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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfiihrung in die Thematik

1.1.1 Anatomie und Physiologie der Lunge

Die Hauptfunktion der Lunge stellt der Gasaustausch' dar. Die Lunge (Pulmo) liegt in der
Brusthéhle (Cavitas thoracis)' und umschlieft das Herz”. Nach unten wird die Lunge
durch das Zwerchfell (Diaphragma) begrenzt’. Die menschliche Lunge besteht aus 2
Lungenfliigeln. Der rechte Lungenfliigel (Pulmo dexter) wird durch so genannte Furchen
in 3, der linke Lungenfliigel (Pulmo sinister) in 2 Lungenlappen (Lobi pulmones)
unterteilt’. Die Lappen werden weiterhin in Segmente gegliedert, die jeweils von einem
eigenen Segmentbronchus versorgt werden”.

Die Atemwege der Lunge werden in luftzufiihrendes und respiratorisches Gewebe
unterteilt. Das luftzufiihrende Gewebe umfasst die Luftrohre (7rachea), die
Hauptbronchien (Bronchi principales), die Lappenbronchien (Bronchi lobares), die
Segmentbronchien (Bronchi segmentales), sowie mehrere Verzweigungen von Bronchi und
Bronchioli. Das anschlieBende respiratorische System besteht aus den respiratorischen
Bronchiolen (Bronchioli respiratorii), die in Alveolargingen (Ductuli alveolares) und
Alveolarsickchen (Sacculi alveolares) enden®. Alveolarsickchen bezeichnen eine Gruppe
von Lungenbldschen (A4/veoli). In den Aveolen findet der Gasaustausch statt. Die Lunge
eines erwachsenen Menschens besitzt etwa 300 Millionen Alveolen, die jeweils einen
Durchmesser von ca. 200 - 300 um haben®”. Fiir die gesamte Lunge ergibt sich folglich
eine respiratorische Fliche von ca. 100 m? %, Das sauerstoffarme Blut wird aus der rechten
Herzkammer (Ventriculus cordis dexter) in den Lungenstamm (Truncus pulmonalis) und
weiter in die Lungenarterien (Arteriae pulmonales) geleitet. Die pulmonalarteriellen
Blutgefidfie folgen dem Bronchialbaum und verzweigen sich mehrfach, bis sie in Kapillaren
enden’.

Blutgefifle bestehen im Allgemeinen aus drei verschiedenen Schichten: Die innere Schicht
(Intima) besteht aus einer einzelnen Schicht von Endothelzellen’. Die mittlere Schicht
(Media) setzt sich vor allem aus Bindegewebe und glatten Muskelzellen zusammen’. Den

Abschluss formt die duflere Schicht (Adventitia), die hauptsidchlich aus elastischen und
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kollagenen Fasern gebildet wird’. Im Gegensatz zu anderen GefiBen bestehen Kapillaren
dagegen nur aus einer einzigen Schicht, der Intima, um den Gasaustausch zu
vereinfachen’. Die Kapillaren bilden ein dichtes Netz, welches die Alveolen umgibt’. Hier
erfolgt der Gasaustausch (Abbildung 1). Dieser ist durch die groBe Austauschfliche und
die diinne Wandstidrke der Kapillaren (ca. 1 um) begiinstigt, wodurch der Diffusionsweg
maximal verkiirzt ist’. Kohlenstoffdioxid (CO,) wird iiber die alveolo-kapillire Membran
aus dem Blut in die Alveolen abgegeben’. Sauerstoff (O,) gelangt entgegengesetzt von den
Alveolen in das Blut’. Der Gasaustausch erfolgt passiv durch Diffusion, die sich durch den
Unterschied der Partialdriicke in den Alveolen und im Blut ergibt’. Der
Sauerstoffpartialdruck liegt im vendsen Blut der Pulmonalarterie bei etwa 40 mmHg, der
fiir CO, bei ca. 46 mmHg. In den Alveolen herrscht ein pO, von etwa 100 mmHg sowie
ein pCO, von ca. 40 mmHg’. Dass trotz des geringen Unterschieds im pCO, zwischen
Alveolen und Blut eine ausreichender Abtransport von CO, zu Stande kommt, liegt an

einem etwa 23-fach hoheren Diffusionskoeffizienten fiir CO, gegeniiber 0,°.

Eingeatmete Luft

BlutgefaBe
\ Innenansicht
| N
Bronchus - 9 ' )
b1

AuBenansicht

Sauerstoffarmes
Blut aus dem
Kdrperkreislauf

Lungenbidschen ——®

Kapillarmetz

Mit Saverstoff ————e
angereichertes Blut l
zuriick in den (]
Kirperkreislauf

@ Lungeninformationsdienst

Abbildung 1:  Gasaustausch in den Alveolen

Eingeatmete Luft wird iiber die Luftwege in die Alveolen gebracht, wo O, in das Blut abgegeben und im
Korperkreislauf verteilt wird. Auf umgekehrtem Weg wird im Korper entstandenes CO, vom Blut in die
Alveolen tiberfiihrt und schlieBlich abgeatmet. Modifiziert mit freundlicher Genehmigung des Helmholtz

Zentrums Miinchen - Deutsches Forschungszentrum fiir Gesundheit und Umwelt®,
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Das nun mit O, angereicherte Blut wird iiber die Lungenvenen (Venae pulmonales) in den
linken Vorhof (Atrium cordis sinistrum) transportiert, anschlieBend in die linke
Herzkammer (Ventriculus cordis sinister) gepumpt und in den groBen Korperkreislauf
eingebracht’.

Die pulmonale Zirkulation stellt unter physiologischen Bedingungen ein System dar, in
dem ein hoher Blutfluss, ein niedriger Widerstand der Gefdle sowie ein niedriger
Blutdruck herrscht’. Der pulmonalarterielle Druck (pulmonary arterial pressure — PAP)
wird hierbei durch das die Lunge durchflieBende Herzzeitvolumen, den Druck im linken
Vorhof sowie den pulmonalen Widerstand (pulmonary vascular resistance — PVR)
bestimmt” ®. Unter physiologischen Bedingungen kann das pulmonale GefiBsystem einen
Anstieg des Herzzeitvolumens bis auf das sechsfache durch Vasodilatation und
Rekrutierung vormals nicht perfundierter Gefdlle ausgleichen, ohne dass nennenswerte

Anstiege im PAP entstehen’.

1.1.2 Hypoxische pulmonale Vasokonstriktion (HPV)

Sauerstoff (O,) ist fiir die meisten Lebewesen inklusive des Menschens essentiell. O, wird
zum einen in der mitochondrialen Atmungskette zur Bildung von ATP und somit zur
Energiefixierung benétigt; zum anderen findet O, als Substrat Anwendung in vielen
Stoffwechselreaktionen. Daher ist eine optimale Sauerstoffversorgung von grofer
Bedeutung. Kommt es zu einer Abnahme der Sauerstoftkonzentration (Hypoxie), fiihrt dies
in den meisten systemischen Arterien durch einen erhohten Kalium(K')-Auswirtsstrom
und einem dadurch bedingten Absinken der intrazelluliren Calcium(Ca>")-Konzentration
([Ca®"]) zu einer GefiBdilatation'®. Dies ist ein physiologisch notwendiger Prozess, um
den Blutfluss als Antwort auf eine Ischdmie oder eine erhohte Nachfrage des Stoffwechsels
aufrechtzuerhalten''.

In der pulmonalen Zirkulation liegt ein hoher Blutfluss und geringer Widerstand der
Blutgefifle vor, letzterer, um die Blut-Gas-Barriere vor hohen intravaskuldren Driicken zu
schiitzen und somit einer alveoldren Odembildung vorzubeugen'. Hier fiihrt ein lokaler
Sauerstoffmangel dagegen durch Inhibition des auswirts gerichteten K'-Stroms in den
glatten Muskelzellen der GefiBle zu einer Membrandepolarisation und einer dadurch

bedingten Vasokonstriktion'.
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Die Tatsache, dass eine alveolidre Hypoxie z.B. durch Minderbeliiftung eine Drosselung der
Durchblutung (Perfusion) der Lunge auslost, wird als hypoxische pulmonale
Vasokonstriktion (HPV) oder als von-Euler-Liljestrand-Mechanismus bezeichnet'®. Die
HPV stellt einen konservierten Mechanismus dar, der bei den meisten Sdugetieren zu

finden ist'*!°

. In lokaler Hypoxie wird das Blut durch einen lokal erh6hten GefdB3tonus in
sauerstoffreichere Gebiete der Lunge umgeleitet, wodurch eine optimale Abstimmung
zwischen Perfusion und Ventilation gewihrleistet werden kann (Abbildung 2A). Dieser
physiologisch wichtige Adaptionsmechanismus wird bereits durch milde Hypoxie
(alveolirer pO, < 100 mmHg)'” ausgeldst und ist bei nachfolgender Normoxie vollstindig
reversibel. FEine weitere physiologische Funktion kommt der HPV in der
Embryonalentwicklung zu. Eine permanente Vasokonstriktion in den pulmonalen Gefdllen
minimiert den Blutfluss der nicht inflatierten Lunge und schiitzt somit die pulmonale

Zirkulation des Ungeborenenlg. Eine Beeintrichtigung der HPV kann in einer

lebensbedrohlichen Hypoxdmie enden (Abbildung 2B)".

A B

=L

o

Abbildung 2:  Abstimmung von Ventilation und Perfusion durch HPV in der Lunge unter physiolo-
gischen und pathophysiologischen Bedingungen

—_ { Sauerstoffpartialdruck

A) Unter physiologischen Bedingungen wird die Perfusion (P) durch die HPV an den alveoldren
Sauerstoffpartialdruck (pO,) angepasst. B) Unter pathologischen Bedingungen kann es dagegen zu einem
gestorten Verhdltnis von Blutfluss und alveoldrer Ventilation kommen, welche in einer Hypoxidmie
resultieren kann. Die Grautone des Blutflusses indiziert die Sauerstoffkonzentration im Blut, je dunkler desto
hoher ist diese. Die groBen Kreise symbolisieren einen hohen pO,, kleine einen niedrigen. Fuchs et. al’,

modifiziert.

Die HPV lisst sich in 3 Phasen unterteilen: Die akute alveoldre Phase dauert Sekunden bis

wenige Minuten an, die protrahierte alveoldre Phase liegt in einem Bereich der bis zu
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mehreren Stunden anhilt und geht schlieBlich in die chronische Hypoxie iiber®’.
Eine solche generalisierte und chronische Hypoxie kann bei vielen Lungenerkrankungen
wie chronisch obstruktiver Lungenerkrankung (chronic obstructive pulmonary disease -
COPD), Pneumonie oder Fibrose sowie bei Bewohnern grofler Hohen auftreten.
Als Einflussfaktoren fiir die HPV gelten unter anderem lokale und zirkulierende vasoaktive
Substanzen wie z.B. Endothelin-1 (ET-1) oder NO, geschlechtsspezifische Unterschiede

sowie Abweichungen in pH und PCO,' %!

. Es konnte jedoch noch nicht hinreichend
geklart werden, durch welchen Sauerstoffsensor eine HPV ausgelost wird. Sommer et al.
definieren aber die Eigenschaften, die dieser besitzen muss: Zum einen muss der Sensor
selbst sensibel auf milde Hypoxie reagieren, zum anderen muss der Sensor mit den
Effektorzellen der HPV kommunzieren'®. Als solche Effektor-Zellen werden prikapillare
pulmonalarterielle glatte Muskelzellen (Pulmonary arterial smooth muscle cells -

PASMCs) angesehen® 2.

Verinderungen im Calciumhaushalt sind von entscheidender Bedeutung fiir die
pulmonalen Vaskonstriktion und in vaskuldren Umbauprozessen, da ein Anstieg im
intrazelluliren Calcium ([Ca®'];) einer der Hauptausloser fiir die Kontraktion und das
Wachstum der glatten Muskelzellen ist’. Ein Erhohung des [Ca2+]i kann entweder durch
Ca’*-Einstrom oder durch die Freisetzung von Ca’" aus intrazelluldren Speichern
erfolgen®.

Es gibt mehrere Hypothesen, auf welche Weise der [Ca®']; wihrend der HPV ansteigt: So
wird eine Aktivierung der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK), welche zu einer
cADPR(zyklische Adenosindiphosphat-Ribose - cyclic Adenosine diphosphate ribose)-
abhédngigen Mobilisierung von Ryanodin-sensitiven Ca**-Speichern des
sarkoplasmatischen Retikulums fiihrt?®, diskutiert. Dies induziert nachfolgend einen
speicher-aktiverten Calcium-Eintritt (store-operated calcium entry — soce)*’. Ebenso
werden Verdnderungen in der Bildung von reaktiven Sauerstoffspezien (reactive oxygen
species - ROS)** erwogen. Hierbei ist allerdings nicht geklirt, ob die Bildung von ROS
unter Hypoxie erniedrigt oder erhdht ist.

Manche Autoren gehen von einer Abnahme der ROS-Produktion unter hypoxischen
Bedingungen aus. Ein Abfall von ROS fiihrt laut dieser Hypothese zu einer verminderten
Oxidierung von Sulfhydrylgruppen an spannungsabhingigen K'-Kanidlen (voltage-
dependent potassium channels, K,), wodurch diese inhibiert werden” **. Als Folge kommt

es zur Depolarisation und zu einem Ca**-Einstrom durch spannungsabhingige L-Typ Ca*'-
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Kanile'’. Gegen die alleinige Erhohung des intrazelluliren Ca**-Spiegels durch
spannungsabhiingige Ca”’-Kanile spricht allerdings, dass die Gabe von Ca®'-
Kanalblockern vom L-Typ wenig Einfluss auf die HPV hat” und dass die HPV nach
Entleerung intrazellulirer Ca**-Speicher nicht mehr ablaufen kann®®. Des Weiteren fiihrt
die verminderte Funktion von K'-Kanilen aber auch zur gesteigerten Produktion von
Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3). Dies hat eine Freisetzung von Ca®" aus dem Sarkoplas-
matischen Retikulum und die Umkehrung der Arbeitsweise des Na"/Ca® -Austauschers zur
Folge, was ebenso die intrazellulire Ca*” Konzentration erhdht’. Gegen diese Hypothese
spricht allerdings, dass Antioxidantien nicht den gleichen Effekt wie Hypoxie bewirken®.

Eine weitere Hypothese geht dagegen von einer Hypoxie-induzierten Erhéhung der ROS-
Produktion in den Mitochondrien oder durch Nikotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat
(NADPH)-Oxidasen aus, welche zu einer Freisetzung von Ca®™ aus Ryanodin-sensitiven
Ca®"-Speichern, Aktivierung von L-Typ- und intrazelluldren Ca**-Kanilen sowie von Rho-
Kinasen und der Stabilisierung des Hypoxie-induzierbaren Faktor-1 (HIF-1) fiihren kann®*
3132 Des Weiteren induziert freigesetztes ROS einen Influx von extrazellulirem Ca’"
durch die Inhibierung von K,-Kanélen und die Aktivierung von TRPC-Kanilen (transient
receptor potential channel) was zu einem starken Anstieg an intrazellulirem Ca®" in

pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen fiihrt™.

Als Folge einer anhaltenden HPV durch chronische Hypoxie konnen pulmonale

Hypertonie (PH) und Rechtsherzversagen auftreten™® >°.

1.2 Pulmonale Hypertonie (PH)

Die pulmonale Hypertonie (PH) ist eine Sammelbezeichnung fiir Krankheiten, die durch
eine progressive Erhohung des GefidBBwiderstands und einen Anstieg des Blutdrucks im
Lungenkreislauf gekennzeichnet sind. Fasst man alle Formen der PH zusammen, so leiden
bis zu 100 Millionen Menschen weltweit an dieser Erkrankung®®. Unbehandelt liegt die
mittlere Lebenserwartung bei 2,8 Jahren ab der Diagnosestellung®’.

Der Normbereich des pulmonalarteriellen Drucks (pulmonary arterial pressure - PAP) in
Ruhe wird in der aktuellen Klassifikation mit Werten bis 20 mmHg beschrieben®®. Als
Grenzwerte gelten demnach folgende: ein PAP <21 mmHg wird als normal bezeichnet,

Werte zwischen 21 und 25 mmHg gelten als grenzwertig, ein PAP ab 25 mmHg entspricht
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einer manifesten PH. Die zuvor in der Definition der PH aufgefiihrten Grenzwerte unter
Belastung wurden in der neusten Klassifikation ausgenommen, da diese stark
altersabhingig sind*® und auch Gesunde weit hohere Werte erzielen konnen®”.

Des Weiteren ist die PH durch vaskuldre Proliferation und strukturellen Verdnderungen in
der GefdBwand (pulmonalvaskuldre GefdBumbauprozesse, siehe Punkt 1.3) gekenn-
zeichnet™. Der rechte Ventrikel muss eine hohere Kraft aufbringen, um das Blut gegen den
erhohten PVR in die Lunge zu pumpen. Wenn der rechte Ventrikel diese Kraft im Verlauf
der PH nicht mehr aufbringen kann, manifestiert sich meist eine Rechtsherzinsuftizienz,
die zum Tode des Patienten fiihren kann’. Die Stadien der PH sind in Anlehnung an die
Klassifizierung der Herzinsuffizienz durch die New York Heart Association (NYHA) wie
folgt unterteilt (Tabelle 1):

Tabelle 1: Funktionelle Klassifikation der PH
Modifiziert von der funktionellen Einteilung der Herzinsuffizienz durch die New York Heart Association

gemih WHO 1998*'. Galie ef al.**, modifiziert.

Funktionelle Klasse | Definition

I Patienten mit PH aber ohne daraus resultierende Einschriankungen der
physischen Aktivitdt. Normale physische Aktivitit verursacht weder iberméBige

Dyspnoe noch Fatigue, Brustschmerzen oder drohende Synkope.

II Patienten mit PH, die durch die Krankheit leichte Einschrinkungen der
physischen Aktivitdt haben. In Ruhe sind keine Symptome spiirbar. Normale
physische Aktivitdt resultiert in iiberméBiger Dyspnoe, Fatigue, Brustschmerzen

oder drohender Synkope.

I Patienten mit PH, die deutliche Einschrinkungen der physischen Aktivitét
besitzen. Die Patienten spiiren keine Symptome in Ruhe. Geringe physische
Aktivitdten verursachen jedoch iibermédfige Dyspnoe, Fatigue, Brustschmerzen

oder drohender Synkope.

v Patienten mit PH, die unfdhig sind korperliche Aktivititen jeglicher Form
durchzufiihren ohne Symptome zu erleiden. Diese Patienten zeigen Zeichen
einer Rechtsherzinsuffizienz. Dyspnoe und/oder Fatigue kdnnen sogar in Ruhe
auftreten. Das Unwohlsein wird durch jegliche Art von physischer Aktivitdt
erhoht.
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1.2.1 Klinische Einteilung der Pulmonalen Hypertonie

Die erste Klassifikation der PH erfolgte 1973 auf der ersten internationalen Konferenz der
PH und wurde seitdem mehrfach iiberarbeitet*’. Die neuste Fassung wurde auf dem vierten

Welt-Symposium der PH 2008 in Dana Point, Kalifornien, USA, aufgestellt.

PH besitzt eine multifaktorielle Pathogenese. Sie kann ohne bekannte Ursache auftreten
(idiopathische pulmonalarterielle Hypertonie, idiopathic pulmonary arterial hypertension,

4344 auftreten.

IPAH), vererbbar sein oder im Zusammenhang mit anderen Erkrankungen
Alle Formen der PH sind durch vaskuldre Proliferation und strukturelle Verdnderungen in
der GefiBwand gekennzeichnet (pulmonalvaskulire Umbauprozesse, siche Punkt 1.3)%.
Die erste Gruppe umfasst Patienten, bei denen die primére Ursache in den kleinen
Pulmonalarterien lokalisiert ist”’. Man spricht daher auch von einer pulmonalarteriellen
Hypertonie (PAH). Darin sind idiopathische, vererbbare und erworbene (acquired
pulmonary arterial hypertension - APAH) Fille eingeschlossen. Als genetisch
pradisponierende Faktoren werden Mutationen im Bone Morphogenetic Protein Receptor
Type 2 (BMPR2), in der Aktivin Rezeptor-like Kinase Typ I (ALK1) sowie Endoglin
angesehen; dies sind alles Rezeptoren der TGF-B-Familie*™ *’. Des Weiteren werden
arzneimittel- und toxin-induzierte Erkrankungen der Gruppe eins zugeordnet. Zu den
APAH zéhlen Félle von PH in Verbindung mit Kollagenosen, HIV-Infektionen, portaler
Hypertonie, angeborenen Herzfehlern und Schistosomiasis. SchlieBlich bilden Fille von
persistierender pulmonalartieller Hypertonie der Neugeborenen (persistent pulmonary
hypertension of the newborn-PPHN), pulmonale venookklusive Erkrankungen
(pulmonary  veno-occlusive  disease - PVOD)  und/oder  pulmonal  kapilldrer
Héamangiomatose (pulmonary capillary hemangiomatosis - PCH) den Abschluss dieser
Gruppe42.

In Gruppe zwei werden Fille zusammengefasst, die auf Grund von Erkrankungen des
linken Herzens entstehen, daher spricht man auch von ,,pulmonal-vendser Hypertonie“® .
Ist der linke Ventrikel nicht in der Lage, geniigend Blut in den Korperkreislauf zu pumpen,
erfolgt ein Riickstau in die Lunge und somit dort ein Druckanstieg.

Eine der hiufigsten Ursachen einer PH ist die chronische Hypoxie® und wird in der
aktuellen Klassifikation in Gruppe drei ,,PH auf Grund von Lungenerkrankungen und/oder
Hypoxie* gefiihrt. Treten bei Patienten Hypoxie und Lungenerkrankungen in Kombination

auf, so ist die Uberlebensrate gering®. Pathologische Verinderungen in dieser Gruppe
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schlieBen mediale Hypertrophie und intimale obstruktive Proliferation der distalen
Pulmonalarterien ein. Des Weiteren konnen Zerstorungen des Geféllbettes in
emphysematdsen oder fibrotischen Gebieten ebenfalls auftreten. Die zu Grunde liegenden
Mechanismen sind vielféltig und schlieBen hypoxische Vasokonstriktion, mechanischen
Stress von hyperinflatierten Lungen, Kapillarverlust, Inflammation und toxische Effekte
durch Zigarettenrauch mit ein*”.

Gruppe vier umfasst Félle, die durch chronische thromboembolische pulmonale
Hypertonie (chronic thromboembolic pulmonary hypertension - CTEPH) charaktierisiert
sind. Hierbei fiihrt eine unvollstindige Auflosung von pulmonalen Embolien zu einem
Anstieg im PAP und schlieBlich zum Rechtsherzversagen™.

In Gruppe fiinf werden schlieBlich alle anderen Formen zusammengefasst, in denen
unklare und multifaktorielle Ursachen zur Ausbildung einer PH fiihren. Eine detaillierte
Klassifikation ist in Tabelle 2 aufgefiihrt.

In der vorliegenden Arbeit wird vor allem auf die ,,Pulmonale Hypertonie auf Grund von
Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie* (Gruppe 3) eingegangen, da die Verwendung des
Mausmodells der Hypoxie-induzierten PH diesem Patientenkollektiv am néchsten steht.
Aber auch die Gruppe 1 (PAH), wird in dieser Arbeit beriicksichtigt, da sie histologisch
nicht einwandfrei von der Hypoxie-induzierten Form abgrenzbar ist’. So fiihrt in beiden
Fillen ein initialer Stimulus vor allem zu GefiBumbauprozessen in den Arterien*” ** bzw.
haben auch Untersuchungen am Mausmodell der Hypoxie-induzierten PH in
vorangegangenen Studien Schliisse auf das pathophysiologische Geschehen bei IPAH

4
zugelassen™.

Tabelle 2: Klinische Klassifikation der PH

Simonneau et al.36, modifiziert.

Klinische Klassifikation der Pulmonalen Hypertonie (Dana Point, 2008)

1. Pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)

1.1. Idiopathische PAH (IPAH)

1.2. Erbliche pulmonalarterielle Hypertonie (FPAH)

1.2.1. BMPR2

1.2.2. ALK1, Endoglin (mit oder ohne herditdrer hemorrhagischer Teleangiektasie)

1.2.3. unbekannter Genese

1.3. arzneimittel- und toxin-induziert

1.4. Assoziierte Pulmonalarterielle Hypertonie (APAH); bei:

1.4.1. Kollagenosen

1.4.2. HIV-Infektion

1.4.3. Portale Hypertonie

1.4.4. angeborene Herzfehler

1.4.5. Schistosomiasis

1.4.6. Chronisch hamolytische Anédmie
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1.5 Persistende pulmonalarterielle Hypertonie des Neugeborenen (PPHN)

1’. Pulmonale venookklusive Erkrankung (PVOD) und/oder pulmonalkapilliire Hiimangiomatose
(PCH)

2. Pulmonale Hypertonie auf Grund von Erkrankungen des linken Herzens

2.1. Systolische Dysfunktion

2.2. Diastolische Dysfunktion

2.3. Herzklappenerkrankung

3. Pulmonale Hypertonie auf Grund von Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie

3.1. Chronisch obstruktive Lungenerkrankung

3.2. Interstitielle Lungenerkrankung

3.3. Andere Lungenerkrankungen mit gemischtem restriktiven und obstruktiven Erscheinungsbild

3.4. Schlafapnoe-Syndrom

3.5. Alveolédre Hypoventilation

3.6. Chronische Exposition in groBBer Hohe

3.7. Entwicklungsstérungen

4. Chronische thromboembolische pulmonale Hypertonie (CTEPH)

5. Pulmonale Hypertonie mit unklaren multifaktoriellen Mechanismen

5.1. Hamatologische Erkrankungen: Myeloproliferative Erkrankungen, Splenectomie

5.2. Systemische Erkrankungen: Sarcoidose, pulmonale Langerhanszellenhistiozytose, Lymphangioleiomyo-
matose, Neurofibromatose, Vasculitis

5.3. Metabolische Erkrankungen: Glykogenspeichererkrankung, Morbus Gaucher,Schilddriisenerkrankungen

5.4. Andere:Tumorale Obstruktion, fibrosierende Mediastinitis, chronischer Nierenausfall mit Dialyse

1.3 Pulmonalvaskuldre Umbauprozesse

1.3.1 Histologische Veranderungen

In der Etablierung der PH erfahrt das pulmonale GefaBbett strukturelle Verdnderungen, die
auch pulmonalvaskulires Remodeling genannt werden’. Diese pulmonalen
Gefdlumbauprozesse sind durch die Verdickung aller drei in der GefdBwand
vorkommenden Schichten charakterisiert’’. Diese kommen durch Zellwachstum
(Hypertrophie) und/oder Zellproliferation (Hyperplasie) der pradominanten Zelltypen in
den jeweiligen Schichten zustande’' (Abbildung 3). Da die Muskelschicht in Arterien
stirker ausgeprigt ist als in Venen, tritt dort auch die Verdickung der Media stirker auf’”.
Des Weiteren ist eine Ausdehnung einer neuen Muskelschicht in normalerweise nur teil-
oder nicht muskularisierte Bereiche von peripheren Arterien zu beobachten. Diese neue
Muskelschicht entsteht durch Migration von glatten Muskelzellen und/oder durch

53, 54 .
*>" und wird

Rekrutierung und Differenzierung von Fibroblasten in glatte Muskelzellen
als Neomuskularisierung bezeichnet. Die Verdickung der Gefile und die
Neomuskularisierung fithren zu einer verminderten Compliance, wodurch Anstiege im
Herzzeitvolumen nicht mehr durch arterielle Distension abgemildert werden kdnnen, ohne

grofie Anstiege im PAP und PVR zu verursachen’. Des Weiteren wird das Lumen der

10
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GefiBle eingeengt™, wodurch ebenso der GefiBwiderstand erhoht wird. Der Verlust der
Compliance und die darausfolgende Erhohung von PVR und PAP fiihren zur Aktivierung
von Genen, die Gewebeumbauprozesse in pulmonalen Arterien induzieren. Somit steigt der

PVR noch stirker und ein positives Feedback zwischen PVR und PAP entsteht’.

