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1. Einleitung

Die Lungenfibrose stellt eine schwerwiegende interstitielle Erkrankung dar, die
durch chronisch verlaufende Entzindungen und durch Zunahme des
Bindegewebes der Lunge charakterisiert ist. Fur die Patienten bringt sie sowohl
eine stark reduzierte Lebensqualitat, als auch im Vergleich zur gesunden
Bevolkerung eine deutlich niedrigere Lebenserwartung mit sich. Die Angaben
bezuglich der mittlere Uberlebensdauer ab dem Zeitpunkt der Diagnosestellung
schwanken zwischen im Durchschnitt zweieinhalb und vier Jahre (1,2). Das
mittlere Alter bei Diagnosestellung liegt in etwa bei 66 Jahren (3). Die
Symptome, die zur Diagnosestellung beitragen, sind insbesondere Dyspnoe,
ferner ein in ca. 73% der Falle Husten, zudem beobachten ca. 57% der
Patienten die Produktion von Sputum Uber einen Zeitraum von durchschnittlich
funf Jahren. Klinisch kann bei ca. 96% aller Patienten diffuses Knisterrasseln
auskultiert werden, zudem présentieren sich ca. 66% mit den typischen
Hypoxiezeichen der Hande, namlich Uhrglasnageln und
Trommelschlagelfingern (4). Wesentliches Symptom ist zudem eine in ca. 92%
der Falle im Durchschnitt knapp Uber zwei Jahre bestehende Dyspnoe
unterschiedlicher Starke. Dabei leidet einer von flinf Patienten an einer Atemnot
der Kategorie NYHA IlIl oder NYHA IV und ist damit in seinem Alltag deutlich
eingeschréankt (4). Die Dauer der Dyspnoe Kkorreliert nicht mit der Schwere der
Erkrankung, wohl aber die Ausprédgung der Atemnot: Patienten mit starkerer
Dyspnoe zeigen deutlicher ausgepragte radiologische Veradnderungen der
Lunge und ferner eine hohergradig reduzierte Vitalkapazitdt (4) — beides
Faktoren, die mit einer schlechteren Prognose beziiglich der Uberlebensdauer
verbunden sind (2).

Die Diagnose ,Lungenfibrose” kann jedoch nicht nur anhand klinischer Aspekte
gestellt werden, sondern erfordert die interdisziplinare Zusammenarbeit von
Pneumologie, Radiologie und Pathologie. Dabei gelingt die Einstufung der
Erkrankung in grofRen akademisch geprégten Kliniken genauer als in

kommunalen Krankenh&usern. Wenn moglich sollten demzufolge Patienten bei



V.a. eine diffuse Erkrankung des Lungenparenchyms an Zentren mit hoherer

Expertise verwiesen werden (5).

1.1  Atiologie

Unter dem Oberbegriff der interstitielen Lungenerkrankungen und
Lungenfibrosen findet man solche mit bekannter und solche mit unbekannter
Ursache (6). Dabei entfallen in etwa 50% der Erkrankungen auf die eine, 50%
auf die andere Gruppe. Als Ursache fir die Entwicklung einer interstiellen
Lungenerkrankung und -fibrose konnte bereits eine Vielzahl von Faktoren

identifiziert werden:

1. Infektionen (z.B. Pneumocystis jiroveci, Viren)

2. Inhalative Noxen

- Anorganische Staube: Pneumokoniosen

- Organische Staube: Exogen-allergische Alveolitis, Byssinose
durch Inhalation von Baumwollstaub

- Gase, Dampfe, Rauche, Aerosole verschiedener Gefahrstoffe,
Haarspray

3. Nichtinhalative Noxen, z.B.:

- Pharmaka (z.B. Bleomycin, Busulfan)

- Herbizide (z.B. Paraquat)

- lonisierende Strahlen (Strahlenpneumonitis)

4. Kreislaufbedingte Lungenschaden, z.B.:

- Chronische Stauungslunge bei Linksherzinsuffizienz

- Fluid lung (bei chronischer Niereninsuffizienz)

- Akutes Lungenversagen (ARDS)

5. Systemerkrankungen, z.B.:

- Sarkoidose

- Rheumatoide Arthritis

- Kollagenosen

- Vaskulitiden



- Speicherkrankheiten

Die Erkrankungsfalle, in denen eine Zuordnung zu einer der oben genannten
Gruppen nicht moglich ist, werden unter dem Begriff der idiopathischen
interstitiellen Pneumonie zusammengefasst. Da diese Gruppe allerdings
Erkrankungen umfasst, welche sich sowohl unter klinischen als auch
histopathologischen Gesichtspunkten erheblich unterscheiden, ist eine weitere
Differenzierung notwendig.

Der erste Versuch einer Klassifikation der idiopathischen interstitellen
Pneumonie wurde 1969 von Liebow und Carrington unternommen. Diese

ursprungliche Einteilung umfasste flunf Gruppen (7):

1. UIP: usual interstitial pneumonia

2. DIP: desquamative interstitial pneumonia

3. Broncholitis obliterans interstital pneumonia and difuse alveolar damage
4. LIP: Lymphoid interstitial pneumonia

5. GIP: Giant cell interstitial pneumonia

1997 wurde von Katzenstein eine Uberarbeitete Klassfikation der idiopathischen
interstiellen Pneumonie etabliert (8). Diese umfasste, wie bereits die
ursprungliche Klassifikation die UIP und die DIP als Untergruppen, hinzu kamen
die akute interstitielle Pneumonie und die nichtspezifische interstitielle
Pneumonie. Eine von Muller und Colby vorgeschlagene Einteilung beinhaltete
zusatzlich noch die broncholitis obliterans organizing pneumonia (=COP:
cryptogenic organizing pneumonia) als weitere Entitat (9). Die LIP und die GIP
wurden in die neuen Klassifikationen nicht mehr mit aufgenommen. Es wurde
beobachtet, dass sich auf dem Boden einer LIP des ofteren Lymphome
entwickelten, so dass dies nun den lymphoproliferativen Erkrankungen
zugeordnet wurde. Hinsichtlich der GIP konnten diverse Erkrankungsfalle als
Hartmetallpneumokoniosen identifiziert werden.

2002 wurde die Gruppe der idiopathischen interstitiellen Pneumonien (1IP) von
American Thoracic Society und European Respiratory Society erneut

klassifiziert. Diese Einteilung ist bis dato giltig (10). Diese Leitlinie zu



Diagnostik und Behandlung der IPF/UIP wurde 2011 von ,consensus based® zu
,evidance based” heraufgestuft. (11) Die Klassifikation der American Thoracic
Society und der European Respiratory Society gliedert die idiopathische

interstitielle Pneumonie in sieben Unterformen.

1. IPF: idipathic pulmonary fibrosis (klinische Diagnose)/UIP: usual
interstitial pneumonia (pathologisches Muster)

DIP: desquamative interstitial pneumonia

RB-ILD: respiratory broncholitis intertitial lung disease

AIP: acute interstial pneumonia

NSIP: nonspecific interstitial pneumonia

o gk~ WD

COP: cryptogenic organaizing pneumonia/ BOOP: broncholitis obliterans
organizing pneumonia

7. LIP: lymphocytic interstitial pneumonia

Da ca. 60% aller Falle von idiopathischer interstitieller Pneumonie auf die
IPF/UIP entfallen, ist eine Einteilung in IPF und ,IIP other than IPF* nach
Meinung der ATS und ERS sinnvoll und praktikabel.

Histopathologisch wird die IPF/UIP durch ein heterogenes Bild charakterisiert:
typisch ist das Nebeneinander von gesundem Lungengewebe,
unterschiedlichen Stadien der interstitiellen Entzindung und fibrotischen
Veranderung z.T. mit Honigwabenstruktur. Dabei Uberwiegen im Falle der
IPF/UIP die fibrotischen Anteile gegeniuber den entzindlichen Bereichen. Es
finden sich so genannte fibroblastische Foci, welche aus linear angeordneten
Fibroblasten und Myofibroblasten bestehen. In der HE-Farbung sind diese von
nur schwach anfarbbarer Matrix umgeben. Bei den fibroblastischen Foci handelt
es sich um Zeichen chronischer Lungenschadigung. Sie sind nicht spezifisch fur
die IPF/UIP, stellen jedoch insbesondere bei einem gleichzeitigen Vorliegen von
narbigem Gewebe als Kennzeichen der chronischen Erkrankung ein wichtiges
diagnostisches Kriterium dar. Ein weiteres zur Diagnose fuhrendes
Charakteristikum stellen die als Honigwaben bezeichneten Veranderungen der

Lunge dar. Es handelt sich hierbei um in narbig-fibrotischen Lungengewebe



vorkommende zystisch aufgeweitete Bronchiolen, welche vom Zylinderepithel
des Respirationstraktes begrenzt werden. Sie enthalten Mukus und
Entzindungszellen. Ferner sind auch bereits fibrotische Narben an sich
typische Zeichen der IPF/UIP. Sowohl in den letztgenannten wie auch in den
Honigwabenstrukturen findet sich regelmalig eine unterschiedlich stark
ausgepragte Hyperplasie der glatten Muskulatur. Von den genannten
Veréanderungen ist insbesondere das subpleurale Gewebe
charakteristischerweise betroffen. Die interstitielle Entzindung ist bei der
IPF/UIP eher gering ausgepragt. Man findet eine ungleichmaRlig verteilte
Infiltration der Alveolarsepten durch mononuklare Entzindungszellen, wie
Lymphozyten und Plasmazellen. Nur selten kommt es peribronchial zu
Ansammlungen von Lymphozyten. Auch kénnen Bronchiektasien und zuweilen
eine peribronchiale Fibrose gefunden werden. Bei chronischem Nikotinabusus
finden sich zudem regelmaflige auch schwach pigmentierte Histiozyten, welche
fur die DIP charakteristisch sind und zu Verwechslungen fihren kdnnen (12).
Kommt es zu einer akuten Exazerbation der IPF/UIP finden sich mitunter diffuse
alveolare Schaden, ferner kann auch eine organisierte Pneumonie beobachtet
werden (13). Histopathologisch zeichnet sich die Exazerbation durch eine
vermehrte Proliferation von Fibroblasten, durch eine Hyperplasie der Typ 2

Pneumozyten und durch Reste hyaliner Membranen aus.

1.2. Pathogenese der idiopathischen Lungenfibrose

Die Pathogenese der IPF/UIP ist letztendlich bis dato nicht geklart. Eine
chronische Infektion des Interstitiums wurde als Ursache angenommen.
Dagegen spricht jedoch, dass die Entziindung nicht das charakteristische
Merkmal der IPF/UIP darstellt, ferner fihrt eine chronische Infektion in den
meisten Fallen nicht zu Fibrose. Des Weiteren konnte in diversen Studien
gezeigt werden, dass eine Fibroseentwicklung nicht zwangsweise eine
vorhergehende Entziindung voraussetzt: mit Silicium behandelte Interleukin10-
knock-out-Mause zeigten starkere Entztndungsreaktionen als Wildtyp-Mause,

gleichzeitig wurde jedoch eine niedrigere Fibroserate als bei den Wildtyp-



Mausen beobachtet (14). Mit Hilfe des Bleomycinmodels konnte gezeigt
werden, dass avp6-Knock-Out-Mause, sprich Mause, denen ein Ligand und
Aktivator des transforming-growth-factor-f8 fehlt, im Vergleich zum Wildtyp zwar
hohere Entziindungslevel, jedoch keine Fibrose entwickeln (15). Auch konnte in
Kulturen Hyperoxie-geschadigter-Mauselungen eine erhdhte Proliferation von
Fibroblasten und vermehrte Kollagenablagerung nachgewiesen werden und
somit Fibrosemarker in Abwesenheit von Blut und damit Entzindungszellen
nachgewiesen werden (16). Der Nachweis einer Entzindung und deren
Auspragung mit BAL, mit HRCT oder auch die Bestimmung von
Immunkomplexen in Blut und Gewebe lasst nicht auf das Stadium der IPF/UIP
schlieBen (17). Eine antiinflammatorische  Hochdosis-Therapie  mit
Glukokortikoiden verbessert das Outcome von IPF/UIP-Patienten nicht. (18, 19,
20). Man geht davon aus, dass die IPF/UIP auf einer Lungenschadigung und
einer sich anschlieRenden defekten Wundheilung beruht. Charakteristisch sind
dabei Schaden der Basalmembran. Nachfolgend ist eine UberschielRende
Aktivierung von Fibroblasten sowie Myofibroblasten durch fibrosebeglinstigende
Zytokine und Wachstumsfaktoren — darunter der platelet-derived growth factor,
der transforming growth factor-3;, der tumor necrosis factor-« und Interleukin-18
wie auch dessen Rezeptor — zu beobachten. Myofibroblasten induzieren die
Apoptose  hyperplastischer  Pneumozyten, erschweren damit die
Reepithelialisierung und fuhren zudem Uber eine mangelnde Sekretion von
antifibrotischen Zytokinen wie z.B. dem hepatocyte growth factor zu einer
weiteren Gewebeschadigung (12). Eine verstarkte Ablagerung extrazelluléarer
Matrix behindert Uber erhbhte Werte von prokoagulatorischen und
antifibrinolytischen Faktoren, wie tissue factor und des plasminogen activator-
Inhibitors die Wundheilung und fuhrt zu Remodeling (17). Ausgangspunkt der
gestorten Wundheilung scheinen dabei die Fibroblasten-Foci zu sein; diese
ahneln den bei der organisierenden Pneumonie (BOOP) vorkommenden
Masson-Bodies. Da die BOOP allerdings selbstlimitierend und reversibel ist,
wird davon ausgegangen, dass diese als Model fir korrekte Wundheilung im
Gegensatz zur pathologischen bei der IPF/UIP dienen kann. Die Unterschiede

zwischen den Fibroblasten-Foci und den Masson-Bodies liegen dabei im



Ausmald der Entziindungsreaktion, im Fibroblastenaufbau, in der Apoptoserate
der Myofibroblasten, Kollagenablagerung wie auch dem Ausmal3 von
Reepithelialisierung und Neovaskularisation (17).

Die ATS/ERS/JRS/ALAT erkennt in den Leitlinien einige Risikofaktoren fur die
Entwicklung einer IPF/UIP an. Dazu gehoren der Nikotinabusus, diverse
Umwelteinflussfaktoren wie Metall- und Holzstaub, Steinverarbeitung, tierische
und pflanzliche Ausdiinstungen, zudem auch virale Infektionen insbesondere
mit dem Epstein-Barr-Virus, gastrodsophagealer Reflux sowie genetische
Faktoren (11).

1.3. Bildgebende Diagnostik bei interstitiellen Lungenerkrankungen

Bildgebende Verfahren leisten einen betrachtlichen Beitrag zur Diagnose der
IPF/UIP. Auf konventionellen Rontgenaufnahmen des Thorax konnen
Veréanderungen in einem frilhen Stadium der Erkrankung vollkommen fehlen
(21). Charakteristika der IPF/UIP stellen in konventionellen Aufnahmen kleine,
ca. 1,5-3mm messende, irregulédre periphere Verschattungen dar, welche im
Bereich der Lungenbasis am auffalligsten ausgepragt sind (22). Begleitend ist in
ca. 30% der Falle eine Honigwabenstrukur des Lungengewebes zu erkennen
(23). Auch wird regelmaRig ein Volumenverlust der Unterlappen beobachtet.
Das Lungenvolumen kann aber auch normal oder vergroRert erscheinen, wenn
zusatzlich ein Emphysem der oberen Partien vorliegt.

