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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Der pulmonale Kreislauf

Hauptaufgabe der Lunge ist der Gasaustausch. Sauerstoff wird aus der Umgebung
aufgenommen und Kohlendioxid wird in der Lunge aus dem Blut an die Umgebung
abgegeben. Damit leistet das Organ einen wesentlichen Beitrag zur Versorgung des
Gesamtorganismus mit Sauerstoff — in Ruhe und bei korperlicher Anstrengung.

Um diese zentrale Aufgabe addquat zu gewihrleisten, hat die Natur mit der Lunge
ein sowohl einzigartiges als auch hocheffizientes Organ geschaffen.

Der pulmonale Kreislauf, ein Niederdrucksystem mit einem hohen Fluss,
gewihrleistet den Gasaustausch und verhindert gleichzeitig den Ubertritt von
Fliissigkeit aus pulmonalen Gefden in den interstitiellen Raum. Der grofle
Gesamtquerschnitt des pulmonalen Gefalbettes fiihrt zu niedrigen pulmonalen
Driicken (mPAP ~ 14 mmHg), welche es dem im Kreislaufsystem davor geschalteten
rechten Ventrikel wiederum ermdoglichen mit geringem Energieverbrauch die
Zirkulation des Blutes durch die Lungen mit ihrer besonderen Anatomie aufrecht zu
erhalten. Allerdings ist durch die niedrigen Driicke innerhalb des Lungenkreislaufs
der rechte Ventrikel diinnwandig angelegt und dadurch fiir akute aber auch
chronische Nachlasterhohungen, wie sie im Rahmen der pulmonalen Hypertonie
vorkommen, nicht vorbereitet. Wird diese nicht optimal behandelt, kommt es bald
zum Rechtsherzversagen (cor pulmonale) und damit meist zum Tod des Patienten '
80

Die niedrigen Druckverhiltnisse im pulmonalen Gefd3gebiet fithren auch dazu, dass
die Durchblutung des Organs lageabhingige Inhomogenititen aufweist und die
Lungendurchblutung wesentlich stirker als der Hochdruckabschnitt des systemischen
Kreislaufs von hydrostatischen FEinfliissen abhdngt. In Ruhe werden beim
erwachsenen Menschen in aufrechter Korperhaltung apikale Gebiete der Lunge,
welche etwa 15 cm iiber dem Ursprung der A. pulmonalis liegen, nur noch zum
Zeitpunkt der systolischen Druckspitzen perfundiert, wihrend sie in der Diastole
kollabieren, da hier dann der intraalveolire Druck den Perfusionsdruck iiberschreitet.
Entsprechend dem ansteigenden intravasalen Druck nimmt die Perfusion der Lungen

von apikal nach basal zu, so dass die Durchblutung der apikalen Abschnitte nur Y10
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der basalen Abschnitte betrigt. Diese ungleiche Perfusion erschwert die
Hauptaufgabe der Lunge, ndmlich die Oxygenierung des venosen Blutes. Es kommt
durch die schwerkraftabhingige Verteilung des Blutfusses zu einer ungleichen

Anpassung der Ventilation der Lunge an die Perfusion 13,73

. Es gibt allerdings einen
aktiven intrapulmonalen Kontrollmechanismus, der — bis zu einem gewissen Grade —
die Perfusion der jeweiligen alveoldren Ventilation anpasst, den Blutfluss also in gut
ventilierte, sauerstoffreiche Gebiete leitet — die hypoxische pulmonale
Vasokonstriktion (HPV).

Die Verminderung des Gefia3durchmessers pulmonalarterieller Gefde bei Hypoxie
ist ein wesentlicher Unterschied des Lungenkreislaufs gegeniiber dem systemischen
Kreislauf, in dem Hypoxie eine Vasodilatation provoziert, wodurch so eine bessere

Sauerstoffversorgung des Gewebes in der Peripherie bewerkstelligt werden kann

144

1.2 Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion - HPV

Die Anpassung der Perfusion an die Ventilation der Lunge ist ein wichtiger und
effizienter Mechanismus beim Erwachsenen, um eine optimale Oxygenierung des
venosen Blutes zu bewerkstelligen. Schon beim Feten spielt die hypoxische
Vasokonstriktion innerhalb der Lunge eine bedeutende Rolle. Wihrend der fetalen
Entwicklung findet der Gasaustausch noch in der Plazenta statt. In dieser Phase hilft
die HPV einen hohen pulmonalen Gefddruck aufrecht zu erhalten und so das Blut
weg von der Lunge durch den Ductus arteriosus des fetalen Kreislaufs zu leiten. Bei
der Geburt und der Beliiftung der Lunge sinkt der pulmonale GefaBwiderstand durch
die Abnahme der HPV und die Entfaltung der pulmonalen Gefifle. Damit beginnt der
Gasaustausch iiber die Lungen des Neugeborenen 14,60,

Die HPV wurde erstmals 1946 durch von Euler und Liljestrand auf der Basis von
Untersuchungen an Katzen genauer beschrieben 12! "nachdem schon 1894 die Briten
Bradford und Dean im Tierversuch an Hunden einen Anstieg des pulmonalarteriellen
Druckes (PAP) unter Asphyxie beobachteten '*.

1947 entdeckte eine Arbeitsgruppe um Motley und den spiteren Nobelpreistrager fiir
Physiologie oder Medizin Cournard mittels Rechtsherzkatheter beim Menschen die

Erhéhung des PAP unter anoxischen Bedingungen ’'. Weiterhin wurde der nach den
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Entdeckern benannte Euler-Liljestrand-Mechanismus bei Sdugetieren wie Méausen

136, Kaninchen 139, Ratten, Frettchen und Schweinen 87, bei Reptilien mit

M Vogeln 2 und sogar bei Fischen

Unterschieden im Aufbau von Lunge und Herz
%2 beschrieben.

Bei den fiir Tiermodelle geeigneten Spezies wie Ratten und Méausen kann in den
meisten Untersuchungen, dhnlich wie beim Menschen, zwischen zwei Phasen der
HPV unterschieden werden. Innerhalb der ersten 10 min hypoxischer Beatmung
kommt es zu einer akuten Vasokonstriktion und einem Anstieg des PAP. Nach einem
Abfall dieses initialen Anstieges kommt es bei anhaltender Hypoxie zu einer zweiten
verzogerten oder protrahierten Phase pulmonalarterieller Druckerhéhung ' *°°. An
Katzen wurde festgestellt, dass die HPV vor allem in Arterien mit einem

GefiBdurchmesser kleiner als 500 pm '

, innerhalb weniger Sekunden normobarer
Beatmung eines isolierten Organs unterhalb einer Schwelle von 10 % O, *° und
unabhingig vom pO, des gemischt venosen Riickstromes auftritt *°. In isolierten
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) und an endothelfreien
pulmonalarteriellen Ringen konnte die HPV nachgewiesen werden, wodurch der
Mechanismus der akuten Phase der HPV, von der Sauerstoffsensorik bis hin zur
Vasokonstriktion, in den PASMC lokalisiert werden konnte 62, 132 Die zweite,
protrahierte Phase der HPV war dagegen bei untersuchten pulmonalarteriellen
Ringen von Ratten endothelabhingig *”* >> °. Gerade die protrahierte Phase der HPV
ist jedoch wenig untersucht, obwohl bei Erkrankungen, die zur chronischer Hypoxie
und der damit verbundenen pulmonalarteriellen Hypertonie fiihren, diese verzogerte
Phase als Ubergang in den chronisch erhohten und vor allem fixierten
GefidBBwiderstand angenommen wird. Aus therapeutischer Sicht scheint deshalb die
protrahierte Phase der HPV besonders interessant zu sein '*°.

Obwohl die HPV in den rund 60 Jahren intensiver Forschung relativ gut
charakterisiert worden ist, sind bis heute der genaue molekulare Mechanismus der
Sauerstoffsensorik und die Ubersetzung dieser in Signale auf zellulirer Ebene noch
nicht vollstandig verstanden. Die Aufklarung der Sauerstoffsensorik und der
Signalkaskade, die letztlich zur HPV fiihrt, stellt hinsichtlich der Behandlung
pulmonaler Erkrankungen eine Herausforderung dar, deren Gelingen zur

Verbesserung bestehender und zur Etablierung neuer Therapiestrategien beitragen

konnte.
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1.3 Klinische Bedeutung der HPV

Unter physiologischen Bedingungen stellt die HPV einen wichtigen Mechanismus
dar, der eine Anpassung der pulmonalen Durchblutung an die Ventilation
gewihrleistet. Im klinischen Alltag ermoglicht die HPV bei kardio- und
thoraxchirurgischen Eingriffen sogar den Extremfall der Ein-Lungen-Beatmung 08,74,
Unter pathophysiologischen Gegebenheiten kann es allerdings zur Stérung des Euler-
Liljestrand-Mechanismus kommen, die fiir den Patienten durchaus eine vitale
Bedrohung darstellen kann. Einerseits kann es durch globale pulmonale Hypoxie,
wie sie in groBer Hohe oder bei chronischen Lungenerkrankungen, wie z.B. der
chronisch obstruktiven Lungenerkrankung, zu einer in der gesamten Lunge
stattfindenden HPV kommen. Hieraus resultieren ein PAP-Anstieg und ein
pulmonalarterielles, nur teilweise reversibles ,,Gefd-remodelling” in Form einer
Hypertrophie und Hyperplasie der Media der pulmonalarteriellen Gefife *. Da der
rechte Ventrikel des Herzens eine dauerhafte, fixierte Hypertonie im
pulmonalarteriellen Kreislaufabschnitt nicht kompensieren kann, kommt es zu einem
chronischen Rechtsherzversagen (cor pulmonale chronicum) ** %,

Andererseits kann es zur Storung der HPV kommen. Fillt die HPV aus, kommt es zu
einer Fehlanpassung der Perfusion an die Ventilation. Es entsteht ein pulmonaler
Shuntfluss, gemischt-venoses Blut flieft durch nicht ventilierte Lungenabschnitte
und kann deshalb nicht ausreichend oxygeniert werden. Vor allem bei
Pneumoniepatienten kann es im entziindeten Lungenareal zum Shuntfluss kommen.
Drastischer kann ein Ausfall des Euler-Liljestrand-Mechanismus bei Sepsispatienten
verlaufen. Die shuntflussbedingte arterielle Hypoxdmie ist fiir betroffenen Patienten
in jedem Fall lebensbedrohlich '* 196119,

Auch in der Pathophysiologie des ARDS (adult respiratory distress syndrome)
spielen  Storungen der pulmonalen Vasomotion die Hauptrolle fiir
Gasaustauschstorungen. Surfactantmangel im Zuge eines alveoldren Odems fiihrt zu
Atelektasenbildung. Shuntfluss durch odematose/atelektatische Areale ist hier die
wesentliche Ursache schwerer Gasaustauschstérungen > 1% |

Bei Patienten mit Leberzirrhose kommt es in ca. 15-20 % der Fille zu einer zentralen

arteriellen Hypoxdmie. Die genauen Pathomechanismen, die zu pulmonaler

Vasodilatation und einem Perfusion-Ventilation-Ungleichgewicht fiihren sind beim
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sogenannten hepato-pulmonalen Syndrom nicht genau bekannt. Sowohl eine
Uberproduktion von NO als auch eine Storung der HPV werden diskutiert "%,
Aufgrund der zentralen physiologischen und pathophysiologischen Bedeutung der
HPV fiir den Lungenkreislauf birgt die HPV auch therapeutisch ein nicht zu
unterschitzendes Potential fiir die Behandlung pulmonaler Erkrankungen. So konnte
die Signalkaskade und eventuell auch der Sauerstoffsensor der HPV selbst direkt
medikamentOs beeinflusst werden.

Zum einen konnte die generalisiert auftretende HPV, wie sie bei chronischen
Lungenerkrankungen durch im gesamten Alveolarraum auftretende Hypoxie
hervorgerufen wird und letzlich zur pulmonalen Hypertonie (PH) fiihrt, therapeutisch
gezielt inhibiert werden. Die derzeit bestehenden Behandlungskonzepte der PH,
welche sowohl auf der Beeinflussung der Modulatoren der pulmonalen
Hamodynamik durch Prostaglandinderivate, PDE-5-Inhibitoren und
Endothelinrezeptorantagonisten als auch auf der O,-Langzeittherapie basieren und
therapeutisch hiufig unbefriedigend sind, konnten entscheidend verbessert werden >
34,

Zum anderen konnte bei einem insuffizient arbeitenden Euler-Liljestrand-
Mechanismus, wie er bei ARDS etc. vorkommt, dieser medikamentds aktiviert
werden. Ein besseres Perfusion-Ventilation-Verhiltis wire die Folge. Weniger
Shuntfluss durch nicht beliiftete Lungenareale konnte so eine arterielle Hypoxdmie

vermeiden.

1.4 Sauerstoffsensorik und Signaltransduktion der HPV

Die akute Phase der HPV konnte neben den schon beschriebenen Versuchen am Tier

49, 61

und an isolierten Lungen auch an isolierten Pulmonalarterien , endothelfreien

Pulmonalarterienringen 47,152

und isolierten pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen
(PASMC) * nachgewiesen werden, so dass der eigentliche Mechanismus der akuten
HPYV von der Sauerstoffsensorik bis hin zur Vasokonstriktion in PASMC lokalisiert
werden konnte. PASMC stellen somit die Sensor- als auch die Effektorzellen der

akuten HPV dar !> 16113 138,
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Alveolirer pO, |

B -Kanal

0,, H,0,
1 oder|

K*-Kanile Ca?*-Kaniile

Abb. 1.1: Ein aktuelles Konzept der O,-Sensorik und Signaltransduktion der akuten HPV.
Mogliche O,-Sensoren: Mitochondrien, NAD(P)H-Oxidasen, HO-2 (Hidmoxygenase 2).
Mediatoren der Signaltransduktion sind in gelb dargestellt. Details sind dem unteren Text zu
entnehmen. ATP = Adenosintriphosphat, CaM: Calmodulin, CO: Kohlenstoffmonoxid, e
Elektronen, EET: Epoxyeicosatriensdure, ER: Endoplasmatisches Retikulum, HETE:
Hydroxyeicosatetraensidure, MLCK: myosin light chain kinase, TRPC6: transient receptor
potential channel 6, AV: Membranpotential. a, b und ¢ geben mogliche Funktionen der
Mitochondrien an.

Es ist allgemein anerkannt, dass ein zytosolischer Anstieg der Calciumkonzentration
zur Konstriktion der PASMC fiihrt '°"" 2. Allerdings ist die Herkunft des Calciums
noch unklar. Einerseits wird ein Einstrom des Calciums aus dem extrazellulidren
Raum iiber spannungsabhingige L-Typ Calcium-Kanile (VOCE) oder iiber ,,store-

15, 55, 67, 137

operated calcium channels* (SOCE) andererseits ein Einstrom aus

intrazellularen Calciumspeichern, wie das sarkoplasmatische Retikulum oder

) . . 22, 44, 97
Mitochondrien, postuliert “~ ™ .

In neueren Verdffentlichungen wird eine
Beteiligung von SOCE und VOCE in Erwiigung gezogen 2" '%°. Beispielsweise wird
diskutiert, dass der zytosolische Calciumanstieg moglicherweise durch einen VOCE
zustande kommt, welcher selbst durch eine SOCE-getriggerte Depolarisation

ausgelost wird '*2. Weitere Uberlegungen werden hinsichtlich beider Phasen der
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HPV gemacht. So wird ein SOCE in neueren Untersuchungen eher fiir die

24 Aber auch eine

protrahierte Phase der HPV verantwortlich gemacht
endothelabhédngige Sensitivierung der PASMC gegeniiber Calcium iiber den Rho-
Kinase-Signalweg scheint wihrend der protrahierten Phase der HPV mdglich, da hier
nur ein geringer [Ca**]i-Anstieg beobachtet wurde > %% 13,

AuBer der Tatsache, dass Calciumkanile, seien es spannungsabhingige L-Typ
Kanile oder sogenannte ,,store-operated calcium channels* (SOCC), eine wichtige
Rolle bei der HPV spielen, wurde nachgewiesen, dass Hypoxie zu einer Inhibition
von Kaliumkanédlen fiihrt, die Zellmembran dadurch depolarisiert wird und

8. 151 Bs wurden bisher

schlieBlich L-Typ Calciumkanile geoffnet werden
mindestens vier Klassen von Kaliumkandlen, wie spannungsabhingige (K,),
calciumabhingige (Kc,), ATP-sensitive Kaliumkandle (Karp) und zweiporigen
Kaliumkanélen (K;p) identifiziert und deren Bedeutung fiir die HPV nachgewiesen >
9,76, 81, 88, 89, 135, 10 yahei scheinen die K,-Kanile eine besondere Bedeutung fiir die
HPV zu haben * *.

Neben Calcium- und Kaliumkanilen spielen auch nicht-selektive lonenkanile der
TRP-Familie zumindest fiir die akute Phase der HPV eine essenzielle Rolle (siche
Abschnitt 1.5) 7.

Als direkte Sauerstoffsensoren werden jedoch weder TRP-, Calcium- noch
Kaliumkanile angesehen. In mesenterialarteriellen und renalen glatten Muskelzellen
konnte — anders als in PASMC — keine Abnahme des Kaliumstroms unter Hypoxie
gemessen werden, so dass die Abnahme des Kaliumstroms in PASMC durch einen
speziellen pulmonalen Sauerstoffsensormechanismus ausgelost werden muss 89, 133,
151 Auch der transient receptor channel 6 (TRPC6), ein Mitglied der TRP-Familie
(sieche Abschnitt 1.5) und essenzieller Ionenkanal der akuten HPV, kann nicht als
primirer O,-Sensor angenommen werden. Sowohl in PASMC von TRPC6"*- und
TRPC6”-Miusen konnte eine Akkumulation von DAG beobachtet werden, welches
fir die direkte oder indirekte Steuerung des TRPC6-Kanals wihrend der akuten
Phase der HPV in Frage kommt .

Daher werden die Sauerstoffsensoren als diejenigen vermutet, die an der Steuerung
der Kalium- und Calciumkanéle und an der Kontrolle der TRP-Kanile beteiligt sind.
Besonders Mitochondrien als das O, verbrauchende Zellorganell und NADPH-

Oxidasen werden als mogliche Sauerstoffsensoren fiir die akute und protrahierte
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Phase der HPV intensiv diskutiert '** 3% 40 14118 (Jper eine Anderung des Redox-
Status innerhalb der Zelle, so die Annahme, konnten diese moglichen O,-Sensoren
Ionenkandle in der Zellmembran, im sarkoplasmatischen Retikulum oder in
Mitochondrien beeinflussen. Als potenzielle Vermittler zwischen Sensoren und den
Ionenkandlen wird einerseits ein direkter Anstieg oder Abfall der Konzentration
reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) betrachtet, andererseits steht eine sekundire
Anderung der Redoxpaare NAD(P)H/NAD(P)* und GSH/GSSG zur Diskussion **
131,138

Auch Cytochrom P450 Enzyme, die Sauerstoff und NADPH als Substrate bendtigen,
werden als mogliche Sauerstoffsensoren diskutiert. Hydroxyeicosatetraensdure
(HETE) und Epoxyeicosatriensdure (EET), Metabolite, die aus Arachnoidonsdure
durch Cytochrom P450 Enzyme entstehen, werden als Verbindung zwischen Redox-
Status und GefiBtonus diskutiert ** 140 153157,

Ein weiteres Konzept der Sauerstoffsensorik verbindet Cytochrom P450 Enzyme mit
einem weiteren Hamprotein, der Himoxgenase 2 (HO-2). Das in Verbindung mit
Cytochrom P450 durch die Hidmoxygenase freigesetzte Kohlenmonoxid (CO)
aktiviert, so die Annahme, einen spannungs- und calciumabhéngigen Kaliumkanal,
spannungsabhingiger Ca’*-aktivierter Kaliumkanal (Bg), unter Normoxie. Bei
hypoxischen Bedingungen wird in Glomuszellen eine Inaktivierung dieses Kanals
beschrieben, der zur Depolarisation der Zellmembran und zum Anstieg des

intrazelluliren Calciumspiegels fiihrt (siehe Abb. 1.2) * % %,

Bk-Kanal
0, extrazelluliar

Abb. 1.2: Modell der O,-Sensorik in Glomuszellen. Bei Hypoxie wird die Bg-Kanal-
Aktivitdt blockiert, der Kaliumkanal schlieBt, was zu einer Depolarisation in Zellen des
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Glomus caroticum fiihrt. Die O,-Sensorik hingt von dem Zusammenspiel des Bx-Kanals mit
der Himoxygenase 2 (HO-2) ab. In Gegenwart von O, verbraucht HO-2 Elektronen (¢"),
welche von NADPH-Cytochrom-P450-Reduktase produziert werden, und intrazellulédres
Hém, um Kohlenstoffmonoxid (CO) zu generieren, welches den Bg-Kanal offen hilt.
Hypoxie unterbricht die CO Produktion und inhibiert dadurch den Bg-Kanal. 2 Ca®
Bindungsstellen des Bg-Kanals sind gezeigt. Der hellblaue Hintergrund steht fiir eine hohe
intrazellulire K'-Konzentration (140 mM) resp. fiir eine geringe extrazellulire K'-
Konzentration (4 mM). AV (Membranpotential) symbolisert die durch den Bg-Kanal
hervorgerufene Anderung des Membranpotentials (Depolarisation).

