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1 Einleitung

1.1 Pulmonale Hypertonie

1.1.1 Definition und Klassifikation

Die pulmonale Hypertonie (PH) umfasst eine grole Gruppe an Lungenerkrankungen,
welche durch einen chronisch erhohten GefaBwiderstand charakterisiert sind.
Entscheidend ist der pulmonal-arterielle Mitteldruck (mPAP, mean pulmonary arterial
pressure), welcher den mittleren Blutdruck in der Arteria pulmonalis beschreibt (Herold
2020). Der Normwert liegt bei 14 mmHg = 3 mmHg und kann mittels eines
Pulmonaliskatheters, der in den Stamm der Arteriae pulmonales eingefiihrt wird,
gemessen werden (Herold 2020; Hoeper et al. 2010; Kovacs et al. 2009; Opitz 2017). Der
obere physiologische Grenzwert wird bei 20 mmHg in Ruhe festgesetzt (Kovacs et al.
2009). Bei der PH ist der mPAP definitionsgemiB3 > 20 mmHg (Humbert et al. 2023).
Beim 6. World Symposium on Pulmonary Hypertension 2018 wurde bereits beschrieben,
dass bereits ein mPAP > 20 mmHg mit einer erhéhten Morbiditit und Mortalitdt
einhergeht. Infolgedessen wurde die Empfehlung ausgesprochen, den Grenzwert des
mPAP anzupassen, was in der neusten Leitline durchgefiihrt wurde (Gali¢ et al. 2019;

Humbert et al. 2023).

Eine klinische Einteilung der PH erfolgt bei Patienten und Patientinnen himodynamisch
anhand des pathophysiologischen Hintergrunds in die pra- und postkapillire PH (Galie et
al. 2016; Hoeper et al. 2010). Diese beschreibt, ob sich die kausale Erhéhung des
pulmonalen vaskuldren Widerstandes (PVR, pulmonary vascular resistence) vor oder
hinter dem Kapillarbett der Lunge befindet. Zur Unterscheidung wird ebenfalls per
Rechtsherzkatheter der sog. pulmonalkapillire Wedge-Druck (PCWP, pulmonary
capillary wedge pressure) ermittelt (Galie et al. 2016; Herold 2020). Dabei handelt es
sich definitionsgeméf bei einem PCWP < 15 mmHg um eine prakapilldre PH, wéhrend
ein PCWP > 15 mmHg postkapillédr bedingt ist (Gali¢ et al. 2016; Hoeper 2009; Hoeper
et al. 2010; Opitz 2017).

Zur Identifizierung von Mischformen aus prd- und postkapillirer PH sowie einer
genaueren Untergliederung der prékapilliren PH werden genauer Untersuchungen
benotigt. Hierzu wird unter anderem auch der PVR bestimmt (Gali¢ et al. 2019; Opitz
2017; Sommer et al. 2017). Der PVR ist definiert als GefaBwiderstand im gesamten

Lungenkreislauf, beginnend in den Pulmonalarterien bis zu den Pulmonalvenen und wird



in Wood-Einheiten (Wood Units, WU; 1 WU entspricht 80 dynes.s.cm™ bzw. 800 uN)
angegeben. Dieser Wert wird mit Hilfe des mPAP, des PCWP und zusétzlich des
Herzzeitvolumens (HZV) berechnet, wodurch Veridnderungen der Kreislaufzirkulation,
wie etwa bei Fieber, beriicksichtigt werden (Opitz 2017; Sommer et al. 2017). Die
Diagnose einer kombinierten prd- und postkapilliren PH und die einer pulmonal-
arteriellen Hypertonie (PAH; pulmonary arterial hypertension) erfordert eine Erh6hung
des PVR >3 WU (Gali¢ et al. 2016; Opitz 2017; Sommer et al. 2017). Eine detaillierte
Aufgliederung ist in Tabelle 1 dargestellt.

Definition WHO-Gruppe
PH mPAP > 20 mmHg
Prikapillire PH mPAP > 20 mmHg 1, 3-5

PCWP < 15 mmHg

PAH Zusitzlich PVR > 2 WU
Kombinierte pri- und mPAP > 20 mmHg 2,5
postkapillire PH PCWP > 15 mmHg
PVR>2 WU
Postkapillire PH mPAP > 20 mmHg 2,5
PCWP > 15 mmHg
PVR <2 WU

Tabelle 1: Himodynamische Unterteilung der Pulmonalen Hypertonie.

Tabellarisch dargestellt ist die himodynamische Unterteilung der Pulmonalen Hypertonie. PH: Pulmonale Hypertonie;
PAH: Pulmonalarterielle Hypertonie; mPAP: Pulmonalarterieller Mitteldruck (mean pulmonary arterial pressure);,
PCWP: Pulmonalkapilldrer Wedge-Druck (pulmonary capillary wedge pressure); PVR: Pulmonal vaskuldrer
Widerstand (pulmonary vascular resistance); WU: Wood-Einheiten (Wood-Units). Verdndert nach (Humbert et al.

2023), mit der Genehmigung der European Respiratory Society.

Aufgrund der diversen Ursachen fiir die Entstehung der PH wurde 2013 die
Aktualisierung der Einteilung nach klinischen Kriterien anhand der sog. Nizza-
Klassifikation vorgenommen (Tabelle 2), welche 2016 (Gali¢ et al. 2016) und 2020
(Herold 2020) ergénzt wurde. Hierbei wird die PH in fiinf Gruppen eingeteilt, wobei die

einzelnen Gruppen mehrere Unterformen der PH umfassen (Herold 2020).



WHO-

Gruppe 1

PAH

e  Hereditdre
PAH

e Durch
Medikamente/
Toxine
verursacht

®  Assoziierte
Formen

WHO-
Gruppe 2
PH infolge

chronischer
Linksherz-

erkrankungen

e  Ventrikuldre
Dysfunktion

e  Valvuldre
Erkrankungen

e  Kongenitale/
erworbene
Verschliisse
im Einfluss-

/Ausflusstrakt

WHO-
Gruppe 3
PH infolge
einer Lungen-

erkrankung

und/oder

Hypoxie

e  Chronisch
obstruktive
pulmonale
Erkrankungen
(chronic
obstructive
pulmonary
disease,
COPD)

o Interstitielle
Lungen-
krankheiten

e  Andere
Lungen-
krankheiten
mit gemischt
restriktiv/
obstruktivem
Muster

e  Schlafbezogen

e Alveolére
Hypoventila-
tionssyndrome

e  Chronischer
Aufenthalt in
grofer Hohe

e  Fehlent-

wicklungen

Tabelle 2: Klassifikation der PH von Nizza 2013.

WHO-
Gruppe 4
Chronisch
thrombo-

embolische

PH (CTEPH)

WHO-

Gruppe 5

PH infolge einer

unklaren bzw.

multifaktoriellen

Genese

Hématologische
Erkrankungen
Systemische
Erkrankungen
Metabolische
Storungen

Andere

Tabellarisch dargestellt ist die Einteilung der PH in die fiinf Gruppen der Nizza-Klassifikation von 2013. PH: Pulmonale

Hypertonie; PAH: Pulmonal-arterielle Hypertonie; COPD: Chronisch-obstruktive pulmonale Erkrankung (chronic

obstructive pulmonary disease); CTEPH: Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie



Der ersten Gruppe wird die PAH zugeordnet (Herold 2020; Hoeper et al. 2010). Die
héufigste Unterform stellt die idiopathische PAH (IPAH) mit einer Inzidenz von 1 zu
100.000 dar (Herold 2020). Die IPAH macht ca. 3 % aller PH-Diagnosen aus und betriftt
meist jiingere Frauen (Herold 2020). Weitere Unterformen der PAH stellen z. B. die
hereditire PAH und die PAH assoziiert mit Medikamenten, Drogen oder Toxinen dar

(Herold 2020; Gali¢ et al. 2016; Hoeper et al. 2010).

In der zweiten Gruppe werden alle PH-Formen zusammengefasst, die mit
Linksherzerkrankungen assoziiert sind, wie beispielsweise die PH bei
Herzklappenerkankungen oder angeborenen Kardiomyopathien (Herold 2020; Hoeper et
al. 2010).

30 % aller PH-Erkrankungen werden der Gruppe drei zugeordnet. Hierzu gehort die PH
bei obstruktiven und/oder restriktiven Lungenerkrankungen und/oder bei Hypoxie
(Herold 2020; Hoeper et al. 2010). Die PH assoziiert mit Hypoxie ist Gegenstand der

vorliegenden Doktorarbeit.

Die Gruppe vier umfasst die CTEPH. Hierbei entsteht die PH durch die Obstruktion von
Pulmonalarterien aufgrund fibrosierter Thromboembolien, welche durch den Korper

nicht oder nur unvollstindig abgebaut werden konnen (Herold 2020; Hoeper et al. 2010).

Die fiinfte Gruppe umfasst seltenere PH-Formen mit unklarer oder multifaktorieller
Genese. Hierzu gehdren neben hidmatologischen, systemischen und metabolischen
Erkrankungen auch komplexe, angeborene Herzerkrankungen und andere Krankheiten

(Herold 2020).

1.1.2 Klinisches Erscheinungsbild

Symptomatisch dullern sich die PH-Erkrankungen in einem sehr unspezifischen
klinischen Erscheinungsbild. Vor allem im friihen Stadium ist die Ausprigung der
Symptomatik hiufig sehr diskret und kann sich beispielsweise in Luftnot bei Belastung,
Schwindel, Abgeschlagenheit, Miidigkeit, Brustenge sowie Synkopen duflern (Hoeper et
al. 2010; Hoeper et al. 2017; Mandras et al. 2020). Im fortgeschrittenen
Erkrankungsverlauf kommt es aufgrund der Lumenverengung zu einer Erhéhung des
mPAP und somit zum Riickstau des Blutes in das rechte Herz. Dies fiihrt iiber die Druck-

und Volumenbelastung sowohl zur Dilatation des rechten Ventrikels als auch zur



Hypertrophie des rechten Ventrikelmyokards. Hieraus entwickelt sich im weiteren
Verlauf eine  starke  Funktionseinschrankung mit daraus  resultierender
Rechtsherzinsuffizienz (Herold 2020; Erdmann 2011; Rosenkranz 2011). Dies kann sich
in peripheren Odemen, einem Zuwachs des Bauchumfangs aufgrund von abdominellen
Wassereinlagerungen, gestauten Halsvenen oder auch in einer VergroBerung der Leber
zeigen. Ebenso ist Luftnot in Ruhe und Herzrhythmusstérungen im fortgeschrittenen
Stadium héufig zu beobachten. Ist es bei maximaler Auspriagung dieser Symptomatik dem
Herzmuskel nicht mehr moglich durch einen ausreichenden Blutauswurf die
Oxygenierung des Blutes zu gewihrleisten, spricht man von einer
Rechtsherzdekompensation (Herold 2020; Galie et al. 2016; Hoeper et al. 2017;
Rosenkranz 2011). Bei PH-Erkrankungen der Gruppe drei konnen zusétzlich auch
Trommelschldgelfinger und Uhrglasndgel als Zeichen der chronischen Hypoxie-

Exposition vorkommen (Hoeper et al. 2010; Mandras et al. 2020; Hoeper et al. 2017).

In der korperlichen Untersuchung kann zudem das Herz auskultatorisch mittels
Stethoskops untersucht werden. Physiologisch konnen zwei Herztone unterschieden
werden, wobei der Zweite durch den gleichzeitigen Schluss der Pulmonal- und
Aortenklappe hervorgerufen wird. Durch das reduzierte Gefdallumen im Rahmen des
Gefalumbaus wird der zweite Herzton lauter, da der erschwerte Blutauswurf zu einem
verzogerten Verschluss der Pulmonalklappe fiihrt. Bei sehr starker Ausprigung des
GefdBumbaus kommt es durch einen verldngerten Abstand zwischen Aorten- und
Pulmonalklappenschluss zur Spaltung des zweiten Herztons. Bei dilatiertem rechtem
Ventrikel sind auflerdem ein diastolisches sowie systolisches Gerdusch als Ausdruck fiir
die relative Pulmonal- und Trikuspidalklappeninsuffizienz iiber der jeweiligen Klappe

auskultierbar (Herold 2020; Rosenkranz 2011).

1.1.3 Diagnostische Moglichkeiten

Wird aufgrund der klinischen Symptomatik sowie der korperlichen Untersuchung die
Verdachtsdiagnose PH gestellt, erfolgen anhand eines diagnostischen Algorithmus
weitere nicht-invasive und invasive Untersuchungen (Abbildung 1). Mittels des
Algorithmus soll nicht nur die Diagnose gestellt bzw. ausgeschlossen werden, sondern

auch eine Zuordnung gemdll der Nizza-Klassifikation sowie eine Einschitzung des

Schweregrades erfolgen (Rosenkranz 2011; Gali¢ et al. 2016).



Verdacht auf PH

Suche nach hiufigen PH-Ursachen
(Gruppe 2 und Gruppe 3)

Nicht-invasive Diagnostik (z.B. TTE. Réntgen-Thorax, LuFu)

Diagnose PH der Gruppe 2/3 erwigen? I
S
Proportional zur Grunderkrankung
Behandlung der Grunderkrankung, Suche nach CTEPH
symptomatische Behandlung der PH
und Verlaufskontrolle
Durchfithrung eines Ventilations-/Perfusions-Scans
7 7
CTEPH erwagen Segmentale Perfusionsdefekte?
Bei positiver Pulmonalisangiographie Behandlung der CTEPH NEIN
(PEA erwdgen)
| Suche nach selteneren Ursachen |
Durchfiihrung eines Rechtsherzkatheters
mPAP 2 25 mmHg ——| NEIN
PCWP = 15 mmHg

Spezifische Diagnostik
PH der Gruppe 1/5 |4— (z B. Immunologie, genetische
Tests)

PH unwahrscheinlich

Suche nach anderen Ursachen

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des diagnostischen Algorithmus bei Pulmonaler Hypertonie.

Durch den Algorithmus sollen die wichtigsten Formen der PH mittels nicht-invasiver und invasiver Stufendiagnostik
identifiziert werde. Hierzu sind verschiedene diagnostische Untersuchungen nétig (gelb), die je nach Resultat (griin/rot)
zu unterschiedlichen weiteren diagnostischen Abklarungen und letztendlich zur Gruppenzuordnung geméal der Nizza-
Klassifikation fiihren. PH: Pulmonale Hypertonie; TTE: Transthorakale Echokardiografie; LuFu: Lungenfunktions-
Test; CTEPH: Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertonie; PEA: Pulmonale Endarteriektomie; mPAP: mean
pulmonary arterial pressure (mittlerer pulmonalarterieller Druck); PCWP: Pulmonalkapillarer Wedge-Druck

(pulmonary capillary wedge pressure). Verandert nach (Hoendermis 2011), Open Access.

Initial werden nicht-invasive Untersuchungsmethoden eingesetzt. Eine zentrale Rolle
spielt hierbei die transthorakale Echokardiographie (TTE), mittels welcher sowohl die
rechten Herzabschnitte ausgemessen als auch der systolische PAP (PAPsys) abgeschétzt
werden kann. Mittels des TTE kann die Diagnose PH nicht sichergestellt werden,
allerdings kann die gemeinsame Betrachtung verschiedener Werte auf eine PH hinweisen
und eine weiterfithrende Diagnostik sollte veranlasst werden. So konnen PAPsys Werte
> 35 mmHg in Zusammenschau mit vergroBerten rechten Herzhohlen, erweiterten
Pulmonalarterien sowie einer Rechtsherzhypertrophie auf eine PH hindeuten (Gali¢ et al.
2016; Rosenkranz 2011; Hoeper et al. 2010; Herold 2020). PAPss Werte > 50 mmHg
machen eine Diagnose von PH sehr wahrscheinlich (Herold 2020). Bei der TTE wird

zusitzlich das linke Herz (z. B. linksventrikuldre Funktion und Klappenfunktion)



untersucht, wodurch Linksherzerkrankungen erkannt oder ausgeschlossen werden
konnen (Hoeper et al. 2010). Ergibt sich im TTE unter Beriicksichtigung aller erhobenen
Messwerte eine geringe Wahrscheinlichkeit einer PH-Erkrankung, sind keine weiteren
diagnostischen Schritte notig. Kann durch das TTE eine mittlere bis hohe
Wahrscheinlichkeit fiir die Diagnose der PH ermittelt werden, folgen weitere invasive
Untersuchungen, um gemdl3 des diagnostischen Algorithmus zunéchst die haufigsten
Ursachen einer PH, ndmlich Linksherz- und Lungenerkrankungen, zu iiberpriifen (Gali¢

et al. 2016).

Um Linksherzerkrankungen zu diagnostizieren, konnen neben dem TTE auch das
Elektrokardiogramm (EKG) Hinweise liefern und es kann die Proteinmenge des N-
terminalen Pro-natriuretische Peptid Typ B (NT-proBNP, brain natriuretic peptide)
bestimmt werden. Beides dient aufgrund der mittlerweile guten echokardiographischen
Auflésung nur der Grunddiagnostik, welche durch das TTE weiter untersucht werden
muss. Im EKG konnen u.a. Zeichen der Links- und Rechtsherzhypertrophie bestimmt
werden, wie beispielsweise eine verdnderte Erregungsriickbildung oder die Verdanderung
des Lagetyps. Diese Verdnderungen kommen durch die Hypertrophie der
Ventrikelmuskulatur zustande, was zu einer verspiteten Erregung und damit auch zu einer
verspiteten Kontraktion der entsprechend betroffenen Ventrikel fiihrt. Dennoch ist ein
unauffilliges EKG kein Ausschlusskriterium fiir die Diagnose einer PH. Wichtig ist vor
allem der Vergleich der EKGs bei PH-Verdacht mit fritheren EKGs, um Veridnderungen
besser beurteilen zu konnen (Herold 2020; Gali¢ et al. 2016; Rosenkranz 2011). Das NT-
proBNP wird durch die Dehnung der Ventrikel bei Volumenbelastung freigesetzt und
besitzt eine hohe Probenstabilitit, weshalb dieser der Parameter der Wahl ist. Die
Bestimmung des NT-proBNP-Wertes ist allerdings nicht spezifisch fiir PH, weshalb bei
einer Erhohung weitere diagnostische Malnahmen notwendig sind. Ist sowohl das EKG
als auch der NT-proBNP-Wert unauffillig, wird die Wahrscheinlichkeit, an einer PH
erkrankt zu sein, als gering eingestuft (Herold 2020; Rosenkranz 2011; Hoeper et al.
2017; Hoeper et al. 2010).

Eine weitere nicht-invasive Untersuchungsmethode stellt ein Rontgen-Thorax dar. Die
Aussagekraft ist jedoch sehr von der Erkrankungsdauer und der Atiologie abhingig,
weshalb ein physiologisches Rontgenbild eine PH-Erkrankung nicht ausschlie8en kann.
Zu den radiologischen Merkmalen, die auf eine PH hindeuten, zdhlen eine

RechtsherzvergroBerung, eine Rarefizierung der Blutgefaf3e in der Lungenperipherie und



erweiterte zentrale Lungenarterien mit einem prominenten 7runcus pulmonalis (Herold
2020; Rosenkranz 2011; Hoeper et al. 2010). Mit Hilfe eines Rontgen-Thorax ist es
moglich, Lungen- oder Linksherzerkrankungen zu erwégen bzw. auszuschlie3en, welche
fiir die radiologischen Merkmale ursidchlich sind und somit ein Hinweis fiir eine PH-
Erkrankung darstellen. Zur weiteren Diagnose von Lungenerkrankungen konnen ein
Lungenfunktionstest, eine arterielle Blutgasanalyse, eine Computertomographie sowie
eine Spiroergometrie erfolgen (Gali¢ et al. 2016). Dabei eignet sich die Spiroergometrie
besonders gut zur Friih- und Verlaufsdiagnostik, da Storungen des Gasaustausches bereits

in milden Stadien nachweisbar sind (Yasunobu et al. 2005).

Koénnen weder pulmonale noch kardiale Erkrankungen festgestellt werden bzw. den
Schweregrad der vorliegenden PH erkldren, muss eine mdgliche CTEPH mit Hilfe einer
Ventilations-/Perfusionsszintigraphie untersucht werden (Hoeper et al. 2010; Gali¢ et al.
2016). Diese duBlert sich in der Szintigraphie durch segmenttypische Perfusionsausfille
(Herold 2020). Beim Verdacht auf eine CTEPH sollte auBerdem eine
Pulmonalisangiographie erfolgen, bei welcher durch Gabe von Kontrastmittel selektiv die
Blutgefifle in der Computertomographie dargestellt werden kénnen (Gali¢ et al. 2016;
Pitton et al. 2002). Kann die CTEPH in der Szintigraphie ausgeschlossen werden, miissen
seltenere Ursachen einer PH-Erkrankung mit Hilfe von weiteren Blutuntersuchungen,
einer Immunologie, einer Magnetresonanztomographie oder genetische Tests evaluiert

werden.

Die PH-Diagnosesicherung sowie die weitere Bestimmung der Atiologie und des
Schweregrades erfolgt mittels einer Rechtsherzkatheter-Untersuchung (Rosenkranz
2011; Herold 2020; Gali¢ et al. 2016). Durch das Einbringen eines Einschwemmkatheters
iiber eine zentrale (Vena jugularis) oder eine periphere Vene (bevorzugt die Vena
femoralis) wird der mPAP und der PCWP gemessen. Zudem kann wéhrend der
Rechtsherzkatheter-Untersuchung eine Vasoreagibilititsmessung erfolgen, welche der
Uberpriifung dient, ob ein Patient oder eine Patientin mit Calciumantagonisten behandelt
werden kann. Da eine Behandlung mit Calciumantagonisten bei IPAH-Patienten und
-Patientinnen gute Erfolge zeigt, ist eine Vasoreagibilititsmessung bei einer neu
diagnostizierten IPAH obligat. Bei Vasoreagibilititsmessungen werden Substanzen
verwendet, die sicher, potent und kurzwirksam sind. Meist kommt dabei inhalatives
Stickstoffmonoxid bzw. niedrigdosiert das inhalative Prostacyclin-Analogon Iloprost

zum FEinsatz, welches thrombozytenaggregationshemmend und vasodilatierend wirkt.



Iloprost kann im Anschluss therapeutisch in hoherer Dosierung genutzt werden (Ewert et
al. 2011; Rosenkranz et al. 2011). Sowohl bei Stickstoffmonoxid als auch bei Iloprost
wird bei Abfall des mPAPs um > 10 mmHg vom Ausgangswert auf Werte < 40 mmHg
bei normalem HZV von einem sog. Responder gesprochen. Diese Gruppe macht ca.
15 % der Patienten und Patientinnen aus, wovon letztlich ca. 7 % von einer Behandlung
mit Calciumkanalantagonisten profitieren (Hoeper et al. 2010; Rosenkranz 2011;

Rosenkranz et al. 2011).

1.1.4 Therapie und Prognose

Die wesentliche Therapie ist symptomatisch orientiert und abhingig von der Atiologie,
dem Schweregrad und der individuellen Konstitution des Patienten bzw. der Patientin
(Hoeper et al. 2017). Unabhingig von der Atiologie der PH ist es wichtig, die Patienten
und Patientinnen an ein PH-Zentrum anzubinden (Herold 2020; Hoeper et al. 2010;
Humbert et al. 2022). An diesen Zentren kann sowohl die Diagnose als auch die Therapie
aller PH-Formen eigensténdig und leitlinienkonform durchgefiihrt werden (Hoeper et al.
2010). Im Allgemeinen sollen Betroffene eine Schwangerschaft sowie korperliche
Uberanstrengung meiden und neben Impfungen gegen Influenza, Pneumokokken sowie
SARS-CoV-2 (schweres-akutes-Atemwegsyndrom-Coronavirus Typ 2, severe acute
respiratory syndrome coronavirus type 2) auch psychosoziale Unterstiitzung erhalten

(Rosenkranz 2011; Humbert et al. 2022).

Die Behandlung von PAH zeigte dabei in den letzten Jahren deutliche Fortschritte
(Rosenkranz 2011). Zunédchst wird eine supportive Therapie zur Verbesserung der
Symptomatik begonnen. Hierzu zdhlen beispielsweise die Gabe von Diuretika und
Fliissigkeitsrestriktion ~zur Behandlung von Odemen bei Zeichen eines
Rechtsherzversagens. Aulerdem wird eine Behandlung mit Sauerstoff bei dauerhaften
Partialdriicken < 60 mmHg und eine orale Antikoagulation empfohlen. Zudem erfolgt bei
den Patienten und Patientinnen, die sich im Rahmen der Vasoreagibilititsmessung als
Responder  gezeigt haben, die gezielte Therapie mittels hochdosierter
Calciumkanalantagonisten, da bei ausreichendem Ansprechen auf diese Therapie von
einer verhdltnisméBig gilinstigen Prognose auszugehen ist (Humbert et al. 2022;
Rosenkranz 2011; Milger-Kneidinger und Held Matthias 2024). Die Non-Responder

konnen hingegen mit Endothelin-Rezeptor-Antagonisten (z. B. Bosentan),



Phosphodiesterase-5-Hemmer (z. B. Sildenafil), Guanylatcyclase-Stimulatoren (z. B.
Riociguat), Prostacyclin-Analoga (z. B. Iloprost) oder Prostacyclin-Rezeptoragonisten
(z. B. Selexipag) therapiert werden (Hoeper et al. 2017; Humbert et al. 2022; Milger-
Kneidinger und Held Matthias 2024). Hierbei ist es wichtig die Therapie in regelméBigen
Abstdnden auf ihre Wirksamkeit sowie mdglichen Nebenwirkungen zu iiberpriifen. Dies
erfolgt zu Beginn in vier bis zw0lf wochentlichen Abstdnden und spéter in einem Abstand
von drei bis sechs Monaten (Hoeper et al. 2017). Bei unzureichendem Effekt wird die
Therapie eskaliert. Hierfiir stehen die Behandlung auf einer Intensivstation mit sténdiger
Uberwachung des Allgemeinzustandes sowie eine Kombination der zugelassenen
Medikamente zur Verfligung. Bei schwerer Rechtsherzdekompensation ist aulerdem eine
Ballon-Atrioseptostomie mdoglich, bei welcher zu Reduktion der Druck- und
Volumenbelastung eine Verbindung zwischen linkem und rechtem Vorhof geschaffen
wird. Diese chirurgische Intervention dient jedoch lediglich der palliativen Behandlung
bzw. als MaBBnahme bis zur Lungentransplantation, welche als Ultima Ratio bei klinisch
unzureichendem Ansprechen trotz maximaler Therapie moglich ist (Humbert et al. 2022;
Rosenkranz 2011; Gali¢ et al. 2016). Aufgrund der begrenzten Verfiigbarkeit von
Transplantaten sowie des hohen Operationsrisikos wird vorrangig die medikamentdse
Therapie angestrebt (Rosenkranz 2011). Die Drei- bzw. Fiinf-Jahres-Uberlebensrate nach
Lungentransplantation liegt lediglich bei 55 % bzw. 45 % (Trulock et al. 2004). Allgemein
liegt die Drei-Jahres-Uberlebensrate der therapierten PAH bei ca. 70 — 80 % (Herold
2020).

