Aus dem Exzellenzcluster Kardiopulmonales System
am Fachbereich Biologie und Chemie

der Justus-Liebig-Universitét Giel3en

Regulation und Funktion der NADPH-Oxidase 1 in
pulmonalvaskularen glatten Muskelzellen aus Ratten im M odell

der Monocrotalin-induzierten pulmonalen Hypertonie

| naugur aldissertation

zur
Erlangung des Grades
Doktor der Naturwissenschaften
- Dr. rer. nat. -
der naturwissenschaftlichen Fachbereiche
(Fachbereich 08 Biologie und Chemie)

der Justus-Liebig-Universitét Giel3en

vorgelegt von
Dipl.-Biol. Florian Veit

aus Solms

Gief3en 2012



Dekan: Prof. Dr. rer. nat. Volkmar Wolters
Institut fur Tierdkologie, FB 08
Justus-Liebig-Universitdt Gief3en
Heinrich-Buff-Ring 26-32, 35392 Giefien

Erstgutachter: Prof. Dr. rer. nat. Wolfgang Clauss
Institut fOr Tierphysiologie, FB 08
Abteilung Molekulare Zellphysiologie
Justus-Liebig-Universitdt Gief3en
Heinrich-Buff-Ring 38 (BUiro)
Helnrich-Buff-Ring 26 (Post), 35392 Giessen

Zweitgutachter: Prof. Dr. rer. nat. Norbert Weil3mann
Exzellenzcluster Kardiopulmonales System (ECCPS)
Lungenzentrum der Universitét Gief3en (UGMLC)
Medizinische Klinik 11/V
Klinikstr. 36, 35392 Gief3en

Tag der mundlichen Prifung: 24.04.2012



Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen der Graduiertenkollegs Molecular Biology and

Medicine of the Lung (MBML) und Sgnaling Mechnanisms in Lung Physiology and
Disease (SMLPD) am Exzellenzcluster Kardiopulmonaes System des Lungenzentrums
der Justus-Liebig-Universitéat Giefsen (UGMLC, University of Giessen and Marburg Lung
Center) und dem Zentrum fur Innere Medizin — Medizinische Klinik [1/V in der Zeit von
Oktober 2008 bis Januar 2012 unter der Leitung von Prof. Dr. rer. nat. Wolfgang Clauss
angefertigt. Das Thema und das Labor wurden von Prof. Dr. rer. nat. Norbert Weil3mann

bereitgestellt, unter dessen Betreuung diese Arbeit entstand.



FUr Johanna und Svea



Inhaltsverzeichnis 5
Inhalt

1 EINLEITUNG ...coiiiiiismnsmsmssmssmssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssnssassnssssssnssnns 9
1.1 AUMUNGSOTZANE ...uiieniiiiieniiiiientiiiieetiiireesiitreesistmsssserassssrsssssttsssssstsssssssessssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssnsssns 9
1.2 Aufbau und Funktion der SGUZErIUNGE........cccevverririiiiieeieiriieeeeneeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeene .9
1.3 Der BIutkreislauf........ccciieeiiiiiiiiiiiiiiiiiecictenntcr s .11
1.4  Aufbau und Funktion der Blut- und KapillargefaBe .........cceeeeerereereriiiieeieeneeeeeeeeneeeeenneeeneeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 12
1.5 Pulmonale Hypertonie (PH) und vaskuldrer GefaBumbau..........cccovvveeeriiiiiirscneeeniiiiicssneeeesesssscssnnesenes 12
1.6 Experimentelle Tiermodelle der PH ........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeeseeeseesessssssssssssssssssssssssssssssses 16
1.7 Reaktive SauerstoffSpezies (ROS).....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieieieeiiieiieiieeseeeeeeessessssssssssssssssssssssssssssssssssssses 19
1.8 Antioxidative MechaniSmen .........ccccvvueiiiiiiiiiiiiieiiiiirrr s 21
1.9 NADPH-OXId@SEN ...ceerrriiiiiiiiinerieiiiiiiiiiiereeniisssssssseessssssssssssssessssssssssssssesssssssssssssnennes .22
1,10 MiItOChONAIIEN ...ciiiiieiiiitriiitticrenner e s sse e s s be e s s ba e e s s ssn e ssssnnessssssnessanns 28
1.11 NADPH-OXidasen UNd PH........ccciiiiiiiiimiriiiiiiiiieeiininsnssssessssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssennes 30
1.12 Mitochondrien UNd PH.........ueeiiiiiiiiiiiiniiiiinieerrenisssnere s sssss e ssss s e s s s s s sssnes 30
1.13  Zielsetzung dieSer Arbeit .......cccuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienieeereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeseeeeeeeeeesesssssessssssessees 31
2 MATERIAL UND METHODEN .....cccusmsmmmsumsusssmsessssssssssssssssassassasssssssssssssssssssassassasssssssssssssns 33
R R C = - | PPN 33
2.2 Verbrauchsmaterialien/-chemikali@n...........ccoeeeeirrrreeeeiiiiiiiinsneeeeeeenecssssneeeeeeeseesssnnes ..34
8 TR - ||| N 38
2.4 GroBenstandards........ccccevveeiiiiseiiiinineiiiieii s saae s nee ..38
2.5 KitS UNG ASSAYS cuuuurueennnnnnnnnnnnnnsnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 38
T Vo 1o T ' YT N 39
Ry 1o 1 4 T - S 40




Inhaltsverzeichnis 6
2.8 Versuchstier und Forschungsobjekte ....40
2.8.1 Die Wanderratte, Rattus NOIVEZICUS ......c..uuiiiiiiiiieee ettt e e e e e ta e e e e e anra e e e e ean 40
2.8.2 L LU a T [T ol =T o PSR 41
2.8.3 Monocrotalin (MCT)-BehandIUNg ........c.ueeieiiiieiie ettt e e et e e et e e eeae e e snaeeeenes 41
2.8.4 HUMANESs LUNGENZEWEDE ...t ettt e e e e e e atr e e e e e e e aaeerraeeaaeenes 42
2.9 Hamodynamik. . . T 42
2.9.1 Messung der Rechtsherzhypertrophie .......ooc.eee e e 43
2.10 Zellkultur. 43
2.10.1 Isolierung der pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) aus Ratten............cccueeeuneen. 43
2.10.2 KUIEIVIErUNE A PASIMIC......eiiiee ittt ettt e smeenne e e 46
2.10.2 Isolierung und Kultivierung der humanen PASMC..........coeeviireenerreneieneereeresee e e 47
2.11 Molekularbiologische Methoden. 48
2.11.1 IMMUNZYEOCNEIMIE o e e e e et e e e e e e e abb e e e e e e e e anbaebbaeeeeeeennraeeaaeean 48
21111 IMMUNTIUOIESZENZ ...ttt e sttt et s e e re s 48
2.11.1.2  Auswertung der ImmunfluoreszenzfarbUNngen ..........cc.uveeiiiiiiiiiie i e 49
2.11.1.3  Auswertung der direkten Farbung von a-glattmuskuldarem AKtin.........ccccoeieiiieiiiiieeieeeecns 50
2.11.1.4  Auswertung der indirekten Farbung von Superoxiddismutase (Sod) und Katalase ................. 50
2.11.2 IMMUNNISTOCREMIE ...t e s st 51
7 0 R =1 = T 41 & R =T 10 o = U UUPY 51
2.11.2.2  Muskularisierung und ENdothel-FArbuNng .........ccccviiioiiiiicieee e 51
2113 MRNA-INEEI EIENZ ... e ettt r ettt sre e s e sre e e 52
2.11.4 MeESSUNE der ProlifEration ..........uuiiiiii ettt e e e e e atr e e e e e e eeaaaee e aaeeaaeeaan 53
2.11.5 Y LT U g Yoo LT gV T =Y d T o U UPRPN 53
2.11.6 YT UL g Y=o F=T oY o Lo o o 1 < SN 54
2.11.7 MesSUNE der SOU-AKLIVITAT ....cccuiiiiiie e e e e e e e e e e rara e e e e e e e nanaae e saeeeaeennn 54
2.11.8 RNA-EXEFAKEION ..ttt ettt sttt e s e ebe e e bee s e e sareesneeeanes 54
2.11.9 Synthese komplementarer DNA ..........oiiiiiieeeiee e ee et e st e e e sre e s e e s e esataeesessaeesnseeeansseeennnnns 55
2.11.10 o T 0= TN 55
2.11.11 Quantitative Polymerase-KettenreaktioN..........ccccuviiiiiiiciiiie e 56
2.11.12 IN SIEU-HYDIAISIEIUNE oo e e r e e e e e e e e e eataeeeaaeenans 57
2.11.12.1 Praparation der LUNGENSCRNITLE ......vviiiiiee ettt e e e e s ere e e e eaeeeennes 57
2.11.02.2 SONAEN ettt ettt ettt et e bt e st e st e e e ae e e b et e bt e ea bt e sae e e s b e e et e e be e e abaeeaneesree e eares 58
2.11.13 WESTEIN BIOT....cneiiiiieeee ettt et sa e st e sbe e s bt e e bt e be e st e e sabeebeesbeeenneee 59
2.11.14 Platelet Derived Growth Factor (PDGF) - Stimulation.........ccceeeuieeeiiie e 61
2.11.15 SUBZENUIArE FrakKtioni@rUNG ..c...vei ettt ettt e e et e e et e e et e e e erateeesnnreeeaesnneeeaan 61



Inhaltsverzeichnis 7

2.12 Messungen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) .......ccccerrrrrrrrrrsrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 61
2.12.1 SPIN traps UNA SPIN PrODES .......ccooeneeieieiee ettt e ettt e e e e et e e e eee e e e sebbaa e e e e eesentbaaeeaeeaaeeennnnees 62
2.12.2 2 [o 11 =1 V=T PSS 64
2.12.3 Elektronenspinresonanz (ESR)-SpektroSkOpie ........ceeuiieieciie it 65

2.12.3.1  Datenerfassung und Auswertung der ESR-MESSUNZEN .......ccceeeiiuriiiieeieeiiiieiieeeeeeeeinneeeeeeesnens 67
2.12.4 Dihydroethidium (DHE) — FArDUNE.......ccuiiiieieeeee ettt et et et e e e eareaean 68
2.12.4.1  Auswertung der DHE-FArDUNE ....ccccuviiieiee ettt ete e e e tae e e e en e e s e e e ssreeeennnns 70
2.12.5 Messung der mitochondrialen ROS-Produktion ...........ccocciiiiiiiiiciiiiiieee e 71

2 T - 1T 1N 72

3 ERGEBNISSE .....ccrsccinssisisssns s sssssssssssssss s ssmssssssnssmssssssessmsssnssmssns ssnssassns snmsnanssnsnans 73

3.1 MCT-Behandlung fiihrt zur Ausbildung iner PH..........ccveverrrrrrrccrrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 73

3.2 Identifizierung der isolierten und kultivierten PASIMC ..........ccccererrrrrrrcssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 75

3.3 Detektion reaktiver SAUErstoffSPezies .........cccccervrrrrrisssrssrssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnns ..76
331 ESR-SPEKEIOSKOPIE ot et e e e e e et r e e e e e e et e e bbr e e e e e eeanraaaaaaean 76

33.1.1 Erhohte intrazelluldre Superoxid Produktion in PASMC nach MCT-Behandlung...................... 78
3.3.2 DHE-Farbung intrazellularer Superoxidradikale ...........ccooooiieiiiiiciiicee e 80
3.3.3 Detektion der mitochondrialen ROS-Produktion..........ccouuiiiiiiieiiiieiieenies et 81

3.4 Erhohte Superoxidproduktion fiihrt zu oxidativem Stress in MCT-PASMC .........ccccceerrrrrrrrrrssssssssssssssnnes 82

3.5 Erhohte Expression der Sod2 und gesteigerte Aktivitat der totalen Sod in MCT-PASMC.........cccoeerunnnee 83

3.6 MCT-Behandlung fiihrt zu gesteigerter NADPH-Oxidase 1 (NOX1)-EXPression........ccccceceeecervneeeneesseccsnnnes 85

3.7  LoKalisierung der NOXI ........ccccccerssnnnnnsnnnssnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 87

3.8 Nox1 als Quelle der erhéhten Superoxidproduktion in MCT-PASMC .........ccccoveeriinuneeiiisnennes 89

3.9 Superoxid von Nox1 verursacht beschleunigte Migration und Proliferation von PASMC ...................... 91

3.10 Potentieller Mechanismus zur Aktivierung der Nox1 im Modell der MCT-induzierten PH..................... 96

4 DISKUSSION ....ocicciiisiiissnssssesssssssssmssssssssssssssssassss smsssssssssmssssssessmsssnssmssns ssnssassss snmsanssnssans 97

4.1 Physiologische Bedeutung und klinische Relevanz der Ergebnisse.........cccceeevvrrrrrrrcrcccsnnnns 111

4.2 Diskussion der angewandten Methoden und Modelle..........ccoovrriirrriiiririiiniiinsrssnssssssssssssssssssssssssssssnes 114




Inhaltsverzeichnis 8

4.3  Ausblick... 117
4.4  ZuSAaMMENTFASSUNE ....cuuiiiiiiiiiiiiiiiisisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 118
4.5 Summary... 120
6 5 N 72 N 153
6.1 Abbildungsverzeichnis ... 153
6.2  TabelleNVerzeiChNis .......cccccvvvvviiiiiisiiiississisnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 154
6.3  AbKUrzungsverzeiChnis .......cccccccccessissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 155
6.4 Wissenschaftliche Beitrage ... 160

6.4.1 RV L= o =T a1 [Tel o1 g Y=Y o SR 160

6.4.2 oY aY e =T ¢TI - =TSRRI 161

6.4.3 PrISE ettt e e e e e s e s e e e s e e e e e e s e e rnrereeas 163
6.5 Versicherung... terressssesssssssssssssssssssnsssnnnns 164

6.6 DANKSABUNE ..ceuvueeeernrnnnnnnssnnnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 165



Einleitung 9

1 Einleitung

1.1 Atmungsorgane

Im Laufe der Evolution haben sich bei den unterschiedlichen Organismen innerhalb der
Vertebraten und Invertebraten verschiedene Atmungsorgane entwickelt, deren Aufbau und
Funktionsprinzipien sich deutlich unterscheiden®. Trotz der vielen unterschiedlichen
Organtypen und Funktionsweisen dienen ale Atmungsorgane demselben Zweck, namlich
dem Gasaustausch zwischen Umwelt und Blut Uber respiratorische Oberflachen des
Korpers. Dieser Prozess wird als ,,duere Atmung® bezeichnet und unterscheidet sich von
der ,,inneren Atmung“, die den Gasaustausch zwischen Blut und Gewebe bzw. Zellen
beschreibt?.

Bei den wasserbewohnenden Formen findet man in der Regel Ausstilpungen der
K 6peroberflache, die Kiemen genannt werden. Bel Landbewohnern handelt es sich um
Einstilpungen der Korperoberflache in das Innere des Tieres, die as Tracheen
(réhrenférmig, Insekten) oder Lungen (sackformig, Vertebraten) bezeichnet werden®.

Lungen sind die typischen Atmungsorgane Landbewohnender, d.h. luftatmender Tiere.

1.2 Aufbau und Funktion der Saugerlunge

Die Lunge der Vertebraten (Wirbeltiere) entwickelt sich aus dem Vorderdarm und besteht
aus einem Netz von Rohren und Bléschen, wobei es in ihrem Feinbau wesentliche
Unterschiede zwischen den einzelnen Vertebratenklassen gibt *. Im Folgenden liegt das
Hauptaugenmerk auf der Lunge der Saugetiere.

Die Lunge der Sduger ist ein blind endendes, sackartiges Organ, welches in der
Pleurahdhle liegt. Bei Sdugern nimmt die Lunge in dem durch Rippenfell und Zwerchfell
begrenzten Brustkorb den gréften Raum ein. Die Lunge ist Uber die Trachea mit der
AuRenwelt verbunden®. Die respiratorische Oberflache der Saugerlunge erreicht durch
Millionen von Alveolen (Lungenbléaschen) eine GréRRe von ca 100 m? Ein zentraler
Luftraum ist nicht mehr vorhanden®. Eine eingehende Beschreibung der Funktionsweise
der Lunge soll nun anhand der menschlichen Lunge stattfinden. Andere Saugetierlungen

funktionieren nach dem gleichen Prinzip.
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Die menschliche Lunge besteht aus zwel Lungenflligeln. Der rechte Lungenfliigel besteht
aus drei (dreillappig), der linke Lungenfliigel hingegen nur aus zwe Lungenlappen
(zweilappig)™ *. Diese Lappen werden wiederum in Lungensegmente unterteilt. VVon diesen
befinden sich 10 Segmente im rechten Lungenfligel und 9 im linken. Da auf der linken
Seite aul3erdem das Herz liegt, ist der linke Lungenfliigel etwas kleiner as der rechte. Der
Weg den die Atemluft nimmt verléuft wie folgt: Die Luft gelangt Uber den Mund-
Rachenraum in die Trachea, welche sich in die zwel Hauptbronchien (Bronchi principales)
aufteilt. Die Hauptbronchien teilen sich weiter baumartig bis zu den Bronchioli (terminae
Bronchien) auf, die ihrerseits in die respiratorischen Bronchiolen (Bronchioli respiratorii)
Ubergehen. Diese, von der Trachea ausgehenden, Verzweigungen nennt man den
Bronchialbaum. Bis einschliefdlich zu den terminalen Bronchien, dienen diese Gange
ausschliefdlich der Leitung der Atemgase. Sie werden as anatomischer Totraum
bezeichnet, da hier kein Gasaustausch stattfindet. Die Wande der respiratorischen
Bronchiolen bestehen schon teilweise aus Alveolen und ihre Endaufzweigungen sind die
ausschliefdlich aus Alveolen bestehenden Ductuli alveolares und Sacculi alveolares
(Alveolargange und Alveolarsackchen). Oft auch zusammen als Acini bezeichnet. Den
Abschluss der Alveolargange bilden die Alveolen (Alveoli pulmonales), Uber deren sehr
diinne Wand, die aus einem einschichtigen Epithel besteht, der Gasaustausch erfolgt® 4.

Kapillare

Abb. 1.1: Gasaustausch in einer Saugerlunge.

Der Gasaustausch findet in den Alveolen Uber das Alveolarepithel statt. Ventses Blut = blau;
Arterielles Blut = rot; O, = Sauerstoff: CO, = Kohlendioxid. Veréndert nach lungcarecenter.com
2011.
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1.3 Der Blutkreislauf

Im Geféaldsystem der Lunge wird das Blut mit Sauerstoff angereichert, wobei Kohlendioxid
abgegeben wird. Der aufgenommene Sauerstoff wird dann im Gefél3netz des Korpers an
die Gewebe und Zellen weitergegeben, wobel gleichzeitig Kohlendioxid as
Stoffwechselprodukt aufgenommen wird. Der Kreidauf ist wie folgt: Das venose
(sauerstoffarme) Blut des Korperkreislaufs gelangt zum rechten Vorhof des Herzens und
wird Uber den rechten Ventrikel in die Pulmonalarterie (Arteria pulmonalis) gepumpt. Die
pulmonal arteriellen Blutgefélie des Lungenkreislaufs verlaufen parallel zu den Bronchien
und teilen sich genau wie diese auch immer weiter auf, bis sie schliefdlich ein ausgedehntes
Kapillarnetz um die Alveolen bilden.

Nach Anreicherung des Blutes mit Sauerstoff, in den Kapillaren der Lunge, stromt das
sauerstoffreiche (arterielle) Blut Uber die Lungenvene (Vena pulmonalis) zurtick in den
linken Vorhof des Herzens und wird schliefdlich Uber die Aorta in den Korperkreisauf
gepumpt. Der Gasaustausch in den Kapillaren der Lunge dient nicht nur der Anreicherung
des Blutes mit Sauerstoff, sondern auch der Abgabe von Kohlendioxid in den
Alveolarraum. Die treibende Kraft fur die Diffusion der Atemgase liegt in den

Partialdruckunterschieden zwischen den Alveolen und dem Blut.

Lungenkreislauf

. linker
Arterien [l rechter Vorhof Venen
Vorhof

Iinke\

rechte Herzkammer

Herzkammer

Arterien

Korperkreislauf

Abb. 1.2: Lungen- und K ¢rperkreisauf desBlutes.
Sauerstoffreiches Blut = rot; Sauerstoffarmes Blut = blau. Veréndert nach onmeda.de 2011.
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Im sauerstoffarmen Blut der Pulmonalarterie liegt der Partialdruck fur Sauerstoff etwa bei
40 mmHg und fir Kohlendioxid bei etwa 46 mmHg, wéhrend in den Alveolen der
Partialdruck fur Sauerstoff etwa bei 100 mmHg und fir Kohlendioxid bel etwa 40 mmHg
liegt. Nachdem die Partialdricke von Blut und Alveolarraum durch den Gasaustausch
angeglichen wurden, betrdgt der Sauerstoffpartialdruck im sauerstoffreichen Blut ca
100 mmHg und der K ohlendioxidpartialdruck ca. 40 mmHg> °.

1.4 Aufbau und Funktion der Blut- und
Kapillargefalle

Blutgefal3e bestehen grundsétzlich aus drel Schichten, wobel die einzelnen Schichten bel
Arterien und Venen unterschiedlich aufgebaut sind. Die innere Schicht (Tunica intima)
besteht aus einschichtigen Endothelzellen, die mittlere Schicht (Tunica media) vor allem
aus glatten Muskelzellen und elastischen Fasern und schliefdlich die &uf3ere Schicht (Tunica
adventitia) Uberwiegend aus Fibroblasten (Abb. 1.3). Bel Arterien findet sich zusétzlich
zwischen den drel Schichten jeweils noch eine elastische Membran (Membrana elastica
interna und Membrana elastica externa). Arterien besitzen aufl’erdem ene dickere
Muskelschicht als Venen, um geféldmotorische Funktionen wahrzunehmen. Durch
Veranderung des Gefalidurchmessers infolge einer Vasodilation bzw. Vasokonstriktion
kann der Blutstrom reguliert und gesteuert werden. Im Vergleich zu Arterien bestehen
Kapillaren nur aus einer Schicht, der Tunica intima, um den Gasaustausch durch eine

Verkirzung der Diffusionsstrecke zu erleichtern.

1.5 Pulmonale Hypertonie (PH) und vaskularer

Gefallumbau

Pulmonale Hypertonie (PH) ist eine schwerwiegende, progressive Erkrankung der
pulmonalen Gefal3e, welche durch die Erhdhung des mittleren pulmonalarteriellen Druckes
(MPAP) auf = 25 mmHg in Ruhe definiert ist’.

Die Krankheit wurde erstmals 1891 durch Ernst von Romberg beschrieben und in al ihren

Varianten sind weltweit bis zu 100 Millionen Menschen betroffen. Die chronische PH ist
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durch eine deutliche Erhéhung des pulmonalen Vasotonus, pathognomonische proliferative
Lungengefal3veréanderungen und einer Hypertrophie des rechten Ventrikels (VergréfRerung
des rechten Herzens aufgrund der erh6hten Nachlast: Cor pulmonale im Sinne der WHO-
Definition;®) charakterisiert. Die Patienten leiden unter stark eingeschrankter korperlicher
Leistungsfahigkeit, Kreisaufstorungen, peripheren Odemen und Mudigkeit. Die
durchschnittliche Lebenserwartung ohne Therapie betragt drei Jahre ab Diagnose °. Oft ist
PH eine Folge von chronischer obstruktiver Lungenerkrankung (COPD) oder anderen
Erkrankungen (AIDS, Asthma, Lungenfibrose etc.). Die sehr selten auftretende
idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie (IPAH) alerdings, stellt im Gegensatz zu den
anderen Typen, nicht die Folge einer anderen Grunderkrankung dar ®*!. Fir sie kann
haufig keine Ursache gefunden werden. Die pathophysiologischen Mechanismen, die zur
IPAH flhren sind nicht vollsténdig verstanden.

Im Jahr 2008 wurde PH in fiinf Gruppen klassifiziert *:

1. pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)

1.1 idiopathisch (IPAH)

1.2 familiar

1.3 induziert durch Medikamente und Toxine

1.4 assoziiert mit identifizierten Erkrankungen (Kollagenosen, angeborene

Shunts, portale Hypertonie, HIV-assoziiert)

1.5 Persistierende PH bei Neugeborenen
1". PH mit signifikanter vendser oder kapillarer Beteiligung (u.a. pulmonale veno-
okklusive Erkrankung, pulmonale kapilldre Hamangiomatose)
2. pulmonale Hypertonien bei Linksherzerkrankungen

»  Erkrankung des linken Ventrikels oder Atrium

»  Erkrankung der linken Ventile
3. pulmonale Hypertonien bei Erkrankungen des respiratorischen Systems und/oder
Hypoxamie
4. pulmonale Hypertonie infolge chronisch thrombotischer und/oder embolischer
Krankheiten
5. gemischte Gruppe (PH be Sarkoidose, Histiozytose, Lymphangiomatose; PH durch
Kompression von Lungengefal3en)
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Diese Subkategorien der PH unterscheiden sich in ihren Ursachen, sind jedoch alle durch
eine exzessive Vasokonstriktion und/oder einen pulmonalvaskuldren Gefal3Jumbauprozess
charakterisiert'®. Bei einer akuten PH kommt es, als Antwort auf Stimuli wie z.B. Hypoxie

14 Medikamente oder Toxine>

zu einer lokalen Vasokonstriktion der prakapilléaren
Widerstandsgefal3e (muskularisierte Arterien) in der Lunge, wodurch sich das Lumen der
Gefalke verringert und der Blutdruck steigt™® * 1* 7. Halt diese Situation an, so wird um
dem konstant hohen Druck stand zu halten, der Zustand der Vasokonstriktion
morphologisch ,fixiert“, indem es zum Umbau der betroffenen Gefélle kommt, dem
¥ Dieser
20-22.

pulmonalvaskularen Gefalumbau  (pulmonalvaskuldres Remodeling)®
Gefallumbau kann allerdings auch ohne vorherige Vasokonstriktion entstehen
Pulmonalvaskuldres Remodeling bezeichnet strukturelle und funktionelle Veradnderungen
in der normalen Architektur der Wande von pulmonalen BlutgefaRen®. Es handelt sich
dabel z.B. um eine Umgestaltung der Widerstandsgefdl3e in der Lunge, die zu einer
Verringerung des Lumens dieser GefaRe fuhrt ** 2%, Solche Veranderungen fiihren so zu
einem erhohten Geféal3widerstand und werden in zwel Prozesse unterteilt: 1. Umbau der
Wande der Widerstandsgefale und 2. Reduktion der insgesamt vorhandenen Blutgefal3e in
der Lunge'® %, Vaskulares Remodeling filhrt so zu einem Anstieg des pulmonalen
Geféalwiderstandes und dies resultiert in pulmonaler Hypertonie.

Alle PH-Formen sind mit dieser funktionellen Verdnderung der Gefédl3e assoziiert, welche
durch Vasodilatoren und Vasokonstriktoren, die aus dem Endothel kommen, moduliert
wird®=. In Patienten mit PH kann ein Ungleichgewicht der vasoaktiven Mediatoren
bestehen, wobei die Produktion vasodilatorischer Mediatoren reduziert ist (Prostaglandin
I, NO, cGMP)****, Auf der anderen Seite kann die Produktion potenter Vasokonstriktoren
in PH-Patienten erhoht sein (Thromboxan, Endothelin 1, 5-Hydroxytryptamin (5-HT))** %>
37

Beim pulmonalvaskuldren Remodeling kommt es hauptséchlich zur Proliferation (bzw.
verringerter Apoptose'®) von pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (pulmonary arterial
smooth muscle cell, PASMC) und dadurch zu einer Verdickung der Tunica media. Die
Proliferation von PASMC kann z.B. auch durch Endothelin 1, 5-HT und Ca®*-Einstrom
induziert werden®*>°. Zudem tritt eine de novo-Muskularisierung von, normalerweise nicht
muskularisierten, prakapillaren Arteriolen auf % *°*. Viele Wachstumsfaktoren férdern
aulerdem die Zdlproliferation, das Uberleben von Zellen und die Zellmigration. So z.B.
der vascular endothelial growth factor (VEGF), basic fibroblast growth factor (bFGF),
transforming growth factor-a und -B (TGF-a, TGF-B), platelet derived growth factor
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(PDGF) und hepatocyte growth factor (HGF) “**%. Als Ausléser einer PH konnen
aullerdem Entziindungen eine Schlisselrolle spielen. In den umgebauten Gefélen findet
man Monozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten und dendritische Zellen. Zudem kann PH
mit verschiedenen Viruserkrankungen, Uber Viren wie HIV (humanes Immundefizienz-
Virus), humaner Herpesvirus (HHV), Epstein-Barr Virus und Zytomegalie-Virus assoziiert
sein. Auch parasitére Infektionen, wie Schistosomiasis, verursachen eine umfangreiche
Entziindung und kénnen zur Ausbildung einer PH filhren %, Inflammatorische Zytokine
und Chemokine spielen ebenfalls eine wichtige Rolle bei IPAH. In IPAH-Patienten
konnten erhohte Level von IL-1B, IL-6, monocyte chemoattractant protein-1, tumor
necrosis factor (TNF), FKN (Fraktalkin), RANTES und chemokine ligand 2 (CCL-2)
gemessen werden >+,

Der Gefal3umbau findet hauptsachlich im mikrovaskuléren Bereich statt, kann aber auch in
grofRen pulmonalen Arterien beobachtet werden 2> *°. Bei einer IPAH kommt es ohne einen
erkennbaren Grund zu einem Remodeling-Prozess, der letztendlich zum allgemeinen
Krankheitsbild der PH fuhrt.
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PDGF = platelet-derived growth factor; PGI2 = Prostaglandin 12; Rho-Ki = Rho-Kinasen; ROS =
reactive oxygen species, sGC = lédiche Guanylatzyklase; TGF = transforming growth factor-f;
TK = Tyrosinkinase; TKi = Tyrosinkinase-Inhibitor; TRPC = transient receptor potential cation

channels; VEGF = vascular endothelial growth factor. Verandert nach Schermuly et al. 2011%.

Das pulmonalvaskuldre Remodeling findet nicht nur in der Gefd3-Media statt, sondern
umfasst alle Schichten der Gefal3wand, und viele vaskuldre Zelltypen sind in diesen
Prozess involviert. Es kommt ebenfals zu einer Hypertrophie der Adventitia,
endothelialer Zellproliferation und Deposition zusétzlicher Matrixkomponenten® %% 6% 62
Pulmonal vaskul &res Remodeling férdert und resultiert also in einer chronischen PH 2.

Als primare Antwort auf den erhdhten Widerstand des pulmonaen Gefélibettes und as
kompensatorischer Mechanismus, entwickelt sich bel PH eine rechtsventrikulére
Hypertrophie (RVH). Durch diese Hypertrophie wird der linke Ventrikel
zusammengedrickt. Durch den anhaltenden bzw. progressiv ansteigenden Widerstand in
der Pulmonaarterie kommt es letztendlich zu ener kontraktilen Dysfunktion,

Dekompensation und Dilatation, was zu einem Rechtsherzversagen fuihrt %,

1.6 Experimentelle Tiermodelle der PH

Die Aushildung einer PH setzt eine sehr komplexe und heterogene Konstellation multipler
genetischer, molekularer und humoraler Unregelméfdigkeiten voraus, welche in einer
komplizierten Art und Weise interagieren und sich im vaskuldren Remodeling
manifestieren. Um den Prozess des Gefél3Jumbaus der PH in Tiermodellen zu studieren,
werden eine Vielzahl von chemischen, physiologischen und molekularen Stimuli
eingesetzt. Alle in vivo Tiermodelle versuchen verschiedene Eigenschaften der
Pathophysiologie und Vaskulopathie der humanen PH nachzuahmen. Um die
pathophysiologischen Mechanismen und Signalwege zu verstehen, die zum vaskuldren
Remodeling und damit zu PH fuhren, finden héaufig zwel Modelle ihre Anwendung. Die
Rede ist von den Modellen der Hypoxie-induzierten und der Monocrotalin-induzierten PH.
Im Folgenden soll nun zuerst das Modell der akuten und chronischen Hypoxie erlautert
werden, welches auf einem (Patho)physiologischen Stimulus beruht, indem die Tiere bzw.
Zellen hypoxischen Bedingungen ausgesetzt werden.

! Es handelt sich hierbei hauptséchlich um eine Zunahme der Kollagen- und Elastin-Fasern.
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Die ausreichende Sauerstoffversorgung eines Organismus ist von entscheidender
Bedeutung und dies setzt eine Optimierung des Gasaustausches in der Lunge voraus. Da
die Ventilation der Alveolen ungleichmaRig ist®, muss diese Heterogenitét auf irgendeine
Weise kompensiert werden. Eine physiologische Antwort auf eine aveoldre Hypoxie
(Sauerstoffmangel, -unterversorgung) in der Lunge stellt die hypoxische pulmonale
Vasokonstriktion (HPV) dar. Im Gegensatz zu den Gefd3en der Lunge, die fur die
Sauerstoffaufnahme zustandig sind, verteilen die systemischen Gefal’e den Sauerstoff in
alle Gewebe des Korpers. Aufgrund dieser funktionellen Unterschiede zeigen die Gefalie
unterschiedliche Reaktion auf Hypoxie. Systemische Gefél3e reagieren auf Hypoxie mit
einer Vasodilation (mit Ausnahme der Plazenta ®), die LungengefaRe hingegen zeigen eine
Vasokonstriktion ** *°. Dabei wird der lokale Blutfluss an die regionale Ventilation der
Lunge adaptiert, indem es zu einer lokalen Vasokonstriktion der prékapillaren Gefélde von
schlecht ventilierten, dadurch hypoxischen, Aredlen der Lunge kommt % ¢, Dieser
Mechanismus fuhrt also zu einer Umverteilung des pulmonalen Blutflusses, von Areaen
mit einem niedrigen Sauerstoff-Partialdruck, zu solchen mit einer hohen Verflgbarkeit von
Sauerstoff. Dadurch wird der Gasaustausch in der Lunge optimiert ® ®°. HPV verlagert
also das Blut von schlecht ventilierten Gebieten, in besser ventilierte Lungensegmente und
optimiert so das Ventilations-Perfusions Verhdtnis, reduziert den FlieBwiderstand " und
optimiert die systemische O.-Versorgung “*. Zudem steigt aber auch der pulmonalarterielle
Druck wahrend hypoxischer Ventilation, wenn weite Bereiche der Lunge von alveoléarer
Hypoxie betroffen sind " *. Als Effektor-Zellen der HPV wurde die prékapillare glatte
Muskelschicht der Widerstandsgefdl3e in der Lunge identifiziert, genauer die
pumonalarteriellen  glatten  Muskelzellen  (PASMC)™*™, die auch  beim
pulmonalvaskuléaren Remodeling eine wichtige Rolle spielen. Eine Beeintrachtigung der
HPV unter pathophysiologischen Bedingungen, wie z.B. das Atemnot-Syndrom des
Erwachsenen, das hepatopulmonale Syndrom oder unter Anasthesie, kann zu einer
schlechten Oxygenierung des Blutes wahrend der Lungenpassage fiihren ™.