Fiir chronische Hypoxie wird eine Modulation von Transkriptionsfaktoren iiber
Proteinphosphorylierung angenommen. HIF-1a, eine der beiden Untereinheiten des
Transkriptionsfaktors HIF-1 (Hypoxie induzierbarer Faktor-1), die unter Normoxie
beinahe vollstindig fehlt, wird unter chronischer Hypoxie induziert '°. So konnte an
hetereozygoten HIF-1*" Miusen gezeigt werden, dass nach dreiwochiger Hypoxie

47 Eine Vielzahl von

pulmonalarterielles GefidB-remodelling eingeschrinkt war
Genen wird durch HIF-1 reguliert. Darunter sind beispielsweise vascular endothelial
growth factor (VEGF) und Endothelin-1 (ET-1), dessen Bedeutung fiir die
Entwicklung einer durch chronische Hypoxie induzierte pulmonale Hypertonie im
Tiermodell gezeigt werden konnte *. Ob die unter chronischer Hypoxie abnehmende
Kaliumkanaldichte auch durch HIF-1 vermittelt ist, scheint bisher allerdings noch
nicht eindeutig geklart. Andere Transkriptionsfaktoren, wie die der c-jun-Familie,
werden hier diskutiert ** 12 1%,

Mogliche Bedeutung fiir akute Sauerstoffsensorik durch Proteinhydoxylierung, wie
sie bei HIF-1 und chronischer Hypoxie vorkommt, konnte zumindest in

Glomuszellen nicht beobachtet werden > %,

Unterschiedliche  Ansidtze, Konzepte moglicher Sauerstoffsensoren  und
Signaltransduktoren und zum Teil widerspriichliche Ergebnisse in einer Reihe von
Untersuchungen erschweren das Verstindnis des fiir jede einzelne Zelle eines
Organismus wichtigen Prozesses der Sauerstoffsensorik. Ein Grund fiir diese Vielfalt
moglicher Mechanismen, die zur Sauerstoffsensorik beitragen, diirfte sein, dass
Zellen sich bei diesem fiir das Uberleben fundamentalen Mechanismus der
Sauerstoffsensorik nicht auf einen einzelnen verlassen, sondern komplexe, schwierig
zu untersuchende Interaktionen zwischen einzelnen Sensoren und Effektoren

vorzufinden sind .
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1.5 Classical transient receptor potential 6 (TRPC6) als
Schliisselstelle der akuten HPV

TRPC6 ist ein Mitglied der TRP-Familie, die eine Gruppe von nicht-selektiven
Kationenkanilen reprisentiert, die sowohl in ihrer Struktur als auch aus
evolutionsbiologischer Sicht in enger Beziehung stehen. TRP-Kanile werden in
beinahe allen Zelltypen von wirbellosen Tieren und Vertebraten exprimiert. Neben
der Vielfalt der Aktivierungsmechanismen der insgesamt 7 Subfamilien, ist
hervorzuheben, dass TRP-Kanidle eine besondere Bedeutung fiir die
Sinnesphysiologie haben. Sie leisten fiir die Sensorik des Geschmacks, Geruchs, des
Horens, Sehens, Wirmeempfindens und fiir die Mechanosensibilitit einen
entscheidenden Beitrag. Zusitzlich zu dieser Vielfalt wird einzelnen Zellen iiber
TRP-Kanile ermoglicht, Anderungen ihrer Umgebung, wie beispielsweise
Anderungen der Osmolaritit, wahrzunehmen 19,30, 69,85, 123

Bisher ist fiir 4 verschiedene Erkrankungen eine Mutation oder eine Storung der
TRP-Aktivitit bekannt. Sowohl neurogenerative Erkrankungen, wie die seltene
Mukolipidosis Typ IV, als auch Nierenkerkrankungen, wie die autosomal-dominant
vererbte  polyzystische  Nierenerkrankung oder die fokale, segmentale
Glomerulosklerose und Storungen des Elektrolythaushaltes bei Hypomagnesidmie
und Hypocalciamie durch Mutation eines TRP-Kanals indizieren, dass
wahrscheinlich noch viele andere Erkrankungen durch Funktionseinschrinkungen
verschiedener TRP-Kaniile zustande kommen > 7% 77 78, 113, 125, 146

Im kardiopulmonalen System spielen bei Erkrankungen, wie beispielsweise kardialer
Hypertrophie, pulmonaler Hypertension und Arteriosklerose nicht nur
spannungsabhingige Ionenkanile fiir den pathophysiologisch  wichtigen
Kationeninflux eine Rolle, sondern auch nicht-selektive Ionenkanile konnen die
Zellproliferation und den Gefaltonus durch Calcium- und Natriuminflux wesentlich
beeinflussen. Gerade TRPC-Kanile, die mit den TRP-Kanédlen der Fruchtfliege
Drosophila, den Griindungsmitgliedern der TRP-Superfamilie, die hdchste
Sequenzhomologie haben, scheinen in kardialen Myozyten und Glattmuskelzellen
des systemischen und pulmonalen Kreislaufs eine wichtige Rolle fiir Proliferation

und Vasokonstriktion zu spielen '+ ' 192129, 54,58, 70,75,
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Bei Patienten mit hypoxie-induzierter oder idiopathisch-chronischer pulmonaler
Hypertonie konnte eine Hochregulation von TRPC6 auf mRNA- und Proteinebene
beobachtet werden ** '*¥,

Daher wurde die Rolle von TRPC6 bei akuter und chronischer Hypoxie im
Tiermodell ndher untersucht. Die Untersuchung TRPC6-defizienter Miuse ergab
jedoch, dass nach dreiwdchiger chronischer Hypoxieexposition kein signifkanter
Unterschied im kardialen und pulmonalvaskuldren Remodelling im Vergleich zu
Wildtyp-Méausen vorhanden war. Allerdings stellte sich bei der physiologischen
Untersuchung der akuten und protrahierten Phase der HPV heraus, dass die akute
Phase bei TRPC6-defizienten Miusen vollkommen fehlte, wihrend hingegen die
protrahierte, dreistiindige hypoxieinduzierte Vasokonstriktionsphase nicht von den
Wildtypkontrollen zu unterscheiden war. Auch ein Calciumanstieg in TRPC6-
defizienten PASMC konnte bei akuter Hypoxieexposition im Gegensatz zu den
Wildtypkontrollen nicht gemessen werden .

Dies zeigt, dass TRPC6 in Miusen fiir die akute HPV essenziell ist und fiir die
protrahierte Phase respektive die hypoxie-induzierte pulmonale Hypertonie
zumindest bei Mdiusen keine Rolle spielt. Somit konnten die Mechanismen der
Signaltransduktion der akuten Phase der HPV von denen unterschieden werden, die
unter chronischer Hypoxie zu pathophysiologischen Prozessen wie Gefal3-
remodelling und pulmonaler Vasokonstriktion im Rahmen einer PH fiihren 19, 137,
Wie dargestellt, spielt fiir die chonische hypoxie-induzierte pulmonale Hypertension
und das vaskulidre Remodelling TRPC6 in Miausen keine Rolle. Es wird allerdings in
Erwigung gezogen, dass andere TRPC-Kanile in diese Prozesse eingebunden sind.
In Ratten und Maiusen konnte eine HIF-1 (Hypoxie induzierbarer Faktor-1)
abhingige Hochregulation von TRPC1 und TRPC6 beobachtet werden. Gerade

TRPC]1 scheint fiir die Proliferation von PASMC in Zellkultur wichtig zu sein " He.

128
Fiir die Aufkldrung der Signalkaskade der akuten HPV ist die Erkenntnis, dass der
TRPC6-Kanal essenzieller Bestandteil des Signaltransduktionsweges der akuten
HPYV ist, von immenser Bedeutung. Potenzielle Aktivatoren des TRPC6-Kanals sind
aufgrund dessen besonderer Rolle fiir die akute HPV gleichfalls mogliche
Kandidaten, die als Mediatoren der Signalkaskade der akuten HPV in Frage

kommen.
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Bis heute konnte gezeigt werden, dass das Phospholipase C (PLC) Produkt
Diacylglycerol (DAG) zu einer erhdhten Aktivitit von TRPC6 und TRPC3 fiihrt. **
¥ AuBerdem lieB sich eine Aktivierung des TRPC6-Kanals durch DAG-
Akkumulation und folglich ein Calciumanstieg, wie er unter Hypoxie zu erwarten ist,
durch Gabe eines DAG-Kinase-Inhibitors in isolierten PASMC simulieren *’. Auch
wenn eine direkte Interaktion von DAG zu dem TRPC6-Kanal bisher noch nicht
nachgewiesen werden konnte, scheint es moglich, dass die Aktivierung der DAG-
Produktion durch PLC oder die Inhibition der DAG-Kinase, die die DAG-
Konzentration durch Phosphorylierung limitiert, wie auch der TRPC6-Kanal eine
Schliisselposition als ,,upstream‘-Mechanismen in der Signalkaskade der akuten

HPYV einnehmen.

1.6 Himoxygenase 2 (HO-2) und spannungsabhingiger Ca*'-

aktivierter Kaliumkanal (Bk) als moglicher O,-Sensorkomplex

Der spannungsabhingige Ca**-aktivierte Kaliumkanal (Bx), auch Slo oder Maxi-K
genannt, ist ein Kaliumkanal mit einer besonders hohen Leitfdahigkeit, der

2 An zellfreien

spannungs- und calciumabhidngig aktiviert werden kann
Glomuszellmembranen konnte gezeigt werden, dass Hypoxie diesen Kanal
inaktiviert **. Diese Tatsache, dass trotz fehlenden zelluliren Komponenten eine
Inhibiton des Bgx-Kanals durch Hypoxie moglich war, lie3 darauf schliefen, dass der
eigentliche O,-Sensor in der Nihe des Kaliumkanals lokalisiert sein musste.
Héamoxygenase-2 (HO-2), eine der 3 Isoformen der Himoxygenase, konnte als zu
Bk-Kanilen benachbartes, membrangebundenes Enzym identifiziert werden 63, 65,
Unter NADPH- und O,-Verbrauch katalysiert HO-2 den Abbau von Ham in CO,
Fe® und Biliverdin, was jedoch sofort in Bilirubin durch eine Bilirubinreduktase
umgewandelt wird. Die Vermutung, dass Hidmoxygenase als O,-Sensor dienen
konnte, basiert auf der Annahme, dass HO-2 Hadm in dessen Abbauprodukte
aufspaltet und moglicherweise eines dieser Produkte den in der Nihe gelegenen Bg-

Kanal offen hilt *.

Fir das Abbauprodukt CO konnte ein Einfluss auf
Glomuszellaktivitit nachgewiesen werden *°. Daher wird eine direkte Wirkung des

CO auf die Bg-Kanal-Aktivitdt postuliert. Ein geringerer pO, fiihrt zu weniger CO
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als Abbauprodukt der Himoxygenase, folglich zu verminderter Bg-Kanalakitivitit
und somit zur Membrandepolarisation in Glomuszellen, so die Annahme (sieche Abb.
1.2). Experimentell konnte durch die Zugabe von HO-2 Substraten, NADPH und
Hédm, oder durch Zugabe eines CO-Donors eine erhohte Bg-Kanal-Aktivitit
gemessen werden. Selektives Ausschalten der HO-2 durch siRNA verminderte
dagegen die Bx-Kanal-Aktivitit ** ',

Eine andere Variante des HO-2/Bk-Kanal Modells wurde ebenso beschrieben. Eine
direkte Bindung von Him an Bg-Kanile wurde im Gehirn von Ratten nachgewiesen.
Bei geringerem Abbau von Ham unter Hypoxie konnte eine erhohte
Hiamkonzentration also direkt die Ursache fiir eine Bx-Kanal-Inhibition sein 50,117,
Um diese interessanten Moglichkeiten der Assoziation von Redoxstatus (NADPH),
Ham als fiir die Sauerstoffbindung wichtiges Molekiil, CO als méglicher Botenstoff
und Kaliumkanilen, die fiir die Membrandepolarisation verantwortlich sind, zu
verfolgen, wurde die Sauerstoffsensorik bei HO-2 defiziente Tiere untersucht. In
Glomuszellen von HO-2-defizienten Tieren konnte keine eingeschrinkte O,-
Sensitivitit gefunden werden **. Dagegen wird fiir die akute HPV in HO-2-
defizienten Tieren ein Ventilation-Perfusion-Ungleichgewicht beschrieben. Der
Einfluss von HO-2 auf chronische Hypoxie wurde jedoch noch nicht iiberpriift . Die
Bedeutung des Bg-Kanals auf neurologische Fehlfunktionen wurde an Bk Tieren
untersucht ', Bg-defiziente Tiere sind allerdings noch nicht auf eingeschrinkte
Sauerstoffsensorik in Glomuszellen und im pulmonalen Kreislauf hin getestet
worden.

HO-2 und der Bg-Kanal sind moéglicherweise fiir Saustoffsensorik im pulmonalen
Kreislauf mitverantwortlich. Ob eine direkte oder indirekte Verbindung iiber einen
Botenstoff wie beispielsweise CO zwischen HO-2 und Bg-Kanal existiert oder ob
nur die HO-2 respektive der Bg-Kanal an der Sauerstoffsensorik teilnimmt, ist bis

dato fiir den pulmonalen Kreislauf noch nicht gesichert 41,30, 51, 140,
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1.7 Zielsetzung der vorliegenden Dissertation

Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, ob eine pharmakologische
Modulation des Diacylglycerol (DAG) - Stoffwechsels sowohl die akute Phase als
auch die protrahierte Phase der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion im
intakten isolierten, ventilierten und perfundierten Organ spezifisch beeinflussen
kann.

In einem zweiten Teil der Dissertation sollte die Hypothese untersucht werden, ob
der Komplex aus Hamoxygenase 2 (HO-2) und spannungsabhingigem Ca™*-
aktiviertem Kaliumkanal (Bg) als moglicher Sauerstoffsensor der vaskuldren Effekte

der alveoldren Hypoxie fungieren kann.
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2. Material und Methoden

2.1 Maiuse

Miause vom Typ C57/BL6 wurden von Charles River Laboratories, Sulzfeld
geliefert.

HO-2"" und HO-2""* Miuse zur Untersuchung der Rolle des Enzyms HO-2 wurden
im zentralen Tierlabor der Universitdtsklinik Gielen geziichtet und gehalten. Das
heterozygote Zuchtpaar stammte von J. Lépez-Barneo, Sevilla, Spanien .

BK'/ “und BK+/ " Miuse wurden von PD Dr. M. Sausbier, Tiibingen, Deutschland, zur
Verfiigung gestellt und im Tierstall des Zentrums fiir Innere Medizin der
Medizinischen Klinik IT des Universititsklinikums GieBen gehalten ',

Die fiir die pharmakologischen Versuche verwendeten Tiere waren alle méinnlichen
Geschlechts, zwischen 2 und 3 Monate alt und wogen zwischen 20 g und 26 g.

Fiir die Versuche zur Rolle des Bg-Kanals und der HO-2 wurden Tiere beider
Geschlechter verwendet. Das Alter lag zwischen 2 und 3 Monaten, das Gewicht
zwischen 20 g und 32 g.

Alle Tiere bekamen Wasser und Standardfuttermittel Altromin” ad libidum. Die
Beleuchtungsdauer im Tierstall des Zentrums fiir Innere Medizin betrug ca. 12
Stunden pro Tag. Die Pflege der Tiere und die Durchfithrung der Tierversuche
erfolgten nach den ,,Principles of laboratory animal care* (NIH publication No. 86-
23, revised 1985) und nach Genehmigung durch das Regierungsprisidium Gie3en.
Die transgenen Tiere der HO-2 und Bg-Reihe wurden mit den im folgenden Teil
beschriebenen Methoden untersucht:

2.5  Isolierte, perfundierte und ventilierte Mauslunge

2.6 Invasive Bestimmung des rechtsventrikuldren systolischen Blutdrucks

2.7  Bestimmung des Verhéltnisses der Masse des rechten Ventrikels zur Masse
des linken Ventrikels plus Septum (RV/(LV+S)) als Maf} der Rechtsherzhypertrophie
2.8  Histologische und immunhistochemische Methoden

Die pharmakologischen Experimente wurden mit der Methode der isolierten,
perfundierten und ventilierte Mauslungen, beschrieben im Abschnitt 2.5, untersucht.
Die Anzahl der durchgefiihrten Experimente und der dazugehorigen Kontrollen sind

im Ergebnisteil dieser Arbeit angegeben.
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2.2 Gerite und Materialien fiir die physiologischen
Untersuchungen

2.2.1 Gerite

Peristaltische Infusionspumpe ISM
597

Ismatec, Wertheim-
Mondfeld, Deutschland

Atempumpe Minivent Type 845

Hugo Sachs Elektronik,
March-Hugstetten,
Deutschland

Wigezelle Isomatric Transducer

Kent Scientific
Cooperation, Litchfield,
Conneticut, USA

Verstéirker Transbridge 4M

World Precision
Instruments, Berlin,
Deutschland

Transducer Amplifier Module

Hans Sachs Elektronik,
March-Hugstetten,

Deutschland
Druckaufnehmer l—fach Set Mod.. I Ugi B Braun, Melsungen,
Giessen, Combitrans- | Deutschland
Kiihlung des Wassers der Frigomix® U-1 B Braun,
Wirmekammer Melsungen, Deutschland

Temperaturregulator des Wassers der | Thermomix® BM Braun, Melsungen,
Wirmekammer Deutschland

Labtech Notebook Pro | Laboratory
Grafik- und Datenerfassungsprogramm | © 1994 Technologies Corp.,

Wilmington, USA

pH- Meter Radiometer ABL 500

Kopenhagen, Didnemark

2 Druckmessgerite fiir normoxisches
und hypoxisches Beatmungsgas

Aalborg Instruments,
Orangeburg, N.Y., USA

Waage, handelsiiblich, fiir Messgrofien
im Bereich bis 500 g

Zentrifuge zur Bestimmung des
Himatokrits

Adams Autocrit ™
Centrifuge

Clay Adams,
Parsippany, N.J., USA

Sauerstoffkontrollgerit fiir O,-
Kammern

O,-controller, Labotec,
Gottingen Deutschland

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

chirurgischer Faden, 5-0

Inject Luer®

Johnson&Johnson, New

Ethibond*Excel Brunswick, N.J., USA

Kaniile . ® Becton Dickinson,

24 G (0,9 mm x 25 mm) BD Microlance 3 Heidelberg, Deutschland

Medizinisches Klebeband ® St. Paul, MN, USA
Durapore

Einmalspritzen 1 ml, 2 ml

Inject Luer®

Braun
Melsungen, Deutschland
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Zellstofftupfer Purzellin® Lohmann und Rauscher
5x4cm Rengsdorf, Deutschland

. ® Ansell
Einmalhandschuhe Transaflex Surbiton Surrey, UK
Dreiwegehahn Discofix® Braun

Melsungen, Deutschland

Kaniilen in verschiedenen Stirken

BD Microlance™

Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland

Pumpenschlduche Innendurchmesser:

Kalensee, Gieflen,

®
0,89 mm bis 2,54 mm Tygon Deutschland
Combi-Stopper Braun, Melsungen
. Tork, Mannheim,
Zellulose-Handtiicher Deutschland
. Braun, Melsungen,
Perfusor-Leitung 150 cm Deutsehland
. ® Lohmann und Rauscher,
Zellstofftupfer 5x4 cm Purzellin Rengsdorf, Deutschland
.. . . Hirschmann
Hiamatokrit-Kapillaren, 77 mm/60 pl, Laborgeriite, Eberstadt,
D.A. 1,3-1,4 mm
Deutschland
Centramed
Silikonspray Medizintechnik,
Koblenz, Deutschland
Beese, Barbiittel,
Mulltupfer, pflaumengrof3 Deutschland
- N Eppendorf, Hamburg,
Eppendorfgefifie versch. Groen Deutschland
2.2.3 Priparationsmaterialien
Trachealtubus aus einer Einmalkaniile |BD Microlance ™ 3 Becton Dickinson,

1,2x4 mm

Heidelberg, Deutschland

Priparationsbesteck: Pinzette gebogen, Pinzette gerade, Mikro-

Schere, Schere

Martin Medizintechnik
Tuttlingen, Deutschland

Katheter fiir LV: Eigenanfertigung: ca. 3 cm langes, hohles
Metallstiick mit ca. 1,2 mm Durchmesser und einer Verdickung
am in den LV eingebrachten, gebogenen Ende

Befestigung und Fixierung der Katheter

Miniball with 8 mm Threaded M2 Rod, T50034 und zwei

Miniball Joint
holder T32045

Sachs Elektronik,
March-Hugstetten,
Deutschland

2.2.4 Pharmaka, Gase und Chemikalien

Krebs—Henseleit Puffer

Serag-Wiessner, Naila,
Deutschland

Natriumhydrogencarbonat 1 M, 8,4 %

Serag-Wiessner, Naila,
Deutschland
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) . Pfizer, Karlsruhe,
Ketaminhydrochlorid 100 mg/ml Ketavet® Deutschland
Bayer Healthcare,
Xylazinhydrochlorid 2 % Rompun® Leverkusen,
Deutschland
) N DeltaSelect, Dreieich,
Isotonische NaCl-Losung 0,9 % Deutschland
. Heparin-Natrium- Ratiopharm, Ulm,
Heparin (5000 LE/m) 25.000-ratiopharm"” Deutschland
1 Carl Roth, Karlsruhe,
Proteinloser PAL 50 Deutschland
Baxter S.A., Unter-
Aqua ad iniectabila schleiBheim,
Deutschland
. . Merck, Darmstadt,
DMSO (Dimethylsulfoxid) Deutschland
Paesel und Lorei GmbH,
U46619, Thromboxananalogon Frankfurt/Main,
Deutschland

R59949, DAG-Kinase-Inhibitor II

Calbiochem, Bad Soden,

Deutschland

OAG, DAG-Analogon

Sigma Aldrich,
Steinheim, Deutschland

U73122, PLC-Inhibitor, aktive Form

Calbiochem, Bad Soden,

Deutschland

U73343, PLC-Inhibitor, inaktive Form

Calbiochem, Bad Soden,

Deutschland

KCI pro analysi

Merck, Darmstadt,
Deutschland

Ethanol 96 %

Fischer, Saarbriicken
Deutschland

Normoxisches Beatmungsgas: 21,0 % O,, 5,3 % CO,, Rest N,

Air Liquide,
Siegen, Deutschland

Hypoxisches Beatmungsgas: 1,0 % O,, 5,3 % CO,, Rest N,

Air Liquide,
Siegen, Deutschland

2.3 Gerite und Materialien fiir die histologischen Untersuchungen

2.3.1 Gerite

Leica Microsystems,

Rotationsmikrotom vollautomatisch RM 2165 Nussloch. Deutschland
Objekttréigerstrecktisch HI 1220 ;ﬁgg%}iﬁgiﬁi;‘;ﬁz’nd
Paraffinstreckbad HI 1210 ;zlscsxﬁcr]giﬁiﬁzn .
ParaffinausgieBstation EG 1140H Leica Microsystems,