Ein weiteres histologisches Merkmal der PH kann die Bildung von plexiformen Lisionen
sein. Hierbei handelt es sich um auffillige pulmonalvaskuldre Strukturen, die durch
Verschluss des arteriellen Lumens, aneurysmatischen Aussackungen der Arterien sowie
Proliferation von Endothel- und glatten Muskelzellen charakterisiert sind>®. Diese finden
sich vor allem in kleinen Arterien <300 um’* und treten insbesondere bei IPAH auf,
kénnen aber auch bei anderen Formen der PH vorhanden sein’. Es wird auch ein Verlust
peripherer GefaBle beobachet, der durch Verdnderungen in Endothelzellen und/oder in

Perizyten bedingt sein konnte®’.
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Abbildung 3:  Vaskuliire Verinderungen in der PH

Schematische Darstellung der Gefdaverdnderungen und mdglichen Einflussfaktoren in der PH. Die erhdhte
Proliferation von Fibroblasten, glatten Muskel- und Endothelzellen fiihrt zu einem eingeschrankten Lumen
und somit zu einem grofen Anstieg der Nachlast des rechten Ventrikels. (AEC = Alveolare Epithelzelle,

PGI, = Prostaglandin, NO = Stickstoffmonoxid, sGC =16sliche Guanylatzylkase, c¢GMP = zyklisches
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Guanosinmonophosphat, PDE = Phosphodiesterase, K" = Kalium, Ca*" = Calcium, TGF-p = transformieren-
der Wachstumsfaktor 3, BMPR2 = Bone Morphogenetic Protein Receptor Type 2, PDGF = Platelet-derived
growth factor, FGF = Fibroblast growth factor, HIF = Hypoxie-induzierbarer Faktor, ROS = Reaktive Sauer-

stoffspezies, NADPH = Nicotinamid-adenin-dinukleotid-phosphat, TRPC = transient receptor potential

channel).Schermuly et al.*®, modifiziert.

1.3.2 Initiatoren der pulmonalvaskularen Umbauprozesse

Es werden verschiedene mogliche Ursachen diskutiert, die alleine und/oder in

Kombination fiir die Umbauprozesse verantwortlich sein konnten™” >

und Abweichungen
von der Norm auf multigenetischer, zelluldrer und molekularer Basis sowie auf der Ebene
des Immunsystems vereinen’.

So konnen diese Verdnderungen durch physikalische Reize und/oder durch chemische
Stimuli ausgelost werden’'. Des Weiteren werden initiale Ereignisse wie Inflammation,
virale Infektion und genetische Pridisposition diskutiert®®. Allgemein wird angenommen,

dass diese Stimuli eine Fehlfunktion des Endothels bedingen und somit eine verdnderte

Freisetzung von Mediatoren auslosen®.

1.3.2.1 Mechanische Reize

Zu den mechanischen Reizen gehdren mechanische Ausdehnung, Scherstress und ein
erhdhter transmuraler Druck’'. Sie induzieren eine erhdhte Produktion von Bestandteilen
der extrazelluliren Matrix®', fordern die Proliferation von glatten Muskelzellen und
Fibroblasten®® und steigern die intrazellulire Ca®’-Konzentration’'. Durch Scherstress
konnen dariiber hinaus sogenannte Scherstress-Response Elemente aktiviert werden, die in
den Promotoren wichtiger Wachstumsfaktoren wie dem Platelet-derived growth factor

(PDGF) gefunden wurden®.

1.3.2.2 Immunsystem

Auf humoraler Ebene ist eine vermehrte Sekretion von Zytokinen wie Interleukin-1 (IL-1),

12



Einleitung

Tumor-Nekrose-Faktor und Interferonen zu nennen. Inflammatorische Zellen konnen
dariiber hinaus auch die Expression von Wachstumsfaktoren in Zellen der Gefille

verindern®.

1.3.2.3 Weitere Stimuli

1.3.2.3.1 Chronische Hypoxie

Eine chronisch hypoxische Exposition kann ebenso GefaBBumbauprozesse induzieren.
Chronische Hypoxie fiihrt zu einem erhdhten pulmonalarteriellen Druck, einer
Rechtsherzhypertrophie sowie zu einer verstirkten Muskularisierung der kleinen

3464 Ebenso nimmt chronische Hypoxie Einfluss auf die

prikapillaren GefdB3e der Lunge
Expression bestimmter Gene: So kdnnen Wachstumsfaktoren wie der Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF)® durch Hypoxie induziert werden, genauso wie der Hypoxie-
induzierbare Faktor (hypoxia-inducible factor - HIF), welcher ein Schliisselprotein fiir die

Regulation vieler Gene unter hypoxischen Bedingungen darstellt’® %

. Hypoxie verhindert
dariiber hinaus die Ausschiittung von antimitogenen Faktoren wie Prostazyklin®’ und fiihrt
zur vermehrten Produktion von Transkriptionsfaktoren, die Gene von mitogenen
Mediatoren wie die Mitogen-induzierbare Cyclooxygenase 2 (mitogen-inducible cyclo-
oxygenase-2 — COX-2) aktivieren®. Ebenso wird die Produktion und/oder die Freisetzung
von mitogenen Faktoren wie Endothelin-1 (ET-1)*® oder Interleukin 1 (IL-1)* unter
hypoxischen Bedingungen erhoht’. SchlieBlich wird durch Hypoxie die HPV ausgeldst
(Abschnitt 1.1.2) was zu einem Anstieg im PAP, PVR und Scherstress fiihrt, und somit eine

positive Feedback-Schleife aktivieren kann®',

1.3.2.3.2 Vasoaktive Substanzen

In der PH ist das Gleichgewicht zwischen im Endothel gebildeten Vasokonstriktoren und -
dilatatoren verschoben. So werden vermehrt Stoffe gebildet, die die Gentranskription und
Promotion des Zellzyklus beeinflussen, wodurch ein proliferatives und vaskonstriktives
Milieu im GeféBbett entsteht’. Zu den involvierten Vasokonstriktoren gehért u.a. Serotonin
(5-Hydroxytryptamin, 5-HT), welches auch im Plasma von IPAH-Patienten erhoht ist’.
Ein Polymorphismus im Serotoninstoffwechsel wird in bestimmten IPAH-Fillen und in

42, 71
4> 7

hypoxédmischen Patienten mit COPD vermute . Méuse mit einer gezielten 5-HT-
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Deletion sind weniger empfénglich, eine Hypoxie-induzierte PH zu etablieren’®, wihrend
eine Uberexpression desselben Gens zu einer schwereren PH fiihrt”’. Eine weitere
vasoaktive Substanz ist der mitogene Vasokonstriktor ET-1"*. Dieser ist in PH-" und
COPD-"® 77 Patienten erhoht und eine Inhibition des ET-1-Rezeptors in Ratten fithrt zur
Reversion der Hypoxie-induzierten PH’®. Dariiber hinaus wird eine vermehrte Produktion
der Vasokonstriktoren Thromboxan A, (TXA;) und Angiotensin 11" in PH-Patienten
berichtet. Neben ihrer vasokonstriktorischen Funktion wird Angiotensin Hgo, TXAz81 und
5-HT"" auch eine Rolle in der Thrombozytenaktivierung und der Entstehung von

Thromben zugesprochen’.

Die Vasodilatation ist dagegen herabgesetzt. Als verminderte Vasodilatatoren sind vor
allem Prostazyklin, Stickstoffmonoxid (NO) und dessen Second Messenger-Molekiil, das

zyklische Guanosinmonophosphat (cyclic guanosine monophosphate - cGMP), zu nennen””
56

1.3.2.3.3 Wachstumsfaktoren

Des Weiteren wurden Verdnderungen in der Produktion von Wachstumsfaktoren und/oder
thren Rezeptoren in der Entwicklung der PH beobachtet. Eine vermehrte Expression des
Wachstumsfaktors PDGF, der stark mitogen auf pulmonalarterielle glatte Muskelzellen
wirktgz, wurde sowohl im Tiermodell®® als auch in Patienten mit schwerer PH
nachgewiesen®” . Eine Uberexpression fiihrte zur Verstirkung der Hypoxie-induzierten
PH®, eine Inhibition dagegen in verschiedenen experimentellen PH-Modellen zum

Riickgang der Symptomegl 85, 86

. Dariiber hinaus wurden verdnderte Spiegel der
Wachstumsfakoren basic fibroblast growth factor (0FGF)Y, transforming growth factor J3
(TGF-B), epidermal growth factor (EGF) und vascular endothelial growth factor (VEGF)
sowohl in humanem Gewebe als auch in experimentellen Tiermodellen der PH gefunden®®
89

Den Wachstumsfaktoren PDGF und VEGF wird des Weiteren eine Funktion in der

Thrombozytenaktivierung und der Entstehung von Thromben zugesprochen’.
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1.3.3 Einfluss von Proliferation und Apoptose auf vaskulare Umbau-
prozesse

In der pulmonalen Zirkulation besteht ein fragiles Gleichgewicht zwischen Proliferation
und Apoptose, welches zur Aufrechterhaltung der normalen GefdBstruktur und der
funktionalen Integritit der pulmonalen GefiBle wichtig ist. In der PH ist dieses
Gleichgewicht gestort, es wird eine erhohte Proliferation und eine verminderte Apoptose
verzeichnet®®. Durch Akkumulation von Zellen mit einem hohen proliferativen Potential,
die auch eine relative Apoptose-Resistenz aufweisen konnen, werden GefaBlumbauprozesse
initiiert”. Diese fiihren zu einer Verdickung der GefiBwand, einer Verengung des Lumens
und schlieBlich zu einer Obliteration des GefiBes’. Dadurch wird die Querschnittsfliche
des GefiBes vermindert, was zu einem erhdhten PVR fiihrt’. Dariiber hinaus wird die
vaskuldre Compliance vermindert, welche wichtig fiir das Auffangen des angestiegenen
Herzzeitvolumens durch Vasodilatation und dem Rekrutieren vormals nicht perfundierter
Gefiie ist’. Eine Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Proliferation und Apoptose
kann auch durch eine verminderte Expression und Funktion von K'-Kanilen bewirkt

werden?®.

1.4 Behandlung der PH

Obwohl sich die therapeutischen Optionen in den letzten Jahren verbessert haben, ist die

PH immer noch nicht heilbar’'.

Liegt eine positive Antwort auf die Applikation von Vasodilatatoren vor, gelten
Calcium(Ca*")-Kanalinhibitoren wie Nifedipin oder Diltiazem in diesen Fillen als Mittel
der Wahl. Dies ist jedoch nur bei weniger als 10 % der Patienten der Fall’*.

Die besten therapeutischen Ergebnisse werden aktuell durch die Wiederherstellung des
verschobenen Gleichgewichts zwischen Vasokonstriktion und —dilatation erzielt”. Je nach
Schwere der Erkrankung wird eine Mono- oder Kombinationstherapie aus ET-1- und/oder
Phosphodiesterase-5(PDE-5)-Inhibitoren sowie Prostanoiden eingesetzt42. Die PDE-5 ist
ein Enzym, welches den Abbau des vasodilatatorisch wirkenden zyklischen

Guanosinmonophosphat (cyclic guanosine monophosphate — ¢cGMP) hemmt und somit

dessen Wirkdauer verldngert. Bessert sich der Zustand des Patienten durch die
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medikamentdse Behandlung nicht, sollte eine Lungentransplantation in Erwdgung gezogen
werden®.

Mit Riociguat steht momentan ein Stickstoffmonoxid(NO)-unabhédngiger Stimulator der
l6slichen Guanylatzyklase in Phase III der klinischen Priifung, der die Bildung des
zyklischen Guanosinmonophosphats fordert™. Des Weiteren zeigten sich bereits positive

Effekte im klinischen Einsatz des PDGF-Inhibitors Imatinib’”.

Mit den aktuell etablierten Behandlungsmoglichkeiten werden aber vermutlich nur die
manifestierten Folgeerscheinungen statt der zentralen pathologischen Ursachen der

Erkrankung selbst addressiert™.

1.5 Tiermodelle in der PH

Um die PH, ihre Ursachen und die damit einhergehenden pathophysiologischen Verdnder-
ungen besser verstehen zu konnen, wurden verschiedene experimentelle Tiermodelle
entwickelt, die die Symptome der humanen PH simulieren. Durch Verwendung dieser
Modelle konnten neue Therapiekonzepte gefunden und somit die Krankheit geheilt

werden.

Die beiden meistgenutzten Tiermodelle der PH werden auch auch ,klassische Modelle*
bezeichnet’””. Sie bestehen aus dem Modell der Hypoxie-induzierten PH sowie dem

Monocrotalin(MCT)-Modell.

1.5.1 Das Modell der Hypoxie-induzierten PH

In der experimentellen, Hypoxie-induzierten PH erfahrt das pulmonale Gefa3system nach
chronisch hypoxischer Exposition einen Umbauprozess, der in einer anhaltenden Erh6hung
des pulmonalvaskuldren Widerstands und einer gesteigerten Rechtsherzhypertrophie
resultiert™,

Der verminderte O,-Partialdruck fiihrt zu einer Muskularisierung vormals nicht

muskularisierter Arterien, einer Verdickung prikapillirer Arterien™ und einer Hypertrophie
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von glatten Muskelzellen und Fibroblasten®®®’. Gleichzeitig kommt es durch Hypoxie auch
zu einer verdnderten Ausschiittung von Mediatoren, wodurch ein proliferatives und
vaskonstriktives Milieu im GefaBbett entsteht’. Dies induziert in der Folge einen erhShten
Scherstress’’. Daneben wurde auch von einer inflammatorischen Antwort der
Pulmonalarterien berichtet’™.

In der experimentellen Forschung wird das Modell der Hypoxie-induzierten PH vor allem
an Maus und Ratte angewendet. Generell fiihrt eine chronische hypoxische Exposition aber

in fast allen Siugetieren zu dhnlichen strukturellen Verdnderungen.

In der Klinischen Klassifikation der PH (siehe Punkt 1.2.1) steht das Tiermodell der
Hypoxie-induzierten PH der Gruppe 3 ,pulmonale Hypertonie auf Grund von

“>* und somit einem groBen Patientenkollektiv®

Lungenerkrankungen und/oder Hypoxie
am néchsten. Gleichzeitig sind die Hypoxie-bedingten strukturellen Verédnderungen, die vor
allem die Pulmonalarterien betreffen*> *> *°, histologisch nicht immer einwandfrei von

denen der Gruppe 1 (,,pulmonalarterielle Hypertonie (PAH)) abzugrenzen’.

Als einziges Tiermodell der PH ist das Modell der Hypoxie-induzierten PH nach Autheben
des Stimulus reversibel. So wird die durch akute Hypoxie induzierte Kontraktion der
pulmonalen Gefalle durch normoxische Sauerstoffzufuhr aufgehoben. Aber auch die in
verschiedenen Tiermodellen durch chronische Hypoxie ausgelosten vaskuldren
Umbauprozesse sind durch Reoxygenierung reversibel'*'*(Abbildung 4). Dieser Aspekt
erlaubt Einblicke in die Mechanismen zu nehmen, die an der Umkehrung der
GefalBumbauprozesse beteiligt sind. Durch eine Stimulierung dieser Mechanismen, kénnte
diese lebensbedrohliche Erkrankung nicht nur wie bisher symptomatisch sondern endlich

auch kausal und damit kurativ behandelt werden.
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akute Hypoxie chronische Hypoxie

q q
h h

Normoxie Reversibler GefaBumbau-

GefaBRumbau prozesse

Abbildung 4:  Hypoxie-induzierte Gefiflumbauprozesse sind im Tiermodell durch Reoxygenierung
reversibel

In akuter Hypoxie kontrahieren pulmonale Gefifle, um einen optimalen Gasaustausch zu gewdhrleisten.
Dieser physiologische Adaptionsmechanismus (siche HPV, Punkt 1.1.2) ist bei Riickkehr in Normoxie
spontan reversibel. Unter chronisch hypoxischen Bedingungen induziert die permanente Vasokonstriktion
jedoch GefaBumbauprozesse, die zu einer Verdickung der Gefiwand und zu einer Obliteration des
vaskuldren Lumens fiihren. Diese Umbauprozesse sind durch anschlieBende normoxische Reexposition

reversibel.

1.5.2 Das Modell der Monocrotalin-induzierten PH

Als weiteres Tiermodell zur experimentellen Simulation der PH steht die
Monocrotalin(MCT)-induzierte =~ PH  zur  Verfiigung.  Monocrotalin  ist  ein
Pyrrolizidinalkaloid aus der Pflanze Crotalaria spectabilis, welches in der Leber zur
aktiven Form, dem Monocrotalin-Pyrrol (MCT-P) umgesetzt wird™*. MCT-P 16st
endotheliale Verletzungen in der pulmonalen GefdBsstruktur und Umbauprozesse in
prikapilliren GefiBen aus, die sich in einer progressiven PH manifestieren'®. Daneben
16st MCT aber auch akute bis subakute Schidden an Niere, Leber und Herz aus>*. Die durch
endotheliale Verletzungen erzeugten Gefallveranderungen in der Lunge sind histologisch
denen der pulmonalarteriellen PH sehr dhnlich'®®, wodurch das MCT-Modell auch als

Modell der Gruppe eins (sieche Punkt 1.2.1) herangezogen wird.
Im MCT-Modell ist jedoch zu beachten, dass die Reaktion auf MCT neben Spezies und

Stamm auch vom Metabolismus des jeweiligen Organismus abhingig ist™*. So bilden

Miuse keine PH nach Monocrotalin-Injektion aus'”’, was vermutlich auf Unterschieden im
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Cytochrom P450 System zwischen Maus und Ratte beruht'*® 1%

. Zur Applikation des
aktiven Metabolits MCT-P in der Maus gibt es widerspriichliche Daten in der Literatur. So
berichten Raoul e al.''’ 15 Tage nach der MCT-P-Injektion von erhohten Werten im
rechtsventrikuldren systolischen Druck (right ventricular systolic pressure - RVSP), der
Rechtsherzhypertrophie und der Muskularisierung intraazindrer Gefifle, wéahrend in einer
anderen Studie auch bei doppelt so hoher Dosis keine Unterschiede zu Kontrolltieren

gefunden werden konnten'"”.

1.5.3 Das Modell der kombinierten Applikation von SU5416 und
chronischer Hypoxie

Als ein neues, vielversprechendenes Modell wird die Applikation des VEGF-Inhibitors
Semaxanib (SU5416) in Kombination mit chronischer Hypoxie angesehen. Hierbei kommt
es durch die Proliferation von Endothelzellen zu einer Okklusion des vaskuldren

111 2

Lumens'"". Dieses Modell war bisher nur in Ratten''> verfiigbar, konnte aber kiirzlich

erfolgreich auf den Modellorganismus Maus iibertragen werden'"”.

Die PH ist eine sehr komplexe Erkrankung mit einem groflen Spektrum an pathologischen
Veréinderungen%. Bisher ist jedoch kein Tiermodell in der Lage, alle Merkmale dieser
Erkrankung so abzubilden, wie sie in den Lungen von PH-Patienten zu finden sind™*. So
finden sich z.B. in beiden klassischen Modellen keine plexiformen Lésionen®.

Dennoch stellen Tiermodelle in der experimentellen Forschung in Verbindung mit Daten
aus der Zellkultur und molekularbiologischen Methoden ein sehr wichtiges Instrument dar.
Sie erdffnen die Moglichkeit, neue Erkenntnisse iiber den Krankheitsprozess zu erlangen,
die zu Grunde liegenden Pathomechanismen zu finden, und schlieBlich zu neuen Therapien

am Menschen zu gelangen™ *°.

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Obwohl in den letzen Jahren grofe Fortschritte in der Behandlung der PH erzielt werden

konnten, stellt die PH noch immer eine unheilbare Krankheit dar’'. Die traditionellen
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Behandlungsstrategien sind eher symptomatisch und die Signaltransduktionswege, die der
Krankheit unterliegen, sind noch nicht vollstindig aufgekldrt. Die bisherigen
Untersuchungen befassen sich meist mit den pathophysiologischen Grundlagen der
pulmonalen Hypertonie und versuchen diese Kaskade moglichst frithzeitig durch eine
geeignete Intervention zu unterbrechen. Das Ziel einer Therapie besteht momentan darin,
den Vasotonus zu reduzieren sowie den strukturellen Umbau der pulmonalen Gefdfle zu
verzogern. Allerdings wird die Krankheit meist erst zu einem Zeitpunkt diagnostiziert, an
dem der Umbauprozess weit fortgeschritten ist. Bei dieser Arbeit steht jedoch mit der
Erforschung der reversiblen GefaBumbauprozesse ein vollig neuer Angriffspunkt im
Vordergrund. Es wurde bereits in den 1970iger Jahren gezeigt, dass zumindest in Nagern
der Hypoxie-induzierte GefiBumbauprozess durch Reoxygenierung reversibel ist'*'*,
Obwohl dieser Prozess gut beschrieben und untersucht ist, sind die Faktoren die diesem
Mechanismus zu Grunde liegen, bisher nicht bekannt. Daher ist es das Ziel der
vorliegenden Arbeit, Schliisselgene im Umkehrprozess der Hypoxie-induzierten vaskuldren
Umbauprozesse mittels Microarray-Untersuchungen zu identifizieren und zu
charakterisieren. Durch diese Arbeit konnten wichtige neue Zielstrukturen in der
Behandlung der PH entdeckt werden, die nicht nur den progressiven Krankheitsverlauf
stoppen, sondern auch die Krankheit selbst heilen konnten. Folglich ist es wichtig,
zumichst ein tieferes Verstindnis iiber die Umkehrung der Hypoxie-induzierten
GefalBumbauprozesse zu erlangen.

Um Verénderungen in der Genexpression wihrend dieser Prozesse zu untersuchen, werden
Maiuse entweder 21 Tage chronischer Hypoxie (10 % O,) ausgesetzt und/oder nach
chronisch hypoxischer Behandlung erneut fiir 1, 3, 7, 14 oder 21 Tage normoxisch
reexponiert. Die Verdnderungen in der Genexpression werden mit Hilfe von Genchips
analysiert und so identifizierte Gene genauer im Bezug auf die PH untersucht. Im
Vordergrund stehen Expressionsprofile in murinem und humanem Gewebe, die
Lokalisierung sowie die Entschliisselung der zugehdrigen Signaltransduktionswege.
SchlieBlich ist die Validierung des moglichen therapeutischen Nutzens eines so gefundenen
Kandidatengens unter Einbeziehung von Knockout-Tieren, also genetisch modifizierten

Tieren, das libergeordnete Ziel dieser Arbeit.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Beckman LS 6500 Scintillation Counter

Bioanalyzer 2100

Cell Disruptor B15 Sonifier
ChemiGenius Bio Imaging System
Combi-Spin Zentrifuge

Curix 60 (Filmentwicklungsgerit)
DMR Mikroskop
Elektrophorese-Kammer
Féarbekammer

GenePix 4100A Scanner
Héamatokrit 210 Zentrifuge
Heizblock

Heizplatte Hi 1220

HERA Safe

Hotplate/Stirrer (371)

Neubauer-Zihlkammer

iCycler (Gradienteten PCR-Cycler)
Kryostat (CM 1850UV)

Magnetischer Konzentrierer Dynal MPC
Mikrodissektionssystem LMD 600

Mirax Scanner

Mx3000Pro (q-PCR Maschine)
MinUVIS-Lampe (UV-Crosslining Gerit)
NanoDrop (ND-1000)

OP-Besteck

Long Island Scientific, East Setauket, NY,
USA

Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA
Branson Danbury, CT, USA

VWR, Bruchsal, Deutschland

Kisker-Biotech, Steinfurt, Deutschland

Agfa, Mortsel, Belgien

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Keutz Labortechnik, Reiskirchen, Deutschland
Keutz Labortechnik, Reiskirchen, Deutschland
Axon Instruments, Union City, NJ, USA
Hettich, Tuttlingen, Deutschland

VWR, Bruchsal, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland
VWR, Bruchsal, Deutschland

LO — Laboroptik GmbH, Bad Homburg,
Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland
Carl-Zeiss GmbH, Jena, Deutschland
Stratagene, Heidelberg, Deutschland

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Kisker-Biotech, Steinfurt, Deutschland

Martin Medizintechnik Tuttlingen, Deutsch-
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Heraeus (Ofen)
Reinstwasseranlage Milli-Q®

Schiittelgerdt Eb Swip KL-2

Semi-Dry-Kammer

Spannungsgerit fiir Elektrophorese EPS
600

Szinti-Reader

TPersonal Thermocycler (PCR-Cycler)
Tischzentrifuge Mikro 200R

Vakuum Gewebeprozessor TP1050
VergroBerungslupe MS5

VERSA.x lunable microplate reader
Vortexer MS1 Minishaker
Mini-PROTEAN® Tetra Cell

Zellinkubator HERAcell 150
Zentrifuge Rotanta 460R

land

Hilder & Kretschmer, Gieflen, Deutschland
Millipore, Schwalbach, Deutschland

Edmund Biihler GmbH, Hechingen, Deutsch-
land

Keutz Labortechnik, Reiskirchen, Deutschland
Pharmacia Biotech AG, Diibendorf,
Deutschland

Keutz Labortechnik, Reiskirchen, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Leica, Bensheim, Deutschland

Leica Microsystems, Nussloch, Deutschland
Molecular Devices, Ismaning, Deutschland
IKA GmbH, Staufen, Deutschland

(EMSA und Western Blotting Equipment)
Biorad, Miinchen, Deutschland

Thermo Scientific, Dreieich, Deutschland

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

2.1.2 Chemikalien/Verbrauchsmaterialien

0,9 % NaCl-Losung

2-Propanol

4x NuPage LDS-Ladepuffer
ABgene® PCR-Platten

Acetanhydrid

AG 501-X8(D) Resin

Aceton

Agarose

Agarose Type VII (niedrig schmelzend)
AGFA Cronex 5 Medical X-Ray Film
Amersham Hyperfilm ECL

B. Braun, Melsungen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Thermo Scientific, Hamburg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Biorad, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
AGFA, Mortsel, Belgien

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
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Amersham ECL Plus Western Blotting
Detektions System
Ammoniumpersulfat (APS)
B-Mercaptoethanol

Beatmungsgas (50 % O3, 50 % N3)
Blocking Reagenz

Bluecaps

Borsédure

Bovines Serum Albumin (BSA)
BSA-Losung

Chemiluminscent Nucleic Acid Detection
Module

Chloroform

Collagenase Type IV

Complete™ Protease Inhibitor
Deckglas

Destilliertes Wasser (dH,O, DNAse-/
RNAse-frei)

Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dextransulfat

Eisenkiigelchen (Eisen-II, III-Oxid, 98 %
Fe;0y)

Eosin

Ethanol 70 %, 96 % und 100 %

Ethanol (reinst) fiir die Molekularbiologie
Ethiconfaden
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Ficoll

Filterpapier

Formamid

Glutaraldehyd

Glycerol

Glycin

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Air Liquid, Siegen, Deutschland
Roche, Basel, Schweiz

Braun Melsungen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Biorad, Miinchen, Deutschland

Thermo Scientific, Hamburg, Deutschland

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Roche, Basel, Schweiz

R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland

Gibco™ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Anatomical Pathology, Pittsburgh, PA, USA
Otto Fischer GmbH, Saarbriicken, Deutsch-
land

Merck, Darmstadt, Deutschland

Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Biorad, Miinchen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Hefe tRNA

Hamalaun

Heparin Liquemin N 25000
Isopropylalkohol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,POy4)
Kaniilen (BD Microlance™ 3)

Ketaminhydrochlorid 100 mg/ml Ketamin®

Magermilchpulver

Membran-Slides

Methanol

Methylgriin

Microarray Objekttrager Mouse whole
Genome 4x44K

Natriumacetat

Natriumazid (NaN3)