Unter Bedingungen einer globalen und anhaltenden aveoldaren Hypoxie fihrt die
permanente Vasokonstriktion und der damit verbundene Druckanstieg zu einer Hypoxie-
induzierten  pulmonalarteriellen  Hypertonie®*, welche durch pulmonalvaskulare

18, 1% Unter normoxischen

Remodeling-Prozesse  morphologisch . fixiert* wird
Bedingungen kommt es, nach chronischer Hypoxie, zu eéinem Riickgang der Verdickung
der Media und der Adventitia der Widerstandsgefalde bis fast zur Ausgangsdicke. Die

Kollagenfasern hingegen bleiben verstérkt vorhanden”. Daher ist es, fir das Hypoxie-



Einleitung 18

Modell, auferst wichtig, dass die hypoxischen Bedingungen wéhrend eines Experimentes
konstant aufrechterhalten werden. Die chronische Hypoxie ist das am haufigsten
verwendete Modell zur Untersuchung der PH. Die in diesem Modell beobachteten
pathologischen Befunde zeigen aber auch Gemeinsamkeiten mit anderen humanen
Erkrankungen, wie z.B. verstérkte Muskularisierung der Widerstandsgefale in chronischer
Bronchitis, zystischer Fibrose, COPD, Hypoventilation und chronischen Herzerkrankungen
(treten al's Folge der Hypoxie auf) .

Demgegeniiber steht das Modell der Monocrotalin-induzierten pulmonalen Hypertonie,
welches sich stark von dem Hypoxie-Modell unterscheidet. Es handelt sich hierbei nicht
um einen (Patho)physiologischen Stimulus, sondern um enen inflammatorischen,
toxischen Stimulus zur Induzierung der PH. In diesem Modell kann keine Vasokonstriktion
oder Polyzythamie?, wie unter Hypoxie, beobachtet werden. Vielmehr entwickelt sich eine
stark inflammatorische Reaktion, mit endothelidlem Zelltod und einer Reduktion der
peripheren Arterien®. Monocrotalin (MCT) ist ein Phytotoxin, was aus den Samen von
Crotalaria spectabilis gewonnen wird und gehért zu den Pyrrolizidinalkaloiden® %. Im
Tiermodell wird MCT subkutan verabreicht % ®. Die Toxizitét der Pyrrolizidinalkaloide
beruht in vivo auf deren Aktivierung in der Leber. Die Verstoffwechselung der Alkaloide
durch die mischfunktionellen Oxidasen® in der Leber fiihrt zur Bildung des reaktiven,
alkylierenden Dehydromonocrotalin  (MCT-Pyrrol). Dieser Metabolit wird in den
Blutstrom freigesetzt und hat einen mehr oder weniger selektiven Effekt auf die
pulmonalen Gefal3e, ohne die systemischen Gefal3e zu beeinflussen, da die Lunge das erste
groiRe Gefarbett distal der Leber ist®. Dehydromonocrotalin bewirkt in den GeféRen der
Lunge eine Endothelschadigung, was die Permeabilitét des Endothels erhoht®®’. Es
kommt zur Thrombozytenaggregation (Pléatchensequestrierung, intravaskulare Thromben
und zur Sekretion von Wachstumsfaktoren, sowie von Zytokinen aus dem Endothel %,
All dies fihrt letztendlich zu einem Gefal3Jumbau, also zur Migration und Proliferation von
PASMC, was in einer verstarkten Muskularisierung von bereits muskularisierten Gefal3en
und einer de novo-Muskularisierung von normalerweise nicht-muskularisierten Gefél3en
resultiert™. Die glatten Muskelzellen selbst produzieren weitere Wachstumsfaktoren sowie
Matrixmetaloproteinasen (MMPs) und weisen ene verédnderte Kollagen- und

Elastinsynthese auf ® % wodurch der Remodeling-Prozess weiter unterstiitzt wird® %,

2 Seltene myeloproliferative Erkrankung, bei der sich alle Zellen im Blut ibermaRig vermehren.
Vor alem die Erythrozyten, aber auch in geringerem Maf3e die Thrombozyten und Granulozyten
sind betroffen.

® Monocrotalin wird vorwiegend durch die Zytochrom-P450-Monooxygenasen verstoffwechselt.
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Innerhalb von 24 Stunden wird Dehydromonocrotalin fast vollsténdig Gber die Nieren
ausgeschieden, so dass danach keine Reste in KorperflUssigkeiten oder -geweben
nachweisbar sind. Dies lasst darauf schliefen, dass eine einmalige Endothel schadigung
durch Dehydromonocrotalin ausreicht, um den GefaRumbau auszuldsen®™. Der Effekt von
Dehydromonocrotalin beschrankt sich auf den mikrovaskuléren Bereich der Lungengefalie,
so dass auch nur in diesen Gefalien ein Remodeling zu erkennen ist®® % Das Modell der
MCT-induzierten PH stellt bel Ratten ein gut etbaliertes Modell dar.

Beide Modelle, MCT-induzierter PH und Hypoxie-induzierte PH, fihren also zu einer
verstarkten Proliferation und Migration von PASMC, was zu ener zunehmenden
Muskularisierung der prakapillaren pulmonalen Arteriolen und ener de novo-
Muskularisierung fuhrt. Der Anstieg des pulmonalarteriellen Drucks und die
rechtventrikul &re Hypertrophie finden im MCT-Modell jedoch langsamer statt®. Aufgrund
der Speziesunterschiede zwischen Ratten und Mausen, reagieren beide Arten nattrlich
unterschiedlich auf die verschiedenen Stimuli. Ratten weisen, im Vergleich zu Mausen,
eine deutlich hohere Empfindlichkeit gegenliber hypoxischen Bedingungen auf und
reagieren mit verhatnismaRkig grolen hamodynamischen Veranderungen . Andererseits,
kann das MCT-Modell bel Mausen nicht angewendet werden. Zwar ist MCT bel Mé&usen
ebenfalls hepatotoxisch, alerdings kommt es nicht zur Ausbildung einer pulmonalen

Hypertonie mit vaskul&rem Remodeling ¥ *%.

1.7 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

ROS sind Sauerstoff enthaltende Molekiile mit einer hohen Reaktivitét gegeniiber anderen
Biomolekilen. Sie beinhaten sowohl freie Radikae (ein oder mehr ungepaarte
Elektronen), als auch nicht-Radikal-Spezies und werden von alen vaskuldren Zellen
produziert *°*. Unter normalen physiologischen Bedingungen, ist die Produktion von ROS
sehr spezifisch auf subzelluld&re Kompartimente beschrankt und durch eine Vielzahl
negativer Riickkopplungsmechanismen reguliert 2% Kommt es zu einer (ibermaRigen
ROS-Produktion resultiert dies in einer zelluléren Dysfunktion % . Eine groRe Anzahl
experimenteller Nachweise deutet darauf hin, dass reaktive Sauerstoffspezies (reactive
oxygen species, ROS) eine wichtige pathophysiologische Rolle bel der Entwicklung von
PH spielen "', Die ROS-, Familie* umfasst diverse Molekiile, welche weitreichende
und unterschiedliche Einflisse auf die Funktion vaskuldrer Zellen haben. ROS sind
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ubiquitér reaktive Derivate des O,-Metabolismus der Zellen, die man in alen biologischen
Systemen findet. Dazu gehdren klassischerweise  Superoxid-Anionen (O."),
Wasserstoffperoxid  (H.O,), Hydroxyl-Radikale (OH™), Peroxynitrit (ONOO) und
Singulett-Sauerstoff (*O.); wobei Superoxid und Wasserstoffperoxid meist als Vorlaufer
fir die Bildung der anderen ROS dienen ** '3, ROS haben einen wichtigen Anteil an
Signalkaskaden und regulatorischen Prozessen in Zellen *. Werden sie innerhab
subzellulérer Kompartimente in kontrollierten Mengen produziert, konnen ROS als
Signalmolekiile wirken und die normalen zelluldren Funktionen regulieren 2. In den
vaskularen Zellen modulieren ROS physiologische, Redox-sensitive Prozesse wie
Vasokonstriktion und -dilation, Zellmigration, Wachstum, Apoptose, den Auf- bzw. Abbau
extrazelluldrer Matrixproteine und die Stimulation vieler Kinasen, indem sie direkten oder
indirekten Einfluss auf multiple Ebenen verschiedener Signalwege nehmen &7 1 114119,
Unter normalen physiologischen Bedingungen halten sich Bildung und Abbau von ROS
die Waage. Fur die Produktion von ROS durch vaskuldre Zellen sind verschiedenste
Enzyme verantwortlich, auf die spéter genauer eingegangen werden soll. Um das ROS-
Aufkommen auf einem konstanten Niveau zu halten werden die ROS durch Antioxidantien
in der Zelle abgebaut. Dazu gehdren z.B. die zytosolische und mitochondriale
Superoxiddismutase (Sod1 und Sod2) und die Katalase. Diese Enzyme wandeln Superoxid
in H,0, und weiter in molekularen Sauerstoff um 2 12,

Kommt es zu einem Ungleichgewicht zwischen pro- und antioxidativen Substanzen, so
resultiert dies in oxidativem Stress. Oxidativer Stress ist die pathogene Folge der
Uberproduktion von Oxidantien, welche die antioxidative Kapazitat der Zelle Ubersteigt
und den Zustand einer chronisch erhéhten ROS-Konzentration beschreibt 1%, Eine
stetig wachsende Anzahl von Untersuchungen deutet darauf hin, dass verstarkter oxidativer
Stress und das damit einhergehende erhdhte Vorkommen von ROS die Ursache von
Gefalischadigungen in kardio- und pulmonalvaskuléaren Erkrankungen, wie PH oder

123

Arteriosklerose, sind Unter oxidativem Stress laufen die oben genannten

physiologischen Redox-sensitiven Signalwege unkontrolliert ab, was einen gednderten
vaskulé&ren Tonus, verstarktes PASMC-Wachstum, Inflammation und eine verstarkte

Deposition extrazellularer Matrixproteine (Kollagen, Fibronektin, Elastin etc.) zur Folge

hat. Diese Prozesse fihren dann zum pulmonal -vaskul&ren Remodeling und so zu PH *

124127 Eine verstarkte ROS-Produktion, die zu oxidativem Stress fiihrt, kann also

vaskul&res Remodeling ausl gsen 18 123128, 129
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1.8 Antioxidative Mechanismen

Der Redox-Status einer lebenden Zelle (oxidierende/reduzierende Bedingungen) hat einen
mal3geblichen Einfluss auf die zelluldren Signalwege. Eine angemessene ROS-Produktion
ist daher zur Aufrechterhaltung der normalen physiologischen Funktionen einer Zelle
unbedingt notwendig **. Eine exzessive ROS-Produktion hingegen fihrt zu einer
pathophysiologischen Situation, in welcher zelluldre Prozesse nicht normal bzw. gar nicht
ablaufen koénnen. Unter oxidativem Stress verlauft die ROS-abhéngige Regulation der
betreffenden Signalkaskaden unkontrolliert und es kann zur Ausbildung von PH aufgrund
des GefaRumbaus kommen™**,

Um diesen oxidativen Stress bewdltigen zu konnen, haben aerobe Organismen effiziente
enzymatische und nicht-enzymatische  Verteidigungssysteme  entwickelt. Die
enzymatischen Systeme setzen ROS enzymatisch in harmlose Nebenprodukte um, wahrend
die nicht-enzymatischen Systeme (kleine Molekile) direkt mit den Radikalen reagieren. Im
Folgenden soll lediglich auf die wichtigsten enzymatischen Mechanismen eingegangen
werden. Dazu gehdren die intrazelluldren Isoformen der Superoxiddismutase (Sod), die
Katalase und die Peroxidasen. Die Expression und die Aktivitét antioxidativer Enzyme
werden durch viele Faktoren reguliert. Der primére Faktor ist der oxidative Status der
Zelle. Sowohl endogene, as auch exogene Substanzen wirken als Oxidationsmittel. Sie
verandern dadurch das zellulére, oxidative Gleichgewicht und somit die Genexpression
antioxidativer Enzyme 3%,

Die Enzyme repréasentieren die erste ,Verteidigungslinie® gegen die, in hoher
Konzentration toxischen, Radikale.

Die erste enzymatische Reaktion der Reduktionskaskade von Sauerstoff ist die

Dismutation von Superoxid zu Wasserstoffperoxid und molekularen Sauerstoff.

20,7 +2 H*— 2 H,0, + O, Gleichung 1.1

Die dafiir verantwortlichen Enzyme sind die zytosolische Superoxiddismutase (Cu**/zn-
Sod; Sod1), die mitochondriale Superoxiddismutase (Mn-Sod; Sod2) und die extrazellulére
Superoxiddismutase (EC-Sod, Sod3). Obwohl Wasserstoffperoxid kein Radikal ist, weist
es dennoch eine hohe Reaktivitét auf und wird durch die Fenton-Reaktion schnell in das
reaktive Hydroxid-Radikal ("OH) umgewandelt.
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Zwei Enzyme sind an der Entfernung von H,O; beteiligt, die Peroxidasen und die Katal ase.
Die Peroxidasen sind sowohl im Zytosol, als auch in den Mitochondrien prasent. Katalase
findet man hauptsachlich in den Peroxisomen, aber auch im Zytosol und dem
endoplasmatischen Retikulum (ER). Die Peroxidasen und K atal ase setzten das zelltoxische

Wasserstoffperoxid zuWasser und ebenfalls molekularen Sauerstoff um 3% 132,

K atalase; 2H0,— Oz +2H0
Gleichung 1.2
Per oxidasen: H,0, (2 + 2H") = 2H,0
1.9 NADPH-Oxidasen

In den Gefél3en wird ROS von den Endothelzellen, den PASMC der Media und den
Fibroblasten der Adventitia produziert, also von allen Typen vaskulédrer Zellen *331%. Die
wichtigsten Enzyme, welche im pulmonal-vaskuldren System ROS produzieren, sind nach
derzeitigem Kenntnisstand Xanthin-Oxidasen, Lipoxygenasen, NO-Synthasen, die Enzyme
der mitochondrialen Atmungskette und die NADPH-Oxidasen
(Nicoti namidadeni ndinukl eotidphosphat-Oxidasen) % *> ¥ Einige Arbeiten postulieren,
dass die vaskuldre ROS-Produktion hauptséchlich auf die Aktivitét der NADPH-Oxidasen

114, 138, 139

zurlickzufihren ist, deren Vorkommen in alen Gefal3schichten nachgewiesen

werden konnte'3* 140143,
Die NADPH-Oxidasen sind Superoxid produzierende Enzyme 3 14 1% gjie katalysieren
die Reduktion von molekularem Sauerstoff zu Superoxid, wobei NADPH als

Elektronendonor fungiert™* 1%,

NADPH + 20, = NADP' + H" + 20,~ Gleichung 1.3

Die gangige Literatur unterscheidet zwei Typen von NADPH-Oxidasen: 1. Die
phagozytaren NADPH-Oxidasen und 2. die nicht-phagozytaren NADPH-Oxidasen 3 13
196 Beide Typen bestehen aus einem Multi-Protein-Komplex ** 4. Die prototypische, und
am besten charakterisierte, NADPH-Oxidase it die der Leukozyten* (gp91""™ oder Nox2),

die eine zentrale Rolle bei der Verteidigung des Wirtes gegen Bakterien einnimmt™” 1%,

* Neutrophile und eosinophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen.
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Im Folgenden soll der Aufbau der NADPH-Oxidasen am Beispiel der Nox2 erlautert
werden. Der Enzym-Komplex besteht aus den zwei membrangebundenen Untereinheiten
gp91°"** und p22, die den heterodimeren Flavozytochrom-bsss-Komplex bilden, sowie aus
den drei zytosolischen Untereinheiten p47°"%, p67°" und p40”"™ (phox = phagozytare
Oxidase) ¢ 147 149 7ysstzliche Komponenten sind die kleinen G-Proteine Rac2® und
RaplA™ % Nox2 ist ein stark glykosyliertes Protein™ und hat, wie alle Nox-Isoformen,

sechs Transmembrandomanen™ 12

, wobei sich C- und N-Terminus im Zytoplasma
befinden™* ***. Eine FAD- und NADPH-Bindungsstelle befinden sich an C-Terminus .
Die Untereinheit gp91°"™ dient als Elektronentransporter der NADPH-Oxidase und stellt
den eigentlichen Prototyp einer NADPH-Oxidase dar *°. Das Membranprotein p22°"
liegt im Verhdtnis 1:1 eng mit gp91°"™ assoziiert vor und besitzt zwei (moglicherweise
vier) Transmembrandomanen, wobei C- und N-Terminus ebenfalls ins Zytoplasma ragen
158 Die zwei wichtigsten Funktionen von p22°"™ sind: 1. Die Bindung an gp91°"™ und die
damit einhergehende Stabilisierung des Proteins und 2. die Bindung von p47°"* **®, Das
dem zugrunde liegende Konzept ist, dass gp91°"™ und p22°" nur als Heterodimer stabil
sind, wahrend die Monomere durch das Proteosom abgebaut werden®. Wahrend die

Phox ynd p22°™* Kklar erscheinen, sind die der zytosolischen

Funktionen von gp9l
Untereinheiten weniger prazise definiert. Das als ,,Organisator-Untereinheit” bezeichnete
zytosolische p47°"™ ist nicht-glykosyliert und besitzt eine sogenannte phox (PX)-Doméane,
die mit Membranphospholipiden interagiert. Aul3erdem sind zwel SH3-Doménen
vorhanden, die mit den Prolin-reichen Regionen des C-Terminus von p22°"™ interagieren
kénnen % ¥ Diese Interaktion wird allerdings durch eine autoinhibitorische Region
(AIR) solange verhindert, bis p47°"™™ phosphoryliert wird und dadurch eine
K onformationsanderung durchlauft. p47°"™ scheint demnach al's eine Art Adapter-Protein
zu dienen, welches als Plattform fir die Aggregation des funktionellen Enzyms auf der
zytosolischen Seite von Flavozytochrom b®® funktioniert ** % 181 Dje zytosolische
Untereinheit p67°"* ist ebenfalls nicht glykosyliert und wird als ,,Aktivator-Untereinheit*
bezeichnet. p67°"™ enthalt 1. einen N-Terminalen Tetratricopeptid-Repeat (TPR), 2. eine
Aktivator-Domane (AD), 3. eine ,,Phox und Beml1“-Doméane und 4. eine C-Terminae
SH3-Doméne, die mit der ebenfals C-terminalen Prolin-reichen Region von p47°"™
interagiert’®®. Man geht davon aus, dass p67"" den Elektronentransfer von NADPH zu
Flavin reguliert. Die AD ist essentiell fur den Elektronenfluss im Flavozytochrom bsss.

Man nimmt daher an, dass diese Region den Hydrid-Transfer von NADPH zu FAD im

® Rac2 ist ausschlieldlich in myeloiden Zellen exprimiert. Racl kommt ubiquitér in alen Zellen vor
und kann Rac2 ersetzen.
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Flavozytochrom bssg reguliert™®’. Die Untereinheit p40°™ ist ebenfalls nicht glykosyliert
und enthdlt folgende strukturelle Doméanen: 1. Eine SH3-Doméne, 2. eine PX-Domane und
3. eine PB1-Domane. p40°™ interagiert in einer 1:1:1 Stochiometrie mit p47°"™ und
p67°" und ist nur in Kombination mit p67°"™ stabil'®?, p40°"™ ist in die Regulation von
gp91°"™ involviert und verstarkt wahrscheinlich die Oxidase-Funktion'®® **. Das G-
Protein Rac2 stellt keine Untereinheit der NADPH-Oxidasen im engeren Sinne dar, da es
auch andere Zellfunktionen reguliert. Nichtsdestotrotz sind Rac-GTPasen an der
Regulation von gp91°"™ malgeblich beteiligt, was spater erlautert werden soll. Die
Aufgabe des kleinen G-Proteins Rap1A ist unklar 4,

In nicht-stimulierten, ruhenden Phagozyten liegen p47°", p67°" und p40°™ im Zytosol
vor, wogegen gp91°"™ und p22 in der Membran lokalisiert sind und das Flavozytochrom
bssg bilden. Rac2 liegt in einer inaktiven GDP-Form vor. In diesem Zustand wird kein
Superoxid produziert. Werden die Phagozyten aber stimuliert (z.B. durch fMLP = formyl-
Met-Leu-Phe oder durch opsonieren mit Zymosan), kommt es zur Phosphorylierung von
p47°" an einem Serin-Rest durch die Proteinkinase C (PKC). Die Phosphorylierung von

PhoX nd die

p47°"* fiihrt zu einer Konformationsanderung, was die Interaktion mit p67
Translokation des p47°"*/p67°"™ K omplexes zur Plasmamembran erlaubt. Dort interagiert
p47P"* mit p22°" und p67°"* kann so anschliefend durch eine direkte Protein-Protein
Interaktion als Aktivator von gp91"™* wirken. p47°"™ organisiert also die Translokation
der anderen Cofaktoren und bringt p67°"* (Aktivator-Untereinheit) in Kontakt mit
gp91°"**. Die GTPase Rac2 interagiert in der aktiven GTP-Form mit der Oxidase durch das
TPR-Motiv am N-Terminus von p67°"™ und steuert ebenfalls der Annaherung von p67°">
an gp91°"™ bei. Die Rollen von p40P™* und Rap1A sind unklar, p40P™* scheint aber an der
Rekrutierung von p67°"™ und p47°"™ zur Membran beteiligt zu sein. Nach der Aktivierung
werden ROS, ds Verteidigungsmechanismus, in den Extrazellularraum freigesetzt
(oxidative burst) 4 139 146147 156,165\t der Komplettierung des menschlichen
Genomprojekts, wurde eine Vielzahl von Homologen der phagozytaren NADPH-Oxidase

166

Identifiziert un s Nox-Homologe bezeichnet™". wurde 1In aiesem
(gp91°"™) identifizi d als Nox-Homologe bezeich gp91°"™ wurde in di

167

Zusammenhang in Nox2 umbenannt'®’. Auch fir die zytosolischen Untereinheiten p47°"

und p67°"™ wurden Homologe Proteine benannt und daher wurde p47°" in NoxO2 und
p67°"°* in NoxA 2 umbenannt 15 165 167,
Wie oben beschrieben, bendtigt Nox2 fir seine Aktivierung mindestens funf zusétzliche

Komponenten. Andere Nox-lIsoformen unterscheiden sich in ihrem Bedarf an diesen
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Proteinen® oder derer Homologe. Tabelle 1.1 liefert eine Ubersicht tiber die bekannten
Homologe von gp91”"™, pa7°""* und p67""* sowie Uber die Regulationsproteine und
Aktivierungsmechanismen der gp91°"**-Homologe. Die vorherrschende NADPH-Oxidase
in Leukozyten ist die Nox2-Isoform. In Gefél3en ist die Situation wesentlich komplexer.
Jede Geféldschicht scheint eine spezifische Zusammensetzung von NADPH-Oxidasen
aufzuweisen, die zwischen verschiedenen Spezies variieren kann. Aus diesem Grund
bezieht sich der Begriff ,nicht-phagozyté&re NADPH-Oxidasen* auf die Gruppe von
Oxidasen, die in den vaskularen Zellen exprimiert sind®® % Es kann lediglich
festgehalten werden, dass p22°" und Nox4 in allen vaskuldren Zellen exprimiert sind **
168170 ynd Nox2 hauptsschlich im Endothel und der Adventitia von leitenden GefaRen zu
finden ist ** "1, Die vaskul&re Expression von Nox1 ist gering und spielt hauptsachlich in
PASMC eine Rolle in der Superoxidproduktion °® 9 12 |n Bezug auf die
zytoplasmatischen Untereinheiten konnten Racl und p47phox in alen vaskularen Zellen
139 aber p67phox nur im Endothel*”™ und der Adventitia *™*, aber nicht in PASMC ™,
nachgewiesen werden'*® Als Konsequenz der Heterogenitét vaskul&rer NADPH-Oxidasen
kann keine generelle Aussage Uber den Aktivierungsmechanismus getroffen werden. Die
Antwort auf einen identischen Stimulus unterscheidet sich zwischen den Zelltypen und
Nox-Isoformen. Es besteht also keine einheitliche Antwort der Nox-Isoformen auf einen
bestimmten Stimulus. Zudem unterscheidet sich der Aktivierungsmechanismus einzelner
Isoformen abhangig vom Zelltyp, in welchem sie exprimiert sind™®. Als grundlegender
Mechanismus fur die Aktivierung gilt jedoch der, der phagozytéren NADPH-Oxidasen.

Alle anderen leiten sich von diesem ab*®.

€ p22°"* pa7""™ p67""™ Rac-GTPase und p40°™.
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Tab. 1. 1. Zusammenfassung der ver schiedenen Nox-Enzyme und deren regulatorische

Unter einheiten, Aktivierungsmechanismen und Expressionsmuster in den Zellen der

Lunge™® 1%, VSMC = vascular smooth muscle cell

Homologe Expression in Regulatorische | Aktivierung
der Lunge Untereinheiten
gpglphox_
Homologe Nox1 VSMC, Endothel, p22ph°x, NoxO1 Angll, PDGF, LPS,
Atemwege (PA7"™), NoxA1,Racl |PGF2a, Thrombin
Nox2 Myeloide Zellen, p22PM% p47P% paQP"* | Ca?t,
(gp91°™™) Endothel, VSMC, | p67°", Racl/2 Phosphorylierung
Fibroblasten
Nox3 ? p22°"* NoxO1, evtl.  |?
NoxA1, evtl. Rac
Nox4 Endothel, VSMC, | p22°"™* Poldip2, Tks5 | konstitutiv aktiv,
Fibroblasten TGF-p
Nox5 Endothel, VSMC / ca™
Duox1 Epithel der / ca*,
Atemwege und Phosphorylierung
Alveolen
Duox2 Epithel der / ca*,
Atemwege und Phosphorylierung
Alveolen
zytosolische
Homologe NoxO1 / /
NoxO2 Myeloide Zellen, /
(pA7"™%) Endothel, glatte
Muskulatur der
NoxA1l Epithel der Arteria /
basilaris, glatte
NoxA2 Leukozyten, /
(P77 Endothel
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Nox1

NoxO1/
NoxO2

Nox2 + (p47ph0X)
(gp91P">) NOxA2
67phox -
Nox3 P )
membrangebundeneUntereinheiten zytosolische Untereinheiten

extrazellular Nox1

Nox2
(gp91°">)

Nox3

intrazellulér
NoxO1/

NoxO2
(P477)

funktionelleNADPH -Oxidase

NoxA2
(P67 ")

Abb. 1.4: Anlagerung der zytosolischen Untereinheiten an die membrangebundenen
Komponenten zur Bildung einer funktionellen NADPH-Oxidase.

In der Abbildung sind die zytosolischen Untereinheiten bereits als Komplex dargestellt. Allerdings
findet auch hier, wie im Text beschrieben, zuvor eine Zusammenlagerung der einzelnen
Komponenten statt. Die Ellipsen reprasentieren jeweils alle bekannten Homologe, bis auf Nox4,
Nox5 sowie Duox1 und 2, da diese Isoformen durch andere Mechanismen aktiviert werden (siehe
Tabelle1.1)

Die nicht-phagozytére NADPH-Oxidase besitzt einige spezifischen Eigenschaften, die sie
von der phagozytaren NADPH-Oxidase unterscheiden % 1. Die Rate der
Superoxidproduktion ist wesentlich geringer (ca. 10% der Leukozyten)'™ " 2. die nicht-

phagozytare NADPH-Oxidase ist konstitutiv aktiv und in subzelluldren Kompartimenten
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lokalisiert” 1" 3. das Enzym besitzt jedoch eine induzierbare Aktivitét, was bedeutet
das die Produktion von Superoxidradikalen durch bestimmte Agonisten verstarkt werden
kann '8 18! 4 eine weitere spezifische Eigenschaft ist, dass das vaskuldre Enzym
Superoxidradikale auch intrazellulér freisetzen kann und nicht nur extrazelluléar, wie es
beim phagozytéren Enzym der Fall ist'® % 5. im Gegensatz zu den zytotoxischen
Mengen Superoxid die in Phagozyten produziert werden, produzieren die nicht-
phagozytéaren Zellen geringe Mengen von Superoxid, die eine Rolle in vielen zelluldren

184-188

Signalwegen Ubernehmen und 6. im Unterschied zur phagozytdren Oxidase, die

ausschliefflich NADPH benutzt**®, kann die nicht-phagozytére Oxidase auch NADH als

Elektronendonor verwenden®®19?,

1.10 Mitochondrien

Die Mitochondrien werden auch als "Kraftwerke der Zelle" bezeichnet, da sie Uber die
oxidative Phosphorylierung am Ende der Atmungskette ATP produzieren. Neben den
NADPH-Oxidasen dtellt die Atmungskette der Mitochondrien in den meisten
Saugetierzellen eine der bedeutendsten Quellen der ROS Produktion dar %', Diese, in
den Mitochondrien produzierten ROS, spielen eine wichtige Rolle in vielen Krankheiten,

1% Mitochondrien besitzen zwei

Zelldifferenzierung und  Redox-Signalwegen'®*
Membransysteme, eine aul3ere Membran und eine ausgedehnte, stark gefaltete innere
Membran. Die &ul3ere Membran ist entgegen der inneren Membran fir die meisten kleinen
Molekile und lonen aufgrund des Mitochondrienporins vollstandig permeabel. Die beiden
Membranen bilden zwei Kompartimente: Einen Intermembranraum zwischen der &uf3eren
und der inneren Membran und die Matrix, welche von der inneren Membran begrenzt
wird. Die oxidative Phosphorylierung findet in der inneren Membran statt. Die
Atmungskette besteht aus vier Komplexen: Drel Protonenpumpen und einer direkten
Verbindung zum Zitratzyklus. In der Atmungskette werden Elektronen von NADH auf die
NADH-Q-Oxidoreduktase (Komplex 1), weiter auf die Succinat-Q-Reduktase (Komplex
1), die Q-Cytochrom-c-Oxidoreduktase (Komplex I11) und letztendlich auf die Cytochrom-
c-Oxidase (Komplex 1V) tibertragen™®.

Bel der ROS Produktion in der mitochondriadlen Atmungskette handelt es sich um

Superoxidradikale, die an den Komplexen I, 11 und Il gebildet werden kdnnen und somit

" Das phagozytére Enzym befindet sich nur in der Zellmembran und ist ohne Stimulation inaktiv.
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als Nebenprodukt der oxidativen Phosphorylierung auftreten 2. Komplex | ist der
Eintrittspunkt fir die Elektronen von NADH in die Atmungskette 2> 22, \Von NADH
werden zwei Elektronen auf das Flavinmononucleotid (FMN) Ubertragen. Die Elektronen
werden dann auf eine Reihe von sieben Eisen-Schwefel-Clustern transferiert. Durch den
Fluss von zwei Elektronen durch den Komplex | werden vier Protonen aus der Matrix in
das Zytosol gepumpt, der Mechanismusist allerdings nicht genau bekannt 4%, Die ROS-
Produktion des isolierten Komplex | findet unter Anwesenheit von NADH in Form von
O, statt®®. Der isolierte Komplex | produziert O, durch die Reaktion von O, mit dem
vollstandig reduzierten FMN, dessen Anteil wahrscheinlich durch die NADH/NAD® -
Ratio bestimmt wird 2> #®. Die Inhibierung der Atmungskette in intakten Mitochondrien
durch Beschadigung, Mutation, Ischémie, Verlust von Cytochrom ¢ oder die Anhdufung
von NADH aufgrund eines niedrigen ATP-Verbrauchs und einer damit einhergehenden
niedrigen Atmungsrate, filhrt zum Anstieg der NADH/NAD™ - Ratio und zur Oy -
Bildung. Unter normalen Umstanden ist die ROS-Produktion durch Komplex | allerdings
nur gering %%, Ein zweiter Mechanismus, durch den Komplex | groe Mengen von O,
produzieren kann, findet wahrend des reverse electron transport (RET) statt®®” 1% 212 213
RET findet statt, wenn der Coenzym Q (CoQ)-Pool durch die Versorgung mit Elektronen
reduziert wird. Dabei flief3en Elektronen vom CoQH> zurtick in den Komplex | und kénnen
s0, an der Position des FMN, NAD" zu NADH reduzieren. Obwohl die Stelle der O, -
Produktion wahren RET nicht bekannt ist, scheint die Menge des produzierten O, die
héchste zu sein, die in Mitochondrien auftritt 242,

Der Succinat-Q-Reduktase-Komplex (Komplex 1) ist ein integrales Membranprotein der
inneren Mitochondrienmembran. Es stellt den Eintrittspunkt fur das FADH,, dar, welches
bei der Oxidation von Succinat zu Fumarat durch die Succinat-Dehydrogenase (eine
Komponente des Komplexes 1) im Zitratzyklus entsteht. Die Elektronen des FADH,
werden auf das Coenzym Q uibertragen®®. Die Komplexe | und 11 sind die hauptsachlichen
Quellen fur die mitochondriale ROS-Produktion unter physiologischen Bedingungen. Sie
produzieren O, vorwiegend auf der Matrixseite, wo es durch die Sod2 schnell zu H,O,
dismutiert wird *** #°. Komplex 111 ist die zweite Protonenpumpe in der Atmungskette.
Diese katalysiert die Elektronentibertragung von CoQH; (Coenzym Q wird auch als Q oder
Ubichinon bezeichnet) auf das oxidierte Cytochrom ¢ (Cyt ¢) und transportiert so zwei
Protonen aus der Matrix in das Cytosol*®. Der Komplex besteht aus 11 Polypeptidketten,
drei Ha&mgruppen, einem Eisen-Schwefel-Protein (Rieske-Zentrum) und zwei getrennten
Bindungsstellen fiir die Ubichinone Q, und Q*® *. Schon lange wird der Komplex 11 als
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potentielle O, - Quelle innerhalb der Mitochondrien angesehen®* 2%, Wenn der Komplex
11 mit CoQH. versorgt und die Q;-Stelle durch Antimycin inhibiert wird, so produziert
dieser grole Mengen von Superoxidradikalen (O,”) durch die Reaktion von O, mit
Ubisemichinon (QH") an der Qu-Stelle?® 2% 221224 pje Syperoxidradikale werden vom
Komplex Il auf beide Seiten der inneren Membran abgegeben®” %227 Allerdings ist
diese ROS-Produktion in Abwesenheit von Antimycin nur sehr gering. Die maximale O, -
Produktion des nicht-inhibierten Komplex 111 ist im Vergleich zur der des Komplex |
wahrend RET unbedeutend %%,

1.11 NADPH-Oxidasen und PH

Viele Studien deuten daraufhin, dass die ROS-Produktion durch NADPH-Oxidase eine
wichtige Rolle bel der Pathogenese von PH spielt. So ist z.B. bekannt, dass speziell Nox2
und Nox4 an der pulmonalvaskularen Antwort auf chronische Hypoxie involviert sind #*
2% 7Zudem konnten Dennis et al. zeigen, dass die ROS-Produktion durch Nox1 zu
Hypoxie-induzieter PH in neugeborenen Ferkel beitragt?®. Auch bei der
Rechtsherzhypertrophie, einer Konsequenz der pulmonalen Hypertonie, konnte eine
erh6hte Expression von Nox1, Nox2 und Nox4 nachgewiesen werden %,

Neben pulmonaler Hypertonie, Ubernehmen Nox-Isoformen auch bei anderen pulmonaen
Erkrankungen eine pathophysiologische Rolle, wie akuter Lungenschaden 2*°, COPD #*,
|schamie-Reperfusionsschaden %', Schlafapnoe %%, Lungenkrebs **°

290 Mukoviszidose ", Asthma 2** und Emphysem %%

, pulmonale Fibrose

1.12 Mitochondrien und PH

Die Mitochondrien sind wichtige Sauerstoffsensoren in den PASMC, welche z.B. unter
Hypoxie die mitochondridle ROS-Produktion verandern. Dies fihrt wiederum zur
Inhibierung Redox-sensitiver Kaliumkande in der Plasmamembran, was ene
Depolarisierung, das Offnen spannungsabhéngiger Ca**-Kanale, den Einfluss von C&?* und

folglich eine Kontraktion verursacht %

. Ob es anfénglich zu einem Anstieg oder Abfall
der ROS-Produktion kommt, wird in der Fachliteratur diskutiert. Dennoch, as eine der

bedeutendsten ROS-Quellen kdnnen Mitochondrien, in welcher Form auch immer, den
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Redox-Status einer Zelle regulieren. Die Superoxidradikale, welche in der Atmungskette
produziert werden, konnen durch die Sod2 zu H,O, umgewandelt werden. H,O, hat einen
groReren Diffusionsradius und kann daher auch entfernte, nicht-mitochondriale Ziele
erreichen, wie z.B Redox-sensitive Kaliumkanale (Kv-Kanale) in der Plasmamembran®*.
Diese Kv-Kandle regulieren das Membranpotential der PASMC, was wiederum einen
Einfluss auf die Offnung spannungsabhangiger-Ca®*- Kande hat (der mafgebliche
Eintrittspunkt von Ca**-lonen fir PASMC). Ein erhéhter Ca®*- Influx tragt zu einer
erhéhten Proliferationsbereitschaft und Kontraktion der PASMC bel **, was zu
vaskuldrem Remodeling und damit zu pulmonalarterieller Hypertonie fuhren kann.
Aufgrund der Néhe der Mitochondrien zum endoplasmatischen Retikulum (ER) kdnnen
die Mitochondrien das intrazelluldre Ca®* auch direkt, durch die Aufnahme von Ca®™*
welches vom ER freigesetzt wurde, regulieren®®. Da die Mitochondrien Redox- und Ca?*-
abhangige Signalwege regulieren konnen, beeinflussen sie eine Vielzahl zelluldrer
Funktionen und Transkriptionsfaktoren, die zur Entstehung und Manifestierung von PH
beitragen kénnen. Dazu gehoren z.B. HIF 24”2 ynd NFAT 49 20,

Im Falle von PH sind die Mitochondrien der PASMC hyperpolarisiert. Dies scheint eine
gemeinsame Eigenschaft aller PH-Typen zu sein, unabhéangig von der Ursache fir die
Erkrankung. Dies gilt unter anderem fiir Hypoxie- und Monocrotalin-induzierte PH 2%, fiir
fawn-hooded rats (FHR)-PH %2 und humane PH %3, Zudem weisen die PASMC in all
diesen Modellen molekulare Besonderheiten auf, wie eine supprimierte Expression von
Kv-Kanalen, erhdhtes intrazelluldres Ca?* und die Aktivierung von HIF und NFAT %2 %3,
Weiter konnte gezeigt werden, dass es zu einer Aktivierung der mitochondrialen
Pyruvatdehydrogenase-Kinase (Inhibierung der Pyruvatdehydrogenase) 2>*, sowie einer
Fragmentierung und/oder Hyperpolarisierung des mitochondrialen Retikulums kommt 2,
Diese Veranderungen in der Zellphysiologie von PASMC konnten durch eine verénderte
mitochondriale Funktion erklért werden und fordern eine verringerte Apoptose und einer
erhohte Proliferation von PH-PASMC.

