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Substratbindungsdomane

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide (dt. Natriwdécylsulfat)
Sekunde

standard error mean (dt. Standardfehler)

soluble fms-like tyrosine kinase 1

Scheinoperation

seven in absentia homolog

seven in absentia

Siah-interacting-protein

Tabelle

transaortic constriction (dt. transaortale Koik&on)
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
tricuspid annular plane systolic excursion (dt.t@jsche Bewegung des
Trikuspidalringes)

transducin beta like 1

tris buffered saline (dt. Tris gepufferte Kealzldsung) with Tween
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin

transforming growth factor alpha

transforming growth factor beta

Tumornekrosefaktor alpha

tumor necrosis factor associated factor jndte

telomeric repeat binding factor 2
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Abklrzungsverzeichnis

TRITC Tetramethylrhodamin-5(-6)-Isothiocyanat

TRPC transient receptor potential cation channel

V. Vena (dt. Vene)

V. a. vor allem

viv Volumenkonzentration (ffim°)

VEGF vascular endothelial growth factor

VEGF-R1-3 vascular endothelial growth factor recefit3

VIP Vasoaktives intestinales Peptid

VTI velocity time integral (dt. Geschwindigkeits4iZntegral)
wiv Massenkonzentration (g/100ml)

WGA wheat germ agglutinin

WHO World Health Organisation (dt. Weltgesundheiismisation)
WT Wildtyp

z.B. zum Beispiel
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Pulmonale Hypertonie des Menschen

1.1.1 Definition der pulmonalen Hypertonie (PH)

Der Begriff ,pulmonale Hypertonie“ (PH) umfasst eirReihe von Erkrankungen mit
multifaktoriellen Atiologien, die als gemeinsame®idkimal eine Erhéhung des arteriellen
Druckes und des Gefal3widerstandes in der Lungenkabn verbindet. Dies wird durch
die Obstruktion von kleinen Pulmonalarterien, Geféfiferation und -remodeling
ausgelost (Rosenkranz, 2007). Goldstandard firDdagnosestellung einer PH ist die
Bestimmung des mittleren pulmonalarteriellen DrieckgPAPmM) mittels einer
Rechtsherzkatheterisierung. Beim Vorliegen eine®mA/on> 25mmHg in Ruhe spricht
man von einer klinisch manifesten PH (Hoeper, 2009jgk et al., 2012; Rosenkranz et al.,
2011).

1.1.2 Geschichte und Klassifikation der pulmonaleiypertonie

Die erstmalige Beschreibung des KrankheitsbildespdeBnonalen Hypertonie erfolgte 1891
durch den deutschen Internisten Ernst von Rombdgy ,solierte Sklerose der
Lungenarterien® (Romberg, 1891). Eine ausfiuhrlich€harakterisierung der
histopathologischen Veranderungen bei Krankhedsbil, die wir heute unter dem Begriff
der PH zusammenfassen, entstand in den 1940ernJaareh Brenner und Kollegen
(Brenner, 1931). Eine klinische Diagnose wurde giderst ermdglicht, als Cournand in den
1950er Jahren die Katheterisierung des rechtenrielst etabliert hatte (Cournand, 1950;
Cournand et al., 1953; Cournand et al., 1945a; &g et al., 1945b). 1958 prasentierte
Wood eine Reihe von systemischen Untersuchungekienen Kreislauf einschliel3lich der
ersten Normwerte des mittleren pulmonalarterieldeackes (Wood, 1958). Zwischen 1965
und 1968 kam es infolge der Verabreichung des Ajpglers Menocil zu einem gehauften
Auftreten der PH, welches als sogenannte Menodilidfpie in die Geschichte einging.
Aufgrund der steigenden Aktualitat der Erkrankurend 1971 eine Konferenz der
Weltgesundheitsorganisation (World Health Orgamsat WHO) zur pulmonalen
Hypertonie statt, auf der die erste allgemein-géltihdmodynamische Definition der PH
verabschiedet wurde. Eine systematische EinteitlergPH in funf Gruppen erfolgte erst
weitere 27 Jahre spéater, 1998, bei der WHO KonfeianEvian (Hoeper, 2010). Diese
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Klassifikation wurde das erste Mal 2003 auf dertteini Weltkonferenz in Venedig

modifiziert (Simonneau et al., 2004). Die zweited worerst letzte Aktualisierung fand im
Jahre 2008 bei der vierten Weltkonferenz in DanatRo Kalifornien statt (Simonneau et
al., 2009). Das néachste Weltsymposium zur PH witd=eburar 2013 in Nizza abgehalten
werden.

Beim Betrachten der aktuellen Klassifikation wirdsiehtlich, wie inhomogen diese

Erkrankung, die solitdr oder als Begleit- und Feltggankung auftreten kann, ist (Tab.
1.1.1).

1.1.3 Pravalenz, Gruppeneinteilung und Klinik

Schatzungen zu Folge sind weltweit etwa 100 MiiorMenschen an einer der Varianten
der PH erkrankt (Schermuly et al., 2011). Fraued siabei 2-5 mal so haufig betroffen wie
Manner (Shin and Semigran, 2010).

Man unterscheidet zwischen dem Vorliegen prakapilland postkapillarer Ursachen. Bei
Patienten mit postkapillarer PH kommt es durch eimmare Linksherzerkrankung (Gruppe
2) zu einer pulmonalvenfsen Stauung mit sekundgefaler Erh6hung des kapillaren und
pulmonalarteriellen Druckes (PAP). Die prakapill& hingegen, ist durch eine isolierte
Erhéhung des PAP bei normalem kapillaren Druck akterisiert. Zur Unterscheidung
zwischen préa- und postkapillarer PH wird der puladarterielle Verschlussdruck oder
Wedge-Druck (PAPW) herangezogen. Dabei handeliobswsn den Druck, der wéahrend
eines voribergehenden VerschlussesAtégria pulmonalismittels eines Ballonkatheters
distal des geblockten Ballons gemessen wird. Derdgdeédruck entspricht unter
physiologischen Bedingungen den Druckverhaltnissen linken Vorhof. Ein
pulmonalarterieller Verschlussdruck veh 15 mmHg spricht fur eine prakapillare PH
(Gruppe 1, 3, 4, 5), wahrend ein Druck > 15 mmHagrakteristisch fur eine postkapillare
PH der Gruppe 2 ist (Hoeper, 2009; Rosenkranz ,e2@l1).

Gruppe 1der Dana Point Klassifizierung umfasst die pulnarterielle Hypertonie (PAH).
In dieser Gruppe werden Formen der ,reinen* prdkapn PH ohne andere zugrunde
liegende Ursachen zusammengefasst. Diese zeichoknhistopathologisch durch den
Umbau vornehmlich des pulmonalarteriellen Schenétetd_ungenstrombahn aus (Jonigk et
al., 2012). Die PAH ist definiert als das Vorliegemes mittleren PAR25 mmHg und
eines PAPWK15 mmHg (Fukumoto and Shimokawa, 2011).
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1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)

1.1 Idiopatische PAH (IPAH)

1.2 Hereditar (HPAH)
1.2.1 BMPR2
1.2.2 ALK1, Endoglin (mit/ohne hereditarer hanmagischer Telangiektasie)
1.2.3 Unbekannt

1.3 Medikamenten-/Drogenassoziiert

1.4 PAH assoziiert mit:
1.4.1 Kollagenosen
1.4.2 HIV-Infektion
1.4.3 Portaler Hypertension
1.4.4 Angeborenen Herzfehlern
1.4.5 Schistosomiasis
1.4.6 Chronisch-hamolytischer Anamie

1.5 Persistierende pulmonale Hypertonie der Nenrgsien

1" Pulmonale venooklusive Erkrankung (PVOD) und/odepulmonal kapillare
Hamangiomatose (PCH)

2. Pulmonale Hypertonie bei Linksherzerkrankung
2.1 Systolische Funktionsstorungen
2.2 Diastolische Funktionsstérungen
2.3 Herzklappenerkrankungen

3. Pulmonale Hypertonie in Verbindung mit Lungenerkankungen und/oder
Hypoxie
3.1 Chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen
3.2 Interstitielle Lungenerkrankungen
3.3 andere Lungenerkrankungen mit gemischtenk&gtobstruktiven Mustern
3.4 Schlafapnoesyndrom
3.5 Erkrankungen mit alveolarer Hypoventilation
3.6 Chronischer Aufenthalt in Hohenlagen
3.7 Pulmonale Entwicklungsstorungen

4. Chronisch thromboembolische pulmonale Hypertoni¢d CTEPH)

5. Pulmonale Hypertonie mit unklaren multifaktoriellen Mechanismen

5.1 Hamatologische Erkrankungen: myeloprolifera@@rungen, Splenektomie

5.2 Systemische Storungen: Sarkoidose, pulmoratgdrhans Zell Histiozytose,
Lymphangioleiomyomatose, Nelwadmatose, Vaskulitis

5.3 Metabolische Erkrankungen (Glykogenspeichaiirait, M. Gaucher,
Schilddrisenerkrankungen)

5.4 andere: Kompression der PulmonalgefaRe dunohoie, fibrosierende
Mediastinitis, dialysepflichtige chronisctemale Insuffizienz

Tabelle 1.1.1:Einteilung der pulmonalen Hypertonie (Dana Poilagsifizierung, 2008)

(Simonneau et al., 2009)
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Weiterhin schliel3en einige Definitionen die Messdeg pulmonalvaskularen Widerstandes
(pulmonalvaskulare Resistance, PVR) ein. Dieseedbgret sich nach der Formel PVR =
(PAPm — PAPW) / Herzzeitvolumen und wird in WooditdnmmHg/l/min) angegeben.
Charakteristisch fur eine PAH ist ein PVR van2 oder 3 Wood Units (Badesch et al.,
2009), wahrend gesunde Menschen Werte zwischemur@71,1 Wood Units aufweisen
(Carbone et al., 2005). Die Pravalenz der PAH peteéva 15 Neuerkrankungen pro eine
Million Menschen (Badesch et al., 2009).

In Gruppe 3werden pulmonale Hypertonien in Verbindung mit generkrankungen
und/oder Hypoxie erfasst. Diese werden durch eypokische Vasokonstriktion als Folge
der Lungenpathologie ausgeldst und sind durch riog@erate PH mit einem PAPm von 25-
35 mmHg gekennzeichnet. Als chronisch thromboersbbé pulmonale Hypertonie
(Gruppe 4 bezeichnet man die thrombembolische Verlegung zetralen und/oder
distalen Lungenarterien mit folgender Druckerhdhumyg kleinen Kreislauf. In der_5.
Gruppesind verschiedene Formen der PH mit unklarer Genesl z. T. multifaktorieller
Atiologie zusammengefasst (Fukumoto and Shimoka@a]).

Schwerwiegendste Folge und lebenslimitierenderdfaker pulmonalen Hypertonie ist ein
Rechtsherzversagen infolge der chronischen Rectats#lastung durch die Druckerh6hung
in der Lungenstrombahn (Howard, 2011). Klinischgteiich die PH durch unspezifische
Symptome, wie Dyspnoe, Mdudigkeit, Synkopen, Brustserzen, Palpitationen oder
periphere Odeme. Dies erschwert die Diagnose ealfeldd dass zwischen dem Auftreten
der ersten Anzeichen bis zur endgultigen Diagnasehschnittlich zwei Jahre vergehen
(Rosenkranz, 2007).

1.1.4 Prognose

Eine spate Diagnose und ein verzdgerter Therapiebesgnd kritische Faktoren bei einer
Erkrankung mit einer schlechten Prognose. 1991ipalien D’Alonzo et al. eine mittlere
Uberlenszeit von 2,8 Jahren fiir Patienten mit eimirehandelten IPAH. Nach drei Jahren
betrug die Uberlebensrate nur noch 48% (D'Alonzal.etl991). Seitdem wurde eine Reihe
neuer Therapien erfolgreich zur klinischen Anwerglgebracht. Neuere Studien aus dem
Jahr 2008 zeigten nun nach drei Jahren eine dewtsteigerte Uberlebensrate von etwa
80% (Hoeper and Dinh-Xuan, 2008).

Um eine Aussage Uber die Lebenserwartung der Reieru emoglichen, kénnen heute

eine Reihe verschiedener Konstanten herangezogemdemwe Invasiv gemessene
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hamodynamische Parameter, die Ruckschlisse aufPdbgnose zulassen, sind der
pulmonalarterielle und rechtsventrikuléare Druck, wmo der Herzindex
(Herzminutenvolumen / Korperoberflache, I/mifJmEin einfaches aber sehr effektives
Prognosekriterium ist die Sechs-Minuten-Gehstreeker wird die Distanz gemessen, die
ein Patient innerhalb von sechs Minuten ohne frerililée zuriickzulegen vermag.
Biomarker, die mit einer erh6hten Mortalitat koree¢n, sind das brain natriuretic peptide
(BNP) und das N-terminal pro brain natriuretic pagt (NT-proBNP). Neuere
Untersuchungen zeigen, dass auch echokardiogragsofittelte Konstanten mit der
Uberlebenszzeit korrelieren. Dies sind zum einea wlicuspid annular plane systolic
excursion (TAPSE), eine einfache Messung der lodgialen Beweglichkeit des Herzens,
die mit der rechtsventrikularen Ejektionsfraktiaorieliert, und zum anderen der Tei-Index,
der eine Einschatzung der globalen rechtsventnignld&unktion zulasst und sich aus der
Summe der isovolumetrischen Kontraktions- und Ralarszeit geteilt durch die
Ejektionszeit berechnet (Howard, 2011; Vonk Nogrdaf and Galie, 2011).

1.1.5 Therapie

Die moderne Therapie der PH begann 1980/81 mit Eiefihrung des intravenos
verabreichten Prostazyklins Epoprostenol (Barst aét 1994; Higenbottam, 1987;
Higenbottam et al.,, 1984). Derzeitige Therapien essieren die Prostazyklin,
Stickstoffmonoxid (NO) und Endothelin-1 abhangigeegulationskaskaden und sprechen
somit vor allem den Gefal3tonus an (Humbert, 200Bjostazyklinanaloga, wie
Epoprostenol, lloprost, Trepostenil und Beraprashd Vasodilatatoren, die zusatzlich
antiproliferative Effekte auf Fibroblasten und tgatGefalBmuskelzellen vermitteln.
Phosphodiesterase 5 (PDE-5) - Inhibitoren (Sildendiadalafil) greifen in den NO-
Signaltransduktionsweg ein und wirken durch Hemmuleg Abbaus von zyklischem
Guanosinmonophosphat (cGMP) vasodilatatorisch.offrdin-1-Rezeptor Antagonisten
(Bosentan,  Sitaxentan, = Ambrisentan) hemmen die K&siriktion und
Fibroblastenproliferation. Neuere Therapiestrategi@mbinieren mit Erfolg die oben
aufgefuhrten Wirkstoffe, um additive Effekte duratas Ansprechen verschiedener
Signalkaskaden zu erzeugen. Als Hintergrundtheraqgilen Antikoagulantien, Diuretika
und inhalativer Sauerstoff verabreicht. Weiterhimurde gezeigt, dass ein moderates
korperliches Training positive Effekte auf die Labgualitdt hat. Etwa 7% aller Patienen

mit IPAH oder familiarer pulmonalarterieller Hypenie (FPAH) profitieren von einer
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Therapie mit Kalziumantagonisten. Man bezeichnet &s responder, da durch einen
Vasoreaktivitatstest (meist mit lloprost) ermitteitrd, ob diese Patienten auf eine derartige
Behandlung ansprechen. Schreitet die Erkrankungewdbrt, so kommen invasive
Therapiemethoden, wie z. B. eine atriale Septosipn@ine Lungen- oder Herz-
Lungentransplantation oder die Implantation eingbtrventricular assist device (RVAD),
zum Einsatz (McLaughlin et al., 2009; Rosenkraf@f 7.

Derzeitige Behandlungsstrategien verbessern zveaPignose und Lebensqualitat, kdnnen
die Erkrankung aber nicht heilen. Deshalb wird #edig weiter nach neuen
Therapieansatzen geforscht. Mogliche Angriffspurditel die Guanylatzyklase (z. B. mit
Riociguat), Serotonin Rezeptoren, Rho-Kinasen, cheesiene Tyrosinkinase-Signalwege
wie z.B. das platelet derived growth factor (PD@Egr epidermal growth factor (EGF)
Signalsystem (z. B. mit Imatinib) und die ElastéSehermuly and Grimminger, 2008).

1.1.6 Pathogenese

Wie bereits beschrieben, ist die Pathogenese dem@&lkfaktoriell und es gibt neben der
idiopathischen PH eine Vielzahl von unterschieditiPrimarerkrankungen, die eine PH
zur Folge haben kdnnen. Allerdings existiert eireghB von pathologischen Befunden, die
(fast) alle Untergruppen gemeinsam haben. Hierhdmgs das vaskulare Remodeling, die
Vasokonstriktion undn-situ Thrombosen der Pulmonalgefaf3e. Ein weiteres gesamias
Kriterium ist die Entstehung einer globalen odemioealen, persistierenden oder
intermittierenden, alveolaren Hypoxie (Olschewskid aSeeger, 1994; Stenmark et al.,
2006b).

1.1.6.1 Vaskulares Remodeling

1.1.6.1.1 Anatomie und anatomische Besonderhedehuhgenstrombahn

Die Lungenzirkulation ist ein System mit hoher Bhage bei niedrigem GefalRwiderstand
und geringem Druck (Mandegar et al., 2004). DebiStmgswiderstand der pulmonalen
Strombahn betragt beim Menschen lediglich 1/10 esKdperkreislauf herrschenden
Widerstandes. Die Perfusion der Lunge wird durah gieringe Druckdifferenz (von nur
etwa 8 mmHg beim Menschen) zwischen der Pulmomgiartund dem linken Vorhof
aufrechterhalten. Hinzu kommt, dass die pulmonalarteriellen und vendsen
GefalRabschnitte aufgrund ihres im Vergleich zu dedess Kdrperkreislaufes sehr geringen
muskularen Wandanteils, dinnwandiger sind und eig@fReren Durchmesser besitzen
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(Schmidt et al., 2000). Der pulmonal vaskuléare Wstend (Resistance) ist die Summe der
Einzelwiderstdnde von Arterien, Venen und KapillarBie humane Lunge besitzt jeweils
Uber 300 Millionen Arterien und Venen sowie mehrBilionen Kapillaren. Aufgrund der
Zunahme der Gesamtquerschnittsflache des pulmaializaen Systems von den zentralen
Pulmonalarterien hin zu den Kapillaren (durch deaelschaltung tausender Kapillaren)
nimmt die Resistance im distalen Gefal3bett kongiich ab (Mandegar et al., 2004). Da
pulmonale Kapillaren im Gegensatz zu denen des é8rmicht von einer stitzenden
Schicht aus Interstitium umgeben sind, besitzenesi® enorme elastische Weitbarkeit
(Compliance) (Mandegar et al., 2004; Schmidt ¢t24100). In Ruhe werden lediglich etwa
50% der pulmonalen Kapillaren durchblutet (Schneidal., 2000). Bei Belastung erfolgen
eine Vasodilatation und eine Rekrutierung von Redepillaren. Dieses Prinzip ermdglicht
es, eine bis zu sechsfache Steigerung des Heranwalumens, ohne einen Anstieg des
PAP, zu kompensieren (Mandegar et al., 2004).

Die nutritive Versorgung der Bronchien wird durcloBchialgefaRe gewahrleistet die dem
Korperkreislauf entstammen. Diese Gefalle gehoresht neum pulmonalvaskularen
Niederdrucksystem, sondern zeigen ahnliche Drudevewie die GefalRe des
Kdrperkreislaufes (Jonigk et al., 2012; Schmictlgt2000).

Arterienwande bestehen aus drei Schichten: derénfbendegewebigeAdventitig gefolgt
von der Media bestehend aukamina elastica externaind einer Schicht aus glatten
Muskelzellen, kollagenen und elastischen Fasernzunad Lumen abschlieRend detima,
aus delLamina elastica internand dem einschichtigen Endothel bestehend (Ligli8R9;
Weyrauch and Smollich, 1998). Bronchialarterien vagfastischen Typ verlaufen
gemeinsam mit den Bronchien bzw. Bronchioli ungeféis zum Ubergang zu den
Bronchiolen. Dort findet ein Wechsel vom elastettzum muskularen Typ statt (Jonigk et
al., 2012). Venen differenzieren sich von den Aetedurch das Fehlen deamina elastica
interna. Sie besitzen stattdessen lediglich ein dinnes [datz elastischen Fasern, das
sogenannt®ete elasticaDie Mediavon Venen ist diinner als die der Arterien und ddgst
vor allem aus kollagenen und elastischen Faserhremd der Anteil an glatten
Muskelzellen gering ist (Liebich, 1999). Lungenvewnerlaufen bronchusfern (Jonigk et al.,
2012). Pulmonale Blutgefale werden vor allem dusgmpathische Fasern innerviert.
Adrenerge Transmitter wirken hauptsachlich UbkdRezeptoren vasokonstriktorisch. Des
weiteren besteht die Moglichkeit einer vasodilaiatihhen Wirkung durcti-Rezeptoren

oder parasympathische cholinerge Fasern (Liebi@B9;1Schmidt et al., 2000). Trotz der
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reichhaltigen Innervation durch das autonome Neaystem spielt dieses eine
untergeordnete Rolle in der Kontrolle des pulmoaskularen Tonus. Die
Durchblutungsregulation wird hauptséchlich lokateggelt (siehe auch 1.1.6.4 und 1.1.6.5)
(Jungueira and Carneiro, 1996).

Der als vaskulares Remodeling bezeichnete Prozessfftballe drei Schichten der
GefalRwand. Die Starke der Veranderungen ist abbawmgn Spezies, Geschlecht und
Entwicklungszustand. Als Folge eines chronisch Rigmhen Stimulus kommt es sowohl
zum Remodeling von grof3en, proximal gelegenen Loagerien, als auch von kleinen
distal gelegenen GefalRen. Folge der Veranderungegrdl3en Arterien ist eine Reduktion
der Compliance. Die Verdnderungen in den kleineféf@n fihren zu einer markanten
Reduktion der Querschnittsflache der Lungenstromhbaid somit zu einem Anstieg der
PVR. Beide Prozesse fuhren zu einer ausgepragtedhtng der Belastung des rechten
Ventrikels (Schermuly et al., 2011; Stenmark et2006b).

1.1.6.1.2 Remodeling démtima

Veranderungen ddntima sind hauptverantwortlich fur die Einengung desdB&imens in
kleinen Pulmonalarterien. Sie konnen Endothelveulegen, Endothelzellproliferation,
Invasion derntima durch Myofibroblasten-ahnliche Zellen, Akkumulatigon azellularer
Matrix und eine Obstruktion des GefalR3lumens dudeixifprme Lasionen (PL) umfassen.
Plexiforme Lasionen bestehen aus einem Netzwerloteathusgekleideter Gefal3kanéle,
verbunden durch ein glattmuskulares Interstitiurs lslyofibroblasten und Matrixproteinen.
Sie konnen sich sich aus den Pulmonalarterien @psst oder intravaskular liegen.
Typischerweise findet man PL an Aufzweigungen desknléaren Arterien (Humbert et al.,
2004; Jonigk et al., 2012; Schermuly et al., 20lider et al., 2007a). Ein charakteristisches
Kennzeichen der humanen PAH ist die Entstehung @&leeintimadurch die Formierung
einer Schicht aus Myofibroblasten und extrazelkddMatrix zwischen Endothel und
Lamina elastica internéHumbert et al., 2004).

Endothelzellen (als innerste Schicht detima) werden als einer der Hauptregulatoren der
vaskularen Funktion betrachtet. Spricht man vorereiandothelialen Dysfunktion, so
umfasst dies eine Ungleichheit der Produktion vorasakonstriktoren versus
Vasodilatatoren, von Aktivatorerersus Inhibitoren des Wachstums und der Migration
glatter Muskelzellen, von prothrombotischearsusantithrombotischen Mediatoren, und

von proinflammatorischewversusantiinflammatorischen Signalen (Morrell et al.02).
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1.1.6.1.3 Remodeling défedia

Eine Verdickung derMedia durch eine Hypertrophie und Hyperplasie der ghatte
Muskelzellen ist pathognomonisch fur die PH. Di€sezesse involvieren sowohl grol3e
muskularisierte Arterien (70-500 pm Durchmessds)aach prakapillare GefaRe (<70 um
Durchmesser) (Tuder et al.,, 2007a). Ein weitergisthhes Kennzeichen ist dae-novo
Muskularisierung vormals nicht-muskularisierterikby GefalRe durch das Einwandern von
adventitialen Myofibroblasten (Stenmark et al., @90 Eine verringerte Apoptoserate der
glatten Muskelzellen sowie eine Zunahme der extitdaeesn Matrix und der elastischen
Fasern tragen entscheidend zur Verdickunghedia bei (Galie et al., 2004). Zusatzlich
kann infolge der Druckbelastung eine ,Arterialisieg” der Venen erfolgen. Die Bildung
einer Media und einer zerfaserteBlastica lassen sie dann wie Arterien erscheinen und

erschweren eine histologische Differenzierung @loet al., 2012).

1.1.6.1.4 Remodeling dé&dventitia

Die Adventitia der Lungenarterien besteht aus einer heterogenagoul&®ion von
Fibroblasten. Sie gilt als biologisches Steuerzentfiir die Bereitstellung, Speicherung und
Freisetzung von Mediatoren der Gefallwand. Adveliti-ibroblasten werden im Verlauf
der PH aktiviert und haben eine Vielzahl von urdeiesdlichen Funktionen: Sie kénnen
proliferieren oder sich zu Myofibroblasten differggren. Weiterhin beginnen sie mit der
Expression von kontraktilen Proteinen und Proteimkn extrazellularen Matrix. Die
Adventitiabeeinflusst den Gefaldtonus und die Proliferation glatten Muskelzellen durch
die Produktion von autokrinen und parakrinen Suixa (Stenmark et al., 2006a). Von
Fibroblasten gebildete reaktive SauerstoffspezR®S) bewirken eine Erhohung des
Gefal3tonus, indem sie vasodilatatorisches NO umsairk machen, und stof3en
Signalkaskaden an, die zur Proliferation oder Migraglatter Muskelzellen fuhren (Liu et
al., 2004; Touyz and Schiffrin, 2004). Weiterhinzemieren sie Mediatoren, die den
Gefaldtonus direkt beeinflussen (z. B. Endothel(tT-1), PDGF, EGF, fibroblast growth
factor 2 (FGF-2)), sowie Chemokine (z. B. vascaiadothelial growth factor (VEGF) und
transforming growth factop- (TGF4)), die Immunzellen anlocken und die Angiogenese
anregen (Stenmark et al., 2006a).

Myofibroblasten adventitialen Ursprunges kdnnedigMedia undIntima einwandern und
zur Verdickung dieser Schichten beitragen (Shi kf 4996; Siow et al.,, 2003).

Verschiedene Modelle fir vaskulare Verletzungen Bhdhochdruck haben gezeigt, dass
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das Remodeling deAdventitia den Veranderungen innerhalb dertima und Media
vorausgeht (Herrmann et al., 2005). Auch in der ¢yg-induzierten PH zeigen
adventitiale Fibroblasten, im Vergleich zu allendaren Zelltypen der GefaRwand, den
frihesten und signifikantesten Anstieg der Pradifien (Belknap et al., 1997; Meyrick and
Reid, 1979).

1.1.6.2 Inflammation

Mit dem Remodeling der Gefal3e geht stets ein meler eveniger stark ausgepréagter
Entzindungsprozess einher. Die Ausschittung vofanmmhatorischen Zytokinen und
Chemokinen und die Expression von Adhasionsmolekiilkrt zu einer Akkumulation von
Monozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten und dendbtie Zellen im Lungengewebe
und um die pulmonalen Gefalle herum. Die Plasmasipiemn Tumornekrose Faktar
(TNF-a), Interleukin (IL) -3, IL-6 und IL-8 steigen an. Weiterhin erhdht sicle d
Permeabilitdt der Endothelzellbarriere, die Zelbbredungen werden ,leck” und es tritt eine

Extravasation von z. B. Albumin auf (Schermulylet2011; Stenmark et al., 2006b).

1.1.6.3 In-situ Thrombose

Eine erhdhte Thromboseneigung entsteht durch Dituren der Gerinnungskaskade, des
Endothels und/oder der Thrombozyten. Infolge eiRél kommt es zu einer massiven
Veranderung der Funktion der Endothelzellen. Sie zesgeren verstarkt
gerinnungsfordernde Substanzen, wie von Willebr&aktor, Plasminogen Aktivator
Inhibitor Typ 1 und Fibrinopeptid A. Die aufgrundesl erhéhten PVR wirkenden
Scherkréafte generieren eine thrombogene Oberflaahedie sich Thrombozyten leicht
anlagern konnen. Eine erhohte Aggregationsneiguag Thrombozyten kann durch
vasoaktive Substanzen verstarkt werden. Im Ver&anér PH erhdhte Thromboxan-A
Spiegel wirken proaggregatorisch, wahrend die Kotraionen von antiaggregatorisch
wirkendem NO und Prostazyklin herabgesetzt ghhaimbert et al., 2004; Mandegar et al.,
2004; Schermuly et al., 2011).

1.1.6.4.Vasokonstriktion

1.1.6.4.1 Pulmonale Hypoxie und hypoxische Vasokikti®n

Nicht nur eine direkte Hypoxieexposition (wie z. Bi grol3er HOhe), sonden auch

Begleiterscheinungen vieler Erkrankungen der GrupgrePH, wie z. B. ein verminderter
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Atemstimulus, obstruktive Prozesse, intra-alveolaxsudate, 6édematos verdickte Septen,
Entzindungsgeschehen, Fibrose oder Zerstorung lateedKapillaren, fihren zu einer
pulmonalen Hypoxie mit resultierender hypoxischesdkonstrikion (Dumas et al., 1999;
Tuder et al., 2007b).

Der Ablauf einer pulmonalen, prakapillaren Vasokokson als Resultat einer
hypoxischen Umgebung ist ein physiologischer Adamtamechanismus, der das Blut von
schlecht ventilierten Bereichen zu gut beluftetegrdi-hen umleitet, um eine optimale,
gesamtpulmonale Sauerstoffaufnahme zu erméglichdandegar et al., 2004). Der
Mechanismus der hypoxischen pulmonalen Vasokomistnk(HPV) wurde bereits 1946
durch von Euler und Liljestrand beschrieben (Ewed Liljestrand, 1946) und fand als
,von Euler-Liljestrand Mechanismus” Eingang in diachliteratur. Fortan folgte eine
Reihe von Untersuchungen, um die Entstehung dieeésomens zu entschlisseln. Eine
wichtige Erkenntnis infolge neuerer Studien istsdaie hypoxische Vasokonstriktion in
drei verschiedene Phasen eingeteilt werden kandielakute hypoxische Antwort binnen
Sekunden, 2) eine anhaltende, protrahierte hypogidReaktion mit einer Dauer von
Minuten bis Stunden und 3) die chronische Hypoxié¢ vaskularem Remodeling und
folgender chronischer PH (Sommer et al., 2008; Wean et al., 2001). Als
Charakteristikum der protrahierten oder subakuterasoKonstriktion wurde in
Untersuchungen an isolierten Gefalden, isoliertupelierten Lungen und Messungen an
lebenden Tieren verschiedener Spezies (SchweindHKatze, Hase, Frettchen, Ratte,
Maus) eine temporare Vasodilatation, gefolgt vameeierneuten, schwacher ausgepragten
Konstriktion beschrieben (Domino et al., 1984; &hal.,, 1992; Peake et al.,, 1981,
Weissmann et al., 2004; Welling et al., 1993). Alliegs trat diese Kinetik nicht in allen
Untersuchungen auf (Ozaki et al., 1998).

Die auslosenden Mechanismen der HPV sind derzeth nacht vollstandig aufgeklart. Als
Effektorwege werden Kalziumkanéle, unspezifische tidtenkanale und
spannungsabhangige Kaliumkanéle angesehen. Als rs$affensoren scheinen
Mitochondrien und Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-®$phat (NADPH)-Oxidasen zu
fungieren, und als Mediationen der HPV werden R®&doxpaare und Adenosin-
Monophosphat-aktivierte Kinasen diskutiert (Someteal., 2008).
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1.1.6.4.2 Vasokonstriktion im Rahmen der pulmon&lgpertonie

Im Verlauf der PH kommt es zu einem Ungleichgewitih vasoaktiven Mediatoren. Die
Auschittung von Vasodilatatoren wie NO, ProstazyKPGh), vasoaktivem intestinalen
Peptid (VIP), atrialem natriuretischen Peptid (AN&iY)d Hamoxygenase-1 (HO-1) ist
reduziert, wahrend die Spiegel der Vasokonstrikiosge Serotonin (5-Hydroxytryptamin,
5-HT) und ET-1 ansteigen. Weiterhin kommt es zuaviderungen der Kalziumhomdoostase
der glatten Muskelzellen. Im Rahmen der PH wergmmsungsabhingige ¥anale (K)
herunterreguliert. Kalium kann nicht mehr aus delieZentweichen und akkumuliert. Das
Zellinnere wird positiver geladen und eine Membigralarisation folgt. Daraufhin 6ffnen
sich spannungsabhangige Kalziumkanale?*Gaomt in die Zelle ein und induziert eine
Muskelkontraktion durch Aktivierung sowohl der Kaim-Calmodulin- als auch der
Myosin-leichte-Ketten-Kinase. Zusatzlich wird der alkiumeinstrom durch die
Heraufregulation der Expression der beiden Kandtangient receptor potential cation
channel 3 und 6* (TRPC3 und TRPC6) verstarkt (Mgadest al., 2004; Schermuly et al.,
2011; Stenmark et al., 2006Db).

1.1.6.5. Mediatoren der pulmonalen Hypertonie

Viele Mediatoren, deren Homoostase im Rahmen deb@&ginflusst wird, zeichnen sich
durch ein ,multitasking® hinsichtlich ihrer Einflge auf Proliferation, Vasokonstriktion und
Apoptose aus. Im Folgenden soll eine kurze Zusarfamsung wichtiger Vermittler der mit
einer PH einhergehenden pathologischen Prozessbgegverden.

Endothelin-1und Serotonirwerden im Rahmen der PH von Zellen des Endothesistarkt

exprimiert, wirken vasokonstriktorisch und stimuodie gleichzeitig die Proliferation der
glatten Muskelzellen (Eddahibi et al., 2006; Kinsgast and Munter, 1999; Mandegar et al.,
2004; Morrell et al., 2009). Weiterhin spielt ETeine Rolle im Entziindungsgeschehen
und fuhrt zu einem Anstieg der intrazellularen Katakonzentration (Mandegar et al.,
2004).C_§t+ hat, wie oben beschrieben, einen starken vasakkiosischen Effekt und wirkt
dariiber hinaus mitogen, indem es in den Zellzyldingreift und die Proliferation der
glatten Muskelzellen stimuliert (Golovina et alQ04; Mandegar et al., 2004; Platoshyn et
al., 2000). Ein Absinken der intrazellularen Kalkonzentration und ein nachfolgender
Volumenverlust der Zelle sind ausschlaggebend férldduktion der Apoptose. Durch
Verminderung des KAusstromes aufgrund einer HerunterregulierungkdeKanale bleibt

die zytosolische KkKonzentration erhalten und eine Apoptose wird irettrt (Remillard
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and Yuan, 2004); Stenmark et al., 2006h). Angidpoié reprasentiert einen

angiogenetischen Faktor, der von glatten Muskednedlezerniert wird, zur Freisetzung von
Serotonin fuhrt, eine Hypertrophie ddedia vermittelt und antiapoptotisch wirkt (Sullivan

et al., 2003). _Thromboxan »A hat neben seiner vasokonstriktorischen und

proaggregatorischen Wirkung auch mitogene Effektd @ulmonalarterielle glatte
Muskelzellen (Mandegar et al.,, 2004). Im Verlauhezi PH kommt es weiterhin zur
vermehrten Expression der Rezeptoren flr verscheedéasokonstriktoren wie z. B.
Serotonin und Angiopoietin und somit zu einer Ppiemng ihrer Wirkung._Rho

Guanosintriphosphat (GTP)-bindende Protedimal in die Regulation der Proliferation und

Apoptose von Endothelzellen involviert. Weiterhipieden sie eine Rolle bei der
Aufrechterhaltung der endothelialen Barrierefunkt{orrell et al., 2009).

NO, Prostazyklinund VIP fungieren als Vasodilatatoren, inhibieren die ®echtion der

glatten Muskelzellen und hemmen die Thrombozyteregggion. lhre Herunterregulation
tragt somit zur Progression der Erkrankung bei i(Gand Saleh, 1995; Humbert et al.,
2004; Morrell et al., 2009). Wachstumsfaktordie eine Rolle bei der Entstehung der PH
spielen, sind VEGF, FGF, transforming growth faeioTGF-w), TGF{, PDGF,
hepatocyte growth factor (HGF) und insulin-like gth factor (IGF). Sie binden an

Tyrosinkinase-Rezeptoren auf der Zelloberflachekevi mitogen und chemotaktisch auf
glatte Muskelzellen, Fibroblasten und Endothelzellend filhren so zu Proliferation,

Migration und Apoptoseresistenz. Matrixmetallopnosenhaben eine Schllsselrolle in

der Modulation der extrazellularen Matrix und simd der Lage, Wachstumsfaktoren
freizusetzen (Humbert et al., 2004; Mandegar eR804; Schermuly et al., 2011).

1.1.6.6 Genetische Grundlagen

Im Rahmen der Erforschung der PathomechanismerPHertckte die Frage nach einer
genetischen Pradisposition recht frih in den Fokksste Berichte einer familiar
assoziierten PAH findet man bereits zu Beginn @&0&r Jahre (Dresdale et al., 1954). Bei
folgenden Studien wurden bei an PAH erkrankten eRtn Mutationen in zwei
Rezeptorsubtypen fur Proteine der T@GFamilie entdeckt. Etwa 60% der Betroffenen, die
an einer hereditiren PAH leiden und 10-30% der dPers mit einer idiopathischen
pulmonalarteriellen Hypertonie (IPAH) zeigen gesete Verdnderungen des bone
morphogenetic protein receptor type-2 (BMPR2). iad fieute mehr als 140 verschiedene
Mutationen bekannt. Allerdings fuhren diese nur emiter Wahrscheinlichkeit von 15-20%
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zu der tatséachlichen Manifestation einer PH. Algd@érmechanismen mussen weitere Gen-
Gen oder Gen-Umwelt Wechselwirkungen hinzukommen, die Entstehung einer PH
auszuldsen. Mutationen des zweiten Rezeptors dérflEamilie, activin-like kinase type-

1 (ALK-1), wurden in Familien mit hereditdrer hamuagischer Teleangiektasie und
koexistenter PAH gefunden. Die genauen Mechanismeén, die Mutationen dieser
Rezeptoren die pulmonalen Gefal3e beeinflussen, siltetdings noch weitgehend
unbekannt (Humbert et al., 2004; Newman et al.42@@hermuly et al., 2011)

1.2 Der rechte Ventrikel - lebenslimitierender Fakor

Veranderungen der pulmonalen Gefal3strombahn siedPdimarursache der PH, das
klinische Ausmalf3 und der Verlauf der Erkrankungl saierdings durch die Funktion des
rechten Ventrikels determiniert. Wie unter 1.1.4dbeieben, korrelieren Parameter der
rechtsventrikularen Funktion (TAPSE, Tei-Index) engjt der Uberlebensdauer der

Patienten.

1.2.1 Definition des Rechtsherzversagens

Als Rechtsherzversagen bezeichnet man den Zustaed manifesten, rechtsventrikularen
Vorwarts- oder Ruckwartsversagens. Die Hamodynadstiklabei durch einen reduzierten
Herzindex (<1,5 I/min/f) und einen erhéhten rechtsatrialen Druck (>18 mjmHg
gekennzeichnet. Die zentrale Sauerstoffsattigundestlich erniedrigt (Steiner and Strauer,
2009).

1.2.2 Anatomische Besonderheiten des rechten Verkeis

Der rechte Ventrikel ist eine dinnwandige Niedeckammer mit einer hohen
Compliance. Aufgrund der niedrigen Resistance démpnalen Gefal3strombahn ist er in
der Lage, mit nur etwa 25% der Schlagarbeit daglgeSchlagvolumen wie der linke
Ventrikel zu beférdern (Han et al., 2007).

Der rechte Ventrikel kann sich (aufgrund seinerdm&ompliance) durch eine Steigerung
der Kontraktilitat schnell an eine Zunahme desveallimens anpassen (Vonk Noordegraaf
and Galie, 2011). Allerdings fuhren bereits geridgranderungen des Druckes zu einem
starken Anstieg der Wandspannung mit erh6htem Senifiredarf und einer Abnahme der

Ejektionsfraktion. Unter physiologischen Bedingumgst die Wandspannung des rechten
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Herzens niedrig, was einen kontinuierlichen korenaBlutfluss ermoglicht, wahrend der
linke Ventrikel Gberwiegend in der Diastole perfigrtiwird (Steiner and Strauer, 2009).

Die meisten bisherigen Untersuchungen des Phanodenklerzhypertrophie wurden am
linken Ventrikel durchgefihrt. Der rechte Ventrikékkt erst seit Kurzem mehr und mehr
in den Mittelpunkt der Forschung. Die Ergebnisse Amalysen der linksventrikularen
Hypertrophie kdnnen allerdings nicht einfach auh dechten Ventrikel Ubertragen werden,
da sich beide Herzkammern entwicklungsgeschichtliokerscheiden. Sie stammen aus
zwei getrennten embryonalen Anlagen mit untersdicieeh Vorlauferzellen und
kammerspezifischen Genexpressionsprofilen (Hawo&00Q7; Pokreisz et al., 2007).
Signaltransduktionsmechanismen und Kalzium-,hamgdlumterscheiden sich (Urashima et
al., 2008). Im Verlauf einer Hypertrophie kommizeseiner Reaktivierung der embryonalen
(rechts- und linksventrikular unterschiedlichen)n@egramme (Bar et al., 2003; Chien et
al., 1993).

Der rechte Ventrikel besitzt eine enorme Regermrfihigkeit. Beobachtungen an
Menschen nach einer Lungentransplantation sowik es@r Endarterektomie zeigten, dass
ein PAH-induziertes Remodeling reversibel ist (&tei and Strauer, 2009; Vonk
Noordegraaf and Galie, 2011). Bereits drei Monatehnder Lungentransplantation wiesen
die Patienten eine signifikante Verkleinerung dahten Ventrikels auf (Haworth, 2007).

1.2.3 Pathophysiologie der PH-induzierten Rechtshehypertrophie

Infolge einer gesteigerten Nachlast reagiert dakteeHerz zunachst mit einer Steigerung
der systolischen Kontraktion und einer konzenteschHypertrophie (Zunahme der
Wandstéarke) bei stark ansteigendem pulmonalatiemieDruck und gleich bleibendem
Herzminutenvolumen. Die initiale adaptive Hypertn@p ist durch eine erhohte
Proteinsynthese und einen Anstieg der Kardiomyoayt#le durclde-novoSynthese von
Sarkomeren gekennzeichnet. Weiterhin kommt es marefunahme der extrazellularen
Matrix und einer Proliferation der versorgenden dBef (Bogaard et al., 2009a; Haworth,
2007). Eine rechtsventrikulare Hypertrophie konimteliermodellen bereits innerhalb von
96 Stunden nach einer Nachlaststeigerung beobaghtden (Pokreisz et al., 2007). Einem
anhaltenden Druckanstieg vermag der rechte Vehtadkerdings nicht standzuhalten.
Dilatation, Verlust der Kontraktilitait, Abnahme deEjektionsfraktion, Abfall des
Herzminutenvolumens, Erhdhung der rechtsventrikmaKontraktionszeit, ventrikulare

Asynchronie und eine mangelhafte Fullung des linkimtrikels sind die Folgen einer
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rechtsventrikularen Dysfunktion (Gan et al., 200&rcus et al., 2008; Steiner and Strauer,
2009; Vonk-Noordegraaf et al., 2005). Durch dielggerung deSeptumin Richtung des
linken Ventrikels wird dessen Funktionsbeeintragpimig verstarkt. Weiterhin kann eine
Volumenuberladung des rechten Ventrikels durchtBllan und Zug auf die Sehnenfaden
(Chordae tendinegezur Regurgitation der Trikuspidalklappe fuhreno Noordegraaf
and Galie, 2011).

1.2.4 Therapie der PH-assoziierten rechtsventrikul&n Dysfunktion

Derzeitige Therapieanséatze der PH sprechen vomalle Veranderungen innerhalb der
pulmonalen Gefal3strombahn an (Fukumoto and Shimaka@11; Humbert, 2008;
McLaughlin et al., 2009). Die verschiedenen Tharapihaben unterschiedliche
Auswirkungen auf die Kontraktilitdt des rechten Yféwels. So wirken z.B. ET-1 Rezeptor
Antagonisten negativ inotrop (Kelly et al., 199@ihrend PDE-5 Inhibitoren einen positiv
inotropen Effekt (Nagendran et al., 2007) besitz&af den ersten Blick scheint eine
Steigerung der rechtsventrikularen Kontraktilitéhworteil, allerdings muss man beachten,
dass sie mit einer Steigerung des Sauerstoffbedaifdergent. Aufgrund der
kontrastierenden Anforderungen in Bezug auf Korniiitk (Steigerung in den
Kardiomyozyten versus Relaxation der glatten pulmonalarteriellen Muskbté&n),
Angiogenese (Inhibierung in der Lungersus Steigerung im Myokard) und Apoptose
(Forderung in krankhaft veranderten EndothelzallenPulmonalgefaReersusinhibierung

in Kardiomyozyten) ist es eine enorme HerausfondgruTherapien zu finden, die
gleichzeitig positive Effekte auf die pulmonale kaléire Pathologie ausiiben und die

rechtsventrikulare Funktion férdern. (Bogaard et2009a).

1.2.5 Mechanismen von adaptiveversusmaladaptiver Hypertrophie des rechten

Ventrikels

Eine physiologische Herzhypertrophie ist durch Bigbehaltung einer normalen kardialen
Struktur bei normaler oder gar verbesserter Hektfon gekennzeichnet, wahrend eine
pathologische Hypertrophie mit dem Verlust von Kamayozyten, ihrer Replatzierung
durch fibrotisches Material und einer folgenderdikaen Dysfunktion einhergeht (Bernardo
et al., 2010).

Die genauen Mechanismen, die einen Umbruch zwisdmsaptiver Hypertrophie und
rechtsventrikularem Versagen bewirken, sind nocltgebend ungeklart. Eine wichtige

Rolle scheint das Missverhdltnis von erhéhtem Saofbedarf bei gleichzeitig

29



Einleitung

verminderter Sauerstoffzufuhr zu spielen: Die etb6Wandspannung fihrt zu einem
erhohten myokardialen Sauerstoffbedarf (Bogaaral.eR009a; Steiner and Strauer, 2009)
gleichzeitig bewirkt der Anstieg der Wandspannungrcd Beeintrachtigung des
systolischen Blutflusses in den Koronargefafl3engkedane Ischamie (Gomez et al., 2001;
van Wolferen et al., 2008).

Faktoren, die zu einer Verminderung der Kontrakitilibeitragen, sind eine chronische
Aktivierung des sympatischen Nervensystems, oxdatiund nitrosativer Stress, eine
Aktiverung der Immunantwort und vermehrte Apoptd3e Aktivierung neurohormonaler
Signalkaskaden durch eine reduzierte Gewebeperfudithrt zur Sekretion von
Neurohormonen (Angiotensin 1l, Aldosteron, Natriigehes Peptid) mit Einfluss auf
Wachstum, Proliferation und Uberleben der Kardiomyen (Bernardo et al., 2010;
Bogaard et al., 2009a). Die Steigerung der Prodoktvon ROS und reaktiven
Stickstoffspezies (RNS) fuhrt durch Suppression Eoaymen mit einer Rolle im Rahmen
der Kontraktion und einer Polynitrosylierung desaRgdinrezeptors zu einer kontraktilen
Dysfunktion, sowie Induktion von Zellzerstérung, gxggose und Inflammation (Bogaard et
al., 2009a; McMurray et al., 1993; Murdoch et &006). Im Rahmen des Remodeling
kommt es =zu einer Rekrutierung von Immunzellen umdlsschittung von
proinflammatorischen Interleukinen wie TNf4L-1p und IL-6 (Mann, 2002).

Kennzeichen einer maladaptativen Hypertrophie ise dJmschaltung der vorrangigen
Expression des kontraktilen Proteins wamyosin heavy chain (MHC) auf diejenige des
MHC. Beta-myosin heavy chain verfligt Uber eine vedarte Kontraktilitdt, aufgrund
einer geringeren Adenosin-Triphosphatase Aktivitet Kopfchenstruktur (Bogaard et al.,
2009a).

Die Insuffizienz der Mikrozirkulation mit resultiender Ischamie spielt eine grof3e Rolle bei
der Entstehung einer Fibrose. Im Verlauf der kadediaHypertrophie entsteht ein
Missverhaltnis zwischen der Anzahl an Kapillarenl gier Grol3e der von diesen versorgten
Kardiomyozyten, was zu einer myokardialen Hypoxkentraktiler Dysfunktion und
Apoptose fuhrt (Bernardo et al., 2010; Bogaard.e2809a; Tomanek, 1990).

Weitere Theorien, die eine potentielle Rolle imdialen Remodelingprozess spielen, sind
die Rekrutierung und Reifung von kardialen Stammene(Pokreisz et al., 2007) und eine
Umstellung der kardialen Energiegewinnung von dettsaureoxidation auf die Glycolyse
(Oikawa et al., 2005).
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Studien von Bogaard et al. weisen darauf hin, dass erhOhte rechtsventrikulare Nachlast
nicht ausreicht, um einen Wechsel von AdaptationDekompensation auszulésen. So
entwickelten Ratten, die einem pulmonalarterielleending” (siehe Kap. 1.4.2) unterzogen
wurden, eine rechtsventrikulare Hypertrophie oheetsherzversagen, wéahrend Tiere, die
einer Hypoxie in Kombination mit Applikation ein&&EGF-Inhibitors ausgesetzt wurden,
eine rechtsventrikulare Dekompensation aufwiesane Entgliche Erklarung fir dieses
Phanomen ist die Freisetzung von Mediatoren duremgdelte” pulmonale Gefalie, die mit
der adaptiven Rechtsherzhypertrophie interferi¢Bargaard et al., 2009b).

Neueste Untersuchungen von Drake et al. zeigers, sles die Genexpressionsprofile von
kompensatorisch hypertrophierten rechten Ventrikeimerseits und dekompensierenden
rechten Ventrikeln andererseits unterscheiden. Adlwegen treten bei Genen auf, die fur
die Regulation von Zellwachstum, Angiogenese undrgiehaushalt verantwortlich sind,
wie z. B. IGF-1, VEGF und uncoupling protein 2 (UgRDrake et al., 2011).

1.3 Pulmonale Hypertonie in der Tiermedizin

In der Veterindrmedizin kommt der pulmonalen Hypeie aufgrund wirtschaftlicher
EinbuBen vor allem bei Rindern und Broilern eineollgr Bedeutung zu. Die
Entstehungsmechanismen der PH bei diesen Spem@ssch weitgehend ungekléart, so
dass auch im Bereich der Tiermedizin aktuell urstdedig geforscht wird. Weiterhin spielt
die PH eine zunehmende Rolle in der Kleintiermedizind auch bei Pferden kann diese
Erkranung infolge eines Linksherzversagens aufir@iéerck Sharp & Dohme Corp., 2011,
Newman et al., 2011; Stepien, 2009; Tan et al.720&ng et al., 2002).

1.3.1 Pulmonale Hypertonie des Rindes

Die haufigste Ursache einer pulmonalen HypertoeieRindern ist eine Hypoxie-induzierte
pulmonale Vasokonstriktion, verursacht durch dierfialtung in groRer Hohe. Dieses
Phanomen ist auch als high-mountain-disease oddskebr disease bekannt.
Hohenunabhéngige Ursachen, die zur Ausprdgung dimnsket disease fiihren, sind
chronische Intoxikationen durch Swainsonine beinalime von Fahnenwicke®xytropis
spp) oder Tragant ArtenAstragalus spp.sowie chronische Lungenerkrankungen wie z. B.
eine Bronchopneumonie oder der Befall mit Lungemagm (Merck Sharp & Dohme
Corp., 2011).
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Einige Rinderrassen (z. B. Angus) zeigen eine hemedPradisposition fur die Entwicklung
einer schweren, héhenassoziierten PH (HAPH), w@heedere resistent sind (z. B. Yak)
(Anand et al., 1986; Shirley et al., 2008; Weiakf 1974). Als Grundlage der genetischen
Unterschiede stehen autosomal-dominante Erbgange eime an wenige Hauptgene
gekoppelte Vererbung in der Diskussion. Etwa 20%etepfindlichen Tiere, die in Hohen
von > 2000 m verbracht werden, entwickeln eineigtih manifeste HAPH (Newman et al.,
2011). Bis zum Auftreten der ersten Symptome vezgateist Gber zwei Monate. Stiere,
die unter einem Jahr alt sind, scheinen haufigeoffen zu sein. Initiale Anzeichen sind
Mattigkeit und ein reduzierter Bewegungsdrang. Digpischen, namensgebenden
subkutanen Odeme der Trielregion (engl. brisketjgeio und koénnen sich vom
Intermandibularraum bis zum ventralen Abdomen adusele. Weiterhin sind eine deutliche
Spannung und Pulsation der Jugularvene, eine fteci@&tmung und eine Zyanose
feststellbar. Schlie3lich kommt es zum Festliegekpllaps und Tod durch
Rechtsherzversagen. Eine mikroskopische Untersgchien Lungen betroffener Rinder
zeigt eine deutliche Mediahypertrophie der kleideterien und Arteriolen (Merck Sharp &
Dohme Corp., 2011).

Die Identitat der Gene, die ein empfindliches varem resistenten Tier unterscheiden, ist
bis heute ungeklart. Eine kirzlich durchgefuhrted®& von Newman et al. zeigte, dass die
Gensequenzen der endothelialen NO-Synthase un@M&R2, die beide eine wichtige
Rolle bei der Entstehung der PH des Menschen spiddeine Unterschiede zwischen
empfindlichen und resistenten Rindern aufweiser. f8nden bei erkrankten Tieren 46
heraufregulierte und 14 herunterregulierte Genévargleich zu Gesunden. Diese Studie
bietet eine interessante Grundlage fur weitere tdotdhungen (Newman et al., 2011).