Fiir andere PH-Gruppen sind die PAH-Medikationen eingeschrankt nutzbar. Vor allem in
Gruppe zwei und drei zeigte die Behandlung mittels PAH-spezifischen Medikamenten
teils keine oder sogar negative Effekte. Im Vordergrund steht die Behandlung der
zugrundeliegenden Erkrankung (Rosenkranz 2011; Hoeper et al. 2017; Humbert et al.
2022). Im Falle der PH aufgrund einer Linksherzerkrankung liegt die leitliniengerechte
Therapie der Herzinsuffizienz und deren Ursachen im Fokus, wie beispielsweise die
Versorgung der Aortenklappe bei Aortenklappenstenose (Rosenkranz 2011; Humbert et
al. 2022). Aufgrund der erschwerten Diagnose sowie den begrenzteren
Therapiemoglichkeiten im Vergleich zur PAH ist die Prognose deutlich schlechter. Die
PH bleibt héufig trotz Ausschopfung der maximalen Therapie weiterhin bestehen (Naeije
und D'Alto 2016; Rosenkranz 2011). Auch bei der Therapie der Gruppe drei liegt der

Fokus auf der Behandlung der Grunderkrankung. AuBerdem wird eine chronische
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Sauerstoffgabe von tiber 15 Liter pro Tag bei vorliegender chronischer Hypoxdmie
empfohlen. Als Ultima Ratio sollte nach Mdglichkeit auch immer die Listung zur
Lungentransplantation erwogen werden (Rosenkranz 2011; Humbert et al. 2022; Gali¢ et
al. 2016). Die Prognose der PH bei Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie ist aufgrund
mangelnder therapeutischer Méglichkeiten mit einer Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von ca.
38 % deutlich schlechter als bei der PAH. Im Falle einer PH assoziiert mit COPD liegt
die Prognose noch schlechter und zwar mit einer Drei-Jahres-Uberlebensrate von
lediglich ca. 33 % bei ausgeprigter Erkrankung (King und Shlobin 2020; Cassady und
Reed 2019).

Die CTEPH zeigt beziiglich des therapeutischen Vorgehens sowie der Prognose im
Vergleich zu den anderen PH-Formen erhebliche Unterschiede. Durch die operative
Behandlungsmdglichkeit mittels pulmonaler Endarteriektomie (PEA) ist die CTEPH bei
moderatem perioperativen Mortalitit von 2 — 4 % in erfahrenen Zentren potentiell heilbar
(Rosenkranz 2011; Hoeper et al. 2017). Entscheidend ist die Operabilitdt der Patienten
und Patientinnen, welche abhingig vom Allgemeinzustand dieser sowie der Lage der
GefiaBobstruktion ist. Je proximaler die Obstruktion liegt, umso besser ist sie chirurgisch
zu erreichen (Rosenkranz 2011). Die Entscheidung iiber die Operabilitét sollte dabei von
einem multidisziplindren Expertenteam erfolgen (Rosenkranz 2011; Gali¢ et al. 2016;
Hoeper et al. 2017). Zurzeit sind ca. 50 — 70 % aller CTEPH-Patienten und -Patientinnen
operabel (Hoeper et al. 2017). Aufgrund der guten Prognose sollte allen Patienten und
Patientinnen mit annehmbarem Risiko eine Operation angeboten werden. Die Drei-
Jahres-Uberlebensrate liegt nach PEA bei durchschnittlich 90 % (Humbert et al. 2022).
Auflerdem zeigt sich postoperativ eine deutlich bessere Lebensqualitét, unabhidngig von
der Lage der GefiBobstruktion. Auch bei der Fiinf-Jahres-Uberlebensrate ist im Vergleich
ein enormer Unterschied zu beobachten. Nach PEA zeigen die Patienten und Patientinnen
eine Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von ca. 83 %, wihrend ohne Operation trotz Operabilitit
diese nur bei ca. 53 % liegt (Humbert et al. 2022). Neben der PEA stehen auch noch
medikamentdse sowie interventionelle Behandlungsmdoglichkeiten zur Verfligung. Diese
sollten bei Inoperabilitét, ungiinstigem operativem Nutzen-Risiko-Verhiltnis sowie bei
unzureichendem Effekt nach PEA beriicksichtigt werden. Dabei zeigen vor allem die
Behandlung mit Riociguat und die pulmonale Ballon-Angioplastie ein giinstiges Nutzen-
Risiko-Verhiltnis (Humbert et al. 2022; Hoeper et al. 2017; Gali¢ et al. 2016), wobei

Letzteres zu einer stirkeren Reduktion des GefaBwiderstandes als Riociguat fiihrt
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(Humbert et al. 2022; Jais et al. 2022). Insgesamt konnte beobachtet werden, dass vor
allem eine multimodale Therapie bestehend aus chirurgischen, medikamentésen und
interventionellen Komponenten potentielle Vorteile bei inoperabler CTEPH aufweist
(Humbert et al. 2022; Jais et al. 2022). Unabhdngig von der Operabilitdt der Patienten
und Patientinnen ist eine lebenslange Antikoagulation obligat (Gali¢ et al. 2016; Humbert

et al. 2022; Hoeper et al. 2017).

Zusammenfassend zeigen die PAH sowie die CTEPH aufgrund der vielfaltigen
Behandlungsmoglichkeiten die besten Prognosen. Die Prognose bei chronisch Hypoxie-
induzierter PH (CHPH) ist aufgrund der mangelnden kurativen Therapiemdglichkeiten
daher deutlich schlechter.

1.2 Chronische Hypoxie-induzierte PH

Die hier untersuchte PH-Form der Gruppe drei wird durch chronische Hypoxie
Exposition ausgelost. Hypoxie wird als Minderversorgung des Korpers bzw. einzelner
Korperabschnitte und Zellen mit Sauerstoff definiert. Ein verminderter
Sauerstoffpartialdruck (pO>) tritt bei Aufenthalt in groBen Hohen auf, in denen der pO-
der Umgebungsluft bereits reduziert ist und es zur alveoldren Hypoxie kommt. Es kann
aber auch bei Lungenerkrankungen, die mit Ventilationsstdrungen oder einem gestorten
Gasaustausch assoziiert sind, zur alveoldren Hypoxie oder zur Hypoxidmie
(Sauerstoffmangel im arteriellen Blut) kommen (Schmidt 2007; Silbernagl und
Despopoulos 2007). Um einen effizienten Sauerstoffaustausch fiir die ausreichende
Versorgung des Korpers zu gewihrleisten, existieren in der Lunge bestimmte
Regulationsmechanismen (Schmidt 2007; Silbernagl und Despopoulos 2007;
McLoughlin 2018).

1.2.1 Physiologische Reaktion auf akute und anhaltende Hypoxie

Physiologisch herrscht in den Lungenalveolen ein pO2 von ca. 90 — 100 mmHg, bei
welchem auch > 95 % des Hamoglobins, dem Transportmolekiil des Sauerstoffs,
oxygeniert sind (Schmidt 2007). Alveoldre Hypoxie tritt in der Lunge bei erniedrigten
pO2-Werten der Umgebungsluft auf. Ein verminderter pO- fiihrt in den Alveolen zu einer
reduzierten Sauerstoffaufnahme des Blutes, wodurch es zur Hypoxdmie in den

entsprechenden Blutgefilen kommt. Die Konsequenz ist eine Minderversorgung des
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Korpers mit Sauerstoff (Schmidt 2007; Silbernagl und Despopoulos 2007; McLoughlin
2018). Um lokal auftretender alveoldrer Hypoxie entgegenzuwirken, reagieren die
Lungengefdle auf erniedrigte pO>-Werte mit einer hypoxischen, pulmonalen
Vasokonstriktion (HPV), auch bekannt als Euler-Liljestrand-Mechanismus, wodurch es
zu einer reduzierten lokalen Perfusion dieser Lungenareale kommt. Durch die Anpassung
der Perfusion an die Ventilation kann so ein effizienter Sauerstoffaustausch gewihrleistet
werden (Herold 2020; McLoughlin 2018; Schmidt 2007; Silbernagl und Despopoulos
2007).

Die Dauer der HPV héngt von der Dauer der auftretenden alveoldren Hypoxie ab. Bei
kurzzeitiger Hypoxie kommt es im Rahmen der HPV zur direkten Reaktion der glatten
Muskelzellen der Pulmonalgefile mittels Vasokonstriktion, wodurch sich bei
generalisierter alveoldrer Hypoxie das Gesamt-Gefalvolumen reduziert und der PVR
sowie der mPAP ansteigen (Talbot et al. 2005; Lumb und Slinger 2015; Leach et al. 1994;
Malczyk et al. 2013; McLoughlin 2018). Bei anhaltender Hypoxie erfolgt die
Vasokonstriktion in zwei Phasen. Zunichst reagieren die pulmonalen Gefaf3e akut auf die
auftretende alveoldre Hypoxie (akute Phase) mit einer Vasokonstriktion. Bei anhaltender
alveoldrer Hypoxie kommt es nach 10 — 15 Minuten (Min.) zum Abfall der
Vasokonstriktion und es kommt zu einer zweiten Phase (prolongierte Phase), bei der die
Vasokonstriktion erneut, jedoch langsamer ansteigt (Leach et al. 1994; Sylvester et al.

2012).

Von zentraler Bedeutung fiir die HPV sind die glatten Muskelzellen der Pulmonalarterien
(PASMCs, pulmonary artery smooth muscle cells), die durch Vasokonstriktion zur
Verringerung des GefaBBquerschnitts und so bei generalisierter alveoldrer Hypoxie zu
einem erhohten PVR und mPAP fiihren. Wéhrend kurzzeitiger Hypoxie kommt es in
PASMCs zu einem Anstieg von Calcium vermittelt durch Kalium- (K'-Kanile) und
Calcium-Kanile (Ca*"-Kanile) (Dunham-Snary et al. 2017). Durch K*-Kanile wird
durch den Austausch von intra- und extrazelluldir vorliegenden Ionen ein
Ruhemembranpotential von ca. -60 mV aufrechterhalten. Bei -60 mV sind
spannungsabhiingige Ca’"-Kanile verschlossen. Da Hypoxie den nach extrazellulir
gerichteten K'-Strom inhibiert, wird das Membranpotential depolarisiert, was zur
Aktivierung von spannungsabhiingigen Ca’*-Kanilen und damit zum Einstrom von Ca**-
Ionen fithrt. Die Erhohung der intrazelluliren Ca®"-Konzentration fiihrt letztlich zur

Kontraktion der PASMCs und zur akuten HPV (Dunham-Snary et al. 2017; Post et al.
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1992; Harder et al. 1985; Olschewski et al. 2002). Neben spannungsabhingigen Ca**-
Kanilen spielen auch andere Ionen-Kanile hinsichtlich der Ca*’-Homdostase eine
entscheidende Rolle. So kommt es z. B. durch die Deletion des unselektiven Kationen-
Kanal classical transient receptor potential (TRPC) 6 bei alveoldrer Hypoxie zu keiner
alveoldren Vasokonstriktion (Weissmann et al. 2006). Die genaue Signalkaskade und die
molekularen Mechanismen, die zur akuten HPV fiihren, sind bis dato noch nicht

vollstidndig geklart (Ward und McMurtry 2009; Sommer et al. 2016; Pak et al. 2022).

In der prolongierten Phase kommt es durch anhaltende Hypoxie zur Freisetzung von
Endothelin-1 (ET-1), einem vasokonstriktiven Mediator aus den pulmonalarteriellen
Endothelzellen (EC, endothelial cells) und zur Aktivierung von Rho-Kinasen in PASMCs
(Aaronson et al. 2006; Kizub et al. 2013). Beide Mechanismen sind mit einer erhéhten
Ca?*-Sensibilisierung verbunden (Sauvageau et al. 2007; Pepke-Zaba und Morrell 2005;
Malczyk 2017; McCulloch et al. 1996; Lumb und Slinger 2015; Robertson et al. 2003;
Shimoda et al. 2002). Auflerdem kommt es bei anhaltender Hypoxie zu einer gesteigerten
Kontraktionsfahigkeit der PASMCs, was wiederum bei generalisierter Hypoxie zu einem
erhohten PVR fithrt (Ward und McMurtry 2009; Robertson et al. 1995). ET-1 ist ein
wichtiger Vasokonstriktor im Mechanismus der HPV und vermutlich fiir den langsamen,
kontinuierlichen mPAP-Anstieg in der prolongierten Phase verantwortlich (Shimoda et
al. 2002). ET-1 bindet an die ETa- und ETg-Rezeptoren, die von PASMCs exprimiert
werden, wobei ETg vorwiegend auch von EC exprimiert werden (Levin 1995; Zamora et
al. 1993; Ozen et al. 2020; Davenport et al. 2016). Die Aktivierung der ETa-Rezeptoren
fiihrt zu einer Vasokonstriktion (McCulloch et al. 1996; Yoshibayashi et al. 1991;
Davenport et al. 2016; Shimoda et al. 2002; Kourembanas et al. 1991; Seo et al. 1994),
wohingegen die Aktivierung von ETg-Rezeptoren eine Vasodilatation auslost (Hall et al.
2011; Ozen et al. 2020; Seo et al. 1994). Das Zusammenspiel von ETa- und ETg-
Rezeptoren sorgt fiir eine physiologische Reaktion auf Hypoxie (Ozen et al. 2020;
Davenport et al. 2016). Neben der Vasokonstriktion fiihrt langanhaltende Hypoxie zur
Proliferation von ETa- und ETg-Rezeptoren, weshalb die Rolle von ET-1 in der akuten
Phase der HPV diskutiert wird (Ozen et al. 2020), insbesondere da ET-1 zu einer
Aktivierung der Phospholipase C fiihrt, die mit der Inhibition von K-Kanédlen und der
Aktivierung von transient receptor potential (TRP)-Kanilen assoziiert ist (Shimoda et al.
2002; Shimoda et al. 1998, 2000; Peng et al. 1998; Hyvelin et al. 1998; Liu et al. 2001;
Turner und Kozlowski 1997).
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1.2.2 Pathologische Reaktion auf chronische Hypoxie

Tritt alveoldre Hypoxie iiber mehrere Tage, Wochen oder Monate auf, so fiihrt dies zu
einer dauerhaften Vasokonstriktion sowie zu Umbauprozessen in den pulmonalen
GefaBlen (vaskuldres Remodeling). Dieser Umbau der Lungenarchitektur ist pathologisch,
irreversibel und urséchlich fiir die Entstehung der CHPH (Abbildung 2) (Renna et al.
2013; Tuder et al. 2013a).

=S Adventitia
: ¢ Fibroblasten
Llastische Faserm
- === Kollagenfasern

e ®  Multipotente Stammzelle/Progenitorzelle
Immunzelle

Media
<= Glarte Muskelzellen

Endothelzelle
-~ Apoptotische Endothelzelle
~=  Clatte Muskelzelle

Intima |

Physiologisch Pathologisch

Abbildung 2: Vaskuliires Remodeling.

Dargestellt ist ein Querschnitt durch eine gesunde (links) und eine pathologische (rechts) pulmonale Arteriole. Das
physiologische Lungengefd3 besteht aus Tunica adventitia, Tunica media und Tunica intima bestehend aus
unterschiedlichen Zelltypen wie Fibroblasten, elastischen Fasern, glatten Muskelzellen und Endothelzellen. Im
Rahmen des Remodelings kommt es zu einer vermehrten Einlagerung von Fibroblasten, elastischen Fasern,
Kollagenfasern, multipotenten Stammzellen sowie Immunzellen in die Tunica adventitia und damit zu einer Verdickung
dieser GefaBschicht. Weiterhin kann eine Hyperplasie der PASMCs der Tunica media festgestellt werden. In der Tunica
intima kommt es ebenfalls zu Verdnderungen. Es ist eine Zunahme von lebenden sowie apoptotischen Endothelzellen
und eine Einwanderung von PASMCs zu beobachten. Alle Verdnderungen resultieren in einem reduzierten
Gefafldurchmesser. Dieses Remodeling tritt z. B. im Rahmen chronischer Hypoxie-Zustéinde auf und fiihrt so zum
Krankheitsbild der CHPH. Verdndert nach (Ejikeme und Safdar 2024), Open Access, Lizenzlink:

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Das vaskuldre Remodeling ist bei PH in den unterschiedlichen Gruppen mehr oder
weniger in allen drei Gefaf3schichten zu beobachten (Tuder 2017; Pietra et al. 2004). Die
Tunica intima als Grenze zwischen Intra- und Extrazelluldrraum wird vom Endothel und
der subendothelialen Schicht gebildet und enthélt physiologisch nur wenige Zellen. Sie
besteht vor allem aus ECs, Extrazellularmatrix (EZM) sowie elastischen Fasern
(Liillmann-Rauch und Asan 2019). Es konnte festgestellt werden, dass die Hohe der durch

EC freigesetzten ET-1-Konzentration mit der Krankheitsschwere der PH korreliert
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(Carratu et al. 2008; Kwon et al. 2010; Ozen et al. 2020; Rubens et al. 2001). Auerdem
kommt es beim Remodeling in der PAH zu einer unterschiedlich ausgepréigten Verdickung
der Tunica intima (Chazova et al. 1995; Tuder 2017). Ein Hauptfaktor hierfiir ist die
Einwanderung von Muskelzellen aus der Tunica media, welche anschlieBend
proliferieren, kontrahieren und EZM produzieren (Liillmann-Rauch und Asan 2019;

Tuder 2017).

Von zentraler Bedeutung fiir die CHPH im vaskuléren Remodeling ist die Tunica media,
welche den grofiten Anteil des Gefdlles darstellt. Sie ist aus PASMCs und EZM aufgebaut
(Liillmann-Rauch und Asan 2019). Uber den Tonus der PASMCs wird die Lumenweite
der GefiBe gesteuert, wodurch Einfluss auf den PVR genommen wird (Liillmann-Rauch
und Asan 2019; Tuder 2017). Im Rahmen des vaskulidren Remodelings treten auBerdem
eine Hyperplasie der PASMCs sowie vermehrte Bindegewebsablagerungen auf (Chazova
et al. 1995; Tuder 2017). Prikapilldre pulmonale Gefélle sind physiologisch nicht- oder
teil-muskularisiert. Chronische Hypoxie fithrt durch Hyperplasie, Migration und
Proliferation der PASMCs zur Mediahypertrophie, wodurch diese Gefille zunehmend
muskularisieren, was als de-novo-Muskularisation bezeichnet wird (Chazova et al. 1995;

Eddahibi et al. 1999; Eddahibi et al. 2001; Song et al. 2021; Tian et al. 2021a).

Des Weiteren weist bei manchen PH-Formen, wie der IPAH, auch die &uflere
GefdBschicht, die Tumica adventitia, Verdnderungen im Rahmen des vaskuléres
Remodelings auf (Chazova et al. 1995; Tuder 2017). Die Tunica adventitia besteht aus
Fibroblasten, Proteoglykanen sowie elastischen und kollagenen Fasern und sorgt so fiir
die physiologische Verankerung des Gefidles in seiner Umgebung. Sie enthilt zudem
kleine Gefdlle, welche die GefiBwand selbst versorgen (Liillmann-Rauch und Asan
2019). Durch das vaskuldre Remodeling erhoht sich aufgrund von Zellproliferation und
Kollagenablagerung die Dicke der &duBleren Gefdwand, was ebenfalls zu einer
Verkleinerung des GefdBBlumens fiihrt (Chazova et al. 1995; Tuder 2017). Die Zunahme
der GefiBwanddicke wurde in Studien sowohl fiir die PAH als auch fiir die CHPH
nachgewiesen (Stenmark et al. 2006; Meyrick und Reid 1979). Des Weiteren wandern
vor allem in die Tunica adventitia verschiedene Immunzellen ein, welche iiber eine
interstitielle sowie perivaskuldre Inflammation die Himodynamik und das vaskulére
Remodeling in allen GefdB3schichten beeinflussen. Die exakte Aufschliisselung, wie die
Immunzellen am Pathomechanismus des vaskuldren Remodelings beteiligt sind, ist bisher

jedoch noch nicht bekannt (Tuder et al. 2013b; Liilllmann-Rauch und Asan 2019).
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Zudem wirken wihrend des vaskuldren Remodelings lokale Wachstumsfaktoren,
vasoaktive Substanzen, Entziindungszellen und hamodynamische Reize (Renna et al.
2013; Tuder 2017; Gibbons und Dzau 1994), welche unter anderem zum Zellwachstum,
zur Apoptose von EC, zur Migration von PASMCs sowie zur Neusynthese bzw. zum
Abbau von EZM fiihren. All diese Mechanismen spielen zusétzlich zu den oben
genannten Mechanismen eine wichtige Rolle im Rahmen des vaskuldren Remodelings

(Renna et al. 2013; Gibbons und Dzau 1994; Tuder et al. 2013a).

Insgesamt fiihren alle genannten Mechanismen zur Verdickung der GefdBwand sowie zu
einer Verringerung des GefaBlumens, was zu einer Erh6hung des PVR fiihrt (Tuder et al.
2013b; Klinke 2005). AuBerdem trigt die HPV zusétzlich entscheidend hierzu bei (Talbot
et al. 2005; Lumb und Slinger 2015; Leach et al. 1994; McLoughlin 2018; Sylvester et
al. 2012). Das GefalBlumen wird dementsprechend zeitgleich durch HPV und durch das
vaskuldre Remodeling verengt (Tuder et al. 2013Db).

1.3 Calcium und Calcium-Kaniile

Im Fokus der Pathologie von CHPH stehen die im Remodeling involvierten PASMCs.
Ein wichtiger Messenger in der Regulation von Kontraktion, Migration sowie
Proliferation der PASMCs ist Ca’. Die intrazelluldre Ca’" Konzentration ([Ca®']i) der
PASMCs wird iiber verschiedene Ionen-Kanile moduliert, wie z. B. {iber TRP-Kanile.
Zentrale Bedeutung im Rahmen der Vasokonstriktion durch die PASMCs bei HPV spielt
dabei das intrazellulire Ca®*-bindende Protein Calmodulin. Durch Bindung von Ca*" an
Calmodulin wird die Myosin-leichte-Ketten-Kinase vermehrt phosphoryliert, was zu
einer gesteigerten Aktivitét dieser fithrt. Die Funktion der Myosin-leichte-Ketten-Kinase
ist die Verdnderung der Myosinstruktur. Myosin und Aktin, als kontraktile Filamente der
Muskelzellen, konnen ohne elektrischen bzw. chemischen Reiz, wie die Erhohung der
[Ca'];, nicht miteinander interagieren, da sie durch Begleitproteine wie Tropomyosin
inhibiert werden. Durch die gesteigerte Aktivitit der Myosin-leichte-Ketten-Kinase
werden dementsprechend die Interaktionsstellen zwischen Aktin und Myosin vermehrt
freigelegt, was zu einer vermehrten Muskelkontraktion fiihrt (Physiologie 2010;
Huppelsberg et al. 2003; Horowitz et al. 1996). Im Rahmen der HPV kommt es durch den
vermehrten Ca®*-Einstrom als auch durch die erhohte Ca®'-Sensibilisierung zur

vermehrten Kontraktion, Migration und Proliferation der PASMCs, wodurch das
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Remodeling beeinflusst wird. Ca?" spielt folglich eine bedeutende Rolle in der
Pathogenese der CHPH und es sind mehrere unterschiedliche Ca?"-Kanile in die
Pathogenese involviert, u.a. spannungsabhingige Ca’*-Kanile, calcium release-activated
calcium channel protein (Orai-Kanile) und TRP-Kanéle (Derler et al. 2016; Castillo-
Galan et al. 2022; Cussac et al. 2020; Feske 2019; Wang et al. 2017). Mehrere
unterschiedliche Ca*"-Kanile spielen folglich eine bedeutende Rolle in der Pathogenese

der CHPH.

1.4 Transient Rezeptor Potential-Ionenkaniile

Eine wichtige Gruppe der Ca*'-permeablen Ionenkanilen ist die TRP-Superfamilie. Die
TRP-Kanéle bilden nicht-selektive Kationen-Kanéle, welche spannungsunabhingig
aktiviert werden und fiir verschiedene Ionen wie K*, Natrium, Magnesium und Ca**
durchlissig sind. Aufgrund ihrer Funktion fiir die [Ca® *]; spielen diese eine groBe Rolle
in der Ca*’-Homdoostase (Earley und Brayden 2015; Clapham et al. 2001; Minke und
Cook 2002; Malczyk 2017; Montell et al. 2002; Samanta et al. 2018).

Die TRP-Superfamilie setzt sich aus 28 Proteinen zusammen und wird in sechs Familien
unterteilt, die sich anhand ihrer Aminosduresequenz unterscheiden (Samanta et al. 2018;
Inoue et al. 2006; Earley und Brayden 2015). Neben den mukolipiden (TRPML) und
polycysteinen TRP (TRPP) zdhlen auch die ankyrinen (TRPA), vanilloiden (TRPV),
melastatin (TRPM) und die klassischen TRP (TRPC) zur Superfamilie der TRP-Kanile.
Die no-mechanoreceptor potential C TRP-Kanéle (TRPN) als siebte Subgruppe konnten
bisher in Sadugetieren nicht nachgewiesen werden (Abbildung 3) (Hof et al. 2019;
Malczyk 2017; Samanta et al. 2018).
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TRP Kanile

TRPML TRPP TRPA TRPV TRPC
e TRPML1 ® TRP! eTRPA1  ®TRPVI ® TRPC1
e TRPML?2 ® TRPI ® TRPV?2 ® TRPC2
e TRPML3 . Pl ® TRPV3 ® TRPC3
® TRPV4 ® TRPC4
® TRPVS ® TRPCS
® TRPV6E PM6 ® TRPCH
® TRPM7 ® TRPC7
® TRPMS

Abbildung 3: Phylogenetischer Baum der TRP-Superfamilie.

Die Superfamilie der TRP-Proteine werden anhand ihrer Aminosédurenhomologie in folgende Unterfamilien
unterteilt: klassischer transient receptor potential (TRPC), no-mechanoreceptor potential C transient
receptor potential (TRPN), Melastatin transient receptor potential (TRPM), vanilloid transient receptor
potential (TRPV), ankyriner transient receptor potential (TRPA), polycystein transient receptor potential
(TRPP) und mukolipin transient receptor potential (TRPML). Verdndert nach (Marini et al. 2023), Open

Access, Lizenzlink: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

TRP-Proteine bestehen aus sechs Transmembran-Einheiten (S1-S6) mit einer Pore-
Region, welche zwischen der fiinften und sechsten Einheit liegt (Malczyk 2017; Hof et
al. 2019; Minke und Cook 2002). Auf der Zellinnenseite befinden sich distal der ersten
und sechsten Transmembrandoméne der Amino-(N-) bzw. Kohlenstoff-(C-)Terminus,
wobei sich die einzelnen Subfamilien durch die strukturellen Bestandteile, aus welchen
die Termini aufgebaut sind, unterscheiden (Malczyk 2017; Hof et al. 2019). Uber die
Pore-Region sowie den intrazelluliren Termini erhalten die Proteine ihre
Interaktionsstellen sowie ihre regulatorische und enzymatische Funktion. Am N-
Terminus befinden sich bei TRPC-, TRPV- und TRPA-Proteinen drei bis vier Ankyrin-
Einheiten, welche vermutlich der Lokalisation oder der Interaktion einzelner Subgruppen

untereinander dienen (Abbildung 4) (Malczyk 2017; Minke und Cook 2002).