1.13 Zielsetzung dieser Arbeit

Man nimmt an, dass ROS beim pulmonalvaskularen Remodeling, welches wahrend
chronischer alveolérer Hypoxie auftritt, eine wichtige Rolle einnehmen * 2. Zudem

konnten unter Hypoxie, neben einer Hypoxie-abhéngigem Regulation nicht-phagozytérer
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Nox-Isoformen, eine erhohte pulmonalvaskulére ROS-Produktion nachgewiesen werden
19, 231, 26 Al diese Experimente wurden im Modell der Hypoxie-induzierten PH
durchgefuihrt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob die im Hypoxie-
Modell erlangten Erkenntnisse auch im Modell der MCT-induzierten PH zutreffen, da die
auftretenden pathologischen Verénderungen, im Gegensatz zum Modell der chronischen
Hypoxie, mit vielen Lasionen die be IPAH und anderen schweren PH-Formen des
Menschen auftreten, vergleichbar sind.

Dabel standen folgende Fragestellungen im Vordergrund:

1. Findet sich im Monocrotalin-Modell der PH eine verstérkte oder verringerte ROS-
Produktion in PASMC?

2. Kommt es zur Veranderung des antioxidativen Potentials bzw. zu einer antioxidativen
Antwort?

3. Wasist die Quelle einer etwaigen erhohten ROS-Produktion?

4. Welche Signalwege werden beeinflusst?

5. Welche zdlluldren Funktionen werden beeinflusst, die bei der Pathophysiologie des

vaskuldren Remodeling eine Rolle spielen.

Um diesen Fragestellungen nachzugehen, wurden in der vorliegenden Arbeit die
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) von Rattus norvegicus untersucht, da
diese Zellen unter Hypoxie hauptséchlich fur den Prozess des Gefal3umbaus und die de
novo-Muskularisierung verantwortlich sind % “**, Der Fokus dieser Arbeit lag dabei auf
der Rolle der NADPH-Oxidasen, da die Hypoxie-abhangige Regulation nicht-phagozytérer
Nox-Isoformen im Mausmodell der Hypoxie-induzierten PH bereits nachgewiesen werden

konnte.
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2 Material und Methoden
2.1 Gerate

Analog-Digital-Wandler

CASY® Cdl Counter + Analyser Moddl TT

ChemiGenius Bio Imaging System
Combi-Spin Zentrifuge

DMR Mikroskop

Druckaufnehmer

Einbettungsmaschine
Elektrophorese-Kammer
Entwésserungsmaschine
ESR-Spektrometer EM Xmicro
Filmentwicklungsmaschine Curix 60
Féarbekammer

Gradienten PCR-iCycler
Heizblock

Heizplatte Hi 1220
Homogenisator Precellys 24
Hotplate/Stirrer (371)

Kryostat

Leica LMD6000 Mikrodissektion
LeicaDMLA

Magnetischer Konzentrierer
Mikroplattenl esegerét ELx808
Mikrotom RM 2165
Mini-PROTEAN® Tetra Cell
(Western blotting Equipment)
Mx3000Pro (g-PCR)
NanoDrop (ND-1000)
Neubauer-Z&hlkammer

Homburg

Advantech, Feldkirchen
Innovatis AG, Bielefeld

VWR, Bruchsal

Kisker-Biotech, Steinfurt
LeicaMicrosystems, Wetzlar
Hottinger Baldwin Messtechnik,
Fuchstal

LeicaMicrosystems, Nussloch
Keutz Labortechnik, Reiskirchen
Leica Microsystems, Nussloch
Bruker BioSpin, Karlsruhe
Agfa, Mortsel, Belgien

Keutz Labortechnik, Reiskirchen
Bio-Rad, Minchen

VWR, Bruchsal
LeicaMicrosystems, Wetzlar
Peqglab, Erlangen

VWR, Bruchsa
LeicaMicrosystems, Wetzlar
LeicaMicrosystems, Wetzlar
LeicaMicrosystems, Wetzlar
Invitrogen, Karlsruhe

Bio-Tek, Bad Friedrichhall
LeicaMicrosystems, Nussloch

Bio-Rad, Minchen
Stratagene, Heidelberg
Kisker-Biotech, Steinfurt

LO - Laboroptik GmbH, Bad
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O,-Controller

Ofen

Reinstwasseranlage Milli-Q®
Schittelgerét Eb Swip KL-2

Spannungsgerét fur Elektrophorese
Sterilbank HERA Safe
Tierwaage

Tischzentrifuge Mikro 200R
Transducer
Melsungen

TPersona Thermocycler (PCR-Cycler)

Scintillationszéhler (3-counter)
GmbH
Semi-Dry-Blotkammer

VERSA nax lunable microplate reader

Vortexer MS1 Minishaker

Waage fur Substanzen (Mettler Toledo PL 303)

Wetblotting-System
Zéllinkubator HERAcell 150
Zentrifuge Rotana 460R

L abotect, Gottingen
Heraeus, Gief3en

Millipore, Schwalbach
Edmund Bihler GmbH,
Hechingen

Bio-Rad, Gattingen
Thermo Scientific, Dreieich
August Sauter GmbH, Albstadt-
Ebingen

Hettich, Tuttlingen

B. Braun Melsungen AG,

Biometra, Gottingen
Canberra Packard, Central Europe

Keutz Labortechnik, Reiskirchen
Molecular Devices, Ismaning
IKA GmbH, Staufen

Mettler Toledo, Schweiz
Bio-Rad, Miunchen

Thermo Scientific, Dreieich
Hettich, Tuttlingen

2.2 Verbrauchsmaterialien/-chemikalien

0,9 %ige NaCl-L6sung
2-Propanol
4x NuPage LDS-Ladepuffer

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)

-ethansulfonsaure (HEPES)
ABgene® PCR-Platten
ABsoluteQ PCR seal
Aceton

B. Braun, Melsungen
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
Thermo Scientific, Hamburg
Thermo Scientific, Hamburg

Sigma-Aldrich, Minchen
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Agarose

Agarose Type VII (niedrig schmelzend)
AGFA Cronex 5 Medica X-Ray Film
Amersham ECL Plus Detection System
Amersham Hyperfilm ECL
Ammoniumpersulfat (APS)

Ampuwa® (Ampullenwasser)
B-Mercaptoethanol

Baytril® 2,5%

Beatmungsgas (50 % O, 50 % Ny)
Blocking Reagent

Blotting-Papier Whatman

Bovines Serum Albumin (BSA)

Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module

CMH

Collagenase Type IV

Complete™ Protease Inhibitor

CPH

Dako Fluorescence Mounting Medium
Deckglaser

Deferoxaminmesylat-Salz

Denhardts Reagenz

Dextransulfat

Diethylpyocarbonat (DEPC)
Dihydroethidium (DHE)
Dimethylsulfoxid (DM SO)

Einmal spritzen

Eisenkiigelchen (Eisen-I1, 111-Oxid, 98 % Fe;0,)
Eisessig

Eosin

Munster ESR-Krebs HEPES-Puffer
Ethanol 70 %, 96 % und 100 %
Ethanol (reinst) fur die Molekularbiologie
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA)

Fermentas, St. Leon-Rot
Sigma-Aldrich, Minchen
AGFA, Mortsel, Belgien

GE Hedlthcare, Minchen
GE Hedlthcare, Minchen
Promega, Mannheim
Fresenius Kabi, Bad Homburg
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Bayer Vital, Leverkusen

Air Liquid, Siegen

Roche, Basel, Schweiz
Schleicher & Schuell, Dassel
Sigma-Aldrich, Minchen
Thermo Scientific, Hamburg
Noxygen, Elzach
Sigma-Aldrich, Minchen
Roche, Basel, Schweiz
Noxygen, Elzach

Dako, Hamburg

R. Langenbrinck, Emmendingen
Sigma-Aldrich, Minchen
Eigenproduktion
SigmaAldrich, Minchen
Sigma Aldrich, Minchen
Sigma Aldrich, Minchen
SigmaAldrich, Minchen

B. Braun, Melsungen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt

Waldeck GmbH & Co. KG,
Noxygen, Elzach

Otto Fischer GmbH, Saarbriicken
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
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Chirurgiefaden
Falcon-Tubes
Filterpapier
Formamid
Glycerol
Glycin

Hefe tRNA

Hamalaun

Heparin Liquemin N 25000®

Isofluran

| sopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO,)

K etaminhydrochlorid 100 mg/ml Ketamin®
Kristallviolett

Laemmli Proben-Puffer (2x)
Lidocainhydrochlorid 2 % Xylocain®
Magermilchpul ver

M edetomidinhydrochlorid (1mg/ml) Domitor®
Membran-Slides

Methanol

Methylgrin

Methylzellulose

Monocrotalin

Natriumacetat

Natriumazid (Nag)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxychol at

Natriumdiethyl dithi ocarbamattrihydrat
Natriumdihydrogenphosphat (Na,HPO,)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO,)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumvanadate (NagV Og)

Ethicon, Norderstedt
Greiner bio-one, Frickenhausen
Bio-Rad, Munchen

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe
Roche, Basel, Schweiz
Waldeck GmbH & Co. KG,
Munster

Roche, Basel, Schweiz
Baxter, Unterschleissheim
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstagt
Pharmacia, Erlangen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Astra Zeneca, Wedel
Sigma-Aldrich, Minchen
Janssen, Bad Homburg
Microdissect, Herborn
Sigma-Aldrich, Minchen
Vector, Burlingame,CA,USA
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstagt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstagt
Promega, Mannheim
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
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Nylon-Membran, Amersham Hybond™-N*

Objekttrager

Paraformaldehyd
PCR-Reaktionsgefalle

PeqGOLD Proteinase K
Phenylmethylsulfonylfluorid (PM SF)
Phorbol myristatacetat

Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
Polyethylenglycol-Superoxiddismutase
Povidoniod (Braunoderm®)
PVDF-Membran Immobilion™-P
Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamid)
Salmon sperm

Salzsaure (HCI)

Superoxiddismutase (Sod)
Staurosporin

Sterilfilterspitzen

SYBR® Safe

Szinti-L6ésung

Tergitol® (NP-40)
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
[*H] Thymidin

TissueTek®

Triethanolamin

Tri-Natriumacetat

TRIS Base

TRIS-HCI

Triton®-X 100

Trypsin

Tween® 20

Wasserstoffperoxid (H20O,) 30 %
Xylol

GE Hedlthcare, Minchen

R. Langenbrinck, Emmendingen
Carl Roth, Karlsruhe

Nerbe plus GmbH, Wiesen/Luhe
Peqglab, Erlangen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen

R&D, Minneapolis, MN, USA
Sigma-Aldrich, Minchen

B. Braun, Melsungen

Millipore, Bedford, USA

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen

Nerbe plus GmbH, Wiesen/Luhe
Invitrogen, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen

Carl Roth, Karlsruhe
Amersham, Munchen

Sakura Finetek, Staufen
Sigma-Aldrich, Mlnchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Camarillo, CA, USA
AppliChem, Darmstadt

Merck, Darmstagt

Carl Roth, Karlsruhe
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2.3 Zellkultur

8-Well Chamber Sides

Fetales Kaberserum (FCS)
L-Glutamin (200mM, 100x)
Lipofectamine

Medium 199 (M199)

Opti-MEM® Medium

PBS

Penicillin/Streptomycin (P/S)
Serologische Pipetten 5, 10, 25, 50 ml
Smooth Muscle Cell Growth Medium 2
Sterilfilter, Porengrof3e 0,22 um
Trypsin/EDTA (1x)
Zellkulturflaschen, -schalen, -platten
Zéellschaber

X-tremeGENE

2.4 GrolRenstandards

BD Falcon, Heidelberg

PAA Laboratories, Colbe
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Invitrogen, Karlsruhe

GIBCO Invitrogen, Karlsruhe
GIBCO Invitrogen, Karlsruhe
PAN Biotech GmbH, Aidenbach
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Greiner bio-one, Frickenhausen
PromoCell, Heidelberg
Millipore, Schwalbach
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen

Roche, Mannheim

Precision plus Protein ™ Dual Color Sandard Bio-Rad, Minchen

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder

2.5 Kits und Assays

AP-fast red Kit

CaspACE Assay System

DAB-Peroxidase Substrate Kit

DC Protein Assay Kit

iScript cDNA Synthese Kit

iTagq Sybr Green Supermix plus ROX
Platinum®SY BR®Green gPCR SuperMix UDG

Fermentas, St. Leon-Rot

Zytochem, Berlin

Promega, Mannheim

Vector, Burlingame,CA,USA
Bio-Rad, Munchen

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

Invitrogen, Karlsruhe
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QIAquick® PCR Purifikation Kit
PeqGOLD Total RNA Kit
RNeasy® Mini Kit

WT-Ovation™ Pico RNA Amplifikations-System

2.6 Antikorper

Anti-DIG-POD-Fab Fragments
Akt
phospho-Akt

Cofilin
phospho-Cofilin

Cyclin D1

FITC-markiertes smooth muscle actin
Katalase

Nox1

Nrf2

PAK1 (Serin199/204)/PAK 2 (Serin192/197);
Sod1 and Sod2

Von-Willebrand-Faktor (VWF)

B-Aktin

0-smooth muscle actin

M eerrettich-Peroxidase gekoppelt
AlexaFluor® 555

Alexa Fluor® 488

Alexa Fluor® 555 Tyramid

Qiagen, Hilden
Peglab, Erlangen
Qiagen, Hilden

Nugene, Bemmel, Niederlande

Roche, Mannheim

Cdll Signaling, Boston, USA
Serin 473; Cell Signaling, Boston,
USA

Cdll Signaling, Boston, USA
Serin 3; Cell Signaling, Boston,
USA

Cell Signaling, Boston, USA
Sigma-Aldrich, Minchen

Abcam, Cambridge, UK

Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA
Abcam, Cambridge, UK

Cdll Signaling,Boston,USA
Abcam, Cambridge, UK

Dako, Hamburg

Biozol, Eching

Maus. Sigma Aldrich, Minchen
Hase: NeoMarkers, Fremont, USA
Pierce, Rockford, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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2.7 Software

Q-Win Leica, Wetzlar

GeneTools Syngene, Cambridge, UK
GeneSnap Syngene, Cambridge, UK
GraphPad Prism GraphPad, La Jolla, CA, USA
MxPro QPCR Software Agilent Technologies, Waldbronn
Magnettech M S200 Magnettech, Berlin

2.8 Versuchstier und Forschungsobjekte

2.8.1 Die Wanderratte, Rattus norvegicus

In der vorliegenden Arbeit wurden adulte Mannchen der Wanderratte (Rattus norvegicus,
Berkenhout 1769) verwendet. Es handelte sich um ménnliche Ratten des Auszuchtstammes
Sprague-Dawley (Handelsbezeichnung CD/SD-Ratte, Charles River Laboratories,
Sulzfeld) mit einem Gewicht von ca. 300-350g. Die Tierversuche wurden vom
Regierungsprésidium Gief3en genehmigt. Die Wanderratte ist ein zu den Altweltmausen
zdhlendes Nagetier (Rodentia) aus der Familie der Langschwanzmause und ist der
Vorfahre aler Farbratten. Sie stammt urspriinglich aus Zentralasien und Nordchina und hat
sich, wie die Hausratte, als Kulturfolger des Menschen in alle Welt ausgebreitet.

Hier eine genaue Darstellung der Systematik nach Berkenhout, 1769 :

Stamm: Chordata
Unterstamm: Vertebrata
Klasse: Mammalia
Ordnung: Rodentia
Unterordnung: Myomorpha (M auseverwandte)
Uberfamilie: Muroidea (M &useartige)
Familie: Muridae (Langschwanzmause)
Unterfamilie: Murinae (Altweltmause)
Gattung: Rattus (Ratten)

Art: Rattus norvegicus (Wanderratte)
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Ratten werden vor allem in der biomedizinischen Grundlagenforschung genutzt. Hierzu
sind eine Reihe von Inzucht-Linien gezlichtet worden (wie z.B. der Sprague-Dawley
(SD/CD)-Auszuchtstamm). Diese sind teilweise durch eine besondere Anfalligkeit for
bestimmte Erkrankungen gekennzeichnet und werden dann als Tiermodelle fur diese
Erkrankungen verwendet. Hierzu zéhlen beispielsweise die BB-Ratte (bio breeding) fir
den Typ-1-Diabetes oder die SHR (spontaneous hypertension Rat) fur den essentiellen
Bluthochdruck.

2.8.2 Haltung der Tiere

Die Tiere wurden in Tierhatungsrdumen mit maxima funf Tieren pro Ka&fig unter
Standard-Haltungsbedingungen gehalten. Wasser und Futter wurden ad libitum

verabreicht.

2.8.3 Monocrotalin (MCT)-Behandlung

Den Ratten wurde Monocrotalin subkutan verabreicht, um in dem pulmonalarteriellen
Geféfdoett der Lunge eine Endothelschddigung hervorzurufen. 250 mg kristallines
Monocrotalin  (MCT; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) wurden auf der
Analysenwaage abgewogen, in 1IN Salzsaure (HCI; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim) gelost und mit 1IN Natronlauge (NaOH; Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim) auf pH 7,4 eingestellt. Die Ratten wurden gewogen und mit Isofluran bis zur
Immobilisation betdubt und 60 mg/kg KG (Korpergewicht) MCT wurden einmalig
subkutan in die Nackenfate injiziert. Als Kontrollen dienten Tiere, denen die
entsprechende Menge isotone 0,9%ige Natriumchlorid-Lésung (NaCl; B. Braun
Melsungen AG, Melsungen) ebenfals subkutan in die Nackenfalte verabreicht wurde.
Uber die nachsten 14 Tage wurde kontinuierlich das Breitbandantibiotikum Baytril 2,5%
(Bayer Vita GmbH, Leverkusen) oral verabreicht, um frihe inflammatorische und
pneumonische Lungenveradnderungen sowie eventuelle Begleitinfektionen in den mit MCT
behandelten Ratten zu vermeiden. Finf Wochen nach MCT-Injektion folgte die Analyse.
Im folgenden Text werden Tiere, die mit MCT behandelt wurden, als MCT-Tiere

bezeichnet werden. Gesunde, mit NaCl behandelte Tiere, werden als Kontroll-Tiere
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bezeichnet. Alle Studien wurden entsprechend den Richtlinien der Justus-Liebig-
Universitdt Gief3en durchgefihrt und waren von Regierungsprasidium genehmigt.

2.8.4 Humanes Lungengewebe

Proben von humanen Lungen stammten von 8 Donoren (durchschnittliches Alter, 48 + 17
Jahre; 4 Frauen, 4 Manner) und 8 IPAH Patienten (durchschnittliches Alter, 34 + 13 Jahre;
5 Frauen, 3 Manner) nach Lungentransplantation. Die Proben wurden entweder in
flissigem Stickstoff Schock-gefroren oder binnen 30 min nach der Lungenentnahme in 4
%iges (w/v) Paraformaldehyd gelegt. Das Protokoll wurde von der Ethik-Kommission des
Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitét genehmigt (AZ 31/93 und 10/06).

2.9 Hamodynamik

Fir die Erhebung hamodynamischer Parameter wurden die Ratten durch ene
intraperitoneale (i.p.) Injektion mit Ketamin und Medetomidin (10:1 v/v) anésthesiert. Die
Applikation von 1000 I.E. Heparin (Roche, Basel, Schweiz) zur Antikoagulation fand
intraveno®s Uber die Vena jugularis statt. Die Ratten wurden einer Tracheotomie unterzogen
und mit einer Frequenz von 60 Atemzigen pro Minute beatmet. Der positive,
endexpiratorische Druck wurde auf 1 cmH,0 gesetzt. Der arterielle Druck wurde an der
linken Arteria carotis gemessen. Ein Rechtsherzkatheter wurde Uber die Vena jugularis,
zur Messung des rechtsventrikuléren Drucks durch einen fllssigkeitsgefillten Messfuhler
eingefuhrt (Nullpunkt-Eichung auf Hilushthe). Diese Methode wurde bereits beschrieben
' Die Tierversuche wurden bis zur Tétung der Tiere durch Ausbluten von Frau Christina
Vroom (technische Assistentin) durchgefihrt

Anschlief3end wurden die Lungen Uber die Arteria pulmonalis mit isotonischer Salzldsung
gespult (30 cmH,0). Der rechte Lungenfligel wurde fir molekulare Studien bzw. die
Isolation der PASMC verwendet. Der linke Lungenfliigel wurde abgebunden und nach der
PASMC-Isolation (spédter im Text) fur histologische Untersuchungen Uber die Arteria
pulmonalis fur 5 min mit 3,5% Formalin durchspilt (30 cmH.0). Dann wurde das
Gewebe in 3,5% Formalin fur 12 Std. bel 4°C fixiert und zum Schluss in Phosphat-Puffer
Uberfhrt.
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2.9.1 Messung der Rechtsherzhypertrophie

Bel alen Tieren wurde die Herzratio als Mal3 der Rechtsherzhypertrophie gemessen. Die
Herzen wurden von Perikard und Fettgewebe befreit und auf einem Objekttréger bei 37°C
Uber Nacht getrocknet. Die Herzratio errechnete sich aus dem Gewichts-Verhédtnis vom

rechten zum linken Ventrikel.

Die hierfur verwendete Formel lautete wie folgt:

Her zratio = Gewicht rechter Ventrikel Gleichung 2.1

Gewicht linker Ventrikel + Septum

Die Isolierung der PASMC fand vor der Entnahme des Herzens statt, da das Herz fur die

| solation bendtigt wurde.

2.10 Zellkultur

2.10.1 Isolierung der pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen (PASMC) aus Ratten

Zéllisolation und —kultivierung erfolgten wie bereits in vorherigen Arbeiten beschrieben
2820 Dje Isolation der PASMC fand im Anschluss an die hamodynamischen
Untersuchungen aus dem rechten Lungenfltigel statt, nachdem die linke Lunge abgebunden
worden war. Im Detail :

Nach Totung des Tieres wurde die Bauchdecke durch einen Schnitt parallel zu den unteren
Rippenbogen erdffnet. Durch stumpfes Abpréparieren des Diaphragmas wurde die Lunge
zum Kkollabieren gebracht und der Thorax konnte erdffnet werden. Die vollstandige
Offnung des Thorax erfolgte durch einen medianen Schnitt entlang des gesamten
Sternums. Nach Entfernung des Thymus und

Eroffnung des Perikards (Hertzbeutel) wurden die Pulmonalarterie (Arteria pulmonalis)
und die Aorta (Aorta ascendens) gemeinsam mit einem Faden (Coats GmbH, Kenzingen)
locker umschlungen. Ein Schnitt in den rechten Ventrikel des Herzens ermdglichte das

EinfUhren einer Kanile in die Pulmonalarterie, die Uber einen kurzen Schlauch (Braun,
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Melsungen) luftblasenfrei mit einer Spritze (Becton Dickinson, Heidelberg) verbunden
war. Der linke Lungenfligel wurde abgebunden und nach ertffnen des linken Ventrikels
wurde die pulmonal vaskuldre Strombahn, wie bereits erwahnt, Uber die Pulmonalarterie
langsam mit isotonischer Kochsalzldsung gespult. Nach Austausch der Spritze folgte die
langsame Perfusion von ca. 40°C warmem Medium 199 1x + Earle’'s + L-Glutamin
(24 ml/kg; GIBCO Invitrogen, Karlsruhe), das 1% Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml
Penicillin + 10 mg/ml Streptomycin; PAN Biotech, Aidenbach), 0,5% Agarose (Typ VI,
Sigma-Aldrich, Steinheim) mit niedrigem Schmelzpunkt und 0,5% Eisenpartikel (Eisen-Il,
[11-oxid, 98% Fe30, , Sigma-Aldrich, Steinheim) enthielt und zuvor zum Ldsen der
Agarose fur 20 Minuten bei ca. 75°C im Wasserbad erwarmt worden war. Die
Eisenpartikel sammelten sich aufgrund ihrer definierten Grofe besonders in den
mikrovaskuldren prakapillaren GefaRen der Lunge®, da diese nicht durch die Kapillaren
passten. Diese Partikel dienten dazu, Gewebestiickchen mit den anhaftenden
Gefd3stiickchen zu préaparieren. Die Uberwiegend prékapillére Lokalisation wurde
histologisch gesichert (Fuchs, B., personliche Mitteillung). Eine visuelle Kontrolle bestand
dabel darin, dass die Eisenpartikel sichtbar in der Lunge akkumulierten und diese grau
farbten. Letzteresist beispielhaft in Abb. 2.1 dargestellt.

Um das Lungengewebe anschlief3end besser zerkleinern zu kdnnen, wurden die Luftwege,
nach Injektion der Eisenpartikel, Uber die Trachealkanile mit ca. 40°C warmem
Medium 199 (60 mi/kg Korpergewicht) + 1% P/S + 1% Agarose mit niedrigem
Schmelzpunkt langsam befiillt und die Lunge so gebléht. Zur Fixierung der Agarose in den
Luftwegen bzw. der Agarose mit den Eisenpartikeln in den Gefél3en wurde der Herz-
Lungen-Komplex in eiskalten DPBS-Puffer transferiert.

8 Nur in den prékapilldren (mikrovaskuldren) GefaRabschnitten der Arteria pulmonalis findet das
Gefaliremodeling statt.
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Abb. 21: Lunge von Rattus norvegicus mit Eisenpartikeln (Pfeile) in den
pulmonalarteriellen Gefaflien fiir die Isolierung von PASM C aus der Ratte.

Die Eisenpartikel wurden mit Hilfe des abgebildeten Katheters tber die Pulmonalarterie (Arteria
pulmonalis) instilliert. Aufgrund ihrer definierten GrofRe setzten sich die Eisenpartikel
hauptséchlich in den prakapilléren (mikrovaskuldren) GeféRabschnitten fest.

Von den Herzen wurde die Herzratio bestimmt. Nach Uberfiihrung des zerkleinerten
Lungengewebes in sterile Plastikrohrchen (Blue Caps, Greiner Bio-one, Frickenhausen)
mit 30-35 ml DPBS, wurden die Plastikrohrchen in einem Magnetkonzentrierer (Dynal
A.S, Odo, Norwegen) fixiert, wodurch eine Ansammlung der Eisenpartikel enthaltenden
magnetischen, Gewebestiickchen an den Rand des Plastikrohrchens erfolgte. So wurde ein
Absaugen des Uberstandes mit Gewebestiickchen, die keine Eisenpartikel enthielten,
ermdglicht. Dieser Waschvorgang wurde dreimal wiederholt.

Daraufhin wurden die Eisenpartikel zum Abl6sen des Bindegewebes und der Fibroblasten
mit 80 U/ml Kollagenase Typ IV (Sigma-Aldrich, Steinheim) bei (Flow Laboratories,
Meckenheim) bei 37°C und 5% Kohlendioxid Uber einen Zeitraum von 55 min inkubiert.
Dadurch konnten die Partikel vereinzelt werden. Die Kollagenase war zuvor in
Medium 199 und 1% P/S gelost worden. Das angedaute Lungengewebe wurde mit Hilfe
einer Spritze mehrfach zundchst durch eine 15G-Kantle (Dispomed Witt, Gelnhausen) und
dann durch eine 18G-Kanule (HMD Healthcare LTD., Horsham, UK) gezogen, um die
angedauten Gewebestlickchen von den Eisenpartikeln zu entfernen. Dann wurden die
Eisenpartikel in ein Plastikréhrchen mit Medium 199 + 1% P/S + 10% FCS (Fetales
Kéaberserum, PAA Laboratories, Colbe) Uberfuhrt und nach dem gleichen Prinzip, wie
bereits oben beschrieben, dreimal mit Medium 199 + 1% P/S + 10% FCS (K ulturmedium)

gewaschen. Die isolierten Gefalistiicke wurden dann, zur Kultivierung oder zur direkten
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Verwendung der Passage 0, mit Kulturmedium auf Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One,

Frickenhausen) ausgesat 2%

2.10.2 Kultivierung der PASMC

Zum Kultivieren der prakapillaren PASMC der Ratte wurde Medium 199 mit 10% FCS
und 1% Penicillin/Streptomycin verwendet. Bereits drei Tage nach Aussaat der isolierten
Zéellen konnte ein Auswachsen von PASMC aus den Gefal3stiickchen beobachtet werden.
Dies wurde durch mikroskopische Beobachtung sichergestellt (Mikroskop IMT-2,
Olympus, Hamburg). Abbildung 2.2 zeigt eine typische Aufnahme kurz nach der ersten
Aussaat. Im Falle der Verwendung von PASMC hoherer Passagen als Passage O wurden
die isolierten Gefal3stiickchen in Zellkulturflaschen (T25 oder T75) kultiviert. Alle 3-
4 Tage wurde das Zellkulturmedium durch frisches ersetzt, um eine ausreichenden

Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen zu gewahrleisten.

Abb. 2.2: Fluoreszenzmikroskopische Abbildung von pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen auf einer Zellkulturplatte kurz nach der Aussaat.

Bereits zwei Stunden nach der Aussaat begannen die Zellen in den Zellkulturflaschen adhérent zu
werden, was durch eine deutliche Abflachung und Streckung der in Lésung runden Zellen zu
erkennen war. Exemplarisch sind PASMC mit weil3en Pfeilen gekennzeichnet. Links im Bild ist

ein Eisenpartikel als blau-wei3 geférbte Kugel zu erkennen. VergrofRerung: 100x.
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Nach 10-14 Tagen bzw. einer Konfluenz von ca. 70% erfolgte die Passagierung (splitten)
der Zellen mit Hilfe einer Trypsin/EDTA-LOsung (PAN Biotech, Aidenbach). Fur die
Subkultivierung adhérenter Zellinien ist dies die am weitesten verbreitete Methode. Vor
dem Trypsinierungsprozess, dem splitten, wurden die verwendeten Lésungen auf 37°C
vorgewdrmt, was auch die optimale Temperatur fur die Trypsin-Wirkung ist. Ehe die
Trypsin-Losung auf die Zellen gegeben werden konnte, wurden die Zellen mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS), die weder Calcium noch Magnesium enthielt,
gewaschen, denn geringe Spuren von serumhaltigem Medium fihren zu beeintréchtigter
Wirkung von Trypsin und verlangerten die Einwirkzeit auf die Zellen. Mit einer Pipette
wurden anschlief?end ca. 7 ml des Trypsin/EDTA-Gemisches in die Zellkulturplatte
gegeben. Nach ener 1-2 minutigen Einwirkzeit bei 37°C im Inkubator konnten die
abgelosten Zellen in FCS aufgenommen werden. Beim Trypsinierungsprozess war stets
darauf zu achten, dass die Zellen nicht zu lange Kontakt mit der Trypsin-EDTA-L6sung
hatten (max. 1-2 Minuten). Langere Einwirkzeiten verminderten die Lebensfahigkeit der
Zelle. Mit Hilfe einer Zentrifuge (Mikro 22, Hettich, Tuttlingen) wurde die Zellsuspension
fur 5Minuten bei 250 x g zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Zellsediment in
Zellkulturmedium aufgenommen. Die Aussaat erfolgte zur weiteren Kultivierung in neue
ZelIkulturflaschen. Jeder Trypsinierungsprozess entsprach einem Ubergang in die nachste
Passage.

Die Z€llen, welche aus MCT-Tieren isoliert wurden, sollen im folgenden Text als MCT-
PASMC oder MCT-Zellen bezeichnet werden. Analog dazu werden die Zellen der
Kontroll-Tiere as Kontrol|-PASMC oder Kontroll-Zellen benannt. Mit ,,MCT-behandelte
PASMC* sind solche Zellen definiert, die aus MCT-behandelten Tieren isoliert wurden.
Fur alle Experimente wurden Zellen in der Passage 2 benutzt.

