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1. Einleitung

1.1 Pulmonal-arterielle Hypertonie

Die pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH) ist eine schwere, progressiv verlaufende Erkran-
kung des Lungengefal3systems. Ein vaskulares Remodelling fuhrt zum Anstieg der
Wandspannung und des Drucks in den Pulmonalarterien, der eine erhebliche chronische
Belastung fur den rechten Ventrikel darstellt und Rechtsherzinsuffizienz bis hin zu Rechts-
herzversagen verursacht (Thenappan et al., 2018). Die PAH ist eine wichtige Differential-

diagnose des Symptoms Dyspnoe.

Die PAH ist eine primare Erkrankung und kann von weiteren Formen der pulmonalen Hy-
pertonie (PH) unterschieden werden, die bei Linksherz-, Lungen- oder thrombemboli-
schen Erkrankungen entstehen. Die PAH ist definiert durch einen Anstieg des mittleren
pulmonal-arteriellen Drucks (mean pulmonary arterial pressure, PAPry) von > 20 mmHg
in Ruhe bei einem pulmonal-arteriellem Verschlussdruck (pulmonary arterial wedge pres-
sure, PAWP) von £ 15 mmHg und einem pulmonal-vaskularen Widerstand (pulmonary
vascular resistance, PVR) von > 2 Wood Einheiten (vgl. Tab. 1). Damit handelt es sich bei
der PAH um eine prakapillare PH, deren Diagnose unter Ausschluss anderer Ursachen
im Rechtsherzkatheter gesichert wird (Humbert et al., 2022).

Zu den Symptomen einer PAH zahlen Dyspnoe, korperliche Leistungsminderung, Flis-
sigkeitsretention und Synkopen, die in erster Linie unter Belastung auftreten (Humbert et
al., 2022). Der Krankheitsverlauf ist von der fortschreitenden Rechtsherzinsuffizienz ge-
pragt und Rechtsherzversagen stellt die haufigste Todesursache bei PAH dar (Thenap-
pan et al., 2018). Die medikamentdse Therapie, die im Wesentlichen auf der Senkung des
pulmonal-arteriellen Drucks durch Vasodilatation basiert, verbessert haufig den Verlauf,
dennoch ist die PAH weiterhin eine Erkrankung mit einer hohen Mortalitat (Xiao et al.,
2020).
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Tab. 1: Hamodynamische Definitionen der pulmonalen Hypertonie. PAH: pulmonal-arte-
rielle Hypertonie, PAP: mittlerer pulmonal-arterieller Druck, PAWP: pulmonal-arterieller
Wedge-Druck, PH: pulmonale Hypertonie, PVR: pulmonal-vaskulédrer Widerstand, WE:
Wood-Einheiten (modifiziert nach Galie et al., 2016, S. 72 und Humbert et al., 2022, S.
3637)

Definition Hamodynamische Merkmale | Klinische Klassifikation
PH PAPm > 20 mmHg - Alle Untergruppen
Prakapillare PAPm > 20 mmHg - PAH
PH PAWP < 15 mmHg - PH assoziiert mit Lungenerkrankungen
PVR > 2 WE - PH assoziiert mit Obstruktion der Lungen-
arterien

- PH mit unklaren und/oder multifaktoriellen
Mechanismen

Isolierte post- | PAPm > 20 mmHg - PH assoziiert mit Linksherzerkrankungen
kapilldre PH PAWP > 15 mmHg - PH assoziiert mit Obstruktion der Lungen-
PVR <2 WE arterien

- PH mit unklaren und/oder multifaktoriellen
Kombinierte PAPmn > 20 mmHg Mechanismen
post-und PAWP > 15 mmHg
prakapillare
PH PVR > 2 WE

1.2 Vaskulares Remodelling

Die PAH ist durch Veranderungen der Pulmonalarterien gekennzeichnet, die Hypertrophie
der Wandschichten, zellulare Dysfunktion und perivaskulare Entzindung umfassen. Vor
allem kleine Lungenarteriolen unterliegen diesem sogenannten vaskularen Remodelling
und verursachen den Anstieg des Gefallwiderstands und des pulmonal-arteriellen Drucks
(Thenappan et al., 2018).

In der PAH weisen die Zellen der GefalRwand strukturelle und funktionelle Veranderungen
auf. Sowohl Endothel- als auch glatte Muskelzellen zeichnen sich durch Hyperprolifera-
tion, Apoptoseresistenz und Produktion pro-inflammatorischer Faktoren aus. Die glatten
Muskelzellen der Pulmonalarterien (pulmonary artery smooth muscle cells, PASMC) sind
von zentraler Bedeutung, denn ihre Proliferation verstarkt die Gefalimuskelschicht um ein
Vielfaches und fuhrt zur Tonus- und Widerstandserhohung der Pulmonalarterien (Xiao et
al., 2020). Die Fehlfunktion der PASMC wird durch eine Dysregulation endothelial
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vermittelter Signalwege begunstigt. Ein Ungleichgewicht der vasoaktiven Mediatoren
Stickstoff, Prostazyklin und Endothelin-1 fordert die Vasokonstriktion und ist ein Angriffs-
punkt der derzeitigen medikamentosen Therapie (Lan et al., 2018).

Die perivaskulare Entzindung wird als Ursache wie auch als Folge der PAH diskutiert und
die anhaltende Inflammation fordert die Progression der Erkrankung. Innerhalb der Ge-
fakwande herrschen hohe Zytokinkonzentrationen, die von residenten Immunzellen und
den Gefalizellen sezerniert werden. Zu diesen Zytokinen gehoren Interleukine (IL) wie IL-
1B, IL-6, der Tumor-Nekrose-Faktor alpha (TNFa), aber auch der Wachstumsfaktor Pla-
telet Derived Growth Factor (PDGF) (Hu et al., 2020; Huertas et al., 2020).

Nuclear Factor ‘kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NFkB) ist ein Transkrip-
tionsfaktor, der die Expression wichtiger Entzindungsmediatoren induziert und Gene fur
Zellwachstum und Apoptose reguliert (Hosokawa et al., 2013). NFkB wird durch oxidativen
Stress aktiviert und fordert das vaskulare Remodelling und die Hypertrophie in der PAH
(Chandel et al., 2000; Hosokawa et al., 2013). In Lungenarterien von PAH-Patienten*in-
nen wurde neben einer hohen Konzentration von Makrophagen mit verstarkter NFkB-Ak-
tivierung auch eine erhohte NFkB-Expression in den gewebsstandigen pulmonalen En-
dothelzellen und PASMC festgestellt (Price et al., 2013).

Die pro-inflammatorischen Interleukine IL-13 und IL-6 spielen ebenfalls eine wichtige
Rolle in der Progression der PAH (Hu et al., 2020). Diese wachstums- und kontraktions-
fordernden Zytokine wurden bei PAH-Patienten*innen in erhohter Konzentration gemes-
sen und dartiber hinaus standen erhodhte IL-6-Spiegel mit dem Uberleben der PAH-Pati-
enten*innen in Verbindung (Simpson et al., 2020; Soon et al., 2010). In Lungenarterien
von PAH-Patienten*innen wiesen insbesondere PASMC eine hohe Dichte des IL-6-Re-
zeptors auf, die mit einer anti-apoptotischen und wachstumsférdernden Wirkung einher-
ging (Tamura et al., 2018).

Neben den inflammatorischen Prozessen ist auch oxidativer Stress in der Entwicklung der
PAH von Bedeutung. Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) fuh-
ren zu veranderten Signalwegen und verstarken unter anderem durch vermehrte Expres-
sion von Wachstumsfaktoren die Proliferation von PASMC. Dadurch fordert oxidativer
Stress das vaskularen Remodelling in der PAH und wird Uberdies auch mit rechtsventri-
kularer Hypertrophie in Verbindung gebracht (Xu et al., 2022).
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Die hamodynamische Belastung in der PAH wird wesentlich durch die Fehlfunktion der
PASMC und zunehmende Muskularisierung der Pulmonalarterien bestimmt. Chronische
Entzindung und oxidativer Stress fordern die irreversiblen Prozesse und tragen zur Pro-
gression der PAH bei (Huertas et al., 2020; Xu et al., 2022).

1.3 Das endoplasmatische Retikulum
1.3.1 Funktionen des endoplasmatischen Retikulums

Das endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein Zellorganell, das sich als Netzwerk vom
Zellkern bis in die Zellperipherie erstreckt und im Wesentlichen der Synthese von Protei-
nen, Lipiden und Steroidhormonen sowie als Kalziumspeicher dient (Schwarz & Blower,
2016). Die Proteine, die vom ER synthetisiert werden, sind fur die Sekretion oder als in-
tegrale Membranproteine bestimmt. Zahlreiche Enzyme gewahrleisten die Funktionalitat
des ER, indem sie Reaktionen katalysieren und das Gleichgewicht des Milieus halten, das
besonders vom Redoxsystem und der Kalziumkonzentration bestimmt wird (Malhotra &
Kaufman, 2007).

Einer der haufigsten Prozesse im ER ist die Proteinfaltung und post-translationale Modi-
fikation zur Stabilisierung der raumlichen Struktur eines Proteins (Zhang et al., 2019). Ge-
faltete Proteine werden entsprechend ihrer Funktion modifiziert und schlielich Gber den
Golgi-Apparat an ihren Bestimmungsort transportiert. Proteine, die fehlgefaltet sind und
daher keine funktionsfahige Struktur erreichen, werden im Zytosol im sogenannten ER-
assoziierten Abbau (ERAD) durch 26S-Proteasomen abgebaut (Malhotra & Kaufman,
2007).

Molekulare Chaperone stellen die Proteinqualitat und den Abbau funktionsunfahiger Pro-
teine sicher. Ungefaltete Polypeptidketten exponieren hydrophobe Abschnitte und reakti-
onsfreudige Seitenketten, die durch fehlerhaftes Anlagern zum Funktionsverlust des Pro-
teins und Aggregatbildung fuhren konnen. Um dies zu verhindern, binden ER-Chaperone
die Proteinvorstufen und ermdglichen die korrekte Faltung oder fuhren fehlgefaltete Pro-
teine zum Abbau ins Zytosol (Malhotra & Kaufman, 2007).

Im Gegensatz zum Zytosol herrscht im Inneren des ER ein oxidatives Milieu, da Reaktio-
nen mit Sauerstoff fur die hier ablaufenden Prozesse forderlich sind. Der oxidative
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Charakter wird vorrangig durch Wasserstoffperoxid (H202) bestimmt und durch verschie-
dene Oxidoreduktasen aufrechterhalten, die entsprechend ihrer Funktion H2.O2 generie-
ren oder wieder abbauen. ROS wie H202 fungieren unter anderem als Signalmolekdle,
fuhren in hoher Konzentration jedoch zu oxidativem Stress und folglich zu Zellschaden.
Antioxidantien nehmen eine wichtige Position ein, indem sie durch Elimination der ROS
eine Ubermalige Oxidation des ER verhindern und die ER-Funktionalitat erhalten (Zhang
et al., 2019).

1.3.2 ER-Stress

Wenn die Homoostase des ER gestort wird, ist die korrekte Synthese, Faltung und Modi-
fikation der Proteine eingeschrankt. In der Folge akkumulieren fehlgefaltete Proteine, es
entsteht ER-Stress. Zu den Ursachen von ER-Stress gehoren unter anderem Glucose-
und Energiemangel, oxidativer Stress und Kalziumfreisetzung. Die Unfolded Protein
Response (UPR) ist die adaptive Reaktion auf ER-Stress, die durch verschiedene Mecha-
nismen die Homoostase wiederherstellt, um die Funktionalitat des ER zu sichern (Mal-
hotra & Kaufman, 2007).

Auch ROS sind wirksame Ausloser fur ER-Stress. Wenn die antioxidative Kapazitat des
ER ausgeschopft ist, wie es unter Hypoxie oder Energiemangel vorkommen kann, hat ein
verschobener Redoxstatus Storungen des ER-Milieus und der Proteinfaltung zufolge. Be-
gleitet von Kalziumfreisetzungen werden Zellschaden verursacht und der Apoptose-Sig-
nalweg aktiviert (Zhang et al., 2019; Zhuan et al., 2020). Diese Effekte werden durch das
homologe C/EBP-Protein (CHOP) verstarkt, dessen Expression unter ER-Stress ansteigt.
Dieser Transkriptionsfaktor vermittelt die Apoptose, indem er die Expression effektiver
pro-apoptotischer Gene stimuliert und anti-apoptotische Gene reduziert. CHOP intensi-
viert wiederum oxidativen Stress im ER, sodass die Lebensfahigkeit der Zelle einge-
schrankt und der Zelltod gefordert wird (Zhang et al., 2019).
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1.4 Die Rolle von GRP78
1.4.1 Eigenschaften des Chaperones

GRP78, Glucose-regulated protein 78 kDa, ist ein ER-Chaperon und ubt durch die Kon-
trolle der Proteinqualitat eine wichtige Rolle fur die regelrechte Funktion des ER aus. Es
verhindert die Akkumulation ungefalteter und fehlgefalteter Proteine, reguliert die UPR
und kann anti-apoptotisch wirken. Aufgrund seiner zentralen Position in der UPR gilt eine
erhohte GRP78-Expression als Indikator fur ER-Stress (Lee, 2005, 2014).

