfolgte an Tag 32 des Protokolls. Verglichen wurden ETB""-Mé&use
und korrespondierende Wildtyp (WT)-Mause nach erfolgter systemischer Scheinsensibilisierung mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) und PBS-Aerosol-Atemwegsexposition (PBS/PBS) oder
systemischer Ovalbumin (OVA)-Sensibilisierung und OVA-Aerosol-Atemwegsexposition (OVA/OVA).
Das Detektionslimit lag bei 0,98 pg/ml (A) bzw. 0,01 pg/ml (1B). Dargestellt sind der Median, erstes
und drittes Quartil, sowie Minimum und Maximum von n=22-24 Tieren (A) und n=13-14 Tieren (B). **
p<0,01; Mann-Whitney-U-Test.
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4.2.9. ETB-Defizienz fiihrt zu einer verstarkten pulmonalen Endothelin-1-Expression

infolge von Ts2-Inflammation

Auf mRNS-Ebene zeigte sich infolge der OVA/OVA-Behandlung eine Hochregulierung der
pulmonalen ET-1-Expression (Abb. 15A). Diese Hochregulierung war in den ETB"-Lungen
im Vergleich zu den WT-Lungen ausgepragter. Der Endothelin-Rezeptor A war infolge der
OVA/OVA-Behandlung herunterreguliert (Abb. 15B), wobei die ETA-Expression in den
OVA/OVA-behandelten ETB”-Lungen moderat, aber signifikant im Vergleich zu den
entsprechenden WT-Lungen verringert war.

Die ETB-Expression war in den Lungen der PBS/PBS-behandelten ETB”-Mause im
Vergleich zu den korrespondierenden Wildtypen um circa 50% niedriger. Infolge der OVA-
induzierten Inflammation sank die ETB-Expression in beiden Gruppen (Abb. 15C).

Im Vergleich beider PBS/PBS-Gruppen wiesen die ETB”-Lungen eine in der Tendenz
(p=0,073) hdhere TXA>-Rezeptor-Expression als die WT-Lungen auf. Die pulmonale mRNS-
Expression des TXAx-Rezeptors zeigte sich in den OVA/OVA-behandelten Gruppen im
Vergleich zu den PBS/PBS-behandelten Gruppen herunterreguliert (Abb. 15D).
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Abb. 15: Einfluss der Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz (ETB”") und der Tu2-Inflammation auf die
pulmonale messenger Ribonukleinsdaure (nRNS)-Expression.

Die Isolierung der Lungen erfolgte an Tag 32 des Protokolls. Verglichen wurden ETB”-M&use und
korrespondierende Wildtyp (WT)-Mause nach erfolgter systemischer Scheinsensibilisierung mit
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) und PBS-Aerosol-Atemwegsexposition (PBS/PBS) oder
systemischer Ovalbumin (OVA)-Sensibilisierung und OVA-Aerosol-Atemwegsexposition (OVA/OVA).
Die mRNS-Expressionsanalysen erfolgten mittels quantitativer Polymerase Kettenreaktion (QPCR) in
der relativ quantitativen (RQ) Messung unter Verwendung der AAC+Methode. Hierflir wurde die
Expression des jeweiligen Zielgens (Endothelin-1 (ET-1), Endothelin-Rezeptor A (ETA), Endothelin-
Rezeptor B (ETB) und Thromboxan-A>-Rezeptor (TXA2)) zuerst auf die Expression des
Housekeeping Gens Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) normalisiert und
anschlieend als Zu- oder Abnahme relativ zur Kontrollgruppe quantifiziert. Dargestellt sind der
Median, erstes und drittes Quartil, sowie Minimum und Maximum von n=6-7 Tieren. * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001); Mann-Whitney-U-Test.

4.2.10. Kein Einfluss der ETB-Defizienz auf den Plasmaspiegel des vasoaktiven
intestinalen Peptids

Zur Untersuchung eines potenziellen pathomechanistischen Zusammenhangs zwischen dem
Endothelin-System in der pulmonalen Tu2-Inflammation und dem vasoaktiven intestinalen
Peptid (VIP) erfolgte die Quantifizierung des VIP-Plasmaspiegels mittels EIA. Weder die
OVA/OVA-Behandlung noch die ETB-Defizienz hatten einen signifikanten Einfluss auf den
VIP-Plasmaspiegel.
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Abb. 16: Quantifizierung der Plasmaspiegel des vasoaktiven intestinalen Peptids (VIP).

Die Gewinnung der Plasmaproben erfolgte an Tag 32 des Protokolls. Verglichen wurden Endothelin-
B-Rezeptor-defiziente (ETB”-)-Mause und korrespondierende Wildtyp (WT)-M&ause nach erfolgter
systemischer Scheinsensibilisierung mit phosphatgepufferter Salzldsung (PBS) und PBS-Aerosol-
Atemwegsexposition (PBS/PBS) oder systemischer Ovalbumin (OVA)-Sensibilisierung und OVA-
Aerosol-Atemwegsexposition (OVA/OVA).

Das Detektionslimit lag bei 0,05 ng/ml (gepunktete Linie). Dargestellt sind der Median, erstes und

drittes Quartil, sowie Minimum und Maximum von n=7-8 Tieren pro Gruppe.

4.2.11. Thromboxan-Freisetzung infolge ET-1-Applikation

Das folgende Experiment hatte zum Ziel, die Effekte der ETB-Defizienz auf die Endothelin-1-
vermittelte pulmonalvaskulare Thromboxan-A.-Freisetzung zu untersuchen. Da Thromboxan
A2 in der Blutbahn eine auferst kurze Halbwertszeit von 30 Sekunden hat, ehe es zu
Thromboxan B degradiert wird (CHRISTMAN et al. 1992), erfolgte die Quantifizierung von
Thromboxan Bz aus Perfusatproben mittels EIA. Die jeweiligen Perfusatproben wurden
wahrend des IPML-Experiments zwei Minuten vor der ET-1-Applikation sowie zwei, sechs,
zehn und 14 Minuten nach der ET-1-Applikation asserviert. Nach sechs und nach zehn
Minuten zeigten die Perfusatproben der naiven ETB-defizienten Tiere im Vergleich zu den
Perfusatproben der naiven WT-Kontrollen deutlich h6here Thromboxan-B,-Konzentrationen
(Abb. 17). Nach Beendigung der ET-1-Applikation kam es wieder zu einer Reduktion der

pulmonalvaskuldren Thromboxan-Freisetzung (Abb. 17).
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Abb. 17: Der Einfluss der Endothelin-B-Rezeptor-Defizienz auf die pulmonalvaskulare
Thromboxan-B:-Freisetzung.