Ein TRP-Kanal ist aus vier gleichen (homomeren) oder aus bis zu drei unterschiedlichen
(heteromeren) TRP-Proteinen aufgebaut. TRP-Kanile konnen aus Proteinen aus gleichen

und verschiedenen Subfamilien gebildet werden (Earley und Brayden 2015; Guibert et
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al. 2011). Eine Ausnahme bildet das TRPC1-Protein, welches keine funktionsfahigen
homomeren Kanile bilden kann und nur in heteromeren Kanilen zu finden ist (Earley
und Brayden 2015). Es wird vermutet, dass TRPC1 daher nicht als Kanalprotein selbst
sondern viel mehr als Kanal-Regulator fungiert, indem es die Ca®"-Selektivitit der
heteromeren Kanéle verringert (Dietrich et al. 2014). Es konnte bereits in heteromeren
Kanidlen mit TRPC4, TRPCS5 und TRPV4 nachgewiesen werden, dass TRPCI hier als
negativer Regulator den Ca®*-Einstrom reduziert (Schindl et al. 2012; Kim et al. 2019;
Storch et al. 2012). Die Aktivierung der TRP-Kanile erfolgt allgemein iiber extra- sowie
intrazelluldre Signale, wie beispielsweise iiber Verdnderungen im pH-Haushalt, iiber
Temperatur-, Osmolarititsdnderungen sowie iiber externe und interne Liganden oder

oxidativen Stress (Malczyk 2017; Minke und Cook 2002; Guibert et al. 2011).

TRPA TRPC TRPM TRPML

Pore-Region Pore-Region Pore-Region Pore-Region

Legende
T I'ransmembran-Einheiten
TRPN TRPP TRPV @ Ankyrin Dominen
Pore-Region Pore-Region Pore-Region Calmodulin bindende Doméne
8 Coiled-coil Doméne

Enzym Domane

PDZ bindende Domiine

@ Phosphorylierungsstelle

TRP-Motiv

Abbildung 4: Aufbau der verschiedenen TRP-Subfamilien.

Die TRP-Proteine sind aus sechs Transmembran-Einheiten (S1-S6) aufgebaut, wobei jeweils die fiinfte und sechste
Domine eine funktionelle Pore-Region bilden. Beide Termini der Proteine liegen im Inneren der Zelle und sind je nach
Subfamilie unterschiedlich aufgebaut. N: Aminogruppe; C: Kohlenstoffgruppe; TRP: transient receptor potential,
TRPA: Ankyrin-TRP; TRPC: Klassischer TRP; TRPM: Melastatin-TRP; TRPML: Mucolipin-TRP; TRPN:
no-mechanoreceptor-potential-TRP; TRPP: Polycystein-TRP; TRPV: Vanilloid-TRP. Verdndert nach
(Piciu et al. 2023), Open Access, Lizenzlink: https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.
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1.4.1 Klassische TRP-Kanile (TRPC)

Die TRPC-Protein Subfamilie wird in sieben Untergruppen unterteilt, TRPC1 bis TRPC?7.
Zusitzlich zum charakteristischen Aufbau besitzen die TRPC-Proteine eine hydrophobe
Pore-Region und das Strukturmotiv der Coiled-Coil-Doméne am N-Terminus, wodurch
eine tetramere Anordnung des N-Terminus entsteht. Das C-terminale Ende hingegen
weist Prolin-reiche Regionen und das TRP-Motiv auf. Dieses Motiv besitzt eine
Calmodulin/IP3-Bindungsstelle sowie weitere Bindungsstellen und Dominen
(Abbildung 4; Abbildung 5) (Malczyk 2017; Samanta et al. 2018; Eder und Molkentin
2011).

Extrazellular

Intrazellular /I

@ 1=p Doman
e I

NH

Ankyrin Domiine

Abbildung 5: Struktureller Aufbau des TRPC-Proteins und des TRPC-Kanals.

A) Der klassische TRP (TRPC) ist wie die anderen TRP-Proteine aus sechs Transmembran-Doménen aufgebaut. Am
Aminoterminus befinden sich drei bis vier Ankyrin-Doménen, die eine tetramere Struktur bilden. Am Kohlenstoff-
Terminus befinden sich das TRP-Motiv mit seiner Calmodulin/IP3-Bindungsstelle. B) Jeweils vier TRPC-Proteine
lagern sich zu einem funktionellen Kanal zusammen. NH/N: Aminogruppe; TRP: transient receptor potential,
COOH/C: Kohlenstoffgruppe; TRPC: klassischer TRP. Verdndert nach (Liu et al. 2020), Open Access, Lizenzlink:

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Die TRPC-Kanile werden anhand ihrer strukturellen und funktionellen Eigenschaften in
zwei Untergruppen unterteilt. Heteromere Komplexe bilden TRPC1/4/5 und TRPC3/6/7
(Hofmann et al. 2002). TRPC2 ist beim Menschen lediglich ein Pseudogen und wird nicht
exprimiert (Eder und Molkentin 2011; Malczyk 2017; Freichel et al. 2004). Bisher
bekannte Kombinationen sind unter anderem TRPC1 mit TRPC3, TRPC6 sowie TRPC7
(Storch et al. 2012).

Durch die Bindung eines Liganden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren erfolgt die Akti-
vierung des Enzyms Phospholipase C-3 (PLC B). Die PLC B spaltet darauthin das Mem-
branlipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in Diacylglycerol (DAG) und
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Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) (Dietrich et al. 2005a; Earley und Brayden 2015; Freichel
et al. 2004; Eder und Molkentin 2011). DAG fungiert anschlieBend als direkter Aktivator
von rezeptoraktivierten Kanélen (receptor operated channel, ROC), wozu klassischer-
weise die Proteine TRPC3, TRPC6 und TRPC?7 zihlen, was zu einem Ca”>*-Einstrom von
extra- nach intrazellulir fiihrt. Der ROC-vermittelte Ca*>*-Einstrom ist dabei fiir die kurz-
fristigen Zunahme der [Ca*']; verantwortlich (Earley und Brayden 2015; Malczyk 2017;
Malkmus 2022; Mayser 2021). Gleichzeitig kommt es iiber die Bindung von IP; am IPs-
Rezeptor des endoplasmatischen (ER) bzw. sarkoplasmatischen Retikulums (SR) zur
Ca?"-Freisetzung und damit zum Anstieg der [Ca?']i. Der Abfall der [Ca?*] im ER/SR
fiihrt zu einer Translokation des stromalen Interaktionsmolekiils 1 (STIM1), welches am
ER lokalisiert ist, in Richtung Plasmamembran, wodurch der speicheraktivierte Kanal
(store operated channel, SOC) Orail aktiviert wird. Durch die Aktivierung wird wiede-
rum ein Ca?*-Einstrom verursacht (Earley und Brayden 2015; Susperreguy et al. 2024).

1.4.2 TRPC in der CHPH

Die TRP-Proteine kommen ubiquitér in allen Sdugetieren vor und spielen eine wichtige
Rolle in vielen biologischen Signalwegen. TRPC1 konnte z. B. auch im Herzen oder im
Gehirn nachgewiesen werden (Montell 2005; Samanta et al. 2018; Earley und Brayden
2015). Mutationen im Bereich der TRP-Gene, welche eine Verdnderung der Funktion der
TRP-Proteine bewirken, konnen daher zu diversen Krankheitsbildern fithren, wie z. B. zu
arterieller Hypertonie, Lungenddem oder neurogenen Entziindungen (Earley und

Brayden 2015; Hof et al. 2019; Malczyk 2017; Montell 2005).

In der Pathogenese der CHPH werden TRPC-Kanile als Ca*'-regulierende Kationen-
Kandle diskutiert, wobei die genaue Involvierung noch unklar ist (Ward und McMurtry

2009; Dunham-Snary et al. 2017).

Auf molekularer Ebene fiihrt eine chronische Hypoxie zu keiner Verdnderung der
Expression von TRPCI1-, TRPC3- und TRPC6-mRNA (Malczyk 2017; Mayser 2021).
Auch bei Fehlen des TRPC6 Gens konnte keine Hochregulation anderer TRPCs auf
mRNA-Ebene nachgewiesen werden (Weissmann et al. 2006). Dahingegen spielt TRPC6
fiir die akute Vasokonstriktion der HPV eine entscheidende Rolle (Weissmann et al.
2006). In IAPH Patienten und Patientinnen konnte weiterhin eine Hochregulation des
TRPC6 Proteins nachgewiesen werden (Inoue et al. 2006). Des Weiteren fiihrt chronische
Hypoxie bei Fehlen von TRPC3 zu einer Hochregulation von TRPC1 auf mRNA-Ebene
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(Mayser 2021). Im Mausmodell der CHPH waren Méuse, die kein TRPC1 oder TRPC3
Protein exprimieren konnten, partiell vor CHPH geschiitzt, indem sie ein vermindertes
vaskuldres Remodeling sowie einen reduzierten rechtsventrikuldren systolischen Druck
(right ventricular systolic pressure, RVSP) aufwiesen (Malczyk 2017; Malczyk et al.
2013; Mayser 2021). Auch Méuse mit einem TRPC1/3/6 Knockout (KO) waren partiell
vor CHPH geschiitzt. Interessanterweise konnte auch gezeigt werden, dass der partielle
Schutz ohne Beeinflussung des vaskuldren Remodelings einhergeht. Die Mause zeigten

ein Fehlen der HPV sowie einen reduzierten RVSP (Malkmus 2022).

Obwohl insbesondere das Zusammenspiel der einzelnen TRPC-Untergruppen und die
Interaktionen untereinander noch weitestgehend unbekannt sind, konnte durch die
bisherigen Forschungen gezeigt werden, dass die Entstehung der CHPH maligeblich
durch die TRPC-Kanéle beeinflusst wird.

1.5 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktion von TRPC3 und TRPC6 Kanélen mit
TRPCI in ihrer Bedeutung fiir die HPV sowie die Entstehung von CHPH im Mausmodell

zu untersuchen.

Um die Funktion von TRPC1/3 und TRPC1/6 Kanile in der HPV zu beurteilen, wurden
TRPC1/3”- und TRPC1/6”- Miuse im Modell der isolierten, ventilierten und blutfrei-
perfundierten Lunge (ILU) untersucht. Aulerdem wurde der Einfluss des Verlustes von
TRPC1 und TRPC3 sowie TRPCI und TRPC6 mittels Doppelknockout auf die
Entstehung der CHPH analysiert. Hierzu wurden TRPC1/37~ und TRPC1/6” Muse iiber
einen Zeitraum von 28 Tagen chronischer Hypoxie ausgesetzt. Im Anschluss wurde der
RVSP und der Grad der Rechtsherzhypertrophie (RHH) sowie der Muskularisierung der
pulmonalen Gefdfle final untersucht. Mithilfe der vorliegenden Ergebnisse sollte die
Rolle des Doppelknockouts von sowohl TRPC1 und TRPC3 als auch von TRPC1 und
TRPC6 im Rahmen der CHPH-Entstehung analysiert werden. Das Verstindnis der
entsprechenden Mediatoren konnte gegebenenfalls kiinftig zur Entwicklung neuer
Therapien, zur Verbesserung der Lebensqualitit sowie zur Prognose von CHPH

beitragen.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterial

Herstellername

3-Wege-Hahn Discofix® C-3SC

Aquagel® Lubricating Gel

Braunoderm®

50% 2-Propanol/1%
Providionjod-Losung
Chirurgischer 5/0 Faden
Polyester, Silicone coated
CRYO.S™ CryoTubes 2,4 ml

Einmalhandschuhe
MICRO-TOUCH® NITRA-
TEX™

Einmalhandschuhe

Vasco® Nitril Soft white
Eppendorf-Tubes 1,5 ml

Mercifil Faden, No. 12, 100 m

Falconrohrchen CELLSTAR®
15 ml/50 ml
Haarentfernungs-Créme

Veet Silky Fresh
Infusionsverlédngerung
Extension Line Type
Heidelberger

Sterican® Einmal-Injektions-
Kaniile (20G, 24G, 26Q)
3M™ Durapore™
Medizinisches Rollenpflaster
Pipettenspitzen (diverse
GroBen)

Sicherheitsvenenverweilkatheter

Vasofix® Safety 20 G

Feather® Disposal Scalpel 10er,

11er, 20er

Spritze 1 ml
Inject®-F, Luer Solo
Spritze 5 ml
Inject®, Luer Solo
Spritze, 50 ml

Firma
B. Braun Melsungen AG

Parker Laboratories, Inc.

B. Braun Melsungen AG

Ashaway Line & Twine Mfg.

Co.
Greiner Bio-One GmbH

Ansell Healthcare Europe
N.V.

B. Braun Melsungen AG
Sarstedt AG & Co. KG
Amann & S6hne GmbH &
Co. KG

Greiner Bio-One GmbH
Reckitt Benckiser
Deutschland GmbH

B. Braun Melsungen AG
B. Braun Melsungen AG
3M Deutschland GmbH
Sarstedt AG & Co. KG
B. Braun Melsungen AG
Pfm medical AG

B. Braun Melsungen AG

B. Braun Melsungen AG

B. Braun Melsungen AG

Standort
Melsungen,
Deutschland
Fairfield, New
Jersey, USA
Melsungen,
Deutschland

Ashaway, Rhode
Island, USA
Frickenhausen,
Deutschland
Briissel, Belgien

Melsungen,
Deutschland
Niimbrecht,
Deutschland
Bonningheim,
Deutschland
Frickenhausen,
Deutschland
Heidelberg,
Deutschland
Melsungen,
Deutschland

Melsungen,
Deutschland
Neuss,
Deutschland
Niimbrecht,
Deutschland
Melsungen,
Deutschland
Koln,
Deutschland
Melsungen,
Deutschland
Melsungen,
Deutschland
Melsungen,
Deutschland
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Original Perfusor® syringe
Luer Lock, 50 ml
Pur-Zellin® Zellstofftupfer
(4 x 5cm)

Paul Hartmann AG

2.1.2 Injektionslosungen/Medikamente

Herstellername Firma
Heparin-Natrium 25000- Ratiopharm GmbH
ratiopharm® Injektionslosung

Heparin-Natrium 5000- Ratiopharm GmbH

ratiopharm® Injektionslosung
Isofluran Baxter® Baxter Deutschland GmbH

Isotone Kochsalz-Losung 0,9%  B. Braun Melsungen AG
Braun, 100 ml
Ketaminhydrochlorid
Urostamin® 100 mg/ml
Xylazinhydrochlorid 20 mg/ml

Serumwerk Bernburg AG

Wirtschaftsgenossenschaft
deutscher Tierdrzte eG

2.1.3 Materialen und Gerite fiir die Himodynamik

Firma
Mettler-Toledo GmbH

Herstellername
AB104-S-Analysewaage
Biemer Gefaf3clip Aesculap AG
Isofluranverdampfer

V-1 Tabletop Laboratory
Animal Anesthesia System
LED-Ringlicht

Leica LED 3000 RL, 58mm
VaporGuard™ Adsorption
Luftfilter

Mikro-Tip® Catheter
Transducer Model SPR-671
Pressure Catheter

VetEquip, Inc.

Leica Microsystems GmbH
VetEquip, Inc.

Millar Instruments, Inc.

Needle Electrodes for Animal ADInstruments Ltd
Bio Amp

Narkosebox VetEquip, Inc.
Induction Chambers

Tygon S3™-Schlauch E-3603
(verschiedene Diameter)

Pin (um Arterie anzuheben)
Gefertigt aus BD Microlance™
3(30%G)
Préparationsbesteck

Spring Scissors 15024-10,

PROLIQUID GmbH

Fine Science Tools GmbH

Becton, Dickinson & Co. Ltd.

Heidenheim,
Deutschland

Standort
Ulm, Deutschland

Ulm, Deutschland

Unterschleifheim,
Deutschland
Melsungen,
Deutschland
Bernburg,
Deutschland
Garbsen,
Deutschland

Standort

Gielen,
Deutschland
Tuttlingen,
Deutschland
Livermore,
Kalifornien, USA

Wetzlar,
Deutschland
Livermore,
Kalifornien, USA
Houston, Texas,
USA

Sydney,
Australien
Livermore,
Kalifornien, USA
Uberlingen,
Deutschland
Drogheda, Irland

Heidelberg,
Deutschland

25



Graefe Forceps 11050-10,
Graefe Forceps 11052-10,
Surgical scissors - Blunt
14000-10, Vannas Spring
Scissors 15000-10

Schlauchverbindungsstiicke
Small Barbed Fittings Kit
Software Pulmodyn W

Landkartennadeln Art. Nr. 626

Leica M50 Routine
Stereomikroskop
Trachealtubus

Gefertigt aus Vasofix® Safety
20G

Mouse Ventilator MiniVent
Type 845

Verstirker PowerLab 8/30

Verstiarker MPVS-Ultra™
Pressure-Volume-Loop System
Verstirker (EKG) Animal Bio
Amp ML136

Waage PT 1200 1220/0,1 g

Wirmematte mit Rektalsonde
Physitemp TCAT-2LV Animal
Temperature Controller

Cole-Parmer GmbH

Hugo Sachs Elektronik-
Harvard Apparatus GmbH

ALCO-Albert GmbH & Co.
KG

Leica Microsystems GmbH
B. Braun Melsungen AG
Hugo Sachs Elektronik-
Harvard Apparatus GmbH
ADlInstruments Ltd

Millar Instruments, Inc.
ADInstruments Ltd

Sartorius AG

Physitemp Instruments LLC

2.1.4 Materialien und Geriite fiir die Organentnahme

Herstellername

Becherglas Duran Laborglas
250ml

Einbettkasetten ROTILABO®,
klein

Formaldehyd-Losung 3,5-3,7%

Hématokrit-Kapillaren, Na-hep
Héamatokritversiegelungsset

NaCl 0,9% Ecotainer®

Firma
DWK Life Sciences GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG
Otto Fischer GmbH & Co. KG
Hirschmann Laborgerite
GmbH & Co. KG

BRAND GmbH & Co. KG

B. Braun Melsungen AG

Wertheim,
Deutschland
March-
Hugstetten,
Deutschland
Arnsbach,
Deutschland
Wetzlar,
Deutschland
Melsungen,
Deutschland

March-
Hugstetten,
Deutschland
Sydney,
Australien
Houston, Texas,
USA
Sydney,
Australien
Gottingen,
Deutschland
Clifton, New
Jersey, USA

Standort
Wertheim,
Deutschland
Karlsruhe,
Deutschland
Saarbriicken,
Deutschland
Eberstadt,
Deutschland
Wertheim,
Deutschland
Melsungen,
Deutschland
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Kaltlichtquelle KL 200

Bemis™ Curwood Parafilm™
M Labor-Verpackungsfolie
Digital ABS AOS
Messschieber 0-150mm,
Tiefenmessstange

Tygon S3™-Schlauch E-3603
(verschiedene Diameter)
Pipette Eppendorf Research®
Plus 100-1000pul
Préparationsbesteck

Spring Scissors 15024-10,
Graefe Forceps 11050-10,
Graefe Forceps 11052-10,
Surgical scissors - Blunt
14000-10
Schlauchverbindungsstiicke
Small Barbed Fittings Kit
Pulmonalarterieller Katheter,
Sonderanfertigung fiir ILU1

Landkartennadeln Art. Nr. 626

Leica M50 Routine
Stereomikroskop
Trachealtubus

Gefertigt aus Vasofix® Safety
20G

Mouse Ventilator MidiVent
Type 849

Hettich Zentrifuge, Mikro
200R

Hettich Zentrifuge,
Haematokrit 210

Schott AG
Fisher Scientific GmbH

Mitutoyo Deutschland GmbH

PROLIQUID GmbH
Eppendorf AG

Fine Science Tools GmbH

Cole-Parmer GmbH

Hugo Sachs Elektronik-
Harvard Apparatus GmbH

ALCO-Albert GmbH & Co.
KG
Leica Microsystems GmbH

B. Braun Melsungen AG

Hugo Sachs Elektronik-
Harvard Apparatus GmbH

Andreas Hettich GmbH & Co.
KG
Andreas Hettich GmbH & Co.
KG

2.1.5 Materialien und Ger:iite fiir die Echokardiographie

Herstellername
Vevo® Imaging Station

Narkose-System

Vevo Compact Dual
Anesthesia System
Préazisionswaage EMB 100-3

Firma
FUJIFILM Visualsonics, Inc.

FUJIFILM Visualsonics, Inc.

KERN & SOHN GmbH

Mainz,
Deutschland
Schwerte,
Deutschland
Neuss,
Deutschland

Uberlingen,
Deutschland
Hamburg,
Deutschland
Heidelberg,
Deutschland

Wertheim,
Deutschland
March-
Hugstetten,
Deutschland
Arnsbach,
Deutschland
Wetzlar,
Deutschland
Melsungen,
Deutschland

March-
Hugstetten,
Deutschland

Tuttlingen,
Deutschland
Tuttlingen,
Deutschland

Standort

Toronto, Ontario,

Kanada

Toronto, Ontario,

Kanada

Balingen-
Frommern,
Deutschland
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Schermaschine AESCULAP®
Isis

Aquasonic® Clear®
Ultrasound Gel
Ultraschallgerdt Vevo® 3100

B. Braun Melsungen AG
Laboratories, Inc.

FUJIFILM Visualsonics, Inc.

2.1.6 Geriite und Software fiir die Histologie

Beschreibung

Digital Color Camera Leica
DFC310 FX
PL303-Analysewaage

Forschungsmikroskop Leica
DM6000B

Leica ASP300S
Gewebeinfiltrationsautomat
Sakura IDent™ Cassette
Printer

Kiihlplatte EG 1150C

Milli-Q Advantage A10
Wasseraufbereitungssystem
Magnetriihrer IKA® RH basic
2

Makro fiir
Muskularisierungsgrad

Rotationsmikrotom RM 2165

Mini-Zentrifuge LLG-
uniCFUGE 2
Objekttragerstrecktisch HI
1220
Paraffinausgie3station EG
1140H

Paraffinstreckbad HI 1210

Labor-pH-Meter 766 Climatic

Pipette Eppendorf Research®
(diverse GroBen)

Schiittler IKA® VIBRAX
VXR basic

Software Q Win V3

Vortex-Genie® 2

Firma
Leica Microsystems GmbH

Mettler-Toledo GmbH
Leica Microsystems GmbH
Leica Microsystems GmbH
Sakura Finetek USA, Inc.
Leica Microsystems GmbH
Merck KGaA
IKA®-Werke GmbH & Co.
KG

entwickelt von Hr. Christoph
Frank (Informatiker), Leica
Microsystems GmbH

Leica Microsystems GmbH
Lab Logistics Group GmbH
Leica Microsystems GmbH
Leica Microsystems GmbH
Leica Microsystems GmbH
Knick Elektronische
Messgerite GmbH & Co. KG
Eppendorf AG
IKA®-Werke GmbH & Co.
KG

Leica Microsystems GmbH

Scientific Industries, Inc.

Melsungen,

Deutschland
Fairfield, New
Jersey, USA

Toronto, Ontario,

Kanada

Standort
Wetzlar,
Deutschland
Gielen,
Deutschland
Wetzlar,
Deutschland
Wetzlar,
Deutschland
Torrance,

Kalifornien, USA

Wetzlar,
Deutschland
Darmstadt,
Deutschland
Staufen,
Deutschland
Wetzlar,
Deutschland

Wetzlar,
Deutschland
Meckenheim,
Deutschland
Wetzlar,
Deutschland
Wetzlar,
Deutschland
Wetzlar,
Deutschland
Berlin,
Deutschland
Hamburg,
Deutschland
Staufen,
Deutschland
Wetzlar,
Deutschland
Bohemia, New
York, USA



Wairmeschrank

Memmert GmbH & Co. KG

2.1.7 Verbrauchsmaterialien fiir die Histologie

Herstellername

Deckgléser 24 x 36 mm
Eindeckmedium Pertex®
Xylol-16slich
Einmalhandschuhe
MICROFLEX® Long Cuff

Eppendorf-Tubes 1,5 ml

Falconrohrchen CELLSTAR®
15 ml

Mikrotomklingen  Disposable
Blades MS33

Objekttrager =~ SUPERFROST
PLUS® GOLD

Paraffin Einbettmedium
Paraplast Plus®
Pipettenspitzen (diverse
GroBen)

Feather® Disposal  Scalpel

10er, 11er, 20er

Firma
R. Langenbrinck

Medite GmbH

Ansell Healthcare Europe NV
Sarstedt AG & Co. KG

Greiner Bio-One GmbH
MICROS  Produktions- &
Handelsges.m.b.H.

Gerhard Menzel GmbH
Sigma-Aldrich

Sarstedt AG & Co. KG

Pfm medical AG

2.1.8 Materialien fiir die histologische Farbung

Herstellername

Albumin bovine Fraction V,
protease-free

Antibody Diluent

DAB Substrat Kit SK-4100,
Peroxidase

Ethanol 70 %, 96 %, 99,6 %
vergillt mit Ethylmethylketon
Hydrogen peroxide 30%, pro
analysis

Salzsdure (1N)

ImmPRESS® Horse Anti-
Rabbit IgG Polymer Kit MP-
7401, Peroxidase
Isopropanol 99,8 %

Firma
Serva Electrophoresis GmbH

Zytomed Systems GmbH
Vector Laboratories, Inc.
Fisher Scientific GmbH
Merck KGaA

Carl Roth GmbH

Vector Laboratories, Inc.

Sigma-Aldrich

Schwabach,
Deutschland

Standort
Emmendingen,
Deutschland
Burgdorf,
Deutschland
Briissel, Belgien

Niimbrecht,
Deutschland
Frickenhausen,
Deutschland
St. Veit/Glan,
Osterreich
Braunschweig,
Deutschland
Steinheim,
Deutschland
Niimbrecht,
Deutschland
Koln,
Deutschland

Standort
Heidelberg,
Deutschland
Berlin,
Deutschland
Burlingame,
Kalifornien, USA
Schwerte,
Deutschland
Darmstadt,
Deutschland
Karlsruhe,
Deutschland
Burlingame,
Kalifornien, USA

Steinheim,
Deutschland
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Kaliumchlorid > 99,5 %, pro
analysis
Kaliumhydrogenphosphat, pro
analysis

Methanol, reinst pro analysis

Vector® Methyl Green

MM HRP-Polymer Kit
MMS510L
Di-Natriumhydrogenhosphat
Dihydrat, pro analysis
Natriumchlorid > 99,5 %, pro
analysis

Natriumhydroxid (2N), pro
analysis

PBS (20-fach, 1-fach)
Eigenherstellung
Novocastra™ Enzyme
Proteinkinase K (IHC)
Vector® VIP Substrat Kit SK-
4600

Anti-von Willebrand Faktor;
Rabbit/polyklonal (Art. Nr.
A0082)

Xylol

Anti-alpha-smooth muscle
Actin; Clone 1A4;
Mouse/monoclonal (Art. Nr.
A2547)

Carl Roth GmbH
Merck KGaA
Sigma-Aldrich

Vector Laboratories, Inc.

Zytomed Systems GmbH

Merck KGaA
Carl Roth GmbH

Merck KGaA

Leica Biosystems
Vector Laboratories, Inc.

Dako Cytomation

Carl Roth GmbH

Sigma-Aldrich

2.1.9 Material und Ger:ite fiir das Hypoxiemodell

Herstellername

Controller OxyCycler Model
A84XOV

Monitor-Pod A84XOV

A-Series Dynamic Oz
Controller
E-445 Oxygen Sensor

Schalldimpfer CUS-Muffler

Software WatView Version
2.6.04
Tierhaltungsboxen

Firma
Biospherix Ltd.

Biospherix Ltd.
Biospherix Ltd.
Biospherix Ltd.

Biospherix Ltd.

Watlow Electric Company

Biospherix Ltd.