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdeoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat (Na,HPOy)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs)
Natriumhydroxid (NaOH)
Natriumvanadat (Na;VOy)
Nylon-Membran, Amersham Hybond™
N*

Objekttrager

Paraformaldehyd
PCR-Reaktionsgefilie

Pertex

Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol
(25:24:1)
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster,
Deutschland

Roche, Basel, Schweiz

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Becton Dickinson Heidelberg, Deutschland
Pharmacia, Erlangen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Microdissect, Herborn, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

R. Langenbrinck Emmendingen, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Nerbe plus GmbH, Wiesen/Luhe, Deutschland
Medite Medizintechnik, Burgdorf, Deutsch-
land

Ambion, Darmstadt, Deutschland

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
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Polyvinylpyrrolidon

Proteinase K

Protein A-Sepharose™™ CL-4B Kiigelchen
PVDF-Membran

RNaseZap®

Rompun® 2 %
Rotiphorese® Gel 30 (Acrylamid)
Salmonsperm DNA
Salzsdure (HCI)
Staurosporin
SYBR" Safe
Rotiszint”™ eco plus
TEMED

Tergitol® (NP-40)
[*H]Thymidin
TissueTek®™
Triethanolamin
Tri-Natriumcitrat
TRIS Base
TRIS-HCI
Triton-X

Trypsin

Tween” 20

Vials (Szintillations-Spektroskopie)
Wasserstoffperoxid (H,O,)

Xylol

2.1.3 Zellkultur

8-Well Chamber Slides
FCS (Fetales Kilberserum)

Merck, Darmstadt, Deutschland

Peqlab, Erlangen, Deutschland

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland
Pall Corporation, Dreieich, Deutschland
Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA,
USA

Pharmacia, Erlangen, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Amersham, Miinchen, Deutschland
Sakura Finetek, Staufen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Zymed Laboratories Inc., Karlsruhe, Deutsch-
land

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

BD Falcon, Heidelberg, Deutschland
PAA Laboratories, Colbe, Deutschland
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Fluoreszenz Vectashield Eindeckmedium
including DAPI

Medium 199 (M199)

Opti-MEM Medium

PBS

Penicillin/Streptomycin (P/S)
Pulmonary arterial smooth muscle cells
Serologische Pipetten 5, 10, 25, 50 ml
siRNA

Smooth Muscle Cell Growth Medium 2
Sterilfilter 0,22 um

Trypsin/EDTA (10x)
Zellkulturflaschen, -schalen, -platten
Zellschaber

X-tremeGENE

2.1.4 Liganden und Inhibitoren

EGF, human

EGF, Maus

PDGF-BB, human
TGF-p1, human

U0126 (Erk Inhibitor)
U73122 (PLC-Inhibitor)

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

GIBCO Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Gibco BRL, Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland
Lonza, K6ln, Deutschland

BD Falcon, Heidelberg, Deutschland
BioSpring, Frankfurt, Deutschland
PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Millipore, Schwalbach, Deutschland
PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland
Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland
Greiner bio-one, Frickenhausen, Deutschland

Roche, Mannheim, Deutschland

PAN Biotech, Aidenach, Deutschland
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

2.1.5 Enzyme und GroRenstandards

Precision plus Protein™™ Dual Color
Standards

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
Long PCR Enzyme Mix

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
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2.1.6 Kits und Assays

96" AQueous Non-radioactive Cell Proli- Promega, Mannheim, Deutschland

feration Assay Kit (MTS Assay)
AP-fast red Kit

CaspACE Assay System

Chromatin Immunoprazipitation Kit
DAB Peroxidase Substrate Kit

DIG RNA Labeling Mix

DC Protein Assay Kit

Dual-color QuickAmp Kit
ImmPRESS Anti-Rabbit Ig Polymer
Detektions-Kit

iScript cDNA Synthese Kit

1Taq Sybr Green Supermix plus ROX
LightShift Chemiluminescent EMSA Kit
Mouse-on-mouse HRP-Polymer Kit
NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic
Extraction Kit

QIAquick®™ PCR Purifikation Kit
PeqGOLD Taq-DNA Polymerase
Pikrinsdure (wissrig, gesattigt)
Ribonuklease Triphosphat Set
RNeasy"Micro Kit

RNeasy“Mini Kit

T3 / T7 RNA Polymerase (5000 U)
VECTOR VIP Peroxidase Substrate Kit

Zytochem, Berlin, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
Millipore, Schwalbach, Deutschland
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Roche, Basel, Schweiz

Biorad, Miinchen, Deutschland

Agilent, Palo Alto, CA, USA

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Biorad, Miinchen, Deutschland
Biorad, Miinchen, Deutschland
Thermo Scientific, Rockford, USA
Zytomed Systems

Thermo Scientific, Rockford, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland

Peqlab, Erlangen, Deutschland

Fluka Chemie, Buchs, Schweiz

Roche, Basel, Schweiz

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Agilent, Palo Alto, CA, USA

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

WT-Ovation™ Pico RNA Amplifikations- Nugene, Bemmel, Niederlande

System
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2.1.7 Verwendete Antikorper

2.1.7.1 Primirantikorper

a-DIG-POD FAB Fragmente
(11207733910)

a-glattes Muskelaktin (A2547)
B-Aktin (A228)

Egrl (4153S)

Erk1/2 (91025)
FITC-markiertes glattes Muskelaktin
(F3777)

IgG (PP64)

Myosin (ab27718)

PCNA (s¢-7907)

phospho-Erk1/2 Thr 202/Tyr 204 (9101S)

phospho-PLC-y1 Y783 (2821L)
PLC-y1 (2822)
Von-Willebrand-Faktor (A0082)

2.1.7.2 Sekundarantikorper

Meerrettich-Peroxidase gekoppelt
Anti-Kaninchen (W401)
Anti-Maus (W402)

Alexa Fluor® 555 Tyramid
(T-30954)

2.1.8 Computerprogramme

GraphPad Prism Version 5.01
GenePix Pro 5.0

Roche, Basel, Schweiz

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Cell Signaling, Boston, MA, USA

Cell Signaling, Boston, USA
Sigma-Aldrich, Deutschland

Millipore, Schwalbach, Deutschland
Abcam, Cambridge, Grof3britannien
Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA
Cell Signaling, Boston, USA

Cell Signaling, Boston, MA, USA
Cell Signaling, Boston, MA,USA
Dako, Hamburg, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA
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Gene-Tools Software
Limma package

Mirax Viewer Software
Q-Win

R Software

2.1.9 Tiere

C57B1/6]
AMD-17" / AMD-1""

OoDC-1""/0DC-1""

Egrl™"/ Egrl”

Syngene, Cambridge, GroBbritannien

Bioconductor (http://www.bioconductor.org/)

Carl-Zeiss GmbH, Jena, Deutschland

Leica, Wetzlar, Deutschland

Bioconductor (http://www.bioconductor.org/)

Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutschland

Prof. Kazuei Igarashi (Chiba University, Chiba,

Japan)

Prof. Kazuei Igarashi (Chiba University, Chiba,

Japan)

Prof. Dr. Patrick Charnay (Paris Cedex, Frankreich)

21.10 Puffer und Losungen

Tabelle 3: Verwendete Puffer und Losungen
Puffer Substanz Menge
RIPA-Puffer PBS 99 ml
NP-40, 1 % 1 ml
Natrium-deoxycholat 05g
SDS, 10 % 0,1 ml
Laufpuffer, 10-fach (Western Blot) | Tris 30,28 g
Glycin 144 ¢
SDS 10g
dH,0 1000 ml
Transfer-Puffer (Western Blot) Tris 11,6 g
Glycin 58¢g
SDS (20 %) 3,7ml
Methanol 400 ml
dH,0 1596,3 ml
TBS-Puffer, 10-fach, pH 7,5 Tris 2423 ¢
Western Blot) NaCl 87,66 g
dH,0 1000 ml
TBST-Puffer (Western Blot) TBS-Puffer, 1-fach 999 ml
Tween-20 1 ml
Blocking-Puffer (Western Blot) Magermilchpulver 6¢g
Waschpuffer, einfach 100 ml
dH,0 90 ml
SSC-Puffer, 20-fach, pH 7,0 (ISH) | NaCl 175,32 g
Tri-Natriumcitrat « 2 H,O 88,23 g
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DEPC-dH,0 500 ml
4 % Paraformaldehyd-Losung NaH,PO, 1,38 g
(ISH) Na,HPO, 5,67¢g
Paraformaldehyd 200 g
DEPC-dH,0 500 ml
Pra-Hybridisierungspuffer, 2-fach | DEPC-dH,0 5,88 ml
(ISH) 5M NaCl 2,4 ml
IM Tris (pH 7,5) 200 pl
50X Denhardts Reagenz 400 pl
250 mM EDTA 80 pl
10mg/ml Salmon Sperm DNA 1 ml
50mg/ml Hefe tRNA 40 pl
Hybridisierungspuffer, 2-fach DEPC-dH,0 6,68 ml
(ISH) 5M NaCl 2,4 ml
IM Tris (pH 7,5) 200 pl
50X Denhardts Reagenz 400 pl
250 mM EDTA 80 pl
10mg/ml Salmon Sperm DNA 200 pl
50mg/ml Hefe tRNA 40 pl
Dextransulfat 20¢g
Deionisiertes Formamid (ISH) Formamid 150 ml
Mixed bed ion-exchange resin (Duolite) 15¢g
DEPC-dH,0 (ISH) Diethylpyrocarbonat 5 Tropfen
dH,0 500 ml
Tris-Losung, 1M, pH 7,5 (ISH) Tris 12,11 g
DEPC-dH,0 100 ml
5M NaCl (ISH) NaCl 2922 ¢g
DEPC-dH,0 100 ml
250mM EDTA Losung (ISH) EDTA 93¢
DEPC-dH,0 100 ml
Blocking Puffer (ISH) Blocking Medium 2g
BSA lg
IM Tris-Losung pH 7,5 20 ml
SM NaCl-Loésung 6 ml
DEPC-dH,0 174 ml
TBT-Puffer (ISH) IM Tris HCI pH 7,5 50 ml
5M NaCl 30 ml
Triton-X 1 ml
DEPC-dH,0 919 ml
Kammer-Befeuchtungslosung SSC-Losung, 20fach 10 ml
(ISH) Deionisiertes Formamid 50 ml
DEPC-dH,0 40 ml
Denhardts Reagenz, 50-fach (ISH) | Ficoll” 5g
Polyvinylpyrrolidon 5g
BSA 5g
DEPC-dH,0 500 ml
PBS, 10-fach, pH 7,4 NaCl 80 g
(Immunhistochemie, ISH) KCI 2g
NazHPO4 2 H20 11,5 g
KH2PO4 2 g
DEPC-dH,0 1L
BSA, 1 % (Immunhistochemie) BSA 0,5¢g
NaNj; 0,0065 g
PBS, einfach 50 ml
BSA, 10 % (Immunhistochemie) BSA 20g
NaNj; 0,026 g
PBS, einfach 200 ml
Zamboni’s Fixativ, pH 7,3 Formaldehyd-Losung, 16 % 125 ml
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(Immunhistochemie) 0,1M Phosphatpuffer 725 ml
Prikrinséure; pH 7,3 150 ml
TBE-Puffer, 5-fach. pH 8,3 Tris 540 ¢g
(EMSA) Borsdure 27,5
EDTA-Ldsung, 250mM 40 ml
dH,0 960 ml
TAE-Puffer, 50-fach Tris Base 121¢g
(Agarosegele) Essigsdure 28,6 ml
0,5 M EDTA-L6sung pH 8,0 50 ml
dH,0 500 ml
Agarose-Losung (Zellkultur) Agarose (Typ VII, niedrig schmelzend) 30 mg
Medium-199 3ml
Eisenoxid-Losung (Zellkultur) Eisen(IIT)oxid 15 mg
Agarose (Typ VII, niedrig schmelzend) 15 mg
Medium-199 3ml

ISH = in situ Hybridisierung

2.1.11 Primer- und siRNA-Sequenzen

Tabelle 4: Liste der verwendeten Primer

Gen Accession | Vorwirts-Primer (5°—3°) Riickwarts-Primer (5°—3’)
number

q-PCR Maus

AMD-1 NM_009665 | TTTCCCAAATGGAGCAGCA GCTGGGTCAAGCTCACTCATC

ODC-1 NM 013614 | GTTTCCAGAGGCCAAACATCT TCCTGGGCACAAGACATGG

Ki67 NM 001081 | GTCGCTTTGGACAGTGAACCT TTCTTGTTCTTAACTTCTTGGTGCAT
117

B2M NM 009735 | AGCCCAAGACCGTCTACTGG TTCTTTCTGCGTGCATAAATTG

q-PCR Human

AMD-1 NM 001634 | ACCACCCTCTTGCTGAAAGC GCTCCATTTGGGAAAATTGC

Egrl NM 001964 | GTTTGCCAGGAGCGATGAAC CCGAAGAGGCCACAACACTT

B2M NM 004048 | GCCGTGTGAACCATGTGACT GCAAGCAAGCAGAATTGGGA

Ki67 NM 002417 | GCAAGCACTTTGGAGAGC TCTTGACACACACATTGT

ODC-1 NM_002539 | GGTGGCTTTCCTGGATCTGA TATCTGCCGGGCTCAGCTAT

NISH Maus

AMD-1 NM 009665 | AATTAACCCTCACTAAAGGGCC | TAATACGACTCACTATAGGGAGACC

T3/T7 CAAGATCTGAATGGGATG AGTGTTTGATCTGGCTGA

NISH Human

AMD-1 NM 001634 | AATTAACCCTCACTAAAGGGAA | TAATACGACTCACTATAGGGAGATG

T3/T7 GCACTGGTTCCCCTGTTG GCATCAATGACAGAACCTG

EMSA
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AMD-1 NM 001634 | CTGGCCACCGTCCCCGCTGAAC | GGGGTTGAGGGGGGAGGGTGGGGA
CCC-biotin G

ChIP

AMD- NM_001634 | CTAATTCGACCCCTGGCAAC GGTGGGTCCTTAGGGGTGTT

1 Egrl

Tabelle 5: Verwendete siRNA

siRNA Sequenz (5°—3°)

siAMD-1 gaa uuu cau gaa gcc uuc u

siHif-1a ugu gag uuc gea ucu uga u

2112 Verwendete Gele

2.1.12.1 Polyacrylamidgele

Tabelle 6: Herstellung von Polyacrylamid-Trenngelen
Konzentration | dH,O | 30 % Tris-Puffer, SDS APS TEMED
Acrylamid 1,5 M, pH 8,8 (10 %)
5% 5,7 ml 1,7 ml 2,5 ml 0,10 ml 50 ul S5ul
8% 4,7 ml 2,7 ml 2,5 ml 0,10 ml 50 ul S5ul
10 % 4,1 ml 3,3 ml 2,5 ml 0,10 ml 50 ul Sul
12 % 3,4 ml 4,0 ml 2,5 ml 0,10 ml 50 ul Sul
Tabelle 7: Herstellung eines Polyacrylamid-Sammelgels
Konzentration | dH,O | 30% Tris-Puffer, SDS APS TEMED
Acrylamid 0,5 M, pH 6,8 (10 %)
5% 5,7 ml 1,7 ml 2,5 ml 0,10 ml 50 ul 10 pl
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2.1.12.2 weitere Gele

Tabelle 8: Herstellung von Agarose- und TBE-Gelen

Gel Substanz Menge

Agarose-Gel, 1,5 % Agarose 15¢g
TAE Puffer 100 ml
sybr safe DNA gel stain 10.000x | 10 pl

TBE-Gel, 5 % (EMSA) Acrylamid (30 %) 4,15 ml
TBE-Puffer, 5-fach 2,5 ml
dH,0 18,35 ml
TEMED 10 pl
APS (10 %) 100 pl

2.2 Methoden

2.2.1 Versuchstiere

Adulte Wildtyp C57Bl/6J Mause, 20-22 g, wurden von Charles River Laboratories
erworben. Die Tiere wurden unter kontrollierten Bedingungen mit gleichen Zyklen von
12 Stunden Tageslicht sowie Futter und Wasser ad libitum gehalten. Die Tiere wurden
randomisiert in Gruppen eingeteilt, die entweder normoxisch oder chronisch hypoxisch
(10 % O, normobar, 21 Tage) exponiert wurden. Gruppen der chronisch hypoxischen
Tiere wurden nach der chronisch hypoxischen Exposition fiir 1, 3, 7, 14 oder 21 Tage
wieder unter normoxischen Bedingungen gehalten. Von diesen Tieren wurden (i) vaskuldre
Morphometrie inklusive rechtsventrikuldrer und systemischer Blutdruck, (ii) Protein- und
mRNA-Analysen durchgefiihrt.

Die ODC-1""- und AMD-1""-Knockout-Tiere wurden grof3ziigiger Weise von Prof. Kazuei
Igarashi (Chiba University, Chiba, Japan) zur Verfiigung gestellt.

Die Egrl™-Knockout-Mause wurden dankenswerter Weise von Prof. Dr. Patrick Charnay

(Paris Cedex, Frankreich) zur Verfiigung gestellt.

2.2.2 Tierversuchsgenehmigung

Die nétigen Versuche fiir die vorliegende Arbeit wurden vom Regierungsprisidium Gieflen

mit den Aktenzeichen Gi 20/11 Nr. 34/2006 und Gi20/10 Nr. 97/2010 genehmigt. Dartiber
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hinaus wurde Gewebe aus dem Aktenzeichen Gi20/11 Nr. 49/2003 in die Untersuchungen
miteinbezogen. Die Isolation von murinen glatten Muskelzellen erfolgte unter der

Tierversuchsanzeige Gi20/10 Nr. A28/2009.

2.2.3 Patientencharakteristika

Humanes Lungengewebe wurde von 6 Donoren (3 weiblichen, 3 méinnlichen, durchschnitt-
liches Alter 54 Jahre + 7) sowie 6 [PAH-Patienten (4 weiblichen, 2 ménnlichen, durch-
schnittliches Alter 32 Jahre = 6) gewonnen, die eine Lungentransplantation erhielten. Das
Lungengewebe wurde sofort nach der Explantation der Lunge flir weitere Untersuchungen
in fliissigem Stickstoff eingefroren. Das Protokoll zur Gewebespende wurde durch die
Ethikkommission am Fachbereich Humanmedizin der Justus-Liebig-Universitit GieBBen
des Universitétsklinikums Gieflen in Einklang mit nationalem Recht und den Richtlinien
zur Guten Klinischen Praxis/der Internationalen Konferenz zur Harmonisierung unter den

Aktenzeichen 31/93 und 10/06 genehmigt.

2.2.4 Physiologische Untersuchungen

2.2.4.1 Himodynamische Messungen an der Maus

Die Messungen des rechtsventrikuléren systemischen Drucks (RVSP) wurden wie zuvor
beschrieben® von der Tierdrztin Dr. Christina Klépping und der Diplom-B. Alexandra
Pichl ausgefiihrt. Die himodynamischen Daten und die Daten zur Rechtsherzhypertrophie
der Tiere in den Versuchen zum reversiblen Gefilumbau sind Gegenstand der
Dokotorarbeit von Christina Klopping. Hierbei wurden die Tiere intraperitoneal mit
Ketamin (50 pg/g Korpergewicht) und Rompun 2 % (0,6 pg/g Kérpergewicht) andsthesiert.
Die linke Halsschlagader (Arteria carotis communis) wurde zur Messung des systemischen
Blutdrucks kaniiliert und ein Rechtsherzkatheter wurde durch die rechte Jugularvene (Vena
jugularis) eingefiihrt, um den RVSP mit einem flissigkeitsgefiillten Drucknehmer
aufzuzeichnen. Auf Grund technischer Schwierigkeiten konnte nicht von jedem
Versuchstier der Druck bestimmt werden, wodurch die Anzahl der Tiere pro Gruppe

variiert.
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2.2.4.2 Entnahme der Mauslunge

Zur Organentnahme wurde nach Tiertdtung die Luftrdhre (7rachea) vom umliegenden
Gewebe freipripariert und erdffnet. Eine weitere Offnung wurde in den linken Ventrikel als
Blutabfluss gesetzt und durch eine kleinere im rechten Ventrikel wurde ein Schlauch bis in
die Pulmonalarterie (Arteria pulmonalis) vorgeschoben. Durch diesen wurde die Lunge mit
isotonischer Kochsalzlosung unter einem Druck von 22 cm Wassersdule blutfrei gespiilt.
AnschlieBend wurde die rechte Lunge abgebunden und flir molekularbiologische
Untersuchungen in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt. Fiir histologische Untersuchungen
wurden die linke Lunge fiir 10 Minuten bei einem Druck von 22 cm Wassersdule mit
mindestens 10 ml Zamboni's Fixativ perfundiert. AnschlieBend wurde eine Ligatur um
Arteria pulmonalis und Trachea gelegt und die Lunge abgebunden. Darauthin folgte die
Entnahme der Lunge sowie Inkubation in Zamboni’s Fixativ {iber Nacht bei 4 °C. In einem
automatischen Vakuum-Gewebeprozessor wurden die Lungen mit 0,1 M PBS gewaschen.
Nach Dehydrierung durch eine ansteigende Alkoholreihe wurden die Lungen schlieBlich in
Paraffin eingebettet. Fiir vaskuldr-morphometrische Bestimmungen wurden 3 um dicke
Schnitte hergestellt.

Fir die in situ Hybridisierung und die Mikrodissektion wurden die Lungen iiber die
Trachea mit TissueTek® fixiert. Pro Lunge wurden etwa 800 pl der auf 68°C
vorgewédrmten Fliissigkeit eingebracht. AnschlieBend wurden die Lungen sofort in

fliissigen Stickstoff bis zur weiteren Verwendung tiberfiihrt.

2.2.4.3 Entnahme von Arteria carotis und Aorta der Maus

Die Entnahme von Arteria Carotis und Aorta erfolgte aus adulten, ménnlichen C57BL/6J
Wildtyp-Méusen (20 — 22 g), die zuvor normoxisch oder fiir 1, 7 oder 21 Tage chronisch
hypoxisch exponiert wurden. Nach Tiertdtung durch eine Uberdosis Ketamin (50 pg/g
Korpergewicht) und Rompun 2% (0,6 ng/g  Korpergewicht) durch  eine
Veterindrmedizinerin, wurden die Arteriae carotides inklusive der Bifurkation von Arteria
carotis interna und externa freigelegt, freipripariert und entnommen. Nach Waschen in
sterilem, eiskaltem PBS wurden sie sofort in fliissigem Stickstoff tiefgefroren.

Zur Isolierung der Aorta wurde diese auf der Hohe des Aortenbogens vom Herz getrennt

und von der anhaftenden Adventitia befreit. AnschlieBend wurden der Aortenbogen sowie

35



Material und Methoden

ein Teil der Aorta descendens entnommen. Nach Waschen in sterilem, ciskaltem PBS,

erfolgte die sofortige Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff.

2.2.4.4 Priparation des Herzens

Zur Bestimmung der Rechtsherzhypertrophie wurde der rechte Ventrikel (RV) von dem
linken Ventrikel plus Septum (LV+S) unter einer VergroBerungslupe getrennt.
Anschliefend wurden die beiden Hilften 3 Wochen lang bei Raumtermperatur getrocknet
und anschlieBend gewogen. Aus den Werten der Trockenmassen wurde schlieBlich die

Ratio RV/(LV+S) berechnet.

2.2.5 Zellkultur

2.2.5.1 Isolation von glatten Gefifimuskelzellen

Humane pulmonalarterielle glatte Muskelzellen wurden von Lonza (Basel, Schweiz)
erworben. Murine pulmonalarterielle glatte Muskelzellen wurden aus prikapilldren

1114 115 Jsoliert:

GefédBen nach einem zuvor beschriebenen und leicht modifizierten Protokol
Zur Gewinnung der murinen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen wurden die Tiere
intraperitoneal mit Ketamin (50 pg/g Korpergewicht) und Rompun 2 % (0,6 pg/g
Korpergewicht) andsthesiert. Das Fell wurde von der Bauchmitte bis zum Hals entfernt.
Speicheldriise und Muskulatur wurde um die Trachea stumpf entfernt, eine Ligatur und ein
Trachealtubus gelegt. Dabei wurde die Trachea nur angeschnitten und nicht vollstindig
durchtrennt. Nach Eroffnung des Bauchhohle (Cavitas abdominalis) und des Bauchfells
(Peritoneum), wurde der Herzbeutel vorsichtig geldst und der Thymus entfernt. Mit einem
Ethiconfaden wurde eine Ligatur um Aorta und Pulmonalarterie gelegt. Ein Katheter wurde
mit gefiillter PBS-Spritze entliiftet und in einen magnetischen Konzentrator eingespannt
sowie grob positioniert. Durch eine kleine Offnung im rechten Ventrikel wurde der
Katheter zur Pulmonalarterie vorgelegt. Eine zweite Offnung wurde in den linken Ventrikel
als Abflussmoglichkeit gesetzt. Nach Einbindung des Katheters wurde die Lunge mittels
der aufgesteckten PBS-Spritze blutfrei gespiilt. Der Schlauch am Katheter wurde
abgeklemmt und die Spritze luftblasenfrei durch eine weitere ersetzt, die ein Eisengemisch

enthielt. Das Gemisch wurde zuvor aufgeschiittelt um eine gleichméfige Verteilung der
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schnell sedimentierenden Eisenpartikel zu gewéhrleisten. Die Eisenmischung wurde
vorsichtig instilliert, der Katheter wurde anschlieend entfernt und der Faden zugezogen.
Nachfolgend wurde eine Agaroselosung vorsichtig in die Trachea bis zur vollstdndigen
Aufbldhung der Lunge instilliert. Die Lunge wurde explantiert und fiir 10 bis 15 Minuten
in einem GefdB mit eiskaltem PBS gelagert. AnschlieBend wurde die Lunge von Herz,
Aorta und Oesophagus getrennt und in ein 50ml-Bluecap iiberfiihrt. Nach Zugabe von PBS
wurde die Lunge nach der 3-Scherenmethode zerkleinert. Das Homogenat wurde mit PBS
aufgefiillt und im magnetischen Konzentrator gewaschen. Ungebundenes Gewebe und
restliches PBS wurde abgesaugt. Danach wurde ein Kollagenaseverdau fiir 1 Stunde im
Inkubator durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das angedaute Gewebe durch mechanische
Scherung mittels einer Spritze und 18G-Kaniile entfernt. Dieser Schritt wurde dreimal
durchgefiihrt und nachfolgend mit einer 20G-Kaniile wiederholt. Anschlieend wurde zur
Beendigung des Kollagenaseverdaus dreimal gewaschen (M199, 1 % P/S und 10 % FCS).
Primire Zellen wurden fiir 3 bis 5 Tage ohne Passagieren kultiviert. Fiir Hypoxie-Versuche
wurden die Zellen {iber den angegebenen Zeitraum in einem Brutschrank normobarisch bei
einer Sauerstoffkonzentration von 1 % O, inkubiert. Glatte Muskelzellen wurden durch
immunhistochemische Farbungen mit glattem muskelzellspezifischen a-Aktin (SMA) und
Myosin-Antikorpern sowie an Hand ihrer Morphologie identifiziert. Die Anwesenheit
endothelialer Zellen wurde durch Férbung mit einem Antikérper gegen von-Willebrand-

Faktor (vVWF) ausgeschlossen.