Im Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge erfolgte die Asservierung von
Perfusatproben zwei Minuten (min) vor einer zehnminitigen Endothelin-1-Applikation sowie zwei,
sechs, zehn und 14 Minuten nach der Endothelin-1-Applikation. Die Thromboxan-Bz-Level der
Perfusatproben Endothelin-B-Rezeptor-defizienter (ETB”)-Lungen und korrespondierender Wildtyp
(WT)-Lungen wurden vergleichend untersucht. Das Detektionslimit lag bei 7,8 pg/ml. Dargestellt sind
die Mittelwerte + SEM der beobachteten Daten von je n=7 Tieren. ** p<0,01; Mann-Whitney-U-Test
(dezidiert pro Zeitpunkt) im Anschluss an zweifaktorielle Varianzanalyse mit Wiederholungsmessung
(Zeitpunkt p<0,05, Genotyp p>0,05, Zeitpunkt x Genotyp p<0,01).
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4.3. Altersabhingige Effekte der Prepro-Endothelin-1-Uberexpression

4.3.1. Die Uberexpression von Prepro-Endothelin-1 (ET") fiihrt zu einem Anstieg des
pulmonalarteriellen Mitteldrucks

Wahrend sich der basale pulmonalarterielle Mitteldruck (Ppa mean) der 2-6 Monate alten
ET-Tiere im Vergleich zu den WT-Kontrollen unverandert zeigte, fiihrte die Prepro-
Endothelin-1-Uberexpression in den gealterten Tieren zu einem moderaten, aber
signifikanten Anstieg des Ppa mean im Vergleich zu den korrespondierenden WT-Tieren
(Abb. 18A).

Effekte der Prepro-Endothelin-1-Uberexpression auf die basale dynamische Compliance
lieBen sich hingegen nicht nachweisen. Altersbedingt zeigten sowohl die WT- als auch die
ET"9-Tiere eine erhéhte dynamische Compliance (Abb. 18B).
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Abb. 18: Altersabhingige Effekte der Prepro-Endothelin-1-Uberexpression (ET'9) auf den
basalen pulmonalarteriellen Mitteldruck (Ppa mean) und die dynamische Compliance (Cagyn)-
Isoliert perfundierte und ventilierte Lungen naiver ET-Mause und korrespondierender Wildtyp (WT)-
Mause der Altersklassen 2-6 Monate (Mo) und 16-18 Mo wurden untersucht. Unter standardisierten
basalen Bedingungen erfolgten die Messungen des Ppa mean (A) und der Cayn (B). Dargestellt sind
der Median, erstes und drittes Quartil, sowie Minimum und Maximum von n=7-12 (2-6 Mo) und n=9-11
(16-18 Mo). *** p<0,001; Mann-Whitney-U-Test.
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4.3.2. Altersabhingige Effekte der Prepro-ET-1-Uberexpression auf die pulmonal-
vaskuldre Reagibilitat

Die 2-6 Monate alten ET“-Tiere wiesen in der héchsten Dosierung im Vergleich zu den
entsprechenden WT-Kontrolltieren eine moderat verstarkte Reagibilitdt auf den Thromboxan-
Rezeptor-Agonisten U46619 auf (Abb. 19A). Die U46619-evozierte pulmonalvaskulare
Reagibilitatt der 16-18 Monate alten ETY-Tiere zeigte sich im Vergleich zur
korrespondierenden WT-Gruppe unverandert (Abb. 19B).
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Abb. 19: Altersabhingige Effekte der Prepro-Endothelin-1-Uberexpression (ET') auf die
pulmonalvaskulédre Reagibilitat.

Isoliert perfundierte und ventilierte Lungen naiver ET'-Mause und korrespondierender Wildtyp (WT)-
Mause der Altersklassen 2-6 Monate (Mo) und 16-18 Mo wurden untersucht. Zur Untersuchung der
pulmonalvaskularen Reagibilitdat erfolgte die intravasale Applikation des Thromboxan-Rezeptor-
Agonisten U46619 in aufsteigenden Dosierungen. Die pulmonalvaskuldre Reagibilitat entspricht dem
maximalen Anstieg des pulmonalarteriellen Mittelrucks (APpa mean) als Reaktion auf die U46619-
Applikation. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM von n=7-12 (2-6 Mo) und n=9-10 (16-18 Mo) Tieren.

* p<0,05, Mann-Whitney-U-Test (dezidiert pro Dosierung) im Anschluss an zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Wiederholungsmessung (Dosierung p<0,001, Genotyp p>0,05 Dosierung x

Genotyp p>0,05 (A); Dosierung p<0,001, Genotyp p>0,05, Dosierung x Genotyp p>0,05 (B)).
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4.3.3. Chronische Prepro-ET-1-Uberexpression induziert Rechtsherzhypertrophie

Die Herzanalyse mittels Fulton-Index ergab, dass die 16-18 Monate alten ET'Y-Tiere im
Vergleich zu den korrespondierenden Wildtyp-Mausen eine rechtsventrikulare Hypertrophie
aufwiesen (Abb. 20). Bei den jlingeren ETY-Tieren lag hingegen keine
Rechtsherzhypertrophie vor.
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Abb. 20: Altersabhingige Effekte der Prepro-Endothelin-1-Uberexpression (ETY) auf den
Fulton-Index.