Nussloch, Deutschland
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.. Leica Microsystems,
Kiiniplatte EG 1150C Nussloch, Deutschland

geschlossener Vakuum- TP 1050 Leica Microsystems,
Gewebeinfiltrationsautomat Nussloch, Deutschland
) . Leica Microsystems,
Stereomikroskop Durchlicht DMLA Nussloch, Deutschland
. . Leica Microsystems,
Digitale Kamera DC 300F Nussloch, Deutschland
Leica Microsystems,
Computer Q550 W Nussloch, Deutschland
. Leica Microsystems,
Software QWin V3 Nussloch, Deutschland
Software zur Bestimmung des pulmonalvaskulidren Leica Microsystems,
Muskulariserungsgrads Nussloch, Deutschland
2.3.2 Materialien
Ethanol 17,0 %, 95,0 %, 9.6 % vergillt mit Ethylmethylketon | scher, Saarbriicken,
o 70, 99,0 70, Z9,0 o Verg y y Deutschland
Fluka Chemie, Buchs,
Isopropanol 99,8 % Schweiz
Methanol reinst Fluka Cherme, Buchs,
Schweiz
) . Merck, Darmstadt,
Wasserstoffperoxid 30 % pro analysi Deutschland
R Roth, Karlsruhe,
Roti-Histol (Xylolersatz) Deutschland
Roth, Karlsruhe,
Xylol Deutschland
R. Langenbrinck,
Deckgliser 24x36 mm Emmendingen,
Deutschland
Universal-Einbettkassetten mit Leica Microsystems,
Deckel, verschiedenfarbig Nussloch, Deutschland
R. Langenbrinck,
Objekttriager Emmendingen,
Deutschland
Feather, Japan (iiber:
. . Produkte fiir die
Mikrotomklingen S 35 Medizin AG Koln,
Deutschland)
N . Sigma Aldrich,
Paraffin Einbettmedium Steinheim, Deutschland
. . v 1 Medite GmbH,
Eindeckmedium Xylol-16slich Burgdorf, Deutschland
Trvpsin Zytomed, Berlin,
yp Deutschland
Vector/Linaris,
Avidin-Biotin-Blocking Kit, Wertheim-Bettingen,
Deutschland
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Alexis Biochemicals,
Normal Goat Serum Griinberg, Deutschland
Vector/Linaris,
Vectastain Elite ABC Kits anti-rabbit Wertheim-Bettingen,
Deutschland
Vector/Linaris,
Vector VIP Substrat Kit Wertheim-Bettingen,
Deutschland
Vector/Linaris,
DAB Substrat Kit Wertheim-Bettingen,
Deutschland
Vector/Linaris,
Methylgriin Counterstain Wertheim-Bettingen,
Deutschland
Zamboni’s Fixativ: - 0,2 M Na,HPO,: 390 ml; - 0,2 M
Na,H,PO,: 110 ml; - 16,0 % Paraformaldehyd: 25 ml; - Zamboni 1%
Saturated Picric Acid: 15 ml
- Aqua dest.: 10 ml eingestellt auf pH 7,3 - 7.4,
Antikorper: von-Willebrand-Faktor: Rabbit IgG, Vectastain Vector/.Lmarls,.
Verdiinnung von 1:900 mit 10,0 % BSA Wertheim-Bettingen,
Deutschland
Antikorper: anti-alpha-smooth-muscle-actin: M.O.M. Kit, .
PK2200, Verdiinnung von 1: 900 mit 10,0 % BSA Vector, Burlingame, UK

2.4 Geriite und Materialien fiir die Genotypisierung der HO-2"

und HO-2""* Miiuse

2.4.1 Gerite

. . Hettich Zentrifugen,
Zentrifuge Mikro 200 Tuttlingen, Deutschland
. . Eppendorf, Hamburg,

Riittler Thermomix compact Deutschland
. Biometra, Gottingen,
T-personal PCR-Maschine Deutschland

Photometer: Chemi genius —
bioimaging system

Syngene, Cambridge,
UK

Keutz-Laborgeriite,

Elektrophoresekammer Reiskirchen,
Deutschland
. ® Biorad, Miinchen,
Spannungsgerit Power Pac Deutschland
2.4.2 Materialien
A;rf(r)f?rllilsl:%(der DNA: DNAeasy® blood and | Qiagen, Hilden,
) ! tissue kit Deutschland

- Puffer ATL
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- Puffer AL

- Puffer AW 1

- Puffer AW 2

- Puffer AE

- Sammelgefifie

- DNAeasy® Aufreinigungssiulen

dNTP-Mix Gold (je 10mM dATP,

Peqlab, Erlangen,

dTTP, dGTP, dCTP) Deutschland

Peqlab, Erlangen,
tag-(H)-Polymerase Deutschland

Peqlab, Erlangen,
Puffer S Deutschland

.. . DeltaSelect, Dreieich,

Aqua ad iniectabila Baxter S.A. Deutschland

Baxter S.A., Unter-
Aqua ad iniectabila schleiBheim,

Deutschland

EDTA, pH 7,4 Essigsiure)

TAE (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) 1x (40 mM Tris-Acetat, 5 mM Natriumacetat, ImM

Tris-Acetat
(Tris(hydroxymetyl)aminomethan)

Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Natriumacetat

Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland

Essigsdure

Roth, Karlsruhe,
Deutschland

Agarose, Ultrapure Agarose

Invitrogen Corporation,
Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromid 10 mg/ml

Fluka, Buchs, Schweiz,

DNA-ladder, 100 bp

Fermentas, St.Leon-Rot,

Deutschland
. Fermentas, St.Leon-Rot,
6x Loading Dye Deutschland
Metabion international
Primer AG, Martinsried,

Deutschland
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2.5 Isolierte, perfundierte und ventilierte Mauslunge

2.5.1 Einfiihrung

Das Modell der isolierten Lunge wurde bereits 1912 von Knowlton und Starling
beschrieben >°. Im Laborbereich des Zentrums fiir Innere Medizin, Medizinische
Klinik II/V der Justus-Liebig-Universitit GieBen, ist dieses Modell seit 1994 in Form
der isolierten, perfundierten und ventilierten Kaninchenlunge etabliert '*. 2004
wurde das Modell auf die isolierte, perfundierte und ventilierte Mauslunge
iibertragen °.

Beziiglich verschiedenen Fragestellungen bietet das Modell eines blutfrei
perfundierten, isolierten und ventilierten Organs ein von zentralnervosen, humoralen
und metabolischen Einfliissen des Gesamtorganismus unabhidngiges System.

Das Modell bietet die Moglichkeit komplexe biochemische Interaktionen und
physiologische sowie biophysikalische Parameter zu untersuchen. Auflerdem lassen
sich pathologische Zustinde gezielt induzieren und die Wirkungsweisen
pharmakologischer Substanzen auf das isolierte Organ sowohl im physiologischen
als auch im pathologischen Zustand testen.

Die seit 2004 erfolgreiche Anwendung des Modells an der Maus ermdglicht neben
den oben genannten Vorteilen zusitzlich die Untersuchung von transgenen Méausen.
Dadurch konnen direkt Einfliisse von bestimmten Ionenkanidlen, Enzymen oder
anderen Proteinen auf die Physiologie der Lunge in gendefizienten Maiusen
untersucht werden.

Neben der kontinuierlichen  pulmonalarteriellen und  pulmonalvendsen
Druckmessung ermdoglicht das Modell sowohl die Messung von Beatmungsdruck,
Lungengewicht als auch die biochemische beziehungsweise chemische Analyse von

Exspirationsluft und Perfusatproben.

2.5.2 Versuchsaufbau

Die Lungen wurden in einer beheizten und feuchten Kammer an einer Wigezelle
(Kent Scientific Cooperation Isomatric Transducer) frei aufgehéngt. Die Perfusion
erfolgte flusskonstant mittels peristaltischer Infusionspumpe (ISM 597, Ismatec,
Wertheim-Mondfeld). Nach Passage der Lunge floss das Perfusat iiber den linken

Ventrikel zuriick in das Perfusatreservoir. Um eine konstante Temperatur von 37°C
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im Organ aufrecht zu halten, wurden das Perfusatreservoir, die Warmekammer und
die Heizspirale mit einer doppelwandigen Glasummantlung ausgestattet, wodurch
eine Temperierung des Perfusats und der Kammer moglich war. Luftembolien
wurden durch sorgfilliges Entliiften des Schlauchsystems vor Beginn der Préparation

ausgeschlossen.

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Aufbaus des Perfusions- und Beatmungssystems.
AMP: Messverstiarker, DW: elektromechanischer Druckwandler, F: Filter, GN:
normoxisches Gasgemisch, GH: hypoxisches Gasgemisch,GR: Raumluft, IK: Innenkatheter,
LV: linker Ventrikel, P: Rollerpumpe, PA: Pulmonalarterie, PAK: Pulmonaliskatheter,
PEEP: Vorrichtung zur FEinstellung eines positiv-endexpirarotorischen Drucks, R:
Perfusatreservoir, REC: Schreiber und Personalcomputer zur Registrierung der gemessenen
Werte, T Trachea, V: Ventilator, VD: Vorrichtung zur Einstellung des linksvendsen
Druckniveaus, WZ: Wigezelle.

Die Perfusion erfolgt mit Krebs-Henseleit-Puffer (Serag-Wiesner, Naila) mit

folgender Zusammensetzung: NaCl 120 mM
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KCl 4,3 mM
KH,PO,4 1,1 mM
NaHCO3 24 mM

MgCl, 1,3 mM
Glucose 13,32 mM

und 5 % (Gewicht/Volumen) Hydroxyethylamylopectin (Molekulargewicht
200,000).

Durch Zugabe von NaHCOs3 (2,4 ml/100 ml Perfusat) und anschlieBender Begasung
des Perfusats mit normoxischem Gas wurde ein pH von 7,3 bis 7,4 erreicht. Das
Gesamtvolumen des rezirkulierenden Perfusats betrug 15 ml.

Die Ventilationparameter wihrend des Versuches waren wie folgt:

Tidalvolumen 300 ul
Beatmungsfrequenz 90 Atemziige/min
Positiver-endexspiratorischer Druck (PEEP) 3 ¢cmH,0

Beatmung mit normoxischem Gas (21,0 % O,, 5,3 % CO, Rest N, Air Liquide,
Siegen) oder hypoxischem Gas (1,0 % O,, 5,3 % CO, Rest N,, Air Liquide, Siegen).

2.5.3 Reinigung des Systems

Vor Beginn eines Versuches wurde das gesamte System zunidchst mit 80 ml
destilliertem Wasser (Aqua ad iniectabila Baxter S.A., UnterschleiBheim) und dann
mit 20 ml Perfusat gespiilt.

Nach Abschluss des Versuches wurde das System immer zunichst mit mindestens 50
ml destilliertem Wasser und anschlieBend mit 0,1 ml des Proteinldsers (PAL 50, Carl
Roth, Karlsruhe) verdiinnt in 20 ml destilliertem Wasser ausgespiilt. Bis zur néchsten
Verwendung des Systems blieb der Proteinloser in seiner Verdiinnung im

Schlauchsystem.

2.5.4 Priparation der Mauslunge
Vor Beginn der Priparation wurden die Miuse in tiefe Narkose versetzt. 125 mg/kg
Ketamin (Ketavet 100 mg/ml, Pfizer, Karlsruhe) und 25 mg/kg Xylazinhydrochlorid

(Rompun 2 %, Bayer Healthcare, Leverkusen) wurden intraperitoneal verabreicht.
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Zur Antikoagulation wurden, ebenfalls intraperitoneal, 2500 ILE./kg Heparin
(Heparin-Natrium-25.000-ratiopharm®, Ulm) injiziert.

Darauthin wurden die Tiere iiber ein Tracheostoma intubiert und mit Raumluft durch
eine Kolbenpumpe (Minivent Type 845, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten)
im oben genannten Modus beatmet.

Nach Eroffnen des oberen Abdomens erfolgte eine vollstindige mediane
Sternotomie. Dem Aufklappen des Thorax schloss sich zunéchst die Punktion sowohl
des linken als auch des rechten Ventrikels an. Danach wurden Katheter in
Pulmonalarterie und linkes Atrium eingebracht, erster durch Ligation fixiert. Im
Anschluss wurde mittels einer Peristaltik-Pumpe (ISM 597, Ismatec, Wertheim-
Mondfeld) die Perfusion mit Krebs-Henseleit-Puffer (Serag-Wiessner, Naila) bei 4°C
und einer Flussrate von 0,2 ml/min begonnen. Gleichzeitig mit dem Beginn der
kiinstlichen Perfusion wurde die Beatmung von Raumluft auf gemischtes
normoxisches Gas (21,0 % O,, 5,3 % CO,, Rest N,, Air Liquide, Siegen) geédndert.
Die Lungen wurden ohne Unterbrechung von Ventilation und Perfusion aus dem
Thorax herauspripariert und frei an einer Wigezelle zur Gewichtsmessung des
Organs aufgehidngt. Zur Anpassung der Temperatur wurde eine auf etwa 37°C
beheizte und befeuchtete Glaskammer um die aufgehingte Lunge platziert. Nach
Durchspiilen der Lungen mit >20 ml Puffer wurde der Perfusionskreislauf
geschlossen. Mittlerweile wurde die Flussrate von 0,2 ml/min auf 2 ml/min erhoht,
das Gesamtvolumen des Puffers bei beginnender Rezirkulation betrug 15ml. Der
linksatriale Druck wurde auf 2,0 mmHg erhoht, die Temperatur des rezirkulierenden
Perfusats auf 37°C.

Die Driicke in der Pulmonalarterie und dem linken Atrium wurden mit
Druckabnehmern {iiber diinnlumige Katheter gemessen, mittels eines Analog-
Digitalwandlers digitalisiert und dadurch eine Datenaufnahme durch einen
Personalcomputer ermoglicht.

Nach der durchschnittlichen Priparationsdauer von circa 15 min, des Erreichens
eines steady-states nach circa 20 min, einer nunmehr erreichten Flussrate von 2
ml/min, und einer erfolgten Kalibrierung der Druckaufnehmer konnte mit der

Messung und dem geplanten Versuchsablauf begonnen werden.
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Abb. 2.2: Originale Abbildung des oben beschriebenen Versuchsaufbaus nach
abgeschlossener Priparation der Mauslunge und erfolgreicher Kaniilierung des rechten und
linken Ventrikels (rechts im Bild).

2.5.5 Versuchsmodus

Nach einer ca. 20 min dauernden Aufwidrmphase begannen die Versuche mit einer 15
min dauernden Steady-state-Phase, in der die gemessenen Parameter sich nicht
verdndern durften, so dass die benotigte Stabilitit des Pridparates gewdhrleistet
wurde.

Die Umstellung von normoxischer auf hypoxische Beatmung erfolgte iibergangslos
iber einen 3-Wege-Hahn, der in die Gaszufuhrleitung zwischen geschaltet war.

3-Stufen-Hypoxie

15 min 10 min 15 min 3h 15 min 10 min

Bl Hypoxie [ | Normoxie

Der Versuchsmodus der 3-Stufen-Hypoxie mit einer 3 h dauernden hypoxischen

Phase wurde bei Versuchen an den transgenen Bx und HO-2 Miusen gewdhlt.

Ebenfalls kam dieser Modus bei der Untersuchung der Wirkung von DAG-Kinase-
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Inhibitor II (R59949, Calbiochem, Bad Soden) auf die protrahierte Phase der HPV

zum Einsatz.

Akute Hypoxie

15 min 10 min 15 min 10 min 15 min

N Hypoxie [ ] Normoxie

10 min andauernde Phasen hypoxischer Beatmung wechselten sich mit 15 min

dauernder normoxischer Beatmung ab.

Vasokonstriktion mittels U46619

15min 25 min 25 min
l U46619-Bolus |:| Normoxie

U46619 wurde in einem Verhitnis von 2:1 in DMSO (Dimethylsulfoxid, Merck,
Darmstadt) gelost und iiber einen Bypass mit einer 1 ml Spritze in die Miuselunge
eingebracht. Die Menge U46619 wurde so gewihlt, dass 1,5 nM im Perfusat erreicht
wurde. Diese Versuche erfolgten im Falle der transgenen Méduse im Anschluss an die
Versuche fiir die akute Hypoxie. Bei den pharmakologischen Experimenten an
C57/BL6 Méusen wurden separate Versuche fiir Hypoxie und U46619 durchgefiihrt.
Nach zwei Kontrollvasokonstriktionen erfolgten darauthin die Vasokonstriktionen

im erlduterten Modus.

Vasokonstriktion mittels KCI
| N N |

15 min 25 min 25 min

@ KCIl-Bolus |:| Normoxie

Um zu zeigen, dass die getesteten pharmakologischen Substanzen selektiv die HPV
und nicht generell die Vasokonstriktion in den pulmonalen Gefidlen inhibieren,
wurde neben U46619 ein weiterer vasokonstriktorischer Stimulus, die KCI-
Bolusgabe, gewihlt. Die Bolusgabe erfolgte analog zu der des U46619 iiber den
Bypass mit einer 1 ml Spritze. Die Menge von 0,75 ml 0,02 M KCI-Losung als
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Bolus, entsprechend einer Konzentration im Pefusatreservoir von 1 uM, fiihrte zu
einer Vasokonstriktion, die von der Stiarke der HPV zu Beginn der Experimente
glich.

Zur Untersuchung der Einfliisse der verwendeten Substanzen auf die akute HPV, die
protrahierte, d.h. eine 180 min lange dauernde HPV, und die Vasokonstriktion durch
U46619 oder KCl wurden Kontrollversuche mit dem jeweiligen Losungsmittel der

Substanz durchgefiihrt.

Um die Einfliisse der pharmakologischen Substanzen auf den normoxischen PAP,
den pulmonalarteriellen Druck bei normoxischer Beatmung und konstanter Perfusion
mit 2 ml/min zu ermitteln, erfolgte zusitzlich eine Substanzapplikation unter rein

normoxischer Beatmung.

Zur Untersuchung moglicher Unterschiede der akuten und protrahierten HPV wurden
in Bx und HO-2 +/+ und -/- Miusen fiir beide Gruppen sowohl Versuche mit 180
min dauernder hypoxischer Beatmung als auch gleich lange dauernder normoxischer

Beatmung durchgefiihrt.

2.5.6 Verwendete Substanzen und Applikationsmodi

R59949
MW: 489,6
Losungsmittel: DMSO

Applikation: Aliquots zu 10 ul 100 mM R59949 in DMSO wurden hergestellt. Vor
der Applikation wurden diese mit dem Perfusatmedium weiter verdiinnt (1:100). Die
verdiinnte Losung (1 mM) R59949 wurde in den Versuchsreihen jeweils 10min vor
beginnender Vasokonstriktion zu dem Perfusatmedium der Dosisreihe resultierend in
einer Konzentration von 5, 10, 15, 20, 25 und 30 uM in das Reservoir gegeben (5
uM entsprechen einer Zugabe von 75 pl der 1 mM R59949 Losung zu dem
Perfusatmedium). Bei der Verwendung der Substanz zur Untersuchung des
Einflusses von R59949 auf die protrahierte Phase der HPV wurde 10min vor Beginn
der 3 h dauernden Hypoxiephase 150 ul der 1 mM R59949 Losung zum Perfusat
gegeben, entsprechend 10 uM R59949 im zirkulierenden Perfusat.
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R59949 Gabe R59949 Gabe

l )
| [ I |

15 min 10 min 15 min 10 min 15 min

N Hypoxie [ ] Normoxie

Pfeile markieren die Gabe der Substanzen, deren Einfluss auf die Vasokonstriktion

getestet wurde, jeweils 10 min vor beginnender Vasokonstriktion. In dem hier
abgebildeten Beispiel ist der vasokonstriktorische Stimulus Hypoxie (entsprechend
fiir U46619 und KCI, s.0). Getestete Substanz ist R59949. Gleiche Versuchsmodi
gelten fiir OAG, U73122 und U73343.

OAG (1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol)

MW: 398,58 Losungsmittel: DMSO
Applikation: Aliquots zu 100 ul 50 mM OAG in DMSO wurden hergestellt. Kurz
vor der Verwendung der Substanzen in der Dosisreihe von 15, 30, 60, 90, 120 uM
wurde die 50 mM Losung mit Perfusatmedium weit verdiinnt (1:5). Aus der 10 mM
Losung wurden fiir eine 15 uM OAG Konzentration im Perfusatmedium 22,5 ul 10

min vor Beginn der Vasokonstriktion in den Perfusatbehilter gegeben.

U73122
MW: 464,64
Losungsmittel: Ethanol (Ethanol 96 %, Fischer, Saarbriicken)

Applikation: Aus der mit Ethanol als Losungsmittel hergestellten 1 mM U73122
Losung wurden direkt 30 pl Losung fiir 2 uM U73122 Konzentration in das
zirkulierende Perfusat gegeben. In der durchgefiihrten Dosisreihe von 2, 3, und 4 uM
U73122 war der jeweilige Zeitpunkt der Applikation analog zu OAG und R59949 10

min vor der beginnenden Vasokonstriktion.