2.10.2 Isolierung und Kultivierung der humanen PASMC

Zur |Isolation von humanen PASMC wurden 3-5 cm der Arteria pulmonalis aus dem
Lungengewebe prépariert und in RPMI-Medium (PromoCell, Heidelberg) + 2% P/S
Uberfahrt. In einer Petrischale reinigte man das Gefald von auf3erem Binde- und Fettgewebe
und schnitt es der Lange nach auf. Dabei wurde das Gefél3e stets feucht gehaten (RPMI).
Danach wurde erst das Endothel und dann die Media mit einem Skalpell abgestreift. Die

Media Uberfihrte man in eine weitere Petrischale mit RPM|. Das RPMI tauschte man dann
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gegen PBS + 2% P/S, die Mediawurde zerkleinert und in ein Bluecap-Gefél3 gegeben. Die
Mediastiickchen wurden im Anschluss dreimal mit PBS + 2% P/S gewaschen und in SMC-
Medium (Smooth Muscle Cell Growth Medium 2, PromoCell, Hedielberg) aufgenommen.
Letztlich wurden die Zellen auf T25er Zellkulturflaschen ausgesét.

2.11 Molekularbiologische Methoden
2.11.1 Immunzytochemie
2.11.1.1 Immunfluoreszenz

Fir ale Immunfluoreszenzfarbungen wurden die Zellen von den Kulturplatten abgel 6st,
gewaschen und die Gesamtzellzahl mit einem CASY® Cell Counter Model DT (Schéarfe
System GmbH, Reutlingen) bestimmt. Im Folgenden wurden die Zellen auf 8 Well-
Permanox-Kammer-Objekttrager (8 well permanox chamber dlides; Nunc GmbH & Co.
KG, Wiesbaden) ausgesét. In jede verwendete Kammer wurden ca. 1500 Zellen in 300ul
M199 + 10% FCS + 1% P/S ausgesédt. Nach 24 Stunden wurde die Adhédrenz und
Konfluenz der Zellen mikroskopisch (Mikroskop IMT-2, Olympus, Hamburg) Uberprift.
Wenn die Zellen adhérent und zu 70% konfluent waren, wurde mit der Farbung begonnen.
Zu Beginn der Farbung wurde das Nahrmedium von den Zellen entfernt. Danach wurden
die Zellen dreimal mit 1x DPBS + 0,1% BSA (PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Waschmedium), jeweils 500ul pro Feld, gewaschen. Anschlief3end wurden die Zellen 5
Minuten mit -20°C kaltem Aceton-Methanol-Gemisch (Sigma-Aldrich, Steinheim;
Verhdltnis 1:1) fixiert. Danach wurden die Zellen erneut fuinfmal mit Waschmedium
gewaschen, um das Aceton-Methanol-Gemisch vollstandig zu entfernen. Vor der
Inkubation mit einem priméren bzw. direkt markierten Antikdrper wurden unspezifische
Bindungsstellen fuir 60 Minuten mit 3% BSA in DPBS-Puffer geblockt. Die
Antikorperinkubation fand in 0,1% BSA bel 4°C Uber Nacht statt.

Folgende primére Antikorper wurden verwendet: a-sma (monoklonaler Anti-Aktin, -
Smooth Muscle-Cy3™ Antikérper, Anti-a-Sm-1, 1:2500, Abcam plc, Cambridge, UK),
Superoxiddismutase 1 (Sod1; 1:1000; Abcam plc, Cambridge, UK), Superoxiddismutase 2
(Sod2; 1:1000; Abcam plc, Cambridge, UK), Katalase-Peroxisom-Marker (Abcam plc,

Cambridge, UK). Nach der Inkubation mit dem priméren Antikorper wurden die Zellen mit
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dem entsprechenden fluorochromkonjugierten sekundéren Antikérper fur 1 Std. bei
Raumtemperatur inkubiert (Alexa Fluor® 488 F(ab'),-Fragment von Ziege anti-Kaninchen
1gG (2 mg/ml) und Alexa Fluor® 555 Ziege anti-Kaninchen 1gG; Molecular Probes,
Eugene, OR, USA). Im Falle der direkten a-sma-Farbung war der zweite Schritt nicht
nétig. Abschlief3end wurden die Zellen nochmals gewaschen und die Zellkerne mit DAPI-
Farbstoff angefarbt (DAPI; 4',6-Diamidino-2-phenylindole; Sigma-Aldrich, Steinheim).
Fur eine solche Kernfarbung wurden die Zellen bei Raumtemperatur 10 Minuten lang mit
0,1 yg/ml DAPI-Farbstoff, geldst in Waschmedium, inkubiert. Hinterher wurden die Zellen
ein letztes Ma gewaschen. Jetzt entfernte man die auf den Objekttrager aufgeklebten
Felder und deckte jedes Feld mit einem Tropfen DAKO fluorescent mounting medium
(Dako cytomation, Hamburg) ein. Die Objekttrager wurden mit Deckglaschen (24 x 50
mm; Menzel-Glaser, Braunschweig) abgedeckt und im Dunkeln bei 4°C aufbewahrt. Die
Auswertung der Farbungen fand stets innerhalb von 24 Stunden nach Inkubation des
Antikorpers statt. Die Visualisierung wurde mit einem Fluoreszenzmikroskop (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany) durchgefihrt.

2.11.1.2 Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen

Bel  fluorophormarkierten  Antikorpern  erfolgt die  Detektion  direkt  im
Fluoreszenzmikroskop. Die direkte und indirekte Immunfluoreszenzférbung der PASMC
wurde unter Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops (Leica, CTR MIC) und eines
Personal Computers (Leica Microsystems, Wetzlar) mit der Software Leica QWin (Leica
Microsystems, Wetzlar) ausgewertet. Die Digitalisierung der Bilder geschah mittels einer
Kamera (Leica DC300FX; Leica Microsystems, Wetzlar) und eines Computers. Die Bilder
wurden in das .jpg-Format Uberfuhrt. Die maximale Anregungswellenlange fir DAPI lag
bei 359 nm (Filter AL; 340-380 nm; Leica Microsystems, Wetzlar) und das Maximum des
Emissionsspektrums bei 461 nm. Die Zellkerne erschienen durch die DAPI-Farbung als
blaues Fluoreszenzsignal. Fir jede einzelne Farbung wurden ale Aufnahmen mit
denselben Einstellungen (Belichtungszeit und Verstarkung) aufgenommen um einen
Vergleich der Bilder zu erméglichen. Die Einstellungen wurden jedoch fir jede Farbung
neu optimiert und dann fur jedes Bild des jeweiligen Versuchsansatzes beibehalten. Um
die Intensitét des Fluoreszenzsignals zutreffend bewerten zu konnen, wurde unter
Zuhilfenahme des Programmes Image J (Java-basiertes Bildbearbeitungsprogramm;
National Institutes of Health) von jedem aufgenommenen Bild die Anzahl der Kerne und
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die integrierte Fluoreszenzdichte des gesamten Bildes bestimmt. So konnte die integrierte
Fluoreszenzdichte pro Kern berechnet werden, indem man die Fluoreszenzdichte des
gesamten Bildes durch die Anzahl der Kerne teilte. Pro Kammer wurden 6 Bilder von
verschiedenen Bereichen der Kammer aufgenommen und deren Werte gemittelt. Ebenso
wurde dann der Mittelwert der Ergebnisse aler 8 Kammern pro Objekttrager ausgerechnet.
Dieser Wert diente als Endergebnis der Farbung fur den einzelnen Objekttréger.

2.11.1.3 Auswertung der direkten Farbung von a-glattmuskularem
Aktin

Die Anregung des Cy3- (Cyanin-Farbstoff-Familie) konjugierten primaren Antikorpers
erfolgte unter Zuhilfenahme eines Filters der Bandbreite 546 nm (Leica Microsystems,
Wetzlar). Das Maximum des Emissionsspektrums lag bel 569 nm und wurde as rot
fluoreszierendes Signal detektiert, wahrend die Zellkerne durch die DAPI-Farbung blau
erschienen. Nach Aufnahme der beiden Fluoreszenzbilder wurden diese zu einem neuen
Bild Uberlagert, um die Lokalisierung des Kerns zu verdeutlichen. Eine Bewertung der
Farbung wurde nicht durchgefihrt, da es hier die Identifizierung der Zellen as glatte
Muskelzellen im Vordergrund stand und kein Vergleich zwischen Kontroll- und MCT-
Zéellen stattfand.

2.11.1.4 Auswertung der indirekten Farbung von

Superoxiddismutase (Sod) und Katalase

Der Alexa Fluor® 488 konjugierte sekundare Antiképer (grun fluoreszierend) wurde mit
einem Filter der Bandbreite 498 nm, der Alexa Fluor® 555 konjugierte (rot fluoreszierend)
mit einem Filter der Bandbreite 546 nm angeregt. Das Emissionsmaximum fir Alexa
Fluor® 488 lag bei 520 nm, fur Alexa Fluor® 555 bel 568 nm. Detektion und
Digitaliserung des Fluoreszenzsignals entsprachen dem Vorgehen, wie unter 2.10.1.1
beschrieben. Da hier ein Vergleich zwischen Kontroll- und MCT-Zellen in Bezug auf die
Menge von Katalase, Sod1l und Sod2 in diesen Zellen durchgefihrt werden sollte, wurde
von jedem aufgenommenen Bild die integrierte Fluoreszenzdichte pro Kern bestimmt
(2.10.1.1). Der Mittelwert aller 8 Kammern pro Objekttrager diente dann als Endergebnis
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der Farbung fur den einzelnen Objekttrager. Des Weiteren wurde aus den Ergebnissen
jeder Einzelfarbung ebenfalls der Mittelwert berechnet. Die Mittelwerte aller Messungen
fur die integrierte Fluoreszenzdichte / Kern wurden dann zwischen gesunden und MCT-

behandelten Zellen verglichen.

2.11.2 Immunhistochemie

Die Beurteilung des pulmonavaskuldren Gefa3umbaus fand durch Elastika-Farbung
(elastische Fasern), Endothel-Farbung (von Willebrand-Faktor) und a-sma-Farbung (glatte
Muskelschicht) statt. Alle immunhistochemischen Versuche wurden mit Lungengewebe
von MCT- bzw. Kontroll-Ratten durchgefuhrt.

2.11.2.1 Elastika-Farbung

Nachdem das Lungengewebe dehydriert und in Paraffin eingebettet war, wurden 3um
dicke Schnitte angefertigt. Diese wurden dann, wie bereits beschrieben®® %3, nach Elastika
— Kernechtrot (Elastica Van Gieson) geféarbt, um die mittlere Wanddicke zu bestimmen
(Férbung der eastischen Fasern). Die Gegenfarbung der Kerne erfolgte mit Kernechtrot
Aluminiumsulfat. Die mittlere Wanddicke wurde als die Distanz zwischen lamina elastica
interna und lamina elastica externa definiert. Die genannten Farbstoffe ermdglichten die
Unterscheidung verschiedener Bindegewebe und Zellbestandteile. So farbten sie die
elastischen Fasern violett-schwarz, den Zellkern dunkelbraun, die Kollagenfasern rot und
die Muskelfasern und das Zytoplasma gelb.

Das Ausmal} der mittleren Wanddicke (% MWT, medial wall thickness) wurde mittels
Lichtmikroskopie und einem EDV unterstiitztem morphometrischem System festgelegt
(Qwin; Wall thickness Macro Leica, Wetzlar).

2.11.2.2 Muskularisierung und Endothel-Farbung

3um dicke Schnitte von Formalin-fixiertem und in Paraffin eingebettetem Lungengewebe

wurden einer Doppelfarbung mit einem anti-a-glattmuskulares Aktin Antikorper (a-sma;
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1:900; clone 1A4; Sigma, Saint Louis, Missouri) und einem anti-von Willebrand Faktor
Antikorper (VWF; 1:900; Dako, Hamburg), wie bereits beschrieben®?* 23, unterzogen. Die
Schnitte wurden zuerst fir 60min bei 58-60°C erhitzt. Danach wurden die Schnitte in
Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Die endogene
Peroxidase Aktivitdt wurde mittels einer frisch zubereiteten Lésung aus
Wasserstoffperoxid (H2O2) und Methanol (1:1) geblockt. Auf &dhnliche Weise wurde
endogenes Biotin und Streptavidin durch eine Biotin/Streptavidin-"Blockerldsung” (Vector
Laboraties; Burlingame, CA, USA) diminiert. Die Auffindung des Antigens fand durch
Behandlung mit Trypsin (Zymed Laboratories, INC.; San Francisco, CA, USA) fir 10 min
bei 37°C statt. Fur die Farbung der pulmonalvaskuldren glatten Muskelschicht und des
Endotheliums wurden die Schnitte erst fur 30 min mit normalem Pferdeserum (Vector
Laboraties; Burlingame, CA, USA) inkubiert, um unspezifische Bindungen zu vermeiden,
die auf Antikorper-Kreuzreaktionen zurtickzufiihren sind. Anschlief3end inkubierte man die
Schnitte mit dem priméaren Antikorper (anti-a-sma bei Raumtemperatur; anti-von
Willebrand bei 37°C). Beide Antikdrper wurden in 10% BSA 1:900 verdinnt und fir
30min auf den Schnitten gelassen. Im Anschluss wurden die Schnitte mehrere Male mit
PBS (selbst zubereitet) gewaschen und mit dem entsprechenden biotinylierten
Sekundarantikorper (Vector Laboraties, Burlingame, CA, USA) inkubiert. Fir die
Farbentwicklung durch Reaktion mit dem Meerrettich Peroxidase / Streptavidin-Komplex
(Vector Laboraties, Burlingame, CA, USA) wurden zwe unterschiedliche Substrate
benutzt: VIP Substrat (Vector Laboraties; Burlingame, CA, USA) fur die lilalviolette
Farbung der vaskuldren glatten Muskulatur und DAB (Linaris Biologische Produkte;
Wertheim-Bettingen) fur die braune Farbung des vaskuléren Endotheliums. Letztendlich
wurden die Schnitte mit Methylgrin (Vector Laboraties, Burlingame, CA, USA)
gegengefarbt, dann schrittweise dehydriert (aufsteigende Alkoholreihe), mit
Eindeckmedium eingedeckt und mittels Lichtmikrokopie und einem EDV unterstitzten
morphometrischen System angeschaut (Qwin; Leica, Wetzlar). Gefél3e mit einem

Durchmesser von 20-50um wurden fur die Analyse verwendet.

2.11.3 MRNA-Interferenz

PASMC wurden in 6-well Zellkulturplatten (Greiner bio-one, Frickenhausen) kultiviert.
Die Zellen wurden konstant bel 37°C und einer feuchten 5% CO,, 95% O, Atmosphéare
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aufbewahrt. Bel einer Konfluenz von 60% fand ein Mediumwechsel auf 1% (v/v) FCS, 1%
(m/v) Penicillin und Streptomycin (P/S) in M199 (Gibco, Karlsruhe, Germany) statt, um
die Zellen Gber Nacht zu synchronisieren.

Die Transfektion der Nox1 siRNA (small interference RNA) wurde vollstandig in OPTI-
MEM Medium (Gibco, Karlsruhe) durchgefihrt. 100 nM von 2°OMe-Rest stabilisierter
Nox1l siRNA (5’-AAGUGGAUCCUCCCGAUU-3’; Biospring, Frankfurt) wurden mit
Hilfe von 0.5ul Lipofectamin / cm? as (Invitrogen, Frankfurt) transfiziert. Sowohl die
siRNA als auch das Transfektionsreagenz wurden in OPTI-MEM verdinnt. Als Kontrolle
diente eine Cy3-markierte, scrambled (Scr) SSIRNA (Invitrogen, Frankfurt). Sechs Stunden
nach der Transfektion wurde das Medium erneut auf M199 + 10% (v/v) FCS, 1% (m/v)
P/S gewechsdlt. 96 Stunden nach dem Mediumwechse wurden die Zellen fur die

verschiedenen Experimente aufbereitet.

2.11.4 Messung der Proliferation

PASMC wurden in 48-well Zelkulturplatten (Greiner bio-one, Frickenhausen) kultiviert
(5,000 cells pro well). Die Zellen wurden konstant bei 37°C und einer feuchten 5% CO,,
95% O, Atmosphére aufbewahrt. Einen Tag vor dem Experiment wurden die Zellen auf
null-Medium gesetzt (1% (v/v) FCS, 1% (m/v) P/S in M199 (Gibco, Karlsruhe) und tber
Nacht synchronisiert. Daraufhin wurden die Zellen fir 20 Std. mit M199 + 5% (v/v) FCS
inkubiert, gefolgt 5 Std. 3H-thymidine (Amersham, Minchen). Im Anschluss wurden die
Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und mit NaOH (Natronlauge) bei 4°C Uber Nacht
lysiert. Die Radioaktivitdt im Lysat wurde mit liquid scintillation counting (Rotiszint® eco
plus, Roth, Germany) in einem liquid scintillation counter (Packard Bioscience (jetzt

Perkinelmer); Meriden, USA) gemessen.

2.11.5 Messung der Migration

Die Migration der PASMC wurde mittels Transwell in vitro Migration untersucht.
5000 Z€llen pro well wurden in 100pl Medium + 0% (v/v) FCS, 1% (m/v) P/IS (Gibco,
Karlsruhe, Germany) in die obere Kammer der Transwells (Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg) pipettiert. Die Porengrél3e der Transwells betrug 8um. Die untere Kammer
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enthielt 600pl Medium + 10% (v/v) FCS, 1% (m/v) P/S. Dann lief? man die PASMC bei
einer 37°C, 5% CO, und 95% O, Atmosphére fur 8 Std. wandern. Nach 8 Std. wurden die
Filter mit PBS gewaschen und die Zellen mit einem Aceton/Methanol — Gemisch (1:1) auf
dem Filter fixiert. Die obere Seite der Filter (auf welche die Zellsuspension pipettiert
wurde) reinigte man dann mit einem Wattestabchen, um die Zellen zu entfernen, die nicht
gewandert waren. Schliefdlich farbte man die Filter 20 min mit Kristallviolett (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Minchen). Nachdem das Kristallviolett in Wasser abgewaschen
worden war, wurden die Filter auf Objekttréger gelegt und mittels Lichtmikrokopie und
einem EDV unterstitzten morphometrischen System ausgezéahlt (Qwin; Leica, Wetzlar).

2.11.6 Messung der Apoptose

Zur Bestimmung der Apoptose, wurde das CaspACE Assay System Colorimetric
(Promega, Mannheim) verwendet. Die Durchfihrung des Protokolls entsprach dabei den
Instruktionen des Herstellers. 1 pyM Staurosporin (fur 4 Stunden; Sigma-Aldrich,

M unchen) wurde al's Positivkontrolle eingesetzt.

2.11.7 Messung der Sod-Aktivitat

Die Aktivitdt der totalen Superoxiddismutase-Aktivitét wurde mit Hilfe des superoxide
dismutase assay von Cell Technology (Mountain View, CA) gemessen. Das Protokoll
basiert auf der Inhibierung der Formazanbildung durch Sod. Die Durchfiihrung des

Protokolls entsprach den Instruktionen von Cell Technology.

2.11.8 RNA-Extraktion

Die RNA aus Zellen und Homogenat wurde mit dem RNeasy Mini Kit (RNeasy, Qiagen,
Germany) extrahiert. Die Extraktion fand entsprechend des Qiagen-Protokolls fir

eukaryotische Monolayerzellen oder Homogenat statt.
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2.11.9 Synthese komplementarer DNA

Die Synthese der komplementaren DNA (cDNA, complementary DNA) fand mittels des
Bio-Rad iScript™cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules, CA) statt. Die Durchfiihrung
entsprach den Protokollvorgaben des Herstellers.

2.11.10 Primer

Alle verwendeten Primer wurden mit der Internet-Freeware ,Primer 3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3) konstruiert und von der Firma Metabion GmbH
(Martinsried) bezogen. Die Schmelztemperaturen der Primer lag stets zwischen 61 und 63
°C. Alle Primer waren intron-spanning. Die Primer wurden im lyophilisierten Zustand
geliefert und entsprechend einer 100uM Ausgangslésung gelést. Vor der Verwendung
wurde die Primer weiter 1:10 verdinnt. Folgende Primer wurde in der vorliegenden Arbeit

verwendet:

Tab. 2. 1: Auflistung der verwendeten Primer-Paare.

HPRT = Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyltransferase; Nox = NADPH-Oxidase; Sod =
Superoxiddismutase;, Gpx =  Glutathion-Peroxidase; NoxA/O = NADPH-Oxidase
Aktivator/Organisator; Duox = Duale-Oxidase; phox = Phagozytére-Oxidase; F = Forward

(vorwarts); R = Reverse (rlickwarts).

Gen Primer sequenzen

HPRT F: 5-CTCAGTCCCAGCGTCGTGAT-3
R: 5-AGCACACAGAGGGCCACAAT-3

Nox1 F: 5-ATGGTCCCTTTGGCACAGTC-3
R: 5-ATCCCAGCCAGTGAGGAAGA-3

Nox2 F: 5-GCAGTGTCCAAGCTGGAGTG-3
R: 5-CCAATCCCAGCTCCCACTAA-3

Nox4 F: 5-CCAGTGGTTTGCAGACTTGC-3
R: 5-CGAGGACGCCCAATAAAAAG-3

Duox1 F: 5-CTGATGAGGGCAGCAGTGAC-3'
R: 5-CCTTGTCGGCCAGAGAAAAC-3
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Duox?2 F: 5-ATGCTCGCAAGAGGGTCATT-3'
R: 5-CTGGAGAGCTGCTGGAACCT-3'
NoxA1 F: 5-GCCATGGACAAAGTGCAGAA-3
R: 5-TACACACGGGTGAGGACGAC-3'
NoxO1 F: 5-CTGGCAACCTCACAGCACAT-3'
R: 5-TCCAGGTAGGGAGCTGGAAA-3'
pe7P">™ F: 5-ACTGCCTGACCCTCTGGTGT-3'
R: 5-ACTCCCCTTCCAGCCATTCT-3'
p47Phox F: 5-CTGGTGGTTTTGCCAGATGA-3
R: 5-TGATGTCCCCTTTCCTGACC-3'
Racl F: 5-GTGTGACACAACTGGCAGCA-3'
R: 5-CTACTGCTGGAGCGCCTCTT-3
Gpx1 F: 5-CGTGCAATCAGTTCGGACAT-3
R: 5-TAAAGAGCGGGTGAGCCTTC-3'
Sod1 F: 5-GCGTCATTCACTTCGAGCAG-3
R: 5-CCTGCAGTGGTACAGCCTTG-3'
Sod2 F: 5-GGGCCATATCAATCACAGCA-3
R: 5-CCAGCCTGAACCTTGGACTC-3'
K atalase F: 5-CTGGAGCACCATAGCCAGTG-3'
R: 5-TCAGGTGGTTGGCAATGTTC-3'

2.11.11 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die relative Quantifizierung der mRNA-Expression (Genexpressionsanalyse, real time
polmyerase chain reaction, real time PCR) erfolgte mit dem Mx3000P QPCR System
(Agilent Technologies, Waldbronn) und dem iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad,
Munchen) nach Angaben des Herstellers. Die Ansétze hatten ein Endvolumen von 25ul

und waren wie folgt zusammengesetzt:
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Tab. 2. 2: Zusammensetzung einer PCR-Reaktion.
F = Forward (vorwarts); R = Reverse (rickwarts); cDNA = complementary (komplementére)

DNA.
L == | e

1Q SYBR Green Supermix 12,5
Primer (F/R) je0,5
steriles Wasser 9,5
cDNA (Template) 2

Als Negativ-Kontrolle diente ein non-template-Ansatz, der keine cDNA enthielt. Die
erhaltenen Ct-Werte (cycle of threshold) wurden gegen das endogene Referenzgen HPRT
(Hypoxanthin-Guanin Phosphoribosyltransferase) normalisiert. Der fold change (24"

wurde berechnet, wie bereits beschrieben®®*

Tab. 2. 3: Temperaturprofil der Real-Time PCR.

Denaturlerung/Enzymaktlwerung 10 min
Denaturierung 95 10 sec -
Primer-Anlagerung 59 10 sec 40
Elongation 72 10 sec 40
Denaturierung 95 1min 40

2.11.12 In situ-Hybridisierung

2.11.12.1  Praparation der Lungenschnitte

Zuerst wurden die Lungen mit PBS (phosphate buffered saline; PAA Laboratories, Colbe)
und einem Druck 20cm H,O bei Raumtemperatur mit Hilfe eines Katheters gespllt.
Wahrend der Perfusion konnte der Puffer ungehindert in den linken Ventrikel flief3en.
Sobald die Lunge frei von Blut war, wurde vorgewérmtes TissueTek® (Sakura Finetek,
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Zoeterwoude, Niederlande) Uber eine Trachea-Kanile in die Atemwege instilliert. Die
Trachea wurde daraufhin abgebunden, die Lunge herausgeschnitten und in fllissigem

Stickstoff schockgefroren.

2.11.12.2 Sonden

Die Sonden fur die in situ-Hybridisierung wurden von Exigon A/S (Vedbaek, Danemark)
bezogen. Die Vorbereitung und Nutzung der Sonden entsprach den Vorgaben des
Herstellers.

Tab. 2. 4: Auflistung der verwendeten in situ-Hybridisierungssonden

DIG = Digoxygenin, Neg. = negativ, Pos. = positiv.

‘ Sonde Sequenz/Markierung DNA-Tm/ RNATm
Nox1 /5SDigN/ TTCACTCATGCTCTCTTCTGTT/3Dig_N/ 70°C/84°C
Neg.Kontrolle |/5DigN/GTGTAACACGTCTATACGCCCA/3Dig_N/ 78°C/87°C
Pos.Kontrolle PolyT(25)Vn/ 5 -DIG und 3'DIG _

2.11.12.3 Kombinierte nicht-isotopische in situ-Hybridisierung und

Immunfluoreszenz

Die nicht-isotopische in situ Hybridisierung (NISH) wurde mit 8um dicken, in Tissue Tek
eingebetteten Kryoschnitten durchgefuhrt. Die Schnitte wurden im Ofen fur 15min auf
65°C erhitzt und anschlieflend fur 30min bei 70°C in 2x SSC Puffer Gberfuhrt. Danach
wurden die Schnitte 1min in DEPC-Wasser (Diethylpyrocarbonat-behandeltes Wasser)
gewaschen und 10min mit Proteinase K (5 pg/ml) bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Zur
Inaktivierung der Proteinase K brachte man die Schnitte fur 30sec in 0,2% (m/v) Glycin in
PBS, danach in fir 30sec PBS und for 20 min in frisches, kaltes 4% (m/v)
Paraformaldehyd. Nach erneutem waschen in PBS fur 5min, folgten 10min in 0,1 M
acetyliertem Triethanolamin (0,5 ml acetisches Anhydrid / 200 ml Triethanolamin) auf
einem Schittler und Dehydrierung mittels einer 70% (v/v), 80% (v/v) und 90% (V)
Ethanolreihe (je 2 min). Darauf folgte die Préhybridisierung (1 M NaCl, 0.02 M Tris (pH
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7,5), 2x Denhardt’s Reagenz, 2 mM EDTA, 10 mg/ml Lachssamen DNA, 0,2 mg/ml Hefe
tRNA) bel 55°C fir 2-3 Std. in eliner angefeuchteten Kammer und die anschlief3ende
Hybridisierung mit der denaturierten antisense Nox1-Sonde in 2x Hybridisierungs-L6sung
(3 M NaCl, 0,02 M Tris (pH7,5), 2x Denhardt’s Reagenz, 2 mM EDTA, 2 g
Dextransulphat, 0,2 mg/ml Hefe tRNA) bei 55°C Uber Nacht. Am folgenden Tag wurden
die Schnitte wie folgt gewaschen: 2x SSC fur 1 Std. bei RT, 0,1x SSC bei 60°C und
vorgeheiztes 0,1x SSC (60°C), gefolgt von einer Inkubation bei RT. Die Schnitte wurde
dann 30 min bel RT mit einer Losung zum blocken unspezifischer Bindungsstellen
behandelt (2% Blockreagenz (Roche, Mannheim, Germany), 0,1% (m/v) BSA, 0,1 M Tris
(pH 7,5), 5 M NaCl) und mit einem Peroxidase-markierten anti-DIG Fab Fragment
(Roche, Mannheim, Germany) in einer 1:20 Verdinnung fir 2 Std. bei RT inkubiert. Nach
dieser Behandlung folgte ein weiterer Waschschritt bei RT in TBT Puffer (50 mM, 1 M
TrisHCl (pH 7,5), 150 mM NaCl und 0.1% Triton X-100; 3 x 15 min). Das
fluoreszierende Substrat Alexa fluor 555 tyramide (Molecular Probes, Invitrogen,
Karlsruhe) wurde mit einer Verdinnung von 1:60 in Amplifikationspuffer fur 2 Std.
angewandt. Anschlief3end wurden die Schnitte ein weiteres Mal gewaschen (3 x 20 min in
PBT-Puffer (PBS, 0,1% (v/v) Tween 20)) und mit einem monoklonalen, FITC-markierten
a-sma Antikorper (Maus; 1:100; Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Munchen) fur 1 Std.
inkubiert. Wieder wurden die Schnitte gewaschen (3 x 3 min in PBS) in PBS und die
Zellkerne nachfolgend mit Dapi (1:10.000 in PBS; Invitrogen, Karlsruhe) fur 10min
angefarbt. Letztendlich folgte ein Waschschritt und das Eindecken in Dako Fluoreszenz
Eindeckmedium (Dako, Hamburg).

2.11.13 Western Blot

Zur Detektion der Proteinexpression wurde die western blot Technik verwendet. Die
Proteinextrakte wurden aus isolierten PASMC und Lungengewebe gewonnen. Die PASMC
wurden auf Eis mit eiskaltem PBS gewaschen und anschlief3end mit RIPA-Puffer (1 mM
Natriumvanadat, Protease-Inhibitor Mix complete (Roche, Mannheim) und 0,1 mM PMSF)
von den Zelkulturplatten gekratzt und lysiert wurden. Fir die Herstellung des
Lungenhomogenats wurden kleine Stiicke der Lunge in flussigem Stickstoff mit Morser
und Stofdel zermahlen und mittels eine Homogenisators (Precellys 24, Peglab, Erlangen)

homogenisiert. Das Lungenhomogenat nahm man dann ebenfals in RIPA-Puffer +
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Protease-Inhibitor Mix auf. Die Proteinmenge wurde mittels des DC Protein Assay (Bio-
Rad, Miinchen) bestimmt. Aquivalente Mengen an Protein wurden in RIPA-Puffer, LDS
Proben Puffer (Invitrogen, Karlsruhe) und B-Mercaptoethanol gelost und in SDS
Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Daraufhin wurden die Proteine aus den Gelen, durch
semi-dry- oder wet blotting, auf Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membranen (Pall
Corporation, Dreieich) transferriert. Nichtspezifische Antikorperbindungsstellen wurden
durch Inkubation in 6% (m/v) fettfreiem Milchpulver + T-TBS (20 mM Tris-Cl, pH 7,5,
150 mM NaCl, 0,1% (v/v) Tween 20) fur ein Std. bei RT geblockt. Die Inkubation mit dem
Primérantikorper fand bei 4°C Uber Nacht statt. Nach wiederholtem Waschen wurde der
Sekundarantikorper (HRP-gekoppelt) bel RT fur einel Std. inkubiert. Nach erneutem
Waschen in T-TBS-Puffer, wurden immunreaktive Signale per Chemilumineszenz (ECL

plus, Amersham, Freiburg) detektiert. Folgende Antikorper wurden verwendet:

Tab. 2. 5: Auflistung der verwendeten Antikor per.
Nox1l = NADPH-Oxidase 1; Sod = Superoxiddismutase; Gpx = Glutathion-Peroxidase; PDI =
Proteindisulfidisomerase; Nrf2 = Nuclear factor (erythroidderived 2)-like; PAK1 = p21-activating

kinase; Akt = non-specific serine/threonine-protein kinase; INK = ¢-Jun N-terminal kinase

Protein/Zid Verdinnung Hersteller
Sodl 1:1000 Abcam plc, Cambridge, UK
Sod? 1:1000 Abcam plc, Cambridge, UK
Katalase 1:5000 Abcam plc, Cambridge, UK
Gpx1 1:1000 Abcam plc, Cambridge, UK
PAK1/phospho PAK1 1:1000 Epitomics, Burlingame, CA, USA
Akt/phospho Akt 1:1000 Epitomics, Burlingame, CA, USA
JINK/phospho JNK 1:700 Epitomics, Burlingame, CA, USA
Cofilin/phospho Cofilin 1:2000 Abcam plc, Cambridge, UK /
Cdl signdling, Danvers, MA, USA
CyclinD1 1:5000 Cedll signaling, Danvers, MA, USA
Nrf2 1:1000 Abcam plc, Cambridge, UK
PDI 1:2000 Cedll signaling, Danvers, MA, USA
Nox1 1:750 Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA

B-Aktin 1:30000 Sigma-Aldrich, Steinheim




Material & Methoden 61

2.11.14  Platelet Derived Growth Factor (PDGF) -

Stimulation

MCT- bzw. Kontroll-PASMC der 2. Passage wurden in M199 + 10% + 1% P/S kultiviert.
Fur die Stimulation mit PDGF (platelet derived growth factor) synchronisierte man die
Zéllen fur 24 Stunden in M199 ohne Zusédtze. Daraufhin wurden die Zellen mit 5ng/ml
PDGF (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) fur eine bzw. zwel Stunden stimuliert,
indem die entsprechende Menge PDGF in das Medium gegeben wurde. Nach Ablauf der
Zeit wurden die Zellen auf Eis zweimal mit 1xPBS gewaschen und in RLT-Puffer lysiert.
Aus diesem Zelllysat wurde die mRNA isoliert.

2.11.15  Subzellulare Fraktionierung

PASMC wurden in 500ul Fraktionierungspuffer (250 mM Saccharose, 20 mM HEPES
(7,4), 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1mM DTT, PI Cocktail
(111) 50 ul) lysiert und sofort von den Platten gekratzt. Das Lysat wurde mit einer 1 ml
Spritze ca. 10 mal durch eine 25 G Nadel gezogen und fur 20 min auf Eis gestellt. Danach
wurde fir 5 min bei 720 G das Nukleus-Pellet abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefald Uberfuhrt und wieder fir 5 min bei 10000 G zentrifugiert. Im Pellet
befand sich nun die Mitochondrienfraktion, der Uberstand enthielt die Zytosol- und
Membranfraktion. Um die Membranfraktion zu erhalten, wurde dieser Uberstand in einer
Ultrazentrifuge bei 100000 G fur eine Stunde zentrifugiert. Das entstandene Pellet nahm
man in 400l Fraktionierungspuffer auf, resuspendierte es mit einer 25 G Nadel (wie oben)
und zentrifugierte erneut fir 45 min. Zum Schluss wurde das Pellet in Ripa-Puffer
aufgenommen. Alle Zentrifugationsschritte wurden bel 4°C durchgefihrt.

2.12 Messungen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)

Die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch PASMC der Ratte wurde mittels
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie  (ESR-Spektroskopie) und  Dihydroethidium-
Farbung (DHE = 2,7-Diamino-10-ethyl-9-phenyl-9,10-dihydrophenanthridin) (Invitrogen,



Material & Methoden 62

Frankfurt) bestimmt. Die ESR-Spektroskopie soll im Folgenden genauer erlautert werden.
Die ESR-Messungen wurden ausschliefdlich mit gefrorenen Proben durchgeftihrt. Daher
bezieht sich die folgende Beschreibung der ESR-Technik nur auf die Detektion von ROS

in gefrorenen Proben. Fur die DHE-Farbung wurden |ebende Zellen verwendet.