Zielfuhrender in der Diagnostik der IPF/UIP sind die Veranderungen, die mit
Hilfe einer hochauflosenden Computertomographie (HRCT) gefunden werden
konnen und die nach den neuen Leitlinien der ATS/ERS/JRS/ALAT fur die
Diagnosestellung ausreichen. Sie stellen hinsichtlich Art und Verteilung eines
der finf von der ATS-ERS herausgearbeiteten Hauptkriterien fir die Diagnose
einer IPF/UIP dar, wenn keine Lungenbiopsie vorliegt. Mit der HRCT kann die
Diagnose IPF/UIP laut aktueller Studienlage in 90-100% der Falle korrekt
gestellt werden. (11) In der HRCT findet sich die typische Verteilung und Grol3e
der von apikal nach basal zunehmenden retikularen Verschattungen. Es

werden ferner basale milchglasartige Verdichtungen beschrieben, die jedoch
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deutlich schwacher ausgepragt sind als die retikulare Zeichnungsvermehrung.
Zudem zeigen sich regelmé&Rig auch Traktionsbronchieektasien. Die typische
Honigwabenstruktur kann im CT bei Gber 90% aller Patienten nachgewiesen
werden (23). Die Grol3e der Luftraume variiert zwischen 3 und 10mm, kann
aber auch 2,5cm betragen. Im Verlauf der Erkrankung nehmen die Honigwaben
in der Regel an Gr6f3e zu und sind irreversibel (24). Honigwabenmuster sind
insbesondere subpleural zu finden. Die sich im CT als retikulare
Verschattungen darstellenden Bereiche korrelieren mit Gebieten einer
histologisch nachgewiesenen Fibrose, Honigwabenmuster im CT entsprechen
Arealen mit histopathologischer Honigwabenstruktur (25). Wie mit Hilfe von
Lungenbiopsien und anschlieenden histopathologischen Untersuchungen
gezeigt werden konnte, verbirgt sich hinter einer Kombination aus
milchglasartigen Verdichtungen und retikularer Zeichnungsvermehrung oder
Traktionsbrochieektasien mitunter eine Fibrose. Alleinige milchglasartige
Verdanderungen entsprechen dagegen entzindlichen Bereichen des
Interstitiums, makrophagenhaltigen Atemwegen oder einer fleckférmigen
Fibrose (26). Insgesamt stellt sich das Bild der IPF/UIP heterogen dar, da
neben den typischen Verdnderungen auch in unterschiedlichem Ausmal

normales Lungengewebe zu sehen ist.

1.4. Klinischer Verlauf und Komplikationen

Wie die Klassifikation der interstitiellen Lungenerkrankungen unterlag auch die
Einteilung der pulmonalen Hypertonie mit zunehmenden Erkenntnissen uber
Atiologie, Histopathomorphologie, Klinik und Therapie einer Wandlung. Im
Rahmen der WHO-Konferenz in Genf 1973 wurde eine Unterscheidung in
primare und sekundare (chronisch thrombembolische, venookklusive)
pulmonale Hypertonie getroffen; die primare PH stellte dabei eine
Ausschlussdiagnose dar (27). 1998 wurde auf dem zweiten Weltsymposium der
pulmonalen Hypertonie in Evian eine neue Kategorisierung angestrebt, die die
oben genannten Aspekte beriicksichtigen sollte. Mit einigen wenigen
Anderungen, die im Rahmen des dritten Weltsymposiums vorgenommen

wurden — im einzelnen wurde der Begriff der ,primaren pulmonalen Hypertonie®
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durch den der ,idiopathischen pulmonalen Hypertonie® ersetzt, ferner wurden
die venookklusive pulmonale Erkrankung wie auch die pulmonale kapillare
Hamangiomatose nun unter der pulmonalarteriellen Hypertonie subsummiert —

gilt diese Einteilung bis heute (28).

Pulmonale Hypertonie

1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)

1.1 Idiopathisch (IPAH)

1.2 Familiar (FPAH)

1.3  Assoziert mit (APAH)

1.3.1 Kollagenosen

1.3.2 Kongenitalen systemisch-pulmonalen Shuntvitien

133 Portaler Hypertension

1.34 HIV-Infektion

1.35 Drogen/Medikamente

1.3.6 Andere (Schilddrisenerkrankungen, Glykogenspeicherkrankheiten,
M. Gaucher, Splenektomie, hereditare Teleangiektasien,
Hamoglobinopathien, Myoproliferative Erkrankungen)

1.4  Assoziiert mit signifikanter vendser/kapillarer Beteiligung (PVOD, PCH)

15 Persistierende pulmonale Hypertonie des Neugeborenen

2. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankungen

2.1 Linksatriale oder linksventrikuldre Erkrankungen

2.2 Linksseitige Klappenerkrankungen

3. Pulmonale Hypertonie mit Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie

3.1 Chronisch obstruktive Lungenkrankheit (COPD)

3.2 Interstitielle Lungenkrankheit

3.3  Schlafapnoesyndrom

3.4 Erkrankungen mit alveolarer Hypoventilation

3.5 Hohenbewohner

3.6 Pulmonale Entwicklungsstérungen

4. Pulmonale Hypertonie aufgrund chronischer thrombotischer und/oder

thrombembolischer Erkrankungen (CTEPH)
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4.1  Thrombembolie der proximalen Lungenarterien

4.2 Obstruktion der distalen Lungenarterien

4.3 Nichtthrombotische Lungenembolie (Tumor, Parasiten, Fremdkdrper)

5. Sonstige
Sarkoidose, Histiozytosis X, Lymphangiomatosis, Gefal3kompression von
LungengefalRen (Lymphknoten, Tumor, fibrosierende Mediastinitis)

In Bezug auf die Pathogenese der pulmonalen Hypertonie geht man von einer
generellen Pradisposition, auf deren Basis sich durch Mitwirkung eines oder
mehrerer stimulierender Faktoren die Erkrankung entwickelt, im Sinne einer
,multiple-hit“-Theorie (29). Bereits im Rahmen des zweiten Weltsymposiums in

Evian wurden bestimmte Risikofaktoren fur die Entstehung der PH festgehalten:

1. Medikamente und Toxine

1.1  Sicherer Zusammenhang
Aminorex

Fenfluramin

Dexfenfluramin

Toxisches Rapsol

1.2  Sehr wahrscheinlicher Zusammenhang
Amphetamine

L-Tryptophan

1.3 Moglicher Zusammenhang
Metaamphetamine

Kokain

Antitumordse Chemotherapeutika

14 Unwabhrscheinlicher Zusammenhang
Antidepressiva

Orale Kontrazeptiva

Ostrogen-Therapie

Nikotinabusus

13



2. Demographische und medizinische Risikofaktoren
2.1  Sicherer Zusammenhang

Geschlecht

2.2  Madoglicher Zusammenhang
Schwangerschatft

Systemische Hypertonie

2.3  Unwahrscheinlicher Zusammenhang
Ubergewicht

3. Assoziation mit anderen Erkrankungen
3.1  Sicherer Zusammenhang
HIV-Infektion

3.2  Sehr wahrscheinlicher Zusammenhang
Lebererkrankungen mit portaler Hypertonie
Kollagenosen

Kongenitale systemisch-pulmonale Shunts
3.3  Madglicher Zusammenhang

Schilddrusenerkrankungen

Nach wie vor ist die Pathogenese der PH nur unzureichend geklart, wie auch
ihre Pathophysiologie unvollstandig verstanden. Jedoch scheint sich, beglnstigt
durch die oben genannten Faktoren, das typische Bild der PH mit (hypoxischer)
Vasokonstriktion,  Proliferation  glatter Muskelzellen, Remodeling der
Lungengefal3e, Endothelschdden und einer thrombembolischen Neigung
unterschiedlichen Ausmalfes auszubilden (30). Die Prognose einer IPF wird
durch die Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie (PH) vehement
verschlechtert; wird diese diagnostiziert, so betragt die mittlere Uberlebenszeit
unbehandelt nur mehr drei Jahre (31).

Als pulmonale Hypertonie ist ein mittlerer pulmonalarterieller Druck von mehr
als 25mmHg in Ruhe oder mehr als 30mmHg unter Belastung definiert, wobei
der pulmonalkapillare Verschlussdruck und der linksventrikulare enddiastolische
Druck Werte von 15mmHg nicht 0berschreiten dirfen und ein

pulmonalvaskularer Widerstand von mehr als 3mmHg/l/min vorzuliegen hat
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(32). Als schwere PH werden dabei Werte >45mmHg eingestuft, Dricke
zwischen 35-45mmHg gelten als mittelschwere PH, unter 35mmHg spricht man

von einer milden PH (33).

Die familiare Haufung der PH legt einen genetischen Hintergrund nahe. So
konnte mit dem Bone morphogenetic protrin type receptor Il (BMPR II) ein fur
die Regelung von Apoptose und Zellproliferation glatter Gefalimuskelzellen
wesentlicher Genkomplex identifiziert werden. Der Rezeptor gehort der
transforming growth factor 3-Familie an. Eine Mutation dieses Gens fdordert
zunéchst eine verstarkte Apoptoserate von Endothelzellen der Lunge; dies fuhrt
jedoch zur Ausbildung und Uberwiegen apoptoseresistenter Klone und zur
Freisetzung von TGF-B, wodurch es insgesamt zu einer verstarkten
Zellproliferation kommt. Ferner entstehen Endothelschaden, woraus eine
vermehrte Aktivierung der vaskularen Elastase und somit vaskulares

Remodeling resultiert (34).

1.5. Therapie und Prognose der interstitiellen Lungenfibrose

Die Zusammenhange und Vorgange, die zur Entwicklung einer pulmonalen
Hypertonie im Rahmen der idiopathischen Lungenfibrose flihren, konnten
bisher nicht ausreichend geklart werden. Die Angaben zum Anteil der
Fibrosepatienten, die auch an einer pulmonale Hypertonie leiden, schwanken
erheblich, zwischen 32% und 85% - die Hauptursache liegt hierbei in
unterschiedlichen Messzeitpunkten im Rahmen der Erkrankung. Die beste
Einschatzung des Vorkommens der pulmonalen Hypertonie, liefern daher Daten
aus Transplantationslisten, die zeigen, dass bei ca. 45% aller fir eine
Lungentransplantation aufgrund einer IPF gelisteten Patienten mit Hilfe der
Rechtsherzkatheterisierung eine PH bewiesen werden konnte (35). Es konnte
gezeigt werden, dass der Anteil der PH-Betroffenen mit der Dauer und dem
Fortschreiten der IPF zunimmt, von ca. 38% am Ausgangspunkt, auf 86% zum
Zeitpunkt der Transplantation (36). Je ausgepragter die PH umso kirzer auch

die Uberlebensdauer. Bei systolischen Driicken der Lungenarterie bis 35mmHg
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lag das mediane Uberleben bei 4,8 Jahren, bei Werten tilber 50mmHg nur mehr
bei 0,7 Jahren (37). Daher erscheint es hinsichtlich der Therapie der IPF
essentiell, der Entwicklung einer PH vorzubeugen oder diese bei Auftreten
suffizient zu behandeln.

Je nach Schweregrad der pulmonalen Hypertonie kommen neben
AllgemeinmalBnahmen wie einer moderaten korperlichen Aktivitat, der
Vermeidung von Aufenthalten Gber 1500 Hohenmetern, der Verhitung von
Schwangerschaft, der Behandlung von Andmien, Vermeidung von Infektionen,
Antikoagulation, Sauerstofftherapie, Behandlung von Grunderkrankungen,
welche mit der PH assoziiert sind sowie der Behandlung einer begleitenden
Rechtsherzinsuffizienz besondere Bedeutung zu. Dazu stehen fur die
medikamentdse Therapie vier Wirkstoffklassen zur Verfiigung, Prostaglandine,
Endothelin 1-Rezeptor Antagonisten, Phosphodiesteraseinhibitoren und
Kalziumantagonisten — Substanzen mit vasoaktiven Eigenschaften, von denen
man sich einen positiven Erfolg hinsichtlich der endothelialen Dysfunktion im
Rahmen der PH verspricht (38).

1.6. Stand der experimentellen Forschung zur idiopathischen Lungenfibrose
und deren Therapie

Die Erforschung der idiopathischen Lungenfibrose gestaltet sich schwierig, da
bis heute keine klare Ursache fir deren Entwicklung identifiziert werden konnte.
Jedoch konnten in tierexperimentellen Studien zumindest unterschiedliche
Wege etabliert werden, eine Lungenfibrose bzw. die aus ihr resultierende
pulmonale arterielle Hypertonie zu induzieren. Zu nennen waren dabei die
Hypoxie, die Bestrahlung, die Instillation von Monocrotaline sowie Gabe von
Bleomycin. Dem Bleomycinmodel wird dabei aufgrund der klinischen Relevanz
einer durch dieses Medikament induzierten Lungenfibrose gerne der Vorzug
gegeben.

Bei Bleomycin handelt es sich um ein zytostatisch wirkendes Antibiotikum,
genauer gesagt um ein von Streptomyces verticillus produziertes

metallbindendes Glykoprotein. Es wird angenommen, dass die zytotoxische
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Wirkung von Bleomycin auf der Induktion von DNA-Fragmentierung in Form von
Einzel- sowie Doppelstrangbriichen und einer daraus resultierenden
Unterbrechung des Zellzyklus beruht. Dabei kommt es zunachst zur Bildung
eines Komplexes aus Bleomycin, O2 und Fe(ll)-lonen, der unter Bildung eines
Superoxidradikalanions und Bleomycin-Fe(lll) zerféllt. Reaktiv entstehen freie
Hydroxidradikale, welche schliel3lich die DNA wie oben erklart zerstoren. Die
Inaktivierung von Bleomycin erfolgt mittels Deamidierung durch eine spezifische
Hydrolase (39). Je geringer die Aktivitat der Bleomycin-Hydrolase, desto héher
ist die zytotoxische Wirksamkeit von Bleomycin. Gewebe mit niedriger
Hydrolase-Aktivitat sind z.B. das Plattenepithel oder das Lungengewebe.
Letzteres ist aufgrund der sehr niedrigen Enzymspiegel besonders anfallig fur
durch Bleomycin verursachte Schaden: durch Uberproduktion von reaktiven
Sauerstoffspezies kommt es zunéchst zu einer toxisch wirkenden Entziindung
und nachfolgend zu einer Aktivierung von Fibroblasten und schlie3lich zur
Entwicklung einer progressiven interstitiellen Fibrose (40).

Die Bleomycin-Applikation ist im Tierversuch eine auf3erst wirkungsvolle Art und
Weise zugig eine Lungenfibrose zu induzieren. In den Siebziger Jahren wurde
diese Methode zunadchst an Hunden, so dann an Ma&usen, nachfolgend an
Hamstern und schlie8lich, wie auch in unserer Versuchsreihe, an Ratten
etabliert (41-44). Dabei werden zwei Stadien durchlaufen: Zunéchst die
Inflammation und nachfolgend die eigentliche Fibroseentwicklung. Nach
Applikation von Bleomycin kommt es dabei zu einem Anstieg pro-
inflammatorischer Zytokine, im Einzelnen von IL-1«, IL-1B, IL-6, und IFN-Y in
den ersten drei Tagen; die Spiegel bleiben dabei bis zum neunten Tag nach
Applikation erhdht und zeigen ab dem 14. Tag schlie3lich einen signifikanten
Abfall bis hin zum Ausgangsniveau. Ein Anstieg von Fibrosemarkern wie
Transforming Growth Factor-B1 und Procollagen-1 ist in etwa ab dem sechsten
Tag nach Installation zu beobachten und erreicht Hoéchstwerte um den 14. Tag,
so dass ein Umschlagen von der inflammatorischen zur fibrotischen Phase um
Tag 9 vermutet wird; dies wird durch eine vermehrte Kollagenablagerung,
welche ein wichtiges histopathologisches Kennzeichen der Fibrose darstellt, ab

Tag 9 untermauert (40).
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Je nach Applikationsweise kommt es zu einer unterschiedlichen
Hauptlokalisation der Fibrose: so zeigt die am haufigsten verwendete
intratracheale Applikation eine bronchiennah betonte Fibrose, wahrend es bei
intravendser oder intraperitonealer Gabe eher zu einer subpleuralen
Schadigung des Lungenparenchyms kommt. Letztere entspricht in etwa der
Verteilung, wie sie auch bei der idiopathischen pulmonalen Fibrose des
Menschen zu beobachten ist. Im Bleomycinmodel konnten ferner eine
ungleichmafige Verteilung von Parenchymarealen mit unterschiedlich stark
ausgepragter Entziindung, Defekte der Basalmembran, epitheliale Zellschaden
mit reaktiver Hyperplasie sowie eine interstitielle und intraalveoléare Fibrose
gezeigt werden; diese Beobachtung deckt sich mit den histopathologischen
Charakteristika der humanen Lungenfibrose. Auch wurden spindelzellférmige
mesenchymale Zellen beschrieben, welche an die fir die IPF typischen
Fibroblastenansammlungen erinnern (45). Neben den histopathologischen
Gemeinsamkeiten sind die einfache Durchfuhrbarkeit, die sehr gute
Reproduzierbarkeit und die kurze Zeitdauer bis zur Fibroseentwicklung
entscheidende Vorteile des Bleomycinmodels.