2.2.5.2 Transfektion priméirer Zellen

Fiir RNA-Interferenz-Experimente wurden humane pulmonalarterielle glatte Muskelzellen
mit einer AMD-1-siRNA (5’-gaa uuu cau gaa gcc uuc u-3’) unter Verwendung von X-
tremeGENE siRNA Transfektionsreagenz transfiziert. Die Zellen wurden auf 6-Well-
Platten kultiviert und fiir 30 Minuten mit 900 ul Basalmedium beschichtet. 100 ul Opti-
MEM-Medium wurden mit 7,5 pl XtremeGene fiinf Minuten pré-inkubiert. Danach folgte
die Zugabe der siRNA (100nM). Nach 20 miniitiger Inkubation wurde die
Transfektionslosung auf die Platten gegeben. Nach sechs Stunden wurde das Medium
abgesaugt und durch Vollmedium (5 % FCS) ersetzt. Als Negativkontrolle wurde eine
willkiirliche, nicht zielgerichtete siRNA benutzt.
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2.2.5.3 Bestimmung der Zellzahl

Humane pulmonalarterielle glatte Muskelzellen wurden auf 6-Wel/-Kulturschalen ausgesit
und kurz vor der Konfluenz mit siRNA gegen AMD-1 oder einer nicht zielgerichteten
Kontroll-siRNA transfiziert. 72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit
100 ul Trypsin/EDTA-L6sung von der Schale gelost und mit 900 ul Vollmedium

abgestoppt. Die Zellzahl wurde anschlieBend in einer Neubauer Zihlkammer bestimmt.

2.2.5.4 Stimulation primérer Zellen

Fir Inhibitor-Experimente wurden die Zellen iiber Nacht in Basismedium (ohne
Zusatzstoffe) kultiviert. Am nidchsten Morgen wurden die Zellen entweder mit dem Erk1/2-
Inhibitor U0126 (10 uM) oder dem PLC-Inhibitor U73122 (3 uM) fiir eine Stunde
inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium abgesaugt und durch Basismedium ersetzt.

Fiir Stimulationsversuche wurden die Zellen anschlieend mit murinem EGF (50 ng/ml),
humanem EGF (50 ng/ml), humanem TGF-g1 (2 ng/ml) oder humanem PDGF-BB
(5 ng/ml) fiir die angegebenen Zeitpunkte stimuliert. AnschlieBend wurden die Zellen

zweimal mit PBS gewaschen und RNA oder Proteine wurden gewonnen.

2.2.6 Molekularbiologische Methoden

2.2.6.1 Lasermikrodissektion

Um die Genexpression spezifisch in intrapulmonalen Gefdfen zu untersuchen, wurden
diese mittels Laser-Mikrodissektion isoliert. Zunidchst wurden am Kryostat 10 pm dicke
Schnitte aus in TissueTek®™ eingebetteten Lungen hergestellt. Diese wurden auf Membran-
Slides tibertragen und gefarbt. Mausschnitte wurden nach Inkubation in Hdmalaun fiir
45 Sekunden je zweimal in destilliertem Wasser sowie in 70, 90 und 99,6 %igem Ethanol
eingetaucht. Schnitte aus humanem Material wurden 10 Sekunden mit Hémalaun geférbt
und anschlieBend in destilliertes Wasser sowie 20 Sekunden in Eosin iberfiihrt. Nach
aufsteigender Alkoholreihe wurden pulmonalarterielle Gefal3e isoliert. Das Material wurde
im Geridt in 300 ul RNA-Lyse-Puffer gesammelt und anschlieBend sofort in fliissigem
Stickstoff tiberfiihrt.
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2.2.6.2 RNA Isolation

Totale mRNA wurde von gefrorenem Maus- oder Humanlungengewebe sowie laser-
mikrodissektierten Gefdlen mit Hilfe des RNeasy Mini- oder Mikro-Kits nach
Herstellerangaben extrahiert. Die isolierte RNA aus mikrodissektierten Gefdlle wurde
anschliefend mit dem WT-Ovation Pico RNA Amplification System nach Herstellerangaben
vervielfdltigt und in cDNA umgeschrieben. Die Aufreinigung erfolgte unter Verwendung

des Qiaquick PCR Purification Kits.

2.2.6.3 cDNA-Microarrays

RNA von 80 Tieren (20 Kontrollen und 12 Tieren pro Zeitpunkt) wurden in insgesamt
40 Dual-Farb-Hybridisierungen analysiert, bei denen jeder Zeitpunkt direkt mit der
Kontrollgruppe und den benachbarten Gruppen verglichen wurde. Tabelle 9 zeigt die

Kombinationen der Hybridisierungen im Detail.

Tabelle 9: Hybridisierungen im cDNA-Microarray-Experiment

¢y 0 1 O 3 0 7 O 140 2101 3 3 7 7 14 14 21 1 21

Cys 1 0 3 0 7 O 140 210 3 1 7 3 14 7 21 14 21 1

Die Zahlen bezeichnen die Zeitpunkte (in Tagen). Null indiziert die Kontrollen. Jede Kombination wurde

zweimal hybridisiert.

Die RNA wurde unter Verwendung des RNeasy Mini Kits geméll den Herstellerangaben
aufgereinigt. Die RNA-Qualitit wurde mit der Kapillarelekrophorese durch einen
Bioanalyzer 2100 tiberpriift.

Aufgereinigte totale RNA wurde amplifiziert und mit dem dual-color QuickAmp Kit nach
Herstellerprotokoll markiert. Pro Reaktion wurde 1 pg der totalen RNA verwendet. Cy3-
und Cy5-markierte Antisense-RNA wurde tiber Nacht auf 4x44K 60mer Oligonukleotid
gespottete cDNA-Microarray-Objekttrager hybridisiert. Die Hybridisierung sowie das
anschliefende Waschen und Trocknen der Objekttrager wurde nach Angaben des Agilent
Hybridisierungsprotokolls ausgefiihrt. Die getrockneten cDNA-Microarrays wurden mit
dem GenePix 41004 Scanner mit einer Auflésung von 5 um gelesen. Die Gain
Einstellungen des Photomultipliers wurden so angepasst, dass die gesamte dynamische

Breite des Instrumentes genutzt werden konnte und vergleichbare Fluoreszenzwerte fiir
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beide Kanile erreicht wurden. Bilder der Cy3- und Cy5-Signale wurden als TIFF-Dateien

gespeichert und mit Hilfe des GenePix Pro 5.0 Programms ausgewertet.

2.2.6.4 cDNA Synthese

Reverse Transkription wurde von gleichen Mengen an RNA gemdl3 des iScript ¢cDNA
Synthesis Kits durchgefiihrt. Pro Reaktion wurde folgender Mix verwendet:

4 ul 5x cDNA Synthese Kit Puffer
1 ul iScript Enzym Mixtur
X ng cDNA

add 20 ul Nuklease-freies Wasser

Die cDNA-Synthese wurde im Thermalcycler unter Verwendung des folgenden

Thermalprofils durchgefiihrt:

25°C 5 Min
42 °C 30 Min
85°C 5 Min
4°C 0

2.2.6.5 quantitative Polymerasekettenreation (q-PCR)

Zur Ermittlung der Genexpression unter verschiedenen Versuchsbedingungen wurden
quantitative Polymerasekettenaktionen (q-PCRs) durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte in 96-
Well-Reaktionsgefdaflen und pro Well wurde folgende Ansitze pipettiert:

12,5 ul iTag Sybr Green Supermix plus ROX
9,5 ul dH,O

0,5 ul Vorwiérts-Primer (10 pmol/ul)

0,5 ul Riickwértsprimer (10 pmol/ul)

2,0 ul cDNA
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Die Intron-iiberspannenden Primer wurden mit Hilfe der Sequenzinformationen der NCBI

Datenbank konstruiert.

Die g-PCR erfolgte in einer Mx3000P unter folgenden Bedingungen:

95°C 10 Min Denaturierung

95°C 10s <+ Denaturierung

59 °C 10s 40x  Annealing der Primer
72 °C 10s — Elongation

95°C 1 Min Denaturierung
55-95°C 3 Min Dissoziationskurve

Die Ct-Werte wurden auf die endogene Kontrolle B2M normalisiert und die Ergebnisse
mittels nachfolgender Gleichung analysiert:

ACt = Ctam) — Ct(zielgen)

2.2.6.6 Proteinisolierung

Zellen wurden durch Zusammenkratzen in 150 pl  RIPA-Puffer gewonnen.
Lungenhomogenat wurde in fliissigem Stickstoff gemorsert und anschlieBend in 150 ul
RIPA-Puffer aufgenommen. Pro Milliliter RIPA-Puffer wurden 40 ul Complete, 5 pl
Vanadat (200 mM) und 1 pl PMSF (100 mM) frisch hinzugefiigt. Nachdem die Proben fiir
10 Minuten auf Eis inkubiert wurden, wurden sie fiir 10 Minuten bei 8000 g zentrifugiert.

Der die Proteine enthaltende Uberstand wurde in ein EppendorfgefiB iiberfiihrt.

2.2.6.7 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des DC Protein Assay Kits bestimmt. Die Werte
wurden jeweils aus Doppelproben errechnet. Dazu wurde aus 1 ml Reagenz A und 20 pl
Reagenz S das Reagenz A’ hergestellt. 25 ul A’ wurden pro Well auf eine 96-Well Platte
gegeben. 5 ul Probe wurde in das entsprechende Well appliziert und 200 ul Reagenz B

hinzugefiigt. Zur Hintergrundberechnung wurde ein Leerwert herangezogen. Hierbei
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wurde RIPA-Puffer statt Probe verwendet. Zur Konzentrationsberechnung wurde eine
Standard-Reihe von 0,2 mg/ml bis 1,6 mg/ml einer BSA-Losung hergestellt. Nach kurzer
Inkubation auf dem Schiittler ohne Lichtexposition wurde die Absorption bei 750 nm im

VERSAmax lunable microplate reader ausgelesen.

2.2.6.8 Western Blot Analyse

Zur Bestimmung der Proteinexpression wurden Western Blots durchgefiihrt. Proben
gleicher Konzentration wurden mit 4x NuPage LDS-Ladepuffer sowie 2,6 ul B-
Mercaptoethanol pro 0,1 ml versetzt. AnschlieBend wurden die Proben in einem Heizblock
fiir 10 Minuten auf 99 °C erhitzt und auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Zur
GroBenbestimmung wurden 5 pl des Dual Color Standards hinzugefiigt. Die Auftrennung
der Proteine erfolgte in einer Gelelektrophorese-Kammer bei 100V, 150 mAmp und
150 W fiir 90 Minuten in Laufpuffer. SchlieBlich wurden die Proteine auf eine PVDF-
Membran mittels des Semi-Dry-Blot-Verfahrens (100 V, 115 mAmp, 150 W, 75 Minuten)
tibertragen. Die Membran wurde anschlieBend eine Stunde in Blocking-Puffer bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Applikation der Primérantikdrper erfolgte in Blocking-
Puffer iiber Nacht bei 4 °C auf einem Schiittler. Als Primérantikorper wurden Egrl
(1:1,000), phospho-PLC-yl Tyr(783) (1:1,000), PLC-yl (1:1,000), phospho-Erk1/2
(1:1,000), Erk1/2 (1:2,000) sowie PCNA (1:1,000) aus Kaninchen verwendet. Als
Ladekontrolle wurde der monoklonale B-Aktin Antikérper aus Maus benutzt (1:50,000).
Anschlieend wurde die Membran dreimal fiir 10 Minuten in TBST-Puffer gewaschen und
nachfolgend fiir eine Stunde in Peroxidase-gekoppeltem Sekundirantikérper (1:5,000 in
Blocking-Pufter) inkubiert. Danach wurde die Membran erneut dreimal fiir 10 Minuten in
TBST-Puffer gewaschen. Zur Entwicklung wurde das Peroxidase-Substrat ECL Plus Kit
nach Herstellerangaben verwendet. AnschlieBend wurde die Proteinexpression durch
Auflegen von Chemilumineszenz-Filmen ermittelt. Die Filme wurden in einer
Entwicklungsmaschine entwickelt. Zur Quantifizierung wurde der Film mit dem Bio-
Imaging System fotografiert und die Banden-Intensitit mit der Gene-Tools-Software
analysiert. AnschlieBend wurde jede Membran je zweimal fiir 5 Minuten in TBST-Puffer
gewaschen und fiir eine Stunde in einer Losung aus 90 ml dH,O, 10 ml Glycin (1 M) und
1 ml HCI (37 %) inkubiert, um die Antikorper zu 16sen. Nach zweimaligem Waschen der

Membran in TBST-Puffer und 30miniitigem inkubieren in Blocking-Puffer, konnte auf der
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gleichen Membran ein neuer Primérantikdrper verwendet und die Proteinexpression

ermittelt werden.

2.2.6.9 Herstellung der Sonden fiir die in situ Hybridisierung

Zur Lokalisierung von Nukleinsduren werden spezifische Sonden benétigt. Die dafiir
verwendeten Primer wurden mit Hilfe der Sequenzinformationen der NCBI Datenbank
konstruiert und von Metabion bezogen. Diese enthielten T7- bzw. T3-Promotor-Sequenzen,
die zur Generierung der RNA-Sonden nétig sind. Zur Herstellung der Sonden wurden
PCRs mittels der peqGOLD Taq-DNA-Polymerase durchgefiihrt. Hierzu wurde folgendes

Protokoll verwendet:

5,0 ul Puffer S

1,0 pl dNTPs

2,0 ul Vorwiérts-Primer (10 pmol/pl)
2,0 ul Riickwirts-Primer (10 pmol/ul)
2,0 ul cDNA

0,5 ul Tag-Polymerase

37,5 ul Nuklease-freies Wasser

Die PCR wurde in einem Thermocycler unter Verwendung des folgenden Thermalprofils

durchgefiihrt:
95°C 10 Min Denaturierung
95°C 10s <+ Denaturierung
58 °C 20s 34x  Annealing
72 °C 1 Min Elongation
72 °C 2 Min Finale Elongation
4°C 0

Anschliefend wurde das PCR-Produkt mit Hilfe des PCR Purification Kits aufgereinigt
und die GroBe des Produkts auf einem 1,5 %igem Agarosegel liberpriift. Direkt vor der in

situ Hybridisierung wurden die Sonden in RNA-Sonden umgeschrieben. Hierfiir wurden
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T7- bzw T3-RNA-Polymerasen unter nachfolgendem Protokoll verwendet:

4 ul S-facher Transkriptionspuffer
1 ul RNasin
1,5 ug cDNA
2ul Nukleosid-Mix (mit oder ohne DIG-markiertem Cytosin)
2 ul Polymerase
add 20 pl Nuklease-freies Wasser

Die Reaktionen wurden in einem Thermocycler bei 37 °C fiir 2 Stunden durchgefiihrt. Die
Verwendung der T7-RNA-Polymerase fiihrte zur Bildung von Antisense, T3 zu Sense-

Sonden. AnschlieBend wurden die Sonden mit dem PCR Purification Kit aufgereinigt.

2.2.6.10 Nicht-isotopische in situ Hybridisierung (NISH) kombiniert mit
Immunfloureszenz
Um die Lokalisierung von Nukleinsduren nachzuweisen, wurde NISH mit gekoppelter
Immunfluoreszenz angewendet. Am Kryostat wurden 10 um dicke Schnitte aus in
TissueTek™ eingebetteten Maus-Lungen hergestellt und auf Objekttriiger iibertragen. Alle
Glasgerdte wurden 8 Stunden bei 90 °C  behandelt. Alle Arbeitsflichen und
Kontaktmaterialien wurden zuvor mit RNaseZap® gereinigt. Die Schnitte wurden fiir
15 Minuten bei 65 °C gelagert und anschlieBend 1 Minute mit DEPC-dH,O behandelt.
Nach 30miniitiger Inkubation im 70 °C warmen Wasserbad und kurzem Eintauchen in
DEPC-dH,0, erfolgte ein Proteinase K Verdau (5 ng/ml) fiir 10 Minuten. AnschlieBend
wurden die Schnitte fiir 30 Sekunden mit 0,2 % Glycin in PBS behandelt. Nach Abspiilen
in PBS erfolgte die Fixierung der Schnitte in kaltem, 4 %igem PFA fiir 25 Minuten.
Danach wurden die Schnitte 5 Minuten in PBS gewaschen und fiir 10 Minuten in 0,1 M
acetyliertem Triethanolamin (0,5 ml Acetanhydrid pro 200 ml Losung) auf einem Schiittler
inkubiert. Nach dreiminiitigem Waschen in PBS erfolgte die Dehydrierung in
aufsteigenden Ethanolkonzentrationen (je 2 Minuten in 70, 80 und 95 %igem Ethanol). Die
dreistiindige Prihybridisierung erfolgte bei 55 °C in einer Kammer im Ofen, die mit
Filterpapier und Befeuchtungslosung ausgekleidet war. Dazu wurden die Schnitte mit einer

1:1-(v/v)-Losung aus Formamid wund 2-facher Prédhybrisierungslosung benetzt.
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AnschlieBend wurde die Losung durch eine 1:1-(v/v)-Mischung aus Formamid und 2-
fachem Hybridisierungspuffer ersetzt. Diese Mischung enthielt 5 ng/ul der Sense-Probe
oder 50 ng/ul der unmarkierten Antisense-Probe (Cold competitor) und wurde 10 Minuten
bei 70 °C pré-inkubiert. Nach zwei Stunden wurde die markierte Antisense-Probe bzw. die
Positivkontrolle nachgetragen. Am néichsten Tag wurden die Schnitte in 2-facher SSC-
Losung eine Stunde bei Raumtemperatur gewaschen, gefolgt von je einer Stunde in 0,1-
facher SSC-Losung bei 60 °C und einer weiteren in vorgewarmter 0,1-facher SSC-Losung.
Danach wurden die Objekttrager 30 Minuten bei Raumtemperatur abgekiihlt und
30 Minuten in Blocking-Puffer inkubiert. AnschlieBend wurde eine 1 %ige H,O,-Losung
fiir 5 Minuten aufgetragen, um die endogene Peroxidaseaktivitit zu quenchen. SchlieBlich
erfolgte die Applikation der a-DIG-POD-Fab Fragmente (1:40 in Blocking-Puffer) fiir
2 Stunden bei Raumtemperatur. Nach Waschen in TBT-Puffer fiir 15 Minuten wurden die
Schnitte mit dem Fluoreszenzsubstrat Alexa Fluor®™ 555 Tyramid 2 Stunden zur
Visualisierung der Sonden unter Lichtausschluss inkubiert. Nach dreimaligem Waschen fiir
je 20 Minuten mit PBST-Puffer wurden die Schnitte fiir 1 Stunde mit FITC-markiertem
monoklonalen a-SMA Antikorper aus der Maus (1:300) benetzt um pulmonale Gefille
anzufarben. Anschlieend wurden die Schnitte dreimal in PBST gewaschen und mit Daco
Mounting Medium bedeckt. SchlieBlich wurden die Proben mit einem Deckglas versehen.
Nach Trocknung im Dunklen wurden die Férbungen am Fluoreszenzmikroskop
ausgewertet.

NISH auf humanem Lungengewebe wurde auf 3 pm diinnen Paraffin-Schnitten
angefertigt. Zum Entparaffinisieren wurden diese zweimal jeweils 10 Minuten in Xylol
gelagert und anschlieBend rehydriert (je 5 Minuten in 100 % Ethanol, 80 % Ethanol, 70 %
Ethanol und DEPC-dH,0). Nach 10miniitigem Verdau mit Proteinase K (7,5 pg/ml in
DEPC-PBST) und Waschen in DEPC-PBST fiir 5 Minuten, wurden die Schnitte mit einer
Losung aus 4 % PFA und 0,2 % Glutaraldehyd 25 Minuten fixiert. Nach erneutem
Waschen in DEPC-PBST wurden die Schnitte auf einem Schiittler fiir 10 Minuten mit
acetyliertem 0,1 M Triethanolamin behandelt. Die weitere Versuchsdurchfiihrung erfolgte
entsprechend dem Protokoll der Mausschnitte. Zusétzlich wurde noch eine Poly-T-Sonde

als Positivkontrolle eingesetzt.
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2.2.6.11 Immunhistochemische Fiarbung von PCNA

Zur Lokalisation des Proliferationsmarkers PCNA (Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen) in
der Mauslunge wurden immunhistochemische Féarbungen auf 3 pum dicken
Paraffinschnitten ausgefiihrt. Hierfiihr wurden die Schnitte mit dem AP-fast red Kit gemal
der Herstellerangaben behandelt. PCNA wurde in einer Verdiinnung von 1:100 verwendet.
Anschliefend wurden die Schnitte digital mit einem Mirax Scanner fotografiert und mit

der Mirax Viewer Software ausgewertet.

2.2.6.12 Immunhistochemische Doppelfirbung von SMA und vWF

Zur  Bestimmung des  Muskularisierungsgrades der LungengefiBle  wurden
immunhistochemische Doppelfirbungen fir SMA (a-smooth muscle actin  —
glattmuskuléres alpha-Aktin) und vWF (von-Willebrand-Faktor) durchgefiihrt. SMA farbt
hierbei die Muskelschicht, vWF das Endothel an. 3 um dicke Paraffinschnitte wurden
1 Stunde bei 58 °C gelagert, bevor sie dreimal 10 Minuten in Xylol eingetaucht wurden.
Anschliefend wurden die Schnitte je 5 Minuten in Ethanol absteigender Konzentration
(zweimal 99,6 %, 96 %, 70 %) inkubiert. Nach 15miniitiger Behandlung in einer Losung
aus 3% H,0, in Methanol erfolgte je zweimaliges Waschen in dH,O und PBS.
Anschlieend wurden die Schnitte fiir 15 Minuten mit Trypsin bei 37 °C benetzt und
dreimal mit PBS gewaschen. Nachfolgend wurden die Objekttrager in 10 %igem BSA
inkubiert sowie dreimal fiir je 5 Minuten in PBS gewaschen. Zur Farbung von SMA wurde
das Mouse-on-Mouse HRP-Polymer Kit nach Herstellerangaben verwendet. SMA wurde in
1 %igem BSA in einer Verdiinnung von 1:900 verwendet. AnschlieBend wurden die
Schnitte dreimal mit PBS fiir je 5 Minuten gewaschen und die Farbreaktion wurde unter
Verwendung des VECTOR VIP Peroxidase Substrate Kits nach Herstellerangaben
durchgefiihrt. Danach wurden die Schnitte einmal in Leitungswasser sowie zweimal in
PBS gewaschen. Es folgte eine 20miniitige Inkubation in 10 %igem BSA und drei
Sminiitige Waschschritte in PBS. Zur Farbung von vWF wurde das ImmPRESS Anti-Rabbit
Ig (peroxidase) Polymer Detection Kit nach Herstellerangaben verwendet. vVWF wurde in
10 %igem BSA in einer Verdiinnung von 1:1200 verwendet. Nach viermaligem Waschen in
PBS fiir je 5 Minuten wurde die Farbreaktion mit Hilfe des DAB Peroxidase Substrate Kits

nach Herstellerangaben ausgefiihrt. SchlieBlich erfolgte nach Sminiitiger Inkubation in
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Leitungswasser die Kernfairbung mit Methylgriin fiir 3 Minuten auf der Heizplatte. Die
Schnitte wurden in H,O gewaschen und anschlieBend je zweimal fiir 2 Minuten in
96 %igem Ethanol sowie zweimal fiir 5 Minuten in Isopropylalkohol inkubiert. Nach
dreimaliger Behandlung in Xylol fiir je 5 Minuten wurden die Priparate schlie8lich mit

Pertex eingebettet und mit einem Deckglas versehen.

2.2.6.13 Bestimmung des Muskularisierungsgrades

Um GefdBverdnderungen in muskularisierten Pulmonalarterien zu quantifizieren, wurden
die Farbungen an Hand des computergestiitzten morphometrischen Programms QWin
ausgewertet. Die Analyse erfolgte in verblindeter Form. Die Gefille wurden in folgenden
GroBenkategorien unterschieden: kleine GefaB3e hatten einen Durchmesser von 20-70 pm,
mittlere von 71-150 pm und groBe Gefdlle mallen 151-1000 pm im Durchmesser. Pro Tier
wurden von je 100 Gefidlen (85 kleinen, 10 mittleren und 5 groBBen) der
Muskularisierungsgrad bestimmt. Als Grenze fiir nicht-muskularisierte Gefiafle galt ein
Anteil von < 5 % an glattmuskuldrem alpha-Aktin positiven Bereichen in der GefdBmedia,
partial-muskularisiert wurden mit einem Bereich von >5 bis <75 % definiert und > 75 %
wurde als voll-muskularisiert angesehen. Der Muskularisuerungsgrad wurde schlielich als
Prozentsatz aller ausgezdhlten GefdBe berechnet. Auf Grund technischer Probleme, wie
z.B. dem Riss der Pulmonalarterie wéhrend der Fixierung, schwankt die Zahl der

ausgezdhlten Lungen pro Gruppe.

2.2.6.14 Chromatin-Immunoprizipitation (ChIP)

Um festzustellen, ob der Transkriptionsfaktor Egrl an den Promotor von AMD-1 bindet,
wurde eine Chromatin-Immunoprézipitation (ChIP) durchgefiihrt. Dafiir wurden humane
pulmonalarterielle glatte Muskelzellen auf 10-cm-Kulturschalen bis fast zur Konflueszenz
kultiviert und iiber Nacht mit Basismedium ohne Zusatzstoffe inkubiert. Anschlieend
wurden die Zellen mit 50 ng/ml humanem EGF fiir 1,5 Stunden stimuliert. Der ChIP Assay
wurde mit dem Chromatin-Immunoprdzipitations-Assay Kit nach Herstellerangaben
ausgefiihrt. Die DNA wurde anschlieend per Phenol-Chloroform-Féllung isoliert.

Hierfiir wurde ein zum Probenvolumen gleiches Volumen an Phenol-Chloroform-
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Isoamylalkohol zugegeben. Nach griindlichem Mischen wurden die Proben fiir 5 Minuten
bei 14.000 rpm zentrifugiert. AnschlieBend wurde die obere Phase in ein neues
Reaktionsgefa3 tiberfiihrt und mit dem gleichen Volumen an Chloroform versetzt. Die
Proben wurden sorgféltig gemischt und bei 14.000 rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert. Die
obere Phase wurde erneut abgenommen und mit 1/10 Volumen an 3 M Natriumacetat
pH 4,8 versetzt. Nach griindlichem Mischen wurden 2 Volumen an eiskaltem, 100 %igem
Ethanol zugegeben und erneut gemischt. SchlieBlich wurden 1,5 ul Glykogen beigefiigt
und die Proben bei -80 °C iiber Nacht gefillt. Am nichsten Tag wurden die Proben fiir
16 Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das getrocknete Pellet wurde mit
200 pl eiskaltem, 70 %igem Ethanol gewaschen und anschlieBend 10 Minuten bei
14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das getrocknete Pellet wurde in 15 pl Nuklease-freiem
Wasser geldst und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Zur semi-quantitativen Analyse des ChIP-Assays wurde eine PCR auf den so gewonnenen
Proben unter Verwendung des Long PCR Enzyme Mix durchgefithrt. Folgendes

Reaktionsgemisch wurde pro Probe pippetiert:

2,0 ul 10X Long PCR Puffer mit 15 mM MgCl,
0,4 ul dNTPs

1,2 ul Vorwiérts-Primer (10 pmol/ul)

1,2 ul Riickwiérts-Primer (10 pmol/ul)

13,1 ul Nuklease-freies Wasser

2,0 ul DNA

0,1 pul Tag DNA Polymerase

Die Reaktion erfolgte im Thermalcycler unter folgenden Reaktionsbedingungen:

95 °C 5 Min Denaturierung

94 °C 30s < Denaturierung

59 °C 2 Min 34x Annealing

68 °C 3 Min — Elongation

68 °C 10 Min Finale Elongation
4°C 0
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2.2.6.15 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

EMSA-Experimente wurden mit Nuklear-Extrakten ausgefiihrt, die mit dem NE-PER®
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents Kit aus humanen pulmonalarteriellen
glatten Muskelzellen gewonnen wurden. Die Zellen wurden dafiir auf 10-cm-Kulturschalen
gezogen und mit 50 ng/ml humanem EGF fiir 1,5 Stunden stimuliert. AnschlieBend wurden
die Zellen in 500 pl PBS mit 2 mM Naz;VOy4 (pH 10) und 20 pl Complete mit einem
Zellschaber abgelost.