2.12.1 Spin traps und Spin probes

Die meisten biologisch relevanten Radikale haben nur eine sehr kurze Lebenszeit (10° -
10 sec) und sind somit in biologischen Proben nur sehr schwer zu detektieren % 2%, Nur
manche Radikale, wie z.B. Nitroxylverbindungen, kdnnen unverandert fir Monate oder
Jahre bestehen ?*. Aus diesem Grund finden bei der ESR-Spektroskopie Substanzen
Anwendung, die mit den Radikalen reagieren und stabile Produkte bilden ?*’. Diese
Molekile werden a's spin traps (,,Spinfalle) bezeichnet. Die Reaktion solcher spin traps
mit Radikalen resultiert in Produkten die jewells ein spezifisches Spektrum verursachen,
wenn sie mit ESR-Spektroskopie betrachtet werden > 28, pin traps kénnen sowohl zur
Quantifizierung, as auch zur Identifizierung der produzierten Radikale verwendet werden
112

Sie reagieren mehr oder weniger spezifisch mit den unterschiedlichen Radikalen. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde auf die spin probes CMH (1 — Hydroxy— 3 -
methoxycarbonyl - 2, 2, 5, 5 — tetramethylpyrrolidin; Alexis Biochemicals, Axxora
Deutschland GmbH, Lérrach) und CPH (1 — Hydroxy — 3 — carboxy - 2, 2, 5 — tetramethyl-
pyrrolidinhydrochlorid; Alexis Biochemicas, Axxora Deutschland GmbH, Loérrach) als
Sonden fir die Detektion von ROS in Zellen zurtickgegriffen, da spin traps, verglichen mit
CMH und CPH, eine geringe Reaktivitéat gegentber O, (Superoxidradikal) aufweisen (74
mol/L™ s1) %°. Die Rede ist von zyklischen Hydroxylaminen, die sich als sehr effektiv fiir
den Gebrauch in kultivierten, intakten Zellen und Geweben erwiesen haben % 2, Diese
Moleklle sind aber keine spin traps, wie weiter oben beschrieben, da sie die Radikale nicht
»fangen®, sondern mit ihnen reagieren und selbst zu Radikalen werden. Hydroxylamine
werden durch Oxidation in ein mehr oder weniger stabiles, paramagnetisches Nitroxid-
Radikal (3-Carboxy-Proxyl Radikal) umgewandelt, welches eine Halbwertzeit von
mehreren Stunden hat ?**. Aus diesem Grund bezeichnet man diese Molekiile als spin
probes. Unter optimalen Bedingungen reagiert jedes einzelne Molekil der spin probe mit
einem Molekul der ROS und somit entspricht, unter diesen Umsténden, die Konzentration
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der Nitroxid-Radikale der ROS-Konzentration. Mittels ESR-Spektroskopie kénnen die
stabilen Radikale der spin probes dann detektiert werden, wobel die HOohe der ESR-
Signalamplitude proportional zur Konzentration der Nitroxid-Radikale ist, da je nur en
Molekiil der spin probe mit einem freien Radikal reagiert 2”2,

CMH und CPH reagieren zwar mehr oder weniger spezifisch mit Superoxidradikalen,
alerdings ebenso mit anderen ROS (wenn auch deutlich langsamer). CPH reagiert sehr
schnell mit O, (3,2x10° mol/L™* s und ONOO™ (Peroxynitrit). Die resultierenden
Nitroxid-Radikale sind sehr stabil und unterliegen minimaler Bioreduktion ***. Die
Strukturformeln von CMH, CPH und deren Nitroxid-Radikale sind in Abbildung 2.3
dargestellt. Dass aufgrund seiner Methylgruppe zellpermeable CMH wurde fir die
Detektion der gesamten ROS (intrazellular und extrazelluldr) genutzt 2™ #™*. CPH hingegen
ist wegen seiner polaren Hydroxylgruppe nicht oder kaum zellpermeabel und kann zur
Messung der extrazellul&ren ROS-Menge genutzt werden®”>. CMH und CPH reagieren mit
verschiedenen ROS, sind aber sehr gut geeignet um Superoxidradikale zu detektieren, da
sie hundert Mal schneller mit Superoxid reagieren als beispielsweise Nitroverbindungen.
CMH und CPH kénnen auch ohne Anwesenheit von Radikalen oxidiert werden. Dieser
Vorgang wird Autoxidation genannt **2. Der Mechanismus der Autoxidation spielte im
Bezug auf die hier durchgefiihrten Messungen aber eine geringe Rolle, da die Autoxidation
in allen Proben gleich sein sollte und keine quantitative Bestimmung der Konzentration der
gemessenen Radikal e vorgenommen wurde.

Jede spin probe erzeugt ein spezifisches ESR-Spektrum. Da das verwendete CMH und
CPH sich aber nur durch eine Methyl- bzw. Hydroxylgruppe unterscheiden, erhédt man fir
beide Molekile das gleiche Spektrum. Dies gilt fur flissige, sowie gefrorene Proben. Das
Spektrum von CMH und CPH in gefrorenen Proben, wie es in den durchgefihrten
Messungen aufgezeichnet wurde, ist in Abbildung 2.5 dargestellt.
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Abb. 2.3: Oxidation der spin probes CMH und CPH durch ROS zu einem stabilen Nitroxid-
Radikal.
Soin probes reagieren mit freien Radikalen und bilden Nitroxid-Radikale (3-Carboxy-Proxyl

Radikale) mit einer Halbwertzeit von ca. 330 min 2™,

2.12.2 Radikalfanger

Die verwendeten spin probes (CMH und CPH) sind Molekile die zwar zu bestimmten
ROS eine hohere Affinitét aufweisen als zu anderen, aber dennoch mit verschiedensten
ROS reagieren kénnen. Man verwendet diese Molekile daher zur algemeinen Detektion
von ROS. Da diese Substanzen aso von vielen verschiedenen ROS oxidiert werden
konnen, ist es allein durch den Einsatz dieser spin probes nicht moglich zu definieren, um
welche Art von ROS es sich handelt. Daher ist es wichtig spezifische Inhibitoren fir die
untersuchte ROS einzusetzen, um spezielle ROS identifizieren zu konnen.

In dieser Arbeit wurden Sod (Superoxiddismutase; Sigma-Aldrich, Steinheim) bzw. PEG-
Sod (Superoxiddismutase-Polyethylenglycol (pSod); Sigma-Aldrich, Steinheim) as
spezifische Radikalfanger eingesetzt, um den reinen Superoxidanteil des gemessen ESR-
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Signals, welches proportional zur ROS-Konzentration ist, bestimmen zu kénnen®. Der
Superoxidanteil in MCT-PASMC wurde dann mit dem von Kontroll-Zellen verglichen

werden.

2.12.3 Elektronenspinresonanz (ESR)-Spektroskopie

Die Superoxidproduktion prakapillarer PASMC wurde, abgesehen von wenigen
Anderungen, wie bereits bei Kuzkaya et al. beschrieben gemessen *™. Die Zellen wurden
mit 1-hydroxy-3-carboxy-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin  (CPH) oder Methoxycarbonyl-
2,2,5,5-tetramethyl-pyrrolidin (CMH) inkubiert (0,5mM; Noxygen Science Transfer &
Diagnostics GmbH, Elzach, Germany). In parallelen, identischen Ansdtzen waren
durchgehend Sod oder PEG (Polyethylenglycol)-Sod (Sigma-Aldrich, Steinheim)
vorhanden um den Superoxidanteil des Gesamtsignals zu bestimmen. Nachdem die Proben
fur 20min bel 37°C mit CMH oder CPH inkubiert hatten, wurden die Proben in fllissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Messungen wurden bei 77°K mit einem MS 100
Elektronenspinresonanz (ESR)-Spektrometer (M agnettech, Berlin, Germany) durchgefihrt.
Um den Superoxidanteil des totalen ROS-Signals bestimmen zu kdnnen, wurden die
gemessenen Werte aus den Proben mit Sod von den Werten der dazugehérigen Proben
ohne Sod abgezogen. Die Differenz représentiert die Menge von Superoxidradikalen in der
Probe, das Sod Superoxid zu H,O, umsetzt, welches von CMH/CPH nicht detektiert wird.
PMA (Phorbol Myristat Acetat; Sigma-Aldrich, Steinheim) wurde as Stimulator fir
NADPH-Oxidasen eingesetzt. Von PMA ist bekannt, dass es als Agonist der Proteinkinase
C (PKC) die neutrophile NADPH-Oxidase aktivieren kann und so die Freisetzung von
Superoxid-Anionen verursacht 6%,

Fur die in dieser Arbeit durchgefihrten Messungen, wurden nach enigen

Kalibrierungsmessungen folgende Parametereinstellungen gewahlt:

® NADPH-Oxidasen produzieren Superoxid, welches in folgenden Schritten in andere reaktive
Savuerstoffspezies umgewandelt wird.
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Tab. 2. 6: Verwendete Einstellungen der modifizierbaren Parameter des ESR-
Spektrometers. High Sensitive Benchtop ESR Spektrometer MiniScope M S200 (M agnettech,

Berlin).

BO-field 334394 G
Sweep 69,15 G
Sweeptime 20s
Smooth 0

Steps 1024
Number 5
Modulation 5000 mG
MW attenuation | 17 dB
Gain 5+¢10°
Phase 180 Grad

Die Sensoren sind:
- Detector current: Zeigt den Diodenstrom nach automatischen Abgleich an
- Fielderror: Abweichung des Magnetfel dwertes von seinem Sollwert

- ACF-Level: Regelabweichung der automatischen Mikrowellenfrequenzregel ung

Der aktuelle Status der einzelnen Parameter wurde von der Software durch die Position
eines Cursorsin einer Skala angezeigt und konnte so kontrolliert werden.
Folgende Ansétze wurden dann abhangig von der Fragestellung vorbereitet:

Tab. 2. 7: Auflistung der fur die ESR-Spektroskopie vor bereiteten Ansatze.
MCT- und Kontroll-Zellen wurden stets identisch behandelt. pSod = PEG-Sod.

Fragestellung ' . Ansatz 2 Ansatz 3

Intra- + extrazellulgre ROS- | CMH |CMH+pSod |CMH+PMA | CMH+PMA+pSod
Menge + Superoxidanteil
Extrazellulare ROS-Menge | CPH | CPH+Sod | CPH+PMA | CPH+PMA+Sod
+ Superoxidanteil
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Abb. 2.4: Zeitachse des Versuchsablaufs fiir die einzelnen Ansatze.
CMH und CPH bzw. Sod und pSod wurden abhéngig von der Fragestellung appliziert.
pSod = PEG-Sod

2.12.3.1 Datenerfassung und Auswertung der ESR-Messungen

Die aufgenommenen ESR-Spektren wurden mit Hilfe der Software ESR-Applications
MS200 Control (Magnettech GmbH, Berlin) aufgenommen und mit ESR-Applications
MS200 Anaysis (Magnettech GmbH, Berlin) und der darin enthaltenen Funktion line
width ausgewertet. Line width gibt die Differenz zwischen Maximum und Minimum des
aufgenommenen Spektrums, also die Amplitude, in (AU) (arbitrary units) an. Dieser Wert
ist proportional zur Menge der freien Radikale in der Probe. Die Werte wurden in eine
Prism-Tabelle eingegeben und als Bakendiagramm dargestellt. Auf3erdem wurde der
Antell des Signals berechnet, der sich mit Sod bzw. PEG-Sod inhibieren lies. Dies wurde
fur das intrazelluldre, das extrazelluldre und das totale Signal vorgenommen.
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Abbildung 2.5 zeigt ein typisches Spektrum der beiden verwendeten spin probes in einer
gefrorenen Probe. Ausgewertet wurde der Peak in der Mitte des Spektrums, da hier die

Resonanz, aso die Absorption der Mikrowellenenergie durch die Probe, am grofdten war
112

[AU]

Magnetfeld (B)

Abb. 2.5: ESR-Spektrum der spin probes CMH bzw. CPH in gefrorenen Proben.
In jeder einzelnen Messung wurde die Hohe der Signalamplitude, wie oben angezeigt,
ausgewertet. Dafir wurde die Funktion line width der mitgelieferten Software (MS200 Analysis)

genutzt.

2.12.4 Dihydroethidium (DHE) — Farbung

Dihydroethidium (DHE), auch as Hydroethidin (HE) bezeichnet, ist zellpermeabel und
wird von ROS zu dem fluoreszierenden Ethidium oxidiert (Oxyethidium), welches die
Zellmembran nicht mehr passieren kann 2%, Ethidium interkaliert dann in die DNA und
ist as Fluoreszenz im Kern nachweisbar. Ethidium fluoresziert stark bei ca. 600 nm, wenn
es mit Licht einer Wellenlange von 500-530 nm angeregt wird 21, Die Oxidation von DHE
zum Oxyethidium verlauft sehr schnell, wenn das Oxidationsmittels O, ist, aber langsamer
bei z.B. O, H,0, HOCI oder ONOO 2. Da es von lebenden Zellen aufgenommen
werden kann, wird es konsequenterweise als Detektor fur intrazelluldr vorliegende ROS

genutzt 82284,
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Dihydroethidium Ethidium

(nicht-fluoreszierend) (fluoreszierend)

Abb. 2.6: Oxydation von Dihydroethidium zu dem fluoreszierenden Ethidium durch ROS™.

Verandert nach 2.

Fur die Farbung von intrazelluldrem ROS mittels DHE in gesunden und M CT-behandelten
PASMC wurden die Zellen, wie unter 2.10.1.1 beschrieben, von den Kulturplatten abgel 6st
und in M199 + 10% FCS + 1% P/S aufgenommen. Die Gesamtzellzahl der Suspension
wurde mit einem CASY® Cell Counter Model DT bestimmt. Anschlief3end wurden die
Zellen auf 8 Kammer-Permanox-Objekttrager (8 well permanox chamber dlides;

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden) ausgesét. In jede Kammer wurden ca. 1500 Zellen in
500ul M199 + 10% FCS + 1% P/S ausgesdt. Nach 24 Stunden wurde die Adhérenz und
Konfluenz der Zellen mikroskopisch (Mikroskop IMT-2, Olympus, Hamburg) Uberprift.
Wenn ale Zellen adhédrent und zu ca. 80% konfluent waren, wurde mit der Behandlung
begonnen.

Zuerst wurde in DMSO stabilisiertes DHE (Invitrogen GmbH
Technologiepark, Karlsruhe) in DMEM-Medium (PAA Laboratories GmbH, Pasching)
gel6st, so dass man eine 5uM Losung erhielt. Das DMEM-Medium wurde zuvor mit N
begast um es weitestgehend sauerstofffrei zu bekommen und so die vorzeitige Oxidation
von DHE zu minimieren. Anschlief3end wurde das Medium M199 + 10% FCS + 1% P/S
aus den Kammern abgesaugt und durch 300ul der 5uM DHE-L6sung ersetzt. Nun wurden
die Z€ellen eine Stunde lang im Inkubator bel 37°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden
die Zellen mit 1x DPBS dreima gewaschen und mit 100ul eiskatem Aceton-Methanol

(1:1; Sigma Aldrich, Steinheim) pro Kammer 10 Minuten fixiert. Danach wusch man die

19 Dje Oxidation von DHE zu Oxyethidium verlauft, verglichen mit anderen Radikalen, sehr
schnell wenn das Oxidationsmittels O, ist.
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Zellen erneut dreimal mit DPBS. Mit Hilfe von DAPI wurden dann die Zellkerne, wie
unter 2.10.1.1 beschrieben, angeférbt. Jetzt wurden die Zellen ein letztes Mal gewaschen.
Danach entfernte man die aufgesetzten Kammern vom Objekttrager und deckte diese mit
DAKO fluorescent mounting medium und einem Deckglaschen ab. Als Kontrolle dienten
Kammern ohne Zellen aber mit DHE und Kammern mit Zellen ohne DHE. Die komplette
Prozedur der DHE-Farbung fand in Dunkelheit bei Rotlicht statt. Die Objekttrager wurden
im Dunkeln bel 4°C gelagert.

2.12.4.1 Auswertung der DHE-Farbung

Da das fluoreszierende Ethidium sehr lichtempfindlich ist und die Fluoreszenzintensitéat
unter Belichtung somit sehr schnell nachldsst, wurden die Objekttrager stets exakt 24
Stunden nach der Farbung ausgewertet, um sicherzugehen, dass das DEKA mounting
medium getrocknet und die Fluoreszenz nicht verblasst war. Die DHE-Férbung von
intrazelluldrem Superoxid wurde unter Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops (Leica
CTR MIC) und der Software Leica QWin (Leica Microsystems, Wetzlar) ausgewertet. Die
Anregung des in der DNA interkalierten Ethidiums erfolgte unter Zuhilfenahme eines
Filters der Bandbreite 500-530 nm (Filter I3L, Leica Microsystems, Wetzlar). Die
Detektion des emittierten Fluoreszenzlichtes (Maximum des Emissionsspektrums bel
600 nm) mit anschlief}ender Digitaliserung geschah mittels einer Kamera (Leica
DC300FX, Leica Microsystems, Wetzlar) und eines Computers. Die maximae
Anregungswellenlénge fur DAPI lag bel 359 nm (Filter AL, 340-380 nm, Leica
Microsystems, Wetzlar) und das Maximum des Emissionsspektrums bei 461 nm.

Die Bilder wurden in das .jpg-Format tUberfiihrt und die qualitative Auswertung erfolgte
unter Zuhilfenahme des Programmes Image J (Java-basiertes Bildbearbeitungsprogramm,
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

Um eine reprasentative Aussage treffen zu kénnen, wurde von jedem aufgenommenen Bild
die Anzahl der Kerne und die integrierte Fluoreszenzdichte des gesamten Bildes bestimmit.
So konnte die integrierte Fluoreszenzdichte pro Kern berechnet werden, indem man die
Fluoreszenzdichte des gesamten Bildes durch die Anzahl der Kerne teilte. Pro Kammer
wurden 6 Bilder von verschiedenen Bereichen aufgenommen und deren Werte gemittelt.
Ebenso wurde dann der Mittelwert der Ergebnisse aler acht Kammern pro Objekttrager
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ausgerechnet. Dieser Wert diente as Endergebnis der Farbung fur den einzelnen
Objekttrager.

Die Fluoreszenzbilder wurden alle jeweils mit denselben Einstellungen (Belichtungszeit
und Verstérkung) aufgenommen. Die Einstellungen wurden je nach Experiment optimiert
und dann fur jedes Bild des einzelnen Versuchs beibehaten. Nach Aufnahme der beiden
Fluoreszenzbilder (DAPI und DHE) wurden diese zu einem neuen Bild Uberlagert, um die
Lokalisierung des Kerns zu verdeutlichen.

2.12.5 Messung der mitochondrialen ROS-Produktion

Die mitochondriale ROS-Produktion wurde mittels MitoSOX™ Red (Invitrogen,
Frankfurt) gemessen. Kurz vor Beginn des Experiments (<15min) wurde das MitoSOX ™
entsprechend den Angaben des Herstellers gelost. Alle folgenden Arbeiten wurden im
Dunkeln durchgefuihrt. Fir den Versuch liefd man die verwendeten Zellen bis zu einer
Konfluenz von 80% wachsen und gab frisches Medium (M199 + 10% FCS + 1% P/S) auf
die Zellen. Wichtig hierbel war, dass man die Zellen nach der Aussaat nicht |anger al's 48h
kultivierte. MitoSOX ™ Red wurde anschlieBend zum Medium gegeben, so dass man eine
Endkonzentration von 5 uM erhielt. Die Zellen wurden dann fur 30 min bei 37°C
inkubiert, um das MitoSOX ™ Red aufnehmen zu kénnen. Im Anschluss wurden die Zellen
trypsiniert und zweimal in Hank’s buffered salt solution mit Calcium und Magnesium
(GIBCO, Invitrogen, Frankfurt) gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen in einem sterilen
1,5ml Reaktionsgefald mit 500 pl FACS binding buffer (Hank’s buffered salt solution + 5
mM Calciumchlorid und Magnesiumchlorid + 1% m/v BSA) resuspendiert. Die Proben
wurden dann in zwel 250ul Duplikate aufgeteilt und mittels Durchflusszytometrie im
Kana FL2-H gemessen. Es wurden 30000 Ereignisse (Zellen) pro Probe gesammelt.
Wahrend den Messungen wurden die Proben stets auf Eis aufbewahrt und die Messungen
fanden stets innerhalb von 30min nach der Resuspendierung statt. Zur Datenanalyse
wurden die Ereignisse zuerst as FSC/SSC-Diagramm aufgetragen, um Zelltrimmer mit
niedrigem FSC und SSC von der Analyse auszuschlief3en. Im Anschluss wurde dann die
Anzahl der Ereignisse (Counts) gegen FL2-H aufgetragen um die mittlere FL2-H-Intensitét
bestimmen zu kdnnen. Die verwendete Software war CFlow Plus.
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2.13 Statistik

Alle Daten sind, sofern nicht anders gekennzeichnet, as Mittelwerte (MW) =+
Standardfehler (SEM = standard error of mean) angegeben. Fir die statistische Analyse
der Daten wurde der ungepaarte t-Test nach Student verwendet, um zwei Gruppen
miteinander zu vergleichen. Ein p-Wert von <0,05 wurde as signifikant angesehen und ist
mit * gekennzeichnet. Fir die statistische Anayse mehrerer Gruppen wurde eine ANOV A
mit anschlieffendem Student-Newman-Keuls-Test (SNK-Test) benutzt. Ein Unterschied
von P < 0,05 wurde als signifikant definiert und ist mit # gekennzeichnet.

Die Anzahl der Tiere ist mit ,,N“, die der einzelnen Messungen mit ,,n“ gekennzeichnet.

Die einzelnen Werte waren stets normal verteilt und wiesen eine normale Varianz auf.

MCT-Behandlung Natriumchlorid-Behandlung

v

-, —» | Bestimmung der Herzratio

Zellisolation
* Entnahme der Lunge bzw. von
Lungengewebe
Kultivierung der PASMC bis geng
maximal 2. Passage
$ Immunhistochemie;
Experimente mit
Eventuelle Behandlung der Lungenhomogenat
PASMC

Ernte der PASMC und
Eintritt in die Versuche

Abb. 2.7: Schematische Uber sicht des experimentellen Ablaufs,
MCT = Monocrotalin. PASMC = pulmonalarterielle glatte Muskel zelle.
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3 Ergebnisse
3.1 MCT-Behandlung fuhrt zur Ausbildung einer
PH

In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nach der Rolle von ROS im Ratten-Modell der
MCT-induzierten PH und dem MCT-induzierten Gefal3umbau nachgegangen. Um die SD-
Ratten an PH erkranken zu lassen, wurde den Tieren einmalig eine Dosis von 60 mg/kg
KG (KG = Kdrpergewicht) MCT subkutan in die Nackenfalte injiziert. Bekannt war, dass
die Injektion von MCT bei Ratten, innerhalb weniger Wochen, zur Ausbildung einer PH
fuhrt 8. Als Kontrolle dienten Tiere denen die entsprechende Menge einer isotonen
Natriumchlorid-Ldsung (NaCl) subkutan verabreicht wurde.

Finf Wochen nach der Injektion von MCT bzw. NaCl wurd die Herzratio
(Rechtsherzhypertrophie) ermittelt und hémodynamische Untersuchungen zur Messunge
des RVSP (Rechtsventrikuldrer systolischer Druck) durchgefihrt. Weiter wurden auf
Paraffinschnitten von MCT- und Kontroll-Tieren, Farbungen von elastischen Fasern
(Elastika-Férbung), dem von Willebrand - Faktor (Endothel-Farbung) und o-sma
durchgefuihrt. Diese Untersuchungen galten der Verifizierung des MCT-induzierten
Krankheitsbildes der PH.

In Abb. 3.1 sind die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen dargestellt. Die Injektion von
MCT bewirkte bel den Tieren eine signifikante Erhdhung der Herzratio um fast 110 %
gegenuber den Tieren, welche die isotone NaCl-Ldsung bekommen hatten (a). Die Werte
fur die Herzratio lagen im Mittel fir die MCT-Tiere bei 0,47 = 0,03, fur die Kontroll-Tiere
bei 0,21 + 0,01. Die linken Ventrikel der Tiere, die mit MCT behandelt wurden, waren
unverdndert und entsprachen denen der Kontroll-Gruppe. Der RVSP stieg nach MCT-
Behandlung auf ca. 250% des Kontroll-Wertes (b). Die Endothel- und Elastika-Farbungen
zeigten eine deutliche Zunahme an elastischen Fasern zwischen der Lamina elastica
externa und der Lamina elastica interna, also eine Zunahme der mittleren Wanddicke (c)
und eine signifikante Verdickung der Endothelschicht nach MCT-Behandlung (d).
Ahnliches gdlt fur die Tunica media der MCT behandelten Tiere. Die a-sma-Farbung wies
auf eine deutliche Verdickung der pulmonalvaskuléren glatten Muskelschicht hin. MCT
fuhrte demnach zur algemeinen Verdickung der Gefé3wand und zur Verringerung des
Lumens kleiner Pulmonalarterien (vaskul&res Remodeling).
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Abb. 3.1: Hdmodynamische und vaskulare Verander ungen durch M CT-Behandlung.

Die einmalige Injektion von 60 mg/kg Kdpergewicht MCT flhrte bei den CD-Ratten zu einer
signifikanten Rechtsherzhypertrophie (@) und des RVSP (b; rechtsventrikulérer systolischer
Druck). Zudem kam es zum GefélRumbau in kleinen, pulmonalarteriellen Gefél3en (c = Elastika-
Férbung; d = von Willebrand-Faktor + a-sma-Férbung; e = a-sma-Férbung). * = p > 0,05; N =10
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Es war eine deutliche rotfluoreszierende Markierung einer faserartigen Struktur in allen
PASMC zu erkennen, was darauf schlief3en lief3, dass es sich um PASMC aus den
isolierten Gefélden handelte. AulRerdem konnten keine signifikanten Unterschiede
bezlglich der Fluoreszenzintensitdt zwischen den PASMC beider Gruppen festgestellt
werden, so dass man ebenfalls davon ausgehen konnte, dass alle PASMC vom gleichen
Typ und die Kulturen nicht mit anderen Zellen verunreinigt waren.

Die PASMC aus MCT- und Kontroll-Tieren zeigten beziglich der Farbung von a-sma
keine Unterschiede. Intensitét der Fluoreszenz, Anordnung der faserartigen Struktur und
die Morphologie der PASMC waren identisch. Die beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass
es sich bel den isolierten Zellen um pulmonal arterielle glatte Muskelzellen handelte und
dass die Injektion von MCT keine Auswirkungen auf die aufRere Morphologie der
kultivierten PASMC hatte. Nachdem sichergestellt worden war, dass es sich tatsachlich um
PASMC handelte, konnten die Zellen nun fr die jeweiligen Versuche genutzt werden. Im
Folgenden sind die Ergebnisse der ROS-Messungen mittels ESR-Spektroskopie und
Dihydroethidium-Farbung mit den isolierten PASMC aufgefihrt.

3.3 Detektion reaktiver Sauerstoffspezies

Die dominanten ROS-Quellen in eukaryotischen Zellen sind die NADPH-Oxidasen und
die Atmungskette der Mitochondrien. Um den Einfluss der MCT-Behandlung auf die
ROS-Produktion dieser enzymatischen Quellen in isolierten PASMC untersuchen zu
kénnen, wurden verschiedene Methoden angewendet. Die zytoplasmatische ROS-
Produktion wurde durch ESR-Spektroskopie und DHE-Farbung erfasst. Die
mitochondriale ROS-Bildung wurde mit MitoSOX™ Red, einem mitochondrialen

Superoxidindikator fur lebende Zellen, gemessen.

3.3.1 ESR-Spektroskopie

Die unter 2.4.3 (Tabelle 2.6) beschriebenen Ansdtze wurden nach den, von der
Fragestellung abhangigen, Versuchen in einer randomisierten Reihenfolge eingefroren und
in einer ebenfalls randomisierten Rethenfolge im ESR-Spektrometer gemessen. So konnte
eine objektive Betrachtung der Ergebnisse gewahrleistet werden.
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3.2 Identifizierung der isolierten und kultivierten
PASMC

Da PASMC die Hauptursache fir das, in MCT-induzierter PH beobachtete, vaskulére
Remodeling sind *°, lag der Fokus in der vorliegenden Arbeit auf diesen Zellen. Zur
Identifizierung der isolieten PASMC aus den prakapillaren (mikrovaskuléren)
Gefal3abschnitten der Arteria pulmonalis der Ratten wurden diese mittels der direkten
Immunfluoreszenztechnik, wie unter 2.10.1.1 beschrieben, untersucht. Neben der direkten
Fluoreszenzfarbung von glattmuskul&rem a-Aktin (a-sma) wurde auch eine Kernfarbung
mittels DAPI durchgefihrt. Nach entsprechender Anregung des fluoreszierenden
Farbstoffs erschien die Cy3-markierte Fluoreszenzfarbung rot und die DAPI-Férbung blau.
Wenn es sich um PASMC handelte, dann sollte die a-sma-Férbung positiv ausfallen, da
grolRe Mengen von a-smain PASMC vorhanden sind %> %%, Die Identifizierung wurde an
Zellen von Tieren beider Gruppen durchgefihrt. Nach Aufnahme der beiden
Fluoreszenzbilder wurden diese mit Hilfe der Software Uberlagert. Abbildung 3.2 zeigt
représentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von geférbten Kontroll-PASMC in

der Passage 2 (P2) in unterschiedlicher Auflésung.

Abb. 3.2: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung einer direkten Immunfluoreszenz-
Féarbung vona-smain isolierten PASM C der Passage 2.

In den isolierten PASMC war nach Behandlung mit dem Anti-a-sma-Antikorper eine deutliche
Féarbung von 0-sma zu erkennen (rot; a b, c, d). Die Kerne der PASMC wurden mit DAPI
angeférbt und erschienen blau (b, d). Die Aufnahmen a und b zeigen eine einzelne glatte
Muskelzelle, links ohne und rechts mit Kernférbung (V ergéfRerung 400x). Die Aufnahmen c und d
zeigen eine Ubersichtsaufnahme der PASMC, links ohne und rechts mit Kernfarbung
(VergrofRerung 200x). Die abgebildeten Aufnahmen sind représenativ fir alle durchgeflhrten

Féarbungen vona-smain Kontroll-Tieren.
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Die zytosolische ROS-Produktion wurde mit Hilfe der spin probe CMH (Abschnitt 2.4.1)
gemessen. Dabel diente CMH der Detektion der gesamten ROS-Konzentration, also der
intrazelluldren + extrazellul&ren ROS. CPH (500 uM) wurde ausschliefdich fur die
Detektion extrazellulér vorliegender ROS eingesetzt, wodurch intrazellulare ROS von
extrazelluldren differenziert werden konnten.

CMH und CPH reagieren mit den sehr kurzlebigen frelen Radikalen in einer 1:1
Stochiometrie. Die Hohe der ESR-Signalamplitude, angegeben in arbitrary units (AU),
sollte demnach proportional zur ROS-K onzentration in der Probe sein %'

Alseine Art Positivkontrolle fur die Aktivitdt von NADPH-Oxidasen, sollte die Inkubation
der PASMC aus gesunden und an PH erkrankten Ratten mit PMA (Phorbol Myristat
Acetat) dienen. PMA ist ein Agonist der Proteinkinase C (PKC), die wiederum
phagozytare und nicht-phagozytd&re NADPH-Oxidasen aktivieren kann und so die
Produktion von Superoxidradikalen stimuliert. PMA induziert Uber die Stimulierung der
PKC die Aggregation der Untereinheiten der NADPH-Oxidase und so die Produktion von
Superoxidradikalen 2”°. Weiter wurde der Superoxidanteil der detektierten ROS bestimmit.
Da Superoxidradikale das primére Produkt aktiver NADPH-Oxidasen sind und nicht-
phagozytare NADPH-Oxidasen as potentielle Quelle vaskuldrer reaktiver
Sauerstoffspezies unter MCT-induzierter PH in Frage kamen, war die Bestimmung des
Superoxidanteil am gesamten detektierbaren ESR-Signal von grof3em Interesse.

Dazu wurden die Enzyme Sod und PEG-Sod (Polyethylenglycol-Sod; pSod) as
Radikafanger eingesetzt.

Sod und PEG-Sod katdysieren, wie bereits erwdhnt, die Dismutation von
Superoxidradikalen (O,") und Wasserstoff (H") zu Wasserstoffperoxid (H.O,) und
molekularen Sauerstoff (O,) (Gleichung 1.1) *®. Daher konnte davon ausgegangen
werden, dass der AU-Wert in Ansédtzen mit Sod bzw. PEG-Sod geringer sein sollte.
PEG-Sod wurde aufgrund der oberflachenaktiven Eigenschaften von PEG verwendet.
Durch die Konjugation von Sod an PEG (PEG-Sod, pSod) kann PEG-Sod in die Zelle
diffundieren %% ?*  PEG-Sod diente also der Bestimmung des totalen (extra- und
intrazelluldren) Superoxidanteils. Sod wurde zur Bestimmung des extrazelluléren

Superoxidanteils des totalen Signals eingesetzt.
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3.3.1.1 Erhohte intrazellulare Superoxid Produktion in
PASMC nach MCT-Behandlung

Die ROS-Messungen am ESR-Spektrometer mit CMH und CPH a's spin probes ergaben,
dass MCT-PASMC gegenuber Kontroll-Zellen eine deutlich hohere intrazelluldre
Produktion von ROS aufwiesen. Da CMH und CPH sowohl Superoxid, als auch
Peroxynitrit detektieren'?, wurde Sod oder zellpermeables PEG-Sod in paralelen
Ansétzen dazugegeben. Durch die Sod bzw. PEG-Sod-V ersuche konnte in MCT-PASMC
eine erhohte intrazelluldre Superoxidproduktion gemessen werden. Extrazellular waren
keinerlei Unterschiede zwischen MCT- und Kontroll-PASMC aufzuweisen. PMA |Gste
einen zusétzlichen Anstieg der ROS-Produktion in alen Gruppen aus. Interessanterweise
fuhrte die PMA-Stimulation dazu, dass die hohere intrazelluldre ROS- und
Superoxidproduktion der MCT-PASMC gegeniber den Kontroll-Zellen weiter verstéarkt
wurde. Extrazelluldr war, abgesehen von der generellen Stimulation durch PMA,
wiederum kein Unterschied zwischen MCT- und Kontrol-PASMC festzustellen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass MCT-PASMC gegenuber Kontroll-PASMC
intrazelluldr vermehrt Sauerstoffradikale bildeten, mal3geblich aufgrund einer erhdhten
Superoxidproduktion. Da PMA-Stimulation diesen Unterschied zusétzlich verstérkte,
konnte von einer PKC abhangigen ROS Quelle, wie z.B. NADPH-Oxidasen, ausgegangen
werden.

Abbildung 3.3 stellt die beschriebenen Ergebnisse graphisch dar.
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Abb. 3.3: Erhohte intrazellulére Superoxidproduktion in MCT-PASMC.