Kritisch anzumerken ist allerdings, dass die Bleomycingabe zu einer akuten
Lungenschadigung fuhrt, wahrend sich die IPF in einem nicht ermittelbaren
Zeitraum entwickelt. Ferner ist das Fortschreiten der IPF, wenn es auch oft
schubweise vonstatten geht, irreversibel und der Ausgang letztendlich letal.
Dagegen konnte gezeigt werden, dass eine Bleomycin induzierte Lungenfibrose
auch ohne jegliche Intervention zumindest partiell reversibel ist; so kann ab Tag
21 nach Bleomycininstillation nicht nur ein Rickgang der Hydroxyprolinspiegel,
sondern auch ein Fibrosertckgang hinsichtlich histomorphologischer Kriterien
beobachtet werden (46). Das langsame und irreversible Fortschreiten der IPF
kann mit dem Bleomycinmodel nicht reproduziert werden.

Zusammenfassend konnte mit Hilfe des Bleomycin-Modells gezeigt werden,
dass die zur pulmonalen Fibrose fihrenden Mechanismen zum einen
inflammatorische zum anderen fibrotische Vorgdnge umfassen. Zwischen 1980
und 2006 konnten insgesamt 232 Vergffentlichungen — und da zum Teil auch

zwei Substanzen getestet wurden belauft sich die Zahl der experimentellen
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Studien auf 246 — identifiziert werden, die positive Effekte in der Therapie der
Bleomycin induzierten Lungenfibrose im Tiermodell aufweisen konnten. Jedoch
zeigte sich, dass bei lediglich zehn Studien die getestete Substanz mit einem
zeitlich so weiten Abstand zur Bleomycinapplikation verabreicht wurde, dass die
Entwicklung einer Fibrose erlaubte und somit durch Testung der antifibrotischen
Wirkung einen therapeutischen Ansatz hatte (47). Im Rahmen einer
erganzenden Pubmed-Recherche konnten seit 2006 noch weitere 56 Studien
identifiziert werden, von diesen hatten lediglich zwei einen therapeutischen
Ansatz. In den Ubrigen Studien wurde, soweit rekonstruierbar, bereits am ersten
Versuchstag mit einer medikamentésen Substitution begonnen, so dass dies
als prophylaktische Gabe einzustufen ist. Ferner ist im zuletzt genannten
Studienansatz eine suffiziente Differenzierung zwischen den
antiinflammatorischen und den antifibrotischen Eigenschaften einer Substanz
nicht maoglich. Letztendlich durften v.a. Studiendesigns mit therapeutischem
Ansatz eine klinische Relevanz aufweisen.

Mit dieser Studie erweitern wir die Anzahl der Versuche mit therapeutischem
Ansatz und figen mit dem HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor Simvastatin eine
weitere Substanz mit moglicher Wirkung bei Lungenfibrose hinzu. Ziel dieser
Studie war es zu untersuchen, ob Simvastatin die Ausbildung der
Lungenfibrose und der pulmonalen Hypertonie im Bleomycinmodell verhindern
kann und ob das Medikament ferner im Stande ist, eine durch Bleomycin
induzierte bereits manifeste Fibrose zu therapieren und den Blutdruck im
Lungenkreislauf zu senken. Mit Hilfe dieses Studiendesgins war es uns méglich
zu unterscheiden, ob sich der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor eher auf die
entzundliche oder die proliferative Phase in der Pathogenese der Lungenfibrose
auswirkt und somit zu zeigen, ob und in welchem Stadium der Einsatz von
Simvastatin erfolgsversprechend ist.

Statine, die primér zur Therapie der Hypercholesterindmie angewandt werden,
zeigen eine Reihe so genannter pleitroper Effekte, welche von der Wirkung als
,Cholesterinsenker” unabhangig sind. Dazu zahlen zum einen die Fahigkeit die

Endothelfunktion zu verbessern, bzw. wiederherzustellen und durch
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Stabilisierung von Geféal3plaques antithrombotisch zu wirken, ferner
antioxidative und antiinflammatorische Effekte (48).

Bereits in zuvor durchgefihrten Studien konnte gezeigt werden, dass HMG-
CoA-Reduktase-Inhibitoren antiproliferativ wirken, indem sie zu einem Verbleib
in der G1-Phase des Zellzyklus fihren und ferner im Stande sind in der glatten
Muskulatur der Pulmonalarterien Apoptose zu induzieren und damit wohl auch
vaskulares Remodeling, welches bei der Entwicklung der pulmonalen
Hypertonie eine Schllsselrolle spielt, zu verhindern (49). Es konnte auf3erdem
gezeigt werden, dass Simvastatin im Hypoxie-Model der Ratte in der Lage ist,
den pulmonalarteriellen Druck zu senken, die Muskeldicke der alveolaren
GefaRe wie auch eine Rechtsherzhypertrophie zu reduzieren (50). Ahnliche
Ergebnisse zeigten sich fur die Wirkung von Simvastatin in der Behandlung der
durch Monocrotalin induzierten pulmonalen Hypertonie (51). Die Fahigkeit
Apoptose zu induzieren, die Arterienwanddicke zu reduzieren und zu einer
erhohten Aktivitat von endothelial nitric-oxide synthase (eNOS) — dessen
Mangel mit der Entwicklung von pulmonaler Hypertonie in Zusammenhang
gebracht wird — zu fihren, konnte auch fur weitere HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitoren, namlich fur Pravastatin und Atrovastatin nachgewiesen werden,
wobei hinsichtlich der antiproliferativen Kompetenz Pravastatin dem
Atrovastatin Uberlegen zu sein scheint (52). Eine Steigerung der eNOS-Aktivitat
ist auch durch die Gabe von Fluvastatin mdglich (53). Ebenfalls mit Hilfe des
Monocrotalin-Models konnte gezeigt werden, dass Simvastatin Apoptose in
glatten Muskelzellen von Pulmonalarterien induzieren kann und bei einer
bereits manifesten pulmonalen Hypertonie (mittlerer pulmonalarterieller Druck
von 42mmHg) zu einem Rickgang dieser fuhren kann (mittlerer
pulmonalarterieller Druck 36mmHg nach zweiwdchiger Behandlungsdauer,
24mmHg nach sechswdchiger Behandlungsdauer) (54). Dies konnte fir die
manifeste pulmonale Hypertonie auch im Hypoxie-Model rekonstruiert werden
(55). Auch wird die Sekretion des potenten Vasokonstriktors und
Wachstumsfaktors Endothelin-1, welcher neben anderen Wachstumsfaktoren
eine wichtige Rolle in der Entwicklung der Lungenfibrose spielt, sowohl durch

Atrovastatin als auch durch Simvastatin gesenkt (56, 57). Des Weiteren scheint
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Simvastatin in der Lage zu sein, die Expression des Bone morphogenetic
protein-Typ-2-Rezeptors (BMPR2) zu induzieren, dessen Mutationen mit
familiarer und idiopathischer arterieller pulmonaler Hypertonie in
Zusammenhang gebracht werden (58).

Hinsichtlich der pulmonalen Fibrose konnte in Zellkulturen nachgewiesen
werden, dass HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren, so z.B. Simvastatin, Uber die
Fahigkeit verfiigen, antiproliferativ zu wirken und zu einer Reduzierung des
Connective tissue growth factors (CTGF) zu fuhren. Dieser ist als potenter
profibrotischer Wachstumsfaktor bekannt ist und zeigt auch bei der
Lungenfibrose erhdhtes Vorkommen, was mit Fibroblastenproliferation und
extrazellularer Ablagerung von Matrixbestandteilen in Zusammenhang gebracht
wird (59, 60, 61). Mit Hilfe des Bleomycinmodells konnten erneut sowohl
antiinflammatorische als auch antifibrotische Effekte im Rahmen der
Lungenfibrose fiir Simvastatin gezeigt werde. Im einzelnen konnte demonstriert
werden, dass die Behandlung mit Simvastatin das Ausmal der Einwanderung
von Entziindungszellen — ndmlich neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten
— signifikant zu reduzieren vermag, ferner zeigt sich unter Simvastatingabe ein
niedrigerer Spiegel des entzindunginduzierenden Zytokins TNF-a. Zudem
zeigte sich bei mit Simvastatin behandelten Mausen eine niedrigere Expression
von TGF-B und von Connective tissue growth factor, was mit einer Abnahme
der Produktion von Kollagen | und Kollagen Il im Lungengewebe einherging.
Mittels des Ashcroft-Scores konnte auch histologisch eine weniger stark
ausgepragte Fibroseentwicklung verzeichnet werden (62). Ferner konnte
anhand von Zelllinien, welche von an idiopathischer Lungenfibrose erkrankten
Patienten stammten, gezeigt werden, dass Simvastatin dosisabhangig zu einem
Verbleib von Fibroblasten in der G1-Phase des Zellzyklus fuhrt und damit die
Umwandlung von Fibroblasten zu den fir die Fibrose essentiellen und
charakteristischen  Myofibroblasten verhindert (63). Jedoch sind die
antiproliferativen Eigenschaften der Statine in vivo zum heutigen Zeitpunkt

kaum untersucht.
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1.7. Fragestellung zur vorliegenden Untersuchung

Ziel dieser Studie war, die Wirkung von Simvastatin im Hinblick auf die
pulmonale Fibrose sowie die pulmonale Hypertonie an der Ratte mit Hilfe des
Bleomycin-Models zu untersuchen und dabei zwischen einer potentiell
prophylaktischen und einer therapeutischen Wirkung zu unterscheiden — ein
Studienansatz, der in dieser Form zum ersten Mal von unserer Arbeitsgruppe
beschrieben wurde.

Deutlich verschlechtert wird die Prognose der Lungenfibrose durch die
Entwicklung einer pulmonalen Hypertonie; wird diese diagnostiziert, so betragt
die mittlere Uberlebenszeit unbehandelt lediglich drei Jahre. Obwohl seit 2003
mit der Zulassung des Endothelin-1-Rezeptor-Inhibitors Bosentan zum ersten
Mal in der Therapie der pulmonalen Hypertonie ein oral wirksames Medikament
mit A-Evidenz verfliigbar ist, ist im Moment letzten Endes immer noch die
Lungentransplantation die einzige Chance auf Heilung. Jedoch kann diese
Behandlungsform in Anbetracht der Nebenwirkungen einer notwendigen
Immunsupression fir den Betroffenen, ihrer Kosten und insbesondere aufgrund
der Tatsache, dass nicht anndhernd genigend Organe zur Verfugung stehen,
nicht die einzige Heilung bringende Therapieoption bleiben. So sind
Moglichkeiten zu finden, die Lungenfibrose und die auf ihr basierende
pulmonale Hypertonie zu beseitigen und damit das kranke Organ selbst zu
heilen. Um dieses Ziel zu erreichen, sieht man heute drei Wege, die alle die fur
die Fibrose charakteristische Vermehrung der Fibroblasten und der
Matrixbestandteile als Zielstrukturen zur Grundlage haben: zum einen kann
versucht werden, die Ablagerung von Matrixkomponenten wie den Kollagenen |
und Il durch Fibroblasten zu verhindern; zum anderen ware die Blockade der
Hyperplasie der Fibroblasten selbst eine mogliche Therapieform; die dritte —
und im Hinblick auf eine Restitutio ad integrum einzige — Option kdénnte die
Induktion von Apoptose der Fibroblasten sein.

Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob der HMG-CoA-Reduktase-Inhibitor
Simvastatin die Ausbildung der Lungenfibrose und der pulmonalen Hypertonie
im Bleomycinmodell verhindern kann und ob das Medikament ferner im Stande

ist, eine durch Bleomycin induzierte bereits manifeste Fibrose zu therapieren
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und den Blutdruck im Lungenkreislauf zu senken. Unsere Uberlegungen
basierten dabei auf Beobachtungen, dass Simvastatin zum einen vasoprotektiv
wirkt, indem es ein Remodeling der GefalBwande verhindert, bzw. sogar im
Stande ist, dieses wieder umzukehren. Dies konnte fir die Koronare
Herzkrankheit bewiesen werden. Zum anderen verfigen Statine Uber die
Fahigkeit, sowohl in vitro als auch in vivo Apoptose in Fibroblasten zu
induzieren, was mit Hilfe von Lovastatin — einer dem Simvastatin nah
verwandten Substanz — gezeigt werden konnte. Ferner ist vom Simvastatin
bekannt, dass es auch anti-inflammatorische Wirkung besitzt. All dies sind
,Nebenwirkungen® eines bereits zugelassenen, weit verbreiteten und im
Allgemeinen gut vertraglichen Medikaments, die allesamt nicht von seiner
Wirkung als Lipidsenker abzuhangen scheinen.

Die Lungenfibrose ist eine Erkrankung, die in zwei Stadien verlauft: dem
entzundlichen und dem von fibrotischen Veranderungen gekennzeichneten.
Zunachst steht die Entziindung im Vordergrund, anschlieBend kommt es durch
diese zum Zellschaden, der zu einer Sekretion von Wachstumsfaktoren wie
dem transfoming growth factor B (TGF-B), dem platelet-derived growth factor
(PDGF), dem insulin-like growth factor 1 und dem Endothelin 1 (ET1) flhrt.
Diese wiederum stimulieren Fibroblasten zum einen zur Proliferation, zum
anderen fordern sie deren Umwandlung in aktive Myofibroblasten.
Letztgenannte verfigen Uber die Fahigkeit, weitere Wachstumsfaktoren zu
sezernieren, die zu einer vermehrten Produktion von Kollagenen und zur
verstarkten Ablagerung von Komponenten der extrazellularen Matrix fihren.
Sowohl die erhohten Fibroblastenzahlen als auch vermehrtes Kollagen sind
kennzeichnend fur die Fibrose. Es ist bekannt, dass der Umschlag von der
Entzindung zur fibrotischen Phase im Bleomycinmodell in etwa um den 9. Tag
nach intratrachealer Gabe des Bleomycins stattfindet. Da unser Studiendesign
vorsah, eine Unterscheidung zwischen anti-inflammatorischen und
antiproliferativen  bzw. antifibrotischen  Wirkungen des Simvastatins
vorzunehmen, bot sich das Bleomycin zur Induktion der Fibrose in unserer

Studie besonders an.
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Wir verwendeten in unserer Studie mannliche Wistar-Ratten, die auf vier
Gruppen randomnisiert wurden: eine  Kontrollgruppe, eine reine
Bleomycingruppe, eine Bleomycingruppe, die ab Tag 1 im Sinne einer
Prophylaxe Simvastatin erhielt und eine Bleomycingruppe, die Simvastatin ab
Tag 13 als potentielles Therapeutikum erhielt. Mit Hilfe dieser Aufteilung sollte
es uns maoglich sein, zu unterscheiden, ob sich der HMG-CoA-Reduktase-
Inhibitor eher auf die entziindliche oder die proliferative Phase der Pathogenese
der Lungenfibrose auswirkt und somit zu zeigen ob und in welchem Stadium
der Einsatz von Simvastatin erfolgsversprechend erscheint. Die Quantifizierung
der Fibrose erfolgte zum einen durch Bestimmung des Hydroxyprolingehalts der
Lunge, zum anderen durch Messung der Lungencompliance und zusatzlich
auch durch Bestimmung der Lungengewichte. Die Ausbildung von pulmonaler
Hypertonie wurde anhand der rechtsventrikularen Drucke wund der
rechtsventrikularen Gewichte beurteilt. Als im Verlauf der Erkrankung
typischerweise sezernierter Wachstumsfaktor wurde exemplarisch Endothelin 1
gewahlt. Wir bestimmten den Hamatokrit als indirekten Parameter flr Hypoxie.
Ferner fuhrten wir Belastungstests am Laufband durch und konnten somit die
Leistungsfahigkeit der Tiere objektivieren. Somit war eine umfassende, weil auf
immunhistologischen, laborchemischen und klinischen Untersuchungen
basierende Beurteilung der Erkrankung gewabhrleistet.

Fur den Fibrosepatienten steht neben der Frage nach der Lebenserwartung v.a.
die Frage nach der Qualitdt des taglichen Lebens mit der Erkrankung im
Vordergrund. Diese aul3ert sich fur den Patienten am ehesten in seiner
Leistungsfahigkeit. Mit Hilfe des Laufbandmodells versuchten wir die
Leistungsfahigkeit der Tiere im Laufe des Untersuchungszeitraums zu
simulieren und Ruckschlisse auf den Erfolg einer Behandlung mit Simvastatin

Zu ziehen.
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Abb. 1: Wirkung von Statinen auf verschiedene intrazellulare Mechanismen

(aus: Bonetti PO, Lerman LO, Napoli C, Lerman A. Statin effects beyond lipid
lowering-are they clinically relevant? Eur Heart J 2003; 24:225-48)

Im Einzelnen sollen folgende Hypothesen uberprift warden:

Ist Simvastatin in der Lage die Ausbildung einer Bleomycin-induzierten
Lungenfibrose zu verhindern?