1.3.2 Pulmonale Hypertonie der Broiler

Eine primare PH tritt bei jungen, schnell wachsendéroilern mit einem hohen
metabolischen Sauerstoffbedarf auf und ist einelkethde Todesursache in der modernen
Broilerhaltung (Tan et al., 2007). Die Erkrankung irdv als pulmonales
Hypertensionssyndrom (PHS) oder Ascites Syndroneibbrnet. Weitere Ursachen einer
PH sind eine hthenassoziierte Hypoxie (&hnlich b@em Rind), eine Natriumvergiftung
oder eine zugrundeliegende Lungenpathologie.

Klinische Symptome des PHS werden erst offensadhtlivenn ein Rechtsherzversagen

eintritt. Die Broiler sind zyanotisch, die Haut &auch ist gerotet, die Atemfrequenz steigt,
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der Bewegungsdrang nimmt ab und das Wachstum stagMiele Tiere zeigen eine
ausgepragte Ascites. Allerdings treten auch suiskle Todesfélle auf. Die hochste
Mortalitéat zeigen Tiere mit einem Alter von funf \@leen und méannliche Tiere sind haufiger
betroffen als weibliche Individuen (Merck Sharp &liome Corp., 2011).

Aufgrund des schnellen Wachstums haben die Breilegn enorm hohen Sauerstoffbedarf.
Das Herz steigert seine Pumpleistung, um diesendetken und einer Hypoxamie
entgegenzuwirken. Limitierende Faktoren sind digidRiat und die geringe GrofRe (im
Vergleich zur Zunahme der Koérpermasse) der VoggburDie Dehnungsfahigkeit der
pulmonalen Kapillaren reicht nicht aus, um sich demdhten Herzminutenvolumen
anzupassen, und es kommt zu einer Druckerhéhumyimonalen Gefal3bett mit folgender
Beeintrachtigung des rechten Ventrikels (Merck gh@arDohme Corp., 2011; Olkowski,
2007; Tan et al., 2007).

Der PHS liegt eine erbliche Pradisposition zugrunderschiedene Untersuchungen zeigen
Defekte der mitochondrialen Atmungskette in Leldlemge, Brust- und Herzmuskeln der
erkrankten Broiler (Cisar et al., 2005; Tang et a002). Diese Defekte fiihren zu einer
ineffizienten Sauerstoffutilisierung und folgliclu Zinem unproportional stark steigenden
Sauerstoffbedarf. Fihrt man sich nun vor Augen,sddas Muskelgewebe 45% des
Gesamtsauerstoffbedarfs benotigt, wird offensichiliwie fatal die Folgen fur ein zur
Fleischproduktion gezichtetes Tier sind (Tang .e2802).

Neuere Untersuchungen beschaftigen sich mit derleRebn Vasodilatatoren und
Vasokonstriktoren im Rahmen des PHS. Erhdhte Spiege Serotonin und ET-1, sowie
eine erniedrigte Konzentration an NO zeigen datteressante Parallelen zur humanen PH
(Tan et al., 2007; Wideman et al., 2007).

1.3.3 Pulmonale Hypertonie des Hundes

Aufgrund fortschreitender Entwicklungen in der Diagtik und Therapie erlangt die
pulmonale Hypertonie auch bei Hunden und Katzea eimehmende klinische Bedeutung.
Hunde sind dabei haufiger betroffen als Katzen (KHeR007). In der Veterindrmedizin
spricht man beim Vorliegen eines systolischen pulatarteriellen Druckes >30 mmHg,
diastolischen pulmonalarteriellen Druckes >15 mnddlgr mittleren pulmonalarteriellen
Druckes >20 mmHg von einer Kklinisch manifesten PHlepien, 2009). Tiere beider
Geschlechter erkranken gleich haufig (Henik, 200@ist sind mittelalte bis alte Hunde
kleiner Rassen betroffen. Diese Verteilung reflektidie Pradisposition alterer Hunde
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kleiner Rassen fur Mitralklappenerkrankungen. Kafie Symptome sind Husten, Dyspnoe,
Lethargie, Synkopen, Bewegungsintoleranz, Herzgetéeai und Ascites. Die
veterindrmedizinische Diagnose erfolgt meist durokine echokardiografische
Untersuchung. Eine Herzkatheteruntersuchung stelir den Goldstandard dar, ist aber
aufgrund einer benotigten Sedierung oder Anasthesieeinem hohen Risiko verbunden
und zusatzlich sehr kostenintensiv. Zur Diagno$esing konnen, wie in der
Humanmedizin, die Blutspiegel der beiden BiomarB&P und NT-proBNP verwendet
werden (Kellihan and Stepien, 2010).

Die klinische, veterindrmedizinische Klassifizieguder PH orientiert sich an der humanen
Evian-Klassifikation. Quinn und Williams untersctlen in ihrer Einteilung funf
verschiedene Klassen (Quinn and Williams, 2011a):

Klasse 1 — pulmonalarterielle Hypertonkongenitale Shunts (wie z. B. ein persistierender

Ductus arteriosus atriale und ventrikulare Septumdefekte) und Hewminfektionen
(Dirofilaria immitensund Angiostrongylus vasorunsind die am haufigsten vorkommenden
Ursachen der caninen PAH. Auch eine idiopatischekBhh, wenn auch nur selten, bei
Hunden auftreten.

Klasse 2 — pulmonalvendse Hypertorfigimére Linksherzerkrankungen sind die haufigste

Ursache einer (sekundaren) PH bei Hunden. Degéveefatkrankungen der Mitralklappe
haben die gro3te Bedeutung.

Klasse 3 — Lungenerkrankungen oder Hypoxkiengenerkrankungen, die bei Hunden zur

Auspragung einer PH fuhren, sind z. B. LungenfieyoBneumonie, tracheobronchiale
Erkrankungen und Neoplasien. Eine hohe Rassepuaaiigm weisen West Highland White
Terrier auf: Bis zu 40% dieser Hunde mit einer dmsohen interstitiellen
Lungenerkrankung zeigen eine PH.

Klasse 4 — thrombembolische ErkrankungerZu den caninen pulmonalen

thrombembolischen Erkrankungen gehoéren die immunerezl hamolytische Anémie,
Neoplasien, Nephropathien und Enteropathien miteireerlust, Hyperadreno-cortizismus,
Sepsis und Traumata.

Klasse 5 — multifaktorielle UrsachenUber Falle dieser Kategorie liegen in der

Veterinarmedizin nur wenige Berichte vor. Meist #alb es sich um Gegebenheiten, die
eine Kompression der pulmonalen Gefal3e zur Folgerhavie z. B. Neoplasien.
Fur eine angemessene Therapie stehen derzeit kenerinarmedizinisch zugelassenen

Medikamente zur Verfiigung, so dass auf humanmadctia Praparate zurlickgegriffen
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werden muss. Endothelin Rezeptor Antagonisten emeigh experimentellen Studien
positive Effekte, finden klinisch aber keine Anwend, da sie zu kostenintensiv sind.
Prostazyklinanaloga werden intravents oder inhalaéirabreicht und kénnen aufgrund
dieser Darreichungsformen in der Tiermedizin nigkerwendet werden (Kellihan and
Stepien, 2010; Quinn and Williams, 2011b). Einzey d&urzwirksame, oral verfigbare
PDE-5 Inhibitor Sildenafil wurde bisher in gréRer&ahmen verterinarmedizinisch erprobt
(Bach et al., 2006; Brown et al., 2010; Kellum &tdpien, 2007; Toyoshima et al., 2007).
Verschiedene Studien zeigen eine Senkung des Rad Verbesserung der Lebensqualitat
und Leistungsfahigkeit, sowie eine Verlangerung debensdauer. Es treten keine
therapielimitierenden Nebenwirkungen auf. SomitSstlenafil fir die PH des Hundes die
Therapie der Wahl. Aufgrund der kurzen Verabreigsimtervalle von Sildenafil (alle acht
Stunden) gibt es Therapieversuche mit langerwirksaDE-5 Inhibitoren wie Tadalafil
oder Vardenafil, die nur einmal taglich gegeben evethiissen. Allerdings existieren tber
diese Substanzen noch keine publizierten vetekiwdischen Studien (Kellihan and
Stepien, 2010; Quinn and Williams, 2011b).

1.4 Experimentelle Tiermodelle

Wie bereits in Kapitel 1.1 beschrieben, reprasenttie PH eine multifaktorielle
Erkrankung, deren Pathogenese eine grol3e Anzahl weyachiedenen molekularen
Signalkaskaden und Mediatoren einschlief3t, dereflelraund Interaktion noch nicht
vollstéandig aufgeklart sind. Weiterhin steht zurzesch keine Behandlung zur Verfigung,
die eine Heilung dieser Erkrankung ermoglicht. Estéht hinsichtlich Pathogenese und
Therapie also noch grol3er Forschungsbedarf. Daht Beute eine Vielzahl verschiedener
Tiermodelle zur Verfigung. Im Rahmen der vorliegamdirbeit wurden das Modell der
Hypoxie-induzierten chronischen PH und das Model goulmonalarteriellen ,banding®
(siehe Kap. 1.4.2) herangezogen, um die pulmonaleh kardialen Veranderungen im

Verlauf einer PH zu untersuchen.

1.4.1 Mausmodell der Hypoxie-induzierten pulmonalerHypertonie

Die Exposition gegenuber chronischer Hypoxie istesider am haufigsten verwendeten
Tiermodelle zur Induktion einer PH (Stenmark et 2aD09) und wird bereits seit vielen

Jahren in der Forschung eingesetzt (Naeye, 196Garidva et al., 1973). Es kommen
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Versuchsprotokolle mit normobarer oder hypobarepdkye zur Anwendung, die beide eine
vergleichbare PH hervorrufen. Das Modell gilt atshersehbar und gut reproduzierbar. Die
meist verwendeten Tierspezies sind Maus und RRyan et al., 2011; Stenmark et al.,
2009).

Zu beachten ist eine artspezifische Variation desk®on auf den hypoxischen Stimulus. So
zeigen z. B. Frettchen, Schweine und Rinder eiakest Ratten, Katzen, Kaninchen, Ponys,
Ziegen, Schafe und Menschen eine intermediare uads®] Hamster, Meerschweinchen
und Hunde eine geringe hypoxische pulmonale Vassikiation. Des Weiteren weisen in
Hohenlagen einheimische Tierarten wie Yak, Pikaiffffase), Bharal (Blauschaf) sowie
Menschen (Tibeter) eine geringere HPV, keine PH kmith vaskulares Remodeling auf
(Sylvester et al., 2012). Die hypoxische Reaktiordweiterhin durch das Alter beeinflusst.
Junge Tiere sind aufgrund der voranschreitendengémentwicklung empfindlicher als
adulte Individuen (Haworth, 1988; Stenmark et &0Q09). Es bestehen nicht nur
speziesspezifische, sondern auch individuelle Wokleede in der Reaktion auf eine
Hypoxie. In humanmedizinischen Studien zeigten ggslProbanden markante Variationen
hinsichtlich der Auspragung einer pulmonalen Vasakioktion und einem damit
verbundenen Anstieg des PAP, von kaum erfassbasdmrbzu extrem starken Reaktionen
(Fowler and Read, 1963; Laks et al., 1997; Naeig.e1982).

Eine Hypoxieexposition geht (ungeachtet des urntedichen Ausmales) bei allen
Saugetieren mit sehr &hnlichen strukturellen pulahemVeranderungen einher: Es erfolgen
eine Muskularisierung von Kkleinen, vormals nicht skwlarisierten Arterien dg-novo
Muskularisierung) und eine Zunahme der Wandstaike muskularisierten prakapillaren
Pulmonalarterien. Typisch ist das Vorliegen einen ymononukledren Zellen gepréagten
Inflammation (Burke et al., 2009; Frid et al., 2D0&uséatzlich kommt es zu einer
fibrotischen Verdickung deAdventitia und Zunahme deMedia der grof3en proximalen
Pulmonalarterien mit resultierender Steigerung Kagiditat. Hypoxie-exponierte Mause
zeigen trotz geringem vaskularen Remodeling einestidg des PAP. Sie entwickeln nur
eine leichte Verdickung dédediaund eine geringe Proliferation der glatten Mus&kdén.

Die Hypoxie-induzierten Veranderungen erweisen sieh Reexposition in Normoxie als
reversibel (Ryan et al., 2011; Stenmark et al.,920BI6pping zeigte in ihrer Dissertation
eine vollstdndige Revertierung des durch eine dielige Hypoxieexposition verursachten
GefalRumbaus und Anstieges des rechtsventrikuldystolschen Druckes (RVSP) nach

einer zweiwdchigen Normoxiereexposition und einerhisierung der rechstventrikuléaren
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Masse nach sechs Wochen, bei der Maus (KloppingQ)2®Ruch bei Menschen, die an
einer hohenassoziierten PH erkranken, kommt es Ramkkehr auf Seehdhe zu einer

Verbesserung des Zustandes (Stenmark et al., 2009).

1.4.2 Mausmodell des pulmonalarteriellen ,banding”

Ein pulmonalarterielles ,banding”® (PAB) dient als olfell fir eine gesteigerte
Druckbelastung des rechten Ventrikels, wie siekmoitgenitalen Herzerkrankungen (Shunts,
Ventrikelseptumdefekte, atriale Septumdefekte, Pulkaharterienstenosen) oder einer
pulmonalen Hypertonie einhergeht.

Man versteht darunter eine Reduktion des Durchmester Pulmonalarterie durch einen
Ring, einen Clip oder eine Ligatur (je nach Tiemps). Das PAB-Modell ist bereits seit
Uber 30 Jahren bekannt und wurde zunachst haufigdieen angewendet, um die Folgen
einer rechtsventrikularen Druckiberladung zu unigren (Marino et al., 1986; Spann et
al., 1972; Wisenbaugh and O'Connor, 1988). Abeh e Hunden (Szabo et al., 2006),
Schafen (Geens et al., 2009; Leeuwenburgh et @03)2 Schweinen (Cusimano et al.,
1988), Kaninchen (Alpert and Mulieri, 1982; Roulestual., 2001), Ratten (Ito et al., 1994;
Olivetti et al., 1988; Roncon-Albuquerque et a0p&) und Mausen (Rockman et al., 1994)
wurde dieses Modell im Rahmen verschiedener kadiatagestellungen eingesetzt. Zur
Erforschung der Mechanismen der rechtsventrikuldtgpertrophie im Verlauf einer PH
liegen bereits verschiedene Publikationen Uberkesatz eines PAB bei Hunden (Hsieh et
al., 1992), Ratten (Schafer et al., 2009) und May&®ockman et al., 1994; Vistnes et al.,
2010) vor.

Frihe Untersuchungen wurden aufgrund der einfanh©erationsmethode an grél3eren
Tieren (Katzen, Ratten) durchgefuhrt. In den letziahren ist es durch hochentwickelte
Mikroskope und mikrochirurgische Instrumente in derdiovaskuldren Forschung zu
einem Wechsel von Ratten zu Mausen als Versucasgekommen. Die Durchfihrung
eines PAB ist bei der Maus aufgrund der extrem diiniWand des pulmonal@muncusund
der geringen Toleranz des rechten Ventrikels gdganijeglicher Manipulation ein
komplizierter Eingriff. Die Praparation des Geweheserhalb der Pulmonalarterie wahrend
der Operation fuhrt zu einer Blockade des Blutiissgu den Lungen und somit zu einer
Beeintrachtigung der respiratorischen und kardi&#enktion. Ein ,banding“ der Aorta zur
Induktion einer linksventrikularen Druckbelastungrde weitaus héufiger angewendet als

das PAB und ist somit besser etabliert. Dies kamm Einen durch das, aufgrund der
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geringeren Pravalenz von rechtsventrikularen Pathesen, bisher grol3ere Interesse der
Forschung an linksventrikularen Erkrankungen, sauech den hohen Schwierigkeitsgrad
des PAB erklart werden (Tarnavski, 2009; Tarnaeskil., 2004).

1.5 Siah — Spitze des Eisberges

1.5.1 Die Siah-Ubiquitinligasen

Die seven in absentia homolog (Siah)-Proteine ditiquitin-E3-Ligasen. Sie wurden
wahrend der Suche nach genetischen Homologien aendarosophila melanogastennd
Saugetieren entdeckt und verdanken ihren NamemJdereinstimmung mit den seven in
absentia (Sina)-Proteinen der Fliege. Die Untergngtder Entwicklungsmechanismen bei
DrosophilaFliegen zeigte bereits eine Reihe von Paralleledenjenigen bei Vertebraten.
Das Sina-Gen ist notwendig fir die Entwicklung d®8 Fotorezeptors der Fliege. Es
existiert eine starke Konservierung der Gensequsvizchen dem Sina-Gen der Fliegen
und den murinen Siah-Genen, sowie eine ungewOhnldhe Homologie der
Aminosauresequenz fur die translatierten Sina- 8radh-Proteine. Die Maus besitzt drei
funktionelle Siah-Gene,iahla, siahlb und siah2 sowie zweisiahkPseudogene (Della et
al., 1993). Die Sequenzen dgahla undsiahlbGene &hneln sich stark, sie differieren in
nur 25 Basennukleotiden und codieren fur Proteirteemer Lange von 282 Aminosauren,
die sich lediglich in sechs Aminosauren untersobei(®8% identisch). Siah2-Proteine sind
mit 325 Aminosauren etwas grof3er und unterschesddmin der N-terminalen Region von
den Siahl-Proteinen (85% identisch) (Holloway et &4B97). Diesiah-Gene werden
wéhrend der Embryonalentwicklung sowie in vielenltsh Geweben exprimiert. Es erfolgt
eine gleich starke Expression in murinem adultewébe aus Gehirn, Milz, Darm, Muskel,
Herz, Lunge, Hoden, Niere, Speicheldrise und Thynusler Leber konnte Siah nicht
nachgewiesen werden (Della et al., 1993). Siah2 wirhohem Mal3e in proliferierenden
Keimzellen des murinen Ovars und Hodens gebildetlél®t al., 1995).

Das menschliche Genom besitzt siahl:-Gen und eirsiah2Gen. Das humangahlGen
ist homolog zum murinegsiahlaGen (Holloway et al., 1997). Sina- und Siah-Pra¢esind
im Zytoplasma lokalisiert (Hu et al., 1997), wob8iahl zusatzlich im Nukleus

nachgewiesen werden konnte (Kim et al., 2009b).
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1.5.2 Ubiquitinligasefunktion von Siah

Ubiquitin ist ein kleines, ubiquitdr vorkommendésch konserviertes Protein aus nur 76
Aminosauren. Es wird durch die Verknipfung seineseinalen Glycinrestes mit den
Lysinresten seiner Zielproteine an diese gebundeiffi¢r and Petrides, 2002). Die
Anlagerung weiterer Ubiquitinmolekiile an einen deieben Lysinreste des ersten
Ubiquitins fuhrt, abhangig von dem verwendeten hyesst, zur Formation unterschiedlich
langer und geformter Ketten mit jeweils unterschoben zellularen Funktionen. So spielt
eine  Monoubiquitinierung eine Rolle bei Endozytoddistonregulierung, nuklearem
Porteinexport sowie DNA-Reparatur. Eine Multiubiipierung (mehrere einzelne
Ubiquitinmolekile werden an verschiedene Lysinreste Zielproteins gekoppelt) fuhrt zur
Endozytose. Eine Polyubiquitinierung kann, je nagisinrest an den die Ubiquitinkette
anknupft, einen proteasomalen Abbau (Lysin 48),AkBvierung von Proteinkinasen oder
eine Endozytose auslésen, sowie in DNA-Reparatordase (Lysin 63) involviert sein
(Haglund and Dikic, 2005; Pickart and Eddins, 2004)

Vor allem im Rahmen des proteasomalen Abbaus sgieltUbiquitinierung eine tragende
Rolle (Loffler and Petrides, 2002). Sie stellt eisequentielle Reaktion dar, die in drei
Schritten erfolgt. Zunadchst bindet das Ubiquitinhdkrende Enzym (E1) ein
Ubiquitinmolekdl und aktiviert es dadurch energigé@gig unter Verbrauch von
Adenosintriphosphat (ATP). AnschlieRend wird dasigulin an das Ubiquitin-
transferierende Enzym (E2) Gberfuhrt. Wahrend esmuUbiquitin-spezifisches E1 Enzym
gibt, existieren eine Reihe verschiedener E2 Enzymdetzten Schritt wird das Ubiquitin
durch eine substratspezifische Ubiquitinligase (B8 das Zielprotein Ubertragen. Es
existieren drei Unterfamilien der E3-Enzyme: HEGQibriologous to the E6-AP carboxyl
terminus), RING (really interesting new gene) uneBtk-E3 Ligasen (Hershko and
Ciechanover, 1998; Pickart and Eddins, 2004). Ded-8biquitin E3 Ligasen gehdren zur
Familie der RING-Finger Ubiquitinligasen mit einkatalytischen E2 bindenden RING
Domane und einer C-terminalen Substratbindungsdeni@8BD). Siahl und Siah2 zeigen
eine starke Homologie in der SBD, variieren aberder N-terminalen RING-Domane
(House et al., 2009).

Siah ubiquitiniert eine Reihe verschiedener Sutestrenit den unterschiedlichsten
Funktionen und ist somit in mannigfaltige zellul&®zesse involviert (Tab. 1.5.1). Es kann
seine Substrate entweder direkt binden oder mgcheedenen Adaptorproteinen wie Siah-
interacting-protein (SIP) oder plenty of SH3s (PQ8tteragieren (Nakayama et al., 2009).
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Protein Funktion
N-Cor nuclear receptor co-repressor
c-Myb avian myeloblastosis virus oncogene cellbiamolog
OBF1/BOB1 Oct binding factor 1/ B cell Oct-bindipgotein
B-Catenin
PML promyelocytic leukemia protein
CtIP C-terminal binding protein Transkriptions-
TIEG-1 TG-inducible early gene-1 steuerung
HIPK2 homeodomain-interacting protein kinase 2
T-STAR testis-signal transduction and activatiofRdfA
FBP-3 far upstream element (FUSE) binding protein
TRF2 telomeric repeat binding factor 2
Tramtrack
PHD Prolyl-4-Hydroxylasen HIF-Regulation
FIH factor inhibiting HIF
AKAP121 A-kinase anchoring protein 121 Mitochondrien/
OGHDC 2-oxoglutaratdehydrogenase-complex Metabolismus
TRAF2 TNF receptor-associated factor 2
Numb Signaltransduktions-
Vav guanine nucleotide exchange factor (protooneeye molekile
Spry2 Sprouty?2
Bag-1 Bcl-2 associated athanogene
GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Apoptose
POSH plenty of SH3s
Peg3, Pegl0 paternally expressed gene 3, 10
DCC deleted in colorectal cancer Zelloberflachesypéar
Kid kinesin-like DNA binding protein Mitose
a-Tubulin Zytoskelett
Synaptophysin
AF4 acute lymphoblastic leukemia 1-fused gene from

chromosome 4 neuronale
a-Synuclein Signaltransduktion
Synphilin-1
mGIuR1 metabotropic glutamate receptor 1
pAPC adenomatous polyposis coli i i

— . ; Proteindegradation/

Ubc H5 ubiquitin-conjugating enzyme H5 Degradatioskomplex
Phyllopod
Dab-1 disabled-1 Siah-Aktivitat

Tabelle 1.5.1:Zielproteine von Siah (Ubersicht ohne Anspruch\anifstandigkeit)

(Brauckhoff et al., 2011; Calzado et al., 2009w al., 2003; Hara et al., 2006; Horikawa et

2011; Kim et al., 2011; Nakayama et al., 2009; S#tadd., 2009; Xu et al., 2006)

al.,
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Zur Ubiquitinierung mancher Zielproteine, wie z. B-Catenin, werden komplizierte
Komplexe aus Siahl, SIP, S-phase kinase-asso@abéein 1 (Skpl), transducin beta like
(TBL1) und adenomatous polyposis coli (APC) bernétt{lylatsuzawa et al., 2003;
Matsuzawa and Reed, 2001).

1.5.3 Siah und die hypoxische Reaktion

1.5.3.1 Zelluldre Adaptationsvorgange bei Hypoxie

Die Sauerstoffkonzentration in der Atmosphare Ilgtrd0,9%. Verglichen mit der
atmosparischen Konzentration an Sauerstoff sindnaiésten Organe und Gewebe des
Kdrpers hypoxisch. Die physiologische Normoxie indrgerinneren liegt bei 2-9% ;0
Sinkt die Sauerstoffkonzentration, beginnen Zelleme Reihe von verschiedenen
Signalkaskaden zu aktivieren, um sich den verdadeBedingungen anzupassen und ein
Uberleben des Organismus zu ermdglichen. Die Eeergduktion wird von oxidativer
Phosphorylierung auf Glykolyse umgestellt, die Glsaufnahme wird heraufreguliert und
glykolytische Enzyme werden induziert, der Zellnbelgsmus wird gesenkt, die
Atemfrequenz und die Erythrozytenproduktion desa@esrganismus steigen (Nakayama,
2009).

1.5.3.2 Der Hypoxie-induzierte Trankskriptionsfakt¢HIF) - Schliisselenzym der

hypoxischen Reaktion

Die Schlusselrolle bei der Aktivierung dieser Kaddsa tradgt der sogenannte Hypoxie-
induzierte Transkriptionsfaktor (HIF). Der Hypoxieduzierte Trankskriptionsfaktor ist
eines der vielen Proteine, die durch Siah (im Rahdex Siah-Prolyl-4-Hydroxylasen/ HIF-
inhibierender Faktor-Kaskade) reguliert werden. Dbherodimer HIF besteht aus einer
Hypoxie-induzierbare-Untereinheit und einer kontinuierlich exprimiergtntereinheit.

Um einen funktionsfahigen Transkriptionsfaktor zuldén, missen sich beide
Untereinheiten im Zellkern zu einem Komplex zusamiagern (Wang et al., 1995).
AnschlieRend kann sich das entstandene HeterodeamerPromotorregionen, die ein
sogenanntes hypoxia-responsive element (HRE) eesianlagern und die Transkription
nachgeschalteter Gene induzieren. HIF regulierteneGéesitzen viele verschiedene
physiologische Funktionen, wie die Regulation voellZ/klus, Zelltod, Metabolismus,

Séaure-Basen Status, Erythropoese, Vaskularisierdsijproliferation, -migration und
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-differenzierung. Es reguliert die Expression vonzg{inen, Liganden, Rezeptoren und
lonenkanalen (Nakayama et al., 2009).

Es existieren drei Isoformen defUntereinheit von HIF (HIF4, HIF20. und HIF3x) und
zwei der B-Untereinheit (aryl hydrocarbon nuclear translocgi®RNT) und ARNT2).
HIFla und HIF2:x sind potente Aktivatoren von Hypoxie-induzierba@anen. Die Rolle
von HIF3x ist weniger gut erforscht, aber es wird vermudietss es als transkriptionaler
Repressor von HIFdfungiert. HIF und HIF2: haben viele gemeinsame Zielgene (wie z.
B. VEGF), allerdings ist ihre Gewebedistributiortenschiedlich. Wahrend Hlkdubiquitar
exprimiert wird, wird HIF2 gewebespezifisch in Endothel, Niere, Lunge, Herd u
Dunndarm gebildet (Nakayama, 2009; Nakayama e2@(09).

Die HIFla und HIF2Z:r Untereinheiten unterliegen in Normoxie einem kouigrlichen
Abbau durch das Ubiquitin-Proteasomen-System. liodogische Halbwertszeit liegt im
Bereich von nur zehn Minuten (Hanze et al., 2001@.HIFo-Untereinheit wird dabei durch
Ubiquitinierung markiert und von einem Komplex aus Hippel-Lindau Protein (pVHL),
Elongin B, Elongin C, Cullin2 und Rbx1 abgebaut.nVblippel-Lindau Protein hat in
diesem Prozess durch das Erkennen und Binden de&r Hitereinheit eine essentielle
Funktion (Nakayama, 2009; Nakayama et al., 2009).

1.5.3.3 Prolyl-4-Hydroxylasen und HIF-inhibieremd&aktor

Voraussetzung fir das Erkennen der ddUntereinheit durch pVHL ist eine
Hydroxylierung von Hlk an zwei spezifischen Prolinresten (Prolin 406 &ndlin 564)
(Nakayama et al., 2009; Nakayama and Ronai, 2@iéke Aufgabe wird von den Prolyl-
4-Hydroxylasen (PHD, fur prolyl-4-hydroxylase domaiontaining) Ubernommen, von
welchen die drei Isoformen PHD1, PHD2 und PHDS3 textisn (Abb. 1.7.1). Weitere
posttranslationale Modifizierungen denen HlEnterliegt, sind die Hydroxylierung eines
Asparaginrestes (Asparagin 803) durch den HIF-iendmden Faktor (FIH, factor
inhibiting HIF), wodurch seine transkriptionale Aktat inhibiert wird (Abb. 1.7.1), eine
Phosphorylierung durch ERK-MAPK oder eine SUMOvyiieg (Calzado et al., 2009;
Nakayama et al., 2009).

Die PHDs sowie FIH gehoren zu einer Familie vonliFe(hd 2-Oxoglutarat-abh&ngigen
Oxygenasen. Sie benétigen Sauerstoff, Ascorbins@u@xoglutarsaure und e um ihre

katalytische Funktion erflllen zu kénnen. Beidet&ire werden durch Hypoxie inhibiert.

42



Einleitung

Die enzymatische Aktivitat der PHDs wird bereitdarrmilden hypoxischen Bedingungen
herabgesezt, HiEwird nicht mehr hydroxyliert und folglich nicht meabgebautln vivo
kommt PHD2 die dominerende Rolle bei der normox@scHIFln-Regulation zu, wéhrend
PHD1 und PHD3 eine starkere Aktivitdt gegeniber 2dibesitzen. PHD2 wird am
starksten und ubiquitar in allen Organen exprimiBgn hochsten Gehalt an PHD3 findet
man im Herzen. Die Rolle von PHD1 in der Hi#FRegulationin vivo ist noch ungeklart
(Fong and Takeda, 2008; Nakayama et al., 2009)yIR*dHydroxylase 3 bildet in Hypoxie
Proteinkomplexe aus mehreren Molekulen; diese ,Eioéftle” besitzen eine verminderte
Hydroxylierungsaktivitat, sind aber vor einer Uhifnuierung durch Siah geschutzt
(Nakayama et al., 2007). Interessanterweise weRt¢D2 und PHD3 in Hypoxie durch
HIF1la induziert. Neben der Aufgabe als negativer Feddid@chanismus unter Hypoxie
konnte dies einen raschen Abbau der disoformen bei einer anschlieRenden
Reoxygenierung sicherstellen (Fong and Takeda,;208Bayama et al., 2009).

Der HIF-inhibierende Faktor wird erst bei starker ypdxie inaktiviert. In
Zellkulturexperimenten bleibt seine Aktivitat bis ziner Sauerstoffkonzentration von nur
0,2% Q erhalten (Calzado et al., 2009; Stolze et al.4200

1.5.4 Siah-Zielproteine — Regulation von HIF

Siahl und Siah2 degradieren PHD1 und PHD3, wolaiZSiiber eine hdéhere Kapazitat
verfugt. Prolyl-4-Hydroxylase 2 wird Siah-unabhdngireguliert. FKBP38, ein
Immunophillin interagiert mit PHD2 und fuhrt zu ser Degradierung (Barth et al., 2009).
Die Siah-Ubiquitinligasen zeigen eine unterschigwi Bindungskapazitat fur die PHDs mit
der Rangfolge: PHD3 > PHD1 > PHD2 (Moller et a0092; Nakayama et al., 2004).

Die Fahigkeit von Siah2, PHD3 zu degradieren, steigHypoxie (Nakayama and Ronai,
2004). Nakayama et al. gehen davon aus, dass djeld@en der PHD3-Stabilitat durch
Siah2 ausschlaggebend fir die physiologische Raalkti milder Hypoxie ist (Nakayama,
2009). Eine bedeutende Rolle fir PHD3 untermaueinffiCet al., die eine erhéhte
Expression von PHD3, nicht aber von PHD1 und PHDXardialen Myozyten, glatten
Muskelzellen und Endothelzellen infolge einer Hyieozeigen (Cioffi et al., 2003). Siahl
fuhrt in Normoxie zur Degradierung von FIH (Fukuwddaal., 2008; Shang et al., 2012).

Ein weiteres Zielprotein von Siah, das in die HIégRlation involviert ist, ist die

homeodomain-interacting proteinkinase 2 (HIPK2)ed@i Kinase fungiert als Regulator der
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Genexpression durch Phosphorylierung von veschesdefranskriptionsfaktoren, wie
HIF1a und anderen (Calzado et al., 2008).

Siah reguliert die HI&Transkription also auf drei verschiedenen, unagigiEm Wegen (Qi

et al., 2010a). Dies fiihrt zu der Schlussfolgerwtagss ohne Siah die postranslationalen
Regulationsmechanismen von HIF ungehemmt wirkenzuneinem Abbau von HIF fihren
kénnen. Untersuchungen an Siahla/2-Doppelnullzaherlypoxie stiitzen diese These:
Eine Expression vohifla, sowie seinem Zielgewegf kann in diesen kaum nachgewiesen

werden (Nakayama et al., 2004; Nakayama and R2884).

1.5.5 Siah als Zielprotein — ,upstream Regulation”

Uber die Regulation der Aktivitat von Ubiquitinligen liegen nur wenige Studien vor
(Khurana et al., 2006). Siah unterliegt einer bedigen Auto-Ubiquitinierung, die seine
Verfugbarkeit limitiert (Hu and Fearon, 1999; Ldriet al., 1999).

Die Transkription vorsiah2wird vorrangig durch die Sauerstoffkonzentratieguliert. So
erfolgt in embryonalen Mausfibroblasten unter Hyipokereits nach zwei Stunden ein
Anstieg dersiah2 Genexpression, nach funf Stunden ist ein Maximuicht und nach 14
Stunden fallt die Expressionsrate auf Werte geiingr Basalniveau ab. Die Induktion ist
unter 10%, 5% und 1% Hypoxie gleich stark, was &oée von Siah2 in milder Hypoxie
impliziert. Der zugrunde liegende Mechanismus dgpdxie-bedingten Heraufregulation ist
noch unbekannt (Nakayama et al.,, 2004; NakayamaRuomhi, 2004). Auch flusiahl
wurde eine zeitabhangige Heraufregulation der Gaemession in verschiedenen Zelltypen
unter hypoxischen Bedingungen gezeigt. Die Hergufegion beginnt nach sechs Stunden
und persistiert fur 12-24 Stunden (Wang et al.,1201

Ein interessanter Regulationsmechanismus ist dexdktion von Siah und HIPK2. Unter
Normoxie phosphoryliert diese Kinase Siah2, deBsadit es dadurch und verkirzt seine
Halbwertszeit sowie seine Substratbindungsfahiglgit sehr geringer Anteil der HIPK2
wird von Siah2 ubiquitiniert und anschlieRend ddgrd. In Hypoxie ist die Siah/HIPK2-
Interaktion gesteigert, die E3 Ligase kann HIPK2quhinieren und vermittelt somit die
Degradation der Kinase (Calzado et al., 2009) (Abb.1).

Obwohl Siahl und Siah2 eine Reihe von gemeinsamaktiénen besitzen wird ihre
Expression unterschiedlich reguliert. Die Protaialsie Akt, die in bestimmten Zellen durch
Hypoxie aktiviert wird, ist in der Lage Siah2 zuwuzieren (Nakayama et al., 2009). Eine

Phosphorylierung von Siah2 durch die Hypoxie-induei p38 mitogenaktivierte

44



Einleitung

Proteinkinase (p38 MAPK) fuhrt zu einer Steigerseger Aktivitat (Khurana et al., 2006).
Kirzlich wurde gezeigt, dass p75 Neurotrophin {75 ein Mitglied der Tumor Nekrose
Faktor Rezeptor Superfamilie, der in neuronalen &em weithin exprimiert wird, Siah2
unter hypoxischen Bedingungen, durch das VerhinderrAutoubiquitinierung, stabilisiert
(Le Moan et al., 2011). Die Expression v@ahlwird durch p53, einem Protein, das eine
Rolle bei Wachstumsstillstand und Apoptose spiettuziert. P53 wird bei genotoxischem
Stress (wie z. B. UV-Strahlung), aber auch untepdkye exprimiert (Amson et al., 1996;
Matsuzawa et al., 1998) (Abb. 1.7.1).

1.5.6 Andere Zielproteine von Siah

Neben der HIF-Signalkaskade sind die Siah-Ubigligiisen in eine Reihe weiterer
Signaltransduktionswege, die Apoptose und Zellferdtion steuern, involviert. Ein
wichtiges Zielprotein, durch dessen Ubiquitinieru8gh in den Apoptosemechanismus
eingreift, ist tumor necrose factor associatedoiaptotein 2 (TRAF2). Es existieren sowohl
Reporte Uber pro-, als auch Uber antiapoptotischekuMgen (Christian et al., 2011;
Habelhah et al., 2002; Polekhina et al., 2002).t&v¥eiWege, durch die Siah die Apoptose
beeinflusst, sind die c-Jun N-terminale Kinase (JHKldskade (Shah et al., 2009; Wen et
al.,, 2010; Xu et al., 2006), die Glycerinaldehy@®3esphat-Dehydrogenase (GAPDH)
(Hara et al., 2006; Hara and Snyder, 2006) undhteta repeat binding factor2 (TRF2)
(Horikawa et al., 2011).

Im Prozess des Zellwachstums und der Zellmigratrarkt Siah Uber die Ras/Raf
Signalkaskade und Erk ein (Ahmed et al., 2008; Sttadd., 2009; Wen et al., 2010), eine
Schlusselrolle spielt dabei Sprouty2, das ein Ji@hprotein ist und diese Kaskade hemmt
(Qi et al., 2008).

Zwei prominente Siah-Zielproteine, die sowohl imhReen der Apoptose als auch bei der
Zellproliferation eine Rolle spielen, sifidCatenin (Dimitrova et al., 2010; Liu et al., 2001,
Wang et al., 2011) und HIPK2 (Calzado et al., 2@@&@zado et al., 2009; Kim et al., 2009b;
Winter et al., 2008).

Ein weiterer Angriffspunkt von Siah ist der mitoctuiale Zitratzyklusyia Ubiquitinierung
des 2-Oxoglutaratdehydrogenase-Komplexes (OGHD@péHhah et al., 2004; Shah et al.,
2009).
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1.5.7 Siah in der Forschung

Der Hauptfokus der Untersuchungen Uber die Sialptanligasen lag bisher im Bereich
der Tumorforschung. Verschiedene Studien zeigem Rolle von Siah in der Tumorigenese
und Metastasierung von diversen Tumortypen, wie Mammoren (Chan et al., 2011;
Moller et al., 2009; Wong et al., 2012), Prostagdisr (Qi et al., 2010a; Qi et al., 2010b),
Melanomen (Qi et al., 2008; Shah et al., 2009), damtumoren (Ahmed et al., 2008;
Nakayama, 2009), Lebertumoren (Brauckhoff et alQl1), Pankreastumoren und
nasopharyngealen Tumoren (Nakayama et al., 2008)Siah Ubiquitin E3 Ligasen sind
dabei sowohl Uber HIF-abhangige als auch tber den deschrieben HIF-unabhangigen
Signaltransduktionswege involviert. Die Inhibierumgn Siah kann das Wachstum von
Pankreastumoren, Lungentumoren und Melanomen \a&@imrn(Nakayama, 2009).
Parallelen zwischen Tumoren und einer PH sind gpokisches Millieu, die Proliferation
von Zellen und eine Verminderung der Apoptosendteiterhin zeigen Krebszellen, sowie
proliferierende pulmonalvaskulare Endothelzellemeai Wechsel im Glukosemetabolismus
von oxidativer Phosphorylierung zu Glykolyse (Schely et al., 2011; Sommer et al.,
2008).

Gegenwartig beginnt Siah ebenfalls starker in dekub der Forschung an kardialen
Fragestellungen zu ricken. Neuere Studien zeigass &iah interacting protein (SIP)
wahrend eines Myokardinfarktes sowie wahrend deslaies von Hypoxie-/
Reoxygenierungskaskaden heraufreguliert wird (Aalgt2006) und dass ein Verlust von
SIP bei Drosophila eine Kardiomyopathie verursagbasad et al., 2012). Kim et al.
publizierten kiirzlich, dass Siah2Mause eine reduzierte InfarktgréRe und eine gering
Apoptoserate im Vergleich zu Wildtyp (WT)-Kontrall@ufweisen (Kim et al., 2011).

1.5.8 Siah knockout-Mause

In der Literatur ist die Generierung von Siahla udidh2 knockout (KO) Mausen

beschrieben.

1.5.8.1 Siahla knockout Mause

Dickins et al. publizierten 2002 die Kreation voiatsla KO Mausen mit einem C57BL/6J
Hintergrund. Diese Tiere zeigen eine postnatale NAtaensverzdogerung, eine hohe
Sterblichkeit der Welpen und eine Sterilitdt dercBghen aufgrund einer Blockade der

Spermatogenese mit folgender Apoptose der Sper(Diekins et al., 2002). Wenig spater
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beschrieben Frew et al. bsiahld” Mausen ein reduziertes Knochenvolumen aufgrund
einer Reduktion der Osteoblasten und des Osteaithais sowie einen Anstieg der Anzahl
der Osteoklasten. Weiterhin besitzen die KO Tieegglichen mit WT Mausen, durch eine

reduzierte Anzahl nur 30-50% der hamatopoetischam@®zellen (Frew et al., 2004).

1.5.8.2 Siah2 knockout-Mause

Die Generierung von Siah2 KO Mausen, ebenfalls emiem C57BL/6J Hintergrund,
verdffentlichten Frew et al. 2003 (Frew et al., 2D0Die siah2” Mause sind fertil und
zeigen einen unauffalligen Phanotyp. Die Expression Siahl ist im Gewebe und in
Lymphozyten desiah2” Mause unverandert. Dies impliziert eine UiberlapleeRunktion
von Siahl und Siah2, wodurch phanotypische Konsemre bei siah2” Mausen
verschleiert werden. Ein kombinierter knockout vsiahla und siah2 fuhrt zu einer
embryonalen oder postpartalen Sterblichkeit allechkommen. Die lebend geborenen
Welpen vonsiahZ” siahld” Mausen sterben vor dem Absetzen und die Wiirfe von
siah2”” siahld™ Tieren bereits innerhalb weniger Stunden nach desu@ (Frew et al.,
2003).

Nakayama und Mitarbeiter untersuchtsiah?” M&use unter hypoxischen Bedingungen
(7% &) und stellten eine verminderte Polyzytdmie sowime e beeintréchtigte
ventilatorische Reaktion fest. Nach zweiwdchigepbiieexposition weisesiah2” Mause
einen geringeren Anstieg der roten Blutzellen dsfiltre WT-Kontrollen, gemessen durch
Bestimmung des Hamoglobingehaltes. In akuter Hyp¢kb Minuten) reagieren WT Tiere
mit einer Steigerung der Atemfrequenz und einerdRedn des Metabolismus, wahrend die
siah2”- Mause zwar ebenfalls einen herabgesetzen Metangisaber keine Steigerung der
Atemfrequenz aufweisen. In Normoxie zeigen beideudlimien identische Werte

(Nakayama et al., 2004; Nakayama and Ronai, 2004).
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1.6 Rolle der Siah-Kaskade in der pulmonalen Hypednie und kardialen
Hypertrophie

Es existieren kaum Verdffentlichungen Uber Siah Rahmen der PH und der
Rechtsherzhypertrophie. Allerdings gibt es in desehemenbereich bereits eine Vielzahl
von Publikationen tber sein Zielprotein HIF.

1.6.1 Rolle von HIF in der pulmonalen Hypertonie

In der Pathogenese der PH sind Proliferation, dghation und Apoptose pathologische
Schlusselereignisse. HIF spielt eine wichtige RotleRahmen dieser Prozesse und wird in
den meisten Zellen der hypoxischen Lunge (Bronepitliel, Alveolarepithel, glatte
Muskulatur und vaskulares Epithelium) exprimiefie ausschlaggebende Rolle von HIF
im Krankheitsgeschehen der PH ist bereits umfassiardelegt (Hanze et al., 2007,
Stenmark et al., 2006b).

HIF-regulierte Gene, die eine Rolle in der Entstehder PH spielen, sind diejenigen fur
VEGF, VEGF-Rezeptor2, ET-1, AT-1-Rezeptor, endo#iel und induzierbare NO-
Synthase, Erythropoetin (EPO), TRPC1 und 6, 5-Han$porter, K1.5, PDGF und IGF-2.
Von grolRer Bedeutung ist dabei die Rolle der Hiutierten Gene im pulmonalarteriellen
Remodelingprozess. Studien an heterozygoten di(Rifle"") Mausen zeigen, dass diese
eine verminderte Hypoxie-induzierte PH mit vermirndm vaskularen Remodeling
entwickelen. Heterozygote HIE2 (hif2a™) Tiere sind vollkommen gegen ein
pulmonalvaskulares Remodeling geschutzt (Hanzé.,e2@07; Ostergaard and Gassmann,
2011).

Neben Hypoxie-assoziierten Formen der PH konnteh ancchemisch und genetisch
induzierten Formen der PH eine Beteiligung von Hkchgewiesen werden (Semenza,
2012).Fawn hoodedRatten entwickeln z. B. eine spontane PH aufgrindr abnormalen
mitochondrialen Sauerstoffmessung (oxygen senssmyie einer gesteigerten HIF1
Induktion (Bonnet et al., 2006).

1.6.2 Rolle von HIF im Herzen

Im Herzen steuert HIF verschiedene Funktionen. Eigezytenspezifische HlfiDeletion
fuhrt zu eingeschrankter Kontraktilitat und Vaskideerung. Weiterhin kommt es zu
Veranderungen im Kalziumfluss und Glukosemetabalsr{Huang et al., 2004). HIk1

spielt eine Rolle bei Erkrankungen der Koronar@gter(Semenza, 2012) und hat eine
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protektive Funktion im Ischamie-Reperfusions-Modé€lhi et al., 2008; Eckle et al., 2008;
Semenza, 2012). Beziglich des Modells der kardidlenckiberladung (transaortic
constriction, TAC, dt. transaortale Konstriktionyistieren Studien, die eine protektive
Rolle fur HIFlon zeigen (Sano et al., 2007; Wei et al., 2012), adgrh kontroverse
Ergebnisse, die eine HIkIExpression fur eine maladaptative Entwicklung wesertlich
machen (Krishnan et al., 2009). Weitere Hinweisk eane negative Funktion fur Hild
liefert ein ischamisches Kardiomyopathiemodell, dein ein Zusammenhang zwischen der
Uberexpression von Hlklund der Entstehung einer kontraktilen Dysfunktigezeigt
wurde (Bekeredjian et al., 2010).

1.7 Wissenschatftliche Fragestellung der Arbeit

Es gibt noch immer kaum Therapiemdglichkeiten démpnalen Hypertonie (PH), die eine
gleichzeitige Behandlung der Lungenpathologie umd Bekompensation des rechten
Herzens ermdéglichen. Da Siah-Enzyme spezifischéelPi® aus Signalkaskaden, die im
Rahmen beider Pathomechanismen eine Rolle spielequitiniert, stellen diese Ligasen

einen hochst interessanten therapeutischen Anauifig dar.

In der vorliegenden Arbeit sollten folgende Fragkshgen untersucht werden:
» Spielen die Siah-Ubiquitinligasen eine Rolle in Bathogenese der PH?
« Welchen Schweregrad der PH entwicksilh2”~ undsiah1” /2" knockout Mause

o im Mausmodell der Hypoxie-induzierten PH?

o im Mausmodell der PAB-induzierten rechtsventrikataHypertrophie?
(Erzeugung einer von der pulmonalen Strombahn uiradben
rechtsventrikularen Hypertrophie)

o0 Experimentelle Zielparameter dieser Fragestellwhiges sein:

= terminaler systolischer arterieller und rechtsv&aotérer Druck

= terminaler Grad der rechtsventrikularen Hypertrephi

= Dokumentation der Entwicklung der rechtsventrikeréFunktion
durch echokardiografische Verlaufskontrollen
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« Wie stark ist das pulmonalvaskulare Remoldeling &ieh2” und siahI’ /2"
knockout Mausen im Modell der Hypoxie-induziert®d ausgepragt?
= histologische Untersuchung der Gefal3morphometnigpdemonalen
Strombahn
* Wie entwickeln sich der rechtsventrikulare Kollagehalt (Fibrose), die Kardio-
myozytengrofRe (Hypertrophie) und die kapillare Bénsorgung (Neoangiogenese)
dersiah2” undsiah1”/2" knockout Mause in beiden Tiermodellen?
= histologische Untersuchung des rechten Herzveihdrike
* Wie beeinflussen die Bedingungen in den beiden erdsten Tiermodellen die
Expression der Siah-Ubiquitinligasen?
= Genexpression vosiah
* Beeinflussen die Siah-Ubiquitinligasen die Entstehbbzw. Progression einer PH
durch die Regulation der Siah-PHD-HIF-VEGFA Kaskade
0 Zielparameter dieser Fragestellung sollten sein:
» Proteinexpression der Prolyl-4-Hydroxylasen
= Proteinexpression des Hypoxie-induzierten Tranksikmsfaktors

= Proteinexpression von vascular endothelial groatiar A

Die Arbeitshypothese der vorliegenden Promotiorsanvar, dass die Deletion der Siah-
Ubiquitinligasen als oberster Regent der PHD-HIFSHA Signalkaskade die Pathogenese
der PH und rechtsventrikularen Hypertrophie in beidliermodellen entscheidend zu
beeinflussen vermag. Die Siah-Ubiquitinligasen @den den Abbau von FIH, HIPK2
sowie PHD1 und PHD3, wahrend PHD2 unbeeintrachlilgibt. Somit werden die
Hydroxylierung sowie die Repression der Transkoiptvon HIFe. erheblich vermindert
bzw. verhindert. Die Menge an verflugbarem HIF dtaigd beeinflusst durch seine
regulatorische Funktion im Ablauf des Zellzyklugr d&rythropoese, der Vaskularisierung,
der Apoptose, der Proliferation und der Zellmigratidie Entwicklung der PH und der
Rechtsherzhypertrophie (Abb. 1.7.1).
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Abbildung 1.7.1: Hypothetische Rolle der Siah-Ubiquitinligasen irer dHIF-abhéngiger
Pathogenese der pulmonalen Hypertonie und Rechtsfpsrtrophie.

p53= ein Tumorsuppressorprotein, 0 Sauerstoffpartialdruck, p?8= p75 Neurotrophin
p38 MAPK= p38 mitogenaktivierte Proteinkinase, AKTeine Proteinkinase (siehe 1.5
FIH= factor inhibting HIF, PHD= Prolyl-4-Hydroxylas (siehe 1.5.3.3 und 1.5.4
HIPK2= homeodomain-interacting proteinkinase 2hgi&.5.5), HIF= Hypoxie-induzierter Fakt
(siehe 1.5.3.2), VEGF= vascular endothelial grofatior (siehe 4.4.3)

5)
),

51



Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden weibliche und ménnlichen@i&nockout (KO) Méause und Siah2
Wildtyp (WT) Méause, sowie heterozygote Siahla (H2RO Mause und C57BL/6J Mause
untersucht. Zuchtpaare der Siah2KO, Siah2WT undhl@idet/2KO Linien wurden
freundlicherweise von Herrn Dr. Andreas Moller @etMacCallum Cancer Centre,
Melbourne, Australien) im Rahmen einer KooperatiwhHerrn Prof. Dr. Schmitz (Institut
fur Biochemie der Justus-Liebig-Universitat, Gie3emr Verfligung gestellt. Die Zucht der
verwendeten Tiere erfolgte im Zentralen Tierladénagkfurter Straf3e 105, 35392 Giel3en)
der Justus-Liebig-Universitat GieRen. Die C57BLMduse stammten von der Firma
Charles-River Deutschland GmbH (Sulzfeld, Deutsuilja Die Siah2KO Mause wurden
mit den Siah2WT Mausen als interne Kontrollen Jvergin. Als Kontrollen fur die
SiahlaHet/2KO Tiere (Siah1/2KO) dienten C57BL/6Jubt (BL/6J). Zur Vereinfachung
werden Siah2KO und Siah2WT Mause im Folgenden dsah2 Gruppe* und
SiahlaHet/2KO und C57BL/6J Mause als ,Siah1/2 Getippezeichnet (Tab. 2.1.1).

Linie Genotyp Background | Herkunft

Siah2 Gruppe

Siah2KO siah2" C57BL/6J Peter MacCallum Cancer Centre
Siah2WT siahZ™ C57BL/6J Peter MacCallum Cancer Centre
Siah1/2 Gruppe

SiahlaHet/2KO | siah1d" 2" C57BL/6J Peter MacCallum Cancer Centre
C57BL/6J Charles-River Deutschland GmbH

Tabelle 2.1.1:Verwendete Mauslinien
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Um eine Vergleichbarkeit mit dem Krankheitsbild dpulmonalen Hypertonie des
Erwachsenen zu ermoéglichen, wurden adulte Mauggesatzt. Die Tiere wurden in einem
Alter von 8 — 16 Wochen und mit einem Gewicht vdn0l- 31,5 g in den Versuch
genommen.

Wahrend des Versuchszeitraumes wurden die Tier@iarstall des Zentrums fur Innere
Medizin des Fachbereiches Medizin der Justus-Liebiyersitat Giel3en gehalten und von
den dort beschaftigten Tierpflegern versorgt. Digiusk erhielten Futter (Altronfin
Standarddiatfutter) und Wassad libitum Die Beleuchtungsdauer im Tierstall betrug
dreizehn Stunden pro Tag (von 6:00 Uhr — 19:00 Uhe) Umgebungstemperatur im Mittel
25°C und die Luftfeuchtigkeit 40-60%.

2.1.2 Tierversuchsgenehmigung

Die durchgefiihrten Versuche wurden vom Regierurigggium Giel3en genehmigt und
kénnen unter folgenden Aktenzeichen eingesehenenmerd
- Gl 20/10 Nr. 111/2010
~-Hpoxie-induzierte PH — Regulation und Einfluss vmolylhydroxylasen (PHD) und
Siah“
- GI120/10 Nr. 54/2011
.Rechtsherzhypertrophie — Rolle von Siahl1 und 2*
- Gl 20/10 Nr. 73/2011
~Hypoxie-induzierte PH — Einfluss von Siah auf denhten Ventrikel*
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2.1.3 Material und Gerate fur die Mausmodelle

2.1.3.1 Injektionsldsungen und Substanzen

Buprenorphin

Temgesic

Essex Pharma
Minchen, Deutschland

50% 2-Propanol /
1% Providionjod-L6sung

Braunoderm ®

B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Glucose 5%

Glucose 20% ®
1:4 verdinnt

B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Heparin

Heparin-Natrium-25000-
ratiopharm ®

Ratiopharm GmbH
Ulm, Deutschland

Isofluran

Isofluran Baxter®

Baxter Deutschland GmbH
UnterschleiRheim, Deutschlan

Kaliumchlorid

30 mg/ml KCI

gel6st in 0,9% NaCl-Lsg.