Zur Herstellung von Oligonukleotid-Sonden, die die Egrl-Konsensus-Sequenz im
humanen AMD-1-Promotor enthalten, wurden Primer konstruiert und von Metabion
International AG bezogen. Doppelstringige Sonden wurden durch Annealing der Primer
fiir 5 Minuten bei 95 °C hergestellt. Neben der mit Biotin markierten Sonde, wurde
ebenfalls eine nicht markierte Sonde hergestellt, die als Negativkontrolle diente. EMSA-
Analysen wurden mit dem LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit ausgefithrt. Hierfiir
wurden 20 pg der Nuklear-Extrakte mit einem EMSA-Puffer-Mastermix (1x Binding-
Puffer, 50 ng/ul Poly(dI-dC), 2,5 % Glycerol, 0,05 % NP-40, 5 mM MgCl,, 50 mM KCI)
fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgten die Zugabe von 4 pmol
nichtmarkierter Sonde (Cold Competitor) zu den Negativkontrollen und eine weitere
Inkubation fiir 20 Minuten. AnschlieBend wurden 20 fmol der Biotin-markierten Sonde zu
allen Proben gegeben. Nach 20 Minuten erfolgten die Zugabe des Ladepuffers und die
Auftrennung der Proben in einem 5 %igem TBE-Polyacrylamidgel. SchlieBlich wurden die
DNA/Proteinkomplexe mittels Elektrotransfer (100 V, 60 Min) auf eine Nylon-Membran
iibertragen. Der Cross-Link erfolgte durch 10miniitige Exposition der Membran bei
254nm. Die Detektion der EMSA-Experimente erfolgte durch das LightShift®
Chemiluminescent EMSA Kit nach Herstellerangaben.

2.2.6.16 MTS Assay

Der MTS Proliferations-Assay wurde mit dem 96 AQueous Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay Kit ausgefiihrt. Hierfiir wurden humane pulmonalarterielle glatte
Muskelzellen auf 6-Well-Platten mit einer unspezifischen, nicht zielgerichteten Kontroll-
siRNA bzw. siAMD-1 wie unter 2.2.5.2 beschrieben transfiziert. 48 Stunden nach der

Transfektion wurden die Zellen auf je vier Wells auf einer 96-Well-Platten gesplittet und

am Abend auf 0,5 % FCS gesetzt. Nicht transfizierte Zellen fiir die Positivkontrolle

49



Material und Methoden

wurden mit Vollmedium, Zellen fiir die Negativkontrolle mit Basalmedium versorgt. Am
ndchsten Tag erfolgte der MTS Assay gemil3 Herstellerprotokoll sowie die Auslesung bei

490 nm unter Verwendung des VERSAmax lunable microplate reader.

2.2.6.17 Thymidin-Inkoorporations-Assay

Der Thymidin-Inkoorporations-Assay wurde auf 48-Well-Platten ausgefiihrt wie zuvor
beschricben''®. Die Bestimmung erfolgte in vierfachen Ansitzen. Die murinen
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen wurden {iber Nacht auf Basalmedium mit 2,5 %
FCS gesetzt und am ndchsten Morgen fiir vier Stunden mit 50 ng/ml murinem EGF
stimuliert. Nach vierstiindiger Inkubation wurde das Kulturmedium durch reguléres
Medium ersetzt, welches zuséatzlich [3H]Thymidin enthielt. Nach weiteren vier Stunden bei
37 °C und 5 % CO,, wurden die Zellen viermal mit PBS gewaschen und mit 100 ul NaOH
(0,5 M) abgestoppt. Am nédchsten Tag wurden die Platten fiir 15 Minuten auf einem
Schiittler inkubiert. AnschlieBend wurde die Losung resuspendiert und in ein mit 2 ml
Rotiszint™ eco plus gefiilltes Vial iiberfithrt. Die Thymidin-Inkoorporation wurde mittels

Fliissigkeits-Szintillations-Spektroskopie detektiert.

2.2.6.18 Apoptose Assay

Apoptose wurde mit Hilfe des CaspACE™ Assay System, Colorimetric Kits ausgewertet.
Humane pulmonalarterielle glatte Muskelzellen wurden 80 % konfluent auf 6-Wel/-Platten
gezogen und wie unter 2.2.5.2 beschrieben transfiziert. Als Positivkontrolle wurden Zellen
fiir 4 Stunden mit 1 uM Staurosporin inkubiert. 72 Stunden nach siRNA-Behandlung
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 100 ul einer einfachen
Trypsin/EDTA-Losung abgelost und mit 900 ul  Vollmedium abgestoppt. Nach
fiinfmintitiger Zentrifugation bei 1200 rpm und 4 °C wurde das Pellet zweimal mit PBS
gewaschen und anschliefend in 60 pl Lyse-Puffer gelost. Nach erneuter Zentrifugation
wurden 20 pl des Uberstandes in ein Well einer 96-Well-Platte appliziert. Zuvor wurden
32 ul Caspace Assay Puffer, 2 ul DMSO, 100 mM DTT sowie dH,O zu einem totalen
Volumen von 78 pul vorgelegt. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von 2 pl DEVD-pNA
Substrat. Die Bestimmung erfolgte an Doppelproben. Nach Inkubation bei

Raumtemperatur {iber Nacht und unter Lichtausschluss erfolgte die Messung bei 405 nm.
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2.2.6.19 Promotoranalyse

Das AMD-1 Gen wurde 5000 Basenpaare iiber- und unterhalb der kodierenden Sequenz
nach HRE (hypoxic response elements) Bindestellen abgesucht. Als Sequenz der
Bindestelle wurde ,,cacgtggt fiir den murinen und ,tacgtggg® den humanen Promotor
verwendet. Der gleiche Bereich wurde humanen AMD-1 Promotor auf Egrl-Bindestellen
mit der Sequenz ,cgtccccge untersucht. Die AMD-1-Sequenzen wurde von

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/ iibernommen.

2.2.7 Statistische Auswertung

2.2.7.1 Allgemeine statistische Auswertung

Sofern nicht anders erwidhnt, sind die Daten als Boxplots dargestellt. Die Boxen
reprasentieren die beiden mittleren Quartile, der schwarze Balken den Median und die
Whiskers bezeichnen den gréf3ten und kleinsten Wert.

Die Daten zur Muskularisierung sind als Balkendiagramme dargestellt. Die Hohe der
Balken zeigt die Mittelwerte an, die Fehlerbalken stellen den SEM (standard error of the
mean - Standardfehler) dar. Bei Vergleich mit einer indizierten Gruppe wurde der Student’s
t-Test angewandt. Wurden mehrere Gruppen gegeniibergestellt, so wurde eine
Varianzanalyse (ANOVA) mit dem Newman-Keul’s post-hoc Test angefertigt. Ein p-Wert
< 0,05 wurde dabei als statistisch signifikant angesehen. Die Auswertung erfolgte unter

Verwendung von GraphPad Prism Version 5.01.

2.2.7.2 Statistische Auswertung von cDNA-Microarrays

Die statistische Auswertung der cDNA-Microarrays erfolgte durch Dr. Jochen Wilhelm.

7 sowie the limma package'® von

Die gespeicherte Daten wurden mit der R Software’
BioConductor'”® evaluiert. Die Ergebnisse aus technischen Replikaten wurden gemittelt.
Aus den Werten von wiederholten Spots wurden ebenfalls vor der weiteren Analyse die
Mittelwerte gebildet. Die M/A-Daten wurden LOESS normalisiert'?’ bevor sie mit der
"ImFit" Funktion ebenfalls gemittelt wurden. Die Gene wurden an Hand ihrer

differentiellen Expression mittels der moderaten t-Stastik''® geordnet. Kandidaten-Listen
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wurden durch Festsetzung der False-Discovery-Rate auf 5 % erstellt. Geneset enrichment
Analysen wurden durch die “geneSetTest” Funktion zusammen mit den Informationen aus
der KEGG Datenbank angefertigt, die auf der Bioconductor database package
mgug4122a.db version 2.2.5 zu finden sind. Signifikant regulierte Signaltransduktions-

wege wurden auf der Basis einer 5 % False-Discovery-Rate ausgewahlt.
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3 Ergebnisse

Die pulmonale Hypertonie (PH) ist eine lebensbedrohliche Erkrankung, die bis heute nicht
heilbar ist”. Es sind verschiedene Tiermodelle entwickelt worden, um die Entstehung der
Erkrankung zu untersuchen. Als einziges dieser Modelle ist die Hypoxie-induzierte PH
durch Wegnahme des krankmachenden Stimulus reversibel. In einer vorangegangenen
Arbeit wurde gezeigt, dass Miuse nach 21 Tagen in Hypoxie (10 % O;) eine manifeste PH
aufweisen, was sich durch erhohte Werte im rechtsventrikuldren systolischen Druck
(RVSP), in der Rechtsherzhypertrophie sowie einer gesteigerten Muskularisierung der
kleinen pulmonalen GefiBe offenbarte'*'. In der Arbeit von C. Klpping wurde ebenfalls
gefunden, dass diese Anstiege innerhalb kiirzester Zeit reversibel waren: Der RVSP
unterschied sich nach 14 Tagen Reexposition nicht mehr von der normoxischen
Kontrollgruppe. Die Herzratio und der Muskularisierungsgrad normalisierten sich bereits
nach 7 Tagen'*".

Das Modell der Hypoxie-induzierten PH bietet daher nicht nur die Moglichkeit die
Entstehung und Manifestation der PH sondern auch den Gesundungsprozess zu
untersuchen.

Basierend auf den gesichteten Daten der Arbeit C. Klopping'?' sollte im Rahmen der
vorliegenden Arbeit eine genomweite Untersuchung Aufschluss iiber Schliisselgene und
Signaltransduktionswege sowie deren Funktion in den reversiblen GefaBumbauprozessen
der Hypoxie-induzierten PH in der Maus geben. Somit konnten neue Zielgene und ein

moglicher Angriffspunkt in der Therapie und der Heilung der PH gefunden werden.

3.1 Genomweite Analyse der mRNA-Expression wahrend der
Reversion der Hypoxie-bedingten GefaBumbauprozesse

Um Verdnderungen in der Genexpression wihrend der reversiblen GefiBumbauprozesse
und damit mogliche, neue Zielgene in der PH-Therapie aufzudecken, wurden genomweite
cDNA-Microarray-Analysen durchgefiihrt. Der experimentelle Studienautbau ist in
Abbildung 5A dargestellt. Zunidchst wurden Mause fiir 21 Tage hypoxisch exponiert
(10 % Oy), was zu einer vollausgebildeten PH fiihrte'*'"'**. AnschlieBend wurden die Tiere
thren Gruppen entsprechend unterschiedlich lange normoxisch reexponiert, was in

kiirzester Zeit zu einer Reversion der Symptome fiihrte''.
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In diesen Untersuchungen zeigten sich Verdnderungen in insgesamt 62 Signaltrans-
duktionswegen (Anhang I). Einige stark regulierte Signaltransduktionswege sind
exemplarisch in Abbildung 5B abgebildet. Als solche sind beispielsweise Apoptose und

Zellzyklus zu nennen.

Dariiber hinaus zeigten sich auch Verdnderungen in der Expression von einzelnen Genen.
Insgesamt waren 48 Gene in mindestens zwei untersuchten Zeitpunkten um mehr als das 2-
fache zur hypoxischen Kontrollgruppe differentiell exprimiert (Anhang II). In
Abbildung 5C sind einige regulierte Gene exemplarisch zusammengefasst. In griin sind
Gene dargestellt, die zu dem bestimmten Zeitpunkt vermehrt exprimiert waren, rot dagegen
kennzeichnet eine verminderte Expression. So ist z.B. die Transkription des
natriuretrischen Peptidrezeptors 3 (Npr3) zu allen Zeitpunkten stark erhoht. Der
Chemokin-Rezeptor 2 (Cr2) ist dagegen am ersten Tag der Reoxygenierung vermindert,
am dritten Tag nicht differenziert und in der Folge zur hypoxischen Kontrollgruppe stark

erhoht exprimiert.

Als eines der am stirksten runterregulierten Gene in allen Zeitpunkten dieser Studie zeigte
sich die S-Adenosylmethionindecarboxylase 1 (AMD-1). AMD-1 ist eines der

geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme der Polyaminbiosynthese™.

A
Kontrolle |
21 Tage Hypoxie
13 7 14 21
Behandlung é*
21 Tage Hypoxie Normoxie (Tage)
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Abbildung 5:  Verinderung der Genexpression durch normoxische Reexposition nach chronischer
Hypoxie in der Mauslunge

A) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. C57B1/6]J Mduse wurden chronischer Hypoxie ausgesetzt
(21 Tage, 10% O,). Die Behandlungsgruppen wurden flir die indizierten Zeitspannen normoxisch
reexponiert. B) Selektierte und im Verlauf der reversiblen GefdBBumbauprozesse stark regulierte
Signaltransduktionswege. Die Graustufen geben die p-Werte von <0,01 (schwarz) bis <1,00 (wei}) wieder.
C) Ausgewdhlte und im Verlauf der reversiblen GefaBumbauprozesse regulierte Gene, die im Vergleich zur
hypoxischen Kontrollgruppe in mindestens 2 Zeitpunkten um mindestens den Faktor 1,5 differentiell
exprimiert sind. Die Daten in B und C wurden mittels cDNA-Microarray-Analyse von n = 20 Tieren in der

Kontrollgruppe und n = 12 Tieren in den Behandlungsgruppen gewonnen.

AMD-1 war bereits am ersten Tag nach der Riickfiihrung der Tiere in Normoxie stark und
signifikant erniedrigt (Abbildung 6A). Die zwei unterschiedlichen Signale in der AMD-1-
Expression kommen dadurch zustande, dass auf den verwendeten cDNA-Microarray-
Chips zwei Sonden fiir die Detektion von AMD-1 aufgetragen sind. Die verminderte
Expression blieb liber den gesamten Zeitverlauf der Studie bestehen (Abbildung 5C).

Diese Ergebnisse wurden durch quantitative (q)-PCR aus randomisierten Proben bestétigt.
Wihrend die mRNA-Expression von AMD-1 im zeitlichen Verlauf der reversiblen
GefdaBBumbauprozesse erniedrigt waren (Abbildung 6B), zeigte sich eine erhohte

Expression wihrend hypoxischer Exposition (Abbildung 6C).
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Abbildung 6: AMD-1-mRNA-Expression nach chronischer Hypoxie sowie unter anschlieBender
Reoxygenierung

A) Verdnderungen in der mRNA-Expression von AMD-1 nach 24 Stunden Reoxygenierung nach
vorangegangener dreiwdchiger chronisch hypoxischer Exposition. Die Daten wurden an Hand von cDNA-
Microarrays aus 20 Kontroll(21 Tage Hypoxie)- und 12 behandelten Tieren gewonnen. B) Verdnderungen in
der AMD-1-mRNA-Expression im Zeitverlauf des reversiblen GefaBBumbaus wurden mittels q-PCR im
Vergleich zur chronisch-hypoxischen Kontrollgruppe generiert. n =6 — 8 Tieren pro Gruppe. Die Werte
wurden auf die interne Kontrolle B2M normalisiert. *Signifikante Unterschiede verglichen zur hypoxischen
Kontrolle. C) AMD-1-mRNA-Expression im Zeitverlauf der hypoxischen Exposition. n=5 - 6 Tiere pro
Gruppe. Die Werte wurden auf die interne Kontrolle B2M bezogen normalisiert. *Signifikante Unterschiede

verglichen zur hypoxischen Kontrolle.

3.2 Lokalisation von AMD-1 in der Mauslunge

Um die Rolle von AMD-1 im GefdBumbau und der PH genauer zu untersuchen, sollte
zunéchst gekldrt werden, ob AMD-1 {iberhaupt in pulmonalen Gefilen exprimiert wird.

Zur Lokalisation von AMD-1 in der Mauslunge wurde eine nicht-isotopische in situ
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Hybridisierung (NISH) mit kombinierter Immunfluoreszenz angewandt. Hierbei bindet
eine zur Zielsequenz komplementdre Sonde (Antisense-Sonde) an den gewlinschten Teil
der mRNA. Da diese Sonde zuvor mit Digoxigenin markiert wurde, kann durch die
Applikation eines gegen Digoxigenin gerichteten und fluorimetrisch markierten

Antikorpers die Lokalisation des zu untersuchenden Gens ermittelt werden.

Durch Anfirbung der AMD-1-Ribonukleinsdure in rot konnte auch visuell eine verstirkte
AMD-1-Expression in der Mauslunge nach chronisch hypoxischer Exposition gegeniiber
normoxischen Kontrollen beobachtet werden (Abbildung 7A). Die gleichzeitige Féarbung
des glattmuskuldren alpha-Aktins (SMA) in griin mittels konventioneller
Immunfluoreszenz, lieB eine Lokalisation in der glatten Muskelschicht der Bronchien (B)
sowie der pulmonalen Gefdlle (G) erkennen (Abbildung 7A). Eine der Zielstruktur
entsprechende Sense-Sonde sowie ein zwei Stunden zuvor applizierter 10-facher
Uberschuss an nicht markierter Antisense-Sonde dienten als Negativkontrollen
(Abbildung 7B).

Eine g-PCR von mikrodissektierten pulmonalen Gefa3en bestitigte eine Hochregulation
von AMD-1 unter chronisch hypoxischen Bedingungen in diesem Kompartiment

(Abbildung 7C).

A Normoxie Hypoxie

SMA AMD-1

SMA / AMD-1
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Abbildung 7:  Lokalisation von AMD-1 in der Mauslunge

Die Lokalisation von AMD-1 in der Mauslunge wurde durch in situ Hybridisierung mit gekoppelter
Immunfloureszenz gegen glattmuskuldres alpha-Aktin (SMA) bestimmt. (B = Bronchus, G = Gefif}) A)
Detektion von AMD-1 in der Mauslunge nach normoxischer oder chronisch hypoxischer (21 Tage, 10 % O,)
Exposition mit Hilfe einer zum AMD-1 Gen komplementéiren Sense-RNA-Sonde. B) Eine zur Zielsequenz
identische Sense-Sonde sowie ein 10-facher Uberschuss an nicht markierter Antisense-Sonde (Cold
Competitor) dienten als Negativkontrollen auf Schnitten von hypoxischen Tieren. Ein reprisentatives Tier ist
jeweils gezeigt. C) AMD-1-mRNA-Expression in pulmonalen Gefdllen. Die Analyse wurde durch gq-PCR auf
lasermikrodissektiertem Material von n =6 Tieren pro Gruppe durchgefiihrt. Die Werte wurden auf B2M

normalisiert. *Signifikante Unterschiede zur normoxischen Kontrollgruppe.

3.3 Lokalisation von AMD-1 in der humanen Lunge

Um zu bestimmen ob AMD-1 auch in der humanen PH eine verédnderte Genexpression im
Vergleich zu gesunden Donoren aufweist, wurde die Lokalisation und Regulation in

menschlichem Gewebe untersucht.

Ebenso wie in den Experimenten in der Mauslunge, zeigte sich AMD-1 stidrker exprimiert

in Lungen von erkrankten Individuen im Vergleich zu gesunden Donoren. Dies wurde
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ebenfalls mittels NISH ermittelt (Abbildung 8A, B). Als Negativkontrolle fiir die NISH
dienten wie im Mausmodell eine der Zielstruktur entsprechende Sense-Sonde sowie ein
zwei Stunden zuvor applizierter 10-facher Uberschuss an nicht markierter Antisense-
Sonde. Zusitzlich wurde noch eine Poly-T-Sonde als Positivkontrolle verwendet
(Abbildung 8B).

In einem néchsten Schritt wurde die AMD-1-Expression in mikrodissektierten pulmonalen
Gefdflen mittels g-PCR analysiert. Hier zeigte ebenfalls eine signifikante Erh6hung der
AMD-1-Genexpression (Abbildung 8C).

A Donor IPAH

SMA AMD-1

SMA / AMD-1

59



Ergebnisse

Sense Cold Competitor Poly-T

SMA / AMD-1 SMA AMD-1

(@)

5

.g 4 -

w *
£ 3{ __

-3 21

(a]

s 1]

<

: ol—= .
o Donor IPAH

Abbildung 8: Lokalisation von AMD-1 in der humanen Lunge

Die Lokalisation von AMD-1 in der humanen Lunge wurde analog zur Mauslunge durch in situ
Hybridisierung mit gekoppelter Immunfloureszenz gegen SMA bestimmt. (B = Bronchus, G = Gefa}) A)
Detektion von AMD-1 in der gesunden (Donor) und erkrankten (IPAH) Lunge an Hand einer Antisense-
Sonde. Ein représentatives Individuum ist pro Gruppe gezeigt. B) Eine zur Zielsequenz identische Sense-
Sonde sowie ein 10-facher Uberschuss an nicht markierter Antisense-Sonde (Cold Competitor) dienten als
Negativkontrollen auf Schnitten von IPAH-Lungen. Eine Poly-T-Sonde wurde als Positivkontrolle auf einem
Schnitt einer Donor-Lunge verwendet. C) AMD-1-mRNA-Expression in pulmonalen Gefdflen. Die Analyse
wurde durch q-PCR auf lasermikrodissektiertem Material von n =5 Individuen pro Gruppe durchgefiihrt. Die

Werte wurden auf B2M normalisiert. *Signifikante Unterschiede zur Donor-Kontrollgruppe.

60



Ergebnisse

3.4 AMD-1-Expression in systemischen Gefallen

In einem néchsten Schritt wurde untersucht, ob die Hypoxie-induzierte Erhéhung der
AMD-1-Expression nur lokal in pulmonalen Gefdflen oder auch in systemischen Geféllen

auftritt.

Mittels g-PCR wurde die AMD-1 Expression in der Aorta (Abbildung 9A) und in der
Arteria carotis (Abbildung 9B) von Mausen ermittelt, die zuvor fiir 1, 7 oder 21 Tage
hypoxisch exponiert wurden. Zu keinem untersuchten Zeitpunkt zeigte sich ein

signifikanter Unterschied zu der jeweiligen normoxischen Kontrolle.
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Abbildung 9: Die AMD-1-Expression in systemischen Gefifien der Maus im Vergleich von Normoxie
und Hypoxie

AMD-1-mRNA-Expression in der Maus- A) Aorta und B) Ateria carotis wahrend hypoxischer Exposition fiir
je 1, 7 und 21 Tagen wurden per g-PCR ermittelt. n =5 - 6 Tieren pro Gruppe. Die Werte wurden auf B2M

normalisiert.

3.5 Physiologische Untersuchungen von AMD-1""-Miusen nach
chronisch hypoxischer Exposition

Um die Funktion einzelner Gene zu untersuchen, konnen diese in einem Organismus
gezielt manipuliert oder deaktiviert werden. Schaltet man ein Gen in einem Tier aus,
spricht man von einem Knockout-Tier. Werden beide Kopien des betreffenden Gens
deaktiviert, spricht man von einem homozygoten Knockout-Tier. Wird allerdings nur ein
Allel ausgeschaltet, wird dieses Tier im Bezug auf das entsprechende Gen als hetereozygot

bezeichnet.

61



Ergebnisse

Da homozygote AMD-1-Kockout-Miause nicht lebensfihig sind'*’, wurden in der
vorliegenden Arbeit hetereozygote AMD-1-Kockout-Méuse (AMD-1""-Miuse) verwendet.
Diese bilden nur eine Kopie des Gens. Die eigenen Untersuchungen zeigten, dass
heterozygote AMD-1-Knockout-Mause eine geringere Expression der AMD-1-mRNA
aufweisen (Abbildung 10).
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Abbildung 10: AMD-1 mRNA-Expression in AMD-1""- und Wildtyp-Miusen
Die AMD-1-mRNA Expression von Wildtypen (WT) im Vergleich zu AMD-1""-Tieren wurde durch q-PCR

an je n = 8 Tieren bestimmt und auf B2M normalisiert. *Signifikante Unterschiede im Vergleich zur Wildtyp-

gruppe.

Um die Rolle von AMD-1 in der Hypoxie-induzierten PH in vivo zu untersuchen, wurden

AMD-1""-Knockout-Miuse chronischer Hypoxie (28 Tage, 10 % O,) ausgesetzt.

Anschlieende physiologische Untersuchungen zeigten keine Verdnderungen zwischen
normoxischen Knockout- und Wildtyp-Tieren (Abbildung 11A-C). Im Gegensatz dazu
wiesen AMD-1"7"-Méuse unter hypoxischen Bedingungen niedrigere Werte im
rechtsventrikuldren systolischen Druck (right ventricular systolic pressure — RVSP)
(Abbildung 11A) auf. Auch die unter chronischer Hypoxie auftretende
Rechtsherzhypertrophie, die aus dem Quotienten der Trockenmasse des rechten Ventrikels
(RV) und des linken Ventrikels inklusive Septum (LV+S) errechnet wurde, war in
Knockout-Tieren gegeniiber den Wildtyp-Kontrollen stark vermindert (Abbildung 11B).
Dariiber hinaus resultierte der Verlust eines Allels in einem schwécheren jedoch signifikant
erniedrigten Muskularisierung der pulmonalen Gefifle mit einem Durchmesser von 20 -
70 um in chronischer Hypoxie. Dies ist aus dem hoheren Prozentsatz der nicht
muskularisierten Gefdle sowie aus der Verringerung des Anteils der vollmuskularisierten

GefiBe gegeniiber Wildtyp-Kontrollen ersichtlich (Abbildung 11C). In Abbildung 11D ist
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fiir jede Gruppe ein représentatives Bild dargestellt.
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Abbildung 11: Entwicklung der pulmonalen Hypertonie in AMD-1""- und Wildtyp-Miusen unter
chronischer Hypoxie

Himodynamische Messungen an Wildtypen (WT) und AMD-1""-Miusen, die normoxisch bzw. chronisch
hypoxisch (28 Tage, 10 % O,) exponiert wurden. A) Der RVSP wurde durch einen Rechtsherzkatheter an
n=7-—8 Tieren pro Gruppe bestimmt. B) Die Rechtsherzhypertrophie wurde als Ratio der Massen des
rechten Ventrikels (RV) und des linken Ventrikels inklusive Septum (LV+S), gewogen als Trockenmasse,
ermittelt. Die Werte stammen aus n=8 — 10 Tieren pro Gruppe. *Signifikante Unterschiede. C) Der
Muskularisierungsgrad der Pulmonalgefale im Durchmesser von 20 — 70 um wurde auf Lungenschnitten
analysiert, die mit Antikorpern gegen glattmuskuléres alpha-Aktin (SMA, violett) und von-Willebrand-Faktor
(vWF, braun) gefarbt waren. Die Werte sind als Prozent aller gezahlten Gefaf3e dargestellt und in die Gruppen

voll-, partial- und nichtmuskularisiert unterteilt. Die Werte stammen aus n =7 — 8 Tieren pro Gruppe.
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*Signifikante Unterschiede im Vergleich zu normoxischen Wildtypen, tsignifikante Unterschiede zu
normoxischen AMD-1""-Miusen, f signifikante Unterschiede zu hypoxischen Wildtypen. (o externer
Gefilldurchmesser). D) Reprisentative Bilder des Muskularisierungsgrads aus je einem Tier pro Gruppe.

(B = Bronchus, G = Gefil).