GRP78 wird ubiquitar in Zellen exprimiert und weist eine hohe Ahnlichkeit zur Familie der
Hitzeschockproteine HSP70 auf (Ibrahim et al., 2019; Quinones et al., 2008). GRP78 wird
auf Transkriptionsebene reguliert und konstitutiv auf einem basalen Level exprimiert, das
bei ER-Stress deutlich ansteigt. Der Promotor des fur GRP78 kodierenden Gens ist in
zwei wesentliche Teile unterteilt. Wahrend das basale Expressionsniveau durch die dis-
tale Komponente sichergestellt wird, enthalt der proximale Teil drei ER-Stress-Response-
Elemente, Uber deren Bindung die Expression unter ER-Stress stimuliert wird (Ibrahim et
al., 2019; Lee, 2005).

GRP78 unterstutzt im ER die regelrechte Faltung und Modifikation nativer Proteine. Da
diese durch ihre freien hydrophoben Seitenketten zu Fehlfaltungen neigen, bindet GRP78
diese hydrophoben Seitenketten, erleichtert die regelrechte Faltung und sorgt fur die Aus-
schleusung der fehlgefalteten Proteine, die fur den Abbau ins Zytosol gelangen sollen.
Des Weiteren tragt GRP78 durch die Bindung freien Kalziums zu einer balancierten Kal-

ziumkonzentration bei (Ibrahim et al., 2019; Quinones et al., 2008).
1.4.2 GRP78 als Regulator der UPR

GRP78 besitzt uber seine Funktionen als Chaperon hinaus auch die Fahigkeit, die UPR
zu vermitteln. ER-Stress wird durch drei UPR-Effektorproteine signalisiert, die sich als
Transmembranproteine in der ER-Membran befinden. Physiologisch wird ihre sensori-
sche Domane im ER-Lumen durch GRP78 gebunden, sodass ihre effektorische Domane
im Zytosol inaktiviert ist. Wenn akkumulierende Proteine ER-Stress verursachen, 16st sich
GRP78 von ihnen, um Faltungs- und Abbauprozesse zu unterstutzen, und die UPR-Ef-
fektorproteine sind in der Lage, die UPR zu initiieren (vgl. Abb. 1) (Shen et al., 2002).
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Die UPR beruht darauf, die Proteinfaltungskapazitat des ER erhéhen und dem gegenwar-
tigen Bedarf anzupassen. Es kommt zu einer vorubergehenden Abschwachung der Pro-
teintranslation, um die Menge neu zu synthetisierender Proteine zu minimieren, die in das
ER gelangen. Zusatzlich wird die Expression von UPR-Zielgenen wie ER-Chaperonen
sowie Faltungs- und Abbauenzymen induziert, um die ER-HomoOostase wieder herzustel-
len. Neben diesen protektiven Prinzipien bestehen auch pro-apoptotische Signalwege der
UPR, die bei starkem oder anhaltendem ER-Stress uberwiegen und den Zelltod verursa-
chen konnen (Hetz et al., 2020; Shen et al., 2002).

Ein UPR-Effektorprotein ist die PKR-like ER-Kinase (PERK), die die Proteinbelastung des
ER durch Hemmung der allgemeinen Translationsinitiierung reduziert. PERK ist eine
membranstandige Serin/Threonin-Kinase und wird aktiviert, wenn GRP78 sich von PERK
l6st (Bertolotti et al., 2000). Uber weitere Signalwege fordert PERK die Transkription an-
tioxidativer Gene, aber bei langanhaltender Aktivierung wird auch die Expression des pro-
apoptotischen CHOP induziert (Bertolotti et al., 2000; Malhotra & Kaufman, 2007).

Inositol Requiring Kinase 1 (IRE1a) ist ein zweites UPR-Effektorprotein, das zahlreiche
UPR-Zielgene induziert. Wahrend die luminale Domane von IRE1a die Bindung von
GRP78 ermoglicht, enthalt die zytosolische Domane eine signalisierende Aktivitat. Durch
die Dissoziation von GRP78 geht IRE1a in seinen aktivierten Zustand uber und spleif’t
die mRNA des Transkriptionsfaktors X-Box-Bindungsproteins (XBP1), sodass XBP1 die
Transkription verschiedener Gene der Chaperone und weiterer Faktoren stimuliert. Dane-
ben weist IRE1a pro-apoptotische Wirkungen auf, die Uber verschiedene Signalwege ver-
mittelt werden konnen (Malhotra & Kaufman, 2007).

Als weiteres UPR-Effektorprotein ist der Activating Transcription Factor 6 (ATF6) verant-
wortlich fur die Expression von GRP78 und anderer UPR-Zielgenen. Die konstitutive Tran-
skription von ER-Chaperonen wird aufgrund der Inaktivierung von ATF6 durch GRP78 in
ungestressten Zellen niedrig gehalten. Lost sich GRP78, gelangt ATF6 in den Golgi-Ap-
parat und wird in zwei Untereinheiten gespalten. Die DNA-bindende Domane wird in den
Zellkern transportiert, wo sie die Transkription der ER-Chaperone intensiviert. Aufgrund
dessen, dass GRP78 ATF6 freigibt, induziert GRP78 in Form einer Autoregulation die
eigene Expression sowie die weiterer ER-Chaperone, um der erhdhten Anforderung unter
ER-Stress gerecht zu werden (Shen et al., 2002).



16

Die adaptiven Prinzipien der UPR ermoglichen die Optimierung der zugrunde liegenden
Bedingungen, um die ER-Homoostase wiederherzustellen und die Zelle vor der Apoptose
zu schutzen. Je mehr GRP78 sich von den UPR-Effektorproteinen |0st, desto hoher ist
deren Aktivitat, die UPR-Wege zu initiieren und diese Aktivitat bleibt aufrechterhalten, so-
lange der ER-Stress anhalt. Wenn die Menge akkumulierter und fehlgefalteter Proteine
abnimmt, bindet GRP78 wieder an die UPR-Effektorproteine, sodass die UPR-Aktivitat
sistiert (Bertolotti et al., 2000). Die Transkription der UPR-Zielgene und die allgemeine
Proteinsynthese gelangen auf ihr ursprungliches Niveau, sodass das ER seiner eigentli-
chen Aufgabe wieder gerecht werden kann (Pan et al., 2020; Shen et al., 2002). Die Frei-
gabe der UPR-Effektorproteine macht GRP78 zu einem entscheidenden Regulator zur
Bewaltigung des ER-Stresses, um die ER-Funktionalitat und Zellvitalitat zu erhalten (Lee,
2005, 2014).

ER-Stress durch

Intakte Zellhomdoostase . -
Hypoxie, ROS, Entziindung

Gebundenes GRP78
ER-Stress-Bewaltigung

IRE1a
PERK ATF6 P IRE1la it

Grp78
Grp78 Grp78

Proteinakkumulation
Zytoplasma

Regelrechte Proteinfaltung Zytoplasma

Grp78 f—
Grp78

Endoplasmatisches Endoplasmatische
Retikulum Retikulum

Abb. 1: UPR-Aktivierung mithilfe von GRP78. Bei intakter Zellhomoostase inaktiviert
GRP78 die UPR-Effektorproteine, die sich als Transmembranproteine in der ER-Memb-
ran befinden. Unter ER-Stress sammeln sich fehlgefaltete Proteine im Inneren des ER,
sodass sich GRP78 von den Effektorproteinen 16st, um die Faltung oder den Abbau dieser
Proteine zu unterstutzen. Durch die Freigabe der UPR-Effektorproteine werden diese ak-
tiviert und initiieren die UPR zur Bewaltigung des ER-Stresses. ATF6: Activating
Transcription Factor 6, ER: Endoplasmatisches Retikulum, GRP78: Glucose-Regulated
Protein 78 kDa, IRE1a: Inositol Requiring Kinase 1 a, PERK: PKR-like ER-Kinase, ROS:
Reaktive Sauerstoffspezies, UPR: Unfolded Protein Response (Eigene Darstellung in An-
lehnung an Pan et al., 2020, S. 1483)
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1.5 ER-Stress und GRP78 in Erkrankungen

In zahlreichen Erkrankungen wie Atherosklerose, Diabetes mellitus, neurodegenerativen
Erkrankungen und Malignomen ist ER-Stress wesentlicher Teil von Krankheitsentstehung
und Progress. Jungste Erkenntnisse deuten zunehmend darauf hin, dass ER-Stress auch
in der PAH von zentraler Bedeutung fur die Dysfunktion der Gefal3zellen ist (Pan et al.,
2020). In Tierversuchen der PAH wurde die Rolle der Supplementation chemischer Cha-
perone untersucht, die die Proteinfaltung verbessern und so ER-Stress hemmen. Durch
die Gabe der chemischen Chaperone wurde die Proliferation und Apoptoseresistenz der
PASMC reduziert und ein positiver Effekt auf die PAH erzielt (Dromparis et al., 2013; Ko-
yama et al., 2014).

Als zentrales Chaperon in der Bewaltigung des ER-Stresses erwies sich GRP78 in ver-
schiedenen Studien von Bedeutung. Delpino & Castelli (2002) wiesen nach, dass Zellen
unter ER-Stress aktiv GRP78 sezernieren, sodass es auch im Blut zirkuliert. Ferner wur-
den bei Patienten*innen mit Adipositas, Diabetes mellitus oder dem metabolischen Syn-
drom erhohte Spiegel von GRP78 festgestellt (Girona et al., 2019). Weitere praklinische
Studien untersuchten den Einfluss von GRP78 in der rheumatoiden Arthritis, eine Erkran-
kung mit einer hohen Entzindungsaktivitat. Dabei zeigte sich, dass GRP78 Entzindung
und Knochenverlust im Tiermodell reduziert (Zaiss et al., 2019) und Mause durch eine
vorherige Verabreichung von GRP78 vor der Entstehung einer kollagen-induzierten rheu-
matoiden Arthritis geschiitzt waren (Corrigall et al., 2001). Uberdies legen die Ergebnisse
einer Phase I/llA-Studie mit Patienten*innen mit rheumatoider Arthritis nahe, dass die sys-
temische Verabreichung von GRP78 einen langhaltenden entzindungshemmenden Ef-
fekt hat (Kirkham et al., 2016).

Insgesamt sprechen diese Erkenntnisse dafur, dass extrazellulares GRP78 einen wesent-
lichen Einfluss auf ER-Stress und einhergehende Entzindungsreaktionen nimmt und sich
protektiv auf andere Zellen auswirkt.



18

1.6 Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit ist, die Bedeutung von GRP78 bei der PAH im in vitro-Modell zu
ermitteln. Es wurde untersucht, oo PASMC unter ER-Stress GRP78 sezernieren und wel-
chen Effekt extrazellulares GRP78 auf PASMC hat. Dazu wurde die Zellvitalitat und
Proliferation, das Ausmal} oxidativen Stresses sowie die Genexpression von pro-inflamm-
atorischen Mediatoren und ER-Stress-Markern in PASMC unter Einfluss von sezernier-
tem GRP78 untersucht. Da Hyperproliferation und Hypoxie eine wichtige Rolle in der PAH
spielen, wurde der Einfluss auch unter derartigen Versuchsbedingungen analysiert. Diese
Studie kann zur Aufklarung beitragen, ob GRP78 eine protektive Bedeutung in der PAH
zukommt und es einen potenziellen Biomarker in der PAH-Diagnostik darstellt.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

Es wurde mit sterilisierten oder autoklavierten Materialen unter einer sterilen Werkbank
gearbeitet. Die Medien, Losungen und Puffer, mit denen die Zellen behandelt wurden,

wurden auf Raumtemperatur angewarmt, sofern nicht anders beschrieben.

2.1.1 Zelllinie

Humane Pulmonal-Arterielle Muskelzellen,
PASMC Katalog-Nr. C-12521

2.1.2 Chemikalien, Enzyme und Reaktionskits

Aceton

alamarblue™ HS Cell Viability Reagent
Bovines Serumalbumin (BSA)
Brefeldin A (BFA)

Bromphenolblau Indikator

Cell Lysis Buffer

Chloroform
2°,7"-Dichlorofluoriscin-Diacetat (DCFDA)
Dimethylsulfoxid (DMSOQO)

ECL Prime Western Blotting Detection Reagent
Essigsaure

Ethanol, absolut

Glycerin

Glycin

Hepes Buffered Saline Solution (BSS)
HSPAS5, Human Recombinant (GRP78)
Isopropanol

2-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumchlorid

PromoCell, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Bio&SELL, Feucht

Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, USA

Merck Millipore, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
PromoCell, Heidelberg
Prospec, Ness Ziona, Israel
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
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Omniscript Reverse Transcription Kit
Pageruler Prestained Proteinladder

Phosphate-Buffered Saline (1 x) (PBS)
Phosphate-Buffered Saline (10 x) (PBS)
Platelet Derived Growth Factor BB (PDGF)
Protease Inhibitor Cocktail

Qubit Protein Assay Kit

Ripa-Puffer

RNasin Plus RNase-Inhibitor
Rotiphorese SDS-Page

Smooth Muscle Cell Growth Medium 2
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
Supplement Mix SMCGM2

TagMan Gene Expression Master Mix
Thapsigargin (TPG)

Trichloressigsaure

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Trizol Reagent

Tween 20

Trypsin EDTA

Trypsin Neutralization Solution
Tunicamycin (TUN)

Ultrapure Destilliertes Wasser

Wasserstoffperoxid, 30 %

Qiagen, Hilden

Thermo Scientific, Waltham,
USA

Gibco, Waltham, USA
Gibco, Waltham, USA
Gibco, Waltham, USA
Roche, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Promega, Madison, USA
Roth, Karlsruhe
PromoCell, Heidelberg
Molekula, Minchen
PromoCell, Heidelberg

Applied Biosystems, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
PromoCell, Heidelberg
PromoCell, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Minchen
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2.1.3 Antikorper und Primer

Antikorper
Anti-GRP78, Antikorper, Ratte Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, USA
Anti-Kaninchen-lgG-Peroxidase Sigma-Aldrich, Munchen
B-Actin, monoklonaler Antikdrper, Kaninchen Cell Signaling Technology
GRP78, monoklonaler Antikdrper, Kaninchen Cell Signaling Technology
Nativ IgG-Antikorper, Ratte Sigma-Aldrich, Minchen
Primer

Alle Primer wurden von Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA bezogen.