Ist eine Bleomycin-induzierte Lungenfibrose mit Hilfe von Simvastatin
behandelbar?

Kann die Entwicklung der pulmonal-arteriellen Hypertonie im Bleomycin-Modell
durch Simvastatin vermieden werden?

(Welches Stadium der Lungenfibrose kann im Bleomycin-Modell durch den
Einsatz von Bleomycin beeinflusst werden?)

Kann Simvastatin die Abnahme der Lungencompliance, die Zunahme des
Hydroxyprolingehalts oder die Produktion des Wachstumsfaktors Endothelin 1
bei der Bleomycin-induzierten Lungenfibrose beeinflussen?

Wirkt Simvastatin einem Leistungsabfall bei der Bleomycin-induzierten

Lungenfibrose entgegen?
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2. Methoden

2.1. Tierexperimentelle Versuchsphase

2.1.1. Tierhaltung und Randomisierung

Fur die Studie wurden 60 méannliche, an Tag 0 vier Wochen alte Wistar-Ratten
(Charles  River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) mit einem
durchschnittlichen Anfangsgewicht von 2509 verwendet. Das
Forschungsvorhaben wurde von der Tierethikkommission der Universitat
Regensburg bewilligt und wurde in den Rdumen des Forschungsbaues H1 der
Medizinischen Fakultat der Universitdit Regensburg unter Einhaltung der

deutschen Tierschutzverordnung durchgefihrt.

Hierzu wurden die Tiere wie folgt in vier Gruppen randomisiert:
1. Kontrollgruppe (n=13)
2. Bleomycingruppe (n=16)
3. Bleomycin+Simvastatin ab Tag 1 (n=16)
4. Bleomycin+Simvastatin ab Tag 13 (n=15)

Im Rahmen der funfwdchigen Studie wurden die Tiere bei einem konstanten 12
h Tag-Nacht-Rhythmus in Einzelk&figen gehalten. Sie erhielten Trockennahrung
und Wasser ad libitum.

2.1.2. Induktion der Lungenfibrose

Am Tag 0 wurde zur Induktion der Lungenfibrose das Zytostatikum Bleomycin
(cell-pharm-GmbH, Hannover, Deutschland) verwendet. Die bendtigte
Bleomycindosis war im Vorversuch auf 2,5 U/kg Koérpergewicht (1Unit=1mg)
festgelegt worden.

Um das Bleomycin intratracheal verabreichen zu kénnen, wurden die Tiere der
Gruppen 2, 3 und 4 mit dem Inhalationsnarkotikum Isofluran (Florene ,R°
Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland) in einer flachen Narkose gehalten. Bei

senkrechter Lagerung der Tiere wurde unter Sichtkontrolle ein G16-Katheter
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(Johnson&Johnson, Haan, Deutschland) in die Trachea eingefihrt. Das
Bleomycin wurde unter Berlcksichtigung der Richtlinien zum Arbeiten mit
Zytostatika in 0,9%igen NaCl (B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) gel6st. Bei der Verabreichung der individuellen Bleomycinmenge
mittels Insulinspritze (BD Plastikpak, Becton Dickinson S.A., Madrid, Spanien)
wurde bei allen Tieren auf ein gleich bleibendes Gesamtvolumen von 0,25 ml
geachtet. AbschlieRend wurde mit 1 ml Luft nachgespilt, um eine adaquate

Verteilung des Medikaments in der Lunge zu gewahrleisten.

2.1.3. Medikamenttse Behandlung

Simvastatin (Zhejiang Hengdian Imp. & Exp. Co., Ltd., China) wurde den Tieren
der Gruppen 3 und 4 taglich gewichtsadaptiert in einer Dosis von 20mg/kg KG
verabreicht. Zur Dosisanpassung wurden die Ratten zweimal woéchentlich
gewogen. Die Reinsubstanz wurde in 1ml Olivendél gelést und mit Hilfe einer
Schlundsonde (1,2 x 80 mm, Scanbur BK, Schweden) per os verabreicht. Dabei
erhielt die Gruppe 3 das Medikament im Sinne einer Prophylaxe beginnend ab
Tag 1 nach Bleomycingabe. Dahingegen wurde das Simvastatin bei den Tieren
der Gruppe 4 ab Tag 13, dem Zeitpunkt an dem die Ausbildung einer
bleomycininduzierten Lungenfibrose bei Ratten zu erwarten ist, therapeutisch

eingesetzt.

2.1.4. Laufbandbelastungstest

Alle Versuchstiere absolvierten vor dem eigentlichen Versuchsbeginn zunéchst
ein 5-tagiges Trainingsprogramm am Laufband. AnschlieRend wurde an zwei
Tagen die Ausgangsleistung bestimmt. Am Tag O wurde den Gruppen 2, 3 und
4 Bleomycin, wie unter 2.1.3 beschrieben, verabreicht. Dem schloss sich die
28-tagige Versuchsphase an. Dabei erhielt die Gruppe 3 ab Tag 1 Simvastatin
per os, die Gruppe 4 ab Tag 13. Den Tieren wurde an den Tagen 4, 7, 10, 13,
16, 19, 22 sowie 25 die Laufleistung abgenommen.
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2.1.4.1. Laufbandaufbau

Das Laufband (siehe Abb. 2) wurde in der Biowerkstatt der Universitat
Regensburg konstruiert. Bei dem Gerat handelt es sich um ein
motorbetriebenes Laufband, an dessen Ende ein Einsatz mit 15 Bulgeln
eingeschoben werden kann. Diese Bugel dienen zur Weiterleitung des Stroms
von der Stromquelle und fihren bei Kontakt zur Auslosung eines milden
Stromschlags. Die Stromstarke kann mittels Schalter in 0,5mA Schritten
zwischen 0,5 und 1,5 mA, die Geschwindigkeit zwischen 0 und 30m/min
reguliert werden, Die Neigung kann auf O, 6 oder 12 Grad eingestellt werden.
Das Laufband wird durch einen Plexiglaskasten begrenzt. Nur durch den
Verschluss des Systems kann der Stromkreis geschlossen werden, so dass es
bei offenem System nicht zu einem akzidentiellen Stromschlag des
Untersuchers kommen kann. An der Aullenseite des Laufbandes ist ein
Notausschalter angebracht, der sowohl das Laufband stoppt als auch den

Stromfluss unterbricht.

Plexiglaskasten
= Laufband

Verstellen des
Neigungswinkels Bugel mit

Strom

Stromquelle
Regler (Stromstarke) ~ Notausschalter

Regler (Geschwindigkeit)

Abb. 2: Darstellung und Beschreibung des Laufbandes im Rahmen der

durchgefuhrten Studie
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2.1.4.2. Laufband-Trainingsprogramm

Um die Tiere an das Laufband zu konditionieren und im Anschluss die
individuelle Ausgangsleistung zu bestimmen durchliefen sie ein 5-tagiges
Trainingsprogramms.

Das Laufband wurde so konstruiert, dass sich zwischen Ende der Laufflache
und den Bigeln, die den Stromschlag auslésen, eine fur die Tiere deutlich
wahrnehmbare Absenkung befand. Somit wurden die Tiere nicht direkt auf den
Stromschlag konditioniert, sondern auf die vorgeschaltete Absenkung. Im
Vorversuch wurde ausgetestet, dass jede Ratte in den 5 Stufen 10, 15, 20, 25
und 30m/min je 5 Minuten laufen musste, um eine volle Auslastung zu erzielen.

Dies war auch Ziel des Trainingsprogramms, das wie folgt verlief:

Tag Zeit in Minuten Winkel in Grad
1 1min 12
2 2 12
3 3 12
4 4 12
5 5 12

2.1.4.3. Abbruchkriterien des Laufbandbelastungstests
Folgende Abbruchkriterien wurden festgelegt, um die Erschopfung der Tiere zu

objektivieren:
1. Kontakt des Tiers fur langer als zwei Sekunden mit der Stromquelle ohne

dass

das Laufband beriuihrt wurde
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2. Kontakt des Tiers fur langer als drei Sekunden mit den Hinterbeinen auf
der Stromquelle wéahrend die Vorderbeine noch auf dem Band

weiterliefen

Wenn ein Kriterium erflllt war, wurde die Zeit angehalten, das Laufband
zunéchst gestoppt und anschlie3end erneut gestartet. Erst beim dritten Abbruch

wurde die Leistungsabnahme endgultig abgebrochen.

2.1.4.4. Ermittlung der individuellen Ausgangsleistung und Leistungsabnahme

Idealerweise liefen die Tiere nach Abschluss des Trainings, welches einmalig
vor dem Beginn des eigenlichen Experiments absolviert wurde, je 5 Minuten in
jeder der 5 Stufen. Da die Tiere vor den Leistungstests randomisiert worden
waren, gab es innerhalb jeder Gruppe schlechte und gute Laufer. Daher musste
von jedem Tier die individuelle Maximalleistung (Ausgangsleistung) an zwei
aufeinander folgenden Tagen ermittelt werden. Die Werte wurden gemittelt und
die Ausgangskondition auf den errechneten Mittelwert festgelegt. Die
Ausgangskondition stellte hierbei den oberen cut-off fur die Leistung dar, die
jedes Tier im Rahmen des Belastungstests maximal erbringen musste. Als
erreicht wurde die Ausgangskondition angesehen, wenn ein Tier dreimal eines
der Abbruchkriterien erfillte. Die hierbei gefundene Zeit in Sekunden wurde fur

die Berechnung als 100% der Leistung festgesetzt.

2.1.4.5. Berechnung der Laufleistungen

Die Laufleistungen der Tiere wurden an den Tagen 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22 und
25 (4, t7, t10 etc.) nach Bleomycingabe ermittelt. Fir die Berechnung wurden
die Leistungen zweier aufeinander folgender Tage gemittelt und der errechnete
Wert ins Verhéltnis zur Ausgangsleistung gesetzt. Die Ausgangsleistung (t0) in
Sekunden entsprach dabei 100%. Abweichungen der Laufleistungen wurden in
Prozent zum Ausgangswert ausgedrickt. Diese Werte wurden fur die einzelnen

Gruppen gemittelt und in einer Verlaufskurve graphisch dargestellt.

2.1.5. Hamodynamische Messungen
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2.1.5.1. Systemische Blutdruckmessung

Um einen systemischen Hypertonus der Versuchstiere auszuschlie3en, wurde
gegen Ende der Belastungsphase der systolische Blutdruck nicht invasiv
bestimmt. Dies geschah mittels Tail-Cuff-Methode mit Hilfe des blood pressure
BP Rekorders 8005 (W+W Electronics, Hofheim, Deutschland). Hierzu wurden
die Tiere in Kéfige eingespannt, die zur Férderung der Durchblutung auf einer
37°C warmen Heizdecke gelagert wurden. Am Schwanz der Ratten wurde eine
Druckmanschette und ein Pulsaufnehmer angebracht, Uber die mittels
Transducer eine computergestiitzte Pulsationskurve aufgenommen werden

konnte.

2.1.5.2. Messung des rechtsventrikularen Drucks

Der rechtsventrikulare Druck (RVSP) wurde mittels Rechtsherzkatheter
gemessen. Dieser wurde einmalig am Tag der Section ermittelt. Hierzu wurden
die Tiere initial mit Isofluran in Narkose versetzt, die anschlielend mit Trapanal
(100mg/kgKG i.p.) (Altana Pharma, Konstanz, Deutschland) aufrechterhalten
wurde. Am rechten Halsdreieck wurde die V. jugularis externa freigelegt, mit
einer GefalRschere ein Zugang geschaffen und Uber diesen der zuvor mit
Liguemin (5001U/ml, Roche Pharma, Deutschland) gespllte
Kindervenenkatheter (1mm*80mm, B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland) in das rechte Atrium vorgeschoben. Unter Beobachtung der
Blutdruckamplitude wurde der RVSP mit dem Druckabnehmer der Firma Hellige

(Programm 19) gemessen.

2.1.6. Blutentnahme

Im Rahmen der Studie sollten verschiedene Verlaufsparameter, wie etwa
Endothelin 1 (ET1) und der Hamatokrit bestimmt werden. Hierzu wurde den
Versuchstieren Uber die Schwanzvene an den Tagen 4, 13, 19, und 25 nach

Bleomycingabe EDTA-Blut abgenommen.
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Die Tiere wurden dazu in Zwangskafige gesetzt, um den Schwanz fur die
Punktion zu fixieren. Dieser wurde zunachst mit Emlasalbe lokal betaubt und im
Anschluss mit 70 % Alkohol desinfiziert. Durch Aufdriicken des Daumens ca. 1
cm vor der Einstichstelle wurde das Gefald gestaut und mit einer Kanile
punktiert. Mit einer Kapillare wurde das gewonnene Blut gesammelt und in
EDTA-Mikrogefal3e udberfuhrt. Zur Plasmagewinnung schloss sich eine
zehnminutige Zentrifugation (Biofuge 28RS, Heraeus Sepatech, Osterode,
Deutschland) bei 4°C und 3000G an. Der Uberstand wurde abpipettiert und das
gewonnene Plasma bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

An Tag 28 wurde nach der RVSP-Messung Uber den im Ventrikel befindlichen
Katheter ebenfalls ein EDTA-ROhrchen vendses Blut abgenommen. Die

Verarbeitung und Lagerung des Blutes erfolgte wie oben beschrieben.

Nach Abschluss der Blutabnahme aus der Schwanzvene wurde zusatzlich eine
Mikrokapillare zu drei Vierteln mit Blut befllt, mit Knetmasse verkittet und nach
Zentrifugation der Hamatokrit mit Hilfe einer vom Hersteller mitgelieferten Skala
abgelesen. Die Hamatokrit-Bestimmung erfolgte an den Tagen 4, 13, 19, 25
nach Bleomycingabe. Ferner wurde aus dem am Tag 28 mittels Katheter
gewonnen Blut ebenfalls eine Hamatokritmessung durchgefihrt.

2.1.7. Organentnahme

2.1.7.1. Durchfihrung

Nach der Messung des RVSP und der Blutentnahme dber den
Rechtsherzkatheter an Tag 28 musste den Ratten fur die anschlieBende
Compliance-Messung das Herz-Lungenpaket entnommen werden. Die
Praparation erfolgte wie folgt:

Zunachst wurde beginnend auf Hohe des Larynx bis hin zum Beckenbereich ein
Hautschnitt gesetzt (Abb. 3).
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Abb. 3

Das Sternum wurde mit einer chirurgischen Pinzette angehoben und die
Thoraxerdffnung durch Sternotomie vorgenommen (Abb. 4). Die Trachea wurde
freiprapariert und unterhalb des Kehlkopfs durchtrennt. Dabei war streng darauf
zu achten, dass kein Blut tber die Trachea in die Lunge gelangte; hierzu wurde

die Luftréhre mit Hilfe einer anatomischen Pinzette abgedrickt.

%

i
2 Abb. 4
Durch leichten Zug an der Trachea und stumpfes Wegpraparieren der trachea-

und lungennahen Strukturen wurde das Organpaket en bloc entnommen, wobei

jegliche Traumatisierung der Lunge zu vermeiden war (Abb. 5).
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Abb. 5

Das Herz wurde von der Lunge an der Herzbasis abgetrennt. Nach Applikation
der cardioplegen Ldsung wurde das Herz nach Entfernung der Vorhéfe in
Septum, rechten und linken Ventrikel getrennt. Da das Herz Teil einer anderen
Doktorarbeit war, wird im Weiteren nicht mehr auf dessen Weiterverarbeitung
eingegangen. Hiernach erfolgte die Compliance-Messung wie unter Punkt 2.2.1
beschrieben. Im Anschluss wurde die Trachea von der Lunge abgetrennt und
verworfen. Die Lungenlappen wurden voneinander getrennt und im Hinblick auf
die sich anschlieBenden Untersuchungen wie folgt verarbeitet: Der linke
Lungenlappen wurde unbehandelt gewogen und im flissigen Stickstoff
schockgefroren und bei -20°C bis zur Hydroxyprolinbestimmung gelagert. Der
rechte Oberlappen wurde mit 4%igem PBS gepufferten Formalin mit Hilfe einer
Braunule gespilt und in Einbettkassetten gelegt, die fur weitere 24 Stunden bis
zur Paraffineinbettung in Formalin gelagert wurden. Die verbleibenden
Lungenlappen wurden ebenfalls mit einer Braunile mit 0,9%igem NaCl gespult
und nach Schockgefrieren in flissigem Stickstoff bis zur weiteren

molekularbiologischen Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.1.7.2. Makroskopische Beurteilung des Sektionssitus
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Nach Eroffnung des Thorax wurde die Lunge auf Ver&nderungen, wie etwa
Marmorierung, Bullae, etc., untersucht. Zur Erfassung einer eventuellen
Mitbeteiligung der Leber im Rahmen der Lungenfibrose und Pulmonalen
Hypertonie wurde das Organ nach Eré6ffnen des Abdomens auf makroskopische
Veranderungen gepruft, zudem wurde bei Vorliegen von Aszites der

Auspragungsgrad beurteilt.