U73343
MW: 466,66
Losungsmittel: Ethanol

Applikation: siehe U73122
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2.6 Invasive Bestimmung des rechtsventrikuliren Blutdrucks

2.6.1 Einfithrung

Neben der histologischen Aufarbeitung der untersuchten Lungen, welche direkt ein
im Rahmen der PH durch chronische Hypoxie induziertes Gefil3-remodelling
nachweisen kann, ldsst die invasive Bestimmung von rechtsventrikuldren
Blutdriicken (RVSP) eine Aussage iiber den Blutdruck in der Pulmonalarterie treffen.
Daher ist die Bestimmung des RVSP ein geeigneter Parameter um das Ausmal3 der
durch chronische Hypoxie resultierenden PH zu bestimmen.

Ein Teil der fiir die himodynamische und histologische Untersuchung verwendeten
Tiere wurde fiir eine Dauer von 3 Wochen unter normobarer Hypoxie (10,0 % O,)
gehalten, der andere Teil fiir den gleichen Zeitraum in normobarer Normoxie (21,0
% ). Durch eine Absenkung der globalen Sauerstoffkonzentration lassen sich fiir
die Lunge hypoxische Zustinde simulieren, wie sie bei pulmonalen Erkrankungen

wie z.B. COPD, Fibrose, Emphysem oder aber auch in gro3er Hohe vorkommen.

2.6.2 Priparation und Bestimmung des RVSP

Vor Beginn der Prédparation wurde den Méusen zur Narkose 62,5 mg/kg Ketamin
(Ketavet 100 mg/ml, Pfizer, Karlsruhe) und 12,5 mg/kg Xylazinhydrochlorid
(Rompun 2 %, Bayer Healthcare, Leverkusen) sowie zur Antikoagulation 1250
LE./kg Heparin (Heparin-Natrium-25.000-ratiopharm®, Ulm) intraperitoneal
verabreicht. Nach Spiilung der Druckaufnehmer mit physiologischer Kochsalzlosung
wurden die Druckwandler zur Messung des RVSP auf 0 mmHg kalibriert.

Der Intubation der Tiere iiber ein Tracheostoma folgte die Beatmung mit Raumluft
durch eine Kolbenpumpe (Minivent Type 845, Hugo Sachs Elektronik, March-
Hugstetten).

Beatmungsparameter waren folgende:

Tidalvolumen 250 ul
Beatmungsfrequenz 150 Atemziige/min
positiver endexspiratorischer Druck (PEEP) 1 cmH,0

Nach Entfernung der Haut im Bereich des processus xiphoideus wurde das Abdomen
an dieser Stelle vorsichtig inzidiert. Es erfolgte die Platzierung einer Kaniile (24G

(0,55 mm x 25mm) BD Microlance™ 3, Becton Dickinson, Heidelberg) in den nun
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sichtbaren rechten Ventrikel. AnschlieBend wurden die RVSP fiir einen Zeitraum

von 10 min aufgezeichnet.

2.6.3 Bestimmung des Himatokrit

Die Anpassung des Organismus an chronische Hypoxie erfolgt unter anderem durch
Erhohung des Hématokritwertes im Blut, um durch eine erhohte Anzahl an
Erythrozyten in der Zirkulation die Sauerstoffversorgung der Peripherie zu
verbessern. Somit ist die Bestimmung des Hdmatokrit eine geeignete Mdoglichkeit die
Optimierung der Sauerstoffversorgung der Peripherie und die Adaptation des
Organismus an veridnderte Sauerstoffverhiltnisse, wie hier chronischer Hypoxie,
festzustellen *.

Nach Beendigung der Messung des RVSP wurde an der durch die Kaniile er6ffneten
Stelle des RV iiber eine Hamatokrit-Kapillare (77 mm/60 pl, D.A. 1,3-1,4 mm,
Hirschmann Laborgerite, Eberstadt) Blut entnommen und anschlieBend mittels einer
Zentrifuge (Adams Autocrit "™ Centrifuge, Clay Adams, Parsippany, N.J., USA) der

Hamatokrit bestimmt.

27 Bestimmung des Verhiltnisses der Masse des rechten
Ventrikels zur Masse des linken Ventrikels plus Septum

(RV/(LLV+S)) als MaB der Rechtsherzhypertrophie

2.7.1 Einfiihrung

Das Herz versucht sich in erster Linie den herrschenden Druckverhiltnissen im
pulmonalen und systemischen Kreislauf anzupassen. Ein erhohter pulmonalarterieller
Druck fiihrt zu einer Hypertrophie des rechten Ventrkels (RV), ein Anstieg des
systemischen Drucks ldsst den linken Ventrikel (LV) samt Septum (S)
hypertrophieren.

Neben der Moglichkeit die absoluten Massen der rechten und linken Herzhilften zu
vergleichen, ldsst sich auch iiber die Bildung des Verhiltnisses Masse des RV/ Masse
(LV+S) eine Aussage iiber das Ausmal} einer rechtsventrikulidren Hypertrophie und

der damit zusammenhingenden pulmonalarteriellen Hypertonie treffen. Daher ist die
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Berechnung dieser sogenannten Herzratio ein etabliertes Mal} fiir die Stirke des

pulmonalen GefiBumbauprozesses '*.

2.7.2 Priparation der Herzen

Die verwendeten Herzen wurden im Anschluss an die Bestimmung des RVSP
(Abschnitt 2.6.2) und Fixation der Lungen (Abschnitt 2.8.2) bearbeitet.

Der rechte Ventrikel wurde mikrochirurgisch von dem linken Ventrikel plus Septum
getrennt. Nach erfolgter Trocknung wurden die Masse des rechten Ventrikels und die
Masse des linken Ventrikels plus Septums bestimmt.

Sektion und Gewichtsmessung wurden geblindet durchgefiihrt. Wie beschrieben,
wurde das Verhiltnis RV/(LV+S) als Index fiir eine rechtsventrikuldre Hypertrophie
gebildet '

2.8 Histologische und immunhistochemische Methoden

2.8.1 Einfiihrung

Die histologische Untersuchung von Lungenpréparaten ist von immenser Bedeutung
fiir Untersuchungen der pulmonalen Strombahn, da hierdurch direkt das bei Hypoxie
auftretende GefiB3-remodelling beobachtet werden kann.

Pharmakologische Therapien der pulmonalen Hypertonie lassen sich so, wie auch
genetisch Einfliisse auf die Morphologie der Lungenstrombahn durch Untersuchung
transgener Tiere, direkt in ihrem Einfluss auf die GefdBumbauprozesse

quantifizieren.

2.8.2 Priparation der Lungen und Anfertigung der Schnittpriparate

Die fiir die histologischen Untersuchungen verwendeten Lungen wurden im
Anschluss an die Bestimmung des RVSP pripariert. Nachdem die in Abschnitt 2.6.2
und 2.6.3 beschriebenen Schritte durchgefiihrt worden waren, wurde ein Katheter in
die bestehende Offnung im RV eingebracht und durch eine Ligatur fixiert. Dann
wurden die Lungen mit 20 ml Kochsalzlosung (Isotonische NaCl-Losung 0,9 %,
DeltaSelect, Dreieich) und anschlieBend mit Zamboni’s-Fixativ durchspiilt 154 Der
Abfluss der Losungen erfolgte durch einen Schnitt im LV. Nach 5 Minuten

dauernder Spiilung bei 22 cmH,0O wurde das Lungenpridparat vom Herzen getrennt
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und in 0,1 M PBS (Merck, Darmstadt) iiber Nacht bei 4°C eingelagert. Am darauf
folgenden Tag wurde der PBS-Puffer gewechselt. Bis zur weiteren Verwendung
verblieben die Lungen in diesem Puffer bei 4°C.

Die Einbettung der Gewebe wurde folgendermallen durchgefiihrt. Die in PBS
gelagerten Méuselungen wurden aufgeteilt. Zur weiteren Verwendung kamen der
obere Lappen des rechten Lungenfliigels und der gesamte linke Lungenfliigel. Die
Gewebe wurden iiber Nacht im Routineprogramm des geschlossenen Vakuum-
Gewebeinfiltrationsautomaten (Modell TB1050, Leica, Nussloch) entwissert; danach
wurden sie in Paraffin (Paraffin Einbettmedium, Paraplast PlusD, Sigma Aldrich,
Steinheim) eingegossen.

Zur Anfertigung der Schnittpriparate wurden aus den Paraffinblécken am Mikrotom
(Rotationsmikrotom vollautomatisch, RM 2165, Leica Microsystems, Nussloch) 3
pum dicke Scheiben geschnitten, die nach ihrer Streckung im 37°C warmen
Wasserbad auf Objekttriger aufgebracht wurden. Dann wurden die Priparate auf
einer Heizplatte bei 40°C getrocknet und iiber Nacht bei 37°C im Brutschrank
verwahrt.

Die nidchsten Schritte waren die Entparaffinierung und die Rehydrierung der
Schnitte. Diese wurden zunichst fiir 20 Minuten bei 65°C erhitzt. Dann durchliefen

sie die folgende Alkoholreihe:

10 min Roti-Histol

10 min Roti-Histol

5 min Roti-Histol

5 min Ethanol absolut 99,6 % (Fischer, Saarbriicken)

5 min Ethanol absolut 99,6 %

5 min Ethanol 96,0 % (Fischer, Saarbriicken)

5 min Ethanol 70,0 % (Fischer, Saarbriicken)

15 min H,0,-Gemisch: 180 ml Methanol (Fluka Chemie, Buchs, Schweiz) +
20 ml

H,0; 30,0 %ig (Wasserstoffperoxid 30 % pro analysi, Merck,
Darmstadt)
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Anschlielend erfolgte die immunhistochemische Fiarbung. Zwischen den einzelnen

Schritten der Farbung wurden die Schnitte fiir 5 min in PBS gewaschen:

1. Farbung gegen a-Aktin

S min Aqua dest.

10 min Trypsin (Trypsin, Digest All 2, Zytomed, Berlin) auf 37°C erwiirmt

15 min Avidin Blocking (Avidin-Biotin-Blocking Kit, Vector/Linaris,
Wertheim-Bettingen)

15 min Biotin Blocking
15 min 10,0 % BSA
60 min M.O.M. Mouse Ig Blocking Reagenz (M.O.M. Kit, PK2200, Vector,

Burlingame, UK)
2x5min | PBS
5 min M.O.M. Diluent/ Oroteinblocking

30 min Primérantikorper Alpha Aktin
2x5min | PBS

10 min M.O.M. biotinyliertes IgG Reagenz

2x5 min | PBS
S min M.O.M. ABC Reagenz
2x5 min | PBS

ca. I min |VECTOR Vip. Substrat Kit (Dauer nach Augenmall bis zur
Lilatdrbung)

1 min H,O ohne zuvorige PBS Pufferung

2. Farbung gegen von-Willebrand-Faktor

15 min Avidin- Blocking

15 min Biotin —Blocking
15 min 10,0 % BSA

30 min Blocking Serum (Goat) (Normal Goat Serum, Alexis Biochemicals,
Griinberg)
30 min vWF Primarantikorper (37°C) (Rabbit)

30 min biotinilierter Sekundirantikorper (Goat)
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30 min ABC Reagenz (Vectastain Elite ABC Kits anti-rabbit, Vector/Linaris,
Wertheim-Bettingen)
20-30 sec |DAB Substrat (DAB Substrat Kit, Vector/Linaris, Wertheim-

Bettingen) (Dauer nach Augenmal} bis zur Braunfirbung)

5 min H,O

2 min Gegenfiarbung mit  Methylgrin ~ (Methylgriin ~ Counterstain,
Vector/Linaris, Wertheim-Bettingen) auf einer Heizplatte bei 60°C

1 min Aqua dest.

Nach der abgeschlossenen Fiarbung erfolgten die Dehydrierung und das Eindecken
der Schnitte in harzigem Medium:

2 min Ethanol 96,0 %

S min Isopropylalkohol 99,8 % (Fluka Chemie, Buchs, Schweiz)

S min Isopropylalkohol 99,8 %

5 min Roti-Histol

5 min Roti-Histol
5 min Xylol (Roth, Karlsruhe)
Eindecken mit Pertex® (Medite GmbH, Burgdorf)

2.8.3 Morphometrische Analyse der LungengefiBle - Muskularisierungsgrad

Zur morphometrischen Analyse der Lungengefile wurde ein computergestiitztes
Analysesystem (Leica Q Win Standard Analyzing Software) mit von der Firma Leica
speziell fiir die GefiBmorphometrie entwickelten Makros verwendet.

Zur Bestimmung des Muskularisierungsgrades wurden 3um Paraffinschnitte mit
immunhistochemischer Doppelfirbung gegen smooth-muscle-alpha-actin und von-
Willebrand-Faktor (Faktor VIII) gefirbt, wie es im Firbeprotokoll angefiihrt ist. Bei
400x, 200x und 100x VergroBerung wurden pro Tier 80 GefidBle ausgezihlt, welche
mit einem ductus alveolaris assoziiert waren und einen externen Gefia3durchmesser
von 20 bis 70 um hatten '®.

Die untersuchten Gefdfle wurden als voll muskularisiert, partiell muskularisiert oder
nicht muskularisiert kategorisiert. Um den Muskularisierungsgrad zu bestimmen,

wurde der Anteil anti-alpha-smooth-muscle-actin  positiver  (violetter)
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GefidBwandbereiche ermittelt. Dies wurde halbautomatisch in einer colorimetrisch-
spektrometrischen Rechnung von der speziell von Leica angefertigten Software
durchgefiihrt. Nicht muskularisierte Gefid3e wurden in gleicher Art und Weise durch
die (braune) endotheliale Anti-von-Willebrand-Faktor-Farbung deutlich gemacht.
Die Grenzen zwischen den einzelnen Kategorien wurden wie folgt festgesetzt:
* nicht muskularisiert: <4 % Anteil von smooth-muscle-alpha-actin positiven
Bereichen in der GefiBmedia
» partiell muskularisiert: < 75 % Anteil von smooth-muscle-alpha-actin
positiven Bereichen in der GefdaBmedia
* voll muskularisiert: > 75 % Anteil von smooth-muscle-alpha-actin positiven
Bereichen in der GefiBmedia
Die errechneten Werte des Muskularisierungsgrads wurden direkt nach der

Auswertung jedes einzelnen Gefilles automatisch in Excel iiberfiihrt.

2.9 Genotypisierung der HO-2" und HO-2"* Miiuse

2.9.1 Gewinnung von DNA

Zur Genotypisierung der Miduse wurden Gewebeproben mit 20 ul Proteinase K und
180 ul ATL Puffer iiber Nacht bei 56°C verdaut.

Das gewonnen Lysat wurde am nédchsten Tag mit 200 ul AL Puffer und 200 ul
Ethanol 96,0 % vermischt und anschlieBend auf die Aufreinigungssidulen gegeben
und mit 6000x G zentrifugiert. Nach zwei Waschdurchgingen mit Puffer je 500 ul
AWI1 und AW?2 Puffer mit anschlieBender Zentrifugation bei 6000x G respektive
20000x G wurde die an den Aufreinigungssdulen verbleibende DNA mit AE Puffer

aus den Sédulen heraus gewaschen.

2.9.2 PCR - Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase-chain-reaction)

Zur Vervielfiltigung der gereinigten DNA wurde die Methode der PCR gewiihlt ',

Die benotigten Primer waren folgende:
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Primer Sequenz
HO-2.1_for 5'TTC ATA GCC ATC TGT AGT GA-3°
HO-2.2_rev 5’ATA CTT CAT GTC CTT GAT CA-3°

Primer Sequenz
NEOQO_for 5-CCC GGT TCT TTT TGT CAA GA-3~
NEO_rev 5-GAT GTT TCG CTT GGT GGT C-3~

Fiir jedes untersuchte Tier wurden fiir beide Primerpaare eine PCR durchgefiihrt.

Pro Ansatz (23 ul) wurde fiir die PCR benotigt:

0,2 ul
2,5 ul
0,5 ul
17,8 ul
1,0 ul
1,0 ul

tag-(H)-Polymerase

Puffer S
dNTPs

aqua dest.

Primer for

Primer rev

Folgende Temperaturprofile wurden fiir die PCR gewihlt:

HO-2-Primer Bande (+/+)

1.95°C 5 min
2.95°C 30s
3.56°C 30s
4.72°C 1 min
Wiederholung von Schritt 2-4 fiir
zusitzliche 34 Zyklen
5.72°C 10 min

NEO-Primer Bande (-/-)

1.95°C 5 min
2.95°C 30s
3.60°C 30s
4.72°C 1 min
Wiederholung von Schritt 2-4 fiir
zusitzliche 34 Zyklen
5.72°C 10 min
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2.9.3 Gelektrophorese

10 ul des jeweiligen PCR Produktes wurden anschlieBend mit 2 ul loading dye auf
ein einprozentiges Agarosegel (versetzt mit Ethidiumbromid, 0,4 pg/ml EtBr in
IXTAE-Puffer) aufgetragen. Als GroBenmarker wurde eine 1 kb DNA-Leiter
verwendet. Das Gel lief bei 120 V iiber 30 min in einer Elektrophoresekammer.
Anschliefend wurden die DNA Banden mittels UV-Licht des UV-B Bereichs (280

nm Wellenldnge) in einem Photometer sichtbar gemacht.

2.10 Statistische Auswertung

Unter zu Hilfenahme eines Personalcomputers und der Programme Excel 97
(Microsoft GmbH, UnterschleiBheim) und SigmaPlot 8.0 (scientific solutions,
Lausanne, Schweiz) erfolgte die Auswertung der Daten.

Alle Daten sind angegeben als Mittelwerte (MW) + Standardfehler (SEM, standard
error of the mean).

Die Darstellung einzelner PAP-Werte in Prozent bezieht sich jeweils auf die in den
Versuchsreihen zuerst durchgefiihrte Vasokonstriktion der einzelnen Gruppen.

Die n-Zahl der jeweiligen Gruppen ist jeweils in der Beschreibung der Abbildungen
angegeben.

Die einzelnen Werte waren normalverteilt. Beim Vergleich zweier Gruppen kam der
Student t-Test fiir unverbundene Stichproben zur Anwendung, beim Vergleich
mehrerer Gruppen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (one-way analysis of
variance, ANOVA) mit dem Student-Newman-Keuls-Test durchgefiihrt. Das
Signifikanzniveau lag bei p<0,05. Als Statistikprogramm wurde hierbei InStat 2.04
(GraphPad-Software Inc, San Diego, USA) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse pharmakologischer = Untersuchungen zum
Einfluss des TRPC6-Aktivators DAG auf die akute Phase der
HPV

3.1.1 R59949

Die Applikation der Substanz R59949 DAG-Kinase-Inhibitor II fiihrte zu einer
dosisabhingigen Inhibition der akuten Phasen der HPV. Bei einer Konzentration von
15 uM R59949 im Perfusatmedium war die HPV um mehr als 65 % inhibiert, sie
betrug 0,3+0,1 mmHg (= 34,9+10,2 %) des Ausgangswertes (0,7 mmHg = 100 %).
Bei 30 uM R59949 war die HPV vollstindig inhibiert.
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Abb. 3.1: Einfluss des DAG-Kinase-Inhibitors II R59949 auf die akute Phase der HPV und
die durch das Thromboxanalogon U46619 induzierte Vasokonstriktion samt den
dazugehorigen Kontrollen, alle Gruppen n=5. * markieren einen statistisch signifikanten
Unterschied verglichen mit den Kontrollgruppen (*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001).
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Kontrollversuche mit dem Thromboxananalogon U46619 hingegen zeigten, dass die
durch diesen pharmakologischen Stimulus induzierte Vasokonstriktion durch die
Zugabe des DAG-Kinase-Inhibitor II nicht gehemmt, sondern vielmehr
dosisabhiingig verstirkt wurde. Diese Verstirkung erreichte bei 30 uM einen Wert
von 1,5+0,3 mmHg (= 197,4436,8 %, 100 % = Starke der Vasokonstriktion ohne
Inhibitor) wihrend die korrespondierenden Werte fiir die Kontrollen ohne R59949
bei 0,8+0,1 mmHg (= 78,4+ 4,2 %) lagen (siehe Abbildung 3.1).

Um die HPV mit einem zweiten vasokonstriktorischen Stimulus zu vergleichen
wurde eine Versuchsreihe mit KCl-induzierten Vasokonstriktionen durchgefiihrt. Es
stellte sich hierbei heraus, dass die KCl-induzierte Vasokonstriktion im Gegensatz zu
den U46619-induzierten Vasokonstriktionen ebenfalls durch R59949 inhibiert

wurde. Schon bei 5 pM R59949 im zirkulierenden Perfusat zeigte sich eine
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Abb. 3.2: Einfluss von R59949 auf die akute Phase der HPV und die durch KCl-induzierte
Vasokonstrikition, jeweils n=5. Signifikante Unterschiede sind durch * markiert (*: p<0,05;
*%: p<0,01; ***: p<0,001).

signifikante Abnahme der KCl-induzierten Vasokonstriktion von 2,2 mmHg (= 100
%) auf 0,8+0,1 mmHg (= 39,3+5,8 %) gegeniiber einem Anstieg in den
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Kontrollgruppe von 2,3 mmHg (= 100 %) auf 3,4+0,6 mmHg (= 144,7£10,5 %) ohne
R59949. Auch bei den darauf folgenden Vasokonstriktionen mit erhohten Dosen
R59949 zeigte sich eine signifikante, jedoch keine vollstindige Inhibition der KCl-
induzierten Vasokonstriktion (s. Abb. 3.2).