Analysiert wurden naive ET'%-Mause und korrespondierende Wildtyp (WT)-Méause der Altersklassen 2-
6 Monate (Mo) und 16-18 Mo. Die Rechtsherzanalyse erfolgte mittels Bestimmung des Fulton-Index
(Quotient aus rechtem Ventrikel (RV) und linkem Ventrikel (LV) inklusive Septum (S)) nach dem
Wiegen der Herzkompartimente. Dargestellt sind der Median, erstes und drittes Quartil, sowie
Minimum und Maximum von n=5-9 (2-6 Mo) und n=9-11 (16-18 Mo). * p<0,05; Mann-Whitney-U-Test.
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4.3.4. Erhohte Lymphozytenzahl in der bronchoalveoldre Lavage-Fiissigkeit der

gealterten ET"9-Miuse

Die Analyse der entnommenen BAL-Proben diente der Ermittlung der Zellzahl der
Leukozyten-Subpopulationen. Infolge der chronischen Uberexpression von ET-1 konnte bei
den 16-18 Monate alten Mausen eine moderate, aber signifikante Erhéhung der
Lymphozytenzahl beobachtet werden. Die alteren Tiere zeigten im Vergleich zu den
jungeren Tieren eine signifikante Abnahme der Makrophagenzahl, unhabhangig von der ET-
1-Uberexpression (Abb. 21).
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Abb. 21: Altersabhingige Effekte der Prepro-Endothelin-1-Uberexpression (ET') auf die
Leukozyten-Subpopulationen in der bronchoalveolaren Lavage (BAL)

Analysiert wurden naive ET'9%-Mause und korrespondierende Wildtyp (WT)-Mause der Altersklassen 2-
6 Monate (Mo) und 16-18 Mo. Dargestellt sind Median, erstes und drittes Quartil, sowie Minimum und
Maximum von n=7-12 (2-6 Mo) und n=10-17 (16-18 Mo). * p<0,05; Mann-Whitney-U-Test.
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4.3.5. Altersabhingige Splenomegalie infolge der Prepro-ET-1-Uberexpression

Die ET9-Tiere wiesen in allen untersuchten Altersklassen im Vergleich zu den
entsprechenden WT-Tieren eine signifikante Splenomegalie auf (Abb. 22A, 23A). Diese
Splenomegalie war mit zunehmendem Alter progredient (Abb. 23A).

Wahrend die jungen ET'Y-Tiere (2-4 Monate) im Vergleich zu den entsprechenden WT-Tieren
ein leicht, aber signifikant geringeres Lebergewicht in Relation zum Kdorpergewicht
aufwiesen, zeigten die alten ET'-Tiere (216 Monate) im Vergleich zu den WT-Kontrollen ein
hoéheres Lebergewicht in Relation zum Kdrpergewicht (Abb. 23B). Das Kérpergewicht selbst

war zwischen den verwendeten Mauslinien nicht verschieden (Abb. 22B).
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Abb. 22: Foto reprasentativer Milzen von 12 Monate alten Mausen (A) und Korpergewicht in
Gramm (g) von 12 Monate (Mo) alten Prepro-Endothelin-1-iiberexprimierenden Mausen (ET')
im Vergleich zu den korrespondierenden Wildtyp (WT)-Mausen (B).

A: Gezeigt wird die altersabhangige Splenomegalie der Prepro-Endothelin-1-liberexprimierenden
Mause (ET') gegenliber den korrespondierenden Wildtyp (WT)-Mausen (siehe Abb. 23A). Am unteren
Bildrand ist ein Lineal in cm abgebildet.

B: Dargestellt sind Median, erstes und drittes Quartil, sowie Minimum und Maximum von n=8-9 Tieren,
Mann-Whitney-U-Test
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Abb. 23: Altersabhingiger Einfluss der Prepro-Endothelin-1-Uberexpression (ET®) auf Milz- (A)
und Lebergewicht (B) in Relation zum Koérpergewicht (KG).

Analysiert wurden naive ET®-Mause und korrespondierende Wildtyp (WT)-Mause der Altersklassen 2-
4 Monate (Mo), 12 Mo und >16 Mo. Dargestellt sind Median, erstes und drittes Quartil, sowie Minimum
und Maximum von n=12-16 (2-4 Mo), n=8-9 (12 Mo) und n=36-41 (= 16 Mo). * p<0,05, *** p<0,001;
Mann-Whitney-U-Test.
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Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle des Endothelin-Systems in Bezug auf
PAH-assoziierte pulmonale GefaRveranderungen unter Einsatz zweier genmodifizierter
Mausmodelle.

Hierfir kamen sowohl naive junge und naive gealterte Tiere, als auch Tiere im akuten Tu2-
Modell zum Einsatz. Im Wesentlichen gliedert sich die Arbeit in drei Kapitel: Das erste Kapitel
befasst sich mit den (altersabhangigen) Effekten der ETB-Defizienz auf PAH-assoziierte
Veranderungen, das zweite mit der Rolle des ETB-Rezeptors in der pulmonalen Tu2-
Inflammation und das dritte mit den altersabhéngigen Effekten der Uberexpression von
Prepro-Endothelin-1 auf pulmonalvaskulare Hdmodynamik und Rechtsherzhypertrophie.

Die erhobenen Daten bestatigen die Hypothese, dass die Uberexpression von Endothelin-1
pulmonalvaskuldre Hyperreagibilitdt, pulmonale Hypertonie und rechtsventrikulare
Hypertrophie bedingt, wahrend der ETB-Rezeptor eine protektive Rolle in der Entstehung der
pulmonalen Hypertonie, Rechtsherzhypertrophie und pulmonalvaskuldren Hyperreagibilitat
ausibt. Wahrend die jungen ETY-Mause ausschlieBlich eine pulmonalvaskulare
Hyperreagibilitit aufwiesen, zeigten die gealterten ET'9-Mause einen fixierten pulmonalen
Hypertonus und eine Rechtsherzhypertrophie. Endothelin-1 ist als alleiniger Stimulus somit
ausreichend, PAH-assoziierte Veranderungen in der Maus hervorzurufen. Dasselbe trifft flr
das Vorliegen einer ETB-Defizienz zu. Ferner konnte hier gezeigt werden, dass pulmonale
Tu2-Inflammation als zweiter Stimulus (,second hit‘) die PAH-assoziierten Veranderungen
infolge der ETB-Defizienz verstarkt.