Das mit CMH bzw. CPH detektierbare ESR-Signal (a) und das detektierbare Superoxid von
PASMC wurde mittels ESR-Spektroskopie und den spin probes CPH (extrazellulér) bzw. CMH
(intra- und extrazelluldr) gemessen. Sowohl unter basalen (graue Balken), as auch unter
stimulierten Bedingungen (schwarze Balken) zeigen die MCT-PASMC ein signifikant hdheres
CMH-Signal (a) bzw. eine signifikant hthere Superoxidproduktion (b). Fir das extrazellular
vorliegende CPH konnte diese Beobachtung nicht gemacht werden. Der Superoxidanteil des
Gesamtsignals wurde durch parallele Ansétze mit Sod bzw. PEG-Sod bestimmt. CMH entspricht
in (b) dem intra- und extrazelluldren, CPH nur dem extrazelluldren Superoxid-Vorkommen. [AU]
= Arbitrary Units. N = 12; * dignifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und MCT; #
signifikanter Unterschied zwischen -PMA und + PMA. PMA= Phorbol 12-Myristat 13-Acetat.
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3.3.2 DHE-Farbung intrazellularer Superoxidradikale

In der vorliegenden Arbeit diente die DHE-Farbung zur Verifizierung der, mittels ESR-
Spektroskopie, erlangten Daten. DHE ermoglichte intrazellular vorhandene ROS zu
messen. Die Intensitét der Farbung wurde dann quantitativ zwischen MCT- und Kontroll-
PASMC verglichen. DHE wird von ROS zu dem fluoreszierenden Ethidium oxidiert
(Oxyethidium) 2%,
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Abb. 3.4: Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der DHE-Farbung intrazellularer
Superoxidradikale.

Die DHE-Farbung zeigte ebenfalls ein erhohtes intrazelluldres ROS Aufkommen in MCT-
PASMC, was anhand der intensiveren Fluoreszenz (rot) zu erkennen ist (a; VergofRerung 400x)
Die Farbungen wurden quantifiziert, indem die Fluoreszenz pro Kern (Zelle) bestimmt wurde. Die
Kerne der PASMC wurden mit DAPI angefarbt und erschienen blau. Die Intensitét der
auftretenden Fluoreszenz wurde als integrierte Fluoreszenzdichte pro Kern gemessen und wird mit
der Dimension |F/Kern (Integrierte Fluoreszenz / Kern) bezeichnet. [AU] = arbitrary units. N = 12;
* gignifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und MCT. Je n = 12 Zellpraparationen (je 2

chamber dlides) aus N = 6 Tieren.

Abbildung 3.4 zeigt eine typische DHE-Farbung intrazellulérer ROS. Das zellpermeable
DHE kann in die Zelle eindringen und wird dort zu Ethidium oxidiert, welches nicht mehr
zellpermeabel ist und mit der DNA interkaliert. Dadurch ist Ethidium dann als Fluoreszenz
im Kern nachweisbar. Die DHE-Farbung bestétigte die ESR spektroskopischen Daten und
zeigte ebenfalls eine erhohte intrazelluldre ROS-Produktion in MCT-PASMC gegentber
den Kontrollen.
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Die PASMC der MCT-Gruppe wiesen eine wesentlich stérkere Farbung auf als die
PASMC der Kontroll-Gruppe. Das Fluoreszenzsignal war im Bereich des Kerns bei beiden
Gruppen am intensivsten. Das Zytoplasma war hingegen, bei beiden Gruppen, verglichen
mit dem Kernbereich, eher schwach angeférbt. Im Mittel lag die Differenz bei etwa 40 %
und stellte einen signifikanten Unterschied zwischen der MCT- und der Kontroll-Gruppe

dar.

3.3.3 Detektion der mitochondrialen ROS-Produktion

Um zu prifen, ob und inwiefern die MCT-Behandlung einen Einfluss auf die
mitochondriale ROS-Produktion hatte, wurde die mitochondriale Superoxidproduktion
mittels MitoSOX™ Red gemessen. Die Fluoreszenzintensitst wurde mittels
Durchflusszytometrie ermittelt. Gegentiber den Kontroll-PASMC, konntein MCT PASMC
ein signifikant hoheres Fluoreszenzsignal detektiert werden (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Mitochondriale ROS-Produktion.

Die mitochondriale ROS-Produktion wurde mit MitoSOX™ Red detektiert und die entstandene
Fluoreszenz mittels Durchflusszytometrie im FL2-H-Kanal gemessen und quantifiziert. MCT-
PASMC wiesen eine signifikant hthere mittlere FL2-H Fluoreszenzintensitét auf als Kontroll-
PASMC. N=8; * signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und MCT.

Obwohl die Beobachtung einer erhdohten mitochondrialen Superoxidproduktion sehr
interessant war, sollte im folgenden Verlauf dieser Arbeit nicht weiter auf die
Mitochondrien as potentielle ROS-Quelle in MCT-PASMC eingegangen werden. Der
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Fokus lag auf der Rolle der NADPH-Oxidasen, deren wichtige pathophysiologische Rolle

bereitsin anderen Tiermodellen der PH gezeigt werden konnte %%°.

3.4 Erhohte Superoxidproduktion fuhrt zu
oxidativem Stress in MCT-PASMC

Ein Anstieg der intrazelluldren Produktion von Sauerstoffradikalen bedeutet nicht, dass
diese notwendigerweise das physiologische Ausmald Uberschreitet und zu oxidativem
Stress fuhrt. Um zu prifen, ob MCT-PASMC oxidativem Stress ausgesetzt waren, wurde
die Expression von Nrf2 (NFE2-related factor 2) untersucht. Nrf2 stellt einen der
wichtigsten Regulatoren von zellul&ren Entgiftungsantworten und des Redox-Status dar®*
2% Die Expression von Nrf2 in MCT-PASMC, war gegeniiber den Kontroll-PASMC

deutlich erhoht (Abbildung 3.6).
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Abb. 3.6: Nrf2ist in MCT-PASM C hochreguliert.

Western-Blot Analysen ergaben eine erhdhte Expression vn Nrf2 in MCT-PASMC, im Vergleich
zu Kontroll-PASMC. Die Nrf2-Expression wurde gegen B-Aktin normalisiert Nrf2 = NFE2-related
factor 2; N = 19; * signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und MCT.
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3.5 Erhohte Expression der Sod2 und gesteigerte
Aktivitat der totalen Sod in MCT-PASMC

Ausgehend von den Ergebnissen der ROS-Messungen, sollte die Expression der
wichtigsten antioxidativen Enzyme in den PASMC ermittelt werden. Untersucht wurden
die Enzyme Superoxiddismutase 1 (Sodl) und 2 (Sod2), Glutathionperoxidase 1 (Gpx1)
und Katalase. Wie aus Abbildung 3.7 hervorgeht, zeigten Sod2 und Gpx1 in MCT-
PASMC eine gesteigerte mRNA-Expresson gegenuber Kontroll-PASMC. Auf
Proteinebene konnte lediglich die Hochregulation von Sod2 bestétigt werden. Um
sicherzugehen, dass ein vermehrtes Aufkommen von Sod2 auch eine erhohte antioxidative
Kapazitéat mit sich bringt, wurde die Aktivitéat der insgesamt vorhandenen Sod (Sodl +
Sod2) gemessen. MCT-PASMC wiesen eine signifikant hohere Sod-Aktivitét auf as
Kontroll-PASMC. Diese Messungen basierten auf der Inhibierung der Formazanbildung
durch Sod.
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Abb. 3.7: Expression der antioxidativen Sodl, Sod2, Katalase, Gpx1 und Sod-Aktivitat in
PAM SC.

Mittels real time-PCR (@), western blot (b-€) und Immunfluoreszenz (€) wurde die Expression der
antioxidativen Enzyme Sodl(b), Sod2 (e), Katalase (c) und Gpx1 (d) in Kontroll- und MCT-
PASMC untersucht. Lediglich Sod2 (e) wies eine erhohte Expression in MCT-PASMC auf. Um
die Sod-Aktivitdt (f) in den PASMC bestimmen zu koénnen wurde das wasserlésliche
Tetrazoliumsalz, WST-1  (2-(4-lodophenyl)-  3-(4-Nitrophenyl)-5-(2,4-Disulfophenyl)-  2H-
Tetrazolium, Mononatriumsalz) angewandt, welches durch Reaktion mit Superoxidradikalen zu
einem wasserlddichen Formazanfarbstoff wird. Diese Reaktion wird durch Sod inhibiert. Die
Bildung des Formazanfarbstoffs wurde bei einer Absorption von 440nm genmessen. Die
prozentuale Sod-Aktivitdt wurde aus dieser Absorption berechnet. Die Expression der
untersuchten Proteine wurde gegen B-Aktin normalisiert. Sod1/2 = Superoxiddismutase 1/2; Gpx1
= Glutathionperoxidase 1; MCT = Monocrotain;. N = 16; * signifikanter Unterschied zwischen
Kontrolle und MCT. Boxen: Perzentil = 25 und 75; schwarzer Balken = Median; Whiskers:
Perzentil = 0 und 100.

3.6 MCT-Behandlung fuhrt zu gesteigerter NADPH-

Oxidase 1 (Nox1)-Expression

Um die Quelle der erhdhten Superoxidproduktion unter den NADPH-Oxidase-1soformen
und -Untereinheiten eingrenzen zu konnen, wurde im Folgenden die Expression der
NADPH-Oxidase Untereinheiten Nox1, Nox2, Nox4, Duoxl, Duox2, NoxAl, NoxO1l,
p67°"%* pda7"™ und Racl mittels real time-PCR (a) in PASMC auf mRNA Ebene
untersucht.

Wie in Abbildung 3.8 dargestellt, konnten ale untersuchten Untereinheiten, aul3er Nox2,
detektiert werden. Dennoch waren Nox1 und Rac die einzigen Untereinheiten, die funf
Wochen MCT-Applikation eine verénderte Expression aufwiesen. Passend zu den mRNA-
Daten, konnte die erhthte Expression von Nox1 funf Wochen nach MCT-Applikation,
sowohl in Lungenhomogenat, als auch in PASMC auf Proteinebene bestdtigt werden.
Zusétzlich konnte eine erhdhte Expression der Proteindisulfidisomerase (PDI) in der
Membranfraktion von MCT-PASMC nach Zellfraktionierung gezeigt werden. PDI ist ein
Dithiol/Disulfidoxidoreduktase Chaperon der Thioredoxin-Familie im endoplasmatischen
Retikulum und ist in die Proteinprozessierung und —Translokation von, unter anderem,

295

Nox1 involviert **. Eine Redox-abhangige Anlagerung von PDI an p47°™* wurde

ebenfalls beschrieben 2.
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Abb. 3.8: Expression von Nox1 und PDI in Ratten-PASM C bzw. im Lungenhomogenat.

Mittels eines real time-PCR screening (a) und western blot-Analysen (b, ¢, d) wurde die
Expression von Nox1, PDI und anderer NADPH-Oxidase Untereinheiten in PASMC (a, b, d) bzw.
von Nox1 in Lungenhomogenat (c) von Ratten untersucht. Die real time-PCR-Daten sind a's fold

-AACE
2

regulation ( ) dargestellt und wurden mit gesunden Kontrollen verglichen (Kontrollen wurden

auf ,,1“ normalisiert). Die Ergebnisse der western blot-Analysen wurden gegen B-Aktin
normalisiert. * signifikanter Unterschied gegentiber Kontroll-PASMC bzw. -Lungenhomogenat.
N=6 unabhéngige Zellpraparationen; n = 12 Experimente. PDI = Proteindisulfidisomerase. Boxen:
Perzentil = 25 und 75; schwarzer Balken = Median; Whiskers: Perzentil = 0 und 100.

Unter den experimentellen Tiermodellen, kommt die MCT- induzierte PH der WHO-
Gruppe | - Pulmonale arterielle Hypertonie (PAH) beim Menschen am néchsten.

Vor diesem Hintergrund sollte, aufgrund der parallelen zur humanen Erkrankung, die
Regulation der Nox1 in PASMC und Lungengewebe von IPAH-Patienten untersucht
werden. Sowohl die erlangten real time PCR-Daten aus PASMC, als auch western blot-
Daten aus Lungengewebe zeigten keine Regulation von Nox1 in [PAH-Patienten

verglichen mit gesunden Donor-Zellen.
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Da nur eine geringe Zellzahl fur die Experimente zur Verfigung stand, konnte aus
humanen PASMC keine ausreichende Proteinmenge fur western blots gewonnen werden.
Aufgrund der Heterogenitéat der Patienten-Proben traten grof3e Schwankungen der Daten
auf (Abb. 3.9).

a. Donor IPAH b.
Nox1 - - - ca.60 kDa
5}
B-Aktin ~--~.~ 42 kDa O, O
c
o
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Abb. 3.9: Expression von Nox1 in humanen PASM C und L ungengewebe.

Die western blot-Analysen (a) und real time-PCR screening (b) zeigten keine Regulation von
Nox1 in humanen PASMC (b) oder Lungenhomogenat (a). Die real time-PCR-Daten sind als ACt
dargestellt. Die Ergebnisse der western blot-Analysen wurden gegen B-Aktin normalisiert. N=8
unabhéngige Préparationen. Boxen: Perzentil = 25 und 75; schwarzer Balken = Median; Whiskers:
Perzentil = 0 und 100.

3.7 Lokalisierung der Nox1

Mit Hilfe von in situ Hybridiserung konnte die Expresson von Nox1l mRNA in
verschiedenen Zelltypen von Rattenlungenschnitten nachgewiesen werden, jedoch
hauptséchlich in der Tunica media kleiner, prakapillérer Pulmonalarterien (bestétigt durch
Colokalisation mit a-sma; Abbildung 3.10).

Nichtvaskulére Bereiche, die eine positive Farbung fur Nox1 mRNA zeigten, stellen
bronchiale glatte Muskelzellen dar. Hier konnte jedoch keine Colokalisation festgestellt
werden. Auch im Endothel der Pulmonalarterien war eine deutliche Expression des Nox1-
Transkripts zu erkennen, allerdings wurde keine Endothelfarbung zur Verifizierung
durchgefthrt.
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a-sma + Nox1

a-sma + Nox1

\

Abb. 3.10. L okalisation von Nox1 in Rattenlungenschnitten.

Muittels nicht-isotopischer in situ Hybridisierung (N1SH) wurde die Expression der Nox1 mRNA in
Kryoschnitten von Rattenlungen sichtbar gemacht. Die Bilder a, b und ¢ zeigen eine Farbung mit
einem FITC - markierten Antikdrper gegen a-sma (grine Fluoreszenz). Die Bilder d, e und f
zeigen dieselben Bereiche nach Hybridisierung mit der Nox1 antisense-Sonde (rote Fluoreszenz).
Die Uberlagerung beider Farbungen zeigt die Lokalisation der Nox1-Transkripte, unter anderem
mit a-smain der glatten Muskelschicht kleiner Pulmonalarterien (gelbliche Fluoreszenz; g, h ,i). B
= Bronchus, PA = Pulmonalarterie; Nox1 = NADPH-Oxidase 1; a-sma = alpha-smooth muscle

actin. Vergrofierung = 200x.
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3.8 Nox1 als Quelle der erh6hten
Superoxidproduktion in MCT-PASMC

Um zu untersuchen, ob die gesteigerte Expression von Nox1 die Ursache fur die erhohte
Superoxidproduktion in MCT-PASMC war, wurden mRNA-Interferenz Experimente
durchgefuihrt. Die PASMC beider Gruppen wurden dabel mit einer sSiRNA (small
interference RNA) transfiziert, welche mit der Nox1-mRNA hybridisierte und zum Abbau
des Nox1-Transkrips fuhrte. Somit konnte die Produktion des Nox1-Proteins verringert
werden. Anschlief3end wurden ROS-Messungen mittels ESR-Spektroskopie durchgefihrt.
Abbildung 3.11 zeigt die erlangten Daten. Es wurden der stimulatorische Effekt von PMA
(©) und die Superoxidproduktion nach PMA-Stimulation (d) gemessen. Fir diese
Experimente mussten alle Zellen mit PMA stimuliert werden, da die basde ROS-
Produktion nach der SsIRNA-Transfektion unter dem Detektionslimit lag. Zudem wurden
keine Messungen mit CPH durchgefihrt, sondern nur mit CMH, da mit CPH keine
Unterschiede gemessen werden konnten (siehe Abbildung 3.11). Weiter lag der Fokus
ausschliefdlich auf der Superoxidproduktion, da Nox1l ein Superoxid produzierendes
Enzym ist **°. Der Nox1 knockdown fiihrte zur Normalisierung der erhohten intrazellul&ren
Superoxidproduktion in MCT-PASMC. In nicht-transfizierten MCT-PASMC hatte PMA
einen weitaus grofleren stimulatorischen Effekt auf die Superoxidproduktion as in
Kontroll-PASMC. Auch hier verursachte der Nox1 knockdown einen Rickgang der
Stimulierbarkeit der MCT-PASMC durch PMA auf Kontroll-Level. Diese Ergebnisse
identifizierten Nox1 as eine wichtige Quelle der erhthten Superoxidproduktion in
PASMC nach MCT-Injektion. Die Superoxidproduktion der Kontroll-PASMC wurde
durch den Nox1 knockdown nicht signifikant beeinflusst.
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Abb. 3.11: Einfluss von Nox1 siRNA auf die Superoxidproduktion nach PM A-Stimulation
der PASMC.

Real-time PCR and Western-Blot der Nox1-Interferenz (a und b), Stimulatorischer Effekt von
PMA (c) und Superoxidproduktion (d). Die Transfektion der MCT-PASMC mit Nox1-spezifischer
siRNA fiihrte zu einem signifikanten Rickgang des stimulativen-Effekt von PMA auf MCT-
PASMC (c) und normalisierte die Superoxidproduktion (d). Auf Kontroll-PASMC hatte die
siIRNA-Transfektion, in diesem Fall, keinen signifikanten Effekt. [AU] = arbitrary units, EPR =
Elektronenparamagneti sche Resonanz; MCT = Monocrotalin; Scr = scrambled; Nox1 = NADPH-
Oxidase 1; SRNA = small interference RNA; N = 8; Zwei Messungen pro Tier; * signifikanter
Unterschied zwischen Kontrolle und MCT; # signifikanter Unterschied zwischen siScr und
siNox1.
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3.9 Superoxid von Nox1 verursacht beschleunigte

Migration und Proliferation von PASMC

MCT-induzierte PH ist mit einer gesteigerten Proliferation und Migration von PASMC
verbunden, was in medialer Hypertrophie und Neomuskularisierung prékapillarer Gefélle

2728 In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass

resultiert
Superoxidproduktion durch Nox1 zur Aktivierung einer Vielzahl von Signalkaskaden
fuhrt. So kann Nox1 Uber p38 MAP kinase/mitogen-activated protein kinase activated
protein kinase-2 (MAPKAPK 2)/Akt, Hypertrophie induzieren **, Neben Hypertrophie
wurde Nox1 aulerdem mit Migration in Verbindung gebracht 3°23%*. Die Effekte von Nox1
auf die nachfolgende Migration-Signalkaskade werden durch die Aktivierung der p21-
activated protein kinase-1 (PAK 1) **, die Dephosphorylierung/Aktivierung von Cofilin 3%
sowie die Aktivierung von of c-Jun N-terminal kinase (JNK) mit anschlief3ender
Phosphorylierung des zytoskelettalen Adapterproteins Paxillin vermittelt **. Auch bei der
Proliferation konnte gezeigt werden, dass Nox1 eine essentielle Rolle spielt und z.B.
Cyclin D1 konnte als Ziel der mit Nox1 verbundenen Zellzyklusregulation, ausgemacht
werden 3" 3% Uber anhaltende INK-Aktivierung kann Nox1 auch Apoptose und Nekrose

ginleiten 3%,

Thrombin

\

Hypertrophie Proliferation

Abb. 3.12: Nox1-Signalwege

Verandert nach Brown und Griendling 2009 3.
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Unter basalen Bedingungen konnten in der vorliegenden Arbeit ebenfalls beobachtet
werden, dass MCT-PASMC schneller migrierten und proliferierten as Kontroll-PASMC.
Im Gegensatz dazu, hatte die MCT-Behandlung keinen Effekt auf die Apoptose der
PASMC. Da bekannt war, dass Nox1 anormales vaskuléres Wachstum herbeifiihren kann
31 wurden erneut knockdown-Experimente mit Nox1-spezifischer siRNA durchgefiihrt.
Diese Versuche sollten aufklaren, ob Nox1 die Ursache fir die erhdhte Proliferation und
Migration von MCT-PASMC war. Der Nox1-knockdown fihrte zwar zu einer
signifikanten Reduktion der Proliferation in beiden Gruppen, brachte die Proliferation der
MCT-PASMC jedoch auf das Ausgangsniveau der Kontroll-PASMC. In &hnlicher Weise
wurde die Migration der MCT-PASMC durch den Nox1-knockdown beeinflusst. Die
gesteigerte Migration der MCT-PASMC konnte auf Kontroll-Niveau reduziert werden,
wobei die Transfektion keinen Einfluss auf die Migration der Kontroll-PASMC hatte. Die
Apoptose der PASMC wurde weder durch MCT-Behandlung, noch durch den Nox1-
knockdown beeinflusst.

a. b. #
15007 # 50001
—_ * *
§ E 4000
= 1000 e,
N, = 30007 —L
o
s kS
= -T° —
% s00] & 20007 -
=) °
= & 1000+
o, 0
Kontrolle  MCT Kontrolle  MCT Kontrolle MCT Kontrolle MCT
siScr siNox1 siScr siNox1
C.
0.08-

I I o
o o o
I S |

Apoptose
[Absorption 405nm]

e ]

NIENE  EENE

" Kontrolle MCT Kontrolle MCT  Stauro.
siScr siNox1

Abb. 3.13: Einfluss von MCT und Nox1 knockdown auf Proliferation, Migration und
Apoptose der PASMC.

Mittels Transwell-Migration, [3H]Thymidin-Einlagerung und Caspase-Aktivitdt wurden
Migration, Proliferation und Apoptose der PASMC nach MCT-Behandlung und Nox1 knockdown
untersucht. Die Zellen wurden 96 Std. nach SsRNA Transfektion fur das jeweilige Experiment
aufbereitet. MCT verursachte einen Anstieg von Migration (a) und Proliferation (b) der PASMC.



Ergebnisse 93

Der Nox1 knockdown fiihrte zur Normalisierung dieses Anstiegs. Weder MCT noch der Nox1
knockdown hatten einen Einfluss auf die Apoptose (c) der PASMC. Alle Proben wurden als

*

Duplikate gemessen. N=6-12; stauro=staurosporin (Positivkontrolle); Scr = scrambled;
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen; # signifikanter Unterschied zwischen den

Behandlungen.

Ubereinstimmend mit der erhdhten Proliferation und Migration von MCT-PASMC,
konnte in diesen Zellen eine erhdhte Expression von Cyclin D1 und gesteigerte
Phosphorylierung von Cofilin  nachgewiesen werden. Allerdings wurden keine

signifikanten Anderungen der totalen Cofilin Expression beobachtet.
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Abb. 3.14: Expression von Cyclin D1, Cofilin und Phosphorylierung von Cofilin.

Mittels western blot-Analyse wurde die Expression von Cyclin D1 (@), Cofilin (b) und die
Phosphorylierung von Cofilin in Kontroll- und MCT-PASMC untersucht. In MCT-PASMC
konnte eine erhdhte Cyclin D1-Expression (a), sowie eine gesteigerte Phosphorylierung von
Cofilin (b) nachgewiesen werden. Die Expression von Cyclin D1 wurde gegen B-Aktin, die
Phosphorylierung von Cofilin gegen die totale Cofilin-Expression normalisiert. pCofilin =
phospho Cofilin; Cfl = Cofilin; N = 16; * signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und
MCT.

Die Expression und Phosphorylierung von JNK, Akt und PAK1 wiesen ebenfalls keine
signifikanten Anderungen auf (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Expression und Phosphorylierung von Akt, PAK1 und JNK 1/2/3.

Mittels western blot-Analyse wurde die Expression von PAK1 (a), Akt (b), JINK1 (¢) und
JINK2/3 ermittelt. MCT- und Kontroll-PASM C wiesen keine Unterschiede auf. Die Expression
wurde gegen B-Aktin, die Phosphorylierung von Cofilin gegen die totale Expression
normalisiert. PAK1 = p21-activated protein kinase-1; INK = c¢-Jun N-terminal kinase; N = 16.

Um sicherzustellen, dass Nox1 fiir die Anderungen in der Cyclin D1-Expression bzw. der
Cofilin-Phosphorylierung verantwortlich ist, wurde auch hier die Expression von Nox1
mittels small interference RNA supprimiert. Zudem sollte an dieser Stelle gepriift werden,
ob die Expression von Nrf2 und Sod2 durch eine verringerte Nox1-Expression beeinflusst
werden konnte. Die Behandlung von MCT-PASMC mit Nox1 siRNA fuhrte zu einem
signifikanten Rickgang der Cyclin D1 und Nrf2 Expression. Die Phosphorylierung von
Cofilin blieb durch den Nox1 knockdown unbeeinflusst. Ahnliches galt auch fir die
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Expression von Sod2, obwohl sich hier deutlich eine tendenzielle Verringerung der
Expression zeigte (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Einflussder Nox1 siRNA-Behandlung auf die Expression von Cyclin D1, Sod2,

Nrf2 und die Phosphorylierung von Cofilin.

Mittels western blot-Analyse wurde die Expression von Cyclin D1 (b), Nrf2 (c), Sod2 (d) und
die Expression bzw. Phosphorylierung von Cofilin (a) in MCT-PASMC nach Nox1 siRNA-

Behandlung untersucht. Die Expression wurde gegen B-Aktin, die Phosphorylierung von

Cofilin gegen die totale Expression normalisiert. Sod2 = Superoxiddismutase 2; Nrf2 = NFE2-
related factor 2; pCofilin = phospho Cofilin; Cfl = Cofilin; Scr = srambled; s = small
interference; Nox1 = NADPH-Oxidase 1; N = 20. * signifikanter Unterschied zwischen siScr

und siNox1.
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3.10 Potentieller Mechanismus zur Aktivierung der
Nox1 im Modell der MCT-induzierten PH

Die Expression und Aktivitdét von Nox1 kann von verschiedenen Faktoren induziert
werden (siehe Abbildung 3.12). Im Modell der MCT-induzierten PH geht man von einer
Endothelschadigung durch MCT-Pyrrol (in  der Leber aktiviertes MCT) im
pulmonalvaskularen Gefé3bett aus, welche zur Freisetzung unterschiedlichster
Wachstumsfaktoren fuhrt. Unter anderem kommt es dabel zur Freisetzung von PDGF
(platelet derived growth factor). Uber PDGF ist bekannt, dass es sowohl die Expression als
auch die Aktivierung von Nox1 induzieren kann **® 3°. Weiter konnte bereits gezeigt
werden, dass es im Modell der MCT-induzierten PH zu einer vermehrten Expression und
Phosphorylierung des PDGFRP (PDGF-Rezeptor B) kommt 3% Um der Frage
nachzugehen, ob die Freisetzung von PDGF nach einer Endothel schadigung durch MCT-
Pyrrol die Nox1-Expression in PASMC induzieren kann, wurden MCT- und Kontroll-
PASMC mit PDGF stimuliert.

2.09

1.5+

1.0+

ol |

0.0

Nox1 mRNA-Expression [2°°¢]

n.s. Kontr. MCT Kontr. MCT
PDGF 1 Std. PDGF 2 Std.

Abb. 3.17: Effekt der PDGF-Stimulation auf die Nox1-Expression in MCT- und Kontroll-
PASMC.
Mittels real-time PCR wurde die Expression von Nox1 auf mRNA-Ebene untersucht. Die Zellen

wurden mit PDGF (5ng/ml) im Kulturmedium stimuliert und dann fir die Isolation der mRNA
lysiert. Die Nox1-Expressionsdaten sind als fold regulation dargestellt. Std. = Stunde/n; n.s. =

nicht stimuliert. * signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle und MCT.

Die PASMC beider Gruppen wurden fir eine bzw. zwel Stunden mit PDGF stimuliert.
Nach zwei Stunden Stimulation zeigten MCT-PASMC eine signifikante Erhéhung der
Nox1 mRNA-Expression. Die Nox1-Expression der Kontrollen blieb sowohl eine, als auch

zwel Stunden nach Stimulation unverédndert.
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4 Diskussion

Im Modell der durch chronische Hypoxie induzierten PH konnte eine Regulation der
NADPH-Oxidase Nox4 in PASMC gezeigt werden, welche mit einer erhdhten ROS-
Produktion einherging *®. In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob
ahnliche Mechanismen im inflammatorischen Tiermodell der MCT-induzierten PH bel
Ratten zu beobachten sind. Zudem galt das Interesse der Quelle einer evtl. erhthten ROS-
Produktion und dem Einfluss einer erhdhten ROS-Produktion auf die zelluldre Physiologie
und Funktion. Es konnte gezeigt werden, dass die einmalige Injektion von 60mg/kg
Korpergewicht MCT nach funf Wochen zur Ausbildung einer starken PH fuhrte. Die Tiere
wiesen ein signifikantes vaskuldres Remodeling, einen erhdhten RV SP und eine deutliche
Rechtsherzhypertrophie auf (Abbildung 3.1). Weiter wurde eine erhohte intrazellulére
Superoxidproduktion in mikrovaskularen PASMC gemessen, die auf einen Anstieg der
Nox1 Expression bzw. Aktivitdt zurtickgefuihrt werden konnte. Dieser Anstieg der ROS-
Produktion fuhrte zu einer vermehrten, Nox1-abhéngigen Migration und Proliferation von
PASMC und koénnte eine wichtige Rolle fur das vaskulare Remodeling prékapillarer
Gefal3e nach MCT-Injektion spielen.

Fur die Induktion von PH in Tieren wurde eine Vielzahl von experimentellen Tiermodellen
etabliert. Unter diesen Modellen sind die chronische aveoldre Hypoxie (CAH)- und die
MCT-induzierte PH wohl die bedeutendsten. Bei CAH fihren die anhaltende
Vasokonstriktion und der damit einhergehende Druckanstieg zur Ausbildung einer akuten
PH, welche durch das vaskuld&re Remodeling morphologisch fixiert wird ** %, MCT ein
Phytotoxin aus den Samen von Crotalaria spec. und wird nach subkutaner Injektion in der
Leber zu Dehydromonocrotalin verstoffwechselt 3 34, Dieser Metabolit filhrt dann in den
pulmonalvaskularen Gefél3en der Lunge zu ener Endothelschddigung, indem
Dehydromonocrotalin kovalent an zytosolische Proteine (z.B. Galectin-1), Proteine des
Zytoskeletts (z.B. Aktin und Tropomyosin) und an die DNA bindet. Durch diesen
toxischen Stimulus kommt es vermutlich zur Sekretion von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen 8. MCT hat einen selektiven Effekt auf pulmonale GefaRe, da die Lunge distal
der Leber das erste grof3e GefélRbett darstellt. Dort schadigt MCT-Pyrrol das Endothelium
%0. 315 Beide Modelle (Hypoxie, MCT) weisen groRe Unterschiede auf. Die wichtigsten
sind wohl, dassim MCT-Modell zwar keine Vasokonstriktion stattfindet, allerdings kommt
es zu einer starken inflammatorischen Antwort, gefolgt von endothelialem Zelltod *°. Eine

direkte Schadigung von Gewebe tritt im Hypoxie-Modell nicht auf. Gemeinsame
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hémodynamische und histologische Charakteristika sind der vaskulére Gefé3umbau, ein
erhdhter RV SP und die Rechtsherzhypertrophie.

Das Modell der MCT-induzierten pulmonalarteriellen Hypertonie ist ein Tiermodell,
welches dem drastischen klinischen Verlauf und der damit verbundenen Sterblichkeit der
IPAH des Menschen am néchsten kommt . Die strukturellen Anderungen in MCT-
induzierter pulmonaler Hypertonie dhneln sehr stark den Charakteristika der humanen
PAH, wie z.B. die Verdickung und Proliferation der Media, Proliferation der Intima und
die Formation plexiformer Lasionen (Abb. 3.1). Dies alles resultiert in einem dramatischen
Rickgang der Kapazitat der Widerstandsgefal3e und damit zu einem erhéhten Widerstand
316, 317 Hauptsachlich kommt es zu einer verstarkten Migration und Proliferation von
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC). Die Muskularisierung von bereits
muskularisierten Geféf3en nimmt drastisch zu und nicht-muskularisierte Gefél3e erfahren
eine de novo-Muskularisierung ® 3. Diese Prozesse werden dann als GefaRumbau
(Remodeling) bezeichnet *'’. Der genaue Vorgang, durch den Dehydromonocrotalin einen
Gefallumbau induziert ist weiterhin unklar. Die proliferativen Gefal3veranderungen in den
Lungengefal3en sind sehr schwerwiegend, so dass es zu einer deutlichen Verringerung des
urspringlichen Gefa3querschnittes kommt. Dadurch steigt der Blutdruck in den
pulmonalen Gefélen erheblich an. Um diesem konstanten Druckanstieg standhalten zu
kénnen, kommt es zu weiteren proliferativen Veranderungen der Tunica media, was
wiederum einen Riickgang des Lumens und so einen weiteren Blutdruckanstieg zur Folge
hat. Die Verringerung des Geféal3querschnitts in den pulmonalen Gefél3en fuhrt auf3erdem
zu einer Erhohung des Fliefdwiderstandes. Um diesen Widerstand Uberwinden zu kénnen,
muss die rechte Herzkammer eine bedeutend grofiere Kraft aufbringen, al's unter normalen
Umstdnden. Dies resultiert in einer starken, nachhaltigen Hypertrophie der rechten
Herzkammer (Rechtsherzhypertrophie, Cor pulmonale) % *1%3%°_ Die Herzratio nimmt also
zu (Abb. 3.12).

Dadas Modell der MCT-induzierten PH auf einem toxischen, inflammatorischen Stimulus
beruht, ist es mit diesem Modell nicht moglich den Krankheitsverlauf der IPAH des
Menschen exakt zu kopieren. Dennoch besteht eine groRe Ahnlichkeit. Es sollte nochmals
erwdhnt werden, dass die Endothelschddigung durch Dehydromonocrotalin nur der
Audoser fir die pathogenen Geféveranderungen ist, da Dehydromonocrotalin nach 24
Stunden von den Nieren ausgeschieden wird ®%. Die, durch MCT-Injektion, initiierten
pathogenen Prozesse erhalten sich dann selbstandig aufrecht. Die Nachteile des MCT-

Modells sind, dass nicht ale typischen Gefal3veranderungen des Menschen, wie plexiforme
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L asionen und Neointima-Bildung, nachvollzogen werden kénnen 3. Dies ist bisher jedoch
bei keinem Tiermodell méglich, welches allein auf einem Auslser berunt *°. Im Vergleich
zur Hypoxie-induzierten PH kann bei dem MCT-Model keine Vasokonstriktion oder
Polyzythémie beobachtet werden, jedoch entwickelt sich eine stark inflammatorische
Reaktion mit endothelialem Zelltod in kleinen Arteriolen, Reduktion der Anzahl peripherer
Arterien und einer deutlichen Zunahme des Verhdtnisses von Alveolen zu Arterien, die
beim Hypoxie-Modell ausbleibt *°.