Karlsruhe,
Deutschland
Darmstadt,
Deutschland
Steinheim,
Deutschland
Burlingame,
Kalifornien, USA
Berlin,
Deutschland
Darmstadt,
Deutschland
Karlsruhe,
Deutschland
Darmstadt,
Deutschland

New Castle,
England
Burlingame,
Kalifornien, USA
Hamburg,
Deutschland

Karlsruhe,
Deutschland
Steinheim,
Deutschland

Standort
Lacona, New
York, USA
Lacona, New
York, USA
Lacona, New
York, USA
Lacona, New
York, USA
Lacona, New
York, USA
Saint Louis,
Missouri, USA
Lacona, New
York, USA
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A-66274-P X-Large Animal
Chamber

2.1.10 Material und Gerite fiir die ILU

Herstellername
Aqua Ecotainer®

Blasenfalle
Sonderanfertigung
Blutanalysesystem Rapidlab™ 348

DMSO
Dimethylsulfoxid > 99,5 %
Drucksensoren
Combitrans 1-fach Set Mod. I Uni
Giellen
Elektrolytlosung II N
Spezialanfertigung:
975ml enthalten:
e Natriumchlorid 120,0mmol
¢ Kaliumdihydrogenphosphat
1,10mmol
e Magnesiumchlorid-
Hexahydrat 1,30mmol
e Kaliumchlorid 4,30mml
e Calciumchlorid-Dihydrat
2,40mmol
Glucose 13,32mmol
Hydroxyethylstirke
(200/0,5) 50,0g
Ethanol 70 % vergillt
Ethylmethylketon
Feinwaage Model CS 200

mit

Gasflussmesser Einzelrohr-
Rotameter P11A2-VAO

Halterung fiir Silikonschlduche
Hebebiihne (max. 7 kg) 245-0027
(160x130mm)

ILU-System

Basic Unit for isolated perfused
Mouse Lung Size 1 Type 839 (IL-
1)

Infusionsleitung  flexibel  PE,
farbcodiert 30cm, 1,0 x 2,0 mm,
Pmax = 21 bar/300psi
Kaliumchlorid > 99,5 %, pro
analysis

Firma
B. Braun Melsungen AG

Glasbléserei Uni-Gieflen
Siemens Healthcare GmbH
Sigma-Aldrich

B. Braun Melsungen AG

SERAG-WIESSNER
GmbH & Co. KG

Otto Fischer GmbH & Co.
KG
Ohaus Corporation

Aalborg Instruments &
Controls, Inc.

Von Kreutz - Labortechnik
VWR International GmbH
Hugo Sachs Elektronik-
Harvard Apparatus GmbH
MiroMed

Carl Roth GmbH

Standort
Melsungen,
Deutschland
Gielen,
Deutschland
Erlangen,
Deutschland
Steinheim,
Deutschland
Melsungen,
Deutschland

Naila/Bayern,
Deutschland

Saarbriicken,
Deutschland
Parsippany,
York, USA
Orangeburg, New
York, USA
Uckfield, England
Darmstadt,
Deutschland
March-
Hugstetten,
Deutschland

New

Frankfurt,
Deutschland

Karlsruhe,
Deutschland
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Lungenhalterungsbiigel
Mehrweg-Tranducer-Board
Combitrans EasyClick Monitoring
System

TRPC6-Inhibitor BI-749327

U46619 = 9,11-Dideoxy-9a,11a-
methanoepoxyprostaglandin F2a
Messzylinder DURAN® Klasse A,
200 ml

Natriumhydrogencarbonat 1 molar
8,4 %

Tygon S3™-Schlauch
(verschiedene Diameter)
Pipette Eppendorf Research®
(diverse GroBen)
Pipettenspitzenbox zum Fixieren
der Korkmatte

Praparationsbesteck

Spring Scissors 15024-10, Graefe
Forceps 11050-10, Graefe Forceps
11052-10, Surgical scissors - Blunt
14000-10

E-3603

Reservoir

Sonderanfertigung
Schlauchverbindungsstiicke

Small Barbed Fittings Kit
Silikonschlduche (unterschiedliche
Diameter)

Silikonspray B-tec 107

Stativ

e mit Dreifull-Standful3

e mit Schraubzwinge
Stativklemmen
Halterungen
Schutziiberziige fiir Klemmfinger
Stativstab
Universalmuffen

Landkartennadeln Art. Nr. 626

Mouse Ventilator MiniVent Type
845

Wigezelle Research  Isometric
Transducer Model 1 (PY2 72-449)

Von Kreutz - Labortechnik
B. Braun Melsungen AG
Hycultec GmbH

Paesel & Lorei GmbH &
Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG
SERAG-WIESSNER
GmbH & Co. KG
PROLIQUID GmbH
Eppendorf AG

Sarstedt AG & Co. KG

Fine Science Tools GmbH

Glasbliserei Uni-GieB3en
Cole-Parmer GmbH
VWR International GmbH
E.L.S. GmbH & Co. KG

VWR International GmbH

ALCO-Albert GmbH & Co.
KG

Hugo Sachs Elektronik-
Harvard Apparatus GmbH

Hugo Sachs Elektronik-
Harvard Apparatus GmbH

Uckfield, England
Melsungen,
Deutschland

Beutelsbach,
Deutschland
Rheinberg,
Deutschland
Karlsruhe,
Deutschland
Naila/Bayern,
Deutschland
Uberlingen,
Deutschland
Hamburg,
Deutschland
Niimbrecht,
Deutschland
Heidelberg,
Deutschland

Gielen,
Deutschland
Wertheim,
Deutschland
Darmstadt,
Deutschland
Ko6In-Ossendorf,
Deutschland
Darmstadt,
Deutschland

Arnsbach,
Deutschland
March-
Hugstetten,
Deutschland
March-
Hugstetten,
Deutschland
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Wirmeglocke Glasblaserei Uni-Gie3en Giellen,
Sonderanfertigung Deutschland

2.2 Versuchstiere

2.2.1 Mauslinien

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden Méause (Mus musculus) der homozygot
geziichteten Linien B6.129/EvSV-TRPCI™!I* (TRPC17), B6.129S-TRPC3m!-1Akon
(TRPC3™7), B6.129S/EvSV-TRPC6™!'™® (TRPC6™), B6.129/EvSV-TRPC]™!Ibi
TRPC3m!1Aken (TRPC1/377) und B6.129/EvSV-TRPC1™! ®.TRPC6™! ™ (TRPC1/6™7")
verwendet. Der genetische Hintergrund der verwendeten Mauslinien waren C57BL/6J-
Maiuse. Eine singuldre Deletion von TRPC1, TRPC3 und TRPC6 wurde durch die
Modifikation der entsprechenden Gene im Exon 7 in murinen 129S/SvEv Stammzellen
erreicht. Im Anschluss wurden die genetisch verdnderten Stammzellen in C57BL/6J
Blastozysten transferiert und die Méuse iliber zehn Generationen auf den C57BL/6J
Hintergrund zuriickgeziichtet (Dietrich et al. 2005a; Malczyk 2017; Mayser 2021;
Hartmann et al. 2008; Dietrich et al. 2007). Zur Erzeugung des TRPC1/3"" bzw.
TRPC1/6"~ wurden TRPC17~ und TRPC3” bzw. TRPC6”~ Miuse verpaart. Als
Kontrollméuse wurden interne Wildtypen (WT) aus eigener Kolonie der TRPC

Mauszucht verwendet.

2.2.2 Versuchstierhaltung

2.2.2.1 Allgemeine Versuchstierhaltung

Die Méuse wurden in einem speziellen Kammersystem in offenen 7ypll long Kéfigen in
Gruppen von zwei bis fiinf Tieren gehalten. Die Méuse wurden bei einem 14-Stunden-
Hell- und 10-Stunden-Dunkel-Rhythmus bei 22 °C £ 2 °C und 55 % + 10 %
Luftfeuchtigkeit gehalten. Die Kifige wurden mit Einstreu- und Nistmaterial,
Nageholzern und Versteckmoglichkeiten ausgestattet. Die Versorgung mit Wasser
(Leitungswasser) und Futter (Standarddidt, Altromin 1324) sowie die Sduberung der

Kifige erfolgte regelméBig.
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2.2.2.2 Experimentelle Versuchstierhaltung in Hypoxie-Exposition

Die Experimente wurden vom Regierungsprasidium GieB3en unter dem Aktenzeichen GI
20/ 10 Nr. G10/2017, JLU-Nr. 837 GP (Hypoxie-Experiment) und G56/2019 JLU-Nr.
960 GP (isolierte Lunge) genehmigt. Die Tierexperimente wurden gemdll der EU-
Richtlienie 2010/63/EU durchgefiihrt. Die Haltungsbedingungen in Bezug auf Hell-
Dunkel-Rhythmus, = Umgebungstemperatur,  Luftfeuchtigkeit, =~ Versorgung der
Versuchsmduse wurden gemédf3 der allgemeinen Versuchstierhaltung ausgefiihrt. Fiir die
Hypoxie-Experimente wurden WT Miuse sowie Versuchsmiuse der Linien TRPC1/3™-
und TRPC1/6” im Alter von 12 bis 16 Wochen fiir 28 Tage unter hypoxischen (10 % O,
normobar) bzw. normoxischen Bedingungen (21 % O, Raumluft) im halboffenen
Kammersystem in Typll long Kifigen gehalten (Abbildung 6). Die CO2- und O»-
Konzentrationen wurden tiglich kontrolliert. Der experimentell bedingte
Gesundheitszustand, u. a. das Verhalten, das Erscheinungsbild und das Gewicht der
Versuchsmduse, wurde gemil Tierversuchsantrag (Aktenzeichen GI 20/ 10 Nr.
G10/2017, JLU-Nr. 837 GP) anhand eines Punktesystems (Scoresheet) beurteilt und
dokumentiert. Die Beurteilung erfolgte mit Hilfe von Dr. Monika Brosien, Dr. Simone
Kraut und Dr. Ingrid Henneke. Vor Versuchsbeginn erfolgte eine
GruppengrofBeneinschitzung, sodass mit je 15 Tieren pro Gruppe begonnen wurde. Um
potenzielle geschlechtsspezifische Effekte auszuschlieBen, wurde auf eine anndhernd
gleichméBige Verteilung ménnlicher und weiblicher Tiere geachtet. Wihrend des
Experimentverlaufs wurden dabei Tiere aus unterschiedlichen Griinden, wie z. B.
aufgrund technischer Fehler, vorzeitig aus dem Versuch genommen, weshalb diese Daten
in der Auswertung nicht miteinbezogen wurden. Die entsprechende Endzahl der

Gruppengrofe ist jeweils in den Abbildungen der Ergebnisse angegeben.
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Versuchsgruppen

Gruppe 1: WT

28 Tage Nox Gruppe 2: TRPC1/37-
Gruppe 3: TRPC1/67
Gruppe 1: WT

28 Tage Nox Gruppe 2: TRPC1/3"
Gruppe 3: TRPC1/67

° ) e ) #
Einbetten in

Tag 29 |

Tag 1
Tag 0 | Tag 7, 14, | Tag 36/37
21 und 28
Einsetzen der Himodynamik-Messung
Miuse in Hox/Nox und Organentnahme
— €

Abbildung 6: Versuchsaufbau der experimentellen Versuchstierhaltung.

Zur Untersuchung des Effekts auf die Entstehung der CHPH wurden WT (Gruppe 1), TRPC1/3”- (Gruppe 2) und
TRPC1/67 (Gruppe 3) fiir 28 Tage in Hypoxie bzw. Normoxie gehalten. An Tag 0, 7, 14, 21 und 28 wurde die
Herzfunktion mittels Echokardiografie untersucht. Am 29. Tag erfolgte die himodynamische Messung mit finaler
Blutentnahme und anschlieBender Organentnahme. Am 36. bzw. 37. Tag wurden die linken Lungenfliigel fiir die

histologischen Untersuchungen in Paraffin eingebettet. Hox: Hypoxie, Nox: Normoxie, Echo: Echokardiographie.

2.3 Echokardiographie und Haimodynamik
2.3.1 Anasthesie der Maus

Vor Messungsbeginn wurden die Versuchsméduse mit 3 —5 Volumen % Isofluran bei einer
Flussrate von 1 I/Min. andsthesiert. AnschlieBend wurden die Versuchstiere am Messplatz
auf einer Warmematte in Riickenlage {iber eine Atemmaske ventiliert. Die Narkose wurde
mit 1,5 — 2,5 Volumen % Isofluran bei einer Flussrate von 1 I/Min. wihrend der Messung
aufrechterhalten. Die Narkosetiefe wurde durch das Testen von nozizeptiven Reflexen
(Zwischenzehenreflex) kontrolliert. Die Narkose wurde entweder von Dr. Simone Kraut,

Dr. Monika Brosien oder Dr. Kathrin Malkmus durchgefiihrt oder iiberwacht.
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2.3.2 Echokardiographische Messung
Zur Untersuchung der Herzfunktion wurde eine Echokardiographie des Herzens geméf
eines etablierten Protokolls durchgefiihrt. Eine genauere Ausfithrung des Vorgehens ist in

der Literatur zu finden (Hadzic et al. 2021; Kraut 2014; Veith et al. 2020; Malkmus 2022).

Die Herzfrequenz und der Herzrhythmus wurden wihrend der echokardiographischen
Messung mittels EKG-Elektrodenplittchen kontrolliert, welche in der Wiarmeplatte
integriert waren. Nach Einfiihrung der Rektalsonde zur automatischen Regulation der
Korpertemperatur wurde das Fell am Thorax und am kranialen Abdomen mittels
Enthaarungscréme entfernt, um Stérungen durch verbliebene Haare beim Schallen zu
vermeiden. Die Messung wurde mittels eines 30 MHz Doppler- und einem 30 MHz 2D-
Linear-Schallkopfes durchgefiihrt. Zur Beurteilung der funktionellen kardialen
Verdnderungen wurden die tricuspid annular plane systolic excursion (TAPSE) bestimmt,
als MalBl der systolischen Funktion des rechten Ventrikels. Zur Bestimmung der
strukturellen Verdnderungen des Herzens im Rahmen der Rechtsherzhypertrophie wurde
die Wandstirke des rechten Herzens (right ventricular wall thickness, RVWT) gemessen.

Die Echokardiographie wurde durch Dr. Simone Kraut durchgefiihrt.

2.3.3 Himodynamische Messung

Nach der Desinfektion des Thorax wurde das EKG der Maus durch subkutan eingefiihrte
Elektroden abgeleitet und die Temperatur der Maus mittels einer rektal eingefiihrten
Sonde reguliert. Anschliefend wurde die Haut am Hals entfernt, die Trachea freigelegt,
eroffnet und intubiert. Dann wurde die rechte Vena jugularis frei prapariert und mit einem
moglichst kranial liegenden Faden ligiert, wodurch das Gefa3 auf Spannung gehalten
werden konnte. Um einen Blutriickfluss ins Herz zu verhindern, wurde ein zweiter Faden
um die Vena jugularis gelegt. Nach Eroffnung der Vena jugularis wurde der Katheter
eingefiihrt und in den rechten Vorhof vorgeschoben. Anschlieend wurde der Katheter in
den Ventrikel vorgeschoben und der RVSP gemessen. Nach der Messung wurde der
Katheter entfernt und die Vena jugularis verschlossen. Die Priaparation und Messung des
systolisch arteriellen Drucks (systolic arterial pressure; SAP) sowie des
linksventrikuldren systolischen Drucks (left ventricular systolic pressure, LVSP) iiber die
rechte Arteria carotis erfolgte in gleicher Vorgehensweise, wobei zur Vermeidung eines
Blutriickflusses von kardial ein Gefd3clip verwendet wurde. Nach der Messung wurde

intraperitoneal Heparin (500 LE./10 g KG) injiziert, um eine intravasale
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Thrombenbildung zu vermeiden und eine gleichméBige Perfusion der Lungengefil3e fiir
die histologische und molekularbiologische Untersuchung zu gewihrleisten. Es folgte die
Durchtrennung der Arteria carotis und die Totung der Versuchsmaus durch finalen
Blutentzug, wobei das Blut fiir die anschlieBende Hamatokrit-Bestimmung verwendet
wurde. Die Messung und Toétung der Versuchsméuse wurde von Dr. Kathrin Malkmus
durchgefiihrt. Die Anésthesieiiberwachung wurde durch Dr. Julia Schéffer, Dr. Simone
Kraut und Dr. Monika Brosien durchgefiihrt.

2.3.4 Himatokrit-Bestimmung
Die Blutprobe zur Bestimmung des Hamatokrit-Wertes wurde mittels zweier Kapillaren
aufgenommen und mit 15.570 G (12.800 rpm) fiir 10 Min. bei 4 °C zentrifugiert. Die

Héamatokrit-Werte wurden mit Hilfe einer Himatokrit-Skala abgelesen.

2.3.5 Rechtsherzhypertrophie

Zur Bestimmung der RHH wurden zundchst die Herzohren und der Aortenbogen entfernt.
Im Anschluss wurden der rechte Ventrikel (RV), der linke Ventrikel (LV) und das Septum
(S) der entnommenen Herzen voneinander getrennt, um das jeweilige Gewicht zu
bestimmen. Die Berechnung der RHH erfolgte mittels Fulton-Index mit der Berechnung

der Relation zwischen RV und LV inklusive S.

2.4 Organentnahme

Nach der himodynamischen Messung wurden die Organe entnommen (Abbildung 7).
Hierfiir wurde die tote Maus auf einer Gummimatte fixiert und intubiert. Mittels einer
Beatmungspumpe wurde die Lunge bei einem Volumen von 150 pl ventiliert, um ein
Kollabieren der Alveolen zu verhindern. AnschlieBend wurde der Thorax vollstindig
eroffnet. Die Pleura wurde vom Thorax geldst und die Rippenbdgen an der Gummimatte
fixiert. Ein chirurgischer Faden wurde um die Arteria pulmonalis gelegt und der linke
Ventrikel er6ffnet. Dann erfolgte die Eroffnung des rechten Ventrikels und das Einfiihren
des Pulmonalkatheters in die Arteria pulmonalis. Die Lunge wurde mit 0,9 % NaCl-
Losung mit einem Druck von 21 cm Wassersdule (cm H»O) gespiilt. AnschlieBend
erfolgte die Entnahme der rechten Lungenfliigel. Hierzu wurde der Hauptbronchus der
rechten Lungenfliigel mit einem Faden bei reduzierter Ventilation von 70 ul pro Atemzug

abgebunden und entnommen.
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Im Anschluss wurde die Beatmung beendet und der linke Lungenfliigel {iber die Trachea
mit 0,9 % NaCl-Lésung mit einem Druck von 12 cm H>O befiillt. Gleichzeitig wurden
die GefaBe iiber den Pulmonalkatheter mit einem Druck von 21 cm H>O gespiilt, um ein
Kollabieren der Gefde zu verhindern. Nach vollstindiger Befiillung wurde die
Fliissigkeitszufuhr gestoppt, die Kaniile und der Katheter entfernt und die Trachea mit
einem Faden zur Vermeidung eines Fliissigkeitsverlustes verschlossen. Anschlielend
wurde das Herz entnommen, die Lungenfliigel in Formaldehyd (3,5 — 3,7 %) transferiert
und fiir 24 Stunden bei 4 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die Lungen in einer 1-fachen
phosphatgepufferten Salzlosung (phosphate-buffered saline, PBS) flir 7 Tage bei 4 °C
unter tiglichem Wechsel der PBS-Losung gelagert (Abbildung 8).

NaCl10.9% |
1 emH,0 | Spiilung Organentnahme

. NaCl 0.9%
12 em HyO

GGl

Abbildung 7: Versuchsaufbau der Lungenspiilung und Organentnahme.

In Abbildung A ist der schematische Aufbau der Lungenspiilung und Organentnahme und in Abbildung B der
tatsdchliche Aufbau der Flushing-Station dargestellt. (1) Spiilstation mit pulmonalarteriellem Katheter; (2) Spiilstation
mit Spiilkaniile; (3) Beatmungspumpe; (4) Kaltlichtquelle; (5) Gummimatte zur Fixierung des Mauskadavers;

(6) Mikroskop; (7) Falcon-Tube mit Formaldehyd zur Fixierung des linken Lungenfliigels; (8) Kryo-Tubes fiir Plasma,

Herz und rechte Lungenfliigel zur Konservierung bei — 80 °C.
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Abbildung 8: Lungenspiilung und Organentnahme.

(A) Beatmete Maus mit Sicht auf den gedffneten Thorax; (B) Spiilung der Lunge mittels 0,9 % NaCl-Lésung iiber den
pulmonalarteriellen Katheter; (C) Vorbereitung zur Entnahme der rechten Lungenlappen; (D) Fiillen des linken
Lungenfliigels mit 0,9 % NaCl-Lésung mittels Spiilkaniile; (E) Entnommener linker Lungenfliigel.

2.5 Histologie

2.5.1 Herstellung von PBS

Zur Herstellung von 20-fachem PBS wurden 2,74 M NacCl, 0,05 M KCl, 0,13 M Na,HPO4
und 0,03 M KH2POj in destilliertem Wasser gelost. Die 20-fache PBS-Losung wurde mit
destilliertem Wasser auf eine 1-fache Losung mit einem pH von 7,4 verdiinnt. Der pH

wurde unter Zugabe von 1 M HCI bzw. 2 M NaOH eingestellt.

2.5.2 Einbetten und Schneiden der Proben

Fiir die histologische Analyse wurden die in PBS gelagerten Lungen mit Hilfe des Leica
ASP300S Gewebeinfiltrationsautomaten nach dem Standardprogramm fiir alveolére
Entwiésserung entwéssert (Tabelle 3). Nach der Entwiésserung wurden die Lungen mit der
konkaven Seite nach unten in eine Paraffinform positioniert und mit 45 — 60 °C warmem,

fliissigem Paraffin befiillt, abgekiihlt und ausgehirtet.

Die Blocke wurden zunichst ,,getrimmt®, um die gesamte Lunge inklusive Hilus
anzuschneiden. Anschlieend wurden am Mikrotom 0,3 um dicke Schnitte angefertigt,
welche in 60 °C warmem destillierten Wasser transferiert und mit einem Objekttrager flir
die Fiarbung aufgenommen wurden. Im Anschluss wurden die Schnitte fiir eine Stunde

auf einer 60 °C warmen Heizplatte und anschliefend fiir 24 Stunden bei 37 °C im

Inkubator getrocknet.
Reagenz Dauer Temperatur
Ethanol 70 % 1 Std. 55°C
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Ethanol 70 %
Ethanol 70 %
Ethanol 96 %
Ethanol 99,6 %
Ethanol 99,6 %
Isopropanol
Isopropanol
Xylol

Xylol

Paraffin
Paraffin
Paraffin

Xylol

Ethanol 96 %
Aqua dest.

1 Std.

1,5 Std.

1 Std.

1 Std.

1 Std.

1,5 Std.

1,5 Std.

1 Std.

1,5 Std.

1 Std.

1,5 Std.

1,5 Std.
Waschschritt
Waschschritt
Waschschritt

Tabelle 3: Alveolar-Standardprogramm zur Entwésserung von Lungen.

55°C
55°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
35°C
60 °C
60 °C
60 °C
Waschschritt (50 — 65 °C)
Waschschritt (50 — 65 °C)
Waschschritt (50 — 65 °C)

Arbeitsschritte zur Entwidsserung der Lungen nach Organentnahme. Angegeben ist die Temperatur, die Dauer in

Stunden und die einzelnen Chemikalien. Std.: Stunde; Aqua dest.: destilliertes Wasser

2.5.3 Doppelfarbung gegen a-Aktin und Von-Willebrand-Faktor

Um die Muskularisierung der Lungengefdf3e zu analysieren, wurden die Lungenschnitte

in einer Doppelfarbung mit spezifischen Antikérper gegen a-smooth muscle actin

(violett) und Von-Willebrand-Faktor (vWF; braun) in Antibody/Renaissance Diluent

gefarbt. Dabei ist a-smooth muscle actin spezifisch fiir Muskelzellen und vWF spezifisch

fiir Endothelzellen. Zunichst wurde das Paraffin gelost, indem die Lungenschnitte {iber

Nacht bei 37 °C und am Folgetag fiir eine Stunde bei 60 °C erwidrmt wurden.

AnschlieBend erfolgten diverse Waschschritte in Xylol, um das Paraffin zu entfernen, und

in Ethanol, um die Lungenschnitte zu rehydrieren (Tabelle 4).

Reagenz
Xylol
Ethanol 99,6 %

Inkubationsdauer

3 xje 10 Min.

2 x je 5 Min.
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Ethanol 96 %
Ethanol 70 %

H20:2 (3 %)-Methanol-Losung

5 Min.
5 Min.

20 Min.

Tabelle 4: Arbeitsschritte zur Entfernung von Paraffin und Rehydrierung der Lungenschnitte.

Arbeitsschritte zur Entfernung des Paraffins sowie zur Rehydrierung der Lungenschnitte. Am Ende wurden die Schnitte

in einer H202 (3 %)-Methanol-Losung gewaschen, um endogene Peroxidasen zu inaktivieren. Min.: Minuten; H202

(3 %): 3 % Wasserstoffperoxid; %: Prozent

Nach der Inaktivierung endogener Proteasen durch die H2O2 (3 %)-Methanol-Losung

erfolgten die weiteren Arbeitsschritte, um die Endothel- sowie die Muskelschicht

anzufirben (Tabelle 5).

Reagenz
Aqua dest.

Proteinkinase K

Aqua dest.
PBS
BSA 10 %

PBS

Rodent Block M

(MM HRP Polymer Kit)
PBS

Primérantikorper a-smooth

muscle actin

(1:700 in Antibody/Renaissance Diluent)

PBS
MM HRP Polymer

PBS

Inkubationsdauer

2 x 5 Min.
5 Min.

1 Min.

4 x 5 Min.
20 Min.

4 x 5 Min.

30 Min.

4 x 5 Min.
30 Min.

4 x 5 Min.
20 Min.

4 x 5 Min.

Anmerkung
Waschschritt
Proteolytische
Demaskierung
Waschschritt
Waschschritt
Blockierung
nicht-spezifischer
Bindungsstellen
Waschschritt
Blockierung endogener
Maus IgG
Waschschritt
Markieren von a-Aktin,
exprimiert durch
Muskelzellen in der
Lunge, mittels
Antikorper
Waschschritt
Blockierung  endogener
Maus IgG
Waschschritt
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Vector VIP Substrat Kit

H0
PBS
BSA 10 %

PBS

2,5 % Normal Horse Serum

(ImmPRESS Kit Anti Rabbit Ig)

Primirantikorper vWF

(1:2000 in Antibody Diluent)

PBS

ImmPRESS REAGENT Anti

Rabbit Ig Peroxidase

PBS
DAB Substrat Kit

H20
Methylgriin

Aqua dest.

30 Sek. — 4 Min.

(nach Augenmal,
abhéngig von der

Entwicklung)

5 Min.
5 Min.
15 Min.

2 x 5 Min.
20 Min.

30 Min. in 37 °C

4 x 5 Min.
30 Min.

4 x 5 Min.
4 Sek. — 5 Min.