3.6 Expression von ODC-1 in der pulmonalen Zirkulation

Neben AMD-1 ist die Ornithindecarboxylase-1 (ODC-1) das zweite geschwindigkeits-
bestimmende Enzym der Polyaminsynthese®™. ODC-1 trat in den cDNA-Microarray-
Analysen nicht als signifikant verdndert auf (Abbildung 5C und Anhang II). Die ODC-1-
mRNA-Expression wurde zusdtzlich mittels q-PCR untersucht und zeigte weder durch
chronische Hypoxie (21 Tage, 10 % O,, Abbildung 12A) noch durch nachfolgende

normoxische Reexposition (Abbildung 12B) eine Verdnderung gegeniiber den jeweiligen

Kontrollen.
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Abbildung 12: ODC-1-mRNA-Expression nach chronischer Hypoxie sowie unter anschlieBender
Reoxygenierung

A) Die ODC-1""-mRNA-Expression von Wildtyp-Mausen in chronischer Hypoxie (21 Tage, 10 % O,) wurde
durch g-PCR von je n=5 Tieren bestimmt und auf B2M normalisiert. *Signifikante Unterschiede zu den
normoxischen Kontrollen. B) Die ODC-1+/'—mRNA—Expression von Wildtyp-Méausen wéhrend der
Reoxygenierung (1-21 Tage, 10 % O,) wurde durch g-PCR an je n= 6 Tieren bestimmt und auf B2M

normalisiert. *Signifikante Unterschiede zu den hypoxischen Kontrollen.

Auch isolierte pulmonalarterielle glatte Muskelzellen (PASMCs) reagierten auf
verminderte O,-Zufuhr (24 Stunden, 1% O,) nicht mit einem Anstieg der ODC-1-
Expression. Humane PASMCs (Abbildung 13A) zeigten keine Verdnderung der ODC-1-
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mRNA, wihrend murine PASMCs sogar einen signifikanten Abfall der ODC-1-Expression
aufwiesen (Abbildung 13B).
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Abbildung 13: ODC-1-Expression in isolierten glatten Muskelzellen nach hypoxischer Exposition
ODC-1-mRNA-Expression nach hypoxischer Exposition (24 Stunden, 1 % O,) in A) humanen und B)
murinen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen. Die Werte wurden jeweils aus n=4 individuellen

Experimenten gewonnen und auf -Aktin normalisiert. *Signifikante Unterschiede zu den normoxischen

Kontrollen.

3.7 Physiologische Untersuchungen von ODC-1'"-M&usen in
chronischer Hypoxie

Obwohl sich keine Verdnderungen im ODC-1-Expressionsmuster unter chronisch
hypoxischer Exposition im Mausmodell zeigten, wurden auch ODC-1"" Knockout-Mézuse
auf einen potentiell praventiven Phenotyp in der Hypoxie-induzierten PH hin untersucht.
Mittels g-PCR konnte bestétigt werden, dass diese Tiere das ODC-1-Gen weniger stark als

die Wildtypen exprimierten (Abbildung 14).
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Abbildung 14: ODC-1-mRNA-Expression in ODC-1""- und Wildtyp-Miusen
Die ODC-1""-mRNA-Expression in Wildtypen (WT) und ODC-1""-Tieren wurde durch q-PCR an je
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n = § Tieren bestimmt und auf B2M normalisiert. *Signifikanter Unterschied im Vergleich mit Wildtypen.

Unter normoxischen Bedingungen wiesen ODC-1""- genau wie AMD-1""-Miuse in den
gemessenen physiologischen Parametern keine Verdnderungen im Vergleich zu den
Wildtypen auf (Abbildung 15A-C). Weiterhin resultierte der partielle Knockout im ODC-1-
Gen aber auch in keinen Unterschieden unter chronisch hypoxischen Bedingungen im
Vergleich zu Wildtypen: Sowohl im RVSP (Abbildung I15A) als auch in der
Rechtsherzhypertrophie (Abbildung 15B), lieBen sich nach chronisch hypoxischer
Exposition keine Unterschiede zwischen Knockout-Tieren und Wildtyp-Mausen feststellen.
Des Weiteren zeigte sich kein verdnderter Phidnotyp im Muskularisierungsgrad der
pulmonalen Gefille (externer Durchmesser 20 - 70 um) in chronisch hypoxischen Tieren.
Weder der Prozentsatz der voll- noch der partial- oder nichtmuskularisierten Gefil3e
unterschied sich in den beiden hypoxischen Gruppen voneinander (Abbildung 15C).
Reprisentative Bilder zum Muskularisierungsgrad sind in Abbildung 15D dargestellt.
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Abbildung 15: Entwicklung der Hypoxie-induzierten PH in ODC-1""- im Vergleich zu Wildtyp-
Miiusen

Himodynamische Messungen an Wildtypen (WT) und ODC-1""-Méusen, die normoxisch bzw. chronisch
hypoxisch (28 Tage, 10 % O,) exponiert waren. A) Der RVSP wurde durch einen Rechtsherzkatheter an
n=6-8Tieren bestimmt. *Signifikante Unterschiede zu den gekennzeichneten Gruppen. B) Die
Rechtsherzhypertrophie wurde als Ratio aus RV und LV+S, gewogen als Trockenmasse, ermittelt. Die Werte
wurden aus n = 6 — 8 Tieren ermittelt. *Signifikante Unterschiede zu den gekennzeichneten Gruppen. C) Der
Muskularisierungsgrad der Pulmonalgefde im Durchmesser von 20 — 70 um wurde an Lungenschnitten
analysiert, die mit Antikdrpern gegen SMA und vWF gefarbt waren. Die Werte sind als Prozent aller
gezdhlten Gefdlle dargestellt und in die Gruppen voll-, partial- und nichtmuskularisiert unterteilt. Die Werte
wurden aus n = 6 — 8 Tieren bestimmt. *Signifikante Unterschiede zu normoxischen Wildtypen, tsignifikante
Unterschiede zu normoxischen ODC-1""-Miusen. (o externer Durchmesser). D) Reprisentative Bilder des

Muskularisierungsgrads aus einem Tier pro Gruppe. (B = Bronchus, G = Gefil3).

3.8 Einfluss der normoxischen Reexposition auf die Hypoxie-in-
duzierte Proliferation

Da Proliferation in den Hypoxie-induzierten GefaBumbauprozessen eine wichtige Rolle
spielt’’, wurde nachfolgend der Einfluss der Reoxygenierung auf die Proliferation in der

pulmonalen GefaBstruktur untersucht.

Bereits in der cDNA-Microarray-Analyse trat die Gruppe ,,Zellzyklus® als stark regulierter
Signaltransduktionsweg auf (Abbildung 5B). Auch g-PCR-Analysen von laser-
mikrodissektierten GefaBlen von Wildtyp-Méusen zeigten eine gesteigerte Expression des
Proliferationsmarkers Ki67 wéhrend chronisch hypoxischer Exposition (Abbildung 16A).
Durch anschlieBende Reoxygenierung wurde diese Expression in den pulmonalen Gefid3en

wieder erniedrigt (Abbildung 16A). Auf Proteinebene konnte das gleiche Verlaufsmuster
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fiir den Proliferationmarker Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) nachgewiesen
werden (Abbildung 16B). Eine immunhistochemische Férbung zeigte vermehrt PCNA
positive Zellkerne in der pulmonalen Geféalstruktur von chronisch hypoxischen Mausen im
Vergleich zur normoxischen Kontrollgruppe. Nach 14tidgiger Reoxygenierung nahm die

Anzahl PCNA positiver Zellkerne deutlich ab (Abbildung 16C).
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Abbildung 16: Vaskulire Umbauprozesse und reversible Gefilumbauprozesse sind durch Ver-
anderungen in der Proliferation charakterisiert

A) Die relative Ki67-mRNA-Expression wurde mittels q-PCR von murinen lasermikrodissektierten
pulmonalen GefdBen wéahrend des Zeitverlaufs des reversiblen GefaBumbaus bestimmt. Die Werte wurden an
n =4 Tieren pro Gruppe bestimmt und auf B2M normalisiert. *Signifikante Unterschiede verglichen zur
hypoxischen Kontrollgruppe. B) Western Blot Analyse von Mauslungenhomogenat fiir das Protein PCNA
wiahrend des Zeitverlaufs der normoxischen Reexposition. Gezeigt sind repridsentive Auftragungen von
n=5 -6 Tieren pro Gruppe. B-Aktin diente zur Normalisierung. C) Immunhistochemische Farbung gegen
PCNA in Mauslungen, die entweder normoxisch, chronisch hypoxisch oder nach dreiwdchiger Hypoxie
wieder fiir zwei Wochen normoxisch reexponiert wurden. Ein reprasentatives Tier pro Gruppe ist dargestellt.

Die Pfeile kennzeichnen PCNA-positive Zellkerne. (B = Bronchus, G = Gefil).
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3.9 Auswirkung von verminderter AMD-1-Expression auf das
Gleichgewicht von Proliferation und Apoptose

Da sowohl die GefaBumbauprozesse als auch deren Revertierung mit Verdnderungen in der
Proliferation einhergingen (Abbildung 16A-C), wurde der Einfluss einer geminderten
AMD-1-Expression auf die Proliferation untersucht (Abbildung 17A). Eine Western Blot
Analyse des Lungenhomogenats von AMD-1""-Miusen zeigte eine verminderte
Expression des Proliferationsmarkers PCNA verglichen zu Wildtypen (Abbildung 17A).
Auf mRNA-Ebene wurde die Expression von AMD-1 durch die Verwendung einer
spezifischen siRNA vermindert (Abbildung 17B), was zu einer geringeren Expression von
Ki67 (Abbildung 17C) fiihrte. Des Weiteren zeigte sich eine erniedrigte Proliferation in
humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen im MTS Assay (Abbildung 17D), sowie
durch Auszdhlung der totalen Zellzahl jeweils 72 Stunden nach siRNA-Transfektion
(Abbildung 17E).

Gleichzeitig mit der erniedrigten Proliferation ging eine verminderte Expression mit einer
erhohten Apoptose-Rate in humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen einher

(Abbildung 17F). Staurosporin diente hierbei als Positivkontrolle.
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Abbildung 17: Verminderung der AMD-1-Expression erniedrigt die Proliferation

A) Western Blot Analyse von Mauslungenhomogenat fiir PCNA von Wildtypen (WT) und AMD-1""-Musen
nach chronisch hypoxischer Exposition (28 Tage, 10 % O,). n =4 - 5 Tieren pro Gruppe. Die Daten wurden
auf B-Aktin normalisiert. B) Die relative AMD-1-mRNA-Expression wurde durch q-PCR in humanen
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen nach Knockdown von AMD-1 quantifiziert. n=35 individuelle
Versuche. Die Werte wurden auf B2M normalisiert. *Signifikante Unterschiede im Vergleich zum
unspezifischen Knockdown (siR). C) Relative Ki67-mRNA-Expression quantifiziert durch gq-PCR in
humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen nach Knockdown von AMD-1. n=4 individuelle
Versuche. Die Werte wurden auf B2M normalisiert. *Signifikante Unterschiede im Vergleich zu siR. D)
Proliferation in humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen nach Knockdown von AMD-1 wurde mit
dem MTS Assay durchgefiihrt. n = 4 individuellen Experimente. *Signifikante Unterschiede im Vergleich zu
siR. E) Proliferation in humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen nach Knockdown von AMD-1
mittels Bestimmung der Zellzahl. n = 6 individuelle Experimente. *Signifikante Unterschiede im Vergleich
zu siR. F) Apoptose-Rate nach Knockdown von AMD-1 mittels CaspACE-Assay. n= 8 Experimente.

Staurosporin (Stauro) diente als Positivkontrolle. *Signifikante Unterschiede verglichen zu siR.

3.10Einfluss von HIF auf die Hypoxie-induzierte Hochregulation
von AMD-1

Hypoxie kann durch verschiedene Faktoren zur verdnderten Expression von Genen fiihren.
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So kann Hypoxie den Hypoxie-induzierbaren Faktor 1 (HIF-1) aktivieren®’. In Normoxie
wird HIF-1 hydroxyliert, durch das Hippel-Lindau-Tumor-Suppressor-Protein gebunden
und somit zum proteosomalen Abbau markiert. Unter hypoxischen Bedingungen ist die
Hydroxylierung gehemmt, was zu einer Stabilisierung des Proteins und nachfolgend zur
Transkription HIF-regulierter Gene fithrt®.

In einer bioinformatischen Suche nach Bindestellen von HIF-1, den sogenannten hypoxic
response elements (HRE), wurde der murine Promotor nach der Sequenz ,,cacgtggt™ und
der humanen Promotor nach ,tacgtggg“ abgesucht. Es wurde je eine solche
Erkennungssequenz im murinen (Abbildung 18A) und humanen (Abbildung 18B) AMD-1-

Promotor gefunden.
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Abbildung 18: Untersuchung des AMD-1-Promotors auf HRE-Bindestellen
Der AMD-1-Promotor wurde auf hypoxic response elements (HRE) untersucht. Im A) murinen Promotor
wurde die Sequenz ,,cacgtggt* und B) im humanen Promotor ,tacgtggg® verwendet. Die Bindestellen werden

durch die HRE-Boxen gekennzeichnet.

Um zu untersuchen ob Hypoxie durch einen direkten Effekt (z.B. iiber HIF-1) auf glatte
Muskelzellen die AMD-1-Expression hochregulieren kann, wurden isolierte murine sowie
humane pulmonalarterielle glatte Muskelzellen fiir 24 Stunden hypoxisch (1 % O)
exponiert. Hierbei zeigten sich keine Effekte in der AMD-1-Expression zu den
entsprechenden normoxischen Kontrollen, weder in murinen (Abbildung 19A) noch in
humanen Zellen (Abbildung 19B).

Ebenso fiihrte der Knockdown von Hif-la in humanen pulmonalarteriellen glatten

Muskelzellen zu keiner verdnderten AMD-1-Expression (Abbildung 19C).
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Abbildung 19: Abhéingigkeit der AMD-1-Hochregulation von HIF

A) Die relative AMD-1-mRNA-Expression wurde durch g-PCR in A) murinen und B) humanen
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen quantifiziert, die jeweils fiir 24 Stunden hypoxisch (1 % O,) oder
normoxisch inkubiert wurden. Die Werte ergeben sich aus je n =4 individuellen Experimenten und wurden
auf die B2M-Expression normalisiert. *Signifikante Unterschiede verglichen zur normoxischen
Kontrollgruppe. C) Relative mRNA Expression nach Knockdown von HIF-1a verglichen zur siR-Gruppe.
Die Werte wurden aus n = 3 individuellen Experimenten gewonnen und auf B2M normalisiert. *Signifikante

Unterschiede verglichen zu siR.

3.11Einfluss verschiedener Wachstumsfaktoren auf die AMD-1-
mRNA-Expression

Neben der Aktivierung von HIF fiihrt Hypoxie auch zur Induktion von verschiedenen
Wachstumsfaktoren, die ihrerseits die Transkription einer Vielzahl von Genen induzieren
oder inhibieren konnen®'.

Um die Mechanismen aufzudecken, die der gesteigerten Expression von AMD-1 unter
hypoxischer Exposition zu Grunde liegen, wurden humane pulmonalarterielle glatte

Muskelzellen mit verschiedenen Wachstumsfaktoren bis zu 24 Stunden stimuliert.

Nach PDGF-BB-Stimulation ergab sich iiber die untersuchte Zeitspanne keine verdnderte
AMD-1-mRNA-Expression (Abbildung 20A). Die Applikation von TGF-1 fiihrte zu einer
konstanten, aber nicht zeitabhidngigen Hochregulation iiber den untersuchten Zeitraum
(Abbildung 20B). Der stirkste und zeitabhdngige Anstieg war nach Zugabe von EGF mit

einem Maximum nach 6 Stunden zu verzeichnen (Abbildung 20C).
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Abbildung 20: AMD-1-mRNA-Expression nach Inkubation mit den Wachstumsfaktoren PDGF-BB,
TGF-p1 oder EGF

Relative AMD-1-mRNA-Expression in humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen nach Stimulation
mit A) PDGF-BB (5§ ng/ml), B) TGF-f1 (2ng/ml) und C) EGF (50 ng/ml) fiir diec angegebenen
Zeitpunkte wurde die relative AMD-1-Expression per q-PCR analysiert und mit nicht stimulierten Kontrollen
verglichen. Die Werte wurden aus je n=4 individuellen Experimenten gewonnen und auf die B2M-

Expression normalisiert. *Signifikante Unterschiede verglichen zu nicht stimulierten Zellen.

3.12Regulation der AMD-1-Expression durch EGF-Stimulation

Weiterfiihrend wurde untersucht, durch welchen Transkriptionsfaktor das Signal von EGF
zur vermehrten Transkription von AMD-1 vermittelt wird. Es ist bekannt, dass EGF
verschiedene Transkriptionsfaktoren induzieren kann, darunter auch das Early Growth
Response  Protein 1 (Egrl)lzs'm. Unter Verwendung eines automatisierten
computergestiitzten Programms, wurde die Promotorregion des humanen AMD-1-Gens
nach moglichen Egrl-Konsensus-Sequenzen iiberpriift. Hierbei wurde eine mdgliche
Bindestelle mit der Sequenz ,,cgtcccege* in der Position - 386 vor dem Transkriptionsstart

detektiert (Abbildung 21).

+1

-386 [

Abbildung 21: Untersuchung des humanen AMD-1-Promotors auf Egr1-Bindestellen
Bioinformatische Analyse des humanen AMD-1 Promotors auf Egrl-Bindestellen mit der Sequenz cgtccecge.

Die potentielle Bindestelle wird durch die Egr1-Box gekennzeichnet.
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Um zu untersuchen, ob EGF die Transkription sowie Translation von Egrl induziert, wurde
die Egrl-Expression nach Gabe von EGF in humanen pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen  untersucht. Auf mRNA-  (Abbildung 22A) und  Proteinebene
(Abbildung 22B) zeigte sich eine erhohte Egrl-Expression nach EGF-Applikation. Das
Maximum der Expression lag bei einer Stunde nach Stimulation (Abbildung 22A,B).
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Abbildung 22: Auswirkung von EGF auf die Expression von Egr1

A) Die relative Egrl-Expression auf mRNA-Ebene wurde mittels g-PCR nach Stimulation von humanen
pumonal-arteriellen glatten Muskelzellen mit EGF (50 ng/ml) bestimmt und auf die B2M-Expression
bezogen. Die Werte wurden aus n =4 individuellen Experimenten gewonnen. *Signifikante Unterschiede
verglichen zu nicht stimulierten Zellen. B) Egrl-Expression auf Proteinebene nach EGF-Stimulation
(50 ng/ml). Die Proteinexpression wurde durch Western Blot Analyse bestimmt und auf f-Aktin normalisiert.
Der obere Teil der Abbildung zeigt ein reprisentatives von n =4 individuellen Experimenten. *Signifikante

Unterschiede verglichen zu nicht stimulierten Zellen.

Zur Detektion einer mdglichen Interaktion von Egrl mit dem AMD-1-Promotor wurde ein
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) auf Nuklearextrakten von humanen
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen durchgefiihrt. Durch einen EMSA koénnen
Interaktionen zwischen DNA und DNA-bindenden Proteinen wie z.B. zwischen
Transkriptionsfaktoren und deren Bindestellen in bestimmten Promotoren aufgedeckt
werden. Hierfiir werden Nuklearextrakte mit einer Sonde inkubiert, die die Bindungsstelle
des Transkriptionsfaktors im gewiinschten Promotor enthidlt. Bindet der entsprechende
Transkriptionsfaktor an seine Erkennungssequenz, so wird diese Interaktion durch eine

Retention des entstandenden Komplexes in der anschlieBenden Gelelektrophorese deutlich.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Bindung von Egrl an seine Konsensussequenz im
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AMD-1-Promotor aufgezeigt werden (Abbildung 23A, Reihe 2), die durch vorherige EGF-
Stimulation der Zellen noch verstiarkt wurde (Abbildung 23A, Reihe 4). Die Spezifitit der
Komplexe aus DNA und Protein wurde durch Verdringungsreaktionen mit einem 100-
fachen Uberschuss einer unmarkierten Sonde (Cold Competitor) belegt (Abbildung 23A,
Reihen 3 und 5).

Diese Interaktion konnte durch einen Chromatin-Immunoprézipitations(ChlIP)-Assay
bestétigt werden. Bei der ChIP handelt es sich ebenfalls um eine Nachweismethode fiir
Interaktionen zwischen DNA und DNA-bindenden Proteinen. Hierbei werden zunéchst die
in der Zelle vorliegenden Bindungen zwischen Proteinen und Chromatin fixiert und
anschlieBend mit Hilfe eines Antikorpers gegen das gewiinschte Protein/den
Transkriptionsfaktor prazipitiert. Nach Fragmentierung und Isolierung der so gewonnenen
DNA wurde mittels PCR untersucht, ob auf diese Weise die entsprechende Sequenz des

gewlinschten Promotors amplifiziert werden konnte.

Durch Verwendung von Primern, die die Egrl-Bindestelle im AMD-1-Promotor flankieren,
konnte ein PCR-Produkt sowohl in der nicht prizipitierten Kontrolle (Input)
(Abbildung 23B, Reihe 2) als auch im immunoprézipitierten Chromatin nach EGF-
Stimulation detektiert werden (Abbildung 23B, Reihe 4). Ein nicht-immunogener IgG-
Antikorper diente als Negativkontrolle (Abbildung 23B, Reihe 5).

A B

NE - EGF -+ + - - Input + - - -
NE + EGF - - - + EGF - -+ .
Egri + + + IP: anti-Egr1 - + -
Cold Competitor - - -+ IP: anti-lgG - - - +

500
400

300
200

100

Bp

Abbildung 23: Untersuchung einer moglichen Interaktion von Egrl mit dem AMD-1-Promotor nach
EGF-Stimulation

A) Die Interaktion von AMD-1 und Egrl nach EGF-Stimulation wurde durch Electrophoretic Mobility Shift
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Assay (EMSA) gezeigt. Nuklearextrakte wurden aus humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen
gewonnen, die mit EGF (50 ng/ml) stimuliert wurden. Die Nuklearextrakte wurden mit einer Sonde, die die
Egrl-Konsensus-Sequenz im AMD-1-Promotor beinhaltet, inkubiert. Als Negativkontrollen dienten
Nuklearextrakte, die mit unmarkierten Sonden (Cold Competitor) priainkubiert wurden. Ein resprédsentatives
aus n=6individuellen Experimenten ist gezeigt. B) Analyse der Interaktion mittels Chromatin-
Immunprézipitation (ChIP). Nuklearextrakte aus humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen wurden
mit einem Egrl oder einem nicht immunogenen Antikdrper (IgG) nach Stimulation mit EGF (50 ng/ml)
préazipitiert. Ein resprdsentatives aus n =4 individuellen Experimenten ist gezeigt. (M = Marker,

Bp = Basenpaare).

3.13Aufkldarung der AMD-1 vorgeschalteten Signalkaskade

In der Literatur gibt es vielfdltige Belege dafiir, dass EGF Egrl-Spiegel iiber den Erk1/2-

Signaltransduktionsweg erhoht'?® '#7,

Erk1/2 steht fiir extracellular-signal-regulated
kinases und gehort zu den Mitogen-aktivierten Kinasen (MAP-Kinasen, MAPK), die durch
mehrere aufeinanderfolgende Kinasen charakterisiert sind. Die Aktivierung dieser Kinasen
erfolgt durch Phosphorylierung. MAPK-Signaltransduktionswege konnen durch
verschiedene Stimuli wie Wachstumsfaktoren aktiviert werden und regulieren eine Vielzahl

von intrazelluldren Prozessen wie Proliferation, Apoptose und Zelldifferenzierunglzg.

Um zu iiberpriifen, ob Erk1/2 eine Rolle fiir erhohte Egrl-Spiegel nach EGF-Gabe in
humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen spielt, wurde die Phosphorylierung von
Erk1/2 in humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen nach EGF-Applikation
ermittelt.

EGF induzierte eine zeitabhéngige, erhohte Erk1/2-Phosphorylierung mit einem Maximum
das bei 10 Minuten nach Stimulation lag (Abbildung24A). Dieser Anstieg
(Abbildung 24B, Reihe 2) konnte durch vorherige Applikation des Erk1/2-Inhibitors
U0126 (Abbildung 24B, Reihe 3) unterbunden werden. Dariiber hinaus verhinderte die
Gabe von U0126 auch den EGF-abhidngigen Anstieg in der Egrl-Proteinexpression
(Abbildung 24C, Reihe 2 und 3).
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Abbildung 24: Die Auswirkung von EGF auf die Expression von Erk1/2 und Egrl

A) Erkl/2-Phosphorylierung nach EGF-Applikation (50 ng/ml) in humanen pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen. Die Analyse erfolgte im Zeitverlauf mittels Western Blot. B-Aktin diente als Ladekontrolle. B)
Erk1/2-Phosphorylierung nach EGF-Applikation (10 Minuten, 50 ng/ml) in humanen pulmonalarteriellen
glatten Muskelzellen in Gegenwart des Erk1/2-Inhibitors U0126 (10 uM). n =4 individuelle Experimente.
Die Daten wurden auf totales Erk1/2 normalisiert. C) Egrl-Proteinexpression nach EGF-Applikation (eine
Stunde (1h), 50 ng/ml) in humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen in Gegenwart des Erkl/2-
Inhibitors U0126 (10 uM). n= 6 individuelle Experimente. Die Daten wurden auf B-Aktin normalisiert.

*Signifikante Unterschiede zu nicht stimulierten Zellen.

Eine g-PCR Analyse pulmonalarterieller glatter Muskelzellen von Egrl'/ -Knockout-
Maiusen ergab eine unverdnderte AMD-1-Expression nach EGF-Gabe, wihrend PASMCs
von Wildtyp-Maiusen eine verstirkte Expression aufwiesen (Abbildung 25A). Gleichzeitig
resultierte nur in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen von Wildtyp-Madusen die Gabe

von EGF in einer verstarkten Proliferation (Abbildung 25B).
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Abbildung 25: Der Einfluss von EGF auf die AMD-1-Expression und Proliferation in
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen von Egrl'/'-Miiusen

A) AMD-1-mRNA-Expression in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen von Wildtyp(WT)- oder Egrl™-
Mausen nach vierstiindiger EGF-Stimulation (50 ng/ml). Die Analyse erfolgte mittels q-PCR. n =3 — 4 Tiere
pro Gruppe. Die Werte wurden zur unstimulierten Kontrolle in Bezug gesetzt und auf B2M normalisiert. B)
Proliferation von pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen von Wildtyp- oder Egrl”-Miusen nach
vierstiindiger EGF-Stimulation (50 ng/ml). Die Analyse erfolgte mittels Thymidin-Inkooperationsassay.

n =3 — 4 Tieren pro Gruppe. *Signifikante Unterschiede verglichen mit nicht stimulierten Zellen.

3.14 Auswirkung einer verminderten AMD-1-Expression auf
nachgeschaltete Signaltransduktionswege

Im Folgenden wurde untersucht, auf welche Weise eine erhohte AMD-1-Expression an der
Entstehung der PH beteiligt sein konnte. Rao ef al. demonstrierten, dass Polyamine fiir die
Expression der Phospholipase C-yl (PLC-yl) erforderlich sind'®’. PLC-yl ist ein
Schliisselprotein des PI-Signalsystems und des Inositolphosphatmetabolismus. Diese
beiden Signaltransduktionswege traten bereits in der cDNA-Microarray-Analyse als stark

reguliert auf (Abbildung 5B).

Um aufzukldren, ob AMD-1 die Aktivitit von PLC-yl beeinflusst, wurde der
Phosphorylierungsgrad von PLC-y1 nach siRNA Transfektion gegen AMD-1 in humanen
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (Abbildung 26A) ermittelt. Die verminderte
AMD-1-Expression fiihrte hier zu einer verminderten PLC-y1-Phosphorylierung. Ebenso
zeigte sich im Lungenhomogenat von AMD-1""-Miusen nach chronisch hypoxischer

Exposition (Abbildung 26B) eine erniedrigte PLC-y1-Phosphorylierung.
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Abbildung 26: Einfluss von AMD-1 auf die Phosphorylierung von PLC-y1

A) PLC-yl-Phosphorylierung nach Knockdown von AMD-1 in humanen pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen. Die Analyse erfolgte mittels Western Blot. Die Daten wurden auf totales PLC-y1 normalisiert.
B-Aktin diente als Ladekontrolle. n =4 individuelle Experimente. *Signifikante Unterschiede zum siR. B)
PLC-y1-Phosphorylierung nach Knockdown von AMD-1 in Lungenhomogenat von Wildtyp(WT)- und AMD-
1""-Mzusen nach chronisch hypoxischer Exposition (28 Tage, 10 % O,). Die Daten wurden auf totales PLC-
v1 normalisiert. B-Aktin diente als Ladekontrolle. n=4 —5 Tiere pro Gruppe. *Signifikante Unterschiede
zum Wildtypen.