CHOP Hs00358796_g1
GRP78 Hs00607129_gH
HIF1a Hs00153153_m1
IL-18 Hs01555410_m1
IL-6 Hs00174131_m1
NFkB1 Hs00765730_m1

18S Hs99999901_s1



2.1.4 Losungen und Puffer

Losungen fur die Zellkultur

22

Kulturmedium fiir PASMC, serumfrei pH7,2-74

Smooth Muscle Cell Growth Medium 2

Kulturmedium fiir PASMC mit 5 % Serumsupplement pH7,2-74

Smooth Muscle Cell Growth Medium 2

Supplement Mix/SMCGM 2 5 % (v/v)

Finale Konzentration:

Fetales Kalberserum 0,05 mi/ml
Epidermal Growth Faktor (rekombinant, human) 0,5 ng/ml
Basic Fibroblast Growth Factor (rekombinant, human) 2 ng/ml
Insulin (rekombinant, human) 5 pg/ml

Losungen fur den Western Blot

Lysis-Puffer

Proteaseinhibitor, 1:25 in RIPA-Puffer

25 % (viv)

2 x-Lammli-Puffer

pH 6,8

Tris

0,125 M

Bromphenolblau

0,004 % (v/v)

Glycerin

20 % (w/v)

3-Mercaptoethanol

10 % (v/v)

SDS 4 % (wiv)
1 x-Elektrophoresepuffer
Rotiphorese 10x-SDS-Page, 1:10 verdiinnt mit dest. Wasser 1x
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5 x-Transferpuffer

Tris 0,24 M
Glycin 1,93 M
SDS 17,34 mM
dest. Wasser

1 x-Transferpuffer

5 x-Transferpuffer 200 ml
Methanol 200 ml
dest. Wasser 600 ml
10 x-TBS-L6ésung

Tris 1M
NaCl 1,5M
dest. Wasser

1 x-TBS-L6ésung

10 x-TBS-L6sung, 1:10 verdiinnt mit dest. Wasser 1x

TBS-T-Losung

Tween20

0,1 % (v/v)

1 x-TBS-Lésung

Blocking-Lésung

BSA

5 mg/mi

0,1 % TBS-T-Lésung
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ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (ECL-L6sung)

Reagenz A 50 % (v/v)

Reagenz B 50 % (v/v)

Losung fiir die Messung Reaktiver Sauerstoffspezies

2°, 7 -Dichlorofluoriscin-Diacetat-L6sung (DCFDA)

Stammlésung 5 mM in Kulturmedium (5 % Serumsupplement) 5 mM

Losungen fur RNA-Isolation und RT-PCR

75 % Ethanol

Ethanol > 99,8 % 75 % (viv)

dest. Wasser

Reverse Transkriptase-Mix

Die nachfolgenden Mengenangaben beziehen sich auf eine Probe (8 ul), der Mix wurde
entsprechend fur (n+1) Proben angesetzt.

10 x RT-Puffer 2yl
dNTP-Mix (5 mM pro dNTP) 2 ul
10 uM Oligo dT-Primer 2 ul
Omniscript Reverse Trankriptase 1 ul
10 U/ul RNase Inhibitor RNasin Plus 0,2 ul
Wasser, RNase-frei 0,8 ul

PCR-Primer-Mix

Die nachfolgenden Mengenangaben beziehen sich auf eine Probe (5 pl), der Mix wurde
entsprechend fur (n+1) Proben angesetzt.

Primer 1 pl

Gene Expression Master Mix 10 pl

dest. Wasser 4 yl
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2.1.5 Testsubstanzen

Brefeldin A (BFA)

Stammlésung: 20 pg/ul in DMSO

Verdinnung: 1:4 in Kulturmedium (5 % Serumsupplement) 5 pg/ul
Platelet Derived Growth Factor (PDGF)

Stammlésung: 100 ng/ml, geldst in 100 mM Essigsaure mit 0,1 % BSA

Verdinnung: 1:10 in Kulturmedium (5 % Serumsupplement) 10 ng/ml
Rekombinantes GRP78

Stammlésung: 1 pg/ml in Kulturmedium (serumfrei) 1 pg/ml
Thapsigargin (TPG)

Stammlésung: 3,07 mM in DMSO

Verdinnung: 0,1 mM in Kulturmedium (5 % Serumsupplement) 0,1 mM
Tunicamycin (TUN) aus Streptomyces sp.

Stammlésung: 5 pg/pl in DMSO 5 ug/ul
Wasserstoffperoxid-Losung (H202) (30%-ig)

Stammldsung: 75 mM in dest. Wasser 75 mM
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2.1.6 Verbrauchsmaterialien

Cryopure Tubes, 2 ml

Falcon, 15 ml

Falcon, 50 ml

Microamp Optical Adhaesive Film
Mini-Protean TGX Gel, 4-15 %
Mini Trans-Blot Filter Papier
Parafiim M

PCR Microcentrifuge Tube 0,2 ml
PCR 96 Well TW-MT-Platte

Pipetten, verschiedene Grolden
Pipettenspitzen, verschiedene GrolRRen
Safe-Lock Tubes, verschiedene GrofRRen
Serologische Pipetten, verschiedene Grofden
Spezialvernichtungsbeutel
Transfermembran

Zellkulturflasche T75

Zellkulturtestplatten, verschiedene Grolien
Zellkulturplatte, 96F, Black

Zellscraper
2.1.7 Gerate

ChemiDoc MP Imaging System

COz2 Incubator MCO-18AIC

Mini Trans-Blot Cell

Infinite M200 Microplate Reader
Mastercycler Pro Thermal Cyclers
Mikroskop Axiovert 40 CFL
Nanodrop 2000c Spektralphotometer

Sarstedt, Nurnbrecht
Greiner Bio-One, Solingen

Greiner Bio-One, Solingen

Applied Biosystems, Darmstadt

BioRad, Feldkirchen
BioRad, Feldkirchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Nerbe Plus, Winsen/Luhe
Biozym-Scientific, Hessisch-
Oldendorf

Eppendorf, Hamburg

Nerbe Plus, Winsen/Luhe
Eppendorf, Hamburg
Greiner Bio-One, Solingen
Nerbe Plus, Winsen/Luhe
Roth, Karlsruhe

TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz
Thermo Scientific, Waltham,
USA

Sarstedt, Nurnbrecht

BioRad, Feldkirchen
Sanyo, Minchen

BioRad, Feldkirchen

Tecan, Mannedorf, Schweiz
Eppendorf, Hamburg

Carl Zeiss, Oberkochen
Thermo Scientific, Waltham
USA



27

Qubit 4 Fluorometer

QuantStudio 3 Real-Time-PCR-System
Thermomixer Comfort

Vortex Genius 3

Whitley H35 HEPA Hypoxiestation

Zentrifugen: Centrifuge 5430 R
Laborfuge 400 R

2.1.8 Software

GraphPad Prism Version 9.0.0

Magellan Pro v7.3
Nanodrop Software

QuantStudio Design & Analysis Software V 1.5.1

SPSS Version 25

2.2 Methoden

2.2.1 Kultur der PASMC

Die humanen PASMC der Firma PromoCell, Heidelberg, wurden in Passage vier bis
sechs in flussigem Stickstoff kryokonserviert, sodass sie nach Bedarf verwendet werden
konnten. Fir eine neue Versuchsreihe tauten die Zellen eines Kryorohrchens im Wasser-
bad bei 37 °C auf. Unter sterilen Bedingungen wurden die Zellen in eine 75 cm?-Zellkul-
turflasche Uberfuhrt, in der vorgewarmtes Kulturmedium (5 % Serumsupplement) vorge-
legt worden war. Fortan lagerten die adharent wachsenden Zellen im Inkubator bei 37 °C
und 5 % CO: in befeuchteter Luft unter regelmafliger mikroskopischer Begutachtung und
Wechsel des Mediums. Um zytotoxische Bestandteile des Einfriermediums zu entfernen,
erfolgte der Mediumwechsel erstmals nach 24 h, danach alle zwei Tage. Fur die Zellkultur
der PASMC wurde bis zu Versuchsbeginn grundsatzlich Kulturmedium mit 5 % Se-

rumsupplement verwendet.

Invitrogen, Karlsruhe

Applied Biosystems, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

IKA, Staufen

Meintrup DWS Laborgerate,
Herzlake

Eppendorf, Hamburg

Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

Graphpad Software Inc.,

La Jolla, USA

Tecan, Mannedorf, Schweiz
Thermo Fischer Scientific,
Waltham, USA

Applied Biosystems, Darmstadt
IBM Corporation, Somer, NY
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Bei einer Konfluenz von etwa 80 % konnten die PASMC zur weiteren Vermehrung auf
drei Zellkulturflaschen passagiert werden. Dazu wurde das alte Medium abgenommen
und die Zellen mit 3 ml BSS gewaschen. Damit sich die Zellen |0sen, inkubierten sie mit
3 ml Trypsin fur 5 Minuten unter 37 °C und 5 % CO2 und zeigten sich anschliel3end unter
dem Mikroskop im Medium schwimmend. Nun konnten 3 ml Trypsinneutralisator suspen-
diert werden, um Zellschaden durch das Trypsin vorzubeugen, und der gesamte Inhalt
der Zellkulturflasche wurde in ein Falcon Uberfuhrt. Nach der Zentrifugierung fur 8 Minuten
bei 800 rcf wurde der Uberstand verworfen, das Zellpellet in Medium re-suspendiert und
gleichmaRig auf drei neue 75 cm?-Zellkulturflaschen aufgeteilt, die bereits Medium ent-

hielten.

Unter regelmaRiger Begutachtung und Wechsel des Mediums wuchsen die Zellen, bis sie
erneut eine Konfluenz von 80 % erreichten und fur die Versuche genutzt werden konnten.
Dazu wurde das soeben beschriebene Prozedere der Zelllosung wiederholt, die zentrifu-
gierten Zellen in 10 ml Medium re-suspendiert und 10 uyl dessen in einer Neubauer-Zahl-
kammer ausgezahlt. Die Bestimmung der Zellzahl ermoglichte die Berechnung des noti-
gen Volumens, damit vergleichbare Versuchsbedingungen erreicht wurden. Entspre-
chend der Well-GroRRe wurde stets die gleiche Zellzahl ausgesat: in Wells der 96-Well-
Platte wurden 3 500 Zellen in 100 yl Medium ausgesat, in Wells der 12-Well-Platte 35 000
Zellen in 1 ml Medium, in Wells der 6-Well-Platte 80 000 Zellen in 1 ml Medium sowie in
die 60-mm-Schale 180 000 Zellen in 2,3 ml Medium. Um adharent zu werden, lagerten
die Zellen 24 h im Inkubator (37 °C, 5 % CO.), ehe sie fur die Versuche stimuliert wurden.

Versuchsschema - Nachweis von GRP78 nach ER-Stress

In einer Zeitreihe Uber insgesamt 48 h wurde in den PASMC ER-Stress erzeugt, um so-
wohl die dadurch induzierte intrazellulare Expression von GRP78 als auch seine Sekre-
tion nach extrazellular im Western Blot nachzuweisen. Die PASMC wurden in 6-Well-Plat-
ten ausgesat und fur 24 h im Inkubator gelagert. Zur Auslosung von ER-Stress wurden
Tunicamycin und Thapsigargin genutzt. Um nachzuweisen, ob GRP78 aktiv oder rein pas-
siv sezerniert wird, wurde Brefeldin A (BFA) zur Hemmung der aktiven Ausschuittung von
Proteinen verwendet und in Kombination mit Tunicamycin bzw. Thapsigargin zu den Zel-

len gegeben.
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Zu Beginn der Zeitreihe wurde in allen Wells das alte Medium abgenommen und durch je
1 ml serumfreies Medium ersetzt. Entsprechend des Zeitplans erfolgten die Stimulationen
mit den Testsubstanzen (vgl. Abb. 2). Die Wells erhielten Tunicamycin (5 ug/ml), Thap-
sigargin (0,1 pM) sowie Tunicamycin (5 pg/ml) mit BFA (5 pg/ml) bzw. Thapsigargin (0,1
uM) mit BFA (5 pg/ml). Aul3erdem wurden Wells zur Kontrolle ohne weitere Stimulation
sowie mit 1 pl Dimethylsulfoxid (DMSO) (1 uM) behandelt. Letzteres diente als Losemittel-
Kontrolle. Uber den Zeitraum des Versuchs lagerten die Zellen bei 37 °C und 5 % CO2 im

Inkubator.