Carl Roth GmbH & Ko
Karlsruhe, Deutschland

Ketaminhydrochlorid
100 mg/ml

Ketamin 1096

Belapharm GmbH & Co KG
Vechta, Deutschland

Natriumchloridldsung
(100 ml)

Isotonische
Natriumchlorid-l6sung
Diaco ®

Serag-Wiessner KG
Naila, Deutschland

Natriumchloridldsung
(1000 ml)

zum Spilen und
Befeuchten

B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Xylazinhydrochlorid

Xylazin 2%®

Ceva Tiergesundheit GmbH
Dusseldorf, Deutschland

2.1.3.2 Verbrauchsmaterial

Augensalbe

Bepanthen® Augen- und
Nasensalbe

Bayer Vital
Leverkusen, Deutschland

Dreiwegehahn

Discoffx

B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Einbettkassetten, grof3

Rotilabo® Einbettkassette
Macro

Carl Roth GmbH & Ko
Karlsruhe, Deutschland

Einbettkassetten, klein

Tissue Tek® 3
Uni-Cassette®

Sakura Finetek Europe B.V
Zoeterwoude, Niederlande

Einmalhandschuhe

Vasenlitril white

B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Einmalnitrilhandschuhe

Peha soft® nitrile

Paul Hartmann AG
Heidenheim, Deutschland

Einmalspritze
1ml, 2 ml, 5ml, 10 ml, 20 ml

Inject Luef®

B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Einmalspritze
50 ml

Original Perfusor® Spritze

B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Enthaarungscreme

Elca® Med Creme

ASID BONZ
Herrenberg, Deutschland
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Sarstedt AG & Ko

Eppendorf Tubes Reagiergefal? 1,5 ml Nimbrecht, Deutschland
Falconréhrchen Cellstar® Tubes Greiner Bio-One GmbH
15 ml, 50 ml Frickenhausen, Deutschland

Hamatokritkapillaren

Hirschmann Laborgerate
GmbH & KoKG
Eberstadt, Deutschland

Hamatokritversiegelungskit

Brand GmbH & KoKG
Wertheim, Deutschland

Kanulen

24G (0,55 mm x 25mm)
26G (0,45 mm x 25 mm)
30G (0,3 mm x 25 mm)

BD Microlance %

Becton Dickinson
Heidelberg, Deutschland

N M
Medizinisches Klebeband Durap8re St. Paul. MN. USA
Nahtmaterial Prolene® 6-0 Ethicon GmbH

Ethicon Polypropylen Norderstedt, Deutschland
Parafilm American National Can

Menasha, WI, USA

Perfusor-Leitung
150 cm

B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

PET-Schlauche

mit unterschiedlichen

Durchmessern
FSSB
Polyester Garn 5/0 Jestetten, Deutschland
T Greiner Bio-One GmbH
Schraubdeckeltubes Cry8’sEinfrierréhrchen Frickenhausen. Deutschland
Skalpel Pfmmedical AG

10er, 11er, 20er

Feather® Disposal Scalpel

Ko6ln, Deutschland

Titaniumclips far
Pulmonalarterie

WECK Hemoclip® small
titanium ligating clips

Edward Weck, Research
Triangle Park, NC, USA

Ultraschallgel

Aquagel®

Parker Laboratories Inc.
Fairfield, NJ, USA

Venenverweilkanuile
20G (1,2 mm x 33 mm)

Vasofix® Safety

B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Xylocaingel

Xylocain®Gel 2%
Lidocainhydrochlorid

Astra Zeneca GmbH
Wedel, Deutschlang

Zellstofftupfer
4x5cm

Pur-Zellir®

Paul Hartmann AG
Heidenheim, Deutschland

Zellulose-Handtlicher

Tork
Mannheim, Deutschland
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2.1.3.3 Gerate fir die Echokardiographie

VisualSonics Inc.

EKG Tisch Vevo 770 Toronto, Ontario, Kanada
. KF Technology
Isofluranverdampfer Vet Equip Rom., Italien
Indus Instruments
Rektalthermometer Houston, TX, USA
Ultraschallgerat Vevo 770 VisualSonics Inc.

Toronto, Ontario, Kanada

2.1.3.4 Gerate und Materialien fur das Hypoxienilbode

Atemkalk

Dragersorb® 800 Plus

Drager Medial GmbH
LUbeck, Deutschland

Blutgasanalysegerat
ABL 330

Radiometer
Kopenhagen, Danemark

Teleflex Medical GmbH

So-Gard Fiter AUDSON RC! Kernen, Deutschland
KnF-Neuberger

Miembran Vaiuumeumpe Freiburg, Deutschland

O,-Controller Modell 4010 Labotect

Gottingen, Deutschland

O,-Sensor

Teledyne Oxygen Sensor C

ieledyneAnaIytical Instrument
ity of Industry, CA, USA

|92}

2.1.3.5 Geréate und Instrumente fir die chirurgrselEingriffe

. . . . Aesculap AG
Arterienclip Aesculap® Biemer Clip Tuttlingen, Deutschland
Beatmungspumpe MiniVent Type 845 ;:?ghsgiﬁsiﬁl:rzgmk

. : Edward Weck, Research
Clipapplier

Triangle Park, NC, USA

Computer mit Monitor

Druckaufnehmer

APT 300

Hugo Sachs Elektronik
Hugstetten, Deutschland

Druckwandler

Combitrans Monitoring Set
Mod. Il for arterial Blood
Pressure Measurement

B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Hamatokrit-Zentrifuge

Hamatokrit 210

Hettrich Zentrifugen
Tuttlingen, Deutschland

Katheter fUrA. carotis

Micro Cannulation Sysytem

FST Fine science tools GmbH

Heidelberg, Deutschland
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Katheter furV. jugularis

Hyman Mouse Pressure
Catheter 14 cm

Nu MED Inc.
Hopkinton, NY, USA

Mandrin zur Intubation

gefertigt aus Spinalkanile
20G (0,9 mm x 75 mm)

B. Braun Melsungen AG
Melsungen, Deutschland

Messschieber

Absolute Digimatic Caliper

Mitutoyo Deutschland GmbH
Neuss, Deutschland

Narkosekammer

Keutz Labortechnik
Reiskirchen, Deutschland

Operationsbesteck

FST Fine science tools GmbH
Heidelberg, Deutschland

Software von HSE

Pulmodyn W

Hugo Sachs Elektronik
Hugstetten, Deutschland

Pulmonalarterieller Katheter

Hugo Sachs Elektronik

Spulkanle Sondeanfertigung fur ILUL Hugstetten, Deutschland
Stativ Zum Halten der Spritzen

wahrend des Spulens
Trachealtubus aus Vasofix® Safety B. Braun Melsungen AG

20G gekdirzt auf ca. 1,5 cm

Melsungen, Deutschland

Vergrof3erungslupe

MS5

Leica Microsystems
Nussloch, Deutschland

Wasserbad

Keutz Labortechnik
Reiskirchen, Deutschland

Wundhaken

gefertigt aus 20G Kanulen
BD Microlance 3

Becton Dickinson

Heidelberg, Deutschland

2.1.4 Histologie

2.1.4.1 Gerate/ Software/ Makros

Leica Microsystems

Digitale Kamera DC 300F Nussloch, Deutschland
geschlossener Vakuum- TP 1050 Leica Microsystems
Gewebeinfiltrationsautomat Nussloch, Deutschland
. Leica Microsystems
Kihiplatte EG 1150C Nussloch, Deutschland
. . . Leica Microsystems
Objekttragerstrecktisch HI 1220 Nussloch, Deutschland
. . . Leica Microsystems
Paraffinausgief3station EG 1140H Nussloch. Deutschland
. Leica Microsystems
Paraffinstreckbad HI 1210 Nussloch, Deutschland
Rotationsmikrotom RM 2165 Leica Microsystems
vollautomatisch Nussloch, Deutschland
Stereomikroskop DMLA Leica Microsystems

Durchlicht

Nussloch, Deutschland
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Warmeschrank Memmert GmbH & Co KG
Schwabach, Deutschland
Leica Microsystems Nussloc
Computer Q 550 IW Deutschland
. Leica Microsystems
Software Q Win V3 Nussloch, Deutschland
Makro far entwickelt von Hr. Christoph
- Muskularisierungsgrad Frank (Informatiker),
- Wandstarke Leica Microsystems
- Kollagenanteil Nussloch, Deutschland
2.1.4.2 Verbrauchsmaterial
N R. Langenbrinck
Deckglaser 24 x 36 mm Emmendingen, Deutschland
: . . Medite GmbH
Eindeckmedium Xylol-léslich Pert&x Burgdorf, Deutschland
Mikrotomklingen S 35 Feather Produkte fur die Medizin AG

Koéln, Deutschland

Objekttrager

Superfrost Pltis

R. Langenbrinck
Emmendingen, Deutschland

Paraffin Einbettmedium

Paraplast Plus

Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland

Selecta Faltenfilter

Schleicher + Schill GmbH

Dassel, Deutschland

2.1.4.3 L6sungen,

Kits und Antikdrper fir

die i

mimeto-

und zytochemischen

Markierungen

Albumin bovine Fraction V

Serva Electrophoresis GmbH
Heidelberg, Deutschland

Anti-alpha-smooth muscle
actin; clone 1A4 monoclonal,
mouse anti-human

Verdinnung 1:900
mit 10% BSA

Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland

Anti-von Willebrand Faktor
polyclonal, rabbit anti-human

Verdinnung 1:900
mit 10% BSA

Dako Cytomation Hamburg,
Deutschland

Avidin-Biotin-Blocking Kit

Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen, Dtl

DAB Substrat Kit

Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen, Dtl

DAPI 4',6-Diamidino-2-Phenylindol| Sigma-Aldrich
Dihydrochlorid Steinheim, Deutschland
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck

Dihydrat, pro analysi

Na,HPO, x 2 HO

Darmstadt, Deutschland
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Eisen-Haematoxylin A nach
Weigert enthalt Ethanol

Division Chroma
Minster, Deutschland

Eisen-Haematoxylin B
nach Weigert

Division Chroma
Minster, Deutschland

Essigsaure 100%

Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland

Ethanol
70%, 96%, 99,6%
vergallt mit Ethylmethylketon

Fischer
Saarbriicken, Deutschland

Fluoro care anti-fade-mountan
von Biocare Medical

t

Zytomed Systems GmbH
Berlin, Deutschland

Formaldehyd —
Ldsung 3,5-3,7 %

neutral gepuffert
mit Methanol stabilisiert

Otto Fischar GmbH & Co. KG
Saarrbricken, Deutschland

Formaldehyd saurefrei 37%

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland

IMMPRESS Reagent
Anti-rabbit 19G

Vector / Linaris
Wertheim-Bettingen, Dtl.

Sigma-Aldrich

Isolectin B4-TRITC L5264-2MG Steinheim. Deutschland
Fluka Chemie
0
Isopropanol (99,8%) Buchs, Schweiz
. . Carl Roth GmbH
Kaliumchlorid KCl Karlsruhe, Deutschland
Kaliumhydrogenphosphat KH.PO Merck
pro analysi 2 Darmstadt, Deutschland
. Fluka Chemie
Methanol, reinst Buchs, Schweiz
Methvlariin Vector / Linaris
Yl Wertheim-Bettingen, Dtl.
. . : Carl Roth GmbH
Natriumchlorid pro analysi NacCl Karlsruhe, Deutschland
Lo o - Appli Chem GmbH
Pikrins&ure, wassrig, gesattigt Darmstadt, Deutschland
BIOZOL Diagnostica Vertriel
Proteinase K Dako R4 GmbH
Eching, Deutschland
. Vector / Linaris
R.T.U. Horseradish Wertheim-Bettingen, Dtl
Resorcin Euchsin Waldeck GmbH & CO. KG
Minster, Deutschland
Salzsaure 25% HCl Carl Roth GmbH

Karlsruhe, Deutschland

Saurefuchsin

Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland

Sirius Rot F3B LOsung

Niepotter Labortechnik
Burstadt, Deutschland

Trizma® Base

Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland
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_ . Zytomed

Trypsin Digest Al 2 Berlin, Deutschland

Vector VIP® Vector / Linaris

Substrat Kit Wertheim-Bettingen, Dtl.

Vecto® M.O.M. Vector / Linaris

Immunodetection Kit Wertheim-Bettingen, Dtl.

Wasserstoffperoxid 30% pro Merck

analysi Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich

WGA-FITC L4895 Steinheim, Deutschland
Carl Roth GmbH

Xylol

Karlsruhe, Deutschland

2.1.5 Molekularbiologie

2.1.5.1 Verbrauchsmaterial

2 ml Schraubverschluss- Mikro-Schraubréhre Sarstedt

Gefalle Numbrecht, Deutschland
Invitrogen

4x NuPage LDS Karlsruhe, Deutschland
Fermentas

6x Loading Dye

St. Leon Rot, Deutschland

96-well Mikroplatten

Thermo Fischer Scientific
Schwerte, Deutschland

id/Bi Serra
Acrylamid/Bis Nurnberg, Deutschland
Agarose Sigma Aldrich

Steinheim, Deutschland

Amersham Hyperfilm ECL GE

GE Healthcare
Miinchen, Deutschland

Sigma Aldrich

APS Ammoniumperoxodisulfat Steinheim. Deutschland
B. Braun Melsungen AG
Aqua dest. Melsungen, Deutschland
. . Carl Roth GmbH
CaCl Kalziumchlorid Karlsruhe, Deutschland
Chemilumineszenzfilm Cronex 5 Medical X-Ray Filn’ﬁ%c?s’td Belgien
Complete Roche
p Mannheim, Deutschland
EDTA Ethylendiamintetraacetat ggmﬁg rlg nlgr(l,utschl and
_ Carl Roth GmbH
Glycin

Karlsruhe, Deutschland
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Carl Roth GmbH

HCI 37% Salzsaure 37%, rauchend Karlsruhe, Deutschland
o Peqglab
Keramikkiigelchen 1,4mm Erlangen, Deutschland
, : Sigma Aldrich
NaN; Natriumazid Steinheim, Deutschland
Sigma Aldrich

Na-Orthovanadat (200 mM)

Steinheim, Deutschland

PCR-Reaktionsgefalle

Greiner bio-one,
Frickenhausen, Deutschland

PMSF (100 mM)

Phenylmethylsulfonylfluorid

Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland

PVDF-Membran

Polyvenylidendifluorid

Pall Corporation
Dreieich, Deutschland

Real-time PCR-
Reaktionsgefalie

Thermo-Fischer (Abgene),
Hamburg, Deutschland

SDS (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide)

Natriumdodecylsulfat

Carl Roth GmbH
Karlsruhe, Deutschland

Skim milk

Sigma Aldrich
Steinheim, Deutschland

SYBR safe DNA gel stain

Invitrogen
Karlsruhe, Deutschland

TEMED N,N,N",N"- Carl Roth GmbH
Tetramethylethylendiamin Karlsruhe, Deutschland
i Tris(hydroxymethyl)- Carl Roth GmbH
TRIS-Pulver 0,5M pH 6.8 aminomethan Karlsruhe, Deutschland
i Tris(hydroxymethyl)- Carl Roth GmbH
TRIS-Pulver 1,5M pH 8,8 aminomethan Karlsruhe, Deutschland
. Sigma Aldrich
Triton X-100 Steinheim, Deutschland
Sigma Aldrich
Tween 20 Steinheim, Deutschland
. Schleicher & Schuell
Whatman-Filter Dassel, Deutschland
Sigma Aldrich

B-Mercaptoethanol

Steinheim, Deutschland

2.1.5.2 Kits und Standards

DC protein assa Bio-Rad
P Y Minchen, Deutschland
Fermentas
PRA-Standard GeneRulEt 100bp Ladder St. Leon-Rot, Deutschland
Bio-Rad

iScript cDNA-Synthese Kit

Minchen, Deutschland
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peqGOLD total RNA Kits

Peqglab
Erlangen, Deutschland

Proteinstandard

Precision Plus Proteil{
Standards (Dual Color)

Bio-Rad
Minchen, Deutschland

RayBid” mouse VEGF ELISA
Kit

Holzel Diagnostika GmbH
Koéln, Deutschland

i Quiagen
RNAse-free DNAse Set Hilden, Deutschland
iTag™ SYBR® green supermix Bio Rad

with Rox

Minchen, Deutschland

2.1.5.3 Gerate

Bio Imaging System

ChemiGenius

VWR (Syngene)
Darmstadt, Deutschland

Elektrophoresekammer

Keutz Labortechnik
Reiskirchen, Deutschland

Entwicklermaschine Crurix Agfa :
Morstel, Belgien
. Peqglab
Homogenisator Precellys 24 Erlangen, Deutschland
Mikroplattenlesegerat (1) EIx808 Bio Tek

Bad Friedrichhall, Deutschlan

Mikroplattenlesegerat (2)

Molecular Devices Versamg
Microplatereader

XMDS Analytical Technologies
Ismaning, Deutschland

Mikrozentrifuge 200R

Hettich
Tuttlingen, Deutschland

Real-time PCR System

Mx3000®PCR System

Agilent (Stratagene),
Waldbronn, Deutschland

Semidry-Blot-System

Keutz Labortechnik,
Reiskirchen, Deutschland

Spannungsgerat fur
Elektrophorese

Biometra
Gottingen, Deutschland

Kisker-Biotech

Speidrometer. fanobrop ND-1000 Steinfurt, Deutschland
VWR

Thermoblock Bruchsal, Deutschland

Thermocycler T-personal Biometra

Gottingen, Deutschland

Vertikal-/Horizontalschiittler

Keutz Labortechnik,
Reiskirchen, Deutschland
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2.1.5.4 Primerdesign und verwendete Primer

Die Primer (Tab. 2.1.2) wurden mit dem frei verfagin Programm ,Primer 3" (http://
frodo.wi. mit.edu/primer3) erstellt und als 1Q0M Loésung von der Firma Metabion
International AG (Martinsried, Deutschland) bezagBamit alle Primer mit dem selben
PCR-Programm verwendet werden konnten, wurden siekanstruiert, dass ihre

Schmelztemperaturen zwischen 61 und 63°C lagen.

Gen Primersequenz Produktgrdl3e (bp)
b2m F: 5-AGCCCAAGACCGTCTACTGG-3 128
R: 5-TTCTTTCTGCGTGCATAAATTG-3

F: 5-GCTGACCTGCTGGATTACAT-3

hprtl 202
R: 5-TTGGGGCTGTACTGCTTAAC-3’

siah? F: 5- AATGCCGCCAGAAGTTAAGC-3 133
R: 5-AGGGAACAGCCCGTGGTAG-3’

siahla/b F: 5-TTCCTGGTGCTGTTGACTGG-3 144
R: 5-TTTCAGCTTGCTTGCTGCGTGTT-3
F: 5-GCACTGGACCCTGGCTTTAC-3

vegfa 173
R: 5’CGGGGTACTCCTGGAAGATG-3
F: 5CCGGAAGCTCTGATGATGTG-3’

vegfrl 186
R: 5CCTTGGGCTTGGTCTCAGTC-3
F: 5TCCCTGCCTACCTCACCTGT-3

vegfr2 195
R: 5-CTGGCTGTCATCTGGGATCA-3

Tabelle 2.1.2:Verwendete Primer
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2.1.5.5 Antikorper fir die Westernblotanalysen

Fur die Westernblotanalysen wurden die in Tabelle32und 2.1.4 aufgefiihrten Antikorper
(AK), in 6% (w/v) Milch, gel6st in Tris-gepufferteKochsalzlésung mit Tween (tris
buffered saline with tween, TBST), verdunnt verwend

Primarantikorper

Name Spezies| Firma Bestellnr. Verdinnung

HIF-PHD1-AK | rabbit Novus Biologicals, NB100-310 1:1000
Cambridge, England

HIF-PHD2-AK | rabbit Novus Biologicals, NB100-2219 | 1:1000
Cambridge, England

HIF-PHD3-AK | goat Santa Cruz, Sc-46030 1:500
Heidelberg, Deutschland

B-Aktin mouse Sigma-Aldrich AS5316 1:30000
Steinheim, Deutschland

a-Tubulin mouse Santa Cruz, Sc-5286 1:1000
Heidelberg, Deutschland

Tabelle 2.1.3:Verwendete Primarantikorper

Sekundarantikdrper (Peroxidase gekoppelt)

Name Spezies| Firma Bestelinr. Verdinnung

Anti-Goat donkey | Santa Cruz Sc-2020 1:3000
Heidelberg, Deutschland

Anti-Mouse rabbit Promega W402B 1:5000
Mannheim, Deutschland

Anti-Rabbit goat Promega W401B 1:5000
Mannheim, Deutschland

Tabelle 2.1.4:Verwendete Sekundarantikdrper
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2.2 Methoden

2.2.1 Mausmodell 1: Hypoxie-induzierte pulmonale Hyertonie

Zur Erzeugung einer Hypoxie-induzierten pulmondtypertonie wurden die Mause fiir 28
Tage in einer geschlossenen, normobaren Kammebé€l),0% Sauerstoff gehalten (Abb.
2.2.1). Die prozentuale SauerstoffkonzentrationSystem wurde permanent durch einen
O.-Controller (7) Uberwacht und autoregulatorischctiudie Zufuhr von Stickstoff oder
Sauerstoff (8) konstant gehalten. Der Druck destgimenden Gases wurde Uber ein
Flowmeter (9) geregelt und eine Pumpe (4) sorgteeifiie kontinuierliche Luftzirkulation.
Ein zwischengeschalteter Filter (3) verhindertessdeestbestandteile (wie z. B. Einstreu)
aus der Kammer in die Pumpe gelangten. Mit HilfesiUberdruckventiles (11) wurde eine
normobare Atmosphére erhalten. Die bei der Atmueg Tere entstandene Feuchtigkeit
wurde durch eine Kondensationskiuhlfalle (5) abggéan und taglich entfernt. Das
abgeatmete COwurde, durch Leitung der innersystemischen LutriBdtemkalk (6), aus
dem System entfernt.

Der Zustand der Tiere wurde taglich tberprift. Bstem wurde alle 2-3 Tage zum
Wechseln des Trinkwassers und Futters, sowie Saulder Kafige gedffnet. Die
Temperatur innerhalb der Kammern betrug 22-24°€,Ldiftfeuchtigkeit 60-65% und die
tagliche Beleuchtungszeit dreizehn Stunden. Dietkditiere wurden in einem baugleichen
System, dem normoxisches Atemgas (21%) @ugefuhrt wurde, unter den gleichen
Versuchsbedingungen gehalten.

Zur Kontrolle des Sauerstoff- und Kohlendioxidgebaburden téaglich Gasproben aus der
Kammer entnommen und mit einem Blutgasanalyseg®aititntegrierter Gasmessfunktion,

analysiert.
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) Gaseinstrom
Uberdruck- (10)

ventil

(11) Hypoxiekammer (1)

Gasausstrom
2
. < N
Gasmischer (7) < ‘Lo,
Filter (3)
PuLRe Flowmeter (9) —

(4)

e

i

CO, Absorption (6)

®)

Luftentfeuchtung (5)

Abbildung 2.2.1: Schematischer Aufbau des hypoxischen Systems. @ssfluss erfolgte ir

Pfeilrichtung.

2.2.1.1 Aufteilung der Tiergruppen

Die Tiere derSiah2 Gruppeaund derSiah1/2 Gruppevurden in jeweils vier Untergruppen
aufgeteilt: Jeweils eine Halfte der knockout- undnkolltiere wurde fir 28 Tage in
Hypoxie (10% Q) und die andere Halfte in Normoxie (21%)Q@ehalten. Es wurden

méannliche und weibliche Mause verwendet.

Stichprobenumfang der Siah2 Gruppe
- n =20 Siah2WT Normoxie (18, 52)
- n =20 Siah2WT Hypoxie (18, 59%)
- n =20 Siah2KO Normoxie (18, 59)
- n =20 Siah2KO Hypoxie (18, 5%)
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Stichprobenumfang der Siah1/2 Gruppe
- n = 14siah1d" 2" Normoxie (94, 5 ?)
- n=16siah1d" 2" Hypoxie (117, 5 ?)
- n=17 C57BL/6J Normoxie (12, 59)
- n=16 C57BL/6J Hypoxie (14, 52)

Im Rahmen des Versuches erfolgte eine echokardisgha Verlaufskontrolle. Die
echokardiografischen Untersuchungen wurden in Zosamarbeit mit Herrn Dr. Baktybek
Kojonazarov vorgenommen. Die Mause wurden einen V@gVersuchsbeginn (Tag O,
.pbaseline“-Messung), nach 2 Wochen (Tag 14), nadiaghen (Tag 21), sowie am letzen
Tag vor Versuchsende (Tag 27, Endpunktmessung) wsoteonender Inhalationsnarkose
mit Isofluran untersucht. (Abb. 2.2.2)

Echo 1 Echo 2 Echo 3 Echo 4
Tag O Tag 14 Tag 21 Tag 27

} } }

lol2[2]s]afs|e[7]8[o]10 n]12|13]aa[15]16[27]18|120]20[21]2[23]2a]25]2]27]2s]

! 1

Tag 1 Versuchsende
Beginn Hypoxie Hamodynamik
& Probennahme

Abbildung 2.2.2: Echokardiografische Verlaufskontrolle im Hypoxieded

Am Ende des Versuches (Tag 28) wurden bei 5 wéiblicund 5 ménnlichen Tieren
hamodynamische Messungen, sowie die Entnahme van el Lunge durchgefiihrt. Bei

den Ubrigen mannlichen Tieren wurden lediglich Herd Lunge entnommen.
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2.2.2 Mausmodell 2: Pulmonalarterielles ,banding*®

Als zweites Mausmodell wurde das pulmonalarterigdending” verwendet. Dieses Modell
ermoglicht es, im Gegensatz zum Modell der Hypamdrizierten pulmonalen Hypertonie,
eine vom pulmonalvaskularen Widerstand unabhangegktsventrikuldre Druckbelastung
herbeizufiihren.

Die Mause wurden in eine kleine Narkosekammer gelad durch eine Inhalationsnarkose
(3,5% Isofluran/Sauerstoff-Gemisch) an&sthesiertaciN Erreichen einer sicheren
Narkosetiefe wurden die Tiere mit einer gekurztam&hverweilkanile (20G) endotracheal
intubiert und kinstlich beatmet. Zum Schutz der néar gegen Austrocknen wurde
Bepanthefi Augensalbe aufgetragen. Die Narkose wurde fiiDdiger des Experiments mit
2 - 2,5% Isofluran (v/v) unter kiinstlicher Beatmung reinem Sauerstoff aufrechterhalten.
Das Atemzugvolumen betrug 1'g Kérpergewicht und die Beatmungsfrequenz 140eZig
pro Minute. Um ein Kollabieren der Alveolen in denaschinellen Exspiration zu
vermeiden, wurde ein positiv endexspiratorischandRrvon 1 cm Wassersaule festgelegt.
Eine Analgesie wurde durch die subkutane Gabe vgoréhorphin (Temgesiy, in einer
Dosierung von 0,1 mg/kg, 20 Minutgwma operationemerreicht. Wahrend des gesamten
operativen Eingriffs wurden die Tiere in Rickenlageeiner flachen doppelwandigen
Kunststoffschale, in der ca. 40°C warmes Wassdwlrarte, gelagert und vorsichtig mit
Durapor€ Klebeband an Armen und Beinen fixiert. Die Tierkielten prophylaktisch eine
subkutane Injektion von 0,3 - 0,5 ml Natriumchlekidsung zum Ausgleich demtra
operationemauftretenden Flussigkeitsverlustes.

Nach griindlicher Rasur und Hautdesinfektion mitub@dern? erfolgte eine etwa lcm
lange Hautincision im linken Thorakalbereich, aufid des zweiten Interkostalraumes, mit
einem 20er Skalpel. Die Brustmuskulatur wurde stuggbbst und mit kleinen Wundhaken
aus 20G Kanilen zurickgehalten. AnschlieRend wudde Interkostalmuskulatur im
zweiten Interkostalraum durchtrennt und der Thoaakerolateral ertffnet. Es folgte ein
vorsichtiges Spreitzen der Rippen mit Hilfe der Whaken. AnschlieRend wurden das
Perikard eroffnet, diérteria pulmonalisaufgesucht und sehr vorsichtig frei praparierts Da
,banding* der Pulmonalarterie erfolgte durch Aufset eines Hemoclip mittels eines
,Clipappliers®. Der Clip wurde auf einen Durchmess®n 0,3 mm verengt, was einem
Stenosegrad von 65 - 70% entspricht. AnschlieBamdevder Thorax mit Einzelheften (6.0
Prolen&) verschlossen und die Hautwunde mit einer fordaden Naht (ebenfalls mit 6.0
Prolen€) versehen. Nach der Operation erhielten die Madse® ul einer 5%
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Glukosel6sung subkutan. Bis zum Wiedererlangem Reflexe wurden sie mit Sauerstoff

beatmet und anschlieRend extubi®wbst operationenfand eine analgetische Versorgung
der Tiere mit Buprenorphin in einer Dosierung voh @ig/kg s.c. 2x taglich tber 3 - 5 Tage
(abhangig vom klinischen Befund) statt.

Die Scheinoperation (,sham) beinhaltete alle Opersschritte, aul3er das Setzen der
Stenose mittels des Clips. Die postoperative Versay erfolgte ebenfalls wie bei den

PAB-Tieren beschrieben.

2.2.2.1 Aufteilung der Tiergruppen

Die Tiere der Siah2 Gruppe und der Siahl/2 Gruppewurden in jeweils vier
Versuchsgruppen aufgeteilt: Jeweils eine Halfte klewckout- und Kontrolltiere wurde
einem pulmonalarteriellen ,banding” unterzogen, weélkl die andere Halfte ,sham*-
operiert wurde. Der Versuchszeitraum betrug fudeé&sruppen 22 Tage. In diesem Modell
wurden nur mannliche Tiere untersucht. Die unteestlithen Tieranzahlen beruhen auf der

jeweiligen Verfligbarkeit der Mause.

Stichprobenumfang der Siah2 Gruppe
- n =10 Siah2WT sham
- n=15Siah2WT PAB
- n= 8 Siah2KO sham
- n=15 Siah2KO PAB

Stichprobenumfang der Siah1/2 Gruppe
- n=10siah1d"2" sham
- n=13siah1d"2” PAB
- n =15 C57BL/6J sham
- n=15C57BL/6J PAB

Im Rahmen des Versuches erfolgte eine echokardisgha Verlaufskontrolle. Die
echokardiografischen Untersuchungen wurden in Zosamarbeit mit Herrn Dr. Baktybek
Kojonazarov vorgenommen. Die Mause wurden einen JM@ygVersuchsbeginn (Tag O,

.baseline“-Messung), nach einer Woche (Tag 7), riaftochen (Tag 14), sowie einen Tag
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vor Versuchsende (Tag 21, Endpunktmessung) untemnsnder Inhalationsnarkose mit
Isofluran untersucht. (Abb. 2.2.3)

Echo 1 Echo 2 Echo 3 Echo 4
Tag 0 Tag 7 Tag 14 Tag 21

| ! } |

lolala]sfals|el s s]olo]ufw]]u]s]we]iz]{s]o]20]2]2]

I !

Tag 1 Tag 22
PAB/Sham Hamodynamik
Operation & Probenentnahme

Abbildung 2.2.3: Echokardiografische Verlaufskontrolle im ,bandingbdell.

Am Ende des Versuches (Tag 22) wurden bei n = g@efli(bzw. n = 8 in der Siah2KO
~,sham“-Gruppe) hamodynamische Messungen, sowid&edteahme von Herz und Lunge,

durchgefuhrt. Bei den Ubrigen Tieren wurde lediglilas Herz entnommen.

2.2.3 Echokardiografie

Die echokardiografische Verlaufskontrolle wurde Zusammenarbeit mit Herrn Dr.
Baktybek Kojonazarov durchgefihrt. Die transthotak@opplerechokardiografie ist das
fuhrende, nicht-invasive bildgebende Verfahren kimtersuchung des kardiovaskularen
Systems bei Ratten und Mausen. Zur DurchfihrundgJitesschalluntersuchung wurden die
Tiere in eine kleine Narkosekammer gelegt und isittehalationsnarkose anasthesiert.
Nach einer etwa zweiminutigen Anflutungsphase eB%slsofluran/Sauerstoff-Gemisches
in der Narkosekammer wurde die Gaszufuhr von 1 8&8fiuran/Sauerstoff fur die Zeit der
Untersuchung Uber einen Nasenkonus aufrechterhaldén narkotisierte Maus wurde
anschlie3end vorsichtig in Rickenlage verbracht mitcKlebestreifen an den Gliedmafien
auf einer Warmeplatte mit integrierten Elektrokagtiamm (EKG)-Elektrodenplattchen
fixiert. So konnte simultan zur echokardiografisth@ntersuchung ein Ein-Kanal-EKG
aufgezeichnet werden. Uber einen rektal eingefiihiftemperaturmessfiihler wurde die
Temperatur der Warmeplatte automatisch, abhangmgdey Korpertemperatur der Maus,
reguliert. AnschlieBend wurden zur VerbesserungBilleiqualitat der Brustkorb sowie der
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kraniale Bauchbereich rasiert. Resthaare wurdenem#r Enthaarungscreme vollstandig
entfernt. Der Brustkorb wurde nun mit luftblaserdre, angewarmtem Ultraschallgel dick
bedeckt. Das Gel diente als Schallfenster und bhigahdhalter zur optimalen Fokussierung.
Die echokardiografischen Untersuchungen wurden witem Doppler-Echokardio-
grafiesystem, das mit einem 30 MHz Doppler- unteri 30 MHz 2D- Linearschallkopf
ausgestattet war durchgeftihrt. Nach der Untersughnmurden die Mause von der Fixation
befreit, sorgfaltig vom Ultraschallgel gesauberti amschlie3end fir flinf bis zehn Minuten,
bis zum vollstdndigen Erlangen des Bewusstseins ded motorischen Fahigkeiten,
beobachtet. Vom Beginn der Isofluranexpositionzoism Ende der Untersuchung vergingen
in der Regel 25 bis 35 Minuten.

Die Mause des Hypoxiemodells wurden nach einer einstiindigen Rekonvaleszenzphase
im Anschluss an die echokardiographische Untersugtwieder in die hypoxischen bzw.

normoxischen Kammern verbracht.

Erhobene Parameter:

Cardiac output (CO)

Der cardiac output (CO) wird auch als Herzminuténreen bezeichnet und ist das
Volumen des Blutes, welches in einer Minute vomzdaruber didorta ascendens den
Blutkreislauf gepumpt wird. Es errechnet sich aokl&volumen x Herzfrequenz (HF) und
wird in Milliliter pro Minute angegeben. Das Schiajumen wurde wahrend der
Echokardiografie des linksventrikularen Ausflusktes bestimmt. Es errechnet sich aus
dem Durchmesser des linksventrikularen AusflusstsaLVOT) und dem Integral der
Stromungsgeschwindigkeit innerhalb der Aorta watirder Systole, dem sogenannten
velocity time integral (VTI): CO = (LVOT x VTI) x H. Ein Abfall des Herzminuten-

volumens bedeutet eine Verschlechterung der Pustipiey des Herzens.

Tricuspid annular plane systolic excursion (TAPSE )

TAPSE bezeichnet die Distanz, die der Tricuspidglrizwischen Enddiastole und
Endsystole zurticklegt und wird in mm gemessenissiein Parameter fir die longitudinale
Funktion des rechten Ventrikels und korreliert det rechtsventrikularen Ejektionsfraktion
(Schlagvolumen / Enddiastolisches Volumen x 10@). Absinken des Wertes der TAPSE
zeigt also eine verminderte Kontraktionsbewegund somit eine Einschréankung der

systolischen Funktion des rechten Ventrikels. DieBarameter dient als wichtiger
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prognostischer Faktor fiir die Uberlebensdauer vatieRten mit einer PH (Howard, 2011;
Vonk Noordegraaf and Galie, 2011).

Isovolumic relaxation time (IVRT/RR)

Die IVRT ist die Zeit vom Schluss der Pulmonalklapmis zum Offnen der
Trikuspidalklappe. Sie ist ein Mal3 fur die Relagatiund somit die diastolische Funktion
des rechten Ventrikels. Die IVRT wird auf die Heerfjuenz normalisiert und in Prozent
angegeben. RR steht dabei fur das Intervall zwisciweei R-Zacken im EKG und gibt
somit die Zeit zwischen zwei Herzschlagen — alsoRiuer eines Herzschlages — an. Eine
Zeitverzogerung zwischen dem SchlieRen der Pulrktagpgde und dem Offnen der
Trikuspidalklappe fuhrt zu einem Anstieg des IVRIR/RNertes und verdeutlicht eine

herabgesetzte diastolische Funktion des rechtetrikels.

Myocardial performance index (MPI ) oder Tei-Index

Der Tei-Index (benannt nach seinem Entwickler Ci) Begibt sich aus der Summe der
isovolumetrischen Kontraktionszeit und der isovattmschen Relaxationszeit, dividiert
durch die Ejektionszeit. Diese Werte werden mitleéssue Doppler Imaging gemessen. Der
MPI stellt somit einen Parameter dar, der die dmlbainktion (systolisch und diastolisch)
des rechten Ventrikels charakterisiert. Ein Anstilsg Tei-Index ist gleichbedeutend mit
einer Verschlechterung der globalen Herzfunktioie Bjektionszeit sinkt im Verhaltnis zur
isovolumetrischen Kontraktions- und Relaxationszeaias Zeitfenster, in dem ein
Bluttransport maoglich ist, ist also verkirzt. Audgér Tei-Index dient als Prognosekriterium
bei Patienten mit einer PH (Howard, 2011; Vonk Negraaf and Galie, 2011).

Right ventricular internal diameter (RVID)

Der RVID beschreibt den Innendurchmesser des redlamtrikels. Er wurde als die
maximale Distanz der freien Wand des rechten Me#lgi zum Septumim apikalen
Vierkammerblick gemessen und in mm angegeben. &itiies Hilfe kann man den Grad der

Dilatation der rechten Herzkammer bestimmen.

Right atrial (RA) end diastolic area
Die RA end diastolic area bezeichnet die Querstdildiche des rechtetrium am Ende

der Diastole in mm Dieser Parameter dient zur Bestimmung der Ditatatles rechten
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Vorhofs und somit als Indikator fur eine rechtsvixodare Dysfunktion. (Ein Ruckstau des
Blutes in der rechten Herzkammer und ein resulidee unvollstandiger Schluss der

Atrioventrikularklappe bedingen eine Dilatation deshtenAtrium).
2.2.4 Hamodynamische Messungen

2.2.4.1 Vorbereitungen

Etwa 15 Minuten vor Beginn der hamodynamischen Megsn wurde den Méausen 1 ILE.
Heparin pro g Korpergewicht intraperitoneal veratite AnschlieBend wurden die
Druckaufnehmer und Schlauche des Messystemes slevengeschlossenen Katheter mit
physiologischer Kochsalzlésung luftblasenfrei gdispitd das Programm Pulmodyn®wW
(von HSE)zur Aufzeichnung des systolischen arteriellen DesckSAP, systolic arterial
pressure) und systolischen rechtsventrikularendBligkes (RVSP, right ventricular systolic
pressure) gestartet.

Um die Mause zu narkotisieren, erhielten sie emiaperitoneale Injektion mit 40 pg pro g
Korpergewicht Ketaminhydrochlorid (Keta&tund 0,6 pg pro g Koérpergewicht Xylazin
(Rompurf 2%) in einer Mischspritze. Nach Erreichen einerhsien Narkosetiefe
(erkennbar anhand des Verlustes des Zwischenzdlexes wurden sie innerhalb einer
flachen doppelwandigen Kunststoffschale, in der4&£C warmes Wasser zirkulierte in
Ruckenlage gelagert und auf einer Gummiunterlagerfi Um die Atmung der Tiere vor
Beginn der maschinellen Beatmung zu erleichtermgevdie Zunge vorgelagert.

Nun wurde das Fell der Tiere im Halsbereich mituBi@dernt Losung befeuchtet (um eine
Verunreinigung des Operationsfeldes durch Haare@ezmeiden) und ein etwa 1 x 1 cm
groRes Hautstiick per Scherenschlag entfernt. Glandulae mandibulareswurden
vorsichtig nach links und rechts gelagert und dieskéln Gber der Trachea stumpf zur Seite
prapariert. Es wurde ein Faden (5/0) unterhalbTadachea durchgefuhrt und eine Ligatur
lose vorgelegt. Die Inscision der Trachea erfolgteschen zwei Knorpelspangen direkt
unterhalb des Larynx. AnschlieBend wurde der Tulaus Vasofi?Safety 20 G, gekiirzt
auf ca. 1,5 cm) eingefuhrt, die Maus an die Beatygspumpe angeschlossen und die
vorgelegte Ligatur zur Fixation des Tubus zugezogen

Die Beatmung der Tiere erfolgte mit einer Frequeoz 140 Atemzigen pro Minute und
einem Atemzugvolumen von 10 pro g KorpergewichtUm ein Kollabieren der Alveolen
in der maschinellen Exspiration zu vermeiden, wuathepositiv-endexspiratorischer Druck

von 1 cm Wassersaule festgelegt.
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2.2.4.2 Praparation der linken Arteria carotis

Die linke A. carotiswurde von umgebendem Bindegewebe freiprapariattraittels einer
feinen, gebogenen, stumpfen Pinzette vorgelageenaénhbarte Anteile debl. vagus
wurden von derA. carotis geldst und vorsichtig zur Seite gezogen. Danabtbigte ein
Unterlegen von zwei Bindfaden. Der craniale Fadende ligiert, gespannt und mit einem
Durapor€ Klebestreifen iber dem Kopf der Maus fixiert. Miém caudalen Bindfaden
wurde eine Ligatur lose vorgelegt. AnschlieRenddeuder arterielle Katheter neben der
Arterie positioniert und der Kalibratioswert fir rdeSAP durch Einstellung am
Druckwandler auf 0 mmHg gesetzt.

Die A. carotis wurde vor dem Brusteingang mit einem Arterienciipgeklemmt und
inzisiert. Danach wurde der Katheter etwa 2-3 mrdi@A. carotiseingefuhrt und die lose
vorgelegte Ligatur des caudalen Bindfadens fixigdr Arterienclip wurde entfernt und der

SAP aufgezeichnet.

2.2.4.3 Praparation der rechten Vena jugularis

Die rechteV. jugulariswurde von umgebendem Bindegewebe befreit und edemuzwei
Faden untergelegt, mit denen wie bei der Arterischeeben verfahren wurde. Danach
wurde der vendse Katheter neben¥ejugularispositioniert und der Ausgangswert fir den
RVSP durch Kalibration am Druckwandler auf 0 mmHgefzt. Es folgte die Inscision der
V. jugulariszwischen den beiden Bindfaden und das Einfuhrerkdgheters. Nachdem der
Katheter ca. 5 mm in die Vene geschoben wordenwuande schnell die vorgelegte Ligatur
zugezogen, um eine Blutung zu vermeiden. AnschiiéReurde der Katheter bis in den
rechten Ventrikel vorgeschoben und der RVSP aufgemet. Der systolische
rechtsventrikulare Druck entspricht bei intakter IfRanalklappe dem systolischen

pulmonalarteriellen Druck (Rosenkranz et al., 2011)

2.2.4.4 Messung des systolischen arteriellen ustbkschen rechtsventrikuldren Druckes

Die gemessenen Dricke (SAP und RVSP) wurden aldogmaSignale durch die
flussigkeitsgefullten Druckaufnehmer registrierterstarkt, mit einer Wandlerkarte im
Computer in digitale Signale umgewandelt und dudds Programm Labtech Bro
aufgezeichnet. Die Dauer der Messung betrug 1@ %islinuten. Zur Auswertung wurden

die systolischen Driicke verwendet.
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2.2.5 Hamatokritwert

Die Messung des Hamatokritwertes wurde bei alleudda des Hypoxie-induzierten PH-
Modells zur Kontrolle der hypoxischen Bedingungenrctigefihrt. Am Ende der
hamodynamischen Messungen wurde der rechtsverdrkflatheter entfernt und aus der

jugularis austretendes Blut mit einer Kapillare zur Messugs Hamatokritwertes
aufgefangen. Diese wurde mit Knete aus einem Hamatersiegelungskit verschlossen, in
eine Zentrifuge verbracht und bei 13.000 rpm flurMinuten bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Hamatokritwert wurde auf der Hiaiokritskala des Zentrifugendeckels

abgelesen.

2.2.6 Entnahme der Lunge

Nach Befeuchtung von Thorax und Abdomen mit Braemofl wurde ein medianer
Hautschnitt vomJUmbilicusbis zur Hohe deManubrium sterngefiihrt. Folgend wurde der
Processus xiphoideusiit einer Pinzette erfasst, angehoben, die Haah hateral, direkt
unterhalb des Rippenbogens, zu beiden Seiten mér eéschere inscisiert und so das
Abdomen eroffnet. DasDiaphragma wurde mit einer Federschere gelost und die
Thoraxhohle dargestellt. Anschlie3end wurde @&ernum bis zur Apertura thoracis
cranialis in der Medianen durchtrennt. Die Rippenbtgen waraleseinandergespreizt und
mit gebogenen 24G Kandulen seitlich fixiert.

Ein Bindfaden wurde unter dér. pulmonalisund Aorta druchgefihrt und eine Ligatur lose
vorgelegt. AnschlieR3end erfolgte eine kleine Inscisn den rechten Ventrikel, durch die
eine Spulkandle in dié. pulmonaliseingefuhrt wurde. Die Ligatur wurde zugezogen und
der linke Ventrikel zum Abfluss der Spullosung énét. Die Lunge wurde anschlie3end
Uber die A. pulmonalis mit isotoner Kochsalzlésung bei einem Druck von @2
Wassersaule blutfrei gespult. Wahrend des Spllvwgemwurde der Tubus aus der Trachea
entfernt und eine 20G Brauniile ohne Mandrin einggfiUber diese Braunile wurde
isotonische Kochsalzlésung eingeleitet, um einege@druck von 10 cm Wassersaule zu
erzeugen und so das Kollabieren der Alveolen zhindern.

Nach Beenden des Spulvorganges und Entfernen ddvd®pchtungen wurde der linke
Lungenfliigel entnommen, fir histologische Untersungen in Einbettkassetten gelegt und
einen Tag bei Raumtemperatur in Formalin geladeet. rechte Lungenfligel wurde in
seine einzelnehobi geteilt und zusammen mit dem Herzlappen fur mdékiologische
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Analysen zunachst in flussigen Stickstoff (-196°@rbracht und spater bei -80°C
aufbewabhrt.

Am 2. Tag wurde die fixierte linke Lungenhélfte 06,1 M phosphatgepufferter
Kochsalzlésung (phosphate buffered saline, PBS}t@iumgelagert. Am 3. Tag wurde sie
in 50% Ethanol und am 4. Tag in 70% Ethanol Ubetfliind so bis zur weiteren
Verwendung fir die histologischen Untersuchungerit@ aufbewahrt.

2.2.7 Praparation des Herzens

Das Herz wurde aus dem Tierkoérper entnommen undehemgles Bindegewebe,
GefalRstamme sowie die Atrien abgetrennt. Anschiiéf&folgte eine Teilung in rechten
Ventrikel, linken Ventrikel un&eptunsowie das Auswiegen dieser Anteile und des rechten
Atrium. Die eine Halfte der Herzen wurde in fllssigerci&ioff (-196°C) verbracht und
spater bei -80°C fur molekularbiologische Untersundien aufbewahrt. Die andere Hélfte
der Herzen wurde fir histologische Untersuchungdgimbettkassetten gelegt und fur einen
Tag bei Raumtemperatur in Formalin gelagert. A&y wurden die fixierten Herzanteile
in 0,1 M PBS bei 4°C umgelagert. Am 3. Tag wurdenirs 50% Ethanol und am 4. Tag in
70% Ethanol Gberfuhrt und so bis zur weiteren Verduang bei 4°C aufbewahrt.

Aus den Gewichten der Herzanteile wurden verschiedéerhaltnisse (Quotienten) zur
Bestimmung des Grades der Rechtsherzhypertrophiklge

- Rechter Ventrikel (mg) zu linkem Ventrikel plGeptum(mg)

- Rechter Ventrikel (mg) zu Kérpergewicht (g)

- Rechter Ventrikel (mg) zu Ange d€ibia (mm)

- RechtedAtrium (mg) zu Kérpergewicht (g)

Jeweils drei bis funf Mause pro Gruppe wurden n&ebffnung des Thorax durch
intrakardiale Verabreichung von Kaliumchlorid euthsiert, damit das Herz in Asystolie
verharrte, und die Kardiomyozyten relaxiert (in dan Form) fixiert werden konnten
(Diercks et al., 2004; Schmidt et al., 2000; Vdssat al., 1964). Die Herzen dieser Tiere
wurden entnommen, horizontal geteilt, in Formalerbracht und anschlie3end wie oben

beschrieben weiter fur die histologischen Untersagen verarbeitet.
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2.2.8 Entnahme derTibia

Nach der Entnahme von Lunge und Herz wurde einddiein im Articulatio genus

abgesetzt und der Fuld imrticulatio talocruralis entfernt. Die Unterschenkelmuskeln
wurden losprapariert und die Menisken entfernt.chfisl3end erfolgte die Bestimmung der
Tibialdange mit einem digitalen Messschieber. Dienidelten Messwerte wurden zur
Bildung der unter 2.2.7 beschriebenen Ratios vetiekrDie Ratio von rechtem Ventrikel
zu Tibialange ermoglicht es, Aussagen die unablgangon unterschiedlichen
Kdpergewichtszunahmen aufgrund der Anwendung vexdeher Mausmodelle sind, zu

treffen.
2.2.9 Histologische und immunhistochemische Untershungen

2.2.9.1 Einbettung und Schneiden des Gewebes

Die in 70% Ethanol gelagerten linken Lungenhalfterd rechten Ventrikel wurden Uber
Nacht im Routineprogramm des geschlossenen VakuwetggEnfiltrationsautomaten
(Leica) entwassert. AnschlieRend wurden sie mitfeHiler Paraffinausgussstation in
Paraffin eingegossen und auf einer integrierten Ipléatie heruntergekihlt, bis die
Wachsblécke aus ihren Formen entnommen werden &onnt

Fur die im Folgenden beschriebenen histologischerterduchungsmethoden wurden
jeweils 3um dicke Schnitte angefertigt, auf Objekttrager aafggen und zum Trocknen auf
eine Heizplatte verbracht. Bis zu ihrer Verwendwagrden die Schnitte bei 37°C im

Warmeschrank gelagert.

2.2.9.2 Histologische Untersuchung der Lungen

Zur morphometrischen Analyse der Lungengefdl3e wugile computergestitztes
Analysesystem (Leica Q Win Standard Analyzing Safty verwendet. Die Makros fur die
Gefalmorphometrie wurden von der Firma Leica el®ic Die Schnitte wurden geblindet
ausgezahlt.
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2.2.9.2.1 Muskularisierungsgrad

2.2.9.2.1.1 Protokoll der Anti-alpha Aktin/von WWabrand Faktor-Immunhistochemie

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnitte

60 Minuten Inkubieren bei 58°C
3 x 10 Minuten Xylol
2 x 5 Minuten Ethanol absolut 99,6%
5 Minuten Ethanol 96%
5 Minuten Ethanol 70%
Immunhistochemische Markierung der Gewebeschnitte
15 Minuten Block endogener Peroxidase 20 ml 30&;?%:)? 180 m|
2x5 Minuten Waschen Aqua dest.
2x5 Minuten Waschen PBS
15 Minuten proteolytische Demaskierung Trypsin Digest Alf 1:3
3x5 Minuten Waschen PBS
15 Minuten Block endogenen Avidins Streptavidin-Reagenz
5 Minuten Waschen PBS
15 Minuten Block endogenen Biotins Biotin-Reagenz
5 Minuten Waschen PBS
20 Minuten B"’Ck‘;ri‘ntéﬂi%‘zzn'f'scr‘er 10% BSA
3x5 Minuten Waschen PBS
60 Minuten Mouse IG-Blocking-Reagenz M.O.M. Kit (1)
3x5 Minuten Waschen PBS
5 Minuten Proteinblocking M.O.M. Kit (2)
30 Minuten anti-aIpPr:Ia:n sar;?)r(l)t'ltlr(lor;plfsrcle act Ver;l(?tu ;g%ngslp? %
4x5 Minuten Waschen PBS
10 Minuten Sel?&?%ggﬂ;iérper M.O.M. Kit (3)
4x5 Minuten Waschen PBS
30 Minuten RTU Ho;?reergg\s/iréizeromdase
3x5 Minuten Waschen PBS
ca. 3-4 Minuten violettes Chromogen Vector VIP® Substrat Kit
5 Minuten Waschen Leitungswasser
2x5 Minuten Waschen PBS
20 Minuten Block unspezfischer 10% BSA
3x5 Minuten Waschen PBS
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20 Minuten Serumblock IMMPRESS Kit Anti-Rabbit Ig
30 Minuten Anti-fc)r:\mvﬁlgﬁlggi(;r:gelzraktor Verdinnung 1:900 mit 10%BSA
4x5 Minuten Waschen PBS

30 Minuten SeE&?\%%giﬁEgrper ImmPRESS Kit Anti-Rabbit Ig
4x5 Minuten Waschen PBS

20-40 Sekunden Braunes Chromogen DAB Substrat Kit
5 Minuten Waschen Leitungswasser
3 Minuten Darstellung der Zellkerne Methylgrin
Dehydrieren der Gewebeschnitte

1 Minute Aqua dest.
2 X 2 Minuten Ethanol 96%
2 x 5 Minuten Isopropylalkohol
3 x 5 Minuten Xylol

Eindecken mit Pertex’

Herstellung einer 10-fach konzentrierten phosplatfjerten Salzlésung (PBS)
- 80 g Natriumchlorid (NaCl)

- 2,0 g Kaliumchlorid (KCI)

- 11,5 g Dinatriumhydrogenphosphat gN&O, x 2 H,0)

- 2,0 g Kaliumhydrogenphosphat (KIPIOsy

gel6st in 900 mAqua dest.