Der Einfluss von R59949 auf den normoxischen PAP wird in Abb. 3.3 dargestellt.
Der normoxische PAP ist derjenige Druck, welcher sich bei konstanter Perfusion der
isolierten Lunge mit 2 ml/min und normoxischer Beatmung in der Pulmonalarterie
einstellt. Bei jeder Applikation von R59949, welche jeweils 10 min vor dem
vasokonstriktorischen Manover durchgefiihrt wurde, wurde der normoxische PAP
durch die Applikation des DAG-Kinase-Inhibitors II erhoht. Daher wurden die
jeweiligen Anderungen des normoxischen PAP, die durch jede einzelne Zugabe von
R59949 provoziert wurde, wihrend der Versuche mit repetitiver hypoxischer
Ventilation, repetitiven Vasokonstriktionen durch U46619 und KCl aber auch in
Versuchen mit rein normoxischer Beatmung bestimmt. Bei 25 uM und 30 uM

R59949  zeigten sich  keine  signifikanten = Unterschiede = zwischen
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Abb. 3.3: Anstieg des normoxischen PAP durch jeweilige DAG-Kinase-Inhibitor II R59949
Gabe in Versuchen mit Vasokonstriktorischen Stimuli (Hypoxie, U46619, KCI) und
Normoxie jeweils n=5. Anstiege beziehen sich auf jede einzelne R59949 Gabe. Signifikante
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Unterschiede zwischen Normoxie- und KCI-Versuchen werden durch #, zwischen Normoxie
und U46619 durch * symbolisiert, (¥, #: p<0,05; **, ##: p<0,01).

den Versuchen mit vasokonstriktorischen Stimuli und den unter Normoxie
durchgefiihrten Versuchen. Ebenso wurde kein signifikanter Druckanstieg des
normoxischen PAP in den Normoxieversuchen gegeniiber den Hypoxieversuchen bei
geringeren R59949 Konzentrationen beobachtet. Die normoxischen PAP-Werte bei
niedrigen R59949 Konzentrationen stiegen dagegen bei U46619- und KCI-
induzierter =~ Vasokonstriktion  signifikant  geringer an als bei den

Normoxiekontrollversuchen ohne vasokonstriktorische Stimuli (siche Abb. 3.3).

3.1.2 OAG

Die Untersuchung des Einflusses des DAG-Analogons OAG auf die Stirke der HPV
zeigte bei Konzentrationen von 15 und 30 uM OAG zunéchst einen Anstieg der HPV
von 1,8 mmHg (= 100 %) bei OuM OAG auf 2,3+0,3 mmHg (= 130,1+5,8 %) bei 15
uM OAG, welcher jedoch bei 30 uM OAG [2,2+0,3 mmHg (= 124,4+12,0 %)] nicht

signifikant war.
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Abb. 3.4: Wirkung des DAG-Analogons OAG auf die akute Phase der HPV inklusive der
dazugehorigen Hypoxiekontrollen, jeweils n=5. * markieren signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Gruppen (*:p<0,05; **:p<0,01).

Konzentrationen von 90 und 120 uM des DAG-Analogons fiihrten zu einer

signifikanten Inhibition der HPV. Bei 120 uM OAG konnte nur noch 0,5+0,2 mmHg
(= 22,448,2 %) der urspriinglichen Stirke der Vasokonstriktion beobachtet werden
(Abb. 3.4).
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Abb. 3.5: Einfluss des DAG-Analogons OAG auf die U46619-induzierte Vasokonstriktion,
jeweils n=5. * markieren signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen (*:p<0,05, **:
p<0,01, ***: p<0,001).

Wie im Falle der DAG-Kinase-Inhibition durch R59949 konnte auch bei OAG durch
Kontrollversuche mit alleiniger U46619 Applikation gezeigt werden, dass das DAG-
Analogon die U46619-induzierte Vasokonstriktion nicht inhibiert. Im Gegenteil
verstérkte sich die Vasoreaktion auf U46619 unter OAG schon bei 15 uM signifikant
auf 4,3+0,6 mmHg (= 197,7£26,3 %) (s. Abb. 3.5).

Die durch KCI ausgeldste Vasokonstriktion zeigte unter OAG ebenfalls wie die
durch U46619 ausgeloste Vasokonstriktion unter OAG eine signifikante Verstarkung
gegeniiber der Kontrollgruppe. Bei 30 puM OAG wurde die Vasokonstriktion
signifikant auf 4,8+0,3 mmHg (= 293,8+40,1 %) verstirkt, wihrend hingegen in der
Kontrollgruppe die Werte bei 3,8+0,6 mmHg (= 164,7£13,0 %) lagen (s.Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Einfluss des DAG-Analogons OAG auf die KCl-induzierte Vasokonstriktion,
jeweils n=5. * markieren signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen (*:p<0,05).
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Abb. 3.7: Wirkung von OAG auf den normoxischen PAP. Vergleich zwischen Hypoxie,
U46619, KCI und der dazugehorigen Normoxie-Kontrollgruppe, jeweils n=5.
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Das DAG-Analogon OAG zeigte ebenfalls wie der DAG-Kinase-Inhibitor R59949
einen Einfluss auf den normoxischen PAP. Sowohl in den Versuchen mit den
vasokonstriktorischen Stimuli Hypoxie, U46619 und KCI als auch in der mit
normoxischem Gas durchgefiihrten Kontrollgruppe zeigte sich ein dosisabhingiger
Anstieg des Gefialltonus unter OAG-Gabe, wobei keine signifikanten Unterschiede
zwischen den vier Gruppen beziiglich der Erhohung des normoxischen PAP

festgestellt werden konnten (s. Abb. 3.7).

3.1.3 U73122 und U73343
In Abbildung 3.8 ist die Wirkung des PLC-Inhibitors U73122 auf die HPV
dargestellt. Im Gegensatz zu der ebenfalls getesteten inaktiven Form des Inhibitors

U73343 und zu den Kontrollgruppen, in denen nur das Losungsmittel Ethanol dem
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Abb. 3.8: Wirkung des PLC-Inhibitors U73122 auf die akute Phase der HPV und der
dazugehdrigen Kontrollen mit der inaktiven Form des PLC-Inhibitors U73343 und dem
Losungsmittel Ethanol, jeweils n=5. * markieren signifikante Unterschiede zwischen der
U73122-Gruppe und der Ethanolkontrollgruppe, # zwischen der U73122- und der U73343-
Gruppe, + zwischen U73343 und der Ethanolkontrollgruppe (*, #, +: p<0,05; ***  ###:
p<0,001).
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Perfusat hinzu gegeben wurde, zeigte der PLC-Inhibitor U73122 bei einer
Konzentration von 4 uM eine signifikante Hemmung der HPV gegeniiber den beiden
Kontrollgruppen. Es konnte nur noch eine HPV von lediglich 0,1£0,1 mmHg (=
4,4+2.6 %) gemessen werden, wihrend hingegen in den Kontrollgruppen der
Versuche zur Phospholipase C Inhibition bei repetitiven hypoxischen
Beatmungsphasen von 10 min die HPV leicht im Vergleich zum Beginn der
Kontrollen zunahm [U73343 4 uM: 3,320,3 mmHg (= 107,749,5 %) resp.
Losungsmittel Ethanol 3,9+0,6 mmHg (= 131,2+5,3 %)].

200
=
3=
N
= 150 -
=
@n o~
A
<
2 < 100 -
> A
=<
<
[<P)
=< 50 1
:*CE
»
0 .
—A— U46619 U73122 —/\— U46619 U73343
—&— U46619 Ethanolkontrolle
Konzentration (uM) 0 2 3 4
repetitive vasokonstriktorische Stimuli

Abb. 3.9: Wirkung des PLC-Inhibitors U73122 auf die U46619-induzierte Vasokonstriktion,
je n=5. * markieren signifikante Unterschiede zwischen der U73122-Gruppe und der
Ethanolkontrollgruppe, # zwischen der U73122- und der U73343-Gruppe und + zwischen
der U73343 und der Ethanolkontrollgruppe (*:p<0,05; **:p<0,01, ***:p<0,001,
entsprechend fiir # und +).

Die Wirkung von U73122 auf die U46619 induzierte Vasokonstriktion wurde
ebenfalls untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass U73122 eine vollstindige
Inhibition der U46619 induzierten Vasokonstriktion verursacht. Wie schon in den

Versuchen zur Untersuchung des Einflusses des PLC-Inhibitors auf die HPV zeigte
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die Kontrollgruppe mit U73343 ein dhnliches Verhalten wie die Kontrollen mit dem
Losungsmittel Ethanol. Bei beiden Gruppen stieg die Vasokonstriktion bei 4 uM
U73343 beziehungsweise der entsprechenden Menge des Losungsmittels an,
unterschied sich aber nicht signifikant voneinander [U73343 4 uM: 4,8+0,5 mmHg
(= 148,8+13,0 %); Ethanol: 4,8+1,0 mmHg (= 175,5£17,8 %)] (s. Abb. 3.9).

Bei der zusitzlichen Untersuchung der Substanzen beziiglich des Einflusses auf die
KCl-induzierte Vasokonstriktion zeigte sich eine Inhibition der Vasokonstriktion
durch den aktiven PLC-Inhibitor U73122 auf 0,4+0,1 mmHg (= 12,0£3,7 %) des
Ausgangswertes. Die Kontrollgruppe mit Ethanol zeigte, wie in den
vorangegangenen Untersuchungen mit Hypoxie und U46619, eine Verstiarkung der
Vasokonstriktion bei repetitiven Stimuli KCl. Die Versuche der U73343
Kontrollgruppen zeigten keine Verstirkung der Vasokonstriktion, wie es bei den
Kontrollen mit Ethanol beobachtet werden konnte, sondern die Vasoreaktion war
dhnlich dem Anfangsstimulus relativ konstant [U73343 4 uM: 3,7+0,7 mmHg (=
114,7£17,2 %)] (s. Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Wirkung des PLC-Inhibitors U73122 auf die KCl-induzierte Vasokonstriktion,
jeweils n=5. * markieren signifikante Unterschiede zwischen der U73122-Gruppe und der
Ethanolkontrollgruppe, # zwischen der U73122- und der U73343-Gruppe und + zwischen
der U73343 und der Ethanolkontrollgruppe. (*:p<0,05; **:p<0,01, ***:p<0,001,
entsprechend fiir # und +)

Der normoxische PAP wurde durch Gabe des PLC-Inhibitors bei den
Hypoxieversuchen und den U46619-Versuchen nicht signifikant gegeniiber den
Versuchen mit alleiniger Gabe des Losungsmittels beeinflusst. Bei 4 uM U73122 in
beiden Versuchsreihe konnte nur eine tendenzielle Abnahme des normoxischen PAP
festgestellt werden (s. Abb. 3.11 und Abb. 3.12). Lediglich bei den Versuchen, bei
denen KCI als vasokonstriktorischer Stimulus diente, war die durch den PLC-
Inhibitor U73122 hervorgerufene Abnahme des normoxischen PAPs statistisch
signifkant (U73122 3 uM: -0,9+0,3 mmHg; U73443 3 uM 0,1+0,1 mmHg, Ethanol-
Lsm.: 0,4+0,1 mmHg) (Abb. 3.13).
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Abb. 3.11: Anderungen des normoxischen PAP bei HPV-Inhibition durch PLC-Inhibitor
U73122, jeweils n=5.
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Abb. 3.12: Anderungen des normoxischen PAP bei Inhibition der durch U46619-induzierten
Vasokonstriktion durch PLC-Inhibitor U73122 und dazugehorige Kontrollen, jeweils n=5.
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Abb. 3.13: Anderungen des normoxischen PAP bei Inhibition der durch KCl-induzierten
Vasokonstriktion durch PLC-Inhibitor U73122, jeweils n=5. * markieren signifikante
Unterschiede zwischen der U73122-Gruppe und der Ethanolkontrollgruppe, # zwischen der
U73122- und der U73343-Gruppe und + zwischen der U73343 und der
Ethanolkontrollgruppe (*:p<0,05; **:p<0,01, ***:p<0,001, entsprechend fiir # und +).
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3.2 Ergebnisse pharmakologischer = Untersuchungen zum
Einfluss des TRPC6-Aktivators DAG auf die protrahierte
Phase der HPV

3.2.1 R59949

In bisher erfolgten Untersuchungen zur Rolle des TRPC6-Kanals wihrend der
protrahierten Phase der HPV hat sich bei TRPC6™ gezeigt, dass ein Fehlen des
TRPC6-Kanals keinen Einfluss auf die protrahierte Phase der HPV hat. Um die
Bedeutung von DAG resp. DAG-Kinase fiir die protrahierten Phase der HPV zu
untersuchen, wurde daher auch iiber die pharmakologische Beeinflussung mittels
R59949 versucht, die protrahierte Phase der HPV zu inhibieren. In Abb. 3.14 ist der
Effekt der einmaligen Gabe von 10 uM R59949 auf sukzessive, hypoxische Mandver

zu sehen.
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Abb. 3.14: Wirkung von R59949 bei einmaliger Gabe auf repetitive akute Phasen der HPV.
Hypoxieversuche n=5, Kontrollen n=6. Sternchen *** markieren einen signifikanten
Unterschied zwischen beiden Versuchsgruppen (***: p<0,001).

Es ist zu erkennen, dass repetitive hypoxische Beatmungsphasen unter der
einmaligen Zugabe von R59949 {iber den gesamten Versuchszeitraum zu einer

deutlich eingeschrinkten HPV fiihrten. So verminderte sich die HPV unter Einfluss
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von R59949 bei der ersten Phase der akuten HPV auf 0,7+0,1 mmHg (= 40,2+2.5 %)
gegeniiber den Kontrollversuchen, wo noch 1,4+0,1 mmHg (= 91,0+6,7 %) der
urspriinglichen HPV-Stirke nachgewiesen werden konnten. Nach 7 repetitiven, 10
miniitigen Hypoxien, welche einer Versuchsdauer von 175 min entsprechen, konnte
mit R59949 eine HPV von 0,3+0,1 mmHg (= 16,7+£2,9 %) und ohne R59949 eine
HPV von 0,7+0,1 mmHg (= 51,844,5 %) der initialen Reaktionsstirke gemessen
werden, so dass fiir einen Zeitraum von ca. 180 min eine signifikante Einschrinkung
der akuten hypoxischen Vasokonstriktion durch eine einmalige R59949-Gabe
bewirkt werden konnte.

In separaten Experimenten wurde nun nach 10 min dauernder Wirkung von R59949
im rezirkulierenden Perfusatsystem eine 3 h dauernde hypoxische Beatmung
begonnen. In Abb. 3.15 ist zu erkennen, dass die innerhalb der ersten 10min

auftretende HPV unter Einfluss des DAG-Kinase-Inhibitors signifikant vermindert
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Abb. 3.15: Einfluss von R59949 auf die akute und protrahierte Phase der HPV,
dazugehorige Normoxie- und Hypoxiekontrollen, jeweils n=8. Der Balken markiert einen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden Hypoxiekurven.
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ist, 0,7+0,1 mmHg gegeniiber den Kontrollen mit 1,6+0,2 mmHg. Die in den
Kontrollen beobachtete, typische protrahierte Phase der HPV, bei der es nach einem
Abfall des PAP nach etwa 60 min zu einer protrahierten Vasokonstriktion kommt, ist
ebenso in den mit R59949 behandelten Lungen feststellbar und statistisch nicht
signifikant unterschiedlich zu den hypoxischen Kontrollversuchen ohne R59949.

In Abb. 3.16 wird die Wirkung von R59949 auf die akute respektive protrahierte
Phase der HPV dargestellt, in dem die Differenzen aus hypoxischen und
normoxischen PAP gebildet wurden, um den Einfluss, den R59949 auf den
Basistonus der pulmonalen Gefif3e hat (Abb. 3.17), auszugleichen. In den Kontrollen
war ein Maximum (A1,6£0,2 mmHg) innerhalb der ersten 10 Minuten der

hypoxischen Beatmung erreicht, anschlieBend erfolgte die oben beschriebene,
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Abb. 3.16: Wirkung von R59949 auf die akute und protrahierte Phase der HPV. Dargestellt
sind jeweils die Differenzen aus Hypoxie — Normoxieversuchen mit R59949 respektive ohne
R59949, jeweils n=8. Der Balken markiert einen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen den abgebildeten Differenzkurven.

typische protrahierte Phase der HPV. Nach dem Abfall des PAP kam es nach 60min
hypoxischer Beatmung zur Phase der protrahierten Vasokonstriktion (A0,8+0,3



Ergebnisse 53

mmHg). Anders verhielt es sich unter R59949. Wie in den Versuchen zur Wirkung
von R59949 auf die akute HPV (Abb. 3.1) ist die akute Phase hypoxischer
Vasokonstriktion, die innerhalb der ersten 10min auftritt, auch hier signifikant
eingeschrinkt (A0,7+0,1 mmHg). Beziiglich der protrahierten Phase der HPV konnte
hingegen durch Zugabe von R59949 keine signifikante Hemmung der verzogerten
Phase der HPV erreicht werden (A0,6+0,2 mmHg). Auch unter Wirkung des DAG-
Kinase-Inhibitors konnte der fiir die protrahierte Phase der HPV typische, verzdgerte
Anstieg des PAP beobachtet werden (s. Abb. 3.16).

Der DAG-Kinase-Inhibitor R59949 beeinflusst neben der HPV auch den
normoxischen PAP (s. Abb. 3.17). Ahnlich der akuten und protrahierten Phase der

HPYV ist hier ein unmittelbarer Anstieg des pulmonalen Gefédtonus nach Zugabe des
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Abb. 3.17: Einfluss von R59949 auf den normoxischen PAP bei einmaliger Gabe, jeweils
n=8. Der Balken markiert einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen beiden
Normoxie-Kurven.

Inhibitors in das Perfusatreservoir zu beobachten, dem ein Abfall und daraufhin ein

langsamer, verzogerter Anstieg des PAP folgt.
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3.3 HO-2 und spannungsabhingiger Ca**-aktivierter

Kaliumkanal (Bk) als moglicher O,-Sensorkomplex

3.3.1 Akute und protrahierte Phase der HPV im Modell der isolierten,

perfundierten und ventilierten Lunge

Der Einsatz transgener Tiere im Modell der isolierten, perfundierten und ventilierten
Lunge zeigte bei der dreistiindigen hypoxischen Beatmung keine signifikanten
Unterschiede zwischen den jeweiligen Knockouttieren und den dazugehorigen

Wildtypkontrolltieren im Verlauf der HPV (s. Abb. 3.18 und Abb. 3.19).
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Abb. 3.18: Akute und protrahierte Phase der HPV in Bx” und Bx™" Miusen. Der Balken
markiert statistisch signifikante Unterschiede zwischen hypoxisch beatmeten By’
(ausgefiillte Kreise, n=6) und normoxisch beatmeten By’ Lungen (ausgefiillte Dreiecke,
n=5), ebenso zwischen hypoxisch beatmeten Bx™ Lungen (offene Kreise, n=4) und
normoxisch beatmeten Bx** Lungen (offene Dreiecke, n=5) (p<0,05).

Der fiir die HPV typische Verlauf mit einem akuten Druckanstieg, einem darauf
folgenden Druckabfall und einem allméhlichen, verzogerten Druckanstieg nach etwa
einer Stunde wurde bei beiden Knockout-Linien und den dazugehorigen Kontrollen

registriert. Bx”~ Miuse zeigten zu Beginn der HPV einen Anstieg des PAP um
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1,1£0,2 mmHg gegeniiber den nicht genetisch manipulierten Kontrolltieren, bei
welchen ein Maximum der akuten HPV von 1,3+0,3 mmHg beobachtet werden
konnte. Das zweite Maximum der HPV war in beiden Versuchsgruppen am Ende der
dreistiindigen hypoxischen Beatmungphase erreicht (Bx":1,70,3 mmHg vs.
Bk**:1,7+0,4 mmHg). Weder wihrend der akuten Phase der HPV, noch in der
protrahierten Phase konnte ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Bx”
und Bx** Tieren festgestellt werden (Abb. 3.18).

HO-2" Tiere waren ebenfalls im Verlauf der HPV nicht von den HO-2""* Tieren zu
unterscheiden. Das erste Maximum war auch hier innerhalb der ersten 10 min

erreicht (HO-2": 1,1+0,2 mmHg vs. HO-2*"*: 1,1+0,2 mmHg).
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Abb. 3.19: Akute und protrahierte Phase der HPV in HO-2” und HO-2""* Miusen. Der
Balken markiert statistisch signifikante Unterschiede zwischen hypoxisch beatmeten HO-2"
(ausgefiillte Kreise, n=6) und normoxisch beatmeten HO-2"" Lungen (ausgefiillte Dreiecke,
n=5), ebenso zwischen hypoxisch beatmeten HO-2""* (offene Kreise, n=5) und normoxisch
beatmeten HO-2*"* Lungen (offene Dreiecke, n=5) (p<0,05).

Der Verlauf der protrahierten Phase der HPV in den HO-2" Tieren unterschied sich
ebenfalls nicht signifikant von dem der HO-2"* Miuse. Auch hier war gegen Ende
der hypoxischen Ventilation nach 3 Stunden das Maximum der protrahierten Phase

der HPV erreicht (HO-2"": 1,3+0,4 mmHg vs. HO-2*"*: 1,4+0,3 mmHg) (Abb. 3.19).
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Neben der Tatsache, dass sich sowohl bei Bx-Kanal als auch bei HO-2 defizienten
Tieren der Verlauf der akuten und protrahierten Phase der HPV nicht von den
dazugehorigen Wildtypkontrollen unterschied, konnte auch festgestellt werden, dass
keine signifikante Differenz der normoxischen PAP-Werte vor Beginn der
hypoxischen Beatmung in beiden Knockoutlinien verglichen mit den
Wildtypkontrollen bestand (Bx™: 8,8+0,5 mmHg; Bx™*: 8,4+0,1 mmHg; HO-2"
:9,0+0,2 mmHg; HO-2*"*: 9,0+£0,2 mmHg). Die mit normoxischem Beatmungsgas
ventilierten Organe der Bx” und HO-2" Tiere zeigten ebenfalls keine besonderen

Druckverldufe des normoxischen PAP verglichen mit den Wildtypkontrollgruppen.