Das Modell der pulmonalen Tu2-Inflammation stellt ein validiertes PAH-Modell dar, in dem es
zu den PAH-typischen GefaRveranderungen kommt (PABST und TSCHERNIG 2002,
RYDELL-TORMANEN et al. 2005, WITZENRATH et al. 2006, DALEY et al. 2008,
HABERBERGER et al. 2009). Das hier eingesetzte ex vivo Modell der isoliert perfundierten
und ventilierten Mauslunge (IPML) ist eine gut etablierte und validierte Methode zur
kontinuierlichen Messung funktioneller Parameter inklusive des pulmonalarteriellen
Mitteldrucks und der dynamischen Compliance. Das Modell wurde von von Bethmann et al.
im Jahre 1998 zum ersten Mal beschrieben (VON BETHMANN et al. 1998). Die Isolierung
der Mauslunge bedarf grof3er chirurgischer Prazision. Indem die Lunge als intaktes Organ flr
diese Methode zum Einsatz kommt, kdnnen Uber den Lungenkreislauf verabreichte
Vasokonstriktoren in Kirze ihre Wirkung in der Lunge entfalten. Im Folgenden kann die
pulmonalvaskuldre Druckantwort grundlegend untersucht werden. Diese Untersuchungen
erfolgen ohne den Einfluss metabolischer, humoraler oder vegetativer Faktoren. In diesem
weitestgehend blutfreien System wird das Blut durch eine nicht rezirkulierende
Elektrolytlosung ersetzt (VON BETHMANN et al. 1998, HELD et al. 1999, SEYBOLD et al.
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2005, WITZENRATH et al. 2006, WITZENRATH et al. 2006). Ein Nachteil des IPML-Modells
besteht in der fehlenden Méglichkeit, die Auswirkungen der Substanz-Applikationen auf die
Herzfunktion zu untersuchen.

In experimentellen Untersuchungen zur Rolle des ETB-Rezeptors in der pulmonalen Th2-
Inflammation unter Einsatz ETB-defizienter Mduse (ETB”") und korrespondierender Wildtyp-
Mause konnte gezeigt werden, dass signifikante Unterschiede in der Hamodynamik
vorhanden sind. So zeigten die ETB-defizienten Mause eine pulmonale Hypertonie, eine
Rechtsherzhypertrophie und eine pulmonalvaskulare Hyperreagibilitdt, wobei sowohl die
pulmonalvaskuldre Hyperreagibilitdt als auch die Rechtsherzhypertrophie nach Induktion
einer pulmonalen Tx2-Inflammation aggravierten.

Wie bereits von Witzenrath et al. und Haberberger et al. beschrieben, kommt es infolge
pulmonaler Th2-Inflammation zu einer ausgepragten pulmonalvaskularen Hyperreagibilitat
(WITZENRATH et al. 2006, HABERBERGER et al. 2009). Auch in dieser Arbeit flhrte die
pulmonale Th2-Inflammation infolge der OVA/OVA-Behandlung sowohl in den Wildtyp-Tieren
als auch in den ETB-defizienten Tieren zu einer ausgepragten pulmonalvaskularen
Hyperreagibilitdt auf die intravasal applizierten Vasokonstriktoren Thromboxan-Rezeptor-
Agonist U46619 bzw. ET-1. Interessanterweise war diese Hyperreagibilitdt bei den ETB-
defizienten Tieren im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren deutlich starker ausgepragt. Infolge
der pulmonalen Tp2-Inflammation kam es erwartungsgemafll zudem zu einer
pulmonalvaskularen Hyperreagibilitat auf den Stimulus Serotonin, wobei die Hyperreagibilitat
hier von der ETB-Defizienz unbeeinflusst blieb. Dies zeigt, dass ETB-Defizienz die Tn2-
vermittelte pulmonalvaskulare Hyperreagibilitat Stimulus-spezifisch moduliert.

Hinweise fir eine Tu2-induzierte Hochregulation des ETA- oder des TXA:-Rezeptors als
mogliche Erklarung fur die gesteigerte Reagibilitat infolge der ETB-Defizienz fanden sich in
den hier durchgefihrten mRNS-Analysen nicht. Jedoch zeigten sich Hinweise fur eine
Modulation der ET-1-vermittelten intravaskularen Thromboxan-Freisetzung in den ETB”-
Mausen. Wie bereits beschrieben vermittelt ET-1 die Freisetzung von Thromboxan Az, das
wiederum Uber TXA2-Rezeptor-Aktivierung zur ET-1-vermittelten pulmonalvaskularen
Druckantwort beitragt (DE NUCCI et al. 1988, INOUE et al. 1989, HORGAN et al. 1991). Die
hier durchgeflihrten Untersuchungen konnten nun nachweisen, dass ETB-Defizienz eine
deutlich ausgepragtere ET-1-induzierte Thromboxan-Freisetzung zur Folge hat. Somit
konnte die verstarkte Thromboxan-Freisetzung in den ETB”-Mausen zur deutlich verstarkten
pulmonalen Druckantwort auf ET-1 beitragen. Interessanterweise konnten verschiedene
Arbeitsgruppen bei PAH-Patienten erhohte Plasmaspiegel und eine erhohte Freisetzung von
Thromboxan Bz nachweisen (CHRISTMAN et al. 1992, ADATIA et al. 1993, FUSE und
KAMIYA 1994). Auch in Mausen mit einer heterozygoten Mutation im bone morphogenetic

protein receptor (BMPR*") stellten Song et al. im Vergleich zu den korrespondierenden
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Wildtyp-Mausen eine erhdhte Thromboxan-Az-Produktion nach einer Behandlung mit 5-
Lipoxygenase-uberexprimierenden Adenoviren fest (SONG et al. 2005).

Daruber hinaus ist der ETB-Rezeptor fur die ET-1-Clearance zustandig (FUKURODA et al.
1994, DUPUIS et al. 1996, HENRY 1999). Diese Funktion ist bei den ETB-defizienten Tieren
eingeschrankt (BAGNALL et al. 2006). In den hier durchgefiihrten Analysen kam es in den
ETB”-Mausen nach Induktion der Tp2-Inflammation zu einer erhéhten pulmonalen ET-1-
Expression im Vergleich zu den Wildtypen, so dass, analog zu den ET-Tieren, in den ETB™-
Mausen eine Endothelin-1-vermittelte Hyperreagibilitdt moglich erscheint.

Wie bereits in vielen Arbeiten beschrieben, tritt infolge der Gefallveranderungen im Laufe der
PAH eine Rechtsherzhypertrophie ein (HUMBERT et al. 2004, RYAN und ARCHER 2014).
Im weiteren Verlauf der Erkrankung flihrt die Erschopfung der kompensatorischen
Mechanismen zu einer Rechtsherzdilatation und zum Tode durch Rechtsherzversagen
(PERROS et al. 2021). Der Fulton-Index ist ein gut etabliertes MaR flr die rechtsventrikulare
Hypertrophie. Auch in anderen PAH-Modellen kommt es zu Veradnderungen dieses Index
(DALEY et al. 2008, WANG et al. 2013, KURAKULA et al. 2021). Die in dieser Arbeit
untersuchten ETB-Mause wiesen im Vergleich zu den Wildtypen bereits in naivem Zustand
einen erhohten Fulton-Index auf. Interessanterweise flihrte die Induktion der pulmonalen
Tu2-Inflammation zu einer weiteren Zunahme der rechtsventrikularen Hypertrophie in den
ETB"-Mausen.