Die 10-fache Losung wurde als Einmalpuffer verdiumd der pH auf 7,4 eingestellt.

2.2.9.2.1.2 Morphometrische Analyse des Muskulamsigsgrades

Zur Analyse des Muskularisierungsgrades wurdenR#igffinschnitte mit einer immun-
histochemischen Doppelfarbung gegen smooth mudplea aactin und von Willebrand
Faktor wie im Protokoll aufgefuhrt markiert. Mushukierte Anteile der GefalRwand
wurden durch Anti-alpha smooth muscle actin viogtgefarbt, wahrend nicht-muskulari-
sierte Gefallwandbereiche durch Anti-von Willebrafaktor braun dargestellt wurden
(Abb. 2.2.5).

Um den Muskularisierungsgrad zu bestimmen wurden Gkefalle manuell markiert und
danach automatisch der Innenraum detektiert (ABRI&, b). Nach Bestéatigung des Lumens
(Abb. 2.2.4c) markierte der Computer die GefaBwamdi ermittelte den Anteil der
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muskularisierten (violetten) Wandbereiche (Abb..£d2 e) durch eine kolorimetrisch-

spektrometrische Messung.

a) Markieren des  b) Detektion des c) Bestatigung des d) Markierung der e) Ermittlung der
Gefalles Lumens Lumens muskularisierten Muskularisierung
Wandbereiche

Abbildung 2.2.4 a) - e):Bestimmung des Muskularisierungsgrades

Bei 400-facher Vergrof3erung wurden pro Tier 85ndeGefaRe (GefalRaullendurchmesser
20-70 um), 10 mittlere Gefalle (GefalRauRendurchme@®el50 um) und 5 grofRe GefalRe
(GefaRBaulRendurchmesser >150 um) untersucht und valls partiell oder nicht
muskularisiert kategorisiert. Die Einteilung in ske Kategorien erfolgte durch die
Bestimmung des prozentualen Anteiles der flr akyrhaoth muscle actin immunhistoche-
misch markierten GefalBmuskelschicht am Gesamtumtiex) GefalRes. (Ein zu 100%
muskularisiertes Gefald bedeutet also eine vollgjageschlossene Schicht aus alpha

smooth muscle actin positiven bzw. immunmarkieZehen.)

Die Grenzen zwischen den einzelnen Kategorien wuwde folgt festgelegt:

- nicht muskularisiert:< 5% Anteil von alpha smooth muscle actin positiBareichen

der GefalBmedia
- partiell muskularisiert 75% Anteil von alpha smooth muscle actin positiBemeichen

der GefaRmedia

- voll muskularisiert: > 75% Anteil von alpha smooth muscle actin pesiii Bereichen

der Gefalimedia
Die errechneten Werte wurden nach Auswertung jeilezselnen GefalRes automatisch in

Excel (Microsoft Corporation, USA) Uberflihrt unddie oben genannten Gefal3kategorien

Ubertragen.
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a) normoxisches nicht-muskularisiertes Gefald b) hypoxisches voll-muskularisiertes Gefald
(braune Wandareale) (violette Wandareale)

Abbildung 2.2.5: Beispiel fir ein mit Anti-alpha Aktin/von WillebrahFaktor immunhistochemisgh
markiertes Lungengefald einer a) Normoxie- und difi¢typoxie-exponierten Maus.
(630-fache Vergrol3erung).

2.2.9.2.2 Wandstarke

2.2.9.2.2.1 Farbeprotokoll detasticavan Gieson-Farbung

(Farbung mit Resorcin—Fuchsin, Weigert A / B, vaesén-L6sung)

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnittewie in 2.2.9.2.1.1
10-24 Stunden Resorcin-Fuchsin-Ldsung
15 Minuten Leitungswasser (flie3end)
absptlen Aqua dest.
5 Minuten Eisen-Hamatoxylin nach Weigert AundB/1:1
absptilen Aqua dest.
15 Minuten Leitungswasser (flie3end)
absptilen Aqua dest.
10 Minuten van Gieson-Lésung
abspulen (kurz!) Leitungswasser
Dehydrieren und Eindecken mit PerteX wie in 2.2.9.2.1.1

Die Resorcin-Fuchsin-L6sung wurde nach folgenddetumg zubereitet:
- 10 ml Weigerts Resorcin-Fuchsin
-+ 200 ml 1%iger HCI-Alkohol (7,2 ml HCI + 193,0 m0% Ethanol)
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Die van Gieson-L6sung wurde nach folgender Rezémrgestellt:
- 240 ml gesattigte Pikrinsdure (nach Filtration)
-+ 8 ml 2% Saurefuchsin

-+ 4 ml 1% Essigsaure

2.2.9.2.2.1 Morphometrische Analyse der Wandstéarke

Zur Bestimmung der mittleren Wandstarke wurden @araffinschnitte wie oben
beschrieben mit defElasticavan Gieson Farbung gefarbt. Elastische Fasernemeddrch

die Resorcin-Fuchsin-Lésung schwarzviolett gefadisenhamatoxilin lasst die Zellkerne
schwarzbraun erscheinen und die van Giesson Losengiht kollagenen Fasern eine rote
und Muskulatur sowie Zytoplasma eine gelb-braunbdégAbb. 2.2.7).

Bei 630-facher Vergroferung wurden pro Tier 85ndeGefaRe (GefalRaullendurchmesser
20-70 um), 10 mittlere Gefalle (GefalRauRendurchme@®el50 um) und 5 grofRe GefalRe
(GefalRaulRendurchmesser >150 pm) computergestiitaessen. Dazu wurden die Gefalde
manuell markiert und danach automatisch der Innenrdetektiert. (Abb. 2.2.6a, b) Nach
manueller Bestatigung des Lumens (Abb. 2.2.6c),demrfinf bis acht Linien von der
schwarz-violetterLamina elastica externan das GefalRinnere gezogen (Abb.2.2.6d). Das
Computerprogramm schnitt die Linien nach UberstinetderLamina elastica internab

und vermald anschlieRend die markierte Strecke @AblIse).

. £ . £ {4 {4
v ,;N \g ‘) W ’}ﬁ" \g ‘}i W ;ﬂ—‘ f\‘e ’ v ‘\;(-*-"“\Q :
( 3 ( 3 ( 3 ¢ \

‘ l/.q [L’* \ ,I/'_’«ﬁ . \‘1’%
\;-', 4 il Vg l \\-; == } \\’_—.- W i
ot WL 4 ont WL |lons WA |ens W04

a) Markieren des b) Detektion des  c) Bestédtigung des d) Einzeichnen der e) Berechnung der
Gefalles Lumens Lumens Messlinien fr Wandstérke
die Wandstarke

Abbildung 2.2.6 a) - e):Bestimmung der Wandstarke.
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Die Mediadicke wurde definiert als der mittlere #d®d zwischerh.amina elastica interna
und Lamina elastica externaDie mittlere Wandstarke wurde als Prozentsatz gié8ten

externen Querdurchmessers des GefalRes angegebeaalmidlgender Formel berechnet:

2x Mediadicke
Mittlere Wandstarke (%) = X ad x100

externer GefaRdurchmesser

ot
d 1
{ B

% I d "i
i ! g

0 pm

&S5

a) normoxisches Gefal? mit fein gezeichneter b) hypoxisches Gefal? mit verdickter
Gefallwand Gefaldwand

Abbildung 2.2.7: Beispiel fir ein mit Elastica van Gieson gefarbtes Lungengefald einer

a) Normoxie- und einer b) Hypoxie-exponierten Md680-fache VergroRerung)

2.2.9.3 Histologische Untersuchung des rechtenrikets

2.2.9.3.1 Kollagenanteil

2.2.9.3.1.1 Farbeprotokoll der Sirius Red Farbung

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnittewie in 2.2.9.2.1.1

60 Minuten 0,1% Picro Sirius Red Losung (lichtgeschutzt)
3 X 2 Minuten 1% Essigsaure (waschen)
absptlen Aqua dest.

Dehydrieren und Eindecken mit PerteX wie in 2.2.9.2.1.1
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Zur Zubereitung der Picro Sirius-Red Losung wurd@a@Sirius Red in 200 ml Pikrinséaure
geldst und die entstandene L6sung durch ein Fdpeep gegossen, um Festbestandteile zu

entfernen. AnschlieRend wurde der pH-Wert auf fhfestellt.

2.2.9.3.1.2 Analyse des Kollagenanteils

Der prozentuale Anteil an kollagenen Fasern in dechten Ventrikeln wurde
computergestitzt, mit Hilfe des Analysesystems & €cWin Standard Analyzing Software,
mit von der Firma Leica entwickelten Makros erniitt®ie Schnitte wurden geblindet
ausgezahlt.

Die Langsschnitte der rechten Ventrikel wurden Bitius Red (wie im Farbeprotokoll
aufgefuhrt) gefarbt. Dieser Farbstoff bindet an l&génfasern und farbt sie rot. Das
umgebende, nicht kollagenhaltige, Gewebe wird daligestellt.

Die Schnitte wurden bei 630-facher VergroRerung mdéagérmig ausgezahlt. Hierbei
wurde jedes zweite Bild in jeder zweiten Reihe wsialt, so dass pro rechten Ventrikel
gréRenabhangig 40-90 Bilder entstanden (Abb. 2.2.8)

Der prozentuale Kollagenanteil pro Flache wurdgadem Bild computergestitzt bestimmt
und direkt in Excel (Microsoft Corporation, USA) értragen. Es wurde nur der Anteil des
interstitiellen Kollagens ermittelt. Angefarbte @B& konnten (in Schritt 2.2.8 b)) markiert
und aus der Messung ausgeschlossen werden. Dem€eiagengehalt des rechten

Ventrikels wurde als Mittelwert aller Einzelbilderrechnet.

a) unbearbeitetes Bild b) Kollagendetektion mit c) gemessenes Kollagen
Mdoglichkeit zur manuellen
Bearbeitung

Abbildung 2.2.8 a)- c):Bestimmung des rechtsventrikularen Kollagenanteiles
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2.2.9.3.2 Ratio Kapillaren zu Kardiomyozyten

2.2.9.3.2.1 Farbeprotokoll der Wheat germ agglantifsolectin B4- Histochemie

Entparaffinieren und Rehydrieren der Gewebeschnittewie in 2.2.9.2.1.1
2x5 Minuten TBS (waschen)
30 Minuten Proteinase K Verdauung
3x5 Minuten TBS (waschen)
2 Minuten BSA 10% (blocken)
4x5 Minuten TBS (waschen)
WGA-FITC (1:150)
Uber Nacht IB4-TRITC (1:150) mBS
DAPI (1:200)
6x20 Minuten TBS (waschen)
1 Minute Aqua dest.
7 Minuten In den Warmeschrank bei 37°C zum Trocknen
Eindecken mit Dako Mounting Medium

Nach Zugabe von WGA-FITC, IB4-TRITC und DAPI erftdg alle weiteren Schritte im
Dunkeln.

Herstellung der 20-fach konzentrierten Tris-gepiéiien Salzlésung
(tris-buffered saline, TBS)
- 122 g Trizma Base
- 180 g NacCl
- mit Aqua destauf 1000 ml auffillen
Die 20-fache Lésung wurde als Einmalpuffer verdiumd der pH-Wert auf 8,4 eingestellt.
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2.2.9.3.2.2 Analyse der Anzahl der Kardiomyozytad Kapillaren

Zum Auszahlen der Anzahl der Kardiomyozyten undikaen wurden Horizontalschnitte
durch das Herz verwendet. Pro rechtem Ventrikeldemrin einem Abstand von je 20 um
drei Schnitte gefertigt und mit der oben beschmepelLectin-Histochemie markiert. Diese
basiert darauf, dass Fluoreszenfarbstoffe an npélstzliche Proteine, die hochspezifisch
an Zuckerreste binden, sogenannte Lectine, gekoppsiden. Wheat germ agglutinin
(WGA) ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluoresciathiocyanat (FITC) konjugiert und
bindet an N-Acetyl-D-Glucosamin Reste. Es lasstZbwande der Kardiomyozyten bei
488 nm Anregungswellenlange grun leuchten. Dagdsiol B4 (IB4) aus der afrikanischen
StaudeGriffonia simplicifolia ist mit Tetramethylrhodamin-5(-6)-IsothiocyanatR(TC)
gelabelt und bindet an-Galactosyl-Reste. Es lagert sich an Endothelzedierund lasst
Kapillaren bei einer Anregungswellenlange von 594 rot erscheinen. Die Zellkerne
wurden mit 4,6-Diamidino-2-Phenylindol Dihydrochlorid (DAPI),ad als interkalierendes
Agens an DNA bindet, angefabt. Sie erschienen lr@wpblettem Licht blau.

Von jedem Schnitt wurden bei 630-facher Vergro3gramt der Leica Q Win Standard
Analyzing Software 9-15 Bilder fotografiert. Dieseurden anschlieend mit Hilfe des
,Stepanizef Stereology Tool, einer im Internet frei erhalden Software
(http://www.stepanizer.com), ausgewertet. Die amkrivBkop fotografierten Bilder wurden
dazu in das Programm importiert und nach dem Sikalider Reihenfolge nach analysiert.
Zuerst wurden die Kardiomyozyten in jedem Bild markund gezahlt (Abb. 2.2.9¢, d). Die
Anzahl wurde automatisch in eine Exceldatei expdrtiund fur alle Bilder addiert.
Anschliel3end wurde die Zahl der Kapillaren in deigpen Weise bestimmt (Abb. 2.2.9a,
b). Die Anzahl der Kardiomyozyten bzw. Kapillaramsallen drei Schnitten wurden addiert
und der Quotient aus der Gesamtkapillarenanzabllgdurch die Gesamtkardiomyozyten-
anzahl fur jeden rechten Ventrikel ermittelt.
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Abbildung 2.2.9: Bestimmung der Anzahl der Kapillaren und Kardiomyten

a) Kapillaren, b) gezahlte Kapillaren, c¢) Kardiomyten, d) gezahlte Kardiomyozyte
Das Areal innerhalb des weilRen Koordinatensystemweisde ausgewertet. Kapillaren u

Kardiomyozyten, welche die durchgezogene Linie begin, wurden dabei nicht erfasst, wahre

diejenigen, die an der gestrichelten Linie lageit,amsgezahlt wurden (630-fache Vergroferung).
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2.2.10 Molekularbiologische Untersuchungen

2.2.10.1 RNA-Isolation, Reinheitsbestimmung undNé&ynthese

Die Isolation von Ribonukleinsaure (RNA) aus Gewelbmogenat der linken Lungen und
rechten Ventrikel wurde mit Hilfe des peqGOLD tdRMA Kits durchgefiihrt. Das Gewebe
wurde direkt aus der Kihlung bei -80°C in flussigétickstoff tUberfuhrt und bis zur
Verarbeitung darin aufbewahrt. Fir die RNA-Gewingunurde ein Drittel der rechten
Lungen und die Hélfte der rechten Ventrikel verwetnddas Gewebe wurde direkt nach
Entnahme aus dem Stickstoff in 2 ml Schraubversshisefalle mit 400l RLT-Lysepuffer
(peqGOLD total RNA Kit) und ca. 20 Keramikkugelch@ 1,4 mm) gegeben und flr 2 x
30 Sekunden im Homogenisator aufbereitet. Anschhdl wurde die entstandene
Gewebesuspension fur 10 Minuten bei 10.000 rpm imereMikrozentrifuge bei 4°C
zentrifugiert. Das Pellet mit den Zelltrimmern weineerworfen und der Uberstand mit der
geldsten RNA weiter, nach Protokoll, verwendet.&mkch wurde ein Desoxyribonuklease
(DNAse) Verdau nach Anleitung durchgefuhrt.

Im Anschluss an die Isolierung wurde die Konzemdrader RNA spektrophotometrisch
mittels NanoDrop bestimmt. Weiterhin erfolgte au&isch eine Bestimmung der Reinheit.
Dazu wurde die Absorption bei den Wellenlangen @60und 280 nm gemessen und ein
Quotient aus den ermittelten Werten gebildet. Ddssofptionsmaximum von reinen
Nukleinsauren liegt bei 260 nm, wahrend PhenolresteProteine, die eine Kontamination
darstellen, ein Absorptionmaximum bei 280 nm zeigBei reinen Isolaten liegt der
Quotient von 260/280 zwischen 1,8 und 2,0, bei Konhation ist er geringer.

Die Herstellung von komplementarer Desoxyribonuidéure (cDNA) erfolgte durch
reverse Transkription mit Hilfe des iScript cDNA8ese Kits. Es wurden jeweils
500 ng RNA eingesetzt. Die nach Protokoll pippétier Ansatze wurden in einen
Thermocycler verbracht und unter folgenden Bedigganumgeschrieben:

- 1 Zyklus bei 25°C flr 5 Minuten
- 1 Zyklus bei 42° fir 30 Minuten

- 1 Zyklus bei 85°C flr 5 Minuten

Die entstandene DNA wurde fir real-time Polymendstenreaktionen (PCR) eingesetzt.
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2.2.10.2 Quantitative real-time Polymerase-Kettakt®mnen

Genexpressionsanalysen der Hypoxie- und ,bandingfe] sowie ihrer Kontrollgruppen
wurden mittels real-time (RT) PCR durchgefuhrt. Blalwerden die Nukleinséduren, wie bei
einer herkdmmlichen Polymerase-Kettenreaktion, refaltigt und die gewonnene DNA
durch Fluoreszenz-Messungen quantifiziert. Die Fapenz entsteht durch Interkalation
des verwendeten Farbstoffes, SYBBreen | in die doppelstrangige DNA und nimmt
folglich proportional zur Menge der PCR-Produkte zu

Zur Uberprifung der Reaktion auf Spezifitat, Verinigungen und Primer-Dimere wurde
am Ende jedes PCR-Laufs eine Schmelzkurvenanalysehgefihrt. Dabei wurde die
doppelstrangige DNA, durch kontinuierliche Temperathdhung von 55°C bis 95°C
aufgeschmolzen und der SYBRGreen | Farbstoff wieder frei gesetzt. SpezifisEf@R-
Produkte haben eine grof3ere Fragmentlange und sameithohere Schmelztemperatur als
unspezifische Produkte oder Primer-Dimere, was Bifferenzierung ermaoglicht.

Die Durchfihrung der RT-PCR erfolgte mit dem Mx3BB0QPCR System. Fir die
Reaktion wurde der iTa§y SYBR® Green Supermix with Rox nach Protokoll des

Herstellers verwendet:

- 12,5ul SYBR Green Supermix
- 055u Vorwarts-Primer

- 0,5u Ruckwarts-Primer

- 2,04 DNA (Template)

- 95ul sterilesAqua dest.

Die aus den Lungen gewonnene DNA wurde vor ihrensd&r in einem Verhaltnis von 1:3
und die DNA der rechten Ventrikel von 1:2 mit d@m Aqua dest.verdinnt. Um
Kontaminationen auszuschlie3en, wurde in jedem leané non-template Kontrolle (als

Negativkontrolle) fur jeden Mastermix mitgefihrt.
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Programm des RT-PCR-Laufes

Temperatur Dauer Zyklen
Enzymaktivierung 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 10 sec
Annealing 59°C 10 sec 40 x
Elongation 72°C 10 sec
Denaturierung 95°C 1 min
Schmelzkurve 55°C - 95°C
Abklhlen 25°C 0

Die ,cycle threshold* Werte (ct-Werte) der Lungeoipen wurden zum Referenz-Gen
Beta2-Mikroglobulin (B2M) und die ct-Werte der réeh Ventrikel zum Referenz-Gen
Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPROFnalisiert. Diese Referenz-Gene
wurden ausgewabhlt, da sie in den verwendeten Tidetten nicht reguliert werden.

Die Auswertung der RT-PCR erfolgte nach det-Methode mit folgender Formel:

ct (Referenzgen) — ct (untersuchtes Gengt

Der ct-Wert beschreibt dabei den Zyklus, an denttliereszenz erstmalig signifikant Uber
die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.

2.2.10.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zum Uberprifen der Primer (auf GroRe der deteldierProdukte, Verunreinigungen,
Primerdimere etc.) wurden die PCR-Produkte nachrekd-time PCR in einem Agarose-
Gel der Gro3e nach aufgetrennt.

Dazu wurden 1,6% Gele aus Agarose und 1x Tris-Ad&ed A-Puffer (TAE-Puffer: Tris-
Acetat 40 mM, EDTA 1 mM, pH 7,6) hergestellt. Naklrzem Aufkochenlassen in der
Mikrowelle, anschlieendem Abkuhlen auf 50-60°CGI Wersetzen mit 3 SYBR safe
DNA gel stain wurden die Gele in einem abgedicime®elschlitten ausgegossen. SYBR
safe ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich alerk@lator in die grof3e bzw. kleine Furche
der DNA-Doppelhelix legt und diese dadurch im UVk8eh sichtbar macht. Nach dem
Erstarren des Geles wurden jeweils dl2Probe mit 2ul 6x loading dye (Fermentas)
vermischt und in jede Tasche pipettiert. Zusétzlithde ein DNA-Standard (GeneRufér
100 bp Ladder) aufgetragen. Die Produkte wurden W&0 Volt in einer
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Elektrophoresekammer mit TAE-Laufpuffer aufgetreantl nach dem Lauf unter UV-Licht
bei 320 nm mit dem Bio imaging System ,ChemiGenitistografiert.

2.2.10.4 Proteinisolierung

Fur die Isolierung der Proteine wurde ein weitddegtel der rechten Lungen und die zweite
Halfte der rechten Ventrikel verwendet. Das Gewefede direkt aus der Kihlung bei -
80°C in flussigen Stickstoff Uberfuhrt und nach maiime daraus in 2 ml

Schraubverschluss-GefalRe mit 1pDkalten Lysepufferund ca. 20 Keramikkigelchen
gegeben, und fur 2 x 30 Sekunden im Homogenisatbeeeitet.

Rezept des Lysepuffers:

1000ul Ripa- Puffer

(ftr 100ml: 99ml 1x PBS, 1ml Igepal NP40, 0,5 g iNahdeoxycholat, 100 pl 10%
SDS)

- 40l Complete

- 5ul Na-Orthovanadat (200 mM)

- 1pul PMSF (100 mM)

Anschliel3end wurden die Proben 5 Minuten lang Bedd0 rpm zentrifugiert, 15 Minuten
auf Eis ruhen gelassen und der Uberstand in Eppkfidbes lberfiihrt. Vor Lagerung bei

-20°C wurde die Proteinkonzentration bestimmt.

2.2.10.5 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte mit dem @@tein assay, nach dem Prinzip
des Lowry-Assays. Die Proben wurden vor der Konmagionsmessung 1:20 mit Ripa-
Puffer verdinnt. Als Referenz wurde eine Standandréson 0,2 mg/ml bis 1,6 mg/ml) aus
boviner Serumalbumin (BSA) -Lésung hergestellt uadd Leerwert purer Ripa-Puffer
verwendet. Funful des Leerwertes, der Standars und der Proteinproferden als
Doppelansatze in 96-well Mikroplatten pipettieAnschlieBend wurde 20 Reagenz A” (=

1 ml Reagenz A mit 20l Reagenz S) und 20@ Reagenz B in jedes Well gegeben. Die
fertig pipettierte Platte wurde in das Mikroplatesegerat EIx808 gestellt, das die Proben
unter Schutteln gut durchmischte, anschlieRendAthigorption bei 750 nm mafld und die
Standardkurve sowie die Proteinkonzentration nsiteher Software berechnete.
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2.2.10.6 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDSsEAwerden Proteine in einem Gel,
an das ein elektisches Feld angelegt wird, nadgmhiolekulargewicht aufgetrennt. Das
negativ geladene Natriumdodecylsulfat (SDS, ersgidium dodecyl sulfate) in den Gelen
denaturiert die Proteine und lagert sich in ein@mskanten Gewichtsverhaltnis an diese an.
Die Komplexe wandern aufgrund ihrer negativen Lapdaar Anode. Das Gel wurde aus
zwei Anteilen gefertigt. Den oberen Part bildets &mmelgel (5%) mit den Taschen fur
die Proteinansatze. Der untere Teil bestand aus Temngel (15%) in dem die Proteine

nach Anlegen des elektrischen Feldes der GroR3eawdgketrennt wurden.

Zusammensetzung der Gele:

Sammelgel Trenngel
Gelkonzentration 5% 15%
Aqua dest. 5,7ml 2,4 ml
30% Acrylamid/Bis. 1,7 ml 5,0 mi
Tris-Puffer* 2,5 ml 2,5ml
10% w/v SDS 0,1 ml 0,1 ml
10% APS 5Qu 50 ul
TEMED 10ul 5ul

*Tris-Puffer.

Trenngel: 1,5 M Tris pH 8,8

Sammelgel: 0,5 M Tris pH 6,8

Ammoniumperoxodisulfat (APS) und N,N,N°,N’-Tetrammgethylendiamin (TEMED)
wurden zugesetzt, um die Polymerisationsreaktiobeachleunigen.

Vor Beginn der SDS-PAGE wurde die Proteinkonzeitrnaéller Proben durch Zugabe von
Ripa-Puffer angeglichen. Anschliel3end wurden disdze mit 2,611 p-Mercaptoethanol
pro 100 pl Probenvolumen (zum Aufspalten von Disulfidbrickemnd 4-fach
konzentriertem NuPage LDS Ladepuffer versetzt. Bieben wurden danach 10 Minuten
bei 99°C in einem Thermoblock erhitzt. Durch anséf¢nde kurze Zentrifugation wurden
kondensierte Probenbestandteile wieder in Losuigaglt. Nun wurden die Ansatze auf
das Gel aufgetragen und die Proteine elektroplsatetbei 100 Volt, 400 Milliampere und
150 Watt fir 90 Minuten in Laufpuffer (Lammli-Puffe25 mM Tris, 192 mM Glycin und
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0,1% SDS) aufgetrennt. Als Skala fir die Molekulseaw/urde, zusatzlich zu den Proben, 5

ul eines Proteinstandards (Precision Plus ProfeBtandard) aufgetragen.

2.2.10.7 Western Blot

Um die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine gpézifischen Antikdrpern quantitativ
bestimmen zu kénnen, wurden sie durch das Westem- Immunoblotverfahren auf eine
Polyvinylidendifluorid - (PVDF) Membran UbertrageBieser Transfer erfolgte elektro-
phoretisch mit Hilfe eines Semidry-Blot-Systems. igan und Whatman-Filter wurden
zunachst auf 8,5 x 5,5 cm Grél3e zugeschnittenMaimbran wurde dann durch Eintauchen
in Methanol fur eine Sekunde aktiviert und in Trh@nguffer (2,9 g Glycin, 5,8 g Tris, 1,85
ml 20% SDS, 200 ml Methanol, mitqua destauf 1 Liter auffullen) eingelegt. Die Filter
wurden ebenfalls mit Transferpuffer durchtranktni{sfy). AnschlieRend wurden Filter,
Membran und das SDS-Gel sandwichartig Ubereinagelsapelt. (Aufbau von unten nach
oben: 3x Filter — Membran — Gel — 3x Filter). SeBlich wurden die Stromkabel so
angelegt, dass die negativ geladenen Proteine ektrisichen Feld von oben nach unten
(von minus nach plus) wanderten. Die Ubertragungeda 75 Minuten bei 100 Volt, 115
Milliampeére und 150 Watt.

Anschlie3end wurde die Membran in 6% (w/v) Milchigaf(skim milk-Pulver gel6st in
TBST) fur eine Stunde geblockt, um unspezifischedBngen abzusattigen. Danach
erfolgte Uber Nacht die Inkubation im Primarantpeir (geldst in 6% (w/v) Milchpuffer).

Am Folgetag wurde die Membran 3 x 10 Minuten in TB@0 mM Tris, 150 mM NacCl,
0,1% (v/v) Tween 20) gewaschen und danach fir hd&tumit Peroxidase-gekoppeltem
Sekundarantikdrper (geldst in 6% (w/v) Milchpufferkubiert. Nach erneutem Waschen in
TBST (3-5x fur 10 Minuten) wurde die Membran mithdé’eroxidase-Substrat ECL Plus
(Iml Losung A + 25ul Losung B pro Membran) fir 5 Minuten inkubiert.eDan den
Sekundarantikorper gekoppelte Peroxidase reagid@rtdem ECL Plus Substrat unter
Erzeugung von Chemilumineszenz. Anschlielend wurdennach Bedarf, mehrere
Chemilumineszenzfilme auf die Membran fir 1 Sekubidezu 15 Minuten aufgelegt und
danach mit einer Entwicklermaschine entwickelt.

Nach dem Fotografieren der Filme mit dem Bio-imggirBystem erfolgte die
densitometrische Quantifizierung mit einer Softwara Gene-Tools.

Um die Membranen erneut mit einem anderen Antiktipleubieren zu kdnnen, wurde sie

~gestrippt‘. Bei diesem Vorgang wurden gebundendik®nper durch Einwirken von
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Strippingpuffer (90 mlAqua dest 10 ml 1 M Glycin, 2-3 ml HCI 37%) fir eine Stuend
entfernt (,strippen”). Nach erneutem Waschen miSTB3 x 10 Minuten) und Blocken in
6% (w/v) Milchpuffer fir eine Stunde erfolgte dieugabe der neuen Primar- und

Sekundarantikérper sowie die Entwicklung der Membvaie oben beschrieben.

2.2.10.8 Enzyme-linked immunosorbent assay

Die Konzentration an vascular endothelial growtttda A (VEGFA) in den Lungen und
rechten Ventrikeln wurde mittels ELISA bestimmt. He@a handelt es sich um ein
antikorperbasiertes, quantitatives Nachweisverfahf@r Proteine. Ein spezifischer
Antikdrper wird an eine Unterlage (z. B. Mikrotipdatte) gekoppelt und bindet das
gewlnschte Protein (Antigen). AnschlieBend wird eaweiter, enzym-konjugierter
Antikdrper (Detektionsantikdrper) hinzugegeben, sleh an das bereits gebundene Antigen
anlagert. Gibt man nun ein fur das gekoppelte Enggerifisches Substrat hinzu, so wird
dieses umgesetzt und bewirkt einen FarbumschlagFRibintensitat ist dabei proportional
zu der Menge an gebundenem, enzym-konjugiertenkémer und folglich auch zu der
Menge an gebundenem Antigen. Durch photometrisckesihg kann die Proteinmenge
guantifiziert werden.

Vor der Durchfihrung der VEGFA-ELISAs wurden dieoféine aus den rechten Lungen
und rechten Ventrikeln, wie in 2.2.10.4 und 2.Z5lMeschrieben, isoliert und der
Proteingehalt bestimmt. AnschlielBend wurde die ddnsbnzentration aller Proben durch
Zugabe von Ripa-Puffer so angeglichen, dass ihtefxgehalt 2,5ug/ul betrug. Zur
Durchfilhrung des ELISAs wurde das RayBMouse VEGF ELISA Kit nach Anleitung
verwendet. Es wurden Doppelanséatze aufgetrageneidgsesetzte Probenvolumen betrug
20 pl und die Proben wurden 1:5 mit sample diluent é&uféerdiinnt, so dass eine
Proteingesamtkonzentration von &/l verwendet wurde.

Nach der Durchfihrung des ELISAs wurden die Platieei 450 nm in dem
Mikroplattenlesegerat Molecular Devices Versamax crivlblatereader ausgelesen.
Anschliel3end wurde in Excel eine Eichgerade mit@eradengleichung y=mx+b aus den
Werten der Standardreihe bestimmt. Die Werte dgypBlanséatze wurden gemittelt, in die
Geradengleichung eingesetzt und somit der Protkalgerrechnet.
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2.2.11 Statistische Auswertung

Die Grafen und die statistische Auswertung derigser Arbeit ermittelten Daten wurden
mit Hilfe der Datenanalyse Software GraphPad PBddi (GraphPad Software, Inc., 2236
Avenida de la Playa La Jolla, CA 92037 USA) ersteflufgrund des internationalen
Formats dieses Programmes wurden bei Dezimalzaleleg-Achsenbeschriftungen Punkte
(statt Kommata) als Dezimaltrennzeichen verwenDet. Daten der RT-PCR und ELISA
Analysen sind als Einzelwerte mit Mittelwert (MWargestellt. Die Daten aller weiteren
Experimente der vorliegenden Arbeit sind angegelte™W + Standardfehler (SEM). Der
Stichprobenumfang der jeweiligen Gruppen entspriebiveit nicht anders angegeben, den
in Kapiteln ,Aufteilung der Tiergruppen® (2.2.1.hd 2.2.2.1) angegebenen TierzahBie
Normalverteilung wurde getestet. Bei allen physiidohen und histologischen
Untersuchungen wurden die Unterschiede zwischenMi&uasen derSiah2 Gruppeund
Siah1/2 Gruppein beiden Tiermodellen (Hypoxie und ,banding“),wsst nicht anders
angegeben, durch Varianzanalyse und einen Studamtridn-Keulspost-hoc Test fir
multiple Vergleiche ermittelt. Ein p-Wert <0,05 wder als signifikant angesehen. Die
Auswertung der Ergebnisse der molekularbiologiscatersuchungen erfolgte durch die
Analyse der differentiellen Expression der einzel@ene bzw. Proteine unter den Effekten
.Sauerstoffgehalt* bzw. ,Operationsmethode” und gkkout”. Es wurden zweifaktorielle
lineare Modelle angewendet. Die Prifung der Einimgt der Voraussetzungen
(Homoskedastizitat und Normalverteilung der Resnueerfolgte anhand von
Residuenplots. Die  Auswirkungen der  Effekte ,Satoéfgehalt® bzw.
,Operationsmethode” und ,knockout* wurden mittelddsts geprift. Die geschatzten
Effektstarken sind als MW mit 95%-Konfidenzintedvahgegeben. Die Haupteffekte als
Differenz der Act-Werte zwischen zwei Bedingungen wurden durch 8gbol AAct

gekennzeichnet.

95



Material und Methoden

Zur Angabe der Signifikanzniveaus wurden folgengmiSole verwendet:

Hypoxiemodell "banding"-Modell p < 0,05 p < 0,01 p 001
Nox WT vs. Hox WT sham WT vs. PAB WT * *x *xk
Nox KO vs. Hox KO sham KO vs. PAB KO # #t HH
Nox WT vs. Nox KO sham WT vs. sham KO T It o
Hox WT vs. Hox KO PAB WT vs. PAB KO T Tt TTT

Tabelle 2.2.1:In der Arbeit verwendetBignifikanzniveaus.

Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, sham = ScheinopermatiPAB = pulmonalarterielles ,banding
Siah2 Gruppe: WT siah2™, KO =siah2", Siah1/2 Gruppe: WT = C57BL/6J, KOsiah1d" *"
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3. Ergebnisse

3.1 Siah2 Mause im Modell der Hypoxie-induzierten plmonalen

Hypertonie

Alle Daten sind angegeben als MW = SEM. Eine Ausmalbilden die Daten der RT-PCR
und ELISA Analysen, die als Einzelwerte mit MW destellt sind. Der Stichprobenumfang
betrug (soweit nicht anders angegeben) fur allep@@n n=20. Die Analyse der Daten

erfolgte wie unter 2.2.11 angegeben.

3.1.1 Auswirkungen der Hypoxie-Exposition

Die Mause zeigten wahrend des gesamten Versud@@resgs ein ungestortes
Allgemeinbefinden, eine normale Futter- und Wasdeahme, sowie ein physiologisches
Putz- und Sozialverhalten.

Die Gewichtsentwicklung wird aufgrund stark difemender Ausgangsgewichte (AG) der
einzelnen Tiere zu Versuchsbeginn (Siah2WT 18,®,0 3), Siah2KO 18,0 - 30,0 g) in
Prozent zum jeweiligen AG angegeben. Hypoxieexpi8iah2WT Mause zeigten bis
zum dritten Versuchstag eine durchschnittliche @htgreduktion von 7,9 + 0,9 % und
Siah2KO Mause von 8,5 + 0,8 %. Ab dem vierten Talgnmen die Tiere beider Mauslinien
wieder zu. Siah2WT Mause erreichten am Versuchsdadsschnittlich 101,4 + 0,9 % und
Siah2KO Mause 102,8 £ 2,3 % ihres Ausgangsgewichidarmoxische Siah2WT

Kontrolltiere wogen nach vier Wochen 117,1 + 1,5 @ad Siah2 KO Kontrollen 120,4 *

1,7 % des jeweiligen Basisgewichtes (Abb. 3.1.19. Hestand also sowohl zwischen
normoxischen als auch zwischen hypoxischen SiahaWirKO Mausen kein signifikanter

Unterschied in der Gewichtsentwicklung.
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Abbildung 3.1.2: Darstellung des prozentualen GewichtsverlaufesStar2 Gruppe im Modell de

=

Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie. Analysdt Two-way ANOVA und Studentt
Newman-Keulgpost-hocTest. (von Tag 2-28: ***p<0,001 Nox WT vs. Hox WiF##p<0,001 Nox
KO vs. Hox KO). Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WTstahZ"", KO =siah2".

Zur Charakterisierung der physiologischen Reaktari die hypoxischen Bedingungen
wurden der Hamatokrit, sowie der systolische ateriund rechtsventrikuléare Druck am
Versuchsende gemessen. AnschlieBend wurden zunimBestg des Ausmalles der
Rechtsherzhypertrophie die Ratios von rechtem Vaatteu linkem Ventrikel plusSeptum

und rechtem Ventrikel zum Korpergewicht bestimmit.

3.1.2 Hamatokritwert

Der Hamatokritwert betrug bei normoxischen Siah2W@dntrolltieren am Versuchsende
0,38 = 0,01 und bei Siah2KO Mausen 0,37 £ 0,01. dfiggexponierte WT sowie KO
Mause zeigten deutlich héhere Werte als die Norgtede (Siah2WT 0,62 = 0,02 und
Siah2 KO 0,61 + 0,02) (Abb. 3.1.2).
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Abbildung 3.1.3: Darstellung des Hamatokritwertes (Hkt) der Siah2ugpe im Modell def
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie (***p<0D Nox WT vs. Hox WT, ###p<0,001 Nagx
KO vs. Hox KO). Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WTstahZ"", KO =siah2".

3.1.3 Systolischer arterieller Druck

Der SAP der normoxischen Kontrolltiere betrug beth@WT Méausen 76,8 + 4,3 mmHg
und bei Siah2KO Tieren 79,0 £ 2,6 mmHg. Nach viesdhen Hypoxieexposition zeigten
Siah2WT Mause einen SAP von 65,6 £ 1,3 mmHg unth2¥® Mause einen statistisch
nicht signifikant unterschiedlichen Wert von 63,8,5 mmHg (Abb. 3.1.3).
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Abbildung 3.1.3: Darstellung des systolischen arteriellen DruckesR)Sder Siah2 Gruppe (n=10)
im Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hymarie (**p<0,01 Nox WT vs. Hox WT
##p<0,01 Nox KO vs. Hox KO). Nox = Normoxie, HoxHypoxie, WT =siah2™, KO =siah2".
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3.1.4 Rechtsventrikularer systolischer Druck

In Normoxie betrug der RVSP 22,5 + 0,5 mmHg beh3W&T Mausen und 21,9 £ 0,7
mmHg bei Siah2KO Tieren. Nach vierwdchiger Hypoxmgten KO sowie WT Méause
signifikant hohere rechtsventrikulare Driicke aleinormoxischen Kontrollen (Siah2WT
34,8 + 1,0 mmHg und Siah2KO 33,4 = 1,1 mmHg). Zwest den RVP der hypoxie-
exponierten Siah2 WT und KO Mause bestand keinféignter Unterschied (Abb 3.1.4).

407 K

304

204

RVSP (mmHg)

104

) )
Nox WT Nox KO Hox WT Hox KO

Abbildung 3.1.4: Darstellung des rechtsventrikuldaren systolischemnickes (RVSP) der Siah2
Gruppe (n=10) im Modell der Hypoxie-induzierten rpohalen Hypertonie. (***p<0,001 Nox WT
vs. Hox WT, ###p<0,001 Nox KO vs. Hox KO). Nox = iwxie, Hox = Hypoxie, WT siah2”,
KO =siah2".

3.1.5 Gewichtsverhéltnis zwischen rechtem Ventrikaind linkem Ventrikel plus
Septumals Maf3 der Rechtsherzhypertrophie

Das Verhaltnis des Nassgewichtes von rechtem \kethtzu linkem Ventrikel pluSeptum
(RV/(LV+S)) betrug bei normoxischen Siah2WT undizidO Mausen gleichermaf3en 0,25
+ 0,01. Im Verlauf der Hypoxieexposition entwiclegltdie Mause beider Linien aufgrund
der erhohten Druckbelastung des rechten Ventrikgt® Rechtsherzhypertrophie. Die
hypoxischen Siah2WT Mause zeigten eine Herzratio0;d0 + 0,01, wéhrend die Siah2KO
Tiere eine signifikant niedrigere Herzratio von®38 0,01 aufwiesen; bei gegeniliber den
Nox KO Mausen noch immer markant (p<0,001) erhoNtemten (Abb. 3.1.5).
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Abbildung 3.1.5: Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechtemitrikel zu linkem
Ventrikel plusSeptum(RV/(LV+S)) der Siah2 Gruppe im Modell der Hypoxraluzierten
pulmonalen Hypertonie. (***p<0,001 Nox WT vs. Hox W###p<0,001 Nox KO vs. Hox

KO, t11p<0,001 Hox WT vs. Hox KO). Nox = Normoxigox = Hypoxie,WT = siah2”,
KO =siah2".

3.1.6 Gewichtsverhaltnis zwischen rechtem Ventrikaind Kérpergewicht als Mal? der
Rechtsherzhypertrophie

Zusatzlich zur Herzratio wurde das Verhdltnis desviéhtes des rechten Ventrikels zum
Kdrpergewicht bestimmt, um zu untersuchen, ob fhiebedingte Einflisse auf die Grol3e
des Herzens (wie der Verlust des Siah2 Proteing oie Hypoxie) den Grad der

Hypertrophie verfalschen. Der so ermittelte Hypgohiegrad stimmte mit dem durch die
Herzratio ermittelten Ergebnis tberein. Normoxiscdiah2WT zeigten eine Ratio des
rechten Ventrikels zum Kdrpergewicht von 0,75 £20dd Siah2KO Mause eine Ratio von
0,73 = 0,02. Bei Hypoxie-exponierten Siah2WT Maubetrug der Quotient 1,23 + 0,03,
wahrend Siah2KO Tiere einen im direkten Vergleigmsikant (p < 0,001) niedrigeren

Wert von 1,09 + 0,03 aufwiesen; bei gegentiber dex KO Mausen noch immer markant
(p<0,001) erhdhten Werten (Abb. 3.1.6).
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Abbildung 3.1.6: Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechtemtrikel zum Kérpergewich
(RV/IKGW) der Siah2 Gruppe im Modell der Hypoxie-irserten pulmonalen Hypertoni
(***p<0,001 Nox WT vs. Hox WT, ###p<0,001 Nox KO .velox KO, t11p<0,001 Hox WT vs.
Hox KO). Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT siah2”", KO =siah2".

(1%

3.1.7 Morphometrische Analyse der Lungengefal3e

Im Verlauf der vierwochigen Exposition unter hypsotien Bedingungen entwickelten die
SiahWT und Siah2KO Mause eine Hypoxie-induziertémmmale Hypertonie mit einem

typischen Umbau der kleinen Lungengefal3e. Um dasnal? dieses Remodeling beurteilen
zu konnen, wurden der Muskularisierungsgrad und/amdstarke der pulmonalen Gefalie

bestimmt.

3.1.7.1 Muskularisierungsqgrad

Bezuglich der Gefal3kategorie mit einem Aufl3endurdserevon 20-7Qum wurden bei
normoxischen Siah2WT Kontrolltieren 5,6 + 1,0 %lwaluskularisierte, 40,0 + 1,8 % teil-
muskularisierte und 53,8 £ 2,1 % nicht muskulartei¢.ungengefalie erfasst. Normoxische
Siah2KO Tiere wiesen mit 4,9 = 0,6 % voll-muskudaerten, 41,8 + 0,9 % teil-
muskularisierten und 53,3 = 1,0 % nicht muskulariein Lungengefal3en eine
vergleichbare, statistisch nicht unterschiedlichert®ilung auf. Nach vierwdchiger
Hypoxieexposition stieg der Anteil der teil- undlivmuskularisierten Gefal3e in beiden
Linien gleichermal3en signifikant an ohne, dass sinlstatistisch signifikanter Unterschied
zwischen Siah2WT und KO Tieren zeigte. Bei Mausen 8iah2 WT Hypoxiegruppe
wurden 27,0 = 1,7 % voll-muskularisierte, 45,6 # % teil-muskularisierte und 28,9 + 1,4
% nicht-muskularisierte GefalRe analysiert. Siah2Ki@re zeigten 24,2 + 1,5 % voll-

muskularisierte, 46,2 + 1,4 % teil-muskularisiented 30,5 += 1,5 % nicht-muskularisierte
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LungengefalRe. Die Werte sind in der folgenden Tabebch einmal zusammengefasst
(Tab. 3.1.1, Abb. 3.1.7).

Muskularisierungsgrad in %
Gruppe : —
nicht teilweise voll
(n=10)
MW + SEM MW + SEM MW + SEM
Nox WT 53,8+2,1 40,0+1,8 56+1,0
Nox KO 53,3+1,0 41,8 +0,9 49+0,6
Hox WT 28,9 + 1,4 *** 456+14* 27,0 £ 1,7 ***
Hox KO 30,5+ 1,5 ### 46,2+1,4 24,2 + 1,5 ###

Tabelle 3.1.1:Prozentualer Muskularisierungsgrad kleiner Lungé&ifge (AulRen-@ 20 - 70m) der
Siah2 Gruppe (n=10) im Modell der Hypoxie-induzertpulmonalen Hypertonie. (***p<0,00]
*p<0,05 Nox WT vs. Hox WT, ###p<0,001 Nox KO vs. HKO). Nox = Normoxie,
Hox = Hypoxie WT = siah2™, KO =siah2".

-

3 nicht muskularisiert
3 teil muskularisiert
BB voll muskularisiert

o0
T

1001 == G — S
=

Muskularisierung (%)

Nox WT Nox KO HoxWT Hox KO

Abbildung 3.1.7: Darstellung des prozentualen Anteils nicht-, pértiend voll-muskularisierter
kleiner LungengefalRe (AuRen-@ 20 — (i) der Siah2 Gruppe (n=10) im Modell der Hypoxie-

induzierten pulmonalen Hypertonie. Nox = Normoxidox = Hypoxie, WT = siahZ’,
KO =siah2".

103



Ergebnisse

3.1.7.2 Mediale Wandstéarke

Im Verlauf der pulmonalarteriellen Hypertonie undsdvaskuldaren Remodeling erfolgte

eine Verdickung der pulmonalen GefaBwande von Higexponierten Siah2WT und KO

Mausen in vergleichbarem Mal3e. Die mediale Wankistder kleinen (20-70 um) und

mittleren (70-150um) PulmonalgefalRe war in den Hypoxiegruppen sikaifi erhoht,

wahrend sich bei den gro3en Gefallen keine Untexdehzwischen normoxischen und

hypoxischen Tieren zeigten. Die ermittelten Werited sin der folgenden Tabelle und
Abbildung detailliert dargestellt (Tab. 3.1.2, Ali1.8).

Wandstéarke in % des GefaRaufRendurchmessers

Gruppe Kleine GefalRe Mittlere GefalRe Grol3e Gefal3e
(n=10-14) 20-7Qum 70-150pm >150um

MW = SEM MW = SEM MW + SEM
Nox WT 14,1+0,5 9,0+04 6,9+04
Nox KO 140+04 85+04 7,1+05
Hox WT 18,1 £ 0,4 *** 106+£0,4* 76+04
Hox KO 17,4 0,6 ### 10,3+0,5# 7,3+0,3

Tabelle 3.1.2: Mediale Wandstarke kleiner, mittlerer und groReutgéfaf3e der pulmonalgn
Strombahn fur die Siah2 Gruppe (Hox KO n=14, anader®0) im Modell der Hypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie. (***p<0,001, *p<0,05 Nox WiG. Hox WT, ###p<0,001, #p<0,05 NOx
KO vs. Hox KO). Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WTstahZ"", KO =siah2".
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Abbildung 3.1.8: Darstellung der medialen Wandstarke kleiner, mgtleind grof3er Blutgefalie der
pulmonalen Strombahn fur die Siah2 Gruppe (Hox KQ4) andere n=10) im Modell der Hypoxie-
induzierten pulmonalen Hypertonie. (***p<0,001, P85 Nox WT vs. Hox WT, ###p<0,001,
#p<0,05 Nox KO vs. Hox KO). Nox = Normoxie, Hox pbxie, WT =siah?”, KO =siah2".

3.1.8 Echokardiografische Untersuchungen

Zur detaillieren Charakterisierung des kardialermBéeling und der rechtsventrikuléaren
Funktion wurden echokardiografische Untersuchungkmchgefiihrt und eine Reihe
verschiedener Konstanten berechnet. Samtliche actiioigrafischen Messungen in dieser

Arbeit wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Bddgl Kojonazarov vorgenommen.

3.1.8.1 Rechter Ventrikel und rechtes Atrium

Als Parameter zur Beurteilung des Ausmalles detsestirikularen Hypertrophie wurde

die Wandstarke des rechten Ventrikels echokardisgiavermessen. Hypoxische Mause
beider Linien zeigten im Vergleich zu den normoket Kontrollen deutlich verdickte

Wwande. Die Zunahme der rechtsventrikularen Warkistdvar bei Siah2WT Mausen

signifikant starker ausgepréagt als bei Siah2KOdngAbb. 3.1.9, Tab. 3.1.3).
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Abbildung 3.1.9: Rechtsventrikulare Wandstarke (RVWT, right ventiacuwall thickness) der
Siah2 Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierten pairalen Hypertonie. Hox KO n=6, andere
n=8. Endpunktmessung nach 4 Wochen. (***p<0,001 M6k vs. Hox WT, ###p<0,001 Nox KO
vs. Hox KO, 1t1p<0,01 Hox WT vs. Hox KO). Nox = Nasrie, Hox = Hypoxie, WT ssiah2"",
KO =siah2".

Weiterhin wurde das Mald der rechtsventrikularenat@ation durch die Ermittlung des
inneren rechtsventrikularen Durchmessers bestiritypoxische Siah2WT Mause zeigten
eine Dilatation der rechten Herzkammer, wahrendrdehntsventrikulare Durchmesser der
Siah2KO Tiere unverandert blieb (Abb. 3.1.10, Tah3.

**
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Abbildung 3.1.10: Rechtsventrikularer Durchmesser (RVID, right vesular internal diameter) de
Siah2 Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierten paoiralen Hypertonie. Nox WT n=7, Hox WT,
Nox KO n=8, Hox KO n=6. Endpunktmessung nach 4 Vocl{**p<0,01 Nox WT vs. Hox WT
tp<0,05 Hox WT vs. Hox KO). Nox = Normoxie, Hox ypbxie, WT =siahZ’", KO =siah2".
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Als weiterer Parameter zur Ermittlung einer recetgrikularen Beeintrachtigung wurde die
Querschnittsflache des rechtatrium am Ende der Diastole bestimmt. Nach vierwochiger
Hypoxieexposition wiesen Siah2WT Mause eine denglicvergréfRerung des rechten
Atrium auf, wahrend die atriale Querschnittsflaiche deth&KO Tiere im Bereich der

normoxischen Kontrolltiere lag (Abb. 3.1.11, Takl.3).

RA area (mm?)
~
(]

) )
Nox WT Nox KO Hox WT Hox KO

Abbildung 3.1.11: Enddiastolische Querschnittsfliche des recHgium (RA area, right atrial
area) der Siah2 Gruppe im Modell der Hypoxie-induzn pulmonalen Hypertonie. Hox KO n=4,
andere n=8. Endpunktmessung nach 4 Wochen. (*p<0¢35WT vs. Hox WT, Tp<0,05 Hox WT
vs Hox KO). Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WTstahZ”", KO =siah2".

In der folgenden Tabelle sind die Messwerte noaghalrdetailliert aufgefihrt:

4 Wochen Siah2WT Nox Siah2KO Nox Siah2WT Hox Siah2KO Hox

MW | SEM n MW | SEM n MW | SEM n MW | SEM n
I(Qn:/r\T/]\;T 024|001 | 8| 026]| 001 (8] 041|001]| 8]|**] 038|001 6 |tta
RVID o
(mm) 190| 0,04 7] 186 | 003 | 8] 207 | 0,06 | 8 190 | 0,04 | 6 t
RA area 4721 021 | 8| 461 | 033 | 8] 6,07 | 029 | 8 * 475 | 0,66 | 4 +
(mm2)

Tabelle 3.1.3:Rechtsventrikulare Wandstarke (RVWT), rechtsventéker Durchmesser (RVID)
und enddiastolische Querschnittsfliche des rechtenm (RA area) der Siah2 Gruppe im Modell
der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie. Bmdgmessung nach 4 Wochen. (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, Nox WT vs. Hox WT, ###p<0,00Nox KO vs. Hox KO, tp<0,05,
t1p<0,01 Hox WT vs. Hox KO). Nox = Normoxie, Hoxtypoxie, WT =siah2”*, KO =siah2".
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3.1.8.2 Cardiac output

Um Hypoxie-bedingte Veranderungen der Pumpleistdeg Herzens zu erkennen wurde

das Herzminutenvolumen ermittelt. Siah2WT Mausegteai ab einer zweiwdchigen

Hypoxieexposition einen progredient fallenden cadiutput (CO), wahrend die Leistung

des Herzens der Siah2KO Tiere innerhalb des gesavféesuchszeitraumes erhalten blieb

(Abb. 3.1.12, Tab. 3.1.4).
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Abbildung 3.1.12: Herzminutenvolumen (CO, cardiac output) der Sialf@pe im Modell der
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie (n=8).adyse mit Two-way ANOVA und Student

Newman-Keulgpost-hocTest._a) Verlaufskontrollerp<0,05 Hox WT vs. Hox KO, aus Grinden der
Ubersicht wurde nur Hox WT vs. Hox KO verglichereitere Signifikanzen sind Tabelle 3.1.4 [zu

entnehmen. b) Endpunktmessuragh 4 Wochen *p<0,05 Nox WT vs. Hox WT, Tp<0,0&6xHWT
vs. Hox KO. Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WTsiahZ"™, KO =siah2".
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CcO Siah2WT Nox Siah2KO Nox Siah2WT Hox Siah2KO Hox
(mi/min) | Mw | SEM| n] MW [ SEM| n | MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 208 | 10| 8] 215 08 | 8] 209]| 19 | 8 192 | 07 | 8
2 Wochen | 208 | 06 | 8] 212 ]| 08 | 8] 185 13 | 8 210] 15 | 8
3Wochen | 215| 09 | 8] 218 11 [ 8] 189 | 12 | 8 231 | 18 | 8
4Wochen | 222 | 09 [ 8] 223 11 | 8] 172| 09 | 8| * | 222 | 19 | 8 1

Tabelle 3.1.4: Herzminutenvolumen (CO, cardiac output) der Siah2ip@e im Modell def
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie. Verldaafstrolle *p<0,05 Nox WT vs. Hox WT
tp<0,05 Hox WT vs. Hox KO. Analyse mit Two-way AN®Wnd Student-Newman-Keu|sost-
hoc Test. Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WTsiah2"*, KO =siah2".