2.2. Funktionelle und laborexperimentelle Versuchsphase

2.2.1. Compliance-Bestimmung

2.2.1.1. Durchfiihrung

An den fiur die RVSP-Messung verwendeten Druckabnehmer wurde eine
Heidelbergerverlangerung angeschlossen. Diese wurde mit NaCl befullt und
durch einen Dreiwegehahn mit einer Braunule verbunden.

Zusatzlich wurde am Dreiwegehahn eine mit 20ml Luft geflllte Spritze
angeschraubt.

Fur die Compliance-Messung wurde nur der linke Lungenfligel verwendet, da
ein Uberblahen des rechten Lungenfliigels diesen fiir die weiteren
Untersuchungen unbrauchbar gemacht hatte. Aus diesem Grund musste der
mehrlappige rechte Lungenfliigel auf Hohe des rechten Stammbrochus mit Hilfe
eines chirurgischen Fadens durch einen Doppelknoten und zusatzliches
Abdriicken durch eine Klemme luftdicht verschlossen werden. Uber die Trachea
wurde die am Dreiwegehahn angebrachte Braunidle in den linken
Stammbronchus eingeftihrt und durch Verknotung wiederum luftdicht
abgebunden; somit war gewahrleistet dass sich ein definiertes Luftvolumen
ausschlief3lich im linken Lungenfliigel verteilen konnte.

Vor der eigentlichen Compliance-Messung wurde ein Nullabgleich des
Druckabnahmesystems gegen Luft vorgenommen.

Fur die Messung wurde der linke Lungenfliigel schrittweise mit 1ml, 2ml und
3ml Luft inflatriert und der Druck am Druckabnehmer abgelesen. Zwischen den

Einzelschritten wurde der Lungenfliigel jeweils deflatiert. So ergaben sich fiur
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jedes Tier drei Druckwerte (pl, p2, p3) bei definierten Luftvolumina von 1ml
(V1), 2ml (V2) und 3ml (V3).

2.2.1.2. Berechnung

Zunachst wurde fur jedes Tier ein Druckvolumendiagramm erstellt. In den
Bereich des linearen Kurvenverlaufs wurde zur Bestimmung von AV und AP ein
Steigungsdreieck gezeichnet und die Compliance mit folgender Formel

berechnet:
AV

Die Compliancewerte jeder Gruppe wurden anschlieBend gemittelt und diese

Mittelwerte fur die weitere statistische Auswertung verwendet.

Abb. 6: Schematische Darstellung eines Druck-Volumen-Diagramms zur
Ermittlung der Compliance.

2.2.2. Hydroxyprolinbestimmung

2.2.2.1. Ursprung und Bedeutung von Hydroxyprolin

Bei Hydroxyprolin handelt es sich um eine nahezu ausschlie@lich im
Bindegewebe vorkommende Aminosaure, die durch Hydroxylierung aus Prolin
entsteht. Bei vermehrter Kollagenproduktion — wie etwa bei Lungenfibrose —

nimmt die Menge an Hydroxyprolin zu und wird als Fibrosemarker verwendet.
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Das chemische Prinzip besteht in einer basischen Hydrolyse des Gewebes zur
Freilegung des Hydroxyprolins. Dieses wird anschlieRend durch Chloramin T
schrittweise zu Pyrol oxidiert. Pyrol bildet zusammen mit p-
Dimethylaminobenzaldehyd, einem Bestandteil des Ehrlichs-Reagenz, einen
Farbkomplex, der bei 540nm photometrisch vermessen wird. Die optische

Dichte ist direkt proportional dem Hydroxyprolingehalt.

2.2.2.2. Probenvorbereitung und -lagerung

Aus den ungespulten, bei -20°C gelagerten, linken Lungenfliigeln wurde in
2,5ml 0,9%igen NaCl (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) mit
Hilfe des Ultra Turrax (Ultra Turrax T25, IKA, Staufen, Deutschland) ein
Gewebshomogenisat hergestellt. Im Anschluss wurde dieses bei 3000
Umdrehung und 4°C 5 Minuten lang zentrifugiert. Es entstehen drei Phasen:
Die oberste Schicht enthalt fetthaltige Bestandteile, die mittlere wassrige Phase
das hydrophile Hydroxyprolin und die unterste Zelldetritus. Die mittlere Phase

wird abpippetiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C gelagert.

2.2.2.3. Photometrische Messung der Hydroxyprolinkonzentration

Zur Quantifizierung des Hydroxyprolins wurde eine Standardstockldsung aus
trans-4-Hydroxyprolin  (Fluka, Steinheim, Deutschland) angesetzt. Daraus
wurden folgende Standardverdinnungsstufen hergestellt: 0,5; 0,7; 1; 5; 10; 15
und 20ug. Diese dienten zur Ableitung einer Standardkurve, anhand der im
Anschluss der Hydroxyprolingehalt ermittelt wurde. Im folgenden Protokoll
wurde der Standard und die Proben der Versuchstiere auf gleiche Art und
Weise behandelt.

Zur Bestimmung des Hydroxyprolins wurden je 40 ul des Homogenisats, der
einzelnen Standards und fur den Leerwert 40ul NaCl in Eppendorfcups
pippetiert. Um eine Hydrolyse zu erméglichen wurde den Proben 10ul 10N
NaOH (Carl Roth Gmbh+Co, Karlsruhe, Deutschland) zugesetzt. Anschliel3end
wurden die Proben bei einem Druck von 1lbar und 121°C fir 25 Minuten
autoklaviert. Zur Oxidation wurden nach erfolgter Hydrolyse pro Cup 450ul

frisch angesetzter Chloramin-T-Losung zugegeben und die Proben gevortext.
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Die Chloramin-T-Ldsung wurde wie folgt hergestellt: 1,27g Chloramin-T (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland) in 20ml 50%igen n-Propanol (Merck,
Darmstadt, Deutschland) aufgelost und mit Acetat-Citratpuffer(pH 6,5) auf ein
Endvolumen von 100ml aufgefllt.

Die Proben wurden bei Raumtemperatur fur 25 Minuten inkubiert. Aus 3g
Dimethylaminobenzaldehyds (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland), 13,3ml
n-Propanol und 6,7ml Perchlorsaure wurde Ehrlichs-Reagenz hergestellt, von
welchem je 500ul zu den Proben zugegeben wurden. Die Cups wurden
abermals gevortext und bei 65°C 20 Minuten lang inkubiert. 200ul des
Reaktionsansatzes wurden in 96well-Platten tberfihrt und bei 540nm am
Photometer vermessen.

Mit dem Programm Softmax wurde zunachst mit Hilfe der bekannten
Konzentrationen der Standardverdinnungen und den photometrisch
gemessenen Werten fir die zugehorigen optischen Dichten eine linear
aufgetragene Eichkurve erstellt. Die optischen Dichten der einzelnen Proben
wurden nach Abzug des Leerwerts auf die Standardkurve geféllt und so ihre
jeweilige Konzentration an Hydroxyprolin ermittelt. Bei allen Proben wurden
Doppelbestimmungen durchgefihrt und die Mittelwerte zur weiteren

statistischen Auswertung verwendet.

2.2.3. Messung von Endothelinl im Plasma

2.2.3.1. Ermittlung des Endothelin1-Gehalts

Die Bestimmung des Endothelins im Plasma erfolgt mittels kompetetivem
Enzym Immunoassay (ELISA). Das Endothelin 1 (ET1) im Plasma konkurriert
mit einem Biotin konjugierten Peptid um die Bindungsstellen am Fab-Fragment
des spezifischen anti-Endothelin Antikdrpers. Dieser Prim&rantikdrper wiederum
bindet mit seinem Fc-Fragment am Sekundarantikorper, mit dem die ELISA-
Platte vorbeschichtet ist. Nur das Biotin markierte Peptid katalysiert mittels SA-
HRP (Streptavidinperoxidase) die Reaktion zwischen dem Substrat TMB
(Tetramethylbenzidin) und H,0,, so dass es zu einer Farbentwicklung kommt,
die photometrisch bei 450 nm gemessen wird. Die Optische Dichte ist

umgekehrt proportional zum Endothelingehalt.
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2.2.3.2. Photometrische Messung des Endothelin1-Gehalts im Plasma

Die Bestimmung des ET1-Gehalts erfolgte mit dem ELISA-Kit der Firma
Phoenix Europe GMBH (Karlsruhe, Deutschland) streng nach Protokoll des
Herstellers. Zunachst wurde eine Standardreihe hergestellt; hierzu wurde die
Standardstocklosung stufenweise mit Puffer auf folgende Konzentrationen
verdunnt: 25; 5; 1; 0,2; und 0,04ng/ml. In die 96well-Platte wurden pro Probe
bzw. Standardverdinnungsstufe je 50ul pippetiert. Fir den Leerwert wurden
50ul Puffer eingesetzt. In alle wells — mit Ausnahme des Leerwerts — wurden
25pl Primarantikdrper und 25ul des Biotin markierten Peptids zugegeben. Nach
Versiegelung der Platte wurde der Reaktionsansatz zwei Stunden bei
Raumtemperatur und 300 r.p.m. auf dem Schittler (IKA HS 260 basic, Staufen
Deutschland) inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Inhalt der
wells abgekippt, die Platte finfmal mit Puffer gewaschen und anschlielend
trocken geklopft. Als néchstes wurde zu jedem well 100ul SA-HRP-LO6sung
zugefugt, die ELISA-Platte erneut versiegelt und fur eine weitere Stunde bei
Raumtemperatur und 300 r.p.m. zur Inkubation auf den Schiuittler gestellt.
Hiernach wurde die Platte wie zuvor abgekippt, gewaschen und getrocknet.
Anschlieend wurden die Wells mit je 100ul des TMB-Substrats (3,3,5,5-
Tetramethylbenzidin) versetzt und abermals auf dem Schittler lichtgeschitzt
inkubiert. Nach einer Stunde wurde zum Stoppen der Reaktion 100ul 2N HCI
zugegeben. Die Optische Dichte des entstandenen Farbkomplexes wurde bei
450nm photometrisch vermessen. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen
durchgefihrt.

Mit Hilfe des Softmax Programms wurde anhand der Optischen Dichten der
Standardreihe eine 4-parametrisch aufgetragene Eichkurve erstellt. Die
gemittelten optischen Dichten der einzelnen Proben wurden auf die

Standardkurve gefallt und die ET1-Konzentration extrapoliert.

39



2.3. Statistische Auswertung der Untersuchungsergebnisse

Die Datenerfassung und statistische Auswertung aller dargestellten
Untersuchungen erfolgte mit dem Programm SPSS fur Windows®, Version 12.0
(SPSS, Chicago, IL, USA) bzw. SigmaPlot 2001.

Die Standardabweichung wurde festgelegt als +/-1. Zur Prufung der Signifikanz
wurde fur alle Ergebnisse der Mann-Whitney-Test durchgefiihrt; die einzige
Ausnahme bildete hierbei die Signifikanzpriufung der Laufleistungen, die mit
dem Posthoc Bonferroni-Test ermittelt wurde. Fir die Signifikanz wurde eine

Schwelle von p<0,05 bestimmt.
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3. Ergebnisse

Zur Bezeichnung der jeweiligen Signifikanzen wurde nachfolgende Symbolik
festgelegt:

* fiir Signifikanz in Bezug zur Kontrollgruppe

# fur Signifikanz in Bezug zur Bleomycingruppe

$ fUr Signifikanz in Bezug zur Simvastatin-Tag1l-Gruppe

3.1. Ermittlung der ,in vivo“-Reaktionen der randomisierten Versuchstier-
Gruppen

3.1.1. Laufleistung

Der Laufbandbelastungstest wurde durchgefuhrt, um die Leistungsabnahme

und damit das Ausmall der Erkrankung beobachten und quantifizieren zu

kdnnen.
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Laufleistung im Verlauf
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Die Werte zweier aufeinander folgender Tage wurden jeweils gemittelt und die
so erhaltenen Leistungen fur die Berechnung der Signifikanzen verwendet. Alle
mit Bleomycin behandelten Tiere zeigten durchgehend schlechtere Leistungen
als zum Kontrollzeitpunkt. An Tag 4/7 nach Bleomycingabe erwies sich dabei
die Laufleistung der Bleomycingruppe statistisch signifikant niedriger im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,012). Dies war auch an Tag 16/19 bei einer
Signifikanz von p=0,04 der Fall, ebenso an Tag 22/25 nach Bleomycingabe
(p=0,001). Auch zwischen der Kontroll- und der Versuchstier-Gruppe, die ab
Tag 13 Simvastatin erhalten hatte, zeigte sich an Tag 16/19 ein statistisch
signifikanter Unterschied in der Leistungsfahigkeit (p=0,011). Obwohl auch die
Laufleistung der Tiere, die bereits ab dem ersten Tag mit Simvastatin behandelt

wurden, schlechter war als die der Kontrolltiere, ergaben sich hier keinerlei
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statistische Signifikanzen; ferner erbrachten die Tiere der Simvastatin Tag 1-
Gruppe durchgehend bessere Laufleistungen als die Bleomycin- und die
Simvastatin Tag 13-Gruppe, allerdings auch hier ohne statistisch signifikante
Unterschiede.

3.1.2. Versuchstier-Endgewicht
Das Endgewicht der Tiere wurde bestimmt, um eine generelle, z.B.
medikamentds bedingte Gewichtszunahme, die sich auch auf die

Organgewichte von Herz und Lunge auswirken wurde, auszuschliel3en.

Endgewicht

Endgewicht [g ]

Kontrolle Simvastatin Tag 1
Bleomycin Simvastatin Tag 13

Gruppe

* Signifikanz in Bezug zur Kontrollgruppe
# Signifikanz in Bezug zur Bleomycingruppe

$ Signifikanz in Bezug zur Simvastatin-Tag1-Gruppe

Es fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den

Endgewichten der einzelnen Versuchstier-Gruppen.
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3.2. Hamodynamische und funktionelle Studienergbnisse der einzelnen

Untersuchungsgruppen
3.2.1 Systolischer Blutdruck
Um etwaige Veranderungen an Herz und Lunge auf die pulmonale Hypertonie

zurUckfuhren zu kénnen, musste ein systemischer Hypertonus ausgeschlossen

werden, was durch Messung des systolischen Blutdruckwertes geschah.

Systolischer Blutdruck
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Zwischen den einzelnen Gruppen wurden Kkeine statistisch signifikanten

Unterschiede zwischen dem systolischen Blutdruck der Versuchstier-Gruppen

gefunden.

3.2.2. Rechtsventikulérer Blutdruck (RVSP)
Die Messung des RVSP wurde vorgenommen als Mal} fiir die Auspragung der

pulmonalen Hypertonie auf Basis der Lungenfibrose. Nur Ergebnisse der Tiere,
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bei denen der RVSP ermittelt werden konnte, wurden fir alle weiteren

Untersuchungen verwendet.

Rechtsventrikularer systolischer Druck
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Als statistisch hochsignifikant erwies sich der Unterschied im RVSP der
Bleomycingruppe im Vergleich zur Kontrolle (p<0,001) und zur Simvastatin Tag
1-Gruppe (p<0,001). Auch bei den Tieren der Simvastatin Tag 13-Gruppe
zeigte sich ein statistisch signifikant hoherer RVSP in Bezug sowohl zur
Kontroll- (p=0,001) als auch zur Simvastatin Tag 1-Gruppe (p=0,001). Die
Unterschiede zwischen der Kontroll- und der Simvastatin Tag 1-Gruppe sowie
der Bleomycin- und der Simvastatin Tag 13-Gruppe erwiesen sich als statistisch

nicht signifikant.
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3.2.3. Compliance

Die Compliance wurde bestimmt als MalRR fur die Dehnbarkeit des

Lungengewebes, woraus auf die Auspragung der Fibrose geschlossen werden
konnte.

Compliance
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In Bezug zur Simvastatin Tag 1-Gruppe zeigten die Tiere der Bleomycin-
Gruppe eine statistisch signifikant niedrigere Compliance der Lunge (p=0,002).
Ferner war die Compliance in der Simvastatin Tag 1-Gruppe signifikant
(p=0,012) hoher im Vergleich zur Simvastatin Tag 13-Gruppe.