Bereits in einer friheren Arbeit von Park et al. an BMPR2-hypomorphen Mausen konnte
gezeigt werden, dass pulmonale Th2-Inflammation als ,second hit* die Entstehung der
pulmonalen Hypertonie triggert. Die BMPR2-hypomorphen Mause wiesen dazu einen
erhdhten rechtsventrikularen systolischen Druck (RVSD) auf (PARK et al. 2013). Inwiefern
die in der vorliegenden Arbeit untersuchten genetisch modifizierten Mauslinien auch eine
Veranderung des RVSD aufweisen, bedarf weiterer Studien.

Die experimentellen Beobachtungen von Park et al. stehen auferdem in Einklang mit
neueren klinischen Erkenntnissen, dass PAH-Patienten ebenfalls erhdhte Level an Tu2-
Zytokinen aufweisen (HUMBERT et al. 1995, SOON et al. 2010, PRICE et al. 2012, PARK et
al. 2013, RABINOVITCH et al. 2014). In dieser Arbeit konnte infolge der Induktion der Tn2-
Inflammation erwartungsgemalf ein pulmonaler Anstieg der Ty2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13
nachgewiesen werden, wie auch bereits in anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe gezeigt
(HABERBERGER et al. 2009, TABELING et al. 2014). Interessanterweise zeigten sich trotz
der deutlich ausgepragteren pulmonalen Leukozyteninfiltrate in den ETB-defizienten Lungen
im Vergleich zu den WT-Lungen keine Unterschiede in Bezug auf die pulmonalen Tu2-
Zytokin-Level. Jedoch kam es infolge der OVA/OVA-Behandlung zu einem Anstieg des
Zytokins IL-12p40, der in den ETB™-Tieren deutlich starker ausfiel als bei den WT-Tieren.

Bemerkenswerterweise stellten Larsen et al. in humanen IPAH- und APAH-Patienten
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erhdhte IL-12p40-Serumspiegel fest (LARSEN et al. 2011). Ebenfalls erhohte IL-12p40-
Serumspiegel fanden sie in Chemokin-Rezeptor CCR7-defizienten Mausen, die einen
pulmonalen Hypertonus und pulmonale perivaskulare Leukozyteninfiltrate aufwiesen
(LARSEN et al. 2011). Huaux et al. wiesen fur IL-12p40 eine wichtige Rolle in der
Entstehung der Lungenfibrose nach (HUAUX et al. 2002). Moglicherweise férdern die
deutlich erhohten 1L-12p40-Spiegel in den OVA/OVA-behandelten ETB”-Méausen also
sowohl die ausgepragte perivaskulare Inflammation als auch die Kollagendeposition in den
Lungen.

Dorfmiiller et al. wiesen einen Anstieg der mMRNS-Expression des Chemokins RANTES in
Lungenproben von Humanpatienten mit schwerer PAH nach (DORFMULLER et al. 2002). In
den hier durchgefiihrten Untersuchungen konnte jedoch kein Anstieg festgestellt werden.
Dabei ist zu beachten, dass die Expression von RANTES bei Dorfmiiller et al. vor allem in
Endothelzellen von vom Remodeling betroffenen Lungenarterien nachgewiesen wurde
(DORFMULLER et al. 2002). In der vorliegenden Arbeit wurden die Mause jedoch in einem
akuten Modell untersucht, bei dem zwar glattmuskulare Proliferation, jedoch kein manifestes
pulmonalarterielles Remodeling nachzuweisen ist (HABERBERGER et al. 2009). Inwiefern
die Expression von RANTES zu einem spateren Zeitpunkt angestiegen ware, kann nicht
beantwortet werden.

Daley et al. konnten zeigen, dass IL-13 wesentlich zum Tn2-assoziierten pulmonalarteriellen
Remodeling der Maus beitragt (DALEY et al. 2008). Park et al. konnten in weiterfuhrenden
Analysen in einem OVA-Sensibilisierungsmodell, bei dem eine zusatzliche Exposition mit
Feinstaub durchgefiihrt wurde, nachweisen, dass IL-17A eine protektive Rolle spielt, indem
es PAH-assoziierte IL-13-evozierte Effekte inhibiert (PARK et al. 2014). Die simultane
Neutralisation von IL-13 und IL-17A verminderte die Erhohung des rechtsventrikularen
systolischen Drucks, der zirkumferentiellen Muskularisation der Pulmonalarterien, sowie der
Expression von Gehirn-natriuretischem Peptid (brain natriuretic peptide, BNP), einem Marker
fur rechtsventrikulare Belastung beim Menschen (FRITZ et al. 2013, PARK et al. 2014).

Cho et al. zeigten, dass IL-13-Uberexprimierende Mause spontan pulmonalarterielles
Remodeling, pulmonale Hypertonie und Rechtsherzhypertrophie entwickeln (CHO et al.
2013). Zudem scheint IL-13 die ET-1-Produktion der pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen
zu unterdricken, sodass IL-13 indirekt das Wachstum von pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen kontrollieren kdnnte, mit moglicher pathomechanistischer Relevanz fir das
pulmonalvaskulare Remodeling bei PAH (HECKER et al. 2010).

ETB-Defizienz hatte in dieser Arbeit jedoch keine Unterschiede in Bezug auf die pulmonale
IL-13-Expression zur Folge. Eine alterierte IL-13-Expression scheint somit nicht ursachlich

fur die hier beobachteten PAH-assoziierten Veradnderungen zu sein.
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Sowohl die BALF der naiven jungen ETB-defizienten Tiere als auch die BALF der naiven
gealterten ET'Y-Tiere wiesen im Vergleich zu den jeweiligen WT-Kontrollen vermehrt
Lymphozyten auf. Dieser Befund steht im Einklang mit friiheren Untersuchungen an ET-1%
Mausen von Hocher et al., in denen eine erhéhte Anzahl an pulmonalen CD4*-Lymphozyten
festgestellt wurden (HOCHER et al. 2000). Es kdnnte sich bei der hier beobachteten
Lymphophilie daher um einen Endothelin-1-spezifischen Effekt handeln. Auch in anderen
Arbeiten konnten proinflammatorische Effekte des ET-1 nachgewiesen werden. So aktiviert
ET-1 die Transkription von TNF-a, IL-1 und IL-6 und férdert die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (KOWALCZYK et al. 2015).