3.1.8.3 TAPSE — systolische Funktion des rechteirikels

Zur Untersuchung der systolischen Funktion desteectVentrikels wurde die TAPSE

(tricuspid annular plane systolic excursion) bestimHypoxische Siah2KO Mause zeigten
wahrend des gesamten Versuches eine vollstandajtenk systolische Funktion, wahrend
die TAPSE Werte der Siah2WT Mause ab der zweitech&an Hypoxie progredient fielen

und somit (wie bereits unter Kapitel 2.2.3 besdiei® eine fortschreitende

Verschlechterung der systolischen rechtsventrikal&unktion offenbarten (Abb. 3.1.13,
Tab. 3.1.5).

TAPSE Siah2WT Nox Siah2KO Nox Siah2WT Hox Siah2KO Hox
(mm) MW [ SEM| n | MW | SEM| n | MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 144 | 005 | 8] 1,45 | 003 | 8] 1,44 ]| 0,03 | 8 1,40 | 004 | 8
2Wochen | 1,42 | 002 | 8] 1,47 | 004 | 8] 127 ] 004 | 8| ** | 1,40 | 004 | 8 t
3Wochen | 1,44 | 003 | 8] 145|003 | 8] 131]002]| 8| * | 144]| 003] 8 t
4 Wochen | 1,45 | 0,03 | 8 ) 146 | 002 | 8] 125 003 | 8 | ***| 147 | 002 | 8| ttt

Tabelle 3.1.5:Rechtsventrikulare systolische Funktion (TAPSEuspid annular plane systolic
excursion) der Siah2 Gruppe im Modell der Hypoxidtizierten pulmonalen Hypertonie.
Verlaufskontrolle*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 Nox WT vs. Hox WT,pk0,05, t11p<0,001 Ho
WT vs. Hox KO. Analyse mit Two-way ANOVA und Studedewman-Keulspost-hoc Test.

P

Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT siah2”", KO =siah2".
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Abbildung 3.1.13: Rechtsventrikulare systolische Funktion (TAPSEcuspid annular plan
systolic excursion) der Siah2 Gruppe im Modell Higpoxie-induzierten pulmonalen Hypertor
(n=8). Analyse mit Two-way ANOVA und Student-Newmdauls post-hoc Test.
a) Verlaufskontrolletp<0,05, 111p<0,001 Hox WT vs. Hox KO, aus GriindenUbersicht wurdg
nur Hox WT vs. Hox KO verglichen, weitere Signifikeen sind Tabelle 3.1.5 zu entnehmen.
b) Endpunktmessungach 4 Wochen ***p<0,001 Nox WT vs. Hox WT, 111p0@1 Hox WT vs.
Hox KO. Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT siahZ™, KO =siah2".
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3.1.8.4 IVRT/RR — diastolische Funktion des rechemrikels

Die diastolische Funktion des rechten Ventrikelsdeudurch die IVRT/RR (isovolumic
relaxation time) charakterisiert. Hypoxische SialP8owie Siah2WT Mé&use zeigten ab der
zweiten Versuchswoche ansteigende IVRT/RR Werte sordit (wie bereits unter 2.2.3
beschrieben) eine beeintrachtigte diastolische famk Ab der dritten Woche unter
hypoxischen Bedingungen war diese Funktionsmindghai Siah2WT signifikant starker
ausgepragt als bei Siah2KO Mausen (Abb. 3.1.14, 34..6).

IVRT/RR | Siah2WT Nox Siah2KO Nox Siah2WT Hox Siah2KO Hox
(%) MW [ SEM|[ n | MW | SEM| n ] MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 160 08 | 8] 151 | o5 [ 8] 150 07 | 8 166 | 1,3 | 8
2Wochen | 157 | 07 | 8| 152 | 06 | 81 193| 05 [ 8| * | 192 | 18 | 8 | #
3Wochen | 150 | 07 | 8| 155| 07 | 8} 216 | 07 | 8 | **| 184 | 08 | 8 t
4Wochen | 149 | 06 | 8] 159 07 | 8| 237 | 10 | 8| **| 199 | 09 | 8 | tt#

Tabelle 3.1.6:Rechtsventrikulare diastolische Funktion (IVRT/R&gvolumic relaxation time) de

=

Siah2 Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierten pairalen Hypertonie. Verlaufskontrolle
*p<0,05, ***p<0,001 Nox WT vs. Hox WT, ##p<0,01 NdkO vs. Hox KO, 1tp<0,05, t1p<0,01
Hox WT vs. Hox KO. Analyse mit Two-way ANOVA und @tent-Newman-Keulpost-hocTest.

Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT siah2”", KO =siah2".
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Abbildung 3.1.14: Rechtsventrikulére diastolische Funktion (IVRT/R$volumic relaxation time
der Siah2 Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierggiimonalen Hypertonie (n=8). Analyse n
Two-way ANOVA und Student-Newman-Keulgost-hoc Test. _a) Verlaufskontrolletp<0,05,
t1p<0,01 Hox WT vs. Hox KO, aus Griinden der Ubétsigurde nur Hox WT vs. Hox K(
verglichen, weitere Signifikanzen sind Tabelle 8.2u enthnehmen. b) Endpunktmessuragh 4

Wochen ***p<0,001 Nox WT vs. Hox WT, ##p<0,01 NoXxKvs. Hox KO, t1p<0,01 Hox WT vs.

Hox KO. Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT siahZ™, KO =siah2".
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3.1.8.5 MPI — globale Funktion des rechten Ventsike

Die Darstellung der globalen Funktion des rechtentxikels erfolgte durch die Kalkulation
des MPI (myocardial performance index). Nach zwehwjer Hypoxie zeigten sowohl
Siah2KO, als auch Siah2WT Mé&use eine Zunahme ddrWH?te und damit (wie bereits
unter 2.2.3 beschrieben) eine herabgesetzte glakalgsventrikulare Funktion. Ab der
dritten Woche unter hypoxischen Bedingungen wasali€unktionseinschrankung bei
Siah2WT signifikant starker ausgepragt als bei & Mausen (Abb. 3.1.15, Tab. 3.1.7).

MPI Siah2WT Nox Siah2KO Nox Siah2WT Hox Siah2KO Hox
MW | SEM| n] MW | SEM| n ] MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 0,78 003 ] 81 080 | 002| 8] 075] 004 | 8 080 | 003 ] 8
2 Wochen | 0,80 | 0,02 | 8] 084 ]| 003 | 8] 1,01 ) 0,01 | 8| **] 099 | 005 | 8 | ###
3 Wochen | 0,78 | 0,03 | 8] 083 ]| 002 | 8] 1,08 ] 0,02 | 8 | ***] 096 | 003 | 8 | t##
4 Wochen | 0,76 | 0,03 ]| 81 0,82 ] 0,02 | 8] 1,09 | 0,02 | 8 | ***| 0,99 | 0,02 | 8 | t#u#

Tabelle 3.1.7:Rechtsventrikuléare globale Funktion (MPI, myocakgerformance index) der Siah2
Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierten pulmonaléypertonie. Verlaufskontroll&**p<0,001
Nox WT vs. Hox WT, ##p<0,01, ###p<0,001 Nox KO Max KO, tp<0,05 Hox WT vs. Hox KQ.
Analyse mit Two-way ANOVA und Student-Newman-Keydsst-hoc Test. Nox = Normoxie
Hox = Hypoxie, WT ssiahZ2™, KO =siah2".
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Abbildung 3.1.15: Rechtsventrikulare globale Funktion (MPI, myocakgiarformance index) de
Siah2 Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierten poiralen Hypertonie (n=8). Analyse mit Twp-
way ANOVA und Student-Newman-Keutest-hocTest._a) Verlaufskontroll&p<0,05 Hox WT vs
Hox KO, aus Griinden der Ubersicht wurde nur Hox W& Hox KO verglichen, weiter
Signifikanzen sind Tabelle 3.1.7 zu entnehmen. jdeinktmessungach 4 Wochen ***p<0,001
Nox WT vs. Hox WT, ###p<0,001 Nox KO vs. Hox KO, <05 Hox WT vs. Hox KO
Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT siah?”", KO =siah2".

D

114



Ergebnisse

3.1.8.6 Zusammenfassung der echokardiografischémBe

Siah2KO Mause zeigten unter Hypoxie eine wesenbiesser erhaltene Funktion und eine
geringere Hypertrophie des rechten Ventrikels ahBNT Tiere. Hypoxische Siah2WT
zeigten eine VergroRerung des rechtsventrikularerurciiinessers und der
Querschnittsflache des rechtatrium, wohingegen hypoxische Siah2KO Mause Werte im
Bereich der normoxischen Kontrollen aufwiesen. Hypche Mause beider Linien zeigten
eine Verschlechterung der globalen Rechtsherzfonktderen Ausmafd bei Hypoxie-
exponierten Siah2KO Mausen signifikant geringer gapsagt war als bei Siah2WT.
Lediglich die rechtsventrikulare diastolische Funmiktder KO Tiere war unter hypoxischen

Bedingungen herabgesetzt, wahrend die systoliselsung vollstandig erhalten blieb.

3.1.9 Prozentualer Kollagenanteil des rechten Venkels

Um den Grad der Fibrose des rechten Ventrikels estilmmen, wurde der prozentuale
Anteil an Kollagenfasern bezogen auf die Gesanité&rmittelt. Im Rahmen der Hypoxie-
induzierten pulmonalen Hypertonie zeigten weder oxigthe Siah2WT Mause noch
Siah2KO Tiere einen Anstieg des rechtsventrikuldBataltes an kollagenen Fasern und
somit auch keinen Hinweis auf eine Fibrose desteectentrikels.

Der Kollagenanteil der normoxischen Kontrolltieretiong bei Siah2WT 0,45 + 0,09 % und
bei Siah2KO Tieren 0,53 + 0,05 %. Nach vierwOchidé#ypoxieexposition zeigten
Siah2WT Tiere einen Kollagengehalt von 0,55 + 00&ind Siah2KO Méause von 0,55 +
0,06 % (Abb. 3.1.16).
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Abbildung 3.1.16: Darstellung des prozentualen Kollagenanteils (%9 wchten Ventrikels de

=

Siah2 Gruppe (n=5) im Modell der Hypoxie-induziertgulmonalen Hypertonie. Nox = Normoxie,
Hox = Hypoxie, WT ssiah2™, KO =siah2".
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3.1.10 Molekularbiologische Untersuchungen

Die Auswertung der Ergebnisse der molekularbioldtgs Untersuchungen erfolgte durch
die Analyse der differentiellen Expression der elnen Gene bzw. Proteine unter den

Effekten ,Sauerstoffgehalt” und ,knockout* vaiah2

3.1.10.1 Genexpression von siah2 und siahla/brihgiege und im rechten Ventrikel

Aus der Literatur ist bekannt, dass Siah-Ubiquijgsden in akuter Hypoxie vermehrt
exprimiert werden (Nakayama et al., 2004; NakayandRonai, 2004; Wang et al., 2011).
Deshalb sollte durch RT-PCR Analysen untersuchtdemrob dies auch unter chronischer
Hypoxie zutrifft. Die Genexpression vosiah2 wurde im Lungenhomogenat und im
Homogenat des rechten Ventrikels der WT Mause satéit. Die Expression vasiahla/b
wurde im Lungenhomogenat und im Homogenat des eacWentrikels der WT und KO
Tiere analysiert. Keiner der beiden untersuchtdakid ,Sauerstoffgehalt” und ,knockout*
von siah2hatte eine nachweisbare Auswirkung auf die Regulatonsiah2bzw. siahla/b
(Abb 3.1.17, 3.1.18).

116



Ergebnisse

Abbildung 3.1.17: Darstellung der Genexpression a) vaah& im Lungenhomogenat von Siah2WT
Mausen und b) voniahla/bim Lungenhomogenat der Siah2WT und KO Tiere im Bbder
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertoniact = cycle threshold, Querbalken = Mittelwert.
(n-Anzahlen: a) n=5, b) Hox WT n=4, andere n=5)Efektstarke des Sauerstoffgehaltes fir die
Expression vorsiah2im Lungenhomogenat von Siah2WT Méusen. d) Effékkst von Sauerstoff-
gehalt und knockout fur die Expression vaahda/bim Lungenhomogenat der Siah2WT und KO
Tiere. MW mit 95% Konfidenzintervall. = Sauerstoffgehalt, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,
WT =siah2™, KO =siah2".
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Abbildung 3.1.18: Darstellung der Genexpression a) voiah2 im Homogenat des rechten
Ventrikels von Siah2WT Méausen und b) vermhla/bim Homogenat des rechten Ventrikels der
Siah2WT und KO Tiere im Modell der Hypoxie-induz@r pulmonalen Hypertoniéct = cycle
threshold, Querbalken = Mittelwert. (n-Anzahlen: a¥5, b) Hox KO n=4, andere n=5).
c) Effektstarke des Sauerstoffgehaltes fur die Esgion vonsiah2 im Homogenat des rechten
Ventrikels von Siah2WT Mausen. d) Effektstarke vBauerstoffgehalt und knockout fir die
Expression von ighla/b im Homogenat des rechten Ventrikels der Siah2Wd WO Tiere.
MW mit 95% Konfidenzintervall. @ = Sauerstoffgehalt, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie,
WT =siah2”, KO =siah2".
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3.1.10.2 Proteinexpression der Prolyl-4-Hydroxylad®HD)1, PHD2 und PHD3 in der

Lunge und im rechten Ventrikel

Die physiologischen und histologischen Ergebnisesed Arbeit zeigen, dass Siah2KO
Mause anders als ihre WT-Kontrollen auf hypoxisdBedingungen reagieren. Ein
Schlusselprotein der Anpassungsmechanismen in hiypegrasentiert HIFL Wie bereits

in der Einleitung beschrieben (siehe 1.5.4), igth3ian der Regulation der verfigbaren
Menge von HIF& durch Ubiquitinylierung und dem daraus resultidleam Abbau von
PHD1 und PHD3 mal3geblich beteiligt. Deshalb soliteersucht werden, ob sich die
Proteinmenge der PHDs in diesem Modell verandert.

Die Proteinexpression der PHDs in der Lunge unddomten Ventrikel der Siah2 Gruppe
wurde mittels Westernblotverfahren in Gewebehomaganalysiert. Die Proteinmenge im
Lungenhomogenat wurde bezogen fwAktin und im Homogenat des rechten Ventrikels
bezogen aufa-Tubulin normalisiert. Da die Westernblotanalyseuf¢rund des hohen
Stichprobenumfanges) auf mehreren Membranen duiigge wurden, erfolgte die
Normalisierung der Einzelwerte nach der Formel:zEiwert der Probe — Mittelwert der
Membran + Gesamtmittelwert aller Membranen.

Die Westernblotanalysen von PHD1, PHD2 und PHD3Limgenhomogenat werden in
Abb 3.1.19 und 3.1.20 grafisch dargestellt. Keimwr beiden untersuchten Effekte
~Sauerstoffgehalt* und ,knockout” vosiah2hatte eine statistisch abgesicherte Auswirkung
auf die Proteinmengen von PHD1 und PHD2. Der Hdigie,Sauerstoffgehalt” hatte
ebenfalls keinen nachweisbaren Einfluss auf dentefgehalt von PHD3 im
Lungenhomogenat, wéahrend der knockout gmh2 zu einem signifikanten Anstieg der
PHD3-Proteinmenge fuhrte (Abb 3.1.20).
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Abbildung 3.1.19: Darstellung der Proteinmenge der Prolyl-4-Hydrosgla a) PHD1, b) PHD
und c¢) PHD3 im Lungenhomogenat der Siah2 GruppeModell der Hypoxie-induzierte
pulmonalen Hypertonie. (n-Anzahlen: a) und c) nsPn=6). Nox = Normoxie, Hox = Hypoxi¢
WT =siah2”™, KO =siah2".
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Abbildung 3.1.20: Effektstarken von Sauerstoffgehalt und knockoutdié Expression der Proly
4-Hydroxylasen PHD1, PHD2 und PHD3 im Lungenhomageter Siah2 Gruppe im Modell d
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie. MW %8 Konfidenzintervall. (n-Anzahlen: a) und
c) n=9, b) n=6). @= Sauerstoffgehalt, KO siah2".
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Die Westernblotanalysen von PHD1 und PHD2 im Homageles rechten Ventrikels
werden in Abb 3.1.21 und 3.1.22 grafisch dargast&leiner der beiden untersuchten
Effekte ,Sauerstoffgehalt” und ,knockout” vaiah2 hatte eine nachweisbare Auswirkung
auf die Proteinmenge von PHD1. Der Effekt ,knocKowdn siah2 hatte weiterhin keinen

feststellbaren Einfluss auf den Proteingehalt vdADP im Homogenat des rechten
Ventrikels, wahrend das Absinken des Sauerstofftgshau einem signifikanten Anstieg
der PHD2-Proteinmenge fiihrte (Abb 3.1.21). Die Espron von PHD3 konnte im

Homogenat des rechten Ventrikels im Hypoxiemodetduerlicherweise nicht untersucht

werden, da sich in den Westernblotanalysen keimel®azeigten.
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Abbildung 3.1.21: Darstellung der Proteinmenge der Prolyl-4-Hydrosglaa) PHD1 und b) PHD2
im Homogenat des rechten Ventrikels der Siah2 Grupp Modell der Hypoxie-induzierte

=)

pulmonalen Hypertonie. (n-Anzahlen: a) n=6, b) N&X n=7, andere n=9). Nox = Normoxi
Hox = Hypoxie, WT =siah2™*, KO =siah2".
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Abbildung 3.1.22: Effektstarken von Sauerstoffgehalt und knockoutdié Expression der Proly

4-Hydroxylasen PHD1 und PHD2 im Homogenat des eethtentrikels der Siah2 Gruppe im
Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen HypermniMW mit 95% Konfidenzintervall
(n-Anzahlen: a) und c) n=9, b) n=6), ©®Sauerstoffgehalt, KO siah2".
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3.1.10.3 Proteinexpression von vascular endothefiath factor A (VEGFA) in der Lunge

und im rechten Ventrikel

Auf der Suche nach einem downstream-Zielprotein 8wh2, das fur die abweichende
Reaktion der Siah2KO Mause im Hypoxiemodell veramtlich gemacht werden koénnte,
rickte VEGFA in den Fokus der Untersuchungen. Aas Idteratur ist bekannt, dass
VEGFA im Rahmen der Entstehung der pulmonalen Hgper eine wichtige Funktion in
der Lunge besitzt (Christou et al., 1998; Hanzalet2007; Tuder et al., 1995; Tuder and
Yun, 2008). Weiterhin ist publiziert, dass VEGFAnei Rolle im Rahmen der
Anpassungsmechanismen des Herzens im myokardiafarktimodell und im Modell der
transaortalen Konstriktion spielt (Carmeliet et 4P99; Izumiya et al., 2006; Kajdaniuk et
al., 2011b; Madonna and De Caterina, 2009).

Die Proteinexpression in der Lunge und im rechtemtiikel der Siah2 Gruppe wurde
mittels ELISA-Verfahren in Gewebehomogenat untdnsu®as Lungenhomogenat von
normoxischen Siah2 WT Tieren enthielt durchschaittll07,5 £ 5,9 pgd VEGFA und das
der Siah2KO Tiere 107,1 = 13,5 pgMEGFA. Die mittleren VEGFA-Proteingehalte der
Hypoxie-exponierten Mause betrugen bei Siah2WT 7.G811,5 pgdl und bei Siah2KO
Tieren 89,2 + 8,0 pgl. Keiner der beiden Effekte ,Sauerstoffgehalt* ykdockout” zeigte
einen statistisch abgesicherten Einfluss auf digr&ssion von VEGFA (Abb. 3.1.23).

a)  200- b) 204
10 T T
~ 1507 °® nn 0
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=~ 1004 ] e
= ¢ ° nn —S=— 3
2 o -20-
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C 1 1 1 1 -40-
Nox WT Hox WT Nox KO Hox KO 0O, KO

Abbildung 3.1.23: a) Darstellung der immunreaktiven VEGFA-Proteinmengd.ungenhomogenat
der Siah2 Gruppe (n=8) im Modell der Hypoxie-induizn pulmonalen Hypertonie. Querbalken =
Mittelwert. b) Effektstéarke von Sauerstoffgehaltduknockout fir die immunreaktive VEGFA-
Proteinmenge im Lungenhomogenat. MW mit 95% Komfaletervall. Q = Sauerstoffgehalt,

Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT siah2”", KO =siah2".
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Das Homogenat des rechten Ventrikels enthielt eltlsnibei allen Gruppen vergleichbare
VEGFA-Proteinmengen (normoxische Siah2WT Mause4 64,8 pgil, Siah2KO Tiere:
58,9 + 7,8 pall, Hypoxie-exponierte Siah2WT Mause: 53,7 + 3,4ubgind Siah2KO
Tiere: 50,1 + 3,1 pgl). Weder der Effekt ,Sauerstoffgehalt* noch defdkt ,knockout®
hatten eine konklusive Auswirkung auf die Regulatton VEGFA (Abb. 3.1.24).

@) 100- b)
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0 T T T T -20-
Nox WT  Hox WT Nox KO  Hox KO 0, KO

Abbildung 3.1.24: a) Darstellung der immunreaktiven VEGH2roteinmenge im Homogenat des
rechten Ventrikels der Siah2 Gruppe (Nox WT n=7xNéT n=9, Nox/Hox KO n=8) im Model
der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie. Qagken = Mittelwert. b) Effektstarke von

Sauerstoffgehalt und knockout fir die immunreaktieGFA-Proteinmenge im Homogenat des

D

rechten Ventrikels. MW mit 95% Konfidenzintervald, = Sauerstoffgehalt, Nox = Normoxi
Hox = Hypoxie, WT ssiah2™, KO =siah2".

Sowohl im Homogenat der Lungenproben als auch m des rechten Ventrikels fielen

hohe individuelle Abweichungen hinsichtlich der VE&EXpression auf.

3.1.10.4 Genexpression von vascular endothelialvtitrdactor a, vegf-rezeptor 1 und vegf-

rezeptor 2 in der Lunge und im rechten Ventrikel

Um die Ergebnisse der ELISAs zu komplettieren, war®T-PCR Analysen von DNA aus
Lungen und rechtem Ventrikel der Siah2 Gruppe dyetihrt. Es wurde die Genexpression
von vegfaund seiner beiden Rezeptoreregfrl undvegf-r2 mittels RT-PCR Analysen in
der Lunge und im rechten Ventrikel der Siah2 Grupmirsucht.
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Abbildung 3.1.25: Darstellung der ayegfa c) vegfrezeptor lund e)vegfrezeptor 2Genexpressior
im Lungenhomogenat der Siah2 Gruppe im Modell deypdiie-induzierten pulmonale
Hypertonie.Act = cycle threshold, Querbalken = Mittelwert. (nzahlen: a) Hox WT n=4, ande
n=5, b) und c) n=5). Effektstarken von Sauerstdféde und knockout fur die Expression v
b) vegfa,d) vegf-rezeptorlind f) vegf-rezeptor2ZMW mit 95% Konfidenzintervall. ©@= Sauerstoff-

=i

re

DN

gehalt, Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WTsiahZ’*, KO =siah2".
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A

Abbildung 3.1.26: Darstellung der a)vegfa, b) vegf-rezeptor lund c) vegf-rezeptor 2
Genexpression im Homogenat des rechten VentrikedsSihh2 Gruppe im Modell der Hypoxi
induzierten pulmonalen HypertonieAct = cycle threshold, Querbalken = Mittelwe
(n-Anzahl n=5). Effektstarken von Sauerstoffgehait! knockout fir die Expression von yggfa,
d) vegf-rezeptorlund f) vegf-rezeptor2ZMW mit 95% Konfidenzintervall. @= Sauerstoffgehalt
Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT siahZ’", KO =siah2".
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In der Lunge der Siah2 Hypoxiegruppe hatte der KEffenockout* keinen erkennbaren
Einfluss auf die Expression der untersuchten GBme Absenkung des Sauerstoffgehaltes
fuhrte zu einem Anstieg der Expression #egf-rl, hatte allerdings keinen ersichtlichen
Effekt auf die Expression voregfaundvegf-r2(Abb 3.1.25).

Die Untersuchung der Effektstarken der Effekte &atoffgehalt” und ,knockout” im
rechten Ventrikel der Siah2 Hypoxiegruppe ergaméeiachweisbaren Auswirkungen auf

die Expression vomegfaund seinen beiden Rezeptoragf-riundvegf-r2 (Abb. 3.1.26).
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3.2 Siah2 Mause im Modell des pulmonalarteriellenhanding®

Das Modell des pulmonalarteriellen ,banding® wurderwendet, um eine von der
pulmonalen Gefaldstrombahn unabhéngige rechtsveldtr&kHypertrophie zu erzeugen und
zu untersuchen.

Alle Daten sind angegeben als MW = SEM. Eine Ausmalbilden die Daten der RT-PCR
und ELISA Analysen, die als Einzelwerte mit MW dastellt sind. Der Stichprobenumfang
betrug (soweit nicht anders angegeben) fur SiahANWdm n=10, Siah2WT PAB n=15,
Siah2KO sham n=8, Siah2KO PAB n=15. Die AnalyseDaten erfolgte wie unter 2.2.11

angegeben.

3.2.1 Auswirkungen des pulmonalarteriellen ,banding

Die Tiere waren zehn bis fiinfzehn Minuten nach deerativen Eingriffen wieder bei
vollem Bewul3tsein, liefen durch den Kafig und begansich zu putzen. Sie wurden flr
weitere 3-5 Tage, je nach individuellem Allgemeistzuind, analgetisch versorgt. Einen Tag
post operationemwar das Fell am Kopf noch etwas durch digra operationem
aufgetragene Augensalbe verklebt, am zweiten Tagdaa Haarkleid vollig sauber. Die
Mause zeigten ab dem ersten Pagt operationenain ungestortes Allgemeinbefinden, eine
normale Futter- und Wasseraufnahme, sowie ein ploggssches Putz- und Sozialverhalten.
Die Gewichtsentwicklung wird aufgrund stark diflenénder Ausgangsgewichte der
einzelnen Tiere (Siah2WT 19,0 — 31,5 g, Siah2K® 2131,5 g) in Prozent zum jeweiligen
AG angegeben. ,Banding“-operierte Siah2WT und KOubKizeigten am ersten Tpgst
operationemeine durchschnittliche Gewichtsreduktion von 8,806 %. Die ,sham*-
operierten Kontrollen wiesen niedrigere Gewichtsdifnen von 5,7 + 0,6 % bei Siah2WT
und 5,5 + 0,5 % bei Siah2KO Mausen auf. Bereitslam zweiten Tagost operationem
begannen alle Tiere wieder zuzunehmen. ,Bandingrepte Siah2WT Méause erreichten
ihr durchschnittliches Ausgangsgewicht nach 10 fhagel Siah2KO Tiere nach 12 Tagen,
wahrend ,sham“-operierte Siah2WT bereits nach 7ehagnd Siah2KO Mause nach 8
Tagen 100% ihres anfanglichen Gewichts aufwiesemM&rsuchsende besal3en ,banding“-
operierte Siah2WT Mause durchschnittlich 104,4&%, und Siah2KO Mause 103,9 + 0,9
% ihres Ausgangsgewichtes. ,Sham“-operierte Siah2Méntrolltiere wogen nach drei
Wochen 106,8 + 1,9 % und Siah2KO Kontrollen 106,9,1 % des Ursprungsgewichtes
(Abb. 3.2.1).
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Abbildung 3.2.1: Darstellung des prozentualen GewichtsverlaufesSigr2 Gruppe im Modell des
pulmonalarteriellen ,banding”. Analyse mit Two-w&NOVA und Student-Newman-Keulgost-
hoc Test. sham = Scheinoperation, PAB = pulmonal&ftes ,banding“, WT =siahZ’,
KO =siah2".

Zur Charakterisierung der physiologischen Reaktahdie Druckiberladung des rechten
Ventrikels wurden der systolische arterielle unchtsventrikulare Druck am Versuchsende
gemessen. AnschlieRend wurden zur Bestimmung desn&Res der Rechtsherzhyper-
trophie die Ratios von rechtem Ventrikel zu link&fantrikel plus Septumund rechtem
Ventrikel zum Korpergewicht bestimmit.

3.2.2 Systolischer arterieller Druck

Der SAP betrug drei Wochgpost operationen81,0 = 4,0 mmHg bei ,sham“-operierten
Siah2WT Mausen und 82,6 + 4,2 mmHg bei Siah2KOe€FfiePulmonalarteriell ,,banding”-
operierte Siah2WT zeigten einen SAP von 84,6 +MmHg und Siah2KO Mause einen
SAP von 85,3 + 3,6 mmHg. Somit traten keine siggatfiten Unterschiede zwischen den
SAP der einzelnen Gruppen auf (Abb. 3.2.2).
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Abbildung 3.2.2: Darstellung des systolischen arteriellen DruckesP)Sder Siah2 Gruppe (shal
KO n=8, andere n=10) im Modell des pulmonalartéaiel,banding“. sham = Scheinoperatign,

PAB = pulmonalarterielles ,banding*, WTsiahZ™, KO =siah2".

3.2.3 Rechtsventrikularer systolischer Druck

Drei Wocherpost operationerbetrug der RVSP der scheinoperierten Siah2WT Madse
*+ 1,3 mmHg und der RVSP der Siah2KO Tiere 25,13tmimHg. ,Banding®“-operierte KO
sowie WT Mause zeigten mehr als doppelt so hohletseentrikulare Dricke mit Werten
von 51,1 = 3,2 mmHg bei Siah2WT und 51,0 + 3,0 mnidg Siah2KO Tieren (Abb.

3.2.3).

601

*kk HiHH
40
LIL]
0 . .

sham WT sham KO PABWT PABKO

RVSP (mmHg)

=

Abbildung 3.2.3: Darstellung des rechtsventrikularen systolischenckes (RVSP) de

Siah2 Gruppgsham KO n=8, andere n=10n Modell des pulmonalarteriellen ,banding®.
(**p<0,001 sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sham K@s. PAB KO).

sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalarterielsnging“,WT = siah2”, KO =siah2".
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3.2.4 Gewichtsverhéltnis zwischen rechtem Ventrikaind linkem Ventrikel plus
Septumals Mal3 der Rechtsherzhypertrophie

Im Verlauf des pulmonalarteriellen ,banding* entkétten sowohl WT als auch KO
Mause aufgrund der erheblichen Druckbelastung siake Rechtsherzhypertrophie. Das
Verhéltnis des Nassgewichtes von rechtem Ventrakellinkem Ventrikel plusSeptum
(RV/(LV+S)) betrug bei ,sham“-operierten Siah2WTeelso wie bei ,sham“-Siah2KO
Mausen 0,27 = 0,01. PAB-Siah2WT zeigten eine Hérraon 0,51 = 0,02, wahrend
Siah2KO Tiere eine im Verhéltnis zur PAB-Siah2WTu@pe signifikant niedrigere
(p<0,01) Herzratio von 0,44 £ 0,02 aufwiesen (ABR2.4).
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Abbildung 3.2.4: Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechtemtrikel zu linkem Ventrike
plus Septum (RV/(LV+S)) der Siah2 Gruppe im Modell des pulmiamgeriellen ,banding“.
(***p<0,001 sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sham K& PAB KO, t1p<0,01 PAB WT vs.
PAB KO). sham = Scheinoperation, PAB = pulmonatieties ,banding‘, WT =siahZ’,
KO =siah2".

3.2.5 Gewichtsverhéltnis zwischen rechtem Ventrikaind Korpergewicht als Mal3 der

Rechtsherzhypertrophie

Auch im Modell des pulmonalarteriellen ,banding” e das Verhaltnis des Gewichts des
rechten Ventrikels zum Koérpergewicht bestimmt, wmszaischlie3en, dass therapiebedingte
Einflusse auf die Grol3e des Herzens (wie der Vedes Siah2 Proteins oder die Operation)
den Grad der Hypertrophie verfalschen. Der so ésitet Hypertrophiegrad stimmte auch

bei dieser Versuchsgruppe mit dem durch die Hewratmittelten Ergebnis Uberein.
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Scheinoperierte Siah2WT zeigten eine Ratio degeactientrikels zum Korpergewicht von
0,77 = 0,03 und Siah2KO Mause von 0,73 + 0,02. Nlrelwdchigem ,banding” betrug die
Ratio bei Siah2WT 1,33 £ 0,06, wahrend Siah2KOrd&iean Verhéltnis dazu einen
signifikant niedrigeren (p<0,05) Wert von 1,21 94 aufwiesen. Die Werte beider PAB-
Tiergruppen erwiesen sich als hoch signifikant géper denjenigen der Sham-Gruppen
erhoht (p<0,001) (Abb. 3.2.5).
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Abbildung 3.2.5: Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechtemtrikel zum Kérpergewich
(RVIKGW) der Siah2 Gruppe im Modell des pulmonaasdllen ,banding®. (***p<0,001 sham WT
vs. PAB WT, ###p<0,001 sham KO vs. PAB KO, tp<0,88B WT vs. PAB KO).
sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalarterielnging”, WT =siahZ™, KO =siah2".

3.2.6 Gewichtsverhaltnis zwischen rechterAtrium und Korpergewicht als Maf3 des

Rechtsherzversagens

Im Modell des pulmonalarteriellen ,banding” wurdasdverhaltnis des Geichts des rechten
Atrium zum Korpergewicht bestimmt. Eine Gewichtszunahreg ichten Vorhofes dient
als Indikator fur eine Dekompensation des rechtentikels. Ein Rickstau in der rechten
Herzkammer und eine folgende Insuffizienz der Ateiatrikularklappe fiihren zu einer
vermehrten Druckbelastung désium mit resultierender Dilatation und Hypertrophie.
~sham“-Siah2WT Mause zeigten eine Ratio des rechi@mofes zum Korpergewicht von
0,12 £ 0,01 und Siah2KO Méause von 0,11 + 0,01. Nadwiwochigem ,banding” betrug
die Ratio bei Siah2WT 0,28 + 0,02, wahrend Siah2Ki@re einen dazu signifikant
niedrigeren Wert (p<0,05) von 0,23 = 0,01 aufwie@&iob. 3.2.6).
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Abbildung 3.2.6: Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechAgrium zum Kdrpergewichi
(RA/KGW) der Siah2 Gruppe im Modell des pulmonaasdilen ,banding®. (***p<0,001 sham WT
vs. PAB WT, ###p<0,001 sham KO vs. PAB KO, ftp<OfA&B WT vs. PAB KO). sham =
Scheinoperation, PAB = pulmonalarterielles ,bantlidT = siah2™, KO =siah2".

3.2.7 Echokardiografische Untersuchungen

Auch im Modell des pulmonalarteriellen ,banding” mden zur Analyse des kardialen
Remodeling und der rechtsventrikularen Funktionokahdiografische Untersuchungen in

Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Baktybek Kojonazarawctigefiihrt.

3.2.7.1 Rechter Ventrikel und rechtes Atrium

.Banding“-operierte Mause beider Linien zeigten\#argleich zu ihren jeweiligen ,sham®-
Kontrollen eine hoch signifikante (p<0,001) Zunahder rechtsventikularen Wanddicke
(Abb. 3.2.7, Tab. 3.2.1).
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Abbildung 3.2.7: Rechtsventrikulare Wandstarke (RVWT, right ventiacuwall thickness) der

Siah2 Gruppe im Modell des pulmonalarteriellen diag“. Sham WT/KO n=4, PAB WT n=8

PAB KO n=7. Endpunktmessung nach 3 Wochen. (**88Q, sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001

sham KO vs. PAB KO). sham = Scheinoperation, PABpaimonalarterielles ,banding’
WT =siahZ2”", KO =siah2".

Weiterhin wiesen ,banding“-operierte Siah2WT und KWause im Vergleich zu ihren

jeweiligen ,sham“-operierten Kontrollen einen hochkignifikanten Anstieg des

rechtsventrikularen Durchmessers auf (Abb. 3.2ah,. B.2.1).
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Abbildung 3.2.8: Rechtsventrikularer Durchmesser (RVID, right vemtlar internal diameter) de
Siah2 Gruppe im Modell des pulmonalarteriellen diag“. Sham WT/KO n=4, PAB WT n=9
PAB KO n=8. Endpunktmessung nach 3 Wochen. (*@80, sham WT vs. PAB WT, ###p<0,0
sham KO WT vs. PAB KO). sham = Scheinoperation, PABulmonalarterielles ,banding]

WT =siahZ™*, KO =siah2".
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Am Ende des Versuchszeitraumes zeigten ,bandingtiege Siah2WT sowie Siah2KO
Mause einen vergrofRerten rechten Vorhof. Die rathéde Querschnittsflache war bei
Siah2WT signifikant groRer (p<0,01) als bei SiakPKieren (Abb. 3.2.9, Tab. 3.2.1).
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Abbildung 3.2.9: Enddiastolische Querschnittsflache des rechtigium (RA area, right atrial areq)
der Siah2 Gruppe im Modell des pulmonalarterielleending“. Sham WT/KO n=5, PAB WT n=9,
PAB KO n=4. Endpunktmessung nach 3 Wochen. (***@8Q, sham WT vs. PAB WT, ##p<0,01
sham KO vs. PAB KO, ftp<0,01 PAB WT vs. PAB KO).ash = Scheinoperation, PAB |=

pulmonalarterielles ,banding*, WT siahZ’, KO =siah2".

In der folgenden Tabelle sind die Messwerte nonmal detailliert aufgefihrt:

3 Wochen Siah2WT sham Siah2KO sham Siah2WT PAB Siah2KO PAB
MW | SEM | n MW | SEM | n MW | SEM | n MW | SEM | n

?mT 023 001|4]023]|001]|4]049]|002]|8]|**|o051]|001]|7]| ww

RVID

(mm) 1,65 [ 002 | 4] 171 | 005 | 4| 220 006 [ 9|**| 230|004 8] ##

?r:r:%ea 309 | 005 (5] 316 | 011 | 5| 802 [ 041 | 9| **| 6,25 | 043 | 4 | ttus

Tabelle 3.2.1:Rechtsventrikulare Wandstarke (RVWT), rechtsventéker Durchmesser (RVID)
und enddiastolische Querschnittsflache des rechteam (RA area) der Siah2 Gruppe im Modell
des pulmonalarteriellen ,banding“. Endpunktmessnagh 3 Wochen. (***p<0,001, sham WT ys.
PAB WT, ###p<0,001 sham KO vs. PAB KO, 11tp<0,01 PMBI vs. PAB KO). sham =
Scheinoperation, PAB = pulmonalarterielles ,bantlidT = siahZ™, KO =siah2".
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3.2.7.2 Cardiac output

Sowohl Siah2WT als auch Siah2KO Mause zeigten ndem pulmonalarteriellen
.banding“ ein progredient fallendes Herzminutenvo&n. Der cardiac output (CO) der
.obanding“-operierten Siah2KO Tiere war tendenzi@bher, jedoch statistisch nicht
signifikant unterschiedlich im Vergleich zum CO &ah2WT (Abb. 3.2.10, Tab. 3.2.2).
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Abbildung 3.2.10: Herzminutenvolumen (CO, cardiac output) der SialhBp@e im Modell des
pulmonalarteriellen ,banding“ (PAB KO n=7, andere8j Analyse mit Two-way ANOVA und
Student-Newman-Keulpost-hocTest._a) Verlaufskontrollaus Griinden der Ubersicht wurde nur

PAB WT vs. PAB KO verglichen, weitere Signifikanzesind Tabelle 3.2.2 zu entnehmen.
b) Endpunktmessungach 3 Wochen ***p<0,001 sham WT vs. PAB WT, ##@®01 sham KO vs|.
PAB KO. sham = Scheinoperation, PAB = pulmonaléetes ,banding’, WT =siahZ”,
KO =siah2".
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cO Siah2WT sham Siah2KO sham Siah2WT PAB Siah2KO PAB
(mi/min) | mw [ SEM| n] MW [ SEM| n| MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 215| 08 | 8] 208| 10| 8] 205]| 09 | 8 199 | 08 | 7
1 Woche 21,2 | 08 [ 8] 208 | 06 | 8] 129] 07 [ 8| **] 139 | 06 | 7| ##
2Wochen | 21,8 11 | 8] 215] 09 [ 8] 109 | 15 | 8| **] 123 | 04 | 7| w#
3Wochen | 213 | 05 | 8] 212 ]| 06 [ 8] 95 | 06 | 8|**| 122 | 06 | 7| w#

Tabelle 3.2.2: Herzminutenvolumen (CO, cardiac output) der SiahZipBe im Modell deg
pulmonalarteriellen ,banding”. Verlaufskontroll&*p<0,001 sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001

sham KO vs. PAB KO. Analyse mit Two-way ANOVA untu8ent-Newman-Keulpost-hocTest.

sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalarterielngding®, WT =siahZ™, KO =siah2".

3.2.7.3 TAPSE — systolische Funktion des rechteirikels

,Banding“-operierte Siah2WT sowie Siah2KO Mauseagizmi eine Wochpost operationem
eine fortschreitend eingeschrankte systolische famkdes rechten Ventrikels. Zum
Versuchsende (nach drei Wochen) war die beide jbghdruppen betreffende
Funktionsminderung bei Siah2WT Tieren signifikap& (0,05) starker ausgepragt als bei
Siah2KO Mausen (Abb. 3.2.11, Tab. 3.2.3).

TAPSE | Siah2wT sham | Siah2KO sham Siah2WT PAB Siah2KO PAB

(mm) MW | SEM| n] MW | SEM| n|] MW | SEM | n MW | SEM | n

baseline 145 005 | 4] 150 [ 003 | 4] 149 ]| 003 ] 9 1,48 | 0,03 | 8
1 Woche 143 003 | 4] 152|003 4] 101|004 9]**] 1,09 001 8] #mm
2Wochen | 1,47 | 0,03 | 4] 152 ]| 0,06 | 4] 088 | 005| 9 |**] 093] 0,04 | 8| w#
3Wochen | 1,47 | 0,04 [ 4| 1,45 ]| 002 | 4] 0,80 | 003 | 9| **] 093 | 0,05 | 8| t##

Tabelle 3.2.3:Rechtsventrikulare systolische Funktion (TAPSEuspid annular plane systolic
excursion) der Siah2 Gruppe im Modell des pulmateadgllen ,banding”. _Verlaufskontrollé
***n<0,001 sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sham K& RPAB KO, tp<0,05 PAB WT vs. PAB
KO. Analyse mit Two-way ANOVA und Student-Newmani{® post-hoc Test.

D

sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalarterielngding”, WT =siahZ™, KO =siah2?".
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Abbildung 3.2.11: Rechtsventrikuldre systolische Funktion (TAPSEcuspid annular plan
systolic excursion) der Siah2 Gruppe im Modell dabnonalarteriellen ,banding“ (sham WT/K
n=4, PAB WT n=9, PAB KO n=8). Analyse mit Two-wayN®VA und Student-Newman-Keu

post-hocTest._a) Verlaufskontrolldp<0,05 PAB WT vs. PAB KO, aus Griinden der Ubétsi

wurde nur PAB WT vs. PAB KO verglichen, weitere i@ftkanzen sind Tabelle 3.2.3 z
entnehmen. _b) Endpunktmessungach 3 Wochen ***p<0,001 sham WT vs. PAB W
###p<0,001 sham KO vs. PAB KO, tp<0,05 PAB WT vABPKO. sham = Scheinoperatio

PAB = pulmonalarterielles ,banding*, WTsiahZ™, KO =siah2".
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3.2.7.4 IVRT/RR — diastolische Funktion des rechemrikels

Die diastolische Funktion des rechten Ventrikelsr veene und zwei Wocherpost
operationembei ,banding“-operierten Siah2WT und Siah2KO Mé&use gleichem Mal3e
herabgesetzt. Nach drei Wochen zeigten ,bandingHepe Siah2WT eine signifikant
starkere (p<0,05) Funktionseinschrankung als SiéahZiere (Abb. 3.2.12, Tab. 3.2.4).
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Abbildung 3.2.12: Rechtsventrikulare diastolische Funktion (IVRT/R$avolumic relaxation time
der Siah2 Gruppe im Modell des pulmonalarteriejleanding” (sham WT/KO n=4, PAB WT n=9,
PAB KO n=8). Analyse mit Two-way ANOVA und Studddewman-Keulspost-hoc Test.
a) Verlaufskontrolletp<0,05 PAB WT vs. PAB KO, aus Griinden der Ubétsieurde nur PAB
WT vs. PAB KO verglichen, weitere Signifikanzen ainTabelle 3.2.4 zu entnehmen.
b) Endpunktmessungach 3 Wochen ***p<0,001 sham WT vs. PAB WT, t1B&PAB WT vs.
PAB KO. sham = Scheinoperation, PAB = pulmonaléetes ,banding’, WT =siah?”,
KO =siah2".
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IVRT/RR | Siah2WT sham | Siah2KO sham Siah2WT PAB Siah2KO PAB
(%) MW | SEM| n] MW | SEM| n|] MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 141 05 | 4] 155 10 | 4] 148 06 | 9 150 10 | 8
1 Woche 16,1 | 04 | 4165 14 | 4] 185] 03 | 9 180 | 08 | 8
2Wochen | 166 | 10 [ 4| 160]| 09 | 4] 198 08 | 9 200 10 | 8 #
3Wochen | 147 | 09 [ 4] 164 | 06 | 4] 221 | 08 | 9| **] 192 | 10 | 8 T

Tabelle 3.2.4:Rechtsventrikulare diastolische Funktion (IVRT/R&gvolumic relaxation time) de

=

Siah2 Gruppe im Modell des pulmonalarteriellen diag“. Verlaufskontrolle***p<0,001 sham
WT vs. PAB WT, #p<0,05 sham KO vs. PAB KO, tp<ORA&B WT vs. PAB KO. Analyse mit
Two-way ANOVA und Student-Newman-Keuf®st-hocTest. sham = Scheinoperation, PAB =

pulmonalarterielles ,banding*, WT siah2™, KO =siah2".

3.2.7.5 MPI — globale Funktion des rechten Ventsike

Eine Wochepost operationenwiesen ,banding“-operierte Siah2WT und Siah2KO B&iu
gleichermalRen eine deutliche Verschlechterung debaten Funktion des rechten
Ventrikels auf. Am Versuchsende war diese die ,lgidGruppen betreffende
Funktionsminderung bei Siah2WT signifikant (p<0,p8tirker ausgepragt als bei Siah2KO
Tieren (Abb. 3.2.13, Tab. 3.2.5).

MPI Siah2WT sham Siah2KO sham Siah2WT PAB Siah2KO PAB
MW | SEM| n] MW | SEM| n] MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 068 | 005 4] 068|004 4]068] 005]29 0,65 | 0,03 | 8
1 Woche 073 003|4]1074|004| 4)110|004]|9]|**| 1,10] 003 ] 8 i
2 Wochen | 065 | 003 ]| 4] 079|003 4] 141|003 9]|**] 136 | 0,03| 8 HHH
3Wochen ] 0,73 | 003 | 4] 083 ] 0,02] 4] 1,42 ] 0,02 | 9| **] 1,23 | 0,03 | 8 |ttt ###

Tabelle 3.2.5:Rechtsventrikuléare globale Funktion (MPI, myocakgerformance index) der Siah2
Gruppe im Modell des pulmonalarteriellen ,bandingérlaufskontrolle***p<0,001 sham WT vs
PAB WT, ###p<0,001 sham KO vs. PAB KO, t11p<0,0BPNT vs. PAB KO. Analyse mit
Two-way ANOVA und Student-Newman-Keufgost-hocTest. sham = Scheinoperation, PAB =

pulmonalarterielles ,banding*, WT siahZ’, KO =siah2".
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Abbildung 3.2.13: Rechtsventrikulare globale Funktion (MPI, myocakgiarformance index) de
Siah2 Gruppe im Modell des pulmonalarteriellen giag* (sham WT/KO n=4, PAB WT n=9,
PAB KO n=8). Analyse mit Two-way ANOVA und Studedewman-Keulspost-hoc Test.
a) Verlaufskontrollett1p<0,001 PAB WT vs. PAB KO, aus Griinden der it wurde nur PAB
WT vs. PAB KO verglichen, weitere Signifikanzen d&inTabelle 3.2.5 zu entnehmen.
b) Endpunktmessungach 3 Wochen ***p<0,001 sham WT vs. PAB WT, ##@®01 sham KO vs|.
PAB KO, t11p<0,001 PAB WT vs. PAB KO. sham = Scbherration, PAB = pulmonalarterielles
,banding*, WT =siahZ™, KO =siah2".
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3.2.7.6 Zusammenfassung der echokardiografisclefimBe

Sowohl ,banding“-operierte Siah2WT als auch Siah2Kf@use zeigten eine erhebliche
Beeintrachtigung der globalen rechtsventrikularenk&ion mit Entwicklung einer starken
Hypertrophie und Dilatation. Zum Zeitpunkt der tetz echokardiografischen Untersuchung
war diese Funktionsminderung bei den Siah2WT dkanit starker ausgepragt als bei den
Siah2KO Tieren.

3.2.8 Prozentualer Kollagenanteil des rechten Venkels

Zur Bestimmung des Grades einer rechtsventikul&ibrose wurde auch im ,banding“-
Modell der Anteil an Kollagenfasern bezogen auf@esamtflache ermittelt. Drei Wochen
post operationemzeigten ,banding“-operierte Siah2WT sowie Siah2Ki@ere einen
deutlichen Anstieg des Anteils an kollagenen Fasgrh somit eine Fibrose des rechten
Ventrikels. Der Kollagengehalt der PAB-Siah2WT Ei¢alg dabei mit einem Wert von 8,72
+ 0,11 % signifikant hoher als derjenige, der Sk@2Tiere mit 5,40 + 0,64 %. Die
~,sham“-operierten Tiere wiesen rechtsventrikulaml&genanteile von nur 0,98 + 0,14 % in
der Siah2WT und 0,64 £ 0,09 % in der Siah2KO Gruapke(Abb. 3.2.14). In Abbildung
3.2.15 werden diese enormen Unterschiede zwischkam®- und ,banding“-operierten
Mausen, sowie zwischen ,banding“-operierten Siah2uwi@ Siah2KO Tieren nocheinmal
bildlich verdeutlicht.
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Abbildung 3.2.14: Darstellung des prozentualen Kollagenanteiles (&9 akchten Ventrikels de
Siah2 Gruppe (sham WT n=7, andere n=5) im Modek g@elmonalarteriellen ,bandingf.
(***p<0,001 sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sham K&® PAB KO, t11p<0,001 PAB WT v

PAB KO). sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalieties ,banding‘, WT =siahZ’,
KO =siah2".

O

Abbildung 3.2.15: Histologischer Schnitt durch den rechten Ventrik#drstellung der kollagenen
Fasern mit einer Sirius Red Farbung. a) sham WTPAB WT, c) sham KO, d) PAB KQ.
sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalarterielengding”, WT =siah2”", KO =siah2".
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3.2.9 Verhéltnis der Anzahl der Kapillaren zur Anzahl der Kardiomyozyten im
rechten Ventrikel

Das Verhaltnis von Kapillaren zu Kardiomyozyten p&M) gibt Aufschluss utber die

Versorgungssituation des Herzmuskels. Je mehr kagnl pro Kardiomyozyt vorhanden
sind, desto besser sind nutritive Versorgung ungg®rierung. ,Sham“-operierte Siah2WT
Mause zeigten Werte von 0,96 = 0,02 und Siah2KGunshKontrollen von 1,01 + 0,11.

Nach dreiwodchigem ,banding” wiesen Siah2WT Tiereeai Quotienten von 1,07 + 0,07
und Siah2KO Tiere von 1,21 + 0,08 auf. ,Bandingedprte Siah2KO und Siah2WT Tiere
zeigten keine signifikanten Unterschiede in derilkien Versorgung der Kardiomyozyten
(Abb. 3.2.16).
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Kap / KM
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Abbildung 3.2.16: Darstellung des Verhaltnisses von Kapillaren zudianyozyten (Kap/KM) im
rechten Ventrikel der Siah2 Gruppe (sham WT/KO 8B WT n=5, PAB KO n=4) im Model

des pulmonalarteriellen ,banding“. sham = Scheinatpen, PAB = pulmonalarterielles ,banding’
WT =siahZ™, KO =siah2".

3.2.10 Molekularbiologische Untersuchungen

Die Auswertung der Ergebnisse der molekularbioldus Untersuchungen erfolgte durch
die Analyse der differentiellen Expression der elnen Gene bzw. Proteine unter den

Effekten ,Operationsmethode” und ,knockout” veiah2

3.2.10.1 Genexpression von siah2 und siahla/b amea Ventrikel

Auch im ,banding“-Modell wurde die Genexpression &ah-Ubiquitinligasen durch RT-
PCR Analysen untersucht. Das Vorkommen v@ihZ mRNA wurde im Homogenat der

rechten Ventrikel der WT Mause gemessen. Die Espyasvon siahla/b wurde im
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Homogenat des rechten Ventrikels der WT und KO €Ti@nalysiert. Keiner der beiden
untersuchten Effekte ,Operationsmethode” und ,kmatk hatte eine nachweisbare
Auswirkung auf die Regulation der mRNA-Synthese @&ah-Ubiquitinligasen (Abb
3.2.17).
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Abbildung 3.2.17 Darstellung der Genexpression a) veiah2 im Homogenat des rechten
Ventrikels von Siah2WT Mausen und b) vaalda/bin Homogenat des rechten Ventrikels der

Siah2WT und KO Tiere im Modell des pulmonalartéeiel ,oanding”. Act = cycle threshold,

Querbalken = Mittelwert. (n-Anzahl: n=5). c) Effekirke der Operationsmethode fir die
Expression von siah2 im Homogenat des rechten Ventrikels von Siah2WT udéa.
d) Effektstarke von Operationsmethode und knockfirt die Expression voniahla/b im
Homogenat des rechten Ventrikels der Siah2WT undTkgde. MW mit 95% Konfidenzintervall.
OP = Operationsmethode, sham = ScheinoperatiorB BApulmonalarterielles ,bandingf,

WT =siahZ2’, KO =siah2".
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3.2.10.2 Proteinexpression der Prolyl-4-HydroxylaséPHD)1, PHD2 und PHD3 im
rechten Ventrikel

Die physiologischen und histologischen Ergebnisesed Arbeit zeigen, dass Siah2KO
Mause anders als ihre WT-Kontrollen auf ein pulnarerielles ,banding” sowie auf
hypoxische Bedingungen reagieren. HiFlreprasentiert ein Schllsselprotein der
Anpassungsmechanismen an Hypoxie, sowie bei viRéaktionskaskaden, die in der Folge
eines pulmonalarteriellen ,banding“ ablaufen (wieBz Vaskularisierung, Zellproliferation
und —uberleben). Wie bereits in der Einleitung besben, ist Siah2 an der Regulation der
verfugbaren Menge von Hlleldurch den Abbau von PHD1 und PHD3 malgeblich
beteiligt. Deshalb sollte auch im PAB-Modell untexist werden, ob sich die Proteinmenge
der Prolyl-4-Hydroxylasen verandert.