DMSO T:;:‘A"
48h 48h
TPG +
DMSO PG BSA
48h 48h ot

Abb. 2: Versuchsplan zur Auslosung von ER-Stress in pulmonal-arteriellen glatten Mus-
kelzellen in einer Zeitreihe. In 6-Well-Platten wurden die PASMC entsprechend des Sche-
mas mit DMSO, Tunicamycin sowie Thapsigargin stimuliert, des Weiteren mit Tuni-
camycin mit BFA bzw. Thapsigargin mit BFA in Kombination. Eine Kontrollpopulation er-
hielt keine weitere Stimulation. Die Stundenangabe bezieht sich auf den Zeitpunkt der
Stimulation vor geplantem Versuchsende. Cntrl: Kontrolle, BFA: Brefeldin A, DMSO: Di-
methylsulfoxid, PASMC: Pulmonal-arterielle glatte Muskelzellen, TUN: Tunicamycin,
TPG: Thapsigargin. (Eigene Darstellung, 2025)

Proteinbestimmungen mittels Western Blot

Nach Abschluss der Zeitreihe wurden Medium und Zellen gewonnen und von nun an ge-
trennt voneinander fur die Gelelektrophorese aufbereitet. Die Gelelektrophorese dient der
Auftrennung einer Proteinmischung in ihre einzelnen Bestandteile. Dabei werden die Pro-
teine in einem netzhaltigen Gel, das als Tragermaterial dient, mithilfe elektrischer Span-
nung entsprechend ihrer GroRe separiert.

Um extrazellulares GRP78 im Medium nachzuweisen, wurde das Medium abgenommen
und fur 8 Minuten bei 800 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde in neue Tubes gefullt, in
denen sich fur die Ausfallung der Proteine bereits je 250 ul Trichloressigsaure befanden.
Diese Tubes wurden mehrfach invertiert und nach einer Inkubationszeit von 10 Minuten
bei 20 000 rcf und 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert. Es folgte die zweifache Waschung
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der Proteinpellets, indem der Uberstand abgenommen und nach Hinzugabe von 200 pl
gekuhltem Aceton fur 5 Minuten bei 20 000 rcf und 4 °C zentrifugiert wurde. Um anschlie-
Rend das Aceton verdampfen zu lassen, wurden die Tubes 10 Minuten mit offenem De-
ckel auf dem Thermomix bei 95 °C geschuttelt, sodass nur die Proteinpellets am Boden
der Tubes verblieben.

Zum Nachweis des intrazellularen GRP78 wurden die Zellen gewonnen und lysiert. Zu-
nachst wurden sie mit 1 ml 1x-PBS gewaschen, danach wurden pro Well 100 pl Lysis-
Puffer auf die Zellen gegeben, sodass sie sich mit dem Zellscraper I6sen lieRen. Der Inhalt
der Well wurde in die vorgesehenen Tubes uberfuhrt und fur 30 Minuten bei 300 rpm und
4 °C auf dem Thermomix geschuttelt. Nach einer Zentrifugierung bei 20 000 rcf und 4 °C
Uber 20 Minuten wurde der Uberstand fiir die sich anschlieRende Quantifizierung abge-

nommen.

Um spater in der Gelelektrophorese die Geltaschen mit der gleichen Proteinmenge zu
befullen, wurden diese in den intrazellularen Proben bestimmt. Die Quantifizierung er-
folgte mithilfe des Qubit Protein Assay Kits gemal} der Anleitung mit dem Qubit 4 Fluoro-
meter. Fir jede Probe wurde das bendtigte Volumen unter Berlcksichtigung der jeweili-
gen Verduinnung berechnet, sodass von jeder intrazellularen Probe je 25 pg Protein far
die folgende Gelelektrophorese verwendet wurden.

Zur Vorbereitung der Gelelektrophorese wurden 2x-Lammlipuffer und destilliertes Wasser
im Verhaltnis 1:3 zu den Proben gegeben. Intrazellulare Proben erhielten dies entspre-
chend der Proteinmenge fur ein Gesamtvolumen von 12 pl. Die Proteinpellets der extra-
zellularen Proben wurden in einem einheitlichen Volumen geldst, von dem 12 pl verwen-
det wurden. Alle Tubes wurden nun far 10 Minuten bei 300 rpm und 95 ° C auf dem Ther-
momixer geschuttelt. Die Gele wurden in die Elektrophorese-Kammern gespannt, die mit
1x-Elektrophoresepuffer befullt war. Die Taschen der Gele wurden mit einer Pipette ge-
spult, um sie von Luftblasen zu befreien, und anschlieRend mit je 10 ul der vorbereiteten
Proben beladen. Eine weitere Tasche erhielt 5 pl der Proteinladder als spatere Referenz
fur die ProteingrofRen. Die elektrische Spannung wurde an die Elektrophorese-Kammern
anfanglich mit 80 V, danach mit 120 V angelegt und nach etwa einer Stunde war das Gel
durchlaufen.
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Das anschlieRende Blotten diente der Ubertragung der Proteine im Gel auf eine Nitrocel-
lulose-Membran. In einer Kassette kam die Membran auf der proteinhaltigen Seite des
Gels zu liegen. Die Kassetten wurden in ein mit 1x-Transferpuffer befllltes Elektromodul
gehangt, an das fur 1 Stunde und 15 Minuten 350 mA angelegt wurde, sodass die Prote-

ine durch die Spannung auf die Membran transferiert wurden.

Anschlielliend wurden die Membranen unter regelmafiger Befeuchtung vom Gel befreit.
Um vor der Markierung der Proteine mit Antikorpern die noch freien Bindestellen auf der
Membran zu blockieren, inkubierten die Membranen auf dem Rotator fur eine Stunde bei
Raumtemperatur in je 15 ml Blocking-L6sung.

Da B-Aktin als Housekeeping-Gene mit einer Grolde von ca. 42 kDa die Kontrollbande
darstellte, wurde die Membran unterhalb der 70 kDa-Marke der Proteinladder in zwei Half-
ten geteilt und die Membranen von nun an getrennt mit den jeweiligen primaren Antikor-
pern inkubiert. Zur Markierung der Proteine wurden 15 pl des GRP78-Antikorpers
(1:1000) sowie 7,5 ul des B-Aktin-Antikorpers (1:2000) zur Blocking-Losung der entspre-
chenden Membran hinzugegeben. Die Schalen, in denen sich die Membranen befanden,
wurden luftdurchlassig mit Parafilm bespannt und inkubierten iber Nacht bei 4 °C auf dem
Rotator. Am nachsten Tag wurden die Membranen dreimalig mit 1x-TBS-T uber je zehn
Minuten gewaschen, um nicht spezifisch gebundene Primar-Antikorper zu entfernen. Im
Anschluss inkubierten die Membranen in je 20 ml Blocking-Losung, die 2 pl des Sekundar-
Antikorpers enthielt, um die Primar-Antikoper zu binden. Nach der einstiindigen Inkubati-
onszeit bei Raumtemperatur auf dem Rotator wurden die Membranen wie zuvor dreimal
mit 1x-TBS-T und einmal mit 1x-PBS gewaschen. Die gewaschenen Membranen wurden
mit 2 ml ECL-LOsung benetzt und inkubierten Uber eine Minute von einer Folie luftblasen-
frei bedeckt. Schliel3lich konnte die Fluoreszenzreaktion mit dem ChemiDoc MP Imaging

entwickelt werden.
2.2.2 Generierung von konditioniertem Medium

Das Ziel der nachfolgenden Versuche war zu untersuchen, wie sich das GRP78, das zu-
vor von PASMC unter ER-Stress sezerniert wurde, auf andere Zellen auswirkt. Um kon-
ditioniertes Medium (CM) zu gewinnen, wurden PASMC unter ER-Stress versetzt, indem
sie 48 h mit DMSO (Kontrolle), Tunicamycin bzw. Thapsigargin behandelt wurden, um die
Ausschuttung von GRP78 unter ER-Stress zu stimulieren (TUN-CM bzw. TPG-CM).
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Zudem wurden in weiteren PASMC die Proteinausschuttung blockiert, indem zum Tuni-
camycin bzw. Thapsigargin BFA zugegeben wurde (TUN-BFA-CM bzw. TPG-BFA-CM).
Diese CM konnten fur weiter Versuche mit naiven PASMC verwendet werden (vgl. Abb.
3).

Fir die Herstellung des CM wurden PASMC in 60 mm-Schalen ausgesat. Nach 24 h In-
kubation wurde in allen Schalen das Medium gegen 2,3 ml serumfreies Medium ausge-
tauscht, fur die Kontrollschale (Cntrl-CM) erfolgte keine weitere Stimulation. Die weiteren
Zellen wurden mit DMSO (1 pM) (DMSO-CM), Tunicamycin (5 pg/ml) (TUN-CM) sowie
Thapsigargin (0,1uM) (TPG-CM) stimuliert, auRerdem mit Tunicamycin (5 ug/ml) mit BFA
(5 ug/ml) (TUN-BFA-CM) sowie mit Thapsigargin (0,1 pM) mit BFA (5 pg/ml) (TGP-BFA-
CM). Die stimulierten Zellen lagerten 48 h im Inkubator. Zur Gewinnung der CM wurde
das Medium einer Schale abgenommen und in ein Tube Uberfuhrt. Es folgten die Zentri-
fugierung fiir 8 Minuten bei 800 rcf sowie die Uberfiihrung des Uberstands in neue Tubes.
Das CM wurde bei -80 °C bis zum nachsten Versuchsschritt eingefroren.

‘ ‘ ‘ TUN TPG
Stimulation TUN . TPG + +
von PASMC BFA BFA

Abnahme des B B
Mediums
nach 48 h Konditioniertes Medium Konditioniertes Medium
mit GRP78 ohne GRP78

Stimulation S — S —
neuer PASMC PASMC PASMC

Abb. 3. Konzept des konditioniertes Mediums. PASMC wurden mit Tunicamycin bzw.
Thapsigargin unter ER-Stress versetzt, um die Ausschuttung des GRP78 zu stimulieren.
Zudem wurden in weiteren PASMC die Proteinausschuttung blockiert, indem zum Tuni-
camycin bzw. Thapsigargin BFA zugegeben wurde. Diese CM konnten fur weiter Versu-
che mit naiven PASMC verwendet werden. BFA: Brefeldin A, CM: Konditioniertes Me-
dium, GRP78: Glucose-Regulated Protein 78 kDa, PASMC: Pulmonal-arterielle Muskel-
zellen, TUN: Tunicamycin, TPG: Thapsigargin (Eigene Darstellung, 2025)
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2.2.3 Bestimmung der Zellvitalitat

In diesem Versuch sollte die Vitalitat der PASMC unter Inkubation mit den verschiedenen
CM bestimmt werden. Die Messung erfolgt mittels alamarblue™, ein Reagenz, das auf
Resazurin-Basis eine quantitative Bestimmung der Zellvitalitat ermoglicht. Resazurin wird
von lebenden Zellen aufgenommen und kontinuierlich zu Resofurin reduziert, dessen
starke Fluoreszenz die Gesamtfluoreszenz des Mediums erhéht. Anderungen der Plas-
mamembranintegritat, DNA-Synthese, ATP-Menge und des reduzierenden Milieus der
Zellen kdnnen durch Absorptions- oder Fluoreszenzmessung festgestellt werden und als
Indikatoren fur die Zellvitalitat dienen (Invitrogen, 2019).

Die PASMC wurden in Wells einer transparenten 96-Well-Platte ausgesat und nach 24 h
stimuliert. Eine Zellpopulation erhielt zur Kontrolle 100 pl reines Kulturmedium. Die weite-
ren Zellen wurden mit Cntrl-CM, DMSO-CM, TUN-CM, TUN-BFA-CM, TPG-CM sowie
TPG-BFA-CM und Kulturmedium (5 % Serumsupplement) im Verhaltnis 40:60 behandelt.
Nach 48 h Inkubation (37 °C, 5 % CO2) wurde jedes Well mit 11 ul alamarblue™ versetzt.
Aufgrund der Lichtempfindlichkeit von alamarblue™ lagerte die Platte fiir die folgende In-
kubation Uber 4 h bei 37 °C und 5 % CO: lichtgeschutzt. Die Absorptionsmessung im
Microplate-Reader erfolgte bei 570 nm mit einer Referenzwellenlange von 600 nm.

2.2.4 Bestimmung der Zellvitalitat unter Hyperproliferation

In der PAH stehen die PASMC unter hyperproliferativen Bedingungen, die ihre Funktions-
fahigkeit und das Wachstumsverhalten beeinflussen (Pan et al., 2020). Im folgenden Ver-
such wurde der Einfluss von CM auf die Zellvitalitat unter solchen Voraussetzungen ge-
messen. Um eine Hyperproliferation zu erreichen, wurde das Wachstum der PASMC zu-
nachst mit dem Wachstumsfaktor PDGF stimuliert, bevor sie mit CM behandelt wurden.

Zu Beginn des Versuchs wurden die PASMC in einer transparenten 96-Well-Platte aus-
gesat und inkubierten mit der PDGF-Losung (30 ng/ml) in frischem Kulturmedium (5 %
Serumsupplement) fur 48 h (37 °C, 5 % CO>). Nach dieser Zeit wurde samtliches Medium
der Wells ausgetauscht und der Versuch gestaltete sich von nun an wie in Abschnitt 2.2.3
beschrieben.
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2.2.5 Messung Reaktiver Sauerstoffspezies

Die PASMC wurden mit CM stimuliert und zusatzlich H2O> ausgesetzt, ehe die Messung
der ROS mit 2',7'-Dichlorofluorescin (DCFDA) erfolgte. Dies wird von Zellen aufgenom-
men und fluoresziert, wenn es oxidiert wird. Der ROS-Gehalt einer Zelle bestimmt, wie
stark oxidierend ihr Milieu ist, daher ist die Starke der DCFDA-Fluoreszenz kongruent zur
ROS-Produktion (Oparka et al., 2016).