Verglichen mit dem Modell der MCT-induzierten pulmonalen Hypertonie bei der Ratte ist
das Hypoxie-Modell sowohl klinisch als auch pathohistologisch weniger schwerwiegend
as das MCT-Model. Eine erhdhte Sterblichkeitsrate und deutliche proliferative
Gefalveranderungen fehlen und es wird postuliert, dass die Hypoxie-induzierten
vaskuldren Veranderungen zum Teil vasokonstriktorischer Natur sind und es zu keinem
konzentrischen GefaRumbau mit Verringerung des Lumens kommt >°. Es besteht jedoch
kein Zweifel, dass auch chronische Hypoxie durch einen strukturellen Gefé3umbau von

321

Gefdlen arteridllen  Ursprungs begleitet  wird Die Hypoxie bedingten
GefaRumbauprozesse sind nach Verbringen der Tiere in normale Raumluft tellweise
reversibel **. Auch im MCT-Model kann der Gefaumbau zu einem GroRteil riickgangig

gemacht werden, dies ist jedoch nur durch eine pharmakol ogische Behandlung moglich 32

316'

Proliferation und Migration von hauptsachlich PASMC, welche eine verstéarkte und de
novo Muskularisierung der mikrovaskularen Region der Pulmonalarterie verursachen, sind
die Hauptursache des vaskul&ren Remodelings in beiden Modellen 7 32> Daher wurden
diese Zellen fur die folgenden Experimente as Forschungsobjekt verwendet. Zur
Identifizierung der isolierten Zellen aus MCT- und Kontroll-Tieren wurden diese mittels
der direkten Immunfluoreszenztechnik angeférbt. Obwohl Aktin eines der am starksten
konservierten eukaryotischen Proteine ist, kommt es in Saugetieren und Vageln in sechs
Isoformen vor. Nur zwei davon représentieren Marker, welche glatte Muskelzellen von
anderen Zelltypen unterscheiden. Diese sind o- und y- glattmuskulére Aktin. Beide
Isoformen weisen ein zelltypisches Expressionsmuster in glatten Muskelzellen auf und
konnen daher as Marker verwendet werden. Die Aktin-Isoformen weisen insgesamt eine
Sequenzhomologie von >90% auf, aber nur 50-60% im N-Terminus. Die N-terminale
Region von Aktin stellt damit den antigenen Bereich des Proteins dar 2*°.

Sowohl in MCT-Zellen as auch in Kontroll-Zellen war eine deutliche Féarbung von a-sma
zu erkennen. Allerdings wiesen die MCT-PASMC eine etwas hohere Intensitdt der
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Farbung auf und die Anordnung der a-sma-Strange erschien weniger organisiert as bei
Kontroll-PASMC, was auf eine morphologische Verénderung der MCT-PASMC durch die
MCT-Behandlung schlief3en lield. Durch die Farbung von a-sma konnte sichergestellt
werden, dass es sich bel den isolierten Zellen tatsachlich um glatte Muskelzellen aus der
Pulmonalarterie (PASMC) handelte. In anderen Zelltypen, wie z.B. Endothelzellen, fiel die
Farbung von a-sma negativ aus (mundliche Mitteilung, B. Fuchs). Zudem wiesen die
Zéellen, die typische Morphologie glatter Muskel zellen auf.

Esist sowohl vom Hypoxie- as auch vom MCT-Modell bekannt, dass ROS unter anderem
Vasokonstriktion (nicht im MCT-Modell), PASMC-Proliferation und vaskuléres
Remodeling verursachen kénnen 3%, Nichtsdestotrotz ist es unwahrscheinlich, dass der
vaskulére Gefal3umbau in beiden Modellen auf einem gemeinsamen Mechanismus beruht.
Wie bereits einleitend erwdhnt wurde, stellen die NADPH-Oxidasen wahrscheinlich die
wichtigste ROS-Quelle im kardiovaskularen GefalRsystem dar *** 3%, Unterschiedliche
Studien schlagen eine wesentliche Rolle fiir Nox2 %2 und Nox4 #° in CAH-PH vor. Die
Rolle von NADPH-Oxidasen in MCT-induzierter PH ist unklar. Eine Untersuchung der
MRNA- und Protein-Expression der relevanten Nox-Isoformen und deren Untereinheiten,
in der vorliegenden Arbeit, ergab eine erhdhte Nox1 Expression. Interessanterweise
unterscheidet sich die MCT- induzierte PH hier deutlich vom Model der CAH in Méausen
und auch Ratten, wo eine Regulation von Nox4 beobachtet werden konnte ?*°. Diese
Diskrepanz lasst sich vermutlich folgendermal3en erkldren. Nach der Injektion von MCT
entwickelt sich eine starke inflammatorische Antwort, gefolgt von endothelialem Zelltod in
kleinen Arteriolen und einer Reduktion der Anzahl peripherer Arterien *. Obwohl der
prézise Mechanismus unbekannt ist, ist der endotheliale Zelltod nachfolgend
wahrscheinlich mit einem vaskuldren Leckstrom und Thrombozytenaggregation
verbunden, was die Sekretion verschiedener Wachstumsfaktoren und Zytokinen
verursacht. In diesem Zusammenhang konnte es zu einer vermehrten Bildung von
beispielsweise PDGF, Angiotensin Il (ATIl), Thrombin und TNF-a kommen. Von diesen
Faktoren ist bekannt, dass sie die Nox1-Expression (PDGF %, ATII 3%) und -Aktivitat **°
stimulieren, was fir PDGF auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte. Zudem
weisen MCT-PASMC eine erhthte Expression des PDGFR auf **?. Dieser Mechanismus
konnte auch erkléren, warum in prakapillaren PASMC in MCT- und Hypoxie-induzierter
PH unterschiedliche Nox-Isoformen reguliert sind (Nox1 in MCT- und Nox4 in Hypoxie
induzierter PH), da chronische Hypoxie im pulmonaen Gefatbett keine inflammatorische

Antwort auslost. Die Expression und damit auch die Aktivitat der konstitutiv aktiven
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Nox4, scheint eher durch die Stabiliserung von HIFla unter chronischer Hypoxie
induziert zu werden *’. Im Gegensatz dazu scheint Nox1 im MCT-Modell und auch
generell eher durch Wachstumsfaktoren und Zytokine induziert zu werden . Generell
wird in PASMC die Superoxidproduktion der NADPH-Oxidase 1 as physiologische
Antwort auf inflammatorische Stimulatoren, wie TNF-a, TGF-f und IL1B, sowie auf
Wachstums-Stimuli  wie Angll, PDGF, VEGF, FGF, EGF, Thrombin, Urokinase
Plasminogen Aktivator und PGF2a induziert 10> 107 32% 3% |m Gegensatz dazu, fiihren
Angll, PDGF, IL-1B, Thrombin und auch PMA zu einer verminderten Expression der
mRNA von Nox4 in VSMC und adventitiellen Fibroblasten 3% 33332,

Besonders inflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-1b aktivieren Nox1 auch in
endosomalen Vesikeln 3. Auch bei inflammatorischen Erkrankungen oder Umstanden
wie chronische obstruktive Lungenerkrankung (COPD) ***, akuter Lungenschaden (ALI)

3% und bel verschiedenen Formen von Krebs 3¢

scheint Nox1 eine wichtige pathol ogische
Rolle einzunehmen. Nox4 und Nox1 Ubernehmen aso offenbar vollkommen
unterschiedliche Funktionen.

Die beiden wichtigsten, in diesem Fall mdglicherweise pathophysiologischen Signalwege,
sind wohl der PDGF- und der Angll-Signalweg. Beide Signalwege leiten Prozesse ein, die
beim pulmonalarteriellen Gefallumbau eine wichtige Rolle spielen. Sowohl Angll, als auch
PDGF stimulieren die Aktivierung und Expression von Nox1 in PASMC 3" 2613 7ydem
konnte, wie bereits erwéhnt, gezeigt werden, dass der PDGF-Rezeptor 3 (PDGFR) bei
MCT-induzierter PH in Ratten stérker exprimiert ist, as in PASMC aus gesunden Tieren
316 Basierend auf diesen Daten und um der Frage nachzugehen, wie es nach MCT-
Injektion zu einer Induktion der Nox1-Expression kommt, wurden hier Kontroll- und
MCT-PASMC mit PDGF stimuliert. Anschlie?end wurde die mRNA-Expression von
Nox1 mittels real-time PCR Uberpruft. Die Stimulation mit PDGF fuhrte in MCT-PASMC
nach zwei Stunden zu einem signifikanten Anstieg der Nox1 mRNA-Expression. In
Kontroll-PASMC blieb die Nox1l-Expression hingegen unveréandert. Grinde hierfir
kénnten eine zu kurze Inkubationszeit oder eine zu geringe PDGF-Konzentration gewesen
sein. MCT-PASMC schienen demnach, aufgrund der erhohten PDGFRp-Expression,
sensibler gegeniiber der PDGF-Stimulation zu sein.

Der PDGF-PDGFRp Signalweg tragt also definitiv zu einer vermehrten Expression von
Nox1 nach MCT-Injektion bei. Dafur wirden auch andere Ergebnisse von Schermuly et al.
2005 sprechen. Hier konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung von PDGF bei Ratten mit
etablierter MCT-induzierter PH einen kurativen Effekt hatte. AufRerdem konnte auch in
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humanen PAH-Patienten gezeigt werden, dass die Expression des PDGFR im
Lungengewebe stark erhoht ist *2.

Die auf die MCT-Injektion folgende Entziindung besteht allerdings nur wenige Tage. Esist
also unwahrscheinlich, dass die erhdhte Nox1-Expression in MCT-PASMC durch
inflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren aufrechterhalten wird. Es erscheint
plausibler, dass die initiale Entziindung eine gesteigerte Nox1-Expression und —Aktivitét
auslost. Nox1 selbst kénnte dann seine eigene Expression und Aktivitdt erhalten, da O,"
und daraus resultierendes H,O, per se die PKC aktivieren kann 3. Es ist auRerdem
bekannt, dass die Stimulation von PASMC mit H,O, zur Autophosphorylierung von
PDGFR filhrt **°. Daher ist denkbar, dass ROS selbst die Aktivierung von Nox1, tiber den
PDGF-Signalweg, ausldsen kdnnen. Da H,O, die Zellmembran gut passieren kann, spielt
hochstwahrscheinlich auch extrazelluldres H,O, als parakriner bzw. autokriner
Signalgeber, dabei eine wichtige Rolle, da es von auf3en nach innen diffundieren und an
einem positiv riickgekoppelten Kreislauf teilnehmen konnte.

Welterhin geht man davon aus, dass H;O, Src aktivieren und so eine EGF-

Rezeptorphosphorylierung induzieren kann %

Dieses komplexe Zusammenspiel
verschiedener Signalwege positioniert die Nox1 in der Reihenfolge sowohl vor, as auch
nach Src und den EGF-Rezeptor im Sinne einer positiven Rickkopplung (self-enforcing
loop). Dass solch ein Mechanismus tatséchlich funktionell ist wird durch die Beobachtung
gestiitzt, dass exogen appliziertes H,O, die NADPH-Oxidase Aktivitét in Fibroblasten und
VSMC steigern kann 3. Signalwege die zur Aktivierung von NADPH-Oxidasen fuihren,
koénnen demnach also auch ligandenunabhangig aktiviert werden. Zudem ist bekannt, dass
AP-1 in VSMC durch ROS aktiviert wird *!. Der Transkriptionsfaktor AP-1 kontrolliert
aber auch die mRNA-Expression von Nox1 in VSMC 3% was eine weitere positive
Rickkopplung fir Nox1 darstellen kdnnte. Ebenfalls wurde vorgeschlagen, dass andere
Sauerstoff-Radikale die Aktivierung von NADPH-Oxidasen durch die Transaktivierung
von Tyrosin-Kinase Rezeptoren, wie EGFR und PDGFRp, auslosen *%® Diese
Transaktivierung wrde bedeuten, dass NADPH-Oxidasen nun von zwei unterschiedlichen
Stimuli (PDGF und EGF) aktiviert werden konnen, wodurch die ROS-Produktion
zusétzlich gesteigert werden kann. Offensichtlich gibt es demnach deutliche
Uberschneidungen innerhalb der Signaltransduktionsmechanismen von EGF- und PDGF-
Rezeptoren (EGFR und PDGFR), in Bezug auf die Aktivierung von NADPH-Oxidasen,
die in MCT-PASMC zu einer erhdhten intrazelluldren ROS- und Superoxidproduktion

146

fiihren *°. Sogar die Formation aktiver Rezeptor-Heterodimere wurde beschrieben **. Die
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Transaktivierung von EGF- und PDGF-Rezeptoren ist ein Phdnomen, welches ebenfalls
bei anderen Stimuli, wie Ang 11, Thrombin und Lipiden beobachtet werden konnte %3
Die pathophysiologischen Aktivierung der Nox1l in den MCT-PASMC konnte aso
womoglich auch durch Transaktivierung von Tyrosin-Kinase Rezeptoren wie EGFR und
PDGFR{ stattfinden 3% 3%,

Die Lokalisierung der Nox1-Expression im Lungengewebe wurde mittels FISH auf
MRNA-Ebene ermittelt. Demnach wird das Enzym hauptséchlich in der glatten Muskulatur
von Bronchien und Pulmonal arterien exprimiert. Andere Zelltypen zeigten nur geringe bis
Uberhaupt keine Expression. Ein Vergleich der Nox1-Expression von Kontroll- und MCT-
PASMC mit Hilfe von FISH wurde zwar durchgefihrt, lieferte aber im Widerspruch zu
den rea time- und western blot-Daten keine signifikanten Unterschiede. Ursache hierfir
kénnte die vergleichsweise geringe Sensitivitét der FISH gegentiber einer real time PCR
sein. Die Expression von Nox1 in VSMC ist gegenuiber anderen Proteinen verhaltnismaliig
gering und um das Enzym, z.B. auf einem western blot, sichtbar machen zu kdnnen,
missen groRe Mengen an Protein geladen werden. Auflerdem sind die
Expressionsunterschiede zwischen Kontroll- und MCT-PASMC sehr schwach, so dass die
feinen Unterschiede mittels FISH mdglicherweise nicht deutlich gemacht werden kdnnen.
Bel dieser Methode kommt es zusétzlich stets zu einer unspezifischen Bindung der Sonden
an andere Strukturen oder adhnliche mRNAs. Da auch diese Sonden spéter ein
Fluoreszenzsignal abgeben, besteht durchaus die Gefahr einer Maskierung kleiner
Expressionsunterschiede.

Basierend auf der erhdhten Nox1-Expression und da Nox1 ein Superoxid produzierendes

186 \wurde die intra- und extrazelluldare ROS-Produktion mittels dem stark

Enzym ist
zellpermeablen CMH und dem nur teilweise zellpermeablen (geringe Zellpermeabilitét bei
einem physiologischem pH) 2’ detektiert. Die spin probes CMH und CPH weisen im
Grunde nur einen einzigen strukturellen Unterschied auf. Anstelle einer Hydroxylgruppe
bei CPH, befindet sich eine Methylgruppe bei CMH. Dadurch ist CMH unpolar, somit
zellpermeabel und sollte sich nach den Gesetzen der Diffusion gleichméfdig im intra- und
extrazelluldren Raum verteilen 2 3*°. Obwohl CPH schwach zellpermeabel ist, ist es fir
die Detektion extrazelluldren Superoxids anerkannt 2% 3% 3! Beide spin probes wurden
alleine oder in Kombination mit Sod bzw. PEG-Sod eingesetzt. Die Zugabe von Sod
erlaubte den Anteil von Superoxidradikalen am totalen Signa zu definieren. PEG machte
Sod zellpermeabel. Die Messungen ergaben eine, ausschliefdich intrazelluldr, erhéhte

Superoxidproduktion in MCT-PASMC. In folgenden Experimenten wurden die Zellen mit
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PMA stimuliert. PMA ist ein Aktivator der Proteinkinase C (PKC) und vermittelt dadurch
die Zusammenlagerung der zytosolischen und membrangebundenen Untereinheiten von
NADPH-Oxidasen, was zur Aktivierung des Enzyms fiihrt *”°. Durch Zugabe von PMA
wurde die erhthte ROS- bzw. Superoxidproduktion in MCT-PASMC gegeniiber Kontroll-
PASMC wesentlich verstéarkt. Zwar fuhrte PMA in allen Proben zu einem Anstieg des
detektierbaren Signals, aber auch nach diesem Stimulus Unterschied sich lediglich die
intrazelluldre ROS-/Superoxidproduktion von MCT- und Kontroll-PASMC. Da der
stimulierende Effekt von PMA auf NADPH-Oxidasen mit dem vorher beschriebenen
Aktivierungsmechanismus beschrankt ist, schlief3t dies eine Aktivierung der konstitutiv
aktiven Nox4 und anderer Nox-Isoformen ohne zytosolische Untereinheiten aus. Diese
Ergebnisse unterstiitzen die Theorie, dass die beobachtete, erhdhte Nox1-Expression fir
den Anstieg des intrazelluldren Superoxids in MCT-PASMC verantwortlich ist. Um diese
Hypothese bestétigen zu kénnen, wurde die Expression von Nox1 mittels RNA-Interferenz
(SRNA) supprimiert und die ROS-Messungen wiederholt. Da unter basalen Bedingungen
nach der siRNA-Behandlung keine ausreichenden ROS-Mengen detektiert werden
konnten, wurden alle Messungen nach PMA-Stimulation durchgefihrt. Die Hemmung der
Nox1-Expression hob den stimulatorischen Effekt von PMA auf die ROS-Produktion auf
und normalisierte die Superoxidproduktion in MCT-PASMC. Dadurch wurde Nox1
eindeutig als Ursache der erhohten, intrazelluldren ROS-Produktion in MCT-PASMC
identifiziert. Eine mogliche Erklarung fur die Notwendigkeit der PMA-Stimulation ist,
dass die Zellen 96 Stunden dem Gemisch von SsIRNA und Transfektionsreagenz ausgesetzt
waren. Diese sehr unphysiologischen Bedingungen und die, mit der langen
Kultivierungszeit verbundene Dedifferenzierung der Zellen, konnten zu einer verminderten
basalen ROS-Produktion fuhren. Obwohl gezeigt werden konnte, dass die Nox1-
Expression mit der Dedifferenzierung von VSMC zunimmt **?, so bedeutet dies nicht
gleichzeitig auch eine Zunahme der basalen ROS-Produktion. Um ROS produzieren zu
konnen, bedarf es Nox1 ener Stimulation durch externe Faktoren und die
Zusammenlagerung der zytosolischen und membrangebundenen Untereinheiten. Diese
Umstande sind in Kulturbedingungen in der Regel nicht gegeben, besonders wenn bei
einer siRNA-Transfektion (wie in der vorliegenden Arbeit) serumfreies Medium
verwendet wird. Zudem ist bekannt, dass die basde ROS-Produktion in VSMC
mal3geblich von Nox4 bestimmt wird. Im Gegensatz zu Nox1, nimmt die Nox4-Expression
mit zunehmender Dedifferenzierung ab, was einen Riickgang der basalen ROS-Produktion

zur Folge hat *2. Zur Beobachtung einer erhohten intrazellul&ren ROS-Produktion durch
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Nox1 in MCT-PASMC passt, dass inflammatorische Zytokine wie TNF-a und IL-1b Nox1

in endosomalen Vesikeln aktivieren %

. Werden reaktive Sauerstoffspezies unter
physiologischen Bedingungen intrazelluldr in kontrollierten Mengen produziert, sind sie
ein wichtiger Bestandteil zelluléarer Signalwege. Es ist bekannt, dass sie as second
messenger agieren konnen und somit Signaltransduktionswege in verschiedenen Systemen

1533 Unter anderem nehmen sie Einfluss auf

getrennt voneinander beeinflussen
Wachstumsfaktoren, sowie Transkriptionsfaktoren welche die Expression von solchen
Genen regulieren, die mit Proliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose assoziiert sind.
AulBerdem beeinflussen sie die GTPase-abhangige Umgestaltung des Zytoskeletts.
Insgesamt nehmen ROS also grof3en Einfluss auf zelluléare Funktionen. Die PASMC
représentieren eine dynamische Komponente des Geféal3systems. ROS sind in viele
physiologische und pathophysiologische Prozesse vaskuldrer glatter Muskelzellen
involviert: Wachstum, Migration, Sekretion inflammatorischer Zytokine, Kinase-
Aktivierung, Umgestaltung der extrazelluldren Matrix, Regulation von Matrix-
Metalloproteasen, Aktivierung der Genexpression und von Transkriptionsfaktoren,
Kontraktion, Differenzierung und Apoptose > *° Diese Signawege sind demnach
Redox-sensitive Signalwege und werden bei einem physiologsichen Redox-Status der
Zéelle streng kontrolliert. Unter diesen Umstanden sind ROS-Produktion und -Abbau sehr
gut reguliert, wodurch diesen second messengern (theoretisch nur H,O, **) eine
kurzzeitige Wirkungsweise ermdglicht wird, um auf benachbarte Ziele Einfluss nehmen zu
konnen.

Das Zytoplasma von MCT-PASMC war jedoch unter basalen Bedingungen, a's auch nach
Stimulation mit PMA, einem erhthten Superoxidaufkommen ausgesetzt, was vermutlich
zu einer Verschiebung des Redox-Status der Zelle in Richtung einer eher oxidativen
Umgebung und somit zu oxidativem Stress fiihrte (auch reduktiver Stress ist moglich *°).
Die deutlich erhohte, Nox1-abhangige Expression von Nrf2 in MCT-PASMC bestétigte
diese Vermutung. Nrf2 ist ein Transkriptionsfaktor der, unter anderem, die Expression
verschiedener antioxidativer Enzyme induziert und dadurch ene entscheidende
physiologische Rolle bei der Regulation von oxidativem Stress spielt **°. Der Abbau von
ROS durch antioxidative Enzyme ist unter normalen physiologischen Bedingungen
ausreichend, um eine kontrollierte Regulation der ROS-abhangigen Signalkaskaden
aufrechtzuerhalten. Ubersteigt die Produktion von ROS jedoch die endogene antioxidative
Kapazitdt der Zelle, so laufen die Redox-sensitiven Signalwege unkontrolliert ab, es

kommt zu oxidativem Stress, wodurch die Prozesse des Gefalumbaus und der de novo-
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Muskularisierung ausgeldst werden konnen 3%

. Die Expression und die Aktivitét
antioxidativer Enzyme werden durch viele Faktoren reguliert. Der primére Faktor ist der
oxidative Status der Zelle. Sowohl endogene, as auch exogene Substanzen wirken as
Oxidationsmittel. Sie veréndern dadurch das zelluldre oxidative Gleichgewicht und somit
die Genexpression antioxidativer Enzyme ***.

Die Hypothese war, dass die PASMC bel einem erhohten intrazelluldren ROS-Niveau
eigentlich versuchen sollten ihren Redox-Status aufrechtzuerhalten, indem sie die
Expression antioxidativer Enzyme verstérken. Das antioxidative System von Zellen
besteht, unter anderem, aus Superoxiddismutasen und Katalase. Die Aufgaben dieses
Systems ist es, das intrazellul&re ROS-Aufkommen auf einem physiologischen und
kontrollierten Niveau zu halten. Es kann generell in antioxidative Enzyme und kleine
Molekille klassifiziert werden. Die Enzyme setzen ROS indirekt enzymatisch um und die
kleinen Molekile reagieren direkt mit den freien Radikalen. Die Enzyme reprasentieren die
erste ,,Verteidigungslinie* gegen die, in grof3en Mengen toxischen Radikale, indem sie
diese in harmlose Nebenprodukte (O,, H,O) umwandeln.

Die erste enzymatische Reaktion der Reduktionskaskade von Sauerstoff ist die
Dismutation von Superoxid zu Wasserstoffperoxid und molekularen Sauerstoff (siehe
Gleichung 1.1). Die dafur verantwortlichen Enzyme sind die zytosolische
Superoxiddismutase (Cu?*/Zn-Sod; Sod1) und die mitochondriadle Superoxiddismutase
(Mn-Sod; Sod2). Obwohl Wasserstoffperoxid kein Radikal als solches ist, weist es eine
hohe Reaktivitéat auf und wird durch die Fenton-Reaktion schnell in das reaktive Hydroxid-
Radika ("OH) umgewandelt *”.

Zwel Enzyme sind an der Entfernung von H,O; beteiligt, die Peroxidasen und die Katal ase.
Die Peroxidasen sind sowohl im Zytosol, als auch in den Mitochondrien prasent. Katalase
findet man hauptsachlich in den Peroxisomen, aber auch im Zytosol und dem
endoplasmatischen Retikulum. Die Peroxidasen und Katalase setzten das zelltoxische
Wasserstoffperoxid zu Wasser und ebenfalls molekularen Sauerstoff um (siehe Gleichung
1.2) 131, 132

Eine Sichtung der Expression der wichtigsten antioxidativen Enzyme ergab, dass in MCT -
PASMC lediglich Sod2 (mitochondriale Sod) eine erhohte aufwies. Sodl, Katalase und
Gpx1 wiesen in der vorliegenden Arbeit keine Regulation auf und zeigten somit keine
Antwort auf den verschobenen Redox-Status der MCT-PASMC. Obwohl in Patienten mit
pulmonalarterieller Hypertonie (IPAH) eine epigenetisch verminderte Expression der Sod2

beobachtet wurde, stellen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit keinen Widerspruch dar
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%8 schlieRlich handelt es sich bei dem Modell der MCT-induzierten PH, wie bereits
erwdhnt, um enen direkten, inflammatorischen und noxischen Stimulus. Dadurch
unterscheidet sich das Modell (obwohl der IPAH noch am nachsten) deutlich von der
humanen IPAH, welcher eher genetische bzw. vererbbare Ursachen zu Grunde liegen .
Die erhohte Expression von Sod2 ging mit einem Anstieg der totalen Sod-Aktivitét einher.
Warum neben Sod1, Gpx1 und Katalase nur Sod2 reguliert war, konnte folgende Ursachen
haben. Die Sod-Gene enthalten viele transkriptionelle regulatorische Elemente, welche als
Bindungsstellen fir verschiedene Transkriptionsfaktoren (TF) dienen: NF-kB, AP-1, Ap-2,
Spl und C/EBP. Diese TF uUbernehmen wichtige Aufgaben bei der Regulation der
Expression aler Sod-Isoformen, haben jedoch einen relativ dhnlichen Einfluss auf die
Regulation der Sod-Gene ****%?, Unter den drei Sod-Isoformen, hat die genetische Sequenz
von Sod2 nur wenige Gemeinsamkeiten mit Sod1 und Sod3 ***3®°. |m Gegensatz zu Sod1
und Sod3 ist die Induktion von Sod2 als Antwort auf oxidativen Stress in aeroben
Organismen gut etabliert. NF-kB, ein Redox-sensitiver TF, ist der relevanteste TF fir die
Induktion von Sod2 *%°. Dagegen wird Sod1 sehr oft konstitutiv exprimiert, ist nur schwer
induzierbar und wird als eher als “Haushaltergen” beschrieben. Zudem reagiert die NF-kB-
Bindungsstelle im Sodl Promotor nur schwach auf externe Stimuli **’. Bei Katalase und
Gpx1 handelt es sich um Enzyme die H,0, zu H,O umsetzen. Das primére Produkt der
NADPH-Oxidasen und der meisten anderen ROS produzierenden Enzyme ist Superoxid,
welches als Vorlaufer fir andere ROS und auch H,O, dient. Wasserstoffperoxid entsteht
dabel entweder sekundér, spontan aus der Reduktion von Superoxidradikalen oder ist z.B.
das Produkt einer enzymatischen Entgiftungsreaktion. Da H,O, also eher ubiquitér as
Stoffwechselprodukt in der Zelle anféllt, ist die ausreichende enzymatische Kapazitéat zur
Entgiftung von H,O, (in Form von diversen enzymatischen Reaktionen) eine mdgliche
Ursache fir die unveradnderte Regulation von Gpx1 und Katalase. Die Supprimierung der
Nox1-Expression hatte zwar keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von Sod2,
dennoch zeigte sich eine deutliche Tendenz in Richtung einer verringerten Sod2-
Expression. Ungeachtet dessen, dass von den Sod-Enzymen hauptséchlich Sod2 einer
starken Redox-abhangigen Regulation unterliegt, handelt es sich dennoch um die
mitochondriale Isoform (Sodl = Zytosol; Sod3 = extrazellulédr). Initiale Experimente
konnten in dieser Arbeit zeigen, dassin MCT-PASMC neben einer erhthten zytosolischen
ROS-Produktion auch ein Anstieg der mitochondrialen ROS-K onzentration zu verzeichnen
war. Von Mingatto et al. 2007 wurde publiziert, dass Dehydromonocrotalin den
mitochondrialen Komplex | in Leberzellen inhibieren kann. Dadurch kann es zur
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Entkopplung der mitochondrialen Atmungskette kommen, somit zur unvollsténdigen
Reduktion von Sauerstoff, was letztendlich zur Entstehung von ROS filhren kann %, Eine
weitere Erkld&rung wére, dass die erhohte Nox1-Expression in MCT-PASMC die
mitochondriale ROS-Produktion induziert. Maoglicherweise war der hier gewdhite
Zeitpunkt nach Nox1-Suppression zu frih, um einen Effekt auf die Sod2-Expression
beobachten zu konnen. Dass ein potentieller Zusammenhang zwischen der Sod2-
Expression und der Aktivitdt von NADPH-Oxidasen besteht, konnte bereits in humanen
koronararteriellen Endothelzellen gezeigt werden 3. Es ist davon auszugehen, dass Sod2
nicht nur as Antwort auf die erhdhte Superoxidproduktion durch Nox1 hochreguliert war,
sondern auch dem Anstieg der mitochondrialen Superoxidproduktion entgegen wirken
sollte. Die gesteigerte mitochondriale ROS-Produktion in MCT-PASMC konnte eine
direkte Folge der MCT-Behandlung **® oder durch Nox1 induziert sein. Inwiefern ein
Zusammenhang zwischen Nox1 und den Mitochondrien, bzw. der mitochondrialen ROS-
Produktion besteht, bleibt zu eruieren.

An dieser Stelle ergibt sich ein interessanter Zusammenhang. Die gesteigerte Expression
von Sod2 in den Mitochondrien fihrt zu einem vermehrten Auftreten von H,O,. Fir den
Fal, dass nicht alles H,O, von der Katalase abgebaut werden kann, kommt es
moglicherweise durch H,O, wieder zur Aktivierung von Src und so zur Transaktivierung
von EGFR und PDGFRf. Dadurch kann es wiederum zur Expression und Aktivierung der
Nox1l kommen, was in ener vermehrten Superoxidproduktion resultieren wirde.
Antioxidative Mechanismen und die nicht ausreichend gesteigerte Expression von Katal ase
wirden in diesem Fal zur positiven RUckkopplung des Kreidaufs der
Superoxidproduktion durch NADPH-Oxidasen eher noch beitragen. Die Mitochondrien
hétten dabei einen entscheidenden Anteil an der gesamten intrazelluléren ROS-Produktion,
da von ihnen, Uber Sod2, die erhdhte H,O,-Produktion ausgeht. Es ist eine haufig
akzeptierte Annahme, dass eine verringerte antioxidative Kapazitét zu einem reduzierten
Niveau von Radikalfangern, wie Vitamin E, Glutathion oder Sod fihrt und das eine
gesteigerte Aktivitdt vaskularer NADPH-Oxidasen oxidativen Stress in Patienten mit PH
verursacht % 3™ In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass PASMC bei MCT-
induzierter PH eher ein erhdhtes Vorkommen antioxidativer Enzyme aufweisen, als die
PASMC gesunder Tiere.

Eine Vidzahl von Studien konnte nachweisen, dass die Nox1-gebundene
Superoxidproduktion Proliferation und Migration von VSMC induziert. Die entartete
Migration und Proliferation von PASMC in PH stellt eine der Hauptursachen fir das



Diskussion 109

vaskuldre Remodeling prékapillérer Gefd3e dar. Genauer: Das von Nox1 produzierte
Superoxid bzw. das daraus resultierende H,0O,, kann JNK (Nekrose), PAK1 und Cofilin
(Migration), Akt (Hypertrophie) und Cyclin D1 (Proliferation) induzieren 3% 399 372373 |
der vorliegenden Arbeit konnte eine Nox1-abhdngige Zunahme der Proliferation und
Migration von MCT-PASMC nachgewiesen werden, was die Idee eines Nox1-getriebenen
vaskuldren Remodelings in MCT-induzierter PH unterstitzte und das vaskuléare
Remodeling, sowie die de novo Muskularisierung der prakapillaren pulmonalarteriellen
Gefale erklart. Die Supprimierung der Nox1-Expression normalisierte sowohl Migration,
as auch Proliferation. Im Gegensatz dazu blieb die Apoptose der PASMC nach MCT-
Behandlung oder Nox1-Supprimierung unverdndert. Erwartet wurde eine erhohte
apoptotische Resistenz, also eine verringerte Apoptose der MCT-PASMC. Bel néherer
Betrachtung ist ein Rickgang der Apoptose allerdings auch keine Voraussetzung fir
pulmonalarterielles Remodeling. Solange sich Proliferation und Apoptose der PASMC im
Gleichgewicht befinden, wird die Dicke der arteriellen Wand auf einem optimalen Niveau
gehalten. Verschiebt sich dieses Gleichgewicht jedoch in Richtung der Proliferation, durch
verminderte Apoptose und/oder gesteigerte Proliferation, so kommt es zu einer Verdickung
der Gefawand, einer Verengung des Lumens und einem erhohten GefalRwiderstand *°.
Eine gesteigerte Proliferation der MCT-PASMC konnte also ausreichen, um
pulmonalarterielles Remodeling zu verursachen. Gemal den relevanten und publizierten
Signalwegen, welche durch Nox1 induziert bzw. aktiviert werden konnen, wurden in
diesem Zusammenhang Expression und Phosphorylierungsstatus der Proteine PAK1, Akt,
INK 1/2/3, Cofilin und Cyclin D1 untersucht *°. Die erlangten Daten zeigten eine
vermehrte Phosphorylierung von Cofilin und eine erhdhte Expression von Cyclin D1 in
MCT-PASMC. Alle anderen Proteine wiesen keine Unterschiede in Expression bzw.
Phosphorylierungsstatus auf. Allerdings konnte lediglich Cyclin D1 mit Nox1 in MCT-
PASMC in Verbindung gebracht werden, wie mit Hilfe von Nox1 knockdown
Experimenten gezeigt werden konnte. Die Zunahme der intrazelluldren
Superoxidproduktion, durch Nox1, fuhrte in MCT-PASMC aso zu einer Zunahme der
Cyclin D1-Expression und damit zu einer beschleunigten Proliferation der Zellen. Wie
bereits beschrieben, konnte interessanterweise auch eine erhohte Phosphorylierung von
Cofilin in MCT-PASMC gefunden werden. Hier konnte, anhand von SIRNA-
Experimenten, alerdings keine Nox1-Abhdngigkeit nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse widersprechen zudem denen von Dai et al., die einen relativen Riickgang der
Phosphorylierung von Cofilin 21 Tage nach MCT-Injektion in PASMC feststellen konnten
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374 Die von Dai et al. vorgestellten Daten unterscheiden sich von denen in dieser Arbeit
jedoch dadurch, dass die Zellen bel Dai et al. eine Woche friiher nach MCT-Behandlung
isoliert wurden. Laut der gangigen Fachliteratur scheint der Aktivierungsmechanismus
generell unklar bzw. Z€lltyp abhéngig zu sein. Verschiedene Studien beschreiben, dass die
Aktivierung von Cofilin und die damit verbundene Induzierung der Zellmigration durch
Dephosphorylierung des Proteins stattfinden 3 3437 Andere Gruppen konnten zeigen,
dass die Dephosphorylierung von Cofilin nicht mit der Aktivierung des Proteins
zusammenhangt 3" 378,
PASMC 35 Tage nach MCT-Injektion eine Endpunkt-Situation darstellen, in der die

PASMC in den umgebauten GefaRen den Ubergang von einem proliferativen Zustand

Demnach konnte die erhéhte Phosphorylierung von Cofilin in

zurlick in einen ruhenden Status durchlaufen haben. Eine andere Mdglichkeit wére, dass
die Migration der PASMC nach MCT-Behandlung einem anderen Signalweg unterliegt,
der in dieser Arbeit nicht aufgedeckt werden konnte. Um dieser Theorie nachzugehen,
wéren weitere Experimente notwendig. Spekulativ kdnnte der Prozess folgendermalen
ablaufen:

Dehydromonocrotalin

y

Endothelschadigung

y

Freisetzung von inflammatorischen Stimuli, H,0, und Wachstumsfaktoren (PDGF)

Transaktivierung

EGF —m — PDGF

/
Src Caveolae
N Endosomen ,

A /

7/ Autophosphorylierung

Proliferation

Abb. 4.1: Schematische Darstellung des postulierten pathologischen Nox1-Signalweges bei
MCT-induzierter PH
Abgebildet ist eine pulmonalarterielle glatte Muskelzelle (PASMC) eines MCT-Tieres.