3.3.2 Vasoreaktion auf Hypoxie und Thromboxananalogon U46619
Neben den Versuchen, deren Ergebnisse in 3.3.1 dargestellt sind, wurde die akute
Phase der HPV mit der Vasokonstriktion, die durch U46619 induziert werden kann,

verglichen.
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Abb. 3.20: Vergleich der Vasokonstriktion in Bx” und Bx** Miusen auf Hypoxie und
U46619, jeweils n=5.
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Abb. 3.21: Vergleich der Vasokonstriktion in HO-2" und HO-2"* Miusen auf Hypoxie und
U46619, HO-2" n=5, HO-2""* Kontrollen n=4.

Wie in Abb.3.20 und Abb. 3.21 ersichtlich, zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den Vasokonstriktionen, die durch Hypoxie oder das Thromboxananalogon
U46619 in Bx” und Bx™* Miusen bzw. in HO-2"" und HO-2""* Musen induziert

wurden.

3.3.3 Invasive Bestimmung des rechtsventrikuliren Blutdrucks

Die dreiwochige Exposition der Versuchstiere in 10,0 % O, fiihrte sowohl bei BK'/'
als auch bei BK+/+ Mausen zu einem signifikanten Anstieg des RVSP (BK'/': 30,8+1,1
mmHg; Bx"*: 30,2+1,2 mmHg) gegeniiber dem RVSP der in Normoxie (21,0 % O»)
gehaltenen Tiere (Bx”: 25,3+1 mmHg; Bx™*: 25,2+1,4 mmHg). Es bestand jeweils
kein signifikanter Unterschied zwischen den BK+/ " und BK'/' Tieren in Normoxie und
Hypoxie (s. Abb. 3.22). Betrachtet man HO-2"" und HO-2*"* Miuse so zeigte sich
sowohl fiir HO-27" als auch fiir HO-2*"* Tiere nach dreiw6chiger Behandlung in 10,0
% O, ein signifikanter Anstieg des RVSP (Normoxie: HO-27 23,5+1,6 mmHg; HO-
2**:23 8+2,1 mmHg; Hypoxie: HO-2": 33,7+1,7 mmHg; HO-2*"*: 34,3+3,7 mmHg)
(s. Abb. 3.23).
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Abb. 3.22: RVSP in By und B¢"* Miusen nach dreiwochiger Behandlung in 10,0 % O,.
Bk ”" in Normoxie n=11, in Hypoxie Bx” n=7. B"* in Normoxie n=12, in Hypoxie n=6. *
markieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen By’ Miusen in chronischer

Hypoxie vs. Normoxie respektive Bx** Miusen in chronischer Hypoxie vs. Normoxie (*:

p<0,05).
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Abb. 3.23: RVSP in HO-2" und HO-2"* Miusen nach dreiwochiger Behandlung in 10,0 %
0,. HO-2""* in Normoxie n=4, in Hypoxie n=5, HO-2" in Normoxie n=5, in chronischer
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Hypoxie n=6. * markieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen HO-2" Miusen in
chronischer Hypoxie vs. Normoxie respektive HO-2*"* Miusen in chronischer Hypoxie vs.
Normoxie (*: p<0,05).

Innerhalb der normoxischen und hypoxischen Gruppen waren die Ergebnisse bei den
HO-2 defizienten Tieren wie auch bei den Bk-defizienten Tieren nicht signifikant
++

unterschiedlich im Vergleich zu den unter gleichen Bedingungen gehaltenen By

und HO-2*"* Kontrollgruppen (s. Abb. 3.22, Abb. 3.23).

3.3.4 Bestimmung des Himatokrit

Die Bestimmung des Himatokrit ergab bei allen in dreiwochiger Hypoxie gehaltenen
Tieren eine signifikante Erhohung desselben im Vergleich zu dem Hamatokrit der in
Normoxie gehaltenen Tiere. Es bestand jedoch sowohl kein signifikanter Unterschied
zwischen in chronischer Hypoxie gehaltenen Bk Miusen (67+1,6 %) und Bg™*
Mausen (65£2,4 %) als auch im Vergleich der in Hypoxie gehaltenen HO-2 Miuse
untereinander (HO-2":501 %; HO-2"*:5042 %) (s. Abb. 3.24 und Abb. 3.25).
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Abb. 3.24: Himatokrit in Bx” und Bx™* Méusen in chronischer Hypoxie und Normoxie. Bg
" in chronischer Hypoxie n=7, in Normoxie n=12. Bx** in chronischer Hypoxie n=6, in
Normoxie n=11. * markieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen den mit Linien
verbundenen Versuchsgruppen (¥**: p<0,001).
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Um auszuschlieBen, dass das Fehlen von HO-2 bzw. Bx-Kanilen eventuell einen
Einfluss auf den Hamatokrit unter normoxischen Bedingungen hat, wurde auch der

Héamatokrit bei normoxisch gehaltenen Tiere verglichen. In den Normoxieversuchen

+/+

mit BK'/ “und B¢ Miusen konnte ebenfalls kein statistisch signifikanter Unterschied

zwischen beiden normoxischen Gruppen festgestellt werden (BK'/':39,9J_r1 %,
Bk'*:41,840,8 %). Es zeigte sich auch kein signifikanter Unterschied des

2** Miusen

Hématokrits zwischen HO-2 defizienten Miusen verglichen mit HO-
unter normoxischen Bedingungen (HO-2"": 38+1 %, HO-2"* 40+1 %) (s. Abb. 3.24

und Abb. 3.25).
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Abb. 3.25: Hiamatokrit in HO-2" und HO-2"* Miusen in chronischer Hypoxie und
Normoxie. Chronische Hypoxie: HO-2" n=5, HO-2*"* n=4. Normoxie: HO-2" n=4, HO-2*""*
n=5. * markieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen den mit Linien verbundenen
Versuchsgruppen (***: p<0,001).

3.3.5 Bestimmung des Verhiltnisses der Masse des rechten Ventrikels zur
Masse des linken Ventrikels plus Septum (RV/(LV+S)) als Mall der
Rechtsherzhypertrophie

Die Bx” Miuse entwickelten nach dreiwochiger Haltung in 10,0 % Sauerstoff eine

Rechtsherzhypertrophie als Folge erhohter intrapulmonaler Driicke. Die Ratio des

Trockengewichtes von rechtem Ventrikel zu linkem Ventrikel plus Septum
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(RV/(LV+S)) erhohte sich von 0,3+0,02 bei unter Normoxie gehaltenen Bk Tieren
auf 0,4420,01. Die Kontrollgruppen der Bg™* Miuse zeigten ebenso nach
dreiwochiger Hypoxie eine deutliche Rechtsherzhypertrophie (0,48+0,02) gegeniiber
den in Normoxie gehaltenen Tieren (0,3+0,02) (Abb. 3.26).

B K -
[_1BK+/+ ek

deskesk
0,6 T 1

0,5 1 -

0,4 -

0,3 1

0,2 1

0,1 -

rechtsventrikulire Hypertrophie
RV/(LV+S)

0,0 -

Normoxie chronische Hypoxie

Abb. 3.26: Rechtsventrikulire Hypertrophie (RV/(LV+S)) von Bx” und Bx™* Miusen nach
dreiwochiger Hypoxie. Normoxie Bx”™ und Bg*™* jeweils n=10, Hypoxie Bx” n=6, Bx"* n=7.
* markieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen den mit Linien verbundenen
Versuchsgruppen; (¥**: p<0,001).

Eine im Wesentlichen entsprechende, kardiale Anpassung an die durch Hypoxie
verdnderten Druck- respektive Widerstandsverhiltnisse im pulmonalen Gefif3gebiet
erfolgte bei den HO-2 Miusen. HO-2"~ Miuse entwickelten unter 21 Tage dauernder
hypoxischer Haltung eine Ratio (RV/(LV+S)) von 0,52+0,03, HO-2*"* Mi:use eine
Ratio von 0,45+0,04. Bei in Normalbedingungen gehaltenen HO-2 Tieren lagen die
Ratios dagegen bei 0,32+0,01 (HO-2") und 0,33+0,01 (HO-2*") (s. Abb. 3.27).
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Abb. 3.27: Rechtsventrikulidre Hypertrophie (RV/(LV+S)) von HO-2" und HO-2*"* Miusen
nach dreiw6chiger Hypoxie. Normoxie HO-2” n=6 und HO-2""* n=4, Hypoxie HO-2" n=6,
HO-2""* n=4. * markieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen den mit Linien
verbundenen Versuchsgruppen; (**: p<0,01; ***: p<0,001).
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Abb. 3.28: Herzgewichte von Bg™ respektive Bx** Miusen nach dreiwdchiger Hypoxie und
Normoxie. Normoxie Bx” und Bx** jeweils n=10, Hypoxie Bx” n=6, B¢"* n=7.
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Abb. 3.29: Herzgewichte von HO-2" respektive HO-2"* Miusen nach dreiwdchiger
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Hypoxie und Normoxie. Normoxie HO-2"" n=6 und HO-2*"* n=5, Hypoxie HO-2" n=6, HO-
2*"* n=4. Das * markiert einen statistisch signifikanten Unterschied der RV-Gewichte der
HO-2" und HO-2*"* Miuse unter Normoxie, p<0,05.

Zusitzlich sind die absoluten Gewichte von RV und (LV+S) dargestellt (s. Abb. 3.28
und Abb. 3.29 oben).

Hier zeigte sich, dass die Gewichte des linken Ventrikels und Septums (LV+S) bei
Bk- und HO-2 -/- und +/+ Tieren durch Hypoxie nicht beeinflusst wurden und somit
die Erhohungen des Verhiltnisses der Masse des rechten Ventrikels zu der Masse des
linken Ventrikels plus Septum unter Hypoxie durch eine rechtsventrikulédre

Hypertrophie zustande kamen.

3.3.6 Morphometrische Analyse der LungengefiBe — Muskularisierungsgrad
Nach Haltung der Versuchstiere in Hypoxiekammern fiir einen Zeitraum von 3

Wochen zeigte sich eine verstirkte Muskularisierung der Lungengefil3e.

3.3.6.1 Immunhistochemische Doppelfirbung
Um den Muskularisierungsgrad pulmonaler Gefdfle sichtbar zu machen und im
weiteren quantitativ bestimmen zu konnen, wurde eine immunhistochemische
Doppelfarbung gegen glattmuskulidres alpha-Aktin und endothelialen von-
Willebrand-Faktor vorgenommen (s.Abb 3.30).

20pm 20pm 20pm

c— c—
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Abb. 3.30: Immunhistochemische Doppelfiarbung peripherer Pulmonalarterien gegen von-
Willebrand-Faktor (braun) und glattmuskuldres alpha Aktin (violett). In normoxischen By
Miusen sind die kleinen peripheren Pulmonalarterien nicht (a) oder nur teilweise (b)
muskularisiert. Im Verlaufe der Progression der pulmonalen Hypertonie unter chronischer
Hypoxie erfolgte eine starke Zunahme der Muskularisierung, (c) vollmuskularisiert.
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3.3.6.2 Prozentualer Anteil voll, partiell und nicht muskularisierter Gefiaf3e

Der Muskularisierungsgrad von intraazindren Gefden wurde der Grofe nach
quantifiziert.

Es wurden intraazindre Gefde von 20 bis 70 um externem GefdBdurchmesser
betrachtet.

Bei diesen Gefilen war sowohl bei den B’ als auch bei den Bx™*

Miusen unter
chronischer Hypoxie der Anteil der vollmuskularisierten GefidBlen signifikant hoher
als bei BK'/ “und BK+/ * Miusen, die zur Kontrolle unter Normoxie gehalten wurden.
Es zeigte sich, das der Anteil der vollmuskularisierten Gefife bei Bx*"* und Bx™”
Maiusen jeweils um mehr als 22 % zunahm. Auch der Anteil der partiell
muskularisierten Gefédle stieg bei Knockout- und Wildtyptieren um jeweils mehr als
14 % in chronischer Hypoxie an. Dagegen nahm der Anteil nicht muskularisierter
Gefile in den in Hypoxie gehaltenen Tieren signifikant ab (Abb. 3.31 und Tab. 3.2).

2+/+

In etwa identische Ergebnisse ergab die Untersuchung der HO-2"" und HO-2*"* Tiere

2** Tieren, die

samt deren normoxischen Kontrollen. Hier war bei HO-2"" und HO-
in chronischer Hypoxie gehalten wurden, mehr als 45 % der GefidBe voll
muskularisiert, wihrend hingegen in Normoxie lediglich etwa 9 % der kleinen
GefidBle vollmuskularisiert waren. Dagegen nahm der Anteil der nicht

2** von iiber

muskularisierten GefiiBe in beiden Versuchsgruppen, HO-2" und HO-
65 % bei Normoxie auf unter 10 % bei Hypoxie ab (s. Abb. 3.32 und Tab. 3.3).

Wie auch bei den Bx Mdiusen bestand bei den HO-2 Tieren im Vergleich der
transgenen Versuchsgruppen zu deren Kontrollgruppen in Normoxie und chronischer
Hypoxie in allen drei verschiedenen Gruppierungen der GefidBe, ndmlich voll,
partiell und nicht muskularisert, kein signifikanter Unterschied (s. Abb. 3.31, Abb.

3.32, Tab.3.2 und Tab. 3.3).
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Abb. 3.31: Pulmonalarterieller Muskularisierungsgrad in Bx™* und By Miusen. Gefile
zwischen 20 und 70 um. Bx” und B¢** in Normoxie je n=7, in chronischer Hypoxie je n=4.
* markieren statistisch signifikante Unterschiede zwischen den in Hypoxie gehaltenen By™

und B¢** Miusen und den Normoxiekontrollen (*: p<0,05).

. Muskularisierungsgrad, Gefife 20-70 pm (%)
Tiere
Voll partiell nicht
Bk Normoxie 4,120,4 11,3+1,1 84,6+1,2
Bk* Normoxie 5,3+0,8 13,8420 80,9+2,2
Bk chronische Hypoxie 31,1£2,8 31,327 37,7£0,5
Bk*"* chronische Hypoxie 27,7+4.,6 28,3+1,0 44,1+5,6

Tab. 3.2: Pulmonalarterieller Muskularisierungsgrad in Bx™" und By’ Miusen. GefiBe
zwischen 20 und 70 pum. n-Zahlen und statistisch signifikante Unterschiede siehe
dazugehorige Abb. 3.31.



Ergebnisse 67

- HO-2-/- Normoxie
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Abb. 3.32: Pulmonalarterieller Muskularisierungsgrad in HO-2"* und HO-2"" Miusen.
GefiBe zwischen 20 und 70 pum. HO-2" in Normoxie n=12, in chronischer Hypoxie n=6,
HO-2""* in Normoxie n=7, in chronischer Hypoxie n=4. * markieren statistisch signifikante
Unterschiede zwischen den in Hypoxie gehaltenen HO-2"* und HO-2" Miusen und den
Normoxiekontrollen (*: p<0,05).

. Muskularisierungsgrad, Gefife 20-70 pm (%)
Tiere
Voll Partiell nicht
-/- .
HO-2"" Normoxie 9,9+1,2 22,1439 67,9+4,1
HO-2*"* Normoxie 9,7+0,9 14,6+1,1 75,6%1,6
HO-2" chronische Hypoxie 45,4437 50,6+3,2 4,0+1,3
HO-2""* chronische Hypoxie 45,9+5,5 47,062 6,9+1,7

Tab. 3.3: Pulmonalarterieller Muskularisierungsgrad in HO-2""* und HO-2" Miusen. GefiBe
zwischen 20 und 70 pm. n-Zahlen siehe dazugehorige Abb. 3.32. Statistisch signifikante
Unterschiede sind ebenfalls aus Abb. 3.32 zu entnehmen.



Diskussion 68

4. Diskussion

4.1 Pharmakologische Untersuchungen zum Einfluss des TRPC6-
Aktivators DAG auf die akute Phase der HPV am Modell der

isolierten, perfundierten und ventilierten Mauslunge

Im isolierten, perfundierten und ventilierten Organ wurde die Bedeutung von DAG,
einem Produkt der PLC und potenziellem Aktivator des fiir die akute HPV
essenziellen TRPC6 Kanals, als Mediator der Signalkaskade der akuten HPV
untersucht. Die Aktivierung des TRPC6-Kanals durch DAG konnte bisher durch
verschiedene pharmakologische Substanzen beeinflusst werden ' *°. Daher wurden
im Rahmen dieser Dissertation im intakten Lungenpriparat R59949, ein DAG-
Kinase-Inhibitor, der die Phosphorylierung von DAG zu Phosphatidsdure (PA)
verhindert und so zu einer DAG Akkumulation fiihrt, OAG, ein DAG-Analogon, und
ein PLC-Inhibitor (U73122), der die DAG-Produktion der PLC verhindert, getestet,
um den mdoglichen Aktivator des TRPC6-Kanals DAG als Mediator der

Signalkaskade der akuten HPV zu identifzieren.

4.1.1 RS59949

Die Ergebnisse der Untersuchungen mit R59949 zeigten, dass der DAG-Kinase-
Inhibitor R59949 die akute HPV dosisabhingig inhibierte. Dagegen war in den
Kontrollversuchen mit U46619 keine Abnahme der Vasokonstriktion bei steigender
R59949 Dosis zu beobachten, vielmehr fiel die Stirke der Vasokonstriktion
signifikant hoher aus als in den Kontrollgruppen (Abb. 3.1). Bei beiden
Versuchsreihen wurde durch R59949 der normoxische PAP dosisabhingig erhoht
(Abb. 3.3). Diese Ergebnisse indizierten, dass in den Effektorzellen der HPV,
ndmlich den PASMC, durch eine intrazelluldre DAG-Anreicherung der fiir die akute
Phase der HPV essenzielle TRPC6-Kanal aktiviert wird und daher die HPV
ausbleibt. Die Versuche mit dem Thromboxananalogon U46619 zeigten zum einen,
dass durch R59949 eine selektive Hemmung der HPV im intakten Lungenpriparat

moglich war, zum anderen, dass die ausbleibende Vasokonstriktion in den
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Hypoxieversuchen nicht auf eine generellen Hemmung der glattmuskuldren
Kontraktilitdt beruhte, sondern unterschiedliche Signalwege fiir die HPV und die
durch das vasokonstriktorische Agens U46619 herbeigefiihrte Vasokonstriktion
bestehen miissen.

Die daraufhin durchgefiihrten Versuche, bei denen die Gabe von KCI eine
Vasokonstriktion induzierte, ergaben, dass R59949 — wie bei der HPV — schon bei
der geringsten eingesetzten Konzentration die KCl-induzierte Vasokonstriktion
signifikant inhibierte. Auch ein Anstieg des normoxischen PAP durch R59949 war
hier zu beobachten (Abb. 3.2 und Abb. 3.3). Abgesehen von der Tatsache, dass die
durch KCI herbeigefiihrte Vasokonstriktion bei hoheren Dosen R59949 nicht wie die
HPV vollstiandig zu inhibieren war, stellte diese weitere Untersuchung auf den ersten
Blick eine Diskrepanz zu den Kontrollversuchen der U46619-Reihe dar. Eine
extrazellulire K™ Erhohung durch KCI-Gabe depolarisiert die Zellmembranen der
PASMC unspezifisch und nicht wie U46619 iiber einen G-Protein gekoppelten
Thromboxanrezeptor 42 Daher ist anzunehmen, dass die KCI-Gabe direkt zu einer
Aktivierung der spannungsabhingigen Calciumkanile (VOCC) fiihrt und so eine

19067 Eine Inhibition der KCl-induzierten

Vasokonstriktion  verursacht
Vasokonstriktion dagegen lédsst darauf schlieBen, dass a.) der fiir die in PASMC
stattfindende Vasokonstriktion bendtigte Calciumeinstrom auf einem anderen Weg
als die Calciumerhohung durch den spezifischen Vasokonstriktor U46619 zustande
kommt, b) KCI und Hypoxie zumindest hinsichtlich der [Ca];-Erh6hung den gleichen
Mechanismus besitzen konnten. Da KCI die Zellmembran depolarisiert, ist es nahe
liegend, dass Calcium durch spannungsabhingige Calciumkanile (VOCCs) bei KCI-
Gabe in die Zellen stromt. Diese Annahme ist iibereinstimmend mit der Bobachtung,
dass der spezifische VOCC-Blocker Nicardipin in isolierten Lungen und PASMC die
HPV nahezu vollstindig inhibiert '*’. Auch die Beobachtungen, dass L-Typ-Ca®*-
Kanal-Blocker wie Verapamil oder SFK-525 die HPV hemmen und der L—Typ—Ca2+—
Kanal Aktivator BAY K 8644 die HPV verstirkt, passen zu den vorliegenden
Ergebnissen, unter der Bedingung, dass DAG und TRPC6 die Leitfahigkeit der fiir
die HPV und KCl-induzierte Vasokonstriktion wichtigen VOCCs steuern ° 7 1%,
Ergebnisse, die zeigen, dass in einem TRPC6 Permeationsmodell Ca** nur ca. 4 %

des Ionenflusses ausmacht, jedoch hauptsichlich Na* zur Membrandepolarisation

beitrdgt, sprechen ebenfalls fiir die Beteiligung eines spannungsabhingigen L-Typ-
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Calciumkanals, der aufgrund der essenziellen Rolle von TRPC6 durch diesen
moglicherweise gesteuert wird 2 ''* 7. Diese Uberlegungen zur Aktivierung der
VOCC sind kongruent mit den Beobachtungen, dass Ky-Kanile nicht nur VOCC
aktivieren konnen, sondern auch durch einen Na*-Einstrom inhibiert werden, was
eine Membrandepolarisation zur Folge hat ® % 3! 133

Da die U46619-Vasokonstriktion durch R59949 nicht wie die KCl-induzierte
Vasokonstriktion respektive die HPV inhibiert wurde, kann vor diesem Hintergrund
fiir U46619 ein anderer Mechanismus der [Ca];-Erhohung angenommen werden, der
nicht tiber VOCC funktioniert und unabhéngig von der DAG-Konzentration und der
DAG-Kinase-Aktivitit ist. Untersuchungen an humanen Mesenterialarterien, die
zeigen, dass die U46619-Vasokonstriktion durch Inhibitoren von speicher-gesteuerte
Ca**-Kanilen (SOCC) gehemmt werden konnte, unterstreichen die Ergebnisse, die
durch die DAG-Kinase-Inhibition mit R59949 erzielt worden sind **.