46



3.2.4. Herzquotientenbestimmung
Als Herzquotient wurde das Verhéltnis des Gewichts des rechten Venrtikels

(RV) zum Gewicht des linken Ventrikel (LV) + Septum (Sep) festgelegt, um das
Ausmal’d der rechtsventrikularen Hypertrophie zu bestimmen. Ferner kann man
mit dem  Quotienten Ruckschlisse auf die Auspragung der pulmonalen

Hypertonie ziehen.

Rechtsventrikulares Gewicht / Gewicht linker Ventrikel und Septum

0,40=

* H &

RV/LV+Sep
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* Signifikanz in Bezug zur Kontrollgruppe
# Signifikanz in Bezug zur Bleomycingruppe
$ Signifikanz in Bezug zur Simvastatin-Tag1-Gruppe

Eine rechtsventrikulare Hypertrophie mit statistisch hochsignifikantem
Unterschied sowohl im Vergleich zur Kontrolle (p<0,001) als auch zur
Simvastatin Tag 1-Gruppe (p<0,001) zeigten die Versuchstiere, die nach
Bleomycingabe keinerlei Simvastatin erhalten hatten. Ferner erwiesen sich die

jeweiligen Herzquotienten der Simvastatin Tag 13-Gruppe statistisch signifikant
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hoher als die der Kontroll- (p=0,032) und der Simvastatin Tag 1-Gruppe
(p=0,036) und niedriger als die der Bleomycingruppe (p=0,010).

3.3. Lungengewicht
Im Rahmen der Fibrose kommt es zur Gewebevermehrung innerhalb der
Lunge. Die Lungengewichte wurden bestimmt, um einen weiteren Marker fur

das Ausmal3 der Lungenfibrose zu untersuchen.

Lungengewicht

0,80

Lungengewicht [g]
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Gruppe

* Signifikanz in Bezug zur Kontrollgruppe
# Signifikanz in Bezug zur Bleomycingruppe
$ Signifikanz in Bezug zur Simvastatin-Tag1-Gruppe

Die Lungengewichte waren im Vergleich zur Kontrolle in allen Gruppen
statistisch signifikant hoher, wobei sich im einzelnen Signifikanzen von p=0,026
in der Bleomycingruppe, p=0,005 in der Simvastatin Tag 1-Gruppe und eine
hohe Signifikanz von p<0,001 in der Simvastatin Tag 13-Gruppe zeigten.

48



3.4. Laborchemische und molekularpathologische Versuchsergebnisse im
Untersuchungsverlauf

3.4.1. Hamatokrit

Der Hamatokrit wurde bestimmt als Marker fur eine zunehmende

Erythrozytenproduktion auf Basis der fibrosebedingten Hypoxie.

Hamatokrit im Verlauf
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Bereits an Tag 4 nach Bleomycingabe fand sich in Bezug zur Kontrolle ein
hoherer Hamatokrit bei der Bleomycingruppe. Beginnend mit Tag 13 erreichte
diese Erh6hung eine statistische Signifikant (p=0,013). Auch an Tag 28 war der
Hamatokrit der Bleomycintiere hoher als der der Kontrolle, verfehlte jedoch die
statistische Signifikanz (p=0,059). Ebenfalls wiesen die Tiere der Simvastatin
Tag 13-Gruppe durchgehend hoéhere Hamatokritwerte auf als die
Kontrollgruppe; dabei zeigten sich statistisch signifikante Unterschiede an Tag
25 (p=0,006) und Tag 28 (p=0,047). Die Werte der Simvastatin Tag 1-Gruppe
waren an den Tagen 4, 13 und 19 niedriger als die der Bleomycin- und die der
Simvastatin Tag 13-Gruppe, im letzteren Fall mit Ausnahme von Tag 19.
Zwischen der Simvastatin Tag 1-Gruppe und der Bleomycingruppe zeigten sich
statistische Signifikanzen an Tag 4 (p=0,002), Tag 13 (p=0,006) und an Tag 19
(p=0,002) nach Bleomycingabe; zwischen der Simvastatin Tag 1-Gruppe und
der Simvastatin Tag 13-Gruppe erwiesen sich die Unterschiede an Tag 4
(p=0,003) und an Tag 13 (p=0,034) als statistisch signifikant. Mit Ausnahme von
Tag 19 fanden sich weder Unterschiede zwischen der Kontroll- und der
Simvastatin Tag 1-Gruppe (p=0,011 an Tag 19), noch zwischen der Bleomycin-
und der Simvastatin Tag 13-Gruppe (p=0,001).

3.4.2. Hydroxyprolingehalt

Die Messung der Konzentration des Hydroxyprolins wurde zur Quantifizierung

der bleomycininduzierten Lungenfibrose durchgefuhrt.
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Hydroxyprolinkonzentration
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Verglichen mit der Kontrollgruppe kam es sowohl in der Bleomycin- (p=0,024)
als auch in der Simvastatin Tag 13-Gruppe (p=0,008) zu einer signifikanten

Erhohung der Hydroxyprolin-Konzentration.

3.4.3. Endothelinl1-Spiegel
Die Plasmakonzentration von Endothelinl (ET1) wurde bestimmt als Parameter

fur endotheliale Dysfunktion und als Proliferationsmarker.
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Endothelin1-Plasmakonzentration
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Mit Beginn an Tag 4 bis hin zu Tag 25 nach Bleomycingabe war die ET1-
Konzentration der Tiere der Bleomycingruppe héher als die der Kontrolle und
zeigte an Tag 19 auch eine statistische Signifikanz von p=0,01. An diesem Tag
fanden sich ebenfalls eine signifikant hohere Konzentration von ET1 in der
Simvastatin Tag 13-Gruppe als bei den Kontrolltieren (p=0,028). Bis Tag 19

nach Bleomycingabe war die ET1-Konzentration der Simvastatin Tag 1-Gruppe
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im Vergleich zur Bleomycingruppe durchgehend statistisch signifikant niedriger;
dabei zeigten sich im einzelnen Signifikanzwerte von p=0,037 an Tag 4,
p=0,001 an Tag 13 und p=0,004 an Tag 19. Ebenfalls statistisch signifikant
niedriger war die ET1-Konzentration an Tag 13 in der Simvastatin Tag 1-
Gruppe im Vergleich zur Kontrolle (p=0,009); hier fand sich ein ungewo6hnlich
hoher Peak bei den Kontrolltieren. Schliel3lich zeigten die Lungen der
Simvastatin Tag 13-Gruppe an den Tagen 13 (p=0,001) und 19 (p=0,012)
signifikant hohere ET1-Werte als die der Simvastatin Tag 1-Gruppe. An Tag 25
nach Verabreichung des Bleomycins begannen sich die Werte einander
anzunahern und nahmen an Tag 28 umgekehrte Verhaltnisse an, sprich die
Kontroll- und die Simvastatin Tag 1-Gruppe zeigten hohere ET1-
Konzentrationen als die Bleomycin- und die Simvastatin Tag 13-Gruppe; diese
waren im Fall der Kontroll- und der Bleomycingruppe (p=0,006) und zwischen
der Bleomycin- und der Simvastatin Tag 1-Gruppe (p=0,028) signifikant.
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4. Diskussion

Unbehandelt zum Tode fuhrend, gehort die Lungenfibrose als interstitielle
Erkrankung zu den schwerwiegendsten pneumologischen Krankheitsbildern.
Nicht nur quantitativ durch eine verminderte Lebenserwartung (2), sondern
auch qualitativ durch starke Einschrankungen bei der Bewadltigung des
Alltagslebens durch Dyspnoe, Husten und eine relevante Abnahme der
korperlichen Leistungsfahigkeit beeintrachtigt diese Krankheit den Erkrankten
(1). Die Auspragung der Klinischen Symptome korreliert dabei gut mit dem
radiologischen Bild und der Lebenserwartung der Patienten. Ein gutes
Zusammenspiel von Pneumologie, Radiologie, aber auch Pathologie, wo eine
histologische Sicherung der Lungenfibrose erfolgen kann, ist daher erforderlich,
um die Diagnose moglichst friihzeitig stellen und die Behandlung einleiten zu
kénnen (5). Eine nicht minder groRe Rolle spielt die Grundlagenforschung,

deren Resultate neue Behandlungswege aufzeigen kdnnen.

4.1. Induktion der Lungenfibrose im Tiermodell

4.1.1. Induktion der Lungenfibrose mit Bleomycin

Bis heute konnte keine genaue Ursache fir die Entstehung der idiopathischen
Lungenfibrose gefunden werden. Dennoch wurden diverse Faktoren
identifiziert, die die Entwicklung dieser Erkrankung bewirken koénnen. Von
diesen konnten einige auch als Methode zur Induktion der pulmonalen Fibrose
im Tiermodell etabliert werden. So sind an dieser Stelle die Schadigung des
Lungenparenchyms durch Strahlung, Silicium und Asbest, ferner genetische
Veranderungen an Tieren zu nennen. Zudem werden zahlreiche Medikamente
wie z.B. Amiodaron, Cyclophosphamid, Penicillamin, Procainamid, Gold,
Nitrofurantoin und insbesondere Bleomycin mit der Entstehung der
Lungenfibrose in Zusammenhang gebracht (64). Unter den letztgenannten ist
Bleomycin dasjenige Medikament, welches sich in der tierexperimentellen
Induktion der pulmonalen Fibrose bewéhrt hat und auch als Standardmethode

zur Induktion der Lungenfibrose gilt.
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Auch in der vorliegenden Arbeit wurde das Bleomycinmodell fur die
experimentelle Induktion der Lungenfibrose und der daraus resultierenden
pulmonalen Hypertonie der Ratte verwendet. Hierzu wurde den Versuchstieren
einmalig 2,5 U/kg Korpergewicht (1Unit=1mg) Bleomycin intratracheal
verabreicht.

Die intratracheale Gabe stellt im Hinblick auf das Bleomycinmodell den am
haufigsten gewahlten Applikationsweg dar. Daneben sind sowohl die
intravendse wie auch die intraperitoneale Verabreichungsform maoglich. Das
Bleomycinmodell birgt zahlreiche Vorteile im Tierversuch: da es bereits seit den
Siebziger Jahren in zahlreichen Studien verwendet wird, konnte mittlerweile fur
jede der ublichen Versuchstierspezies die Medikamentendosis ermittelt werden,
die zuverlassig zur Entwicklung der Lungenfibrose fuhrt. Alle genannten
Applikationsweisen sind einfach durchfuhrbar, allenfalls ist eine kurze
Narkotisierung der Tiere nétig. Ferner kann bei diesen Applikationswegen
davon ausgegangen werden, dass das Versuchstier auch die erforderliche
Dosis erhélt. Des Weiteren genigt eine einmalige Verabreichung des
Medikaments zur Ausbildung einer subchronischen Lungenfibrose, wiederholte
Gaben konnen eine langer wahrende Fibrose bewirken (45). Bekannt ist auch
der zeitliche Ablauf der verschiedenen Phasen, die bei der Entwicklung der
pulmonalen Fibrose nach Instillation mit Bleomycin durchlaufen werden: nach
Durchlaufen der initialen entziindlichen Phase, beginnt in etwa ab Tag 9 nach
Bleomycingabe die fibrotische Phase, wobei Fibrosemarker wie Transforming
Growth Factor-B1 und Procollagen-1 an Tag 14 die hochsten Spiegel zeigen
und zu diesem Zeitpunkt von einer vollstandig ausgebildeten Fibrose
ausgegangen werden kann (40). Dieses Wissen macht letztlich auch eine
Trennung zwischen einem prophylaktischen und einem therapeutischen Ansatz
maoglich.

Nachteilig ist, dass die Bleomycin induzierte Lungenfibrose nicht zwingend mit
einer Chronifizierung der Erkrankung einhergeht, wahrend die idiopathische
Lungenfibrose eine fortschreitende Erkrankung darstellt. Nach Tag 21 nach
Bleomycingabe konnte beobachtet werden, dass charakteristische

Fibroseparameter wie der Hydroxyprolingehalt der Lunge oder auch
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histopathomorpholgische Parameter sich ricklaufig zeigen oder sogar wieder
dem Ausgangsniveau entsprechen kénnen (46). Dies kann Schwierigkeiten bei
der korrekten Festlegung des Versuchsendes bereiten.

Auch kann bei der intratrachealen Gabe keine gleichméRige Verteilung von
Bleomycin gewéhrleistet werden. Dies mag zur Ausbildung eines
unterschiedlichen  Grads der pulmonalen Fibrose in  einzelnen
Lungenabschnitten  fihren. Werden bestimmte Abschnitte nun flr
unterschiedliche anatomische und physiologische Untersuchungen verwendet,
wie auch im Studiendesign, das dieser Arbeit zugrunde liegt, vorgesehen, sind
die Ergebnisse dahingehend kritisch zu betrachten.

Wichtigster Kritikpunkt des Bleomycinmodells ist jedoch, dass es sich hierbei
um ein konkretes Ereignis handelt, dass zur Entwicklung der Lungenfibrose
fuhrt, wahrend im Hinblick auf die idiopathische pulmonale Fibrose keine
Ursache eruierbar ist. Die Bleomycin induzierte und die idiopathische
Lungenfibrose kénnen nicht gleich gesetzt, die Ergebnisse der
Bleomycinstudien nicht ohne Weiteres auf Ursache, Entwicklung, Prophylaxe

oder Behandlung der idiopathischen Lungenfibrose tbertragen werden.

4.1.2. Induktion der Lungenfibrose mit Nanopartikeln

Eine weitere Methode zur Induktion der Lungenfibrose im Tiermodell ist die
Exposition der Versuchstiere gegenltiber Asbest oder ahnlichen Nanopartikeln.
Es ist bekannt, dass nicht organische Nanopartikel wie Asbest neben ihrem
kanzerogenen Effekt und der Induktion von pleuralen Plagues und pleuraler
Fibrosierung auch eine Fibrose des Lungenparenchyms selbst bedingen
kbnnen, dies wurde in Versuchen an Ratten demonstriert (65).
Applikationswege sind hierbei entweder die Inhalation, die der natirlichen
Exposition gegenuber Asbest entspricht, oder die direkte Verbringung des
Agens intratracheal. Auch eine intraperitoneale Gabe ist mdglich. Wie im
Bleomycinmodell konnten auch nach Verabreichung von Nanopartikeln
entztindliche und fibrotische Reaktionen der Lunge beobachtet werden (66). Die
chemische Struktur der Nanopartikel verursacht bei der Applikation jedoch

gewisse Schwierigkeiten. Insbesondere die Neigung zur Bildung von

56



Konglomeraten hat sich hierbei als hinderlich erwiesen. Elektrostatische
Reaktionen konnen dazu fuhren, dass sich Nanopartikel verbinden und
aufgrund ihrer GroR3e nicht mehr inhaliert werden kénnen (66). Ohnehin ist bei
der Applikation mittels Inhalation nur schwer auf die wirklich resultierende
Organdosis zu schlieen, da die aufgenommene Substanzmenge u.a. von
Atemfrequenz und Atemvolumen abhangt und diese nicht nur zwischen den
einzelnen Spezies, sondern auch zwischen den einzelnen Tieren und sogar
intraindividuell schwanken. Auch bei der intratrachealen Bolusapplikation kann
es zum Verklumpen der Teilchen kommen, was eine gleichmafige Verteilung in
den distalen Luftwegen und damit die Induktion einer moglichst das gesamte
Interstitium einnehmenden Fibrose verhindern kann (67, 68). Bis heute konnte
kein konkretes Regime entwickelt werden, mit dem sicher die Induktion der
Lungenfibrose durch Nanopartikel herbeigefiihrt wird. So ist dieser Ansatz in
Zusammenschau der Erkenntnisse zum  aktuellen Zeitpunkt dem

Bleomycinmodell als unterlegen einzuordnen.