(nach AugenmaB,
abhéngig von der

Entwicklung)

5 Min.
3 Min. in 60 °C

1 Min.

Redoxreaktion von VIP
Substrat katalysiert durch
HRP unter violetter
Farbreaktion zur Farbung
der Muskelschicht
Waschschritt
Waschschritt
Blockierung
nicht-spezifischer
Bindungsstellen

Waschschritt

Serumblock

Markierung des vWF,
exprimiert durch die
Endothelzellen in der
Lunge, mittels
Antikorper

Waschschritt
Sekundirantikorper
konjungiert mit
Peroxidase

Waschschritt
Redoxreaktion von DAB
Substrat katalysiert durch
HRP unter brauner
Farbreaktion zur Farbung
der Endothelschicht
Waschschritt

Anfarbung der DNA und
RNA in Zellkernen unter
griiner Farbreaktion

Waschschritt
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Ethanol 96 % 2 x 10 Sek. Dehydrierung

Isopropylalkohol 2 x 10 Sek. Dehydrierung
Xylol 3 x 10 Sek. Dehydrierung

Tabelle S: Protokoll fiir die Doppelfirbung mit Antikorper gegen a-smooth muscle actin und vWF.

Dargestellt sind die Arbeitsschritte der Doppelfarbung mit Antikérpern gegen a-smooth muscle actin und vWF zur
Bestimmung des Muskularisierungsgrades der pulmonalen Gefédlle. Aqua dest.: destilliertes Wasser; Min.: Minuten;

Sek.: Sekunden; %: Prozent; Ig: Immunglobulin; °C: Grad Celsius

Nach Durchfiihrung des Protokolls wurden die Schnitte mittels Pertex und Deckglédschen
luftfrei eingedeckt.

2.5.4 Mikroskopische Auswertung der Muskularisierung

Die Auswertung wurde am Licht-Mikroskop mit Hilfe des Programms Leica QWinV3
und Excel durchgefiihrt. Hierfiir wurde der Schnitt bei 400-facher Vergroferung
analysiert. Groere GefaBBe wurden unter 200-facher bzw. 100-facher VergroBerung
untersucht. Zunéchst wurde ein WeiBBabgleich durchgefiihrt sowie die Farbséttigung und
die Belichtungszeit optimal eingestellt. Storende Strukturen im GefdBlumen (z. B.
Erythrozyten) wurden digital entfernt. Die Grof3e des pulmonalen Gefdlles wurde mittels
der Graudetektion von der Software erfasst und der Violettanteil gemessen, um den

Muskularisierungsgrad zu bestimmen.

Die Gefidlle wurden wihrend der Auswertung in unterschiedliche Gruppen eingeteilt, in
kleine Gefdfle mit einem Durchmesser von 20 — 70 um, in mittelgroBe Gefdlle mit einem
Durchmesser > 70 pum — 150 um und in groBe Gefd3e mit einem Durchmesser > 150 um.
Da aufgrund der GréBe nur wenige bis keine pulmonalen Gefd3e mit einem Durchmesser
> 70 um in den Lungenschnitten detektiert werden konnten, wurden in dieser Arbeit nur
kleine pulmonale GefdaBBe analysiert. AnschlieBend wurden die Gefdlle nach dem Grad
threr ~ Muskularisierung  eingeteilt. =~ Dabei  wurden  Gefdle mit einem
Muskularisierungsanteil bis zu 5 % als nicht-muskularisiert, Gefdle mit einem Anteil
>5—70 % als teil-muskularisiert und GefiaBle > 70 % Muskularisierungsanteil als voll-
muskularisiert definiert, um im Anschluss den mittleren Muskularisierungsgrad der

GefilBie zu berechnen.
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2.6 Isolierte, ventilierte und blutfrei-perfundierte Lunge (ILU)

2.6.1 Aufbau des Messsystems
Der Aufbau der ILU gliedert sich in Lungenventilation, Lungenperfusion und
Datenaufzeichnung (Abbildung 9).

Die Ventilation erfolgte mittels eines Ventilationsgerites (10) iiber einen Tubus (12), der
in die Trachea eingebracht ist. Wahrend des Experimentes wurden die Lungen (7) mit
hypoxischem bzw. normoxischem Gasgemisch (9) mit einem kiinstlichen Uberdruck
(PEEP, positive end-expiratory pressure) von 3 cm H>O (8) ventiliert, um ein Kollabieren
der Alveolen zu vermeiden. Die Perfusion der Lunge erfolgte iiber einen kiinstlichen
Perfusionskreislauf. Dabei wurde jeweils ein Katheter (5) in der Arteria pulmonalis sowie
im linken Ventrikel positioniert. Die Perfusionslésung wurde von einem Sammelbehilter
(1) mit Hilfe einer angeschlossenen Peristaltikpumpe (2) durch das Schlauchsystem (3)
hin zur Lunge geleitet. Auf dem Weg wurde das Perfusat auf eine Temperatur von ca.
40 °C im Wirmeaustauscher (4) erwarmt. Mit Hilfe des Warmeaustauschers wurden
aulerdem Luftblasen abgefangen, um das Risiko einer Luftembolie zu minimieren.
Nachdem das Perfusat die Lunge passiert hatte, wurde es zuriick in den Sammelbehilter

geleitet, um den Kreislauf zu schlie3en.

Wihrend der Versuchsdauer wurden das Lungengewicht, der linksventrikuldre Druck
(LVP, left ventricular pressure) und PAP kontinuierlich gemessen. Das Lungengewicht
wurde mittels einer Wégezelle (11) aufgezeichnet, um z. B. die Entstehung eines
Lungenddems durch den Austritt von Fliissigkeit aus den Kapillaren in das
Lungengewebe anhand von Gewichtsverdnderungen zu detektieren. Die Messungen des
LVP sowie des PAP erfolgte durch zwischengeschaltete Drucksensoren (15). Der PAP
stellt dabei ein direktes Mal fiir das Ausmal} der Vasokonstriktion dar und spiegelt somit

die Zunahme des Gefiallwiederstands im pulmonalen Kreislauf wider.
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Abbildung 9: Aufbau der isolierten, ventilierten und blutfrei-perfundierten Lunge (ILU).

(A) Schematischer Aufbau der ILU und (B) tatsdchlicher Aufbau. Der Aufbau umfasst die Ventilation der Lunge (blau umrandet; 8

bis 10, 12), die Perfusion der Lunge (griin umrandet; 1 bis 7) und die Datenaufzeichnung (orange umrandet; 11, 13 bis 15).
(1) Sammelbehilter, (2) Peristaltikpumpe, (3) Schlauchsystem, (4) Blaschenfalle/Warmeaustauscher, (5) Katheter, (6) Glasglocke,
(7) Lunge und Herz, (8) PEEP (positive end-expiratory pressure), (9) Gaszufuhr, (10) Ventilationsgerat, (11) Wigezelle, (12) Tubus,

(13) Computer, (14) Informationsiibermittlung, (15) Drucksensoren, Nox: normoxisches Gas, Hox: hypoxisches Gas
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2.6.2 Vorbereitung des Systems

Zur Vorbereitung des Perfusionssystems flir die Messung wurde zunidchst der
Sammelbehélter zwei- bis dreimal mit Aqua dest. gespiilt und anschlieBend mit Aqua
dest. aufgefiillt. Zudem wurde das Schlauchsystem sowie die Drucksensoren
durchgespiilt und Luftblasen in den Verbindungsschlduchen entfernt. Schlielich wurde
das Perfusat mit normoxischem Gasgemisch (Zusammensetzung: ca. 79 % StickstofT, ca.
21 % 02, 0,04 % CO., weitere Spurengase) vorbereitet. Durch das im Perfusat enthaltene
Bicarbonat sowie das im Gasgemisch enthaltene CO» konnte so ein pH-Wert von 7,2 +
0,02 eingestellt werden und das Schlauchsystem mit diesem Perfusat gespiilt werden. Das
System wurde erneut auf Luftblasen untersucht, die Pumpgeschwindigkeit auf ein
Minimum reduziert und die Temperatur auf 4 °C fir die nachfolgende Priparation

gesenkt.

2.6.3 Anisthesie der Maus und Priparation

Fir die Durchfiihrung der ILU wurden méinnliche Versuchsméuse mit Hilfe einer
Injektionsnarkose von Ketaminhydrochlorid (100 mg / kg KG) und Xylazin (20 mg / kg
KG) in 0,9 % NaCl-Losung betdubt. Die Applikation der Narkose erfolgte intraperitoneal
durch genehmigte Mitarbeiter und Mitarbeiterinnen per Mischspritze (0,1 ml pro 10 g
KG) gemil Tierversuchsantrag (Aktenzeichen GI 20/10 Nr. 105/2015, JLU Nr. 738 GP).
Zur Antikoagulation wurde Heparin (500 L.E. / 10 g KG) injiziert. Die Narkosetiefe wurde

durch das Testen von nozizeptiven Reflexen (Zwischenzehenreflex) kontrolliert.

Anschliefend wurde die Versuchsmaus auf den Riicken liegend an einer Korkplatte fixiert
und die Haut des oberen Abdomens und des Thorax eréffnet. Zur Freilegung der Trachea
wurden sowohl die Speicheldriisen als auch die aufliegende Muskulatur entfernt. Nach
Er6ftnung der Trachea wurde die Versuchsmaus intubiert. Der Tubus wurde mit Hilfe
eines Fadens fixiert und iiber das Schlauchsystem an das Beatmungsgerit angeschlossen.
Die Ventilation erfolgte mit normoxischem Gasgemisch (21 % Oz), einem Volumen von
150 pl pro Atemzug und 90 Atemziigen pro Minute. Anschliefend wurde das Abdomen
eroffnet und das Diaphragma entfernt. Nach der Thorax-Er6ffnung wurden die
Rippenbdgen auf der Korkplatte fixiert und Thymus sowie Fettgewebe entfernen. Im
Anschluss erfolgte die Eroffnung des linken Ventrikels und des rechten Ventrikels

unterhalb der Arteria pulmonalis. Der Katheter wurde {iber den rechten Ventrikel in die
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Arteria pulmonalis eingefiihrt und mittels einer Ligatur fixiert. Uber diesen Katheter
erfolgte die Lungenperfusion mit oben beschriebenem Perfusat. Anschlieend erfolgte
die Totung der Versuchsmaus durch Blutentzug, indem die Aorta abdominalis durchtrennt
wurde. Die Lunge und das Herz wurden nachfolgend aus dem Thorax geldst. Ein zweiter
Katheter wurde in den linken Ventrikel angebracht, um einen Abfluss des Perfusats zu

gewdhrleisten.

Nach der Priparation wurde das Perfusat fiir die Messung mittels des Thermoreglers
langsam auf 40 °C erwarmt, um physiologische Rahmenbedingungen fiir das Experiment
zu schaffen. AuBBerdem wurde die Pumpgeschwindigkeit langsam und kontinuierlich auf
eine finale Flussgeschwindigkeit von 2 ml pro Min. erh6ht. Zuletzt wurde eine erwédrmte,
doppelwandige, mit feuchtem Zellstoff ausgekleidete Glasglocke um die Lunge
positioniert, um ein Austrocknen und Auskiihlen der Lunge zu verhindern. Die Messung
der Daten wurde anschlieBend mittels der Software PulmoDyn aufgezeichnet und

gespeichert.

2.6.4 Messung der akuten und prolongierten Phase der HPV

Um die Vasokonstriktion der Lungengefidle unter hypoxischer Ventilation zu
untersuchen, wurde die Lunge in unterschiedlichen Intervallen mit normoxischem (21 %
02) oder hypoxischem (1 % O) Gasgemisch ventiliert (Abbildung 10). Die Messung
wurde mit einer Ventilation von 15 Min. mit normoxischem Gas begonnen, gefolgt von
10 Min. Ventilation mit hypoxischem Gas. Nach den ersten 25 Min. wurden die Lungen
fir 15 Min. mit normoxischem Gasgemisch und im Anschluss fiir 180 Min. mit
hypoxischem Gasgemisch ventiliert. Am Ende der Messung folgten zwei weitere Phasen
akuter Hypoxie. Dazu wurde die Lunge im Wechsel dreimal mit Normoxie und zweimal
mit akuter Hypoxie wie zu Beginn ventiliert. Die ersten beiden Ventilationsphasen
dienten der Adaptationsphase fiir eine konstante Lungenreaktion, um die Lungen auf den
eigentlichen Versuch vorzubereiten. Die Versuchsaufzeichnung beginnt daher erst nach
25 Min., weshalb die erste akute Hypoxie in den Ergebnissen in dieser Abbildung der

zweiten akuten Hypoxie entspricht.
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Abbildung 10: Versuchsablauf der ILU.

Versuchsablauf zur Untersuchung der HPV im ILU-Modell. Schematisch dargestellt sind die Zeitpunkte, zu denen die jeweilige Gas-
Exposition gestartet bzw. gewechselt wurde. N/blau: Normoxie; H/rot: Hypoxie; Min.: Minuten; HPV: hypoxische pulmonale

Vasokonstriktion; ILU: isolierte, blutfrei perfundierte, ventilierte Lunge

2.6.5 Messung der pulmonalen Vasokonstriktion bei Zugabe von U46619 und KCI
Um zu liberpriifen, ob die Reaktionen auf akute Ventilation mit hypoxischem Gasgemisch
fiir die HPV spezifisch sind, wurden der synthetische Thromboxan A; Rezeptor Agonist
U46619 und KC1 verwendet. Bei U46619 und KC1 handelt es sich um Substanzen, die
iiber jeweils unterschiedliche Mechanismen die akute Phase der Vasokonstriktion

auslosen (Abbildung 11).

Zunichst wurde die Lunge fiir 15 Min. mit normoxischem Gasgemisch (21 % O3)
ventiliert. Nach 10 Min. Ventilation mit hypoxischem Gasgemisch (1 % O2) wurde eine
normoxische und eine hypoxische Ventilationsphase durchgefiihrt, um die akute HPV zu
messen. Im Anschluss wurden unter normoxischer Bedingung zweimalig 0,57 nmol/l
U46619 im Abstand von 25 Min. zum Perfusat gemil} etablierten Protokoll hinzugefiigt
(Malkmus 2022). Nach weiteren 25 Min. wurden 11,25 mmol/l KCI appliziert, welches

fiir 10 Min. ausgewaschen wurde.

Zugabe von  Zugabe von Zugabe von

U46619 U46619 KCl
/ V4 /)
4 v/ 7/
I 2,
- N o
|_|_|_|_|_I—I—{_—> Dauer 1n Min.
i i i
1 ] :
0 15 25 40 50 | : !
65 90 115

Abbildung 11: Versuchsdurchfiihrung der ILU mit Zugabe von U46619 und KCI.

Versuchsablauf zur Untersuchung der Reaktion der PulmonalgefdBe nach Zugabe des synthetischen Thromboxan A, Rezeptor
Agonisten U46619 und nach Zugabe von KCI. N/blau: Normoxie; H/rot: Hypoxie; Min.: Minuten; KCl: Kaliumchlorid; ILU: isolierte,
blutfrei perfundierte, ventilierte Lunge
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2.6.6 Messung der pulmonalen Vasokonstriktion bei Zugabe von Endothelin-1

Zur Uberpriifung der Spezifitit der fehlenden prolongierten Phase in TRPC1/6”- Lungen
im Rahmen der HPV wurde ET-1 verwendet. Durch langanhaltende Hypoxie wird ET-1
aus den EC ausgeschiittet, welches zu einer Ca®"-Sensibilisierung fiihrt und die

prolongierte Phase der HPV mit reguliert (Shimoda et al. 2002) (Abbildung 12).

Hierfiir wurde die Lunge fiir 15 Min. mit normoxischem Gasgemisch (21 % O.) gefolgt
von einer hypoxischen Phase (1 % O2) von 10 Min. ventiliert. Nach weiteren 15 Min.
Normoxie erfolgte eine zweite Messung des mPAP wihrend der 10 Min. hypoxischen

Ventilation. Im Anschluss erfolgte die Applikation von 20 uM ET-1 unter Normoxie.

Zugabe von ET-1

Abbildung 12: Versuchsdurchfiihrung der ILU mit Zugabe von ET-1.

Versuchsablauf zur Untersuchung der Reaktion der PulmonalgefdBen nach Zugabe von Endothelin-1. N/blau: Normoxie; H/rot:

Hypoxie; Min.: Minuten; ET-1: Endothelin-1; ILU: isolierte, blutfrei perfundierte, ventilierte Lunge

2.6.7 Messung der akuten Phase der HPV nach Zugabe von Inhibitoren

Um die Reaktion der PulmonalgefiBe auf eine spezifische Inhibition von TRPC6 zu
untersuchen, wurde der TRPC6-Inhibitor BI-743927 verwendet (Abbildung 13). Der
Inhibitor wurde in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost, weshalb die Kontrollen
entsprechend mit DMSO durchgefiihrt wurden. Wihrend des Versuchs wurde die Lunge
abwechselnd mit normoxischem Gasgemisch (21 % O2) fiir 15 Min. und hypoxischem
Gasgemisch (1 % O) fiir 10 Min. ventiliert. In der dritten Normoxie-Phase erfolgte die
Applikation von 10 pM des TRPC6-Inhibitors BI-749327. Zur Kontrolle erfolgte an
dieser Stelle eine Applikation von 10 ul DMSO.
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Abbildung 13: Versuchsdurchfiihrung der ILU mit Zugabe des TRPC 6-Inhibitors BI-743927 / DMSO.

Versuchsablauf zur Untersuchung der Reaktion der PulmonalgefdBe nach Zugabe des TRPC6-Inhibitors BI-749327 bzw. des
TRPC1/6-Inhibitors GSMTx4 und als Kontrolle von DMSO im Rahmen einer akuten Hypoxie-Exposition (Hox, 1 % O,). N/blau:
Normoxie; H/rot: Hypoxie; Min.: Minuten; DMSO: Dimethylsulfoxid; ILU: isolierte, blutfrei perfundierte, ventilierte Lunge TRPC:

klassischer transient receptor potential channel

2.7 Statistik

Zur statistischen Auswertung sowie Erstellung der Graphen wurde die Software
GraphPad Prism 10 verwendet. Die Daten wurden dabei als Mittelwerte (MW) +
Standardfehler (standard error of the mean, SEM) angegeben. Vorab wurden die Daten
auf Normalverteilung gepriift sowie eine Outliner-Analyse durchgefiihrt. Wurden zwei
Stichproben miteinander verglichen, wurde ein ungepaarter t-Test durchgefiihrt. Beim
Vergleich verschiedener Gruppen mit zwei Variablen wurde eine two-way ANOVA mit
Fisher’s LSD Test durchgefiihrt. Die Anzahl der verwendeten Tiere (n-Zahl) wurde in den
entsprechenden Abbildungsbeschreibungen angegeben. Dabei entsprechen p-Werte von
< 0,05 einem signifikanten Ergebnis und wurden mit ,,*“ markiert. Signifikante
Ergebnisse, die sich nach dem post-hoc Test bzw. t-Test ergaben, wurden in den
Abbildungen iiber den entsprechenden Diagrammen gekennzeichnet. Die Ergebnisse der
two-way Anova wurden neben der Legende (Genotypeffekt, Konditionseffekt und

Interaktion) angegeben.
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3 Ergebnisse

Im Pathomechanismus der CHPH spielt die Regulation der Calciumhidmostase eine
entscheidende Rolle (Feske 2019; Derler et al. 2016; Wang et al. 2017; Cussac et al. 2020;
Castillo-Galén et al. 2022). Im Rahmen dessen wird bereits die Rolle der TRPC Kanile
diskutiert (Earley und Brayden 2015; Minke und Cook 2002; Malczyk 2017; Montell et
al. 2002; Malkmus et al. 2022; Mayser 2021; Malkmus 2022; Clapham et al. 2001;
Weissmann et al. 2006). Es wurde bereits gezeigt, dass die TRPC Proteine 1, 3 und 6
sowohl in murinen als auch in humanen Lungen exprimiert werden (Tai et al. 2017;
Kunert-Keil et al. 2006; Yu et al. 2004; Yu et al. 2003). In diesem Zusammenhang konnte
nachgewiesen werden, dass TRPC6 fiir die akute Phase der HPV wichtig ist, da das
Fehlen von TRPC6 zum Verlust der akuten Phase der HPV fiihrt (Fuchs et al. 2011;
Weissmann et al. 2006). Nach chronischer Hypoxie {iber 21 Tage wurde zudem gezeigt,
dass in pulmonalen Gefdlen der Maus TRPC1 vermehrt sowie TRPC3 vermindert
exprimiert wurde. Ein Einfluss auf die Expression von TRPC6 konnte dahingegen nicht
gezeigt werden (Malczyk et al. 2013). Auch konnte kein Einfluss von TRPC6 auf die
CHPH nachgewiesen werden (Weissmann et al. 2006). Dahingegen fiihrt der Verlust von
TRPCI in Méusen zu einem partiellen Schutz vor CHPH (Malczyk 2017). Es konnte
auBerdem gezeigt werden, dass auch TRPC3” Miuse vor der Ausbildung einer CHPH
partiell geschiitzt sind (Mayser 2021). Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung der
heteromeren Kandle TRPC1/3 und TRPC1/6 basierend auf den zuvor gewonnenen

Erkenntnissen in akuter und chronischer Hypoxie zu identifizieren.

3.1 Akute und prolongierte Phase der HPV in TRPC1/37~, TRPC1/6”- und

WT Miusen

Um den Effekt des Verlustes von TRPC1 und TRPC3 sowie TRPC1 und TRPC6 auf die
HPV zu untersuchen, wurden TRPC1/3”-und TRPC1/67 Lungen in der ILU im Vergleich
zu WT Lungen untersucht (Abbildung 14; Abbildung 15). Unter Normoxie ist
unabhingig des Genotyps kein Anstieg des pulmunalarteriellen Drucks (APAP in mmHg)
in den Mauslungen zu beobachten (Weissmann et al. 2006). Lungen aus WT Maiusen
reagierten auf akute alveolire Hypoxie mit einer biphasisch ablaufenden
Vasokonstriktion, die mit einer Erhdhung des APAP einhergeht (Abbildung 14 A;
Abbildung 15 A). Bei akuter hypoxischer Ventilation konnte ein APAP-Anstieg nach

wenigen Minuten (akute Phase) beobachtet werden. Dabei reagierten Lungen isoliert aus
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TRPC1/37- M#usen auf akute Hypoxie mit einem geringeren APAP-Anstieg als Lungen
isoliert aus WT Mausen (Abbildung 14). Im Gegensatz dazu zeigten Lungen isoliert aus
TRPC1/67- Miusen auf akute Hypoxie-Exposition keinen Anstieg des APAP (Abbildung

15).

Nach der akuten Phase sank der APAP zunichst auf das Ausgangsniveau ab, um
anschlieBend im Rahmen der Langzeit-Hypoxie erneut kontinuierlich anzusteigen
(prolongierte Phase). Lungen isoliert aus TRPC1/3”- Miusen zeigten wie die Lungen aus
WT Mausen einen erneuten APAP-Anstieg, welcher sich von den WT Maiusen dabei
jedoch nicht unterschied (Abbildung 14). Bei Lungen isoliert aus TRPC1/6”" Miusen
hingegen konnte unter Langzeit-Hypoxie keine Reaktion auf alveoldre Hypoxie in Form

eines APAP-Anstiegs gemessen werden (Abbildung 15).
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Abbildung 14: Akute und langanhaltende Hypoxie in WT und TRPC1/3”~ Lungen.

Darstellung der relativen Anderung des PAP (APAP) in mmHg wihrend der Untersuchung der hypoxischen pulmonalen
Vasokonstriktion. Die Messung des APAP erfolgte nach hypoxischer Ventilation (Hox) mit 1% Sauerstoff. Die Auswertungen des
APAP der WT Lungen (n = 7) wurden mit denen der TRPC1/3”- Lungen (n = 9) verglichen. A) Ubersicht der APAP Messung bei Hox
iiber 180 Min. Mit Pfeilen markiert sind die Zeitpunkte, welche im Rahmen der akuten Hypoxie (10 Min.) und Langzeit Hypoxie
(180 Min.) zur Auswertung herangezogen wurden. B) Auswertung der APAP Messung nach 10 Min. (akute Hypoxie) und nach
180 Min. (Langzeit Hypoxie). Signifikant, wenn * (p < 0,05). APAP: relative Anderung des mittleren pulmonalarteriellen Drucks;
%: Prozent; Min.: Minuten; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer transient receptor potential channel
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Abbildung 15: Akute und langanhaltende Hypoxie in WT und TRPC1/6”- Lungen.

Darstellung der relativen Anderung des PAP (APAP) in mmHg wihrend der Untersuchung der hypoxischen pulmonalen
Vasokonstriktion. Die Messung des APAP erfolgte nach hypoxischer Ventilation (Hox) mit 1% Sauerstoff. Die Auswertungen des
APAP der WT Lungen (n = 7) wurden mit denen der TRPC1/6”- Lungen (n = 8) verglichen. A) Ubersicht der APAP Messung bei Hox
iber 180 Min. Mit Pfeilen markiert sind die Zeitpunkte, welche im Rahmen der akuten Hypoxie (10 Min.) und Langzeit Hypoxie
(180 Min.) zur Auswertung herangezogen wurden. B) Auswertung der APAP Messung nach 10 Min. (akute Hypoxie) und nach
180 Min. (Langzeit Hypoxie). Signifikant, wenn ** (p < 0,01); **** (p < 0,0001). APAP: relative Anderung des mittleren
pulmonalarteriellen Drucks; %: Prozent; Min.: Minuten; mmHg: Millimeter Quecksilbersaule; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC:

klassischer transient receptor potential channel

3.2 Pulmonale Vasokonstriktion nach Zugabe von U46619 oder
Kaliumchlorid

Um zu tberpriifen, ob es sich bei der Vasokonstriktion der Lungengefifle auf akute
Hypoxie um eine Hypoxie-spezifische Antwort handelte, wurde entweder U46619 als
Thromboxan A> Rezeptor Agonist (Abbildung 16) oder KCI (Abbildung 18) verwendet.
Die Gabe von U46619 oder KCI fiihrt zu einer Vasokonstriktion liber unterschiedliche
Mechanismen, was jeweils zum Anstieg des PAP fiihrt. Nach Zugabe von U46619
reagierten Lungen aus WT Méusen mit einem Anstieg des PAP (Abbildung 16). Lungen
isoliert aus TRPC1/3”- (Abbildung 16 A) sowie aus TRPC1/6”- Miusen (Abbildung 16
B) reagierten mit einem zu den WT Lungen vergleichbaren PAP-Anstieg. Zur Kontrolle
wurde vor der Applikation von U46619 eine akute Hypoxie-Phase gemessen. In dieser
zeigte sich, wie bereits bekannt, bei den WT Lungen wie auch bei den TRPC1/3”" Lungen
ein PAP-Anstieg (Abbildung 16 A). Dabei konnte kein Unterschied zwischen dem
Anstieg unter Hypoxie sowie nach Applikation von U46619 festgestellt werden. Die
TRPC1/67 Lungen zeigten auf Hypoxie, wie erwartet, keinen Anstieg des PAP
(Abbildung 16 B).
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Abbildung 16: Pulmonale Vasokonstriktion in WT, TRPC1/3"- und TRPC1/6”- Lungen nach Zugabe von
U46619.