All diese Uberlegungen stehen auch nicht im Widerspruch zu den Resultaten aus
Untersuchungen zur Rolle der Proteinkinase C (PKC), die wie TRPC6 von DAG
aktiviert wird. PKCs sind eine Gruppe von Isoenzymen, die durch DAG aktiviert
werden und in der Lunge fiir Vasokonstriktion, Zellwachstum, Permeabilitit,
Apoptose etc. von Bedeutung sind '". In Kaninchenlungen wurde eine PKC-
Aktivierung bei der akuten HPV festgestellt und eine Aktivierung von NADPH-
Oxidasen durch PKC diskutiert '*. PKC-defiziente Miuse zeigten eine
eingeschriinkte HPV °’. Ebenso wurde eine Inhibition von TRPC3/4/5-Kanilen durch
PKC in HEK293-Zellen nachgewiesen, fir TRPC6 konnte jedoch kein solcher

. 26, 124, 142
Nachweis erbracht werden™ ’

. So liegt es nahe, dass DAG neben der
Aktivierung von PKC als Bestandteil eines eventuellen Verstirkermechanismus der
akuten HPV TRPC6 in PASMC direkt aktiviert und ebenfalls wie TRPC6

essenzieller Bestandteil in der Signalkaskade der akuten HPV ist 39,137,

4.1.2 OAG

OAG fiihrte bei allen Versuchsreihen, Hypoxie, U46619 und KCl, zu einer Erth6hung
des normoxischen PAP (Abb. 3.7). Die akute HPV wurde durch OAG bei hoheren
Dosen zu iiber 75 % inhibiert, nachdem niedrigere Dosen OAG die akute HPV
verstiarkten (Abb. 3.4). Die U46619-induzierten Vasokonstriktionen wurden, wie

schon bei den Versuchen mit R59949, durch OAG signifikant verstirkt (Abb. 3.5).
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Dagegen wurden die Vasokonstriktionen, die durch KCIl-Bolusgabe herbeigefiihrt
wurden, ebenfalls verstirkt. Bei niedrigeren Dosen OAG war der Unterschied der
KCl-Vasokonstriktionen mit OAG verglichen mit den Kontrollen zunichst
signifikant, bei hoheren Dosen konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
festgestellt werden (Abb. 3.6).

Die nur noch minimale Vasokonstriktion durch Hypoxie und die Erhohung des
normoxischen PAP nach OAG-Gabe implizieren, dass die akute HPV und die OAG-
Effekte durch denselben Signalweg zustande kommen. Es kann daher angenommen
werden, dass durch eine bereits stattgefundene TRPC6-Aktivierung durch OAG nur
eine geringe akute HPV erreicht werden konnte. Diese Resultate decken sich mit den
Ergebnissen aus den Untersuchungen zur Wirkung des DAG-Kinase-Inhibitors
R59949 und dessen Einfluss auf Hypoxie (Abb. 3.1). Die Beobachtung, dass OAG
an PASMC von TRPC6” Miusen keine Erhohung der Membranstrome verursacht,
dies jedoch an Zellen von TRPC6™ Tieren durchaus veranlasst, stimmt ferner mit
den oben dargestellten Ergebnisse iiberein .

Dass die HPV spezifisch durch OAG-Gabe gehemmt wurde, konnte die verstérkte
Wirkung der U46619 Stimuli bei zunehmender OAG-Konzentration zeigen. Hier
wurde keine Verminderung der Vasokonstriktion beobachtet (Abb. 3.5). Dies legt
nahe, dass OAG und deshalb auch DAG spezifisch fiir die Signalkaskade der akuten
HPV sind und hierbei moglicherweise den fiir die akute HPV essenziellen TRPC6-
Kanal aktivieren'*’. Die deutliche OAG-dosisabhingige Erhohung der durch U46619
induzierten Vasokonstriktion konnte iiber einen Verstirkermechanismus zustande
kommen, bei dem DAG eine entscheidende Rolle spielt. Ob dafiir die bekannte
Steuerung eines PKC-Isoenzyms durch DAG eine Rolle spielt, ldsst sich aus den
vorliegenden Daten nur vermuten.

Die Ergebnisse der KCI-Versuche unterstreichen die spezifische Hemmung der
akuten HPV durch OAG. Die KCI-Vasokonstriktion war nicht durch OAG
vermindert. DAG scheint aufgrund dieser Ergebnisse ein spezieller Mediator der
HPV zu sein.

Die Daten der R59949-Versuche mit KCI als vasokonstriktorischem Stimulus
zusammen mit den oben erldauterten Erkldarungsversuchen passen nicht zu den
Resultaten der OAG-Versuche (Abb. 3.2 und Abb. 3.6). Da die bisherigen

Uberlegungen von einer Beteiligung der Ky- und VOC-Kanile stromabwirts des
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TRPC6-Kanals und damit auch stromabwirts von DAG ausgehen, war eine
Inhibition der KCI-Vasokonstriktion hier wie bei R59949 zu erwarten. Ursache fiir
das Ausbleiben einer Inhibition der KCl-induzierten Vasokonstriktion konnte sein,
dass VOCC durch die extrazelluldre K*-Gabe direkt aktiviert wiirden und Ky-Kanile
fiir eine derartige Membrandepolarisation keine Rolle spielten. Daher kann vermutet
werden, dass durch diese direkte Wirkung der Membrandepolarisation auf die VOCC
die Signalkaskade der HPV keinen Einfluss auf die Leitfahigkeit der VOCC hat und
daher keine Inhibition der Vasokonstriktion durch TRPC6-Aktivierung stattfinden
kann. Dennoch steht diese Uberlegung im Widerspruch zu den Uberlegungen zur
Hemmung der KCI-Vasokonstriktion durch R59949. FEine tief greifende
extrazellulire Milieuverdnderung, die durch Kaliumgabe verursacht wird, kann
moglicherweise das Zusammenspiel von PASMC und Endothel sowie Zellen des
Blutes betrichtlich storen. Unspezifische, vielschichtige zelluldre Antworten und
Interaktionen konnten die Folge sein, so dass der Einsatz von KCI als
Vasokonstriktor fiir Kontrollversuche gerade vor dem Hintergrund der
widerspriichlichen Ergebnisse der R59949 und OAG Versuche kritisch betrachtet
werden muss.

Dennoch zeigt die spezifische Hemmung der HPV durch das DAG-Analogon OAG
verglichen mit den Resultaten aus den U46619-Versuchen, dass DAG eine
bedeutende Rolle fiir die akute HPV spielen muss. Es liegt nahe, dass DAG als
Mediator in der Signalkaskade der HPV moglicherweise Aktivator des fiir die akute
HPV wichtigen TRPC6-Kanals ist. Ein direkter Einfluss des DAGs auf TRPC6 kann
durch die hier vorliegenden Untersuchungen allerdings nur vermutet werden. Daher
konnen auch in der Literatur beschriebene direkte Einfliisse anderer Mediatoren, wie
beispielsweise ROS (reactive oxygen species) als Mediatoren diskutierter
Sauerstoffsensoren wie Mitochondrien und NADPH-Oxidasen, auf TRPC-Kanile im

Rahmen der akuten HPV nicht kategorisch ausgeschlossen werden °.

4.1.3 U73122 und U73343

PLC produziert aus dem Substrat Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP,;) die
Produkte DAG und Inositoltrisphosphat (IP5) **. Da die bedeutende Rolle von DAG
fir die akute HPV im intakten Lungenpriparat nachgewiesen wurde, wurde nun

versucht, die PLC pharmakologisch zu inhibieren. Die Ergebnisse der PLC-
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Inhibition zeigten, dass die HPV unspezifisch durch Zugabe des aktiven PLC-
Inhibitors U73122 inhibiert werden konnte und U73343 als inaktive
Kontrollsubstanz kein Einfluss auf die HPV hatte (Abb. 3.8). Neben der akuten HPV
wurden auch die Vasokonstriktionen durch das Thromboxananalogon U46619 und
KCI durch U73122 inhibiert, wobei bei den Hypoxie- und U46619-Versuchsreihen
keine wesentliche Anderung des normoxischen PAP beobachtet werden konnte
(Abb. 3.9, Abb. 3.10, Abb. 3.11 und Abb. 3.12). Bei KCI-Versuchen nahm der
normoxische PAP bei hoheren U73122-Konzentrationen ab (Abb. 3.13). Geht man
davon aus, dass eine Hemmung der HPV, der Vasokonstriktion durch U46619 und
KCl nicht durch einen génzlich unspezifischen toxischen Effekt des U73122
zustande kommt, was bei den hier durchgefiihrten Experimenten nicht
ausgeschlossen werden kann, so sind diese Ergebnisse fiir die Aufklidrung der
Signalkaskade der HPV duferst interessant. Die Hemmung der HPV und der U46619
resp. der KCl induzierten Vasokonstriktion durch U73122 bedeutet ndmlich, dass
eine PLC-Aktivierung sowohl fiir die akute HPV als auch fiir den nicht-
spannungsabhiingigen, rezeptorgekoppelten Calciumeinstrom (U46619) nétig ist. Die
IP3-gesteuerte Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren Speichern, aber auch die
[Ca]i-Erhohung durch VOCC, wie sie bei der HPV vermutet wird und
wahrscheinlich bei der Gabe von KCI-Boli zustande kommt, konnte so gehemmt

werden ' 14

. Da diese beiden unterschiedlichen Arten der [Cal;-Erhohung durch
U73122 gehemmt werden konnten, ist davon auszugehen, dass PLC-Isoenzyme fiir
die akute HPV, aber auch fiir den rezeptorgekoppelten Calciumeinstrom, wie er
durch U46619 zustande kommt, eine essenzielle Rolle spielen. Die PLC-Produkte
DAG und IP; konnten als stromabwirts gelegene Mediatoren eine Trennung der
Signalkaskaden der HPV und der rezeptorgekoppelten Vasokonstriktion bewirken.
Diese Uberlegung passt zu den oben erwihnten Ergebnissen zur Untersuchung des
Einflusses von DAG auf die HPV, bei denen eine spezifische Inhibition der HPV
noch moglich war (Abb.3.1 und Abb. 3.4). Die Auswirkungen auf den normoxischen
PAP bei U73122-Gabe passen zur Uberlegung, dass durch Inhibition der PLC keine
vasokonstriktorischen Substanzen gebildet werden. Auflerdem spricht ein gleich

bleibendes normoxisches PAP-Niveau dafiir, dass die PLC nicht wesentlich zum

Basistonus der pulmonalarteriellen Gefédlle unter normoxischen Bedingungen beitragt
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und durch die Inhibition der PLC kein Abfall des normoxischen PAP beobachtet
werden kann.

Die in der Literatur beschriebene, direkte Assoziation zwischen PLC-Isoenzym PLC-
y und TRPC3, einem TRPC Kanal, der zusammen mit TRPC6 und TRPC7 eine
funktionelle Gruppe bildet, scheint aufgrund der Ergebnisse der DAG/DAG-Kinase
Untersuchungen fiir die akute HPV und die Steuerung von TRPC6 keine direkte
Rolle zu spielen. Die direkte Beeinflussung der TRPC-Kanile durch PLC basierend
auf Exo- und Endozytosevorginge wihrend chronischer Hypoxie scheint mit dem
Wissen, dass eine PLC fiir akute Sauerstoffsignaltransduktion eine essenzielle Rolle
inne hat, jedoch durchaus interessant ™.

PLC, der aufgrund dieser Ergebnisse eine wesentliche Funktion fiir die
Signaltransduktion der akuten HPV wund rezeptorgesteuerten Vasokonstriktion
zugesprochen werden kann, wird keine Rolle als moglicher O,-Sensor eingerdumt
0 Daher miissten weitere Mechanismen stromaufwiirts in der Signalkaskade der
akuten HPV vorhanden sein, die die diskutierten O,-Sensoren mit PLC verbinden.
Die Beschreibung einer Aktivierung von PLC-y, einem Isoenzym der PLCs, durch
exogene Gabe von H,O,, einer reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), die durch die
vermuteten O,-Sensoren, wie NADPH-Oxidasen und Mitochondrien, produziert
werden kann, ldsst vermuten, dass ROS die Signalkaskade der akuten HPV {iiber PLC

86, 156 T 2 y . .
35, 86,156 Diese Uberlegung wiirde die nachgewiesene

in Gang setzen konnten
Bedeutung von ROS und TRPC6 fiir die akute HPV zusammenfiihren und plausibel
erkliaren % 137 140, Allerdings bedarf es weiterer Untersuchungen, um mogliche
Interaktionen von ROS und PLC und deren eventuelle Bedeutung fiir pulmonale
Sauerstoffsensorik und Signaltransduktion zu kldren. Auch mogliche Interaktionen
zwischen weiteren diskutierten O,-Sensoren, wie HO-2, Bg-Kaliumkanilen oder
Cytochrom P450 Enzymen mit PLC-Isoformen, konnten einen Teil des
Signaltransduktionweges der HPV ausmachen. Daher wurde zumindest die Rolle der
HO-2 und des Bg-Kaliumkanals fiir pulmonale O,-Sensorik in dieser Dissertation
niher untersucht und in Abschnitt 4.3 diskutiert.

AuBerdem soll bei der Aufklirung der Signalwege auch beriicksichtigt werden, dass

moglicherweise andere Phospholipasen ebenfalls eine Rolle bei der TRPC-

Kanalaktivierung spielen. Hinsichtlich dieses Punktes wurde eine Beteiligung von
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PLD beschrieben, welche die = DAG-Produktion aus Phosphatidsdure (PA)
bewerkstelligt 6,

4.1.4 Konzept der Signaltransduktion der akuten HPV
Auf der Grundlage der vorliegenden Daten und bisheriger Untersuchungen lésst sich

fiir die akute HPV das in Abb. 4.1 dargestellte, neue Konzept der O,-Sensorik und -

Signaltransduktion postulieren.

XKIDBODLBOBLDOBIBLDBIBLDLLS

ROS (0,, H,0,) toder {

Mitochondrien

HYPOXIE

Abb. 4.1: Modell der O,-Sensorik und -Signaltransduktion der akuten HPV innerhalb
PASMCs. Hellblaue Areale deuten hohe Ca**-Konzentrationen an (1-2 mM), weille Areale
niedrige Ca**-Konzentrationen (50 nM-200 =nM). CaM: Calmodulin, PIP,:
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat, DAG: Diacylglycerol, ER: Endoplasmatisches
Retikulum IP;: Inositol-1,4,5-Trisphosphat, K,;s und K,;;: spannungsabhingige
Kaliumkanile, MLCK: myosin-light-chain-kinase, PA: Phosphatidsdure, PKC: Proteinkinase
C, PLC: Phospholipase C, PLD: Phopholipase D, TRPC6: transient receptor potential
channel 6, VOCC: voltage-operated calcium channels.

Im oben dargestellten Modell induziert Hypoxie eine DAG-Akkumulation, die zu

einem Kationeninflux iiber den TRPC6-Kanal fiihrt. Uber den unspezifischen
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Kationeninflux konnen Kaliumkanile inhibiert werden. Die daraus entstehende
Depolarisation der Zellmembran aktiviert VOCC und ein Ca®*-Einstrom aus dem
extrazelluliren Raum wird hervorgerufen, wodurch letztlich die Kontraktion der
einzelnen PASMC zustande kommt. Die DAG-Akkumulation selbst kommt durch
Aktivierung von PLCs (1) oder PLD (2) zustande, welche moglicherweise durch
einen ROS-Anstieg oder -Abfall unter Hypoxie aktiviert werden. Auch eine direkte
Interaktion von ROS mit der DAG-Kinase ist angedeutet (3). Die ROS-
Konzentration héngt wahrscheinlich entscheidend von den als O,-Sensoren
vermuteten NADPH-Oxidasen und Mitochondrien ab. Die Rolle der PKC fiir einen
Verstiarkermechanismus ist ebenfalls dargestellt.

Die Gabe von U46619 fiihrt zur Aktivierung des Thromboxanrezeptors, welcher zu
den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehort. Uber PLC und IP; werden bei
U46619-Gabe intrazelluldre Calciumspeicher, wie das endoplasmatische Retikulum
(ER), entleert, so dass sich dadurch die fiir unter Hypoxie vorkommende spezifische
Inhibition der HPV mit R59949 und OAG erkldren ldsst. Auch die unspezifische
Inhibiton der HPV und der U46619-induzierten Vasokonstriktion durch Gabe des
PLC-Inhibitors U73122 wird durch dieses Modell erklirt.

4.2 Pharmakologische Untersuchungen zum Einfluss des TRPC6-
Aktivators DAG auf die protrahierte Phase der HPV am
Modell der isolierten, perfundierten und ventilierten

Mauslunge

Trotz den Ergebnissen aus Untersuchungen an TRPC6” Maiusen, dass TRPC6 fiir die
protrahierten Phase der HPV keine Rolle spielt, ldsst sich eine Beteiligung der
TRPC6 steuernden Elemente, wie DAG und PLC an den
Signaltransduktionsmechanismen der protrahierten Phase der HPV nicht
ausschlieBen "*’. Auch gerade wegen der klinisch wichtigen Bedeutung dieser Phase
der HPV, die als Ubergang in die pathophysiologischen Prozesse unter chronischer
Hypoxie, wie pulmonales Gefdl-remodelling und pulmonaler Vasokonstriktion im
Rahmen einer PH gedeutet werden kann, ist eine Uberpriifung der Rolle von DAG

und PLC wihrend der protrahierten Phase der HPV wichtig '*°.
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4.2.1 R59949

Zunichst wurde ein Modus entwickelt, wie der Einfluss von DAG auf die
protrahierte Phase der HPV am besten iiber einen Zeitraum von etwa 3 Stunden
pharmakologisch getestet werden konnte.

Die einmalige Gabe des DAG-Kinase-Inhibitor R59949 fiihrte dazu, dass repetitive,
akute hypoxische Stimuli iiber einen Zeitraum von ca. 180 Minuten signifikant
gehemmt wurden (Abb. 3.14). Dieses Resultat zeigte, dass der Inhibitor suffizient im
System der pulmonalen Perfusion eingesetzt werden kann. Eine gleichmiBige
Wirkung bei einmaliger Gabe fiir den zur Untersuchung der protrahierten HPV
benétigten Zeitraum von 3 Stunden konnte somit angenommen werden. Ein
komplexer Versuchsmodus mit moglichem Perfusatwechsel und eventueller
kontinuierlicher Inhibitorsubstitution wurde aufgrund dieser Ergebnisse nicht
benétigt 1.

Die Untersuchung einer dreistiindigen hypoxischen Beatmung der isolierten,
perfundierten und ventilierten Lunge ergab bei einer R59949-Konzentration von 10
uM eine Hemmung der akuten Phase der HPV. Die protrahierte Phase der HPV
verdanderte sich gegeniiber der Kontrolle ohne R59949 nicht signifikant (Abb. 3.15
und Abb.3.16). Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen aus 4.1.1. Auch
hier wurde die akute HPV von R59949 inhibiert. Die Ergebnisse aus den
Untersuchungen an TRPC6” Miusen entsprechen ebenfalls den hier erhaltenen
Resultaten. Da DAG offensichtlich TRPC6 steuert und dieser Kanal keine Rolle fiir
die protrahierte Phase der HPV spielt, war es zu erwarten, dass auch DAG keine
Bedeutung fiir die protrahierte HPV zukommt 39,137, Allerdings steht diese Annahme
im Widerspruch zu der beschriebenen Aktivierung der Hydroxylierung von HIF-1a
bei Gabe von R59949 ''®. An HeLa-Zellen konnte gezeigt werden, dass die Gabe von
R59949 die Akkumulation von HIF-1a/B-Dimeren auf posttranslationalem Wege
verhindert und Prolylhydroxylasen zu stimulieren vermag. Eingeschrinktes Gefal3-
remodelling an HIF-1"" Miusen wiirde daran denken lassen, dass bei niedrigeren
HIF-10/p Konzentrationen, wie es auch bei Gabe von R59949 beschrieben wird, der

PAP ebenfalls geringer ausfillt 118, 147

. Nimmt man an, dass die protrahierte Phase
der HPV der Beginn der chronischen Veridnderungen auf lang andauernde Hypoxie

ist, so widersprechen die Ergebnisse aus den vorliegenden Untersuchungen den
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Resultaten aus der Literatur hinsichtlich der Wirkung von HIF-1, da keine geringere
protrahierte HPV bei Gabe von R59949 beobachtet werden konnte. Vergleicht man
Literaturangaben und den vorliegenden eigenen Untersuchungsansatz, so kann
vermutet werden, dass Methoden und Materialien eventuell fiir Unterschiede
beziiglich der Wirkung von R59949 verantwortlich sind. So wurde die Wirkung von
R59949 auf Prolylhydroxlasen an HeLa-Zellen und nicht an PASMC untersucht ''®.
HIF-1"" Miusen wurden 3 bzw. 6 Wochen unter 10,0 % Sauerstoff gehalten und

deren Lungen histologisch untersucht ',

Dagegen stellt die vorliegende
Untersuchung eine pharmakologische und physiologische Untersuchung am
perfundierten Lungenprdparat dar. Es handelte sich keinesfalls um eine
Langzeitbehandlung der Versuchstiere mit R59949, so dass der beschriebene
Einfluss von R59949 auf die fiir chronische Verdnderungen wichtige HIF-1-
Akkumulation trotz dieser Ergebnisse durchaus auch fiir das pulmonale GefiB3system
moglich ist. Medikamentose Behandlungen von Miusen mit speziellen Inhibitoren
der DAG-Kinase sind fiir eine bessere Aussagekraft hinsichtlich dieser Uberlegungen
zu etablieren, wobei das ubiquitdre Vorkommen von Second-messengern wie DAG,
PLC und dem Enzym DAG-Kinase dabei ein weites Spektrum an Nebenwirkungen
erwarten ldsst, die wiederum einen solchen Versuchansatz erschweren 2
Interaktionen von DAG und DAG-Kinase mit anderen Transkriptionsfaktoren wie c-
jun, die fiir Verdnderungen unter chronischer Hypoxie verantwortlich gemacht
werden, lassen sich mit der hier durchgefiihrten Untersuchung mit R59949 nicht
nachweisen. Da jedoch nicht klar ist, ob iiberhaupt schon auf einer transkriptionalen
Ebene Veridnderungen nach dreistiindiger Hypoxie auftreten und diese zu einer
Verinderung des PAP beitragen, bedarf es hierfiir zunidchst anderer
Untersuchungstechniken 149,

Ein Einfluss von DAG bzw. DAG-Kinase durch die Gabe von R59949 auf die
diskutierte Ca**-Sensitivierung durch das Rho-Kinasesystem scheint aufgrund einer
nicht signifikanten Verdnderung der protrahierten HPV gegeniiber den dazu
durchgefiihrten Hypoxiekontrollen als unwahrscheinlich 7996 Auch an Zellkulturen
der osteoblasten-dhnlichen Zelllinie UMR-106 konnte kein Einfluss von DAG iiber
PKC auf das Rho-Kinase-System nachgewiesen werden ?! Interaktionen zwischen
DAG und dem Rho-Kinase-System beziiglich des pulmonalen Kreislaufs wurden

bisher noch nicht untersucht.
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Die Betrachtung der normoxischen PAP Verinderungen bei einmaliger R59949-
Gabe unter normoxischen Bedingungen zeigte ein dem typischen Verlauf der HPV
dhnliches Verhalten. Nach einem initialen Anstieg des PAP fiel dieser nach ca. 100
min auf ein Minimum ab und stieg danach wieder knapp unter das Niveau des ersten
Maximums an (Abb. 3.17). Der erste Anstieg des PAP durch R59949-Gabe war
gegeniiber den Kontrollen ohne R59949 signifikant unterschiedlich. Der protrahierte
Anstieg, beginnend 100 min nach R59949-Gabe, zeigte keine signifikante Differenz
zur Kontrollgruppe. Diese Beobachtung spricht ebenfalls dafiir, dass DAG fiir die
protrahierte Phase der HPV keine Rolle spielt. Veridnderte DAG-Konzentrationen
zeigen offensichtlich nach einer gewissen Zeit keine weitere Wirkung auf den
normoxischen PAP, obwohl die Inhibition der Vasoreaktion bei akuten hypoxischen
Stimuli im gleichen Zeitraum bei gleicher DAG-Konzentration nicht nachgelassen
hatte (Abb. 3.14). Um diese Beobachtung zu erkldren, muss daher ein anderer, DAG-
und TRPC6-unabhédngiger Signaltransduktionsweg der protrahierten Phase der HPV
postuliert werden.