Die Zellen wurden in Wells einer schwarzen 96-Well-Platte ausgesat und nach der 24-
stundigen Inkubation mit CM und Kulturmedium (5 % Serumsupplement) im Verhaltnis
40:60 stimuliert. Nach 48 h Inkubation (37 °C, 5 % CO3) erhielt je eine Halfte der Wells,
die zu einer Stimulation gehorten, zusatzlich H202 (75 pM) fur eine Stunde. Von der Hin-
zugabe von H202 an waren die Zellen stets lichtgeschutzt. Nach der Inkubationszeit wurde
in jedes Well DCFDA (50 uM) gegeben und die Platte weitere 45 Minuten im Inkubator
gelagert. Nun erfolgte ein Waschen mit BSS und anschlieRend die Messung der Fluores-
zenz nach Hinzugabe von 100 pl sterilem 1x-PBS. Es wurde bei einer Exzitation von 492

nm und einer Emission von 537 nm gemessen.
2.2.6 Ermittlung veranderter Genexpressionen mittels RT-PCR

Im Folgenden wurde durch eine Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) die Ex-
pressionsrate verschiedener Gene in PASMC ermittelt, nachdem die Zellen mit CM be-
handelt worden waren. Im Interesse stand die Expression von GRP78 selbst sowie dem
pro-apoptotischen CHOP, au3erdem von den Entzindungsmarkern NFkB, IL-1[3, IL-6 und
sowie vom Hypoxie-induzierten Faktor 1 alpha (HIF1a). Als Referenz diente die 18S-ribo-
somale RNA.

Die PASMC wurden in Wells einer 12-Well-Platte ausgesat und zur Adharenz 24 h inku-
biert. Zur Stimulation wurden die verschiedenen CM und Kulturmedium (5 % Serumsupp-
lement) im Verhaltnis 40:60 verwendet. Nach 48 h der Inkubation (37 °C, 5 % COy) folgte
die Gewinnung der Zellen. Dazu wurde die Platte auf Eis gestellt, das alte Medium abge-
nommen, und die Zellen mit 1 ml 1x-PBS gewaschen. Jegliche PBS-Reste wurden ent-
fernt und jedes Well erhielt 500 pl Trizol, um die Zellen zu lysieren. Das Lysat wurde in
Tubes Uberfuhrt und bei -80 °C eingefroren.
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RNA-Isolierung

Zur RNA-Isolierung wurden die Proben fur ein schonendes Auftauen auf Eis gestellt und
anschliel3end mit je 100 pl Chloroform versetzt. Sie wurden mindestens 15 Sekunden auf
dem Vortexer durchmischt und bei 18 000 rcf und 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert. Nun
zeigte sich eine Schichtung der Probe in drei Phasen, von denen obere klare Phase die
RNA enthielt. Diese obere klare Phase wurde in ein neues Tube Uberfuhrt, ohne dabei die
Phasenubergange zu storen. Im Verhaltnis 1:1 wurde 100 %-iges Isopropanol in das neue
Tube dazugegeben und nach Invertierung bei Raumtemperatur eine Stunde lang inku-
biert, damit die RNA gefallt wurde. AnschlieRend wurden die Proben bei 18 000 rcf und 4
°C fur 15 Minuten zentrifugiert, wonach der Uberstand abgenommen wurde, ohne das
Pellet am Boden des Tubes zu entfernen. Es folgte eine zweifache Waschung mit je 1 ml
75 %-igem Ethanol und die Zentrifugierung der Proben bei 18 000 rcf und 4 °C fur 5 Mi-
nuten. Nachdem das letzte Mal der Uberstand sorgfaltig abgenommen wurde, trocknete
das Pellet 30 Minuten bei Raumtemperatur und offenem Deckel und wurde anschlief3end
in 15 yl destilliertem Wasser pro Probe gelost. Nach einer zehnminutigen Inkubation auf
dem Thermomixer bei 56 °C konnte die isolierte RNA-Menge der Proben am Nanodrop
gemessen werden. Diese Quantifizierung diente dazu, dass in der sich anschlie3fenden
Reversen Transkription und RT-PCR eine definierte Menge an Nukleinsaure umgesetzt

wurde.
Umschreibung in komplementare DNA

Um eine RT-PCR zu ermoglichen, muss die Nukleinsaure als DNA vorliegen, daher wird
vorher eine zur RNA komplementare DNA (cDNA) erstellt. Dies gelingt mittels einer Re-
versen Transkriptase, die RNA-abhangig DNA-Sequenzen erstellt. In den weiteren Schrit-
ten wird die RNA abgebaut und die DNA um einen weiteren Strang erganzt, sodass die
doppelstrangige DNA entsteht, die fur eine RT-PCR geeignet ist.

Fur die reverse Transkription wurden die Proben je mit so viel destilliertem Wasser ver-
dinnt, dass ein Volumen von 12 pl einen definierten RNA-Gehalt enthielt. Jeder Probe
wurden 8 ul des vorbereiteten RT-Mixes hinzugefugt und nach einer kurzen Zentrifugie-
rung der Proben konnte die Umschreibung im Cycler beginnen. Die fertigen cDNA wurden
bei -20 °C eingefroren.
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Quantitative RT-PCR

Die quantitative RT-PCR ist ein Verfahren zur Vervielfaltigung von DNA-Sequenzen sowie
ihrer Quantifizierung. Da die Menge der ermittelten DNA-Sequenzen der RNA entspricht,
die aus den PASMC isoliert wurde, konnen Ruckschlisse gezogen werden, wie stark ein
Gen fur die Bildung von mRNA und somit Proteinen abgelesen wurde. Dazu werden in
einem ersten Schritt die beiden Strange der cDNA unter Denaturierung bei 95 °C vonei-
nander getrennt. In der folgenden Hybridisierungs-Phase bei 60 °C zur Verlangerung la-
gert sich ein Primer, der auf eine Gensequenz spezialisiert ist, an die Strange. Wahrend
des dritten Schritts, der Elongation, vervollstandigt die Tag-Polymerase bei 72 °C den
Strang komplementar, dessen Anfang der Primer durch die Bindung an den cDNA-Strang
gemacht hat. Wahrend der RT-PCR werden die Schritte vielfach wiederholt, wobei sich in
jedem Zyklus die Menge der cDNA aus dem vorherigen Zyklus verdoppelt. Die Quantifi-
zierung der erstellten DNA ist mdglich, da die Tag-Primer, die verwendet werden, einen
Reporterfarbstoff enthalten. Dieser fluoresziert, wenn der Quencher am anderen Ende
des Primers durch die Polymerase abgebaut ist und die Fluoreszenz nicht weiter absor-
biert. Die mit jedem Zyklus zunehmende Intensitat der Fluoreszenz ist proportional zur
Amplikonmenge.

Zur Vorbereitung der RT-PCR wurden die cDNA-Proben entsprechend der cDNA-Menge
verdunnt, sodass sie eine Konzentration von 1 ng cDNA pro ul Probe erreichten. Die PCR-
Platte wurde auf einen bei -20 °C gekuhlten Aufsatz gesteckt, entsprechend des Pipet-
tierschemas mit 5 yl der verdiinnten Probe und 15 pl des PCR-Mixes gefullt und mit einer
Folie zugeklebt. Nach kurzer Zentrifugierung startete die RT-PCR in folgendem Ablauf:

Denaturierung 95 °C 10 Min einmalig
40 RT-PCR- Zyklen:

Denaturierung 95 °C 15 Sek
Hybridisierung 60 °C 60 Sek

Elongation 72 °C 1 Min, abschlie3end 7 Min
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2.2.7 Stimulation mit rekombinantem GRP78

Zur Differenzierung, inwiefern GRP78 im CM fur die gemessenen Effekte verantwortlich
ist, wurden die Versuche unter Stimulation mit rekombinantem GRP78 wiederholt. Die
Versuchsablaufe erfolgten fur die Messung der Zellvitalitat, ROS und Veranderung der
Genexpression wie in den Abschnitten 2.2.3 — 2.2.6 beschrieben. Dabei erhielt je eine
Zellpopulationen zur Kontrolle reines serumfreies Medium, die Stimulation mit rekombi-
nantem GRP78 erfolgte in ansteigenden Konzentrationen zu 10 ng/ml, 100 ng/ml sowie
1000 ng/ml in serumfreiem Medium. Alle Versuche mit rekombinantem GRP78 erfolgten
uber 24 h Inkubationszeit (37 °C, 5 % CO2) bei ansonsten identischen Versuchsablaufen
unter basalen sowie hypoxischen Bedingungen (s.u.).

2.2.8 Versuche unter hypoxischen Bedingungen

Zellen der Pulmonalarterien sind in der PAH chronischer Hypoxie ausgesetzt. Um diese
Umstande nachzustellen, wurden die Versuche mit CM sowie dem rekombinanten GRP78
zur Zellvitalitat, ROS-Produktion und Genexpression in einer Hypoxiekammer wiederholt.
Ab Beginn der Stimulation bis zum Zeitpunkt der Zellgewinnung bzw. Messung am
Microplate-Reader befanden sich die Zellen mit CM fur 48 h, die Zellen mit rekombinanten
GRP78 fiir 24 h unter den Bedingungen von 1 % O2, 5 % CO2, 94 % NH2, 100 % Luft-
feuchtigkeit sowie einer Temperatur von 37 °C. Diese Bedingungen mussten auch wah-
rend der weiteren Prozesse der Versuche nicht unterbrochen werden, da innerhalb der
Hypoxiekammer an den Zellen gearbeitet werden konnte. Die Versuchsablaufe entspra-
chen den jeweils beschriebenen Prinzipien der Abschnitte 2.2.3, 2.2.5, 2.2.6 sowie 2.2.7.

2.2.9 Statistische Analyse

Fur die statistische Auswertung wurden die Programme SPSS Version 25 und GraphPad
Prism (9.0.0) genutzt. Dazu wurden die Daten mit einem Student’s t-Test oder einem
Mann-Whitney-U-Test analysiert bzw. mit einem einfachen linearen Modell (ANOVA) oder
der Kruskal-Wallis-Test im Falle multipler Varianzberechnungen. Die Daten wurden als
Mittelwert £ Standardabweichung angegeben. Statistische Signifikanz galt fur p < 0,05 als
gegeben.
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3. Ergebnisse

3.1 Induktion und Sekretion von GRP78

Es wurde untersucht, wie sich die Induktion von ER-Stress in PASMC auf die Expression
und Sekretion von GRP78 auswirkt. PASMC wurden in einer Zeitreihe Uber 2, 4, 6, 12, 24
und 48 h mit Tunicamycin bzw. Thapsigargin stimuliert, sodass in den Zellen ER-Stress

erzeugt wurde.

Im Western Blot gelang der Nachweis, dass ER-Stress, verursacht durch Tunicamycin
und Thapsigargin, die Expression von GRP78 zeitabhangig steigert. Intrazellulares
GRP78 wurde kontinuierlich exprimiert und nahm nach 24 h deutlich in seiner Signalstarke
zu (vgl. Abb. 4 A und B). Auch im Kulturmedium war nach 48 h ein eindeutiges Signal des
extrazellularen GRP78 nachweisbar (vgl. Abb. 4 C und D). Da in keinem Kulturmedium (3-
Aktin, ein streng intrazellulares Protein, nachweisbar war (vgl. Abb. 4 C und D), kann das
extrazellulare GRP78 auf eine Freisetzung aus lebenden Zellen und nicht auf den Zerfall
abgestorbener Zellen zuruckgefuhrt werden.

Interessanterweise war unter einer zusatzlichen Behandlung mit BFA zum Tunicamycin
uber 48 h kein extrazellulares GRP78 nachweisbar, wahrend die intrazellulare Expression
dadurch nicht wesentlich verandert wurde (vgl. Abb. 4 A und C). Dies legt nahe, dass die
GRP78-Sekretion der PASMC unter Tunicamycin-Behandlung einem aktiven Mechanis-
mus unterliegt, denn BFA blockiert den Proteintransport Uber den Golgi-Apparat. Unter
Thapsigargin und BFA wurde die Ausschuttung von GRP78 nicht vollstandig verhindert
(vgl. Abb. 4 D).
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Abb. 4: Pulmonal-arterielle glatte Muskelzellen sezernieren GRP78 unter ER-Stress. Der
reprasentative Western Blot einer Zeitreihe zeigt A: intrazellulare Proteine in PASMC
nach Behandlung mit DMSO, Tunicamycin (Uber 2, 4, 6, 12, 24, 48 h, 5 ug/ml) sowie
Tunicamycin und BFA (48 h, je 5 pg/ml) bzw. B: mit DMSO, Thapsigargin (uber 2, 4, 6,
12, 24, 48 h, 0,1 uM) sowie Thapsigargin und BFA (48 h, 0,1 yM und 5 pg/ml) und C:
extrazellulare Proteine unter Behandlung Tunicamycin sowie Tunicamycin und BFA (Uber
48 h, je 5 pg/ml) bzw. D: Thapsigargin sowie Thapsigargin und BFA (uber 48 h, 0,1 uM
und 5 pg/ml). Inkubation mit Antikorpern gegen GRP78 oder [3-Aktin (intrazellulares
Housekeeping-Protein) (n = 3). BFA: Brefeldin A, DMSO: Dimethylsulfoxid, GRP78: Glu-
cose-Regulated Protein 78 kDa, PASMC: Pulmonal-arterielle Muskelzellen (modifiziert
nach Al Zaidi et al., 2022, S. 564)

3.2 Wirkung von konditioniertem Medium auf PASMC

Durch den Western Blot erfolgte der Nachweis, dass GRP78 bei ER-Stress intra- und
extrazellular erhoht ist und dass die Ausschuttung durch BFA teilweise gehemmt werden
kann. Diese Voraussetzung ermoglichte die Generierung von CM. GRP78-haltiges CM
wurde etabliert, indem PASMC 48 h DMSO (Kontrolle), Tunicamycin bzw. Thapsigargin
ausgesetzt worden waren und das Medium, in das die Zellen Proteine inkl. GRP78 sezer-
niert hatten, abgenommen wurde (TUN-CM bzw. TPG-CM). Weitere PASMC wurden uber
48 h zur Hemmung der Proteinsekretion zusatzlich zu Tunicamycin bzw. Thapsigargin mit
BFA behandelt (TUN-BFA-CM bzw. TPG-BFA-CM). In darauffolgenden Versuchen wur-
den Zellen mit diesen verschiedenen CM stimuliert, um die Effekte der sezernierten Pro-
teine, darunter GRP78, auf Zellvitalitat, Produktion von ROS sowie die Expression ver-

schiedener Gene aufzuzeigen (vgl. Abb. 3).
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3.2.1 Zellvitalitat und Proliferation

In der PAH kommt der ubermaRigen Proliferation der glatten Muskelzellen eine wichtige
Bedeutung zu (Thenappan et al., 2018). Mithilfe von alamarblue™ war die Messung der
Zellvitalitat der PASMC moglich, die mit CM behandelt worden waren.