Die Proteinexpression der PHDs in den rechten Vkeaitr der Siah2 Gruppe wurde mittels
Westernblotverfahren im Gewebehomogenat des recMentrikels untersucht. Die
Proteinmenge wurde bezogen awdTubulin normalisiert. Da die Westernblotanalysen
(aufgrund des hohen Stichprobenumfanges) auf matidembranen durchgeflihrt wurden,
erfolgte die Normalisierung der Einzelwerte nach &ermel: Einzelwert der Probe —
Mittelwert der Membran + Gesamtmittelwert aller Mananen.

Die Westernblotanalysen von PHD1, PHD2 und PHD3dahten Ventrikel werden in Abb
3.2.18 und 3.2.19 grafisch dargestellt. Keiner dseiden untersuchten Effekte
~Operationsmethode” und ,knockout* vagiah2 hatte eine ersichtliche Wirkung auf die
Proteinmengen von PHD1 und PHD2. Der Effekt ,Opersmethode” hatte ebenfalls
keinen nachweisbaren Einfluss auf die Regulation P6ID3 im Homogenat des rechten
Ventrikels, wahrend der knockout vaiah2 zu einem signifikanten Anstieg der PHD3-
Proteinmenge fiihrte (Abb 3.2.19).
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Abbildung 3.2.18 Darstellung der Proteinmenge der Prolyl-4-Hyditaggn a) PHD1, b) PHD2 ur
¢) PHD3 im Homogenat des rechten Ventrikels dehStaruppe im Modell des pulmonalarteriell
.pbanding“. (n-Anzahlen: a) n=6, b) sham KO n=8, emdn=9, ¢) PAB KO n=5, andere n=

sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalarterielleengding”, WT =siah2”", KO =siah2".

6)
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Abbildung 3.2.19 Effektstarken von Operationsmethode und knocKoutdie Expression djr
Prolyl-4-Hydroxylasen PHD1, PHD2 und PHD3 im Homogedes rechten Ventrikels der Siah2
Gruppe im Modell des pulmonalarteriellen ,bandinglW mit 95% Konfidenzintervall
(n-Anzahlen: a) n=6, b) sham KO n=8, andere n=®A KO n=5, andere n=6). OP = Operations-
methode, sham = Scheinoperation, PAB = pulmonaielies ,banding*, WT = siahZ’,
KO =siah2".

3.2.10.3 Proteinexpression von vascular endothelialvth factor A im rechten Ventrikel

Wie bereits in 3.1.10.3 beschrieben, repraseni&GFA ein interessantes downstream-
Zielprotein von Siah2. Die VEGFA-Proteinexpressionrechten Ventrikel der Tiere aus
der Siah2 ,banding“-Gruppe wurde mittels ELISA-\&ifen in Gewebehomogenat
untersucht. Das Homogenat des rechten Ventrikels ysham“-operierten Siah2KO
Mausen enthielt durchschnittlich 37,0 + 6,7 dgind das der ,sham“-Siah2WT 43,8 + 7,4
pagiul VEGFA-Protein. Die mittleren VEGFA-Gehalte der ajiding“-operierten Mause
betrugen bei Siah2WT 27,4 + 3,7 pgind 36,2 = 7,2 pgd bei Siah2KO Tieren. Es zeigten
sich keine statistisch abgesicherten Auswirkungembeéiden Effekte ,Operationsmethode*
und ,knockout” auf den VEGFA-Gehalt (Abb. 3.2.20).
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Abbildung 3.2.2Q a) Darstellung der immunreaktiven VEGFA-Proteimge im Homogenat de
rechten Ventrikels der Siah2 Gruppe (sham WT/KO, 8B KO n=8, PAB WT n=9) im Model
des pulmonalarteriellen ,banding“. Querbalken =Mlittert. b) Effektstérke von Operationsmethg

und knockout fir die VEGFA-Proteinmenge im Homodendes rechten Ventrikels

OP = Operationsmethode, sham = Scheinoperation, RABulmonalarterielles ,bandingf,

WT =siahZ™*, KO =siah2".

de

D.

3.2.10.4 Genexpression von vascular endothelialvtitdactor a, vegf-rezeptor 1 und vegf-

rezeptor 2 im rechten Ventrikel

Um die Ergebnisse des ELISAs zu komplettieren, en@T-PCR Analysen von DNA aus

dem rechten Ventrikel der Siah2 ,banding“-Gruppectgefuhrt. Es wurde die Expression

von vegfaund seinen beiden Rezeptoreagfrl und vegf-r2, untersucht. Weder der Effekt

,Operationsmethode” noch der kockout veiah2 hatte einen nachweisbaren Einfluss

die Regulation der untersuchten Gene (Abb. 3.2.21).
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Abbildung 3.2.21: Darstellung der ayegfa c) vegfrezeptor lund e)vegtrezeptor 2Genexpression
im Homogenat des rechten Ventrikels der Siah2 Grupp Modell des pulmonalarteriellgn

.banding“. Act = cycle threshold, Querbalken = Mittelwert. (nzahl: n=5). Effektstarken vo

>

Operationsmethode und knockout flir die Expressiom v) vegfa,d) vegf-rezeptoriund f) vegf-
rezeptor2 MW mit 95% Konfidenzintervall. OB Operationsmethode, sham = Scheinoperation,
PAB = pulmonalarterielles ,banding*, WTsiah2”", KO =siah2".
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3.3 Siahl/2 Méause im Modell der Hypoxie-induziertenpulmonalen
Hypertonie

Um zu untersuchen, ob das Fehlen beider Siah-Ubitigasen zu additiven Effekten fihrt,
wurden zuséatzlich zu den Siah2 Mausen Siah1/2KOskl&utersucht.

Alle Daten sind angegeben als MW + SEM. Der Stiobpnumfang betrug (soweit nicht
anders angegeben) fir WT Nox n=17, WT Hox n=16, K& n=14, KO Hox n=16. Die

Analyse der Daten erfolgte wie unter 2.2.11 angegeb

3.3.1 Auswirkungen der Hypoxie-Exposition

Die Tiere zeigten wahrend des gesamten Versuchszegies ein ungestortes
Allgemeinbefinden, eine normale Futter- und Wasdeahme, sowie ein physiologisches
Putz- und Sozialverhalten.

Die Gewichtsentwicklung wird aufgrund stark diflenénder Ausgangsgewichte der
einzelnen Tiere zu Versuchsbeginn (WT 19,0 - 26,8igh1/2KO 15,0 - 28,5 g) in Prozent
zum jeweiligen AG angegeben. Hypoxieexponierte W&aubk zeigten bis zum dritten
Versuchstag eine durchschnittliche Gewichtsredakiton 8,7 £ 0,8 % und Siah1/2KO
Mause bis zum vierten Versuchstag von 9,1 £ 0,@fschlieend nahmen die Tiere beider
Mauslinien wieder zu, so dass WT Mause am Versuelesdurchschnittlich 108,9 =+ 1,4 %
und Siahl/2KO Méause 104,1 + 1,8 % ihres Ausgangsimes erreichten. Normoxische
WT Kontrolltiere wogen nach vier Wochen 122,0 + #6 und Siah1/2 KO Kontrollen
113,1 £ 1,2 % des Basisgewichtes. Ab dem zwodlftag, bis zum Versuchsende, zeigten
normoxische WT Mause eine signifikant hohere prore Gewichtszunahme als
Siah1/2KO Tiere. Das durchschnittliche prozentuWaévicht der hypoxischen WT Mause
war an Tag 14 signifikant hoher als das, der hygahen Siah1/2KO Tiere (Abb. 3.3.1).
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Abbildung 3.3.1: Darstellung des prozentualen GewichtsverlaufesSikein1l/2 Gruppe im Modell
der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie. Asal mit Two-Way ANOVA und Studen
Newman-Keulgpost-hocTest. (von Tag 2-28: ***p<0,001 Nox WT vs. Hox WiF##p<0,001 Nox
KO vs. Hox KO. Tag 12: £p<0,05, von Tag 13-15: 1394, von Tag 16-28: $11p<0,001 Nox WT
vs. Nox KO. Tag 14 1p<0,05 Hox WT vs. Hox KO). Nex Normoxie, Hox = Hypoxie

WT = C57BL/6J, KO =siah1d” 2".

Zur Analyse der physiologischen Reaktion auf dipdxyschen Bedingungen wurden der

Hamatokrit, sowie der systolische arterielle unchtsventrikulare Druck am Versuchsende

gemessen. AnschlieBend wurden zur Bestimmung desnéRes der

Rechtsherzhyper-

trophie die Ratios von rechtem Ventrikel zu link&fantrikel plus Septumund rechtem

Ventrikel zum Kdrpergewicht bestimmit.
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3.3.2 Hamatokritwert

Der Hamatokritwert betrug am Versuchsende 0,42 @1 Obei normoxischen WT-
Kontrolltieren und 0,45 + 0,01 bei Siah1/2KO MausHypoxie-exponierte WT sowie KO
Mause zeigten signifikant (p<0,001) hohere Werteilate jeweiligen Normoxiekontrollen
(Hox WT 0,62 + 0,02 und Hox Siah1/2 KO 0,60 + 0,04bb. 3.3.2).

0.7 xxk
0.64

0.54

0.4+

Hkt

0.3
0.24
0.14

0.0

) )
Nox WT Nox KO Hox WT Hox KO

Abbildung 3.3.2: Darstellung des Hamatokritwertes (Hkt) der Siat@f@ppe (Nox WT n=10, No

172

KO n=7, Hox WT/KO n=14) im Modell der Hypoxie-inderten pulmonalen Hypertonie.
(***p<0,001 Nox WT vs. Hox WT, ###p<0,001 Nox KO .velox KO). Nox = Normoxie, Hox 3
Hypoxie, WT = C57BL/6J, KO siah1d” 2"

3.3.3 Systolischer arterieller Druck

Der SAP der normoxischen Kontrolltiere betrug bel Wausen 84,1 + 3,6 mmHg und bei
Siah1/2KO Tieren 76,5 + 3,2 mmHg. Nach vier-wéchiglypoxieexposition zeigten WT

Tiere einen SAP von 73,1 + 2,5 mmHg und Siahl/2K@us& einen SAP von 69,6 + 2,7
mmHg. Der SAP der hypoxischen WT Mause war sigaifik (p<0,05) niedriger als

derjenige ihrer normoxischen Kontrolltiere wahréihgpoxie-exponierte Siahl/2KO Mause
gegenuber ihren Normoxiekontrollen keinen signifikanterschiedlichen SAP aufwiesen
(Abb. 3.3.3).
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Abbildung 3.3.3: Darstellung des systolischen arteriellen DruckesP(Sder Siah1/2 Gruppe (Ngx
WT n=7, andere n=10) im Modell der Hypoxie-induier pulmonalen Hypertonie. (*p<0,05 NoXx
WT vs. Hox WT). Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WTG57BL/6J, KO ssiah1d’” 2.

3.3.4 Rechtsventrikularer systolischer Druck

In Normoxie betrug der RVSP der WT Mause 23,6 £ tydHg und der RVSP der
Siah1/2KO Tiere 24,4 £ 0,5 mmHg. Nach vierwdchiglmpoxie zeigten WT sowie KO
Mause signifikant (p<0,001) hoéhere rechtsventrikal®ricke als die normoxischen
Kontrollen, wobei WT Tiere mit 36,0 = 1,3 mmHg emsignifikant (p<0,05) héheren
RVSP als Siah1/2KO Méause (32,9 + 1,1 mmHg) aufwigsdb. 3.3.4).

i

409 *k*k
301

204

RVSP (mmHg)

104

1 1
Nox WT Nox KO Hox WT Hox KO

Abbildung 3.3.4: Darstellung des rechtsventrikularen systolischenckes (RVSP) der Siah1/2
Gruppe (Nox WT n=8, andere n=10) im Modell der Hyipeinduzierten pulmonalen Hypertonie.
(***p<0,001 Nox WT vs. Hox WT, ### p<0,001 Nox K&GsvHox KO, tp<0,05 Hox WT vs. Ho
KO). Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT = C57BL/6AQ = siah1d” 2".

[1)

X
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3.3.5 Gewichtsverhéltnis zwischen rechtem Ventrikaind linkem Ventrikel plus
Septumals Mal3 der Rechtsherzhypertrophie

Im Verlauf der Hypoxieexpostion entwickelten alleatke aufgrund der erhohten
Druckbelastung des rechten Ventrikels eine Recliblgpertrophie. Das Verhdltnis des
Nassgewichtes von rechtem Ventrikel zu linkem M&atmplus SeptumRV/(LV+S)) betrug
bei normoxischen WT, ebenso wie bei Siahl/2KO Maud@5 + 0,01. Hypoxische WT
Mause zeigten eine Herzratio von 0,39 + 0,01, wahi®iah1/2KO Tiere eine signifikant
niedrigere Herzratio von 0,36 + 0,01 aufwiesen, degentber den Nox KO Méausen noch
immer markant (p<0,001) erhéhten Werten (Abb. 3.3.5

0.45 xk HH#
Tt

0.36-

0.27-

0.184

RV / (LV+S)

0.094

0.00

T T
Nox WT Nox KO Hox WT Hox KO

Abbildung 3.3.5: Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechtemtrikel zu linkem Ventrike

-

plus Septum(RV/(LV+S)) der Siahl/2 Gruppe im Modell der Hypesinduzierten pulmonale
Hypertonie. (***p<0,001 Nox WT vs. Hox WT, ###p<@®0 Nox KO vs. Hox KO, 11p<0,01 Hox
WT vs. Hox KO). Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WTG57BL/6J, KO ssiah1d” 2.

3.3.6 Gewichtsverhéltnis zwischen rechtem Ventrikaind Korpergewicht als Mal3 der

Rechtsherzhypertrophie

Zusatzlich zur Herzratio wurde das Verhéltnis deswights des rechten Ventrikels zum
Korpergewicht bestimmt. Der so ermittelte Hypertmggrad stimmte mit dem durch die
Herzratio ermittelten Ergebnis Uberein. Normoxise#i€ Tiere zeigten eine Ratio von 0,82
+ 0,03 und Siahl/2KO Mause eine Ratio von 0,80 @20Bei vier Wochen Hypoxie-
exponierten WT Mausen betrug der Quotient 1,2304 0wahrend Siah1/2KO Tiere einen
signifikant niedrigeren Wert von 1,10 + 0,04 aufsea; bei gegenuber den Nox KO
Mausen noch immer markant (p<0,001) erh6hten WéAeb. 3.3.6).
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Abbildung 3.3.6: Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechtemtrikel zum Kérpergewich
(RVIKGW) der Siahl1/2 Gruppe im Modell der Hypoxieuzierten pulmonalen Hypertonie.
(***p<0,001 Nox WT vs. Hox WT, ###p<0,001 Nox KO .vklox KO, tp<0,05 Hox WT vs. Ho
KO). Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT = C57BL/&IQ = siah1d” 2"

3.3.7 Morphometrische Analyse der Lungengefal3e

Im Verlauf der vierwdchigen Exposition unter hypsotien Bedingungen entwickelten
sowohl WT, als auch Siah1/2KO Mause eine Hypoxesaierte pulmonale Hypertonie mit
einem Umbau der kleinen LungengefalRe. Um das Aushes@s Remodeling beurteilen zu
kénnen, wurden der Muskularisierungsgrad und diend8tirke der pulmonalen Geféal3e

bestimmt.

3.3.7.1 Muskularisierungsgrad

Bezuglich der Gefal3kategorie mit einem Auf3endurdserevon 20-7Qum wurden bei
normoxischen WT-Kontrollen 8,6 = 1,1 % voll-muskusgzerte, 36,8 + 0,9 % teil-
muskularisierte und 54,5 = 1,6 % nicht muskularisigperiphere Lungengefal3e erfasst.
Normoxische Siah1l/2KO Tiere wiesen mit 6,9 + 0, ¥64-muskularisierten, 37,6 £ 1,3 %
teil-muskularisierten und 55,5 + 1,2 % nicht muskigierten Lungengefal3en eine
vergleichbare, statistisch nicht unterschiedlichéerteilung auf. Nach vier-wéchiger
Hypoxieexposition stieg der Anteil der teil- undlivmuskularisierten Gefal3e in beiden
Linien gleichermaf3en signifikant an ohne, dass sinhstatistisch signifikanter Unterschied
zwischen WT und Siah1/2KO M&ausen zeigte. Bei MauwsssmWT Hypoxiegruppe wurden
31,4 £ 1,9 % voll-muskularisierte, 43,5 + 1,2 %-tauskularisierte und 25,1 + 1,2 % nicht-
muskularisierte GefalRe analysiert. Siahl/2 KO Tiesigten 27,6 + 1,6 % voll-

muskularisierte, 47,5 + 2,6 % teil-muskularisiented 24,9 + 2,2 % nicht-muskularisierte
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LungengefalRe. Die Werte sind in der folgenden Tab®cheinmal zusammengefasst (Tab.
3.3.1, Abb. 3.3.7).

Muskularisierungsgrad in %
Gruppe nicht teilweise voll
MW = SEM MW = SEM MW = SEM
Nox WT 545+1,6 36,8+0,9 86+1,1
Nox KO 555+1,2 37,6 +1,3 6,9+0,7
Hox WT 25,1 £1,2 % 435+1,2* 31,4 +£1,9%*
Hox KO 24,9 £ 2,2 #i# 47,5 + 2,6 #H# 27,6 £ 1,6 ###

Tabelle 3.3.1:Prozentualer Muskularisierungsgrad kleiner Lungé&ifge (AulRen-@ 20 - 7@0m) der
Siah1/2 Gruppe (Nox WT n=10, Nox KO n=11, Hox WT/K&12) im Modell der Hypoxier
induzierten pulmonalen Hypertonie. (***p<0,001, ‘{85 Nox WT vs. Hox WT, ###p<0,001 Nox
KO vs. Hox KO). Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WA C57BL/6J, KO =siah1d” 2".

100 S re-—— .- S 3 nicht muskularisiert
S g0 1 teil muskularisiert
§ - - Bl voll muskularisiert
2 604
@

@ —
8 404 —
>
4
3
2 20'
0_

Nox WT Nox KO HoxWT Hox KO

Abbildung 3.3.7: Darstellung des prozentualen Anteils nicht-, plrteder voll-muskularisierte
kleiner Lungengefalie (AuRen-@ 20 — ) der Siah1/2 Gruppe (Nox WT n=10, Nox KO n=11,
Hox WT/KO n=12) im Modell der Hypoxie-induziertgmuimonalen Hypertonie. Nox = Normoxig,
Hox = Hypoxie, WT = C57BL/6J, KO siah1d” 2"
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3.3.7.2 Mediale Wandstéarke

Im Verlauf der pulmonalarteriellen Hypertonie undsdvaskuldaren Remodeling erfolgte
eine Verdickung der Wéande der pulmonalen Blutge®@&eHypoxie-exponierten WT und

Siah1/2KO Mause in vergleichbarem Mal3e. Die medidndstarke der Pulmonalgefalie
aller drei GroRRenkategorien war in den Hypoxiegarppignifikant erhdht (Tab. 3.3.2, Abb.

3.3.8).

Wandstéarke in % des GefaRaufRendurchmessers
Gruppe Kleine Gefalie Mittlere Gefalde GroRRe Gefalle
20-7Qum 70-150pm >150um

MW = SEM MW = SEM MW + SEM
Nox WT 13,3+0,5 8,605 7,7+0,8
Nox KO 14,4+0,5 94+0/4 6,2+0/4
Hox WT 20,1 £ 0,6 *** 12,2+ 0,5 *** 10,6 £ 0,7 **
Hox KO 19,4 0,7 ### 11,1+05# 10,1 £ 0,5 ###

Tabelle 3.3.2: Mediale Wandstarke kleiner, mittlerer und groReutgéfaf3e der pulmonalgn
Strombahn fur die Siahl1/2 Gruppe (Nox WT n=10, M& n=11, Hox WT/KO n=12) im Model
der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie. {%0,001, **p<0,01 Nox WT vs. Hox WT],
###p<0,001, #p<0,05 Nox KO vs. Hox KO). Nox = Nawte, Hox = Hypoxie, WT = C57BL/6J,
KO =siah1d” 2.
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Abbildung 3.3.8: Darstellung der medialen Wandstarke kleiner, ngtieind groRer Blutgefalle der
pulmonalen Strombahn fur die Siahl/2 Gruppe Gru@gex WT n=10, Nox KO n=11, Ho
WT/KO n=12) im Modell der Hypoxie-induzierten pulmaden Hypertonie. (***p<0,001, **p<0,01
Nox WT vs. Hox WT, ###p<0,001, #p<0,05 Nox KO vsoxHKO). Nox = Normoxie, Hox 5
Hypoxie, WT = C57BL/6J, KO siah1d” 2"

3.3.8 Echokardiografische Untersuchungen

Zur Charakterisierung des kardialen Remodeling ded rechtsventrikularen Funktion
wurden auch in der Siahl/2 Gruppe echokardiogtadiscUntersuchungen in

Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Baktybek Kojonazarawctigefiihrt.

3.3.8.1 Rechter Ventrikel und rechtes Atrium

Hypoxische Méause beider Linien zeigten im Verglezthihren normoxischen Kontrollen
eine signifikante Steigerung der Wanddicke des tesch/entrikels. Nach vierwéchiger
Hypoxieexposition war die Zunahme der Wanddicke \BWdi Mausen signifikant starker
ausgepragt, als bei Siah1/2KO Tieren (Abb. 3.3ah.B.3.3).
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Abbildung 3.3.9: Rechtsventrikulare Wandstarke (RVWT, right ventiacuwall thickness) der
Siah1/2 Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierternponalen Hypertonie. Nox KO n=7, andgre
n=8. Endpunktmessung nach 4 Wochen. (***p<0,001 M6k vs. Hox WT, #p<0,05 Nox KO vs.
Hox KO, t1p<0,01 Hox WT vs. Hox KO). Nox = Normoxidox = Hypoxie, WT = C57BL/6J,
KO =siah1d" 27.

Weiterhin wiesen hypoxische WT Mause eine Dilatataer rechten Herzkammer auf,
wahrend der rechtsventrikulare Durchmesser derl&#&®O Tiere unverandert blieb (Abb.
3.3.10, Tab. 3.3.3).

2.44

2.04

1.24

RVID (mm)
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0.4+

0.0 T T
Nox WT Nox KO Hox WT Hox KO

Abbildung 3.3.10: Rechtsventrikularer Durchmesser (RVID, right ventlar internal diameter) der
Siah1/2 Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierterinponalen Hypertonie. Nox KO n=7, Ngx
WT/ Hox KO n=8, Hox WT n=6. Endpunktmessung nacWWdchen. (**p<0,01 Nox WT vs. Ho
WT, 1tp<0,05 Hox WT vs. Hox KO). Nox = Normoxie, Hox Hypoxie, WT = C57BL/6J
KO =siah1d" 2.
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Nach vierwdchiger Hypoxieexposition zeigten WT Méuwsne deutliche VergréRerung der

Querschnittsflache rechten Vorhofes wahrend dimlatiFlache der Siahl1/2KO Tiere im

Bereich der normoxischen Kontrollen lag (Abb. 313.Tab. 3.3.3).

6 *k %

S
1

RA area (mm?)
N
1

) )
Nox WT Nox KO Hox WT Hox KO

Abbildung 3.3.11: Enddiastolische Querschnittsflache des rectteium (RA area, right atria

area) der Siah1/2 Gruppe im Modell der Hypoxie-mdtten pulmonalen Hypertonie. Nox W[/

Hox KO n=7, Nox KO n=5, Hox WT n=6. Endpunktmessuragh 4 Wochen. (***p<0,001 No
WT vs. Hox WT, 1t1p<0,01 Hox WT vs. Hox KO). Nox =ofnoxie, Hox = Hypoxie, WT =
C57BL/6J, KO =siah1d” 2.

In der folgenden Tabelle sind die Messwerte noaghalrdetailliert aufgefihrt:

4 Wochen BL/6J Nox Siah1/2KO Nox BL/6J Hox Siah1/2KO Hox
MW [SEM] n [ Mw [SeEm ] n [ Mmw [ SEM ] n MW | SEM [ n

?an 025 ]| 001]| 8o25|001| 7003 001|8]|**|o030]|002]s8] tts

RVID o

(mm) 1,78 | 0,00 | 8 | 180 | 003 | 7| 197 | 0,03 | 6 1,84 | 005 | 8| t

(Rnfn?zr)ea 338|024 7| 352]021| 5519|024 6]|*| 308|020 7]

Pa

Tabelle 3.3.3:Rechtsventrikulare Wandstarke (RVWT), rechtsventéker Durchmesser (RVID
und enddiastolische Querschnittsflache des rechiigmm (RA area) der Siah1/2 Gruppe im Mod
der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie. Entfimessung nach 4 Wochen. (**p<0,(
***p<0,001, Nox WT vs. Hox WT, #p<0,05 Nox KO vs MO, 1p<0,05, T1p<0,01 Hox WT v

U7

Hox KO). Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT = C57B4J, KO =siah1d” 2"
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3.3.8.2 Cardiac output

WT Mause zeigten ab einer zwei-wochigen Hypoxieskmm einen signifikant,
progredient fallenden CO, wahrend das Herzminutemven der Siahl/2KO Tiere
innerhalb des gesamten Versuchszeitraumes ertdigdn(Abb. 3.3.12, Tab. 3.3.4).
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Abbildung 3.3.12: Herzminutenvolumen (CO, cardiac output) der SialGf@ppe im Modell de
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie (n=8).adyse mit Two-way ANOVA und Student
Newman-Keulspost-hocTest._a) Verlaufskontrolldp<0,05, t1p<0,01 Hox WT vs. Hox KO, aus
Grunden der Ubersicht wurde nur Hox WT vs. Hox K&glichen, weitere Signifikanzen sind
Tabelle 3.3.4 zu entnehmen. b) Endpunktmesswatp 4 Wochen ***p<0,001 Nox WT vs. Hgx
WT, 11p<0,01 Hox WT vs. Hox KO. Nox = Normoxie, Hex Hypoxie, WT = C57BL/6J
KO =siah1d" 2.
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CcO BI6J Nox Siah1/2KO Nox BL/6J Hox Siah1/2KO Hox
(m/min) | Mw | SEM| n| MW | SEM| n | MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 168 10| 8] 162] 08 | 8] 162] 07 | 8 172 | 01 | 8
2Wochen | 163 | 06 | 8] 163 ]| 09 | 8| 144 | 09 | 8 178 | 09 | 8 1
3Wochen | 180 08 | 8| 170 11 | 8] 139 09 | 8| ** | 178 | 0,9 | 8 | ftt
4Wochen | 182 | 1,1 | 8| 174 | 1,4 | 8] 135| 06 | 8 | ***] 181 | 00 | 8 | ftt

Tabelle 3.3.4: Herzminutenvolumen (CO, cardiac output) der SiahGf2ppe im Modell der
Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie. Verlduafstrolle **p<0,01, ***p<0,001 Nox WT vs.
Hox WT, tp<0,05, Ttp<0,01 Hox WT vs. Hox KO. Arsdymit Two-way ANOVA und Studen
Newman-Keuls post-hoc Test. Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT = C57BL/6J
KO =siah1d" 2"

3.3.8.3 TAPSE — systolische Funktion des rechteirikels

Hypoxische Siah1/2KO Mause zeigten wéahrend desngiesaVersuches eine vollstandig
erhaltene systolische Funktion, wahrend WT Mausdealzweiten Woche in Hypoxie eine

signifikant, progredient schlechter werdende Leigtaufwiesen (Abb. 3.3.13, Tab. 3.3.5).

TAPSE BL/6J Nox Siah1/2KO Nox BL/6J Hox Siah1/2KO Hox
(mm) MW | SEM| n| MW | SEM| n | MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 136 | 003 | 8] 133|002 8] 13| 002] 8 1,30 | 0,04 | 8
2Wochen | 1,35 | 002 | 8| 132|003 | 8| 118|005 8 |**| 130|003 8|
3Wochen | 1,36 | 001 | 8| 134|003 | 8| 1,10 | 0,00 | 8 | **| 136 | 0,04 | 8 | ttt
4Wochen | 1,36 | 003 | 8] 135 ] 004 [ 8] 1,08 ] 002 | 8 | ***| 137 | 003 | 8 | ttt

Tabelle 3.3.5:Rechtsventrikulare systolische Funktion (TAPSE;uspid annular plane systolic
excursion) der Siahl/2 Gruppe im Modell der Hypedriguzierten pulmonalen Hypertonig.
Verlaufskontrolle***p<0,001 Nox WT vs. Hox WT, tp<0,05, t11p<0,06fox WT vs. Hox KO.
Analyse mit Two-way ANOVA und Student-Newman-Keplsst-hocTest. Nox = Normoxie, Ho
= Hypoxie, WT = C57BL/6J, KO siah1d” 2"
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Abbildung 3.3.13: Rechtsventrikulare systolische Funktion (TAPSEcuspid annular plan
systolic excursion) der Siahl1/2 Gruppe im Model Hgpoxie-induzierten pulmonalen Hyperton
(n=8). Analyse mit Two-way ANOVA und Student-Newmdauls post-hoc Test.
a) Verlaufskontrolletp<0,05, 111p<0,001 Hox WT vs. Hox KO, aus GriindenUbersicht wurdg
nur Hox WT vs. Hox KO verglichen, weitere Signifikeen sind Tabelle 3.3.5 zu entnehm
b) Endpunktmessungach 4 Wochen ***p<0,001 Nox WT vs. Hox WT, 111pa@1 Hox WT vs.
Hox KO. Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT = C57BLIBKO =siah1d” 2".
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3.3.8.4 IVRT/RR — diastolische Funktion des rechemrikels

Siah1l/2KO Mause zeigten zu Versuchsbeginn (,bastlfessung) eine tendenziell
schlechtere diastolische Funktion als ihre WT-Kolfgn. Nach zweiwdchiger Hypoxie
wiesen allerdings die WT Mause eine progredientiesttter werdende (ab der dritten
Woche in Hypoxie signifikant herabgesetzte) diastble Funktion auf, wahrend Siah1/2
KO Tiere eine Leistung im Bereich der ,baseline“ddeng beibehielten (Abb. 3.3.14, Tab.
3.3.6).

IVRT/RR BL/6J Nox Siah1/2KO Nox BL/6J Hox Siah1/2KO Hox
(%) MW | SEM| n| MW | SEM| n | MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 145 o5 [ 8] 166 | 08 [ 8| 142 ]| 05 | 8 176 | 08 | 8| tt
2Wochen | 148 | 06 [ 8] 162 | 06 | 8] 186| 07 | 8|**]| 182 07 | 8
3Wochen | 150 | 04 [ 8| 154 | o6 | 8| 21,1 | 06 | 8 | **| 183 | 05 | 8 | tt##
4Wochen | 158 | 05 | 8] 160 | 10 [ 8] 236 | 06 | 8 | ***| 183 | 08 | 8 | ttt

Tabelle 3.3.6:Rechtsventrikulare diastolische Funktion (IVRT/R&gvolumic relaxation time) de

=

Siahl/2 Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierteninponalen Hypertonie, Verlaufskontrolle
***n<0,001 Nox WT vs. Hox WT, ##p<0,01 Nox KO vs.o{ KO, t1p<0,01, 111p<0,001 Hox WT
vs. Hox KO. Analyse mit Two-way ANOVA und StudeneWNman-Keuls post-hoc Test.
Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT = C57BL/6J, KOstah1d"™ 2"
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Abbildung 3.3.14: Rechtsventrikulére diastolische Funktion (IVRT/R$volumic relaxation time
der Siah1/2 Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierfrilmonalen Hypertonie (n=8). Analyse n
Two-way ANOVA und Student-Newman-Keulgost-hoc Test. _a) Verlaufskontrolleftp<0,01,
t11p<0,001 Hox WT vs. Hox KO, aus Grinden der Ubbtsvurde nur Hox WT vs. Hox K(

verglichen, weitere Signifikanzen sind Tabelle 8.2u enthnehmen. b) Endpunktmessuragh 4
Wochen ***p<0,001 Nox WT vs. Hox WT, t11p<0,001X®&T vs. Hox KO. Nox = Normoxie
Hox = Hypoxie, WT = C57BL/6J, KO siah1d” 2"
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3.3.8.5 MPI — globale Funktion des rechten Ventsike

Normoxische Siahl/2KO Tiere zeigten im Vergleich ibuen WT-Kontrollen zu allen

Messzeitpunkten eine signifikant schlechtere glebBlerzfunktion. Allerdings wiesen

hypoxische WT nach zweiwdchiger Hypoxie eine prdgget herabgesetzte (ab der dritten
Woche in Hypoxie signifikant schlechtere) globalechtsventrikuldre Funktion auf,

wahrend die Leistung des rechten Ventrikels dehBia KO Mause im Bereich der

.baseline“-Messung blieb (Abb. 3.3.15, Tab. 3.3.7).

MPI BL/6J Nox Siah1/2KO Nox BL/6J Hox Siah1/2KO Hox
MW | SEM| n | MW | SEM | n MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 084]1003| 8]1097]003| 8]%+]086] 003] 8 099 ] 003 ] 8 [tT
2 Wochen |1 083 | 001| 8] 098] 001]| 8 |%f] 115] 001 | 8 |**] 1,09]| 0,04| 8 | #
3 Wochen | 0,84 | 0,03|] 8 099 ]| 0,02 | 8 | ¥F] 1,26 | 0,03 | 8 [***] 1,04 | 0,03 | 8 |ttt
4 Wochen | 0,83 ] 001 | 81 095]004| 8| £]132]|0,04] 8 |**] 1,01 0,04 ] 8 |ttt

Tabelle 3.3.7: Rechtsventrikulare globale Funktion (MPI, myocardmerformance index) de

=

Siah1/2 Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierteninponalen Hypertonie. Verlaufskontrolle
$p<0,05, $1p<0,01 Nox WT vs. Nox KO, ***p<0,001 N&XT vs. Hox WT, #p<0,05 Nox KO vs.
Hox KO, 11p<0,01, t1tp<0,001 Hox WT vs. Hox KO. Ars@ mit Two-way ANOVA und
Student-Newman-Keulpost-hoc Test. Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT = C57BL/6J
KO =siah1d” 27.
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Abbildung 3.3.15: Rechtsventrikulare globale Funktion (MPI, myocakgiarformance index) de
Siahl1/2 Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierterinppnalen Hypertonie (n=8). Analyse
Two-way ANOVA und Student-Newman-Keulgost-hoc Test. _a) Verlaufskontrolleftp<0,01,

t11p<0,001 Hox WT vs. Hox KO, aus Griinden der isat wurde nur Hox WT vs. Hox KO

verglichen, weitere Signifikanzen sind Tabelle B.2u enthnehmen. b) Endpunktmessuragh 4

Wochen $p<0,05 Nox WT vs. Nox KO, ***p<0,001 Nox WE. Hox WT, 111p<0,001 Hox W[

vs. Hox KO. Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT = GBIz/6J, KO =siah1d” 2"
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3.3.8.6 Zusammenfassung der echokardiografischémBe

Trotz einer schlechteren globalen und diastolischeshtsventrikularen Funktion unter
.baseline“- und Normoxiebedingungen zeigten SiaKO2Mause unter Hypoxie eine
vollstandig erhaltene Funktion des rechten Venlsik@lle Parameter lagen im gleichen
Bereich wie die der normoxischen Kontrollen, leitigleine Zunahme der Wandstérke war
erkennbar. Hypoxische WT wiesen eine progredienteeei@rachtigung der
rechtsventrikularen Funktion, eine Dilatation deshten Ventrikels, sowie eine Zunahme

der Querschnittsflache des rechfgnum auf.

3.3.9 Prozentualer Kollagenanteil des rechten Venkels

Im Rahmen der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hygag zeigten weder hypoxische WT
noch Siahl/2KO Mause einen Anstieg des Anteils @lfaggenen Fasern und somit auch
keinen Hinweis auf eine Fibrose des rechten Vegigik Der Kollagengehalt der
normoxischen Kontrolltiere betrug bei WT 0,55 +®% und bei Siah1/2KO Tieren 0,67 +
0,07 %. Nach vier Wochen Hypoxieexposition zeigtén Tiere einen Kollagenanteil von
0,71 = 0,15 % und Siah1/2KO Méause von 0,62 + 0,08\%b. 3.3.16).

1.04

0.84

061 =T~

0.44

Kollagenanteil (%9

0.2

0.0

) )
Nox WT Nox KO Hox WT Hox KO

Abbildung 3.3.16: Darstellung des prozentualen Kollagenanteiles (&9 abchten Ventrikels der
Siahl/2 Gruppe (Hox KO n=5, Andere n=4) im Mode#ir Hypoxie-induzierten pulmonalen
Hypertonie. Nox = Normoxie, Hox = Hypoxie, WT = @87/6J, KO =siah1d” 2"
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3.3.10 Molekularbiologische Untersuchungen

Die Auswertung der Ergebnisse der molekularbioldus Untersuchungen erfolgte durch
die Analyse der differentiellen Expression der elnen Gene bzw. Proteine unter den
Effekten ,Sauerstoffgehalt” und ,knockout* vaemhlaundsiah2

3.3.10.1 Proteinexpression der Prolyl-4-Hydroxylag®HD)1, PHD2 und PHD3 in der
Lunge
Die physiologischen und histologischen Ergebnisssed Arbeit zeigen, dass Siah1/2KO

Mause auf hypoxische Bedingungen ebenfalls andershee WT-Kontrollen reagieren.
Deshalb sollte auch in dieser Gruppe untersuchtdeverob sich die Proteinmenge der
Prolyl-4-Hydroxylasen verandert.

Die Proteinexpression der PHDs in der Lunge derh3fa Gruppe wurde mittels
Westernblotverfahren in  Gewebehomogenat untersucbie Proteinmenge im
Lungenhomogenat wurde bezogen fuAktin normalisiert. Da die Westernblotanalysen
(aufgrund des hohen Stichprobenumfanges) auf matidembranen durchgefihrt wurden,
erfolgte die Normalisierung der Einzelwerte nach &ermel: Einzelwert der Probe —
Mittelwert der Membran + Gesamtmittelwert aller Mananen.

Die Westernblotanalysen von PHD1, PHD2 und PHD3Limgenhomogenat werden in
Abb 3.3.17 und 3.3.18 grafisch dargestellt. Keimkar beiden untersuchten Effekte
~Sauerstoffgehalt* und ,knockout* vogsiahlaund siah2 hatte eine statistisch abgesicherte
Auswirkung auf die Proteinmenge der drei PHDs imngenhomogenat der Siahl/2
Gruppe. Allerdings fuhrte der Effekt ,knockout” ziner Tendenz zu einem erhdhten
PHD3-Proteingehalt (Abb 3.3.18).
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Abbildung 3.3.17: Darstellung der prozentualen Proteinmenge der P4elyydroxylasen a) PHD1
b) PHD2 und c) PHD3 im Lungenhomogenat der Siah&fBppe im Modell der Hypoxie
induzierten pulmonalen Hypertonie. (n-Anzahlenna®, b) Nox WT/KO n=6, Hox WT n=5, Ho
KO n=4, ¢) Nox WT n=8, andere n=9). Nox = Normoxi#ox = Hypoxie, WT = C57BL/6J
KO =siah1d" 2.
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Abbildung 3.3.18: Effektstarken von Sauerstoffgehalt und knockout &ie Expression de
Prolyl-4-Hydroxylasen PHD1, PHD2 und PHD3 im Lungemogenat der Siahl/2 Gruppe
Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen HypermniMW mit 95% Konfidenzintervall
(n-Anzahlen: a) n=9, b) Nox WT/KO n=6, Hox WT na43px KO n=4, ¢) Nox WT n=8, ander
n=9). Q.= Sauerstoffgehalt, KO siah1d” 2"
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3.4 Siah1/2 Mause im Modell des pulmonalarteriellegbanding*

Auch bei Siahl/2 Mausen wurde das Modell des publaoteriellen ,banding”
angewendet, um eine von der pulmonalen Gefal3stimmbaabhéngige rechtsventrikulare
Hypertrophie zu untersuchen.

Alle Daten sind angegeben als MW = SEM. Der Stiobpnumfang betrug (soweit nicht
anders angegeben) fir WT sham n=15, WT PAB n=14)1%2KO sham n=10, Siah1/2KO
PAB n=13. Die Analyse der Daten erfolgte wie ur&.11 angegeben.

3.4.1 Auswirkungen des pulmonalarteriellen ,banding

Die Tiere waren zehn bis finfzehn Minuten nach deerativen Eingriffen wieder bei
vollem Bewusstsein, liefen durch den Kafig und e sich zu putzen. Sie wurden fir
weitere 3-5 Tage, je nach individuellem Allgemeistzuind, analgetisch versorgt. Einen Tag
post operationemwar das Fell am Kopf noch etwas durch digra operationem
aufgetragene Augensalbe verklebt, am zweiten Tagdaa Haarkleid vollig sauber. Alle
Mause zeigten ab dem ersten Pagt operationerein ungestértes Allgemeinbefinden, eine
normale Futter- und Wasseraufnahme, sowie ein ploggssches Putz- und Sozialverhalten.
Die Gewichtsentwicklung wird aufgrund stark difEenender Ausgangsgewichte der
einzelnen Tiere zu Versuchsbeginn (WT 21,0 - 27 8igh1/2KO 17,5 - 28,5 g) in Prozent
zum jeweiligen AG angegeben. ,Banding“-operierte Widuse zeigten am ersten Ta@st
operationemeine druchschnittliche Gewichtsreduktion von 6,8,& %. Siah1/2KO Méause
nahmen bis zum zweiten Tagost operationem6,6 + 0,8 % ab. ,Sham“-operierte
Kontrollen wiesen etwas niedrigere Gewichtsabnahrem 4,9 + 0,4 % bei in der WT
Gruppe und 4,9 £ 0,3 % bei Siahl/2KO Mausen aulie WT Tiere, sowie die ,sham*-
operierten Siah1/2KO Mause nahmen ab dem zweitgrpdst operationermvieder zu und
erreichten ihr Basisgewicht nach 8 Tagen. ,Bandiogérierte Siah1/2KO Tiere zeigten ab
dem dritten Tag eine Gewichtszunahme und erreichien durchschnittliches
Ausgangsgewicht nach 13 Tagen. Am Versuchsendel3besgbanding“-operierte WT
Méause durchschnittlich 109,7 £+ 1,0 % und Siahl/2Kfause 106,8 + 2,4 % ihres
Ausgangsgewichtes. ,Sham“-operierte WT Kontrol#ievogen nach drei Wochen 110,9 +
1,4 % und Siah1/2KO Kontrollen 109,4 £ 1,8 % desi8gewichtes (Abb. 3.4.1).
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Abbildung 3.4.1: Darstellung des prozentualen GewichtsverlaufesSikein1/2 Gruppe im Modell
des pulmonalarteriellen ,banding”. Analyse mit Tway ANOVA und Student-Newman-Keuls

post-hocTest. sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalaftes ,banding“, WT = C57BL/6J,
KO =siah1d" 27.

Zur Charakterisierung der physiologischen Reaktahdie Druckiberladung des rechten
Ventrikels wurden der systolische arterielle unchtsventrikulare Druck am Versuchsende
gemessen. Anschlielend wurden zur Bestimmung desné&Res der Rechtsherzhyper-
trophie die Ratios RV/(LV+S) und RV/KGW bestimmt.

3.4.2 Systolischer arterieller Druck

~sham“ und ,banding“-operierte Mause beider Linigeigten &hnliche systemische
Dricke. Der SAP betrug drei Woch@ost operationen88,4 + 4,2 mmHg bei ,sham*-

operierten WT-Kontrollen und 93,0 + 2,9 mmHg beal8i/2KO Tieren. Pulmonalarteriell
.banding“-operierte WT zeigten einen SAP von 87,3,& mmHg und Siah1/2KO Mause
von 86,6 = 3,5 mmHg (Abb 3.4.2). Somit traten kesignifikanten Unterschiede zwischen
den SAP der einzelnen Gruppen auf.

174



Ergebnisse

1201

801

SAP (mmHg)

404

) )
sham WT sham KO PABWT PABKO

Abbildung 3.4.2: Darstellung des systolischen arteriellen DruckesP(Sder Siah1/2 Gruppe (sham
WT n=9, sham KO und PAB WT n=10, PAB KO n=7) im Mdlddes pulmonalarterielle
.pbanding“. sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalaelles ,banding”, WT = C57BL/6J,

KO =siah1d" 2".

3.4.3 Rechtsventrikularer systolischer Druck

Drei Wochenpost operationenbetrug der RVSP der scheinoperierten WT 27,9 + 1,0
mmHg und der RVSP der Siah1/2KO Tiere 28,7 + 0,8HgmMWT sowie KO Mause der
.pbanding“-Gruppen zeigten nahezu doppelt so hobbtseentrikulare Dricke, mit Werten
von 53,7 + 2,4 mmHg bei den WT und 52,4 + 4,1 mniidgSiah1/2KO Tieren. Zwischen
.pbanding“-operierten WT und KO Tieren bestand kesngnifikanter Unterschied

hinsichtlich des RVSP (Abb. 3.4.3).

604 *k%x Hit#

RVSP (mmHg)

) )
sham WT sham KO PABWT PAB KO

Abbildung 3.4.3: Darstellung des rechtsventrikularen systolischenckes (RVSP) der Siah1/2
Gruppe (PAB KO n=8, Andere n=10) im Modell des poialarteriellen ,banding®. (***p<0,00]
sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sham KO vs. PAB KBam = Scheinoperation, PAB |=
pulmonalarterielles ,banding“, WT = C57BL/6J, KCsiah1d” 27
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3.4.4 Gewichtsverhéltnis zwischen rechtem Ventrikaind linkem Ventrikel plus
Septumals Mal3 der Rechtsherzhypertrophie

Im Verlauf des pulmonalarteriellen ,banding* entkétten sowohl WT als auch KO
Mause aufgrund der erheblichen Druckbelastung siake Rechtsherzhypertrophie. Das
Verhéltnis des Nassgewichtes von rechtem Ventrakellinkem Ventrikel plusSeptum
(RV/(LV+S)) betrug bei ,sham“-operierten Siahl/2Wd;24 + 0,01 und bei ,sham*-
Siah1/2KO Méausen 0,28 + 0,01. PAB-WT zeigten eimezrhtio von 0,46 + 0,01, wéahrend
Siah1/2KO Tiere eine signifikant hohere Herzraiom ¥,60 + 0,03 aufwiesen (Abb. 3.4.4).

Hi#H
0.7 tt
0.6+
0.5 *kk
0.44
0.39

RV / (LV+S)

0.24
0.14

0.0

1 1
sham WT sham KO PABWT PABKO

Abbildung 3.4.4: Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechtemtrikel zu linkem Ventrike
plus Septum(RV/(LV+S)) der Siahl/2 Gruppe im Modell des pulmatarteriellen ,banding”
(***p<0,001 sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sham K© PAB KO, t11p<0,001 PAB WT vs.
PAB KO) sham = Scheinoperation, PAB = pulmonal#&ties ,banding”, WT = C57BL/6J,
KO =siah1d" 27.

3.4.5 Gewichtsverhaltnis zwischen rechtem Ventrikaind Kérpergewicht als Mal? der
Rechtsherzhypertrophie

Der durch das Verhaltnis von rechtem Ventrikel zudrpérgewicht ermittelte
Hypertrophiegrad stimmte auch bei der Siahl/2 ,bayidGruppe mit dem durch die
Herzratio ermittelten Ergebnis Uberein. Scheingpti WT-Mause zeigten eine Ratio des
rechten Ventrikels zum Kdorpergewicht von 0,75 z20uhd Siahl1/2KO Tiere von 0,79 +
0,03. Nach drei-wochigem ,banding” betrug die Ratiei WT 1,32 = 0,02, wéhrend
Siah1/2KO Tiere einen signifikant héheren Wert \ip66 + 0,07 aufwiesen. Die Werte
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beider PAB-Tiergruppen erwiesen sich als hoch S8lgnit gegentber denjenigen der
~sham“-Gruppen erhéht (Abb. 3.4.5).

HHH
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Abbildung 3.4.5: Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechtemtrikel zum Korpergewicht
(RVIKGW) der Siah1/2 Gruppe im Modell des pulmomtgaellen ,banding“. (***p<0,001 sham
WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sham KO vs. PAB KO, 113001 PAB WT vs. PAB KO
sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalarteriellebanding®, WT = C57BL/6J
KO =siah1d” 2.

3.4.6 Verhéltnis zwischen rechtem Ventrikel und Tialange als Mal3 der
Rechtsherzhypertrophie

Aufgrund der gegensatzlichen Ergebnisse des resmiiskularen Hypertrophiegrades der
Siah1/2 KO Mause im Modell des pulmonalarteriellleanding” verglichen mit der Siah1/2
Hypoxiegruppe, sowie mit den Ergebnissen der Siahi2 in beiden Mausmodellen, wurde
zusatzlich das Verhaltnis des Gewichts des recHenrikels zur TibialAnge bestimmt. Es
wurde somit ausgeschlossen, dass durch die Deladem g@ahla Genes bedingte,
spezifische Entwicklungen der Koérper- und HerzgrofSewie -massen den errechneten
Grad der Hypertrophie beeinflussen. Scheinoperiéfie zeigten einen Quotienten von
rechtem Ventrikel geteilt durch Tibialdnge von 1#20,06 und Siah1/2KO Mause von 1,30
+ 0,07. Drei Wochemost operationenbetrug die Ratio bei ,banding“-operierten WT 2,06
+ 0,13, wéahrend Siah1l/2KO Tiere einen signifikar¢dngeren Wert von 2,65 = 0,18
aufwiesen. Der ermittelte Hypertrophiegrad stimsaeit mit dem durch die Herzratio und

Ratio von rechtem Ventrikel zu Kérpergewicht ergiteén Ergebnis tGberein (Abb. 3.4.6).
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Abbildung 3.4.6: Darstellung des Gewichtsverhéltnisses von rechteentrikel zu Tibialdngs
(RV/Tibia) der Siahl/2 Gruppe (sham WT n=5, sham @ PAB KO n=7, PAB WT n=4) im
Modell des pulmonalarteriellen ,banding”. (**p<0,Gham WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sham
KO vs. PAB KO, ttp<0,01 PAB WT vs. PAB KO). sham Scheinoperation, PAB
pulmonalarterielles ,banding“, WT = C57BL/6J, KOsiah1d” 27

3.4.7 Gewichtsverhaltnis zwischen rechterAtrium und Korpergewicht als Maf3 des
Rechtsherzversagens

~Sham“-WT Mause zeigten einen Quotienten des recAteum zum Korpergewicht von
0,12 £ 0,01 und Siahl1/2KO Méause von 0,13 = 0,0k handing“-Operation fuhrte zu
einem signifikanten Anstieg dieser Verhaltnisgra@fdeeiden Linien, wobei der Zahlenwert
bei WT Mausen 0,21 + 0,01 betrug, wahrend die 3@ Tiere einen signifikant h6heren
Wert von 0,34 + 0,03 aufwiesen (Abb. 3.4.7).
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Abbildung 3.4.7: Darstellung des Gewichtsverhdltnis von rechtAtmum zum Korpergewichi
(RA/KGW) der Siah1/2 Gruppe im Modell des pulmamtdriellen ,banding®. (**p<0,01 sham W[
vs. PAB WT, ###p<0,001 sham KO vs. PAB KO, tttp8Q,0PAB WT vs. PAB KO)
sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalarteriellebanding®, WT = C57BL/6J
KO =siah1d" 2"

3.4.8 Echokardiografische Untersuchungen

Auch im Modell des pulmonalarteriellen ,banding” sden zur Analyse des kardialen
Remodeling und der rechtsventrikularen Funktionokahdiografische Untersuchungen in

Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Baktybek Kojonazarawctigefiihrt.

3.4.8.1 Rechter Ventrikel und rechtes Atrium

.Banding“-operierte Mause beider Linien zeigten Yergleich zu ,sham®“-Kontrolltieren

eine starke Zunahme der rechtsventrikularen Wakddi&s bestand kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich dieser Zunahme zwischen Wi Siah1/2KO Mausen (Abb.
3.4.8, Tab. 3.4.1).
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Abbildung 3.4.8: Rechtsventrikulare Wandstarke (RVWT, right ventiacuwall thickness) der
Siahl/2 Gruppe im Modell des pulmonalarterielleranging. PAB KO n=7, andere n=8.

Endpunktmessung nach 3 Wochen. (***p<0,001 shamw/TPAB WT, ###p<0,001 sham KO \
PAB KO). sham = Scheinoperation, PAB = pulmonatétes ,banding’, WT =C57BL/6J
KO =siah1d" 27.

.Banding“-operierte WT und Siahl/2KO Mause wiesennee Zunahme des

rechtsventrikularen Durchmessers auf. Diese waiSksi1/2KO Tieren signifikant starker

ausgepragt als bei WT Mausen (Abb. 3.4.9, Tab1R.4.