Die Th2-Inflammation flihrte zu einer Splenomegalie, die bei den ETB-defizienten Tieren im
Vergleich zu den korrespondierenden Wildtyp-Mausen ausgepragter war. Ebenfalls konnte
infolge der ETB-Defizienz eine Vergroflerung der Milz im naiven Zustand der Tiere
nachgewiesen werden. Diese Splenomegalie nahm zudem mit zunehmendem Alter der ETB-
defizienten Tiere zu. Auch Fdller et al. beschrieben bereits eine Splenomegalie bei naiven
ETB"-Tieren derselben Linie, die ebenfalls ein Dopamin-B-Hydroxylase-ETB-Transgen
exprimierte (FOLLER et al. 2010). Sie stellten fest, dass infolge der ETB-Defizienz im
Vergleich zu den korrespondierenden  Wildtyp-Mausen mehr Erythrozyten mit
Phosphatidylserin-Exposition nachgewiesen werden konnten. Die Erythrozyten der ETB-
defizienten Mause waren anfalliger fur Eryptose durch oxidativen Stress und wurden
schneller aus der Blutbahn entfernt (FOLLER et al. 2010). Die exakten Ursachen der in der
vorliegenden Arbeit beobachteten altersbedingten Zunahme der Splenomegalie erfordern
jedoch weitere Untersuchungen. Ivy et al. fanden in ETB-defizienten Ratten einen erhdhten
Hamatokrit und stellten die Vermutung auf, dass ETB-defiziente Ratten aufgrund eines
erhohten tubularen Sauerstoffverbrauchs, eine erhdhte Erythropoetin-Produktion aufweisen
kénnten (IVY et al. 2002). Eine erhdhte Erythropoetinproduktion mit konsekutiv erhéhtem
Hamatokrit kdnnte eine Erklarung fur die zunehmende VergréoRerung der Milz darstellen. Zu
beachten ist jedoch, dass die Entstehung der Splenomegalie auch von der Expression des
Dopamin-B-Hydroxylase-ETB-Transgens abhangen koénnte, da fir Endothelin-B-Rezeptor-
defiziente Tiere ohne Dopamin-B-Hydroxylase-ETB-Transgen eine verkleinerte Milz
beschrieben wurde (CHENG et al. 2011).

Rydell-Térménen et al. konnten im Tu2-Modell bei Mausen einen Anstieg der
glattmuskularen a-Aktin-exprimierenden Zellen und eine verstarkte Expression von
Prokollagen | und Il nachweisen (RYDELL-TORMANEN et al. 2005). Die hier erfolgten
histologischen Lungenanalysen zeigten, dass es bei den ETB-defizienten Mausen infolge der
pulmonalen Tu2-Inflammation zu ausgepragteren pulmonalen Kollagenablagerungen als bei
den korrespondierenden Wildtyp-Mausen kommt. In vitro Studien konnten zeigen, dass ET-1
die Produktion und Ablagerung extrazellularer Matrixproteine in PASMC férdert (LAMBERS
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et al. 2013). Daruber hinaus werden IL-12p40 profibrotische Effekte zugeschrieben (HUAUX
et al. 2002). Die bei den ETB-defizienten Mausen nachgewiesene Kollagendeposition kdnnte
daher eine kombinierte Folge aus einer verminderten ET-1-Clearance und einem erhdhten
IL-12p40 Spiegel sein.

Die ETB-Defizienz fuihrt zu erhdhten ET-1-Spiegeln im Blut, da die auf den Endothelzellen
exprimierten ETB-Rezeptoren fir die Clearance des Endothelins zustandig sind
(FUKURODA et al. 1994, DUPUIS et al. 1996, DUPUIS et al. 1996, KELLAND et al. 2010).
Interessanterweise konnte in dieser Arbeit zudem gezeigt werden, dass es bei ETB™-
Mausen infolge pulmonaler Tu2-Inflammation zu einer vermehrten pulmonalen Expression
von ET-1 kam. Eine Schwierigkeit in der Interpretation der Daten der ETB"-Mause bestand
darin, zwischen ETB-spezifischen und Endothelin-1-vermittelten Effekten zu differenzieren.
Insbesondere blieb unbeantwortet, ob Endothelin-1 als alleiniger Stimulus ausreicht, PAH-
assoziierte Veranderungen hervorzurufen oder ob dies ausschlief3lich in Kombination mit
einer ETB-Defizienz der Fall ist.

Zu diesem Zweck wurden die Effekte einer dauerhaften Uberexpression von humanem
Prepro-Endothelin-1 auf pulmonalvaskulares System und rechtes Herz untersucht. In der Tat
zeigten sich bei den ETY-Tieren im fortgeschrittenen Alter ein pulmonaler Hypertonus und
eine rechtsventrikulare Hypertrophie. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit Daten
von PH-Patienten, bei denen erhdhte ET-1-Plamsaspiegel nachgewiesen wurden
(STEWART et al. 1991). Ventetuolo et al. konnten zudem fiir Patienten mit idiopathischer
Lungenfibrose eine Korrelation zwischen erhdéhtem ET-1-Spiegel und erhéhtem
pulmonalarteriellem Mitteldruck nachweisen (VENTETUOLO et al. 2012).

Bei den jungen ETY-Tieren konnte im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren eine
pulmonalvaskulare Hyperreagibilitat festgestellt werden, wohingegen sich bei den alten ET"
Tieren ein fixierter pulmonaler Hypertonus zeigte. Diese Daten korrelieren mit der
pathogenetischen Vorstellung, dass die verstarkte pulmonale Vasokonstriktion eine zentrale
Komponente insbesondere der friihen Phase der PAH beim Menschen darstellt (HUMBERT
et al. 2004).