Unter basalen Bedingungen fuhrte die CM-Behandlung naiver PASMC zu keinem wesent-
lichen Unterschied in ihrer Zellvitalitat (vgl. Abb. 5). Durch den Wachstumsfaktor PDGF
(30 ng/ml) wurde das Wachstum naiver PASMC uber 48 h stimuliert, ehe die 48-stindige
Behandlung mit CM folgte. Interessant ist, dass die Hyperproliferation unter TUN-CM sig-
nifikant geringer ausfiel als unter der Behandlung mit TUN-BFA-CM (Cntrl 1-fach vs. TUN
1,10-fach, TUN+BFA 1,262-fach, ANOVA p = 0,0008) (vgl. Abb. 6 A). Diese Auswirkung
zeigte sich auch unter TPG-CM und TPG-BFA-CM deutlich (Cntrl 1-fach vs. TPG 1,03-
fach vs. TPG+BFA 1,21-fach, ANOVA p = 0,0001) (vgl. Abb. 6 B).

Da chronische Hypoxie ein wichtiger Faktor in der PAH ist, wurden die Behandlung der
PASMC mit CM unter hypoxischen Bedingungen wiederholt (1 % O2, 5 % CO>), unter
denen kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen war (Abb. 7 A und B).

1.5+ — —
0 L v
3 |
) [ |
= ° | *
£ ® N vVyv
% | v Vv 9‘0
g A
E 0.5+
[
2
®
®
0.0" T T L] L}
Cntrl Tun Tun+BFA Tpg Tpg+BFA

Konditioniertes Medium

Abb. 5: Zellvitalitat der pulmonal-arteriellen glatten Muskelzellen unter konditioniertem
Medium. Nach einer Behandlung naiver PASMC mit CM uber 48 h wurde die Zellvitalitat
mit alamarblue™ gemessen (n = 10). BFA: Brefeldin A, CM: Konditioniertes Medium,
Cnitrl: Kontroll-CM, PASMC: Pulmonal-arterielle glatte Muskelzellen, TUN: Tunicamycin-
CM, TUN+BFA: Tunicamycin-Brefeldin A-CM, TPG: Thapsigargin-CM, TPG+BFA: Thap-
sigargin-Brefeldin-A-CM. Einfaches lineares Modell (ANOVA). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p
< 0,001, *™**p < 0,0001 (modifiziert nach Al Zaidi et al., 2022, S. 564)
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Abb. 6: Das konditionierte Medium moduliert die Zellvitalitat unter Hyperproliferation. Mithilfe
von alamarblue™ erfolgte die Messung der Zellvitalitat der PASMC, die zuerst 48 h mit dem
Wachstumsfaktor PDGF (30 ng/ml) zur Hyperproliferation stimuliert und anschlie3end 48 h
mit CM behandelt wurden. A: Behandlung mit TUN-CM bzw. TUN-BFA-CM (n = 7). B: Be-
handlung mit TPG-CM bzw. TPG-BFA-CM (n = 8). BFA: Brefeldin A, CM: Konditioniertes Me-
dium, Cntrl: Kontroll-CM, PASMC: Pulmonal-arterielle glatte Muskelzellen, PDGF: Platelet
Derived Growth Factor, TUN: Tunicamycin-CM, TUN+BFA: Tunicamycin-Brefeldin A-CM,
TPG: Thapsigargin-CM, TPG+BFA: Thapsigargin-Brefeldin-A-CM. Einfaches lineares Modell
(ANOVA). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 (modifiziert nach Al Zaidi et al.,
2022, S. 565)
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Abb. 7: Die Zellvitalitdt der PASMC unter konditioniertem Medium und Hypoxie. Die Ermitt-
lung der Zellvitalitat erfolgte mittels alamarblue™, nachdem naive PASMC mit CM fiir 48 h
unter hypoxischen Bedingungen (1 % Oz, 5 % COz) behandelt worden waren A: Behandlung
mit TUN-CM bzw. TUN-BFA-CM, B: Behandlung mit TPG-CM bzw. TPG-BFA-CM (je n = 10).
BFA: Brefeldin A, CM: Konditioniertes Medium, Cntrl: Kontroll-CM, PASMC: Pulmonal-arteri-
elle glatte Muskelzellen, TUN: Tunicamycin-CM, TUN+BFA: Tunicamycin-Brefeldin A-CM,
TPG: Thapsigargin-CM, TPG+BFA: Thapsigargin-Brefeldin-A-CM. Einfaches lineares Modell
(ANOVA). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 (modifiziert nach Al Zaidi et al.,
2022, Supplementary Figures)
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3.2.2 Oxidativer Stress

Unter zellularem Stress ist die Bildung von ROS wie H2O2 begunstigt, wie es auch in der
PAH geschieht (Xu et al., 2022). Mittels DCFDA konnte das Ausmal} des oxidativen Mili-
eus in CM-behandelten PASMC gemessen werden.

TUN-CM verringerte das Ausmal} oxidativen Stresses unter basalen Bedingungen signi-
fikant gegenuber der Kontrollgruppe (Cntrl 1,0-fach, TUN 0,61-fach, TUN+BFA 0,78-fach,
ANOVA p =0,029) (vgl. Abb. 8). Dieser Effekt zeigte sich ebenso unter zusatzlichem oxi-
dativem Stress, der durch die Exposition mit H202 Uber die letzte Stunde der Inkubation
erzeugt wurde (Cntrl 1,0-fach, TUN 0,71-fach, TUN+BFA 0,76-fach, ANOVA p = 0,039)
(vgl. Abb. 9 A). Die Bildung von ROS wurde durch TPG-CM und TPG-BFA-CM nicht we-
sentlich verandert (vgl. Abb. 8, Abb. 9 B).
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Abb. 8: Die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies wird durch konditioniertes Medium beein-
flusst. Mithilfe eines DCFDA-Assays wurde der relative Gehalt der ROS in PASMC ge-
messen, die zuvor 48 h unter CM inkubiert hatten (n = 16). BFA: Brefeldin A, CM: Kondi-
tioniertes Medium, Cntrl: Kontroll-CM, DCFDA: 2' 7'-Dichlorofluorescin, PASMC: Pulmo-
nal-arterielle glatte Muskelzellen, ROS: Reaktive Sauerstoffspezies, TUN: Tunicamycin-
CM, TUN+BFA: Tunicamycin-Brefeldin A-CM, TPG: Thapsigargin-CM, TPG+BFA: Thap-
sigargin-Brefeldin A-CM. Einfaches lineares Modell (ANOVA). *p < 0,05, **p < 0,01, ***p
< 0,001, ***p < 0,0001(modifiziert nach Al Zaidi et al., 2022, S. 566)
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Abb. 9: Der Einfluss konditionierten Mediums auf oxidativen Stress unter H202-Stimula-
tion. Der relative ROS-Gehalt wurde mit einem DCFDA-Assay nach Behandlung naiver
PASMC mit CM uber 48 h sowie 75 yM H20: Uber eine weitere 1 h gemessen. A: Unter
der Erzeugung oxidativen Stresses ist das Ausmal’ der ROS signifikant geringer, wenn
die PASMC mit TUN-CM behandelt wurden, im Vergleich zur Kontrollpopulation (n = 16).
B: Es konnte bei TPG-CM gegenuber TPG+BFA-CM kein signifikanter Unterschied nach-
gewiesen werden (n = 16). BFA: Brefeldin A, CM: Konditioniertes Medium, Cntrl: Kontroll-
CM, DCFDA: 2',7-Dichlorofluorescin, H2O2: Wasserstoffperoxid, PASMC: Pulmonal-arte-
rielle glatte Muskelzellen, ROS: Reaktive Sauerstoffspezies, TUN: Tunicamycin-CM,
TUN+BFA: Tunicamycin-Brefeldin A-CM, TPG: Thapsigargin-CM, TPG+BFA: Thapsigar-
gin-Brefeldin A-CM. Einfaches lineares Modell (ANOVA). *p < 0,05, **p < 0,01, *™p <
0,001, ***p < 0,0001 (modifiziert nach Al Zaidi et al., 2022, S. 566)

3.2.3 Genexpression

Im folgenden Versuch wurde analysiert, wie die Behandlung mit CM Uber 48 h die Expres-
sion verschiedener Entzindungsmediatoren und ER-Stress-Marker in den PASMC beein-
flusst. In einer PCR wurde die mRNA-Expression der Zielelemente mittels einer 2-24CT-
Methode quantifiziert.

Das Expressionsniveau von GRP78 wurde unter der Behandlung mit TUN-BFA-CM er-
heblich mehr gesteigert als in Zellen der TUN-CM- und Kontrollgruppe (Cntrl 1,0-fach,
TUN 6,5-fach, TUN+BFA 26-fach, p = 0,007) (vgl. Abb. 10 A). Dies spiegelte sich in den
Zellen unter TPG-CM- und TPG-BFA-CM-Inkubation wider (Cntrl 1,0-fach, TPG 17,1-
fach, TPG+BFA 27,7-fach, p <0,0001) (vgl. Abb. 10 B). Im Expressionsniveau der mRNA
von CHOP war kein signifikanter Unterschied festzustellen (vgl. Abb. 10 C und D).
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Abb. 10: Konditioniertes Medium, das von Zellen unter ER-Stress stammt, reguliert die
Genexpression in Zielzellen unterschiedlich. A: Die GRP78-Expression wurde unter der
48 h-Behandlung mit TUN-CM bzw. TUN-BFA-CM (n = 5) und B: TPG-CM bzw.- TPG-
BFA-CM (n = 3) signifikant beeinflusst. C-D: Der Unterschied der Expressionsniveaus der
CHOP-mRNA fiel nach Behandlung der PASMC mit CM Uber 48 h nicht signifikant aus (n
= 5). Die Messungen erfolgten in einer RT-PCR mit Quantifizierung durch die 2-22CT-Me-
thode. BFA: Brefeldin A, CHOP: Homologes C/EBP-Protein, CM: Konditioniertes Medium,
Cnitrl: Kontroll-CM, GRP78: Glucose-Regulated Proteine 74kDa, mRNA: Messanger RNA,
PASMC: Pulmonal-arterielle glatte Muskelzellen, RT-PCR: Real-Time Polymerase Ket-
tenreaktion, TUN: Tunicamycin-CM, TUN+BFA: Tunicamycin-Brefeldin A-CM, TPG:
Thapsigargin-CM, TPG+BFA: Thapsigargin-Brefeldin A-CM. Einfaches lineares Modell
(ANOVA). *p < 0,05, **p < 0,01, **p < 0,001, *™**p < 0,0001 (modifiziert nachAl Zaidi et

al., 2022, S. 567 und Supplementary Figures)
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Bei PAH- Patienten*innen werden zahlreiche Entzindungsmediatoren wie NFkB und IL-
6 verstarkt aktiviert und produziert und stehen mit dem klinischen Erscheinungsbild der
Patienten*innen in Verbindung (Hu et al., 2020). Die Expressionsrate von NFKB-mRNA
stieg nur in Zellen unter TUN-BFA-CM signifikant (Cntrl 1,0-fach, TUN 0,49-fach,
TUN+BFA 4,55-fach ANOVA p = 0,016), wohingegen die Behandlung mit TUN-CM die
Rate verringerte, wenn auch nicht signifikant (vgl. Abb. 11 A). Interessanterweise verhielt
sich die Expression des Interleukins IL-6 gegenlaufig. Unter TUN-CM fiel die Expression
signifikant hoher aus als in der Kontrollgruppe, wahrend die Behandlung mit TUN-BFA-
CM die mRNA-Expression von IL-6 nur gering steigerte (Cntrl 1,0-fach, TUN 3,5-fach,
TUN+BFA 1,2-fach, ANOVA p = 0,005) (vgl. Abb. 11 C). Die Behandlung mit TPG-CM
und TPG-BFA-CM erbrachte keinen signifikanten Unterschied auf die NFkB- und IL-6-
Expression (vgl. Abb. 11 B und D).
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Abb. 11: Modulation der Genexpression unter Behandlung mit konditioniertem Medium.
Wahrend die NFkB-Expression unter Behandlung uber 48 h mit A: TUN-CM bzw. TUN-
BFA-CM signifikant moduliert wurde, war dies unter B: TPG-CM und TPG-BFA-CM nicht
zu beobachten (je n = 5). Der Unterschied der IL-6-Expression fiel unter 48 h-Behandlung
mit C: TUN-CM und TUN-BFA-CM signifikant aus, demgegenuber beeinflusste die Be-
handlung mit D: TPG-CM und TPG-BFA-CM die IL-6-Expression nicht signifikant (je n =
5). Die Messungen erfolgten in einer RT-PCR mit Quantifizierung durch die 2-*2¢T-Me-
thode. BFA: Brefeldin A, CHOP: Homologes C/EBP-Protein, CM: Konditioniertes Medium,
Cntrl: Kontroll-CM, IL-6: Interleukin 6, mRNA: Messanger RNA, NFkB: Nuclear Factor
‘kappa-light-chain-enhancer’of activated B-cells, PASMC: Pulmonal-arterielle glatte Mus-
kelzellen, RT-PCR: Real-Time Polymerase Kettenreaktion, TUN: Tunicamycin-CM,
TUN+BFA: Tunicamycin-Brefeldin A-CM, TPG: Thapsigargin-CM, TPG+BFA: Thapsigar-
gin-Brefeldin A-CM. Einfaches lineares Modell (ANOVA). *p < 0.05, **p < 0.01, *™p <
0.001, *™**p < 0.0001(modifiziert nach Al Zaidi et al., 2022, S 567 und Supplementary

Figures)
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3.3 Wirkungen von rekombinantem GRP78

Um zu spezifizieren, ob die Ergebnisse, die unter CM gemessen wurden, auf GRP78 zu-
ruckfuhrbar sind, wurden Zellen fur 24 h mit rekombinantem GRP78 in steigenden Kon-

zentrationen inkubiert und im Anschluss auf die gleichen Aspekte wie zuvor untersucht.