Hit#
3 Tt

RVID (mm)

1_

1 1
sham WT sham KO PAB WT PAB KO

Abbildung 3.4.9: Rechtsventrikularer Durchmesser (RVID, right venutar internal diameter) de
Siah1/2 Gruppe im Modell des pulmonalarteriellean@ling”. Endpunktmessung nach 3 Woch
PAB KO n=7, andere n=5. (*p<0,05 sham WT vs. PAB W #p<0,001 sham KO vs. PAB K(
t11p<0,001 PAB WT vs. PAB KO). sham = ScheinopematPAB = pulmonalarterielles ,banding
WT =C57BL/6J, KO =siah1d” 2.
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Am Ende des Versuchszeitraumes zeigten ,bandingfiege WT sowie Siahl/2KO

Mause einen vergrofRerten rechten Vorhof. Die Zurealder rechtsatrialen Querschnitts-
flache war bei Siah1/2KO Mausen signifikant hoherkeei WT-Tieren (Abb. 3.4.10, Tab.

3.4.1).

Hitt

RAarea (mm?2)
[e0]
(]

N
1

) )
sham WT sham KO PAB WT PAB KO

Abbildung 3.4.10: Enddiastolische Querschnittsflache des rectteium (RA area, right atria
area) der Siah1/2 Gruppe im Modell des pulmonaiaiten ,banding“. PAB KO n=6, PAB WT
n=4, sham WT/KO n=5. Endpunktmessung nach 3 Wocti&tp<0,001 sham WT vs. PAB WT
###p<0,001 sham KO vs. PAB KO, 11p<0,01 PAB WT RAB KO). sham = Scheinoperatio
PAB = pulmonalarterielles ,banding®, WT =C57BL/6IQ = siah1d” 27

>

In der folgenden Tabelle sind die Messwerte nonmal detailliert aufgefihrt:

3 Wochen BL/6J sham Siah1/2KO sham BL/6J PAB Siah1/2KO PAB

MW | SEM| n] MW | SEM| n] MW | SEM | n MW | SEM | n
?rr\(r\T/]\;T 024]1001]8]025|001|8]050]|001]|8]|**]049]| 004](|7 Hitt
RVID R
(mm) 1,781 001 | 5] 179 ] 003 ] 5] 19| 00515 269 | 0,06 | 7 [T1T###
(Rr:n?zr)ea 315 (026 | 5| 352|021 | 5] 826|057 4 [** 1001|034 |6 | tt##

Tabelle 3.4.1:Rechtsventrikulare Wandstarke (RVWT), rechtsventéker Durchmesser (RVID)
und enddiastolische Querschnittsflache des rechtigmm (RA area) der Siah1/2 Gruppe im Modgll
des pulmonalarteriellen ,banding®“. Endpunktmessoagh 3 Wochen. (*p<0,05, ***p<0,001 sham
WT vs. PAB WT, ##p<0,001 sham KO vs. PAB KO, 1840 t11p<0,001 PAB WT vs. PA
KO). sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalarteiel ,banding*, WT =C57BL/6J
KO =siah1d” 27.

181



Ergebnisse

3.4.8.2 Cardiac output

Sowohl WT als auch Siah1/2KO Mause zeigten nach gdelmonalarteriellen ,banding®
ein signifikant herabgesetztes Herzminutenvolum®&er cardiac output (CO) der
.pbanding“-operierten Siah1/2KO Tiere war bereitseeWochepost operationersignifikant
niedriger im Vergleich zum CO der WT-Mause (Abll.31, Tab. 3.4.2).

a) 257 sham WT
“®- sham KO
204 _ - ¥ - PABWT
Y TEEmTTe N @« PAB KO
NS
~
= 151 N\
E N t1t Biaiadatel |
o) A \
o 10 3 t1+ 11
S —F————
5-
C L) L) L] L]
baseline 1 Woche 2 Wochen 3 Wochen

banding-/sham-Exposition

O
~
)
o
[

204 I a1

154 *kk

HiHt

CO (ml/min)

104

) )
sham WT sham KO PAB WT PAB KO

Abbildung 3.4.11: Herzminutenvolumen (CO, cardiac output) der Siat@y@ppe im Modell des
pulmonalarteriellen ,banding” (sham WT n=5, sham/R@&B WT n=6, PAB KO n=7). Analyse m
Two-way ANOVA und Student-Newman-Keu[sost-hocTest. a) Verlaufskontrolle t1p<0,001
PAB WT vs. PAB KO, aus Grunden der Ubersicht wunde PAB WT vs. PAB KO verglichen,

—

weitere Signifikanzen sind Tabelle 3.4.2 zu entnetmb) Endpunktmessungach 3 Wochen
***n<0,001 sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sham K& RPAB KO, t11p<0,001 PAB WT V3
PAB KO. sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalétiess ,banding“, WT =C57BL/6J
KO =siah1d” 2.
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co BL/6J sham Siah1/2KO sham BL/6J PAB Siah1/2KO PAB
(mlmin) | Mw | SEM | n] MW | SEM| n|] MW [ SEM | n MW | SEM | n
baseline 180 15 [ 5] 181 | 10 | 6] 181] 06 | 6 180| o5 | 7
1 Woche 185 0,7 | 5] 185| 09 | 6] 136| 10 | 6| ** ]| 82 12 | 7 |ttt m
2Wochen | 190 | 08 | 5] 186 | 1,1 | 6] 128 04 | 6 |**] 69 | 07 | 7 |ttt#m
3Wochen | 192 | 15 | 51191 | 12 |6 121 ]| 07 |6 |**] 72 | 08 | 7 |+ttm#

Tabelle 3.4.2: Herzminutenvolumen (CO, cardiac output) der SiahGf2ppe im Modell des

pulmonalarteriellen ,banding®. Verlaufskontrolt¢p<0,01, ***p<0,001 sham WT vs. PAB WT
###p<0,001 sham KO vs. PAB KO, t11p<0,001 PAB WT RAB KO. Analyse mit Two-way
ANOVA und Student-Newman-Keulspost-hoc Test. sham = Scheinoperation, PAB | =
pulmonalarterielles ,banding“, WT =C57BL/6J, KCsiah1d" 2"

3.4.8.3 TAPSE — systolische Funktion des rechteirikels

.Banding“-operierte WT sowie Siahl/2KO Mause zeimgtém Vergleich zu ihren
scheinoperierten Kontrollepost operationemeine deutlich eingeschrankte systolische
Funktion des rechten Ventrikels. Bereits nach eWWeche war diese Funktionsminderung
bei ,banding“-operierten Siah1/2KO Tieren signifitastarker ausgepragt als bei WT-
Mausen (Abb. 3.4.12, Tab. 3.4.3).

TAPSE BL/6J sham Siah1/2KO sham BL/6J PAB Siah1/2KO PAB
(mm) MW | SEM| n] MW | SEM| n|] MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 1391 003 | 6] 140|002 6] 137 002]6 1,39 | 0,04 | 7
1 Woche 1,38 002 | 6] 139|003 6] 104|005]|6]**]| 076|007 7|tttmm
2Wochen | 1,39 | 0,01 | 6] 1,39 | 0,03 | 6] 1,04 | 0,08 | 6 | ***] 0,63 | 0,02 | 7 | +tt###
3Wochen | 1,38 | 0,05 [ 6 | 1,44 | 002 | 6| 1,06 | 0,05 | 6 | ***| 0,66 | 0,04 | 7 |tttmm

Tabelle 3.4.3:Rechtsventrikuldre systolische Funktion (TAPSEuspid annular plane systolic
excursion) der Siah1/2 Gruppe im Modell des pulnemeriellen ,banding®._Verlaufskontroll
***n<0,001 sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sham K& RPAB KO, t11p<0,001 PAB WT v
PAB KO. Analyse mit Two-way ANOVA und Student-NewmH&euls post-hoc Test. sham 3
Scheinoperation, PAB = pulmonalarterielles ,bantigT =C57BL/6J, KO =siah1d” 27"
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Abbildung 3.4.12: Rechtsventrikulare systolische Funktion (TAPSEcuspid annular plan
systolic excursion) der Siah1/2 Gruppe im Mode# galmonalarteriellen ,banding” (PAB KO n=
andere n=6). Analyse mit Two-way ANOVA und StudBi@wman-Keulspost-hoc Test. _a)
Verlaufskontrollett1p<0,001 PAB WT vs. PAB KO, aus Griinden der Sisat wurde nur PAE

WT vs.

b) Endpunktmessungach 3 Wochen ***p<0,001 sham WT vs. PAB WT, ##@®01 sham KO vs|.

PAB KO verglichen, weitere Signifikanzen dinTabelle 3.4.3 zu entnehmen.

PAB KO, t11p<0,001 PAB WT vs. PAB KO. sham = Scherration, PAB = pulmonalarterielles
,banding*, WT =C57BL/6J, KO siah1d" 2".
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3.4.8.4 IVRT/RR — diastolische Funktion des rechemrikels

Die diastolische Funktion des rechten Ventrikels wene Wochepost operationenbei
.pbanding“-operierten WT und Siahl1/2KO Mausen inigiem MalRe herabgesetzt. Nach
zwei Wochen zeigten ,banding“-operierte Siahl/2K{@r& eine progrediente, signifikant
starkere Funktionseinschrankung im Vergleich zu @¢h Mausen (Abb. 3.4.13, Tab.
3.4.4).

IVRT/RR BL/6J sham Siah1/2KO sham BL/6J PAB Siah1/2KO PAB
(%) MW | SEM| n] MW | SEM | n ]| MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 145 | o5 | 6] 168| 07 | 6] 140]| 05 | 6 170| 08 | 7
1 Woche 146 | 05 | 6] 165| 05 | 6] 192 09 | 6| * ] 204 | 09 | 7 #
2Wochen | 150 | 04 | 6] 16,4 | 06 | 6 1 201 | 15 | 6| ** | 26,6 | 1,3 | 7 |ttt#m
3Wochen | 155 07 | 6] 165 08 | 6] 201 | 15 | 6| ** | 314 | 1.4 | 7 |+ttm

Tabelle 3.4.4:Rechtsventrikulare diastolische Funktion (IVRT/R&gvolumic relaxation time) de

=

Siah1/2 Gruppe im Modell des pulmonalarterielle@nding”. Verlaufskontrolle**p<0,01 sham
WT vs. PAB WT, #p<0,05, ###p<0,001 sham KO vs. BB, T11p<0,001 PAB WT vs. PAB KQ.
Analyse mit Two-way ANOVA und Student-Newman-Keyt®st-hoc Test. sham = Scheir
operation, PAB = pulmonalarterielles ,banding*, WT57BL/6J, KO ssiah1d” 2".
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a) 35+ tt+ sham WT
I “® sham KO
304 ttt PR - PABWT
Cd
I, - ©®- PAB KO
25 /’
53 Pl
= ”
E " 7
g ':. o -
2 Pl Qemocma mPmecamomes
15+ .
104
N bas:eline 1 V\;oche 2 WE)chen 3 Wlochen
banding-/sham-Exposition
b) 4o Hith

Tttt

| |

shar’rll WT SharTII KO PAB WT PAB KO

IVRT/RR (%)
N
o
1

Abbildung 3.4.13: Rechtsventrikulére diastolische Funktion (IVRT/R$volumic relaxation time

der Siahl/2 Gruppe im Modell des pulmonalartenellbanding” (PAB KO n=7, andere n=6).

Analyse mit Two-way ANOVA und Student-Newman-Keylest-hocTest. a) Verlaufskontrollg

t11p<0,001 PAB WT vs. PAB KO, aus Griinden der Ubbtsvurde nur PAB WT vs. PAB KO

verglichen, weitere Signifikanzen sind Tabelle 8.4u entnehmen.__b) Endpunktmessuragh 3
Wochen **p<0,01 sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sh&dvs. PAB KO, 111p<0,001 PA
WT vs. PAB KO. sham = Scheinoperation, PAB = pulalarterielles ,banding”, WT =C57BL/6.
KO =siah1d" 2.
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3.4.8.5 MPI — globale Funktion des rechten Ventsike

Eine Wochepost operationemviesen ,banding“-operierte WT und Siah1/2KO Maegee

deutliche Verschlechterung der globalen Funktios dechten Ventrikels auf. Die die

.obanding“-Gruppe betreffende Funktionsminderung Wwar Siah1/2KO Tieren signifikant
starker ausgepragt als bei WT-Méausen (Abb. 3.4[48, 3.4.5).
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Abbildung 3.4.14: Rechtsventrikulare globale Funktion (MPI, myocakdiarformance index) de
Siah1/2 Gruppe im Modell des pulmonalarterielleantiing”. Analyse mit Two-way ANOVA un
Student-Newman-Keulpost-hocTest. a) Verlaufskontrolld tp<0,01, t11p<0,001 PAB WT vs.
PAB KO, aus Grunden der Ubersicht wurde nur PAB W& PAB KO verglichen, weiter
Signifikanzen sind Tabelle 3.4.5 zu entnehmen. fdgdEinktmessungach 3 Wochen ***p<0,001
sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sham KO vs. PAB K®p<0,01 PAB WT vs. PAB KO.
sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalarteriellEngding”, WT =C57BL/6J, KO siah1d” 2"
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MPI BL/6J sham Siah1/2KO sham BL/6J PAB Siah1/2KO PAB
MW | SEM | n] MW | SEM| n] MW | SEM | n MW | SEM | n
baseline 0841 003]|6]09]003]|]6]08]010]6 097 | 003 ]| 7
1 Woche 085 001]6]091]001|6]115]004| 6| * | 156 | 0,10 | 7 |ttt###
2Wochen ] 085 003 | 6] 091 010)] 6] 1,30 | 004 ]| 6| **] 1,64 | 010 | 7 | tt#=#
3 Wochen ] 0,83 ] 001 | 6] 091 005] 6] 13| 005] 6]**] 164]| 011 | 7 | tt#=#

=

Tabelle 3.4.5: Rechtsventrikulare globale Funktion (MPI, myocardi@rformance index) de

Siah1/2 Gruppe im Modell des pulmonalarteriellenanding”. Verlaufskontrolle **p<0,01,
***p<0,001 sham WT vs. PAB WT, ###p<0,001 sham K& ¥PAB KO, t1p<0,01, t11p<0,001
PAB WT vs. PAB KO. Analyse mit Two-way ANOVA und {tent-Newman-Keulpost-hocTest.
sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalarterielngding”“, WT =C57BL/6J, KO siah1d” 2"

3.4.8.6 Zusammenfassung der echokardiografisclefumBe

Sowohl ,banding“-operierte WT als auch Siah1/2KOugé entwickelten eine ausgepragte
Rechtsherzhypertrophie, einhergehend mit einerbéidinen Beeintrachtigung der globalen
rechtsventrikularen Funktion. Diese Funktionsmindgr war bei Siahl/2KO Mausen
bereits nach einer Woche signifikant starker ausggpals bei WT-Tieren. Weiterhin
zeigten Siahl/2KO Mause eine signifikant starkerenahme der rechtsatrialen

Querschnittsflache sowie eine auffallend starkétss@ntrikulare Dilatation.

3.4.9 Prozentualer Kollagenanteil des rechten Venkels

Drei Wochen post operationemzeigten sowohl ,banding“-operierte WT als auch
Siah1/2KO Tiere einen signifikanten Anstieg desellistan kollagenen Fasern und somit
eine Fibrose des rechten Ventrikels. Der Kollageagebetrug bei PAB-WT 7,34 + 0,89 %

und bei Siahl/2 KO Mausen 7,10 £ 1,26 %. Die ,shapérierten Tiere wiesen

rechtsventrikulare Kollagengehalte von lediglicii®+ 0,07 % in der WT und 1,22 + 0,11
% in der Siah1/2KO Gruppe auf. Es bestand keinifiignter Unterschied zwischen WT

und KO Mausen der ,banding“-Gruppe (Abb. 3.4.15).
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Abbildung 3.4.15: Darstellung des prozentualen Kollagenanteiles (%9 dbchte Ventrikels de
Siah1l/2 Gruppe (sham WT/KO n=5, PAB WT n=7, PAB K@=6) im Modell des
pulmonalarteriellen ,banding“. (***p<0,001 PAB WTsvsham WT, ###p<0,001 PAB KO vs. sh
KO). sham = Scheinoperation, PAB = pulmonalarte®el banding®, WT = C57BL/6J
KO =siah1d” 2.
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4. Diskussion

4.1 Wahl der Tiermodelle

An der Pathogenese der PH sind zahlreiche Mechanisbeteiligt. Dazu gehdren
Gefal3proliferation, Vasokonstriktion, Inflammatiomnd Thrombose. Jeder dieser
Mechanismen wird von einer komplexen Interaktionietsthiedlicher Zelltypen getragen
(Olschewski and Seeger, 1994; Stenmark et al., [200&ine Erforschung dieser
vielschichtigen Erkrankung ist daher nicht durchikfdturversuche moglich, sondern muss

am Gesamtorganismus erfolgen.

4.1.1 Chronische Hypoxie

Unabhangig von der Atiologie zeigen alle Patientenit einer PH strukturelle
Veranderungen der pulmonalen Gefallbahn, eine restitikuldare Hypertrophie und
terminal ein rechtsventrikulares Versagen (van &uyt al., 1998). Heute steht eine Reihe
von veschiedenen Tiermodellen zur Untersuchung Rldr zu Verfigung, wobei die
chonische Hypoxie und das Monocrotalinmodell am figaten angewendet werden
(Stenmark et al., 2009). Aktuell existiert allerglnkein Tiermodell, das in der Lage ist, alle
pathologischen Veranderungen der humanen PH exakiznahmen. Die Tatsache, dass in
einem Tiermodell nicht alle pathologischen Verandgen der PH nachvollzogen werden
kénnen, ist auch der Tatsache geschuldet, dassudi@ne PH unterschiedliche Ursachen
aufweist und bei verschiedenen Formen der PH witedliche vaskulare Komponenten
beteiligt sind. Dies kommt auch in der Klassifikatider PH (Hoeper, 2009; Simonneau et
al., 2009) zum Ausdruck. Trotzdem steht aul3er Fratpss die Verwendung der
vorhandenen Tiermodelle einen entscheidenden Berua Aufklarung der verschiedenen
Entstehungsmechanismen der PH erbracht hat (urdveeiterhin erbringen wird).

Eine chronische Hypoxie fuhrt bei fast allen Saageh zu sehr &hnlichen strukturellen
Veranderungen der pulmonalen Gefal3e: Es erfolgea d@-novoMuskularisierung von
vormals nicht-muskularisierten kleinen Arteriolegine Zunahme der Muskularisierung
kleiner prakapillarer Arterien, eine Proliferatiand Hypertrophie der glatten Muskelzellen
der Media sowie eine Inflammation. Weiterhin entwickelt sieine Fibrose und damit

einhergehende Verdickung der Gefallwand der groRénopalen Gefal3e. Das Ausmalf}
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dieser Prozesse variiert allerdings tierart- utersabhéngig, sowie individuell (Stenmark et
al., 2009; Weissmann et al., 2006a).

Chronische Hypoxie gilt seit vielen Jahren alsaxerkanntes Tiermodell zur Induktion und
Simulation der PH und wurde in der Vergangenhed wird auch aktuell erfolgreich zur
Erforschung der komplexen Signaltransduktionswdgegeine Rolle in der Pathogenese der
PH spielen, sowie zur Entwicklung neuer Therapiétnes eingesetzt (Dumitrascu et al.,
2006; Mittal et al., 2012; Naeye, 1967; Weissmatnal.e 2003).

Mause zeigen nur eine schwache (und Ratten eirtelatarke) Reaktion auf chronische
Hypoxie, deshalb ist das Modell der durch chroresdtypoxie induzierten PH bei
Nagetieren ein besonders gutes Modell fur die inppe 3 der Dana Point Klassifizierung
zusammengefassten weniger schweren Formen der #4h @ al., 2011). Zur Simulation
der in Gruppe 1 reprasentierten Formen der hum&#sdi (wie IPAH und FPAH) sind
heute weitere Mausmodelle vorhanden, welche diewachiegenden, irreversiblen
GefalRveranderungen im Verlauf dieser Krankheitgbiekakter nachahmen als das Modell
der chronischen Hypoxie. (Nagetiere bilden in HyipdxeineNeointimaoder plexiformen
Lasionen aus, die fur eine humane PAH der Gruppgpisch sind.) Beispiele sind die
Hypoxieexposition serotoniniberexprimierender Mawsel BMPR2-Mutations-Modelle
(Ryan et al., 2011; Stenmark et al., 2009). Nebemctironischen Hypoxieexposition von
Nagetieren existieren Versuchsdesigns mit Grofstiere Primaten, Kiuhen, Schafen und
Schweinen. Diese Tiere stellen partiell besser gyeteé Versuchsmodelle dar, da sie
Verlaufsformen zeigen, die bei Nagetieren nicht sesien. So bilden z. B.
hypoxieexponierte Kalber, im Vergleich zu Ratte lt&usen, eine sehr viel starke PH mit
aggressiven Gefallveranderungen aus (Belknap etl@07). Einschréankungen bei der
Verwendung von Grof3tieren sind allerdings ein héhé&tostenaufwand, eine langsamere
Krankheitsentwicklung und eine schlechtere Akzeptander Gesellschaft (Ryan et al.,
2011). Die Vorteile der Maus sind ein schneller iRepktionszyklus, eine hohe Wurfgro3e
und geringer Platzbedarf, niedrige Haltungskostes ein geringer Bedarf an Wirkstoffen
bei pharmakologischen Studien. Ein weiterer enorerzug ist die vollstandige
Entschlisselung des Genoms der Maus mit der Mdgditlzur Generierung von knockout
Tieren oder der Uberexprimierung von spezifischaméd (Tarnavski, 2009; Tarnavski et
al., 2004), was die Erforschung der PathogenesPideauf molekularer Ebene ermdglicht.
Es bestehen einige molekularbiologische Paralleieischen der Hypoxie-induzierten PH

der Maus und der PH des Menschen. Bei beiden Ketgkiildern erfolgt eine vermehrte
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Expression von bestimmten Wachstumsfaktoren, wiB.zPDGF, VEGF und seinen
Rezeptoren, dew- und B-Untereinheit des Transkritionsfaktors HIF1 sowerschiedener
Entziindungsmediatoren, wie z. B. IL-1 und IL-6 (Budja et al., 2004; Humbert et al.,
1998; Stenmark et al., 2006b). Man muss diese Geamikeiten in der Proteinexpression
allerdings sorgfaltig prufen, da es bereits innérhainer Tierordnung erhebliche
Unterschiede geben kann. So konnte fir Hypoxie-eigpte Mause und Ratten in
Microarrayexperimenten gezeigt werden, dass diee@messionsprofile stark differieren
(Bull et al., 2007).

4.1.2 Pulmonalarterielles ,banding*

Die Druckuberladung des rechten Ventrikels infolis pulmonalarteriellen ,banding”
ermdglicht es, eine von der pulmonalen Gefal3strbimhaabhéngige rechtsventrikulare
Hypertrophie zu erzeugen und zu untersuchen. Waitewverden Effekte einer globalen
Hypoxie (und der damit verbundenen genregulatoeisctintwort) auf das Myokard
ausgeschlossen. Andere Tiermodelle der PH bringesétzlich zu einer Erhéhung der
Nachlast weitere Variablen ins Spiel, die druckdndalyig 2zu veranderten
Genexpressionsprofilen im rechten Ventrikel fuhkénnen (Urashima et al., 2008).

Im Modell des pulmonalarteriellen ,banding” wurdear mannliche Tiere untersucht, da in
einer Vielzahl von Untersuchungen in Tiermodell@wie am Menschen selbst gezeigt
werden konnte, dass bei der Entwicklung einer Hgyethrophie geschlechtsspezifische
Unterschiede bestehen. Weibliche Individuen zeigeiVergleich zu mannlichen bei einer
zugrunde liegenden Druckiberlastung des Herzens geringere Hypertrophie, einen
anderen Hypertrophie-Typ (konzentrisch) sowie &iesser erhaltene Herzfunktion. Ebenso
weisen sie eine geringere Apoptoserate der Kardiaytgn auf. Die Dekompensation einer
Druckuberlastung und ein daraus resultierendes vdesagen treten in Folge der oben
aufgefuhrten Unterschiede bei mannlichen Individémer auf. Die zugrundeliegenden
molekularbiologischen Mechanismen sind derzeit n@at wenig erforscht (Bernardo et
al., 2010; Mendelsohn, 2005). Teilweise werden gischlechtsspezifischen Differenzen
einer kardioprotektiven Wirkung der Ostrogene zebegsben (Tamura et al., 1999).

Die erste detaillierte Anleitung fiur ein PAB beirdelaus lieferte Rockman 1994. Er
charakterisierte darin die mit einem PAB einhergelem kardialen Verdnderungen und
zeigte, dass ein starkes ,banding“ der Pulmonalartenit einer reproduzierbaren

rechtsventrikularen Dysfunktion aufgrund einer Riteon von Kammer unditrium sowie
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Regurgitation der Trikuspidalklappe einhergeht. HEmoderates ,banding® resultiert
hingegen in einer Hypertrophie mit Erhaltung derhtsventrikularen Funktion. Rockman
schlussfolgerte, dass der murine kardiale Phanaofgpge des starken ,banding” der PA der
humanen rechtsventrikularen Dysfunktion im Verlaifer PAH @hnelt (Rockman et al.,
1994). Urashima et al. folgten 2008 mit einer Fkdilon, in der sie eine detaillierte
Beschreibung der Methode und echokardiografischetersachungsergebnisse von
.pbanding“-operierten Mausen mit verschiedenen Hrkuamgsgraden veroffentlichten.
Mause, die ein starkes PAB erhielten, zeigten eaftb&grafisch eine deutliche
rechtsventrikulare Dysfunktion mit starker Dilatatj Abflachung bzw. Beugung des
Septumsund trikuspidaler Regurgitation. Auch der linke itfékel war durch paradoxe
Septumbewegungen, ventrikulare Dyssynchronie unte ajeringere linksventrikulare
diastolische Dimension beeintrachtigt. Das Herzi@nuolumen war reduziert (Urashima
et al.,, 2008). Diese Ergebnisse untermauern diaugig des murinen PAB-Modells, eine
rechtsventrikulare Dysfunktion wie sie mit einerkdmpensation des rechten Ventrikels im
Verlauf einer PH einhergeht, nachzustellen. Weitexeroffentlichten Urashima et al. in
ihrer Studie die Gewichtsverhaltnisse von rechtezntiikel zum Korpergewicht. Mause in
der Kategorie des moderaten ,banding“ zeigten e@eatienten von 1,41 + 0,15 und Tiere
in der Gruppe des starken ,banding” eine Ratio g1 + 0,28 (Urashima et al., 2008). Die
Werte der in der vorliegenden Arbeit ,banding“-apeen Siah2WT, Siah2KO und BL/6J
Mause entsprechen mit 1,33 + 0,06, 1,21 £+ 0,04 8@ + 0,02 denen der als moderat
eingeteilten Tiere, wahrend Siah1l/2KO Mause miegirQuotienten von 1,66 + 0,07 der
Gruppe des schweren ,banding“ zuzuordnen sind.

Tarnavski et al. beschrieben das PAB aufgrund deez Wand de3runcus pulmonalis
und der geringen Toleranz des rechten Ventrikedseale extrem komplizierte Methode
(Tarnavski, 2009) und Urashima et al. veroffenticheine Uberlebensrate von nur 92% der
.banding“-operierten Mause (Urashima et al., 2008)der vorliegenden Studie war die
Uberlebensrate der ,banding“-operierten Tiere dehtl hoher. Dies mag an der
modifizierten Operationsmethode liegen. Statt eimgebogene und entgratete 25 — 27 G
Kantle unter die Pulmonalarterie zu schieben uededanschlieend mit einem Faden zu
ligieren (Rockman et al., 1994; Urashima et al.080wurde die Stenose mittels eines
kleinen Titaniumclips, der mit einem Clipapplier udie A. pulmonalisgelegt wurde,
gesetzt. Durch die minimale Manipulationsdauer dexi Applikation des Clips wird die

Blutzufuhr zur Lunge nur wenige Sekunden unterbund&eiterhin hat der Clip eine
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gewebeschonende breitere Auflageflache auf deriAntexd schneidet nicht, wie ein Faden,
ein. Ebenfalls kann durch die Verwendung des (dipse bei jedem Tier nahezu aquivalente
Stenose produziert werden, die eine optimale Vergbarkeit der Ergebnisse gewébhrleistet.
Urashima et al. stellten in ihrer Veroffentlichumigutlich heraus, wie wichtig es ist,
~Ssham“-operierte Tiere als Kontrollen zu verwendea, es bereits durch eine ,sham®-
Operation zu Veranderungen der Genexpression kd#imab et al., 2004).

Im Modell des murinen PAB gelten, wie auch im Hymomwodell, die Limitationen der
Ubertragung der Ergebnisse auf den Menschen. Spet@schiede miissen beachtet und
die Ergebnisse missen in Experimenten an groRedrgeBeren bestatigt werden
(Urashima et al., 2008).

4.2 Interpretation der physiologischen, histologidzen und echokardio-
grafischen Untersuchungsergebnisse der Siah Ma&usemi Modell der

chronischen Hypoxie

4.2.1 Physiologische Parameter

Alle Mause der Hypoxiegruppen zeigten in den ersben bis vier Tagen des Versuches
eine Gewichtsabnahme. Diese kann einer initial etrefhden Diurese infolge der

hypoxischen Bedingungen zugeschrieben werden.diésler Flissigkeitsausschwemmung
ist eine Hamokonzentration mit Steigerung der Sso#transportkapazitat durch eine

Reduktion des Plasmavolumens. Im Rahmen der Akkismeaung erfolgt eine Steigerung

der Erythropoese durch die Ausschittung von Eryibietin. Dieser Prozess bendétigt

allerdings einige Tage, so dass die initiale Ad@&mtavon den frihen Veranderungen des
Flissigkeitshaushaltes getragen wird (Semenza,; I988sbach et al., 2011; Woods et al.,
2011). Alle Mause, die unter hypoxischen Bedingungehalten wurden, zeigten nach vier
Wochen einen signifikanten Anstieg des Hamatokritege Dieser Hamatokritanstieg kann

folglich als Kontrollparameter fir die hypoxisch&fersuchsbedingungen herangezogen
werden.

Wahrend der hdmodynamischen Messung am Ende desidhes wiesen alle Hypoxie-

exponierten Mause signifikant oder tendenziell ngate SAP Werte als die normoxischen
Kontrollgruppen auf. Dieses Phanomen lasst sicbitdame Hypoxie-bedingte systemische

Vasodilatation erklaren (Weissmann et al., 2008t8tschiedene Studien zu chronischer
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Hohenexposition von Menschen zeigten ebenfallsnemiedrigten Blutdruck (Hanna,
1999; Marticorena et al., 1969); selbst Personenjid gesamtes Leben in grol3er Hohe
verbringen weisen eine Hypotension auf (Weitz, 3982

Der rechtsventrikulare Druck und die Gewichtsverfigée von rechtem Ventrikel zu
linkem Ventrikel plus Septumund des rechten Ventrikels zum Ko&rpergewicht (im
Folgenden als Rechtsherzratios bezeichnet) wareallba hypoxischen Mausen signifikant
erhoht. Die hoheren Rechtsherzgewichte hypoxistiéuse weisen auf eine vorliegende
Rechtsherzhypertrophie hin. Ein Hypoxie-induzieRenckanstieg im rechten Ventrikel mit
resultierender Hypertrophie ist ein seit vielen r@ahbei Mensch und Tier bekanntes
Phé&nomen (Heath et al., 1973; Meyrick and Reid31%8enmark et al., 2009). Wie in 1.2
ausfuhrlich beschrieben, fuhren die hypoxiebedinmtenonale Vasokonstriktion und das
vaskulare Remodeling zu einer Steigerung der reehtskuldren Nachlast durch Zunahme
des pulmonal-vaskularen Widerstandes bei gleicigzeéminderter Compliance. Der rechte
Ventrikel reagiert zunachst mit einer kompensatbiesn Hypertrophie, die terminal in einer
rechtsventrikularen Dekompensation mundet (Schernetil al., 2011; Stenmark et al.,
2006b; Weitzenblum, 2003).

Die Herzratios waren bei hypoxischen Siah2KO undh&2KO Mausen signifikant
niedriger als bei ihren WT-Kontrollen. Dies bedéutdass die KO-Tiere auf den
hypoxischen Stimulus mit einer geringeren Rechi@hgrertrophie reagieren. Siah1/2KO
Mause wiesen weiterhin einen geringeren Anstieg RI¢SP verglichen mit ihren WT-
Kontrollen auf. Bei Siah2KO Tieren war der rechtsvikulare Druckanstieg ebenso hoch
wie bei den Siah2WT. Dies spricht fur einen posiivEffekt des Fehlens der Siah-
Ubiquitinligasen auf die klinische Auspragung def Bit einer Wirkungspotenzierung

durch Deletion beider Siah-Proteine.

4.2.2 Histologische Parameter

Die histologischen Schnitte zur Bestimmung des Miasisierungsgrades der pulmonalen
Gefalle wurden mit Hilfe der ,Anti-alpha-Aktin/vonilébrand Faktor-Farbung“ markiert.

Dies ist eine etablierte Methode zur Darstellung glatten Muskelzellen (durch alpha-
Aktin) und einer quantitativen Auswertung der muakisierten Gefaldwandareale (Angelini
et al., 2010; Dahal et al., 2011; Schermuly et 2005; Yin et al., 2012). Die Zunahme
glatter Muskelzellen im Rahmen der Pathogenes®Hebetrifft vor allem dieMedia kann

aber auch Bereiche dbitima erfassen. Weiterhin erfolgt eine Anhaufung vorrélitasten
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und extrazellularen Matrixproteinen, die zu eineerdickung derAdventitia fihren
(Stenmark et al., 2006a; Stenmark et al., 2006lypoische Mause zeigen trotz eines
deutlichen Anstieges des rechtsventrikularen Drsicker ein geringgradiges vaskulares
Remodeling (Stenmark et al., 2009). In der vorlreten Studie wiesen hypoxische Mause
aller Linien einen signifikanten Anstieg der Muskuierung (etwa 20-22%) und der
Wandstarke (etwa 4-6%) der kleinen pulmonalen Aeterauf. Trotz der geringeren
Rechtsherzhypertrophie beider knockout-Linien uret deringeren rechtsventrikularen
Dricke der Siah1/2KO Méause zeigten diese keinergcireede in der Muskularisierung der
pulmonalen Gefalie. Um zu untersuchen, ob bei demsiviéEen Unterschiede im
GefalRremodeling bestehen, die nicht von den glatheskelzellen getragen werden, wurde
zusatzlich die Gesamtwandstarke (Revermann eR@D9; Song et al., 2008) vermessen.
Auch hier wiesen knockout-Mause im Vergleich zu Wa@ntrollen sowohl unter Hypoxie
als auch unter Normoxie keine Unterschiede auf. Dedetion der Siah-Ubiquitinligasen
beeinflusst also das Remodeling des rechten Vetdrikfolge einer gesteigerten Nachlast,

wéhrend das Hypoxie-induzierte pulmonalvaskularmé&deling unverandert bleibt.

4.2.3 Echokardiografische Messungen

Die echokardiografischen Untersuchungen zeigtenhlgpoxischen Mausen aller Linien
einen Anstieg der Wandstarke (RVWT). Dieses Ergelkarreliert mit den steigenden
Rechtsherzratios hypoxischer Tiere. Die Zunahme REWT war bei Siah-defizienten
Mausen signifikant geringer ausgepragt als bei Vi&reh. Weiterhin zeigten WT Tiere
nach vierwdchiger Hypoxie eine Dilatation des reah¥entrikels, wahrend die Tiere beider
SiahKO-Linien Werte im Bereich der normoxischenr&iaufwiesen. Die Vermessung der
enddiastolischen rechtsatrialen Flache ergab dashgl Bild. Sie war bei hypoxischen WT
deutlich vergrofRert, wahrend hypoxische KO Tieralidhe Werte wie die normoxischen
Kontrollen aufwiesen. Eine starke rechtsventrikelldtypertrophie, Dilatation und eine
VergroRerung des rechtektrium stellen Hinweise auf einen dekompensierenden eacht
Ventrikel dar (Bogaard et al., 2009a; Steiner atvdugr, 2009). Das Herzminutenvolumen
(cardiac output, CO) fiel bei hypoxischen WT Maugmogredient mit der Dauer der
Hypoxie. Im Gegensatz dazu stieg der CO bei hypteis Siah2KO Tieren nach zwei und
drei Wochen deutlich an und fiel nach vier Wocheeder etwas ab (lag aber immer noch
deutlich Uber den Werten vor Hypoxieexposition).i Be&éahl/2KO Tieren stieg der CO
geringgradig aber progredient an. Ein Anstieg d€sstellt beim Menschen eine bekannte
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kompensatorische Reaktion auf eine akute Hypoxiesi®pn dar, die durch einen Anstieg
des sympatischen Tonus ausgelost wird. Unter céecher Hypoxie erfolgt eine
Akklimatisierung mit dem Abfall des CO auf Basakaw (Trubsbach et al., 2011). Welcher
intrinsische Mechanismus dem progredienten AnstiegyCO unter chronisch hypoxischen
Bedingungen bei SiahKO-Mausen zugrunde liegt,nbielkannt.

Die TAPSE (als Parameter der systolischen Herzianktlag bei hypoxischen SiahKO
Mausen im Bereich der normoxischen Tiere, wéhraedbsi Hypoxie-exponierten WT
kontinuierlich abnahm. Die diastolische Funktiom{gtelt durch die IVRT/RR) der WT-
Mause verschlechterte sich deutlich unter Hypokigpoxische Siah2KO Mause zeigten
nach zwei Wochen einen ebenso hohen Anstieg derT I\bRw. eine ebenso starke
Beeintrachtigung der diastolischen Funktion wieeilWT-Kontrollen, lagen bei den
folgenden Messungen (nach drei und vier Wochegjditigs deutlich unter den Werten der
WT. Hypoxische Siahl/2KO Mause wiesen wahrend dilesszeitpunkte einen kaum
merklichen Anstieg des IVRT auf, hatten also eirteakkenene diastolische Funktion. Die
globale rechtsventrikulare Funktion (gemessen ddet MPI) war bei hypoxischen WT
stark eingeschrankt. Hypoxische Siah2KO Tiere eeigtbenfalls eine Verschlechterung
des MPI, die allerdings deutlich geringer ausgefpvwéay als bei WT Mausen. Die globale
rechtsventrikulare Funktion der Siahl/2KO Tiere waunter Hypoxie, mit
Verlaufsmesswerten um das Basalniveau, vollstaediglten. Insgesamt wiesen Hypoxie-
exponierte WT eine progredient schlechter werderatshtsventrikuldre Funktion auf.
Siah2KO Mause zeigten eine wesentlich geringer eguégte Verschlechterung als
Siah2WT, und Siah1/2KO Tiere sogar eine vollstamaltpltene Arbeitsleistung des rechten
Herzens.

Diese Daten korrelieren mit den Ergebnissen deezddgos und des RVSP und untermauern
eine Protektion der kardialen Funktion unter hygolken Bedingungen durch die Deletion
der Siah-Ubiquitinligasen mit additivem Effekt dardas Ausschalten beider Isoformen.
Auffallig war allerdings, dass normoxische Siahl@@?KWduse einen signifikant héheren
MPI-Index und einen tendenziell hdheren IVRT Waetso eine tendenziell schlechtere
diastolische und signifikant beeintrachtigte gl@bedchtsventrikulare Funktion zeigten als
normoxische WT Mause. Die zusatzliche Deletion vsiahla scheint also unter
Normoxiebedingungen einen negativen Einfluss aef diastolische Leistung bzw. die
rechtsventrikuldre Relaxation zu haben. Unter higmhen Versuchsbedingungen spielt

diese Einschrankung keine Rolle, bzw. besitzt ingebeeil sogar einen positiven Effekt.
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4.3 Interpretation der physiologischen, histologideen und echokardio-
grafischen Untersuchungsergebnisse der Siah Mauseni Modell des

pulmonalarteriellen ,banding*

4.3.1 Physiologische Parameter

Infolge der ,sham®- und ,banding“-Operation zeigtehle M&use aller Linien einen
Gewichtsverlust. Dieser resultiert aus dem opegatiEingriff und einer folgenden
reduzierten Futter- und Wasseraufnahme am Tag deeraflon. Nach einer kurzen
Rekonvaleszenzphase von 1-3 Tagen begannen aleewieder an Gewicht zuzunehmen.
Das pulmonalarterielle ,banding” flhrte bei allerdien, wie in der Literatur beschrieben
(Tarnavski et al., 2004; Urashima et al., 2008), emem starken Anstieg des
rechtsventrikularen Druckes und zu einer deutlicheméhung der Rechtsherzratios.
Siah2KO Mause zeigten, wie im Hypoxiemodell, geeirggRatios als ihre WT-Kontrollen,
was fur eine verminderte Rechtsherzhypertrophieiclspr Interessanterweise wiesen
.panding“-operierte Siah1/2KO Tiere deutlich héhe@otienten als ihre ,banding“-
operierten Kontrollen auf. Um zu zeigen, dass dmsht an knockout-spezifischen
Entwicklungen der Korper- und Herzgrof3en bzw. -readiegt, wurde zusatzlich die Ratio
von rechtem Ventrikel zu Tibialange dargestellt.cAlhier wiesen hypoxische Siah1/2KO
Mause signifikant hohere Quotienten auf als ihre-Méhtrollen.

Weiterhin wurde das recht&trium der Mduse am Ende des Versuches gewogen und zum
Kdrpergewicht ins Verhaltnis gesetzt. ,Banding“-apde Mause aller Linien zeigten einen
deutlichen Anstieg des atrialen Gewichtes. DieséginBmen lasst sich durch den
mangelndenen Klappenschlusses  der  Atrioventrikldpde aufgrund der
Volumenuberladung und Dilatation des rechten Vkalsi (Vonk Noordegraaf and Galie,
2011) erklaren. Der unvollstandinge Schluss derelk&ppe erzeugt eine Volumen-
belastung des rechtéirium mit folgender Hypertrophie und Dilatation bzw. &irGrélien-
und Massenzunahme. Das Verhéltnis von rechiemim zu Kérpergewicht war, wie auch
die Rechtsherzratios, bei ,banding“-operierten 2kKB Mausen geringer und bei
Siah1/2KO Tieren hoher als bei ihren ,banding“-ogeen WT-Kontrollen.

Der Doppelknockout beider Siah-Ubiquitinligasen esnoh im Modell des PAB (im
Gegensatz zur chronischen Hypoxie) demnach negétissvirkungen auf das kardiale

Remodeling zu besitzen.
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4.3.2 Echokardiografische Parameter

Die echokardiografischen Untersuchungen zeigten, lmnding“-operierten Méausen aller
Linien eine vergleichbar stark ausgepragte ZunattendVanddicke des rechten Ventrikels.
Dieses Resultat korreliert nicht mit den Ergebmssker Rechtsherzratios. ,Banding“-
operierte Siah2WT und Siah2KO Tiere wiesen eineivaignte Dilatation des rechten
Ventrikels auf, wahrend ,banding“-operierte SialKZ2 Mause eine signifikant starkere
rechtsventrikulare Dilatation als ihre ,banding‘esigrten WT-Kontrollen zeigten. Die
h6éheren Rechtsherzratios der Siahl/2KO Tiere ilieseit also aus der starkeren
rechtsventrikularen Dilatation, da der rechte Vigetr durch eine Flachenzunahme bei
gleich bleibender Wanddicke an Gesamtmasse zun#enum die Rechtsherzratios der
Siah2 Gruppe von den echokardiografischen Messurgjemichen, bleibt allerdings
ungeklart. Die echokardiografisch vermessene Flalgserechten Vorhofes am Ende der
Diastole (RA area) war bei ,banding“-operierten Mén aller Linien deutlich gré3er als bei
ihren ,sham“-Kontrollen. ,Banding“-operierte Siah@K Tiere zeigten eine signifikant
kleinere rechtsatriale Querschnittsflache als SMh2 wahrend Siahl/2KO Mause eine
signifikant groRere rechtsatriale Querschnittsfachls ihre WT-Kontrollen aufwiesen.
Diese Ergebnisse korrelieren mit dem Verhéltnis @esvichts des rechteAtrium zum
Gesamtkorpergewicht.

Das Herzminutenvolumen sank bei Mausen aller Linpogredient im Verlauf des
dreiwdchigen ,banding®. Der CO der ,banding“-opetam Siah2KO Tiere war tendenziell
hoher als bei ,banding“-operierten Siah2WT Mausevihrend ,banding“-operierte
Siah1/2KO Tiere einen signifikant niedrigeren CGQ #hre ,banding“-operierten WT-
Kontrollen zeigten. Auch die systolische Funktidegtimmt durch Messung der TAPSE),
die diastolische Funktion (gemessen durch den IWR)/ und die globale
rechtsventrikulare Funktion (ermittelt duch den MRierschlechterten sich bei allen
.pbanding“-operierten Mausen fortschreitend im di@Wwigen Versuchsverlauf. ,Banding*-
operierte Siah2KO und Siah2WT Mause zeigten naclued zwei Wochen eine ahnliche
rechtsventrikulare Funktion. Bei der Endpunktmegsurach drei Wochen waren die
systolische, diastolische und globale Funktion @anding-operierten Siah2KO Tiere
allerdings signifikant besser erhalten als bei 3l Mausen. ,Banding“-operierte
Siah1/2KO Mause wiesen bereits nach einer Woclesghlechtere systolische und globale

Funktion auf als ihre ,banding“-operierten WT-Kaviten. Bei den folgenden Messungen
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nach zwei und drei Wochen war die diastolische Eankebenfalls signifikant schwacher
als bei den Kontrollen.

Insgesamt zeigten Siah2KO Tiere im Modell des pulatarteriellen ,banding“ eine
signifikant besser erhaltene rechtsventrikularekian und ein weniger stark vergréertes
rechtesAtrium als die Siah2WT Mause. ,Banding“-operierte SiaKId2 Tiere wiesen
hingegen eine erheblich starkere rechtsventrikul#tatation, eine signifikant schlechtere
Leistung des rechten Ventrikels, sowie ein stabemintrachtigtes rechtégrium auf.

Die Deletion vorsiah2verursachte im Modell des pulmonalarteriellen giag“, wie auch
im Hypoxiemodell, einen positiven Effekt auf diehésventrikulare Funktion, wahrend der
zusatzliche Verlust von Siahla, anders als im Higuordell, die rechtsventrikulare
Pathologie deutlich verschlechterte. Eine Klarureg trsache dieser unterschiedlichen
Reaktionen in den beiden Tiermodellen war im Rahuatieser Arbeit leider nicht méglich
und muss daher spekulativ bleiben. Ein wichtigesekum kdnnte in der unterschiedlich
starken Druckbelastung und Zeitkinetik des Hypoxiead ,banding“-Modells mit
Anschaltung unterschiedlicher Signaltransduktioskkden liegen. Eine Hypoxie fuhrt zu
einer langsam ansteigenden milden Druckbelasturiifjremd durch das Setzen einer
operativen Stenose der Pulmonalarterie ein pl#tztistarker Druckanstieg erfolgt.
Siah1l/2KO Mause besalRen bereits unter normoxis@emingungen eine schlechtere
diastolische und globale Herzfunktion als ihre Wadrktollen. Auch bei der ,baseline”-
Messung (vor Versuchsbeginn) der Siah1l/2KO ,shaomd ,banding“-Gruppe war eine
tendenziell schlechtere globale rechtsventrikukirektion der Siah1/2KO Tiere, verglichen
mit thren WT-Kontrollen, erkennbar. Durch das ,beangd der Pulmonalarterie steigt der
Sauerstoffbedarf bei stark reduziertem Koronarflpéstzlich an. Eine eingeschrankte
diastolische Funktion bzw. Relaxation des rechtentkikels verschlechtert diese Situation.
Kann dieses Ungleichgewicht nicht mehr kompensienttden, so kommt es zur Ischamie
mit nachfolgendem Verlust der rechtsventrikularereistung und rechtsventrikularer
Dilatation (Steiner and Strauer, 2009; Vonk Noordefand Galie, 2011).

AulBer der Starke und Zeitkinetik des Stimulus mosm beachten, dass eine globale
Hypoxie das Anschalten einer Vielzahl von Signaiiealen, die den gesamten Organismus
(also auch das Herz) beeinflussen, bewirkt. Ein ngliag® erzeugt durch eine
Volumenuberladung des rechten Ventrikels mit resi@dhdem Anstieg der Wandspannung
und einem folgenden erhdhten Sauerstoffbedarfibgeschranktem Koronarfluss lediglich

eine lokale Hypoxie (Steiner and Strauer, 2009)it&vtein wird diskutiert, dass der rechte
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Ventrikel im Rahmen einer PH von in der Lunge afdaden Prozessen beeinflusst werden
kann. Als verantwortliche Mediatoren kommen Immuierepulmonaler Herkunft, die das
Herz infliltrieren und Chemokine oder Antikérpergatben, Hormone (Angll, ET-1) und
neuronale Reflexbégen in Betracht (Bogaard et 2009b). Es existiert also ein
Wechselspiel zwischen Lunge und rechtem Ventrikiels im Hypoxiemodell andere
Ausgangsbedingungen als im ,banding“-Modell schafteiterhin zeigten Vistnes et al.,
dass die Serumspiegel von Zytokinen bei Mausen Hheitzversagen atiologieabhangig

variieren (Vistnes et al., 2010).

4.3.3 Histologische Parameter

Ein Kennzeichen des Wechsels von einer physiolbgiscbzw. adaptiven zu einer
maladaptiven Hypertrophie ist der Verlust von Kamdyozyten und ihr Ersatz durch
fibrotisches Material (Bernardo et al., 2010). Bssteht eine Fibrose, die sich histologisch
durch eine Vermehrung der kollagenen Fasern bzsvkdiéagenen Bindegewebes definiert
(Stinzi and Weiss, 1990). Zur Untersuchung desoBégrades wurden die kollagenen
Fasern im rechten Ventrikel mit Sirius Red rot dége und prozentual ausgewertet
(Kosanovic et al.,, 2011). ,Banding“-operierte SiK2 Mause zeigten einen deutlich
geringeren Anteil an kollagenen Fasern als ihre Kéhtrollen. Dies spricht fur eine
.weniger pathologische" Herzhypertrophie mit einergeringeren Verlust von
funktionsfahigen Kardiomyozyten bei ,banding“-omgten Siah2KO Méausen im Vergleich
zu Siah2WT und korreliert mit den physiologischenl @chokardiografischen Ergebnissen.
.Banding“-operierte Siah1l/2KO Tiere wiesen, trotanez offensichtlich starkeren
rechtsventrikularen Beeintrachtigung, eine ebenatkes Fibrose wie ihre Kontrollen auf.
Diese Ergebnisse konnten einen Hinweis auf eineteRiion der Kardiomyozyten
gegeniber einer Apoptose durch Deletion der Sialglitinligasen darstellen. Eine Rolle
der Siah-Ubiquitinligasen im Apoptosegeschehen nsidbwohl pro- als auch
antiapoptotischen Effekten durch ein Eingreifen vierschiedene Signalkaskaden wie
TRAF2, JNK, TRF2B-Catenin und HIPK2 ist bekannt (siehe 1.5.6). Diéerhtur zufolge
kann Siah durch die Interaktion mit JNK, TRER2Catenin und GAPDH proapoptotisch
(Hara et al., 2006; Horikawa et al., 2011; Liu kbt 2001; Wang et al., 2011; Wen et al.,
2010; Xu et al., 2006), durch den Abbau von HIPK#apoptotisch (Calzado et al., 2008;
Kim et al., 2009b; Winter et al., 2008) und durdéé Beeinflussung von TRAF2 anti- oder
proapoptotisch (Christian et al., 2011; Habelhahl e2002; Polekhina et al., 2002) wirken.
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Zusatzlich zu den vielen unterschiedlichen Sigaakduktionswegen mit kontraren
Auswirkungen ist eine zelltypabhangige Wirkung Wiah auf die Apoptose beschrieben
(Brauckhoff et al., 2011). Um zu untersuchen, ok derbesserte rechtsventrikulare
Funktion und reduzierte Fibrose im Zusammenhang emer verminderten Apoptose
stehen, konnte man im Anschluss an diese Arbeitdchst einen Apoptoseassay
durchfiihren und bei einem positiven Ergebnis digrEssion von HIPK2 und TRAF2
molekularbiologisch bestimmen.

Eine weitere Erklarungsmoglichkeit fur die geringeechtsventrikulare Fibrose der Siah-
defizienten Mause koénnte in einer verminderten &g#ihsynthese durch den Einfluss der
Siah-Ubiquitinligasen aup-Catenin und/oder HIPK2 liegen. Verschiedene Paliliken
belegen eine Rolle vop-Catenin in der Pathogenese von fibrotischen Dydfonen, wie
der Lungenfibrose (Chilosi et al., 2003; Kim et &009a), der Leberfibrose, Nierenfibrose
und Hautfibrose (Guo et al., 2012). Weiterhin gfleCatenin eine Rolle bei der Entstehung
von hyperplastischen Wunden mit UberschieRenddag@hproduktion (Lam and Gottardi,
2011). Die Entstehung der verschiedenen Organ#oregrd durch eine Heraufregulation
bzw. Aktivitatssteigerung vof-Catenin ausgeldst bzw. unterhalten. Neuere Stuzbegen
eine Beteiligung des Siah-Zielproteins HIPK2 an &athogenese der pulmonalen und
renalen Fibrose (Jin et al., 2012; Ricci et al130Es scheint im Rahmen beider Prozesse
vermehrt exprimiert zu werden.

Eine Siah-Defizienz fuhrt nach den eigenen Ergedems zu einer verminderten
Kollagenbildung. Bedenkt man, dass Siah am AbbawpvGatenin und HIPK2 beteiligt ist,
also deren Wirkung abschwécht, dann stehen diebBigge dieser Studie im Widerspruch
zu den oben beschriebenen Beobachtungen (Chilasi, @003; Guo et al., 2012; Jin et al.,
2012; Kim et al., 2009a; Lam and Gottardi, 2011cdret al., 2013). Es musste bei Siah-
defizienten Tieren somit eigentlich meglCatenin und HIPK2 verfligbar sein und folglich
mehr Kollagen gebildet werden. Untersuchungen inokaydialen Infarktmodell zeigten
allerdings ebenfalls kontroverse Ergebnisse fiirRsle vonp-Catenin. In verschiedenen
Studien war eine Reduktion der Infarktgrof3e sowddnich Stimulation als auch durch
Inhibition der WntB-Catenin Signaltranduktion auslosbar. Weiterhinriken im Rahmen
der kardialen Hypertrophie sowohl eine Herauf-, algh eine Herunterregulation der
cateninGenexpression beobachtet werden (Oerlemans 204aD). Mindliche Berichte von

Dr. Andreas Modller (Peter MacCallum Cancer Cenlelbourne, Australien) tUber eine
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verminderte Kollagenbildung im Verlauf der Narbets¢ehung bei Siah2KO Mé&usen im
Rahmen von Wundheilungsstudien korrelieren wiedamitrden eigenen Ergebnissen.
Hypoxische Siah-defiziente sowie WT Mause zeigteadev untereinander, noch im
Vergleich zu zu ihren normoxischen Kontrollen Ustdriede im Kollagengehalt der rechten
Ventrikel. Dies lasst sich beispielsweise durch demgsameren und geringeren
Druckanstieg in Hypoxie erklaren. Das rechte Hemrksich langsam adaptieren, ohne dass
ein Verlust von Kardiomyozyten entsteht der duritdrotisches Material ersetzt werden
muss.