Migneault et al. fuhrten bei Ratten eine ET-1-Langzeitapplikation Uber einen Zeitraum von
sieben Tagen und 28 Tagen durch, wobei es zu keiner Rechtsherzhypertrophie kam
(MIGNEAULT et al. 2005). Diese Ergebnisse stehen somit im Einklang mit den vorliegenden
Beobachtungen an den jungen ETY-Mausen. Untersuchungen 12-Monate alter ET'9-Mause
von Hocher et al. hatten einen moderaten, nicht-signifikanten Anstieg der rechtsventrikularen
Masse in Relation zum Korpergewicht gezeigt, wahrend 3-Monate alte Tiere eine fast
identische rechtsventrikulare Masse aufwiesen (HOCHER et al. 2000). In der vorliegenden
Arbeit zeigte sich eine rechtsventrikuldre Hypertrophie nur bei den 16-18 Monate alten, nicht

jedoch bei den 2-6 Monate alten ET“-Tieren. In der Zusammenschau mit den vorher
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genannten Untersuchungen ist daher anzunehmen, dass sich eine signifikante
rechtsventrikulare Hypertrophie erst in weit fortgeschrittenem Alter der ET9-Mause einstellt.
Bereits bei den jungen 2-4 Monate alten ET'Y-Tieren war eine geringe, aber signifikante
Splenomegalie im Vergleich zu den WT-Tieren nachzuweisen. Diese Splenomegalie nahm
im Altersverlauf der Tiere deutlich zu. Eine altersabhangige Splenomegalie bei ET'-Tieren ist
bislang nicht beschrieben worden. Die Ursache hierfir sollte daher weiter untersucht werden,
beispielsweise durch histologische und durchflusszytometrische Analysen.

Bei der Analyse der BALF wurde bei den alten ET-Tieren infolge der Uberexpression von
ET-1 eine Lymphophilie festgestellt, was sich im Einklang mit den Resultaten von Hocher et.
al. zeigt, die bei drei und zwolf Monate alten ET'“-Tieren immunhistochemisch eine
perivaskulare Infiltration von CD4*-Lymphozyten nachweisen konnten (HOCHER et al.
2000).

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen fiir eine protektive Rolle des ETB-Rezeptors in der
pulmonalen Zirkulation. Es konnte gezeigt werden, dass die ETB-defizienten Tiere einen
pulmonalen Hypertonus inklusive pulmonalvaskularer Hyperreagibilitat und
rechtsventrikularer Hypertrophie aufweisen. Zudem zeigen sie eine erhéhte ET-1-vermittelte
pulmonalvaskuldre Thromboxan-Freisetzung. Im Tu2-Modell fihrte die ETB-Defizienz im
Vergleich zu den WT-Tieren zu einer gesteigerten pulmonalvaskularen Hyperreagibilitat,
einer aggravierten Rechtsherzhypertrophie sowie einer starkeren perivaskularen
Inflammation.

Die derzeitig in der PAH eingesetzten Endothelin-A-Rezeptor-Antagonisten und die dualen
ERAs bieten beide eine vorteilhafte Therapie und flihren zu Verbesserungen der
hamodynamischen Parameter, des 6-Minuten-Lauftests, sowie der Dyspnoe gemaf Borg-
Skala (HUMBERT und SIMONNEAU 2005, GALIE et al. 2009, RYERSON et al. 2010,
MANDRAS et al. 2020). Der ETB-Rezeptor kann jedoch nur bei einer selektiven Inhibierung
von ETA seine protektive Wirkung weiterhin entfalten. Insbesondere der Erhalt seiner
vasodilatatorischen Effekte und der Clearance-Funktion in den Endothelzellen kénnte den
Vorteil einer selektiven Inhibierung des ETA-Rezeptors darstellen (OPITZ und EWERT 2006,
BARST 2007). Auch werden die profibrotischen Effekte des ET-1 primar Uber den ETA-
Rezeptor, und nicht Uber den ETB-Rezeptor vermittelt (SHI-WEN et al. 2001).

Es gibt jedoch auch Argumente, die fir eine duale Endothelin-Rezeptor-Inhibition sprechen.
Durch eine Blockade beider Endothelin-Rezeptoren an den glatten Muskelzellen und den
Fibroblasten der Pulmonalarterien ist ein vollstandiges Aufheben der vasokonstriktorischen,
proliferativen und profibrotischen Wirkung des Endothelins gegeben (SATO et al. 1995,
DUPUIS 2001, SHI-WEN et al. 2007). Bei einer dualen Blockade kommt es daher zu einer
effektiveren Inhibierung der vasokonstriktorischen Wirkung des ET-1 verglichen mit einer
alleinigen Blockade des ETA-Rezeptors (SATO et al. 1995). Somit bleibt die Frage, ob eine

93



5. Diskussion

duale Endothelin-Rezeptor-Blockade oder die selektive Inhibierung des ETA-Rezeptors
vorteilhafter ist, umstritten und kann zum gegenwartigen Zeitpunkt noch nicht abschlie3end
geklart werden (JACOBS et al. 2006, BARST 2007).

Die Relevanz der in dieser Arbeit erhobenen Daten fur die Klinik ist gegenwartig unklar. Da
es sich um Daten aus einem transgenen Tiermodell handelt, kbnnen mdgliche Implikationen
fur die klinische Situation nur hypothetisch abstrahiert werden und bedirfen einer
Reevaluation im humanen System. Ob der Erhalt der protektiven Funktion des ETB-
Rezeptors mittels selektiver ETA-Inhibierung sich gegenlber der dualen Endothelin-
Rezeptor-Blockade als vorteilhaft erweisen kénnte, kann abschlieBend nur in weiteren
experimentellen Analysen inklusive Einsatz von ETA- und/ oder ETB-Inhibitoren sowie in

vergleichenden klinischen Studien beantwortet werden.
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Die pulmonalarterielle Hypertonie ist eine seltene, zum Tode fliihrende Erkrankung, welche
durch eine endotheliale Dysfunktion, pulmonale Vasokonstriktion, pulmonalvaskulare
Hyperreagibilitdt und pulmonalarterielles Remodeling gekennzeichnet ist. Das
Endothelinsystem spielt in der Pathogenese der PAH eine zentrale Rolle. Die Ziele dieser
Arbeit lagen zum einen in der Untersuchung des Endothelin-Systems in der PAH-
assoziierten pulmonalen Tx2-Inflammation und zum anderen in der Untersuchung
altersabhangiger Endothelin-1-vermittelter Veranderungen von Herz und pulmonaler
Zirkulation in der Maus. Die Induktion der pulmonalen Th2-Inflammation erfolgte mittels
systemischer Ovalbumin-Sensibilisierung und nachfolgender Ovalbumin-
Atemwegsexposition (OVA/OVA). Mit Hilfe transgener Mause konnten unter anderem im ex
vivo Modell der isoliert perfundierten und ventilierten Mauslunge die Effekte der ETB-
Defizienz (ETB”) und der humanen Prepro-Endothelin-1-Uberexpression (ETY) auf
pulmonalarteriellen Mitteldruck und pulmonalvaskuldre (Hyper-) Reagibilitdt untersucht
werden. Zudem erfolgten vergleichende histologische Analysen in Bezug auf pulmonale
Kollagendeposition und perivaskuldre Inflammation. Mittels Fulton-Index erfolgte die
Untersuchung rechtsventrikularer Hypertrophie. Zytokin-Analysen aus der bronchoalveolaren
Lavage (BAL) und mRNS-Analysen aus dem Lungenhomogenat erlaubten eine genauere
Charakterisierung der Inflammation und der Regulationsmechanismen in den einzelnen
untersuchten Gruppen.