Darstellung der relativen Anderung des PAP (APAP) in mmHg wihrend der Untersuchung der pulmonalen Vasokonstriktion nach
Zugabe des Thromboxan A, Rezeptor Agonisten U46619. Gabe nach 25 Min. A) Es werden WT Lungen (n = 17) mit Lungen isoliert
aus TRPC1/3”- Miusen (n = 7) verglichen. B) Es werden WT Lungen (n = 17) mit Lungen isoliert aus TRPC1/6”" Méausen (n = 7)
verglichen. Signifikant, wenn **** (p < 0,0001). A: relative Anderung; PAP: mittlerer pulmonalarterieller Druck; mmHg: Millimeter

Quecksilbersdule; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer transient receptor potential channel

Zusitzlich wurden TRPC17-, TRPC3” und TRPC6”- Mauslungen mit Hilfe von U46619
genauer untersucht (Abbildung 17). TRPC1”- und TRPC3”- Mauslungen reagierten auf
akute Hypoxie mit einem akuten PAP-Anstieg in einem gleichen Mafl wie die WT
Lungen. Nach Gabe von U46619 wurde in TRPC1”~ Lungen ein hoherer PAP-Anstieg
verglichen mit den WT Lungen gezeigt. TRPC3”" Lungen reagierten auf die Gabe von
U46619 wie die WT Lungen. TRPC6”- Mauslungen zeigten keine Reaktion auf akute
Hypoxie. Jedoch reagierten diese Lungen auf U46619 vergleichbar wie die WT

Mauslungen.
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Abbildung 17: Pulmonale Vasokonstriktion in WT, TRPC17-, TRPC/3”~ und TRPC6- Lungen nach Zugabe von

U46619.
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Darstellung der relativen Anderung des PAP (APAP) in mmHg wihrend der Untersuchung der pulmonalen Vasokonstriktion nach
Zugabe des Thromboxan A, Rezeptor Agonisten U46619. Gabe nach 25 Min. Es werden WT Lungen (n = 17) mit Lungen isoliert aus
TRPC1” (n = 3), TRPC3” (n = 10) und TRPC6”- M#usen (n = 8) verglichen. Signifikant, wenn ** (p < 0,01); **** (p <0,0001).
A: relative Anderung; PAP: mittlerer pulmonalarterieller Druck; mmHg: Millimeter Quecksilbersiule; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp;

TRPC: klassischer transient receptor potential channel

Bei der Induktion der Vasokonstriktion mit Hilfe von KCl zeigte sich ebenfalls ein
Anstieg des PAP in WT Mauslungen. Lungen aus TRPC1/3” und TRPC1/6”- Miusen
reagierten mit einem zu den WT Mauslungen vergleichbaren PAP-Anstieg (Abbildung
18).
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Abbildung 18: Pulmonale Vasokonstriktion in WT, TRPC1/3"- und TRPC1/6”- Lungen nach Zugabe von KCI.

Darstellung der relativen Anderung des PAP (APAP) in mmHg wihrend der Untersuchung der pulmonalen Vasokonstriktion nach
Zugabe von KCl. A) Es werden WT Lungen (n = 30) mit Lungen isoliert aus TRPC1/3”- Méausen (n = 8) verglichen. B) Es werden
WT Lungen (n = 30) mit Lungen isoliert aus TRPC1/6” Miusen (n = 12) verglichen. Signifikant, wenn * (p < 0,05). A: relative
Anderung; PAP: mittlerer pulmonalarterieller Druck; mmHg: Millimeter Quecksilbersiule; Hox: Hypoxie; KCI: Kaliumchlorid; WT:

Wildtyp; TRPC: klassischer transient receptor potential channel

Zusitzlich wurde ebenfalls der PAP von TRPC17~, TRPC3”" und TRPC6”~ Mauslungen
nach Applikation von KCI gemessen. Nach Gabe von KCl zeigten WT Mauslungen einen
Anstieg des PAP. In TRPC17~, TRPC3” und TRPC6”~ Mauslungen konnte ebenfalls ein
PAP-Anstieg, vergleichbar zu den WT Mauslungen, beobachtet werden (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Pulmonale Vasokonstriktion in WT, TRPC17-, TRPC3”- und TRPC6~ Lungen nach Zugabe von
KCL

Darstellung der relativen Anderung des PAP (APAP) in mmHg wihrend der Untersuchung der pulmonalen Vasokonstriktion nach
Zugabe von KCI. Es werden WT Lungen (n = 30) mit Lungen isoliert aus TRPC1”~ (n = 8), TRPC3” (n = 12) TRPC6”" Miusen
(n=9) verglichen. Signifikant, wenn * (p <0,05). A: relative Anderung; PAP: mittlerer pulmonalarterieller Druck; mmHg: Millimeter

Quecksilbersdule; Hox: Hypoxie; KCI: Kaliumchlorid; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer transient receptor potential channel

3.3 Pulmonale Vasokonstriktion nach Zugabe von ET-1

Um zu iiberpriifen, ob es sich bei der fehlenden Reaktion der TRPC1/6”" Lungen auf die
langanhaltende Hypoxie-Exposition um eine Hypoxie-spezifische Antwort handelte,
wurden Versuche mit dem vasokonstriktiv wirkenden Peptidhormon ET-1 durchgefiihrt.
Physiologisch wird ET-1 wunter hypoxischen Bedingungen vom Endothel der
PulmonalgefiBle freigesetzt. ET-1 ist fiir die Vasokonstriktion der Pulmonalgefdfie im
Rahmen der prolongierten HPV verantwortlich und fiihrt dabei zu einem Anstieg des PAP.
So kann in Lungen, in denen das Endothel aus den Pulmonalgefaf3en entfernt wurde, keine
prolongierte HPV nachgewiesen werden (Young et al. 2019; Sommer et al. 2016). Bei der
Applikation von ET-1 in WT und TRPC1/6” Mauslungen wurde ein Druckanstieg des
PAP beobachtet (Abbildung 20), der in beiden Genotypen vergleichbar war.
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Abbildung 20: Pulmonale Vasokonstriktion in WT und TRPC1/6”- Lungen nach Zugabe von ET-1.

Darstellung der relativen Anderung des PAP (APAP) in mmHg wihrend der Untersuchung der pulmonalen Vasokonstriktion nach
Zugabe von ET-1. Es werden WT Lungen (n = 6) mit Lungen isoliert aus TRPC1/6”" (n = 7) Miausen verglichen. A: relative Anderung;
PAP: mittlerer pulmonalarterieller Druck; mmHg: Millimeter Quecksilbersdule; Hox: Hypoxie; ET-1: Endothelin-1; WT: Wildtyp;

TRPC: klassischer transient receptor potential channel

3.4 Untersuchungen in TRPC1/37, TRPC1/6”- und WT Miusen im Rahmen

der PH-Entstehung

Zur Untersuchung der Bedeutung von TRPC1/3 und TRPC1/6 in der CHPH wurden
TRPC1/3”-, TRPC1/67 und WT Miuse fiir 28 Tage unter hypoxischen (10 % O
Konzentration) bzw. normoxischen (21 % O, Konzentration) Bedingungen gehalten. Im
Anschluss wurden die Méduse himodynamisch und echokardiographisch untersucht, um

Daten zu Druckverhéltnissen und Muskelhypertrophie im Herzen zu erheben.

3.4.1 Einfluss von Hypoxie auf die Himodynamik in WT, TRPC1/3” und
TRPC1/6”- Miusen

Zunichst wurde der Hédmatokrit der Miuse bestimmt, der unter Hypoxie durch eine
gesteigerte Erythropoese zunimmt. In allen Genotypen wurde ein Anstieg des
Hiamatokrits beobachtet (Abbildung 21). Dabei konnte zwischen WT und TRPC1/37
Miusen kein Unterschied festgestellt werden (Abbildung 21 A). TRPC1/67" Miuse
hingegen zeigten unter Hypoxie einen hoheren Hématokrit als die WT Mause

(Abbildung 21 B).

57



E * %k
*ok kK
80 0 * ok kK * %k
sAeskodeok e TRPCWT e TRPCWT
< 60 . ® TRPC1/3™ = 60- TRPC1/6™
(2 o % e % il
— o % :
z ' — z o
< 40 L] L o =z %
3 d's ? S 10 o N
1 1% : | =
= 20 = -
el R
Genotyp: p = 0.3899 dipomop=g0
0 - . ) 0 : : Genotyp: p = 0,0008
Nox Hox Nox Hox

Abbildung 21: Einfluss von chronischer Hypoxie auf den Hiimatokrit-Wert in TRPC1/3”- und TRPC 1/67-

Mausen.

Darstellung des Hamatokrits nach 28 Tagen unter hypoxischen (10 % O, Konzentration) bzw. normoxischen Bedingungen (21 % O,
Konzentration). A) Auswertung des Himatokrits der WT Mause (Nox: n = 14, Hox: n = 13) im Vergleich zu TRPC1/3”- Mausen (Nox:
n = 13, Hox: n = 13). B) Auswertung des Hamatokrits der WT Méuse (Nox: n = 14, Hox: n = 13) im Vergleich zu TRPC1/6” Mausen
(Nox: n = 10, Hox: n = 13). Signifikant, wenn *** (p <0,001); **** (p <0,0001). %: Prozent; O,: Sauerstoff; Nox: Normoxie; Hox:
Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer transient receptor potential channel

Auflerdem wurde im Rahmen der hdmodynamischen Messung der RVSP ermittelt,
welcher als MaB fiir die Auspragung der PH gilt. WT Maiuse reagierten unter Hypoxie mit
einem Anstieg des RVSP (Abbildung 22). Eine vergleichbare Erhhung des RVSP unter
Hypoxie zeigte sich auch bei den TRPC1/3”" Miusen. Allerdings wurde bei den
TRPC1/3"~ Méiusen unter Normoxie ein hoherer RVSP als bei den WT Miusen
nachgewiesen. Unter Hypoxie konnte dieser Unterscheid zwischen beiden Genotypen
nicht mehr beobachtet werden (Abbildung 22 A). TRPC1/6”- Miuse zeigten keinen
Unterschied zu den WT Mausen und reagierten auf Hypoxie mit einem zu den WT

Maiusen vergleichbaren Anstieg des RVSP (Abbildung 22 B).
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Abbildung 22: Einfluss von chronischer Hypoxie auf den RVSP in TRPC1/3"- und TRPC1/67- Miusen.
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Darstellung des RVSP in mmHg nach 28 Tagen unter hypoxischen (10 % O, Konzentration) bzw. normoxischen Bedingungen (21 %
0O, Konzentration). A) Auswertung des RVSP der WT Miuse (Nox: n = 15, Hox: n = 14) verglichen mit den TRPC1/3”- Mausen (Nox:
n = 13, Hox: n = 14). B) Auswertung des RVSP der WT Miuse (Nox: n = 15, Hox: n = 14) verglichen mit den TRPC1/6”- Miusen
(Nox: n =12, Hox: n = 15). Signifikant, wenn ** (p < 0,01); **** (p < 0,0001). RVSP: right ventricular systolic pressure; mmHg:
Millimeter Quecksilbersdule; %: Prozent; O,: Sauerstoff; Nox: Normoxie; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer transient

receptor potential channel

Zusitzlich wurden im Rahmen der hamodynamischen Messung der SAP sowie der LVSP
zur Detektion moglicher linksventrikuldrer Verdnderungen bestimmt. Der SAP sowie
LVSP zeigte sich in WT Maéusen unter Hypoxie nicht verdndert (Abbildung 23;
Abbildung 24). Bei TRPC1/37 Miusen zeigten sich sowohl unter Normoxie als auch
unter Hypoxie ein hoherer SAP als bet WT Mausen. Dabei konnte jedoch innerhalb der
TRPC1/3 Gruppe kein Unterschied des SAP unter Hypoxie festgestellt werden
(Abbildung 23 A). Ebenfalls zeigte sich bei TRPC1/37~ Miusen unter Normoxie ein
hoherer LVSP als bei den WT Méusen. Der LVSP sank unter Hypoxie-Exposition wieder
ab, sodass zu den WT Maiusen unter Hypoxie vergleichbare LVSP Werte beobachtet
werden konnten (Abbildung 23 B).

*k *k E *kokk *
100+ 100 -
a .I
0. W e D TOOM wi{e T oo - W
= Qe st = * TRPCI/3- = . #% ™ & TRPCIS
= g0 * = & . F
g . g 60+ o s
g . £ ’
: 40 & 40+
v <
20 Interaktion: p=0,5778 20 Interaktion: p = 0,1020
Hypoxwf p= 0,5821 Hypoxie: p=0,1359
0 Genotyp: p=0,0001 Genotyp: p=0,0001
T T 0 T T
Nox Hox Nox Hox

Abbildung 23: Einfluss von chronischer Hypoxie auf den SAP und LVSP in TRPC1/3” Miusen.

Darstellung des SAP und LVSP in mmHg nach 28 Tagen unter hypoxischen (10 % O, Konzentration) bzw. normoxischen Bedingungen
(21 % O, Konzentration). A) Auswertung des SAP der WT Mause (Nox: n = 15, Hox: n = 14) verglichen mit den TRPC1/3”- Miusen
(Nox: n = 13, Hox: n = 14). B) Auswertung des LVSP der WT Mause (Nox: n = 15, Hox: n = 14) verglichen mit den TRPC1/3™”
Mausen (Nox: n = 12, Hox: n = 13). Signifikant, wenn * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p <0,001). SAP: systolic arterial pressure;
LVSP: left ventricular systolic pressure; mmHg: Millimeter Quecksilbersdule; %: Prozent; O,: Sauerstoff; Nox: Normoxie; Hox:

Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer transient receptor potential channel

Bei TRPC1/6”7" Miusen konnte unter Normoxie verglichen mit der Kontrollgruppe
ebenfalls ein erhohter SAP festgestellt werden. Unter Hypoxie konnte kein Unterschied
mehr beobachtet werden (Abbildung 24 A). Der LVSP war in der Gruppe der
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TRPC1/67- und WT Miuse sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie vergleichbar

(Abbildung 24 B).

.- - = [

e TRPCWT . e TRPCWT

s | - - TRPC1/6™ o ] é A é . TRPC1/6"

2 % . " E 60 .

s 604 ¢ ° g 1 ¢ o

E * Lh

& 40 & 40+

= >

v3 &)

20 Interaktion: p = 0,6313 20 Interaktion: p = 0,9463
Hypoxie: p=0,6365 Hypoxie: p = 0,9080
Genotyp: p=0,0189 Genotyp: p=0,2118
0 T T 0 T T
Nox Hox Nox Hox

Abbildung 24: Einfluss von chronischer Hypoxie auf den SAP und LVSP in TRPC1/6”- Miiusen.

Darstellung des SAP und LVSP in mmHg nach 28 Tagen unter hypoxischen (10 % O, Konzentration) bzw. normoxischen Bedingungen
(21 % O, Konzentration). A) Auswertung des SAP der WT Miuse (Nox: n = 15, Hox: n = 14) verglichen mit den TRPC1/6”~ Miusen
(Nox: n = 12, Hox: n = 14). B) Auswertung des LVSP der WT M#use (Nox: n = 15, Hox: n = 14) verglichen mit den TRPC1/67
Mausen (Nox: n = 12, Hox: n = 14). Signifikant, wenn * (p < 0,05). SAP: systolic arterial pressure; LVSP: left ventricular systolic
pressure; mmHg: Millimeter Quecksilbersdule; %: Prozent; O,: Sauerstoff, Nox: Normoxie; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC:

klassischer transient receptor potential channel

3.4.2 Kardiale Verinderungen nach chronischer Hypoxie-Exposition

Um zu untersuchen, ob TRPC1/3 und TRPC1/6 einen Einfluss auf die Entstehung der
RHH in der CHPH haben, wurde dic Masse des RV, der Fulton-Index sowie
echokardiographisch die RVWT und die TAPSE bestimmt. Zur Bestimmung von
moglichen Linksherzverdnderungen wurde zusétzlich die Masse aus LV + S als ein Maf}

fiir die Linksherzhypertrophie (LHH) bestimmt.

Unter Hypoxie war bei WT Mausen ein signifikant schwererer RV zu beobachten
(Abbildung 25). Auch bei TRPC1/3” (Abbildung 25 A) und TRPC1/6” Miusen
(Abbildung 25 B) zeigte der RV eine signifikant hohere Masse, wobei die Werte

vergleichbar mit denen der WT Méusen waren.
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Abbildung 25: Einfluss von chronischer Hypoxie auf das Gewicht des RV in TRPC1/3”- und TRPC1/67-

Mausen.

Darstellung der Masse des RV in mg nach 28 Tagen unter hypoxischen (10 % O, Konzentration) bzw. normoxischen Bedingungen (21

% O, Konzentration). A) Auswertung der Masse des RV der WT Méuse (Nox: n = 15, Hox: n = 15) verglichen mit den TRPC1/3™"
Mausen (Nox: n= 15, Hox: n = 15). B) Auswertung der Masse des RV der WT Méuse (Nox: n = 15, Hox: n = 15) verglichen mit den
TRPC1/67 Miusen (Nox: n = 13, Hox: n = 15). Signifikant, wenn * (p < 0,05); ** (p <0,01); *** (p <0,001); **** (p <0,0001). RV:
rechter Ventrikel; mg: Milligramm; %: Prozent; O,: Sauerstoff, Nox: Normoxie; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer

transient receptor potential channel

Zur Bestimmung der LHH wurde das Gewicht aus LV und S addiert. Das Gewicht aus
LV und S war in WT Maiusen unter Hypoxie geringer (Abbildung 26). Bei den
TRPC1/37~ Miusen zeigte sich keine Anderung der Masse aus LV + S nach Hypoxie-
Exposition. Die Werte waren sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie jedoch
vergleichbar mit denen der WT Miuse (Abbildung 26 A). Bei den TRPC1/67- Miusen
hingegen wurde wie bei den WT Méusen ein geringeres Gewicht des linken Herzens unter
Hypoxie festgestellt. Sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie konnte wiederum

kein Unterschied zwischen beiden Genotypen festgestellt werden (Abbildung 26 B).
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Abbildung 26: Einfluss von chronischer Hypoxie auf die Masse von LV + S in TRPC1/3” und TRPC1/67

Mausen.



Darstellung der Masse des linken Herzens in mg nach 28 Tagen unter hypoxischen (10 % O, Konzentration) bzw. normoxischen
Bedingungen (21 % O, Konzentration). Bestimmung der Masse des linken Herzens aus der Summe des Herzgewichts aus LV und S.

A) Auswertung der Masse des LV + S der WT Miuse (Nox: n = 15, Hox: n = 15) verglichen mit den TRPC1/3”- M#usen (Nox:
n = 15, Hox: n = 15). B) Auswertung der Masse des LV + S der WT Mause (Nox: n = 15, Hox: n = 15) verglichen mit den
TRPC1/6™ Mausen (Nox: n = 13, Hox: n = 15). Signifikant, wenn * (p < 0,05); ** (p < 0,01). LV: linker Ventrikel; S: Septum; mg:
Milligramm; %: Prozent; O,: Sauerstoff; Nox: Normoxie; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer transient receptor potential

channel

Zudem wurde der Fulton-Index als MaB fiir die RHH bestimmt. Hierflir wurde die Masse
des RV in Relation zur Masse des LV + S gestellt. Aufgrund des erhohten Herzgewichts
des RV zeigten WT Mduse bei reduziertem Herzgewicht des LV + S einen erhdhten
Fulton-Index (Abbildung 27). TRPC1/3” zeigten zu den WT Miusen vergleichbare
Werte des Fulton-Indices (Abbildung 27 A). Dahingegen konnte bei TRPC1/6”~ Miusen
zwar ein erhohter Fulton-Index unter Hypoxie beobachtet werden, jedoch war dieser

geringer verglichen mit den WT Méiusen (Abbildung 27 B).
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Abbildung 27: Einfluss von chronischer Hypoxie auf den Fulton-Index in TRPC1/3”- und TRPC1/6”- Miusen.

Darstellung des Fulton-Index nach 28 Tagen unter hypoxischen (10 % O, Konzentration) bzw. normoxischen Bedingungen (21 % O,
Konzentration). Bestimmung des Fulton-Index durch Division des Herzgewichts des RV durch das Herzgewicht des LV + S. A)
Auswertung des Fulton-Index der WT Miuse (Nox: n = 15; Hox: n = 15) verglichen mit den TRPC1/3”* M#usen (Nox: n = 15; Hox:
n = 15). B) Auswertung des Fulton-Index der WT-Méuse (Nox: n = 15; Hox: n = 15) verglichen mit den TRPC1/6” Miusen (Nox:
n=13; Hox: n = 15). Signifikant, wenn **** (p <0,0001). RV: rechter Ventrikel; LV: linker Ventrikel; S: Septum; %: Prozent; O.:
Sauerstoff; Nox: Normoxie; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer transient receptor potential channel

Neben der Herzmasse wurde zur weiteren Untersuchung der RHH auch die RVWT mit
Hilfe von echokardiographischen Untersuchungen bestimmt. Unter Hypoxie zeigte sich
bei WT Miusen ein Anstieg der RVWT (Abbildung 28). Auch TRPC1/3”" Miuse
reagierten unter Hypoxie mit einer Hypertrophie des rechten Ventrikels, wobei die

Zunahme der RVWT unter Hypoxie im Gegensatz zu den WT Méiusen geringer ausfiel.
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Unter Normoxie konnte kein Unterschied zu den WT Maiusen festgestellt werden
(Abbildung 28 A). Bei den TRPC1/6” Miusen wurde ebenfalls eine erhohte RVWT nach
chronischer Hypoxie beobachtet, wobei die Zunahme unter Hypoxie verglichen mit der
Kontrollgruppe ebenfalls geringer ausfiel. Unter Normoxie zeigten TRPC1/6”- Miuse zu
den WT Miusen vergleichbare Werte (Abbildung 28 B).
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Abbildung 28: Einfluss von chronischer Hypoxie auf den RVWT in TRPC1/3”- und TRPC1/6”- Miiusen.

Darstellung der RVWT in mm nach 28 Tagen unter hypoxischen (10 % O, Konzentration) bzw. normoxischen Bedingungen (21 % O,
Konzentration). A) Auswertung der RVWT der WT Mause (Nox: n = 9; Hox: n = 14) verglichen mit den TRPC1/3”- Méusen (Nox:
n = 12; Hox: n = 16). B) Auswertung der RVWT der WT-Miuse (Nox: n = 9; Hox: n = 14) verglichen mit den TRPC1/6”- Miusen
(Nox: n = 11; Hox: n = 14). Signifikant, wenn * (p < 0,05); ** (p < 0,01); **** (p <0,0001). RVWT: right ventricle wall thickness;
mm: Millimeter; %: Prozent; O,: Sauerstoff; Nox: Normoxie; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer transient receptor

potential channel

Die RHH in CHPH kann zu einer Rechtsherzinsuffizienz fithren, weshalb zudem die
TAPSE als echokardiographisches Maf fiir die rechtsventrikuldre Funktion bestimmt
wurde. Bet WT Mausen wurde nach chronischer Hypoxie eine Abnahme der TAPSE
beobachtet (Abbildung 29). Auch TRPC1/3”* (Abbildung 29 A) und TRPC1/67- Miuse
(Abbildung 29 B) zeigten eine reduzierte TAPSE unter Hypoxie. Wihrend TRPC1/37
Maiuse dabei mit den WT Maiusen vergleichbare Werte zeigten (Abbildung 29 A), wurde
bei TPRC 1/67- Miusen unter beiden oxygenen Bedingungen eine zur Kontrollgruppe

hohere TAPSE festgestellt (Abbildung 29 B).

63



5]
e koK Sig wre
- * “TICWE * * e TRPC WT
s T S
=151 " TRPC1/3 i I TRPC1/6
= - .e z * £z
= 1.0 ¢ ? = 1.0 =
7 z
z z
0.5 Interaktion: p = 0,5807 0.5 Interaktion: p = 09921
Hypoxie: p = 0,0001 Hypoxte: p = 0,0001
0.0 Genotyp: p = 0,6316 o Genotyp: p = 0,0019
. T T " T T
Nox Hox Nox Hox

Abbildung 29: Einfluss von chronischer Hypoxie auf die TAPSE in TRPC1/3”- und TRPC1/6”- Miiusen.

Darstellung der TAPSE in mm nach 28 Tagen unter hypoxischen (10 % O, Konzentration) bzw. normoxischen Bedingungen (21 %
0, Konzentration). A) Auswertung der TAPSE der WT Mause (Nox: n = 9; Hox: n = 14) verglichen mit den TRPC1/3”- M#usen (Nox:
n = 11; Hox: n = 15). B) Auswertung der TAPSE der WT-Miuse (Nox: n = 9; Hox: n = 14) verglichen mit den TRPC1/6” Méusen
(Nox: n = 11; Hox: n = 14). Signifikant, wenn * (p < 0,05); **** (p < 0,0001). TAPSE: tricuspid annular plane systolic excursion;
mm: Millimeter; %: Prozent; O,: Sauerstoff; Nox: Normoxie; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer transient receptor

potential channel

7 und

3.4.3 Einfluss von Hypoxie auf das vaskulire Remodeling in TRPC1/3
TRPC1/67- Miusen im Vergleich zu WT Miusen

Durch die vorherigen Ergebnisse wurde gezeigt, dass sowohl WT Mause als auch
TRPC1/37~ und TRPC1/6”- Miuse unter chronischer Hypoxie eine CHPH entwickeln.

7 und

Zur Bestitigung dieser Beobachtung wurden die Lungen von WT, TRPC1/3
TRPC1/6”~ Méusen histologisch hinsichtlich des Vorliegens eines vaskuldren
Remodelings untersucht. Hierbei kommt es zu einem Umbau der kleinen Pulmonalgefél3e,

was sich in einer Zunahme des mittleren Muskularisierungsgrades widerspiegelt.

In WT Mausen wurde nach chronischer Hypoxie eine Zunahme des mittleren
Muskularisierungsgrades der Pulmonalgefif3e beobachtet (Abbildung 30 A, Abbildung
31). Die histologische Untersuchung der Lungen von TRPC1/3”" wie auch der Lungen
von TRPCI1/6~ Maiusen zeigten zu den WT Maiusen vergleichbare Ergebnisse
(Abbildung 30 B, Abbildung 31 A). Auch hier wurde eine vermehrte Muskularisierung

der Pulmonalgefifle unter Hypoxie festgestellt.
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Abbildung 30: Reprisentative Bilder der immunhistochemischen Fiirbung von WT, TRPC1/3”- und TRPC1/67

Lungen.

Reprisentative Bilder der immunhistochemischen Féarbung von kleinen Pulmonalgefilen (Durchmesser 20 — 70 pm) mit a-smooth
muscle actin (violett) und den von-Willebrand-Faktor (braun) nach 28 Tagen unter hypoxischen (10 % O, Konzentration, normobar)
bzw. normoxischen Bedingungen (21 % O, Konzentration, normobar). A) Représentative Bilder der immunhistochemischen Farbung
als Ubersichtsbild (obere Leiste, 200-fache VergroéBerung, MaBstab 50 pum) und der Nahansicht (untere Leiste, 400-fache
VergroBerung, , MaBstab 20 um) von WT Méusen. B) Reprisentative Bilder der immunhistochemischen Firbung der Ubersicht (obere
Leiste, 200-fache VergroBerung, Maf3stab 50 pm) und Nahansicht (untere Leiste, 400-fache Vergroferung, , Mafistab 20 um) von
TRPC1/3”" und TRPC1/6”- Miusen. um: Mikrometer; %: Prozent; O,: Sauerstoff; Nox: Normoxie; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp;

TRPC: klassischer transient receptor potential channel
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Abbildung 31: Einfluss von chronischer Hypoxie auf den mittleren Muskularisierungsgrad der kleinen

PulmonalgefiBe in TRPC1/3”- und TRPC1/6”- Miusen.