Die Stimulation mit rekombinantem GRP78 fiihrte zu keiner signifikanten Anderung der
Zellvitalitat, weder unter Standardbedingungen noch unter Hyperproliferation oder Hypo-
xie (Cntrl 1,0-fach, 10 ng/ml rekombinantes GRP78 1,06-fach, 100 ng/ml rekombinantes
GRP78 1,04-fach, 1000 ng/ml rekombinantes GRP78 1,02-fach, ANOVA p = 0,36) (vgl.
Abb. 12).

Allerdings bewirkte rekombinantes GRP78 konzentrationsabhangig eine Veranderung der
MRNA-Expression verschiedener Zielgene. So stieg unter niedriger Dosierung des re-
kombinanten GRP78 (10 ng/ml) sowohl das Expressionsniveau von GRP78 selbst (Cntrl
1,0-fach, 10 ng/ml rekombinantes GRP78 1,52-fach, 100 ng/ml rekombinantes GRP78
1,25-fach, 1000 ng/ml rekombinantes GRP78 0,39-fach, ANOVA p = 0,048) als auch das
von NFkB (Cntrl 1,0-fach, 10 ng/ml rekombinantes GRP78 3,37-fach, 100 ng/ml rekombi-
nantes GRP78 1,50-fach, 1000 ng/ml rekombinantes GRP78 0,96-fach, ANOVA p =
0,064) und HIFa (Cntrl 1,0-fach, 10 ng/ml rekombinantes GRP78 1,61-fach, 100 ng/ml
rekombinantes GRP78 1,58-fach, 1000 ng/ml rekombinantes GRP78 0,88-fach, ANOVA
p = 0,058) deutlich an. Wurde die Konzentration des rekombinanten GRP78 erhoht, sank
die Expressionsrate obengenannter Gene erneut und lag sogar unter dem Expressions-

niveau der Kontrollbedingung (vgl. Abb. 13 A-C).
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Abb. 12: Der Einfluss von rekombinantem GRP78 auf die Zellvitalitat. Die Behandlung
von PASMC mit rekombinantem GRP78 Uber 24h hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die Zellvitalitat, gemessen mit alamarblue™ unter A: basalen Bedingungen (n = 9). B:
nach vorheriger Stimulation mit PDGF Uber 48 h (n = 6). C: bzw. unter hypoxischen Be-
dingungen (1 % Oz, 5 % COz) (n = 7). Cntrl: Kontrolle, GRP78: Glucose-regulated protein
74 kDa, PDGF: Platelet Derived Growth Factor. Einfaches lineares Modell (ANOVA). *p <
0.05, **p < 0.01, **p < 0.001, ****p < 0.0001(modifiziert nach Al Zaidi et al., 2022, S 568
und Supplementary Figures)
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Abb. 13: Rekombinantes GRP78 verringert die Expression von ER-Stress-, Entzun-
dungs- und Hypoxiemarkern dosisabhangig. Unter Behandlung der PASMC mit rekombi-
nantem GRP78 uber 24 h verringerte signifikant die Expression der A: GRP78-mRNA, B:
NFkB-mRNA sowie C: HIFa-mRNA (je n = 3). Die Messungen erfolgten in einer RT-PCR
mit Quantifizierung durch die 2-22€T-Methode. Cntrl: Kontrolle, GRP78: Glucose-regulated
protein 74 kDa, HIFa: Hypoxie-Induzierter Faktor alpha, NFkB: Nuclear Factor ‘kappa-
light-chain-enhancer’of activated B-cells, RT-PCR: Real-Time Polymerase Kettenreak-
tion. Einfaches lineares Modell (ANOVA). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ***p <
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4. Diskussion

Die PAH ist eine folgenschwere Erkrankung mit begrenzten therapeutischen Moglichkei-
ten, sodass die ldentifikation und Charakterisierung neuartiger Zielstrukturen vonnoten
sind. Die vorliegende Arbeit konnte darlegen, dass GRP78 von pulmonalen GefalRmus-
kelzellen unter ER-Stress ausgeschuttet wird. Extrazellulares GRP78 verringerte Hyper-
proliferation und oxidativen Stress der Zellen und modulierte die Expression bedeutender
Inflammations- und ER-Stress-Marker.

Diese Studie legt dar, dass GRP78 von PASMC unter ER-Stress aktiv sezerniert wird, der
mittels Tunicamycin und Thapsigargin ausgelost wurde. In anderen Studien wurde dies in
ahnlicher Weise beobachtet. Blackwood et al. (2020) wiesen an Kardiomyozyten eine
Thapsigargin-induzierte Sekretion von GRP78 nach, die sich positiv auf das Uberleben
der Zellen auswirkte. Dabei konnten sie die Sekretion von GRP78 durch Thapsigargin auf
einen ER-abhangigen Mechanismus zuruckfuhren. In einer anderen Studie wurde festge-
stellt, dass humane Gefalimuskelzellen extrazellulare Vesikel nutzen, um GRP78 unter
ER-Stress auszuschutten. Dabei erzeugten Zellen atherosklerotischer Gefaldabschnitte
erhohte Mengen GRP78-haltiger extrazellularer Vesikel (Furmanik et al., 2021).

Obwohl sowohl Tunicamycin als auch Thapsigargin ER-Stress verursachen, wirkten sie
sich in unserer Studie unterschiedlich auf die Sekretion von GRP78 aus. Unter Tuni-
camycin konnte die Ausschuttung vollstandig durch BFA unterdrickt werden, wahrend
sich die GRP78-Sekretion unter Inkubation mit Thapsigargin und BFA nicht vollstandig
hemmen lieR. Die beiden Substanzen |0sen ER-Stress auf verschiedene Weisen aus.
Tunicamycin hemmt die N-Glykosylierung bei der Proteinsynthese im ER, Thapsigargin
hingegen greift Uber Inhibition der Sarco-Endoplasmatischen Calcium-ATPase (SERCA)
in die Kalziumhomoostase ein (Doan et al., 2015; Lee, 2005). Bei Blackwood et al. (2020)
kam es unter Tunicamycin nicht zur GRP78-Sekretion und die Autoren zeigten, dass in
den kardialen Zellen die Thapsigargin-induzierte Sekretion von GRP78 kalziumabhangig
geschah. Dagegen verursachten bei Furmanik et al. (2021) Tunicamycin und Thapsigar-
gin vergleichbare GRP78-Ausschuttungen aus den GefalRmuskelzellen. In Verbindung mit
unseren Ergebnissen deutet dies darauf hin, dass die Sekretionsmechanismen von
GRP78 unter ER-Stress zelltyp- und substanzspezifisch sind.
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Die Funktionsstorung der pulmonalen Gefalzellen ist ein wichtiges Element in der Patho-
genese der Erkrankung. Sie zeichnen sich in der PAH durch Hyperproliferation und
Apoptoseresistenz aus. Diese Prozesse werden von oxidativem Stress und perivaskularer
Entzindung aufrechterhalten und vorangetrieben (Xiao et al., 2020). Die Ergebnisse die-
ser Studie legen dar, dass GRP78 diese Komponenten der PAH-Pathogenese beein-

flusst.

Die Zellvitalitat der PASMC wurde unter basalen Bedingungen durch die Inkubation mit
CM nicht wesentlich verandert, jedoch beschrankte GRP78-haltiges CM eine durch den
Wachstumsfaktor PDGF induzierte Hyperproliferation. Es ist bekannt, dass PDGF in der
PAH Muskularisierung und Kontraktion der pulmonalen Gefalle begunstigt (Rieg et al.,
2019). In frGheren Untersuchungen von Lungen transplantierter PAH- Patienten*innen
wurde eine erhohte PDGF-Konzentration in den Gefalien gemessen und die entsprechen-
den PDGF-Rezeptoren waren mehrheitlich auf PASMC lokalisiert. Die erhdhten Werte
des Wachstumsfaktors und seines Rezeptors gingen mit einer gesteigerten Proliferation
und Migration der Muskelzellen einher (Perros et al., 2008). Eine weitere Studie wies
nach, dass Imatinib, ein Tyrosin-Kinase-Inhibitor, humane Pulmonalgefalie relaxiert. Ima-
tinib hemmt den PDGF-Rezeptor und wirkte zum einen direkt relaxierend auf kontraktile
Gefalde und konnte zum anderen durch eine Reduktion von PDGF die Kontraktion ver-
mindern (Rieg et al., 2019). Noch ist unklar, ob GRP78 uber eine Interaktion mit dem
PDGF-Rezeptor dampfend auf die Hyperproliferation der PASMC wirkt. Zudem bleibt in-
teressant, ob GRP78 in vivo ebenso die Kontraktion, die PDGF verursachen kann, mindert
und so sowohl anti-proliferativ als auch relaxierend auf pulmonale Muskelzellen wirken
kann. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafur, dass es die krankheitsfordernden Um-
stande bendtigt, damit GRP78 anti-proliferativ wirkt. Dies ist wichtig, um eine Toxizitat fur

andere Zellen, z.B. glatte Muskelzellen anderer Gefalie, auszuschlie3en.

Hypoxie und Entzindung sind begunstigend fur die Entstehung und Aufrechterhaltung
von oxidativem Stress, der die Zellhomoostase stort und ER-Stress fordert (Siques et al.,
2021; Zhang et al., 2023). GRP78-haltiges Medium verringerte das Ausmal} des oxidati-
ven Stresses, sogar unter Hinzugabe zusatzlicher ROS in Form von H20». Die Autoren Bi
et al. (2018) befurworten, dass GRP78 die Zellfunktion durch Verringerung von oxidativem
Stress erhalt und Zellschaden vorbeugt. In ihrer Studie senkte GRP78 die Apoptoserate
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und die ROS-Toxizitat in Kardiomyozyten, die von Ischamie betroffen waren, und vermin-
derte bei Mausen Ischamie-Schaden am Herzen (Bi et al., 2018). Aufgrund der kardialen
Belastung in der PAH ist die kardioprotekive Wirkung von GRP78 auch fur diese Erkran-

kung relevant.

Die perivaskulare Entzindung fordert die Entstehung und Progression der PAH und er-
hohte pro-inflammatorische Zytokinspiegel stehen mit der Mortalitat der Patienten*innen
in Verbindung (Cracowski et al., 2014; Huertas et al., 2020). Die hier vorliegenden Ergeb-
nisse zeigen, dass GRP78 die Expression einiger Entzindungs- und ER-Stress-Marker
signifikant moduliert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass GRP78 die Expression von NFkB zu reduzie-
ren vermag. Unter Inkubation mit GRP78-freiem CM war die Expression von NFkB signi-
fikant starker als unter Einfluss von GRP78. Ebenso sank die Konzentration von NFkB-
MRNA zunehmend mit steigender Dosierung von rekombinantem GRP78. NFkB initiiert
als Entzindungsmediator die Bildung vieler pro-inflammatorischer Zytokine und stof3t Ent-
zundungskaskaden an, bekanntermallen auch in der PAH (Hosokawa et al., 2013). In
Untersuchungen konnte die Progression einer PAH bei Ratten durch einen NFkB-Inhibitor
aufgehalten werden. Die Studie zeigte, dass NFkB in entscheidende Wege involviert ist,
die die Proliferation der PASMC und Muskularisierung der Lungenarteriolen fordern. Dar-
uber hinaus wirkte sich die NFkB-Inhibition hamodynamisch positiv aus, denn der Anstieg
des rechtsventrikularen Drucks konnte verhindert werden (Hosokawa et al., 2013). Zaiss
et al. (2019) beobachteten unter der Gabe von exogenem GRP78 in einem Tiermodell zur
rheumatoiden Arthritis einen Ruckgang der Entzindung sowie eine reduzierte Auspra-
gung der Erkrankung. Sie konnten die entzindungshemmende Wirkung von GRP78 unter
anderem auf die Verminderung von NFkB und seiner Aktivitat zurtickfuhren (Zaiss et al.,
2019). Daher ist die Suppression von NFkB durch GRP78 vielversprechend fur therapeu-
tische Ansatze.