4.1.3. Induktion der Lungenfibrose durch Bestrahlung

Des Weiteren steht zur Induktion der pulmonalen Fibrose der Einsatz von
Bestrahlung zur Verfiigung. Es ist bekannt, dass es nach Strahlentherapie im
Rahmen der Behandlung des Lungen- oder des Mammakarzinoms wie auch
des Osophaguskarzinoms, mediastinaler Tumoren und Tumoren im Kopf- und
Halsbereich zu fibrotischen Veranderungen der Lunge kommen kann. Dabei
wurde am Menschen beobachtet, dass es zunachst in einem Zeitraum von in
etwa 4-12 Wochen nach abgeschlossener Bestrahlung zur Entwicklung einer
Pneumonitis kommt, ab 6-24 Monaten nach Radiatio kdnnen fibrotische
Veranderungen beobachtet werden (69). So konnte an Ratten gezeigt werden,
dass mit einer einmaligen Strahlendosis von 18 Gy eine pulmonale Fibrose
induziert werden kann (70). Mit Hilfe von C57BL/6J-Mausen konnte
demonstriert werden, dass nach einer einmaligen Bestrahlung mit 24 Gy
signifikant mehr Tiere eine Lungenfibrose ausbilden, als nicht bestrahlte, was
zum einen an histopathomorphologischen Kriterien wie auch an einem

signifikant hoheren Vorkommen des profibrotischen Markers TNF-I3
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festgemacht werden konnte (71). Auch nach einer Bestrahlung mit 20Gy konnte
ebenfalls anhand von C57BL/6J-Méausen die Induktion von Lungenfibrose
erreicht werden (72). Versuche an C57BL/6J-Mausen gelten bei der Induktion
der Lungenfibrose durch Bestrahlung als Standardmethode. Die Vorteile liegen
hier wie auch beim Bleomycinmodell in einer sicheren Entwicklung der Fibrose.
Dies qilt bis dato jedoch lediglich fur die genannten C57BL/6J-Méause; Studien
mit anderen Versuchstieren liegen — im Gegensatz zum Bleomycinmodell — nur
vereinzelt vor. Nachteilig ist auch, dass der Zeitrahmen fir die Fibroseinduktion
durch Bestrahlung wesentlich langer angesetzt werden muss, histologisch sind
fibrotische Veré&nderungen in etwa nach 12, radiologisch in etwa nach 16
Wochen nachweisbar, wahrend wie oben beschrieben ein Anstieg fibrotischer
Marker im Bleomycinmodell bereits 2 Wochen nach Instillation beobachtet
werden kann (72). Ferner gilt auch hier, was in Hinsicht auf das
Bleomycinmodell erlautert wurde: Strahlung ist ein konkretes Ereignis, dass zur
Entwicklung einer pulmonalen Fibrose fihrt, die Ursache der idiopathischen
Lungenfibrose ist nicht geklart — Ergebnisse kdnnen daher auch in diesem Fall

nicht eins zu eins tUbertragen werden.

4.2. Erfahrungen mit Leistungsmessungen am Tiermodell und Anwendung

bei interstitieller Fibrose

Die idiopathische pulmonale Fibrose ist eine Erkrankung, die die
Lebenserwartung wie auch die Lebensqualitat negativ beeinflusst. Dabei stellt
Dyspnoe das Hauptsymptom dar. Sie tritt zunachst unter korperlicher Belastung
und bei weiterem Fortschreiten der Erkrankung auch in Ruhe auf und flhrt
somit nach und nach zu einer Abnahme der Leistungsfahigkeit der Patienten
(73). Zur Leistungserfassung am Menschen hat sich im Rahmen
kardiopulmonaler Erkrankungen, wie auch der idiopathischen Lungenfibrose
und der aus ihr resultierenden pulmonalen  Hypertonie und
Rechtsherzinsuffizeinz, die Messung der Gehstrecke in einem Zeitraum von
sechs Minuten, die so genannte six-minute-walk-distance, bewahrt. Dabei
werden die Abnahme der zuriickgelegten Distanz sowie eine Abnahme der

Sauerstoffsattigung wahrend der Leistungserfassung als Prognosefaktoren
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angesehen (74). Auch im Tierversuch kann die Leistungsfahigkeit bei
kardiopulmonalen Erkrankungen gemessen werden. Hierzu wurde in der dieser
Arbeit zugrunde liegenden Studie das Laufbandmodell verwendet. Es konnte
gezeigt werden, dass Tiere, bei denen mit Hilfe von Bleomycin eine
Lungenfibrose induziert wurde, eine signifikant niedrigere Laufleistung
erbrachten als gesunde Tiere der Kontrollgruppe. Ferner wurde am Ende der
Studie sowohl fur die prophylaktisch wie auch fir die therapeutisch mit
Simvastatin behandelten Tiere im Vergleich zur Bleomycingruppe wieder eine
statistisch signifikant bessere Laufleistung beobachtet. Das Laufbandmodell hat
sich bereits in einer vorhergehenden Studie unserer Arbeitsgruppe bewahrt:
hier konnte die Wirksamkeit der prophylaktischen Applikation von Bosentan im
Bleomycinmodell demonstriert werden — die Bleomycingruppe zeigte eine
signifikante Abnahme der Laufleistung im Vergleich sowohl zur Kontrollgruppe
als auch zur Bosentan-Gruppe, wéhrend sich die Laufleistung der Bosentan-
und der Kontrollgruppe nicht signifikant unterschieden (75). Das
Laufbandmodell wurde auch in anderen Untersuchungen erfolgreich eingesetzt.
So konnte gezeigt werden, dass nach Induktion einer Herzinsuffizienz mittels
Myokardinfarkt, die Laufleistung von Ratten im Vergleich zur Kontrollgruppe
abnahm, dagegen Tiere, die eine Behandlung mit YM598, einem selektiven
Endothelin-A-Antagonisten erhielten, im weiteren Verlauf eine bessere
Laufleistung als die unbehandelten Versuchstiere erbrachten (76). Das
Laufbandmodell wurde in der Literatur auch verwendet, um die
Leistungsfahigkeit von Mausen zu testen, bei denen mittels Aldosteroninfusion
eine systemische Hypertonie und eine daraus folgende Linksherzhypertrophie
und Herzinsuffizienz induziert worden war. Es konnte eine signifikant bessere
Laufleistung bei den Tieren der Kontrollgruppe demonstriert werden (77).
Insgesamt ist das Laufbandmodell ein etabliertes Verfahren zur
Leistungsmessung in Studien zu Stérungen des Herz-Kreislauf-Systems (78-
81).

Eine weitere Methode zur Leistungserfassung im Tiermodell stellt das
Schwimmbeckenmodell dar, das u.a. von Wunderlich et al. beschrieben wurde:

Hierbei verwendete man cav-lko-Mause, die aufgrund eines Mangels an

59



Caveolin 1 eine schwere Lungenfibrose sowie pulmonale Hypertonie
entwickeln, als Versuchstiere. Da angenommen wird, dass der Caveolin 1-
Defekt zu einer Uberaktivierung des NO-Systems fiihrt, wurde die korperliche
Belastbarkeit von cav-1ko-Mausen, bei denen die NO-Produktion mit NG-Nitro-
L-Argininmethylester inhibiert wurde, mit der nicht behandelter Tiere sowie mit
Wild-Typ-Mausen verglichen. Hierzu wurden die Tiere in ein 4 Liter fassendes
Schwimmbecken gelegt und die Zeit gemessen, die das jeweilige Tier sich an
der Wasseroberflache halten konnte. Hierbei zeigten die Wild-Typ-Mause eine
signifikant hohere Leistungsfahigkeit im Vergleich zu den cav-1ko-M&ausen,
deren Belastbarkeit aber wiederrum durch die Applikation von NG-Nitro-L-
Argininmethylester gesteigert werden konnte (82). Zwar ist die Erhebung der
korperlichen Belastbarkeit mit Hilfe des Schwimmbeckenmodells mdglich,
kritisch anzumerken ist jedoch, dass die Versuchstiere hierbei durch die
insgesamt unnaturliche Situation einem erhohten Stresslevel ausgesetzt
werden; so konnte das Schwimmbeckenmodell zum einen in Untersuchungen
zum chronischen Fatigue-Syndrom etabliert werden (83, 84); zum anderen
wurde demonstriert, dass Wiederholungen dieses Tests bei Mausen zu
Verhaltensanderungen mit Entwicklung von Angststorungen und depressiven
Symptomen fuhrt (85, 86).

So ist das Laufbandmodell als zuverlassige Methode zur Leistungserfassung
der Vorzug zu geben. Die Leistungserfassung ist vergleichsweise einfach
durchzufihren und zu bewerten. Die Versuchstiere werden keinem psychischen
Stress zugefuhrt, der die Erfassung der physischen Leistungsfahigkeit
verfalscht. Insgesamt stellt das Laufbandmodell zum heutigen Zeitpunkt das

Standardverfahren zur Leistungserfassung im Tiermodell dar.

4.3. Vergleich von Methoden und Ergebnissen zu funktionellen
Untersuchungen bei Lungenfibrose am Tiermodell

Nach Erhebung der korrekten Diagnose stellt sich die Frage nach Einstufung

der Schwere der Erkrankung, eng verbunden mit der Prognose des Patienten.

Dabei spielen, wie auch bei der Diagnosefindung, klinische, radiologische und
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histopathologische Parameter eine wichtige Rolle. Aber auch funktionelle Tests
zeigen prognostische Relevanz.

Es konnte gezeigt werden, dass die Schwere der Dyspnoe, die mit Hilfe
geeigneter Scores, wie z.B. dem Medical Research Chronic (MRC) chronic
dyspnea score erhoben, Rickschlisse auf die oben genannten Punkte erlaubt;
je ausgepragter die Dyspnoe, desto schlechter die Prognose (87). Es ist
bekannt, dass die Leistungsfahigkeit — gemessen mit Hilfe des 6-Minuten-
Gehtests — als Prognosefaktor fur die Lebenserwartung dienen kann und man
von dieser ferner auch auf die Schwere der Erkrankung schlie3en kann (88).
Besonders aussagekraftig erscheint dabei das Ausmall der Abnahme der
Sauerstoffsattigung unter Belastung zu sein (89).

Physiologische Parameter, die mit Hilfe von Lungenfunktionstests erhoben
werden konnen, spielen bei der Ermittlung der Schwere der Erkrankung sowie
der Lebenserwartung dagegen nur eine untergeordnete Rolle. Dabei wird der
forcierten expiratorischen Vitalkapazitat (FVC) und der Diffusionskapazitat von
Kohlenmonoxid (DLCO) der hochste Stellenwert zugeschrieben, wobei auch
diese in der Literatur unterschiedlich gewertet werden. So wurden in der
INSPIRE-Studie, in der insgesamt 1373 Patienten mit idiopathischer
Lungenfibrose Aufnahme fanden, keine wesentlichen Veranderungen
hinsichtlich der FVC und der DLCO gefunden; auch die IFIGENIA-Studie
erklarte die DLCO als prognostisch nicht geeignet. Dagegen konnten Flaherty
et al. zeigen, dass die FVC als ein eigenstandiger Prognosefaktor gesehen
werden kann, nicht aber die DLCO (90). Dagegen ist seit langem bekannt, dass
der Grad der Lungencompliance auf die Auspragung der Lungenfibrose
schlielen lasst (91). Die Messung der Lungencompliance ist dabei ein
etabliertes, wenn auch aufgrund der Invasivitat der Prozedur nicht regelmafig
eingesetztes Werkzeug zur Evaluierung der Schwere der Erkrankung im
klinischen Alltag (92).

Wahrend die Messung von Parametern wie der FVC oder der totalen
Lungenkapazitat (TLC) sich am Tiermodell schwierige gestaltet, kann die
Compliance zuverlassig gemessen werden, wie auch in unserer Studie ex vivo

erfolgt. Wir konnten zeigen, dass die prophylaktische Gabe von Simvastatin zu
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einer signifikant hoheren Lungencompliance der Versuchstiere fuhrt im
Vergleich zu den jenigen Versuchstieren, bei denen eine Lungenfibrose mittels
Bleomycin induziert wurde. Wurde Simvastatin dagenen in therapeutischer
Absicht mit Beginn an Tag 13 verabreicht, zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen dieser Gruppe und der Bleomycingruppe. Dafur aber
zeigten die Tiere der Simvastatin Tag 13 Gruppe eine signifikant niederigere
Compliance als die der Simvastatin Tag 1 Gruppe. Somit konnte wiederrum
gezeigt werden, dass eine prophylaktische Gabe von Simvastatin einen
positiven Einfluss auf die Entwicklung einer Lungenfibrose hat, jedoch nach
Ausbildung dieser Erkrankung nicht zu ihrer Behandlung beizutragen vermag.
Die Messung der Compliance ist auch in vivo an Ratten mdoglich; die
Ergebnisse korrelieren dabei mit histologischen Ergebnissen (93).

Zudem erscheint die Erfassung der Leistungsfahigkeit auch im Tiermodell fir
die Evaluierung der interstiellen Lungenfibrose vor und wéhrend lhrer
Behandlung nitzlich zu sein; was auch in unserer Studie erfolgt ist und worauf
unter 4.2.1. naher eingegangen wurde. Ein besonderes Augenmerk sollte fur
eine genaue Beurteilung der Fibrose im Rahmen von Tests zur
Leistungserfassung in zukinftigen Studien auch am Tiermodell auf die
Messung der Sauerstoffsattigung unter Belastung gelegt werden.

4.4. Maoglichkeiten der makroskopischen und mikroskopischen
Evaluierung interstitieller Lungenfibrosen vor und wahrend ihrer
Behandlung
Was den Fibrosepatienten zum Arzt fuhrt, sind zumeist klinische Symptome wie
Dyspnoe, Husten und Leistungsabnahme, denen eine Vielzahl von
Erkrankungen zugrunde liegen kann. Im Rahmen einer genauen korperlichen
Untersuchung kénnen die charakteristischen Trommelschlagelfinger auffallen
sowie auskultatorisch die Fibrose typischen trockenen endinspiratorischen
Rasselgerausche, insbesondere in den basalen Lungenabschnitten. Im
fortgeschrittenen Zustand der Erkrankung kdnnen auch Zyanose und periphere

Odeme beobachtet werden, zudem kann der zweite Herzton akzentuiert
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erscheinen (94). Diese rein klinischen Merkmale allein reichen heute jedoch
nicht aus fiur die Diagnosestellung einer interstitiellen Fibrose. Einen
besonderen Stellenwert hat in den letzten Jahren die hochauflésende
Dunnschicht-Computertomographie gewonnen, mit deren Hilfe fibrosetypische
Veranderungen der Lunge wie die Bildung von so genannten Honigwaben,
Verdickung der Lungensepten, Traktionsbronchiektasen sowie milchglasartige
Verschattungen erkannt werden konnen (95). Als zur Diagnose fuhrender
Goldstandard gilt nach wie vor die offene oder thorakoskopische Lungenbiopsie
und anschlieRende histopathologische Untersuchung mit einer Sensitivitat von
62% und einer Spezifitat von 97%. Allerdings erreicht auch die
Diagnosestellung allein mit Hilfe klinischer Parameter eine Sensitivitat von 48%
bei einer Spezifitat von 89%, so dass wenn die Klinik mit radiologischen
Parametern kombiniert wird eine zuverlassige Diagnose gestellt werden kann.
Insgesamt erscheint im Vergleich zu anderen Erkrankungen auch die
Sensitivitat der histologischen Untersuchung eher schwach; eine Erklarung
hierfir wird darin gesehen, dass im Rahmen einer Biopsie stets nur ein kleiner
Teil der Lunge untersucht wird; beféllt die Lungenfibrose nicht die gesamte
Lunge gleichmafig, ist das Biopsat daher nicht zwingend représentativ (96, 97).
Interessant wére, ob die Sensitivitat der histologischen Untersuchung in Zukunft
durch gezielte Biopsie radiologisch detektierter Fibroseherde verbessert werden
konnte.

Zur Evaluierung der Lungenfibrose ist die histopathologische Untersuchung bis
dato Goldstandard. Die Einteilung geschieht Ublicherweise mit Hilfe des
Ashcroft-Scores.

Dabei werden HE-gefarbte Lungenpraparate systematisch beurteilt. Jedem
Gesichtsfeld wird dabei ein Fibrosegrad zwischen 0 und 8 zugeordnet. Diese
werden wie folgt beschrieben:

0: normales Lungengewebe

1: minimal fibrotisch verdickte Alveolar- sowie Bronchialwande

2/3: moderate Wandverdickung ohne Schadigung der Lungenarchitektur

4/5: gesteigerte Fibrose mit Schadigung der Lungenarchitektur
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6/7: ernsthafte Schadigung der Lungenarchitektur durch grof3e fibrotische
Areale; Honigwabenbildung

8: Fibrose ohne erkennbare Lungenarchitektur

Es wird derjenige Fibrosegrad gewahlt, der im jeweiligen Gesichtsfeld
dominiert, d.h. mindestens 50% der Flache einnimmt, wobei gro3e Geféalie,
Bronchien, Emphysemanteile und tumortse Gewebe nicht zum beurteilten
Areal gezahlt werden durfen. Die Summe der einzelnen Fibrosegrade geteilt
durch die Anzahl der Gesichtsfelder ergibt schlieBlich den eigentlichen
Fibrosegrad des Préaparats (98). Die Ausbildung von Honigwaben sowie eine
vermehrte retikuldre Zeichnung gelten dabei ebenso wie ein erhdhtes
Vorkommen an fibroblastischen Foci als mit schlechtem Outcome verbunden
(99, 100). Zusammenfassend muss im Hinblick auf die Beurteilung von
Tiermodellen festgehalten werden, dass auch hier eine Evaluierung der
Lungenfibrose mit Hilfe von histopathologischen Aspekten mdglich ist.