Zur Verifizierung der moglichen Signaltransduktionskette wurde anschlieBend der Einfluss
von EGF auf die Phosphorylierung von PLC-y1 untersucht. Im Western Blot zeigt sich,
dass eine EGF-Applikation liber 24 Stunden zu einer erhohten Phosphorylierung fiihrte
(Abbildung 27, Reihe 2). Dieser Effekt konnte durch vorherige Applikation eines Erk1/2-
Inhibitors (U0126) oder eines PLC-Inhibitors (U73122) aufgehoben werden
(Abbildung 27, Reihen 3 und 4).
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Abbildung 27: EGF-Applikation induziert die Aktivierung von PLC-y1

Western Blot Analyse der PLC-y1 Phosphorylierung in Anwesenheit des Erk1/2-Inhibitors U0126 (10 uM)
oder des PLC-Inhibitors U73122 (3 uM). Die Werte wurden aus n = 4 individuellen Experimenten gewonnen

und zu totalem PLC-yl normalisiert. *Signifikante Unterschiede zur indizierten Gruppe. B-Aktin ist als

Ladekontrolle gezeigt.
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4 Diskussion

4.1 Auswahl des Tiermodells

In der vorliegenden Arbeit wurde das Maus-Modell der Hypoxie-induzierten pulmonalen
Hypertonie (PH) verwendet. In diesem Modell wird durch chronische Hypoxie (10 % O,)
ein Anstieg im pulmonalarteriellen Druck sowie ein struktureller Umbau der pulmonalen
Gefdfle erzeugt, welches in einer anhaltenden Erhohung des pulmonalvaskuldren

Widerstands und einer gesteigerten Rechtsherzhypertrophie resultiert™.

Hypoxie ist selbst ein natiirlicher Stimulus der PH wund fiihrt zu &hnlichen
pulmonalvaskuldren Verdanderungen wie sie in Patienten der Gruppe 3 der aktuellen
Klassifikation zu finden sind (siche Punkt 1.2.1). Im Gegensatz dazu stellt das
Monocrotalin(MCT)-Modell eine kiinstliche und toxische Simulation der Erkrankung dar,
in der neben Verletzungen in der Lunge, auch unerwiinschte akute bis subakute Schiden an
Niere, Leber und Herz auftreten>.

Das Modell der Hypoxie-induzierten PH ist sehr gut prognostizierbar und innerhalb einer
Spezies/eines Stammes iiberaus reproduzierbar’®. Die chronische Hypoxie fiihrt in fast
allen Séugetieren zu #hnlichen strukturellen Verinderungen . Beachtet werden muss
jedoch die starke Varianz der Suszeptibilitit zwischen verschiedenen Tierarten, so zeigen
Lammer keinen Anstieg im pulmonalarteriellen Druck (pulmonary arterial pressure —
PAP) durch chronisch hypoxische Exposition'”’, Miuse reagieren verhiltnismifBig
schwach® und Kilber relativ stark auf einen chronisch verminderten p0254. Auch Alter®
und Geschlecht'?" *? sind maBgeblich fiir die Ausprigung der Symptome verantwortlich.
Eine Adaptation an geringere Sauerstoffzufuhr ist allerdings auch bewiesen. So zeigen
Yaks im Gegensatz zu Rindern keinen signifikant erhdhten PAP in groen Hohen. Auch
eine Kreuzung von Kiihen und Yaks fiihrte zu einem protektiven Phinotyp was auf einen
autosomal-dominanten Erbgang schlieBen lisst'>. Ebenso haben sich Hochlandvélker, wie
z.B. die tibetische Bevolkerung, durch den Aufenthalt in groBen Hohen iiber viele
Generationen an das geringe Sauerstoffangebot angepasst, was sich in auBergewdhnlich
niedrigen Werten im PAP und im pulmonalen Widerstand bemerkbar macht'**.

Generell ist aber anzumerken, dass durch MCT-Applikation in der Ratte eine schwerere PH

als durch Hypoxie induziert wird. Diese ist mit den Stadien 3 und 4 der NYHA-
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Klassifikation (siche Tabelle 1) vergleichbar®® und fiihrt nach sechs bis acht Wochen zum
Tod durch Rechtsherzversagen®. Hypoxie verursacht dagegen nur einen méfigen Grad an

GefaBumbauprozessen’” und somit eine schwache Form der PH; diese ist vergleichbar mit

dem Stadium 2 in der NYHA-Klassifikation®.

Der Aspekt, dass die Hypoxie-induzierte PH im Tiermodell durch Reoxygenierung

reversibel ist'%1%

, muss kritisch betrachtet werden, da dies nicht dem progredienten und
meist tddlichen Verlauf der humanen Erkrankung entspricht®®. Hierbei ist aber zu beachten,
dass auch bei Menschen, die eine reine Hypoxie-induzierte PH in der Hohe entwickeln,
eine deutliche Verbesserung durch Riickkehr auf Meereshdhe eintritt”*. Dennoch erlaubt
dieses Modell gerade durch den Punkt der Reversibilitidt Einblicke in die Mechanismen zu
nehmen, die an der Umkehrung der GefiaBumbauprozesse beteiligt sind. Durch die
Identifizierung und Charakterisierung der Signaltransduktionswege, die dieser Umkehrung
zu Grunde liegen, konnten Angriffspunkte gefunden werden, durch die diese
lebensbedrohliche Erkrankung nicht nur wie bisher symptomatisch sondern auch kausal
und kurativ behandelt werden konnte. Da gerade die Ergriindung der Faktoren, die diesem
Gesundungsprozess zu Grunde liegen das Ziel der vorliegenden Arbeit ist und kein anderes

Tiermodell der PH reversibel ist, kann diese Fragestellung nur im Tiermodell der Hypoxie-

induzierten PH untersucht werden.

Ein groBer Vorteil in der Verwendung von Maéusen in dieser Arbeit liegt in der
vollstdndigen Sequenzierung des Méuse-Genoms. Durch gezielte Manipulation im Erbgut
konnen Modellorganismen geschaffen werden, in denen das gewiinschte Gen z.B. nicht,
nur teilweise oder vermehrt exprimiert wird, wodurch wichtige Erkenntnisse iiber dessen
Funktion gewonnen werden konnen. Auch konnten trotz der groBen Diskrepanz zum
humanen Organismus z.B. in Anatomie und im Metabolismus, schon einige erfolgreiche
Therapiekonzepte auch basierend auf Ergebnissen aus dem Modellorganismus Maus auf
den Menschen iibertragen werden. So stammt z.B. die heute etablierte Verwendung von
Sildenafil in der Behandlung der PH aus der Forschung der Hypoxie-induzierten PH am

. 135
Tier".
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4.2 Auswahl eines Kandidatengens aus den reversiblen
GefaBumbauprozessen der Hypoxie-induzierten PH

Die Reversibilitit der Hypoxie-induzierten PH'*'** konnte durch Untersuchungen in dem

121
.In

Labor, in dem auch die vorliegende Doktorarbeit angefertigt wurde, bestitigt werden
dieser der eigenen Arbeit vorangegangenen Studie konnte ein signifikanter Abfall im
rechtsventrikuldren systolischen Druck (right ventricular systolic pressure — RVSP), dem
Muskularisierungsgrad der kleinen, normalerweise nichtmuskularisierten Gefille sowie in
der Rechtsherzhypertrophie nach normoxischer Reexposition chronisch hypoxischer
Maiuse gezeigt werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erlaubte die Bestimmung der
verdnderten Genexpression dieser Tiere nun Gene zu identifizieren, die im Zeitverlauf der
reversiblen GefaBBumbauprozesse reguliert sind und somit einen Einfluss auf die
Riickbildung des GefaBumbaus haben konnten.

Die Genexpression wurde in der vorliegenden Arbeit zu mehreren Zeitpunkten wihrend
der Umkehr der Gefdlverdnderungen betrachtet, um so ein besseres Verstiandnis iiber den
Gefalumbauprozess zu gewinnen. Die Analyse erfolgte im Zeitverlauf um die
Aussagekraft der Ergebnisse zu erhohen. Eine konsistente Regulation eines so ermittelten
Kandidatengens erhoht die Warscheinlichkeit, dass dieses eine wichtige Rolle in der
Revertierung des GefdBumbaus innehaben konnte. Wire stattdessen nur ein willkiirlicher
Zeitpunkt gewihlt worden, konnte dies zur Fehlinterpretation der Daten fiihren. So war
z.B. der Chemokin-Rezeptor 2 (Cr2) nach Reoxygenierung zundchst vermindert
exprimiert, am dritten Tag der normoxischen Reexposition zeigte sich keine Regulation im
Vergleich zu chronisch hypoxischen Tieren und im weiteren Zeitverlauf war er stark
erhoht. Ware nur ein willkiirlich gewihlter Zeitpunkt untersucht worden, konnten sich
folglich drei verschiedene Interpretationsmoglichkeiten fiir die Rolle dieses Gens im

Umkehrprozess der Gefallverinderungen ergeben.

Die Verwendung von cDNA-Microarrays in der vorliegenden Arbeit erlaubt eine
genomweite Untersuchung zur differentiellen Genexpression im Zeitverlauf der
Reoxygenierung nach vorheriger chronisch hypoxischer Exposition. Durch dieses
Verfahren besteht die Moglichkeit die Expression tausender von Genen simultan zu
beurteilen'*®. ¢cDNA-Microarrays kénnen zur Identifikation prognostischer Marker fiir
bestimmte Krankheiten herangezogen werden und Aufschluss iiber ganze Gensitze geben,

die unter den untersuchten Bedingungen differentiell exprimiert sind"’. Als weitere
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Vorteile dieser Methode sind die vergleichsweise geringen Probenmengen, die zur
Durchfiihrung bendtigte, relativ kurze Zeit und der verhéltnismidfig geringe
Arbeitsaufwand zu nennen.

Andererseits ist die Verwendung von cDNA-Microarrays aber auch enorm kostspielig und
die Ergebnisse sind extrem abhiingig von der Reinheit der RNA"’. Mit der Generierung
enormer Datenmassen steigt ebenfalls das Risiko, falschpositive Resultate zu erlangenng,
Daher sind tiefgreifende bioinformatische Kenntnisse in der Datenerfassung, bei der
Vernetzung der Ergebnisse, in der Implementierung und Erweiterung statistischer
Methoden sowie bei der Auswertung der Ergebnisse unabdingbar, um eine solche Menge
an Daten in verlissliche und interpretierbare biologische Informationen umzuwandeln'*®
138 Dariiberhinaus empfiehlt es sich, eine Verifizierung der Ergebnisse auf mRNA-Ebene

durch q-PCR sowie auf Proteinebene mittels Western Blot durchzufiihren'®.

In der
vorliegenden Arbeit wurde durch die Verwendung einer kapillarelektrophoretischen
Testung sichergestellt, dass die verwendete RNA eine hohe Reinheit besall. Zur
Gewihrleistung der sorgféltigen und verldsslichen Auswertung der cDNA-Microarrays
erfolgte die Analyse der Daten durch den erfahrenen Statistiker Dr. Jochen Wilhelm. Das
Expressionsprofil des so gefundenen Kandidatengens AMD-1 wurde des Weiteren an Hand
randomisierter Proben auf mRNA-Ebene durch g-PCR bestitigt. Die Bestimmung der

Proteinexpression konnte nicht durchgefiihrt werden, da die zur Verfligung stehenden

Antikorper eine geringe Spezifitit aufweisen.

In den in dieser Arbeit vorliegenden cDNA-Microarray-Untersuchungen zeigten sich
Verdnderungen in mehreren Signaltransduktionswegen, von denen einige bereits in der
Pathogenese der PH bekannt sind. Hierbei handelt es sich zum Beispiel um Calcium- oder
MAPKinase-Signaltransduktionswege, Zellzyklus oder Apoptose®® """ '*. Dies bestitigt
die Validitdit der Methode, da Verdnderungen in Zellzyklus-Regulation und der
Zellproliferation eine wichtige Rolle in den Hypoxie-induzierten GefdBumbauprozessen
spielen und zu einer Verdickung der GefiBwand fiihren’" '*. Diese Regulation konnte in
der vorliegenden Arbeit an Hand von g-PCR-, Western Blot-Analysen und
immunhistochemischen Fiarbungen bestétigt werden. Hier konnte gezeigt werden, dass die
Hypoxie-induzierte erhohte Expression des Antigens Ki67 (Ki67) und des nuklearen
Antigens proliferierender Zellen (Proliferating Cell Nuclear Antigen - PCNA) durch
anschliefende Reoxygenierung wieder erniedrigt wurde.

Ki67 und PCNA sind beide aus der Literatur als Proliferationsmarker bekannt'*" 42,
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PCNA ist ein auxilidres Protein der DNA-Polymerase 8'** und wird vor allem in der G1-
und S-Phase verstirkt exprimiert'®. Es konnte gezeigt werden, dass PCNA sowohl eine
Rolle bei der DNA-Replikation spielt als auch in der Reparatur von Zellschiden'*!. Des
Weiteren eignet sich Ki67 sehr gut als Proliferationsmarker, da Ki67 nicht in ruhenden
Zellen prisent ist, aber in proliferierenden Zellen universal exprimiert wird'*’. Das Antigen
ist wahrend der Interphase im Nukleus detektierbar, wahrend es in der Mitose vor allem
auf der Oberfliche der Chromosomen zu finden ist'*'. So konnte z.B. in einer Metaanalyse

eine Korrelation von Ki67 mit einem frithen Brustkrebsstadium aufgezeigt werden'*.

Neben der Verdnderung in Signaltransduktionswegen, zeigten sich in den Versuchen zur
differentiellen Expression nach Reoxygenierung auch Verdnderungen in der Expression
von einzelnen Genen, die mit der Entstehung der PH in Verbindung gebracht werden.
Hierzu zéhlen Elastin, Kollagene oder der natriuretische Peptidrezeptor 3 (NPR3)'71%,
Als eines der am stirksten runterregulierten Gene in dieser Studie zeigte sich die S-
Adenosylmethionin-decarboxylase 1 (AMD-1). AMD-1 katalysiert die Decarboxylierung
von S-Adenosylmethionin und ist eins der beiden geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme
in der Polyaminsynthese®. Auf Basis der cDNA-Microarray-Daten wurde AMD-1 als

Kandidat zur Untersuchung der vaskuldren Umbauprozesse und ihrer Reversibilitit und

den damit einhergehenden Mechanismen ausgewéhlt.

Die Auswahl erfolgte aus folgenden Griinden:

1. AMD-1 war eins der am stérksten erniedrigten Gene zu allen untersuchten Zeitpunkten
der Reoxygenierung nach chronischer Hypoxie, sowie stark hochreguliert wihrend
hypoxischer Exposition; 2. wie bereits gezeigt wurde, besitzt AMD-1 eine wichtige
Funktion in der Embryonalentwicklung'?*; 3. AMD-1 wurde in Verbindung mit der
Progression von hochproliferativen Erkrankungen wie verschiedenen Krebsformen

150-152

gebracht und 4. schlieBlich wurde AMD-1 eine Rolle in der Geweberegeneration

zugesprochen'™* 1%,

4.3 Polyamine

Wie bereits genannt stellt AMD-1 eins der beiden geschwindigkeitsbestimmenden
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Enzymen der Polyaminbiosynthese dar®’. Polyamine sind niedermolekulare, organische
Verbindungen, die durch primére und sekundire Aminogruppen charakterisiert sind. Diese
liegen unter physiologischen Bedingungen protoniert vor'>*. Erstmals wurden sie 1678 von
Antonie van Leeuwenhoek'™ in der menschlichen Samenfliissigkeit beschrieben, die
Aufklirung der chemischen Struktur erfolgte 1924'%°,

Ihre physiologische Konzentration liegt im millimolaren Bereich, der freie Anteil ist aber
durch ionische Bindung an anionische Verbindungen wie DNA, RNA, Proteine und
Phospholipide deutlich geringer'’>. Polyamine sind essentiell fiir alle Zellen von
Séugetieren. Sie besitzen eine regulatorische Funktion in hochproliferativen Prozessen wie

150, 151 .
> und in der

in der Embryonalentwicklung'**, bei der Progression von Krebswachstum
Wundheilung % '*. Sie werden fiir ein optimales Zellwachstum bendtigt: So sind die
Enzyme der Polyaminsynthese in der Embroyonalentwicklung, der Leber und in
verschiedenen Krebsformen stark exprimiert, wogegen sie in alternden Zellen und in vielen
adulten Geweben erniedrigt sind'>®. Ist die Polyaminsynthese durch Mutation oder
Inhibitoren verhindert, so muss zumindest ein Polyamin substituiert werden, um ein

155

kontinuierliches Uberleben der Zellen zu sichern>>. Mit wachsender Evidenz wird eine

Polyamin-Inhibition mit verringerten Raten im Zellwachstum, der Angiogenese und der
Expression von Genen in Verbindung gebracht, die die Tumorinvasion regulieren'®’ .
Eine erhohte Polyamin-Konzentration im Urin korreliert dagegen sehr gut mit der
Progression von Tumorerkrankungen'®'. Diese bedeutende Rolle von Polyaminen in der
Regulation von proliferativen Prozessen, welche ein wichtiges Charakteristikum der

vaskuldren Umbauprozesse in der PH darstellen®

, lisst daher auf eine mdgliche
Beteiligung von Polyaminen und ihren Schliisselenzymen in der Signalweiterleitung von

PH-induzierenden Stimuli wie z.B. der Hypoxie auf die pulmonale Strombahn schlief3en.

Neben der Rolle fiir die Zellproliferation und die Angiogenese besitzen Polyamine auch
eine regulatorische Funktion im induzierten Zelltod. Diese ist bivalent: So wirkt Spermin
in unphysiologisch hohen Konzentrationen toxisch auf BHK-Zellen (baby hamster kidney
cells)'** und induziert Apoptose in U937-Zellen iiber die Freisetzung von Cytochrom C aus

3

den Mitochondrien'®. Andererseits konnte gezeigt werden, dass Polyamine eine

164 Sowie in

experimentell-induzierte Apoptose in Kleinhirnneuronen der Ratte
verschiedenen Krebszelllinien'® inhibieren. Diese antiapoptotischen Funktionen konnten
durch die Rolle der Polyamine in der DNA-Stabilisation, dem Schutz der DNA vor

oxidativem Stress, sowie durch Inhibition von Endonukleasen erklirt werden'>*. Da neben
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der erhdhten Proliferation auch eine verminderte Apoptose von Zellen der GefdBwand in
der PH bekannt ist’, kénnten Polyamine und ihre Schliisselenzyme also auch durch ihr

antiapoptotisches Potential zur Etablierung und Manifestierung der PH beitragen.

4.3.1 Polyaminbiosynthese

Polyamine konnen auf verschiedenen Wegen in die Zelle gelangen. Sie konnen {iiber die

Nahrung aufgenommen oder durch Bakterien im Darm gebildet werden'™

. Der grofite Teil
entsteht aber durch Biosynthese in der Zelle selbst, ausgehend von der Aminosdure
Arginin'>®. Durch enzymatische Umsetzung entsteht Ornithin, welches durch die
Ornithindecarboxylase 1 (ODC-1) unter Abspaltung von CO; in die Polyaminvorstufe
Putrescin umgewandelt wird. Die Synthese der Polyamine Spermidin und Spermin erfolgt
durch Anlagerung von Aminopropylgruppen durch die Transferasen Spermidin- und
Spermin-Synthase'>>. Diese sind konstitutiv exprimiert und werden vor allem durch die

Verfiigbarkeit ihrer Substrate reguliert'>”.

Die Aminopropylgruppen stammen von
decarboxyliertem S-Adenosylmethionin (d-SAM), welches durch das Enzym S-
Adenosylmethionin-decarboxylase-1 (AMD-1) gebildet wird (Abbildung 28). ODC-1 und
AMD-1 sind induzierbare Enzyme und stellen somit die Schliisselenzyme im

Polyaminaufbau dar.

4.3.2 Polyaminabbau

Polyamine konnen katabolisiert und anschlieBend iiber den Urin ausgeschieden werden. Zu
diesem Zweck werden sie iiber die Spermidin/Spermin-N'-acetyltransferase (SSAT) in N'-
Acetylspermidin bzw. —sperimidin umgewandelt und konnen als solche aus der Zelle

- 152
exportiert werden ™.

Die Acetylgruppe stammt von Acetylcoenzym A. Andererseits
konnen die acetylierten Polyamine auch durch die N'-Acetylpolyaminoxidase (APAO) in
Spermidin oder Putrescin sowie 3-Aceto-aminopropanal und Wasserstoffperoxid
umgewandelt werden'® und bleiben somit dem Polyaminpool der Zelle erhalten. Die
Umwandlung von Spermin zu Spermidin kann auch in einem Schritt iiber die

Sperminoxidase (SMO) erfolgen. Hierbei enstehen ebenfalls 3-Aceto-aminopropanal und
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Wasserstoffperoxid als Nebenprodukte'*2.

ODC-1 und AMD-1 besitzen eine sehr kurze Halbwertszeit (ODC-1 10 - 30 Minuten'>,
AMD-1 um eine Stunde'®’) und werden iiber das 26S Proteasom abgebaut'>2. AMD-1 wird
hierbei zunéchst ubiquitinyliertlsz, ODC-1 dagegen wird iiber den endogenen Inhibitor

Antizym zum proteasomalen Abbau markiert'®®,

Harnstoffzyklus l
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Abbildung 28: Polyaminbiosynthese

Ausgehend von Ornithin aus dem Harnstoffzyklus wird iiber die Ornithindecarboxylase (ODC-1) Putrescin
gebildet. Die S-Adenosylmethionindecarboxylase 1 (AMD-1) induziert die Abspaltung von CO, von S-
Adenosylmethion (SAM), wodurch decarboxyliertes S-Adenosylmethionin (d-SAM) entsteht. Die
Transferasen Spermidin- und Spermin-Synthasen iibertragen anschlieBend eine Aminopropylgruppe von d-
SAM auf Putrescin bzw. Spermidin, wodurch Spermidin bzw. Spermin und 5°‘-Deoxy-5‘-Methylthioadenosin
(MTA) entstehen. Der Abbau der Polyamine erfolgt durch Acetylierung iiber Spermidin/Spermin-N1-
acetyltransferasen (SSAT), wodurch ein acetyliertes Abbauprodukt entsteht, welches aus der Zelle exportiert

werden kann. Andererseits kann dieses Produkt auch durch die N'-Acetylpolyaminoxidase (APAO) in das
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jeweils vorgeschaltete Polyamin, 3-Aceto-aminopropanal und H,O, umgesetzt werden. Die Bildung von

Spermidin aus Spermin kann auch in einem Schritt iiber die Sperminoxidase (SMO) erfolgen, hierbei

152
L.

entstehen ebenfalls 3-Aceto-aminopropanal und H,0O,. (Ado = Adenosyl). Aus Casero et al. ~, modifiziert.

4.4 Charakterisierung von AMD-1 in der Hypoxie-induzierten PH

Wie bereits gezeigt wurde, spielen Polyamine eine bedeutende Rolle in der

130 5L 153 g die Zellproliferation ein wichtiges Charakteristikum der

Zellproliferation
Hypoxie-induzierten PH darstellt*’, ldsst sich eine mdgliche regulatorische Funktion der
Polyamine und ihrer Schliisselenzyme auf das pulmonale Gefdl3ssystem unter hypoxischen
Bedingungen ableiten.

Mittels g-PCR konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Expression von
AMD-1 unter chronischer Hypoxie in murinen Gefden der Lunge, dem Ort der

! erhoht war. Im Gegensatz zu pulmonalen

pulmonalvaskuldren Umbauprozesse™
Gefidflen, reagierten systemische Arterien auf hypoxische Exposition nicht mit einer
erhohten Expression von AMD-1. Dies zeigt die Spezifitit der Regulation fiir die
pulmonale Strombahn. Des Weiteren wurde AMD-1 auch in Gefdllen von IPAH-Patienten
stiarker exprimiert als in denen von gesunden Donoren, welches eine potentielle Translation

der Daten aus dem Tiermodell auf die humane Erkrankung nahelegt.

Im Einklang mit dieser Annahme konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass
eine hypoxische Exposition in vivo zu einer gesteigerten Expression von AMD-1 im
Mauslungenhomogenat fiihrte. Ebenso wurden bereits eine signifikant erhohte AMD-1-
Aktivitit in chronisch hypoxischen Rattenlungen'® sowie deutliche Anstiege in der ODC-
1- und AMD-1-Aktivitit nach der Applikation von Monocrotalin nachgewiesen'”".
Dartiberhinaus wurden auch erhohte Polyaminspiegel unter hypoxischen Bedingungen in
der Rattenlunge gefunden'®” '”'. Die Applikation des ODC-1-Inhibitors a-Difluormethyl-
ornithin (DFMO) verhinderte die MCT-induzierte PH'’? und fiihrte zur partiellen
Reversion der MCT-induzierten PH, wenn die Applikation nach Etablierung der

172 Nichtsdestotrotz liegt bis heute kein direkter molekularer Beweis

Erkrankung erfolgte
in vivo vor, der die Relevanz der polyaminsynthetisierenden Enzyme ODC-1 und AMD-1

in der Entstehung oder Regression der PH bestitigt.
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Die eigenen Daten konnten zeigen, dass AMD-1 in der Mauslunge iiberwiegend in
pulmonalarteriellen  glatten Muskelzellen exprimiert wird, den mutmaBlichen
Effektorzellen der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion®?* (HPV, siche Punkt 1.1.2).
Des Weiteren spielt die Hypertrophie der glatten Muskelschicht auch eine wichtige Rolle in
den GefaBumbauprozessen der Lunge, wie z.B. in der Verdickung der GefaBwand und der
Neomuskularisierung (Pulmonalvaskuldre Umbauprozesse, sieche Punkt 1.3). Dies ist ein
weiteres Argument fiir eine mogliche Beteiligung von AMD-1 an pulmonalen
Gefallumbauprozessen bei PH.

Zur Bestimmung der Lokalisation wurde eine nicht-isotopische in situ Hybridisierung
(NISH) anstatt einer {blichen immunhistochemischen Methode verwendet, da die
kommerziell erhdltlichen Antikorper gegen AMD-1 ein hohes Mall an unspezifischen
Reaktionen aufwiesen und sonst keine immunhistochemischen Untersuchungen

angewendet werden konnten.

Um die Rolle von AMD-1 in der Hypoxie-induzierten PH in vivo zu untersuchen, wurden
Knockout-Tiere chronischer Hypoxie ausgesetzt. Da AMD-1""- ebenso wie ODC-17-

124, 173, wurden in dieser Arbeit

Miuse in der frilhen Embryonalentwicklung sterben
heterozygote Tiere eingesetzt. Bisher ist kein Phénotyp in AMD-1""-Tieren bekannt. Sie
werden als normal, fruchtbar und lebensfihig beschrieben'**.