Interessanterweise verhielt sich die Expressionsrate von IL-6 unter GRP78-Einfluss ge-
genteilig. GRP78-haltiges CM steigerte die mRNA-Expression von IL-6 ebenso wie die
Behandlung mit rekombinantem GRP78. In der Literatur besteht keine Einigkeit Uber die
Rolle von IL-6 in der PAH. Eine Studie weist darauf hin, dass PASMC erheblich zur IL-6-
Sekretion beitragen, denn die Gen- und Proteinexpression von IL-6 war in
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Untersuchungen in PASMC signifikant hoher als in den pulmonal-arteriellen Endothelzel-
len, die Patienten*innen mit idiopathischer PAH entnommen worden waren (Simpson et
al., 2020). Daruber hinaus sahen die Autoren gesteigerte IL-6-Spiegel mit einer erhohten
Mortalitat der Patienten*innen assoziiert und stimmen damit mit Erkenntnissen fruherer
Studien Uberein (Simpson et al., 2020; Soon et al., 2010). In einer anderen Studie dage-
gen konnte keine signifikante Assoziation zwischen erhohtem IL-6 und der Mortalitat ver-
zeichnet werden (Cracowski et al., 2014). Daher bleibt die prognostische Aussagekraft

der GRP78-induzierten IL-6-Erhohung weiter zu untersuchen.

Die Expression von GRP78 selbst sank unter Inkubation mit GRP78-haltigem CM wie
auch unter rekombinantem GRP78, dabei korrelierte die Abnahme des GRP78-mRNA-
Gehalts mit der steigenden Konzentration des rekombinanten GRP78. Moglicherweise ist
dies Ausdruck einer intrazellularen Verminderung der UPR-Aktivitat, die fur eine protek-
tive Wirkung des exogenes GRP78 auf die Zelle spricht. Uber welche Mechanismen exo-
genes GRP78 diese Expression beeinflusst, ist derzeit jedoch noch unklar. Die Expres-
sion des ER-Stress-Markers CHOP wurde unter GRP78-Behandlung nicht supprimiert,
was auf die vielfaltigen Mechanismen der UPR zurlckfuhrbar ist. Untersuchungen zeig-
ten, dass chemische Chaperone die Proliferation von PASMC vermindern, indem sie die
Expression von UPR-Markern unterdricken (Pan et al., 2020). In einem Tiermodell von
Dromparis et al. (2013) schutzte der Einsatz chemischer Chaperone unter hypoxischen
Bedingungen vor einer PAH. Die Autoren fuhrten dies auf eine Normalisierung der
PASMC-Proliferation zurtck, die mit einer ATF6-Inaktivierung und dem Ruckgang der
GRP78-Expression einherging. In Zusammenschau legen die Ergebnisse unserer Studie
nahe, dass die ER-Funktionalitat eine maligebliche Rolle in der PAH spielt. Da GRP78
als Chaperon die Bewaltigung von ER-Stress fordert, konnte es uber eine Normalisierung

der Zellfunktion zur Minderung der PAH beitragen.

Nicht alle Ergebnisse, die durch CM erzielt wurden, konnten durch rekombinantes GRP78
reproduziert werden. Die Behandlung nativer Zellen mit GRP78-haltigem CM verbesserte
die Zellvitalitat und verminderte oxidativen Stress, was von rekombinantem GRP78 grof3-
tenteils unbeeinflusst blieb, wahrend die mRNA-Expressionen in gleichem Sinne modu-
liert wurden. Es ist moglich, dass sezerniertes GRP78 im CM in Zusammenspiel mit an-
deren Faktoren steht, die seine Wirkung beeinflussen. Es ist bekannt, dass
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Gefallimuskelzellen unter ER-Stress GRP78 Uber extrazellulare Vesikel in Kombination
mit weiteren ER-residenten Proteinen ausschutten (Furmanik et al., 2021). Auch Black-
wood et al. (2020) ziehen in Betracht, dass sezerniertes GRP78 als Multiproteinkomplex
oder durch post-translatorische Modifikationen vitalitatsfordernd wirkt, was den Unter-
schied zum rekombinanten GRP78 erklaren kann. Zudem kann der Unterschied in ver-
schiedenen Wirkebenen begrundet sein. GRP78-haltiges CM wirkte erst nach vorheriger
Stimulation zur Hyperproliferation wachstumshemmend. Es scheint den Einfluss von Fak-
toren wie PDGF und seines Rezeptors fur die Wirkung von extrazellularem GRP78 zu
bendtigen. Dagegen ist die mMRNA-Expression ein Prozess, der intrazellular lokalisiert ist
und unter ER-Stress durch die UPR reguliert wird. Dabei spielt auch GRP78 eine ent-
scheidende Rolle in dieser Regulation, indem es die UPR-Effektorproteine unter ER-
Stress freigibt (Zhang et al., 2019). Mdglicherweise moduliert exogenes GRP78 die Gen-
expression ohne unmittelbaren Einfluss anderer Faktoren und daher unabhangig davon,
ob es aus CM stammte oder als rekombinantes GRP78 hinzugegeben wurde.

Daruber hinaus hatten die unterschiedlichen Behandlungen der Zellen Einfluss darauf,
wie ihre CM auf native Zielzellen wirken. In der Zellvitalitat unterschieden sich die Effekte
von Tunicamycin-induziertem und Thapsigargin-induziertem CM kaum, wohingegen sie
sich bezuglich des oxidativen Stresses und der mRNA-Expression deutliche Unterschiede
zeigten. Untersuchungen zeigten, dass beide Substanzen die Transkription unterschied-
licher Zielgene induzieren (Schmitz et al., 2018). Es ist bekannt, dass Thapsigargin unter
anderem pro-inflammatorische Zielgene wie NFkB, IL-6 sowie pro-apoptotische Tran-
skriptionsfaktoren reguliert. Zwar beeinflusst Tunicamycin diese Faktoren ebenfalls, doch
daruber hinaus steigert es auch die Genexpression von Faktoren zur ER-Stress-Bewalti-
gung und reduziert proliferationsfordernde Enzyme. Dies geschieht Uber die einzelnen
UPR-Effektorproteine unabhangig voneinander (Schmitz et al., 2018). Die Gesamtheit der
induzierten Faktoren, die sich unter Tunicamycin und Thapsigargin unterschiedlich zu-
sammensetzen, ist eine mogliche Erklarung fur die Wirkdifferenzen der CM auf die Ziel-

zellen.

In einer kirzlichen Veroffentlichung wurde eine Korrelation zwischen zirkulierendem
GRP78 im Blut von PAH- Patienten*innen mit ihrer Prognose festgestellt. Patienten*innen
mit  hohen zirkulierenden = GRP78-Konzentrationen wiesen eine niedrigere
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Risikokonstellation auf (Al Zaidi et al., 2022). Gleiches zeigte sich bei Patienten*innen mit
Lungenerkrankungen, bei denen ein erhdohter GRP78-Spiegel ebenfalls mit einer niedri-
geren Risikokonstellation einherging (Al Zaidi et al., 2023). Anhand der Ergebnisse einer
weiteren Studie konnten fur Patienten*innen, die einen Katheter-gestutzten Aortenklap-
penersatz erhielten, hohe GRP78-Spiegel mit einem besseren Outcome in Verbindung
gebracht werden (Aksoy et al., 2021). Zusammen mit unserem Nachweis der aktiven Sek-
retion aus PASMC stellt GRP78 einen potenziellen Marker in der PAH-Diagnostik dar.
GRP78 wird auch von anderen Autoren zur Abschatzung des kardiovaskularen Risikos
vorgeschlagen, da bei metabolischen Erkrankungen, die mit chronischer Inflammation
einhergehen, ebenfalls erhohte GRP78-Spiegel bestimmt wurden (Girona et al., 2019).

Daruber hinaus bietet GRP78 eine Moglichkeit, therapeutisch in die dysfunktionalen Ge-
schehen einzugreifen, die die PAH kennzeichnen. Verschiedene Studien liefern Erkennt-
nisse, wie sich die Beeinflussung der Komponenten der Pathogenese auswirkt. In Tier-
modellen zur PAH wurden chemische Chaperone eingesetzt, die wie GRP78 die Protein-
faltung verbessern und ER-Stress bewaltigen. Durch Normalisierung der Zellfunktion
wurde die Proliferation von PASMCs vermindert und ihre Apoptose induziert (Dromparis
et al., 2013; Wu et al., 2019), sodass in der Folge die pulmonal-vaskulare Muskularisie-
rung, der PAP, sowie der PVR abnahmen. Des Weiteren zeigte sich eine kardio-protek-
tive Wirkung durch die chemischen Chaperone, denn die rechtsventrikulare Hypertrophie
wurde aufgehalten, ohne die Hamodynamik der Tiere wesentlich zu beeintrachtigen
(Dromparis et al., 2013). Die kardio-protektive Wirkung von GRP78 spiegelt sich in weite-
ren Ergebnissen wider, da es im Tiermodell Uber eine antioxidative Wirkung Schaden ei-
ner Ischamie milderte (Bi et al., 2018). Zusammen mit dieser Studie legen die bisherigen
Erkenntnisse nahe, dass GRP78 die wesentlichen Komponenten der PAH-Pathogenese,
das vaskulare Remodelling, das Entzindungsgeschehen und die Rechtsherzinsuffizienz,

positiv beeinflussen konnte.

Fir den Einsatz von GRP78 als Therapeutikum ist eine effektive Wirkung ebenso wichtig
wie eine geringe Toxizitat fur andere Zellen. In einer Phase I/lIA-Studie von Kirkham et al.
(2016) bei Patienten*innen mit rheumatoider Arthritis erwies sich GRP78 als vertraglich
und sicher. Die Gabe blieb ohne schwerwiegende Arzneimittelreaktion oder systemische

Nebenwirkungen, zudem konnte unter der Therapie dosisabhangig bei einigen
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Patienten*innen eine vorrubergehende Remission der rheumatoiden Arthritis erreicht wer-
den (Kirkham et al., 2016).

Zu den Limitationen der vorliegenden Arbeit gehort, dass lediglich ein Zelltyp untersucht
wurde und daruber hinaus keine Daten aus Tiermodellen vorliegen, die eine bessere
Ubertragbarkeit auf den Menschen gewahrleistet wiirden. AuRerdem bleibt nach dieser
Studie weiter ungeklart, welche Sekretionsmechanismen der GRP78-Ausschuttung unter
ER-Stress genau zugrunde liegen. Es stellt sich weiterhin die Frage, inwiefern die GRP78-
Spiegel bei PAH- Patienten*innen mit den Zytokinspiegeln sowie ihrer Risikokonstellation

in Zusammenhang stehen.

Diese Arbeit verdeutlicht einen protektiven Einfluss von sezerniertem GRP78 auf die we-
sentlichen Merkmale der PAH, indem es Hyperproliferation, oxidativen Stress wie auch
die Expression von Entzindungsmarkern moduliert. In Zukunft werden weitere Studien
bendtigt, um die Wirkmechanismen von GRP78 praziser zu identifizieren und einen mog-
lichen Einsatz von GRP78 als Biomarker in der PAH zu ermitteln.
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5. Zusammenfassung

Die pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH) ist eine schwere Lungengefal3erkrankung, die
durch einen erhohten Druck in den Pulmonalarterien gekennzeichnet ist. Die PAH mani-
festiert sich durch Dyspnoe, Leistungsminderung und kann bis hin zu Rechtsherzversa-
gen fuhren. Ein wesentliches Merkmal ist das vaskulare Remodelling, das zellulare Dys-
funktion und perivaskulare Entzindung umfasst und proliferative Veranderungen der Pul-
monalarterien verursacht. In den Gefalzellen fuhren Stérungen im endoplasmatischen
Retikulum (ER) zu ER-Stress, der diese Prozesse begunstigt. Als ER-Chaperon spielt das
Glucose-regulated protein 78 kDa (GRP78) eine zentrale Rolle in der Bewaltigung von
ER-Stress und hat sich in entzindlichen Erkrankungen von Bedeutung erwiesen.

Ziel dieser Arbeit war es, im in vitro-Modell die Bedeutung von GRP78 in der PAH zu
ermitteln. Dazu wurde in pulmonal-arteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) ER-Stress
verursacht, sodass die zeitabhangige Sekretion von GRP78 ins Zellmedium durch einen
Western Blot nachgewiesen werden konnte. Darauf aufbauend wurde konditioniertes Me-
dium (CM) von ER-gestressten Zellen zur Inkubation naiver PASMC genutzt und im An-
schluss die Zellvitalitat, oxidativer Stress und Genexpression ausgewahlter Entziindungs-
und ER-Stress-Marker in den Zielzellen analysiert.

CM von PASMC unter ER-Stress reduzierte hyperproliferatives Wachstum und oxidativen
Stress der Zielzellen signifikant. Weiterhin modulierte es die Genexpression wichtiger Ent-
zundungs- und ER-Stress-Marker. Wenn die GRP78-Sekretion in das CM zuvor gehemmt
worden war, waren diese Effekte nicht zu beobachten. Zusatzlich wurde die direkte Wir-
kung von rekombinantem GRP78 auf die PASMC bestimmt und ein konzentrationsabhan-

giger Effekt auf die Genexpression von Entzindungsmarkern festgestellt.

Diese Erkenntnisse steht im Einklang mit anderen Studien, die eine protektive Wirkung
von exogenem GRP78 auf die mit den Erkrankungen einhergehenden Entziindungsreak-
tionen gezeigt haben. Zudem korrelierte in kardiopulmonalen Erkrankungen ein erhohter

GRP78-Plasmaspiegel mit einer glnstigeren Risikokonstellation der Patient*innen.

Zukunftig werden weitere Studien bendtigt, um die Wirkmechanismen von GRP78 prazi-
ser zu identifizieren und einen moglichen Einsatz von GRP78 als Biomarker in der PAH

ZU ermitteln.
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