Eine histopathologische Evaluierung ist im Tiermodell einfach durchzufiihren
und bringt reproduzierbare Ergebnisse. Allerdings erfordert diese Art der
Evaluierung, soll sie auch den Krankheitsverlauf und deren Beeinflussung, etwa
durch verschiedene Medikamente, erfassen, eine hohe Anzahl an
Versuchstieren.

Daher sollte es Ziel zukinftiger Studien sein, nicht-invasive Moglichkeiten der
Evaluierung der Lungenfibrose zu finden. Darunter fallen radiologische wie
auch funktionelle Untersuchungen, die zudem den Vorteil haben, dass im
Gegensatz zur Histologie hierbei die gesamte Lunge erfasst wird. Die
Beurteilung der Lungenfibrose mittels micro-CT konnte sowohl an der Ratte als
auch an der Maus etabliert werden (101, 102). Am Tiermodell ist allerdings eine
sichere Unterscheidung zwischen fibrotischem und entziindlichem Gewebe

radiologisch nur schwer mdglich.

4.5. Laborchemische und molekularpathologische Parameter zur

Quantifizierung von Lungenfibrose und Behandlungserfolg
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Neben klinischen, radiologischen und histopatholgischen Kriterien, die zur
Diagnose einer Lungenfibrose beitragen kdnnen, steht die Etablierung von
messbaren und unkompliziert reproduzierbaren laborchemischen und
molekularpathologischen Parametern heute im Mittelpunkt des Interesses. Die
Ermittlung solcher Prognosefaktoren kann zudem wichtige Ruckschlisse auf
den Erfolg oder Misserfolg bestimmter Therapien erlauben. Im Rahmen der
dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie wurden zu diesem Zweck der
Hydroxyprolingehalt, der Hamatokrit und die Plasmakonzentration von

Endothelin-1 untersucht.

4.5.1. Hydroxyprolin

Das durch Hydroxylierung aus Prolin entstehende Hydroxyprolin ist eine nahezu
ausschlie@@lich im Bindegewebe wund hier insbesondere im Kollagen
vorkommende Aminosaure. Die Uberschiel3ende Produktion von Kollagen gilt
als eines der wichtigsten Zeichen einer Fibrose. So wird der Hydroxyprolin-
Gehalt eines Gewebes als Indikator fir das Ausmald des Kollagengehalts und
damit fur die in diesem Gewebe vorgehenden fibrotischen Veranderungen
gesehen (103). Bereits in den 1950er Jahren konnte von Stegemann die
Bestimmung von Hydroxyprolin etabliert werden, wenig spater wurde die
Methode weiterentwickelt, um auch kleine Mengen an Hydroxyprolin in
Anwesenheit anderer Aminosauren nachzuweisen (104, 105). Seitdem wurden
die Methoden zur Hydroxyprolin-Bestimmung sukzessive weiterentwickelt,
verandert und dank technischer Fortschritte und wissenschattlicher
Erkenntnisse verfeinert. Stets blieb das Hydroxyprolin ein elementarer
Bestandteil der Quantifizierung von Fibrose und gilt heute als seit langem
etablierte Standardmethode.

Signifikant erhdhte Konzentrationen von Hydroxyprolin konnten nach Induktion
einer Lungenfibrose mit dem H1N1-Virus bei Mausen 30 Tage post infectionem
gefunden werden, was auch mit histopathologischen Ergebnissen korrelierte
(103). Ferner wurde nach Induktion fibrotischer Veranderungen mittels Asbest
ein signifikant hoheres Vorkommen an Hydroxyprolin beobachtet (106). Ebenso

konnte 4 Monate nach Strahlentherapie an der Ratte ein signifikanter Anstieg
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des Hydroxyprolin-Gehalts im Vergleich zu Kontrolltieren und im Vergleich zu
nicht bestrahlten Lungenarealen bestrahlter Tiere demonstriert werden (107).
Des Weiteren konnte ein Anstieg der Hydroxyprolin-Konzentration nach
Induktion der Umwandlung von Fibroblasten der Lunge zu den aktiven und fur
die Lungenfibrose charakteristischen Myofibroblasten mit Hilfe des TGFf31
gezeigt werden (108).

Die meisten Untersuchungen, die sich der Bestimmung des Hydroxyprolin-
Gehalts zur Quantifizierung der Lungenfibrose bedienten, stitzen sich auf das
Bleomycinmodell. Anhand der Bleomycin induzierten Lungenfibrose konnte im
Tiermodell vielfach demonstriert werden, dass der Hydroxyprolin-Gehalt bei mit
Bleomycin behandelten Tieren im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
signifikant hohere Werte zeigt, so konnten bei Mausen an Tag 14 nach
intratrachealer Bleomycin-Instillation, aber auch sechs Wochen nach
intratrachealer Bleomycingabe signifikant hohere Hydroxyprolin-
Konzentrationen beobachtet werden als in Kontrolltieren (109-111). Der
Hydroxyprolin-Gehalt zeigte sich auch 28 Tage nach Bleomycininstillation in
einer Simvastatin-Studie mit prophylaktischem Behandlungsansatz in der
Kontrollgruppe signifikant niedriger; hier wurde auch bei den mit Simvastatin
behandelten M&ausen ein signifikant niedrigerer Hydroxyprolin-Gehalt gefunden
als in der Bleomycingruppe; diese Ergebnisse korrelieren mit den
Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe (112). Auch in unserer Studie fanden
sich im Vergleich zu den lediglich mit Bleomycin behandelten Tieren in der
Kontrollgruppe und in der Gruppe, die Simvastatin in einem prophylaktischen
Therapieregime mit Beginn an Tag 1 nach Bleomycin-Instillation erhielt,
signifikant niedrigere Hydroxyprolin-Konzentrationen. Zusatzlich konnte anhand
unseres Studiendesigns aber demonstriert werden, dass Simvastatin als
Therapeutikum nach Ausbildung der Fibrose den Hydroxyprolingehalt und somit

die Kollagenproduktion nicht zu reduzieren vermag.
4.5.2. Hamatokrit

Die alveoléare Hypoxie spielt eine Schlisselrolle in der Entwicklung pulmonaler

Hypertonie basierend auf unterschiedlichen Ursachen, wie z.B. der COPD, dem

66



Schlafapnoesydrom, der Hohenkrankheit oder interstitieller
Lungenerkrankungen wie der Lungenfibrose (113). Als Reaktion auf chronische
Hypoxie steigt die Produktion von Erythropoetin, damit wird eine héhere Anzahl
an Sauerstofftragern zur Verfigung gestellt, um eine ausreichende
Sauerstoffversorgung des Organismus zu gewadhrleisten; dies kann in Form
erhohter Hamatokritwerte beobachtet werden (114). Durch Hypoxie bedingter
Anstieg des Hamatokrits wurde im Tiermodell beschrieben (115). Wiederholt
konnte dabei demonstriert werden, dass Interventionen, z.B. die kontinuierliche
Inhalation von Stickstoffmonoxid oder die Verabreichung von L-Arginin zwar die
unter Hypoxie auftretende fir die pulmonale Hypertonie charakteristische
Rechtsherzhypertrophie reduzieren kdnnen, jedoch keinen Einfluss auf den
Hamatokrit zeigen (116, 117). Werden dagegen Tiere, die eine Uberexpression
von Angiostatin aufweisen und Tiere mit normaler Produktion dieses
Angiogeneseinhibitors Hypoxie ausgesetzt, zeigen erstere eine schwerere
pulmonale  Hypertonie mit vermehrter Rechtsherzhypertrophie, die
Hamatokritwerte sind jedoch bei beiden Hypoxie-Gruppen im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhéht ohne signifikanten Unterschied untereinander (118).

Erhbhte Hamatokritwerte bei Ratten, die an einer Bleomycin induzierten
Lungenfibrose litten, wurden zuvor in der Literatur beschrieben, allerdings
stellte sich die Hamatokrit-Erhéhung im Bleomycinmodell weniger ausgepragt
dar als z.B. nach Induktion pulmonaler Fibrose mittels Monocrotalin oder
Hypoxie (119). In unserer Studie zeigten sich im Verlauf zwar tendentiell h6here
Hamatokritwerte in der Bleomycin- und der Simvastatin Tag 13-Gruppe als in
der Kontroll- und der Simvastatin Tag 1-Gruppe, teilweise auch mit statistischer
Signifikanz, eine kontinuierliecher Anstieg, wie er bei zunehmender Hypoxie im
Rahmen des Fortschreitens der Lungenfibrose erwartet hatte werden kénnen,
fand sich dabei aber nicht. Insgesamt ist der Hamatokritwert kein zuverlassiger
Pradiktor beziiglich des Ausmal3es der pulmonalen Fibrose; insbesondere im

Bleomycinmodell bedarf dies weiterfihrender Studien.
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4.5.3. Endothelin-1

Besonderes wissenschaftliches Interesse galt in den letzten Jahren der
Bedeutung des Vasokonstriktors Endothelin-1 far die idiopathische
Lungenfibrose. Eine entscheidende Rolle spielt das Endothelinsystem bei der
Wundheilung. In der inflammatorischen Phase fordert es die Einwanderung
neutrophiler Granulozyten und stimuliert Monozyten zur Produktion von
Zytokinen, im Rahmen der Proliferations- und Remodellingphase wirkt es
chemotaktisch auf Fibroblasten, ist an deren Umwandlung zu Myofibroblasten
beteiligt und fordert die Produktion von Prokollagen (120). Insbesondere
letztgenannte Eigenschaften fuhrten zu der Annahme, dass Endothelin-1 eine
Rolle in fibrotischen Prozessen spielen kénnte. Es wird in der Lunge von
Endothelzellen wie von glatten Muskelzellen sezerniert (121). So wurden
erhohte Endothelin-1-Plasmaspiegel bei Patienten mit Lungenfibrose und
pulmonaler Hypertonie festgestellt (122). Auch im Tiermodell konnten bei
gleichzeitiger histopathologischer Sicherung fibrotischer Veranderungen des
Lungenparenchyms und hamodynamisch gesicherter pulmonaler Hypertonie
erhohte Plasmalevel von Endothelin-1 sowie mit Hilfe immunhistochemischer
Methoden eine erhohte Dichte an Endothelin-Rezeptoren im pulmonalen
GefalBbett nachgewiesen werden (123-127). M&use mit einer genetisch
bedingten Uberexpression an Endothelin-1 entwickeln eine pulmonale Fibrose
(128). Es konnte gezeigt werden, dass Endothelin-1 die Apoptose von
Fibroblasten in der Lunge durch Aktivierung der Phosphatidylinositol-3'-OH-
Kinase (PI3K)/AKT verhindert (129). Auch ist bekannt, dass der Zusatz von
Endothelin-1 zu Fibroblasten zur Produktion von Proteinen wie a-smooth,
muscle actin, Ezrin, Moesin und Paxillin fahrt, die zur far Myofibroblasten
typischen Kontraktilitat beitragen; Fibroblasten von Patienten mit fibrotischen
Erkrankungen zeigen ebenfalls erhéhte Werte der eben genannten Proteine.
Ferner konnten bei gesteigerten Endothelin-1-Leveln erhthte Werte an
Fibronektin sowie an connective tissue growth factor wie auch erniedrigte Werte
an aktiver Kollagenase beobachtet werden. Diese Parameter sind fur die
gesteigerte Kollagenablagerung im Rahmen der Lungenfibrose von Bedeutung

(120). Zudem wird ein Synergismus angenommen zwischen der Wirkung von
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Endothelin-1 und anderen fur die Fibroseentwicklung wichtigen Parametern, wie
dem platelet-derived growth factor (PDGF), dem epidermal growth factor (EGF),
basic fibroblast growth factor und dem TGF- (130).

Auch in unserer Arbeit zeigten sich nach Induktion der Lungenfibrose mittels
Bleomycin beginnend mit Tag 4 nach Instillation in der Bleomycingruppe wie
auch in der Simvastatin Tag 1-Gruppe tendentiell hohere Endothelin 1-
Plasmaspiegel als in der Kontroll- und in der Simvastatin Tag 13-Gruppe.
Umgekehrte Verhéltnisse konnten dabei an Tag 28 nach Bleomycin-Instillation
beobachtet werden. Auch zeigte sich kein zunehmender Anstieg des
Endothelingehalts im Verlauf, was bei einer chronisch fortschreitenden
Erkrankung zu erwarten ware. Letzterem kdnnte als Ursache zu Grunde liegen,
dass Endothelin-1-Level insbesondere in der inflammatorischen Phase der
Erkrankung erhoht sind. Auch ist an dieser Stelle nochmals hervorzuheben,
dass eine Bleomycin induzierte Fibrose sich mit der Zeit selbst limitieren kann.
Die deutlich erh6hten Endothelin-Plasmaspiegel der Kontroll- und der sofort mit
Simvastatin Tag 1-Gruppe werfen weitere Fragen auf. So wird es zuktinftigen
Studien vorbehalten bleiben, zu klaren, wie schnell Endothelinspiegel
ansteigen, ob Narkose oder hamodynamische Untersuchungen wie die
Rechtsherzkatheruntersuchung einen Einfluss auf die Ausschittung haben oder

ob es z.B. eine pulsatile Ausschittung gibt.

69



5. Zusammenfassung

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Verabreichung von Simvastatin zu
einer Abmilderung einer durch Beomycin induzierten pulmonalen Fibrose fuhrt,
wenn sie an Tag 1 nach Bleomycingabe begonnen wird. Die prophylaktische
Behandlung mit Simvastatin fohrt zu besseren Laufleistungen der
Versuchstiere,  statistisch  signifikant  niedrigerem  rechtsventrikularen
systolischen Blutdruck und hoéheren Lungencompliance der Versuchstiere,
ferner zu einer weniger stark ausgepragten Rechtsherzhypertrophie, was an
den statistisch signifikant niedrigeren Herzquotienten abgelesen werden kann.
Zudem konnten tendentiell niedrigere Lungengewichte und ein niedrigerer
Hydroxyprolingehalt gefunden werden. Auch zeigten Tiere, die Simvastatin ab
dem ersten Tag nach Induktion der Lungenfibrose mit Bleomycin erhielten, teils
niedrigere Hamatokritwerte und mit Ausnahme der Endphase des Versuchs
auch statistisch signifikant niedrigere Konzentrationen an Endothelinl.

Dagegen scheint Simvastatin als Therapeutikum, d.h. nach vollstandiger
Ausbildung einer pulmonalen Fibrose keinen Vorteil in der Behandlung dieser
Erkrankung zu bringen. Wird Simvastatin erst ab dem 13. Tage nach Induktion
der Lungenfibrose mittels Bleomycin gegeben, resultieren schlechtere
Laufleistungen als in der Kontrollgruppe, signifikant erhéhte rechtsventrikuléare
systolische Driicke, niedrigere Lungencompliancewerte und eine ausgepragte
Rechtsherzhypertrophie. Zudem konnten bei den Simvastatin Tag 13 Tieren
statistisch signifikant hohere Lungengewichte gefunden werden, was eine
fibrosetypische Gewebevermehrung vermuten lasst und in dieser Gruppe
siginfikant hohere  Hamatokritwerte lassen auf einen chronischen
Sauerstoffmangel schlie3en. Zeitweise zeigen die Tiere der Simvastatin Tag 13
Gruppe zudem hohere Serumkonzentrationen von Endothelinl. Der
Hydroxyprolingehalt war signifikant hher als in der Kontrollgruppe.

Unsere Ergebnisse betonen deutlich, wie wichtig es ist, den richtigen Zeitpunkt
fur eine medikamenttse Intervention im Bleomycinmodell zu wahlen, um die
Wirksamkeit eines Medikaments in der Behandlung der Erkrankung zu

erruieren: eine Substanz wie Simvastatin, die zwar hervorragende Ergebnisse
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in der Prophylaxe der Ausbildung einer Lungenfibrose erzielt, scheint sich als
vollig ungeeignet in der Behandlung der voll entwickelten Erkrankung zu
erweisen. Diese Ergebnisse zu verifizieren wird Aufgabe weiterfihrender

Untersuchungen sein.
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