ETB-defiziente Mause wiesen einen pulmonalen Hypertonus inklusive pulmonalvaskularer
Hyperreagibilitdt und rechtsventrikularer Hypertrophie auf. Infolge der pulmonalen Tuh2-
Inflammation aggravierten sowohl die pulmonalvaskuldre Hyperreagibilitdt als auch die
rechtsventrikuldare Hypertrophie. Die perivaskularen Leukozyteninfiltrate, die pulmonale
Kollagendeposition, die pulmonale Endothelin-1-Expression und die IL-12p40-Spiegel der
BAL zeigten sich in den OVA/OVA-behandelten ETB"-Mausen im Vergleich zu den WT-
Tieren deutlich verstarkt. Zudem konnte in den ETB-Mausen eine deutliche Zunahme der
Endothelin-1-vermittelten  pulmonalvaskuldren Thromboxan-Freisetzung nachgewiesen
werden. Wahrend die Prepro-Endothelin-1-Uberexpression in den jungen ETY-Tieren mit
einer pulmonalvaskularen Hyperreagibilitat einherging, kam es in den stark gealterten ET'-
Mausen zu einem fixierten pulmonalen Hypertonus inklusive rechtsventrikularer
Hypertrophie.

Zusammenfassend fuhrte die ETB-Defizienz infolge der pulmonalen Tu2-Inflammation zu
einem vermehrten pulmonalen Leukozyteninflux mit deutlich erhéhten IL-12p40-Spiegeln und
zu einer verstarkten Expression von Endothelin-1. Diese Veranderungen begulnstigten

moglicherweise  die nach  OVA/OVA-Behandlung  detektiete = Zunahme  der
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rechtsventrikularen Hypertrophie und pulmonalvaskularen Hyperreagibilitdt, an der auch eine
vermehrte pulmonalvaskulare Thromboxanfreisetzung beteiligt zu sein scheint. Die hier
erhobenen Daten unterstitzen die Hypothese der protektiven Rolle des ETB-Rezeptors im
pulmonalen Gefaldsystem. Zudem zeigen sie, dass Endothelin-1 als alleiniger Stimulus
ausreicht, PAH-assoziierte Veranderungen an Herz und pulmonaler Zirkulation zu
induzieren. Um zu klaren, ob in der Behandlung der pulmonalarteriellen Hypertonie eine
separate ETA-Inhibierung der dualen Endothelinrezeptor-Blockade Uberlegen sein kdnnte,
sind jedoch weiterfihrende Analysen, inklusive separater und simultaner ETA- und/ oder
ETB-Inhibierung, erforderlich.
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7. Summary

The role of the endothelin B receptor in the pulmonary Th2 inflammation

Pulmonary arterial hypertension is a rare, deadly disease, which is characterized by
endothelial dysfunction, pulmonary vasoconstriction, pulmonary vascular
hyperresponsiveness and pulmonary arterial remodeling. The endothelin system plays a
crucial role in the pathogenesis of PAH. Hence, the aims of this study were to examine the
role of the endothelin system in Th2-induced PAH-associated pathologies as well as age-
dependent endothelin-1-mediated alterations of the pulmonary vasculature. Pulmonary Th2
inflammation was induced in mice by systemic ovalbumin sensitization followed by ovalbumin
airway exposure (OVA/OVA). Isolated perfused and ventilated lungs of transgenic mice were
investigated to determine the effects of endothelin receptor B deficiency (ETB™") and human
prepro-endothelin-1 overexpression (ET) on mean pulmonary arterial pressure and
pulmonary vascular (hyper-) responsiveness. In addition, pulmonary collagen deposition and
perivascular inflammation were examined by comparative histological analyses. Right
ventricular hypertrophy was determined by Fulton index. Cytokine analyses of
bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and messenger ribonucleic acid analyses of lung
homogenate allowed a specific characterization of the inflammation and regulatory
mechanisms in the respective groups.

ETB” mice showed pulmonary hypertension, including pulmonary vascular
hyperresponsiveness and right ventricular  hypertrophy. Pulmonary vascular
hyperresponsiveness and right ventricular hypertrophy aggravated following induction of
pulmonary Th2 inflammation. OVA/OVA-treated ETB” mice showed markedly increased
perivascular leukocyte infiltration, pulmonary endothelin-1 expression and BALF IL-12p40
levels in comparison to their corresponding wildtype animals. In addition, the endothelin-1-
mediated pulmonary vascular release of thromboxane was distinctly augmented in ETB
mice. While prepro-endothelin-1  overexpression led to pulmonary vascular
hyperresponsiveness in young ETY animals, highly aged ET mice showed a fixed
pulmonary hypertonus accompanied by right ventricular hypertrophy.

In summary, due to pulmonary Th2 inflammation, ETB deficiency led to an increased
pulmonary leukocyte influx with markedly increased IL-12p40 levels and an enhanced
expression of endothelin-1. These alterations as well as an increased pulmonary vascular
release of thromboxane might have contributed to the increase in right ventricular
hypertrophy and pulmonary vascular hyperresponsiveness, observed after OVA/OVA
treatment. The results of this study support the hypothesis that endothelin receptor B plays a
protective role in the pulmonary vascular system. Moreover, they show that endothelin-1

alone is sufficient to induce PAH-associated alterations in the heart and pulmonary
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circulation. Further studies, including separate and simultaneous inhibition of endothelin
receptor A and/ or ETB, are needed to determine whether separate inhibition of endothelin

receptor A could be superior to dual blockade of both endothelin receptors in PAH therapy.
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