Verglichen zu Wildtyp-Mausen war die Hypoxie-induzierte PH in AMD-1""-Tieren
weniger stark ausgepragt. Dies zeigte sich durch signifikant niedrigere Werte im RVSP, in
der Rechtsherzhypertrophie sowie im Muskularisierungsgrad der kleinen pulmonalen
GefdBle. Gleichzeitig fiihrte eine verminderte AMD-1-Expression zu einer erniedrigten
Proliferation und einer erhohten Apoptose. Die prizise Kontrolle des Gleichgewichts
zwischen Proliferation und Apoptose in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen ist sehr
wichtig fiir die Aufrechterhaltung der strukturellen und funktionellen Integritit der
pulmonalen GefiBe’. Eine therapeutische Intervention an diesem in der PH gestrten
Gleichgewicht, durch Inhibition der Zellproliferation oder Induktion der Apoptose in der
GefiBwand umgebauter Pulmonalarterien, konnte in Tierexperimenten eine bereits

etablierte PH wieder aufheben’®. Eine Inhibition von AMD-1 kénnte demnach auch zu

einer Revertierung der Erkrankung fiihren.

Im Gegensatz zu AMD-1 =zeigte sich in der mRNA-Expression des zweiten

geschwindigkeitsbestimmenden Enzyms der Polyaminsynthese - ODC-1 - keine
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Verdanderung im Mauslungenhomogenat nach chronisch hypoxischer Exposition. Auch in
isolierten humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen zeigten sich konstante ODC-
1-Spiegel nach hypoxischer Inkubation, in murinen pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen fielen diese sogar ab. Im Einklang mit diesen Ergebnissen wurden bereits
eine erniedrigte ODC-1-Expression in hypoxisch exponierten bovinen pulmonalarteriellen
glatten Muskelzellen' ™ sowie eine verminderte ODC-1 Aktivitit in chronisch hypoxischen
Rattenlungen gezeigt'®’. Dagegen wurde in einer anderen Studie ein positiver Einfluss der
praventiven ODC-1-Inhibition wihrend chronisch hypoxischer Exposition von Ratten
durch einen verringerten PAP und die Abnahme der medialen Gefd3dicke festgestellt. Die
Rechtsherzhypertrophie wurde jedoch durch eine Inhibition von ODC-1 nicht beeinflusst™
' In der vorliegenden Arbeit konnte dagegen kein priventiver Phinotyp von ODC-1""-
Maiusen bei chronisch hypoxischer Exposition ermittelt werden. Es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass ein solcher Phinotyp in homozygoten Knockout-Tieren
auftreten konnte, hier aber durch eine funktionelle Kopie des Gens iiberdeckt wurde. Um
dies zu iiberpriifen, konnten in weitergehenden Studien induzierbare ODC-1-Knockout-
Maiuse oder ein spezifischer Inhibitor verwendet werden. Unabhidngig von der Rolle von
ODC-1 lasst sich aus den eigenen Daten ableiten, dass AMD-1, zumindest in der murinen
Lunge, ein Schliisselenzym des Polyaminstoffwechsels ist, welches an den Hypoxie-

induzierten Umbauprozessen der Lungengefiafie beteiligt ist.

4.5 Aufklarung des Upstream-Signaltransduktionsweges von
AMD-1 im Hypoxiemodell

Interessanterweise wurde die AMD-1-mRNA-Expression weder in isolierten murinen noch
humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen durch einen direkten Effekt von
Hypoxie (z.B. durch den Hypoxie-induzierbaren Faktor 1 — HIF-1) auf diese Zellen
beeinflusst. Dies bestitigt erneut, dass die Hypoxie-induzierten GefdBumbauprozesse in
der pulmonalen Zirkulation einen sehr komplexen Prozess darstellen, in dem viele
interaktive Vorginge zwischen verschiedenen Zelltypen, deren Differenzierung sowie die
Freisetzung von Wachstumsfaktoren stattfinden®* "% 17",

Hypoxie fiihrt neben der Induktion von HIF-1 auch zur verstirkten Expression von anderen

Wachstumsfaktoren, die ihrerseits in die Regulation einer Vielzahl von Genen eingreifen
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konnen. So werden in der Literatur z.B. PDGF, TGF-g1 und EGF als Hypoxie-induzierbare
Wachstumsfaktoren beschrieben und als FEinflussgrofen in der Pathogenese der
tierexperimentellen und humanen PH diskutiert'™ > % 178180 Diege wirken stimulierend
auf die Proliferation von glatten Muskelzellen nach Freisetzung z.B. aus adventitiellen

181 Diese Wachstumsfaktoren koénnen auch die AMD-

182, 183

Fibroblasten'” oder Endothelzellen
1-Spiegel in verschiedenen Zelltypen verdndern . Dennoch ist wenig iber die
Regulation der AMD-1-Expression in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen bekannt. In
der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Wachstumsfaktoren
PDGF und EGF die AMD-I1-Expression in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen
erhohen. Der stirkste Anstieg wurde hierbei nach EGF-Gabe beobachtet.

In diesem Kontext ist bekannt, dass das multifunktionale Zytokin EGF unter hypoxischen
Bedingungen verstirkt gebildet wird'® und dass Hypoxie die Ausbildung einer PH
induzieren kann** **. Somit ergibt sich hier also ein méglicher Zusammenhang zwischen
erhohten EGF-Spiegeln in Hypoxie, der darausfolgenden erhohten Expression von AMD-1
und der Etablierung einer PH. EGF induziert neben anderen Liganden wie z.B. TGF-a,
Amphiregulin, heparin-bindendes EGF (HB-EGF) und Betacellulin'®, die Dimerisierung,
intrazellulire Posphorylierung und somit die Aktivierung des EGF-Rezeptors'*. Dieser
gehort zur  ErbB-Familie, eine Gruppe von vier strukturell verwandten
Rezeptortyrosinkinasen'®’. Eine Deletion des EGF-Rezeptors im Mausmodell fithrt zu
schweren Anomalien in der Entwicklung von Haut, Niere, Gehirn, Leber und im
Gastrointestinaltrakt und abhédngig vom genetischen Hintergrund innerhalb von drei

'8 Eine Uberexpression des EGF-Rezeptors ist dagegen aus

Wochen zum Tode
verschiedenen Krebsarten bekannt und wird mit einer schlechten Prognose und einer
geringen Uberlebensrate in Verbindung gebracht'™ '°. Ebenso wird eine erhohte EGF-
Expression mit weiteren pro-proliferativen Erkrankungen assoziiert, so wird EGF in

kardialer und pulmonaler Fibrose verstirkt gebildet'”! 2

und konnte in Lungenbiopsien
von Patienten mit angeborenen Herzfehlern in der Neointima nachgewiesen werden'®”.
Eine Blockade des EGF-Rezeptors steigerte das Uberleben im Tiermodell der MCT-
induzierten PH®. Eine Applikation von humanem rekombinantem EGF in Ratten fithrten
zu dhnlichen strukturellen Verdnderungen der Gefidfle, wie sie vier Wochen nach MCT-
Applikation zu finden sind. In beiden Fillen sind auch erhohte Spiegel von Polyaminen
messbar' ",

EGF kann eine Reihe von Mediatoren induzieren, darunter auch den Transkriptionsfaktor

1125-127 195, 196

Egr welcher im Gegenzug aber auch die Expression von EGF verstirken kann
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Somit wird letztendlich eine positive Feedback-Schleife erzeugt, die zur Progression der
PH beitragen konnte. Egrl kann ebenso wie EGF auch durch Hypoxie induziert werden'*®
und wird in verschiedenen humanen Tumoren iiberexprimiert'”” '**. Ebenso wie EGF,
spielt auch Egrl eine wichtige Rolle in der Zellproliferation. So wird die Proliferation von
pulmonalvaskuldren Zellen durch Zigarettenrauch iiber die Aktivierung von Egrl
gesteuert'”. Dariiber hinaus ist die Egrl-Expression wihrend der Entwicklung der
Neointima in der Scher-Stress-assoziierten PH erhoht®”. Es wurde bereits gezeigt, dass
EGF die Expression von Egrl iiber den Erkl/2-Signaltransduktionsweg beeinflussen
kann'?®'?7. Erk1/2 ist die Abkiirzung fiir extracellular-signal-regulated kinases und gehdrt
zu den Mitogen-aktivierten Kinasen (MAP-Kinasen, MAPK), die durch mehrere
aufeinanderfolgende Kinasen gekennzeichnet sind. Diese werden durch Phosphorylierung
aktiviert. MAPK-Signaltransduktionswege konnen durch verschiedene Stimuli wie
Wachstumsfaktoren aktiviert werden und regulieren eine Vielzahl von intrazelluldren
Prozessen wie Proliferation, Apoptose und Zelldifferenzierung'®.

In diesem Kontext konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der
stimulierende Effekt von EGF auf die Egrl-Expression auch in humanen
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen durch Erk1/2 vermittelt wird, was durch
erniedrigte Egr1-Spiegel nach Inhibition von Erk1/2 demonstriert wurde. Die Aktivierung
des Erkl1/2-Signaltransduktionswegs spielt eine wichtige Rolle in der Proliferation von
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen®®' und eine Fehlregulation der MAP-Kinasen ist
im Zusammenhang mit der PH bekannt®*. So ist eine Aktivierung der MAP-Kinasen durch
Hypoxie in der Mauslunge®” sowie in pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen aus Ratte
und Mensch nachgewiesen”. Dariiber hinaus wird eine iiberschiefende Erk1/2-
Signalweiterleitung in der vererbbaren PAH vermutet®”".

Eine computergestiitzte Promotoranalyse des humanen AMD-1-Gens in der eigenen Arbeit
konnte die Existenz einer Egrl-Bindestelle mit der Sequenz ,,cgtcccege™ in der Position -
386 vor dem Transkriptionsstart zeigen. Diese wurde von Nishimura ef al. bereits in einer
allgemeinen Charakterisierung des AMD-1-Promotors beschrieben’”. Diese Bindestelle ist
bis auf die Anderung in einem Nukleotid im Genom von Maus, Ratte und Mensch

. 205
konserviert

. Die Funktionalitét dieser hypothetischen Egrl-Erkennungssequenz wurde
aber bis heute weder in vivo noch in vitro bewiesen. In der vorliegenden Arbeit konnte
mittels ChIP- und EMSA-Experimenten gezeigt werden, dass Egrl mit dem AMD-1-
Promotor in humanen pulmonalartiellen glatten Muskelzellen interagiert. Des Weiteren

wurde hier ermittelt, dass diese Interaktion zwischen Egrl und AMD-1 durch EGF-
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Applikation noch potenziert wird. Somit wurde hier erstmals eine Signalkaskade in
humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen aufgezeigt, die ausgehend von EGF
iiber Erk1/2 und Egrl zu einer verstiarkten Expression von AMD-1 fiihrt. Da bei der ChIP-
Methode die Fixierung der Komplexe aus Proteinen und DNA in lebenden Zellen erfolgt,
wird angenommen, dass die so gewonnenen Ergebnisse auch der Situation in vivo

entsprechen.

4.6 Aufklarung des Downstream-Signaltransduktionsweges von
AMD-1 im Hypoxiemodell

Um den molekularen Mechanismus der EGF-Erk1/2-Egr1-AMD-1-Signalkaskade in der
PH zu untersuchen, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Zielstrukturen von AMD-
1 analysiert. Da in der eigenen Microarray-Studie das Phosphatidylinositol-(PI)-
Signalsystem und der Inositolphosphatmetabolismus als stark reguliert auftraten, wurde die
mogliche Expression von Phospholipase C-yl (PLC-yl) in diesem Zusammenhang
untersucht. Die PLC-yl ist ein Schliisselprotein des PI-Signalsystems und des
Inositolphosphatmetabolismus.  Die  Aktivierung der PLC-yl  erfolgt durch
Phosphorylierung, diese kann unter anderem durch Polyamine induziert werden'?.
Phosphoryliertes PLC-yl induziert die Hydrolyse von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,) zu Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3)**. IP;
wird in das Zytosol abgegeben und fithrt zur Freisetzung von Ca*" aus intrazelluliren
Speichern®”’. Eine erhohte intrazellulire Ca’'-Konzentration wiederum vermittelt
(hypoxische) pulmonale Vasokonstriktion und GefaBumbauprozesse und ist somit an der
Ausbildung einer PH beteiligt”. DAG dagegen induziert einen nicht selektiven
Kationeninflux durch rezeptor-aktivierte Kanile (receptor-operated channels, ROC) wie
z.B. durch den transient receptor potential channel 6 (TRPC6)". Eine vermehrte
Expression von TRPC6 konnte in Lungen und isolierten glatten Muskelzellen von IPAH-
Patienten nachgewiesen werden’”™ und eine Deletion des Rezeptors resultiert in der
kompletten Abwesenheit der akuten Phase der HPV'. Dariiberhinaus fungiert DAG als
Aktivator der Proteinkinase C (PKC)*”, die eine wichtige regulatorische Rolle in vielen
zelluldren Prozessen wie Migration, Apoptose, Tumorgenese sowie Zellwachstum und —
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differenzierung spielt . Vor diesem Hintergrund ist interessant, dass in der
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vorliegenden Arbeit eine verminderte AMD-1-Expression in humanen pulmonalarteriellen
glatten Muskelzellen mittels RNA-Interferenz sowie in hypoxischen Knockout-Tieren zu

einer signifikant erniedrigten Phosphorylierung von PLC-y1 fiihrte.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass AMD-1 eine bedeutende, evtl. sogar eine
Schliisselrolle im Prozess der Hypoxie-induzierten pulmonalen GefaBumbauprozesse und
somit der Hypoxie-induzierten PH spielen konnte. Die eigenen Daten werden von
vorangehenden Studien gestiitzt, die zeigen konnten, dass unter hypoxischer Exposition

169, 171
- " und dass durch durch

von Ratten eine erhohte Polyaminkonzentration auftrat
pharmakologische Inhibition von ODC-1 ebenfalls in Ratten zumindest eine teilweise
Verminderung der Symptome der Hypoxie-induzierten GefaBumbauprozesse und der PH

herbeigefiihrt werden konnte'’*.

Dies ist jedoch die erste Untersuchung, die die Rolle von AMD-1 in der Pathogenese der
PH durch Aufkldrung der Regulationskaskade zeigt, und dariiber hinaus Informationen zur
Funktion der Polyamin-Familie in der PH liefert. Auf Basis der eigenen Daten kann
postuliert werden, dass eine pharmakologische Inhibition von AMD-1 zur Privention von

zumindest Hypoxie-induzierter PH fiihren sollte.

4.7 Fazit

In dieser Arbeit konnte eine verdnderte AMD-1-Genexpression in Hypoxie-induzierten
pulmonalen GefédBumbauprozessen sowie in deren Umkehr durch Reoxygenierung gezeigt
werden. Dariiber hinaus stirken die Lokalisation von AMD-1 in pulmonalen Gefdflen und
die schwicher ausgeprigte PH in AMD-1""-Miusen die Hypothese, dass AMD-1 eine
wichtige Funktion in der PH-Pathogenese und —Revertierung innehat. Gleichzeitig wurde
deutlich, dass AMD-1 iiber den EGF-Erk1/2-Egrl-Signaltransduktionsweg reguliert wird
und dass AMD-1 moglicherweise iiber PLC-y1 ein wichtiger Faktor bei der Initiierung des
vaskuldren Umbaus ist (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der Rolle von AMD-1 in der Pathogenese der vaskuliren
Umbauprozesse in der Hypoxie-induzierten PH

Hypoxische Exposition fithrt zu einer erhéhten Expression von EGF. EGF wiederum aktiviert seinen
Rezeptor, wodurch dieser dimerisiert und ein Homodimer bildet. Dies fiihrt zur Phosphorylierung des
intrazelluldren Rezeptors und induziert die Phosphorylierung von Erkl1/2. Die resultierende Induktion der
Egrl-Transkription und Translation fithrt zu einer erhdhten Bildung von AMD-1 und sukzessiv von
Polyaminen. Diese fiihren zu einer vermehrten Phosphorylierung von PLC-y1, was eine erhohte Hydrolyse
von PIP, zu IP; und DAG zur Folge hat. IP; fiihrt zur Freisetzung von Ca2+ aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum. DAG aktiviert rezeptor-aktivierte Kandle (receptor-operated channels (ROC)), wodurch ein
Kationeninflux in die Zelle induziert wird und induziert iiber die Aktivierung von Proteinkinase C (PKC)
eine Vielzahl diverser zelludrer Prozesse. Erhohte intrazelluldre Calciumspiegel wiederum kdnnen vaskulére
Umbauprozesse wie sie in der PH vorkommen, induzieren. Die in rot dargestellten Signalwege entsprechen
den Daten, die in den eigenen Untersuchungen identifiziert wurden. Die schwarzen Pfeile stellen Daten dar,

die aus der Literatur bekannt sind.

Um den therapeutischen Nutzen der Inhibition der Polyaminsynthese in der Behandlung
der PH zu Kkléren, sollte in weitergehenden Untersuchungen Studien mit AMD-1-
Inhibitoren vorgenommen werden. Ein solcher, moglicher spezifischen AMD-1 Inhibitor
ist SAM486A. SAM486A wurde bereits in den Phasen I und II der klinischen Priifung in
anderen Einsatzgebieten getestet”>2'”. So konnte verifiziert werden, ob die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit identifizierten Signalwege auch zur pharmakologischen Therapie der

PH eingesetzt werden konnten. Hier sollte zundchst im Tiermodell ein praventiver
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Behandlungsansatz getestet werden. Bei Erfolg sollte dann untersucht werden, ob auch ein
kurativer Behandlungserfolg, d.h. ein Therapiebeginn nach Erkrankung der Tiere zu einer
verringerten PH fiihrt. Der kurative Effekt konnte auch in induzierbaren Knockout-Mausen
untersucht werden, bei welchen das AMD-1-Gen erst nach Kranheitsentstehung
ausgeschaltet wurde. Bei einem positiven Ergebnis konnten die Ergebnisse aus einer
pharmakologischen Inhibitor-Studie im Rahmen einer klinischen Studie auf ihre
Ubertragbarkeit auf den Menschen analysiert werden.

Da AMD-1 vor allem in den pulmonalen Gefilen, dem Ort der vaskuldren
Umbauprozesse™ ' detektiert wurde und systemische Arterien auf hypoxische Exposition
nicht mit einer erh6hten Expression von AMD-1 reagierten, ldsst sich eine Spezifitdt der
Regulation in der pumonalen Strombahn ableiten. Mit Bezug auf eine mogliche Therapie
der PH durch AMD-1-Inhibitoren konnte dies von Vorteil sein, da die Verwendung eines
zielgerichteten Inhibitors gegen AMD-1 dort zu weniger unerwiinschten Wirkungen fiihren
konnte als bereits etablierte Substanzen.

Als unerwiinschte Wirkungen bei systemischer Gabe des AMD-1-Inhibitors SAM486A
mittels intravendser Applikation beim Menschen sind Fatigue, Neutropenie, palmar-
plantares Erythrodysisthesie-Syndrom, Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhd, Obstipation®'®,
hidmatologische Toxizitdt (Granulozytopenie, Thrombozytopenie, Leukopenie, Anidmie),

12 Knochenmarksdepression®”®, Myalgie, Flushing®",

Anorexie, abnorme Leberwerte
Hypotonie mit Synkopen und T-Wellen-Inversion sowie Fazialisparese®'’ bekannt. Hierbei
ist allerdings zu beachten, dass diese unerwiinschten Wirkungen in Vertrdglichkeits- und
Dosisfindungsstudien und somit bei sehr hohen Dosen beobachtet wurden. Des Weiteren
konnten durch eine mogliche inhalative Anwendung bei der Behandlung der PH die zu
erwartenden systemischen unerwiinschten Wirkungen weiter reduziert werden. Die
vorliegende Arbeit zeigt dariiber hinaus, dass Screeming-Verfahren, wie cDNA-

Microarray-Untersuchungen geeignet sind, potentielle Schliisselfaktoren der PH-

Pathogenese zu identifizieren.
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5 Zusammenfassung

Die PH ist eine lebensbedrohliche Erkrankung, die unbehandelt zum Tode fiihrt. Sie ist
durch einen erhohten pulmonalarteriellen Druck, erhohten pulmonalvaskuldren Widerstand
sowie die mit PH einhergehenden GefdBumbauprozesse charakterisiert, die letztendlich
zum Rechtsherzversagen fiihren konnen. Da die der Erkrankung zu Grunde liegenden
Mechanismen noch nicht vollstindig entschliisselt sind, zielen die derzeitigen
Behandlungsmoglichkeiten eher auf die Verbesserung der Symptomatik, nicht jedoch auf
eine Beseitigung der eigentlichen Ursachen.

Im Modell der Hypoxie-induzierten PH der Maus fiihrt eine normoxische Reexposition
nach vollstdndiger Ausbildung der Erkrankung zu einer Gesundung der Versuchstiere. In
der vorliegenden Arbeit wurden zur Identifizierung der in diesem Heilungsprozess
involvierten Gene genomweite Analysen an Mausen durchgefiihrt. Hierbei wurde die S-
Adenosylmethionindecarboxylase 1 (AMD-1), ein Enzym der Polyaminsynthese, als ein
duBerst stark regulierter Kandidat im Prozess des Revertierens der Hypoxie-induzierten PH
gefunden. AMD-1 stellte einerseits eines der am stirksten erniedrigten Gene bei
Reoxygenierung dar und andererseits eines der am stirksten erhdhten Gene unter chronisch
hypoxischen Bedingungen.

Durch in situ Hybridisierung wurde die vermehrte Expression von AMD-1 unter
pathophysiologischen Bedingungen einer PH sowohl bei der Maus als auch in humanem
Material bestétigt. Des Weiteren zeigte sich eine Lokalisation von AMD-1 in pulmonalen
GefiBen, dem Ort der Umbauprozesse bei PH. Interessanterweise wurde AMD-1 nur in
pumonalen Gefdllen unter hypoxischen Bedingungen vermehrt exprimiert und nicht in
systemischen Gefdflen, was im Hinblick auf eine pharmakologische Intervention eine
gewisse Selektivitit fir die Lunge versprechen konnte. Unter chronischer hypoxischer
Exposition der heterozygoten AMD-1-Knockout-Tiere zeigte sich ein priventiver
Phénotyp, der in Verringerung der PH resultierte. Im Gegensatz dazu zeigte eine
verminderte Expression der Ornithindecarboxylase 1 (ODC-1), dem zweiten
geschwindigkeitsbestimmendem Enzym der Polyaminsynthese neben AMD-1, keinen
positiven Effekt auf die Hypoxie-induzierten PH.

Des Weiteren konnte diese Arbeit zeigen, dass die Hypoxie-induzierte PH durch vermehrte
Proliferation von Zellen der GefidBwand gekennzeichnet ist, die durch Reoxygenierung

normalisiert wurde. Eine verminderte AMD-1-Expression sowohl in vivo als auch in
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isolierten humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen flihrte zu einer verminderten
Proliferation und induzierte gleichzeitig Apoptose.

SchlieBlich konnte in der vorliegenden Arbeit durch computergestiitzte Analysen und
molekularbiologische Methoden der Signalweg aufgeklédrt werden, der iber EGF-Erk1/2-
Egrl zu einer erhdhten AMD-1-Expression unter hypoxischen Bedingungen fiihrt.
Dariiberhinaus konnten die Untersuchungen zeigen, dass AMD-1 fiir die Phosphorylierung
der Phospholipase C-yl (PLC-yl) in humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen
sowie in der Mauslunge notwendig ist. PLC-yl ist ein wichtiges Signalmolekiil in der
Regulation der Calciumhomdostase und somit ein mdglicher, wichtiger Effektor des
Gefdflumbauprozesses. Zusammengefasst wurde in dieser Studie iiber in vivo und in vitro
Untersuchungen gezeigt, dass AMD-1 den GefaBumbauprozess bei pulmonaler Hypertonie
in vivo steuern kann und dass genomweite Studien, insbesondere im Prozess der
Revertierung einer PH im chronisch hypoxischen Mausmodell geeignet sind, neue
essentielle Kandidaten der PH-Pathogenese, die auch Ziel einer Therapie sein konnten, zu

identifizieren.
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6 Summary

PH is a life-threatening disease leading to death if untreated. This disease is characterized
by an elevated pulmonary arterial pressure, pulmonary vascular remodeling and an
increased pulmonary vascular resistance, ultimately leading to right heart failure. Since the
underlying mechanisms of the disease are not fully understood yet, the actually available
treatment strategies are rather symptomatic than targeted to resolve the cause of the
disease.

In the mouse model of hypoxia-induced PH, reexposure to normoxia after full
establishment of the disease induces full recovery from PH. In the present study, a genome
wide screening was performed to identify genes involved this recorvery process. In this
analysis, s-adenosylmethionine decarboxylase 1 (AMD-1), an enzyme involved in
polyamine synthesis, was found as an extremely strong regulated candidate in the reversal
of hypoxia-induced PH. On the one hand, AMD-1 displayed one of the strongest
downregulated genes during reoxygenation, on the other hand, AMD-1 was one of the
strongest upregulated genes upon chronic hypoxic exposure.

By applying in situ hybridization increased AMD-1 expression was confirmed under
pathophysiological conditions of PH in mice as well as in human IPAH samples.
Furthermore, localization of AMD-1 was demonstrated in pulmonary vessels, the site of
vascular remodeling processes in PH. Interestingly, enhanced AMD-1 expression under
hypoxic conditions was only detected in pulmonary vessels in contrast to systemic vessels.
This might predict at least some selectivity for the pulmonary circulation when applying
pharmacological intervention.

Under chronic hypoxic conditions AMD-1"" mice displayed a preventive phenotyp,
resulting in a reduced PH. In contrast, diminished expression of ornithine decarboxylase 1
(ODC-1), the second rate-limiting enzyme of the polyamine synthesis next to AMD-1, did
not display preventive effects on hypoxia-induced PH.

Furthermore, in this study it was demonstrated that the hypoxia-induced PH was
accompanied by increased proliferation of cells from the vessel wall, which was
normalized by reoxygenation. Decreased AMD-1 expression in vivo and in vitro led to
decreased proliferation and augmented apoptosis.

Moreover, by applying computational based analysis and molecular biological methods, a

signaling cascade leading to increased AMD-1 expression under hypoxia via EGF-Erk1/2-
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Egrl was identified. Furthermore, it was verified that AMD-1 is required for the
phosphorylation of phospholipase C-yl (PLC-yl) in hPASMCs and in the mouse lung.
PLC-yl is a crucial signaling molecule in the regulation of calcium homeostasis and
therefore a possible essential effector of vascular remodeling processes. Taken together, it
was shown by in vivo and in vitro approaches, that AMD-1 can regulate the vascular
remodeling process in pulmonary hypertension in vivo and that genomewide studies,
particularly during the process of reversal of PH in the mouse model of chronic hypoxia,
are feasible to identify new, essential candidates in the pathogenesis of PH which may also

can serve as a possible target for the pharmacotherapy of PH.
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Abbildung 30: Stark regulierte Signaltransduktionswege im Zeitverlauf der Reoxygenierung nach

chronisch hypoxischer Exposition

Signaltransduktionswege, die im reversiblen GefaBBumbauprozess zur hypoxischen Kontrollgruppe

differentiell reguliert sind. Die Graustufen geben die p-Werte von <0,01 (schwarz) bis <1,00 (weil}) wieder.

Die Daten wurden mittels cDNA-Microarray-Analyse von n = 20 Tieren in der Kontrollgruppe und n = 12

Tieren in den Behandlungsgruppen gewonnen.
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Abbildung 31: Stark regulierte Gene im Zeitverlauf der Reoxygenierung nach chronisch hypoxischer
Exposition

Gene, die im reversiblen GefaBBumbauprozess in mindestens 2 Zeitpunkten um mehr als das 2-fache zur
hypoxischen Kontrollgruppe differentiell reguliert sind. In griin sind Gene dargestellt, die zu dem
betreffenden Zeitpunkt der normoxischen Reexposition stérker exprimiert vorliegen als in der hypoxischen
Kontrollgruppe. Nicht differentiell exprimierte Gene sind in schwarz gekennzeichnet und vermindert
transkripierte Gene sind in rot dargestellt. Die Daten wurden mittels cDNA-Microarray-Analyse von n = 20

Tieren in der Kontrollgruppe und n = 12 Tieren in den Behandlungsgruppen gewonnen.
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