Darstellung des mittleren Muskularisierungsgrades der kleinen PulmonalgefiB3en (Durchmesser 20 — 70 pm) in % nach 28 Tagen unter
hypoxischen (10 % O, Konzentration) bzw. normoxischen Bedingungen (21 % O, Konzentration). A) Auswertung des mittleren
Muskularisierungsgrades der WT Méause (Nox: n = 8, Hox: n = 8) verglichen mit den TRPC1/3"- Musen (Nox: n = 8, Hox: n = 8).
B) Auswertung des mittleren Muskularisierungsgrades der WT Méuse (Nox: n = 8, Hox: n = 8) verglichen mit den TRPC1/6”- Miusen
(Nox: n = 8, Hox: n = 8). Signifikant, wenn ** (p < 0,01); *** (p < 0,001); **** (p < 0,0001). %: Prozent; O,: Sauerstoff; Nox:
Normoxie; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer transient receptor potential channel

3.5 Einfluss des TRPC6-Inhibitors BI-749327 in WT Miusen

Die zuvor gezeigten Resultate zeigen, dass TRPC1/6”~ Miuse nicht auf akute Hypoxie im
Sinne einer HPV reagieren. Dennoch entwickeln sie unter chronischer Hypoxie eine
CHPH. Daher sollte im nichsten Schritt ein spezifischer TRPC6-Inhibitor untersucht
werden. Dazu wurde der TRPC6-Inhibitor BI-749327 eingesetzt. Lungen von WT
Mausen reagierten unter Hypoxie mit einem Anstieg des mPAP. Auch nach Zugabe von
DMSO, was als Losungsmittel fiir den Inhibitor verwendet wurde, stieg der mPAP in der
Kontrollgruppe unter Hypoxie vergleichbar wie vor der Gabe an. Nach der Gabe von
BI-749327 konnte kein Anstieg des mPAP mehr beobachtet werden. Die Werte waren

vergleichbar mit denen unter Normoxie (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Pulmonale Vasokonstriktion in WT Lungen nach Zugabe von DMSO als Kontrollsubstanz bzw.
des TRPC6-Inhibitors BI-749327.

Darstellung des APAP in mmHg wihrend der Untersuchung der pulmonalen Vasokonstriktion nach Zugabe von DMSO als
Kontrollsubstanz und dem TRPC6-Inhibitor BI-743927. Nach Messung des APAP unter Hypoxie ohne Substanzen erfolgte die
Applikation von DMSO bzw. BI-743927. A) Auswertung des APAP in Lungen von WT Maiusen (n = 3) nach Gabe von DMSO.
B) Auswertung des APAP in Lungen von WT Mausen (n = 3) nach Gabe des TRPC6-Inhibitors BI-743927.Signifikant, wenn

** (p < 0,01); **¥* (p < 0,0001). A: relative Anderung; PAP: mittlerer pulmonalarterieller Druck; DMSO: Dimethylsulfoxid; Nox:

Normoxie; Hox: Hypoxie; WT: Wildtyp; TRPC: klassischer transient receptor potential channel
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4 Diskussion
Eine Zusammenfassung der in der vorliegenden Arbeit gewonnen Ergebnisse sind in
einem Diagramm dargestellt (Abbildung 33). Die einzelnen Ergebnisse werden im Bezug

zu vorangegangenen Studien im Folgenden diskutiert.

TRPC1/3 TRPC1/6
Nox | Hox [ Nox | Hox
APAP — = APAP =
Muskularisierung — == Muskularisierung = —
Nox | Hox Nox | Hox
RV - Gewicht - = RV - Gewicht == ==
RVSP t = RVSP - | =
RVWT — _.’} RVWT - | ¢
TAPSE - | = _"2 TAPSE t 15
LV +S - Gewicht — . “ LV + S - Gewicht — =
LVSP t — LVSP — =
SAP 4 4 SAP t
Fulton-Index — = Fulton-Index — v

Abbildung 33: Uberblick der Ergebnisse.

Dargestellt sind die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Unterschiede von TRPC1/3”- und TRPC1/67 Miusen im Vergleich zu
WT Mausen. Dabei zeigt “— nicht signifikante Ergebnisse, “1* signifikant hohere und “|* signifikant niedrigere Werte. TRPC:
klassischer transient receptor potential channel, Nox: Normoxie; Hox: Hypoxie; A: relative Anderung; PAP: mittlerer
pulmonalarterieller Druck; RV: rechter Ventrikel; RVSP: right ventricle pressure; RVWT: right ventricle wall thickness; TAPSE:

tricuspid annular plane systolic excursion; LV: linker Ventrikel; S: Septum; SAP: systolic arterial pressure

4.1 Kritische Betrachtung des verwendeten Tiermodells

Zur detaillierten Entschliisselung der Pathogenese der CHPH sind Tiermodelle
notwendig. Da die Entstehung von CHPH durch multifaktorielle Komponenten bedingt
ist und daher nicht nur die Himodynamik sondern mehrere Organsysteme beeinflusst, ist
eine Betrachtung an Zellkulturversuchen nicht ausreichend (Galie et al. 2016; Herold
2020; Stiefelhagen 2021). Daher ist die Untersuchung am Tier unerldsslich. Aktuell
existieren allerdings keine Tiermodelle, die aufgrund ihrer unterschiedlichen

Charakteristika die komplexen Verénderungen aller humanen PH-Unterformen in vollem
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Umfang widerspiegelt. Speziell fiir die Gruppe 3 PH ldsst sich das chronische
Hypoxiemodell jedoch aufgrund der vergleichbaren kardiovaskuldren Verdnderungen
sehr gut libertragen (Stenmark et al. 2009). Fiir das Tiermodell in dieser Arbeit wurde die
Maus gewdhlt. Hauptgrund hierfiir ist die Existenz von Mé&usen mit einer globalen
Deletion von sowohl TRPC1 und 3 als auch von TRPC1 und 6 (Stenmark et al. 2009; Pak
et al. 2010). Da es sich hierbei jedoch um einen globalen Knockout handelt, hat der
Verlust dieser Gene in allen Korperzellen durch mogliche kompensatorische
Gegenregulationen womdglich Auswirkungen auf andere Gen- und Proteinexpressionen
(Malczyk et al. 2013; Malczyk 2017; Mayser 2021; Weissmann et al. 2006). So zeigen
Genexpressionsanalysen in TRPC3”- Mauslungen bereits unter Normoxie eine signifikant
niedrigere =~ Expression = von  TRPCI1 (Mayser 2021). In
TRPC17- Mauslungen zeigte sich im Gegensatz keine verinderte Expression von TRPC3,
jedoch konnte eine kompensatorische Hochregulation von TRPC7 nachgewiesen werden
(Malczyk et al. 2013). Zudem zeigen TRPC1/3/6”~ Miuse eine verminderte
Genexpression von TRPCS5 sowie eine erhdhte Expression von TRPC 7 (Malkmus 2022).
Daher konnen auch Auswirkungen der Doppelknockouts auf die Gen- und

Proteinexpression nicht ausgeschlossen werden.

Zur Untersuchung der HPV wurde das Modell der ILU gewihlt, wodurch der Einfluss
von Verdnderungen im pO: in der Inspirationsluft auf die pulmonale Vasokonstriktion
direkt detektiert werden konnte. Zur Untersuchung der Pathomechanismen der CHPH
wurde das Modell der chronischen Hypoxie-Exposition gewihlt, welches sehr gut
reproduzierbare Ergebnisse zeigt. Eine Exposition von tliber vier Wochen fiihrt dabei
sicher zur Entstehung einer PH sowie einer RHH (Stenmark et al. 2009; Gomez-Arroyo
et al. 2012; Ikeda et al. 2019). So konnen die pathophysiologischen Verdnderungen im
kardiovaskuldren Systems von PH erkrankten Patienten und Patientinnen auch in diesem
Tiermodell beobachtet werden (Pak et al. 2010; Stenmark et al. 2009; Yuan 2011). Jedoch
wird in den Maiusen nach chronischer Hypoxie-Exposition lediglich eine mild
ausgeprigte PH ausgelost (Bikou et al. 2020; Gomez-Arroyo et al. 2012; Stenmark et al.

2009), welche nach Reoxygenierung reversibel ist.

Die Ausprigung der PH kann durch die zusitzliche Gabe des VEGF-Antagonisten
Sugen5416 verstarkt werden. Dabei kommt es zur Ausbildung von charakteristischen
plexiformen Lasionen in den Pulmonalgefdf3en, die im Menschen nicht vorzufinden sind.

Zudem variiert die Reaktion auf die Gabe von Sugen5416, sodass eine
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Reproduzierbarkeit der Ergebnisse nicht gewéhrleistet ist (Stenmark et al. 2009;
Taraseviciene-Stewart et al. 2001; Pak et al. 2010; Colvin und Yeager 2014; Bikou et al.
2020; Abe et al. 2010; Vitali et al. 2014; Ciuclan et al. 2011). AuBBerdem ist die genaue
Rolle von VEGF in der CHPH-Pathogenese noch nicht abschlieBend geklért (Schermuly
et al. 2011). Daher wurde in dieser Arbeit auf eine Modifikation des Modells der
chronischen Hypoxie-Exposition mittels Sugen5416 verzichtet. Auch andere Modelle wie
die Applikation des Pyrrolizidinalkaloid Monocrotalin stellten keine Option im Rahmen
dieser Arbeit dar. Das Monocrotalin 16st zwar eine ausgepragte PH aus, im Mausmodell
fihrt es jedoch aufgrund fehlender hepatischer Umwandlung in den toxischen
Metaboliten nicht immer zu reproduzierbaren Ergebnissen (Colvin und Yeager 2014;
Stenmark et al. 2009; Gomez-Arroyo et al. 2012; Raoul et al. 2007; Dumitrascu et al.
2008).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypoxie-Exposition, wie vorwiegend in der
Literatur beschrieben, unter normobaren Bedingungen vorgenommen. Dadurch kann eine
bessere Vergleichbarkeit zu Daten aus anderen Studien gewéhrleistet werden. Hierbei
wird durch eine Reduktion der O:-Konzentration der verminderte O-Partialdruck

erreicht (Pak et al. 2010; Kapitsinou et al. 2016; Tian et al. 2021b).

4.2 Auswahl von TRPC1/3 und TRPC1/6 als Kandidat in der CHPH-
Entstehung

CHPH ist eine schwerwiegende Erkrankung, welche auf molekularer Ebene auf
verschiedene Mechanismen zuriickzufiihren ist (Tuder 2017; Ward und McMurtry 2009;
Sommer et al. 2008). Eine wichtige Rolle in der Pathologie der CHPH spielen die
Kontraktion von PASMCs in pulmonalvaskulidren Gefdflen sowie die Proliferation dieser
PASMCs, was zur Verringerung des Gefdllvolumens und zum Anstieg des PVR fiihrt.
Gesteuert werden diese Mechanismen iiber die Ca**-Homdoostase (Ward und McMurtry
2009; Wang et al. 2008; Stenmark et al. 2006; Sommer et al. 2008). Die [Ca**]; wird von
unterschiedlichen Kanélen, wie TRPC Kanilen, reguliert (Wang et al. 2008; Ward und
McMurtry 2009; Worley et al. 2007). In diesem Zusammenhang konnte in vielen Studien
bereits gezeigt werden, dass unter anderem TRPCI, 3 und 6 Proteine einen mdoglichen
Einfluss auf die CHPH-Entstehung haben (Malczyk 2017; Malkmus 2022; Mayser 2021;
Weissmann et al. 2006). Es wurde bereits beschrieben, dass TRPC Proteine, wie TRPC1,

3 und 6, in den PASMCs in Méausen, Ratten sowie auch im Menschen exprimiert werden
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(Firth et al. 2007; Lin et al. 2004; Malczyk et al. 2013). In murinen Lungen wurde eine
hohe Expression von TRPCI, TRPC3 und TRPC6 nachgewiesen, wobei TRPCI1 im
Vergleich besonders stark exprimiert wird (Malczyk et al. 2013). Unter hypoxischen
Bedingungen wurde sogar eine verstirkte Expression von TRPC1 auf mRNA Ebene
nachgewiesen (Malczyk 2017). AuBerdem wurde eine Hypoxie-abhidngige TRPC6-
Expression beobachtet (Lin et al. 2004; Yu et al. 2009; Xia et al. 2014; Wang et al. 2006).
Zudem wurde in humanen Studien bei Patienten und Patientinnen, welche an PH erkrankt
waren, eine Hochregulation von TRPC3 und TRPC6 nachgewiesen (Yu et al. 2004). In
vorangegangenen Studien wurde auBerdem gezeigt, dass es durch die Deletion von TRPC
Proteinen zu gegenregulierenden Kompensationsmechanismen kommt. So konnte in
TRPC 17 Méusen nach chronischer Hypoxie-Exposition eine Hochregulation von TRPC6
festgestellt werden (Xia et al. 2014). Des Weiteren wurde in TRPC3”~ Miusen unter
Hypoxie eine Hochregulation von TRPC1 und TRPC6 nachgewiesen (Mayser 2021).

AuBerdem wurde in Versuchen mit akuter Hypoxie kein Einfluss von TRPC1”" und
TRPC3"" auf die Phasen der HPV nachgewiesen (Malczyk et al. 2013; Mayser 2021). Fiir
TRPC6” Mauslungen hingegen wurde gezeigt, dass es zu keiner akuten Phase bei
unverdnderter prolongierter Phase unter akuter Hypoxie kommt (Weissmann et al. 2006).
TRPC1/3/67 Mauslungen zeigten sogar keine Reaktion mehr auf akute und
langanhaltende Hypoxie-Exposition (Malkmus 2022; Malkmus et al. 2022).

Dariiber hinaus zeigten sowohl TRPC1” als auch TRPC3”" Miuse nach chronischer
Hypoxie-Exposition einen verminderten RVSP sowie eine geringere Muskularisierung in
den kleinen Lungengefiflen (Malczyk 2017; Mayser 2021). Zudem stellten Malkmus et.
al. fest, dass TRPC1/3/6” Miuse ebenfalls partiell vor PH geschiitzt waren, wobei keine
Verdnderungen der rechtsventrikuldren Funktion sowie des vaskuldren Remodelings
festgestellt werden konnten (Malkmus 2022; Malkmus et al. 2022). Der partielle Schutz
in TRPC1/3/67- Méusen ist nicht auf eine Verinderung im Muskularisierungsgrad der
PulmonalgefidBe, sondern wohl viel mehr auf die fast fehlende akute und prolongierte
HPV zuriickzufiihren (Malkmus et al. 2022). Diese Resultate lassen vermuten, dass
insbesondere das Zusammenspiel von TRPC1, TRPC3 und TRPC6 eine maBgebliche
Rolle in der CHPH-Entstehung spielen. Daher wurde in dieser Arbeit untersucht, welche
Interaktion fiir die Pathogenese der CHPH in Hinblick auf HPV, vaskulédres Remodeling
und RHH entscheidend ist. Hierfiir wurden TRPC1/3”- und TRPC1/6” Miuse untersucht.
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4.3 Rolle von TRPC1/3 und TRPC1/6 in der HPV

Akute alveoldre Hypoxie fiihrt in den Pulmonalgefdalen zur HPV, welche biphasisch in
einer akuten und prolongierten Phase verlduft (Lumb und Slinger 2015; Leach et al. 1994;
McLoughlin 2018; Talbot et al. 2005; Ward und McMurtry 2009). Bisher wurde nur fiir
TRPC6 ein Einfluss auf die akute Phase nachgewiesen (Weissmann et al. 2006). Eine
Rolle von TRPC6 auf die prolongierte Phase konnte durch Weissmann et al. nicht gezeigt
werden (Weissmann et al. 2006). Im Kontrast zu TRPC6 spielen TRPC1 und TRPC3
sowohl in der akuten als auch prolongierten Phase der HPV keine Rolle (Malczyk 2017;
Mayser 2021). Interessanterweise konnten Malkmus et al. in TRPC1/3/6”~ Miusen
zeigen, dass das simultane globale Fehlen von TRPCI1, 3 und 6 zu einem vollstindigen
Verlust beider Phasen der HPV fiihrt (Malkmus 2022). Wéhrend der Verlust der akuten
Phase auf TRPC6 zuriickzufiithren sein konnte, ist der Mechanismus der prolongierten
Phase noch nicht vollstindig gekléart (Malkmus 2022; Mayser 2021; Malczyk 2017; Fuchs
et al. 2011).

Um die Frage, warum eine Deletion von TRPC1, TRPC3 oder TRPC6 keinen Einfluss
auf die prolongierte HPV hat, das Fehlen aller drei Proteine jedoch zu einem Verlust der
akuten und prolongierten HPV fiihrt, wurden hier TRPC1/3”- und TRPC1/6”- im Modell
der ILU untersucht. Dabei wurde beobachtet, dass es in TRPC1/6”- Mauslungen ebenfalls
zu einem vollstdndigen Verlust der akuten sowie der prolongierten HPV kommt, wihrend
der Verlust von TRPCI1/3 nur einen Effekt auf die akute Phase der HPV hat.
Interessanterweise gab es jedoch keine Unterschiede zwischen TRPC1/67" und
TRPC1/3/6”- Mauslungen. Beide Genotypen zeigten einen Verlust beider HPV-Phasen
(Malkmus 2022; Malkmus et al. 2022). Zum einen deuten die Ergebnisse darauf hin, dass
TRPC6 die akute Reaktion auf Hypoxie vermittelt. Des Weiteren bildet TRPC1 mit
TRPC6 wahrscheinlich einen funktionellen Kanal, der die prolongierte Phase vermittelt,
da der Verlust von TRPCI oder TRPC6 allein keinen Einfluss auf diese hat. Dartiber
hinaus scheint TRPC3 allein keinen Einfluss auf die HPV auszuiiben, in Kombination mit
TRPCI1 scheint es jedoch ebenfalls zur Vermittlung der akuten Phase der HPV
beizutragen. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Aktivierung der akuten und
prolongierten Phase der HPV iiber unterschiedliche Mechanismen vermittelt wird.
AuBlerdem wird verdeutlicht, wie komplex das Zusammenspiel der verschiedenen TRP-
Proteine ist und wie bedeutsam deren Zusammensetzung in heteromeren Kanélen fiir die

Funktionalitit der Kontraktilitat der PASMCs im Rahmen der HPV ist.
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Es ist beschrieben worden, dass der Anstieg der intrazelluliren Ca?"-Konzentration bei
akuter Hypoxie direkt durch K- und Ca®"-Kanile, darunter auch Ionen-Kanile wie
TRPC6, vermittelt wird, was zur Kontraktion der PASMCs fiihrt (Dunham-Snary et al.
2017; Post et al. 1992; Harder et al. 1985; Olschewski et al. 2002; Weissmann et al. 2006).
Bei langanhaltender Hypoxie hingegen wird ET-1 aus EC ausgeschiittet, was {liber eine
Ca?*-Sensibilisierung zur Vasokonstriktion fiihrt (Yoshibayashi et al. 1991; Shimoda et
al. 2002; Sato et al. 2000; Ozen et al. 2020; McCulloch et al. 1996; Davenport et al. 2016;
Liu et al. 2001; Turner und Kozlowski 1997). Um zu testen, ob TRPC1/6 Einfluss auf die
ET-1 Ausschiittung nimmt, wurde in dieser Arbeit ET-1 appliziert. Dabei zeigte sich
zwischen TRPC1/67" und WT Lungen kein Unterschied auf die Reaktion unter akuter
Hypoxie nach ET-1 Applikation. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass wihrend der
prolongierten HPV moglicherweise ET-1 durch TRPC1/6 aktiviert wird, wodurch es in
TRPC1/6" Lungen zu einem Fehlen der prolongierten Phase kommt, da ET-1 auch in
TRPC1/6”- Lungen eine zu den WT Lungen vergleichbare Vasokonstriktion ausldst.
Dadurch wird gezeigt, dass TRPC1/6 eine Hypoxie-spezifische und entscheidende
Komponente der prolongierten Phase der HPV darstellt. Um die Funktion von TRPC6
und TRPC1/6 weiter zu untersuchen, wurden Inhibitoren von TRPC6 oder TRPC1/6
getestet, um mogliche therapeutische Ansatzpunkte zu finden. Dabei zeigte sich nur nach
Applikation des TRPC6-Inhibitors BI-749327 eine inhibitorische Wirkung auf die akute
HPV in behandelten WT Lungen. Damit wurde hier nachgewiesen, dass der Inhibitor
BI1-749327 spezifisch TRPC6 inhibiert. Jain et al. haben ebenfalls den TRPC6-Inhibitor
BI-749327 untersucht und konnten mittels ILU sowie im Hypoxie-Modell die Spezifitat
des Inhibitors nachweisen. Trotz kleinerer Unterschiede in den Methoden, wie die Dauer
der Hypoxie-Exposition oder der intraperitonealen Applikation im Hypoxie-Modell,
beweisen die Untersuchungen die Effektivitit sowie Spezifitit des TRPC6-Inhibitors
BI-749327 (Jain et al. 2021). Der TRPC1/6-Inhibtor GSMTx4 zeigte hingegen keinen
Effekt auf akute Hypoxie (Daten werden nicht gezeigt). Ebenfalls konnte kein Effekt des
TRPC1/6-Inhibitors SAR7334 auf akute Hypoxie gezeigt werden (Daten werden nicht
gezeigt). Moglicherweise ist dies auf eine unzureichende Dosierung der Inhibitoren
zuriickzufithren. Eine weitere Testung unterschiedlicher Dosierungen war aufgrund
zeitlicher Aspekte nicht mehr moglich, weshalb die Daten im Rahmen dieser Arbeit nicht
gezeigt werden. Weitere Versuche, um geeignete Inhibitoren gegen TRPC1/6 zu testen,
missen in Zukunft durchgefiihrt werden, um diese letztendlich kurativ im CHPH Modell

zu untersuchen.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass TRPC1/3 nur einen Einfluss auf die akute
Phase der HPV hat. Fiir TRPC6 und TRPC1/6 hingegen konnte eine Schliisselrolle in der
Regulation der HPV nachgewiesen werden. Wiahrend TRPC6 eine entscheidende Rolle
in der akuten Phase der HPV spielt (Weissmann et al. 2006), scheint TRPC1/6 zu einem
zusétzlichen Verlust der prolongierten Phase zu fiihren. Der genaue Mechanismus ist noch

unbekannt. Moglicherweise aktiviert TRPC1/6 ET-1, wodurch es zur Kontraktion kommt.

4.4 Rolle von TRPC1/3 und TRPC1/6 in der chronischen Hypoxie

Chronische alveoldre Hypoxie, die z. B. bei langem Aufenthalt in groer Hohe auftritt,
kann beim Menschen zur Entstehung einer CHPH fiithren (Herold 2020; Simonneau et al.
2009). Im Mausmodell kann die CHPH durch die Exposition von Hypoxie {iber 28 Tage
mit einer Sauerstoffkonzentration von 10% imitiert werden (Stenmark et al. 2009;
Ciuclan et al. 2011; Colvin und Yeager 2014). Typische Verdnderungen im Rahmen der
CHPH im Menschen und Tiermodell sind ein erhohter Hamatokrit sowie einer
Verdnderung des rechten Herzens mit einem Anstieg des RVSP und einer vermehrten
RHH (Stenmark et al. 2009; Gali¢ et al. 2016). Auerdem zeigt sich typischerweise eine
verstiarkte Muskularisierung der kleinen Pulmonalgefife, vor allem verursacht durch die
Neomuskularisierung und Proliferation der PASMCs im Rahmen des vaskuldren

Remodelings (Stenmark et al. 2009; Xia et al. 2014).

4.4.1. Der Einfluss von TRPC1/3 und TRPC1/6 auf die Entstehung von CHPH
Chronische Hypoxie-Exposition fiihrt zu einer Ausschiittung des Glykoprotein-Hormons
Erythropoetin in den Nieren, wodurch die Bildung der Erythrozyten im Knochenmarkt
gefordert wird, was zu einem erhohten Hématokrit fithrt. Die Bestimmung des
Hématokrit-Wertes im Rahmen von tierexperimentellen Versuchen stellt eine Kontrolle
der Hypoxie-Exposition dar (Hooper und Mellor 2011; Wheatley et al. 2011). Sowohl bei
WT als auch bei TRPC1/3”" und TRPC1/6”- Miusen konnte ein erhohter Himatokrit
gemessen werden. Interessanterweise zeigten TRPC1/6” Miuse eine stirkere
Héamatopoese unter Hypoxie im Vergleich zu den WT Mausen. Eine &hnliche
Beobachtung wurde nur in TRPC1/3/6”- Miusen gemacht (Malkmus 2022), jedoch nicht
in TRPC1”" (unverdffentlicht), TRPC3”~ (Mayser 2021) und TRPC6”" Miusen unter

Hypoxie (unverdffentlicht). Eine mdgliche Erklarung fiir die verstirkte Hamatopoese

74



unter Hypoxie bei TRPC1/6” und TRPC1/3/6” Mausen konnte sein, dass der globale KO
von TRPC1/6 die Blutbildung im Knochenmark oder den Abbau der Erythrozyten in der
Milz und damit den Hamatokrit beeinflusst. Es wurde bereits gezeigt, dass TRPC Proteine
wie TRPC1 und TRPC6 in der Milz, dem Knochenmark bzw. in den Stammzellen im
Knochenmark sowie anderen Geweben exprimiert werden (Formoso et al. 2020; Tano et
al. 2014; Ichikawa und Inoue 2014)). Dabei spielen insbesondere TRPC1 und TRPC6
eine entscheidende Rolle in der Regulation des Zellzyklus der Stammzellen im
Knochenmark (Ichikawa und Inoue 2014), wodurch der Verlust von TRPC1 und TRPC6
zu einem erhohten Zellzyklus und damit einer gesteigerten Hdmatopoese fithren kdnnte.
Durch Hypoxie Exposition konnte dieser Effekt nochmals verstirkt werden, weshalb ein

erhdhter Hamatokrit bei TRPC1/67" nur in der Hypoxie-Gruppe feststellbar ist.

Charakteristisch fiir CHPH ist der Anstieg des RVSP. In der vorliegenden Arbeit wurde
unter Hypoxie jedoch kein Einfluss von TRPC1/3 oder TRPC1/6 auf den RVSP
festgestellt, obwohl TRPC17~ (Malczyk 2017; Malczyk et al. 2013), TRPC3”~ (Mayser
2021) und TRPC6”- (Weissmann et al. 2006; Xia et al. 2014) unter chronischer Hypoxie
einen verminderten Anstieg im RVSP zeigten. Die Rolle von TRPC6 ist allerdings
kontrovers in der Literatur diskutiert, was vermutlich auf die Liange der Hypoxiedauer
zuriickzufiihren ist. Da TRPC6”- Miuse nach 28 tigiger Hypoxie-Exposition partiell vor
CHPH geschiitzt waren (Weissmann et al. 2006), nach 21 tdgiger Hypoxie jedoch nicht
(Xia et al. 2014), konnte TRPC6 unter chronischer Hypoxie-Exposition im Verlauf der
Erkrankung eine Rolle spielen. AuBlerdem konnten Xia et al. bereits einen reduzierten
RVSP unter Normoxie in TRPC6”" Miusen beobachten (Xia et al. 2014). Allerdings
ergeben sich zwischen der Studie von Xia et al. und Weissmann et al. Unterschiede. Bei
Xia et al. wurden u. a. nur Médnnchen verwendet. Zudem kamen die Miuse bereits in
jingerem Alter zum Finsatz und die Anzahl der Tiere pro Messung variierte zwischen 9
und 33, was die statistische Aussagekraft der Ergebnisse beeinflussen kann. Auflerdem
bleibt unklar, ob die verschiedenen Gruppen, die Xia et al. verwendet haben, alle
zeitgleich Hypoxie ausgesetzt wurden (Xia et al. 2014). Daneben wurde auch fiir
TRPC1/3/67- Miusen gezeigt, dass sie partiell vor CHPH geschiitzt waren, da sie mit
einem verringerten Anstieg des RVSP auf chronische Hypoxie reagierten (Malkmus

2022).