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Kapillalintgcin chronisch hypertrophierten Herzen
herabgesetzt ist. Dies resultiert in groReren Biffnsstrecken, die zu einer limitierten
Energie- und Sauerstoffversorgung fuhren (Frielt @el Nido, 2003). Um eine Aussage
Uber die nutritive Versorgung und Oxygenierung ldeszmuskels treffen zu kénnen, wurde
bei ,banding“-operierten Siah2 Mausen das Verhglt@ar Anzahl der Kapillaren (Kap) zur
Kardiomyozytenanzahl (KM) bestimmt. Diese wurdeawdait Hilfe einer histochemischen
Fluoreszenzfarbung sichtbar gemacht und anschlie8esgezahlt (Kosanovic et al., 2011;
Wei et al., 2012). Fur einen ersten Uberblick wardanachst die Herzen von jeweils zwei
~Sham“-operierten Siah2KO und Siah2WT Mausen, sowier ,banding“-operierten
Siah2KO und funf Siah2 WT Tieren untersucht. Esendteine signifikanten Unterschiede
zwischen Siah2KO und Siah2WT Mausen feststellbamsiehtlich der Aussagefahigkeit
der emittelten Ergebnisse muss man einschrankedehken, dass hypertrophierte Zellen in
einer definierten Flache mehr Raum einnehmen. s &@liso weniger Zellen bei gleicher
Flache vorhanden, wahrend die Zahl der Kapillaremeténdert bleibt. Dies hat einen
Anstieg des Quotienten Kap/KM zur Folge. Eine gemaltAussage lasst sich treffen, indem
man das Verhaltnis der Anzahl der Kapillaren zuickhe der Kardiomyozyten berechnet
(Appelhoff et al., 2004). Aufgrund dieser Tatsached der fehlenden signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurde S$tichprobenumfang der
scheinoperierten Tiere nicht aufgestockt. Im Angsklan die vorliegende Arbeit wurden
die Kardiomyozyten vermessen und der Quotient aes Hapillarenanzahl zur
Kardiomyozytenflache gebildet. Auch hier zeigterthsikeine Unterschiede zwischen
Siah2WT und Siah2 KO Mausen. Die bessere rechtskeldire Funktion der ,banding“-
operierten SiahKO Mause im Vergleich zu ihren WTnKollen ist also nicht auf eine
verminderte Hypertrophie und bessere Versorgungggin der Kardiomyozyten

zurtckzufihren. Weiterhin zeigten die Flachenmegsondass die Unterschiede in der
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rechtsventrikularen Massenzunahme zwischen Siah@WdTSiah2KO Tieren (3.2.4, 3.2.5)
nicht aus einer unterschiedlich stark ausgepradigpertrophie der Kardiomyozyten
sondern aus Differenzen in der Zunahme des filmotis Gewebes (bzw. Kollagenanteiles

3.2.8) resultieren.
4.4 Molekularbiologische Untersuchungen

4.4.1 Genexpression der Siah-Ubiquitinligasen

Die Expression der Siah-Ubiquitinligasen wurde efttRT-PCR untersucht, da die Siah-
Proteine im Homogenat aus intaktem Gewebe aufgruddr bestandigen
Autoubiquitinierung (Hu and Fearon, 1999; Lorickat, 1999) nicht nachweisbar sind.
Siah2war im Gewebehomogenat der Lunge und des rechesrikels von hypoxischen
Siah2WT Mausen nicht reguliert. Des Weiteren blgiéb Expression vorsiahla/b bei
hypoxischen Siah2WT und Siah2KO Tieren ebenfalleetindert. Nakayama et al. zeigten
in Zellkulturexperimenten eine zeitabhangige Hemgilation vonsiah2 unter Hypoxie
(Nakayama et al.,, 2004; Nakayama and Ronai, 2004 \Wang et al. einen ebenso
zeitabh&ngigen Anstieg vaiahl (Wang et al., 2011). In beiden Studien persigierese
Heraufregulation lediglich flr 12-24 Stunden bedie# mRNA-Expression wieder abfiel.
Die Siah-Ubiquitinligasen werden also in akuter biyje heraufreguliert und anschliel3end
wieder herunterreguliert. Bei den in der vorliegemd Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen nach chronischer Hypoxieexposit@gte sich keine Regulation dsiah
mRNA-Expression. Uber die Siah-Gen- und Proteinesgion unter chronischer Hypoxie
liegen zurzeit noch keine Veroéffentlichungen voresD Weiteren muss man eine
eingeschréankte Vergleichbarkeit von Zellkulturexpenten mit der Verwendung eines
intakten Gewebeverbandes, in dem eine Reihe vorintéebktionen stattfinden,
bertcksichtigen.

Zusatzlich wurde die Genexpression vasiahla/b und siah2 im Modell des
pulmonalarteriellen ,banding” im Gewebehomogena ehten Ventrikels gemessen. Hier
war ebenfalls keine Regulation feststellbar. Dien€&g@ression der Siah-Ubiquitinligasen
erwies sich also weder unter chronischer Hypoxashnim Druckiberladungsmodell des
rechten Ventrikels als verandert.

Aufgrund von mdglichen posttranskriptionalen undstpanslationalen Veranderungen,
welche die Menge an funktionsfahigem Protein emslgnd beeinflussen kénnen, sowie

von Eingriffen in die Proteinaktivitat (z. B. durddhosphorylierungen (Khurana et al.,
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2006)) kann allein anhand von PCR Untersuchungenekgesicherte Aussage uUber die
Verfugbarkeit und Wirkungseffizienz der Siah-Progigetroffen werden. Um diese zu
determinieren, waren weitere molekularbiologiscmesuchungen (wie z. B. Westernblots
mit  Antikérpern zur Detektion phosphorylierter Siloteine) ndétig, deren

Durchfuhrbarkeit allerdings durch die bestandigaofibiquitinierung von Siah erheblich

eingeschrankt wird.

4.4.2 Prolyl-4-Hydroxylasen (PHD)
Die Prolyl-4-Hydroxylasen PHD1, PHD2 und PHD3 sHidlproteine von Siah und spielen,

wie in der Einleitung beschrieben (1.5 und 1.&)gewvichtige Rolle bei der Regulation von
HIF, einem Schlisselfaktor der pulmonalen Hypedgdilanze et al., 2007; Stenmark et al.,
2006b) und der Rechtsherzhypertrophie (Krishnaal.e2009; Sano et al., 2007; Semenza,
2012). Deshalb wurde der Effekt des Sauerstoffgesndizw. der Operationsmethode sowie
des knockout der Siah-Ubiquitinligasen auf die @&rwxpression der PHDs im
Gewebehomogenat der Lunge und des rechten VemstrikelHypoxie- und ,banding”-

Modell mittels Westernblotverfahren untersucht.

4.4.2.1 Proteinexpression von PHD1

Die differenzielle Proteinexpression von PHD1 esvgich weder in der Lunge noch im
rechten Ventrikel der Hypoxie- und ,banding“-Gruppals reguliert. Aus der Literatur ist
bekannt, dass PHD1 im Gegensatz zu PHD2 und PHDt per sedurch Hypoxie
induziert wird. Appelhoff et al. zeigten bei der tgrsuchung dephdl-Genexpression in
verschiedenen Zelltypen unter Hypoxie keine Regrabder eine Herunterregulation
(Appelhoff et al., 2004). Die Untersuchung der PHRYbteinexpression unter hypoxischen
Bedingungen in K1735p Melanomzellen durch Qi eteafjab ebenfalls keine Regulation
(Qi et al., 2008). Willam et al. vertffentlichteme Studie, in der die Genexpression von
phdl im Herzen von Ratten nach 8-stiindiger Hypoxieeitioos nicht verandert war
(Willam et al., 2006). Khanna et al. wiesen jedagihe Heraufregulation dephdl-
Genexpression in hypoxischen HT22 Zellen und Gehinmon hypoxischen Mausen nach
(Khanna et al., 2006). Diese Daten zeigen eindgypalbhéngig variierende Regulation fur
PHDL1. Die von Appelhoff, Qi und Willam gezeigte feihhde Regulation von PHD1 geht mit
dem Bild der Proteinexpression in der Lunge sowieHerzen der Siah-Mause unter dem
Effekt ,Sauerstoffgehalt” (bzw. Hypoxie) konformush das pulmonalarterielle ,banding*

und die dadurch generierte Druckiberladung mitltiesender lokaler Hypoxie des rechten
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Ventrikels hatte keinen Einfluss auf die Proteirmesgion von PHD1. Nakayama et al.
beobachteten in Zellkulturexperimenten, dass dan3kription von ieh in akuter Hypoxie
steigt und mit einem Anstieg der Degradation deDPHind PHD3 Proteine einhergeht
(Nakayama et al., 2004; Nakayama et al., 2009einvorliegenden Arbeit konnte nach
einer chronischen vierwdchigen Hypoxieexposition@Geawebehomogenat von Lunge und
rechtem Ventrikel in keiner der Gruppen eine venmtglkenexpression vasiahla/bund
siah2gezeigt und auch kein Absinken der PHD1 Protegileachgewiesen werden.

Geht man von einer hauptsachlichen Regulation veabP und PHD3 durch die Siah-
Ubiquitinligasen aus, ware zu erwarten gewesens &ah2KO und Siah1/2KO Mause
aufgrund einer geringeren Degradation von PHD1 &idleere Proteinexpression als die
entsprechenden WT-Kontrollen aufweisen. Die feh¢edifferentielle Regulation unter dem
Effekt ,knockout” im Rahmen der hier durchgefuhrtErperimente unterstitzt Theorien
die besagen, dass die Verfugbarkeit der PHDs aucthdindere E3-Ligasen (Nakayama et
al., 2004) oder weitere Siah-unabhangige MechamsifMyllyharju, 2008) reguliert
werden konnte.

Ein wichtiger Faktor der die Aussagefahigkeit deestérnblots von Lungenhomogenat
einschrankt ist, dass die Lunge aus einer Vielzahl unterschiedlichen Zelltypen besteht
(Pneumozyten Typl und Typ2, GefalRendothel, glatskdizellen, Knorpelzellen, Zellen
des Immunsystems), in denen PHD1 unterschiedlighliezt sein konnte. Des Weiteren ist
PHD1 vornehmlich im Nukleus lokalsiert (Berra et @006), so dass eventuell eine dem
Westernblot vorangehende nukledre Extraktion deDPRroteine bendtigt wird, um

deutlichere Ergebnisse zu erzielen.

4.4.2.2 Proteinexpression von PHD2

In der Literatur ist eine HIF-abhangige Heraufregioin von PHD2 unter akuter Hypoxie in
verschiedenen Zellkulturexperimenten beschriebeppéoff et al.,, 2004; Berra et al.,
2006; Nakayama et al., 2009; Qi et al., 2008; Mimle 2012). In dieser Studie konnte in
den Lungen der Siah2 und Siah1/2 Gruppe keinerdiffeelle Regulation von PHD2 unter
chronisch hypoxischen Bedingungen gezeigt werdegsdd Ergebnis kdnnte, wie auch fur
PHD1 (unter 4.4.2.1) beschrieben, auf die unteesttithen Versuchsbedingungen
(Zeitkinetik: akute versus chronische Hypoxie sowie Zellewersus Organverband)

zurickzufiuhren sein.
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Der rechte Ventrikel der Siah2-Hypoxiegruppe zegtezur Lunge kontroverses Ergebnis.
PHD2 war unter dem Effekt ,Sauerstoffgehalt” sigmht heraufreguliert. Diese
Heraufregulation deckt sich mit Studien die einéuktion von PHD2 durch HIF in
Hypoxie belegen (Appelhoff et al., 2004; Berra kf 2006; Qi et al., 2008; Yin et al.,
2012). Die gegensatzliche Reaktion zur Lunge koanteiner differierenden Regulation in
verschiedenen Zelltypen liegen (Appelhoff et alQ0£2, Yin et al., 2012). Eine
unterschiedliche Expression verschiedener Proteirtderz und Lunge unter akuten oder
chronischen hypoxischen Bedingungen ist in derraite umfassend beschrieben (Chida
and Voelkel, 1996; Vigano et al., 2011). Willamaét beobachteten im Herzen von Ratten
nach 8-stiindiger Hypoxieexposition keine Regulatenphd2Genexpression (Willam et
al., 2006). Mogliche Erklarungen fir die Diskrepanzwischen den Untersuchungen von
Willam et al. und der vorliegenden Arbeit sind waeddie unterschiedliche Zeitkinetik,
differierende Versuchsbedingungen sowie eventuattfmmdende posttranskriptionale und
posttranslationale Modifikationen.

Im ,banding“-Modell war PHD2, im Gegensatz zu chsgh hypoxischen Tieren, im
rechten Ventrikel unter dem Effekt ,Operationsmelifo (mit entstehender lokaler
Hypoxie) nicht reguliert. Dies fuhrt zu der Annahndass unter globaler Hypoxie andere
Signaltransduktionsmechanismen in die Hypertrople® rechten Ventrikels involviert sein
konnten als bei der ,banding“-assoziierten Druckl#m®ing des rechten Ventrikels.

Bei der Interpretation der vorliegenden Daten ddDP-Proteinexpression darf auch eine
maogliche Wirkung HIF-unabhangiger Regulationsme@raen nicht aul3er Acht gelassen
werden. Der Effekt ,knockout* beeinflusste in kainder untersuchten Gruppen und
Gewebe die Proteinmenge von PHD2. Dieses Ergelehisrgit der Literatur konform: Die
Regulation von PHD2 ist zwar noch nicht vollstandigfgeklart; allerdings ist erwiesen,
dass sie nicht direkt durch die Siah-Ubiquitinligasbeeinflusst wird (Nakayama et al.,
2007). Ein Protein, das zur Degradation von PHDR 4w ist z. B. FKBP38 (Barth et al.,
2009).

4.4.2.3 Proteinexpression von PHD3

Die Effekte ,Sauerstoffgehalt® und ,Operationsmethd zeigten keine statistisch
nachweisbare Auswirkung auf die Proteinexpression PHD3 in den entsprechenden
Gruppen. Der knockout vasiah2fiihrte zu einem Anstieg der Proteinmenge von PHD3

der Lunge der Hypoxiegruppe und im rechten Venltrdee Mause der ,banding”- Gruppe.
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Der knockout vonsiahla und siah2 bewirkte einen fast signifikanten Trend zu einem
erhohten PHD3-Proteingehalt. Das Ausbleiben eitegssgsch signifikanten Anstieges der
PHD3-Expression in den Lungen der hypoxischen 324 Mause konnte in individuell
niedrigen Werten der normoxischen Siah1/2KO Maéd® (3.3.17 c) begrindet liegen. Im
rechten Ventrikel der hypoxischen Tiere war PHD@8tzt der generell starksten Expression
dieser Prolyl-4-Hydroxylase im Herzen (Nakayama)®0im Westernblotverfahren leider
nicht nachweisbar.

Verschiedene Zellkulturstudien zeigten eine HIFeassrte Heraufregulation dgohd3
Genexpression in Hypoxie (Appelhoff et al., 2004y et al., 2006; Qi et al., 2008; Yin et
al., 2012). Gleichermal3en beobachteten Willam etemen Anstieg dephd3 mRNA-
Konzentration im Herzen von Ratten nach einer atimdigen Hypoxie-exposition sowie
eine Erh6hung dephd3 Expression in periischamischen Infarktgewebe @illet al.,
2006). Rohrbach et al. konstatierten, dass PHD3ba@eutendste HIF-modifizierende
Prolyl-4-Hydroxylase in murinen und humanen Herizgnmit einer starken Induzierbarkeit
durch Hypoxie (Rohrbach et al., 2005). In der wwénden Arbeit zeigte sich keine
differentielle Heraufregulation von PHD3 unter defifekt ,Sauerstoffgehalt® bzw.
Hypoxie in der Lunge der knockout M&use und ihrerldWfpkontrollen. Auch die
Operationsmethode ,banding® und die dadurch venintsa lokale rechtsventrikuléare
Hypoxie (bedingt durch den reduzierten koronaremtfRiss) flhrte nicht zu einem
konklusiven Anstieg der PHD3-Proteinmenge. Beim gikech der Studien muss man
allerdings beachten, dass die vorliegenden Verbiitbnngen die Genexpression
analysierten. Aufgrund von moglichen posttransioidlen und posttranslationalen
Modifikationen kann allerdings nicht direkt von d&en- auf die Proteinexpression
geschlossen werden.

Die differentielle PHD3-Proteinexpression unter deffekt ,knockout” war in der Lunge
und im rechten Ventrikel signifikant oder zumindéshdenziell erhoht. Da Siah2 beim
Ablauf der Degradation der drei Prolyl-4-Hydroxydasden grof3ten Effekt auf PHD3 hat
(Nakayama et al., 2007), kann dieser Anstieg alge-des Siah2 Verlustes interpretiert
werden.

SiahKO Mause zeigten einen kardialen Phanotyp idelneuntersuchten Tiermodellen und
wiesen erhohte PHD3-Proteingehalte auf. Die Ergsenivon Rohrbach, Willam und
Nakayama unterstreichen die bedeutende Rolle voR3Pirh Herzen (Nakayama, 2009;

Rohrbach et al., 2005; Willam et al., 2006). Zusanmmit den hier vorliegenden Daten
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weist dies auf eine entscheidende Rolle von PHD3dee Entwicklung des kardialen
Phanotyps der SiahKO Mause unter globalen und éokblpoxischen Bedingungen bzw.

im rechtsventrikularen Druckiberladungsmodell hin.

4.4.2.4 Auswirkung der Prolyl-4-Hydroxylaseexpressibei SiahKO Tieren auf die

Entwicklung der pulmonalen Hypertonie

Die differierende Expression von PHD3 in der Lungs Hypoxie-exponierten SiahKO
Mausen und ihren WT-Kontrollen spiegelten sich tichn  pulmonalen
gefalBmorphologischen Unterschieden wieder. Die #amlder Prolyl-4-Hydroxylasen ist
abhangig von verschiedenen Kofaktoren, sowie vanSdelierstoffkonzentration (Berra et
al., 2006). Dies bedeutet, dass ihre Aktivitdt mBngelung der Kofaktoren sinkt und dass
allein die Expression des Proteins keinen direkt®&iickschluss auf seine
Hydroxylasefunktion zulasst. PHD3 behalt allerdimgger hypoxischen Bedingungen eine
erhebliche Aktivitat (Stiehl et al., 2006), und atellkulturexperimenten ist bekannt, dass
ein Verlust von Siah zu einer geringeren HiRZerfigbarkeit fihrt (Nakayama et al., 2004;
Qi et al., 2008). Dies impliziert eine tragende |[Ralon PHD3 bei der Regulation von HIF
in Hypoxie. Die Regulation des PHD-Signaltransduks$iweges infolge einer akuten
Hypoxieexposition ist allerdings zelltypabhangigpp®lhoff et al., 2004). In dieser Arbeit
wurde Gewebehomogenat mit komplexen Zellverb&ndet 4nteraktionen nach einer
chronischen Hypoxieexpostion untersucht. Unter etie¥ersuchsbedingungen haben die
Siah-Ubiquitinligasen in der Lunge offensichtlichitke entscheidende Bedeutung.

Im Rahmen der rechtsventrikularen Funktion scheéemtDeletion vorsiah2eine protektive
Rolle zuzukommen. ,Banding“-operierte Siah2KO Mawgesen im Vergleich zu ihren
WT-Kontrollen neben einer besseren rechtsventrikald Funktion ein  hdhere
rechtsventrikulare PHD3 Proteinexpression auf. Higmhe Siah2KO Mause zeigten
ebenfalls eine besser erhaltene rechtsventrikifaretion; allerdings konnte die PHD3-
Expression in den rechten Ventrikeln im Westernlddthren leider nicht ermittelt werden.
Die Vermutung liegt nahe, dass auch bei den hypbris KO Tieren aufgrund der
mangelnden Funktion von Siah eine gesteigerte PRDBinexpression vorliegen konnte.
Ein erhbhter PHD3 Gehalt kann durch Hydroxyliery@glzado et al., 2009; Nakayama et
al.,, 2009) zu einem Absinken der HH-1und HIF2i-Konzentrationen fuhren. Eine

protektive Rolle fur einen erniedrigten HIF GehaltHerzen wird zurzeit, wie schon in der
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Einleitung beschrieben, kontrovers diskutiert (Bekigan et al., 2010; Czibik, 2010; Kaelin
and Ratcliffe, 2008; Krishnan et al., 2009; Mosletal., 2010; Wei et al., 2012).
Siah1/2KO Mause wiesen in Hypoxie eine bessergseehtrikulare Funktion auf, wahrend
sie eine schlechter erhaltene Herzfunktion im Modek pulmonalarteriellen ,banding”
zeigten. Auffallend war die echokardiografisch dtetie Beeintrachtigung der diastolischen
und globalen Funktion dieser Tiere unter ,baselineid Normoxiebedingungen. Geht man
davon aus, dass eine additive Deletion beider Blaiuitinligasen eine weitere Senkung
der HIF-Verfugbarkeit im rechten Ventrikel bewirktpnnte eine Erklarung fur dieses
Phé&nomen sein, dass durch das Absinken von HIFr wite bestimmtes notwendiges
Niveau das empfindliche Gleichgewicht der HIF Isafen (Czibik, 2010) so stark
beeinflusst wird, dass ein starker Stimulus wie gwding” eine maladaptive Reaktion
hervorruft. Eine Hypoxie als milder Stimulus karindgegen noch gut kompensiert werden.
Leider war es nicht mdglich, die Proteinexpression HIFlo und HIF2r mittels
Westernblotverfahren nachzuweisen, wodurch die dusanhange zwischen der HIF- und
der Prolyl-4-Hydroxylasen Expression rein spekulateiben.

Einschrankend muss man anmerken, dass aul3er HiFRailne weiterer Siah-gesteuerter
Proteine, wie TRAF2, JNK,p-Catenin und HIPK2 (siehe 1.5.6) entscheidende
Auswirkungen auf die Entwicklung der rechtsventi@ikan Morphologie und Funktion
haben konnen. Weiterhin sind auch die Prolyl-4-ldygtasen selbst in der Lage HIF-
abhangige und HIF-unabhéangige Signaltransduktiogeve@zustolRen, die eine Rolle in der
Zelldifferenzierung und beim Zelltod spielen (Fanyl Takeda, 2008).

4.4.3 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Auf der Suche nach einem Zielprotein der Siah-PHB-Kaskade, das fur die
phanotypischen Unterschiede der SiahKO-Mause weoatiich sein konnte, rickte
VEGFA in den Fokus. Vascular endothelial growthtida® ist ein Zielprotein von HIF, das
sowohl in der Pathogenese der PH, als auch beidkandErkrankungen eine wichtige Rolle
spielt (Christou et al., 1998; Drake et al., 20HEnze et al., 2007; Izumiya et al., 2006).
Aus Zellversuchen ist bereits bekannt, dass eihéibion oder ein knockout der Siah-
Ubiquitinligasen zu einem Absinken des VEGFA-Spisdéhrt (Le Moan et al., 2011;
Nakayama, 2009; Qi et al., 2008). Deshalb wurdeesgixpression in Lunge und Herz der

Siah2 Mause in dieser Arbeit untersucht.
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4.4.3.1 Physiologische Funktion von vascular englisihgrowth factor

Das Gervegfaist ein HIF-Zielgen, das sowohl bei der Gefal3neutdion (Vaskulogenese)
und -expansion (Angiogenese), als auch beim Gaféfdteling (Arteriogenese) unter
hypoxischen Bedingungen eine Rolle spielt (Hanza.e2007). Die VEGF-Familie besteht
aus funf Mitgliedern: VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD dimplacental growth factor
(PLGF). Im Folgenden soll nur auf VEGFA eingegangenden.

VEGFA wird in der Lunge und im Herzen sowie in eelanderen Geweben exprimiert. In
alveolaren Epithelzellen und kardialen Myozytemtieine sehr hohe Expressionsrate vor.
VEGFA qilt als das einzige spezifische Mitogen f@ndothelzellen. Es stimuliert ihr
Wachstum und inhibiert ihre Apoptose (Kajdaniulalet2011a; Takahashi, 2011).

Es existieren drei zellmembranstandige Rezeptaie'VEGF: VEGF-R1 (Flt-1, fms-like
tyrosine kinase 1), VEGF-R2 (KDR, kinase insert danreceptor bei Menschen oder Flk-
1, fetal liver kinase-1 bei Mausen) und VEGFR-3-@)| Die Rezeptoren VEGF-R1 und
VEGF-R2 werden auf der Oberflache der meisten Jaskwm Endothelzellen und
hamatopoetischen Stammzellen, und VEGF-R3 auf @éimZmbran von lymphatischen
Endothelzellen exprimiert. Vascular endothelialvgito factor A bindet an VEGF-R1 und
VEGF-R2. VEGF-R1 vermittelt die Proliferation vonndothelzellen, Migration von
Monozyten und Makrophagen und die Rekrutiertung wématopoetischen Vorlauferzellen
(Ferrara et al., 2003). Er hat eine sehr hohe Affireu VEGFA, aber nur eine geringe
Tyrosinkinaseaktivitdt, so dass man davon ausgeldss VEGF-R1 eine anti-
angiogenetische Funktion durch Abfangen von VEGQ§ $abstrat fur VEGF-R2) ausibt.
Nach dem gleichen Prinzip wirken l6sliche Formes W&GF-R1 (sFlt, soluble). Wahrend
die Rolle von VEGF-R1 in der Vaskulogenese gesicisdy ist seine Funktion in der
Angiogenese noch nicht vollstandig geklart (Kajd&net al., 2011a). VEGF-R2 ist besser
erforscht. Er wird als der Hauptvermittler der VEGKnalkaskade im vaskularen Endothel
angesehen und ist in Wachstum, Migration, UberlefmenEndothelzellen sowie Knospung
von Gefallen und der Erh6hung der mikrovaskularem&abilitéat involviert (Holmes et al.,
2007).

Vascular endothelial growth factor A wird in Hypexilurch HIF1-induzierte Transkription
heraufreguliert, (Ferrara et al., 2003) VEGF-R1dwaelltyp-abhangig von HIF1 oder HIF2
induziert und die Regulation von VEGF-R2 ist HIR#hangig (Hanze et al., 2007).
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4.4.3.2 Bedeutung von vascular endothelial groatiidr in der pulmonalen Hypertonie

Die PH ist eine Erkrankung, die zu einem abnormakeskularen Remodeling fuhrt. Unter
akuter sowie chronischer Hypoxie erfolgen in dende ein Anstieg der Expression von
VEGF und seiner Rezeptoren VEGF-R1 und VEGF-R2igur et al., 1998; Tuder et al.,
1995). Eine Uberexpression von VEGF im hypoxiscRattenmodell schiitzte die Tiere vor
einer PH (Partovian et al., 2000). In einem Modit fibroseassoziierten PH reduzierte
eine Behandlung mit VEGF die endotheliale Apoptosd das vaskuldre Remodeling und
verbesserte die Vaskularisierung und den PAP, widhreie den Grad der Fibrose
verschlimmerte (Farkas et al., 2009). Des Weitenamde eine gesteigerte Gen- und
Proteinexpression von VEGF und VEGF-R2 zusammen ertibhten Vorkommen von
HIFla und HIFB in plexiformen L&sionen gefunden (Hanze et al.070 Vascular
endothelial growth factor scheint also sowohl pesitls auch negative Auswirkungen auf
die Pathogenese der PH zu besitzen. Tuder et plizieren eine duale Rolle fiir VEGF in
der Entstehung der PH: einer frihen VEGF-vermételtSchutzfunktion folgt eine
pathologische Induktion des pulmonalvaskularen Ristiiog (Tuder and Yun, 2008).

4.4.3.3 Bedeutung von vascular endothelial groatiidr im Herzen

Vascular endothelial growth factor wird im Rahmerer dkardialen Hypertrophie
heraufreguliert (Izumiya et al., 2006). Verschiegl&tudien in Druckiberlastungsmodellen
des Herzens zeigten eine bedeutende Rolle fur VEBGFer Proliferation der Kapillaren.
Die kapillare Versorgung ist ein entscheidender téiak beim Umbruch der
kompensatorischen Hypertrophie zur DekompensatenHkrzens (Bogaard et al., 2009a;
lzumiya et al., 2006; May et al., 2008; Shiojimaaét 2005). Im Mausmodell fihren ein
knockout von VEGF und eine damit einhergehende Btiperfusion des Myokards zu
Ischéamie, kontraktiler Dysfunktion, Herzversagend umod (Carmeliet et al., 1999).
Hypoxie ist ein wichtiger stimulierender Faktor d4EGF Regulation im Herzen. Es wird
24 Stunden nach Hypoxieexposition signifikant h&eguliert und 24 Stunden nach
Reoxygenierung befindet sich seine Expression wiedé Basalniveau. Eine protektive
Rolle von VEGF konnte bei ischamischen Herzerkragleem und Myokardinfarkten
beobachtet werden (Kajdaniuk et al., 2011a).

Zusatzlich zu seiner angiogenetischen Wirkung irettizVEGF den Eintritt adulter
Kardiomyozyten in den Zellzyklus und fordert Zelb@g und kardiale Hypertrophie
infolge pathologischer (Druckiberladung) aber aptlysiologischer (Training) Stimuli
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(Madonna and De Caterina, 2009). Bei der Erstellueiges Proteinprofils zur
Unterscheidung einer adaptativen von einer malatiaph Hypertrophie fanden Drake et
al. keine Unterschiede in der Expression von H|Fdie Expression von VEGF war
hingegen in den versagenden Herzen reduziert (Brialie, 2011).

Die Expression der VEGF-Rezeptoren VEGF-R1 und VERZFkann die Wirkung von
VEGF im Rahmen kardialer Vorgange beeinflussendiBtuzeigten einen Zusammenhang
zwischen einem Polymorphismus des humanen VEGFARZaronaren Herzerkrankungen
(Kajdaniuk et al., 2011a). Weiterhin kann das Vérigivon VEGF-R1 zu VEGF-R2 das
Ausmald des kardialen Remodeling infolge einer Dibekladung beeinflussen. Eine
erhohte Ratio von VEGF-R1/VEGF-R2 induziert einegiRgsion der Kardiomyozyten-
hypertrophie (Madonna and De Caterina, 2009).

4.4.3.4 Vascular endothelial growth factor A Proeipression in der Lunge und im rechten
Ventrikel der Siah2 Mause

Die Proteinexpression von VEGFA wurde in Gewebehgenat der Lunge und des rechten
Ventrikels der Hypoxiegruppe sowie des rechten Kesis der PAB-Gruppe mittels
ELISA-Verfahren bestimmt. In der Lunge der WT-Katlen wére, wie in der Literatur
beschrieben (Christou et al., 1998; Tuder et &95), ein Anstieg der VEGF-Expression
unter chronischer Hypoxie zu erwarten gewesen, evithhypoxische KO Mause, aufgrund
der gesteigerten Proteinexpression von PHD3 urgkfm niedrigerer Hlk Spiegel, eine
geringere Induktion von VEGFA aufweisen sollteneg® Hypothese konnte leider in dieser
Arbeit nicht bestatigt werden. Die ausbleibendekkasive Regulation von VEGFA unter
dem Effekt ,knockout” geht mit den fehlenden Untdrieden zwischen SiahKO Mausen
und ihren WT-Kontrollen in der histologischen Arsdyder pulmonalen Gefalimorphologie
konform. Eine mdgliche Erklarung fur die Abwesemnheiner statistisch signifikanten
differentiellen Regulation unter dem Faktor ,Satmffgehalt” ist die Verwendung von
Homogenat des Gesamtorganes, das aus verschiedefigqpen besteht, in denen eine
unterschiedliche Regulation von VEGFA vorliegen kign Um diese Theorie weiter zu
untersuchen besteht z. B. die Mdglichkeit histadoge Schnitte des Lungengewebes
anzufertigen, und die enthaltenen Gefal3e (in dEredothelzellen VEGFA unter Hypoxie
bekanntlicherweise heraufreguliert ist (Hanze et, &007)) nach Mikrodissektion

molekularbiologisch zu analysieren.
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Da der Gehalt von HIF unter normoxischen Bedingangauptsachlich durch PHD2
determiniert wird (Fong and Takeda, 2008; Nakayahal., 2009), war eine &ahnliche
Expression von VEGFA bei normoxischen KO und WT BEmuzu erwarten, was durch die
ELISA-Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit beggtétrde.

Aus der Literatur ist bekannt, dass VEGF im Verlaiher kardialen Hypertrophie
heraufreguliert wird (Izumiya et al., 2006; Madonaad De Caterina, 2009). Ebenfalls
wurde im Hypoxie/Reoxygenierungsmodell gezeigt,sd&¥&GF 24 Stunden nach einer
Hypoxie signifikant ansteigt (Kajdaniuk et al., 2@). Eine mdgliche Erklarung far
mangelnde Unterschiede in der VEGFA Expression 8en Mausen der Siah2-
Hypoxiegruppe konnte in einer moderat ausgepradigpertrophie und der milden
chronischen Hypoxie (10%) liegen. Weiterhin mussnniedenken, dass die meisten
Studien am linken Ventrikel durchgefihrt wurden ud@d gewonnenen Erkenntnisse
(aufgrund der in der Einleitung unter 1.2.2 besstbgnen Unterschiede zwischen linken und
rechten Ventrikel) nicht ohne weiteres auf den texclventrikel Ubertragbar sind.

Drake et al. zeigten, dass die VEGFA-Expressiornvarsagenden Herzen herabgesetzt ist
(Drake et al., 2011). ,Banding“-operierte KO und rfmllmduse wiesen zwar eine
eingeschrénkte rechtsventrikulare Funktion abenekdéionklusive Regulation der VEGFA
Expression auf. Eventuell ist die rechtsventrikel&unktionsminderung noch nicht weit
genug fortgeschritten, um eine signifikant herugulierte VEGFA Expression
herbeizufiihren.

Es zeigte sich in keiner der Gruppen eine statistEgnifikante differentielle Regulation
von VEGFA unter den Effekten ,Sauerstoffgehalt” bzyOperationsmethode* und
.knockout”. Allerdings traten auffallend grof3e rtete Effekte (Abb 3.1.23, 3.1.24, 3.2.20,
Regulation ca. um den Faktor 1000) auf, die jedacfyrund der enormen Streuung der
Daten durch unerwartet starke, individuelle Abweiten, bei einem relativ kleinen
Stichprobenumfang (n=6-9), nicht zu statistischsagskraftigen Ergebnissen fihrten. Bei
folgenden Untersuchungen sollte diese Datenstretyengler Versuchsplanung unbedingt

beachtet werden.

4.4.3.5 Genexpression von vascular endothelial thdactor (vegf) a, veqf-rezeptor 1 und

veqf-rezeptor 2

Um zu Uberprifen ob die Unterschiede in der Hetdion der Siah2KO und WT Mause

auf Abweichungen in der Signaltransduktion von VEGE&urch eine unterschiedliche
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Expression der VEGF-Rezeptoren zurtckzufihren smaden Genexpressionsanalysen
fur vegfaund seine beiden Rezeptoreegf-rl und vegf-r2 durchgefuhrt. Die pulmonale
Expression vonvegf-rl war unter dem Effekt ,Sauerstoffgehalt” heraufrégml Dies
korreliert mit der, in der Literatur beschriebenelBxpressionssteigerung deregf
Rezeptorgene unter hypoxischen Bedingungen (Christcal., 1998; Hanze et al., 2007,
Tuder et al., 1995). Die Zunahme der Expressionvegérlund eine dariber vermittelte
Wirkungssteigerung von VEGFA tragen vermutlich zm dtrukturellen Veranderungen der
pulmonalen Gefal3e in der vorliegenden Arbeit (KapR.1.7) bei. Die Regulation der
Expression devegfRezeptoren findet in den Lungen von Hypoxie-expden Siah2WT
und Siah2KO Mausen in vergleichbarem Mal3e staihékdifferentielle Regulation unter
dem Effekt ,knockout”). Dieses Ergebnis korreligrit der bei Siah2KO Méausen und ihren
WT-Kontrollen vergleichbar stark ausgepragten Mimtksierung und Wandstarke (Kapitel
3.1.7). Die Untersuchung der pulmonaleegfa und vegf-r2 Genexpression der Siah2-
Hypoxiegruppe ergab keine differentielle Regulatiorter dem Effekt ,Sauerstoffgehalt”
und geht somit nicht mit der in der Literatur bessienen Heraufregulation dieser Gene
unter Hypoxie konform (Christou et al., 1998; Haetal., 2007; Tuder et al., 1995).

In den rechten Ventrikeln der Siah2 Hypoxie- undn@ing“-Gruppe zeigte sich ebenfalls
keine konklusive Regulation vomegfa vegf-rl und vegf-r2 Auch unter den diesen
Analysen zugrundeliegenden Versuchsbedingungen algiobHypoxie und milde
Hypertrophie (Effekt ,Sauerstoffgehalt”) sowie Id&aHypoxie, Druckiberladung und
Hypertrophie (Effekt ,Operationsmethode®) waren &ealerungen in der Genexpression zu
erwarten gewesen (lzumiya et al., 2006; Kajdaniudd.e 2011a; Madonna and De Caterina,
2009).

Interessant ist, dass der Effekt ,knockout” in lirGruppe auf keines der untersuchten
Gene einen Einfluss hatte. Einschrdnkend muss elémgg Stichprobenumfang (n=5), der
zu einer ausbleibenden statistisch konklusiven R#ign der untersuchten Gene fuhren
kénnte, beachtet werden. Des Weiteren kdnnen nebehl IF-Signalkaskade verschiedene
andere Mechanismen an der Regulation von VEGFAlliggteein. So zeigen HIFil KO-
Mause eine gesteigerte VEGF Expression (Hanze.,e2@D7) und Mediatoren wie ROS
und nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer” astivated B-cells (N&B) fihren zur
Induktion von VEGF und VEGF-R2 (Gonzalez-Pachecalet 2006; Ziel et al., 2005).
Weiterhin beobachteten Drake et al., dass der VEGEAalt in versagenden rechten
Ventrikeln nicht mit der HIF-Expression korreli€Rrake et al., 2011).
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Weder die Ergebnisse der VEGFA Proteinexpressiaigsen (3.1.10.3, 3.2.10.3) noch die
Resultate der Untersuchungen der Genexpressiovegiaund seiner beiden Rezeptoren
vegf-rl und vegf-r2 (3.1.10.4, 3.2.10.4) ergaben statistisch abged&henterschiede
zwischen Siah2WT und KO Mausen. Vascular endothgi@mwvth factor scheint also nicht
das Zielprotein am Ende der Siah-Signalkaskadesiry das zur Auspragung des kardialen
Phénotypes der SiahKO Mause flihrt. Die Suche megemgehen...

4.5 Resumee

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass den Siah-Ubigligasen eine wichtige Rolle in der
Pathogenese der pulmonalen Hypertonie zukommt. K&ldilduse entwickeln unter
chronischer Hypoxie einen kardialen Phéanotyp, wadhrelas pulmonale Remodeling
unbeeinflusst bleibt. Die Deletion der Siah-Ubiquigasen fuhrt zu einer Protektion der
kardialen Funktion der Mause im Hypoxiemodell ndddivem Effekt des Verlustes von
Siah2 und Siahla. Das Fehlen von Siah2 tragt imndiog“-Modell ebenfalls zur
Konservierung der kardialen Funktion bei, wahremdadiditive Gendeletion vonah2 und
siahla gegenteilig zu einem Verlust der Protektion bzwgasozu einer maladaptiven
Entwicklung fuhrt. Die erhohte Expression von PHRE SiahKO Mausen impliziert eine
entscheidene Rolle dieser Prolyl-4-Hydroxylase uihder Beeinflussung der HIF-
Signalkaskade bei der Entwicklung des kardialennBtyges. Die vorliegenden Daten
sprechen flr eine zunéchst protektive Wirkung niggairkardialer HIF-Konzentrationen, die
einem empfindlichen Gleichgewicht unterliegen ueddinem zu starken Absinken oder zu
heftigen Stimulus (additive Deletion verah2undsiahlaplus PAB) zu einer maladaptiven
Entwicklung fuhren. Vascular endothelial growth ttacund seine Rezeptoren scheinen
nicht verantwortlich fiir die Entstehung des kaehaPhanotypes der Siah-knockout-Tiere

Zu sein.
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5. Zusammenfassung

Die pulmonale Hypertonie des Menschen umfasst Beibe verschiedener Erkrankungen
mit multifaktoriellen Atiologien, die als gemeinsam Kriterium eine Erhéhung des
pulmonalarteriellen Druckes und GefaRwiderstandasLdingenstrombahn verbindet. Die
Druckerhdhung innerhalb des kleinen Kreislaufs ffigdur einer erheblichen Belastung des
rechten Herzens mit resultierender rechtsventrikuldHypertrophie und terminaler
Dekompensation. Das klinische Ausmall und der Verlder Erkrankung werden
entscheidend durch die Funktion des rechten Veatrideterminiert. Aktuell mangelt es
noch immer an Therapien, die gleichzeitig eine pasiBeeinflussung des pulmonalen
GefalRremodeling und der rechtsventrikularen Funktermoéglichen. Auch in der
Tiermedizin spielt die PH eine Rolle. Sie ist flirtachaftliche Einbul3en im Nutztiersektor
(Rind, Geflugel) verantwortlich und gewinnt im Kbgierbereich (Hund) aufgrund
fortschreitender Diagnostik und Therapiemoglichdmiébenfalls vermehrt an Bedeutung.

In der vorliegenden Arbeit sollte erstmals die Boter Siah-Ubiquitinligasen in der
Pathogenese der PH erforscht werden. Diese regulieine Reihe verschiedener
Signalkaskaden, die sowohl im Rahmen der pulmondérénderungen der PH als auch in
der rechtsventrikularen Hypertrophie eine Rolleelgni. Siah2 und Siah1/2 knockout-Mause
sowie ihre entsprechenden Wildtypkontrollen wurdemzwei verschiedenen Tiermodellen
der PH untersucht. Es wurden das Hypoxiemodell, Féinfig verwendetes Modell zur
Simulation der milden Formen der PH, sowie das Nodes pulmonalarteriellen
.banding“, das die Untersuchung einer von der pulatarteriellen GefaRstrombahn
unabhangigen Rechtsherzhypertrophie ermdéglicimgesietzt.

Echokardiografische Verlaufskontrollen, terminatvasive hdmodynamische Messungen
und die Bestimmung verschiedener Mal3e fiur die Reehnthypertrophie zeigten eine
deutliche Protektion der Siah2KO und Siah1/2KO &ien Hypoxiemodell mit additivem
Effekt durch Deletion beider Siah-lsoformen. Ings@nterweise wiesen die verschiedenen
Gruppen keine Unterschiede bei der morphometrisceantifizierung des pulmonalen
Remodeling auf. Daher kann davon ausgegangen wettdes die Siah-Ubiquitinligasen im
pulmonalen Geschehen keine Rolle spielen, wahriendie kardiale Funktion entscheidend

beeinflussen. Diese Schlussfolgerung untermauere dchokardiografischen und
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hamodynamischen Untersuchungen, sowie die Rechtslies und die rechtsventrikulare
Histologie der ,banding“-operierten KO-Gruppen.

Ein interessantes Ergebnis im ,banding“-Modell vel¢ maladaptive rechtsventrikulare
Entwicklung der Siah1/2KO Tiere, welche im Hypoxmhell geschitzt waren. Siah2KO
Mause zeigten hingegen in beiden Tiermodellen pargelle Protektion. Es konnte gezeigt
werden, dass im Gegensatz zu akuten hypoxischein@edyen unter chronischer Hypoxie
keine Regulation der Genexpression der Siah-Ubitigadsen in Herz und Lunge erfolgt.
Eine gesteigerte Funktionalitat von Siah geht uwcteonisch hypoxischen Bedingungen
also nicht auf eine Steigerung der Expression Xurktne erhdhte Expression der HIF-
regulierenden Prolyl-4-Hydroxylase PHD3 bei SiahKl@usen impliziert eine entscheidene
Rolle dieses Enzyms und der resultierenden Beasilng der HIF-Signalkaskade bei der
Entwicklung des kardialen Phanotypes. Derzeit vkothtrovers diskutiert, ob hohe oder
geringe HIF-Konzentrationen zu einer Protektion d&ardialen Funktion fihren. Die
vorliegenden Daten sprechen fir eine zunachst kireteAuswirkung niedriger kardialer
HIF-Spiegel, die jedoch einem empfindlichen Glehght unterliegen und bei einem zu
starken Absinken oder zu heftigen Stimulus (addifBeletion von Siah2 und Siahla plus
PAB) in einer maladaptiven Entwicklung minden. Awfer Suche nach dem
verantwortlichen Effektorprotein wurde die mRNAAdiProteinexpression von VEGFA
und seinen Rezeptoren untersucht. Aufgrund derngiigigen bzw. nicht statistisch
konklusiven Expressionsunterschiede liegt allerslingr Schluss nahe, dass die VEGF-
Signalkaskade nicht verantwortlich fir die Entstafales kardialen Phanotypes der Siah-

knockout-Tiere ist.
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6. Summary

Human pulmonary hypertension comprises severabsgése of multifactorial etiology, all
characterized by an increased pulmonary arteriasqure and vascular resistance in
terminal pulmonary vessels. Elevated blood pressaréhe low pressure pulmonary
circulation system leads to an extensive afterloadhe right ventricle, resulting in right
heart hypertrophy and terminal decompensation.cliheeal degree and outcome of PH are
determined by right ventricular function. To dabere are still no therapeutic approaches
available which are able to simultaneously inflepaiimonary vascular remodeling and
right ventricular function. Being responsible fandncial loss in farm animal husbandry
(cattle, poultry) PH is also of importance in vetary medicine. Furthermore, PH is gaining
more importance in small animal medicine (dogs) ttuemprovements in diagnostic and
therapeutic possibilities.

The aim of the present study was to investigaterohe of the Siah ubiquitinligases in the
pathogenesis of PH for the first time. Siah uldigligases regulate several distinct
signaling pathways which are involved in pulmonemanges in the context of PH, as well
as in right ventricular hypertrophy. Siah2 and 3iarknockout mice and wildtype controls
were examined in two different animal models of B, chronic hypoxia model, which is
commonly used to simulate mild forms of PH; and plémonary artery banding model,
which enables the investigation of right ventriculaypertrophy independently of
pulmonary vascular changes.

Echocardiographic staging measurements, terminalsine hemodynamic measurements
and the determination of distinct right heart ratievealed Siah2KO and Siah1/2KO
animals as partially protected in the chronic hyporodel with an additive effect by the
deletion of both Siah isoforms. Interestingly, muymetric quantification of small
pulmonary artery remodeling did not reveal any etghences in any of the groups,
suggesting that Siah ubiquitinligases do not plagnaor role in pulmonary pathology,
although they crucially influence cardiac functiofhis conclusion was confirmed by
echocardiographic and hemodynamic measurementsekhsasvthe right heart ratios and
right ventricular morphometry of the pulmonary-aytbanded knockout mice.

Interestingly, Siah1l/2KO mice developed a maladaptight ventricular function in the
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banding model, even though these mice were pratdctechronic hypoxia. In contrast,
Siah2KO mice where partially protected in both dssemodels.

It was shown that, unlike in acute hypoxia, mMRNAession of Siah ubiquitinligases in
lung and heart was not regulated in chronic hyparidicating that an increased function of
Siah in chronic hypoxia is not due to an increasggdression. Elevated levels of HIF-
regulating prolyl-4-hydroxylase (PHD) 3 implicatead crucial role for this enzyme to
influence the HIF signal transduction cascade endavelopment of the cardiac phenotype
of SiahKO mice. It is controversial whether high low levels of HIF have protective
cardiac effects. The present data indicate a pieeeeffect of low cardiac HIF-levels,
however, HIF effects seem to underlie a sensitigeildration, leading to maladaptive
development when getting too low or in case thegitis being to severe (additive deletion
of Siah2 and Siahla plus PAB). To identify moretadiparts of the Siah/HIF signaling
cascade, mRNA and protein expression of VEGF anGNIEeceptors were investigated.
Minor differences in expression suggest VEGF siggahot to be the key player for the

development of the cardiac phenotype in Siah knotckuce.
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der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertonie.

Abbildung 3.3.6: Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechtemirikel
zum Korpergewicht (RV/IKGW) der Siahl/2 Gruppe im dét der Hypoxie-
induzierten pulmonalen Hypertonie.

Abbildung 3.3.7: Darstellung des prozentualen Anteils nicht-, plrtieder
voll-muskularisierter kleiner Lungengefal3e (AuRer2@— 70um) der Siahl1/2
Gruppe im Modell der Hypoxie-induzierten pulmomaléypertonie.

Abbildung 3.3.8: Darstellung der medialen Wandstarke kleiner, srétl und
grof3er BlutgefalRe der pulmonalen Strombahn fuSthé1/2 Gruppe Gruppe im
Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertani

Abbildung 3.3.9: Rechtsventrikulare Wandstarke (RVWT, right ventiacwvall
thickness) Siahl/2 Gruppe im Modell der Hypoxieun@rten pulmonalen
Hypertonie. Endpunktmessung nach 4 Wochen.

Abbildung 3.3.10: Rechtsventrikularer Durchmesser (RVID, right ventlar
internal diameter) Siahl/2 Gruppe im Modell der biie-induzierten
pulmonalen Hypertonie.

Abbildung 3.3.11: Enddiastolische Querschnittsflache des rechtgium (RA
area, right atrial area) Siahl/2 Gruppe im Modedr dHypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie.

Abbildung 3.3.12: Herzminutenvolumen (CO, cardiac output) Siahl/2ppeu
im Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hymerie.

Abbildung 3.3.13: Rechtsventrikulare systolische Funktion (TAPSkuspid
annular plane systolic excursion) Siahl1l/2 Gruppe Mwodell der Hypoxie-

induzierten pulmonalen Hypertonie.
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Abbildung 3.3.14: Rechtsventrikulare diastolische Funktion (IVRT/RR, 166

isovolumic relaxation time) Siah1/2 Gruppe im Mda#r Hypoxie-induzierten

pulmonalen Hypertonie.
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Abbildung 3.3.15: Rechtsventrikulare globale Funktion (MPI, myocardia 168

performance index) Siahl/2 Gruppe im Modell der é#p-induzierten
pulmonalen Hypertonie.

Abbildung 3.3.16: Darstellung des prozentualen Kollagenanteiles @é3
rechten Ventrikels der Siahl/2 Gruppe im Modell d&rpoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie.

Abbildung 3.3.17: Darstellung der Proteinmenge der Prolyl-4-Hydrasgn a)
PHD1, b) PHD2 und c) PHD3 in Lungehomogenat dehBR& Gruppe im
Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen Hypertani

Abbildung 3.3.18: Effektstarken von Sauerstoffgehalt und knockout diie
Expression der Prolyl-4-Hydroxylasen PHD1, PHD2 urRHD3 im
Lungenhomogenat der Siahl/2 Gruppe im Modell depdiie-induzierten
pulmonalen Hypertonie.

Abbildung 3.4.1: Darstellung des prozentualen GewichtsverlaufesSiain1/2
Gruppe im Modell des pulmonalarteriellen ,banding".

Abbildung 3.4.2: Darstellung des systolischen arteriellen DruckeaR) der
Siah1/2 Gruppe im Modell des pulmonalarterielleanging*.

Abbildung 3.4.3: Darstellung des rechtsventrikularen systolischemickes
(RVSP) der Siah1/2 Gruppe im Modell des pulmonefgtlien ,banding.
Abbildung 3.4.4: Darstellung des Gewichtsverhéaltnisses von rechtentrikel
zu linkem Ventrikel plusSeptum(RV/(LV+S)) der Siah1/2 Gruppe im Modell
des pulmonalarteriellen ,banding®.

Abbildung 3.4.5: Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechtentrikel
zum Korpergewicht (RV/IKGW) der Siahl/2 Gruppe im déd des
pulmonalarteriellen ,banding".

Abbildung 3.4.6: Darstellung des Gewichtsverhaltnisses von rechtentrikel
zu Tibialange (RV/Tibia) der Siah1/2 Gruppe im Mbdes pulmonalarteriellen
.banding".

Abbildung 3.4.7: Darstellung des Gewichtsverhaltnis von rechtétnium
(RA/KGW) zum Korpergewicht der Siahl/2 Gruppe im déd des
pulmonalarteriellen ,banding".

Abbildung 3.4.8: Rechtsventrikulare Wandstarke (RVWT, right ventiaec wall
thickness) Siah1/2 Gruppe im Modell des pulmonafgten ,banding”.
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Abbildung 3.4.9: Rechtsventrikularer Durchmesser (RVID, right vientiar
internal diameter) Siah1/2 Gruppe im Modell desymralarteriellen ,banding®.
Abbildung 3.4.10: Enddiastolische Querschnittsflache des rechteium (RA
area, right atrial area) Siahl/2 Gruppe im Moded#ls doulmonalarteriellen
.banding".

Abbildung 3.4.11: Herzminutenvolumen (CO, cardiac output) Siahl/2ppe
im Modell des pulmonalarteriellen ,banding".

Abbildung 3.4.12: Rechtsventrikulare systolische Funktion (TAPSkuspid
annular plane systolic excursion) Siahl/2 Gruppe iktodell des

pulmonalarteriellen ,banding".
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Abbildung 3.4.13: Rechtsventrikulare diastolische Funktion (IVRT/RR, 186

isovolumic relaxation time) Siahl/2 Gruppe im Mddi#s pulmonalarteriellen
Lbanding".
Abbildung 3.4.14: Rechtsventrikulare globale Funktion (MPI, myocatdi
performance index) Siahl/2 Gruppe im Modell des muualarteriellen
.banding".
Abbildung 3.4.15: Darstellung des prozentualen Kollagenanteiles @é3%
rechten Ventrikels der Siahl/2 Gruppe im Modell grdmonalarteriellen
.banding".
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