Aufgrund dieser Untersuchungen konnen die Ergebnisse aus Untersuchungen an
TRPC6” Miusen bestitigt und erweitert werden. DAG scheint, wie auch TRPC6,
keinen Einfluss auf die verzogerte, protrahierte Phase der HPV zu haben. Da TRPC6
fir die akute HPV essenziell und DAG das steuernde Element von TRPC6 ist,
miissen zumindest zwei verschiedene Signalwege fiir Hypoxie im pulmonalen
GefiBsystem angenommen werden. Die Untersuchung spricht also dafiir, dass neben
mehreren moglichen O,-Sensoren auch mehrere, zumindest aber zwei, O-

Signaltransduktionswege innerhalb einer PASMC existieren.

43 HO-2 und spannungsabhiingiger Ca**-aktivierter

Kaliumkanal (Bg) als moglicher O,-Sensorkomplex

Da  trotz intensiver = Forschung die  Sauerstoffsensoren und  die
Signaltransduktionswege der HPV noch nicht vollstindig geklirt sind, sollte im
Rahmen dieser Dissertation auf Basis physiologischer und histologischer
Untersuchungen die Bedeutung von HO-2 und Bg-Kanal fiir Sauerstoffsensorik und

die HPV niher untersucht werden. Gerade vor dem Hintergrund, dass HO-2 und ein
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spannungsabhingiger calcium-aktivierter Kaliumkanal (Bg) in Glomuszellen eine

Bedeutung als Sauerstoffsensorkomplex haben '

, wurde eine tierexperimentelle
Untersuchung der Rolle von HO-2 und Bg-Kanal hinsichtlich der akuten und
protrahierten Phase der HPV als auch beziiglich chronischer Hypoxie an transgenen

HO-2- und Bg-Tieren fiir sinnvoll gehalten und durchgefiihrt.

4.3.1 Akute und protrahierte Phase der HPV

Sowohl Bk als auch HO-2 Knockout-Miuse wurden im Modell der isolierten,
perfundierten und ventilierten Lunge untersucht. In der akuten und protrahierten
Phase der HPV zeigten die Bx” Miuse keine Veriinderungen des PAP gegeniiber
den Wildtypkontrollen (Abb. 3.18). Gleiches gilt fiir die Untersuchungen an HO-2""
und HO-2"* Miusen. Auch hier wurde kein signifikanter Unterschied zwischen
Versuchs- und Kontrollgruppen festgestellt (Abb. 3.19). Unterschiede bei
Vasokonstriktion durch U46619 verglichen mit der Vasokonstriktion durch Hypoxie
bestanden ebenfalls fiir HO-2- und Bg-Kanal-defiziente Méuse nicht (Abb. 3.20 und
Abb. 3.21).

Diese Ergebnisse implizieren, dass der als Sauerstoffsensor vorgeschlagene Komplex
aus HO-2 und Bg-Kaliumkanal im pulmonalen Kreislauf keine Rolle fiir akute und
protrahierte Sauerstoffsensorik spielt. Eine Bedeutung von HO-2 und Bg-Kanal fiir
O,-Sensorik auflerhalb der Lunge kann mit diesem Untersuchungsbefund allerdings
nicht vollstindig ausgeschlossen werden. Daher besteht prinzipiell keine Diskrepanz
zu den Ergebnissen zur Rolle von HO-2 und Bg-Kanal in Glomuszellen 4L 195 Geht
man von universellen O,-Sensormechanismen aus, d.h., dass O,-Sensormechanismen
in Lunge, Glomuszellen etc. dieselben sind, so stehen die hier gezeigten Resultate im
Einklang mit Ergebnissen, die zeigen, dass sowohl HO-2-defiziente Méuse keine
eingeschrankte O,-Sensitivitit in Glomuszellen besitzen als auch die
pharmakologische Blockade des Bg-Kanals kein Einfluss auf die O,-Antwort hat .
Dagegen widersprechen die Daten dieser Dissertation den Untersuchungen von
Adachi und Kollegen, die bei HO-2" Miusen ein Ventilation-
Perfusionsungleichgewicht beschreiben. Hierbei erscheinen deren Ergebnisse jedoch
als duBerst fragwiirdig, da neben der dort beschriebenen {iiberaus schwierig

durchzufithrenden und komplizierten Methodik kein direkter Nachweis eines so
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genannten ,mismatch®, eines Perfusions-Ventilationsungleichgewichts, erbracht
werden konnte °.

Trotz des eindeutigen Ergebnisses, dass weder HO-2 noch Bg-Kanal fiir pulmonale
O,-Sensorik und die akute und protrahierte Phase der HPV essenziell sind, kann eine
Interaktion der HO-2 mit Bg-Kanidlen mit den vorliegenden Resultaten nicht

17 Auch eine Beteiligung von CO als Botenstoff

ausgeschlossen werden
zwischen HO-2 und Bg-Kanal kann durch die vorliegenden Ergebnisse nicht
bestitigt werden. Untersuchungen mittels yeast-two-hybrid-screening erbrachten
dahingehend jedoch ebenfalls kein Nachweis fiir einen vorliegenden HO-2/Bg-
Komplex *®. Falls ein solcher dennoch im pulmonalen GefiBisystem vorliegt, so ist
aufgrund der hier erbrachten Datenlage eine Irrelevanz fiir akute und protrahierte O,-
Sensorik anzunehmen.

Beziiglich der Untersuchung der HO-2-defizienten M#usen muss bei der Beurteilung
der [Ergebnisse beriicksichtigt werden, dass Isoenzyme (HO-1, HO-3)
moglicherweise die Funktion des sonst konstitutionell exprimierten HO-2-Proteins
iibernehmen '%. Grundsitzlich gilt diese Uberlegung fiir alle Experimente mit
Knockouttieren. Spezielle Aufgaben konnten innerhalb zelluldrer Signalwege von
anderen funktionellen Einheiten iibernommen werden, so dass ein Ausschalten eines
einzelnen Gens keine funktionellen Folgen fiir die Zelle und schlieBlich fiir den
Organismus hat.

Bei dem Vergleich der verschiedenen Ergebnisse zur HO-2 und zum Bg-Kanal muss
zusitzlich beriicksichtigt werden, dass bei den bisher vorliegenden Untersuchungen
keine einheitlichen Methoden fiir die Untersuchung der Rolle dieser beiden Proteine
fiir O,-Sensorik verwendet wurden. Auch sollte zwischen O,-Sensorik in
Glomuszellen und pulmonalem Gefdlsystem deutlich unterschieden werden, da
bisher kein Nachweis fiir einen generell vorkommenden Mechanismus der O,-
Sensorik vorliegt.

Da HO-2 respektive Bg-Kanal keine Rolle fiir akute und protrahierte pulmonale O,-
Sensorik und O,-Signaltransduktion spielen, scheinen daher eher andere O,-
Sensormechanismen wie NADPH-Oxidasen und Mitochondrien fiir akute und

. o 134, 138, 140, 143
protrahierte Sauerstoffsensorik in Frage zu kommen '** 1% 140143,
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4.3.2 Rolle von Bx-Kanal und HO-2 in chronischer Hypoxie

Die Wirkung von dreiwochiger Hypoxie auf den pulmonalen Kreislauf von Bx und
HO-2-defizienten Tieren wurde durch physiologische und histologische
Untersuchungen quantifiziert (3.3.3 bis 3.3.6). Sowohl bei Bk als auch bei HO-2™"
Maiausen konnte bei der histologischen Untersuchung verglichen mit den
entsprechenden Wildtypkontrollen kein wesentlicher Unterschied im pulmonalen
GefiB-remodelling festgestellt werden (s. Abb. 3.31 und Abb. 3.32). Auch die
physiologischen Messungen des RVSP und der Herzratio, dem Verhiltnis aus der
Masse des rechten Ventrikels und der Masse des linken Ventrikels plus Septum,
ergaben keine signifikanten Unterschiede zwischen Knockout- und Wildtyptieren.
AuBerdem wurde direkt nach der RVSP-Messung von allen untersuchten Tieren der
Héamatokritwert bestimmt. Dies ergab bei allen in Hypoxie gehaltenen Tieren eine
signifikante Erhohung des Hamatokrits unabhingig davon, ob die Tiere transgene
Miuse oder Wildtypkontrolltiere waren. Der Vergleich des Hamatokrits unter
Hypoxie untereinander ergab auflerdem keine Unterschiede zwischen Versuchs- und
Kontrollgruppen in der Bk- und HO-2-Versuchsreihe.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Bg-Kanal und HO-2 auch fiir O,-Sensorik unter
chronische Hypoxie keine Rolle spielen. Auch auf pulmonale Umbauprozesse, wie
sie unter chronischer Hypoxie stattfinden, haben die untersuchten zelluldren Proteine
offensichtlich ebenso wenig Einfluss, wie diese auf die Vasokonstriktion unter akuter
und protrahierter Hypoxie keinen effektiven Einfluss haben.

Ein Vergleich mit anderen Untersuchungen féllt hinsichtlich der chronischen
Hypoxie und der Bedeutung von Bg-Kanal und HO-2 schwer, da bis heute keine
Veroffentlichungen fiir Bg-Kanal und HO-2 beziiglich chronischer Hypoxie
vorliegen.

Rein methodisch ist der histologisch-morphologische Nachweis pulmonaler
GefidBBveranderungen unter Hypoxie eindeutig. Aber auch die Messung des RVSP
und der Herzratio unter Berlicksichtigung der Gewichte jeweils beider Ventrikel sind
ein gutes MaB fiir den pulmonalen GefdaBwiderstand. Widerstandsverdnderungen, die
das pulmonale Remodelling bzw. pulmonale Vasokonstriktionen nach sich ziehen,
konnen so gut erfasst werden und als Indikator fiir pulmonale Gefdfveranderungen

dienen.
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Die Messungen des Hiamatokrit dagegen spielen fiir die Interpretation der
pulmonalen Reaktionen auf Hypoxie nur eine untergeordnete Rolle. Vielmehr sind
Anderungen des Himatokrit ein Indiz fiir Anpassungsvorginge auf chronische
Hypoxie, die im systemischen Abschnitt des Kreislaufs stattfinden. Bei verminderten
sytemischen Sauerstoffpartialdriicken wird in Endothelzellen von Nierentubuli
Erythropoetin gebildet, welches wiederum dafiir sorgt, dass im Knochenmark die
Produktion von Erythrozyten und somit auch der Hamatokritwert erhht wird **. Da
sich die Hiamatokritwerte der transgenen Tiere nicht von den Werten der
Wildtypkontrollen bei Bx und HO-2 Miusen unterscheiden, ldsst dies darauf
schlieen, dass renale O,-Sensoren unabhingig von Bg-Kanal und HO-2 agieren.
Dies fithrt zur Annahme, dass die Dbeschriebene Regulation der
Erythropoetinproduktion durch den Transkriptionsfaktor HIF-1, welcher auch fiir
pulmonales GefidB-remodelling unter chronischer Hypoxie von Bedeutung ist, nicht
durch HO-2- oder Bg-Kanalaktivitiaten verandert wird und kein Zusammenhang mit
HIF-1 besteht ** 107 105147,

Aus den hier vorliegenden Ergebnissen kann fiir Bg-Kanal und HO-2 anhand der
physiologischen und histologischen Untersuchung kein Nachweis fiir eine mogliche
Beteiligung an pulmonalen O;-Sensor- und O,-Signaltransduktionsmechanismen
unter akuter, protrahierter und chronischer Hypoxie erbracht werden. Daher ist auch
eine bedeutende Rolle von Bg-Kanal und HO-2 in pathophysiologischen Prozessen,

die zur pulmonalen Hypertonie fiihren, nicht anzunehmen.
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5. Zusammenfassung

Die hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV) ist ein bedeutender
Mechanismus, welcher den pulmonalen Gasaustausch optimiert, indem der
pulmonale Blutfluss an die alveoldre Ventilation angepasst wird. Trotz intensiver
Forschung seit der Erstbeschreibung durch von Euler und Liljestrand im Jahre 1946
konnten bis heute die Sauerstoffsensormechanismen und Signaltransduktionswege
der akuten, protrahierten und chronischen hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion
nicht vollstindig geklart werden.

Es gilt als gesichert, dass die HPV durch eine Erhohung der intrazelluldren
Calciumkonzentration ([Ca2+]i) der pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen
(PASMC) zustande kommt. Die Tatsache, dass akute Hypoxie in isolierten PASMC
eine [Ca2+]i Erhohung und Kontraktion auslost, zeigt, dass diese sowohl als Sensor-
als auch Effektorzelle der akuten HPV gelten. NADPH-Oxidasen, Mitochondrien,
Himoxygenase-2 (HO-2) und eine Reihe von Ca®*- und K*-Kanilen werden als in
Frage kommende O,-Sensor- und -Signaltransduktionsmechanismen der HPV
diskutiert. Neuere Untersuchungen konnten eine Schliisselrolle des transient receptor
potential channels 6 (TRPC6) fiir die akute HPV belegen.

Um die Steuerung von TRPC6-Kanilen durch Diacylglycerol (DAG) wihrend der
HPV zu untersuchen, wurde in der vorliegenden Dissertation die Rolle des
potenziellen TRPC6-Aktivators DAG an isolierten, perfundierten und ventilierten
Mauslungen mittels pharmakologischer Beeinflussung des DAG-Stoffwechsels
durch R59949 (DAG-Kinase-Inhibitor), 1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAGQG)
(DAG-Analogon) und U73122 (PLC-Inhibitor) iiberpriift. Es zeigte sich, dass
R59949, OAG und U73122 eine Hemmung der akuten HPV provozieren, wobei
diese fir R59949 und OAG gegeniiber der Vasokonstriktion mit dem
Thromboxananalogon U46619 spezifisch war. Aufgrund dieser Resultate konnte eine
entscheidende Rolle von DAG respektive PLC als Bestandteil der
Signaltransduktionskaskade der akuten HPV belegt und die Beeinflussung des
TRPC6-Kanals durch DAG als ,,upstream-Mechanismus® der Signalkaskade der
akuten HPV postuliert werden. Eingebunden in den aktuellen Kenntnisstand konnte

so ein neues Modell der O,-Sensor- und Signaltransduktionswege erstellt werden.
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Weiterhin wurde ein Versuchsmodus etabliert, um die Rolle von DAG auf die
protrahierte Phase der HPV zu untersuchen. Es zeigte sich, dass R59949 — im
Gegensatz zur akuten HPV — die protrahierte Phase der HPV nicht beeinflusst.
Daraus konnte postuliert werden, dass DAG, wie auch TRPC6, keine Rolle fiir die
als Ubergang in chronische Hypoxie gedeutete protrahierte Phase der HPV spielt.
Diese Resultate unterstiitzten die Annahme, dass fiir die akute und protrahierte Phase
der HPV zwei verschiedene O,-Sensor- und Signaltransduktionswege existieren.

Weiterhin  wurde das kiirzlich  diskutierte Modell von HO-2 und
spannungsabhingigem Ca’*-aktiviertem Kaliumkanal (Bg) als universeller O,-
Sensormechanismus in der vorliegenden Dissertation hinsichtlich des pulmonalen
GefiBbettes untersucht. HO-2- und Bg-Kanal-defiziente Miuselungen zeigten keinen
Unterschied in der Stidrke der akuten und protrahierten Phase der HPV im Vergleich
mit entsprechenden Wildtypen. Dariiber hinaus bestand kein Unterschied hinsichtlich
des pulmonalen Hochdrucks, welcher sich nach 3-wochiger, chronischer Hypoxie
sowohl in Wildtyp- als auch in HO-2- respektive Bg-Kanal-defizienten Miusen
ausprigte und mittels Messung der rechtsventrikuldren Driicke (RVSP), Bestimmung
der Rechtsherzhypertrophie und histologischer Untersuchung der Muskularisierung
pulmonalarterieller Gefifle quantifziert wurde. Weder fiir akute und protrahierte
noch fiir chronische Hypoxie kommt somit das Modell von HO-2 und Bg-Kanal als

0O,-Sensormechanismus innerhalb des pulmonalen GefidB3bettes in Frage.
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6. Summary

Hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV) is an important mechanism, optimizing
pulmonary gas exchange by matching pulmonary blood flow to alveolar ventilation.
In spite of intensive research since its first description by von Euler and Liljestrand
in 1946, hitherto, oxygen sensing and signal transduction pathways of acute,
sustained and chronic hypoxic pulmonary vasoconstriction are not completely
elucidated.

It is well accepted that acute HPV is induced by an increase of the intracellular Ca**
concentration ([Ca2+]i) in pulmonary artery smooth muscle cells (PASMC). As
isolated PASMC show an increased [Ca®*]; as well as a contraction under hypoxic
conditions, those are considered to be sensor as well as effector cells of acute HPV.
NADPH-oxidases, mitochondria, heme oxygenase 2 (HO-2), Ca**-channels and K*-
channels are discussed as O;-sensor and signal transduction mechanisms. In addition,
recent studies could show, that transient receptor potential channel 6 (TRPC6) plays
an essential role in acute HPV.

Hence, this dissertation investigated diacylglycerol (DAG) as possible TRPC6
activator. In isolated, perfused and ventilated mice lungs DAG metabolism was
pharmacologically influenced by R59949 (DAG-kinase-inhibitor), 1-Oleoyl-2-
acetyl-sn-glycerol (OAG) (DAG analog) and U73122 (phospholipase inhibitor).
Inhibition of acute HPV could be induced by R59949, OAG and U73122, whereas
the inhibition of HPV was specific for R59949 and OAG, compared with
vasoconstrictions induced by thromboxan mimetic U46619. Due to these results an
indispensable role of DAG and phospholipase C (PLC) as integral part of O,
signalling and signal transduction mechanisms of acute HPV could be demonstrated.
Moreover, the regulation of TRPC6 through DAG as an upstream mechanism in
acute HPV signal transduction could be postulated. Against the current scientific
background a new model of O, sensor and signal transduction could be developed.
Furthermore, an experimental mode was established to investigate the role of DAG
in sustained HPV. In contrast to acute HPV, R59949 did not influence the sustained
phase of HPV. Thus, it could be postulated that DAG, as shown for TRPC6 in other

studies, plays no role in (supposed as transition to chronic hypoxia) sustained HPV.
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These results strongly support the assumption, that different sensor and signal
transduction pathways are active during acute and the sustained HPV.

In addition, the recent model of HO-2 and large-conductance Ca**-activated K* (Bk)
channel as universal O, sensor mechanism was investigated regarding the pulmonary
vasculature system. Experiments in isolated, perfused and ventilated lungs of HO-2
and Bk deficient mice showed no difference in strength of acute and sustained phases
of HPV, compared with corresponding wild type mice. Besides this, there was no
difference in development of pulmonary hypertension after 3 weeks of chronic
hypoxia, when both HO-2 deficient as Bk deficient mice were compared with wild
type mice by assessment of right ventricular systolic pressure (RVSP), right
ventricular hypertrophy, and the degree of pulmonary vasculature muscularisation.
Thus most likely, neither for acute and sustained nor for chronic hypoxia HO-2 and
Bk channel are a relevant O;-sensor mechanism within the pulmonary vasculature

system.
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