Ursache fiir einen RVSP Anstieg unter Hypoxie ist der erhohte PVR, induziert durch ein
reduziertes GefaBlumen (Waxman 2012; Larsen 2016; Hartner 2019). Dabei haben zwei
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Mechanismen Einfluss auf das Lumen der Gefille, das vaskuldre Remodeling (Tuder et
al. 2013b; Klinke 2005; Waxman 2012) und die Kontraktion der GefidB3e (Licker et al.
2021; Lumb und Slinger 2015; Strielkov et al. 2018). Wihrend TRPC1”~ (Malczyk 2017)
und TRPC3” Miuse (Mayser 2021) durch eine verminderte Muskularisierung
charakterisiert sind, welcher zum verminderten RVSP Anstieg unter Hox fiithren konnte,
wurden keine Effekte von TRPC6 (Weissmann et al. 2006) und TRPC1/3/6 (Malkmus
2022) auf den mittleren Muskularisierungsgrad der pulmonalen Geféfle im Vergleich zu
WT Miusen beobachtet. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten TRPC1/3”" und
TRPC1/6”- Miuse zeigten nach Hypoxie-Exposition wie WT Méuse auch eine vermehrte
mittlere Muskularisierung der pulmonalen Gefdle unter chronischer Hypoxie. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit den RVSP Daten entsprechender Méause. Weder
TRPC1/37 noch TRPC1/6” M#use waren vor CHPH geschiitzt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde nicht untersucht, weshalb TRPC1/37" und
TRPC1/6" Méuse im Kontrast zu TRPC1”~, TRPC3"-, TRPC6” und TRPC1/3/6™-
Mausen nicht vor CHPH geschiitzt waren. Da der Anstieg des RVSP nicht ausschlie8lich
durch das vaskulidre Remodeling, sondern auch durch Kontraktion von Gefialen
beeinflusst wird, wurden TRPC1/3”~ und TRPC1/6" Miuse jedoch zusitzlich auf ihre
Kontraktilitit untersucht. Malkmus et al. konnte einen partiellen Schutz von
TRPC1/3/67 Miusen vor CHPH nachweisen. Dies wurde auf die verminderte
Kontraktilitit der pulmonalen GefdBle zurlickgefiihrt, welcher womdoglich auf einen
verdnderten Kollagenhaushalt zuriickzufiihren ist (Malkmus 2022). Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit auch die Kontraktilitit der pulmonalen GefiBe von TRPC1/37" und
TRPC1/67 untersucht. Dabei konnten keine Effekte von TPRC17-, TRPC3”-, TRPC6™",
TRPC1/3" und TRPC1/6” Lungen auf KCl und damit auf die Kontraktilitit der

pulmonalen Gefafe beobachtet werden.

Eine mogliche Erkldrung fiir den fehlenden Einfluss der Doppelknockouts auf den RVSP
sowie das vaskuldre Remodeling kdnnte sein, dass das gleichzeitige Ausschalten von zwei
Proteinen zu Kompensationsmechanismen fiihrt, wodurch andere Signalwege vermehrt
reguliert werden und ein beeinflussender Effekt verhindert wird, was im Folgenden nun
genauer betrachtet wird. Es wurde bereits gezeigt, dass TRPC1, TRPC3 und TRPC6 in
murinen Lungen exprimiert werden (Malczyk et al. 2013; Wang et al. 2020; Formoso et
al. 2020). Kompensationsmechanismen bei Deletion bestimmter TRPC Gene sind bisher

jedoch noch weitestgehend unbekannt. Bekannt ist allerdings, dass die Deletion
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unterschiedlicher TRPC Gene iiber Up- und Downstreaming zur Gegenregulation anderer
TRPC Kanile fiihrt. In Genexpressionsanalysen konnte beispielsweise gezeigt werden,
dass hypoxische Bedingungen zu einer verdnderten Expression der TRPC Proteine in
PASMC:s fiihrt (Malczyk 2017; Malczyk et al. 2013; Malkmus 2022; Mayser 2021). In
Ratten flihrt Hypoxie z. B. zu einer zwei- bis dreifach gesteigerten Expression von TRPC1
und TRPC6, wobei sich kein Einfluss auf die Expression von TRPC3 zeigt (Wang et al.
2006; Lin et al. 2004; Malczyk et al. 2013). In Patienten und Patientinnen mit PH konnte
ebenfalls eine erhohte TRPC6 Genexpression beobachtet werden (Yu et al. 2004).
AuBerdem konnte in KO Mauslinien beispiclsweise gezeigt werden, dass TRPC6”
PASMCs unter Hypoxie eine vermehrte Expression von TRPC3 und TRPC7 zeigten
(Firth et al. 2007; Freichel et al. 2004; Dietrich et al. 2005b). Da TRPC6”~ Mauslungen
unter akuter Hypoxie jedoch ohne eine akute Phase im Rahmen der HPV reagierten,
scheint die vermehrte Expression von TRPC3 TRPC6 funktionell nicht oder nur
unvollstindig zu ersetzen (Firth et al. 2007). Mayser et al. zeigen auBBerdem, dass die
Deletion von TRPC3 im Rahmen der akuten Hypoxie zu einer Hochregulation von
TRPCI1 fiihrt. Eine Herabregulation von TRPCS unter akuter Hypoxie, wie sie in WT
Maiusen zu beobachten ist, konnte dahingegen nicht nachgewiesen werden (Mayser

2021).

Die Mechanismen der Gegenregulation konnten dementsprechend auch verursachen, dass
die entsprechenden KO Maiuse vor CHPH nicht oder nicht vollstindig geschiitzt sind.
Eine Genexpressionsanalyse von TRPC1/3 und TRPC1/6 wurde in dieser Arbeit aufgrund
des Umfangs nicht vorgenommen. Ein Einfluss auf die Expression und Funktion anderer
TRPC Kanéle ist jedoch auch hier zu erwarten. Daher ist es wichtig spezifische
Inhibitoren in WT Maiusen zu untersuchen sowie Studien zur Genexpressionsanalysen bei
TRPC1/37 sowie TRPC 1/67 Miusen durchzufiihren, um  mdgliche

Kompensationsmechanismen zu ermitteln.

Zusammenfassend konnte mit den durchgefiihrten Untersuchungen gezeigt werden, dass
TRPC1/3" und TRPC1/6”7- Miuse nicht vor CHPH geschiitzt sind. Es konnte kein
Einfluss der Doppelknockouts auf den RVSP gezeigt werden. Da der RVSP vom
vaskuldren Remodeling sowie der Kontraktilitit der pulmonalen Gefal3e abhéngt, wurden
hierfiir genauere Untersuchungen in TRPC1/3”- und TRPC1/6”- Miusen vorgenommen.

Auch hier wurde, den RVSP Daten entsprechend, kein Einfluss der Doppelknockouts auf
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die mittlere Muskularisierung sowie die Kontraktilitdit der pulmonalen Gefalle

nachgewiesen.

4.4.2 Der Einfluss von TRPC1/3 und TRPC1/6 auf die himodynamische und
strukturelle Herzphysiologie

Durch chronische Hypoxie-Exposition kommt es aulerdem zu einer RHH und dadurch
zu einer reduzierten rechtsventrikuldren Funktion (Stenmark et al. 2009; Gali¢ et al. 2016;
Larsen 2016). Im Rahmen der RHH kommt es zu einer Zunahme des Gewichts des RV
sowie zu einer erhdhten RVWT bei WT Maiusen im Vergleich zur Normoxie. Des
Weiteren kann ein Anstieg des Fulton-Index als MaB fiir die RHH beobachtet werden.
Zudem zeigen WT Maiuse unter Hypoxie eine niedrigere TAPSE als Zeichen fiir die

reduzierte rechtsventrikulidre Funktion im Rahmen der RHH.

Bisher konnte in TRPC17- (Malczyk 2017; Malczyk et al. 2013), TRPC3”- (Mayser 2021)
und TRPC6”~ (Weissmann et al. 2006) Mausen nicht gezeigt werden, dass diese TRP
Proteine im Mechanismus der RHH eine Rolle spielen. Es konnte beispielsweise kein
Einfluss von TRPC1”~ oder TRPC3”" auf den Fulton-Index beobachtet werden (Mayser
2021; Malczyk et al. 2013). Bei TRPC1/3/6”- Miusen konnte hingegen ein partieller
Einfluss auf die RHH unter chronischer Hypoxie nachgewiesen werden. Es zeigte sich
eine verminderte Zunahme der RVWT bei erhohtem Gewicht des RV unter Hypoxie. Ein
positiver Effekt auf die TAPSE konnte in den TRPC1/3/6” Miusen verglichen mit den
WT Maiusen unter Hypoxie allerdings nicht beobachtet werden (Malkmus 2022;
Malkmus et al. 2022).

Der Einfluss von TRPC auf die RHH und die rechtsventrikuldre Funktion ist in der
Literatur jedoch teilweise kontrovers diskutiert. Xia ef al. zeigten in Untersuchungen im
Gegensatz zu Weissmann et al. zum Beispiel sowohl unter Hypoxie als auch bereits unter
Normoxie eine verminderte RHH bei TRPC6”- Miusen (Xia et al. 2014). AuBerdem
wurde im Rahmen dieser Untersuchungen ein verminderter Fulton-Index bei TRPC1”-
Maiusen nach chronischer Hypoxie Exposition festgestellt. Des Weiteren konnten Xia et
al. bei TRPC1/6” Miusen ebenfalls eine verminderte RHH unter Hypoxie nachweisen
(Xia et al. 2014). Allerdings ist zu beachten, dass ein direkter Vergleich der
Untersuchungen von Xia et al. und Weissmann et al. bzw. der in diesem Rahmen

durchgefiihrten Experimenten nicht moglich ist, da sich die Versuchsbedingungen teils
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unterschieden. Wie im vorherigen Abschnitt bereits erwédhnt, wurden bei Xia et al. nur
mannliche und teils auch jiingere Méuse verwendet. Zudem unterscheiden sich die
Versuchszahlen, was Effekte auf die statistische Aussagekraft hat (Xia et al. 2014). Von
entscheidender Bedeutung ist jedoch sicherlich, wie bereits erwéhnt, die unterschiedliche

Hypoxiedauer, der die Miuse ausgesetzt waren.

In der vorliegenden Arbeit konnte bei TRPC1/3”- und TRPC1/6” Miusen unter Hypoxie,
wie bei WT Mausen, ein erhohtes Gewicht des RV nachgewiesen werden. Allerdings
zeigten TRPC1/6” wie auch TRPC1/37- M#use eine geringere Zunahme der RVWT unter
chronischer Hypoxie Exposition im Vergleich zu den WT Maiusen. Zusétzlich zur
Beurteilung der rechtsventrikuldren Funktion wurde die TAPSE ermittelt. Diese wurde
durch TRPC1/3” nicht beeinflusst. In der Gruppe der TPRC1/67- Miuse zeigte sich auch
eine reduzierte TAPSE unter chronischer Hypoxie, allerdings konnte sowohl unter
Normoxie als auch unter Hypoxie eine hohere TAPSE verglichen mit den WT Méusen
beobachtet werden. Zusétzlich wurde als MalB} fiir die RHH der Fulton-Index bestimmt.
TRPC1/3”" und TRPC1/6” Miuse zeigten wie WT Miuse unter chronischer Hypoxie
einen Anstieg des Fulton-Index, welcher in der TRPC1/6™~ Gruppe jedoch etwas geringer
ausfiel. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die RHH als auch die rechtsventrikulédre
Funktion unter Hypoxie-Exposition durch TRPC1/3 nicht beeinflusst werden. TRPC1/6
hingegen scheint eine partielle Rolle fiir die RHH und die rechtsventrikuldre Funktion zu
spielen. Es zeigten sich den Werten der WT Gruppe entsprechende Daten fiir das RV-
Gewicht und den RVSP. Allerdings konnte unter chronischer Hypoxie in der Gruppe der
TRPC1/6™ Maéusen verglichen mit den WT Maiusen ein geringer Anstieg des RVWT
sowie des Fulton-Index bei gleichzeitig verbesserter TAPSE beobachtet werden.
Allerdings ist zu beachten, dass Angaben {iber den Fulton-Index als MaB fiir die RHH
insgesamt kritisch zu betrachten sind. Obwohl der Fulton-Index als MaB fiir die RHH gilt,
ist dieser nur aussagekriftig, wenn keine Verdnderungen des linken Herzens auftreten.
Um einen solchen Einfluss auf den Fulton-Index zu beurteilen, wurde in dieser Arbeit
zusitzlich das Gewicht aus LV + S bestimmt. Das Gewicht aus LV + S zeigte unter
hypoxischen Bedingungen in den KO Linien vergleichbare Werte wie die WT Méuse,
sodass insgesamt bei beiden Doppelknockouts von keiner Beeinflussung der

Rechtsherzhypertrophie im Vergleich zu WT Méusen ausgegangen werden kann.

Auch der LVSP als Mal fiir die linksventrikuldre Funktion sowie der SAP, welcher bei

Erhohung ein Hinweis fiir Verdanderungen im linksventrikuldren Auswurftrakt ist, wurden
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im Rahmen dieser Arbeit bestimmt und waren unter Hypoxie bei WT Maéusen
unverdndert. Es wurde unter hypoxischen Bedingungen kein Effekt von TRPC1/6 auf den
LVSP und SAP nachgewiesen. Bei TRPC1/3 zeigte sich unter chronischer Hypoxie ein
erhohter SAP verglichen mit der WT Gruppe, wobei kein Einfluss auf den LVSP
beobachtet werden konnte. Zur genaueren Analyse des kombinierten Einflusses von
TRPC1 und TRPC3 bzw. TRPC6 auf die kardiale Funktion und die Himodynamik sind
allerdingst in Zukunft noch weitere Untersuchungen notwendig, welche im Rahmen
dieser Arbeit nicht mehr vorgenommen werden konnten. In der Literatur ist insgesamt
nur wenig liber den Einfluss von TRP Proteinen auf das linke Herz bekannt, insbesondere
fiir den Einfluss von TRPCI1 und TRPC6 auf die Himodynamik des linken Herzens. Bei
TRPC3” Miusen wurde nach chronischer Hypoxie kein Unterschied im SAP oder eine
Zunahme der Masse aus LV + S verglichen mit WT Kontrollméusen festgestellt (Mayser
2021).

TRPC1/3/67- Miuse zeigten hingegen unter beiden oxygenen Bedingungen sowohl eine
Erhohung der Masse aus LV mit S als auch einen Anstieg des LVSP und SAP. Es wird
vermutet, dass das simultane globale Fehlen der TRPC1, 3 und 6 Proteine zu einer rechts-
und linksventrikuldren Hypertrophie fithrt und somit die Hdmodynamik der Maus
beeinflusst (Malkmus 2022). Es ist bekannt, das TRPC Proteine, wie TRPC1, 3, 4, 5 und
6, auch im Herzen exprimiert werden. Dort spielen sie eine Schliisselrolle in der Antwort
der kardialen Zellen auf ischdmischen Stress und werden bei Ischdmie vermehrt
exprimiert (Falcon et al. 2020). Eine vermehrte Expression von TRPC3 fiihrt
beispielsweise zur ventrikuldren Hypertrophie als Kompensation des Zellverlusts durch
kardiale Ischimie (Falcon et al. 2020; Nakayama et al. 2006). Zudem wurde bereits
gezeigt, dass der singuldre Verlust von TRPCI1, 3 oder 6 eine kardiale Hypertrophie
verhindert (Seth et al. 2009; Wu et al. 2010). Die Deletion von mehreren TRPC Proteinen
konnte womoglich zu Kompensationsmechanismen im Herzen fiihren, weshalb
TRPC1/3”" und TRPC1/6”- Miuse im Vergleich zu TRPC6” Miusen unter Hypoxie eine
RHH aufwiesen sowie TRPC1/6”7" Miuse generell eine verbesserte rechtsventrikulire
Funktion zeigten. Das genaue Zusammenspiel der einzelnen TRPC Proteine in den

pulmonalen Gefdflen sowie im Herzen muss in Zukunft daher weiter untersucht werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Deletion von TRPC6
einen positiven Effekt auf die RHH bei CHPH hat, welcher bei zusétzlichem Verlust von
TRPCI1 partiell kompensiert wurde. Das kombinierte Fehlen von TRPC1 mit TRPC3 bzw.
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TRPC6 hatte keinen maBgeblichen Einfluss auf die RHH. Da insbesondere der Fulton-
Index auch von den strukturellen Gegebenheiten des linken Herzens abhidngt, wurden
hierfiir genauere Untersuchung in TRPC1/3” und TRPC1/6”- Mausen vorgenommen.
Auch hier zeigten die Doppelknockouts keinen bedeutenden Einfluss auf die strukturellen
und hdmodynamischen Bedingungen des linken Herzens. Die Masse aus LV mit S, der
SAP sowie der LVSP waren unter chronischer Hypoxie verglichen mit den WT
Kontrollméusen, abgesehen von dem SAP in der TRPC1/3™~ Gruppe, unverindert.
Insgesamt konnte fiir TRPC1/3”~ und TRPC1/6”" kein Schutz vor CHPH nachgewiesen

werden.

4.5 TRPC-Kaniile als potenzielle Therapiemoglichkeit

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass vor allem TRPC1/6 in der
Pathogenese der CHPH relevant sein konnte. Ein Einfluss von TRPC1/3 konnte weder in
Bezug auf die HPV noch auf die CHPH Entstehung und das Remodeling nachgewiesen

werden.

In TRPC1/67- Miusen wurde ein fehlender Anstieg des mPAP sowohl wihrend der akuten
als auch wiéhrend der prolongierten Phase der HPV beobachtet. Dabei wurde durch
spezifische Untersuchungen mittels des TRPC6-Inhibitors BI-743927 gezeigt, dass vor
allem TRPC6 ein Schliisselfaktor in der akuten Phase der HPV ist. Dennoch entwickelten
TRPC1/6” Miuse eine CHPH, charakterisiert durch eine erhohte RHH, einen erhohten
RVSP sowie einen erhohten mittleren Muskularisierungsgrad als Zeichen des
stattgefunden Remodelings der Pulmonalgefidle. Diese Ergebnisse bestitigen bisherige
Studien, dass die HPV und die CHPH iiber unterschiedliche Mechanismen reguliert
werden. Es ist davon auszugehen, dass TRPC1/6 eine Schliisselrolle in der Aktivierung
der HPV spielt, jedoch bietet der globale KO von TRPC1/6 keinen Schutz vor der
Entstehung einer CHPH. Zum genaueren Verstidndnis miissten weitere Untersuchungen
vorgenommen werden, unter anderem durch die Verwendung von induzierbaren KO
Maiusen oder das kurative Verabreichen von Inhibitoren. Zum besseren Verstindnis der
vorliegenden Daten, erhoben in TRPC1/3”" und TRPC1/6”- Miusen, wiren zudem
Genexpressionsanalysen notwendig, um kompensatorische Gegenregulationen durch

andere Proteine nachzuweisen.
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Ein wichtiger Schliisselfaktor in der Untersuchung von TRPC Proteinen und deren
Funktion ist der Einsatz von spezifischen Inhibitoren oder induzierbaren KO Méusen. Mit
Hilfe dieser wére es auch in vitro mdglich, unter anderem den Einfluss von TRPC1/3 oder
TRPC1/6 auf die Hypoxie-induzierte Proliferation, Migration und Apoptose von
PASMCs zu untersuchen. Dadurch konnten weitere wichtige Erkenntnisse zum
Mechanismus des Remodelings gewonnen werden. Die Verwendung von
zelltypspezifischen und induzierbaren KO Méusen bietet aulerdem den Vorteil, dass ein
Einfluss auf andere physiologische Systeme der Maus ausgeschlossen werden konnten.
Auch fiir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Menschen sind solche

Untersuchungen wesentlich.

Zusammenfassend zeigte sich in dieser Arbeit vor allem TRPCI1/6 als potenzielle
therapeutische Zielstruktur. Der konkrete therapeutische Nutzen kann aufgrund von
fehlenden spezifischen Inhibitoren bisher jedoch nicht genau abgeschitzt werden. Daher
sind weitere Untersuchungen notwendig, um einen kurativen Ansatz in der Behandlung

der CHPH fiir Patienten und Patientinnen zu ermoéglichen.
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5 Zusammenfassung

Die pulmonale Hypertonie (PH) ist ein Sammelbegriff fiir schwerwiegende
Lungenerkrankungen, die durch einen erhdhten pulmonal-arteriellen Mitteldruck (mPAP)
von > 20 mmHg definiert sind. In dieser Arbeit wurde die PH assoziiert mit
Lungenerkrankungen und/oder chronischer Hypoxie untersucht. Dabei lag der Fokus auf
der Hypoxie-induzierten PH (CHPH). Alveoldre Hypoxie fithrt zur physiologischen,
reversiblen Kontraktion der PulmonalgefiBe, die als hypoxische pulmonale
Vasokonstriktion (HPV) bezeichnet wird. Hierdurch werden nicht ausreichend ventilierte
Lungenareale geringer durchblutet. Globale Hypoxie, die z. B. in groBen Hohen auftritt,
fiihrt zur HPV in der gesamten Lunge, wodurch der mPAP temporér ansteigt. Dabei
kommt es auf Molekularebene durch einen Calcium (Ca?") Einstrom zur Kontraktion der
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMCs). Andauernde globale Hypoxie fiihrt
zu einem dauerhaften Anstieg des mPAP und letztlich zum vaskuldren Remodeling. Das
vaskuldre Remodeling stellt einen pathologischen und irreversiblen Mechanismus dar,
wodurch das Lumen der Pulmonalgefédf3e dauerhaft verengt wird. Dadurch kommt es zur
Uberbelastung  des rechten Ventrikels und damit zu einer vermehrten
Rechtsherzhypertrophie (RHH) begleitet von einem erhdhten rechtsventrikuldren
systolischen Druck (RVSP). Dies fiihrt zum Krankheitsbild der CHPH. Trotz der hohen

Pravalenz von CHPH gibt es aktuell noch keine kurativen therapeutischen Moglichkeiten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Bedeutung der klassischen transienten Rezeptor
Potential (TRPC) Proteine 1 und 3 sowie 1 und 6 fiir die Entstehung der CHPH zu
untersuchen. Aufgrund ihrer Funktion als spannungsunabhdngige, nicht-selektive
Kationen-Kanile, permeabel fiir Ca?*, wurde die Hypothese aufgestellt, dass sie eine
Rolle in der Regulation der Ca**-Homéostase spielen und damit sowohl die HPV als auch
das vaskuldre Remodeling beeinflussen. Um die Rolle von TRPC1/3 und TRPC1/6 zu
untersuchen, wurden TRPC1/3”- und TRPC1/6”- Miuse mittels isolierter, ventilierter und
blutfrei perfundierter Lunge (ILU) sowie im Modell der chronischen Hypoxie mit einer
Sauerstoftkonzentration von 10 % tiiber 28 Tage untersucht und mit Wildtyp (WT)
Méusen verglichen. Es konnte bei TRPC1/37- Miusen nur ein geringer Einfluss auf die
HPV und kein Einfluss auf die Entstehung einer CHPH nachgewiesen werden.
TRPC1/6" Miuse hingegen reagierten auf akute Hypoxie im Gegensatz zu WT Miusen
nicht mit einem Anstieg des mPAP. Jedoch konnte auch fiir TRPC1/6”" kein Einfluss auf
die Entstehung der CHPH beobachtet werden. Sowohl TRPC1/37" als auch TRPC1/6™
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Mause reagierten auf chronische Hypoxie in gleichem Ausmall wie WT Miuse mit einem
Anstieg der RHH sowie des RVSP und bildeten eine CHPH aus. In der histologischen
Analyse konnte dieses Ergebnis bestitigt werden, da TRPC1/3”~ und TRPC1/6” Miuse
analog zu den WT Maéusen einen erhohten mittleren Muskularisierungsgrad aufwiesen.
Inwieweit Gegenregulationen durch andere Proteine diese Ergebnisse beeinflusst haben,

bleibt in zukiinftigen Studien zu untersuchen.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass insbesondere TRPC1/6 in der
Regulation der HPV von Bedeutung ist und daher auch in der CHPH relevant sein kdnnte,
weshalb in Zukunft Studien mit zellspezifischen und induzierbaren Knockouts

durchgefiihrt werden sollten.
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6 Summary

Pulmonary hypertension (PH) is a term used for a collection of serious lung diseases, all
of which are defined by an increase in mean pulmonary arterial pressure (mPAP) above
20 mmHg. This dissertation examined PH associated with lung diseases and/or chronic
hypoxia, focusing on hypoxia-induced PH (CHPH). Alveolar hypoxia leads to the
physiological, reversible contraction of pulmonary vessels, known as hypoxic pulmonary
vasoconstriction (HPV). This results in reduced blood flow to poorly ventilated lung
areas. Global hypoxia, which occurs at high altitudes, for example, triggers HPV
throughout the lung, temporarily raising mPAP. On a molecular level, this process
involves the influx of calcium (Ca®"), causing contraction of the pulmonary arterial
smooth muscle cells (PASMCs). Prolonged global hypoxia leads to a persistent increase
in mPAP and to vascular remodelling. Vascular remodelling is a pathological mechanism
that permanently narrows the lumen of pulmonary vessels, leading to an overload of the
right ventricle, right ventricular hypertrophy (RVH), and elevated right ventricular
systolic pressure (RVSP). This results in a condition known as CHPH. Despite the high

prevalence of CHPH, there are currently no curative therapeutical options available.

The aim of this study was to investigate the significance of the classical transient receptor
potential (TRPC) proteins 1 and 3, as well as 1 and 6, in the development of CHPH. Due
to their function as voltage-independent, non-selective cation channels permeable to Ca**,
the hypothesis was proposed that they play a role in the regulation of Ca®>" homeostasis,
thereby influencing both HPV and vascular remodelling. To investigate the role of
TRPC1/3 and TRPC1/6, TRPC1/37- and TRPC1/6”" mice were studied using isolated,
ventilated, and blood-free perfused lungs (ILU) as well as a chronic hypoxia model with
10 % oxygen concentration over 28 days, and were compared with wild-type (WT) mice.
In TRPC1/3” mice, only a mild influence on HPV and no influence on the development
of CHPH was observed. However, TRPC1/6”" mice did not exhibit an increase in mPAP
in response to acute hypoxia, unlike WT mice. Nevertheless, TRPC1/6”" mice did not
show an influence on the development of CHPH. Both TRPC1/3”- and TRPC1/6™
responded to chronic hypoxia, like WT mice, with an increase in RVH and RVSP, and
developed CHPH. This result was confirmed in histological analysis, as TRPC1/3”" and
TRPC1/67" mice, similar to WT mice, showed an increased average degree of
muscularization. The extent to which counter-regulation by other proteins influenced

these results remains to be investigated in future studies.
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In summary, this study demonstrated that TRPC1/6 is particularly important in the
regulation of HPV and could therefore be relevant in CHPH, suggesting that future studies

with cell-specific and inducible knockouts should be conducted.
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