Dehydromonocrotalin verursacht eine Endothelschéddigung und es kommt zur Freisetzung von
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inflammatorischen Stimuli und Wachstumsfaktoren aus dem Endothel. Unter anderem binden die
Liganden EGF, PDGF an ihren Rezeptoren, was zur Aktivierung dieser Signawege fihrt. Dies
wiederum leitet die Aktivierung und Expression von Nox1 in Caveolae und Endosomen ein, was
zur Produktion intrazelluldrer Superoxidradikale fuhrt. Superoxid wird durch Sod in H,0O,
umgewandelt. H,O, kann nun zum einen die Autophosphorylierung des PDGFR, die
Phosphorylierung des EGFR Uber Src und/oder die direkte Aktivierung der Nox1 Uber PKC
verursachen. AufRerdem kann es zur Transaktivierung des EGF- und PDGF-Rezeptors fihren,
wodurch die Nox1 erneut aktiviert werden kann. rote Pfeile = in der vorliegenden Arbeit gezeigt;
schwarze Pfeile = Literatur; H,O, = Wasserstoffperoxid; O,” = Superoxid; EGF = epidermal
growth factor; EGFR = epidermal growth factor — receptor; PDGF = platelet derived growth
factor; PDGFR = platelet derived growth factor — receptor; Nox1 = NADPH-Oxidase 1; Src =
sarcoma; PKC = Proteinkinase C; Sod = Superoxiddismutase; durchgangiger Pfeil =

Induzierung/Aktivierung/Diffusion; unterbrochener Pfeil = potentieller Signal weg.

Diese Arbeit zeigt nach Wissen des Autors zum ersten Mal, dass es im inflammatorischen
Modell der MCT-induzierten PH in PASMC zu einer erhdhten, pathophysiologischen,
intrazelluldren, PDGF induzierbaren Produktion von Superoxidradikalen durch Nox1
kommt. Dies flhrt zu einer Nox1-abhangigen beschleunigten Migration und Proliferation
von MCT-PASMC.

4.1 Physiologische Bedeutung und klinische

Relevanz der Ergebnisse

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die einmalige Injektion von MCT bel Ratten nach 35
Tagen zu einem Anstieg der Nox1-Expresson PASMC fihrt. Dies ist mit einer
Ubermddigen, intrazelluldren Produktion von ROS und speziell Superoxidradikalen
verbunden. Nox1 |6st so eine gesteigerte Proliferation und Migration von PASMC aus,
was signifikant zum pulmonalvaskuldren Gefa3umbau beitragt. In humanen Zellen bzw.
Lungengewebe von Donoren und IPAH Patienten konnte hingegen keine Regulation von
Nox1 beobachtet werden, obwohl angemerkt werden sollte, dass die Daten sehr heterogen
waren. Im Hinblick darauf, dass Nox1 in IPAH-Patienten keine signifikante Regulation
aufwies, scheint die klinische Relevanz dieser Arbeit bezogen auf die IPAH gering zu sein.
Verglichen mit den restlichen Gruppen der PH-Klassifizierung kommt die IPAH mit einer
Inzidenz von 2-3 pro 1000000 allerdings nur sehr selten vor *°. AuRerdem ist das Modell
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der MCT-induzierten PH ein inflammatorisches Modell und dadurch nur schwer mit der
humanen IPAH zu vergleichen, die prinzipiell keine inflammatorische Erkrankung
darstellt. Demgegentiber mehren sich die Untersuchungen die der Inflammation bel
humanen Formen der PH besondere Beachtung zukommen lassen. Von Nox1 ist bekannt,
dass die Expression und Aktivitdt durch die Sekretion inflammatorischer

328

Wachstumsfaktoren und Zytokinen induziert werden kann *<°. So spielt Nox1 besonders

335

unter inflanmatorischen Bedingungen wie COPD ***, ALI ** und verschiedenen Formen

von Krebs 3%

eine wichtige Rolle. Demnach ist die klinische Relevanz der erlangten Daten
fur alle Formen der PH, welche mit einer inflammatorischen Erkrankung assoziiert sind,
sehr hoch. Zudem ist die Inzidenz dieser PH-Formen deutlich hoher. Es besteht durchaus
die Mdglichkeit, dass manche der Patienten neben IPAH an einer inflammatorischen
Lungenerkrankung litten, was die hohen Schwankungen der Expressionsdaten erklaren
wirde.

Abgesehen von pulmonalen Erkrankungen hat es den Anschein, dass Nox1 generell mit
Inflanmation in Verbindung zu bringen ist ¥%%2 Allerdings gibt es auch viele andere
Bereiche, in denen NADPH-Oxidasen eine wichtige pathologische Rolle tibernehmen. Die
mit Abstand bekanntesten pathologischen Bedingungen, die mit der Superoxidproduktion
durch NADPH-Oxidasen assoziiert werden, sind chronische Krankheiten, welche dazu
tendieren in spaten Lebensabschnitten aufzutreten, wie z.B. Arteriosklerose, Krebs und
Alzheimer. Die Uberproduktion von ROS fiihrt zu oxidativem Stress ¥, Dadurch kommt
es mit der Zeit zu einer Gewebeschadigung und méglicherweise zu einem unkontrollierten
Ablauf von Signalkaskaden, die unter normaen Umstanden durch ein kontrolliertes ROS-
Vorkommen reguliert werden.

Im angeborenen Immunsystem dienen die Enzyme den Phagozyten zur Verteidigung des
Wirtes gegen Krankheitserreger '*’. Diese Enzyme spielen auch bei der Bildung von
Entziindungsherden eine wichtige Rolle *%. In Epithelzellen verhindert die ROS-
Produktion von NADPH-Oxidasen das Wachstum von Bakterien, Pilzen und Viren 3.
Auch in der Lunge sind NADPH-Oxidasen an Immunabwehrmechanismen und der
Verteidigung gegen Mikroben beteiligt *°.

Man konnte sich die pathologische Rolle der NADPH-Oxidasen in den pulmonaen
Arterien auch im Sinne einer antagonistischen Pleiotropie vorstellen: Gene, die in friihen
Lebensabschnitten einen reproduktiven Vortell verleihen, kénnten sich spater nachteilig
auswirken. Solche Gene blieben wahrend der Evolution trotz ihrer schadigenden Wirkung
erhalten, da die Kraft der naturlichen Selektion mit fortschreitendem Alter abnimmt. Die
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physiologische Rolle der NADPH-Oxidasen in den Pulmonalarterien wéare demnach
vorwiegend auf die frihen Lebengahre beschrankt. Der Redox-Status einer Zelle konnte
gpéter auch durch andere ROS-Quellen aufrechterhalten werden.

Vom klinischen Standpunkt aus betrachtet stellt die intrazelluldre Superoxidproduktion
durch NADPH-Oxidasen, die in Hypoxie-induzierter PH und mit dieser Arbeit auch in
MCT-induzierter PH nachgewiesen werden konnte, einen moglichen Ansatzpunkt fir eine
kurative Behandlung von PH dar. Diese Ergebnisse bieten eine Grundlage fur
Forschungsarbeiten mit dem Ziel die Symptome bzw. Entstehung der PH zu therapieren.
Wenn es moglich wird die pathophysiol ogische ROS-Produktion durch NADPH-Oxidasen
zu verhindern oder eine ldentifizierung der auslésenden NADPH-Oxidase gelingt, so
konnte moglicherweise auch das progressive Fortschreiten oder gar das Auftreten der
Krankheit verhindert werden. Vor diesem Hintergrund sollte darauf eingegangen werden,
dass die verschiedenen Nox-lIsoformen offensichtlich unterschiedliche physiologische,
sowie pathophysiologische Rollen einnehmen koénnen. So scheint Nox1 fir die
Pathophysiologie inflammatorischer Erkrankungen wichtig zu sein, wie z.B. auch in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte 33433 389382 Nox4 und Nox2 wurden hingegen
unter CAH as pathophysiologische ROS-Quelle identifiziert % %%, Es ist durchaus
denkbar, dass bel humanen Formen der PH noch andere Nox-lIsoformen oder
Kombinationen verschiedener I1soformen eine Rolle spielen. Grinde hierfir kénnten die
unterschiedliche subzelluldre Lokalisation der Nox-lsoformen, die Art und Weise der
Aktivierung oder die Regulation der Expression der Nox-1soformen sein.

Da beobachtet werden konnte, dass trotz einer verstarkten Expression von Sod2 in MCT-
PASMC, verglichen mit Kontroll-PASMC, eine sehr hohe ROS-Konzentration vorliegt,
bieten sich auch hier mogliche therapeutische Ansdtze. Beispielsweise konnte eine
Uberexpression von Katalase, hervorgerufen durch z.B. Plasmide mit entsprechendem
Vektor, das Vorkommen von H,0O, soweit senken, dass es zu keiner pathologischen
Proliferation der PASMC kommt. Auch dies stellt eventuell eine kurative
Behandlungsmdglichkeit fur PH dar. Am Ende dieser Forschung kénnte ein Medikament
stehen, durch das die idiopathische PAH des Menschen, auf Basis der
pathophysiologischen ROS-Produktion und der Expression antioxidativer Enzyme,
behandelt werden kann.
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4.2 Diskussion der angewandten Methoden und
Modelle

Um die pathophysiologischen Mechanismen des vaskula&ren Remodeling bei PH
untersuchen zu konnen wurde das Rattenmodell der MCT-induzierten PH verwendet.
Dabei handelt es sich um ein Toxin induziertes PH-Modell. MCT fuhrt zu einer verstarkten
Muskularisierung prékapilléarer Arteriolen, einem Anstieg des pulmonalarteriellen Druckes
(PAP) und Rechtsherzhypertrophie. Zwar kommt es zu keiner Vasokonstriktion oder
Polyzythamie (wie unter Hypoxie), aber dafir zu einer starken inflammatorischen
Reaktion mit endothelialem Zelltod, einer Reduktion der Anzahl peripherer Arterien und
einer Zunahme der Alveolen/Arterien-Ratio ®. Eine Vielzahl experimenteller Tiermodelle
wurde etabliert, um die humane PH im Tiermodell studieren zu kénnen. Ein Vergleich
aller Modelle wirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen. Die Wahl des Modells hangt
sicherlich mafi3geblich von der Fragestellung und dem Versuchsdesign ab. Chronische
Hypoxie, pulmonary arterial banding (PAB), MCT und Kombinationen dieser Modelle
sind wohl die gebrauchlichsten *7. Die Injektion von MCT fiihrt zu einer vergleichsweise
ernsthaften Form von PH, mit hohem PAP, ausgeprdgtem Remodeling und deutlicher
Rechtsherzhypertrophie. Gerade in Bezug auf den Schweregrad des vaskuldren
Remodelings, kommt das MCT-Modell den manifestierten Endpunkt-Formen pulmonaler
Hypertonien am néchsten. Der Umbauprozess ist ohne Behandlung irreversibel, was dieses
Modell von den meisten anderen Unterscheidet. Im Fall der vorliegenden Studie lief3 die
Fragestellung kein anderes Modell zu, da die MCT-induzierte PH, in Bezug auf die ROS-
Produktion von PASMC und das vaskuldre Remodeling, mit dem Modell der chronischen
alveolaren Hypoxie (CAH) verglichen werden sollte. Das MCT-Modell unterscheidet sich
in den Punkten Stimulus, Remodeling, Schweregrad und Umkehrbarkeit sehr pragnant von
der CAH. Daher waren abweichende Pathomechanismen zu erwarten.

Die wichtigsten Methoden dieser Studie lassen sich in die Detektion reaktiver
Sauerstoffspezies, allgemeine molekularbiologische Methoden und die Bestimmung von
Migration, Apoptose und Proliferation einteilen. Zuerst soll auf die Detektion der
Sauerstoffradikal e eingegangen werden.

Der ideale Ansatz fur die Detektion von ROS sollte spezifisch fur die Art von ROS sein,
die fur die Fragestellung von Interesse ist. Hier war vor allem Superoxid von grofem
Interesse, da es das primére Produkt fast aller NADPH-Oxidasen ist. Die, in der
vorliegenden Arbeit verwendete, ESR-Spektroskopie stellt eine der modernsten Methoden
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zur Detektion von Sauerstoffradikalen dar und ist in der modernen Forschung state of the
art. Bea diessr Methode werden die sehr Kkurzlebigen Sauerstoffradikale mittels
sogenannten spin probes oder spin traps stabilisert und so detektierbar gemacht. ESR-
Spektroskopie erlaubt zwar keine Lokalisierung von Sauerstoffradikalen, jedoch eine
genaue Quantifizierung. In dieser Arbeit wurden die spin probes CMH und CPH
eingesetzt. Obwohl CMH wund CPH bevorzugt und deutlich schneller mit
Superoxidradikalen reagieren, as mit alen anderen Arten reaktiver Sauerstoffspezies,
muss man dennoch davon ausgehen, dass sich das gemessene Signal aus der Reaktion von
CMH bzw. CPH mit allen vorhandenen ROS zusammensetzt 2. Die Detektion bzw.
Definition einer einzelnen Art von ROS ist mit spin probes im Grunde nicht mdglich,
daher wurden Sod bzw. PEG-Sod eingesetzt. Ebenso ist eine exakte Bestimmung der
detektierten ROS-K onzentration mit CMH und CPH nur sehr schwer durchfihrbar und war
auch nicht Ziel dieser Arbeit. Das Problem der genauen Konzentrationsbestimmung ist
zum einen der Prozess der Autoxidation, dem nahezu ale bekannten spin probes
unterliegen und zum anderen die Tatsache, dass es sehr unwahrscheinlich ist, dass eine
spin probe mit der gesamten Menge der vorhandenen ROS reagieren kann. Die
Autoxidation stellt ein weiteres grof3es Problem dar und beschreibt die Oxidation der spin
probes durch Luftsauerstoff, wodurch diese selbst zu detektierbaren Radikalen werden,
ohne mit einer Art ROS reagiert zu haben. Aufgrund seiner Hydroxylgruppe ist CPH
gegeniber Autoxidation sogar noch empfindlicher als CMH (mindliche Mitteilung,
Egemnazarov, B. 2008). Um den Prozess der Autoxidation als Fehler ausschlief3en zu
koénnen, waren die Inkubationszeiten und Versuchsbedingungen eines jedes Experiments
exakt gleich. Die Prgparation des bendtigten Puffers ist ebenfalls eine potentielle
Problemquelle. Die Zellen miissen fir die Messung in einem Puffer aufgenommen werden.
Bel der Vorbereitung dieses ESR-Puffers ist eine Kontamination mit den lonen von
Ubergangsmetallen nicht zu vermeiden. Diese lonen besitzen, genau wie ROS, ein
ungepaartes Elektron, welches mittels ESR-Spektroskopie detektiert wird und den
tatschlichen Messwert verfaschen kann. Um dieses Artefakt zu eiminieren wurden die
Puffer stets zusammen mit verschiedenen Chelatoren angesetzt. Aufgrund der zuvor
genannten Griinde, sollte in den durchgefihrten Experimenten keine genaue Bestimmung
der detektierten ROS-Konzentration vorgenommen werden. Dennoch konnte, aus
folgenden Griinden, eine Quantifizierung der Ergebnisse erfolgen. Alle Messungen wurden
unter gleichen Bedingungen durchgefihrt und in Anbetracht der Tatsache, dass die
Reaktion von CMH bzw. CPH mit ROS eine 1:1 Stéchiometrie aufweist, war ein
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guantitativer Vergleich der erlangten Werte moglich. Die Ergebnisse der MCT- und
Kontroll-Gruppe konnten daher quantitativ miteinander verglichen werden, indem man
davon ausging, dass die Signalstérke proportional zur vorhandenen ROS-K onzentration
war. Unabhangig von den verwendeten spin probes bzw. spin traps gilt die ESR-
Spektroskopie a's sehr genaue, gut reproduzierbare Methode. Der Einsatz unterschiedlicher
Sonden erlaubt es, verschiedene ROS in einer Probe detektieren zu konnen. Durch die
hohe Sensitivitét konnen kleine Mengen an Probenmaterial eingesetzt werden. Der wohl
grofdte Nachtell ist, dass mit dieser Methode keine Lokalisierung des detektierten Signals
durchgefiihrt werden kann.

Zur Validierung der mittels ESR-Spektroskopie erlangten Daten und zur Messung der
mitochondrialen Superoxidproduktion, wurde eine DHE-Farbung eingesetzt (die Detektion
der mitochondrialen ROS-Produktion mittels MitoSOX basiert ebenfalls auf einer DHE-
Farbung). Dabei handelt es sich um eine Farbung von intrazelluléren Superoxidradikalen.
DHE ist die reduzierte Form von Ethidium. Es wird von Zellen aufgenommen und
intrazelluldr durch Superoxid zu dem fluoreszierenden Ethidium oxidiert, welches in die
DNA interkaliert ®'. Diese Methode ist zwar prinzipiell anerkannt, wird aber kontrovers
diskutiert. DHE ist eine der bekanntesten fluorogenen Sonden zur Detektion intrazellulérer
Superoxidradikale. Aus der Reaktion von DHE mit Superoxid gehen zwei Produkte hervor:
1) das sehr spezifische 2-Hydroxyethidium (2-OH-E(+)) und 2) Ethidium. Ethidium
entsteht in deutlich grofReren Mengen, jedoch nur in biologischen Proben. Fasst man die
Diskussion zusammen, so wird befurchtet, dass es mittels Konfokal- oder
Fluoreszenzmikroskopie unmaoglich sei intrazellulére Mengen des Superoxid-spezifischen
Produkts 2-OH-E(+) erfassen zu kdnnen. Man schlégt hier den Einsatz einer HPLC (high
pressure liquid chromatography) vor, um eine angemessene Quantifizierung durchfihren
zu konnen 3%, Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung ist jedoch immer noch
anerkannt.

Die durchgefiihrten molekularbiologischen Methoden entsprechen den weltweit
anerkannten Standardmethoden zur Erfassung von Expressionsunterschieden auf mRNA
und Proteinebene, subzelluldrer Lokalisation und Lokalisation im Gewebe. Sie stellen
diesbeziiglich die zurzeit aktuellsten Labormethoden dar. Ahnliches gilt fir die Methoden
zur Bestimmung von Migration, Proliferation, Apoptose und Sod-Aktivitdt. Hierbei
handelte es sich ebenfalls um weltwelt etablierte Methoden bzw. Kits, deren Protokolle gut
etabliert und deren Vor- und Nachteile bekannt sind.
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Bel der Isolierung und Kultivierung von PASMC besteht stets die Moglichkeit, dass eine
PASMC-Kultur durch andere vaskulére Zelltypen, wie Fibroblasten oder Endothelzellen,
verunreingt wird. Um dieser Problematik vorzubeugen, wurde stets eine a-sma-Farbung
durchgefuihrt, wodurch eine Verunreinigung mit Endothelzellen ausgeschlossen werden
konnte. Fibroblasten kénnen durch eine solche Farbung nicht von PASMC unterschieden
werden. Das Wachstum von Fibroblasten wurde in der vorliegenden Arbeit durch
Optimierung der Kulturbedingungen minimiert (Aussaat, Passagierung, Selektionsmedien).

4.3 Ausblick

Aufbauend auf den erlangten Daten soll zum Zwecke der Vervollstandigung der Signalweg
der Migration eruiert werden, da keine Nox1-Abhangigkeit von Cofilin bzw. PAK1
beobachtet werden konnte. Die Aufklarung der Signalkaskade, welche die erhdhte
Migration von MCT-PASMC audl64t, ist von grof3em Interesse. In diesem Zusammenhang
gibt die beobachtete erhohte mitochondriale ROS-Produktion in MCT-PASMC Anlass fir
weitere Experimente. Das Aufdecken von Ursache und Quelle der mitochondrialen ROS-
Produktion, sowie deren Einfluss auf die Migration der PASMC steht dabel im Fokus.
Auch die Interaktion von Mitochondrien und NADPH-Oxidasen stellt ein aktuelles und
wachsendes Forschungsgebiet dar, dem ebenfalls grof3es Interesse gilt.

Bezugnehmend auf die Methode der ESR-Spektroskopie erdffnen sich diverse Bereiche
zur weiteren Etablierung dieser Methodik. So ist z.B. ein Zie die Entwicklung
zielgerichteter spin traps, welche die ROS-Produktion in bestimmten zelluléren
Subkompartimenten oder Organellen detektieren sollen. Ein weiterer wichtiger Punkt ist
die Untersuchung des Einfluss von Nox1 in vivo. Dafir wirden sich knockout-Modelle
besonders gut eignen. Da sich das MCT-Modell aber leider nicht auf die Maus Ubertragen
|&sst, setzt dies den Einsatz von knockout-Ratten (KO-Ratten) voraus. Der Einsatz von KO-
Ratten steckt noch in einer sehr frihen Phase der Entwicklung, wird aber zukinftig einen
potentiell grof3en Nutzen haben. Weiter gilt es zu untersuchen, welche Nox-Isoformen fir
die verschiedenen Formen der humanen PH wichtig sind und inwiefern sich
inflammatorische Formen der humanen PH von nicht-inflammatorischen Formen

unterscheiden.
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4.4 Zusammenfassung

Pulmonale Hypertonie (PH) ist eine schwerwiegende Erkrankung der pulmonalarteriellen
Gefdl3e und ist durch einen hohen mittleren pulmonalarteriellen Blutdruck charakterisiert.
Die Krankheit steht in Verbindung mit einem Umbau der betroffenen Gefal3e, dem sog.
Remodeling. Dadurch wird das Lumen der Gefél3e verringert, es kann zu einem Verlust
von Gefalsen kommen und der Blutdruck steigt an. Obwohl kontrovers diskutiert, geht eine
Hypothese davon aus, dass der Umbauprozess, unter anderem, durch die vermehrte
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ausgeldst werden kann, wodurch es in
den Zellen der Gefd3wand zu oxidativem Stress kommt, der eine Dedifferenzierung, sowie
eine unkontrollierte Migration und Proliferation von verschiedenen Zelltypen der
Gefawand verursacht. Es ist bekannt, dass bel verschiedenen Formen der pulmonalen
Hypertonie die pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) wesentlich an dem
genannten Gefallumbau beteiligt sind, so dass es zu einer verstarkten Muskularisierung von
bereits muskularisierten Geféllen und einer de novo-Muskularisierung von nicht-
muskularisierten Gefallen kommt. Neben den Mitochondrien sind nicht-phagozytare
NADPH-Oxidasen eine mogliche Quelle der ROS-Produktion.

Fur die tierexperimentelle Erforschung von PH sind insbesondere zwei experimentelle
Modelle etabliert: 1. Hypoxie-induzierte PH und 2. Monocrotalin (MCT)-induzierte PH.
Jingst konnte gezeigt werden, dass die ROS-Produktion der PASMC im Modell der
Hypoxie-induzierten PH erhoht ist und dies zum Groldteil auf die verstarkte Expression
bzw. Aktivité von nicht-phagozytdren NADPH-Oxidasen zurtickzufihren ist. Im Modell
der MCT-induzierten PH ist nicht bekannt, ob es zu einer vermehrten ROS-Produktion
kommt und auch tber die etwaige Quelle einer solchen ROS-Produktion gibt esin diesem
Modell keine Erkenntnisse. Aufgrund dessen sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersucht werden, ob sich 1. auch im MCT-Modell der PH ene verstarkte ROS-
Produktion durch PASMC beobachten lasst und 2. ob es zur Veranderung des
antioxidativen Potentials der PASMC kommt. Dariiber hinaus sollten 3. Ansatzpunkte
erarbeitet werden, um die moglichen Quellen einer etwaigen ROS-Bildung und deren
Effekt auf zelluldre Funktionen im MCT-Modell aufzudecken.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Einfluss von MCT auf die ROS-Produktion der
PASMC von Rattus norvegicus untersucht. Aul3erdem galt das Interesse der Expression
und Aktivitét antioxidativer Enzyme, der Migration, Proliferation und Apoptose der
PASMC, sowie den durch ROS beeinflussten Signalwegen. Untersucht wurden PASMC
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aus Tieren, bei welchen durch Monocrotain eine PH induziert wurde und PASMC aus
gesunden Kontroll-Tieren. Mit Hilfe von ESR-Spektroskopie und DHE-Farbung konnte
eine Zunahme der intrazellul&ren Superoxidproduktion in MCT-PASMC gezeigt werden.
Durch rea-time PCR und western blot Analysen konnte einer erhdhte Expression von
Nox1l nachgewiesen und mittels SIRNA-Experimenten als Quelle der beschrieben
Superoxidproduktion identifiziert werden. In folgenden Experimenten wurde Nox1 als
Ursache fur eine beschleunigte Proliferation und Migration von MCT-PASMC
identifiziert. Die Proliferation unterlag einer Nox1-abhangigen Zunahme der Cyclin D1-
Expression. Der Migration konnte kein Nox1-abhangiger Signalweg zugeordnet werden.
Welter konnte, basierend auf einer erhohten Expression von Nrf2 und Sod2 zusammen mit
der erhohten Superoxid-Produktion, auf oxidativen Stress in MCT-PASMC geschlossen
werden. Die Supprimierung von Nox1 fuhrte zur Normalisierung der Nrf2-Expression,
Sod2 zeigte eine deutliche Tendenz in Richtung einer verminderten Expression, jedoch
nicht signifikant. Als potentieller Ausltser der gesteigerten Nox1-Expression in PASMC
nach MCT-Behandlung wurde PDGF identifiziert, da PDGF-Stimulation zu einer
Zunahme der Nox1-Expression in PASMC fihrte.

Diese Befunde weichen von den Erkenntnissen im Modell der Hypoxie-induzierten PH
deutlich ab, insofern anstelle von Nox4, Nox1 verantwortlich ist. Zumindest mit Bezug auf
die hier untersuchten humanen Proben, konnten die Ergebnisse nicht auf die humane IPAH
Ubertragen werden. Allerdings handelt es sich beim MCT-Modell, zumindest initial, um
eine stark inflammatorisches Modell. Mdglicherweise stellen die Ergebnisse somit ein
grundlegendes Charakteristikum der Ausbildung von pulmonalen Hypertonien dar, welche
mit inflammatorischen Erkrankungen assoziiert sind, bzw. generell von inflammatorischen
GeféaiRerkrankungen.

Sollte sich die Ubertragbarkeit dieses Postulats auf die humanen Erkrankungen bestétigen,
wére die vermehrte Produktion von Superoxidradikalen durch Nox1 in den PASMC ein
moglicher Ansatzpunkt fir eine Behandlung dieser Erkrankungen.
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4.5 Summary

Pulmonary hypertension (PH) is a severe disease of the pulmonary arterial vasculature and
is characterized by an increase of the mean pulmonary arterial pressure. PH is
accompanied with a remodeling of the affected vessels. The lumen of the vessels is
decreased, and the blood pressure is increased. Although controversially discussed, one
hypothesis suggests that the remodeling could, among other factors, be due to an increased
production of reactive oxygen species (ROS), which is associated with oxidative stress
inside the cells. Oxidative stress causes dedifferentiation, but also unregulated migration,
and proliferation of various cell typesin the vascular wall.

It is a common feature of most PH forms that pulmonary arterial smooth muscle cells
(PASMC) are intrinsically involved in the vascular remodeling process. The uncontrolled
migration and proliferation of PASMC causes enhanced muscularization of muscularized
vessels and a de novo-muscularization of non-muscularized vessels. Besides mitochondria,
non-phagocytic NADPH-oxidases are a possible source of ROS production. For
investigation of PH in animals, two experimental models are mainly used: 1. hypoxia
induced PH, and 2. MCT-induced PH. Recently it was shown that PASMC-derived ROS
production is increased under hypoxia, and that non-phagocytic NADPH-oxidases are
highly expressed under such conditions. Currently no data about the regulation of ROS and
their potential source in MCT-induced PH are available. The objectives of the present
study were thus to investigate, 1. if there is, similar to hypoxia-induced PH, an increased
ROS production of PASMC in the MCT-induced PH and 2. if there is a change in the
oxidative potential of the PASMC. Additionally, the study aimed to discover a potentia
source of ROS production, and their effect on cellular functionsin the MCT-model.
Therefore, the effect of MCT on the ROS production of PASMC isolated from Rattus
norvegicus was anayzed. Also, the expression of antioxidative enzymes, migration,
proliferation and apoptosis, as well as ROS sensitive pathways were examined. PASMC
isolated from rats with MCT-induced PH have been used, as well as PASMC of untreated
controls.

ESR recordings and DHE-staining could demonstrate an increase of the intracellular
superoxide production in MCT-PASMC. Real-time PCR and western blot anaysis
revealed an increased expression of Nox1, which was identified as the source of
intracellular superoxide production by RNAI experiments. In subsequent experiments,

Nox1 was proven to be the reason for elevated migration and proliferation of MCT-
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PASMC. Changes in proliferation were caused by a Nox1-dependent upregulation of
Cyclin D1. For migration no Nox1-dependent pathway has been found. Further, MCT-
PASMC show oxidative stress, as supported by increased superoxide levels as well as by
upregulation of Nrf2 and Sod2. Knockdown of Nox1 normalized Nrf2 expression and
Sod2 expression by trend. As the possible trigger for increased Nox1 expression after
MCT-treatment PDGF was identified, since PDGF stimulation led to an upregulation of
Nox1 in PASMC. Compared to previous observations made in hypoxia-induced PH, it
could be proven that Nox1, and not Nox4, is responsible for this effect in MCT-induced
PH. When referring to the available analyzed human samples, these results could not be
tranglated into human IPAH. However, the MCT model is an inflammatory model for PH.
It is well possible that these data reflect basic characteristics of the development of PH
associated to inflammatory diseases or inflammatory disease of the vasculature in general.
If the transferability of this postulate should be confirmed, the increased superoxide
production by Nox1 in PASMC might represent a new field for development of PH
therapies.
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ACF Autokorrelation
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AIDS acquired immune deficiency syndrome
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APAH assoziierte pulmonalarterielle Hypertonie

AU arbitrary units

o-sma alpha-smooth muscle actin

B Magnetfeld
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bzw. beziehungsweise

ca. circa

CAH chronische alveolére Hypoxie

C-Terminus Carboxyl-Terminus eines Peptides

CiC Chlorid-Kanal 3

CMH 1-hydroxy—-3-methoxycarbonyl-2,2,5,5-tetramethyl pyrrolidin
COPD chronic obstructive pulmonary disease
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E Energie der ungepaarten Elektronen
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EDTA
EGF
EPR
ER
ESR
eta.
evtl.
FAD
FCS
FGF
fMLP

GDP
GSH
GTP
AN HCl
HEPES
HIV
HPV
hv

IF

IHC

IL

i.p.
IPAH
KG

LV

M
MAP-Kinase
MCT
MMP
MW
mPAP

Ethylendiamintetraessigaure
epidermal growth factor
Elektronenparamagneti scheresonanz
endoplasmatisches Retikulum
Elektronenspinresonanz

und andere

eventuell

Flavin-Adenindinukleotid

fetal calf serum
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Landé-Faktor

Guanosindiphosphat

Glutathion

Guanosintriphosphat

1 normale Salzsaure

2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

humanes Immundefiziens Virus
hypoxische pulmonale Vasokonstriktion
Mikrowellenenergie

integrierte Fluoreszenzdichte
Immunhistochemie

Interleukin

intraperitoneal

idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie
Korpergewicht

linker Ventrikel

molar

mitogen aktivierte Proteinkinase (MAPK)
Monocrotalin

Matrixmetall oproteinasen

Mittelwert

mittlerer pulmonalarterieller Druck
Anzahl der Messungen
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N
N-Terminus
NAD
NADH
NADP
NADPH
NO

Nox
NoxA
NoxO
PAH
PAP
PASMC
PBS

PC
PDGF
PDGF-A
PDGF-B
PDGFR-a
PDGFR-I3
PEG/p
PH

phox
PIP;
PKC
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PMA
P/S

PTK
PTP
RNA
ROS
RTK
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Nikotinamid-A denindinukleotid
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Nikotinamid-Adenindinukleoti d-Phosphat
reduzierte Form von NADP
Stickstoffmonoxid

NADPH-Oxidase
NADPH-Oxidase-Aktivator
NADPH-Oxidase-Organi sator

pulmonal arterielle Hypertonie
pulmonalarterieller Druck
pulmonalarterielle glatte Muskelzelle
Phosphat-gepufferte Salzl 6sung

Personal Computer

platelet derived growth factor

Platelet derived growth factor A (Ligand)
Platelet derived growth factor B (Ligand)
Platelet derived growth factor-receptor alpha
Platelet derived growth factor-receptor beta
Polyethylenglycol

pulmonale Hypertonie

phagozytare Oxidase

Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphat
Proteinkinase C

Phospholipase C

Phorbol Myristat Acetat

Penicillin / Streptomycin

Protein-Tyrosin Kinase

Protein-Tyrosin Phosphatase
Ribonukleinséure

reaktive Sauerstoffverbindungen
Rezeptor-Tyrosin Kinase
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RV rechter Ventrikel

S Sud/Septum

S. siehe

S.C. subkutan

SD (CD) Sprague Dawley

SEM standard error of mean
SH3 Src-Homol ogie-Doméne 3
SIRNA small interference ribonukleinacid
Sod Superoxiddismutase

sog. sogenannt

SPH sekundére pulmonal e Hypertonie
Src ein Onkogen

Tab. Tabelle

TGFB transforming growth factor
TNFa Tumornekrosefaktor alpha
TPR Tetracopeptid-Repeat

U Spannung

u.a unter anderem

u.a und ghnliches

v.a vor alem

VEGF vascular endothelial growth factor
VSMC vascular smooth muscle cell
WHO world health organization
z.B. zum Beispiel

Ald Delta

Ms Bohr-Magneton-K onstante
GrolRenordnungen:

c centi (109

k kilo (10%)

m milli (10°%)

m mikro (10°)

n nano (10°%)
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Einheiten:

A Ampere

cm Zentimeter
°C Grad Celsius
g Gramm

Gauss

h Stunde

Hz Hertz

kg Kilogramm

L Liter

M Molar

m Meter

mg Milligramm
mm Millimeter
m? Quadratmeter
min Minute
mmHg Millimeter-Quecksilbersaule
pH Oxoniumionenkonzentration
S Sekunde

\% Volt

w Watt

Mg Mikrogramm
pl Mikroliter
UM Mikromolar

%

Prozent
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